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U okviru ove doktorske disertacije, proucavana
je ekstrakcija bosiljka (Ocimum basilicum L.)
primenom postupka hidrodestilacije, Soxhlet
ekstrakcije 1 ugljendioksidom u superkriticnom
stanju. Odreden je sadrzaj etarskog ulja u drogi
(0,565%), a primenom GC/MS(FID) metoda
odreden kvalitativni 1 kvantitativni  sastav
detektovanih  komponenata.  Identifikovane
komponente svrstane su u nekoliko grupa
(monoterpeni,  seskviterpeni i njihovi
oksidovani  derivati). Rezultati ispitivanja
pokazuju da je dominantno jedinjenje etarskog
ulja bosiljka linalool (50,09%), i da ono pripada
linaloolskom hemotipu (hemotip A).

Ispitan je uticaj temperature (40-60°C) i pritiska
(100-300 bar) superkriti¢énog ugljendioksida na
promenu prinosa ekstrakta. Utvrdeno je da se
kumulativni prinos ekstrakta povecava sa
porastom pritiska ekstrakcije, dok u zavisnosti
od temperature, prinos ekstrakcije zavisi od
gustine rastvaraca i napona pare komponenata u
ekstraktu.

Primenom sukcesivne (frakcione) superkriticne
ekstrakcije izvrSeno je frakcionisanje, a dobijeni
ekstrakti uporedivani u pogledu prinosa,
kvalitativnog i kvantitativnog sastava.
Ispitivanja hemijskog sastava CO; ekstrakta
(GC/MS i GC/FID) pokazala su da ekstrakti
pored komponenata etarskog ulja sadrze 1 druga
lipofilna jedinjenja (voskove, masna ulja, masne
kiseline, fitosterole i sl.). Dominantne
komponente u svim ispitivanim ekstraktima su
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linalool, eugenol 1 o-kadinen, dok su a-
bergamoten, germakren D, y-kadinen, 3-selinen
1 spatulenol komponente sa manjim sarzajem.
Na osnovu eksperimentalnih rezultata kinetike
superkriticne ekstrakcije 1zvrseno je
modelovanje ekstrakcionog sistema bosiljak —
superkritiécni  CO,, primenom tri modela
(Kandiah i Spiro, Brunner i Esquivel i sar.). Na
osnovu srednjih vrednosti relativnog odstupanja
modelovanih i eksperimentalnih  vrednosti
prinosa ekstrakcije, utvrdeno je da model
Kandiah i Spiro pokazuje prihvatljivo slaganje,
dok ostali modeli pokazuju loSije slaganje
eksperimentalno  odredenih i  modelom
izraCunatih prinosa ekstrakta.

U zavr$noj fazi rada ispitan je antioksidativni
potencijal etarskog ulja i CO, ekstrakata,
primenom DPPH metode. Najvecu
antioksidativnu aktivnost pokazao je ekstrakt
dobijen na 100 bar, 60°C (ICso = 18,93 pg/ml),
koja je 5 puta veca od antioksidativne aktivnosti
etarskog ulja bosiljka.

05.03.2013
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In this study, the extraction of basil (O.
basilicum L.) wussing the hydrodistillation
process, Soxhlet extraction and supercritical
extraction  with  carbon  dioxide  were
investigated. The content of essential oil was
determined (0,565%), and the qualitative and
quantitative composition of detected
coumpound was made by GC/MS(FID). The
identified coumpounds were classified into five
groups (monoterpenes, sesquiterpenes and their
oxidative derivates). The results of investigation
shows that the dominant compound of basil
essential oil is linalool (50,09%), and that it
belongs to linalool chemotype (chemotype A).
The influence of temperature (40-60°C) and
pressure (100-300 bar) of supercritical carbon
dioxide on extraction yields were studied. It was
determined that the total yield of extract
increases with the increaseing of extraction
pressure, while the influence of temperature on
the yield depends on the density of the solvent
and vapor pressure of components in the extract.
Fractional supercritical fluid extraction was
performed, and obtained extracts were
compared regarding of yield, and the qualitative
and quantitative composition of the extract.
Chemical analyses of CO, extract by GC/MS
and GC/FID showed that extract contains,
besides essential oil componentes, other
lipophilic compounds (waxes, fatty oils, fatty
acids, phytosterols, etc.). The few compounds
were dominant in all analyzed basil extracts:
linalool, and to a lesser extent eugenol, 6-
cadinene, o-bergamotene, germacrene D, y-
cadinene, B-selinene and spathulenol.
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Based on the experimental results of the
extraction Kkinetics, a modeling of basil —
supercritical CO, extraction system was
performed, using three models (Kandiah and
Spiro, Brunner, and Esquivel et al.). Based on
the average values of the relative deviations of
modeled and experimental values of extraction
yield, it was found that the model Kandiah and
Spiro shows acceptable agreement, while other
models show lower agreement of the
experimentally  determined and  model
calculated extraction yield.

In finale phase of work the antioxidant potential
of essential oil and CO; extracts were examined,
using DPPH method. The highest antioxidant
activity showed CO, extract obtained at 100 bar,
60°C (ICso = 18,93 pg/ml), which is 5 time
higher then antioxidant activity of basil essential
oil.

5" March 2013
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LISTA OZNAKA, SKRACENICA | SIMBOLA

OZNAKE
A, parametar u modelu (26), koji se racuna prema izrazu (30)
a, specifi¢na povrsina Cestica u ekstraktoru m?/m?®
Ac povrsina sloja punjenja materijala u ekstraktoru m®
a specificna povrsina Cestica u ekstraktoru m?/m?®
b podesiv parametar S
by parametar u kvadratnoj jednacini (27) koji se raCuna prema
izrazu (28)
C1 parametar u kvadratnoj jednacini (27) koji se raCuna prema
izrazu (29)
Cs koncentracija rastvorka u natkriti¢cnom fluidu kg/ m®
Cp koncentracija rastvorka u natkriticnom fluidu unutar pora kg/m®
¢vrstog materijala
Cpo pocetna koncentracija rastvorka u natkriticnom fluidu kg/m?®
unutar pora ¢vrstog materijala
Cs koncentracija rastvorka u ¢vrstoj fazi ili adsorbovanog na kg/m®
cvrstoj fazi
Cs|r koncentracija rastvorka na spoljasnjoj povrSini Cvrste kg/m?®
Cestice
Cso pocetna koncentracija rastvorka adsorbovanog na cvrstoj kg/m?®
fazi
Csat koncentracija ulja u stanju zasi¢enja superkriticnog CO, kg/m?®
Cvuo pocetna koncentracija vezanog ulja u materijalu kg/m®
D koeficijent difuzije m°/s
Dax koeficijent difuzije u ¢vrstoj fazi m°/s
Day koeficijent aksijalne disperzije m°/s
De efektivni koeficijent difuzije rastvorka u ¢vrstom m°/s
materijalu
DL koeficijent aksijalne disperzije rastvorka u natkriti¢nom m°/s
fluidu
F masa ¢vrstog materijala kg
fry, fry frakcije ekstrahovane supstance
9, parametri modela (26), koji se raCuna prema izrazu (27)
h aksijalna koordinata sloja punjenja u ekstraktoru m
he visina ekstraktora m
H; visina sloja punjenja materijala u ekstraktoru m
J ukupna brzina ekstrakcije mol/ m%s
J(x,y) tok prenosa mase na granici faza 1/s
k koeficijent brzine reakcije 1/s
K konstanta ravnoteze temperature i pritiska
k1, ko konstanta brzine u dva perioda difuzije 1/s
Kad adsorpcijska konstanta ravnoteze
Ky konstanta desorpcije
K koeficijent prenosa mase u filmu natkriticnog fluida koji m/s

okruzuje Cesticu materijala, koeficijent prelaza mase ili
spoljasnji koeficijent prenosa mase
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kombinovani koeficijent prenosa mase

koeficijent prenosa mase u ¢vrstoj fazi

koeficijent raspodele izmedu slobodnog ulja u ¢vrstoj fazi 1
rastvorenog ulja u fluidu

koeficijent raspodele ulja izmedu Cvrste faze i rastvorenog
ulja u fluidu

rastojanje

masa ekstrahovane supstance po jedinici povrsine

maseni protok CO,

masa materijala u ekstraktoru

maseni protok fluida po jedinici povrSine

faktor oblika Cestice (ploca n = 1, valjak n =2, lopta n = 3)
kriti¢ni pritisak

specifi¢na potro$nja rastvarac¢a po jedinici mase
neekstraktibilnih komponenata materijala

specificna potroSnja rastvarata po jedinici mase
neekstraktibilnih komponenata materijala

poluprec¢nik Cestice materijala

radijalno rastojanje unutar cestice

polupreénik jezgra

poluprecnik Cestice

poluprecnik Cestice

vreme

vreme unutras$nje difuzije

vreme zadrZavanja rastvaraca u ekstraktoru

kriti¢na temperatura

stvarna brzina rastvaraca kroz sloj

prividna brzina rastvaraca kroz sloj

brzina ekstrakcije

brzina strujanja fluida

zapremina ekstraktora

protok rastvaraca

bezdimenzionalna koncentracija ¢vrste faze

pocetni sadrzaj rastvorljive supstance

koncentracija rastvorljive supstance na povrSini Cvrstih
Cestica

koncentracija rastvorljive supstance na povrSini C¢vrstih
Cestica

bezdimenzionalna koncentracija fluidne faze

rastvorljivost komponente u superkriticnom fluidu

prinos ekstrakta
bezdimenziona koordinata granice izmedu zone spore i
brze ekstrakcije
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SIMBOLI

a parameter u jednacini

p parameter u jednacini
B vrednost svakog Clana serije u jednacini (35)

b pozitivni koren implicitne jednacine

) nasipna gustina kg/m®
op debljina sloja difuzije m
Op debljina sloja Cestica m

e poroznost sloja materijala u ekstraktoru m*/m?®
&p poroznost Cestice materijala m*/m?®
) gustina CO; kg/m?®
i gustina superkritiénog fluida kg/m®
Ds gustina Cestica materijala kg/m®

SKRACENICE
AARD srednja vrednost relativnog odstupanja podataka (eng. Average Absolute

Relative Deviation)

ANOVA analiza varijanse (eng. Analysis of variance)

C kompresor sa dijafragmom (eng. Compressor with diaphragm)

CuU kompresorska jedinica (eng. Compressor unit)

Ccv nepovratni ventil (eng. Cut-off valve)

E ekstraktor (eng. Extractor)

EO etarsko ulje (eng. Essential oil)

Fl mera¢ protoka (eng. Flow indicator)

FID plameno jonizacioni detektor (eng. Flame lonization Detector)

FP/SSP fluidno fazni/jednostavni model plo¢e (eng. Fluid Phase/Simple Single Plate
model)

GC gasna hromatografija (eng. Gas Chromatography)

GRAS generalno prihvacen kao siguran (eng. Genarally recognised as safe)

HE izmenjuvac toplote (eng. Heat exchanger)

MF mikrofilter (eng. Micro filter)

MS masena spektrometrija (eng. Mass Sepctrometry)

Pl instrument za merenje pritiska (eng. Pressure indicator)

RD sigurnosni disk (eng. Rupture disc)

RV regulacioni ventil (eng. Regulation valve)

S separator (eng. Separator)

SC model neizreagovanog jezgra (eng. Shrinking Core model)



SP
SSM
SSP
Tl
uT

model ploce (eng. Single Plate model)

model pojedinacne sfere (eng. Single Sphere Model)

model pojedina¢ne plo¢e (eng. Single Simple Plate model)
instrument za merenje temperature (eng. Temperature indicator)
ultratermostat (eng. Ultra thermostat)

ventil otvoren-zatvoren (eng. On-off valve)
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1. UvOD

Priroda je neiscrpna inspiracija ¢oveka, a prirodni proizvodi mogu na¢i odgovor na
skoro sve njegove potrebe. Lekovite biljke od davnina privlace ¢ovekovu paznju. U svim
vremenima i u razli¢itim kulturama Sirom sveta ljudi su koristili biljke kao lekovito sredstvo.
Farmaceutska industrija koristi ih kao sirovine za izolovanje ¢istih prirodnih supstanci. Pored
neospornog znacaja za farmaceutsku industriju, prirodni proizvodi biljaka nalaze Siroku
primenu u proizvodnji dijetetskih suplemenata, koji pored zadovoljavaju¢ih nutritivnih
svojstava, ispoljavaju odredene farmakoloske i fizioloske efekte na zdravlje ljudi.

U poslednjih nekoliko godina svetska nau¢na javnost ponovo se usmerava na
istrazivanja prirodnih supstanci kao novih lekova i fitoterapiju. Vodeéa u proizvodnji i
potrosnji fitopreparata je Nemacka, a sli¢na situacija je u Francuskoj, Velikoj Britaniji i SAD.
Zahvaljujuéi savremenim tehnologijama prerade lekovitog bilja, obezbedeno je maksimalno
iskoris¢enje biljne sirovine i dobijanje krajnjeg proizvoda standardizovanog kvaliteta.

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je inovativna tehnologija i pruza Siroke
moguénosti u izolovanju bioloski aktivnih komponenata. Superkriti¢na ekstrakcija se izvodi
na umerenim temperaturama, S$to pogoduje izolovanju termolabilnih i lakoisparljivih
supstanci, a primenjeni ekstragens (CO;) ima oznaku GRAS (eng. Generally recognized as
safe), pa se smatra potpuno sigurnim za primenu u prehrambenoj industriji. Ovim postupkom
omogucena je visoka selektivnost i regulisanje sastava i prinosa dobijenih ekstrakata. 1z tih
razloga ovaj postupak ekstrakcije se intenzivno primenjuje u prehrambenoj, farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji.

Bosiljak Ocimum basilicum L. je najzastupljenija vrsta porodice usnatica (Lamiaceae).
Familija Lamiaceae obuhvata 3500 vrsta distribuiranih izmedu rodova kao zeljaste biljke,
ponekad grmlje, a retko kad drvece, sa znaCajnim sadrZajem etarskog ulja.

Ve¢ nekoliko hiljada godina ljudi Sirom planete koriste lekovitost bosiljka. Ova
prijatna i aromati¢na biljka spada u omiljenu biljnu vrstu kod nas. Najce$¢a je primena u
obliku c¢ajeva, Cajnih meSavina, etarskog ulja, teCnih ekstrakata 1 prvenstveno kao zacin.
Etarsko ulje bosiljka ima antisepti¢no, antiinflamatorno, antimikrobno i antivirusno delovanje,
a u industriji parfema predstavlja dragoceni proizvod. Zbog toga su istrazivanja etarskog ulja i
ekstrakata bosiljka 1 danas aktuelna s obzirom na Siroku primenu ovih proizvoda u

prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetic¢koj industriji.
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U okviru ove doktorske disertacije ispitana je ekstrakcija bosiljka (Ocimum basilicum
L.) hidrodestilacijom, metilen-hloridom i ugljendioksidom u superkriticnom stanju.
Variranjem parametara ekstrakcije (pritiska, temperature i gustine ekstragensa) pri
konstantnom protoku, vremenu ekstrakcije i granulaciji Cestica, pracena je Kkinetika
ekstrakcije. Sukcesivnom superkriticnom ekstrakcijom, takode, uz variranje ekstrakcionih
parametara (pritiska i temperature, tj. gustine CO,) ispitivana je kinetika i prinos izdvojenih
frakcija. Ispitan je kvalitativni i kvantitativni sastav etarskog ulja i ekstrakata primenom
GC/MS i GC/FID hromatografije. Na osnovu rezultata ispitivanja kinetike, izvrSeno je
modelovanje primenom tri modela: Kandiah i Spiro (1990), Brunner (1984), Esquivel i
saradnici (1999). Analizirana je antioksidativna aktivnost dobijenih ekstrakta, pracenjem

sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala (DPPH").

Na osnovu prethodnih istrazivanja i naSih rezultata, mogucénost primene ekstrakata
bosiljka u fitopreparatima bi omogucilo intenzivniju upotrebu ove Siroko rasprostranjene i
gajene lekovite i aromati¢ne biljke. Takode, ovo istrazivanje, kao i radovi ovog tipa,
doprinose boljem razumevanju fenomena prenosa mase U Savremenom separacionom

postupku, kakav je superkriticna ekstrakcija.
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2. OPSTI DEO

2.1. BOSILJAK (Ocimum basilicum L.)

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) pripada familiji Lamiaceae i jedna je od
najrasprostranjenijih i najces¢e gajenih biljaka Sirom sveta, narocito u Aziji, Evropi i Severnoj
Americi. Pradomovina bosiljka je Indija. Prema nekim starim zapisima na prostore srednje
Evrope preneli su ga monasi u XII veku. Rec bosiljak potice od gréke reci basilikon, sto znaci
kraljevski i odrazava poStovanje drevnih kultura prema ovoj biljci. Latinski naziv biljke
(Ocimum basilicum) je izveden od ozein — mirisati i basileus — vladar, $to bi u prevodu
znacilo vladar mirisa.

Taksonomija biljke bosiljak (O. basilicum L.) data je u tabeli 1.

Tabela 1. Taksonomija biljke Ocimum basilicum L.

Regnum (carstvo): Plantae
Divisio (razdeo): Magnoliophyta
Clasis (klasa): Magnoliopsida
Ordo (red): Lamiales
Familia (porodica): Lamiaceae
Genus (rod): Ocimum
Species (vrsta): O. basilicum

Bosiljak je jednogodiSnja, zeljasta biljka. Cveta od juna do oktobra. Stabljike su
visoke od 20 do 45 cm, razgranate, gole. Listovi su rombi¢ni, na dugackim dr§kama, jajoliki,
ravnog ili nazubljenog oboda, zaSiljeni na vrhu. Priperci su mnogo manji od listova, zeljasti,
Cesto crvenkasti (Slika 1). Cvetovi su sa kratkom cvetnom drSkom, sitni, po Sest slozeni u
priljenove koji su pribliZeni na vrhu stabljika, i obrazuju cvast (slika 2). Casica je jajasta,
dvousnata, zelena. Krunica je crvenkasta ili bela, gornja usna je Siroka, tupa, deljena u cetiri
reznja, a donja je duza i ispupCena. Plodovi su oraSice, jajaste i mrke. Koren se razvija iz
primarnog klicinog korenka, a sa njega slabiji bocni korenovi. Cela biljka ima prijatan i

aromatican miris (Janci¢, 2004).
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Slika 1. Stablo sa listovima Slika 2. Cvast na vrhu stabljike

Sinonimi za bosiljak su: bazilek, bazulek, baselak, basiljak, basilje, baSelak, bosilak,
bosilek, krupan bosiljak, bosilje, bazilek, bosiljak sarmas, mirtela, vesloden, misloden,

fosliden i dr. (Tucakov, 1990).
2.1.1. Morfoloske karakteristike roda Ocimum

Rod Ocimum karakterisu velike razlike u morfologiji i hemotipu. Vise od 50 biljnih
vrsta i Zbunova u tropskom i suptropskom regionu Azije, Afrike, Severne i Centralne
Amerike pripada rodu Ocimum. Glavno mesto raznovrsnosti ove biljne vrste je Afrika (Paton,
1992). Morfoloska raznolikost u okviru roda Ocimum ogleda se u obliku i veli¢ini lista,
veli¢ini biljke 1 pigmentaciji. Geografsko podru¢je, klima i nacin uzgajanja 0Sim na
morfologiju, uti¢e na aromu bosiljka koja moze biti voéna, na limun, anis, kamfor i cimet.
Taksonomiju bosiljka dodatno komplikuje postojanje brojnih biljnih vrsta i hemotipova u
okviru iste vrste, koje se ne razlikuju znacajno u morfologiji. Hemotaksonomsku klasifikaciju
sorti bosiljka dao je Darrah (1980) koji je O. basilicum klasifikovao u sedam grupa:

1. visoki i sitno listni bosiljak sa slatkom aromom,

2. Ssiroko listni, robusni bosiljak (nalik na zelenu salatu), naziva se 1 ,,italijanski” bosiljak,
3. patuljasti tip, sa kratkim i malim listovima, tvz. ,,zbunasti” bosiljak,

4. kompaktni tip, opisan kao O. basilicum var. thyrsiflora, koji se cesto naziva

»tajlandski” bosiljak,

o

purpurni bosiljak sa tradicionalnom slatkom aromom,
6. ljubicasti bosiljak ,,Dark Opal”, moguéi hibrid izmedu O. basilicum i O. forskolei,

mirisa na karanfili¢ i
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7. Citriodorum tip, sa aromom limuna.
Vecina komercijalnih sorti bosiljka na trzistu pripadaju vrsti O. basilicum. Na slici 3

su dati predstavnici pojedinih navedenih tipova bosiljka.

Slika 3. Predstavnici Ocimum basilicum L.: a) O. basilicum var. thyrsiflora, ,,tajlandski”
b) ,.italijanski”, ¢) ,,zbunasti”, d) ,,Dark Opal” i €) purpurni bosiljak.

Najmanje 150 vrsta roda Ocimum se uzgaja u Aziji, Evropi i Severnoj Americi, medu

kojima su najznacajniji:

— Ocimum canum L., — Ocumum americanum L.,
— Ocimum gratissimum L., — Ocimum santum L.,
— Ocimum citriodorum L., — Ocimum klimandscharicum L.

Bosiljak je tipi¢na zacinska biljka mediteranskog podneblja poznata po aromi i lepoti
listova koji mogu biti sitni ili krupniji, svetlo ili tamno zeleni, crvenosmedi ili tamno

ljubicasti.
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2.2. HEMIJSKI SASTAV

Prema svom hemijskom sastavu bosiljak pripada aromati¢nim biljkama ¢iji se kvalitet
ceni prema sadrzaju etarskog ulja kojeg u herbi ima 0,5 - 0,8% (Tucakov, 1990). Etarsko ulje
sadrzi oko 30 karakteristicnih komponenata, terpene (monoterpeni i seskviterpeni, kao i
njihovi oksidovani derivati) i fenolna jedinjenja. Dominantne komponente etarskog ulja su
prvenstveno fenolna jedinjenja: metilhavikol (estragol), linalool, eugenol, metileugenol i
metilcinamat. Postoji znacajna razlika u sadrzaju i hemijskom sastavu etarskog ulja zavisno
od vrste i podneblja na kome se uzgaja bosiljak (tabela 2). Takode, postoji ogromna varijacija
u sadrZaju komponenata u etarskom ulju. Na osnovu vise od 200 analiza etarskih ulja bosiljka
Lawrence (1988) je utvrdio 4 hemotipa etarskog ulja: metilhavikolski, linaloolski,
metileugenolski, metilcinamatni, kao i brojne subtipove. Novija istrazivanja hemijskog
sastava etarskog ulja bosiljka na Tajlandu (Pripdeevech i sar., 2010), Kolumbiji (Vina i
Murillo, 2003) i Indiji (Jirovetz i sar., 2003) pokazuju bitne razlike u hemijskom sastavu

etarskih ulja dobijenih iz O. basilicum, O. americanum, O. gratissimum i O. sanctum.

Tabela 2. Hemotaksonomska klasifikacija O. basilicum na osnovu geografskog porekla

Francuska, Italija, Egipat,

Evropski linalool, metilhavikol Madarska, Juzna Afrika, SAD
Reunion metilhavikol Ostrvo Komoro, Tajland,
Vijetnam, SejSeli, Madagaskar
Tropski metilcinamat Bugarska, Indl_Ja, Gvatemala,
Pakistan
Indonezija, Severna Afrika,
Java eugenol )
Rusuja

Hemotipovi bosiljka su poznati i po geografskom poreklu kao egipatski, francuski,
evropski ili reunion. Evropski hemotip bosiljka poseduje najkvalitetniju aromu i kao glavne
komponente sadrzi linalool i metilhavikol, a u manjoj meri 1,8-cineol, a-pinen, B-pinen,
mircen, terpinolen, kamfor, terpinen-4-ol, a-terpineol, eugenol i seskviterpene (Guenther
1949; Simon i sar., 1990). Egipatski bosiljak je veoma slican Evropskom, ali sadrzi veci
procenat metilhavikola (Fleischer 1981). Nasuprot tome, bosiljak sa ostrva Komoro sadrzi
malo ili nimalo linaloola, sa oS$trijim zacinskim mirisom, veoma visokim sadrZzajem
metilhavikola i manjim sadrzajem 1,8-cineola, borneola, kamfora i eugenola (Lawrence i sar.,

1972; Simon i sar., 1984). Bosiljak iz Bugarske, Indije, Gvatemale i Pakistana (Marotti i sar.,
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1996) sadrzi veliki procenat metilcinamata, dok je bosiljak iz Rusije, Jave i Severne Afrike sa
visokim sadrzajem eugenola.
U tabeli 3 je prikazan hemijski sastav etarskog ulja dobijenog hidrodestilacijom

razli¢itih varijeteta O. basilicum L. sa razli¢itog geografskog podruéja (Suppakul i sar., 2003).

Tabela 3. Hemijski sastav etarskog ulja O. bacilicum L.

Benin Yayi i sar., 2001
,,metilhavikol“ metilhavikol (>65)

»metilhavikol-linalool* metilhavikol (55), linalool (20-30)

,linalool-eugenol“ linalool (42-45), eugenol (15),

sa ili bez trans-a-bergamotena (6-15)

Brazil Vieira and Simon, 2000

,,linalool* linalool (49,73)

,,1,8-cineol* 1,8-cineol (22)

,,metilhavikol* metilhavikol (47)

,metilcinamat® metilcinamat (65,5)

Kamerun linalool (50,8), eugenol (13,5), limonen (10,4), Zollo i sar., 1998
1,8-cineol (3,1)

Kuba metilhavikol (66,75), 1,8-cineol (5,44), linalool (4,95), Pino i sar., 1993
a-bisabolen (3,60), a-bergamoten (2,96)

Nemacka metilhavikol (86,1) Baratta i sar., 1998

Italija Marotti i sar., 1996

,,linalool* linalool (70), 1,8-cineol (13)

»linalool-metilhavikol* linalool (41-60), metilhavikol (18-41), 1,8-cineol (2-6)

,linalool-eugenol* linalool (61-76), eugenol (4), 1,8-cineol (1-11)

»eugenol®, nizak linalool  eugenol (2,22-3,89), linalool (60,76-64,14)
»eugenol®, visok linalool  eugenol (1,99), linalool (69,06-76,20)

Mongolija metilhavikol (52), linalool (23,8), t-kadinol (4,4) Shartar and Altantsetseg, 2000
Gvineja linalool (69), eugenol (10), a-bergamoten (3), timol (2) Keita i sar., 2000
Somalija dihidrotageton (>80) Ruberto i sar., 1991
Tajland metilhavikol i a-humulen (88,2) Lawrence i sar., 1972
Reunion metilhavikol (84-89) Sanda i sar., 1998
Evropa linalool (41), metilhavikol (22),

Turska linalool (17-24), metil-(E)-cinamat (12-16), 1,8-cineol Ozek i sar., 1995

(7-13), t-kadinol (5-7)
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Etarska ulja su smese isparljivih, lipofilnih sastojaka, koje se sintetiSu i lokalizuju u
specijalnim sekretornim strukturama biljaka. Mogu biti lokalizovane endogeno (uljne celije,
sekretorne Supljine i sekretorni kanali) i egzogeno (Zlezdane dlake i osmofore). Etarska ulja
kao ,,sekundarni metaboliti su veoma vazni za opstanak biljke, sluze kao ,,biljni feromoni* za
privlacenje polinatora i odbijanje Stetnih insekata, odbijanje grabljivica i stite biljku od
mikroorganizama i bolesti.

Etarsko ulje bosiljka je Zute do naradzaste boje, sa prijatnim, slatkim mirisom koji
pripada srednjoj mirisnoj noti za koje je karakteristi¢éno da je umereno isparljiva. Umiruje ili
stimuli$e varenje, smanjuju napetost, odli¢an je antiseptik za gornje respiratorne organe. Zbog
svoje arome, etarsko ulje bosiljka je izuzetno cenjeno u parfimerijskoj industriji. Na svetskom
trziStu nalazi se nekoliko tipova etarskih ulja bosiljka koji se razlikuju po hemijskom sastavu

(hemotipu), kompoziciji i mirisu.

2.2.1. Monoterpeni

Linalool je tercijarni monoterpenski alkohol, izomeran geraniolu. Nalazi se u etarskim uljima
ruze, narandze, lavande, bosiljka, korijandera i dr. Cist linalool mirise na durdevak. Linalool
je jedan od najvaznijih monoterpena u kozmetickoj industriji, jer se Kkoristi u proizvodnji
sapuna i deterdzenata. U etarskom ulju bosiljka moze biti zastupljen u velikom procentu (45 -

65%), i ima antimikrobnu aktivnost.

OH
N CHZOH

Linalool Geraniol

Slika 4. Strukturna formula linaloola i geraniola (C1oH150)

U prirodi linalool se nalazi u dva stereoizomerne forme: likareol (R)-(-)-linalool i koriandrol
(S)-(+)-linalool. U etarskom ulju bosiljka prisutan je enantiomer (R)-linalool koji obezbeduje

drvenasto kamfornu notu, dok se (L)-oblik karakteriSe slatko-cvetnom mirisnom notom.
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Geraniol je monoterpenski alkohol, bezbojno ili bledozuto ulje, nerastvorno u vodi, a
rastvorljivo u veéini organskih rastvaraca. Mirisa je na ruzu i ¢esto se upotrebljava u industriji
parfema. Geraniol i nerol su dva cis-trans (Z, E) izomerna nezasi¢ena alkohola. U etarskom

ulju bosiljka nalazi se u manjem procentu.

Limonen je cikli¢ni terpen. To je bezbojna tecnost na sobnoj temperaturi, sa izuzetno jakim
mirisom pomorandZe. Limonen ima jedan asimetri¢ni centar, a u prirodi se javlja kako u
obliku enantiomera, tako i u obliku racemata. U etarskom ulju bosiljka nalazi se u malom

procentu.

a-Terpineol je nezasi¢eni monocikli¢ni alkohol. Slabo obojena te¢nost, mirisa na ljiljan.
Dominantna komponenta je u borovom ulju. Javlja se u obliku tri izomera (o, i y), pri ¢emu
je a-terpineol najzastupljeniji. Rastvara se u organskim rastvara¢ima, ali ne i u vodi.
Upotrebljava se u medicini, parfimeriji, kozmeti¢koj industriji, a kao antioksidant u

prehrambenoj industiji.

