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POVZETEK

Raziskovalna naloga zajema preucevanje vpliva prisotnosti lubadarja na vsebnost limonena v storZih in
smoli smreke. Raziskovani so trije vzorci, in sicer: vzorec storzev smreke, vzorec smole smreke, ki je bila
napadena z lubadarjem, in vzorec smole smreke, ki je lubadar ni napadel. Limonen je iz vzorcev
ekstrahiran s tremi razlicnimi topili: etanolom, acetonom in heksanom ter z dvema postopkoma
ekstrakcije, in sicer z navadno ekstrakcijo ter ekstrakcijo s stresanjem. Ugotovljeno je bilo, da je heksan
kot topilo najboljsa izbira za ekstrakcijo limonena, ekstrakcija s stresanjem pa najucinkovitejsa. Analiza
vzorcev ekstraktov je bila izvedena s tankoplastno in plinsko kromatografijo. Pokazalo se je, da je v
vzorcih smole smreke, napadene z lubadarjem, vec limonena.

Kljuéne besede: limonen, lubadar, smola smreke, ekstrakcija, kromatografija.

ABSTRACT

Research paper is about the impact of the presence of the bark beetle on the content of limonene in
pines and resin of the spruce. There were three samples included in the research: sample of pines of
spruce, sample of resin of spruce that was attacked with bark beetle and unattacked sample of resin of
spruce. Limonene was extracted from samples with three different solvents: ethanol, acetone and
hexane and with two procedure of extraction, namely with normal extraction and extraction with
shaking. It was found out that hexane, being a solvent is the best choice for extraction of limonene, and
extraction with shaking was more efficient. Analysis of samples was made with thin layer
chromatography and gas chromatography. The research showed that in attacked samples of resin of
spruce with bark beetle there is more limonene.

Key words: limonene, bark beetle, resin of spruce, extraction, chromatography.



1 UvOoD

Limonen je cikli¢ni ogljikovodik, ki ga uvrs¢amo med terpene in ga zaradi njegovega prijetnega vonja po
limoni uporabljamo v parfumih in istilih, uporaben pa je tudi v zdravstvu. Ker je naraven insekticid, ga
smreke v svoji smoli izkoris¢ajo za obrambo pred lubadarjem.

V tej raziskovalni nalogi je namen ugotoviti koncentracijo limonena v storzih in v dveh vzorcih smol
smreke. Prvi vzorec je nabran iz smrek, ki so bile zdrave, brez vpliva lubadarja, drugi pa je pridobljen iz
smrek, ki so bile Ze napadene z lubadarjem. Ugotoviti Zelimo tudi, katero izmed treh topil je
najprimernejSe za ekstrakcijo limonena iz omenjenih vzorcev in ali je koncentracija limonena res vecja
pri smoli smreke, napadene z lubadarjem, kakor navajajo ugotovitve iz virov drugih avtorjev: »Povecano

1

prisotnost limonena v smoli je zaznati na obmodjih, kjer je vec lubadarja.«* in »Vecji delez limonena je

tako v smoli zaznati na podroé&jih, kjer je bolj razmnoZen lubadar. «?
Medtem primerjamo tudi dve vrsti ekstrakcije: s stresanjem in brez nje.
Na osnovi podatkov, ki smo jih pridobili iz literature, lahko postavimo dve hipotezi:
1. Koncentracija limonena bo vecja v vzorcih smole smreke, ki je bila napadena z lubadarjem.

Smreka se zasciti pred napadom lubadarja tako, da v smoli povisa koncentracijo limonena, ki je naravni
insekticid.

2. Koncentracija limonena bo najvecja pri ekstrakciji s heksanom.

Zaradi nepolarnosti heksana in nepolarnosti limonena sklepamo, da se bo limonen najbolj topil pri
ekstrakciji s heksanom, ker sta ostali dve topili manj nepolarni kot heksan.

LVir: http://www.saljic.si/sestavine/limonene
2 Vir: http://hr.smrekovit.com/en/blog/8-blog/6-limonen
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2 TEORETICNE OSNOVE

2.1 Limonen

Limonen oz. 1-metil-4-(1-metiletenil)-cikloheksen je ogljikovodik, ki je pri sobni temperaturi v tekocem
stanju in brez barve. Uvr§¢amo ga med cikli¢ne terpene z enim obrocem. Ime jo dobil zaradi precejsnje
vsebnosti v lupini limone in lupinah drugih citrusov, kar jim daje tudi znacilen vonj. Najpogostejsi je D —
limonen, ki je enantiomer, ima mocan vonj pomarance in ga pridobivamo iz lupine citrusov s
centrifugiranjem in parno destilacijo. Limonen pa lahko najdemo tudi v smoli iglavcev. Ta sluZi drevju
kot zas¢ita pred zuzelkami, velje koncentracije pa zaznamo na obmocju, kjer je prisoten lubadar.

Gostota limonena je manjsa od gostote vode in sicer znasa 0,8411 g/mL, vrelis¢e limonena pa je pri 176
°C. V vodi je zaradi nepolarnosti molekule netopen, topen pa je v organskih topilih, kot so
tetraklorometan, kloroform, heksan in ogljikov disulfid.

Je relativno stabilen terpen in ga lahko destiliramo, ne da bi pri tem razpadel, pri visokih temperaturah
pa kljub temu razpade in tvori izopren. V vlaznem okolju oksidira in tvori karveol, karvon in limonen

oksid, dehidrogenizira pa s pomocjo Zveplove kisline v p-cimen.

Uporablja se kot disava v parfumih in Cistilih ter razkuzilih. Znan je kot naravni insekticid, uporabljamo
pa ga tudi za nadomestek terpentina. Zaradi vnetljivosti je obranavan kot biogorivo, topi polistiren, zato
lahko nadomesca aceton. Pri pripravi tkiv za histoloske preiskave ga uporabljamo kot nadomestek
ksilena. V zdravstvu se uporablja kot zdravilo proti gastroezofagealni refluksni bolezni in zgagi.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Limonen, 30. 12. 2015)

CHg

HaCo o
e

Slika 1: Strukturna formula limonena.
(Vir: http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/structure5/183/mfcd00062991.eps/_jcr_content/r
enditions/mfcd00062991-medium.png, 22. 2. 2016)

2.2 Smreka

Smreka (znanst. Picea) izhaja iz druZine borovk, druzina pa Steje okoli 35 vednozelenih vrst iglavcev. Njen
les je po celotnem deblu svetlo rumenkaste barve. Obdelan les ima vonj po smoli, v lesu pa najdemo
tudi smolne Zepke.

Je iglavec, ki zelo hitro raste, kro$nja je iz ukrivljenih vej. Iglice dolZine od 10 do 25 milimetrov so ravne,
na koncu vej pa raste socvetje, imenovano stor?z, ki je podolgovate oblike in visi z vej navzdol. Smreka
doseze maksimalno visino od 20 do 30 metrov, v obseg pa meri najve¢ od 5 do 7 metrov.
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Lubje je zelo hrapavo, rdeckastorjave barve in smolnato. Njene korenine ne rastejo globoko v zemljo,
ampak so plitvo pod povrsjem. Semena so krilata, ker je smreka golosemenka, se razmnoZuje s pomocjo
vetra.

Semena, ki so v zaCetku rasti storzev zaprta v njih, ti pa so zelene barve in zelo trdo zbiti skupaj, se ob
dozorevanju jeseni razprejo in porjavijo, potem pa jih odnese veter.

Smrekovi vrsicki vsebujejo precej smole, ki nastane iz balzama, iz katerega je izhlapelo eteri¢no olje.
Ostane politerpenska zmes, v kateri so smolne kisline, alkoholi in druge spojine. Poleg teh spojin
vsebujejo smrekovi vrsicki tudi hlapljivo olje, vitamin C, pinen, limonen, bornilni acetat ...

Nekatere od smrek so zelo redke in se pojavljajo samo na dolocenih krajih po svetu.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Smreka, 30. 12. 2015)

2.3 Lubadar

Lubadar, zalubnik oz. zavrtac (Scolytinae) spada v druzino pravih ril¢karjev. Lubadariji so slovensko ime
dobili po vrtanju pod lubjem dreves, s ¢imer drevo unicijo, posamezne vrste pa lahko prepoznamo tudi
po njihovi znacilni razpredeni obliki rovov.

Po izgledu so majhni hroscki valjaste oblike, temne barve zunanjega skeleta in velikosti najve¢ do 5
milimetrov. Ker spadajo v druzino rilckarjev, imajo znadilni rilcek, ki je sicer zelo kratek, glava pa je skrita
pod Sc¢itom oprsja. Po lesu lahko vrtajo z ostrim grizalom, v katerega so izoblikovane njihove obustne
okoncine. Imajo tudi kolencaste tipalnice in Stiriclenkaste noge. Pokrovke jim, ker so ukrivljene nazaj,
sluZijo kot lopate, z njimi pa lahko odstranjujejo odpadni in navrtani material iz rovov.

