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Uporaba globoko evtekticnih topil kot zelene alternative za ekstrakcijo
aktivnih ucinkovin iz pegastega badlja (silybum marianum)

Povzetek

Magistrsko delo prikazuje $tudijo priprave globoko evtekti¢nih topil kot nadomestnega medija
Skodljivim organskim topilom za ekstrakcijo aktivnih u¢inkovin iz pegastega badlja. V okviru
magistrske naloge smo pripravili pet globoko evtekti¢nih topil razli¢ne sestave ter dodatno
80 % etanol kot konvencionalno organsko topilo in preverjali, katero od njih je najbolj ugodno
za ekstrakcijo silimarinov iz pegastega badlja. Za sintezo globoko evtekti¢nih topil smo
uporabili naslednje spojine: holin klorid, mentol, 1,4-butandiol, 1,2-propandiol, mle¢no
kislino in se¢nino. Po HPLC analizi smo iz kromatogramov in ena¢be umeritvene premice
izracunali, kolikSna je bila koncentracija skupnih silimarinov, ki smo jih ekstrahirali iz
posameznega vzorca. Vsa DES topila, razen DES2 (mentol : 1,4-butandiol v razmerju 1 : 2),

so bila red¢ena z vodo, in sicer v razmerju 75 % DES-25 % H-0.

Ugotovili smo, da se je najvec silimarinov sprostilo v 80 % etanolu, ki je polarno proti¢no
topilo. Sledili sta globoko evtekti¢ni topili iz holin klorida in 1,2-propandiola ter holin klorida
in 1,4-butandiola. Njima sta sledili globoko evtekti¢ni topili iz holin klorida in mle¢ne kisline
ter holin klorida in uree (se¢nine), najmanj silimarinov pa se je sprostilo v globoko evtekti¢no
topilo iz mentola in 1,4-butandiola, ki je bilo tudi edino topilo, ki ni vsebovalo vode, torej
hidrofobno. 1z rezultatov je razvidno, da je prisotnost vode v topilu pozitivno vplivala na
izkoristek ekstrakcije silimarinov iz pegastega badlja, vendar so bile koncentracije skupnih
silimarinov, ekstrahiranih iz pegastega badlja, kljub temu izredno nizke, zaradi ¢esar bo v

prihodnje potrebnih Se veliko raziskav, da bi to lahko izboljsali.

Kljuéne besede: globoko evtekti¢na topila, pegasti badelj, silimarin, zelena kemija, silybum

marianum

UDK: 66.061.18:544.015.33(043.2)
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Application of deep eutectic solvents as a green alternative for extraction of
active substances from milk thistle (silypbum marianum)

Abstract

This masters thesis presents a study of the preparation of deep eutectic solvents as a substitute
medium for harmful organic solvents during the extraction of active substances from milk
thistle. As part of this thesis, we prepared five deep eutectic solvents and an additional solvent
of 80 % ethanol and studied which is more suitable for the extraction of silymarins from milk
thistle. The following compounds were used for synthesis of the deep eutectic solvents:
choline chloride, menthol, 1.4-butanediol, 1.2-propanediol, lactic acid and urea. After HPLC
analysis, the concentration of total silymarins extracted from each sample was calculated using
the chromatograms and the calibration line equation. All deep eutectic solvents except DES2
(menthol : 1.4-butanediol in a ratio of 1 : 2) were diluted with water in a ratio of 75 % DES to
25 % H0.

We determined that the 80 % ethanol, which is a polar protic solvent, released the most
silymarins. This was followed by deep eutectic solvents made of choline chloride with 1.2-
propanediol and then choline chloride with 1.4-butanediol. Those were followed by deep
eutectic solvents combining choline chloride with lactic acid and choline chloride with urea.
The fewest silymarins were released into the deep eutectic solvent made of menthol and 1.4-
butanediol, which was also the only used hydrophobic solvent. The results show that the
presence of water in the solvent had a positive effect on the efficiency of silymarin extraction
from milk thistle. However, concentrations of total silymarins extracted from the milk thistle
using all solvents remained extremely low. Further research will be required to improve upon

these results.

Key words: deep eutectic solvents, milk thistle, silymarin, green chemistry, silybum

marianum

UDK: 66.061.18:544.015.33(043.2)
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Uporabljeni simboli in kratice

Simboli

A absorbanca (/)

M molska masa (g mol™)
n mnozina (mol)

tr retencijski ¢as (min)

Tr temperatura talisca (°C)

W masni delez (%)

Grski simboli

y masna koncentracija (mg/L)

A valovna dolzina (nm)

v frekvenca (Hz)

Kratice

DES globoko evtekti¢na topila (angl. deep eutectic solvents)

ESI-MS elektrosprej ionizacija z masno spektrometrijo (angl. electrospray ionization-
mass spectrometry)

HBD donor vodikove vezi (angl. hydrogen bond donor)

HPLC tekoCinska kromatografija visoke locljivosti (angl. high pressure liquid
chromatography)

HPLC-MS  tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti z masno spektrometrijo (angl. high
pressure liquid chromatography-mass spectrometry)

LOQ meja dolocljivosti (angl. limit of quantification)

NADES naravna globoko evtekti¢na topila (angl. natural deep eutectic solvents)

PTFE politetrafluoroetilen

RPM obrati na minuto (angl. revolutions per minute)

RSM metodologija odziva povrSine (angl. response surface methodology)

r2 kvadrat korelacijskega koeficienta (angl. the coefficient of determination)
UAE ultrazvocna ekstrakcija (angl. ultrasound assisted extraction)

UHPLC tekocCinska kromatografija ultra visoke locljivosti (angl. ultra high pressure

liquid chromatography)
QC koeficient kvalitete (angl. quality coefficient)
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1 Uvod

Razvoj industrijske proizvodnje prinasa gospodarski razvoj, ki se odraza v znatnem povecanju
zivljenjskega standarda, hkrati pa povzroCa onesnazevanje narave in rusenje ekoloskega
ravnovesja. Znotraj veje kemije, imenovane zelena kemija, se intenzivno raziskujejo novi,
varnej$i in energetsko ucinkovitejsi procesi proizvodnje in uporabe kemikalij, ki temeljijo na
kompromisu med gospodarskimi, socialnimi in okoljskimi zahtevami. Eno klju¢nih vprasanj
so okolju prijazna zelena topila, ki bi nadomestila nevarna organska topila, ki so v industriji
vseprisotna. Po smernicah zelene kemije mora biti idealno topilo enostavno za uporabo,
kemijsko in fizikalno stabilno, nizke hlapnosti in enostavno za reciklazo z moznostjo ponovne
uporabe. Do zdaj je bilo Stevilo razpolozljivih zelenih topil precej omejeno, vendar so v
zadnjih dveh desetletjih ionske tekocCine, tj. organske soli s talisS¢éem pod 100 °C, pridobile
ogromno pozornosti. V Cetrto generacijo ionskih tekocin spadajo tudi globoko evtekti¢na
topila (DES, angl. deep eutectic solvents), ki zaradi svojih ugodnih fizikalno-kemijskih in
bioloskih lastnosti ter preproste in varcne priprave (nizja cena izhodnih snovi) predstavljajo
novo generacijo zelenih topil. Ceprav je priprava evtekti¢nih topil relativno enostavna, je
lahko v nekaterih primerih dolgotrajna ali povzro¢i karamelizacijo produkta zaradi slabe

kontrole temperature med pripravo [1], [2].

Okolju prijazna globoko evtekticna topila se v zadnjem cCasu intenzivno uporabljajo na
Stevilnih podro¢jih kemije, vkljuéno s pripravo anorganskih materialov, organsko sintezo,
biokemijo in analizno kemijo [3]. DES so skupina topil z odli¢nimi lastnostmi, kot SO
zanemarljiva hlapnost pri sobni temperaturi, meSajo se z vodo, so negorljiva in zelo viskozna.
Lahko delujejo kot u¢inkovita topila za popolno raztapljanje in ekstrakcijo Sirokega spektra
nepolarnih in polarnih spojin in so predlagana kot alternativa mnogim konvencionalnim in
pogosto toksiénim organskim topilom. DES so sestavljena iz meSanice akceptorja vodikove
vezi (najpogosteje holin klorid) in donorja vodikove vezi (obi¢ajno aminokisline, karboksilne
kisline, sladkorji itd.) v trdnem stanju, ki se zdruzijo zaradi nastanka vodikove vezi. Nastala
mesanica je evtekticna, kar pomeni, da ima nizje talisce kot vsaka komponenta posebej in je
tekoca tudi pri zelo nizkih temperaturah. Interakcije vodikovih vezi med posameznimi

molekulami DES komponent so odgovorne za visoko ekstraktabilnost in nizka talis¢a [4], [5].



Uporaba globoko evtekti¢nih topil kot zelene alternative za ekstrakcijo aktivnih u€inkovin iz pegastega badlja
(silybum marianum)

Dolocena kombinacija naravnih produktov v trdnem stanju postane tekoca, tako imenovana
naravna globoko evtekti¢na topila (NADES, angl. natural deep eutectic solvents) so prisotna
Vv naravi in imajo vlogo pri vseh vrstah celi¢nih procesov v zivih organizmih [6]. Prednosti
DES so njihova enostavna in cenovno ugodna priprava, bioloSka razgradljivost ter

obnovljivost in netoksi¢nost uporabljenih reagentov.

