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Nema

Ispitana je ekstrakcija timijana ( 7/2ymus vulgaris L.) primenom
ugljendioksida u superkriticnom stanju kao ekstragensa. Razra-
den je postupak tec¢ne hromatografije pod visokim pritiskom
(HPLC) za odredivanje farmakolo$ki aktivnih fenolnih jedinje-
nja, timola i karvakrola, koji obezbeduje visok stepen reprodu-
ktivnosti odredivanja (za timol K, =1,29%). Za kvalitativou i
kvantitativnu analizu proizvoda na bazi timijana, etarskog ulja i
ekstrakata, primenjen je metod gasne hromatografije (GC) sa
masenom spektrometrijom (MS). Sadrzaj etarskog ulja odreden
oficinalnim postupkom Kkoji propisuje jugoslovenska farmako-
peja iznosi 1,75% (V/m). Dominantna komponenta etarskog
ulja timijana je timol ¢iji je sadrzaj 50,06% (m/m), dok je karva-
krol prisutan, prakti¢cno, u tragovima (1,15%). Od prisutnih
parafina u etarskom ulju, najveci sadrzaj ima n-tetradekan
(16,11%). U totalnom ekstraktu timijana dobijenom metilen-
hloridom primenom ekstrakcije sa povremenim ispuStanjem
ekstrakta (Ekstrakcija po Soxhlet-u), koji je dobijen u prino-
su 4,95% (m/m), dominantna komponenta je n-tetradekan
(47,18% ), dok je sadrzaj timola 16,11%.

Kinetika ekstrakcije timola se moZe uspesno predstaviti analo-
gno izrazu za Kinetiku reakcije prvog reda, primenom koje
se dobija najveca vrednost konstante brzine ekstrakcije (k)



02209 h™ za selektovani protok superkritiénog ugljendioksida
97,725 dm’/h.

Primenom timijana stepena usitnjenosti d, srednjeg prec¢nika
0,35 mm za ekstrakciju superkritiénim ugljendioksidom (100
bar; 40°C; 2,5 sata) postize se kvantitativna ekstrakcije prisu-
tnog etarskog ulja. Po svom sastavu ovaj ekstrakt je najsli¢niji
etarskom ulju timijana dobijenom destilacijom pomocu vodene
pare. Produzavanje vremena ekstrakcije iznad 2,5 sata ima za
posledicu povecani prinos, pre svega, parafina.

Primenom ugljendioksida male mo¢i rastvaranja (80 bar; 40°C;
d=0,1918 g/cm”) ne postize se kvantitativna ekstrakcija etarskog
ulja. Povecavanjem radnog pritiska od 100 do 400 bar, usled
povecanja moci rastvaranja, dobijaju se ekstrakti koji su po
svom sastavu sve sli¢niji totalnom ekstraktu dobijenom ekstra-
kcijom metilenhloridom.

Za modelovanje ekstrakcionog sistema timijan - superkriticni
ugljendioksid je primenjena jednacina Reverchon-a i Sesti

Osseo-a:
t
Y =100 [1 - exp(—?)]

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

odnosno njen modifikovani oblik:
Y =100 [1 -exp (at + b)]
[zracunate vrednosti standardne greSke regresije (Sy x) ukazuju
da u osnovi modifikovana jednacina bolje fituje normalizovane
prinose kako totalnog ekstrakta, tako i timola, u odnosu na pola-
znu jednacinu.
Jednacine:
logS=am, +b
logS=ad-y+b
gde je: S - rastvorljivost totalnog ekstrakta (g/dm’), odnosno
timola (mg/dm3) u ugljendioksidu; m,, - relativna masa
ugljendioksida (g CO,/g timijana) i d, - zapreminska

masa ugljendioksida (g/cm")

se mogu, takode, uspesno primeniti za modelovanje ekstrakcije
ispitivanog sistema.



Primenom ugljendioksida u te¢nom stanju (65 bar; 23°C) se
dobija ekstrakt timijana slican po svom sastavu ekstraktu dobi-
jenom ekstrakcijom superkriticnim ekstragensom na pritisku
100 bar.

U cilju dobijanja ekstrakta timijana koji je po svom kvalitati-
vnom i kvantitativnom sastavu najsli¢niji etarskom ulju dobije-
nom oficinalnim postupkom destilacije pomocu vodene pare,
neophodno je za ekstrakciju koristiti ugljendioksid zapreminske
mase 0,6302 g/cm3 (100 bar; 40°C), biljni materijal stepena usi-
tnjenosti d,, vreme ekstrakcije 2,5 sata i protok ekstragensa
97,725 dm’/h.
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Abstract  The extraction of thyme (7hymus vulgaris L.) by supercritical carbon

AB dioxide as an extragent was investigated. The developed HPLC (High

Pressure Liquid Chromatography) method for determination of
pharmacologically active phenolic compounds, thymol and carvacrol,
showed a high reproducibility (K, for thymol 1.29% ). Qualitative and
quantitative analyses of thyme products, essential oil and extracts, were
carried out by gas chromatography - mass spectrometry (GC-MS). The
content of essential oil determined by an official procedure given by
Yugoslav pharmacopoeia was 1.75% (V/w). The predominant compo-
und of the essential oil is thymol (50.06%; w/w), while carvacrol is
present, practically, in traces (1.15%; w/w). The content of n-tetra-
decane in the thyme essential oil (16.11%; w/w) is higher than that of
other paraffins. In the total thyme extract obtained by methylene chlo-
ride using extraction with periodical exchange of the extract (Soxhlet
extraction) in a yield of 4.95% (w/w), the predominant compound was
n-tetradecane (47.18% ), while the content of thymol was 16.11%.

The extraction kinetic of thymol can be successfully expressed by analo-
gy to first order reaction kinetic, and a highest value of extraction rate
constant (k) of 0.2209 h™ for the selected flow rate of supercritical
carbon dioxide of 97.725 dm’/h.

A quantitative extraction of thyme essential oil by supercritical carbon
dioxide (100 bar; 40°C; 2.5 hours) was obtained using thyme of the
grinding degree d, (mean particle diameter 0.35 mm). The composition



of this extract is very similar to that of the essential oil obtained by
steam distillation. A higher yield of extraction, primarily of paraffins,
was obtained by prolonging the extraction time over 2.5 hours.

The use of carbon dioxide of low solubility power (80 bar; 40°C; d=
=0.1918 g/cm ) did not yield a quantitative extraction of thyme essen-
tial oil.

By increasing extraction pressure from 100 to 400 bar, i.e. solubility
power, the extract composition was more and more similar to the
composition of total extract obtained by methylene chloride.

To model extraction of the system thyme - supercritical carbon dioxide
use was made of the Reverchon - Sesti Osseo equation:

")

where: Y - normalized extraction yield (% ); t - extraction time (s) and
t; - internal diffusion time (s)

1.e. of its modified form:
Y =100 [1 -exp (at + b)]

The calculated values of standard error of regression (Sy x) show that
the modified equation is generally a better fit for the normalized yields
of total extract and thymol compared to the original equation.
Equations:

logS=am. +b
and
logS=ad-+b

where: S - solubility of total extract (g/dm’), i.e. of thymol (mg/dm’) in
carbon dioxide; m,,, - relative mass of carbon ledee (g COy/g
thyme) and d, - carbon dioxide density (g/cm )

could be successfully used for modelling of the investigated extraction
system.

The composition of thyme extract obtained by liquid carbon dioxide (65
bar; 23°C) is very similar to that obtained by supercritical extragent at
a pressure of 100 bar.

To obtain a thyme extract whose qualitative and quantitative characte-
ristics are most similar to those of the essential oil obtained using
official procedure by steam dlS(llldllon itis necessary to use a carbon
dioxide density of 0.6302 g/em® (100 bar; 40°C), grinding degree of

thyme d,, extraction time of 2.5 hours and extragent flow rate of 97.725
dm’/h.
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1. UVOD

U okviru ove doktorske disertacije postavljen je zadatak da se detaljno ispita
ckstrakcija timijana ( 7hymus vulgaris L.) primenom ugljendioksida u superkriti¢cnom
stanju kao ekstragensa. Variranjem uslova ekstrakcije (protoka ekstragensa, veli¢ine
Cestica biljnog materijala, vremena ekstrakcije, pritiska i temperature) i pracenjem
kinetike ekstrakcije preko prinosa totalnog ekstrakta i prinosa fenolnih jedinjenja
izvrSeno je modelovanje ekstrakcionog sistema timijan - superkriti¢ni ugljendioksid.
Na osnovu dobijenih rezultata odredeni su najpovoljniji uslovi ekstrakcije timijana
superkriticnim ugljendioksidom i ispitana je ekstrakcija timijana primenom ugljen-
dioksida u te¢nom stanju.

Prvi korak u realizaciji postavljenih zadataka je razrada odgovarajucih
analitickih postupaka. Iz ovih razloga istraZivanja obuhvacena ovom disertacijom su
podeljena u Cetiri dela, i to:

- odredivanje fenola i drugih komponenata sadrzanih u ekstraktima timijana;

- karakterizacija polaznog biljnog materijala;

- ekstrakcija timijana superkritiénim ugljendioksidom i

- ekstrakcija timijana ugljendioksidom u te¢nom stanju.



2. OPSTI DEO

2.1. EKSTRAKCIJA GASOVIMA POD PRITISKOM

Ekstrakcija gasovima u te¢nom i superkriticnom stanju poslednjih godina
ima sve vecu primenu i predstavlja dobru alternativu klasiénim postupcima
ekstrakcije. Ona daje novu dimenziju osobinama rastvaraca - promenljivu
zapreminsku masu ekstragensa. Iznad kriti¢ne tacke se malim promenama pritiska
i/ili temparature menjaju osobine superkriticnog gasa kao ekstragensa, ¢ime je
omogucena selektivna ekstrakcija. Povecanjem pritiska raste zapreminska masa i
dielektricna konstanta, odnosno moc¢ rastvaranja ekstragensa. Fluidi u
superkritiénom stanju integriSu dobre osobine gasova (niZi viskozitet i vece vrednosti
koeficijenata difuzije) 1 tecnosti (povecana zapreminska masa i povecana
rastvorljivost), §to se moze videti iz podataka datih u tabeli 1.

U literaturi je pre viSe od 100 godina (Hannay and Hogarth, 1879; Andrews,
1887) objavljeno zapazanje da fluidi u superkriticnom stanju rastvaraju neoc¢ekivano
velike koli¢ine relativno neisparljivih supstanci. Tada je dokazano da helati metala
postaju rastvorljivi u superkriticnom ugljentetrahloridu i etanolu. Medutim,
intenzivnije ispitivanje primene fluida u superkriticnom stanju, pre svega u
prehrambenoj industriji, je pocelo ranih 70-tih godina ovoga veka. Prvo industrijsko
postrojenje veceg kapaciteta za uklanjanje kofeina iz zrna zelene kafe primenom
ugljendioksida u superkriticnom stanju pocelo je da se koristi 1979. godine u
Nemackoj'.



Tabela 1. Fizi¢ke osobine fluida u zavisnosti od njegovog stanja'

Zapreminska masa Koeficijent  Viskozitet

Stanje fluida (g/cm’) difuzije (g/cm s)
(cm?/s)

p=1 atm, T=15-30°C (0,6-2)x10” 0,1-0.4 (1-3)x10™
Teénost

p=1 atm, T=15-30°C 0,6-1,6 (02-2)x10°  (0,2-3)x107
Superkritiéno

pP=px, T=T 0,2-0,5 0,7x10™ (1-3)x10™
p=4 py, T=T, 0,4-0,9 0,2x10° (3-9)x10™

Poznato je da se gasovi mogu povecanjem pritiska prevesti u te¢no stanje, ali
samo na temperaturama nizim od kriti€ne. Fluidi (gasovi i tec¢nosti) prelaze u
superkritiéno stanje kada su i temperatura i pritisak iznad kriti¢nih vrednosti. U
tabeli 2 su date vrednosti kriti¢nih parametara nekih fluida koji se koriste kao

Tabela 2. Kriti¢ne vrednosti nekih superkriti¢nih rastvaraca®

Kritiéna Kriti¢ni Kriti¢na zapreminska

Rastvarac temperatura, Ty, pritisak, py masa, d,

(K) (MPa) (g cm™)
Metan 191 4,60 0,162
Etilen 282 5,03 0,218
Hlorotrifluorometan 302 3,92 0,579
Ugljendioksid 304 7,38 0,468
Etan 305 4,88 0,203
Propilen 365 4,62 0,233
Propan 370 4,24 0,217
Amonijak 406 1153 0,235
Dietiletar 467 3,64 0,265
n-Pentan 470 3.37 0,237
Aceton 508 4,70 0,278
Metanol 513 8,09 0,272
Benzen 562 4,89 0,302
Toluen 592 4,11 0,292
Piridin 620 5,63 0,312
Voda 647 22,0 0,322




rastvaraci u superkriticnoj ekstrakciji. Na primeru ekstrakcije fenantrena (Slika 1),
pri istim uslovima ekstrakcije (T = 313 K; p = 40 MPa), razli¢itim gasovima,
istaknuta je vaZnost primenjene temperature, koja mora biti bliska Kriti¢noj
vrednosti temperature kori§éenog gasa’.

50 r

Temperatura
ekstrakaije

C2H4 o

8
T
[
3
N
=
(o]

30

20

© COQ

10 +

Koncentracija fenantrena u gasnoj fazi (mg / dm3 )

N, CHis /cF,
100 200 300

Kriti¢na temperatura gasa (K)

Slika 1. Koncentracija fenantrena u gasnoj fazi dobijena primenom razlicitih gasova
pri konstantnim uslovima ekstrakcije (313 K; 40 MPa)?*

Za ekstrakciju supstanci iz prirodnih izvora se najceSce primenjuje
ugljendioksid kao ekstragens, pored ostalog i zbog relativno niskih vrednosti
kriti¢nog pritiska i temperature (py = 73,8 bar i T = 31,1°C).

2.1.1. Superkriti¢ni ugljendioksid

Prva primena ugljendioksida kao ekstragensa bila je u njegovom te¢nom
stanju. Ugljendioksid pri temperaturama od -55 do 31°C i pritiscima od 5 do 74 bar je
u subkriticnom stanju, i na odredenom konstantnom pritisku moze se smatrati



obiénom te¢noséu. Tecni ugljendioksid se meSa sa vodom (0,1%) i skoro svim
uobi¢ajenim teénim rastvaraéima od metanola do pentana’. U tabeli 3 su date
rastvorljivosti nekih organskih jedinjenja u teénom ugljendioksidu'. Na osnovu
vrednosti rastvorljivosti moze se zakljuciti da je ugljendioksid izrazito nepolaran
rastvara¢, po polarnosti slican pentanu i heksanu. Mo¢ rastvaranja te¢nog
ugljendioksida nije velika u poredenju sa uobi¢ajenim te¢nim rastvara¢ima. Za takve
izrazite nepolarne rastvarace je karakteristicno da se sa povecanjem temperature
obiéno smanjuje mo¢ rastvaranja’.

Tabela 3. Rastvorljivost nekih organskih jedinjenja u te¢nom ugljendioksidu
(temperatura 22-24°C)’

Jedinjenje Rastvorljivost (%; m/m)
n-Heptan 00
n-Dodekan o0
B-Karoten 0,01- 0,05
Pentametilbenzen 17
Antracen <0,02
Metanol o0
Terc-butil alkohol o0
Benzofenon 4
Metil benzoat o0
Anilin 3
Difenilamin 1
Fenol 3
p-1zopropilfenol 6
a-Tokoferol 1
Sircetna kiselina 0
Fenilsiréetna kiselina <0,1
2,4-Dinitrotoluen 24
Glukoza 0

U cilju razmatranja mogucih stanja ugljendioksida i nekih njegovih osobina,
na slici 2 je prikazan pT dijagram ugljendioksida sa zapreminskom masom kao
parametrom. Na dijagramu su istaknute linije kljucanja, topljenja i sublimacije,
odnosno oblasti u kojima se ugljendioksid nalazi u teénom, gasovitom i ¢vrstom



stanju. Subkriti¢ni ugljendioksid se nalazi u oblasti koju formiraju linije kljucanja,
topljenja i kriticnog pritiska. Iz ove oblasti se linija klju¢anja moZe dosti¢i pove-
canjem temperature na konstantnom pritisku ili smanjenjem pritiska na konstantnoj
temperaturi. Ovakve promene imaju za posledicu prevodenje ugljendioksida u
gasovito stanje. U oblasti kritiénog ugljendioksida odvajanje rastvaraca i rastvorene
supstance nije moguce prostim otparavanjem. Moc¢ rastvaranja superkriticnog
ugljendioksida zavisi pre svega od pritiska i temperature, odnosno zapreminske
mase, koja za ugljendioksid na kriti¢noj tacki iznosi 468 g/dm3.
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Slika 2. pT dijagram ugljendioksida sa zapreminskom masom (g/dm") kao
parametrom
(KT - kriti¢na tacka; TT - trojna tacka)



Ugljendioksid u gasovitom stanju ima veoma malu zapreminsku masu, zbog
¢ega mu je mo¢ rastvaranja zanemarljiva. Povecanjem temperature, iz subkritiénog
gasovitog stanja, dolazi se do gasovitog stanja visoke temperature. U ovoj oblasti, i
pored male zapreminske mase ugljendioksida, pri ekstrakciji se dobija izvesna
koli¢ina komponenata u gasovitom stanju. Ovakav nacin ekstrakcije je sli¢niji
destilaciji pomocu vodene pare nego ekstrakciji primenom rastvaraca.

Pomeranjem duz linije klju¢anja do kriticne tacke (KT), njenom stranom
gde se ugljendioksid nalazi u te€nom stanju, moc¢ rastvaranja ugljendioksida bi
trebala da raste sa porastom temperature. Medutim, istovremeno zapreminska masa
opada §to ima za posledicu smanjenje moc¢i rastvaranja. lako je nemoguce predvideti
koji ¢e uticaj biti dominantniji, potpuno je izvesno da ¢e prema gornjem delu linije
kljucanja uticaj zapreminske mase biti izrazeniji.