Veliko vrst proizvaja zvoke s stridulacijo, tj. drgnjenje telesnih delov med seboj. S takSnimi zvoki se lahko
najdeta tudi dva spolna partnerja. Njihovo dvorjenje poteka na nacin, da samec samici najprej izdolbe
»porocno« kamrico. V njej se nato sparita, samica pa po tistem odleze jajceca. Li¢inke so, ko se izleZejo,
¢rvaste oblike, blede barve in nimajo nog. Ko dozorijo, se zabubijo v lesu, ko odrastejo, pa se skozi lubje
pregrizejo na povrsje.

Vecina lubadarjev se prehranjuje z odmrlim oz. odmirajo¢im lesom (floem). Napadajo predvsem
poskodovana drevesa, prizadeta od bolezni, vremenskih vplivov (susa, Zled, smog, ...) in fizi¢nih poskodb,
zato v zdravih gozdovih ne povzrocajo tezav. Poznamo pa tudi takSne vrste lubadarjev, ki napadejo
zdrava drevesa in lahko povzrodijo propad celotnega gozda.

Zdrava drevesa se sama zascitijo s fizicno in kemicno zascito (smolo), vseeno pa lahko podlezejo
lubadarju, kadar je njegova Stevilcnost prevelika, poleg tega pa ga privlaci tudi etanol, ki nastaja ob
razpadu lesa. Ker se lubadar lahko naseli tudi v posekanem lesu, to preprecijo tako, da hlodom olupijo
skorjo.

V Sloveniji je med najbolj znanimi smrekov lubadar (lps typographus), poleg njega pa poznamo tudi
druge pomembnejse vrste, kot so:

o ¢rni zaubnik (Hylastes ater),

o brestov lesovrt (Scolytus scolytus),

o bakreni lubadar (Pityogenes calcographus),
o Sesterozobilubadar (/ps sexdentatus).
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V Sloveniji poznamo 88 vrst lubadarjev. Najvecjo Skodo so lubadarji doslej povzrocili leta 2004, ko so
morali zaradi njih posekati preko 573.000 m? lesa.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Zalubniki, 2. 1. 2016)

Slika 2: Lubadar.

(Vir: o o .
http://www.zirovnica.si/UserF slika 3: Rovi /n(\/;.a{vke lubadarja.
iles/1482/Image/lubadar%20 _ v

2.jpg, 22. 2. 2016) http://www.mojaobcina.si/img/1/H_MAX_10

24x768/iknaver-zalegabube.jpg, 22. 2. 2016)

2.4 Ekstrakcija

Je metoda, s katero izloéamo komponente iz trdne snovi oz. tekocle faze v drugo tekoco fazo s pomocjo
topila. Ekstrakcija trdno — tekoce temelji na topnosti spojin v ekstrakcijskem topilu, ekstrakcija tekoce —
tekole pa na osnovi topnosti spojine v dveh topilih, ki se med seboj ne meSata. Ekstrakcijo tekoce —
tekoCe uporabljamo, kadar ni mogoca destilacija oz. rektifikacija zaradi premajhne razlike v
temperaturah vrelis¢a, tvorbe azeotropnih snovi in pri locevanju temperaturno neobstojnih snovi
(vitamini, antibiotiki, aromatske snovi, ...).

Navadna ekstrakcija oz. maceracija poteka v treh stopnjah:

Mesanje topila in snovi, ki jo ekstrahiramo; zmes pustimo v stiku dalj ¢asa.

2. Mehansko locevanje ekstrakta in izluZzenega ekstrakcijskega ostanka (s centrifugiranjem,
filtracijo).

3. Termicna loCitev ekstraktne faze v ekstrakt in topilo (z uparjanjem).

Pri ekstrakciji je zelo pomembna pravilna izbira topila, lahko pa vplivamo tudi na hitrost ekstrakcije:

- zrazliko v koncentraciji - pri vecji razliki je ekstrakcija ucinkovitejsa;

-z ekstrakcijsko povrsino, ki jo lahko povecamo z drobljenjem - bolj zdrobljena je snov, vedja je
povrsina snovi, boljsa je ekstrakcija;

- s temperaturo - visja je temperatura, boljSa je ekstrakcija, vendar je potrebno paziti, da ne
doseZemo vreli$¢a topila oziroma da ne povzro¢imo razkroja termi¢no nestabilnih spojin.

Za dobro locitev faz po ekstrakciji je pomembna razlika v gostotah osnovnega in ekstrakcijskega topila
in netopnosti enega v drugem. Uspesnost ekstrakcije ugotovimo iz izraCuna suhe snovi ali pa iz
porazdelitvenega koeficienta k. Nernstov porazdelitveni koeficient k je razmerje ravnoteznih
koncentracij komponente v topilu 1 in v topilu 2.
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Cim vegji je k, tem uspednejsa je ekstrakcija.

2.4.1Ekstrakcijska topila

Kot je bilo Ze omenjeno, je izbira topila pri ekstrakciji zelo pomembna, saj pripomore k ucinkovitsti
ekstrakcije, pomembno pa je tudi, da topilo pravilno izberemo. Na izbiro vplivajo naslednje lastnosti
topila:

- selektivnost - topilo mora topiti samo snov, ki jo Zelimo ekstrahirati;

- kemijska inertnost, saj topilo ne sme reagirati z raztopljeno snovjo;

- obnaSanje ob vrelis¢u, ker lahko, e je temperatura previsoka, topilo zavre oz. zacne razpadati;
pomembna je tudi regeneracija topila, to pomeni, da lahko po ekstrakciji topilo ponovno
uporabimo.

- naizbiro topila vplivata tudi njegova cena in toksi¢nost.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Ekstrakcija, 15. 1. 2016, Ignatowitz, E. Kemijska tehnika.
Ljubljana: Jutro, 1996)

2.4.1.1 Etanol

Etanol oz. etilni alkohol je kisikova organska spojina. Pristevamo ga med alkohole, molekulska formula
etanola je C;HsOH. Prisobnitemperaturi je vtekocem agregatnem stanju. Vsebujejo ga alkoholne pijace,
v velikih koli¢inah in visokih koncentracijah pa je strupen. Pri ljudeh povzroca ugodne psihofizi¢ne vplive,
ki so kratkotrajni, dolgorocno uZivanje pa privede do zasvojenosti.

Uporaben je kot razkuZilo, topilo in gorivo. Ima manjso gostoto kot voda: 0,79 g/mL pri 20 °C, njegovo
vreliS¢e pa je pri normalnem zra¢nem tlaku 101,31 kPa pri 78 °C.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Etanol, 15. 1. 2016)

Slika 4: Molekula etanola.
(Vir:
https://upload.wikimedia.org/wiki
pedia/commons/b/b0/Ethanol-3D-
balls.png, 22. 2. 2016)

2.4.1.2 Aceton

Aceton oz. propanon je najpreprostejsi izmed ketonov s kemijsko formulo C3HgO. Je brerzbarvna
hlapljiva tekocina, z nizkim vnetis¢em, ima skoraj enako gostoto kot etanol: 0,79 g/mL, njegovo vrelisée
pa je nizje kot vrelis¢e etanola, saj zavre pri 56 °C. Z vodo in skoraj vsemi organskimi topili se mesa, zato
je pomembno laboratorijsko in industrijsko topilo.
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V industriji se najvec porablja pri proizvodnji polimerov, barvnih premazov in razstreliv. V domacdi
uporabi se najveckrat pojavi kot odstranjevalec laka za nohte.

Nahaja se tudi v praZeni kavi in lanu, sicer v majhnih koli¢inah, nastaja pa z razpadom linamarina in ga
najdemo tudi v tobaku. V majhnih koli¢inah nastaja tudi v ¢loveskem telesu iz aminokislin, mascob in
ogljikovih hidratov.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Aceton, 16. 1. 2016)

Slika 5: Molekula acetona.
(Vir: https://lh5.googleusercontent.com/-

xXg63775VolU/TWqgl_ewlTHI/AAAAAAAAAAY/z00VOVixZ
sO/s1600/Acetone-3D-balls-B.png, 22. 2. 2016)

2.4.1.3 Heksan

Heksan je ogljikovodik z molekulsko formulo CeHi4 in je pri sobni temperaturi brezbarvna tekocina, brez
vonja, s temperaturo vrelis¢a 68,7 °C (podatek velja za n-heksan). Njegova gostota znasa 0,66 g/mL.
Tako heksan kot vsi njegovi izomeri so pomembne sestavine bencina in se pogosto uporabljajo kot
poceni, relativno varna, reaktivna in enostavno uparljiva nepolarna topila. Pridobiva se predvsem z

rafiniranjem iz surove nafte.

V industriji se uporablja pri pripravi lepil za Cevlje, pri proizvodnji jedilnega olja (repi¢no, sojino olje) iz
semen, za ¢iscenje in razmascevanje. Laboratorijska uporaba heksana je precej obsirna, uporablja se kot
ekstrakcijsko sredstvo za oljne in mastne kontaminante voda in prsti za analize. Uporablja se pri reakcijah
z zelo mocnimi bazami, kot je priprava organolitijevega reagenta. V kromatografskih metodah se heksan
uporablja kot nepolarno topilo, v farmaciji pa se njegova uporaba opusca zaradi dolgotrajne toksi¢nosti
in tvorjenja metabolizmu strupenega heksan-2,5-diona.

