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Izvod

Sintetski hipolipemici danas se sve viSe zamenjuju prirodnim hipolipemicima, usled
utvrdenih nedostataka, nus-pojava i sporednih efekata sintetickih lekova. Shodno tome,
podstaknuta je povecana upotreba biljaka, odnosno njihovih aktivnih komponenata- sa
hipolipemijskom aktivno$¢u. Zamena sintetskih jedinjenja prirodnim aktivhim komponentama
usmerava istraZivanja u pravcu ispitivanja razli¢itih biljnih materijala i identifikovanja novih
jedinjenja sa hipolipemijskim dejstvom koji se mogu iz njih izolovati. Zbog toga se veliki napori
uloze u cilju dobijanja i izolovanja prirodnih hipolipemika, kao i za razvoj efikasnih 1 selektivnih
tehnika ekstrakcije. Ekstrakciju konvencionalnim rastvaracima karakteriSu niska selektivnost i
visoke temperature, Sto mozZe dovesti do degradacije Zeljenih jedinjenja. Primenom natkriticne
ekstrakcije (NKE) koja se odvija na nizim temperaturama, sprecava se degradacija jedinjenja i
dobija na kvalitetu ekstrakata shodno vecoj koncentraciji komponenata sa Zeljenim
farmakoloskim dejstvom. NKE je mnogo selektivnija od konvencionalnih nacina ekstrakcije.
Selektivnost prema pojedinim grupama jedinjenja se postize podeSavanjem uslova ekstrakcije
(temperature 1 pritiska). Usled lake 1 potpune separacije natkriticnog fluida smanjenjem pritiska,
ovaj vid ekstrakcije omogucava dobijanje ekstrakata bez tragova rastvaraca (npr. za primenu u
prehrambenoj, kozmetic¢koj 1 farmaceutskoj industriji).

Cilj ovog rada je bilo proucavanje frakcija ekstrakata mati¢njaka (Melissae officinalis L.,
Lamiaceae) i grékog semena (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae) bogatih supstancama sa
hipolipemijskom aktivnosti, izolovanih primenom razli¢itih metoda ekstrakcije, kao i
optimizacija procesa njihovog dobijanja. Za dobijanje ekstrakata bogatih supstancama sa
hipolipemijskim dejstvom, primenjena je subkriticna (SKE) i NKE sa ugljenik (IV)-oksidom,
hidrodestilacija i ekstrakcija etanolom. Na osnovu hemijskog profila dobijenih ekstrakata,
identifikovane su supstance koje su u literaturi okarakterisane kao nosioci hipolipemijske
aktivnosti i odredivan je njihov sadrZaj. Za identifikaciju i kvantifikaciju aktivnih komponenti u
dobijenim ekstraktima koriS¢ene su gasna hromatografija sa masenom spektrometrijom (GC/MS)
1 te¢na hromatografije (HPLC). Cilj disertacije je bio ispitivanje kinetike izolacije ekstrakata
bogatih komponenatama nosiocima hipolipemijskog dejstva, kao 1 analizi 1 optimizaciji razlicitih

procesa ekstrakcije, pri cemu je glavni naglasak dat analizi kinetike procesa NKE, ispitivanjem
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uticaja variranja procesnih parametara (pritiska i temperature) subkriticne i NKE i
odgovarajuc¢eg predtretmana biljnog materijala na prinos totalnog ekstrakta i u njemu sadrzaj
komponenata nosilaca hipolipemijskog dejstva.

Dvostepenom frakcionom ekstrakcijom mati¢njaka prvo su izolovana etarska ulja NKE, a
zatim je izolovana druga frakcija bogata supstancama nosiocima hipolipemijske 1 antioksidantne
aktivnosti subkritiénom 1 natkritiécnom ekstrakcijom. Analizirana je kinetika procesa ekstrakcije 1
u cilju njenog opisivanja primenjen je pseudo kineticki model. Uocena je brza ekstrakcija prve
frakcije u procesu natkriticne ekstrakcije, Sto je objaSnjeno lakom dostupno$¢u etarskog ulja.
Najsporija je bila natkriticna ekstrakcija druge frakcije, ukazuju¢i na tezu dostupnost i1 sporiju
difuziju supstanci nosilaca antioksidantne aktivnosti. Dobijeni ekstrakti prve i druge frakcione
ekstrakcije su determinisani po antioksidativnoj aktivnosti skladiStenja slobodnih radikala po
DPPH metodi, pokazuju¢i najveci antioksidativni kapacitet za ekstrakte druge frakcije,
dobijenim na uslovima NKE 30MPa/40 °C i NKE 30MPa/100 °C.

Natkriticnom ekstrakcijom grékog semena, sa prethodno primenjenim predtretmanom
biljne sirovine odmasS¢ivanjem i hidrolizom, omoguceno je izolovanje ekstrakta bogatog
diosgeninom, prekursorom u polusintezi steroidnih hormona, poznatog po svom
hipolipemijskom dejstvu. Primenjeni predtretman biljne sirovine imao je za cilj dobijanje
ekstrakata sa ve¢im sadrZajem diosgenina, bez vec¢ih koli¢ina lipidnih komponenata uklonjenih
odmas¢ivanjem, sa svrhom efikasnije primene dobijenog ekstrakta kao hipolipemika. Analiza
uticaja procesnih parametara: pritiska, temperature 1 koli¢ine utroSenog natkritiénog
ugljenik(IV)-oksida (NK CO,), kao i vremena ekstrakcije na prinos diosgenina, izvrSena je RSM
(Response Surface Methodology-metodologija odzivnih povrSina) i CCRD (Central Composite
Rotatable Design- centralno kompozitni rotatabilni dizajn) analiza uticaja procesnih parametara
na prinos diosgenina u dobijenim ekstraktima, koja je omogucila odredivanje optimalnih uslova
NKE za postizanje dobijanja maksimalnih koli¢ina diosgenina u ekstraktu iz grékog semena pri
uslovima: 24,6 MPa, 43,5-°C, 1 20,87 gCO2/gpm (koli€ina utroSenog NKCO»), pri gustini NKCO,
od 863 kg/m’.

Metode analize procesnih parametara RSM i CCRD su, takode, uspe$no primenjene za
predvidanje optimalnog prinosa totalnog ekstrakta, bogatog sterolima, vitaminom E i vitaminom
D tj. za definisanjem uslova NKE za njihov maksimalan prinos. Odredivanje molarne

rastvorljivosti totalnog ekstrakta u ugljenik(IV)-oksidu je omogucilo bolje razumevanje i

I

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

objasnjenje dobijenih rezultata RSM i CCRD analize. Odredivanjem molarne rastvorljivosti
sterola, vitamina E 1 vitamina D u NK CO; je omogu¢ilo bolje razumevanje postignutih
maksimalnih prinosa razlicitih grupa jedinjenja pri razli¢itim uslovima NKE. Rezultati su
pokazali da su pritisak od 20-25 MPa i temperatura u opsegu 310-320 K, (gustina NK CO; u
opsegu od 830-890 kg/m’) optimalni uslovi za dobijanje maksimalnog prinosa ekstrakta i
najvecih koli¢ina sterola, vitamina E i1 vitamina D u njemu.

NKE 1 subkriticna ekstrakcija grckog semena su omogucile dobijanje ekstrakata
bogatih masnim kiselinama i u cilju njihove identifikacije derivatizacijom su dobijeni metil estri
nezasi¢enih masnih kiselina kao 1 zasi¢enih masnih kiselina, pri ¢emu je identifikovano 10 metil
estara nezasi¢enih masnih kiselina. U najvecoj koliini su bili zastupljeni metil linoleat (~40%),
metil linolenat (40%) i1 metil palmitat (10%), dok je koli¢ina ostalih metil estara nezasi¢enih
masnih kiselina bila u znatno manjem procentu (0,09-2,4%). Primenom razli¢itih uslova
subkritiéne i NKE ekstrakcije nije primecena znatna razlika u ostvarenim prinosima ekstrakata
kao ni u profilu nezasi¢enih masnih kiselina.

Primenom subkriti¢ne ekstrakcije i NKE mati¢njaka i gr€kog semena u Sirokim opsezima
procesnih parametara, dobijeni su ekstrakti bogati komponentama nosiocima hipolipemijske

aktivnosti. Odredeni su optimalni procesni uslovi za dobijanje njihovog maskimalnog prinosa.

Kljucne reci: mati¢njak, gréko seme, natkriti¢na ekstrakcija, karakterizacija, optimizacija,

polifenoli, diosgenin, fitosteroli, antioksidansi, hipolipemici

Naucna oblast: Hemijske nauke
UZa naucna oblast: Hemija

UDK broj: 615.22:582.739:582.929.4:546.264-31(043.3)
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Abstract

Synthetic hypolipemics nowdays have being replaced by natural ones due to the noticed
deficiencies and side effects of synthetic drugs. Great effort is being devoted to the search for
alternative and cheaper sources of natural hypolipemics, as well as to the development of
efficient, selective and more convenient extraction techniques. Extraction with conventional
solvents is characterized by poor selectivity and requires high temperatures, which could result in
degradation of the desired compounds, and obtained extracts usually have solvent residues which
is not convenient in medicinal use. Supercritical extraction (SCE) shows higher selectivity
compared to conventional techniques of extraction. Selectivity of SCE towards some groups of
compounds can be tuned by changing extraction conditions (pressure and temperature).
According to easy and total separation of supercritical fluid from the extract achieved by
lowering pressure, SCE presents type of extraction which allows obtaining extracts without
residual solvents (for example for application in pharmaceutical, food and cosmetics industry).

The aim of this study was the isolation of extracts of lemon balm (Melissae officinalis)
and fenugreek (7rigonella foenum-graecum) rich in compounds that possess hypolipidemic
activity according to literature data, using different extraction processes. The extracts rich in
hypolipidemic substances were obtained by supercritical carbon dioxide extraction (SCE-CO,),
hydrodistillation and ethanol extraction from plant material. Characterization and analysis of the
obtained extracts as well as determination of contents of the components identified by the
literature data as carriers of hypolipidemic activity, were performed . Identification and
quantification of the active components in the extracts were performed using gas
chromatography mass spectrometry (GC / MS) and liquid chromatography (HPLC). The research
was based on the kinetic analysis and optimization of different extraction processes for obtaining
extracts rich in components with hypolidemic activity. Kinetics of subcritical and supercritical
extractions were analyzed, whereby, the influence of process parameters (pressure and
temperature) as well as appropriate pretreatment of plant material on the yield of total extract and
hypolipidemic compunds was examined.

A method of two-step fractional extraction of lemon balm was applied, whereby essential

oils were isolated by supercritical fluid extraction as the first fraction , and consequently second
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fraction rich in compounds with hypolipidemic and antioxidant activity was isolated using
subcritical and supercritical extraction. Analysis of the kinetics of extraction process was
performed using pseudo kinetic model. Fast extraction of the first fraction in the supercritical
extraction process has been detected, which is explained by high availability of the essential oil.
The supercritical extraction of the second fraction was slower, indicating lower availability and
slower diffusion in solid phase of components which are the carriers of hypolipemic and
antioxidant activities. Antioxidant activity of the obtained extracts was determined by the DPPH
method. The results showed the highest antioxidant capacity of extracts of the second fractions
obtained at conditions SCE 30MPa / 40 °C and the SCE 30MPa/ 100 °C .

SCE of fenugreek seed, with the previously applied pretreatment of plant raw materials in
the form of defatting and hydrolysis, enables obtaining extract which contains diosgenin, a
precursor in the semisynthesis of steroidal hormones, known for its hypolipidemic activity.
Applied pretreatment of plant material was aimed to enable obtaining extracts with higher
diosgenin content, refined, without fats, because its effective application as hypolipemic. The
analysis of the impact of process parameters (pressure, temperature and quantity of used
supercritical carbon dioxide and the extraction time) on the yield of diosgenin was performed
applied whereby RSM (response surface methodology) and CCRD (Central Composite Design)
analysis with 3-D and 2-D contour diagrams allowed determination of optimal conditions for
obtaining maximal yield of diosgenin from fenugreek. The optimal conditions were: pressure of
24.6 MPa , temperature of 43,5°C , and supercritical fluid consumption of 20.87 g CO, / g plant
mat., at the density of supercritical carbon dioxide (scCO,) of 863 kg/ m’.

RSM and CCRD methods were successfully applied to predict the optimal yield of total
extract , rich in sterols, vitamin E and vitamin D and to define the optimal conditions forthe SCE
from fenugreek. Determination of the molar solubility of the total extract in scCO, has enabled
better understanding and explanation of the obtained results with RSM/CCRD analysis.
Determined molar solubility of sterols, vitamin E and vitamin D in scCO, allowed better
understanding of the achieved maximal yields of specific group of compounds obtained at
different process conditions of the SCE. The obtained results have shown, that the pressure of
20-25 MPa and temperature in range of 310-320 K, (density of scCO, in range of 830-890 kg
/m?) present the optimal conditions for obtaining the maximal yield of extract and yield of

sterols, vitamin E and vitamin D.
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Subcritical and supercritical extraction of lemon balm and fenugreek enabled obtaining
extracts rich in unsaturated fatty acids. 10 methyl esters of unsaturated fatty acids were
determined. The results indicated the highest amounts of methyl linoleate (~40%), methyl
linolenate (40%) and methyl palmitate (10%), while the amount of other present methyl esters of
unsaturated fatty acids was in smaler percent (0,09-2,4%). Applying various range of process
conditions of subcritical and supercritical extraction, difference in obtained yield of extracts
either in profile of unsaturated fatty acids was not noticed.

Applying subcritical and supercritical extraction of lemon balm and fenugreek in wide
range of process conditions, extracts rich in compounds with hypolipidemic activitywere
isolated. Optimal conditions of extraction processes for obtaining maximal yields of extracts rich

in compounds with hypolipidemic activity were determined.

Keywords: Melissae officinalis, Trigonela foenum-graecum, supercritical extraction,

characterization, optimization, polyphenols, diosgenin, phytosterols, antioxidants, hypolipemics

Scientific field: Chemical Science
Major in: Chemistry
UDC number: 615.22:582.739:582.929.4:546.264-31(043.3)
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Lista oznaka i skra¢enica

Model Sovove iz 1994 godine

a, - specifi¢na povriina sloja po jedinici zapremine ekstraktora m™

e —udeo ekstrakta, kg ekstrakta / kg nerastvorljive ¢vrste faze

h - aksijalna koordinata ekstraktora, m

] - brzina prenosa mase, kg m™ s

J* - normalizovana brzina prenosa mase

ks - koeficijent prenosa mase u fazi rastvaraca, m s

ks - koeficijent prenosa mase kroz évrstu fazu, m s™

K - poCetna masa teZe dostupnog rastvorka, kg

N - masa nerastvorljive ¢vrste faze, kg

O - pocetna masa rastvorka u uzorku biljnog materijala, kg

q - specifi¢na koli¢ina rastvaraca, kg CO, / kg nerastvorljive ¢vrste faze

g - specifiéni maseni protok ratvarata u odnosu na nerstvorljivu &vrstu fazu, s
r - koncentracija u ¢vrstoj fazi

t - vreme ekstrakcije, s

U - brzina strujanja ugljenik(IV)- oksida kroz sloj biljnog materijala, m s

W - parametar sporog perioda ekstrakcije

x - kg rastvorljivih supstanci po kg nerastvorljive ¢vrste faze, bezdimenziona veli¢ina
y - kg rastvorljivih supstanci po kg rastvaraca, bezdimenziona veli¢ina

Y, - ravnotezna rastvorljivost rastvorka u ugljenik(IV)- oksidu, kg rastvorka/ kg CO,
Y - normalizovana koncentracija

Z - bezdimenziona koordinata

Z - parametar brzog perioda ekstrakcije

Gréka slova
€ - poroznost sloja
p - gustina natkriticnog fluida, rastvaraca, kg m”

ps - gustina biljnog materijala, nasipna gustina, kg m™
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T - bezdimenziono vreme

& — parametar rastvorljivosti (MPa)'

p r.sF — redukovana gustina CO, (g/cmS)

p r.L — redukovana gustina CO, u teCnom stanju (g/cm3)
(AEv);- suma kohezivnih energija (cal/mol)

(Av);- suma molarnih zapremina (cm3/mol)

Subskripti

k - teZe dostupan rastvorak

m - pocetak ekstrakcije iz unutras$njosti Cestica
n - kraj ekstrakcije lako dostupnog rastvorka
p - lako dostupan rastvorak

0 - inicijalna koncentracija

w - koordinata granice izmedu brze i spore ekstrakcije

Skracenice
LDL holesterol niske gustine lipoproteina
VLDL holesterol veoma niske gustine lipoproteina

HMG-CoA 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A-reduktaze
HPLC teCna hromatografija visokih performansi
GC/FID gasna hromatografija

GC/MS gasno-masena hromatografija

DAD diodni detektor

RSC% kapacitet skladiStenja radikala

DPPH (1,1-difenil-2-5-pikril-hidrazil)

Asp apsorbanca DPPH radikala slepe probe

As apsorbanca uzorka DPPH radikala sa ekstraktom
Pc kriti¢ni pritisak

SP parametar rastvorljivosti (MPa)l/ 2

ATi- suma kriti¢nih temepratura kontributornih grupa
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Tc-
T-
T,-
Si
KI

RSM
CCRD
NKE
NK CO;,
SKE
subCO,

mc02/ my
bm

Y

<

kriti¢na temepratura

temperatura na kojoj je definisan parametar rastvorljivosti &
temperatura na kojoj se odreduje parametar rastvorljivosti 6

molarna rastvorljivost totalnog ekstrakta/sterola/vitamina E/vitamina D

Kovacevi indeksi

metodologija odzivnih povrSina
centralno kompozitni rotatabilni dizajn
natkriti¢na ekstrakcija

natkriticni CO,

subkriti¢na ekstrakcija

subkriti¢ni CO,

koli¢ina utrosenog CO, po koli€ini biljne sirovine za eksperiment (g/g)
biljna sirovina

prinos, mg diosgenin/ g suve materije grckog semena (%)

prinos totalnog ekstrakta, g ekstrakta/ 100 g grékog semena

prinos, totalni steroli/vitamin E/ vitamin D, udeo u ekstraktu (%)

nezavisna promenljiva pritiska

nezavisna promenljiva temperature

nezavisna promenljiva koli¢ine utroSenog CO, (vreme ekstrakcije)
koeficijent determinacije

prilagoden koeficijent determinacije

regresioni koeficijent
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1. UVOD

Upotreba i primena biljaka 1 njihovih ekstrakata u medicinske svrhe je poznata od
davnina, ali njihova detaljnija ispitivanja u pogledu karakterizacije, optimizacije i farmakoloSkog
dejstva nisu bila sveobuhvatnija i zastupljenija, kako se prednost uvek davala sintetickim
lekovima, dok je alternativna medicina uzimana sa rezervom usled nepouzdanosti i nepoznavanja
dejstva. U poslednje vreme usled utvrdenih nedostataka, nus pojava i sporednih efekata
sintetickih lekova podstaknuta je povecana upotreba biljaka odnosno njihovih aktivnih
komponenata u medicini, poznatoj kao fitoterapija, a samim tim i istraZivanja o karakterizaciji,
dejstvu i primeni kako bi se omogucila njihova Sto efikasnija delotvornost.

Poslednjih godina sve zastupljeniji problem danaSnjeg druStva kao posledica brzeg i
nezdravog nacina Zivota je sve aktuelniji zbog izraZzenog porasta hiperholesterolemije koja se
manifestuje prisustvom visokog nivoa holesterola u krvi i niza metabolickih poremecaja koje on
uzrokuje po zdravlje ljudi Sirom sveta i koji mogu biti sekundarni za mnoge bolesti, narocito
kardiovaskularna oboljenja. Hiperholesterolemija kao svakidaSnja boljka danasnjeg sveta
zahteva efikasna 1 delotvorna reSenja. Obzirom da su hipolipemici lekovi koji snizavaju visok
nivo holesterola u krvi i reguliSu uzro¢no- posledicne metabolicke poremecaje, imaju veliki
znacaj 1 primenu u farmaceutskoj industriji. Nekoliko tipova sintetickih lekova se koriste za
redukciju holesterola, ali je tokom njihove primene primeceno viSe nedostataka, nepozeljnih
pojava i sporednih efekata.

Fitopreparati nemaju toliko nedostataka kao sinteticki lekovi i njihova priprema i primena
su mnogo jednostavnije i jeftinije. Primena fitopreparata u lecenju hiperholesterolemije nema
sporednih efekata, relativno je jeftina i1 lako dostupna. Sa velikom koli¢inom prirodnih sastojaka
kao $to su vlakna, amino kiseline, izoflafonoidi, fitosteroli, proteini i ostali, fitopreparati imaju
veliki potencijal u snizavanju holesterola (Jungmin i sar., 2013).

Dalja istrazivanja vode do novih fitofarmaceutika 1 otkrivanja intenziteta njihovog
delovanja na snizavanje holesterola, njihove karakterizacije 1 njihove primene (Atoui i sar,
2005). U tom smislu, cilj naseg istrazivanja ¢e biti biljke sa potencijalnom hipolipemi¢nom
aktivnoSc¢u: mati¢njak (Melissa officinalis) 1 gr¢ko seme (Trigonella-foenum-graceum).

Hidrodestilacija kao najstariji i najjednostavniji postupak za dobijanje etarskih ulja iz

lekovitih biljaka je najviSe i najceS¢e koriS€en za analizu sastava i dejstva odredjenih aktivnih
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komponenata, ali kako usled visoke temperature dolazi do termicke razgradnje i hidrolize
pojedinih komponenata, analiza sastava i dobijanje aktivnih komponenata nisu odgovarajuci. S
toga se sve ucestalije pribegavalo ekstrakciji organskim rastvara¢ima kao pogodnijom za
izolovanje veceg broja komponenata iz biljaka sa ostvarivanjem veceg prinosa. Analiza sastava
tako dobijenih ekstrakata je bila potpunija, ali je njihova primena usled prisustva toksi¢nih i
Stetnih organskih rastvaraca bila ograniCena usled potrebe za preciSavanjem ekstrakata Sto je
postupak cinilo sloZenijim 1 neefikasnim, utoliko Sto je u toku samog procesa preciS¢avanja i
uparavanja dolazilo do gubitka aktivnih komponenata. U ekstrakciji organskim rastvaracima
problem predstavlja i velika cena organskih ratsvaraca, kao i njihova regeneracija, §to samo
otezava i produzava proces i troSkove.

Poslednjih decenija dobijanje bioloski aktivnih ekstrakata pomocu natkriticnih fluida,
pre svega, natkriti¢nog ugljenik(IV)-oksida (NK CO,) sve viSe dobija na znac¢aju imajuci u vidu
brojne prednosti ove tehnologije u odnosu na konvencionalne metode dobijanja frakcija iz
biljnog materijala koje sadrZze bioaktivne komponente (Bakkali i sar, 2008; Tajkarimi i sar,
2010). Proces ekstrakcije sa NK CO, omogucava dobijanje ekstrakata na umereno niskim
temperaturama, ¢ime se spreCava termicka degradacija lako isparljivih i termolabilnih jedinjenja
koja se smatraju glavnim nosiocima antibakterijske i antioksidativne aktivnosti. Promenom
pritiska i temperature (gustine CO;) moguce je koncentrisati Zeljene frakcije jedinjenja u
ekstraktu i vrSiti jednostavno, brzo i potpuno uklanjanje CO, od rastvorka bez dalje potrebe za
preciS¢avanjem ¢ime se dobija potpuno Cist ekstrakt za klini¢ku upotrebu.

Na osnovu literaturnih podataka o potencijalnoj hipolipemi¢noj aktivnosti navedenih
biljaka, vrSene su hidrodestilacije, Sokslet ekstrakcije i NKE ekstrakcije sa ciljem optimizacije
procesa dobijanja ekstrakata sa izraZenijim hipolipemi¢nim dejstvom u poredenju sa literaturnim
podacima. VrSene su analize esktrakata dobijenih NKE na odredenim pritiscima i temperaturama
za koje ne postoje podaci u dostupnoj literaturi. Na nekim biljkama primenjivana je i ekstrakcija
tecnim CO, za koje takode ne postoje podaci u literaturi. Ekstrakti dobijeni razli¢itim nac¢inima
ekstrakcije 1 pri razliitim uslovima su analizirani pomoc¢u gasno-masene hromatografije
(GC/MS) i tenom hromatografijom visokih performansi (HPLC). Dobijeni ekstratki su sadrzali
komponente za koje je literaturno potvrdeno njihovo hipolipemijsko dejstvo.

Od posebnog interesa je bila mogucnost dobijanja ekstrakata bogatih diosgeninom iz

grékog semena, koji pokazuju pozitivho dejstvo na metabolizam holesterola, od kojih je
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najznacajniji snizavanje koncentracije holesterola u krvi, inhibiranje absorpcije holesterola, kao i
smanjenje nivoa holesterola u jetri 1 pospeSivanje izluCivanja holesterola iz Zuci (Sauvaire,
1991). Dobijanje ekstrakata bogatih fitosterolima iz grckog semena, je takode bio od znacaja,
shodno njihovoj sposobnosti da redukuju nivo holesterola u krvi. Fitosteroli su strukturno
a samim tim 1 redukuju nivo holesterola u krvi (Jong, 2003). Ekstrakti bogati nezasi¢enim
masnim kiselinama (FAME) su dobijeni ekstrakcijama uguS¢enim ugljenik(IV)-oksidom iz
grckog semena shodno njihovom potencijalnom hipolipemijskom dejstvu (Kahn i sar, 1963; Yu
1 sar, 1995).

Dobijanje ekstrakata sa potencijalnim hipolipemi¢nim dejstvom iz mati¢njaka je bio od
znacaja, sa bogatim sadrZajem fenolnih komponenata za koje se vezuje antioksidativna aktivnost
(Mimica-Dukic i sar, 2004; Atanassova i sar, 2011; Miron i sar, 2013; Babovic i sar, 2010;
Babovic i Petrovic, 2011; Canadanovié-Brunet i sar, 2008), pri ¢emu je ona pokazala vecu
izrazajnost ukoliko je hemijsku kompoziciju ekstrakta ¢inio ve¢i sadrzaj timola i eugenola, vec¢ih

koli¢ina FAME i njihovih alkohola.

Ciljevi istraZivanja ove doktorske disertacije bili su:

-dobijanje ekstrakata iz mati¢njaka i gr¢kog semena u ¢ijem sastavu se nalaze komponente sa
potencijalnim hipolipemi¢nim dejstvom.

- odredivanje parametara kinetike izolacije ekstrakata sa jakim antioksidativnim dejstvom iz
mati¢njaka, primenom razli¢itih postupaka ekstrakcije, a pre svega subkritiCne i natkriticne
ekstrakcije sa ugljenik(IV)-oksidom;

- definisanje hemijskog sastava i antioksidativne aktivnosti dobijenih ekstrakata i etarskih ulja iz
matic¢njaka;

- simulacija procesa ekstrakcije koriS¢enjem matematickog modela u cilju izraCunavanja
parametara kojima se opisuje prenos mase u posmatranom procesu ekstrakcije;

- dobijanje ekstrakata bogatih diosgeninom, komponentom sa poznatim hipolipemi¢nim
dejstvom, primenom predtretmana odmasc¢ivanja i1 hidrolize gr¢kog semena 1 natkriticne

ekstrakcije u Sirokom opsegu procesnih uslova;
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- optimizacija procesa NKE primenom metode odzivnih povrSina, analiziranjem uticaja
procesnih parametara na prinos totalnog ekstrakta i1 diosgenina iz grckog semena, sa ciljem
odredivanja optimalnih uslova za postizanje maksimalnih prinosa diosgenina;

-dobijanje ekstrakata bogatih sterolima, vitaminom E 1 vitaminom D, iz grckog semena
primenom NKE u Sirokom opsegu primenjenih procesnih parametara;

- Analiziranje uticaja procesnih parametara NKE na prinos totalnog ekstrakta, sterola, vitamina
E i vitamina D, primenom metode odzivnih povrSina sa ciljem odredivanjaoptimalnih uslova za
postizanje maksimalnih prinosa sterola, vitamina E i vitamina D;

-dobijanje ekstrakata bogatih nezasi¢enim masnim kiselinama iz gr¢kog semena, primenom

subkriti¢ne i natkriticne ekstrakcije na razli¢itim procesnim uslovima.
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2. TEORILJSKI DEO

2.1. Hipolipemijska aktivnost

Hiperholesterolemija, kao oblik poremecenog metabolizma, uslovljena danaSnjim
nezdravim nacinom Zivota, karakterisana je veoma visokim nivoima lipida u krvi, predstavlja
dominantni faktor u nastajanju mnogih hroni¢nih bolesti kao Sto su dijabetes, gojaznost i niz
kardiovaksularnih oboljenja. Takodje 1 gojaznost predstavlja posledicu poremecenog
metabolizma, ¢iji je jedan od uzro¢nika i povecan nivo “losih” lipida u krvi.

Holesterol kao predstavnik sterola i sastavni deo svih ¢elijskih membrana, je neophodan
za rast 1 razvoj, ali njegov sadrzaj iznad optimalnog nivoa u telesnim te¢nostima 1 tkivima,
predstavlja visok rizi¢ni faktor za razvoj kardiovaskularnih poremecaja kao Sto su ateroskleroza,
sr¢ani infarkt 1 cerebralna paraliza (Child 1 Kuksis, 1983). Hiperholesterolemija uzrokuje
nagomilavanje slobodnih radikala na razne nacine i formiranje slobodnih radikala kiseonika, kao
Sto su radikali superoksidnih anjona (Oy) ili peroksinitrita (ONOO") koji mogu imati znacajan
uticaj na patogenezu osim na kardiovaskularne bolesti i na druga upalna i kancerogena oboljenja
(Prasad i Kalra, 1993; Das i sar, 2000; Rang i sar, 2005). Hipertenzija i displipidemija
predstavljaju najceSce faktore rizika u nastajanju ateroskleroze, kao sve ¢eS¢eg uzro¢nika smrti u
industrijski razvijenim druStvima, shodno tome tezi se primeni medikamentne terapije u vidu
hipolipemika, poboljsanja njihovog dejstva i primene u metabolizmu lipida u cilju produzavanja
Zivota.

Najces¢u preporucenu terapiju lekara u tretiranju hiperholesterolemije ¢ine statini (kao
npr. simvastatin, lovastatin, provastatin, fluvastatin, atorvastatin), koji snizavaju ukupni i nivo
tzv. loSeg LDL holesterola (Low Density Lipoprotein- lipoprotein male gustine), koji je direktno
povezan sa pojavom infarkta miokarda 1 Sloga. Mehanizam dejstva statina podrazumeva
inhibiciju enzima 3-hidroksi-3-metilglutaril koenzim A-reduktaze (HMG-CoA) koji ima
odlucujucu ulogu u biosintezi holesterola, 1 na taj nac¢in dovodi do regulisanja nivoa holesterola.
Nezeljena dejstva sintetickih hipolipemika manifestuju se kao gastrointestinalne smetnje, dolazi
do povecanja koncentracija enzima jetre u plazmi, nesanice 1 osipa, a moguca je pojava 1
miozitisa 1 angioedema (Rang 1 sar, 2005). Osim najceS¢e koriS¢enih statina, i drugi lekovi se
propisuju, na primer derivati fibrinske kiseline, fibrati, zatim smole koje vezuju Zuc¢ne kiseline,
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nikotinska kiselina, probukol i riblje ulje. Medutim, u medikaciji hiperholesterolemije, a
posebno u olakSavanju tegoba koje prate navedeno oboljenje, prednost nad sintetickim lekovima
preuzimaju prirodni proizvodi sa biljnim ekstraktima koji nemaju izraZene neZeljene i sporedne
efekte, a koji su jeftiniji 1 efikasni (Hasani-Ranjbar 1 sar, 2010; Bahmani i sar, 2015; Bahmani i
sar, 2015a; Sham 1 sar, 2014; Zeng i sar, 2012; Mahmood i sar, 2010; Phogat i sar 2010; Xiea i
sar, 2012; Ghorbani 1 sar, 2013). Biljke poseduju antiinflamatorna, antioksidativna, analgetska
svojstva koja ih promiviSu od davnina u leCenju niza poremecaja zdravlja. WHO, 2001 je
izvestila da se oko 80% globalne populacije oslanja na lecenje prirodnim proizvodima, a da
danas postoji trend povecanja njihove primene. Nauc¢ni doprinos tradicionalnoj medicini
predstavlja racionalna fitoterapija, zasnovana na nau¢nim i dokumentovanim studijama hemijske
karakterizacije, farmakoloSke aktivnosti 1 dejstva biljaka 1 njihovih izolata, klinic¢kih studija o
dejstvu i bezbednosti njihove primene, ekstrakcije prirodnih jedinjenja sa potencijalnom
farmakoloskom aktivnoS¢u i tehnologije dobijanja preparata sa Sto efikasnijom primenom i
upotrebom (Bhattaram i sar, 2002). Terapeutska primena ekstrakata dobijenih iz prirodnih izvora
pokazala je znaCajne rezultate u leCenju raznih poremecaja i oboljenja, potvrdujuéi iskustva iz
tradicionalne medicine (Zhang, 2004; Saraf, 2010). Hipolipemijska aktivnost odredene grupe
biljaka pokazala je evidentan potencijal u tretiranju hiperholesterolemije. Naj¢eS¢e pominjane,
ali 1 najviSe obradjivane u literaturi su: mati¢njak (Melissa officinalis) (Lee 1 sar, 2008; Chung i
sar, 2010; Bolkent i sar, 2005; Ribeiro i sar, 2001; Jun i sar, 2012; Zarei i sar, 2014) , grécko seme
(Trigonella-foenum graecum) (Sauvaire i sar, 1991; Basch i sar, 2003; Bordia i sar, 1997; Stark i
sar, 1993; Hannan i sar, 2003; Xue 1 sar, 2007; Kassaian i sar, 2009; Kaviarasan 1 sar, 2007;
Narender i sar, 2007; Belguith-Hadriche 1 sar, 2010), badelj (Silybum marianum) (Akkay i sar,
2012; Valenzuela i sar, 1994; Skottova i sar, 1998; Sobolova i sar, 2006; Shaker i sar, 2010),
articoka (Cynare folium) (Ghada 1 Tamer, 2009; Speroni 1 sar, 2003; Gebhardt, 1998; Shimoda i
sar, 2003), medvedi luk (Allium ursinum) (Reuter, 1995; Ali i sar, 2000; Vazquez-Prieto i sar,
2010), smilje (Helichrysum arenarium) (Albayrak 1 sar, 2010; Czinner i sar, 1999; Tepe i sar,
2005) i maslina (Olea folium) (Visioli i sar, 1998, Manna i sar, 2005, Jemai i sar, 2008).
Hiperholesterolemija je poznata kao zdravstveni poremecaj, koji se moze tretirati biljnim
tradicionalnim lekovima. U ovom istrazivanju, biljke maticnjak (Melissa officinalis L.,
Lamiaceaea, droga Melissae folium) i gr€ko seme (Trigonella foenum-graecum L., Fabacea,

droga Foenugraeci semen) su izabrane na osnovu literaturnih podataka koji su omogucili
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povezivanje hemijskog profila navedenih biljaka i njihovog potencijalnog dejstva na
hiperholesterolemiju. Cilj je bio optimizacija dobijanja njihovih ekstrakata sa farmakoloSki
aktivnim jedinjenjima sa potencijalnim hipolipemi¢nim dejstvom primenom natkriti¢ne

ekstrakcije.

2.1.1. Mehanizam hipolipemijske aktivnosti prirodnih jedinjenja

Hiperholesterolemija predstavlja poremecaj metabolizma koji se manifestuje kao viSak
lipida u krvotoku, koje ¢ine holesterol, trigliceridi i lipoproteini. Prema nacinu nastajanja ovog
poremecaja, hiperholesterolemija moze biti primarna ukoliko je uslovljenja genskim defektom 1
kombinacijom genetskih faktora 1 Zivotne sredine, a moze biti 1 sekundarna kao rezultat vec
postoje¢ih metabolickih poremecaja kao Sto su dijabetes, alkoholizam, ciroza jetre, gojaznost i
hipotireodizam. Lipoproteinski metabolizam obuhvata obradivanje lipida unesenih preko hrane,
proces sinteze lipida u jetri i transport lipida do ciljnog mesta. Postoje dva naCina obrade lipida,
egzogeni, lipidi koji su uneseni hranom i endogeni, lipidi koji se sintetiSu u jetri (Rang i sar,
2005).

Hipolipemijsko dejstvo bioaktivnih grupa jedinjenja biljaka manifestuje se na viSe
nacina, po principu razlicitih mehanizama u metabolizmu lipida u organizmu. SniZavanje nivoa
lipida u organizmu omogucuje se na viSe nacina:

einhibiranjem sinteze holesterola

edegradacijom triglicerida

epovecavanjem nivoa HDL holesterola(High Density Lipoprotein,tzv.dobrog holesterola)

epospesivanjem izlucivanja holesterola putem bilijarnog trakta

einhibiranjem apsorpcije holesterola u crevima.

HMG-Ko0A reduktaza je mirkozomalni 1 glavni regulatorni enzim u sintezi holesterola.
Sinteza 90% holesterola se odvija u jetri 1 gastrointestinalnom traktu. Biosinteza holesterola je
energetski zahtevan proces, zato je vazno preuzimanje holesterola putem receptora LDL iz
cirkulacije. Kontrola nivoa holesterola se najéesce postize regulacijom aktivnosti HMG-KoA

reduktaze i regulacijom sinteze LDL-receptora (Nelson i Cox, 2005; Voet i Voet, 2005).
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Mehanizam regulisanja holesterola dejstvom prirodnih aktivnih komponenti prikazan je na slici

1.

Prirodna
jedinjenja

/
)

Adipozno tkivo

1G-Trigliceridi
(M-Hilomikroini

(E- Holesterolski estri

¢ - Neesterifikovani holesterol

Slika 1. Mehanizmi dejstva hipolipemijske aktivnosti prirodnih jedinjenja (preuzeto iz
predavanja "Fitoterapija primenjena na bolesti metabolizma", prof. Svetlana Kulevanova,
Farmaceutski fakultet, Skoplje)
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2.2. Antioksidativna aktivnost

Kroz istoriju razna naucna istraZivanja su potvrdila antioksidativnu sposobnost niza
biljaka karanfili¢, muskatni orah, ¢ubar, kurkuma, dumbir, majoran, medu kojima su bile i biljke
iz familije Lamiaceae, kao $to su mati¢njak, ruzmarin, Zalfija, origano i timijan, koje su pokazale
izuzetan antioksidativni potencijal (Chipault i sar, 1952; Chipault, 1956). Antioksidativho
dejstvo biljaka je razlicito 1 zavisi od sadrzaja aktivnih komponenti tj. od sadrZaja etarskih ulja 1
fenolnih jedinjenja. Aktivne komponente koje pokazuju antioksidativne osobine su fenolne
kiseline, flavonoidi, prirodni pigmenti (npr. kapsaicin u paprici) i terpeni (npr. rosmanol,
karnosol, karnosolna kiselina, epirosmanol, izorosmanol iz ruzmarina i Zalfije) (Babovic, 2010).

Prirodni antioksidansi u biljkama su pre svega fenolna jedinjenja tj. polifenoli, a
najvaznije grupe prirodnih antioksidanasa su tokoferoli, flavonoidi, fenolne kiseline i terpeni.
(Yanishlieva, 2001). Fenolna jedinjenja koja najviSe doprinose antioksidativnoj aktivnosti
ekstrakata iz porodice Lamiaceae su rozmarinska kiselina, karnosol i karnosolna kiselina i
bifenilna jedinjenja, npr. p-cimen-2,3-diol (u timijanu) (Babovic i sar, 2010; Mencherini i sar,
2007; Mimica-Dukic i sar, 2004; Schwarz i Ternes, 1992; Nakatani i sar, 1989)

Antioksidansi su supstance koje, prisutne kod komponenata koje podlezu oksidaciji (kao
Sto su lipidi, proteini, dezoksiribonukleinska kiselina (DNK) ili ugljeni hidrati) znacajno
inhibiraju ili potpuno sprecavaju oksidaciju supstrata (Halliwell 1 Gutteridge, 1989; Halliwell,
1995). U sprecavanju Stetne reakcije slobodnih radikala na konstituente celije, postoji Citav
kompleksni antioksidativni odbrambeni mehanizam u organizmu. Pored antioksidativnog
mehanizma koji Stite organizam od Stetnog uticaja slobodnih radikala, vaZan segment
antioksidativne odbrane cCine i antioksidansi koje treba unositi hranom svakodnevno u
odgovarajucoj koli€ini. Oksidativni stres se javlja jer je koncentracija antioksidanasa redukovana
(zbog mutacije enzima koji imaju funkciju antioksidanasa u organizmu, ili pri smanjenom unosu
prirodnih antioksidanasa preko hrane) i jer je broj ROS (Reactive Oxygen Species- reaktivne
kiseoni¢ne vrste) povecan. Slobodni radikali koji nastaju tokom normalnog metabolizma,
termolizom, elektromagnetnom radijacijom, redoks reakcijama, enzimskim procesima,
hemijskim i biohemijskim procesima, dovode do mnogih patoloskih promena u ljudskom
organizmu (Acworth, 2003; Halliwell i Whiteman, 2004). Novija istrazivanja dejstva slobodnih
radikala, otkrila su da je iznenadujuce veliki broj veoma teSkih bolesti danasnjice koje su

posledica oksidativnog stresa i oSte¢enja do kojih on dovodi. Mnogi oblici malignih bolesti
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rezultat su oksidativnog oSteenja DNK i mutacija koje zbog toga nastaju. Potvrdeno je da je
arterioskleroza, koja nastaje oksidacijom holesterola niske gustine (LDL-low density
lipoprotein) upravo uzrokovana reakcijama u kojima ucestvuju slobodni radikali. Negativan
uticaj slobodnih radikala moZe dovesti i do razli¢itih autoimunih bolesti, SeCerne bolesti,
reumatskih bolesti, sr€anog udara, bolesti bubrega, infektivnih bolesti, Alchajmerove bolesti 1
Parkinsonova bolest, dermatoloSkih poremecaja, psorijaze. VaZznu ulogu imaju i u nastanku
alergija, kao Sto su astma i atopicki dermatitis, te upalnih bolesti creva poput ulceroznog kolitisa
i Kronove bolesti. Postoje razli¢iti mogu¢i mehanizmi putem kojih antioksidansi deluju i pruzaju
zaStitu od slobodnih radikala. To podrazumeva sprecavanje obrazovanja ROS, zaustavljanje ROS
napada hvatanjem reaktivnih metabolita i njihovo pretvaranje u manje reaktivne molekule,
spreCavanje obrazovanja Stetnih oblika iz manje reaktivnih ROS, olakSavanje oporavka od
Stetnih ROS 1 obezbedivanje povoljne okoline za efikasno delovanje ostalih antioksidanasa (Sen,
1995). Lipidna peroksidacija je oznacena kao glavni mehanizam oStecenja Celija u mnogim
bioloSkim sistemima, koja nastaje napadom slobodnih radikala na lipide poput polinezasi¢enih
masnih kiselina u fosfolipidima, glikolipidima i holesterol u bioloSkim membranama.

Na osnovu razli¢itog mehanizma delovanja antioksidansi mogu biti primarni (butilovani
hidroksianizol, galati, flavonoidi, ruzmarinski ekstrakt, vitamin E, fenolna jedinjenja itd.),
sekundarni ili preventivni (limunska kiselina, askorbinska kiselina,sumporna jedinjenja, selen,
fosfolipidi, karotenoidi, transferin, ceruloplazmin itd.). Neki antioksidansi pokazuju i sposobnost
sinergistickog dejstva kao Sto su limunska kiselina, askorbinska kiselina, sumporna jedinjenja,
selen, fosfolipidi, karotenoidi, transferin, ceruloplazmin itd (Pokorny, 2001; Kochhar i Rossell,
1990). Antioksidansi mogu imati razli¢ite mehanizme delovanja, pa tako primarni antioksidansi
usporavaju stepen inicijacije lancane reakcije slobodnih radikala, ili prekidaju lan¢anu reakciju u
fazi propagacije doniraju¢i vodonik ili elektrone slobodnim radikalima i transformiSu slobodne
radikale u stabilnije produkte, dok sekundarni antioksidansi spreCavaju razlaganje lipidnih
hidroperoksida na slobodne radikale tj. redukuju brzinu reakcije inicijacije kod lancanih reakcija
pomocu razli¢itih mehanizama inaktivacije. Sinergisticko dejstvo se ispoljava u pojacanju
aktivnosti primarnih antioksidanasa, sposobnost antioksidanasa da veZu kiseonik kao tzv.
"skevindZeri" (hvataci) kiseonika (askorbinska kiselina, sulfiti, askorbil-palmitat, eritorbinska
kiselina, vitamin E, limunska kiselina, EDTA, fosfati, amino kiseline, fosfolipidi). Vitamin E je

glavni liposolubilni antioksidans 1 igra veoma vaznu ulogu u zastiti ¢elijskih membrana.
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2.2.1. Metode odredivanja antioksidativne aktivnosti

Antioksidativni potencijal predstavlja mogucnost ispitivanog uzorka da preda elektron ili
vodonik i1 na taj na¢in spreci reaktivnost radikala u daljim lan¢anim reakcijama 1 oSteenjima i
poremecajima koji su posledica njegove reaktivnosti. Postoji nekoliko razli¢itih metoda za
merenje ukupnog antioksidativnog kapaciteta koje se uglavnom zasnivaju na merenju koli¢ine
koriS¢enog reagensa i meri inhibicije oksidacije. Metode za ispitivanje antioksidativne aktivnosti
se mogu podeliti na viSe nacina, prema sistemu testiranja (in vivo 1 in vitro), prema metodi
detekcije (spektrofotometrijske, fluorimetrijske, hemiluminiscentne i ESR spektrometrijske) i
prema direktnosti odredivanja (direktne sa ROS ili indirektne sa metalnim jonima, odredivanje
stepena inhibicije oksidacije lipidnog supstrata, odredivanje prenosa atoma vodonika i prenosa
jednog elektrona) (Sanchez-Moreno, 2002; Prior i sar, 2005; Robards i sar, 1999).

