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Optimizacija i modelovanje kinetike ekstrakcije rezinoida i mineralnih

materija iz belog ivanjskog cveéa (Galium mollugo L.)

REZIME

Predmet istrazivanja ovog doktorskog rada je ekstrakcija ukupnih ekstraktivnih
(rezinoid) 1 nekih mineralnih (kalijum, kalcijum i magnezijum) materija iz samlevenih
nadzemnih delova belog ivanjskog cveca (Galium mollugo L.) pomocu vodenog rastvora
etanola (50 % wvol.) pri odnosu rastvarac-biljni materijal 20 g/g na razliCitim
temperaturama. KoriS¢ene su konvencionalna ekstrakcija (maceracija) i1 indirektna
ultrazvucna ekstrakcija. Glavni ciljevi istrazivanja bili su optimizacija, kinetika i
termodinamika procesa maceracije i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija

iz nadzemnih delova G. mollugo.

Radi modelovanja procesnih uslova ekstrakcije, zavisnosti prinosa rezinoida i
mineralnih materija od temperature i vremena ekstrakcije su utvrdene parametarskom
metodom povrSine odziva u obliku polinoma drugog reda i neparametarskom metodom
vestacke neuronske mreze. Metodom povrsine odziva je utvrdeno da temperatura i vreme
imaju statisticki znacajan uticaj (sa nivoom poverenja od 95 %) na prinose rezinoida i
mineralnih materija maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom, pri ¢emu je temperatura
znacajniji faktor od vremena. Vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija koje
predvidaju dva modela se slazu sa aktuelnim vrednostima prinosa, tako da su oba modela
prihvatljiva za predvidanje prinosa rezinoida i mineralnih materija maceracijom i

ultrazvu¢nom ekstrakcijom u opsegu temperature 23-80 °C i 23-40 °C, respektivno. Pri

imaju veée vrednosti koeficijenta determinacije (R*) i manje vrednosti srednje apsolutne
relativne greSke (MRPD) u navedenim opsezima temperature. Medutim, model polinoma
drugog reda je pouzdaniji za predvidanje prinosa unutar ispitivanog temperaturnog

intervala.



Operativni uslovi ekstrakcije u cilju dobijanja najveéeg prinosa rezinoida ili
mineralnih materija su optimizovani pomocu modela polinoma drugog reda i
kombinacijom modela veStatke neuronske mreze i1 genetickog algoritma. Vrednosti
maksimalnih prinosa rezinoida i mineralnih materija koje predvidaju dva modela su
medusobno vrlo bliske, a slazu se i sa aktuelnim maksimalnim vrednostima prinosa.
Takode, oba modela ukazuju na vrlo slicne optimalne uslove maceracije i ultrazvucne

ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija.

Prema modelu vestatke neuronske mreZze i genetiCkom inzenjerstvu optimalni
uslovi maceracije (80 °C i oko 190 min) i ultrazvucne ekstrakcije (40°C i 56 min)
osiguravaju maksimalni prinos rezinoida od 21,3 i 26,0 g/100 g, koji se slaze sa
ekeperimentalnim prinosima (20,8 1 25,7 g/100 g), respektivno pri priblizno istim uslovima
ekstrakcije. Optimalni uslovi ekstrakcije i maksimalni prinosi mineralnih materija zavise
od vrste mineralnih materija i tehnike ekstrakcije. Ve¢i prinos mineralnih materija postize
se na viSoj temperaturi i u prisustvu ultrazvuka. Medutim, za obe tehnike ekstrakcije,
selektivnost ekstrakcije mineralnih materija se smanjuje sa pove¢anjem temperature. Na
istoj temperaturi (23 °C), veca selektivnost ekstrakcije mineralnih materija se postiZze

maceracijom nego ultrazvuc¢nom ekstrakcijom.

Ekstrakcija rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo
rastvorom etanola u odsustvu i prisustvu ultrazvuka ukljucuje ispiranje i difuziju
ekstraktivnih materija, koji se odigravaju istovremeno. Ovaj mehanizam je koriS¢en za
modelovanje kinetike ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija u odsustvu i prisustvu
ultrazvuka primenom fenomenoloskog modela. Kineti¢ki modeli za rezinoid i mineralne
materije su pouzdani i tani u predstavljanju promena prinosa rezinoida i mineralnih
materija sa vremenom na razliitim temperaturama u odsustvu i prisustvu ultrazvuka.
Vrednosti parametara modela zavise od tehnike ekstrakcije, temperature 1 vrste
ekstraktivnih materija. Ultrazvuk ima uticaja na ispiranje rezinoida i mineralnih materija,
ali ne 1 na difuziju ekstraktivnih materija kroz biljne Cestice. Ravnotezni prinosi rezinoida i
mineralnih materija rastu sa povecanjem ekstrakcione temeperature i pod dejstvom

ultrazvuka.



Termodinamicka analiza maceracije i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i mineralnih
materija iz nadzemnih delova G. mollugo je pokazala da su oba pocesa spontana,
nepovratna i endotermna. Spontanost ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija je
favorizovana poveéanjem temperature. Veci stepen ekstrakcije u prisustvu nego u odsustvu
ultrazvuka objasnjava se ve¢om promenom entropije ekstrakcionog sistema. Prinosi
rezinoida i mineralnih materija se poveéavaju sa svakih 10 °C povecanja temperature za

faktor 1,02-1,06 1 1,14-1,27 u odsustvu i prisustvu ultrazvuka, respektivno.

Za dati sistem rastvarac-biljna sirovina, tj. vodeni rastvor etanola i samleveni suvi
nadzemni delovi G. mollugo, utvrdeno je da se ultrazvuc¢nom ekstrakcijom ostvaruje veci
prinos rezinoida i mineralnih materija za mnogo kra¢e vreme i na nizoj temperaturi nego
maceracijom. Zbog nize operativne temperature, zahtevi za toplotnom energijom su manji
nego kod maceracija na povisenoj temperaturi, ali su energetski troSkovi uvecani
potro$njom elektricne energije za rad ultazvuénih generatora. Na osnovu samo kriterijuma
koji su prakti¢no razmatrani u okviru ovog doktorskog rada (prinos, vreme i temperatura),
jasno je da je ultrazvucna ekstrakcija povoljniji proces od maceracije. Medutim,
ultrazvucna ekstrakcija ima manju selektivnost ekstrakcije mineralnih materija od
maceracije, a rezinoid dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom ima manju antioksidativnu
aktivnost nego rezinoid dobijen maceracijom na sobnoj ili temperaturi kljuc¢anja. Takode,
oprema za ultazvucnu ekstakciju je sloZenija i skuplja nego oprema za maceraciju, a
prisutan je inzenjerski problem povecanja veliCine ultrazvucnih ekstraktora, koji nije
dovoljno istrazen. Zbog navedenih argumenata za i protiv izbora odredene tehnike
ekstrakcije 1 nedostatka svih potrebnih relevantnih podatka tesko je doneti u ovom trenutku
kona¢nu odluku o izboru optimalne tehnike ekstrakcije. Da bi se doSlo do optimalne
tehnike, potrebna su dalja istraZivanja procesa ekstrakcije na razli¢itim nivoima i

tehnoekonomska analiza procesa.

Kljuéne reci: Belo ivanjsko cveée, Galium mollugo L., maceracija, ultrazvucna

ekstrakcija, kinetika, modelovanje, optimizacija, termodinamika
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Optimization and modeling of the kinetics of resinoid and minerals

extraction from white lady’s bedstraw (Galium mollugo L.)

SUMMARY

This doctoral dissertation deals with the extraction of total extractive (resinoid) and
some minerals (potassium, calcium and magnesium) from ground, dried aerial parts of
white lady’s bedstraw (Galium mollugo L.) using an aqueous ethanolic solution (50 % vol.)
at the solvent-to-plant material ratio of 20 g/g and different temperatures. Both maceration
and indirect ultrasound-assisted extraction were employed. The main goals were the
optimization, kinetic modeling and thermodynamic analysis of the maceration and

ultrasound-assisted extraction of resinoid and minerals from aerial parts of G. mollugo.

For the purpose of modeling the extraction conditions, the relationships of resinoid
and the minerals on extraction temperature and extraction time were modeled by using the
parametric response surface methodology (RSM) in the form of a quadratic equation and
the non-parametric method of artificial neural network (ANN). Both models were found
acceptable for predicting yields of resinoid and the minerals in the temperature ranges of

23-80 °C and 23-40 °C, respectively. However, having higher values of coefficient of

determination ( R*) and smaller values of mean relative percentage deviation (MRPD), the
ANN model appears to be better than the quadratic equation, but the latter model is more
reliable in predicting the yields within the applied temperature ranges. The RSM showed
that both temperature and time had a statistically significant impact on yields of resinoid
and the minerals at the 95% confidence level, extraction temperature being more

significant than extraction time.

To maximize the yield of resinoid and minerals the extraction conditions were
optimized by using the quadratic model and the combination of the ANN coupled with a
genetic algorithm (GA). Maximum yields of resinoid and minerals predicted by the two

models are very close to each other and agree with the corresponding actual maximum



yields. Also, both models provide similar optimal extraction conditions for both techniques

applied.

According to the ANN-GA model, the optimal extraction conditions (80 °C and
190 min for maceration and 40 °C and 56 min for ultrasound-assisted extraction)
maximized the resinoid yields to 21.3 and 26.0 g/100 g, respectively which agree with the
actual maximum resinoid yields (20.8 1 25.7 g/100 g) achieved under the same extraction
conditions. The optimal extraction conditions as well as the maximum yield and extraction
selectivity of minerals depended on the extraction technique and the type of mineral. For
both techniques applied, the extraction selectivity of the minerals decreased with increasing
temperature. At a constant temperature, the higher mineral extraction selectivity was

achieved by maceration than by ultrasound-assisted extraction.

The extraction of resinoid and minerals from aerial parts of G. mollugo by the
aqueous ethanolic solution in the absence of ultrasound than in its presence includes two
simultaneous processes, namely washing and diffusion of extractive matters. This
mechanism was assumed in modeling the kinetics of resinoid and minerals extraction
through the phenomenological model. The derived kinetic models for resinoid and minerals
are reliable and accurate in representing the variations of resinoid and minerals yields with
time at different temperatures in the absence and the presence of ultrasound. The
parameters of the models depend on the extraction technique, temperature, the type of plant
material and the type of extractive matters. Ultrasound affects the washing of resinoid and

minerals but not the diffusion of extractive matters through plant particles.

The thermodynamic analysis of resinoid and minerals extraction from aerial parts of
G. mollugo shows that both maceration and ultrasound-assisted extraction are spontaneous,
irreversible and endothermic. Spontaneity of resinoid and mineral extraction is favored by
increasing the extraction temperature. The higher extraction degree in the presence of
ultrasound is explained by the increased change of entropy of the extraction system. The
minerals yield increased by a factor of 1.02-1.06 and 1.14-1.27 in the absence and the

presence of ultrasound, respectively for every 10 °C rise in temperature.



Based on the higher maximum yields of resinoid and minerals, the lower extraction
temperature and the shorter extraction time ultrasound-assisted extraction is more favorable
than maceration. However, resinoid obtained in the presence of ultrasound shows lower
antioxidative activity. Also, ultrasound-assisted extraction is characterazed by poorer
extraction selectivity of minerals. Furthermore, ultrasonic extractors are more complex and
more expensive than extractors for maceration. Therefore, further investigations and
techno-economic analysis are needed to choose the better technique for resinoid and

mineral extraction from aeruial parts of G. mollugo.

Keywords: White lady’s bedstraw, Galium mollugo L., maceration, ultrasound-assisted

extraction, kinetics, modeling, optimization, thermodynamics

Scientific area: Technological engineering
Specific scientific area: Chemical engineering

UDC: 66.061.34:582.936.1:66.011
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1.UVOD

Ekstrakcija ¢vrsto-te€no se Siroko koristi za ekstrahovanje bioaktivnih jedinjenja iz
razli¢itih biljnih materijala pomocu pogodnog rastvaraca. Ovaj proces se zasniva na
difuziji ekstraktivnih materija kroz cestice biljnog materijala do njihove spoljasnje
povrsine, gde se rastvaraju u rastvaracu. Posle odvajanja od iscrpljenog biljnog materijala,
rastvor (tzv. tecni ekstrakt) se obi¢no uparava, da bi se dobio suvi ekstrakt, koji sadrzi
bioaktivna jedinjenja, ali ne i nepozeljna nerastvorna jedinjenja (vlakna i celulozu). Pored
mnogih biljaka i njihovih delova, ekstrakti dobijeni iz njih ili bioaktivna jedinjenja
izolovana iz ekstrakata imaju Siroku primenu u prehrambenoj, farmaceutskoj u
kozmetickoj industriji, a njihova upotreba kao dijetetskih, parafarmaceutskih i kozmetickih
proizvoda raste iz godine u godinu. Zbog povecanog sadrzaja bioaktivnih jedinjenja,
ukljucujuéi mineralne materije, biljni ekstrakti mogu biti efektivniji u mnogim primenama
nego originalni biljni materijal. Oni nalaze primenu ne samo u lecenju razlicitih bolesti ve¢
1 u odrzavanju funkcija ljudskog organizma u fizioloSkim granicama. Tako, brojne
mineralne materije mogu delovati preventivno na razli€ite poremecaje ljudskog organizma

do kojih moze doc¢u u njihovom nedostatku.

Zbog rastu¢e primene biljnih ekstrakata, istrazivanja ekstrakcije ukupnih
ekstraktivnih materija i pojedinacnih bioaktivnih jedinjenja iz razli¢itih biljaka i njihovih

delova su intenzivirana poslednjih godina. Pri tome, istrazivaci su se fokusirali na:

* razvoj 1 primenu novih tehnika ekstrakcije,

* prinos, hemijski sastav i biolosku aktivnost ekstrakata i njihovih bioaktivnih
sastojaka,

* optimizaciju procesa ekstrakcije koriS¢enjem zavisnosti prinosa ekstraktivnih
materija od procesnih promenljivih,

* modelovanje kinetike procesa ekstrakcije, tj. zavisnosti koje opisuju promenu
prinosa ekstraktivnih materija sa vremenom u definisanim uslovima ekstrakcije i

* hemijsko-termodinamicku analizu procesa ekstrakcije.

Prinos ukupnih ekstraktivnih materija (tj. ekstrakta) i sadrzaj pozeljnih bioaktivnih
jedinjenja u njemu zavise ne samo od prirode biljnog materijala ve¢ i od tehnike i uslova
ekstrakcije. PoSto je sadrzaj bioaktivnih jedinjenja u ekstraktima obi¢no mali, Cine se

napori da se povecaju prinos ekstrakta i selektivnost ekstrakcije pozeljnih bioaktivnih



jedinjenja uz Sto je moguée manje operativne trosSkove. Iz ugla tehnoloskog inzZenjerstva
vazno je izabrati optimalnu tehniku i primeniti optimalne ekstrakcione uslove (rastvarac,
stepen usitnjenosti biljnog materijala, odnos rastvarac-biljni materijal, temperatura, vreme
trajanja procesa itd.). U slucaju konvencionalne ekstrakcije (najé¢e$¢e maceracija), obicno
se za dati sistem rastvara¢-biljni materijal optimizuju temperatura ekstrakcije i vreme
trajanja procesa. U poslednje vreme, teZznja istrazivaca je da se efikasnost maceracije
poboljsa njenim izvodenjem u polju ultrazvucnog zraenja. Ovom tzv. ultrazvu¢nom
ekstrakcijom se vrlo Cesto povecava prinos ekstraktivnih materija za mnogo krac¢e vreme
(Pan 1 sar., 2012a; Stanisavljevi¢ i sar., 2007b; Velickovi¢ i sar., 2008), Sto je rezultat
razaranja Celija, smanjenja veli¢ine biljnih Cestica i ubrzanja prenosa mase ekstraktivnih
materija (Paniwnyk i sar., 2001; Vinatoru i sar., 1997), kao i hidratacije biljnog tkiva
(Toma 1 sar., 2001). Ovi pozitivni efekti ultrazvuka pripisuju se fenomenima vezanim za

nastajanje i kolaps kavitacionih mehura.

Kod optimizacije procesa ekstrakcije ekstraktivnih materija iz odredenog biljnog
materijala prvi je korak da se izaberu najpogodniji rastvarac, veli¢ina biljnih estica, odnos
rastvarac-biljna sirovina, temperatura i mesanje (Ponomarev, 1976). Modelovanje kinetike
procesa ekstrakcije moze, takode, doprineti njegovoj optimizaciji. Razliiti pristupi
kombinuju matemati¢ke principe i eksperimentalne podatke da bi se razvili kineticki ili
optimizacioni modeli koji opisuju promenu prinosa ekstraktivnih materija (zavisna
promenljiva ili odziv) sa vremenom ili procesnim promenljivima (nezavisne promenljive
ili faktori). Kineticki modeli ekstrakcionih procesa imaju znacaj za njihovo projektovanje i
vodenje, jer omogucuju izraCunavanje brzine ekstrakcije, prinosa ekstraktivnih materija,
stepena ekstrakcije 1 vremena trajanja procesa. Optimizacioni modeli imaju za cil;
maksimiziranje prinosa ekstrakta ili Zeljenog bioaktivnog jedinjenja.

Kineti¢ki modeli mogu biti fizi¢ki ili empirijski. Fizicki kineticki modeli se obi¢no
zasnivaju na mehanizmu prenosa mase ekstraktivnih materija iz unutrasnjosti biljnih
Cestica u rastvor, koji se zasniva na drugom Fick-ovom zakonu (Ponomarev, 1976), dok su
empirijski modeli samo matemati¢ki opis promene prinosa ekstraktivnih materija sa
vremenom (Kitanovi¢ 1 sar., 2007). Fizicki modeli kinetike procesa ekstrakcije su, po
pravilu, jako slozeni, pa se Cesto pojednostavljuju. Od pojednostavljenih fizi¢kih kinetickih
modela najceSce se koriste upros¢en model nestacionarne difuzije (Stanisavljevi¢ i sar.,
2007a,b; Velickovi¢ i sar., 2006; Veljkovi¢ 1 Milenovi¢, 2002) i model zanovan na teoriji

filma i pretpostavci o trenutnom ispiranju ekstraktivnih materija sa spoljasnje povrSine



biljnih Cestica (Stankovi¢ 1 sar., 1994; Velickovi¢ i sar., 2006; Veljkovi¢ i Milenovié,

2002).

Optimizacioni modeli predstavljaju, takode, matemati¢ki opis promene prinosa sa
promenama procesnih promenljivih u odredenim opsezima. Modelovanje u kombinaciji sa
optimizacijom doprinosi izboru operativnih uslova ekstrakcije, $to vodi povecanju prinosa
ekstrakta ili bioakativne komponente i skracenju trajanja procesa. Poslednjih godina se
narocito Cesto koriste metodologija povrSine odziva i veStacke neuronske mreze, od kojih
je prva parametarska a druga neparametarska metoda. Metoda povrSine odziva omogucuje
optimizaciju ekstrakcionih uslova na osnovu razvijenog modela, dok se model vestacke

neuronske mreze za ovu svrhu kombinuje sa genetickim algoritmom.

Metodologija povrSine odziva je i statisticka 1 matemati¢ka tehnika kojom se model
zavisnosti prinosa ekstraktivnih materija od procesnih promenljivih i njihovih interakcija
izvodi primenom viSestruke nelinearne regresione metode. Ovaj model je, po pravilu,
polinom drugog reda. Statisticka znacajnost razvijenog modela, pojedinih procesnih
promenljivih i njihovih interakcija se ocenjuje metodom analize varijanse (ANOVA). Ako
se adekvatno primeni, metodologija povrSine odziva je moc¢na tehnika u nalaZenju
optimalnih procesnih uslova (Bas i Boyaci, 2007), kao S§to se potvrdilo u slucaju
optimizacija maceracije (Gong i sar., 2012; Kosti¢ 1 sar., 2013; Milenovi¢ i sar., 2002) 1
ultrazvucne (Le i sar., 2012; Pan i sar., 2012b; Zhu, 2012), mikrotalasne (Kim i sar., 2012;
Liisar., 2012a) i superkriticne (Wang i sar., 2012) ekstrakcije.

Vestacke neuronske mreze se, takode, primenjuju za modelovanje procesa
ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala, ali ne tako ¢esto kao metodologija
povrsine odziva. One su naroCito pogodne za nelinearno, neparametarsko modelovanje
procesa. lako ne produkuju jednaCinu modela, veStacke neuronske mreze bolje
predstavljaju nelinearne zavisnosti od polinoma drugog reda. VesStacke neuronske mreze su
koris¢ene za modelovanje konvencionalne (Milenovi¢ i sar., 2002; Kosti¢ i sar., 2013),
ultrazvucne (Alupului i Lavric, 2008) i superkriticne (Mitra i sar., 2011; Shokria i sar.,
2011; Zahedi i Azarpour, 2011) ekstrakcije. U odnosu na metodologiju povrSine odziva,
vestacke neuronske mreze imaju viSe prednosti, kao $to su: jednostavnost, preciznost i
sposobnost da ,,u¢e kroz ponovno izracunavanje odziva na osnovu ulaznih promenljivih
uz uslov postizanja minimalne greske, da obraduju nekompletne podatke i da povezuju
ulazne i izlazne promenljive bez ikakve eksplicitne funkcije. Njihov nedostatak je Sto ne

mogu da se koriste za optimizaciju procesa, ali se ovaj problem prevazilazi njihovim



kombinovanjem sa genetickim algoritmom (Desai i sar., 2008, Marchitana i sar., 2008;

Rajendra i sar., 2009).

Procesi ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala se termodinamicki
analiziraju u cilju ocenjivanja moguénosti njihovog unapredenja. Termodinamic¢kom
analizom odreduju se promena entalpije, promena entropije i promena Gibsove slobodne
energije. Na osnovu vrednosti termodinamickih veli¢ina zakljucuje se da li je proces
ekstrakcije spontan ili ne, endoterman ili egzoterman i reverzibilan ili ireverzibilan. Proces
ultrazvucne ekstrakcije nije do sada termodinamicki analiziran, tako da o uticaju
ultrazvuka na termodinamicke veli¢ine nema podataka u literaturi. Medutim, procesi
maceracije ekstraktivnih materija iz razli¢itih biljnih materijala su ve¢ termodinamicki
analizirani (Chen 1 sar., 2012; Meziane i Kadi, 2008; Rodrigues i sar., 2010; Saxena i sar.,

2011, 2012; Topallar i Gecgel, 2000).

Ivanjsko cvece (Galium), visegodisnja zeljasta biljka iz porodice Rubiaceae, koristi
se u tradicionalnoj medicini kao: diuretik, slab sedativ, spazmolitik u slucaju kamena u
bubregu, kao i za leCenje koznih i reumatskih oboljenja (Tamas i sar., 2006). Za ove svrhe
koristi se nadzemni deo procvetale biljke (Chevallier, 1996). Ekstrakti nadzemnih delova
razli¢itih vrsta Galium sadrze fenole, flavonoide, antrahinone i druga bioaktivna jedinjenja
(Demirezer i sar., 2006; Du i sar., 2010; Il"ina 1 sar., 2009; Laki¢ i sar., 2010; Mili¢ i sar.,
2013; Rafaglly i sar., 2008; Shafaghat i sar., 2010; Tamas i sar., 2006; Zhao i sar., 2006).
Prisustvom fenola i flavonoida objasSnjava se antioksidativho svojsto ekstrakata vrsta
Galium. Dosadasnja ispitivanja odnose se uglavnom na vrstu Galium verum L., dok je
vrsta Galium mollugo L. slabije ispitana. U nadzemnim delovima G. mollugo dokazano je
prisustvo flavonoida i fenola (Laki¢ 1 sar., 2010; Mili¢ i sar., 2013). U dostupnoj literaturi
ima podataka o prisustvu razli¢itih mineralnih materija u nekim biljnim vrstama, ali nema

podataka o sadrzaju mineralnih materija u nadzemnim delovima G. mollugo.

Za ekstrakciju ukupnih ekstraktivnih materija iz vrsta Galium primenjivane su, do
sada, razlic¢ite tehnike ekstrakcije, kao Sto su: maceracija, Soxhlet-ova ekstrakcija,
perkolacija i ultrazvu¢na ekstrakcija. Kao rastvara¢ za ekstrakciju ekstraktivnih materija
koriséeni su metanol, etanol, heksan, hloroform, dihlormetan i aceton. Pokazano je da
prinos ukupnih ekstraktivnih materija zavisi od tehnike ekstrakcije, vrste biljnog
materijala, vrste rastvaraca, odnosa rastvarac-biljni materijal, temperature i vremenskog
trajanja ekstrakcije. Procesi ekstrakcije iz biljnih vrsta Galium nisu do sada optimizovani

koriS¢enjem metodologije povrsine odziva i veStatke neuronske mreze, koje su, inace,



nasle primenu u optimizaciji ekstrakcionih procesa iz drugih biljnih materijala. Takode,
retka su istrazivanja komparativne primene dve pomenute metode za modelovanje i
optimizaciju ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala. Do sada nije
sprovedena termodinamicka analiza procesa ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz
vrsta Galium. Posebno treba ista¢i Cinjenicu da nije izvrSena ni komparativna
termodinamicka analiza ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u odsustvu i

prisustvu ultrazvuka.

Predmet istraZivanja ovog doktorskog rada jeste ekstrakcija ukupnih ekstraktivnih
materija (rezinoid) i nekih mineralnih materija (kalijum, kalcijum i magnezijum) iz
samlevenih, suvih nadzemnih delova G. mollugo pomocu vodenih rastvora etanola. Od
ekstrakcionih tehnika primenjene su konvencionalna ekstrakcija (maceracija), ekstrakcija
na temperaturi kljuanja rastvarata uz refluks (dekokcija) i indirektna ultrazvucna
ekstrakcija. Temperatura ekstrakcije je varirana od sobne do temperature kljucanja te¢nog

ekstrakta.

Glavni ciljevi istrazivanja konvencionalne i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i

mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo pomocu rastvora etanola su:

* utvrdivanje uticaja procesnih uslova maceracije i ultrazvucne ekstrakcije na prinose
rezinoida i mineralnih materija i izbor tehnike ekstrakcije;

* modelovanje i optimizacija maceracije 1 ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i
mineralnih materija pomocu metodologije povrSine odziva i veStacke neuronske
mreze (optimizacija uz pomo¢ genetickog algoritma), kao i poredenje koriS¢enih
metoda modelovanja i optimizacije;

* razvoj 1 validacija kinetickih modela za maceraciju 1 ultrazvu¢nu ekstrakciju
rezinoida i mineralnih materija;

* odredivanje i poredenje energija aktivacije maceracije i ultrazvucne ekstrakcije
rezinoida i mineralnih materija;

* simulacija promene koncentracija rezinoida i mineralnih materija tokom procesa
maceracije i ultrazvucne ekstrakcije;

* termodinamicka analiza procesa maceracije i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i
mineralnih materija i

* odredivanje i poredenje vrednosti temperaturnog ekstrakcionog koeficijenta za

maceraciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija.



2. TEORIJSKI DEO

2.1. Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnog materijala

Izdvajanje jednog ili viSe sastojaka (ekstraktivnhe materije) iz biljnog materijala
pomocu pogodnog rastvaraca je poznato pod imenom ekstrakcija ¢vrsto-tecno (luzenje).
To je, dakle, separacioni proces prenosa mase ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u
rastvara¢. Jedan deo biljnog materijala (po pravilu, Zeljeni sastojak) rastvara se u
rastvaracu, a zatim se dobijeni rastvor (te¢ni ekstrakt) odvaja od nerastvornog dela biljnog
materijala (iscrpljeni biljni materijal). Pored naziva ekstrakcija ¢vrsto-te€no i luZenje,
koriste se i drugi termini, sa specificnim zna¢enjem. Tako se, na primer, maceracijom
naziva ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnog materijala koji je potopljen u
rastvaracu. Nazivom dekokcija oznacava se maceracija koja se izvodi na temperaturi
klju€anja rastvaraca, odnosno tecnog ekstrakta. Termin ispiranje (eluacija) se koristi kada
se ekstraktivne materije nalaze gotovo isklju¢ivo na povrsini biljnih Cestica, tako da se one

samo “isperu” rastvaracem.

Efikasnost i brzina ekstrakcije ¢vrsto-te¢no zavisi od vise faktora vezanih za biljni
materijal, a najvazniji su: sadrzaj i raspodela ekstraktivnih materija u biljnom materijalu,
priroda (strukturalne i teksturalne karakteristike) biljnog materijala i veli¢ina biljnih estica
(Coulson i sar., 1991; Ponomarev, 1976). Za dati biljni materijal i rastvara¢, uspeSnost i

brzina ekstrakcije ¢vrsto-te¢no zavise od prethodne pripreme ¢vrstog materijala.

Kada su ekstraktivne materije ravnomerno raspodeljene unutar biljnih Cestica,
rastvaraC najpre rastvara ekstraktivne materije koje se nalaze na spoljasnjoj povrsini Cestica
ili blizu nje, stvarajuci poroznu strukturu. Rastvarac, zatim, prodire kroz poroznu strukturu
Cestice da bi dospeo do ekstraktivnih materija u unutraSnjosti biljnih Cestica, §to usporava
ekstrakciju. Kada ekstraktivne materije zauzimaju znacajan deo biljnog materijala, porozna
struktura se moZze razoriti, daju¢i fini talog nerastvornog ostatka ¢vrstog materijala, Sto

olakSava pristup rastvaraca ekstraktivnim materijama unutar biljnih Cestica.

U nekim slucajevima, ekstraktivne materije se nalaze unutar biljnih Cestica, okruzene
nerastvornim delom, koji moze biti nepropustljiv za rastvara¢. Usitnjavanjem biljnog
materijala ubrzava se ekstrakcija ekstraktivnih materija, jer su lakSe dostupne rastvaracu.

Kada su ekstraktivne materije viSe ili manje uniformno raspodeljene unutar biljnog



materijala, ekstrakcijom mogu nastati kanali za prolaz svezeg rastvaraa, tako da

usitnjavanje nije neophodno.

Biljni materijali su, po svojoj strukturi, celularni, a zeljene ekstraktivne materije se,
po pravilu, nalaze unutar biljnih celija ili organa. Ako ¢elijski zidovi ostanu nerazoreni
posle tretiranja rastvaracem, ekstraktivnhe materije se ekstrahuju na ra¢un osmotskog
pritiska, koji obezbeduje pogonsku silu prolaza ekstraktivnih materija kroz ¢elijski zid.
Zbog otpora ¢elijskog zida, prenos mase difuzijom kroz biljne ¢estice moze biti realativno
spor. Usitnjavanje pomaze da se prenos mase ubrza, time Sto se rastvaracu olaksava pristup
ekstraktivnim materijama. Medutim, ponekad je nepozeljno usitnjavati biljni materijal do

veli¢ine Cestica koja omogucuje oslobadanje sadrzaja pojedina¢nih ¢elija.

2.1.1. Tehnike ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala

Dve glavne tehnike, koje se uobicajeno koriste za ekstrakciju ekstraktivnih materija

iz biljnog materijala, jesu (Ponomarev, 1976):

* potapanje biljnog materijala u rastvara¢ (maceracija) i

* proticanje rastvaraca kroz nepokretan sloj biljnog materijala (perkolacija).

Fino usitnjeni biljni materijal, koji se moze lako drzati suspendovan u rastvaracu, na
primer, mehani¢kim meSanjem, podvrgava se maceraciji, dok se komadasti biljni materijal,
po pravilu, podvrgava perkolaciji. Dakle, maceracija je Sarzni, dok je perkolacija

poluSarzni proces. Obe tehnike ekstrakcije su nestacionarni procesi.

Nezavisno od primenjene tehnike, postupak ekstrakcije ekstraktivnih materija iz

biljnog materijala ukljucuje tri operacije:

* rastvaranje ekstraktivnih materija u rastvaracu,
* odvajanje tecnog ekstrakta od iscrpljenog biljnog materijala i
* ispiranje iscrpljenog biljnog materijala rastvaratem, da se, kao proizvod, dobije
Sto je moguce veca koli¢ina Zeljenih ekstraktivnih materija.
Sud za ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog materijala (ekstraktor, macerator
ili perkolator) obi¢no ima “lazno” dno, na koje se stavlja biljni materijal i koje olakSava
cedenje, i omotac, ako je potrebno zagrevanje. U slucaju kada se maceracija izvodi uz

zagrevanje, sud ima i refluksni hladnjak, da bi se izbegli gubici rastvaraca.