(Povzeto po: https://en.wikipedia.org/wiki/Hexane, 16. 1. 2016)

J

Slika 6: Molekula heksana.
(Vir:
https.//upload.wikimedia.org/wikipedia/commnos/9/91/He
xane-3D-balls-B.png, 22. 2. 2016)
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2.4.1.4 Diklorometan

Diklorometan je halogeniran ogljikovodik z molekulsko formulo CH,Cl,. Je brezbarvna in hlapljiva
tekocina in ima zmerno sladko aromo. Njegovo vrelis¢e je dokaj nizko, saj zavre Ze pri 40 °C, gostota
znasa 1,33 g/mL pri 20 °C. Pogosto se uporablja kot topilo, kljub temu da se ne mesa z vodo, se pa mesa
z mnogimi organskimi topili. V naravi se nahaja v oceanih, makroalgah, mokris¢ih in vulkanih, vecina
diklorometana pa je v okolju zaradi industrijskih emisij.

Pridobiva se z obdelavo klorometana ali metana s klorom v plinastem stanju pri 400 — 500 °C. Produkti
pri reakciji so klorometan, diklorometan, kloroform in ogljikov tetraklorid, ki jih nato locijo z destilacijo.

Je zelo uporabno organsko topilo, uporablja se kot odstranjevalec barv, razmascevalec, kot potisni plin
aerosolnih sprejev, penilo za poliuretanske pene, kot varilo nekaterih vrst plastike, za tesnenje ohisja
elektri¢nih Stevcev, najveckrat je glavna sestavina plasti¢nih varilnih lepil. V Zivilski industriji se uporablja
za dekofeinizacijo kave in Caja ter pripravo izvleckov hmelja in drugih arom.

(Povzeto po: https://en.wikipedia.org/wiki/Dichloromethane, 30. 1. 2016)

Slika 7: Molekula diklorometana.
(Vir:
https.//upload.wikimedia.org/wikipedia/
commons/0/00/Dichloromethane-3D-
vdW.png, 23. 2. 2016)

2.5 Vakuumska filtracija

Filtracija je obicajen mehanski postopek, uporabljen za locevanje trdnih snovi od tekocin oz. plinov.
Suspendirana trdna snov prehaja skozi medij oz. filter, ki je za trdno snov nepropusten. Velikost delcev,
ki jih filter zadrzZi, je odvisna od velikosti por filtra. Poznamo vec vrst filtracije:

- vroca filtracija,
- hladna filtracija,
- vakuumska filtracija.

Vakuumska filtracija je najbolj primerna za majhne koli¢ine suspenzij in je hitrejsa kot ostali dve metodi.
Zanjo uporabljamo presesalno buco, ki ima nastavek za cev vakuumske c¢rpalke in je narejena iz
debelejse stene, da prenese visok podtlak.
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Nanjo namestimo poseben keramicen Blchnerjev lij, vanj pa vstavimo filter papir s premerom lija.
Vakuumsko ¢rpalko, ki je povezana na presesalno buco, namestimo na pipo.

(Povzeto po: https://en.wikipedia.org/wiki/Filtration, 30. 1. 2016)

2.6 Uparevanje z rotavaporjem

Uparevanje z rotavaporjem oz. uparevanje pod znizanim tlakom je postopek koncentriranja oz.
izganjanja topila iz raztopine. Topilo izganjamo s pomocjo vodne kopeli in vakuumske ¢rpalke. Bucko z
raztopino potopimo v vodno kopel, ki je segreta do najvec 80 °C, tlak v bucki pa znizamo in tako raztopina
oz. topilo zavre pri niZji temperaturi, to topilo pa nato kondenzira na poti skozi hladilnik v lovilno bucko.

2.7 Dolocanje suhe snovi

Suho snov v ekstraktu dolo¢amo zato, da lahko izracunamo izkoristek ekstrakcije. Suha snov je snov, ki
ostane po popolni odstranitvi topila.

2.8 Tankoplastna kromatografija

Tankoplastna kromatografija ali Thin Layer Cromatography (TLC) je ena izmed kromatografskih tehnik,
ki se uporablja za loCevanje zmesi. zvaja se na plosci iz stekla, plastike ali aluminija, ki je prekrita s tanko
plastjo absorpcijskega materiala. Absorpcijski material je ponavadi silikatni gel, aluminijev oksid ali
celuloza, taksna plast se imenuje stacionarna faza. Za mobilno fazo uporabljamo eno topilo ali meSanico
organskih topil, ki topijo preiskovano snov. S TLC kromatografijo dolocamo, katere snovi so v vzorcu,
tako da poleg vzorca na kromatogram nanesemo tudi standard in primerjamo lise komponent in
standarda oziroma njihove retencijske faktorje. Retencijski faktor je razmerje med potjo lise in potjo
topila:

d

R =
f dt

Ugotavljamo lahko tudi koli¢ino teh snovi, vendar za to vec¢inoma uporabljamo druge metode. Vzorec
nanesemo na kromatografsko plosco, ki ga nato mobilna faza ponese po stacionarni fazi in se zaradi
razlicne topnosti loci na komponente. Ponavadi so nekatere snovi brezbarvne in jih zato identificiramo

na razlicne nacine:

- pod UV lucjo,

- s potapljanjem ali $kropljenjem s specificnimi barvnimi reagenti, npr. z raztopino KMnQ,,

- zjodovimiizparinami,

- s fluorescenc¢nimi spojinami, ki so dodane Ze adsorbcijski plasti, npr. cinkov silikat, aktiviran z
manganom.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Tankoplastna_kromatografija, 30. 1. 2016)
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2.9 Plinska kromatografija

Plinska kromatografija ali Gas Cromatography (GC) je po principu podobna tankoplastni, le da je pri tej
metodi mobilna faza nek inerten plin, npr. helij, dusik, argon ali drugi Zlahtni plini. Stacionarna faza je
vedno kolona, zaprta ali kapilarna. Zaprte kolone so pogoste in cenejSe za uporabo in dajo ustrezne
rezultate, medtem ko so kapilarne kolone vse bolj pogosto uporabljene in naceloma dajejo boljso
resolucijo, a so drazje.

Oba tipa kolon sta narejena iz neadsorbatnih in inertnih materialov, najbolj pogosto so uporabljeni
nerjaveCe jeklo, steklo in kristalni oz. taljeni kremen. Stacionarna faza je najveckrat adherirana z
materialom iz tekocega silikona na notranjost cevi z majhnim premerom.

Vzorec, ponavadi le nekaj mikrolitrov, vnesemo v injektor, nosilni plin pa ga nato ponese skozi
stacionarno fazo, kjer se zaradi razlicne vezave na stacionarno fazo komponente lo¢ujejo. Na koncu
kolone je detektor, ki pretvori intenziteto v odvisnosti od retenzijskega ¢asa snovi v signal oz. pik, ta pa
se izriSe na grafu. Koli¢ino snovi dolocujemo s povrsino pika, ki jo izraéunamo z integriranjem.

(Povzeto po: https://sl.wikipedia.org/wiki/Kromatografija, 30. 1. 2016)
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3 PRAKTICNI DEL

3.1 Priprava vzorca

Vzorce smole in storZev po nabiranju shranimo v zamrzovalniku, pred delom pa storZe posusimo v
suSilniku in luske pri maceraciji zmeljemo v kavnem mlinc¢ku, pri ekstrakciji s stresanjem pa ne.

3.2 Ekstrakcija

3.2.1 Ekstrakcija s stresanjem
Za ekstrakcijo s stresanjem uporabljamo inventar, naveden v tabeli 1, in kemikalije, navedene v tabeli 2.

Tabela 1: Inventar, uporabljen za ekstrakcijo s stresanjem.

Koli¢ina: | Inventar:

1x stresalnik

9 x jodirka, 250 mL

9 x zamasek za jodirko
1x merilni valj, 100 mL
1x ¢asa, 150 mL

1x precizna tehtnica

1 x lj

Tabela 2: Kemikalije, uporabljene za ekstrakcijo s stresanjem.

Koli¢ina: | Kemikalija:
450 mL | etanol, =298 %

&P

450 mL aceton, >99,5 %

&P

450 mL heksan, 295 %

SOSH

Najprej v tri jodirke zatehtamo doloceno maso lusk storZzev (v nadaljevanju A), v tri dolo¢eno maso smole
brez vpliva lubadarja (v nadaljevanju B) in v tri dolo¢eno maso smole z vplivom lubadarja (v nadaljevanju
C). Nato na vsako paralelko nalijemo tri vrste topil po 150 mL: etanol (v nadaljevanju 1), aceton (v
nadaljevanju 2) in heksan (v nadaljevanju 3). Jodirke postavimo na stresalnik in jih pritrdimo z vodili ter
stresalnik nastavimo na 60 minut pri 250 obratih na minuto. V tabeli 3 so zbrane mase zatehtanih

vzorcev.
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Tabela 3: Zatehtane mase vzorcev v posameznih paralelkah pri ekstrakciji s stresanjem.