Razlicni DES so bili uporabljeni za raztapljanje zdravil [7], za stabilizacijo naravnih
pigmentov [8] ter ¢is¢enje surove nafte [9] in biodizla [10]. Vse ve¢ je Studij povezanih z
uporabo DES kot ekstrakcijskih in separacijskin medijev za bioaktivne rastlinske spojine,
vkljuéno s flavonoidi [11], katehini [12], fenolnimi kislinami [13], terpenoidi [14] in saponini
[15]. V zadnjih nekaj letih je vedno ve¢ raziskav posvecenih kemijski karakterizaciji spojin iz
pegastega badlja. Li in sodelavci so razvili 40-minutno HPLC-MS (angl. high pressure liquid
chromatography-mass spectrometry) metodo za analizo ene od glavnih aktivnih komponent
pegastega badlja, tj. silibinina, v plazmi [16]. Hadad in sodelavci so razvili 8-minutno HPLC
(angl. high pressure liquid chromatography) metodo na monolitnih kolonah za analizo sedmih
spojin iz silimarina. Spojine so zaznali glede na njihovo absorbanco pri valovni dolzini 288 nm
[17]. Wang in sodelavci so uporabili UHPLC (angl. ultra high pressure liquid
chromatography) skupaj z elektrosprej ionizacijsko masno spektrometrijo (ESI-MS, angl.

electrospray ionization-mass spectrometry) za identifikacijo sedmih spojin iz silimarina [18].

Kljub mnogim raziskavam pa do sedaj aktivne ucinkovine pegastega badlja Se niso bile
ekstrahirane z uporabo globoko evtekti¢nih topil, zato je bil ravno to tudi cilj nase naloge. V
sklopu nje smo z zastavljenim obsegom raziskav Zeleli razviti in vpeljati nove, enostavne,
hitre, bolj u€inkovite in cenovno ugodne ekstrakcijske metode ob uporabi globoko evtekti¢nih
topil za pripravo kvalitetnih rastlinskih ekstraktov z visoko vsebnostjo aktivnih u¢inkovin iz

pegastega badlja (silybum marianum).
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2 Teoreticni del

V zadnjih desetletjih je okrepitev farmacevtske industrije privedla k hitrejSemu izboljSanju
razli¢nih metod za ekstrakcije in separacije bioaktivnih komponent. Pri¢akuje se, da bodo
bioaktivne komponente iz naravnih virov imele klju¢no vlogo kot esencialni vir v promociji
prehranskih dopolnil in novih zdravil, prav tako pa hitro pritegnejo pozornost med raziskovalci
[19]. Sirok razpon v polarnosti in fizikalnih lastnostih naravnih komponent predstavlja
ekstrakcijo metabolitov skoraj nepredstavljivo. Vedno ve¢ je raziskav posvecenih
ekstrakcijam in separacijam bioaktivnih komponent iz rastlin, kot so flavonoidi, katehini,
fenolne kisline, terpenoidi in saponini [20], [21], [22]. Nedvomno je voda najboljse "zeleno"
topilo za zmanjSanje atmosferskih vplivov in varnostnih tezav, ki nastopijo kot posledica
uporabe strupenih in hlapnih organskih topil v dolo¢enem kemijskem procesu [23], [24]. Slaba
stran bioaktivnih komponent je veliko razli¢nih lastnosti, ki vodijo do omejene topnosti v vodi
in moc¢no ovirajo razvoj ekolosko prijaznih separacijskih metod v vodnem mediju. Zato je
razvoj novih "zelenih" topil ena izmed kljuc¢nih tem, s katerimi bi kemijski procesi postali

okolju prijaznejsi [25], [26].

2.1 O pegastem badlju

Silybum marianum L. Gaertner, prikazan na sliki 2-1, je bodi¢asta enoletnica ali dvoletnica, ki
izvira iz Sredozemlja, vendar raste po vsej Evropi. Tradicionalno se rastlinski ekstrakt
uporablja za Stevilne akutne in kroni¢ne jetrne bolezni. Surovi hidroalkoholni izvlecek
zdrobljenih semen, ki ga dobimo iz vijoli¢nih cvetov rastline, vsebuje od 65 % do 80 %
silimarina, preostalih 35 % do 20 % pa predstavljajo nekarakterizirani polifenoli in mas¢obne
kisline, vklju¢no z linolno, oleinsko in palmitinsko kislino. Splosno velja, da je silimarin

glavna aktivna frakcija v tinkturah pegastega badlja [27].
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Slika 2-1 Cvet pegastega badlja [27]

Zadnja leta so bili antioksidanti podvrzeni Stevilnim epidemioloskim raziskavam, ki so
njihovo uzivanje povezale z zmanjSanjem pojavnosti sréno-zilnih bolezni in rakavih obolen;.
Med znanimi antioksidanti (karotenoidi, tokoferoli, vitamina C in E itd.) je obseZzna skupina
raznovrstnih  komponent, splosno znanih kot polifenolne spojine. Silimarin je
antihepatotoksi¢na polifenolna snov, izolirana iz rastline pegasti badelj oziroma silybum

marianum [28].

Derivati pegastega badlja se ze skoraj 200 let uporabljajo kot zeliS¢na zdravila. Na trgu so se
zaceli pojavljati predvsem zaradi dobrega u¢inka na zdravljenje jetrnih bolezni. Njihova
uporaba je bila razsirjena po vsej Evropi, odkar so leta 1969 uradno postali na voljo pripravki
za klini¢no uporabo. Silimarin je najprej veljal za €isto spojino s formulo 7-kromanol-3-metil-
taksifolin, vendar je bilo po uvedbi natan¢nejSih analiznih metod in locevanja dokazano, da
silimarin sestavlja veliko Stevilo flavonolignanov, vkljucno s silibinom (silibin A, silibin B),
izosilibinom (izosilibin A, izosilibin B), silidianinom in silikristinom, ter flavonoid taksifolin.

Strukture sedmih aktivnih komponent silimarina so prikazane na sliki 2-2.
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Slika 2-2 Sedem glavnih aktivnih komponent silimarina

V semenih je bilo najdenih tudi ve¢ drugih flavonolignanov, vklju¢no z dehidrosilibinom,

deoksizilikristinom, deoksizilidianinom,

silandinom,

silikobinomom, siliherminom

in

neosiliherminom. Te spojine najverjetneje $¢itijo razli¢ne organe in celice prav zaradi svojih

antioksidativnih in membransko stabilizacijskih lastnosti [28].
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Trenutno najpomembnejsa medicinska uporaba pegastega badlja je kot hepatoprotektant in
kot podporno zdravilo pri kroni¢nih vnetjih jeter oz. jetrnih obolenjih, npr. ciroza, hepatitis,
mascobna infiltracija zaradi alkohola in toksi¢nih kemikalij. Uporabljajo ga tudi pri
zdravljenju poskodb jeter s strupenimi gobami. Vecina jetrnih toksinov svoje skodljive u¢inke
povzroCa zaradi prostih radikalov. Silimarin $¢iti membrane rdecih krvih celic pred
peroksidacijo lipidov in hemolizo (razpad rdecih krvnih celic), ki jo povzrocajo nekateri
toksini rdeCih krvnih celic. Izvlecki pegastega badlja so na voljo v obliki kapsul, tablet,

napitkov, praskov in krem [28].

Doslej so bile glavne u¢inkovine silimarina lo¢ene in analizirane s pomo¢jo HPLC z UV,
elektrokemicno ali z MS detekcijo in s kapilarno elektroforezo [29], [30], [31]. Predlagane so
bile stevilne metode za dolo¢anje antioksidativne moc¢i, vkljuéno z metodo DPPH (2,2-difenil-
1-pikrilhidrazil), test absorbance kisikovega radikala, test skupnega statusa antioksidantov po
Randox-u in elektrokemiéni test antioksidantov [32], [33], [34].

2.2 Globoko evtekticna topila (DES, angl. Deep Eutectic Solvents)

Abbott in sodelavci so prvi¢ omenili globoko evtekti¢na topila (DES, angl. Deep Eutectic
Solvents) leta 2001, leta 2003 pa so izpostavili Stevilne prednosti priprave evtekti¢nih raztopin
seCnine in razlicnih kvarternih amonijevih soli, kot so stabilnost raztopine, bioloska
razgradljivost in sposobnost prilagajanja topil razli¢nim uporabam [35]. Od takrat so zaceli
DES topila obravnavati kot alternativo ionskim tekoc¢inam, $tevilo $tudij, povezanih z njihovo
fizikalno-kemijsko karakterizacijo, se je eksponentno povecalo, moznost njihove uporabe pa
se je razs§irila [36].

Evtekti¢na topila so definirana kot zmes dveh ali ve¢ih komponent v trdnem ali teko¢em
stanju, ki imajo v doloc¢enem razmerju nizje talis¢e kot posamezne komponente v zmesi. Kadar
so komponente evtekti¢nega topila primarni metaboliti, se ta topila imenujejo naravna globoko
evtekti¢na topila (NADES, angl. Natural Deep Eutectic Solvents). Pripravljena topila so
pogosto biorazgradljiva, stabilnejSa, nehlapna, manj strupena za okolje in ljudi, zato je njihova
neposredna uporaba v proizvodnji mogoca brez dodatnega c¢iScenja. Poleg tega je cena teh

topil primerljiva z organskimi topili, zaradi ¢esar so zanimiva tudi z ekonomskega vidika [36].

Zaradi obstoja Sirokega spektra spojin, ki lahko tvorijo naravna evtekti¢na topila, obstaja tudi

moznost dizajniranja njihovih fizikalno-kemijskih lastnosti za razli¢éne prihodnje aplikacije,
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kot npr. topilo ali nadomestni medij na podrocju sinteze, ekstrakcije, biokemije, elektrokemije,

kemijske ali encimske katalize, proizvodnje biodizla itd [36].

