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KOKKUVÕTE

Käesoleva töö eesmärgiks oli välja töötada maitse- ja lõhnaainete ekstraktsiooni meetodid

kasutades tsüklodekstriine (CD). Tsüklodekstriinid on tärklise fermentatiivse

modifitseerimise produktid, mille kuuest kuni kaheksast glükoosi jäägist koosnev

rõngasstruktuur võimaldab klatraaditüüpi komplekside teket väiksemate molekulide rõnga
sisse sulgemise teel.

Detailsemalt uuriti P-tsüklodekstriini (P-CD) ja terpenoidsete ühendite komplekse tillis,
köömnes ja loorberis, samuti humala a-mõruhapete komplekse.

Aroomikontsentraatide saamisel taimsest toormest, kasutades ekstrahendina P-CD lahuseid,
kasutati järgmisi meetodeid: aurufaasis oleva eeterliku õli püüdmist p-CD lahusesse

(barbotaazhimeetod), kuuma p-CD lahuse tsirkulatsiooni läbi taimse mateijali kihi

(ekstraktsioon) ja kuuma p-CD lahuse ühekordset juhtimist läbi taimse materjali kihi

(perkolatsioon). Kõigi meetodite eeliseks on sihtprodukti, stabiilsete komplekside saamine

taimsest materjalist eelnevalt toimeainet eraldamata. Optimaalsetel tehnoloogiliste!

tingimustel (P-CD ja taimse materjali suhe, P-CD lahuse kontsentratsioon, temperatuur,
protsessi kestvus), õnnestus barbotaazhimeetodil P-CD kompleksi siduda 80%

loorberilehtede ja 70% köömneseemnete eeterlikust õlist. Optimeeritud parema tulemuse

andnud perkolatsioon-ekstraktsiooni puhul eraldati humalast kuni 95% mõruhapetest.
Kristallilise produkti saagis lähteainete suhtes oli kõigil juhtudel 40...60%.

Ekstraktsiooniprotsessi jälgimiseks ja toimeaine koostise kindlakstegemiseks kasutati UV-

spektrofotomeetriat, HPLC-d ja kristall struktuuri uurimist. Füüsikalis-keemilise analüüsi

tulemused näitasid, et eelnevalt eraldatud toimeainest saadud kompleksidel on samad

omadused kui väljatöötatud üheastmelise protsessi käigus saadutel. Kristalliliste komplekside
elektronmikroskoopia näitas samuti, et üht tüüpi eeterliku õli individuaalsete komponentide
P-CD komplekside kristallid on samased, kompleksi valmistamismeetodist olenemata.

Looduslikest allikatest eraldatud lõhna- ja maitseained (näit, eeterlikud õlid) on keerukad

mitmekomponendilised segud, mille iga komponent moodustab CD-ga eraldi kompleksi.

Kui toimeaine ja komplekside kontsentratsiooni määramiseks kasutada UV-spektroskoopiat,
puudub informatsioon kompleksidesse seotud kromofoorsete rühmadeta komponentide
kohta, samuti komplekside segu koostise kohta. Edaspidi planeeritakse komplekside
koostise määramiseks kasutada peamiselt kapillaar-gaaskromatograafiat ja HPLC-d, millega
seni on humala toimeaine kvalitatiivsel analüüsil saadud positiivseid tulemusi.

Aromatisaatorite koosseisu kuuluvaid üksikuid aineid identifitseeriti mudelainete UV-

spektrite matemaatilise töötluse teel. Saadud tulemusi on kavas kasutada edaspidi HPLC-s

UV-detektoriga saadud andmete tõlgendamisel. Leiti uuritud mudelainete optilise tiheduse ja
kontsentratsiooni seost kirjeldavad võrrandid, mille alusel otsustati antud ainete

tunnusainetena kasutamise üle.

Vajaduse individuaalsete komplekside arvu ja koostise kindlakstegemiseks tingivad
toiduainetetööstuses toidulisanditete kehtivad ranged nõuded. Väljatöötatud kõrge
stabiilsusega maitse- ja lõhnaainete preparaatide kasutamine Eesti toiduainetetööstuses on

perspektiivne.
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SUMMARY

The aim of the present dissertation was elaboration of extraction methods for flavor

substances with the aid of cyclodextrins (CD). Cyclodextrins are products of

enzymatic modification of starch. Their ring structure, consisting of 6 to 8 glucose
units enables formation of clathrate type complexes by including the smaller molecules

inside the ring.

The complexes of P-cyclodextrin (P-CD) with terpenoid compounds from dill,

caraway, laurel and with hops a-bitter acids have been investigated in detail.

For preparing flavor concentrates from plant raw material using solutions of p-CD as

extracting agent, the following methods have been used: trapping the essential oil in

gas phase into p-CD solution (gas-bubbling method), circulation of hot P-CD solution

through the column of plant material (extraction) and single passing of hot p-CD
solution through the column of plant material (percolation). The advantage of all these

methods is isolation of final product i.e. stable complexes immediately from plant
substance, without extracting the active substance agent prior to complex formation.

Under optimal technological conditions (relation of p-CD and plant material,
concentration of P-CD solution, temperature, duration of the process) the oil retention

for gas-bubbling method was over 80% and up to 70% for laurel leaf and caraway,

respectively. Oil retention for extraction method was 37% (for caraway oil).

The best results have been obtained for percolation extraction. Under optimized
conditions up to 95% of a-bitter acids have been isolated from hops. The yield of

crystalline product was 40...60% in all cases.

UV-spectrophotometry, HPLC and crystal structure investigations were used for

monitoring the extraction processes and determining the composition of active

substance agent. The results of physical and chemical analysis indicated that complexes
obtained from active substance agent isolated from plant matrix prior to complex
formation have similar characteristics with those obtained in the course of the

elaborated single step process. Electron microscopy showed as well that the crystals of

P-CD complexes of individual compounds from one essential oil are similar, regardless
of the preparing method of complex.

Flavor substances are complex multicompound mixtures each of which forms its own

complex with p-CD. If UV-spectroscopy is used for analyzing the content of active

substance and complexes, the compounds without chromophore groups might be

missed. For this purpose in future CG and HPLC are intended to use. In the present
work HPLC served for qualitative analysis of hop bitter acids. For identification of

other compounds statistical treatment of UV-spectra of model compounds was

attempted to use. The results might be useful for interpreting the HPLC data obtained

with UV-detector. The need for identifying the number of individual complexes and

their content arisejfrom strict requirements for additional compounds in food industry.
The use of elaborated stable flavour products is perspective.
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SISSEJUHATUS

Maitseained on meie igapäevase toidu lahutamatud koostisosad. Nende tarvitamise

ajalugu ulatub tagasi 5000a. kaugusele Vana-Hiinasse, Vana-Egiptusesse ja Vana-Indi-

asse, kus neil peale toidu maitsestamise oli muidki kasutusalasid, nagu lõhnastamine,

viirukisuitsetamine, balsameerimine, mürkide neutraliseerimine [l].

Vürtside ja maitsetaimede põhilised toiduks tarvitamise viisid - kas värskelt või kuivatatult

- püsisid pikka aega muutumatutena, mis mõjus ebasoodsalt nende kvaliteedile ja

säilivusajale. Edusammudega orgaanilises ja eriti terpeenide keemias möödunud sajandi

lõpul sai võimalikuks maitsetaimedest ekstraktide ja eeterlike õlide kujul aktiivsete

toimeainete eraldamine, kuigi esimene viide selle kohta pärineb juba 13. sajandist [l,2].

Laiemat kasutamist leidsid niisugused nn. lahustuvad vürtsid alates käesoleva sajandi 30.-

ndatest aastatest. Lahustitena kasutati esialgu kloorsüsivesinikke (diklorometaan),

tänapäeval aga eelkõige veeldatud ja kokkusurutud gaase (freoonid, vedel CO2).

Kuigi toimeaine kontsentratsioon lahustuvates preparaatides on üldiselt kõrge, alluvad

näiteks eeterlikud õlid veelgi kergemini väliskeskkonna ebasoodsatele teguritele kui

töötlemata taimmaterjal, sest ei sisalda looduslikke fiksaatoreid (vaigud, mittelenduvad

rasvhapped) ega antioksüdante. Sellest puudusest ülesaamiseks adsorbeeritakse vedelad

preparaadid tahkele kandjale, milleks võib olla sool, glükoos, suhkur või suletakse

mikrokapslitesse tärklise või kummiaraabiku abil.

Käesolevas töös püütakse mõlemale eespool püstitatud küsimusele, s.o. toimeainete

ekstraktsioon ja nende säilitamine, lahendus leida ekstrahendi kasutamise eel, mis oleks

ühtlasi ka saadud produkti stabilisaatoriks. Niisugusteks aineteks võivad olla

tsüklodekstriinid. Maitseainetena käsitletakse nii neid, mille võtmekomponendiks on

lenduvad terpenoidsed ühendid (till, köömned, loorber) kui ka näiteks humal, mille

aktiivseks toimeaineks on mittelenduvad mõruhapped.
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KIRJANDUSE ÜLEVAADE

Tsüklodekstriinikompleksi teke ja võimalused selle kindlakstegemiseks

Tsüklodekstriine võib vaadelda kui ensümaatiliselt modifitseeritud tärklise erikuju. 0-

tsüklodekstriin (0-CD) on seitsmest a-d-glükopüranoosi jäägist a-1,4-glükosiidsete

sidemete abil moodustatud makrotsükliline ühend (joon. 1.1.).

°
x

о

% t

Joonis 1.1. Tsüklodekstriinide struktuurvalemid. Glükoosijääkide arv: ос-CD n=6, 0-

CD n=7, у-CD n=B [2s].

Lahuses on glükoosijäägid Cl toolkonformatsioonis. Tüvikoonusekujulise molekuli

välispinnal paiknevad hüdroksüülrühmad C6 juures on suunatud ühele poole,

sekundaarsed hüdroksüülrühmad C2 ja C3 juures aga teisele poole ja lisaks sellele veel

molekulisiseste vesiniksidemetega omavahel seotud. See tingib 0-CD molekuli

küllaldase jäikuse ka lahuses. Molekuli õõnes on ainult CH-rühmad ja glükosiidsed

hapnikuaatomid, mille tõttu CD õõs on veega võrreldes vähem polaarne [3]. Viimasel

ajal ei olda selles aga enam nii üheselt veendunud. Mõnede mittesümmeetriliselt

asendatud benseeni derivaatide (nitroaniliin, nitrofenool) lahustuvuse võrdlemisel

orgaanilistes lahustites ja CD-s, kasutades UV-spektromeetriat (solvatokromism),

ilmnes CD lahustes punane nihe, mis näitab, nagu oleks CD-õõs veest polaarsem [4].

*

Va

ноЧп





P - CyclodextrinR-(+)-Limonene

Joon. 1.2. P-CD ja R-(+)-limoneeni molekulide mõõtmete võrdlus. Molekulimudelid

ehitatud mõlema molekuli konformatsioonienergia analüüsi alusel paketiga
HyperChem [s2]
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CD-de tähelepanuväärsemaid omadusi on nende võime moodustada vesilahustes mit-

mesuguste ainetega molekulaarseid komplekse. Need on ühendid, milles CD molekuli

("peremehe") õõnde on seotud mingi aine ("külalise") molekul ilma kovalentseid

sidemeid moodustamata. Sidumine toimub eelkõige hüdrofoobsete vastasmõjude arvel,

kuid teatud osa on ka vesiniksidemetel, Van der Waalsi jõududel ja Londoni

dispersioonijõududel [3, 5, 6]. Veest hüdrofoobsemad sobivate mõõtmetega molekulid

või nende osad sisenevad CD õõnde, tõrjudes sealt välja energeetiliselt ebasoodsamad

veemolekulid. Joonisel 1.2. on kujutatud võrdlevalt P-CD ja külalismolekul - R-(+)-

limoneen ([s2], avaldatud autorite loal).

Kompleksi tekkimise võimalikkuse hindamisel on olulised eelkõige geomeetrlilised

tegurid. p-CD molekuli läbimõõt on d = 0.78 nm ja kõrgus on h = 0.78 nm .

Mõnede

maitseainete koosseisu kuuluvate terpenoidsete ühendite molekulmassid ja molekulide

mõõtmed on toodud tabelis 1.1.

Tabel 1.1.

Mõned näited p-CD-ga kompleksi moodustavate ühendite kohta [7]
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Nagu selgub, on neil ühenditel olemas eeldused p-CD-ga molekulaarsete komplekside

moodustamiseks.

Kompleksi sulgemise tagajärjel muutuvad peamiselt külalismolekuli füüsikalised ja

keemilised omadused,vähesel määral aga ka CD enda omadused. Mõlemad muutused

võivad olla aluseks kompleksi moodustumise kindlakstegemisele. Külalismolekuli füü-

sikalistest omadustest muutuvad lahustuvus, spektraalsed omadused (absorptsiooni-

spekter, NMR-spekter, fluorestsents, optiliselt aktiivsete ainete tsirkulaarse dikroismi

spekter) ja kristallstruktuur.

Higuchi ja Connorsi poolt poolt esitatud faasilahustuvuse analüüsi kasutades võib leida

külalismolekuli lahustuvuse sõltuvuse CD kontsentratsioonist [6]. Sellest tavaliselt

lineaarsest sõltuvusest tõusuga 0-2.25 leitakse kompleksi assotsatsioonikonstant e.

stabiilsuskonstant e.tasakaalukonstant (Kass e. K
c e. K) [3,5,6,8] valemi (1) järgi,

eeldades, et tekivad 1:1 kompleksid

V =
. CF-И

c [fMcd-cfW
(1)

K 6 - 1:1 kompleksi assotsatsioonikonstant (stabiilsuskonstant), [M"I ]

CF - külalismolekuli lahuse üldkontsentratsioon, [M]

CD -CD üldkontsentratsioon, [M]

[F] - külalismolekuli tasakaalulahustuvus CD puudumisel [M]
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Kui ei ole eelnevalt määratud kompleksi täpne stöhhiomeetria, siis oletatava stöhhio-

meetrilise suhte abil määratud assotsatsioonikonstant näitab ainult molekulide vahelise

interaktsiooni määra. Muude interpretatsioonide puhul on tema kasutamine piiratud -

s.t. antud meetodi piires on konstantide väärtused reprodutseeritavad, kuid nad võivad

erineda muudel meetoditel leituist. Dornier' jt. poolt sel viisil määratud assotsiatsioo-

nikonstandid mõnedele aroomainetele on toodud tabelis 1.2. [B].

Tabel 1.2.

Aroomaine-P-CD komplekside assotsatsioonikonstandid (Kc), komplekside

lahustuvused (S c ) ja faasilahustuvuse diagrammide liigid vesilahuses t = 25°C [B]

4-1
Enamasti on K

c
väärtused piires 10 -10 [M ] [3]. Nagu tabelist selgub, on eriti

stabiilne d,l-mentooli kompleks p-CD-ga. Antud juhul on see kooskõlas Szente poolt

teostatud pikaajalise stabiilsustestiga samale ühendile [9]. Lahustuvuse analüüsil

põhineb ka Dalbe ja Willemini poolt kasutatud originaalne, kuid lihtne ja kättesaadav

meetod [lo]. Vanilliin-p-CD ja karotiin-P-CD kompleksi lahustuvus ligi 90-s erinevas

lahustis määrati Hanseni parameetrite (Londoni dispersiooni]õudude, dipool-dipool

vastasmõjude ja vesiniksidemete komponent) abil kolmemõõtmelises ruumis. Komp-

leksi moodustumine (vanilliini puhul) ja mittemoodustumine (karotiini puhul) on

võimalik kindlaks teha vaid visuaalse vaatluse teel, määrates muidugi lahustuvuse mahu

tsentri koordinaadid arvuti abil.

