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Upotreba bilja u obliku parafarmaceutskih i dijetet-
skih proizvoda dramati¢no se povecala poslednjih godi-
na u mnogim zemljama Sirom sveta. Svetska
zdravstvena organizacija (WHO) procenjuje da se skoro
80 % svetske populacije oslanja na tradicionalnu medici-
nu u kojoj dominantu ulogu ima lekovito bilje [1]. Na pri-
mer, u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama blizu 60 miliona
ljudi koristi biljne preparate [2]. Medu najpopularnijim le-
kovitim biliem (u prvih pet) spada kantarion (Hypericum
perforatum L.), zbog toga sto sadrzi veliki broj farmako-
loski aktivnih supstanci [1]. Poznato je antidepresivno,
antiviralno, antimikrobno i antiinflamatorno dejstvo kan-
tariona [3]. Dok u literaturi postoji obilje podataka o he-
mijskom sastavu kantariona [3-6], dotle su podaci o
uticaju operativnih uslova na efekat ekstrakcije (izrazen
kao prinos ukupnog suvog ekstrakta ili pojedinaénih ak-
tivnih supstanci) vrlo oskudni.

U seriji od dva rada ispitivana je ekstrakcija rezino-
ida kantariona u suspenziji, bez mesanja (maceracija). U
prvom radu analizira se uticaj operativnih uslova (kon-
centracija vodenog rastvora etanola, hidromodul, usi-
tnjenost biljne sirovine i temperatura) na efikasnost
ekstrakcije rezinoida, meren prinosom ukupnog suvog
ekstrakta (rezinoida) sa ciliem ds se proceni uticaj ope-
rativnih uslova na prinos rezinoida kantariona primenom
punog faktornog eksperimentalnog plana i vestaCke ne-
uronske mreze, kao i da se definisu optimalni uslovi ek-
strakcije rezinoida kantariona. Dok je metoda faktornog
eksperimentalnog plana davno preporucena za procenji-
vanje uticaja relevantnih operativnih uslova na efikasnost
ekstrakcije biljnih materijala [7], vestatke neuronske
mreze, Cija je sve Sira primena zapaZzena u razli€itim
oblastima hemijskog i biohemijskog inzenjerstva [8, 9],
nisu do sada koriS¢ene za optimizovanje ekstrakcije
Svrsto-te¢no. U drugom radu se porede modeli kinetike
ekstrakcije ¢vrsto-tecno, primenjeni na ekstrakciju rezi-
noida kantariona [10].
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ANALIZA EKSTRAKCIJE REZINOIDA
KANTARIONA (Hypericum perforatum L.)
|. Efikasnost i optimizacija ekstrakcije

U seriji od dva rada prikazani su rezultati ispitivanja ekstrakcije rezinoida kanta-
riona (Hypericum perforatum L.) u suspenziji. U prvom radu analizira se uticaj
operativnih uslova na prinos rezinoida, dok se u drugom radu porede modeli
kinetike ekstrakcije. Kao rastvarac, koris¢eni su vodeni rastvori etanola (70 i 95
% v/lv), pri hidromodulu 1:5 i 1:10. Usitnjena biljna sirovina je podeljena u tri
frakcije razlicitog stepena usitnjenosti (srednji precnik Cestica frakcija: 0,23,
0,57 i 1,05 mm). Ekstrakcija je izvedena na 25 i 50 °C, kao i na temperaturi
kljuGanja (oko 80 °C). Uticaj operativnih uslova na prinos rezinoida je analiziran
primenom punog faktornog eksperimentalnog plana 2* j vestatke neuronske
mreZe sa topologijim 3-4-1.

EKSPERIMENTALNI DEO

Biljna sirovina

Nadzemni deo kantariona (Hypericum perforatum
L.) je ubran u leto, u vreme cvetanja biljke, na planini Ku-
kavica (okolina Leskovca), suSen na sobnoj temperaturi
i neposredno pre eksperimenta samleven na mlinu (AL-
PINA). Delovi herbe su odvojeni masinski (ALPINA ZS
300) od delova stabiljike.