Na slici 3 je prikazan Siroki interval mogucih vrednosti zapreminskih masa i
dielektri¢nih konstanti ugljendioksida na pritiscima veéim od kritiénog pritiska®*.
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Slika 3. Zapreminska masa d (I) i dielektri¢na konstanta ¢ (II) ugljendioksida u
zavisnosti od pritiska na temperaturi 40°C



Ugljendioksid u superkriti¢cnom stanju se ponasa kao nepolaran rastvarac, i
slican je drugim nepolarnim rastvara¢ima u te¢nom stanju. Za takve rastvarace je
s v >3
karakteristicno sledece™:

e rastvorljivost supstance je veca ukoliko je ona po svojim fizickim i hemijskim
osobinama sli¢nija rastvaracu;

o isparljivost i rastvorljivost komponenata slicne polarnosti opadaju sa porastom
njihove molekulske mase;

e rastvaraC sa vecom moci rastvaranja rastvara viSe komponenata date smeSe
(mala selektivnost) za razliku od rastvaraca male moci rastvaranja (visoka
selektivnost rastvaraca).

Prirodni proizvodi obi¢no sadrze veliki broj hemijski razli¢itih komponenata
¢ija se rastvorljivost u odredenom rastvaracu moze kretati od visoke rastvorljivosti
do potpune nerastvorljivosti. Na jednom model sistemu nepolarnih komponenata
prirodnih proizvoda (Slika 4) bice diskutovan sastav proizvoda dobijenih primenom
postupka destilacije pomocu vodene pare, ekstrakcije metilenhloridom, smeSom
etanola i vode i ugljendioksidom u superkritiénom stanju’.

Relativna koli¢ina

Etarsko Visi Slobodne Masna Voskovi Smole Pigmenti
ulje terpeni, masne ulja
estri kiseline

Slika 4. Model sistem nepolarnih komponenata prirodnih proizvoda

Destilacijom pomocu vodene pare (Slika S) se dobija proizvod (destilat) koji
sadrzi iskljucivo isparljive komponente sadrzane u etarskom ulju (zatamnjena



povrsina na dijagamu). Sastav dobijenog proizvoda u izvesnoj meri je izmenjen u
odnosu na njegov nativni sastav.

Destilat | Ostatak

Relativna koli¢ina

Slika 5. Destilacija pomocu vodene pare

Ekstrakcija pogodnim nepolarnim rastvaracem, kao §to je metilenhlorid, je
potpuna ekstrakcija (Slika 6), jer se dobija proizvod koji sadrzi sve prisutne
komponente (zatamnjene povrSine), osim polimera velikih molekulskih masa.
Medutim, dobijeni tecni ekstrakt se najéeS¢e podvrgava uparavanju radi
odstranjivanja rastvaraca, pri ¢emu dolazi do izvesnog gubitka lako isparljivih
komponenata. Ovaj gubitak je predstavljen na slici 6 u gornjem levom uglu kao
nezatamnjeni deo.

Relativna kolidina

Slika 6. Ekstrakcija metilenhloridom



Primenom polarnih rastvaraca, kao S§to je na primer smeSa etanola i
vode, dobija se ekstrakt koji sadrzi komponente prisutne u etarskom ulju i polarne
komponente (Slika 7). Na ovaj nacin dobijen ekstrakt sadrZi i polarne komponente
kao Sto su Seceri, glikozidi, tanini, soli i dr., koje nisu predstavljene model sistemom
(Slika 4). Odstranjivanje rastvaraca iz ovakvog ekstrakta dovodi do veceg gubitka
lako isparljivih komponenata.

Relativna koli¢ina

Slika 7. Ekstrakcija smesom etanol-voda

Primenom ugljendioksida je moguce dobiti ekstrakte sa Zeljenim sastavom
komponentata sadrzanih u polaznom materijalu. Tako, na primer, primenom
superkriticnog ugljendioksida velike mo¢i rastvaranja (p=300 bar; T=60"C; ¢=830
g/dm}) dobija se ekstrakt (Slika 8) koji je po sastavu slican ekstraktu dobijenom

Relativna koli¢ina

100 bar /60°C 300 bar / 60°C

Slika 8. Ekstrakcija ugljendioksidom: Razli¢ito zatamnjene povrsine prikazuju
ekstrakte dobijene ugljendioksidom razli¢itih moci rastvaranja
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metilenhloridom. Smanjena mo¢ rastvaranja superkritiénog ugljendioksida (100
bar/60"C) dovodi do promene sastava dobijenog ekstrakta. Izdvajanje ugljendioksida
iz dobijenog ekstrakta dovodi samo do neznatnog gubitka lako isparljivih

komponenata.

Na kraju, moZzemo reéi da se izborom pogodne kombinacije pritiska i
temperature mogu podeSavati Zeljeni efekti rastvaranja, odnosno moze se postici
odredena selektivnost ugljendioksida kao ekstragensa. Podru¢ja temperature i
pritiska za razlic¢ite primene prikazana su na pT dijagramu (Slika 9).
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Slika 9. pT dijagram sa ozna¢enim podruc¢jima za razli¢ite primene
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Prednosti primene ugljendioksida za ekstrakciju nad ostalim gasovima, kao i
nad uobic¢ajenim postupcima ekstrakcije teénim rastvaracima i destilacije, su sledece:

e fizioloski je inaktivan i ne izaziva Stetne posledice po ljudski organizam;

e nezapaljiv je 1 jednostavan za rukovanje;
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e prirodni je proizvod koji je hemijski inertan, tako da nema opasnosti od zaostalih
toksi¢nih primesa u dobijenom ekstraktu;

e 1ima ga u velikim koli¢inama 1 nije skup;

e ne ekstrahuje pesticide i produkte njihovog raspadanja koji su cesto prisutni u
biljnim sirovinama;

e omogucuje rad na niskim tempetaturama Sto se povoljno odrazava na kvalitet
ekstrakta;

e omogucuje selektivnu ekstrakciju 1 frakcionisanje ekstrakta, §to ga cini
atraktivnim za primenu u farmaceutskoj i kozmetickoj industriji;

e ckstrahovane sirovine se mogu koristiti u druge svrhe, jer nema opasnosti od
Stetnih primesa koje se javljaju kada se kao ekstragensi koriste organski
rastvaraci,

e ckstrakcija ugljendioksidom spada u “ciste tehnologije” bez sekundarnih proi-
zvoda koji zagaduju Zivotnu sredinu®.

2.1.2. Postupci i uredaji za superkriticnu ekstrakciju

Postupak 1 uredaji za ekstrakciju primenom superkriticnog ugljendioksida se
podeSavaju prema postavljenim zahtevima i materijalu koji se ekstrahuje. Moguca su
dva potpuno razlicita slucaja, 1 to:

1. kada je cilj postupka dobijanje ekstrakta, pri ¢emu iscrpljeni materijal nema
upotrebnu vrednost ili je ona mala i

2. kada je cilj postupka dobijanje parcijalno ekstrahovanog materijala, ¢ime se
poboljSavaju njegova svojstva, pri ¢emu je dobijeni ekstrakt od sekundarnog
znacaja.

Postupci koji se primenjuju kod superkriticne ekstrakcije se mogu podeliti
na:

L. Izotermski postupak. Ekstrakcija materijala se vrsi na konstantnoj temperaturi i
poviSenom pritisku, pri ¢emu ugljendioksid ima vecu zapreminsku masu,
odnosno moc¢ rastvaranja u superkriticnoj oblasti. Izdvajanje dobijenog
proizvoda se ostvaruje snizenjem pritiska, pri ¢emu se odvaja i ekstragens u
gasovitom stanju, koji se moze vratiti u ekstrakcioni ciklus.
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2. Izobarski postupak. Ekstrakcija se vr§i na konstantnom pritisku. Promenom
radne temperature (povecanjem) u procesu separacije snizava se zapreminska
masa ugljendioksida, $to ima za posledicu izdvajanje proizvoda.

Pogodnim izborom pritiska i temperature pri izdvajanju proizvoda mogu se
postiéi 1 odgovarajuci efekti frakcionisanja. ViSestepenim kaskadnim smanjenjem
pritiska, primenom viSe separatora, moguce je dobiti ekstrakt Zeljenog sastava.
Odgovarajuée frakcionisanje je moguce postici i u toku same ekstrakcije
programiranjem odnosa pritiska i temperature.

3. Izobarno-izotermski postupak. Ekstrakcija se vr§i na konstantnom pritisku i
temperaturi, a proizvod se izdvaja adsorpcijom na pogodnom adsorbensu. Ovaj
postupak se najceSce primenjuje u cilju selektivne ekstrakcije materijala, npr.
dekofeinizacija kafe i (:ajaﬁ.

Na slici 10 je prikazan princip ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom na
pT dijagramu. Ekstrakcija se vrsi u superkriti¢noj oblasti, a separacija pri uslovima
pritiska i temperature gasovitog stanja ugljendioksida.
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Slika 10. Princip ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom

(E - ekstraktor; S - separator; K - kompresor; Q - izmenjivac toplote)



Uredaji za superkriticnu ekstrakciju se razlikuju, pre svega, po svojoj
nameni, veli¢ini 1 kapacitetu, kao i sastavnim delovima (npr. broj potrebnih
separatora). Na slici 11 je prikazana Sema, a na slikama 12 i 13 fotografije uredaja za
ekstrakciju pod visokim pritiskom koji je koris¢en u ovom radu.

P2 T2
RV3
> ? Q MP1 MP2
IT2 ¥
T3
L Eks

Slika 11. Sema uredaja za ekstrakciju pod visokim pritiskom (HPEP-High Pressure
Extraction Plant, NOV A-Swiss)
1. Merni konektor; 2. Filter; 3. Kompresor sa dijafragmom; 4. Kontrolni
ventil: 5. Sigurnosni ventil; B-Boca sa ugljendioksidom; V-Ventil; M-
-Manometar; RV-Regulacioni ventil; IT- Izmenjivac toplote; P -Merac
pritiska; E-Ekstraktor (V=200 cm}); T-Termometar; UT-Ultratermostat;
S-Separator (V=200 cm’); Eks-Ekstrakt; MP-Mera¢ protoka.

Princip rada. Biljni materijal u ekstraktoru (E) se najpre oslobada prisutnog
vazduha produvavanjem ugljendioksida (B) u gasovitom stanju, nakon cega se
zatvore ventil (Vs) i regulacioni ventil (RV,). Ultratermostatima (UT);) 1 (UT,) se
odrzavaju radne temperature u ekstraktoru i separatoru (S) pri zatvorenom ventilu
(V,) boce sa ugljendioksidom. Zatim se, nakon otvaranja ventila od V,; do Vj (V, je
zatvoren), kompresor na kome je podeSen pritisak nesto iznad radnog pritiska pusti
u pogon i regulacionim ventilom (RV,) se podesi radni pritisak ekstrakcije.
Ugljendioksid se nakon prolaska kroz izmenjiva¢ toplote (IT)) otvaranjem ventila
(Vs) uvodi u ekstraktor pri ¢emu je regulacioni ventil (RV,) zatvoren. Otvaranjem i
podesavenjam regulacionih ventila (RV,) i (RV;) se ostvaruje pritisak u separatoru,
kao 1 odrzavanje Zeljenog protoka ekstragensa. Maksimalni protok ugljendioksida
je 5,7 kg/h.
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Slika 12. Fotografija uredaja HPEP
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Slika 13. Fotografija dela uredaja HPEP
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2.1.3. Ekstrakcija aromati¢nog i lekovitog bilja ugljendioksidom

Ekstrakcija gasovima pod pritiskom nalazi primenu u razli¢itim granama
industrije, pre svega prehrambenoj, naftnoj, farmaceutskoj i kozmeti¢koj. Mogu se
ekstrahovati prirodni proizvodi kao Sto su biljna ulja, masti i ulja zivotinjskog
porekla, masne kiseline, pivski kvasac, zacini i arome, etarska ulja, alkaloidi (npr.
nikotin iz duvana; kofein iz kafe i ¢aja), hmelj, insekticidi, steroidi. Takode, ovaj
nacin ekstrakcije se primenjuje i za regeneraciju adsorbenasa 1 katalizatora, kao i za
frakcionisanje polimera po molekulskim masama. Posebnu primenu gasovi u
superkriticnom stanju imaju u hromatografiji za separaciju finih hemikalija i
farmakoloskih supstanci'®.

Ekstrakcija biljnog materijala gasovima u te¢nom, a naro¢ito superkritiénom
stanju, je podrucje istraZivanja za koje vlada veliki interes. Ispitivana je ekstrakcija
kamilice™®, kafe, ¢aja, duvana, mente, konoplje, suncokreta, semena sezama, hmelja,
paprike, odoljena™; bibera™'’, plodova kole, lif¢a limuna, semena maka'"; bosiljka'’;
dumbirovog rizoma'; hrizanteme, buhac¢a i nemacke kamilice'’; jorgovana, kore
limuna, crnog bibera i badema'; arome limuna i palminog ulja'®"’; soje'®; semena
kanole': ulja limuna®": anisa, kima, karanfilica i cimeta®"; limuna i pomorandien;
kukuruznih klica, semena lana i plodova jojobe®; srdi¢a, majorana® i pomorandze®;
jabuke, kruske, crnog luka, Korijandera, liS¢a lorbera, eukaliptusa i mimoze*,
lavande®.

Prof. dr Branislav Peki¢ je pre oko 10 godina® skrenuo paznju nauéne
javnosti u naSoj zemlji na S§iroke mogucénosti primene gasova u teénom i
superkriticnom stanju. Posebno veliki doprinos je dao na ispitivanju ekstrakcije
kamilice primenom superkriticnog ugljendioksida. U radovima Pekica i saradnika je

2 zavisnost prinosa totalnog ekstrakta

ispitana kinetika ekstrakcije kamilice
izotermske ekstrakcije od koli¢ine CO,*, ponasanje farmakoloski aktivnih kompo-
nenata sadrzanih u kamilici pri superkritiénoj ekstrakciji ugljendioksidom™, kao i
primena Chrastil-ove jednacine za sistem cvet kamilice - superkriti¢ni ugljendio-

: 13 o o N D32,
ksid®, pri ¢emu su koriséene savremene metode, u prvom redu metoda GC-MS*,

Ekstrakcija timijana primenom gasova u te¢nom i superkriti¢cnom stanju do
sada nije bila predmet istrazivanja. Pregledom naué¢ne i stru¢ne literature, kao i
informacija koje se nalaze na globalnoj kompjuterskoj mrezi INTERNET nije naden
ni jedan rad koji se bavi ovom problematikom. Upravo ovo je i bio razlog da se nasa
paznja i istraZivacki interes usmeri na ispitivanje superkriticne ekstrakcije timijana
primenom ugljendioksida.
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2.2. TIMUJAN ( Thymus vulgaris L.)

Poznato je da mnoge biljne vrste imaju izraZzeno antisepticko delovanje.
Baktericidno i fungicidno delovanje je karakteristicno za etarska ulja biljaka roda
Thymusi Satureja. Hilandarski medicinski kodeks™ koji sadrZi spise ne samo srpske,
vec 1 evropske nau¢ne medicine od XII do XV veka navodi, izmedu ostalih lekovitih
biljaka, majc¢inu dusicu ( 7hymus serpyllum) i njenu upotrebu: “Majcina duSica je
vruca, suva i spada u treci stepen. Svoje dejstvo nece izgubiti tokom dve godine.
Uzmi maj¢inu dusSicu, skuvaj je u vodi i tom vodom peri glavu. Koristice onima koji
imaju reumu u glavi usled nazeba. - Uzmi maj¢inu duSicu i skuvaj je u octu; dodaj
zatim nekoliko suvih smokava i neka bolesnik sa ovim opere grlo i grgoce. Od Kkoristi
je za one kojima je upaljeno grlo pa ne mogu gutati slinu. - Maj¢inu duSicu skuvaj u
vinu i to mu podaj da pije. Ovo je korisno onima koji kaslju zbog nazeba ili im je
bolestan stomak™*.

Timijan ( Zhymus vulgaris L., Labiatae) je slican maj¢inoj dusici, stabljika mu
ne puzi po zemlji, ve¢ raste uspravno formirajuci zbun visok do 40 cm. Stabljika je
drvenasta, listovi su duzine do 1 cm sa kratkom peteljkom ili sedeci. Oblik lista je
izduzeno elipti¢an, skoro iglicast, a ivice su savijene prema nali¢ju. List je koZzast, na
licu tamnozelen bez dlacica sa udubljenom glavnom provodnom Zilom, dok je nalicje
sivozelene boje, ima dlacice i istaknutu glavnu provodnu Zilu. Boja cveta je ruzicasta.
Nadzemni delovi biljke se sakupljaju sredinom ili krajem leta. Timijan raste po suvim
mestima zapadnog Mediterana, a moze se gajiti i kod nas, posebno u Vojvodini.

Biljka ima izuzetno aromati¢an miris, a ukus je aromati¢an i opor*>™".

)T 'h) MOAETIC), CHIPEY(R), M(A)TPEHA A(Y)IIHILA:

o aerisma wp8rz 1ec(rz) u c8x(1) BR TokTin eTenen(z). w Mok (e) ce ppzmarn
BA CBOEM K knocTi 8. AKT(2) BX3MH MO ArTW 11 cRAPH RX BoAk, W WHwM(2)
BOA(O)MA AN I A4BE. AOBPO 1¢(TZ) 34 WikX® KoEmz 1€ ghkwma 8 raagk
Wr(&) HaCTBAA. 1 Wip(e) 83MN nOAPTEM(Z) W cRAQN § WUTE M NOCTARH K%
s ik ko Aiko eSERX(%) cHOK’BZ, W nekd win(i) WRKO AMKS KpaTZ rap’ra-
s, A0RQo 1ec(Tx) 34 owkx(2) KoeA(x) 8 oTeRAd rok AW TEgR HE Mors
npesAngaTh camwki— I wyi(e) noAeri8mz cragn 8 gUNE W Aan M8 nuT,

A0590 1ec(TR) 34 onkx(x) KOEM(Z) KW AR WT(Z) HACTSAL MAH BOAECTR §
CTOMAX S+
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Osim vec¢ spomenutog baktericidnog i fungicidnog delovanja, timijan se
preporucuje kao ekspektorans (olakSava iskasljavanje), stomahik (podstice funkcije
zeluca), anthelmintik (protiv crevnih parazita), aromatik, spazmolitik (otklanja
gréeve), tonik (za jacanje), rubefacijent (za izazivanje crvenila i osecaja toplote na
kozi usled Sirenje krvnih sudova) i karminativ (olakSava odstranjivanje gasova iz

creva)**¥.

