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POVZETEK

Olj¢ni listi so stranski produkt obiranja ter obrezovanja oljk in tako predstavljajo poceni ter
zavzema sekoiridoid oleuropein, ki mu pripisujejo Stevilne zdravilne u¢inke. Cilj magistrske
naloge je bil dolociti vsebnost oleuropeina v ekstraktih olj¢nih listov, ki so bili pridobljeni z
ekstrakcijo s superkriti¢cnim CO, in na ta na¢in ovrednotiti primernost metode v primerjavi
s klasi¢nimi metodami ekstrakcij. Dobili smo 7 ekstraktov olj¢nih listov, izmed Katerih jih
je bilo 5 pridobljenih s superkriticnim CO2, preostala 2 pa z maceracijo v etanolu. Najprej
smo razvili ustrezni metodi reverznofazne kromatografije visoke lo¢ljivosti (HPLC). S prvo
smo na podlagi dostopnih standardov identificirali pomembnejSe v ekstraktih prisotne
(poli)fenolne spojine, z drugo pa dolocili delez oleuropeina v ekstraktih. Nazadnje smo jim
izmerili Se antioksidativno kapaciteto z uporabo dveh testov, z metodo redukcije radikala
DPPH®* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) in s pomo¢jo kolorimetri¢nega Folin-Ciocalteujevega
reagenta.

S primerjanjem retencijskih ¢asov vrhov standardnih spojin z retencijskimi ¢asi vrhov na
kromatogramih vzorcev smo v ekstraktih identificirali Stevilne fenolne spojine, vendar pa so
imeli ekstrakti pridobljeni s supekriticno fluidno ekstrakcijo (SFE) manj$i nabor fenolnih
oleuropeina sta vsebovala ekstrakta, ki sta bila pridobljena z maceracijo (16,9 % m/min 15,2
% m/m), deleZ oleuropeina v ekstraktih pridobljenih s SFE pa ni presegel 4,4 % m/m.
PrecejSen delez oleuropeina (4,9 % m/m) smo nasli tudi v rastlinskemu materialu, ki je ostal
po koncani ekstrakciji s superkritiénim COg, kar kaze na slab izkoristek ekstrakcije. Skladne
rezultate smo dobili pri testiranju antioksidativne kapacitete. Rezultati obeh testov so
pokazali, da imajo najvisjo antioksidativno aktivnost ekstrakti pridobljeni z maceracijo, ki
je bila tudi do trikrat visja kot pri ekstraktih pridobljenih s SFE. Zakljucili smo, da je
ekstrakcija s supekriticnim CO2 manj primerna metoda za ekstrakcijo fenolnih spojin iz
olj¢nih listov, saj so taksni ekstrakti vsebovali le malo (poli)fenolov, imeli so nizke vrednosti
oleuropeina, ki ne dosegajo zahtev iz Evropske farmakopeje, hkrati pa so izkazovali slabse

antioksidativne lastnosti.

KLJUCNE BESEDE: olj¢ni listi, oleuropein, polifenoli, superkriti¢ni CO2, HPLC
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ABSTRACT

Because olive leaves are a by-product obtained from pruning of olive trees and harvesting
olives, they represent a cheap and renewable plant resource. They are rich in many bioactive
(poly)phenols, with secoiridoid oleuropein being the main active constituent. It is also
known to be responsible for many beneficial effects on human health. Our aim was to
determine the yields of oleuropein in extracts from olive leaves obtained by supercritical
CO. extraction and to assess the suitability of this process in comparison to classical
extraction methods. We had obtained 7 olive leaf extracts. 5 of them were obtained by
supercritical fluid extraction (SFE) and 2 by ethanol maceration. Firstly we developed
suitable RP-HPLC methods for quantitation of oleuropein and for identification of any other
major co-extracted phenolic compounds. Furthermore, we determined extracts’ antioxidant
capacity by performing DPPH* (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) reduction assay and by
using colorimetric Folin-Ciocalteu’s phenol reagent.

After comparing retention times of peaks of standard compounds to those on the
chromatograms of our samples we were able to identify several phenolic compounds in our
samples. However, the extracts from SFE had a poorer phenolic profile, with two of the
extracts almost without any phenolic compounds. Moreover, the highest content of
oleuropein was found in the two extracts obtained by maceration (16.9 and 15.2 % wiw),
while the oleuropein content in SFE extracts did not exceed 4.4 % w/w. A significant amount
of oleuropein (4.9 % w/w) was also found in the plant residue after SFE had been completed,
which suggests a poor extraction. We acquired similar results from testing extracts’
antioxidant capacity. Results of both assays showed that the extracts obtained by maceration
had the capacity as much as threefold higher than the extracts produced by SFE. We
concluded that supercritical CO- extraction is a less suitable procedure for the extraction of
phenolic compounds from olive leaves, due to a much lower oleuropein yield which does
not meet the requirements of the European pharmacopoeia, overall poorer phenolic profile

and a much lower antioxidant capacity of such extracts.

KEYWORDS: olive leaves, oleuropein, polyphenols, supercritical CO2, HPLC
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SEZNAM OKRAJSAV
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1. UVOD

1.1. OLJKA

Oljka (Olea europaea) je vednozeleno drevo, ki ga uvrs¢amo v druzino oljkovk (Oleaceac),
kamor med drugim spadajo tudi rodovi forzicije, jasmina in $panskega bezga (1). Ob¢utljiva
je na nizke temperature, zato najbolje uspeva na son¢nih rastiséih Sredozemlja z apnencasto
zemljo. Ima ozke srebrnozelene liste in majhne plodove (2). Je tradicionalna rastlina, ki je
izredno dolgoziva in lahko doseze starost nekaj sto let (3). Njena uporaba je mocno
prepletena s ¢lovesko zgodovino. Skoznjo je oljka postala simbol izobilja, slave in miru.
Uporaba oljke v zdravstvene namene sega v stari Egipt, veckrat pa jo kot zdravilno rastlino
omenjajo tudi v Bibliji (1, 4).

Z razvojem sredozemskih civilizacij v antiki se je pricela kultivacija oljk, njeni izdelki pa so
kmalu prisli v vsakodnevno uporabo prebivalcev mediteranskih obmocij. Tudi danes je
98 % vseh olj¢nih dreves posajenih v sredozemskih drzavah. Tam ¢aj iz olj¢nih listov Ze vec
stoletij uporabljali kot tradicionalno zdravilo proti prehladu, vro¢ini in kaslju (1, 4). Uporaba
olivnega olja, ki je eden glavnih izdelkov iz oljk, pa je Ze zdavnaj presla lokalne meje
Sredozemlja in ga danes v prehrani uporabljajo po celem svetu. Da igra olivno olje
pomembno vlogo v naSih Zivljenjih, potrjuje tudi dejstvo, da je v Evropski uniji kvaliteta
deviSkega olivnega olja zascCitena s strogimi predpisi, ki dolocajo njegove dovoljene lastnosti

).

1.1.1. OLJKA KOT RASTLINSKA DROGA

Kot rastlinska droga se najpogosteje uporabljajo plodovi oziroma olive (Oleae fructus) in
listi (Oleae folium). Manjsi delez obranih oliv se konzervira in sluzi v prehranske namene,
vedji delez pa se uporabi kot surovina pri izdelavi olivnega olja. Njegova uporaba je danes
zelo razsirjena, saj ga ne koristimo le v prehrani, ampak tudi kot sestavino farmacevtskih in
kozmeti¢nih izdelkov (3, 6).

Olj¢ni listi so stranski produkt, ki nastane ob obiranju oliv. Predstavljajo priblizno 5-10 %
mase oliv, ki jih po obiranju pripeljejo na mletje. Ob obrezovanju enega oljcnega drevesa pa
pridobimo priblizno 25 kg listov. So cenovno ugodna, ekonomiéna in obnovljiva izhodna
surovina za kozmeti¢no, prehrambno in farmacevtsko industrijo. Zaradi svoje bogate
kemijske sestave so bili olj¢ni listi in njihovi ekstrakti v zadnjih letih predmet Stevilnih

znanstvenih raziskav, ki so se osredotocale na njihove potencialne u¢inke na zdravje (1, 4).
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1.1.2. KEMIJSKA SESTAVA OLIV IN OLJCNIH LISTOV

Kemijska sestava posameznih delov rastlin se med seboj razlikuje. Sestava sveze obranih
olj¢nih listov in plodov je zbrana v Preglednici I. Voda predstavlja priblizno polovico mase
tako lista kot plodu oljke. Pomemben sestavni del plodu pa so lipidi, ki se nahajajo predvsem
v semenu in v mesnatem delu plodov. Med zorenjem v plodu narasc¢a delez lipidov in pada
delez ogljikovih hidratov. Vecinski del lipidov zavzemajo trigliceridi, manjSega pa proste
mascéobne kisline, skvalen in steroli. Oleinska kislina predstavlja priblizno 80 % delez vseh
mascobnih kislin v trigliceridih, sledijo ji palmitinska (8-15 %), linolna (5-12 %) in
stearinska kislina (2—4 %) (3, 6, 7).

Delez lipofilnih spojin v olj¢énih listih je majhen. Vsebujejo predvsem nasicene
ogljikovodike, terpenske derivate, tokoferole, trigliceride, linearne alkohole in nekaj prostih
mascobnih kislin (1).

Preglednica I: Sestava svezZih olj¢nih listov in plodov (6)

(%) Voda Proteini Lipidi Ostanek Ogljikovi
(minerali) hidrati
Plod 50,0 1,6 22,0 1,5 24,9
Olj¢ni listi 49,8 7,6 1,1 4,5 37,1

1.1.2.1. Fenolne spojine

Drugi pomemben sestavni del oliv in olj¢nih listov so fenolne spojine. Najdemo jih v vseh
aromo in ga hkrati §¢itijo pred oksidacijo (6). Gre za najvecjo in zelo raznoliko zbirko
rastlinskih sekundarnih metabolitov, ki sluzijo kot obramba proti mikroorganizmom in
ultravioli¢nim (UV) zarkom (1). Kemijsko so sestavljene iz vsaj enega aromatskega obroca,
na katerega je vezana vsaj ena hidroksilna skupina (9). Nabor (poli)fenolov v rastlini je
odvisen od S$tevilnih spremenljivk, kot so sorta, izvor in lega rastline, podnebje ter Cas
obiranja (4).

Glavne fenolne spojine, ki jih najdemo v olivah in olj¢nih listih so sekoiridoidi (oleuropein),
flavoni (luteolin), flavanoli (rutin) ter preprostejsi fenolni alkoholi (hidroksitirozol) in
kisline (p-kumarna kislina) (1, 4). V naravi se mnoge fenolne spojine pojavljajo v obliki
glikozidov. Taks$na oblika je vodotopna, sladkorni del pa so lahko mono-, di- ali trisaharidi

glukoze, galaktoze, aloze, apioze, arabinoze, ramnoze, ksiloze, glukoronske ali
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galakturonske kisline (9). Strukturne formule nastetih tipi¢nih fenolnih spojin so zbrane v
preglednici v Dodatku na koncu naloge.

(Poli)fenoli v in vitro izkazujejo Sirok spekter pozitivnih bioloskih u¢inkov pri boleznih
hipertenzije, sr¢no-zilnih boleznih, diabetesu ter pri revmati¢nih in rakavih boleznih. Ne
glede na to, da so lastnosti dokazane v in vitro pogojih, je pravih klini¢nih raziskav, ki bi
preucevale resni¢no terapevtsko uéinkovitost fenolnih spojin, malo (9).

Zelo dobro so raziskane njihove antioksidativne lastnosti. Zaradi reakcije s peroksilnim
radikalom prekinejo reakcijo verizne lipidne peroksidacije. Reagirajo tudi z drugimi
reaktivnimi kisikovimi (ROS), dusikovimi (RNS) ali Zveplovimi (RSS) zvrstmi, kot so OH®,
NO2°, N2O3, ONOOH in HOCI. Pri tem igra klju¢no vlogo fenolna skupina, ki ponudi
vodikov atom ali elektron. Ariloksilni radikal, ki nastane, je zaradi delokalizacije
nesparjenega elektrona precej stabilen in ima prenizek redoks potencial, da bi lahko sam
sprozil nadaljnjo reakcijo. Fenoksilni radikali pa lahko reagirajo naprej Se z drugim
peroksilnim radikalom, ki se lahko na aromatski obro¢ veze na para ali orto mesto. Na
antioksidativno kapaciteto fenolnih spojin moc¢no vpliva lega dodatnih hidroksilnih skupin.
Najbolj reaktivni predstavniki so orto substituirani (kateholi), sledijo jim tisti s substitucijo
na para mestu (hidrokinoni), meta substitucija pa reaktivnost zmanjsa, zato imajo rezorcinoli
zelo slabo antioksidativno aktivnost. Rastlinski (poli)fenoli imajo hidroksilne skupine
pogosto glikozilirane ali metilirane, kar zmanj$a antioksidativno aktivnost. Na sploh se
reaktivnost strukturno podobnih flavonov in flavanonov s peroksilnim radikalom veca z
naraS$¢anjem hidroksilnih skupin v molekuli. Delni razlog za to je, da z naraS€¢anjem Stevila
-OH skupin, nara¢a tudi sposobnost keliranja kovinskih ionov, predvsem Fe?* in Cu*, kar

dodatno prispeva k antioksidativni kapaciteti (10).

1.1.2.2.  Oleuropein
Oleuropein je najsirSe zastopana fenolna spojina tako v olj¢nih listih kot tudi v olivah. Spada
v skupino sekoiridoidov, ki so produkti sekundarnega metabolizma terpenov. Kljub temu da
so flavonoidi in druge fenolne spojine pogosti v Stevilnih rastlinah, se oleozidi, kamor spada
oleuropein, pojavljajo izklju¢no v druzini oljkovk. Imajo znacilen oleozidni skelet, ki izvira
iz elenolne kisline in njenih derivatov. Predstavljena je na Sliki 2. Poleg oleuropeina med

njih uvrs¢amo tudi ligostrid in demetil oleuropein (1, 6, 8).
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OH

OH

H,CO

Slika 1: Oleuropein Slika 2: Elenolna kislina

Oleuropein je ester hidroksitirozola in elenolne kisline. Ve¢inoma se pojavlja v glikozilirani
obliki, zato je polaren ter dobro topen v vodi in etanolu, v olivnemu olju pa ga iz istega
razloga ne najdemo v vecjih koli¢inah (1).

V mladih, nedozorelih olivah lahko koncentracije oleuropeina dosezejo do 140 mg/g suhe
teze, v listih pa med 60 in 90 mg/g suhe teze. Najvecja vsebnost oleuropeina je v mladih,
svezih plodovih, zato imajo mlade olive zelo grenak okus (11). Njegova koncentracija z
zorenjem oliv upada. Medtem ko zelene olive Se vsebujejo oleuropein, je v ¢rnih olivah
prisoten le v minimalnih koncentracijah ali pa ga sploh ni. Skladno z upadom koncentracije
oleuropeina, v olivah nara$Cata koncentraciji hidroksitirozola in elenolne Kkisline, ki
nastaneta kot posledica hidrolize oleuropeina zaradi povecane aktivnosti esteraz med

zorenjem (8).

1.1.3.  UCINKI OLJCNIH EKSTRAKTOV NA ZDRAVJE

Poleg ze omenjenega antioksidativnega delovanja s fenolnimi spojinami bogatih ekstraktov
Vv in vitro pogojih imajo ti tudi druge pozitivne ucinke na zdravje. Bili naj bi predvsem
posledica fenolnih in, po nekaterih raziskavah, tudi triterpenskih spojin v ekstraktih (4).