Samlevena biljna sirovina je podeljena u tri frakcije,
¢iji su srednji pre¢nici 1,05, 0,57 i 0,23 mm (oznacene
kao frakcije I, Il i Ill, respektivno). Granulometrijska anali-
za je izvrSena sa deset standardnih laboratorijskih sita.
Gubitak susenjem (7,51%), sadrzaj pepela (2,74%) i sa-
drzaj peska (0,31%) su odredeni standardnim metoda-
ma [11].

Ekstrakcija iz biljne sirovine

Ekstrakcija iz biljne sirovine vréena je vodenim ras-
tvorima etanola, koncentracije 70 i 95 % v/v, u suspenziji,
bez mesanja, pri hidromodulu (odnos biljna sirovina—
rastvarac) 1:5 i 1,10 m/v, na temperaturama 25, 50 i oko
80°C (temperatura klju¢anja). Biljna sirovina (10 g) se
prelije odredenom zapreminom (50 ili 100 cm3) vodenog
rastvora etanola i ostavi na konstantnoj temperaturi. Po-
sle odredenog vremena, ekstrakt se odvaja od ostatka
biline sirovine vakuum filtracijom. Rastvara¢ se uparava
pod vakuumom dok se na dobije poludvrsti ostatak, koji
se, zatim, susi do konstantne mase na 60°C. Suvi osta-
tak predstavlja ukupan alkoholni ekstrakt (rezinoid).

REZULTATI | DISKUSIJA

Mehanizam ekstrakcije rezinoida

Rezultati istrazivanja ekstrakcije rezinoida kantari-
ona pri razli¢itim operativnim uslovima, koji su prikazani
na slikama 1-4, pokazuju da se ovaj proces odigrava u
dve faze. Na pocetku, ekstraktivne supstance koje se
nalaze na povrsini éestica biljne sirovine rastvaraju se u
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kratkom vremenskom periodu (za desetak minuta); u
ovoj fazi, poznatoj kao ispiranje—ili brza ekstrakcija, ras-
tvara se veéi deo ekstraktivnih supstanci. Kasnije, kao
rezultat difuzije ekstraktivnih supstanci iz unutrasnjosti
Cestica biljne sirovine, koncentracija ekstrakta sve spori-
je raste; u ovoj fazi, poznatoj kao difuzija ili spora ek-
strakcija, koncentracija ekstrakta dostize najvecu
vrednost. Isti mehanizam je ranije uoéen kod ekstrakcije
rezinoida kokotca (Meliotus officinalis L.) [12].

Uticaj radnih uslova na ekstrakciju rezinoida

Na slici 1 prikazane su promene koncentracije ek-
strakta u toku ekstrakcija iz biljne sirovine razlicitog ste-
pena usitnjenosti. Nezavisno od vrste rastvaraCa,
najveéa koncentracija ekstrakta postize se sa biljnrom si-
rovinom najveceg stepena usitnjenosti (lll frakcija), kao
razultat razorenije Celijske strukture. Ukoliko su Cestice
sitnije, kontaktna povrsina izmedu biljnog materijala i te-
¢nosti je vecéa, a rastojanje koje molekuli treba da predu
difuzijom unutar ¢vrstog materijala je krade, pa se ek-
strakcija odvija ve¢om brzinom.
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Slika 1. Promena koncentracije ekstrakta u toku ekstrakcije sa vo-
denim rastvorom etanola koncentracije 95 % (temperatura: 25°C;
hidromodul: 1:5; stepen usitnjenosti: « — frakcija I; O — frakcija Il i
A - frakcija Ill)

Figure 1. Change of the extract concentration with time during
extraction with aqueaous 95% ethanol (temperature: 25°C;
hydromoduli 1:5; degree of drug disintegration: » [fraction I, O
— fraction Il and A - fraction 1)

Slika 2 ilustruje uticaj temperature na promenu
koncentracije ekstrakta u toku ekstrakcije za biljnu sirovi-
nu najmanjeg srednjeg pre¢nika (Il frakcija). Veda kon-
centracija ekstrakta postize se na viSoj temperaturi usled
uvecane rastvorljivosti supstanci. Sa poveéanjem tempe-
rature povecava se i koeficijent difuzije, Sto, takode, po-
vecava brzinu ekstrakcije.