Tri najpoznatije i najceS¢e primenjivane metode za merenje antioksidativnog kapaciteta su:

1. Reakcije prenosa atoma vodonika ili HAT (hydrogen atom transfer)
Metode koje se zasnivaju na prenosu atoma vodonika odnose se na reakcije u kojima su
antioksidans i supstrat kompetitivni prema peroksil radikalima proizvedenim putem termickog
razlaganja azo-jedinjenja (Somogyi, 2007).
a) Inhibition of induced low-density lipoprotein autooxidation
Inhibicija indukovane autooksidacije lipoproteina niske gustine. Inicijatori oksidacije su Cu**
joni ili AAPH (2,2-azobis(2-amidinopropane)dihidrohlorid).
b) ORAC (Oxygen Radical Absorbance Capacity)
Zasniva se na merenju efikasnosti razlicitih prirodnih antioksidanasa u spreavanju oksidativne
degradacije fluoresceina, nakon meSanja sa peroksil radikalima. Fluorescentni intenzitet
fluoresceina slabi u toku njegove oksidacije, a u prisustvu antioksidanasa oksidativno raspadanje
fluoresceina je sporije. ORAC vrednost oznacava kolika koli¢ina analiziranog proizvoda ima isti
kapacitet "hvatanja" slobodnih radikala kao i poznata koli¢ina oblika vitamina E koji je
rastvorljiv u vodi, prema kom je ispitivanje standardizovano.

¢) TRAP (Total Radical Trapping Antioxidant Parameter)
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Ukupna sposobnost "hvatanja" radikala. Bazira se na merenju potroSnje kiseonika tokom
kontrolisane lipidne peroksidacije, koja je indukovana peroksil radikalima koji se proizvode
putem termickog razlaganja azo-jedinjenja 2,2 °-azobis(2-amidinopropan)hidrohlorid (AAPH).

d) Carotenoid (crocin) bleaching assays

Stepen beljenja karotenoida "crocin" iz Safrana, odreduje se kolorimetrijski. Peroksil radikali se
stvaraju tokom termickog razlaganja azo inicijatora AAPH. Antioksidativni potencijal supstance
dodate u inkubacionu smeSu je u funkciji inhibicije beljenja karotenioda "crocin".

e) TOSC (Total Oxidant Scavenging Capacity) ili ukupni kapacitet "hvatanja" oksidansa.
Reakcijom izmedu razli¢itih ROS (peroksil radikala, hidroksil radikala i peroksinitrita) i a-keto-
y- metiltio-buterne kiseline (KMBA) koja se oksiduje i dobija se etilen koji moZe biti odvojen od
ostalih sastojaka i kvantitativno odreden pomoc¢u gasne hromatografije (GC). Antioksidativni
kapacitet testiranog jedinjenja se meri sposobnos¢u inhibicije formiranja etilena iz KMBA.

2. Reakcije prenosa jednog elektrona ili SET (single electron transfer)

Metodama koje se baziraju na prenosu jednog elektrona meri se kapacitet antioksidansa tokom
redukcije oksidansa koji menja boju kada se redukuje. Stepen promene boje proporcionalan je
koncentraciji antioksidansa (Somogyi, 2007).

a) FRAP (Ferric ion reducing antioxidant power)

Antioksidativni kapacitet zasniva se na merenju stepena redukcije kompleksa Fe(III)-
tripiridiltriazina u plavi Fe(II)-kompleks.

b) CUPRAC (Total antioxidant potential koriste¢i Cu(Il) kompleks)

Ukupni antioksidativni kapacitet, zasniva se na merenju stepena redukcije Cu (II) kompleksa.

3. Kombinacija HAT (hydrogen atom transfer) i SET (single electron transfer)

a) TEAC (Trolox equivalence antioxidant capacity)

Antioksidativni kapacitet izraZzen kao koncentracija analoga vitamina E rastvorenog u vodi tj. u
Trolox ekvivalentima, zasniva se na redukciji obojenog (plavo-zelenog) katjon radikala 2,2'-
azonobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonata) (ABTS+-). Obicno se koristi kalijum-persulfat za
oksidaciju ABTS radikala u radikal katjon ABTS+. Rezultati dobijeni ovom metodom
seizrazavaju kao TEAC.

b) DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) metoda

DPPH metoda merenja antioksidativnog kapaciteta zasniva se na primeni stabilnog slobodnog

radikala DPPH i njegove redukcije kao meri antioksidativne aktivnosti dobijenih ekstrakata iz
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biljnog materijala. DPPH metoda je najceS¢e primenjivana metoda za ispitivanje sposobnosti
antioksidativnih jedinjenja da se ponaSaju kao "hvataci" slobodnih radikala, ili donori vodonika,
kao jednostavna i pouzdana za odredivanje antioksidativne aktivnosti jedinjenja (Sanchez-
Moreno, 2002). Ova metoda se moZe odnositi na ukupni antioksidativni kapacitet uzorka i nije
vezana ni za jednu odredenu antioksidativhu komponentu. Za prikazivanje rezultata DPPH
metode koristi se parametar "efikasna koncentracija" ECsg vrednost (ICso) koja se definiSe kao
koncentracija antioksidansa potrebna da smanji pocetnu koncentraciju DPPH radikala za 50% i
odreduje se spektrofotometrijski ili pomocu elektron spin rezonantne spektrometrije. Jaca
antioksidativna aktivnost znac¢i da antioksidans ima nizu ECsy vrednost (Cuvelier i sar, 1992).
Reciprocna vrednost ECs vrednosti 1/ ECs, predstavlja parametar antiradikalske mo¢i (Becker i
sar, 2004). Rastvor stabilnog DPPH radikala (zbog delokalizacije nesparenog elektrona) u
etanolu daje jak maksimum apsorpcije na oko 520 nm i ruzicaste je boje. Nakon reakcije DPPH
radikala sa antioksidansom, smanjenje apsorbancije na datoj talasnoj duZini prati se
spektrofotometrijski. Rezultuju¢a dekolorizacija je stehiometrijska, uzimaju¢i u obzir broj
vezanih elektrona (Becker i sar, 2004). Predstavljanjem DPPH radikala sa Z- i antioksidansa sa
AH, pojednostavljena reakcija je: Z- + AH — ZH + A- .

Elektron spin rezonantna (ESR) spektrometrija je metoda kojom je moguce direktno
odredivanje koncentracije slobodnih radikala. Antioksidativna aktivnost se odreduje na osnovu
relativnog smanjenja intenziteta ESR signala slobodnih radikala u prisustvu antioksidanasa, u
odnosu na intenzitet ESR signala kada antioksidans nije prisutan (Becker i sar, 2004, M.
Stamenic i sar, 2014, Babovic i Petrovic, 2011). Ova metoda se koristi za ispitivanje
antioksidativne aktivnosti antioksidanasa na stabilne i nestabilne slobodne radikale. Isto kao u

spektrofotometrijskoj metodi rezultati se predstavljaju pomocu parametra ECsy.
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o H
02N N—N 02N N=N
N0, NO2
|; Difenilpikrilhidrazil 2: Difenilpikrilhidrazin
(slobodni radikal) (nereaktivno jedinjenje)

Slika 2. Struktura DPPH radikala i DPPH nakon redukcije antioksidansom

Za odredivanje sposobnosti dobijenih antioksidativnih frakcija mati¢njaka da inhibiraju
lipidnu peroksidaciju primenjivana je ESR. spektroskopija. Definisanje antioksidativne

aktivnosti datih frakcija vrSilo se merenjem njihove sposobnosti da "hvataju" DPPH radikale.

2.3. Melissae officinalis L. (Mati¢njak)

2.3.1. Taksonomija mati¢njaka

Melissae officinalis L., Lamiaceae, ( maticnjak ) je viSegodiSnja, zeljasta, medonosna,
zaCinska 1 lekovita biljka, visine do 80cm. Potice iz Sredozemlja i Azije, a na naSem podneblju je
jedna od najstarije poznatih biljaka. Rasprostranjena je u celoj Evropi. Melissae officinalis na
gréckom jeziku znaci pcela, jer pcele najviSe vole ovu biljku. Iz korenovog sistema biljke raste
viSe stabljika duZ kojih su rasporedeni listovi, prekriveni sitnim dlacicama. Listovi su zeleni i
sjajni, na dugim peteljkama, jajolikog oblika, pri dnu zaobljeni. Biljka cveta u junu i julu, a
cvetovi su beli i sitni. Droga je list (Melissae folium), koji se prikuplja u kasno prolece, pre
cvetanja i skida sa stabljike neposredno nakon branja. Droga ima neobic¢no lep i prijatan miris,na
limun i limetu, zbog Cega je 1 sam mati¢njak dobio tradicionalan naziv limunka. Usled lako
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isparljivog etarskog ulja kojeg inace ima u maloj koli¢ini, biljka se pazljivo bere i neposredno
nakon branja tretira i ekstrahuje kako bi se dobilo etarsko ulja u Sto veéem procentu, koje
predstavljaja vazan lekoviti sastojak (World Health Organization, 2001; Weiss i Fintelmann,
2000).

Mati¢njak se zbog svojih svojstava gaji za potrebe farmaceutske i kozmeti¢ke industrije.
Kod nas uspeva kao samonikla biljka gotovo u celoj zemlji. Vrlo je rasprostranjen i dobro se
uzgaja i raste, vrlo je otporna i raste na svim zemljiStima 1 podnosi razne klime. Retko koja biljka
se moze tako jednostavno gajiti kao mati¢njak. Gaji se setvom semena ili, joS brZze, deljenjem
busenova. Daje mnogo semena, pa se moZze posejati kao i svaka druga biljka. Rasaduje se u maju
ili junu na stalna mesta, na rastojanju od oko pola metra. BrZzi se uspeh postize deljenjem
busenova, i to bolje u jesen nego u prolec¢e (Czygan i sar, 2001). Mati¢njak raste oko sela, pored
ograda i po obodu Sume. Sporadi¢no je rasprostranjen. Danas se gaji po bastama, oko kosnica ili

se plantazno gaji radi dobijanja lista mati¢njaka ili etarskog ulja (Kovacevi¢, 2002).

Slika 3. List mati¢njaka (Melissae folium), u sveZem i osuSenom obliku

2.3.2. Hemijski sastav mati¢njaka

Svezi listovi biljke sadrze etarsko ulje, kojeg ima u maloj koli¢ini od oko 0,05-0,3 %
(World Health Organization, 2001). Sastav etarskog ulja zavisi od mesta na kojem je sakupljena

droga, klime, vremena skupljanja, kao i starosti biljke. Etarsko ulje se sastoji od vise od 70
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komponenti, od kojih >60% ¢ine monoterpeni i >35% seskviterpeni; oksigenovani deo frakcije
vec¢inom (ca. 90%) cine monoterpeni, dok ugljovodoni¢nu frakciju vec¢inom cine (ca. 90%)
seskviterpeni (World Health Organization, 2001). Medu glavnim aldehidima monoterpena su
citronelal (ca. 30-40%) 1 citrali a i b (geranial i nerval) (ca. 10-30%), male koli¢ine metil-
citronelata, (+)-ocimen, citronelol, geraniol i nerol. U najve¢em procentu su zastupljeni
seskviterpeni [B-kariofilen i germakren D (okol0%, oba). Monoterpenski glikozidi i ostali
glikozidi sa isparljivim aglikonom, eugenil glikozidom su takode prisutni u liS¢u mati¢njaka
(World Health Organization, 2001; Weiss i Fintelmann, 2000; Czygan, 2001; ESCOPE,
Monographs, 1996).

Najznacajnije neisparljive komponente u listu mati¢njaka su derivati hidroksicimetne
kiseline ( 4-7 %, od Cega 6% cini rozmarinska kiselina (tzv. labiat-tanin), glikozidno povezana
hlorogenska i kafena kiselina, kumarinska kiselina) i etarsko ulje (60% monoterpena i 35%
seskviterpena) (World Health Organization, 2001). Medu glavnim monoterpenoidnim
komponentama su citral a i b (geranial i neral), koji zajedno ¢ine 40-75 % etarskog ulja i nose
aromu ulja. Ukupna koli¢ina ovih aldehida je promenljiva, ali je stalan njihov medusoban odnos
u ulju (geranil:neral=4:3) (Kovacevi¢, 2000). Prisutne su manje koli¢ine slede¢ih monoterpena:
metilcitronelat, geranialacetat, citronelol, geraniol, nerol, linalol, linalol, a-terpineol, terpinen-1-
ol-4, neralacetat, cis- i trans- ocimen. Od jedinjenja seskviterpenske strukture dominanti su: -
kariofilen, B-kariofilen oksid i germakren-D, zajedno sa neSto germakra-1(10)E-dien-4-ol. Ostala
vazna jedinjenja seskviterpenske strukture su: a-kubeben, a-kopaen, B-bourbonen, a-humulen,
farnezol i kariofilenol. Biljka sadrzi kamfora, tanina, aglikona. Ostale sastojke ¢ine flavonoidi,
tanini 1 triterpeni (usninske i oleinske kiseline) kao i smola, sluzi, glukozidi, saponini i timol. U
svezoj biljci ima i1 do 253,0 mg /100 g vitamina C (Hagers Handbuch Der, 1969; Dab 10, 1991;
European Pharmacopoeia 6.0; Hoppe, 1981).

Odnos monoterpenskih alkohola (nerol, geraniol, linalol, citronelol 1 dr.) i
monoterpenskih aldehida (citral a i b, citronelal) karakteriSe etarsko ulje mati¢njaka i taj odnos
iznosi oko 1:30 (Klimek i sar, 2000).

U listu mati¢njaka, osim etarskog ulja prisutni su i heterozidi flavonoida (kvercetrin,
ramnocitrin, derivati apigenina i luteolina kao npr. luteolin-7-glikozid), fenolkarbonske kiseline
(glikozidno vezane hlorogenska i kafena kiselina i naro€ito vazna rozmarinska kiselina zvana

“tanin usnatica” (koje ima oko 4% ), tanini, triterpeni (ursolna i oleanolna kiselina) i glikozidi od
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alkoholnih i fenolnih komponenti npr. glikozidi geraniola, nerola, eugenola, benzil alkohola, -

feniletil alkohola). (Hagers Handbuch Der, 1969; Dab 10, 1991; European Pharmacopoeia 6.0;

Hoppe, 1981, Aniéi¢ i sar, 2005).

Slika 4. Strukture najzastupljenijih komponenti mati¢njaka
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2.3.3. Farmakoloska aktivnost mati¢njaka

Mati¢njak je od davnina poznat po povoljnom dejstvu na centralni nervni sistem, sa
sposobnoS¢u umirenja 1 opuStanja (Emamghorishi 1 Talebianpour, 2009). List i etarsko ulje
mati¢njaka se koriste kao fitopreparati u obliku infuza, esktrakta i tinkture za razliCite vrste
poremecaja (kod blagih nesanica i kod poremecaja varenja hrane, odnosno kod poremecaja
funkcije gastrointestinalnog trakta) (Anici¢, 2005). Stimulativno dejstvo mati¢njak manifestuje 1
na intelektualni i fizicki zamor, omogucavajuc¢i vecu koncentraciju, pamcenje i usredredenost
(Kennedy 1 sar, 2002). ESCOPE, 1996 (European Scientific Cooperative on Phytotherapy) je
sluzbeno odobrio oralnu upotrebu mati¢njaka sa pozitivnim uc¢inkom na napetost, nemir i
razdraZljivost. Usled prisustva vecih koliina antioksidanasa, koji Stite od radikala i1 oStecenja
¢elija uzrokovanih oksidacijom, mati¢njak ima pozitivni u¢inak i na poremecaje nastale usled
Alchajmerove bolesti, sprecava i umanjuje dalje oSteCenje celija i pospeSuje pamcenje i
koncentraciju (Akhondzadeh, 2003).

Preparati na bazi mati¢njaka poseduju sedativna, spazmoliti¢na i antibakterijska svojstva
(WHO, 2001). Etarsko ulje mati¢njaka spada u grupu etarskih ulja sa najja¢im antimikrobnim
dejstvom, jer u njegovom sastavu dominiraju monoterpenski aldehidi (Anici¢, 2005). Koriste se
za ublazavanje tegoba koje prate poremecaje u radu gastrointestinalnog trakta, psihosomatska i
kardiovaskularna oboljenja i protiv migrene. Pretpostavlja se da deklarisanoj aktivnosti
mati¢njaka doprinose polifenolne komponente. Spazmoliticko dejstvo etanolnog ekstrakta
mati¢njaka je pokazalo intenzivnu aktivnost koja se manifestuje inhibicijom histamin i barijum
uzrokovanih kontrakcija, za razliku od vodenog esktrakta koji nije ispoljavao spazmoliticku
aktivnost.

Mati¢njak se koristi i u inhibiciji herpes virusa i taj efekat se pripisuje reakciji izmedu
polifenolnih komponenata i virusa, tako Sto fenolne supstance blokiraju virusne receptore i na
taj nacin spre¢avaju adsorpciju virusa na celijsku membranu (WHO, 2001; Weiss i Fintelmann,
2000). Fenolkarbonske kiseline, narocito rozmarinska kiselina ima efekte na viruse, a deluje i
kao blagi sedativ i pokazuje antitireoidalnu aktivnost (Kovacevi¢, 2002) .

Preparati na bazi maticnjaka se takode primenjuju protiv prehlade i za poboljSanje

cirkulacije (WHO, 2001; Weiss i Fintelmann, 2000).
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2.3.3.1. Hipolipemijski mehanizam delovanja mati¢njaka

Oksidativni stres je uzrocnik mnogih poremec¢aja u metabolizmu lipida. Glutation
(GSH ), koji nastaje od tri aminokiseline cisteina, glicina 1 glutamata, predstavlja znacajno
jedinjenje u odbrani Celija od slobodnih radikala kao uzro¢nika oksidativnog stresa. Smanjena
koli¢ina GSH je povezana sa brojnim poremecajima koji su rezultat nagomilavanja slobodnih
radikala kao Sto su ateroskleroza, sr€ani udar, diabetes 1 oboljenja na nivou nervnog sistema. U in
vivo ispitivanju na pacovima, primenom ekstrakta mati¢njaka, povecava se koli¢ina GSH u jetri i
krvi hiperlipidemic¢nih pacova. (Lee 1 sar, 2008).

Mati¢njak je pokazao interesanrtne efekte na dijabetes. Kako slobodni radikali i
oksidativni stres mogu biti uzrocnici dijabetesa, antioksidativni sastojci ekstrakta mati¢njaka
mogu imati povoljan efekat u olakSavaje tegoba koje prate dijabetes. U metabolizmu insulina
nastaju slobodni radikali koji su potrebni za njegovu regulaciju, ali sa njihovom povecanjom
koncentracijom dolazi do negativnog efekta ¢ineci receptore rezistentnim na insulin i navodeci
na gojaznost. Oksidativni stres je takode delimi¢no odgovoran za razne komplikacije dijabetesa
kao $to su bubreZna insuficijencija i ateroskleroza. Ekstrakti mati¢njaka znacajno redukuju nivoe
glukoze u krvi. SadaSnji podaci ukazuju na antihiperglikemi¢nost mati¢njaka koji ispoljava
farmakoloSko dejstvo aktiviranjem hepatiCne glukokinaze (GCK) 1 inhibicijom glukoze-6-
fosfataze (G6Pase) i fosfoenolpiruvat-karboksinaze (PEPCK), enzima koji uti¢u na transkripciju
u jetri. Sav uticaj etarskog ulja mati¢njaka koji se manifestuje u jetri 1 masnom tkivu utice
pozitivno na komplikacije dijabetesa (Chung i sar, 2010).

Hiperholesterolemija karakteriSe nagomilavanje slobodnih radikala koji izazivaju
peroksidaciju lipida 1 na taj nacin doprinose povecanom formiranju malondialdehida (MDA).
Mati¢njak sadrzi flavonoide za koje je poznato da poseduju raznovrsne biohemijske 1
farmakoloSke ativnosti, ukljucujuci 1 inhibiranje oksidacije lipida (Bolkent i sar, 2005). Na taj
nacin, hipolipemijski efekti mati¢njaka mogu biti povezani sa sadrzajem flavonoida. Poznato je
da potencijalna antioksidativna aktivnost potice od flavonoida, fenolnih kiselina, terpena,

rozmarinske i kafene kiseline. (Bolkent i sar, 2005, Ribeiro i sar, 2000).
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Mati¢njak pored hipolipemijske aktivnosti, pokazuje i sposobnost u regulisanju
raznih poremecaja kao $to su gojaznost i poremecaji metabolizma lipida (Jun 1 sar, 2012).
Morfoloske 1 biohemijske analize potvrduju efikasnost mati¢njaka u prevenciji
hiperholesterolemije. Primenom ekstrakta mati¢njaka nije utvrden nikakv negativan uc¢inak na
jetru, ukazujuéi na korisnost i bezbednost koriS¢enja ovih ekstrakata u medicini za tretiranje

raznih poremecaja i bolesti (Zarei 1 sar, 2014).
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Slika 5. Mehanizam hipolipemijskog dejstva mati¢njaka
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2.4.Gréko seme

2.4.1. Taksonomija grékog semena

Grcko seme (Trigonella foenum-graecum L., Fabaceae), piskavica, je jednogodiSnja
zeljasta biljka, koja pripada rodu deteline 1 raste do 50 cm visine. Listovi su trodelni 1 imaju
peteljke koje su prekrivene sitnim dlacicama i odozgo odebljale. Gr€ko seme cveta u junu ili
julu, a Zuto-beli cvetovi puni su semena koje se sakuplja u avgustu. Najlekovitiji deo biljke je
seme, koje karakteriSe izrazito jarka Zuta boja 1 tvrdo¢a, nepravilnog romboidnog i dijamantskog
kruznog oblika. Seme se najceS¢e melje, kako bi se lakSe koristilo. Piskavica ima veoma jak i
karakteristiCan miris, kao i gorak ukus i kao takva koristi se u prahu kao za¢in mnogim jelima, a
najces¢i je sastojak cuvenog zacina karija.

Vodi poreklo iz Mediterana, samoniklo raste i u Ukrajini, Indiji i Kini, a najvise je
proizvode Indija, Maroko, Kina i Turska. Grcko seme se u Srbiji uglavnom uzgaja, ali se moze
na¢i i kao samonikla biljka, naro¢ito na kre¢nom zemljiStu (Czygan i sar, 2001; Hagers

Handbuch Der, 1969; European Pharmacopoeia 6.0; Hoppe, 1981).

Slika 6. Gr¢ko seme, (Trigonella foenum-graecum L) - nadzemni deo i seme
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2.4.2. Hemijski sastav grékog semena

Grcko seme sadrzi 45-60% ugljenih hidrata, skladiStenih u vidu fibroznog materijala u
¢elijskim zidovima endosperma-galaktomanani, 6-O-B-d-galactofuranosyl-a-d-mannopyranose
sa malim koli¢inama ksiloze. SadrZi i veliku koli¢inu vlakana (48%) i skrobne komponente, kao i
Secere kao Sto su oligosaharidi, 20-30% proteina (bogatih triptofanom) i 6-10% ulja, bogatog
nezasi¢enim masnim kiselinama (Czygan i sar, 2001; Hagers Handbuch Der, 1969; Dab 10,
1991; European Pharmacopoeia 6.0; Hoppe, 1981). Biljka je poznata po veoma malom sadrzaju
etarskog ulja, svega 0,01%, sa Sirokim spektrom sekundarnih metabolita, ukljucujuci
protoalkaloide (trigonelin do 0,37%, holin do 0,05%), saponine 0,6-1,7% (iz kojih se hidrolizom
dobijaju diosgenin, jamogenin, tigogenin i drugi), sterole (B-sitosterol, holesterol) i flavonoide
(orientin, izoorientin, izoviteksin) Prisutne su i aminokiseline kao §to su 4-hidroksiizoleucin,
arginin, histidin i lizin (WHO, 2007).

Gr¢ko seme sadrzi i inhibitore proteinaza koje utiCu na tripsin i himotripsin. Ovi
inhibitori formiraju stabilne komplekse sa ciljnim proteazama da blokiraju, promene ili
onemoguce pristup enzima reaktivnhom mestu. Ovi proteini su poznati da su ukljuceni u mnogim
bioloskim funkcijama, kao Sto su zgruSavanje krvi, agregacije trombocita, anti-kancerogenezo i
antiparazitskih agenasa. Inhibitori proteinaza se primenjuju kao nove vrste lekova sa
antivirusnim dejstvom da bi se produzio oc¢ekivani zivotni vek HIV pozitivnih bolesnika (Weder
i sar. 1991, Oddepally i sar. 2013).

Nekoliko steroidnih saponina je prisutno u slobodnom obliku, kao sto je 3,26-bisglikozid
sa strukturama A’-furosten i 5o-furostan, koji se nakon uklanjanja glukoze sa C-26 transformisu
u spirostanol glikozide, praceni hidrolizom i oslobadaju u najve¢em delu diosgenin i jamogenin
(0,1-2,2%) praceni sa ostalim aglikonima u manjim koli¢inama. Furostanolni glikozidi su
osnovni nosioci gorkog ukusa. Gréko seme, takode sadrzi fenugrecin, tripeptidni estar diosgenina
(Czygan i sar, 2001).

Od sterola u gr¢kom semenu su prisutni holesterol i sitosterol u najvecoj koli¢ini, pored
stigmasterola, fukosterola, kampesterola, cikloartenola, sitostanola, polinastanola i ostalih. U
sadrzaj grckog semena ulaze 1 C-glikozidni flavonoidi isoviteksin, viteksin, homoorientin. Od

alkaloida najzastupljeniji je trigonelin. U tragovima je zastupljen 1 nikotinamid, amid nikotinske
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kiseline-vitamin B3. KarakteristiCan miris grckog semena potice od prisustva 3-hidroksi-4,5-
dimetil-2[SH]-furanona. U gr¢kom semenu su prisutni u znatnim koli¢inama vitamini i minerali
kalcijum, fosfor, gvozde, natrijum, kalijum, vitamin B, vitamin B,, niacin, vitamin C i vitamin
A. (Czygan 1 sar, 2001; Hagers Handbuch Der, 1969; Dab 10, 1991; European Pharmacopoeia
6.0; European Pharmacopoeia 8.0; Hoppe, 1981).

H,C CH,
; CH,
0 | N
/7
|
Trigonelin Holesterol Sitosterol
CH;
OH NH,
H3C COQH
CHj
Diosgenin Jamogenin 4-hidroksiizoleucin

Slika 7. Najznacajnije komponente gréckog semena (Trigonella foenum graceum L.)

2.4.3. Farmakolos$ka aktivnost grékog semena:

Grcko seme je pokazalo dugu istoriju primene u medicini sa blagotvornim dejstvom na
mnoge poremecaje 1 bolesti, sa sveobuhvatnim jaanjem imunog sistema. Jo§ u drevnoj
civilizaciji Egipta, Rima i Gr¢ke poznata je upotreba kod otklanjanja problema u varenju, kod
oboljenja bubrega jetre, kao i kod hormonskog disbalansa. Preliminarna istraZivanja su pokazala
antihiperglipemijsku 1 antihipolipemijsku aktivnost. U narodnoj medicini gréko seme se koristi

za povecanje produkcije mleka kod dojilja, za uklanjanje peruti i smanjenje upalnih procesa
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koze. Takodje, tradicionalno se upotrebljava za sniZzavanje nivoa Secera u krvi (Czygan i sar,
2001; European Pharmacopoeia 6.0; WHO, 2007). IstraZivanjem sprovedenim na zdravim i
pacovima sa poviSenim nivoom holesterola u krvi, utvrdeno je da se primenom ekstrakata grckog
semena poviSeni nivo holesterola u krvi Zivotinja smanjio dvostruko. Primenom odmaSc¢enih
ekstrakata grckog semena u cilju sniZavanja nivoa holesterola u krvi, zapaZeno je znatno
smanjenje, dok trigonelin 1 lipidna frakcija ne ispoljavaju ovakav efekat (Czygan 1 sar, 2001).
Fenugricin, 3 peptidni estar diosgenina, moze biti potencijalni nosilac hipolipemi¢ne aktivnosti,
pored toga Sto poseduje virostati¢no, antiflogisti¢no i kardiotoni¢no dejstvo (Czygan i sar, 2001).
Steroidni saponini (smilagenin, sarsasapogenin, diosgenin, tigogenin, yamogenin, neotigogenin,
yuccagenin, gitogenin, neogitogenin) takodje poseduju hipolipemicno, antiflogisti¢no i
antimikrobno dejstvo. Njihovo hipolipemi¢no dejstvo se objaSnja redukcijom absorpcije
holesterola u crevima, kao i mehanizmom reakcije steroidnih saponina sa solima iz Zuci,
povecavajuci izlucivanje kiselina iz Zuc¢i. Vodeni ekstrakti grckog semena su pokazali pozitivan
ucinak u jaanju imunog sistema materice, creva i zaStitnog dejstva na srce. Vodeni ekstrakt je
pokazao pozitivno dejstvo u leCenju Cira (Czygan i sar, 2001). Od posebnog interesa je
mogucénost dobijanja diosgenina iz grckog semena. Diosgenin se koristi za polisintezu steroidnih
hormona. Diosgenin pokazuje pozitivno dejstvo na metabolizam holesterola, od kojih je
najznacajniji sniZzavanje koncentracije holesterola u krvi. Hipolipemijsko dejstvo diosgenina se
objasnjava njegovom sposobnosc¢u da inhibira absorpciju holesterola, kao i smanjenjem nivoa
holesterola u jetri 1 pospeSivanjem izlucivanja holesterola iz Zuc¢i (Sauvaire, 1991). Grcko seme
je bogato fitoestrogenima, koji mogu biti za tradicionalnu upotrebu semena za povecanje
koli¢ine mleka kod dojilja, rast grudi. Naime, smatra se da zadrZavanjem vode, kao i
blokiranjem apsorpcije estrogena kod hormonskih poremecaja zbog povecanog nivoa estrogena
koji moze dovesti do pojave mioma, cisti 1 fibroadenoma. (Czygan i sar, 2001; European

Pharmacopoeia 6.0; European Pharmacopoeia 8.0, WHO, 2007).
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Impotencija Dijabetes

Gastrointestinalni poremecaji

Slika 8. FarmakoloSko dejstvo grékog semena sa raznim benefitima na zdravlje i metabolicke
poremecaje

2.4.3.1.Hipolipemijska aktivnost ekstrakata gr€kog semena

Grcko seme snizava trigliceride, totalni holesterol i holesterol niske gustine lipoprotein
(LDL). Mehanizmi dejstva grékog semena na sniZavanje holesterola se objasnjavaju
sprecavanjem apsorpcije holesterola u intestinalnom traktu, smanjenjem nivoa holesterola u jetri,
kao i1 njegovim povecanim izlu¢ivanjem iz Zuc¢i. Mehanizmi sniZavanja holesterola primenom
grékog semena prikazani su na slici 9. Za razliCite vrste mehanizama smanjenja holesterola,
odgovorne su i razliCite grupe jedinjenja, medu kojima su najznacajniji steroidni sapogenini i
fitosteroli.

Dejstvo steroidnih sapogenina se ispoljava povecavanjem izlu¢ivanja holesterola iz Zuci

dovodeci do snizavanja nivoa holesterola. Izlu¢ivanjem holesterola iz Zuci na prirodan nacin se
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reguliSe nivo holesterola, pri ¢emu se iz Zuci izlucuje tzv. skladiSten los oksidirani holesterol.
Usled poviSenog holesterola, najesce je izbacivanje holesterola iz Zu¢i onemoguceno usled
lenjih creva, pa sapogenini iz gr€kog semena omogucavaju vezivanje holesterola 1 njegovo
izbacivanje iz Zuci u vidu fekalnog otpada, smanjujuci njegov nivo (Basch i sar, 2003; Bordia i
sar, 1997; Stark i sar, 1993).

Pozitivno dejstvo fitosterola (sitosterola, kampesterola, fukosterola, holesterola,
stigmasterola 1 dr.), koji su prisutni u koli¢ini od 0,2% u semenu se prezentuje kroz njihovu
holesterolu, smanjuju skladiStenje rezervi holesterola u Zuci, smanjujuci na taj nacin apsorpciju
holesterola. Ubrzavanjem metabolizma holesterola, takode dolazi do njegove smanjene
apsorpcije. Shodno tome, aktivnost LDL receptora 1 sinteza holesterola se smanjuje Sto dovodi
do kona¢nog smanjenja LDL koncentracija serumskog holesterola (Jong, 2003).

Sposobnost sniZavanja holesterola moze biti pripisana i estrogenim konstituentima koji
indirektno pospeSuju hormone $titne Zlezde T4. (Bordia i sar, 1997). Antioksidativna svojstva
gréckog semena imaju snazan uticaj na oksidaciju LDL holesterola koja vodi aterosklerozi.
Postoji moguénost da sniZavanje holesterola poti¢e od aktivnosti fitosterola za koje je dokazano
da inhibiraju adsorpciju holesterola u crevima tako $to formiraju komplekse sa njima. Jos§ jedan
nacin hipolipemijskog dejstva semena je inteziviranje difuzije dietetskih vlakana kroz creva,
cime se podstice resorpcija holesterola u crevima.

Grcko seme je poznato i po hipoglipemi¢nom dejstvu. Hiperglipemija je poznat rizi¢an
faktor za hiperlipidemiju. Gréko seme povecava broj insulinsjkih receptora i smanjuje koli¢inu
glukoze u krvi, ali mehanizam ovog dejstva nije razjaSnjen. Hipoglipemic¢ni efekti, primenom
grékog semena, nastaju stimulacijom sekrecije insulina kao 1 inhibicijom a-amilaze i1 sukraze,
dva intestinalna enzima uklju¢ena u metabolizam ugljenih hidrata (Hannan i sar, 2003; Xue i
sar, 2007; Kassaian i sar, 2009; Kaviarasan 1 sar, 2007; Narender i sar, 2006; Belguith-Hadrichei
sar, 2010).
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Gréko seme redukuje apsorpciju holesterola

Greko seme povecava izlutivanje zuti

Slika 9. Mehanizam hipolipemijskog dejstva grckog semena (preuzeto iz predavanja
"Fitoterapija primenjena na bolesti metabolizma", prof. Svetlana Kulevanova, Farmaceutski
fakultet, Skoplje

2.5.Klasiéni postupci izolovanja bioaktivnih jedinjenja iz biljnog

materijala

Postoji niz ekstrakcionih tehnika za izolovanje razlicitih klasa bioloski aktivnih jedinjenja
iz biljnog materijala (Wang 1 Weller, 2006; Azmir i sar, 2013). Izbor tehnike zavisi od grupe
jedinjenja koja se Zeli izolovati shodno njihovoj hemijskoj strukturi, , pa se prvo mora voditi
rauna o selektivnosti procesa kojim se ekstrahuju jedinjenja. Pored karakteristika rastvaraca
(npr: lipofilnost, toksi¢nost itd), odabir procesa ekstrakcije zavisi od selektivnosti metode,
prinosa ekstrakcije, kao i od termolabilnosti komponenata na primenjenim uslovima, moguénosti
uklanjanja rastvaraCa od dobijenih ekstrakata duZine i ekonomicnosti procesa. Pri proizvodnji
biljnih ekstrakata primaran cilj je obezbediti $to bolji prinos i kvalitet proizvoda. Faktori koji
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utiCu na izbor postupka su: vrsta biljke, sadrzaj ulja u biljci, deo biljke u kom su Zeljene
komponente locirane (koren, kora, stablo, list, cvet, plod ili seme), hemijski sastav , prinos i
kvalitet ekstrakta koji obezbeduje primenjeni postupak, ali i vrednost ostatka, biomase, posle
zavrsene ekstrakcije. Sve ove karakteristike su odluc¢ujuce u izboru tehnike ekstrakcije kako bi se
Sto efikasnije dobio Sto kvalitetniji, Cistiji ekstrakt bogat bioaktivnim komponentama sa Sto
povoljnijim prinosom. S obzirom da sve raspoloZive tehnike ekstrakcije poseduju prednosti 1
nedostatke, potrebno je pri izolaciji bioaktivnih komponenata razmotriti njihove karakteristike i
opredeliti se za najbolju opciju. U tom smislu natkriti¢na ekstrakcija je Cestonajprihvatljivija
metoda ekstrakcije sa brojnim prednostima koja omogucava dobijanje Cistog i1 kvalitetnog
ekstrakta i bez dalje potrebe za njegovim preciS¢avanjem, a uz ocCuvanje termolabilnih

komponenata.

Etarska ulja su aromaticni isparljivi biljni izolati, koji se dobijaju tretiranjem odredenih
delova biljke pogodnim postupkom. Sastav etarskih ulja ¢ine sloZene smese razlicitih jedinjenja
kojih moze biti u velikom broju, a koji se mogu podeliti prema biosintetskom putu kao terpeni
ugljovodonika, sastavljenih od monoterpena, seskviterpena, diterpena. Ostali deo sastava mogu
Ciniti kiseline, zasi¢ene 1 nezasi¢ene, sumporna i azotna jedinjenja. Za razliku od masnih ulja,

etarska ulja su isparljiva i ne podleZu reakcijama saponifikacije. Cesto su zapaljiva, rastvorljiva

u alkoholu 1 etru 1 samo slabo rastvorljiva u vodi.

Etarska ulja su smeStena u sekrecionim strukturama, koje se nalaze unutar ili na povrSini
biljke (Svoboda i sar, 2000; Jonci¢ 1 sar, 1995). Biljke i njihova etarska ulja su se od davnina
koristili u tradicionalnoj medicini za leCenje mnogih poremecaja i oboljenja, ali su savremene
metode brojnih istraZivanja dokazale da su etarska ulja farmakoloski aktivna, sa ispoljenim
antioksidativnim, antibakterijskim, analgetskim, spazmolitickim i antiinflamatornim svojstvima.
(Edris, 2007; Bakkali i sar, 2008).

Usled znacajnih farmakoloskih efekata, etarska ulja naSla su Siroku primenu u medicini,
farmaciji, prehrambenoj industriji, kozmetici, industriji aromati¢nih napitaka, veterini i u aroma
terapiji. Iz etarskih ulja mogu se dobiti Ciste komponente ili smeSe komponenata, od kojih potice

karakteristican prijatan miris (Glisi¢ i sar, 2007).
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2.5.1. Presovanje mehani¢kim putem

Postupak se izvodi na sobnoj temperaturi, primenom rucnih ili automatskih presa.
Primenjuje se na sirov biljni materijal, sa visokim sadrZzajem ulja smeStenim u perifernim
rezervoarima biljke Hladnim presovanjem dolazi do pucanja vazikula i oslobadanjabiljnih
metabolita, pri tome se iz tkiva biljne mase izdvaja 1 sok, tako da zajedno daju emulziju. Iz
emulzije, etarsko ulje se izdvaja: ultracentrifugiranjem, filtriranjem, primenom enzima ili
naknadnom destilacijom pomocu vodene pare (Skala i sar, 1999). Etarsko ulje dobijeno na ovaj
nacin boljeg je kvaliteta nego proizvedeno destilacijom, ali prinos je manji, uz povecanje

vremena izolovanja ulja.

2.5.2. Hidrodestilacija

Etarska ulja se tradicionalno dobijaju postupkom hidrodestilacije na atmosferskom ili
snizenom pritisku (vakuum destilacija). Osnovne prednosti postupaka hidrodestilacije je
mogucnost prerade velikih kolicina biljne sirovine na jednostavan i ekonomican nacin, $to ih ¢ini
najceS¢e primenjivanim i dostupnim postupcima za izdvajanja ulja iz lekovitih i aromati¢nih
biljaka. Prilikom destilacije dolazi do hidrolize pojedinih komponenata ulja Sto je uzrokovano
visokom temperaturom i Sto predstavlja jedan od glavnih nedostataka ove metode pri ekstrakciji
etarskih ulja iz biljnog materijala.

Postupak hidrodestilacije se primenjuje za izolovanje, preciS¢avanje ili razdvajanje supstanci
koje se ne meSaju ili se neznatno mesaju sa vodom. Temperatura klju¢anja smeSe koju ¢ine voda
i biljni materijal je temperatura na kojoj je suma parcijalnih pritisaka komponenata jednaka
atmosferskom pritisku. Procedura se sastoji u destilaciji vode iz vodenog rastvora koji sadrzi
organska jedinjenja, pri ¢emu para nosi sa sobom i organske komponente. Biljni materijal se
kuva u destilovanoj vodi, pri ¢emu se sistem izoluje kako bi se odrzavao konstantan nivo vode 1
omogucilo njeno kruZenje tj. vracanje u balon sa biljnim materijalom. Pare koje isparavaju iz
smeSe, a zatim se kondenzuju i kruZe u sistemu, sadrZze smeSu vode 1 etarskog ulja, pri ¢emu se
destilat koji sadrzi vodu 1 etarsko ulje dalje razdvajadekantacijom i drugim separacionim

postupcima.
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Primenjuju se tri naina izvodenja hidrodestilacije: klasi¢na, vodeno-parna i parna.
Klasi¢na hidrodestilacije se primenjuju prelivanjem biljnog materijala vodom i zagrevanjem do
kljucanja (Stankovi¢ i sar., 1994). Biljni materijal se kuva u kljucaloj vodi, dok pare koje
isparavaju napustaju sud i kondenzuju se u kondenzatoru, nakon Cega se destilat sakuplja u
posebnom sudu kroz koji i dalje tokom procesa kruzi destilat ali se zbog teZine etarskih ulja 1
vode, konstantno odvajaju uljana i vodena faza, Cija jasna granica i omogucéava separaciju
etarskog ulja od vode. Prinos etarskog ulja je veoma nizak 1 slabijeg kvaliteta Sto ovu metodu
svrstava kao najmanje pozeljnu u ekstrakciji bioaktivnih komponenata iz biljnog materijala.
Zbog malog prinosa i slabog kvaliteta etarskog ulja, ovaj postupak se primenjuje u ruralnim
sredinama daleko od industrijskih postrojenja, kod malih proizvodaca za koje je investicija u
kotao za paru velika. Na ovaj nacin najcesce se destiliSe ulje lavande, majc¢ine dusSice i ruZino
ulje Retko se koristi jer tokom procesa moze doc¢i do saponifikacije estara, koja je ¢esto ubrzana
katalitickim dejstvom nekog metala prisutnog u materijalu od koga je nacinjen sud, i

nepovoljnog delovanja poviSene temperature (Skala i sar., 1999).
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Slika 10. Sema postrojenja za obiénu hidrodestilaciju

2.5.3. Ekstrakcija organskim rastvaracima

Ekstrakcija bioaktivnih jedinjenja pomocu organskih rastvaraa je Cesto primenjivana
ekstrakciona tehnika za dobijanje biljnih ekstrakata. Od polarnih rastvaraca, najcesce se koriste
voda, etanol, metanol i glicerol, a od nepolarnih n-heksan, aceton, petroletar, dietiletar, benzen i

dr.
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Slika 11. Sematski prikaz postrojenja za ekstrakciju organskim rastvara¢ima

KoriS¢eni organski rastvara¢i se odstranjuju uparavanjem na sniZzenim 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 lipofilnih supstanci (smole, masti, voskovi). To je tzv.
konkret, koji se dalje tretira etanolom kako bi se etarsko ulje odvojilo od ostalih materija i koriste
se kao mirisne supstance u proizvodnji sapuna i krema. Destilacijom konkreta vodenom parom
dobijaju se etarska ulja (Skala i sar, 1999). Ovim postupkom (tehnikom) dobijaju se fina etarska
ulja koja su zadrzala prirodni miris biljke i kao takva koriste se u industriji parfema.
Otparavanjem polarnih rastvara¢a dobija se tzv. rezinoid. Nedostaci ekstrakcije organskim
rastvaraima su njihovo zaostajanje u manjoj ili vecoj meri u izolovanom ekstraktu, S$to
ograni¢ava njihovu primenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji usled toksi¢nosti prisutnih
rastvaraca. Usled zaostajanja rastvaraca u ekstraktu, javljaju se dodatni troSkovi zbog potrebe

preciS¢avanja, Sto produzava proces dobijanja ekstrakata iz biljnog materijala, kao i troSkovi
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regeneracije utroSenih rastvaraa i njihov Stetan uticaj na Zivotnu sredinu. Sematski prikaz
postupka ekstrakcije organskim rastvaraCima, koji je pra¢en procesom upravanja kako bi se
dobio zaostali ekstrakt, prikazan je na slici 12. Kao oteZavaju¢a okolnost u separaciji bioaktivnih
komponenata iz biljnog materijala moZe biti i potreba za primenom viSe rastvaraca zbog
neadekvatne selektivnosti prema odredenim grupama jedinjenja koje sadrzi odredeni biljni

materijal.