Ne postoje generalna pravila za izbor tehnike ekstrakcije ekstraktivnih materija iz
biljnog materijala zbog razli¢itih karakteristika biljnih materijala i razlika u vrednosti
ekstraktivnih materija, ali slede¢e preporuke mogu biti od prakti¢ne koristi (Coulson i sar.,
1991; Ponomarev, 1976). Cestice biljnog materijala treba da budu $to ravnomernije po
velicini, jer ¢e poroznost sloja biti najveca, pad pritiska kroz sloj najmanji, kanalisanje kroz
sloj smanjeno (od znacaja za perkolaciju), a ekstrakcija ekstraktivnih materija iz Cestica
ravnomerna. Fino usitnjavanje je skuplje, ali obezbeduje brzu i potpuniju ekstrakciju
ekstraktivnih materija iz biljnog materijala. Nedostatak finog usitnjavanja je i to Sto je
masa te€nog ekstrakta zadrzana u iscrpljenom biljnom materijalu velika, koja je, po
pravilu, jednaka masi ¢vrstog materijala. Tada se za ispiranje iscrpljenog biljnog materijala
mora upotrebiti znacajna koli€ina rastvaraca, koja razblazuje te¢ni ekstrakt. Ekstrakcija
ekstraktivnih materija iz grubo usitnjenog biljnog materijala je spora i verovatno manje
potpuna, ali posle dreniranja (cedenja) iscrpljeni biljni materijal zadrzava malu koli¢inu
rastvaraca, pa se za njegovo ispiranje tro$i manja zapremina rastvaraca i finalni tecni
ekstrakt je koncentrovaniji. MeSanje suspenzije biljnih Cestica u rastvoru vodi brzoj i

potpunijoj ekstrakciji ekstraktivnih materija, ali i ve¢im operativnim troskovima.

Vazan parametar ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala je tzv. stepen
ekstrakcije, koji se definiSe kao odnos razlike pocetnog i aktuelnog sadrzaja ekstraktivnih
materija u biljnom materijalu koji je postignut za odredeno vreme trajanja procesa i

pocetnog sadrzaja ekstraktivnih materija u biljnom materijalu:

SE %49 (2.1)
9

gde je: SE — stepen ekstrakcije (obi¢no u %), g, — pocetni sadrzaj ekstraktivnih materija u

biljnom materijalu (g/100 g) i g, — aktuelni sadrzaj ekstraktivnih materija u biljnom
materijalu (g/100 g). Najveci stepen ekstrakcije se postize u ravnotezi ekstrakcionog
sistema, kada je g =¢,,, gde je : g, — sadrzaj ekstraktivnih materija u biljnom materijalu
koji je u ravnotezi sa teCnim ekstraktom.

Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnih materijala se, po pravilu, ne vodi do
postizanja ravnoteznog stanja sistema, tj. do potpunog ekstrahovanja ekstraktivnih

materija, ve¢ do postizanja odredenog stepena ekstrakcije, koji se odreduje na osnovu

tehno-ekonomske analize.



2.1.2. Faktori ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala

Prilikom izbora tehnike 1 uslova ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih
materijala posebnu paznju treba obratiti na veli¢inu Cestica, rastvara¢, odnos biljni
materijal-rastvara¢, radnu temperaturu i mesSanje suspenzije (Coulson i sar., 1991;

Ponomarev, 1976).

Veli¢ina biljnih cestica moze da utie pozitivno i negativno na ekstrakciju
ekstraktivnih materija iz biljnih materijala. Ukoliko je veli¢ina biljnih Cestica manja,
utoliko je veca brzina ekstrakcije ekstraktivnih materija zbog vece kontaktne povrSine
izmedu biljnog materijala i rastvaraa. Takode, rastojanje koje ekstraktivhe materije
moraju da produ kroz biljne Cestice do spoljasnje povrSine je krace, pa je otpor difuziji
manji (Cissé 1 sar., 2012; Herodez 1 sar., 2003; Hojnik i sar., 2008). Medutim, odvajanje
biljnih Cestica od tecnog ekstrakta i dreniranje iscrpljenog biljnog materijala je utoliko
teze, ukoliko su biljne Cestice manje. Vrlo sitne biljne Cestice mogu da prodru u pore
krupnijih biljnih Cestica, ometajuéi difuziju rastvaraca. PozZeljno je da opseg veliCine
biljnih Cestica bude uzak, da bi vreme ekstrakcije ekstraktivnih materija bilo priblizno

jednako za sve biljne Cestice.

Kinetika ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala jako zavisi od
veli¢ine biljnih Cestica, tako da i male promene u njihovoj veli¢ini mogu znacajno da uticu
na prinos ekstraktivnih materija i vreme trajanja procesa (Chan i sar., 2013). Takode,
prinos ekstraktivnih materija ispiranjem se moZze povecati smanjenjem veli¢ine biljnih
Cestica zbog veceg stepena usitnjavanja biljnih ¢elija (Qu 1 sar., 2010), dok pocetna brzina
ekstrakcije ostaje nepromenjena zbog toga Sto difuzija kroz biljne Cestice limitira brzinu
ukupnog procesa (Herodez i sar., 2003). Medutim, smanjenje veli¢ine biljnih ¢estica moze
da smanji selektivnost ekstrakcije zbog povecanja stepena ekstrakcije nepozeljnih

ekstraktivnih materija (Cissé i sar., 2012).

Rastvara¢ ima znaCajnu ulogu u ekstrakciji ekstraktivnih materija iz biljnih
materijala. Razli¢iti rastvara¢i imaju razliitu mo¢ preovladavanja energetske barijere
poznate kao energija aktivacije ekstrakcije (Rakotondramasy-Rabesiaka i sar., 2007,
Spigno i De Faveri, 2009). Ova energija je potrebna da bi rastvara¢ prodro u biljne ¢celije.
Rastvara¢ treba da bude hemijski stabilan i inertan prema svim komponentama sistema 1i
uobic¢ajenim konstrukcionim materijalima. Pogodan rastvara¢ moze ubrzati ispiranje i

skratiti vreme trajanja ukupnog procesa (Rakotondramasy-Rabesiaka i sar., 2007) ili moze



poboljsati difuzivnost ekstraktivnih materija (Xu i sar., 2008). Takode, rastvarac treba da je
netoksic¢an, nezapaljiv 1 jeftin. On treba da je selektivan u odnosu na Zeljene ekstraktivne
materije. Ako postoji mogucénost izbora, bira se rastvara¢ manjeg viskoziteta, da bi se
difuzija rastvaraca kroz biljni materijal i difuzija ekstraktivnih materija kroz rastvarac
odvijale lakSe. Kao rastvaraci koriste se voda ili organski rastvaraci, koji najcesce ne
reaguju hemijski sa ekstraktivnim materijama. Rastvori etanola u vodi se ¢esto koriste kao
rastvara¢ za ekstrahovanje ekstraktivnih materija, na primer, iz Fumaria officinalis L.
(Rakotondramasy-Rabesiaka i sar., 2010), drveta kestena (Gironi i Piemonte, 2011),
nadzemnih delova zalfije (Velickovi¢ i sar., 2006), semenki grozda (Buci¢-Koji¢ i sar.,

2007) i dr.

Odnos rastvara¢-biljni materijal je znacajan procesni faktor koji utice na brzinu
prenosa mase ekstraktivnih materija. Ako se korektno izabere, ovaj odnos moze smanjiti
otpor prenosu mase difuzijom i povecati prinos ekstraktivnih materija (Franco i sar.,
2007a; Qu i sar., 2010). Ako je odnos rastvarac¢-biljni materijal ve¢i od optimalnog, viSak
rastvaraca nece znacajno uticati na ravnotezni prinos ekstraktivnih materija, ali ¢e povecati
troskove ekstrakcije (Chan i sar., 2013). U nekim slucajevima, povecanje odnosa rastvarac-
biljni materijal nije znacajno uticalo na brzinu ispiranja ekstraktivnih materija (Herodez i
sar., 2003). U nekim slucajevima je uocCeno da se ravnoteza ekstrakcionih sistema brze
postize pri manjim odnosima rastvarac-biljni materijal zbog manjih ravnoteznih prinosa

ekstraktivnih materija (Stanisavljevi¢ i sar., 2007b).

Generalno pravilo je da ekstrakciju termostabilnih ekstraktivnih materija treba
izvoditi na $to je moguce vecoj temperaturi (Ponomarev, 1976). Postoji nekoliko razloga
za ovakav izbor ekstrakcione temperature. Brzina ekstrakcije ekstraktivnih materija se
povecava sa povecanjem temperature, jer je viskoznost rastvarata manja, a koeficijent
difuzije rastvorka veci na vecoj tempearturi (Cissé i sar., 2012; Rakotondramasy-Rabesiaka
i sar., 2007). Po pravilu, na vecoj temperaturi je rastvorljivost ekstraktivnih materija veca,
pa se postize veca krajnja koncentracija ekstraktivnih materija u tenom ekstraktu i veca
pogonska sila prenosa mase, $to ima za rezultat kraée vreme trajanja ekstrakcije (Cissé 1
sar., 2012). Vazno je, takode, da se ispiranje ubrzava sa poviSenjem temperature
ekstrakcije zbog vece solvatacione moci rastvaraca (Rakotondramasy-Rabesiaka i sar.,
2007, 2010). Pri tome, treba imati na umu da se sa povecanjem temperature povecava i
rastvorljivost nepozeljnih komponenti biljnog materijala, kao i da je moguéa razgradnja

nekih ekstraktivnih materija. Ako su ekstraktivne materije termolabilna jedinjenja, onda
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poviSenje temperature ima negativan efekat na ekstrakciju i treba ga izbegavati. Generalno,
stabilnost termolabilnih jedinjenja se smanjuje sa povecanjem temperature (Cissé i sar.,
2012). Prema tome, izbor optimalne temperature ekstrakcije treba da bude rezultat

kompromisa izmedu efikasnosti ekstrakcije i termicke stabilnosti ekstraktivnih materija.

Mesanjem suspenzije biljnih Cestica u rastvaracu spre¢ava se njihovo talozenja na
dno suda i smanjuje otpor prenosu mase ekstraktivnih materija od spoljasnje povrSine

Cestica ka te¢nom ekstraktu.

2.2. Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnog materijala
maceracijom

Za dobijanje biljnih ekstrakta koriste se razliite metode ekstrakcija, pri ¢emu se
tradicionalne metode ekstrakcije sve vise zamenjuju savremenim. U tradicionalne metode
ubrajaju se maceracija, perkolacija, Soxhlet-ova ekstrakcija i ekstrakcija uz refluks.
Nedostaci maceracije su dugo vreme ekstrakcije i velika potro$nja rastvaraca, zbog kojih
se uvode nove tehnike ekstrakcije, kao $to su: ultrazvucna, mikrotalasna, superkriti¢na i dr.
PosSto su primenjene u ovom radu za ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija iz
nadzemnih delova G. mollugo, posebna paznja bi¢e posveéena maceraciji i ultrazvucnoj

ekstrakciji.

2.2.1. Mehanizam maceracije

Potapanjem biljnog materijala u rastvara¢, najpre dolazi do prodiranja (difuzije)
rastvarata od spoljasnje povrSine prema unutraSnjosti biljnih Cestica. Deo ekstraktivnih
materija moze se nalaziti na spoljasnjoj povrSini biljnih Cestica i on se direktno ispira
rastvaracem. PoSto biljni materijal nabubri, pocinje izdvajanje ekstraktivnih materija iz
unutrasnjosti biljnih Cestica, koje se, generalno, odvija u sledece tri faze (Ponomarev,

1976):

* prelaz ekstraktivnih materija iz ¢vrste u tecni fazu, rastvaranjem u rastvaracu,

* difuzija ekstraktivnih materija kroz rastvara¢ u porama biljnih Cestica prema
spoljasnoj povrsini i

* difuzija ekstraktivnih materija iz rastvora u kontaktu sa biljnim cesticama u

glavninu rastvora (te¢ni ekstrakt).
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Bilo koja od ove tri faze moze limitirati brzinu ekstrakcije ekstraktivnih materija iz
biljnog materijala (Coulson i sar., 1991). Obi¢no je rastvaranje ekstraktivnih materija u
rastvarau veoma brz proces, bez uticaja na brzinu ukupnog procesa. Ako difuzija
rastvorka kroz poroznu strukturu biljnih Cestica kontroliSe brzinu ekstrakcije ekstraktivnih
materija, biljni materijal treba usitniti, da bi put ekstraktivnih materija kroz biljne Cestice
bio $to kraci. Kada je, pak, difuzija ekstraktivnih materija od povrSine biljnih Cestica prema
glavnini rastvora limitirajuci faktor brzine procesa, onda je potrebno obezbediti dovoljno

intenzivno mesanje suspenzije.

Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnog materijala odigrava se po dva
mehanizma, i to (Coulson i sar., 1991): a) “spiranjem” ekstraktivnih materija sa spoljasnje
povrsine Cestica biljnog materijala (poznat kao ispiranje ili brza ekstrakcija) i b) difuzijom
ekstraktivnih materija kroz Cestice biljnog materijala do njihove spoljaSnje povrSine
(poznat kao spora ekstakcija). Slika 2.1 ilustruje dve faze ekstrakcije ekstraktivnih materija
iz biljnog materijala u Sarznom sistemu. Ova dva mehanizma prenosa mase se odigravaju
istovremeno (Kosti¢ i sar., 2013; Patricelli i sar., 1979; So i Macdonald, 1986), iako neki
istrazivacCi pretpostavljaju da se ispiranje ekstraktivnih materija odigrava trenutno, posle
¢ega se odigrava difuzija ekstraktivnih materija kroz biljne Cestice (Stankovi€ i sar., 1994;

Veljkovi¢ 1 Milenovi¢, 2002).

Slika 2.1 Tipi¢na kriva ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u Sarznom sistemu

2.2.2. Ultrazvucna ekstrakcija

Pored opstih procesnih faktora, na ultrazvucnu ekstrakciju uticu i specifiéni faktori:
intenzitet ultrazvu¢nog zracenja, nacin sonikacije i drugi (Chan 1 sar., 2013). Veci broj

istrazivanja je pokazao da intenzitet ultrazvucnog zrafenja utiCe znacajno na stepen

12



ekstrakcije (Ma i sar., 2009), i to tako Sto se sa njegovim povecanjem povecava stepen
ekstrakcije 1 skracuje vreme trajanja ekstrakcije (Stanisavljevi¢ i sar., 2007b; Velickovi¢ i
sar., 2008) bez obzira na nacin sonikacije (Pan i sar., 2012a). Ova poboljSanja u smislu
ubrzanja procesa i povecanja prinosa ekstraktivnih materija postizu se zahvaljujuci
pozitivnom uticaju ultrazvuka na prenos mase, razaranje celije, penetraciju rastvaraca i
kapilarni efekat (Paniwnyk i sar., 2001; Toma i sar., 2001; Vinatoru i sar., 1997). Pozitivan
efekat ultrazvuka se pripisuje fenomenu kavitacije koji utie na razaranje Celijskog zida,
hidrataciju biljnog materijala, smanjenje veliine biljnih Cestica i ubrzanje prenosa mase
ekstraktivnih materija (Toma i sar., 2001; Vinatoru i sar., 1997). Ovaj uticaj ultrazvuka je
dokazan kod ekstrakcije farmakoloski aktivnih materija (Paniwnyk i sar., 2001; SaliSova 1
sar., 1997; Valachovi¢ i sar., 2001) i polisaharida (Hromadkova i sar., 1999) iz mnogih
biljaka. Ultrazvucni talasi mogu izazvati mehanicke, hemijske, toplotne i druge efekte jer
odaju veliku energiju po jedinici povrsine (Ley, 1989). Medutim, neka istrazivanja su
pokazala da ultrazvuk nema nikakav uticaj na stepen i brzinu ekstrakcije, bez obzira na
uslove sonikacije (Mircea, 2001, Romdhane i Gourdon, 2002). Ovakav uticaj ultrazvuka je
mozda posledica geometrijskog oblika biljnih Cestica, kao, na primer, u slucaju stabljika
grozda (Cércel i sar., 2010). U nekim sluc¢ajevima je ultazvucna ekstrakcija manje efikasna
od maceracije zbog oksidacije i degradacije ekstraktivnih materija tokom produzene
sonikacije (Stanisavljevi¢ i sar., 2007b, 2008).

Najznacajniji fenomen za primenu ultrazvuka u ekstrakciji je kavitacija. Pri Sirenju
ultrazvuka kroz tecnost, longitudinalne vibracije molekula stvaraju zone visokog i niskog
lokalnog pritiska (tj. naizmeni¢no kompresiju i ekspanziju). Kod ekstrakcionih sistema,
dinamika kavitacionog kolapsa se razlikuje od one koja se deSava u Cistom rastvaracu. U
blizini granice biljnih Cestica, kavitacioni mehur postaje veoma asimetri¢an i generiSe mlaz
tecnosti velike brzine. Brzina kavitacionog mehura raste skoro linearno sa porastom
ultrazvucne snage (Tsochatzidis i sar., 2001). Nastajanje i kolaps kavitacionih mehura se
smatraju odgovornim za fizicke efekte zapazene u ekstrakcionim sistemima. Tako, na
primer, uticajem turbulencije na mikro nivou na difuzioni grani¢ni sloj oko biljnih Cestica,
ultrazvuk smanjuje otpor prenosu mase kroz granicni sloj i intenzivira prenos mase (Neis,
2002). Pod ovim hidrodinami¢kim uticajem, debljina difuzionog grani¢nog sloja se
smanjuje. Pored toga, zbog povecanja lokalne temperature moze se ocekivati smanjenje
viskoziteta tecnosti u laminarnom podsloju. Oba efekta imaju za posledicu povecéanje
koeficijenta prenosa mase i brzine prenosa mase ekstraktivnih materija u rastvor.
Povecanje koeficijenta prenosa mase zavisi direktno od primenjene ultrazvu¢ne snage
(Neis, 2002).
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Tehnike ekstrakcije ultrazvukom razlikuju se po na¢inu delovanja i izvoru ultrazvuka
(sl. 2.2). Uticaj ultrzvuka pri ekstrakciji moze biti direktan ili indirketan, a izvor moze biti

ultrazvucna sonda ili ultrazvu¢no kupatilo (Vinatoru i sar., 1997).

(a) Sunspenzija biljnog materijala

Voda
Ultrazvucna
kada g
Generator ultrazvuka
(b) N / Ultrazvucni rog
ermomertar
P
Mehanicka mesalica

—

g -
Suspenzija

biljnog materijala

— Zagrevanje/hladenje
—F

©

Mehanicka mesalica

7

| - J

X

Suspenzija biljnog matrijala

Ultrazvuc¢na

kada \

Generator ultrazvuka

Slika 2.2 Nacini primene ultrazvuka u ekstrakciji iz biljnog materijala: a) indirektni u ultrazvué¢noj kadi,
b) direktni ultrazvuénom sondom i c) direktni u ultrazvucnoj kadi

14



2.2.3. Kinetika ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog
materijala

Kriva promene prinosa ekstraktivnih materija u toku Sarzne ekstrakcije sastoji se od
ispiranja (brza ekstrakcija) i difuzije (spora ekstrakcija), kao Sto je prikazano na sl. 2.1.
Ekstrakcija pocinje kada molekuli rastvaraca prodru u biljno tkivo, pri ¢emu se
citoplazmaticni sloj izlaze direktno rastvaracu (Crossley i Aguilera, 2001), Sto olakSava
rastvaranje ekstraktivnih materija u rastvaracu. Brzina ekstrakcije u fazi ispiranja moze biti
konstantna (Rakotondramasy-Rabesiaka i1 sar., 2009). Kada je brzina ekstrakcije jako
velika, onda se period ispiranja moze tesko odrediti (Franco i sar., 2007b). Tokom perioda
spore ekstrakcije ekstraktivne materije difunduju kroz biljno tkivo i rastvaraju se u
rastvaracu. Prinos ekstraktivnih materija u ovom periodu jako zavisi od udela nerazorenih

biljnih ¢elija (Crossley 1 Aguilera, 2001).

Za modelovanje kinetike ekstrakcije u Sarznom sistemu koriS¢eni su razliCiti
matemati¢ki modeli. Kineticke jednacine u okviru razvijenih modela koji opisuju promenu
koncentracije ekstraktivnih materija u rastvoru ili biljnom materijalu sa vremenom su
teorijske ili empirijske. NajSire su koriS¢eni modeli zasnovani na drugom Fick-ovom
zakonu difuzije, modeli jednacina hemijske kinetike (prvog i drugog reda), kao i dvo i
viSeparametarski modeli (Chan i sar., 2013). Tabela 2.1 prikazuje koriS¢ene kineticke
modele za maceraciju i ultrazvucnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz razli¢itog biljnog

materijala.

2.2.3.1. Model zasnovan na drugom Fick-ovom zakonu difuzije

Prenos mase ekstraktivnih materija u Sarznom ekstrakcionom sistemu zavisi od
difuzije ekstraktivnih materija kroz biljnu Cesticu (tzv. unutraSnja difuzija) i difuzije
ekstraktivnih materija od spoljaSnje povrSine biljne Cestica u rastvor (tzv. spoljasnja
difuzija). U skladu sa prvim Fick-ovim zakonom, unutrasnja difuzija ekstraktivnih materija

zavisi od gradijenta koncentracije ekstraktivnih materija u pravcu prenosa:

N=_p% (2.2)
dx

gde je: N — maseni fluks ekstraktivnih materija, ¢ — koncentracija ekstraktivnih materija u
biljnim cesticama, D — koeficijent difuzije ekstraktivnih materija u rastvaracu i

X —rastojanje u pravcu prenosa mase.
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Tabela 2.1 Pregled koriS¢enih kineti¢kih modela za maceraciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog materijala

Tehnlka“ Ek S tl.*aktlvn.e' materije/ Uslovi ekstrakcije® Kineticki model Referenca
ekstrakcije biljni materijal
Ulje/ seme suncokreta P
i ; - 3 -60 ° erez i sar.
Maceracija (He{zanthus annuus) i " }Eekgan, 10 em/g, oko 0,6 mm, 40-60 °C, Uprosceni model difuzije (sferne Cestice) (2011)
divljeg suncokreta mesSanje
(Helianthus petiolaris)
Antocijani/malezijski jasmin
ibi i i Yéeni ifuzii & Ben Amor i Allaf
Maceracija (Hibiscus sqbdarzﬁ’a) (bez ili Voda, 100 cm/g, 0,135 mm, 100 °C, mesanje EJprgscem model difuzije (plocaste (2009)
sa prethodnim tretmanom sa cestice)
parom visokog pritiska)
Maceraciia  Lutein/latice cveta nevena n-Heksan, 10 cm®/ g, oko <0,315 mm, 20-60 Model istovremenog ispiranja i difuzije Hojnik i sar.
) 4 °C, istovremena alkalna hidroliza (sferne Cestice) (2008)
. : - Etanol, 15-50 cm’/g, <0,6 mm, 50 °C, . e . Franco i sar.
Maceracija  Ulje/Rosa rubiginosa mezanje & Uprosceni model difuzije (sferne Cestice) (2007a)
Karnozinska, ursolinska i .
. oleanolinska kiselina/lis¢e Etanol, 4-10 cm®/g, 0,2-0,4 mm, 0-80 °C, Model istovremenog ispiranja i difuzije HerodezZ i sar.
Maceracija - : o X Xacti (2003)
mati¢njaka (Melissa mesanje (plocaste Cestice)
officinalis)
. . i 80 % etanol, 15 cm’/g, 0,04 mm, sobna Modeli nestacionarne difuzije za Cesticui ~ 1sibranska i sar.
Maceracija  Ukupni fenoli/ Sideritis ssp. .. . . y (2011)
temperatura, mesanje sistem Cestica-rastvarac
.. .. 3 . . . .. v . .
Maceracija Izoﬂavglnl/stabljlke. 30 % nv-bu.tanol, 50 cm’/g, 0,4-0,8 mm, 25 Modehvnes.tacwnarne cilfuzue zaCesticul Xy i sar. (2008)
Pueraria lobata (Willd.) C, meSanje sistem Cestica-rastvarac
Antociiani / Hibi Model nestacionarne difuzije za sistem oo
Maceracija J. tiseus Voda, 25 cm’/ g, 0,15 mm, 25-90 °C, meSanje  Cestica-rastvara¢ i model prenosa mase sa Cissé i sar. (2012)
sabdariffa . . .
degradacijom ekstraktivnih materija
y : . 92% etanol, 50 cm’/g, 0,25, 0,351 0,75 mm,  Modeli nestacionarne difuzije sa Franco i sar.
Maceracija  Ulje/Rosa rubiginosa o . o (2007b)
50 °C, mesSanje spoljasnjim otporom prenosu mase
3 0 .
Maceracija  Ukupni fenoli/kora nara l(e)g;r’ljleo-so cm’/g, 0,2-3,5 mm, 25-90 °C, Model brzine ekstrakcije drugog reda Qu i sar. (2010)
) ) | . Rakotondramasy-
Maceracija  Protopin/F. officinalis Vodeni rastvori etanola (0-94 %), 6,25-100 1 46 prine ekstrakcije drugog reda Rabesiaka i sar.

cm’/g, 0,4-0,5 mm, 30 °C, mesanje

(2007)
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Tehnika

Ekstraktivne materije/

Uslovi ekstrakcije®

Kineti¢ki model

Referenca

ekstrakcije biljni materijal
. Ukupne ekstraktivne 3 o .. . e Moubarik i sar.
Maceracija materije/Foeniculum vulgare Voda, 2 cm’/g, 30 °C, meSanje Model istovremenog ispiranja i difuzije (2011)
Maceraciia  Ukupni fenoli/semenke 50 % etanol, 40 cm’/g, 0,16-0,4, 0,4-0,63 i Peleeov model Buci¢-Kojic i sar.
13 grozda >0,63 mm, 25, 50 i 80 °C & (2007)
M Gia Rezinoid/nadzemni delovi Vodeni rastvori etanola (40-96%), 7-25 Model zasnovan na trenutnom ispiranjui  Stankovic i sar.
aceracya  yokotca em’/g, 0,45 mm, 20 °C - do kljudanja difuziji (1994)
Maceraciia Rezinoid/nadzemni delovi Vodeni rastvor etanola (701 95 %), 51 10 ZI; ;%sv(::l?lnr;ziilﬁzun?i:’ Iilrl;ﬁili difuziii Vf?ljkOVi.C"i
Ceracld 1 antariona cm’/g, 0,23, 0,57 i 1,05 mm, 25,501 80°C piran) J1 Milenovi¢ (2002)
i Ponomarev model
Maceraciia Rezinoid/nadzemni delovi Vodeni rastvor etanola (70195 %), 51 10 zzlizzzln}iidlet;izgﬁgn?fnie;;in %?eeilbs:;? (e)sog Kitanovic i sar.
3 Kantariona cm’/g, 0,23, 0,57 1 1,05 mm, 25, 50 i 80 °C > Mper ’ (2007)
model i Elovich-ov model
3 ) o So i Macdonald
Maceracija  Ulje/seme kanole n-Heksan, 4 cm’/g, 0,06-0,76 mm, 25-55°C ~ Model istovremenog ispiranja i difuzije (1986)
Maceracija  Ulje/seme konoplje n-Heksan, 3-10 cm*/g, 0,47 mm, 20-70 °C Model istovremenog ispiranja i difuzije Kostic i sar. (2013)
Maceracija  Flavonoidi/drtemisia Metanol, 10 em*/g, 25 °C, 40 °C, 150 W, 40 L - Karabegovi¢ i sar.
Ultrazvuéna vulgaris i Artemisia Kz Uproséeni model difuzije (2011)
ekstrakcija ~ campestris
Ultrazvucna Ulie/seme duvana n-Heksan ili petrol etar, 3-10 cm3/g, <0,4, Uprogéeni model difuziie Stanisavljevic 1
ekstrakcija o oome GV 0,4-0,5 1 0,5-0,63 mm, 40 °C, 150 W, 40 kHz P ! sar. (2007a,b)
Ultrazvu¢na Ukupni ekstrakt/obi¢na i Petrol etar, 70 % etanol ili voda, 10 cm®/ g, <6 ZI; ilo()s\(l:aerrlnnzl?r(iilu(tirllf)uniui:, ?;I?ili difuziii Velickovi€ i sar.
ekstrakcija  lepljiva zalfija mm, 40 °C, 150 W, 40 kHz . piran] It (2006)
i Ponomarev model
Voda, 10 cm’/ g, rezim sonikacije: 1)
Ultrazvuéna o kontinualni 2,4-59,2 W/em?®, 20 kHz, 2) : . Pan i sar. (2012b)
ekstrakcija Ukupni fenoli/kora nara pulsni (2/2, 5/5 1 5/15 s/s) 59,2 W/em?, 20 Model brzine ekstrakcije drugog reda

kHz

*Rastvara¢, odnos rastvara¢-biljna sirovina, veli¢ina Cestica, temperatura i uslovi mesanje.

L1



Za modelovanje kinetike prenosa mase ekstraktivnih materija u Sarznom ekstrakcionom
sistemu vazno je znati koji mehanizam difuzije odreduje brzinu ukupnog procesa (tzv.
limitiraju¢i korak). Obi¢no se otpor spoljasnjoj difuziji ekstraktivnih materija minimizuje,
tako da brzina procesa ekstrakcije zavisi od brzine unutra$nje difuzije ekstraktivnih materija,

koja je definisana drugim Fick-ovim zakonom (Cranck, 1975; Treybal, 1981):

9 _poc (2.3)

gde je: ¥ — vreme ekstrakcije. Do jednacine za kinetiku ekstrakcije moze se doc¢i reSavanjem

jednacine (2.3) uz odgovarajuce pocetne i grani¢ne uslove:

t=0,c=c, za Vx (2.4a)
t>0,c=¢;=0zax=0 (2.4b)
d
t>0, % -0zax=0 (2.4¢)
ox
gde je: ¢, — pocetna koncentracija ekstraktivnih materija u biljnim cesticama,
¢, — koncentracija ekstraktivnih materija na spoljasnjoj povrSini biljnih cCestica 1

O — karakteristiéna dimenzija biljne Cestice (na primer, polupre¢nik sferne Gestice R ili
polovina debljine ploce L ). Koncentracija ekstraktivnih materija na spoljasnjoj povrSini

biljnih Cestica je jednaka nuli, jednacina (2.4b) ako je otpor spoljasnjoj difuziji zanemarljiv.

Resavanje jednacine (2.3), uz primenu uslova definisanih jednacinama (2.4), znacajno

se uprosc¢ava uvodenjem sledecih pretpostavki:

a) ekstraktivne materije se posmatraju kao jedna pseudo-komponenta;

b) biljne Cestice su simetri¢ne, izotropne, jednake po veli¢ini 1 uniformnog sastava, pa se
mogu predstaviti jednom pseudo-Cesticom, tako da se koncentracija ekstraktivnih
materija menja sa vremenom i u pravcu prenosa mase;

c) otpor spoljasnjoj difuziji se zanemaruje, tako da se koncentracija ekstraktivnih
materija u rastvoru menja samo sa vremenom;

d) koeficijent unutrasnje difuzije je konstantan;

e) koncentracija ekstraktivnih materija u rastvoru u unutraSnjosti biljnih Cestica je

jednaka njihovoj koncentraciji u masi rastvora.

Resenje jednacine (2.3) zavisi od geometrijskog oblika biljne Cestice (Cranck, 1975),

1to:
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— zasfernu Cesticu (x=7 0 =R)

_ ® ¢ 1yn 2 2
ﬂ=1+§2( D sin(%r)-exp(—DnRﬂ t) (2.5)

2
¢, —¢, & n

— za Cesticu oblika ploce (0 = L)

(2.6)

0 n 2
c-¢, =1_i (=D COS[(2n+l) T =

¢ —¢, T 2n+1 2L

2 2
.exp[_DMt

Masa ekstraktivnih materija izdvojena iz biljnih Cestica u bilo kom trenutku ekstrakcije
se moze izracunati integrisanjem koncentracije ekstraktivnih materija po poluprecniku ili

debljini Cestice, pri ¢emu se dobija:

- za sfernu Cesticu

© 2.2
4_y_° izexp(-D"” z) 2.7)

Qw ﬂz n= n R2

- za Cesticu oblika ploce

0 2.2
LA I S G AL L (2.8)
q. T &~ (2n+l) 4L

gde je: g — masa ekstraktivnih materija izdvojena iz biljnih Cestica u bilo kom trenutku
ekstrakcije (g/100 g) i g, — masa ekstraktivnih materija izdvojena iz biljnih Cestica po
postizanju zasicenja, tj. ravnoteze (teorijski za { — ).