OH

Limonen a-Terpineol Terpinen-4-ol 1,8-Cineol

Slika 5. Strukturne formule komponenata etarskog ulja bosiljka

Terpinen-4-ol pripada grupi nezasi¢enih monocikli¢nih alkohola. Bezbojna ili slabo Zuto

obojena te¢nost. Pokazuje antioksidativno dejstvo i koristi se kao antiseptik.

1,8-Cineol je bezbojna te¢nost. Monoterpen ciklicne etarske strukture. Pored glavnih
komponenti dosta je zastupljen u etarskom ulju bosiljka. Ima veliki broj sinonima, a
najpoznatiji je eukaliptol, jer je on dominantna komponenta u etarskom ulju eukaliptusa.
Miris je sli¢an kamforu, izaziva rashaladujuéi osecaj u ustima. Zbog prijatnog mirisa koristi se

u parfimerijskoj industriji i farmaceutskim proizvodima. Koristi se i kao snazan insekticid.
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2.2.2. Fenilpropani

Eugenol (C1oH120,) je derivat fenil propanoida. Udeo eugenola u etarskom ulju bosiljka se
kre¢e od 8 do 10%. To je zuta, masna tecnost, izolovana iz mnogih etarskih ulja. Delimi¢no je
rastvoran u vodi, a potpuno je rastvorljiv u organskim rastvara¢ima. Ima prijatnu, ljutkastu
aromu, nalik karanfilicu, koji uti¢e na prijatnu arome ¢itave biljke i etarskog ulja.

Koristi se u preparatima za privlaCenje insekata, deluje kao UV-absorbens, analgetik,
antiseptik, antioksidant i kao stabilizator za plastiku i gumu. Eksperimentalna istraZivanja
pokazala su da eugenol deluje i kao anestetik, miorelaksant, tj. poseduje antikonvulzivno
dejstvo (Dallmeier i Carlini, 1981). Primenjuje se u parfimeriji, a u farmaceutskoj industriji

kao korigens ukusa.

OCH3
OH OCH3g

Eugenol metil-havikol

Slika 6. Strukturne formule eugenola i metil-havikola

Metil-havikol (estragol) je prirodna organska komponenta. To je bezbojna do bledo Zuta
teCnost. U etarskom ulju bosiljka sadrzaj varira od 23 do 88%. Ispitivanjem na
eksperimentalnim Zivotinjama potvrdeno je da estragol ima kancerogeno 1 teratogeno dejstvo,

dok kod ljudi trenutno ne postoje dokazi za kancerogeno dejstvo.

2.2.3 Seskviterpeni

B-Elemen sastoji se od tri izoprenske jedinice. Postoji 4 izomera elemena (a, B, y i 6) Koji
doprinose cvetnoj aromi nekih biljka. Nalazi se u celeru, menti i drugim lekovitim biljkama.
Posebnu paznju naucne javnosti B-elemen privlaci zbog svog antikancerogenog dejstva na
vecinu tumorskih ¢elija.

a-Humulen (a-kariofilen) je glavni sastojak etarskog ulja hmelja.

10
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B YN

B-Elemen a-Humulen Germakren D
Slika 7. Strukturne formule komponenata etarskog ulja bosiljka

Germakren D je lako isparljivo organsko jedinjenje koje se nalazi u veéini biljaka. Ispoljava
antimikrobno i insekticidno svojsvo.
y-Kadinen i d-kadinen pripadaju grupi bicikli¢cnih seskviterpena. To su izomeri koji su

prisutni u velikom broju etarskih ulja i aromati¢nim biljnim vrstama.

H

H

H

v-Kadinen o-Kadinen B-Selinen
Slika 8. Strukturne formule komponenata etasrkog ulja bosiljka

B-Selinen je bicikli¢ni seskviterpen koji pripada grupi eudesmana. lzolovan je iz etarskog ulja

celera.

2.2.4. Fenolna jedinjenja

Fenolna jedinjenja predstavljaju Siroko rasprostranjenu grupu heterogenih jedinjenja i
jednu od najvaznijuh klasa prirodnih antioksidanata. To su supstance koje se sastoje od
jednog ili viSe aromati¢nih prstenova sa jednom ili vise hidroksilnih grupa, pa se mogu
svrstati u sledece klase jedinjenja: fenolne Kiseline, flavonoide, stilbene, kumarine i tanine
(Liu, 2004). Vecina ovih jedinjenja se u biljkama nalazi u konjugovanim oblicima, najcesce
su vezani za SeCernu komponentu (glukoza, ramnoza, ksiloza, galaktoza, arabinoza) preko
jedne ili vise fenolnih grupa, pa su iz tog razloga rastvorna u vodi. Aglikonska komponenta je

odgovorna za biolosku aktivnost.

11
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U biljnim organizmima polifenolna jedinjenja obavljaju niz funkcija: deluju kao
antimikrobni agensi, antioksidanti, fotoreceptori, atraktanti insekata vaznih za opraSivanje,
repelenti za herbivore ili kao zastita biljnih tkiva od prekomernog UV-zra¢enja (Heim i sar.,
2002). Kao prirodni izvori polifenolnih jedinjenja najznacajniji su za¢insko i lekovito bilje,
medutim, izvori mogu biti i zitarice, seme uljarica, voce, povrée i mikrobioloski produkti
(Naczk i Shahidi, 2006).

Polifenolna jedinjenja se smatraju vode¢im jedinjenjima sa antioksidativnim
delovanjem. Deluju kao redukujuéi agensi, skevindZeri singletnog Kiseonika, antioksidanti
donori vodonika, i imaju sposobnost heliranja metala.

Od polifenolnih jedinjenja koja su zastupljena u O. basilicum izdvajaju se fenolne

kiseline i flavonoidi.

Fenolne kiseline

Fenolne kiseline obuhvataju hidroksi i druge funkcionalne derivate benzoeve kiseline
(Ce-Cy) i cimetne kiseline (Cg-C3) (Rice-Evans i Packer, 2003) (slika 9). Ova jedinjenja
ucestvuju u rekceiji otpustanja vodonikovog atoma i reakcijama ,,hvatanju* slobodnih radikala.
Cuvelier i saradnici (1992) potvrdili su da su polifenolne kiseline efikasniji antioksidanti od
monofenolnih. Antioksidativnost raste sa povecanjem broja hidroksilnih grupa, pa derivati
dihidroksibenzoeve kiseline imaju veéu antioksidativnu aktivnost u odnosu na derivate
hidroksibenzoeve kiseline. Monohidroksibenzoeve kiseline sa hidroksilnom grupom u orto i
para polozaju imaju znacajnije manju antioksidativnu aktivnost u odnosu na hidroksilnu
grupu u meta polozaju. Utvrdeno je da je za antioksidativho dejstvo fenolnih kiselina
znacajno prisustvo kateholne jedinice. Galna kiselina kao 3,4,5-trihidroksibenzoeva kiselina,
ima jace antioksidativno delovanje od derivata dihidroksibenzoeve kiseline, $to je u skladu sa

prethodnom tvrdnjom.

a) o o Supstituenti
Derivati benzoeve kiseline

R R, Rs

R1 Benzoeva kiselina H H H
p-Hidroksibenzoeva kiselina H OH
Ro COCH Protokatehinska H OH OH
Vanilinska CH; OH H
R3 Siringinska CH; OH  CH;s
Galna OH OH OH

12
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o o Supstituenti
b) Derivati cimetne kiseline

R1 R2 Rs

R1 Cimetna kiselina H H H
p-Kumarinska kiselina H OH
R2 CH=CH—COOH “Kafena kiselina OH OH
Ferulna kiselina CH; OH

R3 Sinapinska kiselina CH; OH CH,

Slika 9. Struktura fenolnih kiselina: a) derivati benzoeve kiseline i b) derivati cimetne kiseline

0
HO : OH © 0
o]

@) X OH HO OH
O HO OH
a) b)
OH
o O ,OH//._/,L\Y, OH
i g
AN o -
J
HO™ Y
OH
c)

Slika 10. Strukture fenolnih kiselina: a) kaftarinska, b) cikori i ¢) rozmarinska kiselina

Najcesce prisutne fenolne kiseline koje su izolovane iz O. basilicum su cimetna
kiselina, kafena, vanilinska, hidroksibenzoeva kiselina, ferulna, sinapinska, kaftarinska, cikori
i rozmarinska kiselina (Lee i Scagel, 2009, Jayasinghe i sar., 2003). Najzastupljenija kiselina
u svim ispitivanim uzorcima bosiljka bila je rozmarinska kiselina (slika 10). Kaftarinska
kiselina predstavlja estar kafene i vinske kiseline. Nalazi se u grozdu i smatra se da utice na
zutu boju grozda i vina. Cikori kiselina se sastoji od dva molekula kafene Kkiseline
esterifikovane vinskom kiselinom. Predstavlja dominatnu fenolnu kiselinu izolovanu iz biljke
Echinacea purpurea (Molgaard i sar., 2003), stimuliSe fagocitozu, §titi kolagen od dejstva
slobodnih radikala i inhibira HIV virus. Znacajne koli¢ine ove kiseline nalaze se jo§ u
mati¢njaku, bosiljku, maslacku i akvaticnim biljkama (alge i morska trava). Rozmarinska
kiselina predstavlja estar kafene kiseline i 3,4-dihidroksifenil-2"-hidroksipropanske kiseline.
Prisutna je u vecini biljaka familije Lamiaceae, u ruzmarinu, origanu, zalfiji, timijanu i menti.

Ima snazno antioksidativno, antimikrobno, antivirusno i antiinflamatorno dejstvo. Na razlike
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u sadrzajima fenolnih kiselina utice varijetet, uslovi okline, tip zemljista i klimatski uslovi

(Javanmardi i sar., 2002).

Flavonoidi

Flavonoidi su najveca grupa fenolnih jedinjenja, oko polovine fenolnih jedinjenja koja
se javlja kod biljaka su flavonoidi (Harborne i sar., 1999). Osnovni strukturni skelet
flavonoida sacinjava 15 atoma ugljenika u osnovnoj strukturi (Cg-C3-Cg), 0d Kkojih devet
pripada benzopiranskom prstenu (benzenski prsten A kondenzovan sa piranskim prstenom C).

Preostalih Sest ugljenikovih atoma ¢ine benzenski prsten B (slika 11).

Slika 11. Osnovna struktura flavonoida

Na osnovu supstitucionog profila heterocikli¢nog prstena i pozicije aromati¢nog
prstena B razlikuje se dvanaest podgrupa flavonoida. Sekundarni (B) prsten moze da bude u
polozaju 2 (flavoni, flavonoli, flavononi, dihidroflavoni, katehini, flavani i antocijanidini), 3
(izoflavonoidi) ili 4 (neoflavoni). U nekoliko sluéajeva, Sesto¢lani heterocikli¢ni prsten se
javlja u otvorenoj izomernoj formi (halkoni i dihidrohalkoni) ili je zamenjen peto¢lanim
prstenom (auroni).

U prirodi se najées¢e javljaju jedinjenja sa hidroksilnim grupama u B-3" i B-4°
poloZzaju, i nesto manje sa jednom hidroksilnom grupom u polozaju B-4". Vecina flavonoida u
prirodi se javlja u konjugovanoj formi, vezana za SeCernu komponentu (O-glikozidi, a rede
C-glikozidi). Kao Secerna komponenta najéeS¢e je prisutna glukoza, a rede galaktoza,
ramnoza i ksiloza (Herrmann, 1989).

Najrasprostranjeniji od svih flavonoida su flavonoli, koji imaju od 200-300 poznatih
aglikona, i flavoni. Kvercetin, kamferol i mircetin su najzastupljeniji flavonoli, a od flavona
luteolin i apigenin. Poznato je vise od stotinu glikozida kvercetina.

Raznovrsnost i veliki broj struktura flavonoida rezultat su brojnih modifikacija

njihovih osnovnih struktura, kao S$to su: hidroksilacije, O-metilacije hidroksilnih grupa,
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dimerizacije, vezivanje neorganskog sulfata, i najvaznije, glikolizacije hidroksilnih grupa
(nastajanje O-glikozida) ili flavonoidnog jezgra (nastajanje C-glikozida).

Zbog svoje strukture flavonoidi su snazni prirodni antioksidanti i svoju aktivnost
mogu da ispolje na vise nacina. Dovode do prekidanja slobodno-radikalskih reakcija, pri
¢emu predaju vodonikov atom radikalima i sami prelaze u slobodni radikal, koji se stabilizuje
putem rezonantnih struktura. Antioksidativne osobine pokazuju i tako S$to inhibiSu enzime
odgovorne za produkciju superoksid anjona, heliranjem metala koji su ukljuceni u reakcije

nastanka slobodnih radikala i prevencijom peroksidacije (Buhler i Miranda, 2000).

Flavoni
L Supstituenti
Jedinjenje
Rl R2 R3 R4 R5
Luteolin H H H OH H
Apigenin H H H H H
Nevadensin OCH; H OCH; H CH;
Salvigenin OCH; CH; H H CH;
Flavonoli
o Supstituenti
Jedinjenje
R, R, R,
Kamferol OH H H
Kvercetin OH OH H
Mircetin OH OH OH

Slika 12. Hemijska struktura biljnih flavonoida

Flavonoidi koji su izolovani iz O. basilicum pripadaju podgrupi flavona i flavonola
(slika 12). Istrazivanja koja su vrsili Grayer i saradnici (2002) pokazala su da su dominatne
komponente iz grupe flavonola, kvercetin 3-O-rutinozid i kvercetin 3-O-glikozid. Kao prateci
flavoni prisutni su: vicenin-2, luteolin 5-O-glukozid, luteolin 7-O-glukozid, apigenin 7-O-

glukozid i kamferol 3-O-malonilglukozid. Uporedivanjem izolovanih flavonoida iz razlicitih
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vrsta Ocimum (O. americanum, O. citriodorum, O. minimum i O. basilicum), Vieira i
saradnici (2003) i Grayer i saradnici (2004) uvrdili su da se hemijski sastav flavonoida

razlikuje kvalitativno i kvantitativno u zavisnosti od genotipa bosiljka.
Antocijani
Antocijani su glikozidi antocijanidina, flavonoida koji su zaduZeni za crvenu,

ljubicastu i1 plavu boju voca i povréa. Nalaze se i u drugim delovima biljaka (list i cvet).

Osnovna struktura antocijana je 2-fenilbenzopirijum ili flavilijum katjon (slika 13).

o Supstituenti

Jedinjenje

Ry R, Rs
Pelargonidin H OH H
Cijanidin OH OH H
Delfinidin OH OH OH
Peonidin OCHs4 OH H
Petunidin OCHjs OH OH

Slika 13. Osnovna struktura antocijana

Svi antocijani imaju hidroksilnu grupu u polozaju 3 C prstena, dok se ostali
supstituenti (hidroksilna ili metoksi grupa) nalaze u polozajima 517 A prstena, 13,4 i5 B
prstena. Na osnovu broja i polozaja hidroksilnih grupa u B prstenu razlikuju se tri osnovna
jedinjenja antocijanidina: pelargonidin, cijanidin i delfinidin, a metilovanjem hidroksilnih
grupa nastaju: peonidin, petunidin i malvidin. Sve je vei interes za izolovanje i upotrebu
antocijana, ne samo zbog toga Sto predstavljaju prirodne boje koje mogu zameniti sinteticke,
ve¢ 1 zbog njihovih bioaktivnih osobina. Varijeteti bosiljka (,,Dark Opal*“ i O. basilicum var.
purpurescens) sa purpurnim pigmentima predstavljaju znacajan izvor antocijana (Simon i sar.,
1999). Iz purpurnih listova ovih varijeteta izolovano je 11 antocijana sa cijanidin aglikonskom
osnovom i 3 antocijana koji pripadaju peonidinu (Phippen i Simon, 1998).

U tabeli 4 dat je uporedni prikaz sadrzaja antocijana u O. basilicum ,,Purple Ruffles* i
drugih biljaka (Simon i sar., 1999).
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Tabela 4. Sadrzaj antocijana u biljkama

Grozde (Vitis labrusca ,,Concord*) pokozica 252+29 16
Purpurni bosiljak (Ocimum basilicum

_Purple Ruffles) list 18,8 £ 0,7 14
Perila (Perilla frutescens ,,Crispa®) list 18,1+0,6 6
Sljiva (Prunus domestica L. ,,Stanley*) pokozica 15,9+ 2,1 2
Purpurna zalfija (Salvia officinalis ,,Purpurea“) list 78+1,0 5
Ljubicasti kupus (Brassica oleracea ,,Cardinal ) list 78+14 6
Malina (Rubus idaeus ,,Heritage*) plod 1,0+0,7 2

2.2.5. Ostala jedinjenja

Bosiljak sadrzi i vitamine B, Bg i C, karoten i gorke materije (tabela 5). U herbi su
prisutni i heterozidi, fenilkarbonske Kkiseline i njihovi derivati. U vefem procentu su
zastupljeni i tanini, masne materije, proteini i ugljeni hidrati. On je dobar izvor magnezijuma
koji podsti¢e ocuvanje kardiovaskularnog sistema, osnazuje sré¢ani misi¢ i deluje preventivno
protiv infarkta.

Tabela 5. Sadrzaj nutritivnih elemenata u 100 g svezeg bosiljka

Masti 0,64 g
Proteini 3,159
Voda 92,06 g
Vitamin A 264 ug
[-karoten 3142 ng
Tiamin (Vit. By) 0,034 mg
Riboflavin (Vit. By) 0,076 mg
Niacin (Vit. Bs) 0,902 mg
Pantotenska kiselina (Vit Bs) 0,209 mg
Vitamin Bg 0,155 mg
Vitamin By 68 ug
Holin 11,4 mg
Vitamin C 18,0 mg
Vitamin E 0,80 mg
Vitamin K 414,8 ng
Ca 177 mg
Fe 3,17 mg
Mg 64 mg
P 56 mg
K 295 mg
Na 4 mg
Zn 0,81 mg
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2.3. DEJSTVO | UPOTREBA

Ve¢ nekoliko hiljada godina ljudi Sirom planete koriste lekovitost bosiljka. Ova
prijatna i aromati¢na biljka spada u omiljenu biljnu vrstu kod nas. NajCesc¢e se koristi kao
zacCinska biljka koja jelu daje karakteristi¢an miris i ukus. Odli¢na je zamena za so, pa nacin
ishrane u kojem se umesto soli koristi zacinsko bilje deluje i na snizavanje visokog krvnog
pritiska. Osim §to poboljSava ukus 1 obogacuje miris mnogih jela, bosiljak svojim sastojcima
povoljno uti¢e na zdravlje organizma.

U obliku cajeva najéesce se primenjuje kod leCenja upala (Zeluca, creva), kod kaslja,
pocetnih stanja tuberkuloze i kod bolesti mokraénih organa, gde pojacava mokrenje i tako
ispoljava svoje uroantisepti¢éno dejstvo. Primena ¢aja od bosiljka pokazuje i povoljno
antitrombocitno dejstvo, pa je upotreba ovog ¢aja povoljna u prevenciji kardiovaskularnih
oboljenja.

Etarsko ulje se koristi u aromaterapiji, jer svojim aromati¢nim mirisom povoljno
deluje na nervni sistem: smiruje nervnu napetost, migrene, poboljsava paméenje, otklanja
mentalni umor i nesanicu. Osim toga, etarsko ulje (Basilici aetheroleum) ima antisepti¢no,
uroantisepti¢no, antimikrobno (Nebedum i sar., 2009, Nguefack i sar., 2004), antivirusno
(Sanchez i sar., 2010) i antiinflamatorno delovanje. Deluje i kao blagi karminativ, holagog i
sekretagog. Etarsko ulje ove biljke se koristi za aromatizaciju farmaceutskih proizvoda, a u
parfimerijskoj industriji za izradu parfema i1 kozmetickih proizvoda. Odli¢no je sredstvo
protiv akni.

Etarsko ulje pokazuje insekticidno (Keita i sar., 2000, Umerie i sar., 1998) i
fungicidno (Rai i sar., 1999) delovanje, a sama biljka, kao i etarsko ulje, poznati su kao dobar
repelent od komaraca (Nour i sar., 2009, Erler i sar., 2006).

Etarsko ulje (Kelm i sar., 2000, Pripdeevech i sar., 2010) i ekstrakti bosiljka
(ekstrahovani organskim rastvara¢ima i ugljendioksidom u superkriticnom stanju) pokazuju
snazna antioksidativna delovanja (Leal i sar., 2008, 2006, Yun i sar., 2003). Jedan od
antioksidanasa iz bosiljka je i B-karoten, koji se u organizmu pretvara u vitamin A, spreava
oksidaciju holesterola u krvotoku i na taj nacin stiti srce i krvne sudove.

Takode, postoje podaci da nekoliko varijeteta bosiljka ima snazno protivupalno
dejstvo kod artritisa. UnoSenje koncentrovanog ekstrakta dve vrste bosiljka — O. americanum
I O. tenuiflorum u velikom procentu smanjuje oticanje zglobova. Novija istrazivanja vezana
su za hipoglikemijsko i hipolipidemijsko delovanje vodenog rastvora bosiljka vrste O.

sanctum i O. basilicum (Zeggwagh i sar., 2007, Volpato i sar., 2002). Delovanje se zasniva na
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inhibiciji enzima B-glukozidaze ¢ime se sprecava razgradnja skroba i saharoze, a sSamim tim i

apsorpcija glukoze, sto rezultuje smanjenjem nivoa Secera u krvi (Wongsa i sar., 2012).

Ispitivanje etarskog ulja O. Basilicum pokazuje da visok sadrzaj eugenola inhibira agregaciju

plocastih ¢elija u krvi (Tagnolini i sar., 2006), §to svrstava bosiljak u prirodne antikoagulanse.
Bosiljak je izmedu ostalog dobar izvor vitamina Bg i magnezijuma. Vitamin Bg

spreCava nakupljanje potencijalno opasnog homocisteina, koji je

proizvod prirodnog celijskog metabolizma, moze ostetiti celije Rt e

krvnih sudova ukoliko se brzo ne pretvori u neSkodljivu supstancu.

Magnezijum obezbeduje zdravlje kardiovaskularnog sistema

pomazuc¢i opusStanje misi¢a i krvnih sudova. Na taj nacin podstice

protok krvi i smanjuje rizik od nepravilnog sréanog ritma.

Seme bosiljka (slika 14) se moze koristiti kao izvor

polisaharida (Razavi i sar., 2009). Slika 14. Seme bosiljka

2.4. EKSTRAKCIJA FLUIDIMA U SUPERKRITICNOM STANJU

Superkriti¢na ekstrakcija (eng. Supercritical Fluid Extraction — SFE) se najcesce
upotrebljava kao preparativna metoda za dobijanje razli¢itih supstanci iz prirodnih proizvoda
(Bevan i sar., 1994). Ova tehnologija je prvo pocela da se razvija u Nemackoj (1979. godine)
i dozivela industrijsku primenu u prehrambenoj industriji (ekstrakcija kofeina iz zrna kafe i
Caja, ekstrakcija hmelja). Naj¢eS¢e se primenjuje u oblastima dobijanja prirodnih proizvoda
(aroma, prirodnih boja, masti i ulja). Dalji razvoj se odnosi na ekstrakciju biljnog materijala
za potrebe farmaceutske i kozmetic¢ke industrije.

Superkriti¢éna ekstrakcija je postupak ekstrakcije fluidom koji se nalazi u
superkriti¢cnom stanju, na temperaturi iznad svoje kritiéne temperature (Tc) i na pritisku iznad
svog kritiénog pritiska (Pc). Superkriticni fluid nema definisano stanje, ve¢ se njegove
fizi¢ko-hemijske karakteristike nalaze izmedu karakteristika tecnosti i gasova (slika 15). Ovaj
nacin ekstrakcije je naroCito efikasan za izolaciju supstanci srednjih molekulskih masa i
relativno male polarnosti. Rastvorljivost polarnijih supstanci se moze poboljsati dodatkom

polarnih rastvaraca (kosolvenata, modifikatora ili entrejnera) superkriticnom fluidu u malim
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udelima (5 - 20%). U prehrambenoj industriji etanol i voda su najc¢esce koris¢eni kosolventi

za ekstrakciju polarnih komponenti (Skala i sar., 2002).

P(I‘&Pa)‘r

SUPERKRITIENO

KRITICNA TACKA
CVRSTO

GAS

TROJNA TACKA

>

-785 -56,7 31 T(°C)

Slika 15. Fazni dijagram (pritisak — temperatura) za ugljendioksid

Izbor odgovarajuceg ekstragensa zavisi od fizicko-hemijskih karakteristika fluida koji

se mogu koristiti za ekstrakciju u superkriticnom stanju (tabela 6), a koji ujedno odreduje i

konstrukcione karakteristike tehnologije, odnosno samog uredaja za ovu vrstu ekstrakcije

(Sovova i sar., 2011).

Tabela 6. Kriti¢ne tacke fluida koji se koriste za superkriti¢énu ekstrakciju

etilen
ugljendioksid
etan

azot oksid
propilen
propan
amonijak
dietiletar
metanol
etanol
voda

9,3 50,4 218
31,3 73,8 468
32,3 48,8 203
36,7 72,7 470
91,9 46,2 233
96,7 42,5 217
132,5 112,8 235
194 36,4 265

239,6 80,9 272
240,9 61,4 276
374,2 220,5 322
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Najcesce koriséeni fluid je ugljendioksid zbog svojih povoljnih fizicko-hemijskih
karakteristika:

» kriti¢na temperatura (31,1°C), koja je neSto iznad sobne temperature, se veoma lako
postize, dok je kriti¢ni pritisak (73,8 bar) relativno nizak;

> lako je isparljiv na niskim temperaturama, pa se lako izdvaja iz ekstrakta;

» ovim postupkom se dobijaju Cisti ekstrakti bez tragova rastvaraca;

> velika selektivnost ekstragensa postize se variranjem parametara procesa (pritisak,
temperatura, protok) ¢ime se moze postici frakcionisanje;

» netoksican je i hemijski inertan, bez mirisa;

> lako je dostupan, relativno jeftin.

Prelaz ugljendioksida u superkriticno stanje prikazan je na slici 16. Ispod Kriti¢nih
parametara, temperature i1 pritiska, ugljendioksid postoji u dve faze (tecnoj i gasovitoj).
Povecanjem temperature vidljivost granice izmedu faza se smanjuje jer gustina tecne i
gasovite faze postaje sve sli¢nija. Kada je postignuta kriti¢na temperatura (31,1°C) i kriti¢ni
pritisak (73,8 bar), razlika izmedu te¢ne i gasovite faze prestaje biti uoéljiva, pa one formiraju

novu homogenu fazu — superkritiéni fluid (KnezZevi¢, 2008).

tecni CO2

superkriticni fluid

-_—

rast temperature i pritiska

Slika 16. Prelaz CO; u superkriti¢no stanje

2.4.1. Karakteristike fluida u superkriti¢cnom stanju

Fizicke osobine fluida u superkritiénom stanju nalaze se izmedu vrednosti gasovitog i
te¢nog stanja, Sto ih ¢ini pogodnim rastvara¢ima. Fluidi u superkriticnom stanju se odlikuju
velikom gustinom, bliskoj gustini teCnosti, zbog cega poseduju i veliku mo¢ rastvaranja
(tabela 7). Difuzivnost nadkriti¢nih fluida je velika i bliska gasovima, dok im je viskozitet

mali i blizak viskozitetu gasova, §to omogucava lako prodiranje u materijal i rastvaranje. Na
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slici 17 se uocava da u oblasti neposredno iznad kriti¢nog pritiska i temperature, relativno
male promene pritiska i/ili temperature dovode do znacajnih promena gustine ugljendioksida

kao ekstragensa. Osnova superkriti¢ne ekstrakcije je variranje rastvorljivosti date komponente

U rastvaracu u zavisnosti od pritiska 1 temperature. Fluidi u superkriticnom stanju imaju
znatno veéu mo¢ rastvaranja i stepen selektivnosti, a koeficijente difuzije vece ¢ak oko 100
puta od klasi¢nih te¢nih rastvaraca koji se koriste u procesu ekstrakcije. Naime, superkriti¢ni
fluidi imaju sposobnost rastvaranja kao i organski rastvaraci, ali sa boljom difuzijom, nizom

viskoznosti 1 manjim povrSinskim naponom fluida.

Tabela 7. Fizicko-hemijske karakteristike fluida
1 0,1 10°
10°-10"* 10"

Gasovito
Tecno 300 - 900
Superkriti¢ni fluid <1000 10® 103
450 :
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! ] | /
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Slika 17. Gustina CO; u funkciji pritiska i temperature u superkriti¢énoj oblasti
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pritiska i temperature tokom ekstrakcije (gustine CO,). Moze se generalno usvojiti za

Mo¢ rastvaranja CO;, kao ekstrakcionog sredstva zavisi uglavhom od primenjenog

superkriti¢ni fluid da:

komponenata iz polaznog materijala u nadkriticni fluid, izdvajanje Zeljenih komponenata iz

superkriti¢nog fluida postize se snizavanjem pritiska i/ili temperature radnog fluida.

Posto se ekstrakcija gasovima u superkriticnom stanju zasniva na prelasku isparljivih

Uopsteno, proces ekstrakcije superkriticnim fluidima odvija se u pet uzastopnih faza

» moc¢ rastvaranja superkriticnog fluida raste sa gustinom na datoj temperaturi,

» moc¢ rastvaranja superkriticnog fluida raste sa temperaturom pri datoj gustini.

(Wakao i Kaguei, 1982; Nikolovska, 2009):

superkriticnim fluidima, ekstrakt se dobija iz nasutog sloja ¢vrstog materijala u ekstraktoru.