Holin klorid (ChCl), organska sol, prikazan na sliki 2-3, ki vstopa v interakcijo s poceni in
lahko dostopnimi donorji vodikove vezi (secnina-urea, glicerol, polioli iz ogljikovih hidratov
ali karboksilne kisline, pridobljene iz razli¢nih virov), se najpogosteje uporablja pri pripravi
evtekti¢nih topil [37]. Holin klorid izpolnjuje karakteristike ekonomicnosti, biorazgradljivosti
in netoksi¢nosti in je kvarterna amonijeva sol, ki jo je mogoce ekstrahirati iz biomase ali
sintetizirati iz fosilnih goriv. Je tudi zelo dostopna surovina, ki se proizvaja v velikih koli¢inah,
celo 10° kg na leto [38]. Ceprav je holin klorid zaradi nizke cene in biorazgradljivosti
najpogostej$a amonijeva sol, ki se uporablja pri sintezi evtekti¢nih topil, so za pripravo le-teh

primerni tudi Stevilni drugi halidi.

Cl

\

‘+
._—II‘J\/\OH

Slika 2-3 Holin Kklorid - najpogosteje uporabljan pri sintezi DES

Glede na osnovno formulo [R1R2R3R4N*] X" [R1R2R3R4N*] X" in spreminjanje alkilnih skupin
in/ali aniona, lahko dobimo veliko Stevilo razli€nih kvarternih amonijevih soli, tj. potencialnih
komponent za sintezo DES topil. Ceprav so te spojine ionske narave, evtekti¢nih topil ni
mogoce v celoti obravnavati kot ionske spojine, saj jih je mogoce pripraviti tudi iz neionskih
spojin. Novo nastale vodikove vezi v teh topilih povzrocajo obcasno delokalizacijo naboja,

kar se odraza v znizanju taliS¢a zmesi glede na tali§¢e posameznih vhodnih komponent [39].

Na primer, kombinacija dveh Cistih trdnih snovi, kot sta se¢nina (Tt = 133 °C) in holin klorid
(TT =302 °C) v molskem razmerju 2 : 1, rezultira v evtekti¢nem topilu s Tt = 15 °C, Kar je

bistveno nizje od temperature taliS¢a Cistih komponent. V primeru holin klorida je izbira
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donorja vodikove vezi in njuno molsko razmerje kriti¢na tocka za nastanek evtekti¢nega topila
z nizjim taliS¢em. Znizanje talis¢a je odvisno od simetrije prisotnega kationa in od kemijske
narave funkcionalne stranske verige. Tudi anion, Ki je prisoten v derivatu holinskih soli, lahko
vpliva na temperaturo talis¢a, zato v kombinaciji s se¢nino temperatura taliS¢a topila pada v

naslednjem vrstnem redu F > NOz™ > CI" > BF4 [40].

Kemijska struktura donorjev in akceptorjev vodikove vezi pomembno vpliva na tvorbo in
stabilnost evtekti¢nega topila. Pod pojmom stabilnost se smatra, da pripravljena topila
ostanejo v tekocem stanju dlje Casa, tj. da ne pride do nastanka kristalne oborine. V primeru
organskih kislin, za razliko od jabol¢ne in citronske Kisline, jantarna kislina ne tvori teko¢in s
holinijevimi solmi. Prisotnost dodatnih hidroksilnih in karboksilnih skupin v jabol¢ni in
citronski kislini omogoca nastanek vecih vodikovih vezi s holin kloridom in tako omogoca
nastanek stabilnega topila. Poleg kemijske strukture na stabilnost vodikovih vezi mo¢no vpliva
tudi prostorska razporeditev skupin znotraj molekule [41]. Popescu in Constantin sta pokazala,
da citronska in malonska kislina tvorita DES topilo s holin kloridom v molskem razmerju
1 : 2, vendar zaradi razli¢ne prostorske razporeditve reaktivnih skupin, evtekti¢no topilo s
citronsko kislino, ki je donor treh protonov, izgubi stabilnost in s¢asoma postane gost gel,
medtem ko evtekticno topilo z malonsko kislino, ki je donor dveh protonov, dlje ¢asa ohrani
svoje lastnosti. Prav tako lahko na stabilnost evtekti¢nega topila vplivajo razli¢na razmerja
komponent. Na primer, pripravljeno evtekti¢no topilo glukoze in holin klorida bo stabilno, ¢e
ju zme$amo v molskem razmerju 2 : 5, toda v molskih razmerjih 2:1,1: 1 ali 1 : 4 se v nastali

bistri tekocini s¢asoma pojavi kristalna oborina [42].
2.2.1 Priprava globoko evtektic¢nih topil

Za razliko od drugih generacij ionskih tekoc¢in je priprava DES topil enostavnejsa in bolj
ekonomicna in jih lahko pripravimo na ve¢ nacinov: iz koncentrirane vodne raztopine, ki
vsebuje vsako od komponent, iz raztopine ene komponente, v Kateri je druga disociirana, ali
iz trdne meSanice dveh komponent, ki se segrevata do vnaprej dolocene temperature. Pri
pripravi teh topil ne pride do kemijske reakcije, temvec se posamezne komponente povezejo
z vodikovimi vezmi in tako nastane evtekti¢no topilo. Z vidika "zelene" kemije je potrebno
omeniti, da je priprava globoko evtekti¢nih topil trajnostni postopek, ki ga doseZemo s 100 %

atomsko ucinkovitostjo (vsi atomi substratov so prisotni v produktu), ne da bi pri tem nastali
odpadki [43].
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Globoko evtekti¢na topila se najpogosteje pripravijo s postopkom blagega segrevanja, pri
katerem se zatehta to¢no dolocena masa komponent, nato se z ali brez dodatka vode ob
mesanju segreva 30 do 240 minut pri temperaturi do 100 °C, dokler ne nastane bistra teko¢ina.
Molsko razmerje komponent in temperatura talic¢a sta odvisni od kemijske narave komponent
evtektiénega topila. Cas, potreben za nastanek tekodega topila iz trdnih in teko¢ih komponent,
prav tako variira in se razlikuje glede na vrsto komponent in delez vode v topilu. Za pripravo
topila, ki vsebuje tekoci glicerol, je potrebno od 30 do 45 minut, odvisno od vsebnosti vode.
V primeru drugih topil, ki vsebujejo trdne komponente, je za pripravo evtekti¢nih topil, ki
vsebujejo 50 % vode, potrebno manj ¢asa (v povprecju 1 do 1,5 h) v primerjavi s tistimi, ki
vsebujejo 10 % vode (povpreéno 2 do 3 ure).

Topila enakega kemijskega profila lahko dobimo z vakuumsko kontrolo, kjer komponente
najprej raztopimo v vodi, nato pa vodo odstranimo z izparevanjem pri 50 °C z uporabo
rotacijskega vakuumskega uparjalnika, da dosezemo konstantno maso. Gutierrez in sodelavci
so opisali postopek priprave DES topil z liofilizacijo. Natan¢neje, vodne raztopine posameznih
komponent v doloCenem razmerju so zmeSali in zamrznili in s postopkom suSenja
(sublimacije) dobili tekoce topilo. Zaradi svoje enostavnosti se je izkazalo, da je metoda
primerna za vgradnjo razli¢nih celi¢nih struktur (veziklov, liposomov) v evtekti¢no topilo.
Eden najnovejsih nadinov priprave pa vkljuCuje uporabo ultrazvoka ali mikrovalovnega

sevanja in tudi njuno hkratno uporabo [43].

2.2.2 Primerjava priprave evtekticnih topil po klasicni metodi s pristopom, v

katerem se sofasno uporablja mikrovalovno sevanje in ultrazvok

Uporaba alternativnih virov segrevanja reakcijske meSanice z ultrazvokom je Ze dolgo v
sredi$¢u znanstvenih raziskav. Ceprav se v teh procesih uporabljajo razli¢ni mehanizmi za
prenos energije, ti procesi omogocajo krajSi Cas priprave, hkrati pa zmanjSujejo stroSke
energije. Ultrazvo¢ni valovi v reakcijski meSanici generirajo specificne aktivacije, ki temeljijo
na fizikalnem fenomenu kavitacije, kateri je povezan s tvorbo, rastjo in implozijo mehurckov
v tekocini. Implozija mehur¢kov povzroci lokalno pregrevanje elasticne tekocine, ki segreva
reakcijsko zmes. Ultrazvo¢no valovanje omogoca pospesitev postopka v primeru predhodno

obdelanih trdnih vzorcev, ekstrakcije organskih in anorganskih komponent, homogenizacije
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in mnogih drugih, na nacin, da zagotavlja boljSe pogoje (boljsi prenos topila v celico,
uspesnejsi prenos mase itd.) in s tem zadosti zahtevam "zelene" kemije [44].

Oscilirajoca energija ultrazvoka deluje neposredno na vzorec, pri ¢emer porabi malo energije,
energetska ucinkovitost pa je blizu 100 %. Uporaba mikrovalovnega sevanja pa temelji na
sposobnosti polarnih molekul ali snovi, da absorbirajo in oddajajo mikrovalovno sevanje, pri
¢emer se zaradi dipolarne polarizacije in ionske prevodnosti vzorec, tretiran z mikrovalovi,
neposredno segreva. Natancneje, energija mikrovalov povzro¢i gibanje molekul z migracijo
ionov in rotacijo dipola, rotacija dipola pa kaze na poravnavo zaradi elektricnega polja
molekul v topilu in vzorcih, ki imajo dipolne momente. Poravnava molekul in njihovo vracanje
v moten polozaj/motnjo potekata z veliko hitrostjo, kar ima za posledico tudi hitro segrevanje
[45]. Danes se vedno bolj raziskuje socasna uporaba ultrazvoénega valovanja in mikrovalov,
ki ima velik potencial, saj zagotavlja boljSe pogoje za prenos mase in toplote ter zmanjSuje

porabo energije, izboljSuje kakovost produkta in omogoca avtomatizacijo procesov.

