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Nema

Ispitana je ekstrakcija timijana ( 77?t777ty.y L.) primenom
ugljendioksida u superkritičnom stanju kao ekstragensa. Razra- 
đen je postupak tečne hromatografije pod visokim pritiskom 
(HPLC) za određivanje farmakološki aktivnih fenolnih jedinje- 
nja, timola i karvakrola, koji obezbeđuje visok stepen reprodu- 
ktivnostiodređivanja(zatimo! К̂  ̂= 1,29%). Zakvalitativnu i 
kvantitativnu analizu proizvoda na bazi timijana, etarskog ulja i 
ekstrakata, primenjen je metod gasne hromatografije (GC) sa 
masenom spektrometrijom (MS). Sadržaj etarskog ulja određen 
oficinalnim postupkom koji propisuje jugoslovenska farmako- 
pcja iznosi 1,75% (V/m). Dominantna komponenta etarskog 
ulja timijana je timo! čiji je sadržaj 50,06% (m/m), dok je karva- 
krol prisutan, praktično, u tragovima (1,15%). Od prisutnih 
parafina u etarskom ulju, največi sadržaj ima n-tetradekan 
(16,11%). U totalnom ekstraktu timijana dobijenom metilen- 
hloridom primenom ekstrakcije sa povremenim ispuštanjem 
ekstrakta (Ekstrakcija po Soxh!et-u), koji je dobijen u prino- 
su 4,95% (m/m), dominantna komponenta je n-tetradekan 
(47,18%), dok je sadržajtimola 16,11%.
Kinetika ekstrakcije timola sc može uspešno predstaviti analo- 
gno izrazu za kinetiku reakcije prvog reda, primenom koje 
se dobija največa vrednost konstante brzine ekstrakcije (k)



0,2209 h' za selektovani protok superkritičnog ugijendioksida 
97,725 dm^/h.
Primenom timijana stepena usitnjenosti d̂  srednjeg prečnika 
0,35 mm za ekstrakciju superkritičnim ugijendioksidom (100 
bar; 40°C; 2,5 sata) postiže se kvantitativna ekstrakcije prisu- 
tnog etarskog ulja. Po svom sastavu ovaj ekstrakt je najsiičniji 
etarskom ulju timijana dobijenom destiiacijom pomoču vodene 
pare. Produžavanje vremena ekstrakcije iznad 2,5 sata ima za 
posiedicu povečani prinos, pre svega, parafina.
Primenom ugi^endioksida ma!e moči rastvaranja (80 bar; 40*̂ C; 
ć^0,1918 g/cm ) ne postiže se kvantitativna ekstrakcija etarskog 
u!ja. Povečavanjem radnog pritiska od 100 do 400 bar, usled 
povečanja moči rastvaranja, dobijaju se ekstrakti koji su po 
svom sastavu svc siičniji totainom ekstraktu dobijenom ekstra- 
kcijom meti!enh!oridom.

Za modeiovanje ekstrakcionog sistema timijan - superkritični 
ugijendioksia je primenjena jednačina Reverchon-a i Sesti 
Osseo-a:

Y = 100 1 - ехр f
k  t J

gde je: Y - normaiizovani ekstrakcioni prinos (%); t - vreme 
ekstrakcije (s) i t; - vreme unutrašnje difuzije (s)

odnosno njcn modifikovani ob!ik:

Y = 100 [1 - ехр (^ t  -t- Л)]

Izračunatc vrednosti standardne greške regresije (8у.х) ukazuju 
da u osnovi modifikovana jednačina bo!je fituje normaiizovane 
prinose kako tota!nog ekstrakta, tako i timoia, u odnosu na po!a- 
znu jednačinu.

Jcdnačine:

!og S = a mr̂ .) b 
i

!og S = a 0 2  b

gdc je: S - rastvor!jivost totainog ekstrakta (g/dm^), odnosno 
timoia (mg/dm ) u ugijendioksidu; т^е] - reiativna masa 
ug!jendioksida (g CO^/g timijana) i - zapreminska 
masa ugijendioksida (g/cm^)

se mogu, takođe, uspešno primcniti za modeiovanje ekstrakcije 
ispitivanog sistcma.



Primenom ugljendioksida u tečnom stanju (65 bar; 23°C) se 
dobija ekstrakt timijana sličan po svom sastavu ekstraktu dobi- 
jenom ekstrakcijom superkritičnim ekstragensom na pritisku 
100 bar.
U cilju dobijanja ekstrakta timijana koji je po svom kvalitati- 
vnom i kvantitativnom sastavu najsličniji etarskom ulju dobije- 
nom oficinalnim postupkom destilacije pomoću vodene pare, 
neophodno je za ekstrakciju koristiti ugljendioksid zapreminske 
mase 0,6302 g/cm^( 100 bar;40°C), biljni materijal stepenausi- 
tnjenosti d̂ , vreme ekstrakcije 2,5 sata i protok ekstragensa 
97,725 dm^/h.
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of this extract is very simiiar to that of the essential oi! obtained by 
steam disti!!ation. A higher yie!d of extraction, primari!y of paraffins, 
was obtained by proionging the extraction time over 2.5 hours. 
l'he use of carbon dioxide of !ow so!ubi!ity power (80 bar; 40"C; cC 
=0.1918 g/cm^) did not yie!d aquantitativeextractionofthymeessen- 
tia! oi!.
Ву increasing extraction pressure from 100 to 400 bar, i.e. so!ubility 
power, the extract composition was more and more similar to the 
composition of tota! extract obtained by methy!ene cMoride.
То mode! extraction of the system thyme - supercritica! carbon dioxide 
use was made of the Reverchon - Sesti Osseo equation:

Y = !00 1 - exp[ - —

where: Y - norma!ized extraction yie!d (%); t - extraction time (s) and 
tj - interna! diffusion time (s)

i.e. of its modified form:

Y = 1 0 0 [ l-e x p (^ t-h /? ) ]

l'he ca!cu!ated va!ues of standard error of regression (8у.х) show that 
the modified equation is genera!!y a better fit for the normaiized yie!ds 
of tota! extract and thymo! compared to the origina! equation. 
Equations:

and
!og S = a т̂ .̂] ч- b 

!og S = a 02 +

where: S - so!ubi!ity of tota! extract (g/dm^), i.e. of thymo! (mg/dm^) in 
carbon dioxide; nire] - reiative mass of carbon dioxide (g CO^/g 
thyme) and - carbon dioxide density (g/cm')

cou!d be successfu!!y used for mode!!ing of the investigated extraction 
system.
The composition of thyme extract obtained by !iquid carbon dioxide (65 
bar; 23 '̂C) is very simi!ar to that obtained by supercritica! extragent at 
a pressure of 100 bar.
То obtain a thyme extract whose qua!itative and quantitative characte- 
ristics are most simiiar to those of the essentia! oi! obtained using 
officia! procedure by steam disti!!ation, it is necessary to use a carbon 
dioxide density of 0.6302 g/cm^ (100 bar; 40"C), grinding degree of 
thyme d̂ , extraction time of 2.5 hours and extragent flow rate of 97.725 
dm^/h.
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1 .

U okviru ove doktorske disertacije postavijen je zadatak da se detaijno ispita 
ckstrakcija timijana primenom ugijendioksida u superkritičnom
stanju kao ekstragensa. Variranjem uslova ekstrakcije (protoka ekstragensa, veiičine 
čcstica biijnog materijaia, vremena ekstrakcije, pritiska i temperature) i pračenjem 
kinctikc ekstrakcije preko prinosa totainog ekstrakta i prinosa fenoinih jedinjenja 
izvršeno jc modeiovanje ekstrakcionog sistema timijan - superkritični ugijendioksid. 
Na osnovu dohijenih rczuitata odredeni su najpovoijniji usiovi ekstrakcijc timijana 
superkritičnim ugijcndioksidom i ispitana je ekstrakcija timijana primenom ugijen- 
dioksida u tečnom stanju.

! r̂\'i korak u realizaciji postavijenih zadataka je razrada odgovarajučih 
ana!itičkih postupaka. Iz ovih razioga istraživanja obuhvačena ovom disertacijom su 
podcijcna u čctiri de!a, i to:

- određivanjc fcno!a i drugih komponenata sadržanih u ekstraktima timijana;
- karakterizacija poiaznog biijnog materijaia;
- ckstrakcija timijana supcrkritičnim ugijendioksidom i
- ekstrakcija timijana ugijendioksidom u tečnom stanju.



2. ( ) P S  Г1 ]DE(D

2.1. EKSTRAKCIJA G A SO V IM A  POD PRITISKOM

Ekstrakcija gasovima u tečnom i superkritičnom stanju poslednjih godina 
ima sve veču primenu i predstavlja dobru alternativu klasičnim postupcima 
ekstrakcije. Ona daje novu dimenziju osobinama rastvarača - promenijivu 
zapreminsku masu ekstragensa. Iznad kritične tačke se malim promenama pritiska 
i/ili temparature menjaju osobine superkritičnog gasa kao ekstragensa, čime je 
omogučena seiektivna ekstrakcija. Povečanjem pritiska raste zapreminska masa i 
dieiektrična konstanta, odnosno moč rastvaranja ekstragensa. Fluidi u 
superkritičnom stanju integrišu dobre osobine gasova (niži viskozitet i veče vrednosti 
koeficijenata difuzije) i tečnosti (povečana zapreminska masa i povečana 
rastvorljivost), što se može videti iz podataka datih u tabeli 1.

U literaturi je pre više od 100 godina (Наппау and Hogarth, 1879; Andrews, 
1887) objavljeno zapažanje da fluidi u superkritičnom stanju rastvaraju neočekivano 
vehke kohčine relativno neisparljivih supstanci. Tada je dokazano da helati metala 
postaju rastvorljivi u superkritičnom ugljentetrahloridu i etanolu. Međutim, 
intenzivnije ispitivanje primene fluida u superkritičnom stanju, pre svega u 
prehrambcnoj industriji, je počelo ranih 70-tih godina ovoga veka. Prvo industrijsko 
postrojenje večeg kapaciteta za uklanjanje kofeina iz zrna zelene kafe primenom 
ugljendioksida u superkritičnom stanju počelo je da se koristi 1979. godine u 
Nemačkoj'.



Tabeta !. Fi/ičke osohine fiuida u zavisnosti od njegovog stanja'

Stanje f!uida
Zapreminska masa 

(g/cm^)
Koeficijent

difuzije
(cm^/s)

Viskozitet 
(g/cm s)

Gas

р=1 atm,T=15-30"C (0,6-2)xl0'^ 0,1-0,4 (l-3)xl0*^

Tečnost

р=1 atm,T=15-30"C 0,6-1,6 (0,2-2 )х10' (0,2-3 )x 10'̂

Superkritično 

P=Pk..  ̂= k̂ 0,2-0,5 0,7x10'^ (l-3)xl0'^

p=4 p^,'] = Ч _̂_______ 0,4-0,9 0,2x10'^ (3-9)х10'

!\)znato je da se gasovi mogu povećanjem pritiska prevesti u tečno stanje, a!i 
samo na temperaturama nižim od kritične. F!uidi (gasovi i tečnosti) preiaze u 
superkritično stanje kada su i temperatura i pritisak iznad kritičnih vrednosti. U 
taheii 2 su date vrednosti kritičnih parametara nekih fluida koji se koriste kao

Tabe!a 2. Kritične vrednosti nekih superkritičnih rastvarača^

Rastvarač
Kritična 

tcmpcratura, Т^
(К)

Kritični 
pritisak, p)̂  

(МРа)

Kritična zapreminska 
masa,
(g c m 'l

Metan 191 4,60 0,162
Eti!en 282 5,03 0,218
1 !!orotrif!uorometan 302 3,92 0,579
Ug!jendioksid .76̂ 4 7,.?^ 6̂ ,46^
Etan 305 4,88 0,203
Fropiien 365 4,62 0,233
Fropan 370 4,24 0,217
Amonijak 406 11,3 0,235
Dieti!etar 467 3,64 0,265
n-!*entan 470 3,37 0,237
Accton 508 4,70 0,278
Mctano! 513 8,09 0,272
Bcnzcn 562 4,89 0,302
To!ucn 592 4,11 0,292
Firidin 620 5,63 0,312
Voda 647 22,0 0,322



rastvarači u superkritičnoj ekstrakciji. Na primeru ekstrakcije fenantrena (Slika 1), 
pri istim usiovima ekstrakcije (Т = 313 К; p = 40 МРа), raziičitim gasovima, 
istaknuta je važnost primenjene temperature, koja mora biti bliska kritičnoj 
vrednosti temperature koriščenog gasa .̂

S!ika !. Konccntracija fenantrena u gasnoj fazi dobijena primenom raziičitih gasova 
pri konstantnim usiovima ekstrakcije (313 К; 40 МРа)^

Za ekstrakciju supstanci iz prirodnih izvora se najčcšče primenjuje 
ugijendioksid kao ekstragens, pored ostalog i zbog re!ativno niskih vrednosti 
kritičnog pritiska i temperature (p  ̂= 73,8 bar i Т;, = 31,Т'С).

2.1.1. Supcrkritični ugijcndioksid

Prva primena ugljendioksida kao ekstragensa bi!a je u njegovom tečnom 
stanju. Ugljendioksid pri temperaturama od -55 do ЗТ'С i pritiscima od 5 do 74 bar je 
u subkritičnom stanju, i na određenom konstantnom pritisku može se smatrati



običnom tečnošću. Tečni ugijendioksid se meša sa vodom (0,1%) i skoro svim 
uobičajenim tečnim rastvaračima od metanoia do pentana^. U tabeii 3 su date 
rastvorijivosti nekih organskih jedinjenja u tečnom ugijendioksidu'. Na osnovu 
vrednosti rastvorijivosti može se zakijučiti da je ugijendioksid izrazito nepoiaran 
rastvarač, po poiarnosti siičan pentanu i heksanu. Moč rastvaranja tečnog 
ugijendioksida nije veiika u poređenju sa uobičajenim tečnim rastvaračima. Za takve 
izrazite nepolarne rastvarače je karakteristično da se sa povečanjem temperature 
obično smanjuje moč rastvaranja^.

Tabeta 3. Rastvorijivost nekih organskih jedinjenja u tečnom ugijendioksidu 
(temperatura 22-24"C)'

J c d i nj c n j e Rastvorljivost(% ;m /m )j

n-1 ieptan 00
n-Dodekan 00
p-Karoten 0,01- 0,05

Pcntametiibenzen 17
Antraccn <0,02
Metanol 00

l'crc-butii aikoho! 00
Bcnzofcnon 4

Metil bcnzoat 00
Anilin 3

Difcnilamin 1
Fcno! 3

p-Izopropi!fcno! 6
a-'l'okofcro! 1

Sirčctna kisciina 00
Fcniisirčctna kisciina <0,1

2,4-Dinitroto!uen 24
C!ukoza 0

U ciiju razmatranja mogučih stanja ugijendioksida i nekih njegovih osobina, 
na siici 2 je prikazan рТ dijagram ugljendioksida sa zapreminskom masom kao 
parametrom. Na dijagramu su istaknute iinije kijučanja, topijenja i subiimacije, 
odnosno obiasti u kojima se ugijendioksid naiazi u tečnom, gasovitom i čvrstom



stanju. Subkritični ugljendioksid se naiazi u obiasti koju formiraju iinije ključanja, 
topijenja i kritičnog pritiska. Iz ove obiasti se iinija kijučanja može dostiči pove- 
čanjem temperature na konstantnom pritisku ili smanjenjem pritiska na konstantnoj 
temperaturi. Ovakve promene imaju za posiedicu prevođenje ugljendioksida u 
gasovito stanje. U obiasti kritičnog ugljendioksida odvajanje rastvarača i rastvorene 
supstance nije moguče prostim otparavanjem. Moč rastvaranja superkritičnog 
ugljendioksida zavisi pre svega od pritiska i temperature, odnosno zapreminske 
mase, koja za ugljendioksid na kritičnoj tački iznosi 468 g/dm .̂

SHka 2. рТ dijagram ugijendioksida sa zapreminskom masom (g/dm^) kao 
parametrom
(КТ - kritična tačka; ТТ - trojna tačka)



Ugijendioksid u gasovitom stanju ima veoma maiu zapreminsku masu, zbog 
čega mu je moć rastvaranja zanemarijiva. Povećanjem temperature, iz subkritičnog 
gasovitog stanja, doiazi se do gasovitog stanja visoke temperature. U ovoj oblasti, i 
pored ma!e zapreminske mase ugijendioksida, pri ekstrakciji se dobija izvesna 
koiičina komponenata u gasovitom stanju. Ovakav način ekstrakcije je siičniji 
destiiaciji pomoću vodene pare nego ekstrakciji primenom rastvarača.

I^omeranjem duž !inije kijučanja do kritične tačke (Kl ), njenom stranom 
gde se ugijendioksid naiazi u tečnom stanju, moć rastvaranja ugijendioksida bi 
trebaia da raste sa porastom temperature. Međutim, istovremeno zapreminska masa 
opada što ima za posiedicu smanjenje moći rastvaranja. lako je nemoguće predvideti 
koji će uticaj biti dominantniji, potpuno je izvesno da će prema gornjem de!u !inije 
kijučanja uticaj zaprcminske mase biti izraženiji.

Na s!ici 3 je prikazan široki interva! mogućih vrednosti zapreminskih masa i 
dieiektričnih konstanti ugijendioksida na pritiscima većim od kritičnog pritiska^.

S!ika J. Zapreminska masa J  (!) i diciektrična konstanta s (!!) ugijcndioksida u 
zavisnosti od pritiska na tcmpcraturi 40"U



Ugtjendioksid u superkritičnom stanju se ponaša kao nepoiaran rastvarač, i 
siičan je drugim nepoiarnim rastvaračima u tečnom stanju. Za takve rastvarače je 
karakteristično siedeče^:

ж rastvorijivost supstance je veča ukoiiko je ona po svojim fizičkim i hemijskim 
osobinama siičnija rastvaraču;

* isparijivost i rastvorljivost komponenata siične poiarnosti opadaju sa porastom 
njihove moiekulske mase;

" rastvarač sa večom moči rastvaranja rastvara više komponenata date smeše 
(mala selektivnost) za raziiku od rastvarača maie moči rastvaranja (visoka 
seiektivnost rastvarača).

Prirodni proizvodi obično sadrže veiiki broj hemijski različitih komponenata 
čija se rastvorljivost u određenom rastvaraču može kretati od visoke rastvorljivosti 
do potpune nerastvorijivosti. Na jednom modei sistemu nepoiarnih komponenata 
prirodnih proizvoda (Slika 4) biče diskutovan sastav proizvoda dobijenih primenom 
postupka destiiacije pomoču vodene pare, ekstrakcije metilenhioridom, smešom 
etanola i vode i ugijendioksidom u superkritičnom stanju^.