Spektraalseid meetodeid kasutatakse siiski enam. Kompleksi moodustumine muudab

tihti külalismolekuli absorptsioonispektrit. Värvainete puhul, mis on happe-aluse

72

Ühend K
r„ [M- 1 ] S

c, [mM] Liik

bensoehape 90 10.8 al

etüülsalisülaat 1440 3.2 b s

p-hüdroksübensaldehüüd 140 15 al

etüülvanilliin 130 12.1 al

frambinoon 100 15.5 al

eugenool 650 8.0 b s

tümool 180 3.0 B S

d,l-mentool 2240 6.4 B S

karvoon 180 1.9 B S

nerool 1050 2.0 Bs
P-ionoon 1520 0.9 Bs
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indikaatorid, on muutused samased nagu juhul, kui muutub pH. pH muutuste suhtes

inertsete ainete puhul maksimumi asukoht ei muutu, seevastu võib tugevasti muutuda

maksimumi intensiivus [3]. Sõltuvuse

=

Kdf
+£d

,äH A<*> a£
(2)

Cp - külalismolekuli lahuse üldkontsentratsioon, [M]

CD
- CD üldkontsentratsioon, [M]

K
DF

- kompleksi dissotsatsioonikonstant, [M]
AE - külalismolekuli lahuse neelduvuse muutus CD lisamisel

Л8 - külalismolekuli lahuse molaarse ekstinktsiooni koefitsiendi muutus CD lisamisel

alusel (Hildebrand-Benesi võrrand) võib leida tekkinud kompleksi dissotsatasiooni-

konstandi [s]. Selleks ehitatakse lineaarne sirge teljestikus (Cf*Cd)/AE - Cjj (Scotti

sirge), mille tõusu järgi leitakse Л8 ja vabaliikme järgi KDF või selle pöördväärtus
K

ass [Н]. Juhul, kui kompleksi teke külalismolekuli absorptsioonimaksimumi inten-

siivsust ei mõjuta, arvutatakse külalismolekuli-CD-kompleksi dissotsatsioonikonstant

K
DF,

kasutades Hildebrand-Benesi võrrandit kujul

Cf
=

Kdf
j|{
_l_

+
JL

E E E

(3)

kus E - kompleksi neelduvus

8- kompleksi molaarse ekstinktsiooni koefitsient [M~^*cm

Teljestikus CF/E -1/ ehitatud sirge vabaliikmest leitakse 8 väärtus ja tõusu järgi

Kot [2s].

Spektrofotomeetriliselt võib kindlaks teha ka värvitu ühendi CD-kompleksi dissotsat-

siooni tasakaalukonstandi Крд, kui kasutada konkureerivat komplekseerimist värvi-

lise ühendi juuresolekul [2s]. Kui värvitu ühend on võimeline kompleksi moodustama,

mõjutab see värvilise ühendi CD-kompleksi neeldumismaksimumi intensiivsust.

Dissotsatsioonikonstant K
DA arvutatakse valemi (4) järgi, mis sarnaneb valemiga sama

konstandi leidmiseks faasilahustuvuse meetodil (vt. valem 1)
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D]*(ca ~Cd +P])
KDA

= —

г^р-
1

-

Cd~[U
(4)

kus [D] - kompleksi sidumata vaba CD kontsentratsioon tasakaaluolukorras, [M]

- antud spektripiirkonnas mitteneelduva külalismolekuli lahuse kontsentratsi-

oon, [M]

- üldine CD kontsentratsioon, [М].

Ka järeldus CD õõne apolaarsuse kohta pärineb just Van Etteni UV-

spektrofotomeetria tulemustel, et CD-ga kompleksi moodustumisel on spektraalsed

efektid sarnased nagu juhul, kui vesi asendada dioksaaniga [l2].

Isegi siis, kui külalismolekuli spektris CD-ga koosmõju tagajärjel olulisi muutusi ei

toimu, võib UV-spektri muutumatus ajas kaudselt kinnitada tõelise kompleksi teket

[9,13,14], sest seotud molekulide stabiilsus on selle kohta veenvamaid tõendeid [ls].

Aroomainete puhul on UV-spektrofotomeetriat kasutatud kromofoorseid rühmi,

konjugeeritud kaksiksidet või benseenituuma sisaldavate puhaste ainete CD-

komplekside uurimisel, nagu kaneelhape ja selle derivaadid [ll], geraniool [l3],

tsitraal, kaneelaldehüüd [9,13], vanilliin, bensaldehüüd, kamper, mentoon [9],

furfurüülmerkaptaan [l2] jt.

Üheks veenvamaks tõendiks kompleksi tekke kohta on muidugi NMR-spektroskoopia,

võimaldades CD ja tema derivaatide täielikku struktuuri ja konformatsiooni analüüsi nii

CD enda kui külalismolekuli kaudu. Õõne sees paiknevad, C3 ja C5 süsinikuaatomite

juures olevad prootonid annavad kõrgete väljade suunas märgatavaid nihkeid, juhul kui

külalismolekul sisaldab karbonüülrühma või aromaatset tuuma, samal ajal kui teiste

prootonite nihked on minimaalsed. NMR-spektroskoopia võimaldab ka määrata

külalismolekuli asendi õõnes. C3 ja C5 juures paiknevate prootonite nihete suhtelised

suurused kõrgete väljade suunas osutavad külalismolekuli CD õõnes paiknemise

sügavusele; külalismolekuli prootonite nihete suhteline suurus näitab aga tema orien-
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tatsiooni õõnes [3]. Nii näiteks selgus bensaldehüüd-a-CD kompleksi 470 MHz

IHNMR spektrilt bensaldehüüdi ortoasendis oleva prootoni suhteliselt suuremast nih-

kest meta- ja paraasendiga võrreldes, et kompleksis paikneb, vastupidiselt traditsioo-

nilisele ettekujutusele, CD õõnes just aldehüüdrühm [l6].

Kuid NMR-spektroskoopiat võib kasutada ka tunduvalt lihtsamate ülesannete lahenda-

miseks, nagu kompleksi stöhhiomeetria, assotsatsioonikonstandi määramine

(Hildebrandi-Benesi [s] või Scotti [ll] järgi) ja konkureerivate efektide olemasolu

kindlakstegemine. Sealjuures on võimalik eristada külalismolekuli omavahelisi assot-

siaate tema CD kompleksidest, kuigi nende K
ass on samas suurusjärgus [l7].

Kahjuks ei kuulu aga NMR-spektroskoopia rutiinsete analüüsimeetodite hulka.
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EKSPERIMENTAALNE OSA. MATERJALID JA MEETODID

I.Materjalid

Materjal Põhilised näitajadSaamisviis/valmistaja*/hankija* *

1 2 3

P-tsüklodekstriin
(P-CD)

põhikomponent > 98%
dekstroosekvivalent <1.0%

tuhk <4.0%

a) TTÜ biotehnoloogia labor*
b) firma "Bioestron" (Kuusalu, Eesti)*

maitsetaimed niiskus < 12% Hobski Loorberkombinaat (Gruusia)*
1) hariliku loorberipuu

(Laurus nobilis L.) lehed

2) hariliku köömne
(Carum carvi L.) seemned

3) hariliku humala

( Huimdus lupulus L.) käbid

niiskus 12.92% Eestist 1988 -1990.a.

alfa-happeid (UV-
spektri järgi [18]) 3.57% Saku Õllethas**

eeterlikud õlid
a) Hadõzhenski Eeterlike Õlide Tehas(Ukraina)*
b) Gruusia Toiduainetetööstuse TUI*

1) tilliõli (Anethum graveolens L.

ürdist)

a) veeaurudestillatsioonil Ginzbergi seadmel [l9]
b) Gruusia Toiduainetetööstuse TUI*

2) loorberiõli (lehtedest)

veeaurudestillatsioonil Ginzbergi seadmel[l9]3) köömneõli (seemnetest)

muud reaktiivid

1) toiduetanool

2) metanool

3) ortofosforhape H3PO4
4) benseen

põhikomponent >96%
alates 23 Опт <O.l

mark h. A
c.

mark h. A
c.,

põhikomponent >99.8%

puhastatud täiendavalt NaOI-ga vastavalt [2o]

Tšerepovetsi Lämmastikväetiste tehas
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1 2 3

mudelained UV-spektrofotomeetrias

1) limoneen

2) terpinoleen
3) p-tsümeen
4) a-pineen
5) p-pineen
6) ionoonide segu

7) geraniool
8) tümool

9) isoeugenool

importpreparaat
Schimmel ja Co. Akt. Ges.
Trust "Sojuzreaktiv", Gorki kontor

Eesti TA Keemia Instituut
Eesti TA Keemia Instituut
JUSTIN DUPONT FRANCE

Eesti TA Keemia Instituut

Apteek nr. 215

Eesti TA Keemia Instituut
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2. MEETODID

2.l.Aktiivse toimeaine eraldusmeetodid

2.1.1.Veeaurudestillatsioon

Eeterliku õli eraldamiseks loorberilehtedest ja köömneseemnetest kasutati Ginzbergi

seadet [l9]. See koosneb pikakaelalisest seisukolvist 1 (mahuga 1000ml), sellega lihvi

abil ühendatud püstjahutist 2 ja jahuti otsas klaaskonksu küljes rippuvast Ginzbergi

vastuvõtjast 3 (j00n.2.1.). IOOg peenestatud taimset mateijali pannakse kolbi ja lisa-

takse 450ml dest. vett. Ginzbergi vastuvõtja täidetakse samuti dest. veega ja kolvi sisu

viiakse keemiseni. Keemisel tekkivad aurud kondenseeruvad jahutis; destillaat läheb

pärast õli eraldumist vastuvõtjas destillatsioonikolbi tagasi. Destilleerimise kiirus on

45-50 tilka /min. ja kestus 90 min. Õli kogus leitakse kaalumise teel pärast tema

jahtumist toatemperatuurile. Õli sisaldus taimses mateijalis arvutatakse valemi (5) järgi

C= —*loo,
в

(5)

kus C - õli sisaldus taimses materjalis [%],

A - destillatsioonil eraldunud õli kogus [g],

В - taimse materjali kaalutis [g].

J00n.2.1. Ginzbergi seade eeterlike õlide veeaurudestillatsiooniks

(selgitused tekstis)
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2.1.2. Ekstraktsioon orgaanilise lahustiga

2.1.2.1. a-hapete sisalduse määramiseks humalas spektrofotomeetriliselt [lB]

5g peenestatud humalat ekstraheeritakse 5 minutit 150ml benseeniga. Ekstrakt

filtritakse klaasfiltril №3 250ml mõõtkolbi. Humalaraba pestakse 6 korda a'ls ml ben-

seeniga ja täidetakse mõõtkolb sellega kuni märgini. Sellest lahusest võetakse Iml ja

viiakse 100ml mõõtkolbi, lisatakse Iml 0.2 n NaOH lahust ja viiakse lahuse maht

metanooliga kuni 100ml. Võrdlusproovil on mõruainete benseeniekstrakti asemel

puhas benseen.

2.1.2.2. Humalaekstrakti ja lupuliinekstrakti valmistamine mõruhapete

analüüsiks HPLC-ga

l-2g peenestatud humalale 50ml lihviga koonilises kolvis lisatakse 20ml metanooli,

suletakse klaaskorgiga ja ekstraheeritakse magnetsegajal 0.5 tundi. Filtritakse läbi

klaasfiltri ja säilitatakse külmutuskapis t=4°C juures [2l]. Lupuliinekstrakti valmis-

tamisel eraldatakse humalakäbidelt soomused ja nendelt käsitsi lupuliinnäärmed [22].

0.054g näärmete kohta võeti 1.35ml metanooli, muus osas oli ekstrakti valmistamine

analoogiline humala metanooliekstrakti valmistamisega.

2.l.3.Ekstraktsioon tsüklodekstriini lahusega

Aktiivse toimeaine ekstraktsioon taimsest materjalist CD-lahusega on võimalik tänu

kompleksi moodustumisele toimeaine komponenetide ja CD molekulide vahel. Puhta

toimeaine CD-komplekside saamiseks kasutati kooskristallimise meetodit [23].

P-CD-st valmistatakse lahus 5.5g/100ml etanooli ja vee segus 1:3, mis on soojendatud

50°C-ni. Lahust pidevalt segades lisatakse toimeaine kaalutis arvestusega 0.1 kaaluosa

beeta-CD-st (vasatavalt orienteeruvale toimeaine komponentide ja beeta-CD

molekulmasside suhtele). Lõpetatakse soojendamine, mähitakse reaktsiooninõu

alumiiniumfooliumisse ja kuiva riidesse, et aeglustada jahtumist, ning asetatakse

loksutile. lähtumise tulemusena hakkab eralduma valge kristalliline toimeaine-beeta-

CD kompleks. Loksutatakse 4.5 tundi, seejärel asetatakse reaktsiooninõu ööseks

külmkappi jääle, et saavutada suuremat kristallide saagist. Järgmisel päeval filtritakse

kompleks klaasfiltril ning kuivatatakse toatemperatuuril õhu käes konstantse massini.

Kompleksi säilitatakse toatemperatuuril kaanega suletud kaaluklaasis.



/
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2.l.3.l.Ekstraktsioon barbotaazhmeetodil [П,IУ]

Taimses materjalis olev toimeaine viiakse aurufaasi ja absorbeeritakse otsekohe beeta-

CD lahusega; sellele järgneb kristallimine (j00n.2.2). Peenestatud taimse materjali

suspensiooni 150ml vees (1) kuumutatakse keeval vesivannil (2) 1.5 tunni jooksul.

Selle käigus vabanevaid toimeaine aure barboteeritakse läbi reaktori (4) poorse põhja

ja püütakse 50°C juures olevasse p-CD lahusesse (5). P-CD etanooli vesilahuse (1:3)

maht on 37.5m1. Taimse materjali kogus sõltub tema toimeaine sisaldusest, mis on

eelnevalt määratud Ginzbergi meetodil ([l9],vt. p.2.1.1). P-CD ja taimse materjali

kaaluline suhe valitakse selliselt, et tekiksid El kompleksid. Pärast kompleksi teket

reaktor tühjendatakse ja segu kristallitakse samuti nagu p. 2.1.3.

J00n.2.2. Seade toimeaine eraldamiseks taimsest materjalist P-CD komplekside

moodustumise teel barbotaazhmeetodil (selgitused tekstis).

2.l.3.2.Retsirkulatsioonekstraktsioon [III,IV]

70°C juures olevat P-CD lahust tsirkuleeritakse läbi taimse materjaliga täidetud ko-

lonni; tahke kompleks saadakse kristallimise teel (j00n.2.3). Valmistatakse p-CD lahus

1:3 etanooli ja vee segus (või puhtas vees) (2), mida hoitakse küttekehaga

magnetsegajal (1). Sealt juhitakse see peristaltilise pumba (3) abil ekstraktori (4)

alaossa. Ekstraktori veesärgis olevas spiraalis soojeneb P-CD lahus 70°C-ni ja
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juhitakse seejärel taimsele materjalile (5) reaktori ülaosast. Eel soojendatud P-CD

lahust (koos juba tekkinud kompleksiga) tsirkuleeritakse läbi taimse materjali kihi, kuni

toimeaine-p-CD kompleksi enam juurde ei teki. Protsessi jälgitakse proovide võtmise

teel reaktsioonisegust voolikuga ühendatud süstla (7) abil. Vajalikud taimse materjali ja

p-CD kogused arvutatakse ning tekkinud kompleks kristallitakse samuti nagu

barbotaazhimeetodil ekstraktsioonil (p. 2.1.З.1.).

