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UPORABA EKSTRAKCIJSKIH IN KROMATOGRAFSKIH METOD
ZA SEPARACIJO BIOLOSKO AKTIVNIH SNOVI

Povzetek

BioloSko aktivnhe snovi so substance, ki imajo efekt na tkiva Zivih organizmov. V diplomski
nalogi smo raziskovali razli€ne separacijske procese za izolacijo takih komponent iz
rastlinskih materialov. Osredotocili smo se predvsem na ekstrakcijske in kromatografske
metode separacije in primerjali smo konvencionalne metode z metodami s superkriticnimi
fluidi.

Najprej smo opravili visokotlacne ekstrakcije (ekstrakcije s superkriticnim fluidom — SFE)
bucne pogace s propanom. Eksperimente smo izvedli pri razli¢nih pogojih, opazovali smo
kinetiko in koncni izkoristek buCnega olja vsake superkritiChe ekstrakcije. Po teh
eksperimentih smo buc€no pogaco ekstrahirali Se z razlicnimi organskimi topili (petroleter
in etanol). Primerjali smo izkoristke med posameznimi tipi ekstrakcij in preverili ali so
prisotna organska topila v ekstraktu. Ko smo vse ekstrakcije opravili, smo razlicne metode
med seboj na sploSno primerjali. Posku3ali smo dolociti, kakSne so prednosti in slabosti
ene in druge in dejanska uporaba v industriji.

V drugem delu diplomske naloge smo se ukvarjali s kromatografskimi postopki separacije.
Izvedli smo konvencionalno kolonsko kromatografijo surovega lecitina pri razlicnih
temperaturah (25 °C, 40 °C in 60 °C). Iz surovega lecitina, v katerem je veliko fosfolipidov,
smo poskuSali skoncentrirati fosfatidilholin, ki je pomemben za Zive organizme, saj
sestavlja celiche membrane.

Kakor je SFE alternativa konvencionalnim ekstrakcijam, je kromatografija s superkriti¢nimi
fluidi (SFC) alternativa konvencionalni kolonski kromatografiji. V naslednji fazi smo zato
raziskovali parametre, ki so pomembni za pripravo metode separacije s SFC. Uporabili
smo superkritiCni CO, in se pri tem seznanili o njegovih lastnostih.

Po opravljenih eksperimentih smo razlicne kromatografije primerjali med seboj in
razpravljali o potencialni uporabi v industriji.

Klju€ne besede: ekstrakcija, kromatografija, superkriti¢ni fluidi, fosfolipidi, propan, CO,

UDK: 543.54-139:66.061(043.2)



APPLICATION OF EXTRACTION AND CHROMATOGRAPHIC
METODS FOR SEPARATION OF BIOACTIVE COMPOUNDS

Abstract

Bioactive compounds are substances with effect on livng tissue. In diploma thessis varius
separation processes for isolation of bioactive compounds from plant materials were
explored. Research work was focused on extraction and chromatographic separation
methods and conventional methods were compared with methods using SCF.

First high-pressure extractions (supercritical fluid extractions — SFE) of pumkin cake with
propane were done. Our experiments were carried out at varius conditions and cinetics
and final yields of pumpkin oil of each SFE was observed. After those experiments
extration of pumpkin oil from pumkin cake with organic solvents (petroleum benzine and
ethanol) was made. The yield of each type of ectraction was compared and it was
checked whether there was any organic solvent left in extract. After all extractions were
done, varius methods were compared and advantages and disadvantages and actual
application in the industry were discussed

In second part of the diploma thessis chromatographic prccedures of separation were
studied. Frst conventional column chromatography of raw lecithin at varius temperatures
(25 °C, 40 °C and 60 °C) was carried out. The aim was to concentrate phosphatidilchlin
(component of cell membranes), from raw lecithin, which is rich with phosholipids.

As SFE in an alternative to conventional extracion, the supercritical chromatografy (SFC)
presents an alternative to conventional column chromatography. In next phase the
parameters, important for design of separation methods with SFC, were explored. In our
experiments SF-CO, was used and its propreties were observed.

After all experiments were done, varius types of chromatography in general were
compared and potential applications in industrial scale were discussed.

keywords: extraction, chromatography, supercritical fluids,phospholipids, propane, CO,

UDK: 543.54-139:66.061(043.2)
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1 uvoD

V farmacevtski in prehrambni industriji se Ze vrsto let uporabljajo rastlinski materiali kot
osnovna surovina za pridobivanje nekaterih bioloSko aktivnih snovi in kljub temu da
dandanes proizvedejo veliko substanc sinteti¢no, ima to Se podrocje precejSen potencial v
prihodnosti. Diplomska naloga govori o raziskovanju moznih metod za separacijo biolosko
aktivnih snovi iz rastlinskih materialov.

OsredotoCili smo se na metode s plini nad kriti¢no tocko — superkriti¢nimi fluid (SCF), saj
so te Se relativno nove in Se neraziskane. Klub temu pa ta naCin separacije ponuja
Stevilne prednosti, saj so lastnosti SCF, ki so podobne delno lastnostim plinov in delno
lastnostim tekocin, dobra osnova za sploSno uporabo teh metod.

V svoji diplomski nalogi smo se seznanili s prednostmi metod s SCF in jih poskuSali
primerjati s konvencionalnimi metodami, ki so v veljavi Ze dlje ¢asa. Raziskovali smo
parametre, ki vplivajo na ucinkovitost teh separacij in parametre za pripravo separacijskih
metod kromatografije s plini in tekoCinami nad kriticno tocko (SFC). 1z razlicnih rastlinskih
materialov smo Zeleli loCiti nekatere bioloSko aktivhe snovi, npr. iz lecitina, dobljenega iz
soje, smo poskusSali izolirati nekatere fosfolipide ter iz stisnjenih bucnic dobiti ostanek olja,
ki naj bi vsebovalo pomembne fosfolipide.

Princip ekstrakcije s SCF in princip konvencionalne ekstrakcije sta si podobna, vsaka
izmed njiju ima svoje prednosti in slabosti. Ena izmed prednosti uporabe SCF kot topila pri
ekstrakciji je ta, da v ekstraktu ni prisotnih ostankov topila, saj se fluid z ekspanzijo uplini
in uide iz ekstrakta. Domnevali smo, da lahko nadaljnjim suSenjem pri poviSani
temperaturi ugotovimo, Ce je v ekstraktu Se prisoten plin, ki smo ga uporabili kot SCF.
Prav tako smo postavili domnevo, da lahko s suSenjem pri vakuumu in poviSani
temperaturi izvemo ali lahko popolnoma odstranimo neko organsko topilo iz ekstrakta ter
ostanka po ekstrakciji. Pomagali smo si s tehtanjem in iz razlike v masah izraCunali delez
morebitno prisotnega ostanka topila. Organska topila in superkritiCna topila so kljub
nekaterim podobnostim med seboj razlicha. Zanimalo nas je ali so snovi, ki jih
ekstrahiramo tudi razlicne in ali so izkoristki enaki. Domnevali smo, da se lastnosti enakih
komponent pri razlicni vrsti ekstrakcije ne spremenijo, vendar bi izkoristki naj bili drugacni.
Da bi lahko to potrdili, smo ekstrahirali olje iz bucnih pogaC z superkriticno in
konvencionalno ekstrakcijo. Hipoteza, da so izkoristki neenaki, je temeljila na tem, da
topila, ki nimajo enakih lastnosti lahko iz materiala loCijo Se druge komponente in ne le
Zelene.

NaSe raziskovanje je poleg poizkusov ekstrakcije obsegalo Se lo€evanje bioloSko aktivnih
snovi iz lecitina s konvencionalnimi kromatografskimi metodami. Najprej smo naredili niz
eksperimentov kolonske kromatografije pri treh razlicnih temperaturah. Topnost s
poviSevanjem temperature naras€a, zato smo sklepali, da bomo zaradi tega dosegli boljSo
separacijo pri Vvi§ji temperaturi. To hipotezo smo preverjali z koncentriranjem
fosfatidilholina (PC) iz lecitina s kolonsko kromatografijo, s pomocjo analize na HPLC
kromatografu (tekoCinska kromatografija visoke locljivosti) smo dolocili sestave.
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Kolonsko kromatografijo smo v naslednji fazi Zeleli postaviti ob bok kromatografiji s SCF in
ugotoviti, kakSne so razlike med obema in preveriti u€inkovitost slednje. Predmet naSega
dela je bilo preverjanje parametrov za pripravo metode za separacijo s kromatografijo s
superkriticnim fluidom (SFC), ki jo je zaradi spremenljivih pogojev teZzko nadzorovati.
Domnevali smo, da bi bila zaradi tega preverjanje vseh parametrov nekoliko otezeno in
smo sklepali da metoda, ki bi jo pripravili, ne bi bila uporabna za veliko primerov, saj bi
bilo prisotnih preve¢ parametrov, na katere se bi bilo potrebno ozirati pa jih ne bi mogli
upoStevati v celoti. Za razlicne snovi obstajajo razlicne metode kromatografije.

Diplomsko delo je sestavljeno iz treh delov: teoretskega, prakticnega dela ter segmenta,
kjer so predstavljeni rezultati in razprava o njih. Zadnji del so zakljucki, kjer so naSe
ugotovitve na kratko povzete. V teoretskem delu so povzete snovi s katerimi smo se pri
delu srecali, njihov pomen in funkcija. V tem odseku smo razdelali teoretsko ozadje
posameznih metod separacije, njihovo uporabo, parametre, ki smo jih morali upoStevati.
Ob vsem tem je klju€nega pomena poznavanje principa prenosa snovi, ki je prav tako
predstavljen v teoretskem delu. V prakticnem delu so razloZzene metode dela, materiali,
naprave, poteki eksperimentalnega dela in metode analiz. V tretiem delu so predstavljeni
rezultati naSih eksperimentov in izsledki analiz, s katerimi smo lahko ovrednotili nase
poizkuse. V tem delu je podana razprava o rezultatih in v nekaterih primerih podane ideje
za nadaljnjo delo. Zakljucki so strnjena celota naSih rezultatov in vsebujejo potrditve in
zavrnitve naSih hipotez.
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2 TEORETSKE OSNOVE

2.1 Zgradba fosfolipidov

Fosfolipidi so amfipati¢ni, kar pomeni da imajo na enem delu polarne skupine (hidrofilne
glave), na drugem pa nepolarne (hidrofobni repi). So molekule lipidov, ki vsebujejo eno ali
veC fosfatnih skupin. Fosfolipidi ali fosfatidi so diestri fosforjeve(V) kisline. Razlikujemo
glicerol fosfatide in sfingozin fosfatide. [13]

Osnova fosfolipidov (glicerollipidov) je glicerol (3-valenten alkohol). Fosfolipidi sodijo med
polarne masScobe, molekule fosfolipidov so po zgradbi podobne trigliceridom. Vsaka
molekula je sestavljena iz &tirih delov: na alkoholu (pri fosfogliceridih je alkohol glicerol, pri
sfingomelinu pa sfingozin) sta zaestrena dva radikala mascobnih kislin, na tretiem mestu
je zaestrena fosforjeva kislina, na katero je vezan Se drugi alkohol.[1]

Ena izmed mascobnih kislin je nenasi¢ena (dvojna vez). Ta preoblikuje mas¢obno kislino,
zato le-ta v membrani zaseda veC prostora in se ves Cas vrti. Fosfatna skupina ima
negativen naboj. [16]

2.2 Tipi fosfolipidov

Fosfolipide, katerih osnova je glicerol, imenujemo glicerollipidi, tiste, ki vsebujejo sfingozin
pa sfingozini. Oboji so prisotni v celicni membrani. Med najpomembnejSe predstavnike
glicerollipidov  sodijo fosfatidilholin  (lecitin), fosfatidiletanolamin, fosfatidilinositol,
fosfatidilglicerol.[15]

Razli€na narava fosfolipidov je pogojena z razlicnimi dolZzinami verig in stopnjami
nasi¢enosti zaestrenih mascobnih kislin.[15]

Fosfolipidi so znacilni gradniki celi€nih membran, ker so amfipati¢ni in netopni v vodi.
Celicno membrano sestavljajo Stirje tipi fosfolipidov, to so fosfatidilholin,
fosfatidiletinolamin, fosfatidilserin in sfingomielin. Holin in mielin se nahajata na zunaniji
strani membrane, etanolamin in serin pa na notranji strani membrane. Fosfolipidi so
asimetri€no razporejeni. [15]

2.3 Pridobivanje fosfolipidov

Fosfolipide Se vedno v najvecji meri pridobivajo v oljarnah pri procesu rafinacije olj.

Surova rastlinska olja so kisla, mo¢no obarvana in imajo neprijeten vonj in okus.
Pridobljena so iz semen oljnic z mletjem, stiskanjem ali pa s solventno ekstrakcijo. Pred
uporabo v prehrambene namene jih je zato treba ocistiti/rafinirati. S tehnoloSkimi postopki
rafinacije se iz surovih olj odstranijo proste masScobne kisline (PMK), povisa
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termooksidacijska stabilnost ter se zagotovijo ustrezne organolepti¢ne lastnosti olja
(barva, vonj, okus).