Na slici 3 prikazana je promena koncentracije ek-
strakta sa vremenom u toku ekstrakcije pri hidromodulu
1:5 i 1:10. Veda koncentracija ekstrakta postize se kad
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Slika 2. Promena koncentracije ekstrakta u toku ekstrakcije iz
najsitnije frakcije Il biljne sirovine pomo¢u vodenog rastvora eta-
nola koncentracije 95 % (hidromoduli: 1:5; temperatura; « — 25°C;
0-50°C; A—80°C)

Figure 2. Change of the extract concentration with time during
extraction (fraction Ill) with aqueaous 95% ethanol (hydromoduli
1:5; temperature: « — 25°C; O — 50°C; A — 80°C)
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Slika 3. Promena koncentracije ekstrakta u toku ekstrakcije iz naj-
krupnije frakcije | na 50 °C, vodenim rastvorom etanola koncen-
tracije 70 % (hidromodul: « — 1:5; O — 1:10)

Figure 3. Change of the extract concentration with time during
extraction (fraction 1) at 50°C with aqueaous 70% ethanol (hydro-
modulus: « —1:5,0—-1:10)

se ekstrakcija izvodi pri manjem hidromodulu (1:5),
zbog manjeg razblazenja. Prinos rezinoida je, medutim,
vedi pri veéem hidromodulu, nezavisno od ostalih uslova
ekstrakcije.

Na slici 4 prikazana je promena koncentracije ek-
strakta u toku ekstrakcije sa rastvaraCima razlicite polar-
nosti. Veda koncentracija ekstrakta dobija se kad se
ekstrakcija izvodi rastvorom etanola koncentracije 70 %,
koji je polarniji. Na osnovu empirijskog pravila da se sli-
¢no rastvara u sli¢nom, moze se zakljuciti da je biljna si-
rovina bogatija polarnijim komponentama (flavonoidi,
derivati diantrona, flavonoli i dr.). Ranije je pokazano da

55



D. MILENOVIC, et al.: ANALIZA EKSTRAKCIJE...

Hem. ind. 56 (2) 54-59 (2002)

N
o
L

3

w
o]
L

[\*]
(=
1

—_
o
|

Koncentracija ekstrakta,g/dm

0 T T M T M T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300
Vreme,min

Slika 4. Promena koncentracije ekstrakta u toku ekstrakcije iz
frakcije Il na 25°C, pri hidromodulu 1:5 (koncentracija vodenog
rastvora etanola: « — 95%; O — 70%)

Figure 4. Change of the extract concentration with time during
extraction (fraction Ili) at 25°C, with hydromoduli 1:5 (aqueaous
ethanol: « — 95%; O — 70%)

se sa poveéanjem polarnosti rastvaraca povecava pri-
nos suvog ekstrakta iz kantariona [6].

Optimizacija ekstrakcije rezinoida

Pun faktorni eksperimentalni plan

Radi sagledavanja uticaja operativnih uslova na
prinos rezinoida, primenjen je plan punog faktornog ek-
sperimenta sa Cetiri faktora (vrsta rastvaraca, stepen usi-
tnjenosti  biljne sirovine, hidromodul i radna tempe-

Tabela 1 Matrica punog faktornog eksperimentalnog plana 24
Table 1. Matrices for the 2% full factorial experimental plan

ratura), pri Eemu je svaki od faktora variran na dva nivoa.
Matrica punog faktornog eksperimentalnog plana i ra-
dna matrica, sa odzivnom funkcijom (prinos), date su u
tabeli 1. U cilju odredivanja greSke eksperimenta, izve-
deno je 6 eksperimenata korigéenjem frakcije Il pod "nul-
tim" uslovima temperature (52,5°C), koncentracije
etanola (82,5% vol.) i srednje vrednosti hidromodula
(1:7,5). Srednji prinos rezinoida pod ovim uslovima ek-
strakcije je iznosio 1,75+0,04 g uvek sa 10 g biljne
sirovine.