Biljni materijal Rastvarat

r 3 A
L

Ekstrakcija sa
organskim rastvaratem

l Rastvarat

Ekstrakﬂ_i Uparavanje [ -

Rastvarag

Sulenje

v
Suvi iscrpljeni biljni materijal

Slika 12. Sematski prikaz postupka izolacije bioloski aktivnih ekstrakata iz biljnog materijala
ekstrakcijom sa organskim rastvara¢ima
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2.6.Ekstrakcija uguséenim ugljenik(IV)-oksidom

2.6.1. Subkriti¢na ekstrakcija (SKE)

Tridesetih godina proSlog veka otkrivena je moguénost primene ugljenik(IV)-oksida za
teCnu i natkriticnu ekstrakciju (Pilat, 1936a; Pilat, 1936b). Po tom principu, subkriti¢ni i
natkriti¢ni fluidi su predloZeni kao pogodni za esktrakciju ulja i lipidnih komponenata, iako
njihova aplikacija nije do tada bila primenjena niti ispitana (Dickinson, 1947; Groll, 1953;
Palmer, 1950). Tokom Sezdesetih godina proSlog veka, ideja ekstrakcije lipida i ostalih
komponenata pomocu te¢nog i natkritiénog ugljenik(IV)- oksida je dobila veci znacaj (Zosel,
1964). Primenjena je ekstrakcija lipida iz suncokreta, soje i kikirikija ugljenik(IV)-oksidom na
poviSenim pritiscima (Vitzthum, 1972.). Tokom eksperimenata utvrdeno je da mnoge
komponente lipidnih struktura, koje su se destilacijom izdvajale pod vakuumom i na visokim
temperaturama, mogu biti ekstrahovane na blaZim temperaturnim uslovima u slu¢aju ekstrakcije
ugljenik(IV)-oksidom na poviSenim pritiscima (Peter, 1976). Dalja istrazivanja u oblasti
ekstrakcije primenom ugljenik(IV)- oksida kao rastvara¢a u uguS¢enom stanju tj. u te¢nom ili
natkriticnom stanju, omogucena su dizajniranjempostrojenja na laboratorijskom nivou (Stahl,
1976). Utvrdeno je da vecina nepolarnih jedinjenja mozZe biti ekstrahovana na pritisku u opsegu
od 80 do 200 bara. Ekstrakcija polarnih komponenti, prakticno nerastvorljivih u ugljenik(IV)-
oksidu, se nije znacajnije povecavala i sa ve¢im povecanjem pritiska (Stahl, 1978). Kasnijim
istraZivanjima je pak utvrdeno da se i rastvorljivost polarnijih komponenti moZe pospesiti
podeSavanjem procesnih parametara ekstrakcije (Stahl, 1980) kao i dodatkom polarnog
kosolvnta. Uporedivanjem ekstrakcije iz biljnog materijala te¢nim i natkriticnim ugljenik(IV)-
oksidom sa aspekta totalnog ekstrakta, uocena je podjednaka efikasnost u ekstrakciji na nizim
pritiscima, dok je na poviSenim pritiscima efikasnost natkriticne ekstrakcije bila ve¢a. Primeceno
je da se pri ve¢im pritiscima smanjuje koli¢ina utroSenog ugljenik(IV)-oksida za ekstrakciju
(Stahl, 1980).

Prednost ekstrakcije ugus¢enim fluidima u tzv. subkriti¢nim uslovima nad klasi¢nim

nacinima ekstrakcije se ogleda u kracem vremenu ekstrakcije, ve¢em kvalitetu ekstrakata,
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odsustvu tragova rastvaraca, manjim troSkovima operativnim i u uskladenosti sa zahtevima
zaStite Zivotne sredine (Herrero 1 sar, 2006, Kubatova i sar, 2001).

Fluidi koji se koriste za subkriti¢énu ekstrakciju su voda, propan i ugljenik(IV)-oksid. Za
ekstrakciju aromati¢nih jedinjenja iz biljnog materijala najceS¢e se koristi subkriti¢ni
ugljenik(IV)-oksid u te¢nom stanju na 0°C do 10° C i 60-80 bara. Tecni ugljenik(IV)-oksid je
rastvaraC¢ kojim se, pored etarskog ulja, izoluju jedinjenja koja etarskom ulju daju obojenje 1
povecavaju stabilnost etarskog ulja. Zahvaljujuci ovoj osobini povecana je primena etarskog ulja
u industriji parfema (Skala i sar, 2002). Subkriticnom ekstrakcijom na niskim temperaturama u
ulju zadrzavaju se najisparljivije komponente koje bi se izgubile pri klasi¢cnim tehnikama
ekstrakcije na poviSenoj temperaturi ili delom rastvorile u rastvaracu za ekstrakciju. Etarska ulja
ekstrahovana pomocu subkriticnog ugljenik(IV)-oksida su koncentrovanija od ulja dobijenih
hidrodestilacijom ili ekstrakcijom organskim rastvara¢ima, usled manje koncentracije
monoterpena, koji doprinose razblazenju (Skala i sar, 2002). U uslovima subkriti¢ne ekstrakcije
dobijaju se ekstrakti sa ve¢im prinosom nego u slucaju natkriti¢ne ekstrakcije, ali je njihova mo¢
ratsvorljivosti manja prema neisparljivim ili polarnijim komponentama u odnosu na natkriticnu
ekstrakciju. Efikasnost subkriticne i natkritiCne ekstrakcije moze biti uslovljena nizom
promenljivih, kao §to su procesni uslovi temperature i pritiska, vreme ekstrakcije, protok

ugljenik(IV)-oksida, kao 1 kombinacijom ovih parametara (Vidovic i sar, 2011).

2.6.2. Natkriti¢na ekstrakcija (NKE)

Natkriti¢na ekstrakcija je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi u natkriticnom stanju, na
temperaturi i pritisku iznad kriti¢énih vrednosti za odreden fluid. U natkriti¢nim uslovima postoji
samo jedna tzv. natkriti¢na faza u kojoj se fluid nalazi u stanju ugus¢enog gasa. Iznad kriti¢ne
taCke, daljim povecanjem temperature, dato jedinjenje se ne moze prevesti u gas, niti se daljim
povecanjem pritiska moZe prevesti u tecnost.

Osnovna prednost natkriticne ekstrakcije u odnosu na standardne vidove separacije je u
tome Sto se ona izvodi na umerenim temperaturama (za fluide sa umerenim kriticnim
temperaturama kao na pr. ugljenik(IV)-oksid), te se mozZe primeniti za izdvajanje slabo
isparljivih 1 termiCki nestabilnih jedinjenja. Primena natkriticnih fluida omogucéava laku

separaciju rastvorka od rastvaraca, kao i relativno jednostavnu selektivnu ekstrakciju, jer se
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promenom njihove gustine mogu regulisati prinos i sastav ekstrakta koji se dobija. Zbog toga je
ovaj nacin ekstrakcije od posebnog interesa za prehrambenu i farmaceutsku industriju, ali 1 za
rafinerijske procese prerade nafte. Ekstrakcija natkriticnim fluidima ve¢ dugo se proucava kao
alternativa konvencionalnim procesima separacije. Ovaj nacin ekstrakcije je narocito efikasan za
izolaciju supstanci srednjih molskih masa 1 manje polarnosti. Natkritiéni fluidi rastvaraju
neocekivano velike koli¢ine slabo polarnih jedinjenja, a rastvorljivost slabo isparljivih organskih
jedinjenja u natkriticnim fluidima znatno je veca od one koja bi se mogla ocekivati s obzirom na

njihov napon pare.

2.6.2.1.Natkriti¢ni fluidi i njihove osobine

Fluidi koji se najceS¢e primenjuju kao natkriticni fluidi su: ugljenik(IV)-oksid, voda,
freon, azot, azot(Il)-oksid, amonijak, eten, metan, etan, propan, propen i metilamin. Vrednosti
fizickih parametara fluida u natkriti¢nom stanju nalaze se izmedu vrednosti parametara gasova i
tecnosti, pa natkriticni fluidi poseduju osobine i1 gasova i tecnosti, kako je to prikazano u tabeli 1.

(Rizvii sar., 1986).

Tabela 1. Karakteristi¢ne vrednosti nekih fizickih parametara ugljenik(IV)-oksida u razli¢itim

stanjima (Brunner, 2005)

Gustina (g/cm3) Difuzivnost (cmzls) Viskoznost (g/cm s)

Gas (0,6-2,0)x10” 0,1-0,4 (1,0-3,0)x10™
P=101,3 kPa

T=15-30°C

Natkriti¢ni CO, 0,2-0,5 0,7x107 (1,0-3,0)x10™
P=Pc,T=Tc 0,4-0,9 0,2x107 (3,0-9,0)x10™
P=4Pc,T=Tc

Teénost 0,6-1,6 (0,2-2,0)x10” (0,2-3,0)x10™
P=101,3kPa,

T=15-300C

Natkriti¢ni fluidi imaju veliku gustinu, blisku te¢nosti, §to pozitivno uti¢e na njihovu mo¢

rastvaranja. Vrednosti difuzivnosti 1 viskoznosti natkriticnih fluida su sliéne vrednostima
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difuzivnosti i viskoznosti gasova. Vrednosti viskoznosti i difuzivnosti doprinose mogucnosti
lakog 1 brzog prodiranja natkriticnog fluida u biljni materijal. Ove osobine Cine natkriticne fluide
pogodnim rastvara¢ima za procese ekstrakcije.

Najsiru primenu medu natkriticnim fluidima ima ugljenik(IV)-oksid (CO,) zbog svojih
optimalnih osobina: netoksi€an je, nezapaljiv, hemijski inertan, ima veliku ¢istoCu, jeftin je, lako
dostupan iz velikog broja izvora i ima povoljne kriti¢ne parametre. Na Slici 13. je prikazan fazni
dijagram za CO; na kome se mogu uociti trojna tacka (-56,6 °C 1 0,51 MPa) i kriti¢na tacka (31,1
°C 17,38 MPa). U trojnoj tacki Cvrsta, te€na i gasovita faza su u ravnotezi. Iznad kriti¢ne tacke se
nalazi natkriti¢na oblast u kojoj je CO; u natkriticnom stanju. U oblasti iznad trojne tacke i ispod

kriti¢ne tacke, CO, moZe postojati i kao bezbojna tecnost u tzv. subkriticnoj oblasti.

= Oblast industrijske primene natkriti¢nih fluida

[ A\

2 \

4

B

E Natkriti¢na oblast

£ 0380, 0000

o 0 0.0
0008 000°0
S b 00000°0V0 VO
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738 & 0000000 00 o
oblast \ el v v v~ v ¢ A 0
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Slika 13. Fazni dijagram (pritisak-temperatura) za ugljenik(IV)-oksid.

Karakteristicna promena difuzivnosti i viskoznosti natkriticnih fluida sa promenom

pritiska 1 temperature moze se videti na slikama 12 i 13, na primeru CO,.
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Slika 14. Fizicko-hemijske osobine CO,: a) viskoznost, gustina i difuzivnost i b) difuzivnost

(Brunner, 2005)

Vrednosti kriticnih parametara CO, omogucavaju da se proces ekstrakcije izvodi na

relativno niskim tempraturama, $to moZe da bude od velikog znaCaja pri ekstrakciji termicki

nestabilnih supstanci. Sposobnost rastvaranja se lako moZe podesiti pogodnim izborom radnih

uslova.

2.6.2.2.Mo¢ rastvaranja natkriti¢nih fluida

Natkriti¢ni fluidi imaju osobine koje mogu da se podeSavaju promenom temperature,

pritiska ili promenom sastava fluida (Kiran i1 Balkan, 1994). Osobine natkriti¢nih fluida na datim

uslovima odreduju rastvorljivost komponenata u sistemu. Na Slici 15. se moZe videti promena

gustine CO, po Benderovoj jednacini. Variranjem pritiska i temperature mogu se podeSavati

gustine natkriti¢nih fluida koje direktno odreduju i mo¢ rastvaranja. U oblasti neposredno iznad

kriticne tacke, relativno male promene pritiska ili/i temperature, dovode do evidentnih promena

gustine fluida, a samim tim i do bitnih razlika u osobinama i moi ratsvaranja koje fluid

ispoljava. Sa porastom temperature iznad kriticne tacke, gustina rastvaraca znatno opada, pa se

smanjuje sposobnost rastvorljivosti rastvorka. Medutim, na visokim temperaturama, porast

napona pare rastvorka ima veci uticaj na njegovu rastvorljivost od smanjenja gustine rastvaraca,
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pa dolazi do porasta rastvorljivosti sa porastom temperature (Slika 15b.). Promene rastvorljivosti
rastvorka sa promenom pritiska i temperature su od velikog prakticnog znacaja. Na Slici 15b.
predstavljena je zavisnost rastvorljivosti slabo isparljivih jedinjenja (tecnosti 1 ¢vrstih supstanci)
od temperature i pritiska u subkriticnom (T<Tc) ili natkriticnom fluidu (T>Tc¢). Na datom
dijagramu, izobare su oznacene isprekidanim linijama, dok tackastim linijama oznacena stanja
jednake gustine fluida (Brunner, 2005).

Sirok opseg izbora procesnih parametara pritiska i temperature omoguéava prednost

primene natkriti¢nih fluida.
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Slika 15. a) Promena gustine CO, (Marr i Gamse, 2000) i b) Promena rastvorljivosti nekih slabo
isparljivih jedinjenja (Brunner, 2005)

2.6.2.3.Prednosti i nedostaci NKE

U procesima izolacije bioloSki aktivnih ekstrakata ili pojedinih komponenti iz biljnog
materijala najceS¢e se koriste subkriticni 1 natkriticni ugljenik(IV)-oksid. Upotreba ugljenik(IV)-
oksida u natkriticnoj ekstrakciji omogucava pogodnost dobijanja ekstrakata razlicitog kvaliteta i
kvantiteta u zavisnosti od procesnih parametara. Prinos dobijenih ekstrakata tokom procesa

subkriti¢ne i natkriti¢ne ekstrakcije je uporedljiv sa prinosom ekstrakata dobijenih tradicionalnim
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tehnikama ekstrakcije, pri ¢emu je znacajna prednost natkriticne ekstrakcije jer nema zaostalih
toksi¢nih rastvaraca u ekstraktu, ¢ije dalje preciS¢avanje iziskuje dodatne troSkove i vreme u
procesu. Takode, natkriticna ekstrakcija se izvodi na relativno niskim temperaturama,
omogucava ekstrakciju jedinjenja koja se denaturiSu u slucaju ekstrakcije tradicionalnim

tehnikama (Stahl, 1980).

CO, ima najceS¢u primenu u procesima NKE zato $to je nereaktivan, netoksiCan,
nezapaljiv i stabilan rastvara¢, bez boje, ukusa i mirisa, lako dostupan i jeftin, Cist, potpuno
neskodljiv po ¢ovekovo zdravlje i Zivotnu sredinu i mozZe se reciklirati. Relativno niske vrednosti
kriticnih parametara CO, (Pc=7,38 MPa i Tc=31,1 °C) omogucavaju ekstrakciju na niskim
pritiscima i temperaturama, ¢ime se sprecava razgradnja termolabilnih komponenti u ekstraktu
(Reverchon, 1997a). Zamenom organskih rastvaraca sa nkCO,, koji se lako regeneriSe u procesu,
eliminisani su problemi i troSkovi vezani za odlaganje i tretman velikih koli¢ina toksi¢nih
organskih rastvaraca. Tehnologijama koje se zasnivaju na primeni natkriti¢nih fluida se dobijaju
proizvodi sa izuzetnim karakteristikama u pogledu kvaliteta. Takodje, operativni troSkovi su
znatno niZi u poredenju sa konvencionalnim procesima koji zahtevaju velike koli¢ine energije za
uparavanje organskog rastvaraca ili vode. Sa druge strane, potrebna su veca investiciona
ulaganja u poredenju sa procesima koji se izvode na niskim pritiscima. Kapitalna investiciona
ulaganja se mogu smanjiti 1 brzo nadoknaditi izgradnjom postrojenja sa velikim proizvodnim

kapacitetom, sa moguénoScu proizvodnje viSe proizvoda (Skala i sar, 2002).

2.6.2.4.Primena natkriti¢cnih fluida

Od proslog veka natkriti¢ni fluidi dobijaju na znaCaju po mogucnosti i sposobnosti za
razvoj novih procesa. Od osamdesetih godina proSlog veka natkriti€ni fluidi se istraZuju ili
primenjuju kao rastvaraCi za dobijanje etarskih ulja i1 ekstrakata, za procesiranje hrane,
nutraceutika, polimernih materijala, kao reakcioni medijum za procese polimerizacije, kao
ekoloSki poZzeljniji rastvara¢ za proizvodnju prahova, impregnaciju, inkapsulaciju, ¢iS¢enje, rast
kristala 1 kao sredstvo za meSanje i/ili spajanje kristalnih ili viskoznih materijala (Shen 1 sar,
2008).

Natkriticni fluidi se osim za procese natkritine ekstrakcije mogu upotrebljavati u

velikom broju procesa kao $to su natkriticno suSenje, natkriticna impregnacija i brojni procesi
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generisanja Cestica. Ovi procesi su moguéi zbog izraZene sposobnosti natkriti¢nih fluida da
rastvaraju veliki broj supstanci i difunduju kroz veliki broj materijala.

Natkriticni fluidi imaju primenu u industriji hrane, pica, kao i1 u petrohemijskoj,
biohemijskoj, farmaceutskoj, polimernoj i biopolimernoj industriji (Knez 1 sar., 2014).
Intenzivno proucavanje procesa NKE zapoceto je 70-tih godina XX veka, Sto je rezultovalo
brojnim patentima u oblasti NKE hmelja, kafe, ¢aja, duvana i zacina (Skala i1 sar., 2002).
Primena NKE u industrijskim razmerama zapoceta je 80-tih godina dvadesetog veka i to u
rafinerijskoj obradi nafte, kod prerade kafe i ¢aja (proces dekofeinizacije) i ekstrakcije hmelja
(Martinez i Samuel, 2008). Krajem 80-tih godina izgradena su velika postrojenja za preradu kafe
i ekstrakciju hmelja u SAD-u i manja postrojenja za proizvodnju komponenata za lekove,
kozmeticke preparate 1 razliCite prirodne proizvode u Japanu, Juznoj Koreji 1 Indiji. U oblasti
neposredno iznad kriticne taCke, relativno male promene pritiska ili/i temperature, dovode do
evidentnih promena gustine fluida, a samim tim i do bitnih razlika u osobinama i mozi
ratsvaranja koje fluid ispoljava.

Najveca postrojenja za NKE su postrojenje za ekstrakciju kofeina iz kafe i ¢aja, hmelja i
za uklanjanje pesticida iz pirin¢a (Gamse, 2005). Natkriti¢ni fluidi se u industriji koriste i za
hemijske i biohemijske reakcije (npr. heterogena kataliza organskih jedinjena) kao zamena za
organske rastvarace. UspeSna industrijska primena procesa natkriticne impregnacije sa nkCO?2 je
za impregnaciju drveta (Gamse,2005). Primena natkriti¢ne ekstrakcije na industrijskom nivou i
suvo bojenje tkanina (Zizovic i sar., 2014).

Danas u svetu postoji velika tendencija za uvodenjem novih alternativnih tehnologija
koje imaju tzv. zeleni efekat 1 imaju manje Stetno dejstvo koje su dosadasnje industrije
ispoljavale na Zivotnu sredinu, koje ne ukljuCuju primenu organskih rastvaraca opasnih po
okolinu 1 ¢ovekovo zdravlje, i koje su energetski efikasnije i sa manje sporednih proizvoda
(Knez i sar., 2014). Pored zakonske regulative vezane za zaStitu Zivotne sredine, postoje sve veci
zahtevi potroSaca za konzumiranjem tzv. ,,funkcionalne* hrane, koja, pored nutritivnih vrednosti,
pokazuje 1 farmakoloSku aktivnost za regulisanje niza metabolickih poremecaja 1 razlicitih
oboljenja. Stoga, velika paznja i energija se posvecuje istraZivanjima koja vode ka optimizaciji
izolovanja grupa jedinjenja iz biljnih sirovina sa izraZenim farmakoloSkim dejstvom. Razvojem
tehnoloskih procesateZi se omogucavanju dobijanja aktivnih komponenata sa najve¢im moguéim

prinosom, u §to Cistijem obliku, kako bi njihova primena bila Sto efikasnija. U daljoj buducnosti
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tezi se tendenciji sveprisutnije primene aktivnih supstanci iz prirodnih izvora, poboljSanju
tehnologija za njihovo izolovanje sa teZznjom povecanja kvaliteta i kvantitetaizolovanih
komponenata. S obzirom da natkriticna ekstrakcija zadovoljava tendencije i1 potraZivanja
danaSnjeg druStva za oCuvanjem Zivotne sredine, omogucavajuci dobijanje Cistih farmakoloski
aktivnih komponenata iz prirodnih izvora, potreba za sve vec¢om implementacijom natkriti¢ne
esktrakcije na industrijskom nivou je u ekspanziji 1 prednosti nad ostalim tradicionalnim

tehnikama.

2.7. Mehanizam procesa i matematicko modelovanje NKE

Etarska ulja se u biljnom tkivu proizvode i skladiSte u sekrecionim strukturama.
Sekrecione strukture su karakteristika biljne familije i to mogu biti trihomi, sekrecione celije,
Supljine ili cevcice. Uz poznavanje tipa sekrecione strukture u kojoj je smeSteno etarsko ulje i
optimalan predtretman biljnog materijala kako bi se ove strukture razorile moguce je
optimizovati proces NKE etarskog ulja. U slu¢aju mati¢njaka, etarska ulja su skladiStena u
glandularnim trihomama na povrSini lista, a sekundarni metaboliti koji su nosioci antioksidantne
aktivnosti smesteni su dublje u biljnomtkivu. Na slici 10 prikazan je mikroskopski snimak
trthoma mati¢njaka (melissa officinalis L.), karakteristian za biljkeporodice Lamiaceae, kojoj

pripadamatic¢njak.

42

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

Slika 16. Primer trihoma i uljanih Zlezdi kod mati¢njaka (melissa officinalis L.)
(http://www.sciencephoto.com/)

Mlevenjem se postiZze razaranje jednog dela trihoma i time se smanjuje otpor prenosu
mase u ¢vrstoj fazi. Natkriti¢ni ugljenik(IV)-oksid prodire u nerazorene trihome i rastvara se u
ulju unatar nijh. Usled rastvaranja CO; u ulju, zapremina trihoma raste 1 kona¢no dolazi do
njihovog pucanja. Na taj na¢in nove koli¢ine etarskog ulja postaju lako dostupne za ekstrakciju.
Ovakvo ponasanje glandularnih trihoma izlozenih NKCO; je potvrdeno SEM analizom
(Stamenic 1 sar, 2008, Stamenic 1 sar, 2010; Zizovic i sar, 2005).

Prac¢enjem kinetike procesa NKE tokom vremena trajanja ekstrakcije, mogu se uociti
zakonitosti u vidu razli¢itih perioda na dijagramima koji predstavljaju zavisnost prinosa ekstrakta
u odnosu na vreme trajanja ekstrakcije. Naime, ¢esto su uoc€ljiva dva dela krive od kojih prvi
predstavlja brzu ekstrakciju u vidu prave karakteristicne za ekstrakciju lako dostupnih koli¢ina
ekstrahovane supstance oslobodenje mlevenjem gde je proces limitiran spoljnim prenosom mase.
Drugom periodu prethodi prelazna oblast koja predstavlja nestaSicu lako dostupnih kolicina i
proces je limitiran, dolazi do privremenog zastoja u prinosu ekstrakta, dok dolazi do bubrenja
materijala i oslobadanja ekstrahovane supstance nakon ¢ega se nagib krive znatno povecava,

predstavljaju¢i drugi period ekstrakcije limitiran unutraSnjom difuzijom kroz Cvrstu Cesticu
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biljnog materijala. To se odraZzava na krivu tako §to se prinos i nagib znatno smanjuju, pa
ekstrakcija dostiZze asimptotske vrednosti.

Postoji viSe objasnjenja za ponaSanje ekstrakcionih kriva. Razliciti pristupi dozvoljavaju
stvaranje fizickih slika o samom procesu Sto dalje prouzrokuje razliite modele ekstrakcije.
Ukoliko koncept nije dobar, model nije u stanju da adekvatno opiSe proces. Matematicko
modelovanje teZi da Sto preciznije prikaze fizi¢ku sliku realnosti.

Brzina NKE u pocetnoj fazi ekstrakcije zavisi od ravnoteze faza (rastvorljivost datih
komponenti) na datom pritisku i temperaturi (ekstrakciona kriva je linearna) (slika 8). Nakon
odredenog vremena, ekstrakciona kriva dobija konveksni oblik usled promene otpora prenosu
mase (usled povecanja uticaja difuzije kroz Cvrstu fazu). Na kraju procesa ekstrakcije, brzina
zavisi samo od difuzije kroz Cvrstu poroznu fazu. Mehanizmi difuzije mogu, u nekim
slucajevima, biti veoma sloZeni u zavisnosti od supstrata koji se ekstrahuje (Lee, 1990). Usled
istrazivanja i primene natkriti¢ne ekstrakcije, javila se i potreba za razumevanjem ovih procesa.
Sa tom svrhom razvijani su matemati¢ki modeli za opisivanje i bolje razumevanje ovih procesa.
Prema pristupu procesu NKE, modeli mogu biti empirijski (Kandiah i sar, 1990.; Nguyen i sar,
1991), zasnovani na analogiji prenasa toplote i prenosa mase (Bartle i sar, 1990; Reverchon i sar,
1993) ili na integraciji diferencijalnog materijalnog bilansa za ekstraktor (Reverchon, 1996;

Sovova, H., 1994; Roy i sar, 1996).
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Slika 17. Tipicna zavisnost prinosa ekstrakta u funkciji vremena ekstrakcije ili koli¢ine

utroSenog rastvaraca (preuzeto iz Lee 1 sar, 1990).

Ukoliko je kontroliSu¢i stupanj procesa spoljasnji prenos mase ili ravnoteza faza, brzina
ekstrakcije podeSava se pravilnim izborom protoka NK CO,. U vecini slucajeva, kad je difuzija u
poroznoj strukturi biljnog materijala, odnosno difuzija kroz ¢vrsto, najsporiji stupanj, stepen
usitnjenosti i bubrenje biljnog materijala ima klju¢nu ulogu (Reverchon, 2006; Stamenic i sar,
2010.).

Poslednjih godina je razvijeno viSe matematickih modela za procese NKE koji se
zasnivaju na reSavanju diferencijalnog materijalnog bilansa za ekstraktor, a najvec¢i broj modela
kao nasporiji stepen ekstrakcionog procesa uzima difuziju u unutras$njosti cestice.

(Bartle i sar, 1990) su uveli model ekstrakcije zasnovan na analogiji sa prenosom
toplote, po kom se sve Cestice biljnog materijala smatraju sferama 1 jednacine kojima se opisuje

hladenje "vrele kugle” koriste se da bi se opisao profil koncentracija unutar Cestica tokom
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vremena. Taj pristup dalje su usvojili i korigovali (Reverchon, 1994). Njihov korigovan model
ukljucivao je pretpostavku da je etarsko ulje smeSteno u unutraSnjem delu lista, a da se voskovi
nalaze na povrSini lista. Nakon mlevenja, Cestice biljnog materijala se posmatraju kao sfere.
Model opisuje prenos mase izmedu jedne sferi€ne i porozne Cestice i natkriticnog rastvaraca.
Ekstrakcioni proces su Cinili difuzija natkriticnog rastvaraca kroz film oko Cvrste Cestice,
prodiranje i difuzija kroz Cesticu, rastvaranje rastvorka u natkriti¢nom fluidu, difuzija rastvorka i
rastvaraCa kroz Cesticu 1 zatim kroz film oko cestice do mase fluida. Kasnije je (Reverchon,
1996) razvio model i za NKE etarskog ulja, pretpostavljajuci je da je etarsko ulje smesSteno u
vakuolama unutar celija, tako da je frakcija slobodno dostupnog ulja na povrSini Cestica
zanemarljiva, pa je koeficijent spoljnog prenosa mase mogao biti zanemaren. Goto 1 sar, 1993,
su razvili model koji je zasnovan na lokalnoj adsorpcionoj ravnotezi etarskog ulja na lipidima
biljnog lista. Modelovanje procesa NKE etarskih i masnih ulja koji je razvila Sovovd, 1994a se
najceS¢e primenjivao u dosadaSnjim literaturnim podacima. Model podrazumeva klipno
proticanje fluida kroz pakovani sloj biljnog materijala, sa pretpostavkom da su Cestice istih
dimenzija i da je rastvorak podjednako rasporeden u biljnom materijalu u biljnim ¢elijama.
Proces ekstrakcije po ovom modelu obuhvata tri perioda ekstrakcije koje Cine period brze
ekstrakcije u kome se ekstrahuje lako dostupna frakcija ulja osobodena iz mlevenjem razorenih
biljnih Celija (brzina ekstrakcije limitirana je rastvorljivoS¢u datih komponenti na datim uslovima
pritiska i temperature), prelazni period u kome brzina ekstrakcije pored rastvorljivosti pocinje da
biva limitirana i difuzijom u ¢vrstoj fazi, i period spore ekstrakcije u kome je brzina odredena
samo difuzijom rastvorka u ¢vrstoj fazi (ekstrakcija teze dostupne frakcije ulja iz nerazorenih
¢elija). Kasnije je Sovova, 2005 razvila novi model za NKE prirodnih proizvoda, zasnovan na
netaknutim 1 razorenim uljnim Celijama, sa dva ekstrakciona perioda, pri ¢emu u toku prvog
perioda brzina ekstrakcije je limitirana rastvorljivo$¢u lako dostupnog rastvorka u natkriticnom
rastvaracu, dok u drugom periodu, ukupnu brzinu procesa odreduje difuzija unutar Cestice.
Goodarznia 1 Eikani, 1998 su razvili troparametarski model. Parametri su koeficijenti prenosa
mase, aksijalne disperzije 1 difuzije unutar Cestice. Poslednji koeficijent je parametar za
»fitovanje* modela, dok se prva dva predskazuju primenom eksperimentalnih korelacija. Reis-
Vasco 1 sar, 2000 su razvili dva modela za NKE etarskih ulja, sa pretpostavkom da se deo
etarskog ulja nalazi u glandularnim trihomima na povrsini lista, a deo u unutarnjoj strukturi lista.

Model razmatra desorpciju etarskog ulja lociranog blizu povrSine lista 1 otpor prenosu mase pri
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ekstrakciji ulja iz unutrasnje strukture lista. Drugi model je ukljucio i aksijalnu disperziju
(Gaspar, 2003a) su razvili model sa pretpostavkom plocaste geometrije biljnog materijala 1
lokacijom etarskog ulja u glandularnim trihomima. Gaspar, 2003b. su uveli metod za razaranje
trthoma brzom CO, dekompresijom kao vrstu predtretmana za NKE. Nedostatak ovog metoda je
to Sto brze dekompresije, zbog svog uticaja na opremu 1 velike potroS$nje energije, nisu poZeljna
operacija u industrijskim uslovima.

Razvoj fiziologije biljaka, kao 1 eksperimentalnih tehnika za izolovanje sekrecionih
struktura i njihovog sadrzaja, omogucio je precizniji uvid u strukturu biljnog materijala, tj. u
vrstu, oblik 1 dimenzije sekrecionih struktura u kojima se nalaze etarska ulja. Zahvaljuju¢i tome,
omogucen je bolji uvid i precizniji pristup u modelovanju i optimizaciji sa ciljem da se opiSu i
razumeju pojave tokom procesa NKE (Zizovi¢ i sar., 2005, 2007a,b; Stameni¢ 1 sar., 2008,
2010).

Modelovanje na nivou sekrecionih struktura (Zizovic i sar, 2005 , Stamenic i sar, 2008;),
uzima u obzir prenos mase iz realnih sekrecionih struktura u masu natcriticnog fluida, izotermne
i izobarne uslove, kao i postojanje aksijalne disperzije NK CO, u ekstraktoru uz konstantni
protok CO,. Po ovom modelu kao i kod modela Sovove, ekstrakt koji se nalazi u realnim,
sekrecionim strukturama aproksimiran je pseudokomponentom. Na osnovu ponaSanja
odgovarajuc¢ih sekrecionih struktura tokom procesa NKE i rezultata modelovanja, izvrSena je
klasifikacija biljnog materijala na osnovu otpora prenosu mase tokom ekstrakcionog procesa
(Stamenic i sar, 2008). Pokazalo se da je brzina NKE kod biljaka sa sekrecionim kanalima i
Supljinama (Zizovic i sar, 2007b), limitirana brzinom spoljasnjeg prenosa mase, dok je kod
biljnih vrsta ¢iji su sekundarni metaboliti skladiSteni u sekrecionim ¢elijama ukupna brzina NKE
procesa limitirana difuzijom u ¢vrstoj fazi (Zizovic 1 sar, 2007a). Kod NKE biljaka Lamiaceae u
kojima se etarsko ulje nalazi u glandularnim trihomima, na ukupnu brzinu procesa ekstrakcije
uticu spoljaSnji prenos mase u periodu brze ekstrakcije, odnosno difuzija u ¢vrstoj fazi u periodu

spore ekstrakcije (Stamenic i sar, 2008; Stamenic 1 sar, 2010; Zizovic i sar, 2005).
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2.7.1. Matematicko modelovanje procesa NKE

Matematickim modelovanjem dobijenih eksperimentalnih rezultata, omogucava se
formiranje zakonitosti radi efikasnijeg razumevanja 1 pracenja datog procesa ekstrakcije.
Dobijene zakonitosti se mogu primeniti 1 za ispitivanje potencijalnih procesnih uslova koji nisu
obuhvaceni eksperimentom. Primenjen matematicki model treba da pokazuje pravu sliku

realnosti natkriticnog procesa 1 kao takav se smatra relevantnim, pouzdanim 1 upotrebljivim.

Postoje tri glavna pristupa matematickom modelovanju procesa natkriticne ekstrakcije (

Reverchon, 2006):

® empirijsko modelovanje

Nastali iz eksperimentalnih podataka, ovi modeli prakticno predstavljaju
interpolaciju samih rezultata. Mogu da budu korisni ukoliko podaci o mehanizmu
prenosa mase 1 ravnotezi nisu dostupni. Van samog eksperimenta nisu narocito

upotrebljivi pa je njihov znacaj mali.

® modelovanje zasnovano na analogiji prenosa toplote

Uzima se analogija fenomena prenosa mase 1 toplote 1 primenjuje na natkriticnu
ekstrakciju. Svaka Cestica biljnog materijala se posmatra kao zagrejana sfera koja se
hladi u medijumu uniformnog sastava. To podrazumeva da je materija koja se
ekstrahuje ravnomerno rasporedena u cestici, i da se sve Cestice u istom trenutku
nalaze na istim uslovima tokom ekstrakcije. Kao glavni nedostatak navodi se
pretpostavka o istim uslovima kroz ceo sloj biljnog materijala. Koncept empirijskog
i modelovanja zasnovanog na analogiji sa prenosom toplote napusten je relativno
brzo, da bi se u potpunosti preSlo na koncept reSavanja diferencijalnog masenog

bilansa za reaktor.

® modelovanje zasnovano na integraciji diferencijalnog masenog bilansa

Ovo je, za sada, najSire primenjen oblik modelovanja procesa natkriti¢ne ekstrakcije
iz biljnog materijala. Zasnovan je na postavljanju diferencijalnog masenog bilansa
za deo ekstraktora 1 njegovoj integraciji za ceo ekstraktor. U ovu kategoriju spadaju

modeli Sovove, koji se primenjuju u ovom radu i kasnije bi¢e detaljno obradeni.
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2.7.1.1. Empirijsko modelovanje

Empirijski modeli nastaju iz eksperimentalnih podataka i mogu biti korisni ukoliko
podaci o mehanizmu prenosa mase i ravnoteZi nisu dostupni. Njihov znacaj je mali za procesne
uslove koji prevazilaze okvire eksperimentalnih, jer ovi modeli prakticno predstavljaju
interpolaciju eksperimentalnih rezultata (Reverchon, 2006). Pri empirijskom modelovanju
procesa NKE koris¢ene su dve vrste empirijskih formula, prva, Langmuir-ovog tipa koja je data
jednacinom (1):

Y, -t

Y=-— 1
B+t 0

i druga, tipa kinetike prvog reda data jednacinom (2):

99,
ot

=—k- qrs (2)
gde je t - vreme, Y - prinos, k - kineticka konstanta, B - konstanta, i g, - preostala koli¢ina

ekstrakta u Cestici biljnog materijala.

2.7.1.2. Modelovanje zasnovano na analogiji sa prenosom toplote

Proces natkriticne ekstrakcije se posmatra kroz fenomene prenosa toplote, pri ¢emu se
svaka cCestica biljnog materijala posmatra kao zagrejana sfera koja se hladi u medijumu
uniformnog sastava. Pretpostavke su da je materija koja se ekstrahuje ravnomerno rasporedena u
Cestici i da se sve Cestice u istom trenutku nalaze na istim uslovima ekstrakcije (Bartle i sar.,
1990; Hong i sar., 1990; Reverchon i sar., 1993, 1994).

Primenom drugog Fikovog zakona difuzije, maseni bilans za jednu Cesticu sfernog oblika

moze se napisati na sledec¢i nacin:
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3g _D a[rz gqj
;
R (3)

ot r or

Koris¢enjem analogije izmedu prenosa toplote i mase, i nakon Furijeovih transformacija,

moze se definisati materijalni bilans za Cesticu biljnog materijala:

6\ 1 n’z*D t
—=(—sz17 S @

'

gde je: n - ceo broj, r - precnik sfere, D - koeficijent difuzije u sferi ili unutrasnji efektivni
koeficijent difuzije, ¢t - vreme ekstrakcije, g - preostala koncentracija rastvorka u sferi i gy,
pocetna koncentracija materije koja se ekstrahuje.

Glavni nedostatak modela po analogiji sa prenosom toplote je pretpostavka o istim
uslovima ekstrakcije kroz ceo sloj biljnog materijala. Koncept empirijskog i modelovanja
zasnovanog na analogiji sa prenosom toplote je napuSten relativno brzo, da bi se skoro u

potpunosti preslo na koncept reSavanja diferencijalnog masenog bilansa za ekstraktor.

271.3. Modelovanje zasnovano na integraciji diferencijalnog masenog bilansa

Koncept modelovanja zasnovan na integraciji diferencijalnog masenog bilansa za
ekstraktor je najSire primenjen oblik modelovanja procesa NKE iz biljnog materijala. Zasnovan
je na postavljanju diferencijalnog masenog bilansa za deo ekstraktora i njegovoj integraciji za
ceo ekstraktor. Osnovne pretpostavke modela zasnovanih na integraciji diferencijalnog masenog
bilansa su konstantna gustina rastvarata i protok natkriticnog fluida kroz sloj Ccestica,
zanemarljiva aksijalna disperzija, kao i aproksimacija kojom se etarsko ulje moze okarakterisati

osobinama jedne, izabrane pseudokomponente (ZiZovié, 2010).
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Uzimaju¢i u obzir ove pretpostavke moguce je napisati jednacine materijalnog bilansa za

diferencijalni deo ekstraktora (5) i ¢vrstu fazu (6):

dc dc oq _
UV£+SVE+(1—8)VE— 0 (5)

(1-eV3 = —AK(q—q") ©)

gde je £ - poroznost sloja, V - zapremina ekstraktora, ¢ - koncentracija ekstrakta u
natkriticnom fluidu, g - koncentracija ekstrakta u ¢vrstoj fazi, u - prividna brzina strujanja fluida,
A, - ukupna povrSina Cestica, g  -ravnoteZna koncentracija na granici faza &vrsto-fluid, K -
koeficijent prenosa mase kroz Cesticu, ¢ - vreme 1 & - prostorna koordinata ekstraktora.

Imajuéi u vidu imaseni bilans za jednu Cesticu sfernog oblika (jednacine 3 i 4), moguce je
dobiti 1 profil koncentracija unutar Cestica. Poznavajuci pocetne 1 grani¢ne uslove, kao 1 uslove

ravnoteze, jednacine (5) i (6) se mogu resiti pogodnom numeri¢kom metodom.

Maseni bilans ¢vrste faze moZze biti napisan i za jednu Cesticu sfernog oblika:

a
3q _ De a(rgtk

= A (7

ot rz2  or

gde je D, — unutraSnji koeficijent difuzije. U ovom slucaju moguce je i dobiti i profil
koncentracija unutar Cestica. Poznavaju¢i pocetne i grani¢ne uslove, kao i uslove ravnoteze,
jednacine (5) i (6) mogu biti reSene pogodnom numerickom metodom (Zizovié, 2009).

Danas se natkriti¢na ekstrakcija posmatra i na nivou sekrecionih struktura pa se prema
tome matematicko modelovanje ovog procesa naziva jo§ i mikroskopski nivo opisa procesa.
Modeli Sovove spadaju u grupu modela pod nazivom ,,modeli naprsnutih i sacuvanih celija”.

Celije u ovom slu¢aju predstavljaju estice &vrste faze bilnog materijala.
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Matematic¢ki model Sovove

NajviSe primenjivani model u literaturi za natkritiénu ekstrakciju iz biljnog materijala
jeste predlozila Sovova (Sovova 1 sar, 1994). Model Sovove ima generalizovani oblik koji
omogucava njegovu primenu za NKE bilo kog biljnog materijala i na ekstrakciju kako laksih
etarskih frakcija, tako 1 tezih frakcija.

