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DOBIJANJE DIGOKSINA 1Z SMESE SEKUNDARNIH GLIKOZIDA
Digitalis lanata Ehrh. RAZLICITIM TEHNIKAMA EKSTRAKCIJE
TECNOST-TECNOST

REZIME

Predmet proucavanja ove doktorske disertacije su fermentacija lis¢a Digitalis lanata Ehrh. u
kojoj se enzimskom transformacijom lanatozida A, B i C (LA, LB i LC) dobijaju sekundarni
glikozidi digitoksin (Dx), gitoksin (Gx) i digoksin (Dgx), ekstrakcija sekundarnih glikozida
perkolacijom sa razblazenim vodeno-alkoholnim rastvorima (10-50 % vol.), precis¢avanje
dobijenih perkolata, dobijanje suvih hloroformskih i trihloretilenskih ekstrakata (izolata) smese
sekundarnih glikozida iz perkolata i izolacija Dgx visoke ¢istoce (preko 96 %) iz rastvora izolata
frakcionim rastvaranjem, diskontinualnom ekstrakcijom tecnost-tecnost 1 kontinualnom
protivstrujnom frakcionom ektrakcijom te¢nost-te¢nost na Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj
koloni. Koris¢eno je suvo samleveno lis¢e plantazno gajenog Digitalis lanata Ehrh. Osnovni cilj
ove doktorske disertacije je bio razvoj procesa dobijanja sekundarnog kardiotoni¢nog glikozida

Dgx iz lis¢a Digitalis lanata Ehrh.

Najpre su definisani optimalni operativni uslovi fermentacije samlevenog suvog lis¢a Digitalis
lanata L. Ehrh. u anaerobnim uslovima na 37 °C: srednji pre¢nik delova samlevenog biljnog
materijala 7 mm i odnos voda-biljni materijal 1:2 m/v. Po prvi put je utvrden uticaj srednjeg
prec¢nika samlevnog lis¢a na stepen enzimske hidrolize LC do Dgx. Zatim su odredeni optimalni
operativni uslovi ekstrakcije Dgx perkolacijom iz fermentisanog biljnog materijala: srednji
pre¢nik delova samlevenog biljnog materijala 7 mm, visina punjenja perkolatora biljnim
materijalom 30 cm, rastvara¢ za perkolaciju (rastvor etanola 10 % vol.) i protok perkolata 4
dm®h (odnosno vreme zadrzavanja perkolata u perkolatoru 4 h), pri kojima je ostvaren stepen
ekstrakcije Dgx ve¢i od 95 %. Takode, odredeni su optimalni uslovi pre¢i§¢avanja tecnih
ekstrakata ekstrakcijom pomoc¢u hloroforma ili trihloretilena. Koncentrovanjem dobijenog
teCnog ekstrakta uparavanjem pod vakuumom, obradom sa magnezijum-oksidom, filtracijom
pod vakuumom i isparavanjem rastvara¢a pod vakuumom (60 °C) dobijen je suvi ekstrakt

(izolat) sa sadrzajem smeSe sekundarnih glikozida od oko 80 %. Frakcionim rastvaranjem



necisto¢a suvog izolata smeSe sekundarnih glikozida u smesi aceton-voda (7:1 do 10:1 vol.) uz
refluks izolovan je Dgx visoke cCistoce (preko 96 %). Dalje precis€avanje Dgx je izvrSeno
diskontinualnim i kontinualnim postupkom. Prvi postupak je izveden u levcima za odvajanje (15
levaka sa lakom fazom 1 15 levaka sa teSkom fazom) koriS¢enjem sistema
EtOH:H,0:CHCI3: THE = 35:15:20:30 vol., ¢ije su laka i teSka faza medusobno zasi¢ene pri
koncentraciji sekundarnih glikozida rastvorenih u lakoj fazi od 15 g/dm?® i odnosu zapremina lake
i teske faze 1:1,1. Laka faza je uparena do 1/3 polazne zapremine, posle ¢ega su kristali Dgx
odvojeni filtracijom pod vakuumom i susSeni. Prinos Dgx je bio 98 % Dgx. Kontinualno
precis¢avanje je izvedeno u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni sa protivstrujnim
proticanjem lake i teSke faze. Najveci stepen ekstrakcije Dgx (preko 99 %) u lakoj fazi ostvaruje
se uvodenjem napojnog rastvora smese sekundarnih glikozida (izolata), koncentracije 45 g/dm?® u
teSkoj fazi, na sredini kolone visine 4 m, koris¢enjem sistema rastvaraca EtOH:H,O-CHCI3: THE
= 35:15:20:30 vol. pri odnosu protoka lake i teske faze 1:1,1 vol., rastojanju izmedu plocica 2,5
cm, hodu vibracionog seta 2 cm i frekvencijom vibracije 125 min™. Ovim postupkom dobijen je
Dgx visoke Cistoce oko 99 %. Metodama propisanim oficijelnom farmakopejom (Ph. Eur.,
7™Edition, 2012) potvrdeno je da finalni proizvod sadrzi 98,6-100,2 % Dgx.

Kljuéne re¢i: Enzimska hidroliza, ekstrakcija te¢nost-te¢nost, maceracija, perkolacija, digoksin,
Karr-ova ekstrakciona vibraciona kolona, sekundarni glikozidi, vunasti digitalis, pre¢is¢avanje

biljnih ekstrakata, Digitalis lanata Ehrh.

Nauéna oblast: Tehnolosko inzenjerstvo
UZa nau¢na oblast: Hemijski inZenjerstvo

UDK: 547.918; 66.061.34



ISOLATION OF DIGOXIN FROM SECONDARY GLYCOSIDES
MIXTURE OF Digitalis lanata Ehrh. USING DIFFERENT LIQUID-LIQUID
EXTRACTION TECHNIQUES

SUMMARY

The present doctoral dissertation deals with the fermentation of leaves of Digitalis lanata Ehrh.
(woolly foxglove) causing the enzymatic transformation of lanatoside A, B and C (LA, LB and
LC) into the secondary glycosides digitoxin (Dx), gitoxin (Gx) and digoxin (Dgx), the extraction
of the secondary glycosides by percolation using the aqueous solutions of methanol and ethanol
(10-50 % v/v), the purification of the percolates, the preparation of dry extracts of secondary
glycosides using chloroform or trichlorethylene and the isolation of highly pure Dgx (>96 %)
from the solution of the dry extracts by fractional dissolution employing either the batch liquid-
liquid extraction or continuous countercurrent liquid-liquid extraction in a Karr’s extraction
reciprocating plate column. Ground dried leaves cultivated of Digitalis lanata Ehrh. were used.
The main goal was to develop the process for obtaining Dgx from the leaves of Digitalis lanata
Ehrh.

At first, the optimal operating conditions of the fermentation of leaves of Digitalis lanata Ehrh.
under anaerobic conditions at 37 °C were determined to be as following: the mean size of plant
particles of 7 mm and the water-to-plant material 1:2 g/cm®. Then, the optimal operating
conditions of Dgx extraction from the fermented plant material by percolation ensuring the Dgx
extraction degree higher than 95 % were found to be as follows: the mean size of plant particles
of 7 mm, the depth of the plant material in the extractor of 30 cm, the 10 % vol. ethanol solution
as the extracting solvent and the percolate flow rate of 4 dm*/h (i.e. the residence time of 4 h).
Also the optimal conditions of purification of the liquid extract using chloroform or
trichlorethylene. The obtained liquid extracts were evaporated under vacuum, treated by MgO,
filtrated under vacuum and evaporated under vacuum (60 °C). The obtained dry extract contained
about 80 % of the secondary glycosides. It was treated with a mixture of acetone and water (7:1
to 10:1 vol.) under reflux to get the Dgx product of high purity (>96 %). Further purification of



Dgx was conducted by the batch and continuous processes. The first process was carried out
using separating funnels (15 funnels for the light phase and 15 funnels for the heavy phase) and
the extraction system EtOH:H,0:CHCI3: THE = 35:15:20:30 vol., having the saturated phases, at
the concentration of secondary glycosides dissolved in the light phase of 15 g/dm® and the
volumetric ratio of light-to-heavy phase 1:1.1. The light phase was evaporated until the third of
the initial volume. The Dgx crystals were separated by filtration under vacuum and dried. The
Dgx yield was 98 %. The purification of Dgx was also carried out in the Karr’s extraction
reciprocating plate column with countercurrent flows of the phases. The highest Dgx extraction
degree (> 99 %) in the light phase was achieved when the solution of secondary glycosides (45
g/dm? in the heavy phase) was fed in the middle of the column (4 h high) using the solvent
system EtOH:H,O-CHCI3:THE = 35: 15:20: 30 vol. at the volumetric ratio of light-to-heavy
phase 1:1.1, the spacing between the perforated plates 2.5 cm, the stroke 2 cm and the frequency
125 min™. The Dgx product of high purity (99 %) was obtained, containing 98.6-100.2 % Dgx.

Kljuéne re¢i: Enzymatic hydrolysis, liquid-liquid extraction, percolation, digoxin, Karr’s
extraction reciprocating plate column, secondary glycosides, Digitalis lanata Ehrh., woolly

foxglove, purification of plant extracts.

Scientific field: Technological engineering
Specific scientific field: Chemical engineering
UDC: 547.918; 66.061.34



SIMBOLI I SKRACENICE

SIMBOLI

a - specificna kontaktna povrisina izmedu rastvaraca i biljnih Cestica

b- koeficijent ispiranja ekstraktivne materije

¢ - koncentracija ekstrahovanih materija iz biljnog materijala

Cc - aktuelna koncentracija rastvora ekstraktivnih materija

c, - uniformna koncentracij ekstraktivnih materija u pseudo-cestici

C; - koncentracija zasi¢enog rastvora ekstraktivnih materija

c =c, aktuelna koncentracija rastvora za t =0

C - srednja koncentracija ekstraktivnih materija u biljnim ¢esticama

D, - efektivni koeficijent difuzije ekstraktivnih materija

E — ekstrakcioni broj

h - geometrijski parametar

k, =D, /6 - koeficijent prenosa mase ekstraktivnih materija u te¢noj fazi

k - koeficijent spore ekstrakcije u jednacini (1.12)

k,a - zapreminski koeficijent prenosa mase ekstraktivnih materija u te¢noj fazi

K - koeficijent raspodele odgovarujucée supstance

K. - ukupni koeficijent prenosa mase (jednacina 1.14)

| - debljina biljne Cestice u obliku ploce

m - koli¢ina materije koja prelazi iz jedne u drugu fazu (jednacina 1.14)

p — parametar u jednac¢inama 1.21-1.24

g - masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini posle odredenog vremena ekstrakcije
0, - masa ekstraktivnih materija prisutnih u biljnoj sirovini na pocetku ekstrakcije
R - poluprecnik Cestice biljnog materijala u obliku sfere ili poluprec¢nik osnove cilindra Cestice
t - vreme

t; i t; — koeficijenti pravaca pravih u jedna¢inama 1.22-1.26

V, —zapremina lake faze

V; —zapremina teske faze

X - rastojanje u pravcu prenosa mase



a- specificna medufazna povr$na( jednacina 1.14),konstanta u jednacini (1.3),zapreminski faktor
(jednacina 1.19)

B -faktor selektivnosti rastvaraca za dati par ¢vrstih matreija (jednacina 1.15), konstanta u
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O - debljina difuzionog sloja oko biljne Cestice

V - odnos zapremina lake i teSke faze (jednacina 1.16)

SKRACENICE

Dx-—digitoksin

Dgx —digoksin

Gx—gitoksin

LA, LB, LC, LD LE - lanatozidi A,B,C,Di E
SEM - suve ekstraktivne materija

UG — ukupni glikozidi
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UvOD

Bioaktivne suspstance iz biljnih sirovina, poznate kao prirodni izolati ili fitohemikalije, imaju
sve veéu primenu u proizvodnji lekova (tzv. fitopreparati), kozmetickih i prehrambenih proizvo-
da i kao prekursori u sintezi novih proizvoda sa specifiiénim bioaktivnim svojstvima.
Fitopreparati se sve vise koriste u medicini i veterini, za leenje svih bolesti, posebno onih
najtezih: bolesti srca, kancera, side, herpesa, leukemije i virusoidnih bolesti. Posebno znacajno
podru¢je primene ovih biokativnih supstanci visoke CcCistoe je u oblasti istrazivanja i
standardizacije proizvoda u pomenutim granama industrije. Ove supstance su retke, skupe i sve

trazenije na svetskom trzistu.

Medu bioaktivnim supstancama biljnog porekla znacajno mesto pripada sekundarnim
kardiotoni¢nim glikozidima digitoksinu (Dx), gitoksinu (Gx) i digoksinu (Dgx), koji su
proizvodi enzimske hidrolize primarnih (genuinih) kardiotoni¢nih glikozida lanatozida A, B i C
(LA, LB i LC, respektivno), koji nastaju u toku fermentacije lis¢a vunastog digitalisa (Digitalis
lanata Ehrh.) pod dejstvom enzima prisutnih u lis¢u (B-glukozidaza, digilanidaza i
acetilesteraza) (Abraham, 2003; Baumgarten, 1963; Duke, 1987; Fonin i Khorlin, 2003;
Hegnauer, 1996; List i Hornhammer, 1973; Stoll i Kreis, 1934; 1935; Stoll i sar., 1951; WEeiss,
1985). Dgx je najvazniji i najefikasniji sekundarni glikozid vunastog digitalisa i zajedno sa LC,
nezamenljiv u leCenju akutnog i hroni¢nog kongestivnog zastoja u radu srca, posebno tzv.
"staraCkog srca" i supraventrikularnih aritmija (Cayley, 2004; Hegnauer, 1996; Heinrich i sar.,
2004; Juilliere i Selton-Suty, 2010; List i Hornhammer, 1973; Weiss, 2003). Digoksin ima,
takode, diureticko, antikancerogeno (Felth i sar., 2009; Mijatovic i sar., 2007) i antivirusno
(herpes) (Nie i sar., 2001) dejstvo. Polazna je sirovina za polusintetsko dobijanje efikasnijeg

kardiotonika p-metildigoksina (Wichtl, 2006), koji se poslednjih godina sve vise koristi.

Zbog slozene strukture, kardiotoni¢ni glikozidi digitalisa do danas nisu sintetizovani, niti su
sintetizovana analogna jedinjenja sa istim ili priblizno istim terapijskim svojstvima. | posle preko
200 godina intenzivnih farmakoloSkih, medicinskih 1 hemijskih ispitivanja karditoni¢nih
glikozida, Dgx, jo$§ uvek se dobija iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. Saglasno zahtevu
oficijelnih farmakopeja: Ph Jug. IV, Europien Pharmacopoieia i US Pharmacopeia da se u

terapijske svrhe mogu koristiti samo lekovi sa sadrzajem Dgx visoke Cistoce (preko 96-100 %),

1



istraZivanja na razvoju postupaka izolacije Dgx visoke ¢isto¢e iz fermentisanog lis¢a Digitalis

lanata Ehrh. su i danas vrlo aktuelna.

Opsti postupak dobijanja sekundarnih glikozida iz lis¢a Digitalis lanata Ehrh. sastoji se iz
slede¢ih glavnih faza (Foerest, 1957):

a) Fermentacije usitnjenog suvog lis¢a, odnosno hidrolize lanatozida do odgovarajucih
sekundarnih glikozida pod dejstvom enzima prisutnih u lis¢u (Fonin i Khorlin, 2003; Fuchs,
1960; Peki¢, 1972; Pitra i Herak, 1972; Stankovié, 1979; Zurkowska i Adamiec, 1975);,

b) Ekstrakcije sekundarnih glikozida pogodnim rastvaratem (voda, vodeno-alkoholni rastvori,
alkoholi, etilacetat i drugi) (Pekic¢, 1972; Pekic i Stankovic, 1973);

c) Precis¢avanja dobijenih te¢nih ekstrakata;

d) Ekstrakcije sekundarnih glikozida iz te¢nih ekstrakata fermentisanog lis¢a organskim
rastvara¢ima, najceS¢e dietiletrom, hloroformom, trihloretilenom i smeSom hloroform-
metanol (Peki¢, 1972) i

e) lzolacije kristalizata smese sekundarnih glikozida ili pojedinih ¢istih sekundarnih glikozida.

Unapredenje ovog opsSteg postupka dobijanja sekundarnih glikozida zahteva odredene
modifikacije svake od njegovih faza, koje se prvenstveno odnose na definisnje optimalnih uslova
fermentacije biljnog materijala, ekstrakcije rastvaracem, pre¢iS¢avanja dobijenih ekstrakata i

izolacije pojedinih sekundarnih glikozida visoke ¢istoce, posebno Dgx.

Prva faza opsteg postupka dobijanja sekundarnh glikozida, odnosno Dgx, iz lis¢a Digitalis lanata
Ehrh. je enzimska hidroliza LA, LB i LC do sekundarnih glikozida Dgx, Gx i Dgx u toku
fermentacije svezeg ili suvog usitnjenog biljnog materijala nakvasenog vodom, sa enzimima
prisutnim u biljnom materijalu (List i Hornhammer, 1973; Pitra i Herak, 1972; Zurkowska i
Adamiec, 1975) na 35-37 °C. Zavisno od porekla biljne sirovine, enzimska aktivnost varira u
Sirokim granicama, tako da se u nekim sluc¢ajevima izvr$i potpuna enzimska hidroliza lanatozida
do sekundarnih glikozida za 1 h, a u nekim znatne koli¢ine lanatozida ostaju nehidrolizovane
posle 72 h (Fuchs i Jachs, 1960). Zbog razlika u akivnosti enzima u biljnim sirovinama razli¢itog
porekla, koje su genetske ili tehni¢ke prirode (vreme berbe, nain susenja, stepen usitnjenosti,
lagerovanje), neophodno je za svaki biljni materijal odrediti optimalne uslove enzimske hidrolize

lanatozida u toku fermentacije biljnog materijala. Definisanje optimalnih uslova enzimske
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hidrolize LC do Dgx u toku fermentacije suvog lis¢a Digitalis lanata Ehrh  podrazumevaju
definisanje optimalnog stepena usitnjenosti biljne sirovine (srednji prec¢nik samlevene biljne
sirovine), optimalnog odnosa kvaSenja biljne sirovine vodom, temperature fermentacije i
vremena trajanja fermentacije. Uslovi enzimske hidrolize LC do Dgx u toku fermentacije lis¢a
Digitalis lanata Ehrh. na 37 °C kre¢u se u razli¢itim granicama (Dordevié i Stankovié, 1977;
Fonin and Khorlin, 2003; Peki¢, 1972; Peki¢ i Stankovié, 1973; Stankovi¢ i sar., 1989): kvasenje
biljne sirovine vodom u odnosu od 0,5:1 do 1:2 m/v i vreme fermentacije od 48-72 h. Medutim,
0 uticaju usitnjenosti biljnog materijala na stepen enzimske hidrolize lanatozida do sekundarnih

glikozida Dgx, Gx i Dx nema podataka u literaturi.

Veoma vazne su faze u postupku dobijanja sekundarnh glikozida je njihova izolacija iz biljne
sirovine ekstrakcijom ¢vrsto—tec¢no (Foerest, 1957; List i Hornhammer, 1957; Ponomarev, 1976),
preciscavanje tecnih ekstrakata i re-ekstrakata, izdvajanje izolata ili kristalizata iz tec¢nih ekstra-
kata i re-ekstrakata, razdvajanje pojedinih supstanci ekstrakcijom te¢nost-tec¢nost) i kristalizacija

¢istih supstanci.

Za ekstrakciju sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. naj¢esce su
koris¢ene razli¢ite konvencionalne tehnike maceracije (Fonin 1 Khorlin, 2003; Peki¢, 1972; Peki¢
i Stankovi¢, 1973; Stankovi¢, 1979; Stankovi¢ i sar., 1989). Definisani su skoro svi optimalni
uslovi za razli¢ite postupke ekstrakcije sekundarnih glikozida maceracijom. U ovim postupcima
kori$¢eni su razliCiti rastvaraci, kao $to su: voda, alkoholi (metanol, etanol i izopropanol) ili
vodeno-alkoholni rastvori razli¢itih koncentracija (najces¢e vodeno-metanolni i vodeno-etanolni)
(Stankovi¢ i sar, 1981), etilacetat zasicen vodom (Peki¢, 1972; Peki¢ i Stankovi¢, 1973) ili
neutralisan ispiranjem 5 %-tnim rastvorom natrijum-karbonata (Fonin i Khorlin, 2003) i smese
alkohola i organskih rastvaraca sa petroletrom (Pordevi¢ i Stankovi¢, 1977). Sa vodom i vodeno-
alkoholnim rastvorima dobijaju se te¢ni ekstrakti sekundarnih glikozida sa najmanjim sadrZajem
prate¢ih materija (necistoca) 1 sa najve¢im stepenom ekstrakcije Dgx, odnosno sa najve¢om
selektivnoséu ekstrakcije Dgx. Dobijeni ekstrakti se mogu precistiti razli¢itim postupcima i iz

njih izdvojiti ¢vrsti izolati sa visokim sadrzajem Dgx.

istrazen u slucaju ekstrakcije sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh.



U dostupnoj literaturi nema podataka o uticaju veliine Cestica usitnjenog suvog liS¢a vunastog
digitalisa, visine punjenja perkolatora, primenjenog rastvaraca i zapreminske brzine isticanja
perkolata na kinetiku i stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida, na bazi kojih bi se definisali
optimalni uslovi perkolacije potrebni za projektovanje poluindustrijskih i industrijskih
postupaka. Takode, nema podataka na bazi kojih bi se definisao optimalni postupak
preciS¢avanja perkolata i dobijanja suvih izolata smeSe sekundarnih glikozida sa relativno

visokim sadrzajem Dgx, iz kojih se moze dobiti Dgx visoke Cistoce.

Kardiotoni¢ni primarni i sekundarni glikozidi u izolatima iz lis¢a Digitalis lanata Ehrh. su u
smesi supstanci sli¢nih struktura koje vrlo ¢esto kristaliSu izomorfno, zbog ¢ega se teSko mogu
izdvojiti u Cistom stanju. Poslednjih godina se za izdvajanje bioaktivnih komponenti iz
izomorfnih fitoizolata sve vise koristi ekstrakcija te¢nost-tecnost. Jedan od veoma efikasnih
postupaka za izolaciju prirodnih bioaktivnih supstanci iz suvih fitoizolata ili izomorfnih
kristalizata njihovih sme$a je kontinualna frakciona ekstrakcija te¢nost-te¢nost na Karr-ovoj
vibracionoj koloni (Cusack i Karr, 1991; Donald i Parker, 2009; Haynes i Stuart, 1963;
Heyberger, 2010; Karr 1997, Lo i sar., 1992; Pekic¢ i Toli¢, 1980; Xien i sar., 2003). Primena ove
metode je posebno znacajna kad nije moguca ili je veoma sloZena i sa komercijanog aspekta
neisplativa sinteza bioaktivne supstance, kao S$to je slucaj sa kardiotoni¢nim glikozidima
Digitalis lanata Ehrh. Prednosti ove metode u poluindustrijskim ili industrijskim uslovima su

jednostavna i ekonomski isplativija oprema u odnosu na druge metode.

U literaturi nema podataka o kontinualnoj frakcionoj ekstrakciji Dgx iz izolata ili kristalizata
smeSe sekundarnih glikozida Dgx, Dx i Gx, koja je izolovana iz lis¢a Digitalis lanata Ehrh.
Medutim, ima podataka o koriS¢enju kontinualne suprotnostrujne ekstrakcije tecnost-te¢nost na
Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni za izolaciju drugih bioaktivnih supstanci iz biljnih
izolata, kao $to su LC (Peki¢ i Toli¢, 1980), glicirizinska kiselina i likviritin (Shen i sar., 2007),
kapsaicinoidi (Picazo i sar., 2008), izomorfni steroidi (Nie i sar., 2001), kafein (Xu i sar., 2003),
fitosteroli (Heberger i sar., 2010), u vodi rastvorne frakcije sirovih ulja (Zhou i sar., 1994) i

solanesol (Tang i sar., 2007).

Do sada je samo Peki¢ (1972) proucavao izolaciju Dgx iz rastvora suvih izolata smese

sekundarnih glikozida fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. diskontinualnom ekstrakcijom



tecnost-te¢nost. Kontinualna frakciona ekstrakcija te¢nost-te¢nost na Karr-ovoj ekstrakcionoj
vibracionoj koloni nije do sada primenjena za izolaciju Dgx iz izolata ili kristalizata sekundarnih
glikozida. Zbog toga su potrebna detaljna ispitivanja procesa diskontinualne i kontinualne
frakcione ekstrakcije Dgx iz rastvora izolota smese sekundarnih glikozida Digitalis lanata Ehrh.,
primenom ekstrakcije te¢nost-te¢nost na Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni u cilju sa-
gledavanja uticaja operativnih uslova na efikasnost i definisanja optimalnih uslova izdvajanja

Dgx visoke Cistoce.

Predmet ispitivanja ove doktorske disertacije je fermentacija suvog lisc¢a Digitalis lanata Ehrh. u
kojoj se enzimskom transformacijom LA, LB i LC dobijaju sekundarni glikozidi Dx, Gx i Dgx,
ekstrakcija sekundarnih glikozida perkolacijom sa razblazenim vodeno-alkoholnim rastvorima
(10-50 % wvol.), preciscavanje dobijenih perkolata, dobijanje suvih hloroformskih i
trihloretilenskih ekstrakata (izolata) smese sekundarnih glikozida iz perkolata i izolacija Dgx
visoke cisto¢e (preko 96 %) iz rastvora izolata frakcionim rastvaranjem, diskontinualnom
ekstrakcijom te¢nost-te¢nost i kontinualnom protivstrujnom frakcionom ektrakcijom te¢nost-

te¢nost na Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije je razvoj procesa dobijanja sekundarnog kardiotoni¢nog
glikozida Dgx iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. razli¢itim tehnikama ekstrakcije. U

okviru glavnog cilja, ova disertacija ima jo$ i sledece posebne ciljeve:

- definisanje uticaja veli¢ine Cestica samlevenog lis¢a, odnosa kvasenja voda:biljna sirovina i
temperature na kinetiku i stepen enzimske hidrolize lanatozida do sekundarnih glikozida u toku
fermentacije lis¢a Digitalis lanata Ehrh.;

- definisanje uticaja visine punjenja perkolatora, koncentracije rastvaraca za ekstrakciju (vodeno-
metanolni i vodeno-etanolni rastvori), odnosa voda:biljna sirovina i zapreminske brzine isticanja
perkolata, odnosno vremena zadrzavanja perkolata u perkolatoru na efikasnost i selektivnost
ekstrakcije ukupnih glikozida (UG), Dx, Gx i Dgx;

- definisanje uticaja operativnih uslova ekstrakcije sekundarnih glikozida iz perkolata
ekstrakcijom te¢nost-tenost (rastvaraci: hloroform ili trihloretilen; odnos zapremina perkolata i
rastvaraca; zapremina tecnog hloroformskog ili trihloretilenskog koncentrata; odnos zapremine

koncentrata i MgO, Al,O3 ili Na,CO3 za prec¢is¢avanje koncentrata; uparavanje preciSc¢enog



koncentrata do suvog izolata) na prinos i sastav suvih izolata sekundarnih glikozida (Dx, GXx,
Dgx i UG);

- definisanje uticaja operativnih uslova frakcionog rastvaranja suvih izolata (rastvaraci: smese
aceton-voda; odnos suvih izolata i zapremina rastvaraca; broj ispiranja izolata rastvaracem) na
ekstrakciju Dgx iz hloroformskih ili trihloretilenskih izolata sekundarnih glikozida;

- definisanje optimalnih uslova diskontinualne ekstrakcije te¢nost-te¢nost u levcima za odvajanje
za izdvajanje Dgx iz rastvora hloroformskih ili trihloretilenskih suvih izolata smese sekundarnih
glkozida u ternernim dvofaznim sistemima etanol (EtOH)-voda-hloroform-etilacetat (EtOAC),
EtOH-H,0-CHCI3-EtOAc i EtOH-H,O-trihloretilen (THE)-EtOAc (izbor optimalnog sastava
sistema; rastvaranje izolata sekundarnih glikozida u lakoj ili teskoj fazi; koncentracija suvog
hloroformskog ili trihloretilenskog izolata sekundarnih glikozida; broj levkova Dgx u lakoj fazi)
prethodno uravnoteZzavanje faza; optimalni odnos zapremina faza);

- definisanje uticaja operativnih uslova na stepen ekstrakcije Dgx iz trihloretilenskih suvih
izolata smeSe sekundarnih glikozida, protivstrujnom kontinualnom frakcionom ekstrakcijom
tecnost-tecnost na Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni (rastojanje izmedu perforiranih
plocica, veli¢ine otvora plocica, hod i frekvencija vibracione mesalice; visina kolone; optimalni
sastav sistema; uticaj uvodenja rastvora izolata: odozgo, sa dna ili u sredini kolone);

- odredivanje stepena koncentrovanja tecne faze sa sadrzajem Dgx do zapremine koncentrata iz
koga se dobija najveci prinos kristala digoksina farmaceutskog kvaliteta;

- definisanje postupka odvajanja i susenja kristala Dgx;

- definisanje uslova regeneracije i ponovnog kori$¢enja te¢nih faza iz procesa ekstrakcije tenost-
teCnost;

- definisanje metoda kvalitativnog i kvantitativnog odredivanja sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih

sekundarnih glikozida u fermentisanoj biljnoj sirovini, perkolatima, izolatima i kristalnom Dgx.