Dobro raziskani so njihovi ucinki na sréno-zilni sistem. V raziskavi, ki so jo raziskovalci
izvajali na vrsti podgan, ki je obcutljiva na sol in odporna na inzulin, so odkrili, da
nezdravljene podgane spontano razvijejo hipertenzijo, tahikardijo, so hiperglikemicne,
imajo moc¢no povisan skupni holesterol in skoraj Stirikrat zviSan LDL ter trigliceride. Po
Sestih tednih zdravljenja z ekstrakti iz olj¢nih listov iz razli¢nih sort oljk so se vsi bioloski
parametri skoraj povsem normalizirali. Preprecili so razvoj hude hipertenzije, ateroskleroze

in izboljsali odziv na inzulin (4).
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Do podobnih zakljuckov so prisli pri raziskavi, kjer so laboratorijske zajce hranili s hrano,
ki je bila bogata z olivnim oljem in oleuropeinom. Ugotovili so, da dodajanje oleuropeina
hrani zmanj$a nivoje celokupnega in zaestrenega holesterola v plazmi (8).

Predvsem oleuropein naj bi bil v ekstraktih nosilec hipoglikemi¢nih u¢inkov. Temu v prid
govori tudi Studija, v kateri so zajcem, ki so jim diabetes povzrocili z aloksanom, 16 tednov
dajali oleuropein v odmerku 20 mg na kg telesne mase. Zdravljeni zajci so imeli po 8 tednih
signifikantno niZjo krvno koncentracijo glukoze v primerjavi s kontrolno skupino
diabeti¢nih zajcev, ki so imeli poviSane nivoje glukoze skozi celotne raziskave. Rezultat
kaze, da bi lahko bil oleuropein uporaben tako pri preventivi zapletov diabetesa, ki so
posledica oksidativnega stresa, kot tudi pri zdravljenju hiperglikemije (4).

Ekstrakti izkazujejo tudi protivnetne lastnosti. Predvsem v in vitro studijah so med drugim
raziskovalci dokazali, da oleuropein zavira lipooksigenazo, poveca izdelavo dusikovega
oksida v makrofagih, modulira signalne poti, kjer sodelujeta NF-« B in MAPK, in zavira
vnetje, tako da zmanjsa izrazanje encima COX-2 (4, 8, 12). Poleg omenjenih u¢inkov lahko
v literaturi zasledimo tudi protimikrobne, protiglivi¢ne, protivirusne in protitumorne ucinke
ekstraktov iz olj¢nih listov, omenja pa se tudi uporaba v kozmeti¢ni industriji, kjer bi fenolne
spojine iz ekstraktov delovale kot lovilci prostih radikalov na kozi (8).

Kljub temu da vecino koristnih u¢inkov na zdravje raziskovalci pripisujejo oleuropeinu, so
ucinki zgolj ene izolirane substance omejeni. Bolje delujejo celoviti ekstrakti, saj ti vsebujejo
Se druge fenolne spojine in imajo zaradi sinergisti¢nega delovanja mo¢nejsi ucinek, kot bi

ga imela zgolj ena sama substanca (1).

1.1.3.1. Bioloska uporabnost ekstraktov

Mehanizmi absorpcije fenolnih spojin niso jasni. Oleuropein je velika polarna molekula, za
katere ni znacilna dobra absorpcija, planarna konfiguracija molekule pa jo se dodatno otezi.
Ker je oleuropein glukozid, najverjetneje interagira s transporterjem za glukozo SGLT1 in
se delno absorbira na ta nacin, ¢revesne glikozidaze pa ga najbrz obsezno hidrolizirajo (4,
10).

Klini¢nih Studij, ki bi se ukvarjale z biolosko uporabnostjo ekstraktov iz olj¢nih listov in z
mehanizmi absorpcije, je malo. Studije predpostavljajo, da se oleuropein in njemu podobni
oleozidi hidrolizirajo v duodenumu, saj se konjugirani derivati hidroksitirozola v plazmi
pojavijo Ze 30 minut po zauzitju ekstraktov. Ker se v plazmi pojavi tudi neglikozilirana

oblika oleuropeina, to potrjuje, da hidroliza ne poteCe popolnoma. Absorbirane fenolne
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spojine se v telesu porazdelijo med Stevilna tkiva, kjer se Se naprej obsezno metabolizirajo,
tako da se konjugirajo z glukuronsko kislino, se sulfonirajo ali metilirajo (13). Taksni
konjugati imajo precej spremenjene bioloSke ucinke, kot je na primer nizja antioksidativna
aktivnost, in jih ne smemo enaciti s prvotnimi spojinami. (Poli)fenoli se v telesu obnasajo
kot ksenobiotiki. Po vnosu se obsezno metabolizirajo in posledi¢no hitro izlo¢ijo iz
organizma. Koncentracija konjugiranih (poli)fenolov lahko v telesu doseze mikromolarne
koncentracije, nekonjugirane oblike pa so v nanomolarnem obmoc¢ju. Zaradi tako nizkih
koncentracij (poli)fenoli v organizmu najverjetneje nimajo znatnega neposrednega
antioksidativnega ucinka, vendar pa novejSe Studije kazejo, da delujejo predvsem kot
signalne molekule in vplivajo na zviSanje delovanja Stevilnih endogenih antioksidativnih

encimov (10).

1.2. METODE PRIDOBIVANJA RASTLINSKIH EKSTRAKTOV

Vsak rastlinski material, ki lahko sluzi kot surovina za pridobivanje ekstraktov, je edinstven,
zato jih je potrebno obravnavati posami¢no in celovito glede na njihove lastnosti. Te se
namre¢ ne razlikujejo le med razli¢nimi vrstami rastlin, ampak celo med razliénimi sortami
enake vrste (14). Da je rastlinski material primeren za ekstrakcijo, ga je pred tem potrebno
ustrezno predelati z uporabo razli¢nih tehnoloskih postopkov, kot so mletje, drobljenje,
suSenje in homogenizacija. Ucinkovitost ekstrakcije in sestava kon¢nega ekstrakta sta
mocno odvisna od naStetih postopkov; na primer suSenje z liofilizacijo v rastlinski drogi
ohrani vi§ji delez fenolnih spojin kot suSenje na zraku (15).

Ekstrakcija je proces, s katerim zelimo z uporabo topil lo¢iti topne fitokemikalije od
njihovega rastlinskega matriksa. Ker gre za kljucen korak pri izolaciji aktivnih rastlinskih
spojin, je izbor ustrezne metode ekstrakcije izjemno pomemben in temelji na kemijski
sestavi rastlinske droge. Cas, temperatura in pH ekstrakcije, izbor topila, razmerje
droga/topilo in Stevilo ponovitev ekstrakcije so bistveni parametri, ki vplivajo na njen
izkoristek. Za odstranjevanje neZelenih spojin pa so v€asih po koncu procesa potrebni se
dodatni koraki (15,16). Tradicionalne metode ekstrakcije, kot je maceracija, v zadnjih letih
nadomescajo modernejse in okolju bolj prijazne metode, kot so ekstrakcija s superkriticnimi
fluidi (SFE), tekocinska ekstrakcija pod visokim tlakom (PLE), ekstrakcija z uporabo
ultrazvoka (USE) in ekstrakcija z uporabo mikrovalov (MAE) (17).
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1.2.1. TRADICIONALNE METODE EKSTRAKCIJ

Ekstrakcije tipa tekoce-tekoce in trdno-tekoce se danes Se vedno najpogosteje uporabljajo
(15). Mednje uvrs¢amo relativno preproste metode, kot so maceracija, perkolacija,
dekokcija, infuzija in destilacija z vodno paro (17). So Siroko uporabne, preproste za uporabo
in ucinkovite. Vkljucujejo uporabo razli¢nih organskih topil, kot so etanol ali metanol,
aceton, dietil eter in etilacetat. Ta so lahko Cista ali pa razred¢ena z vodo v razli¢nih
razmerjih. l1zkoristek ekstrakcije je odvisen od karakteristik uporabljenega topila. Tako je na
primer metanol dobro topilo za ekstrakcijo preprostih polifenolov z niZjo molekulsko maso,
uporaba acetona pa je bolj primerna za ekstrakcijo flavanolov, katerih molekulska masa je
visja (15).

Tradicionalne tehnike porabijo velike koli¢ine organskih topil, ki predstavljajo nevarnost za
zdravje in hkrati onesnazujejo okolje. Po koncani ekstrakciji pa so topila lahko $e vedno
naravovarstvenih zakonov in narasc¢ajocih cen organskih topil se klasi¢ne metode v zadnjih

letih pocasi umikajo novejsim, alternativnim metodam (15, 17).

1.2.2. EKSTRAKCIJE S SUPERKRITICNIMI FLUIDI (SFE)

Zanimanje za supekriticne tekocine, ki bi se lahko uporabile kot nadomestna topila pri
ekstrakcijah fitokemikalij, je zacelo narascati v drugi polovici 20. stoletja. Postopek je
predstavljal novo metodo, s katero bi lahko ekstrakcije izvajali pri skoraj sobni temperaturi
in tako preprecili razgradnjo termolabilnih spojin v rastlinski drogi. Taksni ekstrakti so tudi
mikrobiolo§ko ¢Cisti in ne vsebujejo rezidualnih topil. Kljub temu ima postopek nekaj
slabosti. Oprema je draga, saj je tehnolosko napredna, delo pa zato zahteva veliko
tehni¢nega znanja ter poteka ob napravi z visokimi tlaki, ki je potencialno lahko nevarna. Po
vec kot dvajsetih letih raziskovanja je danes SFE dobro uveljavljen in raziskan postopek, ki
se uporablja v proizvodnji velikega obsega v prehrambni, farmacevtski in kozmeti¢ni
industriji (18, 20).

1.2.2.1.  Superkriti¢ni fluidi
Tekocina (fluid) doseze superkriti¢no stanje, ko preseze kriticno tocko, oziroma preseze tako
kriti¢éni tlak (P¢) Kot tudi kriticno temperaturo (T¢). Medtem ko lahko temperatura preseze
kriti¢no le do razmerja 1,3, je lahko tlak poljubno visok, kolikor dopuscajo tehnoloske meje.
Kljub temu da je lahko katerakoli teko¢ina v superkriticnem stanju, se kot topila uporabljajo

le tiste tekocine, ki imajo kritiéno temperaturo v blizini sobne temperature. Poleg nastetega
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topila ne smejo biti toksi¢na ali nevarna za okolje. Primer ustreznega topila je ogljikov
dioksid (CO2) (18).

Superkriti¢ni pogoji

Tekoca faza

ki Trdna faza

Plinasta faza

TEMPERATURA

Slika 3: Fazni diagram

Topnost topljenca je odvisha od pogojev pri Katerih izvajamo ekstrakcijo. Lahko jo zapisemo

z naslednjo enacbo (18).

s= p%exp (? +¢) 1)

S - topnost topljenca, p - gostota topila, T - temperatura, a, b, ¢ - parametri

korelacije

Kljucen parameter topnosti je torej gostota topila, ki jo lahko nadzorujemo s spreminjanjem
pogojev ekstrakcije. V blizini kriticne tocke ze majhen dvig tlaka pri izotermalnih pogojih
mocno zvisa gostoto superkriticne teko¢ine. U¢inek se zmanjsa, bolj kot so pogoji oddaljeni
od kriti¢ne tocke. Kljub temu da je enacba 1 eksponentna, pa to ne pomeni, da je topnost
topljenca v superkriti¢ni teko€ini vedno dobra. Odvisna je namre¢ od parametrov a, b in c,
Ki so za vsak topljenec drugacni in jih je potrebno dolociti eksperimentalno (18).

Tekocine v superkriticnih pogojih imajo lastnosti, ki S0 podobne tako kapljevinam kot tudi
plinom. Gostote superkriti¢nih tekoc¢in lezijo v obmocju kapljevin, njihove viskoznosti in
difuzivnosti pa so bolj podobne plinom. Predstavljajo torej dobro topilo, saj difundirajo v
trden matriks hitreje kot kapljevine, poleg tega pa topljenec tudi dobro in hitro ekstrahirajo.
Z nadzorovanjem gostote topila lahko delno vplivamo tudi na selektivnost ekstrakcije. Ker
po koncanem postopku tlak zmanjsamo, topilo iz produkta izhlapi, ekstrakti pridobljeni s

SFE pa zato nimajo rezidualnih topil. Topnost v superkriti¢nih teko¢inah lahko zvisamo tudi
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z dodajanjem sotopil oziroma modifikatorjev. Navadno gre za majhne koli¢ine (do 20 mol
%) polarnih ali nepolarnih topil, ki interagirajo s topljencem in tako zvi$ajo njegovo topnost
(18).

1.2.2.2. Postopek ekstrakcije
Sistemi za izvajanje SFE so lahko laboratorijskega, pilotnega ali industrijskega obsega.
Kadar zelimo pridobiti ekstrakte v miligramskih ali gramskih koli¢inah, se uporabljajo
reaktorji manj$ih volumnov (5-300 mL), na industrijskem nivoju, Kjer se pridobivajo
ekstrakti v kilogramih, pa imajo reaktorji prostornino sto litrov ali ve¢ (19). Tipicen sistem
je sestavljen iz ekstrakcijskega reaktorja, ki je nalozen z izhodnim materialom. Opremljen
je s tipali za temperaturo in tlaénimi ventili, s katerimi kontroliramo pogoje ekstrakcije. S
pomodjo ¢rpalk se v reaktor ¢rpa topilo, kar v njem ustvari ustrezen tlak. Crpalke skrbijo
tudi za kroZenje topila po celotnem sistemu. Iz reaktorja se nato topilo, v katerem so
raztopljene Zelene spojne, prenese do separatorja. V njem topilu znizamo topnost, tako da
mu, najpogosteje, znizamo tlak. Produkt odstranimo preko ventila v spodnjem delu
separatorja. Z uporabo ve¢ separatorjev lahko doseZemo tudi selektivno ekstrakcijo tar¢nih
spojin. S spremembami tlaka vplivamo na topnost in tako povzro¢imo, da se v specifi¢nemu

separatorju izlo¢i le doloc¢ena skupina spojin s sorodnimi lastnostmi (18, 19).

I | Mesalo
Termostat

Brizgalna -

¢rpalka

CO, dotok > q- ?
O

Mesalno veslo

Ekstrakcijski
reaktor

Ogrevalni ovoj

Izhodni material

/N

Tkoiéi C: Separator // / 1\ \\
AR R A%
B> 8
Krogli¢ni ventil Igelni ventil Izhod za CO,

Slika 4: Primer SFE sistema; privzeto in prirejeno po Khaw K.-Y. et al. (19)
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Uspesnost ekstrakcije je odvisna od mnogih parametrov. Poleg ustrezne priprave izhodnega
materiala so najpomembne;jsi parametri Se temperatura in tlak ekstrakcije, izbor in koli¢ina

dodanega sotopila ter koli¢ina prisotne vode v izhodnem materialu (19).

1.2.2.3.  Superkriti¢ni CO2 (scCO>)

Kljub temu da se pri SFE lahko uporabljajo Stevilna topila, kot so izobuten, metilpropan,
freoni, dimetil eter in celo voda, se zaradi svojih prednosti najpogosteje uporablja ogljikov
dioksid. Je poceni, nevnetljiv, nenevaren ter ga z lahkoto odstranimo iz kon¢nega produkta.
Ker gre za zaprt krozni sistem, se lahko CO- po ekstrakciji reciklira in ponovno uporabi. Ima
nizko kriti¢no temperaturo (T¢ = 31,1°C) in nizek kriti¢ni tlak (Pc = 72 bar), zato je primerno
topilo za ekstrakcijo termolabilnih spojin. Ker postopek poteka v pogojih brez kisika, je
metoda ustrezna tudi za ekstrakcijo hitro oksidirajo¢ih spojin. Poleg nastetega ima v kriti¢ni
tocki gostoto 467,6 kg/m?, kar je visje kot gostota veine ostalih topil v kritiénih toc¢kah. To
pomeni, da je tudi mo¢ topila superkriticnega CO> visja od ostalih. Ker gostoto scCO; v
primerjavi z ostalimi topili lazje spreminjamo, to pripomore tudi k ve¢ji selektivnosti procesa
(18, 19, 20).