Model posmatra klipno proticanje natkritiénog rastvaraca prividnom brzinom U
kroz fiksirani sloj mlevenog biljnog materijala u aksijalnom pravcu cilindricnog ekstraktora.
Rastvarac je Cist na ulazu u ekstraktor i temperatura 1 pritisak se smatraju konstantnim. Raspored
i veliina Cestica u sloju su homogeni. Materijalni bilans za deo cevnog ekstraktora se moze

predstaviti slede¢im jednaCinama:

—ps(1- ) Z = (x,y) (8)

oy oy _
pe-+pU—=](x,y) )

Prvi €lan u bilansu za natkritiénu fazu (jednac¢ina 9) je odraz nestacionarnosti

procesa 1 mozZe se zanemariti, pa je pojednostavljen sistem jednacina:

0x
—ps(1—&) 5 =J(x%y)
(10)
dy
pU % - ](x, )’)
Sistem jednacina (10) se reSava za granicne uslove:
x(h,t =0) =x, (1)
y(h=0,t)=0 (12)
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Osnovna pretpostavka modela je da je deo celija (hipotetickih jedinica u kojima je
sadrZzana rastvorljiva supstanca tj. ulje) otvoren ili razoren procesom mlevenja. Na pocetku
procesa ekstrakcije ukupna koli¢ina rastvorka u biljnom materijalu O, se moZe podeliti na lako
dostupnu koli¢inu, P, 1 koli¢inu teZe dostupnog rastvorka koja se nalazi unutar netaknutih celija,
K:

O=P+K (13)

Koli¢ina ulja na pocetku procesa ekstrakcije se moZe predstaviti kao:

(14)

=z|x

0 P
x(t=0) =X ==Xt =1+
gde je N masa nerastvorene Cvrste biljne materije u natkriticnom fluidu.

Da bi se predstavila analiticka reSenja sistema jednacina (10) potrebno je uvesti

bezdimenzione promenljive r, Y, z, T :

* y=1-2 z="%p T = LB (g5)

Xk yr’ v N (1-¢)psxg

Veliina x; se moZe objasniti 1 na sledeci nacin: kada pri iscrpljivanju biljnog
materijala lako dostupnim rastvorkom, masa rastvorljivih supstanci po masi nerastvorljive ¢vrste
faze opadne na vrednost x;, menja se mehanizam prenosa mase, tada se mogu napisati sledece

jednacine za brzinu prenosa mase, J:

J(x > X, y) > J(x < %3, Y) (16)
J(x > xp,y) = kraop(yr — ¥) 17
J(x < %, y) = ksaopsx (18)
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Jednacine (10) i grani¢ni uslovi (11) i (12) uvodenjem bezdimenzionih promenljivih

dobijaju novu formu:

Z=Z =y (19)
r(z,t=0) =1, (20)
Y(z=07) =1 1)
ode je

J (@, Y) =](x,y)/(kraopyr) (22)

Lako dostupno ulje iz razorenih biljnih celija se prvo ekstrahuje, a zatim sledi
sporija ekstrakcija iz netaknutih Celija. Proces se deli na tri perioda: brz, prelazni i spor period.
U prvom periodu brzina ekstrakcije je limitirana rastvorljivo$¢u lako dostupnog ulja. U jednom
trenutku 7,,, lako dostupno ulje na ulazu u ekstraktor biva iscrpljeno i pocinje prelazni period. U
prelaznom periodu lako dostupno ulje se i dalje ekstrahuje u jednom delu (pri izlazu) ekstraktora
dok u drugom se ekstrakcija vr$i iz Cvrstih Cestica. Granica izmedu ova dva dela fizi¢ki ne
postoji ali u ovom modelu je matemati¢ki definisana i ¢ini sastavni deo modela koji opisuje
prelaz izmedu mehanizama. Zamisao ovog modela jeste da se granica, z,, pomera duz reaktora
sve dok ne stigne do izlaza iz reaktora, a da vreme za koje je preSlo taj put definiSe prelazni
period u kome postoje dva razliCita reZima. Nakon isteka prelaznog perioda, lako dostupnog ulja
viSe nema u sloju i ostaje samo ekstrakcija iz Cvrstih Cestica odredena internom difuzijom.

Udeo ekstrakta ukupne mase biljne sirovine koji se ekstrahuje tokom sva tri perioda i

samim tim simulacija ekstrakcione krive je predstavljena kao:
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qyr[1 — exp(=Z) zaq < Gm
e = Vrlq — qm exp(zy, — Z] zaq <q <qp (23)
Wxg
. [exp(—r)—l] exp[W(qm—aq)]xk
lxo — ywln {1 + 2 o } za q=2qy
gde je
Z = kragH/U (24)
W =kgao/[q(1 — €)ps (25)
_ Zyr ;X exp[W(q—qm)]—xk
Zw = In p— (26)
Gm = (X0 — 1)/ W2 27
B 1, om0 ) ’g
n = qm + w n Xo (28)

Karakteristika ovog modela je veliki broj parametara kojima se proces ekstrakcije
opisuje, a koji se ne mogu izraCunati. Vrednosti tih parametara se u velikom broju slucajeva
pretpostavljaju tako da se ekstrakcioni prinosi predskazani modelom poklapaju sa

eksperimentalno dobijenim prinosima, odnosno ovi parametri se optimizuju. To su:

kg - koeficijent prenosa mase kroz ¢vrstu fazu, (m/s),

Y, - ravnotezna rastvorljivost ulja u natkriticnom ugljenik(IV)- oksidu, (kg ulja / kg CO,),

Xy - kg ulja po kg nerastvorljive ¢vrste faze nakon iscrplijvanja biljnog materijala lako
dostupnim uljem,

Xo - kg ulja po kg nerastvorljive Cvrste faze na pocetku ekstrakcije, bezdimenziona
veli¢ina.
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2.8. Optimizacija procesa NKE

Optimizacija procesa NKE podrazumeva izbor procesnih parametara u cilju izolacije
najvece koliCine ekstrakta Zeljenog kvaliteta (Zeljenih fizicko-hemijskih karakteristika i bioloske
aktivnosti) uz minimalnu potro$nju natkriti¢nog fluida i energije.

Efikasnost natkriti¢ne ekstrakcije zavisi pored podeSavanja procesnih parametara pritiska
i temperature, odnosno gustine ugljenik(IV)-oksida i od karakteristika jedinjenja ili grupe
jedinjenja koja se Zele izolovati iz biljnog materijala. Za Sto efikasnije iskoriS¢enje potencijala
natkriti¢nog fluida, neophodno je poznavati rastvorljivost rastvorka u natkriticnom fluidu (Shen i
sar, 2008). Poznavanje podataka o rastvorljivosti komponenti u natkriticnom fluidu je
prvashodno od znacaja da bi se utvrdili optimalni procesni uslovi kako bi ekstrakcija bila
efikasnija 1 produktivnija (Adachi i Lu, 1983; Sovova i Jez, 1994). Usitnjenost i veli¢ina Cestica
biljnog materijala uti¢e na efikasnost natkriticne ekstrakcije zbog dostupnosti i nacina
skladiStenja aktivnih jedinjenja u matriksu i ¢elijama biljnog materijala. Difuzija rastvaraca kroz
poroznu strukturu biljnog materijala predstavlja znacajan faktor u natkritinoj ekstrakciji
aktivnih komponenti. Manje ¢estice imaju manji otpor difuziji 1 samim tim ona je olakSana, Cime
se postize brze i lakSe izolovanje rastvorka iz biljnog matriksa. Medutim prilikom velike
usitnjenosti biljnog materijala dolazi do isparavanja lakih komponenti u procesu mlevenja, a
moze do¢i 1 do kanalisanja u pakovanim sloju ili odnosSenja Cesticai, ¢ime se smanjuje
efikasnost procesa. Na osnovu dosadasnjih podataka za procese NKEnajceS¢e se Koristi biljni
materijal sa ustinjeno$¢u doprecnika Cestice u opsegu 0,25-2,0 mm (Reverchon, 2006).

Procesne parametre koji utiCu na mo¢ rastvaranja ugljenik(IV)-oksida ¢ine pritisak,
temperaturai vreme zadrZavanja rastvaraca. Pravilnim izborom i definisanjem opsega ovih
vrednosti moze se posti¢i potpuna ekstrakcija Zeljenih komponenti za $to krace vreme u $to vecem
prinosu, §to bi i predstavljalo glavni cilj natkriticne ekstrakcije.

PozZeljna temperatura na kojoj se izvodi proces ekstrakcije bi trebalo da bude izmedu 35 i
60 °C, tj. u blizini kriti¢ne tacke, ali i dovoljno niska da bi se izbegla degradacija termolabilnih
komponenti. Promena pritiska ima znacajniji uticaj na gustinu ugljenik(IV)-oksida, povecanjem
pritiska povecava se i gustina, samim tim i mo¢ rastvaranja, ali se smanjuje selektivnost, pa se

procesni uslovi pritiska krecu najceSce u opsegu od 10MPa-30MPa. (Reverchon, 2006).
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Izbor procesnih parametara zasniva se na proucavanju i razmatranju rastvorljivosti
komponenti u natkriticnom fluidu kao rezultat napona para i interakcija rastvarac-rastvorak,
razumevanje 1 interpretacija ponaSanja faznog sistema u natkritiénoj oblasti primenom
termodinamickih modela kojima mogu da se opiSu sloZene interakcije izmedu molekula
nepolarnog rastvaraCa 1 molekula rastvorka (Zhao, 2010). Potrebno je definisati i kineticke
parametre koji odreduju brzinu prenosa mase. a to su spoljni prenos mase koji se moze regulisati
protokom ugljenik(IV)-oksida 1 unutra$nji prenos mase koji zavisi uglavnom od usitnjenosti 1
veliCine Cestica, a samim tim i dostupnosti aktivnih komponenata skladiStenih u strukturi biljnog

materijala.

2.8.1. Selektivnost natkriticnog ugljenik(I'V)-oksida

Natkriti¢ni ugljenik(IV)-oksid se pokazao kao pogodan rastvara€ za izolovanje nepolarnih
komponenti, dok je njegov afinitet prema polarnim komponentama manji. Natkriti¢na ekstrakcija se
tako pokazala efikasnom u izolovanju jedinjenja sa ve¢om molarnom masom i manje polarnosti.
Natkriti¢ni ugljenik(IV)-oksid je odli¢an lipofilni rastvara¢ pa se Cesto upotrebljava za ekstrakciju
mirisnih komponenti i komponenti nosilaca ukusa (Reverchon, 1997a). Kako bi se poboljsala
mo¢ rastvaranja ugljenik(IV)-oksida prema polarnim komponentama, dodaju mu se organski
rastvara¢i u malim koli¢inama kao kosolventi, a naj¢eS¢e etanol. Dodatkom kosolvenata
povecava se interakcija izmedu rastvorka i natkriticnog fluida usled povecanja gustine, hemijske
intereakcije (formiranje vodoni¢nih veza), promene strukture biljne matrice (strukturne promene,
bubrenje) i raskidanja polarnih veza izmedu rastvoraka i biljne matrice (Hamburger i sar., 2004.)
Medutim, povecana mo¢ rastvaranja uzrokujesmanjenje selektivnosti ugljenik(IV)-oksida
(Cavero 1 sar., 2006). Nedostatak dodavanja kosolventa u cilju povecanja afiniteta natkritiénog
ugljenik(IV)-oksida prema polarnim jedinjenjima se ogleda u potrebi za dodatnom separacijom
kosolventa od esktrakta (Reverchon, 2006).

Na osnovu literaturnih podataka o rastvorljivosti terpenskih jedinjenja 1 selektivnosti NK
CO; u odnosu na ova jedinjenja, naj¢eS¢i radni uslovi za izolaciju etarskih ulja su 10-15 MPa i
40-60 °C (Glisic 1 sar., 2010; Ivanovi¢ i sar., 2011a,b; Reverchon i sar, 1997b). Etarska ulja,
sadrze u najvecoj koli¢ini mono- i seskviterpene. Uz ekstrakciju etarskog ulja, u manjoj meri,
odvija se i ekstrakcija kutikularnih voskova, parafinskih komponenti na povrSini Cestica biljnog

materijala. Da bi se voskovi izdvojili iz ekstrakta, primenjuje se dvostepena separacija. Na primer,
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posle ekstrakcije na 40 °C i 90 bar najpre se, u prvom separatoru, izvodi separacija na 0 °C i 90 bar
posto je rastvorljivost voskova u ugljenik(IV)-oksidu na ovim uslovima minimalna, a zatim se, u
drugom separatoru, na 15 °C i 20 bar razdvaja ugljenik(IV)-oksid od etarskog ulja (Reverchon, 2006).

Ekstrakcija natkriticnim ugljenik(IV)-oksidom koristi se i za dobijanje triacilglicerida,
odnosno masnih biljnih ulja. Natkriticna ekstrakcija triacilglicerida se vr$i na viSim pritiscima u
odnosu na ekstrakciju etarskih ulja, zbog vece rastvorljivosti na viS§im pritiscima. Rastvorljivost
etarskih ulja je takode veca na viSim pritiscima, ali se koriste nizi da ne bi doslo do koekstrakcije
tezih komponenata.

Pojedine grupe jedinjenja je moguce ekstrahovati kako tradicionalnim tehnikama, tako i
natkriticnom ekstrakcijom samo ukoliko se primeni predtretman biljnog materijala hidrolizom kako
bi se komponente vezane za druga jedinjenja oslobodile i omoguc¢ila njihova izolacija, kao Sto je u
slucaju izolovanja diosgenina iz biljnog materijala potrebno raskinuti njegove vodoni¢ne veze sa

Secerima (Ghoreishi i sar, 2012; Mebaza i sar, 2009; Kang i sar, 2013).

2.8.2. Modelovanje NKE gr¢kog semena zasnovano na odzivnim povrsinama

Za odredivanje optimalnih uslova natkriti¢ne ekstrakcije moZze se koristiti konvencionalni
metod koji podrazumeva variranje jednog od ispitivanih faktora pri konstantnim vrednostima
ostalih faktora. Budu¢i da je jednodimenzionalan, ovaj teZzak i dugotrajan metod, Cesto ne
garantuje odredivanje optimalnih uslova (Box i sar, 1978; Wernimont, 1995). Sa druge strane,
izvodenje eksperimenata za svaku mogucu kombinaciju ispitivanih faktora je neprakti¢no i
zahteva dugotrajan rad.

Poslednjih decenija, u svim podru¢jima istraZzivanja, primecen je sve veci porast
statistiCkog planiranja eksperimenata, a izuzetno je korisna njegova upotreba pri optimizaciji
tehnoloskih 1 proizvodnih procesa. Kako je potreban relativno mali broj eksperimentalnih testova
smanjuje se utroSak materijala i vremena potrebnog za izvodenje odredenog eksperimenta,
omogucava se dobar uvid u uticaj procesnih parametara na proces ekstrakcije u vidu prinosa, a
takode je moguce otkriti i medusobnu interakciju izmedu ispitivanih parametara.

U statisticki dizajniranim eksperimentima metodologija odzivnih povrSina zauzuma

znacajno mesto u kombinaciji matematickih i statistickih tehnika primenjenih u modelovanju i
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analizi izlaznih veli¢ina od interesa koji su pod uticajem nekoliko parametara i cilj je
optimizacija izlazne veli¢ine (Montgomery, 2005.). Metodologija odzivnih povrSina (Response
Surface Methodology- RSM) koju su prvi put 1951 primenili i1 predstavili autori Box 1 Wilson
(Box i Wilson, 1951) predstavlja optimizacioni sistem koji omogucava utvrdivanje relacija medu
procesnim parametrima ekstrakcije, kao 1 njihov pojedinacan uticaj na proces ekstrakcije.
NajceSce je primenjena na istraZivanja u oblasti hrane i1 biljaka, sa ciljem izolovanja aktivnih
komponenata u vidu ekstrakata. Pristup metodologije odzivnih povrSina optimizaciji procesnih
parametara ekstrakcije se najeS¢e primenjuje koriS¢enjem centralnog kompozitnog dizajna.
Primena analize varijanse (ANOVA) sluZi proceni stepena tacnosti primenjene metodologije.
RSM metodologija omogucava determinisanje sveobuhvatnog eksperimentalnog dizajna sa
ciljem da se sa najveom preciznoSc¢u i adekvatnoS¢u utvrde relacije parametara na proces, kao 1
njihove potencijalne interakcije. Moguénost da formiranjem i definisanjem jednacine modela
omoguci ne samo matematicku relaciju uticaja procesnih parametara na ekstrakciju, ve¢ i kasnije
predvidanje izlazne veliCine ekstrakcionog procesa (prinosa ekstrakcije, koli¢ine odredene
komponente ili grupe jedinjenja) na osnovu determinisane jednacine modela svrstava RSM
metodologiju kao pogodnu od znacaja za determinisanje ekstrakcionih procesa (Mohamad Said,
2015).

RSM metodologija mozZe biti opisana kao tehnika sa kompleksnim kalkulacijama u cilju
optimizacije procesa. Koris¢enjem pogodnog eksperimentalnog dizajna koji integriSe uticaj i
varijacije procesnih parametara (nezavisnih promenljivih) determiniSu se jednacine modela koje
predstavljaju teoretsku zavisnost uticaja procesnih parametara na izlaznu veli¢inu ekstrakcionog
procesa. Izlazne veliCine nastaju iz regresione analize koja se zasniva na dobro dizajniranim
kontrolisanim vrendostima nezavisnih promenljivih (Meilgaard i sar, 1991.; Resurreccion, 1998).
Od kada je RSM metodologija prvi put predstavljena od strane autora Box i Wilson davne
1951.godine, broj eksperimentalnih ranova u dizajnu matrice eksperimenata se znacajno smanjio
prema broju ranova odredenih punim faktorijalnim dizajnom. Osim redukcije u broju
eksperimentalnih ranova, rezultati dobijenih analiza RSM metodologijom su pokazali 1
zadovoljili statisticku prihvatljivost u pogledu tacnosti i preciznosti (Tan i sar, 2009) Primenom
RSM metodologije u analizi uticaja procesnih parametara na process ekstrakcije 1 njene izlazne
veli¢ine, vreme analize je vrlo kratko omogucavajuci testiranje i analizu uticaja svih parametara

u opsezima zadatih vrednosti dizajna matrice eksperimenata, koji utiCu na proces ekstrakcije, $to
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¢ini ovu metodologiju efikasnom u analizi i optimizaciji ekstrakcionih procesa (H. in H.J.H.M.&
D.M.H.T, 1994). Odredivanjem uticaja parametara RSM metodologijom i analizom dobijenih
rezultata, definiSe se uticaj promenljivih koji znafajno utiCu na model, Sto dalje ukazuje na
fokusiranje 1 podrobnijoj analizi date promenljive koja zna¢ajno utice na izlazne veli¢ine. Podaci
o medusobnoj interakciji parametara koji uti€u na izlazne veli¢ine ekstrakcionog procesa su
krucijalni u definisanju uticaja parametara kao i objaSnjenju i razumevanju dobijenih rezultata
ekstrakcionog procesa. Nemoguc¢nost utvrdivanja medusobnih interakcija procesnih parametara
analizom variranja jednog od ispitivanih faktora pri konstantnim vrednostima ostalih faktora, ¢ini
RSM metodologiju pogodnijom u analizi procesnih parametara na ekstrakcione procese (Elksibi
i sar, 2014). Determinisanjem jednacine modela, RSM metodologijom se moZe proceniti uticaj
kao i medusobne interakcije veceg broja procesnih parametara upotrebom eksperimentalnih
podataka i rezultata. Primeni RSM metodologije se pristipa definisanjem eksperimentalne
matrice po dizajnu centralnog kompozitnog rotatabilnog dizajna (CCRD), zatim se primenjuje
statistiCka i regresiona analiza sa ciljem determinisanja jednaCine modela koji predstavlja
modelovanje odzivnih povrSina i na kraju optimizacija parametara determinisanom jednacinom
modela (Wang i sar, 2012). Eksperimentalni rezultati izlaznih veli¢ina ekstrakcionih procesa se
fituju u jednaCine prvog reda, polinomne drugog reda ili kubne, pri ¢emu se adekvatnost
jednacine odgovarajuceg modela eksperimentalnim vrednostima determiniSe primenom analize
varijance (ANOVA) koja prikazuje i znacajnost uticaja svakog pojedinac¢nog parametra, kao i
njihove medusobne interakcije na primenjen model. Ukoliko se izlazne veli¢ine mogu definisati
linearnom funkcijom nezavisnih promenljivih, onda se funkcionalna zavisnost predstavlja
jednacinom prvog reda. Jednacina prvog reda sa dve nezavisno promenljive moZe biti izraZzena
jednainom (29):

y=Bo + Bixi + Pax2 + & (29)

Ukoliko se funkcionalna zavisnost izlaznih veli¢ina i nezavisnih promenljivih ogleda u
krivoj u odzivnim povrSinama, onda se primenjuje upotreba viSeg polinomnog reda. NajceSce se
primenjuje polinom drugog reda koji se za dve nezavisno promenljive predstavlja jedna¢inom

(30):

y=Bo + Bixi + Pax2 + [31151112 + [322)(222 + BiaxiXx2 + € (30)
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Sa ciljem da se dobiju najefikasniji rezultati u aproksimaciji polinoma odgovarajuci
eksperimentalni dizajn se primenjuje u skupljanju podataka, i vrSi se procena znacaja uticaja
parametara na izlaznu veliinu kroz polinomnu jednacinu modela. Rezultati validacije koji se
determiniSu primenom ANOVA analize, su utoliko znacajni i kao prediktivni model, jer
uporeduju dobijene eksperimentalne rezultate sa prediktivhim po odgovarajuéem modelu,
definiSu¢i njihovo odstupanje. Znacaj primene centralno kompozitnog dizajna (CCD) u RSM
metodologiji optimizacije procesa ekstrakcije je utoliko znacajniji Sto specifiénim dizajnom
matrice eksperimenata omogucava razlicite pristupe u analizi podataka.

Primena RSM/CCRD metodologije kao podobnoj u analizi parametara na procese je
Siroko zastupljena u mnogim istraZivanjima procesa, tehnologije i industriji, od tehnologije hrane
(Henika, 1982; Henika, 1972; Giovanni, 1983), u konzervaciji hrane (Olmez, 2009; Rico, 2008),
fermentaciji (Dhandhukia, 2008), kao i u procesima ekstrakcije izolovanja ekstrakata bogatih
bioloski aktivnhim komponentama (Huang, 2008; Yang i sar, 2012; Bogdanovic i sar, 2016;

Ghafoor, 2010; Liu, 2009) kao i u drugim disciplinama inZenjerstva.

2.8.2.1. Optimizacija primenom centralnog kompozitno rotatabilnog dizajna (CCRD)

RSM metodologija obuhvata nekoliko metoda za dizajn eksperimenta i jedna od njih je
centralni rotatabilni kompozitni dizajn (CCRD) koji omogucava optimizaciju kroz razmatranje
Sirokog opsega parametara kao 1 pojedinacni uticaj svakog od fatktora (Sahin i sar, 2011). CCRD
poseduje moguénost da oceni kuluativni efekat procesnih parametara nezavisnih promenljivih na
izlaznu veli¢inu procesa. Efiksasnost CCRD metoda u optimizaciji se ogleda u znacajnoj
redukciji u broju ranova u eksperimentalnom dizajnu, prema punom ili parcijalno faktorijalnim
metodama, Sto smanjuje broj potrebnih eksperimenata, a samim tim 1 troSkove kao 1 vreme
utroSenu za analizu (Box 1 Wilson, 1951). Da bi se formirao eksperimentalni dizajn, pristupa se

kodiranju nezavisnih promenljivih prema jednacini (31):

xi = (Xi — X 0)/AXi (3D

gde je xi kodirani nivo; Xi je prirodni nivo nezavisne promenljive; X i je srednja vrednost

prirodnog nivoa nezavisnih promenljivih, a AXi je vrednost promene koraka.
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2.8.2.2.  Analiza odzivnih povrsina

Analiza odzivnih povrSina se zasniva na fitovanju odzivne povrSine prema podacima
uticaja parametara na izlaznu veli¢inu kroz polinomnu jednafinu modela. Razumevanje
topografije formiranih povrSina na osnovu polinomne jednacine modela koje podrazumeva
utvrdivanje maksimuma i minimum na krivoj, nagib i poloZaj odzivne povrSine, daje uvid o
uticaju parametara, njihovoj medusobnoj interakciji, na izlaznu veli¢inu, daju¢i uvid u optimalne
uslove. Metodu odzivnih povrsina ¢ine modeli i dizajn sa ciljem da pronadu optimalne vrednosti
ili definiSu 1 opiSu uslovljenost izlazne veli¢ine (Oehlert, 2000). Primaran cilj metode odzivnih
povrSina je utvrdivanje optimuma izlazne veliCine, a ukoliko postoji viSe od jedne vrednosti
izlazne veliine, pronalazenje kompromisa u optimizaciji izlazne veliCine 1 parametara koji uticu
na nju (Oehlert, 2000). Sekundarni cilj je razumevanje promene izlazne veliine ukoliko se
menjaju promenljive dizajna eksperimentalne matrice. Graficki prikaz odzivnih povrSina u
trodimenzionoj 3D formi omogucava vizualizaciju i bolje razumevanje uticaja nezavisnih
promenljivih na izlazne veliCine.

Funkcija nezavisnih promenljivih f (x;, x2) na izlaznu veli¢inu y moZe biti graficki

prikazana 3D dijagramom na slici 18 (Montgomery, 2005).
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30

X 140 X3
-

Slika 18. 3D graficki prikaz odzivnih povr§ina RSM metodologije

Interaktivni graficki prikaz u 3D formatu predstavlja uticaj nezavisnih promenljivih na odzivnu
povrsinu, i za svaku njihovu promenu vrednosti dobija se odgovarajuca vrednost izlazne veliCine.
Nekada je bolje uociti tacnije vrednosti optimuma na konturnim linijama u dvodimezionoj 2D

formi
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Slika 19. Konturni dijagram odzivnih povr§ina RSM metodologije

Pored statistickih i matematickih tehnika koje kroz jednacinu modela predstavljaju uticaj
i znacaj nezavisnih promenljivih na izlaznu veli¢inu, graficki prikaz odzivnih povrSina je takode
od znaCaja u odredivanju optimuma i analizi uticaja parametara na njegovo determinisanje.
Metoda odzivnih povrSina predstavlja pogodan pristup u razvijanju, poboljSanju i optimizaciji

komponenata, proizvoda i procesa.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Sirovine

Za dobijanje etarskih ulja i ekstrakata sa hipolipemi¢nom aktivno$¢u kori§¢eni su osuSeni
listovi mati¢njaka (Melissae folium ) i grcko seme (Foenugraeci semen). Biljni materijal je
osuSen na vazduhu, provetravanjem na sobnoj temperaturi i skladisten u viseslojne papirne kese
u suvoj prostoriji na mracnom mestu. List mati¢njaka ubran je na podru¢ju Srbije, na planini
Rajac,dok je gr¢ko seme je sakupljano u podrucju Vojvodine, na severu Srbije. Biljni materijal
mati¢njaka 1 gréckog semena je identifikovan na Institutu za bilje ,Josif Panci¢“. Sirovine su
mlevene i prosejavane do Cestica srednjeg precnika 0,4+0,1 mm neposredno pre hidrodestilacije,
destilacije organskim rastvara¢ima i natkriti¢ne ekstrakcije.

Za natkriticne ekstrakcije je koriS¢en komercijalni ugljenik(IV)-oksid (Cistoca 99%,
Messer, Beograd, Srbija).

U procesu hidrolize gr¢kog semena kod predtretmana biljne sirovine u cilju izolovanja
diosgenina, koriS¢ena je hlorovodonic¢na kiselina HCl (37%), proizvodata Merck, Nemacka.
Heksan (>95.0%) je za klasi¢nu ekstrakciju grékog semena organskim rastvaracima nabavljen
od proizvoda¢a Sigma-Aldrich. Standardno jedinjenje diosgenina (>99,0%) proizvodaca Sigma-
Aldrich je kori§¢eno za hemijsku analizu kvalitativno-kvantitativnog sadrzaja ove komponente u
dobijenim ekstraktima gr¢kog semena.

Za hemijsku analizu ekstrakata mati¢njaka pomocu GC-MS koriS¢eni su metanol
(>99,0%) (Burdick & Jackson,Mashegon, MI, SAD.), acetonitril (>99,0%) (Merck KgaA,
Darmstadt, Nemacka) i Milli Q voda 18.2 MQ cm koja je dobijena iz sistema za prec¢iS€avanje
Millipore Simplicity 185. Za hemijsku analizu ekstrakata grckog semena pomocu HPLC
koris¢eni su metanol HPLC cisto¢e (Burdick & Jackson,Mashegon, MI, SAD.), HPLC acetonitril
(Merck, Darmstadt, Nemacka) i hloroform (>99,0%) (Merck, Darmstadt, Nemacka).

Za ispitivanje antioksidativne aktivnosti maticnjaka koris¢eni su 1,1-difenil-2-

pikrilhidrazil radikal (DPPH), proizvodaca Sigma Chemical Co. (St. Louis, SAD).
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3.2. Metode ekstrakcije

3.2.1. Hidrodestilacija mati¢njaka po KlevendZeru

Hidrodestilacija listova mati¢njaka izvedena je na aparaturi po KlevendzZeru sa balonom
zapremine od 1,0 dm” (slika. 20), za dobijanje etarskog ulja. Za eksperimente hidrodestilacije je
koris¢eno 50-60 g osuSeneg i usitnjenog biljnog materijala i 600 ml destilovane vode. Na balon,
koji se zagreva pomocu elektricne obloge, postavljen je kondenzator sa stalnim protokom
tekuce vode. Proces destilacije trajao je izmedu 4-6 h, tokom koje je etarsko ulje sakupljano u
gornjem, graduisanom delu cevi za merenje zapremine predestilisanog ulja. Nakon ocitavanja
zapremine, izdvojeno etarsko ulje je ispuStano u odmereni stakleni sud. U stakleni sud se dodaje
anhidrovani Na,SO4 kako bi se uklonio zaostatak vlage koju ulje moze povuci tokom ispustanja.
Uzorak je drzan u frizideru na 4°C nekoliko dana pre nego Sto je analiziran. Nakon suSenja,

uzorak se analizira radi odredivanja hemijskog sastava i antioksidativne aktivnosti.

Slika 20. Aparatura za hidrodestilaciju po Klevendzeru
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3.2.2. Ekstrakcija grékog semena po Soksletu

Ekstrakcija grékog semena organskim rastvara¢ima izvedena je na aparaturi po Soksletu

sa n-heksanom (Slika 21.).

Balon sa

astvaracem
——

Zagrevanje

Slika 21. Aparatura po Soksletu

Temperatura na kojoj je izvodena ekstrakcija je jednaka temperaturi kljucanja
rastvaraca, 68 °C za n-heksan (>95.0%) koji je nabavljen od proizvodaca Sigma-Aldrich. Za
dobijanje ekstrakata pomocu ekstrakcije po Soksletu koriS¢eno je 40 g prethodno odmasScéenog i
hidrolizovanog gr¢kog semena. Biljni materijal je stavljan u filter vre€ice za ¢aj, koje se
postavljaju u ekstrakcionu komoru Soksletovog ekstraktora. Soksletov ekstraktor se postavlja na
balon u koji je prethodno dodato 600 ml heksana. Na vrhu ekstrakcione komore nalazi se
kondenzator. Rastvara¢ je zagrevan preko elektricne obloge do temperature kljucanja. Pare
rastvaraCa se penju uz destilacionu granu i ulaze u komoru za ekstrakciju. Kondenzator
omogucava da se para rastvaraca hladi i kapljice vrac¢aju u ekstrakcionu komoru, natapajuci
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¢vrsti materijal. Ekstrakciona komora, u kojoj se nalazi prethodno tretirano grcko seme
napakovano u filter kesicama za caj, natapa se toplim rastvaratem koji rastvara Zeljene
komponente. Istog trenutka kada se komora napuni, ona pocinje da se prazni preko padine
(grane povezane sa destilacionom komorom), pri ¢emu se rastvara¢ vraca u destilacioni balon.
Ovaj ciklus se ponavlja do obezbojavanja rastvora koje se deSava nakon iscrpljenja biljne
sirovine, $to je u slucaju gréckog semena trajalo 3-4h. Tokom svakog ciklusa, deo komponenti se
rastvara u rastvaracu. Nakon viSe ciklusa Zeljeno jedinjenje se koncentriSe u destilacionom
balonu. Nakon ekstrakcije, rastvara¢ je potrebno odvojiti od ekstrakta uparavanjem pomocu
rotacionog vakuum uparivaca (Slika 22). U cilju odredivanja prinosa Sokslet ekstrakcije iz
osuSenih listova grckog semena dobijen rastvor se uparava pomocu rotacionog vakuum
uparivaca (slika 22), zatim se meri zaostala masa esktrakta nakon uparavanja i racuna prinos

ekstrakta pomoc¢u jednacine (32):
me
mb

Y(%,w/w)= -100 (32)

m
gde je me-masa nakupljenog ekstrakta, mpy,-masa biljne sirovine pre ekstrakcije.

Upareni ekstrakt se zatim sakuplja u vajalicu, stavlja u frizider do analize na GC/MS ili

HPLC hromatografiji.

Slika 22. Rotacioni vakuum uparivac
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3.2.3. Ekstrakcija ugus¢enim ugljenik(IV) - oksidom

3.2.3.1. Opis postrojenja

Ekstrakcije sa natkriticnim ugljenik (IV)-oksidom su izvedene na laboratorijskom

postrojenju za NKE (Autoclave Engineers SCE Screening System) (Slika 23).

Slika 23. Laboratorijsko postrojenje za NKE (Autoclave Engineers Screening System) (a);
ekstraktor (b) i pumpa za te¢nosti pod visokim pritiskom (c)
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Ovaj sistem predviden je za laboratorijska ispitivanja sa SarZama biljnog materijala, uz
koriSc¢enje ugljenik(IV)-oksida kao natkriticnog medijuma 1 najvec¢i dozvoljeni radni pritisak od
41,3 MPa na 238 °C. Te¢ni ugljenik (IV)-oksid priti¢e iz boce sa sifonom, a na putu izmedu
izlaza iz boce 1 pumpe visokog pritiska se hladi u kriostatu, kako bi se sprecilo njegovo
isparavanje. Pumpom za teCnosti visokog pritiska (Milton Roy, Francuska) ostvaruje se
maksimalni izlazni pritisak od 42 MPa pri protoku od 0,1-0,7 kg/h. Glava pumpe se dodatno
hladi, radi obezbedenja ravnomernog rada i konstantnog protoka te¢ne faze. Dva povratna
regulatora pritiska (BPR1 i BPR2) se koriste u cilju regulacije pritiska u ekstraktoru i separatoru.
Radna zapremina ekstraktora iznosi 150 cm’. Ekstraktor je izraden od nerdajuéeg Celika 316SS i
opremljen je sa dva grejaca radi odrZzavanja neophodne temperature. NK CO, napusta ekstraktor
1 ulazi u separator, gde se promenom pritiska vr$i odvajanje rastvaraca od rastvorka. Zapremina
separatora iznosi 500 cm’. Uzorci ekstrakta mogu se uzeti otvaranjem ventila na dnu separatora.
Za indikaciju protoka ugljenik(IV)-oksida kroz sistem predviden je mera¢ protoka. Protok se
moze podeSavati igliCastim ventilom. Ugljenik(IV)-oksid koji napusta separator, nakon prolaska

kroz mera¢ protoka, odlazi u atmosferu. Sema ovog postrojenja prikazana je na slici 24.

@ BPR 2
separator
[
Ekstraktor V3 Izlaz CO , u
atmosferu
(S
———
Kriostat Pumpa
BPR 1

Rezervoar CO,

Slika 24. Sema laboratorijskog postrojenje za NKE (Autoclave Engineers Screening System
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3.3. Dobijanje ekstrakata mati¢njaka bogatih jedinjenjima sa hipolipemi¢nim
dejstvom

3.3.1. Frakciona ekstrakcija mati¢njaka

U cilju izolovanja antioksidativnih frakcija primenjen je postupak frakcione ekstrakcije sa
natkritinim i subkritiénim ugljenik(IV)-oksidom. Sematski prikaz frakcione ekstrakcije sa
natkriticnim 1 subkriticnim CO, dat je na slici 25. Prvo je izolovana frakcija etarskog ulja iz
biljnog materijala na pritisku od 10 MPa i temperaturi od 40°C, koja se sastojala od lako
isparljivih, aromati¢nih komponenata, pretezno monoterpena i seskviterpena 1 njihovih
oksidacionih proizvoda sa smolama. Zatim su na pritisku od 30 MPa i na temperaturama od 40° 1
100°C izdvojene teze antioksidativne frakcije iz mati¢njaka. Dati parametri ekstrakcije (100°C i
30 MPa) izabrani su na osnovu rezultata ranijih istraZivanja (Nguyen i sar, 1991) koji pokazuju
da je temperaturni opseg 90-110°C najpogodniji za izolovanje antioksidativnih frakcija iz biljnih
vrsta familije Lamiaceae. Pored ekstrakcije na pritisku od 30 MPa i na temperaturi od 100°C,
izvrSena je i ekstrakcija frakcije na 30 MPa i 40°C, zato Sto se po literaturnim podacima na ovim
uslovima izdvajaju najvece koli¢ine usninske i rozmaricinske kiseline i ostalih flavonoida, kao
znacajnih komponenti antioksidativnog dejstva (Kutta 1 sar, 2009).

Uslovi frakcione SKE i NKE mati¢njaka u cilju izolovanja ekstrakata sa antioksidativnim

dejstvom dati su u tabeli 2.

Tabela 2. Eksperimentalni uslovi frakcione SKE i NKE ugljenik(IV)- oksidom

Frakciia Pritisak/ ul;/([)if; Protok Gustina VI:;{I:&;;E?;U a
J temperatura > | COzkgh | CO, kg/m® Leye,
g min
I 10 MPa /313 °K 53 0,62 629,3 87
/1 30 MPa /298 °K 53 0,29 966,8 191
11/2 30 MPa/313°K 54 0,23 910,6 198
11/3 30 MPa/ 373 °K 54 0,24 662,4 248
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U toku NKE merena je masa izdvojenog ekstrakta i raCunat maseni prinos ekstrakta (33)

u odnosu na specifi¢nu koli¢inu utroSenog NK CO; (kgco2/kgbm)-

mL’

Y(%,wlw)=

-100
m, (33)

gde je me-masa nakupljenog ekstrakta, mpy,-masa biljne sirovine pre ekstrakcije.

Biljni materijal je mleven i prosejan sitima 0,2 i 0,6 mm gde je za dalje istraZivanje uzeta
frakcija Cestica srednjeg precnika dp,=0,4 mm. Protok NK CO, bio je 0,6 kg/h pri ekstrakciji
etarskog ulja i 0,3 kg/h pri ekstrakciji antioksidativne frakcije. PoCetna masa biljnog materijala
bila je 50 g. Usitnjeni i prosejani biljni materijal je izlagan NK CO, sve dok ekstrakcione krive
koje pokazuju zavisnost prinosa ekstrakta od specifi¢ne potrosnje NK CO; ne zaustave rast na

grafikonu §to se meri izjedna¢avanjem u merenju tri uzastopne tacke.
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NKE-C0, [~ Frakija etarskog ulja
p= 10MPa
40°C NKE-CO;

=40°C [ T
p=30\Ps Anfioksidativna frakeija

t=40,100°C

Biljni
materijal

M sub-C0; b iukoboiistioas Rt
p=30MPa Anfioksidativna frakeija

t=25°C

Slika 25. Sematski prikaz frakcione ekstrakcije matiénjaka subkriti¢nim i natkriti¢nim CO,

3.3.2. Subkriti¢na ekstrakcija (SKE) mati¢njaka

SKE su izvodi na uslovima niZim od kriticnih vrednosti pritiska i temperature za
ugljenik (IV)-oksid. SKE mati¢njaka izvedena je na uslovima od 25 °C i 30 MPa u frakcionoj
ekstrakciji, nakon NKE na 40 °C i 10 MPa u cilju dobijanja antioksidativnih ekstrakata.

Hemijska analiza i antioksidativna aktivnost odredivana je za sve izolovane frakcije, radi

uporedivanja njihovog antioksidativnog kapaciteta.
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3.3.3. Matematicko modelovanje procesa ekstrakcije maticnjaka

Matlab je program za numericke proracune i programski paket proizvoda¢a MathWorks.
Matlab omogucava lako manipulisanje matricama, prikazivanje funkcija 1 fitovanje,
implementaciju algoritama, stvaranje algoritama, stvaranje grafickog korisni¢kog interfejsa kao 1
povezivanje sa programima pisanim u drugim jezicima. Koriste¢i Matlab programski paket,
mogu se reSiti tehnicki problemi brze nego sa tradicionalnim programskim jezicima, kao Sto su
Fortran, C i C++ jer su kreiranje promenljivih, odredivanje vrste podataka i sline operacije
nepotrebne i komplikovanije.

Matlab je koriS¢en za simulaciju procesa ekstrakcije natkriticnim ugljen(IV)-oksidom
zbog ociglednih prednosti. U cilju simulacije ekstrakcionih kriva pomo¢u modela Sovove
(Sovova i sar, 1994) koriS¢en je Matlab kod priloZen kao PRILOG A. Treba napomenuti da nije
upotrebljena rigorozna optimizacija parametara ve¢ posebna analiza parametara pomocu

najmanje standardne devijacije izracunatih ekstrakcionih prinosa od eksperimentalnih podataka.

3.3.3.1. Odredivanje parametara modela

Biljni materijal je mleven i prosejan sitima 0,2 i 0,6 mm gde je za izvodenje daljeg
eksperimenta uzeta frakcija Cestica srednjeg pre¢nika dy=0,4 mm. Poroznost sloja, dobijena
metodom nalivanja te¢nosti, iznosila je € = 0,58, a nasipna gustina p; = 901,15 kg /m’. Uzorci
su ekstrahovani u dve frakcije: prva laksa sainjena uglavnom od etarskih ulja, a druga teza
saCinjena od sekundarnih metabolita antioksidativnih svojstava. Kao natkriti¢ni rastvarac
upotrebljen je komercijalni ugljenik(IV)- oksid 99% cistoce (Messer Tehnogas).

Kao ekstrahovana supstanca za obe frakcije odnosno pseudokomponenta uzeta je
palmitinska kiselina. Palmitinska kiselina, ili heksadekanska kiselina u [IUPAC nomenklaturi, je
jedna od najrasprostanjenijih zasi¢enih masnih Kkiselina prisutnih u Zivotinjskom 1 biljnom
svetu. Njena molekulska formula je CH3(CH;);4COOH, a strukturna formula prikazana je na slici

26.
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0
OH

Slika 26. Palmitinska kiselina
Pre nego Sto se pristupi koriS€enju modela, neke parametre je potrebno izraunati iz
pouzdanih korelacija. Za izracunavanje koeficijenta prenosa mase k; u filmu oko Cestice

koriS¢ena je Tan-ova korelacija:
Sh = 0.38Re®835c1/3 (34)

pri ¢emu je:

__ ShDgy
kf T4,
gde je:
Re =2 d:u — Reynolds-ov broj,

Sc = —£— -Schmidt-ov broj,
pD12

p - gustina natkriticnog ugljenik(IV)- oksida (kg /m?),

u - koeficijent vizkoznosti natkriti¢nog ugljenik(IV)- oksida (Pas),

u - brzina strujanja ugljenik(IV)- oksida kroz sloj biljnog materijala (m/s),
d,, - precnik Cestice (m),

D,, - binarna difuzivnost za sistem ulje/CO, (m?/s).
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Dinamicka vizkoznost natkriticnog ugljenik(IV)- oksida izracunata je Jossi-evom empirijskom

korelacijom:

1

[(u— )& +1074]= = 0.10230 + 0.023364p + 0.058533p2 — 0.040758p3 + 0.0093324p*

(35)
Gde je:
WE =34.0 x 107504 T, < 1.50
(36)
W& =17.78 x 1075(4.58T, — 1.67)%/® T, > 1.50
w* - vizkoznost natkritiénog ugljenik(IV)- oksida na pritiscima 0.1 — 5 bar
&* = 0.0224 za ugljenik(IV)-oksid.
Binarna difuzivnost za sistem pseudokomponenta/CQO; izraunata je iz sledece jednacine
2
Di, = 5.152D,T, (pr3 - 0.4510) R/X 1<p,<25 (37)
15 2
Y Ve2\3 Miv1/2
ode je: X = (1 + (V) ) A+ (38)
R=10+0.1, X<2 (39)
R=Xx%7+0.1, 2<X<10 (40)

D, - kriti¢na difuzivnost ugljenik(IV)- oksida (m?/s) ; 4.937%10® m?%/s

T;. - redukovana temperatura

pr - redukovana gustina ugljenik(IV)- oksida

V.1, V¢ - kriticne molarne zapremine ugljendioksida i pseudokomponente respektivno
(m3 / kmol)

M;, M, - molarne mase ugljendioksida i pseudokomponente respektivno (kg / kmol).

Kori$¢ena je standardna devijacija za odredivanje optimalnih parametara. Data je jednacinom:
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7
2:}TL=1[€j_emod.j]

m

(41)

Gde je:m - broj eksperimentalnih tacaka,

ej - prinos u eksperimentalnoj tacki j,

€mod,j - Prinos u tacki j, prema modelu.

3.3.4. Obrazovanje i detekcija DPPH radikala u cilju odredivanja
antioksidativne aktivnosti ekstrakata maticnjaka

Za odredivanje antioksidaciong potencijala analiziranih ekstrakata mati¢njaka primenjen
je DPPH (1,1-difenil-2-5-pikril-hidrazil) test, pri ¢emu je . metoda koju su razvili Brand-
Williams 1 sar, 1995 je primenjena sa manjim modifikacijama. Rastvori su pripremljeni
rastvaranjem po 10 mg dobijenih ekstrakata mati¢njaka u 1 ml rastvaraca (hloroform:metanol =
7:3). 200 ul ovog rastvora ekstrakta dodaje se u 1800 ul sveze pripremljenog hloroform-
metanolnog rastvora DPPH koncentracije 0,04 mg/ml.

Uzorak i slepa proba (uzorak bez ekstrakta) su ostavljeni na tamnom mestu i sobnoj
temperaturi 20 min. Absorbanca je merena UV/VIS spektrofotometrom HP 8453 na 517 nm, sa
hloroforom:metanol smeSom kao referentnim rastvorom. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost tri uzastopna merenja.