Pretpostavljeno je da prinos, odnosno—funkcija od-
ziva ima oblik polinoma:

y = bo + Zbix; + Zbjxix; (1)

gde je: y — funkcija odziva (prinos rezinoida), x; — i-ti fak-
tor, bo — slobodan ¢&lan, bj — linearan koeficijent vezan za
i—ti faktor i bjj — koeficijent medufaktorskog dejstva i—tog i
j—tog faktora. Vrednosti koeficijenata polinoma su izradu-
navane metodom najmanjih kvadrata, na osnovu ekspe-
rimentalno odredenih vrednosti prinosa rezinoida.
Izracunate vrednosti koeficijenata i t~odnosa date su u
tabeli 2, a regresiona jednacina ima oblik;

y =1,751 + 0,378 x4 — 0,467 x2 — 0,141 x3 —
—0,158 X4 + 0,113 Xyx2 — 0,042 x1x3 — 0,089 X1X4 +

+ 0,007 x2x3 + 0,014 x2X4 + 0,005 XaXq —

— 0,030 X1x2X3 — 0,017 X1X2X4 — 0,006 X1XaXq +

+ 0,013 x2xa3x4 + 0,001 x1x3x4 @

gde je: x1 — temperatura, x2 — vrsta rastvaraéa, xs — usi-
tnjenost biljne sirovine i x4 — hidromodul. Srednje relativ-
no odstupanje vrednosti prinosa rezinoida izraCunatih

s X; Xo X X4 c)'I'(,: Ra;t\\//irléé, Frakeija ;hgglz_l Priréos* Prin(cans**
1. + - - - - 25 70 I 1:10 2,187 2,124
2. + + - - - 80 70 I 1:10 2,861 2,900
3. + - + - - 25 95 I 1:10 0,918 0,964
4, + + + - - 80 95 I 1:10 2,236 2,192
5, + - - + - 25 70 | 1:10 1,918 1,926
6. + + - + - 80 70 | 1:10 2,574 2,534
7. + - + + - 25 95 | 1:10 0,748 0,766
8. + + + + - 80 95 | 1:10 1,796 1,826
0. + - - - + 25 70 I 1:5 2,000 1,996
10. + + - - + 80 70 I 1:5 2,413 2,416
11, + - 1 - + 25 95 I 1:5 0,803 0,836
12 + + 1 - + 80 95 I 1:5 1,718 1,708
13. + - - + + 25 70 | 1:5 1,725 1,798
14, + + - + + 80 70 | 1:5 2,085 2,050
15. + - 1 + + 25 95 | 1:5 0,726 0,638
16. + + 1 + + 80 95 | 1:5 1,332 1,342

*

** Prinos rezinoida iz 10 g biljne sirovine izracunat jednacinom 3
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Tabela 2 Vrednosti koeficijenata jednacine 1 i t-odnosa
Table 2. Coefficients in equation (1) and the t-ratio

Koeficijent k\cf;?gir}gsia t
bo 1,751 141,04
b1 0,373 30,05
bo -0,467 37,58
bs -0,141 11,88
bs -0,153 12,36
bi2 0,113 9,08
bis -0,042 3,37
b14 -0,089 7,16
bos 0,007 0,53
b2s 0,014 1,09
bsa 0,005 0,40
b1z -0,030 2,46
bi2a -0,017 1,35
bisa —-0,006 0,47
bo3za 0,013 1,07
bi23a 0,001 0,08

pomodu jednadine 2 od eksperimentalnih vrednosti
iznosi +0,20%.

Poredenjem izra¢unatih vrednosti t-odnosa sa ta-
blicnom vrednoséu togs4) = 2,78, utvrdena je vaznost
svakog koeficijenta [13]. Ako se izostave manje vazne
kombinacije faktora, ¢ija vrednost t je manja od tabli¢ne
vrednosti fog5(4), regresiona jednadina ima jednostavniji
oblik:

y = 1,751 + 0,373 x1 — 0,467x2 — 0,141 x3 —
—0,158 x4 + 0,113 x4x2 — 0,042 x1 X3 — 0,089 x1x4 (3)

Srednje relativno odstupanje prinosa rezinoida
izraCunatog pomodu jednadine 3 od eksperimentalne
vrednosti je £2,51%.

