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POVZETEK

Ajda je kulturna rastlina kitajskega izvora, ki je v Evropi prisotna od srednjega veka.
Veéinoma se uporablja le v prehrambene namene. Ceprav ajda botaniéno ne sodi med Zita,
ima njeno seme podobno notranjost kot zita, zato jo po na¢inu predelave zrn v kaso, zdrob
in moko uvrs¢amo prav mednje. Drugo polovico 20. stoletja je gospodarsko pomembnejsa
pSenica povzrocila, da je ajda zacela izginjati iz njiv. Danes se ajda vraca v naso prehrano
predvsem zaradi ljudi, ki so naklonjeni zdravemu nacinu Zivljenja in tudi zaradi
zdravstvenih dognanj strokovnjakov. Nekateri ljudje uporabljajo zelene dele ajde (kalcke)
kot hrano, bogato z antioksidanti, jo skupaj z drugimi rastlinami zmeljejo v »zelen sok« in
to pijejejo vsakodnevno. Posledice so lahko nevarne, saj nadzemni deli ajde vsebujejo
barvilo fagopirin, ki povzrofa preobcutljivost na svetlobo. Pri zivalih je bolezen,
imenovano fagopirizem, leta 1905 opisal Busck. Sedaj se pojavljajo mnoga ugibanja o
fagopirizmu tudi pri ljudeh. Ravno zaradi te problematike smo se lotili raziskovanja
fagopirina v ajdovih kalckih. Ekstrakcijo ajdovih kal¢kov smo izvajali pri razlicnih
razmerah in ugotovili, da se najve¢ fagopirina ekstrahira v eni uri pri 60° C ter kadar kot
topilo uporabimo meSanico topil aceton : piridin = 4 : 1. V drugem delu diplome smo
hoteli razviti metodo za kvantifikacijo fagopirina, vendar metoda, ki smo jo razvili, Se ni
povsem ustrezna. Najprej smo se lotili tankoplastne kromatografije. Ekstrakte smo nanasali
na tankoplastne kromatografske plosc€ice, jih razvijali v mobilni fazi Cistega piridina in
kasneje opazovali pod UV svetlobo pri 366 nm. Pri tej valovni dolZini fagopirin fluorescira
rdece. Intenziteto vzbujene rdeCe fluorescence, ki je sorazmerna koliini prisotnega
fagopirina na tankoplastni kromatografski plos¢ici, smo merili s pomoc¢jo denzitometra.
Druga metoda je bila kapilarna elektroforeza. Delo na kapilarni elektroforezi smo
zakljucili, ker je standard fagopirina topen samo v piridinu, njegova bazna linija pa ni
ustrezna, saj ima veliko Sumov, zato bi bilo nemogoce primerjati in izkljuCevati vrhove
med kromatogramoma standarda fagopirina in ekstrakta ajdovih kalckov, da bi nasli vrh, ki
pripada fagopirinu. Zadnja metoda, ki smo se je lotili, je bila tekoCinska kromatografija
visoke loc¢ljivosti. Kljub temu da smo poskusili s kislimi, bazi¢nimi, bolj ali man;j
lipofilnimi mobilnimi fazami (izokratsko in gradientno), nismo uspeli, da bi loceno

detektirali topilo in fagopirin. Vedno smo dobili samo en vrh, ki je bil enak vrhu topila.
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ABSTRACT

Buckwheat is a crop of Chinese origin, present in Europe since the Middle Ages, and is
mainly used for food purposes. Although botanically buckwheat does not belong to the
cereals, the seed is similar to cereals; it is considered a cereal due to the way it is processed
into groats, meal and flour. In the second half of the 20th century, the economic primacy of
wheat led to the gradual disappearance of buckwheat from arable land. Today, buckwheat
has returned to the human diet, because of those in favor of a healthy lifestyle, and also
because of the testimony of health experts. People use the green parts of buckwheat
(sprouts) for food rich in antioxidants, mixed with other plants minced in the "green juice"
as a daily drink. The consequences of drinking may be dangerous, since the above-ground
parts of buckwheat contain a pigment, fagopyrine, which causes sensitivity to light. In
animals, the disease is called fagopyrism, which was described by Busck in 1905. This
issue is currently being examined in human beings.

The extraction of buckwheat sprout has been made under different conditions. The greatest
yield of fagopyrine extracts was obtained under the following conditions: within one hour
at T 60° C using the solvent mixture acetone : pyridine =4 : 1.

In the second part of the research we wanted to develop a method to quantify fagopyrine.
First, we addressed the method of thin-layer chromatography. Extracts were applied to
thin-layer chromatography plates; they were developed in the mobile phase of pure
pyridine and then observed under UV light at 366 nm. Fagopyrine has red fluorescenece at
this excitation wavelength. Intensity of this fluorescenece, which is proportional to the
quantity of fagopyrine in the thin-layer chromatographic plate, was measured with a
densitometer. Another method was capillary electrophoresis. Because the standard of
fagopyrine is soluble only in pyridine, we ended our work on CE. The base line was also
inadequate because it had a lot of noise; it would be impossible to compare and read the
peaks of the chromatograms of fagopyrine and extracts of buckwheat sprouts to find the
peak of the fagopyrine. The last method which we have tested is the high performance
liquid chromatography. Despite the fact that we tried with acidic, basic, and more or less
lipophilic mobile phases (isochromatic and gradient), we failed to separately detect solvent
and fagopyrine. In every chromatogram we found only one peak, which was identical to

the peak of the solvent.
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SEZNAM OKRAJSAV

AU — enota za absorbanco

AUC — (angl.: Area Under the Curve) povrsina pod krivuljo

CE — (angl. Capillary Electrophoresis) kapilarna elektroforeza

DMSO - dimetilsulfoksid

HPLC — (angl.: High Performance Liquid Chromatography) tekoc¢inska kromatografija
visoke locCljivosti

MF — mobilna faza

T — temperatura

TLC — (angl.: Thin Layer Chromatography) tankoplastna kromatografija

UV — ultravijoli¢na svetloba

UZ — ultrazvoéna kadicka




1 UVOD

1.1 SPLOSNO O AJDI

Ajda (Fagopyrum esculentum) je enoletnica iz druzine dresnovk (Polygonaceae). Izvira iz
Kitajske. Tatari so jo na svojih pohodih prinesli na zahod, v Rusijo in Malo Azijo, pozneje
pa se je udomacila v Sredozemlju. Pri Sirjenju v notranjost Evrope so jo posamezni narodi
poimenovali po pSenici, ji pogosto pridali ime po nekristjanih (poganih), in sicer ble
sarrasin, ble de Turquie ali ble noir (Francozi), Heiden (Avstrijci), pohanka (Cehi), heljda
(Hrvati) (1). Latinsko ime za ajdo Fagopyrum, anglesko buckwheat in nemsko Buchweizen
pomenijo »bukovo zito« in povedo, da so njeni trikotni polodovi podobni bukovim

plodovom (2).

Slika 1: Semena ajde (3).

K nam je ajda priSla za Casa krizarskih vojn iz vzhoda (4). RazSirila se je po vseh
slovenskih pokrajinah. Druga polovica 20. stoletja je zaradi gospodarsko pomembnejse
pSenice povzroc€ila njen zaton. Ajda je zacela izginjati z njiv, podobno kot mnoga druga
zita, ki so bila stoletja pomembna za prehrano evropskih kmetov, tudi pri nas. Po drugi
svetovni vojni se je pridelovanje ajde omejilo na tedanjo Sovjetsko zvezo. Po delezu
posejanih njiv drzavam nekdanje SZ sledijo Kitajska, Poljska, Kanada, Japonska, Francija,

Slovenija, Nemcija, Avstrija in Danska (1).




1. 1. 1 NAVADNA AJDA (Fagopyrum esculentum)

Preglednica 1: Znanstvena klasifikacija ajde (2).

Kraljestvo: Plantae (rastline)

Deblo: Magnoliophyta(kritosemenke)

Razred: Magnoliopsida(dvokali¢nice)
Red: Caryophyllales(klinckovci)

Druzina: Polygonaceae(dresnovke)

Rod: Fagopyrum
Vrsta: F. esculentum

Slika 2: Rastlinski deli navadne ajde (5).

Navadna ajda je enoletna rastlina, ki zraste do 60 cm visoko (6). Ceprav ajda botani¢no ne
sodi med Zita, ima njen plod podobno notranjost kot zita, zato jo po na¢inu predelave zrn v
kaSo, zdrob in moko uvr§¢amo prav mednje (1). Cveti od junija do oktobra (6).

Ajda ima vretenaste korenine. Po zelnatem steblu so spiralasto namesceni sréasti, spodaj
pecljati, proti vrhu pa sedeci listi. V odvisnosti od dednih lastnosti sorte in gostote setve se
steblo razveji na dve veji ali ve¢ stranskih. Cvetovi, beli do rde¢i, so zdruzeni v
mnogocvetna socvetja ali grozde. Na barvo cvetnih listov vpliva poleg sorte tudi
temperatura zraka: hladneje kot je, bolj so ti roznati in rdeci, npr. pri ¢rni ajdi na
Gorenjskem, pri sivi dolenjski pa so beli. Oprasujejo jo zuzelke, zlasti cebele (1).

Ajdo so pogosto sejali na njivo kot tako imenovani strniS¢ni posevek. Je skromna rastlina
in lazje ¢rpa mineralne snovi iz tal kot vecina drugih poljS¢in. Gnojenje je skoraj
nepotrebno, saj tudi v tleh, ki so slabo zaloZena z mineralnimi snovmi, ali pa €e so te tezko
dostopna in kjer bi druge poljS¢ine kazale znamenja pomanjkanja, lahko zadovoljivo
uspeva (7). Poznamo vec sort ajde: Siva, Darja, Darina, Rana 60, Petra, Bednja 4n, Emka,
Pulawska, Bamy, Siva dolenjska ajda, Crna ajda ... (8). Pri na$em raziskovanju smo kalili

kalcke sorte Darja. Darja je izbrana iz krizancev ajd ruskega izvora z domaco ¢rno ajdo iz




Slovenije. Cvetovi so bele barve. Semena so vec¢ja kot pri sivi in so temnorjave barve.
Rastline so nekoliko odpornejSe proti susi in visoki temperaturi kot rastline sive ajde.
Uspeva zlasti v okolici Ljubljane in nizinskih obmo¢&jih Stajerske, na griGevnatem svetu
Dolenjske pa daje manjSe pridelke kot siva. Zadovoljivo je uspevala v Italiji, na severu

Evrope (Danska, Svedska) pa je bila zelo uspesna tako v poskusih kot pridelovanju (8).

1. 2 SESTAVA IN UCINKOVINE

Trirobi plod ajde je obdan z rjavo, sivo ali ¢rno lus¢ino; pod njo je beljakovinski sloj, v
notranjosti meljak, v katerem so nakopiceni ogljikovi hidrati, zlasti §krob, v kal¢ku na dnu
zrna pa so poleg beljakovin in mas¢ob Se minerali K, Ca, Fe, P, Mg, Zn, Cu, Se in vitamini
Bl, B6, E. Seme ajde vsebuje do 12 % beljakovin in zanimivo je, da je njihova
aminokislinska sestava podobna jajénemu beljaku (1). V ajdi je malo olja, ki je bogato z
nenasi¢enimi maS¢obnimi kislinami in je zato zelo kakovostno (9).

NajpomembnejSe ucinkovine, ki jih vsebuje, so flavonoli, predvsem rutin (kvercetin
rutinozid) (1), hiperozid (kvercetin galaktozid) in aglikon kvercetin (2). Koli¢ina rutina oz.
rutozida v ajdovih listih doseze 6 %, v€asih celo ve¢. Vsebuje tudi kavno in kina kislino ter

fagopirin, ki je kemi¢no soroden hipericinu Sentjanzevke (10).

FAGOPYRI ESCULENTI HERBA: Ob ¢asu cvetenja nabiramo in suSimo nadzemne dele
rastline. V drogi lahko poleg cvetov in listov najdemo tudi plodove, vendar smejo biti
prisotni le izjemoma (13).

Homeopati uporabljajo svezo rastlino za izdelavo homeopatskih pripravkov, v

fitoterapevtske namene pa sluzi posusena zel (11).

1. 3 UPORABA

1. 3.1 AJDA V PREHRANI LJUDI

Ajda se veCinoma uporablja le v prehrambene namene. Ajdovi Zganci, ajdovi Struklji in
morda Se ajdova kaSa, so kulinaricne dobrote, ki nam pridejo na misel v zvezi z ajdo.
Ajdova moka je bila Se posebno cenjena v 17. in 18. stoletju in tudi danes je to najbolj znan

mizdelek« iz ajde (13).




V Aziji se mlade rastline ajde uporabljajo kot zelena listnata zelenjava. Kot dodatek jedem
ali naravno barvilo za jedi, pa uporabljajo zeleno listnato moko (8).
Ajda je znana in zelo cenjena medonosna rastlina. Njen med je temen in znacilnega okusa

(7). Njeno medovitost so izkori$€ali ¢ebelarji, zdravilnost medu pa ljudski zdravilei (1).

1. 3.2 AJDA V PREHRANI ZIVALI

Podobno kot pri zivini, ki je popasla veliko Sentjanzevke, se fototoksicnost pojavi tudi v
primeru, ko Zivino nahranimo s svezo, cvetoco zeljo ajde in jo potem izpostavimo sonc¢nim
zarkom. Zivali postanejo nemirne, pojavijo se otekline, zlasti na delih koze, ki ima malo
pigmenta in ni pokrita z dlakami. Pojav imenujemo fagopirizem, zanj pa so odgovorne
naftodiantronske spojine (fagopirin). Omeniti je potrebno, da je fagopirin zelo slabo topen
v vodi, zato uporaba vodnih izvleckov ne predstavlja tveganja za pojav fototoksicnosti pri

ljudeh (10).

1. 3.3 AJDA VHOMEOPATIJI IN LJUDSKEM ZDRAVLJENJU

Ajda je naravni antiaterosklerotik, sedativ, hemostiptik, ki se vra¢a v naSo prehrano
predvsem zaradi ljudi, ki so naklonjeni zdravemu Zivljenju in naravni prehrani in tudi
zaradi samih znanstvenih dognanj strokovnjakov. V ljudski medicini se ajda uporablja kot
¢aj, narejen iz posusenih rastlin ajde ali semen. Caj so uporabljali pri bolezni krvnih Zil
(Sirjenje ven, poapnenje Zil ...), pri slabem spominu in koncentraciji (pri starejSih ljudeh),
revmatizmu, glavkomu, pri slabokrvnosti in diabetesu. Caj iz ajdovih cvetov deluje tudi na
dihalne organe (pomaga pri izkasljevanju sluzi). Grobo ajdino moko so uporabljali za
obloge pri zdravljenju raznih koZznih necistot (liSajev, ekcemov, ¢irov) in tudi v kozmetiki
za nego obraza (piling maske).