Raznovrsni 1 mnogobrojni faktori uti¢u na proces ekstrakcije, a najznacajniji medu njima Su:

1)

2)

3)

4)

5)

U

difuzija superkriticnog fluida do povrSine cCestice kroz film
fluida koji je okruzuje;

prodiranje i difuzija superkriticnog fluida kroz spoljasnji sloj
sfernog omotaca krutog, inertnog, materijala;

kontakt superkriticnog fluida sa rastvorljivom supstancom na
povrSini neizregovanog jezgra 1 ekstrakcija rastvorljive
komponente;

difuzija rastvorljive supstance u superkriticnom fluidu kroz sloj
spoljasnjeg sfernog omotaca na spolja$nju povrsinu Cestice;
difuzija rasvorljive komponente u superkriticnom fluidu kroz

film superkriticnog fluida koji okruzuje Cesticu.

ve¢ini savremenih komercijalinih postupaka ekstrakcije prirodnih proizvoda

pritisak, temperatura i protok rastvaraca (solventa),

gustina, viskoznost, difuzivnost rastvaraca i materije koja se ekstrahuje,
interakcije izmedu molekula rastvaraca, rastvorka i1 nerastvornog dela c¢vrstog

materijala (matriksa) u kome se nalazi rastvorak, koji uti¢u na faznu ravnotezu i

koeficijente difuzije,

oblik, veli¢ina 1 raspodela veli¢ina Cestica materijala u sloju, poroznost Cestica i

poroznost sloja.
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Upotreba fluida u superkriticnom stanju za ekstrakciju nekog rastvorka uslovljena je
rastvorljivos¢u 1 faznom ravnotezom komponenata prisutnih u polaznom materijalu i
komprimovanom gasu. Rastvorak mora biti rastvorljiv u superkriticnom fluidu na umerenim
pritiscima 1 temperaturama. Promenom pritiska i temperature mogu se u Sirokom opsegu

vrednosti menjati rastvorljivost i fazna ravnoteza.

2.4.2. Prednosti i nedostaci superkriti¢ne ekstrakcije (SFE)

Superkriticna ekstrakcija (SFE) ima niz prednosti u odnosu na klasi¢nu ekstrakciju
(Lang i Wai, 2001, Luque de Castro i Jimenéz-Carmona, 2000, King, 2002, Wang i Weller,
2006, Norhuda i Jusoff, 2009, Sahena i sar., 2009):

> kontrola mo¢i rastvaranja superkriticnog fluida postize se promenom pritiska i/ili
temperature;

> razdvajanje ekstrakta od superkriticnog fluida je lako i brzo zbog moguénosti
regulisanja isparljivosti komponenata promenom pritiska i temperature;

> znatno bolje razdvajanje faza, koje nije moguce postici klasi¢nom ekstrakcijom;

> dodavanjem kosolvenata (metanola, etanola, vode i dr.) moguce je poboljsati
rastvaranje i ekstrakciju polarnih komponenata ¢ime se postize veca selektivnost
prilikom ekstrakcije;

> ekstrakcija termolabilnih komponenata sa minimalnim degradacijama, zbog rada na
niskim temperaturama;

> nema zaostajanja rastvarac¢a u dobijenom ekstraktu za razliku od upotrebe organskih
rastvaraca;

> CO; je kao ekstragens ekoloski prihvatljiv (GRAS - eng. Generally recognised as
safe), fizioloSki bezopasan, netoksic¢an, nezapaljiv i ne izaziva probleme u procesnom
inZenjerstvu;

> Za ekstrakciju superkriticnim fluidom mogu se primeniti postrojenja razlicitih
kapaciteta, od analitickih (manje od grama do nekoliko miligrama uzorka),
preparativnih (nekoliko stotina grama uzorka), poluindustrijskih (kilogram uzorka) do

velikih industrijskih postrojenja (tone sirovine).
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Nedostaci superkriticne ekstrakcije u poredenju sa drugim postupcima ekstrakcije su:

> rad na relativno visokim pritiscima;

vV V VY V

veliki utrosak energije za komprimovanje gasova;
znatni energetski troskovi za regeneraciju rastvaraca;
veliki investicioni tro§kovi za procesnu opremu |

kompleksnost samog procesa ekstrakcije.

Fluidima u superkriticnom stanju ekstrahovane su razli¢ite biljne sirovine. Ovim

postupkom mogu se dobiti etarska 1 masna ulja, aromati¢ne komponente, farmakoloski

aktivne supstance i komponente sa antioksidativnim i antibakterijskim dejstvom. U tabeli 8 je

dat pregled primene superkritiéne ekstrakcije za izolovanje razli¢itih komponenata iz

prirodnih sirovina u poslednjih desetak godina.

Tabela 8. Primeri primene superkriti¢ne ekstrakcije u poslednjoj deceniji

Seme celera
Ocimum basilicum

Seme grozda

Rosmarinus officinalis

Salvia officinalis

Thymus vulgaris
Hyssop officinalis
Mentha spicata
PSenic¢na klica
Pistachia vera
Origanum vulgare
Zrno soje

Seme dinje

Seme lana

Seme paradajza
Zeleni Caj
Pimpinella anisum

Crvena paprika

Juniperus communis

etarsko ulje
etarsko ulje

masno ulje
etarsko ulje

etarsko ulje
etarsko ulje
etarsko ulje
etarsko ulje
masno ulje
masno ulje
etarsko ulje
masno ulje
masno ulje
masno ulje
masno ulje
ekstrakt
etarsko ulje
oleorezin

ulje

Papamichail i sar., 2000
Leal i sar., 2008
Murga i sar., 2000

Ramirez i sar., 2005, Celiktas i sar., 2007,
Babovi¢ i sar., 2009;
Babovi¢ i sar., 2009

Babovi¢ i sar., 2009
Babovi¢ 1 sar., 2009
Bimakr i sar., 2009
Gelmez i sar., 2009
Goli i sar., 2005
Cavero i sar., 2006
Joki¢ i sar., 2011
Nyam i sar., 2010
Nikolovska i sar., 2008
Eller i sar., 2010
Chang i sar., 2010
Rodrigues i sar., 2003
Duarte i sar., 2004

Barjaktarovi¢ 1 sar., 2005
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2.5. MATEMATICKO MODELOVANJE SUPERKRITICNE EKSTRAKCIJE

Matematicko modelovanje u procesima superkriticne ekstrakcije ima vaznu ulogu s
obzirom na to da omogucava relativno brzo procenjivanje uticaja razliCitih procesnih
vrednosti na izlazne parametre procesa uz smanjenje broja potrebnih eksperimentalnih
podataka (Diaz i Brignole, 2009). Ukoliko se Zeli optimizovati proces, odnosno obezbediti
najve¢i moguéi prinos za najkra¢e vreme uz najmanji utrosak rastvaraca i energije, ili je
potrebno povacati kapacitet i dimenzije uredaja (scale-up), tada je potrebno matematicki
opisati proces prenosa mase odgovaraju¢im modelom. Matematicki modeli se primenjuju u
cilju kvantitativnog opisa kinetike razli¢itih ekstrakcionih procesa.

Ni jedan od matematickih modela koji postoji u literaturi u potpunosti ne zadovoljava
krajnje zahtevne potrebe jednog univerzalnog matematickog modela kojim bi se opisao proces
superkriti¢e ekstrakcije. Razlog za to je izuzetno velika Sarolikost ekstrakcionih procesa koji
obuhvataju mnogo razli¢itih prirodnih sirovina i hemijskih jedninjenja koja se tom prilikom
izdvajaju. Zato su raspolozivi matemati¢ki modeli najée$¢e primenjivi samo za odredene
sisteme, ili imaju neko drugo ograni¢enje u primeni (Nikolovski, 2009, Hortagsu, 2000).

U vecini sluéajeva, pri ekstrakciji prirodnih materijala, gotovo se nikad ne ekstrahuje
samo jedno jedinjenje u toku procesa, ve¢ se dobijaju viSekomponentni ekstrakti.
Karakteristike komponenata koje se ekstrahuju, kao i sli¢nosti i razlike prisutnih
komponenata, imaju veliki uticaj na izbor matemati¢kog modela kojim je moguce opisati
proces. Mogu se uociti dve osnovne grupe materijala koji se ekstrahuju: seme biljaka uljarica
iz kojih se ekstrahuju masna ulja, i biljke ili delovi biljaka iz kojih se ekstrahuju etarska ulja.
Pri ekstrakciji biljnih ulja superkriticnim ugljendioksidom prinosi su veliki, i proces se moze
matematicki opisati kao jednostepena ekstrakcija jedne pseudo-komponente. Pri ekstrakcija
etarskih ulja prinosi su mali, a sam proces ekstrakcije je sloZen, jer je proizvod koji se dobija
sastavljen od velikog broja jedinjenja tipa terpena ili njihovih derivata (Nikolovski, 2009).
Zbog toga je vec¢ina matematickih modela primenjiva ili na ekstrakciju eterskih ulja ili na
ekstrakciju masnih ulja. Noviji pregled matematickih modela koji se koriste za opisivanje
superkriti¢ne ekstrakcije biljnih ulja dali su del Valle i de la Fuente (2006). Postoji nekoliko
modela koji se mogu primeniti za ekstrakciju obe vrste sirovina (Reverchon i sar., 1994, 1999,
2001, Savova, 1994, 2005, del Valle i sar., 2000).
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Matematicki modeli koji se koriste za opisivanje procesa ekstrakcije superkriticnim
fluidima mogu se podeliti u sledeée grupe:
1. empirijski modeli (Kandiah i Spiro, 1990, Subra i sar., 1998, Papamichail i sar., 2000),
2. modeli bazirani na analogiji prenosa mase i toplote (Reverchon i sar., 1993, Esquivel i
sar., 1999),
3. modeli zasnovani na diferencijalnom bilansu mase (Sovova, 1994, Perrut i sar., 1997,
Marrone i sar.,1998, Reverchon i Marrone, 2001).
Fenomenoloski gledano, sveobuhvatnija je klasifikacija koju je dao Hortagsu (2000) na:
e modele u kojima je ekstrakcija objasnjena kao hemijska reakcija i
e modele u kojima je ekstrakcija posmatrana kao fizic¢ki fenomen.
Iako je po definiciji ekstrakcija fizi¢ki fenomen, modeli bazirani na hemijskoj reakciji
mogu se opravdati ¢injenicom da je dostupnost nekih materija koje treba ekstrahovati u
potpunoj zavisnosti od hemijskih reakcija kojima se one dobijaju u prirodnom matriksu. Zbog
toga su ovi modeli kori$¢eni uglavnom za opisivanje ekstrakcije lignina iz biomase, odnosno
drveta, a sli¢éni modeli su kori$éeni i za superkriticnu ekstrakciju etarskih ulja.
Kandiah i Spiro (1990) su primenili reakcioni model za superkriticnu ekstrakciju
dumbira i konstatovali da postoji velika zavisnost brzine hemijske reakcije od veli¢ine Cestica

dumbira. Prinos ekstrakta se moze izra¢unati prema sledecoj jednacini:

Ye = %, 1-[fr,exp (= k,t)]+ fr, exp (= k,t)]} (1)
gde je:

Ye prinos ekstrakta (%),

Xo pocetni sadrzaj rastvorljive supstance (kg/kg),

fry, fry frakcije ekstrahovane supstance,

Ky, ko konstanta brzine u dva perioda difuzije (1/s),

t vreme ekstrakcije (s).

Takode, model baziran na hemijskoj reakciji ima smisla primenjivati samo u
slu¢ajevima kada je hemijska reakcija u toku ekstrakcionog procesa najsporija i samim time
kontroliSu¢i faktor, dok su brzina desorpcije, rastvaranje 1 difuzija ekstrahovanih
komponenata prevelike da bi usporavale proces. Kod ekstrakcije etarskih i biljnih ulja to nije
slu¢aj, jer se ne sintetiSu u prirodnom matriksu u toku ekstrakcije, ve¢ kao takve postoje u

njemu i nisu hemijski vezane za njega.
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Model baziran na fizickim fenomenima stavlja akcenat na fizicke fenomene tokom
ekstrakcije. Vecina matematickih modela u literaturi posmatra ekstrakciju fluidima u
superkriticnom stanju kao ¢isto fizicki fenomen i bazira se na diferencijalnom bilansu mase.

Sve ostale podele modela i razlike izmedu njih proizilaze iz zanemarivanja pojedinih
od pet stadijuma ili njihovog pojednostavljenja uvodenjem odredenih pretpostavki.

Vecina matemati¢kih modela koji opisuju Kinetiku ekstrakcije baziraju se na bilansu
mase fenomenima prenosa toplote i mase u procesu ekstrakcije. Sloj punjenja materijala u
ekstraktoru moze se podeliti u dve faze: a) Cvrsta faza, koja se sastoji od sirovine koja se
ekstrahuje i b) fluidne faze, koja se sastoji od superkriti¢nog ekstragensa sa rastvorljivom
supstancom u njemu. Pretpostavlja se da je ekstraktor cilindricnog oblika i da superkriti¢ni
fluid prolazi aksijalno kroz sloj materijala u ekstraktoru, pri ¢emu odnosi rastvorljive
supstance iz ¢vrste faze. Obe faze, i Cvrsta i tena, zauzimaju zapreminu ekstraktora. Prema

ovim pretpostavkama, bilans mase u obe faze moze se prikazati slede¢im izrazima:

%+ui%=%( ayz—::j J();,y) 2)
o “
gde su:
Xiy bezdimenzionalna koncentracija ¢vrste i fluidne faze,
Ui protok (m/s),
h aksijalna koordinata sloja punjenja u ekstraktoru (m),
Dax koeficijent difuzije u &vrstoj fazi (m%s),
Day koeficijent aksijalne disperzije (m?/s),
Dfy Ps gustina superkriticnog fluida 1 gustina ¢estica materijala (kg/m3),
J(x,y) tok prenosa mase na granici faza (1/s).

Na osnovu jednacina (2) i (3) fenomeni prenosa mase koji postoje tokom procesa
superkriti¢ne ekstrakcije su sledeci: akumulacija u obe faze, konvekcija 1 disperzija u tecnoj
fazi, difuzija u ¢vrstoj fazi i povrSinski prenos mase. Razlika izmedu modela datih u literaturi
je u njihovom tumacenju pojedinih fenomena i zanemarivanju nekih od njih (Oliveira i sar.,
2011).
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2.5.1. Modeli zasnovani na diferencijalnom masenom bilansu (ops$ti model)

Osnovni — opsti model baziran na diferencijalnim bilansima mase za rastvorak u masi
superkriti¢nog fluida, u fluidu, u porama ¢vrste faze i u ¢vrstoj fazi predlozili su Akgerman i

Madras (1994) (tabela 9).

Tabela 9. Opsti model za superkriticnu ekstrakciju ¢vrstog materijala u nasutom sloju

Diferencijalni bilans mase rastvorka u masi fluida

(4)
oc oc o%c -
Cu S p OO0 _31me
ot oz 0z R ¢
Pocetni uslov: =0 (zat=0, za svako z) (5)
oc
Granicni uslovi: D, a—zf = Uc; (zaz =0, za svako t) (6)
oc,
o (zaz=1L, zasvako t) (7)
Diferencijalni bilans mase rastvorka u fluidu unutar pora ¢vrstog materijala
o, 1o, D of.% )
o g, ot r? or or
Pocetni uslov: Cp = Cpo (zat=0, zasvakoriz) 9)
Cs = Cso (zat=0,zasvakoriz) (10)
Grani¢ni uslovi: oc A
T 0 (zar=0,zasvakozit) (11)
oc, _ _
o 0 (zar=0,zasvakozit) (12)
ac, )
&,D, E= -J (zar=R,zasvakozit) (13)
Definicije:
Brzinaprenosa  J=k¢(Cp|R - cr) (14)
mase:
Fazna ravnoteZa: ¢, =f (Cp) (15)
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Na opsti model odnose se sledece pretpostavke:

1. cestice materijala iz kojeg se ekstrahuje rastvorak su porozne sfere (polupre¢nika R i

poroznosti gp) i formiraju nasuti sloj;

2. fluid u superkriticnom stanju struji izmedu Cestica materijala u sloju konstantnom

brzinom u = U/e, gde je € poroznost sloja, koja je konstantna;

3. fizicka svojstva fluida u superkritiénom stanju i materijala ostaju konstantna;

4. pad pritiska i temperaturni gradijenti u sloju mogu da se zanemare;

5. rastvorak je aksijano dispergovan u superkriticnom fluidu.

U skladu sa poslednjom pretpostavkom, rastvorak iz materijala rastvoren u superkriticnom
fluidu difunduje duz nasutog sloja materijala u ekstraktoru kao posledica postojanja
aksijalnog koncentracionog gradijenta. U ¢vrstom matriksu rastvorak se moZe naci
apsorbovan na ¢vrstu materiju (koncentracija c¢s) i rastvoren u fluidnoj fazi unutar pora
materijala (koncentracija cp).

Svi modeli bazirani na diferencijalnom bilansu mase proizilaze iz opSteg modela i

gotovo kod svih jednacine za prenos mase u fazi superkriticnog fluida su u osnovi iste.

2.5.2. Jednostavan model baziran na kinetici prvog reda

Brunner (1984) je predlozio jednostavan model koji se bazira na reakcijama Kinetike

prvog reda, gde je prinos ekstrakta u funkciji vremena opisan sledeCom jednacinom:

Ye= x,(1-e™*) (16)
gde je:

Ye prinos ekstrakta (%),

Xo pocetni sadrzaj rastvorljive supstance (kg/kg),

k koeficijent brzine reakcije (1/s),

t vreme ekstrakcije (s).

Ovo je najjednostavniji model ekstrakcije koji pretpostavlja da se proces ekstrakcije

odvija u jednom stepenu gde je difuzija kontrolisana samo pomoc¢u unutrasnjeg prenosa mase.
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2.5.3. Model neizreagovanog jezgra (MNJ) u poroznoj sferi

Jedan od nacina opisivanja mehanizma prenosa mase je pomocu modela
neizreagovanog jezgra ili SC modela (eng. Shrinking Core model) (slika 18). Model su prvi
put u oblast ekstrakcije superkriti¢cnim fluidima primenili King i Catchpole (1993) za

matematicko opisivanje ekstrakcije ulja kikirikija.

Omota¢ ——»

Jezgro

Zapremina ekstrahovane
materije

Slika 18. Sema Gestice prema modelu neizreagovanog jezgra

Ovaj model pretpostavlja da je na pocetku ekstrakcije rastvorak ravnomerno
rasporeden u porama Cvrstog materijala 1 da ga u poroznoj strukturi drze mehanicke ili
kapilarne sile. Ekstrakcija rastvorka se prvo odigrava na spoljasnjoj povrSini Cestice, a zatim
se pomera ka unutraSnjosti ¢vrste Cestice. U svakom trenutku od pocetka ekstrakcije postoji
jasno definisana granica izmedu unutraSnjeg dela cestice (neizekstrahovanog jezgra) i
spoljasnjeg sfernog omotaca od krutog inertnog materijala.

Da bi se dobilo aproksimativno matemati¢ko reSenje ovog problema sa promenljivim
grani¢nim uslovima, mora se pretpostaviti da se difuzija rastvorka u spoljaSnjem sfernom
omotacu odvija u pseudo-stacionarnim uslovima. Bilans mase rastvorka u fluidu unutar pora

¢vrstog materijala dat je slede¢om diferencijalnom jednac¢inom:

D, 0(_,0x
—f “lrr=1=0 17
r ar( ar) (17
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gde su:
Fe poluprecnik jezgra (m),
Rp poluprecnik Cestice (m).

U slucaju sfernih Cestica moze se primeniti sledeca korelacija:

X r. ’
x—:{R—J "

Na osnovu izraza (18) moze se izraCunati prinos ekstrakta prema sledecoj jednacini:

p

Ye= % 1—[;—°] (19)

Analiza ovog modela pokazuje da se takav model ili modeli koji bi proizasli iz njegovog
pojednostavljenja mogu uspesnije primeniti na ekstrakciju semena uljarica (triglicerida), nego
na ekstrakciju etarskih ulja koja sadrze veliki broj supstanci razli¢itih karakteristika (del Valle
1 de la Fuente, 2006). Ovakvo miSljenje je bazirano na €injenici da je spoljasnji sferni omotac
od ¢vrstog inertnog materijala osloboden prisustva bilo kakvog rastvorka, a u nekim
slu¢ajevima pojedine supstance, na svom putu prema povrsini ¢estice, mogu se apsorbovati na
zidove pora. Ukoliko se to desi, model podrazumeva da mehanizmi kao $to su adsorpcija i
desorpcija ne upravljaju brzinom procesa. Takode, polazna pretpostavka modela je da su
Cestice oblika idealne sfere, Sto u praksi nikad nije slucaj. Ukoliko fluid proti¢e klipnim
tokom, u modelu figuriSu dva parametra, koeficijent prelaza mase sa ¢vrste faze u fluid i
difuzivnost unutar Cestice. Treéi parametar se pojavljuje kada se razmatra dispergovani klipni

tok, odnosno ako postoji aksijalna disperzija (Goto i sar., 1996).
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2.5.4. Modeli bazirani na mehanizmu desorpcije-rastvaranja-difuzije (DRD) u poroznoj

sferi

U modelima baziranim na mehanizmu desorpcije-rastvaranja-difuzije u poroznoj sferi,
u engleskoj literaturi poznatim kao DDD (eng. desorption-dissolutiona-diffusion) modeli,
podrazumeva se da je rastvorak prisutan i rasporeden po Citavoj zapremini ¢estice u toku svih
faza ekstrakcionog procesa, bilo adsorbovan na zidovima pora ili kao slobodna te¢nost u
porama. U toku procesa ekstrakcije neprekidno se odvija desorpcija rastvorka, njegovo
rastvaranje u rastvarau i difuzija kroz cCesticu, sve do njenog napuStanja. Ekstrahovani
materijal koji napusta Cesticu biva prenesen u glavni tok superkriti¢nog fluida kroz nasuti sloj.
DRD model je Cesto primenjivan za superkriticnu ekstrakciju etarskih ulja iz biljaka (Goto 1

sar., 1993).

Model desorpcije

Tan i Liou (1989) su predlozili model desorpcije (jednacina (20)) koji sadrzi konstantu
desorpcije i predstavlja povrSinski tok prenosa mase koriste¢i model kinetike prvog reda.
Jedini prilagodljivi parametar u ovom modelu je koeficijent desorpcije, koji zavisi od

temperature. Autori su zanemarili aksijalnu disperziju i unutrasnju difuziju cestica.

Ye= X, 2:;}: 1_7‘9%( —exp(kd EL‘EE D(exp(— k,t)-1) (20)
gde je:

he visina ekstraktora (m),

Us brzina strujanja fluida (m/s),

m; maseni protok CO, (kg/s),

m; masa materijala u ekstraktoru (kg),

Joli gustina superkriti¢nog fluida (kg/m3),

Ds gustina Gestice (kg/m®),

Kg konstanta desorpcije (-),

t vreme ekstrakcije (s).
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Model difuzije

U nekim slucajevima ¢vrsta faza se posmatra kao jedinstvena faza, odnosno homogeni
matriks, a difuzija se smatra jedinim mehanizmom prenosa mase. U tim slu¢ajevima nema
razlike izmedu koncentracije rastvorka u ¢vrstom matriksu i u njegovim porama, i Sve
jednacine diferencijalnog prenosa mase u C¢vrstoj fazi su samo funkcija koncentracije

rastvorka u ¢vrstoj fazi (Cs) (del Valle i de la Fuente, 2006).

gde je:
De efektivni koeficijent difuzije rastvorka u ¢vrstom materijalu (m?/s),
r radijalno rastojanje unutar Cestice (m).

2.5.5. Pojednostavljenja modela

Da bi se izbegli glomazni i komplikovani matematicki proracuni, sistemi parcijalnih
diferencijalnih jednacina koji proizilaze iz jednacine diferencijanog masenog bilansa za ¢vrstu
fazu 1 fazu fluida, uproScavaju se u cilju dobijanja analitickog reSenja. To se postiZe
uvodenjem pojednostavljenja i pretpostavki. Na taj nacin se olakSava procena vrednosti
parametara modela na osnovu eksperimentalnih rezultata 1 omogucava analiza osetljivosti

proracuna.

2.5.5.1. Modeli koji iskljucuju aksijalnu disperziju

Papamichail i saradnici (2000) su dali pojednostavljenje modela bilansa mase na
osnovu sledecih pretpostavki:
e ekstrakt se posmatra kao samo jedna komponenta;
e aksijalna disperzija se moZe zanemariti;
e temperatura, pritisak, gustina i protok rastvaraca su konstantni u svakoj tacki
sloja;
e rastvarac ne sadrzi rastvorljivu supstancu na ulazu u ekstraktor;

e sloj materijala u ekstraktoru je homogen.
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Prema navedenim pretpostavkama, moze se dobiti sledece:

_ N, ., %

J= pfg(a—i_ui %j (22)
= p (—e)X

J=-p,(1 g)at (23)

gde je J brzina izmene rastvorljive supstance izmedu faza.

Uz pretpostavku da nema akumulacije rastvorljive supstance u te¢noj fazi %: 0idaje

proces ekstrakcije ravnomeran u svakoj tacki sloja materijala Z—ﬁz konst., Papamichail i

saradnici (2000) su napravili dva pojednostavljenja modela.

2.5.5.2. Model u kojima je pogonska sila linearna

U slucaju kada se moZe usvojiti pretpostavka da je pogonska sila unutraSnje difuzije
linearna, mogu se kombinovati procesi prenosa mase u ¢vrstoj fazi i u okolnom fluidu. Peker i
saradnici (1992) pokazali su da je linearnu pogonsku silu (eng. Linear Driving Force — LDF)
moguce primeniti u slucaju kada je koncentracioni profil rastvorljive supstance u ¢vrstoj fazi

paraboli¢an. Linearna pogonska sila se definiSe kao funkcija srednje koncentracije rastvorka

unutar &estica Svrste faze (Cs). Navedeni autori su proucavali ekstrakciju kofeina iz zrna kafe
pomocu superkriticnog ugljendioksida.
Goto i saradnici (1990) su proucavali superkriti¢nu ekstrakciju etarskog ulja Mentha

piperita pri ¢emu su izveli slede¢u model jednacinu:

€ﬂ+¥:'kpat(1—€)(y—X) (24)
dt  t
gde je:
t vreme zadrzavanja rastvaraca u ekstraktoru (s).

Koncentracija Cestica je prikazana pomocu sledece jednacine:

dx dx
gpE:-kpat(y—x)—(l—gp)d—tf (25)
gde je

X¢ = Kag X koncentracija rastvorljive supstance na povrsini ¢vrstih Cestica (kg/kg)

Kad adsorpcijska konstanta ravnoteze (-).
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Prinos tokom ekstrakcije izratunava se prema jednacini:

t t
A exp(gl J—l exp(gz E]—l
Ye= X, 77— - (26)
@-¢) o g,
gde su:
—b, +/b? —4c
02 = - 21 : (27)
k_a,t k atl—e
et 1 katl-g) (28)
[gp+(1—gp)KJ £ £
k,at (29
C, =
' glgp +(1_‘9p)KJ
A, - @-e)k patf (30)
’ glgp + (1_‘9p)KJ‘ [gl - gz]
gde su:
A, parametar u modelu (26), koji se ra¢una prema izrazu (30),
91, parametri modela (26), koji se ra¢una prema izrazu (27),
a, specifi¢na povrina &estica u ekstraktoru (m*/m?®),
€, poroznost Cestica (m*/m®).

Catchpole i Grey (1996) razvili su novi model na osnovu modela koji su predlozili
Goto i saradnici (1993), koji je primenjivan kod ekstrakcije Zzalfije, celera i semena
korijandera. Model sadrzi samo jedan nepoznati parametar, koeficijent difuzije D koji je
konstantan za svaku pojedinac¢nu biljku. Izmenjeni model (jednacina (31)) je primenjiv za sve

visine ekstraktora:

_hee
— ui
YE - XO 1- eEXp| — née.S' (née.v + Z)De R2 (31)
p

gde je:

Neées faktor oblika Cestice (n = 1 za oblik ploce, za valjak n =2, dok je za loptu

n=3),
Ui protok (m/s),
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he visina ekstraktora (m),
De efektivni koeficijent difuzije (m?/s).

2.5.5.3. Model pojedinacne sfere

U modelu pojedinacne sfere (eng. Single Sphere Model — SSM) pretpostavlja se da se
rastvorak ekstrahuje iz sloja koji se sastoji od poroznih inertnih sfera jednakih veli¢ina i da je
srednja koncentracija rastvorka u svakoj od sfera ista u svakom trenutku procesa (Reverchon i
sar., 1993, Reverchon i sar., 1994). Koncentracija rastvorka u Cestici je uniformna na pocetku
procesa, a koncentracioni profil ostaje sferno simetri¢an tokom procesa. Takode, pretpostavlja
se da je koncentracija rastvorka u masi fluida zanemarljiva, $to je posledica dovoljno velike
brzine strujanja rastvaraca oko Cestice. Kada se primenjuje model pojedinacne sfere, najcesce
se smatra da se ekstrakt sastoji od jedne pseudo-komponente. Rastvarac se kroz sloj punjenja
materijala u ekstraktoru kre¢e mehanizmom ,,sli¢énim difuziji*. U modelima pojedina¢ne sfere
mogu se, pored otpora unutra$njem prenosu mase, uzimati u obzir ili zanemariti otpori
prenosu mase u filmu rastvaraca (fluida) koji okruzuje Cesticu.

Jednacina (32) je matematicki analogna sa prenosom toplote, odnosno hladenjem vrele
sfere uronjene u hladan fluid, pa se moze uporediti sa prenosom mase sa ¢estica oblika sfere
na fluid u kojem nema rastvorka, pri ¢emu je prenos mase definisan Fick-ovim zakonom.

Postoji analogija prenosa mase i prenosa toplote u slede¢a dva sluéaja:

. 1 olr?x
mep =-Ps Xy De(_l_)j (32)

r: or
gde su:
m.ep maseni protok fluida po jedinici povrsine (kg/ sz),
X bezdimenzionalna koncentracija (-),
De efektivni koeficijent difuzije (m?/s),
r poluprecnik (m),
Xo pocetni sadrzaj rastvorka (kg/kg).

Iz analitickog reSenja jednaCine (32) koja se dobija primenom Furijeovih
transformacija i analogije prenosa mase i toplote, izvodi se zavisnost ukupnog prinosa po

jedinici povrSine (Wong, 1977):
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_ _ Nebing-poosp Rl (B,
mep_4Rp(st0 Py ; ﬂs(zﬂk —sinZﬂk) 1 exXp R ( Det) (33)

gde je:
Mep masa ekstrahovane supstance po jedinici povrsine (kg/mz),
Rp poluprec¢nik Cestice (m).