Joon 2.3. Seade toimeaine eraldamiseks taimsest materjalist p-CD komplekside

moodustumise teel ekstraktsioonmeetodil

2.1.3.3. Perkolatsioonekstraktsioon

Ekstraktsiooniseade, selle eri osade temperatuur ning kasutatud taimse materjali

ja P-CD koguse arvutus olid analoogilised retsirkulatsiooniga(p. 2.1.3.2). Seevastu

taimset materjali ekstraheeriti ainult värskete koguste p-CD lahusega. Ekstraktori

alaosast väljunud lahus koguti teatud ajavahemike järel eraldi katseklaasidesse.

Kompleksi tekkimist proovides jälgiti toimeaine sisalduse järgi, mida mõõdeti

spektrofotomeetriliselt.
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2.2. Aktiivse toimeaine sisalduse määramismeetoodid

2.2.1. Terpenoidsete ühendite sisalduse määramine spektrofotomeetriliselt

Nii puhaste kui p-CD kompleksi koosseisu läinud terpenoidsete ühendite kvantitatiivsel

määramisel kasutati spektrofotomeetreid "Specord UV-Vis" (skaneeriv, spektrite

võtmiseks) ja "VSU-2P" (mõõtmiseks kindlal lainepikkusel; mõlemad Carl Zeiss, Jena)

ning kaanega kvartsküvette paksusega 1 cm.

Eeldati, et

1) toimeaine komponentide suhe P-CD kompleksi moodustamise käigus ei muutu

oluliselt;

2) UV-piirkonnas neelduvate komponentide optiline tihedus on võrdeline

kontsentratsiooniga, s t. püüti töötada kontsentratsioonipiirkonnas, kus

D = £ с 1 [24], (6)

kus D - toimeaine optiline tihedus

8 - toimeaine, molaarse ekstinktsiooni koefitsient, [M _l . cm
-1 ]

1 - kihi paksus, [cm]
c - toimeaine kontsentratsioon, [M]

Võrdluslahusteks olid 96 %-line (puhta toimeaine lahusele) ja 33 %-line etanool ( P-CD
kompleksile).

Kasutades erineva kontsentratsiooniga toimeaine lahuseid, ehitati kaliibrimissirge D=/(c)
neeldumismaksimumi kohta, mille £ oli suurim. Toimeaine kontsentratsioon uuritavas

lahuses leiti sellelt sirgelt.

CD-komplekside toimeaine sisalduse määramisel eeldati veel, et

1) CD-I antud UV-piirkonnas neelduvus praktiliselt puudub;
2) UV-piirkonnas neelduvate külalismolekulide lahuste neelduvuse intensiivsus

kompleksi moodustamise käigus ei muutu oluliselt.

Spektrite interpreteerimisel olid aluseks kirjanduse andmed uuritavate eeterlike õlide

tüüpilisemate komponentide kohta (vt. tabelid 2.1
...

2.3 ja joon. 2.4, 2.5).



5
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Tabel 2 1

Loorberiõli põhikomponendid
kirjanduse põhjal
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Tabel 2.2

Köömneõli põhikomponendid kirjanduse põhjal
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Tabel 2.3

Tilliõli põhikomponendid kirjanduse põhjal

* R(+) - limoneen + 0-fellandreen [34]





neodihüdrokarveoola-terpineool

CH -сн==сн сн==сн-сн
2 2 3

isodihüdrokarveool eugenool isoeugenool

karveüül-
atsetaat

Joon. 2/fTilli-, loorberi-ja köömneõlis leiduvate terpenoidsete
ühendite (alkoholide, fenoolide, estrite jt.) struktuurvalemid

26

dihüdrokarveoolcis-karveoolp-terpineool

metüüleugenool gvajakool

a-terpineool-
atsetaat

nerüüllinalüül-
atsetaat atsetaat

anetofuraan
1,8-tsineool
(eukalüptool) (3,6-dimetüül-2,3,3a,4,5,7a

heksahüdrobensofuraan)





p-tsümeen

J00n.2.5-Tilli-, loorberi-ja köömneõlis leiduvate terpenoidsete
ühendite (süsivesinike, aldehüüdide ja ketoonide) struktuurvalemid
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2.2.2. a-hapete sisalduse määramine kuivatatud humalates

Kuivatatud humalas leiti a-hapete sisaldus vastavalt viites [lB] kirjeldatud metoodikale

(vt. ka p. 2.1.2.1). Humalaekstrakti optilist tihedust mõõdetakse kolmel lainepikkusel -

325 nm, 355 nm ja 275 nm, mis on vastavalt humulooni ja lupulooni leeliseliste

metanoolilahuste neeldumismaksimum ning neil lainepikkustel optilise tiheduse

mõõtmist mõjutavate kõigi ülejäänud ainete neeldumismaksimum. Sealjuures lähtuti

viidetes [39] ja [4o] toodud ekstinktsioonikoefitsientidest (vt. tabelid 2.4. ja 2.5.).
Kasutati spektrofotomeetrit "VSU-2P" (Carl Zeiss, Jena) ja kvartsküvette paksusega 1

cm.

a-happe sisaldus arvutati valemiga (7) [18]:

a-happed = (73,79 ■ D 325 - 51,56 ■ D 355 - 19,07 • D 275 )/2, [%] (7)

2.2.3. a-hapete sisalduse määramine P-CD kompleksides ja katseandmete

matemaatiline töötlus

a-hapete sisaldust ning nendega moodustunud P-CD kompleksides mõõdeti samuti

spektrofotomeetriliselt, kuid saadud andmete matemaatiline töötlus koos graafikute
väljatrükiga tehti arvutil PC AT, kasutades tabelarvutuspaketti "Supercalc 5".

Suhteline optilise tiheduse ühik [BA]

Erinevatest katseseeriatest saadud andmeid võrreldi a-happe sisalduse suhtelise

optilise tiheduse ühikutes [ВА]. Ekstraktiproove lahjendad 50.. 800 korda lahustiga,
milles oli valmistatud P-CD lahus (metanool, etanool või vesi). Mõõdeti optilised
tihedused lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm CD lahusti vastu.

[BA] arvutamisel lähtutakse a-hapete spektrofotomeetrilise määramise valemist (7),
mis erinevate katseseeriate võrdlemisel jagatakse 10-ga.

[BA] = (73.79 * 0D325 - 51.56 * 0D355 - 19.07 * 0D275)/20 (8)

Tabel 2.4.

Humalaekstrakti komponentide neeldumismaksimumid [39]

Ä,max
=27snm Xmax

-325nm Ä,max
=3ssnm

1% Г 1% C 1% ГГ
E lem E Icm E

90 3261 381 13 804 318 1 1

37 1529 331 13 678 460 19

31 15 10

Komponent

humuloon C21H3005
lupuloon С2 бНз 8 О 4

ülejäänud komponendid

11 522

19 008



<1

/



Tabel 2.5.

Humulooni neeldumismaksimumid leeliselises EtOH-s [4o]

[BA] ühikutes arvutati järgmised suurused:

В А - reaalsete optiliste tiheduste järgi arvutatud a-hapete sisaldus;
BAa - a-hapete sisalduse arvutuslik väärtus.

Optilise tiheduse ühikutes arvutati:

OD - lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm mõõdetud kolme optilise tiheduse

keskmine;
ODa - eelmise suuruse arvutuslik väärtus.

Arvutusliku a-hapete sisalduse ja arvutusliku keskmise optilise tiheduse leidmiseks

kasutati hüperbooli valemit (9), millele eksperimentaalsete andmete põhjal ehitatud

graafikud lähenesid kõige enam:

BA = ВАМ * T / (TP + Т), (9)

kus ВАМ - a-hapete maksimaalne sisaldus, [BA]
T aeg, min.

TP - poolküllastuse aeg, s.t. aeg, mille jooksul ekstraheeritakse 50 %a-

hapete maksimaalsest sisaldusest, min.

Võrrand (9) lineariseeriti selle mõlemast poolest pöördväärtuste võtmisega, saades

võrrandi (10)

1/BA = TP / ВАМ * Т + Т / ВАМ * Т (10)

Defineerides 1/BA =у;TP / ВАМ = 1/Т =х; 1/ВАМ = аO,

võime kirjutada võrrandi (10) kujul:

y = a l *x + a 0 (11)

Lineaarregressiooni kasutades leitakse aj ja a
O . Arvutuslik a-hapete sisaldus [BA]ühtkufes (BAa)

arvutuslikud optilise tiheduse keskmised (ODa) leiti valemiga (12):

29
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Уа = (У- х
* а 1) + а l* Х

’
(12)

kus ya
- у arvutatud väärtus,

y, x - keskmised väärtused.

xja x asemel kasutati vastavaid aja pöördväärtusi 1/T; у ja у asemel aga vastavaid В А

või OD väärtusi. Mõningatel juhtudel võrreldi ODa (silutud optiliste tiheduste) järgi
arvutatud a-hapete sisalduse graaafikut a-hapete sisalduse arvutuslike väärtuste (BAa)
graafikuga.

Kolme optilise tiheduse keskmine igas katsepunktis arvutati katseandmete

usaldatavuse esialgseks kontrolliks. Optiliste tiheduste kõvera kuju lähene misel

hüperboolile loeti katse õnnestunuks. Et võimaldada mõlema suuruse (s.o. OD ja BA)

kujutamist ühel graafikul, kasutatigi valemit (8), mis on tegelikult a-hapete sisalduse

arvutamise valem, jagatud 10-ga

Antud katsetes ei arvutatud korrelatsioonikoefitsiente ega standardhälbeid, sest

eesmärgiks oli vaid kindlaks teha protsesside üldine dünaamika.

Suhtelise optilise tiheduse ühiku [BA] seos a-hapete protsentuaalse sisaldusega

Perkolatsioon-ekstraktsioonil ja retsirkulatsioon-ekstraktsioonil saadud katsetulemused

on väljendatud suhtelistes optilise tiheduse ühikutes (BA). Järgnevalt leitakse seos

nende suhteliste ühikute ja mõruhapete sisalduse (%-des) vahel.

Retsirkulatsioon-ekstraktsioon:

Punktis 2.1.2.1. toodud a-hapete sisalduse määramise eeskirja kohaselt

ekstraheeritakse 5 g humalaid 250 ml benseeniga. Sellest tehakse veel 100-kordne

lahjendus ja saadakse a-hapete sisaldus %-des. Seades nüüd vastavusse 1 optilise
tiheduse ühiku ja 1 %

, saame, et ühele optilise tiheduse ühikule vastav a-hapete
kontsentratsioon on 50 mg / (250 x 100) - 2 j4g a-happeid/ml. Antud katsetes leiti a-

hapete sisaldus optiliste tiheduste väärtuste alusel lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm.

Tulemuste võrdlemiseks kolme optilise tiheduse keskmisega (samal graafikul) jagati
saadud tulemus 10-ga, mis ongi suhteline BA-ühik. Seega IBA = 2 * 10 |ig a-

happeid/ml. Korrutades selle lahuse mahuga, saame IBA-le vastava a-hapete koguse

üg-des lahuses.

Perkolatsioon-ekstraktsioon:

Siin võetakse aluseks a-hapete summaarne väljatulek, summeeritud on kõigist
fraktsioonidest saadud a-happed, (s.o. SBA). Ka see väärtus on väljendatud suhtelistes

optilise tiheduse ühikutes [ВА]. Ühele В A ühikule vastav a-hapete kontsentratsioon

on2o|ig a-happeid/ml Korrutades SBA väärtuse lahuse mahuga saame eraldunud a-

hapete hulga |ig-des.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Aktiivse toimeaine eraldamine standardmeetoditel

Taimsest mateijalist (loorberilehtedest ja köömneseemnetest) eraldati eeterlik õli p. 2.1.1

kirjeldatud metoodika järgi Ginzbergi seadmel. Sel viisil määratud eeterliku õli sisaldust

käsitleti baassuurusena muude parameetrite arvutamisel teiste eraldusmeetodite puhul (vt.

tabel 3.1). .Enne igat järjekordset ekstraktsiooniseeriat määrati eraldi vastava mateijalipartii

toimeaine (eeterliku õli) sisaldus.

Tabel 3.1.

Eeterlike õlide sisaldus loorberilehtedes ja köömnetes, määratud

veeaurudestillatsiooniga Ginzbergi seadmel

Jrk.

nr.

Materjal Kaalutis,

g

Lisatud vett,

ml

Destillatsiooni

aeg, min

Õli sisaldus,
%

1 Loorber 75,0 450 90 1,11
2 Loorber 92,6 440 90 1,12
3 Loorber 66,5 350 70 1,64
4 Loorber 76,0 450 90 2,82

5 Köömned 100,0* 500 156 2,03
6 Köömned 100,0 500 87 3,57
7 Köömned 100,0 500 120 2,17
8 Köömned 100,0 450 120 3,43
9 Köömned 100,0 500 100 4,03

* purustamata



5

■ -



32

3.2. Aktiivse toimeaine ekstraktsioon tsüklodekstriini lahustega.

3.2.1. Eeterlike õlide eraldamine P-CD komplekside moodustamise teel.

3.2.1.1. Barbotaazhmeetod.

Enamkasutatavaks meetodiks aromatisaatorite В-CD komplekside saamisel on

kooskristallimine e. lahus-lahus meetod (co-crystallization) [3,5,9,11,23,51], vt.p. 2.1.3.

Puhta toimeaine ja В-CD lahused segatakse sobival temperatuuril, mille juures nad

mõlemad lahustuvad; tekkinud kompleksi kristalliseerumine saavutatakse aeglasel

jahutamisel ja pikaajalisel hoidmisel madalal temperatuuril. Kuid on teada, et B-CD

molekul on võimeline moodustama kompleksi sobivate mõõtmetega külalismolekuliga ka

gaasifaasis. Sellel põhineb idee õhu puhastamiseks kahjulikest lahustiaurudest küllastatud

В-CD lahusega absorptsioonil [2s].

Arvestades eeterlike õlide koostisesse kuuluvate terpenoidsete ühendite lenduvust,

kasutati seda meetodit järgnevalt nendega В-CD komplekside saamisel. Taimses materjalis

leiduvad eeterlikud õlid viidi aurufaasi ja absorbeeriti seejärel kohe В-CD lahusesse.

Vaadeldes katseseadme konkreetset vormistust (p. 2.1.3.1..1.3.1.) näeme, et eeterlike õlide

aurud juhitakse В-CD lahusesse läbi isoleerimata toru. On ilmne, et aurud seejuures

jahtuvad ja tegelikult jõuab В-CD lahusesse vee, veeauru, eeterliku õli ja selle aurude

segu. Nimetatud segu reaktorisse juhtimiseks tuli kasutada õhupumpa. Optimaalsed

tingimused kuivatatud loorberilehtedest ja köömneseemnetest eeterlike õlide eraldamiseks

on välja töötatud töös [II].

Tabel 3.2.

Loorberilehtedest barbotaazhmeetodil P-CD lahusega eraldunud eeterlike õlide

koguse sõltuvus В-CD kontsentratsioonist.

Jrk.

nr.