S!ika 4. Mode! sistem nepolarnih komponenata prirodnih proizvoda

Destilacijom pomoču vodene pare (S!ika 5) se dobija proizvod (destiiat) koji 
sadrži iskijučivo isparijive komponente sadržane u etarskom u!ju (zatamnjena
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površina na dijagamu). Sastav dobijenog proizvoda u izvesnoj meri je izmenjen u 
odnosu na njegov nativni sastav.

Siika 5. Destiiacija pomoću vodene pare

Ekstrakcija pogodnim nepoiarnim rastvaračem, kao što je metiienhiorid, je 
potpuna ekstrakcija (Siika 6), jer se dobija proizvod koji sadrži sve prisutne 
komponente (zatamnjene površine), osim pohmera veiikih molekuiskih masa. 
Međutim, dobijeni tečni ekstrakt se najčešče podvrgava uparavanju radi 
odstranjivanja rastvarača, pri čemu doiazi do izvesnog gubitka iako isparljivih 
komponenata. Ovaj gubitak je predstavijen na siici 6 u gornjem !evom ug!u kao 
nezatamnjeni deo.

S!ikn 6. Ekstrakcija meti!enh!oridom



Pnmenom polarnih rastvarača, kao što је na primer smeša etanola i 
vode. dobija se ekstrakt koji sadrži komponente prisutne u etarskom ulju i polarne 
komponente (Siika 7). Na ovaj način dobijen ekstrakt sadrži i poiarne komponente 
kao što su šečeri. giikozidi, tanini, soii i dr., koje nisu predstavijene mode! sistemom 
(Slika 4). Odstranjivanje rastvarača iz ovakvog ekstrakta dovodi do većeg gubitka 
lako isparljivih komponenata.

Primenom ugljendioksida je moguće dobiti ekstrakte sa željenim sastavom 
komponentata sadržanih u poiaznom materijaiu. Тако, na primer, primenom 
superkritičnog ugijendioksida velike moći rastvaranja (p=300 bar; Т=60"С; ć]C830 
g/dm^) dobija se ekstrakt (S!ika8) koji je po sastavu siičanekstraktudobijenom

S!ika 8. Ekstrakcija ugijendioksidom: Raziičito zatamnjene površine prikazuju 
ekstrakte dobijene ugijendioksidom raziičitih moći rastvaranja

10

S!ika 7. Ekstrakcija smešom ctanol-voda



meti!enh!oridom. Smanjena moč rastvaranja superkritičnog ug!jendioksida (100 
har/60"C) dovodi do promene sastava dohijenog ekstrakta. Izdvajanje ugijendioksida 
iz dohijenog ekstrakta dovodi samo do neznatnog guhitka !ako ispadjivih 
komponenata.

Na kraju, možemo reči da se izhorom pogodne komhinacije pritiska i 
temperature mogu podešavati žeijeni efekti rastvaranja, odnosno može se postiči 
odredena seiektivnost ugijendioksida kao ekstragensa. Područja temperature i 
pritiska za raziičite primene prikazana su na рТ dijagramu (S!ika 9).

S!ika 9. рТ dijagram sa označenim područjima za raziičite primene

ITednosti primene ugijendioksida za ekstrakciju nad ostaiim gasovima, kao i 
nad uohičajenim postupcima ekstrakcije tečnim rastvaračima i desti!acije, su s!edeče:
* fizio!oški je inaktivan i ne izaziva štetne posiedice po ijudski organizam;
* nezapaijiv je i jednostavan za rukovanje;
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prirodni je proizvod koji je hemijski inertan, tako da nema opasnosti od zaostaiih 
toksičnih primesa u dobijenom ekstraktu; 
ima ga u veiikim koiičinama i nije skup;
ne ekstrahuje pesticide i produkte njihovog raspadanja koji su često prisutni u 
biijnim sirovinama;
omogučuje rad na niskim tempetaturama što se povoijno odražava na kvaiitet 
ekstrakta;
omogučuje seiektivnu ekstrakciju i frakcionisanje ekstrakta, što ga čini 
atraktivnim za primenu u farmaceutskoj i kozmetičkoj industriji; 
ekstrahovane sirovine se mogu koristiti u druge svrhe, jer nema opasnosti od 
štetnih primesa koje se javijaju kada se kao ekstragensi koriste organski 
rastvarači;
ekstrakcija ugijcndioksidom spada u "čiste tehnologije" bez sekundarnih proi- 
zvoda koji zagađuju životnu sredinu^.

2.1.2. Postupci i uređaji za superkritičnu ekstrakciju

Postupak i uredaji za ekstrakciju primenom supcrkritičnog ugijendioksida se 
podešavaju prcma postavijenim zahtevima i materijaiu koji sc ekstrahuje. Moguća su 
dva potpuno raziičita slučaja, i to:

1. kada jc ci!j postupka dobijanje ekstrakta, pri čemu iscrpijeni materijal nema 
upotrebnu vrednost i!i je ona ma!a i

2. kada je ci!j postupka dobijanje parcijaino ekstrahovanog materijaia, čime se 
poboijšavaju njcgova svojstva, pri čemu je dobijeni ekstrakt od sekundarnog 
značaja.

Postupci koji se primenjuju kod superkritične ekstrakcije se mogu podeiiti
na:

1. /;/As7//p//A. Ekstrakcija materijaia se vrši na konstantnoj temperaturi i
povišenom pritisku, pri čemu ug!jendioksid ima veču zapreminsku masu, 
odnosno moč rastvaranja u superkritičnoj obiasti. Izdvajanje dobijenog 
proizvoda se ostvaruje sniženjem pritiska, pri čemu se odvaja i ekstragens u 
gasovitom stanju, koji se može vratiti u ekstrakcioni cikius.
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2. Ekstrakcija se vrši na konstantnom pritisku. Promenom 
radne temperature (povećanjem) u procesu separacije snižava se zapreminska 
masa ugijendioksida, što ima za posiedicu izdvajanje proizvoda.

i^ogodnim izhorom pritiska i temperature pri izdvajanju proizvoda mogu se 
postići i odgovarajući efekti frakcionisanja. Višestepenim kaskadnim smanjenjem 
pritiska, primenom više scparatora, moguće je dohiti ekstrakt žeijenog sastava. 
Odgovarajućc frakcionisanjc je moguće postići i u toku same ekstrakcije 
programiranjcm odnosa pritiska i tcmperature.

3. ////.\7//////A. Ekstrakcija se vrši na konstantnom pritisku i 
tempcraturi, a proizvod sc izdvaja adsorpcijom na pogodnom adsorhcnsu. Ovaj 
postupak sc najčcšće primcnjuje u ci!ju selektivne ekstrakcijc materija!a, npr. 
dckofcinizacija kafe i čaja^.

Na s!ici !0 je prikazan princip ekstrakcije supcrkritičnim ug!jendioksidom na 
pl' dijagramu. Ekstrakcija sc vrši u superkritičnoj ohiasti, a separacija pri usiovima 
pritiska i tcmpcraturc gasovitog stanja ugijendioksida.

-40 -20 0 20 40 60 80 100

lcmpenMura (°C )

S!ika !(). Principckstrakcijc superkritičnim ugijendioksidom

(E - ckstraktor; S - scparator; К - kompresor; O - izmenjivač topiotc)
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Uređaji za superkritičnu ekstrakciju se raziikuju, pre svega, po svojoj 
nameni, veličini i kapacitetu, kao i sastavnim deiovima (npr. broj potrebnih 
separatora). Na siici 11 je prikazana šema, a na siikama 12 i 13 fotografije uređaja za 
ekstrakciju pod visokim pritiskom koji je koriščen u ovom radu.

S!ika 1!. Šema uredaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom (HPEP-High Pressure 
Extraction Piant, NOVA-Swiss)

1. Merni konektor; 2. Fiiter; 3. Kompresor sa dijafragmom; 4. Kontroini 
ventii: 5. Sigurnosni ventii; В-Боса sa ugijendioksidom; V-Ventii; М- 
-Manometar; RV-Regulacioni ventii; П - Izmenjivač topiote; P -Merač 
pritiska; E-Ekstraktor (V-200 cm^); Т-Termometar; UT-U!tratermostat; 
S-Separator (V=200 cm^); Eks-Ekstrakt; MP-Merač protoka.

Biijni materija! u ekstraktoru (E) se najpre osiobađa prisutnog 
vazduha produvavanjem ugljendioksida (В) u gasovitom stanju, nakon čega se 
zatvore venti! (VU i reguiacioni venti! (RV^). U!tratermostatima (UT,) i (UT^) se 
održavaju radne temperature u ekstraktoru i separatoru (S) pri zatvorenom ventilu 
(V,) boce sa ugljendioksidom. Zatim se, nakon otvaranja ventila od V, do V  ̂ (V  ̂je 
zatvoren), kompresor na kome je podešen pritisak nešto iznad radnog pritiska pusti 
u pogon i regulacionim venti!om (RV,) se podesi radni pritisak ekstrakcije. 
Ug!jendioksid se nakon pro!aska kroz izmenjivač topiote (IT,) otvaranjem ventiia 
(VU uvodi u ekstraktor pri čemu je regu!acioni venti! (RV^) zatvoren. Otvaranjem i 
podešavenjam regu!acionih ventiia (RV^) i (RV^) se ostvaruje pritisak u separatoru, 
kao i održavanje že!jenog protoka ekstragensa. Maksima!ni protok ugijendioksida 
je 5,7 kg/h.
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M 1 V 2 V 4

S!ika !2. Fotografija uređaja HPEF

Kontroina
tab!a

Т1 Т2 ТЗ

S!ika !3. Fotografija de!a uređaja HFEF
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2.1.3. Ekstrakcija aromatičnog i ickovitog biija ugljcndioksidom

Ekstrakcija gasovima pod pritiskom naiazi primenu u različitim granama 
industrije, pre svega prehrambenoj, naftnoj, farmaceutskoj i kozmetičkoj. Mogu se 
ekstrahovati prirodni proizvodi kao što su biijna u!ja, masti i ulja životinjskog 
porekla, masne kiseiine, pivski kvasac, začini i arome, etarska u!ja, a!ka!oidi (npr. 
nikotin iz duvana; kofein iz kafe i čaja), hme!j, insekticidi, steroidi. Takođe, ovaj 
način ekstrakcije se primenjuje i za regeneraciju adsorbenasa i kataiizatora, kao i za 
frakcionisanje poiimera po mo!eku!skim masama. Posebnu primenu gasovi u 
superkritičnom stanju imaju u hromatografiji za separaciju finih hemikaiija i 
farmakoioških supstanci''^.

Ekstrakcija biijnog materijaia gasovima u tečnom, a naročito superkritičnom 
stanju, je područje istraživanja za koje v!ada ve!iki interes. Ispitivana je ekstrakcija 
kamiiice^'^, kafe, čaja, duvana, mente, konopije, suncokreta, semena sezama, hmeija, 
paprike, odoijena^'^; bibera^''", piodova ko!e, !išča !imuna, semena maka"; bosiijka'*; 
đumbirovog rizoma'^; hrizanteme, buhača i nemačke kamiiice'^; jorgovana, kore 
!imuna, crnog bibera i badema'^; arome !imuna i paiminog u!ja'^ ' ;̂ soje'^; semena 
kano!e'^; u!ja !imuna^"; anisa, kima, karanfiiiča i cimeta^'; !imuna i pomorandže^^; 
kukuruznih k!ica, semena !ana i piodova jojobe^^; srdiča, majorana^^ i pomorandže^^; 
jabuke, kruške, crnog !uka, korijandera, !išča iorbera, eukaiiptusa i mimoze^^, 
iavande^^.

Prof. dr Branisiav Pekič je pre oko 10 godina^ skrenuo pažnju naučne 
javnosti u našoj zemiji na široke mogučnosti primene gasova u tečnom i 
superkritičnom stanju. Posebno veiiki doprinos je dao na ispitivanju ekstrakcije 
kamihce primenom superkritičnog ugijendioksida. U radovima Pekiča i saradnika je 
ispitana kinetika ekstrakcije kamiiice^ '̂^ ,̂ zavisnost prinosa totainog ekstrakta 
izotermske ekstrakcije od koiičine ponašanje farmakoioški aktivnih kompo-
nenata sadržanih u kamiiici pri superkritičnoj ekstrakciji ugijendioksidom^", kao i 
primena Chrasti!-ove jednačine za sistem cvet kamiiice - superkritični ug!jendio- 
ksid^', pri čemu su koriščene savremene metode, u prvom redu metoda GC-MS '̂'^^.

Ekstrakcija timijana primenom gasova u tečnom i superkritičnom stanju do 
sada nije bi!a predmet istraživanja. Pregiedom naučne i stručne iiterature, kao i 
informacija koje se naiaze na g!oba!noj kompjuterskoj mreži INTERNET nije nađen 
ni jedan rad koji se bavi ovom probiematikom. Upravo ovo je i bio raziog da se naša 
pažnja i istraživački interes usmeri na ispitivanje superkritične ekstrakcije timijana 
primenom ugijendioksida.
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2.2. Т!М!ЈAN ( L. )

!^oxnato је da mnogc hiijne vrste imaju izraženo antiseptičko delovanje. 
Baktcricidno i iungicidno de!ovanje je karaktcristično za etarska u!ja biljaka roda 
/î t777ty.s i .S'̂ /77/-4yk /A 7^^Jđ/:s/r//77ć^J/(r//7 .s/r/koji sadrži spise nc samo srpske. 
vcč i cvropske naučne medicine od XI! do XV veka navodi. između ostalih !ekovitih 
hi!jaka. majčinu dušicu ( //7y/777/.s .sćr/y7t/A//77) i njcnu upotrebu: "Majčina dušica je 
vruča, suva i spada u treči stcpcn. Svoje dejstvo neče izguhiti tokom dve godine. 
Uzmi majčinu dušicu. skuvaj je u vodi i tom vodom pcri glavu. Korističe onima koji 
imaju reumu u glavi us!ed nazeha. - Uzmi majčinu dušicu i skuvaj je u octu; dodaj 
zatim neko!iko suvih smokava i neka hoiesnik sa ovim opere gr!o i grgoče. Od koristi 
jc za one kojima je upaljeno gr!o pa ne mogu gutati s!inu. - Majčinu dušicu skuvaj u 
vinu i to mu podaj da pije. Ovo je korišno onima koji kašlju zhog nazcha i!i im je 
ho!cstan stomak"*.

Timijan ( //7t7777/.s' n/j^^r/^L., /./7Л/'с̂ ///с) je siičan majčinoj dušici, stahijika mu 
nc puzi po zcmiji, več raste uspravno formirajuči žhun visok do 40 cm. Stahijika je 
drvenasta, iistovi su dužine do 1 cm sa kratkom petc!jkom i!i sedcči. Oh!ik !ista je 
izduženo c!iptičan. skoro igiičast, a ivice su savijcnc prcma na!ičju. List je kožast, na 
!icu tamnozcien hez diačica sa uduhijcnom giavnom provodnom ži!om, dok je na!ičje 
sivozcicne hojc, ima diačicc i istaknutu giavnu provodnu ži!u. Воја cveta je ružičasta. 
Nadzcmni dciovi hiijkc sc sakupijaju sredinom i!i krajcm !eta. Timijan raste po suvim 
mcstima zapadnog Meditcrana, a možc se gajiti i kod nas, poschno u Vojvodini. 
Biijka ima izuzctno aromatičan miris, a ukus jc aromatičan i opor^ '̂^ .̂
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Osim već spomenutog baktericidnog i fungicidnog deiovanja, timijan se 
preporučuje kao ekspektorans (oiakšava iskašljavanje), stomahik (podstiče funkcije 
žeiuca), anthelmintik (protiv crevnih parazita), aromatik, spazmoiitik (otkianja 
grčeve), tonik (za jačanje), rubefacijent (za izazivanje crvenila i osećaja toplote na 
koži usled širenje krvnih sudova) i karminativ (oiakšava odstranjivanje gasova iz 
creva)^ '̂^ .̂

Andrew Chevailier u knjizi "The Encyciopedia of Medicinal Plants"^^ 
navodi naziv "garden thyme" (baštenski timijan) za 77?. L., odnosno "wild
thyme" (diviji timijan) za УУ?. uz napomenu da im je ista upotreba.

Timijan sadrži od 0.3 do 6.3% etarskog uija koje je nosiiac lekovitog 
deiovanja^ '̂^". Jugoslovenska farmakopeja^^ propisuje upotrebu liŠća timijana ( УУ̂ЈТ/// 
/b//'///7/) kao ekspektoransa i navodi da je minimalni sadržaj etarskog uija 1,5%. 
Prema DAB 8 '̂ minimaini sadržaj je 1,2%. Osim etarskog ulja, timijan sadrži smole, 
tanine, gorke materije, saponozide, kao i ilavone apigenin i iuteolin

2.2.1. E tarsko uijc tim ijana

Etarsko uije timijana (Ае//?с/'о/с///77 //?jw/), dobijeno destiiacijom pomoću 
vodene pare iz sveže biljke u cvetu, je bezbojna tečnost intenzivnog mirisa na timol, 
aromatičnog i ijutog ukusa, koja ubrzo postaje crvenožuta iii crvenomrka. Cesto se 
ovo ulje pogrešno naziva "uije origana"^^.

Antimikrobno deiovanje etarskog uija timijana potiče od prisutnih fenoia, u 
prvom redu timoia (5-metii-2-izopropii-l-fenoi) i karvakroia (2-metii-5-izopropii- 
-1-fenoi). Timoi se preporučuje kao antiseptik i antheimintik^. Dokazanojedeio-

Timoi Karvakroi

vanje timoia na bakterije usne šupijine*'', zbog čega se kako timoi, tako i etarsko uije 
timijana, upotrebijavaju u vodama za ispiranje usta i pastama za zube. Poznato je da 
je timoi kao antiseptik oko trideset puta aktivniji, a četiri puta manje toksičan od
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fenoia^^. Novija ispitivanja su pokazaia da timo! i kan akro! formiraju kiseonikove 
siobodne radikale reakcijama oksidacije '̂*.

