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Povzetek

Radikali so stalno prisotni v organizmu. Nastajajo zaradi eksogenih vzrokov, kot so UV
zaréenje, onesnazenost zraka, pesticidi v hrani, endogeno pa zaradi oksidativnih reakcij v
mitohondrijih in intenzivne fagocitoze. Reagirajo s Stevilnimi bioloskimi molekulami in
povzrocajo spremembe lipidov, proteinov in DNA. Proti tem spremembam se organizem
bori z encimskimi in neencimskimi detoksifikacijskimi sistemi, katerim pa ucinkovitost z
leti upada. Rastline so bile prve soo¢ene s kisikom na naSem planetu, zato so najbol;jsi vir
antioksidantov, predvsem fenolnih spojin. Polifenoli imajo poleg antioksidativnega u¢inka
tudi protivnetni in antikancerogeni ucinek. Rastlinski antioksidativni pripravki so danes
zelo iskana skupina prehranskih dopolnil, saj se oksidativni stres vpleta v patologijo raka,
arterioskleroze, malarije, revmatoidnega artritisa in nevrodegenerativnih bolezni.
Piknogenol® je izvlecek lubja obmorskega bora, ki se vgrajuje v mnoga prehranska
dopolnila in kozmeti¢ne izdelke. Kot alternativni vir so na Fakulteti za farmacijo razvili

izvlecek lubja jelke.

Zaradi vgrajevanja izvlecka jelkinega lubja v farmacevtske oblike in kozmeti¢ne izdelke,
smo preizkusali razlicna topila za izvlecek jelkinega lubja kot so PEG 400, glicerol,
glicerol triacetat, Capmul MCM® ter dolgoverizne (dv) meSane gliceride. Pridobljenim
vzorcem smo izmerili volumen, ovrednotili s HPLC, izmerili antioksidativni potencial z
DPPH metodo in izmerili vsebnost vode s Karl Fischer-jevo metodo. Kvalitativno so si
ekstrakti z uporabo razli¢nih topil medsebojno podobni, vendar ne tudi kvantitativno. Za
pripravo ekstrakta je najprimernejs$i PEG 400. Glicerol se ni izkazal za uporabnega, saj je
tekom ekstrakcije vezal vodo. Visoka lipofilnost glicerol triacetata in Capmula MCM®
otezuje HPLC in DPPH analizo. Antioksidativni potencial je bil pri obeh topilih niZji v
primerjavi s PEG 400 in glicerolom. Za ugotavljanje vsebnosti vode se najpogosteje
uporablja Karl Fischer-jeva metoda, za katero potrebujemo specializirano in drago opremo.
S komercialnimi volumetri¢nimi kompleti ne moremo dolo¢iti vsebnost v ekstraktih lubja
jelke, ker so temno rjavo obarvani. Razvili smo modificirano volumetri¢no Karl Fischer-
jevo titracijo, kjer smo kon¢no toc¢ko ugotovili s spektrofotometrom, ker je na spremembe
barve bolj obcutljiv kot prosto oko. Absorbanco smo merili pri 520 nm tekom titracije.

Vv W

Kon¢no tocko smo dolocili s prese¢is¢em titracijskih premic v prikazu odvisnosti med

VI
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absorbanco in titracijskim volumnom. Metoda je ponovljiva (RSD = 4,3 %), to¢na in
linearna (R* = 0,997).

VII
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Abstract

Radicals are constantly present in organisms. They are produced due to exogenous reasons,
such as UV radiation, air pollution, pesticides found in food, as well as endogenously due
to oxidative reactions in mitochondria and intensive phagocytosis. They react with
numerous biological molecules and cause changes in lipids, proteins and DNA. The
organism fights against these changes with the help of enzymatic and non-enzymatic
detoxification systems, whose efficiency is slowly reduced with age. Plants were the first
ones confronted with the oxygen on our planet and this is why they are the best source of
antioxidants, especially phenolic compounds. Polyphenols, besides having an antioxidative
effect, also have anti-inflammatory and anticancerogenous effects. Antioxidative plant
concoctions are nowadays a highly wanted group of food supplements for the oxidative
stress is connected to cancer pathology, arteriosclerosis, malaria, rheumatoid arthritis and
neurodegenerative disorders. Pycnogenol® is an extract of the Maritime pine bark that has
become a part of numerous food supplements and cosmetic products. At the Faculty of

Pharmacy, an extract of fir tree has been developed as an alternative source.

Several solvents such as PEG 400, glycerol, glycerol triacetate, Capmul MCM® and long-
chain mixed glycerides have been tested due to adding fir tree bark extract into
pharmaceutical and cosmetic products. The volume of the obtained samples was measured.
What is more, they were analysed with the help of HPLC and their antioxidative potential
was measured with DPPH method. The water content was measured using the Karl Fischer
method. In terms of quality, the extracts with different solvents are similar; however, they
differ in terms of quantity. PEG 400 is the most suitable solvent for extract preparation.
Glycerol has not proved itself useful for it bound with water during the extraction. High
lypophilicity of glycerol triacetate and Capmul MCM® makes HPLC and DPPH analyses
difficult. Antioxidative potential was lower with both solvents compared to PEG 400 and
glycerol. Water content is most often determined by Karl Fischer method for which
specialized and expensive equipment is needed. Commercial, volumetric sets cannot be
used to determine water content in fir bark extracts because they are of dark brown colour.
Therefore, modified voulometric Karl Fischer titration has been evolved where the
endpoint can be detected with the help of a spectrophotometer because it is more sensitive
to changes in colour than the naked eye. Absorbance was measured at 520 nm. The

VI



Diplomska naloga Erika Turk

endpoint is determined at the intersection of titration lines in a correlation graph between
absorbance and titration volume. The method is reproducible (RSD = 4,3 %), accurate and

linear (R? = 0,997).
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Seznam okrajSav

DNA — deoksiribonukleinska kislina

LD50 — odmerek spojine, ki ubije polovico (50 %) testiranih Zivali
PEG — polietilenglikol

HDL — lipoprotein z visoko gostoto

dv — dolgoverizni

DPPH - 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil

Ay - zaletna absorbanca (absorbanca slepega vzorec)
Ac - absorbanca po dodani koncentraciji vzorca

AA - sprememba absorbance

€ — molarni ekstinkcijski koeficient

Ac — sprememba koncentracije

L — dolzina poti svetlobe skozi vzorec (ponavadi kivete)
N — mnozina snovi

¢ — koncentracija

V — volumen snovi

ECso = ICs0— koncentracija, ki je potrebna za polovico maksimalnega uc¢inka

TFA - trifluoroocetna kislina

MeCN — acetonitril

I, - de

SO, — zveplov dioksid

H,0 - voda

HI — vodikov jodid

H,SO,— zveplova (V1) kislina
CsHsN — piridin

CH30H - metanol

MO - kovinski oksid

MI; — jodid kovine

FeCls — Zelezov (111) oksid

CuCl, — bakrov (ll) klorid

CuSOQy — bakrov (Il) sulfat

SnCl; — kositrov (II) klorid

Na,S,03 — natrijev tiosulfat

f - titer (mg vode potrebni za interakcijo z 1 mL reagenta)
m - masa

AOP — antioksidativni potencial
EtOH — etanol

RSD - relativna standardna deviacija
SD - standardna deviacija

HPLC — tekocinska kromatografija visoke loc¢ljivosti
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1. Uvod

1.1 Karl Fischer-jeva metoda

V farmacevtski industriji je potrebno poznati vsebnost vlage v farmacevtskem pripravku za
pravilno napoved stabilnosti, u¢inkovitosti, kakovosti in ¢asa uporabnosti. Pri klasi¢nih
metodah, kot so suSenje v pecici, vakuumsko susenje, suSenje z zamrzovanjem, infrardece
ali mikrovalovno susenje, ne razlikujemo med vodo in drugimi hlapnimi snovmi. Rezultat
teh metod ni ugotavljanje vsebnosti vode, ampak izgube mase. TakS$ne meritve so tudi
dolgotrajne, zato se za doloc¢anje vlage najpogosteje uporablja primernej$a metoda, Karl
Fischer-jeva metoda (1, 2, 3, 4). VVoda spremeni fizikalne lastnosti vzorca, zato lahko njeno
vsebnost ugotavljamo tudi z merjenjem gostote, refraktometri¢no in polarimetri¢no (5).
Leta 1935 je Karl Fischer objavil postopek za titracijo vode v brezvodnih topilih. Kemijska

reakcija titracije temelji na oksidaciji zveplovega dioksida z jodom ob porabi vode (5, 6).