Kapacitet neutralizacije slobodnih radikala (RSC %) je izracunavan KkoriS¢enjem

jednacine (42):
% RSC = [(Asp - As) / Asp] x 100 (42)
gde je RSC-kapacitet neutralizacije slobodnih radikala,

Asp- absorbanca DPPH radikala slepe probe i

As- absorbanca uzorka DPPH radikala sa ekstraktom.
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3.4. Dobijanje ekstrakata gr¢kog semena bogatih jedinjenjima sa

hipolipemijskim dejstvom

3.4.1. Dobijanje ekstrakata bogatih diosgeninom NKE grckog semena

Natkriticna ekstrakcija gréckog semena je primenjena sa ciljem dobijanja frakcije ekstrakta
bogate diosgeninom. U cilju izolacije diosgenina iz grékog semena, primenjen je predtretman
biljnog materijala. Primenjeni predtretman grékog semena se sastojao od hidrolize sterodinih
saponina, pri ¢emu je dobijen aglikon diosgenin Hidrolizi je prethodilo odmas¢ivanje semena,
sa ciljem da obezbedi Cistiji ekstrakt, kako bi se uklonili lipidi i omogucilo dobijanje ekstrakata

sa ve¢im sadrZajem diosgenina..

3.4.1.1. Predtretman grckog semena u cilju izolovanja diosgenina
Odmas¢éivanje
Oko 200 g samlevenog grckog semena tretirano je sa 625 ml n-heksana u Sokslet aparaturi
(Soxhlet apparatus). Ekstrakcija masnih 1 lipidnih komponenata iz gr¢kog semena je trajala 4h.
Heksanskiekstrakti su uparavani do suva, kako bi se izraCunao prinos odmasc¢enog ulja iz
semena.
Hidroliza
Odmasceno seme je suSeno na vazduhu provetravanjem, nakon ¢ega je hidrolizovano sa
2M HCI na 100°C, u sudu sa magnetnom meSalicom. Odnos biljnog materijala i kiseline bio je
1:4. Hidroliza biljnog materijala je trajala 3 h, nakon ¢ega se hidrolizovana smesa hladi i filtrira
na Bihnerovoj aparaturi. Dodavanjem 5%-tnog Na,COs; i destilovane vode u filtriranu masu,
vr$i se konstantno pranje i filtriranje nataloZenog materijala sve dok filter papir ne pokaze

neutralnu pH vrednost. Neutralizovani i filtrirani materijal se zatim susi u suSnici pod vakuumom

na 80°C, do konstantnog sadrZaja vlage <5 %.
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Postupak utvrdivanja vlage susenjem pod vakuumom

U prethodno osu$enom, ohladenom i izmerenom vegeglasu stavi se oko 3.0000 g uzorka,
poklopi 1 meri sa tatnoS¢u + 1 mg. Zatim se vegeglas sa uzorkom stavlja u suSnicu i nakon 90
min posuda se iz suSnice hladi u eksikatoru. Nakon 30-60 min hladenja u eksikatoru posuda se
meri . Postupak se ponavlja sve dok sadrzaj vlage ne bude manji od 5 %.

Utvrdivanje procenta vlage odma$cenog, hidrolizovanog, neutralizovanog i osuSenog

biljnog materijala se vrs$i po jednacini (43):

ax100

% vode = 43)

gde je, a-razlika u masi posude sa uzorkom pre i posle suSenja , a

p-odmerena koli¢ina uzorka u gramima.

3.4.1.2. Sokslet ekstrakcija grékog semena

Odmasceno 1 hidrolizovano gr¢ko seme ekstrahovano je n-heksanom 4 h na Sokslet
aparaturi. Efikasnost definisanih uslova NKE manifestovane prinosom diosgenina uporedivana
je sa prinosom ostvarenim ekstrakcijom n-heksanom, pri ¢emu se prinos Sokslet ekstrakcije

uzimao kao referentni ¢ine¢i 100 %.
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3.4.1.3. NKE dobijanja ekstrakata bogatih diosgeninom iz grékog semena

Natkritiéna ekstrakcija izolovanja diosgenina iz grckog semena izvedena je na
laboratorijskom postrojenju (Autoclave Engineers Screening System) prethodno opisanim i
prikazanim na slici 21.

U sistem za ekstrakciju je tokom svakog eksperimenta koriS¢eno 40 g odmasScenog i
hidrolizovanog grékog semena, prethodno osuSenog na sadrZaj vlage manji od 5 %. Natkriti¢na
ekstrakcija pripremljenog hidroizolata je vrSena na razli¢itim uslovima pritiska, temperature i
utroSenog CO, tokom vremena ekstrakcije. Dobijeni ekstrakti su prikupljani u bocicu, pri ¢emu
je izraCunat totalni prinos ekstrakcije. Ekstrakti su drZani u frizideru na -5°C do kvalitativne i
kvantitativne analize diosgenina u dobijenim ekstraktima na teCnoj hromatografiji visokih

performansi (HPLC).

3.4.1.4. Izbor procesnih parametara NKE diosgenina iz gré¢kog semena

Natkriti¢na ekstrakcija sa predtretmanom grékog semena primenjena je sa ciljem da se
dobiju frakcije sa ve¢im sadrZajem diosgenina, kao i da se nadu i definiSu otpimalni uslovi za
njegovo izolovanje iz grckog semena. Preliminarna studija nekoliko eksperimenata je utvrdila
uticaj razli€itih gustina NK CO; na prinos dobijenog ekstrakta iz grékog semena. Na osnovu
preliminarnih studija, formirani su opsezi za testiranje pritiska, temperature i utroSenog NK CO,
sa ciljem da se optimizuju radni uslovi NKE za izolaciju diosgenina. U tu svrhu primenjena je
metodologija odzivnih povrSina (RSM) i centralno kompozitni dizajn (Ghoreishi i sar, 2012;
Kaufmann i sar, 2007; Xiao i sar, 2007; Yang i sar, 2012). Preliminarni testovi su pokazali da u
opsegu gustina NK CO, od 800-920 kg/m3, na odredenim pritiscima, temperaturama i utroSenom

CO,, mogu biti definisani optimalni uslovi.

3.4.1.5. RSM/CCRD optimizacija dobijanja ekstrakata bogatih diosgeninom iz

grékog semena

Prema podacima dobijenim u preliminarnim testovima, izabran je opseg procesnih
parametara NKE za RSM/CCRD analizu izolovanja diosgenina iz grékog semena: pritisak od
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16,6 do 33,4 MPa, temperatura od 30 to 50°C i utroSak NK CO, od 11,6 do 28,4 gco2 /Zbm.-
IstraZivani procesni parametri pritiska, temperature i utroSenog NK CO, su bili definisani kao
(X1, MPa), (X2,°C) 1 (X3,mCOy/myy), respektivno. CCRD dizajn je primenjen na tri
promenljive, kao tri faktora od uticaja na prinos diosgenina iz grékog semena. Dizajn se sastoji iz
tri glavna dela. Prvi deo, faktorski, sastoji se iz dva nivoa vrednosti svakog od faktora 1 kodiraju
se kao -1 1 +1. Drugi, aksijalni, koji ima za cilj da poboljSa preciznost modela sastoji se iz tataka
podjednako rasporedenih po obimu kruga ¢iji je radijus a. Kako se faktorske i aksijalne tacke ne
ponavljaju, da bi se obezbedio odredeni broj stepeni slobode za procenu eksperimentalne greske i
utvrdivanje preciznosti odzivne veli¢ine, kao tre¢u komponentu potrebno je dodati odredeni broj
centralnih tacaka.

Plan primenjen u ovom radu sastoji se iz 20 eksperimentalnih taaka od kojih je 8
faktorskih, 6 aksijalnih i 6 centralnih. Ispitan je uticaj pritiska, temperature i utroSenog NK CO,
(vremena ekstrakcije). Dobijeni rezultati modelovani su jedna¢inom drugog reda za predikciju
prinosa diosgenina u funkciji nezavisnih promenljivih pritiska (X;), temperature (X3) i utroSenog

NK CO; (X3) tokom ekstrakcije (44):

Y=Y Bo+ 3 Bixi + X Bixj + LPixi” + YPyxi” + LY Bijxix; (44)

gde je Y odzivna povrsina, o, Bi, Bii 1 i odsecak, linearni, kvadratni i interaktivni koeficijent
regresije, a X; 1 Xj nezavisne promenljive.

Vrednost koeficijenata i njihov statisticki znacaj odredeni su metodom najmanjih
kvadrata pomocu programa Matlab (verzija 6.5) 1 razmatrani su samo C¢lanovi sa znacajnim
uticajem (p<0,05). Za utvrdivanje adekvatnosti modela koriS¢en je FiSerov test, a za odredivanje
signifikantnosti koeficijenata Studentov. Stvarne 1 kodirane vrednosti faktora ispitivanih u NKE

diosgenina iz gr¢kog semena dati su tabeli 4.
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Tabela 4. Kodirane i stvarne vrednosti faktora u eksperimentalnom dizajnu optimizacije NKE

diosgenina iz grékog semena

Kodirane vrednosti  Pritisak (MPa, X;) Temperatura (°C, X;) Koli¢ina utroSenog NK CO,

(X3) gCO/g
-1,682 16,6 30 11,6
q 20 34 15
0 25 40 20
+1 30 46 25
+1,682 334 50 28,4

Na osnovu ovih kodiranih vrednosti datih u tabeli 4. formira se eksperimentalni dizajn od

20 eksperimenata koji je dat u tabeli 5.

Tabela 5. Eksperimentalni dizajn RSM/CCRD analize izolovanja diosgenina iz grckog semena

Run X4 X X3
[MPa] [*C] [8co2/gbm]
1 30 46 25
2 30 46 15
3 30 34 25
4 30 34 15
5 20 46 25
6 20 46 15
7 20 34 25
8 20 34 15
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9 33,4 40 20
10 16,6 40 20
11 25 50 20
12 25 30 20
13 25 40 28,41
14 25 40 11,59
15 25 40 20
16 25 40 20
17 25 40 20
18 25 40 20
19 25 40 20
20 25 40 20

Na osnovu primenjene matrice eksperimenata na NKE gr¢kog semena, razmatran je
uticaj pritiska, temperature i utroSenog CO, (kao vremena ekstrakcije) u vidu nezavisnih

promenljivih, kao i njihove interakcije na prinos diosgenina kao izlazne veliCine.
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3.4.2. Dobijanje ekstrakata bogatih sterolima, vitaminom E i vitaminom D iz grckog

semena natkriticnom ekstrakcijom

Natkriti€na ekstrakcija izolovanja sterola, vitamina E 1 vitamina D iz grckog semena
izvedena je na laboratorijskom postrojenju (Autoclave Engineers Screening System) prethodno
opisanim 1 prikazanim na slici 21.

U sistem za ekstrakciju je tokom svakog eksperimenta koriS¢eno 40 g samlevenog 1
prosejanog grékog semena grckog semena na veliCinu Cestica od 0,4 mm, neposredno pre
ekstrakcije. NatkritiCna ekstrakcija gr¢kog semena je vrSena na razli¢itim uslovima pritiska,
temperature i utroSenog NK CO, tokom vremena ekstrakcije . Dobijeni ekstrakti su prikupljani u
vajalicu, pri ¢emu je izraCunat totalni prinos ekstrakcije. Ekstrakti su ¢uvani u friZideru na -5°C
do analize sterola, vitamina E i vitamina D u dobijenim ekstraktima na te¢noj hromatografiji

visokih performansi (HPLC).

3.4.2.1. Izbor procesnih parametara natkriti¢ne ekstrakcije grékog semena u cilju

dobijanja ekstrakata bogatih sterolima, vitaminom E i vitaminom D

Natkriti¢na ekstrakcija gr€kog semena primenjena je, u ovom slu€aju za izolovanje
ekstrakata bogatih sterolima, vitaminom E i vitaminom D. Prinos dobijenih ekstrakata i njegovih
komponenata je odredivan na razli¢itim procesnim uslovima pritiska (16,6 do 33,4 MPa),
temperature (30-50°C) i koli¢ini utroSenog CO, za vreme ekstrakcije po masi suvog grékog
semena (11,6-28,4 gcox/gom), kao 1 kod prethodne NKE grckog semena u slucaju izolovanja
diosgenina. Na osnovu hemijskog sastava dobijenih ekstrakata pri razli¢itim uslovima procesnih
parametara NKE, definisani su optimalni uslovi kako bi prinos sterola, vitamina E 1 vitamina D

bio u $to ve¢em procentu.
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3.4.2.2. RSM/CCRD optimizacija dobijanja esktrakata bogatih sterolima, vitaminom E i

vitaminom D iz grékog semena

RSM i1 CCRD su primenjeni u analizi uticaja pritiska, temperature 1 vremena ekstrakcije
(kroz utroSak NK CO,), kao i njihova medusobna interakcija na prinos dobijenog ekstrakta i
njegovog sadrZaja sterola, vitamina E 1 vitamina D. Eksperimentalni dizajn se sastojao od 20
eksperimenata sa 8 faktorijelnih, 6 aksijalnih 1 6 centralnih taaka eksperimenata, kao 1 kod
prethodnog izolovanja diosgenina iz gr¢kog semena. Tri nezavisne promenljive koje su uticale
na prinos ekstrakta i sadrzaj totalnih sterola, vitamina E 1 vitamina D su 1 pritisak, temperatura 1
vreme ekstrakcije.

Jednacina drugog reda primenjena je kako bi se razmotrio uticaj nezavisnih promenljivih
pritiska (X;), temperature (X5) i koli¢ine utroSenog NK CO, (X3) na prinos ekstrakcije (Y;) kao
1 sadrZaj totalnih sterola (Y»), vitamina E (Y3) 1 vitamina D (Y4) kao Sto je prikazano u jednacini
(45):

Yi= PoitPriXi +B2iXo +P3iX3 —P11iXi” +B2iXo” -B33iXa +P12iX 1 Xo+ PraiXiXa+ PraiXoXs  (45)
gdejei=1,2,3,i4,a

Y odzivna povrSina,

Bo, Bi, Bii 1 Bij odsecak, linearni, kvadratni i interaktivni koeficijent regresije, a

Xj 1 X; nezavisne promenljive.

Stvarne 1 kodirane vrednosti faktora ispitivanih u NKE totalnih sterola, vitamina E 1
vitamina D iz gr¢kog semena dati su u prethodno definisanoj tabeli 4. kod NKE izolovanja
diosgenina iz gr€kog semena. Eksperimentalni dizajn je formiran po istom principu kao i kod

izolovanja diosgenina, prikazan u prethodnom izolovanju diosgenina iz grékog semena u tabeli

5.
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3.4.2.3. Odredivanje molarne rastvorljivosti ekstrakta, sterola, vitamina E i vitamina D

IzraCunavanje 1 determinisanje molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta, totalnih sterola,
vitamina E 1 vitamina D u NK CO, primenjeno je na razli¢itim uslovima temperature 1 pritiska,
odnosno gustine NK CO, (Chrastll, 1982; Fornari i sar, 2011; Keshmiri i sar, 2014).

IzraCunavanje molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta, kao i njegovih komponenata,
totalnih sterola, vitamina E i vitamina D u zavisnosti od gustine NK CO,, korelisane
parametrima pritiska i temperature, prvobitno je prethodilo odredivanje parametra rastvorljivosti.

U cilju predikcije i objasnjenja molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta i molskih
frakcija njegovih konstituenata, sterola, vitamina E i vitamina D (mol/molcpy) na razli¢itim
uslovima NKE, odredivan je parametar rastvorljivosti komponenata dobijenog ekstrakta na
odredenim temperaturama NK CO,. Kako bi se uporedili parametri rastvorljivosti komponenata
ekstrakta i NK CO; na odredenim uslovima pritiska i temperature (gustine NK COy,), odredivani
su i parametri rastvorljivosti za NK CO, na primenjenim eksperimentalnim uslovima ekstrakcije
(Kagliwal i sar, 2011; Li i sar, 2015; Li i sar, 2003). Sitosterol (molarne mase od 415 g/mol), je
uzet kao predstavnik totalnih sterola, dok su a-tokoferol (vitamin E, 430 g/mol) i holekalciferol
(vitamin D3, 384 g/mol), primenjeni kako bi se izracunala stvarna molarna rastvorljivost sterola,
vitamina E 1 vitamina D u dobijenim ekstraktima, a dobijeni rezultati su prikazani u Prilozima
(prilog B).

Parametar ratsvorljivosti NK CO; na razliitim procesnim uslovima pritiska 1 temperature

je determinisan koriS¢enjem jednacine (46):

§ (cam/cm®)2=1.25% v/Pc ”;:LF=0.47pr,sF«/Pc (46)

gde je Pc kriti¢ni pritisak (bar),
p rsrredukovana gustina (g/cm3) NK CO», i
p r..je redukovana gustina fluida u te¢nom stanju.
Parametar rastvorljivosti razli¢itih grupa jedinjenja  (d) je izraCunat metodom
kontributornih grupa po Fedoru (Fedors, 1974), prema funkcionalnim grupama molekulske

strukture jedinjenja po jednacini (47):

312 _ R i(AED)I
d (cam/cm’)’* = \/—Zi(Av)i (47)
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gde je (AEv)i suma kohezivnih energija (cal/mol) i (Av)i je suma molarnih zapremina
(cm3/mol).

Kriticna temperatura jedinjenja je racunata po jednacini (48):

T. = 35log). ATi (48)
gde je ATi suma kritiCnih temperatura kontributornih grupa.
Parmetar rastvorljivosti razlicitih grupa jedinjenja u NK CO, kao funkcije temperature mogu biti

determinisana jednacinom (49):

5 (cam/em’)!?=5(72)" = 81(5) = 8,7 (49)

gde je T, kritiCna temperatura,
T, temperatura na kojoj se preraCunava parametar rastvorljivosti, a
T, temperatura na kojoj je definisan parametar rastvorljivosti 0;.
Metod kontributornih grupa po Fedoru je od znacaja i koristi pri odredivanju potencijala
rastvaranja NK CO, u ekstrakciji komponenata sa kompleksnim molekulskim strukturama.

3.4.3. Dobijanje ekstrakata bogatih nezasi¢enim masnim Kiselinama (FAME) postupcima
SKE i NKE iz grékog semena

3.4.3.1. Izbor procesnih parametara SKE i NKE u cilju izolovanja FAME

Za ekstrakciju grékog semena primenjena je NKE na razlicitim uslovima temperature 1
pritiska. U tabeli 6. prikazani su ekstrakcioni uslovi za NKE iz gr¢kog semena. Primenjena je i
teCna ekstrakcija gréckog (SKE) semena na uslovima od 25°C i 30 MPa, na temepraturi ispod
kriticne temperature, ali na poviSenom pritisku iznad kriticne vrednosti. PoCetna masa biljnog
materijala grckog semena bila je 50g+5¢g. Usitnjeni i prosejani biljni materijal je izlagan NK

CO, sve dok ekstrakcione krive koje pokazuju zavisnost prinosa ekstrakta od specifi¢ne
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potro$nje natkriticnog CO; ne zaustave rast na grafikonu Sto se meri izjednacavanjem u merenju

tri uzastopne tacke.

Tabela 6. Procesni parametri SKE 1 NKE grckog semena

Pritisak/ Masa Protok CO,, Vreme trajanja
Temperatura | uzorka, kg/h Gustina CO,, kg/m’ ekstrakcije, min
(MPa/°C) g
30725 50 0,258 966,8 145
30/40 50 0,303 910,0 218
30/50 50 0,288 870,6 229
20/40 50 0,451 839,9 186
20/50 50 0,451 784.4 187

3.4.3.2.Derivatizacija ekstrakata grékog smena

U slucaju analize nezasi¢enih masnih kiselina grékog semena, uradjeno je metilovanje
estara nezasi¢enih masnih kiselina kako bi se izvr$ila njihova kvalitativna i kvantitativna analiza
u ekstraktima dobijenim natkriticnom ekstrakcijom, ekstrakcijom te¢nim CO, i etanolnom
ekstrakcijom po Soksletu.

Hidroliza uzoraka je vrSena po metodi AOAC (AOAC, 1965).

Priprema uzoraka po metodi AOAC je primenjena dodavanjem 2g H,SO4 u 125 ml
apsolutnog metanola dobijanjem rastvora za derivatizaciju. Uzorci se odmeravaju od 45-60 mg i
rastvaraju u 60 ml rastvora (sumporne kiseline u metanolu). Derivatizacija se vrsi zagrevanjem
3h. Nakon zavrSenog refluktovanja, rastvor se hladi i u separatoru dekantuje dodavanjem
destilovane vode, sve dok kisela reakcija ne izostane. Nakon toga se dodaje 100 ml petrol etra, i
onda se sloj petrol etra odvaja i suSi anhidrovanim Na,SO,. Rastvara¢ se zatim uparava na
vodenom kupatilu i dobijeni ekstrakti odmeravaju i rastvaraju u metilenhloridu i1 tako

pripremljeni rastvori stavljaju na GC/ MS analizu.
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3.5. Odredivanje hemijskog sastava ekstrakata mati¢njaka i gr¢kog semena

3.5.1. Odredivanje hemijskog sastava komponenata potencijalnog hipolipemijskog dejstva

iz ekstrakata mati¢njaka

3.5.1.1. Gasna hromatografija (GC/FID)

Gasnohromatografska analiza radena je na Hewllet-Packard gasnom hromatografu,
model HP-5890 Series II analitickom sistemu [Hewlett-Packard, Waldbronn (Germany)],
opremljenom split-splitless injektorom i autosemplerom povezanim sa HP-5 kolonom (25 m x
0,32 mm, debljine filma 0,52 pl) 1 plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Kao noseci gas
koris¢en je vodonik (1 ml/min), u split reZimu od 1:30. temperatura injektora iznosila je 250 °C,
a detektora 300 °C, dok je temperatura kolone menjana u linearnom reZimu temperaturnog
programiranja od 40-260 °C (4 °C/min), a potom drZana konstantnom na 260 °C 10 min. Nakon
postizanja zadatih uslova, injektovano je 1 pl rastvora uzoraka u metilenhloridu. Za
kvantifikacione svrhe procenti povrSina pikova dobijeni integracijom sa odgovarajucih

hromatograma (GC/FID) uzeti su kao osnova.

3.5.1.2.Gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC/MS)

Isti analiticki uslovi kori$¢eni su i za potrebe GC/MS analize radene na HP G 1800C
Series II GCD analitickom sistemu [Hewlett-Packard, Palo Alto, CA (USA)], s tim Sto je tu
radeno sa HP-5MS kolonom (30m x 0,25mm x 0,25 um) i Sto je kao nose¢i gas kori§¢en helijum.
Temperatura transfer linije iznosila je 260 °C. Maseni spektri snimani su u El reZzimu (70 eV), u
opsegu m/z 40-450.

Hloroformski rastvori uzoraka etarskih ulja 1 ekstrakata (0,2 pl) injektirani su u
split-rezimu (1:30), a samo u posebno naznacenim sluc¢ajevima u splitless rezimu. Identifikacija
pojedinacnih komponenata vrSena je masenospektrometrijski i preko Kovacevih indeksa, uz
koriS¢enje razliCitih baza masenih spektara (NIST/Wiley), razliitih nacina pretrage

(PBM/NIST/AMDIS ver 2.1) i raspoloZzivih literaturnih podataka (Adams, 2007).
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3.5.2. Odredivanje hemijskog sastava komponenata potencijalnog hipolipemijskog dejstva
ekstrakata grckog semena

3.5.2.1.0dredivanje aktivhe komponente diosgenina iz ekstrakata grckog semena tecno

masenom hromatografijom visokih performansi (HPLC)

Kvantifikacija sadrzaja diosgenina u dobijenim ekstraktima je analizirana na uredaju
HPLC (Agilent Technologies 1200). Detekcija signala je vrSena na diodnom detektoru (DAD), a
hromatogrami su snimljeni na A= 204 nm. HPLC analiza ispitivanih uzoraka je postignuta
koris¢enjem kolone LiChrospher 100 RP 18e (Sum), 250x4 mm, primenom izokratskog eluiranja
sa protokom 0,7 mL/ min. Mobilna faza je bila 95% metanol, sa temperaturom kolone od 30 °C.
Uzorci su pripremljeni rastvaranjem 120 mg ekstrakta u 1 mL smeSe MeOH/CHCls Pripremljen
rastvor uzoraka je filtriran kroz 0,2 pm PTFE filtere. Zapremina injektovanog uzorka je bila
4uL. Standardni rastvor za kvantifikaciju diosgenina je pripremljen koncentracije od 0.35
mg/mL, rastvoren u metanolu. Injektovana zapremina standardnog rastvora je bila 4uL, kao 1
kod analiziranih uzoraka ekstrakata. Rezultati dobijenih hromatograma iz uzoraka ekstrakata se
identifikuju po hromatogramu standardnog rastvora diosgenina.Kvantifikacija diosgenina u
uzorcima ekstrakata je izvrSena eksternom kalibracijom sa standardom. Prinos diosgenina u

analiziranim uzorcima je racunat i izraZen kao mg diosgenina/ g bm (bm, biljni materijal).

3.5.2.2. Odredivanje aktivnih komponenti totalnih sterola, vitamina E i vitamina D iz
ekstrakata grékog semena gasnom (GC/FID) I gasno-masenom hromatografijom
(GC/MS)

3.5.2.2.1. Gasna hromatografija (GC/FID)

Gasnohromatografska analiza ekstrakata radena je po sliénom principu kao i GC/FID
analiza ekstrakata mati¢njaka na Hewllet-Packard gasnom hromatografu, model HP-5890 Series
II apparatus [Hewlett-Packard, Waldbronn (Germany)], opremljenom split-splitless injektorom i
autosemplerom povezanim sa HP-5 kolonom (25m x 0,32 mm, debljine filma 0,52 pl) i
plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Kao nose¢i gas koriS¢en je vodonik (1 ml/min),
koris¢en je split reZim, temperatura injektora iznosila je 250 °C, a detektora 300 °C, dok je
temperatura kolone menjana u linearnom reZimu temperaturnog programiranja od 40-260 °C (sa
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po 4 °C/min), a od 260- 310 °C (10°C/ min), a nakon postizanja 310 °C, drzana izotermicki 10
min. Nakon postizanja zadatih uslova, injektovano je 1 pl rastvora uzoraka u metilen-hloridu. Za
kvantifikacione svrhe procenti povrSina pikova dobijeni integracijom sa odgovarajucih

hromatograma (GC/FID) uzeti su kao osnova.

3.5.2.2.2. Gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC/MS)

Isti analiticki uslovi kori$¢eni su i za potrebe GC/MS analize radene na HP G 1800C
Series II GCD analitickom sistemu [Hewlett-Packard, Palo Alto, CA (USA)], s tim S§to je tu
radeno sa HP-5MS kolonom (30m x 0,25mm x 0,25 um) i $to je kao nose¢i gas koris¢en helijum.
Temperatura transfer linije iznosila je 260 °C. Maseni spektri snimani su u EI reZimu (70 eV), u
opsegu m/z 40-450.

Injektirana je smesa ekstrakta u hloroformu i metanolu u koli¢ini od 0,2 ul. Identifikacija
pojedina¢nih komponenata vrSena je masenospektrometrijski i preko Kovacevih indeksa, uz
koriS¢enje razliCitih baza masenih spektara (NIST/Wiley), razliitih nacina pretrage
(PBM/NIST/AMDIS ver 2.1) i raspoloZivih literaturnih podataka (Adams, 2007). Relativna
proporcija konstituenata je izraZzena preko procentualnog udela prema povrsini pika, tako Sto je
zbir svih odziva komponenata u vidu povrSine pika predstavljao celinu u odnosu na koju je

preracunavan udeo pojedinacne povrSine pika komponente.

3.5.2.3.0dredivanje aktivnih komponenti nezasi¢enih masnih kiselina (FAME) iz
ekstrakata grékog semena gasnom (GC/FID) i gasno-masenom hromatografijom
(GC/MS)

3.5.2.3.1. Derivatizacija ekstrakata grékog smena

U slucaju analize grckog semena, vrSena je metanoliza u cilju metilovanja estara
nezasi¢enih masnih kiselina kako bi se izvrSila njihova kvalitativna i kvantitativna analiza u
ekstraktima dobijenim natkriticnom ekstrakcijom, ekstrakcijom te¢nim CO, 1 etanolnom
ekstrakcijom po Soksletu. Derivatizovani uzorci su uparavani, kako bi se uklonili rastvaraci, i
zaostao metanolizovan ekstrakt za dalju analizu.

Hidroliza uzoraka je vrSena po metodi AOAC (Official Surplus Method 965.4 Fatty
Acids in Oils and Fats, Preparation of Methyl Esters, Final Action 1984, Surplus 1965).
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Priprema uzoraka po metodi AOAC:

Dodavanjem 2g H,SO4 u 125 ml apsolutnog metanola dobija se rastvor za derivatizaciju.
Uzorci se odmeravaju od 45-60 mg 1 rastvaraju u 60 ml rastvora (sumporne kiseline u metanolu).
Derivatizacija se vrsi zagrevanjem 3h na temperaturi od 100 °C. Nakon zavr$enog zagrevanja uz
refluks, rastvor se hladi i u separatoru dekantuje dodavanjem vode sve dok kisela reakcija ne
izostane (Sto se registruje indikatorom metil-crveno). Nakon toga se dodaje 100 ml petrol etra
(frakcije od 40-60), zatim se sloj petrol etra odvaja i suSi anhidrovanim Na,SOy4. Rastvara¢ se
zatim uparava na vodenom kupatilu 1 dobijeni ekstrakti odmeravaju i rastvaraju u metilenhloridu
i tako pripremljeni rastvori stavljaju na GC/ MS analizu.

Uzorci za analizu na gasno-masenoj spektormetriji pripremani su odmeravanjem 45-60
mg ekstrakata i etarskog ulja i njihovim rastvaranjem u metilenhloridu. U slucaju slabijeg
rastvaranja ekstrakata, uzorci su tretirani u ultrazvu¢nom kupatilu 10 min nakon ¢ega su rastvori

bili transparentni.

3.5.2.3.2. Gasna hromatografija (GC/FID)

Gasnohromatografska analiza radena je po istom principu kao i analiza ekstrakata
mati¢njaka na Hewllet-Packard gasnom hromatografu, model HP-5890 Series II analiti¢kog
sistema [Hewlett-Packard, Waldbronn (Germany)], opremljenom split-splitless injektorom 1
autosemplerom povezanim sa HP-5 kolonom (25m x 0,32 mm, debljine filma 0,52 pl) i
plameno-jonizuju¢im detektorom (FID). Kao nose¢i gas koriS¢en je vodonik (1 ml/min),
koriS¢en je split rezim od 1:30. temperatura injektora iznosila je 250 °C, a detektora 300 °C, dok
je temperatura kolone menjana u linearnom reZimu temperaturnog programiranja od 40-260 °C
(4 °C/min), a potom drzana konstantnom na 260 °C 10 min. Nakon postizanja zadatih uslova,
injektovano je 1 pl rastvora uzoraka u metilen-hloridu. Za kvantifikacione svrhe procenti
povrSina pikova dobijeni integracijom sa odgovaraju¢ih hromatograma (GC/FID) uzeti su kao

osnova.

92

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

3.5.2.3.3. Gasna hromatografija/masena spektrometrija (GC/MS)

Isti analiticki uslovi koriS¢eni su i za potrebe GC/MS analize radene na HP G 1800C
Series II GCD analitickom sistemu [Hewlett-Packard, Palo Alto, CA (USA)], s tim Sto je tu
radeno sa HP-5MS kolonom (30m x 0,25mm x 0,25 um) i §to je kao nose¢i gas koris¢en helijum.
Temperatura transfer linije iznosila je 260 °C. Maseni spektri snimani su u El rezimu (70 eV), u
opsegu m/z 40-450.

Hloroformski rastvori uzoraka etarskih ulja i ekstrakata (0,2 pl) injektirani su u
split-rezimu (1:30), a samo u posebno naznacenim slucajevima u splitless rezimu. Identifikacija
pojedinacnih komponenata vrSena je masenospektrometrijski i preko Kovacevih indeksa, uz
koriS¢enje razli¢itih baza masenih spektara (NIST/Wiley), razli¢itth nalina pretrage

(PBM/NIST/AMDIS ver 2.1) i raspoloZzivih literaturnih podataka (Adams, 2007).
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

U ovom radu koriS¢ene su razli¢ite metode ekstrakcije poput hidrodestilacije, ekstrakcije
organskim rastvaracima i ugus¢enim CO, (SKE i NKE) za dobijanje ekstrakata iz mati¢njaka i
grékog semena bogatih komponentama sa potencijalnom hipolipemi¢nom aktivno$¢u. Odredivan
je prinos i ispitivan hemijski sastav dobijenih ekstrakata. Analizom uticaja procesnih parametara
na prinos ekstrakcije i sadrzaj diosgenina, odnosno u natkriti¢nim ekstraktima primenom RSM
utvrdeni su optimalni parametri procesa NKE.

Dvostepenom frakcionom SKE i NKE mati¢njaka teZilo se dobijanju ekstrakata bogatih
komponentama sa antioksidativnom aktivnoS¢u zbog toga Sto se  hipolipemi¢na aktivnost
ekstrakata mati¢njaka najcesce ispoljava antioksidativnim mehanizmom u sistemima poviSenog
krvnog pritiska, holesterola 1 triglicerida. S tim u vezi, analizirano je dejstvo ekstrakata
mati¢njaka dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije na slobodne radikale.

Primenom modela Sovove (1994) simuliran je proces NKE kojim su dobijeni ekstrakti sa
potencijalnim hipolipemijskim dejstvom. Analizom kinetike NKE procesa prikazani su
odgovaraju¢i matematicki modeli koji su omogucili uvid u prenos mase u NK CO, i ¢vrstoj fazi.
Primenom modela na NKE proces, omoguéeno je objasnjenje i razumevanje ekstracionog
procesa, kao i razumevanje dostupnosti komponenata iz biljnog materijala sadrzanih u
dobijenom ekstraktu, objasnjavajuci selektivnost i afinitet SKE i NKE na razli¢itim uslovima.

NKE grckog semena, razli¢itim postupcima predtretmana i procesnih uslova teZilo se
dobijanju ekstrakata sa ve¢im sadrZzajem diosgenina, grupom sterola, vitamina E i vitamina D,
kao i ekstrakata bogatih FAME. Dobijanje ekstrakata bogatih diosgeninom pomoc¢u NKE u
Sirokom opsegu parametara pritiska, temperature i1 vremena ekstrakcije, omoguceno je iz
prethodno odmaséenog i hidrolizovanog semena. RSM metodologijom odzivnih povrSina
definisani su uticaji i medusobne interakcije procesnih parametara pritiska, temperature i
vremena ekstrakcije (kroz masu utrosenog CO; za vreme procesa) na prinos ekstrakta i sastav
diosgenina, pri ¢emu je glavni cilj bio definisanje optimalnih uslova za dobijanje ekstrakata
bogatih diosgeninom iz grékog semena.

NKE grékog semena pri istim procesnim uslovima, ali bez prethodnog tretmana dobijeni
su ekstrakti sa ve¢im sadrzajem sterola, vitamina E i vitamina D. Primenom RSM metodologije,

kao 1 u primeru dobijanja ekstrakata bogatih diosgeninom, razmatrao se uticaj procesnih
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parametara na prinos i sastav ekstrakata i Zeljenih komponenata, i definisani su optimalni uslovi
ekstrakcije sterola, vitamina E 1 vitamina D. Determinisanjem molarne rastvorljivosti dobijenih
ekstrakta, kao 1 molskih udela sterola, vitamina E 1 vitamina D na razli¢itim uslovima NKE,
omoguceno je definisanje i bolje razumevanje razliCitih prinosa i odnosa sastava Zeljenih
jedinjenja na razli¢itim procesnim uslovima.

Tezilo se i dobijanju ekstrakata sa ve¢im sadrZzajem nezasi¢enih masnih kiselina (FAME)
SKE i NKE grckog semena na razli¢itim procesnim uslovima. Odredivanjem njihovog sastava u
dobijenim ekstraktima, prethodno derivatizovanim, omogucen je uticaj procesnih parametara na
sadrzaj FAME u dobijenim ekstraktima. Analizom kinetike procesa, omogucen je jasniji uvid

uticaja procesnih parametara na brzinu ekstrakcije FAME iz grékog semena.

4.1. Dobijanje potencijalnih hipolipemicnih ekstrakata mati¢njaka

4.1.1. Etarsko ulje i ekstrakti mati¢njaka

Ekstrakcijom etanolom i NKE dobijeni su smolasti ekstrakti zelene boje. Natkriticni
ekstrakti dobijeni na niZim pritiscima (10 MPa) bili su svetlije zelene boje u odnosu na ekstrakte
dobijene na viSim pritiscima (30 MPa). Prinosi ekstrakata mati¢njaka dobijeni razli¢itim

metodama ekstrakcije prikazani su u tabeli 7.

Tabela 7. Prinosi ekstrakata izolovanih iz mati¢njaka

Metoda Temperatura (°C) Pritisak (MPa) Prinos ( %)
Hidrodestilacija / / 0,03
Sokslet ekstrakcija / / 25,24
SKE 25 30 0,385
NKE 40 10 0,470
NKE 40 30 0,441
NKE 100 30 0,943
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Metod dvostepene frakcione ekstrakcije je primenjen sa ciljem da se izoluju
antioksidativni ekstrakti sa potencijalnim hipolipemi¢nim dejstvom. Prva frakcija ekstrakta
dobijena NKE (10 MPa/40 °C) sadrZala je uglavnom lako isparljive i aromati¢ne komponente,
koji Cine sastav etarskog ulja. Ovom ekstrakcijom se ne omogucava i ne favorizuje izolacija
komponenata koje su skladiStene dublje u biljnom matriksu mati¢njaka. Za razliku od uslova
prve frakcije, druga frakcija primenjena na pritisku od 30 MPa i temperaturama od 40 ili 100 °C
(NKE) ili 25 °C (SKE) omogucava efikasnije prodiranje rastvaraca u biljni matriks (unutrasnji
¢elijski materijal biljke) i ekstrahuje teze komponente koje Cine antioksidativnu frakciju
mati¢njaka.

Ukupni prinos ekstrakta dobijen prvom i drugom frakcionom ekstrakcijom je cCinio
izmedu 0,83 % 1 1,39 %, §to je zavisio od ekstrakcionih uslova druge frakcije €iji je prinos
varirao od 0,385% do 0,943% (g/100gym). Najveci prinos antioksidativnih, teZih frakcija je
ostvaren pri NKE na 100 °C i 30 MPa, §to je Cinilo dvostruko veéi prinos u poredenju sa
prinosom ostvarenim NKE na 40 °C i 30 MPa, dok su ekstrakti sa antioksidativnim dejstvom
dobijeni SKE na 25 °C i1 30 MPa imali najmanji prinos. Ostvaren prinos teze frakcije sa

antioksidativnim dejstvom SKE 1 NKE na razli¢itim uslovima prikazan je na slici 27.
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Slika 27. Prinos mati¢njaka u zavisnosti od koli¢ine utroSenog rastvaraca (kg COy/kg biljnog
materijala) prve frakcije dobijene natkriticnom ekstrakcijom na 10 MPa 1 40°C pracene drugom

frakcijom na: 30 MPa, 25°C; 30 MPa,40°C i 30 MPa, 100°C.

U tabeli 8. su dati rezultati prinosa etarskog ulja i teze, antioksidativne frakcije
mati¢njaka dobijeni ekstrakcijom, pri razli¢itim pritiscima i temperaturama SKE i NKE u

laboratorijskim uslovima.
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Tabela 8. Prinos frakcija ekstrakcije mati¢njaka

Pritisak/ Vreme trajanja Prinos

Frakcija ekstrakcije, ekstrakta,

temperatura .

min mas %
I 10 MPa /313 °K 87 0,447
/1 30 MPa/ 298 °K 191 0,385
11/2 30 MPa/313°K 198 0,597
11/3 30 MPa/ 373 °K 248 0,943

Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da je za izdvajanje prve lakSe frakcije

bogate etarskim uljem potrebno znatno krace vreme u odnosu na drugu tezu frakciju bogatiju

antioksidativnim komponentama. Takode se moze uociti da se sa porastom temperature

povecava prinos druge frakcije, kao 1 vreme izdvajanja.