1 TEORIJSKI DEO

1.1 VUNASTI DIGITALLIS (Digitalis lanata Ehrh.)

Preko 26 vrsta roda Digitalis iz porodice biljaka Plantaginaceae — Scrophulariceae —
Rhinantoideae — Digitaleae je poreklom iz Evrope, Azije i Severne Afrike (Foerest, 1957; List i
Hornhammer, 1973). Lis¢e dve vrste ovog roda, Digitalis purpurea (purpurni digitalis) i
Digitalis lanata Ehrh. (vunasti digitalis), najvazniji su izvori dobijanja primarnih (lanatozida) i

sekundarnih kardiotoni¢nih glikozida (Stoll i Renz, 1956), od kojih je najvazniji Dgx.

Vrsta Digitalis lanata Ehrh. je poreklom iz jugoisto¢ne Evrope, sa Balkana (List i Hornhammer,
1973; KiSgeci 1 sar., 1987, 2009). Gaji se 1 u srednjoj 1 zapadnoj Evropi, u Indiji, srednjoj
Americi i Africi (List i Hornhammer, 1973). Najveci proizvodaci su Rusija, Poljska, Madarska,
Rumunija, Bugarska, Ceska, Slovacka, Bugarska, Austrija, Nemac¢ka i Holandija (KiSgeci i sar.,

1987, 2009)
1.1.1 Opste botanicke karakteristike

Digitalis lanata Ehrh. je dvogodisnja zeljasta biljka, koja uspeva na zemljistu bogatom humusom
u hladovini, na suvim ili vlaznim stani$tima. Ima razgranat koren duzine oko 20 cm. Lis¢e, Cije
je nali¢je prekriveno belim dlakama, formira se u prvoj godini u obliku rozete od krupnog lis¢a
na kratkim drS§kama. Sa donje povrSine listovi su prekriveni belim dla¢icama. U drugoj godini se
razvija uspravna dlakava cvetna stabljika visine 40-150 cm, sa sitnim sede¢im kopljastim
listovima na donjem delu, na vrhu zasiljeni duzine 10-20 cm, §irine oko 2 cm. Cveta u toku leta.
Cvetovi su cevasti, zvonasti u obliku grozdaste cvasti sa dlakavim ¢asicama i krem bele boje.
Krunice su prosarane sa smede-crvenim ili ljubicasto-braon zilicama. Ima plod u obliku ¢aure u
kojoj se nalazi sitno seme crvenkasto-smede boje (List i Hornhammer, 1973; KiSgeci i sar., 1987,
2009).



Slika 1 Digitalis lanata Ehrh.: A — jednogoisnja i B — dvogodisnja biljka
(http://en.wikipedia.org/wiki/Digitalis lanata)

1.1.2 Berba i suSenje

Berba lis¢a se vrsi uglavnom ruc¢no 2-3 puta u toku godine u toku vegetacije (jul-septembar) po

lepom vremenu (Ki$geci i sar., 2009) u periodu maksimalnog sadrzaja LC (Stankovi¢, 1979).

Posle berbe, lis¢e se ostavi nekoliko dana na lesama u tankom sloju, u hladu ili na senovitim
mestima na promaji, da bi se zavrSila postmortalna sinteza lanatozida i povecao njihov sadrzaj
(Stankovié, 1979). Susenje liséa se dalje nastavlja najée$¢e u susarama na 50-60 °C (Kisgeci i
sar., 2009; Stankovi¢, 1979). Neka istrazivanja su pokazala da se liS¢e moze suSiti u struji
zagrejanog vazduha u rotopneumatskoj susnici kratkotraajnim suSenjem na poviSenim
temperaturama 100-400 °C (Peki¢ i sar., 1976; Stankovié, 1979, 1983) uz nezantno smanjenje
sadrzaja lanatozida. SuSenje pod snizenim pritiskom (20 mm Hg) je bez gubitaka lanatozida i sa
povecanjem aktivnosti enzima prisutnih u liS¢u, da se vreme hidrolize lanatozida pri fermentaciji

osusenog liS¢a skracuje (Stankovi¢, 1979).


http://en.wikipedia.org/wiki/Digitalis_lanata

1.1.3 Organolepticke karakteristike suvog lis¢a

Suvi listovi su svetlo do tamnozelene boje, slabog ali karakteristiCanog mirisa, gorkog ukusa.
Ceo list je oko 10-30 cm dugacak i 4 cm Sirok. PovrSina lista je kopljasta (Ph.Eur. 7th Edition,

2012) sa gornje strane glatka a sa donje dlakava.

1.1.4 Hemijski sastav

Svi delovi Digitalis lanata Ehrh. sadrze kardiotoni¢ne glikozide sa steroidnim jezgrom -
geninom kardenolidnog tipa, od kojih su najzastupljeniji primarni kardiotoni¢ni glikozidi - LA,
LB, LC, lanatozid D (LD) i lanatozid E (LE). Kasnije su otkriveni i drugi glikozidi
(glukodigifukozid, glukoverodoksin, digitalinum verum, odorobiozid G) (Fieser i Fieser, 1959).
U lis¢u ima najvise LA, LB i LC (0,41 %) od kojih je najvazniji LC. U li§¢u kultivisane vrste
Digitalis lanata Ehrh., sadrzaj LC je od 1,7-5,3 % (Nyaradi-Szabady, 1982). U lis¢u divlje
rastuce vrste Digitalis lanata Ehrh. naden je nizi sadrzaj LA, LB i LC od 0,27, 0,11 i 0,175 %,
respektivno (Klosi i Zotaj, 1979). U neznatnim koli¢inama nalaze se sekundarni glikozidi Dx, Gx
i Dgx, kao prekursori u biosintezi lanatozida, koji su produkti transformacije lanatozida u toku
fermentacije lis¢a in vitro, pod dejstvom enzima tipa f—glukozidaza i acetilesteraza. Tako se iz
LC dobija najvazniji sekundarni kardiotoni¢ni glikozidi Dgx, Dx i Gx (Fonin i Khorlin, 2003;
Fuchs, 1960; List i Hornhammer, 1973; Peki¢, 1972; Pitra i Herak, 1972; Stankovi¢, 1979;
Zurkowska i Adamiec, 1975).

Pored glikozida, lis¢e sadrzi enzime, flavonoide, steroidne saponozide, derivate pregnana i
mineralne soli. U lis¢u su otkriveni flavonoidni aglikoni pektolinarigenin, dinatin, hrizeriol,

diosmetin i luteolin (Hiermann i Springer, 1979).
1.1.5 Hemija i stereohemija kardiotoni¢nih glikozida

Kardiotoni¢ni glikozidi Digitalis lanata Ehrh. spadaju u grupu steroidnih glikozida (Fieser i
Fieser, 1959) i sastoje se od aglikona (genina) i oligosaharidnog lanca od tri digitoksoze (2,3—
didezoksiheksoza) i glukoze kod LA, LB, LC, LD i LE, tri digitoksoze i glukoze kod Dx, GX i

Dgx ili dve digitoksoze i jedne acetil-digitoksoze kod acetil-derivata sekundarnih glikozida.



Ugljeni hidrati u oligosaharidnom lancu su D-reda i povezani su medusobno 1,4-3-glikozidnom

vezom. Oligosaharidni lanac je uvek povezan -glikozidnom vezom sa C-3 aglikona.

Aglikoni pripadaju steroidima koji su derivati 10,13-dimetil-ciklopentano-perhidro-fenantrena,
odnosno kardenolidi (butenolidi), jer imaju o,—nezasiceni butenolidni petoclani laktonski prsten
na C-17 u B-polozaju. Aglikoni svih glikozida imaju OH—grupu u B-polozaju na C-3 i C-14.
Glikozidi B- i C-reda imaju jo§ po jednu OH-grupu u B-polozaju vezanu za C-3 i C-14,
respektivno. Svi glikozidi imaju metil-grupe u B-polozaju na C-10 i C-13 aglikona. Prstenovi A i
B i C i D su povezani cis, a B i C trans, odnosno svi aglikoni pripadaju 5B-kardenolidima (H
atom na C-5 je uvek u B-polozaju). Kod aglikona glikozida E—reda formil-grupa (B—OCHO) je

vezana ha C-16.

Na slici 1.1 prikazane su stereohemijske strukture Dx, Gx i Dgx, koje se da se razlikuju samo po
polozaju i broju hidroksilnih grupa aglikona (genina) kardenolidnog tipa, dok za C-3 geninskog
dela B-glikozidnom vezom sa digitoksozom oligosaharidnog lanca. Sve digitoksoze su

medusobno povezane u oligosaharidni lanac, takode, -glikozidnom vezom.

CHy OH
HO 0
0
0
OH CHj

Slika 1.1 Stereohemijske strukture sekundarnih glikozida Dx, Gx i Dgx (Dx: R; = Rz = H, Gx:
Ri1=H, R3 =-OH i Dgx: Ry = OH, R3 = H)

1.1.6 Farmakoloske karakteristike

Kardenolidni glikozidi, koji se izdvajaju iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. imaju
kardiotoni¢no dejstvo. Kao najaktivniji, LC i Dgx se danas koriste kao osnovne komponente za

proizvodnju lekova za srce, koji jacaju sr€ani miSi¢, usporavaju i reguliSu sréani ritam, narocito
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kod starijih osoba (,,staracko srce*). Dgx i njegov polusintetski derivat B—metildigoksin su
najefikasniji kardiotoni¢ni glikozidi Digitalis lanata Ehrh. i imaju najvecu primenu. Njihovo
kardiotoni¢no dejstvo (Abraham, 2003; Fieser i Fieser, 1959; Hegnauer, 1996; List i
Hoérnhammer, 1973) vezano je u prvom redu za cis povezivanje prstenova Ai B i Ci D, kao i
trans povezivanje prstenova B i C, odnosno za B-polozaj H-atoma na C-2. Dokazano je da se
kardiotoni¢na aktivnost gubi kada se H-atom na C-5 aglikona nade u a-poloZaju. Pored toga, da
da bi glikozidi bili kardioaktivni butenolidni laktonski prsten mora da se nalazi u B-polozaju. Za
kardiotoni¢nu aktivnost glikozida vazna je [B-glikozidna veza oligosaharidnog lanca sa C-3
aglikona i B-polozaj OH-grupe na C-14 aglikona, ali nisu od odlué¢ujuceg znacaja. Za terapiju
bolesti srca je znacajno da glikozidi imaju dobru resorpciju u organizmu. Dobru do vrlodobru
resorpciju (resorpcija 50-100 %) imaju: Dgx, Dx, LA, B-metildigoksin, acetildigitoksin i 16-
acetilgitoksin. LC se zadovoljavajuce resorbuje (25-50 %), dok se Gx 1 LB nezadovoljavajuce
resorbuju. Resorpciona sposobnost glikozida nije vezana samo za broj i polozaj OH-grupa, ve¢ i
za vrstu ugljenohidratnog lanca (Abraham, 2003; Fieser i Fieser, 1959; Hegnauer, 1996; List i
Hornhammer, 1973). Uvodenjem acetil-grupe u ostatke dezoksi—uglljenohidratnih jedinki ili
glukoze u oligosaharidnom lancu znacajno se povecava resorpcija (Niodner, 1973). Aglikoni
glikozida Digitalis lanata Ehrh. nemaju kardiotoni¢no dejstvo zbog njihove brze razgradnje u
organizmu (Fieser i Fieser, 1959).

Poslednjih godina Dx i Dgx se samostalno ili u kombinaciji sa drugim biokativnim supstancama
koriste kao diuretici i za leCenje tumora (Cayley, 2004; Heinrichi sar., 2004; Juilliére i Selton-
Suty, 2010; Nadav, 2012; Newman, 2008; Patel, 2011; Weiss, 2003).

1.1.7 Primena

Lis¢e Digitalis lanata Ehrh.se u narodnoj medicini ne koristi zbog visokog stepena toksi¢nosti
njenih sastojaka, posebno glikozida (Fieser i Fieser, 1959). Veoma retko se koristi u izradi
farmaceutskih preparata. Kao industrijska sirovina, koristi se za dobijanje kardiotono¢nih

primarnih i sekundarnih glikozida, u prvom redu LC i Dgx.
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1.2 ENZIMSKE TRANSFORMACIJE PRIMARNIH GLIKOZIDA FERMENTACIJOM
LISCA Digitalis lanata Ehrh.

Hidrolizom primarnih kardiotini¢nih glikozida Digitalis lanata Ehrh. u toku fermentacije svezeg
ili najée$ée suvog usitnjenog liséa nakvasenog vodom na 37 °C, pod biokatalitickim dejstvom
enzima prisutnih u lis¢u (B-glukozidaza, digilanidaza i acetilesteraza) dobijaju se sekundarni
glikozidi Dx, Gx i Dgx (Abraham, 2003; Baumgarten, 1963; Duke, 1987 Fonin i Khorlin, 2003;
Hegnauer, 1996; List i Hornhammer , 1973; Weiss, 1985, 2003). Takode, sekundarni glikozidi se
mogu dobiti hidrolizom izolovanih ¢istih lanatozida pod dejstvom enzimskih preparata dobijenih
iz lis¢a Digitalis lanata Ehrh. (Baumgarten, 1963; List i Hornhammer, 1973; Pitra i Herak, 1972;
Stankovi¢ i Pordevi¢, 1987; Stankovié i sar., 1983; Stoll i sar., 1935; Zurkowska i Adamiec,
1975), semena lucerke (Stoll i Kriess, 1934; Wichtl, 1978), zelenog zrna kafe (Stoll i Renz,
1956), Zeludacnog soka vinogradarskog puza, jetre i pankreasa prezivara ili gljivica roda

Aspergilus ili Penicilium (Stoll i Renz, 1951).

Uslovi enzimske hidrolize LC do Dgx u toku fermentacije liséa Digitalis lanata Ehrh. na 37 °C
(Pordevi¢ 1 Stankovi¢, 1977; Fonin i Khorlin, 2003; Peki¢, 1972; Peki¢ i Stankovié, 1973;
Stankovi¢i sar., 1989) se kre¢u u razli¢itim granicama zavisno od porekla lis¢a materijala:
kvaSenje biljnog materijala vodom u odnosu od 0,5:1-1:2 m/v i vreme fermentacije od 24-72 h.
Medutim, nema podataka o optimalnom stepena usitnjenosti na stepen enzimske hidrolize

lanatozida do Dgx, Gx i Dx.

Zbog razlika u akivnosti enzima u lis¢u Digitalis lanata Ehrh. razli¢itog porekla, koje su
genetske ili tehniCke prirode (vreme berbe, nacin suSenja, stepen usitnjenosti, lagerovanje itd.),
neophodno je za svaki biljni materijal odrediti optimalne uslove enzimske hidrolize lanatozida u

toku fermentacije biljnog materijala.
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1.3 EKSTRAKCIJA CVRSTO-TECNO BIOAKTIVNIH MATERIJA 1Z BILINIH

SIROVINA
1.3.1 Osnovne zakonitosti ekstrakcije bioaktivnih materija iz biljnih

materijala

Prva faza u najvecem broju tehnoloskih procesa izolacije bioaktivnih proizvoda iz divljerastuc¢ih
I kultivisanih lekovitih biljnih sirovina, koji imaju Siroku primenu u farmaceutskoj, kozmetickoji
prehrambenoji drugim granama hemijske industrije (fitohemikalije), jeste njihova ekstrakcija iz

biljnog materijala pogodnim rastvaratem (Heinrich i sar., 2004).

Teorija 1 praksa ekstrakcije ¢vrsto-tecno se poslednjih godina intenzivno razvijaju, zahvaljujuéi
poboljsanoj tehni¢koj opremljenosti i znacajnim uspesima u oblasti ispitivanja procesa prenosa
mase. U farmaceutskoj industriji koriste se, uglavnom, osuseni ili tehnicki obradeni biljni
materijali. Ova obrada moZe znatno da menja svojstva biljnog materijala, pre svega mehanicke
osobine: povisena mehanicka ¢vrstoca, krtost i dr. Menjaju se, takode, hemijski sastav i fizicko-
hemijska svojstva biljnog materijala. Dolazi do hidrolitickih 1 fermentativnih procesa razgradnje
prirodnih jedinjenja koja se nalaze u celijama. Dinamika procesa ekstrakcije biljnih materija
zavisi od njihovih tehnoloSkih osobina (sadrZaj vlage, sadrzaj aktivnih i ekstraktivnih materija,
stepen samlevenosti, kvalitet biljnog materijala, brzina i stepen bubrenja biljnog materijala,
apsorbovana koli¢ina rastvaraca za ekstrakciju u biljnom materijalu, gustina, zapreminska i
nasipna masa biljnog materijala, koeficijenti ispiranja, koeficijenti unutrasnje i slobodne difuzije
unutar biljnog materijala, mehanicka svojstva-koeficijenti spoljasnjeg i unutra$njeg trenja i dr.),

tehnoloskog postupka izvodenja procesa i primenjenog uredaja za ekstrakciju.

Ekstrakcija iz biljnog materijala (luZenje) je u osnovi proces prenosa mase u sistemu cvrsto telo-
tecnost (Frank i sar., 1999; Ponomarev, 1976 sa odredenim specifi¢nostima vezanim za celularnu
prirodu biljnog materijala (Coulson i sar., 1991; Heinrich i sar., 2004; Prieve, 2000; Stankovic i
sar., 1994; Treybal, 1985). Ostvaruje se u kontaktu izmedu tecne faze-rastvaraca za ekstrakciju
(ekstragens) i ¢vrste faze — poroznog biljnog materijala u kojem se na zidovima ¢elija (u slu¢aju

osuSenog biljnog materijala) ili u rastvoru unutar pora (u slucaju svezeg ili nabubrelog biljnog
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materijala) nalaze rastvorene materije. Procesi ekstrakcije svezeg, nabubrelog (u vodi) i suvog

biljnog materijala se principijelno razlikuju (Ponomarjev, 1976).

Proces ekstrakcije svezeg ili nabubrelog biljnog materijala (posle kvasenja rastvaracem za

ekstrakciju) se sastoji iz tri faze:

spiranje rastvoraka ili ¢elijskog soka iz razorenih ¢elija ili otvorenih pora;

prodiranje rastvaraca u celijske teSnosti i tenosti sudova kroz porozne zidove ili membrana
¢elije i porozne zidove biljnih sudova molekulskom difuzijom;

prenos ekstraktivnih materija iz Celijskih te¢nosti i teCnosti biljnih sudova kroz porozne
zidove Celija ili biljnih sudova putem molekulske difuzije do spoljasnje povrSine biljnog
materijala;

prenos materija sa povrsine biljnog materijala u rastvara¢ za ekstrakciju, odnosno u ekstrakt.

U sluc¢aju osuSenog nesamlevenog biljnog materijala proces ekstrakcije je slozeniji i sastoji se iz

vise faza:

kvaSenje, spiranje 1 rastvaranje sasusenih ekstraktivnih materija sa povr$ina razorenih ¢elija i
otvorenih pora 1 prenos rastvorenih materija u rastvarac¢ spiranjem i molekulskom difuzijom;
kvaSenje 1 prodiranje rastvarata u nerazorene celije 1 sudove biljnog materijala kroz
membrane ¢elija i porozne zidove biljnog materijala uz istovremeno rastvaranje ekstraktivnih
materija;

prenos rastvorenin materija molekulskom difuzijom iz nerazorenih celija i sudova do

povrsine biljnog materijala i sa povr$ine biljnog materijala u rastvor,.

U slucaju samlevenog svezeg biljnog materijala, ekstrakcija bioaktivnih sastojaka ukljucuje

razliCite faze, zavisno od stepena samlevenosti:

a) potpuno samleven svez biljni materijal (100 % razorene celije)

mesSanje biljnih sokova izdvojenih u toku mlevenja sa rastvaraCem za ekstrakciju uz
istovremeno spiranje biljnog soka i ekstraktivnih materija sa povrsine dezintegrisanog biljnog
materijala;

prenos ekstraktivnih materija u rastvara¢ iz biljnog soka (Celijski sok 1 tecnosti iz sudova

biljnog materijala) i sa povrsine razorenih ¢elija i sudova;
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b)

ako se rastvaraC za ekstrakciju delimic¢no ili potpuno ne mesa sa biljnim sokom, u toku
mesanja sa sokom istovremeno se odvija prenos ekstraktivnih materija u rastvara¢ kroz
grani¢nu povr$inu izmedu tecnih faza i izmedu grani¢ne povrSine rastvaraca i biljnog

materijala;
potpuno samleven osusen biljni materijal (100 % razorene ¢elije)

kvasenje, bubrenje, spiranje i1 rastvaranje sasuSenih ekstraktivnih materija sa povrSina
razorenih ¢elija i otvorenih pora;
prenos rastvorenih materija u rastvara¢ spiranjem sasusenih delova i molekulskom difuzijom

rastvorenih molekula materija sa povrSine biljnog materijala;
nepotpuno dezintegrisani svezi biljni materijal:

mesanje biljnih sokova izdvojenih u toku mlevenja sa rastvaratem za ekstrakciju uz
istovremeno spiranje biljnog soka i ekstraktivnih materija sa povrSine dezintegrisanog biljnog
materijala i prenos materija iz unutarcelijskog soka nerazorenih ¢elija i biljnih sudova kroz
membrane i porozne zidove Celija i sudova uz istovremeni prenos molekula rastvaraca u
suprotnom smeru;

prenos ekstraktivnih materija u rastvara¢ iz biljniog soka (Celijski sok i tecnosti iz sudova
biljnog materijala) i sa povrSine razorenih ¢elija i sudova;

ako se rastvara¢ za ekstrakciju delimi¢no ili potpuno ne mesa sa biljnim sokom, u toku
mesSanja sa sokom, istovremeno se odvija prenos ekstraktivnih materija u rastvara¢ kroz
grani¢nu povrSinu izmedu tecnih faza 1 izmedu grani¢ne povrSine rastvaraa i biljnog

materijala.

Ako se biljni materijal pre ekstrakcije kvasi rastvaraCem za ekstrakciju radi bubrenja, proces

bubrenja obuhvata prva tri stadijuma procesa ekstrakcije.

U slucajevima ekstrakcije bioaktivnih sastojaka iz biljnog materijala usitnjenog mlevenjem,

seckanjem, rezanjem ili gnjecenjem, faze ekstrakcije su vise ili manje zastupljene, zavisno od

stepena razorenosti ¢elija. Ukoliko je manji stepen razorenosti ¢elija, utoliko su pojedine faze

ekstrakcije vise zastupljene, | obrnuto. Faze rastvaranja i prenosa ekstraktivnih materija sa pov-

rsine biljnog materijala u rastvor, utoliko su vise zastupljene, ukoliko je stepen razorenosti ¢elija
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vec¢i. U ovom slucaju process ektrakcije ima dva perioda: brzi i spori (Stankovic¢ i sar., 1994).
Brzi period (poznat kao period ispiranja) se odlikuje brzim spiranjem ekstraktivnih materija sa
povrsine razorenih ¢elija i njihovim rastvaranjem u rastvaracu, uz istovremenu sporu difuziju
ekstraktivnin materija iz rastvora nerazorenih celija. Udeo ekstrahovanih materija procesom
difuzije u brzom periodu ekstrakcije je relativno mali. Spori period procesa ekstrakcije se
nadovezuje na brzi period i odvija se difuzijom ekstraktivnih materija iz nerazorenih celija
biljnog materijala. Brza ekstrakcija teCe znatno brze od spore i zavisi, u osnovi, od
hidrodinamickih uslova. Kvantitativna karakteristika ovog procesa ekstrakcije je koeficijent
ispiranja i predstavlja deo ukupnih ekstraktivnih materija ekstrahovan u brzom periodu
ekstrakcije (Stankovi¢ i sar, 1994). Spori period ekstrakcije kvantitaivno se karakterise
koeficijentom spore ekstrakcije, koji zavisi od koeficijenata prenosa mase unutar biljnog

materijala.

Prodiranje rastvaraca u biljni materijal. Proces prodiranja rastvara¢a u biljnu sirovinu se
odvija pod dejstvom kapilarnih sila. Na ovaj proces imaju uticaj hidrofilne i hidrofobne osobine
tkiva iz koga su sagradeni zidovi ¢elija, pri ¢emu je hidrofilnost obi¢no izrazena u znatno ve¢em
stepenu od hidrofobnosti (Frank i sar., 1999; Ponomarev, 1976). Zbog toga, prodiranje rastvaraca
u biljnu sirovinu zavisi od hidrofilnosti rastvaraca za ekstrakciju. U biljnom tkivu postoji
ogroman broj pora kapilarnog tipa, zbog ¢ega rastvara¢ prodire u tkivo preko kapilara, puneci
¢elije 1 druge prazne prostore u biljnom materijalu. Vreme prodiranja moze biti veoma dugo,

posto se prodiranju rastvaraca suprotstavlja vazduh koji se nalazi u kapilarama ili ¢elijama.

KvaSenje materija unutar éelija biljnog materijala. Proces kvaSenja materija unutar celija
biljnog materijala teCe istovremeno sa procesom prodiranja rastvaraca i od brzine ovog procesa u
vecem stepenu zavisi brzina kvaSenja. Pored toga, brzina kvaSenja zavisi od prirode materija 1

rastvaraca 1 njihove sli¢nosti.

Prenos materija unutar ¢elija biljnog materijala. Brzina ovog procesa se pokorava drugom
Fick-ovom zakonu, koji za jednodimenzionalni prenos mase ima slede¢i oblik (Ponomarev,
1976; Treybal, 1985):

oc o’c

rl Dy PV (1.1)
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gde je: ¢ - koncentracija ekstrahovanih materija (raunatih kao pseudo rastvorak) u biljnom

materijalu, D, - efektivni koeficijent difuzije ekstraktivnih materija, x - rastojanje u pravcu

prenosa mase i t -vreme.

Prenos ekstraktivnih materija sa povrsine biljnog materijala u rastvor. Poslednji stadijum u
procesu ekstrakcije je prenos ekstraktivnih materija sa povrSine biljnog materijala u rastvor-
ekstrakt. Brzina ovog procesa zavisi, saglasno teoriji filma, od koeficijenta molekulske difuzije,
debljine difuzionog sloja, kontaktne povrSine izmedu biljnih Cestica i rastvaraca i pogonske sile
prenosa mase (Coulson i sar., 1991; Stankovi¢ i sar., 1994; Treybal, 1985):

dc
pra k,a-(cs —c) (1.2)

gde je:k a - zapreminski koeficijent prenosa mase ekstraktivnih materija u te¢noj fazi (gde je:

k, =D, /6 - koeficijent prenosa mase ekstraktivnih materija u te¢noj fazi, D, - efektivni

ef

koeficijent difuzije ekstraktivnih materija, o - debljina difuzionog sloja oko biljne Cestice i a -

specifi¢na kontaktna povriSina izmedu rastvaraca i biljnih Cestica), ¢ - koncentracija zasi¢enog

rastvora ekstraktivnih materija, ¢ - aktuelna koncentracija rastvora ekstraktivnih materija i t -

vreme.

Debljina difuzionog sloja zavisi od hidrodinamickih uslova. Unutar biljnog materijala rastvarac
se prakti¢no ne krece, zbog ¢ega se uzima da je debljina difuzionog sloja jednaka veli¢ini Cestice
biljnog materijala. Za materije koje se nalaze na povrsini Cestica biljnog materijala uslovi se
menjaju — poboljsani su hidrodinamicki uslovi i smanjena je debljina difuzionog sloja. Brzina
procesa rastvaranja materija unutar ¢elija odredena je brzinom prenosa mase kroz porozne zidove

¢elija, a na povrsini Cestica brzinom prenosa mase sa povrsine u rastvara¢ za ekstrakciju.
1.3.2 Uticaj operativnih uslova na proces ekstrakcije

Najvazniji faktori koji uticu na stepen ekstrakcije materija iz biljnog materijala i izbor opreme za
ekstrakciju su: veli¢ina Cestica samlevenog biljnog materijala, hidrodinamicki uslovi, priroda

rastvaraca, temperatura i gustina pakovanja biljnog materijala (Coulson i sar., 1991; Ponomarev,
1976).
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Veli¢ina &estica. Sto je veli¢ina Gestica manja, veéa je brzina prenosa mase ekstraktivnih
materija i krace rastojanje prelaza ekstraktivnih materija iz ¢vrste u teénu fazu. Pozeljno je da
stepen usitnjenosti Cestica bude Sto vedi, da bi se povecala kontaktna povrSina izmedu Cestica i
rastvaraCa. S druge strane, preradu fino samlevenog biljnog materijala treba izbegavati, posto se
teze odvajaju od te¢ne faze u slucaju suspendovanih Cestica i mogu da zapuse meduprostor

izmedu Cestica u sloju biljnog materijala i sprece tok rastvaraca kroz sloj.