Andrew Chevallier u knjizi “The Encyclopedia of Medicinal Plants™
navodi naziv “garden thyme” (bastenski timijan) za 7h. vulgaris L., odnosno “wild
thyme” (divlji timijan) za 7h. serpyllum, uz napomenu da im je ista upotreba.
Timijan sadrzi od 0.3 do 6,3% etarskog ulja koje je nosilac lekovitog
delovanja®™*". Jugoslovenska farmakopeja®® propisuje upotrebu liséa timijana ( Zhymi
folium) kao ekspektoransa i navodi da je minimalni sadrzaj etarskog ulja 1,5%.
Prema DAB 8* minimalni sadrZaj je 1,2%. Osim etarskog ulja, timijan sadrzi smole,

tanine, gorke materije, saponozide, kao i flavone apigenin i luteolin *.
2.2.1. Etarsko ulje timijana

Etarsko ulje timijana (Aetheroleum thymi), dobijeno destilacijom pomocu
vodene pare iz sveze biljke u cvetu, je bezbojna te¢nost intenzivnog mirisa na timol,
aromati¢nog i ljutog ukusa, koja ubrzo postaje crvenozuta ili crvenomrka. Cesto se
ovo ulje pogresno naziva “ulje origana™™.

Antimikrobno delovanje etarskog ulja timijana poti¢e od prisutnih fenola, u
prvom redu timola (5-metil-2-izopropil-1-fenol) i karvakrola (2-metil-S-izopropil-
-1-fenol). Timol se preporu¢uje kao antiseptik i anthelmintik®. Dokazano je delo-

OH

OH

Timol Karvakrol

vanje timola na bakterije usne Supljine*?, zbog ¢ega se kako timol, tako i etarsko ulje
timijana, upotrebljavaju u vodama za ispiranje usta i pastama za zube. Poznato je da
je timol kao antiseptik oko trideset puta aktivniji, a Cetiri puta manje toksi¢an od
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fenola®. Novija ispitivanja su pokazala da timol i karvakrol formiraju kiseonikove
slobodne radikale reakcijama oksidacije*.

FarmakoloSko delovanje etarskog ulja timijana zavisi, pre svega, od sadrzaja
timola 1 karvakrola. Za etarsko ulje 7h. vulgaris je karakteristiCan veliki sadrzaj
timola koji moZe biti i do 60,86% ** i relativno mali sadrzaj karvakrola, do 5,6% *. Po
sadrzaju ovih fenolnih jedinjenja etarsko ulje Satureja horvatii L. je sli¢no etarskom
ulju timijana. Nasuprot tome, etarska ulja 7h. serpyllum L. i Satureja hortensis L.
karakteriSe veliki sadrzaj karvakrola i mali sadrZaj timola®. Etarsko ulie Orijganum
compactum karakteriSe veliki sadrZaj i razli¢it odnos fenolnih jedinjenja®’.

Etarsko ulje timijana sa visokim sadrzajem fenolnih jedinjenja se moze
uspesno koristiti u veterini za izradu antidiaroickih preparata koji su dobra
supstitucija antibioticima. Timol i karvakrol su liposolubilni i povrSinski aktivni, pa
se mehanizam njihovog antidiaroickog delovanja zasniva na oStecenju i rastvaranju
membrane mikrobne celije, kao i inhibiciji sinteze belancevina i procesa biooksida-
cije u organizmu uzro¢nika bolesti. Oralno aplikovan timol deluje kao spazmolitik i
blag analgetik, $to dovodi do smanjivanja peristaltike i ublazavanja bola***".

Za etarsko ulje timijana je karakteristicno prisustvo komponenata koje su

6,51

prekursori fenola, p-cimena i y-terpinena*®®'. Udeo p-cimena u etaskom ulju moze

p-Cimen y-Terpinen

biti i do 42,8%*, a y-terpinena do 13,2%>". Sadrzaji ostalih komponenata koje ulaze
u sastav etarskog ulja timijana (Slika 14) su znatno niZi od sadrzaja fenolnih
jedinjenja i njihovih prekursora. Neka od ovih jedinjenja se javljaju samo u
tragovima ili uopSte nisu prisutna u pojedinim uzorcima etarskog ulja timijana.

Za odredivanje kvalitativnog i Kvantitativnog sastava etarskog ulja timijana
metode izbora su te¢na hromatografija pod visokom pritiskom (HPLC) i gasna
hromatografija sa odgovaraju¢im detektorom. Odredivanje sadrzaja fenolnih
jedinjenja, koja apsorbuju svetlost u UV-oblasti, timola i karvakrola, se mozZe

uspesno vrsiti primenom HPLC hromatografije, kako na normalnoj*™**®, tako i na

45,54

obrnutoj fazi™". Za analizu svih komponenata etarskog ulja timijana Ferh i
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Stenzhorn® su koristili GC sa FID detektorom, dok su Jackson i Hay*' primenili GC-
-MS.

Slika 14. Komponente etarskog ulja timijana*

o N g

o-Pinen Kamfen B-Pinen
Mircen o-Terpinen Limonen
OH
| OH
1.8-Cineol Linalool Terpinen-ol-4
OH
OH

B-Kariofilen a-Terineol Borneol
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

U okviru ove disertacije, radi realizacije ranije postavljenih zadataka, bilo je
neophodno, pre svega, izvrSiti karakterizaciju polaznog biljnog materijala - droge.
Radi toga, trebalo je raspolagati odgovarajuim analitiCkim metodama za
odredivanje kvalitativnog 1 kvantitativnog sastava dobijenih proizvoda na bazi
timijana (etarsko ulje, ekstrakti i dr.).

Da bi se pristupilo sistematskom ispitivanju ekstrakcije sistema timijan -
- superkriti¢ni ugljendioksid 1 njegovom modelovanju, bilo je neophodno varirati
uslove superkritiéne ekstrakcije (protok ekstragensa. veli¢ina Cestica biljnog materi-
jala, vreme ekstrakcije, pritisak i temperatura) i pratiti kinetiku ekstrakcije preko
prinosa totalnog ekstrakta i prinosa fenolnih jedinjenja. Takode je ispitivana
ekstrakcija timijana ugljendioksidom u te¢nom stanju i dobijeni rezultati ekstrakcije
sn uporedeni sa rezultatima dobijenim primenom superkriticnog ugljendioksida kao
ekstragensa. Na osnovu dobijenih rezultata odredeni su najpovoljniji uslovi
ekstrakcije timijana ugljendioksidom.

[z ovih razloga istrazivanja obuhvacena ovom disertacijom su podeljena u
Cetiri dela, 1 to:

- odredivanje fenola i drugih komponenata sadrzanih u ekstraktima timijana;

- karakterizacija polaznog biljnog materijala;

- ekstrakeija timijana superkriticnim ugljendioksidom i

- ekstrakcija timijana ugljendioksidom u te¢nom stanju.

3.1. ODREDIVANIJE FENOLNIH JEDINJENJA TIMIJANA

Za odredivanje sadrZaja farmakoloski aktivnih fenolnih jedinjanja, timola i
karvakrola, sadrzanih u timijanu, odnosno njegovom etarskom ulju ili ekstraktima
dobijenim iz njega razli¢itim postupcima, metode izbora su teéna hromatografija pod
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visokim pritiskom (High Pressure Liquid Chromatography - HPLC)**"¥3 i gasna
hromatografija (Gas Chromatography - GC) sa odgovaraju¢om detekcijom, npr.
masenom spektrometrijom (Mass Spectrometry - MS)™".

3.1.1. Kvalitativna 1 kvantitativna analiza fenola primenom HPLC

Za odredivanje sadrzaja timola i karvakrola u etarskom ulju Origanum
compactum’’ i te¢nim ekstraktima timijana® Van Der Broucke i Lemli su primenili
HPLC metodu na normalnoj fazi. KoriS¢ena je kolona Porasil, izokratska elucija
primenom pokretne faze hloroform : n-heksan (15:85; V/V), protok 2,5 ml/min uz
UV detekciju na talasnoj duzini 280 nm. Postignuto je dobro razdvajanje fenola uz
kratko vreme analize (retenciono vreme timola ty=4,8 min, karvakrola tz=5,55 min).
Solinas i Oessa®™ su koristili metod HPLC na obrnutoj fazi, primenom kolona
u-Bondapak C 3 (Waters) i RP-18 (Brownlee Labs.), pokretne faze voda : acetonitril
(60:40; V/V) i izokratske elucije. Protok pokretne faze je bio 1,5 ml/min, a UV
detekcija je vrSena na talasnoj duzini 283 nm. Ovaj postupak analize traje nesto duze
(oko 24 min), a retenciona vremena primenom kolone p-Bondapak Cg iznose za
karvakrol 17,10 minuta i za timol 19,30 minuta, dok primenom kolone RP-18
retenciono vreme karvakrola je 17,50 minuta, a timola 19,40 minuta. Pekic i sar. su
za odredivanje timola i karvakrola u etarskom ulju timijana®™, odnosno ovih
jedinjenja u nekim biljnim vrstama roda Thymus i Satureja®, primenili metod HPLC
na obrnutoj fazi i kolonu NovaPak C,g, pokretnu fazu acetonitril : voda (38:62; V/V),
izokratsku eluciju uz protok 0,7 cm/min i UV detekciju na talasnoj duzini 254 nm.
Analiza ovim postupkom je trajala oko 30 minuta, a retenciona vremena su iznosila
za karvakrol t;=21,58 min, odnosno za timol t;=23,05 min. Ispitivanja su pokazala da
se primenjeni postupak odlikuje visokom reproduktivnoSéu i preciznoscu
odredivanja timola i karvakrola u ispitivanim uzorcima.

Radi odredivanja maksimalne talasne duZine timola i karvakrola za njihovu
analizu HPLC metodom, snimljeni su UV-spektri standardnih uzoraka ispitivanih
fenola. Dobijeni spektri su prikazani na slikama 15 i 16. Na osnovu dobijenih
rezultata, odabrana je talasna duzina UV-detektora A=276 nm na kojoj su vriene sve
analize.
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% 0.322 1
0.111

200 250 300 350

Talasna duzina (nm)

Slika 15, UV-spektar timola (koncentracija 12,4 ug/ecm’; rastvor u 95% etanolu)

Talasna duZina, A (nm)  Apsorbanca
206 0,8558
218 0,5539
276 ; 0,1738

0.987

0.785 -

0.502 -

Apsorbanca

0.379 1

0.198 1

200

250 300 350

Talasna duzina (nm)

Slika 16. UV-spektar karvakrola (koncentracija 19,2 pg/cms; rastvor u 95% etanolu)

Talasna duZina, A (nm) Apsorbanca
206 0,9871
216 0,8719
Ad60 Sk 0,2570

23



Za razdvajanje timola i karvakrola u ispitivanim uzorcima primenom HPLC
na obrnutoj fazi, odabrana je kolona NovaPak C,; (Waters) i izokratski postupak
elucije. Variranjem odnosa komponenata u pokretnoj fazi, acetonitrila i vode,
nadeno je da je optimalan odnos komponenata 50:50 (V/V). Primenom ovoga
postupka moze se izvrSiti za kratko vreme (8 minuta), uz dobro razdvajanje
ispitivanih fenola, kvalitativna i kvantitativna analiza timijana, odnosno etarskog ulja
1 ekstrakata timijana. Retenciona vremena iznose za karvakrol t;=5,942 min i timol
1g=6,458 min (Slika 17).

6.458

Slika 17. HPLC-hromatogram standardnog rastvora

timola i karvakrola

Karvakrol (5,942 min; 4,0 pg)

Timol (6,458 min; 11,2 pg)

Kolona: NovaPak C,; (Waters; 3,9 mm 1.D. x

x 15cm; 4 um)
Pretkolona: Waters Guard-Pak'"/Resolve ™
(10 pm)

Pokretna faza: Acetonitril - voda (50:50; V/V)

Protok: 0,8 cm*/min

Pritisak: 125 bar

Detekcija: UV na 276 nm/1,00 AUFS

Brzina papira: 0,4 cm/min

5.942

STOP

Injektovana zapremina: 10 pl

o

START

U cilju kvantitativne analize timola i karvakrola u uzorcima, ispitana je
serija standardnih rastvora fenola i nadena je funkcionalna zavisnost povrsine pika
(#) i mase (m) fenola (Slike 18 i 19). Ova zavisnost je izrazena jednac¢inom, za timol:

my = (P- 681149)/7871720 (1)
r = 0,9985
odnosno za karvakrol:
mg = (P+31191,5)/6813370 2)
r=0,9988

pri ¢emu je r - koeficijent korelacije.
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Masa timola, m. (ug)

Slika 18. Dijagram zavisnosti povrsine pika (/) od mase timola (my)

(um™)
2

r107

0 1 2 3 4 5

Masa karvakrola, my (pg)

Slika 19. Dijagram zavisnosti povrsine pika (/) od mase karvakrola (my)

Ispitivanje reproduktivnosti odredivanja fenola u etarskom ulju opisanim
HPLC postupkom, izvrSeno je analizom istog uzorka vise puta (Tabela 4). Odredivan
je sadrzaj timola u etarskom ulju dobijenom destilacijom iz droge nakon

superkriti¢ne ekstrakcije ugljendioksidom (40°C; 80 bar; 2,5 h). Uzorak etarskog ulja
sadrzi samo tragove karvakrola (Slika 20).
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Tabela 4. Rezultati ispitivanja reproduktivnosti odredivanja timola u etarskom
ulju timijana

Napomena:

START

26

Broj
probe

oA W N

Sadrzaj timola (%)

70,79
69,62
70,00
68.38
69.18

Statisticki parametri

x = 69,594%

S =0,9001

Sk =0,4025

K, =129%
P(68,447<p<70,714)=0,95

X - srednja vrednost

S - standardna devijacija

Sx - standardna greska srednje vrednosti
K, - koeficijent varijacije

P - interval pouzdanosti t-raspodele

6.532

Lson

STOP

Slika 20. HPLC-hromatogram etarskog
ulja timijana

(Uslovi odredivanja isti kao na slici 17)



Iz dobijenih rezultata sledi da razradeni postupak odredivanja timola u
etarskom ulju obezbeduje visok stepen reproduktivnosti odredivanja (K=1,29%).

Razradeni HPLC postupak se, takode, moZe uspe$no primeniti i za odredi-
vanje fenolnih jedinjenja u ekstraktima timijana.

3.2. KARAKTERIZACIJA TIMIJANA

Timijan, koji je koriS¢en u svim ispitivanjima, je okarakterisan na osnovu
etarskog ulja i ekstrakta. Sadrzaj vlage u drogi (osuseno liS¢e timijana) je iznosio
8,27%.

3.2.1. Etarsko ulje

Sadrzaj etarskog ulja je odreden prema postupku koji propisuje
jugoslovenska farmakopeja® i iznosi 1,75% (V/m; cm'VlOOgdroge). Zapreminska
masa (dyjoc) dobijenog ulja je 09118 g/cm" (prema literaturnim podacima®
zapreminska masa etarskog ulja timijana je od 0,894 do 0,930 g/cm“). Etarsko ulje
sadrzi kao dominantnu komponentu timol (50,06%; m/m), dok je karvakrol prisutan,
prakti¢no, u tragovima (1,15%: m/m). Radi provere kvantitativnosti postupka
destilacije pomocu vodene pare, nakon izdvajanja etarskog ulja, destilacija uzorka je
produzena (2 sata), pri ¢emu nije doSlo do izdvajanja nove koli¢ine etarskog ulja.
Moze se smatrati da je izdvajanje etarskog ulja potpuno nakon 2 sata destilacije,
odnosno da je ukupni sadrzaj timola u timijanu 800 mg/100 g, odnosno karvakrola 18
mg/100 g.

Kvalitativna 1 kvantitativna analiza dobijenog etarskog ulja je izvrSena

primenom GC-MS (Slika 21 i tabela 5). Strukture nekih detektovanih jedinjenja su
prikazane na slici 21.
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Abundance -
5.69 7.05 8.36

500000

5.86

400000 ‘
5.44
300000 e
9.66

200000 6.49 i 9.93 e 15.60
AN : 93 12.19 e

6.02 8.86 13.38
100000 | 671! 9.16 ner | ia53

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Vreme (min) -->

Napomena: Abundance - Ukupna jonska struja koja se javlja na elektronskom multiplikatoru

Slika 21. GC-hromatogram etarskog ulja timijana

Tabela 5. Rezultati analize etarskog ulja timijana

SadrZaj u odnosu na
drogu etarsko ulje
(mg/100g) (%)

544  Kamfor 98 46,87 2,94

5,69  L-Mentol 91 129,95 8,14
n-Dodekan 95 48,27 3,02
2.,6-Dimetilundekan 94 11,98 0,75
Timol metiletar 93 25,17 1,58
Karvakrol metiletar 96 Qi 0,71
Timol 99 798,78 50,06
Karvakrol 98 18,35 19 )
n-Tetradekan 98 257,12 16,11
B-Kariofilen 99 11,52 0,72
2-Metildekan 90 9,95 0,62
n-Pentadekan 97 41,27 2,59
: n-Heksadekan 97 50,82 3,18
) n-Heptadekan 97 47,54 2,98
n-Oktadekan 97 32,32 202
_ Fitol 96 46,34 2,90
* - Detektovano je prisustvo mentona (tz=5,52 min) i borneola (tx=5,67 min)

u tragovima.
#* _ Match predstavlja procenat poklapanja dobijenog masenog spektra jedinjenja iz
ispitivanog uzorka sa masenim spektrom iz baze podataka.

g Komponenta*  Match**
(min)
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b &

Mentol Menton Timol metiletar Karvakrol metiletar

H CHs H CHs CHs

CHs

Kamfor Fitol

Slika 22. Strukturne formule nekih jedinjenja prisutih u etarskom ulju timijana

3.2.2. Ekstrakt

Totalni ekstrakt timijana dobijen je metilenhloridom postupkom ekstrakcije
sa povremenim ispuStanjem ekstrakta (ekstrakcija po Soxhlet-u). Prinos
ekstraktivnih materija je iznosio 4,95% (m/m), sa sadrzajem timola 16,11% (m/m) (u
odnosu na drogu 800 mg/100 g). Isti prinos timola, u odnosu na njegov sadrzaj u
drogi, je ostvaren 1 postupkom destilacije pomocu vodene pare, §to govori o
kvantitativnosti ekstrakcije. Sadrzaj etarskog ulja u ekstraktu je iznosio oko 32%.