V homeopatiji se ajda uporablja za zdravljenje koznih bolezni kot so vnetja, infekcije,
garjavosti, izpuscaji, razne necistote koze, hemeroidi, varikozne vene, arterioskleroza in
krvavenje. Uporablja se tudi kot sedativ. Ajdov med se uporablja pri tezavah z Zelodcem.
V kitajski medicini se ajda uporablja za zdravljenje otroSkega mokrenja v posteljo (15).
Homeopatske pripravke uporabljajo tudi za zdravljenje glavobolov, koznih in ledvi¢nih

obolenjih (11).




1.3 .4 AJDA VFARMACIJI

Po pravilniku o razvrstitvi zdravilnih rastlin je uvrS¢ena v kategorijo H (6). V kategorijo H
se razvrstijo zdravilne rastline, ki se lahko uporabljajo tudi kot zivila, ¢e se uporabljajo deli
rastlin v doloceni stopnji rasti (dozorelosti). Za izdelke, ki vsebujejo visoko koncentrirane
in visoko preciScene ekstrakte iz teh rastlin, je treba pridobiti mnenje organa, pristojnega
za zdravila. Ce izdelkom iz zdravilnih rastlin kategorije H pripisujejo zdravilne uginke v
smislu prepreevanja, zdravljenja ali ozdravljenja bolezni pri ljudeh, se razvrstijo med
zdravila (12).

V kliniénih raziskavah in praksi se je ajdov Caj izkazal kot ucCinkovito sredstvo za
zdravljenje bolezni ven (6). Hialuronska kislina je najpomembnejSa snov bazalne
membrane zil. Skrbi za uravnavanje prepustnosti Zilne stene. Pri vnetnih procesih se lahko
poveca koncentracija encima hialuronidaze, ki razgrajuje hialuronsko kislino. Zilna stena
postane ohlapna in prepustna. Posledica so otekline ali edemi. Rutozid (1) zavira delovanje
hialuronidaze in zato lahko pomembno vpliva na prepustnost Zilne stene (kréne zile) (13).
Rutin se lahko ucinkovito uporablja pri zdravljenju krhkosti kapilar (tudi v oceh) in
mehanske obcutljivosti koZe, ki je tipi¢na pri mnogih pacientih z zviSanim krvnim tlakom.
Uporabljajo ga tudi pri zdravljenju krvavecih dlesni. Rutin je mocan antioksidant in ima
sposobnost kompleksacije kovinskih ionov, kot je Zelezo, in tako inhibira Fentonovo
reakcijo (proizvodnja $kodljivih kisikovih radikalov). Ce se rutin vnese v telo skupaj z
vitaminom C, se absorbcija vitamina poveca. Rutin ojaca kapilare in s tem pomaga ljudem,
ki se hitro ranijo in krvavijo. Po nekaterih podatkih rutin zavira razvoj rakavih in
predrakavih stanj in pomaga pri znizevanju LDL-holesterola (7). V primerjavi z ziti ima
ajda ve¢ vlaknin (balastnih snovi), ki lahko varujejo prebavila pred rakom in nekaterimi
drugimi boleznimi (8).

Za bolnike s sladkorno boleznijo je ajda primernejSa od ostalih zit, saj vsebuje ve¢ pocasi
prebavljive oblike Skroba amiloze, zato je prehod sladkorjev iz prebavil v kri upoCasnjen
(7). Ker ajdova semena v nasprotju z ziti ne vsebujejo glutena, jih lahko uporabljajo kot
dietno hrano za ljudi s celiakijo (ne prenasajo glutena) (6).

Raziskovalci so pri ajdi odkrili obetavne moznosti za zdravljenje diabeti¢ne retinopatije. V
eni od raziskav so testirali vid 60 ljudi s sladkorno boleznijo tipa 2 in diabeti¢no
retinopatijo. Testiranci so dobivali ekstrakt ajde; 6 tablet na dan. Po treh mesecih se je pri

27 % pokazalo izboljSanje retinopatije (16).




Farmacevtski pripravki iz zeli ajde se pri nas dobijo v obliki zdravilnega ¢aja, v tujini pa so

na voljo tudi pripravki v obliki tablet, kapsul in tekocih izvle¢kov (13, 17).

1 Strukturna formula rutina oz. rutozida (34). 2 Strukturna formula kvercetina (35).

1. 3.5 NEZELENI UCINKI

Pri klinicnih raziskavah z visoko koncentriranimi gotovimi pripravki zeli ajde niso
ugotovili nobenih stranskih u¢inkov. Tudi med nosecnostjo je mnogi avtorji ne odsvetujejo
(10).

Ljudje so lahko obcutljivi na prah ajdove moke, ¢e so ji dolgo izpostavljeni. Astma je
obiCajen odziv, vendar se le redko pojavi alergijska reakcija po uzivanju produktov, ki
vsebujejo ajdovo moko (18). V redkih primerih se pojavijo glavoboli in po intenzivnejSem

sonénem sevanju je mozna fotosenzibilnost (19).

1. 4 FAGOPIRIN

Fagopirin (3) je barvilo, ki so ga prvi¢ izolirali, opisali in imenovali Brockmann in
sodelavei leta 1952. Metanolna raztopina fagopirina se obarva rdeCe, rdeca pa je po
izpostavitvi UV svetlobi tudi fluorescenca fagopirina (20). Iz metanolnih ekstraktov
posusenih cvetov ajde so izolirali fotodinamsko barvilo v obliki prahu, ki je temno rdece
do skoraj ¢rne barve, in ga poimenovali fagopirin. Dobro se raztaplja v fenolu, v piridinu
pa samo v koncentraciji 1 : 50000, v drugih organskih topilih je pa netopen. Raztopina
fagopirina v piridinu je rdece barve in ima rdeco fluorescenco. Na TLC plos¢ici ima mocne
absorpcijske lise, ki imajo skoraj enak poloZaj kot lise hipericina (4) (21). Fagopirin ima
absorpcijski maksimum pri 540-610 nm (29). Habermann je leta 2000 dokazal, da v

cvetovih ajde ni prisoten fagopirin, temve¢ protofagopirin. V kolikor je protofagopirin za




kratek Cas izpostavljen dnevni svetlobi, le-ta ciklizira in se pretvori v fagopirin (slika 3).
Reakecijo ciklizacije je spremljal z UV-VIS spektroskopijo pri absorbcijskem maksimumu
592 nm. Ta pretvorbena reakcija je potekla tudi pri ekstraktu ajde in pri izoliranem
protofagopirinu (22).

Hagels in sodelavci so v svoji Studiji s pomocjo denzitometrije kvantitativno dolocali
vsebnost fagopirina in protofagopirina. Kot zunanji standard so uporabili hipericin. Najvec
fagopirina in protofagopirina so nasli v cvetovih ajde (0,08 % fagopirina in 0.03 %
protofagopirina). V listih sta bili koncentraciji spojin nekoliko nizji ( 0,05 % fagopirina in
0,02 % protofagopirina). V ostalih delih rastline niso nasli sledov teh dveh spojin (23). V
drugi Studiji so Ozbolt in sodelavci ugotovili, da ekstrakt droge navadne ajde vsebuje 4,45—
6,36 mg fagopirina v 100 g posusenih listov ajde (ustreza 0,05-0,06 % fagopirina) in 1,43—
2,64 mg fagopirina v 100 g posusenih stebel ajde (ustreza 0,01-0,03 % fagopirina) (30). Ni

Se znano ali semena ajde vsebujejo fagopirin ali ne (24).

protofagopirin fagopirin

Slika 3: Ciklizacija protofagopirina v fagopirin po krajsi izpostavljenosti dnevni svetlobi.

1. 4.1 STRUKTURA FAGOPIRINA

Brockmann in sodelavci so ugotovili, da ima fagopirin (3) podobno strukturo kot hipericin
(4). Absorpcijski spekter v piridinu je bil pri obeh spojinah zelo podoben. Tako alkalna
raztopina metanola, kakor tudi koncentrirana Zveplova kislina sta se ob prisotnosti
fagopirina oz hipericina obarvali zeleno. Pri reakciji fagopirina s piridinijevim kloridom je
priSlo do cepitve, produkt katere je bil hipericin. 1z tega so sklepali, da je fagopirin derivat

hipericina (20, 25).




3 Strukturna formula fagopirina (28).
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4 Strukturna formula hipericina (32).

Preglednica 2: Prikazuje primerjavo hipericina s fagopirinom (21).

rdece, rdeca fluorescenca
599, 585, 554,516

rdece, rdeca fluorescenca
601, 556, 518

601, 557, 519

zeleno, rdeCa
fluorescenca 601, 591,
557, 527

zeleno, rdeca fluorescenca
644,599, 554, 517

zeleno, rdeCa
fluorescenca 644, 599,
554, 577

zeleno, rdeca
fluorescenca 657, 603,
514

zeleno, rdeca fluorescenca
647, 600

zeleno, rdeCa
fluorescenca 647, 601

zeleno, rdeCa
fluorescenca 632, 582

zeleno, rdeca fluorescenca
632, 582

zeleno, rdeCa
fluorescenca 632, 582

zeleno, topno

zeleno, topno

zeleno, topno

netopno

zeleno, topno

zeleno, topno

Edina omembe vredna razlika je topnost v bazi, kjer je fagopirin netopen, hipericin pa

(zelena barva) (21).

Leta 1979 sta Brockman in Lackner objavila ¢lanek, v katerem sta opisala svoje delo in

predstavila pravo obliko fagopirina (26).




1. 4. 2 FAGOPIRIZEM

Fototoksi¢no reakcijo so najprej opazili pri zivalih, ki so jih krmili z veliko koli¢ino
cvetoce ajde. Bolezen, imenovana tudi fagopirizem, se je izrazala na malo ali ni¢
poraS€enih delih telesa v obliki rdecice, izpuscajev in vnetja, kadar so bile zivali
izpostavljene dnevni svetlobi (28). Prvi zapisi o tem stanju se pojavijo ze leta 1536. Leta
1905 je Busck simptome tega stanja prvic povezal s fluorescirajo¢imi barvili, ki
povzrocajo preobcutljivost na svetlobo (fotosenzibilizacijo) pri zivalskih vrstah (20).

Chick in Ellinger sta leta 1941 wugotovila, da cvetovi ajde povzrocajo najvecjo
fotosenzibilnost, tako da sta zivino krmila z razli¢énimi deli ajde. Oteklina pri podganah se
pojavi pri odmerku 2,5-3 g cvetov/kg telesne teze (kar ustreza priblizno 2,5-3 pg
fagopirina/kg). Simptomi fagopirizma pri podganah in misih so se pokazali kot vnetje na
nepigmentiranih delih koZe (uSesa, nos, noge in rep), na membranah sluznice (vnetje

oCesne veznice, diareja) in kot obolenje centralnega zivénega sistema (konvulzije) (29).

Gilles Arbour je junija 2004 objavil Clanek, v katerem opisuje svoja raziskovanja o
fagopirizmu pri ljudeh, ki sta ga s soprogo obcutila na lastni koZi. Pozimi leta 2002 sta se
udelezila tritedenskega programa »novega prehranjevanja« v centru na Floridi, ki je znan
po hranjenju s surovo hrano. UdeleZila sta se ga zaradi tega, ker sta upala, da jima bo ta
nov pristop k prehrani izboljSal kakovost zivljenja in zdravje nasploh.

Po nekaj tednih pitja »zelenega juica«, pripravljenega iz svezih rastlin, med drugim tudi
ajde, sta zaCela opazati zbadanje v rokah in na obrazu ter pove€ano obcutljivost na mraz in
vroéino. Cez nekaj ¢asa sta opazila, da Ze pri krajsi izpostavljenosti koZe na soncu dobita
opekline. Fagopirin se ne aktivira pri ultravijolicni svetlobi, temvec pri spektru vidne
svetlobe, zato je bila zanju Skodljiva tudi son¢na svetloba, ki je od zunaj prihajala skozi
hiSna okna in skozi avtomobilska stekla. Ko sta iz dietne prehrane odstranila ajdo, so zaceli

nezeleni u€inki postopoma izginjati in so po dveh mesecih povsem izzveneli (33).




2 NAMEN DELA

Namen diplomskega dela je najti ustrezno metodo, s katero bi lahko kvantitativno
ovrednotili fagopirin. Fagopirin je barvilo, ki je prisotno v ajdovih kalckih in je Ze dolgo
znana fotosenzibilirajoCa snov, ki pri zivalih povzroca bolezen fagopirizem. Zadnje Case se

vse veckrat poraja vprasanje te problematike pri ljudeh.

Zaceli bomo z optimizacijo same ekstrakcije. PoskuSali bomo najti najoptimalnejSe
razmere, s katerimi bi izluzili najve¢ fagopirina iz ajdovih kalckov (izbira topila,
temperatura ekstrakcije, priprava vzorca, Cas ekstrakcije ...). Sledilo bo iskanje metode, s
katero bi lahko kvantitativno vrednotili fagopirin v ajdovih kalckih. Vsebnost fagopirina v

ajdovih kal¢kih bomo spremljali dnevno, med njihovo rastjo.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Uporabljali smo semena navadne ajde sorte Darja (Fagopyrum esculentum Moench cv.

Darja), ki smo jih kalili v kalilniku.

3.2 KEMIKALIJE

e PreciScena voda (Fakulteta za trifluorocetna kislina (Carlo Erba,

farmacijo, Univerza v Ljubljani), Italija),

e fagopirin, ki ga je iz posuSene zeli e raztopina amonijevega hidroksida
navadne ajde izolirala Ina Hudales (Fluka, Svica),
(31), e tetrahidrofuran (Sigma-Aldrich,

aceton (Carlo Erba, Italija), Nemcija),

etanol 96 vol % (Riedel-de Haén,

t-butilmetil eter (Merck, Nemcija),

Nemcija), e DMSO brezvodni (Sigma-Aldrich,
e metanol (Fluka, Svica), (Sigma- Nemcija),

Aldrich, Nemcija), o dietileter (Riedel-de Haén,
e acetonitril (J. T. Baker, Nemcija),

Nizozemska), e diklormetan (J. T. Baker,
e piridin (Merck, Nemcija), Nizozemska),

e Na-borhidrid (Fluka, Svica),
e kositrov klorid (Riedel-de Haén,

etilacetat (Fluka, Svica),

toluen (Riedel-de Haén, Nemcija),
Nemdéija), dietilamin (Fluka, Svica),

e vodikov peroksid 30 % (Belinka,

ocetna kislina (Merck, Nemcija),

Slovenija), e diizopropileter (Kemika, Zagreb).
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3.3 APARATURE IN LABORATORIJSKA OPREMA
e Kaljenje:
avtomatski kalilnik Freshlife 2000.

e Tehtanje:
tehtnica KERN ALS 120-4 (Farnkfurt na Majni, Nemcija).

e Rarztapljanje, ekstrakcija:

plasti¢ne epruvete, 14 ml, TPP (Trasadingen, gvica),

plasti¢ne epruvete, 50 ml, TPP (Trasadingen, Svica),

ultrazvoéna kadi¢ka SONIS 2 GT, Iskra PIO, d. o. o. (Sentjernej, Slovenija),
ultrazvoc¢na kadicka BANDELIN SONOREX DIGITEC (Berlin, Nemcija),
MLW grelec (Medingen, Nemcija).

e (Centrifugiranje:

centrifuga Centric 200R, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija),
centrifuga Centric 150, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija).
e Tankoplastna kromatografija (TLC):

dvoprekatna kadi¢ka 10 x 10 cm, Camag (Muttenz, Svica),

dvoprekatna kadi¢ka 20 x 10 cm, Camag (Muttenz, Svica),

polavtomatski nanasalnik, Camag LINOMAT IV, Camag (Muttenz, Svica),
Lamag UV-Cabinet II,

TLC Silica gel 60 F254 plosce 10 x 20 cm, Merck (Darmstadt, Nemcija).

e Denzitometrija:

Camag TLC scanner 3, Camag (Muttenz, Svica),

Camag REPROSTAR 3, Camag (Muttenz, Svica),

racunalnik, HP (Palo Alto, Kalifornija ZDA),

program WinCATS v. 1.4.4., Camag (Muttenz, Svica).

e Kapilarna elektroforeza (CE):

Agilent CE DE01602923, Agilent Technologies (Waldbronn, Nemcija),

racunalniski program 3D-CE Chem Station, verzija 10.02.

e Tekocinska kromatografija visoke zmogljivosti (HPLC):

Knauer (Berlin, Nemcija),

detektor Well Chrom K-2500,
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¢rpalka Well Chrom K-501,
vakuumski razplinjevalec Knauer,

racunalniski program Euro Chrom 2000, verzija 2.05.