Farmakoioško de!ovanje etarskog u!ja timijana zavisi, pre svega, od sadržaja 
timoia i karvakroia. Za etarsko u!je je karakterističan veiiki sadržaj
timoia koji može biti i do 60,86%^^ i reiativno ma!i sadržaj karvakroia, do 5,6%^^. Po 
sadržaju ovih fenoinih jedinjenja etarsko u!je je s!ično etarskom
u!ju timijana. Nasuprot tome, etarska u!ja 77?. .уе7/̂ //г//77 L. i .S* /̂///r/  ̂ //ог/сл. /̂!у L. 
karakteriše veiiki sadržaj karvakroia i ma!i sadržaj timoia^^. Etarsko u!je ćž/^đn///// 
ro////7^c////// karakteriše veiiki sadržaj i raziičit odnos fenoinih jedinjenja^^.

Etarsko u!je timijana sa visokim sadržajem fenoinih jedinjenja se može 
uspešno koristiti u veterini za izradu antidiaroičkih preparata koji su dobra 
supstitucija antibioticima. l'imo! i karvakro! su !iposo!ubi!ni i površinski aktivni, pa 
se mehanizam njihovog antidiaroičkog deiovanja zasniva na oštečenju i rastvaranju 
membrane mikrobne čeiije, kao i inhibiciji sinteze beiančevina i procesa biooksida- 
cije u organizmu uzročnika boiesti. Oraino apiikovan timo! de!uje kao spazmo!itik i 
b!ag ana!getik, što dovodi do smanjivanja peristaitike i ubiažavanja bo!a^ '̂ "̂.

Za etarsko u!je timijana je karakteristično prisustvo komponenata koje su 
prekursorifenoia,//-cimenai у-terpincna^^'^'. Udeo //-cimenau ctaskomuiju može

//-Oimen у-Terpinen

biti i do 42,8%^^, a у-terpinena do 13,2%^'. Sadržaji ostaiih komponenata kojc u!aze 
u sastav ctarskog u!ja timijana (S!ika 14) su znatno niži od sadržaja fenoinih 
jcdinjcnja i njihovih prekursora. Neka od ovih jedinjcnja se javijaju samo u 
tragovima i!i uopštc nisu prisutna u pojedinim uzorcima etarskog u!ja timijana.

Za odrcdivanje kvaiitativnog i kvantitativnog sastava etarskog u!ja timijana 
metodc izbora su tcčna hromatografija pod visokom pritiskom (HPLC) i gasna 
hrornatografija sa odgovarajučim detcktorom. Određivanje sadržaja fenoinih 
jedinjenja, koja apsorbuju svctiost u UV-ob!asti, timoia i karvakroia, se može 
uspešno vršiti primenom HI^LC hromatografijc, kako na normainoj'* '̂̂ '̂^ ,̂ tako i na 
obrnutoj tazî '̂'̂ .̂ Za anaiizu svih komponenata etarskog u!ja timijana Fcrh i
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Stenzhorn^^ su koristih GC sa FID detektorom, dok su Jackson i Нау^* primeniii GC- 
-MS.

S!ika !4. Komponente etarskog ulja timijana^

a-Pmen

Mircen

1.8-Cineoi

P-Kariofiien

a-Terpinen

о н

о н

a-Terineoi

P-Pinen

Limonen

о н

Terpinen-oi-4

Borneoi
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3 .  R  E  Z t J  L T / k  1  ! ! ! ) !  S K L J S  ! J / \

U okviru ovc discrtacijc, radi rcaiizacije ranijc postavijenih /adataka. biio je 
ncophodno, prc svcga, i/vršiti karaktcri/aciju poia/nog biijnog matcrijaia - droge. 
Radi toga, trebaio je raspoiagati odgovarajućim anaiitičkim metodama za 
odredivanje kvaiitativnog i kvantitativnog sastava dobijenih proi/voda na ba/i 
timijana (etarsko u!je, ekstrakti i dr.).

Da bi se pristupiio sistematskom ispitivanju ekstrakcije sistema timijan - 
- supcrkritični ug!jcndioksid i njcgovom modciovanju, bi!o je ncophodno varirati 
usiovc supcrkritičnc ckstrakcije (protok ekstragensa. veiičina čestica biijnog materi- 
ja!a, vreme ekstrakcije, pritisak i temperatura) i pratiti kinetiku ekstrakcijc prcko 
prinosa totainog ekstrakta i prinosa fenoinih jedinjcnja. l'akođe je ispitivana 
ckstrakcija timijana ugijcndioksidom u tečnom stanju i dobijeni rczuitati ekstrakcije 
sn uporcdcni sa rc/u!tatima dobijcnim primcnom supcrkritičnog ugijcndioksida kao 
ckstragcnsa. Na osnovu dobijenih rc/u!tata određeni su najpovoijniji usiovi 
ckstrakcije timijana ugijcndioksidom.

!/ ovih ra/ioga istra/ivanja obuhvaćcna ovom disertacijom su podeijena u 
^ ^ n d d & J to :

- odrcdivanjc fcnoia i drugih komponenata sadr/anih u ekstraktima timijana:
- karakteri/acija po!a/nog bi!jnog matcrija!a:
- ckstrakcija timijana supcrkritičnim ugijcndioksidom i
- ckstrakcija timijana ugijcndioksidom u tcčnom stanju.

3.1. O D R E D IV A N JE  FENOLNIH JEDINJENJA T iM IJA N A

Za odrcdivanjc sadr/aja farmakoioški aktivnih fenoinih jcdinjanja, timoia i 
karvakroia, sadržanih u timijanu, odnosno njcgovom ctarskom u!ju i!i ekstraktima 
dobijcnim i/ njcga ra/!ičitim postupcima. metodc izbora su tečna hromatografija pod
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45.47.52-54
1 gasnavisokim pritiskom (High Pressure Liquid Chromatography - HPLC) 

hromatografija (Gas Chromatography - GC) sa odgovarajućom detekcijom, npr. 
masenom spektrometrijom (Mass Spectrometry - MS)^'.

3.1.1. Kva!itativna i kvantitativna ana!ixa tcno!a primcnom HPLC

Za određivanje sadržaja timola i karvakrola u etarskom u!ju
i tečnim ekstraktima timijana^^ Van Der Broucke i Lemii su primenili 

HPLC metodu na norma!noj fazi. Koriščena je ko!ona Porasi!, izokratska elucija 
primenom pokretne faze hloroform : n-heksan (15:85; V/V), protok 2,5 m!/min uz 
UV detekciju na taiasnoj dužini 280 nm. Postignuto je dobro razdvajanje fenoia uz 
kratko vreme anaiize (retenciono vreme timo!a t)^=4,8 min, karvakroia t^^=5,55 min). 
Soiinas i Oessa^* su koristiii metod HPLC na obrnutoj fazi, primenom ko!ona 
p-Bondapak C,^ (Waters) i RP-18 (Brown!ee Labs.), pokretne faze voda : acetonitri! 
(60:40; V/V) i izokratske eiucije. Protok pokretne faze je bio 1,5 m!/min, a UV 
detekcija je vršena na taiasnoj dužini 283 nm. Ovaj postupak anahze traje nešto duže 
(oko 24 min), a retenciona vremena primenom ko!one p-Bondapak C,  ̂ iznose za 
karvakro! 17,10 minuta i za timo! 19.30 minuta, dok primenom ko!one RP-18 
retenciono vreme karvakro!a je 17,50 minuta, a timo!a 19,40 minuta. Pekič i sar. su 
za određivanje timoia i karvakroia u etarskom u!ju timijana^^, odnosno ovih 
jedinjenja u nekim biijnim vrstama roda У7?у/77 77.̂  ̂ i 3'77/77/*e/đ̂ ,̂ primeniii metod HPLC 
na obrnutoj fazi i ko!onu NovaPak C, ,̂ pokretnu fazu acetonitri!: voda (38:62; V/V), 
izokratsku eiuciju uz protok 0,7 cm^/min i UV detekciju na taiasnoj dužini 254 nm. 
Anaiiza ovim postupkom je trajaia oko 30 minuta, a retenciona vremena su iznosi!a 
za karvakro! t,^=21,58 min, odnosno za timo! t,^=23.05 min. Ispitivanja su pokazaia da 
se primenjeni postupak odiikuje visokom reproduktivnošču i preciznošču 
odredivanja timo!a i karvakroia u ispitivanim uzorcima.

Radi određivanja maksimaine taiasne dužine timo!a i karvakroia za njihovu 
anaiizu HI^LC metodom, snimijeni su UV-spektri standardnih uzoraka ispitivanih 
fenola. Dobijeni spektri su prikazani na slikama 15 i 16. Na osnovu dobijenih 
rezuitata, odabrana je talasna dužina UV-detektora A.=276 nm na kojoj su vršene sve 
analize.
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Sttka !S. UV-spcktar timo!a (koncentracija !2,4 pg/cm^; rastvor u 95% etano!u)

Ta!asna dužina, X (ntn) Apsorbanca

206 0,8558
218 0,5539
276 0,1738

S!ika !6. LJV-spektar kar\ akro!a (koncentracija 19,2 pg/cm^; rastvor u 95% etanoiu)
Talasna dužina. X (nm) Apsorbanca ]

206 0,9871
216 0,8719
276 0,2570
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Za razdvajanje timo!a i karvakroia u ispitivanim uzorcima primenom HPLC 
na obrnutoj fazi, odabrana je koiona NovaPak C,  ̂ (Waters) i izokratski postupak 
elucije. Variranjem odnosa komponenata u pokretnoj fazi, acetonitrila i vode, 
nadeno je da je optima!an odnos komponenata 50:50 (V/V). Primenom ovoga 
postupka može se izvršiti za kratko vreme (8 minuta), uz dobro razdvajanje 
ispitivanih feno!a, kva!itativna i kvantitativna ana!iza timijana, odnosno etarskog u!ja 
i ekstrakata timijana. Retenciona vremena iznose za karvakro! t^=5,942 min i timo! 
tn=6,458 mm (S!ika 17).

S!ika !7. HPLC-hromatogram standardnog rastvora 
timo!a i karvakroia 

Karvakro! (5,942 min; 4,0 pg)
Timo! (6,458 min; 11,2 pg)
Ko!ona: NovaPak C,„ (Waters; 3,9 mm I.D. х 

X 15 cm; 4 pm)
Pretko!ona: Waters Cuard-Pak'^^/Reso!ve"^^

(10 pm)
Pokretna faza: Acetonitri! - voda (50:50; V/V) 
Protok: 0,8 cm^/min 
Pritisak: 125 bar
Dctekcija: UV na 276 nm/1,00 AUFS 
Brzina papira: 0,4 cm/min 
Injektovana zaprcmina: 10 p!

U ci!ju kvantitativne ana!izc timo!a i karvakro!a u uzorcima, ispitana je 
serija standardnih rastvora feno!a i nađena je funkcionaina zavisnost površine pika 
(F) i mase (m) fenoia (S!ike 18 i 19). Ova zavisnost je izražena jednačinom, za timol:

m, = (P-681149)/7871720 
r = 0,9985

odnosno za karvakro!:

( 1 )

!Пк = (/"+ 31191,5)/6813370 
r = 0,9988

(2)

pri čemu je r - kocficijent kore!acije.
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Stika iS. Dijagram zavisnosti površine pika (Л) od mase timoia (m, )

S!ika !9. Dijagram zavisnosti površine pika (/^ od mase karvakro!a (т^)

!spitivanjc rcprodnktivnosti odredivanja fcno!a u etarskom u!ju opisanim 
! !!Ч.(̂ ' postupkom, izvršeno je anaiizom istog uzorka višc puta (Taheia 4). Odredivan 
jc sadr^aj timo!a u ctarskom u!ju dohijenom dcstiiacijom iz droge nakon 
superkritične ckstrakcije ug!jcndioksidom (4(fC; 80 har; 2.5 h). Uzorak etarskog u!ja 
sadrži samo tragovc kar\akro!a (S!ika 20).
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Tabe!a 4. Rexu!tati ispitivanja reproduktivnosti određivanja timola u etarskom 
utju timijana

Вгој
probe

Sadržaj dmola (%) Statistički parametri

1 70.79 X = 69.594%
2 69.62 S = 0,9001
3 70.00 Sx = 0,4025
4 68.38 = 1,29%
5 69,18 P(68,447<p<70.714)=0.95

Napomena: x-srednjavrednost
S - standardna devijacija 
Sx - standardna greška srednje vrednosti 

- koeficijent varijacije 
P - interva! pouzdanosti t-raspode!e

Stika 2b. HPLC-hromatogram etarskog 
u!ja timijana

(Ustovi određivanja isti kao na stici 17)
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Iz dohijenih rezuitata siedi da razradeni postupak određivanja timoia u 
etarskom u!ju obezbeduje visok stepcn reproduktivnosti odredivanja (К .̂= !,29%).

Razradeni !!!^LC postupak sc. takodc. može uspcšno primeniti i za odredi- 
vanjc lenoinih jedinjenja u ekstraktima timijana.

3.2. K A R A K TER IZAC IJA  TIM IJANA

Timijan, koji jc korišćcn u svim ispitivanjima, je okarakterisan na osnovu 
etarskog u!ja i ckstrakta. Sadržaj v!agc u drogi (osušcno !išće timijana) je iznosio 
S.27%.

3.2.1. Etarsko uljc

Sadržaj etarskog u!ja je odrcden prema postupku koji propisuje 
jugosiovcnska farmakopeja^^ i iznosi 1,75% (V/m; cm^/!00gdroge). Zapreminska 
masa (d̂ on̂ O dobijenog u!ja je 0,9118 g/cm  ̂ (prema literaturnim podacima^^ 
zaprcminska masa etarskog u!ja timijana je od 0,894 do 0,930 g/cm^). Etarsko u!je 
sadrži kao dominantnu komponentu timo! (50,06%; m/m), dok je karvakro! prisutan, 
praktično, u tragovima (!,!5%; m/m). Radi proverc kvantitativnosti postupka 
destiiacije pomoću vodcnc parc, nakon izdvajanja ctarskog u!ja, desti!acija uzorka je 
produžena (2 sata), pri čcmu nije doš!o do izdvajanja nove koiičine etarskog u!ja. 
Možc se smatrati da jc izdvajanjc etarskog u!ja potpuno nakon 2 sata desti!acije, 
odnosno da је ukupni sadržaj timoia u timijanu 800 mg/!00 g, odnosno karvakro!a 18 
mg/100 g.

Kva!itativna i kvantitativna anaiiza dobijcnog ctarskog u!ja je izvršena 
primcnom GC-MS (S!ika 21 i tabela 5). Strukture nekih detektovanih jedinjcnja su 
prikazanc na s!ici 21.
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Napomena: Abundance - Ukupna jonska struja koja se javija na elektronskom multiplikatoru 

S!ika 2!. GC-hromatogram etarskog ulja timijana

Tabe!a 5. Rezuitati anahze etarskog ulja timijana

K o m p o n en ta '^ Match'^'^ Sadržaj u odnosu na 
drogu etarsko u!je 

(mg/iOOg) (%)

5,44 Kamfor 98 46^Д 2,94
5,69 L-Mento! 91 129,95 8,14
5,86 n-Dodekan 95 48,27 3,02
6,02 2,6-Dimeti!undekan 94 11,98 0,75
6,49 Timo! meti!etar 93 25,17 1,58
6,71 Karvakro! meti!etar 96 9,77 0,71
7,05 Timo! 99 798,78 50^6
7,17 Karvakro! 98 18Д5 1Д5
8,36 n-Tetradekan 98 257,12 16Д1
8,86 P-Kariofi!en 99 1L52 0,72
9,16 2-Meti!dekan 90 9,95 0,62
9,66 n-Pentadekan 97 41,27 2,59

10,94 n-Heksadekan 97 50^2 3,18
12Д9 n-Heptadekan 97 47,54 2,98
13Д^ n-Oktadekan 97 32,32 2,02
16,64 Fito! 96 46,34 2,90

- Detektovano je prisustvo mentona (t^=5,52 min) i borneola (t,^=5,67 min) 
u tragovima.

** - Match predstavija procenat pok!apanja dobijenog masenog spektra jedinjenja iz 
ispitivanog uzorka sa masenim spektrom iz baze podataka.
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l'imo! meti!ctar Karvakro! meti!etar
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S!ika 22. Strukturne formuie nekih jedinjenja prisutih u etarskom u!ju timijana

3.2.2. Ekstrakt

l'otaini ekstrakt timijana dohijen je meti!enh!oridom postupkom ekstrakcije 
sa povremenim ispuštanjem ekstrakta (ekstrakcija po Soxh!et-u). Prinos 
ekstraktivnih materija je iznosio4.95% (m/m). sa sadržajem timo!a 16,11% (m/m) (u 
odnosu na drogu SOO mg/100 g). Isti prinos timola, u odnosu na njegov sadržaj u 
drogi, je ostvaren i postupkom destilacije pomoču vodene pare, što govori o 
kvantitativnosti ekstrakcije. Sadržaj etarskog ulja u ekstraktu je iznosio oko 32%.

Kvalitativni i kvantitativni sastav ekstrakta je ispitan primenom CC-MS 
(Slika 23 i tahela 6). Iz rezultata datih u taheli 6 se vidi da značajan udeo (oko 6S%) 
u ekstraktu čine parafini (n-dodekan, n-tetradekan, 2-metildekan, n-pentadekan, 
n-heksaden, n-heptadekan i n-oktadekan) sa dominantnim n-tetradekanom 
(47,1S%). Nadalje, sadržaj prisutnih parafina u ekstraktu je oko 7 puta vcči od 
njihovog sadržaja u etarskom ulju. Ovo povečanje je najizraženijc za n-tctradekan 
(oko 9 puta). U ekstraktu nije dctektovan fitol, produkt raspadanja hlorofila.
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Stika 23. CG-hromatogram ekstrakta timijana

Tabeia 6. Rezuitati anaiize ekstrakta timijana

(min)
Komponenta Sadržaj a 

drogu 
(mg/lOOg)

odnosu na 
ekstrakt 

(%)

5,44 Kamfor 36,88 0,74
5,72 L-Mentoi 65,09 1,31
5,89 n-Dodekan 97,17 1,96
7,07 Timoi 797,44 16,11
8,38 n-Tetradekan 2335,36 47,18
8,87 P-Kariofiien 56,53 1Д4
9,18 2-Meti!dekan 65,93 1,33
9,67 n-Pentadekan 321,60 6,50

10,94 n-Heksadekan 271,65 5,49
12,19 n-Heptadekan 200,97 4,06
13,38 n-Oktadekan 103,06 2,08

Destiiacijom pomoću vo(jene pare ekstrakta. (jobijenog ekstrakcijom po 
Soxhiet-u, iz(Jvojeno je etarsko uije (l,llcm^/100g droge), što čini oko 63%
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prisutnog ctarskog u!ja u drogi. Sadržaj timoia u ovom u!ju i/nosio je 61,70%. Sastav 
dohijcnog u!ja je dat u tabc!i 7.