Uzimajuci u obzir da je ekstraktor ispunjen elementarnim Cesticama i da je koncentracija
rastvorka u fluidnoj fazi zanemarljiva (Esquivel i sar., 1999), prinos ekstrakta (Yg) u funkciji

vremena (t) data je slede¢om jednac¢inom:

Ye= x| 12 > (Sin B — B cos B )2 (1exp((%j (— DJ)J]} (34)

= BB —sin2p,)

k;R
pcosp, =1- o (35)
gde je:
ks koeficijent prenosa mase u fluidnoj fazi (m/s),
By vrednost svakog ¢lana serije u jednacini (35).

Jednacina (34) se moze pojednostaviti i dobiti sledeéi izraz

My = on[ﬁj (36)
gde je:
F masa ¢vrstog materijala (kg),
t vreme ekstrakcije (h),
Xo pocetni sadrzaj rastvorljive supstance (kg/kg),
b podesiv parametar (s).

Esquivel i saradnici (1999) su ovaj model primenili za modelovanje ekstrakcije ulja iz
kostica masline superkriti¢nim ugljendioksidom.
Kako bi se izracunala vrednost S, potrebno je odrediti spoljasnji koeficijent prenosa mase ki
I efektivni koeficijent difuzije D.. Reverchon i saradnici (1993) su predlozili da se spoljasnji
koeficijent prenosa mase odreduje prema Sherwood-ovoj jednaCini ukoliko je poznata
vrednost Dy. Koeficijent difuzije koristi se kao parametar modela kako bi se postigla najbolja

slaganja sa eksperimentalnim rezultatima.
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2.5.5.4. Model karakteristicnog vremena

U slucajevima kada unutrasnji prenos mase kontroliSe proces, pojednostavljenje
problema moze se posti¢i uvodenjem aproksimacije modela linearne pogonske sile. Uvodenje
ove aproksimacije je moguce kada nije potrebno definisati raspodelu koncentracija rastvorka
unutar Cestice, nego znati samo srednju koncentraciju rastvorka u Cestici. Reverchon i Sesti
Osseéo (1994) su po ovom modelu modelovali ekstrakciju bosiljka natkritiénim
ugljendioksidom. Autori su iz opSteg modela iskljucili disperziju rastvorka u fluidnoj fazi i
opisali problem modelom u kome unutrasnji prenos mase kontroliSe proces i onda ga zamenili
sa matematicki ekvivalentnim modelom u kojem spoljasnji prenos mase kontrolise proces.

Prinos ekstrakta se moze izraziti slede¢om jednacinom:

_ —k,t

Ye = 1-exp i=eVp o (37)
gde su

Kp kombinovani koeficijent prenosa mase (m/s),

£ poroznost sloja materijala u ekstraktoru (m*/m®),

Y% zapremina ekstraktora (m®),

p gustina rastvaraca (kg/mg),

t; vreme unutra$nje difuzije (S),

W protok rastvaraca (kg/s).

Kako je unutrasnja difuzija jedini limitirajuci faktor, jednacina (37) se moze uprostiti:

Ye= 1—exp(— tLJ (38)

2.5.6. MODEL POJEDINACNE PLOCE

Gaspar i saradnici (2003) razvili su tri modela za opisivanje procesa superkriti¢ne
ekstrakcije etarskog ulja iz lista origana. Modele su razvili na osnovu pretpostavke da su
Cestice oblika ploce, a ne sfernog oblika.

Prvi model (eng. Single Simple Plate model — SSP), koji su prvo predlozili Bartle i

saradnici (1990), modifikovan je u skladu sa slede¢im pretpostavkama:
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ekstrahovano ulje je ravnomerno rasporedeno unutar cestica oblika ploce;

u odredenom trenutku sve Cestice se nalaze u istom periodu ekstrakcije;

unutrasnji prenos mase je opisan procesom difuzije kroz Cesticu,

koncentracija supstance u gasovitoj fazi je zanemarljiva u odnosu na ¢vrstu fazu;

otpor prenosu mase na granici filma je zanemarljiv;

ekstrahovana masa iz sloja punjenja materijala jednaka je ekstrahovanoj masi iz Cestica.

Uzimaju¢i u obzir navedene pretpostavke, predlozen je prvi model:

Ye = x {1 i ((— D(2 154; 1) jzt)ﬂ (39)

i o 2 j+ 1
gde je:
D koeficijent difuzije (m?/s),
Op debljina sloja Cestica (m).

Drugi model (eng. Single Plate model — SP) ima iste pretpostavke kao i prethodni SSP
model, s tim $to se kod ovog modela spoljasnji otpor prenosa mase ne zanemaruje. Ovaj
model je slican jednostavnom modelu pojedinacne sfere, s tom razlikom $to su Cestice oblika

ploce, a ne sfere. Prinos ekstrakta (Yg) se u ovom slucaju izra¢unava:

2
YE =Xo 4i sin” 4, 1—exp —[%] D-t (40)
= 2B°+ B sin2p, O,
Bn tan By = K, 5p (41)
2D
gde je:
P pozitivni koren implicitne jednacine,
Kt koeficijent prenosa mase u gasovitoj fazi (m/s).

Tre¢i model (eng. Fluid Phase/Simple Single Plate model - FP/SSP) koji se bazira na
¢injenici da unutrasnja difuzija odreduje brzinu ekstrakcije, pretpostavlja da je na pocetku
ekstrakcije deo rastvorljive supstance ravnomerno resporeden u gasovitoj fazi, dok je drugi
deo supstance ravnomerno rasporeden unutar Cestica oblika ploc¢e. Unutrasnji prenos mase
moze se u ovom slucaju opisati SSP modelom. Model pretpostavlja da su aksijalna disperzija,
gustina fluida i poroznost sloja punjenja kolone konstantne vrednosti u svakoj tacki sloja i

nazavisne od vremena ekstrakcije. Prinos ekstrakta je izrazen slede¢om jednac¢inom:
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t
J-pf y(h = Ht’t)'usAEdt

Ye =2 (42)
XOms
gde su:
Ae povrsina sloja punjenja materijala u ekstraktoru (m?),
Hq visina sloja punjenja materijala u ekstraktoru (m).

2
D, &2 - -
w YUY XM, 8D _D't.|:(216—‘|—1)7z} @)

Pra =P et P e AHe =S p
gde su:
h aksijalna koordinata sloja punjenja u ekstraktoru (m),
Day koeficijent aksijalne disperzije (m?/s).

Koncentracija na izlazu sloja punjenja materijala u ekstraktoru potrebna za izracunavanje
prinosa ekstrakta, dobija se pomocu izraza:
aX, M

= — (44)
AcH, g0

Yo

2.5.7. DVOSTEPENI MODELI

Deo biljnih ¢elija iz kojih se ekstrahuje rastvorak biva razoren mlevenjem u procesu
usitnjavanja semena. Na povr$ini i u blizini povrSine Cestice usitnjenog materijala veéina
Cestica je razorena, dok unutra$njost Cestice sacinjavaju nerazorene c¢elije. Zapreminski udeo
razorenih ¢elija u Cesticama usitnjenog materijala naziva se efikasnost mlevenja (en) (Sovova,
1994). Moze se smatrati da je rastvorak (ulje) u ¢vrstom materijalu prisutan u dve razlicite
faze, kao slobodan i vezani rastvorak. Rastvorak iz razorenih celija je lako dostupan —
slobodan rastvorak. Nalazi se na povrSini Cestica 1 direktno se prenosi u fluidnu fazu
(rastvaraC). Rastvorak zatvoren u unutraSnjoj strukturi nerazorenih ili delimi¢no razorenih
Cestica predstavlja fazu vezanog rastvorka (eng. tied solute), koji iz nerazorenih celija prvo
difunduje ka razorenim ¢elijama, a zatim se prenosi u fluidnu fazu. Ekstrahovana koli¢ina
lako dostupnog rastvorka je ograni¢ena njegovom rastvorljivos¢u u rastvaracu pri uslovima
procesa, a brzina njegove ekstrakcije je ogranicena brzinom spoljasnjeg prenosa mase. Prenos

mase iz razorenih Celija ka rastvaracu opisuje se koeficijentom prenosa mase u fluidnoj fazi ili
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koeficijentom spoljasnjeg prenosa mase (Ks). Ovaj koeficijent je nekoliko redova veli¢ina veéi
od koeficijenta prenosa mase u c¢vrstoj fazi ili koeficijenta unutrasnjeg prenosa (Ks), kojim se
opisuje prelaz rastvorka iz nerazorenih ka razorenim ¢elijama. Brzinu ekstrakcije vezanog
rastvorka kontroliSe mehanizam unutras$njeg prenosa mase (Nikolovska, 2009).

Iz biljnog materijala se prvo uklanja lako dostupan rastvorak, a zatim se ekstrahuje
rastvorak iz nerazorenih celija, pri ¢emu je to najsporiji proces, jer je rastvorak zasti¢en
¢elijskim zidom.

U prvoj fazi ekstrakcije, kada je brzina rastvaraca kroz sloj mala, a koncentracija
rastvorka zaostalog u materijalu jos uvek velika, rastvorak se ekstrahuje sa povrSine materijala
konstantnom brzinom (Brunner, 1984). U drugoj fazi procesa brzina ekstrakcije se smanjuje,
Sto je posledica uklanjanja slobodnog rastvorka sa povrSine Cestica, pri ¢emu je brzina druge
faze ekstrakcije ogranicena brzinom unutraSnje difuzije. Ova faza zna€ajno produZava vreme

trajanja procesa ekstrakcije.

2.5.7.1. Sovova model

Sovova (1994) je razvila dvostepeni model koji je proSirenje modela klipnog toka (Lack,
1985). Prosireni Lack-ov model (eng. Extended Lack’s Model) sadrZi oba koeficijenta prenosa
mase, spoljasnji i unutrasnji. U ukupni otpor prenosu mase ukljuceni su otpori prenosu mase u
filmu rastvaraca koji okruZuje Cesticu i u unutraSnjosti estice.

Ovaj model definise tri ekstrakciona perioda. U pocetnom periodu ekstrakcija se odvija
konstantnom brzinom i odredena je otporom filma nadkriticnog fluida. Na kraju ovog perioda
Cestice na mestu ulaska fluida u ekstraktor ostace bez slobodnog rastvorka. Medutim,
rastvorak koji je smesten u unutra$njosti Cestice ostaje prisutan u ovim Cesticama i ekstrahuje
se u drugom periodu. U drugom periodu slobodan rastvorak se uklanja i sa povrSine svih
ostalih Cestica, tj. 1 one postaju delimi¢no iscrpljene. U poslednjem, tre¢em ekstrakcionom
periodu, ekstrahuje se rastvorak koji je smesten dublje u unutrasnjost Celije, gde je glavni

mehanizam prenosa mase difuzija (slika 19).
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Razorene ¢elije X

Nerazorene
éelije

X
2

Slika 19. Sema &estice prema Sovova modelu

Prenos mase tokom procesa ekstrakcije moze se opisati slede¢im izrazom (Sovova,

1994, Sovova i sar., 1994):

p.1-)2) = I(xy) 45)
pf8%+pfus%:\](x,y) (46)
gde su:

J specificna brzina prenosa mase (kg/m3s),

PisPs gustina superkriticnog fluida i1 gustina Cestica materijala (kg/m3),

he visina ekstraktora (m),

t vreme ekstrakcije (s),

Us linearna brzina strujanja fluida (m/s),

£ poroznost sloja materijala (m*/m?),

X,y bezdimenzionalna koncentracija ¢vrste 1 gasovite faze (kg/kg).

Prinos ekstrakta se racuna po sledecoj formuli:

Ht
Yel) = %, - [ x(h,t)dh (47)
Ht 0
Ye(t) = ﬂj y(H, t)-dt (48)
E ms ) ts
gde su:
Ye prinos ekstrakta (%),
H; visina sloja punjenja materijala u ekstraktoru (m),
ms maseni protok CO; (kg/s),
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M masa materijala u ekstraktoru (kg).
U prvom periodu ekstrakcije gde se lako rastvorljiva supstanca nalazi na povrsini Cestica

vazi sledeca relacija:

Ixy)=kiap (y' -y) akoje  x>(1-0) % (49)
gde su:
Kt koeficijent prenosa mase u gasovitoj fazi (m/s),
a specifi¢na povrsina Cestica u ekstraktoru (m*/md),
y* rastvorljivost komponente u superkrititcnom fluidu (kg supstance/kg
COy),
q specificna potroSnja rastvarata po jedinici mase neekstraktibilnih

komponenata materijala (kg/kg).
U drugom periodu ekstrakcije, kada viSe nema lako rastvorljive supstance na povrSini
Cestice, ve¢ se ona nalazi u unutra$njosti (gde je difuzija glavni mehanizam prenosa mase)

moze se primeniti sledeca relacija:

I(xy)=kap,(x—x;)  akoje  x<(1-q)x (50)
gde je:
Ks koeficijent prenosa mase u ¢vrstoj fazi (m/s),
X koncentracija rastvorljive supstance na povrsini ¢vrstih Cestica (kg/ m°).

Kako je otpor difuziji u ¢vrstoj fazi puno veci od otpora u superkriti¢noj fazi, povrsinska
koncentracija xs moze se zanemariti u poredenju sa koncentracijom unutar ¢estica X (X<< X),
pa se prethodna jednacina moZe napisati kao:

J(x, y)=k,a,0.x ako je X < (1-9) Xo (51)

Lack (1985) je takode brzinu prenosa mase tokom brzog perioda ekstrakcije opisao

pomocu jednacine (49) i predlozio sledecu relaciju:

" X .
J(x,y)=kfatpf(y—y)q7 akoje X< (1-0) X% (52)

Cygnarowicz-Provost i saradnici (1992) predlozili su slede¢u jednacinu kojom se
opisuje period brze ekstrakcije:
. X, — X
I(x,y)=k.a.p(y —y)exp{ln(0,001)(1—_q)} (53)

Sovova (1994) je predlozila analiticko reSenje za drugu fazu ekstrakcije:

J(x,y)=k.a,px(1-=7) akoje X< (1-0) % (54)
y
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Kako Sovova model definise tri ekstrakciona perioda (konstantni period ekstrakcije,
prelazni period ekstrakcije i period difuzije), to se koli¢ine ekstrahovanih supstanci koje se

dobijaju tokom prvog, drugog i treCeg perioda ekstrakcije mogu opisati sledecim

jednacinama:

Ye _ 9i-exo(-Q)] akoje 9< (55)
X, Q

Ye q 4

E_g_1 Z, - koje —< 9< 9 o6
. Qexp[Q( )] akoje 5 (56)
Y 1 q :
X—E:1—§In{1+[exp(S)—l]exp{S(a— ﬂ(l—q)} ako je 9> 9, (57)

2.5.7.2. Model koji je adaptirao Reverchon

Reverchon je sa grupom saradnika adaptirao Lack-ov model klipnog toka, pri ¢emu je
dobijen novi model (Marrone i sar., 1998, Reverchon i sar., 2001). Brzina ekstrakcije ulja
dobija se kao suma brzine ekstrakcije slobodnog i brzine ekstrakcije vezanog ulja.
Pretpostavlja se da je brzina ekstrakcije slobodnog ulja proporcionalna koeficijentu
spoljaSnjeg prenosa mase, a pogonska sila jednaka razlici izmedu gustine ulja (p) |
koncentracije ulja u zasi¢enom superkriticnom fluidu. Brzina ekstrakcije vezanog ulja
proporcionalna je koeficijentu unutraSnjeg prenosa mase, a pogonska sila jednaka razlici
1izmedu stvarne koncentracije vezanog ulja u ¢vrstoj fazi 1 ravnotezne koncentracije rastvorka
u kontaktu sa fluidom u ekstraktoru. Dve ravnotezne koncentracije su definisane sa dva
razli¢ita koeficijenta raspodele:

Ksu = Csat/pu - koeficijent raspodele izmedu slobodnog ulja u évrstoj fazi i rastvorenog ulja;
Kw = Csat/Cuuo - koeficijent raspodele izmedu vezanog ulja u ¢vrstoj fazi i rastvorenog ulja u
fluidu.

Brzina ekstrakcije (J) odreduje se iz sledece jednacine:

Cf Cf
J= kf pu_K_ +ks Cvu_K_ (58)

Reverchon i Marrone (2001) su ovaj model primenili za modelovanje ekstrakcije
semena suncokreta, korijandera, semena grozda, paradajza, kikirikija, badema i semena

mirodije.
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2.6. ANTIOKSIDANTI I ANTIOKSIDATIVNO DEJSTVO

Termin ,,antioksidant* podrazumeva sve supstance koje u koncentracijama znatno nizim
od koncentracije supstrata koji moze da se oksiduje, znacajno smanjuje ili sprecava njegovu
oksidaciju (Halliwell i sar., 1995). Znacaj antioksidanata je u tome §to Stite prehrambene,
kozmeticke i1 farmaceutske proizvode od oksidativne degradacije. Aktivnost antioksidanata
zavisi ne samo od njihove strukture, nego i od mnogih drugih faktora, kao Sto su
koncentracija, temperatura, svetlost, tip substrata, fizi¢ko stanje sistema, kao i prisustvo
mikrokomponenata koje deluju kao prooksidanti ili sinergisti (Yanishlieva-Maslarova i sar.,
2001).

Neki antioksidanti se sintetiSu u organizmu (endogeni), a drugi (egzogeni) se unose
hranom ili konzumiranjem dijetetskih suplemenata. Grupu endogenih antioksidanata ¢ine
enzimi (superoksid-dismutaza, katalaza, peroksidaze, glutation-reduktaza, ksantin-oksidaza i
dr.)) koji metabolisu superoksid anjon radikal, vodonik peroksid i lipidne perokside,
neenzimski molekuli (glutation, transferin, dihidrolipoinska kiselina, redukovani oblik
koenzima Q, melatonin i drugi), kao i neki hemijski elementi (cink i selen). Ovi sistemi
sinergisticki deluju u suzbijanju stvaranja slobodnih radikala ili prekidaju lancane reakcije
koje su inicirane od strane slobodnih radikala (,,hvataci slobodnih radikala). No, i pored
postojanja endogenih — odbrambenih antioksidanata do odredenih oStecenja ipak dolazi
(arterioskleroza, kancer, Slog, astma, artritis i druge bolesti koje su povezane sa starenjem).
Zbog ogranicene efikasnosti endogenih odbrambenih sistema 1 postojanja patofizioloSkih
faktora (UV 1 jonizujuce zracenje, pusenje, hrana bogata polinezasi¢enim masnim kiselinama,
inflamatorni procesi, lekovi, pesticidi, itd.) koji doprinose stvaranju slobodnih radikala,
neophodno je hranom ili na neki drugi nacin, uneti egzogene antioksidante (Radojkovic,
2012).

Najznacajniji egzogeni antioksidanti su vitamini C, E i A, karotenoidi, polifenoli i drugi
(Pietta, 2000, Fang i sar., 2002). Neki od njih su najranije poznati bioloski antioksidanti.
Prirodni antioksidanti se javljaju u svim delovima biljaka. Oni sprecavaju dejstvo kiseonika,
hvataju slobodne radikale, razlazu perokside, sprecavaju dejstvo enzima i deluju sinergisticki
(Manach i sar., 2004).

Poslednjih godina velika paznja se posvecuje ispitivanju biljnih fenola koji predstavljaju
znacajna jedinjenja u zastiti od oksidativnog stresa. Fenolna jedinjenja obuhvataju Siroku
grupu supstanci koje u svojoj strukturi imaju aromatican prsten sa jednom ili vise hidroksilnih

grupa. Od nekoloko hiljada fenolnih jedinjenja vecina je biljnog porekla (Strack, 1997). Biljna
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fenolna jedinjenja su klasifikovana prema strukturnoj kompleksnosti i biosintetickom poreklu,

ali nijedan sistem njihove podele nije dovoljno precizan (Harborne i sar., 1999). Klasifikacija

prirodnih fenolnih jedinjenja po Robardsu i saradnicima (2000) data je u tabeli 10.

Veliki interes za prirodne antioksidante rezultat je svetskog trenda minimiziranja ili

potpunog eliminisanja sintetickih antioksidanata zbog njihovog Stetnog dejstva. Zacini 1 biljke

u hrani kao lek postali su izuzetno interesantni zbog unosa antioksidanata koji pozitivno uti¢u

na zdravlje.

Tabela 10. Podela fenolnih jedinjenja

C6
C6-C1

C6-C2

C6-C3
C6-C4
C6-C1-C6
C6-C2-C6

C6-C3-C6

(C6-C3),
(C6-C3-C6),

Prosti fenoli
Benzohinoni
Fenolne kiseline

Fenilsiréetne
kiseline
Cimetne kiseline
Fenilpropeni
Kumarini
Hromoni
Naftohinoni
Ksantoni
Stilbeni
Antrahinoni
Flavonoidi
Flavoni

Flavonoli
Flavonol glikozidi
Flavanoli
Flavanoni
Flavanon glikozidi

Antocijanini
Flavanoli (katehini)
Halkoni

Lignini
Biflavonoidi

Katehol, hidrohinon, rezorcinol

p-Hidroksibenzoeva kiselina, salicilna
Kiselina
p-Hidroksifenilsir¢etna kiselina

Kafena kiselina, ferulna kiselina
Eugenol, miristicin
Umbeliferon, eskuletin, skopolin
Eugenin

Juglon

Mangostin, mangiferin
Rezveratrol

Emodin

Apigenin, luteolin, sinensetin, nobiletin,
izosinensitin, tangeretin, diosmin

Kvercetin, kamferol

Rutin

Dihidrokvercetin i dihidrokamferol glikozidi
Hesperidin, naringenin

Hesperidin, neohesperidin, narirutin, naringin,
eriocitrin

Glikozidi pelargonidina, peonidina,
delfinidina, petunidina, cijanidina

Katehin, epikatehin, galokatehin,
epigalokatehin

Floridzin, arbutin, halkonaringenin
Pinorezinol

Agatisflavon, amentoflavon
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Biljne vrste familije Lamiaceae, poput ruzmarina, zalfije, izopa, origana, timijana i
bosiljka, poznate su po svojim antioksidativnim svojstvima (Terens i sar., 1995, Manaker i
sar., 2004). Ispitivanja antioksidativne aktivnosti ekstrakta iz biljnih vrsta familije Lamiaceae
pokazala su da imaju ekvivalentno (Parmati i sar., 1991) ili jace antioksidativno dejstvo od

sinteti¢kih antioksidanata.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA

Ispitivanja herbe bosiljka obuhvatala su odredivanje osobina polaznog materijala,
pripremu uzorka za ekstrakciju, hidrodestilaciju, Soxhlet ekstrakciju metilen-hloridom i
ekstrakciju superkritiénim ugljendioksidom. Superkritiécnom ekstrakcijom uz variranje
parametara procesa (temperatura, pritisak, tj. gustina ekstragensa) ispitana je Kkinetika
ekstrakcije 1 prinos izdvojenih ekstrakata. Sukcesivnom ekstrakcijom (frakcionisanjem),
variranjem uslova ekstrakcije, je ispitana takode, kinetika ekstrakcije uz praéenje prinosa
izdvojenih frakcija. Kvalitativnom i kvantitativnom analizom (GC/MS i GC/FID) etarskog
ulja i ekstrakata bosiljka odreden je hemijski sastav i sadrzaj detektovanih komponenata.
Matematickim modelovanjem ispitivanog ekstrakcionog sistema primenom tri modela
odredeni su parametri ispitivanih modela u cilju najboljeg slaganja modela sa
eksperimentalnim podacima. Ispitivanje delovanja etarskog ulja i ekstrakata obuhvatalo je

evaluaciju antioksidativne aktivnosti pra¢enjem sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala.

3.1. ISPITIVANJE OSOBINA POLAZNOG MATERIJALA

Za istrazivanje u ovom radu korisceni su listovi i cvetovi bosiljka (O. basilicum L.).
Mlevenjem biljnog materijala i analizom sejanjem odreden je srednji pre¢nik Cestica
usitnjenog materijala koji iznosi 0,657 mm. U ispitivanom biljnom materijalu sadrzaj vlage je
iznosio 11,44 + 0,05% i nalazi se u granicama propisanim Farmakopejom (Ph. Jug. V).
Hidrodestilacijom je odreden sadrzaj etarskog ulja (EO) u drogi koji iznosi 0,565%, i u
granicama je koje propisuje literatura (Tucakov, 1990). Sadrzaj ukupnih ekstraktivnih
materija je odreden Soxhlet ekstrakcijom primenom metilen-hlorida, pri ¢emu je dobijen
prinos od 1,95% (m/m). Rezultati ispitivanja osobina polaznog matrijala, sadrzaja etarskog

ulja i sadrzaja ukupnih ekstraktivnih materija dati su u tabeli 11.

Tabela 11. Rezultati ispitivanja polaznog biljnog materijala

Ocimum basilicum L.
0,657
11,44 £ 0,05
0,565

1,95
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3.2. GC/MS ANALIZA ETARSKOG ULJA BOSILJKA

Etarsko ulje bosiljka (Basilici aetheroleum) dobijeno hidrodestilacijom ispitivano je u
odnosu na kvalitativni i kvantitativni sastav primenom GC/MS i GC/FID metoda (poglavlje
4.7.). Dobijeni rezultati dati su u tabeli 12, a hromatogram etarskog ulja bosiljka je prikazan

na slici 20.

Ukupno je identifikovano 25 komponenata ¢ije je udeo 95,66%. Detektovane
komponente se mogu podeliti u pet grupa: monoterpenski ugljovodonici, oksidovani
monoterpeni, aromati¢ni oksidovani monoterpeni, seskviterpenski ugljovodonici i oksidovani
seskviterpeni. Najzastupljenija hemijska grupa su oksidovani monoterpeni sa 55,84%. Ostale
grupe su manje zastupljene: seskviterpenski ugljovodonici 30,77%, aromati¢ni oksidovani
monoterpeni 7,06%, monoterpenski ugljovodonici 1,26% i oksidovani seskviterpeni 0,73%
(slika 21).

Na osnovu dobijenih rezultata kvalitativne i kvantitativne GC-MS analize (tabela 12)
moze se zakljuciti da je dominantno jedinjenje u etarskom ulju bosiljka linalool sa relativnim
udelom 50,09% (GC-MS), odnosno sa sadrzajem u etarskom ulju od 49,79% (m/m), koji je
odreden metodom spoljasnjeg standarda primenom GC-FID, $to je prinos od 281,31 mg/100 g
droge. Komponente koje se nalaze u ve¢em procentu od 3 % su o-kadinen 8,12% (odnosno
8,07% (m/m)), germakren 5,76% (odnosno 5,73% (m/m)), a-bergamoten 4,14% (4,11%
(m/m)), eugenol 3,76% (3,74% (m/m), B-selinen 3,58% (3,56% (m/m)) i metil-havikol 3,30%
(odnosno 3,38% (m/m)).

Rezultati ispitivanja hemijskog sastava etarskog ulja Ocimum basilicum L. pokazuju
da ono pripada linaloolskom hemotipu (hemotip A) koji je karakteristiCan za Evropsko
podrucje (linalool 41%, metil-havikol 22%, Suppakul i sar., 2003). Prema literaturnim
podacima, Evropski tip bosiljka sadrzi etarsko ulje najboljeg kvaliteta i arome, a sastoji se od:
linaloola, metil-havikola i manjeg sadrzaja 1,8-cineola, a-pinena, P-pinena, mircena,

terpinolena, kamfora, a-terpineola i eugenola (Simon i sar., 1990).
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Tabela 12. Kvalitativni i kvantitativni sastav etarskog ulja bosiljka

Monoterpenski ugljovodonici 1,26 1,28 7,23

B-Pinen 7,24 0,39 0,39 2,20

Mircen 7,88 0,29 0,29 1,64

(+)-Limonen 9,34 0,39 0,41 2,32

Trans-B-Ocimen 10,18 0,19 0,19 1,07

Oksidovani monoterpeni 55,84 55,96 316,11
1,8-Cineol (Eukaliptol) 9,38 2,50 2,69 15,20
Linalool 12,73 50,09 49,79 281,31
Kamfor 14,03 0,49 0,48 2,71

Terpinen-4-ol 15,48 0,33 0,33 1,86

a-Terpineol 16,14 0,35 0,47 2,60

Geraniol 18,60 1,53 1,66 9,38

Bornilacetat 19,39 0,55 0,54 3,05

Aromati¢ni oksidovani monoterpeni 7,06 7,12 40,23
Eugenol 22,30 3,76 3,74 21,13
Metil-havikol 16,28 3,30 3,38 19,10
Seskviterpenski ugljovodonici 30,77 30,57 172,71
B-Kubeben 25,53 0,69 0,69 3,90

B-Elemen 23,15 1,15 1,14 6,44

Trans-Kariofilen 24,05 0,67 0,66 3,73

a-Bergamoten 24,58 4,14 411 23,22
a-Humulen 25,21 1,03 1,02 5,76

Germakren 26,14 5,76 5,73 32,37
Germakren D 26,62 1,52 1,51 8,53

y-Kadinen 27,23 3,14 3,12 17,63
d-Kadinen 31,35 8,12 8,07 45,60
a-Selinen 28,97 0,97 0,96 5,42

B-Selinen 26,92 3,58 3,56 20,11
Oksidovani seskviterpeni 0,73 0,72 4,07

Spatulenol 29,41 0,73 0,72 4,07

Udeo |dent|_f|k0van|h 95,66 95,65

komponenti

Ukupni prinos 540,35

 — Retenciono vreme (tg)

® _ Rezultati GC/MS analize

¢ — Rezultati GC/FID analize

¢ _ Prinos destilacije sra¢unat na drogu
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Slika 20. GC hromatogram etarskog ulja bosiljka

1% 4% 1%

31%

56%
7%
B Monoterpenski ugljovodonici @ Oksidovani monoterpeni
O Aromati¢ni oksidovani monoterpeni B Seskviterpenski ugljovodonici
B Oksidovani seskviterpeni O Neindentifikovano

Slika 21. Udeo dominantnih grupa jedinjenja u etarskom ulju bosiljka dobijenog

hidrodestilacijom

Na osnovu rezultata datih u tabeli 12 moze se uociti da su relativni procenti
identifikovanih jedinjenja, odredenth GC/MS hromatografijom, veoma sli¢ni rezulatima
dobijenih kvantifikacijom pomocu serije spoljasnjih standarda, primenom GC/FID metode 1
izrazeni kao masa date komponente u 100 g etarskog ulja. Uporedujuci rezultate dobijene
primenom ove dve hromatografske tehnike moze se zakljuciti da se GC/MS hromatografija,
koja rezultat analize daje kao relativne procente preko povrsSina pikova, moZe uspesno koristiti
za vrlo dobru kvantifikaciju, odnosno odredivanje sadrzaja lako isparljivih jedinjenja etarskih
ulja i drugih aromati¢nih biljaka.
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3.3. EKSTRAKCIJA BOSILJKA SUPERKRITICNIM UGLJENDIOKSIDOM

Za ekstrakciju lipofilnih komponenata postupak superkriticne ekstrakcije predstavlja
odli¢nu alternativu klasi¢énim postupcima ekstrakcije (hidrodestilacija i ekstrakcija organskim
rastvara¢ima). U cilju izdvajanja ekstrakta bosiljka i pracenja prinosa ekstrakcije izvrSena su
dva nacina superkriti¢ne ckstrakcije, kao $to je opisano u poglavlju 4.5. U prvom delu
ispitivanja kinetike ekstrakcije dobijeni su totalni ekstrakti bosiljka. Kinetika ekstrakcije
bosiljka ugljendioksidom u superkriticnom stanju pracena je na temperaturama od 40, 50 i
60°C i pritiscima od 100, 150, 200 i 300 bara, i pri protoku CO, od 3,225 g/min. Vreme
trajanja ekstrakcije iznosilo je 4 h. Grafi¢ki prikaz kinetike superkriti¢ne ekstrakcije dat je na

slici 22, a kumulativni prinos ekstrakcije u tabeli 13.