Ekstrakcije s scCO2 imajo vseeno $tevilne omejitve. Ker je ogljikov dioksid nepolarna,
lipofilna molekula, je primerno topilo le za ekstrakcijo majhnih nepolarnih molekul. Tezava
se pojavi pri polarnih molekulah, ki v njem niso topne. Za ekstrakcijo teh je potrebno dodati
manjse koli¢ine sotopil, kot je etanol, ali pa jih pred ekstrakcijo kemijsko pretvoriti do bolj
nepolarnih derivatov. To sicer zvi$a topnost ter izkoristek in omogo¢i, da se proces izvaja
pri blazjih pogojih, vendar poveca stroske in kompleksnost metode. Topnost posameznih

spojin v scCO- prikazuje Preglednica Il.

Preglednica I1: Topnost v scCO: (18)

Dobro topne spojine Slabo topne spojine
- Nepolarne ali rahlo polarne - Polarne molekule in molekule z
molekule nizkih molekulskih mas visoko molekulsko maso
- Lipofilni etri, estri, ketoni, aldehidi - Proste  mascobne kisline in
in endoperoksidi srednjih trigliceridi
molekulskih mas - Barvila
- Voda, proteini, polisaharidi, soli

10
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1.3. TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE LOCLJIVOSTI (HPLC)
Kromatografija je Siroko uporabljena analizna metoda, ki omogoca hitro in dobro locbo,
identifikacijo in kvantifikacijo spojin v zmeseh. Vsem kromatografskim metodam je skupna
uporaba stacionarne faze (SF) in mobilne faze (MF). Stacionarna faza je fiksna na nekem
nosilcu; koloni ali ravni plo§ici, mobilna faza pa te¢e preko stacionarne faze. Ce je MF plin,
gre za plinsko kromatografijo, ¢e je tekocina, pa za teko¢insko. Komponente vzorca se v
toku mobilne faze glede na svoje kemijske lastnosti razli¢no porazdeljujejo med SF in MF.
Spojina, ki bi zaradi svojega kemizma s stacionarno fazo tvorila malo interakcij, bi s tokom
mobilne faze hitro potovala in se hitro sprala z nosilca. Obratno velja za spojino, ki bi s
stacionarno fazo tvorila Stevilne interakcije. Ta bi se na fiksni stacionarni fazi zadrzevala
zelo dolgo in zelo pocasi potovala s tokom mobilne faze (Slika 5). Zaradi razlik v
porazdeljevanju se komponente vzorca med spiranjem na nosilcu lo¢ijo v posamezne cone

oziroma trakove (21).

Mobilna faza

i
Tok mobilne faze
B A ﬁ
A
.ﬂ, Spojina A - Ne tvori interakcij s SF
Raztopina vzorca Spojina B - Tvori interakcije s SF Detektor
A+B

Slika 5: Primer lo¢be v koloni

HPLC spada med kolonske kromatografije, saj je nosilec s SF ozka kolona, dolga od 5 do
30 cm, skozi katero pod pritiskom spustimo MF. Sveza MF se neprenechoma dodaja. Tako
omogo¢imo ustrezno spiranje (elucijo) raztopine vzorca. Ker so delci SF majhni (~ 1,7-10
um), so potrebni visoki tlaki, da zagotovimo ustrezen pretok MF skozi kolono. Na koncu te
je postavljen detektor. Slednji pretvori koncentracijo analita, ki se spira s kolone v elektri¢ni
signal, ta pa mora biti sorazmeren koncentraciji. Najpogosteje se uporabljajo razli¢ni

UV/VIS spektrofotometri, vse pogosteje pa prihajajo v uporabo sklopljene metode

11
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tekoCinske kromatografije z masno spektrometrijo (LC-MS). IzriSe se kromatogram, ki je
graf signala iz detektorja v odvisnosti od ¢asa. Po locbi dobimo serijo vrhov, kjer vsak vrh
predstavlja odziv specifi¢ne spojine iz vzorca. Graf je uporaben tako pri kvalitativni kot tudi
pri kvantitativni analizi. Iz polozaja vrhov na ¢asovni osi lahko identificiramo spojine v
vzorcu, povrsine pod krivuljo vrhov (AUC) pa nam sluzijo za kvantifikacijo spojin (21, 22).
Glede na nacin locbe lahko kromatografijo razdelimo na normalnofazno, reverznofazno,
ionsko izmenjevalno, izklju¢itveno, afinitetno in kiralno kromatografijo. Najpogosteje se
uporablja reverznofazna kromatografija (RPC). Uporabna je namre¢ na zelo Sirokem
podrocju, ki sega vse od uporabe v farmacevtski industriji do uporabe v forenzi¢ni kemiji
(21, 23). Za lo¢bo z RPC so primerne Stevilne spojine, tako polarne in nepolarne, kot tudi
soli. Lo¢ba poteka po principu polarnosti. SF je nepolarna, uporablja se silikagel, ki ima nase
vezane razli¢éne hidrofobne skupine. MF je polarna, najpogosteje gre za kombinacijo
bidestilirane vode ali vodnih pufrov z razlicnimi organskimi topili, kot so metanol,
acetonitril ali tetrahidrofuran. Na kolono se injicirajo majhni volumni (5-500 pL) raztopine
vzorca, katerega komponente se med elucijo lo¢ijo glede na polarnost. Zelo polarne spojine
tvorijo malo interakcij z nepolarno SF, zato se s kolone sperejo prve. Obratno velja za
spojine, ki vsebujejo vecje hidrofobne dele in se zaradi Stevilnih interakcij s SF v koloni
zadrzujejo dlje Casa. Kratke retencijske Case imajo torej polarne spojine, dolge retencijske
Case pa nepolarne (21, 22, 24). Na retencijo mo¢no vpliva sestava MF, zato je prav izbira
ustrezne MF izjemnega pomena za dobro lo¢bo. Kadar ostaja njena sestava skozi celotno
analizo nespremenjena, imenujemo spiranje take vrste izokratska elucija. Pogosteje se
uporablja gradientna elucija, pri kateri se razmerje vode (pufra) in organskega topila
spreminja. Spreminjanje je lahko zvezno ali pa poteka med lo¢bo postopno po korakih.
Gradientne elucije se posluZujemo z namenom izbolj$anja locbe ali skrajSanja ¢asa analize.
Z viSanjem deleZa organskega topila povzro€imo, da se iz kolone za¢nejo spirati manj
polarne spojine, ki bi se v nasprotnem primeru v koloni zadrzevale zelo dolgo. Kadar je delez
organskega topila previsok, lahko to vodi v slabo lo¢bo, saj se podobne spojine sperejo pri
enakem retencijskem ¢asu, vrhovi na kromatogramu pa so neustrezno loceni. Gradientna
lo¢ba ima tudi dolo¢ene slabosti, kot so problemi z bazno linijo in zahteva po ponovni

ekvilibraciji po vsaki analizi (22, 24 25).

12
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1.3.1. KVALITATIVNA ANALIZA

Meritve, ki nam omogocijo identifikacijo analitov v zmesi, spadajo med kvalitativne analize.
Tehnika, ki jo najpogosteje uporabljamo, temelji na primerjavi retencijskih casov.
Retencijski Cas (t7) je cCas, ki ga dolofena substanca potrebuje, da pripotuje skozi
kromatografsko kolono do detektorja. Stevilne metode uporabljajo relativno retencijo, kjer
je retencijski Cas analita podan glede na retencijski Cas neke druge spojine (podano je
razmerje retencijskih Casov). S tem se izognemo manj$im odstopanjem absolutnih
retencijskih ¢asov med posameznimi serijami analiz.

Kadar so pogoji HPLC analize konstantni (sestava MF, pretok, temperatura), bi morali ostati
konstantni tudi retencijski ¢asi. Ce retencijski as analita sovpada z retencijskim ¢asom
standarda, gre najverjetneje za isti spojini. Kljub temu pa lahko imata dve kemijsko podobni
spojini enak retencijski ¢as. Da do tega ne pride, je analizno metodo potrebno razviti tako,
da z izbranimi pogoji dosezemo primerno loc¢bo med analitom in njemu sorodnimi
spojinami. Kadar UV spektri in retencijski Casi vseeno ne podajo dovolj informacij za
identifikacijo vrhov, moramo uporabiti naprednejse sklopljene analizne tehnike, ki temeljijo

na uporabi masnega spektrometra ali jedrske magnetne resonance (NMR) (26).

1.3.2. KVANTITATIVNA ANALIZA
Ceprav se HPLC uporablja tudi za kvalitativno analizo, je metoda tako Siroko uporabljena
predvsem zaradi njene zmoznosti pridobivanja kvantitativnih podatkov. Da lahko pridemo
do dobrih rezultatov, mora metoda temeljiti na uporabi ustreznih referen¢nih standardov in
ustrezne kalibracije. Kvantitativna analiza temelji na primerjavi viSine kromatografskega
vrha, ali, pogosteje, na primerjavi povrsine pod krivuljo vrha analita s povr§ino pod krivuljo
vrha referenéne spojine. Ce je metoda ustrezno pripravljena, oba nasteta parametra linearno
narascata s koncentracijo. Zelo pogosto uporabljamo eksterne standarde (ES). Pripravimo
raztopine padajocih koncentracij referencne spojine (pogosto vse do meje zaznave), ki jih
nato injiciramo v sistem, v sekvenci od najbolj do najmanj razred¢ene raztopine. Pridobimo
kromatograme vsake posamezne raztopine standarda in ustvarimo graf povrsin pod krivuljo
v odvisnosti od koncentracije. Na podlagi grafa izriSemo linearno kalibracijsko krivuljo,
njena enacba pa nam sluzi za izracun koncentracije analita (enacba 2). Kadar krivulja izhaja

iz izhodis¢a koordinatnega sistema, predstavlja k naklon krivulje (21, 26).

AUCvz
k

)

Cvz =
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Nekatere metode uporabljajo enotockovno kalibracijo, kjer injiciramo le eno znano
koncentracijo standarda, ki mora biti v obmocju linearnosti metode. Koncentracijo analita

izraGunamo neposredno iz razmerja povrSin pod krivuljo analita in standarda (enacba 3).

Cst 3)

Najvecjo natancnost zagotovimo z uporabo internega standarda (IS). Z njim izni¢imo
morebitne vplive razli¢nega injiciranja, nihanja v pretoku ali vpliva razlik med kolonami, ki
bi lahko vplivale na natan¢nost analize. IS mora biti analitu podobna spojina, Ki je v vzorcu
nikoli ne najdemo, ima analitu podoben retencijski Cas in se od njega ustrezno loci.
Raztopino IS dodamo v enakih volumnih raztopinam vzorca in eksternega standarda. Kot
analizni parameter uporabimo razmerje povrsine pod krivuljo analita 0ziroma eksternega
standarda proti povrsini pod krivuljo IS. Pri enoto¢kovni kalibraciji koncentracijo analita

izraCunamo z naslednjo enacbo (21,26):

C AUCyz * AUC |5, Es
= £ 3
vz AUCgs x AUC |5 vz B

(4)

Da lahko z zadostno gotovostjo trdimo, da so rezultati analize ustrezni, je vsako analizno
metodo potrebno validirati. Z njo zagotovimo zanesljivost metode ob rutinski dnevni
uporabi. Validacijo izvajamo med razvojem metode, tako da preverimo validacijske
parametre, kot so natan¢nost, to¢nost, specifi¢nost, meja zaznave (LOD), meja kvantifikacije

(LOQ), obmocje linearnosti ter razpon in robustnost metode (26).

1.4. VREDNOTENJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI
Antioksidanti so spojine, ki zavirajo ali preprecujejo oksidativne poskodbe celi¢nih sestavin,
ki jih povzrocajo v telesu prisotne reaktivne spojine (ROS, RNS in RSS). Slednje nastajajo
kot stranski produkti fizioloSkih procesov ali pa se v telo vnesejo iz okolja (UV Zarki,
cigaretni dim ...). V SirSem smislu pa so antioksidanti katerikoli reducenti, ki so dodani
prehrambnim, kozmeti¢nim, farmacevtskim ali industrijskim izdelkom z namenom, da v njih
preprecijo oksidacijo. Antioksidativno aktivnost (kapaciteto) lahko izmerimo s Stevilnimi in
vitro ter in vivo metodami. Oznacuje sposobnost spojine ali zmesi, da reducira reaktivno

zvrst. Predstavili bomo dve metodi, ki Smo ju uporabili pri nasem delu (27, 28).
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1.4.1. TEST Z RADIKALOM DPPH?*

Spojina 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH*®) je dolgo stabilen radikal, moc¢ne, temno
vijoli¢ne barve. Nesparjen elektron v spojini je delokaliziran, kar prepreci dimerizacijo
molekule in je razlog za njeno dolgo obstojnost in izrazito barvo (28). Absorpcijski
maksimum raztopin radikala DPPH?* je odvisen od uporabljenega topila in leZi pri valovnih
dolzinah med 515 in 520 nm. Kadar radikal izpostavimo reducentu oziroma snovi, ki mu
lahko donira vodikov atom, se nastanek hidrazina izrazi v spremembi barve iz vijoli¢ne v
rumeno in z upadom absorbance (29). Ker je metoda poceni, zanesljiva in hitra, ga zelo
pogosto uporabljamo pri preiskavah antioksidativne aktivnosti tako ¢istih spojin kot tudi
rastlinskih ekstraktov. Raztopino preucevane snovi ali ekstrakta zmeSamo z raztopino
radikala DPPH* ter inkubiramo v dolo¢enem ¢asovnem intervalu. Prednost metode je, da
DPPH®* reagira s celotnim vzorcem in da reagira tudi s SibkejSimi antioksidanti, a le v
primeru, da inkubacija poteka dovolj ¢asa. V izogib toplotni degradaciji izvajamo inkubacijo
pri sobni temperaturi ter v temi, saj se absorbanca metanolnih raztopin radikala DPPH*®
zmanjSuje, ¢e SO izpostavljene svetlobi (30).

Rezultate te metode zelo pogosto interpretiramo z uporabo termina ECso (50 % efficient
concentration). Ta je definiran kot koncentracija vzorca, pri kateri se zacetna absorbanca
DPPH* zmanjsa za polovico. Visja kot je antioksidativna aktivnost vzorca, nizja
koncentracija je potrebna, da se pri reakciji porabi polovica zacetne koncentracije radikala
DPPH* (30).

14.2. TEST S FOLIN-CIOCALTEUJEVIM REAGENTOM
Folin-Ciocalteujev reagent se rutinsko uporablja za ugotavljanje vsebnosti fenolnih spojin v
zivilih in prehranskih dopolnilih. Reagent je meSanica fosfomolibdenske in fosfovolframove
kisline in je mo¢no rumeno obarvan. Test temelji na prehajanju elektronov iz reducentov
(npr. (poli)fenolov) na komplekse fosfomolibdenske in fosfovolframove kisline v alkalnem
mediju. Nastanejo modrozeleno obarvani kompleksi z absorpcijskim maksimumom pri 760
nm. Visja kot je koncentracija antioksidantov v vzorcu, ve¢ obarvanih kompleksov nastane,
raztopina pa se obarva izraziteje zeleno. Porast absorbance lahko izmerimo s
spektrofotometrom. Antioksidativna aktivnost vzorca se izrazi kot ekvivalent galne kisline,
ki se kot standard najpogosteje uporablja (31, 32). Ceprav metodo veckrat poimenujejo tudi
test skupne vsebnosti fenolnih spojin, z reagentom ne reagirajo zgolj fenolne spojine, temveé

tudi Stevilne druge, kot so razli¢ni vitamini, aminokisline, sladkorji in nekateri ioni (33).
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2. NAMEN DELA

Oljko danes ve¢inoma gojimo z namenom pridelave olivnega olja in v manj$em delezu tudi
oliv. Prav zaradi bogastva s (poli)fenoli jih dnevno uporabljajo v mediteranski prehrani.
Uporabni pa niso le plodovi, temve¢ tudi olj¢ni listi, ki jih ze tradicionalno povezujejo z
zdravilstvom in kozmetiko. Imajo bogato (poli)fenolno sestavo, kjer sekoiridiod oleuropein
predstavlja prevladujoco komponento. Z njimi povezujemo Stevilne pozitivne ucinke na
zdravje, delovali naj bi antioksidativno, protivnetno, hipoglikemic¢no, protimikrobno in celo
protitumorno. Listi so stranski produkt, ki nastaja v velikih koli¢inah in zato predstavlja
poceni rastlinsko drogo z velikim potencialom v farmacevtski industriji. Da lahko imajo
fenolne spojine olj¢nih listov v telesu ucinek, jih moramo iz njihovega bioloSkega matriksa
na ustrezen nacin ekstrahirati. Najveckrat se izvajajo klasi¢ne ekstrakcije, kot sta maceracija
ali perkolacija, ki pa so zaradi uporabe organskih topil obremenjujoce za okolje, ekstrakti pa
so zaradi ostankov topil lahko toksi¢ni. Ekstrakcija s superkriticnimi fluidi spada med
novejSe tehnike, ki imajo pred klasi¢nimi metodami Stevilne prednosti. Okolja ne
onesnazujejo, ekstrakti so brez rezidualnih topil in mikrobiolosko ¢isti, aktivne spojine iz
droge pa med ekstrakcijo ostanejo nespremenjene.