Analizom svakog koeficijenata regresione jednadi-
ne lako se moze zakljuditi da prinos rezinoida raste sa
povecanjem temperature i hidromodula, kao i sa sma-
njenjem koncentracije vodenog rastvora etanola i sre-
dnjeg preénika Cestica biljne sirovine. Vrednosti
koeficijenata jednacine 3 ukazuju na znacaj svakog od
odredenih faktora. Najveéi uticaj ima vrsta rastvaraca, a
zatim temperatura; sa smanjenjem koncentracije rastvo-
ra etanola i povedanjem temperature, prinos rezinoida
se povecava. Na treéem mestu po vaznosti je izabran hi-
dromodul, dok najmanji uticaj ima stepen usitnjenosti
biljne sirovine. Jednadina 3 pokazuje, takode, da posto-
je i uticaji medufaktora, i to temperature sa nekim od os-
talin faktora, ali su oni manje vazni. Od kombinovanih
uticaja posebno treba istaéi uticaj temperature i ras-
tvaraca.

Metoda vestacke neuronske mreze

Metoda vesta¢kih neuronskih mreza je koriSéena
za korelisanje prinosa rezinoida sa operativnim uslovima
ekstrakcije rezinoida odredenim rastvaracem:

y =f(x1, X3, Xa)x, )

gde je: y — izlazni signal koji sadrzi prinos rezinoida (izra-
zen po 10 g biljne sirovine), x; — ulazni signal, koji sadrzi
operativne uslove: stepen usitnjenosti, hidromodul i tem-
peratury, i x2 — vrsta rastvaraca (vodeni rastvor etanola:
70 ili 95 % v/v). Vestacka neuronska mreza je simulirana
softverom na konvencionalnom digitalnom racunaru uz
primenu Matlab programa [14]. Primenjena vestacka ne-
uronska mreza je sa topologijom 3-np—1, gde je nh —
broj neurona u skrivenom sloju, i direktnim prostiranjem
signala. Kao aktivaciona funkcija koridéena je Gausova
radijalna bazisna funkcija. Broj neurona u skrivenom slo-
ju (nh = 4) je izabran na osnovu iskustva stec¢enog u pri-
meni malog broja podataka za obucavanje neuronske
mreze; tada je suma kvadrata odstupanja izmedu izradu-
natih i eksperimentalnih vrednosti prinosa rezinoida mi-
nimalna. Takode, vedi broj neurona u skrivenom sloju od
4 dovodio je do pojave nelinearnosti, neopravdanih pri
koriéenju malog broja podataka za uéenje mreze. Za
obucavanje neuronske mreze primenjen je nadgledani
tip uéenja.

Na slici 5 prikazane su zavisnosti prinosa rezinoida
od operativnih uslova, odredene metodom neuronske
mreze. Najvedi prinos rezinoida ostvaruje se pri ekstrak-
ciji vodenim rastvorom etanola koncentracije 70 %, pri
hidromodulu 1:10, na temperaturi od 80 °C i sa biljnom
sirovinom najvedeg stepena usitnjenosti. Isti optimalni
operativni uslovi odredeni su i metodom punog faktor-
nog eksperimenta. Odstupanje izmedu izracunatih i ek-
sperimentalnih vrednosti prinosa rezinoida je sli¢na kao
kod metode punog fakiornog eksperimenta, ali je pre-
dnost metode neuronskih mreza u tome sto omogucava
izraCunavanje prinosa rezinoida za sve operativne uslo-
ve unutar primenjenih granica.