P-CD

konts.,

g/ 100ml

Õli maks,

sisaldus,

mg/ml

Eeterliku

õli saagis,

mg

Eeterliku õli

saagis

lehtedest, %

Eeterlik õli/

P-CD,

g/g

lg õlile

P-CD,

g

1. 0,758 0,36 13,25 0,945 0,047 21,43

2. 0,756 0,105 3,48 0,248 0,013 78,16

3. 3,976 0,20 6,65 0,027 0,004 224,21

4. 1,48 2,25 149,60 1,67 0,272 3,68

5. 1,35 2,40 147,90 1,65 0,292 3,42

6. 1,36 1,15 57,53 1,29 0,112 8,86

7. 1,35 1,43 60,94 1,35 0,120 8,30

8. 1,36 1,44 70,41 1,56 0,138 7,24
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Protsessi dünaamika

Eeldades, et terpenoidsed ühendid moodustavad B-CD-ga enamasti 1:1 komplekse, jälgiti

protsessi kulgu reaktorisse tekkiva eeterliku õli sisalduse järgi, õli sisaldust mõõdeti UV-

spektrofotomeetriga. Püüti saavutada tingimused, millel eeterliku õli kontsentratsioon

lahuses oleks maksimaalne. Selleks optimeeriti järgimööda protsessi läbiviimiseks kuluvat

aega, sobivat В-CD lahustit, В-CD ja taimse mateijali suhet ja В-CD lahuse

kontsentratsiooni. В-CD reaktori temperatuur oli kõigil juhtudel 50°C ja taimse mateijali

suspensiooni hoiti keeval vesivannil.

Jooniselt 3.1, mis kujutab barbotaazhiprotsessi dünaamikat, selgub optimaalne aeg

kompleksi tekkeks - umbes 90 min. (nii loorberi kui köömnete puhul). Edasi hakkab

eeterliku õli kontsentratsioon reaktsioonisegus kondensatsiooniveega lahjenemise tõttu

vähenema, mis on eeterliku õli eraldumise lõpu tunnuseks. Kõne alla võib tulla ka mõnede

toimeaine komponentide lagunemine pikaajalisel kuumutamisel.

Vedela loorberiõli-B-CD kompleksi näitel optimeeriti ülejäänud tingimused. Tulemused

on tabelis 3.2.

Joon. 3.1. Barbotaazhiprotsessi dünaamika: a) - loorberiõli; b) - köömneõli
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Järeldused:

1. P-CD lahustina peeti antud katseseerias sobivamaks 33 %-list etanooli vesilahust,

milles P-CD lahustuvus on parem, kuna p-CD vesilahustega on tehtud katsed 1 ja 2.

p-CD vesilahustega on taimsest materjalist võimalik toimeainet efektiivselt eraldada,

kui Ч

a.) tõsta temperatuuri,

b. peenestada taimset materjali täiendavalt,

c. kasutada P-CD ülehulka (katse 1).

2. p-CD ja taimse materjali suhe oleneb toimeaine sisaldusest taimses materjalis.

Vastavalt molekulmasside suhtele, on p-CD ja eeterliku õli vaheliste 1:1

komplekside tekkeks optimaalne suhe «10. p-CD ja eeterliku õli suhet varieeriti

3...224 g/g. P-CD ülehulga puhul (katsed 1 ja 2) seoti kompleksi ilmselt kogu

eraldunud eeterlik õli, kuigi saagised olid väikesed. Eeterliku õli ülehulga puhul

(katsed 4 ja 5) eraldus küll kogu eeterlik õli, kuid P-CD kompleksi sattus vaid osa

sellest.

Optimaalse P-CD ja taimse materjali suhte juures on tehtud katsed 6,7 ja 8.

Ginzbergi meetodil (vt. p. 2.1.1) määrati eeterliku õli sisalduseks antud lehtedepartiis

1,11 %. Seega eraldus nendes katsetes kogu eeterlik õli P-CD-ga täidetud

reaktorisse.

3. P-CD maksimaalne võimalik kontsentratsioon antud katsete põhjal oli 1,48g/100ml,

kuigi P-CD lahustuvus t=so°C juures 33 %-lises etanooli lahuses on sg/100ml.

Sellele lähedast kontsentratsiooni (3,96g/100ml) kasutati katses 3. Et aga p-CD

komplekside lahustuvus on tavaliselt väiksem kui P-CD-1 endal, sadenes kompleks

kohe tekkimise järel välja, ummistades reaktori poorse põhja.

Tahkete komplekside saamine.

Jooniselt 3.2 selguvad tegurid, mis määravad tahkete komplekside saamiseks sobiva

kontsentratsiooniga P-CD lahuse valiku. Loorberiõli-P-CD komplekside saamiseks on

sobivaim P-CD kontsentratsioon 3,26g/100ml 33 %-lises etanooli lahuses; köömneõli-P-

-CD komplekside jaoks aga 3,0g/100ml samasuguses etanooli lahuses. Sellest väiksemal p-

CD kontsentratsioonil jääb suurem osa kompleksist filtraati, suuremal kontsentratsioonil

saadakse aga optimaalsest väiksema õlisisaldusega kompleksid. Põhjuseks on õlisaagise
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a)

total yield of

Д-CD coaplex

flavour content
о oapl ex

Concentration

of Д-CD
solution

( </100 »L '

fy)

total

yield of £-CD
complex

flavour content of

/5 -CD complex
Concentration of

Л-CD solution
г ( .*/100 aL )

Joon. 3.2. Eeterliku õli p-CD kompleksi saagise ja õli sisalduse sõltuvus p-CD lahuse

kontsentratsioonist (barbotaazhimeetod). a) - loorberiõli; b) - köömneõli

filtrate
‘ Concent ration

of Д-CD solution
(
r

g/100 mL )

Joon. 3.3. Eeterliku õli jaotus tahke 0-CD kompleksi ja filtraadi vahel

(barbotaazhimeetodil saadud köömneõli p-CD kompleks)
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püsimajäämine teatud nivoole (~ 65 %), kuna produkti saagis samal ajal tõuseb (vt.

joonised 3.2 ja 3.3). CD-trapil on seega külalismolekuli küllastuse maksimum, mille

määrab molekulmasside suhe. Tekkinud produkt on optimaalsest kõrgemal P-CD

kontsentratsioonil P-CD kristallide ja kompleksi kristallide segu.

Kokkuvõtvad tulemused eeterlike õlide tahkete P-CD komplekside saamise kohta

barbotaazhimeetodil (optimaalsetel tingimustel) on tabelis 3.3

Tabel 3.3.

Barbotaazhimeetodil valmistatud eeterliku õli-P-CD komplekside iseloomustus

Kompleks p-CD lahuse

konts.,

g/ 100ml

Saagis lähte-

ainete suhtes,

%

Eeterliku õli

saagis teoreeti-

lisest, %

Eeterliku õli

sisaldus

kompleksis, %

Loorberiõli-P-CD 3,26 63,49 80,73 11,51

Köömneõli-P-CD 3,00 34,79 68,85 9,96

Järeldused:

1. Barbotaazhimeetodil on võimalik valmistada samasuguse toimeaine sisaldusega

komplekse kui kooskristallimisel. Ka eeterliku õli saagis teoreetilisest on päris

rahuldav (üle 80 % ja kuni 70 % vastavalt loorberilehtede ja köömnete puhul).

Seega on võimalik saada stabiilseid aromatisaatoreid üheastmelise protsessi käigus,

lähtudes taimsest materjalist ja p-CD-st, jättes vahele iseseisva õli eraldamise etapi.

2. Meetodi puuduseks võib lugeda kompleksi madalat saagist lähteainete suhtes, mis on

eriti drastiline köömnete puhul (34,79 %).

Analoogilisel viisil ingverist valmistatud aromatisaatori kohta väidavad autorid, et selle

toimeaine sisaldus ja kvaliteet jäävad alla kooskristallimisel saadule [sl].

Barbotaazhimeetodil valmistatud loorberi- ja köömneõlikomplekside koostise uurimine

seisab alles ees.
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3.1.1.2.Retsirkulatsioon-ekstraktsioon.

Ekstraktsioon taimsest materjalist tooraine eraldamise moodusena, kus ekstrahendina

kasutatakse orgaanilist solventi, on ammu tuntud. Meetodi puuduseks on enamuse orgaa-

niliste solventide tule- ja plahvatusohtlikkus ning toimeainesse jääda võivad jäägid. B-CD

lahus on niisugustest puudustest vaba.

Järgnevalt uuriti tema ekstrahendina kasutamise võimalusi; ekstraheerimise aluseks on B-

CD võime üksikute toimeainete komponentidega komplekse moodustada.

Protsessi dünaamika

Optimaalsete tingimuste väljatöötamise skeem taimsest mateijalist (köömneseemnetest)

eeterlike õlide eraldamiseks retsirkulatsioon-ekstraktsioonil oli samasugune nagu eelmises

punktis ja on esitatud töös [III].

Maksimaalne eeterliku õli kontsentratsioon reaktsioonisegus (0,947 mg/ml) saavutati

järgmistel tingimustel:

a.) ekstraktori temperatuur 70°C,

b.) В-CD lahuse mahtkiirus 1,30 ml/min,

c. В-CD lahuse kontsentratsioon 2,25g/100ml 33 %-lises etanooli vesilahuses,

d. katse kestvus 90 min.

Protsessi dünaamika on kujutatud joonisel 3.4, kust selgub optimaalne katseaeg - 80
...

100 min. Protsessi kulgu kirjeldab hüperbooli võrrand.

Tahkete komplekside saamine

Aromatisaatorite kristalliliste p-CD komplekside saamisel kooskristallimise meetodil

peetakse sobivaimaks P-CD lahust kontsentratsiooniga 5,5g/100ml [23]. Köömneõli-P-

-CD tahkete komplekside saamisel barbotaazhimeetodil oli optimaalne P-CD

kontsentratsioon 3,0g/100ml (vt. p. 3.2.1.1). Järelikult P-CD lahuse kontsentratsioon

2,25g/100ml, millega ekstraktsioonmeetodil saavutati köömneõli maksimaalne sisaldus

reaktsioonisegus, ei kindlusta veel tahke kompleksi teket. Antud juhul töötati ka suure P-

CD ülehulgaga, et tagada kõigi külalismolekulide varustamine P-CD-ga. Kristallilise

kompleksi saagis aga jääb sellisel juhul väiksemaks, sest vaba P-CD lahustuvus on P-CD

kompleksi lahustuvusest parem.
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1, Ekstrahendi mahu vähendamine

Tahke kompleksi suurema saagise saavutamiseks optimeeriti eeterliku õli ja P-CD suhet.

Selleks vähendati esialgu ekstrahendi mahtu, kuna ekstraheeritava materjali maht jäi

konstantseks. Eeldades, et köömneõli puhul on (molekulmasside alusel) arvutatud

toimeaine ja P-CD suhe 0.13, õli sisaldus köömnetes 2.5% ja köömnete kogus 3g, on P-

CD kogus, mis tagab 1:1 kompleksi moodustumise, järgmine:

b * с 3*2,5
л

а = = _о
0,13 * 100 13

(13)

kus a - P-CD kogus, g

b - eeterliku õli kogus, g

b' - arvutuslik taimse materjali kogus, g

c - eeterliku õli sisaldus taimses mateijalis, %

Tegelikult töötati P-CD ülehulgaga: eeterliku õli teoreetilise sisalduse ja p-CD suhe oli

0,075.

Tabel 3.4.

Köömneõli-P-CD tahke kompleksi saagise sõltuvus tsirkuleeriva

ekstrahendi mahust

38

р-CD konts.,

g/100 ml

Tsirkuleeriva

lahuse maht, ml

Vedel kompleks ekstrak-

toris

Tahke kompleks Eeterliku õli

saagis kõõm-

nete suhtes, %õli saagis, % õli/p-CD saagis, % õli sisaldus

2,0 50 74,22 0,056 40,9 7,04 1,85

2,50 40 51,88 0,039 20,63 6,25 1,33

2,70 37 52,02 0,039 21,71 7,35 1,32

3,03 33 58,05 0,043 34,27 7,22 1,45

3,33 30 45,61 0,035 14,44 6,56 1,09

3,60 28 38,43 0,029 30,49 4,94 0,98

3,90 25 37,05 0,029 18,55 6,75 0,99
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Järeldused:

1. p-CD lahuse kontsentratsiooni tõstmine tsirkuleeriva lahuse mahu vähendamise arvel

võimaldab rahuldava saagisega komplekside saamist vaid vedelas olekus ja kuni p-CD

kontsentratsioonini 3,03g/100ml. Tsirkuleeriva lahuse mahu edasine vähendamine

osutub läbi süsteemi tsirkuleerimiseks ebapiisavaks, mis avaldub õli saagise

vähenemise näol.

2. Ka kristallisatsioonitingimused ei parane. Produkti väljatuleku võimaliku suurenemise

varjutavad mateijalikaod süsteemi seinte külge.

3. Ainus positiivne resultaat on õlisisalduse püsimine konstantsena (tahkes kompleksis).

Selle tingib konstantne eeterliku õli ja p-CD suhe terves seerias.

2. Reaktori mahu suurendamine

Eeterliku õli - P-CD kompleksi kristalliseerumise uurimiseks kõrgemal P-CD

kontsentratsioonil võeti kasutusele suurem ekstraktor (45 ml), kusjuures ekstrahendi maht

jäi konstantseks (100 ml). Tulemus on tabelis 3.5.

Tabel 3.5.

Köömneõli p-CD tahke kompleksi saamine 45 ml mahuga ekstraktoris

p-CD konts.

g/100 ml

Köömneõli saagis Tahke kompleks Eeterliku

õli saagis

seemnetest,

%

ekstraktoris,

%

filtraadis, % tahkes

kompl., %

saagis, % õli sisaldus

2,5 51,0 26,09 27,36 34,07 7,30 1,39

2,7 55,53 24,60 33,53 53,75 5,67 1,43

3,0 57,23 13,22 28,24 45,33 5,66 1,47

3,3 40,93 12,52 25,87 55,85 4,21 1,05

3,6 74,98 18,80 36,49 49,62 6,68 1,93

3,9 63,48 14,13 24,21 43,32 5,08 1,63
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Järeldused:

1. Lahjades p-CD lahustes on eeterliku õli jaotus filtraadi ja kristallilise kompleksi

vahel peaaegu võrdne, kuna kontsentreeritumates lahustes (alates 3,0 g/100 ml) on

erinevus peaaegu kahekordne (kristallilise kompleksi kasuks). Maksimaalne eeterliku

õli väljatulek (36,5%) saavutatakse p-CD kontsentratsioonil 3,6g/100 ml.

2. Suurematel P-CD kontsentratsioonidel on ka kristallilise kompleksi saagis suurem.

Alates kontsentratsioonist 2,7 g/100 ml on saagised 50% piirides, mis on rohkem kui

barbotaazhmeetodil (35%, vt. p. 3.2.1.2), kuid siiski vähem kui kooskristallimisel

(82,10%, vt. p. 3.3.1).

3. Antud ekstraktsiooni jaoks võib optimaalseks lugeda P-CD kontsentratsiooni

3,6/100 ml, mille juures produkti väljatulek on 50% lähteainest ja eeterliku õli

sisaldus on ~ 7%.

3. Eeterliku õli ja P-CD suhte mõju ekstraktsiooniprotsessile

Kahes viimases katseseerias, mis tehti kristallisatsiooniprotsessi uurimiseks, oli eeterliku

õli ja P-CD suhe erinev, vastavalt O
z
<?2sja 0,1 (vt. tabelid 3.4 ja 3.5). On ilmne, et kui

ekstraktsiooni lähteainete suhe on optimaalsest erinev eetrliku õli kasuks ja saavutatakse

õli saagise tõus, on osa eeterliku õli komponente tahkes produktis lihtsalt adsorbeerituna

p-CD kristallide pinnal. Kui aga eeterliku õli saagise tõus saavutatakse P-CD ülekuluga,

võib oletada, et tegu on üksnes P-CD kompleksi suletud eeterliku õliga. Seda mõttekäiku

kinnitavad järgmises tabelis toodud andmed.