Tabeia 7. Rczuitati anaiizc ctarskog u!ja dobijcnog ix ckstrakta timijana

tR
(min)

Komponenta Sadržaj u odnosu na 
drogu etarsko ulje 

(mg/lOOg) (%)

5,44 Kamfor 6,95 0,63
5,72 !^-Mcnto! 64,87 4,03
5,Н9 n-Dodekan 14.35 1,29
7,07 Timo! 678,31 61,70
8,38 n-Tetradckan 238.31 21,43
8,87 P-Kariofi!en 14,75 1,32
9,18 2-Mcti!dckan 5,92 0,53
9,67 n-!^cntadckan 34,06 3,06

10,94 n-Heksadekan 29,88 2,68
12,19 n-Heptadckan 15,40 1,38
13,38 n-Oktadekan 11,20 1,00

Na osnovu rczuitata datih u tabciama 6 i 7. možc sc xak!jučiti da sc 
dcstiiacijom pomoču vodcne pare ix ckstrakta dobija S5,06% prisutnog timoia, dok 
sc kvantitativno izdvaja samo L-mcnto! (99,66%). Sadržaj parafina u dobijcnom u!ju 
jc oko !0 puta manji u odnosu na njihov sadržaj u ekstraktu. Мохе sc rcči da se 
dobijcno etarsko u!jc kva!itativno i kvantitativno rax!ikuje od etarskog u!ja timijana 
dobijcnog oficinainim postupkom destiiacije pomoču vodene pare (Tabeia 5).

Na osnovu do sada sprovcdcnih ispitivanja i dobijcnih rexu!tata može se 
xak!jučiti da sc ckstrakcija timijana ugijendioksidom u supcrkritičnom stanju možc 
pratiti ana!ixom timo!a, kao važnc dominantnc komponente etarskog u!ja i 
ckstrakata timijana. Radi toga, u daijcm radu, koristićc se razrađeni anaidički 
mctodi.
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3.3. EK STRAKCIJA SUPERKRITICNIM  
UG LJENDIO K SIDO M

Ispitivanja ekstrakcije timijana primenom ugljendioksida u superkritičnom 
stanju su ohuhvatala: 
ж Izhor protoka ugljendioksida;
* Uticaj veličine čestica hiijnog materijala na prinos ekstrakta, fenolnih jedinjenja i 

ostaiih komponenata prisutnih u timijanu;
ж Uticaj vremena ekstrakcije;
ж Uticaj pritiska ugijendioksida;
ж Primena ugijendioksida u tečnom stanju za ekstrakciju timijana i
# Modciovanje dohijenih rezuitata ispitivanja ekstrakcije sistema timijan - super- 

kritični (i!i tcčni) ugljendioksid.

3.3.1. Protok ugijcndioksida

Protok ekstragensa je veoma važan parametar u toku ekstrakcije, od koga 
zavise prinosi željenih komponenata. Potrehno je ohezhediti ravnotežne uslove u 
toku ekstrakcijc.

3 .3 .1 .1 . D e l in is a n jc  r e p r e z e n ta t iv n o g  p o k a z a tc l ja  to k a  u g ljc n d io k s id a

Na osnovu prečnika ekstraktora i primenjenog protoka ugljendioksida W 
(dm^/h) mogu se izračunati prividna hrzina (mm/s) ili srednja prividna hrzina 
ekstragensa W^^ (mm/s):

W^ = W/A (3)
odnosno

WsA = W^/Fj (4)
gde je

F j -  ^02.E/c(;;02 (5)

A - površina poprečnog preseka ekstraktora (U našem slučaju: R = 4 cm; A = 12,566
cm );
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^ 0 2  Е ' !̂^apreminska masa ugijcndioksida na pritisku ckstrakcije i temperaturi 
40"C^

0 2 - /aprcminska masa ugijcndioksida na atmosferskom pritisku i temperaturi 
20T(l,9Sg/dm^).

l^rotoci ugijendioksida koji su ispitivani u okviru ovoga rada i odgovarajuče 
vrcdnosti ха i su dati u tahcii 8 .

Tabe!a 8 . Protoci ugijendioksida i vrednosti W^ i Ŵ ^̂  za p = 100 har 
(ot;o,.E = 630g/dm^; Fj=318,]8)

Охпака
рпИ^ка

Zapreniinski protok 
(dm^/h)

Maseni protok 
(g/h g timijana)

WA
(mm/s)

WsA
(mm/s)

W, 4^082 1,904 1^^^ 0,0334
W2 97,725 2^^В 0^679
w , 139,898 5^^) 3^925 0^ ^ ^

Napomcna: Odnos protoka W ,: W  ̂= 1 : 2,03 : 2,91

Za sva ispitivanja ckstrakcijc timijana supcrkritičnim ugljendioksidom 
selcktovana jc tcmpcratura 40"C. Povečanjc radnc temperaure iznad ove vrednosti 
može dovcsti do termičkc transformacije farmakoioški aktivnih komponenata 
prisutnih u hiljnom matcrijalu, što, svakako, nije požeijno.

U taheli 9 su dati odgovarajuči podaci za protok W  ̂ i pritiske 80, 150, 200 i 
400 har na tcmperaturi od 40"C.

Tahe!a 9. Podaci za pritiskc 80,150, 200 i 400 har na tempcraturi od 40"C pri protoku 
^ 2 (W^ = 21,603 mm/s)

Pritisak
(har)

;̂И2.Е
(g/dm^)

F j WsA
(mm/s)

80 191,8 96,87 0,1126
150 789,6 398,79 0,0542
200 845,0 426,77 0,0506
400 983,0 496,46 0,0435
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Podaci za srednju prividnu brzinu koji su dati u tabciama S i 9 se naiaze u 
intervaiu ravnotežne ekstrakcije (0,03S3-0,65 mm/s)^ .̂

Као pokazateij ravnotežnih usiova ekstrakcije može posiužiti i specifični 
maseni protok ugljendioksida (WMs):

W^s = W^/A ( 6 )

gde je: Ŵ  ̂- maseni protok ugijendioksida kroz punjenje ekstraktora (g/min) i 
A - površina poprečnog prcseka ckstraktora.

Podaci za specifični maseni protok ugijendioksida za protoke W,, W  ̂i W  ̂su 
dati u tabeli 10.

Tabeia !0. Specifičnimaseniprotoci

Oznaka
protoka (g/min)

WMs
(g/min cm̂ )

WMs
(g/scm6

w, 1,5867 0,1263 2,104 10'̂
W2 3,2249 0,2566 4,277 10*'

4,6166 0,3674 6,123 10'

Specifični maseni protoci koji su dati u tabeii 10 se nalaze u intervaiu 
protoka ravnotežne ekstrakcije'*^ i mogu da posiuže kao pokazateiji toka ugijen- 
diokida za postizanje ravnotežne ekstrakcije za raziičite protoke, pritiske i tempe- 
rature ugijcndioksida i površine poprečnog preseka ekstraktora.

3 .3 .1 .2 . Iz b o r  p r o to k a  u g l jc n d io k s id a

Rezultati ispitivanja uticaja protoka ekstragensa na ekstrakciju timijana 
stepena usitnjcnosti d  ̂(ул /o/o) superkritičnim ugijendioksidom (p=100 bar; Т=40"С; 
c^0,6302 g/cm^), su prikazani na siikama 24 i 25 i dati u tabeii Р1 (u Priiogu). Prinos 
totalnog ekstrakta (ГЕ) i prinos timola (Т) izražcn je u g/100 g timijana (%), 
odnosno mg/100 g timijana.

Prinos TE je največi pri najmanjem protoku ekstragensa W,, a najmanji pri 
protoku W ,̂ dok je prinos Т izrazito najveći pri protoku Ŵ . Kada se prethodni
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Stika 24. i^rinosi totainog ekstrakta (l'E) za raziičitc protokc ugijcndioksida: 
W ,(4^),W 2(n)iW ,(^^)

Siika 25. i^rinosi tinioia (Т) za raziičitc protokc ugijendioksida: 
W, (^^ V ^(L  ) iV ^ (^ 1
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rezuitati predstave kao rastvorijivost ГЕ (siika 26), odnosno Т (siika 27) u 
superkritičnom uljendioksidu, potvrđuje se prethodni zakijučak. Rastvorijivost ГЕ 
je največa pri protoku W,, a siična za protoke i W;,, dok je rastvorljivostT 
najmanja primenom protoka W .̂ Pri ovom protoku se, najverovatnije, javlja tzv. 
'denomen ispiranja". Največi prinos Т (389,OS mg/100 g timijana) se, pri ispitivanim 
usiovima ekstrakcije timijana, postiže pri protoku ekstragensa Ŵ . Međutim, 
ostvareni prinos Г predstavija oko 50% prisutnog Г u drogi. Za postizanje večeg 
prinosa, odnosno potpune ekstrakcije Т, pri ovim ekstrakcionim uslovima, bi!o bi 
neophodno produžiti vreme ekstrakcije.

Kinetika ekstrakcije Т u ispitivanom vremenskom interva!u ekstrakcije, se 
može kvantitativno predstaviti ana!ogno kinetici reakcije prvog reda:

- !n ( l  - CE/c„) -  k I (7)

gde je: c  ̂- masa ekstrahovanog Т nakon vremena т, (odgovarajuča koncentracija); 
ĉ , - početna masa Т (odnosno: 800 mg/100 g timijana); 
ij - vreme ekstrakcijc (h) i 
k - konstanta brzine ekstrakcije (h ').

Primenom jednačine (7) dobijaju se jednačine koje veoma dobro fituju 
rczu!tate uticaja protoka ug!jendioksida na ekstrakciju timijana, za ispitivane 
protoke ug!jcndioksida, i to:

Protok W,
-!n( 1 - CE/cJ = -0,175 10'̂  + 0,0858 i 

r = 0,9989
Protok Ŵ

-!n(l - CE/cJ = -1,733 10' + 0,2209 i
r = 0,9880

!Totok W^
-!n(l - CE/cJ = -6,946 10 '  + 0,1177 I 

r = 0,9934

( 8 )

(9)

( 10)

Crafički prikaz dobijenih jednačina je dat na s!ici 28. Prikazani rezuitati 
ukazuju da se brzina ekstrakcije Т može uspešno predstaviti anaiogno kinetici rea- 
kcije prvog reda. Največa vrednost konstante brzine ekstrakcije 0,2209 h ' se dobija 
pri protoku ekstragensa W ,̂ pri čemu je ovaj protok se!ektovan kao najpovo!jniji, 
odnosno optimaian za sva da!ja ispitivanja ekstrakcijc timijana supcrkritičnim 
ug!jendioksidom.
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S!ika 26. Rastvorljivost TE (S] ̂ .) u superkritičnom ugijendioksidu za protoke

S!ikn 27. Rastvor!jivost Ч' (S ,) u superkritičnom ugijendioksidu ха protoke 
W ,(^).W 2( )iW ,(2f)
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S!ika 28. Zavisnost -!n (1 - с̂ /Со) u funkciji vremena za raziičite 
protoke ugljendioksida: W, (^), (П ) i W  ̂(i: )̂

U tabe!i 11 su dati prinosi komponeneta koji su ostvareni pri raziičitim 
protocima ekstragensa. Takođe su dati i prinosi zaostaiih komponenata u ekstraho- 
vanom biijnom materijaiu.

Iz rezuitata datih u tabeii 11 se vidi da je prinos ekstrahovanog etarskog ulja 
od 40 do 47%, od prisutnog etarskog ulja u biijnom materijalu. Prinos ukupnih 
parafina pri najmanjem ispitivanom protoku W, daleko je veči u odnosu na prinose 
ostvarene pri protocima W  ̂ i W ,̂ što ima za posiedicu povečanje prinosa TE (Slika 
24, tabela Р1 u Prilogu). Ukupni prinos ekstrahovanog i zaostalog n-tetradekana, pri 
ispitivanim protocima, se kreče od 649 do 670 mg/100 g. Primenom protoka W, 
ostvaren je niži prinos ekstrahovanog L-mento!a, odnosno kamfora i [3-kariofi!ena 
primenom protoka Ŵ . Pri ekstrakciji primenom protoka W, nije detektovana 
ekstrakcija fito!a.
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3.3.2. Uticaj veiičine čestica na supcrkritičnu ckstrakciju timijana

Stepeni usitnjenosti i srednji prečnici'^ čestica timijana koji su koriščeni u 
ispitivanjima su dati u tabeii 12. Mada je oblik čestica različit. usvojeno je da se kao 
model čestice koristi ekvivalentna sfera i njen prečmk izrazi sa d̂ r-

Tabeta t2. Stepeni usitnjenosti (d,„ d, i d )̂ i izračunati srednji prečnici (d̂ )̂ čestica 
timijana

o  *
(mm)

Udeb, U 
(%)

do
o,^u/ioo

(mm)

d t
Udeo, U 

(%)
O,rU/100

(mm)
Udeo, U 

(%)

d .
O,rU/100

(mm)

7,000 0,089 0,00623 - - - -

3,575 0,117 0,00418 - - - -

2,575 27,148 0,69906 1,264 0,03255 - -

1,400 64,989 0,90985 29,517 0,41324 4,923 0,06892
0,557 7,405 0,04128 42,379 0,23627 26,361 0,14696
0,237 0,084 0,00020 18,160 0,04313 44,102 0,10474
0,130 0,017 0,00002 5,819 0,00756 21,066 0,02739
0,050 

d,r (mm)
0,151 0,00006

1,66088
2,861 0,00143

0,73418
3,548 0,00177

0,34978
- Ô r predstavlja srednji prečnik otvora dva susedna sita 

Napomena: Odnos srednjih prečnika d„: d , : d̂  = 4,75 : 2,10 : 1

Prinosi totalnog ekstrakta (TE) i prinosi timola (Т) dobijeni ekstrakcijom 
timijana, stepena usitnjenosti d, i d̂ , superkritičnim ugljendioksidom (100 bar; 40̂ *̂C) 
su dati u tabeli 13. Prinosi za stepen usitnjenosti d„ su dati u Prilogu (Tabela Pl, 
protok V/ )̂.

Koriščenjem timijana stepena usitnjenosti d, nije postignuta kvantitativna 
ekstrakcija prisutnog etarskog ulja. U biljnom materijalu je nakon superkritične 
ekstrakcije zaostalo 217,96 mg/100 g, odnosno oko 28% prisutnog Т. Nasuprot tome, 
pri ekstrakciji timijana stepena usitnjenosti d̂  izvršena je potpuna ekstrakcija 
etarskog ulja. Dominantna komponenta u TE je najvažnija farmakoioški aktivna 
supstanca, timol (37,29%). Sastav TE je analiziran GC-MS hromatografijom (Slika 
29), a rezultati su dati u tabeli 15. S obzirom na ostvareni sadržaj Т (779,80 mg/lOOg),
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Tabe!a !3. Prinosi tota!nog ekstrakta - TE (g/100 g timijana) i prinosi timola - Т 
(mg/100 g timijana) timijana stepena usitnjenosti d, i

Vrcmc
(h) TE

d,
т TE r

0,25 - - 0,3407 124,696
0,50 0,3523 88,137 0,8011 322,725
1,00 0,8176 263,599 1,3461 570,570
1,50 1,1865 369,141 1,6270 622,758
2,00 1,5108 486,085 1,8154 689,362
2,50 1,8824* 559,319 2,0910** 779,804

 ̂ Destilacija droge nakon ekstrakcije superkritičnim CO^ 
Etarsko ulje*: 0,55% (V/m) Etarsko ulje: 0,00 
Sadržaj timo!a: 39,63%

* - Re/ultati GC-MS analize su dati u tabeii 14.
"** - Rezultati CC-MS anaiize (Slika 29) su dati u tabeli 15.

Tabe!a !4. Rezu!tati anaiize totainog ekstrakta i etarskog u!ja

Komponcnta
Ekstrahovano 
S a d r ž a j  u 

drogu T'E 
(mg/lUUg) (%)

Zaostalo 
o d n o s u  n a  
drogu ctarsko uljc 

(mg/tt)Ug) (%)

Kam^^ 10,28 0,55 3,10 0,56
L-Mento! 66,90 3,55 6,57 1Д9
n-Dodekan 31,49 1,67 9,38 1,70
Timo! 559,32 29,71 217,96 39,63
n-Tetradekan 543,26 28,86 156,89 28,52
P-Kariofi!en 25,66 1,36 11,63 2,11
2-Meti!dekan 14,06 0,75 3,30 0,60
n-Rentadekan 75,26 4,00 22,62 4,11
n-Heksadekan 68,03 3,61 19,99 3,63
n-Heptadekan 51,16 2,72 14.24 2,59
n-Oktadekan 28,12 1,49 7,60 1,38
Eito! 28,31 1,50 21,12 2.11
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Stika 29. GC-hromatogram TE timijana (stepen usitnjenosti d )̂

može se smatrati da je on u potpunosti ekstrahovan iz biljnog materijala. Takođe se 
može zaključiti da je dobijeni ekstrakt po svom kvalitativnom i kvantitativnom 
sastavu najpribiižniji etarskom u!ju timijana. Nadaije, ekstrakt sadrži oko dva puta 
više n-tetradekana u odnosu na etarsko u!je dobijeno destiiacijom pomoču vodene 
pare (S!ika 21 i tabeia 5). Što se tiče ostaiih parafina, njihov prinos je takođe 
povečan, što direktno utiče na udeie ovih komponenata u TE.

Na osnovu dobijenih rezuitata i datih komentara, za da!ja ispitivanja je 
seiektovan stepen usitnjenosti timijana d^^d.  ̂= 0,35 mm).
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Tabcia !5. Rezu!tati anaiize TE (Us!ovi ekstrakcije: 100 bar; 40"C; 2,5 h; 
stepen usitnjenosti d )̂

Sadržaj u odnosu na
Komponcnta drogu

(mg/l(X)g)
TE
(%)

Kamfor 10,18 0,49
L-Mento! 59,49 2,84
n-Dodekan 38,18 1,83
'l'imo! 779,80 37,29
n-'Letradekan 555,39 26,56
P-Kariofi!cn 29,02 1,38
2-Mcti!dckan 13,82 0,66
n-!^entadekan 78,54 3,76
n-Heksadckan 70,13 3,35
n-Heptadekan 49,66 2,37
n-Oktadekan 26,53 1,27
Eito! 28,98 1,39

3.3.3. Uticaj vrcmcna na superkritičnu ckstrakciju timijana

Nakon odabranih us!ova ekstrakcije (protok ugijendioksida W2 = 97,725 
dm^/h; stepen usitnjenosti d̂ ; pritisak 100 bar; temperatura 40°C) ispitana je kinetika 
ekstrakcije u toku 10 sati. Prinosi totainog ekstrakta (l'E) i prinosi timoia (Т) su dati 
u tabe!i 16 i prikazani na slikama 30 i 31.