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav ekstrakta je ispitan primenom GC-MS
(Slika 23 i tabela 6). 1z rezultata datih u tabeli 6 se vidi da znacajan udeo (oko 68%)
u ckstraktu ¢ine parafini (n-dodekan, n-tetradekan, 2-metildekan, n-pentadekan,
n-heksaden, n-heptadekan i n-oktadekan) sa dominantnim n-tetradekanom
(47.18% ). Nadalje, sadrzaj prisutnih parafina u ekstraktu je oko 7 puta veci od
njihovog sadrzaja u etarskom ulju. Ovo povecanje je najizraZenije za n-tetradekan
(0ko 9 puta). U ekstraktu nije detektovan fitol, produkt raspadanja hlorofila.

29



Abundance

7.07 8.38 9.67 10.94
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40000 Y 10.49| 11,68 -
20000
0
Vreme (min) > 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00

Slika 23. CG-hromatogram ekstrakta timijana

Tabela 6. Rezultati analize ekstrakta timijana

tr Komponenta Sadrzaj u odnosu na

(min) drogu  ekstrakt
(mg/100g) % )

Kamfor 36,88 0,74
L-Mentol 65,09 1,31
n-Dodekan 97,17 1,96
Timol 797,44 16.11;
n-Tetradekan 2335,36 47,18
B-Kariofilen 56,53 1,14
2-Metildekan 65,93 1,33
n-Pentadekan 321,60 6,50
n-Heksadekan 271,65 5,49
n-Heptadekan 200,97 4,06
~ n-Oktadekan 103,06 2,08

Destilacijom pomocu vodene pare ekstrakta, dobijenog ekstrakcijom po
Soxhlet-u, izdvojeno je etarsko ulje (1,11 cm3/100g droge), §to ¢ini oko 63%



prisutnog etarskog ulja u drogi. SadrZaj timola u ovom ulju iznosio je 61,70%. Sastav
dobijenog ulja je dat u tabeli 7.

Tabela 7. Rezultati analize etarskog ulja dobijenog iz ekstrakta timijana

tr Komponenta SadrZaj u odnosu na
(min) drogu etarsko ulje
: (mg/100g) (%)

5,44 Kamfor 6,95 0,63
5572 L-Mentol 64,87 4,03
5,89 n-Dodekan 14,35 1,29
7,07 Timol 678,31 61,70
838  n-Tetradekan 238,31 21,43
8,87 B-Kariofilen 14,75 1,32
9,18 2-Metildekan 5,92 0,53
9,67 n-Pentadekan 34,06 3,06
10,94 n-Heksadekan 29,88 2,68
12,19 n-Heptadekan 15,40 1,38
13,38 n-Oktadekan 11,20 1,00

Na osnovu rezultata datih u tabelama 6 i 7, moZe se zakljuciti da se
destilacijom pomocu vodene pare iz ekstrakta dobija 85,06% prisutnog timola, dok
se kvantitativno izdvaja samo L-mentol (99,66% ). Sadrzaj parafina u dobijenom ulju
je oko 10 puta manji u odnosu na njihov sadrzaj u ekstraktu. Moze se reci da se
dobijeno etarsko ulje kvalitativno i1 kvantitativno razlikuje od etarskog ulja timijana
dobijenog oficinalnim postupkom destilacije pomocu vodene pare (Tabela 5).

Na osnovu do sada sprovedenih ispitivanja 1 dobijenih rezultata moze se
zakljuciti da se ekstrakcija timijana ugljendioksidom u superkriticnom stanju moze
pratiti analizom timola, kao vaZne dominantne komponente etarskog ulja i
ckstrakata timijana. Radi toga, u daljem radu, koristie se razradeni analiticki
metodi.
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3.3. EKSTRAKCIJA SUPERKRITICNIM
UGLJENDIOKSIDOM

Ispitivanja ekstrakcije timijana primenom ugljendioksida u superkriticnom

stanju su obuhvatala:

e [zbor protoka ugljendioksida;

e Uticaj veli¢ine Cestica biljnog materijala na prinos ekstrakta, fenolnih jedinjenja i
ostalih komponenata prisutnih u timijanu;

e Uticaj vremena ekstrakcije;

e  Uticaj pritiska ugljendioksida;

e Primena ugljendioksida u te¢nom stanju za ekstrakciju timijana i

e Modelovanje dobijenih rezultata ispitivanja ekstrakcije sistema timijan - super-
kriti¢ni (ili te¢ni) ugljendioksid.

3.3.1. Protok ugljendioksida

Protok ekstragensa je veoma vazan parametar u toku ekstrakcije, od koga
zavise prinosi zeljenih komponenata. Potrebno je obezbediti ravnotezne uslove u
toku ekstrakcije.

3.3.1.1. Definisanje reprezentativnog pokazatelja toka ugljendioksida
Na osnovu precnika ekstraktora i primenjenog protoka ugljendioksida W

(dm’h) mogu se izraCunati prividna brzina W, (mm/s) ili srednja prividna brzina
ekstragensa Wy, (mm/s):

W, = W/A (3)
odnosno

ws,\ = W,\/Fd (4)
gde je

Fy= dcos g/ deos (5)

A - povrSina poprecnog preseka ekstraktora (U nasem sluéaju: R =4 cm; A = 12,566
2
cm’);
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dcon g - zapreminska masa ugljendioksida na pritisku ekstrakcije i temperaturi
40°C;
dy, - zapreminska masa ugljendioksida na atmosferskom pritisku i temperaturi
20°C (1,98 g/dm”).

Protoci ugljendioksida koji su ispitivani u okviru ovoga rada i odgovarajuce
vrednosti za W, 1 Wy, su dati u tabeli 8.

Tabela 8. Protoci ugljendioksida i vrednosti W, i Wy, za p = 100 bar
(deong = 630 g/dm’; Fy = 318,18)

Oznaka  Zapreminski protok  Maseni protok Wi Wia

protoka (dm?/h) { (g/h g timijana) (mm/s)  (mm/s)
W, 48,082 1,904 10,629 0,0334
W, 91,725 3,870 21,603 0,0679
W, 139,898 5,540 30,925 0,0972

Napomena: Odnos protoka W;: W,: Wy;=1:2,03:291

Za sva ispitivanja ekstrakcije timijana superkriticnim ugljendioksidom
selektovana je temperatura 40°C. Povecanje radne temperaure iznad ove vrednosti
moze dovesti do termicke transformacije farmakoloSki aktivnih komponenata
prisutnih u biljnom materijalu, Sto, svakako, nije pozeljno.

U tabeli 9 su dati odgovarajuci podaci za protok W, i pritiske 80, 150, 200 i
400 bar na temperaturi od 40°C.

Tabela 9. Podaci za pritiske 80,150, 200 i 400 bar na temperaturi od 40°C pri protoku
W, (W, = 21,603 mm/s)

Pritisak deor e Fy Wsa

(bar) (g/dm’) 02,6/ doon (mm/s)
80 191.8 96,87 0,1126
150 7896 398,79 0,0542

2000 8450 426,77 0,0506
400 983,0 496,46 0,0435




Podaci za srednju prividnu brzinu koji su dati u tabelama 8 1 9 se nalaze u
intervalu ravnotezne ekstrakcije (0,0383-0,65 mm/s)*.

Kao pokazatelj ravnoteznih uslova ekstrakcije moze posluziti i specificni
maseni protok ugljendioksida (Wyg):

gde je: Wy - maseni protok ugljendioksida kroz punjenje ekstraktora (g/min) i
A - povr§ina popre¢nog preseka ekstraktora.
Podaci za specificni maseni protok ugljendioksida za protoke W, W, i W3 su

dati u tabeli 10.

Tabela 10. Specifi¢ni maseni protoci

Oznaka WM WMS ; WMS
protoka  (g/min) (g/mincm’) (g/s cm®)
W, 1,5867 0,1263 2,104 107
W, 3,2249 0.2566 4277 10°
W 4,6166 0,3674 6,123 10"

Specificni maseni protoci koji su dati u tabeli 10 se nalaze u intervalu
protoka ravnoteZne ekstrakcije'” i mogu da posluze kao pokazatelji toka ugljen-
diokida za postizanje ravnotezne ekstrakcije za razli¢ite protoke, pritiske i tempe-
rature ugljendioksida i povrSine popre¢nog preseka ekstraktora.

3.3.1.2. Izbor protoka ugljendioksida

Rezultati ispitivanja uticaja protoka ckstragensa na ekstrakciju timijana
stepena usitnjenosti d, (zz2 toto) superkritiénim ugljendioksidom (p=100 bar; T=40"C;
d=0,6302 g/em’), su prikazani na slikama 24 i 25 i dati u tabeli P1 (u Prilogu). Prinos
totalnog ekstrakta (TE) i prinos timola (T) izrazen je u g/100 g timijana (%),
odnosno mg/100 g timijana.

Prinos TE je najveci pri najmanjem protoku ekstragensa W,, a najmanji pri
protoku W,, dok je prinos T izrazito najveéi pri protoku W,. Kada se prethodni
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Prinos TE (g/100 g)

Slika 24.

Prinos T (mg/100 g)

1.0

0.0-%

Vreme ekstrakcije (h)

Prinosi totalnog ekstrakta (TE) za razli¢ite protoke ugljendioksida:
W, (%),W, (2 )i W; (%)

000 |

400

200

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0

Vreme ekstrakcije (h)

Slika 25. Prinosi timola (T) za razli¢ite protoke ugljendioksida:

W, (%), Wy (2 )1 Wy (%)



rezultati predstave kao rastvorljivost TE (slika 26), odnosno T (slika 27) u
superkriticnom uljendioksidu, potvrduje se prethodni zaklju¢ak. Rastvorljivost TE
je najveca pri protoku W,, a slicna za protoke W, i W5 dok je rastvorljivost T
najmanja primenom protoka Ws. Pri ovom protoku se, najverovatnije, javlja tzv.
“fenomen ispiranja”. Najveci prinos T (389,08 mg/100 g timijana) se, pri ispitivanim
uslovima ekstrakcije timijana, postize pri protoku ekstragensa W,. Medutim,
ostvareni prinos T predstavlja oko 50% prisutnog T u drogi. Za postizanje veceg
prinosa, odnosno potpune ekstrakcije T, pri ovim ekstrakcionim uslovima, bilo bi
neophodno produziti vreme ekstrakcije.

Kinetika ekstrakcije T u ispitivanom vremenskom intervalu ekstrakcije, se
moze kvantitativno predstaviti analogno kinetici reakcije prvog reda:

-In(1 - cgle,) =kt (7)

gde je: ci - masa ekstrahovanog T nakon vremena t; (odgovarajuca koncentracija);
¢, - pocetna masa T (odnosno: 800 mg/100 g timijana);
T, - vreme ekstrakcije (h) 1
k - konstanta brzine ekstrakcije (h™).

Primenom jednacine (7) dobijaju se jednacine koje veoma dobro fituju
rezultate uticaja protoka ugljendioksida na ekstrakciju timijana, za ispitivane
protoke ugljendioksida, i to:

Protok W,
-In(1 - cple,) = -0,175 107 + 0,0858 (8)
r =0,9989
Protok W,
-In(1 - cgle,) = -1,733 107 + 0,2209 © 9)
r =0,9880
Protok W;
-In(1 - cple,) = -6,946 107 + 0,1177 1 (10)
r=0,9934

Graficki prikaz dobijenih jednacina je dat na slici 28. Prikazani rezultati
ukazuju da se brzina ekstrakcije T moZze uspesno predstaviti analogno kinetici rea-
kcije prvog reda. Najveca vrednost konstante brzine ekstrakcije 0,2209 h” se dobija
pri protoku ekstragensa W,, pri ¢emu je ovaj protok selektovan kao najpovoljniji,
odnosno optimalan za sva dalja ispitivanja ekstrakcije timijana superkriticnim
ugljendioksidom.
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Slika 26. Rastvorljivost TE (S;¢) u superkriticnom ugljendioksidu za protoke
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Slika 27. Rastvorljivost T (S¢) u superkriticnom ugljendioksidu za protoke
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Vreme ekstrakcije (h)

Slika 28. Zavisnost -In (1 - cg/c,) u funkciji vremena za razlicite
protoke ugljendioksida: W, (%), W, (T )1 W5 (v¢)

U tabeli 11 su dati prinosi komponeneta koji su ostvareni pri razli¢itim
protocima ekstragensa. Takode su dati i prinosi zaostalih komponenata u ekstraho-
vanom biljnom materijalu.

[z rezultata datih u tabeli 11 se vidi da je prinos ekstrahovanog etarskog ulja
od 40 do 47%, od prisutnog etarskog ulja u biljnom materijalu. Prinos ukupnih
parafina pri najmanjem ispitivanom protoku W, daleko je vec¢i u odnosu na prinose
ostvarene pri protocima W, i W3, §to ima za posledicu povecanje prinosa TE (Slika
24, tabela P1 u Prilogu). Ukupni prinos ekstrahovanog i zaostalog n-tetradekana, pri
ispitivanim protocima, se krece od 649 do 670 mg/100 g. Primenom protoka W,
ostvaren je nizi prinos ekstrahovanog L-mentola, odnosno kamfora i p—kariofilena
primenom protoka W,. Pri ekstrakciji primenom protoka W, nije detektovana
ekstrakeija fitola.



a1ed auapoa npowod woloemsap oualiqop affn oysIeI -

0860 : Qi SEACTH0 (wy/A £%) elin Soysieyd (ezipes
- - L0 LT0T - i ¥9°0 0’8 ITZ A 74 = - (SH
P4y ] G 43 09'T 6¥'CC 60'T  S6°01 PST  LOOT (472! LTY] 90'C 0P o€ GQM%SMOE !
0TT S0 YI'zc T10¢€ ST LEST C6T TSS8E {5 Aré SEPT 9L°¢ 8S¢S :w&uuwﬁaﬂ..:
86C.. 8L6T STy TV8S 86T 086C I’y 99°C¢ 9L'T V9'LT 96t €€¢EL URYopesyaH-u
7e'e SETe SOy TH'<9 SEE L NIGEE YOy LS 09 LTT 99°1C 08¢ <S9¢8 URYOPRIUDJ-U
IS0 LOS €80 6911 9¢°0 T9°¢ 68°0 €911 9€0 19°¢ YTT 8T8I UeYop[NoN-T
Y1 il T S00C e 2l 9¢'T SL'LIT €0 0¢t 78T +8°9C =nﬂoﬁ@M..& !
€1°TC LTITT S91E 8S'ShP  96'€T £9°6¢£T 10°€E €¥'0Ey TPT  LOYT Ty 8Y'v9 ueyapeno-u -
PP Oy LEYOY  LOPT 11861 RE'ES PREES 86T 80'68E  E€SPS LTSPS P8I 8SPLI Jouwrt,
OL'T ¥9°LI 8LT TI'ST 08T P6'LIT 6 1= 60°SC ELE IT°LT 16T ¥6'CY uejopo(-u
9¢'T  8¢G¢l 6y 9769 0OLT 00°LT 99°C GC8¢EL 19°L  €19L [T 88¢CH 1 o Fﬁ:uﬁﬁ

€S0 €S 10T SI'vI €90 €£€9 8¢0 TOS 861 €861 98°0 991  Jojurey
(%) @oorAw) (o) GoorBw) 7 (o) @oorAw)y () GoorAw) | (9) Gooisw)  (9,) (So01/5w)

41 ndoip FL ndoip gL ndoip g ndoip 7. n3oIp 7. ndoip
BU nsoupo fezipeg eU nsoupo [ezipeg 'U nsoupo [ezipeg

<O[BISORZ  OUBAOURIISYF = «O[RISORZ  OUBAOURISYF  .O[RISORZ  OUBAOYRIISYH puouodwioy

A Or101g M Jor101g I A\ 0101

episyorpual[dn eunoojord wpize: ud npelusjew wouljiq n e1eusuodwoy YI[RISORZ I JIUBAOYRIISYD ISOULL] ‘]| B[2qEL



3.3.2. Uticaj veli€ine Cestica na superkritiénu ekstrakciju timijana

Stepeni usitnjenosti i srednji preénici'2 Cestica timijana koji su koriS¢eni u
ispitivanjima su dati u tabeli 12. Mada je oblik Cestica razli¢it, usvojeno je da se kao
model Cestice koristi ekvivalentna sfera 1 njen preénik izrazi sa d,,.