Posle dovoljno dugackog vremena od pocetka ekstrakcije (obicno posle perioda
ispiranja), samo je prvi ¢lan reda znacajan, tako da se jednacine (2.7) i (2.8) pojednostavljuju

u upros¢eni model difuzije (Perez i sar., 2011):

L _1-qe” (2.9)
qoo

gde je: @ — konstanta modela, a 8 — konstanta brzine unutrasnje difuzije (za sfernu Cesticu:
p= ”2D/ R*; za Cesticu oblika ploge: B = JTZD/ 4I7). Relativna greska izraGunavanja
vrednosti ¢/q, pomocu jednadine (2.9), umesto jednacinama (2.7) i (2.8), ne prelaze 0,1 %

ako je ¢/q, > 0,5 (Boutekedjiret i sar., 2005).
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Vrednosti parametara jednacine (2.9) se obi¢no izraCunavaju iz njenog linearizovanog

oblika:

1n(1—i)=1na-/5-t (2.10)
q.

2.2.3.2. Model zasnovan na istovremenom ispiranju
i difuziji ekstraktivnih materija

Ovaj matematicki model kinetike ekstrakcije ekstraktivnih materija je izveden za Sarzni
ekstraktor u kome je biljna sirovina potopljena u rastvaracu. Suspenzija moze biti izlozena
dejstvu ultrazvuka. Kineticki model se zasniva na slede¢im pretpostavkama (Kosti¢ 1 sar.,

2014):

i)  ekstraktivne materije se posmatraju kao jedna pseudo-komponenta;

ii)  Cestice biljnog materijala su izotropne, jednake po veli¢ini, obliku i pofetnom sadrzaju
ekstraktivnih materija, odnosno sve se ponaSaju kao jedna pseudo-Cestica;

ii1)) ekstrakcija ekstraktivnih materija odigrava se preko dva istovremena mehanizma,
ispiranjem ekstraktivnih materija sa spoljaSnje povrSine Cestica biljnog materijala i
difuzijom ekstraktivnih materija kroz Cestice biljnog materijala do njihove spoljasnje
povrsine;

iv) ne postoji ograni¢enje prenosa mase ekstraktivnih materija u rastvoru;

v)  koeficijenti brzine prenosa mase ekstraktivnih materija ispiranjem i difuzijom kroz

biljne Cestice su konstantni, ali zavise od temperature i ultrazvuka.

U izvodenju jednacine modela koriste se bilansi mase ekstraktivnih materija za te¢nu i
¢vrstu fazu 1 jednacina za brzinu prenosa mase ekstraktivnih materija. Procesi ispiranja i
difuzije se posmatraju odvojeno, ali se koncentracije ekstraktivnih materija koje su posledica
oba procesa sabiraju, da bi se odredila promena ukupne koncentracije ekstraktivnih materija

Sa vremenom.

Bilansi mase ekstraktivnih materija u te€noj i ¢vrstoj fazi u bilo kom trenutku

ekstrakcije 1 stanju ravnoteze (zasicenja) za Sarzni proces dati su slede¢im jednac¢inama:

L-c=S-q (2.11)

Lc=8q, (2.12)
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gde je: L — zapremina rastvarata, S — masa biljnog materijala, ¢ — koncentracija

ekstraktivnih materija u masi tecnog ekstrakta posle vremena ¢, ¢ — koncentracija
ekstraktivnih materija u zasiCenom te¢nom ekstraktu u kontaktu sa biljnim materijalom,

q — koli¢ina ekstraktivnih materija po jedinici mase biljnog materijala ekstrahovana za vreme
! 1 g, — koli¢ina ekstraktivnih materija po jedinici mase biljnog materijala ekstrahovana do
postizanja zasicenja.

Za oba procesa (ispiranje i difuzija) brzina prenosa mase ekstraktivnih materija iz
Cestica biljnog materijala u masu rastvora, pretpostavljajuc¢i postojanje tankog sloja tecnosti

oko cestica biljnog materijala u kome je skoncentrisan ukupan otpor prenosu mase, definisana

je slede¢om jednacinom:

< K (e =) 2.13)

gde je: a — specifiCna povrSina Cvrstih Cestica u kontaktu sa rastvorom, a K_— koeficijent

prenosa mase ekstraktivnih materija u te¢noj fazi. Proizvod K a je zapreminski koeficijent

prenosa mase ekstraktivnih materija u tecnoj fazi, koji se obi¢no oznafava kao konstanta

brzine procesa k , tako da se jedna¢ina (2.13) moze napisati u slede¢em obliku
==k ~c) (2.14)
Posto se za ekstrakciju koristi Cist rastvara¢, pocCetna koncentracija ekstraktivnih
materija u te¢noj fazi je jednaka nuli, t;.
zat=0,c=c =0 (2.15)
Pretpostavljajuéi da k i ¢ ostaju konstantni tokom ekstrakcije, jednacina (2.14), posle
preuredenja i integracije, daje sledecu jednacinu:

NS "S- k-t (2.16)
C

ili
c=c (1-¢*) 2.17)
koja predstavlja vremensku promenu koncentracije ekstraktivnih materija ispiranjem ili

difuzijom dok se ne dostigne zasiéenje (teorijski, za t = ©, ¢ =¢ ).
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Posto jednacina (2.17) vazi i za ispiranje i za difuziju, mogu se napisati odvojene

jednacine promene koncentracije ekstraktivnih materija sa vremenom:
¢ =c(1-e™?) (2.18)
¢, =c;(1-e™7) (2.19)

gde subskripti 1 i 2 oznacavaju, redom, ispiranje i difuziju. Pretpostavlja se da je k, > k, .
Posto je ukupna koncentracija ekstraktivnih materija u tecnoj fazi rezultat i ispiranja i
difuzije
c=¢ +¢, (2.20)
onda iz jednacina (2.18), (2.19) 1 (2.20) sledi
c=c (1-e™")+c;(1-™7) 2.21)
Budu¢i da je i zasi¢enje tene faze rezultat i ispiranja i difuzije, onda je
¢ =c +c (2.22)

Prema tome, promena koncentracije ekstraktivnih materija u te¢noj fazi sa vremenom

moze se opisati slede¢om jednac¢inom:

o ethE L ke
c=c —-¢ e’’” —c,re” (2.23)

Deljenjem jednacine (2.23) sa ¢ , dobija se

§ =1—%e"‘1g‘ —E—Ee—kﬂ (2.24)
ili

Sml-fet (1= f)e8 (2.25)

C

gde su f =C—L 1 (1— f )=C—2 konstante koje predstavljaju, redom, udele ekstraktivnih
c c

materija ekstrahovanih iz Cestica biljnog materijala ispiranjem i difuzijom.

Konacno, na osnovu jednacina (2.11), (2.12) 1 (2.25), dobija se jednacina (2.26) koja

opisuje promenu sadrzaja ekstraktivnih materija u ¢vrstom materijalu sa vremenom:
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g=q.[1-f-e"* ~(1-f)-e"*] (2.26)

Ovaj model poznat je kao fenomenoloski model (Kosti¢ i sar., 2014). Jednacina (2.26)
je ranije izvedena za ekstrakciju ulja iz suncokretovog semena (Patricelli i sar., 1979) i
semena konoplje (Kosti¢ i sar., 2014). Fenomenoloski model je pokazao odli¢nu mo¢

predvidanja prinosa ulja ekstrakcijom iz semena kanole (So i Macdonald, 1986) i semena

konoplje (Kostié i sar., 2014), posto je koeficijent determinacije blizak jedinici ( R? > 0,98).

2.2.3.3. Model zasnovan na pretpostavci trenutnog ispiranja
i difuziji ekstraktivnih materija

Fenomenoloski model, jednacina (2.26), moze se uprostiti uvodenjem pretpostavke da

se ispiranje odigrava trenutno (k, —o0). Ovim pristupom dobija se sledeca kineticka

jednacina poznata kao model zasnovan na trenutnom ispiranju i difuziji:
q=q.[1-(1-1)-e™*] (2.27)

Parametri jednacine (2.27), f i k,, poznati su kao koeficijent ispiranja i koeficijent
spore ekstrakcije (Veljkovi¢ i Milenovié¢, 2002). Jednacina (2.27) je identi¢na jednacini (2.9)
akoje a=1-f1if=k,.

Model zasnovan na pretpostavci trenutnog ispiranja i difuziji je prethodno koris¢en za
opisivanje kinetike ekstrakcije ukupnih ekstraktivnih materija iz kokoca (Stankovi¢ 1 sar.,
1994) i kantariona (Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002), kao i ulja iz semena duvana (Stanisavljevi¢
i sar., 2007b). Isti model je verifikovan za ultrazvucnu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz
obicne i lepljive zalfije (Velickovi€ i sar., 2006). Ova;j kineticki model se sasvim dobro slaze
sa eksperimentalnim podacima samo u drugom delu ekstrakcije, $to potvrduje visoka vrednost
R* (> 0,98) za ekstrakciju rezinoida iz obiéne i lepljive Zalfije (Velitkovi¢ i sar., 2006) i mala

vrednost MRPD (£3.8%) za ekstrakciju ulja iz semena duvana (Stanisavljevi¢ i sar., 2007b).

2.2.3.4. Model pseudo-prvog reda u odnosu na ekstraktivne materije

Ako se prenos mase ekstraktivnih materija iz Cestica biljnog materijala u masu rastvora

odigrava samo difuzijom, bez ispiranja ( f = (), onda se dobija eksponencijalna funkcija:
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g=q.(1-¢"*) (2.28)

Ovaj model se, u stvari, bazira na pretpostavci o kinetici ekstrakcije ekstraktivnih
materija kao procesu pseudo-prvog reda u odnosu na ekstraktivne materije koje zaostaju u

biljnom materijalu (model pseudo-prvog reda ili difuzioni model).

2.2.3.5. Empirijski modeli

Pored fundamentalnih modela, za modelovanje kinetike ekstrakcije ekstraktivnih
materija iz biljnih materijala koriS¢eni su i empirijski modeli. Empirijski modeli matematicki
opisuju promenu koncentracije ekstraktivnih materija u biljnom materijalu ili u rastvoru sa
vremenom. Po pravilu, ovi modeli su jednostavniji od fizickih modela, ali su i oni pogodni za
inzenjerske potrebe. Smatra se da su empirijski modeli pogodniji za ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom, mikrotalasima ili elektriénim poljem od fizickih, poSto se one ne mogu opisati
adekvatnim teorijama (Chan i sar., 2013). NajceS¢e koris¢eni empirijski modeli su
hiperboli¢na jednacina, poznata kao Peleg-ov (hiperboli¢ni) model (Buci¢-Koji¢ i sar., 2007,
Kitanovi¢ i sar., 2008), koji je originalno razvijen za sorpcione procese (Peleg, 1988), i
Ponomarev model (Pekic i sar., 1988; Ponomarev, 1976; Stankovi¢ i sar., 2004; Velickovi¢ i
sar., 2006, Veljkovi¢ 1 Milenovi¢, 2002). Kitanovi¢ i1 sar. (2008) poredili su pet
dvo-paramaterskih empirijskih modela u slucaju kinetike ekstrakcije rezinoida iz kantariona.
Svi modeli se dobro slazu sa eksperimentalnim podacima, ali se najboljim pokazao

Elovich-ov model.

2.2.3.6. Uticaj temperature na kinetiku ekstrakcije

Za opisivanje uticaja temperature na kinetiku ekstrakcije ekstraktivnih materija iz

biljnog materijala obi¢no se koristi Arrhenius-ova jednacina:

E
k=A4- S— 2.29
exp( RT) (2.29)

gde je: k — konstanta brzine prenosa mase ekstraktivnih materija ispiranjem ili difuzijom,
E_ — energija aktivacije ekstrakcije, R — univerzalna gasna konstanta i 7" — apsolutna

temperatura. Zamenom jednacine (2.29) u kineticke jednacine moze se definisati uticaj

temperature na ekstrakcioni proces, tj. na promenu ¢ / q.. 1li stepen ekstrakcije sa vremenom.
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2.3. Ivanjsko cvece

2.3.1. Opis ivanjskog cveca (Galium)

Ivanjsko cvece (Galium) je visegodiSnja zeljasta biljka iz porodice broceva (Rubiaceae).
Naziv roda poti¢e od grcke reci gala koja znac¢i mleko (neke vrste se koriste za zgrusavanje
mleka). Vrste ovog roda su veoma rasprostranjene evroazijsko-submediteranske biljke, koje
su prenete u Severnu Ameriku. U srpskoj flori postoji 37 vrsta Galium (Gaji¢, 1973; Nikoli¢ i
sar., 1986). Rastu na brdskim 1 pretplaninskim livadama, pored puteva, listopadnih Suma i
Sibljaka. Njihove stabljike su Cetvrtaste, uspravne, dostizu visinu od 30 cm do 1 m i mogu biti
malo dlakave ili gole. Listovi su linearni i rasporedeni prsljenasto, sa lica su tamnozeleni, goli
1 malo hrapavi, a sa nali¢ja gusto dlakavi i zavrSavaju se trni¢em na vrhu. Cvetovi su sitni,
sakupljeni u metliCaste vrSne cvasti, ¢ija je osovina gusto obrasla kratkim dlakama. Kruni¢ni
listi¢i mogu biti zute ili bele boje, pa se razlikuje zuto (G. verum) i belo (G. mollugo) ivanjsko
cvece (sl. 2.3). Plod je sitan, duzine oko 1,5 mm, i kada sazri crne je boje. Vrste G. verum i
G. mollugo cCesto rastu na istom mestu, ali se G. mollugo smatra necistoCom za G. verum

(Wichtl i Bisset, 1994).

U tradicionalnoj medicini koristi se nadzemni deo procvetale vrste G. verum koji se
sakuplja po suvom i sun¢anom vremenu (Chevallier, 1996). Droga se koristi kao diuretik, slab
depurativ, sedativ, spazmolitik u slu¢aju kamena u bubregu, za spoljaSnju upotrebu kod
povreda i oSte¢enja koze (zarastanje rana), kao i za leCenje psorijaze i reumatizma (Tédmas i
sar., 2006). Veruje se da ima blagotvorne efekte kod psihoza, fobija, kardiovaskularnih bolesti
1 poremecaja jetre (Bisset i Wichtl, 2001; Tucakov, 2006). Medutim, do sada nije bilo
relevantnih istrazivanja koja bi potkrepila ova pozitivna dejstva (Laki¢ i sar., 2010). U nekim
zemljama se nadzemni delovi G. verum koristi kao boja i u preradi mleka u jogurt i sir

(Wichtl 1 Bisset, 1994; Bisset i Wichtl, 2001).
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Slika 2.3 Ivanjsko cvece: (a) belo (G. mollugo) i (b) zuto (G. verum)

2.3.2. Hemijski sastav ivanjskog cve¢a (Galium)

Hemijski sastav nadzemnih delova G. verum je prilicno dobro poznat (Il'ina i sar., 2009;
Laki¢ i sar., 2010; Shafaghat i sar., 2010; Tamas i sar., 2006), dok je hemijski sastav
nadzemnih delova G. mollugo veoma malo ispitan (Mili¢ i sar., 2013; Tamas i sar., 2006).
Nadzemni deo procvetalog G. verum sadrzi fenole (Laki¢ i sar., 2010), flavonoide (Demirezer
1 sar., 2006; Du i sar., 2010; Laki¢ 1 sar., 2010; Tamas i sar., 2006; Temizer i sar., 1996; Zhao
i sar., 2008, 2009), razli¢ite vrste antrahinona (Rafaé€lly i sar., 2008; Zhao i sar., 2006) i
iridoide (Demirezer i sar., 2006). Celijska kultura G. verum produkuje nekoliko vrsta
antrahinona (Banthorpe i White, 1995). Ova biljna vrsta sadrzi etarsko ullje (Il'ina 1 sar.,
2009) i ima antioksidativno dejstvo koje je uzrokovano prisustvom flavonoida (Laki¢ i sar.,
2010; Mili¢ 1 sar., 2013). Metanolni ekstrakt nadzemnih delova G. verum pokazuje jace
antioksidativno dejstvo od vodenih ekstrakata (Mali i sar., 2006). Nadzemni delovi
G. mollugo sadrze, takode, flavonoide, ali je njihov sadrzaj tri puta manji nego kod

nadzemnih delova G. verum (Tamas i sar., 2006).
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2.3.2.1. Fenolni i flavonoidni heterozidi

U nadzemnim delovima G. verum sa Zlatara i iz Veternika nadeni su fenolni heterozidi i
flavonoidi (Laki¢ i sar., 2010). Sadrzaj ukupnih fenola (izaZzen u odnosu na galnu kiselinu,
GAE) u biljnom materijalu sa Zlatara iznosi 2,44-4,65 mg GAE/g, a iz Veternika
4,57-5,16 mg GAE/g. Sadrzaj ukupnih flavonoida (izaZzen u odnosu na kvercetin, QE) u
biljnom materijalu sa Zlatara je bio 6,38-13,40 png QE/g, dok je u biljnom materijalu iz
Veternika bio 15,56-17,96 pug QE /g.

Galium verum sa podrucija severne Kine je poznat kao izvor vitamina i bioaktivnih
materija (salicilna kiselina i flavon) (Du i sar., 2010). Aktivnost vodenog ekstrakta nadzemnih
delova ove biljke protiv venske tromboze je veca nego aktivnost ekstrakata drugih biljaka, a
pripisuje se prisustvu flavonoida diosmetin.

Analiza ukupnih flavonoida te€nom hromatografijom pokazuje da postoji razlika
njihovog sadrzaja u nadzemnim delovima G. verum 1 G. molugo. Sadrzaj ukupnih flavonoida
u nadzemnim delovima G. verum (2,24 %) je tri puta veéi nego u nadzemnim delovima
G. molugo (0,72 %) (Tamas i sar., 2006). Polarografskom metodom je u G. verum nadeno
0,75 % rutina (Temizer i sar., 1996). Na osnovu 1D i 2D NMR spektroskopije, u kombinaciji
sa IR, UV 1 ESI-MS analizom, odredena je struktura dva flavonoida iz nadzemnih delova
G. verum, 1 to astragalina (kaempferol 3-O-glukopiranosid) i rutina (kvercetin 3-O- rutinosid)
(Demirezer i sar., 2006).

Mili¢ 1 sar. (2013) su ispitivali sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima
dobijenim iz nadzemnih delova G. mollugo pomoc¢u vodenog rastvora etanola (50 % vol.)
primenom maceracije, ekstrakcije uz refluks i ultrazvucne ekstrakcije. Tabela 2.2 pokazuje da
svi ekstrakti imaju velike sadrzaje ukupnih fenola i flavonoida. Ovaj rezultat potvrduje ranije
zapazanje da biljni ekstrakti sa visokim sadrZzajem fenola imaju, takode, visok sadrzaj
flavonoida (Maisuthisakul 1 sar., 2007). Najvece sadrzaje ukupnih fenola i flavonoida ima
ekstrakt dobijen ekstrakcijom uz refluks, dok najmanje sadrzaje ukupnih fenola i flavonoida
ima ekstrakt dobijen maceracijom na 25 °C. Veéi prinos ukupnih fenola i flavonoida na
temperaturi kljuanja moZe se objasniti povecanjem njihove rastvorljivosti u rastvaracu.
Manji prinosi ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima dobijenim ultrazvu¢nom
ekstrakcijom mogu se objasniti oksidacijom i degradacijom pojedinih bioaktivnih komponenti

u interakciji sa hidroksil radikalima formiranim tokom sonikacije (Vinatoru i sar., 1999).
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Tabela 2.2 Sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida i antioksidativna aktivnost ekstrakata nadzemnih
delova G. mollugo (Mili¢ i sar., 2013)"

ECs
. . Ukupni mg/cm’
Tehnika ekstrakcije Ukupni fenoli flavonoidi .
mg GAE/g mg RE/g Inkubacija Inkubacija
0 min 20 min
Maceracija (25 °C) 243,30+2,50 65,97+0,82 0,055+0,003*  0,051+0,002°
b
Ekstrakcija uz refluks 295,83+0,95 76,03+1,12 0,046+0,004°  0,045+0,003
Ultrazvuéna ekstrakcija (25 °C)  209,33+0,80 64,33+0,78 0,073+0,003  0,062+0,002

*Vrednosti u tabeli su prikazane u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija. Srednje vrednosti (n = 3)
obelezene istim slovima se ne razlikuju statisticki znacajno (p < 0,05; Duncan-ov test viSestrukih intervala).

2.3.2.2. Hinonski heterozidi

U nadzemnim delovima G. verum je, te¢nom hromatografijom, pronadeno osam
antrahinona: 1,3-dihidroksi-2-metoksimetil-, 1,3-dimetoksi-2-hidroksi-, 1,3-dihidroksi-2-
acetoksi-,  1-hidroksi-2-hidroksimetil-,  1,3-dihidroksi-2-metil-,  1-metoksi-2-hidroksi-,
1,3-dihidroksi-2-hidroksimetil-6-metoksi- 1 1,6-dihidroksi-2-metil-antrahinon (Banthorpe i
White, 1995). Te¢nom hromatografijom sa masenom spektrometijom je potvrdeno prisustvo
ranije izolovanih antrahinona (1,3-dihidroksi-2-metil-antrahinon, fiscion i 2-hidroksi-1,3-
dimetoksi-antrahinon). Izolovan je i1 2,5-dihidroksi-1,3-dimetoksi-antrahinon, koji pokazuje

antimikrobnu aktivnost in vitro (Zhao i sar., 2006).

2.3.2.3. Monoterpenski heterozidi

Iz nadzemnih delova G. verum izolovano je sedam iridoida (asperulosid, asperulosidna
kiselina, diacetil-asperulosidna kiselina, monotropen, 6-O-epi-acetil-skandosidin, dafiosid i
diacetil-daflosid) i dva monoterpenska glikozida (betulal-busid A i1 (2E)-2,6-dimetil-2,7-
oktadien-1,6-diol-6-O-glukopiranozid) (Demirezer i sar., 2006).

2.3.2.4. Mineralne materije

U literaturi nema radova o sadrzaju mineralnih materija u vrstama Galium, iako se one
ubrajaju u farmakoloski aktivne materije. O sadrzaju mineralnih materija u drugim biljnim
materijalima ima malo literaturnih podataka. Slabo poznavanje mineralnog sastava ekstrakata
biljaka se teSko moze objasniti, s obzirom da bi oni mogli da se koriste za prevenciju

poremecaja u koli¢ini i sastavu elektrolita u ljudskom organizmu kod razli¢itih bolesti.
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2.3.2.5. Etarsko ulje

Iz cveta G. verum, ubranog u oblasti Karkov, dobijeno je etarsko ulje (2,74 %), Ciji je
sastav analiziran gasno-masenom hromatografijom (Il'ina i sar., 2009). Dokazano je prisustvo
devet terpena, pet aromati¢nih jedinjenja i Cetiri masne kiseline. U ovom etarskom ulju
dominiraju cis-3-heksen-1-ol (29,77 %), skvalen (20,82 %), dietilen-glikol-monometil-etar
(10,17 %) 1 benzil alkohol (7,85 %).

2.3.2.6. Antioksidativna aktivnost vrsta Galium

Ekstrakti nadzemnih delova G. verum sa dve razlicite lokacije (Veternik i Zlatar) imaju
veoma jaku aktivnost hvatanja radikala, i to: DPPH-radikala (IC50: 3,10 pg/ml i
8,04 pg/ml), OH-radikala (IC50: 0,05 pg/em’ i 0,54 pg/em’) i radikala H,0,
(IC50: 4,98 pg/cm’ and 3,80 pg/cm’) (Lakié i sar., 2010). Takode, ovi ekstrakti pokazuju moé
inhibicije lipidne peroksidacije (IC50: 11,69 pg/em® i 19,47 pg/cm’). Nadzemni delovi
G. verum iz Veternika imaju jacu antioksidativnu aktivnost samo pri ispitivanju vodonik-
peroksidne neutralizacije, dok biljka ubrana na Zlataru ima jace antioksidativno svojstvo
prema ostalim testovima. Postojanje razlike u antioksidativnoj aktivnosti vrsta Galium
razli¢itog porekla je najverovatnija posledica 1 njihove razlike u sadrzaju fenolnih jedinjenja i
flavonoida.

Mili¢ i sar. (2013) su ispitali antioksidativnu aktivnost ekstrakata iz nadzemnih delova
G. mollugo dobijenim vodenim rastvorima etanola (50 % vol.) i razli¢itim tehnikama
ekstrakcije. Ekstrakti su pokazali antioksidativnu aktivnost kao rezultat prisustva fenolnih i
flavonoidnih jedinjenja (Stanojevi¢ 1 sar., 2008). Slika 2.4 ilustruje neutralisanje
DPPH-radikala sa porastom koncentracije ekstraktivnih suspstanci sa i bez inkubacije
(20 min). DPPH antioksidativna aktivnost sva tri ekstrakta se povecava sa povecanjem
koncentracije ekstraktivnih suspstanci u opsegu od 0,005 do 0,30 mg/cm’. Kao mera
aktivnosti ekstrakata u neutralisanju slobodnih radikala koriS¢ene su vrednosti parametra ECs
koji predstavlja koncentraciju rastvora ekstrakta potrebnu za neutralizaciju 50 %
DPPH-radikala (tabela 2.2). Ekstrakt dobijen ultrazvucnom ekstrakcijom ima najvecu
vrednost ECso, a to znaCi 1 najmanju antioksidativnu aktivnost, $to se moze pripisati
degradaciji bioaktivnih jedinjenja odgovornih za antioakisdativnu aktivnost pod dejstvom
ultrazvuka (Vinatoru i sar., 1999). Ekstrakt dobijen ekstrakcijom uz refluks ima jacu
antioksidativnu aktivnost od ekstrakata dobijenih maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom
na 25 °C. Inkubaciono vreme od 20 min je statisti¢ki znacajan faktor (sa verovatno¢om od

95 %) za neutralisanje DPPH-radikala samo u slucaju ultrazvuéne ekstrakcije (tabela 2.2).
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Slika 2.4 Zavisnost DPPH-vrednosti od koncentracije ekstrakta nadzemnih delova G. mollugo: a) maceracija,
b) ekstrakcija uz refluks i ¢) ultrazvucna ekstrakcija (bez inkubacije - o i sa inkubacijom od 20 min - e)
(Mili¢ i sar., 2013)

2.4. Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz nadzemnih
delova G. mollugo

Tabela 2.3 daje pregled koriS¢enih tehnika i uslova ekstrakcije, kao 1 prinos
ekstraktivnih materija iz nadzemnih delova vrsta Galium razli¢itog porekla. Do sada su samo
Mili¢ 1 sar. (2013) ispitivali ekstrakciju ekstraktivnih materija iz nadzemnih delova
G. mollugo. Za ekstrahovanje ekstraktivnih materija iz biljnih vrsta Galium koris¢ene su
razlicite tehnike ekstrakcije: maceracija, ekstrakcija uz refluks, Soxhlet-ova ekstrakcija i
ultrazvucna ekstrakcija. Metanol je najceS¢e koriS¢en kao rastvara¢ za ekstrakciju, mada su
koris¢eni jo§ i etanol, heksan, hloroform, dihlormetan i aceton. Najce$¢e je koriS¢ena
maceracija na razliitim temperaturama (od sobne do temperature kljucanja) i sa razliitim
odnosima rastvarac-biljna sirovina (do 20 g/g). Vreme trajanja maceracije se razlikuje u
razli¢itim istrazivanjima i kre¢e se od jednog do Cetiri dana. Prinos ekstraktivnih materija
zavisi od tehnike ekstrakcije, vrste biljnog materijala, rastvaraca, odnosa rastvarac-biljni

material, temperature ekstrakcije i vremena trajanja procesa.
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Table 2.3 Pregled tehnika, uslova ekstrakcije i prinosa suvih ekstraktivnih materija iz vrsta Galium razli¢itog porekla

Poreklo bilinos Ekstrakciona Rastvarac- Tempe-  Vreme Prinos suvog
Biljni materijal L DEJnog . Rastvara¢ biljni materijal, ratura, trajanja ekstrakta, Referenca
materijala tehnika 3 o
cm’/g C procesa, h g/100 g
Maceracija 25 24 16,80
G. mollugo, nadzemni  Srbija Ekstrakcija uz Etanol (50 % a Mili¢ i sar.
delovi (cvetanje) (Krusevica) refluks vol.) 20 Tk. 4 17,60 (2013)
Ultrazvu¢na
ekstrakcija 25 1.3 17,05
Srbija 24 5,69
G. verum, nadzemni (Veternik) .. Metanol 48 7,18 Laki€ i sar.
. . Maceracija 1:1 Sobna 2010
delovi (cvetanje) Srbita (Z1 (80%) 24 5,67 ( )
rbija (Zlatar) 48 721
G. verum, nadzemni . Soxhlet-ova Shafaghat i
delovi (jul 2009) Iran (Ardabil) ekstrakcija Metanol - T.k. 96 9,17 sar. (2010)
n-Heksan 0,50
G. mexicanum, Meksiko (San Sekvenciona Bolivar i sar.
. : Jose del . Hloroform - Sobna 48 0,47 2011
nadzemni delovi . maceracija ( )
Pacifico)
Metanol 15,62
G. rivale, nadzemni Bulgaria (dolina 703
delovi (jul 1992) Strumice) 5 Metanol (2 ’ De Rosa i
. . Maceracija - Sobna - sar. (2000)
Nadzemni delovi Bugarska puta) 10.00 ’
(avgust 1994) (Slavjanka) ’
G. tortumense, Guvenalp i
nadzemni delovi (jul Turska Maceracija Metanol (3 1:4 40 - 19,78 (200%)
(Erzurum) puta) sar.
2002)
G. verum, nadzemni Turska . ) Demirezer i
delovi (jun 2001) (Altmyayla) Maceracija Metanol 1:3 40 - 19,60 sar. (2006)

W
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Poreklo bilinoe Ekstrakciona Rastvarac- Tempe-  Vreme Prinos suvog
Biljni materijal .. jnog . Rastvaraé biljni materijal, ratura, trajanja ekstrakta, Referenca
materijala tehnika 3 o
cm’/g C procesa, h g/100 g
G. aparine, nadzemni  Turska (Ankara  Perkolacija Etanol ) Deliorman i
delovi (juni 1997) Cankirr) (ponovljena) (80 %) B Sobna i 2,32 sar. (2001)
Dihlorometan 1,38
G. schmidii, nadzemni
delovi (maj 2004) Aceton 0,66
Italija 3} Btanol 0,52 Rafaélly i
(Sardinija) Maceracija - Sobna 72 sar. (2008)
1,36
G. glaucophyllum, Dihlorometan
nadzemni delovi (maj Aceton 0,44
2004) Etanol
0,60

* T.k. — temperature kljucanja.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO

3.1. Materijal

3.1.1. Biljni materijal

Nadzemni delovi G. mollugo sakupljeni su u periodu cvetanja u podnozju Vlasine
(jugoistona Srbija). Biljni materijal je suSen na sobnoj temeperaturi, u hladovini.
Neposredno pre ekstrakcije, biljni materijal je samleven u mlinu (Alpina). Srednji
pre¢nik Cestica od 0,75 mm je odreden sejanjem samlevenog materijala kroz standardna

sita.

3.1.2. Reagensi i hemikalije

Kao rastvarac za ekstrakciju, koriS¢eni su rastvori etanola razli¢itih koncentracija,
dobijeni razblaZivanjem 96 % vol. (p.a.) etanola (Zorka, Sabac, Srbija) sa destilovanom

vodom.

Za odredivanje mineralnih materija atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom
(AAS) koris¢ene su sledece hemikalije analitickog stepena Cistoce (p.a.):
cezijum-hlorid, lantan-oksid, kalijum-nitrat, kalcijum-nitrat 1 magnezijum-nitrat

(T. Bakern, Los Andeles, SAD).

3.2. Oprema

3.2.1. Ekstrakciona oprema

Ultrazvu¢na kada (Sonic, Ni§ ili UKS6, EI, Nis, Srbija), snage 120 W i
frekvencije 40 kHz, koriS¢ena je za indirektnu ultrazvucénu ekstrakciju. Konstantna
temperatura je odrzavana cirkulacijom termostatirane vode kroz ultrazvu¢nu kadu,
pomocu pumpe. Prilikom ultrazvuéne ekstrakciju ultrazvuéni generator je bio ukljucen,
dok je prilikom maceracije bio isklju¢en. Ultrazvu¢na snaga rasuta unutar suspenzije

biljnog materijala u vodenom rastvoru etanola iznosila je 7,3+0,3 W, a izmerena je
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kalorimetrijskom metodom (Kimura i sar., 1996), zasnovanoj na praenju porasta
temperature tokom konverzije ultrazvucne energije u toplotu, termoparom K-tipa posle

uklju¢ivanja ultrazvu¢nog generatora.