4.1.2. Hemijski sastav ekstrakata mati¢njaka

Hemijski sastav prve, odnosno lakse frakcije (etarskog ulja) i druge, teZze (SKE ili NKE)

frakcije dat je u tabeli 9.
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Tabela 9. Hemijski sastav frakcija, mas%

Metoda ekstrakcije
Broj Jedinjenje KI HD | NKEI NKE NKE | NKE
un 1172 1173
1 linalol oksid 1063.3 | 0,2 / / / 0,1
2 linalol 1098,8 | 0,7 0,1 / / /
3 izopulegol 11416 | 1,2 0,2 0,1 / /
4 citronelal 1151,0 | 24 1,7 0,1 0,2 0,1
5 cis-krisantenol 1156,0 / 0,2 / / 0,3
6 Z-izocitral 1156,3 / / / / /
7 rosefuran epoksid 1166,9 / / / / 0,1
8 mentol 1170,7 0,4 0,3 / / /
9 cis-o-nekrodol 1171,7 0,6 / / / /
10 E-izocitral 1181,0 | 1,1 0,3 / / 0,1
11 neo-dihidrokarveol 1193,0 04 / / / /
12 citronelol 1230,5 1,1 0,3 / / 0,2
13 neral 12410 | 5,2 1,9 0,1 / 0,4
14 piperiton 1244,1 / / / / 0,5
15 geraniol 1257,1 2,1 0,5 0,1 2,5 0,2
16 metil citronelat 1258,7 t / / / /
17 geranial 12724 8.4 4,1 / / 1,1
18 bornil acetat 1273,6 / / / 0,2 /
19 hidroksi citronelal 1274,7 / / / / 0,3
20 timol 1294,2 / / 0,2 0,3 1,7
21 p-ment-1-en-9-ol 1299,5 / / / 0,4
22 cis-karvon oksid 1299,9 / / / 0,2 /
23 metil geranat 1322,0 1,6 0,5 / / 0,4
24 citronelinska Kiselina 13294 / / 0,2 / 04
25 eugenol 1350,7 / / / / 0,2
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26 a-kubeben 1361,1 / / / / 0,5
27 geranil acetat 1373,7 2,6 1,2 / / 0,2
28 a-kopen 13740 | 1.4 / / / /
29 B-(E)-damaskenon 1381,5 0,2 / / / /
30 etil geranat 1383,2 / / / / 0,6
31 40-0,7-0,70-p-nepeta lakton || 1389,0 / / / / 0,3
32 citronelil oksi-acetaldehid 1394,2 / / / / 0,2
33 (E)-kariofilen 14153 | 64 1,6 0,2 0,6 0,4
34 pinonska Kiselina 1440,0 / 04 / / /
35 (Z)-jasmonil acetat 1452,0 / / / / 0,2
36 a-humulen 14520 | 0,3 0,9 / / 0,2
37 geranil aceton 1453,0 t / / / /
38 B-(E)-farnesen 1453,6 14 4,3 0,2 / /
39 a-selinen 1479,7 / / / / 0,6
40 p-(E)-jonon 14827 | 1,2 1,4 0,1 0,4 0,7
41 pentadekan 1485,4 / 0,6 / / 0,6
42 10-epi-itlicen etar 1509,3 | 1,1 / / / /
43 B-tujoplicinol 1517,6 / 2,1 0,3 / 0,7
44 italicen epoksid 1547,0 | 0,5 0,3 / / /
45 kariofilen oksid 1583,2 | 18,4 8 04 0,3 1,2
46 viridiflorol 1589,9 | 2,7 0,6 0,2 0,6 0,8
47 fokeinol 15970 | 0.4 / / / /
48 heksadekan 1598.,8 / t / / /
49 humulen epoksid 11 1605,1 1,6 0,4 0,3 / 0,4
50 himakalol 16244 t / / / /
51 alo-aromadendren epoksid 1630,0 t t / / /
5 kariofila-4(12),8(13)-dien-5-f- 16344 22 04 02 ; ;
ol
53 S-hidroksi-izobornil 1655.0 ; . 04 / 07
izobutanoat
100

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije




DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA

(Trigonella foenum-graecum) NATKRITIENIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

54 a-bisabolol oksid B 1656,0 | 1,1 0,4 / / /
55 O-epi-14-hidroksi-(E)- 16586 | 12 | 04 / / /
kariofilen
56 -epi-1d-hidroksi-(2)- 16625 |/ 12 | 06 | 05 | 06
kariofilen
57 (E)-10,11-dihidroatlanton 1671,7 3,7 / / / /
58 loliodiol / / 15,4 9,3 9,7
59 amorfa-4,9-dien-2-ol 1673,3 / / / / 1,6
60 | heksil estar salicilne kiseline | 1675,0 t t / / /
61 a-bisabolon oksid A 1679,5 | 0,8 0,7 / / /
2 a-germacra-4(15),5,10(14)- 16814 0.6 04 ) ) )
trien-1-ol
63 heptadekan 1684,1 / 0,3 / / /
64 oplapon 1726,1 / 0,3 0,3 / /
65 eremofilon 1734,6 | 0,7 0,3 9,2 / 2,2
66 a-bisabolol oksid A 1748,0 / 1,1 2,6 / /
67 oktadekan 1783,7 / 0,1 1,3 / /
68 40, 6a-eudesm-11-endiol 1796,1 / 2,2 54 / /
69 izopropil tetradekanoat 1811,6 / 0,8 / / /
70 8-hidroksi eremofilon 1840,0 0,7 1,1 4,2 / /
71 a-kenopodiol 1845,6 / 0,8 3,2 / /
72 spiroetar 1868,7 / 0,8 / / /
73 5-(E),9-(E)-farnesil aceton 1914,4 0,6 0,7 2 / /
74 metil heksadekanoat 1921,0 / 0,1 6,7 2,5 /
75 (Z, Z)-geranil lonalol 1960,1 0,2 0,3 / / /
76 heksadekanska kiselina 1991,1 5,3 17,5 11,6 16,9 14,2
77 abietetratrien 2048,8 | 0,3 0,9 1,9 / /
78 manool 2051,3 1,5 / / / /
79 metil linoleat 2079,0 / 0,3 2,5 1,7 4,6
80 heneikosan 2083.,0 / 0,9 / / /
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81 oktadekanol 2099,0 / 2,8 t 2,6
82 linoleinska Kiselina 21320 / 13 11,4 20,2 13,6
83 trans-feruginol 2134,7 / 0,8 / 2,8 /
84 dehidro abietol 2314,7 / 2,1 / 2,1 3,0
85 labd-7,13-den-15-0l acetat 2367,2 / 0,3 / 2,6 0,9
86 tetrakosan 2379.,9 / / / 2,1 4,1
87 pentakosan 2480,6 / 0,2 / 1.4 1,9
88 heksakosan 2758.,8 / 0,3 / 4,0 /
89 heptakosan 2693,0 0,4 0,2 2,7 09 52
90 oktakosan 2779,1 / 0,5 1,6 2,0
91 nonakosan 2879,6 / 3,8 1,1 2,0 2,2
92 triakontan 2873,3 / 0,4 1.4 29 /
93 untriakontan 3093,3 / 0,5 0,7 1,8 4,3
94 dotriakontan 3200,0 / 0,9 0,9 2,2 2,2
95 (3B, 4S)-stigma-5-en-3ol / / 29 3,6 6,3
96 tetratrikanontan 3400,0 / 8 2,8 2.5 4,7
Ukupno Identifikovano 82,9 94,9 98,3 89,3 98,7

Tragovi, t<0,01; KI — Kovaceyv retencioni indeks; HD — hidrodestilacija;
NKE — natkriticna ekstrakcija [(I - I0 MPa /313 K); (2 - 30 MPa /298 K); (3 - 30 MPa / 313
K); (4 -30 MPa /373 K )]

Kao §to se vidi iz tabele 9 najzastupljenija komponenta etarskog ulja dobijena HD je
kariofilen oksid (18,4%), a kod NKE palmitinska kiselina (11,6 — 17,5%). 1z tog razloga je za
simulaciju ekstrakcije po modelu Sovove, palmitinska kiselina uzeta za pseudokomponentu.
Moze se zapaziti da je udeo monoterpena i seskviterpena veci u etarskom ulju dobijenom HD
(26% 1 45%) u odnosu na ekstrakte dobijene SKE i NKE (10-17%) i (2-30%). Eugenol i timol,
za koje je dokazano da imaju antioksidativno dejstvo, bili su prisutni samo u ekstraktima
dobijenim sa uguS¢enim CO2. Udeo timola i eugenola je bio znatno veci u ekstraktima
dobijenim sa NK CO2 u odnosu na ekstrakte dobijene pomocu SKE. Sadrzaj terpena u
ekstraktima dobijenim sa uguS¢enim CO2 (14-31%) bio je znatno veci nego u etarskom ulju

(1%).
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Hemijski sastav etarskog ulja dobijenog hidrodestilacijom

Nakon GC/MS hromatografske analize izvrSena je Kkarakterizacija odredenih
komponenata i predstavljena kroz specificne grupe jedinjenja monoterpena (M), seskviterpena
(S), nezasi¢enih masnih kiselina (FA) ili metil estara nezasi¢enih masnih kiselina (FAME),
diterpena (D), voskova (W) i ostalih grupa koje su determinisane kao procentualni udeo na
odgovaraju¢im hromatogramima.

Etarska ulja dobijena HD mati¢njaka sadrZzala su 44 komponente, od kojih je 14
monoterpena, 23 seskviterpena, 1 nezasi¢ena masna kiselina, 5 diterpena, voskova i smola.
Prinos etarskog ulja dobijenog HD bio je 0,03%. Hemijski sastav etarskog ulja prikazan je na

slici 28.
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Slika 28. Sastav etarskog ulja dobijenog HD

Analizom etarskog ulja mati¢njaka dobijenog HD uocene su vece koli¢ine monoterpena
kao Sto su citronelal (2,4%), neral (5,2%), geranial (8,4%), 1 seskviterpena kao $to su (E)-
kariofilen (6,4%) i kariofilen oksid (18,4%). Koli¢ine FAME su bile niZe (palmitinska kiselina
(5,3 %)), kao i diterpena (4,8%), voskova (0,4%) i ostalih (0,5%).
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Hemijski sastav etarskog ulja i ekstrakata dobijenih SKE i NKE mati¢njaka

U natkriti¢énim ekstraktima mati¢njaka, u prvoj frakciji odredeno je oko 20 komponenata
koje uglavnom pripadaju grupi jedinjenja monoterpena i seskviterpena, dok odreden broj
komponenata pripada diterpenima, nezasicenim masnim kiselinama, metil-estrima nezasicenih
masnih kiselina i alkoholima, kao i voskovima. U drugoj, tezoj frakciji dobijenoj NKE ili SKE,
identifikovan je znatno veci broj komponenata ukljuc¢uju¢i 23 komponente monoterpena, 33
seskviterpena, 9 diterpena, 4 nezasi¢ene masne kiseline, njihovi metil estri i alkoholi i 12
voskova.

Prinos prve frakcije NKE je bio ve¢i u odnosu na prinos ostvaren HD. Etarsko ulje
dobijeno HD je imalo ve¢i procenat monoterpena (26,4 %) i seskviterpena (45,5%), dok su
ekstrakti dobijeni NKE imali ve¢i udeo nezasi¢enih masnih kiselina (>30%) i ugljovodonika
(>20%). Vece koli¢ine citronelala (2,8%), nerala (6,2%), geraniala (10,1%), (E)-kariofilena
(7,7%) 1 kariofilen oksida (22,1%) su determinisane u etarskom ulju dobijenom prvom frakcijom
NKE, dok su ekstrakti teze frakcije, frakcije sa neisparljivim liposolubilnim jedinjenjima,
sadrzali vece koli¢ine linolne kiseline (~15%) i palmitinske kiseline palmitic (~15%) kao i
njihove metil estre (~3%) i alkohole (~2%).

Poredenjem sastava ekstrakata dobijenih drugom frakcijom na razli¢itim uslovima NKE
na 30 MPa i SKE, primecena je razlika u koli¢ini monoterpena i seskviterpena koji su bili u
vecoj koli€ini u ekstraktu dobijenim na 30 MPa i 100°C, dok su ekstrakti dobijeni na 40°C
sadrzali vece koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina. Ekstrakti druge frakcije dobijeni SKE na 30
MPa 1 25 °C pokazali su prili¢no razlicit sastav ekstrakta u odnosu na ekstrakt dobijen NKE na
30 MPa i 40 °C. Ekstrakt dobijen te¢nim CO, na visokom pritisku (30 MPa/25 °C) je imao vece
koli¢ine monoterpena, i znatno vece koliine seskviterpena, dok su ekstrakti dobijeni NKE
pokazali vece koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina i njihovih metil estara 1 alkohola, diterpena 1
voskova. Analiza etarskog ulja dobijenog 1 HD, a 1 prvom frakcijom NKE nije sadrzala eugenol
1 timol, za razliku od druge frakcije, pri ¢emu je eugenol izolovan samo pri visokoj temperaturi
NKE (30 MPa/100 °C).

Sadrzaj izolovanih komponenata u dobijenim ekstraktima po pripadnosti specifiénim

grupama jedinjenja je prikazan u tabeli 10.
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Tabela 10. GC/MS analiza hemijskog sastava komponenata specifi¢nih grupa jedinjenja frakcija

dobijenih NKE , SKE i HD

SASTAYV (mas%)

Konstituenti KI HD | NKE- SKE- NKE- NKE-

I frakcija II frakcija II frakcija II frakcija

10MPa,40°C | 30MPa,25°C | 30MPa,40°C | 30MPa, 100 °C
Monoterpeni
Citronelal 1151,0 | 2,4 1,7 0,1 0,2 0,1
Neral 1241,0 | 5,2 1.9 0,1 / 0.4
Geranial 12724 | 8,4 4,1 / / 1,1
Timol 1294,2 / / 0,2 0,3 1,7
Eugenol 1350,7 / / / / 0,2
Geranil acetat 1373,7 | 2,6 1,2 / / /
Ukupno (M) 26,4 10,8 16,2 12,5 16,5
Seskviterpeni
a-kopaen 13740 | 1,4 / / / /
a-kubeben 1361,1 / / / / 0,5
a-humulen 1452,0 | 0,3 0,9 / / 0,2
(E)-kariofilen 14153 | 64 1,6 0,2 0,6 0,4
Viridiflorol 1589,9 | 2,7 0,6 0,2 0,6 0,8
Karyofilen- 1583,2 | 184 8,0 04 0,3 1,2
oksid
B-(E)-farnesen | 1453,6 | 14 4,3 0,2 / /
Ukupno (S) 45,5 30,9 28,9 2,6 12,4

Nezasicene
masne
kiseline,
alkoholi i
njihovi metil
estri
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Palmitinska 1991,1 | 5,3 17,5 11,6 16,9 14,2
kiselina

Linolna 2132,0 / 13,0 11,4 20,2 13,6
kiselina

Metil 1921,0 / 0,1 6,7 2,5 /
heksadekanoat

Metil linoleat 2079,0 / 0,3 2,5 1,7 4,6
Oktadekanol 2099,0 / / 2,8 t 2,6
Ukupno (FA i 53 30,9 35,0 41,3 35,0
estara)

Diterpeni

Manol 2051,3 | 1,5 / / / /
Trans-feruginol | 2134,7 / 0,8 / 2,8 /
Ukupno (D) 4,8 6,3 4,1 7,5 3,9
Visi

ugljovodonici

Heptakozan 2693,0 | 04 0,2 2,7 0,9 5,2
Heksacozan 2758.,8 / 0,3 / 4,0 /
Oktakozan 2779,1 / 0,5 1,6 2,0 /
Nonakozan 2879,6 / 3,8 1,1 2,0 /
Tetrakozan 2379.,9 / / / 2,1 4,1
Pentakozan 2480,6 / 0.2 / 1.4 1,9
Ukupno (W) 0,9 16,0 14,1 254 30,9

*KI, Kovacevi indeksi

Sastav etarskog ulja dobijenog HD, prvom frakcijom NKE i ekstrakata dobijenih drugom

frakcijom SKE ili NKE, predstavljen kao udeo specificnih grupa jedinjenja (monoterpena,

seskviterpena, nezasi¢enih masnih kiselina i njihovih metil estara i alkohola, diterpena, voskova i

ostalih komponenata) je predstavljen na slici 29.
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NKE- I frakcija
10 MPa, 40°C

Sastav, %

y SKE-II frakcija
30 MPa, 25°C

! g NKE- II frakcija,
30 MPa, 40°C

NKE- II frakcija,
30 MPa, 100°C

Slika 29. Sastav etarskog ulja i ekstrakata dobijenih HD, prvom frakcijom

NKE, drugom frakcijom SKE ili NKE

Na slici 29 se zapaZa da je udeo monoterpena (26,4%) i sekviterpena (45,5%) najveci u etarskom
ulju dobijenim HD, u poredenju sa udelom monoterpena i seskviterpena dobijenih SKE (16,2%)
i (28,9%) i NKE (10,8-16,5%) i (2,6-30,9%), retrospektivno.Udeo FAME (11,6-17,5%),
diterpena (3,9-6,3%) i voskova (14,1-30,9%) znatno je veci u ekstraktima dobijenim SKE 1 NKE,
u odnosu na etarska ulja dobijena HD (5,3%), (4,8%) 1 (1%), retrospektivno. Iz profila hemijskog
dobijenog HD po udelu monoterpena (16,2%) i seskviterpena (28,9%), ali po udelu FAME
(35%), diterpena (4,1) i voskova (14,1%), takode, imaju sastav priblizan ekstraktima dobijenim
NKE. Udeo FAME u ekstraktima dobijenim SKE i NKE je znatno ve¢i (30,9-41,3%) u odnosu
na njihov sastav u etarskom ulju dobijenim HD (5,3%). Po udelu monoterpena i seskviterpena i
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frakcija NKE na 10MPa i 40°C od 41,7% najpribliZnija je, pored SKE sa njihovim udelom od
45,1%, sastavu etarskog ulja dobijenog HD (71,9%).

Udeo nezasi¢enih masnih kiselina, njihovih metil estara i alkohola u dobijenim ekstraktima

druge frakcije predstavljen je na slici 30.
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1= e ———l
E 20
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p—
= B
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=
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=
= B Metil linoleat
—
[+
J e
E M Oktadekanol
= e
o
198
) 248
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Slika 30. Udeo nezasi¢enih FA, FAME i alkohola u dobijenim ekstraktima druge frakcije u

zavisnosti od procesnih uslova SKE ili NKE

Na osnovu profila FAME u ekstraktima dobijenim u drugoj frakciji SKE na 30 MPa i 25 °C, i
NKE na 30 MPa, i temperaturama od 40 °C i 100 °C, mozZe se uociti najveci udeo palmitinske
(11,6-16,9 %) 1 linolne kiseline (11,4-20,2 %) u dobijenim ekstraktima, pri ¢emu je njihov udeo
bio najznacajniji na NKE pri 30 MPa 140 °C, 16,9 % i 20,2 %, retrospektivno.
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4.1.3. Rezultati modelovanja procesa ekstrakcije sa uguséenim ugljenik(IV)- oksidom

U ovom delu prikazani su rezultati ispitivanja kinetike procesa NKE kojima su izolovani
ekstrakti sa jakim antioksidativnim dejstvom iz mati¢njaka. Za analizu kinetike NKE procesa
koris$¢en je model Sovove u cilju odredivanja rastvorljivosti esktrakata mati¢njaka u NKE-CO; i
definisanja koeficijenata prenosa mase, koji odreduju prinos i brzinu ekstrakcije.

Za izraCunavanje parametara modela prema jednacinama (34) — (41) potrebni su slede¢i
podaci za biljni materijal: veli¢ina Cestice, masa uzorka, glavna komponenta ekstrakta
(pseudokomponenta). Podaci koji predstavljaju karakteristike NK CO2 i njegovog protoka kroz
ekstraktor su: protok NKCO2, povrSinska brzina kroz sloj biljnog materijala, gustina i viskoznost
zajedno sa binarnom difuzivnosti sistema ulje/CO,, odnosno pseudokomponenta/CO, (Tabela

11).

Tabela 11. Podaci za izra¢unavanje parametara modela.

Protok Povrsinska Viskoznost
Frakcija | P (MPa)/ t (°C) CO, . s CO,*10’ D12*10° (m?/s)
3 brzina*10” (m/s)
(cm’/s) (Pa*s)
I 10/40 0,274 17,21 5,483 15,354
/1 30/25 0,0833 5,239 7,524 6,552
11/2 30 /40 0,0702 4,412 7,259 7,923
11/3 30/ 100 0,101 6,328 6,287 16,93
Vrednosti Reynolds-ovog, Schmidt-ovog 1 Sherwood-ovog broja potrebne za
izraCunavanje koeficijenta prenosa mase u filmu oko Cestice, za sistem

pseudokomponenta/CO; prikazane su u tabeli 12. Prikazane su izraCunate prema jednacini (34)

vrednosti parametra modela k takode.

110

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

Tabela 12. Vrednosti Reynolds-ovog, Schmidt-ovog, Sherwood-ovog broja i k.

k#10°

Frakcija| P (MPa)/t (°C Re Sc Sh
(m/s)
I 10/ 40 79,003 0,057 0,542 20,791
1I/1 30/25 26,928 0,189 0,502 8,217
112 30 /40 22,135 0,101 0,448 8,865
11/3 30/ 100 26,669 0,056 0,389 16,487

Na slici 31 graficki su prikazane eksperimentalne ekstrakcione krive:
udeo ekstrakta u zavisnosti od specificnog utroska rastvaraca (kg CO,/ kg uzorka biljnog
materijala) i modelom Sovove izracunate ekstrakcione krive za NKE dve frakcije etarskih ulja i
sekundarnih metabolita iz mati¢njaka. Udeo totalnog ekstrakta (etarsko ulje ili antioksidativna

frakcija) dat je u odnosu na masu nerastvorljive ¢vrste faze biljnog materijala.
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Slika 31. Poredenje izraCunatih i eksperimentalnih ekstrakcionih krivih NKE mati¢njaka na

razli¢itim uslovima ekstrakcije

20

Na ekstrakcionim krivama (slika 31) uocava se period brze ekstrakcije u kome brzina

procesa limitirana rastvorljivoS¢u ekstrakta u NK CO, i period spore ekstrakcije u kome je

proces limitiran difuzijom unutar Cestica. Ekstrakcione krive NKE obe frakcije imale su slican

oblik. Najve¢i uticaj na izgled ekstrakcione krive tokom eksperimenta imali su pritisak i

temperatura.

Kriva u prvom periodu ekstrakcije ima pravolinijsku zavisnost Sto ukazuje na

proporcionu zavisnost prinosa od ravnotezne rastvorljivosti. Rastvorljivost je uslovljena

pritiskom i temperaturom pa se promena ovih veli¢ina odraZzava najviSe na prvi period
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ekstrakcije. MoZe se primetiti da ekstrakcija u slucaju druge frakcije traje duZe nego u slucaju
ekstrakcije etarskog ulja.

Iz nagiba se moZe uociti manja rastvorljivost sekundarnih metabolita antioksidativne
frakcije u odnosu na etarska ulja na istoj temperaturi. Ekstrakciona kriva za prvu frakciju na 10
MPa/40 °C prikazala je postojanje dva perioda ekstrakcije; prvi je bio inicijalni i brz proces
ekstrakcije limitiran rastvorljivoS¢u lako dostupnog rastvorka; dok je drugi proces ekstrakcije bio
determinisan difuzijom rastvoraka iz dubljeg dela matriksa biljnog materijala, predstavljajuci
sporiji proces ekstrakcije. Sli¢cna tendencija perioda ekstrakcije se pokazala i kod druge frakcije
izolovane na 30 MPa/25 °C, ali je izraZenost u nagibu krivih bila znatno manja kod ekstrakcija
na istom pritisku (30 MPa), ali vi§im temperaturama (40 °C and 100 °C). Linije koje su
predstavljale kratak inicijalni period ekstrakcije, prve i druge frakcije ekstrakcije, su bile
linearne potvrdujuci brzu ekstrakciju determinisanu primenjenim uslovima pritiska i temperature
(jednacina 23). Etarsko ulje se izolovalo u prvoj frakciji na srednjim uslovima ekstrakcije i za
kratko vreme (P<15 MPa; 35-40 °C; 4 h). Za ekstrakciju druge frakcije je bilo potrebno duze
vreme jer je izolacija antioksidativnih metabolita koji su skladiSteni dublje u biljnom matriksu
sporija. Rastvorljivost ekstrakata u nkCO2 sekundarnih metabolita se mogla izracunati iz nagiba
linija u inicijalnom periodu ekstrakcije.

Parametri modela Sovove dobijeni simulacijom eksperimentalnih rezultata prikazani su u
tabeli 13. Pocetna pretpostavka za koeficijent prenosa mase kroz ¢vrstu fazu jeste da je priblizno
jednak koeficijentu prenosa mase blizu povrSine Cestica. Model je koriS¢en za izraCunavanje
ekstrakcione krive i poredenje iste sa eksperimentalnim rezultatima. Optimizacija gore
pomenutih parametara se vrsi podeSavanjem ekstrakcione krive kako bi se §to bolje poklopila sa
eksperimentalnim vrednostima u periodu spore ekstrakcije, gde je kg najuticajniji. Ravnotezni
podaci se pretpostavljaju iz nagiba ekstrakcione krive u periodu brze ekstrakcije jer je prenos
mase u tom periodu odreden preko rastvorljivosti. Pod pretpostavkom da je tokom eksperimenta
ekstrahovano celokupna koli¢ina ulja, x, se dodeljuje vrednost krajnjih eksperimentalno
dobijenih prinosa koji dostizu maksimum pri kraju eksperimenta. Koncentraciji pri kojoj je
iscrpljeno lako dostupno ulje, x, pretpostavlja se vrednost priblizna preostaloj koli¢ini nakon
kraja prvog perioda ekstrakcije. U tabeli 13 su prikazane optimizovane vrednosti parametara
zajedno sa standardnom devijacijom eksperimentalnih ekstrakcionih udela i izraunatih udela

modelom Sovove, o (jednaCina 32). Matemati¢ki model Sovove je uspeS$no simulirao
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eksperimentalne rezultate na datim uslovima (slika 28), pri ¢emu je Standardna devijacija bila

reda veli¢ine 10*-107 (tabela 13).

Tabela 13. Optimizovane vrednosti parametara modela Sovove iz 1994 godine

Pritisak, Optimizovane vrednosti Standardna
Frakcija - -
temperatura k10° Yr Xo Xk devijacija, 0*10
I 10 MPa /313K 3,53 0,00056 | 0,0051 | 0,0042 1,876
17l 30 MPa /298 K 2,75 0,0014 | 0,0039 | 0,0032 0,7069
/2 30 MPa /313K 3,11 0,0007 | 0,0061 | 0,0064 1,321
/3 30 MPa /373 K 2,02 0,0026 | 0,0096 | 0,0085 1,607

Najveci prenos mase je definisan pri NKE prve frakcije na 10 MPa/40 °C u poredenju sa
prenosom mase odredenim na 30 MPa i razli¢itim temperaturama (25-100 °C). Koeficijent
prenosa mase u ¢vrstoj fazi nizi je od koeficijenta prenosa mase u natkriti¢noj fazi.

Koeficijent prenosa mase u ¢vrstoj fazi kod NKE prve frakcije ukazao je na bolju
dostupnost lakSih komponentata natkr. fluidu. odnosu na sekundarne metabolite antioksidativne
frakcije usled razlike molekulskih masa supstanci 1 skladiStima u biljnoj strukturi, kako
potvrduju eksperimentalna istraZivanja-referenca. Optimizovane vrednosti raspoloZivog
ekstrakta ne odstupaju mnogo od pretpostavljenih, Sto se ne moZe re¢i o teze dostupnom
rastvorku. Na osnovu ovog modela prelazna oblast je uproS¢ena zamisljenom granicom koja ne
postoji, jer se u realnosti prenos mase u natkritinoj i ¢vrstoj fazi odigrava istovremeno celom
duzinom ekstraktora. Prema tome xj, je moguce samo optimizovati, a ne tacno odrediti.
Odredena je rastvorljivost rastvoraka koja je priblizno ista kao i vrednost dobijena iz nagiba
krive dobijene ekstrakcijom mlevenog biljnog materijala, Sto pokazuje da mlevenjem biljnog
materijala dolazi do priblizno ravnoteznih uslova na pocetku ekstrakcije.

Frakcije sa izraZenijim antioksidativnim dejstvom su izolovane tokom druge frakcije na

procesnim uslovima od 30 MPa i temperaturama od 25 °C, 40 °C and 100 °C. S obzirom da su
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antioksidativne frakcije je izolovane na istom pritisku, a razli¢itim temepraturama, moze se
diskutovati 1 o uticaju temperature na ravnoteznu rastvorljivost sekundarnih metabolita u NK-
CO,. Uticaj temperature na izolaciju antioksidativne frakcije moze se uporediti sa rastvorljivos¢u
rastvoraka antioksidativne frakcije u natkriticnom fluidu (y,). UoCava se prema podacima iz
tabele 13. da je y,(T2,p) > yr(T1,p) za T,>T;, pri natkriticnim uslovima. Rastvorljivost u NK-
CO; raste sa povecanjem temperature od 40 °C do 100 °C na istom pritisku (30 MPa) usled
porasta napon pare koji ima veci od efekta smanjenja . gustine CO, (646 kg/m® u odnosu na 929
kg/m3 na 100 °C i 40 °C, respektivno). Parametar rastvorljivosti y,, za supkriti¢nu ekstrakciju
primenjenu u drugom stepenu farkcije je bio izmedu vrednosti determinisanih na 30 MPa i 40 °C
i 30 MPa i 100 °C, kao $to je prikazano u tabeli 13. Pri gustini supkriticnog CO, od 966,4 kg/m3
rastvorljivost ekstrakta je bila vec¢a nego na istom pritisku na 40 °C, ali manja od vrednosti na
100 °C. U isto vreme ukoliko bi sastav ekstrakata bio isti, mogla bi se o¢ekivati manja vrednost
rastvorljivosti u odnosu na definisanu 30 MPa i 40 °C. Ekstrakt dobijen drugom frakcijom
subkriti¢ne ekstrakcije na 30 MPa i 25 °C je sadrzao vecée koli¢ine lak§ih komponenti (45,1%
monoterpena 1 seskviterpena) nego ekstrakt dobijen na 40°C (15,1% monoterpena i
seskviterpena). MoZe se zakljuciti da je vrlo mala promena temperature od 25 °C do 40 °C na
istom pritisku 30 MPa, uzrokovala neznatno smanjenje u gustini CO,, koliko je uticaj
temperature bio znaCajan na polarnost CO, koja je drasticno doprinela razlici u sastavu
dobijenih ekstrakata. Sub CO, (30 MPa, 25 °C) se pokazao kao bolji rastvaral za ekstrakciju
oksigenovanih komponenata, dok je NKE (40 °C) bila poZeljnija za izdvajanje teZih
komponenata (nezasi¢ene masne kiseline i njihovi estri, diterpeni i teZi alkoholi, i voskovi).

Ekstrakciona kriva izracunata modelom Sovove pokazujala je dobro poklapanje sa
eksperimentalno dobijenim krivama (6~10"-107) bez obzira na to §to ovaj model ne uzima u
obzir interakcija matrice biljnog materijala i rastvorka. Od Cetiri optimizaciona parametra
najbitnija je ravnoteZna rastvorljivost kojom se definiSe prvi period ekstrakcije, kada se proces
odvija pri ravnoteZznim uslovima. Na osnovu ekstrakcionih krivih i parametara modela brzo i
lako se moZe doneti zakljucak za razlicite operativne uslove eksperimenta Sto predstavlja najvecu
prednost ovog modela.

Sa stanoviSta frakcija, koeficijent prenosa mase je ve¢i u sluCaju etarskog ulja Sto

potvrduje da je lakSe dostupan u odnosu na sekundarne metabolite antioksidativne frakcije usled
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razlike molekulskih masa supstanci i skladiStima u biljnoj strukturi, kako potvrduju

eksperimentalna istraZivanja.

4.1.4. Odredivanje DPPH antioksidativne aktivnosti dobijenih ekstrakata mati¢njaka

Karakterizacija dobijenih ekstrakata mati¢njaka dvostepenom frakcionom ekstrakcijom
SKE i NKE odredivana je funkcionalnom analizom antioksidativne aktivnosti merenjem
kapaciteta neutralizacije slobodnih radikala (% RSC ). Primenjena metoda DPPH testa odreduje
antioksidativni kapacitet ekstrakata mati¢njaka i omogucava bolje razumevanje hemijskog
sastava dobijenih ekstrakata. Antioksidativna aktivnost ekstrakata je determinisana kao
sposobnost neutralizacije slobodnih radikala, koriS¢enjem DPPH metode, koja se zasniva na
doniranju atoma vodonika slobodnim radikalima. Rezultati DPPH testa su izrazeni kao % RSC,
pri ¢emu vece vrednosti % RSC pokazuju vecu antioksidativnu sposobnost. Antioksidativni
kapacitet dobijenih ekstrakata mati¢njaka je izrazen kapacitet neutralizacije slobodnih radikala.

Antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakata je prikazana na slici 32.
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Slika 32. Kapacitet ekstrakata mati¢njaka dobijenih HD, prvom frakcijom NKE na 10 MPa i 40
°C, drugom frakcijom NKE na 30 MPa i 40 °C, 30 MPa 1 100 °C, i SKE na 30 MPa i 25 °C da

neutraliSu slobodne radikale

Pokazalo se da najveci antioksidativni kapacitet pokazuje ekstrakt dobijen drugom
frakcijom NKE na 30 MPa i 40°C, zatim ekstrakt izolovan na NKE 30 MPa i 100°C, onda
ekstrakt dobijen prvom frakcijom NKE 10 MPa i 40-C, dok je etarsko ulje dobijeno HD i
ekstrakt dobijen SKE na 30 MPa i 25°C pokazali najslabiju antioksidativnu aktivnost od
dobijenih ekstrakata mati¢njaka, sa vrednostima neutralizacije slobodnih radikala od 34,1%,
26,0%, 19,7%, 12,6% i 1,3%, respektivno. Antioksidativna aktivnost se najces€e vezuje za
prisustvo i koli¢inu ukupnih fenola u ekstraktima po literaturnim podacima (Mimica-Dukic i sar,
2004; Atanassova i sar, 2011; Miron i sar, 2013; Babovic i sar, 2010; Babovic i Petrovic, 2011;

Canadanovi¢-Brunet i sar, 2008) pozitivna korelacija izmedu izraZenije antioksidativne
117

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije




DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

aktivnosti dobijenih ekstrakata mati¢njaka i hemijske kompozicije moZe biti pripisana prisustvu
timola i eugenola i1 vecih koli¢ina metil estara nezasi¢enih masnih kiselina (FAME) i njihovih

alkohola za razliku od ekstrakata sa manjom antioksidativnom aktivnos§cu.

4.2. Dobijanje potencijalnih hipolipemic¢nih ekstrakata iz grékog semena

4.2.1. Dobijanje ekstrakata bogatih diosgeninom iz grckog semena

Dobijanje ekstrakata bogatih sadrZajem diosgenina iz grckog semena NKE sa prethodnim
predtretmanom odmasc¢ivanja i hidrolizom, imalo je za cilj da obezbedi distiji ekstrakt bez
dodatnih lipidnih komponenata, oboga¢en diosgeninom, i kao takvog omoguéi njegovu

efikasniju primenu u funkciji kako hipolipemic¢ne aktivnosti, tako i kao steroidnog prekursora.

4.2.1.1. Znacaj predtretmana grckog semena

U ekstraktima dobijenim NKE grékog semena bez predtretmana (hidrolize) nije
identifikovan diosgenina Sto je u skladu sa postojecim literaturnim podacima (Petit 1 sar, 1995;
Liu i sar, 1995; Merkli i sar, 1997; Taylor i sar, 2000).

Proces odmas¢ivanja ulja 1 voskova nije neophodan za dobijanje ekstrakata bogatih
diosgeninom, ali ova faza tretiranja grckog semena je znacajna da bi se dobio ekstrakt sa vecim
udelom diosgenina. Ekstrakti dobijeni NKE bez primenjene hidrolize grékog semena, sa 1 bez
odmas¢ivanja su potvrdili ovu tvrdnju, Sto je prikazano u tabeli 14.

Znatno veli prinos ekstrakta (50-60%) je dobijen iz hidrolizovanog semena bez
odmas¢ivanja na 34 °C i 30MPa ili 20 MPa (0,068 Zekstrakta/ €om 1 0,028 Zeksirakia/Com, respektivno) u
odnosu na ekstrakt dobijen iz hidrolizovanog semena sa odmas¢ivanjem (0,061 gekstrakta/Ebm 1
0,022 gekstrakia/ Eom)- Slican efekat je prikazan i u ekstraktima dobijenim NKE na 25MPa i 40 °C i
za razliCito vreme esktrakcije: 0,081 geksirakia/gom za ekstrakt bez odmasSé¢ivanja 1 0,071g
Zekstrakta/ Zom Za €kstrakt sa primenjenim odmas¢ivanjem. Veci prinos diosgenina od 60-100%
(Mgdiosgenin/Eom) j€ Ostvaren iz gr€kog semena sa predtretmanom hidrolize, kojoj prethodi
odmas¢ivanje (0,56-1,36 mggiosgenin/Eom) U odnosu na ekstrakte dobijene NKE  samo sa
hidrolizom od predtretmana (0,36-0,80 mggiosgenin/€om). Prema pokazanim rezultatima, primena
odmas¢ivanja kao predtretmana grckog semena, 1ako postiZe prinos diosgenina nesto niZi nego u
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ekstraktima dobijenim bez odmas¢ivanja, primenjen je kao optimalniji nacin iz razloga Sto
omogucava dobijanje preciS€enijih ekstrakata sa udelom diosgenina iz hidrolizovanog gr¢kog

semena.

Tabela 14. Prinos totalnog ekstrakta i diosgenina u ekstraktu dobijenom NKE u zavisnosti od

predtretmana
Prinos totalnog ekstrakta Prinos diosgenina
(Zekstrakta/ bm) (Mg4isogenin/ Eom)

Uslovi NKE Bez Sa odmas¢ivanjem Bez Sa
odmas¢ivanja +hidroliza odmasS¢ivanja | odmas¢ivanjem
+hidroliza +hidroliza +hidroliza

34°C i 30MPa 0,068 0,061 0,72 0,44

34°C i 20MPa 0,028 0,022 0,56 0,36

40°C i 25MPa 0,081 0,071 1,36 0,80

4.2.1.2.Preliminarna analiza procesnih parametara na prinos ekstrakta i
diosgenina

Preliminarna analiza uticaja procesnih uslova NKE, pritiska i temperature kroz gustinu
CO, dala je uvid na prinos ekstrakta iz grékog semena. Razmatranje uticaja utroSenog CO,
tokom ekstrakcije kao vremena ekstrakcije je takode doprineo preliminarnoj analizi procesnih
uslova NKE.

Uticaj vremena trajanja ekstrakcije na prinos ekstrakcije i sastav diosgenina

Prikazano je da veci prinos totalnog ekstrakta moze biti ostvaren kada se vreme trajanja
procesa ekstrakcije povecava od 83 min, §to je predstavljalo utroSen NK CO; od 11 gco2/g bm, doO
155 min , 20 gco2/g bm utroSenog NK CO, prema biljnom materijalu. Uticaj vremena trajanja
ekstrakcije, odnosno koli¢ine utroSenog NK CO, po masi biljne sirovine u procesu ekstrakcije je

predstavljen na slici 33.
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Slika 33. Prinos totalnog ekstrakta u funkciji vremena trajanja ekstrakcije

Duzom ekstrakcijom (155-190 min) ostvaren je duplo veci prinos u poredenju sa
ekstrakcijom nakon 83 min. NKE na 190 min postignut je mali diferencijalni prinos ekstrakta na
odnosu na 155 min (10%). U daljim eksperimentima, vreme NKE na 155 min (koli¢inu
utroSenog NK CO; od 20 gco2/g bm) je uzeto kao orijentaciono za dalju analizu prinosa ekstrakta

kao i sadrZaja diosgenina na razli¢itim gustinama CO, (800-930 kg/m°).

Uticaj gustine NK CO; na prinos ekstrakcije i sastav diosgenina

Prinosi ekstrakata kao i udeli diosgenina u ekstraktu su definisani na razli¢itim

gustinama NK-COa,, $to je prikazano na slici 31.
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Slika 34. Prinos totalnog ekstrakta i udeo diosgenina u totalnom ekstraktu kao funkcija gustine

NK-CO,, za vreme trajanja ekstrakcije od 155 min, masa gr¢kog odmascenog 1 hidrolizovanog

semena je bila 40g £10%; protok NK-CO, kroz ekstraktor je bio 0,35 kg/h +5%.

Na gustini preko 830 kg/m’ prinos je bio iznad 6% a veé sa porastom gustine na 880

kg/m’ ostvaren je maksimalni prinos totalnog ekstrakta (aproksimativno 7%). Iako se na osnovu

ovoga ve¢ moZze pretpostaviti da se maksimalne veli¢ine prinosa kao i udela diosgenina u njemu

mogu posti¢i na gustini od otprilike 880 kg/m’, mnogo relevantnije je poéi od pretpostavke da se

povecanje prinosa postiZze na vrednostima gustina 830 kg/m3 1 da povecanjem gustine iznad 880

kg/m® prinos poveéava izmedu 6% i 7%.

Na osnovu rezultata ovih preliminarnih istraZivanja, sa manjim brojem eksperimenata,

odredeni su radni uslovi pritiska i temeprature, u vidu gustine NK-CO, iznad 830-840 kg/m’ na

1
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kojima se mogu definisati optimalni uslovi za izolovanje diosgenina iz grékog semena. Ove
pretpostavke izvedene iz preliminarne analize eksperimenata na istom ekstrakcionom vremenu
(155 min), su dalje precizirane i detaljnije analizirane primenom veceg broja eksperimenata na
razli¢itim pritiscima, temperaturama (gustine NK-CO,), kao i1 utroska NK-CO, (trajanja

ekstrakcije) primenom RSM 1 CCRD metodologije.

4.2.1.3.Definisanje optimalnih parametara NKE grckog semena za dobijanje

ekstrakata bogatih diosgeninom

Preliminarnim istrazivanjem odredeni su radni uslovi pritiska i temeprature u vidu opsega
gustina izmedu 830 i 880 kg/m3. Izbor parametara pritisaka (X;) 1 temperatura (X>) je definisao
malu razliku u gustinama. Povecanjem pritiska NKE povecava se gustina fluida i raste mo¢
rastvaranja, dok se povecanjem temperature povecava napon pare odredenih komponenata.
Prema molarnoj masi diosgenina, nije se mogao ocekivati veci uticaj temperature s obzirom da
ima mali napon pare, pa je analiza RSM bila od interesa da utvrdi uticaj temperature (X;) kao
jednog od parametra €iji je uticaj bitan za sadrZaj diosgenina u ekstraktu iz grckog semena.

Na osnovu preliminarnih istraZivanja sa formiranim ospegom radnih uslova, primenom
odgovarajuceg seta eksperimenata po RSM 1 CCRD dizajnu, istraZzivani su uticaji razli¢itih
parametara pritiska, temperature i koli¢ine utroSenog NK-CO; na prinos totalnog ekstrakta i udeo
diosgenina u njemu . Primenom seta kodiranih 1 nekodiranih promenljivih primenjenih u
eksperimentalnoj matrici, po formiranom dizajnu eksperimenata, izvrSena je RSM iCCRD
analiza procesnih uslova na totalni prinos ekstrakta i izolovanje diosgenina.

Kombinacijom pritisaka 1 temperatura iz seta eksperimenata formirane matrice, opseg
gustina primenjenih eksperimenata se kretao izmedu 800 to 930 kg/m’, obuhvatajuéi opseg
radnih uslova gustine NK-CO; definisanim u preliminarnom istrazivanju.

Temperatura od 40 °C je definisana kao centralna tacka u matrici eksperimenata, sa
opsegom primenjenih vrednosti od £10°C. Tako je temperatura od 30°C bila veoma blizu, ali
ispod kriti¢ne tatke NK-CO, (T.=31°C), primenjeni uslovi su definisani kao subkriti¢ni uslovi
CO; na poviSenom pritisku, s obzirom da je pritisak bio iznad kriti¢ne vrednosti (P,=7,38 MPa).

Utvrdivanjem gustine na ovim subkriti¢nim uslovima na povisenom pritisku CO,, utvrdeno je da
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je gustina fluida znatno veca nego za NK-CO,, ali da je mo¢ rastvaranja bila slabija, Sto se
objasnjava dijagramom parametra rastvorljivosti za razliita stanja gasa, tecnosti i natkriti¢nog

CO, prikazanog na slici 35 (Williams i sar, 2004).

3 (MPa)'?

Slika 35. Parametar rastvorljivosti CO, za razlicite faze stanja

Dizajn eksperimenata je primenjen sa tri nezavisne promenljive $to je rezultiralo sa ukupno 20
eksperimenata. Rezultati dobijenih prinosa totalnog ekstrakta i udela diosgenina u odnosu na

primenjene uslove matrice eksperimenata tri nezavisne promenljive (pritiska, temperature i

utroSenog NK-CO,) dati su u tabeli 15.
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Tabela 15. Prinos totalnog ekstrakta i diosgenina dobijenog NKE grckog semena

Run X X5 X3 Prinos totalnog Prinos diosgenina
[MPa] [°C] [2c02/gom] ekstrakta (Mg4isogenin/Ebm)
(Zekstrakta/ Sbm)
1 30 46 25 0,0988 0,6892
2 30 46 15 0,0837 0,5366
3 30 34 25 0,0825 0,5493
4 30 34 15 0,0611 0,5096
5 20 46 25 0,0522 0,5071
6 20 46 15 0,0414 0,4638
7 20 34 25 0,0500 0,5072
8 20 34 15 0,0227 0,3589
9 334 40 20 0,0487 0,2229
10 16,6 40 20 0,0417 0,2141
11 25 50 20 0,0637 0,8083
12 25 30 20 0,0723 0,7958
13 25 40 28,41 0,0738 0,7655
14 25 40 11,59 0,0505 0,4380
15 25 40 20 0,0718 0,7828
16 25 40 20 0,0738 0,7872
17 25 40 20 0,0735 0,7971
18 25 40 20 0,0794 0,7880
19 25 40 20 0,0787 0,7822
20 25 40 20 0,0776 0,7917

Kao $to je prikazano u tabeli 15, koli¢ina dobijenog ekstrakta koja se dobija iz tretiranog
grckog semena prethodnim odmas¢ivanjem i hidrolizom koja se mogla postignuti na
primenjenim procesnim uslovima je bila od 0,214 mggiosgenin/€om do 0,792 mggiosgenin/Eom, ili 0d
0,021% do 0,079%. Dobijeni rezultati su u rasponu sa literaturnim podatkom mikrotalasne
ekstrakcije diosgenina iz grékog semena od 0,097% do 0,159% ( Kaufmann i sar, 2007).

124

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

Poredenje dobijenih ekstrakata i prinosa diosgenina je moguée sa podatkom natkriti¢ne
ekstrakcije diosgenina iz T. terrestris ( Ghoreishi 1 sar, 2012). Autori su prinos diosgenina u
svom istrazivackom radu definisali “diosgenin recovery” definisan kao odnos prinosa ekstrakta
dobijenog natkriticnom ekstrakcijom sa prinosom ostvrenim primenom klasi¢ne Sokslet
ekstrakcije. Njithovi postignuti rezultati “diosgenin recovery” iz T. terrestris je bio od 20,7% do
84,2%, dok su vrednosti za diosgenin recovery izolovanja diosgenina iz grckog semena bili od
11,3% do 42,7% S§to je definisano na osnovu naSeg istrazivanja. Za razliku od prethodnih
literaturnih podataka o istraZivanju izolovanja diosgenina mikrotalasnom ekstrakcijom iz gr¢kog
semena, ili pak izolovanjem natkriticnom ekstrakcijom iz 7. Terrestris, samo u sluCaju naSeg
istrazivanja izolovanja diosgenina iz gr¢kog semena primenjeni su predtretmani semena

odmas¢ivanja .

4.2.1.4. RSM-CCRD analiza procesnih parametara na prinos ekstrakcije i sastav

diosgenina

Efekat pritiska, temperature i utroSka koli¢ine CO, na prinos diosgenina je definisan

kvadratnom jednac¢inom u funkciji ovih procesnih parametara prikazanim u jednacini (50):

Y= +0,79+0,034X, +0,021X; +0,072X; -0,20X,* +0,001564X,” -0,064X5°+0,007762X X+
+0,0000875 X;X3+0,0009875X,X3 (50)

Gde je Y prinos diosgenina [mg diosgenin/g biljnog materijala], a nezavisne promenljive su: Xj,

pritisak [MPa], X, temperatura [°C], i, X3 koli¢ina utroSenog NK CO; [gco2/Zbm]-

Primenom analize ANOVA determinisana je znacajnost uticaja procesnih parametara
preko odredenih koeficijenata na prinos diosgenina. Linearni i kvadratni efekat promenljivih, kao
i njihove medusobne interakcije su determinisane preko vrednosti koeficijenata dobijenih
analizom ANOVA. Analiza (ANOVA) je omogucila odredivanje prediktivnih vrednosti izlazne

veli¢ine (Y) iz jednaCine (50) kao prinosa diosgenina, koji je predstavljao odnos empirijske
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zavisnosti procesnih parametara i prinosa diosgenina i poredenje sa realnim eksperimentalnim

rezulatima, radi odredivanja statisticke preciznosti.