Tabel 3.6.

Köömneõli väljatuleku muutus sõltuvalt eeterliku olija P-CD suhtest

Eeterlik õli: 0-CD

(lähteainetena)

1 g eeterliku õli jaoks

p-CD (ekstraktoris), 8

Eeterliku õli väljatulek

ekstraktoris, %

P-CD

konts.,g/lOOml

0,0227 60,27 72,97 2,25

0,0457 33,44 65,66 2,25

0,0680 24,55 61,28 2,25

0,075 35,93 74,22 2,0

Al 19,60 51,0 2,5
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Järeldused:

1. Taimsest koest toimeainete (eeterlike õlide) eraldamiseks on vajalik teatud �-CD

ülehulk. Käesoleval juhul tingis selle ka peenestamata taimse tooraine kasutamine,

mille tõttu difusioonitakistus oli suur.

2. 0-CD etanoollahuseid võib käsitleda kui ekstrahente taimsest toorainest eeterlike

õlide eraldamisel. Täpsemad tingimused protsessi läbiviimiseks on esitatud töö

järgnevas osas.

Joon. 3.4 Ekstraktsiooniprotsessi dünaamika (köömneõli puhul)
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3.2.2. Humala mõruhapete eraldamine P-CD komplekside moodustamise teel

3.2.2.1. Mõruhapete eraldamine peenestamata humalatest retsirkulatsioon-

ekstraktsioonil

On teada, et P-CD kompleksid sobivate mõõtmetega hüdrofoobsete molekulidega

tekivad kõige soodsamalt EtOH juuresolekul [2s]. Nüüd seati ülesandeks välja

selgitada, kas mõruainete eraldamine humalast on võimalik ka p-CD vesilahuste abil.

Meetodi kirjeldus on töö metoodikaosas punktis 2.1.3.2. Uuritavateks parameetriteks

olid seega humala mõruhapete (oc-hapete) P-CD komplekside saamiseks sobiv

ekstrahent, lähteainete kogus, temperatuur ja P-CD lahuse kontsentratsioon. Viidi läbi

järgmised katseseeriad:

1. humala ekstraktsioon erineva kontsentratsiooniga p-CD lahustega etanooli

vesilahuses;

2. humala ekstraktsioon erineva kontsentratsiooniga P-CD lahustega destilleeritud

vees;

3. temperatuuri mõju jälgimine humala ekstraktsioonil kindla kontsentratsiooniga P-CD

lahusega.

Lähteainete hulga valikul oli limiteerivaks reaktori maht (10 ml). Peenestamata kuiva

taimmaterjali (humalat) mahtus sellesse 1,64 g, peenestatud materjali 2,13 g (arvestades
ka paisumist ekstrahendis). Humala kogus vastavates katseseeriates hoiti konstantsena.

Retsirkulatsioon-ekstraktsioon p-CD etanoollahusega

Joonisel 3.5 on esitatud vastavalt humala ос-hapete ja humala oc-hapete - P-CD

kompleksi spektrid. Kuigi spektrid ei ühti täielikult, määrati humala oc-hapete - P-CD

kompleksi kontsentratsioon järgnevates katseseeriates siiski optilise tiheduse alusel

vastavalt punktis 2.2.2 kirjeldatud metoodikale ning punktis 2.2.3 käsitletud suhtelise

optilise tiheduse ühiku В A mõistele. Töö käigus võrreldi üksikute katsete esialgseid
tulemusi ühes seerias ning seeriaid omavahel selle suuruse alusel. Tulemuste

ümberarvutamisel lähtuti retsirkulatsioon-ekstraktsiooni puhul eeldusest, et 1 BA-le

vastab 20 p-g/ml oc-happeid. ja OD
arvut on leitud tegelike tulemuste

ODtegeiik) pöördväärtuste ja aja pöördväärtuste sõltuvuse lineaarse regressiooni
võrrandiga (vt. p. 2.2.3).

Humala ос-hapete ja P-CD etanoollahusega retsirkulatsiooni tulemused on esitatud

tabelites3.7 ja 3.8. Ekstrahendiks oli 1:3 etanooli ja vee segus lahustatud ja P-CD, mille

kontsentratsiooni varieeriti piirides 0...5,5g/100 ml lahuses. Kõigis katsetes oli

ekstraktori temperatuur 70°C, katse kestvus 60 min. ja P-CD lahuse mahtkiirus 1,30

ml/min. Tsirkuleeriva P-CD lahuse (reaktsioonisegu) maht oli 100 ml.
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Tabel 3.7.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil p-CD EtOH lahusega eraldunud

a-hapete sisalduse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Tabel 3.8.

Peenestamata humalatest retsirkulatsioonil P-CD EtOH lahusega eraldunud

a-hapete koguse sõltuvus p-CD kontsentratsioonist

Jrk.

nr.

0-CD konts.

g/100 ml

BA

tegelik

BA

arvut.

OD

tegelik

OD

arvut.

1 0 4,89 4,11 24,42 21,5
2 0 9,49 9,13 34,0 35,0
3 2 9,95 11,51 24,35 24,0
4 2 10,62 - 33,42 33,4
5 5,5 15,0 14,86 29,50 28,1
6 5,5 1,0 1,80 35,0 33,5

P-CD
konstr.,

g/100 ml

Keskm. BA

tegelik

a-hapete
saagis,

mg

a-hapete
saagis humala

suhtes, %

Eks-ks kulunud

P-CD kogus,

mg

a-hapete ja
P-CD

kaaluline

suhe

0 7,19 14,38 0,876 - -

2 10,29 20,58 1,255 2000 0,010
5,5 15,0 30 1,829 5500 0,005
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Järeldused

1. Tervet katseseeriat iseloomustab tulemuste suur hajuvus. Paralleelkatsete 1 ja 2 puhul

on see tingitud katses 2 erineva lahusti (metanooli) kasutamisest proovide

lahjendamiseks mõõdetava OD väärtuseni. Küsimus jäi täiendavalt uurimata, kõigis

ülejäänud katsetes ja katseseeriates lahjendati samasuguse lahusega nagu oli kasutatud

P-CD jaoks.

Üldisemalt võib paralleelkatsete ebarahuldava kokkulangevuse põhjuseks olla

lähtematerjali (humala) ebapiisav peenestusaste. Kasutati tööstuslikku pressitud humalat,

milles lupuliinnäärmed ja neis olevad a-happed olid jaotunud ebaühtlaselt.

Paralleelkatsete tunduva erinevuse korral arvestati keskmiseks väärtuseks ühe katse

tulemused (näit, katsetes 5 ja 6).

2. Nagu võib ette arvata, on võimalik kontsentreerituma P-CD lahusega saavutada a-

hapete suuremat kontsentatsiooni ekstraktis. P-CD kontsentratsiooni tõstmisel 2g/100

ml kuni 5,5 g/100 ml suureneb a-hapete saagis 31% võrra. Samal ajal kulub sama

koguse a-hapete eraldamiseks kaks korda rohkem P-CD ; seega tekib suur P-CD

ülekulu (vt. tabel3B).

a-hapete ja P-CD vaheliseks 1:1 kompleksi moodustamiseks on nende optimaalne suhe

M
a _hape/Mp_CD

= 3 62,4 • 1135 = °’3l9- Selle saavutamise üheks võimaluseks oleks

tsirkuleeriva CD lahuse hulga optimeerimine. Reaktoris olevas 1,64 g humalas on a-

happeid 0,035 x 1,64 = 0,0574 g. Vajalik kogus P-CD selle ekstraheerimiseks on

0,0574 : 0,319 = 0,180 g ning P-CD 5,5 %-list lahust kuluks seega 0,180 x 100 : 5,5 =

3,27 ml, mis « 100 ml ja ilmselt tsirkuleerimiseks ebapiisav kogus. Siiski oleks

tsirkuleerivat p-CD lahuse hulka mõttekas edaspidi vähendada.

Retsirkulatsioon-ekstraktsioon fl-CD vesilahusena

Humala a-hapete P~CD vesilahusega retsirkulatsiooni tulemused on esitatud tabelites

3.9 ja 3.10 ning joonisel 3.6. Humalat ekstraheeriti P-CD vesilahustega, mille

kontsentratsioon lahuses oli 0 2 ja 5,5 g/100 ml. Ülejäänud katsetingimused jäid, eelneva

katseseeriaga võrreldes, muutmata.

Järeldused

1. Nagu eelnevaski katseseerias, iseloomustab tulemusi, eriti madalal kontsentratsioonil,

suur hajuvus (katsed 4,5, 6), mille üks põhjus võib olla sama (humala madal

peenestusaste). Madalatel optiliste tiheduste väärtustel võib ka a-hapete sisalduse

arvutamise metoodika täpsus, kus kasutatakse eri lainepikkusel mõõdetud OD-de vahet,

osutuda ebapiisavaks.



5

/



Humelatest retsirkulatsioon-ekstraktsioonil
eraldunud alra-hapete saagised, sõltuvalt
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2 - CD lahusti vest humalad peenestamata
3 - CD lahusti vest iiumalad peenestatud
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Joon. 3.7. Optiliste tiheduste ja a-hapete sisalduse muutus ajas
(katse 8, tab. 3.9)
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Tabel 3.9.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil P-CD vesilahusega eraldunud

a-hapete sisalduse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Tabel 3.10.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil P-CD vesilahusega eraldunud

a-hapete koguse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Jrk.

nr.

P-CD konts.,

g/100 ml

BA

tegelik

BA

arvut.

OD

tegelik
OD

arvut.

1 0 0 0 11,32 10,5
2 0 0 0 12,48 9,5
3 1 9,10 9,2 12,11 13,0
4 2 7,77 - 10,80 -

5 2 0 0 12,49 13,1

6 2 2,36 2.36 12,12 11,0
7 5,5 8,26 8,70 19,61 18,0
8 5,5 8,38 7,60 16,89 16,8

�-CD
konts.,

g/100

keskm. BA

tegelik

a-hapete
saagis,

mg

a-hapete saagis
humala suhtes,

%

Eks-ks kulunud

p-CD kogus,
mg

a-hapete ja P-
CD kaaluline

suhe

0 0 0 0 0 0

2 3,38 6,76 0,412 2000 0,003

5,5 8,31 16,62 1,013 5500 0,003
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Suuremal kontsentratsioonil on tulemuste hajuvus väiksem: jooniselt, mis kirjeldab katse

8 kulgu, näeme, et silutud (vt. p. 2.2.3) optiliste tiheduste põhjal arvutatud tegelik a-

hapete sisalduse muutus ajal langeb ideaalselt kokku arvutusliku kõveraga (joon. 3.7).

2. Ekstraktis saavutatava a-hapete kontsentratsiooni ja p-CD kontsentratsiooni

vaheline sõltuvus on samuti analoogne eelneva katseseeriaga (vt. joon. 3.6).

Arvestamata on jäetud vaid P-CD kontsentratsioonil 1 g/100 ml tehtud katse

tulemused, mis on ilmselt ebaloogiliselt suured.

P-CD kontsentratsiooni tõusuga suureneb ka a-hapete väljatulek olles maksimaalselt

16,62 mg. See on siiski peaaegu kaks korda väiksem kui sama kontsentratsiooniga p-

CD etanoollahuse puhul (vt. tabel 8). Madalamal p-CD kontsentratsioonil (2 g/100 ml)

on erinevus kuni 3-kordne P-CD etanoollahuse kasuks.

Edasisi uuringuid otsustati sellegipoolest jätkata P-CD vesilahustega, et uurida P-CD

kui ekstrahendi käitumist, optimeerides järk-järgult muid tegureid (temperatuur, humala

peenestusaste, ekstraktsiooni viis, tsirkuleeriva lahuse hulk).

Temperatuuri mõju uurimine

Retsirkulatsioon-ekstraktsiooni temperatuurisõltuvust uuriti 50°C, 70°C ja 80°C juures.

Muud katsetingimused jäeti kõigi kolme temperatuuri puhul samaks: reaktsioonisegu

maht 100 ml, ekstraheerimise mahtkiirus 1,30 ml/min, lähteaineks 1,64 g peenestatud

humalaid.

P-CD kontsentratsioon valiti selline, mis eelnevate katsete puhul andis maksimaalse

saagise, s.t. 5,5 g/100 ml 33 %-lises EtOH-s.

Temperatuuril 80°C läbi viidud katse ebaõnnestus, sest a-hapete sisaldus tuli

nullilähedane. Ka siin võib ebaedu üheks põhjuseks pidada ekstraheeritava materjali

ebapiisavat peenestatust. Ülejäänud katsete tulemused on esitatud tabelis 3.11.

Tabel 3.11.

Humala P-CD lahusega retsirkulatsioon-ekstraktsiooni

temperatuurisõltuvus

Jrk. nr. t,°C BA

tegelik

BA

arvut.

OD

tegelik

OD

arvut.

1 50 4,46 4,46 23,0 24,0

2 70 15,0 14,86 29,5 28,1
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Järeldus

Esialgsete tulemuste põhjal on alust väita, et optimaalne temperatuur humalast a-hapete

eraldamiseks retsirkulatsioon-ekstraktsioonil on 70° C.

3.2.2.2. Mõruhapete eraldamine peenestatud humalatest retsirkulatsioon-

ekstraktsioonil

Humala peenestusaatme mõju selgitamiseks P-CD-ga retsirkulatsioon-ekstraktsioonil

eralduvale a-hapete kontsentratsioonile ja saagisele viidi läbi rida katseid punktis 2.1.3.2

kirjeldatud metoodika järgi. Muutmatuteks parameetriteks jäid reaktsioonisegu

temperatuur 70°C, ekstraheerimise mahtkiirus 1,30 ml/min ja katse kestvus 60 min.

Muutus ekstraheeritava lähteaine kogus (2,13 g) ja proovide võtmise sagedus katse

alguses (intervall 3 min. kuni 20-nda minutini).

Et eesmärgiks oli endiselt seatud p-CD lahuse kui ekstrahendi omaduste uurimine,

kasutati tema lahustina destilleeritud vett. P-CD kontsentratsiooni varieeriti piirides
1...5,5 g/100 ml.

Tulemused on esitatud tabelites 3.12 ja 3.13 ning joonistel 3.8,,3.10. Kokkuvõtvad

tulemused kõigi retsirkulatsioon-ekstraktsiooni katsete kohta on joonisel 3.6.

Järeldused

1. Ilmneb, et ekstraheeritava mateijali peenestusastmel ongi teatud efekt, kuigi see jääb

loodetust väiksemaks P-CD. Kontsentratsioonil 5,5 g/100 ml eraldati peenestatud
humalast a-happeid 23,6 mg, peenestamata humalast 16,62 mg (vt. tab. 3.10 ja 3.13).
Kontsentratsioonil 2 g/100 ml on efekt peaaegu kolmekordne, vastavalt 17,46 mg ja
6,76 mg.

2. Ettearvatult saadi P-CD kõrgematel kontsentratsioonidel suuremad a-hapete

saagised kui madalamatel. Kuid erinevus näiteks 1%-lise ja 5,5%-lise P-CD
kontsentratsiooni vahel oli küllaltki väike - vaid 5,6 mg (23,7%). Pealegi, nagu selgub

tabelist3.l3, kulub 5,5%-lise P-CD lahuse puhul sama koguse a-hapete saamiseks kuni

5 korda rohkem P-CD. Selgub huvitav tõsiasi: lahjema P-CD lahusega ekstraheerimine

retsirkulatsiooni tingimustes on efektiivsem!