2.2.3 Uporaba DES v biodizlu

Biodizel kot alternativno gorivo je v zadnjih nekaj letih pritegnil veliko pozornosti. Kljub temu
biodizelskih produktov. Glicerin je ena najpomembnejsih komponent, ki vpliva na kakovost
biodizla, zato je skupina Mjalli iz biodizla na osnovi palmovega olja ekstrahirala glicerin z
uporabo ChCl/glicerin DES-a. Skupina je preucila u¢inke razmerja DES/biodizel in sestave
DES na ucinkovitost ekstrakcijskega postopka. Raziskava je pokazala moznost izvedbe
separacijske tehnike z optimalnim molskim razmerjem DES/biodizel 1 : 1 in molskim
razmerjem DES-a 1 : 1 (ChCl/glicerin). Po ¢is€enju je biodizel izpolnjeval standardne
specifikacije za biodizelsko gorivo glede vsebnosti glicerina. Ista skupina je uporabila tudi dva
DES-a (ChCl/etilen glikol in ChCl/2,2,2-trifluoroacetamid) za ekstrakcijo glicerola in oba
DES-a sta bila uspeS$na pri odstranjevanju vsega prostega glicerola iz biodizla na osnovi
palmovega olja. Ista skupina je pozneje pripravila tri DES-e iz metiltrifenilfosfonijevega
bromida kot soli in treh razlicnih HBD (angl. hydrogen bond donor), tj. glicerol, etilen glikol
in trietilen glikol in uporabila te DES-e za odstranjevanje glicerola iz biodizla na osnovi
palmovega olja. Poleg tega so bili prouceni u¢inki DES-ov na odstranitev prostega glicerola,
vezanega glicerola in skupnega glicerola, pri cemer je bilo ugotovljeno, da sta DES-a iz etilen

glikola in trietilen glikola boljsi topili za odstranjevanje prostega glicerola iz biodizla [46].
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Obicajno je za pripravo biodizla s transesterifikacijo potreben katalizator, preostanek
katalizatorja pa je treba za namene ¢iscenja biodizla po koncu transesterifikacije odstraniti.
Leta 2011 so Shahbaz in sodelavci uporabili 9 DES-ov na osnovi ChCl in 9 DES-ov na osnovi
metiltrifenilfosfonijevega bromida za odstranjevanje preostanka katalizatorja KOH iz
surovega biodizla. V njihovi Studiji lahko povecanje molskega razmerja DES/biodizel in
molskega deleza (n) HBD v DES, z izjemo DES-a na osnovi 2,2,2-trifluoroacetamida, poveca
ucinkovitost odstranjevanja KOH iz biodizla. Povprecna ucinkovitost odstranjevanja KOH s

ChCl in metiltrifenilfosfonijevim bromidom je bila 98,59 % oziroma 97,57 % [46].

2.2.4 Uporaba DES v aromatskih ogljikovodikih

Aromatski ogljikovodiki so osnovni materiali v kemijski industriji in se Siroko uporabljajo pri
proizvodnji vlaken, plastike, pesticidov, zdravil, konzervansov, eksplozivov itd. Po drugi
strani je vec¢ina aromatskih ogljikovodikov Skodljiva za zdravje ljudi. Z vidika zdravja ljudi je
koristno odstraniti vse aromatske ogljikovodike iz kemijskih produktov ali zmanjsati koli¢ino
le-teh. Pang in sodelavci so uporabili amonijeve soli za lo¢evanje fenolov iz olj s sintezo DES
in ugotovili, da je ChCl $e posebej primeren za tvorbo DES za lo¢evanje fenolov (fenola in
krezolov) iz olj (heksan, toluen in p-ksilen). Poleg tega je ChCI pokazal kratek ravnotezni Cas
in stabilnost pri temperaturi raziskave in ga je bilo po locevanju mogoce obnoviti z dietil
etrom. Nova metoda se je izognila bazam, kislinam in odpadnim vodam v primerjavi s
tradicionalnimi metodami loc¢evanja fenolnih spojin iz olj. Ista skupina je uporabila tudi
razlicne kvarterne amonijeve soli, kot so tetrametilamonijev klorid, tetrametilamonijev
bromid, tetraetilamonijev klorid, metiltrietilamonijev Kklorid, tetraetilamonijev bromid,
tetrapropilamonijev klorid, tetrabutilamonijev klorid, amonijev klorid, holin klorid in holin

bromid za lo¢evanje fenolov iz vzor¢nih olj [46].

2.2.5 Uporaba DES v plinih

COz in CHas sta glavna toplogredna plina, ki se dandanes izpus¢ata v ozracje in se proizvajata
v $tevilnih industrijskih postopkih. Zato je lo¢evanje oziroma shranjevanje CO> in CHs nujno
za razvoj ucinkovitih strategij z minimalnim okoljskim vplivom in cenovno dostopnimi
materiali. Monte in sodelavci so uporabili DES, narejene iz resorcinola, 4-heksilresorcinola in

tetraetilamonijevega bromida, za sintezo ogljikovih monolitov z omejeno mikroporoznostjo,
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narejeno po meri. Ti ogljiki, osnovani na DES, so pokazali dobre zmogljivosti za adsorpcijo
CO2 (do 3 mmol/g) in selektivnost CO2 in CHg, zlasti pri nizkih tlakih. Kasneje so Han in
sodelavci preucili absorpcijo SOz z uporabo ChCl/glicerol DES-a v razli¢nih ambientalnih
pogojih in ugotovili, da se je topnost SO2 v DES-u povecala s povisanjem koncentracije holin
klorida [46].

V zadnjem ¢asu se je povecalo povprasevanje po primernih materialih za skladis¢enje CO2 in
loCevanje plinov za reSevanje problemov povezanih z globalnim segrevanjem. Za potrebe
povprasevanja so bili ogljikovi monoliti, ki temeljijo na DES topilih in imajo bikontinuirno
porozno strukturo, sestavljeno iz neprekinjenih makroporoznih kanalov in neprekinjene
mikroporozne ogljikove mreze, dober kandidat. Zato so Lopez-Salas in sodelavci pripravili
dva hierarhi¢na ogljikova monolita, ki temeljita na globoko evtekti¢nih topilih, in ugotovili,
da so DES topila bila klju¢nega pomena pri sintezi hierarhi¢nih ogljikovih monolitov s
spodbujanjem spinodalnega razkroja, ki vodi do nastanka bikontinuirne porozne strukture in
zagotavlja prekurzorje, ki so potrebni za prilagajanje sestave in strukture molekularnega sita
dobljenih ogljikov. Raziskovali so u¢inkovitost teh dveh ogljikovih atomov na osnovi DES za
adsorpcijo CO2, N2 in CHs4 v monolitni in praskasti obliki ter selektivno adsorpcijo CO;
napram CHas pod razlicnimi pogoji. Njihova Studija je pokazala, da sta oba materiala
zdruzevala visoko sorpcijsko zmogljivost CO2 z odli¢no selektivnostjo CO2/N2 in CO2/CHy,

ta zmogljivost pa se je ohranila ob predelavi v monolitno in praskasto obliko [46].
2.2.6 Uporaba DES v bioaktivnih spojinah

Bioaktivne spojine so spojine, ki vplivajo na zive organizme, tkiva ali celice in so zaradi svoje
bioaktivnosti pritegnile veliko raziskovalnega zanimanja. Glede na posebne ucinke
bioaktivnih spojin smo nova ekoloska topila (DES) razsirili tako, da lahko iz zapletenih
vzorcev ekstrahiramo in lo¢imo bioaktivne komponente. V naslednji Studiji so ovrednotili
DES-e na osnovi alkohola pri ekstrakciji in dolo¢anju flavonoidov kot bioaktivnih komponent
z antioksidativnim delovanjem. V njej so uporabili sedem razli¢nih DES topil na osnovi holin
klorida in alkoholov za ekstrakcijo flavonoidov, tj. miricetina in amentoflavona, iz
Chamaecyparis obtusa z uporabo vecih ekstrakcijskih metod. DES iz holin klorida in 1,4-
butandiola v molskem razmerju 1 : 5 se je izkazal kot najboljsi za ekstrakcijo dveh bioaktivnih
komponent s segrevanjem. Poleg tega so bili nekateri ekstrakcijski faktorji, kot so

koncentracija vode v meSanici DES/voda, temperatura, ¢as in razmerje trdno/tekoce,
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izboljsani z metodologijo odziva povrsine (RSM, angl. response surface methodology). V tej
Studiji je uporaba DES topil povecala topnost flavonoidov, kar nakazuje, da lahko globoko

evtekti¢na topila zvi$ajo u¢inkovitost ekstrakcij bioaktivnih spojin iz vzorceV [46].

Herba Artemisiae Scopariae je dobro znano tradicionalno zdravilo, ki spada v druZzino
Asteraceae (Nebinovke). Klorogenska kislina in kavna kislina sta dve izmed glavnih
ucinkovin Herba Artemisiae Scopariae in se klini¢no uporabljata kot terapevtsko zdravilo. V
tej Studiji so za ekstrakcijo obeh kislin iz Herba Artemisiae Scopariae uporabili DES iz
tetrametilamonijevega klorida/se¢nine v molskem razmerju 1 : 4 pod optimalnimi pogoji in

uspelo jim je ekstrahirati 9,35 mg/g klorogenske kisline in 0,31 mg/g kavne Kisline [46].

2.3 Teoreticne osnove analiznih metod

Za potrebe laboratorijskih analiz smo uporabili naslednje metode:
e ultrazvocna ekstrakcija,
e centrifugiranje,

e tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti (HPLC).