Odredeni regresioni koeficijenti analize ANOVA koji su predstavljali znacajnost

procesnih parametara na prinos diosgenina definisanih u jednacini (50) , kao 1 statisticki podaci

analize su prikazani u tabeli 16.

Tabela 16. Regresioni koeficijenti kvadratne jednacine za prinos diosgenina

Promenljive | Suma Stepen Srednji F vrednosti P vrednosti
kvadrata slobode kvadrati
X 0,016 1 0,016 5,12 0,0472
X> 6,274E-003 1 6,274E-003 2,05 0,1828
X3 0,071 1 0,071 23,21 0,0007
X, 0,60 1 0,60 197,32 < 0,0001
Xy 3,524E-005 1 3,524E-005 0,012 0,9167
X5 0,059 1 0,059 19,25 0,0014
XX 4,821E-004 1 4,821E-004 0,16 0,6999
X1 X3 6,125E-008 1 6,125E-008 2,000E-005 0,9965
XoX3 7,801E-006 1 7,801E-006 2,548E-003 0,9607
Model 0,74 9 0,082 26,68 < 0,0001
Lack of fit 0,030 5 6,092E-003 193,22 < 0,0001
Greska 1,577E-004 5 3,153E-005
Totalna 0,77 19
greska

R”=0,9600, Adj-R*=0,9240

Statisti¢kom analizom ANOVA testa determinisana vrednost R’ (0,9233), je pokazala

dobro slaganje modela sa eksperimentalnim podacima s obzirom da je njena vrednost veca od

0,8 (Andrich i sar, 2001).
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RSM/CCRD analizom uticaja procesnih parametara na prinos diosgenina pokazalo se da
je znacajan linearni i kvadratni uticaj utroSenog NK CO;, Sto se ogleda u vrednosti koeficijenata
statistiCke analize gde je p < 0,05. Interakcija procesnih uslova pritiska, temeprature 1 utroSenog
NK CO; nije bila od znacajnog uticaja na prinos diosgenina. Primenjena RSM analiza je
potvrdila rezultate preliminarnih istrazivanja i predvidanja, da su pritisak i utroSak NK CO,,
definisani kao X;, X3, X12,X32 znacajni parametri modela, Sto ukazuje da determinisanjem ovih

nezavisnih promenljivih mogu biti definisani optimalni uslovi za izolovanje diosgenina iz grékog
semena.

Analiza odzivnih povrSina 3-D dijagrama
Rezultati RSM analize uticaja analiziranih procesnih parametara na prinos diosgenina prikazani

su na slici 36.
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b) koli¢ine utroSenog NK CO; i pritiska c¢) koli€ine utroSenog NK CO; i temperature na prinos

diosgenina
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3-D i 2-D odzivne povrSine uticaja pritiska i temperature na prinos diosgenina su
prikazani na slici 36a. Na slici se zapaZza da se prinos diosgenina povecava sa povecanjem
pritiska, ali do vrednosti od 25MPa, nakon ¢ega se prinos diosgenina smanjuje sa svakim daljim
povecanjem pritiska za bilo koju vrednost temperature. Ovaj prikaz potvrduje prediktivne
tvrdnje preliminarne analize postizanja optimalnog prinosa diosgenina u dobijenim ekstraktima
na primenjenim vrednostima gustina u opsegu od 830 do 870 kg/m3 .

Slika 36b predstavlja 3-D 1 2-D odzivne povrsine uticaja pritiska i koli¢ine utroSenog NK
CO; na prinos diosgenina. Uticaj kolicine NK CO, za ekstrakciju odnosno vreme ekstrakcije
pokazuje da sa povecanjem utroSenog NK CO, znacajno se povecava i prinos diosgenina. Ovaj
prikaz potvrduje zapazanja preliminarne analize uticaja vremena ekstrakcije kroz koli¢inu
utroSenog NK CO,, na prinos ekstrakta kao $to je prethodno predstavljeno na slici 33, gde
povecanjem vremena trajanja ekstrakcije od 83 do 155min ima mnogo vec¢i efekat, nego nakon
155 min, Sto predstavlja utrosak NK CO, od 15 do 25gc02/gom. Nakon vrednosti utroSenog NK
CO;, po masi bilje sirovine za vreme ekstrakcije od 25gco2/2m, zZnatno manje povecanje se
postiZze u prinosu diosgenina u odnosu na povecanje utroSenog NK CO,, odnosno povecanjem
vremena ekstrakcije. Daljim povecavanjem vremena ekstrakcije bi dovelo do povecanja prinosa
koji bi bili neznatni, a to bi s druge strane vodilo do povecanja troSkova.

Na slici 36¢. Predstavljen je 3-D i1 2-D prikaz dejstva temperature na prinos diosgenina.
Povecanjem temperature smanjuje se gustina NK CO,, $to smanjuje sposobnost rastvaranja,dok
sa druge strane povecanje temperature dovodi do povecanja napona pare diosgenina koji moze
imati pozitivan efekat na rastvorljivost jedinjenja u NK CO,. Na 3-D dijagramu je zapaZeno
povecanje prinosa diosgenina sa povecanjem temperature, ali definitivno to povecanje nije bilo
od znacaja.

Zbog odredene znacajnosti uticaja linearnih i kvadratnih vrednosti procesnih parametara,
kao i njihove medusobne interakcije RSM analizom na prinos diosgenina, definiSu¢i pritisak i
utroSak NK CO; od znacaja, moguce je formirati pojednostavljenu jednacinu zavisnosti prinosa

diosgenina od uticaja procesnih parametara prikazanu po jednacini (51):

Y = 0,79 + 0,034x; + 0,072x; — 0,20x,2 — 0,064x5>  (51)
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Ova jednaCina se primenjuje za dobijanje ekstrakta bogatih diosgeninom (Y) na
pritiscima od 16,7 do 33,4 MPa (kodirane vrednosti za x; od —1,682 do +1,682) i za koli¢inu
utroSenog NK-CO; po masi biljnog materijala od 11,59 do 28,41 (kodirane vrendosti za x od
-1,682 do +1,682). Poredenje prinosa diosgenina, determinisanih jednacinom (50), sa
koeficijentima svih procesnih parametara ili jedna¢inom (51), gde figuriSu samo procesni
parametri od znacaja determinisani RSM analizom,(Y cal) 1 eksperimentalno dobijenih vrednosti
izolovanog diosgenina (Y exp) predstavljen je na slici 37. Veoma male razlike u koeficijentima
korelacije izmedu izraCunatih i eksperimentalnih vrednosti Y (r = 0,979 koriS¢enjem jednacine
(50) 1 primenom jednacine (51), r = 0,981) ukazuju na znacaj i efikasnost primenjene

RSM/CCRD analize.
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Slika 37. Poredenje vrednosti prinosa diosgenina Y, racunate jednac¢inom (50) i jednac¢inom (51).
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4.2.1.5. Definisanje optimalnih procesnih uslova NKE za dobijanje ekstrakata sa
visokim sadrzajem diosgenina

Prema primenjenoj RSM analizi optimalni uslovi za postizanje najve¢eh prinosa
diosgenina od 0,81 mggiosgenin/Zom su: 24,6 MPa; 43,5°C; i 20,87gco2/gom (koli¢ina utroSenog NK
CO;, po masi biljne sirovine, ili aproksimativno vremena trajanja ekstrakcije od 160 min).
Gustina NK CO, definisana na odredenim optimalnim uslovima pritiska i temperature je 860
kg/m3, Sto potvrduje pretpostavke na osnovu preliminarne analize korelacije prinosa diosgenina i
gustine NK CO,. Prethodno definisani optimalni uslovi za natkriticnu ekstrakciju diosgenina iz
T. terrestris su bili 23,1MPa, 55°C i 139,4min koji su priblizni definisanim uslovima za
diosgenin ekstrakciju iz grékog semena.

Rezultati optimizacije NKE diosgenina iz grékog semena, kao i1 prethodne studije
izolovanja diosgenina iz drugih biljaka, su pokazale da je uticaj temperature najmanji ili

zanemarljiv na prinos diosgenina.

4.2.2. Dobijanje ekstrakata bogatih sterolima, vitaminom E i vitaminom D iz gr¢kog
semena

Dobijanje ekstrakata bogatih sadrzajem totalnih sterola, vitamina E 1 vitamina D iz
gréckog semena NKE u Sirokom ospegu primenjenih procesnih uslova pritiska, temperature i
vremena ekstrakcije, imalo je za cilj da omoguc¢i dobijanje hipolipemic¢nih ekstrakata na
najefikasniji nacin, u S$to vecoj koncentraciji dobijenih aktivnih komponenata pri optimalnim
procesnim uslovima. Upravo razmatranje uticaja procesnih parametara na dobijanje ekstrakata
kako bi se postigao maksimalan sadrzaj sterola, vitamina E i vitamina D, kao i razumevanje
njihovih molarnih rastvorljivosti dovelo je do boljeg razumevanja 1 definisanja optimalnih uslova
za dobijanje ekstrakata bogatih ovim aktivnim komponenatama, kako bi se najpribliznije odredili

uslovi za dobijenje ekstrakta sa $to ve¢om koncentracijom sterola, vitamina E 1 D.
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4.2.2.1. Preliminarna analiza uticaja procesnih parametara na prinos ekstrakta i

sastava totalnih sterola, vitamina E i vitamina D

Uticaj gustine NK CO; na prinos ekstrakta i njegovog sastava

Primenjen princip preliminarne analize je bio sliCan kao 1 na primeru dobijanja ekstrakata
sa bogatim sadrzajem diosgenina iz gr€kog semena u odeljku 4.2.1.1. Uticaj procesnih
parametara pritiska i temperature u vidu gustine NK CO; na prinos totalnog ekstrakta iz grékog
semena, kao i na determinisan sadrzaj sterola, vitamina E i vitamina D u dobijenim ekstraktima.
U eksperimentima gustina NK CO, je bila u opsegu od 780 do 960 kg/m’, a prinos totalnog
ekstrakta definisan je nakon utroSenith 20 gCO; /gym. Standardna devijacija ove analize je bila
0,2%. Definisane koli¢ine totalnih sterola, vitamina E i D u dobijenom ekstraktu u zavisnosti od

gustine NK CO, za vreme ekstrakcije su prikazani na slici 38.
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Slika 38. Sastav sterola i vitamina E i D u dobijenim ekstraktima iz grékog semena u funkciji

gustine NK CO,
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Ostvaren prinos totalnog ekstrakta je bio 4 puta manji u odnosu na ostvaren prinos tokom
ekstrakata bogatih diosgeninom iz tretiranog grckog semena, kada je gréko seme prethodno
tretirano odmas¢ivanjem 1 hidrolizom (Bogdanovic i sar, 2016). Kao i kod NKE ekstrakta
bogatih diosgeninom, poslo se od pretpostavke da se na NKE pri gustini CO, od 860-886 kg/m3
mogu dobiti ekstrakti sa maksimalnom koncetracijom totalnih sterola, vitamina E i D. Odreden
sastav razli¢itih vrsta sterola u ekstraktu dobijenim iz grckog semena je bio izmedu 6,83% i

16,22%, $to se slaze sa prethodnim literaturnim podacima, Sto je i prikazano u tabeli 17.

Tabela 17. Eksperimentalni podaci determinisanih komponenata u ekstraktu dobijenom iz

grékog semena

Sadrzaj Mw Reference
g/100 g ekstrakta (g/mol)
Totalni steroli 6,83-16,22% Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Kampesterol 0,19-1,17 400,7 Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Sitosterol 2,48-6,47 414,7 Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Fukosterol 0,06-0,27 412,7 Cerdon, 1995; Brenac,
1996;
Cikloartenol hanolianol 1,87-2,17 426,7 Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Stigmastan-3,5 dien 1,01-2,17 396,7 Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Ostali 1,00-3,79 Ciftci, 2011; Cerdon,
1995; Brenac, 1996;
Tokoferol (vitamin E) 0,2-0,6% 430,71 Ciftci, 2011;
Triacilgliceroli® 89,1-90,0% 793-845 Ciftci, 2011;
Masne kiseline (FA) <5% 256-284 Ciftci, 2011;
(Ln; L; O; P, S)
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“vrste triacilglicerola: LnLnLn, LnLnL, LLLn, LnLnO, LnLnP, LLL, LnLO, PLLn, OLL, PLL,
OOL, PLO, PLP, OOQ: skrac¢enice: Ln-linoleinska, L-linolna, O-oleinska, P-palmitinska,S-

stearinska kiselina.

Zavisnost udela vitamina D 1 E, kao 1 njihovog odnosa od gustine CO; u procesu NKE

prikazana je na slici 36. Maksimalan prinos ekstrakata bogatih vitaminima E i D je ostvaren pri

gustini od 886 kg/m3 (1,30% 1 0,68% za vitamine D i E, redom). Sadrzaj oba vitamina u

dobijenom ekstraktu raste sa poveéanjem gustine NK CO, na 886 kg/m’® (400 % i 50% , za

vitamine D i1 E, redom) u odnosu na srednju vrednost sadrzaja vitamina pri drugim vrednostima

gustina CO,. Interesantno je i zapazanje da odnos vitamina D i E gradijentno raste sa

povecanjem gustine NK COs,.
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Slika 39. Procentualni udeo vitamina E i D u totalnom ekstraktu iz grckog semena
134

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije



DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

Uticaj vremena ekstrakcije na prinos ekstrakta i njegovog sastava

Preliminarna analiza uticaja vremena ekstrakcije odnosno koli¢ine utroSenog NK CO, po
masi biljne sirovine na gustini od 886 kg/m3 na prinos ekstrakta prikazana je na slici 40. Uticaj
vremena ekstrakcije je ispitan za utroSak NK CO; do 28,4 gCOy/ gpm. Primeceno je da se
prirastaj prinosa ekstrakta nakon utroSenih 11,6 gCO,/ g,n ne menja znaCajno . Zapazen je
linearni trend odnosa izmedu prinosa ekstrakta i vremena ekstrakcije, odnosno utroska NK CO,

po biljnoj masi grékog semena za vreme procesa ekstrakcije.
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Slika 40. Prinos ekstrakta na gustini od 886 kg/m’ u zavisnosti od koli¢ine utrosenog NK CO,

(vremena ekstrakcije)
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4.2.2.2. RSM-CCRD analiza procesnih parametara na prinos ekstrakcije i sastav

totalnih sterola, vitamina E i vitamina D

Na osnovu preliminarnih rezultata istraZzivanja uticaja razli¢itih gustina NK CO,
promenom pritisaka 1 temperatura, 1 vremena ekstrakcije, odnosno utroSka NK CO, na prinos
ekstrakta, pristupljeno je detaljnijoj analizi uticaja procesnih parametara natkriticne ekstrakcije
na prinos ekstrakta , i sadrzaj totalnih sterola, vitamina E i D , primenom RSM i CCRD analize,
definisanjem pritiska, temperature i utroSka NK CO; kao kodiranih parametara X;, X; i X3

formiraju¢i set eksperimenata po sistemu CCRD dizajna matrice prikazanim u tabeli 18.

Tabela 18. Kodirani i nekodirani nivoi nezavisnih promenljivih u RSM dizajnu optimizacije.

Kodirani nivoi Pritisak Temperatura UtroSak
Xi;i=1,2,3 (MPa) °O) NK CO,
(gC0O2/g bm)
-1,682 16,6 30 11,6
-1 20 34 15
0 25 40 20
+1 30 46 25
+1,682 334 50 28,4

Na osnovu matrice formiran je set od 20 eksperimenata, nakon kojih je odreden prinos
totalnog ekstrakta dobijenog iz 40 g grékog semena i analiziran udeo totalnih sterola, vitamina E
1 vitamina D u ekstraktu ( %), dobijenom primenom razliitith procesnih uslova prikazanim u

tabeli 19.
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Tabela 19. Eksperimentalni dizajn primenom CCRD analize, sa rezultatima prinosa ekstrakta,

totalnih sterola, vitamina E i vitamina D u njima.

Kodirane promenljive Prinos Totalni Vitamin Gustina
Broj ekstrakta steroli E D NK CO, ,
X1 X2 X3 (8eks/100gm) Udeo u ekstraktu, % (kg/m)
1 1 1 1 2,5 9,49 0,73 0,31 900
2 1 1 -1 2,09 11,20 0,84 0,53 900
3 1 -1 1 2,00 8,74 0,57 0,42 957
4 1 -1 -1 1,47 10,60 0,65 0,39 957
5 -1 1 1 2,34 11,86 1,08 0,39 791
6 -1 1 -1 2,09 11,41 1,01 0,45 791
7 -1 -1 1 2,07 10,90 0,86 0,56 869
8 -1 -1 -1 2,00 10,61 0,76 0,38 869
9 1,682 0 0 2,55 6,83 0,71 0,25 953
10 -1,682 0 0 1,97 8,83 1,10 0,31 779
11 0 1,682 0 2,36 11,66 0,75 0,42 834
12 0 -1,682 0 1,50 10,36 0,38 0,45 922
13 0 0 1,682 2,56 13,32 1,07 0,60 886
14 0 0 -1,682 1,95 14,50 1,08 0,63 886
15 0 0 0 2,14 16,21 1,41 0,72 886
16 0 0 0 2,23 16,20 1,43 0,71 886
17 0 0 0 2,21 16,31 1,40 0,72 886
18 0 0 0 2,44 16,08 1,43 0,71 886
19 0 0 0 2,41 16,18 1,42 0,72 886
20 0 0 0 2,55 16,22 1,42 0,70 886
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Primenom ANOVA analize determinisana je znacajnost uticaja procesnih parametara
preko regresionih koeficijenata na izlazne veli¢ine kao Sto su prinos totalnog ekstrakta, i udeli
totalnih sterola, vitamina E 1 D u dobijenom ekstraktu. Linearni i kvadratni efekat promenljivih,
kao i njihove medusobne interakcije su determinisane preko vrednosti koeficijenata dobijenih
analizom ANOVA. Analiza (ANOVA) je omogucila odredivanje prediktivnih vrednosti izlazne
veli¢ine (Y) po kvadratnoj jednacini (45) kao prinosa totalnog ekstrakta, udela totalnih sterola,
vitamina E 1 D, koji je predstavljao odnos empirijske zavisnosti procesnih parametara 1 izlaznih
veli¢ina 1 poredenje sa realnim eksperimentalnim rezulatima, radi odredivanja statistiCke
preciznosti.

Regresioni koeficijenti koji su predstavljali vrednosti uticaja procesnih parametara na
izlazne veliCine po kvadratnoj jednacini prikazani su u tabeli 20.

Zbog odredene znacajnosti linearnih i kvadratnih vrednosti procesnih parametara, kao i
njihove medusobne interakcije, RSM analizom definisani regresioni koeficijenti su omogucili
formiranje jednacine uticaja procesnih uslova pritiska, temperature i utroSenog CO; na prinos

totalnih sterola, vitamina E i vitamina D (52a-d):

Y ol eksrak=  2,33+0,039X; +0,21X, +0,17X5 —0,039X,2 —0,16X,% -0,041X524+0,095X X0+
+0,078X, X3+ 7,5-10°X,X; (52a)

Y wotamni steroi=  16,20-0,59X, +0,39 —0,35X3 —2,96 X, —1,83X,% —0,81X32-0,051X, X,
—0,54X, X5+ 0,039X,X; (52b)

Yoiamng= 1,42-0,12X; +0,11X5 —2,7-107X;5 —0,18X,2 —0,30X,2 —0,12X32-0,015X; X,
~0,045X,X5— 7,5-107X,X; (52¢)

Yoiaminp= 0,71-0.017X; — 8,82:107X, — 8,82-10°X; —0,15X;% 0,098 X, -
0,034X52+0,016X,X>—0,039X,X;5— 0,061X>X; (52d)
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Tabela 20. Znacaj regresionih koeficijenata kvadratne jednacine za izlazne veliine prinosa

totalnog ekstrakta, sterola, vitamina E 1 vitamina D

Promenljive | Prinos totalnog Prinos totalnih Prinos vitamina E Prinos vitamina D

ekstrakta sterola (% m/m) (% m/m)

(%) (% m/m)

RC p- RC p- RC p- RC p-
vredno vrednost vrednost vrednost
st

Konstante 2,33 | 0,0102 16,20 | <0,0001 1,42 | <0,0001 0,71 | <0,0001
X 0,039 | 0,4521 -0,59 | <0,0001 -0,12 | <0,0001 -0,017 | <0,0001
X2 0,21 | 0,0016 0,39 | <0,0001 0,11 | <0,0001 | -8,82:10” 0,0003
X3 0,17 | 0,0075 0,35 | <0,0001 | -2,70-10” 03128 | -8,82:107 0,0003
X, -0,039 | 0,4431 -2,96 | <0,0001 -0,18 | <0,0001 -0,015 | <0,0001
X, -0,16 | 0,0097 -1,83 | <0,0001 -0,30 | <0,0001 -0,098 | <0,0001
X;5° -0,041 | 0,4234 -0,81 | <0,0001 -0,12 | <0,0001 -0,034 | <0,0001
X1Xa 0,095 | 0,1774 | -0,051 0,0201 -0,015 0,0011 0,016 | <0,0001
Xi1X3 0,078 | 0,2639 | -0,540 | <0,0001 -0,045 | <0,0001 -0,039 | <0,0001
X2X3 7,5-107 | 0,9111 0,039 0,0633 7,5-107 0,0471 -0,061 | <0,0001
Lack of fit 0,2889 1,00 0,9023 0,9893

R’ 0,8155 0,9998 0,9996 0,9993

Adj R* 0,6495 0,9997 0,9992 0,9986

Pred-R” 0,0115 0,9998 0,9988 0,9985

RC-regresioni koeficijenti

Fitovanje modela ANOVA sa rezultatima totalnog ekstrakta, sterola, vitamina E i

vitamina D izrazeno kroz vrednost "lack of fit" nije bilo znacajno (p > 0,05), ukazuju¢i na

dobro slaganje rezultata i modela. Vrednosti koeficijenta R* za statisticku preciznost modela i

rezultata za totalni ekstrakt, sterole, vitamin E i vitamin D (Tabela 20) ukazuju na dobro

slaganje izraCunatih vrednosti izlaznih veli¢ina po RSM modelu kvadratne jednaCine sa
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eksperimentalnim rezultaima za NKE na razliitim razli¢itim procesnim uslovima pritiska,
temeprature i utroSenog NK CO; tokom procesa ekstrakcije (Andrich 1 sar, 2001).

Nezavisne promenljive koje su znacajno uticale na prinos totalnog ekstrakta (jednacina
52a) su linearna i kvadratna forma temperature (X) i linearna forma utroSka NK CO, (X3).
Koeficijenti Rz, adj Rz, 1 predRz, sa vrednoS¢u od 0,9998, 0,9996 i1 0,9986 (jednacine 52b-d), su
ukazali na dobro slaganje prediktivnih i dobijenih rezultata prinosa sterola, vitamina E i vitamina
D, prema metodologiji odzivnih povrSina. Znacajan uticaj nezavisnih promenljivih (p < 0,05) na
sve tri izalazne veli€ine totalnih sterola, vitamina E i vitamina D su pokazale linearne i kvadratne
forme pritiska i temperature (X, Xlz, X, Xzz) 1 kvadratna forma utroska NK CO, (X32), kao 1
forme koje predstavljaju interakcije medu nezavisnim promenljivim veli¢inama (Tabela 20).

Ove podatke podrzavaju prethodni rezultati koji pokazuju da su prinosi sterola 1 vitamina
E i D, uslovljeni pritiskom pri konstantnoj temperaturi (Slika 38). RSM analiza pokazuje da se
optimalnim pritiskom i temperaturom NKE dobija ekstrakt sa najve¢im sadrZajem sterola i

vitamina.

Analiza odzivnih povrSina 3-D dijagrama

3-D odzivne povrsine i konturni dijagrami za svaki od fitovanih modela su konstruisani
kako bi dali vizuelni uvid u uticaj pritiska, temperature i utroSka NK CO, na totalni prinos (slika
41) i udeo totalnih sterola, vitamina E i vitamina D u totalnom ekstraktu (slika 42a, 42b 1 42¢).

Temperatura je znaCajno uticala na prinos ekstrakta sa fenomenom zvanim
"crossover” prikazanim na slici 41. Taj fenomen predstavlja pojavu da na nizoj temperaturi (oko
kriti¢ne tatke NK CO;) postoji negativan uticaj povecanjem pritiska, dok sa druge strane na
viSim temperaturama (iznad kriticnih NK CO,) prinos ekstrakta raste sa porastom pritiska
tokom svih zadatih eksperimentalnih vrednosti (Xu i sar, 2011; Ozkal i sar, 2005; Liu 1 sar,

2009).
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utroska NK CO,, respektivno.
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Odzivne povrSine koje su pokazale zavisnost prinosa totalnog sterola u odnosu na
procesne parametra NKE pritiska, temeprature i utroSka NK CO, prikazane su na slici 42a. Na
osnovu ovih povrSina moze se zakljuciti da i pritisak 1 temperatura uti¢u na povecanje prinosa
totalnih sterola, ali samo do vrednosti pritiska od 25 MPa; odakle daljim povecanjem pritiska
dolazi do smanjenja sadrzaja sterola u ekstraktu na svim vrednostima temperature. Sli¢an uticaj
pritiska 1 temperature na sadrzaj vitamina E 1 vitamina D u ekstraktu je prikazan na slikama 42b
i 42c. Poznato je da napon pare odredenih jedinjenja zavisi od temperature, koja ima uticaj na
njihovu rastvorljivost u NK CO;, dok gustina NK CO; uslovljena pritiskom i temperaturom ima
generalni uticaj na efikasnost ekstrakcije i odreduje mo¢ rastvaraca.

3-D ilustracije pokazuju i uticaj pritiska i utroska NK CO, na sadzZaj totalnih sterola u
ekstraktu . Prinos totalnih sterola raste sa povecanjem utroska NK CO,, ali samo do vrednosti od
25 gCO,/gpm 1 nakon ove vrednosti dolazi do smanjenja sadrzaja sterola u ekstraktu . Sli¢an
uticaj temperature i koli¢ine utrosenog NK CO; je prikazan za prinos totalnih sterola, pri cemu
je zapazen stalni porast u prinosu totalnih sterola sa porastom oba parametra temperature i
utroSka NK CO; sve do vrednosti od 40 °C i 25 gCOy/ gy ali nakon ovih vrednosti prinos sa
njihovim daljim povecanjem opada. Sli¢na tendencija uticaja procesnih parametara (pritiska,
temperature i utroSka NK CO,) je uocena na prinos vitamina E i vitamina D kao i Sto je
prikazano na slikama 42b 1 42c.

Na poviSenim temperaturama, komponente sa vefim molarnim masama (kao §to su
triacilgliceroli u poredenju sa sterolima i vitaminom E i vitaminom D, u slu¢aju grékog semena)
su neznatno prisutnije u ekstraktu kao rezultat njihove povecane isparljivosti na ovim uslovima.
Steroli 1 vitamini prisutni u grékom semenu su u manjim i ograni¢enim koli¢inama u odnosu na
triacilglicerole. S toga, kao komponente sa ve¢om isparljivoS¢u, one su prisutne u vecoj koli¢ini 1
u ekstraktima dobijenim na niZim temperaturama. Efikasnost NKE se povecava sa povecanjem
pritiska i1 temperature, ali se menja i sastav dobijenog ekstrakta i dolazi do smanjenja koli¢ine
prisutnih sterola i vitamina u ekstraktu. Ovi rezultati potvrduju preliminarnu analizu, pri kojoj su
definisane odredene vrednosti gustine NK CO; pri kojima se dobija ekstrakt sa najveé¢im

sadrzajem sterola i vitamina, kao Sto je i prikazano na Slici 38.
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Slika 42. Odzivne povrsine kao ilustracija uticaja pritiska, temperature i utroSka NK CO; na
izolaciju: a) totalnih sterola b) vitamina E i ¢) vitamina D.

4.2.2.3.Definisanje optimalnih procesnih uslova za NKE izolovanje totalnih sterola,

vitamina E i vitamina D

RSM analiza je primenjena sa ciljem da se definiSu optimalni uslovi NKE za postizanje
maksimalnih vrednosti u isto vreme za sve izlazne veliCine totalnog prinosa ekstrakta, izolaciju
sterola, vitamina E i vitamina D.

Vrednosti pritiska, temperature i utroSka NK CO,, koji predstavljaju uslove na kojima je
moguce posti¢i optimalne uslove NKE, kao i maksimume za pojedinacne veliCine totalnog
ekstrakta, totalnih sterola, vitamina E i vitamina D kao sub-optimumi prikazani su u tabeli 21.

Prema RSM analizi zajednic¢ki optimalni uslovi za postizanje maksimuma i najveceg
prinosa totalnog ekstrakta (2,573g/100gy,) su bili: 27,0 MPa; 42,6 °C; i 24,6 2co2/gom (koli¢ina
utroSenog NK CO,). Nizi pritisak (22,8- 24,8 MPa), kao i temperatura (39,9- 42,0 °C ) i koli¢ina
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utroSenog NK CO; (19,0-19,7 gco2/gom) su bili potrebni za postizanje maksimalnih koli¢ina
totalnih sterola, vitamina E 1 vitamina D u dobijenim ekstraktima, kako je prikazano u Tabeli 21.

Primenjena je i1 globalna optimizacija za definisanje sub-optimalnih vrednosti za
postizanje maksimalnih vrednosti istovremeno za sve Cetiri zavisne promenljive (prinos totalnog
ekstrakta, totalnih sterola, vitamina E i vitamina D). Rezultat ove optimizacije ima neznatno
razli¢ite vrednosti u poredenju sa rezulatima optimizacije za postizanje pojedinacnih maksimuma
svake od zavisnih promenljivih, prikazanih u Tabeli 21. Pri optimalnim vrednostima globalne
optimizacije za sve zavisne promenljive, postignut je prinos totalnog ekstrakta od 2,39g/100gpm,
koji sadrzi 16,14%, 1,43% 1 0,70% totalnih sterola, vitamina E i vitamina D u dobijenom
ekstraktu, respektivno. Koli¢inu dobijenog ekstrakta je moguce ostvariti pri slede¢im procesnim

uslovima: 24,7 MPa, 41,1 °C i utroSkom NK CO; od 21,0 gco2/gbm.

Tabela 21. RSM reSenja optimizacije (globalni optimumi i sub-optimalni uslovi)

Uslovi NKE za postizanje maksimalnog prinosa sterola, vitamina E i D prema dobijenom

ekstraktu
Maksimalan prinos totalnog ekstrakta
(g/100gym) 1 njegovih specificnih sastojaka
NKE parametri za maksimalne veli¢ine (%om/m)
Totalni

Pritisak | Temperatura | UtroSak NK CO, | Totalni steroli

(MPa) °O) (gC0Oy/g) ekstrakt Vitamin E | Vitamin D
24,7 41,1 21,0 2,39 16,14 1,43 0,70

NKE parametri za postizanje pojedina¢nih maksimuma prinosa totalnog ekstrakta, i

odgovarajuéih maksimuma sterola ili vitamina E ili vitamina D

27,00 42,58 24,62 2,573

24,59 40,62 19,05 16,278

22,81 42,01 19,66 1,436

24,717 39,85 19,59 0,714
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4.2.2.4. Odredivanje molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta

Molarna rastvorljivost totalnog ekstrakta je definisana koriS¢enjem podataka o njihovim
postignutim prinosima za utroSak NK CO, od 11,6 g/g,m. Merenjem prinosa ekstrakta od pocetka
do vremena ekstrakcije za koju se utro$i NK CO, u vrednosti od 11,6 g/gym, €iji je odnos bio
linearan za razlicite vrednosti pritiska i temperature, odredena je masena rastvorljivost totalnog
esktrakta (s, g/gcoz). Odreden sadrzaj sterola, vitamina E i vitamina D u totalnom ekstraktu je
primenjen u matematickoj simulaciji odredivanja njihovih masenih rastvorljivosti u NK CO,. Na
osnovu molarne mase CO, (44 g/mol) i molarne mase totalnog ekstrakta (raCunate na osnovu
njegovih konstituenata i njihovih udela, a najve¢i udeo su ¢inili triacilglliceroli sa oko 85%
sastava prikazanim u tabeli 17, iz ¢ega je molarna masa ekstrakta izracunata kao 850 g/mol),
zatim molarne mase sitosterola kao predstavnika totalnih sterola (415 g/mol), molarne mase
tokoferola (vitamin E, 430 g/mol) i vitamina D3 (384 g/mol), odredivana je molarna
rastvorljivost totalnog ekstrakta kao i njegovih molskih frakcija izolovanih sterola, vitamina E i
vitamina D (Sj; i=totalni ekstrakt, steroli, vitamin E i vitamin D, mol/molco;) i prikazan u tabeli
23.

Pokus$aj korelisanja molarne rastvorljivosti ekstrakta u zavisnosti od gustine NK CO, u
log-log sistemu po Krastilovoj jednacini, nije dao zadovoljavajuce rezultate (Chrastil, 1982).
Polazna tvrdenja i hipoteze za definisanje molarne rastvorljivosti su bile na osnovu preliminarnih
istrazivanja zavisnosti prinosa ekstrakta od gustine NK CO,; (slika 40) pri ¢emu je definisano
postizanje maksimuma prinosa ekstrakta pri gustini CO, od 880 kg/m’. Primenjene su i ostale
korelacije 1 jednakosti koje su iskoriS¢ene za korelaciju logaritamske vrednosti NK CO,
rastvorljivosti pojedinih organskih jedinjenja i gustine NK CO, , kao 1 odnos logaritamskih
vrednosti NK CO, gustine 1 pritiska na ekstrakciju jedinjenja velikih molekulskih masa pri
konstantnoj temperaturi ( Fornari i1 sar, 2011). Ovaj oblik korelacije dat je kao zavisnost
logaritamske vrednosti molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta [In(pCO,)/P] pri ekstrakciji na
razli¢itim temperaturama ali ni on nije dao zadovoljavajuce rezultate. JoS neki od empirijskih
modela za korelaciju molarne rastvorljivosti razlicitih jedinjenja natkriticnom ekstrakcijom na
razli¢itim pritiscima 1 temepraturama su prikazani u literaturi (Keshmiri 1 sar, 2014).

Analiza razlicitih uslova ekstrakcije i1 optimizacije NKE razli¢itih bioaktivnih
komponenata (B-karoten, likopen i a, b, ¢ i a-tokoferol) iz semena je omogucena primenom

metodologije bazirane na odredivanju Hildebrandovog parametra rastvorljivosti (SP) (Kagliwal,
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2011; Hildebrand, 1936). Po sli¢noj metodologiji je odredivan i uporedivan SP triacilglicerola,
sitosterola, tokoferola i vitamina D3 kao i NK CO; na razliitim vrednostima pritiska i
temperature u nasem istraZivanju odredivanja rastvorljivosti totalnog ekstrakta, sterola, vitamina
E i vitamina D u NK CO; na razli¢itim uslovima pritiska i temperature.

Sa ciljem da se objasni i razume molarna rastvorljivost totalnog ekstrakta i molskih udela
sterola, vitamina E i vitamina D (mol/molco;) na razli¢itim uslovima NKE, kao i da se utvrdene
zavisnosti koriste u prediktivne svrhe za neke druge uslove NKE, odredivani su parametri
rastvorljivosti komponenata ekstrakta dobijenog iz gr€kog semena (triacilglicerola, sitosterola,
tokoferola, i vitamina D3), kao i NK CO,. Poredena je rastvorljivost razlicitih grupa jedinjenja
identifikovanih u ekstraktima dobijenim na razli¢itim uslovima NKE (Kagliwal, 2011; Li i sar,
2015, Li i sar, 2003).

Zavisnost rastvorljivosti pojedinih grupa jedinjenja u ekstraktu izraCunata koriS¢enjem

jednacinama (46)-(49) od temperature i pritiska NKE prikazana je na slici 43.
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Slika 43. Parametar rastvorljivosti B-sitosterola, a-tokoferola i vitamina D5 kao funkcija
temperature 1 parametar rastvorljivosti NK CO, kao funkcija temperature 1 pritiska.
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Uporedivanjem definisanih vrednosti ~ parametara rastvorljivosti razliitih grupa
jedinjenja (sterola, vitamina E, vitamina D, triacilglicerola) u odnosu na izracunate vrednosti za
NK CO,, bi predstavljali vecu rastvorljivost odredenih grupa jedinjenja u NK CO, na razli¢itim
procesnim uslovima p i T, ukoliko je bila manja razlika u definisanim vrednostima parametara
rastvorljivosti, Sto je omogucilo 1 postizanje veceg prinosa datih komponenata u dobijenim
ekstraktima (Kagliwal i sar, 2011).

Odredivanje parametra rastvorljivosti triacilglicerola je poistove¢eno sa moguénoséu da
se predvidi parametar ratsvorljivosti totalnog ekstrakta, s obzirom da je njihov udeo u ekstraktu
bio oko 85% . Parametar rastvorljivosti triacilglicerola je definisan uzimanjem linolne kiseline
(LLL) kao najviSe zastupljene, za predstavnika svih triacilglicerola.

Sa slike 43 vidi se da se pritisak pozitivno utie na prinos ekstrakta iz gr€kog semena
dok porast temperature u prikazanom opsegu od 30 °C do 50 °C ne uti¢e znacajno na prinos. Na
konstantnoj temperaturi, smanjuje se razlika izmedu parametara rastvorljivosti rastvoraka i
rastvaraca, Sto bi znaCilo postizanje vecih prinosa ekstrakta, kao i njegovih komponenati
triacilglicerola, sterola, vitamina E i vitamina D. Poveéanjem pritisaka, povecava se i
temperatura formirajuci odredene uslove na kojima se medu parametrima rastvorljivosti definiSe
najmanja razlika, pa postoji razlog da ti uslovi predstavljaju optimalnu gustinu, koja je u
preliminarnom istraZivanju ukazivala na optimalne vrednosti ekstrakcije (886 kg/m®), odnosno
optimalna vrednost parametra X koji je odreden uslovima temperature i pritiska.

Prema ovim pretpostavkama, odnos molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta i molskih

udela njegovih konstituenata je analiziran i korelisan sa parametrom X po jednacini (53):
X=T"I(SP*Ipcon) (53)

Ovaj parametar zavisi od pritiska, gustine NK CO, 1 odnosa parametara rastvorljivosti
(SP*) razlic¢itih komponenata, koje su glavni sastojci ekstrakata dobijenih iz grékog semena (Spi;
1 = triacilgliceroli, sitosterol, vitamin E i1 vitamin D) i parametra rastvorljivosti NK CO; (SPcop).
Odredivanje SP*, izraCunavanjem i poredenjem SP triacilglicerola, sitosterola, vitamina E i
vitamina D kao i NK CO; na razli¢itim procesnim uslovima pritiska i temperature je prikazan u

prilogu b, a rezultati prikazani u tabeli 22.
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Tabela 22. Temperatura, gustina NK CO, 1 izraCunat parametar SP*

Temperatura (K) Gustina (SP*) = (SPex/SPco2)
(kg/m3) Ekstrakt Steroli Vitamin E | Vitamin D
1 319,15 791 1,409 1,373 1,697 1,447
2 323,15 831 1,339 1,304 1,612 1,374
3 307,15 869 1,289 1,258 1,555 1,327
4 313,15 886 1,261 1,230 1,520 1,297
5 319,15 900 1,239 1,207 1,491 1,272
6 307,15 957 1,171 1,143 1,412 1,205

Odredene determinisane X vrednosti i odgovarajuc¢e eksperimentalne stvarne vrednosti
molarne rastvorljivosti totalnih ekstrakata i molskih udela komponenata prikazani su u tabeli 23.
Ideja o definisanju X parametra kao nezavisne veli¢ine potice od Cinjenice da su definisane
kolicine sterola i vitamina uspesSno korelisane sa gustinom NK CO; (Sto je prikazano na slici 38),
kao i da je parametar X linearna funkcija gustine NK CO, X parametar ukljucuje i temperaturu,
kao bitan procesni parametar. S toga korelacija eksperimentalno odredenih molarnih gustina sa

parametrom X mora biti priblizna relaciji prikazanoj na slici 38.

Tabela 23. IzraCunate vrednosti X parametra i eksperimentalno odredene molarne rastvorljivosti

totalnog ekstrakta, sterola, vitamina E i vitamina D

Aleksandra M. Bogdanovi¢, master inZ.tehnologije

Molarna rastvorljivost ekstrakta, sterola i
X:TO’S/(SP *pco2) vitamina (mol/molcoy)
Ekstrakt | Steroli | VitE Vit D Ekstrakt Steroli | VitE Vit D
10° 10° 10° 10°
1] 10,029 | 10,292 | 8,327 9,766 8,904 2,12 0,184 0,083
2| 11,156 | 11,456 | 9,267 10,872 9,486 2,26 0,141 0,088
31 11,815 | 12,106 | 9,794 11,476 8,180 1,80 0,131 0,085
4 12,433 | 12,747 | 10,314 12,088 9,320 3,03 0,252 0,144
51 12,977 | 13,321 | 10,784 12,640 9,200 1,95 0,143 0,086
6| 14,323 | 14,674 | 11,878 13,919 6,970 1,38 0,084 0,063
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Slika 44 predstavlja odnos izmedu molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta kao i molskih udela

sterola i vitamina, kao funkcije parametra X=70’5/(SP*/pc02).
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X=p. T**ISP* (kg.m°.K*?)
Slika 44. Molarna rastvorljivost ekstrakta, sterola, vitamina E i vitamina D kao funkcija
parametra X.

Molarna rastvorljivost totalnog ekstrakta (Sj), i molskih udela sterola, vitamina E i D (yi)

definisana je polinomom drugog reda prema parametru X po jednacini (54):
Si (ili yi) = a; + bi*X + ¢¥X? (54)
gde je i=totalni ekstrakt, steroli, vitamin E i vitamin D.

Definisane vrednosti koeficijenata a, b 1 ¢ iz jednacine (54) prikazane su u tabeli 24.
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Tabela 24. Koeficijenti a, b i ¢ polinoma drugog reda (Jednacina 54)

Koeficijent Totalni ekstrakt Steroli Vitamin E Vitamin D
al0’ -22,10 -15,39 -1,044 -0,947

b. 10° 5,493 2,972 0,260 0,0181
c.10" 2,412 -1,244 -0,138 -0,0775

X koef. koji definiSe | 11386 11945 9410 11652

Si,max lh Y i.max

Optimalna pcop kg/m3 830-870 870 830 886
koja definise

Si,max ili Y imax

Optimalna 310-320 310 315-320 310-315

temperatura, K

Optimalni pritisak, 20-25 20-25 20-25 20-25
MPa

Odredivanje optimalnih uslova na kojima je najveéa molarna rastvorljivost totalnog
ekstrakta kao i molskih udela sterola, vitamina E i vitamina D u ekstraktu potvrduju rezultate
prethodnih istrazivanja, analize prinosa totalnog ekstrakta u odnosu na gustinu NK CO, i mnogo
sveobuhvatniju i detaljniju analizu, RSM i CCRD metodologiju analize uticaja procesnih
parametara na prinos ekstrakta i njegovog sastava i definisanja optimalnih uslova NKE. Pokazalo
se da definisana optimalna vrednost parametra X, moZe biti od Kkoristi za odredivanje i
definisanje optimalne molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta, kao i molskih udela njegovih

konstituenata sterola, vitamina E 1 vitamina D, kao Sto je 1 prikazano u Tabeli 24.

Odnos izmedu odredenih vrednosti molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta i molskih

udela sterola, vitamina E 1 vitamina D 1 eksperimentalnih vrednosti stvarnih molarnih
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rastvorljivosti totalnog ekstrakta, molskih udela sterola, vitamina E i vitamina D, izracunat

pomocu jednacine 54, je prikazan na slici 45.
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Slika 45. Poredenje izraCunatih (jednacina 54) i eksperimentalnih stvarnih vrednosti molarnih
rastvorljivosti totalnog ekstrakta, 1 molskih udela sterola, vitamina E i vitamina D. Koeficijent

korelacije ove zavisnosti je 1°=0,992.