Tabela 12. Stepeni usitnjenosti (d,, d, i d,) i izracunati srednji precnici (d,;) Cestica
fimijana

dn d[ d')
Udeo, U O, U/100 ~ Udeo,U O,U/100 Udeo,U O, U/100

(%) (mm) (%) (mm) (%) (mm)

7,000 0,089 0,00623 - = -~ 3

3,575 0,117 0,00418 = . : ]
o 27,148 0,69906 1,264 0,03255 k J
1,400 64,989 0,90985 29,517 0,41324 4923 0,06892
0,557 7,405 0,04128 42379 023627 26361  0,14696
0,237 0,084 0,00020 18,160 0,04313 44,102  0,10474
0,130 0,017 0,00002 5,819 000756 21,066 002739
0050 @ 0,151 0,00006 2,861 0,00143 3,548  0,00177
d, (mm) 1,66088 0,73418 0,34978

* - O, predstavlja srednji precnik otvora dva susedna sita
Napomena: Odnos srednjih prec¢nika d,: d;:d,=4,75:2,10: 1

Prinosi totalnog ekstrakta (TE) i prinosi timola (T) dobijeni ekstrakcijom
timijana, stepena usitnjenosti d, i d,, superkriti¢nim ugljendioksidom (100 bar; 40°C)
su dati u tabeli 13. Prinosi za stepen usitnjenosti d, su dati u Prilogu (Tabela P1,
protok W,).

Koris¢enjem timijana stepena usitnjenosti d; nije postignuta kvantitativna
ekstrakcija prisutnog etarskog ulja. U biljnom materijalu je nakon superkriti¢ne
ekstrakcije zaostalo 217,96 mg/100 g, odnosno oko 28% prisutnog T. Nasuprot tome,
pri ekstrakciji timijana stepena usitnjenosti d, izvrSena je potpuna ekstrakcija
etarskog ulja. Dominantna komponenta u TE je najvaznija farmakoloski 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 sadrzaj T (779,80 mg/100g),
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Tabela 13. Prinosi totalnog ekstrakta - TE (g/100 g timijana) i prinosi timola - T
(mg/100 g timijana) timijana stepena usitnjenosti d, i d,

Vreme

025" " - - 0.3407 124,696
050 03523 88,137 0,8011 322,725
100 08176 263,599 1,3461 570,570
150 1,1865 369,141 1,6270 622,758
200 15108 486,085 18154 689,362
250 @ 1,8824* 559319 2,0910%% 779,804

\L

nakon ek
e i ;

1dCl]d ATOge 1 ! rakci
~ Etarsko ulje*: 0,55% (V/m)
__ Sadraj timola: 39.63%

b
Xt

* - Rezultati GC-MS analize su dati u tabeli 14.
% - Rezultati GC-MS analize (Slika 29) su dati u tabeli 15.

Tabela 14. Rezultati analize totalnog ekstrakta i etarskog ulja

Ekstrahovano Zaostalo

< Sty Sadrzaj u odnosu na

Sapozenta drogu 'I‘EJ drogu etarsko ulje
(mg/100g) (%) (mg/100g) (%)

Kamfor = 1028 055 310 056
L-Mentol 6690 355 6,57 1,19
n-Dodekan 3149 1,67 938 1,70
Timol | 55932 29,71 21796 39,63
n-Tetradekan 54326 2886 15689 28,52
f-Kariofilen 25,66 136 11,63 211
2-Metildekan 14,06 0,75 330 0,60
n-Pen an 7526 4,00 2262 4,11
j}.;_;g."_‘ 6803 361 1999 3,63
“n-Heptade | 51,16 272 1424 259
‘n-Oktadekan  28.12 149 760 138
FIOE 2831 1,50 21,12 2,11




Abundance
7.09 8.40

450000
400000 :
350000 1095
300000 121
250000
200000 5.71 12.19

150000 e . 13;3x
100000 ; 9.18 ! 16.83

11.55
50000 554 985, |

0 SRR kT

Vreme (min)--> 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00

Slika 29. GC-hromatogram TE timijana (stepen usitnjenosti d,)

moZze se smatrati da je on u potpunosti ekstrahovan iz biljnog materijala. Takode se
moze zakljuciti da je dobijeni ekstrakt po svom kvalitativnom i kvantitativnom

viSe n-tetradekana u odnosu na etarsko ulje dobijeno destilacijom pomocu vodene
pare (Slika 21 i tabela 5). Sto se ti¢e ostalih parafina, njihov prinos je takode
povecan, Sto direktno uti¢e na udele ovih komponenata u TE.

Na osnovu dobijenih rezultata i datih komentara, za dalja ispitivanja je
selektovan stepen usitnjenosti timijana d, (d,, = 0,35 mm).
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Tabela 15. Rezultati analize TE (Uslovi ekstrakcije: 100 bar; 40°C; 2,5 h;
stepen usitnjenosti d,)

Sadrzaj u odnosu na

drogu TE
~ (mg/100g) (%)

Komponenta

Kamfor ‘ 10,18 049
L-Mentol 59,49 2,84
n-Dodekan 38,18 1,83
Timol _ 779,80 37,29
n-Tetradekan 555,39 26,56
-Kariofilen 29,02 1,38
2-Metildekan 13,82 0,66
n-Pentadekan 78,54 3,76
n-Heksadekan 70,13 3.35
n-Heptadekan 49,66 2,37
n-Oktadekan 26,53 127
EitolisiE 28,98 1,39

3.3.3. Uticaj vremena na superkriti¢nu ekstrakciju timijana

Nakon odabranih uslova ekstrakcije (protok ugljendioksida W, = 97725
dm’/h; stepen usitnjenosti d,; pritisak 100 bar; temperatura 40°C) ispitana je kinetika
ekstrakcije u toku 10 sati. Prinosi totalnog ekstrakta (TE) i prinosi timola (T) su dati
u tabeli 16 i prikazani na slikama 30 1 31.

Za razliku od prinosa TE koji se vremenom povecava (Slika 30), prinos T se
znacajnije ne povecava nakon 2,5 sata ekstrakcije (Slika 31), Sto je u saglasnosti sa
ranije donetim zaklju¢kom. Udeo T u TE se tokom ekstrakcije smanjuje od 43,61%
do 21,82% (Tabela 16).

Rezultati GC-MS analize sastava TE dobijenog nakon 10 sati ekstrakcije su
dati u tabeli 17. Uporedujuci vrednosti prinosa komponenata dobijenih nakon 10
sati (Tabela 17) 1 2,5 sata ekstrakcije (Tabela 15) moZe se zakljuéiti da produZenje
vremena ekstrakcije ima za posledicu povecanje prinosa parafina u totalnom
ekstraktu, odnosno da je za dobijanje ekstrakta koji je po svom kvalitativnom i
kvantitativnom sastavu sli¢an etarskom ulju timijana, optimalno vreme ekstrakcije
2,5 sata.
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Tabela 16. Rezultati ispitivanja kinetike ekstrakcije timijana

T T u TEREESTE

(mg/100g) (%) x10°

0,5 1,935 0,5523 240,84 43,61 0,5652 -2,2478 24645 073917
1,0 3,87 1,0513 456,10 43,38 0,5379  -2,2693 23336  0,3680
2,0 7,74 1,7625 690,23 39,16 04509 -2,3459 11,7657  0,2469
3,0 11,61 2,0453 796,17 38,93 0,3488 -2,4574 13578  0,1328
4,0 15,48 22988 788,97 34,32 0,2940 -2,5316 11,0092  0,0040

50 1935 2,6810 792,56 2740 02743 -25617 0,8110 -0,0910
6,0 2322 2,8922 801,23 27,70 0,2466  -2,6080 0,6832 -0,1654
7.0 27,09 3,1890 799,74 25,08 02331 -2,6325 05845 -0,2332
8,0 30,96 3,4127 805,17 2359 02182 -2,6610 0,5149 -0,2882
9,0 3483 3,5392  806.89 22,80 02012 -2,6964 04587 -0,3385

10,0 38,70 3,7145 810,34 21,82 0,1900 -2,7211 04146 -0,3824

Napomena: m, - Relativna masa ugljendioksida (g CO,/g timijana) -

S - Rastvorljivost TE (g/dm’) i T (mg/dm’) u superkriticnom CO,

Prinos TE (g/100 g)

e A T i e S e Lo e P S N ‘
0.0 2.0 4.0 0.0 8.0 10.0 12.0

T T [ 0 T
Vreme ekstrakeije (h)

Slika 30. Kinetika ekstrakcije timijana (Totalni ekstrakt)
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Slika 31. Kinetika ekstrakcije timijana (‘Timol)

Tabela 17. Rezultati analize totalnog ekstrakta (Uslovi ekstrakcije: 100 bar; 40°C;
10 sati)

SadrZaj u odnosu na

: drogu TE
Komponenta e ﬁ)Og) %)
Kamfor 10,22 0,27
L-Mentol 36,22 0,96
n-Dodekan 34,95 0,94
Timol 81034 2182
n-Tetradekan 687,66 18,51
B-Kariofilen 32,65 0,88
2-Metildekan 22,88 0,62
n-Pentadekan 102,82 2T
n-Heksadekan 93,38 2,51
n-Heptadekan 2548 0,69
n-Oktadekan 3815 103
Fitol 1660 0,45

Za ispitivanje uticaja zapreminske mase, odnosno pritiska ugljendioksida, na
prinose TE 1 prinose T, selektovano je vreme ekstrakcije od 2,5 sata.



3.3.4. Uticaj pritiska ugljendioksida na superkriti¢nu
ekstrakciju timijana

Pritisak ugljendioksida pri superkriti¢noj ekstrakeiji, odnosno zapreminska
masa ekstragensa od koje zavise dielektri¢na konstanta i moc rastvaranja, je ispitivan
u intervalu od 80 do 400 bar (Tabela 18).

Tabela 18. Ispitivani pritisci ugljendioksida (p) i odgovarajuce zapreminske mase (d)
na temperaturi 40°C

P d
(bar) (g/cm3 )
800 0,1918
14100 0,6302
= 150 0,7896
22000 40 0.8450
400 - 0,9830

Prinosi TE 1 prinosi T dobijeni ekstrakcijom timijana ugljendioksidom pri
razli¢itim pritiscima su dati u tabeli 19.

Tabela 19. Rezultati prinosa TE (g/100 g timijana) i prinosa T (mg/100 g timijana)
na razli¢itim pritiscima ugljendioksida

Vreme. - B0 bar 100 bar 150 bar 200 bar 400 bar

) 1 TR T TE R TP T TES T

S 0,112 11,86 0340 12470 0,546 127,89 1.008 253,58 1,070 32049
0,297 33,63 0801 322,72 1,320 339,85 1,780 465,60 1,979 48458
0,370 48,72 - - 1,782 508,29 2346 615,70 2,599 568,69
0,427 62,00 1,346 570,57 2176 62328 2,701 686,46 3,077 64522
0,518 8576 1,627 622,76 2,569 729,86 3,157 728,80 3,635 675,11
0,601 131,39 1,815 689,36 2,770 792,53 3,470 792,21 3,810 735,37
0,706 167,62 2,091 779,80 3,206 833,51 3,829 854,25 3,942 788,77
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Primenom ugljendioksida male mo¢i rastvaranja (80 bar; 40°C; d = 0,1918
g/cm“) nije postignuta kvantitativna ekstrakcija prisutnog etarskog ulja, jer se
destilacijom biljnog materijala nakon superkriticne ekstrakcije dobija etarsko ulje
(0,475%: V/m) sa sadrzajem timola 69,59% (m/m). Povecanje radnog pritiska na 100
bar (Tabela 13, stepen usitnjenosti d,) ima za posledicu kvantitativnu ekstrakciju
prisutnog etarskog ulja. Isti efekat se postiZe i pri viSim pritiscima.

Rezultati GC-MS analize ekstrakata timijana dobijenih pri razlicitim
pritiscima ugljendioksida su dati u tabeli 20.

GC-hromatogram, koji ilustruje sastav TE timijana dobijenog pri 400 bar,
prikazan je na slici 32.

Abundance
7.07 8.40

450000
400000
350000 | 10.95

300000 |

250000

200000 572 12.18

150000 589  1.17 8.88 13.38

100000~ 5.55 9.19

| 11.56
‘ : 10.41 : 14.51
50000 5.41 | Lo ‘ 16.85

6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00
Vreme (min)-->

Slika 32. GC-hromatogram TE timijana (400 bar)

Na osnovu rezultata datih u tabeli 20, vidi se da sadrzaji komponenata u TE
timijana rastu sa porastom radnog pritiska. Ova konstatacija se najbolje uocava pri
pracenju sadrzaja parafina. Ekstrakti dobijeni na pritiscima 200 bar i 400 bar su po
svom sastavu veoma sliéni, 1 u poredenju sa totalnim ekstraktom dobijenim
ekstrakcijom metilenhloridom (Tabela 6). imaju manji sadrzaj parafina, koji je
moguce povecati produzenjem vremena ckstrakeije. Medutim, u cilju dobijanja
ekstrakta koji je po sastavu slican etarskom ulju timijana, treba za ekstrakciju
primeniti ugljendioksid na nizim pritiscima, npr. 100 bar (Slika 29 i tabela 15).
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Tabela 20. Rezultati analize komponenata u TE timijana dobijenim pri razli¢itim pritiscima

80bar =~ - 100bare _Mo bar 200 bar 400 bar
Komponenta Sid Wi 7o g0 Yod mo s n a

drogu TE drogsu 1E bt drogu  TE drogu
(mg/100) (%)  (mg/100g) A,o\i . : v (mg/100g) (%) (mg/100g)

3,74 10,18 0,68 24,05 25,46

93161 o0 5949 284 200 72,76 1,90 TS, 1592
13,07 1,85 38,18 [788 65,40 2,04 1972 208 84,71 2,15
167,62 23,73 779,80 37,29 833,51 26,00 854,25 2231 788,77 20,01
209,90 29,72 555,39 26,56  1.095,87 34,18 1.437,29 37,54 1.533.95 558 92
26,70 3,78 29,02 1138 33,21 1,04 36,38 095 38,59 098
6,69 095 13,82 0,66 3337 1,04 4373 1,14 41,78 1,06
31,18 441 78,54 376 156,53 4,83 202,90: - 5,30 207,14 5,25
26,90 381 WIS - 3,35 140,79 439 17946 4,69 183,05 4,64
18,755 1,94 49,66 237 99,89 =312 127,58 = 3,38 129,72 =329
D82 1739 26,53 1,27 52,99° 21,65 67,31 1,76 68,78 1,74

- - 28,98 1535 11,54 036 - - 1490 0,38
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3.3.5. Modelovanje superkriticne ekstrakcije timijana

Reverchon i Sesti Osseo” su za modelovanje ekstrakcije bosiljka
superkriticnim ugljendioksidom primenili bilansnu jednacinu za diferencijalni
element ekstraktora, visine (d h), za sluc¢aj konstantnih vrednosti protoka i zapremi-
nske mase ekstragensa:

uvﬁ+gvﬁ+(1—5)vé§=o (11)
ch ot ot
(1 —g)V@ = —ApK(Z—Z*) (12)

ot

gde su:
& - poroznost biljnog materijala (1);
V - zapremina ekstraktora (m}) :
¢ - koncentracija ekstraktivnih materija u fluidnoj fazi (kg/m“):
¢ - koncentracija ekstraktivnih materija u ¢vrstoj fazi, odnosno biljnom materijalu
(kg/m"):
u - brzina fluida, odnosno ekstragensa (m/s);
A - povrsina za prenos mase izmedu Cestice biljnog materijala i fluida (m®);
K - ukupan koeficijent prenosa mase (m/s);
¢* - koncentracija na medufaznoj povrsini évrsto-fluid (kg/m}):
h - visina sloja biljnog materijala u ekstraktoru (m):

t-vreme (s).

U cilju uproséavanja parcijalnih diferencijalnih jednacina (11) i (12) uvedene su
sledece pretpostavke:
e ckstrakcija je uniformna duz punjenja ekstraktora, te se saglasno tome jednacine
(11) i (12) mogu napisati u obliku obi¢nih diferencijalnih jednacina i
e koeficijent spoljaSnje difuzije se moZe zanemariti, pa se ukupni koeficijent
prenosa mase (K) svodi na koeficijent unutrasnje difuzije. Nadalje, izraz
A',K/(l -€) V u jednacini (12) je konstantan i moze biti zamenjen recipro¢nim

vremenom (1/t;), pri ¢emu je t; vreme unutra$nje difuzije.
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Na osnovu navedenih pretpostavki sledi:

(W de =

L&J0+£V—i+ﬂ—wvﬂ£=0 (13)
P dt dt

de - B

rei, 2 il Y ) (14)

dt t,(

gde je: v
W - maseni protok fluida, odnosno ekstragensa (kg/m2 S);
p - zapreminska masa fluida, odnosno ekstragensa (kg/m}).

Jednacine (13) 1 (14) mogu biti reSene ako je poznata linearna ravnotezna
zavisnost, odnosno ako je ¢=kp c*, pri éemu je k, - koeficijent ravnotezne
raspodele ekstrakta izmedu ¢vrste i fluidne faze. Za pocetne uslove, c=¢o 1 t=1t,

(co- polazna koncentracija u biljnom materijalu), uz zanemarivanje akumulacije
ekstrakta u fluidnoj fazi u jednacini (13), dobijeno je sledece reSenje:

—kpt
“e)V
-aVp

E:En eXp (15)

Uvodeci u jednacinu (15) normalizovani ekstrakcioni prinos, definisan kao:

Yy=2"C100 (16)
Co

jednacina (15) dobija sledeci oblik:
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-kpt
1-¢6)V
(ALP' g kp ti

Y =100|1-exp (17)

Uz pretpostavku da je (1 - €) V p/W << ky, ;, izraz na levoj strani imenioca se
moZze zanemariti, pa je jednacina (17) u uprosé¢enom obliku:

Y= 100|:1—exp(—%” (18)

U slucaju kada je unutrasnja difuzija jedini limitirajuci faktor, jednacina (18)
moze biti koriS¢ena kao model jednac¢ina. Medutim, kada difuzija i fazna ravnoteza
uticu na brzinu ekstrakcije, oba fenomena se moraju uzeti u obzir, te se stoga kao
model koristi jednacina (15).

Vilermaux™ je prikazao vezu izmedu difuzionog vremena (t;) i koeficijenta
unutrasnje difuzije (D) za razlic¢ite geometrije Cestica i predlozio relaciju:

ti= u*— 19
H D (19)

gde je: u* - faktor oblika koji zavisi od geometrije Cestice (1)
(za sfernu Cesticu njegova vrednost iznosi 3/5);
[ - karakteristi¢na geometrijska veli¢ina Cestica (m):
/= V/A,. V- zapremina (m), A, - povrsina Cestice (m?)