Võib oletada, et P-CD on lahuses suures ülehulgas. Ilmselt tuleks tekkinud kompleks
reaktsioonisegust kohe eemaldada. Võimalusi selleks ekstraktsiooni viisi muutmise teel

on uuritud järgnevas punktis.
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Tabel 3.12.

Peenestatud humalast retsirkulatsioon-ekstraktsioonil P-CD vesilahusega
eraldunud a-hapete sisalduse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Tabel 3.13.

Peenestatud humalatest retsirkulatsioonil P-CD vesilahusega eraldunud

a-hapete koguse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Jrk.

nr.

P-CD konts.,

g/100 ml

BA

tegelik

BA

arvut.

OD

tegelik

OD

arvut.

1 1 9,0 11,3 19,0 17,8
2 2 8,73 8,3 18,49 17,1
3 3 8,89 8,0 18,51 16,8
4 4 10,0 - 22,0 -

5 5 H,8 12,5 31,1 32,0

p-CD
konts.,

g/100 ml

BA

tegelik

a-hapete
saagis,

mg

a-hapete saagis
humala suhtes,

%

Eks-ks kulunud

P-CD kogus,

mg

a-hapete ja P-
CD kaaluline

suhe

1 9,0 18,0 0,845 1000 0,018
2 8,73 17,46 0,820 2000 0,009
3 8,89 17,78 0,835 3000 0,006
4 10,0 20,0 0,939 4000 0,005

5,5 11,8 23,6 1,108 5500 0,004
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Peenestatud humalate ekstraktsioon
1%-lise beeta-CD vesilahusena

БА. Hhxx=3o,sß
OD

Optiline tihedus
20

52

Joon- 3. 8.





53

Peenestatud humalate, ekstraktsioon
3%-lise beeta—CD vesilahusena

БА m<LX=B<o9
OD 1119 £=13.61

Optiline tihedus

20

BA max=B.73
OD тат=l3.49

Optiline tihedus
20

Peenestatuid humalate ekstraktsioon
2%-lise beeta-CD vesilahusena





Peenestatud humalate ekstraktsioon
4%-lise beeta-CD vesilahusena

БА mai=l3.62
OD niai=2S,2i

Optiline tihedus
30 30

-o-QA -x-BAä -’f-OD

24 24

w

18

ft
ft
i?

18

i 12 12

4

6 6

0 0

10 3D 30 40 50 Б0 7D

Aeg, min

Peenestatud humalate ekstrakt sioon
5.5%-lise beeta-CD vesilahusena

EA mai=E9.33
OD ПIO.зс=ЗЗЛЗ

Optiline tihedus
40
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3.2.2.3. Mõruhapete eraldamine peenestatud humalast perkolatsioon-
ekstraktsioonil

Eelnevates humala P-CD vesilahusega ekstraktsiooni katseseeriates optimeeriti järk-

järgult järgmisi parameetreid: P-CD kontsentratsioon, reaktsioonisegu temperatuur,

humala peenestusaste. Saavutatud suurim a-hapete saagis (23,6 mg, vt. tabel 3.13) jäi

siiski alla vastavale näitajale, kui ekstrahendina oli kasutatud 5,5 %-list P-CD lahust 33

%-lises EtOH-s (30 mg. vt. tabel 3.8, nn. standardtingimused). Viimase parameetrina

otsustati kontrollida ekstraktsiooni viisi mõju, eemaldades tekkinud kompleksi

reaktsioonisegust perkolatsioon-ekstraktsiooni kasutamisega (vt. p. 2.1.3.3).

Muutmatuks parameetriks jäi reaktsioonisegu temperatuur 70°C. Katse kestvus oli

põhiliselt 60 min., kuid suurema P-CD kontsentratsiooni puhul varieeriti seda 50...70

minutini. Humala kaalutis jäi samaks nagu eelnevas katseseerias peenestatud humala

retsirkulatsioon-ekstraktsioonil - 2,13 g, samuti proovide võtmise sagedus katse algul.

Ekstrahendi ja ekstraheeritava materjali vahelise kontakti tõhustamiseks vähendati

ekstrahendi lahuse mahtkiirust kuni 0,80 ml/min. Üks katse tehti ka muutuva ekstrahendi

kiirusega. P-CD kontsentratsiooni varieeriti piirides 0...7 g/100 ml. Tulemused on

esitatud tabelites 3.14 ja 3.15 ning joonistel 3.11, 3.12 ja 3.15

Tabel 3.14.

Peenestatud humalast perkolatsioon-ekstraktsioonil P-CD vesilahusega

eraldunud a-hapete sisalduse sõltuvus p-CD kontsentratsioonist

Jrk. nr.

0-CD konts.,

g/100 ml

P-CD maht,
ml

BA

summaarne

OD

summaarne

1 0 23,4 29,38 171,24

2 1 23,4 43,42 78,76

3 2 23,4 88,04 207,70
4 3 23,4 101,02 188,10

5 4 23,4 170,47 271,70

6 5,5 23,4 137,34 320,91

7 5,5 28,0 121,95 237,71

8 5,5* 61,8 360,87 254,10
9 6 30,2 162,31 285,10
19 7 20,0 94,06 77,13

* P-CD mahtkiirus 0...9 min - 1,44 ml/min., edasi 0,80 ml/min.
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Tabel 3.15.

Peenestatud humalast perkolatsioon-ekstraktsioonil P-CD vesilahusega eraldunud

a-hapete koguse sõltuvus P-CD kontsentratsioonist

Järeldused

1. Eelnevates retsirkulatsioon-ekstraktsiooni seeriates leitud nn. standardtingimustel,
s.o. 5,5 %-lise P-CD lahusega 33 %-lises EtOh-s eraldus humalast 30 mg a-happeid ehk

humala suhtes 1,83 % (vt. tabel}B).

Optimaalsed tingimused humalast a-hapete eraldamiseks on aga järgmised:

materjali peenestusaste:
ekstrahent:

peenestatud,
5,5 %-line P-CD vesilahus,

ekstrahendi mahtkiirus:

ekstraktsiooni aeg:
ekstraktsiooni viis:

0...9 min 1,44 ml/min, edasi 0,80 ml/min,
70 min,
perkolatsioon-ekstraktsioon.

Niisugustel tingimustel eraldus humalast ~72 mg a-happeid, mis annab a-hapete
saagiseks humala suhtes 3,39 % (vt. tabelils). Metoodikaga [lB] määratud a-hapete
sisaldus antud humalapartiis oli 3,57 %. Järelikult on saavutatud optimaalsetel
tingimustel humalast võimalik eraldada kuni 95 % seal leiduvatest a-hapetest. See on

kaks korda rohkem kui nn. standardtingimustel. Seega võib perkolatsioon-ekstraktsiooni
pidada retsirkulatsioon-ekstraktsioonist efektiivsemaks.

2. Tsüklodektstriini kasutamise seisukohalt osutub efektiivsemaks 4 %-lise P-CD-ga
tehtud katse, sest 1 g a-hapete eraldamiseks kulub siin ligi kaks korda vähem p-CD kui

5,5 %-lise P-CD puhul muutuval mahtkiirusel (vt. tabeb.ls). Selles mõttes on tegelikult
efektiivseim 1 %-lise P-CD-ga tehtud katse ja kõige vähem efektiivsem 7 %-lise P-CD-

P-CD
konts.,

g/100 ml

a-hapete
saagis,

mg

a-hapete saagis
humala suhtes,

%

Eks-ks kulunud

P-CD kogus,

mg

Igoc-hapeieis
P-CD,

g

a-happed:
P-CD,
gfe

0 5,88 0,28 -

1 14,93 0,70 234 15,67 0,064

2 17,61 0,83 468 26,58 0,038

3 20,20 0,95 702 34,75 0,029
4 34,09 1,60 936 27,46 0,036

5,5 27,47 1,29 1287 46,85 0,021

5,5 24,39 1,15 1540 63,14 0,016

5,5 72,17* 3,39 3397 47,07 0,021
6 32,46 1,52 1812 55,82 0,018
7 18,81 0,88 1400 74,43 0,013

* Vt. eelmist märkust.
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ga tehtud katse, mille vaheline erinevus on ligi 5 korda. Võrreldes aga tervet

perkolatsioon-ekstraktsiooni seeriat eelnevate retsirkulatsion-ekstraktsiooni seeriatega,
näeme esimese ilmset eelist just 0-CD efektiivsemas kasutamises. Umbes sama a-hapete

saagise puhul (~ 30 mg) kulub retsirkulatsioonil nn. standardtingimustel 1 g a-hapete
ekstraktsiooniks ~ 183 g 0-CD (vt. tabel 3.8), perkolatsiooni puhul aga ~27 g (vt. tabel

3.13), s.o. rohkem kui 6-kordne erinevus.
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Humalatest perkolatsiwn-ekst rektsioonil
1%-lise beeta—CD vesilahusega

alfa-hapete eraldumise dünaamika

Alfa—hapete saagis SBA,
35
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D

0

Humalatest perkolatsioon-ekstrektsiooni 1

desk veega alfa- hapete eraldumise
dünaamika

•hapete saagis SBA, mgAlfa-
35

41

Tsiiklodekstriinilahuse maht, ml

Dest vee maht, ml

Joon. 3. 11.
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Humalatest, perkolatsioon-ekstraktsioonil

3%-lise beet.a-CD vesilabus ega
alfa-hapete eraldumise dünaamika
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Kumedatest perkolatsioon-ekstrektsioonil

2%—llse beeta—CD vesilabu.se.ga
alfa-hapete eraldumise dünaamika

Tsuklodekstriinilaiiuse maht, ml

Joon. 5:12.
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Humedatest perkola tsioon-ekst rakts iooni 1

6%-lise beeta-CD vesilahusena
alfa-hapete eraldumise dünaamika

Alfa-hapete saagis SEA, mg
35

E
пл

8 8

4
C

g
J 6
c

b

o?

A
c 4

4

l

Jb

Humalatest perkola tsioon-ekstrakts iooni 1
5.5%-lise beeta-CD vesilahusena

alfa-hapete eraldumise dünaamika

Älfa-hapete saagis 4 SBA, mg5

6
ьл

а
4

w

с

8
2 3
а

35

Tsiiklödekstninilahuse maht ml

Tsiiklodekstnimlahuse maht ml

Joon. 3.13.
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sõltuvalt beeta—CD kontsentratsioonist

30
ОД

Й

35

i/j

И

30'4t'
•s?

Й

a> 15
l
я

jj
10

C

5

(I

0 5 10 - 1Б 20

Ekstrahendi maht, ml

beeta-CD, %
-о- 0 1 3 4 -4- Б.Б

<>■-■
—

*

/ -A-
X .-£

_.4" .
’

_Q

д’ Q-‘"

L 1 1 1





Alfa-hapete saagised
huma late perkolatsioön-ekstraktsi oonil
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3.3. Tsüklodekstriinikomplekside analüüs

Käesolevas peatükis käsitletakse eelkõige ühe lähteaine, CD-ga kompleksi

moodustavate külalismolekulide analüüsi. Uuritakse erinevate meetodite (UV-

spektrofotomeetria, gaaskromatograafia, HPLC) kasutatavust ekstraktsiooni-protsessi

dünaamika jälgimiseks.

Tsüklodekstriinikomplekside analüüsiks on antud töös kasutatud põhiliselt UV-

spektrofotomeetriat; gaaskromatograafia ja HPLC rakendamine takerdus tehniliste

raskuste taha.

3.3.1. Mudelainete ja tsüklodekstriinikomplekside UV-spektrofotomeetria

UV-spektromeetriat kui eeterlike õlide või üldisemalt aromatisaatorite uurimis-

meetodit võib pidada ajalooliseks [3B, 43, 46]. Tänapäeval leiab see meetod kasutamist

eelkõige kombineeritult vedelikkromatograafia ja HPLC-ga, juhul kui detektorina

kasutatakse UV- või DAD (fotodiood)-detektorit. Selle tõttu pole andmed

mudelainete UV-neelduvuse kohta oma aktuaalsust siiski kaotanud.

Eesmärgiks seati uuritavates eeterlikes õlides leiduvate kromofoorseid rühmi

sisaldavate ühendite ekstinktsioonikoefitsientide e määramine ja võrdlus kirjanduse

andmetega.

Molaarse ekstinktsiooni koefitsienti £ on lihtne määrata, kui aine optilise tiheduse

sõltuvus kontsentratsioonist D=f(c) on võrdeline ja allub Lambert-Behr'i seadusele (vt.

ptk. 2.2.1)

D = ecl (6)

Sõltuvus (6) kehtib, kui homogeenset isotroopset keskkonda läbib mono.kromaatse

valguse tasapinnaliste kiirte kimp, suurus c on aine tõeline kontsentratsioon ja

elektronide arv ergastatud energeetilisel nivool on väike [24]. Nende tingimuste

rikkumine viib näilistele kõrvalekalletele Lambert-Behr'i seadusest, mille tõttu sõltuvus

(6) muutub mittelineaarseks. Sagedamini esinevad kõrvalekallete põhjused on:

1) fuüsikalis-keemilised (seotud uuritava aine või kogu lahuse omadustega)

2) instrumentaalsed (kasutatavast spektrofotomeetrist tingitud)

3) uuritava aine anisotroopsusest tingitud.
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Kõrvalekallete peamiseks fuüsikalis-keemiliseks põhjuseks on kontsentratsiooni c

erinevus aine tõelisest kontsentratsioonist lahuses (dissotsatsiooni, assotsiatsiooni või

lahustatud aine ja lahusti vahelise reaktsiooni tõttu). Kõne alla võivad tulla veel

uuritava aine fluorestsents või lahuses leiduvad lisandid [24].

Juhul, kui uuritava lahuse kohta Lambert-Behr'i seadus ei kehti, on üheks võimaluseks

valida kitsas kontsentratsioonipiirkond, kus sõltuvus D = f(c) on siiski lineaarne.

Teiseks võimaluseks on kasutada ruutvõrrandit

D=ac+bc2
,

(14)

milles kordajad a ja b arvutatakse rea tuntud kontsentratsiooniga lahuste

eksperimentaalselt leitud optiliste tiheduste järgi vähimruutude meetodil. Uuritava

lahuse kontsentratsioon selgub ruutvõrrandi lahendamise teel.

Veelgi üldisemalt arvestab fuüsikalis-keemilistest protsessidest tingitud kõrvale-kaldeid

polünoomi võrrand

D=BCl+BC2 1+.. .+8С П 1 (15)

Uuritava aine kontsentratsiooni võib sel juhul leida gradueeritud sõltuvusest

D/el = f(c) [24].

Käesolevas töös valiti mudelaineteks terpeensüsivesinikest limoneen, terp noleen, p-

tsümeen, a-pineen, р-pineen (leiduvad nii tilli-, köömne- kui loorberiõlis); ionoonide

segu; terpeenalkoholidest geraniool (loorberiõlis); terpeenfenoolidest tümool ja

isoeugenool (tilliõlis). Kõigil juhtudel l=const=lcm. Eksperimentaalselt leitud optiliste

tiheduste D ja kontsentratsioonide c vahelise seose leidmiseks kasutati järgmisi

regressioonivõrrandeid:

D=s-c (16)

(17)

(18)

(19)

D=a+e*c

D=a+e«c+d*c2

D=£*c+d«c2

kus 8- molaarse ekstinktsiooni koefitsient, [M"I cm
_ l]

a, d - regressioonivõrrandi kordajad.
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Et katsepunktide arv kõigis seeriates oli n<B, siis eeldati, et regressioonivõrrandi

kordajate standardvead alluvad Studenti jaotusele. Võrrandite sobivust hinnati

jääkstandardhälbe Sjaak ja kordajate standardvigade S
a,

S
g ja Sj alusel, mis avalduvad

järgnevalt [24J.