Paralelka: | Masa vzorca:
Al 20,04 g
A2 20,13 g
A3 20,02 g
B1 20,10 g
B2 20,14 g
B3 20,16 g
C1 20,12 g
Cc2 20,05 ¢
C3 20,04 g

Slika 8: Zatehtanje vzorca smole brez vpliva Slika 9: Stresanje ekstrakcijskih mesanic.
lubadarja. (Lasten vir) (Lasten vir)

3.2.2 Navadna ekstrakcija
Za navadno ekstrakcijo uporabljamo inventar, naveden v tabeli 4, in kemikalije, navedene v tabeli 5:

Tabela 4: Inventar, uporabljen za navadno ekstrakcijo.

Koli¢ina: | Inventar:

9 x jodirka, 250 mL

9 x zamasek za jodirko
1x merilni valj, 100 mL
1x ¢asa, 150 mL

1x precizna tehtnica

1x mlincek za kavo Iskra
1x lij za suhe snovi

1x Zlicka
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Slika 10: Mletje lusk storZev v kavnem
mlincku. (Lasten vir)

Tabela 5: Kemikalije, uporabljene za navadno ekstrakcijo.

Koli¢ina: | Kemikalija:

450 mL etanol, 298 %
450 mL aceton, 299,5%
450 mL heksan, 295 %

SO H

Za navadno ekstrakcijo enako kot pri ekstrakciji s stresanjem v jodirke zatehtamo doloceno koli¢ino

vzorcev A, Bin C, le da pri prvem vzorcu, torej pri luskah storzev, ekstrakcijsko povrsino pove¢amo tako,

da storze zmeljemo v kavnem mlinc¢ku. Enako nato na vsako paralelko nalijemo po 150 mL ekstrakcijskih

topil 1, 2 in 3. Ekstrakcijsko mesanico nato pustimo stati 14 dni. Mase vzorcev so prikazane v tabeli 6.

Tabela 6: Zatehtane mase vzorcev v posameznih paralelkah pri navadni ekstrakciji.

Paralelka: | Masa vzorca:
A1*3 20,30 ¢g
A2* 20,20 g
A3* 20,00 g
B1* 20,49 g
B2* 20,10 g
B3* 20,05 g
c1* 20,04 g
c2* 20,18 g
C3* 20,15 g

3 Vzorci ozna&eni z zvezdico so ekstrahirani s postopkom navadne ekstrakcije.
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Slika 12: Ekstrakti ekstrakcije s stresanjem po
filtriranju. (Lasten vir)

Slika 11: Filtracija pod zniZanim
tlakom. (Lasten vir)

3.3 Vakuumska filtracija

Vseh 18 vzorcev po koncani ekstrakciji filtriramo pod znizanim tlakom, uporabljamo inventar, naveden

v tabeli 7.

Tabela 7: Inventar, uporabljen za vakuumsko filtracijo.

Koli¢ina: | Inventar:

1x presesalna buca
1x nuca

1x filtrirni papir
1x Skarje

1x Sestilo

1x vodna Crpalka
1x lij

1x pinceta

Predhodno izrezemo 18 okroglih filtrirnih papirjev. Nato na presesalno buco nataknemo cev vodne

Crpalke, jo vklopimo in vsak vzorec prenuciramo po dvakrat. Kjer je ostalo v filtratu Se kaj tropin,

prefiltriramo 3Se tretji¢, tropine pa zavrzemo. Filtrate shranimo v jodirkah, ki jih prej uporabimo za

ekstrakcijo. Filtrirno buco je potrebno vedno ocistiti z topilom, s katerim je bil vzorec, ki ga predhodno

filtriramo, ekstrahiran, ker se, ko buco spiramo s topilom, ustvari motna bela tekocina.

3.4 Uparevanje z rotavaporjem

Vse filtrate, ki jih shranimo, nato uparimo s pomocjo rotavaporija. Za delo z rotavaporjem uporabljamo

inventar, naveden v tabeli 8.
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Tabela 8: Inventar, uporabljen pri uparevanju z rotavaporjem.

Koli¢ina: | Inventar:

1x rotavapor

4 x bucka za rotavapor, 500 mL
1x lovilna bucka, 1000 mL

1x lij

/ silikonska mast

1x precizna tehtnica

1x laboratorijsko stojalo

1x termometer, -10°C—150°C
1x filtrirni obroc

1x vodna Crpalka

2 X stiscéek

5x stojalo za bucko

Filtrat prelijemo v bucko za rotavapor, predhodno pa prazno bucko stehtamo. Obrus bucke in
rotavaporskega nastavka namazemo s silikonsko mastjo, da lahko bucko po koncani ekstrakciji
snamemo, nato pa na rotavapor, v katerem je Ze segreta vodna kopel, katere temperaturo nadzorujemo
s termometrom, ki je pritrjen na filtrirni obroc¢, nataknemo bucko z ekstraktom in jo pritrdimo s stis¢kom.
Tudi na izliv hladilnika nataknemo lovilno bucko in jo prav tako pritrdimo s stiSckom, pod njo pa za primer
da bucka pade, postavimo stojalo za bucko.

Odpremo vodo za hladilnik in buc¢ko potopimo v kopel, tako da se ne dotika roba posode. Vklopimo
vrtenje, odpremo vakuumsko &rpalko in zapremo ventil za dovod zraka. Ce za¢ne ekstrakt vreti in kipeti,
vakuum popustimo, sicer ekstrakt potegne Cez hladilnik. Ko odpari priblizno dve tretjini topila oz. ko
ostane malo koncentriranega ekstrakta (do suhega ne smemo upareti), odpremo vakuum, zapremo
vakuumsko ¢rpalko, ugasnemo vrtenje in bucko dvignemo iz kopeli. Malo poc¢akamo, da vakuum popusti
in bucko snamemo, jo obrisemo ter bucko skupaj s koncentriranim ekstraktom stehtamo. Koncentriran
ekstrakt nato shranimo v epruvetah. Enako ponovimo Se z vsemi 17 vzorci. Iz mas bucke ter bucke in
koncentriranega ekstrakta izratunamo maso koncentriranega ekstrakta. Tabeli 9 in 10 prikazujeta mase
buck, buck s koncentriranimi ekstrakti ter mase koncentriranih ekstraktov.

Tabela 9: Zatehtane mase buck, mase buck s koncentriranim ekstraktom in mase koncentriranega
ekstrakta pri ekstrakciji s stresanjem.

Paralelka: | Masa bucke: Masa bucke in Masa koncentriranega
koncentriranega ekstrakta: | ekstrakta:
Al 13591¢ 170,08 g 34,17 g
A2 170,00 g 184,35¢g 14,35 g
A3 162,75 ¢ 169,69 g 6,94 g
B1 156,99 g 205,32 g 48,33 g
B2 13591¢g 166,33 g 30,42 g
B3 162,75 ¢ 193,32 ¢ 30,57 g
Cc1 170,00 g 210,90 ¢g 40,90 g
Cc2 156,99 g 196,83 g 39,84 ¢
C3 162,75 ¢ 186,57 g 23,82 ¢

4 Podrobnejsi podatki 0 masah so v prilogi.
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Tabela 10: Zatehtane mase buck, mase buck s koncentriranim ekstraktom in mase koncentriranega
ekstrakta pri navadni ekstrakciji.

Paralelka: | Masa bucke: Masa bucke in Masa koncentriranega
koncentriranega ekstrakta: | ekstrakta:
A1*> 169,60 g 258,96 g 89,36 g
A2* 156,98 g 184,43 g 27,45 g
A3* 161,99 ¢ 172,20 g 10,21 g
B1* 169,60 g 216,05g 46,45 g
B2* 156,98 g 197,67 g 40,69 g
B3* 161,99 ¢ 192,98 ¢ 30,99 ¢
C1* 162,47 g 21951¢g 57,04 g
C2* 162,47 g 195,38 g 32,91¢g
C3* 162,47 g 196,50 g 34,03 g

Slika 14: Ekstrakt po uparevanju z
rotavaporjem. (Lasten vir)

Slika 13: Uparevanje z rotavaporjem. (Lasten
vir)

3.5 Dolocevanje suhe snovi

Vsakemu koncentriranemu vzorcu doloc¢imo Se delez suhe snovi, izracunamo pa tudi izkoristek

ekstrakcije, za to uporabljamo inventar, naveden v tabeli 11.

Tabela 11: Inventar, uporabljen pri dolo¢anju suhe snovi.

Koli¢ina: | Inventar:

1x laboratorijski susilnik
1x kapalka

6 X keramicna izparilnica
1x precizna tehtnica

5> Vzorci oznadeni z zvezdico so ekstrahirani s postopkom navadne ekstrakcije.
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Za vsak vzorecizvedemo dve paralelki dolocitve suhe snovi, iz teh mas pa potem izracunamo povprecne.