V nalogi bomo preucili sestavo in antioksidativno aktivnost sedmih ekstraktov pridobljenih
iz oljénih listov slovenskih oljk. Ekstrakte je za nas pridobilo podjetje IME INSOL d.o.0.
Ker je bilo pet ekstraktov pridobljenih z metodo superkriticne fluidne ekstrakcije in dva s
klasi¢éno metodo, maceracijo, bo nas cilj ovrednotiti smiselnost uporabe superkriti¢nih
tekoCin pri ekstrakciji (poli)fenolov iz olj¢nih listov. Prikazati zelimo mozne razlike v
vsebnosti, sestavi in antioksidativni aktivnosti ekstraktov glede na nacin njihovega
pridobivanja. Na osnovi pregleda obstojece literature bomo z ustrezno reverznofazno HPLC
metodo najprej izvedli kvalitativno analizo ekstraktov, kjer bomo prisotne komponente
identificirali s pomoc¢jo retencijskih ¢asov dostopnih standardov. Z uporabo farmakopejske
metode bomo posameznim ekstraktom dolocili delez glavne sestavine, oleuropeina. Ker naj
bi ta bil glavni nosilec antioksidativne aktivnosti ekstraktov, bomo preucili tudi korelacijo
med vsebnostjo oleuropeina in njihovo antioksidativno aktivnostjo. Slednjo bomo dolo¢ili z
uporabo dveh in vitro metod. Izvedli bomo test sposobnosti redukcije radikala DPPH* in test
s Folin-Ciocalteujevim (F-C) reagentom, imenovanim tudi test celokupne vsebnosti
(poli)fenolov. Ekstrakte bomo nazadnje primerjali s tremi prehranskimi dopolnili iz olj¢nih

listov, ki so dostopni na trgu, in na ta nacin vsakega ovrednotili.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1. MATERIALI

3.1.1.

EKSTRAKTI IZ OLJCNIH LISTOV

Preglednica Ill: Seznam ekstraktov iz oljénih listov

Magistrska naloga

Vzorci Nacin ekstrakcije Pogoji ekstrakcije Izgled

1 CO. SFE Superkriti¢ni pogoji, | Temnozelena trdna
120 bar, 40 °C masa

2 CO2SFE Superkriti¢ni pogoji, | Temnozelena lahko
82 bar, 40°C mazljiva masa

3 CO. SFE Subkritiéni pogoji, 50 | Oranznorumena
bar + liofilizacija gosta tekoCina

4 CO2 SFE Ostanek na steni Svetlozelen prah
posode po ekstrakciji

5 CO2 SFE Superkritiéni pogoji | Rjavozelena  trda
335 bar, 10 % masa
MeOH (sotopilo)

6 Maceracija 80 % EtOH+ 20 | Temnozelena trdna
% H20 + mravljicna | masa
K.

7 Maceracija 80 % EtOH + Temnozelena trdna
20 % H20 masa
pri pH 2

Vsi ekstrakti so bili pridobljeni iz listov slovenskih oljk vrste Leccino. Listi so bili nabrani

konec oktobra 2016 na obmoc¢ju Gazona na Primorskem. Njihova masa pred ekstrakcijo je

znaSala 529 g.
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3.1.2. PREHRANSKA DOPOLNILA

Analizirali smo naslednja prehranska dopolnila z ekstrakti olj¢nih listov:

NutriLAB Oljéni listi (vsebuje 200 mg ekstrakta na odmerek — kapsulo, ekstrakt je
standariziran na 20 % oleuropeina), poreklo EU
Soria Natural Oljka (vsebuje 6 mg oleuropeina na odmerek — 1 mL ), poreklo Spanija

Blooms olj¢ni listi 1500 (vsebnost oleuropeina ni navedena), poreklo Avstralija

3.1.3. STANDARDI
Pri delu smo uporabljali komercialno dostopne standarde dobaviteljev Sigma-Aldrich,
Merck, Roth, EDQM, Maybridge, Acros ...

Oleuropein 82,8 % (C2sH32013, Mr = 540,51 g/mol, CAS: 32619-42-4, EDQM,
Francija)

Rutin trihidrat > 85,0 % (C27H30016 + 3 H20, Mr = 664,58 g/mol, CAS: 250249-75-
3, Roth, Nemcija)

Tirozol 97 % (CgH1002, Mr = 138,17 g/mol, CAS: 501-94-0, Maybridge, Velika
Britanija)

Ferulna kislina (C10H1004, Mr = 194,18 g/mol, CAS: 1135-24-6, Sigma-Aldrich,
ZDA)

Kavna kislina (CgHgO4, Mr = 180,16 g/mol, CAS: 331-39-5, Sigma-Aldrich, ZDA)
p-Kumarna kislina (CoHgO3, Mr = 164,16 g/mol, CAS: 501-98-4, Acros, Belgija)
Vanilna kislina (CgHgO4, Mr = 168,15 g/mol, CAS: 121-34-6, Merck, Nemcija)
Luteolin (C15sH1006, Mr = 286,24 g/mol, CAS: 491-70-3, Sigma-Aldrich, ZDA)
Luteolin-7-O-glukozid (C21H20011, Mr = 448,38 g/mol, CAS: 5373-11-5, Sigma-
Aldrich, ZDA)

Tokoferol 95 % (C29Hs002, Mr = 430,71 g/mol, CAS: 10191-41-0, Acros, Belgija)
Galna kislina (C7HsOs, Mr = 170,12 g/mol, CAS: 149-91-7, Roth, Nemcija)

3.14. REAGENTI

MiliQ® bidestilirana voda

Metanol za HPLC > 99,9 % (CH4O, Mr = 32,04 g/mol, J. T. Baker, ZDA)
Izopropanol za HPLC (C3HgO, Mr = 60,1 g/mol, J. T. Baker, ZDA)
Mravlji¢na kislina (CH202, Mr = 46,03 g/mol, Kemika, Hrvaska)
Trifluoroocetna kislina 99 % (C2HF3O2, Mr = 114,02 g/mol, Acros, Belgija)
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DPPH* (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, C1sH12NsOs, CAS: 1898-66-4, Mr = 394,32
g/mol, Sigma - Aldrich, ZDA)

Folin-Ciocalteujev reagent, 2M (Sigma-Aldrich, ZDA)

Na>COz, brezvodni (Mr = 105,99 g/mol, Merck, Nemcija)

3.15. LABORATORIJSKA OPREMA

HPLC Dionex UltiMate 3000 (Thermo Fischer Scientific, ZDA)

Uporabljene kolone:

Luna® -RP, 5 um, C18(2), 100 A, 150 x 4,6 mm (Phenomenex, ZDA)
Synergi Polar® - RP, 4 um, C18, 80 A, 250 x 4,6 mm (Phenomenex, ZDA)

Programsko orodje:

Dionex™ Chromeleon™ 7,1 Chromatography Data System (CDS) (Thermo Fischer
Scientific, ZDA)

UV-VIS spektrofotometer Cary 100 Bio (Agilent, ZDA)

UV-VIS spektrofotometri¢ni ¢italec mikrotitrskih ploséic Synergy™ H4 Hybrid
Multi-Mode Reader (BioTek instruments, ZDA)

Programsko orodje: Gen5 Data Analysis Software (BioTek instruments, ZDA)

analitska tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, ZDA)
mikrotitrske plog&ice (TPP, Svica)

avtomatske pipete Transferpipette (Brand, Nem¢ija) in tipsi
polnilne in merilne pipete (1 mL-10 mL)

steklenice za mobilno fazo

merilni valji

ultrazvocna kadicka Sonis 4 (Iskra Pio, Slovenija)

steklene ¢aSe

merilne bucke (10 mL—250 mL)

penicilinke (5 mL in 10mL) s plasti¢nimi in gumijastimi zamaski
steklene kapalke

spatule

kovinske zlicke

tehtalni ¢olnicki

Kiveta iz kvar¢nega stekla (2,5 mL)

¢olnicki za tehtanje
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o steklen lij

e plasti¢ne brizge Braun Injekt F 1 mL (B. Braun Melsungen, Nemcija)
e igle 0,9 x 40 mm Medoject (CHIRANA T. Injecta, Slovaska)

e viale z navojem za HPLC (Agilent Technologies, ZDA)

e filtri Minisart RC 15 mm (Sartorius, Nem¢ija)
3.2. EKSPERIMENTALNO DELO
3.2.1. ANALIZA EKSTRAKTOV S HPLC

3.2.1.1. Kuvalitativna analiza ekstraktov
Identificirati smo Zzeleli spojine v posami¢nih ekstraktih ter njihovo sestavo primerjati s
sestavo prehranskih dopolnil iz olj¢nih listov, ki so dostopni na trgu. Sledili smo metodi, ki
S0 jo v ¢lanku Ricciutelli M. in sod. opisali kot najboljso (36). Ker so avtorji ¢lanka metodo

tudi ustrezno validirali, sami validacijskih parametrov nismo $e enkrat preverili.

Priprava standardov za identifikacijo

Pri identifikaciji smo uporabili standarde naslednjih fenolnih spojin: tirozol, vanilno kislino,
p-kumarno kislino, ferulno kislino, kavno kislino, rutin, oleuropein, luteolin 7-O-glukozid
in luteolin. Pripravili smo standardne raztopine, ki so bile v koncentracijah med 0,3 in 0,6
mg/mL glede na koli¢ino standarda, ki smo ga imeli na voljo. V penicilinke smo zatehtali
ustrezne koli¢ine spojin in jih raztopili v topilu HoO/MeOH: 60/40. 0,5 mL tako pripravljenih
raztopin smo nato posamicno odpipetirali v dodatno penicilinko in tako pripravili se

raztopino, ki je vsebovala vseh devet standardov.

Priprava vzorcev za identifikacijo

Pripravili smo raztopine vzorcev 1-7 v koncentraciji 2 mg/mL in raztopine prehranskih
dopolnil s koncentracijo 0,4 mg/mL oleuropeina. Ekstrakte smo zatehtali v penicilinko,
prehranska dopolnila pa v 50 mL ali 100 mL merilno bucko in jim dodali ustrezno koli¢ino

topila H.O/MeOH: 60/40. Raztopine smo 15 minut sonicirali v ultrazvoéni kopeli.

20



Rok Kaker Magistrska naloga

Priprava mobilne faze
Mobilna faza A:

1000 mL steklenico za mobilno fazo smo do oznake napolnili z MilliQ precis¢eno vodo. S
pipeto smo dodali I mL mravlji¢ne kisline in tako dobili 0,1 % raztopino mravlji¢ne kisline.
Mobilno fazo smo pripravljali dnevno.

Mobilna faza B:

Sestava organske mobilne faze je bila MeOH-iPrOH v razmerju 9:1 z dodatkom mravlji¢ne
kisline (0,1 %). V 1000 mL steklenico za mobilno fazo smo odmerili 900 mL MeOH in
dopolnili do 1000 mL oznake z iPrOH. Tako pripravljeno raztopino smo nakisali z dodatkom

1 mL mravlji¢ne kisline.

Analizo smo izvajali na sistemu HPLC Dionex UltiMate 3000 in pri delu uporabljali
programsko opremo Dionex Chromeleon 7.1. Locbo smo izvajali na reverznofazni C18
koloni Synergi Polar 25 cm x 4,6 mm. Locba je potekala 60 minut, kolono pa smo vzdrzevali
pri konstantni temperaturi 25 °C. Detekcijo smo opravljali pri stirih valovnih dolzinah, 260
nm za zaznavanje vanilne Kisline, 280 nm za tirozol in sekoiridoidne derivate, 310 nm za
ferulno kislino in 350 nm za luteolin.

Pretok mobilne faze je ostajal nespremenjen skozi celotno analizo in je znasal 1 mL/min.
Volumen injiciranja vzorcev smo iz 10 pL, kot je opisano v ¢lanku (36), zvisali na 20 pL,
in s tem dosegli vedjo intenziteto signalov. Elucija je potekala gradientno in z ustrezno

ekvilibracijo sistema po vsaki analizi. Sestava mobilne faze je prikazana v Preglednici IV.

Preglednica I1V: Sestava mobilne faze — kvalitativna lo¢ba

Cas [min] Mobilna faza A [%] Mobilna faza B [%]
0 70 30
40 40 60
50 5 95
60 5 95

Vse raztopine smo s pomocjo brizge filtrirali v 1,5 mL temne viale z navojem in jih tako
pripravili za HPLC analizo. Najprej smo z metodo analizirali sekvenco standardov. Na ta
nacin smo dolocili retencijske Case posameznim spojinam in preverili, ali so se njihovi
signali ustrezno loc¢ili. Nato smo injicirali Se sekvenco vzorcev in tako na podlagi

retencijskih ¢asov identificirali spojine, ki so prisotne v njih.
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3.2.1.2. Kvantitativna analiza vzorcev — vsebnost oleuropeina
Kvantitativno analizo smo z manjsSimi spremembami izvedli v skladu s testom vsebnosti
oleuropeina, kot je opisan v monografiji suhih ekstraktov iz olj¢nih listov v Evropski

farmakopeji (37).

Priprava standardnih raztopin
Standardna raztopina A: Standardna raztopina oleuropeina (Cs = 0,4 mg/mL)
V 10,0 mL merilno buc¢ko smo zatehtali 4 mg oleuropeina EDQM in dodali 4 mL MeOH. S

pomocjo ultrazvoéne kadiCke smo raztopino sonicirali, dokler se ni oleuropein v celoti
raztopil. Nato smo bucko s precis¢eno vodo dopolnili do 0znake. Raztopino smo pripravili
v identi¢ni koncentraciji, kot je navedena v farmakopeji, a smo zaradi omejene koli¢ine
standarda oleuropeina lahko pripravili le 10 mL namesto 25 mL raztopine, kot to doloc¢a
farmakopejski predpis.

Standardna raztopina B: Standard za preverjanje resolucije

V penicilinko smo zatehtali 2 mg rutin trihidrata in vanjo odpipetirali 5 mL standardne
raztopine A. Penicilinko smo sonicirali v ultrazvoc¢ni kadicki, dokler se ni rutin v celoti
raztopil.

Raztopine za vrednotenje linearnosti:

Osnovno raztopino Co (1000 ppm) oleuropeina smo pripravili v penicilinki, v katero smo
zatehtali 5 mg oleuropeina in ga raztopili v 5 mL topila H2O/MeOH: 60/40. Za preverjanje
obmocja linearnosti metode smo z red¢enjem osnovne raztopine pripravili nadaljnjih Sest
kalibracijskih raztopin oleuropeina v padajo¢ih koncentracijah (800 ppm, 500 ppm, 250
ppm, 100 ppm, 50 ppm in 5 ppm).