Hidrodinamicki uslovi ekstrakcije. Hidrodimanicki uslovi imaju veliki 1 odlucujuéi uticaj na
stepen ekstrakcije materija iz biljnog materijala. Posebno veliki uticaj imaju na brzinu prenosa
mase sa Cestica u rastvor ekstraktivnih materija (Smanjuju otpor prenosa mase kroz difuzioni
laminarni podsloj) i na brzinu prenosa mase u glavnini rastvora ekstraktivnin materija. Pri
kretanju rastvaraca ili ¢estica biljnog materijala, molekulski prenos mase u rastvoru ekstraktivnih
materija zamenjuje se konvektivnim, §to bitno smanjuje veli¢inu difuzionog podsloja. Proces
mesSanja moze da se zanemari, ako je stepen samlevenosti biljnog materijala (odnosno stepen
razorenosti ¢elija biljnog tkiva) veliki, jer se ispiranje i rastvaranje ekstraktivnih materija odvija

brzinom koja se ne menja bitno sa mesanjem.

Odnos biljnog materijala i zapremine rastvaraca za ekstrakciju je, takode, jedan od bitnih
hidrodinamickih faktora procesa ekstrakcije. Izbor optimalnog odnosa biljnog materijala i
rastvaraca, uz ostale opimalne uslove, ne uti¢e samo na stepen ekstrakcije ekstraktivnih materija,
ve¢ 1 na ekonomi¢nost procesa. Zbog toga, ekstrakcija treba da se izvodi sa odnosom biljnog
materijala i rastvaraca, koji obezbeduje visok stepen ekstrakcije ekstraktivnih materija uz $to
manji utroSak energije i uz primenu Sto jednostavnijih uredaja za ekstrakciju. Ponekad treba
raditi sa znatno ve¢im odnosom biljnog materijala i rastvaraca, da bi se izbegla skupa i
komplikovana ekstrakciona postrojenja. Iskustva su pokazala da je za svaki konkretan slucaj

neophodno odrediti optimalne hidrodinamicke uslove ekstrakcije.

Priroda rastvaraca. Rastvara¢, primenjen za ekstrakciju odredene grupe materija, ima
odlucujuéi uticaj na stepen ekstrakcije ekstraktivnih materija. Pored toga, izbor rastvaraca je
odlucujuci i za ekonomicnost procesa ekstrakcije. Prema stepenu hidrofilnosti, materije koje se
ekstrahuju iz biljnog materijala mogu se podeliti na:

- hidrofilne, rastvorne u polarnim rastvaracima;
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hidrofilno-hidrofobne (mesovita grupa jedinjenja) i

hidrofobne, rastvorne u nepolarnim rastvaracima.

U literaturi se predlazu razli¢iti kriterijumi za izbor rastvaraca (Ponomarjev, 1976). Kod izbora

optimalnog rastvaraca koriste se sledece postavke:

polarnost, odnosno hidrofilnost materije koja se ekstrahuje i rastvaraca za ekstrakciju treba
da je sli¢na;

$to manja gustina i viskozitet, a S§to ve¢i povrSinski napon rastvaraca (zbog lakseg prodiranja
u kapilare i pore biljnog materijala);

sli¢nost dielektri¢ne konstante ekstraktivnih materija i rastvaraca za ekstrakciju;
jednokomponentan rastvarag ili sistem rastvaraca sa $to manjim brojem komponenti;
selektivnost rastvaraca u odnosu na aktivne materije koje treba da se bolje rastvaraju od
prate¢ih materija;

mogucnost nabavke u dovoljnim koli¢inama, ako se ekstrakcija vrsi u industrijskom obimu;
cena i mogucnost nabavke na trzistu;

$to manja toksicnost i korozivnost;

da ne zahteva posebne uslove rada i posebna postrojenja za ekstrakciju;

bolja rastvorljivost aktivne materije na sobnoj temperaturi ili na $to nizoj temperaturi (iz
energetskih razloga);

mogucnost lake regeneracije kako iz ekstrakta tako 1 iz biljnog materijala;

nezapaljiv ili Sto manje zapaljiv 1

inertnost prema aktivnim i1 prate¢im ekstraktivnim materijama.

Temperatura. Temperatura ima, takode, veliki uticaj na stepen ekstrakcije aktivnih i ukupnih

ekstraktivnih materija iz biljnog materijala. Uticaj temperature je razli¢it 1 zavisi od prirode

biljnog materijala, aktivnih i ukupnih ekstraktivnih materija i rastvaraca za ekstrakciju, kao i

stepena samlevenosti biljnog materijala.

Pri razmatranju uticaja temperature na proces ekstrakcije aktivnih i ukupnih ekstraktivnih

materija iz biljnog materijala, mora se uzeti u obzir zavisnost njihove rastvorljivosti od

temperature i stepena samlevenosti (Ponomarjev, 1976). U vecini slucajeva se rastvorljivost

ekstraktivnih materija povecava sa povecanjem temperature, $to se manifestuje ve¢om brzinom
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ckstrakcije. PoviSenje temperature pozitivno utice i na koeficijent difuzije zbog smanjenja
viskoziteta rastvora ekstraktivnih materija. Medutim, poznati su slucajevi kada brzina procesa
ekstrakcije aktivnih materija opada zbog smanjenja njihove rastvorljivosti sa poviSenjem
temperature (Stankovi¢, 1984). Takode, postoje slucajevi da, zbog visokog stepena samlevenosti
biljnog materijala, brzina ispiranja ekstraktivnih materija sa povrSine biljnih Cestica upravlja
procesom ekstrakcije, tako da povisenje temperature nema velikog uticaja na efikasnost

ekstrakcije.

Gustina pakovanja biljnog materijala. Veoma je vazna i gustina pakovanja biljnog materijala
u ekstrakcionom uredaju. Ona moZe imati veliki uticaj na stepen i1 brzinu ekstrakcije
ekstraktivnih materija. Pri gu$¢em pakovanju biljnog materijala, zbog bubrenja se smanjuje
meduprostor izmedu Cestica u sloju biljnog materijala. Kod dinamickih postupaka ekstrakcije, to
zahteva vecu brzinu kretanja rastvaraca za prenos ekstrahovanih materija iz difuzionog sloja i
povecanje efikasnosti ekstrakcije. Kod statickih postupaka ekstrakcije, porast gustine pakovanja

usporava proces ekstrakcije i smanjuje njenu efikasnost.

Ostali faktori. Od ostalih faktora treba pomenuti prisustvo vazduha na povrsini i unutar biljnog
materijala, naCin ubacivanja rastvaraca za ekstrakciju kod perkolacije (odozgo naniZe ili odozdo
naviSe), suprotnostrujno ili istostrujno kretanje rastvaraca za ekstrakciju i biljnog materijala kod

kontinualnih postupaka ekstrakcije itd.

1.3.3 Prenos mase u toku ekstrakcije ¢vrsto-teéno

Ekstrakcija ekstraktivnih materija iz biljnog materijala odigrava se u dva stupnja (Coulson i sar.,
1991; Ponomarev, 1976; Stankovi¢ i sar., 1994): a) rastvaranje ekstraktivnih materija sa povrsine
biljnih Cestica (tzv. ispiranje ili brza ekstrakcija) i b) prenos mase ekstraktivnih materija kroz
biljne Cestice prema njihovoj spoljasnoj povrsini (difuzija ili tzv. spora ekstrakcija). Zbog
sloZzenosti prenosa mase, kinetika ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala se
najcesce opisuje upros¢enim modelima, kao Sto su model nestacionarne difuzije kroz biljni
materijal (Ponomarev, 1976) i model zasnovan na teoriji filma (Coulson i sar., 1991; Stankovi¢ i
sar., 1994).
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1.3.3.1 Kineticki model zasnovan na nestacionarnoj difuziji kroz biljni materijal

Prenos mase kroz biljni materijal u toku ekstrakcije odigrava se difuzijom. Brzina prenosa mase
ekstraktivnin materija kroz biljne Cestice, natopljene rastvara¢em, moze se opisati Fick-ovim
zakonima (Ponomarev, 1976). Uslovi prenosa mase u toku ekstrakcije su, po pravilu,
nestacionarni, tako da se brzina promene koncentracije ekstraktivnih materija, opisuje
jednacinom drugog Fick-ovog zakona. Kada se radi o jednodimenzionalnom prenosu mase, vazi
jednacina (1.1). Zbog slozenog analitickog reSavanja, jednacina (1.1) se koristi za reSavanje
problema nestacionarne difuzije u slucaju prostijih geometrijskih oblika biljnih Cestica (ravna
ploca, cilindar i sfera). Integrisanje jednacine (1.1) zahteva primenu odgovaraju¢ih pocetnih i

grani¢nih uslova, kao 1 uvodenje slede¢ih pretpostavki (Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002):

- biljne Cestice su izotropne, jednake po veli€ini i sa uniformnom koncentracijom ekstraktivnih

materija (c, ), tako da se mogu predstaviti jednom pseudo-¢esticom;

- meSanje suspenzije biljnih Cestica je intenzivno, tako da se otpor prenosu mase ekstrahovanih
materija sa povrsine biljnih Cestica u rastvor i kroz glavninu rastvora moze zanemariti;

- koeficijent difuzije ekstraktivnih materija je konstantan i

- koncentracija ekstraktivnih materija na spoljaSnoj povrSini Cestica je stalna zbog velike

zapremine rastvaraca.

Po potapanju biljnog materijala u rastvaraC, ekstraktivne materije ¢e difundovati kroz biljne
Cestice prema spoljasnjoj povrsini. Ako ekstrakcija traje beskona¢no dugo, koncentracija
ekstraktivnih materija u Cestici ¢e se smanjiti na vrednost c_, tako da je razlika (c,—c,) mera
mase ekstraktivnih materija koja se moze ekstrahovati iz biljnog materijala za beskona¢no dugo
vreme. U nekom trenutku t, kada je srednja koncentracija ekstraktivnih materija u biljnim
Cesticama C , onda Ce razlika (CT—c_) biti mera mase ekstraktivnih materija koja je zaostala u

biljnim cesticama do tog trenutka. U slu¢aju jednostavnih geometrijskuh oblika dolazi se do

jednacine opsteg oblika (Ponomarev, 1976):

=~ Def
_ Bt
CC e’ (1.3)

(@]
S
|

(]

21



gde su a i B konstante, ¢ije vrednosti zavise od oblika Cestica (za plocu a=8/xn, za sferu a=6/x, a
za cilindar pri difuziji kroz bo¢nu povrSinu o = 0,6945 i § = 5,76) i h- geometrijski parametar
(za plodu h=1/2, a za sferu i cilindar h=R, gde je | - debljina ploge, a R - polupre¢nik sfere

ili osnove cilindra).

Ako se pretpostavi da je ¢, =0, onda se jednacina (1.3) moZze uprostiti:
= e h? (14)
Promena sadrZaja ekstraktivnih supstanci u biljnom materijalu se obi¢no opisuje transformisanim

oblikom jednacine (1.4). Ako se koncentracije C, I Czamene odgovarajuéim masama

ekstraktivnih materija prisutnim u biljnoj sirovini na pocetku ¢, i posle odredenog vremena

ekstrakcije q dobija se:

Def
9 e (L5)
Qo
Dalje, ako se konstante o i B zamene koeficijentom ispiranja
b=1-« (1.6)
i koeficijentom spore ekstrakcije
k = p ;}f (1.7
dobija se slede¢a dvoparametarska jednacina:
d—(1-b)-en (18)

%

Za izraCunavanje parametara jednacine (1.8) koristi se njen linearizovan oblik:
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Inqﬂzln(l—b)—k-t (1.9)

Ako se jednacCina (1.8) razvije u Mak Lorenov red i zadrze samo prva dva ¢lana, ona se

trasformi$e u linearnu zavisnost:

=% _pykt (1.10)
do

koja je poznata kao jednac¢ina Ponomareva (Ponomarev, 1976).
1.3.3.2 Kineti¢ki model zasnovan na teoriji fima

Ovaj model koristi teoriju filma prema kojoj se oko biljne Cestice obrazuje tanak difuzioni sloj
(Coulson i sar., 1991; Stankovi¢ i sar., 1994). Zasniva se na bilansu mase ekstraktivin materija
koje se ekstrahuju iz biljnog materijala, definisan jednacinom (1.2) i na slede¢im pretpostavkama

(Veljkovi¢ i Milenovi¢, 2002):

- biljne Cestice su izotropne, jednake po veli¢ini i sa uniformnom koncentracijom ekstraktivnih
materija, tako da se mogu predstaviti jednom pseudo-¢esticom;

- spoljasnja povrSina 1 zapremina biljnih Cestica se ne menjaju u toku ekstrakcije;

- suspenzija biljnih Cestica je idealno izmeSana 1 homogena;

- ispiranje ekstraktivnih materija sa spoljasnje povrSine se odigrava trenutno;

- otpor prenosu mase je skoncentrisan u difuzionom sloju i

- koeficijent prenosa mase je konstantan.
Integrisanjem jednacine (1.2), uz pocetni uslov: za t =0, c=c,, dobija se

c—C
Cs—C

—In =k.a-t (1.11)

w

Ako se uvedu smene b=c,/c; ik =k a, gde je:b - koeficijent ispiranja, a k - koeficijent spore

ekstrakcije, onda je:
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[1—£j =(1-b)-e™ (1.12)

Cs

Saglasno jednacini (1.12), kada t—>o, onda c—c, tj. koncentracija rastvora u toku

ckstrakcije priblizava se eksponencijalno koncentraciji zasi¢enog rastvora. Ako je b =0, onda
nema ispiranja, a ako jeb =1, onda je ispiranje potpuno; realno je 0 <b <1.Vrednosti parametara

jednacine (1.12) se obi¢no izracunavaju iz njenog linearizovanog oblika:

|n(1—£]= In(1-b)—k-t (1.13)

Cs

1.3.4 Postupci ekstrakcije ¢vrsto-te¢no bioaktivnih materija iz biljnih

materijala

Svi postupci ekstrakcije iz biljnih sirovina mogu se podeliti na staticke i dinamicke (Ponomarev,
1976). Kod statickih postupaka ekstrakcije, biljni materijal se periodi¢no zaliva rastvaracem za
ekstrakciju 1 ostavlja odredeno vreme da odstoji, dok dinamicki postupci ekstrakcije
podrazumevaju stalnu izmenu rastvaraca i1 biljnog materijala. Staticki 1 dinamicki postupci
ekstrakcije mogu se podeliti na diskontinualne i kontinualne. U diskontinualne spadaju svi oni
postupci kod kojih se ekstrakcija jedne ili viSe SarZi biljnog materijala izvodi u toku odredenog
vremena i mogu se podeliti na jednostepene i viSestepene. Moguca je podela postupaka
ekstrakcije prema uspostavljanju ravnoteze u toku procesa ekstrakcije na ravnotezne i
neravnotezne. U odnosu na pravac kretanja rastvaraca i biljnog materijala, postupci ekstrakcije se

dele na istostrujne i protivstrujne.

1.3.4.1 Ekstrakcija maceracijom

Maceracija je postupak ekstrakcije koji se Siroko primenjuje za dobijanje preparata prirodnih
jedinjenja. Mehanizam maceracije moze da se opiSe na slede¢i nacin. Zalivanjem biljnog

materijala rastvaraCem istovremeno pocinju tri procesa:

- prodiranje rastvaraca u biljnu sirovinu,
- ispiranje ekstraktivnih materija iz razorenih ¢elija na povrsini biljnog materijala i
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- difuzija ekstraktivnih materije kroz biljni materijal.

Proces maceracije traje do uspostavljanja ravnoteznog stanja u sistemu biljni materijal-rastvarac
u kome se koncentracija materije u unutra$njem i spolja$njem ekstraktu izjednadava. Sematski se
proces moze prikazati krivom koja opisuju promenu sadrzaja ekstraktivnih materija u biljnom
materijalu i rastvaracu (slika 1.2). Na krivoj se uocavaju dva perioda: period brze ekstrakcije (1) i
period spore ekstrakcije (Il), tj. ispiranje i difuzija. U periodu brze ekstrakcije dolazi do
rastvaranja materije iz razorenih ¢elija na povrsini biljnih Cestica, dok se u periodu II odigrava
difuzija kroz biljne Cestice prema glavnini rastvora. Saglasno jednacini Ponomareva, promena

veli¢ine (1-q/q,) sa vremenom u toku perioda Il je linearna.

1,0

0,8

0,6

1-q/q,

MU

0,2

0,0 . : . . , . .
0,0 0.2 0,4 06 0,8 1,0

Vreme, min

Slika 1.2 Tipicna kriva kinetike za ekstrakciju ekstraktivnih materija iz biljnog

materijala

Maceracija je najSece primenjivan postpuak za ekstrakciju bioaktivnih ekstrakata iz biljnih
materijala. Ona je, takode, primenjivana za ekstrakciju sekundarnih kardiotoni¢nih glikozida iz
fermentisanog svezeg ili osusenog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. razli¢itim rastvarac¢ima, kao $to
su: voda, vodeno-metanolni, vodeno etanolni rastvori, etilacetat, izopropanol i drugi (Fonin i
Khorlin, 2003; Pordevi¢ i Stankovié, 1977; Peki¢, 1972; Pekic¢ i Stankovi¢, 1973).
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1.3.4.2 Ekstrakcija perkolacijom

Perkolacija je dinamicki proces ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnog materijala u kome se
rastvara¢ za ekstrakciju propusta kroz staticki sloj biljnog materijala dejstvom gravitacione sile.
Prodiranjem rastvaraca kroz biljni materijal odvijaju se isti procesi prenosa mase kao i u sluc¢aju
maceracije, s tim Sto se na putu prodiranja rastvaraca kroz sloj materijala istovremeno vrsi
razmena ekstraktivnih materija izmedu ekstrakta i biljnog materijala, s jedne strane, tako da se
ekstrakt obogacuje lakSe rastvornim materijama iz biljnog materijala i razmenom ekstrahovanih
materija izmedu zadrzanog ekstrakta u biljnom materijalu (nerazorene celije, pore, kapilare) i
ekstrakta, s druge strane. Deo teze rastvornih ekstrahovanih materija se moze izdvojiti u viSim
slojevina biljnog materijala i u obliku taloga u nizim slojevima, tako da se biljni materijal javlja i
kao filter za odvajanje istalozenih ekstraktivnih materija. Ako je potrebno izdvajanje zadrzanih
ekstraktivnih materija, sloj biljnog materijala se ispira dodatnim koli¢inama rastvaraca. To
omogucava da se podeSavanjem operativnih uslova perkolacije (pre¢nik perkolatora, visina sloja
biljnog materijala, priroda rastvaraca, protok rastvara¢a, odnos biljni materijal-rastvara¢ i gustina
pakovanja biljnog materijala) moze ostvariti visoka selektivnost ekstrakcije Zeljenih sastojaka iz
biljnog materijala. Procesi ekstrakcije ekstraktivnih materija iz biljnih materijala perkolacijom

nisu dovoljno ispitani.

1.4 EKSTRAKCIJA TECNOST-TECNOST BIOAKTIVNIH MATERIJA 1Z BILINIH
EKSTRAKATA

Za izdvajanje Cistih bioaktivnih materija ili njithove smeSe iz te¢nih biljnih ekstrakata posle
ekstrakcije  te¢no-Cvrsto  (luZzenje) koristi se ekstrakcija te€nost-teCnost pogodnim
jednokomponentnim ili viSekomponentnim sistemom rastvaraca koji se ne mesa ili se delimi¢no
mesa sa ekstraktom. Posle pre¢iS¢avanja, tako dobijeni ekstrakti se naj¢eS¢e uparavaju, da bi se
dobili suvi ekstrakti. Primena ove metode je narocito pogodna za dobijanje materija koje se tesko
mogu odvojiti drugim metodama, kao naprimer, destilacijom, zbog sli¢nih struktura sa drugim
materijama u smesi, termicke nestabilnosti ili njihove reaktivnosti sa rastvara¢ima, kao i zbog

jednostavnosti aparatura i znatno manjih troskova proizvodnje.
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Proces ekstrakcije teCnost-teCnost je proces prenosa mase koji se ostvaruje dovodenjem u
neposredan kontakt dve uzajamno nerastvorne ili delimi¢no rastvorne tec¢ne faze izmedu kojih se
vrsi raspodela materija koje se razdavaju. Proces prenosa mase iz jedne u drugu fazu podleze
zakonima medufaznog prenosa mase i ravnotezne raspodele (Coulson i sar., 1991; Miiller i sar.,

2008; Prieve, 2000; Toli¢, 1983, 1987; Treybal, 1985; Veljkovié i sar., 2012).
1.4.1 Osnovne zakonitosti ekstrakcije teénost—te¢nost

Teorija prenosa mase daje mogucnost izbora odgovaraju¢eg kontakta izmedu faza za potpuno i
brzo sprovodenja ekstrakcije rastvorka iz jedne u u drugu fazu. Posle uravnotezavanja faza,
dobijaju se ekstrakt (obogacen rastvorkom) i rafinat (rastvor osiromasSen rastvorkom). Prema
ovoj teoriji, brzina razmene mase izmedu dveju te¢nih faza pokorava se ops$toj jednacini

(Coulson i sar., 1991, Miiler i sar, 2008; Treybal, 1985):

dm =K.a-Ac (1.14)
dt

gde je: m- koli¢ina materije koja prelazi iz jedne u drugu fazu, K.a - zapreminski ukupni
koeficijent prenosa mase (K, - ukupni koeficijent prenosa mase i a - specificna medufazna

povrsna), Ac - pogonska sila prenosa mase i t - vreme.

Brzina ekstrakcije moze se regulisati promenom veli¢ina na desnoj strani jednacine (1.14).

Povecanje vrednosti K. se tesko moze ostvariti. Za dati sistem, K. se moze povecati

intenzivnijim strujanjem tec¢nosti, odnosno intenzifikacijom mesSanja faza. PoveCanje AC u
praksi nije izvodljivo, jer je u osnovi odredeno sastavom faza i uslovima izvodenja operacije
ekstrakcije teCnost—tecnost. Otuda su za regulaciju procesa ekstrakcije teCnost—te¢nost najvaznije
veli¢ine medufazna povrSina i vreme kontakta faza. Medufazna povrS§ina se moze povecavati
intenzivnijim mesanjem faza, ¢ime se ostvaruje bolje dispergovanje faza. Pri tome se mora voditi
racuna da intenzitet meSanja ne dovede do stvaranja stabilnih emulzija koje onemogucuju dobro
razdvajanje faza i povecanja poduznog mesanja, koje moze da dovede do smanjenja gradijenta
prenosa mase izmedu faza u ekstraktoru. Ovo je znacajno za izbor konstrukcije ekstraktora i

rezima njihovog rada.
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1.4.1.1 Izbor rastvaraca i sastava faza

Ravnotezni odnosi u sistemu tecnost-tecnost zavise u velikoj meri od hemijskih karakteristika
rastvorenih materija i odabranih rastvaraca. Teorija rastvora omogucuje laksi izbor rastvaraca za
ekstrakciju, koji trebaju da zadovolje odredene zahteve, kao §to su: vecéa razlika u gustinama
izmedu njih i1 polaznog rastvora smese materija koje se razdvajaju, veca rastvorljivost rastvorka u
jednoj od faza, veliki koeficijent difuzije i maksimalna selektivnost ekstrakcije Zeljene supstance
u jednoj od faza. Razdvajanje komponenti polaznog suvog biljnog ekstrakta ili njegovog rastvora
ekstrakcijom tecnost-te¢nost izvodi se na razne nacine, §to zavisi od prirode ekstraktivnih

materiji koje se razdvajaju 1 svojstva sistema rastvaraca za razdvajanje.

U zavisnosti od broja rastvaraca koji se koriste za ekstrakciju tecnost—te€nost, sistemi rastvaraca

se dele na:

- sisteme sa jednim rastvaracom Kkoji se sastoji od najmanje tri komponente (dve komponente
polaznog rastvora ili ekstrakta i rastvarac), koji se mogu uslovno smatrati trokomponentnim (ako

se prate¢e materije prihvate kao jedna komponenta) i

- sisteme sa dva rastvaraCa (frakciona ekstrakcija) i najmanje Cetiri komponente (dve
komponente polaznog rastvora od koji se jedna izdvaja iz rastvora, dok druga komponeta
predstavlja prate¢e materije, i dva rastvaraca), s tim $to se rastvarac¢i mogu sastojati i od smese

dve ili vise komponenti.

Medusobna rastvorljivost rastvaraca i raspodela ekstraktivnih materija izmedu dve faze sistema
rastvaraca definisana je razli¢itim uzajamnim dejstvima izmedu molekula rastvaraca i molekula
rastvorenih materija. Najvazniju ulogu pri tome ima sposobnost molekula neke komponente iz
smeSe rastvorenih materija da gradi vodoni¢ne veze sa nekom komponentom rastvaraca ili
nekom komponentom rastvorene smeSe. Molekuli sa aktivnim atomom vodonika imaju ulogu
donora vodonika, a molekuli ili atomi u molekulu sa sa slobodnim elektronskim parovima ulogu

akceptora vodonika. Postoje materije koji poseduju oba ova svojstva. Saglasno tome razlikuju se:

- materije koje poseduju svojstva i akceptora i donora, na primer, molekuli sa hidroksilnim
grupama (voda, alkoholi, fenoli), amini, karbonske kiseline itd.;

- molekuli koji poseduju isklju¢ivo osobine akceptora, kao $to su etri, ketoni, aldehidi, estri itd.;
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materije sa molekulima donora, kao $to su hloroform, metilhloridi i etilenhloridi;
- materije koje ne grade vodoni¢ne veze, kao npr. ugljovodonici, hloroform, etilenhlorid,

ugljentetrahlorid itd.

Molekuli koji poseduju hidrofilne i hidrofobne delove imaju osobine koje zavise od odnosa ovih
delova. Ukoliko se molekulu poveéa broj hidroksilnih grupa, njegova rastvorljivost u vodi se
povecava. Takvim razmatranjem moze se predvideti rastvorljivost nekog para rastvaraca za
materije koje se rastvaraju u njima. Merilo selektivnosti jednog para rastvaraca je faktor

selektivnosti rastvaraa £ za dati par ¢vrstih matreija, koji se izra¢unava po formuli:
f=—L= & (1.15)

gde je:K, i K, — koeficijenti raspodele za materije 1 i 2 (K, >K,), a E, i E, — ekstrakcioni

brojevi za materije 1 i 2, koji se izraCunavaju po jednac¢ini (Miiller i sar, 2008; Foerest, 1957):
E=KV/V; =KvE (1.16)

gde je: K - koeficijent raspodele odgovarujuce supstance; V, — zapremina lake faze i V; -
zapremina teske faze i v odnos zapremina lake i teske faze. Ukoliko je S vece pod istim ostalim

uslovima, materije se lakSe razdvajaju i bi¢e potreban manji broj stepena odvajanja, Sto smanjuje

gubitke u vremenu, ustedi u rastvara¢ima i aparativnim troskovima.

Najveca selektivnost neke od dve materije se postiZe kada su im ekstrakcioni brojevi medusobno

recipro¢ni (Miiller i sar., 2008 ; Foerest, 1957):
E, =JE, (L17)

Pri izboru sistema rastvaraca treba da odnos zapremina faza nije ekstreman, tj. V, /V; >0, ali ne

manji od 0,1. Optimalni odnos zapremina faza, saglasno jednac¢inama (1.15) i (1.16), je:

VL/\/T :]/(V'Kl'Kz) (1.18)
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Primenom osnovnih jednacina procesa protivstrujne ravnotezne raspodele na monotonu funkciju
logK = f(sastav faza), dobijaju se odnosi kojima moze da se analiticki odredi sastav sistema sa
kojim odvajanje supstanci teCe pod najpovoljnijim uslovima. Osnovna pretpostavka ravnotezne
raspodele je pogodan sistem za razdvajanje. U vecini slucajeva je izbor sistema za protivstrujnu
raspodeu olakSan analogijama sa literaturnim podacima, te je zbog toga modifikacija
eksperimentalnih uslova ograniCena na odredivanje optimalnog tretiranja sa odabranim
komponentama rastvaraca i odredivanje optimalnog odnosa zapremina faza. Ovaj odnos se bira
tako da se maksimum krive raspodele nade na sredini uredaja za razdvajanje smeSe supstanci
ekstrakcijom te¢nost—te¢nost. Ova simetrija je osnovna pretpostavka protivstrujne ekstrakcije.
Da bi maksimum krive raspodele, na primer, supstanci 1 i 2 bio na sredini uredaja, mora
proizvod ekstrakcionih brojeva, odnosno zapreminski faktor o da ispunjava uslov (Miiller i sar,
2008; Foerest, 1957):

o= El/Ez =1 (119)

Imajuéi u vidu jednacinu (1.16), ovaj je uslov ispunjen samo tada kada je odnos zapremina lake i
teSke faze sistema V' (Miiller i sar., 2008; Foerest, 1957):

V= 1/(E1/E2) (120)

Prema ovoj jednacini, svakoj vrednosti v' odgovara beskonacan broj parova Kj i K tako da se u
daljem razmatranju moze do¢i do pretpostavke da za jednu odredenu vrednost v' egzistira
najmanje jedan sistem u kome koeficijenti raspodele neke supstance u spregu sa drugom
supstancom moraju biti identi¢ni sa ovim parom veli¢ina. Nadeno je da je koeficijent raspodele
neke supstance u sistemu na konstantnoj temperaturi iskljuc¢ivo funkcija sastava faza, odnosno da
je logK = f(sastav faza). Jedan od odlucujucih uslova je da se promena jednozna¢no moze

izraziti preko parametra promene p, na primer, sastav jedne komponenti u sistemu za

razdvajanje. U tom slucaju ova funkcija ima oblik:
logK = f (p) (1.21)

Pri linearnoj raspodeli izoterma raspodele supstanci 1 i 2 izrazava se jednacinom prave:
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logK, =t,-p+a (1.22)
odnosno
logK, =t,-p+b (1.23)

gde su: ty it - koeficijenti pravaca pravih, a i b - odsecci na ordinate i p - parameter promene

(npr. sastav jedne od komponenti).