3.2.2. Analiticka oprema

Za odredivanje mineralnog sastava ekstrakata koriS¢en je atomski apsorpcioni
spektrofotometar (serija S-4 AA, Thermo Electron Corporation, Waltham, SAD) sa
gorionikom za vazduh/acetilen i plamenikom od 5 cm. Granice detekcije za odredivane
metale su (mg/dm’): kadmijum 1,00'107, cink 1,50'107, bakar 4,00'10; olovo i gvozde
1,00'10, kalijum, natrijum, kalcijum i magnezijum 5,00'107 i kalaj 2,0010™").

3.3. Metode

3.3.1. Opis postupka ekstrakcije i operativni uslovi

U erlenmajer snabdeven povratnim kondenzatorom, biljni materijal (7,5 g) je
preliven vodenim rastvorom etanola (150 g). Erlenmajer je odmah uronjen u kadu i u
njoj drzan odredeno vreme. Posle isteka odredenog vremena, erlenmajer sa suspenzijom
biljnog materijala je ohladen pod mlazom vode do sobne temperature. Dobijeni tecni
ekstrakt je odmah odvojen od iscrpljenog biljnog materijala filtracijom pod vakuumom.
Te¢nom ekstraktu je odreden suvi ostatak i koncentracija kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma i na osnovu njih su izracunati prinosi rezinoida i mineralnih materija
izrazeni u g/100 g suvog biljnog materijala. Ekstrakcija za date operativne uslove je

ponovljena dva puta.
IzvrSene su tri serije eksperimenata:

U prvoj seriji eksperimenata ispitivan je uticaj koncentracije rastvora etanola (10
do 90 %) na prinos rezinoida i kalijuma u toku maceracije na sobnoj temperaturi (25 °C,
24 h), ekstrakcije uz refluks (na temperaturi klju¢anja rastvora, 6 h) i ultrazvucne

ekstrakcije (pri promenljivoj temperaturi od sobne do 40 °C, 80 min).

U drugoj seriji eksperimenata ispitivan je mineralni sastav rezinoida dobijenih

rastvorom etanola koncentracije 50 % vol. postupcima maceracije (25 °C, 24 h),
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ekstrakcije uz refluks (na temperaturi kljucanja rastvora, 6 h) i ultrazvucne ekstrakcije

(25 °C, 80 min).

U trecoj seriji eksperimenata ispitivan je uticaj temperature i vremena na prinose
rezinoida i mineralnih materija (kalijum, kalcijum ili magnezijum) ekstrakcijom sa
rastvorom etanola koncentracije 50 % vol. Maceracija je izvodena na 23, 50, 65 i 80 °C.
Tecni ekstrakt je uziman u slede¢im vremenskim intervalima: 30, 60, 90, 120, 160, 240,
360, 480, 600, 720 i 1440 min kad je maceracija izvodena na 23 °C, a posle 10, 20, 30,
60, 90, 120, 180 i 240 min kad je maceracija izvodena na 50, 65 i 80 °C. Ultrazvué¢na
ekstrakcija je izvodena na 23, 30, 35 i 40 °C, a te¢ni ekstrakt je uziman u slede¢im
vremenskim intervalima: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 i 80 min. Rezultati ove serije
eksperimenata su koriS¢eni u optimizaciji, modelovanju kinetike i termodinamickoj

analizi procesa ekstrakcije.

3.3.2. Odredivanje prinosa rezinoida

Alkoholni ekstrakt je uparavan pod vakuumom dok nije dobijen polucvrsti
ostatak, koji je zatim suSen do konstantne mase na 60 °C. Suvi ostatak predstavlja
ukupan alkoholni ekstrakt (rezinoid). Prinos rezinoida je izrazen u g/100 g suvog

biljnog materijala.

3.3.3. Odredivanje prinosa mineralnih materija

Sadrzaj mineralnih materija u ekstraktima je odreden AAS metodom. Kalijum je
odredivan emisionom metodom, dok su kalcijum 1 magnezijum odredivani
apsorpcionom metodom uz pomo¢ lampi sa Supljom katodom. Kao standardni rastvori,
koriS¢eni su rastvori kalijum-nitrata, kalcijum-nitrata i magnezijum-nitrata. Da bi se
sprecila delimi¢na jonizacija metala u plamenu, pri odredivanju kalijuma je koriS¢en
cezijum-hlorid, a pri odredivanju kalcijuma i magnezijuma lantan-oksid. Parametri
koriS¢eni za odredivanje sadrzaja mineralnih materija pomoéu AAS su prikazani u
tabeli 3.1. Za akviziciju i obradu podataka kori$¢en je racunarski program SOLAR AA
System.
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Tabela 3.1 Parametri AAS

Metal Prot03k gasa Talasna duZzina Tip plamene Visina plamena
(dm’/min) (nm) tehnike (mm)
K 0,8 766,5 Emisija 7,0
Ca 0,8 4227 Apsorpcija 11,0
Mg 12 2852 Apsorpcija 16,9

Za odredivanje kalijuma te¢ni ekstrakt (1 cm’) je razblazen destilovanom vodom
(99 cm’), da bi se o¢ekivani sadrzaj kalijuma nasao u linearnom delu kalibracione krive
u opsegu koncentracije 1-12 mg/dm’. Osnovni rastvor cezijum-hlorida (40 g/dm’) je
dodat razblazenim te¢nim ekstraktima, tako da je koncentracija cezijum-hlorida iznosila

0,4 g/100 cm”.

Za odredivanje kalcijuma i magnezijuma te¢ni ekstrakt (1 cm’) je razblazen
destilovanom vodom (19 cm’), da bi se o&ekivani sadrzaj kalcijuma i magnezijuma
nasao u linearnom delu kalibracione krive u opsegu koncentracije 0,5-4,0 mg/dm”.
Osnovni rastvor lantan-oksida (50 g/dm’) dodat je razblaZenim te¢nim ekstraktima, tako

da je koncentracija lantan-oksida iznosila 0,5 g/100 cm’.

Prinosi mineralnih materija su izrazeni u g/100 g suvog biljnog materijala.

3.3.4. Odredivanje pocetnog sadrzaja rezinoida
i mineralnih materija

Biljni materijal (5 g) je preliven rastvorom etanola (100 g, 50 % vol.) u
erlenmajeru sa povratnim kondenzatorom i drzan 240 min na temperaturi kljucanja.
Postupak je ponavljan jo§ dva puta sa iscrpljenom biljnim materijalom i svezim
rastvaracem. Pocetni sadrzaj ekstraktivnih susptanci u biljnom materijalu je izratunavan
na osnovu suvog ostatka u spojenim tecnim ekstraktima. Vrednosti pocetnog sadrzaja
rezinoida, kalijuma, kalcijuma i magnezijuma su iznosile 28,50, 1,734, 0,110 i

0,144 g/100 g, respektivno.
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3.4. Matematicka analiza

Adekvatnost razvijenih matematickih modela je statisticki ocenjena na osnovu

slede¢ih veli¢ina:

srednja kvadratna greska (MSE - mean squared error)
1 & )
MSE=—2(yw.—yw.) 3.1
n &

- standardna devijacija (SD - standard deviation)

i(ya,i _ym)2
SD =L — (3.2)
n

— apsolutna relativna greska izrazena u procentima (RPD - relative percent deviation)

ypi_yai
yai

RPD = x100 (3.3)

— srednja apsolutna relativna greSka (MRPD - mean relative percent deviation)

MRPD:IOOZ yp[_ya[ (3.4)
n = Vai ‘
- koeficijent determinacije

R =1 (3.5)

SStOt

- podeseni koeficijent determinacije

R, =1-(1-R%) n-1 (3.6)

' n-p-1
- predvideni koeficijent determinacije
PRESS
R =1- S (3.7)

tot
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- koeficijent varijacije

\/2 (yp,[ _ya,,')Z/n
cyv.=1= 100 (3.8)
Vi

— adekvatna preciznost

Adeq.Prec. = Youmar = Vo min (3.9)
n 2
\/Z(ypz _ya,i) /(n_l)
— srednja kvadratna greska fitnes funkcije
1 & ’
MFSE=N2(fl_—fm) (3.10)

gde su: y .1y, — predvidene (izraCunate) i aktuelne (eksperimentalne) vrednosti,
Y, — stednja vrednost, y, 1y, . — maksimalna i minimalna predvidena vrednost,

Y, — predvidena vrednost za izuzetu aktuelnu vrednost y,;, PRESS — predvidena

1

suma kvadrata ostataka (= E( Vai = yp(i))), SS,, — ukupna suma kvadrata

1

1

(=E(ya,i_ym)) SS ., — suma kvadrata ostataka (=E(y“”’_ yp’i)), n — broj

eksperimentalnih merenja, p — broj clanova jednacine modela (ne racunajuéi
konstantu), N — broj hromozoma, a f; i f, — najbolja individualna i srednja vrednost

fitnes funkcije N populacionih hromozoma. Takode, koriS¢en je i koeficijent korelacije
R, koji je jednak kvadratnom korenu koeficijenta determinacije. Sve navedene veli¢ine

izraCunavane su odgovaraju¢im ra¢unarskim programima.

Statisticka znacajnost koeficijenta determinacije i koeficijenta korelacije je

ispitana pomoc¢u Student-ovog -testa.

Znacajnost razlika izmedu prinosa mineralnih materija ostvarenih razli¢itim

tehnikama je procenjena Duncan-ovim testom viSestrukih intervala.
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1. Uticaj rastvaraca i tehnike ekstrakcije na prinose
rezinoida i mineralnih materija

Preliminarno je ispitivan uticaj koncentracije etanola u ekstrakcionom rastvaracu

(vodeni rastvor etanola) i tehnike ekstrakcije (maceracija na sobnoj temperaturi od

25 °C, ekstrakcija uz refluks na temperaturi klju¢anja te¢nog ekstrakta i ultrazvuéna
ckstrakcija na promenljivoj temperaturi od sobne do 40 °C na kraju procesa) na prinos
rezinoida i prinos i selektivnost ekstrakcije kalijuma iz nadzemnih delova G. mollugo.
Koncentracija etanola je bila u opsegu 10-90 %. Maceracija je trajala 24 h, ekstrakcija
uz refluks 4 h, a ultrazvu¢na ekstrakcija 80 min. Ova istrazivanja su pokazala da se kod
sve tri ekstrakcione tehnike uspostavlja ravnoteza izmedu rastvora i biljnog materijala,
kada se postize najveci prinos rezinoida. Takode, analiziran je mineralni sastav
rezinoida dobijenih rastvorom etanola (50 % vol.) razli¢itim tehnikama, 1 to.
maceracijom (25 °C, 24 h), ekstrakcijom uz refluks (temperatura klju¢anja rastvora, 6 h)

i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (25 °C, 80 min).

4.1.1. Uticaj rastvaraca i tehnike ekstrakcije na prinos rezinoida

Za ispitivanje uticaja rastvaraa na prinos rezinoida iz nadzemnih delova
G. mollugo maceracijom, ekstrakcijom uz refluks i1 ultrazvuénom ekstrakcijom
koriS¢eni su rastvori etanola u opsegu koncentracije 10-90 %. Iz zavisnosti prinosa
rezinoida dobijenog razli¢itim tehnikama ekstrakcije od koncentracije etanola, koja je
prikazana na sl. 4.1, moZe se izvesti nekoliko zakljuc¢aka. Kao prvo, kod sve tri tehnike
ekstrakcije, prinos rezinoida opada sa porastom koncentracije etanola. Ovo se
objaSnjava smanjenjem rastvorljivosti polarnih ekstraktivnih materija iz biljnog
materijala u manje polarnim koncentrovanijim rastvorima etanola. Ranije je pokazano
da polarnost vodeno-etanolnog rastvora direktno utice na prinos ukupnih ekstraktivnih
materija iz kore nara (Tabaraki i sar., 2012). Drugo, tehnika ekstrakcije ima uticaj na
prinos rezinoida samo pri koncentracijama etanola manjim od 40 %. Ovo znaci da je
uticaj polarnosti ve¢i od uticaja ultrazvuka pri koncentracijama rastvora ve¢im od 40 %.

Maksimalni prinosi rezinoida ostvareni maceracijom (25 °C), ekstrakcijom uz refluks i
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ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri koncentraciji etanola od 10 % iznose, redom, 20,6 + 0,3,
25,1 £0,2127,8 +£0,5g/100 g, koji odgovaraju stepenu ekstrakcije rezinoida od 72,3,
88,1 1 97,5 %. Pri ekstrakciji ukupnih flavonoida iz Flos populi rastvorima etanola
koncentracije do 100 %, maksimalni prinos je postignut pri koncentraciji od 40 %
(Sheng i sar., 2013). Ve¢i prinos rezinoida pri ultrazvuénoj ekstrakeiji i ekstrakceiji uz
refluks nego pri maceraciju na sobnoj temperaturi objasnjen je pozitivnim efektima
ultrazvuka 1 temperature na proces ekstrakcije. Ultrazvuk, putem kavitacionog
fenomena, pospeSuje razaranje biljnih celija, penetraciju rastvaraca u biljne celije i
prenos mase od povrsine biljnih Cestica ka te¢nom ekstraktu (Vinatoru i sar., 1999). Sa
poviSenjem temperature ekstrakcije povecava se rastvorljivost ekstraktivnih materija,
dok se viskozitet rastvarata smanjuje, Sto pozitivno utiCe na brzinu prenosa mase
ekstraktivnih materija kroz biljne Cestice. Ovi pozitivni efekti temperature i ultrazvuka
su potvrdeni u slucaju ekstrakcije iz mnogih biljnih materijala, kao, na primer, pri
ekstrakciji ukupnih flavonoida iz F. populi maceracijom (Sheng i sar., 2013) i
ultrazvucnoj ekstrakciji antrahinona iz korena Morinda citrifolia (Hemwimol i sar.,

20006).
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Slika 4.1 Zavisnost prinosa rezinoida iz nadzemnih delova G. mollugo od koncentracije etanola
(maceracija — o, ekstrakcija uz refluks — A i ultrazvucna ekstrakcija — o; eksperiment: simboli; model:
puna linija)

Zavisnost prinosa rezinoida od koncentracije etanola moze se opisati slede¢om

linearnom jednac¢inom:

g=a,+a, c 4.1)

e
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gde je: g — prinos rezinoida (g/100 g), ¢, — koncentracija etanola (g/100 g), a a, 1

a, — konstante. Vrednosti parametara jednaine (4.1), koeficijenta determinacije i

MRPD su date u tabeli 4.1. Slika 4.1 ilustruje dobro slaganje jednacine modela sa
eksperimentalnim podacima za prinos rezinoida, §to potvrduju visoke vrednosti R’
(iznad 0,90) i male vrednosti MRPD (£3,2-7,1 %). Maksimalni prinosi rezionida
izraunati prema jednacini (4.1) za koncentraciju etanola 10 % iznose 21,6, 25,8 i
27,2 g/100 g za maceraciju (25 °C), ekstrakciju uz refluks i ultrazvuénu ekstrakciju, a

vrednosti MRPD su 4,8, £2,7 1 +2,2 %, respektivno.

Tabela 4.1 Vrednosti parametara jednacine (4.1), koeficijenta determinacije i MRPD

Tehnika ekstrakcije ' @’ R’ MIOQ/fD
g/100 g -

Maceracija 22,79+0,87 -0,123+0,016 0,912 +4,7

Ekstrakcija uz refluks 27,41+1,25 -0,161+0,022 0,899 +7,1

Ultrazvuéna ekstrakcija 29,35+0,56 -0,212+0,010 0,984 £3,2

* Vrednosti su prikazane u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija.

4.1.2. Uticaj rastvaraca i tehnike ekstrakcije na prinos kalijuma

Prinos kalijuma zavisi, takode, od koncentracije etanola i tehnike ekstrakcije.
Slika 4.2 ilustruje uticaj koncentracije etanola na prinos kalijuma razli¢itim tehnikama
ekstrakcije. Kao i u slucaju rezinoida, prinos kalijuma se smanjuje sa povecanjem
koncentracije etanola kod sve tri tehnike ekstrakcije. Prinos kalijuma se smanjuje najpre
sporo sa povecanjem koncentracije etanola do oko 40 %, a zatim brzo sa daljim
povecanjem koncentracije etanola. Sa sl. 4.2 moze se zakljuciti da tehnika ekstrakcije
utice na prinos kalijuma samo ako je koncentracija etanola manja od 40 %. Nesto vec¢i
prinos kalijuma postize se ultrazvuénom ekstrakcijom nego maceracijom ili

ekstrakcijom uz refluks.

Zavisnost prinosa kalijuma od koncentracije etanola se uspeSno opisuje

kvadratnom jednac¢inom:

g=ay,+a,°c,+a,°c. (4.2)
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gde je g — prinos rezinoida (g/100 g), ¢, — koncentracija etanola (g/100 g), a a,, a, i
a, — parametri jednacine (4.2). Slika 4.2 pokazuje dobro slaganje jednac¢ine modela sa

eksperimentalnim podacima za prinos kalijuma. Vrednosti parametara jednacine (4.2),
koeficijenta determinacije i MRPD su date u tabeli 4.2. Jednacina (4.2) ima statisticki
znaGajnu veliku vrednost koeficijenta determinacije (R’ > 0,99) i daje malu vrednost

MRPD (£2,0-2,9 %).
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Slika 4.2 Zavisnost prinosa kalijuma iz nadzemnih delova G. mollugo od koncentracije etanola
(maceracija — o, ekstrakcija uz refluks — A i ultrazvucna ekstrakcija — o; eksperiment: simboli; model:
puna linija)

Slika 4.2 pokazuje da zavisnost prinosa kalijuma od koncentracije etanola ima
maksimum za sve tri tehnike ekstrakcije. Vrednosti maksimalnih prinosa za maceraciju,
ekstrakciju uz refluks i ultrazvuénu ekstrakciju, izraCunate pomocu jednacine (4.2),
iznose, redom, 1,56 = 0,08, 1,47 = 0,07 1 1,70 + 0,01 g/100 g, a ostvareni su rastvorima
etanola koncentracije 10, 18 i 10 g/100 g. IzraCunate vrednosti prinosa kalijuma se
dobro slazu sa eksperimentalnim vrednostima: 1,58, 1,43 1 1,68 g/100 g koji su
ostvareni maceracijom, ekstrakcijom uz refluks 1 ultrazvuénom ekstrakcijom,
respektivno. Ovi prinosi kalijuma odgovaraju vrednostima stepena ekstrakcije od 91,1,
85,5 1 96,9 %, respektivno. Dobro slaganje izmedu modela i eksperimenta potvrduju
male vrednosti MRPD od samo +1,3, 2,8 i 1,2 % za maceraciju, ekstrakciju uz

refluks 1 ultrazvucnu ekstrakciju, respektivno.
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Tabela 4.2 Vrednosti parametara jednacine (4.2), koeficijenta determinacije i MRPD

Tehnika ekstrakcije a,” a, x10™ a,x10** R’ %I;SD
Maceracija 1,54£0,06  3,47+025  -1,93£0,01 0,993 +2.,4
Ekstrakcija uz refluks 1,39+0,05  7,81£0,23  -2,20£0,01 0,993 +2,9

Ultrazvuéna ekstrakcija 1,74£0,04  -3,07+0,16  -1,34+£0,01 0,996 +2,0

*Vrednosti su prikazane u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija.

4.1.3. Uticaj rastvaraca i tehnike ekstrakcije na selektivnost
ekstrakcije kalijuma

Vazan kriterijum uspesnosti ekstrakcije mineralnih materija je ne samo njihov
prinos, odnosno stepen ekstrakcije, nego i1 selektivnost njihove ekstrakcije, koji se
definiSe kao masa mineralne materije koja se ekstrahuje po masi ukupnih ekstraktivnih
materija (rezinoida). Selektivnost ekstrakcije mineralnih materija je mera Ccistoce
rezinoida u odnosu na mineralne materije, pa je pozeljno da ona bude Sto veca. Na
sl. 4.3 prikazana je zavisnost selektivnosti ekstrakcije kalijuma od koncentracije etanola
za maceraciju, ekstrakciju uz refluks i ultrazvuénu ekstrakciju. Jasno se zapaza da
tehnika ekstrakcije 1 koncentracija etanola uticu na selektivnost ekstrakcije kalijuma.
Od koris¢enih tehnika, maceracija se odlikuje najve¢om selektivno$¢éu ekstrakcije
kalijuma. Drugim rec¢ima, povecanje temperature i primena ultrazvuka smanjuju
selektivnost ekstrakcije kalijuma, kao rezultat boljeg rastvaranja drugih ekstraktivnih
materija. Uticaj koncentracije etanola na selektivnost ekstrakcije kalijuma je slozeniji i
zavisi od tehnike ekstrakcije. Kod maceracije, selektivnost ekstrakcije kalijuma se skoro
ne menja ili malo opada sa pove¢anjem koncentracije etanola do oko 40-45 %, dok se
sa daljim poveanjem koncentracije etanola naglo smanjuje. Oblik zavisnosti
selektivnosti ekstrakcije kalijuma od koncentracije etanola za ekstrakciju uz refluks i
ultrazvucnu ekstrakciju je identi¢an. Sa povecanjem koncentracije etanola, selektivnost
ekstrakcije kalijuma malo raste, dostize maksimum u oblasti 40-50 %, a zatim naglo
opada. Ovakva promena selektivnosti ekstrakcije kalijuma se moZe objasniti
povecanjem rastvorljivosti manje polarnih ekstraktivnih materija sa smanjenjem

polarnosti koncentrovanijih rastvora etanola.
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Slika 4.3 Zavisnost selektivnosti ekstrakcije kalijuma iz nadzemnih delova G. mollugo od koncentracije
etanola (maceracija — ®, ekstrakcija uz refluks — A i ultrazvucna ekstrakcija — m; eksperiment: simboli;
model: puna linija)

Zavisnost selektivnosti ekstrakcije kalijuma od koncentracije etanola za tri

koriS¢ene tehnike ekstrakcije se moze opisati kvadratnom jednacinom:

SE, =a,+a,-c,+a,-c. (4.3)

gde je: SE, — selektivnost ekstrakcije kalijuma (g/g), ¢, — koncentracija etanola

(g/100 g), a a,, a, 1 a, — parametri jednacine (4.3). Vrednosti parametara jednacine

(4.3), koeficijenta determinacije i MRPD su date u tabeli 4.3. JednacCina (4.3) ima
statisti¢ki znaajnu veliku vrednost koeficijenta determinacije (R° > 0,94) i daje malu
vrednost MRPD (manje od £3,5 %). Maksimalne izraCunate vrednosti selektivnosti
ekstrakcije kalijuma za maceraciju (0,079 g/g), ekstrakciju uz refluks (0,065 g/g) i
ultrazvucnu ekstrakciju (0,068 g/g), dobro se slazu sa eksperimentalnim vrednostima

(0,076, 0,065 1 0,068 g/g, respektivno).

Tabela 4.3 Vrednosti parametara jednacine (4.3), koeficijenta determinacije i MRPD

Tehnika ekstrakcije a,’ a, x10™ a,x10™ R’ A?;SD
Maceracija 0,071+0,003 6,29+1,28 -1,21£0,12 0,988 +2.8
Ekstrakcija uz refluks 0,049+0,005 9,07+2,30 -1,28+0,21 0,937 £3,5

Ultrazvuéna ekstrakcija 0,053+0,003 8,19+1,29 -1,09+0,12 0,961 +2,5

* Vrednosti su prikazane u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija.
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S obzirom na rezultat ispitivanja uticaja koncentracije etanola na selektivnost
ekstrakcije kalijuma, prema kome se najveca vrednost selektivnosti moze oc¢ekivati u
opsegu koncentracije etanola 40-50 % (sl. 4.3), odluceno je da se dalja ispitivanja
sprovedu sa rastvorom etanola koncentracije 50 % vol. (42,4 %) kao ekstrakcionog

rastvaraca.

4.1.4. Mineralni sastav vodeno-etanolnog ekstrakta G. mollugo

Primenjene tehnike analize mineralnog sastava ekstrakata iz nadzemnih delova
G. mollugo dobijenog rastvorom etanola (50 % vol.) ukazale su na prisustvo kalijuma,
kalcijuma i magnezijuma, dok su koncentracije drugih mineralnih materija bile ispod
granice detekcije. Tabela 4.4 sadrzi podatke o mineralnom sastavu ekstrakata dobijenih
maceracijom na 25 °C, ekstrakcijom uz refluks na temperaturi kljucanja rastvora i
ultrazvuénom ekstrakcijom na 25 °C. Procena znalajnosti razlika izmedu prinosa
mineralnih materija ostvarenih razli¢itim tehnikama je izvrSena Duncan-ovim testom
viSestrukih intervala (p < 0,05). Ultrazvuk ima statisticki znafajan uticaj na prinos
kalijuma, kalcijuma i magnezijuma. Ve¢i prinosi mineralnih materija ultrazvu¢nom
ekstrakcijom mogu se objasniti uticajem ultrazvuka na delove G. mollugo u kojima se
nalaze u vodi rastvorne soli kalijjuma, kalcijuma i magnezijuma. Temperatura
(u kombinaciji sa vremenom ekstrakcije) utice statisticki znacajno samo na ekstrakciju
kalcijuma, §to se moze objasniti poveéanjem rastvorljivosti jedinjenja kalcijuma sa
poveéanjem temperature. Maceracijom na 25 °C za 24 h i ekstrakcijom uz refluks na
znatno visoj temperaturi (oko 82 °C), ali za znatno krate vreme (4 h), postizu se
priblizno isti prinosi kalijuma i magnezijuma. Stepen ekstrakcije kalijuma, kalcijuma i

magnezijuma ultrazvu¢nom ekstrakcijom iznose 80,2, 101,8 1 59,7 %, respektivno.

Tabela 4.4 Sadrzaj kalijuma, kalcijuma i magnezijuma u etanolnim ekstraktima G. mollugo
dobijenih razligitim tehnikama ekstrakcije”

Tehnika ekstrakcije 127118812 If;llcoljo u;n Mail/lle g (I)J um
Maceracija (25 °C) 1,380£0,002° 0,074+0,004 0,055+0,001°
Ekstrakcija uz refluks 1.38240,001°  0,088£0,002  0,058+0,003
Ultrazvuéna ekstrakcija (25 °C) 1,391+0,001 0,112+0,002 0,086+0,001

* Vrednosti u tabeli su prikazane u obliku: srednja vrednost + standardna devijacija. Srednje vrednosti
obelezene istim slovima u istoj koloni se ne razlikuju statisticki znacajno (p < 0,05) na osnovu Duncan-
ovog testa viSestrukih intervala.
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Vedi prinos kalijuma u odnosu na prinose kalcijuma i magnezijuma moZze biti
rezultat njegovog veceg sadrzaja i vece rastvorljivosti njegovih jedinjenja od sadrzaja i
rastvorljivosti jedinjenja kalcijuma i magnezijuma prisutnih u nadzemnim delovima
G. mollugo. Poznato je da se pri hidrodestilaciji etarskog ulja iz razliitih delova vrste
Eucalyptus polybractea jedinjenja natrijuma i kalijuma lakSe rastvaraju nego jedinjenja
kalcijuma i1 magnezijuma (Wu 1 sar.,, 2011). Ovo je objasnjeno ne samo vecom
rastvorljivos¢u jedinjenja natrijuma i kalijuma u vodi od rastvorljivosti jedinjenja
kalcijuma i magnezijuma nego i strukturom biljnog tkiva u kojima se ona nalaze. Pri
hidrodestilaciji, ve¢i deo magnezijuma iz lista i drvenastog dela biljke i kalcijuma iz
lista 1 kore se ne rastvara u vodi, dok se blizu 50 % kalcijuma iz drvenastih delova i

magnezijuma iz kore rastvara u vodi.

Prinosi kalijuma dobijeni ekstrakcijom iz nadzemnih delova G. mollugo
rastvorom etanola (50 vol. %) pod razli¢itim uslovima ekstrakcije su priblizno isti sa
sadrzajem kalijuma u biljnom materijalu vrsta Artemisia (1,14-1,84 g/100 g) (Ashraf i
sar., 2010), ali mnogo veéi nego sadrzaj kalijuma u biljnom materijalu vrste
Solenostemma argel (0,54 g/100 g) (Murwan i Murwa, 2010), u razli¢itim medicinskim
biljkama iz porodice Lamiacae (0,43-0,76 g/100 g) (Razi¢ i sar., 2006), kao i u
razli¢itim delovima vrste E. polybractea (0,10-0.39 g/100 g) (Wu i sar., 2011). Prinosi
kalcijuma iz nadzemnih delova G. mollugo razli¢itim tehnikama ekstrakcije rastvorom
etanola (50 vol %) neSto su veci od sadrzaja kalcijuma u S. argel (0,06 g/100 g)
(Murwan i Murwa, 2010), u opsegu su sadrzaja kalcijuma kod biljnih vrsta Artemisia
(0,07-1,07 g/100 g) (Ashraf i sar., 2010), ali su mnogo manji nego sadrzaj kalcijuma u
biljkama iz porodice Lamiacae (0,77-1,51 g/100 g) (Razi¢ i sar., 2006) i razli¢itim
delovima E. polybractea (0,11-4,76 g/100 g) (Wu i sar., 2011). Prinosi magnezijuma
ekstrakcijom sa rastvorom etanola (50 vol. %) su u opsegu sadrzaja magnezijuma u
biljnom materijalu vrsta Artemisia (0,006-0,225 g/100 g) (Ashraf i sar., 2010), nesto su
veéi nego u S. argel (0,03 g/100 g) (Murwan i Murwa, 2010), ali i mnogo manji nego u
biljkama iz porodice Lamiacae (0,26-0,77 g/100 g) (Razi¢ i sar., 2006) i razli¢itim
delovima vrste E. polybractea (0,08-0,22 g/100 g) (Wu i sar., 2011).
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4.2. Uticaj temperature i ultrazvuka na prinose rezinoida
i mineralnih materija

Ekstrakcija rezinoida i mineralnih materija (kalijuma, kalcijuma i magnezijuma)
iz nadzemnih delova G. mollugo vodenim rastvorom etanola (50 % vol.) ispitivana je
pri odnosu rastvarac-biljni materijal 20 g/g na razli¢itim temperaturama u odsustvu
(maceracija) 1 prisustvu ultrazvuka (ultrazvu¢na ekstrakcija). Maceracija je izvodena na
23, 50, 65 i 80 °C, a ultrazvuéna ekstrakcija na 23, 30, 35 i 40 °C. Male vrednosti
MRPD za prinose rezinoida 1 mineralnih materija su ukazivale na dobru
reproduktivnost merenja prinosa rezinoida i mineralnih materija. Tako, vrednosti
MRPD za prinos rezinoida maceracijom, odnosno utrazvu¢nom ekstrakcijom iznose
+1,8 % (66 podataka), odnosno +1,0 % (64 podatka), dok su vrednosti MRPD za
prinose mineralnih materija maceracijom £1,1 % (K), £2,7 % (Ca) i +£3,4 % (Mg), a
utrazvuénom ekstrakcijom +1,0 % (K), £3,1 % (Ca) i + 4,0 % (Mg).

4.2.1. Uticaj temperature i ultrazvuka na ekstrakciju rezinoida

Slika 4.4 pokazuje promenu prinosa rezinoida u toku ekstrakcije iz nadzemnih
delova G. mollugo pomocu rastvora etanola (50 % vol.) u odsustvu i prisustvu
ultrazvuka (maceracija 1 ultrazvuéna ekstrakcija) na razliCitim temperaturama.
Na konstantnoj temperaturi, prinos rezinoida se poveava u toku maceracije i
ultrazvucne ekstrakcije kao rezultat rastvaranja ekstraktivnih materija iz biljnog
materijala. U pocetku, prinos rezinoida se brzo povecava, a zatim sve sporije dok ne
dostigne ravnoteznu vrednost. Prinos rezinoida se povecava sa pove¢anjem temperature
u slucaju obe tehnike ekstrakcije, kao rezultat povecanja rastvorljivosti ekstraktivnih
materija. Takode, jasno se uocava da je prinos rezinoida ultrazvu¢nom ekstrakcijom
ve¢i od prinosa rezinoida maceracijom, i to na niZoj temperaturi i za krace vreme.
Povoljan efekat ultrazvuka na ekstrakciju rezinoida, kojim se povecavaju prinos i brzina
ekstrakcije rezinoida, pripisuje se stvaranju i1 nestajanju kavitacionih mehurova
(Paniwnyk 1 sar., 2001; Toma i sar., 2001; Vinatoru i sar., 1997). Ovi rezultati
potvrduju ranija zapazanja pri ekstrakciji rezinoida iz liS¢a zalfije (Velickovi¢ i sar.,
2006).