Rastlinska olja poleg trigliceridov (TAG) vsebujejo tudi delne gliceride kot monogliceride
(MAG) in digliceride (DAG) ter vrsto raznih negliceridnih komponent, kot so mas¢obne
kisline, fosfatidi, steroli, tokoferoli, ogljikovodiki, proteinski fragmenti ter razlicne ostale
primesi.

Vecina negliceridnih komponent v oljih je nezazelenih, saj povzroCajo obarvanost in
potemnenije olja, penjenje ali sproS¢anje dimnih hlapov ali navedene procese pospesujejo.
Nekatere komponente kot npr. Gosipol v surovem bombaZzev&evem olju so celo strupene.
Smoter rafinacije je odstraniti moteCe negliceridne komponente v olju, vendar z
minimalnim vplivom na trigliceride in minimalnimi izgubami koristnih negliceridnih
komponent.

V svetu sta v uporabi dva alternativha tehnoloSka postopka rafinacije, kemijska rafinacija
in fizikalna rafinacija. Osnovna razlika je v postopku odstranitve prostih mas¢obnih kislin iz
olja, bodisi preko nevtralizacije z dodatkom alkalne raztopine (kemijska rafinacija) bodisi z
destilacijo (fizikalna rafinacija). Kemijska rafinacija je v uporabi predvsem v ZDA, v Evropi
pa je bolj razSirjena fizikalna rafinacija.

Deguminacija je prvi postopek kemijske ali fizikalne rafinacije. S procesom deguminacije
se iz surovega olja odstranijo fosfatidi in nekatere druge v olju prisotne necistoCe, kot so:
lepljive snovi, sluzi, ostanki semen ipd.

Fosfatidi imajo podobno osnhovno kemijsko strukturo kot trigliceridi, s tem da imajo
trigliceridi vse tri vezi na glicerolu zaestrene z visjimi mas€obnimi kislinami, medtem ko
imajo fosfatidi z vi§jimi maS€obnimi kislinami zaestrene le dve vezi na glicerolu. Na tretji
glicerolni vezi je vezana skupina, ki vsebuj fosfor. Proces deguminacije v glavnem
sestavljajo postopki hidratacije fosfolipidov in lepljivih sluzi, da se zmanjSa njihova topnost
v olju in da se na ta nacin omogoci njihovo odstranjevanje z vodo.

Nevezni fosfolipidi (HP), ki so hidrofilni, se enostavno hidratirajo in jih je zato mogoce
enostavno odstraniti z vmeSavanjem vroCe vode (1 do 3 %) v fazo surovega olja,
kateremu sledi loCevanje s centrifugalno separacijo. Nasprotno pa je kompleksne
fosfolipide (NHP), ki so hidrofobni zelo teZzko hidratirati. Najprej jih je potrebno obdelati s
kislino, da se odstranijo kationi, ki so odgovorni za nehidratibilnost fosfatidov. Obiajno se
odstranitev kationov izvede z vmeSavanjem fosforne kisline (0,1 % do 0,3 %, 85 %
raztopine H3;PQ,) ali citronske kisline (0,1 % do 1,0 %, 30 % raztopine).

Deguminacijo je najboljSe izvesti takoj po ekstrakciji kot kasneje v rafineriji med
rafinacijskimi postopki. Z deguminacijo neposredno po stiskanju surovega olja in
ekstrakciji se moc¢no zmanjSajo ali eliminirajo teZave, povezane s sedimentacijo
fosfolipidov med dolgotrajnim skladiS€enjem v skladis¢nih rezervoarjin ali pa s
sedimentacijo fosfolipidov med transportom. Stranski produkt deguminacije je lecitin, ki
ima visoko trzno vrednost. Lecitin proizveden iz sveZega olja je boljSe kakovosti kot lecitin
pridobljen med rafinacijskimi procesi. [10]

2.4 Zakaj so mascobe pomembne za organizem

Prevelika izguba maScobnega tkiva — lipodistrofija — vodi do metabolnih okvar kot sta
inzulinska rezistenca in diabetes. Zaradi pomanjkanja adipocitov, torej skladis¢a za
mascobo, naraste nivo prostih masc¢obnih kislin in triacilglicerolov v krvi, kar pa posledi¢no
pripelje do poviSane koncentracije glukoze v krvi in hiperinsulinemije. ManjSe Stevilo
adipocitov izlo¢a manj leptina, kar tudi pripomore k nastanku inzulinske rezistence. [15]



17

2.5 Visokotlac¢na separacija biolosko aktivnih komponent

Pri naCrtovanju separacijskih procesov potrebujemo podatke o obratovalnih pogojih.
Podatki o faznih ravnotezjih in transportne lastnosti (prenos snovi in toplote) nam
pomagajo pri dolocCitvi procesnih parametrov in laZzjem razumevanju celotnega sistema.
Podatki o faznih ravnotezjih pri visokih tlakih so na razpolago le v zelo omejenem obsegu.
Tako je mogocCe nekatere vplivne parametre dolociti le z eksperimentalnimi raziskavami, ki
so obi¢ajno zelo dolgotrajne. Zahtevajo tudi zelo drago in visoko razvito opremo in
natancno izvedbo. Potek topnostnih izoterm pogosto odstopa od obiCajnega poteka, kar
ne znamo razloziti, saj je v literaturi premalo podatkov za takSne sisteme. Za izvedbo
separacije komponent pri visokih tlakih je potrebno poznati termodinamicne in transportne
lastnosti sistema. [2]

Uporaba visokotlacnih procesov z namenom separacije predstavlja alternativo
konvencionalnim procesom. V primerjavi s konvencionalnim procesom ima visokotlacna
separacije Stevilne prednosti.[2]

2.5.1 Superkriticni fluidi

Superkriticni fluidi (SCF) se uporabljajo kot topila za razlicne ekstrakcijske ali
kromatografske procese. Nekaj komercialnih primerov takSnih ekstrakcij so dekofeinacija
kave in Caja, ekstrakcija hmelja, zaCimb in eteri¢nih olj.

V zadnjem Casu se veliko industrijskih in znanstvenih raziskav ukvarja z razvojem
procesov, ki uporabljajo SCF kot topila. Uporabljajo se tudi kot topila pri neekstrakcijskih
procesih kot npr. :

o topila za kemijske in biokemijske reakcije
e topila za kromatografske postopke

o mediji za pridobivanje majhnih delcev

SploSen trend v Evropi je pridobivanje izdelkov visoke trzne vrednosti in v ta hamen se
lahko uspeSno uporabljajo procesi s sub- in superkriti¢nimi fluidi, ki imajo v primerjavi s
konvencionalnimi procesi Stevilne prednosti.[8]

Vecina fizikalnih in kemijskih lastnosti, potrebnih za nacrtovanje procesov je doloCena pri
atmosferskih pogojih. Pri poviSanih tlakih se vrednosti posameznih termodinamicnih
lastnosti spreminjajo. [14]

Stisljivi mediji v blizini kriti€ne toCke zelo hitro menjajo svoje lastnosti. TakSno obnaSanje
pod visokim tlakom stisljivega medija je znano Ze veC kot 100 let. Eksistenco kriticne
toCke so ugotovili Ze leta 1822, prvi visokotlaCni postopek pa je bil patentiran Sele leta
1970. Hannay in Hogarth sta Ze leta 1879/1880 ugotovila, da se kovinske soli topijo v SCF
in da pri znizevanju tlaka spet izpadejo. Pojav opisujeta kot tvorbo finega snega (»snow)
ali zmrzal (»frost«). [7]

O plinu v superkrititnem stanju (Slika 2-1 diagram p-T za Cisto snov) govorimo, kadar sta
tlak in temperatura nad kriti€nima vrednostma ( T > Tc, p > pc ), kar prikazuje slika 2-1.
Lastnosti topil pri superkriticnih pogojih zdruZujejo lastnosti topil v tekoem stanju in v
plinastem stanju (gostota SCF je reda velikosti tekoCin, medtem ko je njihova viskoznost
reda velikosti plinov). V tabeli 2-1 vidimo, da je difuzivnost SCF niZja od difuzivnosti plinov
in visja od difuzivnosti tekocin.[8]
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Tabela 2-1 red velikost fizikalnih veli€in za pline, tekoCine in SCF [8]

Plin Superkrit. fluid TekocCina
p (kg/m°) 1 0.3 10° 10°
D (m?s) 10* 107 510"
n (kg/ms) 10° 10° 10°

ZviSanje gostote fluida pogosto omogocCa poveCanje topnosti toplienca, medtem ko
njihova viskoznost, ki je podobna viskoznosti plinov omogoca boljSe transportne lastnosti.
Osnovna lastnost SCF, ki predstavljajo Sirok potencial v separacijskih procesih, je
mozZnost spreminjanja lastnosti topila SCF v okolici kriti€cne tocke z majhnimi
spremembami temperature in /ali tlaka.[8]

OBMOCJE
3 SUPERKRITICNEGA
FLUIDA
TEKOCE
TRDNO K
<
]
=
/ 2
1
PLIN
Temperatura

Slika 2-1: Diagram tlak —temperatura za Cisto snov [8]

Majhne spremembe temperature in /ali tlaka povzrocijo velike spremembe gostote topila
in s tem razlicne vzajemne topnosti v sistemu snov/SCF. [8] Z zviSanjem tlaka se gostota
SCF poveca in se glavna intermolekularna razdalja zmanjSa. Tako se povecCa specificna
interakcija med molekulami topljenca in raztopine (topila). Poleg izjemne topnosti je za
ekonomi€no separacijo potrebna Se dobra selektivnost izbranega topila. Tudi nanjo lahko
vplivamo s spremembami temperature in /ali tlaka. Velikokrat velja, da je pri veliki
topnostni moci selektivnost topila majhna. Povisamo jo lahko le Se dodatno s primernim
dodatkom sotopila (»entrainer«). Z dodatkom pomoznih snovi v razli¢nih koncentracijah (1
do 15 %), poveCamo specificne interakcije v sistemu topljenec/topilo in tako vplivamo na
porazdelitvene koeficiente. Naslednji faktor, ki vpliva na ravnotezje, je temperatura
sistema. Tako na topnostne karakteristike v sistemu snov/SCF vplivata dva dejavnika:
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o fizikalno-kemijske lastnosti snovi in

o fizikalno-kemijske karakteristike SCF.

2.5.2 Fizikalno kemijski podatki, potrebni za nacrtovanje superkriticne ekstrakcije

Za nacrtovanje sistema za ekstrakcijo s sub- ali superkriti¢nimi fluidi potrebujemo podatke,
ki jih lahko dolo€imo iz podatkov o faznih ravnoteZjih s pomocjo meritev prenosa snovi ter
iz termodinamicnih analiz pogojev v procesu ekstrakcije in separacije. To so podatki o
tlaku in temperaturi za ekstrakcijo in separacijo, vrsti in koli€ini topila, hitrosti obtoka topila
in porabi energije. [8]

2.5.3 Topnost substanc v plinih visoke gostote

Topnost je koncentracija ali delez substance v superkriticni fazi pri doloCenih pogojih,
temperaturi in tlaku, ko je sistem SCF/Cista snov v ravnoteZju. Realni procesi po navadi
vsebujejo meSanice in tako se lahko topnost komponente v zmesi razlikuje od topnosti
Ciste komponente. Tako nam podatek o topnosti Ciste komponente podaja le namig
relativne sposobnosti ekstrakcije dolo¢ene substance kot funkcija temperature in tlaka. Se
vedno pa je pomemben podatek za nacrtovanje obratovalnih pogojev za separacijo
komponent v Zeleni sestavi.

Splosni pravili, ki dolo€ata topnost substanc v SCF sta:

e s poveCanjem gostote pri konstantni temperaturi se poveCa topnostna kapaciteta
fluida,

e s poviSanjem temperature pri doloCeni gostoti se poveCa topnost snovi v
superkriticnem fluidu.

Katero pravilo bo v specificnem primeru prevladovalo, ni mogoCe napovedati, zato je za
specificen primer potrebno eksperimentalno dolociti topnost v odvisnosti od temperature
in tlaka.

Topnost trdne substance v zgoS¢enem plinu je odvisna razen od T in p tudi od lastnosti
obeh komponent v sistemu, kot so dipolni moment, velikost molekul, sublimacijski tlak,
kristalna struktura in fazno obnaSanje trdne komponente. Da bi ugotovili odvisnost
topnosti od teh parametrov, je potrebno opraviti raziskave topnosti, ki se ponavadi
podajajo v obliki izoterm pri razlicnih tlakih.

