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KOKKUVOTE

Kiesoleva t66 eesmirgiks oli vilja tootada maitse- ja 16hnaainete ekstraktsiooni meetodid
kasutades  tsiiklodekstrine (CD). Tsiiklodekstriinid on tarklise fermentatiivse
modifitseerimise produktid, mille kuuest kuni kaheksast gliikoosi jaagist koosnev
rongasstruktuur voimaldab klatraaditiiipi komplekside teket viiksemate molekulide ronga
sisse sulgemise teel.

Detailsemalt uuriti f-tsiiklodekstriini (B-CD) ja terpenoidsete iihendite komplekse tillis,
koomnes ja loorberis, samuti humala a-mdruhapete komplekse.

Aroomikontsentraatide saamisel taimsest toormest, kasutades ekstrahendina B-CD lahuseid,
kasutati jargmisi meetodeid: aurufaasis oleva eeterliku O6li piitidmist B-CD lahusesse
(barbotaazhimeetod), kuuma B-CD lahuse tsirkulatsiooni ldbi taimse materjali kihi
(ekstraktsioon) ja kuuma [B-CD lahuse iihekordset juhtimist libi taimse materjali kihi
(perkolatsioon). Kdigi meetodite eeliseks on sihtprodukti, stabiilsete komp]ekside saamine
taimsest materjalist eelnevalt toimeainet eraldamata. Optimaalsetel tehnoloogilistel
tingimustel (B-CD ja taimse materjali suhe, B-CD lahuse kontsentratsioon, temperatuur,
protsessi kestvus), Onnestus  barbotaazhimeetodil B-CD kompleksi siduda 80%
loorberilehtede ja 70% koomneseemnete eeterlikust Olist. Optimeeritud parema tulemuse
andnud perkolatsioon-ekstraktsiooni puhul eraldati humalast kuni 95% mdruhapetest.
Kristallilise produkti saagis lahteainete suhtes oli kdigil juhtudel 40...60%.

Ekstraktsiooniprotsessi jilgimiseks ja toimeaine koostise kindlakstegemiseks kasutati UV-
spektrofotomeetriat, HPLC-d ja kristallstruktuuri uurimist. Fuusikalis-keemilise analiiisi
tulemused néitasid, et eelnevalt eraldatud toimeainest saadud kompleksidel on samad
omadused kui valjatootatud tiheastmelise protsessi kaigus saadutel. Kristalliliste komplekside
elektronmikroskoopia naitas samuti, et iiht tiiiipi eeterliku 6li individuaalsete komponentide
B-CD komplekside kristallid on sarnased, kompleksi valmistamismeetodist olenemata.

Looduslikest allikatest eraldatud 16hna- ja maitseained (ndit. eeterlikud &lid) on keerukad
mitmekomponendilised segud, mille iga komponent moodustab CD-ga eraldi kompleksi.

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

Aromatisaatorite koosseisu kuuluvaid iiksikuid aineid identifitseeriti mudelainete UV-
spektrite matemaatilise to6tluse teel. Saadud tulemusi on kavas kasutada edaspidi HPLC-s
UV-detektoriga saadud andmete tdlgendamisel. Leiti uuritud mudelainete optilise tiheduse ja
kontsentratsiooni seost kirjeldavad vorrandid, mille alusel otsustati antud ainete
tunnusainetena kasutamise ile.

Vajaduse individuaalsete komplekside arvu ja koostise kindlakstegemiseks tingivad
toiduainetetoostuses toidulisanditete kehtivad ranged nduded. Vailjatootatud korge
stabiilsusega maitse- ja Iohnaainete preparaatide kasutamine Eesti toiduainetetoostuses 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 B-cyclodextrin (B-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 B-CD as
extracting agent, the following methods have been used: trapping the essential oil in
gas phase into $8-CD solution (gas-bubbling method), circulation of hot B-CD solution
through the column of plant material (extraction) and single passing of hot B-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 B-CD and plant material,
concentration of 3-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
B-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 B-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 arisesfrom 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 igapievase 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 15hnastamine,

viirukisuitsetamine, balsameerimine, miirkide neutraliseerimine [1].

Viirtside ja maitsetaimede pdhilised toiduks tarvitamise viisid - kas vérskelt vai kuivatatult
- pisisid pikka aega muutumatutena, mis mojus ebasoodsalt nende kvaliteedile ja
siilivusajale. Edusammudega orgaanilises ja eriti terpeenide keemias moddunud sajandi
Iopul sai voimalikuks maitsetaimedest ekstraktide ja eeterlike olide kujul aktiivsete
toimeainete eraldamine, kuigi esimene viide selle kohta pirineb juba 13. sajandist [1,2].
Laiemat kasutamist leidsid niisugused nn. lahustuvad viirtsid alates kaesoleva sajandi 30.-
ndatest aastatest. Lahustitena kasutati esialgu kloorsiisivesinikke (diklorometaan),

tinapieval aga eelkdige veeldatud ja kokkusurutud gaase (freoonid, vedel CO2).

Kuigi toimeaine kontsentratsioon lahustuvates preparaatides on uldiselt korge, alluvad
niiteks eeterlikud olid veelgi kergemini viliskeskkonna ebasoodsatele teguritele kui
tootlemata taimmaterjal, sest ei sisalda looduslikke fiksaatoreid (vaigud, mittelenduvad
rasvhapped) ega antioksiidante. Sellest puudusest iilesaamiseks adsorbeeritakse vedelad
preparaadid tahkele kandjale, milleks vdib olla sool, glikoos, suhkur voi suletakse

mikrokapslitesse tarklise vdi kummiaraabiku abil.

Kiesolevas to6s piiiitakse mdlemale eespool piistitatud kiisimusele, s.o. toimeainete
ekstraktsioon ja nende siilitamine, lahendus leida ekstrahendi kasutamise eel, mis oleks
iihtlasi ka saadud produkti stabilisaatoriks. Niisugusteks aineteks vdivad olla
tsitklodekstriinid. Maitseainetena kisitletakse nii neid, mille votmekomponendiks on
lenduvad terpenoidsed iihendid (till, koomned, loorber) kui ka nditeks humal, mille

aktiivseks toimeaineks on mittelenduvad moruhapped.
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KIRJANDUSE ULEVAADE

Tsiiklodekstriinikompleksi teke ja voimalused selle kindlakstegemiseks

Tsiiklodekstriine voib vaadelda kui ensiimaatiliselt modifitseeritud tarklise erikuju. B-
tsiiklodekstriin (B-CD) on seitsmest o-d-glikkopiiranoosi jaagist o-1,4-gliikosiidsete
sidemete abil moodustatud makrotsiikliline iihend (joon.1.1.).

x (o
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Joonis 1.1. Tsiklodekstriinide struktuurvalemid. Gliikoosijaakide arv: o-CD n=6, p-
CD n=7, y-CD n=8 [25].

Lahuses on gliikoosijasgid C1 toolkonformatsioonis. Tiivikoonusekujulise molekuli
vilispinnal paiknevad hiidroksiiilrihmad C6 juures on suunatud  ihele poole,
sekundaarsed hiidroksiiulrithmad C2 ja C3 juures aga teisele poole ja lisaks sellele veel
molekulisiseste vesiniksidemetega omavahel seotud. See tingib B-CD molekuli
killaldase jaikuse ka lahuses. Molekuli 6dnes on ainult CH-rithmad ja glikosiidsed
hapnikuaatomid, mille tdttu CD 63s on veega vorreldes viahem polaarne [3]. Viimasel
ajal ei olda selles aga enam nii iiheselt veendunud. Mdonede mittesiimmeetriliselt
asendatud benseeni derivaatide (nitroaniliin, nitrofenool) lahustuvuse vordlemisel
orgaanilistes lahustites ja CD-s, kasutades UV-spektromeetriat (solvatokromism),

ilmnes CD lahustes punane nihe, mis niitab, nagu oleks CD-63s veest polaarsem [4].
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R-(+)-Limonene B - Cyclodextrin

Joon. 1.2. B-CD ja R-(+)-limoneeni molekulide mdatmete vordlus. Molekulimudelid

ehitatud mdlema molekuli konformatsioonienergia analiiiisi alusel paketiga
HyperChem [52]
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CD-de tdhelepanuvaiarsemaid omadusi on nende vdime moodustada vesilahustes mit-
mesuguste ainetega molekulaarseid komplekse. Need on iihendid, milles CD molekuli
("peremehe") 60nde on seotud mingi aine (“kiilalise") molekul ilma kovalentseid
sidemeid moodustamata. Sidumine toimub eelkdige hiidrofoobsete vastasmdjude arvel,
kuid teatud osa on ka vesiniksidemetel, Van der Waalsi joududel ja Londoni
dispersioonijoududel [3, 5, 6]. Veest hiidrofoobsemad sobivate mddtmetega molekulid
voi nende osad sisenevad CD 60nde, torjudes sealt vilja energeetiliselt ebasoodsamad
veemolekulid. Joonisel 1.2. on kujutatud vordlevalt B-CD ja kiilalismolekul - R-(+)-
limoneen ([52], avaldatud autorite loal).

Kompleksi tekkimise voimalikkuse hindamisel on olulised eelkdige geomeetrlilised
tegurid. B-CD molekuli 1dbim36t on d = 0.78 nm ja kdrgus on h = 0.78 nm . Mdnede
maitseainete koosseisu kuuluvate terpenoidsete iihendite molekulmassid ja molekulide

mootmed on toodud tabelis 1.1.