I, + SO, + 2H,0 = 2HI + H,S0O,

REAGENTI
Baza

Baza nevtralizira nastalo kislino v Karl Fischer-jevi reakciji in s tem pomakne ravnoteZzje
reakcije v desno. Prvotno uporabljena baza je bila piridin, ki sta jo kasneje zamenjala
dietanolamin in imidazol (7, 8). Prakti¢no so ugotovili, da za redukcijo enega mola joda
nista potrebna dva mola vode, temve¢ 1:1 ob uporabi piridina kot baze, saj zaradi presezka
piridina nastanejo piridinski adukti:

CsHsN-I; + CsHsN-SO;, + CsHsN + H,0 & 2CsHsN-HI + CsHsN-SOg3 (v prvi reakciji jod

oksidira zveplov dioksid v zveplov trioksid ob porabi vode)
in dalje:

CsHsN-SO3 + CH30H - CsHsN-(H)SO4CH3 (druga reakcija poteCe le ob presezku
metanola)

Namesto metanola se lahko v reakcijo vpleta tudi voda, kar lahko prepre¢imo z velikim

presezkom metanola (7, 8).
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CsHsN-SO3; + H,.0 > C5H5N'(H)SO4H

Metanol se pogosto v reagentih zamenjuje z etanolom, saj je manj strupen in reagenti

tvorijo bolj stabilno konéno tocko titracije in imajo hitrej$o kinetiko (9).

Topilo

Topilo lahko izberemo glede na lastnosti analiziranega vzorca. Ce imamo v topilu ve¢ kot
25 % metanola, je stehiometricno razmerje 1:1. Lahko uporabljamo tudi topila, ki ne
vsebujejo metanola, vendar je potrebno dolociti titer Karl Fischer-jevega titranta. Novejsa
topila imajo veliko puferno kapaciteto in veliko sposobnost raztapljanja. Sestavljena so iz

zveplovega dioksida, baze in metanola ali etanola.
Prednosti novejsih topil so:
- hitrejsa titracija zaradi bolj$e kinetike (prednost pri vzorcih z veliko koli¢ino vode),

- boljsa ponovljivost, saj ima okolje manjsi vpliv, pH in koncentracija zZveplovega dioksida

ostajata konstantna.

Pri titraciji aldehidov in ketonov je potrebna previdnost, saj tvorijo stranske reakcije z
metanolom in tvorijo vodo, kar lazno poviSa rezultate. Ta problem lahko reSimo z
dodatkom etanola, oktanola, etilenglikola, piridina, acetonitrila ali tetrahidrofurana (5, 6).
Za dolocitev adsorbirane vode brez kristalne vode uporabimo topilo dioksan, v katerem so

kristalohidrati netopni (7, 8).
Titrant

Titrant je sestavljen iz joda, ki je raztopljen v metanolu ali etanolu. Hitrost dodajanja
titranta je pomembna, saj mora titrant reagirati z vodo (6). Na Zalost ima titrant omejen rok
uporabe. Pripravljeni reagenti imajo vecji delez zveplovega dioksida (2-krat) in piridina (3-
4-krat), kot ga predpisuje stehiometrija. Piridin deluje kot stabilizator, ki prepreéi izgubo
oksidacijske sposobnosti joda, zveplov dioksid pa deluje kot reducent, ki ga jod oksidira. S
prebitkom obeh spojin prepre¢imo prekinitev reakcije zaradi pomanjkanja reagentov in
zagotovimo potek reakcije dokler je prisotna voda. Vrednost titra, ki ga dolocamo glede na
priporocila proizvajalca, je 2-5 mg vode na mL reagenta. Dolo¢amo ga dnevno s
standardnim vzorcem, ki ima znano mnoZino kristalno vezane vode, obi¢ajno je to natrijev

tartrat dihidrat. Danasnji komercialni reagenti so bolj stabilni in potrebujejo le obcasno
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dolocitev titra. Zaradi oksidacijske sposobnosti joda je sveZe pripravljena raztopina Se

nekaj ur nestabilna, saj oksidira necistote (7, 8, 10).

VZORCI

Analiziramo lahko trdne, tekoce in plinaste snovi, neodvisno od ostalih hlapnih snovi. A na
zalost niso vsi vzorci primerni za analizo s Karl Fischer-jevo metodo. Pomembno je, da so
vzorci topni v topilu in da kemijsko ne interagirajo s Karl Fischer-jevimi reagenti (5, 7).
Direktno titracijo uporabljamo, kadar so vzorci topni v metanolu, piridinu ali dioksanu.
Taks$ni vzorci so organske Kisline, alkoholi, estri, etri, anhidridi in halidi. Hidratizirane
organske soli in hidrati anorganskih soli veginoma niso topni v metanolu. Ce jih dobro
dispergiramo, jim lahko vlago dolo¢amo z neposredno titracijo. Pri slabo topnih vzorcih
izvedemo povratno titracijo. V titracijsko posodico s topilom in vzorcem dodamo presezek
titranta, ki ga nato retitriramo s standardno raztopino vode v metanolu (8, 10). Druga
moznost je priprava vzorcev s pecico, ki vzorec segreva in vodo s suhim nosilnim plinom
prenese V titracijsko posodo. Ker v titracijsko posodo prehaja le voda, vzorec nima stika z
reagenti, zato se s takim postopkom preprecéijo stranske reakcije. Na enak nacin lahko

ugotavljamo vlago v plinih (11).

VPLIV pH

Titracija lahko poteka le v dolocenem razponu pH, med 5 in 7. V kislem pH pocasneje in
tezje doseZemo koncno tocko, pri visokem pH pa stranske reakcije povzrocajo spremembe
v stehiometriénem razmerju. Za napake, ki se pojavljajo med titracijo je lahko kriva
sprememba pH topila. pH lahko merimo s kombinirano pH elektrodo in pH metrom.
Elektrodo najprej kalibriramo z vodno raztopino pufra in nato pomerimo pH topilu za
titracijo. pH elektrode ne smemo vstaviti v celico za titracijo neposredno, saj lahko

prispeva vecji delez vlage (5, 6).

INTERAKCNE

Karbonilne spojine z metanolom tvorijo acetale ob odcepu molekule vode (Slika 1).
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OCH;

S

RCHO + 2CH,0H —> R—ch +H,0
3 \ 2
OCH,

Slika 1: Prikaz tvorbe vode pri reakciji aldehida z metanolom.
Kovinski oksidi reagirajo z vodikovim jodidom, pri ¢emer se tvorita voda in jodid kovine.
MO + 2HI >Ml; + H,0O

Z vodikovim jodidom reagirajo tudi hidroksidi, karbonati in amonijak. MoteCe spojine so
tudi kromati, FeCls, CuCl,, CuSQy,, SnCl,, Na,S,03, sulfiti, askorbat, kinoni in merkaptani,
ker se obnasajo kot oksidanti ali reducenti (8, 10, 12).

KONCNA TOCKA TITRACUE

Konc¢na toc¢ka titracije je pri prebitku joda oziroma njegovega piridinskega adukta, ki se
pojavi, ko voda ni ve¢ prisotna v Karl Fischer-jevi celici. Presezek joda lahko opazujemo
vizualno, fotometri¢no ali potenciometri¢no. Najpogosteje je v uporabi potenciometricno
ugotavljanje kon¢ne tocke (6). Vizualno lahko kon¢no tocko zaznamo s temno rjavim

obarvanjem. Odstopanje pri vidni detekciji je + 0,2 mL (3, 8, 10, 13).

PREDNOSTI IN SLABOSTI ANALIZE

Karl Fischer-jeva titracija je selektivna za vodo skoraj v neomejenem merilnem obmodju,
od 1 ppm do 100 %. Rezultati so to¢ni in natan¢ni, ¢e le prepre¢imo dostop atmosferske
vlage. Za analizo potrebujemo majhen vzorec, brez posebne predpriprave. Cas analiziranja
je v primerjavi s suSenjem kratek (7). Vso steklovino je potrebno pred uporabo posusiti.
Reagente je potrebno zas€ititi pred vplivom vlage. Prav tako je potrebno prepreciti stik

atmosfere s titracijsko raztopino (10).

Potenciometricna titracija

To so amperometricne titracije z dvema polariziranima elektrodama (Slika 3). So
najpogosteje uporabljene. Kon¢no tocko titracije se dolo¢i z merjenjem toka med dvema

platinastima elektrodama, med katerima je majhna napetost (10-100 mV). Tok stece, ko je
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v raztopini oksidacijsko-redukcijski par, kar se pojavi po ekvivalentni tocki, ker je jod v
prebitku in nastane par I,/I". Titracijska krivulja je zato naslednje oblike (Slika 2) (5, 8, 13).

Slika 2: Prikaz odvisnosti toka od volumna joda. (8,13)

~3V
i

1

WEAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV ANEIS

©

/£
2

| ——

W T | inertni elektrodi

magnetno

i T - | — metalo
]

Slika 3: Shema aparature za biamperometri¢no titracijo (8, 14)

Taksen nacin detekcije je zelo natancen, do 1 pg H,O/mL vzorca. Vsebnost vode se

izracuna na podlagi volumna titranta, ki je potreben za elektri¢ni tok med elektrodama.