Za razliku od prinosa TE koji se vremenom povećava (S!ika 30), prinos Т se 
značajnije ne povećava nakon 2,5 sata ekstrakcije (S!ika 31), što je u saglasnosti sa 
ranije donetim zakijučkom. Udeo Т u TE se tokom ekstrakcije smanjuje od 43,61% 
do 21,82% (Tabeia 16).

Rezuitati CC-MS anaiize sastava TE dobijenog nakon 10 sati ekstrakcije su 
dati u tabeii 17. Uporedujući vrednosti prinosa komponenata dobijenih nakon 10 
sati (Tabeia 17) i 2,5 sata ekstrakcije (Tabeia 15) može se zaključiti da produženje 
vremena ekstrakcije ima za posiedicu povećanje prinosa parafina u totainom 
ekstraktu. odnosno da je za dobijanje ekstrakta koji je po svom kvalitativnom i 
kvantitativnom sastavu s!ičan etarskom u!ju timijana, optimaino vreme ekstrakcije 
2,5 sata.
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Tabeta )6. Rezuitati ispitivanja kinetike ekstrakcije timijana

wVreme^
( h ) ;

TE
(% № (mg/lOOg)

T u T E
(%) xl0^

log SrE Sr log Sr

0,5 1,935 0,5523 240,84 43,61 0,5652 -2,2478 2,4645 0,3917
1,0 3,87 1,0513 456,10 43,38 0,5379 -2,2693 2,3336 0,3680
2,0 7,74 1,7625 690,23 39,16 0,4509 -2,3459 1,7657 0,2469
3,0 11,61 2,0453 796,17 38,93 0,3488 -2,4574 1,3578 0,1328
4,0 15,48 2,2988 788,97 34,32 0,2940 -2,5316 1,0092 0,0040
5,0 19,35 2,6810 792,56 27,40 0,2743 -2,5617 0,8110 -0,0910
6,0 23,22 2,8922 801,23 27,70 0,2466 -2,6080 0,6832 -0,1654
7,0 27,09 3,1890 799,74 25,08 0,2331 -2,6325 0,5845 -0,2332
8,0 30,96 3,4127 805,17 23,59 0,2182 -2,6610 0,5149 -0,2882
9,0 34,83 3,5392 806.89 22,80 0,2012 -2,6964 0,4587 -0,3385

10,0 38,70 3,7145 810,34 21,82 0,1900 -2,7211 0,4146 -0,3824
Napomena: mr̂ ;i - Relativna masa ugljendioksida (g CO^/g timijana)

S - Rastvorijivost TE (g/dm^) i Т (mg/dm^) u superkritičnom CO^

S!ika 30. Kinetika ekstrakcije timijana (Totalni ekstrakt)
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Vreme ekstrnkcije (h)

Siika 3!. Kinetika ekstrakcije timijana (Timo!)

Tabc!a )7. Rczu!tati anaiize totainog ekstrakta (Usiovi ekstrakcije: 100 bar; 40"C; 
iOsrn^

Komponcnta
Sadržaj u odnosu na 
drogu TE 

(mg/fOOg) (%)

Kamfor !0.22 0,27
L-Mcnto! 36.22 0,96
n-Dodckan 34.95 0,94
Timo! 810.34 21,82
n-'Letradckan 687,66 18,51
P-Kariofi!cn 32,65 0,88
2-Mcti!dckan 22,88 0,62
n-Rcntadckan 102,82 2.77
n-1 icksadckan 93,38 2.5!
n-Hcptadckan 25,48 0.69
n-Oktadckan 38,15 1.03
1-ito! 16,60 0,45

Za ispitivanjc uticaja zaprcminske masc. odnosno pritiska ugijendioksida. na 
prinose 'ГЕ i prinose Т. scicktovano jc vrcme ckstrakcijc od 2.5 sata.
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3.3.4. Uticaj pritiska ugijcndioksida na supcrkritičnu 
c k s h ^ k c ^ u tn n ^ a n a

Pritisak ugijendioksida pri superkritičnoj ekstrakciji, odnosno zapreminska 
masa ekstragensa od koje zavise dieiektrična konstanta i moć rastvaranja, je ispitivan 
u intervaiu od 80 do 400 bar (Tabela 18).

Tabeta !8. Ispitivani pritisci ugljendioksida (p) i odgovarajuče zapreminske mase (ć/) 
na temperaturi 40̂ 'C

p
(bar) (g/cm̂ )

80 0,1918
100 0,6302
150 0,7896
200 0,8450
400 0,9830

Prinosi TE i prinosi Т dobijeni ekstrakcijom timijana ugljendioksidom pri 
raziičitim pritiscima su dati u tabeli 19.

Tabe!a )9. Rezuitati prinosa TE (g/100 g timijana) i prinosa Т (mg/100 g timijana) 
na raziičitim pritiscima ugijendioksida

V rem e

(h)
80 bar

TE Т
100 bar
TE Т

150 bar
TE Т

^200 bar 
TE Т

400 bar 
ТЕ Т

0,25 0,112 11,86 0,340 EMJO 0,546 1.008 2 ^ ^ 8 1,070 320^9
0,50 0,297 33,63 0,801 322,72 1^Ж) 339^5 1,780 1,979 ^ ^ ^ 8
0,75 0,370 48,72 - - 1,782 М ^^9 2,.346 б ^ Ј О 2,599 5<Mi,69
1,00 0,427 62,00 1,346 570,57 2,176 2,701 686T6 3,077 М 5^^
1,50 0,518 85,76 1,627 622,76 2,569 ТМ ^б 3,157 728,80 3,635 6 ^ Ц 1
2,00 0,601 131,39 1,815 689,36 2,770 7<^^3 3,470 7<^Д1 3,810 735^7
2,50 0,706 167,62 2,091 779^0 3,206 833,51 3,829 854,25 3,942 788Ј7
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!^rimcnom ugijendioksida ma!c moci rastvaranja (80 bar; 4(fC; J  = 0,1918 
g/cm^) nijc postignuta kvantitativna ekstrakcija prisutnog etarskog ulja, jer se 
dcstilacijom biljnog materija!a nakon superkritičnc ekstrakcije dobija etarsko u!je 
(0,475%: V/m) sa sadržajem timo!a 69,59% (m/m). l^ovečanje radnog pritiska na 100 
bar (Tabe!a !3, stcpcn usitnjenosti d )̂ ima ха posiedicu kvantitativnu ekstrakciju 
prisutnog etarskog u!ja. Isti efekat sc postiže i pri višim pritiscima.

Rexu!tati CC-MS ana!i/e ckstrakata timijana dobijenih pri rax!ičitim 
pritiscima ug!jcndioksida su dati u tabc!i 20.

CC-hromatogram, koji i!ustruje sastav TE timijana dobijenog pri 400 bar, 
prikaxan je na s!ici 32.

S!)ka 32. CC-hromatogram l'E  timijana (400 bar)

Na osnovu rcxu!tata datih u tabc!i 20, vidi se da sadržaji komponenata u TE 
timijana rastu sa porastom radnog pritiska. Ova konstatacija se najbo!jc uočava pri 
pračenju sadržaja parafina. Ekstrakti dobijeni na pritiscima 200 bar i 400 bar su po 
svom sastavu veoma s!ični, i u poredenju sa tota!nim ekstraktom dobijenim 
ckstrakcijom meti!cnh!oridom ('l'abeia 6), imaju manji sadržaj parafina, koji je 
moguče povcčati produ^^enjcm vremena ekstrakcije. Mcdutim, u ci!ju dobijanja 
ekstrakta koji je po sastavu s!ičan ctarskom u!ju timijana, treba ха ekstrakciju 
primcniti ug!jendioksid na nižim pritiscima, npr. 100 bar (S!ika 29 i tabc!a 15).
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3.3.5. Modc!ovanjc supcrkritičnc ckstrakcijc timijana

Rcverchon i Sesti Ossco'^ su ха modctovanjc ekstrakcije bosiijka 
supcrkritičnim ugijcndioksidom primcniii biiansnu jednačinu za diferencijaini 
ctemcnt ekstraktora, visine (Jh ), za siučaj konstantnih vrednosti protoka i zapremi- 
nskc masc ekstragensa:

i<V — + FV — + ( ] - c ) V — = 0
ć?/? ć?t ć t̂

( 1! )

= - Л р К ( с - с ^ )
^ t

( 12)

gdc su:

- poroznost bitjnog matcrijaia (1);
V - zaprcmina ckstraktora (m^);
č'- konccntracija ckstraktivnih matcrija u tluidnoj fazi (kg/m^);

ć'- konccntracija ckstraktivnih materija u čvrstoj fazi, odnosno biijnom materija!u 
(kg/m^);

?/- brzina tluida, odnosno ckstragcnsa (m/s);
Лр - površina za prcnos masc izmcdu čcsticc biijnog materija!a i fluida (m^);
К - ukupan kocficijcnt prenosa masc (m/s);

ć'*- konccntracija na medufaznoj površini čvrsto-f!uid (kg/m^);
/?- visina s!oja bi!jnog matcrija!a u ckstraktoru (m); 
t - vrcmc (s).

U ci!ju uproščavanja parcija!nih difcrencijainih jcdnačina (11) i (12) uvedcnc su 
slcdcčc pretpostavkc:
* ckstrakcija jc uniformna duž punjcnja ckstraktora, tc sc saglasno tome jednačine 

(11) i (12) mogu napisati u obliku običnih difcrcncijalnih jcdnačina i
* kocficijcnt spoljašnjc difuzijc sc možc zancmariti, pa se ukupni kocficijcnt 

prcnosa masc (К) svodi na kocficijcnt unutrašnje difuzije. Nadaljc, izraz 
ЛрК/(1-с)У u jcdnačini (12)jckonstantan imožebitizamenjenrecipročnim 
vremcnom (1/t;), pri čcmu je t, vrcmc unutrašnjc difuzije.
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Na osnovu navcdenih pretpostavki siedi:

ć/ć'
ć'+ —  + (1 - ^ ) V  —  - 0

J t  J t
(13)

1 -  --
—  = —  (ć' -  c* ) 
J t  t.

W - maseni protok tluida, odnosno ekstragensa (kg/m^ s); 
p - zapreminska masa tluida, odnosno ekstragensa (kg/m^]

(14)

Jednačine (13) i (14) mogu biti rešene ako je poznata hnearna ravnotežna 

zavisnost, odnosno ako je ć' = /г/- ć'*, pri čemu je /Гр - koeficijent ravnotežne

raspodeie ekstrakta između čvrste i lluidne fazc. Za početne uslove, ć* = ć*r< i t = t„

(ć'f̂ - polazna koncentracija u biijnom materijalu), uz zancmarivanje akumulacije 
ekstrakta u nuidnoj fazi u jednačini (13), dobijeno je siedeče rešenje:

ć' -  ехр
— t

W
+ /̂ pti

(15)

Uvodeči u jednačinu (15) normalizovani ekstrakcioni prinos, definisan kao:

Y = + + ^ I 0 0 ( 16)

jednačina (15) dobija sledeči obhk:
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Y = 100 1-ехр

w

(17)
+  А/! t)

Uz pretpostavku da jc (1 - s) V p/W «  t;, izraz na !evoj strani imenioca se
možc zancmariti, pa jc jcdnačina ( !7) u uproščcnom ob!iku:

Y = 100 1-ехр f - 1
 ̂ tt

(18)

U slučaju kada je unutrašnja difuzija jedini limitirajuči faktor, jednačina (IS) 
možc biti koriščena kao mode! jednačina. Medutim, kada difuzija i fa/na ravnoteža 
utiču na br/inu ekstrakcije, oba fcnomena se moraju u/eti u ob/ir, te sc stoga kao 
m()dc! koristi jcdnačina (15).

Vi!ermaux^^ je prika/ao ve/u i/medu difu/ionog vremena (tj) i koeficijenta 
unutrašnjc difu/ije (D) za ra/!ičitc gcomctrije čestica i pred!ožio reiaciju:

1)
(19)

gdc jc: //* - faktor ob!ika koji /avisi od geometrije čestice (1)
(/a sfcrnu česticu njegova vrednost i/nosi 3/5);

/ - karakterističnagcomctrijskavc!ičinačcstica(m):

/ = Vp/Ap , Vp - /apremina (m^), Ap - površina čestice (m )̂

(/a sfcrnu čcsticu: / = r/3, r - srcdnji prcčnik čestice (m)).

Na osnovu prethodnih jednačina i/vršcna jc modifikacija^^ jednačine (18) 
koju su predložili Rcverchon i Sesti Osseo. Pola/eči od jednačine (18), u/ 
pretpostavku da se t, može smatrati konstantnom vrednošču, /a definisani sistem i 
uslove ekstrakcijc, dobijena je jcdnačina:

Z = t = -

gde jc:

Z  =  ln 1-
1007

( 20)

(21
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(22)

pnc^nu^^
Y - normalizovani prinos (% ), dcfinisan kao:

Y = - ^ ^ ^ 1 0 0  
Ym^

a k o n s t a n t a  koja u sebi sadrži tj; 
t - vreme ekstrakcije (h);

- pnnos ekstrakta (g/100 g ili mg/100 g);
^ тах ' mnksimaini prinos ekstrakta (g/100 g ili mg/100 g).

U cilju uprošćavanja jednačine (20), izvršeno je njeno proširenje konstantom
57./7, tako da se dobija izraz' :

Z  -  ^  t +  Л (23)

Konstante ^ i u jednačini (23) se evaluiraju na osnovu eksperimentalnih 
podataka.

Uvodenjem izraza za Z u jednačinu (18): Y -  100 [1 - ехр Z], dobija se 
konačni izraz:

Y = 100 [1 - ехр (^ t + /?̂ ] (24)

U cilju primene jednačine (18) na rezultate (Tabele 13 i Р1 u Prilogu), 
ekstrakcije timijana ispitivanih stepena usitnjenosti, superkritičnim ugljendioksidom 
(100 bar, 40"(2), izračunati su koeficijenti unutrašnje difuzije (D; m^/s) totalnog 
ekstrakta i timola primenom jednačine^^ (pretpostavljeni obhk čestice je sfera* 
ekvivalentnog prečnika d,J:

lo g a ,  - lo g 0'

D =
0 ,4 3 4  b , t

(25)

gde je: d̂  ̂- srednji prečnik čestica (m); 
a, = б/п ;̂ b, = 71̂;

- ukupni sadržaj ekstraktivnih materija u biljnom materijalu; 
q, - sadržaj ekstraktivnih materija zaostalih u biljnom materijalu nakon 

vremena t (q; = q„ - q;'; q,' - sadržaj ckstrahovanih materija nakon
vremene t)**̂ ; 

t - vremc ekstrakcije (s).

* U Prilogu (Poglavlje 5.1.) su date vrednosti koeficijenta unutrašnje difuzije dobije- 
ne na osnovu pretpostavke da usitnjeni biljni materija! ima oblik ploče i cilindra.
Vrednosti za q„ i q, date su u tabeli u Priiogu (Tabeia P2).

52



Izračunate vrednosti koticijenata unutrašnje difuzije totalnog ekstrakta (TE) 
i unutrašnje difu/ije timola ('I'), za ispitivane stepene usitnjenosti biljnog materijala, 
su primenjene za izračunavanje vremena unutrašnje difuzije (t;). Rezuitati su dati u 
tabeli 21. Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da vrednosti koeficijenata 
unutrašnje difuzije (D) i vremena unutrašnje difuzije (h) za 'ГЕ i Т opadaju sa 
povecanjem stepena usitnjenosti, odnosno smanjenjem srednjeg prečnika čestica 
biljnog materijala. Uvrštavenjem dobijenih vrednosti za t; u jednačinu (18) dobijaju 
se jednačine Čiji je grafički prikaz dat na slikama 33 i 34.

rabcla 2). Kocficijent difuzije (U) i vrcme unutrašnje difuzijc (h) totalnog ekstrakta 
i timola za ispitivane stepenc usitnjenosti timijana

Stepen Totaini ekstrakt Т! m o i
usitnjenost! DIO'^

(m'/s)
h

(s)
D
(m̂ /s)

ti
(s)

9,7689 18.826 8,9430 20.564

d) 2,5255 14.229 4,3749 8.214

d̂ 0,8363 9.753 2,4862 3.281

Za izračunavanja koeficijcnata difuzije primcnjena je i jednačina Sun-a i 
('hen-a^'^, koja je data u Prilogu (Poglavljc 5.2.). Primenom ove jednačine, dobijena 
)C vrcdnost koeficijcnta unutrašnjc difuzije timola (2,68 х 10'̂  m^/s) za koju se dobija, 
na osnovu jednačine (19), npr. zastepcn usitnjenostid^, vrcmcunutrašnjedifuzije 
t; = 0.30 s. Ova vrcdnost, kada se uvrsti u jednačinu (18), dovodi do neadekvatnih 
rczultata, što ukazuje na nemogučnost primcne istc za modelovanje ekstrakcijc 
ispitivanog sistema.

Mode! "jediničnc sfcrc" (Pri!og, pog!av!jc 5.3.) primcnjcn na ispitivani 
ekstrakcioni sistem, timijan - superkritični ugijcndioksid, se pokazao kao neade- 
kvatan.