Tabel 1.1.
Moned niited B-CD-ga kompleksi moodustavate iihendite kohta [ 7]

Uhend Molekulmass Ligikaudsed mddtmed
pikkus, nm | diameeter, nm
1 2 3 !
allitsiin 162.27 1.2 0.5
alliiilisotiotsiianaat 99.19 0.7 0.4
dialltuldisulfiid 146.26 1.2 0.5
anetool 148.20 1.0 0.6
bensaldehtiid 106.12 09 0.6
bensiitilalkohol 108.13 09 0.6
bensoehape 122.12 09 0.6
borneool 154.24 1.1 0.7
tsineool 154.24 1.0 0.7
tsitraal 152.23 1.0 0.6
tsitronellool 156.26 1.0 0.6
kaneelaldehuiid 132.15 09 0.7
kaneelhape 148.16 09 0.7
eugenool 164.21 1.0 0.6
fenhoon 152.23 1.1 0.7
geraniool 154.24 1.0 0.7
kamfeen 136.23 09 0.7

10
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1 2 3 4
karvoon 150.21 1.0 0.7
linalool 154.24 1.0 0.7
mentool 156.27 0.9 0.6
Onanthappe etiitilester 158.00 13 0.5
pelargoonhappe etiitilester 186.30 1.5 0.5
o- ja B-pineenid 136.23 1.0 0.7
salitstitilhappe metiiiilester ma 1.1 0.7
terpineool 154.24 1.0 0.6
timool 150.22 09 0.6
vanillin - 152.14 1.0 0.7

Nagu selgub, on neil ihenditel olemas eeldused 3-CD-ga molekulaarsete komplekside

moodustamiseks.

Kompleksi sulgemise tagajirjel muutuvad peamiselt kiilalismolekuli fiitsikalised ja
keemilised omadused,vahesel méaral aga ka CD enda omadused. Mdlemad muutused
voivad olla aluseks kompleksi moodustumise kindlakstegemisele. Kiilalismolekuli fu-
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 analiiiisi kasutades voib leida
kulalismolekuli lahustuvuse sdltuvuse CD kontsentratsioonist [6]. Sellest tavaliselt
lineaarsest soltuvusest tdusuga 0-2.25 leitakse kompleksi assotsatsioonikonstant e.
stabiilsuskonstant e.tasakaalukonstant (K;q5 e. K e. K) [3,5,6,8] valemi (1) jérgi,
eeldades, et tekivad 1:1 kompleksid

L VaniltigppiB g
S mmp—— 3

K, - 1:1 kompleksi assotsatsioonikonstant (stabiilsuskonstant), [M'l_]
Cr - kulalismolekuli lahuse iildkontsentratsioon, [M]
Cp - CD tuldkontsentratsioon, [M]

[F] - kulalismolekuli tasakaalulahustuvus CD puudumisel [M].

11
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Kui ei ole eelnevalt mairatud kompleksi tipne stohhiomeetria, siis oletatava stohhio-
meetrilise suhte abil médratud assotsatsioonikonstant niitab ainult molekulide vahelise
interaktsiooni miira. Muude interpretatsioonide puhul on tema kasutamine piiratud -
s.t. antud meetodi piires on konstantide vaartused reprodutseeritavad, kuid nad v&ivad
erineda muudel meetoditel leituist. Dornier' jt. poolt sel viisil maaratud assotsiatsioo-

nikonstandid mdnedele aroomainetele on toodud tabelis 1.2. [8].

Tabel 1.2.

Aroomaine-B-CD komplekside assotsatsioonikonstandid (K.), komplekside
lahustuvused (S;) ja faasilahustuvuse diagrammide liigid vesilahuses t = 25°C [8]

Uhend K., [M-1] S, [mM] Liik
bensoehape 90 10.8 Al
etutilsalistlaat 1440 32 Bg
p-hiidroksiibensaldehiitid 140 15 AL
ettitilvanilliin 130 12.1 AL
frambinoon 100 15.5 AL
eugenool 650 8.0 Bg
tiimool 180 3.0 Bg
d,lI-mentool 2240 6.4 Bg
karvoon 180 1.9 Bg
nerool 1050 2.0 Bg
f-ionoon 1520 0.9 Bg

Enamasti on K véaartused piires 10 - 10‘,1 [M'l] [3]. Nagu tabelist selgub, on eriti
stabiilne d,I-mentooli kompleks B-CD-ga. Antud juhul on see kooskdlas Szente poolt
teostatud pikaajalise stabiilsustestiga samale iihendile [9]. Lahustuvuse analiiiisil
pdhineb ka Dalbe ja Willemini poolt kasutatud originaalne, kuid lihtne ja kittesaadav
meetod [10]. Vanilliin-B-CD ja karotiin-B-CD kompleksi lahustuvus ligi 90-s erinevas
lahustis maarati Hanseni parameetrite (Londoni dispersioonijdudude, dipool-dipool
vastasmojude ja vesiniksidemete komponent) abil kolmemddtmelises ruumis. Komp-
leksi moodustumine (vanilliini puhul) ja mittemoodustumine (karotiini puhul) on
voimalik kindlaks teha vaid visuaalse vaatluse teel, méarates muidugi lahustuvuse mahu

tsentri koordinaadid arvuti abil.

Spektraalseid meetodeid kasutatakse siiski enam. Kompleksi moodustumine muudab

tihti kulalismolekuli absorptsioonispektrit. Varvainete puhul, mis on happe-aluse

12
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indikaatorid, on muutused sarnased nagu juhul, kui muutub pH. pH muutuste suhtes
inertsete ainete puhul maksimumi asukoht ei muutu, seevastu vdib tugevasti muutuda

maksimumi intensiivus [3]. S6ltuvuse

C'co . Kis Cp
= + ku 2
RO R ; @

Cr - kulalismolekuli lahuse iildkontsentratsioon, [M]

Cp - CD iildkontsentratsioon, [M]
Kpr - kompleksi dissotsatsioonikonstant, [M]
AE - kiilalismolekuli lahuse neelduvuse muutus CD lisamisel

A& - kulalismolekuli lahuse molaarse ekstinktsiooni koefitsiendi muutus CD lisamisel

alusel (Hildebrand-Benesi vorrand) voib leida tekkinud kompleksi dissotsatasiooni-
konstandi [5]. Selleks ehitatakse lineaarne sirge teljestikus (Cg*Cp)/AE - Cp (Scotti
sirge), mille tdusu jérgi leitakse A& ja vabaliikme jirgi Kpp voi selle poordvairtus
Kass [11]. Juhul, kui kompleksi teke kiilalismolekuli absorptsioonimaksimumi inten-

sitvsust ei mdjuta, arvutatakse kilalismolekuli-CD-kompleksi dissotsatsioonikonstant
Kpr, kasutades Hildebrand-Benesi vorrandit kujul

QZQ*_I_+-I_ (3)
E R Co &

kus E - kompleksi neelduvus

& - kompleksi molaarse ekstinktsiooni koefitsient [M'1 *cm'l].

Teljestikus Cp/E - 1/Cpy ehitatud sirge vabaliikmest leitakse & vairtus ja tdusu jargi
Kpr [25].

Spektrofotomeetriliselt voib kindlaks teha ka vérvitu ihendi CD-kompleksi dissotsat-
siooni tasakaalukonstandi Kp,, kui kasutada konkureerivat komplekseerimist varvi-
lise tthendi juuresolekul [25]. Kui vérvitu ihend on vdimeline kompleksi moodustama,
mojutab see virvilise ihendi CD-kompleksi neeldumismaksimumi intensiivsust.
Dissotsatsioonikonstant K 4 arvutatakse valemi (4) jargi, mis sarnaneb valemiga sama

konstandi leidmiseks faasilahustuvuse meetodil (vt. valem 1)

13



io2) P - aﬂWaﬁ‘aa)Wm arrasseil sdassids wialis? (2] bastesod

~wmmmm3gmmmnummmﬂ.(w
-sini imumielsminooiesqioeds iluislomailslinl soley iadslqmon iwsk Judul 1] pae
 snasenoslinooietsstoeaib izelgmod-GD-ilwlslomailelinl sulstanrns stuibm io Seusviie
| © luiwl tibasnbv ieond-basrdobiiH ssbsiuesd s

R T & e |
Lt | 3Apna 3 ‘ A

mm 3 ewl
E"w‘mwmmm

ﬁtwumammmm@; WMT
e i

| mwmmnmmmma '
WWWWW@@WW
smsszusboom insigmon sailomidy no baedd wiviky iwdi (2] lunkslosswund ibasra ozl
teuaviiznoii  imumislsmeimublesn iwdsiqumod-GD ibnodi seilivilv see  datuidm
MWWWM(‘)MWMNXW

TR ﬂmh\r mwmwm |

= lf-” G




[Pkev-co*[D)
c,-|D)]

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

Ko ; “4)

Cp - antud spektripiirkonnas mitteneelduva kiilalismolekuli lahuse kontsentratsi-
oon, [M]
Cp - uldine CD kontsentratsioon, [M].

Ka jareldus CD 00ne apolaarsuse kohta parineb just Van Etteni UV-
spektrofotomeetria tulemustel, et CD-ga kompleksi moodustumisel on spektraalsed
efektid sarnased nagu juhul, kui vesi asendada dioksaaniga [12].

Isegi siis, kui kilalismolekuli spektris CD-ga koosmdju tagajarjel olulisi muutusi ei
toimu, voib UV-spektri muutumatus ajas kaudselt kinnitada toelise kompleksi teket
[9,13,14], sest seotud molekulide stabiilsus on selle kohta veenvamaid tdendeid [15].

Aroomainete puhul on UV-spektrofotomeetriat kasutatud kromofoorseid rithmi,
konjugeeritud kaksiksidet vOi benseenituuma sisaldavate puhaste ainete CD-
komplekside uurimisel, nagu kaneelhape ja selle derivaadid [11], geraniool [13],
tsitraal, kaneelaldehiiid [9,13], wvanilliin, bensaldehiiid, kamper, mentoon [9],
furfuriiilmerkaptaan [12] jt.