Rezultati pra¢enja promene prinosa rezinoida sa vremenom potvrduju da se
ekstrakcija rezinoida u odsustvu i prisustvu ultrazvuka sastoji od dva istovremena

procesa: ispiranja i difuzije ekstraktivnih materija, koja su ranije uocena u slucaju
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ekstrakcije ekstraktivnih materija iz razlic¢itog biljnog materijala (Kosti¢ i sar., 2013;
Patricelli i sar., 1979; So i Macdonald, 1986; Stanisavljevi¢ i sar., 2007a,b; Stankovi¢ i
sar., 1994, 2007; Velickovi¢ i sar., 2006; Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002). Suspenzija
biljnih Cestica u rastvaracu se sastoji od Cestica sa delom ekstraktivnih materija na
povrsini 1 Cestica sa ekstraktivnim materijama u njihovoj unutra$njosti. Ekstraktivne
materije na povrSini biljnih Cestica, koje poticu iz razorenih biljnih ¢elija, brzo se
rastvaraju u rastvaratu u pocetnom periodu ekstrakcije (ispiranje), dok ekstraktivne
materije sadrzane u nerazorenim biljnim ¢elijama unutar Cestica sporo difunduju prema
spoljasnjoj povrsSini Cestica (difuzija ili spora ekstrakcija). Ovaj mehanizam ¢e biti
iskori§¢en za modelovanje kinetike ekstrakcije u odsustvu i prisustvu ultrazvuka. Prema
sl. 4.4, povecanje temperature ekstrakcije povecava brzinu ispiranja i u odsustvu i u
prisustvu ultrazvuka, poSto smanjenje viskoziteta rastvora utiCe na povecanje brzine

prenosa mase rastvorenih ekstraktivnih materija u rastvor.
25
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Slika 4.4 Promena prinosa rezinoida iz nadzemnih delova G. mollugo sa vremenom na razli¢itim
temperaturama (eksperiment: simboli; model, jedna¢ina 2.25: puna linija): a) maceracija (23 °C — o,
50 °C — A, 65°C —01i80°C —9)ib) ultrazvuéna ekstrakcija (23 °C — 0,30 °C - A,35°C-0i40°C-9)

4.2.2. Uticaj temperature i ultrazvuka na prinose
mineralnih materija

Slika 4.5 pokazuje promenu prinosa mineralnih materija (kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma) u toku ekstrakcije iz nadzemnih delova G. mollugo pomoc¢u vodenog
rastvora etanola (50 % vol.) u toku maceracije i ultrazvucne ekstrakcije na razli¢itim
temperaturama. Oblik krivih linija koje predstavljaju promenu prinosa mineralnih
materija sa vremenom je tipi¢an za Sarznu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog
materijala. Na konstantnoj temperaturi, prinosi mineralnih materija se povecavaju u
toku maceracije i ultrazvucne ekstrakcije kao rezultat njihovog rastvaranja iz biljnog

materijala. Kao i u slu¢aju rezinoida, prinosi mineralnih materija se brzo povecavaju u
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pocetnom periodu, a zatim sve sporije dok se ne dostignu ravnotezne vrednosti. Prema
tome, ekstrakcija mineralnih materija u odsustvu i prisustvu ultrazvuka ukljucuje brzo

ispiranje i sporu difuziju, koji se odigravaju istovremeno.
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Slika 4.5 Promena prinosa mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo sa vremenom na
razli¢itim temperaturama (eksperiment: simboli; model, jednacina 2.25: puna linija): a, ¢ i ) maceracija
(23°C-0,50°C—-A,65°C—0i80°C—90)ib,dif)ultrazvuéna ekstrakcija (23 °C — 0, 30 °C — A, 35

°C-0id0°C-9)
Prinosi mineralnih materija se povecavaju sa povecanjem temperature i kod
maceracije i kod ultrazvucne ekstrakcije, kao rezultat povecanja rastvorljivosti njihovih

jedinjenja sadrzanih u biljnom materijalu na viSim temperaturama. Takode, na
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konstantnoj temperaturi prinosi mineralnih materija ultrazvu¢nom ekstrakcijom su veci
od prinosa mineralnih materija maceracijom. Pri tome, ve¢i prinosi mineralnih materija
u prisustvu ultrazvuka ostvaruju se za kra¢e vreme. Povecanje prinosa i brzine
ekstrakcije mineralnih materija u prisustvu ultrazvuka je rezultat pozitivnih efekata
stvaranja i nestajanja kavitacionih mehurova (Paniwnyk i sar., 2001; Toma i sar., 2001;

Vinatoru i sar., 1997).

4.3. Optimizacija operativnih uslova maceracije
i ultrazvucne ekstrakcije

Modelovanje i optimizacija prinosa rezinoida i mineralnih materija (kalijuma,
kalcijuma i magnezijuma) iz nadzemnih delova G. mollugo u odsustvu (maceracija) i
prisustvu ultrazvuka (ultrazvucna ekstrakcija) imaju za cilj utvrdivanje optimalnih
ekstrakcionih uslova koji obezbeduju maksimalne prinose. Zbog toga je analiziran
uticaj temperature i vremena na prinose rezinoida i mineralnih materija u ekstrakciji sa
rastvorom etanola koncentracije 50 % vol. pri odnosu rastvarac¢-biljni materijal 20 g/g.
Za modelovanje zavisnosti prinosa rezinoida i mineralnih materija od temperature i
vremena ekstrakcije koriS¢ene su metode povrSine odziva i veStacke neuronske mreze.
Kod prve metode, zavisnosti prinosa rezinoida i mineralnih materija od temperature i
vremena ekstrakcije su aproksimirane polinomom drugog reda. Optimizacija
operativnih uslova ekstrakcije u cilju dobijanja najveceg prinosa rezinoida ili mineralne
materije je vrSena reSavanjem polinoma drugog reda ili kombinacijom vestacke

neuronske mreze i genetickog algoritma.

4.3.1. Optimizacija metodom povrsine odziva

4.3.1.1. Model polinoma drugog reda

Funkcija odziva (prinos rezinoida ili mineralnih materija), koja je nepoznata,

aproksimira se polinomom drugog reda:

q=b,+bT+bt+b,Tt+b, T’ +b,t (4.4)
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gde je: g — prinos rezinoida ili mineralne materije (g/100 g), 7 — temperatura
ekstrakcije (°C), ¢ — vreme ekstrakcije (min), a b, i b; (i=0, 1,21 j=1,2) -

parametri jednacine (4.4). Vrednosti parametara polinoma su izraunati na osnovu
rezultata eksperimenata pomoc¢u metode viSestruke nelinearne regresije uz koris¢enje
statistiCkog programa Design Expert Trial 7.0. Pri ovom izracunavanju koriS¢ene su
eksperimentalne vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija odredenih na 23, 50 i
80 °C (maceracija), odnosno na 23, 30 i 40 °C (ultrazvuéna ekstrakcija), dok su
vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija dobijenih maceracijom na 65 °C i
ultrazvuénom ekstrakcijom na 35 °C koriS€eni za testiranje (validaciju) razvijenih

jednacina modela.

Statisticka znacajnost polinoma drugog reda, pojedinih ¢lanova ovog modela i
odstupanja od modela je ocenjena metodom ANOVA. Glavni rezultati ove ocene dati
su u tabelama 4.5 i 4.6. Dijagnosticki grafici, koji su prikazani na sl. 4.6 1 4.7,
iskoriS¢eni su za ocenu adekvatnosti modela polinoma drugog reda za prinose rezinoda
1 mineralnih materija. Rezultati ANOVA su validni jer nije uocen nikakav problem
normalnosti raspodele reziduala (sl. 4.6). Reziduali su blizu prave linije i ravhomerno
rasporedeni oko nje, Sto potvrduje normalnu raspodelu reziduala i adekvantost
razvijenih modela. Vrednosti Cook-ove udaljenosti su daleko manje od grani¢ne
vrednosti 0,8, tako da nema netipi¢nih vrednosti (,,autlajera®) u setovima

eksperimentalnih podataka za prinose rezinoida i mineralnih materija (sl. 4.7).

Za ocenjivanje statisticke znacajnosti modela, operativnih promenljivih,
interakcija izmedu operativnih promenljivih i odstupanja od modela koriS¢ene su
njihove vrednosti Fisher-ovog kriterijuma (F -vrednost) i nivoa znacajnosti

( p -vrednost), koje su date u tabelama 4.5 i 4.6. F -vrednost modela ili ¢lana modela,

kao odnos procenjene varijanse modela i procenjene varijanse ostatka, pokazuje
relativan doprinos procenjene varijanse modela ili njegovog ¢lana procenjenoj varijansi
ostatka. Velika F -vrednost pokazuje da je varijansa u velikoj meri objaSnjena
modelom ili njegovim ¢lanom, a mala vrednost da je varijansa moguéa zbog Sumova.
Model i1 njegovi pojedinacni ¢lanovi (operativne promenljive i njihovi kvadrati i
interakcija) imaju statisticki znacajan uticaj na prinose rezinoida i mineralnih materija

sa nivoom poverenja od 95 % samo ako je njihova p -vrednost manja od 0,05.
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Tabela 4.5 Rezultati ANOVA: maceracija

Ekstraktivna 2 Zbir Stepen Srednji F - p-
.. Faktor b
materija kvadrata  slobode kvadrat  vrednost Vrednost
Model 443,31 5 88,66 359,33 <0,0001
A 370,81 1 370,81 1502,81  <0,0001
B 23,46 1 23,46 95,08 <0,0001
AB 1,66 1 1,66 6.71 0,0185
A2 1,07 1 1,07 4,32 0,0523
Rezinoid
B? 2,58 1 2,58 10,47 0,0046
Ostatak 4.44 18 0,25
Odstupanje 2.56 6 0.43 273 0.0653
od modela
Cista greska 1,88 12 0,16
Ukupna 447,76 23
korekcija
Model 2,56 5 0,51 123,99 <0,0001
A 1,61 1 1,61 390,86 <0,0001
B 0,54 1 0,54 131,45  <0,0001
AB 0,20 1 0,20 48,85 <0,0001
A2 0,30 1 0,30 71,88 <0,0001
Kalijum
B? 0,07 1 0,067 16,19 0,0003
Ostatak 0,14 34 0,0041
Odstupanje 0.13 14 0.0090 13,17 <0,0001
od modela
Cista greska 0,014 20 0,0007
Ukupna
korekcija 2,70 39
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Ekstraktivna a Zbir Stepen Srednji F - pP-
.. Faktor b
materija kvadrata slobode kvadrat  vrednost Vvrednost
Model 0,00314 5 0,000627 242,92  <0,0001
A 0,00163 1 0,001625 629,19  <0,0001
B 0,00123 1 0,001230 474,76  <0,0001
AB 0,00003 1 0,000034 13,04 0,001
42 0,00002 1 0,000015 5,77 0,022
Kalcijum
B? 0,00023 1 0,000234 90,75 <0,0001
Ostatak 0,00009 34 0,000003
Odstupanje <0.0001
0,00007 14 0,000005 6,37 ;
od modela
Cista greska  0,00002 20 0,000001
Ukupna 0,00322 39
korekcija
Model 0,00298 5 0,000597 147,21  <0,0001
A 0,00149 1 0,001493 368,29  <0,0001
B 0,00121 1 0,001210 298,64  <0,0001
AB 0,00000 1 0,000003 0,77 0,387
A2 0,00001 1 0,000011 2,79 0,104"
Magnezijum
B2 0,00027 1 0,000272 67,00 <0,0001
Ostatak 0,00014 34 0,000004
Odstupanje <0.0001
0,00013 14 0,000009 19,06 ;
od modela
Cista greska ~ 0,00000 20 0,000001
Ukupna 0,00312 39
korekcija

A — temperatura i B — vreme. ° Prob >F.
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Tabela 4.6 Rezultati ANOVA: ultrazvu¢na ekstrakcija

Ekstraktivna 2 Zbir Stepen Srednji F - p-
.. Faktor b
materija kvadrata slobode kvadrat vrednost vrednost
Model 495,26 5 99,05 468,94  <0,0001
4 415,94 1 415,94 196919  <0,0001
B 18,18 1 18,18 86,05 <0,0001
AB 0,059 1 0,059 0,28 0,600
A2 15,17 1 15,17 71,80 <0,0001
Rezinoid
B? 3,17 1 3,17 15,01 0,0004
Ostatak 7,60 36 0,21
Odstupanje 429 15 0,29 1.81 0,103
od modela
Cista greska 3,32 21 0,16
Ukupna
korekcija 502,87 4
Model 0,81 5 0,16 43134  <0,0001
4 0,55 1 0,55 1458,97  <0,0001
B 0,06 1 0,06 160,25  <0,0001
AB 0,00011 1 0,00011 0,29 0,591
A2 0,062 1 0,062 165,65  <0,0001
Kalijum
B? 0,0033 1 0,0033 8,60 0,0054
Ostatak 0,016 42 0,00038
Odstupanje ;3 18 0,0007 536 <0,0001
od modela
Cista greska  0,00315 24 0,00013
Ukupna
korekcija 0,83 47

54



Ekstraktivna a Zbir Stepen Srednji F- pP-
.. Faktor b
materija kvadrata slobode kvadrat vrednost Vvrednost
Model 0,014 5 0,00274 381,34 <0,0001
4 0,010 1 0,010 1452,53  <0,0001
B 0,00129 1 0,00129 179,45 <0,0001
AB 0,000014 1 0,000014 1,95 0,170
A2 0,000188 1 0,000188 26,14  <0,0001
Kalcijum
B? 0,000094 1 0,000094 13,08 0,0008
Ostatak 0,000302 42 0,0000072
Odstupanje <0.0001
0,000271 18 0,000015 11,58 ;
od modela
Cista greska  0,0000312 24 0,0000013
Ukupna
korekcija 0,014 47
Model 0,00589 5 0,001178 424 88 <0,0001
A 0,00274 1 0,00274 989,74  <0,0001
B 0,00189 1 0,00189 681,79 ~ <0,0001
AB 0,0000052 1 0,0000052 1,89 0,176
A2 0,000370 1 0,000370 133,60  <0,0001
Magnezijum
B? 0,000189 1 0,000189 68,09 <0,0001
Ostatak 0,000116 42 0,0000028
Odstupanje <0.0001
0,000108 18 0,000006 16,95 ;
od modela
Cista greska  0,0000085 24 0,00000035
Ukupna 0,00601 47
korekcija

A — temperatura i B — vreme. ° Prob >F.
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Slika 4.6 Ocena normalnosti raspodele reziduala za prinose rezinoida (a, ), kalijuma (b, f), kalcijuma
(c, g) i magnezijuma (d, h) dobijene maceracijom (a-d) i ultrazvué¢nom ekstrakcijom (e-h)
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Slika 4.7 Ocena Cook-ove udaljenosti za prinose rezinoida (a, e), kalijuma (b, f), kalcijuma (c, g) i
magnezijuma (d, h) dobijene maceracijom (a-d) i ultrazvu¢nom ekstrakcijom (e-h)

Vrednosti parametara polinoma drugog reda za prinose rezinoida, kalijuma,

kalcijuma i magnezijuma ostvarenih maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom date su

u tabeli 4.7.
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Tabela 4.7 Parametri i pokazatelji kvaliteta modela polinoma drugog reda’

Maceracija Ultrazvucna ekstrakcija
Parametar — - - >
Rezinoid Kalijum Kalcijum Magnezijum Rezinoid Kalijum Kalcijum Magnezijum
b, 4,47 -0,438 0,0344 0,0224 21,22 1,654 0,0644 0,0967
3
b, 1,37-10" 3,86:107 5,51-10™ 4,68-10™ -6,79-10™" -5,23-107 -1,66-107 -4,25-10
Aktuelne b 3,96:107 5,81-107 2,24-10" 2,13-10™ 8,57-107 3,09-10° 3,46:10™ 5,26:10°
vrednosti 2 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

. -6
procesnih by, -1,40-10™ -4,28:10° -5,53-107 -1,68:107 2.2510%  -8,78-10° 3,13:10° 1,92-10
faktora 5 3 5 5

by, 5,52:10™ -2,26:10™ -1,60-10° -1,39-10° 1,83-10° 1,10-10 6,03-10° 8,46-10
b,, -7,40-10° -8,29-10° -4,90-107 -5,28-107 -5,95-10*  -1,61-10° -2,75-10° -3,89-10°
b, 16,03 1,27 0,075 0,06 20,26 1,19 0,086 0,065
3
b, 5,00 0,28 9,03-10° 8,66°107 3,95 0,14 0,019 9,90-10
Kodirane 3 3 3 9.59-107
vrednosti b, 1,30 0,18 8,38:10 8,33-10 1,05 0,054 7,92:10 ;

. 4
procesnih b, -0,42 -0,14 -1,81:10° -5,51-10" -0,072 -0,0028 9,98-10" 6,11-10
faktora 3 3 3

by, 0,45 -0,18 -1,30:10° -1,13-10° 1,32 0,079 435-10° 6,11-10
3
b,, -0,82 -0,11 -6,49:10° -6,98:10° -0,84 -0,023 -3,86:10° -5,48-10
R? 0,980 0,948 0,973 0,956 0,970 0,981 0,978 0,981
R, 0,974 0,940 0,969 0,949 0,966 0,979 0,976 0,978
Kriterijumi 2 0975
ocene R .. 0,984 0,921 0,962 0,940 0,979 0,974 0,971 ;
adekvatnosti 7 o 3,22 5,71 2,27 3,63 2,25 1,61 3,20 2,64
modela
Adeq.Prec. 50,8 36,33 52,35 40,46 56,2 56,6 57,44 66,20
MRPD (%) +35 +5.7 +1,7 +2.5 +15 +1,2 +23 1.9

* Maceracija: 23, 50 i 80 °C; ultrazvuéna ekstrakcija: 23, 30 i 40 °C.
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Velike F' -vrednosti i male p -vrednosti (< 0,0001) modela ukazuju na statisticki

znac¢aj modela polinoma drugog reda za obe tehnike ekstrakcije rezinoida i mineralnih
materija u okviru 95 % nivoa poverenja. Drugim re¢ima, verovatnoca da se pojave tako
velike F - vrednosti modela usled Suma iznosi manje od 0,01 %. Obe operativne
promenljive utiCu statisticki znacajno (sa nivoom poverenja od 95 %) na prinose
rezinoida i mineralnih materija obema tehnikama ekstrakcije. Pri tome, sudeéi po
njihovim F -vrednostima, temperatura ekstrakcije ima znacajniji uticaj na prinose
rezinoida i mineralnih materija od vremena ekstrakcije. Od kvadratnih ¢lanova, samo
efekat kvadrata temperature nije statisticki znacajan za prinose rezinoida i magnezijuma
maceracijom. Interakcija temperature i vremena je statisticki znacajna u okviru 95 %
nivoa poverenja za prinose rezinoida, kalijuma i kalcijuma maceracijom, dok nema
statistiCki znaCajan uticaj na prinos magnezijuma maceracijom, kao ni na prinose

kalijuma, kalcijuma i magnezijuma ultrazvu¢nom ekstrakcijom.

F -vrednost odstupanja od modela pokazuje relativan doprinos procenjene
varijanse odstupanja od modela procenjenoj varijansi Ciste greSke. Drugim recima,
F -vrednost odstupanja od modela govori o varijaciji vrednosti odziva u ponovljenim
eksperimentima oko srednje vrednosti (Trinh i Kang, 2010). Pri tome, velika
F -vrednost pokazuje da je varijansa u velikoj meri objasnjena odstupanjem od modela,

a mala vrednost da je varijansa moguca zbog Sumova. Ako je p -vrednost odstupanja
od modela manja od 0,05 (p < 0,05), onda je odstupanje od modela statisticki
znacajno, §to je nepozeljno. U obrnutom slucaju, tj. ako je p > 0,05, onda je
odstupanje od modela statisticki neznacajno, $to je pozeljno. Zbog toga je odstupanje od
modela mera neuspesnosti modela u predstavljanju podataka za zavisnu promenljivu pri

datim uslovima nezavisnih promenljivih.

Posto su p-vrednosti odstupanja od modela za prinose rezinoida maceracijom i
ultrazvu¢nom ekstrakcijom vece od 0,050, ono nije znac¢ajno u odnosu na ¢istu gresku,
ili, drugim rec¢ima, razvijeni modeli polinoma drugog reda su merodavni za opisivanje
zavisnosti izmedu prinosa rezinoida i operativnih promenljivih. Takode, male vrednosti
Ciste greske ukazuju na dobru reproduktivnost podataka. Medutim, p-vrednosti
odstupanja od modela za prinose mineralnih materija su manje od 0,050, Sto ukazuje da
je u ovim slucajevima odstupanje od modela statisticki znac¢ajno u odnosu na cistu
greSku. Zbog toga, modeli polinoma drugog reda nisu statisticki znacajni za sprovedene

eksperimente, odnosno njihova mo¢ predvidanja prinosa mineralnih materija na osnovu
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nezavisnih promenljivih je statisticki neznacajna. Prema tome, potrebno je biti obazriv

u primeni ovih modela za izraCunavanje i optimizaciju prinosa mineralnih materija.

Znacajno odstupanje od modela u slucaju modela za prinose mineralnih materija
znali da su varijacije ponovljenih merenja prinosa mineralnih materija oko srednje
vrednosti u datim eksperimentalnim ta¢kama manje od varijacija ponovljenih merenja
prinosa mineralnih materija oko odgovaraju¢ih predvidenih vrednosti. Znacajno
odstupanje od modela moze biti rezultat loSeg modela (nepotpuna ili pogre$no odabrana
zavisnost izmedu prinosa mineralnih materija i operativnih promenljivih) ili istih ili vrlo
bliskih vrednosti prinosa mineralnih materija u ponovljenim merenjima koje uzrokuju

njihovu malu varijansu.

Prvi uzrok (,,lo§ model”) se mozda moze otkloniti preformulisanjem jednacine
modela, bilo iskljucenjem statisticki neznacajnih ¢lanova (Hamdzah i sar., 2013), bilo
uklju¢enjem novih ¢lanova u jednacine modela, tj. koriS¢enjem polinoma viseg reda od
drugog (Oh i sar., 1995; Lim i sar., 2007). Tako su Hamdzah 1 sar. (2013) pokusali, bez
uspeha, da poboljSaju modele sa statistiCki znacajnim odstupanjem od modela
izbacivanjem statisticki neznacajnih ¢lanova iz njihovih regresionih jednacina. Takode,
proverom je utvrdeno da se redukovane jednaCine modela za prinose mineralnih
materija, koje ne sadrze statisticki neznacajne ¢lanove, odlikuju statisticki znacajnim
odstupanjem od modela, ali i ve¢im vrednostima MRPD nego potpune jednacine
polinoma drugog reda. Na drugoj strani, neki istrazivaci su uspeli da selekcijom ¢lanova
polinomne jednacine, uz povecanje reda polinoma do cetvrtog, poboljSaju model sa
statistiCki znacajnim odstupanjem od modela (Oh i sar., 1995; Lim i sar., 2007).
Medutim, u metodologiji povrSine odziva nije uobicajeno da red polinoma bude ve¢i od
dva (Buchholz i sar., 2005; Kleijnen, 1998), jer se povecanjem reda regresione
jednacine mogu dobiti nerealni modeli koje je teSko interpretirati (Schepers i sar.,
2002). I pokuSaj da se prinosi mineralnih materija predstave polinomom trec¢eg reda
nisu otklonili problem znacajnog odstupanja od modela. Pored toga, ovi modeli imali su
¢lanove koji se preklapaju (konstanta, 4, A° i A°, gde je: A - ekstrakciona
temperatura). Razmotrena je i moguénost transformacije jednacine modela na osnovu
Box-Cox-ovog dijagnostickog grafika, u jednalinu koja bi bolje odgovarala
eksperimentalnim podacima za prinose mineralnih materija. Medutim, ovaj grafik nije

preporucio transformaciju jednacine modela. Prema tome, redefinisanje modela za
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prinose mineralnih materija nije se pokazalo delotvornim u otklanjanju statisticki

znacajnog odstupanja od modela u slu¢aju prinosa mineralnih materija.

Kako bi se pronaslo objasnjenje za statisticki znacajno odstupanja od modela u
slu¢aju prinosa mineralnih materija, pristupilo se analizi mogucih uzroka velike
F -vrednost odstupanja od modela i analizi eksperimentalnih podataka. F -vrednost
odstupanja od modela izraCunava se deljenjem srednje sume kvadrata za odstupanja od
modela sa srednjom sumom kvadrata za Cistu gresku. Dakle, velika F -vrednost
odstupanja od modela se moze dobiti ne samo ako je vrednost srednje sume kvadrata za
odstupanja od modela velika ve¢ i ako je vrednost srednje sume kvadrata za Cistu
gresku mala. Pri tome, Sto je F -vrednost odstupanja od modela veca, to je veca

verovatnoc¢a da je odstupanje od modela statisticki znacajno.

Znacajno odstupanje od modela ukazuje da mozda postoje neke sistematske
varijacije odziva koje se ne mogu objasniti razvijenim modelom (Bashir i sar., 2010).
Ono se javlja ne samo kada model slabo predstavlja eksperimentalne podatke ve¢ i kada
ih model dobro opisuje, ali je preciznost merenja odziva tako visoka da je Cista greska
mala (Saldafia-Roblesa i sar., 2013), uz uslov da su ponovljena merenja korektno
izvedena. Prinosi mineralnih materija su odredivani u dva eksperimenta ekstrakcije na
istoj temperaturi, a uzorkovanje je vrseno u definisanim vremenima trajanja procesa, Sto
znai da se zaista radilo o dva nezavisna ponovljenja merenja prinosa mineralnih
materija na istoj temperaturi i za isto vreme ekstrakcije. Ve¢ je ukazano na dobru
reproduktivnost odredivanja prinosa mineralnih materija, koja su vrSena sa malom
relativnom greSkom merenja (MRPD < +2,5 %), kao rezultat preciznosti koris¢enih
metoda merenja. To praktiéno znaci da su vrednosti prinosa mineralnih materija u
ponovljenim merenjima medusobno vrlo bliske. Otuda su vrednosti varijansi za
ponovljena merenja prinosa mineralnih materija male, $to dovodi do male vrednosti
sume kvadrata za Cistu greSku. Dakle, moze se zakljuciti da su male greske odredivanja
prinosa mineralnih materija verovatni uzrok malih vrednosti Ciste greske i statisticki
znafajnog odstupanja od modela. Slika 4.8 ilustruje odstupanja eksperimentalnih
vrednosti prinosa kalijuma odredenih maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom od
povrsine koja odgovara modelu polinoma drugog reda. Uocava se da su neke vrednosti
prinosa kalijuma u dva ponovljena merenja za dati par temperatura-vreme ili iznad ili
ispod povrsine. To znaci da postoje eksperimentalne tacke koje su vise udaljene od

regresione povrSine nego Sto je varijacija ponovljenih merenja u istim tatkama, §to je
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uzrok znacajnog odstupanje od modela. PoSto su F -vrednosti odstupanja od modela
uvecane (malom vredno$¢u srednje sume kvadrata za Cistu gresku), statisticka ocena na
osnovu odstupanja od modela nije vise validan test, pa se odluka o adekvatnosti i
pouzdanosti modela mora doneti na bazi drugih statistickih kriterijuma. Takode,
pozeljno je da se razvijeni model validira nezavisnim setom eksperimenata unutar

opsega nezavisnih promenljivih koji su primenjeni za dobijanje podataka za razvoj

modela.
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Slika 4.8 Odstupanje eksperimentalnih vrednosti prinosa kalijuma od povrsine polinoma drugog reda:
a) maceracija i b) ultrazvuéna ekstrakcija (maceracija na 23, 50 i 80 °C ultrazvucna ekstrakcija na 23, 30 i
40 °C: crveni krugovi; maceracija na 65 °C ultrazvuéna ekstrakcija na 35 °C: crni krugovi)

Analiza radova objavljenih poslednjih godina pokazuje da istrazivaci imaju
razli¢it odnos prema pojavi znacajnog odstupanja od modela kao rezultata ANOVA.
Manji broj istrazivaca pogresno inerpretira sluc¢aj kada je p -vrednost za odstupanje od
modela manje od 0,05, proglasavajuéi odstupanje od modela statisticki neznacajnim, a
model statisti¢ki znacajnim (Demirel i Kayan, 2012; Xu i sar., 2013; Zhu i sar., 2011),
dok druga grupa istrazivaca ignoriSe znacajno odstupanje od modela (Ahmad i sar.,
2014; Cui i sar., 2013; Huang i sar., 2013; Galonde 1 sar., 2013; Yusoff i sar., 2013).
Najve¢i broj istrazivaca konstatuje statisticki znacajno odstupanje od modela, ali
razvijene modele koristi za optimizaciju ispitivanog procesa (Bashir i sar., 2010; Endut
i sar., 2013; Hamdzah i sar., 2013; Kobylafiski i sar., 2004; Lim i sar., 2007; Martinez i
sar., 2012; Rajasimman i Murugaiyan, 2011, 2012; Sabanis i sar., 2009; Saldafa-
Roblesa i sar., 2013; Subha i Muthukumar, 2012; Tanyildizi i sar., 2012). Kao dokaz

adekvatnosti modela za primenu u opsezima operativnih promenljivih ukljucenih u
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razvoj modela istrazivaci su prihvatali male p -vrednosti modela (manje od 0,05) i

velike vrednosti koeficijenata determinacije (uglavnom vece od 0,9). U nekim od ovih
istrazivanja model je proveren u opsegu operativnih promenljivih primenjenih u razvoju
modela i narocito pod uslovima koji su optimalni prema modelu (Bashir i sar., 2010;
Cui i sar., 2013; Endut 1 sar., 2013; Galonde 1 sar., 2013; Huang 1 sar., 2013;
Rajasimman i Murugaiyan, 2011, 2012; Sabanis i sar., 2009; Saldana-Roblesa i sar.,
2013; Tanyildizi i sar., 2012; Yusoff i sar., 2013; Xu 1 sar., 2013). Ovi istrazivaci su
proglasavali model pouzdanim za predvidanje vrednosti odziva u datoj
eksperimentalnoj oblasti, uprkos njegovom statisticki zna¢ajnom odstupanju od modela,

ako su razlike izmedu aktuelnih i predvidenih vrednosti odziva prihvatljivo male.

Ako je dovoljno veliki broj podataka bio ukljucen u analizu, model sa znac¢ajnim
odstupanjem od modela moze da se prakti¢no koristi (Box i Drapper, 1987). Zbog toga
je odluceno da se, kao 1 u mnogim ranijim istrazivanjima, analiziraju drugi statisticki
kriterijumi kvaliteta modela polinoma drugog reda za prinose mineralnih materija:

koeficijent determinacije R®, prilagodeni koeficijent determinacije R.,, podeSeni

koeficijent determinacije R;re koeficijent varijacije C.V., adekvatna preciznost

g
Adeq.Prec. 1 srednje relativno procentno odstupanje MRPD. Vrednosti ovih
pokazatelja kvaliteta polinoma drugog reda za prinose mineralnih materija date su u
tabeli 4.7. Pored toga, mo¢ predvidanja razvijenog modela je testirana podacima za
prinos mineralnih materija na temperaturi koja nije kori§¢ena za dobijanje podataka za

razvoj modela (maceracija na 65 °C i ultrazvu¢na ekstrakcija na 35 °C).

Vrednosti koeficijenta determinacije bliske jedinici (R* >0,920) pokazuju da

postoji jaka veza izmedu prinosa rezinoida i mineralnih materija sa temperaturom i
vremenom ekstrakcije. Ovo znaci, takode, da izmedu eksperimentalnih i predvidenih
vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija postoji dobra korelacija. Posto
koeficijent determinacije predstavlja procenu ukupne varijacije podataka objasnjenih
pomocu modela, to znaci da jednacine polinoma drugog reda objasnjavaju najveci deo
od ukupnih promena u vrednostima prinosa rezinoida i mineralnih materija (na primer,
98 %, odnosno 97 % od ukupne promene prinosa rezinoida maceracijom, odnosno
ultrazvuénom ekstrakcijom), dok manji deo (ostatak od 2 %, odnosno 3 % u slucaju
maceracija, odnosno ultrazvucne ekstrakcije) ostaje neobjasnjen i smatra se posledicom

drugih, manje znacajnih faktora koji nisu obuhvaceni eksperimentalnim planom.
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Vrednost koeficijenta determinacije R> se smanjuje, odnosno poveéava sa
smanjivanjem, odnosno povecanjem broja nezavisnih promenljivih. Zbog toga je
uobicajeno da se eksplanatorna mo¢ modela sa razli¢itim brojem nezavisnih
promenljivih poredi prilagodenim koeficijentom determinacije R’ ,; koji uzima u obzir
broj nezavisnih promenljivih. Vrednost ovog koeficijenta se povecava samo kada nova
nezavisna promenljiva sustinski poboljSava jednacinu modela. Vrednosti prilagodenog

koeficijenta determinacije R’ 4,28 prinose rezinoida i mineralnih materija su vece od

0,91, tj. vece su od grani¢ne vrednosti (0,75) iznad koje se model moze smatrati

pozdanim (Bauer, 2006). Predvideni koeficijent determinacije R;re , J€ mera iznosa

varijacija u novim podacima objasnjenim pomocu modela. Vrednosti predvidenog

koeficijenta determinacije su veée od 0,92 i1 u okviru prihvatljivih granica wa . =0,80

(Lundstedt i sar., 1998), Sto potvrduje da su eksperimentalni podaci dobro uklopljeni u

polinome drugog reda. Vrednosti prilagodenog koeficijenta determinacije R;re , Su

uskladene sa vrednostima predvidenog koeficijenta determinacije R’ 4> Jer je razlika

izmedu njih manja od 0,02. Ova razlika ne sme biti veca od 0,2, $to je ispunjeno u

slu¢aju razvijenih modela za prinose rezinoida i mineralnih materija.