Tabela 13. Kumulativni prinos superkriti¢ne ekstrakcije bosiljka i prinos ekstrakcije tokom
frakcionisanja

40°C

100 bar 0,568 0,719 0,693
150 bar 0,756 1,238 0,438
200 bar 0,831 1,322 0,271
300 bar 0,929 1,287 0,138
50°C

100 bar 0,378 0,894 1,008
150 bar 0,659 1,568 0,693
200 bar 0,765 1,447 0,348
300 bar 0,881 1,715 0,353
60°C

100 bar 0,294 0,382 0,657
150 bar 0,563 1,401 0,841
200 bar 0,696 1,666 0,474
300 bar 0,833 1,879 0,234

& _ kumulativni prinos ekstrakcije,
®_ prinos ekstrakcije tokom frakcionisanja
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Slika 22. Kinetika superkriti¢ne ekstrakcije bosiljka na temperaturama 40, 50 i 60°C i
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Iz rezultata prikazanih na slici 22 se vidi da se ekstrakcija odvija kroz dva perioda.
Period brze ekstrakcije, koji se postize za vreme do 60 minuta, gde su ekstrahovane lako
rastvorne komponente u superkriticnom ugljendioksidu, nakon c¢ega sledi period spore
ekstrakcije. Moze se uociti da se pri izotermnoj ekstrakciji sa pove¢anjem pritiska povecava
prinos ekstrakcije, jer se povecava gustina CO,, a samim tim i mo¢ rastvaranja CO, kao
ekstragensa. Na 40°C sa porastom pritiska prinos ekstrakcije raste od 0,719 do 1,287%, na
temperaturi od 50°C prinos ekstrakcije raste od 0,894 do 1,715%, a na 60°C prinos ekstrakcije
se povecava porastom radnog pritiska od 0,382 do 1,879%.

Sa druge strane, sa povecanjem radne temperature ekstrakcije moze se uoditi da se
prinos ekstrakcije takode poveéava, pri ¢emu je najve¢i prinos ekstrakcije ostvaren na
temperaturi od 60°C i pritisku od 300 bar, i iznosi 1,879%. Ovo se moze objasniti poveéanjem
rastvorljivosti komponenata u superkritiénom fluidu sa pove¢anjem temperature ekstrakcije.

Iako je bosiljak predmet brojnih razli¢itih istraZivanja, u literaturi se nalazi relativno
malo podataka o ekstrakciji bosiljka superkriticnim ugljendioksidom. Lachowicz i saradnici
(1996) su superkriticnom ekstrakcijom bosiljka, koji je uzgajan u Australiji, dobili najveci
prinos od 0,97% pri pritisku od 306 atm i temperaturi od 40°C u toku dvo¢asovne ekstrakcije.
Mazutti i saradnici (2006) su ekstrakcijom O. basilicum L. pri temperaturi od 50°C i pritisku
od 250 atm ostvarili najveci prinos ekstrakcije od 1,95% u toku tro¢asovne ekstrakcije. Prinos
ekstrakcije se povecava uz dodatak kosolvenata, $to su u svojim radovima pokazali Menaker i
saradnici (2006) 1 Leal i saradnici (2008). Pri ekstrakciji bosiljka superkritiénim
ugljendioksidom uz dodatak 7,5% etanola i uslovima ekstrakcije: temperatura 45°C, pritisak
25,5 MPa i vreme ekstrakcije 1 h, Menaker i saradnici (2006) su ostvarili najveéi prinos od
0,44%. Leal i saradnici (2008) su najveé¢i prinos ekstrakta (2,4%) dobili pri ekstrakciji
bosiljka te¢nim ugljendioksidom na temperaturi od 30°C, pritisku od 30 MPa uz dodatak vode
kao kosolventa u koncentraciji od 20%.

Ekstrakti bosiljka dobijeni frakcionisanjem na konstantnoj temperaturi uz sukcesivno
povecanje pritiska (100, 150, 200 i 300 bar), vizuelno su se znacajno razlikovali. Ekstrakti
bosiljka dobijeni pri pritisku od 100 bara i temperaturi od 40, 50 i 60°C su bili svetlo do
tamno Zute uljaste tecnosti, koje su imale izgled slican etarskom ulju bosiljka. Ekstrakti
dobijeni na 150, 200 i 300 bar, i temperaturama 40, 50 i 60°C, su menjali boju od narandzaste
do tamno zelene, i imali su konzistenciju viskozne paste. U ekstraktima na vec¢im pritiscima i
temperaturama se osim lako isparljivih supstanci (komponente etarskih ulja) nalaze i druge
komponete visoke tacke kljucanja i vece molekulske mase, kao §to su masne kiseline, masna

ulja, kutikularni voskovi, pigmenti, fitosteroli i dr.
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Slika 23. Kinetika superkriti¢ne ekstrakcije bosiljka tokom frakcionisanja na temperaturama
40, 50 i 60°C i pritiscima 100, 150, 200 i 300 bar
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Na osnovu dobijenih rezultata tokom frakcionisanja (tabela 13) moze se uoditi da se
najveci prinos tokom frakcionisanja postize pri pritisku od 100 bara i 40°C i iznosi 0,693%, i
100 bara i 50°C u iznosu od 1,008%, odnosno u prvoj fazi frakcione ekstrakcije. U slucaju
frakcionisanja na temperaturi od 60°C najve¢i prinos je postignut pri pritisku od 150 bara
(0,841%), nesto veci u odnosu na prvu fazu frakcionisanja (0,657%). Povecanjem pritiska, tj.
gustine, i iscrpljivanjem droge prinos se smanjuje (tabela 13 i slika 23). Na temperaturi od
40°C prinos opada od 0,693 do 0,138%, na temperaturi od 50°C opada sa 1,008 na 0,353%,
dok u slu¢aju CO; ekstrakcije na 60°C prinos od 0,657% raste do 0,841%, a zatim opada do
0,234%.

3.4. GASNO HROMATOGRAFSKA ANALIZA EKSTRAKATA BOSILJKA

3.4.1. Soxhlet ekstrakcija

Biljni materijal je ekstrahovan metilen-hloridom primenom ekstrakcije sa povremenim
ispusStanjem ekstrakta - Soxhlet ekstrakcije (poglavlje 4.4.). Nakon odstranjivanja ekstragensa,
prinos suvog ekstrakta iznosio je 1,950% (m/m), $to je oko tri puta veéi prinos u odnosu na
prethodno odredeni sadrzaj etarskog ulja u bosiljku. Soxhlet ekstrakcijom, iz ispitivanog

uzorka bosiljka, osim etarskog ulja ekstrahovana su i ostala lipofilna (nepolarna) jedinjenja.

Primenom GC/MS hromatografije izvrSena je kvalitativna i kvantitativna (relativni
udeo (%)), kao i kvantitativna analiza (primenom GC/FID i standardnih jedinjenja) suvog
ekstrakta bosiljka. Detektovana jedinjenja i njihov sadrzaj dati su u tabeli 14, a hromatogram

je prikazan na slici 24.

U odnosu na hemijski sastav etarskog ulja, totalni ekstrakt dobijen metilen-hloridom
se znatno razlikuje u pogledu broja identifikovanih jedinjenja (15 identifikovanih
komponenata) i njihovog relativnog procentnog sadrzaja. Najzastupljenija hemijska grupa u
ovom ekstraktu su seskviterpenski ugljovodonici (18,61%), zatim slede oksidovani
monoterpeni  (16,22%), aromati¢ni oksidovani monoterpeni (11,07%) 1 oksidovani
seskviterpeni (2,22%). Sadrzaj dominantne komponente linaloola je znatno manji nego u
etarskom ulju bosiljka i iznosi svega 11,46% (GC/MS) (kvantitativni sadrzaj je 2,56 % (m/m),

odnosno prinos ekstrakcije je 49,92 mg/100 g droge, odreden i GC/FID metodom). Sadrzaj
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ostalih komponenti koje se nalaze u ve¢em procentu je sledeci: eugenol 10,16% (2,27%
(m/m)), &-kadinen 8,27% (1,85% (m/m)) i y-kadinen 4,11% (0,92% (m/m)). Takode se

uocava da je u ekstraktu u ve¢em udelu (23,50%, odnosno 5,25% (m/m)) prisutna nepolarna

komponenta ve¢e molekulske mase koja se eluira pri veéem retencionom vremenu (52,90

min), a koja nije identifikovana.

Rezultati hromatografske analize ekstrakta bosiljka dobijenog Soxhlet ekstrakcijom

pokazuju da se ovim postupkom ekstrakcije, osim etarskog ulja ekstrahuju gotovo sve

prisutne lipidne komponente i biljni pigmenti.

Tabela 14. Kvalitativni i kvantitativni sastav ekstrakta dobijenog Soxhlet ekstrakcijom

1 1,8-Cineol 9,21 0,26 0,1 1,95
2  Linalool 12,37 11,46 2,56 49,92
3  Kamfor 13,88 0,52 0,12 2,34
4 a-Terpineol 16,01 2,81 1,49 29,05
5  Metil-havikol 16,14 0,91 0,34 6,63
6 ni. 16,38 6,02 1,34 26,13
7 Geraniol 18,43 0,64 0,22 4,29
8  Bornilacetat 19,25 0,53 0,12 2,34
9 ni. 19,59 9,83 2,20 42,90
10  Eugenol 22,18 10,16 2,27 44,26
11 B-Elemen 22,80 2,25 0,50 9,75
12 a-Bergamoten 24,42 2,03 0,45 8,78
13 B-Kubeben 25,39 0,56 0,13 2,53
14 y-Kadinen 27,07 4,11 0,92 17,94
15 n.i. 27,34 0,36 0,08 1,56
16  a-Selinen 28,81 1,39 0,31 6,04
17  Spatulenol 29,27 2,22 0,50 9,75
18 n.. 30,33 1,42 0,32 6,24
19  4-Kadinen 31,18 8,24 1,85 36,07
20 n.i. 31,58 0,61 0,14 2,73
21 n.. 32,55 3,55 0,79 15,40
22 n.. 33,63 1,43 0,32 6,24
23 n.. 36,42 1,39 0,31 6,04
24 n.i. 43,47 2,42 0,54 10,53
25 n.i. 52,90 23,50 5,25 102,37
26 n.i. 58,03 1,38 0,31 6,04
) 100,00 23,48 457,86
Ostala lipofilna jedinjenja 76,52 1.492,14

tgr — Retenciono vreme
n.i. — Neidentifikovana komponenta
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Slika 24. GC/MS hromatogram ekstrakta bosiljka dobijenog Soxhlet ekstrakcijom

3.4.2. Superkriti¢na ekstrakcija

3.4.2.1. Totalni (ukupni) ekstrakti

Prinosi ekstrakcije bosiljka superkriti¢cnim ugljendioksidom dati su u tabeli 13, a
rezultati relativanog udela komponenata u dobijenim ekstraktima primenom GC/MS metode,
dati su u tabeli 15.

Komponente prisutne u ekstraktima grupisane su u Cetiri osnovne grupe: oksidovani
monoterpeni, aromati¢ni oksidovani monoterpeni, seskviterpenski ugljovodonici i oksidovani
seskviterpeni. Udeo oksidovanih monoterpena se kretao od 25,03 do 33,4%, aromati¢nih
oksidovanih monoterpena od 15,75 do 20,29%, seskviterpenskih ugljovodonika od 27,68 do
38,81% i oksidovanih seskviterpena od 1,63 do 2,67%.

Kvantitativni sadrzaj komponenata u dobijenim CO; ekstraktima odreden je primenom
GC/FID metode 1 metode spoljasnjeg standarda (eksperimentalni deo 4.7.), dobijeni su
rezultati koji su dati u tabeli 16.

Najve¢i sadrzaj oksidovanih monoterpena iznosio je 18,73% u ekstraktu bosiljka
100/40. Sadrzaj oksidovanih monoterpena sa porastom pritiska (od 100 do 300 bar), t].
gustine CO;, pri konstantnoj temperaturi opada. Na 40°C sa 18,73% na 13,48%, na 50°C sa
13,48% na 11,98%, i na temperaturi 60°C sa 11,42% na 8,4%. Najveci sadrzaj aromati¢nih
oksidovanih monoterpena od 10,4% je ostvaren u ekstraktu 100/50. I u ovom slucaju, sa
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porastom pritiska pri konstantnoj temperaturi, opada sadrzaj ove grupe komponenata. Najveci
sadrzaj seskviterpenskih ugljovodonika od 21,44% odreden je u ekstraktu 100/50, i sa
porastom pritiska pri izotermskim uslovima ovaj sadrzaj se smanjuje. Oksidovani
seskviterpen (spatulenol) je najve¢i sadrzaj imao u ekstraktu 100/40 (1,27%) i pokazuje,
takode, smanjenje sadrzaja sa porastom pritiska na konstantnoj temperaturi.

U dobijenim ekstraktima bosiljka dominatne su slede¢e komponente: linalool, eugenol
i 8-kadinen. Ostale komponente koje su imale sadrzaj iznad 2% su: a-bergamoten, germakren
D, y-kadinen i B-selinen.

Najveci sadrzaj linaloola (16,6%) odreden je u ekstraktu 100/40, ali najveca koli¢ina
linaloola koja je ekstrahovana iz 100 g droge nije dobijena pri ovim ekstrakcionim uslovima.
Najveci prinos linaloola je dobijen primenom pritiska od 200 bar na 40°C (uzorak 200/40),
odnosno gustine CO, 0,831 kg/m® i iznosi 199,75 mg/100 g droge (tabela 17). U grupi
aromaticnih oksidovanih monoterpena najveci prinos eugenola od 123,29 mg/100 g droge je
dobijen u ekstraktu 150/60, iako je najveci udeo ove komponente (9,78%) u ekstraktu 100/50.
0-Kadinen je dominatna komponenta grupe seskviterpenskih ugljovodonika sa najveéim
udelom u ekstraktu bosiljka (uzorak 100/50) od 7,21%. Najveci prinos o-kadinena, na osnovu

proracuna je ipak, ostvaren u ekstraktu 150/50 (91,79 mg/100 g droge).
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Tabela 15. Relativni udeo komponenata totalnog ekstrakata dobijenih superkriticnom ekstrakcijom

Doktorska disertacija

Oksidovani monoterpeni 31,52 32,86 33,4 31,57 25,03 27,69 27,10 27,65 23,77 25,99 27,10 30,13
1,8-Cineol 0,61 0,91 0,99 2,00 0,48 0,71 1,15 0,89 0,20 0,71 1,00 1,09
Linalool 2780 | 29,33 | 29,40 | 26,09 | 21,33 | 2435 | 23,12 | 2355 | 21,64 | 22,83 | 23,90 | 26,26
Kamfor 0,39 0,28 0,34 0,38 - 0,20 0,31 0,29 - - - -
a-Terpineol 1,03 0,92 1,05 1,50 2,00 0,98 1,21 1,42 1,04 1,11 1,10 0,66
Geraniol 1,25 0,95 1,19 0,96 1,22 1,06 0,74 1,10 0,89 1,34 1,10 1,61
Bornilacetat 0,44 0,47 0,43 0,64 - 0,39 0,57 0,40 - - - 0,51
Aromaticni oksidovani 17,14 | 158 | 16,68 | 17,23 | 19,62 | 16,76 | 19,07 1491 | 20,29 | 19,93 | 18,90 | 15,75
monoterpenl
Eugenol 1556 | 14,36 | 14,86 | 16,09 | 17,69 | 1537 | 17,87 13,72 | 19,41 | 18,90 18,0 14,03
Metil-havikol 1,58 1,44 1,82 1,14 1,93 1,39 1,20 1,19 0,88 1,03 0,90 1,72
Seskviterpenski 33,10 | 34,37 | 3224 | 3481 | 3881 | 3556 | 34,26 | 27,68 | 3571 | 3215 | 356 | 3398
ugljovodonici
B-Kubeben 0,58 0,94 0,74 0,86 0,08 0,73 0,88 0,96 0,75 0,61 0,90 0,60
B-Elemen 0,99 1,03 0,85 1,16 1,38 0,82 1,32 0,66 1,06 0,99 1,00 1,58
Trans-Kariofilen 0,74 0,75 0,39 0,61 0,81 0,69 - 0,52 0,82 0,58 0,7 0,56
a-Bergamoten 4,26 5,56 5,23 5,57 5,24 5,23 4,12 4,14 4,19 5,19 5,0 4,67
a-Humulen 1,11 1,29 1,11 1,20 1,25 1,05 1,31 1,07 1,40 0,96 1,0 0,73
Germakren D 5,30 4,81 5,00 5,63 5,29 4,42 4,52 4,30 4,89 2,54 4,7 5,47
y-Kadinen 4,55 4,54 413 4,31 4,83 4,83 4,58 3,36 5,49 4,87 43 4,26
§-Kadinen 1164 | 11,37 | 10,72 | 10,67 | 13,056 | 12,69 | 12,29 9,16 14,03 | 13,28 12,4 12,02
a-Selinen 0,99 1,45 1,32 1,29 1,88 1,84 1,36 0,70 - 1,39 1,6 1,13
B-Selinen 2,94 2,63 2,75 3,51 3,35 2,74 3,21 2,14 3,08 1,74 3,00 2,96
y-Elemen - - - - 0,75 0,52 0,67 0,67 - - 1,00 -
Oksidovani seskviterpeni 2,12 2,13 2,21 2,01 2,26 2,67 1,92 1,67 2,59 2,70 2,30 1,63
Spatulenol 2,12 2,13 2,21 2,01 2,26 2,67 1,92 1,67 2,59 2,70 2,30 1,63
Ukupno 83,88 | 8516 | 8453 | 8562 | 8572 | 8329 | 8235 | 7191 | 82,36 | 80,77 | 839 81,49
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Tabela 16. Kvantitativna analiza totalnih ekstrakata bosiljka

Doktorska disertacija

Oksidovani monoterpeni 18,73 14,98 17,12 13,48 13,48 13,62 11,75 11,98 11,42 12,11 11,10 8,40
1,8-Cineol 0,23 0,35 0,44 1,10 0,25 0,29 0,68 0,45 0,10 0,33 0,47 0,28
Linalool 16,6 13,23 15,11 10,72 11,79 11,87 9,58 10,14 10,00 10,63 9,66 6,99

Kamfor 0,23 0,13 0,17 0,16 - 0,10 0,13 0,12 - - - -
a-Terpineol 0,60 0,47 0,51 0,8 0,79 0,53 0,69 0,54 0,69 0,62 0,53 0,28
Geraniol 0,81 0,59 0,67 0,44 0,65 0,64 0,43 0,56 0,63 0,53 0,44 0,71
Bornilacetat 0,26 0,21 0,22 0,26 - 0,19 0,24 0,17 - - - 0,14

Aromati¢ni oksidovani

monoterpeni 10,16 7,21 8,50 7,27 10,40 8,62 7,92 6,51 9,43 9,42 7,82 4,16
Eugenol 9,29 6,48 7,64 6,61 9,78 7,97 7,40 5,91 8,97 8,80 7,28 3,74
Metil-havikol 0,87 0,73 0,86 0,66 0,62 0,65 0,52 0,6 0,46 0,62 0,54 0,42
Seskviterpenski ugljovodonici | 19,76 15,58 16,57 14,29 21,44 17,34 14,19 11,9 16,51 14,97 14,37 9,04
B-Kubeben 0,35 0,42 0,38 0,35 0,54 0,36 0,36 0,41 0,35 0,28 0,36 0,16
B-Elemen 0,59 0,46 0,44 0,48 0,76 0,40 0,55 0,28 0,49 0,46 0,40 0,42
Trans-Kariofilen 0,44 0,34 0,20 0,25 0,45 0,34 - 0,22 0,38 0,27 0,28 0,15
a-Bergamoten 2,54 2,59 2,69 2,29 2,90 2,55 1,71 1,78 1,94 2,42 2,02 1,24
a-Humulen 0,66 0,58 0,57 0,49 0,69 0,51 0,54 0,46 0,65 0,45 0,40 0,19
Germakren D 3,16 2,17 2,57 2,31 2,92 2,15 1,87 1,85 2,26 1,18 1,90 1,46
y-Kadinen 2,72 2,05 2,12 1,77 2,67 2,35 1,90 1,45 2,54 2,27 1,74 1,13
d-Kadinen 6,95 5,13 5,51 4,38 7,21 6,19 5,09 3,94 6,48 6,18 5,01 3,20
a-Selinen 0,59 0,65 0,68 0,53 1,04 0,90 0,56 0,30 0 0,65 0,65 0,30
B-Selinen 1,76 1,19 1,41 1,44 1,85 1,34 1,33 0,92 1,42 0,81 1,21 0,79

y-Elemen - - - - 0,41 0,25 0,28 0,29 - - 0,40 -
Oksidovani seskviterpeni 1,27 0,96 1,14 0,83 1,25 1,30 0,80 0,72 1,20 1,26 0,93 0,43
Spatulenol 1,27 0,96 1,14 0,83 1,25 1,30 0,80 0,72 1,20 1,26 0,93 0,43
Ukupno 49,92 38,73 43,33 35,87 46,57 35,7 34,66 31,11 38,56 37,76 34,22 22,03
Neidentifikovane komponente | 50,08 61,27 56,67 64,13 53,43 64,3 65,34 68,89 61,44 62,24 65,78 77,97

62




Snezana Filip

Tabela 17. Prinos ekstrakcije komponenata bosiljka (mg/100 g droge)

Doktorska disertacija

Oksidovani monoterpeni 134,65 | 185,45 | 226,33 | 173,50 119,7 | 201,98 | 170,05 205,45 47,06 169,65 | 184,92 | 157,83
1,8-Cineol 1,65 433 | 582 | 1416 | 223 | 430 9,88 772 3,82 4,62 7,83 5,26
Linalool 119,35 | 163,79 | 199,75 | 137,97 | 10540 | 176,03 | 138,62 | 173,90 | 38,20 | 148,92 | 160,93 | 131,34
Kamfor 1,65 1,61 2.25 2,06 : 1,48 1,88 2,06 ; ; : ;
a-Terpineol 4,31 5,82 674 | 1030 | 7,06 | 7,86 9,98 9,26 2,63 8,69 8,83 5,26
Geraniol 5,82 730 | 886 5,66 501 | 9,49 6,22 9,60 2,41 7.42 733 | 1334
Bornilacetat 1,87 2.60 291 3,35 ; 2.82 3,47 2,91 ; ; ; 2.63
Ar"mnﬁ(‘)‘rc]g;e"r';ﬁe‘gi‘”a“‘ 73,04 | 89,26 | 1097 | 9356 | 92,97 | 120,72 | 1146 | 111,64 | 36,02 | 131,98 | 130,28 | 78,16
Eugenol 66,79 | 80,22 | 9833 | 8507 | 8743 | 111,08 | 107,08 | 101,35 | 34,26 | 12329 | 121,28 | 70,27
Metil-havikol 6.25 904 | 11,37 | 849 554 | 964 7,52 1029 | 1,76 8,69 9,00 7.89
SS;'I‘J‘Q\%%‘?;E'I" 142,07 | 192,87 | 219,06 | 18391 | 191,67 | 257,08 | 20531 | 204,09 | 63,05 | 209,71 | 239,39 | 169,85
B-Kubeben 252 520 | 5,02 4,50 483 | 534 521 7.03 134 3,92 6,00 3,00
B-Elemen 4,24 5,69 5,82 6,18 679 | 593 7,96 4,80 1,87 6,44 6,66 7,89
Trans-Kariofilen 3,16 421 264 3,22 402 | 5,04 ; 3,77 145 3,78 4,66 2.82
a-Bergamoten 18,26 | 32,06 | 3556 | 29,47 | 2593 | 37,82 | 24,74 | 3053 | 7,41 | 3390 | 3365 | 2330
a-Humulen 4,75 718 754 6,31 617 | 7,56 781 7.89 248 6,30 6,66 3,57
Germakren D 22,72 | 26,86 | 3398 | 2973 | 2610 | 3180 | 27,06 | 31,73 | 863 | 1653 | 3165 | 2743
y-Kadinen 1956 | 2538 | 28,03 | 22,78 | 2387 | 3485 | 2749 | 2487 | 970 | 31,80 | 2899 | 2123
5-Kadinen 4997 | 6351 | 72,84 | 56,37 | 64,46 | 91,79 | 73,65 | 67,57 | 2475 | 86,58 | 83,47 | 60,13
a-Selinen 424 805 | 899 6,82 930 | 13,37 | 810 515 ; 911 | 10,83 | 5,64
B-Selinen 1265 | 1473 | 1864 | 1853 | 1654 | 19,87 | 1924 | 1578 | 542 | 11,35 | 2016 | 1484
y-Elemen ; ; ; ; 3,66 | 3,71 4,05 4,97 - - 6,66 -
Oksidovani seskviterpeni 913 | 11,88 | 1507 | 1068 | 11,17 | 1928 | 1158 | 1235 | 458 | 17,65 | 1549 | 8,08
Spatulenol 913 | 11,88 | 1507 | 1068 | 11,17 | 1928 | 1158 | 1235 | 458 | 17.65 | 1549 | 8,08
Ukupno 358,80 | 479,46 | 570,16 | 461,65 | 41551 | 599,06 | 501,54 | 533,53 | 150,71 | 528,99 | 570,08 | 413,86
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Na slici 25 je dat prikaz prinosa dominatnih komponenata u zavisnosti od ekstrakcionih
uslova, odnosno gustine superkriti¢nog CO,.
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Slika 25. Prinos ekstrakcije dominantnih komponenata u zavisnosti od gustine ugljendioksida (d).

Najveéi prinos linaloola je ostvaren pri gustini CO, od 0,831 kg/m?®, eugenola pri gustini
CO, od 0,563 kg/m?®, a 8-kadinena pri gustini CO, od 0,659 kg/m®. Ova tri dominantna jedinjenja

pokazuju sli¢ne osobine rastvaranja u odnosu na gustinu superkriticnog COx.

Najvedi relativni sadrzaj y-kadinena (2,72%) i germakrena D (3,16%) je ostvaren u ekstraktu
100/40, dok je sadrzaj o-bergamotena (2,90%) i B-selinena (1,85%) imao najveéu vrednost u
ekstraktu bosiljka 100/50. Prinosi ekstrakcije y-kadinena (34,85 mg/100 g) i a-bergamotena (37,82
mg@/100 g) su bili najveci u ekstraktu 150/50, germakrena D (33,98 mg/100 g) u ekstraktu 200/40, a
B-selinena (20,16 mg/100 g) u ekstraktu 200/60.

Diaz — Maroto i saradnici (2002) su primenom superkriti¢éne ekstrakcije (120 bar, 40°C) u
ekstraktima bosiljka kao dominatne komponente detektovali linalool (30,73%) i eugenol (21,80%).
Superkriti¢cnom ekstrakcijom O. basilicum L. Mazultti i saradnici (2006) su u dobijenim ekstraktima
odredili dominatne komponente: linalool (47,3%), estragol (25,4%) i 1,8-cineol (4,2%), Cije se
sadrzaj u ekstraktima menjao sa variranjem uslova ekstrakcije, odnosno variranjem gustine CO..
Lachowicz i saradnici su u svom radu jos 1996. god. pokazali da se etarsko ulje bosiljka (O.
basilicum L.) dobijeno hidrodestilacijom, kvalitativno i kvantitativno razlikuje od CO; ekstrakta. Na
osnovu prethodnih i naSih istrazivanja moze se zaklju¢iti da ekstrakti bosiljka dobijeni

superkriti¢cnom ekstrakcijom sadrze visoko vredne komponente, gde se variranjm uslova ekstrakcije
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postize odgovaraju¢i odnos najznacajnijih terpenskih grupa i time omogucava kreiranje novih

prirodnih proizvoda prema zeljenoj nameni.

3.4.2.2. Ekstrakti dobijeni sukcesivnom (frakcionom) ekstrakcijom

Prinosi  ekstrakcije bosiljka dobijeni sukcesivnom superkriticnom ekstrakcijom
(eksperimentalni deo 4.5.), tj. frakcionisanjem lipofilnih komponenata, dati su u tabeli 13, a
kvalitativni sastav dobijenih ekstrakata je dat u tabeli 18.