Volumetricna titracija

So titracije, pri katerih se meri koli¢ino porabljene raztopine joda v volumskih enotah.
Aparatura je sestavljena iz avtomatske birete, titracijske posodice in magnetnega mesala
(Slika 4). Kot topilo se uporablja metanol, ki ga titriramo s titrantom, ki je sestavljen iz
alkohola, baze, zveplovega dioksida in joda, do kon¢ne tocke (7). S tem se iznici vpliv

vlage v topilu. Nato se doda znano koli¢ino vzorca in titrira z titrantom do kon¢ne tocke.
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Procent vode se izra¢una po enacbi:

mg
sl

Voda = m{vzorca —mg)

Vititranta —mL)- f

f....titer (mg vode, potrebni za interakcijo z 1 mL reagenta) (15)

Metoda nima tako nizke meje detekcije kot potenciometri¢na, saj zazna koncentracijo vode
med 0,1 % do 100 %. Koli¢ino vzorca je potrebno prilagoditi vsebnosti vlage, da se

titracija kon¢a med porabo 1-10 mL titranta (6, 16).

avtomatska
bireta

< O

titracijska
posodica

magnetno
mesalo

Slika 4: Shema aparature za volumetri¢no titracijo.

Koulometricna titracija

Aparatura je sestavljena iz anode in katode, ki sta lo¢eni z ion-prepustno membrano in
sistema za potenciometri¢no titracijo z neprekinjenim tokom (Slika 5). Anodno raztopino
sestavlja alkohol (metanol ali dietilen glikol mono etil eter), baza (imidazol), zveplov
dioksid in jodidni ion, ki ga z elektrolizo pretvorimo v jod. Nastali jod reagira z vodo.
Konéno tocko dolo¢imo s padcem napetosti, ker v raztopini naraste koncentracija joda (5,
7). Vsebnost vode v vzorcu se dolo¢i z merjenjem elektricnega naboja, potrebnega za

elektrolizo oziroma proizvodnjo joda.
Koli¢ino elektri¢nega naboja se dolo¢i po enacbi:

C = elektri¢ni tok (A) - t(s) potreben za proizvodnjo joda med titracijo (15)
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Koulometri¢na titracija se uporablja za dolocitev manjSe koli¢ine vode, od 10 pg do 200
mg vode, z natan¢nostjo 0,1 pg, ker v sistem ne dodajamo joda, pac¢ pa le-ta nastaja v
sistemu iz jodidnih ionov (11, 16, 17, 18).

Izvor konstantne

z casovna
napetosti — - 3

kontrola

Potenciometer

indikatorska

elektroda za L elektroda

generiranje —tr
reagenta

Slika 5: Shema aparature za koulometri¢no titracijo.

1.2 DPPH metoda

Kemijsko ime za DPPH je 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (o ,a-difenil-p-pikrilhidrazil Slika 6).
Nahaja se v obliki stabilnega radikala, ki ima delokalizirane proste elektrone po celotni
molekuli in zato ne dimerizira kot veina ostalih radikalov. Delokalizacija je tudi
odgovorna za vijoli¢no barvo z absorbcijskim maksimumom pri valovni dolzini okoli 520
nm. Nahaja se v ve¢ Kristalini¢nih oblikah, ki se med seboj razlikujejo po simetriji resetke
in tali§¢u. Komercialni reagent je mesSanica vseh treh oblik (19, 20). Ce DPPH raztopini
dodamo antioksidant, ki donira vodikov atom, se DPPH pretvori v reducirano obliko (Slika
7), ki pa ni ve¢ vijolicno obarvana, ampak svetlo rumene barve. Reakcijo zaznamo s

padcem absorbance.
Mehanizem reakcije:

DPPH" + AH - DPPH-H+ A"
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AH predstavlja molekulo antioksidanta, ki donira vodikov atom, A" je novo nastali radikal,

ki v naslednji stopnji reagira z novo molekulo DPPH-ja.

2 NO
- H
05N N—N 0N N—N
Slika 6: Difenilpikrilhidrazil v obliki radikala. Slika 7: Difenilpikrilhidrazin.

DPPH metodo je odkril Marsden Blois pred skoraj 50 leti. Uporabljal je antioksidante, ki
so vsebovali molekulo cistein. Ta reagira z molekulo DPPH v stehiometricnem razmerju

1:1 po sledeci reakeiji.
DPPH" + RSH - DPPH-H + RS’

RSH predstavlja cisteinsko molekulo. Novo nastali radikal RS' nadaljnje reagira s sebi

enako molekulo, ki nastane z vzporedno reakcijo: RS + RS® >RS-SR.

V primeru, da ima molekula dva donorja vodika (npr. askorbinska kislina), je
stehiometricno razmerje 2:1. Ena molekula askorbinske kisline reducira dve molekuli
DPPH-ja (Slika 8).

HO OH HO O

|| ||
DPPH + R-C=C-R =DPPH,+ R-C=C-R

"9 m
|
DPPH + R-C=C-R =DPPH,+ R-C-C-R

Slika 8: Mehanizem reakcije DPPH z molekulo, ki ima dva donorja vodika.

Enako stehiometrijo ima tudi reakcija s hidrokinonom (1,4-dihidroksibenzen), ki se
pretvori v kinon (1,4-benzokinon). Z DPPH reagira tudi glutation, aromatski amini (npr. p-
fenilen diaminin p-aminofenol), a-tokoferol (v stehiometricnem razmerju 2:1) in
polihidroksi aromatske spojine (npr. hidrokinon in pirogalol), mono hidroksilnimi fenoli
(npr. tirozin), enostavni sladkorji (npr. glukoza), piridini in pirimidini. Beljakovine se
oborijo. Nekateri anorganski ioni nizjih valenc motijo reakcijo in jih je potrebno odstraniti,

kar predvsem velja za zelezove ione. Najpogosteje uporabljeni topili,v katerih raztopimo
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DPPH, sta metanol ali etanol, ker ne ovirata reakcije. Voda je kot topilo neuporabna, ker je
DPPH v njej netopen (21). Meritve se izvajajo z uporabo standardne 1 cm Kkivete, z
najvecjim volumnom 4 mL. Zaradi absorbcije v vidnem delu svetlobe je mozZna uporaba
plasticnih kivet za enkratno uporabo, saj jih najpogosteje uporabljeni topili ne poskodujeta.
Absorbanco merimo spektrofotometri¢no pri valovni dolzini med 515 nm in 520 nm. V
originalni Blois-ovi metodi bi bilo potrebno vzdrzevati pH v obmocju 5,0-6,5 z uporabo
acetatnega pufra, vendar so kasnejSe raziskave pokazale, da pH nima posebne vloge pri
reakciji. Koncentracijo DPPH izberemo v obmo¢ju med 50 in 100 uM zato, da so
absorbance referen¢ne raztopine manjSe od 1,0. Priporocljiva je tudi uporaba standardov
ali pozitivne kontrole skupaj z analiziranimi vzorci, da preverimo, ali metoda deluje
pravilno. Pogosto uporabljena standarda sta askorbinska kislina in a-tokoferol. V originalni
metodi je priporoCen reakcijski ¢as 30 min, vendar nekateri znanstveniki uporabljajo tudi
krajsi reakcijski cas, kot je 5 ali 10 min. Pomembno je, da reakcija pote¢e do konca.
Rezultate pri DPPH metodi lahko podajamo na razli¢ne nacine. Eden izmed nacinov je
ECso ali 1Csp (koncentracijska uéinkovitost). To je koncentracija antioksidanta, ki je
potrebna za redukcijo 50 % DPPH (ki se kaze kot izguba intenzivnosti vijoli¢ne barve).
Pomanijkljivost tega zapisa je, da je potrebno podati koncentracije DPPH-ja v raztopini, kar
otezi primerjavo z drugimi vzorci. Z veCanjem antioksidativne aktivnosti se zmanjSuje
vrednost ECsp. Drugi nacin je z izrazanjem deleza inhibicije:
(40 - Ac)- 100

Inhibicija (%) = A0 :

kjer je Ao zacetna absorbanca (slepi vzorec) in Ac absorbanca po dodani koncentraciji
vzorca. Tretji naCin je izracun razmerja med mnozino DPPH, ki ga reducira mnoZina
antioksidanta. Pri kompleksnih ekstraktih, kot so rastlinski ekstrakti, ne poznamo molske
mase, zato podamo mnozino DPPH, ki reagira z antioksidanti v gramu ekstrakta.

Reducirano mnozino DPPH izra¢unamo s pomoc¢jo Beer-Lambertov zakona.
AA=¢ Ac'L NorpH = C "Vreakcijske zmesi

AA = Aslepega vzorca — Atestnega vzorca

€ je molarni ekstinkcijski koeficient, ki v metanolu in etanolu pri 517 nm po literaturnih
L

podatkih znasa med 11600 in 12500 me!l -c , ¢ koncentracija raztopine in L dolZina poti

svetlobe skozi vzorec (ponavadi 1 cm).



Diplomska naloga Erika Turk

DPPH metoda je uporabna za trdne in tekoce vzorce. Zaradi svoje hitrosti, enostavnosti in

cenovne ugodnosti je Siroko uporabna (22, 23).

1.3 Topila
1.3.1 Glicerol

Kemijsko ime za glicerol ali glicerin je 1,2,3—propantriol (Slika 9).