Na izparilnico zatehtamo okoli 2 grama ekstrakta s kapalko, predhodno pa stehtamo tudi prazno

izparilnico. Nato izparilnice suSimo eno uro pri temperaturi 70 °C.

Po kon¢anem suSenju prestavimo izparilnice iz suSilnika v eksikator, da se ohladijo, ko pa se ohladijo, jih

stehtamo. Iz zatehtanih mas izracunamo delez suhe snovi, maso suhe snovi in izkoristek ekstrakcije.

V tabelah 12 in 14 so navedene povprecne mase izparilnic, ekstraktov za susenje in izparilnic s susino, v

tabelah 13 in 15 pa je izracunan delezZ suhe snovi, masa suhe snovi in izkoristek ekstrakcije.

Tabela 12: Povprecne mase izparilnic, ekstraktov za susenje in izparilnic s suSino pri ekstrakciji s

stresanjem.
Paralelka: | Povprecna masa izparilnic: | Povpre¢na masa ekstrakta | Povpre¢na masa izparilnice
za susenje: s susino:
Al 86,890 g 2,015¢g 86,905 g
A2 93,485 ¢g 2,005¢g 93,520 ¢
A3 93,170 g 1,075¢g 93,175¢g
B1 87,565 g 2,020 g 88,275 ¢
B2 92,820 g 2,020 g 94,055 g
B3 93,185¢g 2,085¢g 94,050 g
C1 92,830¢g 2,005¢g 93,490 ¢
Cc2 87,545 g 2,045¢g 88,100 g
C3 93,225¢g 1,000 g 93,585¢

Tabela 13: DeleZ suhe snovi, masa suhe snovi in izkoristek ekstrakcije pri vzorcih ekstrakcije s stresanjem.

Paralelka: | Delez suhe snovi: Masa suhe snovi: Izkoristek ekstrakcije:
Al 0,007444 0,2544 g 1,269 %

A2 0,1746 0,2505 g 1,244 %

A3 0,004651 0,03228 g 0,1612 %

B1 0,3515 16,99 g 84,51 %

B2 0,6114 18,60 g 92,34 %

B3 0,4149 12,68 g 62,91 %

C1 0,3292 13,46 g 66,91 %

C2 0,2714 10,81g 53,93 %

Cc3 0,3600 8,575¢g 42,79 %

Tabela 14: Povprecne mase izparilnic, ekstraktov za susenje in izparilnic s susino pri navadni ekstrakciji.

Paralelka: | Povpretna masa izparilnic: | Povpre€na masa ekstrakta | Povpre¢na masa izparilnice
za susenje: s susino:
AL* 93,175 ¢ 2,080 g 93,220 g
A2* 89,845 g 2,080 g 89,900 g
A3* 96,140 g 2,190 g 96,160 g
B1* 88,880 g 2,040 g 89,605 g
B2* 100,455 g 2,265g 101,390 g
B3* 175,800 g 2,115¢g 176,585 g
c1* 176,265 g 2,180 ¢g 176,655 g
C2* 89,190 g 2,135¢ 89,935¢
C3* 93,825¢ 2,085 ¢ 94,050 g
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Tabela 15: DeleZ suhe snovi, masa suhe snovi in izkoristek ekstrakcije pri vzorcih navadne ekstrakcije.

Paralelka: | DeleZ suhe snovi: Masa suhe snovi: Izkoristek ekstrakcije:
Al* 0,02163 1,284 ¢ 6,326 %

A2* 0,02644 0,7258 g 3,593 %

A3* 0,009132 0,09324 g 0,4662 %

B1* 0,3554 16,51 g 80,56 %

B2* 0,4128 16,80 g 83,57 %

B3* 0,3711 11,50 g 57,37 %

C1* 0,1789 10,20 g 50,92 %

C2* 0,3489 11,48 g 56,91 %

C3* 0,1079 3,672¢ 18,22 %

3.5.11zracun deleza in mase suhe snovi ter izkoristka ekstrakcije

a) masnidelez suhe snovi:

m (izparilnice + susine) - m (izparilnice)
W (suhe snovi) = — -100 %
m (ekstrakta za susenje)

_ 86,905 g - 86,890 g
W (suhe snovi Al) = =0,007444
2,015¢

b) masa suhe snovi:
m (suhe snovi) = W (suhe snovi) - m (koncentriranega ekstrakta)

m (suhe snovi A1) = 0,007444 - 34,17 g =0,2544 g

c) izkoristek ekstrakcije:

m (suhe snovi)

n (ekstrakcije) = ———— - 100 %
m (vzorca)
. 0,2544 g
n (ekstrakcije A1) = ——— - 100 % = 1,269 %
20,04 g

Vse izracune naprej racunamo po enakem postopku.
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Slika 15: Zatehtanje izparilnice. (Lasten vir) Slika 16: Izparilnice po susenju v eksikatorju.
(Lasten vir)

3.6 Tankoplastna kromatografija
V vseh ekstraktih preverimo prisotnost limonena s tankoplastno kromatografijo.

3.7.1. Kromatografija z necistim limonenom

Najprej prisotnost limonena preverimo s standardom limonena, ki sicer ni 100 % Ccist, saj se na
kromatogramu pod UV lu¢jo pri limonenu pojavijo tri lise, kar pomeni, da je ta standard onesnaZen.
Uporabljamo inventar, naveden v tabeli 16 in kemikalije navedene v tabeli 17.

Tabela 16: Inventar, uporabljen pri kromatografiji z necistim limonenom.

Koliina: | Inventar:

2 X kromatografska komora
3 X kromatografska plosca
2 X kapalka

/ kapilare

1x ¢asa, 150 mL

1x merilni valj, 25 mL

1x susilnik

Tabela 17: Kemikalije, uporabljene pri kromatografiji z necistim limonenom.

Koli¢ina: | Kemikalija:
/ limonen - nedist
27 mL heksan, =95 %

ORVA RO,

3mL etil acetat, 2 99,5 %

&P

Najprej pripravimo mobilno fazo, ki je sestavljena iz heksana in etil acetata v razmerju 9 : 1. Mobilno
fazo prelijemo v kromatografski komori do visine 1 cm in pustimo, da se komori nasitita s parami topila.
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Na tri kromatografske plosce s svinénikom 2 cm od spodnjega roba nariSemo ¢rto in nanjo na vsake 2
cm oznacimo krizec. Na vsak prvi krizec pri vsaki plosci s kapilaro nanesemo limonen in nato po vrsti
navedene vzorce v tabelah 18, 19 in 20. Ker sta pri uparevanju vzorcev B3 in C3 nastali dve fazi, na
kromatogram nanesemo obe.

Tabela 18: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 1.

B3 B3
Limonen Al A2 A3 B1 B2 (zgornja | (spodnja C1
faza) faza)
Tabela 19: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 2.
C3 C3
Limonen Cc2 (zgornja | (spodnja A1*® A2* A3* B1* B2*
faza) faza)

Tabela 20: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 3.

Limonen B3* C1* Cc2%* C3*

Slika 17: Priprava kromatografskih plosc. Slika 18: Potek kromatografije. (Lasten vir)
(Lasten vir)

Slika 19: Kem/ka/'je in /nvtr, uporabljen pri
pripravi mobilne faze. (Lasten vir)

6 Vzorci oznaceni z zvezdico so ekstrahirani s postopkom navadne ekstrakcije.
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3.7.2.

Kromatografija s standardom in identifikacija kromatogramov

TLC kromatografijo nato izvedemo Se enkrat, tokrat s Cistim standardom. Uporabljamo inventar,

naveden v tabeli 21, in kemikalije, navedene v tabeli 22, namesto limonena na prvo mesto nanesemo

standard limonena, naprej pa vzorce, navedene v tabelah 23, 24 in 25.

Tabela 21: Inventar, uporabljen pri kromatografiji s standardom in identifikaciji kromatogramouv.

Koli¢ina: | Inventar:

2 X kromatografska komora
3x kromatografska plosca
2 X kapalka

/ kapilare

1x ¢asa, 150 mL

1x merilni valj, 25 mL

1x UV —komora

1x susilnik

1x prsilka

Tabela 22: Kemikalije, uporabljene pri kromatografiji s standardom in identifikaciji kromatogramov.

Koli¢ina: | Kemikalija:

/ limonen — standard
ORUROR,

27 mL heksan, =95 %
ORUROR,

3mL %il gtat, >99,5%

/ kalijev permanganat, 0,02 M

SODH

Tabela 23: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 4.

B3 B3
Standard Al A2 A3 Bl B2 (zgornja | (spodnja C1
faza) faza)
Tabela 24: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 5.
C3 C3
Standard C2 (zgornja | (spodnja A1/ A2* A3* B1* B2*
faza) faza)

Tabela 25: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 6.