Preglednica V: Priprava raztopin za vrednotenje linearnosti

Koncentracija [ppm] Postopek priprave
C1 800 1,6 mL Co + 0,4 mL topila
C 500 2 mL Co + 2 mL topila
Cs 250 1 mL C> + 1 mL topila
Cs 100 0,4 mL C2 + 1,6 mL topila
Cs 50 1 mL Cs+ 1 mL topila
Ce 5 0,2 mL Cs + 1,8 mL topila
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Priprava vzorcev

Sledili smo farmakopejski metodi, ki pa smo jo nekoliko spremenili. V 10,0 mL merilne
bucke smo na analitski tehtnici priblizno natan¢no zatehtali 25 mg ekstraktov 1-7. Dodali
smo 5 mL MeOH ter jih sonicirali v ultrazvo¢ni kopeli, dokler se niso ekstrakti v topilu
popolnoma raztopili. Nato smo bucke dopolnili do oznake s precis¢eno vodo in jih premesali.
Vzoréne raztopine smo pripravili v enaki koncentraciji (2,5 mg/mL) kot zahteva
farmakopeja. Ker smo bili omejeni s koli¢ino ekstraktov, pa smo lahko namesto 100 mL
raztopine, ki jo dolo¢a farmakopeja, pripravili le 10 mL.

Raztopine prehranskih dopolnil smo pripravili glede na deklarirano vrednost oleuropeina na
njihovi embalazi, tako da so imele pripravljene raztopine priblizno enako koncentracijo
oleuropeina kot standardna raztopina A (0,4 mg/mL). Predhodno smo morali dolociti
povprecno maso polnila kapsul. Najprej smo dolocili maso petih posameznih polnih kapsul,
nato kapsule izpraznili, jih sprali z MeOH in posusili. Prazne kapsule smo nato ponovno

stehtali. Povpre¢na razlika med polnimi in praznimi kapsulami je masa polnila.

Preglednica VI: Priprava vzor¢nih raztopin iz prehranskih dopolnil

Vzorec masa / volumen Postopek priprave

NutriLAB | 1 kapsula = 414 mg | Maso smo zatehtali v 100 mL merilno bucko, dodali

50 mL MeOH in dopolnili s pre¢is¢eno vodo do

oznake.

Soria Nat. 3mL V 50,0 mL merilno buc¢ko smo odpipetirali izbran
volumen, dodali 25 mL MeOH in dopolnili s

precis¢eno vodo do oznake.

Blooms | 5 kapsul = 1,656 g | Maso smo zatehtali v 100 mL merilno bu¢ko, dodali

50 mL MeOH in dopolnili s precis¢eno vodo do

oznake.

Priprava mobilne faze

Mobilna faza A:

1000 mL steklenico za mobilno fazo smo do oznake napolnili z MilliQ bidestilirano vodo.
S pipeto smo vanjo dodali 1,66 mL 99 % TFA in tako dobili 0,166 % vodno raztopino TFA.

Mobilno fazo smo pripravljali dnevno.
Mobilna faza B:

1000 mL steklenico za mobilno fazo smo do oznake napolnili z MeOH.
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Kvantitativno analizo smo izvajali na istem sistemu kot pri kvalitativni analizi in v skladu s
farmakopejo. Uporabili smo reverznofazno kolono Phenomenex Luna 5 pum C18(2), 15 cm
x 4,6 mm, Ki se sklada s farmakopejskimi zahtevami o stacionarni fazi. Kolono smo tekom
celotne locbe vzdrzevali pri temperaturi 25 °C. Loc¢ba po tej metodi mora potekati minimalno
dvakrat toliko ¢asa, kot je retencijski ¢as oleuropeina (okoli 11 min). Nasa analiza je potekala
35 minut, detekcijo pa smo izvajali pri valovni dolzini 233 nm. Volumen injiciranih vzorcev
je znaSal 20 uL, pretok topila pa je ostajal enak skozi celotno analizo in je znasal 1 mL/min.
Elucija je prvih 30 minut lo¢be potekala izokratsko, s ¢imer smo zadostili farmakopejskim
pogojem, nato pa smo sestavo mobilne faze spremenili (Preglednica VII). Po vsaki analizi

smo kolono ekvilibrirali.

Preglednica V1I: Sestava mobilne faze — kvantitativna lo¢ba

Cas [min] Mobilna faza A [%] Mobilna faza B [%]
0 60 40
30 60 40
31 10 90
35 10 90

Vse vzorce, standarde in raztopine za vrednotenje linearnosti smo posami¢no, s pomocjo
brizge, filtrirali v 1,5 mL temne viale za HPLC. Kljub temu da smo sledili metodi, ki je
validirana v farmakopeji, smo vseeno Zeleli preveriti obmocje linearnosti in ponovljivost
dobljenih rezultatov po tej metodi. Linearnost metode smo preverili z injiciranjem slepega
vzorca, ki mu je sledila sekvenca naras¢ajocih koncentracij kalibracijskih raztopin (Ce—Co).
Za preverjanje ponovljivosti smo najprej injicirali slepo raztopino in nato Sestkrat standardno
raztopino B. Iz kromatogramov smo izracunali RSD (relativni standardni odklon) povrsin
pod krivuljo vrha oleuropeina ter povpre¢no resolucijo med vrhovoma rutina in oleuropeina.
Ko smo preverili ustreznost sistema, je sledila analiza vzorcev. Ponovno smo najprej
injicirali slepo raztopino, nato pomerili standardni raztopini B in A ter nazadnje analizirali
sekvenco vzorcev 1-7 in vzorcev prehranskih dopolnil.

Vsebnost oleuropeina v ekstraktih smo izracunali na podlagi povrSine pod krivuljo vrha
kromatograma standardne raztopine A in povrSine pod krivuljo vrha oleuropeina

kromatograma posameznega vzorca (enacba 5).
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AUCyz * Csr *p * Vyg (5)
AUCST * My

% (oleuropein) =

AUCvz - Povrsina pod krivuljo vrha oleuropeina iz kromatograma vzor¢ne raztopine
AUCsT - Povrsina pod krivuljo vrha oleuropeina iz kromatograma standardne raztopine A
Cst - Koncentracija oleuropeina v standardni raztopini A

p - Cistost standarda oleuropeina (0,828)

Vvz - Volumen vzor¢ne raztopine (10 mL, 50 mL ali 100 mL)

m;1 - Zatehtana masa ekstrakta

Vsebnost oleuropeina v prehranskih dopolnilih smo izrazili kot % deklarirane vrednosti

oziroma kot maso oleuropeina na odmerek (enacba 6).

AUC,y * Cor D % V,
% (dekl.vrednosti) = ‘ZUCSiT* "7; vz ©)

m2 - Deklarirana masa oleuropeina glede na zatehto prehranskega dopolnila
3.2.2. DOLOCEVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI

3.2.2.1.  Sposobnost redukcije radikala DPPH*
Delo smo izvedli po postopku, kot so ga opisali Sharma O. P. in sod. (34), postopek pa smo

ustrezno priredili naSim potrebam.

Priprava osnovne in delovne raztopine DPPH*

Pripravili smo 700 uM osnovno raztopino DPPH®*. V 25,0 mL merilno buc¢ko smo zatehtali
6,90 mg reagenta DPPH*, z MeOH dopolnili do 2/3 oznacenega volumna, sonicirali v
ultrazvo¢ni kadicki 15 min in nato dopolnili do oznake z MeOH. Raztopino smo uporabljali
najvec¢ dva zaporedna dneva, med tem pa smo jo hranili v hladilniku, zas¢iteno pred svetlobo.
Delovno raztopino, s katero smo izvajali meritve, smo dnevno pripravili iz osnovne
raztopine DPPH?*, tako da smo slednjo 5x red¢ili do koncentracije 140 uM. V 10,0 mL
penicilinko smo odmerili 2 mL 700 uM osnovne raztopine ter dodali 8 mL MeOH.

Penicilinko z raztopino smo zasc¢itili pred svetlobo.

Priprava standarda in vzorcev
V penicilinke s pokrovékom smo pripravili osnovne raztopine (Co) ekstraktov 1-7, standarda

oleuropeina ter raztopine treh izbranih prehranskih dopolnil (Preglednica VIII). Vanje smo
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zatehtali ustrezno maso ekstrakta ali prehranskega dopolnila in s pipeto dodali 5 mL MeOH.
Penicilinke smo zaprli s pokrovékom in jih sonicirali v ultrazvo¢ni kopeli 15 minut, 0ziroma
dokler se vzorci niso v celoti raztopili. Tako pripravljene osnovne raztopine smo premesali
in jih z MeOH Sestkrat ali sedemkrat red¢ili. Naprej do ustreznih delovnih koncentracij, ki
smo jih merili. Za izbrane koncentracije smo se odlocili na podlagi kvantitativnih rezultatov
dobljenih z metodo HPLC, iz katerih smo lahko predvidevali o antioksidativni aktivnosti
posameznih ekstraktov. Kot standard za preverbo metode smo uporabili a-tokoferol.

Raztopine slednjega smo pripravili na enak nac¢in kot vzorce.

Preglednica VIII: Raztopine vzorcev in standardov

Vzorci Co C1 C2 Cs Cs Cs Cs C7
Standard | [mg/mL] | [mg/mL]
(osnovna)
1 0,5 500 300 200 150 100 75 50
2 1 1000 750 500 375 300 250 200
3 2 2000 1600 | 1200 | 1000 | 800 600 | 400
4 0,5 500 300 250 200 150 100 50
5 0,5 250 200 150 100 75 50 25
6 0,5 80 60 50 40 30 20 15
7 0,5 80 60 50 40 30 20 15
Oleuropein 0,361 18,1 13,55 | 9,03 6,77 4,52 3,39 | 2,26
NutriLAB 1,65 329 219 164 110 82,2 548 | 27,4
Soria Nat. 46,36 5795 4636 | 2898 | 2318 | 1448 | 1159 | 580
Blooms 5,32 887 666 444 333 222 166 | 83,2
Co [uM] Ci C2 Cs Cs Cs Cs C7
(osnovna)
a-tokoferol 140 46,6 34,95 | 233 17,48 | 11,65 | 8,75 | 5,83
(nM)

Postopek dolo¢anja sposobnosti redukcije DPPH*
Z UVIVIS spektrofotometrom smo dolocili absorpcijski maksimum delovni raztopini
DPPH?*, ki smo jo pri tem 2x red¢ili, tako da smo v kiveto iz kvar¢nega stekla odpipetirali 1

mL MeOH in dodali 1 mL delovne raztopine DPPH*. Razvidno je bilo, da ima raztopina
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absorbcijski maksimum pri valovni dolzini 517 nm, zato smo nadaljnje meritve izvajali pri
teh pogojih.

Sposobnost redukcije radikala DPPH*®* smo merili na mikrotitrskih plos¢icah s 96
vdolbinicami (Slika 6).

Narascajoca koncentracija vzorca

900000000000

Slika 6: Prikaz izvajanja redukcije DPPH® na mikrotitrski plos€ici

V vdolbinice smo odpipetirali sledece koli¢ine vzorcev in reagentov:

A: 300 pL MeOH (ozadje DPPH?),

B: 150 uL MeOH + 150 uL delovne raztopine DPPH* (slepi vzorec DPPH®*, brez vzorca),
C: 150 uL MeOH + 150 uL vzorca (vzorec brez DPPH*, merjenje ozadja vzorca),

D: 150 uL vzorca/standarda (koncentracije od C7 do C1) + 150 puL delovne raztopine DPPH".
Vzorce smo na ploS¢ico nanasali v triplikatih v nara$¢ajoc¢ih koncentracijah od najbolj
razred¢ene (C7) do najmanj razred¢ene (Cy) raztopine. Po dodatku delovne raztopine DPPH*
smo mesSanico 90 minut inkubirali v temi pri sobni temperaturi. Po inkubaciji smo s pomocjo
spektrofotometricnega Citalca mikrotitrskih plos¢ic Synergy™ H4 Hybrid Reader izmerili
absorbance raztopin v vsaki posamezni vdolbinici pri valovni dolzini 517 nm. Za delo smo

uporabljali programsko opremo GENDS.

Izrac¢un ECso
Ker smo reakcijo izvajali v triplikatih, smo absorbance izrazili kot povpre¢ne vrednosti treh

meritev posameznega vzorca. Najprej smo izracunali delez nezreagiranega DPPH* | (%).
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Uporabili smo sledeco enacbo:

AVZ - ASL

1 (%) = * 100 (7)

ADPPH - AMeOH

A vz - povpreéna absorbanca treh meritev vzorca
AsL - absorbanca ozadja vzorca
AbprHe - absorbanca slepega DPPH*

AwmeoH - absorbanca metanola kot ozadje za DPPH*

S pomo¢jo programske opreme Microsoft Excel 2013 smo izrisali graf deleza
nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od naras$¢ajoce koncentracije vzorca. Na grafu smo
ustvarili regresijsko premico in izpisali njeno enacbo. S pomocjo funkcije STEY X smo nato
izracunali standardne napake predvidenih y vrednosti za vsak x in rezultate analize podali
kot vrednost ECso. To je koncentracija vzorca, pri kateri se zacetna absorbanca raztopine
¢iste DPPH* prepolovi. Izrac¢unali smo jo z uporabo enacbe regresijske premice in koncen

rezultat podali kot ECso + standardna napaka.

3.2.2.2.  Test s Folin-Ciocalteujevim reagentom
Test temelji na postopku, ki so ga v ¢lanku opisali Stoica R. in sod. (35). Ustrezno smo ga

priredili in mu dodali nekaj modifikacij iz ¢lanka avtorjev Ainsworth E. A. in sod. (31).

Priprava standardnih raztopin galne kisline
Kot Kkalibracijski standard smo pri delu uporabili galno kislino. Osnovno raztopino
koncentracije 5 g/L smo pripravili tako, da smo v 100 mL merilno bu¢ko odmerili 500 mg
galne kisline. Dodali smo 10 mL MeOH in dopolnili do oznake s precis¢eno vodo. |z
osnovne raztopine smo v 100 mL merilnih buckah pripravili Sest raztopin padajocih
koncentracij. Uporabili smo sledeci postopek red¢enja:

- 500 mg/L: 10 mL osnovne raztopine red¢imo do 100 mL,

- 300 mg/L: 6 mL osnovne raztopine red¢imo do 100 mL,

- 250 mg/L: 5 mL osnovne raztopine red¢imo do 100 mL,

- 150 mg/L: 3 mL osnovne raztopine redéimo do 100 mL,

- 100 mg/L: 2 mL osnovne raztopine red¢imo do 100 mL,

- 50 mg/L: 1 mL osnovne raztopine red¢imo do 100 mL.
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Priprava raztopine natrijevega karbonata
Za pripravo 700 mM delovne raztopine Na2COz smo v 250 mL merilno bucko natehtali

18,5 g brezvodnega natrijevega karbonata in dopolnili do oznake s pre¢isc¢eno vodo.

Priprava vzorcev

Raztopine ekstraktov in prehranskih dopolnil smo pripravili v penicilinkah z zamaskom. Na
analitski tehtnici smo priblizno natan¢no natehtali predhodno dolo¢eno maso ekstrakta ali
prehranskega dopolnila ter s polnilno pipeto dodali dolo¢en volumen MeOH. Penicilinke
smo sonicirali 15 minut, oziroma dokler se ekstrakti niso v celoti raztopili. Ker smo bili
omejeni s koli¢ino ekstrakta 3, Smo ga pripravili v nizjih koncentracijah. Pripravo prikazuje

Preglednica IX.

Preglednica IX: Priprava vzorcev za reakcijo s F-C reagentom

Vzorci m [mg] V [mL]
15 15 3
6,7 15 5

3 2 1
NutriL AB 45 20
Blooms 140 20
Soria Nat. 1mL 20

Postopek dolocanja antioksidativne aktivnosti s F-C reagentom

0,25 mL raztopine standardov galne kisline ali vzorcev smo odpipetirali v 25,0 mL merilno
bucko. Dodali smo 17,5 mL preciS¢ene vode in 1,25 mL F-C reagenta, bucko premesali in
inkubirali 8 minut pri sobnih pogojih. Nato smo najprej dodali 3 mL 700 mM raztopine
Na2COs in s precisc¢eno vodo bucko dopolnili do oznake. Bu¢ko smo premesali in raztopino
2 uri inkubirali pri sobni temperaturi. Na enak nacin smo pripravili tudi slepo raztopino, kjer
smo namesto vzorcev v bucko odpipetirali precisc¢eno vodo. Da smo pri raztopini vzorca 3
prisli v ustrezno analizno obmoc¢je, smo morali uporabiti 2x veéji volumen (0,5 mL)
raztopine. Ostalega dela postopka nismo spreminjali. Vse vzorce smo pripravili v dveh
paralelah.