Topnostne krivulje prikazuje slika 2-2, kjer lahko opazimo koncentracijski minimum in
maksimum. Koncentracijski maksimum je pri nizjih temperaturah slabSe viden, medtem ko
je v blizini zgornje koncne kriticne tocke (UcEP) bolje izrazen. Navadno so pogoji (T, p),
ko nastopi maksimum relativno visoki, zato jih navadno ne izmerimo eksperimentalno.
PoloZaj koncentracijskega minimuma in maksimuma je pomemben predvsem za
nacrtovanje superkriticne ekstrakcije topljenca v fluidno fazo.[8]
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Slika 2-2: SploSen potek topnostnih izoterm tezje komponente v zgoS€enem plinu [8]

2.5.4 Visokotlacna in konvencionalna ekstrakcija

Ekstrakcija je postopek, s katerim odstranjujemo iz trdnih ali tekoCih zmesi topne
komponente s topilom. Sestavljena je iz dveh zaporednih operacij. Najprej spravimo zmes
v intenziven stik s topilom, nato pa v drugi operaciji obe fazi lo€imo. Postopek ekstrakcije
se uporablja predvsem za pridobivanje olj iz plodov semen ter za pridobivanje arom,
zaCimb in farmacevtskih ucinkovin iz rastlin in sadezZev. Kot topilo uporabimo lahko hlapna
organska topila, v doloCenih primerih pa tudi vodo. V ekstrakcijskih procesih se
uporabljajo naslednja topila: voda, propan, butan, butilacetat, etilacetat, etanol, ogljikov
dioksid, aceton in N,O. Vsa druga topila so ali prepovedana ali pa imajo zelo natan¢no
doloCena moZna podro€ja uporabe in dovoljeno koli¢ino preostankov topil v produktih.
Izbira opreme za ekstrakcijo in obratovalni pogoji so odvisni od deleza in porazdelitve
topne komponente v materialu, narave trdne snovi in velikosti delcev. Zato moramo pri
izbiri opreme za ekstrakcijski proces uposStevati naslednje Stiri dejavnike, ki vplivajo na
ekstrakcijsko hitrost: [8]

e velikost delcev

Na hitrost ekstrakcije vpliva na ve¢ nacinov. Cim manj3a je velikost, tem vecja je
medfazna povrSina med trdnim materialom in teko€ino, in tako je prenos snovi hitrejsi.
V tem primeru je difuzijska pot topljenca iz notranjosti delca manjSa. Po drugi strani pa
lahko zelo fini delci ovirajo separacijo delcev in fluida saj se sprimejo v vecje delce in
zato ovirajo pretok fluida. V sploSnem se izogibamo zelo majhnim delcem, zaZeleno
pa je, da je obmocje velikostne porazdelitve delcev ¢im manjSe, tako da vsak delec
zahteva priblizno enak Cas za ekstrakcijo.

topilo

Izbira topila je zelo pomembna. Izbrati moramo selektivno topilo z nizko viskoznostjo.
Med ekstrakcijskim procesom koncentracija topljenca v topilu narasca, ekstrakcijska
hitrost pa pada zaradi zmanjSanja koncentracijskega gradienta in deloma tudi zaradi
naraS¢anja viskoznosti raztopine.

temperatura

V vecini primerov topnost komponente, ki jo ekstrahiramo naraS¢a s temperaturo, s
tem pa naraSca tudi ekstrakcijska hitrost. Na hitrost ekstrakcije vpliva tudi difuzivnost,
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ki s temperaturo naras¢a. V nekaterih primerih je zgornja meja temperature doloena
sekundarno, npr. z aktivnostjo encima, ekonomic¢nostjo procesa, itd.

¢ meSanije fluida

MeSanje je pomembno, saj povecta snovni prenos s povrSine materiala v glavnho maso
topila. Razen tega preprecuje sedimentacijo delcev. [8]

Ce hitrost procesa kontrolira difuzija toplienca skozi porozni material, naj bi bila
granulacija materiala ¢im manj3a, zato je difuzijska pot ¢im krajSa. Ce pa hitrost procesa
kontrolira difuzija toplijenca s povrSine delca v glavno maso topila, fino zmleti material
nima posebnega ucinka. V tem primeru pospeSimo ekstrakcijo z intenzivnejSim meSanjem
fluida. [8]

V primeru, ko je topljenec porazdeljen po trdni snovi, ki je nepropustna za topilo, v obliki
majhnih izoliranih zrn, moramo material zdrobiti, tako da je ves topljenec izpostavljen
topilu. V tem primeru ima fino zmleti material odlo€ujo¢ vpliv, ne le na hitrost reakcije,
temvec tudi na njeno dobit. [8]

Ce ima trdna snov celi¢no strukturo, bo ekstrakcijska hitrost praviloma majhna, ker celi¢ne
stene predstavljajo dodaten upor. Kadar tvori trdni material v nasutem stanju dobro
propusten sloj, ga ekstrahiramo s perkolacijo, to je s pretokom topila skozi sloj. Ce je sloj
slabo propusten oziroma nepropusten ekstrahiramo tako, da material dispergiramo v
topilu in ga nato loCimo od le-tega. Obe metodi sta v tehnoloSkem merilu lahko
kontinuirani ali diskontinuirani. [8]

2.5.5 Sub in superkriticna ekstrakcija

Kakor pri ostalih postopkih ekstrakcije tudi pri ekstrakciji s sub- in superkriticnimi fluidi
odstranjujemo iz trdnih ali tekoCih zmesi s topilom topne komponente. Razlikujemo
procese ekstrakcije z utekocCinjenimi plini (pri subkriti¢nih pogojih), kjer je temperatura
malo pod kriti€no vrednostjo, tlak pa je lahko nad ali pa pod kriti€énim tlakom, in postopke
pri nadkriti€nih pogojih s superkriticnimi fluidi, kjer sta tlak in temperatura za ekstrakcijo
uporabljenega fluida nad kriticnima vrednostma. [8]

2.5.6 Prenos snovi pri visokotlacni ekstrakciji

Za nacrtovanje procesne opreme je poleg poznavanja faznih ravnoteZzij klju¢nega pomena
tudi poznavanje prenosa snovi.

IzraCuni teoreti¢nih ekstrakcijskih krivulj temeljijo na razli€nih modelih.

Slika 2-3 prikazuje ekstrakcijsko krivuljo dolo€eno z uporabo filmsko in difuzijsko
kontroliranih koeficientov prenosa snovi.[2]
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Slika 2-3: Karakterizacija ekstrakcijske krivulje z uporabo filmsko in difuzijsko kontroliranih
koeficientov prenosa snovi[2]

2.5.7 Semikontinuirna visokotlacna ekstrakcija

Ekstrakcija s plini visoke gostote je proces, ki je v zadnjih nekaj letih vzbudil veliko
zanimanja, postal je industrijsko zelo zanimiv. Pred Ze uveljavljenimi procesi ima Stevilne
prednosti, saj lahko dosezemo Zeljen ucinek Ze pri zmernih temperaturah, kar je uporabno
tudi za substance, ki so temperaturno obcutljive in ob izpostavljanju visokim temperaturam
razpadejo. Skodljiva topila se iz produktov popolnoma odstranijo.

Poleg tega lahko variiramo obratovalne pogoje (temperatura, tlak) in tako vplivamo na
kapaciteto in selektivnost topila, z enostavnimi operacijami, kot so izobarno segrevanje in
izotermna dekompresija doseZzemo loCenje topila od topljenca. Zaradi enostavne
regeneracije topila so obratovalni stroSki in energijski stroski procesa nizki, procesi so
okolju prijazni. [8]

Najpogosteje uporabljen plin za sub in superkriticne ekstrakcije je ogljikov dioksid (CO,),
ki ima kot topilo naslednje prednosti pred drugimi topili:

Kriticni tlak relativno nizek (p.=73,8 bar)

Nizka kriticna temperatura (T,=31°C)

Ni koroziven

Gostota CO; je visoka

Relativno poceni topilo

Predstavlja manjSo nevarnost, kot druga topila, saj je manj toksi¢en
Dobra selektivnost, katera se z uporabo sotopila lahko Se poveca

Zraven nastetih stvari pa ima tudi nekaj slabosti:

¢ Mocno polarne in ionske molekule so slabo topne v superkriticnem CO,
e Visoka cena opreme
¢ Nizka topnostna moc¢

V zadnjem Casu pa se za ta tip ekstrakcije uporablja tudi propan, butan, dimetileter in Se
nekateri drugi plini. Ekstrakcije, kjer kot topilo uporabimo plin visoke gostote, pridejo v
rabo pri ekstrakcijah naravnih materialov, v prehrambni, kozmeti¢ni in farmacevtski
industriji. V novejSem €asu se uporabljajo v industrijskem merilu za izolacijo snovi iz trdnih
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ali tekoCih snovi, kot topilo za kemijske in biokemijske procese in kot topilo za procese
mikronizacije in kromatografije. Zaradi relativno visokih investicijskih stroSkov opreme se
procesi z uporabo SCF uporabljajo tedaj, ko je separacija zahtevna in je ni mozno doseci
z alternativnimi  separacijskimi  postopki. Komercializacija SCF je podrobneje
dokumentirana v Stevilnih ¢lankih. [7]

2.5.8 Superkrititna kromatografija

Kromatografijo lahko definiramo kot separacijsko metodo, ki temelji na razli¢ni porazdelitvi
komponent zaradi razlicnih interakcij z mobilno in stacionarno fazo, ki sta v ravnotezju. V
primeru, da je mobilna faza superkritiCni fluid, kromatografijo oznaCujemo kot superkriticna
kromatografija. Separacija s superkriticnimi fluidi obsega analititno, preparativho in
produktno kromatografijo. Preparativna kromatografija je uporabna za izolacijo ene
substance iz meSanice substanc za nadaljnjo uporabo, to je separacija intermediatov in
kon&nih produktov kemijske in biokemijske sinteze ali za CiS€enje substanc. Metoda je
hitra, vendar temelji na topnosti te komponente v superkriticnem fluidu. Analiti€na obsega
kromatografijo v laboratorijskem merilu in jo uporabljamo za analizo. Produktna
kromatografija je kromatografija vecjega obsega in jo najdemo v industrijskem merilu,
primerna je za separacijo nekaterih bioloSko aktivnih substanc iz rastlinskih materialov.

Pri superkriticni kromatografiji (SFC) je mobilna faza superkriticni plin ali teko€ina blizu
kriti€ne toCke. V primerjavi s plinsko kromatografijo (GC), kjer je mobilna faza plin pri
atmosferskem tlaku in s tekoCinsko kromatografijo (LC), kjer je mobilna faza tekoca, se
moc topila mobilne faze pri SFC lahko spreminja z gostoto. Topnost naras¢a v glavhem s
tlakom pod superkriti€nimi pogoji mobilne faze. [11] Superkriticha kromatografija poteka
pri konstantnem tlaku (izobarna separacija) ali naraS¢ajo¢em tlaku (tlakovno programirana
separacija). Dodatno spremenljivko predstavlja temperatura. SCF ima podobne lastnosti
kot plin in podobne lastnosti kot tekoCina. Gostotna in moc topila se lahko primerja s
tekoCinami, med tem ko se lahko viskoznost primerja z viskoznostjo plina. Difuzivnost je
nizja od difuzivnosti plinov in viSja od difuzivnosti teko€in. Zaradi tega SFC pokriva
vmesno podro€je med GC in LC, kakor je prikazano na sliki 2-4 kjer so prikazana razlicna
obmocja za razlicne mobilne faze, z obzirom na gostoto in difuzijski koeficent. Slabost pa
je, da se mocno polarne in ionske molekule ne morejo lociti s pomocjo superkritiCnega
fluida, saj je veCina plinov, ki so uporabljeni v SFC, nepolarnih. Te lastnosti lahko
izkoristimo pri SFC, saj lahko nepolarne molekule zlahka lo¢imo od polarnih. Ce Zelimo
eluirati polarne substance, SCF dodamo sotopilo (organsko topilo, ki nepolarnemu CO,
povecCa polarnost). Sestava mobilne faze lahko mocno vpliva na separacijo pri SFC.
Retenzijski ¢asi so lahko zelo razlicni zaradi polarnosti ali drugih fizikalno — kemijskih
lastnosti komponent mobilne faze. [11]
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Slika 2-4 Podrocja za razlicne mobilne faze v kromatografski separaciji z upoStevanjem
lastnosti komponent [11]
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3 APARATIIN POTEK DELA

3.1 Aparati

3.1.1 Soxhletov aparat

Soxhletov aparat, ki je prikazan na sliki 3-1 uporabljamo za konvencionalno ekstrakcijo.
Za ta aparat je znacCilno, da je trden material, ki ga ekstrahiramo, v vsakem ciklu v stiku s
svezim topilom, zaradi Cesar je izkoristek ekstrakcije veciji.

Iz buCke potopliene v vodno kopel izhlapeva topilo, ki prehaja po cevki v zgornji del
aparature. Tam se topilo kondenzira in zatne se zbirati ekstrakt. Ko ekstrakt doseze
doloCeno viSino, se zaradi tlacne razlike zbiralna posodo izprazni. Ekstrakt odteCe v
spodnjo bu€ko. Iz spodnje bucCke topilo ponovno izpareva in ponvi se cikel. Tako
ekstrakcijo pa izvajamo tako dolgo, da odstranimo iz zaCetnega materiala ¢im vec Zelene
substance.