U ci!ju primcnc modifikovane jcdnačine (24) za modciovanje ekstrakcionog 
sistcma timijan - supcrkritični ugijendioksid, izračunate su vrednosti (Y) normaii- 
Z()vanog prinosa 'l'E i norma!izovanog prinosa Г primenom jcdnačine (22). a zatim i 
odgovarajuće vrednosti Z primenom jednačinc (21) ('rabclc 22 i 23). Na osnovu 
dobijcnih vrcdm)sti izračunati su koeficijenti  ̂ i Л u jednačini (23) (Tabcle 24 i 25: 
slike 35 i 36). Na osnovu dobijcnih koeficijcnata korelacijc (r) može se zaključiti da 
postoji visoka korelacija izmedu vcličinc Z i vremcna ckstrakcijc (t). kako za 'ГЕ, 
tako i za Т.
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100-

S!ika 33. Crafički prikaz jednačine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna !inija) i 
modifikovanc jednačine (24) (isprekidana !inija)
Stepenusitnjenosti: d„(4^); d, (п); d^(i^)

Vreme ekstrakeije (h)

Stika 34. Grafički prikaz jednačine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna !inija) i 
modifikovane jednačine (24) (isprekidana !inija)
Stepenusitnjenosti: d,, (^); d, (п); d C ^ )
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Tahe!a22. Vrcdnosti(Y)norma!ixovanogprinosa TE i Z zaispitivanestcpene 
us!tnjenosti timijana

(Y,nax = 3,7145 g/lOO g timijana, dohijcn nakon 10 sati ckstrakcije timijana 
stcpcna usitnjenosti d̂  ̂Uslovi: 100 bar; 40"C)

t

(h) Y Z

(% )

t

(h)

J
Y

(% )

1
z Y

(% )

d.
Z

0,32 5,088 -0,05222 0,25 - - 9,172 -0,09620
0,82 11,253 -0,11938 0,50 9,484 -0,09965 21,567 -0,24292
1.32 17,903 -0,19727 1,00 22,011 -0,24860 36,239 -0,45003
1.82 24,337 -0,27888 1,50 31,942 -0,38482 43,801 -0,57628
2.43 35,106 -0,43241 2,00 40,673 -0,52211 48,873 -0,67086

2,50 50,677 -0,70678 56,293 -0,82766

Tabela23. Vrcdnosti(Y)normalizovanogprinosa Г i Zzaispitivanestepcne 
usitnjcnosti timijana 
(Y,„ax = mg/100 g timijana)

t

(h)
4 ,

Y Z

(% )

t

(h)

d

Y

(% )

1
z Y

(% )

z

0,32 6,942 -0,07195 0,25 - - 15,587 -0,16945
0,82 13,907 -0,14975 0.50 11,017 -0,11673 40,341 -0,51652
1.32 20,090 -0,22427 1,00 32,950 -0,39973 71,321 -1,24901
1.82 31,092 -0,37240 1,50 46,143 -0,61883 77,845 -1,50710
2.43 41,484 -0,53587 2,00 60,761 -0,93549 86,170 -1,97835

2.50 69,915 -1.20114 - -
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S!ika 35. Zavisnost Z} E 0 (j vremena ekstrakcije totainog ekstrakta 
Stepen usitnjenosti: (^); (j, (D); (ĵ  (i^)

ao a5 ID 2 0  23

Vreme ekstrakeije (h)

S!ika 36. Zavisnost Z, о(Ј vremena ekstrakcije timoia 
Stepenusitnjenosti: (ј., (^k);(j, (Г); (Јз(^)
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Tabeta 24. Vrcdnosti parametara ^ i Л u jednačini (23) za totaini ekstrakt

usitnjcnosti
a b Irl

0^9№
0^6394 0,9983

d̂ -0,07931 0 ^ ^ ^

taheta 25. Vrcdnosti paranictara ^ i Л u jednačini (23) za timol

usitnjenosti
w 1ј̂ јј]јј]јј]јј

d. -0.22142 0 ^ ^ ^
Li, 0^989
d̂ -1,01245 -0,02101 О̂ В̂

Na kraju, uvođcnjem Оо^^пЊ izraza za Z u jednačinu (24), dobija se
jcdnačina za izračunavanjc normaiizovanog prinosa l'E . odnosno normaiizovanog 
prinosa 1' ( 4'abeia 26). Dohijene jednačinc su grafički prikazane isprekidanim 
iinijama na siikama 33 i 34.

Taheta 26. Modifikovana jcdnačina (24) za izračunavanjc normaiizovanog prinosa 
totainog ckstrakta (Y)E) i normaiizovanog prinosa timola (Y, )

Stepcn
usitnjcnosti

JcdnaČina

d . Y, E = 100 [l-cxp(-0,17721 t + 0,02179)] 

Y , =  100 [l-exp(-0.22142 t + 0,02629)]

Y, E = 100 [l-exp(-0,29755 t + 0,05394)] 

Y, = 100 [l-exp(-0.54092 t + 0.15699)]

d^ Y, E = 100 [l-exp(-0.30814 t - 0,07931)] 

Y , =  1(X) [l-exp(-1.01245 t - 0,02101)]
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Radi upoređivanja jednačina Reverchon-a i Sesti Osseo-a (jednačina (18)) i 
modilikovane jednačine (24), statističkom obradom podataka izračunata je standa- 
rdna greška regresije (8у.х)- osnovu rezultata datih u tabeh 27 se može zaključiti 
da moditikovana jednačina (24) u osnovi bolje fituje normahzovane prmose 
ekstrakcije totalnog ekstrakta i ekstrakcije timola za sva tn ispitivana stepena 
usitnjenosti biljnog materijala u odnosu na jednačinu (18). Ovim se potvrđuje 
valjanost modifikovane jednačine (24) koja može poslužiti kao korisno oruđe za 
modelovanje ekstrakcije timijana superkritičnim ugljendioksidom, a i šire^ .̂

Tabc!a 27. Standardna greška regresije (8у.х)^ ispitivanih modela ekstrakcije 
timijana superkritičnim ugljendioksidom

SvA
Jcdnačma 4. 2̂

ТПЕ Т TE Т TE Т
Reverchon-Sesti Osseo (18) 3,480 3,578 2,068 4,527 3,645 4,727

Modifikovana (24) 1,165 1,984 0,716 0,997 2,945 4,893

( М )

gdc јс: Y] - ckspcrimcntatna vrcdnost; 
Y, - i/računata vrcdnnst; 
n - hrt\i ndrcđivanja.

Ispitivanje uticaja vremena na prinos ekstrakcije IE i prinos ekstrakcije Т, 
pri superkritičnoj ekstrakciji timijana, je vršeno tako što su dobijeni prinosi 
preračunati na normaiizovani prinos (Y), a za modeiovanje sistema su primenjene 
prethodno izračunate vrednosti vremena unutrašnje difuzije h (Tabela 21) u 
jednačini (18), odnosno vrednosti parametara ^ i Л (Tabele 24 i 25) u jednačini (24) 
za stepen usitnjenosti timijana d̂ . Dobijeni rezultati su prikazani na slici 37, a 
vrednosti standardne greške regresije (Sy.x) za primenjene jednačine su date u tabeli 
28.
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Vrcmc ckstrakcijc (h)

Stika 37. (jral'ički prikaz jcdnačinc Rcvcrchon-a i Scsti ()ssco-a (IS) (puna iinija) i 
niodifikovanc jcdnačine (24) (isprckidana iinija) za normaiizovanc prinosc 
(Y): totainogekstrakta (0-ckspcrimcnta!ncvrednosti)i 

timo!a (i^-ckspcrimcnta!ne vrednosti)

Tahcta 2S. Standardna grcška rcgrcsijc (^у.х) modc! jcdnačina pri ispitivanju uticaja 
vrcmcna na supcrkritičnu ckstrakciju tota!nog ckstrakta (TE) i timo!a ( Г)

Jedn^Hna S y x

T E  Т

Rcvcrchon-Scsti Ossco (18) 

Modifikovana (24)

8,189 4,877

6,06! 4,210

Na osnovu dohijcnih vrcdnosti standardnc greškc regresije (Tabcia 28) 
možc sc zakijučiti da ohc jcdnačinc dohro fituju norma!izovani prinos Т, dohijen 
ckstrakcijom timijana supcrkritičnim ug!jendioksidom, pri ispitivanim us!ovima. 
Mcdutim. modifikovana jcdnačina (24) ho!jc fitujc norma!izovani prinos TE u 
()dnosu na jcdnačinu (18).

59



и  cilju anaiize uticaja pritiska na superkritičnu ekstrakciju timijana 
(Poglavlje 3.3.4.), rezuitati su predstavijeni primenom jednačine (18), koriščenjem 
izračunatih vrednosti koeficijenta unutrašnje difuzije (D) i vremena unutrašnje 
difuzije (tj) totainog ekstrakta i timola (Tabeia 29).

Taheia 29. Vrednosti koeficijenta difuzije(D) i vremena unutrašnjedifuzije(tj) 
totainog ekstrakta i timola pri raziičitim pritiscima ekstrakcije timijana

Total ni  ekstrakt Т i m o t
p (bar) 80 150 200 400 80 150 200 400

D 10̂ ^ 1,9334 2,4499 2.8565 3,4550 1,1444 3.0312 3,8929 3,9684
(m^/s)

h (s) 4.219 3.329 2.855 2.361 7.127 2.691 2.095 2.055

Na osnovu rezuitata datih u tabeii 29, može se zakijučiti da sa porastom 
radnog pritiska od 80 do 400 bar, raste koeficijent unutrašnje difuzije za totalni 
ekstrakt (od 1,93 х 10*'̂  do 3,45 х 10*'̂  m^/s) i timoi (od 1,14 х lO '̂  do 3,97 х 10'̂  ̂
m^/s). Nasuprot tome, vreme unutrašnje difuzije se smanjuje.

Dobijene su jednačine za normaiizovani prinos totainog ekstrakta i timoia. 
na osnovu vrednosti vremena unutrašnje difuzije, koje su grafički prikazane na 
siikama 38 i 39. odnosno 40 i 41.

Radi primene modifikovane jednačine (24) (Siike 38-41) za modeiovanje 
sistema ekstrakcije timijana superkritičnim ugijendioksidom, normalizovani prinosi 
(Y) totainog ekstrakta i timoia, kao i veličina Z, su razmatrani kao u prethodnim 
siučajevima. Dobijene vrednosti su date u tabeii 30, a zavisnosti su prikazane na 
siikama 42 i 43.

Tabeia 30. Vrednosti parametri  ̂ i /? u jednačini (23) za totaini ekstrakt i timoi

Tot a ! n ekst  r a kt Т i m o !
Pritisak

(bar)
80 150 200 400 80 150 200 400

-0.9208 -1,0336 -1.1566 -1.7981 -0,5073 -1.6150 -1,2259 -1.1646
-0.0086 -0,0517 -0.0448 0,2044 0.0419 0,2641 -0.2046 -0.3494

Irt 0.9928 0,9944 0,9993 0,9986 0,9993 0.9991 0.9840 0,9866
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100

S!ika Grafički prikaz jcdnačinc Rcverchon-a i Scsti Ossco-a (18) (puna linija) i 
inodifikovanc jcdnačinc (24) (isprekidana !inija) za normaiizovani prinos 
(Y) totainog ekstrakta
( # - p = SO bar, p = 150 bar; ckspcrimentaine vrednosti)

S!ika 39. Urafički prikaz jcdnačinc Rcvcrchon-a i Scsti Ossco-a (18) (puna !inija) i 
modifikovanc jcdnačinc (24) (isprckidana !inija) za norma!izovani prinos 
(Y) totainog ckstrakta
( -  - p = 2(X) bar. X - p = 400 bar; ckspcrimenta!nc vrcdnosti)
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!()()-

S!ika 40. Grafički prikaz je(Jnačine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna !inija) i 
mo(.!ifikovane je(.!načine (24) (ispreki(dana !inija) za normaiizovani prinos 
(Y) timoia
(4c - p = 80 har, - p = 200 har; eksperimenta!ne vre(dnosti)

100-

S!ika 4!. Crafički prikaz je(.!načine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna !inija) i 
mo(Jifikovane je(.!načine (24) (ispreki(.!ana !inija) za norma!izovani prinos 
(Y ) timo!a
(i^ - p = 150 har, X - p = 400 har; eksperimentaine vre(Jnosti)
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Vrcmc ckstrakcijc (h)

Stikn 42. Zavisnost Z] E od vremena ekstrakcije timijana 
Eksperimentalne vrednosti:
4c - 80 har: - 150 har; ^ - 200 har; X - 400 har

Vrcme ckstrakcijc (h)

Slika 43. Zavisnost Z] od vremena ekstrakcije timijana 
Eksperimcntalne vrednosti:
4c - 80 har; - 150 har; . - 2(К) har; X - 400 har
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Upoređivanjcm jednačina (IS) i (24), na osnovu vrednosti standardne greške 
regresije ( l aheia 31). može se zakijučiti da se primenom modifikovane jednačine u 
proseku postiže boije fitovanje dobijenih vrednosti, kako za normalizovani prinos 
totalnog ekstrakta, tako i za normalizovani prmos timola, što preporučuje modifiko- 
vanu jednačinu (24) kao izuzetno atraktivnu za primenu na ispitivani sistem.

Tabeta 3!. Standardna greška regresije (^у.х) mode! jednačina pri ispitivanju utkaja 
prttiska na superkrdičnu ekstrakciju tumjana

Standardna greška regresije (Sy х)
Pritisak Tot at ni  e k s t r a k t  T i m o l

80 ^oo ј5о 200 400 80 100 150 200 400

Jednačina

(18) 4,307 3,645 2,955 1,274 2,671 2,998 4,727 6,413 4,223 4,160

(24) 3,241 2,945 4.152 1.095 2,488 0,676 4,893 1,156 5,016 3,329

3.3 .5 .1 . R a s tv o r l j i v o s t  c k s t r a k t a  i t im o la  u s u p e r k r i t i č n o m  u g l j e n d io k s id u

Rastvorljivost (S) totainog ekstrakta i timo!a u zavisnosti od reiativne mase 
ug!jendioksida (mr̂ .j; g CO^/g timijana) može se izraziti jednačinom:

!og S ^  a 2 m.. .̂) -h b i (27)

u kojoj su â  i bi koeficijenti.

Poiazeči od jednačine (27). rezuitati dobijeni ispitivanjem uticaja vremena 
na superkritičnu ekstrakciju timijana (Pog!av!jc 3.3.3.. tabc!a 16), predstav!jeni su 
prcko rastvorijivosti totainog ekstrakta (S i g; g/dm^ CO^) i timo!a (S , ; mg/dm^ CO^) u 
ob!iku jednačina:

!og S, E = -0,01304 Шг.) - 2,26654 
r = -0,9699

odnosno

(2 8 )
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!og S , = -0,02208 mru + 0,39881 
г = -0,9862

(2 9 )

Na osnovu veoma matih vrednosti standardnih grešaka regresijc (3,92x10* 
ха jednačinu (28) i 4,43x10'^ /a jednačinu (29)) i vrednosti koeficijcnata korelacije 
hliskih jcdinici, može sc zaključiti da postoji rclativno visoka linearna korelacija 
i/medu log S i т̂ ;̂), a što je evidentno i sa slika 44 i 45.

t^eiativnH masa ( 'O i .  nire, (№̂!̂  timijana)

Slika 44. Zavisnost log S, ,r od rclativne mase ugljendioksida (111 ,̂;])

to 20 зп

Retattvna masa ( ( ) i  . 01^̂, tiniijana)

Slika 45. Zavisnost tog S, od rclativne masc ugtjendioksida (тгс)
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Rezuttati uticaja pritiska ugijendioksida na ekstrakciju timijana (Poglavije 
3.3.4.), diskutovani preko rastvorijivosti totainog ekstrakta i timola, dati su u tabeii
32.

Tabe!a32. Jednačine zavisnostirastvorijivostitotainogekstrakta i timola (S) od 
reiativne mase ugijendioksida (mr̂ .j ) za raziičite pritiske ugljendioksida

Pritisak
(bar) T o t a i n i  e k s t r a k t

!r!
(SvA
xl0^)

Т i m o
М

(Syj(
х10ђ

80 !og S=-0,0337 m̂ d - 2,5302 0,9097
(4,535)

log S=0,00833 m,,, - 0,5430 0,9613
(4,437)

100 !og S=-0.0310m,,,-2,0721 0,9457
(3,286)

!og S=-0,0328 m,,, + 0,5252 0,8906
(5,163)

150 !og S=-0,0356m,,,- 1,8443 0,940!
(3,798)

!og S=-0,0316 m,,, + 0,5682 0,8454
(5,881)

200 !og S=-0,0498 m,,, - 1,6523 0,9928
(1J76)

!og S=-0,0583 m„, + 0,7750 0,9914
(2,263)

400 !og S=-0,0514 т̂ ;̂, - 1,6037 0,9991
(0,657)

!og S=-0,0689 m„, + 0,8187 0,9785
(4,282)

Na s!ici 46 је predstavljena zavisnost vrednosti !og S}g, odnosno log S], od 
zapreminske mase ugijendioksida (ćĴ ô ), a izražena je kao:

!og S, E = 0,S081 (,. - 2,S4S3
r = 0,9289

(30)

!og S , =0,0238 0  ̂0 ,+ 0,202 
r = 0,9846

(31)

Dobijene jednačine, diskutovane u okviru ispitivanja zavisnosti rastvo- 
r!jivosti tota!nog ekstrakta, odnosno rastvor!jivosti timo!a od re!ativne mase, pritiska 
i zapreminske mase ekstragensa, kao i jednačine (18) i (24) se mogu uspešno 
primeniti za mode!ovanje ekstrakcije timijana ugijendioksidom u superkritičnom 
stanju.
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Zaprcminska masa ( 'Oi (&̂ cm̂ )

S!ika 46. Zavisnost iog S,E (C) i !og S, ( ^f) od xapreminskc masc CO^
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3.4. E K ST R A K C IJA T IM IJA N A  UG LJENDIO K SIDO M  
U TEČNOM  STANJU

U nastavku istraživanja. ispitana je ekstrakcija timijana ugijendioksidom u 
tečnom stanju (65 bar; 23"C) kao ekstragensa. Као i u prethodnom poglaviju, 
ekstrakcija je praćenja preko prinosa totainog ekstrakta i prinosa timola. Rezuitati 
ispitivanja kinetike ekstrakcije su dati u tabeii 33 i prikazani na siikama 47 i 48.