D=e с ; Sjääk = SQRT[L(D - e c)2/(n - 1)]

S
E

= Sjaak/SQRT(Zx2)

(20)

(21)

Veapiir g jaoks g ± tS
6 ,

kus t - Studenti tegur, kui v=n - 1 ja 0/2=0,025

D=a+e"C ; Sj aak=SQRT[L(D - a-E*c)2/(n - 2)]

S
a=S jääk.SQRT{Lx2/[nLx2

- (Lx)2]}

Se=Sj ääk.SQRT{n/[nLx2
- (Lx)2]}

(22)

(2 3 )

(24)

Veapiirid: a ± tS
a ja e ± tS

£ ,
kui v=n -2 ja ot/2=0,025

D=e«c+d-c2
; Sj ääk=SQRT[L(D - e-c - d*c2)2/(n - 2)] (25)

sB=Sjääk’SQßT{Zx4/[Lx4Lx2
- (Ex 3)2 ]}

Sd=Sj ääk’SQßT{£x2/[Zx4 Lx2
- (Ex 3 )2]}

(26)

(27)

Veapiirid: B±tSs ja , kui v=n-3 jaa/2=0,025.

Kõigi mudelainete puhul püüti sõltuvusD = f(c) leida esialgu lineaarse sirge (17) kujul.

Vabaliikme statistiline tähtsus selgitati Student'i teguri arvutamise teel [24]

taj=|aj|/Saj, (28)

kus |aj| - kordaja absoluutväärtus

S
a j - sama kordaja standardviga.

Kui ta j<ttab (v=n - m ja a=0,025 puhul,

kus v - vabadusastmete arv

n - katsepartiide arv

m - määratavate parameetrite arv),
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siis võib aj lugeda statistiliselt tähtsusetuks ja kehtib võrrand D=ec.

Regressioonivõrrandi mingile koefitsiendile arvutatud Student' i tegur näitab seega, kas

sellel koefitsiendil on tähtsust või mitte, s.t. kas tema standardviga allub

normaaljaotusele või mitte.

Lõpuks hinnati erinevate regressioonivõrrandite sobivust veel korrelatsiooni-

koefitsiendi r abil. Lineaarse regressiooni kvantitatiivsel hindamisel oli selleks

paarkorrelatsiooni koefitsient [49] ehk lineaarse korrelatsiooni koefitsient [4B], mis

avaldub regressioonist tingitud variatsiooni suhtena kogu variatsiooni (keskmiste

suhtes):

r=SQRT(VR/TV), (29)

kus VR - regressioonist tingitud variatsioon

TV - kogu variatsioon

ehk r=SQßT[(yarv
- y)2/(yeksp - У)2] (30)

Ruutvõrrandite (18) ja (19) adekvaatsuse kontrollimiseks kasutati korrelatiivset suhet

r| [49], mis tabelis 2 on küll samuti tähistatud r-ga:

r| SQRT{ 1 - [£(yeksp " ” У)^l} (31)

Siin võrreldakse erinevusi eksperimentaalse väärtuse suhtes.

Katseandmete matemaatiline töötlus toimus arvutil PC AT, kasutades tabel-

arvutuspaketti "Supercalc 5" ja spetsiaalset BASIC programmi. Tulemused on esitatud

tabelites 3.16 (kirjanduse andmed) ja 3.17 (eksperimentaalsed tulemused).

Järeldused:

1. LIMONEEN: sõltuvus D = f(c) on mittelineaarne, mõlemal lainepikkusel (265 ja

273 nm) kirjeldab seda kõige paremini ruutpolünoom. Leitud Ige väärtused (1,96 ja

1,87) erinevad oluliselt kirjanduses pakutud väärtusest (1g5=1,36; X=2sonm), kuigi

ka lahusti ja lainepikkus on erinevad. Limoneeni struktuuris on kaks isoleeritud

kaksiksidet (vt. j00n.2.5, p. 2.2.1), mis eeldab neelduvust vaid X<24onm juures.

Ebaloomulikult suuri Igs väärtusi tingib ilmselt lisandite olemasolu.
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2. TERPINOLEEN: sõltuvust D=f(c) kirjeldab Lambert-Behr'i seadus, 1ge=2,28, kui

X=273nm. Paraku on see väärtus kirjanduses pakutust (1g5=2,66, X=2sonm) jällegi

erinev, kuid seekord väidetakse algallikas [29], et proov ei olnud puhas.

3. p-TSÜMEEN: kõigil mõõdetud lainepikkustel (259, 265, 267, 273nm) on sõltuvus

D=f(c) lineaarne, kusjuures r>0,9990. Lainepikkusel X,=273nm kehtib ka Lambert-

Behr'i seadus, 1g5=2,74, mis langeb peaaegu ideaalselt kokku kirjanduses pakutuga

(1g8=2,71). Põhjuseks on p-tsümeeni benseenituuma sisaldav struktuur, mille tõttu

tema spektris on hästi mõõdetavad K-ribad.

4. a-PINEEN, P-PINEEN: sõltuvus D=f(c) on lineaarne. Et aga kummagi aine

molekulis on vaid üks kaksikside, näitavad leitud Igs väärtused (vastavalt 2,22 ja

2,24) vaid seda, et antud mudelainete proovid ei olnud puhtad.

5. lONOONIDE SEGU: nimetatud aineid tilli-, loorberi- ega köömneõlis ei leidu.

Proovi uuriti lihtsalt kui ühte võimalikku aroomainete komponenti. lge=3,lB

(r=0,9997) lubab oletada, et selle koosseisu muid aineid peale ionoonide ei kuulu.

6. GERANIOOL, TÜMOOL: sõltuvust D=f(c) kirjeldab adekvaatselt vaid ruut-

polünoom.

7. ISOEUGENOOL: leitud Ige väärtused (1ge=4,12, X=26onm ja lge=4,lo,

Z=266nm) ühtivad kirjanduses pakutud väärtusega (1ge=4,14, X=262), kuigi r<

0,9980 kõigi proovitud regressioonivõrrandite puhul.

Järelikult võib antud töös määratud Ige väärtuste alusel mudelainetena kasutada p-

tsümeeni, ionoonide segu ja isoeugenooli. Määratud Ige väärtuste kokkulangevus

kirjanduses pakutuga sisendab julgust ka edaspidi UV-spektrofotomeetria põhjal

protsessi kulgu jälgida.

G7
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Tabel

Eeterlike õlide tähtsamate komponentide iseloomustus UV-neelduvuse järgi
(kirjanduse põhjal)*

Komponent lg Lahusti Viide

1 2 3 4 5

ÜHE KAKSIKSIDEMEGA

MONOTERPEENID

a-pineen

[(IR, SR)-2-pineen või (IS, SS)-
2-pineen]

220 3,17
250 0,31

isooktaan

isooktaan

[29]

[29]

-pineen

[(IR, SR)-2(10)-pineen või (IS, SS)- 210 3,73

2(10) pineen] 222 1,94

[4s]

[29]
[29]

isooktaan

isooktaan250 -0,26

kam feen

{(1R)-2,2-dimetüül-3 -metüleenbi-

tsüklo [2,2,1] heptaan või (1S)-

-2,2-dimetüül-3-metüleenbitsüklo

[2,2,1] heptaan}

220 2,10 isooktaan

isooktaan
[29]
[29]250 -0,02

+)-3-kareen

{(1 S)-3,7,7,-trimetüülbitsüklo-
[4,1,0] hepten-3-een või

220 2,30 isooktaan

isooktaan
[29]
[29]250 0,92

(1 R)-3,7,7,-trimetüülbitsüklo-
[4,1,0] hepten-3-een}

KAHE MITTEKONJUGEERITUD

KAKSIKSIDEMEGA MONOTERPEENID

[(+)-p-menta-1,8 -dieen] 220 2,41 isooktaan

isooktaan
[29]
[29]250 1,36

(p-menta-1,7-dieen) 220 3,41 isooktaan

isooktaan
[29]
[29]250 2,66

1,41 isooktaan

isooktaan

[29]

[29]

230

250 0,70

* Ühendite nimetused on viidud vastavusse kehtiva süstemaatilise nomenklatuuriga
Merck'i indeksi järgi [47].

(p-menta-1,4-dieen)
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1 2 3 4 5

KAHE KONJUGEERITUD

KAKSIKSIDEMEGA MONOTERPEENID

(p-menta-1,3 -dieen) 265 3,81
262 3,55

isooktaan [29]
etanool [32][32]

(p-menta-1,5 -dieen) etanool [32]263 3,40

(p-menta-5,7-dieen) 231 3,96 heksaan [32]

mürtseen

(2-metüül-6-metüleen-2,7-oktadieen) 225 4,23 isooktaan [29]
etanool [32]225 4,25 [32]

-otsimeen

(2,6-dimetüül-2,5,7-oktatrieen 235 4,22 isooktaan [29]

AROMAATSED MONOTERPEENID

-tsümeen

(4-isopropüültolueen; p-metüül- 212 3,76 [32]
-4-isopropüülbenseen) 217 3,74 [29]

isooktaan [29]254 2,27
259 2,40 [32]
260 2,50 isooktaan [29]
265 2,53 [32]
266 2,64 isooktaan [29]
267 2,52 [32]
268 2,62 isooktaan [29]
273 2,60 [32]
273 2,71 isooktaan [29]

TERPEENKETOONID

[(S)-5-isopropenüül-2-metüül-
-2-tsükloheksenoon]

etanool [32]235 4,28
237 3,94 [37]
320 [32]
320 1,52 metanool [3B]
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2 3 4 51

kamper

[(1R)-1,7,7-trimetüülbitsüklo-
-p,2,13-heptaan-2-oon või

(1S)-1,7,7-trimetüülbitsüklo-
-[2,2,1]-heptan-2-oon}

TERPEENFENOOLID

eugenool

[4-allüül-2-metoksüfenool;
1 -hüdroksü-2-metoksü-4-

(2-propenüül)-benseen]

[46]

[43]
[46]
[46]

(2-metoksü-4-propenüülfenool) 214 etanool [46]
[43]
[43]
[4l]
[44]

[46]

etanool

etanool

etanool

etanool

etanool

etanool

etanool

[46]
[46]
[46]

(homogenool; eugenooli metüül- 230

ester; 4-alküül-1,2-dimetoksü- 280

3,88
280 3,47

benseen) 286 3,39

etanool

etanool





Tabel

Mudelainete iseloomustus UV-neelduvuse järgi

(eksperimentaalselt leitud sõltuvuse D=f (c) alusel; a/2=0.025)

7/

Limoneen segus

heksaan : iPrOH, 92:8

D = a + 8 * c D = e * c + d * c
2 D = a + e * c + d * c

2

1 2 3 4

X = 265 nm. n = 7

a 0.047151 0 0.00879

e 54.89 ± 10.86 94.08 ± 6.80 90.77 ± 9.01

d -2871.4 -2670.9

s jääk 5.180 • 10 ’2 1.113 • IO’ 2 9.972 • 10
’3

s
a

2.250 • IO' 2

S
8

4.225 2.647 3.240

Sd
213.7 233.4

t = a / s
a

2.096 < t tab

r 0.98550 0.99933 0.99957

lg s 1.74 1.97 1.96

X = 273 nm, n = 7 D = a + 8 * c D = 8 ♦ c + d * c
2 D = a + 8 * c + d * c

2

a 0.039719 0 0.007524

e 44.26 ± 9.12 77.21 ± 5.87 74.38 ± 7.81

d -2413.4 -2241.8

s jääk 4.352 • IO’2 9.606 • 10’3 8.645

s
a

1.890 • IO'2

s
e

3.550 2.284 2.808

s d 184.45 202.36

t = a / s
a 2.101 < t tab

r 0.98429 0.99924 0.99951

lg e 1.65 1.89 1.87

Terpinoleen etanoolis

X = 273 nm, n = 8
D = а + e * c D = 8 * c lg 8

a 0.01430 0

e 185.484 189.62 ± 4.84 2.28

s jääk 1.138 • IO -2 1.477 • IO’
2

s
a 5.947 • 10'3

s
e

2.336 2.051

t = a / s
a 2.405 < t tab

r 0.99952 0.99907

p-tsümeen etanoolis

X = 259 nm, n = 6
D = a + e * c D = 8 * c lg 8

a 0.01635 0

e 532.889 547.83 ± 23.73 2.74

s jääk 1.094 • IO’ 2 1.653 • IO’2





72

1 2 3 4

s
a 6.005 • 10'3

s
e

8.213 9.233

t = a / s
a

2.723 < t tab

г 0.99953 0.99864

X = 265 nm, n = 6 D = а + 8 * c D = 8 * c Ige
а 0.01392 0

e 566.855 579.58 ± 20.17 2.76

s jääk 0.927 • 10'3 1.405 • IO’2

s
a

5.086 • 10’3

s
s

6.956 7.848

t = а / s
a

2.738 < t tab

r 0.99970 0.99913

X = 267 nm, n = 6 D = а + e * c D = 8 * c Ige
а 0.01326 0

8 540.931 553.04 ± 21.63 2.74

s jääk 1.174 • 10’2 1.507 • IO'2

s
a

6.444 • 10"3

S
8

8.814 8.414

t = а / s
a 2.057 < t tab

r 0.99947 0.99891

X = 273 nm, n = 6 D = а + e * c D = 8 * c Ige
а 0.01203 0

8 536.623 547.61 ± 17.68 2.74

s jääk 0.834 • 10’2 1.232 • IO’2

s
a

4.577 • 10’3

S
8

6.260 6.879

t = а / s
a

2.628 < t tab

г 0.99973 0.99926

oc-pineen etanoolis

X = 244 nm, n = 5
D = a + e * c D = 8 * c lg 8

а 0.03127 0

8 159.905 165.88 ± 9.02 2.22

s jääk 1.746 • IO’2 2.803 • IO" 2

s
a

1.157 • lO’2

S
8

2.995 3.245

t = а / s
a 2.703 < t tab

r 0.99947 0.99819
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0-pineen etanoolis

X = 267 nm, n = 8
D = а + e * c Ige

a 0.01911

e 172.46 ± 5.08 2.24

s jääk 1.420 • IO'2

s
a

6.743 • 10‘3

s
s

2.075

t = a/ s
a

2.835 > t

r 0.99957

lonoonide segu etanoo-

lis, X = 288 nm, n = 5
D = а + e * c D = 8 * c Ige

a 0.002083 0

e 1516.20 ± 67.03 1520.31 ± 35.38 3.18

s jääk 1.193 • IO’2 1.046 • IO’ 2

s
a

7.747 • IO -3

s
e

21.080 12.73

t = a / s
a 0.269 < t tab

r 0.99971 0.99970

Geraniool etanoolis

X = 238 nm, n - 6
D = a + 8 * c D = e*c + d * c

2 D = a + E * c + d * c
2

a 0.05082 0 0.03619

e 265.03 ± 24.88 467.58 ± 116.51 360.44 ± 112.33

d -59 962 -29 326

s jääk 3.006 • IO’
2

2.340 • IO’
2 1.857 • IO’2

s
a

1.579 • 10’2

s
e

8.949 41.909 35.322

t = a / s
a 3.219 > t

а ь

r 0.99773 0.99862 0.99935

Ige 2.42 2.67 2.56

Tümool etanoolis,
X = 219 nm, n=4

D = а + e * c D = s*c + d * c
2 D = a + 8*c + d*c2

a 0.11618 0 0.18050

8 8395.6 ± 1231.0 11 270 6323.9

d 14.999 • 106 12.638 • 106

s jääk 2.274 • IO’2 5.627 • IO" 2 1.534 • IO' 3

s
a

2.423 • IO’2

s
e

286.30

t = a / s
a

4.79 > t tab

r 0.99884 0.99287 0.99999

Ige 3.95 4.05 3.80

X = 277nm, n= 6 D = а + e * c D = 8 * c Ige
a 0.03148 0

e 2917.0 ± 393.4 3050.5 ± 227.5 3.46
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1 2 3 4

s jääk 3.930 • 10’2 4.082 • 10‘2

s
a

2.665 • 10’2

s
e

141.51 88.51

t = a / s
a

1.181 < t tab

r 0.99533 0.99369

X = 283 nm, n = 6 D = a + e * c D = 8 * c Ige

a 0.02737 0

e 2706.0 ± 345.9 2822.0 ± 199.4 3.45

s jääk 3.445 • 10’2 3.578 • 10'
2

s
a

2.343 • IO"2

s
s

124.41 77.59

t = a / s
a 1.168 < t [ab

r 0.99580 0.99436

Isoeugenool etanoolis

X = 260 nm, n = 5

D = a + e * c D = 8 * c Ige

a 0.01029 0

e 13 005.6 ± 1670.3 13 178.5 ± 651.9 4.12

s jääk 3.040 • 10’2 2.696 • 10’2

s
a

2.70 ± 10’2

s
s

525.25 234.51

t = a / s
a

0.381 < t tab

r 0.99756 0.99744

X =266 nm, n = 5 D = a + e * c D = 8 * c Ige

a 0.01503 0

8 12 426.1 ± 1434.8 12 678.7 ± 583.9 4.10

s jääk 2.612 • 10’2 2.415 • 10’2

s
a 2.320 • lO’2

S
8

451.18 210.05

t = a / s
a

0.648 < t
tafc

r 0.99803 0.99775
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Tsüklodekstriinikomplekside spektrofotomeetria

Kirjanduse andmetel on UV-spektrofotomeetriat siiani kasutatud põhiliselt puhaste

ainetega, nagu kaneelhape [ll], tsitraal, geraniool, kaneelaldehüüd [l3] moodustunud

komplekside analüüsiks või kompleksimoodustumise kindlaks tegemiseks.