Uheks veenvamaks tdendiks kompleksi tekke kohta on muidugi NMR -spektroskoopia,
voimaldades CD ja tema derivaatide téielikku struktuuri ja konformatsiooni analiiiisi nii
CD enda kui kiilalismolekuli kaudu. Odne sees paiknevad, C3 ja CS siisinikuaatomite
juures olevad prootonid annavad korgete viljade suunas mérgatavaid nihkeid, juhul kui
kulalismolekul sisaldab karboniiiilriihma vdi aromaatset tuuma, samal ajal kui teiste
prootonite nihked on minimaalsed. NMR-spektroskoopia vdimaldab ka méarata
kilalismolekuli asendi 56nes. C3 ja C5 juures paiknevate prootonite nihete suhtelised
suurused kdrgete viljade suunas osutavad kilalismolekuli CD 66nes paiknemise

stigavusele; kiilalismolekuli prootonite nihete suhteline suurus naitab aga tema orien-

14
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tatsiooni &dnes [3]. Nii néiteks selgus bensaldehiiiid-a-CD kompleksi 470 MHz
ITHNMR spektrilt bensaldehiiiidi ortoasendis oleva prootoni suhteliselt suuremast nih-
kest meta- ja paraasendiga vorreldes, et kompleksis paikneb, vastupidiselt traditsioo-
nilisele ettekujutusele, CD &dnes just aldehiiidrithm [16].

Kuid NMR-spektroskoopiat voib kasutada ka tunduvalt lihtsamate tilesannete lahenda-
miseks, nagu kompleksi stohhiomeetria, assotsatsioonikonstandi ~médramine
(Hildebrandi-Benesi [5] v&i Scotti [11] jirgi) ja konkureerivate efektide olemasolu
kindlakstegemine. Sealjuures on voimalik eristada kiilalismolekuli omavahelisi assot-
siaate tema CD kompleksidest, kuigi nende K445 on samas suurusjargus [17].

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

1.Materjalid

Tabel 1.1.

Materjal Pohilised naitajad Saamisviis/valmistaja*/hankija**
1 ) 3
B-tstiklodekstriin pohikomponent > 98% a) TTU biotehnoloogia labor*
(B-CD) dekstroosekvivalent <1.0% b) firma "Bioestron" (Kuusalu, Eesti)*
tuhk <4.0%
maitsetaimed niiskus <12% Hobski Loorberkombinaat (Gruusia)*
1) hariliku loorberipuu
(Laurus nobilis L.) lehed
2) hariliku k66émne niiskus 12.92% Eestist 1988 - 1990.a.

(Carum carvi L.) seemned
3) hariliku humala
( Humulus lupulus L.) kabid

alfa-happeid (UV-
spektri jargi [18]) 3.57%

Saku Ollethas**

eeterlikud olid

1) tillidli (Anethum graveolens L.

urdist)

2) loorberidli (lehtedest)

3) koomneoli (seemnetest)

a) Hadozhenski Eeterlike Olide Tehas(Ukraina)*
b) Gruusia Toiduainetetdostuse TUI*

a) veeaurudestillatsioonil Ginzbergi seadmel [19]
b) Gruusia Toiduainetetoostuse TUT*

veeaurudestillatsioonil Ginzbergi seadmel [19]

muud reaktiivid

1) toiduetanool

2) metanool

3) ortofosforhape H3PO4
4) benseen

pohikomponent >96%
alates 230nm <0.1
mark h.”c.

mark h."c.,

pohikomponent >99.8%

puhastatud tdiendavalt NaOI-ga vastavalt [20]

Tserepovetsi Lammastikvéetiste tehas
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mudelained UV-spektrofotomeetrias

1) limoneen

2) terpinoleen

3) p-tsiimeen

4) a-pineen

5) B-pineen

6) ionoonide segu
7) geraniool

8) tiimool

9) isoeugenool

importpreparaat
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2. MEETODID
2.1.Aktiivse toimeaine eraldusmeetodid
2.1.1.Veeaurudestillatsioon

Eeterliku 6li eraldamiseks loorberilehtedest ja koomneseemnetest kasutati Ginzbergi
seadet [19]. See koosneb pikakaelalisest seisukolvist 1 (mahuga 1000ml), sellega lihvi
abil iihendatud piistjahutist 2 ja jahuti otsas klaaskonksu kiiljes rippuvast Ginzbergi
vastuvotjast 3 (joon.2.1.). 100g peenestatud taimset materjali pannakse kolbi ja lisa-
takse 450ml dest. vett. Ginzbergi vastuvotja tdidetakse samuti dest. veega ja kolvi sisu
viiakse keemiseni. Keemisel tekkivad aurud kondenseeruvad jahutis; destillaat ldheb
parast oli eraldumist vastuvdtjas destillatsioonikolbi tagasi. Destilleerimise kiirus on
45-50 tilka /min. ja kestus 90 min. Oli kogus leitakse kaalumise teel pérast tema
jahtumist toatemperatuurile. Oli sisaldus taimses materjalis arvutatakse valemi (5) jargi

A
= —+100 5
gt 100, ()

kus C - dli sisaldus taimses materjalis [%],
A - destillatsioonil eraldunud 6li kogus [g],
B - taimse materjali kaalutis [g].

Joon.2.1. Ginzbergi seade eeterlike dlide veeaurudestillatsiooniks

(selgitused tekstis)
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2.1.2. Ekstraktsioon orgaanilise lahustiga
2.1.2.1. a-hapete sisalduse miiramiseks humalas spektrofotomeetriliselt [18]

5g peenestatud humalat ekstraheeritakse 5 minutit 150ml benseeniga. Ekstrakt
filtritakse klaasfiltril N°3 250ml m&dtkolbi. Humalaraba pestakse 6 korda a'l5 ml ben-
seeniga ja tdidetakse mddtkolb sellega kuni mirgini. Sellest lahusest vdetakse 1ml ja
vilakse 100ml modtkolbi, lisatakse 1ml 0.2n NaOH lahust ja viiakse lahuse maht
metanooliga kuni 100ml. Vordlusproovil on mdruainete benseeniekstrakti asemel

puhas benseen.

2.1.2.2. Humalaekstrakti ja lupuliinekstrakti valmistamine méruhapete
analiiiisiks HPLC-ga

1-2g peenestatud humalale 50ml lihviga koonilises kolvis lisatakse 20ml metanooli,
suletakse klaaskorgiga ja ekstraheeritakse magnetsegajal 0.5 tundi. Filtritakse labi
klaasfiltri ja silitatakse kilmutuskapis t=4°C juures [21]. Lupuliinekstrakti valmis-
tamisel eraldatakse humalakébidelt soomused ja nendelt kasitsi lupuliinnddrmed [22].
0.054g ndirmete kohta voeti 1.35ml metanooli, muus osas oli ekstrakti valmistamine

analoogiline humala metanooliekstrakti valmistamisega.
2.1.3.Ekstraktsioon tsiiklodekstriini lahusega

Aktiivse toimeaine ekstraktsioon taimsest materjalist CD-lahusega on voimalik tinu
kompleksi moodustumisele toimeaine komponenetide ja CD molekulide vahel. Puhta
toimeaine CD-komplekside saamiseks kasutati kooskristallimise meetodit [23].

B-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). Lopetatakse soojendamine, mahitakse reaktsioonindu
alumiiniumfooliumisse ja kuiva riidesse, et aeglustada jahtumist, ning asetatakse
loksutile. Jahtumise tulemusena hakkab eralduma valge kristalliline toimeaine-beeta-
CD kompleks. Loksutatakse 4.5 tundi, seejirel asetatakse reaktsioonindu 0dseks
kiilmkappi jdile, et saavutada suuremat kristallide saagist. Jargmisel pdeval filtritakse
kompleks klaasfiltril ning kuivatatakse toatemperatuuril 6hu kdes konstantse massini.

Kompleksi séilitatakse toatemperatuuril kaanega suletud kaaluklaasis.
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2.1.3.1.Ekstraktsioon barbotaazhmeetodil [ILIV]

Taimses materjalis olev toimeaine viiakse aurufaasi ja absorbeeritakse otsekohe beeta-
CD lahusega; sellele jargneb kristallimine (joon.2.2). Peenestatud taimse materjali
suspensiooni 150ml vees (1) kuumutatakse keeval vesivannil (2) 1.5 tunni jooksul.
Selle kiigus vabanevaid toimeaine aure barboteeritakse l4bi reaktori (4) poorse pdhja
ja puutakse 50°C juures olevasse B-CD lahusesse (5). B-CD etanooli vesilahuse (1:3)
maht on 37.5ml. Taimse materjali kogus sdltub tema toimeaine sisaldusest, mis on
eelnevalt madratud Ginzbergi meetodil ([19],vt. p.2.1.1.). B-CD ja taimse materjali
kaaluline suhe valitakse selliselt, et tekiksid 1:1 kompleksid. Parast kompleksi teket
reaktor tiihjendatakse ja segu kristallitakse samuti nagu p. 2.1.3.
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Joon.2.2. Seade toimeaine eraldamiseks taifnsest materjalist 3-CD komplekside
moodustumise teel barbotaazhmeetodil (selgitused tekstis).