3.4 METODE

3.4.1 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA (TLC)

Uporabljali smo silikagelske TLC plos¢ice 60 F,s4. 20 pl vzorcev smo nanasali na TLC
ploscice v obliki ¢rte (5 mm), s pomocjo toka inertnega plina duSika in pomocjo igle
polavtomatskega nanaSalnika. Hitrost nanosa je bila 0,2 pl/s. Po nanosu vzorcev smo
ploscice razvijali v kadi€kah, ki smo jih predhodno nasicili s parami mobilne faze, tako da
smo dali v kadi¢ko ob steno kos filtrirnega papirja. Razvite plosCice smo vrednotili z
denzitometrom. Meritve z denzitometrom smo izvedli pri valovni dolZini 320 nm (A
ekscitacije). Za merjenje fluorescence smo uporabili zivosrebrovo zarnico. Nastavili smo

opticni filter - K540 (A detekcije).

3. 4. 1. 1. VPLIV NATEHTE VZORCA (AJDOVIH KALCKOV) NA
EKSTRAKCIJO IN TEST MOBILNIH FAZ

Preglednica 3: Masa zatehte ajdovih kal¢kov (Stevilo kal¢kov), ki smo jih uporabili za vzorce.

Stevilo kal¢kov | Masa zatehte [g]
1 0,2493
2 0,4539
7 1,0040
9 2, 0080

Natehtali smo kalcke, jih prenesli v terilnico in strli z malo dodatka topila. Topilo smo
dodajali zato, da smo inhibirali encime in s tem preprecili encimske reakcije, ki bi lahko
motile naso ekstrakcijo. Nastala je homogenizirana zmes, ki smo jo kvantitativno prenesli
v plasti¢no epruveto in dopolnili s topilom do oznake 10 ml. Kot topilo smo uporabili
aceton in vodo, v razmerju 4 : 1. Epruvete smo dali v ultrazvo¢no kadi¢ko in jih tam pustili
1 uro pri temperaturi 60-70° C. Po eni uri smo plasti¢ne epruvete postavili v centrifugo in
jih centrifugirali 6 min, s hitrostjo 3000 obratov/minuto. Po centrifugiranju smo iz epruvete
odstranili bister ekstrakt (pomagali smo si z vatko), sedimentu pa smo zopet prilili topilo

do oznake 10 ml. Plasti¢ne epruvete smo postavili v ultrazvo¢no kadicko in jih tam pustili
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1 uro pri temperaturi 60—70° C. Po koncu ekstrahiranja smo epruvete centrifugirali 6 min, s
hitrostjo 3000 obratov/ min.

Zaradi nesrecCe pri ekstrakciji v ultrazvo¢ni kadicki, kjer se nam je plasticna epruveta z
zatehto 0,4539 g odprla, smo dobili samo 7 vzorcev (4 vzorce prve in 3 vzorce druge
ekstrakcije), ki smo jih s polavtomatskim nanaSalnikom nanesli na TLC plos€ico.

Na plosc¢ico smo 10 pl vzorca nanaSali najprej s hitrostjo 0,1 puL/s, nato pas 0,2 pL/s. TLC
ploscico z vzorci smo razvijali v nasiceni kadicki z mobilno fazo aceton : voda =9 : 1.
Naredili smo tudi dve TLC plos¢€ici, kjer smo iste vzorce nanaSali ravno tako kot prej,
razlikoval se je samo volumen, ki je znaSal 20 puL in samo z eno hitrostjo, in sicer 0,2 pL/s.
Prvo plos€ico smo razvijali v mobilni fazi aceton : voda = 95 : 5, drugo pa v mobilni fazi
Cistega acetona. Presodili smo, da je ustreznejSa mobilna faza Cisti aceton, volumen nanosa

20 pl in hitrost nanosa 0,2 pL/s.

Po spodaj navedeni enacbi smo izracunali tudi delez fagopirina v drugem ekstraktu.

Delez v 2. ekstraktu = viSina oz. povrSina vrha 2. ekstrakta/(viS§ina oz. povrSina vrha 1.

ekstrakta + viSina oz. povrSina vrha 2. ekstrakta) x 100

3. 4. 1. 2 VPLIV CASA EKSTRAKCHIJE IN UCINKOVITOST PRVE
EKSTRAKCIJE

Izvedli smo ekstrakcije iz mase priblizno 500 mg kalc¢kov, ki so trajale razli¢no dolgo. Prva
ekstrakcija kalckov je trajala skozi no¢, druga 4 ure, tretja 2 uri in zadnja 1 uro. Potek dela
je bil pri vseh Casih ekstrakcije enak:
» Natehtali smo po dve paralelki kal¢kov (okoli 500 mg).
» Kalcke smo z malo dodatka topila strli v terilnici in homogeno zmes kvantitativno
prenesli v plasti¢ne epruvete ter dopolnili s topilom do oznake 10 ml.
» Plasti¢ne epruvete smo za 15 minut prenesli v ultrazvo¢no kadicko.
» Preostali ¢as razli¢no dolgih ekstrakcij smo plasti¢ne epruvete stresali na stresalniku,
zadnjih 15 minut smo jih pa zopet prenesli v UZ kadicko.
» Centrifugirali 6 min s hitrostjo 4000 obratov/minuto.
» Odlili ¢isti supernatant (1. ekstrakt).
» Sedimentu smo dodali topilo do 10 ml.
» 1 uro smo pustili v UZ kadic¢ki pri temperaturi 60—70° C.
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» Centrifugirali 6 min s hitrostjo 4000 obratov/minuto.
» Odlili supernatant (2. ekstrakt).
» Vseh 16 vzorcev smo nanesli na TLC plos¢ico in razvili v nasi¢eni kadicki z mobilno

fazo Cistega acetona.

3.4.1.3 VPLIV HOMOGENIZACIJE KALCKOV IN CASA EKSTRAKCIJE

Priprava vzorcev:
20 kal¢kov smo z malo dodatka topila strli v terilnici, da smo dobili homogeno zmes.
Homogeno zmes smo razdelili z natehtanjem okoli 500 mg na 6 delov, saj smo potrebovali
dve paralelki vzorca za Stirturno ekstrakcijo, dve za dvourno in dva za enourno ekstrakcijo.
Priprava vzorcev:
>V plasti¢no epruveto smo natehtali homogeno zmes (okoli 500 mg) in dopolnili s
topilom do 10 ml.
» Plasti¢ne epruvete smo za 15 minut prenesli v ultrazvo¢no kadicko.
» Preostali ¢as razli¢no dolgih ekstrakcij smo plasti¢ne epruvete stresali na stresalniku,
zadnjih 15 minut smo jih pa zopet prenesli v UZ kadicko.
» Centrifugirali 6 min s hitrostjo 4000 obratov/minuto.
» Odlili ¢isti supernatant (1. ekstrakt).
» Sedimentu smo zopet dodali topilo do 10 ml
» 1 uro smo pustili v UZ kadicki, pri temperaturi 60—70° C.
» Centrifugirali 6 min s hitrostjo 4000 obratov/minuto.
» Odlili supernatant (2. ekstrakt).
Vseh 12 vzorcev smo nanesli na TLC plos€ico in razvili v nasi¢eni kadic¢ki z mobilno fazo

Cistega acetona.

3.4.1. 4 PREVERJANJE SPECIFICNOSTI METODE

Priprava standarda fagopirina (c):

1 mg kristaliniénega fagopirina smo natehtali v plasti€no epruveto in jo s topilom aceton :
voda =4 : 1 dopolnili do 10 ml. Ker se v tej koli¢ini topila fagopirin ni raztopil, smo dodali
Se novih 10 ml istega topila. Plasticno epruveto smo dalj ¢asa segrevali v UZ kadicki,

vendar se kljub temu ni raztopil ves fagopirin.
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Samo topilo C=1,75 10" C,=1,75 107 Cs=1,75 107 C=1,7510" Cs=1,75
mg/ml mg/ml mg/ml mg/ml 10" mg/ml
0 1 2 3 4 5

Preglednica 4: Sestava vzorcev standarda fagopirina

0 1 ml topila aceton : voda=4: 1

1 35 ul C = 0,05 mg/ml + topilo do 1 ml
2 10 pl ¢ + topilo do 1 ml

3 10 pl ¢, + topilo do 1 ml

4 10 pl c3+ topilo do 1 ml

5 10 pl ¢4 + topilo do 1 ml

Priprava kontrolne rastline:

Natehtali smo 0,5046 g kontrolne rastline (listi sobne rastline Tradescantia) in jo z malo
dodatka topila strli v terilnici in nato homogeno zmes kvantitativno prenesli v plasti¢no
epruveto (kot je navedeno v preglednici 5, smo dodajali tudi standard fagopirina) in
dopolnili do 10 ml s topilom aceton : voda = 4 : 1. Vzorec smo 1 uro ekstrahirali v UZ
kadicki pri 60-70° C. Epruveto smo nato centrifugirali 10 min s hitrostjo 4000 obratov/

minuto, da smo dobili Cist in bister ekstrakt kontrolne rastline.

kontrolna C=1,75 107 C=1,75107 Cs=1,75 107 C=1,75 10"
rastlina mg/ml mg/ml mg/ml mg/m

Preglednica 5: Sestava vzorcev kontrolne rastline.

0* 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml

1* 35 pl C 4= 0,05 mg/ml +500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml

2% 10 pl ¢; + 500 ul ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml
3% 10 pl c; + 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml
4* 10 pl c3+ 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml
5% 10 pl ¢4 + 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml
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Vse pripravljene vzorce (05 in 0*-5%*) smo nanesli na TLC plos€ico, ki smo jo nato

razvijali v nasic¢eni kadicki ¢istega acetona.

3. 4. 1. 5 FLUORESCENCA FAGOPIRINA V ODVISNOSTI OD KISLOSTI OZ
BAZICNOSTI OKOLJA

V preglednici 6 in 7 je opisana sestava vzorcev, ki smo jih nanasali na TLC plos€ice.

Preglednica 6: Oznaka vzorcev in njihova sestava.

0 1ml topila aceton : voda=4: 1
1 35 pl ¢y + topilo do 1 ml

2 17,5 ul ¢y + topilo do 1 ml

3 8,8 ul ¢y + topilo do 1 ml

C,=0,00175 C,=0,00087 C3=0,00043

Preglednica 7: Oznaka vzorcev in njihova sestava.

0* 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml

1* 35 pl ¢y + 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml

2% 17,5 ul ¢y + 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml

3% 8,8 ul cy + 500 pl ekstrakta kontrolne rastline + topilo do 1 ml
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Vse vzorce smo nanesli na dve TLC plos¢€ici in ju razvijali v kadi¢ki z MF acetonom. Po
razvijanju smo obema ploS¢icama pomerili kromatogram z denzitometrom. Nato smo prvo
TLC plosc€ico orosili z orositvenim reagentom 10 % ocetne kisline v etanolu, drugo pa z 10

% piridinom v etanolu. Po orositvi smo jima zopet pomerili kromatograma.

3.4.1. 6 VPLIV MOBILNE FAZE NA DETEKCIJO FAGOPIRINA

Na TLC ploscice smo nanasali vzorce (1 = standardna raztopina fagopirina, 2 = ekstrakt

kontrolne rastline, 3 = ekstrakt ajdovih kal¢kov) in jih razvijali v razlicnih mobilih fazah.

Preglednica 8: Pregled mobilnih faz, ki smo jih uporabili pri razvijanju TLC ploscic.

OZNAKA MOBILNE FAZE | TOPILA DELEZ TOPIL (V : V %)
MF1 aceton 100

MF2 aceton : etanol 4:1

MEF3 aceton : etanol 3:2

MF4 aceton : etanol 1:1

MFS5 aceton : metanol 3:2

MF6 aceton : metanol : voda 5:4:1

MF7 aceton : metanol 1:1

MFS acetonitril 100

3. 4. 1. 7 1ZBIRA TOPILA ZA EKSTRAKCIJO AJDOVIH KALCKOV IN
RAZLICNE MOBILNE FAZE
Priprava ekstrakta kontrolne rastline:

e kontrolno rastlino smo strli v terilnici z malo dodatka topila,

e homogeno zmes smo natehtali v dve plasti¢ni epruveti,

e prvo epruveto smo dopolnili s ¢istim piridinom do oznake 10 ml, drugo epruveto pa s

topilom aceton : piridin=4 : 1,
e ckstrahirali 1 uro v UZ kadicki pri T 60-70° C,

e centrifugirali 6 min, s hitrostjo 4000 obratov/minuto.
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Priprava ekstrakta ajdovih kalc¢kov:
e kalcke smo strli v terilnici z malo dodatka topila,
e homogeno zmes smo natehtali v dve plasti¢ni epruveti,
e prvo epruveto smo dopolnili s ¢istim piridinom do oznake 10 ml, drugo epruveto pa s
topilom aceton : piridin=4: 1,
e ckstrahirali 1 uro v UZ kadicki pri T 60—70° C,

e centrifugirali 6 min, s hitrostjo 4000 obratov/minuto.

Preglednica 9: Topili, ki smo ju uporabili pri ekstrakciji.

Piridin

Aceton : piridin=4 : 1

Ekstrakta kontrolne rastline in ajdovih kalckov ekstrahirana v piridinu smo nanesli na dve
TLC ploséici. Eno smo razvijali v MF piridin, drugo pa v MF aceton : metanol =3 : 2.