2.3.1 Ultrazvocna ekstrakcija

Ultrazvocna ekstrakcija je napredna tehnika ekstrakcije z velikim potencialom za pridobivanje
fenolnih spojin iz hrane zaradi preprostih instrumentalnih zahtev in enostavne uporabe. Ta
tehnika temelji na uporabi visokofrekvenénih valov in omejene kolicine topila, da dobimo
ucinkovito ekstrakcijo spojin, ki jih vsebuje trdna matrica. Uporabo ultrazvoka v prehrambeni
industriji lahko razdelimo na dve loceni kategoriji: nizkointenzivni visokofrekvenéni
(v>100 kHz) in visokointenzivni nizkofrekvenéni (20 kHz < v < 100 kHz) ultrazvok.
Ultrazvok z nizko intenzivnostjo ne spremeni fizikalnih ali kemi¢nih lastnosti materiala, skozi
katere se Siri ultrazvo¢ni val. Nasprotno pa visokointenzivni udarni valovi ustvarjajo mocan
pritisk in temperaturni gradient, ki ga povzroca kavitacija mehurckov, kar se odraza kot
prekinitveni efekt znotraj matrice. Na ta nacin se hitrost prenosa mase in topnost analitov
izboljSata ne le z naraScajoco temperaturo, ki jo je treba nadzorovati, temvec tudi z
naras$¢ajoc¢im stikom med prvotno matrico in topilom. Pravzaprav je dokazano, da UAE (angl.
ultrasound assisted extraction) znatno skraj$a Cas ekstrakcije in poveéa njen izkoristek v
mnogih vzorcih. Najpomembnejsi parametri, ki sodelujejo pri ekstrakciji fenolnih spojin iz

hrane, so Cas ekstrakcije, temperatura ekstrakcije, moc, sestava topila in koli¢ina vzorca [47].
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Vplivi temperature in ¢asa ekstrakcije so bili obsezno raziskovani. Pri nadzorovani temperaturi
se ekstrakcija fenolnih komponent poveca s povecevanjem ekstrakcijskega Casa vse do
popolne ekstrakcije ali nasiCenja s topilom. Po drugi strani lahko za dolocen Cas ekstrakcije
bo to poveCanje omejeno z mozno razgradnjo teh komponent pri relativno visokih
temperaturah. Da Dbi bili varni in se popolnoma izognili termorazgradnji fenolov, naj
temperature pri ultrazvoc¢ni ekstrakciji ne bi smele presegati 40 °C. Sicer se lahko uporabljajo
nekoliko vi§je temperature, odvisno od to¢no dolocene uporabe, pod pogojem, da se oceni
potencialna razgradnja spojin. Pomemben parameter je tudi mo¢ uporabljene energije in njena
frekvenca. Ta vrednost se lahko zelo razlikuje in bo odvisna od uporabljenega instrumenta. Za
ekstrakcijo fenolov so porocali o mo¢i od 25 do 200 W. Na primer, vrednosti moci in
frekvence 250 W ter 40 kHz sta bili uporabljeni pri ultrazvo¢ni ekstrakciji antocianinov iz
grozdnih semen, medtem ko so za pridobivanje flavonskih glikozidov iz pomaran¢ne lupine
uporabili 150 W in 25 kHz, a za ekstrakcijo razli¢nih fenolnih spojin iz soje pa sta zadostovali
vrednosti mo¢i in frekvence 40 W ter 20 kHz [47].

Pomembna spremenljivka je tudi koli¢ina vzorca in njegovo fizi¢no stanje. Koli¢ina vzorca
bo dolocila koli¢ino spojin, ki jih je mogoce sprostiti v topilo. V primeru ekstrahiranja
prevelike koli¢ine vzorca se topilo zlahka zasiti, s ¢imer ne moremo doseci popolne ekstrakcije
fenolov. Poleg tega je pomembna tudi velikost delcev vzorca. Manj$i delci omogocajo bolj
drasti¢ne ucinke ultrazvoka na njihovo strukturo, kar je posledica boljSega prodiranja topila.
Kriti¢nega pomena pa je tudi stopnja vlaznosti vzorca. Dokazano je, da suhi vzorci dajejo visje
izkoristke ekstrakcije kot vzorci z visoko stopnjo vlaznosti. Domneva se, da je ta pojav

posledica boljSe poroznosti suhega materiala, kar pomeni visjo difuzijsko hitrost topila [47].

Za uspesno optimizacijo vseh teh parametrov je zelo priporocljiva uporaba kemometri¢nih
orodij. Ti statisticni pristopi omogocajo isto¢asno optimizacijo ve€ih parametrov kot odziv na
razlicne spremenljivke, ki nas zanimajo. Faktorialne zasnove, oblikovanja osrednjih
kompozitov in metodologija odziva povrSine so nekatera kemometricna orodja, ki se
uporabljajo za optimizacijo ekstrakcijskih pogojev razli€nih fenolnih spojin iz citrusov,
grozdja in kokosa. S pomocjo teh orodij je mogoce optimizirati celo mesanice topil, ki jih
bomo uporabili. Izbor topila za ultrazvo¢no ekstrakcijo je mogoce obravnavati na enak nacin
kot ze prej omenjene klasi¢ne tehnike; glede na kemijsko sestavo vzorca, ki ga bomo
ekstrahirali, in naravo fenolnih spojin lahko uporabimo bolj ali manj polarno topilo ali

mesanico topil [47].
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2.3.2 Centrifugiranje

Centrifugiranje je tehnika loc¢evanja delcev iz raztopine glede na njihovo velikost, obliko,
gostoto, viskoznost medija in hitrost rotorja. Delce suspendiramo v tekoCem mediju in
raztopino prenesemo v centrifugirno tubo. Tuba 0z. epruveta se nato postavi v rotor, pokrov
zapremo in nastavimo dolo¢eno hitrost vrtenja. Z vrtenjem rotorja okoli centralne osi nastane
centrifugalna sila na delce suspenzije.
Dejavniki, ki vplivajo na centrifugiranje:

e gostota vzorcev in raztopine,

e temperatura in viskoznost,

e razdalja premika delcev,

e hitrost vrtenja.
V biologiji so delci obic¢ajno celice, podceli¢ne organele ali vec¢je molekule.

Obstajata dve vrsti centrifugirnih postopkov; eden je pripravljalni, katerega namen je
izoliranje specificnih delcev, drugi pa analitiCen, ki vkljuCuje merjenje fizikalnih lastnosti
delcev v usedlini. Ko se rotor v centrifugi vrti, na vsak del¢ek v vzorcu deluje centrifugalna
sila; del¢ek se bo usedal s hitrostjo, ki je sorazmerna centrifugalni sili, ki nanj deluje.
Viskoznost raztopine vzorca in fizikalne lastnosti delcev prav tako vplivajo na hitrost usedanja
vsakega delca. Pri fiksni centrifugalni sili in tekoc¢i viskoznosti je hitrost usedanja delca
sorazmerna z njegovo Vvelikostjo, tj. molekulsko maso, in z razliko med gostoto delca ter
gostoto raztopine [48]. Centrifuga, ki smo jo uporabljali v naS§em eksperimentalnem delu, je

prikazana na sliki 2-4.

Centrifuge 5804 R

Slika 2-4 Eppendorf centrifuga 5804 R
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2.3.3 Tekocinska kromatografija visoke locljivosti (HPLC, angl. High Pressure Liquid
Chromatography)

TekoCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC, angl. high pressure liquid
chromatography) je kromatografska metoda, ki se uporablja za lo¢evanje meSanic spojin v
analizni kemiji in biokemiji, da bi dolocili, kvantificirali ali o€istili posamezne komponente
mesanic. Reverzno-fazna HPLC ali tekocinska kromatografija ultra visoke locljivosti
(UHPLC, angl. ultra high pressure liquid chromatography) je pogosto uporabljen nacin
loCevanja. Zagotavlja dinami¢no zadrzevanje spojin, ki imajo hidrofobno in organsko
funkcionalnost. Kombinacija hidrofobnih in van der Waalsovih interakcij med vsemi ciljnimi

spojinami ter stacionarno in mobilno fazo omogoca interakcije teh spojin z reverzno fazo.

Vzorec, ki ga loujemo in analiziramo, v zelo majhnih koli¢inah posljemo v tok mobilne faze,
ki se pretaka skozi kolono. Na voljo so razlicne vrste kolon s sorbenti razli¢nih velikosti delcev
in povrsin. MeSanica se giblje skozi kolono z razli¢nimi hitrostmi in interagira s stacionarno
fazo. Hitrost vsake komponente v mesanici je odvisna od njene kemijske narave, narave
kolone in sestave mobilne faze. Cas, ko dologen analit izstopi iz kolone, imenujemo retencijski
Cas ali Cas zadrzevanja. Retencijski Cas se meri pod specificnimi pogoji in velja za
identifikacijsko karateristiko dolo¢enega analita. Delci sorbenta so lahko po naravi hidrofobni
ali polarni. Pogosto uporabljene mobilne faze vkljucujejo katero koli mesljivo kombinacijo
vode in organskih topil, kot sta acetonitril in metanol. Lahko pa se uporabljajo tudi brezvodne
mobilne faze. Vodna komponenta mobilne faze lahko vsebuje kisline, kot so mravljicna
kislina, fosforjeva ali trifluoroocetna kislina ali soli, ki omogocajo locitev komponent vzorca.
Sestava mobilne faze je med kromatografsko analizo bodisi konstantna (izokratska) bodisi
spremenljiva (gradientna). Konstantni pristop je u€inkovit za loevanje komponent vzorca, ki
se po svoji afiniteti do stacionarne faze ne prevec razlikujejo. V spremenljivem pristopu pa se
sestava mobilne faze spreminja od nizke do visoke elucijske moc¢i. Elucijska mo¢ mobilne faze
se odraza z retencijskimi Casi analita, kjer visoka elucijska mo¢ povzroci hitro elucijo. Sestava
mobilne faze je izbrana na podlagi intenzivnosti interakcij med ve€imi komponentami vzorca

in stacionarno fazo [49].
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Klju¢ne prednosti HPLC sistemov so naslednje:

kontrolirani in avtomatizirani kromatografski instrumenti,

omogocajo upravljanje podatkov, varnostne funkcije in validacijo instrumentov,
zmogljivi in prilagodljivi,

povecajo produktivnost z upravljanjem vseh podrocij analize — od vzorca do
instrumenta in od separacije do porocanja rezultatov,

cenovno dostopni [49].