(za sfernu Cesticu: / = r/3, r - srednji pre¢nik ¢estice (m)).

Na osnovu prethodnih jednadina izvr$ena je modifikacija®’ jednacine (18)
koju su predlozili Reverchon i Sesti Osseo. Polazec¢i od jednacine (18), uz
pretpostavku da se t; moZe smatrati konstantnom vredno$cu, za definisani sistem i
uslove ekstrakceije, dobijena je jednacina:

t

Z=a’1=—t— (20)

Z=ln(l-l) (21)

gde je:
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pri ¢emu je:
Y - normalizovani prinos (% ), definisan kao:

L Y eks

max

Y 100 (22)

a’- konstanta koja u sebi sadrzi t;;

t - vreme ekstrakcije (h);

Y .k - prinos ekstrakta (g/100 g ili mg/100 g);

Y max - maksimalni prinos ekstrakta (g/100 g ili mg/100 g).

U cilju uproscavanja jednacine (20), izvrSeno je njeno prosirenje konstantom
b, tako da se dobija izraz’";

Z=at+b (23)

Konstante a1 b u jednacini (23) se evaluiraju na osnovu eksperimentalnih
podataka.

Uvodenjem izraza za Z u jednacinu (18): Y = 100 [1 - exp Z], dobija se
konacni izraz:

Y =100 [1-exp (at+ b)] (24)

U cilju primene jednacine (18) na rezultate (Tabele 13 i P1 u Prilogu),
ekstrakcije timijana ispitivanih stepena usitnjenosti, superkritiénim ugljendioksidom
(100 bar, 40°C), izracunati su koeficijenti unutrasnje difuzije (D m?/s) totalnog
ekstrakta i timola primenom jednacine® (pretpostavljeni oblik ¢estice je sfera*
ekvivalentnog precnika d;):

dsrz[logal -log qu
D= s (25)

0434 b, t

gde je: d,, - srednji precnik Cestica (m);
ay= 6/112; By= nz;
q, - ukupni sadrzaj ekstraktivnih materija u biljnom materijalu;
q; - sadrzaj ekstraktivnih materija zaostalih u biljnom materijalu nakon
vremena t (q; =q,-q;s ¢; - sadrzaj ekstrahovanih materija nakon
vremene t)**;
t - vreme ekstrakeije (s).

* U Prilogu (Poglavlje 5.1.) su date vrednosti koeficijenta unutrasnje difuzije dobije-
ne na osnovu pretpostavke da usitnjeni biljni materijal ima oblik ploce i cilindra.

** Vrednosti za q, i ¢; date suu tabeli u Prilogu (Tabela P2).

52



Izracunate vrednosti koficijenata unutrasnje difuzije totalnog ekstrakta (TE)
i unutrasnje difuzije timola (T), za ispitivane stepene usitnjenosti biljnog materijala,
su primenjene za izracunavanje vremena unutrasnje difuzije (t;). Rezultati su dati u
tabeli 21. Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da vrednosti koeficijenata
unutrasnje difuzije (D) i vremena unutras$nje difuzije (t;) za TE 1 T opadaju sa
povecanjem stepena usitnjenosti, odnosno smanjenjem srednjeg precnika cestica
biljnog materijala. UvrStavenjem dobijenih vrednosti za t; u jednacinu (18) dobijaju

o sn

Tabela 21. Koeficijent difuzije (D) 1 vreme unutrasnje difuzije (t;) totalnog ekstrakta
1 timola za ispitivane stepene usitnjenosti timijana

Stepen  Totalni ekstrakt Timol
usitnjenosti D 10" 4 D 10 |
(m’/s) (s) (m’/s) (s)

d, 9,7689 18.826 8,9430 20.564
d; 2,253 14.229 4,3749 8.214
d, 0,8363 9,753 2,4862 3.281

Za izracunavanja koeficijenata difuzije primenjena je i jednacina Sun-a i
Chen-a*, koja je data u Prilogu (Poglavlje 5.2.). Primenom ove jednacine, dobijena
je vrednost koeficijenta unutraSnje difuzije timola (2,68 x 10 m%s) za koju se dobija,
na osnovu jednacine (19), npr. za stepen usitnjenosti d,, vreme unutrasnje difuzije
t, = 030 s. Ova vrednost, kada se uvrsti u jednacinu (18), dovodi do neadekvatnih
rezultata, Sto ukazuje na nemogucénost primene iste za modelovanje ekstrakcije
ispitivanog sistema.

Model “jedini¢ne sfere” (Prilog, poglavlje 5.3.) primenjen na ispitivani
ekstrakcioni sistem, timijan - superkriticni ugljendioksid, se pokazao kao neade-
kvatan.

U cilju primene modifikovane jednacine (24) za modelovanje ekstrakcionog
sistema timijan - superkriticni ugljendioksid, izracunate su vrednosti (Y) normali-
zovanog prinosa TE i normalizovanog prinosa T primenom jednacine (22), a zatim i
odgovarajuce vrednosti Z primenom jednacine (21) (Tabele 22 i 23). Na osnovu
dobijenth vrednosti izracunati su koeficijenti @1 & u jednacini (23) (Tabele 24 i 25;
slike 35 1 36). Na osnovu dobijenih koeficijenata korelacije (r) moZe se zakljuciti da
postoji visoka korelacija izmedu veli¢ine Z i1 vremena ekstrakcije (t), kako za TE,
takoizaT.
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Vreme ekstrakcije (h)

Slika 33. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija)
Stepen usitnjenosti: d, (k%); d; (Z); d (%)

T R B N e
0.0 0.5 1.0 k5 2.0 2.5 3.0

Vreme ekstrakcije (h)

Slika 34. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija)
Stepen usitnjenosti: d, (k); d, (T ); d; (¥%)



Tabela 22. Vrednosti (Y) normalizovanog prinosa TE i Z za ispitivane stepene

usitnjenosti timijana

(Y nax = 3.7145 /100 g timijana, dobijen nakon 10 sati ekstrakcije timijana
stepena usitnjenosti d,; Uslovi: 100 bar; 40°C)

0,32 5,088  -0,05222 0,25 - - 9,172 -0,09620
0,82 11,253, vr<0:11938 =30:50 9484  -0,09965 21,567  -0,24292
1.32 17,903  -0,19727 1,00 22,011 -0,24860 36,239  -0,45003
1.82 24337  -0,27888 1,50 31,942 -038482 43801 -0,57628
243 35,106  -0,43241 200 40673  -0,52211 48.873  -0,67086

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

Tabela 23. Vrednosti (Y) normalizovanog prinosa T 1 Z za ispitivane stepene
usitnjenosti timijana
(Y ax = 800 mg/100 g timijana)

0,32 6,942  -0,07195 025 - - 15,587 -0,16945
0,82 13907  -0,14975 0,50 11,017  -0,11673 40,341 -0,51652
1.32 20,090  -0,22427 1,00 32950 -0,39973 71,321 -1,24901
182 31,092 -0,37240 1,50 46,143  -0,61883 77,845 -1,50710
243 41484  -053587 2,00 60,761 -0,93549 86,170 -1,97835
250 69915  -1.20114 - -
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Slika 35. Zavisnost Z od vremena ekstrakcije totalnog ekstrakta
Stepen usitnjenosti: d, (*k); d; (Z); d; (k)
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Slika 36. Zavisnost Z; od vremena ekstrakcije timola
Stepen usitnjenosti: d, (k); d; () d; (k)
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Tabela 24. Vrednosti parametara a 1 b u jednacini (23) za totalni ekstrakt

Stepen
usitnjenosti
d, -0,17721 002179 09910
d 029755 0,05394 09983
d, 030814 -007931 09865

Tabela 25. Vrednosti parametara a 1 b u jednacini (23) za timol

Stepen
usitnjenosti
d, -0,22142 0,02629 00,9885
d, -0,54092 0,15699 09989
d, -1,01245 -0,02101 00,9853

Na kraju, uvodenjem dobijenih izraza za Z u jednacinu (24), dobija se
jednacina za izracunavanje normalizovanog prinosa TE, odnosno normalizovanog
prinosa T (Tabela 26). Dobijene jednacine su graficki prikazane isprekidanim
linijjama na slikama 33 i1 34.

Tabela 26. Modifikovana jednacina (24) za izraCunavanje normalizovanog prinosa
totalnog ekstrakta (Y¢) i normalizovanog prinosa timola (Y+)

Stepen Jednacina
usitnjenosti

Sy Yo 100 [1exp(-0,17721 1+ 0,02179)]
Y= 100 [1-exp(-022142 ¢ + 0,02629)]
& Yo = 100 [1-exp(-029755 t + 0,05394)]
Y, = 100 [1-exp(-0.54092 1 + 0,15699)]
g Yy = 100 [1-exp(-0,30814 t - 0,07931)]
Y - 100 [1-exp(-1,01245 t - 0,02101)]
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Radi uporedivanja jednacina Reverchon-a 1 Sesti Osseo-a (jednacina (18)) i
modifikovane jednacine (24), statistickom obradom podataka izra¢unata je standa-
rdna greska regresije (Sy x). Na osnovu rezultata datih u tabeli 27 se moze zakljuciti
da modifikovana jednacina (24) u osnovi bolje fituje normalizovane prinose
ekstrakcije totalnog ekstrakta i ekstrakcije timola za sva tri ispitivana stepena
usitnjenosti biljnog materijala u odnosu na jednacinu (18). Ovim se potvrduje
valjanost modifikovane jednacine (24) koja moze posluziti kao korisno orude za
modelovanje ekstrakcije timijana superkritiénim ugljendioksidom, a i Sire”’.

Tabela 27. Standardna greska regresije (Sy yx)* ispitivanih modela ekstrakcije
timijana superkriti¢nim ugljendioksidom

Jednacina

‘ Revercho;i-Sesfi 0 :

8) 3480 3578 2068 4527 3645 4,727
Modifikovana (24) . 1165 1984 0716 0997 2945 43893
Gy x = | Z(YE-Y)’ (26)

n

gde je: Yy - eksperimentalna vrednost;
Y, - izracunata vrednost;
n - broj odredivanja.

Ispitivanje uticaja vremena na prinos ekstrakcije TE i prinos ekstrakcije T,
pri superkriti¢noj ekstrakciji timijana, je vrSeno tako Sto su dobijeni prinosi
preracunati na normalizovani prinos (Y), a za modelovanje sistema su primenjene
prethodno izracunate vrednosti vremena unutra$nje difuzije t; (Tabela 21) u
jednacini (18), odnosno vrednosti parametara a i b (Tabele 24 1 25) u jednacini (24)
za stepen usitnjenosti timijana d,. Dobijeni rezultati su prikazani na slici 37, a
vrednosti standardne greske regresije (Sy x) za primenjene jednacine su date u tabeli
28.
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Vreme ekstrakcije (h)
Slika 37. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovane prinose

(Y): totalnog ekstrakta (U] - eksperimentalne vrednosti) i
timola (k-eksperimentalne vrednosti)

Tabela 28. Standardna greska regresije (Syy) model jednacina pri ispitivanju uticaja
vremena na superkriticnu ekstrakciju totalnog ekstrakta (TE) 1 timola (T)

Jednacdina

Reverchon-Sesti Osseo (18) 8,189 4877

Modifikovana (24) ‘ 6,061 4210

Na osnovu dobijenih vrednosti standardne greSke regresije (Tabela 28)
moze se zakljuciti da obe jednacine dobro fituju normalizovani prinos T, dobijen
ekstrakcijom timijana superkritiénim ugljendioksidom, pri ispitivanim uslovima.
Medutim, modifikovana jednacina (24) bolje fituje normalizovani prinos TE u
odnosu na jednacinu (18).
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U cilju analize uticaja pritiska na superkriticnu ekstrakciju timijana
(Poglavlje 3.3.4.), rezultati su predstavljeni primenom jednacine (18), koriS¢enjem
izracunatih vrednosti koeficijenta unutrasnje difuzije (D) 1 vremena unutraSnje
difuzije (t;) totalnog ekstrakta i timola (Tabela 29).

Tabela 29. Vrednosti koeficijenta difuzije (D) i vremena unutrasnje difuzije (t;)
totalnog ekstrakta i timola pri razli¢itim pritiscima ekstrakcije timijana

Totalni ekstrakt ‘ 1Timol

p (bar) 80 150 200 400 80 150 200 400
§57 i g
(mzls)
t; (s) 4219 3329 2855 2361 7.27 2691 2095  2.055

1,9334 24499 238565 34550 1,1444 30312 3,8929 39684

Na osnovu rezultata datih u tabeli 29, moze se zakljuciti da sa porastom
radnog pritiska od 80 do 400 bar, raste koeficijent unutraS$nje difuzije za totalni
ckstrakt (od 1,93 x 10™ do 3.45 x 10" m%s) i timol (od 1,14 x 10" do 3,97 x 10™
m°/s). Nasuprot tome, vreme unutrasnje difuzije se smanjuje.

Dobijene su jednacine za normalizovani prinos totalnog ekstrakta i timola,
na osnovu vrednosti vremena unutrasnje difuzije, koje su graficki prikazane na
slikama 38 1 39, odnosno 401 41.

Radi primene modifikovane jednacine (24) (Slike 38-41) za modelovanje
sistema ekstrakcije timijana superkriticnim ugljendioksidom, normalizovani prinosi
(Y) totalnog ekstrakta i timola, kao i veli¢ina Z, su razmatrani kao u prethodnim
slucajevima. Dobijene vrednosti su date u tabeli 30, a zavisnosti su prikazane na
slikama 42 1 43.

Tabela 30. Vrednosti parametri a 1 b u jednacini (23) za totalni ekstrakt i timol

dotalni ekstrakt

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 02044 0,0419 02641 -0,2046 -0.3494
e 09928 09944 0,9993 09986 09993 09991 09840  0,9866
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Slika 38. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos
(Y) totalnog ekstrakta
(% - p = 80 bar, *- p = 150 bar; eksperimentalne vrednosti)
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Slika 39. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos
(Y) totalnog ekstrakta
(= - p =200 bar, X- p =400 bar; eksperimentalne vrednosti)
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Slika 40. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i

modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos
(Y) timola

(k - p =80 bar, = - p =200 bar; eksperimentalne vrednosti)
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Slika 41. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
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modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos
(Y) tmola

(% - p =150 bar, X - p =400 bar; eksperimentalne vrednosti)
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Slika 42. Zavisnost Z,;;: od vremena ekstrakcije timijana

Eksperimentalne vrednosti:
% - 80 bar: % - 150 bar: © - 200 bar; X - 400 bar
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Vreme ckstrakeije (h)
Slika 43. Zavisnost Z; od vremena ekstrakcije timijana

Eksperimentalne vrednosti:
* - 80 bar; % - 150 bar; — - 200 bar; X - 400 bar
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Uporedivanjem jednacina (18) i (24), na osnovu vrednosti standardne greske
regresije (Tabela 31), moZe se zakljuciti da se primenom modifikovane jednacéine u
proseku postize bolje fitovanje dobijenih vrednosti, kako za normalizovani prinos
totalnog ekstrakta, tako 1 za normalizovani prinos timola, §to preporucuje modifiko-
vanu jednacinu (24) kao izuzetno atraktivnu za primenu na ispitivani sistem.

Tabela 31. Standardna greska regresije (Sy ) model jednacina pri ispitivanju uticaja
pritiska na superkriticnu ekstrakciju timijana

Standardna greSka regresije (Syy)

Pritisak Totalni ekstrakt Timol
(bar) 80 100 150 200 400 80 100 150 200 400

Jednacina

(18) 4307 3,645 2,955 1,274 2,671 2,998 4,727 6,413 4,223 4,160
(24) 3,241 2945 4,152 1,095 2488 0,676 4,893 1,156 5,016 3,329

3.3.5.1. Rastvorljivost ekstrakta i timola u superkriticnom ugljendioksidu

Rastvorljivost (S) totalnog ekstrakta i timola u zavisnosti od relativne mase
ugljendioksida (m,.; g CO,/g timijana) moZe se izraziti jednac¢inom:

log S = a; my + by (27)
u kojoj su a, i b, koeficijenti.
Polazeci od jednacine (27), rezultati dobijeni ispitivanjem uticaja vremena

na superkriticnu ekstrakciju timijana (Poglavlje 3.3.3., tabela 16), predstavljeni su
preko rastvorljivosti totalnog ekstrakta (Sg; g/dm" CO,) i timola (Sy; mg/dm3 CO,)u

obliku jednacina:
log Sg = -0,01304 m, - 2.26654 (28)
r =-0,9699
odnosno
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log Sy = -0,02208 m,; + 0.39881 (29)
r =-0,9862

Na osnovu veoma malih vrednosti standardnih greSaka regresije (3.92x10°
za jednacinu (28) i 4.43x107 za jednacinu (29)) 1 vrednosti koeficijenata korelacije
bliskih jedinici, moze se zakljuciti da postoji relativno visoka linearna korelacija
izmedu log S 1 m,, a $to je evidentno i sa slika 44 1 45.
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Slika 44. Zavisnost log S od relativne mase ugljendioksida (m,,,)
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Slika 45. Zavisnost log S; od relativne mase ugljendioksida (m,,,)



Rezultati uticaja pritiska ugljendioksida na ekstrakciju timijana (Poglavlje
3.3.4.), diskutovani preko rastvorljivosti totalnog ekstrakta i timola, dati su u tabeli
32

Tabela 32. Jednacine zavisnosti rastvorljivosti totalnog ekstrakta i timola (S) od
relativne mase ugljendioksida (m,,, ) za razli¢ite pritiske ugljendioksida

Pritisak

(bar) Totalni ekstrakt

log $=-0,0337 m,, - 2.5302  0,9097 log $=0,00833 m,, - 0,5430  0,9613

(4,535) (4,437)

100 log $=-0,0310 m,, - 20721 09457 log $=-0,0328 m,, + 0,5252  0,8906
(3,286) (5.163)

150 log $=-0,0356 m,, - 18443 09401 log $=-0,0316 m,, + 0,5682  0,8454
(3,798) (5.881)

200 log $=-0,0498 m,, - 1.6523  0,9928 log S=-0,0583 m,, + 0,7750  0,9914
(1,776) (2,263)

400 log $=-0,0514 m,, - 1,6037  0,9991 log S=-0,0689 m,, + 0.8187  0,9785
(0,657) (4,282)

Na slici 46 je predstavljena zavisnost vrednosti log S;¢, odnosno log Sy, od
zapreminske mase ugljendioksida (d (), a izrazena je kao:

log Syg = 0,8081 dpyo - 2,8483 (30)
r =0,9289
i
r =0,9846

Dobijene jednacine, diskutovane u okviru ispitivanja zavisnosti rastvo-
rljivosti totalnog ekstrakta, odnosno rastvorljivosti timola od relativne mase, pritiska
i zapreminske mase ekstragensa, kao i jednacine (18) i (24) se mogu uspesno
primeniti za modelovanje ekstrakcije timijana ugljendioksidom u superkriticnom
stanju.