Ekstrakta kontrolne rastline in ajdovih kal¢kov ekstrahirana v aceton : piridin =4 : 1, smo
nanesli na dve TLC plos¢ici. Eno smo razvijali v MF piridin, drugo pa v MF aceton :

metanol =3 : 2.
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3.4.1. 8 VALIDACIJA METODE

3.4.1.8.1 TEST TOCNOSTI IN SPECIFICNOSTI

Pripravili smo vzorce, kot je to opisanano v preglednici 10. Vzorce smo nanesli na TLC

ploscici. Eno smo razvijali v mobilni fazi piridina, drugo pa v MF aceton : piridin=4 : 1.

kontrolna

(aceton:piri
din=4:1)

1

rastlina

Volumen = 600 pl,

Topilo = aceton : piridin

ekstrakt

300 pl 1+
300p12

300 pl 2 +
300 ul
aceton:piri
din=4:1

4

450 ul 1+
150 pl 2

Preglednica 10: Oznaka in sestava vzorcev.

450 ul
aceton:piri
din=4:1 +
150 pl 2

6

1 2 3 4 5 6
ekstrakt ekstrakt 5 volumna ekstrakt | % volumna Y4 volumna ekstrakt | % volumna
kontrolne ajdovih kal¢kov in %5 ekstrakt kal¢kov in % ekstrakt
rastline kalCkov ekstrakt kontrolne kal¢kov in Y% ekstrakt kontrolne kalCkov in %

rastline topilo rastline topila
3.4.1.8. 2 PONOVLJIVOST
terilnica

T

[ ]
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Pri epruvetah 1, 2 in 3 smo kalcke natehtali, si zabelezili Stevilo kal¢kov, jih v terilnici strli
z malo dodatka topila in kvantitativno prenesli v plasti¢ne epruvete. S topilom aceton :
piridin = 4 : 1 smo epruvete dopolnili do 10 ml.

Pri epruvetah 4, 5 in 6 smo pa skupaj natehtali kalcke in iz njih naredili homogenizirano
maso, ki smo jo nato tehtali v plasti¢ne epruvete. S topilom aceton : piridin = 4 : 1 smo
dopolnili do 10 ml.

Vse epruvete smo ekstrahirali v UZ kadicki 1 uro pri temperaturi 60—70° C. Po ekstrakciji
smo epruvete centrifugirali 6 min, s hitrostjo 4000 obratov na minuto.

Pri vzorcih 3, 4, 5 in 6 smo naredili ponovne ekstrakcije — 1 uro v UZ kadicki pri 60-70°
C. Po reekstrakceiji smo epruvete centrifugirali 6 min, s hitrostjo 4000 obratov na minuto,

da smo dobili Ciste, bistre druge ekstrakte.

3.4.1.9 VPLIV TEMPERATURE NA EKSTRAKCIJO

V tem eksperimentu smo pripravili Sest ekstraktov ajdovih kal¢kov pri treh razlicnih
razmerah ekstrakcije:

e | ura T, stresalnik,

e | ura UZ kadicka 60-70° C,

e | ura UZ kadicka 70-80° C.
Vzorce smo nato nanesli na TLC ploS¢ico. Plos¢ico smo razvijali v kadicki Cistega

piridina. Po razvitju smo TLC ploS¢ico vrednotili z denzitometrom.

3. 4. 1. 10 DODATEK OKSIDANTA ALI REDUCENTA IN RAZLICNE
RAZMERE EKSTRAKCIJE

Ekstraktom prejSnjega dne smo dodali oksidante oz. reducente (30 % raztopina H>O; (ag),
0,5 % natrijevega borhidrida (q), 0,5 % kositrovega klorida (.q)) kot je navedeno v tabelah
33, 34, 35 in jih analizirali pri novih razmerah ekstrakcije:

e UZ kadicka, T 60-70° C,

e ckstrakcija Tsob, stresalnik.
Ekstrakte smo nanesli na TLC ploS¢ice. Plos¢ice smo razvijali v kadicki Cistega piridina.

Po razvitju smo TLC ploS¢ice vrednotili z denzitometrom.
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3. 4. 1. 11 NIHANJA Rf IN VPLIV KOLICINE MOBILNE FAZE V KADICKI NA
RAZVIJANJE NA Rf

Na TLC ploS¢€ici smo nanesli 5 ekstraktov ajdovih kal€kov. Prvo plos¢ico smo razvijali v
nasiceni kadicki piridina, kjer je bilo 10 ml piridina, drugo plos€ico pa v kadicki z 20 ml

piridina.

3.4.1. 12 TOPNOST FAGOPIRINA

Test topnosti smo delali tako, da smo majhni (konica spatule) koli¢ini standarda fagopirina

prilili malo topila, centrifugirali in potem opazovali, ¢e se je raztopil ves fagopirin.

3.4. 1. 13 NIHANJE MERITEV STANDARDA FAGOPIRINA

Pred dnevnim spremljanjem fagopirina v ajdovih kal¢kih smo pripravili standard
fagopirina. 2,5 mg fagopirina smo raztopili v 80 ml piridina. Dobili smo roznato raztopino.
To raztopino smo nana$ali na TLC plos¢ice, skupaj z dnevnimi ekstrakti ajdovih kalckov,
in glede na rezultate, ki smo jih dobili z denzitometrom (povrSina vrha), smo izracunali

koli¢ino fagopirina v nasih vzorcih.

3.4.1. 14 DNEVNO DOLOCANJE FAGOPIRINA V AJDOVIH KALCKIH

<+ —>
m; M4
1 4
1 4
2 3 Slika 5: Shema
vzoréenja.
4—
mp m;
2
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Slika 6: Kalilnik Freshlife. Slika 7: Ajdov kalcek.

Priprava vzorcev:
Posodo, kjer smo kalili ajdove kal¢ke, smo razdelili na Cetrtine. Vsak dan smo iz vsake
cetrtine vzeli 3 kalcke. Kalcke smo stehtali, jih strli v terilnici z malo dodatka topila aceton
: piridin = 4 : 1 in homogenizirano maso kvantitativno prenesli v plastiéno epruveto.
Dodali smo topilo aceton : piridin = 4 : 1 do oznake 10 ml. Plasti¢ne epruvete smo
segrevali v grelniku pri 60° C. Po enourni ekstrakciji smo epruvete centrifugirali 6 min, s
hitrostjo 4000 obratov na minuto, da smo dobili ¢ist, bister supernatant. Dnevno smo tako
dobili 4 vzorce, ki smo jih nanesli na TLC plos¢ico, ki smo jo razvijali v nasi¢eni kadicki z
mobilno fazo piridin. Na ploS¢o smo nanasali tudi standard fagopirina => 2, 5 mg
fagopirina v 80 ml piridina => ¢y = 0,03125 mg/ml
Po razvitju TLC plosc¢ice v kadic¢ki z MF piridin, smo vzorcem z denzitometrom posneli
kromatograme. Vrhovom fagopirina smo pomerili vi§ino in povrSino ter izracunali %
fagopirina:

e volumen nanosa =20 pl,

e vsebnost standarda fagopirina v 20 pl = 0,000625 mg/20ul,

e izpisali smo si vi§ine oz. povrSine vrhov [AU] vzorcev,
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izradunali smo maso fagopirina v mg, v 20 pl ekstrakta (Ce ni drugace navedeno,

smo pri izracunu upostevali povr$ino kromatografskega vrha. Kjer smo upostevali

vi$ino, smo to pri rezultatih posebej navedli.),

e izracun mase fagopirina v mg, v 10 ml = 3 kalcki,

e masa fagopirina v mg, v 1 kalcku,

e masa fagopirina v mg, na 1 g kalc¢kov,

e povprecje mase fagopirina v mg, na 1 g kalckov,

standardna deviacija vsebnosti fagopirina.

3. 4.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE ZMOGLJIVOSTI

Meritve smo opravili na aparaturi Knauer (detektor Well Chrom K-2500, ¢rpalka Well

Chrom K-501, vakuumski razplinjevalec Knauer, kolona Merck RF-18e (100—4,6 mm).

Rezultate smo obdelali z racunalniSkim programom Euro Chrom 2000, verzija 2.05.

Preglednica 11: Pregled mobilnih faz

(Gradientne MF: 0—1 min 100 % A, 1-15 min 100 % B oz. 50 % B, 15—17 min 100 % B)

OZNAKA MF | SESTAVA MF PRETOK | VOLUMEN
MF1 Acetonitril : metanol : TFA=159,9:40:0,1 3 ml/min 10 pl
L Acetonitril : metanol : amonijev hidroksid = 59,9 : 40 : 0,1 il Sy

. .. . S ) . 100 pl
MF3 A acetonitril : amonijev hidroksid = 99,9 : 0,1 3 ml/min 200 ul
B metanol : amonijev hidroksid = 99,9 : 0,1 H
. .. . S . 100 pl
MF4 A acetonitril : amonijev hidroksid = 99,9 : 0,1 3 ml/min
B THF : amonijev hidroksid = 99,9 : 0,1
MFS5 A acetonitril 3 ml/min 100 i
B THF
MF6 A acetonitril 3 ml/min 100 pl
B t — butilmetilni eter
MF7 A acetonitril 3 ml/min 50 ul

B metanol
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3. 4.3 KAPILARNA ELEKTROFOREZA (CE)

Meritve smo opravili na aparaturi Agilent CE DE01602923. Injiciranje vzorcev smo
spreminjali od 5 mbar 10 s, do 50 mbar 10 s. Vzorce smo injicirali na stekleno kapilaro
(premer 50 pm, dolzina 56 cm), ogreto na 25° C. Rezultate smo obdelali z racunalniskim

programom 3D-CE Chem Station, verzija 10.02.

Preglednica 12: Pregled pufrov.

PUFER

800 ul acetona + 200 ul 0,1 M NaOH

800 pl acetona + 200 ul boratnega pufra pH = 9,3 (50 mM Na borata)

800 pl acetona + 200 pul boratnega pufra pH = 9,3 (50 mM Na borata + 100 mM SDS)

990 pul (50 mM Na borata + 100mM SDS ) + 10 ul 1 M NaOH

990 ul (50 mM Na borata + 100mM SDS ) + 110 ul 1 M NaOH

800 pl acetona + 100 ul 1M NaOH + 100 pl vode

900ul 50 mM Na borata + 100 mM SDS, pH=9,3

1000pl (50 mM Na borata + 100 mM SDS) pH =9,3 + 10 ul NaOH

900 pl (50 mM Na borata+ 100 mM SDS), pH = 9,3

900 pl 50 mM Na borata pH =9,3

Preglednica 13: Pregled vzorcev.

VZOREC

standard fagopirina

standard fagopirina + voda

standard fagopirina + voda + 1 M NaOH

standard fagopirina + topilo aceton : voda =4 : 1

ekstrakt kontrolne rastline

standard fagopirina + ekstrakt kontrolne rastline

standard fagopirina + ekstrakt kontrolne rastline + 1M NaOH

ekstrakt ajdovih kal¢kov

topilo aceton : voda=4: 1
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 TANKOPLASTNA KROMATOGRAFIJA

4. 1. 1 VPLIV NATEHTE VZORCA (AJDOVIH KALCKOV) NA
EKSTRAKCIJO IN TEST MOBILNIH FAZ

Pri ekstraktu, kjer je bilo prisotnih 7 in 9 kal€kov, smo takoj opazili rde¢o barvo, ki je
znacilna za raztopino fagopirina.

Po razvitju tankoplastne kromatografske ploscice so bile lise pri vec¢ji natehti (1000 in
2000 mg) kalc¢kov intenzivnejSe, vendar smo se odlocili za natehto priblizno 500 mg, saj
bo vsebnost fagopirina z dnevi kaljenja v ajdovih kalckih narascala in s tem tudi intenziteta
detekcije. Pri vecji natehti vzorca tudi ni nujno, da je bila ekstrakcija popolna. Lahko je bil
ze dosezen plato, zato smo se raje odlocili za natehto 500 mg, kjer je ekstrakcija zagotovo

Se popolna oz. Se ni dosezen plato.

Preglednica 14: Podatki pridobljeni iz TLC plos€ice, razvite z MF aceton : voda =95 : 5.

Masa natehte [g]

0,2493 0,4539 1,0040 2,0080
Visina 1. ekstrakta [AU] 283 16.9 2396 191.5
Visina 2. ekstrakta [AU] 71 / 293 589
PovrSina 1. ekstrakta [AU] 3911,6 925,8 7578 14550,2
Povrsina 2. ekstrakta [AU] 490.5 / 4507 2580 8
Delez fagopirina v 2. ekstraktu,

20,06 / 10,90 23,52
glede na visSino vrha [%]
Delez fagopirina v 2. ekstraktu,

11,14 / 5,61 15,08
glede na povrsino vrha [%]
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Preglednica 15: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,2493 0,4539 1,0040 2,0080
139,8 231,1 543,8 502
49,4 / 73,4 205,5

1380,6 2336,2 7098 7286,6
631,8 / 840,6 2578,7
26,11 / 11,89 29,05
31,40 / 10,59 26,14

8000

7000

6000

5000

4000

3000

2000
1000 -
O -

250mg 500 mg 1000 mg 2000 mg

Povrsina vrha ekstrakta (AU)

masa zatehte (mg)

B 1. ekstrakt 2. ekstrakt

Graf 1: Povrsina vrha [AU] v odvisnosti od natehte vzorca [mg] (za preglednico 16).

4. 1. 2 VPLIV CASA EKSTRAKCHJE IN UCINKOVITOST PRVE
EKSTRAKCIJE

Pri ugotavljanju vpliva Casa na ekstrakcijo in ucinkovitost prve ekstrakcije, smo dobili

naslednje rezultate.
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Ekstrakcija 1 ura:

Preglednica 16: Podatki pridobljeni iz TLC plos¢ice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5183 2326,6 284.,4 10,89
0,5215 2153,7 628,9 22,60
Ekstrakcija 2 uri:

Preglednica 17: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,4968 1932,1 251,7 11,53
0,5105 2149.,9 360,3 14,35
Ekstrakcija 4 ure:

Preglednica 18: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5045

1688,7

272,3

13,89

0,5133

1816,3

309,6

14,56

Ekstrakcija ¢ez noc¢:

Preglednica 19: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5073

2890,8

181,8

5,92

0, 5178

3968,7

308

7,20




4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000

500

Povrsina vrha ekstrakta (AU)

1.paralelka

2.paralelka | 1.paralelka

2.paralelka | 1.paralelka | 2.paralelka | 1.paralelka | 2.paralelka

Ekstrakcija 1ura ‘ Ekstrakcija 2. uri ‘ Ekstrakcija 4. ure Ekstrakcija ¢eznoc

B 1. ekstrakt # 2. ekstrakt

Graf 2: Povr§ina vrha prvega in drugega ekstrakta v odvisnosti od ¢asa ekstrakcije.