2.1.3.2.Retsirkulatsioonekstraktsioon [IILIV]

70°C juures olevat B-CD lahust tsirkuleeritakse 14bi taimse materjaliga taidetud ko-
lonni; tahke kompleks saadakse kristallimise teel (joon.2.3.). Valmistatakse -CD lahus
1:3 etanooli ja vee segus (vOi puhtas vees) (2), mida hoitakse kuttekehaga
magnetsegajal (1). Sealt juhitakse see peristaltilise pumba (3) abil ekstraktori (4)

alaossa. Ekstraktori veesargis olevas spiraalis soojeneb 3-CD lahus 70°C-ni ja
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juhitakse seejdrel taimsele materjalile (5) reaktori iilaosast. Eelsoojendatud B-CD
lahust (koos juba tekkinud kompleksiga) tsirkuleeritakse labi taimse materjali kihi, kuni
toimeaine-B-CD kompleksi enam juurde ei teki. Protsessi jélgitakse proovide votmise
teel reaktsioonisegust voolikuga ithendatud sustla (7) abil. Vajalikud taimse materjali ja
B-CD kogused arvutatakse ning tekkinud kompleks kristallitakse samuti nagu
barbotaazhimeetodil ekstraktsioonil (p. 2.1.3.1.).

f
\/%‘_
~

los

[y

Joon 2.3. Seade toimeaine eraldamiseks taimsest materjalist 3-CD komplekside

moodustumise teel ekstraktsioonmeetodil
2.1.3.3. Perkolatsioonekstraktsioon

Ekstraktsiooniseade, selle eri osade temperatuur ning kasutatud taimse materjali
ja B-CD koguse arvutus olid analoogilised retsirkulatsiooniga(p. 2.1.3.2). Seevastu
taimset materjali ekstraheeriti ainult virskete koguste B-CD lahusega. Ekstraktori
alaosast valjunud lahus koguti teatud ajavahemike jirel eraldi katseklaasidesse.
Kompleksi tekkimist proovides jilgiti toimeaine sisalduse jargi, mida mdddeti

spektrofotomeetriliselt.
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2.2. Aktiivse toimeaine sisalduse miairamismeetoodid

2.2.1. Terpenoidsete iihendite sisalduse médiramine spektrofotomeetriliselt

Nii puhaste kui B-CD kompleksi koosseisu ldinud terpenoidsete iihendite kvantitatiivsel
maaramisel kasutati spektrofotomeetreid "Specord UV-Vis" (skaneeriv, spektrite
votmiseks) ja "VSU-2P" (mdotmiseks kindlal lainepikkusel; mdlemad Carl Zeiss, Jena)
ning kaanega kvartskiivette paksusega 1 cm.

Eeldati, et -

1) toimeaine komponentide suhe B-CD kompleksi moodustamise kdigus ei muutu
oluliselt;

2) UV-piirkonnas neelduvate komponentide optiline tihedus on  vdrdeline
kontsentratsiooniga, s.t. piiiiti tootada kontsentratsioonipiirkonnas, kus

D=¢gcl [24], (6)

kus D - toimeaine optiline tihedus
& - toimeaine, molaarse ekstinktsiooni koefitsient, [M -1. cm1]
| - kihi paksus, [cm]
¢ - toimeaine kontsentratsioon, [M]

Vérdluslahusteks olid 96 %-line (puhta toimeaine lahusele) ja 33 %-line etanool ( B-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 mazdramisel eeldati veel, et

1) CD-l antud UV-piirkonnas neelduvus praktiliselt puudub;

2) UV-piirkonnas neelduvate kiilalismolekulide lahuste neelduvuse intensiivsus

kompleksi moodustamise kaigus ei muutu oluliselt.

Spektrite interpreteerimisel olid aluseks kirjanduse andmed uuritavate eeterlike olide
tiiipilisemate komponentide kohta (vt. tabelid 2.1 ... 2.3 ja joon. 2.4, 2.5).
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Loorberidli pshikomponendid

Tabel 2.1.

kirjanduse pdhjal
Sisaldus, %

Komponent [26] [27] [28] [30]
o-pineen 7,67 44 12 +
B-pineen 5,72 33 6 +
kamfeen 0,50 0,5 2 +
(+)-3 -kareen 0,18 - - -
sabineen 13,18 5,9 5 -
o-tujeen 0,76 - - -
limoneen 1,66 2,1 4 o
terpinoleen - - 0,3 -
y-terpineen 0,58 - 1 -
o-terpineen 0,32 - 0,5 -
a-fellandreen 0,50 0,5 0,5 +
B-fellandreen 0,65 1,0 “ -
miirtseen 2,48 1,4 1 -

-tsimeen 1,73 1,0 2 +
Kokku mono- 36,0 >20,1 | >21,8
terpeensiisivesinikke '
B-kariofiilleen +
Cg-aldehuiid -

oktiitilaldehiiiid,
oktanaal) +
tsitronellaal %
linalool 11 +
geraniool o +
nerool . +
terpineen-4-ool 3 -
o-terpineool 6 -
B-terpineool - +*
borneool . 4
eugenool 1,8 3 +
metiileugenool - = +
linaliitilatsetaat - - +
neriiiilatsetaat - . +
o-terpineoolatsetaat - 10 -
1,8-tsineool 34,8 30 50...70

eukaliiptool)

23
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Koomneoli pohikomponendid kirjanduse pohjal

Tabel 2.2.

Komponent Sisaldus, %
[26] [30] [33] [34]

a-pineen jéljed jéljed
B-pineen jaljed jéljed
kamfeen - -
(+)3 -kareen jaljed -
sabineen jaljed -
o-tujeen jaljed -
R(+)-limoneen 38,0 madramata 40,47
terpindeen - jaljed
o-terpineen . .
o-fellandreen jaljed -
mirtseen - jaljed
p-tsimeen - jaljed
Kokku monoter-
peensusivesinikke >38.0 >40,47
S-(+)-karvoon 53...63 512
trans- jaljed
dihidrokarvoon
cis-dihiiddrokarvoon jaljed
tujoon jaljed
Kokku
terpeenketoone <63 >31.2
1-p-menten-4-ool ehk terpineen-4-ool jéljed
8-p-menten-2-ool (neo) ehk jaljed
neodihiidrokarveool
8-p-menten-2-ool ehk dihiidrokarveool jaljed
8-p-menten-2-ool(iso) ehk isodihiidro- jaljed
karveool
8-p-menten-2-ool(neo-iso) ehk neo-
isodihtidrokarveool jaljed
cis-8-p-menten-1-ool ehk B-terpineool
cis-karveool jaljed
trans-karveool jaljed
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Tillioli pohikomponendid kirjanduse pdhjal

Tabel 2.3.

Sisaldus, %

Komponent Urdis QOites Seemnetes

[25] | [41]) [31] [30] | [33] [34] [35] | [36] | [42]

o-pineen 1,36 jaljed

B-pineen - jaljed

kamfeen 0,04 -

sabineen 0,12 -

o-tujeen 0,27 -

R(+)-limoneen 15,6 29, 44% 10 60,25

terpinoleen 0,14

y-terpineen 0,06 -

o-terpineen 0,51 6

a-fellandreen 23,62 6

B-fellandreen 29,44 % -

miirtseen 0,97 -

-otsimeen 0,1 -

p-tsiimeen 0,34 jaljed

Kokku

monoterpeen-

siisivesinikke 50,5 [ 61,80 | 5697 | >22 |>60,25

S(+)-karvoon 979 | 17,5 14,05 345 893 1893 1387 .0 20

dihiidrokarvoon 0,80 1,30 12

kamper 0,02 -

fenhoon 0,05 -

Kokku

terpeenketoone | >379 1542 | 46,5 >59,3 | 37,3 |>38,7|>20

karveool e

dihiidrokarveool 3.5

1soeugenool - fad

“gvajakool 0,02 E

karviiilatsetaat 0,3

anetofuraan e. 19,10 19.8

(3,6-dimetuiil-

2,3,3a,4,5,7a-

heksahiidroben-

sofuraan)

* R(+) - limoneen + B-fellandreen [34]
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Joon. 2 4 Tilli-, loorberi- ja koomnedlis leiduvate terpenoidsete
ihendite (alkoholide, fenoolide, estrite jt.) struktuurvalemid
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Joon.2.5. Tilli-, loorberi- ja k6émnedlis leiduvate terpenoidsete
lihendite (siisivesinike, aldehditidide ja ketoonide) struktuurvalemid
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2.2.2. a-hapete sisalduse médramine kuivatatud humalates

Kuivatatud humalas leiti ci-hapete sisaldus vastavalt viites [18] kirjeldatud metoodikale
(vt. ka p. 2.1.2.1). Humalaekstrakti optilist tihedust moddetakse kolmel lainepikkusel -
325 nm, 355 nm ja 275 nm, mis on vastavalt humulooni ja lupulooni leeliseliste
metanoolilahuste neeldumismaksimum ning neil lainepikkustel optilise tiheduse
modtmist mdjutavate kdigi iilejagdnud ainete neeldumismaksimum. Sealjuures ldhtuti
viidetes [39] ja [40] toodud ekstinktsioonikoefitsientidest (vt. tabelid 2.4. ja 2.5.).
Kasutati spektrofotomeetrit "VSU-2P" (Carl Zeiss, Jena) ja kvartskiivette paksusega 1
cm.

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

o-happed = (73,79 5 D325 e 51,56 4 D355 - 19,07 » D275)/2, [%] (7)

2.2.3. a-hapete sisalduse maidramine 3-CD kompleksides ja katseandmete
matemaatiline to6tlus

a-hapete sisaldust ning nendega moodustunud B-CD kompleksides mdddeti samuti

spektrofotomeetriliselt, kuid saadud andmete matemaatiline to6tlus koos graafikute
viljatrikiga tehti arvutil PC AT, kasutades tabelarvutuspaketti "Supercalc 5".

Suhteline optilise tiheduse iihik [BA]

Erinevatest katseseeriatest saadud andmeid vdrreldi o-happe sisalduse suhtelise
optilise tiheduse tihikutes [BA]. Ekstraktiproove lahjendati 50...800 korda lahustiga,
milles oli valmistatud B-CD lahus (metanool, etanool voi vesi). Moddeti optilised
tihedused lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm CD lahusti vastu.