HO/\/\OH

OH

Slika 9: Molekula glicerola. (24)

Glicerol v svoji strukturi vsebuje tri hidroksilne skupine, ki so odgovorne za vezavo vode,
njegovo higroskopno naravo in topnost v vodi. Pri sobni temperaturi je viskozna
brezbarvna tekocina z gostoto 1,26 g/mL. Topen je v vodi in alkoholih, rahlo topen v etru,
etilacetatu in dioksanu ter netopen v hidrokarbonatih. Taninom prepre¢i obarjanje v
etanolnem izvlecku (24). Prisoten je v prehrani in sicer z oznako na embalazi E422 (25,
26). V organizmu povzroc€i nizko glikemi¢no obremenitev. Akutna toksi¢nost je visoka in
sicer LD50: 250 mg/kg. Zaradi vezave vode se uporablja v kozmetiki za kreme in mila
(24).

1.3.2 Glicerol triacetat

Kemijsko je triester glicerola in etanojske kisline (Slika 10), ki v telesu hitro hidroliza. Ima
lastnosti glicerola in acetata (27).

10
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Slika 10: Molekula glicerol triacetata. (28)

Je viskozna, brezbarvna tekocina, z gostoto 1,2 g/mL pri 25 °C. Topen je v alkoholu, rahlo
topen v etru, karbon disulfidu in vodi, ter netopen v benzenu. Do sedaj ni znanih podatkov
o toksi¢nosti pri ljudeh, pri podganah pa je peroralna toksi¢nost LD50 3000 mg/kg. V
prehranski industriji se uporablja kot ohranjevalec vlage in plastifikator in se ga oznacuje z
oznako E1518 (28, 29, 30, 31).

1.3.3 Capmul MCM®

Capmul MCM® je komercialno ime za zmes mono- in digliceridov kaprilne kisline. Pri
visokih temperaturah je topen v vodi in oljih. Uporablja se za izdelavo stabilne emulzije in
spreminjanje viskoznosti (32, 33).

1.3.4 PEG 400

PEG je linearni polietileter sestavljen iz oksietilenskih enot (Slika 11). Stevilka poleg

imena predstavlja povpre¢no molekulsko maso spojine (34).

0 H
H{ \/}o
n

Slika 11: Molekula PEG.

(34)

Je prozorna, viskozna tekocina. Ima moc¢no izraZene hidrofilne lastnosti. Dobro je topen v

vecini organskih topilih kot so benzen tetra kloro metanu, kloroformu, dimetil formamidu,

11
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acetonitrilu, acetonu, alkoholih (metanolu), glicerolu, diklorometanu in aromatskih
ogljikovodikih (35). Dobro je topen tudi v vodi, vendar se njegova topnost zmanjsuje z
naraS¢anjem molekulske mase. Delno topen je v alifatskih ogljikovodikih ter netopen v
dietiletru in heksanu. Pri ljudeh ima nizko toksi¢nost, pri podganah pa je znana LD50 30
mL/kg. V farmaciji se uporablja kot blago odvajalo (34, 36, 37, 38, 39, 40). Dokazano je
bilo, da prehrana, ki vsebuje osmozna odvajala zmanjsSuje pojavnost kolorektalnega raka.

Protektivni u¢inek imajo na zalost le PEG z visoko molekulsko maso 8000 (41).

1.3.5 Olj¢no olje

Olj¢no olje je transparentno rumeno ali zeleno-rumene barve. Topno je v petroletru in
prakti¢no netopno v alkoholu. Sestavljajo ga nasi¢ene mascobne kisline (palmitinska,
stearinska, miristinska kislina), enkrat nenasi¢ene mascobne kisline (oleinska kislina) ter
veckrat nenasi¢ene mas¢obne kisline (linolna kislina, a-linolenska Kkislina). Njegova
gostota pri 20 °C je 0,9 g/mL, viskoznost pa 0,084 Pas (42, 43, 44, 45). Zaradi vsebnosti
antioksidantov in mascobnih kislin ima pozitivne udinke na srce in ozilje, saj znizuje
koncentracijo LDL, holesterola in trigliceridov ter zvisuje HDL. Antioksidanti zmanj$ajo
nastanek oksidiranega LDL, le-ta pa zmanjsa proizvodnjo dusikovega oksida. V organizmu
je visja koncentracija dusikovega oksida, ki deluje vazodilatatorno in krvni tlak posledi¢no
pade (46). Izboljsuje prebavo, saj deluje kot laksativ. Lokalno je pogosto v uporabi tudi v
kozmetiki za nego koze in las (42, 43, 44, 45). Vsebuje polifenolne spojine, ki iz olja
prehajajo v zelod¢ni sok in se tam lahko nahajajo tudi po ve¢ ur in vplivajo na H. pylori.
Mehanizem, s katerim fenolne spojine vplivajo na rast H. pylori ni znan, vendar so
predlagane teorije, da inhibira aktivnost ureaze, oteZi oprijem bakterije na sluznico Zelodca
ali zavira citokinazo, ki povzroca razvoj vnetja in razjede pri bolnikih. Znano je, da deluje
mocno baktericidno proti nekaterim okuzbam s patogeni, ki se nahajajo v hrani kot je
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Shigella, Salmonella entericasonnei.
Oljéno olje vpliva tudi na zmanjSano izlo¢anje kisline v prebavilih in posledi¢no na
zmanjSanje velikosti pepti¢ne razjede (47). Antioksidanti v oljénem olju pri topikalni
uporabi zmanjSujejo nastanek koznega raka, saj zmanjSajo kancerogeni vpliv UVB Zarkov.
Epidemioloski podatki kaZejo, da je pojavnost bolezni srca in ozilja ter nekaterih vrst raka

(kot je rak prostate, dojke in debelega Crevesja), nizje v sredozemskem obmocju, kjer se

12
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redno uporablja olj¢no olje. Fenolne spojine v olj¢nem olju, ki delujejo antioksidativno so

hidroksitirosol, oleuropein in skvalen (48).

1.4 Bela jelka

Abies alba ali bela jelka je iglavec, ki spada v rod Abies (jelka), druzino Pinaceae
(borovke), red Pinales, razred Pinopsida, deblo Pinophyta (iglavci). Spada med gorske
drevesne vrste in raste na nadmorski visini nad 200 metri v srednji in juzni Evropi. Zraste
do visine 50 metrov lahko tudi vec¢, debela pa je do 2 metra. KroSnja je stoZCasta, valjaste
ali jajcaste oblike. Znacilnosti jelke so (Slika 12), da ima iglice ploske in v zgornjem delu
kros$nje zasSiljene, v spodnjem delu pa na vrhu izrezane in na bolj zasencenih vejah
razporejene v dveh vrstah. Zgoraj so bles¢eCe zelene, spodaj pa imajo dve beli ¢rti. Storzi
so pokonéni in razpadejo na drevesu. Skorja je gladka in sivo bela s smolnatimi Zlezami.
Iglice so sploscene. Les je bele barve. Vsi deli jelke vsebujejo eteri¢na olja, ki se
uporabljajo v medicini, farmaciji in kozmeti¢ni industriji (49, 50). Lubje jelke vsebuje
antisepticne in adstringentne snovi. Iglice se uporabljajo za izkasljevanje ter kot bronhialno
pomirjevalo. Smola se uporablja kot antiseptik, diuretik, eupeptik, za izkaSljevanje ter kot
vazokonstriktor. V ljudski medicini se iglice in smola uporabljajo za zdravljenje bronhitisa
ter razjed v Crevesju. Smola je uporabna tudi za kopeli pri revmati¢nih bolecinah in

nevralgijah (51).

M alley Aol
@, Weif- oder Slibertanne.

Slika 12: Znacilnosti bele jelke.
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1.5 Pycnogenol®

Pycnogenol® je ekstrakt pridobljen iz skorje francoskega obmorskega bora (Pinus
maritima). Ta posebna skorja je bogata z flavonoidi, ki delujejo kot antioksidanti in
kovinski kelatorji. Sestava ekstrakta Se ni popolnoma jasna, vemo pa, da ga sestavljajo
flavonoidi, procianidini, Kkatehini, taksoferoli in fenolne kisline. Spojine v ekstraktu
Pycnogenola® med seboj delujejo sinergisticno (52, 53, 54, 55, 56). Izboljsa delovanje
zilne stene ter posledi¢no izboljsa pretok krvi skozi tkiva, uravnava poviSan krvni tlak, saj
inhibira aktivnost encima angiotenzin konvertaze in preprecuje zlepljanje krvnih ploséic.
Na Zilno steno deluje preko dusikovega oksida, ki je Zilni mediator. S starostjo se sinteza
dusikovega oksida zmanjSa, Pycnogenol® pa spodbudi sintezo. DuSikov oksid poleg
preprecevanja zlepljanja krvnih ploscic razsiri svetlino zile in posledi¢no zniza sistoli¢ni
krvi tlak, medtem ko na diastoli¢nega nima vpliva. U¢inki Pycnogenola® na Zilni sistem
so dokazani z dvojno slepo, randomizirano ter navzkrizno S$tudijo. Zaradi izboljSane
prekrvavitve ugodno vpliva na ledvice, zvonjenje v uSesih, boleine v nogah,vensko
insuficienco, retinopatijo pri sladkornih bolnikih ter motnjah erekcije (52, 53, 54, 55, 56,
57, 58). Uravnava krvno koncentracijo holesterola ter zmanjSuje oksidacijo LDL
holesterola ter mas¢ob (53). Antioksidativni u¢inek Pycnogenola® ugodno deluje pri astmi
in bronhitisu, saj je v teh stanjih prisotno kroni¢no vnetje. Ugodni uéinki so tudi pri
Sportnikih in psihi¢no obremenjenih ljudeh, saj so izpostavljeni oksidativhemu stresu in
radikalom (52, 53, 55, 56, 57). Organizem §Citi pred oksidativnim stresom, saj poleg
vsebnosti antioksidantov regenerira askorbinski radikal in endogeni vitamin E ter glutation
(54).