Iz grafa 2 vidimo, da se povrSina vrha prvega ekstrakta pri ekstrakciji ¢ez no¢ v primerjavi
s povrSino prvega ekstrakta ¢ez eno uro skoraj podvoji. To je verjetno posledica same
kemijske oblike fagopirina. Npr. pri ekstrakciji ¢ez no¢ lahko pride do oksidacije, ki
pretvori lipofilno obliko v bolj hidrofilno in s tem dobimo tudi boljSo ekstrakcijo. Pride
lahko do sprememb v obliki fagopirina, zaradi katerih fagopirin bolje fluorescira. Moznost

je tudi ta, da ¢ez no¢ polimer razpade na monomere, ki bolje fluorescirajo.

Delez fagopirina v drugem ekstraktu (izraCunan glede na povrSino vrha), ki smo ga dobili
po ekstrakciji ¢ez noC, je nekoliko nizji od ostalih delezev fagopirina, medtem ko je delez
fagopirina pri ostalih Casih trajanja ekstrakcije zelo podoben.

Ugotovili smo, da ¢as ekstrakcije ne vpliva bistveno na samo ekstrakcijo fagopirina iz
ajdovih kalckov. Delez, ki se ekstrahira v drugi ekstrakciji, je v vseh primerih majhen. To
lahko razloZimo kot prenos fagopirina, ki se je ekstrahiral Ze v prvi ekstrakt, vendar le tega
pred drugo ekstrakcijo nismo v celoti odstranili. Odlo¢ili smo se, da pri rutinskih analizah

ne bomo delali reekstrakcije oz. druge ekstrakcije.
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4.1.3 VPLIV HOMOGENIZACIJE KALCKOV IN CASA EKSTRAKCIJE

Iz grafa 3 vidimo, da je pri enourni ekstrakciji detektiranega najve¢ fagopirina. Tega ne
znamo razloziti z normalnimi zakoni ekstrakcije. Verjetno je med protofagopirinom in
fagopirinom veliko razli¢nih oblik, ki razli¢no fluorescirajo.

Napaka pri tej vrsti vzorca je ta, da bi lahko kljub homogenizaciji enkrat zajeli dele
rastline, ki vsebujejo vec fagopirina, drugi€ pa tiste dele ajde, ki ga vsebujejo manj. Zato
smo se za nadaljno delo odlocili, da bomo kot vzorec jemali kalcke (si zabelezili njihovo
Stevilo). Tako bomo zagotovo ekstrahirali fagopirin iz vseh rastlinskih delov ajdovih

kalckov in kot rezultate bomo lahko podajali maso fagopirina na 1 kalcek.

Slika 8: TLC kromatogram: vzorci so oznaceni v preglednici 11; (MF aceton, UV svetloba pri 366 nm).

Preglednica 20: Podatki o vzorcih, ki so naneseni na TLC plos¢ico na sliki 4.

Oznaka na TLC ploséici Masa [g] Vzorec

1 0,5012 Ekstrakt po 1 uri
2 0,5065 Ekstrakt po 1 uri
3 Reekstrakt 1

4 Reekstrakt 2

5 0,5049 Ekstrakt po 2 urah
6 0,5097 Ekstrakt po 2 urah
7 Reekstrakt 5

8 Reekstrakt 6

9 0,5044 Ekstrakt po 4 urah
10 0,5093 Ekstrakt po 4 urah
11 Reekstrakt 9

12 Reekstrakt 12
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Ektrakcija 1 ura:

Preglednica 21: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5012 2051,3 333,7 13,99
0,5065 2078,3 4223 16,89
Ekstrakcija 2 uri:

Preglednica 22: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5049 2030,3 392,9 16,21
0,5097 1906,5 506,7 21,00
Ekstrakcija 4 ure:

Preglednica 23: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

0,5044 1658.3 347,5 17,32
0,5093 2059 494,9 48,44
2500
g 2000 -
©
x
g 1500 -
L2
L3
£ 1000 -
>
2
€ 500 A
o
a
0 -
1.paralelka 2.paralelka 1.paralelka 2.paralelka 1.paralelka 2.paralelka
Ekstrakcija 1 ura Ekstrakcija 2 uri Ekstrakcija 4 ure
1. ekstrakt M 2. ekstrakt

Graf 3: Povr$ina vrha (AU) ekstrakta ajdovih kalckov v odvisnosti od trajanja ekstrakcije (h).
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4.1.4 PREVERJANJE SPECIFICNOSTI METODE

Kot kontrolo smo izbrali liste sobne rastline Tradescantia, saj je v njih ravno tako prisoten
klorofil, razna druga fotosintetska barvila in flavonoidi kot v ajdovih kal¢kih, zagotovo pa
ni prisoten fagopirin.

Vrhovi 1-1%*, 2-2%*, 3-3* 4-4* 5-5* bi morali biti enaki, saj je v vseh parih vzorcev
prisotna enaka koli¢ina standarda fagopirina. Vrh fagopirina pri samemu ekstraktu
kontrolne rastline ne bi smel biti prisoten, saj ga v kontrolni rastlini ni.

Po razvijanju smo opazili, da smo pripravili premajhne koncentracije fagopirina, razen pri
1 in 1*, saj sta bili tu opazni rdeci lisi, ki kazeta prisotnost fagopirina.

S tem poskusom smo videli, da lahko dobimo tako prevelike kot premajhne rezultate.
Lazno prevelik rezultat je bil pri vzorcu 0*, kjer je bil prisoten samo ekstrakt kontrolne
rastline. Tu smo opazili vrh, kjer je drugace prisoten vrh fagopirina, ¢eprav vemo, da ga v
kontrolni rastlini sploh ni. Prevelik rezultat smo zabelezili tudi pri vzorcih 2* (kontrolna
rastlina + standard fagopirina 1,75 10° mg/ml) in 3* (kontrolna rastlina + standard
fagopirina 1,75 107 mg/ml). Lazno premajhen rezultat smo dobili pri vzorcu 1* (kontrolna
rastlina + standard fagopirina 1,75 10~ mg/ml), saj je bil vrh tu manjsi od vrha 1 (topilo +
standard fagopirina 1,75 10™ mg/ml), Geprav bi morala biti enaka.

Ugotovili smo, da ta metoda ni niti specifi¢na niti tocna.

Preglednica 24: Vzorci in njihove povrsine oz. vi§ine vrhov, ki smo jih dobili iz kromatograma (MF aceton).

Vzorec Visina vrha [AU] Povrsina vrha [AU]
Topilo aceton:voda=4:1 0 0
Topilo + Standard fagopirina 1,75 10~ mg/ml 234,1 1787,3
Topilo + Standard fagopirina 1,75 10” mg/ml 0 0
Topilo + Standard fagopirina 1,75 10”7 mg/ml 0 0
Topilo + Standard fagopirina 1,75 10” mg/ml 0 0
Topilo + Standard fagopirina 1,75 10" mg/ml 0 0
Kontrolna rastlina 56,3 567,8
Kontrolna rastlina + standard fagopirina 1,75 10~ mg/ml 150,5 1703,4
Kontrolna rastlina + standard fagopirina 1,75 10 mg/ml 47,6 488,5
Kontrolna rastlina + standard fagopirina 1,75 10”7 mg/ml 15,8 57
Kontrolna rastlina + standard fagopirina 1,75 10” mg/ml 0 0
Kontrolna rastlina + standard fagopirina 1,75 10" 'mg/ml 0 0
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Graf 4: Povrsine vrhov (AU) vzorcev (iz preglednice 25).

4. 1. 5 FLUORESCENCA FAGOPIRINA V ODVISNOSTI OD KISLOSTI OZ
BAZICNOSTI OKOLJA

Ploscici smo orosili s kislim (10 % ocetna kislina v etanolu) in bazi¢nim reagentom (10 %
piridin v etanolu) z namenom, da bi fagopirin protonirali oz. deprotonirali, da bi le ta bolje

fluoresciral oz. da bi ga bolje detektirali, vendar tega s tem poskusom nismo dosegli.

Preglednica 25: Podatki pridobljeni iz TLC ploscice, razvite z MF Cistim acetonom.

1 2980,2 2937,3 2740,7 2867,7
2 2011,3 2280,5 1741,2 1793

3 1189,5 1630,2 1110,4 1193,7
0* 1279,7 354,8 1089,9 863,7
1* 2364,7 621,2 2099,6 1541
2% 1736,6 473,8 691,3 529,2
3% 33 42,5 35,2 51,5
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Graf 5: Povrsine vrhov (AU) vzorcev pred oz. po orositvi s kislim orositvenim reagentom
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Graf 6: Povrsine vrhov (AU) vzorcev pred oz. po orositvi z bazi¢nim orositvenim reagentom.

4.1. 6 VPLIV MOBILNE FAZE NA DETEKCIJO FAGOPIRINA

Nas namen je najti tako MF, kjer bi bil vrh fagopirina lepe oblike, ozek, brez repa,
simetri¢en, imel bi pa tudi primeren Rf. Radi bi nasli tako MF, da fagopirin ne bi ostal na
startu, ¢e pa bi Ze ostal tam, moramo ostale komponente ajdovih kalckov sprati naprej, da
bi lahko detektirali samo fagopirin. Komponente, ki bi ostale na startu, bi lahko absorbirale
UV-VIS svetlobo in s tem znizale fluorescenco fagopirina. Pri vseh preizkusenih mobilnih

fazah tega nismo dosegli. Fagopirin je v vseh primerih ostal na startu, pri kontrolni rastlini
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pa smo ravno tako na startu detektirali dolo¢ene komponente, ki so zagotovo tudi pri

vzorcih ajdovih kalckov ostale tam in motile detekcijo fagopirina.

Slika 9 (levo): TLC kromatogram: 1 standard fagopirina; 2
ekstrakt kontrolne rastline; 3 ekstrakt ajdovih kal¢kov;
(MF aceton, UV svetloba pri 366 nm).

Slika 10 (desno): TLC kromatogram: 1 standard fagopirina; 2
ekstrakt kontrolne rastline; 3 ekstrakt ajdovih kal¢kov;
(MF aceton:metanol:voda = 5:4:1, UV svetloba pri 366 nm).

4. 1. 7 1ZBIRA TOPILA ZA EKSTRAKCIJO AJDOVIH KALCKOV IN
RAZLICNE MOBILNE FAZE

Zaradi nepopolne topnosti fagopirina v topilu aceton : voda =4 : 1 smo bili primorani najti
novo topilo, ki bi popolnoma raztapljalo fagopirin. Ce Zelimo preradunavati koli¢ino
fagopirina v ajdovih kalckih glede na standard fagopirina, mora biti le ta popolnoma topen;
vedeti moramo natan¢no vsebnost raztopine, kajti samo tako bomo lahko izracunali

vsebnost fagopirina v ajdovih kalckih.

Iz TLC kromatogramov (slika 11) vidimo, da je ozadje TLC plosCice po razvitju v nasiceni
kadicki piridina bolj Cisto kot ozadje ploS¢ice razvite v MF aceton : metanol =3 : 2.

Lisa standarda fagopirina ostane na startu, medtem ko lisa fagopirina iz ajdovih kal¢kov
(tako ekstrakta s topilom piridin kot aceton : piridin = 4 : 1) potuje po plosc¢ici. Lisa
fagopirina iz ekstrakta ajdovih kal¢kov s topilom aceton : piridin =4 : 1 ima nekoliko visji

Rfkot lisa iz ekstrakta kalckov s piridinom in tudi bolje fluorescira.
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Slika 11: TLC kromatogrami (podatki v preglednici 27); UV svetloba pri 366 nm.

Preglednica 26: Podatki pridobljeni iz TLC plos€ic, razvitih z razlicnimi MF (slika 11).

Oznaka vzorca | 1 2 3 4 5 6 7

na TLC

ploséici

Vzorec Standard Kontrolna | Ajdovi | Kontrolna | Ajdovi | Kontrolna | Ajdovi
fagopirina rastlina kalcki | rastlina kalcki | rastlina kalcki

Ekstrakcijsko || Aceton:voda=4:1 | Aceton:piridin=4:1 piridin Aceton:piridin=4:1

topilo

MF piridin piridin piridin Aceton:metanol=3:2

Na TLC ploscice smo nanaSali 5 vzorcev, in sicer:
1.standard fagopirina,
2. ekstrakt kontrolne rastline (topilo aceton : piridin =4 : 1),
3. ekstrakt ajdovih kalckov (topilo aceton : voda=4: 1),
4. ekstrakt ajdovih kalckov (topilo aceton : piridin : voda=1:1:1),
5.ekstrakt ajdovih kalckov (topilo aceton : piridin=4: 1).

Ploscice smo razvijali v razli¢nih mobilnih fazah:
a) piridin,
b) aceton : piridin=4: 1,
¢) aceton : piridin : metanol=1:1:1,

d) aceton : piridin =1 : 4.
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Slika 12 Slika 13 Slika 14 Slika 15

Slika 12: TLC kromatogram (MF piridin, UV svetloba pri 366 nm).

Slika 13: TLC kromatogram (MF aceton : piridin =4 : 1, UV svetloba 366 nm).

Slika 14: TLC kromatogram (MF aceton : piridin : metanol =1 : 1 : 1, UV svetloba 366 nm).
Slika 15: TLC kromatogram (MF aceton : piridin = 1 : 4, UV svetloba 366 nm).

Mobilni fazi aceton : piridin =4 : 1 in aceton : piridin : metanol =1 : 1 : 1 ne prideta v
upostev pri nobenemu od ekstraktov, saj ima lisa fagopirina rep. Pri mobilni fazi istega
piridina in aceton : piridin = 1 : 4 pa fagopirin potuje po ploscici pri uporabi vseh razli¢nih
topil, vendar lisa fagopirina iz ekstrakta, kjer smo kot topilo uporabili aceton : piridin =4 :
1, najbolj fluorescira, zato smo se odloc¢ili, da bomo za nadaljno delo uporabljali kot topilo

ekstrakcije aceton : piridin =4 : 1 in kot mobilno fazo ¢isti piridin.

Pri uporabi zgoraj navedenih topilih nismo naredili reekstrakcije. Pri uporabi topila aceton
: voda =4 : 1 je bila prva ekstrakcija 70-90 %. Vrh fagopirina je pri uporabi drugih
ekstrakcijskih topil dosti vecji, kot vrh fagopirina pri topilu aceton : voda =4 : 1. Odlocili
smo se, da tu reekstrakcija ni potrebna.

Vecje ucinkovitosti ekstrakcije med razlicnimi topili verjetno ni, ampak je samo vecja
ucinkovitost pri pretvorbi protofagopirina v fagopirin oz. v kaks$no drugo konformacijo
fagopirina, ki mo¢no fluorescira. Verjetno je med protofagopirinom in fagopirinom cela
vrsta kaskadnih reakcij, ne vemo pa, na katero stopnjo oz v katero obliko ga razli¢na topila
pretvorijo. Lisa fagopirina standarda ostaja na startu.

Ker med startom in liso ni povsem cisto ozadje — mozno je, da je fagopirin v repu prisoten

v drugacni obliki kot fagopirin v lisi, vendar prav tako malo fluorescira — moznost je tudi
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ta, da se fagopirin premocno veze na silikagelsko plos€ico (oz. je koli€ina vezavnih mest
na TLC ploscici premajhna, zato potuje le del vzorca) in ga mobilna faza ne more pognati
(sprati) naprej, zato smo se odlocili, da bomo pred nanosom vzorcev TLC plos€ico najprej
razvili v nasiceni kadic¢ki z mobilno fazo. S tem bi zasedli silikagelska mesta in fagopirin

se ne bi mogel premoc¢no vezati — ocCistili bi ozadje in skoncentrirali fagopirin v eno liso.