Procenat detektovanih komponenata u ekstraktima se kre¢e od 88,11% do 11,39%, odnosno
procenat neidentifikovanih komponenata od 11,89% do 80,61%. Evidentno je da se tokom
frakcionisanja lipofilnih jedinjenja procenat identifikovanih komponenata smanjuje sa poveéanjem
pritiska pri konstantnoj temperaturi sa iscrpljivanjem droge. Na osnovu toga moze se zakljuciti da
se u prvom stupnju procesa frakcionisanja dobija ekstrakt (frakcija) koja sadrzi uglavnom
komponente etarskog ulja bosiljka. U narednim frakcijama se povecava udeo tvz. koekstrahovanih
supstanci, koje su lipofilne, ali nisu isparljive, tako da nisu prisutne u EU dobivenom destilacijom
vodenom parom. Na 40°C sa povecanjem pritiska od 100 do 300 bara procenat identifikovanih
komponenti opada sa 88,11% na 41,69%, na 50°C povecanjem pritiska procenat identifikovanih
komponenata takode opada sa 82,2% na 72,05%, a na temperaturi 60°C taj procenat opada od
83,01% na samo 11,39%. Udeo isparljivih detektovanih komponenata u odnosu na ostale
neidentifikovane komponenate se tokom frakcionisanja menja sa odnosa 1,25:1 na odnos 1:25. Na
osnovu ovih rezultata moze se zakljuditi da se sa poveéenjem pritiska, odnosno gustine ekstragensa,
pri konstantnoj temperaturi, smanjuje udeo lako isparljivih nepolarnih komponenata (komponente
etarskog ulja), a povecava udeo komponenata vece molekulske mase (voskovi, masna ulja,
fitosteroli i sl.) koji se ekstrahuju na visim pritiscima, pa se time menja kvalitet ekstrakta u toku
ekstrakcije (Filip i sar., 2013). Reverchon i de Marco (2006) su za superkriti¢nu ekstrakciju
etarskog ulja iz biljnih sirovina predlozili pritisak od 90 do 100 bara i temperaturu u opsegu od 40
do 50°C.

Kvantitativna analiza komponenata u izdvojenim ekstraktima izvrSena je pomo¢u GC/FID
metode, a rezultati su dati u tabeli 19. I na osnovu ovih rezultata se moze uociti da se sadrzaj
identifikovanih komponenata smanjuje (od 55,26 do 3,86 g/100 g ekstrakta) sa povec¢anjem pritiska
pri konstantnoj temperaturi, a da se sadrzaj neidentifikovanih komponenata povecava (od 44,74 do

96,14 g/100 g ekstrakta).
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Tabela 18. Relativni udeo komponenata ekstrakata dobijenih frakcionisanjem lipofilnih komponenata

Oksidovani monoterpeni 36,42 | 16,88 | 8,93 8,71 | 30,12 | 17,58 | 10,14 | 7,25 | 25,26 | 17,18 | 7,19 3,38
1,8-Cineol 0,55 0,82 - - 0,38 - - - 0,22 - - -
Linalool 32,68 | 1393 | 7,93 8,26 | 26,84 | 1591 | 9,00 529 | 22,43 | 1481 | 5,25 2,64
Kamfor 0,36 - - - 0,23 - - - 0,28 - - -
a-Terpineol 1,05 1,00 0,42 - 0,99 0,70 0,30 0,71 0,84 0,85 0,41 -
Geraniol 1,39 1,13 0,58 0,45 1,22 0,97 0,84 1,25 1,13 1,04 1,53 0,74
Bornilacetat 0,39 - - - 0,46 - - - 0,36 0,48 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni | 16,24 | 17,14 | 11,26 9,81 16,59 | 18,42 | 17,09 | 18,28 | 19,05 | 16,68 | 17,80 3,10
Eugenol 14,15 | 16,77 | 11,26 | 9,81 15,07 | 17,75 | 17,09 | 18,28 | 17,89 | 16,11 | 17,80 | 3,10
Metil-havikol 2,09 0,37 - - 1,52 0,67 - - 1,16 0,57 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 33,57 | 38,26 | 13,31 | 21,25 | 33,56 | 36,97 | 43,55 | 43,21 | 36,59 | 39,16 | 41,68 | 4,29
B-Kubeben 0,96 0,84 0,53 - 0,68 0,88 1,79 1,06 1,04 0,89 1,12 -
B-Elemen 1,03 1,47 - - 1,02 1,05 2,14 0,98 1,05 0,83 1,57 -
Trans-Kariofilen 0,76 1,05 - - 0,62 0,89 - - 0,66 0,81 - -
d-Kadinen 9,90 | 14,22 - 12,00 | 11,54 | 1543 | 16,49 | 18,43 | 12,54 | 15,99 | 16,75 | 2,21
a-Selinen 1,06 1,06 0,74 - 0,98 0,78 1,39 2,77 1,05 1,19 2,29 -
B-Selinen 2,79 2,25 3,57 1,25 2,81 2,42 2,99 2,99 3,18 2,84 3,08 0,22
y-Elemen 0,77 - 1,38 - 0,40 - - - 0,60 - - -
Oksidovani seskviterpeni 1,52 3,09 1,67 1,92 1,93 2,96 3,06 3,31 2,11 2,76 2,80 0,62
Spatulenol 1,52 3,09 1,67 1,92 1,93 2,96 3,06 3,31 2,11 2,76 2,80 0,62
Ukupno 88,11 | 75,37 | 35,17 | 41,69 | 822 | 7593 | 73,84 | 72,05 | 83,01 | 75,78 | 69,47 | 11,39
Neidentifikovane komponente 11,89 | 24,63 | 64,83 | 50,31 | 17,8 | 24,07 | 26,16 | 27,95 | 16,99 | 24,22 | 30,53 | 80,61
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Tabela 19. Rezultati kvantitativne analize ekstrakata bosiljka dobijenih frakcionisanjem

Oksidovani monoterpeni 22,94 4,69 1,61 0,91 18,77 5,41 3,37 1,62 16,03 6,02 2,56 1,56
1,8-Cineol 0,30 0,47 - - 0,28 - - - 0,1 - - -
Linalool 20,71 3,36 1,2 0,74 16,57 4,74 2,89 1,04 14,15 5,14 2,04 1,22
Kamfor 0,23 - - - 0,14 - - - 0,18 - - -
a-Terpineol 0,64 0,56 0,16 - 0,67 0,33 0,14 0,23 0,59 0,34 0,15 -
Geraniol 0,81 0,30 0,25 0,17 0,83 0,34 0,34 0,35 0,78 0,37 0,37 0,34
Bornilacetat 0,25 - - - 0,28 - - - 0,23 0,17 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni 10,09 4,22 1,7 0,87 10,16 5,49 5,49 3,59 12,02 5,79 6,92 1,43
Eugenol 8,97 4,05 1,70 0,87 9,30 5,29 5,49 3,59 11,29 5,59 6,92 1,43
Metil-havikol 1,12 0,17 - - 0,86 0,20 - - 0,73 0,20 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 21,27 9,22 2,01 1,91 20,71 | 11,01 | 13,96 8,49 23,08 13,59 16,21 1,98
B-Kubeben 0,61 0,20 0,08 - 0,42 0,26 0,57 0,21 0,66 0,31 0,44 -
B-Elemen 0,65 0,35 - - 0,63 0,31 0,67 0,19 0,66 0,29 0,61 -
Trans-Kariofilen 0,48 0,25 - - 0,38 0,27 - - 0,42 0,28 - -
a-Bergamoten 3,28 1,49 0,59 0,27 3,21 1,65 1,84 0,99 3,50 1,70 2,01 0,40
a-Humulen 0,87 0,26 0,05 - 0,56 0,30 0,50 0,18 0,52 0,47 0,47 -
Germakren D 3,59 1,07 0,40 0,18 3,07 1,32 1,73 0,93 3,38 1,57 1,85 0,28
y-Kadinen 2,59 1,37 0,03 0,27 2,73 1,35 1,94 1,24 2,99 2,02 2,23 0,18
d-Kadinen 6,27 3,43 - 1,08 7,12 4,60 5,30 3,62 7,91 5,55 6,51 1,02
a-Selinen 0,67 0,26 0,11 - 0,61 0,23 0,45 0,54 0,66 0,41 0,89 -
B-Selinen 1,77 0,54 0,54 0,11 1,73 0,72 0,96 0,59 2,00 0,99 1,20 0,10
y-Elemen 0,49 - 0,21 - 0.25 - - - 0,38 - - -
Oksidovani seskviterpeni 0,96 0,74 0,25 0,17 1,19 0,88 0,98 0,65 1,33 0,96 1,09 0,29
Spatulenol 0,96 0,74 0,25 0,17 1,19 0,88 0,98 0,65 1,33 0,96 1,09 0,29
Ukupno 55,26 18,87 5,57 3,86 50,83 | 22,79 23,8 14,35 | 52,46 26,36 26,78 5,26
Neidentifikovane komponente 44,74 81,13 | 94,43 | 96,14 | 49,17 | 77,21 76,2 85,65 | 47,54 73,64 73,22 94,74
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Na osnovu dobijenih rezultata (tabela 19) ekstrakt bosiljka 100/40 je imao najvise
oksidovanih monoterpena (22,94%), dok je ekstrakt bosiljka 100/60 najvise imao seskviterpenskih
ugljovodonika (23,08%). Uocljivo je da se sadrzaj svih grupa komponenata sa povecanjem pritiska

pri konstantnoj temperaturi smanjuje sa iscrpljivanjem droge (slika 26).

25 -
> 201
o
o
o
© 15
S
S 10+
(]
O
°
a 97
O_
O, % S0, 0, o, % 0, 9 9, %, 0, W
o, C C O Cu C C. Q. C 2, C,
D 0 0 o D B % % B @ B Y
@ Oksidovani monoterpeni B Aromati¢ni oksidovani monoterpeni
O Seskviterpenski ugljovodonici O Oksidovani seskviterpeni

Slika 26. Histogram sadrzaja najznacajnijih grupa u ekstraktu bosiljka dobijenih frakcionisanjem

U ekstraktima bosiljka dobijenim frakcionisanjem dominatne su slede¢e komponente:
linalool, eugenol, a-bergamoten, germakren D, y-kadinen, 8-kadinen, B-selinen i spatulenol.

Najve¢i sadrzaj linaloola (20,71%) odreden je u ekstraktu 100/40, ali najveci prinos
linaloola koji je ekstrahovana iz 100 g droge nije dobijen pri ovim ekstrakcionim uslovima. Najveci
prinos linaloola tokom ekstrakcije je dobijen pri pritisku od 100 bar i temperaturi 50°C (uzorak
100/50) i iznosi 167,03 mg/100 g droge (tabela 20). Prinos linaloola opada od 167,03 mg/100 g
droge do 3,67 mg/100 g droge sa porastom pritiska (od 100 do 300 bar) pri konstantnoj temperaturi
(50°C) sa iscrpljivanjem droge.

U grupi aromati¢nih oksidovanih monoterpena najveci prinos eugenola od 93,74 mg/100 g
droge je odreden u ekstraktu 100/50, iako je najve¢i udeo ove komponente (11,29%) u ekstraktu
100/60. Prinos eugenola opada od 93,74 mg/100 g droge do 12,67 mg/100 g droge sa porastom

pritiska CO, pri konstantnoj temperaturi od 50°C sa iscrpljivanjem droge.
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Tabela 20. Prinos ekstrakcije komponenata bosiljka dobijenih frakcionisanjem (mg/100 g droge)

Oksidovani monoterpeni 158,97 20,54 4,36 1,25 189,2 37,5 11,73 571 105,31 50,62 12,13 3,64
1,8-Cineol 2,08 2,06 - - 2.82 - - - 0,66 0 0 0
Linalool 143,52 | 14,72 3,25 1,02 | 167,03 | 32,85 | 10,06 3,67 92,96 43,22 9,67 2,85
Kamfor 1,59 - - - 141 - - - 1,18 0 0 0
a-Terpineol 4,44 2,45 0,43 - 6,75 2,29 0,49 0,81 3,88 2,86 0,71 0
Geraniol 5,61 1,31 0,68 0,23 8,37 2,36 1,18 1,23 5,12 3,11 1,75 0,79
Bornilacetat 1,73 - - - 2.82 - - - 1,51 1,43 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni 69,92 18,48 4,61 1,20 | 102,41 | 38,05 | 19,10 12,67 78,97 48,69 32,8 3,35
Eugenol 62,16 17,74 4,61 1,20 93,74 | 36,66 | 19,10 12,67 74,17 47,01 32,80 3,35
Metil-havikol 7,76 0,74 - - 8,67 1,39 - - 4,80 1,68 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 147,4 40,39 5,45 2,63 | 208,75 | 76,29 | 48,57 29,96 151,65 | 114,28 | 76,85 4,63
B-Kubeben 4,23 0,88 0,22 - 4,23 1,80 1,98 0,74 4,34 2,61 2,09 -
B-Elemen 4,50 1,53 - - 6,35 2,15 2,33 0,67 4,34 2,44 2,89 -
Trans-Kariofilen 3,33 1,10 - - 3,83 1,87 - - 2,76 2,35 - -
a-Bergamoten 22,73 6,53 1,60 0,37 32,36 | 11,43 6,40 3,49 22,99 14,30 9,53 0,94
a-Humulen 6,03 1,14 0,14 - 5,64 2,08 1,74 0,63 3,42 3,95 2,23 -
Germakren D 24,88 4,69 1,08 0,25 30,94 9,15 6,02 3,28 22,21 13,20 8,77 0,65
y-Kadinen 17,95 6,00 0,08 0,37 27,52 9,35 6,75 4,38 19,64 16,99 10,57 0,42
d-Kadinen 43,45 15,02 - 1,49 71,77 | 31,88 | 18,44 12,78 51,97 46,67 30,86 2,39
a-Selinen 4,64 1,14 0,30 - 6,15 1,59 1,57 1,91 4,34 3,45 4,22 -
B-Selinen 12,26 2,36 1,46 0,15 17,44 4,99 3,34 2,08 13,14 8,32 5,69 0,23
y-Elemen 3,40 - 0,57 - 2,52 - - - 2,50 - - -
Oksidovani seskviterpeni 6,39 3,24 0,68 0,23 11,99 6,10 3,41 2,29 8,74 8,07 5,17 0,68
Spatulenol 6,39 3,24 0,68 0,23 11,99 6,10 3,41 2,29 8,74 8,07 5,17 0,68
Ukupno 382,68 | 82,65 | 15,10 5,31 | 512,35 | 157,94 | 82,81 50,63 344,67 | 221,66 | 126,95 12,3
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d-Kadinen je dominatna komponenta u grupi seskviterpenskih ugljovodonika sa najve¢im
udelom u ekstraktu bosiljka 100/60 u iznosu od 7,91%. Najveéi prinos o-kadinena, na osnovu
proracuna, je dobijen u ekstraktu 100/50 (71,77 mg/100 g droge) pri ¢emu ova vrednost, Sa
porastom pritiska (100 - 300 bar) pri konstantnoj temperaturi (50°C), opada do 12,78 mg/100 g
droge. U istoj grupi najveci udeo y-kadinena (2,99%), a-bergamotena (3,50%) i B-selinena (2,0%)
je ostvaren u ekstraktu 100/60, dok je sadrzaj germakrena D (3,59%) imao najveéu vrednost U
ekstraktu bosiljka 100/40. Prinos ove cetiri komponente bio je, takode, najveci u ekstraktu 100/50 i
iznosio je za y-kadinen 27,52 mg/100 g, za a-bergamoten 32,36 mg/100 g, B-selinen 17,44 mg/100
g i za germakrena D 30,94 mg/100 g droge.

Spatulenol kao predstavnik oksidovanih seskviterpena najve¢i udeo imao je u ekstraktu
100/60 i iznosio je 1,33%, odnosno u 100 g droge najveci prinos spatulenola od 11,99 mg/100 g bio
je u ekstraktu bosiljka 100/50.

Treba napomenuti da sadrzaj svih komponenata (y-kadinen, a-bergamoten, B-selinen,
germakrena D i spatulenol) opada tokom ekstrakcije (sa porastom pritiska od 100 do 300 bar pri
konstantnoj temperaturi od 50°C) sa iscrpljivanjem droge. Pojedine komponente, kao §to su 1,8-
cineol, kamfor, bornilaceta, metil-havikol, trans-kariofilen i y-elemen, su potpuno ekstrahovane u
prethodnim stepenima ekstrakcije.

Na osnovu rezultata datih u tabeli 20 moze se uoditi da je za izdvajanje etarskog ulja iz
ispitivane droge najpogodnija kombinacija radnih uslova superkriticne ekstrakcije pritiska 100 bar i
temperature 50°C, odnosno odgovarajuée gustine CO; (0,378 kg/m?). Ovu konstataciju potvrduje
zakljucak Reverchona i de Marca (2006) o optimalnim uslovima ekstrakcije od 80 do 100 bar 1
temperaturi od 40 do 50°C.

Uporedujuci rezultate dominatnih komponenti u totalnim ekstraktima i ekstraktima
dobijenih frakcionisanjem lipofilnih komponenata, mogu se videti znacajno vece koli¢ine ovih
komponenata na visim pritiscima (ve¢im gustinama CQ>), iako je od strane velikog broja autora u
literaturi predloZena ekstrakcija EO pri ,,blagim® ekstrakcionim uslovima (pritisak od 80 do 100 bar
I temperatura od 40 do 50°C). Najve¢i prinos linaloola (tabela 17) od 199,75 mg/100 g droge
dobijen je pri ekstrakciji bosiljka na pritisku od 200 bar i temperaturi od 40°C (gustina CO, 0,831
kg/m®). Nadalje, najve¢i prinos eugenola od 123,29 mg/100 g droge dobijen je pri ekstrakciji
bosiljka na pritisku od 150 bar i temperaturi od 60°C (gustina CO, 0,563 kg/m®). Najveéi prinos &-
kadinena od 91,79 mg/100 g droge dobijen je pri ekstrakciji bosiljka na pritisku od 150 bar i
temperaturi od 50°C.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da se odabirom ekstrakcionih uslova

(temperature, pritiska, odnosno gustine i protoka ekstragensa) moze uticati na selektivnost
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superkriti¢ne ekstrakcije, a samim tim i na sastav dobijenog ekstrakta.

3.5. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE BOSILJKA METODOM ODZIVNE POVRSINE

(RSM)

Doktorska disertacija

Radi utvrdivanja najpogodnijih uslova ekstrakcije i dobijanja maksimalnog prinosa linaloola

izvrSena je optimizacija procesa ekstrakcije primenom Metode odzivne povrsine (poglavlje 4.6.) U

okviru ovog rada je koris¢en 32 faktorijalni dizajn gde je ispitan uticaj dve nezavisne promenljive

(pritisak i temperatura) na prinos ekstrakcije (Y, %) i na prinos linaloola (g/100 g), koji je

dominantno jedinjenje ekstrakata dobijenih supekriticnim CO,. Kodirane vrednosti nezavisnih

promenljivih su dobijene koris¢enjem jednacine 63 (eksperimentalni deo 4.6.).

U tabeli 21 su prikazane dobijene vrednosti prinosa ekstrakcije i linaloola pri razli¢itim

kombinacijama ekstrakcionih parametara (pritisak i temperatura), pri ¢emu su svi ostali parametri

(vreme ekstrakcije, stepen usitnjenosti i dr.) odrzavani konstantnim.

Tabela 21. Eksperimentalni dizajn 3% i vrednosti nezavisnih promenljivih pri razli¢itim ulaznim

veli¢inama
Proba Pritisak (bar) Temperatura (°C) Y (%) Linalool (g/100 g)
1 100 (-1) 40 (-1) 0,719 16,60
2 200 (0) 40 (-1) 1,322 15,11
3 300 (1) 40 (-1) 1,287 10,72
4 100 (-1) 50 (0) 0,894 11,79
5 200 (0) 50 (0) 1,447 9,58
6 300 (1) 50 (0) 1,715 10,14
7 100 (-1) 60 (1) 0,382 10,00
8 200 (0) 60 (1) 1,666 9,66
9 300 (1) 60 (1) 1,879 6,99

Vrednosti za ukupan prinos ekstrakcije su se kretale od 0,382 do 1,879% u zavisnosti od

primenjenih uslova ekstrakcije. Najvec¢a vrednost prinosa ekstrakcije (1,879%) dobijena je pri

pritisku od 300 bar i temperaturi od 60°C (maksimalni nivo vrednosti nezavisnih promenljivih).

Vrednosti regresionih koeficijenata sa nivoom znadajnosti, koeficijent determinacije (R?) i

koeficijent varijacije (KV) prikazani su u tabeli 22.
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Tabela 22. Regresioni koeficijenti za predvideni model

Regresioni Prinos
koeficijent  ekstrakcije
Bo 1,573556"
Linearni
B1 0,481000"
B2 0,099833
Interakcija
P12 0,232250"
Kvadratni
P11 -0,332330"
B22 -0,142830
R 0,966580
KV 11,852910

" Znacajan na 5%
Znacajan na 10%

Izrazito visoka vrednost koeficijenta determinacije (0,96658) ukazuje na odli¢no slaganje
eksperimentalnih vrednosti sa predvidenim kvadratnim modelom. U prilog ovoj tvrdnji ide i
relativno niska vrednost koeficijenta varijacije i grafik koji pokazuje zavisnost vrednosti
predvidenih matemati¢kim modelom (Ypreq) 0d eksperimentalno dobijenih vrednosti (Yesp) odakle

se moze uociti da su tacke blisko grupisane oko prave (slika 27).

2m -

Slika 27. Raspodela predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti prinosa ekstrakcije

Analiza varijanse (ANOVA) za ispitivani model je prikazana u tabeli 23. Na osnovu F-
vrednosti moze se zakljuciti da pretpostavljeni model dobro opisuje ispitivani sistem (p<0,05), Sto

ukazuje i relativno nizak udeo sume kvadrata za ostatak koji je relativno nizak u poredenju sa

sumom kvadrata za ispitani model.
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Tabela 23. ANOVA za ispitivani model

Ss? Df° MS* F-vrednost p-vrednost
Model 1,925420 5 0,385084 17,35355 0,0201
Ostatak 0,066572 3 0,022191
Ukupno 1,991992 8

# Suma kvadrata
® Broj stepeni slobode
¢ Srednja vrednost kvadrata

Moze se zakljuciti da na ukupan prinos ekstrakcije najznacajnije utice linearni ¢lan pritiska
(p<0,05). Ovo se moze potvrditi i sa slike 28, gde se vidi jasno izraZen pozitivan uticaj pritiska na
vrednost Y. Interakcija izmedu nezavisnih promenljivih, kao i kvadratni ¢lan radnog pritiska imaju
znacajan (p<0,1) uticaj na prinos. Negativna vrednost kvadratnog ¢lana pritiska ukazuje da prinos
na odredenoj vrednosti pritiska dostize svoj maksimum nakon ¢ega njegovim daljim povecanjem
dolazi do opadanja prinosa. Sa grafika se moze uociti da se prevojna tacka (maksimum) nalazi na
vrednostima pritiska i temperature bliskim maksimalnim (slika 28). Uticaj ostalih ¢lanova na

ukupan prinos ekstrakcije nije znacajnije izrazen (p>0,1).
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Slika 28. Uticaj ekstrakcionih parametara na prinos ekstrakcije

Matematicki model koji opisuje ispitivani sistem (R2=O,967) je prikazan slede¢om

polinomnom jedna¢inom drugog reda:

Y = 1,573556 + 0,481 p + 0,099833 t + 0,23225 pt — 0.33233 p>— 0,14283 >  (59)
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U cilju intenzifikacije procesa ekstrakcije izvrSena je optimizacija parametara ekstrakcije
koris¢enjem jednacine (59). IzraCunate vrednosti za pritisak, odnosno temperaturu bile su 297 bar i
59,2°C. Matematicki model predvida da ¢e vrednost prinosa ekstrakcije (Ypred) izvedene pri
navedenim uslovima biti 1,91%, odnosno da ¢e interval poverenja za eksperimentalno dobijenu
vrednost sa 95% sigurnosti biti od 1,52 do 2,29%. S obzirom da su najve¢i prinosi ekstrakcije
eksperimentalno dobijeni pri slicnim uslovima (300 bar i 60°C), kao i da se prevojna tacka na
povrsini prikazanoj na slici 28 nalazi u tom intervalu, moze se zakljuciti da je optimizacija uspesno

1zvr$ena.

U cilju definisanja ekstrakcionih parametara (temperature i pritiska) pri kojima bi prinos
linaloola (g/100 g ekstrakta) bio najveci, optimizacija nije mogla da bude na isti nain izvrSena zbog
toga Sto kvadratni model opisan jednacinom (65) ne opisuje dobro sistem (p>0,05). Ustanovljeno je

da linearni model opisan jednac¢inom (60) bolje opisuje ekstrakcioni sistem.
Y = Bo+ BriXy1+ B2Xo (60)

gde regresioni koeficijenti (B) i nezavisne promenljive (X1 i X;) imaju isto znac¢enje kao u jednacini
(59), dok Y oznacava prinos linaloola. Linearni model relativno dobro opisuje ispitivani sistem
(p<0,05), ipak ne$to niza vrednost koeficijenta determinacije (R?=0,85) ukazuje na izvesne
nedostatke. Linearni model koji matematicki opisuje ponaSanje sistema prikazan je jednacinom

(61), a uticaj pojedinih faktora na prinos linaloola moze se videti na slici 29.

Y =11,17667 — 1,75667 p — 2,63 t (61)
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Slika 29. Uticaj ekstrakcionih parametara na prinos linaloola

Prvi grafik pokazuje uticaj pritiska na prinos linaloola pri temperaturi od 40°C (-1), dok

drugi prikazuje uticaj temperature na istu veli¢inu pri pritisku od 100 bar (-1). Moze se vidi da oba
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parametra imaju negativan uticaj na prinos linaloola, a izrazeniji je uticaj temperature, S$to se
odrazava ve¢im nagibom duzi u odnosu na horizontalnu osu. S obzirom da je najveca
eksperimentalna vrednosta za prinos linaloola dobijena na najnizim nivoima pritiska i temperature

(100 bar 1 40°C), za ocekivati je da optimalni parametri budu u blizini ovih vrednosti.

3.6. MATEMATICKO MODELOVANJE SUPERKRITICNE EKSTRAKCIJE BOSILJKA

Matematicki modeli koji se koriste za opisivanje procesa superkriticne ekstrakcije najcesce
imaju jedan, dva ili viSe parametara, koje je neophodno izracunati, odnosno prilagoditi njihove
vrednosti eksperimentalnim podacima. Kao rezultat matematickog modelovanja, dobijene su
vrednosti parametara razli¢itih primenjenih modela minimiziraju¢i odstupanje vrednosti prinosa
izraCunatih modelom od odgovaraju¢ih eksperimentalnih vrednosti i izracunate srednje vrednosti

relativnog odstupanja (AARD).

Za opisivanje kinetike superkriticne ekstrakcije u ovom radu primenjena su tri modela
(Kandiah i Spiro, Brunner i Esquivel i sar.) prema izrazima (1), (16) i (36), koji su dati u teorijskom
delu rada. Programskim paketima Mathcad 14 i Solver dodatkom unutar Microsoft Excel 2007,
odredeni su parametri ispitivanih modela u cilju najboljeg slaganja modela sa eksperimentalnim
podacima. U tabelama 24, 25 i 26 dati su rezultati primenjenih matematickih modela i njihova

srednja relativna odstupanja.

Tabela 24. Parametri Kandiah i Spiro modela pri razli¢itim uslovima superkriti¢ne ekstrakcije

Ekstrakcioni f, f, K1 ko AARD
uslovi (1/h) (1/h) (%)
100 bar, 40°C  0,4756 0,4754 0,1207 0,1204 8,947
100 bar, 50°C  0,4719 0,4829 0,1660 0,1660 11,795
100 bar, 60°C  0,4950 0,4950 0,0505 0,0505 7,688
150 bar, 40°C  0,5054 0,5064 0,2654 0,2654 7,516
150 bar, 50°C  0,5368 0,3906 0,5360 0,3906 25,227
150 bar, 60°C  0,5145 0,3071 0,4952 0,3071 14,235
200 bar, 40°C  0,4450 0,3343 0,4385 0,3343 11,319
200 bar, 50°C  0,4974 0,3231 0,4996 0,3231 9,522
200 bar, 60°C  0,5398 0,4258 0,5399 0,4258 38,211
300 bar, 40°C  0,4952 0,4953 0,2700 0,2700 16,213
300 bar, 50°C  0,5271 0,5157 0,6139 0,6139 10,603
300 bar, 60°C  0,5323 0,5323 0,6104 0,6104 25,452
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Tabela 25. Parametri Brunner modela Tabela 26. Parametri modela Esquivel i sar.
Ekstrakcioni k AARD Ekstrakcioni b AARD
uslovi (1/h) (%) uslovi (1/h) (%)

100 bar, 40°C  0,1407 17,455 100 bar, 40°C 55971 12,2306
100 bar, 50°C  0,1812 10,459 100 bar, 50°C  4,1378 9,173

100 bar, 60°C  0,0541 10,492 100 bar, 60°C 16,898 9,6977
150 bar, 40°C 0,260 8,527 150 bar, 40°C  2,7402 17,644
150 bar, 50°C  0,3549 40,899 150 bar, 50°C  1,9309 59,639
150 bar, 60°C  0,3026 14,036 150 bar, 60°C 2,280 17,248
200 bar, 40°C  0,4103 17,068 200 bar, 40°C  1,3967 7,186

200 bar, 50°C  0,3246 9,306 200 bar, 50°C  2,0451 15,011
200 bar, 60°C  0,3857 50,169 200 bar, 60°C  1,7451 83,538
300 bar, 40°C  0,2745 20,342 300 bar, 40°C  2,5242 7,155

300 bar, 50°C  0,5849 12,810 300 bar, 50°C  1,1647 22,9154
300 bar, 60°C  0,5685 31,458 300 bar, 60°C  1,0632 48,9251

Uspesnost aproksimacije primenjenih matematickih modela analizirana je na osnovu srednje
vrednosti relativnog odstupanja (AARD, %) za koju se smatra da je prihvatljiva do 5%, dok iznad

10% oznacava loSe slaganje eksperimentalno odredenih i modelom predvidenih vrednosti podataka.