Na Slovenskem trgu so prisotne tablete z 20, 50 in 100 mg Pycnogenola®. Priporocen
dnevni odmerek je 1 mg Pycnogenola® na kg telesne teze, priporoca se najmanj 2-3
mesecna terapija (55). Pri uzivanju ni znanih stranskih u¢inkov. Potrebna pa je pazljivost
pri ljudeh z avtoimunimi boleznimi kot so multipla skleroza, sistemski lupus, revmatoidni
artritis, saj povecana aktivnost imunskega sistema lahko poslabsa bolezen. Poleg tablet je
na trgu prisoten Se Pycnogenol® gel, ki neguje in $¢iti kozo pred prezgodnjim staranjem,
predvsem zaradi soncenja. Veze se na kolagenska in elastinska vlakna in jih varuje pred
radikali in razgradnimi encimi kot sta kolagenaza in elastaza. Zaradi izboljSane

prekrvavitve izboljsa izgled koze in ji da zdrav videz (56).
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1.6 lzvle¢ek lubja bele jelke

Na Fakulteti za farmacijo so iskali alternativni vir za pridobivanje ekstrakta, podobnega
Pycnogenol®-u. Z njim so primerjali ekstrakte lubij navadne smreke in navadne jelke.
Lubji obeh iglavcev sta lazje dostopni in cenovno ugodnejsi, saj sta odpadna produkta pri
predelavi lesa. Po diplomski nalogi Valentine Mravljak je imel ekstrakt lubja navadne
smreke 0,6-krat, ekstrakt lubja navadne jelke pa kar 1,6-krat vi$jo antioksidativno
ucinkovitost kot Pycnogenol®. Kromatogram ekstrakta navadne jelke je bil bolj primerljiv
s Pycnogenol®-ovim kot kromatogram ekstrakta navadne smreke (59). Z HPLC in TLC
analizami so potrdili, da oba ekstrakta vsebujeta katehin in epikatehin (60). Ekstrakt
navadne jelke se je torej izkazal za boljsi alternativni vir.

Za pripravo kar naju¢inkovitejSega ekstrakta so preizkusali razlicna organska topila, kot so
aceton, etanol, brezvodni etilacetat, brezvodni metilacetat in etilacetat. Ugotovili so, da je
etilacetat najustreznejse topilo, saj je pri ostalih topilih nastalo premalo ekstrakta, ali pa je
imel prenizko antioksidativno ucinkovitost. Spremenjeni ekstrakcijski pogoji, kot sta
temperatura in ¢as, niso izboljsali kvalitete ekstraktov (61).

Ovrednotili so tudi razliéne metode za ugotavljanje antioksidativne aktivnosti. Izbrani
metodi z dobro dnevno in meddnevno ponovljivostjo sta bili: DPPH metoda in metoda za
doloCanje reducirane moc¢i antioksidanta, kjer antioksidant reducira kalijev fericianid
(Fe3+) v kalijev ferocianid (Fe2+). Manj ustrezne metode pa so bile: metoda za dolocanje
antioksidativne aktivnosti z 2-deoksi-D-ribozo, z -karotenom, s tiocianatom, z NADH in
ABTS metoda (62).
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2. Namen dela

Namen nasega dela bo vrednotiti razli¢na topila in njihovih zmesi za raztapljanje fenolov
iz lubja jelke. PEG-ov ekstrakt jelkinega lubja bi zaradi njegove antioksidativne
ucinkovitosti lahko uporabljali v prehranskih dopolnilih, vendar ima nezelen, rahlo
odvajalni ucinek. Testirali bomo hidrofilno in lipofilna topila, ki so tehnolosko

najpogosteje uporabljena:
- glicerol

- dolgoverizni (dv) mesani gliceridi

glicerol triacetat

- Capmul MCM®

Ekstraktom bomo dolocali naslednje lastnosti:

- volumen ekstrakta (preverili bomo ucinkovitost odparevanja etilacetata),

- antioksidativni potencial z DPPH metodo (preverili bomo spodobnost topila za

sprejemanje antioksidantov),
- HPLC kromatograme (primerjali bomo sestavo ekstraktov),

- vsebnost vode z novo izvedbo Karl Fisher-jeve metode, saj potenciometri¢na in
kolumetricna metoda zahtevata specializirano opremo, volumetricna metoda pa ni

primerna za obarvane vzorce.

Razvili in validirali bomo modificirano volumetri¢no Karl Fischer-jevo titracijo, pri kateri
bomo tekom celotne titracije s spektrofotometrom merili absorbanco in kon¢no tocko

titracije ugotavljali s prese€is¢em titracijskih premic. Ta metoda bo omogocila merjenje

vsebnosti vode v obarvanih izvleckih.
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3. Materiali in metode

3.1 Rastlinski material

Uporabljali smo teko¢i PEG ekstrakt lubja navadne jelke in posusen vodni ekstrakt lubja
navadne jelke. TekocCi izvleéek iz lubja bele jelke je bil pridobljen po postopku
dvostopenjske ekstrakcije. 5 kg zmletega lubja bele jelke (Abies alba) so v prvi stopnji
ekstrahirali s 25 L vode pri 70 °C, dve uri. Vodni izvlecek so pri znizanem tlaku uparili do
volumna 5 L. V drugi stopnji ekstrakcije so koncentriran vodni izvleéek ekstrahirali s 3-
krat po 3 L etilacetata. Etilacetatnemu izvle¢ku so dodali 25 mL PEG 400 in iz zmesi
odparili etilacetat. Pridobili so 50 mL rjavo-rumenega viskoznega izvlecka z vonjem po

smoli.

Posusen vodni izvlec¢ek je bil pridobljen tako, da so 5 kg zmletega lubja bele jelke (Abies
alba) ekstrahirali s 25 L vode pri 70 °C, dve uri. Vodni izvle¢ek so pri zniZzanem tlaku

uparili do volumna 5 L, ter ga nato posusili s su§enjem z razprSevanjem.

3.2 Kemikalije

- acetonitril LICHROSOLV® za HPLC (100030), Merck (Darmstadt, Nemcija),
- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (D913-2), Sigma-Aldrich (Steinheim, Nem¢ija),

- etanol, 96 % (ALK133124), Kefo d.o.0. (Ljubljana, Slovenija),

- etilacetat (45760), Fluka (Buchs, Svica),

- metanol (414816), carlo Erba reagenti (Milano, Italija),

- trifluoroocetna kislina (411561), Carlo Erba reagenti (Milano, Italija),

- voda LICHROSOLV® za HPLC (1.15333), Merck (Darmstadt, Nemcija),

- glicerol (453752) carlo Erba reagenti (Milano, Italija),

- PEG 400 (142436.1214) PRS Panreac (Barcelona, Spanija),

- Hydranal®-solvent E (34730) Fluka, Sigma-aldrich (Steinheim, Nemcija),
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- Hydranal®-titrant 5E (34732) Fluka, Sigma-aldrich (Steinheim, Nemcija),

- Hydranal®-Standard 5.00 (34813) Fluka, Sigma-aldrich (Steinheim, Nemcija),
- Vileda zascitne rokavice velikosti S (Weinhem, Nemcija),

- olj¢no olje,

- dv mesani gliceridi,

- Capmul MCM®,

- glicerol triacetat.

3.3 Aparature in oprema

- analizna tehtnica ALS 120-4, Kern (Balingen, Nemcija),

- avtomatske pipete Biohit-Proline, Biohit (Helsinki, Finska),

- centrifuga Centric 400R, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija),

- digestorij Variolab Mobilien W90, Waldner (Wangen, Nem¢ija),
- hladilnik, +5°C, Liebherr (Biberachander Riss, Nem¢ija),

- HPLC: 20 ADXR, DGU-20A5, SIL-20AC XR, CTO-20AC, SPD-M20A, CBM-
20A, FRC-10A, Shimadzu (Kyoto, Japonska),

- HPLC analizna kolona: Kinetex C-18 4,6 x 100 mm, 2,6 um, Phenomenex
(Torrance, Kalifornija, ZDA),

- magnetno mesalo Rotamix 606MM, Tehtnica (Zelezniki, Slovenija),

- mlincek Commercial Blendor HGB200, Waring (New Hartford, Connecticut,
ZDA),

- nastavki za pipete, Saerstedt (Numbrecht, Nemcija),
- tehtnica XS205, Mettler (Greifensee, Svica),
- UV/VIS spektrofotometer Lambda Bio+, Perkin EImer (Massachussetts, ZDA),

- rotavapor R-200, Buechi, (Flawil, Svica),
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- centrifuga 5804 R, Eppendorf (Hamburg, Nemcija),
- mini centrifuga LMSLMS CO., LTD (Tokio, Japonska),

- dvojni rotavapor: érpalka V-800, vodna kopel B-480, Buechi (Flawil, Svica).