Tabeta 33. Prinosi totainog ekstrakta (TE; g/100 g) i prinosi timola (Т; mg/100 g) 
dobijeni ekstrakcijom timijana tečnrni ugijendioksidom

Vreme
(h)

TE Т T u T E
(%) X lÔ

lOgSpE ; logSr

0,25 0,4996 304,755 60,99 1,0225 -1,9903 6,2370 0,7950
0,50 1,0728 368,970 34,39 1,0978 -1,9595 3,7756 0,5770
0,75 1,4552 453,702 31,18 0,9927 -2,0032 3,0951 0,4907
1,00 1,5868 566,405 35,70 0,8119 -2,0905 2,8979 0,4621
1,50 1,8361 686,761 37,40 0,6263 -2,2032 2,3425 0,3697
2,00 2,0343 732,872 36,02 0,5204 -2,2836 1,8748 0,2730
2,50 2,1995 786,396 35,75 0,4501 -2,3466 1,6094 0,2067

Napomena: S - rastvorijivost

Vremc ekstrakcije (h)

S!ika 47. Kinetika ekstrakcije timijana (totaini ekstrakt) tečnim ugijendioksidom
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Stika 4S. Kinctika ckstrakcijc timijana (timo!) tcčnim ugljendioksidom

Na osnovu rczultata datih u tabc!i 33 se vidi da udeo timo!a u tota!nom 
ekstraktu tokom ckstrakcijc opada ()d 60.99% do 35.75%. S obzirom na ranije 
utvrdcni sadržaj timoia u timijanu (SOO mg/100 g) može sc zakijučiti. na osnovu 
dobijenog sadržaja timo!a tečnim ugijendioksidom (7S6 mg/100 g). da je postignut 
maksimum njcgove ckstrakcije za vremc od 2.5 sata. Takodc je dokazano da se 
destilacijom pomoču vodcne pare več ekstrahovanog biljnog materija!a. nc izdvaja 
etarsko u!je. što ukazuje da se pri ispitivanim usiovima ekstrakcije tečnim 
ugijcndioksidom postižc kvantitativnost njcgove ckstrakcije. Nadaije, za raz!iku od 
ckstrakata dobijcnih superkritičnim ug!jendioksidom koji su na sobnoj temperaturi 
čvrstog agrcgatnog stanja. ckstrakt dobijen primcnom tečnog ugijendioksida je 
tcčan.

ana!izom totainog ckstrakta, dobijeni su rczuitati koji su prikazani 
na s!ici 49 i dati u tabe!i 34. Dobijeni ckstrakt timijana je u pogicdu kva!itativnog i 
kvantitativnog sastava s!ičan totainom ekstraktu ('l'abeia 22) dobijenom primenom 
ug!jcndioksida zaprcminske mase 0.6302 g/cm^ (100 bar: 40"C) i etarskom ulju 
timijana dobijenom destilacijom pomoču vodcne pare ( Га^с!а 5). Ipak sc može reči, 
da sc ekstrakt dobijcn tcčnim ugijcndioksidom od!ikujc ncšto povečanim sadržajcm 
n-tctradckana. P-kariot'i!cna. n-pentadekana. n-heksadekana i n-oktadekana. i sma- 
njenim sadržajem fito!a. Upravo ovaj povcčani sadržaj. prc svcga parafina. ima za 
posiedicu da je ekstrakt dobijen ugijendioksidom u superkritičnom stanju s!ičniji 
etarskom u!ju. Opši jc zakijučak. da je za dobijanje ckstrakta timijana. koji je po 
kvaiitativnom i kvantitativnom sastavu najsiičniji etarskom u!ju dobijenom 
oficinainim postupkom desti!acije pomoču vodcnc parc. potrcbno koristiti ugijcndio-
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Ahundanca

S!ika 49. GC-hromatogram ekstrakta timijana (totaini ckstrakt) dobijenog 
primcnom tečnog ugljendioksida

Tabe!a 34. Rezultati ana!ize totainog ekstrakta timijana dobijenog primenom 
tečnog ugijendioksida

Komponenta
. : .№r -

Sadržaj u bdnosu na 
drbgu TE 

(mg/lWg).̂ =(%)
Kamfor 12J1 0,58
L-Mento! 53JS 2,44
n-Dodekan 37,04 1,68
l^ n ^ 786,40 35,75
n-Tetradekan 703,99 3^G1
P-Kariofilen 44,13 2,01
2-Meti!dekan 12J3 0,58
n-Pentadekan ИИ35 4,74
n-Heksadekan 95,89 4,36
n-Heptadekan 70,34 3,20
n-Oktadekan 39^1 1,80
Fitol 9,51 0^3
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ksid zapreminske mase 0,6302 g/cm^ (100 har: 40"C) protoka 97,725 dm^/h, hiljni 
materijal stepena usitnjenosti d̂  i vreme ekstrakcije 2,5 sata.

Za modeiovanje ekstrakcije sistema timijan - tečni ugljendioksid su prime- 
njene jednačina (IS), modifikovana jednačina (24) i jednačina (27). Izračunate 
vrednosti koeficijenata unutrašnje difuzije totainog ekstrakta i timoia, kao i para- 
metara jednačina, date su u taheli 35.

Tabeia 35. Koeficijenti difuzije (U) i parametri jednačina (18), (24) i (27) za totaini 
ekstrakt (l'E) i timo! (Т)

Vrednosti koeficijenta difuzije i vremena unutrašnje difuzije tota!nog ekstra- 
kta u tečnom ug!jendioksidu su prihiižne vrednostima u superkritičnom ugijendio- 
ksidu (l'aheia 29) zapreminske mase 0,8450 g/cm  ̂(200 har; 40"C). Kada je u pitanju 
difuzija timo!a, ove vrednosti su takođe prih!ižne, a!i u superkritičnom ug!jen- 
dioksidu zapreminske mase 0,7896 g/cm  ̂ (150 har: 40"C). Znači, ugijendioksid u 
tečnom stanju ima osohine prih!ižno siične ugijendioksidu u superkritičnom stanju 
pri pritisku od 150 do 200 har.

Na ()snovu rezuitata datih u taheii 35 i prikazanih na siikama 50 i 51 se vidi 
da jednačina (18) nešto holje fituje eksperimentalne rezultate normalizovanog prino- 
sa totalnog ekstrakta u odnosu na jednačinu (24). Sa druge strane, kada je u pitanju 
normalizovani prinos timola, primenom modifikovane jednačine (24) se postiže holje 
fitovanje rezultata u odnosu na jednačinu (18).
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Jcdnačina
(pammetar) TE Т

Irl
ПЕ Т

Standardna greška 
regresije (Syj() 
TE Т

Jcdnačina (iS)

2,9925 зд^^ 2,866 5,100

2.726 2.599

Jcdnačina (24)
Г

1

a ' -1,2662 2,955

h -0^1334

Jcdnačina (27)

<̂2 4ЦИ742 О^Ж^ О^Ф^ 2 J& h l(^ 5,997x10'^

^̂2 -h ^ ^ 4 0J2S^



Zavisnost rastvorijivosti totainog ekstrakta i timola od reiativne mase 
ugljendioksida predstavljena jednačinom (27), prikazana je na slici 52.

Stika 50. Grafički prikaz jednačine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna hnija) i 
modifikovane jednačine (24) (isprekidana iinija) za normalizovani prinos 
(Y) totainog ekstrakta dobijen primenom tečnog ugijendioksida 
(П - Eksperimentaine vrednosti)

Stika 5!. Grafički prikaz jednačine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna iinija) i 
modifikovane jednačine (24) (isprekidana iinija) za normaiizovani prinos 
(Y) timoia dobijen primenom tečnog ugijendioksida 
(D - Eksperimentaine vrednosti)
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Stika 52. Zavisnost vrednosti iog S od reiativne mase ugijendioksida (mret) pri 
ekstrakciji timijana tečnim ekstragensom 

- iog S , t.; - iog S , )
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4. E K S P E R I M E N T A L N i  D E O

'1'imijan ( УУ7г/77̂7.̂  L.) koji jc koriščcn u ovomc radu je porekiom iz
okoiine scia Sanad kod Čoke (Severni Banat) proizveden 1996. godine (proizvođač 
g. Lazar Oiuški).

U radu su koriščeni kao standardi timoi (Kemika, Zagreb) i karvakroi (Car! 
Roth KG, Karisruhe, Сегтапу). Као rastvarači za HPLC određivanja su koriščeni 
acetonitri! za hromatografiju (Merck, Darmstadt, Germanv) i bidestilovana voda. 
Komercijaini ugijendioksid (Tehno-gas, Novi Sad) je koriščen za ekstrakciju. Sve 
osta!e hemika!ije su bi!e stepena čistoče p.a. uko!iko nije drugačije nag!ašeno.

M!evenje bi!jnog materija!a је izvršeno u e!ektričnom m!inu za kafu, a za 
ispitivanje granu!ometrijskog sastava usitnjenog bi!jnog materija!a koriščen je set sita 
(Erweka, Germany). Ob!ik čestica bi!jnog materija!a je posmatran primenom mikro- 
skopa Car! Zeiss "Labova!-2" (Germany).

UV-spektri su snim!jeni na aparatu S452A Diode Аггау Spectophotometer 
(!!ew!ett-Packard, Avonda!e, PA, USA). Za određivanje zapreminske mase 
etarskog u!ja je koriščen aparat Ca!cu!ating Digita! Dcnsity Meter, Tip PAAR DMA 
46 (Gratz, Austria). Ekstrakcija ug!jendioksidom јс vršena na uređaju za ekstrakciju 
pod visokim pritiskom (HPEP-High Pressure Extraction P!ant. NOVA-Swiss, 
Effretikon, Switzcr!and), koji je modifikavan u !aboratoriji za Hemiju i tehno!ogiju 
farmaceutskih proizvoda (Katedra za farmaccutsko inžcnjerstvo, Tehno!oški 
fakuitet, Novi Sad). Naimc, postoječi scparator je zamcnjen novim, sa dodacima 
kojim je omogučcno jednostavnije merenje izdvojcnog ekstrakta, tj. ekstrakt 
rastvoren u ug!jendioksidu direktno se uvodi u stak!enu kivctu.

Tečni hromatograf koriščen u ispitivanjima bio je Wa!ers 600E Mu!tyso!vent 
De!ivery System sa detcktorom Watcrs 490 Programmab!e Mu!tiwave!ength 
Detector (Mi!!ipore Corporation, Waters Chromatography Division, Mi!ford, MA, 
USA). Obrada rezu!tata je vršcna pomoču mikroproccsora НР 3396 Series 
Integrator (Hew!ett-Packard, Avonda!e, !^A, USA). Za ana!izu etarskih u!ja i 
estrakata koriščen je gasni hromatograf GCD Н!̂  G 1800 A (Hew!ett-Packard, 
Avonda!e, PA, USA).
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mtriranjc u/oraka i rastvarača pokretnc fa/e /a Hf^LC' anaiizu je vršeno 
prinienom 0.22 pm f)urapore fiitcra, odnosno 0.45 pm Miiie^'^-HV fiitcra (Waters. 
Miitipore (Jorporation. tfcdford. MA. USA). Dega/iranje rastvarača pokretne faze 
jc vršenr) hctijumom (10 minuta pri protoku od 100 cm^/min po rezervoaru pre 
počctka rada, odnosno 15 cm^/min u toku analize). Ultrazvučno kupatilo (Branson 
Ultrasonic Ulcancr, 50/60 Hz. Shelton, CONN., USA) je korišćeno za potpuno 
rastvaranjc uzoraka. Injektovanje uzoraka je vršcno mikrošpricem od 10 pl
(Hamilton Microlitcr"^ Syringes, Reno, Nevada. USA).

4.f. DOBfJANJE E T A R S K O G U L J A  f E K S T R A K A T A
T!M !JA N A

4.i . f .  Odrcdivanjc sadr/aja ctarskog u!ja tiniijana

Izolacija i odredivanje sadržaja etarskog ulja je vršcna prema postupku koji 
propisujc jugoslovanska farmakopeja^'': Uroga (20.00 g) se prenesc u balon zapre- 
minc 1000 cm\ doda voda (400 cm^), u graduisanu ccv aparaturc za odredivanje 
sadržaja ctarskog ulja^' sc uncsc voda, sadržaj balona zagreje do ključanja i desti- 
lacija vrši (brzina t)ko2cm^/min)2sata. N akonhtadcnja(30m in)očitasezapre- 
mina izdvojenog etarskog ulja i sadržaj izračuna kao % (V/m: cm^/100 g timijana).

4.1.2. Ekstrakcija tiniijana nicti!cnh!oridoni

FTstrakcija droge organskim rastvaračem je vršena postupkom ckstrakcije 
sa povremenim ispuštanjem ekstrakta (ekstrakcija po Soxhlet-u): Droga (20,00 g) se 
unese u čauru (R=4 cm: L=14 cm). napravljcnu od filtcr-papira i postavi u aparaturu 
za ekstrakciju. Zatim se u balon zapremine 500 cm  ̂ uncsc mctilcnhlorid (250 cm^) i 
vrši sc ekstrakcija (12 izmena rastvarača - sifoniranja) 6 sati. Dobijcni ekstrakt se 
podvrgava uparavanju (30"U) radi odstranjivanja rastvarača i suši u vakuum sušnici 
(50"U: 24 sata). Na osnovu mase ekstrakta izračuna sc njcgov prinos (%: g/100 g 
drogc).
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4.1.3. Ekstrakcija supcrkritičnim ugijcndioksidom

Mievenjem je pripremtjen hiijni materija! (droga) i ispitivana je ekstrakcija 
tri stepena usitnjenosti timijana. i to:

- d̂ ) (srednji prečnik čestica 1.66 mm);
- d̂  (srednji prečnik čestica 0,73 mm) i
- d̂  (srednji prečnik čestica 0.35 mm).

Droga ispitivanog stepena usitnjenosti (50,00 g) se unese u ekstraktor koji se 
potom zatvori i kroz drogu najpre propušta (5 min) ugijendioksid u gasovitom staniu. 
Zatim se ekstrakcija vrši na zadatom pritisku, temperaturi i protoku ugijendioksida 
(maksimaino odstupanje parametara u toku rada ±2.5%) određeno vreme. Us!ovi 
separacije: p = 15 + 1 har; Т = 25 ± T'C. Iziazna temperatura ugijendioksida pri kojoj 
je kaiihrisan merač protoka je iznosiia 20"C. Ekstrakcija se prekida zatvaranjem veze 
između ekstraktora i separatora i ispuštanjem ugijendioksida iz separatora. 
Izdvojena masa ekstrakta (u kiveti) se potom meri i izračunava prinos ekstrakcije. 
Radi ispitivanja kinetike ekstrakcije, ekstrakcija se nakratko prekida, radi merenja 
izdvojenog ekstrakta, ponovo vrši do sledeče kinetičke tačke, kada se postupak 
merenja i ekstrakcije nastavlja.

Sadržaj zaostaiog etarskog u!ja u drogi nakon superkritične ekstrakcije se 
određuje prema postupku jugosiovenske farmakopeje^^.

4.2. A N A L IZ A  ETARSK O G  ULJA I E K STR A K A TA  TIM IJANA

4.2.1. Analiza fcnola tiniijana primcnom HPLC

/Č^Zć/v^^/7/b /Č77o/̂ . Standardni rastvor sadrži:
timo! (1,24 mg/cm^) i karvakro! (0,44 mg/cnT) u etano!u koncentracije 95%. Od ovog 
rastvora se pripremaju rastvori koji sadrže određene mase standardnih fenola u 10 pl 
rastvora (S!ike 18 i 19). koji se injektuje u tečni hromatograf.

(9ć//'Cć//'vć7/7/c /&/70//7. Za odredivanje su pripremijeni rastvori etarskog u!ja 
(1,5 mg/cm^) i ckstrakata (4 mg/cm^) timijana u etanoiu konccntracije 95%. od kojih 
se injektuje 10 p!.

Uslovi razdvajanja i određivanja feno!a u ispitivanim uzorcima etarskog u!ja 
i ckstrakata, primenom HPLC metodc. su dctaijno opisani u pog!av!ju 3.1.1.

76



4.2.2. Ana!i/a primcnom GC-MS

Za kva!itativnu i kvantitativnu anaiizu etarskog u!ja i ckstrakata timijana 
korišćcni su rastvori ispitivanih uzoraka u n-pcntanu konccntracije 40-50 pg/cm^. Do 
momcnta ana!ixc u/orci su čuvani na tcmpcraturi od 4*'C.

Us!ovi hromatografske ana!i/c:
Ko!ona: Ш'-5 MS (50.0 m х 0.25 mm) 
l  cmpcraturni program: - !njcktor 250"C

- iJctektor 2S0"U
- i*očetna 50"C
- !\)rast 20"C/min do 130"C (1 min)
- !\)rast 9"C/min do 2S0"C (S.53 min)

Ukupno vrcmc ana!i/e: 50 min
injcktovana /aprcmina: 5 p! 
i^rotok !ic!ijunia: O.S cm^/min 
Dctcktor: 45-425 !)
!la/a podataka: Wi!ey

77



5. P R ^ L O G

5.1. Proračun kocficijcnta difuzijc (D ) ха obiik piočc i cilindra

Poiazeći od jednačine (25) izračunati su koeficijenti difuzije totalnog 
ekstrakta ( ГЕ) i timoia (Т) za pretpostavijeni obiik pioče i cilindra biljnog materijala. 
U cilju uporedivanja dobijenih vrednosti odabran je stepen usitnjenosti timijana d̂  
(1 abela 21).

Vrednosti konstanti^^ u jednačini (25) za ploču: a, = 8/д  ̂ i b, = Izračunate 
su vrednosti koeficijenta difuzije (D) za 0.5; 1.5 i 2.0 sata ekstrakcije. pri čemu je 
srednja vrednost 1,1644x10*'  ̂m /̂s za totalni ekstrakt. odnosno 6,0069x10'*^ m /̂s za 
timol.

Vrednosti konstanti u jednačini (25) za cilindar: a, = 0.6945 i b, = 5,76. 
Izračunate su vrednosti koeficijenta difuzije (D) za 1.0; 1.5 i 2.0 sata ekstrakcije. pri
čemu je srednja vrednost 1.0580x10''^ m'̂ /s za totalni ekstrakt. odnosno 4.8278x10 
m /̂s za timol.

-]2

5.2. Proračun kocficijcnta difuzijc za timol primcnom  
Sun - Chcn-ovc jcdnačinc

Sun i Uhen^^ su za izračunavanje koeficijenta difuzije (D) predložili jedna-
cmu:

D =  1.23 10 -!4 т
0.796-! r 0.503

(Р1

gde је: 'Г - temperatura (К);
p - viskozitet rastvarača (Pas);
V̂. - kritična zapremina rastvorka (m^/kmol).

Dinamički viskozitet rastvarača (p). u našem slučaju ugljendioksida, na 
pritisku 100 bar i temperaturi 40"C (Т = 513.15 К) iznosi 242,1x10'^ Pas "̂.

Izračunavanje kritične zapremine timola (V  ̂ ,) je izvršeno Lydersen-ovom 
metodom^' primenom jednačine:
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V, = 40 + EAv (P2)

gde jc: Ау - uticaj prisutnih atoma i grupa u jedinjenju (u našem slučaju timoiu) na 
ukupnu kritičnu zapreminu (cm^/moi)

Siedi da je za timo!

ZAv.r = 3 + 3 (=C-) + 3 (-СН,) + 1 (^CH) + 1 (-ОН) (РЗ)

odnosno
ZAv. j = 3x37 + 3x36 + 3x55 + 1x36 + 1x3 = 423 cm /mo!

V̂. = 40 + 423 = 463 cm^/mo! = 0,463 m^/kmo!