[BA] arvutamisel ldhtutakse a-hapete spektrofotomeetrilise madramise valemist (7),
mis erinevate katseseeriate vordlemisel jagatakse 10-ga.

[BA] = (73.79 * OD325 - 51.56 * OD355 - 19.07 * 0D275)/20 (8)

Tabel 2 .4.

Humalaekstrakti komponentide neeldumismaksimumid [39]

K #2750 Asuar 32500 Amax=355nm
Komponent 1% 1% 1%
€ € €
E 1em E 1em E jem
humuloon Cy;H5;05 90 3261 | 381 13804 | 318 11522
lupuloon CyH3504 37 1529 | 331 13 678 | 460 19 008
ilejadnud komponendid | 31 15 10
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Tabel 2.5.

Humulooni neeldumismaksimumid leeliselises EtOH-s [40]

Amax=228nm Amax=324nm Amax=350...361nm

14 730 11520 8750

[BA] tihikutes arvutati jargmised suurused:

BA - reaalsete optiliste tiheduste jargi arvutatud o-hapete sisaldus;
BAa - a-hapete sisalduse arvutuslik véartus.

Optilise tiheduse thikutes arvutati:

OD - lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm mdddetud kolme optilise tiheduse
keskmine;
ODa - eelmise suuruse arvutuslik vaartus.

Arvutusliku a-hapete sisalduse ja arvutusliku keskmise optilise tiheduse leidmiseks
kasutati hiiperbooli valemit (9), millele eksperimentaalsete andmete pdhjal ehitatud
graafikud lahenesid kodige enam:

BA=BAM * T/(TP + T), &)
kus  BAM - a-hapete maksimaalne sisaldus, [BA]
T - aeg, min.
TP - poolkiillastuse aeg, s.t. aeg, mille jooksul ekstraheeritakse 50 % o~

hapete maksimaalsest sisaldusest, min.

Vorrand (9) lineariseeriti selle mdlemast poolest poordvaartuste votmisega, saades
vorrandi (10)

1/ BA=TP/BAM*T+T/BAM * T. (10)
Defineerides 1/BA =y; TP / BAM =a;; 1/T =x; I/BAM =a,,,
voime kirjutada vorrandi (10) kujul:

y=a;*x+a, (11)

Lineaarregressiooni kasutades leitakse a ja ay. Arvutuslik a-hapete sisaldus [BA]uhikutes (BAa)
ja arvutuslikud optilise tiheduse keskmised (ODa) leiti valemiga (12):
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ya=F-X*a)+a*X (12)

kus Ya - arvutatud véirtus,
¥, X - keskmised vairtused.

x ja X asemel kasutati vastavaid aja poordvairtusi 1/T; y ja y asemel aga vastavaid BA
vdi OD vairtusi. Moningatel juhtudel vorreldi ODa (silutud optiliste tiheduste) jargi
arvutatud o-hapete sisalduse graaafikut a-hapete sisalduse arvutuslike vaartuste (BAa)
graafikuga.

Kolme optilise tiheduse keskmine igas katsepunktis arvutati katseandmete
usaldatavuse esialgseks kontrolliks. Optiliste tiheduste kdvera kuju lahene misel
hiiperboolile loeti katse dnnestunuks. Et voimaldada mdlema suuruse (s.o. OD ja BA)
kujutamist tihel graafikul, kasutatigi valemit (8), mis on tegelikult o-hapete sisalduse
arvutamise valem, jagatud 10-ga.

Antud katsetes ei arvutatud korrelatsioonikoefitsiente ega standardhalbeid, sest
eesmargiks oli vaid kindlaks teha protsesside iildine diinaamika.

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

Perkolatsioon-ekstraktsioonil ja retsirkulatsioon-ekstraktsioonil saadud katsetulemused
on viljendatud suhtelistes optilise tiheduse thikutes (BA). Jargnevalt leitakse seos
nende suhteliste tihikute ja moruhapete sisalduse (%-des) vahel.

Retsirkulatsioon-ekstraktsioon:

Punktis 2.1.2.1. toodud «-hapete sisalduse madramise eeskirja kohaselt
ekstraheeritakse 5 g humalaid 250 ml benseeniga. Sellest tehakse veel 100-kordne
lahjendus ja saadakse o-hapete sisaldus %-des. Seades niiid vastavusse 1 optilise
tiheduse thiku ja 1 % , saame, et ihele optilise tiheduse tihikule vastav o-hapete
kontsentratsioon on 50 mg / (250 x 100) = 2 Mg a-happeid/ml. Antud katsetes leiti o.-
hapete sisaldus optiliste tiheduste vaartuste alusel lainepikkustel 275, 325 ja 355 nm.
Tulemuste vordlemiseks kolme optilise tiheduse keskmisega (samal graafikul) jagati
saadud tulemus 10-ga, mis ongi suhteline BA-ihik. Seega 1BA = 2 * 10 pg o-
happeid/ml. Korrutades selle lahuse mahuga, saame 1BA-le vastava a-hapete koguse
pg-des lahuses.

Perkolatsioon-ekstraktsioon:

Siin voetakse aluseks o-hapete summaarne viljatulek, summeeritud on koigist
fraktsioonidest saadud o-happed, (s.0. SBA). Ka see viirtus on viljendatud suhtelistes
optilise tiheduse tihikutes [BA]. Uhele BA iihikule vastav a-hapete kontsentratsioon
on2oug a-happeid/ml. Korrutades SBA vaartuse lahuse mahuga saame eraldunud o-
hapete hulga pg-des.
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3. TULEMUSED JA ARUTELU

3.1. Aktiivse toimeaine eraldamine standardmeetoditel

Taimsest materjalist (loorberilehtedest ja kéémneseemnetest) eraldati eeterlik oli p. 2.1.1
kirjeldatud metoodika jargi Ginzbergi seadmel. Sel viisil madratud eeterliku oli sisaldust
kasitleti baassuurusena muude parameetrite arvutamisel teiste eraldusmeetodite puhul (vt.
tabel 3.1). .Enne igat jarjekordset ekstraktsiooniseeriat maarati eraldi vastava materjalipartii

toimeaine (eeterliku 6li) sisaldus.

Tabel 3.1.
Eeterlike olide sisaldus loorberilehtedes ja koomnetes, mairatud
veeaurudestillatsiooniga Ginzbergi seadmel
Jrk. Materjal Kaalutis, Lisatud vett, | Destillatsiooni | Oli sisaldus,
nr. g ml aeg, min %
1 Loorber 75,0 450 90 1,11
3.2 Loorber 92,6 440 90 g
3 Loorber 66,5 350 70 1,64
4 Loorber 76,0 450 90 2,82
5 Ko66mned 100,0* 500 156 2,03
6 Ko66mned 100,0 500 87 3,57
7 Ko66mned 100,0 500 120 2,17
8 Koomned 100,0 450 120 3,43
9 Ko6mned 100,0 500 100 4,03

* purustamata
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3.2. Aktiivse toimeaine ekstraktsioon tsiiklodekstriini lahustega.

3.2.1. Eeterlike olide eraldamine B-CD komplekside moodustamise teel.
3.2.1.1. Barbotaazhmeetod.

Enamkasutatavaks meetodiks aromatisaatorite B-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 B-CD lahused segatakse sobival temperatuuril, mille juures nad
mdlemad lahustuvad, tekkinud kompleksi kristalliseerumine saavutatakse aeglasel
jahutamisel ja pikaajalisel hoidmisel madalal temperatuuril. Kuid on teada, et B3-CD
molekul on véimeline moodustama kompleksi sobivate modtmetega kiilalismolekuliga ka
gaasifaasis. Sellel pohineb idee 6hu puhastamiseks kahjulikest lahustiaurudest kiillastatud
B3-CD lahusega absorptsioonil [25].

Arvestades eeterlike Olide koostisesse kuuluvate terpenoidsete iihendite lenduvust,
kasutati seda meetodit jargnevalt nendega B-CD komplekside saamisel. Taimses materjalis
leiduvad eeterlikud o6lid viidi aurufaasi ja absorbeeriti seejarel kohe B-CD lahusesse.
Vaadeldes katseseadme konkreetset vormistust (p.2.1.3.1.) ndeme, et eeterlike oOlide
aurud juhitakse B-CD lahusesse libi isoleerimata toru. On ilmne, et aurud seejuures
jahtuvad ja tegelikult jouab B-CD lahusesse vee, veeauru, eeterliku 6li ja selle aurude
segu. Nimetatud segu reaktorisse juhtimiseks tuli kasutada 6hupumpa. Optimaalsed
tingimused kuivatatud loorberilehtedest ja koomneseemnetest eeterlike dlide eraldamiseks
on vilja tootatud toos [I1].

Tabel 3.2.

Loorberilehtedest barbotaazhmeetodil B-CD lahusega eraldunud eeterlike dlide
koguse sdltuvus l}-CD kontsentratsioonist.

Jrk. B-CD Oli maks. Eeterliku | Eeterliku 6li | Eeterlik 6li/ 1g olile
nr. konts., sisaldus, oli saagis, saagis B-CD, B-CD,
2/100ml mg/ml mg lehtedest, % g/g g

5 0,758 0,36 13,25 0,945 0,047 21,43
y & 0,756 0,105 3,48 0,248 0,013 78,16
3 3,976 0,20 6,65 0,027 0,004 22421
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 diinaamika

Eeldades, et terpenoidsed iihendid moodustavad B-CD-ga enamasti 1:1 komplekse, jalgiti
protsessi kulgu reaktorisse tekkiva eeterliku 6li sisalduse jérgi. oli sisaldust mdodeti UV-
spektrofotomeetriga. Piiiti saavutada tingimused, millel eeterliku 6li kontsentratsioon
lahuses oleks maksimaalne. Selleks optimeeriti jargimo6da protsessi labiviimiseks kuluvat
aega, sobivat B-CD lahustit, B-CD ja taimse materjali suhet ja B-CD lahuse
kontsentratsiooni. B-CD reaktori temperatuur oli kéigil juhtudel 50°C ja taimse materjali
suspensiooni hoiti keeval vesivannil.