Slika 16 Slika 17 Slika 18 Slika 19

Slika 16: TLC kromatogram (MF piridin, UV svetloba pri 366 nm).

Slika 17: TLC kromatogram, deaktivirana s piridinom (MF piridin, UV svetloba pri 366 nm).

Slika 18: TLC kromatogram (MF aceton : piridin =1 : 4, UV svetloba 366 nm).

Slika 19: TLC kromatogram, deaktivirana z aceton : piridin = 1 : 4 (MF aceton : piridin = 1 : 4, UV svetloba
366 nm).

Deaktivacija plos€ice s piridinom ni izboljSala ozadje med startom in liso, vplivala pa je na
Rf fagopirina in njegovo fluorescenco, ki je bila manjsa.

Deaktivacija ploS€ice z aceton : piridin = 1 : 4 je malenkost povecala fluorescenco
fagopirina.

Sklep: TLC plos¢ic ne bomo deaktivirali.
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4. 1.8 VALIDACIJA METODE

4.1.8.1 TEST TOCNOSTI IN SPECIFICNOSTI

Kot vidimo na TLC plos¢ici, dodatek ekstrakta kontrolne rastline k ekstraktu kal¢kov

malenkost vpliva na Rf fagopirina in tudi na samo fluorescenco fagopirina. Fluorescenca

lise 3 bi morala biti za polovico manjSa od lise 2, to bi ustrezalo pricakovanjem, saj je v

vzorcu 3 pol manj fagopirina kot v vzorcu 2. S tem poskusom smo ugotovili, da metoda ni

toCna, je pa specificna, saj na mestu, kjer je prisoten fagopirin, pri ekstraktu kontrolne

rastline ne zaznamo vrha.

Pri uporabi mobilne faze piridina je fluorescenca fagopirina mocnejSa kot pri mobilni fazi

aceton: piridin = 1 : 4, zato smo se odloc¢ili, da bomo za nadaljnje delo uporabljali mobilno

fazo Cistega piridina.

(MF piridin, UV svetloba pri 366 nm).

nm).

Preglednica 27: Oznaka vzorcev in njihove povr§ine oz. vi§ine vrhov (AU).

Slika 20 (desno): TLC kromatogram; vzorci 1-6

Slika 21 (levo): TLC kromatogram; vzorci 1-6
(MF aceton : piridin = 1: 4, UV svetloba pri 366

MF piridin MF aceton:piridin = 1:4
Oznaka na TLC kromatogramu Visina Povrsina Visina Povrsina
[AU] [AU] [AU] [AU]
1 0 0 0 0
2 289,5 6559,6 148,4 5406,1
3 189,5 4371,7 114 3193
4 154 3124,2 53 2522,6
5 117,6 2166,7 74,4 1310,8
6 88,6 2072,4 22,5 525,9

39




7000

6000

5000

4000

3000

2000

1000

Povrsina vrha vzorca (AU)

kontrolna rastlina

>

ajdovi kalcki

] E
£ ‘s
o© o
= 1
c X
o
< 0 =
X = >
£B 2
S C 9
©
2 L
© AN
= X
4
X
MF = piridin

rastline

Y kalCkov in % kontrolne

¥ kalCkov in % topila

kontrolna rastlina

ajdovi kalcki

rastline

% kalckov in % kontrolne

% kalckov in % topila
Y kalCkov in % kontrolne
rastline

MF =aceton : piridin=4:1

Y kalCkov in % topila I

Graf 7: Povrsine vrhov (AU) vzorcev, v odvisnosti od izbire mobilne faze.

4. 1. 8.2 PONOVLJIVOST

Na TLC plos¢ico smo nanesli 10 vzorcev, zadnjega desetega smo nanesli Se dvakrat. Po

razvijanju in detekciji z denzitometrom smo TLC plos¢ico segrevali na grelniku, pri

temperaturi 100° C in potem zopet posneli kromatogram. Ugotovili smo, da segrevanje

plos¢e vpliva na vi§ino oz. povrSino vrhov, saj se ti podatki pred in po segrevanju plosce

spremenijo.
Preglednica 28: Podatki vzorcev od 1-3.
Po segrevanju TLC
ploscice
ViSina Povrsina o ViSina Povrsina
Vzorec Masa [g] (AU] [AU] Kalcki (AU) [AU]
1 0,4925 132 2248 3 229 4087
2 0,4976 221 3805 4 383 6607
3 0,5229 209 3808 4 367 6816
P°"'°’e[‘gf MAasS€ | (504333 | 187,3333 3287 326,3333 | 5836,667
stdev 48,3 899,8 84,7 1518,9
rstdev % | 25,8 27,4 25,9 | 26,0
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Ugotovili smo, da je pri vzorcih 1, 2 in 3 celokupna variabilnost 27 % (povr$ina) oz. 25 %
(po visini vrhov). Ta variabilnost je posledica celokupne tehnike; razlik med samimi
rastlinami, napak med ekstrakcijo in samo TLC analizo.

m (15 kalckov) =2, 0686 g => homogenizirani kalcki, ki smo jih tehtali

Preglednica 29: Podatki vzorcev od 4—6.

Po segrevanju TLC ploscice
Vzorec | Masa [g] | Vi§ina [AU] | Povrsina [AU] | Visina [AU] | Povrsina [AU]
4 0,4976 206 3655 371 6754
5 0,5026 137 2461 242 4498
6 0,5052 182 2871 322 5273
P°"p’e[‘g]e Mase | o,5018 175 2995,667 311,6667 5508,333
stdev 35,0 606,7 65,1 1146,3
rstdev% | 20,0 20,3 20,9 20,8

Ce smo kaltke homogenizirali in nato tehtali, je bila celokupna variabilnost 20 %.
Izracunamo lahko odstotek napake, za katerega so krive rastline, in sicer znasa 7 % (po
povrsini vrha) oz. 5 % (po viSini vrha).

Vzorec 6 smo trikrat nanasali s polavtomatsko pipeto na TLC plos¢ico, da bi preverili Se
samo napravo Camag (napaka nanosa in meritve). Tu je napaka 6 % (po visini vrha) oz. 1
% (po povrsini vrha).

Ugotovili smo, da je za variranje rezultatov od 14 % do 19 % kriva sama ekstrakcija. K tej
napaki bi lahko priStevali tudi napake v tehtanju, vendar je to manj verjetno. Variiranje je
verjetno posledica alikvotiranja homogeniziranih kalckov, ki jih tehtamo kot vzorce, saj
lahko enkrat zajamemo vec¢ zelenih delov kalckov in spet drugi¢ ve¢ koreninastega tkiva,

ki pa vsebujejo razlicno koli¢ino fagopirina.

Preglednica 30: Podatki vzorca 6.

Po segrevanju TLC ploscice

Vzorec | Masa [g] | Visina [AU] | Povrsina [AU] | Visina [AU] | Povrsina [AU]
6 0,5052 182 2871 322 5273
6 0,5052 171 2859 304 5248
6 0,5052 194 2940 345 5376
P°"p’e[‘g]e MAase 1 05052 | 182,3333 2890 323,6667 5299
stdev 11,5 43,7 20,6 67,8
rstdev | 6,3 | 1,5 | 63 | 1,3
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Slika 22: TLC kromatogram; (MF piridin, UV svetloba pri 366 nm)

V drugih ekstraktih (3*, 4*, 5* in 6*) vzorcev 3, 4, 5 in 6 ni prisotnega ni¢ fagopirina, ker

je bila prva ekstrakcija popolna, zato druge ekstrakcije ne potrebujemo.

4.1.9 VPLIV TEMPERATURE NA EKSTRAKCIJO

Vecji vrhovi oz. flourescenca fagopirina je pri ekstraktoma, ki sta ekstrahirana v UZ

kadicki eno uro na temperaturi 60—-70° C, kot pa pri drugih razmerah ekstrakcije. Ker za

ekstrakcijo pri sobni temperaturi iz prej$njih poskusov vemo, da je popolna, sklepamo, da

temperatura vpliva na pretvorbo fagopirina iz manj, v bolj fluorescirajo¢o obliko.

Preglednica 31: Podatki o vzorcih 1-6.

Vzorec Masa [g] Razmere ekstrakcije Visina vrha [AU] Povrsina vrha [AU]
1 0,5001 140,3 2543,6
Stresalnik T, 1 ura
2 0,5026 173,2 2998,5
3 0,5026 231 4092
UZ kadicka 1 h 70-80° C
4 0,5051 229.3 3943,2
5 0,5076 299,3 5076,6
UZ kadi¢ka 1 h 60-70° C
6 0,5002 277,8 4582,6
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Graf 8: Visine in povrsSine vrhov (AU) vzorcev v odvisnosti od razli¢nih razmer ekstrakcije.

4. 1. 10 DODATEK OKSIDANTA ALI REDUCENTA IN RAZLICNE
RAZMERE EKSTRAKCIJE

Oksidante in reducente (30 % raztopina H>O» aq), 0,5 % natrijevega borhidrida (iq), 0,5 %
kositrovega klorida (.q) smo dodajali zato, da bi dobili lepSe kromatografske vrhove brez
repov in da bi pospesili pretvorbo protofagopirina v fagopirin oz. v tako obliko, ki bi bolje
fluorescirala (kjer bi bila detekcija fagopirina boljsa), vendar tega s tem poskusom nismo
drasti¢no izboljsali. Kot vidimo iz grafov 9, 10, 11, razlik med vzorcem z ali brez dodatka
prakticno ni. Ugotovili pa smo, da segrevanje izvleCkov moc¢no poveca fluorescenco
fagopirina, ne glede na to, ali je ta izvle¢ek Se vedno v prisotnosti droge, ali pa ne (ne more
ve¢ prihajati do ekstrakcije, temve¢ samo do pretvorbe fagopirina v bolj fluorescentno

obliko) in da UZ zniza fluorescenco fagopirina.
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Preglednica 32: Podatki o vzorcih.

1 30 % raztopina H,O, UZ kadicka, 23,5 506.6
2 Aceton:piridin—4:1 T 60-70°C 17 408,2
30 % raztopina H,0, Ekstrakcija Togp, 63 1326,7
4 Aceton:piridin=4:1 stresalnik 66,3 1329,7
5 30 % raztopina H,0, UZ kadicka, 34,3 1302,2
6 Aceton:piridin=4:1 T 60-70°C 587 | 12543
7 30 % raztopina H,0, Ekstrakcija Togp, 128 2485,
8 Aceton:piridin=4:1 stresalnik 144,5 2594,8
9 30 % raztopina H,0, UZ kadicka, 39,9 9244
10 Aceton:piridin=4:1 T60-70°C 40,1 968
1 30 % raztopina H,0, Ekstrakcija Togp, 102,7 | 21563
12 Aceton:piridin=4:1 stresalnik 64,6 1409,7
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Graf 9: Povrsine vrhov (AU) vzorcev v odvisnosti od dodatkov (a = dodatek 15 pl 30 % raztopina H,O,, b =

dodatek 15 pl topila aceton : piridin =4 : 1) in razli¢nih razmer ekstrakcije.

Kot vidimo iz grafa 9, ultrazvok moc¢no zniza fluorescenco fagopirina, razlik med

vzorcema z ali brez dodatka pa skoraj ni.
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Preglednica 33: Podatki o vzorcih.

0,5 % natrijevega 16,1 276,3
o Ekstrakeija Tgop,
borhidrida
stresalnik
2 Aceton:piridin=4:1 23 419,3
0,5 % natrijevega 57,5 10244
3 MLW,
borhidrida
T = 60-70° C
4 Aceton:piridin=4:1 63,7 1122,7
0,5 % natrijevega 39,7 733,2
5 o Ekstrakcija Tgop,
borhidrida
stresalnik
6 Aceton:piridin=4:1 50,3 962,4
0,5 % natrijevega 108.,4 2086,4
7 o MLW,
borhidrida
T = 60-70° C
8 Aceton : piridin =4:1 102 2053,6
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" l l I
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Ekstrakcija Tsob, stresalnik MLW, T =60-70°C Ekstrakcija Tsob, stresalnik MLW, T =60-70°C

Povrsina vrha vzorca (AU)

Ekstrakt Tsob Ekstrakt pri T 60-70°C

Graf 10: Povrsine vrhov (AU) vzorcev v odvisnosti od dodatkov (a = dodatek 50 ul 0,5 % natrijevega
borhidrida, b = dodatek 50 pl topila aceton : piridin =4 : 1) in razli¢nih razmer ekstrakcije.
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Preglednica 34: Podatki o vzorcih.

0,5 % kositrovega 49,7 883,3
) Ekstrakcija Tsop,
klorida
stresalnik
10 Aceton:piridin=4:1 58,2 1094,3
0,5 % kositrovega 88,3 1433,6
11 MLW,
klorida
T =60-70° C
12 Aceton:piridin=4:1 88,4 1587,7
0,5 % kositrovega 98,4 1726,6
13 ) Ekstrakeija Tgop,
klorida
stresalnik
14 Aceton:piridin=4:1 99,4 1953,7
0,5 % kositrovega 121,7 2376,3
15 MLW,
klorida
T = 60-70° C
16 Aceton:piridin=4:1 136,2 2271

2500

2000

1500
1000
0 -
a b a b a b a b

Ekstrakcija Tsob, stresalnik MLW, T =60-70°C Ekstrakcija Tsob, stresalnik MLW, T =60-70°C

Povrsina vrha vzorca (AU)

Ekstrakt Tsob Ekstrakt pri T 60-70°C

Graf 11: Povrsine vrhov (AU) vzorcev v odvisnosti od dodatkov (a = dodatek 50 pl 0,5 % kositrovega
klorida, b = dodatek 50 pl topila aceton : piridin =4 : 1) in razli¢nih razmer ekstrakcije.
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4. 1. 11 NIHANJA Rf IN VPLIV KOLICINE MOBILNE FAZE V KADICKI
NA RAZVIJANJE NA Rf

Kot opazimo v preglednici 11, so Rf prvega kaljenja kar precej nihali, zato smo se odlo¢ili,
da bomo naredili poskus, s katerim bi ugotovili vpliv koli¢ine MF na Rf.

Sklepamo, da je bilo pri nizjih Rf ve¢ mobilne faze => MF je obsla vzorec in ni mogla
sprati celotnega vzorca iz starta. Nihanja Rf se lahko pojavijo tudi zaradi ne dovolj
nasicene kadi¢ke z mobilno fazo, vendar to napako lahko pri naSem delu izklju¢imo.
Zaradi nihanj, ki jih vidimo v preglednici 35, smo preverili vpliv koli¢ine oz. viSine

mobilne faze v kadicki na Rf fagopirina.

Preglednica 35: Rf prvega in drugega kaljenja v odvisnosti od dneva kaljenja.