}L_.
(")

Slika 3-1 Soxhletov aparat

3.1.2 HPLC kromatograf

Na sliki 3-2 je prikazan HPLC kromatograf, kjer izvajamo tekoCinsko kromatografijo visoke
lo€ljivosti. Napravo sestavljajo vakuumski razplinjevalec, Cetverna Crpalka, avtomaticni
vzorCevalnik, termostatiran kolonski del in detektorja DAD(diode array detector — detektor
z nizom diod) in ELSD (evaporating light scattering detector)

Vakuumski razplinjevalec ima nalogo odstraniti plin, ki je raztopljen v mobilni fazi, saj
lahko ta moti detekcijo. Crpalka sesa mobilno fazo iz steklenic skozi posebne membrane.
Morebitni raztopljeni plin prehaja skozi membrano v posodo, ki je pod vakuumom, da je
mobilno faza na iztoku iz vakuumskega razplinjevalca je skoraj popolnoma brez
prisotnosti plinov.
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Crpalka, ki ¢rpa mobilno fazo je Cetverna Erpalka in omogoca, da lahko uporabljamo
naenkrat do Stiri mobilne faze in jih meSamo med seboj v razlicnih razmerjih.

Avtomaticni vzorCevalnik — naprava za avtomati¢no injiciranje vzorcev je sestavljena iz
stojala za viale, podajalnika za viale ter injekcijskega dela. Stojalo ima sto prostih mest za
viale (stekleniCke, v katere damo vzorec in jih pokrijemo s pokrovEkom z gumijastim
tesnilom). Podajalnik premakne vialo na mesto, kjer se odvzame dolo¢en volumen vzorca
in ga injicira v sistem.

Vzorec skupaj z mobilno fazo potuje do kromatografske kolone, ki je termostatirana na
doloCeno temperaturo.

Koloni sledi detektor z nizom diod. Detektor omogo€a najvis§jo opticno zmogljivost in
podpira UV in VIS obmodcje valovnih dolzin. Na kerami¢nem spektrografu je preko 1000
fotodiod, ki detektirajo valovne dolzino od 190 nm do 970nm.

Temu detektorju sledi ELSD detektor, s katerim dobimo natancnejSe rezultate analize.
Namenjen je detekciji komponent eluenta tekoCinske kromatografije z visoko locljivostjo
(HPLC) in zazna nehlapne komponente. V tem detektorju se hlapne komponente uparijo,
tezko hlapne komponente pa obsevamo z razprSeno svetlobo. Del svetlobe se na
molekulah teZzko hlapnih absorbira. Operacija poteka v treh stopnjah, prva stopnja je
razprSitev mobilne faze z vzorcem v drobne kapljice s pomocjo inertnega plina (v naSem
primeru dusik). V naslednji stopnji v ogrevani cevi se uparijo hlapne komponente, da
ostanejo le molekule teZje hlapnih komponent. Nosilni plin prenese mikrodelce iz
ogrevalne cevi v detekcijski prostor, kjer LED dioda odda svetlobo. Delci v nosilnem plinu
to svetlobo razprsijo, fotopomnozevalka pa razprSeni snop svetlobe zazna in pretvori v
signal

Detektorji so povezani z racunalnikom, kjer se v doloCenem programu vsi rezultati
izpisujejo. Z tem programom krmilimo in nadzorujemo celotno analizo.

Slika 3-2 HPLC kromatograf

3.1.3 Aparat za visokotlacno ekstrakcijo

Naprava (slika 3-3) sestoji iz ekstrakcijskega dela, separatorja, Crpalke in ustreznih cevi
ter ventilov (pod sliko 3-3 so oznaceni sestavni deli). S pomocjo grelca reguliramo Zeleno
temperaturo, plin dobavljamo skozi cevi s pomoc¢jo kompresorja. Ekstrakt se zbira na dnu
separatorja v epruveto zaradi znizanja tlaka. [2]-

Iz plinskega rezervoarja vodimo plin v visokotlacno Crpalko, kjer ohlajen plin stisnemo na
delovni tlak. Skozi nepovratne ventile vodimo stisnjen plin v toplotnega izmenjevalca, ki je
skupaj z viskotlatnim avtoklavom potoplien v ogrevani vodni kopeli. V toplotnem
izmenjevalcu se stisnjen plin segreje na delovno temperaturi in dobimo SCF. Ta potuje
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skozi avtoklav, kjer poteka superkrititna ekstrakcija, do separatorja, kjer se plin
ekspandira in izloCi se ekstrakt (produkt). Cev med avtoklavom in separatorjem je
povezana z manometrom, s katerim kontroliramo tlak in e je potrebno, tlak ro¢no
nastavimo na visokotlacni Crpalki. [2]

. = i
i IJ - .—E:?L ] S - J_Tl o
s= | o' & 10 ||
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|"f
’
1-plinski rezervoar 5-toplotni izmenjevalec 9-manometer
2-visokotlac¢na Crpalka 6-visokotlacni avtoklav 10-vzorCevalna past
3-nepovratni ventil 7-vodna kopel 11-rotameter
V6-iglicni ventil za 8- regulator temperature in ~ V1...V5-zapiralni ventili

uravnavanje pretoka grelec
Slika 3-3: Shema aparature za visokotlacno ekstrakcijo

3.1.4 Aparatura za kolonsko kromatografijo

Na sliki 3-4 je prikazana aparatura, ki smo jo uporabljali za kolonsko kromatografijo. Del
ki sestavljajo to aparaturo so termostat za ogrevanje kolone s plas¢em, stacionarna faza
silikagel (SG) in posoda za zbiranje eluata.
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Slika 3-4 Aparatura za konvencionalno kolonsko kromatografijo

3.1.5 Aparat za superkriticno kromatografijo

Na sliki 3-5 je aparat za SFC na sliki 3-6 je shema tega aparata. Naprava je sestavljena
iz

e tlaCnega dela CO; iz jeklenke se v hladilnem delu utekocini. UtekocCinjene plin nato

stisnemo na Zelen tlak.
e regulacijski del, kjer s pnevmatskim ventilom fino nastavimo Zelen tlak.

e Crpalka za sotopilo, nasem primeru je to binarna ¢rpalka, ki ima tlacna tipala, da
nam pove kolikSen je tlak pred kolono. Njena glavna naloga je, da Crpa sotopilo in ga
nato pridruzi komprimiranemu CO,. Sotopilo Crpa iz steklenic, ki so prikljucene na

razplinjevalec.

e Injektor, je roCni vzorCevalnik, s katerim injiciramo vzorec. Ventil vzorCevalnika
prestavimo v poloZaj »load«, z injekcijo injiciramo vzorec in prestavimo polozZaj

»inject«. Vzorec po zanki z doloCenim volumnom ste€e z mobilno fazo
termostatirano kolono.

\'

e kolona s termostatom, v kateri poteka SFC. Te kolone so lahko z nasutjem ali
kapilarne odvisno od detekcije. Uporabnost in u€inkovitost enih in drugih so opisane v

¢lanku. [3] Kolona je povezana z detektorjem.

e DAD (»Diode Array Detector«) detektor, na katerega eluirane komponente prihajajo
lo€eno, vsaka komponenta ima svoj retenzijski ¢as. Ta detektor deluje po principu
absorbiranja UV in VIS svetlobe. Sestavljen je iz volframove (VIS) in devterijeve
Zarnice (UV). V naSem primeru uporabliamo le UV svetlobo. Preprost princip

delovanja tega detektorja je naslednji. Devterijeva Zarnica oddaja svetlobo, ki

jo

fotopomnoZevalka uravna na dolo€eno valovno dolzino. Molekule komponent vzorca
pridejo v tok svetlobe, kjer vsaka izmed njih absorbira doloceno koli¢ino svetlobe. Niz
diod zazna razliko v absorbanci, posledica tega je signal, ki se pretvori v elektronsko

obliko, da ga lahko vidimo na zaslonu racunalniSke enote v obliki kromatograma.
e racCunalniSka enota, osebni racunalnik, ki je povezan z detektorjem in Crpalko.

S

programsko opremo lahko nadzorujemo in upravljamo nastavitve detektorja in Crpalke.
Spremljamo lahko ali je tlak v koloni konstanten, opazujemo bazno ¢rto detektorja in

spreminjamo nastavitve Crpalke in detektorja ter obdelamo podatke

o ekspanzijski del, zadnji del naprave kjer se SCF ekspandira in izloCi iz sistema kot

plinasti CO.,.
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Slika 3-5 Aparatura za superkriticno kromatografijo laboratorijsko merilo

Utekocinjen plin

Tlacno regulacijski
modul (PR-102)

Crpalke Injektor £

e

$

5

Rezervoar za =
" ﬁ :
o

&

- ?
Sotopilo i .
Ekspanzijski modul &
(PE-103)
detektor

Diode Array Detector

Slika 3-6 Shematski prikaz aparature za kromatografijo s superkriti¢nim fluidom

3.2 Material

Bucno pogaco po 1. stiskanju in po 2. stiskanju smo dobili iz oljarne Gea (Slovenska

Bistrica-Slovenija).

Silikagel 60 (0,2-0,5 mm) za kolonsko kromatografijo je bil dobavljen iz Kemike (Hrvaska)
Kemikalije potrebne za analizo, pripravo mobilnih faz, kolonske kromatografije so bile

kupljene v Merck (Nemcija).

Standardi fosfatidilholin, fosfatidilinositol, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin so bili kupljeni

od Sigma Aldrich (Nemcija).

Lecitin v prahu smo dobili prehrambne industrije, kjer predelujejo sojo.

Propan in CO; je bil dobavljen od Messer (Ruse-Slovenija).
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3.3 Potek dela

3.3.1 Visokotlacna in konvencionalna ekstrakcija bu¢ne pogace
Priprava materiala

Pred ekstrakcijo s sub- 0z. superkriti€énim fluidom smo bu¢no pogaco po 1. stiskanju in po
2. stiskanju smo zdrobili na male kose, te pa zmleli v terilnici na manjSe delce. S sejalno
analizo smo ugotavljali velikost in porazdelitev velikosti delcev. Sestavili smo zaporedije
sedmih sit tako, da so premeri zank padali (zanka z najvecjim premerom je bila na vrhu).
Stolp s siti smo dali z dnom vred na vibracijski del sejalne naprave za deset minut. Po
kon€anem stresanju smo stehtali frakcije. V primeru, da bi bila zgornja ali spodnja frakcija
najtezja, je bilo potrebno sejalno analizo ponoviti. Izbrali smo toliko dodatnih sit, da
frakcija na vrhu ali na dnu ni imela najvecje mase. Na koncu smo podatke obdelali ter
narisali krivuljo integralne porazdelitve mas [D, R=f(premer zanke)] in krivuljo diferencialne
porazdelitve mas (Am/Ad v odvisnosti od povprecne premera dveh zank sosednjih sit).
Mediansko zrno, odcitamo iz preseciS€a obeh krivulj integralne porazdelitve mas. Najvisji
vrh na krivulji diferencialne porazdelitve mas pa nam pove, kak3Sna velikost zrna je

najpogosteje zastopana.

Ekstrakcija bu¢ne pogace s propanom

Dinami¢no ekstrakcijo zmlete bu€ne pogaCe smo izvajali na aparaturi na sliki 3-3 pri
temperaturah 25°C, 40°C in 60°C ter pri tlakih 50 bar in 150 bar. V avtoklav smo nasuli
priblizno 30 g materiala. Preden smo zaceli z ekstrakcijo, smo nastavili Zeleni tlak na
tlacni Crpalki (NVA) ter avtoklav in toplotni izmenjevalnik termostatirali na delovno
temperaturo. Ko so se vzpostavili pogoji smo zaceli z ekstrakcijo, tako da smo odprli ventil
V6. Z iglicnim ventilom smo regulirali pretok. Ekstrakt smo lovili v stekleno past - epruveta
(separator), kjer se propan zaradi ekspanzije uplini in uide skozi drugo cev v tej pasti.
Pretok plina, ki uide, izmerimo s plinsko uro. Ce je bil pretok prevelik, je separator zacel
zmrzovati, saj se je propan hitro ekspandiral in se je pri tem moc¢no ohladil. Takrat smo
ekstrakcijo ustavili, da se je epruveta segrela na sobno temperaturo. V dolo¢enih ¢asovnih
intervalih, najprej dvakrat po 15 minut nato pa po 30 minut do konca, smo proces prekinili
in stehtali epruveto s produktom, da smo dolocili koli¢ino ekstrakta. Ko se masa ekstrakta
v epruveti z nadaljnjim pretokom plina ni veC spreminjala, je to pomenilo konec
ekstrakcije. 1z dobljene mase ekstrakta smo izraCunali izkoristek. Vse rezultate smo
pretvorili v graficno obliko kot krivulje izkoristek v odvisnosti od S/F (kg plina/kg snovi).