66



|
i 7 = — -
N 1 = e
g o
T T T T | T T T ] T T i1l | T T T T
0.6 0.7 0.8 09 1.0
Zapreminska masa CO, (g/em?)

Slika 46. Zavisnost log Sy () ilog Sy (%) od zapreminske mase CO,



¥

3.4. EKSTRAKCIJA TIMIJANA UGLJENDIOKSIDOM
U TECNOM STANJU

U nastavku istrazivanja, ispitana je ekstrakcija timijana ugljendioksidom u
te¢nom stanju (65 bar; 23°C) kao ekstragensa. Kao i u prethodnom poglavlju,
ekstrakceija je pracenja preko prinosa totalnog ekstrakta i prinosa timola. Rezultati
ispitivanja kinetike ekstrakcije su dati u tabeli 33 i prikazani na slikama 47 i 48.

Tabela 33. Prinosi totalnog ekstrakta (TE; g/100 g) 1 prinosi timola (T; mg/100 g)
dobijeni ekstrakcijom timijana tecnim ugljendioksidom

Vreme TE
slh) e : ,
0,25 0,4996 304,755 60,99 1,0225 -1,9903 62370 0,7950
0,50 1,0728 368,970 3439 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 04621
1,50 1,8361 686,761 3740 0,6263 -2,2032 23425 0,3697
2,00 2,0343 732,872 36,02 05204 -22836 18748 0,2730
250 2,1995 786,396 35,75 04501 -23466 1,6094 02067

Napomena: S - rastvorljivost

Prinos TE (g/100 g)

0.0 0.5 1.0 20 2.5 3.0

Vreme ekstrakcije (h)

Slika 47. Kinetika ekstrakcije timijana (totalni ekstrakt) te¢nim ugljendioksidom
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Slika 48. Kinetika ekstrakcije timijana (timol) te¢nim ugljendioksidom

Na osnovu rezultata datih u tabeli 33 se vidi da udeo timola u totalnom
ekstraktu tokom ekstrakcije opada od 60.99% do 35,75%. S obzirom na ranije
utvrdeni sadrzaj timola u timijanu (800 mg/100 g) moze se zakljuciti, na osnovu
dobijenog sadrzaja timola te¢nim ugljendioksidom (786 mg/100 g). da je postignut
maksimum njegove ekstrakcije za vreme od 2.5 sata. Takode je dokazano da se
destilacijom pomocu vodene pare vec ekstrahovanog biljnog materijala, ne izdvaja
etarsko ulje, Sto ukazuje da se pri ispitivanim uslovima ekstrakcije te¢nim
ugljendioksidom postize kvantitativnost njegove ekstrakcije. Nadalje, za razliku od
ekstrakata dobijenih superkritiénim ugljendioksidom koji su na sobnoj temperaturi
¢vrstog agregatnog stanja, ekstrakt dobijen primenom tecnog ugljendioksida je
tecan.

GC-MS analizom totalnog ekstrakta, dobijeni su rezultati koji su prikazani
na slici 49 1 dati u tabeli 34. Dobijeni ekstrakt timijana je u pogledu kvalitativnog i
kvantitativnog sastava slican totalnom ekstraktu (Tabela 22) dobijenom primenom
ugliendioksida zapreminske mase 0.6302 g/em® (100 bar; 40°C) i etarskom ulju
timijana dobijenom destilacijom pomocu vodene pare (Tabela 5). Ipak se moze reci,
da se ekstrakt dobijen te¢nim ugljendioksidom odlikuje nesto povecanim sadrzajem
n-tetradekana, B-kariofilena, n-pentadekana, n-heksadekana i n-oktadekana, i sma-
njenim sadrzajem fitola. Upravo ovaj povecani sadrzaj, pre svega parafina, ima za
etarskom ulju. Opsi je zakljucak, da je za dobijanje ekstrakta timijana, koji je po
kvalitativnom 1 Kkvantitativnom sastavu najslicniji etarskom ulju dobijenom
oficinalnim postupkom destilacije pomocu vodene pare, potrebno koristiti ugljendio-
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Slika 49. GC-hromatogram ekstrakta timijana (totalni ekstrakt) dobijenog

primenom te¢nog ugljendioksida

Tabela 34. Rezultati analize totalnog ekstrakta timijana dobijenog primenom
tecnog ugljendioksida

SadrZaj u odnosu na
drogu

TE

Komponenta
(mg/100g) (%)

; mfor 27
L-Mentol

e 53,78
‘n-Dodekan 37,04
Timol:: , 786,40

n-Tetradekan 70399

B-Kariofilen 44,13

: it 12,73

104.35

95,89

70,34

39,61

9,51

0,58
2,44
1,68
35,75
32,00
2,01
0,58
4,74
4,36
3,20
1,80
0,43
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ksid zapreminske mase 06302 g/cm’ (100 bar; 40°C) protoka 97,725 dm’h, biljni
materijal stepena usitnjenosti d, i vreme ekstrakcije 2.5 sata.

Za modelovanje ekstrakcije sistema timijan - tecni ugljendioksid su prime-
njene jednacina (18), modifikovana jednacina (24) 1 jednacina (27). Izracunate
vrednosti koeficijenata unutrasnje difuzije totalnog ekstrakta i timola, kao 1 para-
metara jednacina, date su u tabeli 35.

Tabela 35. Koeficijenti difuzije (D) i parametri jednacina (18), (24) i (27) za totalni
ekstrakt (TE) i timol (T)

Jednaéina Standardna greska

(parametar) | - : regresije (Syx)
i H B

Jednacina (18)

CD10%(m¥s) 29925 3,1383 | 2,866 5,100 I
Jednacina (24) |
a 12662 -13272 09949 09929 2955 4804
b -0,01334 -0,00778
Jednacina (27)
a -0,04742 -0,05863 | 09808 0,9446 } 2.780x10° 5.997x107 '
b, -1,9024  0,7290 |

Vrednosti koeficijenta difuzije 1 vremena unutrasnje difuzije totalnog ekstra-
kta u teénom ugljendioksidu su priblizne vrednostima u superkriticnom ugljendio-
ksidu (Tabela 29) zapreminske mase 0.8450 g/em’ (200 bar; 40°C). Kada je u pitanju
difuzija timola, ove vrednosti su takode priblizne, ali u superkriticnom ugljen-
dioksidu zapreminske mase 0,7896 g/em® (150 bar; 40°C). Znadi, ugljendioksid u
te¢nom stanju ima osobine priblizno sli¢ne ugljendioksidu u superkritiénom stanju
pri pritisku od 150 do 200 bar.

Na osnovu rezultata datih u tabeli 35 i prikazanih na slikama 50 i 51 se vidi
da jednacina (18) nesto bolje fituje eksperimentalne rezultate normalizovanog prino-
sa totalnog ekstrakta u odnosu na jednacinu (24). Sa druge strane, kada je u pitanju

normalizovani prinos timola, primenom modifikovane jednacine (24) se postiZe bolje
fitovanje rezultata u odnosu na jednacinu (18).
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Zavisnost rastvorljivosti totalnog ekstrakta i timola od relativne mase
ugljendioksida predstavljena jednac¢inom (27), prikazana je na slici 52.

60—

40—

o
n

0.0 0.5 1.0 15 2.0
Vreme ckstrakceije (h)
Slika 50. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos

(Y) totalnog ekstrakta dobijen primenom te¢nog ugljendioksida
(1) - Eksperimentalne vrednosti)

100— e et =

80

40

20~

i
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5

Vreme ckstrakeije (h)
Slika 51. Graficki prikaz jednacine Reverchon-a i Sesti Osseo-a (18) (puna linija) i
modifikovane jednacine (24) (isprekidana linija) za normalizovani prinos

(Y) timola dobijen primenom teénog ugljendioksida
(11 - Eksperimentalne vrednosti)
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Timijan ( 7hymus vulgaris 1.) koji je koris¢en u ovome radu je poreklom iz
okoline sela Sanad kod Coke (Severni Banat) proizveden 1996. godine (proizvodac
g. Lazar Oluski).

U radu su korisceni kao standardi timol (Kemika, Zagreb) i karvakrol (Carl
Roth KG, Karlsruhe, Germany). Kao rastvarac¢i za HPLC odredivanja su koriséeni
acetonitril za hromatografiju (Merck, Darmstadt, Germany) i bidestilovana voda.
Komercijalni ugljendioksid (Tehno-gas, Novi Sad) je koriScen za ekstrakciju. Sve
ostale hemikalije su bile stepena ¢istoce p.a. ukoliko nije drugacije naglaseno.

Mlevenje biljnog materijala je izvrSeno u elektricnom mlinu za kafu, a za
ispitivanje granulometrijskog sastava usitnjenog biljnog materijala koriscen je set sita
(Erweka, Germany). Oblik Cestica biljnog materijala je posmatran primenom mikro-
skopa Carl Zeiss “Laboval-2” (Germany).

UV-spektri su snimljeni na aparatu 8452A Diode Array Spectophotometer
(Hewlett-Packard, Avondale, PA, USA). Za odredivanje zapreminske mase
etarskog ulja je koriS¢en aparat Calculating Digital Density Meter, Tip PAAR DMA
46 (Gratz, Austria). Ekstrakcija ugljendioksidom je vrSena na uredaju za ekstrakciju
pod visokim pritiskom (HPEP-High Pressure Extraction Plant. NOVA-Swiss,
Effretikon, Switzerland), koji je modifikavan u laboratoriji za Hemiju 1 tehnologiju
farmaceutskih proizvoda (Katedra za farmaceutsko inZenjerstvo, Tehnoloski
fakultet, Novi Sad). Naime, postojeci separator je zamenjen novim, sa dodacima
kojim je omoguceno jednostavnije merenje izdvojenog ekstrakta, tj. ekstrakt
rastvoren u ugljendioksidu direktno se uvodi u staklenu kivetu.

Tecni hromatograf koriscen u ispitivanjima bio je Waters 600E Multysolvent
Delivery System sa detektorom Waters 490 Programmable Multiwavelength
Detector (Millipore Corporation, Waters Chromatography Division, Milford, MA,
USA). Obrada rezultata je vrSena pomocu mikroprocesora HP 3396 Series
Integrator (Hewlett-Packard, Avondale, PA, USA). Za analizu etarskih ulja i
estrakata koriSéen je gasni hromatogral GCD HP G 1800 A (Hewlett-Packard,
Avondale, PA, USA).
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Filtriranje uzoraka i rastvaraca pokretne faze za HPLC analizu je vrSeno
primenom 0.22 um Durapore filtera, odnosno 0,45 um Millex®-HV filtera (Waters,
Millipore Corporation, Bedford, MA, USA). Degaziranje rastvaraca pokretne faze
je vrseno helijumom (10 minuta pri protoku od 100 em’/min po rezervoaru pre
pocetka rada, odnosno 15 cm’/min u toku analize). Ultrazvuéno kupatilo (Branson
Ultrasonic Cleaner, 50/60 Hz, Shelton, CONN., USA) je koriS¢eno za potpuno
rastvaranje uzoraka. Injektovanje uzoraka je vrSeno mikro$pricem od 10 pul
(Hamilton Microliter'™ Syringes, Reno, Nevada, USA).

4.1. DOBIJANJE ETARSKOG ULJA I EKSTRAKATA
TIMIJANA

4.1.1. Odredivanje sadrzaja ctarskog ulja timijana

Izolacija 1 odredivanje sadrzaja etarskog ulja je vrSena prema postupku Koji
propisuje jugoslovanska farmakopeja®®: Droga (20,00 g) se prenese u balon zapre-
mine 1000 ecm®, doda voda (400 cm’), u graduisanu cev aparature za odredivanje
sadrzaja etarskog ulja*' se unese voda, sadrzaj balona zagreje do kljucanja i desti-
lacija vrs§i (brzina oko 2 em'/min) 2 sata. Nakon hladenja (30 min) ocita se zapre-
mina izdvojenog etarskog ulja 1 sadrzaj izracuna kao % (V/m; cm 7100 g timijana).

4.1.2. Ekstrakcija timijana metilenhloridom

Ekstrakcija droge organskim rastvara¢em je vrSena postupkom ekstrakcije
sa povremenim ispustanjem ekstrakta (ekstrakcija po Soxhlet-u): Droga (20,00 g) se
unese u ¢auru (R=4 cm; L=14 cm), napravljenu od filter-papira i postavi u aparaturu
za ekstrakciju. Zatim se u balon zapremine 500 cm’ unese metilenhlorid (250 cm’) i
vrSi se ekstrakcija (12 izmena rastvaraca - sifoniranja) 6 sati. Dobijeni ekstrakt se
podvrgava uparavanju (30°C) radi odstranjivanja rastvaraca i susi u vakuum susnici
(50°C; 24 sata). Na osnovu mase ekstrakta izratuna se njegov prinos (%: g/100 g
droge).
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4.1.3. Ekstrakcija superkriticnim ugljendioksidom

Mlevenjem je pripremljen biljni materijal (droga) i ispitivana je ekstrakcija
tri stepena usitnjenosti timijana, i to:

- d, (srednji pre¢nik Cestica 1,66 mm);

- d, (srednji precnik Cestica 0,73 mm) i

- d, (srednji precnik Cestica 0,35 mm).

Droga ispitivanog stepena usitnjenosti (50,00 g) se unese u ekstraktor koji se
potom zatvori i kroz drogu najpre propusta (5 min) ugljendioksid u gasovitom stanju.
Zatim se ekstrakcija vr$i na zadatom pritisku, temperaturi i protoku ugljendioksida
(maksimalno odstupanje parametara u toku rada +2.5%) odredeno vreme. Uslovi
separacije: p = 15 + 1 bar; T = 25 + 1°C. Izlazna temperatura ugljendioksida pri kojoj
je kalibrisan merac protoka je iznosila 20°C. Ekstrakcija se prekida zatvaranjem veze
izmedu ekstraktora 1 separatora i ispuStanjem ugljendioksida iz separatora.
[zdvojena masa ekstrakta (u kiveti) se potom meri i izracunava prinos ekstrakcije.
Radi ispitivanja kinetike ekstrakcije, ekstrakcija se nakratko prekida, radi merenja
izdvojenog ekstrakta, ponovo vrsi do sledece kineticke tacke, kada se postupak
merenja i ekstrakcije nastavlja.

Sadrzaj zaostalog etarskog ulja u drogi nakon superkriticne ekstrakcije se
odreduje prema postupku jugoslovenske I'armakopeje”.

42. ANALIZA ETARSKOG ULJA I EKSTRAKATA TIMIJANA

4.2.1. Analiza fenola timijana primenom HPLC

Razdvajanje smese standardnih uzoraka fenola. Standardni rastvor sadrzi:
timol (1,24 mg/em’) i karvakrol (0,44 mg/cm’) u etanolu koncentracije 95%. Od ovog
rastvora se pripremaju rastvori koji sadrze odredene mase standardnih fenola u 10 pl
rastvora (Slike 181 19), koji se injektuje u te¢ni hromatograf.

Odredivanje fenola. Za odredivanje su pripremljeni rastvori etarskog ulja
(1,5 mg/cnf’) 1 ekstrakata (4 mg/cm") timijana u etanolu koncentracije 95%, od kojih

se injektuje 10 pl.

Uslovi razdvajanja i odredivanja fenola u ispitivanim uzorcima etarskog ulja
i ekstrakata, primenom HPLC metode, su detaljno opisani u poglavlju 3.1.1.
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4.2.2. Analiza primenom GC-MS

Za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu etarskog ulja i ekstrakata timijana
koriséeni su rastvori ispitivanih uzoraka u n-pentanu koncentracije 40-50 pg/cm‘x. Do
momenta analize uzorci su ¢uvani na temperaturi od 4°C.

Uslovi hromatografske analize:
Kolona: HP-5 MS (30,0 m x 0,25 mm)
Temperaturni program: - Injektor 250°C
- Detektor 280°C
- Pocetna 50°C
- Porast 20"C/min do 130"C (1 min)
- Porast 9"C/min do 280"C (8,33 min)
Ukupno vreme analize: 30 min
Injektovana zapremina: S ul
Protok helijuma: 0.8 cm'/min
Detektor: 45-425 D
Baza podataka: Wiley
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5. PRILOG

5.1. Proracun koeficijenta difuzije (D) za oblik ploce i cilindra

Polaze¢i od jednacine (25) izracunati su koeficijenti difuzije totalnog
ekstrakta (TE) i timola (T) za pretpostavljeni oblik ploce i cilindra biljnog materijala.
U cilju uporedivanja dobijenih vrednosti odabran je stepen usitnjenosti timijana d,
(Tabela 21).

Vrednosti konstanti® u jednacini (25) za plo¢u: a, = 8/n° i b, = n°. IzraCunate
su vrednosti koeficijenta difuzije (D) za 0,5; 1,5 1 2,0 sata ekstrakcije, pri ¢emu je
srednja vrednost 1,1644x10™ m%/s za totalni ekstrakt, odnosno 6,0069x10'lz m’/s za
timol.