Logaritmovanjem jednacine (1.18) i zamenama u jednac¢inma (1.22) i (1.23) dobija se:
log/v')=(t,+t,)- p+a+b/2 (1.24)

Iz ove jednacine se moze analiti¢ki odrediti parametar p, odnosno udeo jedne od komponenti u

sistemu za razdvajanje. Za odredenu vrednost V' odgovarajuceg sistema vazi:

p=(a+b+2logv)/(t, +t;) (1.25)

Jednacina (1.25) daje sastav sistema u zavisnost od promene parametra p, odnosno promenu
udela za koju vazi uslova=11i za proizvoljno odabranu vrednost v' u realnim granicama
promene. Teorijski, promena nema ogranicenja i krece se u granicama od 0 do beskonacno, ali se

praktitno kre¢e u saglasnosti sa jednatinom (1.25) od (logK,,, +logK, . )/2 do

(logK i, + 109K, )/ 2 . Daljim analiti¢kim transformacijama dobija se jednagina:

1min
log K,/K, =(t,—t,)p + a—b (1.26)

Navedena razmatranja se ticu uglavnom izbora sastava faza pri diskontinualnoj ekstrakciji
teCnost-te¢nost pri kojoj se sva izraCunavanja odnose na faze koje se u svakom levku nalaze u
ravnoteZznom stanju pre njihovog odvajanja. Pri tome se moZe uslovno prihvatiti da se ravnoteZa
odnosi na idealne uslove uravnotezavanja. U prakticnom razmatranju primene ovog postupka,
mora se uzeti u obzir da uspostavljena ravnoteza odstupa od idealne ravnoteze, zbog toga se, u

realnim uslovima, izbor sastava sistema rastvaraa za razdvajanje komponenti neke smeSe
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supstanci najce$¢e vrsi eksperimentalnim putem variranjem sastava sistema rastvaraCa za

razdvajanje, posebno kad se koriste viSekomponenti sistemi.
Ekstrakcija te€nost — te¢nost se moze izvoditi diskontinualno ili kontinualno.

1.4.1.2 Diskontunalna ekstrakcija te€nost—te¢nost

U diskontinualnoj ekstrakciji tecnost—te¢nost rastvara¢ i rastvor suvog ekstrakta biljnog
materijala su u kontaktu sve dok se ne postigne ravnoteza sastava u obe faze, a zatim se, posle
raslojavanja, faze odvajaju. Proces se obi¢no izvodi u levcima za odvajanje. U prvi levkova doda
se rastvor ekstrakta u jednoj od faza (lakoj ili teskoj fazi), zatim se doda druga faza u prvi levak,
sadrzaj u levku dobro izmucka i ostavi da se uravnotezene faze razdvoje. Ako je rastvor ekstrakta
ubacen samo u prvi levak, dalje se u naredni levak ubacuje druga sveza faza (gornji - laka faza ili
donji - teSka faza), tako da u prvom levku ostaje samo polazni rastvor. U prvi levak se ponovo
ubacuje Cista faza, dobro izmuckaju faze i ostavi da se ponovo odvoje slojevi uravnoteZenih faza.
Dalje se ovaj proces ponavlja dok se ne konstatuje da se u odgovarajucoj fazi u narednim
levcima ne izdvaja supstanca koja se zeli dobiti u Cistom stanju. Faze iz svih levkova sa
sadrZzajem izdvojene Zeljene supstance se spajaju i iz njih drugim operacijama izdvaja Zeljena
materija. Proces se moze izvoditi istostrujno ili protivstrujno, u zavisnosti od Seme kretanja
rastvaraca, ali najceSc¢e istostrujno. Najpouzdaniji podaci za svaki pojedinac¢ni slucaj se dobijaju
eksperimentalnim putem. Treba ista¢i da se, u zavisnosti od toga u kojoj se fazi rastvara ekstrakt,
postizu razliCiti stepeni ekstrakcije Zeljene supstance u jednoj od faza. U kojoj fazi ¢e se
rastvarati supstance prisutne u ekstraktu odreduje se eksperimentalno. Na osnovu dobijenih
rezultata razdvajanja, za rastvaranje smeSe se bira ona faza sa kojom se ostavaruje veci stepen

ekstrakcije Zeljene supstance.

Za izolaciju kardiotoni¢nog glikozida Dgx iz izolata smeSe sekundarnih glikozida fermentisanog
lis¢a Digitalis lanata Ehrh., ima malo podataka o primeni konvencionalne diskontinualne

ekstrakcije tecnost-tecnost (Peki¢, 1972).
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1.4.1.3 Kontinualna ekstrakcija te¢nost-te¢nost u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj
koloni

Prirodne bioaktivne materije ¢ije se strukture neznatno razlikuju obi¢no kristaliSu izomorfno.
Jedan od veoma efikasnih postupaka koji se moze primeniti za izolaciju takvih supstanci, iz
izolata ili kristalizata, jeste kontinualna frakciona ekstrakcija tecnost-te¢nost na Karr-ovoj
ekstrakcionoj vibracionoj koloni. Posebno je znacajna primena ove metode kada sinteza ovih
supstanci nije moguca ili je veoma sloZena i sa komercijanog aspekta neisplativa, kao $to je
slucaj sa primarnim i sekundarnim kardiotoni¢nim glikozidima Digitalis lanata Ehrh. Do sada,
samo su Peki¢ i Toli¢ (1980) objavili primenu kontinualne protivstrujne ekstrakcije tecnost-
teCnost za izdavajanje LC iz smese LA, LB i LC. Mali je broj radova u literaturi koji se odnose
na izdvajanje drugih prirodnih bioaktivnih materija iz njihovih smesa (Haynes i Stuart, 1963;
Heyberger, 2010; Peki¢, 1980; Xien i sar., 2003). U literaturi nema podataka o primeni
kontinualne frakcione ekstrakcije te¢nost-te¢nost na Karr - ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni

za izolaciju Dgx iz suvih izolata ili kristalizata sekundarnih glikozida.

Ekstrakcija te¢nost-tecnost se moze izvoditi 1 u kontinualnim ekstraktorima razlicitog tipa sa 1
bez mehanickog mesanja. Za razdvajanje bioaktivnih materija iz suvih biljnih ekstrakata, izolata
i kristalizata najce$ce se koriste kolonski ekstraktori razli¢itih konstrukcija (Coulson i sar.,1991;
Miiller i sar., 2008; Prieve, 2000). Jedan od najefikasnijih kolonskih ekstraktora za frakciono
odvajanje bioaktivnih supstanci iz rastvora njihovih izolata ili kristalizata protivstrujnom
frakcionom ekstrakcijom sa dvofaznim visekomponentnim sistemim rastvaraca je Karr-ova
ekstrakciona vibraciona kolona sa uvodenjem napojnog rastvora smese supstanci na dnu, vrhu ili
sredini kolone. Prednost ove metode je jednostavnost postrojenja za izvodenje procesa, brz i lak
eksperimentalni izbor operativnih uslova i moguénost odvajanja supstanci vrlo sli¢nih struktura,

koje se drugim metodama nemogu odvojiti u ¢istom stanju.

Osnovna pretpostavka efikasnog razdvajanja supstanci protivstrujnom raspodelom na Karr-ovoj
ekstrakcionoj vibracionoj koloni je pogodan sistem rastvaraca. lzbor sistema je olakSan
odgovaraju¢im analogijama sa podacima dobijenim pri diskontinualnoj ekstrakciji tecnost—
teCnost u levkovima za odvajanje: izbor pogodnog sistema rastvarac¢a i njihovog odnosa u

fazama, uz neophodne modifikacije ostalih eksperimentalnih operativnih uslova rada kolone. Pri
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tome se biraju optimalni uslovi pri kojima se maksimum krive raspodele nalazi na sredini
kolone. Intenzifikacija operativnih uslova rada Karr-ove ekstrakcione vibracione kolone sa
perforiranim tanjiri¢ima postize se dovodenjem dodatne mehanic¢ke energije ekstrakcionom
sistemu povratno-periodicnim kretanjem vibracione mesalice (tj. seta perforiranih plocica sa

relativno velikom slobodnom povrSinom).

Ekstrakciona kolona tipa Karr-a ima vaznu primenu u protivstrujnoj ekstrakciji te¢nost-te¢nost i
frakcionoj ekstrakciji te¢nost-teCnost pojedinih materija iz smese sa materijama sli¢ne strukture

(Lo isar., 1992), sto je uglavnom slucaj sa suvim izolatima iz biljnih sirovina.

Protivstrujna ekstrakcija te¢nost—te¢nost. Prorivstrujnom ekstrakcijom tecnost-teCnost se
efikasno prenosi jedan ili viSe rastvoraka iz jedne faze u drugu. U ovom slu¢aju, napojni rastvor,
koji sadrzi zeljeni rastvorak, ulazi na jednom kraju kolone, a rastvara¢ za ekstrakciju na drugom
kraju kolone. Mesto uvodjenja napojnog rastvora zavisi od toga da li se rastvorak rastvara u lakoj
ili teskoj fazi sistema za razdvajanje. Ako se rastvorak rastvara u lakoj fazi, napojni rastvor se
uvodi na donjem kraju kolone i obrnuto. Napojni rastvor i rastvara¢ teku jedan nasuprot drugom,
pri ¢emu Se jedna faza disperguje u drugoj kontinualnoj fazi, vibracionom mesalicom. Ekstrakt
(rastvarac obogacen rastvorkom) i rafinat (napojni rastvor osiromasen rastvorkom) izlaze na vrhu

ili dnu kolone, zavisno od toga u kojoj fazi se izdvaja Zeljena materija.

Prorivstrujna frakciona ekstrakcija te¢nost-te¢nost. Kod ovog tipa ekstrakcije te¢nost-te¢nost
smesa dva ili viSe rastvorka, rastvorena u jednoj od faza, ulazi u kolonu kao napojni rastvor na
sredini kolone, a dve faze (rastvaraci) koje se ne mesaju, ulaze jedna na dnu (laka faza) na
jednom, a druga (teSka faza) na vrhu kolone. Selekcijom rastvara¢a u fazama (jedan ili dva
rastvaraca) i podesavanjem odnosa protoka faza i odgovarajucih ostalih operativnih uslova, moze
se posti¢i da se jedan od rastvorka iz napojnog rastvora bolje ekstrahuje u jednoj od faza.
IznalaZenje sistema rastvaraca za razdvajanje U kojem se maksimum krive raspodele nalazi oko
sredine kolone pri najpovoljnijem odnosu faza, je Cesto jako tezak zadatak. Sastav sistema
rastvaraca koji odgovara ovom zahtevu moze se odrediti racunski, graficki ili eksperimentalnim

putem, s tim §to se poslednji Smatra najpouzdanijim.

34



2. EKSPERIMENTALNI DEO

2.1 MATERIJAL
2.1.1 Biljna sirovina

Kori$c¢eno je suvo lis¢e plantazno gajenog vunastog digitalisa (Digitalis lanata Ehrh.), svetlo do
tamno zelene boje, sa sadrzajem LC 0,3-0,4 % (raunato na suvi biljni materijal), vlaznosti 6,5
%, sa maksimalnim sadrzajem stranih primesa oko 1 % (zemlja, pesak, kamencié¢i, drugi delovi
biljke, nema delova drugog bilja, nema cvetova dvogodisnjeg bilja, nema plesnavo lis¢e, listove
druge boje: braon, tamno mrke, crne i drugih boja) iusitnjeno na mlinu tipa cekicar. Za
identifikaciju i ispitivanje kvaliteta lis¢a Digitalis lanata Ehrh. koris¢en su oficijelni metodi
propisani Ph. Eur. 7th Ed. (2012).

2.1.2 Hemikalije

LC, Dx, Gx, Dgx, a- i p-acetildigoksin, neodigoksin, digoksigenin, digoksigenin
tetrakisdigitoksozid, digoksigenin bisdigitoksozid, acetosid, diginatin, (Merck), hloroform (p.a),
etanol (p.a), metanol (p.a), metilenhlorid (p.a), acetonitril (p.a), etilacetat (p.a.), anhidrovana
mravlja kiselina (p.a.), glacijalna siréetna kiselina (p.a.), hlorovodoni¢na kiselina (p.a), 98 %
m/m sumporna Kiselina, petroletar ( frakcija 60-70 °C), bazni rastvor olovo(ll)-acetata,
amonijum-hidroksid,(p.a) (Fluka), CuSO, 5H,0, CoCl, 6H,0, FeCl36H,0, MgO, Al,Os
heksametilentetramin, hidrazin-sulfat kalijum-bromid (p.a.) (prethodno susen 1 h na 250 °C),
silica gel Fus4, i silikagel G (Fluka), natrijum-nitrit (p.a.), natrijum-molibdat (p.a.), natrijum-

hidroksid (p.a) (Merck) i destilovana voda.

2.1.3 Reagensi

Rastvor baznog olovo(ll)-acetata. U 30 % rastvor olovo(ll)-acetata dodaje se koncentrovani
amonijum-hidroksid sve dok proba sa 2-3 kapi ovog rastvora u prisustvu fenoftalein-indikatora

ne dobije obojenje belog vina (Foerest, 1957; Peki¢ i Stankovic, 1973)

Reagens sa ksanthidrolom. Odmeri se 10 mg ksanthidrola, rastvori u odmernom sudu (100

cm?®), doda oko 50 cm? glacijalne sircetne kiseline i rastvori uz blago zagrevanje. Rastvoru se
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doda 1 cm® 25 % rastvora hlorovodoni¢ne kiseline i odmerni sud dopuni do crte glacijalnom

sir¢etnom kiselinom. Za svako odredivanje priprema se svez rastvor ksanthidrola.

Ostali reagensi se pripremaju prema Ph Eur. 7th Ed. (2012).

2.2 METODE

2.2.1 Mlevenje biljne sirovine

Lis¢e Digitalis lanata Ehrh. je samleveno u mlinu tipa ¢ekicar. Stepen usitnjenosti biljnog
materijala je odredjen sejanjem pomocu seta standardnih sita. Pripremljene su Cetiri frakcije

biljnog materijala srednjeg precnika 0,5, 2,0, 5,01 7,0 mm.
2.2.2 Fermentacija biljne sirovine

Samleveno lis¢e (5 g za analiticke svrhe ili u potrebnim koli¢inama za druga ispitivanja),
odredenog srednjeg pre¢nika, kvasi se vodom (5, 10 i 15 cm®, tj. u odnosu 1:1, 1:2 i 1: 3 m/v),

dobro izgnjeci, stavi u plasti¢ne kese, koje se termicki zatale, i biljni materijal fermentise 12-72 h

na 37 °C.

2.2.3 Sadrzaj digitoksina, gitoksina, digoksina i ukupnih glikozida u

fermentisanom biljnom materijalu

Odredjuje se po procedurama opisanim u literaturi (Peki¢ i Stankovi¢, 1973) i HPLC metodi
propisanoj u Ph. Eur. 7th Ed., Metod 2.2.29 (2012).
2.2.3.1 Priprema osnovnog rastvora

U sud sa fermentisanim biljnim materijalom (5 g) sipa se 50 cm® 50 % vol. metanola i sadrzaj u
sudu mucka 1 h. Po zavrSenoj ekstrakciji, u suspenziju se postepeno, uz mesanje, doda 5 cm® 30
% sveze pripremljenog rastvora baznog olovo(Il)-acetata, sadrzaj suda se izmucka i ostavi da
stoji 5 min, a zatim se viSak olovo(II)-acetata talozi dodatkom 5 % rastvora natrijum-sulfata. Ako
rastvor u sudu daje pozitivnu reakciju na Pb?* jon sa 2 % rastvorom kalijum-jodida (2-3 kapi
bistrog rastvora pomesane na sahatnom staklu sa 2-3 kapi 2 % rastvora kalijum-jodida gradi zuti

talog u prisustvu Pb** jona), dodaje se rastvor natrijum-sulfata dok se ne dobije negativna
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reakcija (nema zutog taloga). Posle taloZenja viska olovo(Il)-acetata, suspenzija se profiltrira
preko kvantitavnog filter papira na levku za brzu filtraciju. Filtrat se hvata u levak za odvajanje, s
tim $to se prve koli¢ine mutnog filtrata vracaju na ponovnu filtraciju sve dok se filtrat ne izbistri.
Talog na filter papiru se ispira 3 puta sa po 50 cm® 50 % vol. metanola. Filtrat, zajedno sa
rastvorima od ispiranja, ekstrahuje se jednom sa 25 cm® i 4 puta sa 12,5 cm® hloroforma. Spojeni
hloroformski ekstrakti se propustaju preko bezvodnog natrijum-sulfata (natrijum-sulfat na filter
papiru u levku za filtraciju) u balon sa okruglim dnom (250 cm?®). Natrijum-sulfat se ispere 3
puta sa po 10 cm® hloroforma. Hloroformski ekstrakt, zajedno sa hloroformskim rastvorom od

ispiranja, upari se do suva na rotacionom vakuum uparivacu na 60-70 °C.
2.2.3.2 Sadrzaj digitoksina, gitoksina, digoksina i srodnih materija u suvim izolatima

Suvi ostatak (50 mg) se rastvori u 100 cm® metanola (osnovni rastvor) i dobijeni rastvor koristi
za odredivanje Dx, Gx i Dgx metodom HPLC za odredivanje sadrzaja Dgx (Ph. Eur 7th Ed.,
Metod: 2.2.29, 2012), kao i za spektrofotometrijsko odredivanje UG sa ksanthidrolnim

reagensom.

Ukupni glikozidi. Od osnovnog rastvora pipetira se po 0,01 cm® u pet epruveta, na kljudalom
vodenom kupatilu, otpari rastvarag, doda po 5 cm® ksanthidrolnog reagensa, epruvete drze u
klju¢alom vodenom kupatilu 3 min, ohlade mlazom hladne vode i izmeri apsorbancija obojenog
rastvora na 530 nm. Kao slepa proba koristi se metanol. Na osnovu srednje vrednosti
apsorbancije izratunava se, uz pomo¢ kalibracioonog dijagrama, koli¢ina UG i njihov sadrzaju

suvom biljnom materijalu (u %).

Standardni rastvori sekundarnih glikozida. Po 50 mg Dx, Gx i Dgx, prethodno osusenih do
konstantne mase u vakuum eksikatoru iznad fosfor(\V)-oksida, rastvori se u 50 cm® metanola

(analogno pripremi standardnog rastvora Dgx prema Ph. Eur. 7th Ed. (2012).

Kalibracioni dijagram za ukupne glikozide. Pomesaju se jednake koli¢ine standardnih
rastvora Dx, Gx i Dgx i od ovog rastvora pipetira po 0,001, 0,002, 0,004, 0,005, 0,006, 0,008 i
0,01 cm® u epruvete, Sto odgovara koli¢inama standarda Dx, Gx ili Dgx od 10, 20, 40, 50, 60, 80

i 100 pg. Dalje se postupa kao pri odredivanju ukupnih glikozida u osnovnom rastvoru. Na
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osnovu dobijenih vrednosti apsorbancije, konstruiSe se kalibracioni dijagram za ukupne

glikozide.

Sadrzaj izolovanog digoksina visoke ¢istoce. Ispitivanje se vrsi HPLC metodom za odredivanje

sadrzaja srodnih materija (Ph. Eur. 7th Ed., Metod: 2.2.29, 2012,).

2.2.3.3 Odredivanje sadrzaja digitoksina, gitoksina i digoksina u izolatima i Kkristalizatu
digoksina metodom HPLC

Sadrzaj Dgx, Gx i Dx u izolatima, standardnom i izolovanom kristalizatu Dgx je odredivan
HPLC metodom prema Ph. Eur. 7th Ed., Metod: 2.2.29, 2012).

Tabela 2.1 Vreme i sastav mobilnih faza A i B (Uredaj: Agilent 1100 Series. Kolona: duzina
0,15 m, preénik 3,9 mm; stacionarna faza: oktadecilsilil-silika gel za hromatografiju (5 pm).
Mobilna faza A: acetonitril:voda (10:90 vol). Mobilna faza B: acetonitril:voda(90:10 vol.).
Detekcija: 220 nm. Brzina protoka: 1,5 cm*/min. Zapremina injektiranja: 10 pl standardnog i
referentnog rastvora. Temperatura: sobna).

Vreme Mobilna faza A Mobilna faza B
(min) (% viv) (% viv)
0-0 78 22

5-15 78—30 22—70
15-16 30—78 70—>22
16-30 78 22

IzraCunavanje sadrzaja glikozida je prema jednacini (2.1) (Ph. Eur 7th Ed., Metod 2.2.29, 2012,):

IDpr 'Wst ‘K . (100 - ast)
Pst 'Wpr (100 - apr)

% Glikozida =

(2.1)

gde je: P, - povrSina pika glikozida u ispitivanom osnovnom rastvoru, P, - povrSina pika
glikozida u standardnom rastvoru, W, - odmerena masa ispitivane supstance (mg), W, -
odmerena masa standardne supstance (mg), K - sadrZaj glikozida u radnom standardu (%), a,, -

gubitak suSenjem ispitivane supstance (%) 1 a - gubitak suSenjem standardne supstance (%).
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Priprema standardnog rastvora digoksina (rastvor digoksina 1). 50.0 mg ispitivane
supstance rastvori se u 100,0 cm® metanola (p.a.) (Ph. Eur. 7th Ed., Metod: 2.2.29, 2012;).

2.2.3.4 Sadrzaj izolovanog digoksina

Kvalitativna analiza izolovanog digoksina. Organolepticke i fizicko-hemijske karakteristike

izolovanog Dgx odreduju se prema propisanim metodama Ph. Eur. 7th Ed. (2012).

FT-IR spektrofotometrija. Snimanje FT- IR u KBr plogicama prema propisu Ph. Eur.,7" Edn,
Metod: 2.2.24 (2012).

Kvantitivna analiza sadrzaja digoksina. Koristi se HPLC metoda propisana Ph. Eur. 7th Ed.
Metod 2.2.29, (2012), opisana u odeljku 2.2.3.3.

2.2.3.5 Ekstrakcija sekundarnih glikozida iz fermentisanog liséa

Sekundarni glikozidi su ekstrahovani rastvorima etanola (10 i 50 % vol.) maceracijom i

perkolacijom.

Maceracija. Ekstrakcija Dx, Gx i Dgx maceracijom se izvodi u ovom radu prvi put
modifikovanom postupku (Fonin i sar., 2003). Fermentisani biljni materijal (10 g) i rastvor
etanola (100 cm?; 10 ili 50 % vol.) ubace se u sud sa mesalicom, podesi intenzitet meSanja i vrsi
maceracija 1,0 h na sobnoj temperaturi. Te¢ni ekstrakt (macerat) se odvaja od iscrpljenog biljnog
materijala filtracijom pod vakuumom na Biichner-ovom levku i prebaci u levak za odvajanje (10
dm?) radi ekstrakcije sekundarnih glikozida hloroformom. Biljni materijal ekstrahuje se na isti
nacin jo§ dva puta. Macerati se pripoje prvom maceratu u levku za odvajanje. Sloj biljnog
materijala na Biichner-ovom levku ispira se 3 puta sa po 10 cm® odgovarajuéeg rastvaraca.

Rastvori od ispiranja se pripoje spojenim ekstraktima u levku za odvajanje.

Perkolacija. Ekstrakcija se izvodi u perkolatoru, unutrasnjeg pre¢nika 20 ¢cm i visine 60 cm,
izradenog od nerdajuceg Celika, sa loptastom slavinom na dnu. Zapremina perkolatora je 18,84
dm®. U perkolator se ubaci najpre rastvarag, a zatim fermentisani biljni materijal odredenog
stepena usitnjenosti do visine 20, 30 ili 40 cm. Rastvaraci su voda i vodeni rastvori metanola i

etanola (10 i 50 % vol.). Perkolacija se vr$i na sobnoj temperaturi pri razliitim protocima
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perkolata (0,5, 1,5, 2, 2,5, 3, 4, 5 i 6 dm*/h) pri konstantnoj zapremini isteklog perkolata (24

dm?). U odredenim vremenskim intervalima meri se zapremina isteklog perkolata (1-24 dm?).

Za dobijanje ekstrakta obogacenog Dgx, perkolacija se vr$i u bateriji od 10 perkolatora. Perkolati
iz prethodnih perkolatora koriste se za perkolaciju u narednim perkolatorima, s tim Sto se prati
sadrzaj Dgx u perkolatima. U toku procesa, izdvajaju se perkolati u kojima je sadrzaj Dgx
maksimalan. Perkolat iz poslednjeg perkolatora, u kome je sadrzaj Dgx ispod maksimalnog,
vra¢a se u prvi perkolator, u kome je stepen ekstrakcije Dgx, po pravilu, preko 90 % i dalje
nastvalja proces. Kad se u nekom perkolatoru postigne stepen ekstrakcije Dgx vec¢i od 95 %, u
njega se ubacuje nova koli¢ina fermentisanog biljnog materijala. Na ovaj nacin se obezbeduje
kontinualno odvijanje procesa ekstrakcije sa visokim sadrzajem Dgx i pove¢anim sadrzajem Dx 1

GxX.

2.3 PRECISCAVANJE PERKOLATA, EKSTRAKCIJA SEKUNDARNIH GLIKOZIDA

1Z PERKOLATA I DOBIJANJE SUVIH IZOLATA SMESE SEKUNDARNIH
GLIKOZIDA

2.3.1 Obrada ekstrakata sa baznim olovo(ll)-acetatom i ekstrakcija

hloroformom ili trihloretilenom (metod 1)

Te¢ni vodeni, vodeno-metanolni i vodeno-etanolni ekstrakti (perkolati) tretiraju se analogno
proceduri opisanoj u odeljku 2.2.3.1 za pripremu osnovnog rastvora za analizu sadrzaja Dx, Gx,
Dgx i UG u fermentisanom lis¢u. Postupak je prvi put razvijen u ovom radu kao originalna

modifikacija ranije primenjivanih postupaka Pekica (1972) i Peki¢a i Stankovica (1973).

2.3.2 Ekstrakcija te¢nost-te¢nost (metod I1)

Sekundarni glikozidi se ekstrahuju iz vodeno-etanolnog i vodeno-metanolnog perkolata
hloroformom ili trihloretilenom (1x1/2 i 4x1/4 polazne zapremine perkolata) muckanjem po 20
min u levku za odvajanje. Dobijeni hloroformski ili trihloretilenski ekstrakti (izolati) se
uparavaju na rotacionom vakuum-uparivacu do suva i dobijeni suvi ekstrakti - suvi izolati smese
sekundarnih glikozida koriste se za izolaciju Dgx ekstrakcijom te¢nost-te¢nost. Postupak je prvi

put razvijen i primenjen u ovom radu.
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2 3.3 Obrada koncentrovanog hloroformskog ili trihloretilenskog ekstrakta

magnezijum-oksidom (metod I11)

Hloroformski ili trihloretilenski ekstrakt (izolat) te¢nog eckstrakta sekundarnih glikozida iz
fermentisanog lis¢a, se uparava pod vakuumom na 60 °C u rotacionom vakuum upariva¢u do 1/2
polazne zapremine (8 dm®). U koncentrovani ekstrakt dodaje se magnezijum-oksid (MgO:
polazni biljni materijal 1:10 g/g), dobro izmesa i ostavi da stoji 45 min, uz povremeno mesanje.
Suspenzija MgO se filtrira pod vakuumom na Biichner-ovom levku. Sloj MgO se ispira
hloroformom ili trihloretilenom (3x250 cm?®). Hloroform ili trihloretilen od ispiranja se pripoji
odgovaraju¢em filtratu i izmeri zapremina filtrata. Filtrat se ispira vodom (najbolje 4x2 dm®).