Jooniselt 3.1, mis kujutab barbotaazhiprotsessi diinaamikat, selgub optimaalne aeg
kompleksi tekkeks - umbes 90 min. (nii loorberi kui koomnete puhul). Edasi hakkab
eeterliku 6li kontsentratsioon reaktsioonisegus kondensatsiooniveega lahjenemise tottu
vihenema, mis on eeterliku dli eraldumise 16pu tunnuseks. Kone alla voib tulla ka ménede

toimeaine komponentide lagunemine pikaajalisel kuumutamisel.

Vedela loorberidli-B-CD kompleksi niitel optimeeriti tlejadnud tingimused. Tulemused
on tabelis 3.2. Clmg/m)
b
4
3t .

2 L

2 (min)

020 40 60 80 100 0 Mo 180 %o 700

@)

T(min)
020 40 60 80 100 120 #0 160 70

Joon. 3.1. Barbotaazhiprotsessi diinaamika: a) - loorberidli; b) - k6omnedli
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Jéireldused:

1. B-CD lahustina peeti antud katseseerias sobivamaks 33 %o-list etanooli vesilahust,
milles B-CD lahustuvus on parem, kuna B-CD vesilahustega on tehtud katsed 1 ja 2.
B-CD vesilahustega on taimsest materjalist vdimalik toimeainet efektiivselt eraldada,
kui

a.) tdsta temperatuuri,
b.) peenestada taimset materjali tdiendavalt,
c.) kasutada B-CD iilehulka (katse 1).

)

2.  PB-CD ja taimse materjali suhe oleneb toimeaine sisaldusest taimses materjalis.
Vastavalt molekulmasside suhtele, on B-CD ja eeterliku Oli vaheliste 1:1
komplekside tekkeks optimaalne suhe =10. B-CD ja eeterliku 6li suhet varieeriti
3...224 g/g. B-CD iilehulga puhul (katsed 1 ja 2) seoti kompleksi ilmselt kogu
eraldunud eeterlik dli, kuigi saagised olid viikesed. Eeterliku 6li tlehulga puhul
(katsed 4 ja 5) eraldus kiill kogu eeterlik 6li, kuid B-CD kompleksi sattus vaid osa

sellest.

Optimaalse B-CD ja taimse materjali suhte juures on tehtud katsed 6,7 ja 8.
Ginzbergi meetodil (vt. p. 2.1.1) maérati eeterliku 6li sisalduseks antud lehtedepartiis
1,11 %. Seega eraldus nendes katsetes kogu eeterlik 6li B-CD-ga téidetud

reaktorisse.

3.  B-CD maksimaalne vdimalik kontsentratsioon antud katsete pohjal oli 1,48g/100ml,
kuigi B-CD lahustuvus t=50°C juures 33 %-lises etanooli lahuses on 5g/100ml.
Sellele lahedast kontsentratsiooni (3,96g/100ml) kasutati katses 3. Et aga p-CD
komplekside lahustuvus on tavaliselt vdiksem kui B-CD-l endal, sadenes kompleks
kohe tekkimise jérel vilja, ummistades reaktori poorse pohja.

Tahkete komplekside saamine.

Jooniselt 3.2 selguvad tegurid, mis médaravad tahkete komplekside saamiseks sobiva
kontsentratsiooniga B-CD lahuse valiku. Loorberi6li-B-CD komplekside saamiseks on
sobivaim B-CD kontsentratsioon 3,26g/100ml 33 %-lises etanooli lahuses; koomnedli-B-
CD komplekside jaoks aga 3,0g/100ml samasuguses etanooli lahuses. Sellest vdiksemal -
CD kontsentratsioonil jaéb suurem osa kompleksist filtraati, suuremal kontsentratsioonil

saadakse aga optimaalsest viiksema odlisisaldusega kompleksid. Pohjuseks on Olisaagise
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a)

(<)

o
total yield of
o A-CD complex

thm‘r, unt;nt
ol"-c complex
Concentretios
of §-CD
wsolution
( g/100 =L *

v s 20 25 P 5 40

)

)
%
601 total

yield of p-CD

o cuphﬁ
P 8
o

m.

flavour content of

1 P—CD complex

“ C: retion of
0 P-CD molution
( /190 aL )

5 20 25 30 35

Joon. 3.2. Eeterliku 6li B-CD kompleksi saagise ja oli sisalduse soltuvus $-CD lahuse
kontsentratsioonist (barbotaazhimeetod). a) - loorberidli; b) - koomnedli

solid F-CD complex

Yield of essential oil ( % )

20-
o M filt(l:'ate Hary.
¥ oncentration
Y5 20 25 30 35 40 of g-CD solution
(" 8/100 mL )

Joon. 3.3. Eeterliku 0li jaotus tahke B-CD kompleksi ja filtraadi vahel
(barbotaazhimeetodil saadud k66mnedli B-CD kompleks)
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piisimajéamine teatud nivoole (~ 65 %), kuna produkti saagis samal ajal touseb (vt.
joonised 3.2 ja 3.3). CD-trapil on seega kiilalismolekuli killastuse maksimum, mille
midrab molekulmasside suhe. Tekkinud produkt on optimaalsest kdrgemal B-CD
kontsentratsioonil B-CD kristallide ja kompleksi kristallide segu.

Kokkuvétvad tulemused eeterlike olide tahkete B-CD komplekside saamise kohta
barbotaazhimeetodil (optimaalsetel tingimustel) on tabelis 3.3

Tabel 3.3.

Barbotaazhimeetodil valmistatud eeterliku 6li-B-CD komplekside iseloomustus

Kompleks B-CD lahuse Saagis lahte- Eeterliku 6li Eeterliku 611
konts., ainete suhtes, saagis teoreeti- sisaldus
2/100ml % lisest, % kompleksis, %

Loorberioli-B-CD 3,26 63,49 80,73 11,51
K66mneoli-B-CD 3,00 34,79 68,85 9,96
Jireldused:

1. Barbotaazhimeetodil on vbimalik valmistada samasuguse toimeaine sisaldusega
komplekse kui kooskristallimisel. Ka eeterliku Oli saagis teoreetilisest on péris
rahuldav (iile 80 % ja kuni 70 % vastavalt loorberilehtede ja koomnete puhul).

Seega on vdimalik saada stabiilseid aromatisaatoreid iiheastmelise protsessi kigus,
lahtudes taimsest materjalist ja B-CD-st, jdttes vahele iseseisva Oli eraldamise etapi.

2. Meetodi puuduseks voib lugeda kompleksi madalat saagist lahteainete suhtes, mis on

eriti drastiline koomnete puhul (34,79 %).

Analoogilisel viisil ingverist valmistatud aromatisaatori kohta vaidavad autorid, et selle
toimeaine sisaldus ja kvaliteet jiivad alla kooskristallimisel saadule [51].
Barbotaazhimeetodil valmistatud loorberi- ja kdomnedlikomplekside 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 jaada vdivad jaagid. B-CD
lahus on niisugustest puudustest vaba.

Jirgnevalt uuriti tema ekstrahendina kasutamise vdimalusi; ekstraheerimise aluseks on B-
CD voime iiksikute toimeainete komponentidega komplekse moodustada.

Protsessi diinaamika

Optimaalsete tingimuste véljatdotamise skeem taimsest materjalist (koomneseemnetest)
eeterlike dlide eraldamiseks retsirkulatsioon-ekstraktsioonil oli samasugune nagu eelmises
punktis ja on esitatud t66s [I11I].

Maksimaalne eeterliku 8li kontsentratsioon reaktsioonisegus (0,947 mg/ml) saavutati
jargmistel tingimustel:

a.) ekstraktori temperatuur 70°C,

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

c.) B-CD lahuse kontsentratsioon 2,25g/100ml 33 %-lises etanooli vesilahuses,
d.) katse kestvus 90 min.

Protsessi diinaamika on kujutatud joonisel 3.4, kust selgub optimaalne katseaeg - 80 ...
100 min. Protsessi kulgu kirjeldab hiiperbooli vorrand.

Tahkete komplekside saamine

Aromatisaatorite kristalliliste B-CD komplekside saamisel kooskristallimise meetodil
peetakse sobivaimaks B-CD lahust kontsentratsiooniga 5,5g/100ml [23]. K&6mnedli-B-
CD tahkete komplekside saamisel barbotaazhimeetodil oli optimaalne (-CD
kontsentratsioon 3,0g/100ml (vt. p. 3.2.1.1). Jérelikult B-CD lahuse kontsentratsioon
2,25g/100ml, millega ekstraktsioonmeetodil saavutati koomnedli maksimaalne sisaldus
reaktsioonisegus, ei kindlusta veel tahke kompleksi teket. Antud juhul tootati ka suure -
CD iilehulgaga, et tagada kdigi kiilalismolekulide varustamine 3-CD-ga. Kristallilise
kompleksi saagis aga jiib sellisel juhul viiksemaks, sest vaba 3-CD lahustuvus on 3-CD

kompleksi lahustuvusest parem.
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1. Ekstrahendi mahu vihendamine

Tahke kompleksi suurema saagise saavutamiseks optimeeriti eeterliku 6li ja 3-CD suhet.
Selleks vidhendati esialgu ekstrahendi mahtu, kuna ekstraheeritava materjali maht jai
konstantseks. Eeldades, et k66mnedli puhul on (molekulmasside alusel) arvutatud
toimeaine ja B-CD suhe 0,13, dli sisaldus koomnetes 2,5% ja koomnete kogus 3g, on B-
CD kogus, mis tagab 1:1 kompleksi moodustumise, jargmine:

b' * ¢

WL

0,13 % 100 13

kus a - B-CD kogus, g

b - eeterliku 6li kogus, g

=0,577g,

b' - arvutuslik taimse materjali kogus, g

c - eeterliku Oli sisaldus taimses materjalis, %.