Standard

B3*

Cc1*

c2*

Cc3*

7 Vzorci ozna&eni z zvezdico so ekstrahirani s postopkom navadne ekstrakcije.
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Kromatograme postavimo v kromatografski komori in pustimo, da se razvijejo. Ko se razvijejo, jih
vzamemo iz kromatografskih komor, oznacimo fronto topila in jih posusimo s susilnikom.

Suhe kromatograme pogledamo pod UV lucjo valovne dolZine 254 nm. Na mestu, kjer smo nanesli
standard, ni bilo nobene lise, kot je bila pri prejsnji paralelki kromatografije. Kromatograme nato
pogledamo $e pod UV lucjo valovne dolZine 366 nm, tam pa se je na mestu nanosa standarda pojavila
zelo neina temna lisa. S to identifikacijo nismo zadovoljni, zato poizkusimo Se z identifikacijo s
Skropljenjem z raztopino KMnOQs, kjer naj bi se pri alkenih oziroma ogljikovodikih z multiplo vezjo z
oksidacijo tvoril rjav MnQO,, se pravi, da bi se naj tudi lisa limonena prebarvala v rjavo. Najprej
poskropimo prvi kromatogram iz prejsnje paralelke, da se prepricamo v zanesljivost metode in pokaze
se, da je ta metoda zaneslivejSa kot metoda identifikacije z UV lucjo.

Identifikacijo z raztopino KMnQ, izvedemo tudi na vseh treh kromatogramih, ki jih razvijemo s
standardom. Pri vseh treh se limonen sicer ne obarva rjavo, kot naj bi se, ampak fluorescen¢no rumeno.
S tem lahko ugotovimo, da je limonen prisoten v 14 vzorcih: v B1, B2, zgornji fazi B3, C1, C2, zgornji fazi
C3, spodnji fazi C3, A3*, B1*, B2*, B3*, C1*, C2* in C3*.

Slika 20: Kromatogram st. 1 z nanesenim
necistim limonenom in vzorci. (Lasten vir)

Slika 21: Kromatogram $t. 1 pri identifikaciji s Slika 22: Kromatogram $t. 1 pri identifikaciji
skropljenjem z raztopino KMnOa. (Lasten vir) pod UV lucjo valovne dolZine 254 nm. (Lasten
vir)
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Slika 23: Kromatogrami st. 4, 5 in 6 z nanesenimi standardom in vzorci. (Lasten vir)

Slika 24: Kromatogrami st. 4, 5 in 6 pri identifikaciji pod UV lucjo valovne dolZzine 254 nm. (Lasten vir)

Slika 25: Kromatogrami st. 4, 5 in 6 pri identifikaciji s Skroplienjem z raztopino KMnQO,. (Lasten vir)

3.7 Priprava vzorcev za plinsko kromatografijo

Vseh 14 vzorcev, ki jim s TLC metodo dokazemo vsebnost limonena, Zelimo poslati na GC analizo na
Indtitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec, kjer nam svetujejo, da naj zaradi morebitne zamasitve
kolone zaradi viskoznosti in nelistosti vzorcev limonen iz ekstrahiranih vzorcev pridobimo s ponovno
ekstrakcijo in stresanjem, tokrat s diklorometanom. Limonen naj bi presel v fazo diklorometana, to fazo
pa bi nato lahko analizirali s plinsko kromatografijo. Svetovali so nam $e moZnost destilacije z vodno
paro, ampak smo se odlocili za tekocinsko ekstrakcijo.

3.8.1. Preizkus mesanja in topnosti

Vzorce torej pripravimo za plinsko kromatografijo. Uporabljamo inventar, naveden v tabeli 26, in

kemikalije, navedene v tabeli 27.
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Tabela 26: Inventar, uporabljen pri preizkusu mesanja in toposti.

Koli¢ina: | Inventar:

4 x ¢asa, 100 mL

5x epruveta z zamaskom
4 x kapalka

1x stojalo za epruvete

Tabela 27: Kemikalije, uporabljene pri preizkusu mesanja in topnosti.

Koli¢ina: | Kemikalija:

/ limonen — standard
OROROR

4 mL heksan, =95 %
OROROR

4 mL aceton, >99,5 %
SD

4 mL etanol, 298 %
SD

16 mL diklorometan
OS

4 mL destilirana voda

Najprej poizkusno preverimo mesanje s prvotnimi ekstrakcijskimi topili in diklorometanom. V epruvete
nalijemo po 4 mL diklorometana in dodamo v vsako po 4 mL etanola, acetona, heksana oz. vode.
Pricakujemo, da se bosta fazi ustvarili v vseh primerih razen pri heksanu, ker je prav tako nepolaren kot
diklorometan, a se fazi ne ustvarita v nobenem primeru, razen pri heksanu, zato se moramo domisliti

druge metode locitve ekstrakcijskega topila in limonena.

Poskusimo Se s heksanom in vodo, ker se limonen ne mesa z vodo, ampak se topi v heksanu in ker se
heksan z vodo ne mesa, etanol in aceton pa se, lahko sklepamo, da se bosta ustvarili dve plasti - etanol
0z. aceton se bo zmesal z vodo, limonen pa bo presel v zgornjo heksanovo fazo.

3.8.2. Poskusna ekstrakcija in kromatografija neshranjenih vzorcev

V epruvete nalijemo po 4 mL vode, 4 mL heksana in 4 mL vzorca, ki ga nismo shranili za GC analizo,
ampak, je ostal od uparevanja, ter stresamo. Ustvarita se dve fazi: spodnja, kjer je bilo topilo, in voda,
poleg tega se ustvarijo tudi druge oborine in heksanova faza. Da se prepri¢amo v to, ali je limonen v
zgornji heksanovi fazi, izvedemo Se tankoplastno kromatografijo vseh zgornjih faz. Uporabljamo
inventar, naveden v tabeli 28, in kemikalije, navedene v tabeli 29.
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Tabela 28: Inventar, uporabljen pri poskusni ekstrakciji in kromatografiji neshranjenih vzorcev.

Koli¢ina: | Inventar:

1x kromatografska komora
2 X kromatografska ploscéa
2 X kapalka

/ kapilare

1x ¢asa

1x merilni valj, 25 mL

1x UV —komora

1x susilnik

1x prsilka

1x stojalo za epruvete

Tabela 29: Kemikalije, uporabljene pri poskusni ekstrakciji in kromatografiji neshranjenih vzorcev.

Koli¢ina: | Kemikalija:
/ limonen — standard

SOSH

58 mL heksan, =95 %

ORUA A0S

2mL etil acetat, > 99,5 %
/ kalijev permanganat, 0,02 M
40 mL destilirana voda

Na kromatografsko plo$¢o nanesemo vzorce, navedene v tabelah 24 in 25.

Tabela 30: Razporeditev vzorcev na kromatogramu st. 7.

Standard B1 B2 B3 C1 C2

Tabela 31: Razpored vzorcev na kromatogramu st. 8.

Standard B2* B3* Cc1* c2* Cc3*
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S heksanom in vodo ekstrahiramo in stresamo vseh 14 vzorcev, razen A3*, in zgornje ter spodnje faze
C3, ker so vzorci Ze porabljeni in shranjeni za plinsko kromatografijo. PloS¢e nato identificiramo pod UV
lu¢jo in s potapljanjem v raztopino KMnQ,. V vseh vzorcih tako z identifikacijo pod UV lu¢jo kot s
potapljanjem v raztopino KMnQ,4 ugotovimo prisotnost limonena, kar pomeni, da je bila ekstrakcija s
heksanom uspesna.

Slika 26: Neshranjeni vzorci po stresanju s heksanom in vodo. (Lasten vir)

Slika 27: Kromatograma st. 7 in 8 z nanesenim standardom in heksanovimi fazami. (Lasten vir)
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Slika 28: Kromatograma st. 7 in 8 pri identifikaciji pod UV lucjo valovne dolZine 254 nm.
(Lasten vir)

Slika 29: Kromatograma st. 7 in 8 pri identifikaciji pod UV lucjo valovne dolZine 366 nm.
(Lasten vir)

Slika 30: Kromatograma st. 7 in 8 pri identifikaciji s Skroplienjem z raztopino KMnO,. (Lasten
vir)
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3.8.3. Ekstrakcija in kromatografija vzorcev, namenjenih za GC analizo

Ekstrakcijo in stresanje s heksanom in vodo nato ponovimo Se pri vzorcih, namenjenih za plinsko
kromatografijo. V epruvete nalijemo po 4 mL vode, 4 mL heksana in 4 mL vzorca ter stresamo. Ponovno
se tvorita dve fazi, zgornje faze vzorcev pa nato ponovno nanesemo na kromatografsko plosc¢o. Na vsak
kromatogram poleg standarda nanesemo tudi limonen, ki ni 100 % ¢ist. Uporabljamo inventar naveden
v tabeli 32, in kemikalije. navedene v tabeli 33.

Tabela 32: Inventar, uporabljen pri ekstrakciji in kromatografiji vzorcev, namennjenih za GC analizo.