Iz tabele 24 uocava se da su vrednosti parametara Kandiah i Spiro modela, baziranog na
postojanju hemijske reakcije, ki i ko vrlo sli¢ne, kao i da su vrednosti za frakcije ekstrahovane
rastvorene supstance fi i f,, takode veoma sli¢ne. Stoga se moze zakljuditi da je model baziran na
hemijskoj reakciji moguce primenjivati samo u slucajevima kada je hemijska reakcija tokom
procesa ekstrakcije vrlo spora i samim tim ograni¢avajuéi uslov procesa, dok su brzine desorpcije,
rastvaranja i difuzije ekstrahovanih komponenata prevelike da bi usporavale proces. Na osnovu
vrednosti relativnog odstupanja, moze se zakljuciti da je prihvatljivo fitovanje eksperimentalnih
podataka i modela koji su dali Kandiah i Spiro u sluc¢aju ekstrakcije bosiljka na 100 bar 40°C, 150

bar 40°C i 100 bar 60°C (slika 30), odnosno na nizim pritiscima i nizoj temperaturi.
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Slika 30. Poredenje eksperimentalnih i izracunatih vrednosti prinosa ekstrakcije u toku superkriti¢ne

ekstrakcije bosiljka na razli¢itim pritiscima i temperaturama (simboli — eksperimentalni

podaci, isprekidane linije — aproksimacijske krive prema modelu Kandiah i Spiro).

Tabela 25 pokazuje rezultate modelovanja superkriticne ekstrakcije pomocu jednostavnog

modela koji je predlozio Brunner (1984). Ovaj model pretpostavlja da se ekstrakcija odvija u

jednom stepenu, gde je difuzija kontrolisana samo pomoc¢u unutrasnjeg prenosa mase. AARD

vrednosti se kre¢u od 8,527% do 50,169%, $to pokazuje da Brunnerov model pokazuje loSije

slaganje eksperimentalno odredenih i modelom izracunatih prinosa ekstrakta (osim u slucaju

superkriti¢ne ekstrakcije na 150 bar, 40°C (slika 31).
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Slika 31. Poredenje eksperimentalnih i izracunatih vrednosti prinosa ekstrakcije u toku superkriticne
ekstrakcije bosiljka na pritisku 150 bar i temperaturi 40°C (simboli — eksperimentalni

podaci, isprekidane linije — aproksimacijske krive prema modelu Brunner).

Tabela 26 pokazuje rezultate modelovanja prema jednacini (36) koju su predlozili Esquivel i
saradnici (1999). Na osnovu AARD vrednosti koje su se kretale od 7,155% do 83,538% moze se
zakljuéiti, da se osim u slucaju ekstrakcije bosiljka na 200 bar, 40°C i 300 bar, 40°C (slika 32), gde
je prihvatljivo fitovanje eksperimentalnih i modelom izraCunatih vrednosti prinosa ekstrakcije, u
svim ostalim slucajevima pokazano loSije slaganje eksperimentalno odredenih i modelom

izraCunatih prinosa superkriti¢ne ekstrakcije.
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Slika 32. Poredenje eksperimentalnih i izracunatih vrednosti prinosa ekstrakcije u toku superkriticne
ekstrakcije bosiljka na razli¢itim pritiscima i temperaturama (simboli — eksperimentalni

podaci, isprekidane linije — aproksimacijske krive prema modelu Esquivel i sar.).

Na osnovu rezultata dobijenih primenom tri matematicka modela (Kandiah i Spiro, Brunner i
Esquivel 1 sar.) moze se =zakljuiti da odabrani modeli ne pokazuju najbolje slaganje

eksperimentalno odredenih 1 modelom izraCunatih prinosa ekstrakcije. U cilju iznalazenja modela
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koji bi pokazao bolje fitovanje rezultata, dalja istrazivanja mogu se usmeriti na odabir modela koji

bi preciznije opisao prenos mase u ekstrakcionom sistemu bosiljak-superkriti¢ni ugljendioksid.

3.5. ANTIOKSIDATIVNO DELOVANJE

Antioksidativna aktivnost etarskog ulja i ekstrakata bosiljka odredena je neutralizacijom
DPPH’ radikala. Slobodni DPPH’ radikali se naj¢eS¢e upotrebljavaju u antioksidativnim testovima
za odredivanje sposobnosti prirodnih sekundarnih metabolita prisutnih u ekstraktima da predaju
vodonikov atom slobodnim radikalima. Ovaj mehanizam predstavlja najéesc¢i i najjednostavniji
mehanizam antioksidativne zastite (DPPH™ + Antioksidant — DPPH-H + Antioksidant’) (Goupy
i sar., 2003). Zbog nesparenog elektrona DPPH" apsorbuje svetlost u vidljivom delu spektra, na
talasnoj duzini od 517 nm (ljubicasta boja). Kada se ovaj elektron spari u prisustvu antioksidanta,
apsorbanca na ovoj talasnoj duzini opada (transformacija ljubiCaste boje u zutu). Promenjen
intenzitet boje srazmeran je broju uhvacenih (stabilizovanih) radikala. Odredivanje kapaciteta
neutralizacije DPPH’ radikala je metoda koja je Siroko prihvaéena i primenjiva zbog dostupnosti

DPPH’ radikala, ta¢nosti, osetljivosti i brzine metode.

Antioksidativna aktivnost je izrazena vrednoscu ICsy koja predstavlja koncentraciju (mg
suvog ekstrakta po 1 ml) za neutralisanje 50% DPPH radikala. 1Cso vrednosti se dobijaju
odredivanjem RSC vrednosti na osnovu izmerenih vrednosti apsorbance prema prethodno datoj
jednacini (eksperimentalni deo 4.9.), a zatim izraunavanjem iz jednacine linearne regresije. Manja

ICs0 vrednost ukazuje na vecu antioksidativnost.

U tabeli 27 dat je prikaz antioksidativnog potencijala etarskog ulja i pojedinih ekstrakata

bosiljka dobijenih pri razli¢itim pritiscima superkriténog CO, i konstantnoj temperaturi ekstrakcije,

ICso vrednosti ispitivanih ekstrakta bosiljka iznose od 18,93 do 136,60 pg/ml. Koncentracija
etarskog ulja koja je potrebna da se ostvari 50% inhibicije DPPH" radikala iznosi 52,92 pg/ml. Na
osnovu ICsq vrednosti evidentno je da etarsko ulje i svi ekstrakti poseduju antioksidativnu aktivnost

dovodeéi do prevodenja stabilnog u neutralni oblik DPPH' radikala.
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Tabela 27. Rezultati odredivanja antioksidativne aktivnosti etarskog ulja i ekstrakata bosiljka

dobijenih  sukcesivnom  ekstrakcijom

(frakcionisanjem)  ugljendioksidom

temperaturi od 60°C i povec¢anjem pritiska od 100 do 300 bar

EO 52,92
E1 18,93
E2 113,62
E3 117,26
E4 136,60

Oznake uzoraka:
EO - Etarsko ulje
E1 (p = 100 bar, t = 60°C)
E2 (p = 150 bar, t = 60°C)
E3 (p = 200 bar, t = 60°C)
E4 (p = 300 bar, t = 60°C)

na

Redosled antiradikalske aktivnosti ispitivanih uzoraka na DPPH" je: E1 > Etarsko ulje > E2

> E3 > E4, iz Cega se zakljuCuje da najvecu antioksidativnu aktivnost poseduje ekstrakt EL.

Antioksidativno dejstvo ekstrakta E1 je oko 5 puta vece od antioksidativne aktivnosti etarskog ulja,

a Cak do 10 puta veéa od aktivnosti ostalih ekstrakata (E2, E3 i E4). Visoka antioksidativna

aktivnost ekstrakta E1 se moze objasniti pre svega kvalitativnim i kvantitativnim sastavom

ekstrakta, kao i velikim sadrzajem linaloola u ekstraktu E1, u odnosu na ekstrakte dobijene

procesom frakcionisanja na visim pritiscima iz delimi¢no iscrpljene droge. Kako se sadrzaj

linaloola u dobijenim ekstraktima smanjuje (tabela 28), 1Cso vrednost se povecava a rezulta je

smanjenje antiradikalske aktivnosti. Ovo navodi na zakljucak o vaznosti linaloola kao najsnaznijem

antioksidantu u ispitivanim uzorcima.

Tabela 28. Sadrzaj (g/100 g) dominatnih komponenata u ispitivanim ekstraktima bosiljka

Linalool 14,15
Eugenol 11,29
a-Bergamoten 3,50
d-Kadinen 7,91
Germakren D 3,38
Metil-havikol 0,73

5,14
5,59
1,70
5,95
1,57

0,20

2,04 1,22
6,92 1,43
2,01 0,40
6,51 1,02
1,85 0,28

Na osnovu literaturnih podataka, komponente etarskog ulja bosiljka kod kojih je najcesce

proucavana antioksidativna aktivnost su:

linalool,

metil-havikol, 1,8-cineol

eugenol.
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Antioksidativna aktivnost eugenola, kao jedne od najzastupljenijih komponenata u ispitivanim
ekstraktima bosiljka dokazana je u in vitro i in vivo uslovima (Nagababu i sar., 2010). Na osnovu
prethodno iznetog, moze se zakljuciti da osim linaloola, ostale komponente prisutne u ekstraktu E1
(eugenol, o-bergamoten, metil-havikol, &-kadinen, germakren D) imaju sinergisti¢ki efekat i

povecéavaju antioksidativno delovanje.
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4. EKSPERIMENTALNI DEO

Eksperimentalni rad ove doktorske disertacije je uraden u laboratorijama Katedre za
biotehnologiju i farmaceutsko inzenjerstvo, TehnoloSkog fakulteta Univerziteta u Novom

Sadu i SP Laboratorije iz Beceja.

Biljni materijal. Bosiljak (Ocimum basilicum L.) je plantazno gajen 2011. godine u Ba¢kom
Petrovcu, u Institutu za organsku proizvodnju i biodiverzitet. Osusena herba (list i cvet) je

¢uvana na sobnoj temperaturi na tamnom i suvom mestu.

Hemikalije
Svi reagensi i hemikalije upotrebljeni u eksperimentalnom radu bili su analiti¢ke Cistoce.
— Metanol, Sigma (Deisenhofen, Nemacka),
— 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH"), Sigma-Aldricht GmbH (Sternheim, Nemacka),
— Komercijalni ugljendioksid (CO,), (99 %), Messer Tehnogas, Novi Sad, Srbija,
— Metilen-hlorid, Centrohem, Stara Pazova, Srbija
— Destilovana voda, TKA water purification system tip:05.30C 7-DEN,
— Standardi za GC/FID ((+)-limonen, eukaliptol, linalool, a-terpineol, metil-havikol,

geraniol) proizvodaca Ehrenstorfen (Nemacka) i Carl Roth GmbH (Nemacka)

Aparati i uredaji

— Ekstrakcija ugljendioksidom u superkriticnom stanju izvrSena je u laboratorijskom
uredaju (HPEP — High Pressure Extraction Plant, NOVA — Swiss, Effretikon,
Switzerland),

— Analiticka vaga, Sartorius 2474, Nemacka,

— Vortex mikser, EV — 100, Tehnica, Zelezniki, Slovenija,

— Mlin za kafu, Bosch, Nemacka,

— Rotavapor, Devarot, Elektromedicina, Ljubljana, Slovenija,

— Spektofotometrijska merenja radena su na spektofotometru Jenway 6300 VIS, Velika
Britanija,

— GC/MS i GC/FID, GC 6890N, Agilent i MS 5795, Agilent, USA.
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4.1. Odredivanje stepena usitnjenosti

Herba bosiljka se usitni u mlinu za kafu (1200 g). Odmeri se 100 g droge u cilju
odredivanja srednjeg pri¢nika cCestica 1 proseje kroz set sita proizvodaca ERWEKA
(Nemacka). Izmeri se masa droge koja je zaostala na svakom situ nakon prosejavanja, i

izraCuna srednji precnik Cestica na osnovu sledece jednacine:
100 m,
N 62
q > d, (62)

gde je:
m; - maseni procenat i-te frakcije,
di - srednji pre¢nik i-te frakcije.
Srednji precnik Cestica usitnjenog materijala odreden analizom sejanja iznosio je:

d =0,657 £ 0,012 mm

4.2. Odredivanje sadrzaja vlage
Sadrzaj vlage u biljnom materijalu odreden je gravimetrijskim postupkom na osnovu

gubitka susenjem koji propisuje Ph. Jug. IV.

4.3. Odredivanje sadrzaja etarskog ulja

Sadrzaja etarskog ulja hidrodestilacijom odreden je po Ph. Jug. V.
4.4. Odredivanje ukupnih ekstraktivnih materija (Soxhlet ekstrakcija)

20 g usitnjene droge se prenese u ekstrakcionu ¢auru i postavi u telo ekstraktora. Iznad
tela ekstraktora postavi se kondenzator. U balon se sipa 130 ml metilen-hlorida (2/3
zapremine balona). Sadrzaj balona se zagreva pri ¢emu pare rastvaraca prolaze kroz cev
ekstraktora, kondenzuju se u kondenzatoru, vracaju u telo ekstraktora, i ekstrahuju supstance
iz uzorka. Kad se telo ekstraktora napuni rastvaracem, sadrzaj se preliva (,,sifonira®) preko
cevi u balon. Ukupan broj ,sifoniranje“ iznosio je 15 puta. Nakon zavrSene ekstrakcije
izvrSeno je uklanjanje rastvaraca iz ekstrakta uparavanjem na rotacionom vakuum uparivacu

do suvog ostatka. Na osnovu mase ekstrakta izra¢una se prinos ekstrakcije (%, m/m)
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4.5. Ekstrakcija bosiljka ugljendioksidom u superkriticnom stanju

Ekstrakcija droge vrSena je u laboratorijskom uredaju High Pressure Extraction Plant

(HPEP, NOVA — Swiss), ¢ija je Sema prikazana na slici 33.

Slika 33. Sema laboratorijskog uredaja za ekstrakciju &vrstog materijala superkritiénim
ugljendioksidom

GC-boca sa CO,, CU-kompresorska jedinica, C-kompresor sa dijafragmom, E-ekstraktor,

S-separator, HE-izmenjivac¢ toplote, UT-ultratermostat, RV-regulacioni ventil, V-ventil,

MF-mikrofilter, CV-nepovratni ventil, RD-rupturni disk, Pl-merac pritiska, TI-merac

temperature, Fl-merac protoka.

Odmeri se 50,0 g uzorka i unese u ekstraktor (E) (slika 33). Biljni materijal u
ekstraktoru se najpre oslobada prisutnog vazduha produvavanjem CO, iz boce (GC) u
gasovitom stanju, nakon cCega se zatvore ventil (V5) i1 regulacioni ventil (RV2).
Ultratermostatima (UT1) 1 (UT2) se odrzavaju radne temperature u ekstraktoru (E) i
separatoru (S) pri zatvorenom ventilu (V1) boce sa CO,. Zatim se, nakon otvaranja ventila od
V1 do V5 (V4 je zatvoren), kompresor na kome je podesen pritisak nesSto iznad radnog pusti u
pogon i regulacionim ventilom (RV1) se podesi radni pritisak. Ugljendioksid se nakon
prolaska kroz izmenjivac toplote (HE) otvaranjem ventila (V5) uvodi u ekstraktor, pri ¢emu je
regulacioni ventil (RV2) zatvoren. Otvaranjem i podeSavanjem regulacionih ventila (RV2) i

(RV3) se ostvaruje zeljeni pritisak u separatoru, kao i odrzavanje radnog protoka ekstragensa.
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Ekstrakcioni uslovi su dati u tabeli 29, a separacioni uslovi su p =15 bar i t = 25°C.

Tabela 29. Ekstrakcioni uslovi pri superkriti¢noj ekstrakciji bosiljka

t (°C) P (bar) d (kg/m°)
100 0,568
150 0,756
40 200 0,831
300 0,929
100 0,378
150 0,659
22 200 0,765
300 0,881
100 0,294
150 0,563
60 200 0,696
300 0,833

U cilju dobijanja ekstrakta bosiljka radena su dva seta eksperimenata pri navedenim
uslovima ekstrakcije.

Prvi set ekstrakcija vrSen je u cilju dobijanja totalnog ekstrakta bosiljka. Prinos
ekstrakcije pracen je nakon 30, 60, 90, 120, 180 i 240 minuta i protoku ugljendioksida od
3,225 g/min. Ispitane su kombinacije P i t date u tabeli 29.

Drugi set ekstrakcija imao je za cilj frakcionisanje ekstrakata bosiljka iscrpljivanjem
droge. Uzorak bosiljka (50,0 g) se prvo ekstrahuje na pritisku od 100 bara i temperaturi od
40°C u cilju dobijanja ekstrakta E1 koji se izdvaja. Nakon prve ekstrakcije delimi¢no
iscrpljena droga se dalje ekstrahuje ugljen-dioksidom na pritisku 150 bara i temperaturi od
40°C u cilju dobijanja ekstrakta E2. Ekstrakcija se sa istom drogom dalje vrsi na 200 bara i
40°C (ekstrakt E3), a zatim na pritisku od 300 bara i temperaturi od 40°C (ekstrakt E4). Na
isti nadin ekstrakcija bosiljka je vriena i na temperaturama od 50 i 60°C. Sematski prikaz
frakcionisanja superkritiénom ekstrakcijom dat je na slici 34.

Dobijeni ekstrakti bosiljka su preneti u staklene bocice, koje su zatvorene 1 cuvane u

frizideru na temperaturi od 4°C.
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Bosiljak droga
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4.6. Metod odzivne povrsine

U cilju dobijanja optimalnih parametara ekstrakcije superkriticnim ugljendioksidom
primenjen je Model odzivne povrSine (Response Surface Methodology - RSM). RSM je skup
statistickih 1 matemati¢kih modela pogodnih za razvoj, poboljSanje 1 optimizaciju procesa u
kojim karakteristika koja je od vaznosti (npr. prinos ekstrakcije) zavisi od nekoliko
promenljivih, a krajnji cilj je optimizacija te karakteristike. Ova metoda ima vaznu primenu u
izradi modela, razvoju i formulaciji novih proizvoda, kao i unapredenju postojecih

proizvodnih modela. Ova metoda jasno definiSe uticaj nezavisnih promenljivih na proces,

samih ili u kombinaciji.

Slika 34. Sema frakcionisanja superkritiénom ekstrakcijom bosiljka
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Optimizaciju pomo¢u RSM moguce je podeliti u tri faze :

1. Odredivanje nezavisnih parametara i njihovih nivoa
Kako je nemoguce odrediti uticaj svih parametara, potrebno je odabrati parametre sa najve¢im
uticajem. Za odabrane parametre vrlo je vazno odrediti nivoe ispitivanja, jer je uspeh
optimizacije procesa povezan sa njima. Pogresno odabrani nivoi dovode do neuspesne
optimizacije. Kako bi se izvrSilo modelovanje procesa realne vrednosti ispitivanih parametara
se prevode u kodirane vrednosti koje se dalje koriste u modelovanju.

Opsta jednacina koja se koristi za kodiranje realnih vrednosti parametara ima oblik:

X=X, + X [/ 2

X =
[Xmax ~ Xiin ]/2

(63)

gde su :

X — prava vrednost promenljive,

X — kodirana vrednost promenljive,

Xmax — Maksimalna vrednost prave vrednosti promenljive i

Xmin — Minimalna vrednost prave vrednosti promenljive.

2. Izbor odgovarajuceg eksperimentalnog modela, predvidanje i provera jednacine modela
Kompjuterski programski paketi nude optimalni model zasnovan na posebnom kriterijumu i
podacima koje unosi korisnik. Ovi modeli se razlikuju jedan od drugog po izboru
eksperimentalnih tacaka i broju ponavljanja. Nakon izbora modela, odreduje se jednacina
modela i regresioni koeficijenti (Bas i sar., 2007). Za oprimizaciju eksperimentalnih podataka
u metodi odzivne povrSine najcesée se koristi model Box-Behnken sa tri promenljive, koji
predstavlja kvadratnu jednacinu (ili njen skraceni oblik):

Y=ho+ Db X + Db X5+ Db XX, (64)
gde su:
Y — odzivna funkcija,
by — odsedak.

b, — linearni koeficijent,
b..— kvadratni koeficijent,
b;; — koeficijent interakcije,

Xi, X; — kodirane vrednosti nezavisno promenljivih.
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Nakon odredivanja koeficijenata, proracun odziva se dobija pomocu jednacine modela.
Pogodnost modela, odnosno provera da li model odgovara eksperimentalnim rezultatima,
obi¢no se tumadi na osnovu koeficijenta determinacije (R?), koji je mera odstupanja odzivne

funkcije od eksperimentalno dobijenih rezultata.

3. Graficko prikazivanje jednacine modela i odredivanje optimalnih radnih uslova

JednaCina modela graficki moze biti prikazana na dva nacina, u dve ili tri dimenzije.
Trodimenzionalni dijagram Se naziva odzivna povrSina i on pokazuje povezanost odziva i
nezavisno promenljivih. Dvodimenzionalni dijagram, u obliku kontura, daje dobru sliku
oblika odzivne povrSine. Kada ovaj dijagram pokaze elipsu ili krug, centar sistema daje
maksimum ili minimum odziva. Ukoliko dijagram pokaze hiperbolu ili parabolu, fiksna tacka
se naziva prevojna tacka i ona nije ni minimum ni maksimum.

Fiksna tacka (minimalna ili maksimalna) je tacka u kojoj je prvi izvod date funkcije jednak

nuli:
Y = (Xy, Xa, X3) = by + byXq + bpXo + baXa + byyXe? + byoXo? + baaXa® + boXiXo + byaXiXs
+ b23X2X3 (65)

Izracunate vrednosti Xj, Xz, X3 oznacavaju kodirane vrednosti nezavisnih promenljivih koje
daju najveci i najmanji odziv (Bas i sar., 2007).
Sve vrednosti nezavisno promenljivih u ovom radu ispitivane su na 3 nivoa (-1, 0, +1), a

njihove kodirane i nekodirane vrednosti date su u tabeli 30.

Tabela 30. Kodirane i nekodirane vrednosti nivoa nezavisno promenljivih

Nezavisne promenljive \ Simbol Nivoi

(-1) 0 1
Pritisak (bar) X1 100 200 300
Temperatura (°C) Xs 40 50 60

Ispitana su dva procesna parametra: pritisak i temperatura.
Statisticka obrada eksperimentalnih podataka uradena je komercijalnim programom
Design-Expert v.7 Trial (Stat-Ease, Minneapolis, Minnesota, USA). Analiza varijanse

(ANOVA) je primenjena pri obradi podataka sa kriterijumom da je stepen pouzdanosti 95,0%.
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4.7. Analiza CO; ekstrakta bosiljka primenom GC-MS(FID)

Analiza svih dobijenih uzoraka izvrSena je pomo¢u GC/MS i GC/FID hromatografije.
Za razdvajanje komponenti koriS¢en je gasni hromatograf GC 9890N, Agilent, opremeljen
split/splitless injektorom, HP-5MS kapilarnom kolonom (duzine 30 m, unutrasnjeg prec¢nika
0,25 mm, debljine filma 0,25 pum). Kvantifikacija supstanci izvrSena je na osnovu Standarda
(limonen, eukaliptol, linalool, o-terpineol, metil-havikol, geraniol). Uzorci i rastvori
referentnih standardnih supstanci su injektovani u zapremini od 5 pl, pri split odnosu 1:30.
Kvantifikacija organskih komponenata je uradena pomocu plameno-jonizujuceg
detektora (FID), koris¢enjem kalibracionog dijagrama za svaku pojedina¢nu komponentu.
Standardne supstance su rastvorene u metanolu pri ¢emu je dobijena serija rastvora
koncentracije od 1 do 500 pg/ml. Minimalni koeficijent korelacije iznosio je 0,99.
Uslovi rada GC/MS instrumenta su sledeci:
Temperatura injektora je 250°C, linearni temperaturni rezim od 60°C do 150°C (4°C/min).
Kao gas nosac koriS¢en je He (2 ml/min).
Uslovi rada GC/FID instrumenta su sledec¢i:
Temperatura injektora iznosila je 250°C. Linearni temperaturni rezim od 60°C do 150°C
(4°C/min), dok je temperatura detektora iznosila 300°C.
Identifikacija organskih komponenti radena je pomocu masenog spektometra MS 5795,
Agilent, poredenjem masenog spektra jedinjenja dobijenog iz uzorka, na odgovaraju¢em
retencionom vremenu i masenog spektra iz baze podataka masenih spektara. Koris¢ene su

biblioteke sa podacima masenih spektara Wiley 7n i NIST 05.

4.8. Matematicko modelovanje kinetike ekstrakcije bosiljka superkritiénim CO;

Za opisivanje kinetike ekstrakcije bosiljka superkriticnim ugljen-dioksidom ispitana je
primenjivost slede¢ih matemati¢kih modela:
» Kandiah i Spiro (1990),
» Brunner (1984),
» Esquivel i sar. (1999).
UspeSnost  aproksimacije  eksperimentalnih  podataka ekstrakcije odabranim
matematickim modelom procenjena je na osnovu srednje vrednosti relativnog odstupanja
(engl. Average Absolute Relative Deviation — AARD) izracunatih vrednosti pomoc¢u modela

(Yiz.i) 1 eksperimentalno odredenih vrednosti (Yeks,):
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n Y, Y
AARD = .3 |Tesi “leri] 405 (66)
n Yeks,i
gde je:
n broj eksperimenata.

4.9. Odredivanje antioksidativne aktivnosti DPPH metodom

Odredivanje sposobnosti neutralizacije DPPH" (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) radikala
uradeno je primenom spektofotometrijske metode (Espin 1 sar., 2000) koja je zasnovana na
praéenju promene boje ljubi¢asto obojenog rastvora stabilnog DPPH’ radikala u redukovanu,
zuto obojenu formu, DPPH-H (slika 35). Kapacitet ,,hvatanja“ slobodnih radikala, odnosno
»skevindzer aktivnost (RSC, Radical Scavengig Capacity) ispitivanih ekstrakata odreden je
merenjem njihove sposobnosti da neutraliSu DPPH radikale, a zatim je odredena 1Csg

vrednost (koncentracija ispitivane supstance pri kojoj je neutralisano 50% radikala).

N—N" NO2 N—l\ll
H
O2N

/

O2N

DPPH' radikal (Ijubicast) DPPH-H (zut)

Slika 35. Radikalska i redukovana forma DPPH

Slobodni DPPH’ radikal reaguje sa antioksidativnom komponentom, koja je donor
vodonikovih atoma, pri ¢emu dolazi do redukcije (nastaje DPPH-H forma), odnosno
ljubicasto obojeni stabilni DPPH" radikal se transformiSe u Zuto obojenu neutralnu formu
DPPH-H. Promena intenziteta boje je proporcionalna broju uhvacenih radikala.

Postupak: Ekstrakt bosiljka se rastvori u 95% metanolu do koncentracije od 1 mg/ml. U
kiveti se pomesaju odredene zapremine metanolnog rastvora ekstrakta (80 - 800 ul) sa 1 ml
90 umol/dm® rastvora DPPH’ radikala i dopuni 95% metanolom do 4 ml. Na ovaj na¢in se
dobijaju pet razlic¢itih koncentracija ekstrakta bosiljka (0,01; 0,02; 0,05; 0,1 i 0,2 mg/ml).

Kontrolni uzorak predstavlja smesu u kojoj je umesto ekstrakta dodata destilovana voda. Kao
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slepa proba koristi se 95% metanol. Nakon inkubacije od 60 min na sobnoj temperaturi izmeri
se apsorbanca reakcione smese na talasnoj duzini od 515 nm.

Antioksidativna aktivnost odredena primenom ove metode izrazava se preko RSC
vrednosti (kapacitet ,,hvatanja“ radikala, ili Radical Scavengig Capacity), koja se izraCunava
primenom jednacine:

RSC (%) = 100 - 242100 67)
Asp

gde su:
Auz — apsorbanca uzorka,
Asp — apsorbanca slepe probe.
ICso vrednost (mg/ml), definisana kao koncentracija ekstrakta potrebna da reagije sa
50% DPPH’ radikala (RSC=50%) u uslovima koje defini§e metoda, dobijena je racunski iz

jednacine linearne regresije.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ove doktorske teze izvrSena su ispitivanja ekstrakcije bosiljka (Ocimum
basilicum L.), hemijskog sastava, antioksidativnog delovanja dobijenih ekstrakata i
modelovanja ekstrakcionog sistema primenom matematickih model jednacina. Na osnovu
dobijenih rezultata mogu se izvesti slede¢i zakljucci:

1.  Hidrodestilacijom bosiljka odreden je sadrzaj etarskog ulja koji iznosi 0,565%, i nalazi
se u granicama koje navodi literatura. Kvalitativni i kvantitativni sastav etarskog ulja
odredivan je GC/MS i GC/FID metodom. Identifikovano je 25 komponenata Kkoje su
grupisane u pet grupa: monoterpenski ugljovodonici (1,26%), oksidovani monoterpeni
(55,84%), aromati¢ni oksidovani monoterpeni (7,06%), seskviterpenski ugljovodonici
(30,77%) 1 oksidovani seskviterpeni (0,73%). Na osnovu dobijenih rezultata kvalitativne i
kvantitativne GC-MS analize moze se zakljuditi da je dominantno jedinjenje u etarskom ulju
bosiljka linalool sa relativnim udelom 50,09% (GC-MS), odnosno sa sadrZzajem u etarskom
ulju od 49,79% (m/m) (GC-FID) i prinosom 281,31 mg/100 g droge. Ostale komponente koje
se nalaze u ve¢em procentu od 3% su 6-kadinen 8,12% (odnosno 8,07% (m/m)), germakren
5,76% (odnosno 5,73% (m/m)), a-bergamoten 4,14% (4,11% (m/m)), eugenol 3,76% (3,74%
(m/m), B-selinen 3,58% (3,56% (m/m)) i metil-havikol 3,30% (odnosno 3,38% (m/m)).

2.  Rezultati ispitivanja hemijskog sastava etarskog ulja Ocimum basilicum L. pokazuju da
ono pripada linaloolskom hemotipu (hemotip A) koji je karakteristican za Evropsko podrucije,
a karakteriSe se najboljim kvalitetom 1 aromom.