Postupak je razvijen i prvi put primenjen u ovom radu.

2.3.4 Obrada koncentrovanog hloroformskog ili trihloretilenskog ekstrakta

aluminijumom-oksidom (metod 1V)

Hloroformski ili trihloretilenski ekstrakt (izolat) se uparava pod vakuumom na 60 °C u
rotacionom vakuum upraivadu do 1/2 polazne zapremine (8 dm®). U koncentrovani ekstrakt
dodaje se aluminijum-oksid (Al,O3 : polazni biljni materijal 1:10 g/g), dobro izmes$a i ostavi da
stoji 45 min, uz povremeno mesanje. Suspenzija Al,O3 se filtrira pod vakuumom na Biichner-
ovom levku. Sloj Al,O3 se ispira hloroformom ili trihloretilenom (3x250 cm?). Hloroform ili
trihloretilen od ispiranja se pripoji odgovaraju¢em filtratu i izmeri zapremina filtrata. Filtrat se
ispira vodom (4x2 dm®) i upari do suva na rotacionom vakuum-uparivadu. Ovako dobijeni suvi
ekstrakti, odnosno izolati smeSe sekundarnih glikozida se koriste za analizu sadrzaja sekundarnih
glikozida i UG u ekstraktima i za dobijanje Dgx frakcionim rastvaranjem i ekstrakcijom te¢nost-
tecnost. Postupak je prvi put razvijen i primenjen u ovom radu, s tim $to je umesto MgO kori$éen
Al,O3 (stepen aktivnosti | po Brockman-ovoj skali), koji su Fonin i Kohrlin (2003) koristili za
preciS¢avanje etilacetatnog ekstrakta sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis

lanata Ehrh.
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2.3.5 Ekstrakcija rastvorom natrijum-karbonata (metod V)

Spojeni hloroformski ili trinloretilenski ekstrakt (izolat) smese sekundarnih glikozida iz macerata
ili perkolata se ispira u levku za odvajanja rastvorom 5 % rastvorom natrijum-karbonata
koncentracije 1 mol/dm® (1x1/5 i 1x10 od zapremine ekstrakta) i vodom (1x1/4 i 1x1/5 od
zapremine ekstrakta). Rastvor od ispiranja iz levka za odvajanje se ispusta u poseban levak za
odvajanje. Slojevi od ispiranja hloroformskog ili trinloretilenskog ekstrakta (izolata) rastvorom
natrijum-karbonata i vodom ispiraju se sa po 1/2 ukupne zapremine rastvora natrijum-karbonata
upotrebljenog za ispiranje ekstrakta. Hloroformski ili trinloretilenske ekstrakti (izolati) se spoje i
upare do suva. Suvi ekstrakti (izolati) koriste se za analizu sadrzaja sekundarnih glikozida i UG u
ekstraktima (izolatima) i za dobijanje Dgx frakcionim rastvaranjem i ekstrakcijom te¢nost-
teCnost. Ovaj postupak je prvi put razvijen i primenjen u ovom radu primenom natrijum-
karbonata za ispiranje hloroformskih ili trihloretilenskih ekstrakata vodeno-etanolnih (10 % vol.)
perkolata dobijenog u ovom radu pod optimalnim uslovima, originalnom modifikacijom
etilacetatnog ekstrakta sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. Fonin
i Kohrlin-a (2003).

2.3.6 Ekstrakcija smeSom petroletar-etilacetat 80:20 vol. (metod VI)

Perkolat dobijen postupkom perkolacije ekstrahuje se smeSom petroletar-etilacetat (80:20 vol.;
3x100 cm?). Petroletar je p.a kvaliteta tacke kljucanja 60 °C. Posle svake ekstrakcije, te¢na faza
se odlije, a iz preostalog ¢vrstog dela posle trece ekstrakcije, otpari se zaostali rastvara¢ pod
vakuumom. Dobijeni suvi ekstrakt (izolat) se rastvori u minimalnoj kolo¢ini metanola uz refluks,
doda 40 cm® vrele vode i ostavi da ohladi do sobne temperature, a zatim ostavi da kristaliSe 48 h
na +4 °C. Dobijena izomorfna smesa kristalizata sekundarnih glikozida je Zuc¢kaste boje i koristi
se za izolaciju Dgx. Postupak je prvi put razvijen i primenjen u ovom radu originalnom
modifikacijom postupka ekstrakcije sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis
lanata Ehrh. (Pordevi¢ i Stankovi¢, 1977).
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2.4 1ZOLACIJA DIGOKSINA FRAKCIONIM RASTVARANJEM IZOLATA SMESE
SEKUNDARNIH GLIKOZIDA VODENIM RASTVORIMA ACETONA

Hloroformski ili trihloretilenski izolat smese sekundarnih glikozida se susi na 60 °C u vakuum
susnici do vlaznosti 6 %, izmeri Se njegova masa (suvi hloroformski ili trihloretilenski izolat) i
odredi sadrzaj Dgx. Iz suvog hloroformskog ili trihloretilenskog izolata se uklanjaju prateci
glikozidi i druge supstance frakcionim rastvaranjem acetonom (odnos izolata i acetona 1:5-1:15
m/V) uz refluks na temperaturi klju¢anja u toku 20 min. Talog se, uz energi¢no meSanje,
suspenduje u smesi acetona i vode i odvaja filtracijom. Talog sirovog Dgx se ispira Cetiri puta
jedanakim zapreminama smeSom aceton:voda uz mesanje ( 0dnos sirov Dgx: zapremina smese
za ispiranje 1:7 m/v). Posle svakog ispiranja, rastvor se odvaja filtracijom. Cvrsta faza se osusi u
vakuumu na 80 °C i dobija se Dgx visoke &istoce, kome se odredi se sadrzaj Dgx po opisanoj
HPLC metodi u Ph. Eur. 7" Ed., Metod 2.2.29, 2012.

2.5 1ZOLACIJA DIGOKSINA DISKONTINUALNOM EKSTRAKCIJOM TECNOST-
TECNOST IZ RASTVORA IZOLATA SMESE SEKUNDARNIH GLIKOZIDA

2.5.1 lzdvajanje digoksina visoke Ccistoce iz izolata smeSe sekundarnih
glikozida ekstrakcijom te¢nost-te¢nost

Za izdvajanje Dgx koriS¢ena je diskontinualna istostrujna frakciona ekstrakcija slede¢im

Cetvorokomponentnim sistemima: etanol:voda:hloroform:etilacetat (EtOH:H,0:CHCI3:EtOAC);

etanol:voda:hloroform:trihloretilen (EtOH:H,O:CHCI3:THE) i etanol:voda:trihloretilen:etilacetat

(EtOH:H,0:THE:EtOAC) u levcima za odvajanje (10 dm®). UravnoteZavanje faza vrdi se pri

odnosu faza 1:1,1 vol. na sobnoj temperaturi u levku za odvajanje.

Za razdvajanje Dgx od Dx i Gx koriste se uravnoteZene faze navedenih ¢etvorokomponentnih
sistema. Zapreminski sastavi dvokomponentne lake i dvokomponentne teske faze se variraju
(10:40 do 40:10 vol.) u cilju definisanja optimalnih sastava faza. Razliite koli¢ine (10-30 g)
hloroformskog ili trihloretilenskog izolata se ubacuju u lakoj ili teskoj fazi u prvom levku za
odvajanje. Za pripremu rastvora glikozida u lakoj ili teskoj fazi koriste se hloroformski ili
trichlortelenski izolat. Cista laka ili teska faza se ubacuje u jednakim zapreminama u 15 levaka
za odvajanje. Odnos zapremina uravnotezene lake i teSke faze za ekstrakciju tecnost-te¢nost u
levcima za odvajanje se varira od 1:0,8 do 1:2,0 vol. Teska ili laka faza se ubacuje redom u
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naredne leveke sa lakom i teSkom fazom, pocev od prvog levka u kome je rastvoren izolat, uz
uravnotezavanje faza u narednim levcima energi¢nim muckanjem (5 min). Posle odstojavanja do
potpunog odvajanja faza, analizira se sadrzaj Dx, Gx i Dgx u svakoj fazi u svakom levku. Za to
se uzimaju alikvotni delovi zapremine faza koji posle otparavanja daju minimalno 50 mg suvog
ostatka. Lake faze koje sadrze Dgx sa sadrzajem tragova Dx ili Gx se spajaju i koncentruju.

Spojene teske faze koje sadrze Dx i Gx sa tragovima Dgx se, takode, spajaju i uparavaju do suva.
2.5.1.1 Izbor sistema rastvaraca

U ovom delu izvrSen je izbor optimalnog sastava sistema EtOH:H,O:CHCI3: THE, variranjem
odnosa rastvaraca u ravnoteznim uslovima ekstrakcije tenost-te¢nost i na bazi eksperimentalnih
podataka o raspodeli sekundarnih glikozida i UG izmedu lake i teske faze sistema, polaze¢i od
osnovne pretpostavke ravnotezne ekstrakcije teCnost-te¢nost, da je optimalan sastav sistema i
optimalan odnos lake i teske faze za izdvajanje komponenti iz rastvora smese ¢vrstih supstanci,

onaj sa kojim se ostvaruje najveci stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi.
2.5.1.2 Koncentrovanje lake faze i izdvajanje kristala digoksina

Spojene lake faze sa sadrzajem Dgx se uparavaju na rotacionom vakuum uparivacu (100-200
mm Hg) do 1/20 polazne zapremine. Kristali Dgx se izdvajaju iz koncentrovanog rastvora lake
faze filtracijom pod vakuumom na Biichner-ovom levku, isperu sa malo hladnog etanola i suSe
na 80 °C u vakuum susnici. Destilatu spojenom sa etanolom od ispiranja iz vise Sarzi se podeSava
sastav, odnosno da gustina odgovara polaznom sastavu lake faze dodavanjem komponenti lake
faze. Ovako dobivena laka faza se ponovo koristi, posle uravnoteZavanja sa teskom fazom u

procesu razdvajanja. Dobijeni talog se vraca u proces pri uparavanju lake faze naredne Sarze.

2.5.1.3 Uparavanje teske faze i izdvajanje smeSe digitoksina i gitoksina sa prate¢im
materijama

Spojene teske faze, koje sadrze Dx, Gx i druge glikozide, se uparavaju na rotacionom vakuum
uparivacu (100-200 mm Hg) do suva. Destilatu se podeSava sastav, odnosno gustina da gustina
odgovara polaznom sastavu teske faze, koja se ponovo, posle uravnotezavanja sa lakom fazom,
koristi kao teska faza u procesu razdvajanja. Suvi ostaci se sakupljaju, analiziraju i dalje koriste

za razdvajanje Dx i Gx.
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2.6 KONTINUALNA PROTIVSTRUJNA EKSTRAKCIJA TECNOST-TECNOST NA
KARR-OVOJ EKSTRAKCIONOJ VIBRACIONOJ KOLONI

2.6.1 Opis eksperimentalnog postrojenja

Postrojenje za protivstrujnu frakcionu ekstrakciju Dgx iz rastvora suvog hloroformskog ili
trihloretilenskog ekstrakta (izolata) smeSe sekundarnih glikozida iz perkolata, dobijenog pod
optimalnim uslovima perkolacije, prikazano je na slici 2.1. Postrojenje ukljucuje Karr-ovu
ekstrakcionu vibracionu kolonu, rezervoare za laku i tesku fazu, rezervoar za napojni rastvor,
dozirne pumpe za laku fazu, teSku fazu i napojni rastvor suvog hlororoformskog ili
trihloretilenskog ekstrakta (izolata), sistem za regulaciju nivoa te¢nosti u koloni, cevne vodove i
destilacione uredaje za kontiniualno otparavanje rastvaraca iz ekstrakta lake i rafinata teSke faze.
Vibracionu kolonu ¢ine staklena kolona unutrasnjeg pre¢nika 25 mm, visine 2 ili 4 m, i
vibraciona mesalica sa perforiranim plo;icama. Kolona visine 4 m se sastoji od dve kolone od 2
m spojene odgovarajuim spojnim elementima. Kolone su izradene od vatrostalnog stakla
(debljina zidova 3 mm) i imaju staklene olive (pre¢nik: 5 mm) na donjem i gornjem kraju, kao i
na sredini. Vibracionu mesalicu ¢ini set perforiranih plocica od teflona ili nerdajuceg Celika na
zajednic¢kom nosadu koji se kreée gore-dole kroz kolonu. Frekvencija (do 200 min™) i hod seta
plocica (1, 1,5 1 2 cm) reguliSu se preko uredaja za pokretanje seta. Vibracionu meSalicu pokrece
elektromotor, a rotaciono kretanje motora pretvara se u linearno povratno-periodi¢no kretanje
seta perforiranih ploCica pomocu ekscentra. Laka faza, teSka faza 1 napojni rastvor smeSe
sekundarnih glikozida se transportuju iz rezervoara do kolone kroz ¢eli¢ne cevi pomocu klipnih
pumpi (Metering Pumps Ltd., London, Velika Britanija). Laka i teSka faza se uvode u kolonu na
dnu 1 vrhu kolone, respektivno, a napojni rastvor smesSa sekundarnih glikozida na sredini kolone.
Rafinat i ekstrakt se hvataju u posebnim &eli¢nim rezervoarima (200 dm?®) sa vodokaznim
staklom i ventilima na dnu i vrhu. Rafinat i ekstrakt se transportuje do rotacionog vakuum

uparivaca (Biichi) kroz teflonska creva.
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Slika 2.1 Tehnoloska Sema postrojenja za protivstrujnu ekstrakciju te¢nost-te¢nost na Karr-ovoj
ekstrakcionoj vibracionoj koloni (1-rezervoar za pripremu faza i napojnog rastvora, 2 - rezervoar
za laku fazu, 3 - rezervoar za teSku fazu, 4 - rezervoar napojnog rastvora, 5 - uredjaj za
pokretanje vibracione mesalice, 6 — kolona, 7 - vibraciona mesalica sa perforiranim ploc¢icama, 8
- merni sud ekstrakta, 9 - rezervoar ekstrakta u lakoj fazi, 10 - rezervoar rafinata, 11 -
nivelacioni sud, 12 - merni sud rafinata, 13 - upariva¢ rafinata i 14 - prihvatni sud
koncentrovanog rafinata).

Aparatura za destilaciju je od stakla i u njoj se koncentruje rafinat koji se dovodi iz kolone
teflonskim crevom. Kroz zmijaste cevi razmenjivaca toplote se uvodi voda temperature 80-85

°C. Odozgo se uvodi rafinat koji prolazi preko povrSine zmijaste cevi. Nastale pare se
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kondenzuju u kondenzatoru kroz koji proti¢e voda za hladenje temperature 15-20 °C. Koncentrat
rafinata se kontinualno ispusta sa dna uparivaca, tako da odnos koncentrata i destilata teske faze
bude 1:7 do 1:10 vol.

Ekstrakt (laka faza sa sadrzajem Dgx), koja izlazi na vrhu kolone, vodi se u stakleni sud za
odvajanje, a zatim se ubacuje u balon (10 dm®) rotacionog vakuum uparivaca (Biichi), gde se
uparava do pocetka kristalizacije Dgx. Voda u vodenom kupatilu uparivaca je zagrejana pre
pocetka uparavanja do 80 °C. Kroz hladnjak rotacionog uparivaca struji hladna voda (15-20 °C).
Uredaj se prikljuc¢i na vakuum (720-740 mm Hg).

Odrzavanje grani¢ne povrsine odstojnih zona izmedu faza na visini od oko 20 cm od donjeg i
gornjeg kraja kolone odrzava se pomocu uredaja za nivelaciju. Uredaj se sastoji od cilindri¢nog
suda sa vodokaznim staklom u kome se nalaze dve Celi¢ne cevi koje sluze za dovod 1 odvod
rafinata. Cev za dovod rafinata je na visem nivou od cevi za odvod rafinata. Cev za dovod
rafinata spojena je teflonskim crevom sa slavinom za regulaciju odvoda rafinata sa dna kolone, a
cev za odvod rafinata iz suda za nivelaciju nivoa razdvajanja rafinata i ekstrakta na dnu i vrhu
kolone spojena je sa prihvatnim rezervoarom, takode, teflonskim crevom. Da bi se omogucilo
merenje protoka rafinata na izlazu iz nivelacionog suda, rafinat se preko teflonskog creva,

odvodi u sud za odvajanje koji je prethodno izbazdaren, a odatle dalje u prihvatni sud rafinata.

2.6.2 Priprema sistema rastvaraca za razdvajanje i napojnog rastvora suvih

ekstrakata sekundarnih glikozida

Za razdvajanje suvih ekstrakata smesSe sekundarnih glikozida usvojen je optimalni sistem
rastvarata EtOH:H,O:CHCI3:THE = 35:15:20:30 vol. definisan na osnovu eksperimentalnih
ispitivanja na koloni u ovom radu. Priprema sistema za razdvajanje i napojnog rastvora suvih
hloroformskih ili trihloretilenskih suvih ekstrakata (izolata) smese sekundarnih glikozida u lakoj
ili teskoj fazi vrsi se u staklenom sudu (100 dmg) sa meSalicom i slavinom na dnu suda, preko
odgovarujué¢ih ventila. Sud je postavljen na nosecoj platformi postrojenja. U sud se ubacuju
pojedini rastvaraci koji ulaze u sastav sistema za razdvajanje, snazno meSaju dok se ne dobije
kompaktna bela emulzija. Posle odvajanja, laka i teska faza, koje su zasi¢ene jedne drugom,

ubacuju se iz ovog suda u prihvatne rezervoare ispod suda.

47



2.6.3 Ravnotezna raspodela digoksina izmedu lake i teSke faze u sistemu
EtOH:H,0:CHCI;: THE = 35:15: 20:30 vol.

Ispitivanja ravnotezne raspodele Dgx izmedu lake i teSke u zavisnosti od sastava smesSe
sekundarnih glikozida izvrSena su sa sistemom EtOH:H,O:CHCI3: THE= 35:15:20:30 vol. (koji
je bio optimalan za diskontinualni postpak) i pri konstantnom optimalnom odnosu lake i teske
faze 1:1,1 vol. Smesa sekundarnih glikozida pripremana je meSanjem Dx, Gx i Dgx, pri ¢emu je
odnos Dx:Gx bio 2:1, 2,5:1, 2,8:1, 3:1, 3,5:1 i1 4:1 g/g. Za svaku od ovih smeSa Dx i Gx varirana
je koli¢ina Dgx, tako da je njegov sadrzaj u smesi bio: 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0 1 60,0 %.
Pripremljene smese sekundarnih glikozida su ekstrahovane zasi¢enom smesom lake i teske faze
u levcima za odvajanje. Smesa sekundarnih glikozida (200 mg) se rastvori u lakoj fazi (10 cm®),
doda se teska faza zasi¢ena lakom fazom (11cm®) i energi¢no mucknje dok se ne dobije bela
kompaktna emulzija. Posle odvajanja faza, rastvara¢ se otparava iz rastvora lake faze (ekstrakt),
a ostatak posle otparavanja rastvaraca lake faze se susi u vakuum susnici do konstantne mase i

sadrzaj u njemu odreduje HPLC metodom.

2.6.4 Definisanje optimalnih operativnih uslova rada ekstrakcione kolone

Pocetna ispitivanja izvrSena su sa optimalnim sistemom EtOH: H,O: CHCI;: THE = 35:15:
20:30 i optimalnim odnosom zapreminskih protoka lake i teske faze 1:1,1 vol. Ukupan protok
lake faze je zbir protoka lake faze i napojnog rastvora smese sekundarnih glikozida rastvorenih u
lakoj fazi, s tim $to je odnos lake i teske faze 1:1,1 vol. Polazna koncentracija rastvora suvih
hloroformskih ili trihloretilenskih izolata smese sekundarnih glikozida u lakoj ili teskoj fazi je
varirana izmedu optimalne koncentracije ekstrakta odredenog za diskontinualnu ekstrakciju
teCnost-te¢nost od 10 g/dm® i maksimalne koli¢ine hloroformskih ili trihloretilenskih ekstrakata
(izolata) koji su rastvarani u lakoj ili teskoj fazi: 10, 20, 30, 40, 451 50 g/dm?®. Smesa napojnog
rastvora hloroformskog ili trihloretilenskog suvog ekstrakta (izolata) smeSe sekundarnih
glikozida se uvodi na dnu kolone (rastvor izolata u lakoj fazi, vrhu (rastvor izolata u teskoj fazi) i
sredini (rastvor u lakoj ili u teskoj fazi) kolone. Pri ovim polaznim uslovima izvrSena su
ispitivanja uticaja rastojanja izmedu plocica (1,5, 2,0, 2,5, 3;0, 4,0 i 5,0 cm), frekvencije
vibracionog kretanja (90, 100, 110, 120, 130, 150 i 200 min™), hod seta (1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0 i
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5;0 cm) na stepen ekstrakcije Dgx u lakoj ili teskoj fazi u odnosu na polazni sadrzaj u hapojnom

rastvoru suvog izolata smese sekundarnih glikozida.
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3. REZULTATI I DISKUSIJA
3.1 FERMENTACIJA BILINOG MATERIJALA

3.1.1 Uticaj operativnih uslova fermentacije na prinos digitoksina, gitoksina i

digoksina

Rezultati ispitivanja uticaja odnosa kvasenja biljni materijal-voda (1:1, 1:2 i 1:3 m/v) i stepena
usitnjenosti (ds = 0,5, 2, 51 7 mm) na enzimsku hidrolizu LA, LB i LC do Dx, Gx i Dgx u toku
fermentacije biljnog materijala (li¢e Digitalis lanata Ehrh.) na 37 °C prikazani su na slikama
3.1, 3.2 i 3.3. Maksimalni prinosi Dx, Gx i Dgx krecu se u granicama 89-100 % (u odnosu na
polazni sadrzaj u fermentisanom biljnom materijalu), nezavisno od odnosa kvasenja biljni
materijal-voda i stepena usitnjenosti. Najvec¢i prinos Dgx (skoro 100 %) ostvaruje se sa
najkrupnijim biljnim materijalom (ds; = 7 mm) posle 48 h pri odnosu kvasenja biljni materijal-
voda 1:2 m/v (slika 3.2c). Na osnovu dobijenih rezultata, usvojeno je da su optimalni uslovi
fermentacije: odnos kvasenja biljni materijal-voda 1:2 m/v, stepen usitnjenosti dgs = 7 mm i
vreme trajanja fermentacije 48 h. Ovi uslovi su koriS¢eni za fermentaciju biljnog materijala u

daljim ispitivanjima izolacije Dgx.

100 100
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I
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204 204
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T
. 40
Vreme, h Vreme, h
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Slika 3.1 Promena prinosa a) Dx, b) Gx i ¢) Dgx (% u odnosu na suvi fermentisani biljni
materijal) u toku fermentacije biljnog materijala pri odnosu odnos kvasenja biljni materijal-voda
1:1 m/v na 37 °C (srednji pre¢nik Cestica samlevenog biljnog materijala, mm: 0,5-0,2-A,5- 0
i7-90)
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Slika 3.2 Promena prinosa a) Dx, b) Gxi ¢) Dgx (% u odnosu na suvi fermentisani biljni
materijal) u toku fermentacije biljnog materijala pri odnosu odnos kvasenja biljni materijal-voda
1:2 m/v na 37 °C (srednji pre¢nik Cestica samlevenog biljnog materijala, mm: 0,5-0,2-A, 5 -0

i7-0)
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Slika 3.3 Promena prinosa a) Dx, b) Gxi ¢) Dgx (% u odnosu na suvi fermentisani biljni

materijal) u toku fermentacije biljnog materijala pri odnosu kvasenja biljni materijal-voda 1:3

m/v na 37 °C (srednji pre¢nik &estica samlevenog biljnog materijala, mm: 0,5-0,2-A,5-0i7 -

0)

3.2 EKSTRAKCIJA SEKUNDARNIH GLIKOZIDA | UKUPNIH GLIKOZIDA 1Z
FERMENTISANOG BILINOG MATERIJALA

3.2.1 Ekstrakcija sekundarnih glikozida i ukupnih glikozida maceracijom

Vrednosti stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG rastvorima etanola (10 i 50 % vol.)
postupkom maceracije pri odnosu fermentisani materijal-rastvarag 1:10 g/cm® na sobnoj
temperaturi (vreme ekstrakcije: 3x1 h; srednji pre¢nik biljnih ¢estica: 7 mm) prikazane su u
tabeli 3.1. Oba rastvora etanola osiguravaju visok stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG

(preko 96 %), s tim $to se nesto vece vrednosti ostvaruju su koncentrovanijim rastvorom etanola.
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Tabela 3.1 Stepen ekstrakcije Dx, Gx, Dgx i UG iz fermentisanog biljnog materijala rastvorima
etanola (10 i 50 % vol.), ostvareni maceracijom i perkolacijom na sobnoj temperaturi (srednji
precnik Cestica biljnog materijala: 7 mm)

Glikozid? Stepen ekstakcije (%)°
Maceracija° Perkolacija’
10 % vol. 50 % vol 10 % vol. 50 % vol.
Dx 96,0 98,0 97,5 98,5
Gx 95,0 96,0 97,0 97,5
Dgx 97,0 98,0 98,5 99,5
UG 101,0 102,0 101,5 102,5

2 Dx - digitoksin, Gx - gitoksin, Dgx - digoksin i UG - ukupni glikozidi. "relativno u odnosu na sadrzaj u fermenti-
sanom biljnom materijalu; ¢ odnos fermentisanibiljni materijal-rastvara¢ 1:10 g/cm®; vreme ekstrakcije 3x1 h; 10 %
vol. rastvor etanola; visina punjenja 30 cm i vreme zadrzavanja rastvaraca 4 h.

3.2.2 Ekstrakcija sekundarnih i ukupnih glikozida perkolacijom

Ocekuje se da stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG prinos suvih ekstraktivnih materija
(SEM) zavise od operativnih uslova perkolacije: protoka rastvaraéa (odnosno vremena
zadzavanja perkolata u pekolatoru), visine punenja perkolatora fermentisanim biljnim
materijalom, zapremine perkolata, vrste rastvarata (voda i rastvori metanola i etanola
koncentracije 10 i 50 % vol.) i stepena usitnjenosti bljnog materijala. Uticaj operativnih uslova
perkolacije na stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG, prinos SEM iz fermentisanog lis¢a

Digitalis lanata Ehrh. nije do sada ispitivan.

3.2.2.1 Uticaj protoka rastvaraca na stepen stepen ekstrakcije digitoksina, gitoksina i

digoksina

Slika 3.4 prikazuje promenu stepena ekstrakcije Dx, Gx i Dgx sa povecanjem zapreminskog
protoka rastvaraca pri visini punjenja perkolatora 30 ¢cm i vremenu zadrZavanja rastvaraca 4 h.
Maksimalne vrednosti stepena ekstrakcije Dx, Gx i Dgx sa svim kori$¢enim rastvarac¢ima (slika
3.4a, b i c, respektivno) ostvaruju se pri protoku rastvarata 4 dm*h. Kao §to se moze videti iz
tabele 3.2, najveci stepen ekstrakcije Dgx (98,7 %), ostvaruje sa 50 % vol. rastvorom metanola, a
nesto manji stepen ekstrakcije (97,0 %) sa rastvorima etanola koncentracije 10 i 50 % vol. Posto

.....
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rastvor etanola koncentracije 10 % vol. izabran kao rastvara¢ za ekstrakciju sekundarnih
glikozida iz ferementisanog biljnog materijala perkolacijom. U daljim istrazivanjim je primenjen

protok rastvaraca od 4 dm®/h.

80 4 80 4 80 4

60 4 s 60 2 604

SE Dx, %
SE Dgx,

20 4 20 4 20 4

T T T T r T T
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 , 33
V,, dm/h

Slika 3.4 Zavisnost stepena ekstrakcije a) Dx, b) Gx i ¢) Dgx od protoka rastvaraca pri visini
punjenja perkolatora 30 cm i vremenu zadrzavanja rastvara¢a u perkolatoru 4 h na sobnoj
temperaturi (rastvara¢: voda - o; metanol, 10 % vol. - A, metanol, 50 % vol. - A, etanol, 10 %
vol. - o, etanol, 50 % vol. - m; usitnjenost biljne sirovine: 7 mm)

Tabela 3.2 Stepen ekstrakcije Dx, Gx i Dgx iz fermentisanog biljnog materijala vodom i
rastvorima metanola i etanola (10 i 50 % vol.), ostvareni i perkolacijom na sobnoj temperaturi
(srednji pre¢nik Cestica biljnog materijala: 7 mm)

Rastvarad Koncentracija Dx Gx Dgx
(% vol.)