Koeficijent varijacije C.V. je odnos standardne devijacije i srednje vrednosti,
tako da je reproduktivnost modela utoliko bolja ukoliko je njegova vrednost manja. Ako
je vrednost koeficijenta varijacije C.J. manja od 10 %, model se smatra
reproduktivnim (Myers i Montgomery, 2002). Veoma male vrednosti koefijenta
varijacije C.V. za rezinoide (3,2 %) i mineralne materije (1,6-5,7 %) ukazuju na male
rezlike izmedu eksperimentalnih i izraCunatih vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih

materija, potvrdujuéi pouzdanost i dobru reproduktivnost modela.
Adekvatna preciznost Adeq.Prec. je mera raspona predvidenog odziva u odnosu

na njegovu gresku, tj. radi se o odnosu signal-Sum. Pozeljno je da je Adeq.Prec. > 4

(Anderson i Whitcomb, 2005). Posto su vrednosti adekvatne preciznosti za prinose
rezinoida i mineralnih materija ve¢e od trazenog minimuma, jasno je da postoji
primeren signal i da se stoga razvijeni modeli polinoma drugog reda mogu koristiti za

analize u eksperimentalnom prostoru.
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Pouzdanost i tacnost modela polinoma drugog reda za prinose rezinoida i
mineralnih materija potvrduju, takode, male vrednosti MRPD (< 45,0 %, tabela 4.7).
Slika 4.9 ukazuje na dobro slaganje aktuelnih i predvidenih vrednosti prinosa rezinoida
1 mineralnih materija, S§to zna¢i da modeli adekvatno povezuju zavisne sa nezavisnim

promenljivama.

Modeli polinoma drugog reda su testirani sa vrednostima prinosa rezinoida i
mineralnih materija postignutih maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom na 65 i
35 °C, respektivno. Vrednosti MRPD izmedu eksperimentalnih i izracunatih vrednosti
za prinose rezinoida i mineralnih materija za maceraciju i ultrazvuc¢nu ekstrakciju (po
16 podataka u svakom setu) potvrduju sposobnost generalizacije modela u primenjenim
opsezima temperature (23-80 °C i 23-40 °C, respektivno). U slu¢aju maceracije,
vrednosti MRPD su: £3,8 % (rezinoid), 4,1 % (kalijum), £9,0 % (kalcijum) i £8,0 %
(magnezijum), dok u slucaju ultrazvucne ekstrakcije one iznose: +6,5 % (rezinoid),
+3,9 % (kalijum), +5,7 % (kalcijum) i +11,3 % (magnezijum). Vece vrednosti MRPD
su zapazene kod kalcijuma i magnezijuma, i to u pocetnom periodu maceracije i

ultrazvucne ekstrakcije.

S obzirom da su analize reziduala i Cook-ove udaljenosti pokazale da nema

odstupanja od normalne raspodele i netipi¢nih podataka, da su vrednosti koeficijenata

determinacije R, R(fdj 1 R;re , vece, redom, od 0,95, 0,94 i 0,92, da su vrednosti
MRPD prihvatljivo male (<£6 %), kao i da su modeli validirani u okviru opsega
nezavisnih promenljivih primenjenih u eksperimentalnom planu, modeli polinoma
drugog reda za prinose mineralnih materija (kalijum, kalcijum 1 magnezijum)
maceracijom 1 ultrazvuénom ekstrakcijom, sa vrednostima parametara datim u tabeli
4.7, mogu se smatrati adekvatnim za prakticnu primenu, bez obzira na statisticko
zna¢ajno odstupanje od modela. Smatra se da je visoka preciznost merenja prinosa
mineralnih materija uzrokovala vrlo male Ciste greske, Sto je dovelo do znacajnog
odstupanja od modela, kao i da modeli polinoma drugog reda za prinose mineralnih
materija predstavljaju realnu zavisnost prinosa mineralnih materija od ekstrakcione

temperature 1 ekstrakcionog vremena na zadovoljavajuéi nacin u koriS¢enom

eksperimentalnom prostoru, tj. opsezima temperature i vremena ekstrakcije.
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Slika 4.9 Poredenje predvidenih i eksperimentalnih vrednosti prinosa: a) rezinoida, b) kalijuma,
c) kalcijuma i d) magnezijuma za model polinoma drugog reda (predvidene vrednosti: otvoreni simboli;
testiranje razvijenih modela sa podacima za maceraciju na 65 °C i ultrazvuénu ekstrakciju na 35 °C: puni
simboli; maceracija — o, @ i ultrazvucna ekstrakcija— A, A).

Grafici povrSina odziva i konturni grafici za prinose rezinoida i mineralnih
materija, kao funkcije temperature i vremena ekstrakcije opisane polinomom drugog
reda, za maceraciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju prikazani su na sl. 4.10 i 4.11. Sa
poviSenjem temperature prinosi rezinoida i mineralnih materija se povecavaju za obe
tehnike ekstrakcije kao rezultat povecanja rastvorljivosti 1 brzine prenosa mase
ekstraktiktivnih materija, ukljucujuéi i mineralne materije, na vi§im temperaturama. Na
vi§im temperaturama se smanjuju viskozitet i povrSinski napon rastvaraca, Sto olakSava
penetriranje rastvaraca u biljne Cestice. Delimi¢no odstupanje od uocenog pravila,
odnosno manje znacajan uticaj temperature ekstrakcije na prinos kalijuma se javlja u
slucaju ekstrakcije maceracijom pri duzem vremenu trajanja procesa, Sto moze biti
posledica postizanja ravnoteze usled dugog vremena kontakta izmedu rastvaraca i
biljnog materijala. Na visokim temperaturama i pri duzem procesu ekstrakcije dostize

se maksimum prinosa kalijuma, §to se lako uoc¢ava na konturnom grafiku na sl. 4.10b.
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ekstrakcije
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Generalno, za obe tehnike ekstrakcije, prinosi rezinoida i mineralnih materija se
povecavaju sa vremenom trajanja ekstrakcije. Uticaj vremena trajanja ekstrakcije je
izrazeniji na nizim temperaturama dok je na viSim temperaturama manje znacajan, kao
posledica uticaja temperature na brzinu ekstrakcije i prinos ekstraktivnih materija.
U slucaju ekstrakcije kalijuma maceracijom zabeleZeno je smanjenje prinosa kalijuma
na visokim temperaturama i pri duzem trajanju ekstrakcije, Sto potvrduju elipti¢ni oblici
kontura na sl. 4.10b. Ovakvo ponaSanje se mozda moze pripisati vezivanju jedinjenja

kalijuma iz rastvora za biljni materijal.

Oblici povrsina odziva i1 konturnih grafika na sl. 4.10 1 4.11 potvrduju slab uticaj
interakcije izmedu temperature i vremena ekstrakcije na prinose rezinoida i mineralnih
materija. Grafici povrSina odziva i konturni grafici mogu posluziti i za utvrdivanje
operativnih uslova maceracije (sl. 4.10) i ultrazvucne ekstrakcije (sl. 4.11) pri kojima se
postizu maksimalni prinosi rezinoida i mineralnih materija. Ravnotezni prinosi
rezinoida i mineralnih materija se dostizu i maceracijom i ultrazvu¢nom ekstakcijom,
ali mnogo brze u drugom slucaju (posle samo 30 min). Ravnotezni prinosi rezinoida i
mineralnih materija su veci u prisustvu ultrazvuka zbog pozitivnog efekta kolapsa
kavitacionih mehura na razaranje bioloSkih membrana, ¢ime se olakSava oslobadanje
ekstraktivnih materija iz biljnih ¢elija, penetracija rastvaraca u biljni materijal 1 brzina

prenosa mase (Paniwnyk i sar., 2001; Toma i sar., 2001; Vinatoru i sar., 1997).

Rezultati ispitivanja uticaja operativnih promenljivih na prinos ekstraktivnih
materija iz nadzemnih delova G. mollugo u odsustvu i prisustvu ultrazvuka slazu se sa
ranije objavljenim zapazanjima, kao, na primer, sa rezultatima ekstrakcije rezinoida iz
kantariona (Hypericum perforatum L.) (Milenovi¢ 1 Veljkovi¢, 2002) i bioaktivnih
materija iz nevena (7Tagetes erecta L.) (Gong i sar., 2012) maceracijom, kao i ulja
semena Isatis indigotica Fort (Li i sar., 2012b) i flavonoida iz semena gloga (Pan i sar.,
2012b) ultrazvucnom ekstrakcijom. Prinos rezinoida iz kantariona maceracijom
povecava se sa povecanjem temperature ekstrakcije i odnosa rastvarac-biljni materijal,
kao i1 sa smanjenjem koncentracije etanola i veliCine biljnih cestica (Milenovi¢ i

Veljkovi¢, 2002). Vreme, temperatura, koncentracija etanola i odnos rastvarac-biljni
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materijal imaju statisticki znacajan uticaj na prinos flavonoida iz F. populi maceracijom
(Sheng i sar., 2013) i flavonoida iz semena gloga ultrazvu¢nom ekstrakcijom (Pan i sar.,
2012b). Temperatura maceracije 1 koncentracija etanola najviSe uti€u na prinos
bioaktivnih materija (ukupni fenoli i flavonoidi) iz nevena (Gong i sar., 2012).
Temperatura 1 vreme maceracije imaju znacajan uticaj na prinos ukupnih fenola iz
Pleurotus porrigens (Yim 1 sar., 2012). Temperatura je, takode, uticajan faktor za
ultrazvuénu ekstrakciju ulja semena biljne vrste 1. indigotica Fort (Li i sar., 2012b).
Najznacajnije ekstrakcione promenljive za ultrazvuénu ekstrakciju flavonoida iz
semena gloga su vreme, koncentracija etanola i temperatura (Pan i sar., 2012b).
Koncentracija etanola znacajno utiCe na prinose polifenola i1 antioksidanasa iz
pirincanih mekinja ultrazvu¢nom ekstrakcijom (Tabaraki i Nateghi, 2011). Metoda
povrsine odziva nije do sada koriS¢ena za ocenjivanje znacajnosti uticaja operativnih
promenljivih na prinose mineralnih materija postignutih maceracijom ili ultrazvu¢nom

ekstrakcijom.

4.3.1.2. Optimizacija operativnih uslova ekstrakcije
metodom povrsine odziva

Optimizacija procesa maceracije i ultrazvucne ekstrakcije je izvrSena koris¢enjem
programskog paketa Design-Expert koja je zasnovana na razvijenim modelima
polinoma drugog reda i funkciji poZeljnosti. Trazena vrednost odziva (prinos rezinoida
ili mineralnih materija) moze biti maksimalna ili minimalna ili tacno odredena vrednost.
Optimumi, tj. tacke koje definiSu optimalne operativne uslove maceracije i ultrazvucne
ekstrakcije, odredeni su postavljanjem maksimalnog prinosa rezinoida ili mineralne
materije kao Zeljenog cilja optimizacije. Vrednosti maksimalnih prinosa rezinoida i
mineralnih materija 1 selektivnosti ekstrakcije mineralnih materija pri optimalnim
operativnim uslovima maceracije i ultrazvucne ekstrakcije su date u tabeli 4.8. Jasno se
uocava da modeli polinoma drugog reda utvrduju vrednosti maksimalnih prinosa

rezinoida i mineralnih materija koje se dobro slazu sa aktuelnim prinosima.
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Tabela 4.8 Maksimalni prinosi rezinoida i mineralnih materija i selektivnost ekstrakcije mineralnih materija pri optimalnim operativnim uslovima maceracije
i ultrazvucne ekstrakcije

Metodologija povrsine odziva

. . Aktuelni maksimalni Aktuelni stepen Selekti t
Tehnika Ekstraktivna . . . . v elektivnos
ekstrakcije materija Optimalni uslovi Predvideni prinos ekstl;akcqe mg/g

maksimalni prinos g/100 g Yo
Temperatura  Vreme /100 g
°C min

Rezinoid 80 1290%' 21,7 20,8 73,0

Kalijum 69 152 1,393 1,366 78,8 6,6
Maceracija

Kalcijum 80 169 0,0845 0,0836° 76,0 4.0

Magnezijum 79 191 0,0696 0,0634* 44,0 3,3

Rezinoid 40 56-64 25,8 25,7° 90,2

Kalijum 40 80 1,434 1,424 82,1 3,5
Ultrazvucna
ekstrakcija N

Kalcijum 40 77 0,114 0,113¢ 102,7 4,4

Magnezijum 40 77 0,0855 0,0849° 59,0 3,3

*180 min. "80 °C i 150 min (prinos izratunat interpolacijom). °180 min. ‘80 °C i 180 min. °60 min. '80 min, 240 °C i 60 min.
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Za maceraciju, maksimalni predvideni prinos rezinoda iznosi 21,7 g/100 g
(aktuelni prinos 20,8 g/100 g), a postize se na 80 °C za 172 min. Sa tehnoekonomske
taCke glediSta ovi uslovi nemaju praktican znacaj, pogotovo kad se uporede sa
optimalnim uslovima ultrazvu¢ne ekstrakcije. Najve¢i prinos rezinoida ultrazvu¢nom
ckstrakcijom 25,8 g/100 g postize se na 40 °C za oko 60 min. Ova vrednost
maksimalnog predvidenog prinosa rezinoida slaze se sa stvarnim prinosom rezinoida
postignutim na 40 °C za 60 min (25,7 g/100 g). Ovim se, na jo§ jedan nain, potvrduje
adekvatnost razvijenog modela polinoma drugog reda. Maksimalne predvidene
vrednosti stepena ekstrakcije maceracijom i ultrazvuénom ekstrakcijom iznose 76,1 i

90,2 %, respektivno.

U odnosu na eksperimentalne rezultate, maksimalni predvideni prinosi mineralnih
materija maceracijom postiZzu se pri istoj (kalcijum i magnezijum 79-80 °C) ili nizoj
(kalijum 65 °C) temperaturi i za priblizno isto (kalijum 180 min), ne$to duze (kalcijum
187 min) ili neSto krace (magnezijum 158 min) vreme. U poredenju sa stvarnim
procesom ultrazvucne ekstrakcije, maksimalne vrednosti predvidenog prinosa
mineralnih materija postizu se pri istoj temperaturi (40 °C), ali za duze vreme (kalijum

80 min, kalcijum 72 min i magnezijum 79 min).

Vrednosti selektivnosti mineralnih materija za maceraciju 1 ultrazvuénu
ekstrakciju su, takode, date u tabeli 4.8. Pod optimalnim operativnim uslovima,
maceracija obezbeduje vecu selektivnost ekstrakcije mineralnih materija od ultrazvucéne
ekstrakcije, Sto znaci da ultrazvuk viSe doprinosi ekstrakciji prate¢ih ekstraktivnih
materija nego ekstrakciji jedinjenja kalijuma, kalcijuma i magnezijuma. Vrednosti
selektivnosti ekstrakcije mineralnih materija za obe tehnike ekstrakcije se medusobno
razlikuju. Najveca vrednost selektivnosti ekstrakcije je zabelezena za kalijum, pa onda
za kalcijum i1 magnezijum, S$to je verovatno vezano za razliCitu rastvorljivost i

dostupnost njihovih jedinjenja.
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4.3.2. Optimizacija kombinacijom vestacke neuronske mreze
i geneti¢kog algoritma

4.3.2.1. Modeli vestackih neuronskih mreza

Za modelovanje zavisnosti prinosa rezinoida i mineralnih materija od temperature
1 vremena ekstrakcije razvijene su viSeslojne veStacke neuronske mreze, koriS¢enjem
programskog paketa MATLAB R2013a (8.1.0.604) 64-bit. Ove mreze Kkoriste
Levenberg—Marquardt-ov algoritam sa povratnim Sirenjem signala (back propagation) i
skupove ulaznih i izlaznih podataka da bi uspostavile veze izmedu prinosa rezinoida i
mineralnih materija i operativnih uslova (temperatura i vreme) ekstrakcije. Adekvatnost

razvijenih modela je ocenjena na bazi vrednosti MSE .

Vestacke neuronske mreze se primenjuju u tri faze: obucavanje (treniranje),
testiranje 1 validacija, pa su svi eksperimentalni podaci za prinos rezinoida ili
mineralnih materija podeljeni u tri grupe. U fazi obucavanja, 70 % podataka su
nasumicno izabrani od pocetnog skupa podataka i tezinski parametri su utvrdeni kroz
niz iteracija potebnih za postizanje minimalne vrednosti MSE izmedu predvidenih i
aktuelnih vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija. U toku druge faze
(testiranje), 15 % od ukupnog broja podataka je koriS¢eno za testiranje obucene
vestacke neuronske mreze. U ovoj fazi, veStacke neuronske mreze koriste tezinske
parametre odredene tokom prve faze. Poslednja faza (validacija) je provera mreZze na
preostalom podskupu podataka (15% od ukupnog broja podataka). Faza validacije
predstavlja kona¢no predvidanje prinosa rezinoida ili mineralnih materija razvijenom
veStaCkom neuronskom mrezom u dve prethodne faze, koriste¢i novi podskup

eksperimentalnih podataka.

Arhitektura veStackih neuronskih mreza za prinose rezinoida i mineralnih materija
je prikazana na sl. 4.12. Vestacke neuronske mreze se sastoje od tri sloja neurona, i to:
ulaznog, skrivenog i izlaznog. Ulazni sloj ima dva neurona, koji predstavljaju ulazne

podatke o temperaturi i vremenu ekstrakcije. Izlazni sloj sadrzi jedan neuron, koji
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predstavlja prinos rezinoida ili mineralnih materija (kalijuma, kalcijuma ili
magnezijuma). Broj neurona u skrivenom sloju se odreduje heuristickom procedurom,
tako Sto se testira razlicit broj neurona sve dok se ne dobije minimalna vrednost MSE za
izlazne podatke. Glavne karakteristike vestackih neuronskih mreza za predvidanje

prinosa rezinoida i mineralnih materija predstavljene su u tabeli 4.9.

Vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija dobijenih maceracijom na 23,
50 i 80°C i ultrazvuénom ekstrakcijom na 23, 30 i 40 °C, koriS¢ene su za razvoj
vestackih neuronskih mreza za predvidanje prinosa rezinoida i mineralnih materija.
Vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija dobijenih maceracijom, odnosno

ultrazvuénom ekstrakcijom na 65 °C, odnosno 35 °C koriS¢ene su za testiranje

(validaciju) razvijenih vestackih neuronskih mreza.

Prinos rezinoida
Prinos kalijuma
Prinos kalcijuma
Prinos magnezijuma

Slika 4.12 Arhitektura vestacke neuronske mreze za prinose rezinoida i mineralnih materija
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Tabela 4.9 Glavne karakteristike veStackih neuronskih mreza za predvidanje prinosa rezinoida i
mineralnih materija

Karakteristika

Algoritam Levenberg-Marquardt, sa povratnim Sirenjem signala

Minimalizovanje greske funkcije MSE

Uéenje Nadgledni tip

Ulazni sloj Bez prenosne funkcije

Skriveni sloj Hiperboli¢na tangetna sigmoidalna prenosna funkcija
Izlazni sloj Hiperboli¢na tangetna sigmoidalna prenosna funkcija
Broj podataka 50°, 48"

Rezinoid: 23%, 15
Kalijum: 18°, 9°

Broj izvrSenih iteracija Kalcijum: 27°, 13
Magnezijum: 96°, 11°
Rezinoid: 17%, 9°
Kalijum: 12°, 3°

Broj najboljih iteracija Kalcijum: 217, 7°
Magnezijum: 96°, 7°

Broj ulaznih neurona 2°

Broj neurona skrivenog sloja Testirano sa 1-20 neurona (optimalan broj 10)
d

Broj izlaznih neurona 1

* Maceracija. ® Ultrazvuéna ekstrakcija.° Temperature (T) i vreme (7). ¢ Prinos rezinoida, kalijuma,
kalcijuma ili magnezijuma.

4.3.2.2. Modeli vestackih neuronskih mreza za prinose rezinoida
i mineralnih materija

Radi ilustracije koriS¢enog postupka modelovanja prinosa rezinoda i mineralnih
materija, na sl. 4.13 prikazana je zavisnost MSE od broja neurona u skrivenom sloju

vesStackih neuronskih mreza za prinose rezinoida maceracijom 1 ultazvuénom
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ckstrakcijom. Minimalne vrednosti MSE za treniranje, testiranje i validaciju ve$tackih
neuronskih mreza su dobijene kada se skriveni sloj sastojao od 10 neurona i iznosile su
0,40, 0,14 1 0,17 za maceraciju, odnosno 0,19, 0,22 i 0,02 za ultrazvu¢nu ekstrakciju
(tabela 4.10). Na osnovu ovog rezultata, u modelovanju prinosa rezinoida i mineralnih
materija koriS¢ene su vesStacke neuronske mreze sa topologijom 2-10-1. Prilikom
treniranja, testiranja i1 validacije veStackih neuronskih mreZa za prinose rezinoida,
vrednost MSE opada brzo sa porastom broja epoha (iteracija), kao §to se vidi na
sl. 4.14. Najbolja validacija vestackih neuronskih mreza za maceraciju i ultrazvuénu
ekstrakciju je dobijena na devetoj i petoj epohi, kada su vrednosti MSE iznosile 0,17 i
0,22, respektivno. Ostali znacajni rezultati vezani za treniranje, testiranje i validaciju
vestackih neuronskih mreza za prinose rezinoida i mineralnih materija ostvarene
maceracijom 1 ultrazvu¢nom ekstrakcijom, kao Sto su: MSE, MRPD, koeficijent
korelacije R 1 broj iteracija (epoha) sa najboljim rezultatom validacije, date su u tabeli
4.10. Vestatke neuronske mreze sa topologijom 2-10-1 za prinose rezinoida i
mineralnih materija maceracijom 1 ultrazvuénom ekstrakcijom imaju vrednosti
koeficijenta korelacije bliske jedinici (= 0,98). Takode, sl. 4.14 i male vrednosti
MRPD date u tabeli 4.10 potvrduje dobro slaganje aktuelnih i predvidenih vrednosti

prinosa rezinoida i mineralnih materija.

Broj skrivenih neurona Broj skrivenih neurona

Slika 4.13 Zavisnost MSE od broja neurona u skrivenom sloju za prinose rezinoida: a) maceracija i
b) ultrazvucna ekstrakcija (treniranje — o, testiranje — A i validacija — o)
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Tabela 4.10 Rezultati modelovanja prinosa rezinoida i mineralnih materija modelom vestacke neuronske mreze sa topologijom 2-10-1

s R S .. Korelacija
Treniranje Testiranje Validacija ih podatak
Ekstrakciona Ekstraktivne svih podataka  AfRPD
tehnika materije %
MSE R MSE R MSE R Epoha” R
Rezinoid 3,95-10™ 0,985 1,42-10™ 0,995 1,71-10" 0,996 9 0,989 +0,6
Kalijum 431-10% 0,996  2,06-10° 0,998 438-10% 0,997 12 0,994 +2,0
Maceracija
Kalcijum 9,66-107 0,993 2,35-10° 0,994 1,51-10° 0,991 21 0,991 +1,3
Magnezijum 3,67-107 0,997  9,03-107 0,995 1,39-10° 0,997 96 0,997 +1,0
Rezinoid 1,86-10™ 0,994 1,75-107 0,999 2,19-10" 0,997 5 0,995 +0,4
Kalijum 3,03-10% 0,992  2,37-10% 0,996 1,98-10* 0,996 3 0,993 +1,0
Ultrazvucna
ekstrakcija ]
Kalcijum 2,33-10° 0,996 1,68-10° 0,996 1,78-10° 0,998 7 0,996 £1.5
Magnezijum 1,19-107 0,999 1,35-10° 0,997 3,64:-107 0,997 7 0,999 +0,6

* Koeficijent korelacije izmedu predvidenih i aktuelnih vrednosti prinosa.
® Redni broj epohe sa najboljim rezultatom validacije.
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Slika 4.14 Zavisnost MSE od broja iteracija (epoha) za veStacke neuronske mreZe za prinose rezinoida sa
topologijom 2-10-1: a) maceracija i b) ultrazvu¢na ekstrakcija (treniranje — plava linija, testiranje —
crvena linija i validacija — zelena linija)
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Slika 4.15 Poredenje predvidenih i eksperimentalnih vrednosti prinosa: a) rezinoida, b) kalijuma,
¢) kalcijuma i d) magnezijuma za modele vestackih neuronskih mreza sa topologijom 2-10-1 (predvidene
vrednosti: otvoreni simboli; testiranje razvijenog modela prinosom rezinoida dobijenih maceracijom na
65 °C i ultrazvuénom ekstrakcijom na 35 °C: puni simboli; maceracija — o, ® i
ultrazvucna ekstrakcija — A, A).
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Razvijeni modeli vestackih neuronskih mreZa su testirani sa vrednostima prinosa
rezinoida i mineralnih materija dobijenih maceracijom na 65 °C i ultrazvuénom
ckstrakcijom na 35 °C. Mo¢ generalizacije razvijenih modela je potvrdena u
primenjenom opsegu temperature ekstrakcije poSto su vrednosti MRPD bile
prihvatljive, 1 to: za maceraciju 10,2 % (rezinoid), +13,6 % (kalijum), +9,2 %
(kalcijum) i £8,5 % (magnezijum), a za ultrazvucnu ekstrakciju +6,9 % (rezinoid),
+2,7 % (kalijum), £16,4 % (kalcijum) i +6,7 % (magnezijum). Narocito velika
odstupanja zapaZena su za prinos kalcijuma (£20-40 %) ultrazvu¢nom ekstrakcijom u
poCetnom periodu (= do 20 min), kao i za prinos magnezijuma (£17-25 %)

maceracijom u zavrSnom delu procesa (= 180 min).

PovrSine odziva i konturni dijagrami na bazi vrednosti prinosa rezinoida i
mineralnih materija koje predvidaju modeli veStackih neuronskih mreza kao funkcija
temperature i vremena za maceraciju i ultrazvuénu ekstrakciju slicni su povrSinama
odziva i konturnim dijagramima dobijenih na osnovu modela polinoma drugog reda, pa

nece biti prikazani i diskutovani.

4.3.2.3. Optimizacija operativnih uslova ekstrakcije rezinoida
metodom geneti¢kog algoritma

Radi odredivanja optimalnih uslova ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz
nadzemnih delova G. mollugo, ulazni prostori razvijenih vestackih neuronskih mreza su
optimizovani koris¢enjem metode genetickog algoritma (Desai i sar., 2008; Marchitana
i sar., 2010; Rajendra i sar., 2009). Ova metoda spada u grupu stohastickih
optimizacionih metoda, a bazirana je na konceptu prirodne selekcije i evolucije.
Geneticki algoritam predstavlja svaku tacku svog prostora reSenja preko binarnog niza
(stringa), koji se zove hromozom. Obicno se koristi niz hromozoma, koji se naziva
populacija. Svakom hromozomu populacije pridruzuje se odredena vrednost
prilagodenosti (podobnosti ili fitnesa), ¢ija se procena svodi na odredivanje fitnes
(kriterijumske) funkcije. Populacija evoluira u pravcu zadovoljenja fitnes funkcije.
Geneticki algoritam proizvodi novu populaciju u svakoj generaciji promenom
genetickih operatora: selekcije, ukrStanja i mutacije. Pri tome, oni ¢lanovi populacije

koji bolje zadovoljavaju fitnes funkciju imaju vecu Sansu da “prezive” i ucestvuju u

79



budu¢im ukrStanjima. Posle odredenog broja generacija, dobija se populacija sa

¢lanovima sa ve¢im stepenom zadovoljenja fitnes funkcije.

Ulazni podaci za temperaturu i vreme ekstrakcije su odlucujué¢e promenljive za
geneticki algoritam, koji vrsi optimizaciju kroz ponavljanja do konvergencije, sa ciljem
maksimiziranja prinosa rezinoida ili mineralne materije. Geneticki algoritam pocinje sa
ulaznim skupom temperatura i1 vremena, koji predstavlja pocetnu populaciju
hromozoma. Geneticki algoritam sluc¢ajno bira ¢lanove iz aktuelne populacije, koja u
ulozi “roditelja” produkuje “decu” naredne generacije uz koriS¢enje pravila selekcije,
ukrSatnja 1 mutacije. Zatim, geneti¢ki algoritam izracunava vrednosti fitnes funkcije
svih hromozoma 1 selektuje najbolje. Ovde vredi re¢i da je fitnes funkcija u
terminologiji genetickog programiranja isto Sto i objektivna funkcija u terminologiji
matematickog programiranja. PoSto se izraCunaju vrednosti fitnes funkcije za svaki
pojedinacni hromozom (reSenje), proverava se kriterijum za zaustavljanje genetickog
algoritma, koji se definiSe kao odredena vrednost MFSE. Ako je ovaj kriterijum
dostignut, zaustavlja se rad genetickog algoritma, a dobijeno reSenje se prihvata kao
optimalno. Ovo reSenje obuhvata vrednosti prinosa rezinoida ili mineralnih materija,
temperature i vremena. Ako kriterijum za zaustavljanje rada genetickog algoritma nije
dostignut, onda se neki hromozomi selektuju iz aktuelne populacije na bazi rangiranja i
sortiranja vrednosti fitnes funkcije. Ovi selektirani hromozomi “roditelji” se koriste da
bi se produkovala nova generacija “dece” hromozoma, pri ¢emu se koriste vrednosti
genetickih operatora: reprodukcija, ukr§tanje i mutacija. Dozvoljava se, takode, da se
odreden broj “dece” hromozoma direktno prenese u narednu generaciju (tzv. elitizam).
Posle odredenog broja generacija, geneti¢ki algoritam konverguje prema najboljem
hromozomu, tj. optimalnom reSenju. Potraga za optimalnim reSenjem u svim fazama
optimizacionog postupka je ogranicena u granicama procesnih promenljivih koje su

definisane eksperimentalnim planom.

Za optimizaciju prinosa rezinoida i mineralnih materija koriS¢ena je fitnes
funkcija u vidu prethodno obucene, testirane i validirane veStacke neuronske mreze.
Primenom genetickog algoritma optimizovan je ulazni skup procesnih promenljivih

(temperature i vremena ekstrakcije) za neuronsku mrezu na sledec¢i nacin:

Maximize g =f(7T,t) (4.5)
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gde je: g - prinos rezinoida ili mineralnih materija, a f(7,¢) - fitnes funkcija u obliku

prethodno obucene, testirane i validirane veStacke neuronske mreze. VesStacka
neuronska mreza formira nelinearne veze izmedu odgovora (prinosi rezinoida ili
mineralnih materija) i procesnih promenljivih (temperatua i vreme). IzraCunavanja
pomocu genetickog algoritma se izvrSavaju do postizanja odgovarajuc¢ih prinosa, kada
srednja vrednost sume kvadrata razlike izmedu najbolje inidividualne i srednje fitnes
funkcije aktuelne populacije (tj. MFSE) hromozoma postane manja od prethodno

definisane male vrednosti. Vrednost MFSE se izratunava pomocu jednacine (3.10)

(Rajendra i sar., 2009).