Vrednosti konstanti u jednacini (25) za cilindar: a; = 0,6945 i b, = 5,76.
Izracunate su vrednosti koeficijenta difuzije (D) za 1,0; 1,5 i 2,0 sata ekstrakcije, pri
¢emu je srednja vrednost 1,0580x10"* m%s za totalni ekstrakt, odnosno 4,8278x10™"
m’/s za timol.

5.2. Proracun koeficijenta difuzije za timol primenom
Sun - Chen-ove jednacine

N . N 5 . w . pe ae p . veys
Sun i Chen® su za izra¢unavanje koeficijenta difuzije (D) predloZili jedna-
cinu:

D=1.23 10'”—T (P1)

0,7%V 0,503
c

gde je: T - temperatura (K);
u - viskozitet rastvaraca (Pas);
V. - kriti¢na zapremina rastvorka (m’/kmol).

Dinamicki viskozitet rastvara¢a (p), u naSem slucaju ugljendioksida, na
pritisku 100 bar i temperaturi 40°C (T = 313,15 K) iznosi 242,1x107 Pas®.

Izracunavanje kriti¢ne zapremine timola (V ) je izvrSeno Lydersen-ovom
metodom®' primenom jednacine:
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V, =40 + Ay (P2)

gde je: Ay - uticaj prisutnih atoma i grupa u jedinjenju (u naSem slucaju timolu) na
ukupnu kritiénu zapreminu (cm*/mol)

Sledi da je za timol

LAyt =3 (=CH)pryien + 3 (=C-) + 3 (=CH;) + 1 (=CH) + 1 (-OH) (P3)
odnosno
LAy 1 = 3x37 + 3x36 + 3x55 + 1x36 + 1x3 =423 em’/mol (P4)
i
V., =40 + 423 = 463 cm’/mol = 0,463 m’/kmol (PS)

Primenom jednaéine (P1) dobija se koeficijent difuzije timola (D-):

Dr=123 10" 1y 10—%0%%a163?-5°3' -2,680 10 % m?s (P6)

Dobijena vrednost Dy od 2,680 10 m’/s je znatno veéa od vrednosti Dy
odredenih na osnovu jednacine (25), te stoga Sun - Chen-ova jednacina nije mogla
biti kori§¢ena za ispitivani ekstrakcioni sistem.

5.3. Model “jedinicne sfere”

Uproscéeni oblik jednadine modela “jedini¢ne sfere™ (“single-sphere™ mo-
del)'?:

(53] m

gde ie: Y - normalizovani prinos (% );
n=20
D - koeficijent difuzije (mz/s);
L - vreme ekstrakcije (s) i
d,, - srednji pre¢nik Cestice (m).
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Na osnovu jednacine (P7). koriS¢enjem vrednosti koeficijenata difuzije
totalnog ekstrakt 1 timola za stepen usitnjenosti d, (Tabela 21), dobijene su jednaéine
zavisnosti normalizovanog prinosa od vremena ekstrakcije, koje su grafi¢ki prika-
zane na slici P1.

Vreme ekstrakcije (h)

Slika P1. Graficki prikaz jednac¢ine modela “jedini¢ne sfere”
(L1 - eksperimentalne vrednosti normalizovanog prinosa totalnog ekstrakta;
v¢ - eksperimentalne vrednosti normalizovanog prinosa timola)

Na osnovu izraunatih vrednosti standardne greSke regresije za normali-
zovani prinos totalnog ekstrakta (11,592) i normalizovani prinos timola (11,913)
moze se zakljuciti da se primenom jednacine (P7) ne moZe uspesno modelovati
ekstrakcioni sistem timijan - superkriti¢ni ugljendioksid. Do istog zakljucka se dolazi
1 analizom dijagrama prikazanih na slici P1.
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Tabela P1. Rezultati ispitivanja kinetike ekstrakcije timijana za razliCite protoke
ugljiendioksida W, W, 1 W5

Protok W;
Vreme 115 5 T T TE . e X0 St -In(1-cg/c,)

(h) (g/100g) (mg/l00g) (%)  (g/dm’  (mg/dm’

CO,) CO,

0 0 0 0 0 0 0
0,05 0,170 2.98 1,75 3,536 0,620 0,0037
0,30 0,539 15,32 2,84 1.868 0,531 0,0193
0,80 0,902 53,87 597 1,172 0,700 0,0697
1,30 1,114 85.60 7,68 0,891 0,684 0.1132
1.80 1,350 106,62 7.90 0,780 0,612 0,1430
2,30 1,477 174,88 11.84 0,668 0,791 0,2009

Protok W,
Vreme TE T T TEESEx10°% Si -In(1-ci/c,)

(h) (g/100g) (mg/100g) (%)  (gdm’  (mg/dm’

CO,y) CO,)

0 0 0 0 0 0 0
0,07 0,097 a L 0,709 ! -
0,32 0,189 55,57 2934 0302 0,888 0,0720
0,82 0,418 111.26 2659 0,261 0,694 0,1497
1,32 0,665 160,72 2418 0258 0,623 0,2243
1,82 0,904 248,74 2751 0254 0,699 03724
2,43 1,304 389,08 2984 0274 0,819 0.5359

Protok W;
Vreme TE T TuTE  S;ex 10 5% AIn(1-cglc,)

(h) (g/100g)  (mg/100g) (%) (g/dm’ (mg/dm’

CO,) CO,)

0 0 0 0 0 0 0
021 0,111 20,62 1858 0,189 0.351 0,0261
0,46 0,344 4727 1374 0267 0,367 0.0609
0,96 0,744 92,82 1248 0277 0,346 0,1233
1,46 1,125 146,33 1301 0275 0.358 0,2020
1,9 1,241 171,51 1382 0226 0313 0,2413
246 1408 198,11 1407 0205 0,288 02791
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Tabela P2. Vrednosti g, 1 g; primenjivane u jednacini (25)

Qo1 = 3.7145 g/100 g timijana
go.r = 800 mg/100 g timijana

d, d, d,
Vreme TE 'F Vreme TE & Vreme TE 1
(h) (h) (h)

0,32 3.5255 - 97443 =050 3,3622' 711,86 ' 025 30331 67530

0,82 3,2965 688,74 1,00 2,8969 53640 0,50 29134 47727

1,32 3,0495 63928 150 2,5280 430,86 1,00 2,3684 22943

1,82 28105 55126 2001722037 " 31391 1,50 2,0875 177,24

2,43 2,4105 41092 2,50 1,8321 240,68 2,00 1,8991 110,64
2:50 136235 20,20

Dobijene vrednosti q, i q; za razliite pritiske ugljendioksida
80 bar 150 bar 200 bar

Vieme  TE oy T TRsue T

0,25 0,5942 157,76 2,6600 705,62  2.8212 600,67 28712 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 06718 12539 03062 113,66
2,00 0,1053 45,63 04352 4098 03593 62,04 01316 53,40

qo 0,7063 167,62 3,2057 833,51 3,8290 854,25 3,9417 788,77

Dobijene vrednosti q, 1 q; pri ekstrakeiji
timijana te¢nim ugljendioksidom
Vreme TE T

1,6999 481,65
1,1267 41743
0,7443 332,70
0,6127 220,00
0,3534 99,64
0,1652 58,33
2,1995 786,40
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6. ZAKLIUCCI

Za razdvajanje timola i karvakrola, u cilju njihovog odredivanja, pogodan je
metod tecne hromatografije pod visokim pritiskom (HPLC) koris¢enjem kolone
NovaPak C,; (Waters) i pokretne faze acetonitril - voda (50:50; V/V). Kvantita-
tivna analiza ispitivanih fenola je izvrSena na osnovu utvrdene funkcionalne
zavisnosti povrSine pika i mase fenola. Razradeni HPLC postupak se moze
uspesno primeniti za odredivanje timola u etarskom ulju i ekstraktima timijana, i

odlikuje se visokim stepenom reproduktivnosti odredivanja timola (K,=1,29% ).

Za potpunu kvalitativnu i kvantitativhu analizu timijana, odnosno etarskog ulja i
ekstrakata, pogodan je metod gasne hromatografije sa masenom spektrome-
trijom (GC-MS). Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da su etarsko
ulje i ekstrakt timijana sloZzenog hemijskog sastava. Naime, etarsko ulje timijana
dobijeno destilacijom pomocu vodene pare (1,75%: V/m) sadrzi u najvecem
procentu timol (50,06%: m/m) 1 n-tetradekan (16,11% ). Takode su prisutni i
drugi parafini (oko 15% ), kao i kamfor, L-mentol i dr. Nasuprot tome, metilen-
hloridni ekstrakt timijana (4,95%: m/m) kao dominantnu komponentu sadrzi
n-tetradekan (47,18% ). Sadrza) timola u ovom ekstraktu je 16,11% (m/m).
Ekstrakt sadrzi etarsko ulje, koje se destilacijom pomocu vodene pare ne izdvaja
u potpunosti (0ko 63%) 1 koje se u kvalitativnom i kvantitativnom pogledu

razlikuje od etarskog ulja timijana dobijenog oficinalnim postupkom.

Ispitivanje ekstrakcije timijana primenom ugljendioksida u superkriticnom
stanju (100 bar; 40°C; d = 0,6302 g/cm‘: 2.5 sata) na ekstrakciju timijana stepena
usitnjenosti d,, (srednji precnik Cestica 1,66 mm) je praceno preko sadrzaja
timola u totalnom ekstraktu.

Na osnovu rezultata ispitivanja uticaja protoka superkritiénog ugljendioksida,

zakljuéeno je da je optimalni protok ekstragensa W, = 97, 725 dm'h. Kinetika
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ekstrakcije timola u ispitivanom vremenskom intervalu ekstrakcije, pri odabra-
nom protoku, se moze kvantitativno predstaviti analogno jednacini koja

predstavlja kinetiku reakcije prvog reda:

-In(1 - egfe,) = -1,733 10”2 + 0,2209 1 9)

Primenom timijana stepena usitnjenosti d, (srednji pre¢nik cestica 0,35 mm)
1izvrSena je potpuna ekstrakcija etarskog ulja, sudeci na osnovu ostvarenog
sadrzaja timola (779,80 mg/100 g). Moze se zakljuciti da je dobijeni ekstrakt po

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

Ispitivanjem kinetike ekstrakcije timijana, pri najpovoljnijim uslovima super-
kriticne ekstrakcije (protok W,, stepen usitnjenosti d,), moze se zakljuciti da
dolazi do povecanja prinosa totalnog ekstrakta (povecani prinos parafina), Sto se

direktno odrazava na smanjenje udela timola u dobijenom ekstraktu (21,82% ).

Uticaj pritiska ugljendioksida na ekstrakciju timijana, u intervalu od 80 bar do
400 bar, je razlicit:

Primenom ugljendioksida male moci rastvaranja (80 bar, d = 0,1918 g/cm“) nije
postignuta kvantitativna ekstrakcija etarskog ulja, jer se destilacijom biljnog
materijala nakon superkriticne ekstrakcije dobija etarsko ulje (0,475%: V/m) sa
sadrzajem timola 69,59% (m/m). Povecanje radnog pritiska na 100 bar ima za
posledicu kvantitativnu ekstrakeiju prisutnog etarskog ulja. Isti efekat se postize
1 pri viSim pritiscima. Ekstrakti dobijeni na pritiscima 200 bar i 400 bar su po
svom sastavu veoma sli¢ni, i u poredenju sa metilenhloridnim ekstraktom imaju
manji sadrzaj parafina, koji je moguce povecati produZenjem vremena
ekstrakcije. Medutim, u cilju dobijanja ekstrakta koji je po sastavu slican
etarskom ulju timijana, treba za ekstrakciju primeniti ugljendioksid na nizim

pritiscima, npr. 100 bar.



Za modelovanje ekstrakcije sistema timijan - superkritiéni ugljendioksid je

primenjena jednacina Reverchon-a 1 Sesti Osseo-a:

Y = 100 {l -exp(-%ﬂ (18)

koju smo modifikovali u oblik:
Y=100[1-exp(at+ b)] (24)

Na osnovu sprovedenih ispitivanja uticaja stepena usitnjenosti biljnog materijala
na prinose ekstrakcije moze se zakljuciti da vrednosti koeficijenta unutrasnje
difuzije 1 vremena unutrasnje difuzije opadaju za totalni ekstrakt (od 9.77 x 10"
m’/s za stepen usitnjenosti d, do 0,84 x 10" m%s za stepen usitnjenosti d,,
odnosno od 18.826 s za stepen usitnjenosti d, do 9.753 s za stepen usitnjenosti d,)
1 timol (od 8,94 x 10" m?s za stepen usitnjenosti d, do 2,49 x 10" m%s za stepen
usitnjenosti d,, odnosno od 20.564 s za stepen usitnjenosti d, do 3.281 s za stepen
usitnjenosti d,) sa povecanjem stepena usitnjenosti, odnosno smanjenjem pre-
¢nika Cestica biljnog materijala. Modifikovana jednacina (24) bolje fituje norma-
lizovane ekstrakcione prinose (Y) totalnog ekstrakta i timola u odnosu na pola-
znu jednac¢inu (18). Takode, pri ispitivanju kinetike ekstrakcije timijana,
jednacina (24) bolje fituje normalizovane prinose (Y) totalnog ekstrakta i timola
u odnosu na jedna¢inu (18). Na osnovu rezultata ispitivanja uticaja pritiska na
ekstrakciju timijana, moZe se zaklju¢iti da sa porastom radnog pritiska
koeficijent unutrasnje difuzije raste za totalni ekstrakt (od 1,93 x 10" za 80 bar
do 3.45 x 10" ms za 400 bar) i za timol (od 1.14 x 10" do 3,97 x 10™ m%s),
dok se vreme unutra$nje difuzije smanjuje od 4.219 do 2.361 s, odnosno od 7.127
do 2.055 s. Primenom jedna¢ine (24) se postize bolje fitovanje dobijenih
vrednosti za normalizovane prinose (Y) totalnog ekstrakta i timola u odnosu na

polaznu jednacinu (18).

Sprovedena ispitivanja rastvorljivosti (S) totalnog ekstrakta i timola, u zavisnosti
od relativne mase ugljendioksida (m,), pokazuju da se ova zavisnost moze

izraziti jednacinom:
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logS=a,m, +b, (27)

Dobijene su jednacine zavisnosti rastvorljivosti totalnog ekstrakta, odnosno
timola u superkriticnom ugljendioksidu u zavisnosti od zapreminske mase

ekstragensa:
log S = 0,8081 d ), - 2,8483 (30)
log Sy = 0,0238 d, + 0,2021 (31)

kojima se moZe uspeSno izvrstiti modelovanje ekstrakcije sistema timijan -

- superkritiéni  ugljendioksid.

Primenom ugljendioksida u te¢nom stanju (65 bar; 23°C) dobijen je ekstrakt
slican ekstraktu dobijenom primenom ugljendioksida u superkritiénom stanju na
pritisku 100 bar, ali sa neSto veéim sadrzajem parafina. Pri ovim uslovima se
postize potpuna ekstrakcija etarskog ulja timijana.

Vrednosti  koeficijenata unutrasnje difuzije i vremena unutraSnje difuzije
totalnog ekstrakta i timola, pri ekstrakciji timijana te¢nim ugljendioksiom, su
priblizno iste sa vrednostima dobijenim pri ekstrakciji superkritiénim
ugljendioksidom zapreminske mase 0,8450 g/cm’ (200 bar:; 40°C). odnosno
zapreminske mase 0,7896 g,/cmJ (150 bar; 40°C). Jednacina (18) neSto bolje
fituje eksperimetalne rezultate ekstrakcije totalnog ekstrakta tec¢nim
ugljendioksidom odnosu na jednac¢inu (24), dok je fitovanje normalizovanog
prinosa timola modifikovanom jednacinom (24) bolje u odnosu na jednacinu

(18).

Radi dobijanja ckstrakta timijana koji je po kvalitativnom 1 kvantitativnom
sastavu slican etarskom ulju dobijenom destilacijom pomocu vodene pare,
potrebno je za ekstrakciju koristiti optimalne uslove, odnosno ugljendioksid
zapreminske mase 0,6302 g/em® (100 bar; 40°C), bilini materijal stepena

usitnjenosti d,, vreme ekstrakcije 2,5 sata i protok ekstragensa 97,725 dm’/h.
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8. SIMBOLI

a, a - konstante

A - povrSina poprecnog presaka ekstraktora -
Ay - povr§ina za prenos mase izmedu cestice biljnog materijala i fluida
b, b- konstante

c- koncentracija ekstrakta u fluidnoj fazi

¢ - koncentracija ekstrakta u ¢vrstoj fazi

¢* - koncentracija na medufaznoj povrsini évrsto-fluid

¢, - pocetna koncentracija

¢ - koncentracija jedinjenja u ekstraktu

D - koeficijent unutrasnje difuzije

d - stepen usitnjenosti biljnog materijala

d,, - srednji precnik cestice

d - zapreminska masa ekstragensa

€ - poroznost biljnog materijala

A - visina sloja punjenja ekstraktora

K - ukupni koeficijent prenosa mase

k - konstanta brzine ekstrakcije

[ - karakteristicna geometrijska veli¢ina Cestice

m - masa

m,, - relativna masa

% - faktor oblika koji zavisi od geometrije Cestice

P - interval pouzdanosti

P- povrsina pika

p - pritisak

q,- ukupni sadrzaj ekstraktivnih materija u biljnom materijalu

q, - sadrzaj ekstraktivnih materija zaostalih u biljnom materijalu nakon vremena t

p - zapreminska masa fluida

S - rastvorljivost

T - timol

TE - totalni ekstrakt

tili t- vreme

{; - vreme unutrasnje difuzije
Lk - retenciono vreme

u - brzina fluida

V - zapremina ckstraktora

V. - zapremina Cestice

W - protok

W, - prividna brzina

Wy - maseni protok

Wy - specifi¢ni maseni protok
Wq, - srednja prividna brzina
Y - normalizovani prinos

Y .4 - prinos ekstrakta

Y . - maksimalni prinos ekstrakta
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