ZAKLJUCAK

Na prinos i brzinu ekstrakcije rezinoida uticu: tem-
peratura, stepen usitnjenosti biljne sirovine, hidromodul i
vrsta rastvaraCa. Veéa koncentracija ekstrakta se posti-
ze. pri visim temperaturama, sa biljnom sirovinom veceg
stepena usithjenosti, pri manjem hidromodulu, s tim sto
je prinos rezinoida vedi pri veéem hidromodulu, i sa ras-
tvorom etanola manje koncentracije. Najveéi prinos rezi-
noida (2,86 g rezinoida po 10 g biljne sirovine) dobijen
je pri sleded¢im uslovima ekstrakcije: koncentracija eta-
nola 70 % v/v, hidromodul 1:10 (m/v), frakcija biljne siro-
vine najvedeg stepena usitnjenosti (srednji precnik
Cestica: 0,23 mm), ekstrakcijom na temperaturi od oko
80°C. Utvrdeno je da se brzina ekstrakcije rezinoida po-
vecava sa povecanjem temperature i stepena usitnje-
nosti biljne sirovine.
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Figure 5. Yield of the resinoids versus degree of disintegration, hydromoduli aqueaous ethanol: a) 70 and b) 95 % v/v
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Uticaj znadajnih faktora na prinos rezinoida je ana-
liziran primenom punog faktornog eksperimentalnog
plana 2* | metodom neuronskih mreza. Dok je prva, sta-
tistiCka metoda veé koridéena za optimizovanje ekstrak-
cije ¢vrsto—te¢no, druga metoda nije primenjivana u ove
svrhe.

Metodom punog faktornog eksperimenta dobijena
je regresiona jednacina koja omogucéava da se izracuna
prinos rezionida u zavisnosti od radnih uslova. Pojedina-
éni koeficijenti regresione jednadine pokazuju da se pri-

bi - linearni koeficijent u jednacini 1

bjj — koeficijent medufaktorskog dejstva u jednacini 1
nh — broj neurona u skrivenom sloju

xi — faktor (operativni uslov)

y - odzivna funkcija (prinos rezinoida)
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menjenih granica daje prednost metodi neuronskih [9]
mreza u odnosu na pun faktorni eksperiment. U cilju op- (1999) 838
timizacije primene neuronske mreZe potrebno je pove- [10]
¢ati broj eksperimenata (sa veéim brojem nivoa faktora), [11] Ph.Yug. IV, 1984
da bi generalizacija zavisnosti prinosa od radnih uslova R '
bila pouzdana. Treba napomenuti da problemi koji su [12]
vezani za kvantitet i kvalitet eksperimentalnih podataka
mogu imati negativni efekat na rad neuronske mreze. [13]
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EXTRACTION OF RESINOIDS FROM ST. JOHN'S WORT (Hypericum perforatum L.).

| Efficiency and optimization of extraction

(Scientific paper)

Dragan Milenovié1, Vlada B. Veljkoviéz, Branimir Todoroviés, Miomir Stankovié®

1Zdrav|je, Leskovac, 2Faculty of Technology, University of Ni§, Leskovac,
8Faculty of Occupational Protection, University of Ni§, Ni§

The extraction of resinoids from St. John’s wort (Hypericum perforatum L.)
was studied in a series of two papers. In the first part, the effects of the opera-
ting conditions on the yield of resinoids (total extract) were analyzed, while
the mathematical models of extraction kinetics were compared in the second
one. The extraction was carried out using an aqueous solution of ethanol (70
and 95 % v/v) at a hydromodulus (plant material to solvent ratio, w/v) of 1:5 or
1:10. The plant material was disintegrated and divided into three fractions
(mean particle size: 0.23, 0.57 and 1.05 mm). The temperature was 25, 50 or
about 80°C (boiling temperature). A higher yield of resinoids was obtained
when the plant material of greater disintegration degree (0.23 mm) was tre-
ated with 70% v/v aqueous ethanol solution at higher hydromoduli (1:10) and
temperatures (80°C). The effects of the operating factors on the yield of resi-
noids were estimated by using both the full factorial experimental plan 24 and
artificial neuronic networks (ANN) of 3-4—1 topology. Of the two methods, the
ANN one was found to be advantageous because of its capability of estima-
ting the yield of resinoids in the whole range of the applied operating
conditions.

Kljuéne reéi: Kantarion « Hyperi-
cum perforatum « Rezinoid ¢ Fak-
torni eksperimentalni plan » Vesta-
¢ka neuronska mreza ¢

Key words: St. Johns’ wort « Hype-
ricum perforatum ¢ Resinoid ¢ Full
factorial experimental plan ¢ Artifi-
cial neuronic network ¢
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