(P4)

(P5)

Primenom jednačine (Pl) dobija se koel'icijcnt difuzije timo!a (D] ):

Dt —1,23 10 ^242 1 10 463У^^ " 2,680 10 m /s (Р6)

Dobijcna vrednost D, od 2,680 10'*̂  m /̂s je znatno veča od vrednosti D^ 
odredcnih na osnovu jednačine (25), tc stoga Sun - Chcn-ova jcdnačina nije mog!a 
biti koriščcna za ispitivani ekstrakcioni sistem.

5.3. Modc! "jcdiničnc sfcrc'

dc!)'^:
Uproščeni ob!ik jednačine modeia "jedinične sfere" ("sing!e-sphere" mo-

Y = !00 1- X ехр
кл- 7 n < dsr /

(P7)

gdc ie: Y - norma!izovani prinos (%); 
n = 20
!) - koeficijent difuzijc (m /̂s)^
t - vreme ckstrakcije (s) i
d.., - srednji prečnik čcstice (m).
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Na osnovu jednačine (P7). koriščenjem vrednosti koeficijenata difuzije 
totainog ekstrakt i timola za stepen usitnjenosti d̂  (Tabeia 21), dobijene su jednačine 
zavisnosti normalizovanog prinosa od vremena ekstrakcije, koje su grafički prika- 
zane na siici Pl.

Vreme ekstrakcije (h)

Siika P!. Crafički prikaz jednačine modeia "jedinične sfere"
(D - eksperimentaine vrednosti normaiizovanog prinosa totalnog ekstrakta; 

- eksperimentaine vrednosti normaiizovanog prinosa timoia)

Na osnovu izračunatih vrednosti standardne greške regresije za normaii- 
zovani prinos totalnog ekstrakta (11,592) i normaiizovani prinos timola (11,913) 
može se zakijučiti da se primenom jednačine (P7) ne može uspešno modeiovati 
ekstrakcioni sistem timijan - superkritični ugljendioksid. Do istog zakijučka se doiazi 
i anaiizom dijagrama prikazanih na siici Pl.
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Tabeia P!. Re/u!tati ispitivanja kinetike ekstrakcije timijana /a različite protoke 
ug!jendioksida W,, t Wr,

!'rotok W,

Vremc
(h)

ТЕ
(g/KMg)

Т
(mg/iOOg)

T u T E
(%)

S,T:X 10-
(g/dm^
CO^

Sr
(mg/dm^

C O J

-in(l-CE/c„)

0 0 0 0 0 0 0
0,05 ОЈЛ) 2,98 1J5 3,536 0,620 0^037
0,30 0,539 2^4 1,868 0 !̂31 О^ИВ
0,80 53^7 5^^ 1Д72 0^6<^
!,30 hH4 8^^J 7^^ 0 î91 0,684 0,1132
1,80 l^^J И№.62 7^^ ОЈЖ) 0,612 0J^W
2,30 1,477 11^4 0,668 0J91 o ^ a ^

Protok W-

Vrcmc
(h)

!Ђ
(g/tOOg)

Т
(mg/lOOg)

ГиТЕ
(%)

S, EX lÔ  
(g/dm^

c o ^

^r
(mg/dm^

CO^

-In(i-CE/Cj

0 0 0 0 0 0 0
0,07 - - - -

0,32 0J89 55^^ 29,34 0,888 0^720
0,82 0,418 И 126 26,59 0 :̂61 O^^i 04^П
1,32 0,665 1(WJ2 24,18 0,258 0,623 04^И
1,82 248,74 27,51 0,254 0,699 ОЗТМ
2,43 1 ^ 4 389,08 29,84 0,274 0,819 04359

Vremc TE 1' T u T E S r̂cx iÔ Si -!n(l-CE/c„)
(h) (g/iOOg) (mg/iOOg) (%) (g/dm^ (mg/dm^

c o D c o ^

0 0 0 0 0 0 0
0,21 ОЈП 20,62 18^8 0489 0451 0,0261
0,46 0,344 47,27 13J4 0,267 0,367 0^ ^ ^
0,96 0,744 92,82 1248 0,277 0.346 OJZH
1^^ 1425 b^^3 13,01 0,275 0,358 о4о:м
1,96 1J41 17E51 13^2 0,226 0,313 044П
2,46 19^11 14Л7 0,205 0,288 04^ ^



Tabeia P2. Vrednosti i q; primenjivane u jednačini (25)

Чм.гЕ = 3,7145 g/100 g timijana 
= 800 mg/100 g timijana

Vreme
(h)

lE 1 Vreme
(h)

lE 1 Vreme
(h)

lE Т

0,32 3,5255 774,43 0,50 3,3622 711,86 0,25 3,0331 675,30
0,82 3,2965 688,74 1,00 2,8969 536,40 0,50 2,9134 477,27
1,32 3,0495 639,28 1,50 2,5280 430,86 1,00 2,3684 229,43
1.82 2,8105 551,26 2,00 2,2037 313,91 1,50 2,0875 177,24
2,43 2,4105 410,92 2,50 1,8321 240,68 2,00

2,50
1,8991
1,6235

110,64
20,20

Dohijcne vrednosti q„ i q; ха raziičitc pritiske ugijendioksida

Vreme

(h)

80 bar 
TE Т

150 bar 
TE Т

200 bar 
TE Т

400 bar 
TE Т

0,25 0,5942 157,76 2,6600 705,62 2,8212 600,67 2,8712 468,28
0,50 0,4092 133,98 1,8860 493,66 2,0486 388,65 1,9625 304,19
0,75 0,3364 118,90 1,4236 325,22 1,4828 238,55 1,3425 222,08
1,00 0,2786 105,62 1,0296 210,23 1,1280 167,79 0,8647 143,55
1,50 0,1887 81,86 0,6370 103,65 0,6718 125,39 0,3062 113,66
2,00 0,1053 45,63 0,4352 40,98 0,3593 62,04 0,1316 53,40

q. 0,7063 167,62 3,2057 833,5! 3,8290 854,25 3,9417 788,77

Dohijene vrcdnosti q„ i q; pri ckstrakciji 
timijana tcčnim ugijendioksidom
Vreme

(h)
ТБ Т

0,25 1,6999 481,65
0,50 1,1267 417,43
0,75 0,7443 332,70
1,00 0,6127 220,00
1,50 0,3534 99,64
2,00 0,1652 53,53
q. 2,1995 786,40
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6. Z / \ K t ^ J L J C C  !

!. Za ra/dvajanjc timo!a i karvakroia, u cilju njihovog odrcđivanja, pogodan je 

mctod tcčnc hromatografijc pod visokim pritiskom (HPLC) korišćenjem kolone 

Nova!*ak C)  ̂ (Watcrs) i pokrctnc faze acctonitri! - voda (50:50; V/V). Kvantita- 

tivna ana!i/a ispitivanih fcno!a jc izvršcna na osnovu utvrđene funkciona!ne 

/avisnosti površinc pika i masc fcno!a. Ra/radcni H!^LC postupak se može 

uspešno primeniti za odredivanje timoia u etarskom u!ju i ekstraktima timijana, i 

od!ikujc sc visokim stcpcnom rcproduktivnosti odrcđivanja timo!a (К^,=1,29% ).

2. Za potpunu kva!itativnu i kvantitativnu anaii/u timijana, odnosno etarskog u!ja i 

ckstrakata, p^)godan jc metod gasne hromatografijc sa masenom spcktrome- 

trijom (CC-MS). Na osnovu dobijcnih rc/u!tata mo/e sc /ak!jučiti da su ctarsko 

u!jc i ckstrakt timijana s!o/enog hcmijskog sastava. Naimc, etarsko u!je timijana 

dobijcno dcsti!acijom pomoču vodcnc parc (!.75%; V/m) sadr/i u najvcčem 

procentu timo! (5(),()b%; m/m) i n-tetradekan (!б,!1%). Takode su prisutni i 

drugi parafini (oko 15%), kao i kamfor, L-mento! i dr. Nasuprot tome, metilen- 

hloridni ekstrakt timijana (4.95%; m/m) kao dominantnu komponentu sadrži 

n-tctradckan (47,1S%). Sadržaj timola u ovom ckstraktu je 16,11% (m/m). 

Lkstrakt sadrži ctarsko u!jc, kojc sc dcstilacijom pomoču vodcnc parc nc i/dvaja 

u potpunosti (oko 63%) i kojc sc u kvalitativnom i kvantitativnom pogledu 

ra/!ikujc od ctarskog u!ja timijana dobijcnog oficinalnim postupkom.

J. Ispitivanjc ckstrakcijc timijana primcnom ugljendioksida u supcrkritičnom 

stanju (1(X) bar: 40"C; J =  0.6302 g/cm\ 2.5 sata) na ckstrakciju timijana stepcna 

usitnjcnosti d„ (srcdnji prcčnik čcstica 1,66 mm) jc pračcno prcko sadržaja 

timola u totalnom ckstraktu.

Na osnovu rc/ultata ispitivanja uticaja protoka supcrkritičnog ugljcndioksida, 

/aključcno jc da je optimalni protok ckstragcnsa Ŵ  = 97. 725 dm^/h. Kinetika
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ekstrakcije timoia u ispitivanom vremenskom intervatu ekstrakcije, pri odabra- 

nom protoku. se može kvantitativno predstaviti anatogno jednačini koja 

predstavtja kinetiku reakcije prvog reda:

-tn(l - с^/сЈ = -1,733 10'̂  + 0,2209 т (9)

4. Primenom timijana stepena usitnjenosti d̂  (srednji prečnik čestica 0,35 mm) 

tzvršena је potpuna ekstrakcija etarskog utja, sudeči na osnovu ostvarenog 

sadržaja timota (779,S0 mg/100 g). Može se zaktjučiti da je dobijeni ekstrakt po 

svom kvatitativnom i kvantitativnom sastavu najpribiižniji etarskom uiju timi- 

jana, sa timolom kao dominantnom komponentom (37,29%).

5. Ispitivanjem kinctike ckstrakcije timijana, pri najpovoijnijim usiovima super- 

kritične ckstrakcije (protok stepcn usitnjenosti d^), može se zaključiti da 

doiazi do povečanja prinosa totainog ckstrakta (povečani prinos parafina), što se 

direktno odražava na smanjenjc udeia timoia u dobijenom ekstraktu (21,82%).

6. Uticaj pritiska ugijendioksida na ekstrakciju timijana, u intervaiu od 80 bar do 

400 bar, je raziičit:

I^rimenom ugijendioksida matc moči rastvaranja (80 bar. (7= 0,1918 g/cm^) nije 

postignuta kvantitativna ekstrakcija etarskog uija, jer se dcstiiacijom biijnog 

materijaia nakon superkritičnc ckstrakcijc dobija etarsko uijc (0.475%; V/m) sa 

sadržajem timoia 69,59% (m/m). Povečanjc radnog pritiska na 100 bar ima za 

posiedicu kvantitativnu ckstrakciju prisutnog etarskog u!ja. Isti efckat se postiže 

i pri višim pritiscima. Ekstrakti dobijeni na pritiscima 200 bar i 400 bar su po 

svom sastavu veoma siični, i u poređenju sa meti!enh!oridnim ekstraktom imaju 

manji sadržaj parafina, koji je moguče povečati produženjem vrcmena 

ekstrakcijc. Međutim, u ci!ju dobijanja ekstrakta koji je po sastavu siičan 

ctarskom u!ju timijana, treba za ckstrakciju primcniti ugijendioksid na nižim 

pritiscima, npr. 100 bar.
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7. Za modctovanjc ekstrakcijc sistema timijan - supcrkritični ugijendioksid jc 

primcnjcna jcdnačina Rcvcrchon-a i Scsti Ossco-a:

Y = 100

koju smo moditikovali u obtik

1 - ехр - —
t.7

(IS)

Y = 100[) - e x p (^ t  + /?)l (24)

Na osnovu sprovcdcnih ispitivanja uticaja stcpcna usitnjenosti biljnog matcrijaia 

na prinosc ckstrakcijc možc sc /aključiti da vrcdnosti koeficijcnta unutrašnje 

difu/ijc i vrcmena unutrašnjc difu/ijc opadaju /a totalni ckstrakt (od 9,77 х 10*'̂  

m"/s /a stcpcn usitnjcnosti d„ do 0.S4 х lO '̂  m /̂s /a stepcn usitnjenosti d̂ , 

()dnosno od lS.S2b s /a stcpcn usitnjcnosti d„ do 9.753 s /a stcpcn usitnjcnosti d )̂ 

i timo) (od S,94 х lO '^m^/s /a stepcn usitnjenosti d„ do 2,49 х lO '^m^/s /a stepen 

usitnjcnosti d̂ , odnosno od 20.5b4 s /a stepcn usitnjenosti d„ do 3.281 s /a stcpcn 

usitnjcnosti d )̂ sa povcčanjem stepcna usitnjenosti, odnosno smanjenjcm pre- 

čnika čcstica biljnog matcrijala. Modifikovana jcdnačina (24) boljc fitujc norma- 

li/ovanc ckstrakcionc prinosc (Y) totainog ckstrakta i timola u odnosu na po)a- 

/nu jcdnačinu (18). 'l'akodc, pri ispitivanju kinctikc ckstrakcijc timijana, 

jcdnačina (24) boljc fitujc normali/ovane prinose (Y) totalnog ckstrakta i timola 

u ( )̂dnosu na jednačinu (18). Na osnovu re/ultata ispitivanja uticaja pritiska na 

ekstrakciju timijana, može se /aključiti da sa porastom radnog pritiska 

koeficijent unutrašnje difu/ijc raste /a totalni ekstrakt (od 1,93 х 10 /a 80 bar 

do 3,45 X 10 m'/s /a 400 bar) i /a timo) (̂ )d ).)4 х 10*'̂  do 3,97 х )0 m^/s),

dok sc vrcmc unutrašnjc difu/ijc smanjuje od 4.2)9 do 2.361 s, odnosno od 7.127 

do 2.055 s. Primcnom jcdnačinc (24) sc postižc boljc fitovanjc dobijenih 

vrednosti /a normali/ovane prinose (Y) totalnog ckstrakta i timola u odnosu na 

po)a/nu jednačinu (18).

8. Sprovedcna ispitivanja rastvorljivosti (S) totalnog ekstrakta i timola, u /avisnosti 

od relativnc masc ugijcndioksida (m̂ .̂}), poka/uju da se ova /avisnost može 

i/ra/iti jcdnačinom:
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^ ^ S = a ^ H ^ + h 2 (2 7 )

Dohijene su jednačine zavisnosti rastvorijivosti totalnog ekstrakta, odnosno 

timoia u superkritičnom ugijendioksidu u zavisnosti od zapreminske mase 

ekstragensa:

iog S,E-0,8()S1 <.̂  (,2-2.8483 

log S , =0,0238 0 ^ 0 2 + 0,2021

(30)

(31)

kojima se može uspešno izvrštiti modelovanje ekstrakcije sistema timijan - 

- superkritični ugljendioksid.

9. Primenoni ugljendioksida u tečnom stanju (65 har: 23"C) dohijen je ekstrakt 

sličan ekstraktu dohijenom primenom ugljendioksida u superkritičnom stanju na 

pritisku 100 har, ali sa nešto večim sadržajem parafina. Pri ovim uslovima se 

postiže potpuna ekstrakcija etarskog ulja timijana.

Vrednosti koelicijenata unutrašnje diluzije i vremena unutrašnje difuzije 

totalnog ekstrakta i timola, pri ekstrakciji timijana tečnim ugljendioksiom, su 

prihližno iste sa vrednostima dohijenim pri ekstrakciji superkritičnim 

ugljendioksidom zapreminske mase 0,8450 g/cm^ (200 har: 4()"'С), odnosno 

zapreminske mase 0,7896 g/cm^ (150 har: 40"C). Jednačina (18) nešto holje 

fituje eksperimetalne rezultate ekstrakcije totalnog ekstrakta tečnim 

ugljendioksidom odnosu na jednačinu (24), dok je fitovanje normalizovanog 

prinosa timola modifikovanom jednačinom (24) holje u odnosu na jednačinu 

(18).

10. Radi dohijanja ekstrakta timijana koji je po kvalitativnom i kvantitativnom 

sastavu sličan etarskom u!ju dohijenoni desti!acijom pomoču vodcne pare, 

potrehno jc za ekstrakciju koristiti optimaine us!ove, odnosno ug!jendioksid 

zapreminske mase 0,6302 g/cm  ̂ (100 har: 40"C), hi!jni materija! stepena 

usitnjenosti di, vrcme ekstrakcijc 2.5 sata i protok ckstragensa 97,725 dm^/h.
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S ! \ 4 B O L !

а, - konstante
A - površina poprcčnog presaka ckstraktora
Ap - površina ха prcnos masc izmcđn čcstice biijnog materijaia i fiuida 
h, Л- konstantc
c- konccntracija ckstrakta u tluidnoj fazi
ć' - konccntracija ckstrakta u čvrstoj fazi
C'* - konccntracija na mcdufaxnoj površini čvrsto-tluid
c„ - počctna konccntracija
ĉ : - konccntracija jcdinjcnja u ckstraktu
D - kocficijcnt unutrašnjc difu/ijc
d - stcpcn usitnjcnosti hitjnog matcrijaia
d,., - srcdnji prečmk čcsticc
J -  zaprcminska masa ekstragcnsa
E - poro/nost hitjnog matcrijata
/7 - visina stoja punjcnja ckstraktora
К - ukupni kocficijcnt prcnosa masc
k - konstanta hr/ine ckstrakcijc
/ - karaktcristična gcomctrijska vctičina česticc
m - masa
mr̂ .) - retativna masa

- faktor ohiika koji /avisi od gcomctrijc česticc 
i' - interva! pou/danosti 

površina pika 
p - pritisak
q„- ukupni sadržaj ckstraktivnih matcrija u hitjnom materijaiu
q, - sadr/aj ckstraktivnih matcrija /aosta!ih u hiijnom matcrijaiu nakon vrcmcna t
p - /aprcminska masa tluida
S - rastvorijivost
Ч' - timo!
Ч Н - tota!ni ckstrakt 
t i!i I - vrcmc
t, - vrcmc unutrašnjc difu/ijc 
t)̂  - rctcnciono vrcmc 
/7- hr/ina iluida
V - /aprcmina ckstraktora
V, , - /aprcmina čcsticc 
W - protok
W^ - prividna hr/ina
W, ^̂ - mascni protok

' spccifični mascni protok 
W,̂  ̂- srcdnja prividna hr/ina
Y - norma!i/ovani prinos

- prinos ckstrakta 
^п.ах' maksima!ni prinos ckstrakta
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