S/E = ¢v “Prraa M 'tsum
R-T, i My

zraka

Ekstrakcija bu¢ne pogace z organskimi topili

Konvencionalno ekstrakcijo smo izvedli z Soxhletovim aparatom (slik 3-1). Ta oblika
konvencionalne ekstrakcije je ucCinkovitejSa zaradi recikliranja topila. Kot topilo smo
uporabili petroleter in etanol.

V bucko smo nalili 250 ml petroletra in vanjo dali vrelne kamencke, ki so pospeSevali
vrenje topila. Na buc¢ko smo nastavili Soxhletov aparat, vanj pa poloZzili dolo¢eno koli¢ino
materiala zavito v filtrni papir. Na aparat smo namestili vodni hladilnik. Sestavljeno
aparaturo smo dobro vpeli v stojalo in buc¢ko potopili v ogrevano vodno kopel.

Ko je zacelo topilo v bucki vret, so se zaceli hlapi dvigovati po cevki Soxhletovega aparata
do vodnega hladilnika, kjer so se kondenzirali. Kondenzirani hlapi topila so se zbirali v
zbiralni posodi aparata, pri tem je topilo priSlo v stik z materialom in zacelo raztapljati
topno komponento (v naSem primeru ostanke bucnega olja). Ko smo opazili, da se prvi
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hlapi topila kondenzirajo, smo zacCeli meriti ¢as in Steti cikle. Ko se je zbiralna posoda
napolnila in je ekstrakt odtekel, se je priCel novi cikel. Ekstrakcijo smo zakljucili, ko v topilu
v zbirni posodi, ni bilo ve€¢ znakov obarvanosti, ki jo je povzrocil topljenec. Ekstrakcijo smo
Se ponovili z etanolom.

Vsem ekstraktom smo uparili topilo, da smo dolocCili maso ekstrakta, trdne preostanke po
ekstrakciji pa posusili.

3.3.2 Kolonska kromatografija lecitina

Poskuse smo izvajali pri treh razlicnih temperaturah 25°C, 40°C in 60°C. Izhajali smo iz
postopka razloZzenega v Clanku [4]

Ekstrakcija surovega lecitina

V €aSo smo zatehtali lecitin in dodali 96% etanol v razmerju lecitin:etanol=1:3,75.
Temperatura ekstrakcijo je bila enaka temperaturi, pri kateri je potekala kolonska
kromatografija. CaSo z zmesjo smo postavili v vodno kopel segreto na dologeno
temperaturo, dovoljena temperaturna nihanja +5°C. Zmes smo meS3ali z meSalom na
mehanski pogon dve uri. Dobljeno zmes ekstrakta in neraztoplienega materiala smo
prefiltrirali. Ekstraktu smo uparili topilo. Suhemu ekstraktu smo doloCili maso. Del
ekstrakta raztopimo v etanolu, da si pripravimo vzorec. [4]

Priprava silikagela

Pred kromatografijo, je bilo potrebno SG ogistiti. Cis¢enje je obsegalo dva dela. V prvem
smo zmes SG in etanola zavreli. Po 15 minutah vrenja smo zmes vsuli v kolono, ki je bila
ogreta na delovno temperaturo. Drugi del CiS€enja je potekal v koloni. Skozi nasuto plast
SG smo vlili etanol (za 50 g SG se uporabi okoli 500ml etanola). Paziti smo morali, da se
niso naredile kapilare, ki bi motile proces kromatografije. Nivo etanola v koloni ni bil pod
nivojem SG.

Kolonska kromatografija in frakcioniranje

v v

Namen kromatografije je bil skoncentrirati PC iz ekstrakta. Vzorec smo vlili na ociSCen
silikagel in pocCakali, da je vzorec dosegel temperaturo kolone. Ko jo je dosegel, smo
uravnali pretok in zaceli zbirati frakcije. Vzorec smo eluirali z etanolom (za 25 g suhega
ekstrakta potrebujemo 2000 ml etanola) in smo zbirali Stevilne frakcije z doloCenim
volumnom. Pretok etanola se bi naj gibal med 3-5ml/min. Razmerje med SG in vzorcem bi
bilo1:2.

Med poskusom smo spremljali pretok in si zapisovali ¢ase in volumne, da smo vidimo, ali
se je pretok spremenil in ga po potrebi regulirali. Vsem frakcijam smo z uparjanjem
odstranili etanol in jih analizirali na HPLC kromatografu. Z vsemi vzorci so analizirali Se
lecitin, iz katerega so izhajali.[4]

3.3.3 Kromatografija s plini nad kriticno tocko

Superkriticni fluidi (SCF) imajo gostote in kapacitete raztapljanja podobne tekoCinam,
ampak imajo manjSe viskoznosti in boljSe difuzivne lastnosti. SCF, ki ga uporabimo kot
mobilno fazo pri kromatografiji je nosilec substanc po koloni, e pa komponente niso v
SCF topne dodamo sotopilo. Kromatografije, kjer je mobilna faza SCF je znana pod
imenom kromatografija s superkriticnimi fluidi (SFC). [3]

Potek

Najprej smo vklopili vse naprave (Crpalko, razplinjevalec, detektor, termostat in grelnik na
ekspanzijskem delu) in na raCunalniku zagnali program. V programu smo vklopili ¢rpalko
in devterijevo Zarnico ter na termostatu nastavili temperaturo kolone. Ko se je Zarnica
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segrela na delovno temperaturo, smo na tlathem delu priblizno nastavili delovni tlak.
Stisnjeni CO, vodimo v regulacijski del, kjer delovne pogoje natanc¢no nastavimo.

Ko sta se grelnik in kolona segrela, smo odprli ventil na ekspanzijskem delu, s katerim
smo vzpostavili kontinuirni pretok skozi sistemu. Pred tem pa smo pazili, da tlak v sistemu
ni presegel maksimalnega dovoljenega, saj bi to povzrocilo izpuste CO, iz sistema, emur
smo se izognili.

S programom smo spremljali tlak in bazno €rto detektorja. V primeru nihanja v tlaku smo
na regulacijskem delu tlak uravnavali, dokler nismo dosegli stacionarnega stanja. Nato je
bilo potrebno pocakati le, da se uravna bazna Crta detektorja. Nanjo vpliva tlak, pretok
fluida po sistemu in temperatura kolone. Ce se bazna &rta ne bi poravnala, bi morali z
ukrepi v programu detektor uravnati.

Ko smo dobili uravnano bazno ¢rto detektorja in stacionarne pogoje v koloni in ko smo v
program vnesli podatke o metodi smo zaceli s SFC. Z injektorjem smo rocno injicirali
vzorec in med tem spremljali vse pogoje. Ce bi se ti drasticno spremenili, bi analizo
ustavil, ponovno nastavili pogoje in znova injicirali vzorec. Zardi takih primerov je potrebno
to€no voditi evidenco injiciran;.

Ko se je separacijski postopek koncal ali smo ga prekinili sami, smo dobili rezultate v
obliki posnetega spektrograma s signalom iz detektorja. Dobljene signale smo s pomocjo
standardov integrirali in dolocili, katere komponente so v posameznem vzorcu. |z
spektrograma lahko izraCunamo podatke o resoluciji oz. lo€ljivosti, o selektivnosti, o
teoretskih stopnjah in retenzijske Case.
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3.4 Analitika

3.4.1 Metoda »Acetone Insoluble Matter« po Ja 4-46

S to metodo doloCujemo koli¢ino v acetonu netopne snovi. Je ena izmed analitskih
postopkov dolo€evanja prisotnosti fosfolipidov neki snovi. [5]

Splosni opis metode

Natehtamo 5g materiala in mu dodamo 10 ml petroletra. Ce je materiala manj, koli¢ino
petroletra preraCunamo iz tega razmerja. Material raztopimo, kolikor se da, in pri tem
pazimo, da nam petroleter ne izhlapeva. Ce se ves material v petroletru ne raztopi,
prefiltriramo ostanek. Raztopini ali filtratu dodamo 25 ml acetona, nasiCenega z lecitinom
s temperaturo 0-5°C. Po dodatku acetona se iz raztopine nekaj materiala obori. Raztopino
z oborino damo v dve cntrifugirki (v vsako enako koli¢ino) in dodamo toliko acetona
(nasiCenega z lecitinom), da razred¢imo do 40 ml. Nato damo centrifugirki v hladno vodno
kopel pri temperaturi med 0°C in 5 °C za 15 minut. Po preteCenem €asu centrifugiramo 5
minut na 3000 obratov na minuto. Po centrifugiranju odlijemo tekoc€ino, posedenim trdnim
delcem pa ponovno dolijemo nasi¢en aceton in postavimo v hladno vodno kopel. Proces,
brez raztapljanja v petroletru, trikrat ponovimo.

K metodi AIM spada tudi priprava nasiCenega acetona. Za pripravo 16 | nasiCenega
acetona zadostuje 5 g lecitina, torej za pripravo 1 | porabimo le 0,3125 g lecitina. Zmes
lecitina in acetona damo v hladno vodno kopel s temperaturo od 0-5°C za dve uri in
meSamo po intervalih po 15 minut. Po dveh urah zmes prefiltriramo. Pri tem vseskozi
ohranjamo tako temperaturo, kot je bila v kopeli. Prefiltrirano raztopino damo v hladilnik in
pustimo stati en dan. Tako pripravljen aceton je pripravljen za metodo AIM. [5]

masa v acetonu netopnih snovi - 100

AIM,% = — % v petroletru natopne snovi
masa vzorca

3.4.2 Metoda »Hexane Insoluble Matter« po Ja 3-87

S to metodo dolo€imo substance netopne v heksanu pod dolo€enimi pogoji. Primerna je
za lecitin iz soje in koruze. [6]

V 250 mililitrsko erlenmajerico natehtamo 10 g. Ce je vzorec viskozen ga pred tehtanjem
omeh&amo s segrevanjem (ne ¢ez 60°C). Vzorcu dodamo 100 ml heksana in stresamo
dokler se ne ratopi. Raztopino filtriramo skozi kerami¢no nuco s filter paprijem, ki smo jo
pred filtriranjem segrevali 1 uro na 105°C in predhodno stehtali. Ko vso vsebino prelijemo
iz erlenmajerice skozi nu€o, jo Se operemo z dvakrat po 25 ml heksana in oboje vljijemo
skozi nu€o. NucCo s filterpapirjem suSimo 1 uro v suSilniku pri 105°C, kjer lahko
temperatura niha za 2°C. po suSenju nuc¢o ohladimo na sobno temperaturo in stehtamo.

[5]

HI, % =

razlika v tezi nuce-100

masa vzorca

3.4.3 Analiza na HPLC kromatografu

Vzorce, ki smo jim doloCevali vsebnost PC, PI, PE, smo analizirali na HPLC kromatografu
(High Performance Liquid Chromatogaphy). Na tej napravi lahko opravljamo razlicne
analize, vendar vsaka od njih pa zahteva drugo metodo in drugo kolono (stacionarno
fazo). Vzorec potuje po koloni z mobilno fazo, ki je lahko sestavljena iz enega ali
meSanice ved topil. Cetverna Erpalka nam je omogoca, da bi lahko uporabili tudi vec¢
mobilnih faz, ki bi jih med seboj meSali. Komponente v vzorcu so imele razlicne
retenzijske Case, kar je pomenilo, da se je vsaka komponenta izlocila iz vzorca po to¢no



doloCenem Casu. DAD detektor je

doloCene komponente.

Tabela 3-1 Podatki o analiticni metodi na HPLC kromatografu

Aparat

HPLC

Kolona

Agilent prep-SIL Scalar 150x4,6mm, 5um

MF A:

heksan:metanol:2-propanol=95:2,5:2,5 +10mM NH,Ac

MF B:

metanol:2-propanol=60:40 + 10mM NH,Ac

Gradient(razmerje/cas)

100% A, 0% B/0 min

81,3% A, 18,7% B/20 min

0% A, 100%B/21,2 min

0% A, 100%B/25 min

82,3%A, 18,7%B/25,1 min

3 min postrun

Valovna dolzZina UV 210 nm
Temperatura kolone 45°C
Topilo heksan:kloroform=1:2
Pogoji ELSD T=45°C

gainl

filter 8

pretok N, =3,5bar

zaznal koliko svetlobe je absorbirala posamezna
komponenta, iz katerih smo dolocili vsebnost PC, PI, PE. DAD detektorju je sledil detektor
ELSD, v katerem so se hlapne komponente najprej uparile, svetloba LED diode z
doloCeno valovno dolzino je obsijala molekule posameznih komponent, molekule so to
svetlobo razprSile. Detektor je glede koli¢ino razprSene svetlobe doloCil koncentracijo
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4 REZULTATIIN OPAZANJA

4.1 Rezultati AIM in HI
Koli€ina v acetonu netopne snovi v lecitinu po AIM metodi je 89,64%. Koli¢ina v heksanu

netopne snovi je 6,48%. Rezultati nam povedo da je v srovem lecitinu 89,64%v acetonu
netopnih snovi in 6,48% v heksanu netopnih snovi.