Glavni namen HPLC tehnike je prepoznati, kvantificirati in ocistiti dolocen analit ali spojino.

Opraviti je mogoce tako kvantitativno kot kvalitativno analizo. HPLC se lahko uporablja v

naslednjih aplikacijah:

¢iS€enje vode,

zaznavanje necisto¢ v farmacevtski industriji,

predkoncentracija komponent v sledovih,

ligand-izmenjevalna kromatografija,

ionsko-izmenjevalna kromatografija beljakovin,

anionska izmenjevalna kromatografija visokih pH ogljikovih hidratov in

oligosaharidov [49].
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3 Eksperimentalni del

3.1 Kemikalije in materiali

Pri izvedbi eksperimentalnega dela smo se posluzevali naslednjih kemikalij in materialov:

absolutni etanol (C2HeO, M = 46,07 g/mol, W > 99,8 % (GC), CAS: 64-17-5, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA),

1,4-butandiol (CsH1002, M = 90,12 g/mol, W > 99,0 % (GC), CAS: 8.01532.1000,
Merck KGaA, Nemcija),

holin klorid (CsH14CINO, M = 139,62 g/mol, W = 99 %, CAS: 67-48-1, Acros
Organics, Belgija),

mentol (C10H200, M = 156,27 g/mol, W = 99 %, CAS: 89-78-1, Sigma-Aldrich, St.
Louis, Missouri, ZDA),

metanol (CH3OH, M = 32 g/mol, W > 99,9 % (GLC), CAS: 67-56-1, Carlo Erba
Reagents, Milano, Italija),

metanol (gradient grade for liquid chromatography, CHzOH, M = 32,04 g/mol, W >
99,9 % (GC), CAS: 1.06007.2500, Merck KGaA, Nemcija),

mlec¢na kislina (CH3CHOHCOOH, M = 90,08 g/mol, W = 88,0 + 92,0 % (acidimetric),
CAS: 79-33-4, Carlo Erba Reagents, Milano, Italija),

ocetna kislina (CH3COOH, M = 60,05 g/mol, W > 99,8 %, CAS: 64-19-7, LabExpert,
ZK),

pegasti badelj (Silybi marianum fructus, vzorec st.: 5060 / 18.06.2019, NATUR
COMMERCE d.o.0. PORTOROZ, Slovenija),

1,2-propandiol (C3HgO2, M = 76,09 g/mol, W = 99 %, CAS: 57-55-6, Sigma-Aldrich,
St. Louis, Missouri, ZDA),

silymarin flavonolignans (standard, LOT: BCCB8680, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, ZDA),

ultra ¢ista voda — Milli-Q®; Milipore Corporation, Massachusetts, ZDA (prevodnost
18,2 MQ cm pri 25 °C),

urea (CHsN20, M = 60,06 g/mol, W = 99-101 % (calc. on dry substance), CAS: 57-
13-6, Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, ZDA).
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3.2 Potek dela

Za namene magistrske naloge smo v erlenmajericah pripravili razlicna globoko evtekti¢na
topila v to¢no doloc¢enih molskih razmerjih. VVzorcu pegastega badlja, ki smo ga zatehtali v
centrifugirno tubo (vsaka zatehta je znasala 500 mg pegastega badlja), smo dodali 10 mL
topila, hidrofilnim topilom smo dodali $e dolocen delez vode (tabela 1) in sledila je ekstrakcija
v ultrazvocni kopeli pri 50 °C. Ultrazvocna ekstrakcija je potekala v dveh ciklih, in sicer po
prvem ciklu, Ki je trajal 30 minut, smo vzorce centrifugirali 10 minut pri 10 000 RPM (RPM,
angl. revolutions per minute), nato smo supernatante s Pasteurjevo pipeto prenesli v predhodno
oznacene 25 mL steklene merilne bucke. Preostankom v centrifugirnih tubah smo ponovno
dodali 10 mL pripravljenih topil in nadaljevali z drugim ciklom ultrazvo¢ne ekstrakcije, ki je

prav tako potekal 30 minut pri 50 °C.

Po kon¢anem drugem ciklu ekstrakcije Smo supernatante s Pasteurjevo pipeto ponovno
prenesli v 25 mL bucke, z ustreznimi topili dopolnili do oznake in premesali z »vortex«
mesalcem. Vsak vzorec za posamezno topilo smo ekstrahirali v dveh paralelkah. Na spodnjih
dveh slikah sta prikazana proces ekstrakcije v ultrazvocni kopeli in centrifugirni tubi po

koncanem centrifugiranju.

Slika 3-1 Ekstrakcija aktivnih komponent iz pegastega badlja s pripravljenimi DES topili v
ultrazvoéni kopeli
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Slika 3-2 Produkta ekstrakcije v ultrazvoéni kopeli po kon¢anem centrifugiranju

Sledila je priprava vzorcev za HPLC analizo. Najprej smo raztopine supernatantov v 25 mL
buckah red¢ili, in sicer v razmerju ekstrakt : topilo =1 : 5, pri ¢emer smo za topilo uporabljali
80 % metanol, red¢itve pa smo opravili v 10 mL buckah, kar je pomenilo, da smo z avtomatsko
pipeto odpipetirali 2 mL vzorca in dodali 8 mL topila. Pred HPLC analizo smo vzorce
prefiltrirali. Uporabili smo 10 mL brizge in PTFE filtre z velikostjo por 0,45 um, prefiltrirane
vzorce pa smo shranili v viale za HPLC analize. Na sliki 3-3 so prikazani prefiltrirani vzorci,

shranjeni v vialah, pripravljeni za HPLC analizo.

Slika 3-3 Vzorci v vialah, prefiltrirani skozi PTFE filtre, pripravljeni za HPLC analizo
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3.2.1 Priprava DES

Za namene ekstrakcije pegastega badlja z uporabo globoko evtekticnih (DES) topil smo
pripravili 5 DES topil in dodatno topilo 80 % etanol. Z vsakim od $estih topil smo izvedli po
dve ekstrakciji, od katerih je posamic¢na ekstrakcija potekala v dveh ciklih, kot je opisano v
poglavju 3.2. Vsa DES topila smo pripravili v molskem razmerju 1 : 2, pri ¢emer se je 1 mol
vedno nanasal na deleZ holin klorida oziroma mentola v dolo¢enem DES topilu, 2 mola pa sta
se nana$ala na drugo uporabljeno komponento. Pred zac¢etkom priprave DES topil smo na dve
decimalki natan¢no preraunali mase vseh komponent, tako da je skupna masa obeh
komponent v topilu znasala med 30 g in 40 g, nato smo v erlenmajerice zatehtali posami¢ne
sestavine, dodali magnetno mesalo, erlenmajerice zaprli, da ni prislo do izhlapevanja, in jih
ob meSanju 30 minut segrevali na 80 °C. Postopek sinteze globoko evtekti¢nih topil je

prikazan na sliki 3-4.

Slika 3-4 Postopek sinteze globoko evtekti¢nega topila
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Nastala raztopina je bila bistra, viskozna in brezbarvna, ki smo jo iz erlenmajeric prelili v
epruvete. Hidrofilnim topilom smo dodali $e delez vode v razmerju 75 mL DES in 25 mL
H>0. Za taksen delez vode smo se odlo¢ili na podlagi ¢lankov, ki opisujejo, da je ekstrakcija
polifenolov najuéinkovitej$a s prav 25 % delezem vode [50]. Koli¢ino dodane vode smo za
vsako topilo posebej preracunali. Kon¢ni produkt (nastalo DES topilo z dodatkom vode) je

prikazan na sliki 3-5.

Slika 3-5 DES3 iz holin klorida in 1,4-butandiola s 25 % H,O

Na ta nacin smo pripravili vseh 5 DES topil, katerih imena in sestava so razvidna iz tabele 1.

Tabela 1 Imena in sestave vseh pripravljenih DES topil

Oznaka topila Sestava topila (1 mol : 2 mol) Delez vode

DES1 holin klorid : mle¢na kislina 75 % DES : 25 % H20 (V : V)
DES2 mentol : 1,4-butandiol / (hidrofobno topilo)

DES3 holin klorid : 1,4-butandiol 75% DES : 25 % H20 (V : V)
DES4 holin klorid : urea 75 % DES : 25 % H20 (V : V)
DES5 holin klorid : 1,2-propandiol 75 % DES : 25 % H20 (V : V)
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3.2.2 Priprava umeritvene krivulje

Za namene kvantifikacije silimarinov in validacije analiznega postopka smo pripravili
umeritveno krivuljo. Pripravili smo standardno raztopino 25 mg/25 mL, kar je ekvivalentno
1 mg/mL, pri ¢emer je bil topilo Cisti metanol, standard pa silymarin flavonolignans, LOT:
BCCB8680, proizvajalca Sigma-Aldrich. Raztopine, ki smo jih pripravili za umeritveno
krivuljo, so bile naslednjih koncentracij: 10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L, 100 mg/L,
150 mg/L, 200 mg/L, 250 mg/L in 500 mg/L. Vse te raztopine smo pripravili tako, da smo
predhodno izraCunane volumne s hamiltonsko iglo odpipetirali iz standardne raztopine
25 mg/25 mL, prenesli v 10 mL bucke, jih do oznake napolnili z metanolom, ustrezno oznadili
in premesali z »vortex« meSalcem. Na koncu smo vsako pripravljeno raztopino iz 10 mL

bucke prelili v svojo vialo in jih shranili v hladilnik.