3.4 Metode
3.4.1 Analizna HPLC

Analizne razmere HPLC:

Volumen injiciranja vzorcev: 10 uL

Mobilni fazi:

A:voda + 0,1 % TFA (trifluoroocetna kislina)
B: acetonitril (MeCN) + 0,1 % TFA

Gradient:

0-1 min5%B

1-10 minod 5% B do 30 % B

10-10,01 min od 30 % B do 100 % B
10,01-12 min 100 % B

12-12,01 min od 100 % B do 5 % B
12,01-15min5% B

Pretok: 2 mL/min

Detekcija: 280 nm

Kolona: Phenomenex Kinetex RP-18 100 X 4,6 mm
Temperatura kolone in detektorja: 40 °C

Kromatografski sistem: Shimadzu Prominence: DGU-20A5, LC-20AD XR, SIL-20AC,
CPO-20AC, SPD-M20A, CBM-20A
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Priprava vzorcev

100 pL vzorca ekstrakta, ki smo ga predhodno stehtali, smo 10-krat red¢ili z vodo.
Centrifugirali smo ga 3 minute pri 5000 obratih/minuto, filtrirali skozi membranski filter

(0,22 um) in analizirali. Testirali smo vzorce vsakega topila po vsakem nasicenju.

Z analizno metodo smo posneli kromatograme ekstraktov v razli¢nih topilih in raztopine
PEG ekstrakta s Cistim glicerolom, glicerolni ekstrakt s ¢istim PEG 400 ter meSanico PEG

in glicerolnega ekstrakta.

3.4.2 DPPH metoda

DPPH je vijoli¢no obarvan radikal, ki absorbira pri 517 nm. Ce DPPH raztopini dodamo
antioksidant, ki donira vodikov atom, se pretvori v reducirano obliko (Slika 13), ki pa ni
ve¢ vijolicno obarvana, ampak svetlo rumene barve. Reakcijo zaznamo s padcem
absorbance (19).
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Slika 13: Graf absorpcije DPPH glede na valovno dolzino svetlobe.
(24)
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Stehiometrija reakcije je odvisna od antioksidanta in njegove sposobnosti doniranja

vodikovih atomov. Antioksidativni potencial smo izracunali po enacbi:

n{DPPH) _ (A(slepa)- Afvzorec))- Vi{skupni)
AOP = m{vzorca) g-1 rcluvzorca) V (rzorca)

Slepi vzorec predstavlja 180 uL destilirane vode, € je molarni ekstinkcijski koeficient, ki v

L
metanolu pri 517 nm znasa 1200 mol - ¢

3.4.3 Karl Fischer-jeva metoda z uporabo Hydranal® kompleta

Doloc¢anje vlage s potenciometri¢no ali koulometri¢no Karl Fisher-jevo metodo je zaradi
zahtevne in specializirane opreme drago. Odlo¢ili smo se za volumetricno dolo€anje vlage
s Hydranal® kompletom, ki vsebuje vso opremo in reagente. Koncna tocka titracije se
doloci s spremembo barve iz brezbarvne v rumeno. Prednost Hydranal® reagentov, ki jih
je leta 1979 odkril dr. Eugen Scholz je, da kot bazo namesto piridina vsebujejo imidazol. S
to zamenjavo se je znebil neprijetnega vonja, ki ga ima piridin. Reakcija je hitra, kon¢na

tocka je stabilna, rezultati so natanéni in reagenti imajo dolg rok uporabnosti (63).

Hydranal® komplet je sestavljen iz treh reagentov: Hydranal® topila E (ki ga sestavlja
imidazol, Zveplov dioksid in dietanolamin), Hydranal® titranta E (ki vsebuje jod) in
Hydranal® standarda (s to¢no znano vsebnostjo vode). Poleg reagentov vsebuje tudi
steklenicko z nepropustnim pokrovékom z gumo, ki se lahko prebada z injekcijo ter
injekcijske brizge z iglami. Po navodilih proizvajalca smo v stekleno posodico odmerili 20
mL Hydranal® topila, dodali magnetno mesalo in tesno zaprli s pokrovckom, ki je imel na
vrhu gumo za prebadanje z injekcijo. Vse skupaj smo postavili na magnetno mesalo in
pocasi z 1 mL injekcijo dodajali Hydranal® titrant do preskoka barve iz brezbarvne v
rumeno. S tem smo nevtralizirali vlago v topilu. Z novo 1 mL injekcijo smo dodali znano
koli¢ino vzorca. Raztopina se je razbarvala, saj smo v posodico vnesli vodo. Ponovno smo
titrirali s Hydranal® titrantom do preskoka barve in zabeleZili volumen Hydranal® titrnega
reagenta, ki je bil potreben za nevtralizacijo vzorca. Za izracun vode v vzorcu smo
potrebovali doloditi tudi vodo v standardu (titre - standardizirali smo Hydranal® titrant).
Naceloma je reagent, ki je v originalni steklenici stabilen vsaj 3 leta, vendar lahko pri

pogosti uporabi zracna voda reagira z reagentom in posledicno zmanjsa ucinkovitost
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reagenta. Standardizacijo reagenta smo izvedli po enakem postopku kot dolo¢evanje vode
v vzorcu, le da smo namesto vzorca dodali 0,5 mL Hydranal® standard 5,00 (63).
Enacba za izraCun titra:

(voda v standardu (mg/mlL) -V (standarda—mL)

Titre (mg H,O/mL) =

(V (porabe titranta—mlL)

Enacba za izra¢un vode v vzorcu:

vode
mL

V(poraba titranta—mlL) -titre( ) 100

Koncentracija (%) = V (vzorca— ul)

S proizvajal¢evim postopkom je mogoce analizirati le brezbarvne vzorce. Ekstrakti lubja
jelke so temno rjavo obarvani in prekrijejo preskok barve v rumeno. Vizualno se
spremembe barve ni zaznalo, zato smo presli na idejo o uporabi spektrofotometra, saj je na
spremembo barve bolj obcutljiv kot ¢lovesko oko. Metodo smo prilagodili volumnu kivete.
Nevtralizacijo topila smo zaznali vizualno, ob dodatku vzorca smo merili absorbanco pri
420, 440, 460, 480 in 500 nm. Za ozadje absorbance smo uporabili Hydranal® topilo.
Hydranal® titrant smo dodajali po 10 pL, v bliZzini ekvivalentne to¢ke smo dodatek
zmanjsali na 5 pL. Po vsakem dodatku smo izmerili absorbanco. Za dolocitev ekvivalente
tocke je bila potrebna grafi¢na obdelava podatkov. S pomocjo programa Microsoft Excel
smo narisali premici (Graf 1). Absorbanca se do ekvivalentne tocke ni veliko spreminjala,
zato je bila premica skoraj vodoravna. Po preskoku ekvivalentne tocke se je absorbanca

vvvvv

dolo¢ili s pomocjo funkcij Slope in Intercept v programu Microsoft Excel.
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4 ™
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Graf 1: Dolo¢anje vlage v standardnem PEG ekstraktu pri 500 nm dne 5.7.2011.

Metoda ni bila to¢na in natan¢na. Mozna napaka je bila pri nevtralizaciji Hydranal® topila,
saj Clovesko oko ni tako natan¢no kot spektrometer, zato smo tudi pri nevtralizaciji
Hydranal® topila uporabili spektrofotometricno dolo€itev koncne tocke. V kiveto smo
odmerili Hydranal® topilo in posneli ozadje pri 520 nm. To valovno dolzino smo si izbrali,
ker omogoc¢a merjenje tudi po 50 puL presezku Hydranal® titranta, medtem ko je pri nizjih
valovnih dolzinah absorbanca previsoka za merjenje. Absorbanco smo merili po vsakem
10 pL dodatku Hydranal® titranta do treh vrednosti, ki so odstopale od ni¢le. Dodali smo
znano koli¢ino vzorca in ponovno merili absorbance po 5 ali 10 pL dodatkih Hydranal®
titranta. S pomocjo Microsoft Excela smo narisali premice (Graf 2). Presecis¢e med prvo
in drugo premico predstavlja volumen Hydranal® titranta za nevtralizacijo Hydranal®
topila pred dodatkom vzorca. PreseciS¢e med tretjo in Cetrto premico ustreza volumnu
Hydranal® titranta za nevtralizacijo vode v Hydranal® topilu in vzorcu. Razlika med
drugim in prvim prese¢is¢em je volumen Hydranal® titranta, potrebnega za nevtralizacijo

vzorca.
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titracija ekstrakta lubja jelke
. y=0,0184x-12,651
Vizualna Dodatek R = 0,9988

2 kon¢na tocCka vzorca
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Graf 2: Odvisnost absorbance od titracijskega volumna.