Käesolevas töös kasutati seda ka niisugust tüüpi ainete segude, s.o. eeterlike õlide ja

humala a-hapete analüüsil. Kontsentratsioonid arvutati neeldumis-maksimumis, mille £

oli suurim või mille tipp oli teravaim. Eeldati ka, et toimeaine komponentide suhe

kompleksi moodustumise käigus oluliselt ei muütu (vt. p. 2.2.1).

Järgnevas tabelis 3.18 on eeterlike õlide p-CD-ga kooskristallimisel kompleksi-

moodustumise tulemused, arvutatud UV-spektrofotomeetria andmete alusel. Iga

tulemus on kolme üksikmõõtmise keskmine, suhtelise veaga 10% piires.

Tabel 3.18.

Kooskristallimisel saadud P-CD komplekside iseloomustus

(UV-spektrofotomeetria järgi)

Nagu selgub, on sel meetodil määratud komplekside õlisisaldused kooskõlas

gaaskromatograafia tulemustega, s.o. 10,0 või 10,5% köömneõli-P-CD kompleksis ja

6,76 või 9,3...9,7% tilliõlikompleksis [25, 50].

Kooskristallimise meetod on P-CD komplekside saamisel üks levinumaid. Tabelis 3.W

esitatud tulemusi käsitletakse seega lähtealusena muudel meetoditel valmistatud

komplekside hindamisel. UV-spektrofotomeetria oli põhiline meetod

ekstraktsioonidünaamika jälgimisel ja tekkinud kompleksides toimeaine sisalduse

määramisel nii eeterlike õlide (p. 3.3.1) kui humala a-mõruhapete puhul (p. 3.3.2).

Käesoleva peatüki alguses määratud eeterlikes õlides leiduvate mudelainete Ige

väärtuste kokkulangevus kiijanduses pakutud väärtustega kinnitab täiendavalt UV-

spektrofotomeetria kui lihtsa ja kättesaadava meetodi kasutatavust ka keerukate

ainesegudega toimuvate protsesside jälgimisel.

(U V-spektrototomeetria järgi)

Kompleks Mõõdetav

lainepikkus

Saagis lähte-

ainete suhtes

Õli saagis

kompleksis

Õli sisaldus

kompleksis

X, nm % % %

Tilliõli-p-CD 273 69,84 80,14 10,54

Loorberiõli-p-CD 273 96,14 72,48 6,86

Köörnneõli-P-CD 236 82,10 83,68 9,28
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3.3.2. Humalaekstraktide HPLC

Humalaekstraktide traditsioonilised analüüsimeetodid on konduktomeetriline tiitrimine

pliiatsetaadiga ehk LCV (lead conductance value) määramine ja UV-

spektrofotomeetria [lB]. Kumbki meetod ei ole selektiivne, kuna humalaekstraktide

kvaliteedi üle otsustatakse vaid a-hapete sisalduse järgi. Erineva ekstrahendiga on aga

humalast võimalik eraldada väga erinevaid toimeaineid (eeterlikke õlisid, a- ja p-

happeid, polüfenoolseid ühendeid). Kuigi oc-happed on humala toimeainete üks

väärtuslikumaid komponente (annavad ~90% mõrudusest), on oluline teada nende

üksikute homoloogide suhet, samuti р-hapete ja nende homoloogide suhet. Näiteks

kohumulooni sisaldus oleneb humala päritolust (kasvukohast).

Humalaekstraktide koostise kindlakstegemiseks kasutatakse väga palju HPLC-d [2l,

53]. Käesolevas töös kasutati selleks s|im Separon ClB täidetud mikrokolonm

(64x2mm). Eluendiks oli metanooli ja vee segu (80:20) H3PO4 lisandiga (0,5).

Elueerimine toimus isokraatsel rezhiimil (joon. 3.16 ja 3.17). Komponentide

identifitseerimine toimus HPLC-seadmesse sisse ehitatud skaneeriva UV-detektoriga

(190...360nm). Joonisel 3.16 esitatud kromatogrammi igas tipus võeti selle ühendi

spekter. Spektrid on joonistel 3.18 ja 3.19. Võrreldes neid viites [2l] esitatud

kromatogrammide ja viites [s3] esitatud spektritega, identifitseeriti tipud järgnevalt:

ÜhendNr.

adhumuloon + humuloon 15

r- oc-happed
6 kohumuloon

adlupuloon + lupuloon7

p-happed
8 fcolupuloon

9 jäägid (eraldatud puhta MeOH-ga)

Järeldus:

Mikrokolonn-HPLC-d on võimalik kasutada humala üksikute toimeainete

lahutamiseks. Meetod sobib ka rutiinanalüüsiks.
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3.3.3. Eeterliku õli-P-CD komplekside kristallstruktuur

CD-kompleksi olemasolu kindlaks tõendiks on kristallilise struktuuri teke. Üheks selle

kindlakstegemise mooduseks on röntgenstruktuuranalüüs; juhul kui produkti

difraktsioonikõver oluliselt erineb puhta CD difraktsioonikõverast, on see tõendiks

kompleksi tekke kohta [l5, 50, 51]. Et CD molekulaarsed kompleksid moodustavad

tavaliselt väga väikesi kristalle, ei õnnestu optilise mikroskoobiga selgitada, kas

kompleksi struktuur on kristalliline või amorfne [ls]. Siiski, selle küsimuse võib

lahendada elektronmikroskoopiat kasutades.

Joonisel 3.20 on barbotaazhimeetodil valmistatud köömneõli-p-CD komplekside

kristallstruktuurid. Eeterliku õli väiksema sisaldusega (4,3%) kompleks on

kristalliseerunud trigonaalsete, tetragonaalsete ja rombiliste kristallidena (joon. 3.20a),

kuna suurema sisaldusega kompleks moodustab peamiselt rombilisi kristalle (joon.

3.20b). Kooskristallimisel valmistatud sama kompleksi kristallid on saanud sõelumisel

mõnevõrra kannatada; sellegi poolest on eristatavad nii rombilised kui tetragonaalsed

kristallid (joon. 3.20c).

Barbotaazhimeetodil valmistatud loorberiõli-p-CD kompleksile olid kõige

iseloomulikumad tetragonaalsed, rombilised ja kuubilised kristallid (joon. 3.21a).

Samad kristallivormid (välja arvatud kuup) esinevad ka kooskristallimisel saadud

kompleksis (joon. 3.21b).

Tilliõli-P-CD kompleksi on siiani saadud vaid kooskristallimisel. Jooniselt 3.22 selgub,

et tüüpilisemad kristallvormid ka selles kompleksis on trigonaalsed, tetragonaalsed,

rombilised ja kuubilised.

Võrdluseks vaadeldi puhta P-CD kristallilist ehitust. Kompleksi valmistamiseks võetav

p-CD esineb ebamääraste tükkidena (joon. 3.23a). Ümberkristallimisel kompleksi

valmista-mise tingimustes tekkisid ebakorrapärased kristallid, mille hulgas võib leida ka

kompleksides esinevaid kristallivorme (joon. 3.23b).



<
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Joon. 3.20. Köömneõli |3-CD kompleksi knstallstruktuur

a) barbotaazhimeeiod. 988 x. õli sisaldus 4.26° о

b) barbotaazhimeetod. 395 x, õli sisaldus 13,19%

c) kooskristallimine. 3050 x. õli sisaldus 9.28° о





tr

Joon. 3.21. Loorberiõli P-CD kompleksi kristallstruktuui

a) barbotaazhimeetod. 400 x, õli sisaldus 7,93%

b) kooskristallimine, 900 x, õli sisaldus 6,86%
83





Joon. 3.22. Tilliõli p-CD kompleksi kristallstruktuur,

kooskristallimine, 900 x, õli sisaldus 5,46%





p

Joon. 3.23. Puhta P-tsüklodekstriini kristallstruktuur,

a) enne kompleksi valmistamist 900x

b) ümberkristallitud kompleksi valmistamise tingimustel 900x

85-
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Järeldused:

1. Toimeaine-P-CD kompleks on tegelikult tema üksikute komponentidega

moodustunud p-CD komplekside segu. Homogeensema koostisega kompleksi võib

saada, tõstes kompleksi-moodustamise lähteainete puhtuse astet. Köömneõli-P-CD

kompleks, milles õlisisaldus vastas eeterliku õli ja p-CD molekulmasside suhtele 1:1,

kristalliseerus põhiliselt rombidena (joon. 3.20 b ). Samasuguses kompleksis, milles

õlisisaldus oli väiksem, esineb suurem kristallvormide mitmekesisus. Osa neist võivad

olla puhta P-CD kristallid.

2. Erinevate kristallivormide mitmekesisus võib olla põhjustatud ka erinevate

komponentide rohkusest taimses materjalis. Eeterlike õlide erinevate komponentide

üksikud kompleksid 0-CD-ga võivad kristalliseeruda erinevate kristallvormidena.

Näiteks võib võrrelda köömneõli-p-CD kompleksi, mis külalismolekulidena sisaldab

põhiliselt karvooni ja limoneeni, loorberiõli-P-CD kompleksiga, milles on üle 30

erineva ühendi,või tilliõli-P-CD kompleksiga, milles erinevaid ühendeid on ka üle 25.



»
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JÄRELDUSED

1. p-tsüklodekstriini lahusega on võimalik eraldada taimsest koest toimeaineid.

Töötati välja uudne samaaegse ekstrakstiooni ja kompleksimoodustamise
metoodika, mille eeliseks on vahetult taimsest materjalist stabiilsete

aromatisaatorikomplekside saamine, eraldamata eelnevalt sealt toimeainet.

2.* Produkti, s.o. kristallilise P-CD kompleksi saagis ja eraldatava toimeaine kogus
oleneb järgmistest teguritest:

P-CD ja taimse materjali suhe

P-CD lahusti,
taimse materjali peenestatus,

temperatuur,

protsessi kestvus.

3. p-CD ja taimse materjali suhe oleneb taimse materjali toimeaine sisaldusest.

Parimaid tulemusi annab P-CD ja taimse materjali suhe, mis vastab P-CD
molekulmassi ja toimeainekomponentide keskmise molekulmassi suhtele, eeldusel

et tekivad 1:1 kompleksid. Peenestamata taimse materjali puhul on vajalik väike P-
CD ülehulk.

4. Hüdrofoobsete külalismolekulide (eeterlike õlide komponendid) ekstraktsioon

taimsest materjalist on võimalik vaid siis, kui P-CD lahuses on mõni orgaaniline
solvent. Suhteliselt hüdrofiilseid toimeaineid (humala ос-happed) on võimalik

taimsest kandjast eraldada ka üksnes p-CD vesilahusega, mida võib pidada
ökoloogiliselt puhtaks tehnoloogiaks.

5. Ülalloetletud tegurite alusel võrreldi erinevaid ekstraktsioonimooduseid. aurufaasis

oleva toimeaine püüdmist P-CD lahusesse (barbotaazhimeetod), kuuma P-CD
lahuse tsirkulatsiooni läbi taimse materjali kihi (ekstraktsioon) ja kuuma P-CD
lahuse ühekordset juhtimist läbi tiamse materjali kihi (perkolatsioon).

6. Optimaalseks ekstraktsioonimooduseks osutus perkolatsioon, millega saadi suurim

ekstraheeritava toimeaine saagis. Humalast eraldus 95 % a-mõruhappeid
järgmistel tingimustel:

ekstrahent: 5,5 %-line P-CD vesilahus;
materjali olek: peenestatud;
ekstrahendi mahtkiirus: 0...9 min. 1,44 ml/min, edasi 0,80 ml/min.

temperatuur: 70°C;70°C;
ekstraktsiooni aeg: 70 min.
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Perkolatsioon on ka ökonoomsem. Sama koguse toimeaine eraldamiseks kulub

umbes 6 korda vähem p-CD kui retsirkulatsioonekstraktsiooniga.

7. Toimeaine - P-CD komplekside kristallimisel saadi tahke aromatisaatorina kätte

35...50 % lähteainetest. Saagis oleneb P-CD lahuse kontsentratsioonist ja
optimaalseteks osutusid:

köömneõli-p-CD (barbotaazh) - 3,0% P-CD,
loorberiõli-P-CD (barbotaazh) - 3,26% p-CD,
köömneõli-P-CD (ekstraktsioon) - 3,6 % P-CD.

Võrdluseks: humala oc-happed-P-CD (perkolatsioon, vedel produkt) 5,5% P-CD

CD-/rapil on külalismolekuli küllastuse maksimum, mille määrab molekulmasside

suhe. Tekkinud produkt on optimaalsest kõrgema p-CD kontsentratsiooniga p-CD
kristallide jakompleksi kristallide segu.

8. Ekstraktsiooniprotsesside jälgimiseks ekstraktis ja toimeaine koostise

detekteerimiseks sobib UV-spektrofotomeetria. Saadud andmete usaldatavust

kinnitab kirjandusest leitud ekstinktsiooniparameetrite kokkulangevus
eksperimentaalselt määratutega. Viimastele anti ka statistiline hinnang.

9. Ekstraheeriva toimeaine ja ekstrakti koostise täpsemaks kindlasktegemiseks sobib

HPLC. Kompleksi tekkimise üle võib otsustada ka kaudsete meetoditega (produkti
kristallstruktuur, kompleksi stabiilsus).

10. Füüsikalis-keemilise analüüsi tulemused näitasid, et eelnevalt eraldatud toimeainest

saadud kompleksidel on samad omadused kui väljatöötatud üheastmelise protsessi
käigus saadutel.
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