Koli¢ina: | Inventar:

1x kromatografska komora
2 X kromatografska ploscéa
2 X kapalka

/ kapilare

1x ¢asa, 150 mL

1x merilni valj, 25 mL

1x UV — komora

1x susilnik

1x prsilka

1x stojalo za epruvete

Tabela 33: Kemikalije, uporabljene pri ekstrakciji in kromatografiji vzorcev, namennjenih za GC analizo.

Koli¢ina: | Kemikalija:

/ limonen — standard
OROROR

/ limonen - necist

74 mL heksan, > 95 %
SHOO®

2mL etil acetat, > 99,5 %

/ kalijev permanganat, 0,02 M

56 mL destilirana voda

Razpored vzorcev na kromatografski plo$¢i je naveden v tabelah 34 in 35.

Tabela 34: Razpored vzorcev na kromatogramu $t. 9.

B3 C3 C3
Standard | Limonen B1 B2 (zgornja C1 C2 (zgornja | (spodnja
faza) faza) faza)
Tabela 35: Razpored vzorcev na kromatogramu $t. 10.
Standard | Limonen A3* B1* B2* B3* C1* c2* C3*
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Slika 31: Vzorci, namenjeni za GC analizo po stresanju s heksanom in vodo. (Lasten vir)

Slika 32: Kromatograma st. 9 in 10 z nanesenim standardom, necistim limonenom in
heksanovimi fazami. (Lasten vir)

Slika 33: Kromatograma st. 9 in 10 pri identifikaciji pod UV lucjo valovne dolZine 254 nm.
(Lasten vir)
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Slika 34: Kromatograma st. 9 in 10 pri identifikaciji s Skroplienjem z raztopino KMnQ.. (Lasten
vir)

2.9 Plinska kromatografija

Vseh 14 vzorcev, ki so vsebovali limonen, po vseh analizah na koncu analiziramo Se s plinsko

kromatografijo, da bi ugotovili koncentracijo limonena v vzorcih. Ker plinska kromatografija v Soli ni bila

izvedljiva z Mini GC plinskim kromatografom, smo vzorce nesli na Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo

Zalec, za pripravo vzorcev pa smo potrebovali inventar, naveden v tabeli 36.

Tabela 36: Inventar, uporabljen pri pripravi vzorcev za plinsko kromatografijo.

Koli¢ina: | Inventar:

14 x viala, 2 mL

14 x pokrovcek za vialo

1x kles¢e za zapiranje vial
1x klesCe za odpiranje vial
1x stojalo za viale

14 x kapalka

1x ¢asa, 50 mL

Za pripravo vzorcev v vialo, ki jo ozna¢imo s Stevilko, odmerimo po 1 mL zgornje heksanove faze vzorca.

Na vialo namestimo pokrovcek in vialo zaplombiramo s kles¢ami za zapiranje.

Slika 35: Vzorci v vialah, pripravijeni za plinski
kromatograf. (Lasten vir)
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V prilogi sta podana dva vzorca kromatogramov plinske kromatografije, v tabeli 37 pa so prikazani

rezultati plinske kromatografije vzorcev heksanovih faz.

Tabela 37: Masne koncentracije limonena v posameznih vzorcih heksanovih faz.

Paralelka: Vzorec: Koncentracija
limonena:
81 - smola br.<.ez vpliva Iulgadarja 2.0 mg/L
- ekstrakcija s stresanjem z etanolom
B2 - smola br.<.ez vpliva Iulgadarja 1,1 mg/L
- ekstrakcija s stresanjem z acetonom
- smola brez vpliva lubadarja
B . . 162,5 mg/L
3 - ekstrakcija s stresanjem s heksanom 4
c1 - smolaz Yplivom Iubgdarja 0 mg/L
- ekstrakcija s stresanjem z etanolom
o - smolaz Ypllvom Iubgdarja 55,0 mg/L
- ekstrakcija s stresanjem z acetonom
C3 (zgornja - smolaz Yplivom Iubzs_\darja 46,9 mg/L
faza) - ekstrakcija s stresanjem z acetonom
C3 (spodnja - smolaz Ypllvom Iubgdarja 0,7 mg/L
faza) - ekstrakcija s stresanjem z acetonom
- luske storzev
* 0 L
A3 - navadna ekstrakcija s heksanom mg/
B1* - smola brez vpliva .I.ubadarja 3.1 mg/l
- navadna ekstrakcija z etanolom
B2 - smola brez vpliva .I'ubadarja 0 mg/L
- navadna ekstrakcija z acetonom
- smola brez vpliva lubadarja
B3* 0 L
3 - navadna ekstrakcija s heksanom me/
- smola z vplivom lubadarja
1* 8,5 L
¢ - navadna ekstrakcija z etanolom me/
o - smola z vplivom IL.J'badarja 4,5 mg/L
- navadna ekstrakcija z acetonom
C3* - smola z vplivom lubadarja 111,2 mg/L

navadna ekstrakcija s heksanom
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 Ekstrakcija

Pri raziskovalni nalogi dobimo najprej rezultate izkoristkov ekstrakcij.

|zkoristek ekstrakcije

= | e

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Izkoristek ekstrakcije [%]

B heksan Maceton M etanol

Slika 36: Graf, ki prikazuje izkoristke ekstrakcij posameznih vzorcev pri dveh vrstah ekstrakcije s tremi
razlicnimi topili.
Glede na izkoristke ekstrakciji ne moremo sklepati na nadaljnjo vsebnost limonena v vzorcih, saj je v
ekstraktu poleg limonena veliko tudi drugih terpenov, ki so sestavine rastlinskih smol. Iz grafa lahko
razberemo, da je pri vecini vzorcev najprimernejse topilo za ekstrakcijo aceton, razen pri vzorcih Ain C,
najvedji izkoristek ekstrakcije pa pridobimo iz vzorca smole brez vpliva lubadarja pri ekstrakciji s
stresanjem.

4.2 Tankoplastna kromatografija

Pri vseh paralelkah tankoplastne kromatografije smo ugotavljali prisotnost limonena v vzorcih. Pri prvi
paralelki kromatografije z laboratorijskim limonenom, Cistost limonena sicer ni bila pomembna, ker pa
so se pri identifikaciji pod UV lu¢jo pojavile tri lise, smo zaradi kontrole naredili Se drugo paralelko
kromatografije s Cistim standardom limonena. Prisli smo do rezultatov, podanih v tabelah 37 in 38.
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Tabela 38: Prisotnost limonena v posameznih vzorcih pri ekstrakciji s stresanjem.

Paralelka: Vsebmost limonena:
Al limonen NI prisoten
A2 limonen NI prisoten
A3 limonen NI prisoten
B1 limonen JE prisoten
B2 limonen JE prisoten
B3 (zgornja faza) limonen JE prisoten
B3 (spodnja faza) limonen NI prisoten
C1 limonen JE prisoten
C2 limonen JE prisoten
C3 (zgornja faza) limonen JE prisoten
C3 (spodnja faza) limonen JE prisoten

Tabela 39: Prisotnost limonena v posameznih vzorcih pri navadni ekstrakciji.

Paralelka: Vsebmost limonena:
Al* limonen NI prisoten
A2* limonen NI prisoten
A3* limonen JE prisoten
B1* limonen JE prisoten
B2* limonen JE prisoten
B3* limonen JE prisoten
c1* limonen JE prisoten
Cc2* limonen JE prisoten
C3* limonen JE prisoten

Iz teh rezultatov sklepamo, da je limonen prisoten v vzorcih smole brez vpliva lubadarja in v vzorcih

smole pod vplivom lubadarja, medtem ko ga v vzorcih storzev ni.

Potrebno je poudariti, da je ekstrakcija ucinkovitejsa, ¢e povecamo ekstrakcijsko povrsino, kar smo storili
pri drugi paralelki storzev. Pokazalo se je, da je v enem od treh vzorcev storzev limonen, kljub temu da

ga pri prvi paralelki ni bilo zaznati.

V vzorcih, v katerih je bil imonen prisoten, smo nato izvedli $e stresanje s heksanom in vodo ter ponovno
preverili vsebnost limonena. Prisli smo do ugotovitev, da je v vseh 14 vzorcih limonen prisoten tudi po
stresanju s heksanom in vodo v heksanovi fazi.

4.3 Plinska kromatografija

Vzorce, ki so po stresanju s heksanom in vodo Se vedno vsebovali limonen, smo nato analizirali s plinsko
kromatografijo; za pomo¢ smo prosili Inititut za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec, dobili pa smo

naslednje rezultate:

40



Koncentracija limonena
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Slika 37: Graf, ki prikazuje koncentracije limonena v posameznih vzorcih.
Privzorcih C1, A3* in B2* kromatograf ni zaznal komponent limonena, medtem ko je bila pri vzorcu B3*
koncentracija limonena izven obmocja meritve.
43.1 Primerjava koncentracije limonena z vrsto ekstrakcije

Primerjamo rezultate plinske kromatografije glede na vrsto ekstrakcije. Povprecna koncentracija
limonena v vzorcih, ekstrahiranih po postopku ekstrakcije s stresanjem, in povpre¢na koncentracija
limonena v vzorcih, ekstrahiranih z navadno ekstrakcijo, je prikazana v tabeli 40.