R2=0,980

PRESECISCE 1

titracijski volumen (uL)

Teoreticna meja zaznavnosti metode je prikazana s Preglednico 1. Priporoc¢ena koli¢ina

vzorca glede na vsebnost vode. Majhni volumni Hydranal® titranta imajo visjo relativno

napako, maksimalni volumen Hydranal® titranta pa omejuje volumen kivete.

Preglednica I: Dodatek vzorca glede na vsebnost vlage.

Vsebnost vode (%) | Volumen vzorca (uL) | Poraba titranta (uL)

5-25 5 50 - 250
25-125 10 50 - 250
1,25 - 6,25 20 50 - 250
0,62 3,12 40 50 - 250
0,31-1,56 80 50 - 250
0,21-1,04 120 50 - 250
0,16 - 0,78 160 50 - 250
0,10-1,04 120 25 - 250
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4. Eksperimentalno delo

4.1 Priprava ekstrakta

Iz posusenega vodnega ekstrakta smo pripravili etilacetatni ekstrakt in z njim preizkusili
uporabnost razli¢nih topil. Suh, sprijet vodni ekstrakt smo s pomo¢jo mlin¢ka zmleli v
prah. 150 g uprasenega ekstrakta smo s pomoc¢jo magnetnega mesala raztopili v 1500 mL
destilirane vode. Vodni izvle¢ek smo trikrat ekstrahirali S 500 mL etilacetata. Vsakokrat
smo ekstrakcijsko zmes pustili stati celo no¢, da sta se fazi ¢cimbolj lo¢ili. Kot je iz Slik 14
in 15 razvidno, se fazi kljub temu nista popolnoma locili. Etilacetatno fazo smo nato
razdelili na 5 delov po 200 mL, vsak del za svoje topilo. K 4 mL testiranega topila smo
dodali 40 mL etilacetatnega izvlecka, odparili pri znizanem tlaku in temperaturi 40 °C in
odvzeli 100 pL vzorca, ki smo ga tudi stehtali. Postopek smo Se 4-krat ponovili s

preostalimi deli etilacetatnega izvlecka.

Uporabili smo naslednja topila: PEG 400, glicerol, dv mesani gliceridi, Capmul MCM® in
glicerol triacetat.

Slika 14: Ekstrakcija vodnega izvlecka etilacetatnim ~ Slika 15: Etilacetatni izvlecek z vsebnostjo vode

topilom. (necentrifugirani etilacetatni izvlecek).
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Pri ekstrakciji z etilacetatom je nastala emulzija. Pri prvi pripravi ekstrakcije smo fazi lo€ili
le s pomocjo lija lo¢nika. S taksno lo€itvijo faz smo v etilacetatno fazo vnesli tudi velik del
vodnega izvlecka. Pri drugi pripravi ekstrakcije smo se Zeleli popolnoma znebili vodnega
ekstrakta s pomo¢jo centrifugiranja vendar to ni bilo mozno saj se v etilacetatu pri 20 °C

topi 8 % vode. V centrifugirki sta se fazi lo¢ili (Slika 16) in preizkus topil smo izvajali z

etilacetatno fazo, ki vsebuje manj vode kot etilacetatna faza lo¢ena z lij lo¢nikom (Slika
17).

Slika 16: Centrifugirani etilacetatni izvlecek. Slika 17: Cisti etilacetatni izvledek.

4.2 Volumen ekstrakta

Topilo, ki smo mu 5-krat dodali etilacetatni izvlecek in odparili etilacetat, smo odpipetirali

s pipeto iz buc¢ke in so¢asno izmerili volumen.

4.3 DPPH metoda

Antioksidativni potencial topil smo merili spektrofotometriéno z DPPH metodo. Dnevno
sveze smo pripravili DPPH reagent v metanolu s koncentracijo 0,04 mg/mL. Raztopino

smo zavili v alu-folijo in hranili do uporabe v hladilniku, saj na svetlobi hitro razpada.

Vzorce smo po testiranju s HPLC dodatno 10-krat red¢ili in jih uporabili za merjenje
antioksidativnega potenciala. 180 pL. dodatno recenemu vzorcu smo dodali 4,50 mL

raztopine DPPH, ga dobro premesali in pustili reagirati 30 min, zas¢itenega pred svetlobo.
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Slepi vzorec je bila reakcijska zmes 180 puL destilirane vode in 4,50 mL DPPH raztopine.
Spektrofotometer smo kalibrirali z metanolom in vzorce pomerili pri 517 nm.
Antioksidativni potencial smo izracunali po enacbi:

n{DPPH) _ (A(slepa)- A(vzorec))- V{skupni)
AOP = ml{vzorca) £-1clvzorca) -V (rzorca)

Izmerili smo antioksidativni potencial za vsako topilo po vsakem nasi¢enju.

4.4 Dolocanje vode s Karl Fischer-jevo metodo

Vsebnost vode v ekstraktih smo doloc¢ali z modificirano Karl Fischer-jevo metodo, saj smo
kon¢no tocko dolo¢ili s pomocjo spektrofotometra. V Kiveto smo odmerili 2 mL
Hydranal® topila in dodali magnetno mesSalo. S kosom gume, ki smo jo izrezali iz
gumijaste rokavice in z lepilnim trakom smo kiveto neprepustno zaprli (Slika 18). S 100
uL injekcijo smo dodajali Hydranal® titrant do preskoka barve topila iz brezbarvne v
rumeno. Z novo 100 pL injekcijo smo v kiveto vnesli 10 uL vzorca in pomerili absorbanco
pri 420, 440, 460, 480 in 500 nm. Nato smo do ekvivalentne to¢ke dodajali Hydranal®

titrant v korakih po 10 uL in vsakokrat pomerili absorbanco. V blizini in po ekvivalentni

vvvvv

obeh premic.

%

Slika 18: Prikaz izvedbe modificirane Karl Fischer-jeve metode.

Zaznavo nevtralizacije Hydranal® topila smo izboljSali z uporabo spektrofotometra
namesto vizualne ocene. Absorbanca Hydranal® topila pri 520 nm je sluzila za ozadje. Po

vsakem dodatku 10 pL Hydranal® titranta smo izmerili absorbanco, do treh vi§jih
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absorbanc. Nato smo dodali znani volumen vzorca in merili absorbanco po vsakokratnem
10 pL dodatku Hydranal® reagenta, do pretitracije vzorca. Ekvivalentno to¢ko smo
dolocili z odstetim volumnom presecis€a tretje in Cetrte premice od presecis¢a prve in
druge premice. Pri izvedbi meritev je zelo pomembna izolacija topila in vzorca od zunanje
vlage. Najbolj u¢inkovita je bila lateks Vileda rokavica, ki je debelejsa in je injekcijska igla
ne raztrga. NajustreznejSa valovna dolzina je 520 nm, saj nam omogoca merjenje
absorbance tudi po 50 pL presezka titranta, medtem ko je pri niZjih valovnih dolZinah

absorbanca previsoka.

4.5 Redcenje PEG ekstrakta

PEG ima na organizem fiziolo§ko delovanje in sicer kot odvajalo, zato smo nameravali
zmanj$ati koli¢ino le-tega in ga nadomestiti z drugimi topili. Red¢ili smo ga z dv meSanimi
gliceridi, glicerol triacetatom, glicerolom in olivnim oljem. PEG ekstraktu smo dodajali
ostala topila v razmerjih 75:25, 50:50 in 25:75. Pripravljeno zmes smo dobro premesali na
mesalniku vorteks in 30 min centrifugirali pri 3000 obratih. Opazovali smo zmes in

kontrakcijo volumna.
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5. Rezultati in razprava

5.1 Volumen ekstrakta

Ekstrakte z razli¢énimi topili, pripravljene po postopku, opisanem v poglavju 4.1 smo
pripravljali dvakrat. Prvi¢ smo etilacetatno fazo in vodni izvleéek locili le s pomocjo lija
lo¢nika. V etilacetatni fazi je nastala emulzija. Posledi¢éno smo v kon¢ne zmesi vnesli
veliko koli¢ino vode, ki pa je nismo mogli odpariti pod znizanim tlakom. Volumni
ekstraktov, predstavljeni v Preglednici Il so zato previsoki na racun vode. Pri¢akovani
rezultati bi bili okoli 4 mL, kar ustreza koli¢ini topila, ki smo ga dodali v bucko, ¢e bi

etilacetatno fazo odparili pri znizanem tlaku.

Preglednica 11: Volumen ekstraktov pri prvem poizkusu, kjer smo fazi lo¢ili z 1ij loénikom.