Voda - 44,5 50,5 55,0

Rastvor metanola 10 91,5 94,8 96,5

50 94,5 96,0 98,7

Rastvor etanola 10 93,5 94,0 97,0

50 92,3 90,0 97,0

3.2.2.2 Uticaj visine punjenja perkolatora na efikasnost perkolacije vodom

Slike 3.5, 3.6 i 3.7 pokazuju zavisnosti stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG i prinosa
SEM, koji se postizu perkolacijom vodom, rastvorima metanola i rastvorima etanola, respektivno
od vremena zadrzavanja rastvaraca pri razliitim visinama punjenja perkolatora (20, 30 1 45 cm),
protoku rastvarada 4 dm¥h i srednjem pre¢niku biljnih Gestica 7 mm. Nezavisno od visine

punjenja perkolatora i vrste rastvaraca, stepen ekstrakcije Dx vodom povecava se sa povecanjem
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Slika 3.5 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraca i visine punjenja perkolatora fermentisanim
biljnim materijalom na stepen ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c) UG (d) i prinos SEM (e)
ekstrakcijom sa vodom pri protoku rastvarada 4 dm®h (visina punjenja, cm: 20 -0, 35 - A 145 -
O; usitnjenost biljne sirovine: 7 mm)
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Slika 3.6 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraCa i visine punjenja perkolatora fermentisanim
biljnim materijalom na stepen ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c), UG (d) i prinos SEM (e)
ekstrakcijom sa rastvorima metanola (10 i 50 % vol.) pri protoku rastvaraca 4 dm®h (visina
punjenja, cm: 20 - o, @, 35 - A, A i45 - o, m; rastvor metanola, % vol.: 10 - o, A, o i 50 -
o A m; srednji precnik Cestica, mm: usitnjenost biljne sirovine: 7 mm)
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Slika 3.7 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraca i visine punjenja perkolatora fermentisanim
biljnim materijalom na stepen ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c), UG (d) i prinos SEM (e)
ekstrakcijom sa rastvorima etanola (10 i 50 %vol.) pri protoku rastvaraca 4 dm3h (visina
punjenja, cm: 20 - o, @, 35 - A, A i 45 - 0, m; rastvor metanola, % vol.: 10 - o, A, o i 50 -
o A m; srednji preénik Cestica, mm: usitnjenost biljne sirovine: 7 mm)
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vremena zadrzavanja rastvaraca do 6 h (slika 3.5a, 3.6a 1 3.7a), dok se stepeni ekstrakcije Gx, Dgx i
UG povecavaju sa povecanjem vremena zadrzavanja rastvaraca do 4 h, kada dostizu maksimalne
vrednosti, koje se ne menjaju sa daljim povecanjem vremena zadrzavanja rastvaraca (slika 3.5b, ¢ i
d, respektivno). Slicne promene se uocavaju sa rastvorima metanola (slika 3.6b, ¢ i d) i rastvorima
etanola (slika 3.7b, ¢ i d). Drugacije ponaSanje Dx je posledica njegove manje rastvorljivosti u vodi
u odnosu na Gx i Dgx. Prinos SEM se povecava sa pove¢anjem vremena zadrzavanja rastvaraca,
dostize maksimalnu vrednost, posle ¢ega ostaje nepromenjen (slika 3.5e, 3.6e 1 3.7¢). Tabela 3.3
sadrzi podatke o maksimalnim vrednostima stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida 1 UG i

prinosa SEM koji se postizu vodom i rastvorima metanola i etanola.

Tabela 3.3 Maksimalne vrednostima stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i prinosa SEM koji
se postizu vodom i rastvorima metanola i etanola (visina punjenja perkolatora 30 cm i srednji
precnik Cestica biljnog materijala 7 mm; vreme zadrzavanja: 4h )

Rastvaraé Stepen ekstrakcije, % Prinos SEM

Dx Gx Dgx Ukupni (%)
glikozidi

Voda 45,0 50,7 53,5 42,7 55,5

Rastvor metanola, 92,5 92,5 94,5 93,5 51,5

10% vol.

Rastvor metanola, 97,0 95,5 95,5 97,0 54,5

50 % vol.

Rastvor metanola, 89,9 94,5 96,5 97,0 43,0

10 % vol.

Rastvor metanola, 98,5 98,0 98,0 98,0 47,0

50 % vol

Visina punjenja perkolatora fermentisanim biljnim materijalom uti¢e na efikasnost perkolacije
vodom. Sa povecanjem visine punjenja perkolatora od 20 do 45 cm, pri datom vremenu zadrzavanja
rastvaraca, stepen ekstrakcije sekundarnih i UG i prinos SEM postize najvecu vrednost pri visini
punjenja od 30 cm. Stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida, kao i prinos SEM, priblizno je isti za
punjenja visine 20 i 45 cm, dok je stepen ekstrakcije ukupnih glikozida za oko 11-12 % veéi za
punjenje visine 45 cm nego za punjenje visine 20 cm. Porast stepena ekstrakcije sekundarnih i
ukupnih glikozida i prinosa suvih ekstraktivnih materija sa povecCanjem visine punjenja u
perkolatoru od 20 do 30 cm je rezultat povecanja mase fermentisanog biljnog materijala. Smanjenje

stepena ekstrakcije sekundarnih i ukupnih glikozida i prinosa suvih ekstraktivnih materija sa daljim
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povecanjem visine punjenja (45 cm), uprkos povecanju mase fermentisanog biljnog materijala,
rezultat je verovatno slabijeg bubrenja pri ve¢em sabijanju biljnog materijala i boljeg rastvaranja
prate¢ih materija od sekundarnih glikozida. Moguca je, takode, preraspodela ekstrahovanih materija

izmedu perkolata i Cestica biljnog materijala od ulaza do izlaza iz perkolatora.

S obzirom da su stepeni ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG perkolacijom sa 10 % vol.
rastvorima metanola i etanola manji za samo 2-3 % u odnosu na perkolaciju sa 50 % vol. rastvorima
metanola i etanola, ali sa boljom selektivnoscu ekstrakcije glikozida zbog manjeg prinosa Suvih
ekstraktivnin materija, 10 % vol. rastvori se mogu preporuciti kao rastvaraci za ekstrakciju
sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. perkolacijom. Izmedu dva
alkohola, etanol je manje toksi¢an od metanola, ali je njegov rastvor nesto slabije efikasan rastvarac

sekundarnih glikozida od rastvora metanola iste koncentracije.

Maksimalni prinos Dgx 10 % vol. rastvorom etanola pri visini punjenja 30 cm postize se za vreme
zadrzavanja 4 h, pa je ono izabrano kao optimalno za perkolaciju. Pri optimalnim operativnim
uslovima (10 % vol. rastvor etanola, visina punjenja 30 cm i vreme zadrzavanja rastvaraca 4 h),
vrednosti stepena ekstrakcije Dx, Gx, Dgx i UG iznose 94, 88,0 93,5 i 94,5 %, respektivno, dok je
prinos SEM 49 %. Ovi optimalni uslovi su koris¢eni za dalju optimizaciju ekstrakcije sekundarnih

glikozida perkolacijom.
3.2.2.3 Uticaj stepena usitnjenosti biljnog materijala na efikasnost perkolacije

Slike 3.8, 3.9 i 3.10 pokazuju promenu stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida, UG i prinosa,
SEM koji se postizu perkolacijom vodom, rastvorima metanola i rastvorima etanola, respektivno,
od vremena zadrZavanja rastvaraca pri razli¢itom stepenu usitnjenosti biljnog materijala (srednji
precnik biljnih Cestica: 0,5, 2, 51 7 mm) pri visini punjenja perkolatora 30 cm i protoku rastvaraca 4
dm*h. 1 vreme zadrzavanja rastvaraCa 1 stepen usitnjenosti biljnog materijala utiCu na stepene
ekstrakcije sekundarnih i ukupnih glikozida i prinos suvih ekstraktivnih materija. Svi parametri
ekstrakcije se brzo povecavaju sa povecanjem vremena zadrzavanja rastvaraca, dostizu maksimalnu

vrednost pri vremenu zadrzavanja od oko 4h, a zatim ostaju nepromenjeni.
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Slika 3.8 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraca i stepena usitnjenosti biljnog materijala na stepen
ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c), UG (d) i prinos SEM (e) ekstrakcijom sa vodom pri protoku
rastvarata 4 dm®/h (visina punjenja perkolatora 30 cm; (srednji precnik Cestica samlevenog biljnog
materijala, mm: 0,5-0,2-A,5-0i7-9))
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Slika 3.9 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraca i stepena usitnjenosti biljnog materijala na stepen
ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c), UG (d) i prinos SEM (e) ekstrakcijom sa rastvorima metanola
(10 i 50 % vol.) pri protoku rastvarada 4 dm®h (visina punjenja perkolatora 30 cm; usitnjenost
biljne sirovine: mm: 0,5-0,e,2-A, A,5-0,m17 -0, ¢; rastvor metanola, % vol.: 10 - o, A, o, ¢
i50-0 A m ¢)
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Slika 3.10 Uticaj vremena zadrzavanja rastvaraca i stepena usitnjenosti biljnog materijala na stepen
ekstrakcije Dgx (a), Dx (b), Gx (c), UG, (d) i prinos SEM (e) ekstrakcijom sa rastvorima etanola
(10 i 50 % vol) pri protoku rastvaraa 4 dm*/h (visina punjenja perkolatora 30 cm; usitnjenost biljne

sirovine: mm: 0,5-0,e,2-A, A,5-0,mi7-90, 4; rastvor etanola, % vol.: 10 - o, A, 0, ¢ i 50 -
.’AQID ‘)
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Visina punjenja perkolatora 30 cm i protoku rastvarada 4 dm®h. 1 vreme zadrZavanja rastvaraca i
stepen usitnjenosti biljnog materijala uticu na stepene ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG i
prinos SEM. Svi parametri ekstrakcije se brzo povecavaju sa poveéanjem vremena zadrZavanja
rastvaraca, dostizu maksimalnu vrednost pri vremenu zadrzavanja od oko 4 h, a zatim ostaju
nepromenjeni. Maksimalne vrednosti stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG i prinosa SEM
postizu se sa najkrupnijim biljnim materijalom (srednji precnik Cestica 7 mm). NesSto vece vrednosti
stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG i prinosa SEM postizu se koncentrovanijim

rastvorom (50 % vol.) metanola i etanola, pri cemu je prvi rastvara¢ malo efikasniji od drugog.

Sa veéim stepenom usitnjenosti biljnog materijala, zbog veceg stepena razorenosti celija biljnog
materijala 1 ve¢e kontaktne povrSine, ekstraktivne materije se brze ekstrahuju, kao sto je slucaj kod
maceracije. Medutim, procesi maceracije 1 perkolacije se principijelno razlikuju. U procesu
maceracije ekstraktivne materije se prenose sa povrsine biljnih Cestica u rastvara¢ gde ostaju kao
ekstrakt. U slucaju perkolacije, ekstrahovane materije, posle rastvaranja u rastvaracu, krecu se kroz
sloj biljnog materijala do izlaza iz perkolatora. Na tom putu moze do¢i do preraspodele

ekstraktivnih materija izmedu ekstrakta i biljnog materijala.

Saglasno dobijenim rezultatima ispitivanja uticaja stepena usitnjenosti biljnog materijala na stepen
ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG i prinos SEM, najkrupnija frakcija biljnog materijala, sa
srednjim precnikom cestica 7 mm, odabrana je kao optimalna za perkolaciju fermentisanog liS¢a
Digitalis lanata Ehrh. Maksimalne vrednosti stepena ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG
rastvorima etanola su vec¢i od 95 % (tabela 3.3). Zbog neznatno manjeg stepena ekstrakcije
sekundarnih glikozida (1-2 %), znatno manje toksi¢nosti i manje potro$nje etanola (u odnosu na 50
% vol. rastvor etanola), rastvor etanola koncentracije 10 % vol. je odabran kao najpogodniji za

ekstrakciju sekundarnih glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. perkolacijom.

Koris¢ene metode ekstrakcije — maceracija i perkolacija — imaju svoje specifi¢nosti. Perkolacija
zahteva primenu 10 perkolatora, dok se maceracija ponavlja tri puta. Obe metode, uz koriséenje
rastvora etanola koncentracije 10 % vol. kao rastvara¢a, mogu se koristiti za dobijanje sekundarnih
glikozida iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh., ali se prednost daje perkolaciji zbog

kontinualnog i jednostavnog izvodenja.
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3.3 PRECISCAVANJE EKSTRAKATA FERMENTISANOG LISCA Digitalis lanata
Ehrh.

Zbog veoma sli¢nih struktura Dx, Gx i Dgx se izdvajaju iz ekstrakta fermentisanog liS¢a Digitalis
lanata Ehrh. uglavnom u obliku njihove izomorfne smese koja sadrzi i druge ekstrahovane materije.
Prate¢e ekstraktivne materije otezavaju izolaciju smese ili pojedinacnih sekundarnih glikozida iz
macerata ili perkolata. Da bi se dobili izolati ili kristalizati sekundarnih glikozida, neophodno je
prethodno ukloniti ve¢i deo prate¢ih ekstraktivnih materija iz ekstrakta fermentisanog lis¢a
Digitalis. lanata Ehrh. Razli¢ite metode se mogu koristiti za preci§¢avanje ekstrakta (macerata ili
perkolata), ali se njima dobijaju izolati razliitog sastava. Radi izbora optimalne metode, Sest
metoda je primenjeno za preciS¢avanje ekstrakta fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. od kojih
se neke poznate iz literature, s tim $to su modifikovane (metode I, V i VI), dok su ostale razvijene u
okviru ovog doktorskog rada (metode II, Il i IV). Kriterijum za izbor najbolje metode
preCiS¢avanja ekstrakta je bio sadrzaj Dgx u izolatu ili kristalizatu. Prethodno su glikozidi

ekstrahovani iz ekstrakta (macerata ili perkolata) hloroformom ili trihloretilenom.

Ekstrakcija glikozida iz te¢nog vodeno-etanolnog ekstrakta fermentisanog lis¢a Digitalis lanata
Ehrh. izvr§ena je hloroformom ili trihloretilenom u Cetiri ciklusa (1x1:2 cm’/em® i 3x1:4 cm®/cm®;
20 min po ciklusu). Vrednosti stepena ekstrakcije sekundarnih i ukupnih glikozida su date u tabeli
3.4 Najvece vrednosti stepena ekstrakcije pojedinac¢nih sekundarnih glikozida iz macerata, odnosno
perkolata iznose 95-96 %, odnosno 93-94 %, dok su najvece vrednosti stepena ekstrakcije UG 99 %

iz macerata i 102 % iz perkolata.

Rezultati primene Sest razli¢itih metoda preciS¢avanja pokazuju da su dobijeni izolati smeSe
sekundarnih glikozida razlikuju po sadrzaju pojedni¢nih sekundarnih glikozida i UG, kao S§to se
moze zakljuCiti iz podataka prikazanih u tabeli 3.5. Sastav izolata zavisi, takode, 1 od vrste
rastvaraca koji je koris¢en za ekstrakciju iz ekstrakta fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh., pri
¢emu trihloretilenski ekstrakt ima veée sadrzaje sekundarnih glikozida i UG u odnosu na
hloroformski ekstrakt. Osim toga, trihloretilen je selektivniji rastvara¢ za ekstrakciju sekundarnih
glikozida i1z etanolnih ekstrakata. Prema tome, trihloretilen je bolji rastvara¢ za ekstrakciju

sekundarnih glikozida iz te¢nih ekstrakata (macerata i perkolata) od hloroforma.
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Tabela 3.4 Stepen ekstrakcije sekundarnih glikozida i UG ostvaren ekstrakcijom hloroformom i
trihloretilenom iz macerata i perkolata dobijenih sa 10 % vol. rastvorom etanola pod optimalnim

uslovima
Tip Ekstrakcio- Stepen ekstrakcije (%)
ekstrakta ni ciklus Hloroformski ekstrakt Trihloretilenski ekstrakt
DX" Gx Dgx UG Dx Gx  Dgx UG
Macerat 1 72 75 80 83 75 82 83 90
2 86 84 86 88 92 89 87 92
3 89 88 90 92 90 90 91 95
4 93 93 94 96 94 95 95 100
Perkolat 1 84 79 84 86 83 86 85 91
2 87 86 88 90 88 90 90 93
3 90 91 92 96 92 92 93 98
4 95 96 96 99 100 100 100 102

% Dx - digitoksin, Gx - gitoksin i Dgx -

digoksin; UG - ukupni glikozidi.

Tabela 3.5 Sadrzaj sekundarnih i ukupnih u suvim hloroformskim i trihloretilenskim ekstraktima

Glikozid® Sadrzaj glikozida”® (%)
Hloroformski ekstrakt Trihloretilenski ekstrakt
I 1 i v Vv VI I 1 1 v Vv VI
Dx 225 240 230 265 285 275 352 305 385 390 375 380
Gx 5,5 6,0 7,0 7,5 8,5 70 10,6 115 10,5 120 10,5 9,5
Dgx 27,0 285 265 290 280 265 40,2 415 420 50,0 43,0 440
UG 60,0 605 620 640 660 655 950 920 99,0 1020 100,0 99,5

2 Dx - digitoksin; Gx - gitoksin; Dgx - digoksin; UG - ukupni glikozidi. ® Relativno u odnosu na suvu masu ekstrakta. ©
Metode: | - obrada baznim olovo acetatom; Il - ekstrakcija hloroformom ili trihloretilenom; 111 - obrada magnezijumok-
sidom; IV - obrada aluminijum(li1)-oksidom; V - ekstrakcija rastvorom natrijum-karbonata; VI - ekstrakcija smeSom
etilacetat-petroler 80 : 20 vol.

Na osnovu podataka iz tabele 3.5 moze se zakljuciti da je za preciS¢avanje hloroformskog i

trihloretilenskog ekstrakta fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. najbplja metoda Il koja

ukljucuje ekstrakciju polaznog ekstrakta fermentisanog biljnog materijala hloroformom ili

trihloretilenom, obradu dobijenog ekstrakta magnezijum(ll)-oksidom, otparavanje rastvaraca pod
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vakuumom na 60 °C do suva. Ovom metodom dobijeni su suvi hloroformski ili trihloretilenski
izolati sa najve¢im sadrzajem pojedinac¢nih sekundarnih glikozida, na primer sa najve¢im sadrzajem
Dgx od 29 i 50 %, respektivno. Posto trihloretilenski ekstrakt (izolat) smese sekundarnih glikozida
ima najvec¢i sadrzaj Dgx (40,2-50 % u odnosu na suvi izolat), koris¢en je u daljem istrazivanju

razdvajanja sekundarnih glikozida .

3.4 1ZOLACIJA DIGOKSINA IZ TRIHLORETILENSKOG IZOLATA SMESE

SEKUNDARNIH GLIKOZIDA

Razdvajanje sekundarnih glikozida iz suvih trihloretilenskih izolata izvrSeno je frakcionim
rastvaranjem u smesi voda-aceton i diskontinualnom istostrujnom ekstrakcijom u levkovima za

odvajanje ili kontinualnom protivstrujnom frakcionom ekstrakcijom.
3.4.1 Frakciono rastvaranje u smeSi voda-aceton

Rezultati ispitivanja uticaja sastava smeSe voda-aceton na prinos Dgx dobijenog trostrukim
frakcionim rastvaranjem suvih trihloretilenskih izolata smese sekundarnih glikozida prikazani su u
tabeli 3.6. Najveci prinos sirovog Dgx (preko 90 % u odnosu na sadrzaj u suvom fermentisanom
biljnom materijalu), cistoce oko 96 %, dobija se trostrukim frakcionim rastvaranjem
trinloretilenskog izolata u smesi voda-aceton 1:7 vol. Kvalitatitivne i kvantitativne karakteristike

dobijenog Dgx odgovaraju propisanim karakteristikama ( Ph. Eur. 7th Ed., 2012).
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Tabela 3.6 Uticaj sastava smeSe aceton-voda na prinos Dgx dobijenog trostrukim frakcionim
rastvaranjem trihloretilenskog izolata smeSe sekundarnih glikozida na temperaturi kljuanja uz
refluks (odnos smese voda-aceton i izolata = 1:7 cm®/g)

Prinos (%)°

Glikozid? Macerat Perkolat

1:5° 1:6 1:8 1:10 112 1:15 15 1:6 1:8 1:10 1112 1:15
Dx 8,0 40 75 85 100 105 6,0 40 45 50 55 5,0
Gx 0.4 03 02 03 03 03 03 01 02 0.2 0,3 0,3
Dgx 835 935 885 860 850 840 910 960 90,0 885 875 88,0
UG 930 980 970 985 980 985 980 995 975 965 975 985

2 Dx - digitoksin, Gx - gitoksin, Dgx - digoksin i UG - ukupni glikozidi. "Zapreminski odnos voda - aceton (cm’/g).
“Relativno u odnosu na suvu masu trihloretilenskog ekstrakta.

3.4.2 Diskontinualna istostrujna ekstrakcija te¢nost-te¢nost u levcima za
odvajanje

3.4.2.1 Izbor sistema za razdvajanje digitoksina, gitoksina i digoksina

U tabelama 3.7, 3.8 i 3.9 dati su rezultati razdvajanja Dx, Gx i Dgx iz trihloretilenskog izolata
kori§¢enjem dvofaznih ternerniih sistema: EtOH:H,O-CHCI;:EtOAc, EtOH:H,0-CHCI3: THE i
EtOH:H,O-THE:EtOAc. Optimalni sistemi, koji obezbeduje najveci sadrzaj Dgx u lakoj fazi od 78,
761 85 %, su: EtOH:H,0-CHCI5:EtOAC = 25:25:30:20 vol., EtOH:H,0-CHCI3: THE = 30:20:30:20
vol. i EtOH:H,0 - THE:EtOAc = 35:15:20:30 vol., respektivno.

Na osnovu rezultata iz tabela 3.7, 3.8 i 3,9 najvec¢i stepen ekstrakcije Dgx (85 %) sa skoro
najmanjim stepenom ekstrakcije Dx (30 %) i Gx (20 %) u lakoj fazi ostvaruje sa sistemom za
razdvajanje EtOH:H,0O: CHCI3:THE = 35:15:20:30 vol. Zbog toga je ovaj sistem usvojen kao
optimalni za dalja ispitivanja. U tabeli 3.10 date su vrednosti stepena ekstrakcije Dx, Gx i Dgx iz
suvih hloroformskih i trihloretilenskih izolata za optimalnu laku i optimalnu tesku fazu dobijeni
diskontinualnom ekstrakcijom te¢nost-tecnost sa optimalnim dvofaznim sistemima. Najveci stepen
ekstrakcije Dgx u lakoj fazi ostvaren u prvih 10 levaka za odvajanje (slike 3.11 i1 3.12 ) bio je u

opsegu izmedu 92,0 i 99,8 %, dok je sadrzaj Dx i Gx bio zanemarljiv (0,0-0,5 %).
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Tabela 3.7 Rezultati razdvajanja Dx, Gx i Dgx u dvofaznom sistemu etanol-voda-hloroform-
etilacetat (EtOH:H,O-CHCI3:EtOAc, vol.) u levkovima za odvajanje (zapremina levka: 10 dm?,
polazna koncentracija izolata u lakoj fazi: 15 g/dm?®, odnos lake i teske faze: 1:1, vol , zapremina
lake faze: 3 dm® i sobna temperatura)

Zapreminski Sadrzaj glikozida® (%)
22233 kompo- Laka faza Teska faza
(EtOH:H,0) (CHCI5:EtOAC)

Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx
10:40:10:40 45,5 26,7 35,0 64,5 63,3 65,0
10:40:20:30 35,0 28,0 45,5 65,0 72,0 54,5
10:40:30:20 25,7 33,0 42,5 74,3 67,0 57,5
10:40:35:15 22,5 37,0 44,6 77,5 63,0 55,4
10:40:40:10 18,8 41,0 46,0 81,2 59,0 64,0
20:25:10:40 34,6 55,5 48,0 65,4 45,5 32,0
20:25:20:30 28,5 45,7 52,0 715 54,3 40,0
20:25:30:20 25,0 34,0 55,5 75,0 56,0 445
20:25:35:15 20,4 27,0 60,0 74,6 63,0 55,0
20:25:40:10 17,0 15,5 63,0 83,0 84,5 70,0
25:25:10:40 40,5 45,0 62,0 65,0 55,0 445
25:25:20:30 35,0 40,8 64,0 68,0 59,2 55,0
25:25:30:20 22,5 35,0 78,0 72,0 65,0 22,0
25:25:35:15 20,5 30,5 58,0 69,5 69,5 42,0
25:25:40:10 19,0 20,0 60,5 71,0 80,0 39,5
30:20:10:40 35,0 30,0 52,5 65,0 70,0 47,5
30:20:20:30 24,0 27,0 48,5 76,0 73,0 515
30:20:30:15 15,5 20,0 45,5 84,5 80,0 55,5
30:20:40:10 12,0 17,0 40,5 88,0 83,0 59,5
35:15:10:40 25,0 25,5 55,0 75,0 74,5 45,0
35:15:20:30 21,0 21,0 50,0 79,0 79,0 50,0
35:15:30:20 18,0 16,0 45,5 82,0 84,0 54,5
35:15:35:15 16,5 13,0 42,0 83,5 87,0 48,0
35:15:40:10 15,0 11,5 40,0 85,0 88,5 60,0
40:10:10:40 20,0 20,5 38,0 80,0 79,5 62,0
40:10:20:30 16,0 15,5 35,5 84,0 84,5 64,5
40:10:30:20 14,0 14,0 32,5 86,0 86,0 68,5
40:10:35:15 12,0 12,5 31,0 88,0 87,5 69,0
40:10:40:10 10,0 11,0 30,0 90,0 89,0 70,0

#Relativno u odnosu na polazni rastvor suvog trihloretilenskog ekstrakta iz lake faze.
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Tabela 3.8 Rezultati razdvajanja Dx, Gx i Dgx u dvofaznom sistemu etanol : voda
-hloroform:etilacetat vol. (EtOH:H,O-CHCI3:EtOAc, vol.) u levkovima za odvajanje (zapremina
levka: 10 dm?, polazna koncentracija izolata u lakoj fazi: 15 g/dm?®, zapreminski odnos lake i teske
faze: 1:1,1 vol. , zapremina lake faze: 3 dm® i sobna temperatura)

Zapreminski Sadrzaj glikozida® (%)
22233 kompo- Laka faza Teska faza
(EtOH:H,0) (THE:EtOAC)

Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx
10:40:10:40 56,5 24,7 30,0 43,5 75,3 70,0
10:40:20:30 45,0 30,0 34,5 55,0 70,0 65,5
10:40:30:20 35,5 35,0 40,5 64,5 65,0 59,5
10:40:35:15 30,5 41,0 46,6 69,5 49,0 53,4
10:40:40:10 28,0 43,0 20,0 72,0 80,0 80,0
20:25:10:40 24,6 20,5 25,0 79,5 79,5 75,0
20:25:20:30 36,5 20,7 38,0 63,5 79,3 62,0
20:25:30:20 35,0 25,0 33,0 65,0 87,0 77,0
20:25:35:15 35,0 30,0 37,0 65,0 70,0 63,3
20:25:40:10 30,0 36,0 40,0 70,0 64,0 60,0
25:25:10:40 50,0 40,0 46,0 50,0 60,0 54,0
25:25:20:30 53,0 42,8 50,0 47,0 57,2 50,0
25:25:30:20 46,0 35,0 45,0 54,0 65,0 55,0
25:25:35:15 38,0 27,5 49,0 72,0 72,5 51,0
25:25:40:10 35,0 20,0 57,0 65,0 80,0 43,0
30:20:10:40 30,0 17,0 65,0 70,0 83,0 35,0
30:20:20:30 25,0 15,0 70,0 75,0 85,0 30,0
30:20:30:20 20,0 12,0 76,0 80,0 88,0 24,0
30:20:30:15 18,5 10,0 68,5 81,5 90,0 315
30:20:40:10 15,0 8,0 56,5 85,0 92,0 43,5
35:15:10:40 45,0 37,5 60,0 55,0 62,5 40,0
35:15:20:30 36,0 30,0 50,0 74,0 70,0 50,0
35:15:30:20 30,0 25,0 46,0 70,0 75,0 54,0
35:15:35:15 25,0 20,0 36,0 75,0 80,0 64,0
35:15:40:10 18,0 15,0 30,0 82,0 85,0 70,0
40:10:10:40 30,0 28,5 48,0 70,0 71,5 62,0
40:10:20:30 22,0 25,0 38,5 78,0 75,0 61,5
40:10:30:20 18,0 20,0 36,5 82,0 80,0 63,5
40:10:35:15 14,0 16,5 33,0 86,0 83,5 67,0
40:10:40:10 12,0 14,0 31,0 88,0 86,0 69,0

#Relativno u odnosu na polazni rastvor suvog trihloretilenskog ekstrakta iz lake faze.
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Tabela 3.9 Rezultati razdvajanja Dx, Gx i Dgx u dvofaznom sistemu etanol-voda-hloroform:
trihloretelin, vol. (EtOH:H,0: CHCI3: THE, vol.) u levkovima za odvajanje (zapremina levka: 10
dm?, polazna koncentracija izolata u lakoj fazi: 15 g/dm?, zapreminski odnos lake i teske faze: 1:1,1
vol., zapremina faze: 3 dm® i sobna temperatura)

Zapreminski Sadrzaj glikozida® (%)
22233 kompo- Laka faza Laka faza
(EtOH:H,0) (CHCly: THE)

Dx Gx Dgx Dx GX Dgx
10:40:10:40 36,5 6,7 35,0 65,5 43,3 65,0
10:40:20:30 35,0 60,0 54,5 65,0 40,0 45,5
10:40:30:20 30,5 58,0 48,5 69,5 42,0 41,5
10:40:35:15 26,5 51,0 46,6 73,5 49,0 26,5
10:40:40:10 25,0 42,0 50,0 75,0 58,0 50,0
20:25:10:40 44,6 65,5 60,,0 55,4 35,5 40,0
20:25:20:30 38,5 55,7 65,0 61,5 47,3 35,0
20:25:30:20 30,0 43,0 70,0 70,0 67,0 30,0
20:25:35:15 26,5 35,0 67,0 73,5 65,0 43,0
20:25:40:10 21,0 24,5 65,0 79,0 75,5 35,0
25:25:10:40 50,5 57,0 73,0 49,5 43,0 27,0
25:25:20:30 43,0 52,8 78,0 57,0 47,2 22,0
25:25:30:20 30,5 43,0 82,0 69,5 67,0 28,0
25:25:35:15 26,5 37,5 69,0 73,5 62,5 31,0
25:25:40:10 22,0 27,0 66,5 78,0 73,0 33,5
30:20:10:40 40,0 42,0 80,0 60,0 58,0 20,0
30:20:20:30 44,0 37,0 85,5 66,0 23,0 14,5
30:20:30:20 48,0 44,0 89,0 52,0 56,0 11,0
30:20:35:15 26,5 32,0 58,5 73,5 68,0 41,5
30:20:40:10 25,0 29,0 52,5 75,0 71,0 47,5
35:15:10:40 35,0 33,5 60,0 65,0 66,5 40,0
35:15:20:30 30,0 20,0 85,0 70,0 80,0 15,0
35:15:30:20 25,0 22,0 50,5 75,0 78,0 49,5
35:15:35:15 20,0 16,0 48,0 80,0 84,0 88,0
35:15:40:10 18,0 15,0 45,0 82,0 85,0 55,0
40:10:10:40 30,0 28,5 48,0 70,0 715 62,0
40:10:20:30 22,0 25,0 38,5 78,0 75,0 61,5
40:10:30:20 18,0 20,0 36,5 82,0 80,0 63,5
40:10:35:15 14,0 16,5 33,0 86,0 83,5 67,0
40:10:40:10 12,0 14,0 31,0 88,0 86,0 69,0

#Relativno u odnosu na polazni rastvor suvog trihloretilenskog ekstrakta iz lake faze;
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Table 3.10 Vrednosti stepena ekstrakcije Dx, Gx and Dgx hloroformskih i trihloretilenskih izolata
za optimalne lake i teske faze

Sistem Stepen ekstrakcije® (%)

Laka faza Teska faza
Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx
H> THE®* H THE H THE H THE H THE H THE

EtOH:H,0- 05 03 00 00 920 995 995 97,7 100,0 1000 80 05
CHCI3:EtOAC

25:25:30:20

vol.