Dan kaljenja Rf-i 1. kaljenja Rf-i 2. kaljenja
1. Nismo analizirali Nismo analizirali
2. Nismo analizirali Nismo analizirali
3. Nismo analizirali Nismo analizirali
4. Fagopirina $e ni Nismo analizirali
5. Fagopirina $e ni 0,10-0,12
6. Nismo analizirali 0,12
7. Nismo analizirali 0,09-0,12
8. 0,18-0,19 0,10-0,11
9. 0,24-0,25 Nismo analizirali
10. 0,28-0,30 Nismo analizirali
11.. 0,33 0,08-0,11
12. 0,24-0,26 0,09
13. Nismo analizirali 0,08-0,10
14. Nismo analizirali 0,09-0,10
15. 0,27-0,30 0,09-0,12
16. 0,31-0,33
17. 0,14-0,15
18. 0,13-0,14
19. 0,09-0,10
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Slika 23: TLC kromatogram; (MF 10 ml piridin, UV svetloba pri 366 nm).
Slika 24: TLC kromatogram; (MF 20 ml piridin, UV svetloba pri 366 nm).

Slika 23

Slika 24

Preglednica 36: Visine oz. povrSine vrhov (AU) vzorcev, pri razli¢ni koli¢ini MF.

Povr§ina Povr§ina
Rf (pri 10 ml Rf (pri 20 Visina [AU] | ViSina [AU]
Vzorec [AU] [AU]
piridina) ml piridina) (10 ml) (20 ml)
(10 ml) (20 ml)
1 0,14 0,12 271 271 10917 9506
2 0,15 0,12 209 227 9293 7357
3 0,14 0,12 126 164 8514 6936
4 0,15 0,12 187 244 11639 9056
300

VisSiva vrha vzorca (AU)

¥ Visina vrha (10 ml MF) ™ ViSina vrha (20 ml MF)

vzorec

Graf 12: Visine vrhov (AU) ekstraktov ajdovih kalckov v odvisnosti od kolic¢ine MF.
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Povrsina vrha vzorca (AU)

vzorec

# Povréinavrha (10 ml MF) & Povrsinavrha (20 ml MF)

Graf 13: Povrsine vrhov (AU) ekstraktov ajdovih kal¢kov v odvisnosti od koli¢ine MF.

Ugotovili smo, da je Rf fagopirina na TLC plos¢ici razviti v kadicki z 20 ml piridina niZzji,
kot pri tisti, ki je bila razvita v 10 ml piridina.

Povr$ine vrhov so pri vseh vzorcih pri uporabi 10 ml MF vecje kot pri 20 ml MF, viSine
vrhov pa ravno obratno. ViSine vrhov razvite pri 20 ml MF so vi§je kot viSine vrhov
razvite pri 10 ml MF. Nihanja retencijskih faktorjev pri ekstraktih drugega kaljenja so bila
nekoliko nizja, vendar ravno tako prisotna, kljub temu da smo vsak dan v kadic¢ko nalili 20
ml svezega piridina.

Vecjega nihanja retecijskih faktorjev pri prvem kaljenju ne moremo pripisati volumnu
mobilne faze, ker tudi takrat ni bil volumen manjs$i od 20 ml. Razlika je bila najverjetneje
posledica razlik v temperaturi in svetlobi v laboratoriju, ki bi lahko vplivala na rast ajdovih
kalckov. Fagopirin je bil lahko v drugacni obliki ali pa je bilo v tistih kalckih veé

antioksidantov, ki so preprecevali pretvorbo protofagopirina v fagopirin.
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4.1.12 TOPNOST FAGOPIRINA

Rezultate topnosti fagopirina smo podali v preglednici 37.

Preglednica 37: Topnost fagopirina v razli¢nih topilih. (oznaka / pomeni, da nismo opazili obarvanja

raztopine).

TOPILO TOPNOST

Acetonitril /

DMSO Opazili smo, da se je raztopina obarvala modro-zeleno, vendar je
ostala oborina po masi enaka fagopirinu. Sklepamo, da se je raztopila
necistota, fagopirin pa ne. Necistota je najverjetneje klorofil.

Metanol

Etanol

i-propanol

Butanol

Oktanol

4- hidroksi- 4-metil - 2- pentanon

dietil eter

diizopropil eter

acetonitril + TFA

~ ~| ~| ~| ~| ~ ~| ~| ~| ~

THF

0,1 M vodna baza (NaOH, KOH) Sveze izoliran fagopirin je topen, kasneje ne.

aceton + dietilamin /
Diklormetan /
Heksan /
Aceton /
aceton : voda =4:1 Sveze izoliran fagopirin je topen, kasneje pa le malo. Raztopina se

obarva oranzno-rdece.

Nitrometan

Butilonitril

Dimetilformamid

Etilacetat

Piperidin

Toluen

toluen + dietilamin

~ ~| ~| ~ ~| ~| ~| ~

toluen + piridin

Piridin Topen. Raztopina je oranzno-rde¢e barve.
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Sveze izoliran fagopirin je bil topen v vodni raztopini NaOH in acetonu : voda = 4 : 1,
kasneje pa ne. Topen najbrz ni vec€ zato, ker je polimeriziral, ali pa se je mogoce razporedil
v »sandwich« obliko. Ce bi hoteli potrditi teorijo, da je fagopirin polimeriziral, bi morali
narediti masno detekcijo, s ¢imer bi dobili masno Stevilo, iz katerega bi lahko sklepali

kolikSen polimer je nastal (koliko fagopirinov je povezanih med seboj).

Topnost fagopirina je zelo nenavadna tudi zaradi tega, ker je lahko fagopirin prisoten v

zwitter ion obliki in bi moral biti topen v topilih kot aminokisline, vendar ni.

Slika 25: »Sandwich« oblika fagopirina (28).

Sandwich oblika je oblika, kjer se fagopirin nalaga drug na drugega, tako kot na sliki,
vendar ni nujno, da so vsi enako obrnjeni => nastane nekakSna skladovnica fagopirinov,
planarne oblike.

Topnost fagopirina v piridinu bi lahko razlozili tako, da piridin s svojo aromatsko obliko in
svojo bazi¢nostjo podre to »sandwich« obliko. Za podrtje te oblike morata biti v topilu
prisotna tako aromatska struktura kot bazi¢nost, saj ¢e smo to skuSali dose¢i z dvema

razli¢nima topiloma, se fagopirin ni raztopil.
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4. 1. 13 NIHANJE MERITEV STANDARDA FAGOPIRINA

Kot vidimo 1z grafov 18 in 19, viSina oz. povrSina standarda fagopirina ni bila konstantna —
nihala je dnevno, kjub temu da smo vsak dan na TLC plos¢ice nanaSali povsem enako
raztopino standarda fagopirina. To se zgodi najverjetneje zato, ker fagopirin polimerizira,
ali pa se razporeja v »sandwich« obliko. Zaradi tega spreminjanja prihaja vsak dan do

drugacne detekcije, saj imajo takSne oblike drugacno fluorescenco.

Preglednica 38: Podatki o viSini oz. povrsini vrha standarda fagopirina.

DAN MERITVE | VISINA VRHA [AU] | POVRSINA VRHA [AU]
4. dan 1. kaljenja 549,8 15062
5. dan 1. kaljenja 497,6 18387,1
8. dan 1. kaljenja 329,9 124445
9. dan 1. kaljenja 302 9852
10. dan 1. kaljenja 168,1 5505,3
11. dan 1. kaljenja 117,9 4759,2
12. dan 1. kaljenja 128,5 4452,8
15. dan 1. kaljenja 89,5 2599,7
16. dan 1. kaljenja 139,3 4193,2
17. dan 1. kaljenja 3434 6641,3
18. dan 1. kaljenja 174 4013,2
19. dan 1. kaljenja 357,1 7317,8
5. dan 2. kaljenja 392,8 8931,5
6. dan 2. kaljenja 169 4194
7. dan 2. kaljenja 187,1 3994 4
8. dan 2. kaljenja 279,7 6348,8
11. dan 2. kaljenja 125,2 2510,6
12. dan 2. kaljenja 184,3 3709,3
13. dan 2. kaljenja 154,6 2663,3
14. dan 2. kaljenja 111,3 2367,4
15. dan 2. kaljenja 173.8 2819,8
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4.1.14 DNEVNO DOLOCANJE FAGOPIRINA V AJDOVIH KALCKIH

Semena ajde smo kalili v kalilniku Freshlife. Namestili smo posodo za kalcke, vanjo
vstavili pladen;j za kalitev (plasti¢na, gladka mreza iz 4 delov) in nanjo enakomerno nasuli
priblizno 600 semen. Pri drugem kaljenju smo v 2 delih pladnja kalili 600 semen, v
preostalih dveh pa 300 semen.

Kalilnik Freshlife ima avtomatski Skropilni sistem, kateri stalno dovaja vodo 5—6 min, na
5—6 minutnih intervalih. Na zacetku kaljenja traja Skropljenje priblizno 20 min, kasneje se

pa uravnava glede na sobno temperaturo, kjer se kalilnik nahaja.

4.1.14. 1 PRVO KALJENJE (30. marec—10. april)

Semena ajde za spremljanje vsebnosti fagopirina prvega kaljenja, smo dali kaliti 23. marca

2009. S kaljenjem smo zakljucili 10. aprila 2009.

Preglednica 39: Vsebnost fagopirina (mg) na 1 g kal¢kov oz. v 1 kal¢eku in RSD v odvisnosti od dneva
kaljenja.

Dan kaljenja | Povpre¢na masa kalcka Vsebnost fagopirina | RSD | Vsebnost RSD
(mg) (mg) na 1 g kal¢kov fagopirina
(mg) v 1 kal¢ku
1 0 0 0 0 0
4. 0 0 0 0 0
5. 0 0 0 0 0
8 0,2184 0,1663 | 19,6 0,0360 | 13,4
9 0,2534 0,2672 | 23,3 0,0671 | 17,7
10. 0,2591 0,3825 | 47,5 0,0980 | 40,5
11. 0,2588 0,4256 7,9 0,1101 | 19,5
12. 0,2685 0,3110 | 27,5 0,0833 | 25,5
15. 0,3356 0,3916 | 22,7 0,1303 | 22,3
16. 0,3019 0,5305 | 70,5 0,1614 | 85,2
17. 0,3023 0,2851 | 26,8 0,0868 | 32,2
18. 0,2834 0,1976 | 22,0 0,0560 | 21,9
19. 0,2650 0,1122 | 19,8 0,0285 | 15,6

Kot vidimo v preglednici 39, vsebnost fagopirina iz 16. na 17. dan skoraj za polovico pade,
medtem ko masa kalCka ostane skoraj da nespremenjena. 1z teh podatkov lahko sklepamo,

da je v kalckih priSlo do razgradnje fagopirina, Se verjetneje pa je lahko priSlo do
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spremembe njegove oblike; iz bolj, v manj fluorescentno. Ce bi se masa kalcka iz 16. v 17.
dan podvojila, bi z zagotovostjo lahko rekli, da se je sinteza fagopirina v kalckih ustavila,
njegova koncentracija pa je padla ravno zaradi narasta mase kalcka, vendar v naSem

primeru ni bilo tako.

0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

Vsebnost fagopirina (mg) na 1 g kalckov

dan kaljenja

Graf 14: Vsebnost fagopirina (mg) na 1 g kal¢kov v odvisnosti od dneva kaljenja.

4.1.14. 2 DRUGO KALJENJE (14. april-24. april)

Drugo kaljenje je potekalo identicno kot prvo. Razlika je bila samo v tem, da so bili v
kvadrantu 1 in 2 kalcki kaljeni bolj na gosto, v kvadrantu 3 in 4 pa polovico manj.

S kaljenjem kal¢kov smo zaceli 10. aprila 2009 in zakljucili 24. aprila 2009.

Pri drugem kaljenju vidimo (graf 15), da se fagopirin pojavi v ajdovih kalckih tri dni pre;j
kot pri kalckih prvega kaljenja. Prav tako je koli¢ina fagopirina pri drugem kaljenju vecja
kot pri prvemu. K temu najverjetneje prispevajo same razmere v laboratoriju (son¢na
svetloba, vlaga, temperatura ...), ki so vplivale na rast kalckov. Pri drugemu kaljenju je bilo
prisotno ve¢ son¢ne svetlobe, ki ima verjetno veliko vlogo pri samem razvoju fagopirina v
ajdovih kal¢kih — pri pretvorbi protofagopirina v fagopirin oz. pri drugih fluorescirajocih
oblikah fagopirina. Zaradi istega razloga smo kalcke prvega kaljenja lahko kalili 19 dni,
kalcke drugega kaljenja pa le 15.
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Slika 26: Kalilnik Freshlife.

Preglednica 40: POVPRECIJE mas fagopirina v mg na 1 g kalgkov oz. na 1 kaléek (gosto, redko) in RSD v

odvisnosti od dneva kaljenja.

5. 0,7475 32,9 0,7537 11,9 0,0954 23,8 0,0989 30,0
6. 0,6858 32,4 0,808 57,6 0,1900 30,5 0,1894 56,0
7. 0,5984 171,9 0,3427 111,5 0,1701 203,3 0,1134 156,2
8. 0,1615 22,4 0,2182 43,3 0,0431 21,1 0,0643 47,5
11. 0,1628 30,3 0,1856 18,9 0,0480 41,3 0,0584 46,1
12. 0,0349 0,9 0,0436 1,5 0,0098 2,4 0,0113 2,9
13. 0,1851 66,5 0,2299 33,8 0,0553 88,8 0,0625 49,9
14. 0,089 18,3 0,0553 54 0,0221 20,6 0,0151 5,7
15. 0,0153 7,3 0,1764 43,1 0,0036 7,1 0,0548 61,0
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1,2

Vsebnost fagopirina (mg) na 1 g kalckov

B gosto

dan kaljenja

Hredko

Graf 15: POVPRECJE mas fagopirina v mg na 1 g kaltkov (redko, gosto) v odvisnosti od dneva kaljenja.

Preglednica 41: Masa kalcka (mg) v odvisnosti od dneva kaljenja.

5. 0,1273 0,1307
6. 0,2775 0,2345
7. 0,2858 0,3289
8. 0,2707 0,3027
11. 0,2897 0,3005
12. 0,2811 0,2590
13. 0,2741 0,2628
14. 0,2444 0,2737
15. 0,2503 0,3004
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Graf 16: Vsebnost fagopirina (mg) v 1 kal¢ku (prvo in drugo kaljenje) v odvisnosti od dneva kaljenja.

Na grafu 16 vidimo, da smo fagopirin pri drugemu kaljenju detektirali ze peti dan, medtem
ko pri prvemu kaljenju Sele osmi dan. Vsebnost fagopirina pri drugemu kaljenju naraste iz
5. na 6. dan skoraj za polovico, prav tako povprecna masa kalcka. Povpre¢na masa kalcka
se od 6. do 13. dneva veliko ne spremeni, vsebnost fagopirina v kal¢ku pa precej pade, zato
sklepamo, da pride do razgradnje fagopirina ali pa do pretvorbe fagopirina v manj

fluorescirajoco obliko.