(13)

Tegelikult tootati B-CD ilehulgaga: eeterliku 6li teoreetilise sisalduse ja B-CD suhe oli

0,075.
Tabel 3 4.
K66mnedli-B-CD tahke kompleksi saagise soltuvus tsirkuleeriva
ekstrahendi mahust

B-CD konts., | Tsirkuleeriva Vedel kompleks ekstrak- | Tahke kompleks Eeterliku 6li
g/100 ml lahuse maht, ml | toris . saagis k6om-

oli saagis, % | 6li/B-CD saagis, % | Olisisaldus | nete suhtes, %
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 1.3 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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Jareldused:

1. B-CD lahuse kontsentratsiooni tostmine tsirkuleeriva lahuse mahu vahendamise arvel
voimaldab rahuldava saagisega komplekside saamist vaid vedelas olekus ja kuni 3-CD
kontsentratsioonini 3,03g/100ml. Tsirkuleeriva lahuse mahu edasine vahendamine
osutub labi siisteemi tsirkuleerimiseks ebapiisavaks, mis avaldub &li saagise
vihenemise néol.

2. Ka kristallisatsioonitingimused ei parane. Produkti valjatuleku voimaliku suurenemise

varjutavad materjalikaod siisteemi seinte kiilge.

3. Ainus positiivne resultaat on dlisisalduse piisimine konstantsena (tahkes kompleksis).

Selle tingib konstantne eeterliku dli ja B-CD suhe terves seerias.

2. Reaktori mahu suurendamine

Eeterliku 6li - B-CD kompleksi kristalliseerumise uurimiseks korgemal (-CD
kontsentratsioonil vdeti kasutusele suurem ekstraktor (45 ml), kusjuures ekstrahendi maht
jéi konstantseks (100 ml). Tulemus on tabelis 3.5.

Tabel 3.5.

Koomnedli B-CD tahke kompleksi saamine 45 ml mahuga ekstraktoris

B-CD konts. | K66mnedli saagis Tahke kompleks Eeterliku

g/100 ml oli saagis
ekstraktoris, | filtraadis, % | tahkes saagis, % oli sisaldus | seemnetest,
% kompl., % %

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 4533 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 2421 4332 5,08 1,63
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Jéreldused:

1. Lahjades B-CD lahustes on eeterliku dli jaotus filtraadi ja kristallilise kompleksi
vahel peaaegu vdrdne, kuna kontsentreeritumates lahustes (alates 3,0 g/100 ml) on
erinevus peaaegu kahekordne (kristallilise kompleksi kasuks). Maksimaalne eeterliku
dli valjatulek (36,5%) saavutatakse 3-CD kontsentratsioonil 3,6g/100 ml.

2. Suurematel B-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 vihem kui kooskristallimisel
(82,10 %, vt. p. 3.3.1).

3. Antud ekstraktsiooni jaoks vdib optimaalseks lugeda B-CD kontsentratsiooni

3,6/100 ml, mille juures produkti viljatulek on 50% lahteainest ja eeterliku oli

sisaldus on ~ 7%.

3. Eeterliku oli ja $-CD suhte mdju ekstraktsiooniprotsessile

Kahes viimases katseseerias, mis tehti kristallisatsiooniprotsessi uurimiseks, oli eeterliku
oli ja B-CD suhe erinev, vastavalt 00%ja 0,1 (vt. tabelid 3.4 ja 3.5). On ilmne, et kui
ekstraktsiooni lihteainete suhe on optimaalsest erinev eetrliku 6li kasuks ja saavutatakse
Oli saagise tdus, on osa eeterliku 8li komponente tahkes produktis lihtsalt adsorbeerituna
B-CD kristallide pinnal. Kui aga eeterliku dli saagise tdus saavutatakse B-CD tlekuluga,
voib oletada, et tegu on iiksnes B-CD kompleksi suletud eeterliku dliga. Seda mottekédiku
kinnitavad jargmises tabelis toodud andmed.

Tabel 3.6.

Ko6mnedli viljatuleku muutus séltuvalt eeterliku 6li ja B-CD suhtest

Eeterlik 6li: B-CD | 1 g eeterliku 8li jaoks | Eeterliku &li véljatulek | B-CD
(lahteainetena) B-CD (ekstraktoris), 8 | ekstraktoris, /% konts.,g/100ml
0,0227 60,27 72,97 & 2.

0,0457 33,44 65,66 2.4

0,0680 24,55 61,28 .35

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

0,1 19,60 51,0 2.5
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Jireldused:

1. Taimsest koest toimeainete (eeterlike Slide) eraldamiseks on vajalik teatud B-CD
tilehulk. Kaesoleval juhul tingis selle ka peenestamata taimse tooraine kasutamine,
mille tottu difusioonitakistus oli suur.

2. B-CD etanoollahuseid voib kisitleda kui ekstrahente taimsest toorainest eeterlike
oOlide eraldamisel. Tdpsemad tingimused protsessi labiviimiseks on esitatud t66

jargnevas osas.

K . 3 ; 5 . ¥ y . T(min)
020 40 60 80 100 120 140 160

Joon. 3.4. Ekstraktsiooniprotsessi diinaamika (koémne6li puhul)
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3.2.2. Humala méruhapete eraldamine B-CD komplekside moodustamise teel

3.2.2.1. Méruhapete eraldamine peenestamata humalatest retsirkulatsioon-
ekstraktsioonil

On teada, et B-CD kompleksid sobivate mddtmetega hiidrofoobsete molekulidega
tekivad koige soodsamalt EtOH juuresolekul [25]. Niiiid seati ilesandeks vilja
selgitada, kas mdruainete eraldamine humalast on vdimalik ka B-CD vesilahuste abil.

Meetodi kirjeldus on t66 metoodikaosas punktis 2.1.3.2. Uuritavateks parameetriteks
olid seega humala mdruhapete (c-hapete) B-CD komplekside saamiseks sobiv
ekstrahent, lihteainete kogus, temperatuur ja -CD lahuse kontsentratsioon. Viidi labi
jargmised katseseeriad:

1. humala ekstraktsioon erineva kontsentratsiooniga B-CD  lahustega etanooli

vesilahuses;

2. humala ekstraktsioon erineva kontsentratsiooniga B-CD lahustega destilleeritud
vees,

3. temperatuuri mdju jélgimine humala ekstraktsioonil kindla kontsentratsiooniga 3-CD
lahusega.

Lihteainete 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 F-CD etanoollahusega

Joonisel 3.5 on esitatud vastavalt humala o-hapete ja humala a-hapete - B-CD
kompleksi spektrid. Kuigi spektrid ei iihti tdielikult, masrati humala a-hapete - B-CD
kompleksi kontsentratsioon jirgnevates katseseeriates siiski optilise tiheduse alusel
vastavalt punktis 2.2.2 kirjeldatud metoodikale ning punktis 2.2.3 kasitletud suhtelise
optilise tiheduse iihiku BA maistele. T66 kaigus vorreldi iksikute katsete esialgseid
tulemusi iithes seerias ning seeriaid omavahel selle suuruse alusel. Tulemuste
{imberarvutamisel lihtuti retsirkulatsioon-ekstraktsiooni puhul eeldusest, et 1 BA-le
vastab 20 pg/ml a-happeid. BA,ryyt ja ODypyye On leitud tegelike tulemuste (BAgegeiik,
ODegelik) pOOrdvaartuste ja aja podrdvadrtuste soltuvuse lineaarse regressiooni
vorrandiga (vt. p. 2.2.3).

Humala a-hapete ja B-CD etanoollahusega retsirkulatsiooni tulemused on esitatud
tabelites3.7 ja 3.8. Ekstrahendiks oli 1:3 etanooli ja vee segus lahustatud ja 3-CD, mille
kontsentratsiooni varieeriti piirides 0...5,5g/100 ml lahuses. Koigis katsetes oli
ekstraktori temperatuur 70°C, katse kestvus 60 min. ja B-CD lahuse mahtkiirus 1,30
ml/min. Tsirkuleeriva B-CD lahuse (reaktsioonisegu) maht oli 100 ml.
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Joon. 3.5. a) Humala o-hapete spekter;
b) Humala a-hapete-3-CD kompleksi spekter
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Tabel 3.7.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil B-CD EtOH lahusega eraldunud
a-hapete sisalduse séltuvus B-CD kontsentratsioonist

Jrk.
nr. 2/100 ml tegelik arvut. tegelik 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
. 2 10,62 - 33,42 33,4
3 3.5 15,0 14,86 29,50 28,1
6 % 1,0 1,80 35,0 33,5
Tabel 3.8.

Peenestamata humalatest retsirkulatsioonil B-CD EtOH lahusega eraldunud
a-hapete koguse séltuvus B-CD kontsentratsioonist

B-CD o-hapete o-hapete Eks-ks kulunud | o-hapete ja
konstr., Keskm. BA saagis, saagis humala | B-CD kogus, B-CD
kaaluline
g/100 ml tegelik mg suhtes , % mg 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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Jareldused

1 Tervet katseseeriat iseloomustab tulemuste suur hajuvus. Paralleelkatsete 1 ja 2 puhul
on see tingitud katses 2 erineva lahusti (metanooli) kasutamisest proovide
lahjendamiseks mdddetava OD vaartuseni. Kiisimus jai taiendavalt uurimata; koigis
iilejasnud katsetes ja katseseeriates lahjendati samasuguse lahusega nagu oli kasutatud
B-CD jaoks.