4.2 Rezultati ekstrakcije bu¢ne pogace s propanom

Tabela 4-1 Rezultati ekstrakcij bu€ne pogace s propanom pri razli¢nih pogojih

material T[°C] pl[bar] t[min] Mot g] m_ae[gl
1. stiskanje 20 50 210 27,34 29,72
2. stiskanje 20 50 210 25,42 30
1. stiskanje 20 150 300 28,12 30,06
2. stiskanje 20 150 180 26,42 30,12
1. stiskanje 40 50 240 28 30
2. stiskanje 40 50 240 26 30
1. stiskanje 40 150 270 28,2 30,1
2. stiskanje 40 150 270 26,12 30,02
1. stiskanje 60 50 330 27,98 30
2. stiskanje 60 50 270 25,5 30,2
1. stiskanje 60 150 330 28 30
2. stiskanje 60 150 360 25,85 30,01
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izkoristek (w%)

10
S/F (kg/kg)

15

Ekstrakcijska krivulja buCne pogace 1. stiskanje

—e—50 bar, 20°C,
510,45 kg/m3

—8—150 bar, 20°C,
530,11 kg/m3

——50 bar, 40°C,
476,38 kg/m3

——150 bar, 40°C,
506,75 kg/m3

—¥%—150bar, 60°C,
481,96 kg/m3

—e—50 bar, 60°C,
442,40 kg/m3

Slika 4-1 Ekstrakcija s propanom (ekstrakcijske krivulje bu€ne pogace-1. stiskanje)

Podatke o gostoti sem naSel v ¢lanku.[12]

—e—50 bar, 20°C,
510,45 kg/m3
—=—150 bar, 20°C,
530,11 kg/m3
——50 bar, 40°C,
476,38 kg/m3
—— 150 bar, 40°C,
506,75 kg/m3
—¥—50 bar, 60°C,
442,40 kg/m3
—6e—150 bar, 60°C,
481,96 kg/m3

Ekstrakcijska krivulja buCne pogace 2. stiskanje
16
14 £
12 - .
Nl
4
()
2 ® / > % ¥ —X
E 4 e
N
2 1o
£
0
0 10 15
S/F (kg/kg)

Slika 4-2 Ekstrakcija s propanom (ekstrakcijske krivulje bu€ne pogace 2. stiskanje)

Na Sliki 4-1 in 4-2 so ekstrakcijske krivulje bucnih poga¢ po 1. in po 2. stiskanju.
Presenetljivo je, da je izkoristek ekstrakcije bu€ne pogace po 2. stiskanju vecji kot pa
izkoristek ekstrakcije bu€ne pogace po 1. stiskanju, saj smo pri¢akovali ravno obratno. Da
bi nasli mozZno razlago za tak pojav, smo se pri dobavitelju bu¢ne pogaCe pozanimali o
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postopku stiskanja. Ugotovili smo, da pred drugim stiskanjem v zmes dodajo soncni¢no
olie. Ker ne poznamo tocCne koliCine dodanega olja, je razprava o rezultatih dokaj
nesmiselna.

Omejili smo se na ekstrakcijske krivulje bu¢ne pogace po 1. stiskanju. NajviSje izkoristke
opazimo pri temperaturi 60°C, kjer je koncni izkoristek pri obeh delovnih tlakih priblizno
enak. Podoben izkoristek opazimo pri 50 bar in 20°C. Nekoliko niZje izkoristke opazimo pri
ekstrakciji pri 40°C. Najvedji izkoristek imamo pri najvisji temperaturi, ker z naraS€anjem
temperature narasSca topnost. Na visok izkoristek pri 50 bar in 20°C pa vpliva visoka
gostota plina, zaradi katere je topnost vecja. Najnizji izkoristki so pri ekstrakcijah pri 40°C,
zaradi tega ker ne gre ne za najvisjo temperaturo ne za najvisjo gostoto plina. Izkoristke
smo dolocilo z tehtanjem. Ko se je masa ustalila, je ves propan uSel iz ekstrakta in po
analizi na HPLC kromatografu nismo zaznali ostankov topila.

4.3 Rezultati konvencionalne ekstrakcije bu¢ne pogace

Tabela 4-2 Rezultati konvencionalnih ekstrakcij bucne pogace

&t Vsota
vzorec topilo test [h] | cikov Myag [8] | Mekstr[8] | Most[g] | 1zkoristek[%] | Mekstrt Most[g]
1. petroleter 2,5 16 28,2 2,11 25,12 7,48 27,23
stiskanje | etanol 16 29 50 8,99 | 41,8 17,98 50,79
2. petroleter 3 20 30,25 4,95 25,54 16,36 30,49
stiskanje | etanol 16 32 50 7,65 | 43,04 15,30 50,69

Iz preglednice 4-2 lahko vidimo, da so ekstrakcije z etanolom trajale dlje. Delno je bil
razlog viSja zaCetna masa material, delno je bil razlog nizja hlapljivost in viSje vrelisCe
etanola, ki vre pri okoli 76°C, med tem ko petroleter vre pri okoli 40-60°C.

S petroleterom, smo dobili podobne izkoristke kot pri superkriticni ekstrakciji s propanom.
Pri uporabi etanola smo dobili viSje izkoristke, kar si razlagamo s tem, da je etanol raztopil
Se druge komponente in da nismo topila popolnoma odstranili iz ekstrakta.

Vsota mas ekstrakta in trdnega preostanka ostanka po ekstrakciji po tu uparjanju in
susenju, je bila vecja kakor zaCetna masa, kar lahko opazimo tudi iz preglednice 4-2. To
pomeni, da iz ekstrakta ali ostanka nismo mogli odstraniti vsega topila. Izkazalo se je, da
je superkriticna ekstrakcija res ugodnejSa, saj ni bilo ostankov topilo kakor pri
konvencionalni ekstrakciji.

Ko smo posamezne ekstrakte analizirali na HPLC kromatografu in primerjali komponente
v ekstraktih, smo zaznali enake komponente, le sestave so se nekoliko razlikovale. Pri
ekstraktu po konvencionalni ekstrakcije je detektor zaznal Se sledove topila.

4.4 Rezultati kolonske kromatografije lecitina

Eksperiment 1:

Prvo kolonsko kromatografijo lecitina smo izvedli pri 60°C. Za ekstrakcijo smo v ¢aso
natehtali 509 lecitina in mu dodali 187,249 96% etanola in ¢aSo z zmesjo postavili v vodno
kopel, ki je bila segreta na 60°C in zmes zaceli meSati z mehanskim meSalom. Tekom
mesSanja je trdni del postajal lepljiv in zelo gost in se je prijemal meSala. Po dveh urah smo
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meSalo odstranili iz ¢aSe in iz njega postrgali ostanke materiala, ki so se nanj prijeli.
Ekstrakt smo odfiltrirali od ostanka po ekstrakciji, mu uparili topilo in dolocili maso. Mase
trdnega ostanka pa nismo mogli dolociti to€no, saj je priSlo zaradi lepljivost do izgub.
Kolonsko kromatografijo smo izvedli v 55 cm visoki koloni s premerom 4 cm. Vzorec smo
eluirali in zbrali 10 frakcij po 110ml.

Kolona, ki smo jo uporabili, je bila relativno velika in smo lahko vanjo dali vecjo koli¢ino
topila. Zaradi tega nismo mogli natancno spremljati, kako se tekom kromatografije
spreminja barva posameznih frakcij.

Med poskusom nivo SG ni bil enakomeren in pojavile so se kapilare. Pretok je bil od 3-6
ml/min. Ko smo zbrali vse frakcije, smo uparili topilo in jih analizirali na HPLC
kromatografu.

Tabela 4-3: Rezultati analiz vhodnega materiala in frakcij kolonske kromatografije pri 60°C*

EKSTRAKT / 39,97 7,93 3,81
Al 0,9313 12,39 11,96 6,99
Bl 1,7832 17,13 22,57 6,37
C1 1,1463 28,52 18,77 4,21
D1 1,0606 35,12 13,35 4,55
El 0,9679 37,95 12,56 3,8
F1 0,8962 45,3 9,38 3,33
Gl 0,8923 47,29 8,02 3,34
H1 0,7529 58,05 7,61 2,93
11 0,694 56,13 6,23 3,64
J1 0,658 56,57 6,34 3,2

Iz tabele 4-3 prikazuje rezultate analiz vhodnega materiala in frakcij kolonske
kromatografije in iz nje vidimo, da delez PC od prve do zadnje frakcije naras¢a. Prve
frakcije vsebujejo manj PC kot ekstrakt, saj smo se del adsorbira na stacionarno fazo.
Najvisji delez PC dobimo v frakciji H1 58,05%, sledita ji frakciji J1 z 56,13 % in 11 z
56,57%. PriCakovali smo nekoliko vecje deleZze v vseh frakcijah, najviSje okoli 70-80%.
Opazimo pa lahko, da so kar precej manjSi delezi. Domnevamo, da je temu tako zaradi:

o kapilar, ki so se pojavile,
e neenakomerno nasutega SG,
e velikosti kolone, v katero smo naenkrat dali preveC topila, namesto tocno
doloc€eno koli¢ino, ki je bila potrebna za posamezno frakcijo,
e premera kolone, ki je bil preSirok in zaradi tega nismo dobili primerne viSine
nasutja SG.
Niz naslednjih kolonskih kromatografij smo opravili z manjSo kolono, v katero smo nasuli
vi§ji in enakomernejsi nivo SG, ter tocno doloceno koli€ino topila za posamezno frakcijo.

Eksperiment 2:

Kolonsko kromatografijo smo ponovili pri temperaturi 60°C v manjsi koloni (premerom 1
cm in viSino 45 cm, torej prostornina znaSa 35,4 ml). Po dvournem ekstrakciji in uparjanju
smo topila iz ekstrakta smo pripravili vzorec za kromatografijo. Razmerje med suhim
ekstraktom in SG je znaSalo okoli 1:2,5. Ko smo ocistili SG, smo nanj vlili vzorec in nato
eluirali PC iz vzorca. Za to smo smo uporabili 400 ml etanola. Zbirali smo 16 frakcij po 25
ml. Frakcije smo poimenovali s ¢rkami od A do P. Frakcije ki so pri eksperimentu 1 imele
podobne koncentracije smo zdruZevali in sicer od A do D (skupni volumen100 ml), E in F

! Vrednosti delezev v tabeli so povprecje treh analiz, razSirjena tabela je v poglavju Priloge
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(skupni volumen 50 ml), GHIJ (skupni volumen 100 ml) in od K do P (skupni volumen 150
ml).

V tem poskusu se kapilare niso pojavile in nivo nasutega SG je bil po celotnem premeru
enak. Pred vsako frakcijo smo nalili toliko etanola, kolikor je bilo potrebno za frakcijo, pri
tem pa smo pazili, da je bil nivo tekoCine zmeraj nad nivojem nasutja SG, preden smo vlili
novo koli¢ino etanola. Sprva je bila 1. frakcija brezbarvna. Prva obarvana kapljica je kanila
med 15 in 20 ml prve frakcije. Prva frakcija je bila obarvana rumeni rjavo, vse naslednje
so bile rumene in so proti koncu vedno bolj bledele do skoraj brezbarvne na koncu. Pretok
frakcij skozi SG je znaSal med 2 in 3 ml/min. Na slik 4-4 lahko opazimo da je delez PC
vecdji kakor pri eksperimentu 1, manjSa kolona je u€inkovitejSa.

Eksperiment 3:

Kromatografijo smo izvedli pri 25°C. Mase vzorca in SG ter volumni etanola so bili enaki
kot prej. Zdruzevali smo naslednje frakcije od A do D (skupni volumen 100 ml), E in F
(skupnim volumen 50 ml). GHI (skupni volumen 75 ml) ter od J do P (skupni volumen 175
ml).

V nasutem sloju SG se niso kapilare pojavile in samo nasutje je bilo enakomerno po
celotnem premeru. Pretok frakcij je bil med 3,1 in 4,9 ml/min. Tako kot pri prejSnjem
primeru je tudi tukaj prva rumena kapljica padla med 15 in 20 ml. Prva frakcija je imela
najizrazitejSo rumeno-rjavo obarvanje, nato pa je obarvanje preslo v rumeno barvo, ki je
iz frakcije v frakcijo bledela.

Frakcije smo uparjali, da smo odstranili etanol in jim po uparjanju dolocili maso. Ekstrakte
posameznih frakcij smo shranili v inertni atmosferi (prepihali so jih z duSikom) v hladilniku.
Sledila je analiza na HPLC kromatografu, kjer smo razen frakcij analizirali Se ostanek po
ekstrakciji in ekstrakt. Dolocili smo vsebnost prisotnih fosfolipidov PC, PE, PI.

Eksperiment 4:

Kromatografija smo izvedli pri 40°C. Postopek in koli¢ine vzorca, SG in etanola so bile
enak kot pri preteklih eksperimentih. Najprej smo lecitin ekstarahirali pri 40 °C za 2 uri.
Zmes ekstrakta in trdnega ostanka smo po konCani ekstrakciji loc€ili. Topilo iz ekstrakta
smo uparili na rotavaporju, trden ostanek pa smo postrgali is posode in ga posusili pri
60°C. PosuSenemu ostanku in ekstraktu, smo dolocili maso. 5 g ekstrakta smo raztopili in
vlili v kolono.