EtOH:H,0- 05 05 00 00 940 955 995 995 100,0 1000 6,0 55
CHCI3:EtOAC

30:20:30:20

vol.

EtOH:H,0- 03 02 00 00 995 998 99,7 99,8 100,0 1000 05 0,2
CHCI3:THE

35:15:20:30

vol.
#Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru. "H — hloroformski izolat i “THE — trihloretilenski izolat.

Najbolji dvofazni sistem je EtOH:H,O-CHCI3:THE = 35:15:20:30 vol. sa kojim je ostvaren najveci
stepen ekstrakcije Dgx u prvih 10 lakih faza tj. Levkova za odvajanje: 99,5 i 99,8 % iz polaznih
rastvora hloroformskih 1 trihloretilenskih izolata. Ovaj sistem je prihvacen kao optimalni za

izdvajanje Dgx iz suvih hloroformskih i trihloretilenskih izolata.

Na slikama 3.11 i 3.12 prikazana je raspodela Dgx u lakoj fazi optimalnog sistema (EtOH:H,O-
CHCI3:THE = 35:15:20:30 vol.) u 15 levkova za odvajanje za razli¢ite odnose faza (slika 3.11) i
razli¢ite koli¢ine trihloretilenskih izolata rastvorenih u lakoj fazi u prvom levku za odvajanje (slika
3.12). Stepen ekstrakcije Dgx se povecava sa povecanjem broja levkova za razdvajanje do desetog
levka, a zatim se smanjuje, nezavisno od odnosa zapremina faza i polazne koli¢ine suvih ekstrakata
u lakoj fazi. Najveci stepen ekstrakcije Dgx ostvaren je sa odnosom faza 1:1,1 vol. (98 %, slika
3.11) i koli¢inom trihloretilenskog izolata od 10 g/dm?® (99 %, slika 3.12). Zbog toga je, prihvaéeno
da je optimalan odnos faza 1:1,1 vol., a optimalna koli¢ina polaznog trihloretilenskog izolata u
lakoj fazi u prvom levku za odvajanje 10 g/L. Prinos Dgx (uzimaju¢i u obzir sadrzaj u
trihloretilenskom izolatu) iz koncentrata spojenih lakih faza iz prvih 10 levkova je 89 %, dok je

njegova Cistoca 99 %.
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Slika 3.11 Raspodela Dgx u lakim fazama sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE 35:15:20:30 vol. u lev-
kovima za odvajanje za razli¢ite odnose lake i teSke faze (polazna koli¢ina trihloretilenskog izolata
u prvom levku za odvajanje: 10 g/dm?®; zapremina faza: 3 dm®; sobna temperature; muckanje faza u
levcima: 5 min; odnos lake i teske faze: 1:1-o, 1:1,1 - A, 1:1,3-0, 1:1,5-e,1:1,8- A i1:2-m)
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Slika 3.12 Raspodela Dgx u lakoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE 35:15:20:30 vol. u levcima
za odvajanje za razliite polazne kolicine trihloretilenskog izolata u lakoj fazi u prvom levku za
odvajanje (odnos lake i teske faze: 1:1,1 vol.; zapremina faza: 3 dm?®; sobna temperatura; muckanje
faza u levcima za odvajanje: 5 min; polazna koli¢ina izolata u lakoj fazi, g/dm* 5 - o, 10 - A, 15 -
0,20-@i25- A)
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3.4.2.2 Ravnotezna raspodela digoksina u sistemu EtOH:H,0:CHCI3: THE = 35: 15:20: 30
vol.

Ravnotezna raspodela Dgx izmedu lake i teske faze u zavisnosti od sastava smese Dx, Gx i Dgx je
odredena za optimalni sistem za izdvajanje Dgx diskontinualnom ekstrakcijom te¢nost-te¢nost
EtOH:H,0:CHCI3: THE = 35:15:20:30 vol. i optimalni odnos lake i teske faze 1:1,1 vol. Ove
ravnotezne zavisnosti su prikazane na slici 3.13. Vrednosti koeficijenta raspodele i prilagodeni
koeficijent determinacije su date u tabeli 4.11. Sa slike 3.13 mogu se izvuéi sledeci zakljucci:

- za odnose Dx:Gx u smesi sekundarnih glikozida 2:112,5:1 g/g, ravnotezna koncentracija Dgx u
teSkoj fazi se povecava u odnosu na njegovu ravnoteznu koncentraciju u lakoj fazi sa
povecanjem udela Dgx u smesi sekundarnih glikozida u opsegu 5 do 60 %;

- za odnose Dx:Gx u smesi sekundarnih glikozida 3:1 do 4:1 g/g, ravnotezna koncentracija Dgx u
teskoj fazi se povecava u odnosu na njegovu ravnoteznu koncentraciju u lakoj fazi sa
povecanjem udela Dgx u smesi sekundarnih glikozida u opsegu 5 do 60 %;

- odnos Dx:Gx u smesi sekundarnih glikozida ima bitnog uticaja na ravnoteZnu raspodelu Dgx
izmedu lake i1 teske faze za udele Dgx u smesSi u opsegu 5-60 %, pri ¢emu su ravnotezne

zavisnosti pravolinijske.
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Slika 3.13 Ravnotezna raspodela Dgx u a) lakoj i b) teskoj fazi sistema EtOH:H,O0:CHCI3:THE =
35:15:20:30 vol. u zavisnosti od masenog udela Dgx u smesi sekundarnih glikozida ( THE-
trihloretilen; odnos lake i teske faze 1:1,1 vol; napojni rastvor suvog izolata smeSe sekundarnih
glikozida u lakoj fazi 10 g/L; ; odnos Dx:Gx u smesi, g/g: 2:1 - 0,2,5:1 - A, 3:1-0,3,5:1 -0 1i4:1 -
[ J

)
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Tabela 4.11 Ravnotezna raspodela Dgx u lakoj i teSkoj fazi sistema EtOH:H,O:CHCI3:THE =
35:15:20:30

Odnos Dx:Gx  Ravnotezna raspodela Dgx u lakoj Ravnotezna raspodela Dgx u teskj fazi
u smesi, g/g fazi sistema EtOH:H,0:CHCI3: THE? sistema EtOH:H,0:CHCI3:THE =

= 35:15:20:30 35:15:20:30
Koeficijent Prilagodeni Koeficijent Prilagodeni
raspodele koeficijent raspodele koeficijent
determinacije determinacije
2,0:1 0,1030 0,921 0,1351 0,989
2,5:1 0,0704 0,981 0,1308 0,994
3,0:1 0,1347 0,989 0,0699 0,976
3,5:1 0,1457 0,996 0,0805 0,983
4,0:1 0,1402 0,993 0,0716 0,991

& Trihloretilen

Ova ispitivanja pokazuju da za dobijanje Dgx ekstrakcijom tec¢nost-tecnost treba koristiti izolate u

kojima je sadrzaj Gx znatno manji u odnosu na Dx, odnosno u kojima je odnos Dx:Gx §to veci.
3.4.3 Kontinualna protivstrujna frakciona ekstrakcija te¢nost-te¢nost

Kontinualna protivstrujna ekstrakcija teCnost-tecnost izvedena je u Karr-ovoj ekstrakcionoj

vibracionoj koloni. Sprovedena su istrazivanja koja su imala za cilj odredivanje:

- optimalnih uslova razdvajanja sekundarnih glikozida,

- Uticaja sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3;:THE na stepen ekstrakcije sekunadrnih glikozida u
lakoj 1 teskoj fazi,

- uticaja rastojanja izmedu perforiranih plocica, kao i amplitude i frekvencije vibracije, na
efikasnost razdvajanja sekundarnih glikozida i

- uticaja pocetne koncentracije trihloretilenskih izolata u napojnom rastvoru na efikasnost

razdvajanja sekundarnih glikozida
3.4.3.1 Optimalni uslovi razdvajanja sekundarnih glikozida

Optimalni uslovi razdvajanja sekundarnih glikozida iz trihloretilenskog i hloroformskoh izolata
smese sekundarnih glikozida u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni, koja radi sa hodom 3 cm

i frekvencijom 120 min’l, odredeni su variranjem sastava sistema EtOH:H,O-CHCI;:THE oko
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optimalnog sastava (35:15:20:30 vol.) za diskontinualnu ekstrakciju tecnost-tecnost, pri
optimalnom odnosu lake i teske faze 1:1,1 vol. Polazna koncentracija izolata u napojnom rastvoru

je bila 10 g/dm?®. Rezultati optimizacije su prikazani u tabelama 3.12-3.19.

Uvodenjem rastvora napojne smese Suvog izolata smeSe sekundarnih glikozida rastvorenog u lakoj
fazi, na dnu Karr-ove ekstrakcione vibracione kolone visine 2 i 4 m, najveci stepen ekstrakcije Dgx
ostvaruje se iz napojnog rastvora hloroformskog (65 i 70 %, respektivno) i trihloretilenskog (70 i
82 %, respektivno) izolata (tabele 3.12 i 3.13) u sistemu EtOH:H,O-CHCI5:THE = 35: 15:20: 30
vol. U koloni visine 4 m ostvaruje se veci stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi iz napojnog rastvora
hloroformskih i trihloretilenskih izolata smesSe sekundarnih glikozida rastvorenih u teskoj fazi (70 i
80 %, respektivno), pri ¢emu je stepen ekstrakcije Dgx veci iz napojnog rastvora trihloretilenskog

izolata za oko 12 %.

Analognom analizom rezultata frakcione ekstrakcije Dgx iz napojnog rastvora suvih izolata smese
sekundarnih glikozida rastvorenih u teskoj fazi (tabele 3.14 i 3.15), pod istim uslovima kao u
prethodnom sluc¢aju, rastvaranjem smeSe u teskoj fazi i uvodenjem napojnog rastvora na vrhu
kolone, ostvaruju se veci stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi sa istim sastavom sistema za
razdvajanje (EtOH:H,O-CHCI;:THE = 35: 15:20: 30 vol. u kolonama visine 2 i 4 m, kako za
rastvore hloroformskih izolata (70 i 80 %, respektivno), tako i za rastvore trihloretilenskih izolata
(86 i 90 %, respektivno). I u ovom slucaju najveci stepen ekstrakcije Dgx (90 % u odnosu na
sadrZaj u izolatu) ostvaruje se frakcionom ekstrakcijom iz napojnog rastvora suvih trihloretilenskih

izolata rastvorenih u teskoj fazi.

Uvodenjem napojnog rastvora suvih izolata smeSe sekundarnih glikozida rastvorenih u lakoj ili
teskoj fazi (tabele 3.16 i 3.17) na sredini kolone visine 2 m, najvec¢i stepen ekstrakcije Dgx iz
napojnog rastvora izolata rastvorenog u lakoj fazi (80 i 84 %, respektivno) i iz napojnog rastvora
izolata rastvorenog u teskoj fazi (82 i 86 %, respektivno) postize se u sistemu EtOH:H,O-
CHCI5: THE istog sastava 35:15:20:30 vol. Stepen ekstrakcije Dgx je veci za oko 12 % od stepena
ekstrakcije Dgx dobijenih sa istim sistemom rastvaraca pri uvodenju napojnog rastvora na dnu ili

vrhu kolone visine 2 m.
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Tabela 3.12 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj i
teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 2 m pri uvodenju napojnog rastvora
izolata rastvorenog u lakoj fazi na dnu kolone (protok napojnog rastvora: 1,5 dm*/h; protok lake
faze koja se uvodi na dnu kolone: 1,5 dm*/h; protok teske faze koja se uvodi na vrhu kolone: 3,3
dm?®/h ; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol.)

Zapreminski Sadrzaj glikozida® (%)
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)
Dx GX Dgx Dx GX Dgx

H® THEC H THE H THE H THE H THE H THE
20:30:20:30 20,0 380 20,0 30,0 520 600 80,0 620 80,0 70,0 480 40,0
25:25:20:30 23,0 40,0 240 320 540 620 670 600 760 680 460 380
30:15:20:30 250 430 380 365 560 660 750 57,0 720 635 440 34,0
35:15:20:30 230 330 350 330 650 700 77,0 670 650 67,0 350 30,0

35:15:30:20 26,0 340 26,0 320 58,0 64,0 740 76,0 640 780 420 36,0
35:15:35:15 255 320 240 33,0 56,0 620 745 680 760 670 64,0 38,0
35:15:40:10 205 30,0 225 31,0 540 590 795 700 775 690 56.0 41,0

#Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
“Ttrihloretilenski izolat. EtOH- etilalkohol;

Tabela 3.13 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj
i teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 4 m pri uvodenju napojnog
rastvora izolata rastvorenog u lakoj fazi na dnu kolone (protok napojnog rastvora glikozida koja se
uvodi na dnu kolone:1,5 dm*/h; protok lake faze koja se uvodi na dnu kolone: 1,5 dm®h; protok
teske faze koja se uvodi na vrhu kolone: 3,3 dm*/h; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol.)

Zapreminski Glikozidi (%)?
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)

Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx

H> THE® H THE H THE H THE H THE H THE
20:30:20:30 30,0 48,0 420 410 60,0 710 70,0 62,0 58,0 69,0 400 29,0

25:25:20:30 35,0 50,0 450 430 630 740 650 500 550 570 37,0 26,0
30:20:20:30 38,0 55,0 53,0 445 650 77,0 62,0 450 47,0 555 350 23,0
35:15:20:30 45,0 53,0 550 450 70,0 80,0 550 47,0 450 550 30,0 200
35:15:25:25 38,0 52,0 43,0 420 680 750 620 480 67,0 680 320 250
35:15:30:20 36,0 46.0 40,0 450 66,0 73,0 64,0 54,0 600 550 340 270
35:15:35:25 34,0 470 380 410 620 70,0 76.0 53,0 620 59,0 28,0 30,0

®Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
¢ Trihloretilenski izolat; EtOH- etilalkohol.
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Tabela 3.14 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI;: THE na SE glikozida u lakoj i teskoj fazi u
Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 2 m pri uvodenju napojnog rastvora rastvorenog
izolata rastvorenog u teskoj fazi na vrhu kolone (protok napojnog rastvora glikozida u teskoj fazi
koja se uvodi na sredini kolone: 1,65 dm®h; protok teske faze koja se uvodi na sredini kolone: 1,65
dm?/h; protok lake faze koja se uvodi na dnu kolone: 3 dm®/h; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1
vol.).

a
Zapreminski Glikozidi (%)° E?e"
odnos kom- Laka faza Teska faza 2 'Jm
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI;: THE) od-
Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx nosu
H> THE® H THE H THE H THE H THE H THE nm
sadrz

20:30:20:30 28,0 390 270 300 680 720 720 610 730 70,0 320 280 aju
25:25:20:.30 270 370 280 320 720 740 730 630 720 680 280 260 po-
30:20:20:30 26,0 350 30,0 365 730 760 740 650 700 635 270 240 lazno
35:15:20:30 25,0 20,0 250 40,0 750 850 750 800 750 60,0 250 200 m
35:15:25:25 27,0 240 270 370 700 780 730 760 730 630 300 220 rfastv
35:15:30:20 28,0 26,0 280 330 700 760 720 740 720 670 300 240 oW
35:15:35:25 30,0 28,0 300 350 670 740 700 720 700 650 330 260 U

vog
izolata u lakoj fazi; ® Hloroformski izolat.
¢ Trihloretilenski izolat; EtOH- etilalkohol.

Tabela 3.15 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj i
teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 4 m pri uvodenju napojnog rastvora
izolata rastvorenog u teskoj fazi, na vrhu kolone (protok napojnog rastvora glikozida u teskoj fazi
koji se uvodi na sredini kolone: 1,65 dm*/h; protok teske faze koja se uvodi na dnu kolone: 1,65
dm®/h; protok lake faze koja se uvodi na vrhu kolone: 3 dm®h; odnos protoka lake i teske faze:
1:1,1 vol.)

Zapreminski Glikozidi (%)*
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)
Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx

H THE° H THE H THE H THE H THE H THE

20:30:20:30 41,0 53,00 36,0 410 79,0 80,0 59,0 470 64,0 590 21,0 20,0
25:25:20:30 40,0 490 390 420 820 850 600 510 610 680 280 250
30:20:20:30 39,0 47,0 42,0 455 83,0 87,0 610 53,0 580 545 17,0 130
35:15:20:30 37,0 30,0 38,0 480 86,0 90,0 63,0 70,0 72,0 52,0 24,0 10,0

35:15:25:25 40,0 350 390 350 820 880 600 650 610 650 18,0 12,0
35:15:30:20 42,0 370 420 320 80,0 840 580 630 580 680 20,0 16,0
35:15:35:25 440 34,0 440 300 770 820 56,0 66,0 56,0 70,0 23,0 18,0

®Relativno u odnosu na sadrzaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
® Trihloretilenski izolat.. EtOH- etilalkohol.
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Tabela 3.16 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije (SE) glikozida u
lakoj i teskoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 2 m pri uvodenju napojnog
rastvora izolata rastvorenog u lakoj fazi, na sredini kolone (protok napojnog rastvora koji se uvodi
na sredini kolone: 1,5 dm*/h; protok lake faze koja se uvodi na vrhu kolone: 1,5 dm®/h; protok teske
faze koja se uvodi na dnu kolone: 3,3 dm®h; odnos protoka lake i teske faze : 1:1,1 vol.)

Zapreminski Glikozidi (%)*
odnos kompo- Laka faza Teska faza
nenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)
Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx

H> THE® H THE H THE H THE H THE H THE

30:20:35:15 21,0 240 220 300 70,0 780 79,0 76,0 780 70,0 30,0 22,0

30:20:40:10 220 280 200 320 740 880 780 720 800 680 260 220
35:15:10:40 240 31,0 240 36,0 820 860 76,0 690 76,0 64,0 180 14,0
35:15:20:30 28,0 340 280 40,0 80,0 84,0 720 76,0 820 600 200 16,0

35:15:30:20 26,0 30,0 140 370 830 84,0 740 70,0 86,0 63,0 17,0 16,0
35:15:35:15 230 280 120 330 780 820 770 720 880 670 220 18,0
35:15:40:10 220 260 100 320 760 790 780 740 90,0 68,0 220 21,0

®Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
¢ Trihloretilenski izolat. EtOH- etilalkohol.

Tabela 3.17 Uticaj sastava sistema EtOH:H,0-CHCI;: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj i
teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 2 m pri uvodenju napojnog rastvora
suvog izolata smese glikozida rastvorenog u teskoj fazi, na sredini kolone (protok napojnog
rastvora: 1,65 dm®/h; protok TF koja se uvodi na vrhu kolone :1,65 dm®/h; protok lake faze koja se
uvodi na vrhu kolone: 3,0 dm®h; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol. )

Zapreminski Glikozidi (%)?
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI5:THE)
Dx GX Dgx Dx GXx Dgx

H THE° H THE H THE H THE H THE H THE
30:20:35:15 180 210 160 240 740 780 820 790 840 760 260 220

30:20:40:10 20,0 240 18,0 28,0 78,0 800 76,0 72,0 820 720 220 20,0
35:15:10:40 210 270 200 320 800 820 790 730 80,0 680 20,0 18,0
35:15:20:30 25,0 300 24,0 36,0 820 860 750 70,0 760 640 180 14,0
35:15:30:20 22,0 26,0 12,0 320 88,0 84,0 780 740 880 680 12,0 16,0
35:15:35:15 20,0 240 100 29,0 80,0 820 80,0 76,0 90,0 71,0 20,0 18,0
35:15:40:10 190 200 80 260 780 79,0 810 800 920 740 220 21,0

®Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
¢ Trihloretilenski izolat; EtOH- etilalkohol.
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Uvodenjem napojnog rastvora izolata smese sekundarnih glikozida rastvorenih u lakoj fazi sistema
EtOH:H,O-CHCI;: THE razli¢itog sastava na sredini kolone visine 4 m, najveci stepen ekstrakcije
Dgx u lakoj fazi je 88 1 90 % iz rastvora hloroformskih i trihloetilenskog izolata, respektivno (tabela
3.18). Kad se napojni rastvor izolata u teskoj fazi uvodi na sredini kolone, stepen ekstrakcije Dgx u
lakoj fazi iznose 94 i 98 % iz rastvora hloroformskih i trihloretilenskih izolata, respektivno (tabela
3.19). Najvecéi stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi ostvaruje se uvodenjem napojnog rastvora
trihloretilenskog izolata rastvorenog u teskoj fazi na sredini kolone visine 4 m sa sistemom
rastvaraca EtOH:H,O-CHCI3: THE sastava 35:15:20:30 vol.

Tabela 3.18 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj i
teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 4 m pri uvodenju napojnog rastvora
izolata rasvorenog u lakoj fazi na sredini kolone (protok napojnog rastvora koji se uvodi na sredini
kolone: 1,5 dm*/h; protok LF koja se uvodi na dnu kolone: 3 dm*h; protok teske faze koja se uvodi
na vrhu kolone: 3,3 dm®h; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol. )

ZapreminskKi Glikozidi (%)*
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)

Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx

H> THE° H THE H THE H THE H THE H THE
30:20:35:115 150 17,0 18,0 30,0 800 81,0 850 830 820 70,0 20,0 190
30:20:40:10 17,0 190 20,0 32,0 81,0 84,0 830 810 80,0 680 190 16,0
35:15:10:40 20,0 21,0 220 360 83,0 860 800 790 880 640 17,0 140
35:15:20:30 22,0 240 26,0 400 860 90,0 780 76,0 74,0 60,0 14,0 10,0
35:15:30:20 24,0 26,0 34,0 470 940 980 76,0 740 66,0 530 6,0 40
35:15:35:15 210 22,0 240 330 800 90,0 79,0 780 76,0 67,0 20,0 10,0
35:15:40:10 22,0 20,0 23,0 320 750 73,0 780 800 77,0 68,0 250 27,0

®Relativno u odnosu na sadrzaj u polaznom rastvoru suvog izolata u teskoj fazi. ® Hloroformski izolat;
¢ Trihloretilenski izolat; EtOH- etilalkohol.
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Tabela 3.19 Uticaj sastava sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE na stepen ekstrakcije glikozida u lakoj i
teSkoj fazi u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni visine 4 m pri uvodenju napojnog rastvora
izolata rastvorenog u teskoj fazi na sredini kolone (protok napojnog rastvora :1,65 dm*/h; protok
teske faze:1,65 dm>; protok lake faze koja se uvodi na dnu kolone: 3 dm*/h; protok teske faze koja
se uvodi na vrhu kolone: 1,65 dm3/h; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol.)

Zapreminski Glikozidi (%)*
odnos kom- Laka faza Teska faza
ponenti (EtOH:H,0) (CHCI3:THE)

Dx Gx Dgx Dx Gx Dgx

H> THE°* H THE H THE H THE H THE H THE

30:20:35:15 10,0 13,0 20,0 27,0 70,0 76,0 90,0 870 800 73,0 30,0 24,0
30:20:40:10 12,0 140 240 280 72,0 80,0 880 860 76,0 720 28,0 20,0
35:15:10:40 15,0 16,0 18,0 33,0 76,0 84,0 850 64,0 820 770 24,0 16,0
35:15:20:30 18,0 22,0 32,0 380 80,0 880 820 780 680 620 200 120
35:15:30:20 20,0 240 30,0 430 88,0 900 800 66,0 70,0 570 12,0 10,0
35:15:35:15 18,0 22,0 24,0 30,0 76,0 870 820 780 76,0 70,0 240 13,0
35:15:40:10 16,0 20,0 23,0 280 70,0 720 84,0 80,0 77,0 720 30,0 28,0

®Relativno u odnosu na sadrZaj u polaznom rastvoru suvog izolata u lakoj fazi. ® Hloroformski izolat.
¢ Trihloretilenski izolat; EtOH- etilalkohol.