4.2 TEKOCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE ZMOGLJIVOSTI

Uporaba MF1: Ce smo kot vzorec uporabili standard fagopirina v piridinu, smo na
kromatogramu opazili samo en vrh. Prav tako smo dobili samo en vrh, ¢e smo aplicirali
standard hipericina v piridinu, ko pa smo piridin zamenjali z metanolom (standard
hipericina v metanolu), smo v 14 minuti dobili vrh hipericina, ravno tako kot navaja ¢lanek
(36).

Uporaba MF2-MF6: Na kromatogramu standarda fagopirina v piridinu in tudi samega
piridina dobimo samo en vrh.

Uporaba MF7: Na kromatogramu standarda fagopirina v DMSO in tudi samega DMSO

dobimo samo en vrh.
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THEF in #-butilmetilni eter deformirata bazno linijo (ta narasca s ¢asom), ker pri tej valovni
dolzini absorbirata UV-VIS svetlobo. Valovna dolZina je bila pri vseh meritvah 320 nm.

Fagopirina nismo detektirali, ker je lahko priSel ven skupaj s fronto ali pa mogoce sploh Se
ni priSel iz kolone. MozZnost je tudi ta, da mu zaradi oblike nismo mogli izmeriti
absorbance. Kljub temu da smo uporabili kisle, bazicne, manj in bolj lipofilne mobilne faze
(eluirane gradientno in izokratsko), nismo uspeli, da bi loceno detektirali topilo in sam

fagopirin.

4.3 KAPILARNA ELEKROFOREZA

Injicirali smo standard fagopirina v topilu aceton : voda = 4 : 1, nato samo topilo in
primerjali kromatograma, vendar vrha fagopirina nismo nasli. Tudi ¢e smo vzorec red¢ili z
vodo/topilom ali mu dodajali 1 M NaOH, ni bilo drugace.

Injicirali smo vzorec ekstrakta kontolne rastline, ki ne vsebuje fagopirina in tudi vzorec

standarda fagopirina, pa vrha fagopirina tudi nismo nasli.

Najbolj ravno bazno linijo smo dobili s pufrom 900 ul (50 mM borata + 100 mM SDS), pH
= 9,3, zato smo se odlocili, da bomo za nadaljnje delo uporabljali le tega.

Nadaljnje delo je potekalo tako, da smo razlicno injicirali (razli¢en ¢as in tlak injiciranja)
standard fagopirina v topilu aceton : voda = 4 : 1 in nato samo topilo ter primerjali
kromatograme. Analize so potekale pri napetosti 5 kV in tlaku 50 mbar. Pri primerjavi
kromatogramov smo opazili, da se z veCanjem volumna pri standardu fagopirina povecuje

vrh, ki ga pri samem topilu ni. Sklepali smo, da je ta vrh fagopirinov.

Preglednica 42: Pregled vzorcev in njihovih volumnov.

OZNAKA ANALIZE VZOREC NACIN INJICIRANJA
Analiza 1 900ul standard fagopirina 20 mbar 10 s
Analiza 2 900yl topila aceton : voda =4 : 1 20 mbar 10 s
Analiza 3 900ul standard fagopirina 30 mbar 10 s
Analiza 4 900ul topila aceton : voda =4 : 1 30 mbar 10 s
Analiza 5 900ul standard fagopirina 40 mbar 10 s
Analiza 6 900ul topila aceton : voda =4 : 1 40 mbar 10 s
Analiza 7 900ul standard fagopirina 50 mbar 10 s
Analiza 8 900ul topila aceton : voda =4 : 1 50 mbar 10 s
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Po najdbi vrha fagopirina smo pri razli¢nih tlakih skozi celotno analizo injicirali topilo. Iz
kromatogramov smo si izpisali ¢ase potovanja in ker vemo dolzino kolone, smo lahko
izracunali njegove hitrosti (pri razli¢nih tlakih). Ravno tako smo izracunali hitrosti
standarda fagopirina. Kot vidimo na grafu 17, se z veCanjem tlaka skozi celotno analizo

povecuje tudi hitrost topila/standarda fagopirina.

Dolzina kolone je 56 cm.

Preglednica 43: Podatki po injiciranju vzorcev v odvisnosti od tlaka skozi celotno analizo.

CAS CAS POTOVANJA HITROST
TLAK SKOZI HITROST
POTOVANJA STANDARDA STANDARDA
CELOTNO TOPILA
TOPILA FAGOPIRINA FAGOPIRINA
ANALIZO (mbar) (min/cm)
(min) (min) (min/cm)
Pozitivna napetost
50 4,65 12,04 9,5 5,89
40 4,98 11,24 11 5,09
30 5,35 10,47 13,5 4,15
20 5,78 9,69 18 3,11
10 6,40 8,75 27,7 2,02
0 6,87 8,15 (teoreti¢no) 60,5 (teoreti¢no) 0,93
Negativna napetost
50 15,8 3,54
40 20,5 2,60
30 29 1,93
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Graf 17: Hitrost topila in standarda fagopirina (pozitivna oz. negativna napetost).

Po najdbi vrha fagopirina v standardni raztopini fagopirina smo presli na injiciranje

ekstrakta kal¢kov in kontrolne rastline. Kot pufer smo prav tako uporabljali 900 ul (50 mM
borata + 100 mM SDS), pH = 9,3.

Preglednica 44: Vzorci in razmere analize.

NACIN TLAK SKOZI
ANALIZA VZOREC NAPETOST
INJICIRANJA CELOTNO ANALIZO
900 pl standarda fagopirina +
Analiza 1 50 mbar 20s 20 kV 50 mbar
90 ul pufra
900 pl ekstrakta kal¢kov + 90
Analiza 2 50 mbar 20s 20 kV 50 mbar
ul pufra
900 pl ekstrakta kontrolne
Analiza 3 50 mbar 20s 20 kV 50 mbar
rastline + 90 ul pufra

Ko smo primerjali kromatograme standardna fagopirina, ekstrakta ajdovih kal¢kov in

ekstrakta kontrolne rastline => vsi trije kromatogrami so bili posneti v istem pufru, z

enakim volumnom, pri enaki napetosti in tlaku skozi celotno analizo => vrh, za katerega

smo mislili, da pripada fagopirinu, se pojavi pri vseh treh spektrih => SKLEP: Po vsej

verjetnosti je to vrh klorofila, ki je prisoten v ajdovih kalckih in kontrolni rastlini, v

standardu fagopirina pa je prisoten kot necistota, ki je ostala pri sami izolaciji fagopirina.
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Potem ko smo ugotovili, da je fagopirin topen le v piridinu, smo se zopet vrnili k delu s

kapilarno elektroforezo.

Preglednica 45: Podatki o vzorcih in metodi.

ANALIZA VZOREC (1000pl) METODA
Analiza 1 Standard fagopirina v piridinu - pufer => 950 pl piridina + 50 pl 50 mM fosfata
Analiza 2 Aceton : piridin =4 : 1 - nacin injiciranja ==> 50 mbar 10 s
Analiza 3 Ekstrakt kal¢kov m, - napetost ==> 20 kV
- tlak skozi celotno analizo ==> 50 mbar
Analiza 4 Ekstrakt kalckov my
Analiza 5 Standard fagopirina v piridinu
. — - pufer ==> 950 pl piridina + 150 ul 50 mM borata
Analiza 6 Aceton : piridin =4 : 1
i - nacin injiciranja ==> 50 mbar 10 s
Analiza 7 Ekstrakt kal¢kov m;
- napetost ==> 20 kV
Analiza 8 Ekstrakt kalckov my - tlak skozi celotno analizo ==> 50 mbar

Preglednica 46: Podatki o vzorcih in metodi.

ANALIZA VZOREC (1000p1) METODA
Analiza 1 Aceton : piridin =4 : 1 - pufer ==> 1000 pl 50 mM borata + 100 mM SDS
Analiza 2 Ekstrakt kalckov m; - nacin injiciranja ==> 50 mbar 10 s
Analiza 3 Ekstrakt kal¢kov m, - napetost ==> 20 kV
Analiza 4 Ekstrakt kalckov m; - tlak skozi celotno analizo ==> 50 mbar
Analiza 5 Ekstrakt kalckov my
Analiza 6 Aceton : piridin=4 : 1 - pufer ==> 1000 pl 50 mM borata + 100 mM SDS
Analiza 7 Ekstrakt kal¢kov m, - nacin injiciranja ==> 50 mbar 20 s
Analiza 8 Ekstrakt kalckov m, - napetost ==> 20 kV
Analiza 9 Ekstrakt kalckov m; - tlak skozi celotno analizo ==> 50 mbar
Analiza 10 Ekstrakt kalckov my

Kromatogram topila aceton : piridin =4 : 1 ima preve¢ vrhov, ki bi jih lahko izkljucili pri
kromatogramu ekstrakta kalCka, ki vsebuje enako topilo, da bi lahko nasli oz. dolo¢ili vrh
fagopirina, zato je nesmiselno delati naprej.

Ze prej je bilo opazeno, da se fagopirin zelo razliéno obnaga v razli¢nih okoljih, npr. isti
vzorec fagopirina naneSen na celulozno TLC plos¢ico ne fluorescira, na silikagelski TLC

plos¢ici pa. Ravno tako lahko fagopirin, v takem okolju kot je pri CE, ne absorbira vec.
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5 SKLEP

Med vsemi poskusi optimizacije ekstrakcije fagopirina iz ajdovih kal¢kov smo ugotovili,
da se najve¢ fagopirina izluzi, ¢e kot topilo ekstrakcije uporabimo aceton : piridin =4 : 1 in
¢e homogeno zmes ajdovih kalckov ekstrahiramo 1 uro pri temperaturi 60° C.

Najprej smo se lotili metode tankoplastne kromatografije. Vzorce smo nanaSali na
silikagelske TLC ploS¢ice s polavtomatskim nanaSalnikom v obliki ¢rtice. Ugotovili smo,
da je pomemben c¢as suSenja vzorca po nanosu na TLC plosCico, saj le ta vpliva na
detekcijo fagopirina. Ce vzorec pred razvitjem ni bil dobro posusen, smo zaznali manj$o
fluorescenco fagopirina. TLC plos€ico smo razvijali v nasiceni kadicki Cistega piridina.
Pomembna je tudi viSina oz. koli¢ina mobilne faze v kadicki. Za razvijanje smo uporabljali
20 ml piridina. Ugotovili smo, da ¢as in pogoji suSenja TLC plos€ice vplivajo na rezultate.
Ce smo plosgico susili na grelniku, je fluorescenca lise fagopirina narai¢ala in kasneje
padala.

Razvite ploscice smo opazovali pod svetlobo valovne dolzine 366 nm, kjer smo zaznali
rdeco fluorescenco, ki je znacilna za fagopirin. ZabeleZili smo viSine in povrSine vrhov,
vendar smo za nadaljno delo uporabljali le povrSine (AU), saj smo ugotovili, da so ti
podatki zanesljivejsi od visin.

Ker smo pri TLC-ju ugotovili, da je ogromno faktorjev, ki vplivajo na detekcije fagopirina,
smo se odlocili da poskusimo Se s HPLC, saj se tu izognemo nekaterim faktorjem, ki
zmanjSujejo ponovljivost metode (npr. ni napake nanosa vzorca s polavtomatskim
nanasalnikom, vpliva suSenja same TLC plos¢ice pred in po razvijanju v kadicki, vpliva
viSine MF v kadicki ...).

Ker so pri delu s HPLC razmere bolj ponovljive kot pri delu s TLC, smo se odlocili, da
poskusimo optimizirati to metodo. HPLC je bolj zaprt sistem — injiciranje vzorca in
potovanje poteka v zaprtem prostoru, zato se tu izognemo vsem zgoraj naStetim napakam.
Izognemo se tudi svetlobi, vlagi, temperaturi okolja, ki prav tako vplivajo na fagopirin. Vsi
ti faktorji so pri HPLC-ju konstantni, definirani. TeZave so se pojavile zaradi tega, ker nam
je fagopirin iz kolone uhajal skupaj s fronto, kljub temu da smo poskusili s kislimi,
bazi¢nimi, bolj- ali manj- lipofilnimi mobilnimi fazami (izokratsko in gradientno). Mozno
je tudi, da je ostal na koloni ali pa prenehal absorbirati, zato ga sploh nismo mogli videti.
Poskusili smo tudi s kapilarno elektroforezo. Delo s CE smo zakljudili, ker je standard

fagopirina topen samo v €istem piridinu in v nobenem drugem topilu, njegova bazna linija
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pa ni ustrezna, saj ima polno vrhov, zato bi bilo nemogoce primerjati in izklju¢evati vrhove
med samim standardom fagopirina in ekstrakti ajdovih kal¢kov, da bi nasli vrh, ki pripada
samemu fagopirinu.

Pri tankoplastni kromatografiji smo sicer prisli do rezultatov, vendar se zavedamo, da ti
rezultati niso natancni, niti to¢ni. Izracunali smo koli¢ino fagopirina v ajdovih kalckih
glede na standard fagopirina, ki pa ni v isti obliki kot fagopirin, ki smo ga detektirali v
ekstraktih ajdovih kal¢kov. Fagopirin standarda ostane na startu, fagopirin iz ekstrakta
ajdovih kal¢kov pa potuje. Ozadje med startom in liso fagopirina ni povsem cCisto; opazimo
malce rdece fluorescence, ki kaze na to, da je tudi vimes nekaj fagopirina v drugac¢ni obliki
kot je fagopirin, ki je skoncentriran v lisi. Z dodatkom oksidanta ali reducenta nismo
dosegli, da bi fagopirin spremenili v tako obliko, ki najbolj fluorescira. Ozadja tudi nismo
izboljsali, ¢e smo TLC ploscico predhodno razvili v MF piridina.

Ugotovili smo tudi, da so druga topila ravno tako ucinkovita kot aceton : piridin =4 : 1,
vendar je fluorescenca fagopirina pri tem ekstrakcijskem topilu vecja. Piridin je najbrz tisti,
ki je odgovoren za »staranje« fagopirina oz. ga pretvori v tako obliko, ki najbolj

fluorescira.

Za nadalnjo delo predlagamo HPLC in ne TLC, ker je HPLC bolj zaprt sistem (ni vpliva
kisika, svetlobe, napake nanaSanja na TLC, napaka suSenja plos¢ice ...) — razmere in okolje

je bolj ponovljivo.

Reverzno fazno kolono bi zamenjali z normalno fazno monolitno in kot mobilno fazo bi
uporabljali piridin, vendar bi morali uporabiti ¢rpalko, ki to dovoljuje. Za ekstrakcijo
ajdovih kal¢kov bi kot topilo prav tako uporabili piridin.

Detekcija fagopirina pri HPLC bi morala biti pri taki valovni dolzini, da bi detektirali
fagopirin, piridina pa ne. Druga moZnost je tudi ta, da bi namesto UV-VIS detektorja

uporabili fluorescencni detektor.
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