Ko smo vzorec Vlili v kolono, smo dopolnili etanol do vrha kolone. Pocakali smo nekaj
Casa, da smo dosegli Zeleno temperaturo. Pred novo frakcijo smo kolono vedno znova
dopolnili do vrha z etanolom, segretim na delovno temperaturo. Tudi v tem primeru smo
frakcije zdruzevali in sicer od A do D (s skupnim volumnom 100 ml), E in F (s skupnim
volumnom 50 ml), od G do J (s skupnim volumnom 100 ml) in od K do P s skupnim
volumnom 150 ml.

Pogoji so bili ves €as eksperimenta konstantni, nasutje SG je bilo enakomerno po celem
premeru kolone, kapilare se niso pojavile, termostat je dobro vzdrzeval temperaturo
kolone. Pretok je bil med 2 in 2,9 ml/min

Kot Ze v prejSnjih primerih je tudi tukaj kanila prva obarvana kapljica nekje med 15 in 20
ml, kar pomeni da potrebuje vzorec ravno takSno koli¢ino etanola, da pride do ventila za
regulacijo pretoka eluata. Opazili smo da se barva frakcij spreminja. Prva frakcija je bila
obarvana oker, naslednje frakcije so bile rumene, katerih intenzivnost obarvanja je od
zaCetka proti koncu padala. Na koncu so bile frakcije brezbarvne. Ko so bile zbrane vse
frakcije, smo iz njih uparili topilo na rotavaporju in iz bu€k za uparjanje postrgali vzorce,
jih dali v posodice in jih prepihali z duSikom, s katerim smo ustvarili inertno atmosfero in jih
dali v zamrzovalnik. Sledila je analiza Na HPLC kromatografu, kjer smo dolocili vsebnost
prisotnih fosfolipidov (PC, PI, PE).
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Tabela 4-4 vsebuje mase lecitina in mase etanola uporabliene pri ekstrakcij, izkoristek
ekstrakcije, maso trdnega ostanka, maso SG, maso ki smo jo uporabili za pripravo vzorca,
masni odstotek vzoréne raztopine in masno razmerje med maso SG in vzorca.

Tabela 4-4: ZaCetni podatki pri kolonski kromatografiji lecitina pri razliCnih temperaturah

T Mzac.. Metanol M ekstrakt Izkoristek Msc Mekstrakta R: r\éi?(;é:]nz
cal| o | Mo | (%] (o] | wndol | vzorecSG | o pog]
1 60 50,02 187,24 13,88 27,7 28,75 13,88 1:2 22
2 60 40,00 150,05 15,01 37,5 12,5 5,02 1:2,5 33,4
3 25 40,00 150,45 8,96 22,4 12,5 5,01 1:2,5 33,2
4 40 40,06 150,03 10,59 26,4 12,5 5,02 1:2,5 32,9

Iz slike 4-3, ki prikazuje delez PC (%) v ekstraktu pri temperaturah 25, 40 in 60°C za
kolonsko kromatografijo. DeleZz PC v ekstraktu je najvisji pri 25 °C. Pri temperaturi 40°C in
60°C sta deleZza nekoliko nizja. Domnevamo, da je temu tako zaradi zgostitve trdnega
materiala in posledicno zaradi oteZenega prenosa snovi ter morebiti zaradi delnega
razpada substance pri povidani temperaturi. Ce pa primerjamo le poskusa pri 40°C in pri
60°C, opazimo nekoliko vecji delez PC v ekstraktu pri 60 °C, kar je verjetno posledica
boljSega prenosa snovi iz trdne v ekstraktno fazo zaradi trenutno boljSega kontakta obeh
faz.

Analiza ostankov po ekstrakciji z etanolom, je pokazala, da je v njih prisoten vecji delez PI
kot je prisoten v lecitinu iz katerega smo izhajali. Ni pa nam uspelo dolociti to¢ne sestave,
saj materiala ni bilo mogocCe popolnoma posusiti

60

50

40

30

20

delez PC[%)]

10

25°C 40°C 60°C

Temperatura

Slika 4-3 Kolonska kromatografija lecitina (delez PC (%) v ekstraktu pri temperaturah 25, 40
in 60°C)
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Slika 4-4: Kolonske kromatografije lecitina (delezi PC (%) po frakcijah pri temperaturah 25,
40 in 60°C)
Ce primerjamo grafikon s slike 4-3, ki prikazuje delez PC v ekstraktin pri razliénih
temperaturah in slike 4-4, ki prikazuje delez PC po frakcijah pri razlicnih temperaturah,
opazimo, da so koncentracije PC prvih frakcij manjSe kakor koncentracije ekstraktov iz
katerih izhajamo, kar je posledica, da se ene komponente hitreje eluirajo kakor druge. In
na zaCetku se PC adsorbira na povrsino stacionarne faze.

Naslednja stvar, ki jo lahko vidimo na sliki 4-4, je poveCevanje koncentracije PC od prve
frakcije proti zadnji. NajviSjo koncentracijo PC opazimo v zadnji frakciji kolonske
kromatografije pri 25°C, kjer je vrednost 92%. Koncentracija PC pri ostalih dveh
temperaturah v zadnji frakciji je nizja, pri 40°C je okrog 60%, pri 60°C pa 81%. Vzrok za
to je verjetno manjSi delez PC v posameznih ekstraktih (slika 4-3). Domnevamo, da je tak
rezultat tudi posledica delnega razpada substance pri poviSani temperaturi in ne povsem
enakomernega pretoka topila skozi kolono. Temu bi se lahko izognili, ¢e bi pred
kromatografijo naredili preizkus pretoka topila z merjenjem s Stoparico in uravnali
enakomeren pretok.

4.5 Rezultati raziskovanja parametrov separacije biolosko aktivnih snovi s
superkriti¢cno kromatografijo3

Superkriticna kromatografija je kromatografija, kjer se kot mobilna faza uporablja plin ali
tekoCina nad kriticno tocko. V praksi je zagon in izvedba kromatografija tezavna, saj je
pogoje obratovanja tezko vzdrZevati konstantne. Pri naSem delu smo se lotili stvari
sistematicno. Sprva smo uporabljali standardno raztopino kofeina in benzojske kisline v
metanolu, kasneje smo tem komponentam dodali Se druge komponente in opazovali, Ce
in kako se substance locijo.

Z natancnim nastavljanjem tlaka in pretoka smo poskusSali najprej dobiti stacionarne
pogoje. Po vzpostavitvi stacionarnega stanja smo injicirali vzorec — standardno raztopino
benzojske kisline s koncentracijo 1,03 mg/ml. Tlak je bil 150 bar in 30 °C. V prvi fazi
nasSega dela smo ugotavljali, kako vpliva pretok na separacijo. Ugotovili smo, manjsi kot je

% Tabelirani rezultati so v poglavju Prilogah

® Vse slike rezultatov v tej sekciji so boljSe vidne v prilogi
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pretok, vecji je torej retencijski Cas (Cas ki ga komponenta potrebuje da se izlo€in na
kolono).

Zelena - pretok 1,4 I/min Rdeca - pretok 1,1 I/min Modra -pretok 0,51/min
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Slika 4-5 SFC: Vpliv pretoka na retenzijski €as benzojske kisline pri superkriticni
kromatografiji CO, pri 150 bar in 30°C

Iz slike 4-5, na kateri je prikazan vpliv topila na retenzijske ¢ase benzojske kisline, je
razvidno, da se z zmanjSevanjem pretoka na ekspanzijskem delu, podaljSa eluacijski ¢as
komponent s kolon in pozneje pride na detektor. Vrhovi so raztegnjeni. Pretok mobilne
faze uravnavamo na ekspanzijskem delu in ga merimo pri sobnih pogojih z rotametrom. Iz
temperature in tlaka izraunamo gostoto CO, pri sobnih pogojih. Da lahko dolo¢imo pretok
mobilne faze skozi kolono, moramo izracunati Se gostoto pri pogojih v koloni. Iz pretoka in
gostote ekspandiranega plina izraCunamo pretok skozi kolono pri danih pogojih.

Ko smo poskusali lo€iti zmes kofeina in benzojske kisline, separacija ni bila uspesna, saj
nismo dobili lo€enih peakov. Ugotovili smo, da so pretoki skozi kolono relativno visoki
(npr. pri 150bar in 30°C je pretok skozi kolono Q=3 ml/min, Ce je pretok na
ekspanzijskem delu 1,4 I/min na ekspanzijskem delu). Da bi dosegli boljSe separacije, bi
bil morali pretok skozi kolono zmanj3ati. Postrojenju pred injektorjem smo dodali mikro
razdelilni ventil, s katerim smo poskusali doseci manjSi pretok mobilne faze skozi kolono.
Vstopni tok mobilne faze razdeli se v tem delu razdeli na dva dela; na del, ki ga vodimo v
kolono in na del kamor vodimo ostanek vstopnega toka. Ce toka ne bi razdelili, bi se tlak z
zapiranjem ventila poveceval, zaradi ¢esar ne bi imeli konstantnih pogojev. Tok, ki je Sel
skozi kolono in detektor, smo pred ekspanzijskim delom ponovno zdruZili s tokom
preostale mobilne faze. UcCinkovito delovanje mikro razdeliinega ventila smo poskuSali
najprej s pretokom metanola skozi ta ventil. Ugotovili smo da je nelinearna zveza med
stopnjo odprtosti ventila in pretokom. Ker se SCF obnaSajo drugace kakor tekoCine zaradi
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drugacnih lastnosti, nismo mogli dolociti dejanskih pretokov SCF. Zato smo ponovno
poskusili loc€iti komponente iz prej uporabliene zmesi kofeina in benzojske kisline.
Ugotovili smo, da ta ventil ni deloval pravilno, saj smo, namesto boljSe separacije kakor v
prejSnjem primeru, dobili signal brez vrhov.

Ugotovili smo, da zaradi upora posameznih komponent postrojenja prihaja do padcev
tlaka na veji ki teCe skozi kolono in detektor. Na €lenu, ki zdruZuje tok ostanka in tok iz
kolone, prihaja do meSanja fluidov z razlicnima tlakoma. Vigji tlak (v naSem primeru tok
ostanka) prevlada nad nizjim tlakom. Razlika med tlakoma je dovolj visoka, da se mobilna
faza v veji s kolono premika izredno pocasi ali pa se sploh ne premika. Ker se fluid ne
pretaka skozi detektor, ni mogoCe zaznati analiziranih komponent; na signalu zato ni
vidnih vrhov, €eprav bi ti morali biti.

To situacijo smo poskusali resiti z vgradnjo dodatne kolone na vejo, kjer teCe ostanek.
Upor te novo vgrajene kolone bi naj pripomogel, da bi izenadili tlaka na zdruZzevalnem
delu in ponovno dosegli pretok na glavni veji. Ukrep pa ni prinesel Zelenih rezultatov, saj
detektor Se vedno ni zaznal komponent v vzorcu, kar je pomenilo, da je bila razlika v tlakih
Se vedno previsoka. Tudi dodajanje sotopila v tej fazi ni imelo nobenega ucinka.

H koloni na toku ostanka smo nato dodali Se pomoZzni regulator tlaka. S tem regulatorjem
smo skuSali povecati upor veje toka ostanka do te mere, da bi dobili dober signal na
detektorju. Dokler je bila mobilna faza le CO, nad kriticno tocko, detektor komponent ni
zaznal. Ko pa smo ogljikovemu dioksidu, ki je skozi kolono tekel pri 150 bar in 35°C in
pretokom okoli 2,8ml/min, dodali sotopilo metanol, ki se je pretakal s konstantnim
volumskim pretokom 0,3 ml/min, smo dobili odziv na detektorju. Pretok sotopila pomeni
nek dodaten tlak, ki je bil potreben, da smo lahko premostili razliko v tlakih, zaradi katere
prej nismo dobili odzivov na signalu. Preverili smo, ali smo z vgradnjo mikro razdelilnega
ventila dosegli zmanjSanje pretoka mobilne faze skozi kolono in posledi¢no tudi viSje
retencijske ¢ase analiziranih komponent (v tem primeru kofeina) Rezultati so na sliki 4-6.

g B 8 & E

Absorbanca (mAe)

gas(min)

a) Ventil odprt do konca
b) Zaprt za 2,5 obrata
c) Ventil popolno zaprt

Slika 4-6 SFC: Vpliv mikro razdelilnega ventila retenzijske Case kofeina
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Slika 4-6, ki prikazuje vpliv mikro razdeliinega ventila na retecijske Case, kjer je razdelilni
ventil popolnoma odprt (a) in najmanj odprt (c), kaze da ventil ne obratuje, kakor smo
predvidevali, saj so razlike med retencijskimi ¢asi majhne, skoraj zanematrljive.