Po inkubaciji smo na mikrotitrsko plos¢ico posami¢no nanesli 300 uL standardnih raztopin
galne kisline, od najbolj do najmanj koncentrirane, ter na plos¢ico v enakih volumnih nanesli

tudi naSe vzorce in slepo raztopino, ki je sluzila za ozadje. S Citalcem mikrotitrskih plos¢ic
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Synergy™ H4 Hybrid Reader in programom GENS5 smo pri valovni dolzini 760 nm izmerili
absorbance raztopin v posameznih vdolbinicah. VV Microsoft Excelu 2013 smo nato ustvarili
graf absorbanc raztopin galne kisline v odvisnosti od njihovih koncentracij. Izpisali smo
enacbo regresijske premice, ki je sluzila kot umeritvena krivulja, in s pomocjo katere smo
lahko iz izmerjenih absorbanc raztopin vzorcev izracunali njihovo antioksidativno aktivnost.

Izrazili smo jo kot ekvivalent galne kisline. Izra¢un prikazuje enacba 8.

(sz - Asl) —-n (8)
k

¢ (ekviv. galne. k) =

Avz - Absorbanca vzorca pri 760 nm
AsL - Absorbanca slepe raztopine pri 760 nm

n, k - Koficienta enacbe regresijske premice

Kon¢ni rezultat smo na koncu izpisali kot miligram galne kisline na gram ekstrakta oziroma

pri prehranskih dopolnilih kot miligram galne kisline na odmerek.
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3.2.3. PEARSONOV KORELACIJSKI KOEFICIENT
Da smo lahko rezultate ustrezno ovrednotili, smo na koncu preverili, ali med njimi obstaja
linearna povezava. S pomocjo programa Microsoft Excel 2013 smo izracunali Pearsonov
korelacijski koeficient (enacba 9), ki nam je podal informacijo o linearni povezanosti
spremenljivk. Izracunali smo korelacijo med vsebnostjo oleuropeina in rezultati redukcije
radikala DPPH®*, korelacijo med vsebnostjo oleuropeina in rezultati testa s F-C reagentom

ter korelacijo med rezultati obeh testov antioksidativne aktivnosti.

(X = X)(Y; - Y)

B0 =), - T

9)

n - velikost vzorca
Xi, Yi - posami¢ne vrednosti vzorca

X, Y - povpreéje vzorca

Koeficient lahko zavzame vrednosti med -1 in 1. Vrednost 1 pomeni popolno pozitivno
linearno povezanost, kjer se z naras¢anjem ene spremenljivke tudi druga sorazmerno
linearno poviSa. Obratno pa vrednost -1 oznacuje popolno negativno linearno povezanost,
kjer z naraSanjem ene spremenljivke druga spremenljivka sorazmerno linearno pada.

Rezultate lahko interpretiramo na naslednji nacin (38):

0 - ni linearne povezanosti,
|0,01-0,19| - neznatna povezanost,
|0,2-0,39| - nizka povezanost,
|0,4-0,69| - zmerna povezanost,
|0,70-0,89| - moc¢na povezanost,
|0,90-0,99| - zelo moc¢na povezanost,

|1 - popolna linearna povezanost.
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4. REZULTATI

4.1. KVALITATIVNA HPLC ANALIZA
Z uporabo kolone Phenomenex Synergi Polar 25 cm x 4,6 mm in opisano gradientno elucijo
smo dosegli dobro lo¢bo spojin. Na Sliki 7 je kromatogram raztopine standardov, posnet pri
valovni dolZini 280 nm. 1z njega lahko razberemo, da so vrhovi spojin na kromatogramu
simetri¢ni in ostri, vsi standardi pa so se iz kolone sprali Zze v prvih 35 minutah locbe.

Retencijski Casi standardov so zbrani v Preglednici X.

a pojin_ekstrakti#12 [manually inteqrated] Zmes - stara UV_VIS_2 WVL:280 nm

i 4- p-Kumama k.- 14,003

12-Kavnak.-9,020

3-Vanil.k-9637 | |5-Feruinak - 15,563
100

11 -Tirosgl- 830 16 Rutin-17,14f- Luteolin-6-g1.- 20 567

JUJUA ! \‘31‘0‘9“009‘"'23253 1\9~Lu:eolm'32_583
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Slika 7: Kromatogram standardov za kvalitativno analizo

Preglednica X: Retencijski ¢asi standardnih spojin

Spojina Retencijski ¢as - tr [min]
Tirozol 6,830
Kavna kislina 9,020
Vanilna kislina 9,637
p-Kumarna kislina 14,003
Ferulna kislina 15,563
Rutin 17,147
Luteolin-7-O-glikozid 20,567
Oleuropein 23,263
Luteolin 32,583

Ker smo z metodo dosegli ustrezno locbo spojin, smo nadaljevali z analizo ekstraktov. Na
podlagi retencijskih ¢asov standardov smo vzorcem identificirali nekatere vrhove in tako
potrdili vsebnost dolo¢enih fenolnih spojin v ekstraktih. Vsi posneti kromatogrami so zbrani
v Dodatku, Slike 8-11 pa prikazujejo kromatograme ekstraktov 1, 3, 7 in prehranskega
dopolnila NutriLAB. Rezultati kvalitativne analize so zbrani v Preglednici XI.
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Slika 8: Kromatogram kvalitativne analize vzorca 1
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Slika 9: Kromatogram kvalitativne analize vzorca 3
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Slika 10: Kromatogram kvalitativne analize vzorca 7
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Slika 11: Kromatogram kvalitativne analize vzorca NutriLAB
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Preglednica XI: Identificirani vrhovi v vzorcih

Vzorec Tir. | Kav.k. | Vank. | p-K.k. | Fer.k | Rut. | Lut-7-gl. | Ol. | Lut

1 v v v

N
<

(8]

I
g

2 v v v v

6 v v v v

l v v v v
NutriL AB v v v v v v
Soria Nat. v v v v v v
Blooms v v v v v

Ekstrakti se v svoji sestavi moc¢no razlikujejo. Najmanj vrhov smo uspeli identificirati vzorcu
3. Retencijski ¢asi vrhov na njegovem kromatogramu se niso skladali z nobenim izmed
retencijskih ¢asov standardnih spojin. Iz Slike 9 lahko razberemo, da je vzorec 3 zelo
osiromasen s (poli)fenoli, saj se vrhovi na kromatogramu pojavijo Sele po petdeseti minuti
lo¢be, ko je v mobilni fazi ze prevladovalo ve¢inoma organsko topilo. Vrhovi na
kromatogramu vzorca 3 zato najverjetneje pripadajo nepolarnim spojinam, ki ne spadajo v
druzino razmeroma polarnih rastlinskih (poli)fenolov. Podobne vrhove, ki se pojavijo po
petdeseti minuti lo¢be, smo zaznali pri ekstraktu 2, ki pa smo mu uspeli identificirati Se
oleuropein. Tega smo zaznali tudi v ekstraktu 4, ki je vseboval e dodatne manjse vrhove v
delu kromatograma, Kjer se poleg oleuropeina eluirajo se drugi sekoiridoidni derivati (20—
30 min). Vec spojin smo identificirali v vzorcu 1. Na pripadajo¢em kromatogramu (Slika 8)
lahko na zacetku kromatograma vidimo ve¢ manjsih vrhov, ki pripadajo preprostim fenolnim

alkoholom in kislinam. Zaznali smo vanilno kislino in p-kumarno kislino. V sekoiridoidnem
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delu kromatograma smo zaznali oleuropein, prisotni pa so bili Se drugi manjsi vrhovi.
Podobno kot pri vzorcu 4 najverjetneje pripadajo njegovim derivatom oziroma strukturno
podobnim sekoiridoidom. Se bolj bogati s (poli)fenoli pa so bili vzorci 5-7. Na njihovih
kromatogramih so bili prisotni Stevilni vrhovi z retencijskimi ¢asi 0-15 min, ki ustrezajo
preprostim fenolnim spojinam (Slika 10). VVzorcu 5 smo v sekoiridoidnem delu identificirali
le oleuropein, vzorca 6 in 7 pa sta bila edina ekstrakta, ki sta vsebovala tudi rutin in luteolin-
7-O-glukozid. Slednja sta najverjetneje vsebovala Se Stevilne druge oleuropeinu podobne
derivate, saj smo v sekoiridoidnem delu kromatograma zaznali tudi druge vrhove s
podobnimi retencijskimi Casi, kot ga ima oleuropein. Pri vzorcih 1, 2, 3, in 5 so bili na
kromatogramu prisotni vrhovi, ki se pojavljajo med petdeseto in Sestdeseto minuto loc¢be.
Teh ni bilo moc¢ zaslediti na kromatogramih vzorcev 6 in 7. Najve¢ spojin smo uspeli dolo¢iti
vzorcem prehranskih dopolnil. Ceprav so med njihovimi kromatogrami manjse razlike,
lahko iz njih razberemo, da so vsi zelo bogati tako z enostavnimi fenolnimi spojinami kot

tudi s sekoiridoidi in flavonoidi.

4.2. KVANTITATIVNA HPLC ANALIZA
Najprej smo preverili obmocje linearnosti, ponovljivost rezultatov ter ustreznost sistema po
farmakopejski metodi. Za vrednotenje linearnosti metode smo posneli odzive posameznih
kalibracijskih raztopin in izrisali graf povrSin pod krivuljo vrha oleuropeina (AUC) v

odvisnosti od koncentracije standarda oleuropeina v ppm (Slika 12).
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%) y =0,2797x + 0,947
D 150 R2=0,9995
<
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50
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Slika 12: Graf AUC v odvisnosti od koncentracije oleuropeina

Metoda izkazuje dobro linearnost v obmodju med 5—1000 ppm s koeficientom R? > 0,999,

kar ustreza kriterijem iz literature (39).
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Ponovljivost smo izrazili kot RSD povrsin pod krivuljo oleuropeina po Sestih injiciranjih

standardne raztopine B (Slika 13). RSD je znasal 0,1884 %, s ¢imer smo potrdili ustrezno

ponovljivost metode (RSD naj bo pod 1 % (39)). Povprecna resolucija po Sestih injiciranjih

med vrhovoma rutina in oleuropeina je znasala 6,25, kar ustreza farmakopejskim zahtevam

(minimalna resolucija naj znasa 3,0 (37)).

Oleurop.+Rutin

mAU

B B 3§

(1~ Rutin - 10.190

Slika 13: Kromatogram standardne raztopine B

Ker smo potrdili ustreznost sistema in metode, smo nadaljevali z analizo ekstraktov.

Vsebnost oleuropeina smo doloéili iz kromatogramov na podlagi primerjav povrsin pod

krivuljo po enac¢bi 5 0ziroma enacbi 6. Vsi kromatogrami so zbrani v Dodatku. Slike 14-17

pa prikazujejo kromatograme vzorcev 1, 3, 7 in prehranskega dopolnila NutriLAB, ki so

bili posneti pri 233 nm. Izmerjene vsebnosti oleuropeina v vzorcih so zbrane v Preglednici

XII.

50 2 Analiza ekstrakiov ojénih istov #

UV_VIS_4 WVL233 nm
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80

260

Slika 14: Kromatogram kvantitativne analize vzorca 1
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Slika 15: Kromatogram kvantitativne analize vzorca 3
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Slika 16: Kromatogram kvantitativne analize vzorca 7
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Slika 17: Kromatogram kvantitativne analize vzorca NutriLAB

Preglednica XI11: Vsebnost oleuropeina v vzorcih

Vzorec Vsebnost oleuropeina [m.m. %]
1 3,37
0,193
0
4,94
4,39
15,2

N

[68]

I~

101

[op]
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7 16,9
Vzorec m oleur./odmerek [mg]
NutriLAB 37,8
Soria Nat. 13,0
Blooms 9,60

NajniZjo vsebnost oleuropeina smo dolo¢ili vzorcema 2 in 3. Medtem ko smo pri vzorcu 2
Se zaznali izjemno majhne vsebnosti oleuropeina, pa tega v vzorcu 3 ni bilo mo¢ zaznati.
Nekoliko visje vsebnosti oleuropeina so imeli vzorci 1, 4, in 5, vendar te ne presegajo 5 %
m/m. Znatno visje vsebnosti smo dolo¢ili vzorcema 6 in 7, Ki sta oba vsebovala ve¢ kot 15
% m/m. Odmerek prehranskega dopolnila NutriLAB je vseboval najve¢ oleuropeina,

odmerek prehranskega dopolnila Blooms pa v primerjavi z njim skoraj Stirikrat man;.

4.3. REDUKCIJA RADIKALA DPPH*
Za pozitivno kontrolo metode smo uporabili raztopine antioksidanta a-tokoferola. Z uporabo
spektrofotometricne analize smo izrisali graf, iz katerega je razvidno linearno padanje

absorbance z naras¢anjem koncentracij a-tokoferola (Slika 18).

a - tokoferol

120
y =-3,578x + 100,93
100 R = 0,9987

80
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Slika 18: Graf odvisnosti nezreagiranega DPPH* od koncentracije a-tokoferola

Z rezultatom smo dokazali ustrezno linearnost metode (R? = 0,9987). S pomogjo enacbe
umeritvene premice smo izracunali vrednost ECso za a-tokoferol. Ta je znasala 14,2 + 0,3
uM, kar se sklada z rezultati, ki so jih v ¢lanku objavili Mishra K. in sod. (40). S tem smo
potrdili ustreznost izbrane metode za testiranje sposobnosti redukcije radikala DPPH* in

lahko nadaljevali z meritvami na nasih vzorcih.
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Najprej smo izvedli meritev na standardu oleuropeina in mu dolo€ili ECso (Slika 19).
Rezultat je sluzil kot referenca. Z njegovo pomocjo in s pomocjo rezultatov predhodne
kvantitativne HPLC analize smo lahko pripravili ustrezne delovne raztopine vzorcev, kot so

navedene v Preglednici VIII (stran 26).

Oleuropein standard

120
y =-6,5776x + 100,57
100 R2=10,9988
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Slika 19: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije standarda oleuropeina

Slike 20-29 prikazujejo grafe nezreagiranega DPPH* (I [%]) v odvisnosti od koncentracije

vzorcev (¢ [ng/mL]), iz katerih smo izracunali ECso za vsak posamezni vzorec.

Vzorec 1
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100 R2=0,994
80
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Slika 20: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 1
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Vzorec 2
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Slika 21: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 2
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Slika 22: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 3
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Slika 23: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 4

40



Rok Kaker Magistrska naloga
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Slika 24: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 5
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Slika 25:Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije vzorca 6
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Slika 26:Graf nezreagiranega DPPH* odvisnosti v od koncentracije vzorca 7
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NutriLAB
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Slika 27: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila NutriLAB

Soria Nat.
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Slika 28: Graf nezreagiranega DPPH* v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila Soria Nat.

Blooms
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Slika 29: Graf nezreagiranega DPPH*v odvisnosti od koncentracije prehranskega dopolnila Blooms
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Vzor¢nim raztopinam za merjenje sposobnosti redukcije radikala DPPH* smo dodali enak
volumen delovne raztopine DPPH?* in jih tako razred¢ili, zato so kon¢ne koncentracije vV
vdolbinicah na mikrotitrskih plo$¢icah dvakrat nizje kot koncentracije, ki so navedene v
Preglednici VIII (stran 26). Iz rezultatov je razvidno, da absorbanca ustrezno linearno pada
z naraséanjem koncentracije, vrednost R? pa je le pri enem vzorcu (NutriLAB) izmed
enajstih nizja od 0,990. Pri ve€ini vzorcev smo raztopine pripravili v ustreznih
koncentracijah, zato rezultati leZijo znotraj analitskega obmocja metode. Pri vzorcih 3 in 4
smo upostevali le Sest raztopin, saj sta bili raztopini C1 v obeh primerih preve¢ koncentrirani,
dosegali sta reakcijski plato in segali izven obmogja linearnosti metode. Podobno smo pri
vseh treh testih prehranskih dopolnil upostevali le pet raztopin, saj sta najbolj koncentrirani
raztopini C1 in Cz segali izven linearnega obmocja in podali neustrezne rezultate.