3.2.3 Optimizacija kromatografske locbe silimarinov

Eden glavnih ciljev tega dela je bila optimizacija RP-HPLC kromatografske loc¢be zmesi
razli¢nih fenolnih komponent, ekstrahiranih iz pegastega badlja (silybum marianum), ki ga
sestavljajo pretezno flavonolignani silibin (silibin A, silibin B), izosilibin (izosilibin A,
izosilibin B), silidianin, silikristin ter flavonoid taksifolin. Metodo smo optimirali na
komercialno dosegljivem standardu silimarin flavonolignanov, v katerem so prisotne vse
zgora] naStete preiskovane spojine. Elucija in locba spojin sta bili preizkuSeni na dveh
nepolarnih C18-RP kolonah, razli¢nih velikosti delcev (1,8 um in 5 um). Preizkusene so bile
razlicne mobilne faze iz razliénih kombinacij nakisanih raztopin metanola in vode ali
acetonitrila in vode. Izvajali smo izokratsko in gradientno elucijo z razlicnimi sestavami
mobilne faze ter z razli¢nimi pretoki od 0,6 mL do 1,0 mL min™. Za zaznavo preiskovanih
spojin pa je bil uporabljen UV-VIS detektor z merjenjem absorbanc pri valovnih dolZinah
280 nm in 288 nm [51], [52], [53].
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3.2.4 HPLC analiza

HPLC instrument, s pomocjo katerega smo analizirali vzorce in standardne raztopine, je bil
sestavljen iz ¢rpalke Varian ProStar 210 in detektorja Varian ProStar 310. Spojine smo zaznali
pri valovni dolzini A = 288 nm, ¢as analize je bil 30 minut, pretok mobilne faze skozi sistem
pa 1 mL/min. Mobilna faza je bila sestavljena iz topila A in topila B. Topilo A je bil &isti
metanol, topilo B pa 1 % ocetna Kislina, pripravljena kot 10 mL ocetne kisline/1000 mL ultra
Ciste vode. Obe topili smo pred analizo razplinili v ultrazvo¢ni kopeli. HPLC analiza vzorcev
je potekala z gradientno elucijo, katere potek je predstavljen v tabeli 2. Kolona, uporabljena
pri HPLC analizi, pa je bila Agilent Eclipse XDB-C18, 5 um, 4,6 x 150 mm.

Tabela 2 Potek gradientne elucije pri HPLC analizi

Cas (min:sek) % A % B
0:00 30 70
1:00 30 70
5:00 40 60
23:00 60 40
23:01 30 70
30:00 30 70
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4 Rezultati in diskusija

4.1 Delna validacija spektrofotometricne metode

Validacija analizne metode je postopek, s katerim ovrednotimo znacilnosti analizne metode in
skladno z zahtevami potrdimo, ali je metoda primerna za doloc¢eno analizno uporabo ali ne.
Linearnost metode smo dolocali v koncentracijskem obmoc¢ju med 10,00 mg/L in 500,00 mg/L
z meritvami standardnih raztopin skupnih silimarinov pri devetih razli¢nih koncentracijah v
treh paralelkah. Za vsako umeritveno tocko smo v treh paralelkah izmerili absorbance,
izracunali povprec¢ne vrednosti absorbanc in dolocili enacbo umeritvene premice, ki je
prikazana na sliki 4-1. Preden smo izracunali povpre¢ne vrednosti absorbanc, smo z
Dixonovim in Grubbsovim testom potrdili, da pri meritvah ni bilo prisotnih ubeznikov. Mejo
dolocljivosti (LOQ, angl. limit of quantification) metode smo dolo¢ili na podlagi standardnega
odmika odseka in naklona umeritvene premice, ta je znaSala 7,87 mg/L. Zahteva, ki smo jo
upostevali pri preverjanju linearnosti metode, je bila, da mora kvadrat korelacijskega
koeficienta (r?) znasati vsaj 0,999 in koeficient kvalitete (QC, angl. quality coefficient) mora
biti manjsi od 5,0 %. Linearnost metode smo tako potrdili v koncentracijskem obmocju od
10,00 mg/L do 500,00 mg/L, saj smo dolo¢ili r2=0,9999 in QC = 1,6 %. Dolo¢ili smo tudi
zgornjo in spodnjo mejo 5-odstotnega intervala zaupanja okrog umeritvene premice, ki ju
prikazujeta zelena in modra ¢rta na spodnji sliki. Nazadnje smo preverili, ali lahko potrdimo
homogenost varianc meritev na posameznih umeritvenih tockah, vendar jih z uporabo

Barlettovega in Cochranovega testa nismo mogli potrditi.
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Slika 4-1 Umeritvena premica s 5-odstotnim intervalom zaupanja

25



Uporaba globoko evtekti¢nih topil kot zelene alternative za ekstrakcijo aktivnih u€inkovin iz pegastega badlja
(silybum marianum)

4.2 Optimizacije kromatografske locbe silimarinov

Silimarine lahko kvantitativno dolo¢imo z uporabo C-18 RP-HPLC kolone [52]. Na razpolago
smo imeli standardni izvleCek silimarinov, ki je vseboval naslednje spojine: taksifolin,
silikristin, silidianin, silibin A, silibin B ter izosilibin A in izosilibin B. Separacijo vseh spojin
smo optimirali na tem standardu s spreminjanjem pogojev, opisanih v poglavju 3.2.3. V prvi
fazi smo testirali dve razlicni RP-HPLC koloni, in sicer: Zorbax Eclipse (150 x 4,6 mm,
velikost delcev 5 um) in Zorbax Eclipse (150 x 4,6 mm, velikost delcev 1,8 um). Preostali
pogoji separacije, kot so sestava mobilne faze (mobilna faza A: acetonitril in mobilna faza B:
1 % ocetna kislina v ultra ¢isti vodi), valovna dolzina (A = 288 nm), gradientni program in
sobna temperatura so bili konstantni. Pri uporabi gradientne metode na C18-RP koloni z
velikostjo delcev 1,8 um nismo dobili ustrezne lo¢be komponent oziroma komponent sploh
nismo zaznali na kromatogramih (slika 4-2). Znacajno boljsa separacija je bila dosezena na

C18-RP koloni z velikostjo delcev 5 um, kar lahko vidimo na sliki 4-3.
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Slika 4-2 HPLC-UV kromatogram standarda flavonolignanov na C18-RP koloni z velikostjo delcev
1,8 um
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Slika 4-3 HPLC-UV kromatogram standarda flavonolignanov na C18-RP koloni z velikostjo delcev
5um

Po izboru ustrezne kolone je bilo potrebno dodatno optimirati sestavo mobilne faze in
gradientni program ter izbrati najustreznejSo valovno dolzino za detekcijo preiskovanih
komponent. Pri izbiri organskega topila (mobilna faza A) smo se odlo¢ali med metanolom in
acetonitrilom. Kot je razvidno iz slik 4-4 in 4-5 so testi pokazali, da smo ob uporabi metanola
dosegli boljso separacijo komponent, nekaterih celo do bazne linije (slika 4-5). Medtem ko je
pri uporabi acetonitrila (slika 4-4) prislo do ko-elucije in prekrivanja vrhov za spojini silibin
Ainsilibin B, kot tudi do ko-elucije izomerov izosilibina A in izosilibina B. Pri valovni dolzini
288 nm smo dosegli boljSo zaznavo komponent kot pri 280 nm. Nasi rezultati so primerljivi z
rezultati objavljenimi v znanstveni literaturi, kjer se ukvarjajo s kvantitativnim dolo¢anjem

flavonolignanov v ekstraktih pegastega badlja [52], [53].
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Slika 4-4 HPLC-UV kromatogram standarda flavonolignanov na C18-RP koloni (velikost delcev
5 um) ob uporabi acetonitrila kot organske faze v gradientnem programu (pretok 1 mL/min, valovna
dolzina 288 nm)
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Slika 4-5 HPLC-UV kromatogram standarda flavonolignanov na C18-RP koloni (velikost delcev
5 um) ob uporabi metanola kot organske faze v gradientnem programu (pretok 1 mL/min, valovna
dolzina 288 nm)

Nadalje smo optimirali Se gradientno elucijo spojin. Cilj te optimizacije je bil doseci ¢imboljSo
lo¢bo spojin v ¢imkrajSem cCasu.