V naslednji fazi smo pretoke sotopila zmanj3ali. Sprva je bil pretok sotopila Qsotopilc=0,2
ml/min, nato smo ga zmanj3ali na 0,1 ml/min in kasneje Se na 0,05 ml/ min. Pri vseh
pretokih smo injicirali meSanico dveh standardov — kofeina in teofilina in najbolje sta se
komponenti locCili pri pretoku sotopila pri 0,05 ml/min. Na slikah 4-7 od a) do d) so
prikazani kromatogrami teh meritev.
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a) Pretok sotopila 0,2 ml /min

b) Pretok sotopila 0,1 ml/min

c) Pretok sotopila 0,05 ml/min

d) Pretok sotopila 0,05 ml/min (nekoliko spremenjene nastavitve detektroja)

Slika 4-7 SFC: Vpliv pretoka sotopila na separacijo kofeina in tofilina (pri 150 bar in pri 35°C,
pretok skozi kolono je znaSal 2,8 ml/min)

Nato smo injicirali posebej vsak standard, da sem lahko doloCil kateri vrh ustreza
kateremu standardu. Obratovalni pogoji so bili v vseh primerih enaki 150 bar in 35°C
pretok SCF skozi kolono je znaSal okoli 2,8 ml/min.
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a) Kofein in teofilin pri pretoku sotopila 0,05 ml/min
b) Tefilin pri pretoku sotopila 0,05 ml/min
c) Kaofein pri pretoku sotopila 0,05 ml/min

Slika 4-8 SFC: Signal separacije kofeina in teofilina in ustrezni signali standardov kofeina in
tefilina (150 bar, 35°C, 2,8 ml/min pretok skozi kolono)

Signali na sliki 4-7 a) signal pri pretoku sotopila 0,2 ml/min, b) je 0,1 ml/min c) in d) je pri
0,05 ml/min. S a) kromatograma na siki 4-7 pri pretoku sotopila 0,2 ml/min vidimo, da se
komponenti nista lo€ili, saj je samo en sam signal za vse. Na b) kromatogramu slika 4-7
pri 0,1 ml/min opazimo, da se je vrh razdelil in da se je retencijski Cas povecal, ampak Se
vedno ne moremo dolociti kateri komponenti pripada kateri vrh. Na c) signalu Ze vidimo
dve skupini vrhov, kar pomeni, da imamo prisotni dve komponenti. TeZava je le v tem, da
so vrhovi v vsaki skupini lo¢eni, kar pomeni neko motnjo. Na sliki 4-7 d) je signal jasnejSi
zaradi nekoliko spremenjenjih nastavitev detektorja.

Slika 4-8 ustreza separaciji kofeina in tofilina pri pretoku stopila 0,05 ml/min. Kromatogram
na sliki 4-8 a) je enak kromatogramu na sliki 4-7 d), dodani so ji signali standardov. B)
kromatogram na sliki 4-8 ustreza signalu teofilina c) pa signalu kofeina. Opazimo lahko,
da se signal teofilina odlicno prilega s signalom na kromatogramu a). Med tem ko se
signal kofeina ne ujema. To bi si lahko razlagali, da se kofein ob prisotnosti teofilina
obna3a drugace.

Delo s SFC zahteva veliko natancnost, saj se ob majhnih spremembah v temperaturi,
tlaku ali pretoku lahko lastnosti mobilne faze zelo spremenijo. Zato je dobro obvladovanje
pogojev obratovanja kljucnega pomena. Prvi problem predstavlja zagotavljanje
konstantnega tlaka, saj tlak pada zaradi upora, ki ga predstavljajo komponente
postrojenja. Tega ni mozno odpraviti, saj te komponente vedno predstavljajo upor do neke
mere. Kvec€jemu bi lahko izgube tlaka po vsaki komponenti izmerili in jih upoStevali pri
posameznih izracunih.

Naslednji problem je regulacija in izenaCevanje tlakov v primeru uporabe mikro
razdelilnega ventila. V tej fazi bi bilo smiselno uporabiti preverjene prikljucke.
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Dodatni problem predstavlja nihanje v gostoti mobilne faze, do katerega pride zaradi
nihanja temperature po celem postrojenju. Temperatura fluida iz ¢rpalke do kolone je
enaka sobni. Edini del, ki ga segrevamo, je kolona sama. Zaradi razlicnih temperatur pride
do razlik v gostoti. Temu pa bi se do neke mere lahko izognili, ¢e bi imeli toplotno izoliran
sistem ter ogrevanje vseh drugih komponent postrojenja (cevi, ventili itd.), ki so v kontaktu
s superkriticnim fluidom kot mobilno fazo.

Sele dobro poznavanje laboratorijskin naprav omogo¢a uspe3no delo na vegji pilotni in
industrijski napravi, kjer pa se obiajno pojavijo Se dodatni problemi.
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5 zAKLJUCKI

V tej diplomski nalogi smo raziskovali uporabo ekstrakcijskih in kromatografskih metod za
separacijo biolosko aktivnih snovi iz rastlinskih materialov. Osredotocili smo se predvsem
na uporabo metod s plini nad kriticno toCko — superkriti€nimi fluidi. Primerja smo jih s
konvencionalni, bolje raziskani metodi separacije.

Stevilne industrije uporabljajo ekstrakcijo za separacijo biolosko aktivnin komponent iz
rastlinskin materialov. Obstajajo pa metode, ki Se pa niso toliko raziskane, vendar bi
njihova uporaba prinesla nekatere prednosti. V okviru naSih raziskovanj smo preiskovali
uporabo ekstrakcij v oljarnah, kjer bi iz Ze stisnjenih buc¢nic, predelanih v bu¢no pogaco po
1. in po 2. stiskanju, poskuSali povecati izkoristek in z ekstrakcijo dobiti Se nekaj vec€ olja.
Bucno pogaco po 1. in 2. stiskanju smo ekstahirali z visokotlacno ekstrakcijo s propanom
ter konvencionalno ekstrakcijo in ju primerjali.

Potrdili smo hipotezo, da se izkoristki ekstrakta med razlicnimi tipi topila razlikujejo, saj se
razlikujejo lastnosti topila. Prav tako smo potrdili hipotezo, da se lastnosti komponent ne
spremijo, ko uporabimo visokotlacno ekstrakcijo.

Ugotovili smo in s tem potrdili eno izmed hipotez, da je visokotlatha ekstrakcija
primernejSa, saj v ostanku in ekstraktu ni prisotnih ostankov topila, med tem ko pri
konvencionalni ekstrakciji Se vedno so. Konvencionalna ekstrakcija poteka v nekaterih
primerih hitreje kot visokotlacna, saj imajo topila vecjo topnostno moc ali pa prej dosezejo
nasieno koli¢ino materiala. Kljub prednostim superkriticne ekstrakcije pa je uporaba
konvencionalne ekstrakcije cenejSa in zato SirSe uporabljena. Zaradi toksi¢nosti nekaterih
organskih topil je uporaba omejena le na topila ki niso toksi¢na.

Ekstrakcije s superkriticnim fluidom so uporabe, ¢e ima produkt dovolj veliko trzno
vrednost ali e ni drugih moZnih separacijskih procesov.

V drugem delu diplomske naloge smo raziskovali uporabo kromatografskih metod. Najprej
smo iz lecitina poskuSali skoncentrirati fosfatidilholin s konvencionalno kolonsko
kromatografijo pri razlicnih temperaturah. LoCevanje je potekalo najbolje pri najnizji
temperaturi, kjer smo dobili najviSji masni delez fosfatidilholina (kar 92 %), kar je nekoliko
presenetljivo, saj smo pricakovali, da bo najbolje potekalo pri najvisji temperaturi, kjer je
topnost najviSja. Ugotovili smo, da je ta pojav mogoC zaradi delnega razpadanja
substance pri visji temperaturi in zaradi manjSe koncentracije fosfatidilholina v ekstraktu
po ekstrakciji surovega lecitina. V sploSnem je metoda uporabna, zato bi jo lahko vkljugili
v proizvodnjo in to aplikacijo uporabljali za koncentriranje fosfatidilholina

Ze pri raziskavah ekstrakcijskih metod smo ugotovili, da pri konvencionalnih metodah ne
moremo popolno lociti topila iz produkta, zato bi bilo smiselno poiskati alternativo kolonski
kromatografiji. Ta alternativa je kromatografija s superkriticnim fluidom. V diplomskem
delu smo raziskovali, kako obratovalni parametri vplivajo na separacijo komponent. Za to
smo uporabili modelne substance. Prenos te aplikacije iz laboratorijskega merila na
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industrijski nivo je zelo tezak, saj je pri proizvodnji potrebno upoStevati Se veliko drugih
dejavnikov in parametrov.

Kljub temu, da imajo tehnologije s superkiticnimi fluidi velik potencial, bo potrebnih Se
veliko raziskav, ki bodo omogocile rentabilno uporabo teh tehnologij v industriji.
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7/ PRILOGE

Tabela 7-1 Rezultati kolonske kromatografije lecitina pri 60°C 1. vse meritve

FRAKCIJA MASA FRAKCIJE SESTAVA
PE% P1% PC%
7,99 3,42 40,86
Ekstrakt 1 / 7,87 7,93 4,20 3,81 39,07 39,97
15,12 5,95 12,89

Al 0,9313 10,98 11,96 8,48 | 6,99 14,49 12,39
9,78 6,54 9,81
21,22 6,17 17,04

Bl 1,7832 23,51 22,57 6,51 | 6,37 17,02 17,13
23,00 6,45 17,31
19,04 4,16 28,51

C1 1,1463 18,52 18,77 367| 421 28,53 28,52
18,74 4,81 28,52
13,44 4,00 35,35

D1 1,0606 13,45 13,35 500| 4,55 35,08 35,12
13,15 4,64 34,91
12,53 3,43 37,97

El 0,9679 12,10 12,56 381| 3,80 37,94 37,95
13,05 4,17 37,93
9,56 3,03 45,68

F1 0,8962 9,22 9,38 3,43| 3,33 45,07 45,30
9,36 3,54 45,16
8,08 3,31 47,31

Gl 0,8923 8,13 8,02 3,16 | 3,34 47,09 47,29
7,85 3,56 47,48
7,45 2,91 57,80

H1 0,7529 7,41 7,61 2,93 293 57,80 58,05
7,96 2,95 58,54
6,14 3,92 56,09

11 0,6940 6,33 6,23 3,36 | 3.64 56,17 56,13
6,02 3,34 56,89

J1 0,6580 6,63 6,34 3,21| 3,20 56,33 56,57
6,36 3,04 56,48
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Tabela 7-2 Kolonska kromatografija lecitina25°C

Mekstrakta Pe% Pi% Pc%
ekstrakt25 8,958 9,95] - 51,48
OSTANEK?25 30,97 13,94 76,12 14,41

Mirak. v 5 Mra v cel.
Vzorec gramin[0] ekst[0] Mirak-/Mekst-(%0) | P€% Pi% [ Pc%
ABCD 3,091 5,527 61,7 11,9(- 38,57
EF 0,241 0,431 4,81 17,92 |- 41,48
GHI 0,246 0,439 4,9 15,38 - 57,48
JKLMNOP 0,362 0,647 7,23 6,04 ] - 92,5
Tabela 7-3 Kolonska kromatografija lecitina pri 40°C

Mrakcije[ 0] Pe% Pi% Pc%
EKSTRAKT4

0 10,593 10,14 3,38] 40,09
OSTANEKA40 26,36 13,97 88,47| 12,66
Mra v cel. Mirak./Mekst. (%0

Vzorec Mpak. v 5 gramin[0] | ekst[0] ) Pe% Pi% Pc%
AB 2,25 4,749 44,83| 10,69 2,45| 25,23
CD 0,75 1,582 14,931 17,02 3,65| 25,43
EF 0,317 0,669 6,319| 17,54 0| 35,85
GHIJ 0,441 0,931 8,785 8,23] - 54,54
KLMNOP 0,518 1,094 10,323 3,97 - 59,37
Tabela 7-4 Kolonska kromatografija lecitina pri 60°C

Mekstrakta Pe% Pi% Pc%
Ekstrakt60 15,010 11,40 2,48 43,27
OSTANEKG60 31,480 16,69 28,16| 13,28
Vzorec Mrak. v 5 gramin[D] Meavcel. ekst[D] | Meak./Mekst-(%0) Pe% |Pi% |Pc%
ABCD 2,290 6,85 45,62 18,20|3,86 | 18,96
EF 0,589 1,76 11,73|13,45|1,55| 52,85
GHIj 0,693 2,07 13,80| 3,99|0,00| 73,14
KLMNOP 0,785 2,35 15,64| 0,00|0,00]| 81,45
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Slika 7-1 SFC: Vpliv pretoka na separacijo benzojske kisline— pove€ano
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Slika 7-2 SFC:Vpliv mikro razdelilnega ventila retencijske Case kofeina — povecano
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Slika 7-3 SFC: Vpliv pretoka sotopila na separacijo kofeina in tofilina— pove€ano
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