Optimizaciji pomocu genetiCkog algoritma u kombinaciji sa veStatkom
neuronskom mrezom prethodi nalazenje vrednosti genetiCkih operatora. Prethodnim

probnim izra¢unavanjima utvrdeni su slede¢i uslovi rada genetickog algoritma:

* izracunavanja u svakoj fazi su ograni¢ena grani¢nim vrednostima temperature
(23 =T =< 80 °C za maceracijui 23 <T =< 80 °C za ultrazvu¢nu ekstrakciju) i
vremena (0 <¢=< 240 min za maceraciju i 0 <¢=< 80 min za ultrazvu¢nu
ekstrakciju);

* kriterijumi za zaustavljanje izraCunavanja su: a) broj generacija 60, b) vreme
izraGunavanja ©, ¢) granica fitnes funkcije - i d) MFSE < 10°;

* vrsta populacije: dvostruko vektorska (pri ¢emu jedan vector sadrzi vrednosti
temperature, a drugi vrednosti vremena), sa funkcijom kreiranja koja je
zavisna od ogranicenja i ostalim podrazumevanim vrednostima;

* pocetna populacija: ulazne vrednosti temperature i vremena;

* veli¢ina populacije: 50 za maceraciju i 30 za ultrazvu¢nu ekstrakciju;

* rangirano skaliranje fitnes funkcije;

* selekcija u vidu stohasticke uniformne funkcije;

* reprodukcija sa izborom dve najbolje jedinke i verovatno¢om ukrstanja 0,8;

* rastrkano ukrStanje;

* migracija unapred sa stepenom 0,2 i intervalom 20 (podrazumevane
vrednosti);

* mutacija sa prilagodljivom i izvodljivom funkcijom;

* parametri ogranicenja sa podrazumevanim vrednostima;

* Dbez hibridne funkcije.
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Uslovi maceracije i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija su
optimizovani pri odabranim uslovima rada genetiCkog algoritma sprovodenjem
izraCunavanja kroz odredeni broj generacija. Radi ilustracije postupka izracunavanja,
promene vrednosti fitnes funkcije za prinose rezinoida maceracijom i ultrazvuénom
ekstrakcijom prikazane su na slici 4.16. Najbolja vrednost fitnes funkcije se poboljsava
brzo u prvim generacijama, kada su jedinke daleko od optimalnog reSenja. Njihovo
poboljsavanje je sporije u kasnijim generacijama ¢ije populacije su blize optimalnom
reSenju. Posle odredenog broja generacija (maceracija 63 1 ultrazvucna ekstrakcija 51),

geneticki algoritam konvergira ka optimalnom reSenju.

Slika 4.16 Promene vrednosti fitnes funkcije za prinos rezinoida u toku izratunavanja
a) maceracija i b) ultrazvucna ekstrakcija (vrednost fitnes funkcije: najbolja — @ i srednja — @)

Maksimalne vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija pri optimalnim
uslovima maceracije i1 ultrazvu¢ne ekstrakcije koji su odredeni metodom genetickog
algoritma date su u tabeli 4.11. Ove vrednosti se dobro slazu sa aktuelnim maksimalnim
vrednostima prinosa rezinoida i mineralnih materija ostvarenim pod istim uslovima

maceracije 1 ultrazvucne ekstrakcije. Maksimalni predvideni prinos rezinoida
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maceracijom na temperaturi 80 °C i za vreme od 193 min iznosi 21,3 g/100 g, $to se
slaze sa eksperimentalnom vredno$éu 20,8 g/100 g pri skoro istim ekstrakcionim
uslovima. Za ultrazvuénu ekstrakciju, maksimalni predvideni prinos rezinoida od
26,0 g/100 g ostvaruje se na temperaturi 40°C za 56 min, koji je saglasan sa aktuelnom

vrednoSc¢u 25,7 g/100 g pri priblizno istim uslovima ekstrakcije.

4.3.3. Poredenje modela polinoma drugog reda i vestacke
neuronske mreze

Modeli polinoma drugog reda i veStacke neuronske mreze za predvidanje prinosa
rezinoida i mineralnih materija mogu se porediti na osnovu vrednosti Rz, MRPD

(tabela 4.12) i1 predvidenih maksimalnih prinosa rezinoida i mineralnih materija koji se

postizu pri optimalnim procesnim uslovima (tabela 4.13).

Tabela 4.12 pokazuje da su vrednosti R* bliske jedinici, a vrednosti MRPD male,
tako da su oba modela prihvatljiva za predvidanje prinosa rezinoida i mineralnih
materija maceracijom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom u opsegu temperature 23-80 °C i
23-40 °C, respektivno. Pri tome, modeli veStacke neuronske mreze imaju vece vrednosti
R? i manje vrednosti MRPD u navedenim opsezima temperature od modela polinoma
drugog reda, Sto zna¢i da su prvi modeli bolji od drugih. SloZeniju sliku stvara
poredenje modela u odnosu na podatke koji su koriS¢eni za validaciju modela. Tako se
vrednosti aktuelnih prinosa rezinoida i mineralnih materija maceracijom na 65 °C bolje
slazu sa vrednostima prinosa koje predvidaju modeli polinoma drugog reda nego
modeli vestacke neuronske mreze, §to se zakljuuje na osnovu manjih vrednosti MRPD
. Medutim, kod prinosa rezinoida i mineralnih materija ultrazvu¢nom ekstrakcijom na
35 °C zapaZza se da su modeli polinoma drugog reda bolji u sluéaju rezinoida i

kalcijuma, a loSiji u sluc¢aju kalijuma i magnezijuma.
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Tabela 4.11 Rezultati optimizacije prinosa rezinoida i mineralnih materija kombinacijom modela veStacke neuronske mreZe i geneti¢kog algoritma®

Optimalni uslovi

. . b .
Ekstrakciona Ekstraktivne . wwc,_ . waama.:mm:_ >E.: elni RPD
tehnika Em:wu.mum izvrSenih b b pPrinos prinos %
iteracija Temperatura Vreme g/100 g g/100 g
°C min
Rezinoid 51-63 8040 193+3 21,3+0,0 20,8° -2,4
Kalijum 52-68 59,6+0,2 1712 1,4660,001 1,342¢ -9,2
Maceracija
Kalcijum 51-52 80,1+0,2 170+9 0,0829-+0,0005 0,0838° L1
Magnezijum 51-59 77+0 19642 0,0690:0,0001 0,0677° -1,9
Rezinoid 51 40,0+0,0 55,9+0,2 26,0+0,0 25,7° -1,2
Kalijum 51 40,0+0,0 78,4+2,8 1,425+0,001 1,424 -0,1
Ultrazvuéna
ekstrakcija
Kalcijum 51 38,1+0,0 65,3+4,1 0,115+0,000 0,113¢ 1.8
Magnezijum 51 39,940, 1 79,3+1,3 0,08410,0000 0,0849" 0,9

? Veli¢ina populacije: 30, stepen ukrStanja:

® 60 min. " 80 min, £ 40 °C i 60 min.

0,8 i stepen migracije 0,2. ° Srednja vrednost + standardna devijacija (n = 10). © 80 °C i 180 min.

465 °C i 180 min.
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Tabela 4.12 Poredenje modela polinoma drugog reda i modela vestacke neuronske mreze

85

Maceracija Ultrazvucna ekstrakcija
Ekstraktivna materija ~ Tip modela® Polinom drugog reda Vestacka neuronska mreza Polinom drugog reda Vestacka neuronska mreza
MRPD MRPD MRPD MRPD
R’ o, R’ o, R’ o, R’ %

Model 0,980 +3,5 0,986 +0,6 0,970 +1,5 0,974 +0,4
Rezionid o

Validacija 138 +10,2 +6,6 +6.9

modela

Model 0,948 +5,7 0,988 +2,0 0,981 +1,2 0,986 +1,0
Kalijum o

Validacija +4.1 +13,6 +3,9 +2,7

modela

Model 0,973 +1,7 0,988 +1,3 0,978 +2,3 0,993 £1,5
Kalcijum o

Validacija 19,0 +9.2 +5.7 +16,4

modela

Model 0,956 +2.5 0,991 +1,0 0,981 +1,9 0,997 +0,6
Magnezijum o

Validacija 8.0 +8.5 +11,3 +6,7

modela

*Maceracija: razvoj modela — 23, 50 i 80 °C, validacija modela - 65 °C.
Ultrazvuéna ekstrakcija: razvoj modela - 23, 30 i 40 °C, validacija modela - 35 °C.
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Tabela 4.13 Poredenje maksimalnih prinosi rezinoida i mineralnih materija pri optimalnim operativnim uslovima maceracije i ultrazvu¢ne ekstrakcije

odredenim metodologijom povr$ine odziva i kombinacijom vesStacke neuronske mreze i geneti¢kog algoritma

Metodologija povr$ine odziva

Vestacka neuronska mreza
1 geneticki algoritam

. : RPD
H&::wm. ) mwmq_ww:,\:m Tempe- Predvideni Tempe- Predvideni %
ekstrakcije materija P Vreme maksimalni P Vreme maksimalni
ratura . . ratura . .
o O min primos o O min primos
g/100 g g/100 g

Rezinoid 80 192-208 21,7 80 193 21,3 1,8

Kalijum 69 152 1,393 60 170 1,466 -5,2
Maceracija

Kalcijum 80 169 0,0845 80 170 0,0829 1,9

Magnezijum 79 191 0,0696 77 196 0,0690 0,9

Rezinoid 40 56-64 25,8 40 56 26,0 -0,8

Kalijum 40 80 1,434 40 78 1,425 0,6
Ultrazvucéna
ekstrakcija

Kalcijum 40 77 0,114 38 65 0,115 -0.9

Magnezijum 40 77 0,0855 40 79 0,0841 1,6
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Poredenje predvidenih maksimalnih prinosa rezinoida i mineralnih materija i
optimalnih uslova maceracije i ultrazvu¢ne ekstrakcije odredenih polinomom drugog
reda 1 kombinovanjem vestacke neuronske mreze sa genetiCkim algoritmom moze se
izvrSiti na osnovu podataka datih u tabeli 4.13. Jasno se vidi da su vrednosti
maksimalnih prinosa rezinoida i mineralnih materija koje predvidaju dva modela
medusobno vrlo bliske. Takode, oba modela ukazuju na vrlo slicne optimalne uslove i

za maceraciju i za ultrazvu¢nu ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija.

4.3.4. Selektivnost ekstrakcije mineralnih materija

Selektivnost ekstrakcije mineralnih materija maceracijom 1 ultrazvu¢nom
ekstrakcijom menja se u toku ekstrakcije, kao $to se moze videti na sl. 4.17 i 4.18, pri
¢emu prva pokazuje promene selektivnosti ekstrakcije kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma u toku maceracije na 23 °C, a druga promene selektivnosti ekstrakcije
kalijuma, kalcijuma i magnezijuma u toku maceracije na 50, 65 i 80 °C i ultrazvuéne
ekstrakcije na 23, 30 i 40 °C. Generalno, bez obzira na tehniku ekstrakcije i temperaturu
ekstrakcije, selektivnost ekstrakcije mineralnih materija se povecava sa vremenom,
dostize maksimum i opada do stalne vrednosti. Medutim, pod nekim uslovima
ekstrakcije maksimum krivih koje predstavljaju promenu selektivnosti ekstrakcije
mineralnih materija sa vremenom se jedva (maceracija na 65 i 80 °C) ili uopste ne

uocava (ultrazvuéna ekstrakcija i viSe temperature ekstrakcije).
0,10 0,010

0,08 - - 0,008

0,06 - -1 0,006

0,04 - - 0,004

A
-
u |
—t]

0,02 4 < 0,002

Selektivnost ekstrakcije (K), g/g
Selektivnost ekstrakcije (Ca, Mg), g/g

R Iy
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Vreme, min

0,00

Slika 4.17 Promena selektivnosti ekstrakcije kalijuma (o), kalcijuma (A) i magnezijuma (0) u toku
maceracije na 23 °C
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Jasno je, takode, da se selektivnost ekstrakcije mineralnih materija smanjuje sa
povecanjem temperature, ukazuju¢i da se na viSim temperaturama rastvorljivost
prate¢ih materija viSe povecava nego rastvorljivosti jedinjenja kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma. Na istoj temperaturi (23 °C), veca selektivnost ekstrakcije mineralnih
materija se postize maceracijom nego ultrazvuénom ekstrakcijom, Sto znaci da
ultrazvuk viSe pospeSuje ekstrakciju prate¢ih materija nego jedinjenja kalijuma,

kalcijuma i magnezijuma.

100 150 25 2 40 60
Vreme, min Vreme, min

0,006 0,006

0.005

0,003

0,002

0,001

) 150 25 2 40 60

Vreme, min Vreme, min

0,006 0,005

0,004

0,004

0,003

0,002

0,001

0,000
100 150 200 25 ) 40 60

Vreme, min Vreme, min

Slika 4.18 Promena selektivnosti ekstrakcije a i d) kalijuma, b i e) kalcijuma i c i f) magnezijuma u toku
maceracije (a, bic: 50 °C — o, 65 °C — A i 80 °C — o) i ultrazvuéne ekstrakeije (d, e i f: 23 °C — o,
30°C-Ai40°C-n)
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U slucaju maceracije na 23 °C, maksimalne vrednosti selektivnosti ekstrakcije
kalijuma (0,086 g/g), kalcijuma (0,0063 g/g) i magnezijuma (0,0046 g/g) postizu se
priblizno posle 240, 60 i 30 min, respektivno (sl. 4.17). Selektivnost ekstrakcije
kalijuma maceracijom na 50 i 65 °C dostize maksimalnu vrednost posle priblizno
60 min (0,087 g/g), odnosno 20 min (0,088 g/g), dok se ona (0,065+0,002 g/g)
praktiéno ne menja na 80 °C (sl. 4.18a). Selektivnost ckstrakcije kalcijuma i
magnezijuma raste dok ne dostigne maksimalnu vrednost, posle ¢ega blago opada ili
ostaje nepromenjana tokom maceracije, nezavisno od temperature ekstrakcije (sl. 4.18b

ic).

U prisustvu ultrazvuka, selektivnost ekstrakcije se skoro ne menja (kalcijum,
0,0042 g/g), blago opada (kalijum) ili blago povecava (magnezijum, od 0,0026 g/g do
0,0035 g/g) na svim temperaturama (sl. 4.18d, e i f). Selektivnost ekstrakcije kalijuma
opada sa povecanjem temperature (0,066 g/g na 23 °C i 0,057 g/g na 40 °C), dok se ¢ini
da selektivnost ekstrakcije kalcijuma (0,0043 g/g) i magnezijuma (0,0031 g/g) ne zavisi
od temperature. Na vi§im temperaturama (30 i 40 °C), selektivnost ekstrakcije

mineralnih materija se povecava do dostizanja platoa.

4.4. Modelovanje kinetike ekstrakcije rezinoida
i mineralnih materija

4.4.1. Kineticki modeli ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija

Kinetika procesa ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija (kalijuma, kalcijuma
1 magnezijuma) iz nadzemnih delova G. mollugo vodenim rastvorom etanola
(50 % vol.) je ispitivana pri odnosu rastvara¢-biljni materijal 20 g/g na razli¢itim
temperaturama u odsustvu (maceracija) i prisustvu ultrazvuka (ultrazvucna ekstrakcija).
Maceracija je izvodena na 23, 50, 65 i 80 °C, a ultrazvucna ekstrakcija na 23, 30, 35 i
40 °C. Slika 4.4 i 4.5 ilustruju promene prinosa rezinoida i mineralnih materija u toku
ekstrakcije maceracijom i ultrazvucnom ekstrakcijom, respektivno i potvrduju brzo
ispiranje u pocetnoj fazi procesa i sporu ekstrakciju (difuziju) u kasnijoj fazi. Zbog toga
je za opisivanje promene prinosa rezinoida i mineralnih materija sa vremenom najpre
koris¢en fenomenoloski model istovremenog ispiranja i difuzije, jednacina (2.26), zatim
model zasnovan na trenutnom ispiranju i difuziji, jednacina (2.27) i, na kraju, model

pseudo-prvog reda, jednacina (2.28).
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4.4.2. Kinetika maceracije i ultrazvucne ekstrakcije rezinoida
i mineralnih materija

Vrednosti parametara fenomenoloskog modela ¢, f, k; i1 k,, za maceraciju i

ultrazvuénu ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija, kao i vrednosti R? i MRPD,
date su u tabelama 4.14 1 4.15. Fenomenoloski modeli za prinos rezinoida i mineralnih
materija maceracijom i ultrazvuénom ekstrakcijom imaju vrednost R? priblizno

jednaku jedinici, koje su statisticki znacajne na nivou p < 0,001. Male vrednosti

MRPD potvrduju dobro slaganje izmedu predvidenih i aktuelnih vrednosti prinosa

rezinoida (tabela 4.14), kalijuma, kalcijuma i magnezijuma (tabela 4.15).

Ravnotezni prinosi rezinoida 1 mineralnih materija rastu sa povecanjem
ekstrakcione temeperature kod obe primenjene tehnike ekstrakcije, zbog povecanja
rastvorljivosti ekstraktivnih materija, ukljucujuéi jedinjenja kalijuma, kalcijuma i
magnezijuma. Kada se porede dve tehnike ekstrakcije, ravnotezni prinosi rezinoida i
mineralnih materija su ve¢i za ultrazvucnu ekstrakciju nego za maceraciju, i to na nizim
temperaturama, kao rezultat pozitivnih efekata kolapsa kavitacionih mehura na
rastvaranje ekstraktivnih materija (na primer, visokom lokalnom temperaturom).

Izmedu predvidenih i aktuelnih vrednosti ravnoteznih prinosa mineralnih materija

postoji dobro slaganje, §to se zaklju¢uje iz male vrednosti MRPD (rezinoid: £2,2 %, 16

podataka; mineralne materije: +2,5 %, 48 podataka).

Za proces maceracije vrednost frakcije rezinoida izdvojenog ispiranjem

f povetava se linearno sa povecanjem ekstrakcione temperature (R> = 0,979):
£ =3,46-10"T +0,544 (4.6)

Medutim, za ultrazvu¢nu ekstrakciju, vrednost frakcije rezinoida izdvojenog

ispiranjem ne zavisi od ekstrakcione temperature i iznosi 0,880 * 0,024. Vrednost ovog
parametra je veca za ultrazvucénu ekstrakciju nego za maceraciju, ¢ak i na nizim
ekstrakcionim temperaturama, Sto ukazuje na pozitivan uticaj ultrazvuka na proces
ispiranja. Ekstraktivne materije locirane unutar biljnog materijala, ali blizu spoljasnje
povrSine, mogu biti otpuStene zbog razaranja Celijskog zida ultrazvukom 1 postati

dostupne rastvaracu (Vinatoru i sar., 1999).
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Tabela 4.14 Parametri fenomenolo$kog modela za ekstrakciju rezinoida iz nadzemnih delova G. mollugo®

q.. /100 g
Ekstrakciona T 7 k, - 10 k, - 10° 2b MRPD
tehnika °C min”! min R %
Predvideno Aktuelno
23 15,58+0,05 15,56+0,24 0,623+0,015 0,626+0,005 0,230+0,009 0,992+0,003 2,7
50 17,28+0,38 16,17+0,15 0,725+0,057 1,58+0,05 0,695+0,015 0,995+0,001 5,7
Maceracija
65 18,67+0,09 18,32+0,26 0,750+0,007 15,84+0,11 1,585+0,025 0,990+0,001 +2,8
80 21,30+0,02 21,61+0,08 0,830+0,025 49,11+0,11 2,505+0,024 0,997+0,002 =1,6
23 18,56+0,20 18,22+0,16 0,895+0,015 2,13+0,13 1,995+0,055 0,997+0,001 =1,8
30 19,72+0,01 19,57+0,04 0,913+0,018 6,69+0,02 3,473=0,093 0,998+0,001 =11
Ultrazvuéna
ekstrakcija
35 21,37+0,07 21,26+0,08 0,850+0,004 12,33+0,04 3,893+0,021 0,999+0,000 0,8
40 25,95+0,21 25,89+0,00 0,860+0,004 18,31+0,06 4,415+0,075 0,995+0,003 1,7

*Vrednost parametrazstandardna devijacija. °p < 0,001.
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Tabela 4.15 Parametri fenomenoloskog modela za ekstrakciju mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo

Ekstraktivna Ekstrakciona T > /100 g kix10" k>x10% 2a MRPD
materija tehnika °C Izraunato Eksperiment f min”' min” R %
23 1,141+0,022  1,119+0,001 0,924+0,005 0,118+0,001 0,470+0,001  0,989+0,003  =4,7
.. 50 1,235+0,008  1,245+0,006 0,921=0,001 1,41+0,01 1,21+0,00 0,975+0,004  =4,0
Maceracija
65 1,340£0,003  1,344+0,063 0,929+0,001 7,99+0,05 1,55+0,00 0,999+0,001  =0,9
Kalijum 80 1,345£0,000  1,369+0,008 0,930+0,000 26,26+0,06  3,48+0,00 0,993+0,003 =33
23 1,148+0,002  1,138+0,004 0,929+0,001 3,50+0,00 3,010,00 0,999+0,000 =23
Ultrazvuéna 30 1,183+0,004  1,241+0,014 0,919+0,005 6,000,02 4,04+0,00 0,991+0,003 2,9
ekstrakcija 35 1,302+0,013  1,329+0,001 0,932+0,003 11,810,044  4,95+0,00 0,992+0,003 2,9
40 1,412+0,001  1,424+0,001 0,925+0,001 18,42+0,01  5,79+0,00 0,999+0,000  =0,8
23 0,077+0,001  0,073%0,000 0,783+0,003 0,533+0,001  0,100+0,00 0,989+0,001  =3,0
Maceracija 50 0,080+0,000  0,078+0,000 0,786=0,003 3,90+0,00 0,642+0,00 0,988+0,002  =3.9
65 0,085+0,000  0,081%0,000 0,788+0,004 6,70+0,03 0,71420,00 0,995+0,000 =21
Kalcijum 80 0,085+0,000  0,084+0,000 0,7910,001 23,74+0,07  1,50+0,00 0,998+0,001  =1,3
23 0,074+0,000  0,075+0,001 0,832+0,004 5,68+0,03 2,78+0,00 0,993+0,003 2,6
Ultrazvuéna 30 0,086+0,000  0,088+0,001 0,824+0,004 7,59+0,00 3,15+0,00 0,991+0,002  =2.8
ekstrakcija 35 0,095+0,002  0,099+0,001 0,832+0,001 9,94+0,006  4,66+0,00 0,976+0,019 =53
40 0,109£0,002  0,113+0,001 0,828+0,002 15,24+0,025 6,26+0,01 0,968+0,011 =44
23 0,062+0,001  0,060+0,000 0,714+0,001 0,677+0,001  0,228+0,00 0,992+0,003 2,7
Maceracija 50 0,066=0,000  0,063%0,000 0,717+0,002 3,39+0,00 0,610=0,00 0,989+0,001  =3,9
65 0,068+0,000  0,065+0,000 0,715+0,000 8,25+0,01 1,22+0,00 0,988+0,002 =41
.. 80 0,069+0,000  0,068+0,000 0,717+0,001 21,34+0,02  1,69+0,00 0,990+0,005 3,0
Magnezijum
23 0,064+0,000  0,061+0,000 0,769+0,004 4,90+0,00 2,63+0,00 0,987+0,003 3,7
Ultrazvuéna 30 0,067+0,001  0,069+0,000 0,725+0,015 7,20+0,01 3,17+0,00 0,985+0,003 =41
ekstrakcija 35 0,07120,001  0,075+0,000 0,736+0,029 9,22+0,03 4,07+0,01 0,979+0,009 =73
40 0,082+0,001  0,086%0,000 0,771x0,004 14,70+0,02  5,07+0,00 0,960+0,027 =53

“Vrednost parametrazstandarda devijacija. °p < 0,001.
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Frakcija kalijuma izdvojena ispiranjem ne zavisi od temperature i dejstva
ultrazvuka, a njegova vrednost iznosi 0,926+0,005. Frakcije kalcijuma i magnezijuma
izdvojene ispiranjem ne zavise od temperature, ali zavise od dejstva ultrazvuka.
Vrednosti frakcije kalcijuma izdvojene ispiranjem iznose 0,787+0,003 i1 0,829+0,003 za
maceraciju 1 ultrazvuénu ekstrakciju, dok ove vrednosti za magnezijum iznose
0,716+£0,001 1 0,750+0,020, respektivno. Dakle, ultrazvuk malo povecava vrednost
frakcije kalcijuma i magnezijuma izdvojenih ispiranjem, verovatno ¢ine¢i dostupnim
rastvaracu njihova rastvorna jedinjenja iz slojeva blizu spoljaSnje povrSine biljnih
Cestica. Veca vrednost frakcije izdvojene ispiranjem za kalijum u odnosu na kalcijum i
magnezijum moze se objasniti ve¢om rastvorljivo$¢u njegovih jedinjenja prisutnih u

biljnom materijalu.

Konstante brzine ispiranja i difuzije rezinoida i mineralnih materija &, i k, rastu

sa povecanjem temperature prema Arrhenius-ovoj jednacini, kao Sto se vidi na sl. 4.19.
Vrednosti ovih konstanti brzine su veée u prisustvu ultrazvuka nego u njegovom
odsustvu, ¢ak i na nizoj temperaturi. Povecanje konstante brzine pod dejstvom
ultrazvuka moze se pripisati razaranju celijskog zida, intenziviranju prenosa mase i
mogucem smanjenju veli¢ine ¢estice (Vinatoru i sar., 1999).

2 1

a) ° b)

1
1

Ink, Ink,, min
»
Ink,, In k,, min

T T '4 T T T !
0,0028 0,0030 0,0032 0,0034 0,00315 0,00320 0,00325 0,00330 0,00335 0,00340

1T, K' T, K'

Slika 4.19 Zavisnost In kl i h1k2 od l/ T : a) maceracija b) ultrazvucna ekstrakcija (ispiranje: otvoreni
simboli; difuzija: puni simboli; rezinoid - o, e, kalijum — A, A, kalcijum — o, m i magnezijum — 0, 4)
Vrednosti parametara Arrhenius-ove jednacine date su u tabeli 4.16. KoriS¢enjem
Student-ovog #testa ocenjeno je da su sve R” vrednosti zna¢ajne na nivou p < 0,001. Na
osnovu vrednosti za energiju aktivacije, moze se zakjuciti da ultrazvuk ima uticaja na

proces ispiranja rezinoida i mineralnih materija, ali ne 1 na difuziju ekstraktivnih
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materija kroz biljne Cestice. Vrednosti energije aktivacije za ispiranje rezinoida i
mineralnih materija su veée u odsustvu ultrazvuka nego u njegovom prisustvu.
Povecanje konstante brzine ispiranja rezinoida i mineralnih materija pod dejstvom
ultrazvuka moze se pripisati razaranju celijskog zida, intenziviranju prenosa mase i
mogué¢em smanjenju veli¢ine Cestica (Vinatoru i sar., 1999). Vrednosti energije
aktivacije za ispiranje kalijuma su vece nego vrednosti energije aktivacije za ispiranje
kalcijuma 1 magnezijuma. Pored toga, vrednosti energije aktivacije za difuziju
mineralnih materija su slicne u odsustvu i prisustvu ultrazvuka, s tim $to su one za

kalcijum nesto vece od vrednosti za kalijum i magnezijum, koje su medusobno jednake.

Tabela 4.16 Parametri Arrhenius-ove jednacine za maceraciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju
rezinoida i mineralnih materija

Ekstraktivna Ekstrakciona A Ea R
materija tehnika (min”!) (ky/mol)
v . ki 3,79 10" 67.8 0,897
aceracija
Rezinoid k, 7,84 10° 37,1 0,992
ezinoi
Ultrazvucna k; 5,89 10' 98,6 0,980
ekstrakcija k, 4,02 10* 35.5 0,909
v . ki 5,29 10" 8327 0,994
aceracija
Kali : k, 5,56 10 28,87 0,955
alijum
Ultrazvuéna k1 1,37 10" 77,17 0,985
ekstrakcija k, 5.9710° 30,01 0,984
v . k; 3,57 10° 55.70 0,985
aceracija
Kaloi ! k, 1,31 10* 40,02 0,949
alcijuma
Ultrazvucna k1 2,79 107 43,72 0,962
ekstrakcija k2 1,16 10° 37.73 0,896
v . ki 9,62 10 52,01 0,996
aceracija
M .. ! k, 7,31 10* 31,32 0,989
agnezijum
Ultrazvucna k1 1,50 108 48,18 0,973
ekstrakcija k, 492 10° 29.96 0,938
* p<0.001

Vrednosti prinosa rezinoida i mineralnih materija su izracunate pomocu

fenomenoloskog modela, uz koriS¢enje: vrednosti ¢, izraCunate pomocu modela
(tabela 4.14 i 4.15), vrednosti k, i k, izraCunate pomocu Arrhenius-ove jednacine,

jednacina (2.29), uz koriS¢enje parametara iz tabele 4.16, i vrednosti parametara
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f izraCunate pomocu jednaCine (4.6) za maceraciju i f = 0,880 za ultrazvu¢nu

ekstrakciju u sluCaju rezinoida, odnosno konstantnih vrednosti parametara [ za

mineralne materije. Na sl. 4.20 je izvrSeno poredenje predvidenih i aktuelnih vrednosti

prinosa rezinoida za obe tehnike ekstrakcije. Predvidanje vrednosti prinosa rezinoida i

mineralnih materija na osnovu fenomenoloskog modela je veoma uspes$no jer je razlika

izmedu predvidenih i aktuelnih vrednosti prinosa rezinoida za obe ekstrakcione tehnike

mala (MRPD = =33, £2.8, £3,5 1 +4,5 % za rezinoid, kalijum, kalcijum i magnezijum,

respektivno). Slika 4.4 i 4.5, gde su krive fenomenoloskog modela prikazane punom

linijom, ilustruju dobro slaganje modela sa eksperimentom.
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Slika 4.20 Poredenje izracunatih i ekeperimentalnih vrednosti prinosa a) rezinoida, b) kalijuma,
¢) kalcijuma i d) magnezijuma (maceracija — o i ultrazvucna ekstrakcija — A)

Razvijeni fenomenoloski model je testiran podacima dobijenim ultrazvu¢nom

ekstrakcijom rezinoida iz obicne i lepljive zalfije vodom i rastvorom etanola (70 %)

(Velickovi¢ 1 sar., 2006). Rezultati testiranja fenomenoloskog modela za ovaj

ekstrakcioni sistem prikazani su u tabeli 4.17. Pokazano je da je kineticki model
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statisticki znacajan na nivou p < 0,0001. Ovo je vazan rezultat jer upucuje na

zakljucak da se fenomenoloski model moZze primeniti i na druge ekstrakcione sisteme.

Tabela 4.17 Rezultati validacije fenomenoloskog modela za ultrazvu¢nu ekstrakciju rezinoida iz
obi¢ne i lepljive zalfije (40 °C)*

Biljni materijal Rastvarad 4- k 110 Lk 1?2 R? A{}SP[
g/100 g min min

Obicna 7alfija %8%21) 11,9 0,629 507 1,82 0998 =15

(Salvia officinalis L.) o4, 220 0570 435 1,08 0,999 *l.4

Lepljiva 7alfija ggr};’ol) 10,6 0523 465 2,39 1,000 *0,5

(Salvia glutinosa L) o 4, 18,30 0,629 6,03 2,68 1,000 1.9

aVelickovic i sar. (2006).