Izracunane ECso vrednosti so zbrane v Preglednici XIII in grafi¢no prikazane na Sliki 30.
Masni delez oleuropeina (w (oleur.)) v posameznih vzorcih, ki smo ga pridobili s
kvantitativno HPLC analizo, smo zmnozili z vrednostmi ECsp vzorcev in tako izracunali,
kaksna bi bila vrednost ECso oleuropeina, ¢e bi bila antioksidativna aktivnost vzorca odvisna

zgolj od njega.

Preglednica XI1I: Izra¢unane vrednosti EC50 v vzorcih

Vzorec ECso+ SN [ng/mL] ECso* w (oleur.) [ng/mL]
Oleuropein standard 7,69 +0,11 6,37
1 127,6 = 6,8 4,30
2 432,1 + 13,1 0,834

3 587,1 + 42,8 /

4 88.8 = 3,03 4,39
5 84,1 + 2,86 3,69
6 22,8+ 0,95 347
7 21,4+ 0,86 3,62
NutriLAB 40,4 + 3,6 3,69
Soria Nat. 800 + 42 2,99
Blooms 124+ 3,7 3,58
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Slika 30: Prikaz izmerjenih vrednosti ECso oleuropeina in ekstraktov

Nizja kot je efektivna koncentracija, vi§ja je antioksidativna aktivnost ekstraktov. Iz
rezultatov lahko razberemo, da dosegata najvi$jo aktivnost ekstrakta 6 in 7, mo¢no pa
izstopata ekstrakta 2 in 3 z zelo nizko sposobnostjo redukcije radikala DPPH®.
Tretji stolpec v Preglednici XIII nam poda informacijo o tem, kako bogati so vzorci z
ostalimi antioksidanti poleg oleuropeina. Nizja kot je izraCunana vrednost za posamezni
vzorec Vv primerjavi z ECso Cistega oleuropeina, ve¢ drugih antioksidantov, ki prav tako

prispevajo k skupni antioksidativni kapaciteti, je prisotnih v njih.

4.4. TEST S FOLIN-CIOCALTEUJEVIM REAGENTOM
S pomocjo Sestih raztopin Kalibracijskih standardov smo ustvarili umeritveno krivuljo

absorbance merjene pri 760 nm v odvisnosti od koncentracije galne kisline (Slika 31).
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Slika 31: Umeritvena krivulja - graf odvisnosti absorbance od koncentracije galne kisline
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Iz grafa lahko razberemo, da smo raztopine za umeritveno premico ustrezno pripravili. Kot
smo pricakovali, absorbanca linearno narasca z visanjem koncentracije galne kisline. Vecja
kot je bila koncentracija reducentov (galna kislina), ve¢ obarvanih kompleksov je nastalo v
reakcijski zmesi, vi§jo absorbanco smo izmerili.

Vzorce smo po prej opisanem postopku analizirali v dveh paralelah in kot rezultat podali
povprecje meritev. UposStevali smo faktor redCenja vzorcev ter s pomocjo izmerjene
absorbance in enacbe umeritvene premice izracunali ekvivalentno koncentracijo galne
kisline (enacba 8, stran 30). Ker sta rezultata paralel vzorca 4 izmed vseh najbolj odstopala
(RSD = 12,4 %), smo analizo izvedli $e s tretjo paralelo in upostevali povprecje rezultatov
tistin dveh meritev, ki sta imeli manjse odstopanje od povprecja. Rezultati so zbrani v

Preglednici XIV in prikazani na Sliki 32.

Preglednica X1V: Rezultati testa s F-C reagentom.

Vzorec Ekvivalent galne Kkisline [mg/g ekstrakta]

Oleuropein standard 330,2
1 47,72
2 44,42
3 39,51
4 30,44
5 45,57
6 1188
7 124,12

Vzorec Ekvivalent galne kisline [mg/odmerek prehranskega

dopolnila]

NutriLAB 26,05
Soria Nat. 12,58
Blooms 6,798
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Slika 32: Antioksidativna aktivnost oleuropeina in ekstraktov izmerjena s F-C metodo
Iz rezultatov je razvidno, da obstajajo med ekstrakti precejSnje razlike. Podobno kot pri
metodi redukcije radikala DPPH*®* smo izmerili najvi§jo antioksidativno aktivnost
ekstraktoma 6 in 7. Kljub temu da kazejo ekstrakti 1-5 niZjo aktivnost, so razlike med njimi
manjSe kot pri izmerjenih ECso vrednostih. Izpostaviti velja ekstrakta 2 in 3, pri katerih z
uporabo metode s F-C reagentom nismo zaznali izrazito nizje aktivnosti kot predhodno s

testom sposobnosti redukcije radikala DPPH".

4.5. PEARSONOV KORELACIJSKI KOEFICIENT

Vrednosti Pearsonovega korelacijskega koeficienta so prikazane v Preglednici XV.

Preglednica XV: Izra¢unane vrednosti Pearsonovega koeficienta korelacije

Korelacija Pearsonov r
Vsebnost oleuropeina in vrednosti ECso -0,734
Vsebnost oleuropeina in ekvivalenti galne Kisline 0,941
Vrednosti ECs in ekvivalenti galne kisline -0,520

Linearna korelacija med delezem oleuropeina, ki smo ga doloc¢ili s HPLC metodo, in
antioksidativnimi aktivnostmi ekstraktov, ki jih izrazimo z ekvivalenti galne kisline, je
visoka. Vrednost lahko interpretiramo kot zelo mo¢no linearno povezanost obeh rezultatov.
Nekoliko slabse linearno korelirajo rezultati vsebnosti oleuropeina z rezultati vrednosti
ECso, a je korelacija kljub temu moc¢na. Rezultati vrednosti ECso z rezultati testa s F-C
reagentom korelirajo Se nekoliko slabse. Njuno povezanost lahko oznac¢imo kot zmerno

negativno korelacijo.
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5. RAZPRAVA

V magistrski nalogi smo proucili ekstrakte olj¢nih listov pridobljenih z ekstrakcijo s
superkriti¢cnim COz in jih primerjali z ekstrakti, ki so bili pridobljeni z maceracijo. Dokazati
smo zeleli predvsem mozne prednosti ekstraktov, ki so pridobljeni s supekritiénimi fluidi,
kot so veéji delez (poli)fenolov in viSje vsebnosti oleuropeina, glavnega nosilca
farmakoloskih ucinkov. S pomocjo reverznofazne metode HPLC smo v njih najprej na
podlagi standardnih spojin, do katerih smo lahko dostopali, poskusili identificirati nekatere
glavne (poli)fenolne spojine, za katere je znano, da se nahajajo v olj¢nih listih. Posameznim
ekstraktom smo nato dolocili vsebnost oleuropeina. S pomoc¢jo dveh razliénih metod smo
ekstraktom dolo¢ili tudi antioksidativno kapaciteto. Izvedli smo redukcijo radikala DPPH*
in kapaciteto izmerili $¢ z metodo s Folin-Ciocalteujevim reagentom. Vseh 7 ekstraktov je
za nas pridobilo podjetje IME INSOL d.o.0. iz olj¢nih listov slovenskih oljk sorte Leccino.

Obrani so bili na obmoc¢ju Gazona, konec oktobra 2016.

Metodi se v nacinu izvedbe med seboj moc¢no razlikujeta, razlike v ekstraktih pa so se
odrazale Ze v njihovem izgledu (Slika 33). Ekstrakte smo najprej senzori¢no ocenili.
Natancen opis vseh vzorcev se nahaja v Preglednici Il (stran 17). Vzorci 1-5 so bili
pridobljeni s SFE, a pod razli¢nimi pogoji obratovanja (razlicen tlak in temperatura). VVzorci
1, 2, 3in 5 so bili goste, trdne ali poltrdne konsistence, razlikovali pa so se v barvi. Vsi so
bili precej lahko mazljivi in so imeli specificen vonj. Ta je bil Se posebej mocan, a kljub
temu prijeten (vzorca 2 in 3). Slednja sta bila izmed vseh Ze po videzu tudi najbolj oljnata.
Vzorec 3 je izstopal po svoji barvi, ki se je najbolj ocitno razlikovala od vseh ostalih vzorcev.
Bil je svetle rumenooranzne barve. Vzorec 4, ki je ostanek zdrobljene izhodne listne mase
na steni ekstraktorja po koncu postopka, se je na pogled od vseh najbolj razlikoval. Bil je
suh prah brez specificnega vonja. Vzorca 5 in 6 sta bila pridobljena z ekstrakcijo s klasi¢no
maceracijo. Pri obeh so kot ekstrakcijsko topilo uporabili 80 % EtOH, a je ekstrakcija
potekala pri razlicnih pH vrednostih. Tako pridobljenima ekstraktoma so nato z uporabo
vakuumske ¢rpalke odstranili mozne ostanke topila, zato sta bila ekstrakta zelo gosta in trda.
Med njima na pogled ni bilo zaznati razlik, oba sta bila podobne temnozelene barve, prav

tako sta bila oba brez vonja.
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Slika 33: Ekstrakti v penicilinkah

Kvalitativno analizo smo izvedli s pomoc¢jo reverznofaznega HPLC sistema, ki je bil
opremljen z detektorjem z diodnim nizom (diode array detector, DAD). Ta nam omogoca
detekcijo pri petih valovnih dolzinah hkrati. Tako smo lahko istocasno zaznali analite iz
razli¢nih kemijskih skupin, ki absorbirajo pri razlicnih valovnih dolZinah, ter lazje potrdili
ujemanje med signalom analita in signalom standarda. Po pregledu literature smo se odlo¢ili,
da bomo sledili metodi, ki se je v ¢lanku (36) izkazala kot najboljsa. Razlog za to so bili
dobri rezultati metode predstavljene v ¢lanku, saj navaja dobre selektivnosti in dobre
resolucije med vrhovi. Poleg nastetega pa se vecina glavnih spojin, ki so prisotne v olj¢nih
listih, s kolone spere ze v prvih 45-ih minutah analize. Prav tako smo imeli na voljo enako
kolono (Synergi Polar 250), kot so jo uporabili v metodi iz ¢lanka. Ta je bila v ¢lanku
validirana in bi bila primerna tudi za kvantitativno analizo. Za slednjo se nismo odlo¢ili, saj
smo bili s koli¢ino dostopnih standardov mo¢no omejeni, natan¢na kvantifikacija z uporabo
umeritvenih krivulj pa bi bila zato nemogoca. Kljub temu da je bila metoda namenjena
analizi olivnega olja, je bila zaradi identi¢nih spojin, ki jih najdemo tudi v olj¢nih listih,
povsem primerna za analizo nasih ekstraktov.

Standarde in vzorce smo raztopili v topilu MeOH/H»O : 40/60. Gre za identi¢no razmerje
kot ga navaja farmakopeja za raztapljanje standarda oleuropeina pri metodi dolo¢anja
vsebnosti oleuropeina (37). Prvotne poskuse smo izvajali z raztapljanjem vzorcev v ¢istem
MeOH. V njem so se predvsem ekstrakti pridobljeni s SFE bolje raztapljali, a smo dobili
neustrezne kromatograme z raztegnjenimi vrhovi spojin. Najverjetneje se je topilo z mobilno
fazo slabo mesalo, ne glede na vzrok pa smo tezavo povsem odpravili, ko smo MeOH
zamenjali s prej omenjenim topilom. V njem so se ekstrakti nekoliko slabse raztapljali,

predvsem vzorca 2 in 3, zato smo si pri tem pomagali z uporabo ultrazvo¢ne kadicke. Tako
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pripravljene raztopine standardrov in vzorcev so bile bistre, izjemi sta bili vzorca 2 in 3, ki
sta bila motna, kar bi lahko kazalo na nastanek emulzije.

Na voljo smo imeli devet standardov fenolnih spojin, za katere je znano, da se pojavljajo v
ekstraktih iz olj¢nih listov (4, 8). Razdelimo jih lahko v $tiri skupine, med fenolne alkohole
(tirozol), fenolne kisline (vanilna, p-kumarna, ferulna in kavna Kislina), sekoiridoide
(oleuropein) in flavonoide (rutin, luteolin in luteolin-7-O-glukozid). Njihove strukturne
formule so zbrane v Dodatku. Dolo¢ili smo jim t; in tako razbrali tudi okviren poloZaj
strukturno podobnih spojin na kromatogramu. Iz Slike 7 (stran 31) lahko razberemo, da se
iz kolone najhitreje sperejo fenolni alkoholi, z retencijskimi ¢asi do 7 minut. Fenolne kisline
imajo retencijske case od 9 do 15,5 minut, nato sledijo glikozilirani flavonoidi z
retencijskimi ¢asi do 20 minut, naslednji so sekoridoidi s t; okoli 23 minut in nazadnje
aglikoni flavonoidov, ki jih zaznamo okoli 32. minute analize. Glede na polozaj vrhov na
kromatogramih vzorcev smo tako lahko vsaj priblizno sklepali o kemijski strukturi spojin,
katerih vrhovi se niso ujemali z nobenim izmed retencijskih ¢asov standardnih spojin.

Iz kromatogramov prehranskih dopolnil smo ugotovili, da so zelo bogata v svoji sestavi, saj
smo lahko identificirali Sest izmed devetih standardnih spojin (Preglednica XI). Vsi so imeli
izrazit vrh, ki je pripadal oleuropeinu. Poleg tega so bili na kromatogramih prisotni tudi
Stevilni drugi vrhovi, in sicer v obmoc¢ju enostavnih fenolnih alkoholov in kislin kot tudi v
obmocju glikoziliranih flavonoidov in sekoiridoidov. Zaradi bogate sestave so nam
kromatogrami prehranskih dopolnil sluZili kot referenca za primerjavo z ekstrakti. Po sestavi
sta se jim najbolj priblizala vzorca 6 in 7, ki sta bila pridobljena s klasi¢no ekstrakcijo.
Podobno kot na kromatogramih prehranskih dopolnil je tudi tu prevladoval vrh, ki pripada
oleuropeinu, na kromatogramih pa so razvidni Se drugi vrhovi, ki najverjetneje pripadajo
strukturno podobnim sekoiridoidom (npr. demetil oleuropein ali oleuropein aglikon). Zaradi
odsotnosti standardov teh vrhov ni bilo mogoce natanc¢no identificirati. Za tocno
identifikacijo bi morali uporabiti druge naprednej$e analitske tehnike, kot je LC-MS. Vsi
ekstrakti, ki so bili pridobljeni s SFE, so imeli na kromatogramih manj vrhov, ki bi jih uspeli
identificirati. Vzorec 1, ki je bil pridobljen pri superkiti¢nih pogojih pri najvisjem tlaku, je
poleg oleuropeina vseboval le malo drugih spojin, ki bi jih lahko identificirali. VVzorec 2 je
ekstrakt pridobljen v pogojih blizu kriti¢ne tocke (82 bar, 40 °C) in z izjemo Sibkega vrha
oleuropeina ne vsebuje fenolnih spojin. Subkriti¢ni pogoji so za ekstrakcijo fenolnih spojin
najmanj primerni, saj v vzorcu 3 teh sploh nismo zaznali. Da se fenolne spojine niso v celoti

ekstrahirale, prica tudi kromatogram vzorca 4, Ki je ostanek rastlinskega materiala po koncu
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ekstrakcije. 1z njega je razvidnih ve¢ vrhov v sekoiridoidnemu delu kromatograma, Kjer
najizrazitej$i izmed njih pripada oleuropeinu. Sele dodatek sotopila in ekstrakcija pod
visokim tlakom (335 bar) izboljsata ekstrakcijo fenolnih spojin, kar je razvidno iz
kromatograma vzorca 5. Je edini izmed ekstraktov pridobljenih s SFE, ki se je po fenolnemu
profilu priblizal ekstraktom pridobljenih z maceracijo z etanolom. Na vseh kromatogramih
ekstraktov, ki so bili pridobljeni s SFE, so bili prisotni vrhovi, ki smo jih zaznali med 50. in
55. minuto locbe, kar nakazuje na prisotnost lipofilnih spojin v ekstraktih. Ker ne gre za
fenolne spojine, njihova to¢na identifikacija z opisano metodo ni bila mogoca. Lipofilne
spojine so najverjetneje tudi razlog za moten izgled raztopine vzorcev 2 in 3 ter povzrocijo

nastanek emulzije.