3. Ekstrakcija bosiljka metilen-hloridom uz povremeno ispustanje ekstrakta (Soxhlet
ekstrakcija) dala je prinos od 1,950% (m/m), §to je za oko tri puta vise u odnosu na sadrzaj
etarskog ulja u bosiljku. Kvalitativnom i kvantitativnom GC/MS analizom metilen-hloridnog
totalnog ekstrakta detektovano je 15 komponenata (sa udelom od 48,12%). Sadrzaj
dominantne komponente linaloola je znatno manji nego u etarskom ulju bosiljka i iznosi
svega 11,46% (GC/MS) (kvantitativni sadrzaj 2,56 % (m/m) odreden GC/FID) odnosno
prinos ekstrakcije je 49,92 mg/100 g droge. Rezultati hromatografske analize totalnog
ekstrakta pokazuju da se ovim postupkom ekstrakcije, osim etarskog ulja ekstrahuju i sve
komponente koje nisu u sastavu etarskog ulja (sa udelom od 51,91%).

4.  Superkriticnom ekstrakcijom bosiljka na temperaturama od 40, 50 i 60°C i pritiscima od
100, 150, 200 i 300 bara, pri protoku CO, od 3,225 g/min, velicini Cestica od 0,657 mm i
vremenskom trajanju od 4 h, prinosi dobijenih totalnih ekstrakata kretali su se od 0,382 do
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1,879%. Utvrdeno je da ukupni prinosi pri izotermnoj ekstrakciji rastu, sa porastom pritiska
ekstrakcije, zbog povecanja gustine CO,, odnosno rastvorne mo¢i CO, kao ekstragensa. Sa
povecanjem radne temperature ekstrakcije moze se uociti da se prinos ekstrakcije takode
povecava, S§to se moze objasniti povecanjem rastvorljivosti komponenata u superkriticnom
fluidu sa povecanjem temperature ekstrakcije. Najveéi prinos ekstrakcije je ostvaren na
temperaturi od 60°C i pritisku od 300 bar, i iznosi 1,879%.

4.  Sukcesivhom (frakcionom) superkriticnom ekstrakcijom pri istim radnim uslovima
ekstrakcije (p = 100, 150, 200 i 300 bar, t = 40, 50 i 60°C, T = 4 h) praceni su prinosi i
kinetika ekstrakcije. Prinosi dobijenih ekstrakata kretali su se od 0,138 do 1,008%. Na osnovu
dobijenih rezultata tokom frakcionisanja najveéi prinos postize se pri pritisku od 100 bara i
40°C i iznosi 0,693%, i 100 bara i 50°C u iznosu od 1,008%, odnosno u prvoj fazi frakcione
ekstrakcije.

5. Primenom GC/MS i GC/FID metode izvrSena je kvalitativna i kvantitativna analiza
totalnih CO, ekstrakata i pojedinacnih frakcija. U dobijenim ekstraktima bosiljka dominatne
su slede¢e komponente: linalool, eugenol i d-kadinen. Ostale komponente koje su imale
sadrzaj iznad 2% su: a-bergamoten, germakren D, y-kadinen, 6-kadinen B-selinen i spatulenol.
Najveci sadrzaj linaloola (16,6%) pri jednostepenoj ekstrakciji odreden je u ekstraktu 100 bar,
40°C, ali najveca kolicina linaloola koja je ekstrahovana iz 100 g droge nije dobijena pri ovim
ekstrakcionim uslovima. Najveci prinos linaloola je dobijen primenom pritiska od 200 bar na
40°C, odnosno gustine CO, 0,831 kg/m® i iznosi 199,75 mg/100 g droge. Najveéi prinos
eugenola od 123,29 mg/100 g droge je odreden u totalnom ekstraktu 150 bar, 60°C, dok je
najveci prinos d-kadinena odreden u ekstraktu 150 bar, 50°C (91,79 mg/100 g droge).

6. Utvrdeno je da se frakcionisanjem lipofilnih komponenata procenat identifikovanih
komponenata smanjuje sa povecanjem pritiska, pri konstantnoj temperaturi sa iscrpljivanjem
droge, dok se procenat neidentifikovanih komponenata u ekstraktima povecava. Ovo navodi
na zakljicak da se sa povecéenjem pritiska tj. gustine ekstragensa, pri konstantnoj temperaturi,
smanjuje udeo lako isparljivih nepolarnih komponenata (komponente etarskog ulja), a
povecava udeo ostalih komponenata ve¢e molekulske mase (voskovi, masna ulja, fitosteroli i
sl.) koji se ekstrahuju na ve¢im pritiscima.

Frakciona superkriticna ekstrakcija omogucuje da se odabirom ekstrakcionih uslova:
temperature, pritiska, odnosno gustine ekstragensa moze uticati na selektivnost superkriti¢ne
ekstrakcije, a samim tim i na sastav dobijenog ekstrakta, ¢ime se omogucava kreiranje novih

prirodnih proizvoda na bazi bosiljka, prema zeljenoj nameni.
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7. Primenom Metode odzivne povrsine (Response Surface Methodology — RSM)
izvrSena je optimizacija parametara ekstrakcije. Najveci prinos ekstrakcije ostvaruje se pri
pritisku 297 bar i temperaturi od 59,2°C. Matemati¢ki model predvida da ¢e vrednost prinosa
ekstrakcije (Ypred) izvedene pri navedenim uslovima biti 1,91%, odnosno da ¢e interval
poverenja za eksperimentalno dobijenu vrednost sa 95% sigurnosti biti od 1,52 do 2,29%. S
obzirom da su najveéi prinosi ekstrakcije eksperimentalno dobijeni pri sli¢nim uslovima (300
bar i 60°C), kao i da se prevojna tacka nalazi u tom intervalu, moze se zakljuéiti da
primenjeni model u potpunosti odgovara eksperimentalnim uslovima.

8. U cilju definisanja ekstrakcionih parametara (temperature i pritiska) pri kojima bi
prinos linaloola (g/100 g ekstrakta) bio najveci, optimizacija je izvrSena linearnim modelom.
Ovaj model relativno dobro opisuje ispitivani sistem (p<0,05), ali ipak ne$to niza vrednost
koeficijenta determinacije (R*=0,85) ukazuje na izvesne nedostatke. Medutim, s obzirom da je
najveca eksperimentalna vrednosta za prinos linaloola dobijena na najnizim nivoima pritiska 1
temperature (100 bar i 40°C), za ocekivati je da optimalni parametri budu u blizini ovih
vrednosti.

9. Za opisivanje kinetike superkriticne ekstrakcije u ovom radu ispitana su tri modela
(Kandiah i Spiro, Brunner i Esquivel i sar.). Na osnovu vrednosti relativnog odstupanja (oko
8%) moze se zakljuciti da je prihvatljivo fitovanje eksperimentalnih podataka i modela koji su
dali Kandiah 1 Spiro u slu¢aju ekstrakcije bosiljka na niZim pritiscima i nizoj temperaturi.
Ostala dva modela pokazuju losije slaganje eksperimentalno odredenih i modelom izracunatih
prinosa ekstrakta.

10.  Antioksidativna aktivnost etarskog ulja i1 ekstrakata dobijenih sukcesivhom
ekstrakcijom (frakcionisanjem) ugljendioksidom na temperaturi od 60°C i povecanjem
pritiska od 100 do 300 bar, odredene DPPH metodom, pokazala je da se ICsq ispitivanih
uzoraka krec¢e od 18,93 do 136,60 pg/ml. Najvecu antioksidativnu aktivnost ima ekstrakt 100
bar, 60°C, koja je oko 5 puta vece od antioksidativne aktivnosti etarskog ulja, a ¢ak do 10
puta veca od aktivnosti ostalih ispitivanih ekstrakata. Visoka antioksidativna aktivnost ovog
ekstrakta se moze objasniti pre svega kvalitativnim i kvantitativnim sastavom ekstrakta, kao i
velikim sadrzajem linaloola (92,96 mg/100 g). Ovo navodi na zaklju¢ak o vaznosti linaloola
kao najsnaznijem antioksidantu u ispitivanim ekstraktima, iako i ostale komponente prisutne u
ekstraktu (eugenol, a-bergamoten, metal-havikol, 8-kadinen, germakren D) imaju sinergisticki

efekat i povecavaju antioksidativno delovanje.
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Slika P1. GC hromatogram etarskog ulja bosiljka
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Slika P2. GC hromatogram ekstrakta bosiljka dobijenog Soxhlet ekstrakcijom
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Slika P3. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 100 bara i 40°C
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Slika P4. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 100 bara i 50°C
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Slika P5. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 100 bara i 60°C
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Slika P6. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 150 bara i 40°C
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Slika P7. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 150 bara i 50°C
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Slika P8. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 150 bara i 60°C
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Slika P9. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 200 bara i 40°C
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Slika P10. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 200 bara i 50°C
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Slika P11. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 200 bara i 60°C
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Slika P12. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 300 bara i 40°C
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Slika P13. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 300 bara i 50°C
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Slika P14. GC hromatogram totalnog CO, ekstrakta bosiljka na 300 bara i 60°C
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Slika P15. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 100 bara i 40°C
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Slika P16. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 100 bara i 50°C
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Slika P17. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 100 bara i 60°C
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Slika P18. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 150 bara i 40°C
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Slika P19. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 150 bara i 50°C
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Slika P20. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 150 bara i 60°C
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Slika P21. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 200 bara i 40°C
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Slika P22. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 200 bara i 50°C
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Slika P23. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 200 bara i 60°C
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Slika P24. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 300 bara i 40°C
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Slika P25. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 300 bara i 50°C
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Slika P26. GC hromatogram CO, ekstrakta bosiljka frakcionisanog na 300 bara i 50°C

117



Snezana Filip

Doktorska disertacija

Tabela 15. Relativni udeo komponenata totalnog ekstrakata dobijenih superkriticnom ekstrakcijom

Oksidovani monoterpeni | 3152 | 32,86 | 334 | 3157 | 2503 | 27,69 | 27,10 | 27,65 | 23,77 | 2599 | 27,10 | 30,13
1,8-Cineol 061 | 091 | 099 | 200 | 048 | 071 | 115 0,89 020 | 071 | 1,00 1,09
Linalool 27,80 | 29,33 | 2940 | 26,09 | 21,33 | 2435 | 23,12 | 2355 | 2164 | 22,83 | 23,90 | 26,26
Kamfor 039 | 028 | 034 | 038 - 020 | 031 0,29 - - - -
a-Terpineol 103 | 092 | 1,05 | 150 | 200 | 098 | 121 1,42 104 | 111 | 1,10 | 066
Geraniol 125 | 095 | 1,09 | 096 | 122 | 1,06 | 074 1,10 089 | 134 | 1,10 1,61
Bornilacetat 044 | 047 | 043 | 064 - 039 | 057 0,40 - - - 0,51
Aromaticni oksidovani 17,14 | 158 | 1668 | 17,23 | 19,62 | 16,76 | 19,07 | 1491 | 2029 | 19,93 | 1890 | 15,75
monoterpenl
Eugenol 1556 | 14,36 | 14,86 | 16,09 | 17,69 | 1537 | 17,87 | 13,72 | 19,41 | 1890 | 18,0 | 14,03
Metil-havikol 158 | 144 | 182 | 114 | 193 | 1,39 | 1,20 1,19 088 | 1,03 | 0,490 1,72
Seskviterpenski 331 | 3437 | 3224 | 3481 | 3881 | 3556 | 34,26 | 27,68 | 3571 | 3215 | 3560 | 3398
ugljovodonici
B-Kubeben 058 | 094 | 074 | 086 | 098 | 073 | 088 0,96 075 | 061 | 090 | 0,60
B-Elemen 099 | 103 | 085 | 1,16 | 1,38 | 082 | 1,32 0,66 1,06 | 099 | 1,00 1,58
Trans-Kariofilen 074 | 075 | 039 | 061 | 081 | 069 - 0,52 082 | 058 | 070 | 056
a-Bergamoten 426 | 556 | 523 | 557 | 524 | 523 | 412 414 | 419 | 519 | 500 | 467
a-Humulen 111 | 129 | 111 | 120 | 125 | 1,05 | 131 1,07 1,40 | 09 | 100 | 073
Germakren D 530 | 481 | 500 | 563 | 529 | 442 | 452 4,30 489 | 254 | 470 | 547
y-Kadinen 455 | 454 | 413 | 431 | 483 | 483 | 458 3,36 549 | 487 | 430 | 4726
5-Kadinen 1164 | 11,37 | 10,72 | 10,67 | 13,05 | 12,69 | 12,29 | 916 | 1403 | 1328 | 12,40 | 12,02
a-Selinen 099 | 145 | 132 | 129 | 1,88 | 184 | 136 0,70 - 139 | 1,60 1,13
B-Selinen 204 | 263 | 2,75 | 351 | 335 | 274 | 321 2,14 308 | 174 | 300 | 2096
y-Elemen - - - - 075 | 052 | 067 0,67 - - 1,00 -
Oksidovani seskviterpeni 212 | 213 | 221 | 201 | 226 | 267 | 192 1,67 259 | 270 | 230 1,63
Spatulenol 212 | 213 | 221 | 2,01 | 226 | 267 | 192 1,67 259 | 270 | 2,30 1,63
Ukupno 83,88 | 8516 | 84,53 | 8562 | 8572 | 83,29 | 8235 | 7191 | 8236 | 80,77 | 839 | 81,49
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Tabela 16. Kvantitativna analiza totalnih ekstrakata bosiljka

Doktorska disertacija

Oksidovani monoterpeni 1873 | 1498 | 1712 | 1348 | 1348 | 1362 | 11,75 | 1198 | 1142 | 1211 | 1110 | 840
1.8-Cineol 023 | 035 0.44 110 | 025 | 029 | 068 045 0.10 033 047 0.28
Linalool 1660 | 1323 | 1511 | 1072 | 1179 | 1187 | 958 | 1014 | 1000 | 1063 | 966 6,99

Kamfor 023 | 013 0.17 0.16 N 010 | 013 0.12 N N - -
o-Terpineol 060 | 047 0,51 080 | 079 | 053 | 069 0,54 0.69 0.62 053 0.28
Geraniol 081 | 059 0.67 044 | 065 | 064 | 043 0,56 0,63 0,53 0,44 0.71
Bornilacetat 0,26 0,21 0,22 0,26 - 0,19 0,24 0,17 - - - 0,14
Aromatiini oksidovani 1016 | 721 8,5 727 | 1040 | 862 | 7.92 6,51 9,43 9,42 7.82 4.16

monoterpenl

Eugenol 929 | 648 764 661 | 978 | 797 | 740 501 8.97 8.80 728 374
Metil-havikol 087 | 073 0,86 066 | 062 | 065 | 052 0,60 0,46 0,62 0,54 0,42
Seskviterpenski ugljovodonici | 19,76 | 1558 | 16,57 | 1429 | 2144 | 1734 | 1419 | 11,9 | 1651 | 1497 | 1437 | 9,04
B-Kubeben 035 | 042 0.38 035 | 054 | 036 | 036 041 035 0.28 0.36 0.16
B-Elemen 059 | 046 0,44 048 | 076 | 040 | 055 0.28 0,49 0,46 0,40 0,42
Trans-Kariofilen 044 | 034 0,20 025 | 045 | 034 - 0,22 0,38 027 0,28 0.15
o-Bergamoten 254 | 259 2.69 229 | 290 | 255 | 171 1.78 1.94 2.42 2.02 1,24
a-Humulen 066 | 058 057 049 | 069 | 051 | 054 0.46 0,65 0.45 0,40 0,19
Germakren D 316 | 217 257 231 | 292 | 215 | 187 1.85 226 118 1,90 1,46
y-Kadinen 272 | 205 2.12 177 | 267 | 235 | 190 1.45 2.54 2.27 1,74 113
5-Kadinen 695 | 513 5,51 438 | 721 | 619 | 509 3.04 6,48 6,18 5.01 3.20
o-Selinen 059 | 065 0.68 053 | 104 | 090 | 056 0,30 - 0,65 0,65 0,30
B-Selinen 176 | 1.9 141 144 | 185 | 134 | 133 0,92 142 0,81 121 0,79

y-Elemen - § N : 041 | 025 | 028 0,29 - - 0,40 -
Oksidovani seskviterpeni 1,27 0,96 1,14 0,83 1,25 1,30 0,80 0,72 1,20 1,26 0,93 0,43
Spatulenol 127 | 0096 114 083 | 125 | 130 | 080 0.72 1.20 1.26 0.93 0.43
Ukupno 4992 | 3873 | 4333 | 3587 | 4657 | 357 | 3466 | 3111 | 3856 | 37.76 | 3422 | 22,03
Neidentifikovane komponente | 50,08 | 6127 | 56,67 | 6413 | 5343 | 643 | 6534 | 6889 | 6144 | 6224 | 6578 | 77,97
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Tabela 17. Prinos ekstrakcije komponenata bosiljka (mg/100 g droge)

Doktorska disertacija

Oksidovani monoterpeni | 134,65 | 18545 | 226,33 | 173,50 | 119,7 | 201,98 | 170,05 | 20545 | 47,06 | 169,65 | 184,92 | 157,83
1,8-Cineol 165 | 433 | 582 | 1416 | 223 | 430 | 9,88 772 | 382 | 462 | 783 | 526
Linalool 119,35 | 163,79 | 199,75 | 137,97 | 105,40 | 176,03 | 138,62 | 173,90 | 38,20 | 148,92 | 160,93 | 131,34
Kamfor 165 | 161 | 225 | 2,06 - 148 | 1,88 2,06 - - - -
o-Terpineol 431 | 582 | 674 | 1030 | 7,06 | 7,86 | 9,98 926 | 2,63 | 869 | 883 | 526
Geraniol 58 | 730 | 886 | 566 | 501 | 949 | 6,22 960 | 241 | 742 | 733 | 1334
Bornilacetat 187 | 260 | 291 | 335 - 282 | 347 2,01 - - - 2,63
Ar"mnﬁg‘;g;e"r';z‘gi"“‘“‘ 7304 | 89,26 | 1097 | 9356 | 92,97 | 12072 | 1146 | 111,64 | 36,02 | 131,98 | 13028 | 78,16
Eugenol 66,79 | 80,22 | 98,33 | 8507 | 87,43 | 111,08 | 107,08 | 101,35 | 34,26 | 12329 | 121,28 | 70,27
Metil-havikol 625 | 904 | 11,37 | 849 | 554 | 964 | 752 | 1029 | 176 | 869 | 9,00 | 7.89
SS;'TJ‘Q&%;%‘*;Z':' 142,07 | 192,87 | 219,06 | 183,91 | 191,67 | 257,08 | 20531 | 204,09 | 63,05 | 209,71 | 239,39 | 169,85
B-Kubeben 252 | 520 | 502 | 450 | 483 | 534 | 521 703 | 134 | 392 | 600 | 3,00
B-Elemen 424 | 569 | 58 | 618 | 679 | 593 | 796 480 | 187 | 644 | 666 | 7,89
Trans-Kariofilen 316 | 421 | 2,64 | 322 | 402 | 504 - 377 | 145 | 378 | 466 | 2,82
o-Bergamoten 1826 | 32,06 | 3556 | 2947 | 2593 | 37,82 | 24,74 | 3053 | 741 | 33,90 | 33,65 | 23,30
a-Humulen 475 | 718 | 754 | 631 | 617 | 756 | 7,81 789 | 248 | 630 | 666 | 357
Germakren D 22,72 | 26,86 | 33,98 | 29,73 | 26,10 | 31,80 | 27,06 | 31,73 | 863 | 16,53 | 31,65 | 2743
y-Kadinen 1956 | 2538 | 28,03 | 22,78 | 23,87 | 34,85 | 27,49 | 24,87 | 9,70 | 31,80 | 28,99 | 21,23
5-Kadinen 4997 | 6351 | 72,84 | 56,37 | 6446 | 91,79 | 73,65 | 67,57 | 24,75 | 86,58 | 8347 | 60,13
a-Selinen 424 | 805 | 899 | 68 | 930 | 1337 | 810 5,15 - 911 | 10,83 | 5,64
B-Selinen 12,65 | 14,73 | 18,64 | 1853 | 1654 | 19,87 | 1924 | 1578 | 542 | 11,35 | 20,16 | 14,84
v-Elemen - - - - 3,66 3,71 4,05 4,97 - - 6,66 -
Oksidovani seskviterpeni 913 | 11,88 | 1507 | 10,68 | 11,17 | 19,28 | 11,58 | 12,35 | 458 | 17,65 | 1549 | 8,08
Spatulenol 913 | 11,88 | 1507 | 10,68 | 11,17 | 1928 | 11,58 | 12,35 | 458 | 17,65 | 1549 | 8,08
Ukupno 358,80 | 479,46 | 570,16 | 461,65 | 41551 | 599,06 | 501,54 | 533,53 | 150,71 | 528,99 | 570,08 | 413,86
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Tabela 18. Relativni udeo komponenata ekstrakata dobijenih frakcionisanjem lipofilnih komponenata

Oksidovani monoterpeni 36,42 | 16,88 | 8,93 8,71 | 30,12 | 17,58 | 10,14 | 7,25 | 25,26 | 17,18 | 7,19 3,38
1,8-Cineol 0,55 0,82 - - 0,38 - - - 0,22 - - -
Linalool 32,68 | 13,93 | 7,93 8,26 | 26,84 | 15,91 | 9,00 529 | 22,43 | 14,81 | 5,25 2,64
Kamfor 0,36 - - - 0,23 - - - 0,28 - - -
a-Terpineol 1,05 1,00 0,42 - 0,99 0,70 0,30 0,71 0,84 0,85 0,41 -
Geraniol 1,39 1,13 0,58 0,45 1,22 0,97 0,84 1,25 1,13 1,04 1,53 0,74
Bornilacetat 0,39 - - - 0,46 - - - 0,36 0,48 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni | 16,24 | 17,14 | 11,26 | 9,81 | 16,59 | 18,42 | 17,09 | 18,28 | 19,05 | 16,68 | 17,80 | 3,10
Eugenol 14,15 | 16,77 | 11,26 | 9,81 15,07 | 17,75 | 17,09 | 18,28 | 17,89 | 16,11 | 17,80 | 3,10
Metil-havikol 2,09 0,37 - - 1,52 0,67 - - 1,16 0,57 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 33,57 | 38,26 | 13,31 | 21,25 | 3356 | 36,97 | 4355 | 43,21 | 36,59 | 39,16 | 41,68 | 4,29
B-Kubeben 0,96 0,84 0,53 - 0,68 0,88 1,79 1,06 1,04 0,89 1,12 -
B-Elemen 1,03 1,47 - - 1,02 1,05 2,14 0,98 1,05 0,83 1,57 -
Trans-Kariofilen 0,76 1,05 - - 0,62 0,89 - - 0,66 0,81 - -
d-Kadinen 9,90 | 14,22 - 12,00 | 11,54 | 1543 | 16,49 | 1843 | 1254 | 15,99 | 16,75 | 2,21
a-Selinen 1,06 1,06 0,74 - 0,98 0,78 1,39 2,77 1,05 1,19 2,29 -
B-Selinen 2,79 2,25 3,57 1,25 2,81 2,42 2,99 2,99 3,18 2,84 3,08 0,22
v-Elemen 0,77 - 1,38 - 0,40 - - - 0,60 - - -
Oksidovani seskviterpeni 1,52 3,09 1,67 1,92 1,93 2,96 3,06 3,31 2,11 2,76 2,8 0,62
Spatulenol 1,52 3,09 1,67 1,92 1,93 2,96 3,06 3,31 2,11 2,76 2,8 0,62
Ukupno 88,11 | 75,37 | 35,17 | 41,69 | 82,2 | 7593 | 73,84 | 72,05 | 83,01 | 75,78 | 69,47 | 11,39
Neidentifikovane komponente 11,89 | 24,63 | 64,83 | 50,31 17,8 24,07 | 26,16 | 27,95 | 16,99 | 24,22 | 30,53 | 80,61
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Tabela 19. Rezultati kvantitativne analize ekstrakata bosiljka dobijenih frakcionisanjem

Oksidovani monoterpeni 22,94 4,69 1,61 0,91 18,77 5,41 3,37 1,62 16,03 6,02 2,56 1,56
1,8-Cineol 0,30 0,47 - - 0,28 - - - 0,1 - - -
Linalool 20,71 3,36 1,2 0,74 16,57 4,74 2,89 1,04 14,15 5,14 2,04 1,22
Kamfor 0,23 - - - 0,14 - - - 0,18 - - -
a-Terpineol 0,64 0,56 0,16 - 0,67 0,33 0,14 0,23 0,59 0,34 0,15 -
Geraniol 0,81 0,30 0,25 0,17 0,83 0,34 0,34 0,35 0,78 0,37 0,37 0,34
Bornilacetat 0,25 - - - 0,28 - - - 0,23 0,17 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni 10,09 4,22 1,7 0,87 10,16 5,49 5,49 3,59 12,02 5,79 6,92 1,43
Eugenol 8,97 4,05 1,70 0,87 9,30 5,29 5,49 3,59 11,29 5,59 6,92 1,43
Metil-havikol 1,12 0,17 - - 0,86 0,20 - - 0,73 0,20 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 21,27 9,22 2,01 1,91 20,71 | 11,01 | 13,96 8,49 23,08 13,59 16,21 1,98
B-Kubeben 0,61 0,20 0,08 - 0,42 0,26 0,57 0,21 0,66 0,31 0,44 -
B-Elemen 0,65 0,35 - - 0,63 0,31 0,67 0,19 0,66 0,29 0,61 -
Trans-Kariofilen 0,48 0,25 - - 0,38 0,27 - - 0,42 0,28 - -
a-Bergamoten 3,28 1,49 0,59 0,27 3,21 1,65 1,84 0,99 3,50 1,70 2,01 0,40
a-Humulen 0,87 0,26 0,05 - 0,56 0,30 0,50 0,18 0,52 0,47 0,47 -
Germakren D 3,59 1,07 0,40 0,18 3,07 1,32 1,73 0,93 3,38 1,57 1,85 0,28
y-Kadinen 2,59 1,37 0,03 0,27 2,73 1,35 1,94 1,24 2,99 2,02 2,23 0,18
d-Kadinen 6,27 3,43 - 1,08 7,12 4,60 5,30 3,62 7,91 5,55 6,51 1,02
a-Selinen 0,67 0,26 0,11 - 0,61 0,23 0,45 0,54 0,66 0,41 0,89 -
B-Selinen 1,77 0,54 0,54 0,11 1,73 0,72 0,96 0,59 2,00 0,99 1,20 0,10
y-Elemen 0,49 - 0,21 - 0.25 - - - 0,38 - - -
Oksidovani seskviterpeni 0,96 0,74 0,25 0,17 1,19 0,88 0,98 0,65 1,33 0,96 1,09 0,29
Spatulenol 0,96 0,74 0,25 0,17 1,19 0,88 0,98 0,65 1,33 0,96 1,09 0,29
Ukupno 55,26 18,87 5,57 3,86 50,83 | 22,79 23,8 14,35 | 52,46 26,36 26,78 5,26
Neidentifikovane komponente 4474 81,13 | 94,43 | 96,14 | 49,17 | 77,21 76,2 85,65 | 47,54 73,64 73,22 94,74
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Tabela 20. Prinos ekstrakcije komponenata bosiljka dobijenih frakcionisanjem (mg/100 g droge)

Oksidovani monoterpeni 158,97 | 20,54 4,36 1,25 189,2 37,5 11,73 571 105,31 | 50,62 12,13 3,64
1,8-Cineol 2,08 2,06 - - 2,82 - - - 0,66 - - -
Linalool 143,52 | 14,72 3,25 1,02 | 167,03 | 32,85 | 10,06 3,67 92,96 43,22 9,67 2,85
Kamfor 1,59 - - - 1,41 - - - 1,18 - - -
a-Terpineol 4,44 2,45 0,43 - 6,75 2,29 0,49 0,81 3,88 2,86 0,71 -
Geraniol 5,61 1,31 0,68 0,23 8,37 2,36 1,18 1,23 512 3,11 1,75 0,79
Bornilacetat 1,73 - - - 2,82 - - - 1,51 1,43 - -
Aromati¢ni oksidovani monoterpeni 69,92 18,48 4,61 1,20 | 102,41 | 38,05 | 19,10 12,67 78,97 48,69 32,8 3,35
Eugenol 62,16 17,74 4,61 1,20 93,74 | 36,66 | 19,10 12,67 74,17 47,01 32,80 3,35
Metil-havikol 7,76 0,74 - - 8,67 1,39 - - 4,80 1,68 - -
Seskviterpenski ugljovodonici 147 .4 40,39 5,45 2,63 | 208,75 | 76,29 | 48,57 29,96 151,65 | 114,28 | 76,85 4,63
B-Kubeben 4,23 0,88 0,22 - 4,23 1,80 1,98 0,74 4,34 2,61 2,09 -
B-Elemen 4,50 1,53 - - 6,35 2,15 2,33 0,67 4,34 2,44 2,89 -
Trans-Kariofilen 3,33 1,10 - - 3,83 1,87 - - 2,76 2,35 - -
a-Bergamoten 22,73 6,53 1,60 0,37 32,36 | 11,43 6,40 3,49 22,99 14,30 9,53 0,94
a-Humulen 6,03 1,14 0,14 - 5,64 2,08 1,74 0,63 3,42 3,95 2,23 -
Germakren D 24,88 4,69 1,08 0,25 30,94 9,15 6,02 3,28 22,21 13,20 8,77 0,65
v-Kadinen 17,95 6,00 0,08 0,37 27,52 9,35 6,75 4,38 19,64 16,99 10,57 0,42
d-Kadinen 43,45 15,02 - 1,49 71,77 | 31,88 | 18,44 12,78 51,97 46,67 30,86 2,39
a-Selinen 4,64 1,14 0,30 - 6,15 1,59 1,57 1,91 4,34 3,45 4,22 -
B-Selinen 12,26 2,36 1,46 0,15 17,44 4,99 3,34 2,08 13,14 8,32 5,69 0,23
v-Elemen 3,40 - 0,57 - 2,52 - - - 2,50 - - -
Oksidovani seskviterpeni 6,39 3,24 0,68 0,23 11,99 6,10 3,41 2,29 8,74 8,07 5,17 0,68
Spatulenol 6,39 3,24 0,68 0,23 11,99 6,10 3,41 2,29 8,74 8,07 5,17 0,68
Ukupno 382,68 | 82,65 | 15,10 531 | 512,35 | 157,94 | 82,81 50,63 344,67 | 221,66 | 126,95 12,3

123