3.4.3.2 Uticaj rastojanja izmedu ploc¢ica na efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione

ekstrakcije teCnost-te¢nost

Rastojanje izmedu perforiranih plocica vibracione meSalice, odnosno broj plo¢ica u vibracionom
setu, utie na disipacionu energiju i intentzitet meSanja u sistemu, $to se odrazava na veli¢inu Kapi i
zadrzavanje (hold-up) dispergovane faze i brzinu medufaznog prenosa mase, pa otuda i na
efikasanost razdvajanja sekundarnih glikozida kontinualnom ekstrakcijom te¢nost-tecnost. Rezultati
ispitivanja uticaja rastojanja izmedu perforiranih plocica u kolonama visine 2 1 4 m na stepen
ekstrakcije Dgx u lakoj i teskoj fazi iz napojnog rastvora izolata smesSe sekundarnih glikozida
rastvorenih u zasi¢enoj teskoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE = 35:15:20:30 vol., pri uvodenju
napojnog rastvora na dnu, sredini i vrhu kolone prikazani su na slici 3.14, respektivno. Uticaj
rastojanja izmedu ploc¢ica vibracione mesalice na raspodelu Dgx u lakoj i teskoj fazi, pod istim
ostalim operativnim uslovima, zavisi od mesta uvodenja napojnog rastvora u kolonu i visine

kolone. Kada se napojni rastvor izolata uvodi na dnu ili sredini kolona visine 2 i 4 m, najveci stepen

79



ekstrakcije Dgx u lakoj fazi (EtOH:H,0=35:15 vol.) postize se pri rastojanju izmedu perforianih
plocica od 2,5 cm. Maksimalni stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi iz napojnog rastvora izolata
smese sekundarnih glikozida rastvorenih u lakoj fazi iznosi oko 98 %, kada se napojni rastvor uvodi

na sredini kolone visine 4 m.
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Slika 3.14 Stepen ekstrakcije Dgx u a) lakoj i b) teskoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI3:THE =
35:15:20:30 vol. u zavisnosti od rastojanja izmedu perforiranih plocica i visine kolone (visina ko-
lone, m: 2 - mi4 - e; mesto uvodenja napojnog rastvora izolata rastvorenih u lakoj fazi u kolonu: na
dnu - puni simboli i na sredini - prazni simboli; polazna koncentracija izolata rastvorenog u lakoj
fazi: 10 g/dm?; vibracije mesalice: 3 cm; frekvencija vibracije: 120 min™; protok napojnom rastvoru
izolata rastvorenog u lakoj fazi koja se uvodi na dnu i sredini: 3 i 1,5 dm®/h, respektivno; protok
lake faze koja se uvodi na dnu kolone kolone kada se napojni rastvor uvodi na sredini kolone: 1,50
dm?®/h: protok teske faze koja se uvodi na vrhu kolone: 3,3 dm*/h)

3.4.3.3 Uticaj hoda seta na efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione ekstrakcije te¢nost-
tecnost
Uticaj velicine hoda vibracionog seta na efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione ekstrakcije
tecnost-te¢nost ispitivan je u koloni visine 4 m u koju je napojni rastvor izolata smese sekundarnih
glikozida rastvorenih u teskoj fazi sistema EtOH:H,0-CHCI3: THE sastava 35:15:20:30 vol. uvoden
na sredini kolone. Koncentracija izolata u napojnom rastvoru je bila 10 g/dm*. Odnos protoka lake i
teSke faze je bio 1:1,1 vol. Hod vibracionog seta je variran u opsegu 1-5 cm, dok su rastojanje
izmedu plocica (2,5 cm) i frekvencija vibracije (120 min™) bili nepromenjeni. Rezultati ispitivanja

uticaja hoda vibracionog seta na stepen ekstrakcije Dgx prikazani su na slici 3.15. Sa povecanjem
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hoda vibracionog seta do 2 cm povecava se stepen ekstrakcije Dgx, a zatim opada. Najveci stepen

ekstrakcije Dgx u koloni visine 4 m iznosi 97 % i ostvaruje se pri hodu vibracionog seta od 2 cm.
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Slika 3.15 Uticaj hoda vibracione mesalice na stepen ekstrakcije Dgx u koloni visine 4 m pri
uvodenju napojnog rastvora izolata smese sekundarnih glikozida rastvorenih u teskoj fazi sistema
EtOH:H,O-CHCI3:THE sastava 35:15:20:30 vol. na sredini kolone (koncentracija izolata smese
sekundarnih glikozida u teskoj fazi:10 g/dm?; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol.; rastojanje
izmedu plogica: 2,5 cm; frekvencija vibracije: 120 min™)

3.4.3.4 Uticaj frekvencije vibracije na efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione

ekstrakcije teCnost-te¢nost

Uticaj frekvencije vibracije na efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione ekstrakcije te¢nost-
te¢nost ispitivan je u koloni visine 4 m. Napojni rastvor izolata smese sekundarnih glikozida
rastvorenih u teskoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI;:THE sastava 35:15:20:30 vol. uvoden je na
sredini kolone. Koncentracija izolata u napojnom rastvoru je bila 10 g/dm®. Odnos protoka lake i
teske faze je bio 1:1,1 vol. Frekvencija vibracije je varirana u opsegu 80-130 min™ (slika 3.16), dok
su rastojanje izmedu plocica (2,5 cm) i vibracije seta (2 cm) bili nepromenjeni. Rezultati ispitivanja
uticaja frekvencije vibracije na stepen ekstrakcije Dgx prikazani su na slici 3.16. Najveéi stepen

ekstrakcije Dgx od 97 % ostvaruje se pri frekvenciji vibracije 125 min™.
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Slika 3.16 Uticaj frekvencija vibracije na stepen ekstrakcije Dgx u koloni visine 4 m pri uvodenju
napojnog rastvora izolata smeSe sekundarnih glikozida rastvorenih u teSkoj fazi  sistema
EtOH:H,O-CHCI3:THE sastava 35:15:20:30 vol. na sredini kolone (koncentracija izolata smese
sekundarnih glikozida u teskoj fazi:10 g/dm3; odnos protoka lake i teske faze: 1:1,1 vol.; rastojanje
izmedu plocica: 2,5 cm; hoda vibracionog seta: 2 cm)

3.4.3.5 Uticaj koncentracije napojnog rastvora izolata smeSe sekundarnih glikozida na

efikasnost kontinualne protivstrujne frakcione ekstrakcije teénost-te¢nost

Uticaj koncentracije napojnog rastvora izolata smeSe sekundarnih glikozida na efikasnost
kontinualne protivstrujne frakcione ekstrakcije te¢nost-tecnost ispitivan je u koloni visine 4 m.
Napojni rastvor izolata smeSe sekundarnih glikozida rastvorenih u teskoj fazi sistema EtOH:H,0O-
CHCI3:THE sastava 35:15:20:30 vol. uvoden je na sredini kolone. Koncentracija izolata u
napojnom rastvoru je varirana u opsegu 10-50 g/dm®. Odnos protoka lake i teske faze je bio 1:1,1
vol. Frekvencija vibracije (125 min™), rastojanje izmedu plo¢ica (2,5 cm) i hod vibracionog seta (2
cm) bili su nepromenjeni. Rezultati ispitivanja koncentracije napojnog rastvora izolata smeSe
sekundarnih glikozida na stepen ekstrakcije Dgx prikazani su u tabeli 3.20. Sa povecanjem
koncentracije izolata smeSe sekundarnih glikozida u teSkoj fazi koja se uvodi na sredini kolone kao
napojni rastvor do 45 g/dm? ostvaruje se visok stepen ekstrakcije Dgx iz teske u laku fazu (preko 99
%).
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Tabela 3.20 Uticaj koncentracije napojnog rastvora izolata smeSe sekundarnih glikozida na stepen
ekstrakcije Dgx iz napojnog rastvora izolata u teskoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE sastava
35:15:20:30 vol. pri uvodenju napojnog rastvora na sredini kolone visine 4 m (odnos protoka lake i
teske faze: 1:1,1 vol; rastojanje izmedu plocica: 2,5 cm; hod seta: 2,0 cm; frekvencija vibracije (125
min™)

Koncentarcija izolata u napojnom rastvoru Stepen ekstrakcije Dgx u lakoj fazi iz napojnog

(g/L) rastvora izolata u teskoj fazi (%)
10 98,0
20 98,5
30 99,0
40 99,0
45 99,0
50 88,0

Pod optimalnim uslovima za kolonu visine 4 m na eksperimentalnom postrojenju je proizvedeno
300 g kristalnog digoksina visoke Cistoce 99,90 % i stepen ekstrakcije (99 %) iz trihloretilenskog
izolata smeSe sekundarnih glikozida (sastav trihloretilenskog izolata dobijenog iz perkolata: Dx 39
%, Gx 12 %, Dgx 50,0 % i ukupni glikozidi 102 %).

3.5 KVALITATIVNE | KVANTITATIVNE KARAKTERISTIKE IZOLOVANOG
DIGOKSINA

Kvalitativne i kvantitativne karakteristike pet uzoraka Dgx izolovanog metodama frakcionog
rastvaranja suvih trihloretilenskog izolata u smes$i aceton-voda, diskontinualnom ekstrakcijom
tecnost-teCanost u levcima za odvajanje 1 kontinualnom protivstrujnom frakcionom ekstrakcijom
tecnost-tecanost U Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni odredene su metodama propisanim u
Ph. Eur.,7" Ed.(2012) i date u tabelama 3.21 i 3.22. Kvalitativne i kvantitativne karakteristike svih
izolovanih uzoraka odgovaraju zahtevima ove farmakopeje i pokazuju da je izolovani Dgx visoke
Cistoce (98,6-100,2 %, tabela 3.20), $to potvrduju i uporedni HPLC hromatogrami (slika 3.17) i
uporedni FT-IR spektri (slika 3.18) standarda i izolovanog Dgx.
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Tabela 3.22 Kvalitativne karakteristike izolovanog Dgx

Parametar®

Uzorak 1 Uzorak 2

Uzorak 3

Uzorak 4

Uzorak 5

Izgled

(beo ili skoro beo prasak ili
bezbojni kristali
Identifikacija

Vrsi se na osnovu FT-IC
spectra ( Metod: 2.2.24)
Bistrina rastvora:

Bistar (Metod: 2.2.1)

Boja:

Bezbojan (Metod: 2.2.2 -
metod I1)

Specifi¢na opticka rotacija
)

+13,9 do +15,9 izracunato na
suvu supstancu (Metod:
2.2.7)

Gubitak susenjem (%):
max 1,0 (Metod: 2.2.32)
Sulfatni ostatak:

max 0,1 % (Metod: 2.4.14)

Odgovara

Odgovara

Odgovara

Odgovara

14,5

0,1

0,0

Odgovara

Odgovara

Odgovara

Odgovara

15,2

0,0

0,0

Odgovara

Odgovara

Odgovara

Odgovara

15,2

0,1

0,0

Odgovara

Odgovara

Odgovara

Odgovara

14,0

0,0

0,0

Odgovara

Odgovara

Odgovara

Odgovara

15,0

0,2

0,0

? Odreddivanje parametara izvr§eno metodama propisanim Ph. Eur. 7" Ed., (2012).
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Tabela 3.19 Kvantitativne karakteristike izolovanog Dgx

Parametar® Uzorak 1 Uzorak?2 Uzorak3 Uzorak4 Uzorak5

SadrzZaj necistoca E 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(diginatin) (% ):

max 1,0 ( Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoca K (digoksi- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
igenin tetrakis-digitoksozide) (

% ): max 1,0 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoée L ( %) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
max 0,3 (Metod: 2.2.29.)
Sadrzaj necistoce G (neodi- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

goksin) (%o):

max 0,8 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoce A(digitoksin) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(%):

max 0,5 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoée B (gitoksin) 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
(%0):

max 0,5 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoce F (digoksigen- 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
in bisdigitoksozid) (%0):

max 2,5 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj necistoce 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
C(digoxigenin) (%o):

max 1,0 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj bilo koje druge 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
necistoce(%):

max 0,2 (Metod: 2.2.29.)

Sadrzaj digoksina (%): 99,8 98,7 100,2 98,8 98,6
HPLC:96,0-102,0 (Metod:

2.2.29.)

FT-1C-spektar (Metod: 2.2.24) Odgovara Odgovara Odgovara Odgovara Odgovara

? Odreddivanje parametara izvrieno metodama propisanim Ph. Eur. 7" Ed., (2012).

3.5.1 HPLC hromatogrami izolovanog i standardnog digoksina

Dobijeni rezultati HPLC analizom potvrduju rezultate sadrzaja i Cisto¢e pet izolovanih uzoraka
digoksina, ¢ije su karakteristike date u tabeli 3.22. Hromatogrami izolovanog i standardnog Dgx su
identi¢ni, kao sto potvrduje slika 3.17. Izolovani Dgx odgovara zahtevima Ph. Eur. 7" Ed. (2012),

Metod: 2.2.29, i visoke je ¢istoce 98-100,2 % u odnosu na standardni Dgx.
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Slika 3.17 HPLC hromatogrami izolovanog i standardnog Dgx (Uredaj: Agilent 1100 Series.
Kolona: duzina = 0,15 m, @ = 3,9 mm; stacionarna faza: oktadecilsilil-silikagel za hromatografiju
(5 um). Mobilna faza A: acetonitril:voda 10:90 vol. Mobilna faza B: acetonitril:voda 90:10 vol.
Promenljiv gradijent koncentracija faza prema Ph. Eur. 7th Ed., Metod: 2.2.29. (2012). Detekcija:

220 nm. Brzina protoka: 1,5 ml/min. Zapremina injektiranja: 10 ul. Sobna temperatura).

3.5.2. FT-IR spektri izolovanog i standardnog digoksina

Snimanje FT-IR spektara izvr§eno je u KBr pastili prema Ph. Eur.,7" Ed. (2012),Metod: 2.2.24.

Uporedni FT-IR spektri izolovanog i standard Dgx prikazani su na slici 3.18, koji potvrduju njihovu

identi¢nost.
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Slika 3.18. FT-IR spektri izolovanog i standardnog Dgx u KBr pastili (uredaj: FT-IR
spektrophotometer Bomem, Hartman & Braun MB-series 100, USA)

3.6 TEHNOLOSKI POSTUPAK DOBIJANJA DIGOKSINA 1Z LISCA Digitalis lanata Ehrh.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja u ovom radu definisan je optimalni tehnoloski postupak
izolacije Dgx iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. koji je prikazan na slici 3.19. Glavne
faze tehnoloskog postupka su: 1) usitnjavanje suvog lis¢a Digitalis lanata Ehrh., 2) fermentacija
nakvasenog biljnog materijala, 3) ekstrakcija sekundarnih glikozida perkolacijom rastvorom etanola
(10 % vol.), 4) precis¢avanje perkolata, 5) ekstrakcija sekundarnih glikozida trihloretilenom, 6)
dobijanje suvog ekstrakta otparavanjem trihloretilena, 7) rastvaranje izolata u teskoj fazi sistema
EtOH:H,O-CHCI3: THE 35:15:20:30 vol., 8) izdvajanje Dgx u lakoj fazi sistema na Karr-ovoj
ekstrakcionoj vibracionoj koloni protivstrujnom ekstrakcijom te¢nost-te¢nost, 9) koncentrovanje
rastvora Dgx u lakoj fazi, 10) kristalizacija Dgx, 11) filtracija i suSenje kristala i 12) pakovanje i

lagerovanje.
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o S Fermentacija usitnjenog lisca
—p  Usitnjavanje lifa  jepe (7 mm) u aerobnim
uslovima na 37°C

1

Ekstrakcija sekundamih
i Precidéavanje perkolata | glikozida perkolacijom
rastvorom etanola (10 % vol.)

!

_— . . Rastvaranje izolata u teskoj
Otparavanje trihloretilena l—b Suvi trlilc::ttllenskl = fazisisterna EtOH:H2O-CHCI3:
THE 35:15:20:30 vol.

!

Suvo lisce
Digitalis lanata Ehrh.

Ekstrakcija sekundarnih
glikozida trihloretilenom

Izdvajanje Dgx u lakoj fazi
Koncentrovanje Digx u sistema na Karr-ovoj
Kristalizacija Dgx }4— lakoj fazi na rotacionom |- ekstrakcionoj vibracionoj
vakuum uparivacu koloni protivstrujnom
ekstrakcijom teénost-tecnost

h 4
Filtracija i odvajanje Dgx

h J
Susenje kristala Dgx na : Kvalitativna i kvantitativna
80 °C u vakuumu analiza Dgx

}

Pakovanje i lagerovanje

Slika 3.19 Optimalni tehnoloski postupak izolacije Dgx iz fermentisanog lis¢a Digitalis lanata
Ehrh.



4. ZAKLJUCAK

U ovoj doktorskoj disertaciji je ispitivana fermentacija suvog lis¢a Digitalis lanata Ehrh. kojom se
LA, LB i LC transformis$u u sekundarne glikozide Dx, Gx i Dgx, ekstrakcija sekundarnih glikozida
perkolacijom vodeno-alkoholnim rastvorima (10-50 %vol.), pre¢is¢avanje dobijenih perkolata,
dobijanje suvih hloroformskih i trihloretilenskih ekstrakata (izolata) smese sekundarnih glikozida iz
perkolata i izolacija digoksina visoke Cistoce (preko 96 %) iz rastvora izolata frakcionim
rastvaranjem i ekstrakcijom te¢nost-te¢nost. Sprovedenim istrazivanjima doSlo se do sledeci

najvaznijih rezultata:

4.1 Definisani su optimalni operativni uslovi fermentacije samlevenog suvog lis¢a Digitalis lanata
Ehrh. u anaerobnim uslovima na 37 °C:srednji pre¢nik delova samlevenog biljnog materijala 7 mm

i odnos voda-biljni materijal 1:2 m/v.

4.2 Odredeni su optimalni operativni uslovi ekstrakcije Dgx perkolacijom iz fermentisanog biljnog
materijala: srednji pre¢nik delova samlevenog biljnog materijala 7 mm, visina punjenja perkolatora
biljnim materijalom 30 cm, rastvara¢ za perkolaciju (rastvor etanola 10% vol.) i protok perkolata 4
dm®h (odnosno vreme zadrzavanja perkolata u perkolatoru 4 h), pri kojima je ostvaren stepen

ekstrakcije Dgx veéi od 95 %.

4.3 Sest novih postupaka prediséavanja te¢nih ekstrakata sekundarnih glikozida dobijenih
perkolacijom su razvijena i primenjena u ovom radu. Optimalni postupak ukljucuje ekstrakciju
hloroformom ili trihloretilenom, koncentrovanje dobijenog te¢nog ekstrakta uparavanjem pod
vakuumom, obradu sa magnezijum-oksidom, filtraciju pod vakuumom i isparavanje rastvarac¢a pod
vakuumom (60 °C). Ovim postupkom je dobijen suvi ekstrakt (izolat) sa sadrzajem smese

sekundarnih glikozida od oko 80 %.

4.4 Dgx visoke Cistoce (preko 96 %)je izolovan frakcionim rastvaranjem necisto¢a suvog izolata

smese sekundarnih glikozida u smesi aceton-voda (7:1 do 10:1 vol.) uz refluks.

4.5 Diskontinualnim ili kontinualnim postupkom ekstrakcije te¢nost-tecnost izvrSeno je dalje
precis¢avanje Dgx iz suvih ekstrakata (izolata). Prvi postupak je izveden u levkovima za odvajanje

(15 levkova sa lakom fazom i 15 levkova sa teSskom fazom) koris¢enjem sistema EtOH:H,O-
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CHCI3:THE = 35: 15:20: 30 vol. ¢ije su laka i teSka faza medusobno zasi¢ene pri koncentraciji
sekundarnih glikozida rastvorenih u lakoj fazi od 15 g/dm® i odnosu zapremina lake i teske faze
1:1,1 vol. Laka faza je uparena do 1/3 polazne zapremine, posle ¢ega su kristali Dgx odvojeni
filtracijom pod vakuumom i suSeni. Prinos Dgx je bio 98 %, a Cistoéa 99 %. Drugi postupak
kontinualnog prec¢is¢avanja je izveden u Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni sa
protivstrujnim proticanjem lake i teSke faze. Najveéi stepen ekstrakcije Dgx (preko 99 %) u lakoj
fazi ostvaruje se uvodenjem napojnog rastvora smese sekundarnih glikozida (izolata), koncentracije
45 g/dm?® u teskoj fazi, na sredini kolone visine 4 m koris¢enjem sistema rastvaraéa EtOH:H,0-
CHCI3:THE = 35: 15:20: 30 vol. Pri odnosu protoka lake iteSke faze 1:1,1 vol., rastojanju izmedu
plo¢ica 2,5 cm, hodu vibracionog seta 2 cm i frekvenciji vibracije 125 min™. Ovim postupkom
dobijen je Dgx cistoce oko 99 %. Metodama propisanim oficijelnom farmakopejom (Ph. Eur.,
7™Edition, 2012) potvrdeno je da finalni proizvod sadrzi 98,6-100,2 % Dgx.

4.6 Razvijen je optimalni tehnoloski postupak dobijanja Dgx visoke cistoe (99 %) iz
fermentisanog lis¢a Digitalis lanata Ehrh., koji se sastoji iz sledec¢ih glavnih faza: 1) usitnjavanje
suvog lis¢a Digitalis lanata Ehrh., 2) fermentacija nakvasenog biljnog materijala, 3) ekstrakcija
sekundarnih glikozida perkolacijom rastvorom etanola (10 % vol.), 4) pre€iS€avanje perkolata, 5)
ekstrakcija sekundarnih glikozida trihloretilenom, 6) dobijanje suvog ekstrakta otparavanjem
trihloretilena, 7) rastvaranje izolata u teSkoj fazi sistema EtOH:H,O-CHCI3: THE 35:15:20:30 vol.,
8) izdvajanje Dgx u lakoj fazi sistema na Karr-ovoj ekstrakcionoj vibracionoj koloni protivstrujnom
ekstrakcijom te€nost-tecnost, 9) koncentrovanje rastvora Dgx u lakoj fazi, 10) kristalizacija Dgx,

11) filtracija i susenje kristala i 12) pakovanje i lagerovanje.
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IZJAVE AUTORA

Mpuaor 1.

H3JABA O AYTOPCTBY

H3jaBibyjeM aa je JOKTOpPCKa AHCEPTalHja, 1071 HACTIOBOM

JloOujame IMrOKCHHA M3 CMelle CeKyHaapHux ruukosuna Digitalis lanata Ehrh.
PA3IMUMTHM TEXHHKAMA CKCTPAKIHjE TeUHOCT-TeYHoCT

® pe3ynaTaT CONCTBCHOT HCTPAXKHBAYKOr pana,

e fa MpejUIoXkKeHa AUCcepTalHja, HH y LUeNHHH, HH Y JeNoBHMa, HHje Guiia npeaioxena
3a Jjobujame Owmo koje aunioMe, NpeMa CTYAHJCKMM TporpamuMa  Apyrux
BUCOKOIIKOJICKHX YCTaHOBA,

® Jlacy pe3ynTaTv KOPEKTHO HABEJICHH H

e /12 HHCAM KPIIHO/JIa ayTOPCKa 1paBa, HHTH 3J10yNnoTpe0HO/1a HHTENIEKTYalIHY CBOJHHY
APYTHX JTHLA.

YV Humy, 04, 02. 2014 ron

AyTop muceprayuje: Becna M. Hoskosith

INotnuc JIOKTOpaH/1a:

_ V%«t.qkﬂw Lo
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IIpunor 2.

HU3JABA O MICTOBETHOCTH HITAMITAHE U EJIEKTPOHCKE BEP3UJE
JOKTOPCKE JJUCEPTAIIUJE

Hme un npe3ume ayropa: Becua M. HoBkoBuh

CTyIHjCKM niporpaM:
Jobujare AHrOKCHHA H3 CMellle CeKYHAAPHUX raukosuna Digitalis lanata Ehrh.
Hacnoer pana: _pasjMYHTHM TeXHHKaMa €KCTPaAKIHj€e TEYHOCT-TEYHOCT

Mentop: 11pod. 1p Biaxa Besbrosuh

UzjaBbyjeM Aa je luTamMmaHa Bep3vja Moje JIOKTOPCKE AMCEpTalHje HMCTOBETHA
eNEKTPOHCKO] BEP3WjH, KOJy caM Mpeaaoc/ia 3a yHoulewme Y JMrHTANHH Peno3suTopujym
Yuupep3urTera y Hunry.

Jlo3posbaBam Aa ce ofjaBe MOjU JIMYHH TOJAIH, KO} Cy Y Be3n ca jaobujameM
aKaJIeMCKOT 3Baiba JIOKTOpa HayKa, Kao LITO Cy HME H Npe3uMe, rojIiHa W MecTo pohema H
natym onbpaHe paja, M TO y Karanory buGnnoreke, JIMrHTanHOM peNO3MTOPHjyMY
Vausepsutera y Humy, kao 1 y myonukauujama YHusepsuteTa y Humry.

Y Humy, 04.02.2014. ron.

AyTop nucepTausje: Becna M. Hoekosuh

INoTnuc noxkropaHaa:

~ V%Q_A/w Lovic
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IIpnaor 3.
HU3JABA O KOPUIIIRELY

Oenamhyjem VYuuBep3urercky Onmbmmorexky .Hukona Tecna“ pa, y Jlurnrtanamu
penozuTopujyM YHueepauTera y Humy, ynece Mojy AOKTOPCKY AHCEPTALIH]Y, MO HACIIOBOM:

Jlodujame THIrOKCHHA H3 CMellle ceKYHIapHuX rauko3nna Digitalis lanata Ehrh.
Pa3sMYHTHM TEXHHKAMA eKCTPaKIHje TeYHOCT-TeYHOCT

KOja je Moje ayTOpCKo J1elo.

Jlncepranmjy ca CBMM TIpHJIO3MMa MNpejlao/na caM Yy eNekTpoHckoMm dopmary,
MOTrO/IHOM 33 TPAjHO aPXHBHPALE.

Mojy nOKTOpCcKy AucepTalMjy, YHeTY Y JIMruTanHH peno3uTopHjymM YHHBEp3HTETa Y
Humy, Mory KOpMCTHTH CBM KOjHM TIOIITYjy ofpenbe caapkaHe y ofabpaHOM THITY JIHLIEHIE
KpeaTtusne 3ajequuile (Creative Commons), 3a KOjy caM ce OJUTy4Ho/na.

1. AytopcTBO
2. AYTOpPCTBO — HEKOMEPLIHjATHO

@Ay‘ropmo — HeKoMeplHjanHo — 6e3 pepaje

4. AYyTOpPCTBO — HEKOMEPLIHjaJIHO — JICIUTH TOJ HCTHM YCJIOBUMA
5. AyropctBo — 6e3 npepane
6. AYyTOpCTBO — [€JIMTH MOJ] HCTHM YCJIOBHMA

(MomMo Ja MoABYHETE CaMo JeIHY o1 mecT NonyheHHX IHICHIIN, KPaTaK ONHC JIHLCHIH j¢ ¥ HACTABKY TCKCTa).

V Humy, 04. 02. 2014. roxn.

AyTop aucepranuje: BecHa M. Hoskosuh

IMoTnuc AOKTOpaHaa:

_V%&M/wwmf J
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THUITOBH JIMIIEHLIA

1. Ayropcrso. JlospobapaTe yMHOKARate, JUCTPHOYUM]Y M JaBHO CaolITagame
jiena, W npepaje, aKko Ce HABEJC WME ayTopa, Ha Hauuu ofpelien of ayTopa MM JaBaolia
NHUEHLE, MaK M Y KoMepuyjaiae cepxe. OBo je uajenoboanyja o) ceux nuuenuu (CC BY
3.0).

2. AYTOPCTRO — HekoMepTHjanto. JlozBobaraTe YMHOXABAIE, AHCTPHOYUH]Y H jaBHo
cacnuITasame Aena, H pepajie, ako ce HaseAe HMe ayTopa, na nauut ojapehen oy ayropa niu
naeraona Juuenue. Opa Juuenna e Jo3soibaga KoMepuujanny ynotpedy aena (CC BY-NC
3.0).

3. Ayropcteo — nexoMepumjanno — Ge3 npepape. JlossoskaBaTe YMHOMKaBame,
AMCTPUBYIMjY W jaBHO cacmnTasame Jena, Oe3 npomena, npeofiMKkopaiba WK yroTpebe
Balller fefa v JcHMa APYIHX ayTopa, ako c¢ HaBefc HME ayTopa, Ha naukn onpehen o
ayTepa MM Jlasaoua auuenne. Oza JMIEHI@A HE 03B0/bABA KOMEPLMjany yioTpeby aena. ¥
O/IHOCY Ha CBE OCTANC JIMLCHUE, OBOM /JHUEHUOM ce orpanuuasa najpehn oGum npasa
kopuwhemwa jena (CC BY-NC-ND 3.0).

4, AYTOPCTBO — HEKOMEPUHjAUIHO — JEIHTH NOoj HetHM yonosuma. Jlolposbapate
yMHOKaBaILE, JMCTPHBYLHjY H jaBHO caoNITaBabe [ENa, H MNpepaje, ako Ce HaBele HMC
ayTopa, Ha Haunn ofipelien ol ayTopa WK JlaBaolia JIMLIEHLIE, M aKO e pepajia NcTpubynpa
11071 HCTOM HIH cinunom nHiennom. OBa NHUENUA HE A03B0/bABA KOMEPLHjany ynotpedy
nena w npepase (CC BY-NC-SA 3.0).

5. AyTopcteo — Oc3 npepape. JozsosbaBare YMHOXABAaLE, AHCTPHOYUH]Y H jaBHO
caonmTaBaibe fena, 0e3 npoMcHa, npcoONHKOBama HIH ynoTpeOc Bamer JQena y OenHMma
JIPYFHX ayTopa, ako Ce HapefJe MMc ayTopa, Ha naunn oapelien oji ayropa HIH DaBaola
nuuente. Opa nunenna J1o03Bobasa KoMepunjauly ynorpedy aena (CC BY-ND 3.0).

6. AYTOpCTBO — OOIMTH N0JI HCTHM  yenobuMa. Jlosposbasate YMHOXKABAILE,
JMCTpHOYIH]Y W jaBHO CAOTUITABAILE fIC)A, H TPEPALE, AKO CE HABC/IC HME ayTopa, Ha HavHH
onpeljen 0 ayTopa Wik JIaBaolia THLENLe, H aKo ce Npepaja AMCTPHOYMPA 110/ HCTOM WK
cnuyHoM Jnueniom, Opa JMICHIR [03BO/bABA KOMEPUHjaNHy ynoTpeQy jena w npepaja.
Candna je cofrrBepcKHM NHLENIAMa, OJHOCHO MHLeHIama oTeopesor koga (CC BY-SA 3.0).
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