Kvantifikacijo oleuropeina smo izvajali na reverznofaznem HPLC sistemu v skladu s
farmakopejskim predpisom za ugotavljanje vsebnosti oleuropeina v suhih ekstraktih olj¢nih
listov (37). Ker smo bili omejeni tako s koli¢ino standarda oleuropeina kot tudi s koli¢ino
ekstraktov, smo bili primorani pripraviti raztopine zahtevanih koncentracij v manjsSih
volumnih, kot to zahteva predpis. Enac¢ba za izracun vsebnosti oleuropeina v farmakopeji
velja za to¢no dolocene volumne raztopin iz predpisa, zato smo jo morali ustrezno prirediti.
Koncentracijo in nato vsebnost oleuropeina smo izracunali s pomocjo enotockovne
kalibracije na podlagi primerjave AUC vrha oleuropeina iz kromatograma standarda z AUC
vrhom oleuropeina iz kromatogramov vzorcev (enacba 5 in 6). Kljub temu da predpis
priprave vzorcev zahteva filtracijo raztopin v merilno bucko, tega nismo storili, saj bi zaradi
manjsih uporabljenih volumnov s filtriranjem prispevali k manj$i natan¢nosti priprave
vzor¢nih raztopin. Te smo s pomocjo brizge filtrirali v viale z navojem $ele na koncu in se
tako znebili morebitnih neraztopljenih delcev. Z uporabo kolone Luna (150 x 4,6 mm, 5 um)
smo dosegli farmakopejske zahteve glede SF, prav tako smo natan¢no sledili predpisom
glede pretoka in sestave MF, temperature, valovne dolzine detekcije ter volumna injiciranja.
Relativna retencija rutin:oleuropein je znasala 0,73, kar ustreza farmakopejskim podatkom.
Glede na izra¢unano resolucijo med vrhom rutina in oleuropeina smo potrdili ustreznost
sistema, preverili pa smo Se obmoc¢je linearnosti metode in ponovljivost metode ter
zakljucili, da je ta primerna za izvajanje analize.

Izracunana vsebnost oleuropeina v vzorcih (Preglednica XII) se dobro sklada s prej$njimi
rezultati kvalitativne analize. Najvisja je bila v ekstraktih 6 (15,2 % m/m) in 7 (16,9 % m/m),
ki sta bila pridobljena z maceracijo z etanolom. Le vzorec 7 pa bi zadostil pogoju iz
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farmakopeje, ki v suhih izvleckih zahteva vsaj 16 % m/m delez oleuropeina. VVzorec 1, ki je
bil pridobljen pod supekritiénimi pogoji pod tlakom 120 bar, je oleuropein sicer vseboval, a
je bil njegov delez priblizno 5x nizji (3,37 % m/m) kot v klasi¢nih ekstraktih. Na ekstrakcijo
moc¢no vplivajo pogoji, pod katerimi poteka. Na$i rezultati kaZzejo, da na izkoristek
signifikantno vpliva predvsem tlak. Z nizanjem tlaka se je znizal izkoristek ekstrakcije
oleuropeina. Posledica izotermalnega zniZanja tlaka iz 120 bar na 82 bar (vzorec 2) je bila
izjemno slaba ekstrakcija oleuropeina, ki smo ga v vzorcu 2 zaznali le v minimalnih
koli¢inah (0,193 % m/m). Ce tlak znizamo $e bolj in ekstrakcijo izvajamo v subkriti¢nih
pogojih (50 bar), pa taksni ekstrakti oleuropeina sploh ne vsebujejo (vzorec 3). Podobno kot
smo to ugotovili pri kvalitativni analizi, je rastlinski material, ki je ostal v ekstraktorju po
koncani ekstrakciji (vzorec 4), Se vedno vseboval oleuropein (4,94 % m/m). Njegova
vsebnost je bila celo visja kot v kateremkoli ekstraktu, ki je bil pridobljen z metodo SFE. Na
izkoristek ekstrakcije vpliva tudi uporaba sotopila. Izmed vseh ekstraktov pridobljenih s SFE
je tako najvec oleuropeina vseboval vzorec 5 (4,39 % m/m), kjer so pri ekstrakciji uporabili
10 % MeOH. Ta je sluzil kot sotopilo, ekstrakcija pa je potekala pri zelo visokem tlaku (335
kot pri klasi¢nih ekstraktih in ne bi izpolnil farmakopejskih zahtev.

Kljub stevilnim prednostim ekstrakcije s scCOz lahko iz rezultatov sklepamo, da je metoda
manj primerna za ekstrakcijo oleuropeina iz olj¢nih listov. Nasi rezultati se skladajo z
literaturnimi podatki glede topnosti razli¢nih spojin v scCO2 (18). Molska masa oleuropeina
je 540 g/mol, kar ga uvrs¢a med vecje organske spojine, poleg tega pa je zaradi Stevilnih
hidroksilnih skupin na sladkornem delu molekule tudi precej polaren. Zaradi opisanih
lastnosti je v scCOz2 tezko topen, izkoristek ekstrakcije pa je posledi¢no slab, kljub uporabi

visokih tlakov in sotopila med procesom ekstrakcije.

Antioksidativno aktivnost ekstraktov smo najprej preverili z metodo redukcije radikala
DPPH?®. Pri pripravi raztopin padajocih koncentracij smo kot topilo uporabili MeOH, saj so
bili vzorci in standardi v njem dobro topni. Pri tem smo naleteli na nekaj tezav, saj je MeOH
precej hlapen, kar je vodilo do nihanj v izmerjeni absorbanci in do slabse linearnosti. Nekaj
tezav nam je na zacetku povzrocalo tudi iskanje ustreznih delovnih koncentracij posameznih
raztopin vzorcev. Premoc¢no koncentrirane raztopine so hitro reducirale celoten DPPH?*, s
¢imer smo dosegli plato metode. Nasprotno so bile prevec razred€ene raztopine presibke, da

bi lahko DPPH* sploh reducirale, absorbanca pa se zato ni zmanj$evala. Pri pripravljanju
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raztopin v ustreznih koncentracijah smo si pomagali z rezultati kvantitativne HPLC analize.
Ker je oleuropein mocen antioksidant, smo na podlagi njegove vsebnosti lahko sklepali na
predvideno antioksidativno kapaciteto vzorcev. Iz grafov (Slika 19-29) je razvidno, da smo
vecino raztopin ustrezno pripravili, saj absorbanca brez vec¢jih odstopanj linearno pada z

naras¢ajoco koncentracijo vzorcev.

Izmerjena vrednost ECso za standard oleuropeina (EDQM (82,8 %)) je 7,69 ug/mL. Ker gre
za standard spojine z dobrimi antioksidativnimi lastnostmi, je vrednost, pri¢akovano, zelo
nizka. Rezultat nam je pomagal pri pripravi ustrezno koncentriranih delovnih raztopin
vzorcev ekstraktov ter prehranskih dopolnil. Najvisjo sposobnost redukcije radikala DPPH*
smo dolo¢ili klasiénim ekstraktom in s tem tudi najbolj$o antioksidativno kapaciteto (Slika
30). Vsi ekstrakti pridobljeni s SFE so radikal slab$e reducirali. Najvis$jo antioksidativno
kapaciteto izmed njih je imel vzorec 5, najslabso pa vzorca 2 in 3, ki sta moc¢no izstopala kot
najslabsa antioksidanta. Dobljene rezultate lahko smiselno povezemo z vsebnostjo
oleuropeina v vzorcih, ki smo jih pridobili s kvantitativno HPLC analizo. Ekstrakti z najvisjo
vsebnostjo (6 in 7) so radikal reducirali najbolje, ekstrakti z nizko vrednostjo pa najslabse (2
in 3). Ce vrednosti ECso zmnoZimo z vsebnostjo oleuropeina v posameznih vzorcih, dobimo
vrednost, ki bi jo imel oleuropein, ¢e bi bila antioksidativna kapaciteta ekstrakta odvisna
izkljuéno od njega. Iz Preglednice XIII lahko razberemo, da so izraCunane vrednosti niZje
od dejanske izmerjene vrednosti ECso za oleuropein. To pomeni, da antioksidativno ne
deluje le oleuropein, temve¢ k delovanju prispevajo tudi druge prisotne spojine v ekstraktih,

ki med seboj delujejo sinergisti¢no.

Antioksidativno kapaciteto smo nazadnje dolo¢ili Se z uporabo Folin-Ciocalteujevega
reagenta. Kot kalibracijski standard smo uporabili galno kislino, ki se pri testu tudi
najpogosteje uporablja (31). S pomocjo umeritvene premice smo antioksidativno kapaciteto
vzorcev izrazili kot ekvivalent galne kisline v mg na g ekstrakta. Odlocili smo se, da bomo
absorbanco raztopin standardov in vzorcev izmerili z uporabo mikrotitrske ploscice in
spektrofotometrskega Citalca ter ne z uporabo kivet, kot se to pogosto izvaja. Citalec
omogoc¢a merjenje absorbanc na vseh vdolbinicah na plos¢ici hkrati, zato smo si s tem delo
olajsali in ga skrajsali, ne da bi pri tem vplivali na natan¢nost metode. Dobljeni rezultati
(Preglednica XIV) se z manjsimi razlikami skladajo z rezultati testa redukcije radikala
DPPH?®. Tudi tu sta vzorca 6 in 7 izkazovala najboljSo antioksidativno aktivnost, ki je bila

obcutno visja kot pri ekstraktih, ki so bili pridobljeni s SFE. Rezultati slednjih so se po tej
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metodi nekoliko razlikovali od prejsnjih. Najboljso aktivnost smo izmerili vzorcu 1. VVzorec
5 je imel aktivnost zelo podobno, a nekoliko nizjo. Vzorca 2 in 3 kazeta padec v
antioksidativni kapaciteti, ki pa je manj izrazit kot pri prej$njih rezultatih. Najvecja razlika
v rezultatih je pri vzorcu 4, ki je imel po rezultatih prej$njega testa antioksidativno kapaciteto
podobno vzorcu 5, pri rezultatih testa s F-C reagentom pa najnizjo.

Linearno povezanost rezultatov smo zeleli dokazati z izraunom Pearsonovega
korelacijskega koeficienta. Preverili smo povezanost rezultatov vsebnosti oleuropeina z
rezultati obeh posameznih testov antioksidativne kapacitete. Prav tako smo proucili tudi
povezanost rezultatov testa redukcije radikala DPPH* in testa s Folin-Ciocalteujevim
reagentom. Zelo moc¢no povezanost (0,941) smo ugotovili med vsebnostjo oleuroepina in
izraGunanimi ekvivalenti galne Kkisline. Nekoliko niZjo, a vseeno mo¢no povezanost, pa med
vsebnostjo oleuropeina in izra¢unanimi vrednostmi ECsp (-0,734). S tem smo potrdili nasa
sklepanja, da oleuropein pomembno prispeva k antioksidativni kapaciteti ekstraktov. VVzorca
6 in 7, ki sta bila pridobljena z maceracijo, sta imela najvisji deleZ oleuropeina, kar je
posledi¢no vplivalo na njuno visoko antioksidativno aktivnost. Obratno velja za ekstrakte
pridobljene s SFE (1-5), ki so imeli nizji delez oleuropeina, dokazali pa smo jim tudi slabse
antioksidativne lastnosti. Rezultati obeh testov antioksidativne kapacitete korelirajo le
zmerno (-0,520). VVzrok za to bi lahko bila slabsa oksidacijska sposobnost radikala DPPH* v
primerjavi s F-C reagentom. DPPH® se lahko reducira le z mo¢nejsimi reducenti, medtem ko
F-C reagent reducirajo Ze blagi reducenti (6). S tem bi lahko pojasnili razlike v
antioksidativni kapaciteti med vzorcema 2 in 3, rezultati katerih so se med testoma najbolj
razlikovali. Reducenti prisotni v teh dveh ekstraktih so bili sposobni reducirati F-C reagent,
a so bili presibki, da bi reducirali tudi radikal DPPH®. Prav tako v reakciji s F-C reagentom
ne reagirajo le fenolne spojine, temvec¢ tudi Stevilni ostali reducenti, na primer aminokisline,

sladkorji in soli, kar bi lahko dodatno razlozilo odstopanja med rezultati testov (33).
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6. SKLEP

V nalogi smo Zeleli ovrednotiti smiselnost uporabe superkriti¢cnega CO2 pri ekstrakciji
(poli)fenolov iz olj¢nih listov. Pri tem smo se osredotoCili na vsebnost sekoiridoida
oleuropeina, ki v listih predstavlja glavno fenolno spojino. Ekstrakte smo dodatno
ovrednotili s pomocjo rezultatov, ki smo ji pridobili s kvalitativno HPLC analizo, ter na
podlagi rezultatov testov dolo¢anja antioksidativne kapacitete.
Zaklju¢imo lahko da:
- imajo vsi ekstrakti pridobljeni s SFE v primerjavi s klasi¢nimi ekstrakti obCutno nizjo
vsebnost oleuropeina in ne dosegajo zahtev Evropske farmakopeje,
- naizkoristek ekstrakcije fenolnih spojin s supekritiénim CO- izrazito vplivajo pogoji
ekstrakcije,
- dodatek MeOH kot sotopila le rahlo izboljsa izkoristek ekstrakcije fenolnih spojin s
superkriticnim CO»,
- daje ekstrakcija z maceracijo v 80 % EtOH pri pH 2 izmed vseh preuc¢evanih metod
najvisji izkoristek ekstrakcije oleuropeina,
- imajo vsi ekstrakti pridobljeni z maceracijo bogatejSo (poli)fenolno sestavo kot
ekstrakti pridobljeni s SFE,
- je antioksidativna kapaciteta ekstraktov, ki so bili pridobljeni s SFE, nizja v
primerjavi s klasi¢nimi ekstrakti,
- vsebnost oleuropeina v ekstraktih dobro korelira z njihovo antioksidativno
kapaciteto,
-k antioksidativnemu ucinku ekstraktov poleg oleuropeina prispevajo tudi druge

spojine, ki z njim delujejo sinergisti¢no.

Kljub temu da se je ekstrakcija s superkriticnim CO; izkazala za ustrezno metodo pri
ekstrakcijah Stevilnih fitokemikalij iz rastlinskega matriksa, lahko v naSem primeru trdimo,
da daje metoda nezadostne rezultate pri ekstrakciji oleuropeina. Ker so v superkriticnemu
CO; topne zgolj precej lipofilne spojine, so tako pridobljeni ekstrakti vsebovali le nizke
vsebnosti oleuropeina, imeli so revnejsi profil fenolnih spojin in slabse antioksidativne
lastnosti. Ker koristi uporabe SFE ne odtehtajo visokih stroskov in zahtevnega tehnoloskega
postopka, lahko zaklju¢imo, da naj klasi¢ne metode, kamor spada maceracija, zaradi boljsih

rezultatov $e naprej ostanejo metode izbora ekstrakcij fenolnih spojin iz olj¢nih listov.
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KROMATOGRAMI KVALITATIVNE HPLC ANALIZE (280 nm)
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KROMATOGRAMI KVANTITATIVNE HPLC ANALIZE (233 nm)
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