Dva modela, model pseudo-prvog reda i model zasnovan na trenutnom ispiranju
koje je praceno difuzijom su, takode, analizirani u cilju poredenja sa fenomenoloskim
modelom. Parametri ovih modela su predstavljeni u tabeli 4.18. Model zasnovan na
trenutnom ispiranju pra¢enom difuzijom ima relativno visoku vrednost R* i relativno
malu vrednost za MRPD (tabela 4.15), nezavisno od ekstrakcione tehnike i temperature.
To znaci da ovaj model moze biti adekvatan za opisivanje kinetike ekstrakcije rezinoida
i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo. Medutim, ovaj model se
odlikuje manjim vrednostima za R i ve¢im vrednostima za MRPD nego fenomenologki
model za istu tehniku ekstrakcije (tabela 4.15). Model pseudo-prvog reda ima malu
vrednost R* i relativno veliku vrednost za MRPD (tabela 4.18), nezavisno od
ekstrakcione tehnike i temperature. To znaci da ovaj model nije adekvatan za opisivanje
kinetike ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo.
Prema tome, fenomenoloski model, koji bolje opisuje promenu prinosa rezinoida u toku
ekstrakcije u odnosu na druga dva, jednostavnija modela, moze se preporuciti za

modelovanje kinetike ekstrakcije rezinoida.
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Tabela 4.18 Parametri modela pseudo-prvog reda i modela zasnovanog na trenutnom ispiranju i difuziji za prinose rezinoida i mineralnih materija

Maceracija Ultrazvuc¢na ekstrakcija
srakivaa  TTPS Modelpseudoprogreda MOULZONI RSO ytogel preudo prvogreds i i
materija °C) f VRPD p MRPD X MRPD k MRPD,
x10? R’ % ! x10? R % x10? R % / 10’ K %
(min™) (min™) (min’) (min")
23 0,357 0,482 +£28,43 0,613 0,223 0,969 +4,0 7,70 0,573 £15,90 0,811 4,17 0,956 +6,7
o 50 2,499 0,572 +21,18 0,830 1,18 0,784 +7,4 10,96 0,152 +£1391 0917 5,37 0,759 +1.4
Rezinoid 65 2,470 0,122 +£24,57 0,794 1,26 0,891 +3,6 8,88 0,405 +£15,99 0,818 521 0,952 +1,0
80 2,596 0,245 24,72 0,805 1,66 0,827 +2,0 10,42 0,179 13,67 0,883 531 0,752 +1.8
23 0,301 0,723 21,25 0,223 1,070 0,961 +7,0 0,381 0,981 +5,15 0,893 5,855 0,890 +0,9
3 50 0,119 0,931 +342 0,748 1,958 0,945 +1,6 0,181 0,958  +1,21 0,822 3,149 0,860 +2,1
Kalijum 65 0,043 0,679 +£1,61 0,925 1,817 0,943 +0,8 0,310 0,623 +4,89 0,853 5,486 0,795 +2,0
80 0,135 0,801 +£5,68 0,881 2,227 0,829 +2,0 0,116 0918 +0,85 0,880 6,597 0,920 +0,8
23 0,061 0,503 +19,83 0,817 0,119 0,413 +4,8 0,366 0,804 +3,80 0,674 5585 0,697 +3,2
B 50 0,162 0,850 +4,66 0,629 2,137 0,935 +2,1 0,281 0,947 1,25 0,714 4,179 0,852 +3,2
Kalcijum 65 0,054 0,884 £1,09 0,805 2,086 0,878 +2,2 0,578 0,768 +7,89 0,692 5287 0,909 +2,7
80 0,099 0,884 +£240 0,773 1,888 0,927 +1,7 0,319 0,685 £2396 0,767 5,929 0,859 +1,6
23 0,055 0,885 10,14 0,703 0,275 0,980 +3,6 0,506 0,974 +2,48 0,689 3,149 0,895 +2,0
50 0,204 0,927 £4,79 0,565 1,942 0,967 +3,1 0,643 0928 =+£11,87 0,508 5,252 0,984 +2,3
Magnezijum
65 0,206 0,694 £9,89 0,751 3,092 0,792 +1,8 0,741 0,962 +£14,70 0,385 5,640 0,968 +5,3
80 0,260 0,752 +11,37 0,711 2,483 0,845 +2,6 0,462 0,786 +8,96 0,682 4,598 0,937 +1,7
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4.5. Termodinamicka analiza ekstrakcije rezinoida
i mineralnih materija

Ovaj odeljak se bavi termodinami¢kom analizom procesa maceracije i
ultrazvucne ekstrakcije rezinoida 1 mineralnih materija (kalijum, kalcijum i
magnezijum) rastvorom etanola (50 % vol.). Najpre su izra¢unate vrednosti koeficijenta
raspodele rezinoida i mineralnih materija, a zatim vrednosti promena entalpije, entropije
i Gibbs-ove slobodne energije. Na kraju, izraCunate su vrednosti temperaturnog
ekstrakcionog koeficijenta za rezinoid i mineralne materije. Ovo je prvi pokusaj
termodinamicke analize procesa ekstrakcije ekstraktivnih materija (rezinoida i

mineralnih materija) u odsustvu i prisustvu ultrazvuka.

Koeficijent raspodele je izracunat na osnovu sastava Cvrste 1 tecne faze
ekstrakcionog sistema u stanju ravnoteze, koristeci sledecu jednacinu (Attah i Ibemesi,

1990):

K= 9= 4.7)
qS q() - qw

gde je: K — koeficijent raspodele, g, — prinos rezinoida ili mineralnih materija u stanju
ravnoteze sistema, ¢, - sadrzaj rezinoida ili mineralnih materija u iscrpljenom biljnom

materijalu u stanju ravnoteze sistema i g, — sadrZaj rezinoida ili mineralnih materija u

originalnom biljnom materijalu (sve tri veli¢ine u g/100 g suvog biljnog materijala).
Vrednosti g, 1 g, se odreduju eksperimentalno, dok se ¢, izraunava iz bilansa mase

rezinoida ili mineralnih materija:

4, =490~ 9 (4.8)
Promene entalpije i entropije su izracunate pomocu Vant Hoff-ove jednacine:

AH® AS°

InK =- +
RT R

(4.9)

gde je: K — koeficijent raspodele, R — univerzalna gasna konstanta, 7 — apsolutna

temperatura, AH° — promena entalpije i AS® — promena entropije.

Promena Gibbs-ove slobodne energije je izracunata pomocu sledeée jednacine:
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AG° =AH’ -T-AS° (4.10)
gde je: AG° — promena Gibbs-ove slobodne energije.

Temperaturni ekstrakcioni koeficijent pokazuje povecanje prinosa rezinoida i
mineralnih materija za svakih 10 °C povecanja temperature ckstrakcije, a definisan je

slede¢om jednacinom (Attah i Ibemesi, 1990):
ye=ypy" (4.11)

gde je: y — temperaturni ekstrakcioni koeficijent, i g, 1 ¢, — prinos rezinoida ili

mineralnih materija na temperaturama 7 i T, (u °C), respektivno. Za izraGunavanje
temperaturnog ekstrakcionog koeficijenta koristi se linearizovani oblik jednacine

4.11):

Iny, =lny, +%ln}/ (4.12)

4.5.1. Koeficijent raspodele rezinoida i mineralnih materija

Vrednosti prinosa rezinoida ili mineralnih materija i sadrzaja rezinoida ili
mineralnih materija u iscrpljenom biljnom materijalu u stanju ravnoteze sistema date su
u tabeli 4.19. Na osnovu ovih vrednosti, koriS¢enjem jednacine (4.7), izraunate su
vrednosti koeficijenta raspodele, koje su, takode, date u tabeli 4.19. Slika 4.21 pokazuje

zavisnost InK od 1/7 za maceraciju i ultrazvuc¢nu ekstakciju rezinoida i mineralnih

materija. Vrednosti koeficijenta korelacije R su bliske jedinici, $to potvrduje lineranu

zavisnost InK od 1/7. Student-ovim #-testom je dokazano da su sve R -vrednosti

statisti¢ki znacajne na nivou p < 0,001.

I za maceraciju i za ultrazvuénu ekstrakciju, vrednosti koeficijenata raspodele
rezinoida i mineralnih materija se povecavaju sa povecanjem temperature kao rezultat
povecanja ravnoteznih prinosa rezinoida i mineralnih materija. Medutim, vrednosti
koeficijenata raspodele rezinoida i1 mineralnih materija su veée za ultrazvuénu
ekstrakciju nego za maceraciju, ¢ak i na nizoj temperaturi, $to ukazuje na pozitivan
uticaj ultrazvuka. Pri istim ostalim uslovima, vrednost koeficijenta raspodele kalijuma
je veca od vrednosti koeficijenta raspodele kalcijuma i magnezijuma, koje se

medusobno sli¢ne.
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Tabela 4.19 Prinos ekstraktivnih materija i sadrzaj ekstraktivnih materija koje zaostaju u

iscrpljenom biljnom materijalu u stanju ravnoteze sistema, kao i koeficijent

raspodele
Ekstraktivna  Ekstrakciona T g qs" K
materija tehnika °C g/100 g g/100 g
23 15,56+0,34 13,03+0,34 1,19+0,06
) 50 16,27+0,06 12,32+0,06 1,32+0,01
Maceracia 65 18,55+0,14 10,04+0,14 1,85+0,04
Resinoid 80 21,61+0,11 6,98+0,11 3,10+0,07
23 18,22+0,22 10,37+0,22 1,76+0,06
Ultrazvuéna 30 19,570,06 9,02+0,06 2,17+0,02
ekstrakcija 35 21,26+0,12 7.33+0,12 2,90+0,06
40 25,51+0,00 3,08+0,00 8,29+0,01
23 1,119+0,001 0,615+0,001 1,8240,01
Maceraciia 50 1,245+0,006 0,489+0,006 2,54+0,04
65 1,344+0,063 0,390+0,008 3,44+0,10
Kalijum 80 1,369+0,008 0,365+0,001 3,75+0,01
23 1,138+0,004 0,59620,004 1,91+0,02
Ultrazvucna 30 1,24120,014 0,493£0,014  2,51%0,10
ckstrakcija 35 1,329+0,001 0,405+0,001 3,28+0,01
40 1,424+0,001 0,310£0,001 4,59+0,02
23 0,073+0,000 0,0710,000 1,02+0,01
Maceraciia 50 0,078+0,000 0,066+0,000 1,17%0,01
65 0,08120,000 0,063+0,000 1,29+0,10
) 80 0,0840,000 0,060+0,000 1,41+0,01
Kalctjum 23 0,075+0,001 0,070+0,001 1,07+0,02
Ultrazvuéna 30 0,088+0,001 0,05620,001 1,57+0,06
ekstrakcija 35 0,0990,001 0,046+0,001 2,16+0,05
40 0,113+0,001 0,032+0,001 3,57%0,01
23 0,060+0,000 0,057+0,000 1,05+0,00
) 50 0,063+0,000 0,0540,000 1,15+0,00
Maceracia 65 0,065+0,000 0,052+0,000 1,24+0,00
) 80 0,068+0,000 0,049+0,000 1,39+0,00
Magnezijum 23 0,061+0,000 0,056+0,000 1,10+£0,00
Ultrazvuéna 30 0,06940,000 0,048+0,000 1,41+0,03
ekstrakcija 35 0,0750,000 0,042:£0,000 1,79+0,00
40 0,086+0,000 0,032+0,000 2,66+0,16

*Vrednost parametratstandardna devijacija.
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Ovo se objasnjava boljom rastvorljivos¢éu i boljom dostupnoséu jedinjenja
kalijuma od jedinjenja kalcijuma i magnezijuma od kojih su neka, vrlo verovatno,
nerastvorna u primenjenom rastvaracu. Na primer, ve¢i deo magnezijuma iz lista i
drvenastih delova, 50 % kalcijuma iz drvenastih delova i 50 % magnezijuma iz kore
vrste E. polybractea se rastvara u vodi (Wu i sar., 2011). Dobijeni rezultati pokazuju da
se prinosi kalcijuma i magnezijuma iz nadzemnih delova G. mollugo pomocu polarnog

rastvara¢a mogu povecati primenom ultrazvuka na 40 °C.

2,4

2,0

1,6

1,2 4

In K

0,8

0,4 -

; , . , .
0,0028 0,0030 0,0032 0,0034
1/T, K"

Slika 4.21 Zavisnost In K od l/ T za ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova

G. mollugo (rezinoid — o,e, kalijum — A, A, kalcijum — 0,m i magnezijum — 0, #; maceracija — otvoreni
simboli i ultrazvucna ekstrakcija — puni simboli)

4.5.2. Promene entalpije, entropije i Gibbs-ove slobodne energije

Kao prvo, vrednosti promene entalpije i entropije (AH® i AS°®) su izraunate iz
nagiba i odsecka pravolinijskih zavisnosti InK od 1/T" za maceraciju i ultrazvuc¢nu
ekstrakciju (sl. 4.21), respektivno, a zatim su izracunate vrednosti promena Gibbs-ove
slobodne energije pomocu jednaine (4.10). Izracunate vrednosti promene entalpije,

entropije i Gibbs-ove slobodne energije za rezinoid i mineralne materije su date u tabeli

4.20.
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Tabela 4.20 Termodinamicke veli¢ine procesa ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija

. AS°
Ekstraktivna : : T AH’ AG’ R
materija Ekstrakciona tehnika o0y (J g"l (kJ/mol)  (kJ/mol)
23 -0,11
50 -1,35 .
Maceracija 45,96 13,50 0,883
65 -2,04
80 -2,73
Rezinoid
23 -0,88
30 -2,45 .
Ultrazvucna ekstrakcija 223,24 65,20 0,893
35 -3,56
40 -4568
23 -1,31
50 -2,48
Maceracija 43,27 11,50 0’988b
65 -3,13
80 -3,77
Kalijum
23 -1,54
30 -2,51 b
Ultrazvuéna ekstrakcija 138,18 9,36 0,988
35 -3,20
40 -3,89
23 -0,02
50 -0,47
Maceracija 16,68 4,92 0,993
65 -0,72
80 -0,97
Kalcijum
23 -0,03
30 -1,29 .
Ultrazvuéna ekstrakcija 180,16 53,30 0,985
35 -2,19
40 -3,09
23 -0,08
50 -0,45
Maceracija 1385 4,02 0,964°
65 -0,66
3 80 -0,87
Magnezijum
23 -0,09
30 -1,02 b
Ultrazvucna ekstrakcija 135,93 40,21 0,975
35 -1,67
40 -2533

p < 0,005. °p < 0,001.
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Promena entalpije i promena entropije za ekstrakciju rezinoida i mineralnih
materija iz nadzmenih delova G. mollugo rastvorom etanola (50 % vol.) su pozitivne za
obe ekstrakcione tehnike u primenjenim opsezima temperature (maceracija: 23-80 °C;
ultrazvu¢na ekstakcija: 23-40 °C). Prema tome, ekstrakcija rezinoida i mineralnih
materija u odsustvu i prisustvu ultrazvuka je endotermni i nepovratni proces. Isti
rezultat je ranije objavljen za ekstrakciju puerarina iz Puerarin lobata (Willd.) Ohwi
(Chen i sar., 2012), gosipola iz odmas¢éenog samlevenog pamukovog semena (Saxena i
sar., 2012), kao i ulja iz suncokretovog semena (Topallar i Gecgel, 2000), pogace iz
prerade maslina (Meziane i Kadi, 2008), soje (Rodrigues i sar., 2010) i pamukovog
semena (Saxena i sar., 2011). Vrednosti promene entalpije za ekstrakciju rezinoida i
mineralnih materija ukazuju na koli¢inu energije koju sistem rastvarac-biljni materijal
treba da apsorbuje da bi proces mogao da se odigra. Poredenjem vrednosti promena
entalpije za maceraciju i ultrazvuénu ekstrakciju, zakljuuje se da ispitivani sistem
apsorbuje vecu koli¢inu energije u prisustvu ultrazvuka, pri cemu se ultazvucna energija
transformise u toplotu.

Za vreme ekstrakcije, molekuli ekstraktivnih materija, uklju¢uju¢i mineralne
materije, ekstrahuju se iz biljnog materijala i time povecavaju entropiju ekstrakcionog
sistema (Meziane i Kadi, 2008). Termodinamicka analiza maceracije i ultrazvuc¢ne
ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo rastvorom
etanola (50 % vol.) pokazuje da je promena entropije u prisustvu ultrazvuka veca nego
u njegovom odsustvu zbog veceg stepena ekstrakcije, Sto povecava entropiju
ekstrakcionog sistema.

Promena Gibbs-ove slobodne energije za maceraciju i ultrazvu¢nu ekstrakciju
rezinoida 1 mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo rastvorom etanola
(50 % vol.) je negativna, Sto znaci da su oba procesa ekstrakcije spontana. Posto je
vrednost promene Gibbs-ove slobodne energije negativnija na viS§im temperaturama
maceracije 1 ultrazvucne ekstrakcije, spontanost ekstrakcije rezinoida i mineralnih
materija je favorizovana povecanjem temperature. Vrednosti promene Gibbs-ove
slobodne energije za ultrazvu¢nu ekstrakciju kalcijuma i magnezijuma na 40 °C su
negativnije od vrednosti za njihovu ekstrakciju maceracijom na 80 °C, §to znaéi da je
prvi proces spontaniji od drugog. U sluc¢aju kalijuma, nema razlike izmedu vrednosti
promene Gibbs-ove slobodne energije za maceraciju i ultrazvuénu ekstrakciju. UoCene
pojave se objasnjavaju boljom rastvorljivosc¢u jedinjenja kalijuma i pozitivnim uticajem
ultrazvuka na dostupnost kalcijuma i magnezijuma za ekstrakciju.

Dosada$nje termodinamicke analize ekstrakcije ukupnih ekstraktivnih materija i
pojedinacnih jedinjenja iz biljnih materijala odnose se samo na maceraciju. Kao §to se

moze zaklju€iti na osnovu tabele 4.21, ovaj proces je spontan, nepovratan i endoterman.
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Tabela 4.21 Termodinamicka analiza procesa maceracije za razli€ite biljne materijale

Ekstraktivna

T

AH’

AS’

AG’

e .. Referenca
Biljni materijal materija °C) (kJ/mol) (J/mol K) (kJ/mol)

Kalijum 11,5 43,3 -3,8do-1,3

Kalcijum 4,9 16,7 -0,97 do -0,02
G. mollugo 23 -80 Ovaj rad

Magnezijum 4,0 13,9 -0,87 do -0,08

Rezinoid® 13,3 453 2,7 do -0,1
P. lobata (Willd.) Ohwi  Puerarin 40 - 60 58,8 224.5 -13,7 Chen i sar. (2012)
OdmaSceno brasno Gosipol 15 - 45 27,8-32,6 122,7 - 139,5 -12,12 do -7,55 Saxena i sar. (2012)
pamukovog semena
Suncokretovo seme Ulje 30 - 60 11,2 36,75 - 39,60 -1,1 do -0,8 Topallar i Gecgel (2000)
Pogapa iz prerade Ulje 20 - 50 12.9 593 6,3 do -4,5 Meziane i Kadi (2008)
maslina
Soja Ulje 50 - 100 48,2-954 137 - 296 -10 do 4 Rodrigues i sar. (2010)
Pamukovo seme Ulje 15 - 45 43,2 - 85,8 190,9 - 331,3 -21,0 do -10,4 Saxena i sar. (2011)
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Vrednosti promena entalpije i entropije za ekstrakciju rezinoida su sline
vrednostima za ekstrakciju suncokretovog i maslinovog ulja, ali su mnogo manje od
onih za ekstrakciju sojinog i pamukovog ulja. Vrednost promene Gibbs-ove slobodne
energije za ekstrakciju rezinoida iz G. mollugo je sli¢na vrednostima za ekstrakciju
suncokretovog ulja, ali su veée od vrednosti za ekstrakciju maslinovog i pamukovog
ulja. Vrednosti promena entalpije i entropije za ekstrakciju mineralnih materija iz
G. mollugo su mnogo manje od vrednosti za ekstrakciju organskih jedinjenja (puerarin i

gosipol), koja ima i manju vrednost promene Gibbs-ove slobodne energije.

4.5.3. Temperaturni ekstrakcioni koeficijent

Slika 4.22 pokazuje da je zavisnost Iny od 7/10 pravolinijska, sa malom
vredno$¢u koeficijenta pravca. Linearne zavisnosti su potvrdene vrednostima R koje
su bliske jedinici (R >0,91), pri ¢emu su sve vrednosti R statisti¢ki znac¢ajne na nivou
p < 0,001 ili 0,01. Vrednosti temperaturnog ekstrakcionog koeficijenta y su izraCunate
iz nagiba pravolinijskih zavisnosti, koriste¢i jednacinu (4.12). Dobro predvidanje

vrednosti temperaturnog ekstrakcionog koeficijenta jednac¢inom (4.11) potvrduju male

MRPD vrednosti (tabela 4.21).
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Slika 4.22 Zavisnost In y od T/ 10 za ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova

G. mollugo (rezinoid — o,e, kalijum — A, A, kalcijum — 0,m i magnezijum — 0, #; maceracija — otvoreni
simboli i ultrazvucna ekstrakcija — puni simboli)
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Tabela 4.21 Temperaturni ekstrakcioni koeficijent za rezinoid i mineralne materije

. MRPD
Ekstraktivna materija Ekstrakciona tehnika R (%)

Maceracija 1,06  0,914° +4.8
Rezinoid

Ultrazvuéna ekstrakcija 1,22 0,947* +8,2

Maceracija 1,04 0,984 +1,1
Kalijum

Ultrazvuéna ekstrakcija 1,14 0,998 +0,7

Maceracija 1,02 0,998 +0,3
Kalcijum

Ultrazvuéna ekstrakcija 127 0,998 £1.5

Maceracija 1,02 0,989 +0.,8
Magnezijum

Ultrazvuéna ekstrakcija 120 0,992 +2,6

1p<0,001. °p<0,01.

Prinosi rezinoida i mineralnih materija se povecavaju sa svakih 10 °C povecanja
temperature za faktor 1,02-1,06 1 1,14-1,27 u odsustvu i prisustvu ultrazvuka,
respektivno. Vrednosti temperaturnog ekstrakcionog koeficijenta za maceraciju iz
G. mollugo se slazu sa vrednostima (1,02-1,14) koje su ranije objavili Meziane i Kadi
(2008). Do sada, nema publikovane vrednosti za temperaturni ekstrakcioni koeficijent

za ultrazvuénu ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog materijala.
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog doktorskog rada ispitivana je ekstrakcija ukupnih ekstraktivnih
materija (rezinoid) i nekih mineralnih materija (kalijum, kalcijum i magnezijum) iz
samlevenih, suvih nadzemnih delova G. mollugo pomo¢u vodenog rastvora etanola pri
odnosu rastvarac¢-biljna sirovina 20 g/g, na razli¢itim temperaturama (od sobne do
temperature kljucanja tecnog ekstrakta) primenom maceracije i indirektne ultrazvuc¢ne
ekstrakcije. Realizovanim istraZivanjima ostvareni su svi postavljeni ciljevi doktorskog
rada u pogledu mehanizma, optimizacije, kinetike 1 termodinamicke analize procesa
ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija iz G. mollugo, sa i bez uticaja ultrazvu¢nog
zracenja.

Preliminarnim ispitivanjima ekstrakcije rezinoida i1 mineralnih materija iz
nadzemnih delova G. mollugo utvrdeno je da se maksimalni prinos rezinoida postize sa
rastvorom etanola koncentracije 10 %, kao i da je najveca selektivnost ekstrakcije
kalijuma ostvarena sa rastvorom etanola koncentracije 40-45 %. Na osnovu ovog
rezultata, rastvor etanola koncentracije 50 % vol. (42,4 %) je izabran kao rastvara¢ za
ekstrakciju rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo. Analizom
mineralnog sastava utvrdeno je da ekstrakti G. mollugo dobijeni rastvorom etanola
(50 % vol.) sadrze kalijum, kalcijum i magnezijum, a da su koncentracije drugih
mineralnih materija ispod granice detekcije koriS¢enih analiti¢kih tehnika.

Ekstrakcija rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo
rastvorom etanola u odsustvu i prisustvu ultrazvuka ukljucuje dva istovremena procesa,
1 to: ispiranje i1 difuziju ekstraktivnih materija, koja su ranije uocena kod ekstrakcije
ekstraktivnih materija iz razli¢itog biljnog materijala. Ovaj mehanizam je koriS¢en za
modelovanje kinetike ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija u odsustvu i prisustvu
ultrazvuka.

Za modelovanje zavisnosti prinosa rezinoida i mineralnih materija od temperature
i vremena ekstrakcije u svrhu optimizacije procesnih uslova koriS¢ene su metoda
povrsine odziva u obliku polinoma drugog reda i metoda vesStacke neuronske mreze.
Oba modela su prihvatljiva za predvidanje prinosa rezinoida i mineralnih materija
maceracijom i ultrazvuénom ekstrakcijom u opsegu temperature 23-80 °C i 23-40 °C,
respektivno. Model vestacke neuronske mreZe ima veéu vrednost R* i manju vrednost
MRPD od odgovaraju¢eg modela polinoma drugog reda, ali je drugi model pouzdaniji
za predvidanje prinosa unutar temperaturnog intervala. Metodom povrSine odziva je
utvrdeno da i1 temperatura i vreme imaju statisticki znacajan uticaj (sa nivoom poverenja
od 95 %) na prinose rezinoida i mineralnih materija maceracijom i ultrazvu¢nom
ekstrakcijom, pri ¢emu je temperatura znacajniji faktor od vremena. Za obe tehnike
ekstrakcije, prinosi rezinoida i mineralnih materija se povecavaju sa povecanjem

temperature ekstrakcije i vremena trajanja ekstrakcije.

107



Operativni uslovi ekstrakcije u cilju dobijanja najveceg prinosa rezinoida ili
mineralnih materija su optimizovani pomo¢u modela polinoma drugog reda i
kombinacijom modela veStacke neuronske mreze i genetickog algoritma. Vrednosti
maksimalnih prinosa rezinoida i mineralnih materija koje predvidaju dva modela su
medusobno vrlo bliske, a slazu se i sa aktuelnim vrednostima prinosa ekstraktivnih
materija. Takode, oba modela ukazuju na vrlo slicne optimalne uslove maceracije i
ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i mineralnih materija.

Prema modelu vestacke neuronske mreze i genetickom algoritmu optimalni uslovi
maceracije (80 °C i oko 190 min) i ultrazvuéne ekstrakcije (40°C i 56 min) osiguravaju
maksimalni prinos rezinoida od 21,3 1 26,0 g/100 g, koji se slaze sa ekeperimentalnim
prinosima (20,8 1 25,7 g/100 g), respektivno pri priblizno istim uslovima ekstrakcije.
Optimalni uslovi ekstrakcije i maksimalni prinosi mineralnih materija zavise od vrste
mineralnih materija i tehnike ekstrakcije. Ve¢i prinos mineralnih materija postize se na
viSoj temperaturi i u prisustvu ultrazvuka. Medutim, za obe tehnike ekstrakcije,
selektivnost ekstrakcije mineralnih materija se smanjuje sa pove¢anjem temperature. Na
istoj temperaturi (23 °C), veca selektivnost ekstrakcije mineralnih materija se postize
maceracijom nego ultrazvuc¢nom ekstrakcijom.

Promena prinosa rezinoida i mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo
sa napredovanjem maceracije i ultrazvuéne ekstrakcije se najbolje opisuje

fenomenoloskim modelom, koji pretpostavlja istovremeno odigravanje ispiranja i

difuzije. Modeli za rezinoid i mineralne materije se odlikuju R?-vredno$éu bliskoj
jedinici 1 malom MRPD -vredno$¢u, Sto ukazuje na njihovu pouzdanost i tacnost u
predstavljanju (simulaciji) promena prinosa rezinoida i mineralnih materija sa
vremenom na razliitim temperaturama u odsustvu i prisustvu ultrazvuka. Ovaj model
je potvrden i1 za maceraciju i ultrazvucénu ekstakciju rezinoida iz obi¢ne (S. officinalis) 1
lepljive (S. glutinosa) zalfije vodom 1 rastvorom etanola (70 %). Parametri modela
zavise od tehnike ekstrakcije, temperature, vrste biljnog materijala i vrste ekstraktivnih
materija. Ultrazvuk ima uticaja na ispiranje rezinoida i mineralnih materija, ali ne i na
difuziju ekstraktivnih materija kroz biljne Cestice. Konstante brzine ispiranja i frakcije
ispranih rezinoida i mineralnih materija se povecavaju pod dejstvom ultrazvuka usled
pozitivnih efekata kolapsa kavitacionih mehurova. Konstante brzine ispiranja i difuzije
zavise od temperature u skladu sa Arrhenius-ovom jednacinom. Frakcija ispranih
rezinoida se povecava sa povecanjem temperature maceracije, dok ne zavisi od
temperature ultrazvuéne ekstrakcije. Frakcija ispranog kalijuma ne zavisi od
temperature i dejstva ultrazvuka, a frakcije ispranih kalcijuma i magnezijuma ne zavise
od temperature, ali se malo povecavaju pod dejstvom ultrazvuka. Ravnotezni prinosi
rezinoida 1 mineralnih materija rastu sa povecanjem ekstrakcione temperature i pod

dejstvom ultrazvuka.
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Termodinamicka analiza maceracije 1 ultrazvucne ekstrakcije rezinoida i
mineralnih materija iz nadzemnih delova G. mollugo je pokazala da su oba pocesa
spontana, nepovratna i endotermna. Spontanost ekstrakcije rezinoida i mineralnih
materija je favorizovana povecanjem temperature. Veci stepen ekstrakcije u prisustvu
nego u odsustvu ultrazvuka objasnjava se ve¢om promenom entropije ekstrakcionog
sistema. Ispitivani ekstrakcioni sistem apsorbuje vecu koliinu energije u prisustvu
ultrazvuka zbog transformacije ultrazvucéne energije u toplotu. Prinosi rezinoida i
mineralnih materija se poveavaju sa svakih 10 °C povecanja temperature za faktor
1,02-1,06 1 1,14-1,27 u odsustvu i prisustvu ultrazvuka, respektivno. Ovo je prvi put da
se predstavljaju vrednosti za temperaturni ekstrakcioni koeficijent za ultrazvuénu
ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog materijala.

Kod izbora ekstrakcione tehnike i operativnih uslova treba razmotriti ve¢i broj
kriterijuma, od kojih su najvazniji sledeci: tehnika ekstrakcije, vrsta rastvaraca, vrsta
biljnog materijala, stepen usitnjenosti biljnog materijala, odnos rastvarac¢-biljni
materijal, prinos i selektivnost ekstrakcije Zeljene ekstraktivne materije, vreme trajanja
procesa, vrsta i stepen Cistoce Zeljenog proizvoda, energetski zahtevi, ulaganje u
opremu, pouzdanost povecanja razmere procesa i opreme i dr. Poznavanje procesa i
opreme i raspolozivost validnim podacima igraju, takode, vaznu ulogu u izboru, razvoju
1 primeni konkretnog ekstrakcionog procesa. Ovaj doktorski rad pruza podatke samo za
neke od navedenih kriterijuma. Za dati sistem rastvarac-biljna sirovina, tj. vodeni
rastvor etanola i samleveni suvi nadzemni delovi G. mollugo, utvrdeno je da se
ultrazvuénom ekstrakcijom ostvaruje veéi prinos rezinoida i mineralnih materija za
mnogo krace vreme i na nizoj temperaturi nego maceracijom. Zbog nize operativne
temperature, zahtevi za toplotnom energijom su manji nego kod maceracija na
poviSenoj temperaturi, ali su energetski troskovi uvecani potro$njom elektri¢ne energije
za rad ultazvucnih generatora. Na osnovu samo kriterijuma koji su prakti¢no razmatrani
u okviru ovog doktorskog rada (prinos, vreme i temperatura), jasno je da je ultrazvucna
ekstrakcija povoljniji proces od maceracije. Medutim, ultrazvucna ekstrakcija ima
manju selektivnost ekstrakcije mineralnih materija od maceracije. Takode, poznato je
da rezinoid dobijen ultrazvu¢nom ekstrakcijom ima manju antioksidativnu aktivnost
nego rezinoid dobijen maceracijom na sobnoj ili temperaturi kljucanja. Pored toga,
oprema za ultrazvucnu ekstakciju je slozenija i skuplja nego oprema za maceraciju, a
prisutan je inZenjerski problem povecanja veli¢ine ultrazvucnih ekstraktora, koji nije
dovoljno istrazen. Zbog navedenih argumenata za i protiv izbora odredene tehnike
ekstrakcije 1 nedostatka svih potrebnih relevantnih podatka teSko je u ovom trenutku
doneti konacnu odluku o izboru optimalne tehnike ekstrakcije. Da bi se doslo do
optimalne tehnike, potrebna su dalja istrazivanja procesa ekstrakcije na razli¢itim

nivoima i tehnoekonomska analiza procesa.
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TUITOBU JIMITEHLIN
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caomuTaBame€ Jela, U pepaje, ako ce HaBeJle UMe ayTopa, Ha HaunH ofipeheH ol ayTopa Wi
nasaona smnenie. Opa JMIenua He J103Bo/baBa KoMepuujanny ynorpeby gema (CC BY-NC
3.0).

3. AyropcTBO — HeKkoMepumjanHo — 0e3 mpepane. JlozBoseaBaTe yYMHOXKaBame,
JMCTPUOYIM]y ¥ jaBHO CaolllTaBame jiena, 6e3 mpoMena, NpeoOIMKoBama MM yrnoTpebe
Bamler jena y JelMMa JpYyruxX ayropa, ako ce HaBeJe MME ayTopa, Ha HayuH ojpehen ox
ayTopa MM Jaaona svienie. OBa IMIEHIA HE J03B0JbaBa KOMEpHMjanHy ynorpedy aena. Y
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cnuuHoM Junennom. Opa JHMIEHNA J03BOJbaBa KOMEpLHjanHy ynotpeby jelia M npepaja.
Cnuyna je codpTBEpCKUM JIMIEHIaMa, OJIHOCHO IiLeHIamMa otBopenor kozia (CC BY-SA 3.0).
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