Rezultati eksperimentalnno definisanih stvarnih molarnih rastvorljivosti totalnog
ekstrakta su priblizni podacima drugih autora za njihovo definisanje iz drugih biljnih sirovina.
Stvarna rastvorljivost totalnog ekstrakta odnosno triacilglicerola kao glavne komponente
ekstrakta (85%) grékog semena je u opsegu 0,7-1%10 (mol/molcoy), dok su rezultati drugih
autora zabelezili vrednosti od 0,7-8,8*10'3 u slucaju ekstrakcije kukuruza i 0,2-9,9*10'3 u

slu¢aju ekstrakcije suncokreta (Yu i sar, 1994; Temell i sar, 2000; Soares i sar, 2007). Definisana
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molarna rastvorljivost molskih udela sterola je bila u u opsegu od 1-3*107, §to je priblizno
vrednostima zabeleZenim za stigmasterol i holesterol, 0,2-6*10'5 1 0,23-14,5*10'5, respektivno
(Li i sar, 2015; Yun i sar, 1991; Giiclii-Ustiindag i sar, 2004). Veéa razlika je primeéena u
determinisanim vrednostima molskog udela vitamina E i vitamina Ds, u opsegu od 1-2,5%10° i
6-15%107, respektivno,po prethodnim istraZivanjima molarne rastvorljivosti ovih komponenata
kao Cistih jedinjenja bile u opsezima od 0,6-3,5*10’3 10,56-5,26 #107 (Li i sar, 2015; Yun i sar,
1991, Gﬁglﬁ-Ustﬁndag i sar, 2004). Razlika u vrednostima eksperimentalno odredenih molarnih
rastvorljivosti totalnog ekstrakta, i molskih udela njegovih konstituenata sterola, vitamina E i D,
iz gréckog semena u odnosu na ove literaturne podatke moZe biti jer je u njima molarna
rastvorljivost komponenata odredivanja u njihovoj Cistoj formi jedinjenja, za razliku od ekstrakta
koji je dobijen NKE ekstrakcijom iz grékog semena i koji se definiSe kao molski udeo u totalnom
ekstraktu po molu NK CO,. Koli¢ina i matriks grckog semena takode ima veliku i specificnu
ulogu u ekstrakciji sterola i vitamina E i D i definisani podaci molarne rastvorljivosti su razliciti
od definisanih molarnih rastvorljivosti Cistih komponenata. Njihova izolacija je uslovljena i
prisustvom drugih komponenata, kao i njihovim poloZajem i skladiStenjem u biljnom matriksu

grékog semena.

4.2.3. Dobijanje ekstrakata bogatih nezasi¢enim masnim kiselinama (FAME) iz

grékog semena

4.2.3.1. Ekstrakti grékog semena bogati nezasi¢enim masnim kiselinama (FAME)

Dobijeni natkriticni ekstrakti iz gr¢kog semena bili su Zuckaste boje i u viskoznijem
teCnom stanju, kao i njegovi etalnolni ekstrakti koji su pokazali vecu viskoznost. Prinosi
ekstrakcija dobijenih Sokslet ekstrakcijom, SKE i NKE na razli¢itim uslovima pritiska i
temperature prikazani su u tabeli 25. Primenjeni su razliciti uslovi SKE i NKE na razli¢itim
vrednostima procesnih parametara pritiska i temeprature koji su definisali i razli¢itu gustinu CO,,

a samim tim 1 njegovu mo¢ rastvaranja.
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Tabela 25. Prinosi ekstrakata izolovanih NKE iz grékog semena Trigonella foenum graceum

Metoda Temperatura Pritisak Prinos ( %)
°O) (MPa)
Sokslet ekstrakcija / / 29,217

SKE 25 30 1,916
NKE 1 40 20 2,163
NKE 2 40 30 2,110
NKE 3 50 30 2,235
NKE 4 50 20 1,829

Najveci prinos potencijalnih hipolipemic¢nih ekstrakata, sa znatnim sadrZajem nezasicenih
masnih kiselina (FAME) ostvaren je pri NKE 3 na 50 °C i 30 MPa, neznatno vise od prinosa
ostvarenim pri NKE 1 na uslovima od 40 °C i 20 MPa, i pri NKE 2 na 40 °C i 30 MPa. NajniZi
prinos ostvaren je pri NKE 4 na 50 °C i 20 MPa. Neznatno ve¢i prinos od NKE 4 na 50 °C i 20
MPa, postignut je primenom SKE na 25 °C i 30 MPa.

4.2.3.2. Sadrzaj FAME u ekstrakatima dobijenim SKE i NKE grckog semena

Derivatizacijom ekstrakata grckog semena ekstrakcijom po Soksletu uz upotrebu etanola
kao ekstragensa, SKE 1 NKE na razliitim uslovima temperature i pritiska dobijeni su metil estri
nezasi¢enih masnih kiselina sa ciljem njihove kvalitativne 1 kvantitativne identifikacije.
Esktrakti dobijeni NKE na razli¢itim procesnim uslovima, ekstrakcijom po Soksletu i SKE su
sadrzali sli¢ne profile sastava FAME, sa tim §to su u najve¢em procentu zastupljeni metil linoleat
(~40 %), metil linolenat (~40 %) i metil palmitat (~10 %), metil stearat (~4 %) dok su ostali
metil estri nezasi¢enih kiselina bili zastupljeni u ekstraktima procentualno od 0,09 do 2,4 %.

U tabeli 26. prikazan je hemijski sastav identifiikovanih FAME ekstrakata sa potencijalnim
hipolipemijskim dejstvom izolovanih iz gr¢kog semena (Kahn 1 sar, 1963; Yu 1 sar, 1995).
Identifikovano je 10 metil estara nezasi¢enih masnih kiselina. Kvalitativan i kvantitativan sastav
metil estara nezasi¢enih masnih kiselina predstavljen je u tabeli 26. U najvecoj koli¢ini su bili

zastupljeni metil linoleat (37,63-40,68%), metil linolenat (38,89-41,98%) i metil palmitat (9,37-
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10,62%), dok je koli¢ina ostalih metil estara nezasi¢enih masnih kiselina bila u znatno manjem

procentu.

Tabela 26. Identifikovane FAME u ekstraktima dobijenim Sokslet ekstrakcijom, SKE i NKE

grékog semena

Metil estri KI SKE NKE;, NKE, NKE; | NKE4 Sokslet
nezasicenih 9 m/m | % m/m| % mm | % m/m| % m/m | % m/m
masnih kiselina
Metil palmitat 1921 9,37 10,13 9,44 9,82 9,90 10,62
Metil margarat | 2030 0,32 0,33 0,33 0,36 0,34 0,53
Metil linoleat 2095 40,68 38,89 40,46 39,98 39,84 37,63
Metil linolenat | 2101 41,98 41,93 41,57 41,13 41,88 38,89
Metil oleat 2103 0,09 0,85 0,58 0,72 0,54 0,67
Metil stearat 2124 4,30 4,60 4,40 4,47 4,30 3,87
Metil 11- 0,57 0,82 0,53 0,59 0,54 1,29
eikozanoat
Metil-eikozanoat | 2332 1,23 1,26 1,30 1,33 1,23 0,99
Metil 2430 0,15 0,19 0,14 0,12 0,19 1,00
heneikozanoat
Metil behenat 2530 0,81 0,77 0,71 0,84 0,69 2,40

SKE-ekstrakcija subkriti¢cnim CO, na 25°C i 30 MPa
NKE;- natkriti¢na ekstrakcija na 40°C i 20 MPa
NKE,- natkriti¢na ekstrakcija na 40°C i 30 MPa
NKE;3- natkriti¢na ekstrakcija na 50°C i 30 MPa
NKE;,- natkriti¢na ekstrakcija na 50°C i 20 MPa
Sokslet-ekstrakcija po Soksletu , 70 %-tnim etanolom

KI- Kovacevi indeksi

Profil sastava FAME dobijenih etanolnom ekstrakcijom po klasi¢noj metodi, SKE 1 NKE na

razliitim procesnim uslovima pritiska i temperature su prikazani na slici 46.
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Slika 46. Sastav FAME u estraktima grckog semena dobijenih razli¢itim metodama ekstrakcije,

Derivatizovani ekstrakti analizirani GC/MS hromatografijom, sadrzali su po 10 FAME.
Natkriti¢ni ekstrakt dobijen na 20 MPa i 50°C sadrzao je najvecu koli¢inu FAME (99,77 %), dok
su ekstrakti dobijeni etanolnom ekstrakcijom po Soksletu sadrzali najnizi procenat FAME (97,89
%), ali je njihova razlika u sadrZaju i koli¢ini FAME svakako bila neznatna. Ekstrakti dobijeni
pomocu uguséenog CO, imali su pribliZno isti sadrZzaj FA (oko 99,5 %). Svi dobijeni ekstrakti su
u najvecoj kolicini sadrzali metil linoleat (~40 %), metil linolenat (~40 %) i metil palmitat (~10
%).

4.2.3.3.Kinetika SKE i NKE grckog semena

U toku NKE i SKE merena je masa izdvojenog ekstrakta i raCunat maseni prinos

ekstrakta (55) u odnosu na specifi¢nu koli¢inu utroSenog NK CO; (kgcoa/kgbm)-

e 100 (55

m,

Y(%,wlw)=

u
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Biljni materijal je mleven i prosejan sitima 0,2 i 0,6 mm, pri ¢emu je frakcija Cestica
srednjeg precnika d,=0,4 mm, kori§¢ena u eksperimentima. Pocetna masa biljnog materijala bila
je 50 g. Usitnjeni 1 prosejani biljni materijal je izlagan NK CO, sve dok ekstrakcione krive koje
pokazuju zavisnost prinosa ekstrakta od specificne potroSnje NK CO, ne zaustave rast na
grafikonu §to se meri izjedna¢avanjem u merenju tri uzastopne tacke.

Kinetika NKE grckog semena na razli¢itim uslovima temperature 1 pritiska 1
subCO; u zavisnosti od vremena trajanja ekstrakcije izrazenog Sreko koli¢ine utroSenog CO, za

vreme procesa ekstrakcije prikazana je na slici 47
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Slika 47. Prinos frakcije NKE gr¢kog semena u zavisnosti od specifi¢ne koli¢ine rastvaraca za

sve primenjene uslove pritiska 1 temperature NKE (kg CO»/kg biljnog materijala).

Najveci prinos ekstrakcije ostvaren pri NKE za uslove ekstrackije na 30MPa i 50°C
(2,235 %), a najmanji kod uslova NKE na 50°C 1 20MPa (1,829 %). Vec¢i prinos pri nizem
pritisku i temperaturi objasnjava se ve¢om gustinom i difuzivnos¢u NK CO,. S druge strane
manyji prinos pri ve¢oj temperaturi objaSnjava se smanjenjem gustine rastvaraca.
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5. ZAKLJUCAK

ePrimenom SKE i NKE sa CO, na biljne sirovine mati¢njak i gr¢ko seme, u Sirokom
opsegu procesnih parametara, izolovani su razli€iti potencijalno bioloski aktivni ekstrakti.
Dobijeni ekstrakti su okarakterisani znacajnim sadrzajem fenolnih komponenti, monoterpena,
seskviterpena, FAME i njihovih aldehida i alkohola iz mati¢njaka, i diosgenina, sterola, vitamina
E i vitamina D, kao i nezasi¢enih masnih kiselina, iz grékog semena, i oni su poznati po svojoj
antioksidativnoj 1 hipolipemicnoj aktivnosti, a znacajno je da su definisani optimalni procesni

uslovi za postizanje njihovog maksimalnog prinosa.

1. Subkriti¢na i natkriti¢na ekstrakcija mati¢njaka

1.1. Izolovanje antioksidativnih frakcija i optimizacija njihovog dobijanja natkriticnom
ekstrakcijom iz mati¢njaka

e Metod dobijanja ekstrakata sa sadrZajem razliCitih grupa jedinjenja iz mati¢njaka primenom
dvostepene frakcione natkriti;ne ekstrakcije sa ugljenik(IV)-oksidom, analiziran je u odnosu na
kvalitativni 1 kvantitativni sastav dobijenih etarskih ulja 1 ekstrakata. Dvostepenom frakcionom
ekstrakcijom iz mati¢njaka prvobitno su izolovana etarska ulja natkriticnom ekstrakcijom, a
zatim je izolovana druga frakcija bogata supstancama nosiocima hipolipemijske 1 antioksidantne
aktivnosti subkriticnom i natkriticnom ekstrakcijom.

eU zavisnosti od primenjenih uslova drugog stepena ekstrakcije na pritisku od 30MPa i
temperaturi u opsegu od 25-100 °C, menjala se selektivnost ekstrakcionog procesa prema
komponenatama nosiocima antioksidativne aktivnosti. Pokazalo se da je dvostepena frakciona
ekstrakcija omogucila izolovanje vece koli¢ine komponenata sa znacajnim antioksidativnim
potencijalom, poput fenolnih komponenata kao Sto su eugenol i timol, ekstrakciju alkohola i
voskova, koji nisu bili prisutni u prvoj frakciji ekstrakcije i1 etarskom ulju dobijenom
hidrodestilacijom.

® Jzolovanje druge frakcije na subkritiénim uslovima ispod kritine temperature za CO,, a na
pritisku iznad kriticnog je imalo za rezultat postizanje manjeg prinosa u odnosu na prinose druge
frakcije ostvarene u natkriticnim uslovima. Medutim selektivnost subkriticne ekstrakcije je bila
vec¢a u odnosu na monoterpene i seskviterpene (45,1%) u odnosu na selektivnost natkriti¢ne

ekstrakcije pri razli¢itim procesnim uslovima (17-29%).
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e lako je postojala mala razlika u gustini CO, na subkritiénim uslovima od 30 MPa/25°C u
odnosu na natkriti¢ne uslove na 30 MPa/40°C , 966(t25) < 967(tc) < 929(t40) kg/m3 , pokazalo se
da subkriticna ekstrakcija pokazuje vecu selektivnost prema oksigenovanim komponentama
mati¢njaka.

e Ekstrakti dobijeni drugom frakcijom kako subkritiénom, tako i natkriticnom na razliitim
uslovima pritiska i temperature, pokazali su znatan sadrZaj nezasi¢enih masnih kiselina i njihovih
metil estara u odnosu na etarska ulja dobijena prvom frakcijom NKE 1 hidrodestilacijom.

e Odredivanjem antioksidativne aktivnosti dobijenih ekstrakata mati¢njaka dvostepene frakcione
ekstrakcije metodom DPPH testa, ustanovljeno je da su najve¢i antioksidativni potencijal
pokazali ekstrakti dobijeni natkriticnom ekstrakcijom druge frakcije (30 MPa/40°C i 30
MPa/100°C). Analizom i poredenjem sastava ekstrakata, moZe se pretpostaviti da jaca
antioksidativna aktivnost ovih ekstrakata poti¢e od vecih koli¢ine timola i eugenola kao i teZih
komponenata (diterpena, alkohola).

e Pseudo kineticki model primenjen na simulaciju ekstrakcionog procesa je pokazao dobro slaga
nje sa eksperimentalnim podacima. Dobijene vrednosti parametara modela su su ukazale na
manje vrednosti koeficijenata prenosa mase za subkriticni CO, u odnosu na one dobijene za
natkriticni CO,. Sa druge strane koeficijent prenosa mase je imao vece vrednosti za prvi stepen
ekstrakcije tj. izolovanje prve frakcije etarskog ulja u odnosu na drugoi stepen ekstrakcije.
Razlika u parametrima modela Sovove je pokazala bolju dostupnost etarskog ulja izolovanog na
nizem pritisku (10 MPa) u prvoj frakciji ekstrakcije u odnosu na sekundarne metabolite
izolovane na visem pritisku (30 MPa) u drugoj frakciji ekstrakcije koji su skladiSteni dublje u
biljnom matriksu

2. Natkriti¢na ekstrakcija grckog semena

2.1. Dobijanje ekstrakata bogatih sadrZzajem diosgenina i optimizacija njegovog dobijanja
natkritiénom ekstrakcijom iz grékog semena

e Predtretmanom grékog semena u vidu odmasc¢ivanja 1 hidrolize, koje je prethodilo natkriti¢noj
CO, ekstrakciji, omoguceno je izolovanje preciS¢enijih ekstrakata obogacenim diosgeninom kao
aktivnom komponentom, sa moguc¢om primenom kao hipolipemika, u biljnim preparatima
namenjienim za sniZavanje holesterola, regulaciji krvnog pritiska i prekursora steroidnih

hormona.
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e Analizom uticaja procesnih parametara natkriti¢ne ekstrakcije na prinos totalnog ekstrakta i
udeo diosgenina u njemu, RSM i1 CCRD metodologija je uspeS$no primenjena da opiSe 1 predvidi
prinos diosgenina na razli¢itim uslovima ekstrakcije. Analizom uticaja procesnih parametara na
prinos diosgenina u ekstrakciji grckog semena, ustanovljen je znacajan uticaj pritiska i koli¢ine
utroSenog NK CO,, odnosno vremena ekstrakcije. Nije uofena znacajna interakcija izmedu
procesnih parametara (pritiska, temperature 1 koliine utroSenog NK CO,) na prinos diosgenina.
e RSM i CCRD analizom uticaja procesnih parametara na prinos diosgenina, odredeni su
optimalni uslovi za izolovanje diosgenina natkriticnom ekstrakcijom iz grékog semena, pri
procesnim parametrima: 24,6 MPa, 43,5°C, 1 20,87 gCO2/gpm (koli¢ina utroSenog NK CO,).
Maksimalan prinos diosgenina od 0,81 mg diosgenina po jednom gramu grékog semena (oko
1,3% totalnog ekstrakta) je ostvaren pri determinsianim optimalnim uslovima ekstrakcije.
Gustina NK CO, pri kojoj je moguée ostvariti maksimalan prinos diosgenina je oko 863 kg/m”.
2.2. Dobijanje esktrakata bogatih sadrzajem totalnih sterola, vitamina E i vitamina D i
optimizacija njihovog dobijanja natkriticnom CQO; ekstrakcijom iz grékog semena

oRSM i CCRD metoda analize procesnih parametara je takode, uspeSno primenjena za
predvidanje optimalnog prinosa totalnog ekstrakta, obogacenog sterolima, vitaminom E i
vitaminom D za definisanje optimalnih uslova za njihov maksimalan prinos sa ciljem primene
ekstrakata kao hipolipemika. 3-D odzivne povr§ine RSM analize su omogucile utvrdivanje
pojedinacnog uticaja procesnih parametara, kao i sveukupnog dejstva usled medusobne
interakcije na prinos totalnog ekstrakta, sterola, vitamina E 1 vitamina D u njegovom sastavu.
Ustanovljen je znacajan uticaj linearne i kvadratne veliine temperature na totalni prinos
ekstrakta kao 1 prinos sterola, vitamina E i vitamina D u njemu. Pokazalo se da prinos ekstrakta u
najve¢oj meri zavisi od temperature i utroSenog NK CO,, kao i da pritisak 1 temperatura
(odnosno gustina NK CO,) 1 utroSeni NK CO; su znacajni za postizanje maksimalnih koli¢ina
sterola, vitamina E i1 vitamina D u dobijenom ekstraktu.

e Analizom uticaja procesnih parametara na prinos totalnog ekstrakta, prinos sterola,
vitamina E i vitamina D odredeni su optimalni uslovi globalne optimizacije za sve zavisne
promenljive, pri kojima je postignut prinos totalnog ekstrakta od 2,39g/100gyy, koji sadrzi
16,14%, 1,43% 1 0,70% totalnih sterola, vitamina E i vitamina D u dobijenom ekstraktu,
respektivno. Koli¢inu dobijenog ekstrakta je moguce ostvariti pri slede¢im procesnim uslovima:

24,7 MPa, 41,1 °C i utroSkom NK CO; od 21,0 gco2/gbm.
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e Odredivanjem molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta i molarne rastvorljivosti sterola,
vitamina E i vitamina D koji ¢ine deo sastava ekstrakta, kao i odredivanjem parametra
X=T"/(SP*/pcoa) omoguéeno je bolje razumevanje i objasnjenje odredenih optimalnih vrednosti
za maksimalan prinos totalnog ekstrakta, sterola, vitamina E i vitamina D po RSM 1 CCRD
metodologiji analize. Odredivanjem Hildebrandovog parametra rastvorljivosti triacilglicerola,
sterola, vitamina E i vitamina D i poredenjem sa parametrom rastvorljivosti NK CO, na
razli¢itim pritiscima i temperaturama, omoguceno je bolje razumevanje u razlici maksimalnih
prinosa medu razli€itim grupama ekstrahovanih jedinjenja na razli¢itim uslovima NKE. Tek
utvrdivanjem relacije izmedu stvarne molarne rastvorljivosti totalnog ekstrakta i molskih udela
sterola, vitamina E i vitamina D u sastavu ekstrakta i parametra X definisanog temperaturom,
gustinom NK CO; i parametrom rastvorljvosti SP*, pokazalo se da su pritisak u opsegu od 20- 25
MPa i temperatura od 310-320 K, koji defini$u gustinu NK CO, u opsegu od 830 do 890 kg/m’,
najoptimalniji definisani uslovi za ostvarivanje maksimalnog prinosa ekstrakta i najvecih
koli¢ina sterola, vitamina E i vitamina D u njegovom sastavu. Odredivani parametri
rastvorljivosti komponenata ekstrakta dobijenog iz grékog semena, kao i natkriticnog
ugljenik(IV)-oksida, sa izvedenim zavisnostima su definisani kako bi se Kkoristili nadalje u
prediktivne svrhe za neke druge uslove natkritiCne ekstrakcije
2.3. Dobijanje ekstrakata bogatih sadrzajem nezasi¢enih masnih kiselina (FAME) i
optimizacija njihovog dobijanja natkriticnom CQO, ekstrakcijom iz grékog semena

e Natkriti¢na i subkriticna CO, ekstrakcija grckog semena su se pokazale kao pogodne za
izolovanje metil estara nezasi¢enih masnih kiselina, pri ¢emu je identifikovano 10 metil estara
nezasi¢enih masnih kiselina. U najvecoj koli¢ini su bili zastupljeni metil linoleat (37,63-
40,68%), metil linolenat (38,89-41,98%) i metil palmitat (9,37-10,62%), dok je koli¢ina ostalih
metil estara nezasi¢enih masnih kiselina bila u znatno manjem procentu (0,09-2,4%).

e Najvedi prinos ekstrakcije nezasi¢enih masnih kiselina pri subkriti¢noj 1 natkritinoj

CO; ekstrakciji iz grckog semena ostvaren je pri NKE za uslove ekstrakcije na 30MPa 1 50°C
(2,235 %), a najmanji kod uslova NKE na 50°C i 20MPa (1,83 %). Ve¢i prinos pri niZzem
pritisku 1 temperaturi objasnjava se ve¢om gustinom i difuzivnoS¢u natkritiénog CO,. ZapaZeno

je da se prinos ekstrakta neznatno menja sa promenom procesnih uslova.
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7. PRILOZI

Prilog A

%MATLAB kod za simulaciju ekstrakcionih kriva pomocu modela Sovove
Y%nerigorozna analiza optimizacionih parametara

Yoautor: Marko Jonovic

%

%Model Sovove iz 1994 godine

close all

clear all

% Unos eksperimentalnih podataka

Y%Yy-procentualni prinos ekstrakta u odnosu na masu uzorka biljnog materijala
Y%x-relativna utrosena kolicina rastvaraca (kg CO2/kg bilj. materijala)
y1=[0.111 .122 .162 .211 .226 .258 .296 .342 .383 .415 .447 .447];
x1=[0 .94 1.89 2.83 3.77 4.72 5.66 7.54 9.43 11.32 13.21 15.09 16.98];
y2=[0 .117 .164 .2 .223 .264 .302 .325 .347 .357 .372 .385 .385];

x2=[0 .94 1.89 2.83 3.77 4.72 5.66 7.54 9.43 11.32 13.21 15.09 16.98];
y3=[0 .122 .21 .256 .293 .334 .386 .438 .460 .516 .567 .588 .597];

x3=[0 1.852.78 3.71 4.64 5.57 6.49 7.42 8.35 10.21 12.06 13.92 15.78];
y4=[0.219 .343 .421 .493 .626 .734 .781 .850 .884 .909 .939 .943];
x4=[0 .921 1.84 2.76 3.68 5.53 7.37 9.21 11.05 12.89 14.73 16.57 18.42];
Ytabelarno predstavljanje eksp. podataka

x=[x1; x2; x3; x4];

y=[y1; y2; y3; y4l;

%Unos ostlih eksperimentalnih podataka

P=[10 30 30 30]; Y%pritisak, MPa

T=[313.15298.15 313.15 373.15];  %temperatura, K

roco2=[629.3 966.8 910.6 662.4];  %gustina solventa, kg/m”"3

dp=0.4e-3; Y%precnik cestica, m

eta=0.58; Yoporoznost

q0=[0.62 0.29 0.23 0.24]; Y%maseni protok kg/h

tau=[87 191 198 248]; %vreme zadrzavanja, min
ms=1e-3."[53 53 54 54]; %masa cvrste faze, kg
ros=901.2; %gustina biljnog materijala, kg/m”2
Mw2=256.42; Y%molarna masa palmitinske kiseline
Mw1=44.01; %molarna masa CO2, g/mol
dex=4.5e-2; Y%precnik ekstraktora, m
Aex=pi*dex"2/4; Y%poprecni presek sloja, m"2

Y%lzracunavanje specificne povrsine
a0=6"(1-eta)/dp;
Y%lzracunavanije prividne brzine i zapreminskog protoka

U=q0./roco2./Aex./3600; %m/s

Vqg=(q0.¥10"4)./(roco2.*36); %cm”"3/s

Y%lzracunavanje binarne difuzivnosti [19] i viskoznosti (Jossi)[18]
Dc=4.937e-8; Y%kriticna difuzivnost CO2, m2/s

roc=468.7; Ykriticna gustina CO2, kg/m3

Vc1=93.9; Y%kriticna zapremina CO2, cm3/mol
Vc2=945; Y%kriticna zapremina palmitinske kis.,cm3/mol
X=((1+(Vec2/Ve1)2(1/3))22)/(1+Mw1/Mw2)*0.5;

R=X"0.17;

Tc=304.25; Y%kriticna temperaruta CO2, K
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roj=1e-3.*roco2;
fori=1:4
Tr(i)=T(i)/Tc;
ror(i)=roco2(i)./roc;
Dab(i)=5.152"Dc*Tr(i)*(ror(i)\(-2/3)-.451)*"R/X; %binarna difuzivnost

if Tr(i)<=1.5

meps(i)=34e-5"Tr(i)".94;
else

meps(i)=17.78e-5*(4.58*Tr(i)-1.67)"(5/8);
end
mij(i)=(.1023+.023364"roj(i)+0.058533*roj(i)*2-.040758*r0j(i)*3

+.0093324%roj(i)"4)"4-1e-4+meps(i); %mij je u cP

mi=1e-3.*mij; %mi, Pas

%izracunavanje Re, Sc, Sh i kf-koeficijent prenosa mase u natkriticnoj fazi
Re(') roco2(i).*U(i)*dp./mi(i);
Sc(i)=mi(i)./roco2(i)./Dab(i);
Sh(i)=0.38.*(Re(i)"0.3).*Sc(i)*(1/3); %Tan-ova korelacija
kf(i)=Sh(i).*Dab(i)./dp;
end
%lzracunavanje pocetne vrednosti rastvorljivosti - pretpostavka yr
Y%iz vrednosti nagiba preliminarnih grafika
nag=zeros(1,4);
forn1=1:4
xi=x(n1,1:4);
yi=y(n1,1:4);
au=polyfit(xi,yi,1);
nag(ni)=au(1);
end
%QOptimizacioni parametri-nerigorozna analiza
yr=[0.00056 0.0014 0.0007 0.0026];
x0=[0.0051 0.0039 0.0061 0.0096];
xk=[0.0042 0.0032 0.0064 0.0085];
ks=[3.53e-8 2.75e-8 3.11e-8 2.02e-8];
Y%lzracunavanje ostalih parametara modela
N=ms./(1+x0); %masa nerastvorljive cvrste faze
qt=q0./N/3600; %relativni protok rastvaraca (kg CO2/kg nerastvorljive cvrste faze)
gmax=20;
Z=kf.*a0.*roco2./(qt.*(1-eta).*ros);
W=ks.*a0./(qt.*(1-eta));
g=0:0.001:gmax;  %specificna kolicina solventa, nasa nezavisna promenljiva
lg=length(q);
e=zeros(3,1q);
gm=(x0-xK)./(yr.*2);
gn=gm-+(1./W).*log((xk+(x0-xk).*exp(W.*x0./yr))./x0);

k=13; %broj eksperimentalnih tacaka za svaki set operativnih uslova

proc1=zeros(3,k); %odstupanje izracunatog prinosa od eksperimenta

I=ones(size(proc1));

I=x.*1000+1; %mesto eksp. podataka u q intervalu

%Simulacija ekstrakcionih kriva-jednacina (19)

for i=1:4
y94(i,:)=y(i,:)*(1+x0(i))/100; %udeli ekstrakta(kg rastvorak/kg ner. cvrste faze)
for b=1:lq

if q(b)<qm(i)
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e(i,b)=q(b)*yr(i)*(1-exp(-Z(i));

elseif (q(b)>=qm(i)&&(q(b)<gn(i)) : ,
/( (() ()())r§l) (i)/x0(i))*log((x0(i)"exp(W (i)*(q(b)-gm(i)))-xk(i))...

e(i,b)=yr(i)*(q(b)-am(i)*exp(zw-Z(i)));

&(i,b)=x0(i)-(yr(i)/W(i)) *log(1+(exp(W (i) *x0(i)/yr(i))-1)*...
exp(W(i)*(am(i)-a(b)))"xk(i)/x0(i));

end
end
%lzracunavanje standardne devijacije
for m=2:k
proc (i,m)=(e(i,I(i,m))-y94(i,m))"2;
end
sdev1=sqrt(sum(proci(i,:))/k) %standardna devijacija

plot(g,e(i,:),x(i,:),y94(i,:),'0")
xlabel('q (kg CO2/kg biljnog materijala)’)
ylabel('e (kg/kg)")
legend('model','eksperiment’)
figure

end
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Prilog B

PARAMETAR RASTVORLJIVOSTI (SP)

a. Odredivanje SP za NK CO» u funkciji pritiska i temperature

S(Cal/Cm3)20,47*(pcoz(p,T)/pC)*1 /PC

gde je peoa(p,T) gustina CO; kao funkcija odredenog pritiska i temperature (g/cm3)

pc = 0,47g/cm3
p.=73,7 MPa
konverzija 8(cal/cm’) u 3(MPa)'*: §(MPa)?=2,045.8(cal/cm”)

T(°C) 30 34 40 46 50
P Parametar rastvorljivosti 6 (MPa)”2 of CO,
16,6 15,114 | 14,466 | 13,676 12,833 12,254

20 15,635 | 15,256 | 14,572 13,887 13,413

25 16,195 [ 16,116 | 15,555 14,975 14,589

30 16,645 [ 16,801 | 16,310 15,800 15,467

33,4 16,901 | 17,187 | 16,731 16,257 15,941

b. Odredivanje SP za B-sitosterol u odnosu na temperaturu

HO
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Funkcionalna Broj Aei Avi ATi
grupa

C6-CS5 prsten 4 250 16,0 2,68
Konjugacija u 1 400 -2,2 0,13

prstenu za svaku

dvostruku vezu

_OH 1 7120 10,0 5,63
_CH3 7 1125 33,5 1,79
_CH2- 10 1180 16,1 1,34
—C< 1 1030 55 0,89
—CH- 1 1030 13,5 1,40
C- 1 350 19,2 20,22
_CH- 11 820 1,0 0,45
S Suma 39625 445,1 49.43
5 (cam/em®) 2= [EZHEEVL_ g 435 (cal/em™)? odredena na 25°C (298,15K)

Y i(Av)i
Tc=535log). ATi= 906,28

12 Tc—-T2
) (cam/cm3) 12— 81(—)0’33
Tc-T1

T(°K) Rastvorljivost 5(MPa)'?
303,15 (30°C) 19,24
307,15 (34°C) 19,20
313,15 (40°C) 19,14
319,15 (46°C) 19,07
323,15 (50°C) 19,03
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c. Odredivanje SP za vitamin E (a-tokoferol) u odnosu na temperaturu

Funkcionalna Broj Aei Avi ATi
grupa

-CH3 8 1125 33,5 1,79
-CH2- 11 1180 16,1 1,34
- CH- 3 820 -1,0 0,45
-C- 7 350 -19,2 -0,22
=C< 6 1030 -5,5 0,89
O 1 800 3,8 2,68
-OH 1 7120 10,0 5,63
C6 prsten 2 250 16,0 2,68
konjugacija 3 400 -2,2 0,13
> Suma 42690 313,9 48,27

8 (cam/em®)? = /% = 11,661 (cal/em®)"? odredena na 25°C (298,15K)
Tc=535l0gy’ ATi= 900,767
) (cam/cm3)1/2= 61(

Tc—-T2

Tc-T1
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T(K) Rastvorljivost 5(MPa)'"*
303,15 (30°C) 23,78
307,15 (34°C) 23,73
313,15 (40°C) 23,65
319,15 (46°C) 23,57
323,15 (50°C) 23,52

d. Odredivanje SP za vitamin D (Cholecalciferol) u odnosu na temperaturu

T <

| H OH

=
HO"

Funkcionalna Broj Aei Avi ATi
grupa

-CH3 4 1125 33,5 1,79
=CH2 1 1030 28,5 1,59
C6-CS5 ring 3 250 16,0 2,68
-CH2- 11 1180 16,1 1,34
=CH- 2 1030 13,5 1,40
>C< 4 350 -19,2 -0,22
-CH- 5 820 -1,0 0,45
-OH 1 7120 10,0 5,63
> Total 33940 342,8 41,33
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Y i(AEV)i
Yi(Av)i

Tc=535log)’ ATi= 864,70

) (cam/cm3)”2 =

= 9,950 (cal/cm®)"? odredena na 25°C (298,15K)

§ (cam/cm’)? = 81(—TC_T2)0’33

Tc-T1

T(°K) Rastvorljivost 5(MPa)'"*
303,15 (30°C) 20,29
307,15 (34°C) 20,25
313,15 (40°C) 20,17
319,15 (46°C) 20,10
323,15 (50°C) 20,05

e. Odredivanje SP za triacilglicerol (trilinoleinglicerol) u odnosu na temperaturu

glycerol I

linoleic

linoleic

st NN

linoleic
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Funkcionalna Broj Aei Avi ATi
grupa
“CH3 3 1125 335 1.79
“CH2- 38 1180 16.1 134
—CH- 12 1030 13.5 1.40
>C< 3 350 192 0.22
“CH- 13 820 1.0 0.45
-0 6 800 38 2.68
uma , 5
S 77085 8265 94.36
5 (cam/em®)? = Zzif?;"))i" = 9,657 (cal/em®)? odredena na 25°C (298,15K)

Te=535logy. ATi= 1056,51

) (can1/cm3)1/2: 81(

Tc—T2
Tc-T1

)0,33

T(°K) Rastvorljivost 5(MPa)'”*
303,15 (30°C) 19,71
307,15 (34°C) 19,67
313,15 (40°C) 19,62
319,15 (46°C) 19,57
323,15 (50°C) 19,53
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DOBIJANJE, KARAKTERIZACIJA | OPTIMIZACIJA HIPOLIPEMIJSKIH EKSTRAKATA MATICNJAKA (Melissa officinalis) | GRCKOG SEMENA
(Trigonella foenum-graecum) NATKRITICNIM UGLJENIK (IV)-OKSIDOM

buorpadmuja ayropa

Anexcanapa bormanosuh je pohena 30.05.1987. rogmne y Hosom Ilazapy, rae je
3aBpIIMJia OCHOBHY MW Cpeamy Imkony. [ummomupana je Ha TexXHOIOUIKO-METAITYypPIIKOM
dakynrery y beorpany, crymujcka rpyna XeMHjCKO WHXXEHEPCTBO, OJICEK (hapmarieyTcko
nnxemepcTBo 2010. ronune ca npoceyHoM oueHoM 9,14 u ouenom 10 Ha 3aBpiIHOM panay ca
TeMOM ,,EKkcTpakiija OMpHUX eKcTpakaTa (MoJauQeHoa), MHKAICyaalja y alrHHaTHE YECTHIIS
u npahewme ormymrama nomudenona”. Jlooutnuna je 2011 wmarpame Cprnckor XemwujcKor
JlpymTBa 3a HMCTaKHYTH YCIIEX TOKOM OCHOBHUX akaaeMckux cryauja 2011 romune u Tpm
Harpaje ,, [lanra Tyrynauuh®, 3a ©CTakKHYTH yCTIeX TOKOM OCHOBHHX aKa/IEMCKHX CTY/H]a.

buna je Ha MHTepHAIMOHAIHO) Mpakcu y bpasuiy y Tpajamy o1 Tpu Mecela of jyia-
okrobpa 2010. ronune, Ha UNICAMP VYuusepsurery, Campinas-Sao Paulo, oxcex xemujcko-
MHKEHEPCTBO, CapaJHUK Ha NPOjeKTy- ,lcTpakuBame EKCTpaKIMOHUX Ipoleca U Jo0Hjama
MOJIMMEPHUX MapTHKYJa y HATKPUTHYHUM YCJIOBHMA, Yy LIWJbY A00Hjamba HaHOHOCAda™.

Macrep crynuje Ha TexHonomko-MetanypmkoMm ¢dakyntety y beorpanmy, crymujcka
rpyna XeMHujCcKo HHXKeHmepcTBo, 3aBpmmia je 2011. rogune ca mpocedHoM oueHoM 9,88 u
oueHoMm 10 Ha 3aBpIIHOM-MacTep pamy ca TeMoM ,,Pa3Boj MeTojna 3a KOHTPOJY KBAJIUTETA
Dexasona i Bensedina HPLC-om*“. 3a Bpeme mactep cTyauja Ouiia je aHra)koBaHa Kao CTPYYHHU
capagauk 'y Koutpomu Ksamurera dapmaneyrcke ¢abpuxe ,['anenuka a.n.” ox janyapa-
neriemoOpa 2011. roaune.

JlokTopcke crynuje, Ha cMepy Xemuja, ynucana je 2011. rogune. Mcre rogune noxahana
je kypc LLL Intensive Course ’’Supercritical Fluids — Green Solvents in Chemical Engineering’’
opranu3oBat oJ crpane EBporicke ®@enepanuje 3a Xemujcko MHKEHEPCTBO.

Hcnure npensuheHe miaHOM M MPOrpaMOM JOKTOPCKHUX CTyAHMja TOJOXKHIA je ca
npoceyHoM orieHoM 10. 3aBpuIHU UCIUT Ha JOKTOPCKUM CTYIHjama o] Ha3uBOM ,,JloOujame u
KapakTepu3alnja XUIMOJUIIEMUJCKUX eKCTpakaTa HAaTKpUTUYHUM yribeHuk (IV)-oxcumom*
nojoxwuia je 25.9.2013. rogune.

Anexcanapa bormanoBuh je ox 4.01.2012. rogune ca mo 12 wcTpa)kMBayKuX Meceld
aHra)koBaHa Ha MPOjeKTy MUHHCTAPCTBa MPOCBETE, HAYKEe W TEXHOJIOMIKOT pa3Boja PemyOmmke
Cpbuje UNN45017 non HazuBoM ,,OYHKIMOHATHU (DU3HUOJIOIIKH AKTUBHU OMJBHU MaTepHjajH
ca nojatoM BpeaHomihy 3a mpuMeHy y (dapmaleyTckoj W IMpexpaMOeHO] HMHIYCTpUjU' Ha
Karenpm 3a oprancky XeMHjCKy TEXHOJIOTH]y TeXHOJIOMIKO-METamypuikor QakyiTera.
Anekcanapa bormanoBuh je o6jaBuia Tpu HaydHa pajaa, Kao TPBH ayTop y BPXYHCKOM
MehyHaponHom yaconucy (M21), jeaHO TEXHOJOIIKO peliemhe, HEKOJIMKO CaoNIITeHha Ha
Mel)yHapoJHUM ¥ HalMOHAJIHUM CKYINOBMMAa HITaMIIAHUM Yy U3BOJAY WM Yy LEJIUHH.
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Ipuaor 1.

UsjaBa o ayTtopcTBy

Ilornucana: Anexcannpa Bornanosuh
6poj mamexca: 4010/2011

HsjaBmyjem

Zia je JOKTOpPCKa JHCEPTAIHja [0/ HACOBOM:

Jobujame, KapaKTepH3alHja v ONTHMH3ANM]a XHIIOJTHIIEMHjCKHX eKCTpaKaTa
matuumaka (Melissa officinalis) u rpukor cemena (Trigonella JSoenum-graecum)
HATKPHTHYHHEM yribeHHK(IV)-oxcnmom

® PE3YIITaT COICTBEHOT HCTPpaXXHBa4YKOT pana,

® Ja TpeinoXkeHa MUCepTauMja y HeNHHH HH Y NENOBHMa HHje OWiIa mpemnoxena 3a
nobujame 6uI0 Koje TUIUIOMe Tipema CTYJjCKUM IPOTpaMHMa JPYTHX BHCOKOIITKOJICKHX
yCTaHOBa,

® Jacy pe3yaTaTH KOPEKTHO HABEICHH H

* Jla HHCaM KpIIHJIA ayTOPCKA IIpaBa i KOPHCTHIIA HHTEJIEKTYaJIHY CBOjHHY APYTHX JIHIIA.

IloTnuce goxropanaa

V Beorpany, O\.¢R 2 O\(, X\ |
- \\%\\m}i\%\ \3\%\\&;}&(




Ilpunaor 2.

U3jaBa o uctoBeTHOCTM WTaMnaHe u enekTpoHcke Bep3uje fOKTOpPCKOr paaa

Hme u mpesume aytopa: Anekcannpa bornanosuh

Bpoj nanexca: 4010/2011

Crynwjckn mporpam: Xemuja

Hacnos pana: lo6ujame, KapaKTepH3auMja 1 ONTHMH3AIM]ja XHIOJIHIIEMHjCKHX
CKCTpaKkaTa MaTHumaka (Melissa officinalis) u rpukor cemena (Trigonella
Joenum-graecum) narkpurnanam yribeHHK(IV)-oxcugom

Mentop: ap Cno6onan [lerposuh

[otnucana: Anexcannpa bornanosuh

W3jasmyjem na je mrammana Bepsmja mor IOKTOPCKOT paJia MCTOBETHA €JIEKTPOHCKO] BEp3HjH
KOjy caM Tpezaia 3a o6jap/bHBabe Ha noprany /IMraTaaHor penosaropujyma YuuBepsurera
y Beorpany.

Jlo3BosbaBam f1a ce 06jaBe MOjH JIMYHY MOJALM BE3aHH 3a AoOHjambe aKkaeMCKOr 3Bamba JIOKTOpa
HayKa, Kao [TO Cy HME H NPE3UME, FO/IMHA H MECTO polema H 1aTym onbpane paza.

OBH NHYHH TOjaUH MOTY ce 00jaBATH Ha MPEXHHMM CTPAaHHIAMA IHTHTAIHE oubmoteke, y
C/IEKTPOHCKOM KaTalory H y nybimkanujama Y HuBep3uTera y Beorpany.

IMoTnue xokTopanga

o S

&
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Mpunor 3.

M3sjaBa o kopuwhery

Osnamhyjem VYruBepsutercky Gubmmorexy ,,CBeTosap Mapkosuh“ pma y Jururanau
penosuropujyM YHHBep3utera y Beorpany ynece MOjy AOKTOPCKY IHCEPTAIH]Y IO HACTOBOM:

Hobnjame, KapakTepH3anyja H ONITHMH3ANE]A XHIOJHIEMHjCKHX eKCTpaKaTa
matHamaka (Melissa officinalis) n rpukor cemena (Trigonella Jfoenum-graecum)
HATKPHTHYHEM yribeHUKR(IV)-okcumom

KOja je MOje ayTOpCKoO Jeo0.

JlucepTanujy ca CBHM NpPHIO3MMA IIPEJAa caM y eleKTPOHCKOM dopmaty moroxsom 3a Tpajuo
apXHUBHPAME.

Mojy nokropcky nucepramujy noxpameny y JuruTanau PENO3HTOPH]yM YHHBEp3HTETA Y
Beorpazy Mory na KoprcTe CBH KOjH NOWITYjy opente caapxane y 0JabpaHOM THITY JHIIEHIIE
Kpearugre 3ajennune (Creative Commons) 3a kojy cam ce oty«mia.

1. AyropctBo
2. AYyTOPCTBO - HEKOMEPI[HjATHO
. AYTOpCTBO — HEKOMepLHjanHo — 6e3 mpepae
AYTOPCTBO — HEKOMEPIHJATHO — JIETHTH I10] HCTHM YCIIOBHMA
5. AytopcrBo — Ge3 mpepae
6. AyTOpPCTBO — JENHUTH MO/ HCTHM YCIOBHMA

IHoTnuc noxropanna

¥ Beorpany, _ S\ ¢R 2 0\ b X\Wﬁ@%@&i\x