Testiranih je bilo ve¢ razli¢nih metod in kon¢no smo najboljso lo¢itev (slika 4-6) dosegli pod
naslednjimi pogoji: mobilna faza je bila sestavljena iz topila A (100 % metanol) in topila B
(1 % vodna raztopina ocetne kisline); uporabljena je bila gradientna elucija pri sobni
temperaturi, pretok 1 mL min. Detekcija je potekala pri valovni dolzini 288 nm, skupni ¢as
analize je bil 30 minut. Tako optimirano metodo smo uporabili v nadaljnjem delu na

raztopinah standardov pri meritvah za umeritveno krivuljo ter na realnih vzorcih.
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Slika 4-6 Tipicen HPLC-UV kromatogram standarda flavonolignanov, analiziranega po optimirani
gradientni metodi: mobilna faza A: 100 % metanol in mobilna faza B: 1 % ocetna kislina v ultra Cisti
vodi, €as analize 30 min, valovna dolZina 288 nm

Identifikacija posameznih komponent je podana v tabeli 3:

Tabela 3 Identificirane komponente in njihovi retencijski Casi

tr (Min) Komponenta

6,8 Taksifolin (taxifolin)
10,9 Silikristin (silychristin)
12,2 Silidianin (silydianin)
17,3 Silibin A (silybin A)
18,4 Silibin B (silybin B)
20,5 Izosilibin A (isosilybin A)
21,1 Izosilibin B (isosilybin B)
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4.3 Kvantifikacija skupnih silimarinov

Vsak vzorec za posamezno DES topilo in 80 % EtOH je bil lo¢eno pripravljen dva krat in
vsaki¢ analiziran v dveh paralelkah pri valovni dolzini 288 nm. Umeritvene premice smo
pripravljali tako, da smo na y-os nanasali seStevke vseh plos¢in karakteristicnih vrhov
silimarinov (slika 4-1) pri dolo¢eni koncentraciji, na x-0S pa koncentracije. Koncentracije
skupnih silimarinov v vzorcih smo izracunali s pomocjo enacbe umeritvene premice. Z
upostevanjem faktorja red¢enja Smo preracunali, kolikSna je bila zacetna koncentracija
skupnih silimarinov v posameznem vzorcu. Rezultate smo podali kot povpre¢ne vrednosti
prve in druge paralelke za posamezno topilo in njun standardni odklon. Na sliki 4-7 je prikazan
kromatogram standardne raztopine silimarinov pri koncentraciji 100 mg/L, na katerem so

oznaceni in poimenovani vsi karakteristi¢ni vrhovi.
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Slika 4-7 Kromatogram standardne raztopine silimarinov z vsemi karakteristicnimi vrhovi
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Rezultati so podani v tabeli 4, kjer je za vsak posamezen DES in 80 % EtOH podana povpre¢na
vrednost koncentracije skupnih silimarinov 1. in 2. paralelke, pri c¢emer je bila vsaka paralelka

analizirana dva krat, in njen standardni odklon.

Tabela 4 Koncentracije skupnih silimarinov v posameznih globoko evtekti¢nih topilih in v 80 %
etanolu

Oznaka topila Sestava topila Skupni silimarini [mg/L]
DES1 holin klorid : mle¢na kislina 162,97 + 97,25
DES2 mentol : 1,4-butandiol 32,73 + 33,08
DES3 holin klorid : 1,4-butandiol 221,74 + 15,57
DES4 holin klorid : urea 107,20+ 1,70
DES5 holin Kklorid : 1,2-propandiol 250,18 + 43,91
Etanol 80 % EtOH 887,70 + 26,29

Iz tabele 4 lahko razberemo, da se je najmanj silimarinov sprostilo v vzorcu s topilom DES2,
ki je vseboval mentol in 1,4-butandiol in je bil edino topilo, kateremu nismo dodali dolo¢enega
deleza vode, torej hidrofobno. Tako malo koncentracijo skupnih silimarinov, ki se je izlo¢ila
v DES?2, lahko pripisemo tudi temu, da na obeh kromatogramih 2. paralelke ni bilo zaznanih
vseh sedmih aktivnih komponent silimarinov, temve¢ samo $tiri (priloga 7.6). O¢itno je, da
delez vode v topilu poveca izkoristek ekstrakcije silimarinov. Najverjetneje lahko povecan
izkoristek ekstrakcije silimarinov po dodatku vode v topilo povezemo z zmanjSanjem
viskoznosti topila, kar pripomore k pospesenemu in boljSemu spros€anju flavonolignanov in
flavonoida taksifolina v topilo. Kot lahko vidimo iz tabele je koncentracija skupnih
silimarinov, ki so se sprostili v DES3 in DES5, dokaj primerljiva. Za 28,44 mg/L vec
silimarinov se je sprostilo v DES5, ki vsebuje holin klorid in 1,2-propandiol, slednji pa je bolj
polaren kot 1,4-butandiol v DES3. Dale¢ najve¢ silimarinov, tj. 887,70 + 26,29 mg/L, pa se je
sprostilo v 80 % EtOH, ki je prav tako polarno (proti¢no) topilo. Koncentraciji skupnih
silimarinov, ki so se sprostili v DES1 in DES4, sta prav tako zelo nizki, in sicer
162,97 + 97,25 mg/L ter 107,20 + 1,70 mg/L, pri ¢emer vidimo, da je pri DES4 najman;jsi
standardni odklon v koncentraciji sproscenih silimarinov, tj. 1,70 mg/L, ravno nasprotno pa je
pri DESI, kjer je prislo do najvecjega standardnega odklona, tj. 97,25 mg/L. Na tem mestu bi

v prihodnje lahko naredili ve¢ paralelk DES1 (holin klorid : mle¢na kislina) in jih analizirali,
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da bi videli, ali pogosto prihaja do velikih standardnih odklonov v koncentraciji spros¢enih

silimarinov.

Izkoristek ekstrakcije silimarinov z uporabo globoko evtekti¢nih topil bi lahko izboljsali tako,
da bi topilom dodali vecji delez vode, namre¢ vsebnost le-te zvisa koncentracijo spro$¢enih
silimarinov, saj zmanjSa viskoznost globoko evtekti¢nih topil, ki pa so v naSem primeru bila
zelo viskozna. Zato bi lahko dodatek vode iz zdaj$njih 25 % zvisali na 35 % ali 40 % in
spremljali, za koliko bi se koncentracija spro$¢enih silimarinov povisala. Viskoznosti in
gostote DES/NADES topil lahko znatno zmanjSamo z dodajanjem vode, vendar je treba
dodajanje vode v DES topila opraviti previdno, saj lahko velik presezek vode pretrga vodikove
vezi med sestavnimi komponentami in tako proizvedeno topilo izgubi evtekti¢ne
lastnosti [54]. Razli¢ne Studije so pokazale, da je najbolj optimalna vsebnost vode v DES
topilih med 20 % in 40 % [55], [56]. Prav tako bi lahko optimizirali pogoje ultrazvo¢ne
ekstrakcije, in sicer lahko bi podaljsali ¢as ekstrakcije iz 30 minut na 60 minut ali 90 minut,
povisali temperaturo ekstrakcije in ¢as centrifugiranja. Vse to bi naredili v vecih paralelkah,
da bi lazje spremljali ponovljivost in z ve¢jo zagotovostjo trdili, kako optimirani parametri
vplivajo na izkoristek ekstrakcije silimarinov iz pegastega badlja z uporabo globoko
evtekticnih topil.

Povzamemo lahko, da so silimarini torej bolj topni v polarnih topilih, a vendar bo potrebno Se
veliko raziskav na podrocju globoko evtekti¢nih topil v povezavi s silimarini v pegastem
badlju, da bi lahko njihov ucinek na ekstrakcijo silimarinov iz pegastega badlja zakljucili v

dodelano celoto.
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5 Zakljucek

TeZznja po zamenjavi toksi¢nih organskih topil z okolju prijaznimi, neskodljivimi topili je
vedno vecja. Iz tega razloga globoko evtekti¢na topila pridobivajo na pozornosti in na stevilu
raziskav, saj so enostavna za pripravo, okolju neskodljiva, cenovno ugodna in biorazgradljiva.
V magistrskem delu je bila predstavljena njihova uporaba kot alternativa organskim topilom
pri ekstrakciji aktivnih u€inkovin iz pegastega badlja, ki ima izreden pomen pri zdravljenju
jetrnih bolezni. Za namene ekstrakcije aktivnih u¢inkovin iz pegastega badlja smo sintetizirali
pet razliénih globoko evtekti¢nih topil in kot Sesto — primerjalno konvencionalno topilo
pripravili 80 % etanol. Glavna aktivna komponenta pegastega badlja je silimarin, ki velja za
polarno spojino in je najbolje topna v polarnih aproti¢nih topilih, malo slabse topna v polarnih
proti¢nih topilih in netopna v nepolarnih topilih. Rezultati so pokazali, da se je najvec
silimarinov sprostilo v 80 % etanolu, ki je polarno proti¢no topilo. Sledili sta globoko
evtekticni topili iz holin klorida in 1,2-propandiola ter holin klorida in 1,4-butandiola. Njima
sta sledili globoko evtekti¢ni topili iz holin klorida in mle¢ne kisline ter holin klorida in
seCnine, najmanj silimarinov pa se je sprostilo v globoko evtekti¢no topilo iz mentola in
1,4-butandiola, ki je bilo tudi edino topilo brez vsebnosti vode, tj. hidrofobno. Potrdimo lahko,
da je vsebnost vode v topilih prispevala k boljsi ekstrakciji silimarinov iz pegastega badlja, a
raziskave na podrocju globoko evtekti¢nih topil za namene ekstrakcij silimarinov iz pegastega
badlja kljub temu niso pokazale zadovoljivih rezultatov in bo v prihodnosti potrebno narediti

Se mnogo teh, da bi povecali izkoristek ekstrahiranih silimarinov iz pegastega badlja.
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7 Priloge

7.1 Kromatogram 1. paralelke 80 % EtOH
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7.2 Kromatogram 2. paralelke 80 % EtOH
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7.3 Kromatogram 1. paralelke DES1 (holin klorid : mle¢na kislina)
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7.4 Kromatogram 2. paralelke DES1 (holin klorid : mle¢na kislina)
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7.5 Kromatogram 1. paralelke DES2 (mentol : 1,4-butandiol)
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7.6 Kromatogram 2. paralelke DES2 (mentol : 1,4-butandiol)
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7.7

Kromatogram 1. paralelke DES3 (holin klorid : 1,4-butandiol)
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7.8 Kromatogram 2. paralelke DES3 (holin klorid : 1,4-butandiol)
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7.9 Kromatogram 1. paralelke DES4 (holin klorid : urea)
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7.10 Kromatogram 2. paralelke DES4 (holin klorid : urea)
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7.11 Kromatogram 1. paralelke DES5 (holin klorid : 1,2-propandiol)
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7.12 Kromatogram 2. paralelke DES5 (holin klorid : 1,2-propandiol)
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