Uldisemalt vdib paralleelkatsete ebarahuldava kokkulangevuse pohjuseks olla
lahtematerjali (humala) ebapiisav peenestusaste. Kasutati toostuslikku pressitud humalat,
milles lupuliinndzrmed ja neis olevad a-happed olid jaotunud ebaiihtlaselt.

Paralleelkatsete tunduva erinevuse korral arvestati keskmiseks vaértuseks iihe katse
tulemused (nit. katsetes 5 ja 6).

2. Nagu vdib ette arvata, on vdimalik kontsentreerituma $-CD lahusega saavutada o.-
hapete suuremat kontsentatsiooni ekstraktis. B-CD kontsentratsiooni tdstmisel 2g/100
ml kuni 5,5 g/100 ml suureneb o-hapete saagis 31% vdrra. Samal ajal kulub sama
koguse o-hapete eraldamiseks kaks korda rohkem B-CD ; seega tekib suur B-CD
iilekulu (vt. tabel8).

a-hapete ja B-CD vaheliseks 1:1 kompleksi moodustamiseks on nende optimaalne suhe
Mg hape/Mp-cp = 362,4 : 1135 = 0,319. Selle saavutamise itheks vdimaluseks 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 B-CD selle ekstraheerimiseks on
0,0574 : 0,319 = 0,180 g ning B-CD 5,5 %-list lahust kuluks seega 0,180 x 100 : 53=
327 ml, mis << 100 ml ja ilmselt tsirkuleerimiseks ebapiisav kogus. Siiski oleks
tsirkuleerivat B-CD lahuse hulka mdttekas edaspidi vahendada.

Retsirkulatsioon-ekstraktsioon f-CD vesilahusega

Humala o-hapete B-CD vesilahusega retsirkulatsiooni tulemused on esitatud tabelites
3.9 ja 3.10 ning joonisel 3.6. Humalat ekstraheeriti B-CD vesilahustega, mille
kontsentratsioon lahuses oli Q 2 ja 5,5 g/100 ml. Ulejééinud katsetingimused jéid, eelneva
katseseeriaga vorreldes, muutmata.

Jireldused

1. Nagu eelnevaski katseseerias, iseloomustab tulemusi, eriti madalal kontsentratsioonil,
suur hajuvus (katsed 4, 5, 6), mille iiks pShjus vdib olla sama (humala madal
peenestusaste). Madalatel optiliste tiheduste vaartustel v3ib ka o-hapete sisalduse
arvutamise metoodika tapsus, kus kasutatakse eri lainepikkusel mdddetud OD-de vahet,
osutuda ebapiisavaks.
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Joon. 3.7. Optiliste tiheduste ja o-hapete sisalduse muutus ajas
(katse 8, tab. 3.9)
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Tabel 3.9.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil B-CD vesilahusega eraldunud
a-hapete sisalduse séltuvus B-CD kontsentratsioonist

Jrk. | B-CD konts., | BA BA oD oD

nr. |g/100 ml tegelik arvut. tegelik arvut.

1 0 0 0 11,32 10,5

23 k0 0 0 12,48 9,5

3 1 9,10 9,2 12,11 13,0

-4 2 7,77 - 10,80 -

$ 0 0 12,49 13,1

6 2 2,36 2.36 12,12 11,0

f $.5 8,26 8,70 19,61 18,0

8 |55 8,38 7,60 16,89 16,8
Tabel 3.10.

Peenestamata humalast retsirkulatsioonil B-CD vesilahusega eraldunud
a-hapete koguse séltuvus B-CD kontsentratsioonist

B-CD | keskm. BA | o-hapete | a-hapete saagis | Eks-ks kulunud | o-hapete ja B-
konts., saagis, humala suhtes, | B-CD kogus, CD kaaluline
g/100 tegelik mg % mg 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 viiksem: jooniselt, mis kirjeldab katse
8 kulgu, ndeme, et silutud (vt. p. 2.2.3) optiliste tiheduste pShjal arvutatud tegelik o-
hapete sisalduse muutus ajal langeb ideaalselt kokku arvutusliku kdveraga (joon. 3.7).

2. Ekstraktis saavutatava a-hapete kontsentratsiooni ja B-CD kontsentratsiooni
vaheline soltuvus on samuti analoogne eelneva katseseeriaga (vt. joon. 3.6).
Arvestamata on jietud vaid B-CD  kontsentratsioonil 1 g/100 ml tehtud katse
tulemused, mis on ilmselt ebaloogiliselt suured.

B-CD kontsentratsiooni tdusuga suureneb ka o-hapete véljatulek olles maksimaalselt
16,62 mg. See on siiski peaaegu kaks korda vaiksem kui sama kontsentratsiooniga f3-
CD etanoollahuse puhul (vt. tabel 8). Madalamal B-CD kontsentratsioonil (2 g/100 ml)
on erinevus kuni 3-kordne B-CD etanoollahuse kasuks.

Edasisi uuringuid otsustati sellegipoolest jitkata f-CD vesilahustega, et uurida B-CD

kui ekstrahendi kaitumist, optimeerides jark-jargult muid tegureid (temperatuur, humala
peenestusaste, ekstraktsiooni viis, tsirkuleeriva lahuse hulk).

Temperatuuri moju uurimine

Retsirkulatsioon-ekstraktsiooni temperatuurisdltuvust uuriti 50°C, 70°C ja 80°C juures.
Muud katsetingimused jaeti kdigi kolme temperatuuri puhul samaks: reaktsioonisegu
maht 100 ml, ekstraheerimise mahtkiirus 1,30 ml/min, ldhteaineks 1,64 g peenestatud
humalaid.

B-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 labi viidud katse ebadnnestus, sest o-hapete sisaldus tuli
nullilshedane. Ka siin vdib ebaedu iheks pohjuseks pidada ekstraheeritava materjali
ebapiisavat peenestatust. Ulejaanud katsete tulemused on esitatud tabelis 3.11.

Tabel 3.11.

Humala B-CD lahusega retsirkulatsioon-ekstraktsiooni
temperatuurisoltuvus

Jrk.nr. | t°C BA BA OD OD
tegelik arvut. tegelik 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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Jireldus

Esialgsete tulemuste pShjal on alust viita, et optimaalne temperatuur humalast o-hapete
eraldamiseks retsirkulatsioon-ekstraktsioonil on 70° C.

3.2.2.2. Méoruhapete eraldamine peenestatud humalatest retsirkulatsioon-
ekstraktsioonil

Humala peenestusaatme mdju selgitamiseks B-CD-ga retsirkulatsioon-ekstraktsioonil
eralduvale o-hapete kontsentratsioonile ja saagisele viidi ldbi rida katseid punktis 2.1.3.2
kirjeldatud metoodika jargi. Muutmatuteks parameetriteks jdid reaktsioonisegu
temperatuur 70°C, ekstraheerimise mahtkiirus 1,30 ml/min ja katse kestvus 60 min.

Muutus ekstraheeritava ldhteaine kogus (2,13 g) ja proovide votmise sagedus katse
alguses (intervall 3 min. kuni 20-nda minutini).

Et eesmirgiks oli endiselt seatud B-CD lahuse kui ekstrahendi omaduste uurimine,
kasutati tema lahustina destilleeritud vett. B-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. Kokkuvotvad
tulemused kdigi retsirkulatsioon-ekstraktsiooni katsete kohta on joonisel 3.6.

Jireldused

1. Ilmneb, et ekstraheeritava materjali peenestusastmel ongi teatud efekt, kuigi see jaab
loodetust viiksemaks B-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 B-CD kdrgematel kontsentratsioonidel suuremad o-hapete
saagised kui madalamatel. Kuid erinevus niiteks 1%-lise ja 5,5%-lise  B-CD
kontsentratsiooni vahel oli kiillaltki viike - vaid 5,6 mg (23,7%). Pealegi, nagu selgub
tabelist 3.13, kulub 5,5%-lise B-CD lahuse puhul sama koguse o-hapete saamiseks kuni
5 korda rohkem B-CD. Selgub huvitav tdsiasi: lahjema $-CD lahusega ekstraheerimine
retsirkulatsiooni tingimustes on efektiivsem!

Vaib oletada, et B-CD on lahuses suures tlehulgas. Ilmselt tuleks tekkinud kompleks

reaktsioonisegust kohe eemaldada. Vdimalusi selleks ekstraktsiooni viisi muutmise teel
on uuritud jargnevas punktis.
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Tabel 3.12.

Peenestatud humalast retsirkulatsioon-ekstraktsioonil B-CD vesilahusega
eraldunud a-hapete sisalduse soltuvus B-CD kontsentratsioonist

Jrk. B-CD konts., BA BA OD OD
nr. g/100 ml tegelik arvut. tegelik arvut.
1 1 9.0 11,3 19,0 17,8
2 2 8,73 83 18,49 17,1
3 3 8,89 8,0 18,51 16,8
4 4 10,0 4 22,0 .
5 5 11,8 12,5 31,1 32,0
Tabel 3.13.

Peenestatud humalatest retsirkulatsioonil B-CD vesilahusega eraldunud
a-hapete koguse séltuvus B-CD kontsentratsioonist

B-CD o-hapete | a-hapete saagis | Eks-ks kulunud | o-hapete ja f-
konts., BA saagis, humala suhtes, | B-CD kogus, CD kaaluline
g/100 ml | tegelik mg % mg 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 vesilahusega

B4 max=30.58
OD mex=18.82
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