Tabela 40: Povprecne koncentracije limonena v vzorcih, glede na vrsto ekstrakcije.

Vrsta ekstrakcije: Povpre¢na koncentracija limonena:
Ekstrakcija s stresanjem | 38,314 mg/L
Navadna ekstrakcija 18,185 mg/L

Iz podatkov lahko razberemo, da je bila uspesnejsa ekstrakcija s stresanjem. Opazimo, da je v povprecju
ekstrakcija s stresanjem za 52 % uspesnejsa, do tega je prislo najverjetneje zaradi tehtanja vzorcev. Pri
ekstrakciji s stresanjem smo zatehtali res Cisto smolo, medtem ko smo za navadno ekstrakcijo, ker je
smole Ze primanjkovalo, zatehtali malo manj Cisto.

4.3.2 Primerjava koncentracije limonena z vrsto topila

Primerjamo rezultate plinske kromatografije glede na vrsto ekstrakcijskega topila. Povprecne
koncentracije limonena v vzorcih, ekstrahiranih z etanolom, acetonom oz. heksanom, so prikazane v
tabeli 41.

Tabela 41: Povprecne koncentracije limonena v vzorcih glede na vrsto ekstrakcijskega topila.

Vrsta ekstrakcijskega topila: | Povprecna koncentracija limonena:
Etanol 3,4 mg/L

Aceton 15,15 mg/L

Heksan 53,55 mg/L
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Iz podatkov povprecnih koncentracij razberemo, da je bila najuspe$nejsa ekstrakcija s heksanom,

medtem ko je bila ekstrakcija z etanolom najmanj uspesna. Razlog je najverjetneje tudi v tem, da je

aceton manj polaren kot etanol, heksan pa je izmed vseh treh topil najmanj polaren, zato se limonen v

njem najbolje topi.

4.3.3Primerjava koncentracije limonena z vrsto vzorca

Primerjamo rezultate plinske kromatografije glede na vrsto vzorca. Povprecne koncentracije limonena

v vzorcih storZev, smole brez vpliva lubadarja in smole z vplivom lubadarja so prikazane v tabeli 42.

Tabela 42: Povprecne koncentracije limonena v vzorcih glede na njihovo vrsto.

Vrsta ekstrakcijskega topila:

Povprecna koncentracija limonena:

Storizi 0 mg/L
Smola brez vpliva lubadarja | 28,11 mg/L
Smola z vplivom lubadarja 32,40 mg/L

Iz podatkov povprecnih koncentracij lahko razberemo, da je vsebnost limonena najvecja v vzorcih smole

pod vplivom lubadarja, manjSa povprecna koncentracija je v vzorcih smole brez vpliva lubadarja,

medtem ko je pri vzorcih storzev vsebnost limonena 0.

42



5 ZAKUUCEK

Pri raziskovanju smo si zastavili dve hipotezi:

1. Koncentracija limonena bo vecja v vzorcih smole smreke, ki je bila napadena z lubadarjem.
2. Koncentracija limonena bo najvecja pri ekstrakciji s heksanom.

Prvo hipotezo lahko potrdimo, saj je bila povprec¢na koncentracija limonena v vzorcih smole smreke,
napadene z lubadarjem, vecja od povprecnih koncentracij limonena v vzorcih storzev in v vzorcih smole

smreke brez vpliva lubadarja.

Drugo hipotezo lahko prav tako potrdimo, ker je bila povprecna koncentracija limonena pri ekstrakciji s

heksanom najvedja.

Potrjujemo tudi ugotovitve virov drugih avtorjev, ki navajajo, da je vsebnost limonena vecja v smoli tistih
smrek, ki so bile napadene z lubadarjem: »Povecano prisotnost limonena v smoli je zaznati na obmodjih,
kjer je vec¢ lubadarja.«® in »Vedji deleZ limonena je tako v smoli zaznati na podrodjih, kjer je bolj

razmnoZen lubadar. «’

8 http://www.saljic.si/sestavine/limonene
Vir: http://hr.smrekovit.com/en/blog/8-blog/6-limonen

43



6 PRILOGE

Zatehtane mase izparilnic, mase ekstraktov za susenje, mase izparilnic s suSino, paralelk 1 in 2, iz katerih
smo izracunali povprecne mase, so podane v tabeli 39.

Tabela 43: Mase izparilnic, ekstraktov za susenje in izparilnic s susino.

Paralelka: Masa izparilnice: Masa ekstrakta za susenje: Masa izparilnice s susino:
/ 1 2 1 2 1 2
Al 84,60 g 89,18 g 2,03g 2,00g 84,63 g 89,18 g
A2 90,52 g 96,45 g 2,00g 201g 90,55 g 96,49 g
A3 97,16 g 89,18 g 1,05¢g 1,10 g 97,16 g 89,19¢g
B1 84,64 g 90,49 g 2,03 g 2,01g 85,34 g 9121¢g
B2 89,17 g 96,47 g 2,04g 2,00g 90,46 g 97,65 g
B3 97,17 g 89,20 ¢ 2,08¢g 2,09g 98,09 g 90,01¢g
C1 96,48 g 89,18 g 2,00g 201g 97,13 g 89,85 g
Cc2 84,59 g 90,50 ¢ 2,08¢g 201g 85,15¢g 91,05g
C3 97,22 g 89,23 g 1,00g 1,00 g 97,59 g 89,58 g
AL* 97,18 g 89,17 g 2,06¢g 2,10g 97,24 ¢ 89,20 g
A2* 89,19g 90,50 ¢ 2,05g 2,11g 89,25 g 90,55 g
A3* 95,14 g 97,14 g 2,20g 2,18¢g 95,14 g 97,18 g
B1* 91,77 g 85,99 ¢ 2,06g 2,02¢g 92,50 g 86,71g
B2* 107,61¢g 93,30 g 2,25¢g 2,28¢ 108,54 g 94,24 g
B3* 176,62 g 17498 ¢g 2,06¢g 2,17 g 177,38 g 175,79 g
C1* 175,26 g 177,27 g 2,14 ¢ 2,228 175,64 g 177,67 g
C2* 89,20¢g 89,18 ¢ 2,12 g 2,15¢ 89,93 g 89,94 g
C3* 90,49 ¢g 97,16 ¢ 2,03g 2,14¢g 90,70 g 97,40 g
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Kromatograma plinske kromatografije vzorcev.
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Slika 38: Kromatogram plinske kromatografije vzorcev st. 1. (vir: Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo
Zalec)
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Slika 39: Kromatogram plinske kromatografije vzorcev st. 2. (vir: Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo
Zalec)
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IZJAVA*

Mentorica, Mojca DROFENIK CERCEK, v skladu z 2. in 17. &lenom Pravilnika raziskovalne
dejavnosti »Mladi za Celje« Mestne ob¢ine Celje, zagotavljam, da je v raziskovalni nalogi
naslovom

EKSTRAKCIJA LIMONENA IZ STORZEV IN SMOLE SMREKE, ANALIZA
PRODUKTOV TER OPREDELITEV VPLIVA LUBADARJA NA VSEBNOST LIMONENA,
katere avtor je Tomi VAVDI:

- besedilo v tiskani in elektronski obliki istovetno,

- pri raziskovanju uporabljeno gradivo navedeno v seznamu uporabljene literature,

- daje za objavo fotografij v nalogi pridobljeno avtorjevo (-i¢ino) dovoljenje in je
hranjeno v Solskem arhivu;

- da sme Osrednja knjiznica Celje objaviti raziskovalno nalogo v polnem besedilu na
spletnih portalih z navedbo, da je raziskovalna naloga nastala v okviru projekta
Mladi za Celje,

- da je raziskovalno nalogo dovoljeno uporabiti za izobraZevalne in raziskovalne namene s
povzemanjem misli, idej, konceptov oziroma besedil iz naloge ob upostevanju avtorstva
in korektnem citiranju,

- da smo seznanjeni z razpisni pogoji projekta Mladi za Celje.

SOLSKI CENTER CEL.

SREDNJA SOLA Z
v ELEKTROTEHNIKO IN RA NIET
Celje, 14.3.2016 Zig Sole ola 3000 CELIE, Fot na Lavo 2:

1

Podpis mentorja(-ice)

OlsD. €.

Podpis odgovorne osebe

* POJASNILO

V skladu z 2. in 17. ¢lenom Pravilnika raziskovalne dejavnosti »Mladi za Celje« Mestne
obgine Celje je potrebno podpisano izjavo mentorja(-ice) in odgovorne osebe Sole vkljuciti v
izvod za knjiZnico, dovoljenje za objavo avtorja(-ice) fotografskega gradiva, katerega ni
avtor(-ica) raziskovalne naloge, pa hrani $ola v svojem arhivu.
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