Topilo Volumen (mL)
Glicerol 85 % 9
Capmul MCM® 19,5
PEG 400 37,9
Glicerol triacetat 39,3
Dv mesani gliceridi 54,5

Pri ponovni pripravi ekstraktov smo uporabili etilacetatno fazo brez emulgirane vode, zato
smo etilacetatno fazo po locitvi z lijem lo¢nikom centrifugirali, da smo popolnoma lo¢ili
emulzijo. K 4 mL topila smo dodajali pet dodatkov po 40 mL etilacetatne faze in odparili
topilo pri znizanem tlaku in 40 °C. Vsakokrat smo odvzeli tudi 100 puL vzorca za nadaljnje
analize. Pricakovani volumni ekstrakta so torej 3,5 mL, saj smo 5-krat odvzeli 100 pL
vzorca. Volumni topil druge priprave so predstavljeni v Preglednici Ill. Do odstopanj od
3,5 mL je lahko pris§lo pri merjenju volumna, saj je nekaj ekstrakta vedno ostalo
adheriranega na steklovino. Visji volumni so lahko posledica mo¢ne vezave etilacetata, ki
ga poslediéno nismo odstranili z odparevanjem, ali pa je k temu prispevala voda,
raztopljena v etilacetatu. Namesto 85 % glicerola, ki smo ga uporabili pri prvi pripravi,

smo uporabili 100 % glicerol, saj nas je zanimal vpliv Cistega glicerola.
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Preglednica I11: Volumen ekstraktov po drugem poizkusu, kjer smo fazi lo¢ili s pomo¢jo centrifugiranja.

Topilo Volumen (mL)
Capmul MCM® 3,2
Dv mesSani gliceridi 3,45
PEG 400 3,6
Glicerol triacetat 4,35
Glicerol 100 % 4,6

5.2 HPLC analiza

ey

stolpénimi diagrami, kjer je na osi y povrsina pod krivuljo vrha, na osi x smo navedli

vrhove glede na njihov retencijski ¢as v min.

Rezultate nasih ekstraktov smo primerjali z standardnim PEG ekstraktom (Slika 19), ki

ey

Standardni PEG ekstrakt

9000000

8000000

7000000

6000000

5000000

Povrsina

4000000

3000000

2000000

1000000

0
0,971 1,705 5,365 6,106 7,706

retencijski ¢as (min)

Slika 19: Prikaz povr$in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za standardni PEG ekstrakt.
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Rezultati prve priprave ekstrakta, kjer smo fazi lo¢ili z lij loénikom

HPLC analizo smo izvedli za vsak vzorec, po vsakem nasi¢enju z etilacetatno fazo. Vseh

ey

Pri pripravi ekstraktov smo po vsakem nasienju z etilacetatno fazo pricakovali vecjo
vsebnost spojin v topilu. Pri PEG ekstraktu (Slika 20) je prisotno nihanje povrsin vrhov,
kar lahko razlozimo s tezavnim pipetiranjem ekstrakta, ki je bil zelo viskozen. Standardni

PEG ekstrakt ima priblizno 4-krat vi§jo vsebnost snovi od laboratorijskega.

PEG 400 ekstrakt

1600000

1400000

1200000

1000000

B 1. nasienje

povrsina

800000 M 2. nasi¢enje

600000 m 3. nasiCenje
M 4. nasicenje
400000 o

W 5. nasiCenje

200000

0

0,92 6,1 7,2 7,7 12,01
retencijski €¢as (min)

Slika 20: Prikaz povr§in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za PEG ekstrakt pri postopnem nasiCevanju z
etilacetatno fazo.

Povrsina vrhov pri 85 % glicerolu je narascala po pri¢akovanju (Slika 21). Glede na
povrsine pod vrhovi kromatogramov bi lahko zmotno sklepali, da glicerol lazje raztaplja
antioksidante kot PEG 400, saj so pri glicerolnem ekstraktu povrSine pod vrhovi vis§je kot
pri PEG ekstraktu (Slika 20), vendar ne smemo zanemariti volumnov ekstraktov. VVolumen
glicerolnega ekstrakta po 5. nasicenju je bil 4-krat manjsi kot pri PEG ekstraktu in

posledi¢no so bili antioksidanti v glicerolnem ekstraktu bolj koncentrirani.
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85 % glicerol
2500000
2000000
« 1500000 B 1. nasi¢enje
c
3N iy
g H 2. nasicenje
2 1000000 1 3. nasicenje
M 4. nasi¢enje
500000 - 5. nasi¢enje
0 .
0,92 1,6 6,1 7,2 7,7
retencijski ¢as (min)

Slika 21: Prikaz povr§in vrhov pri retencijskih &asih (min) za 85 % glicerolni ekstrakt pri postopnem

nasicevanju z etilacetatno fazo.

Povrsine vrhov pri glicerol triacetatu niso sorazmerno narascale. (Slika 22).

glicerol triacetatni ekstrakt

0,96

5,6 6,1

retencijski ¢as (min)

7,2

600000
500000
400000

© ml

£

’g 300000 =2

o

1% m 3.
200000 ma.
100000 s

nasi¢enje
nasi¢enje
nasi¢enje
nasicenje

nasi¢enje

Slika 22: Prikaz povr§in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za glicerol triacetatni ekstrakt pri postopnem

nasicevanju z etilacetatno fazo.
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Povrsine vrhov pri dv meSanih gliceridih niso narascale po pricakovanjih (Slika 23).
Neenakomerna rast je lahko posledica slabe topnosti spojin, nepopolno odstranjenega
etilacetata in posledi¢no povecanega volumna zmesi, ki je razred¢il antioksidante ali

tezavnega pipetiranja zaradi visoke viskoznosti vzorca. Glede na koncentracijsko sestavo

je podoben glicerol triacetatnemu ekstraktu (Slika 22).
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500000

< 400000
f=

B
¢ 300000
2 200000

100000

0

0,92 5,6 6,1 7,2 7,7

retencijski ¢as (min)

dv-mesani gliceridni ekstrakt

ml.
m2.
m3.
m4.

|5,

nasi¢enje
nasi¢enje
nasi¢enje
nasi¢enje

nasi¢enje

Slika 23: Prikaz povrSin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za dv meSani gliceridni ekstrakt pri postopnem

nasic¢evanju z etilacetatno fazo.

Capmul MCM® ekstrakt je izkazoval trend naraScanja povrSin vrhov (Slika 24). Pri

retencijskem ¢asu 7,7 min je imel ekstrakt najvisje povrSine vrhov, kar je bilo znacilno tudi

za standardni PEG ekstrakt.
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Capmul MCM® ekstrakt

1000000
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v
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povrsina

400000 -
200000 -

0 -

091 1,6 5,6 6,1 7,2 7,7
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m3.
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nasi¢enje
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Slika 24: Prikaz povrsin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za Capmul MCM® ekstrakt pri postopnem

nasic¢evanju z etilacetatno fazo.
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Vsi ekstrakti so imeli podobno sestavo, vendar so bile spojine v njih v razlicnih
koncentracijah. PEG-ov in glicerolni ekstrakt sta si bila tudi po koncentracijski sestavi
najbolj podobna. Enako je veljalo za glicerol triacetatni, dv mesani gliceridni in Capmulni
MCM® ekstrakt.

Peto nasicenje topil medsebojno ne moremo primerjati, saj so bili volumni kon¢nih
ekstraktov razlicni. Na Sliki 25 smo povrSine pod krivuljami kromatografskih vrhov
preracunali na isti volumen. 85 % glicerol je prejel najvecjo vsebnost snovi, sledi mu
Capmulni MCM®, PEG-ov in glicerol triacetatni ekstrakt, najniZjo vsebnost pa je imel dv

mesani gliceridni ekstrakt.

Zaradi omenjenih tezav smo v naslednji stopnji izboljsali postopek.

200000
150000
o H glicerol triacetat
;g m 85 % glicerol
o
2 100000 - dv-mesani gliceridi
H PEG 400
m Capmul MCM
50000 -
0 .
0,92 1,6 5,6 6,1 7,2 7,7 12,1
retencijski ¢as (min)

Slika 25: Prikaz povrsin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za topila pri petem nasienju, preracunana na isti

volumen ekstrakta.

Rezultati druge priprave vzorcev, kjer smo fazi lo¢ili s pomoc¢jo centrifugiranja

Pri ponovni ekstrakciji je etilacetat vseboval manj vode, saj smo emulgirano vodo
odstranili s pomoc¢jo centrifugiranja. MoZne napake pri nenatancnem pipetiranju vzorca
smo odpravili s tehtanjem. Pri posameznem vzorcu smo etilacetatne ostanke vsakic¢

odparili do konca, torej do zacetnega volumna dodanega topila.
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Povrsine vrhov pri PEG ekstraktu so narascale, kar je v skladu z veckratnim nasi¢enjem
(Slika 26). Pri standardnem PEG ekstraktu (Slika 19) so bile povrsine visje kot pri PEG

ekstraktu, ki smo ga pripravili sami.
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Slika 26: Prikaz povr$in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za PEG 400 ekstrakt pri postopnem nasi¢evanju z

etilacetatno fazo.

PovrSine vrhov pri glicerolnem ekstraktu so naraScale glede na veckratno nasicenje z

etilacetatno fazo (Slika 27). Namesto 85 % glicerola, ki smo ga uporabili v prvi ekstrakciji,

smo v tem primeru uporabili 100 % glicerol, da bi iznicili vpliv prisotne vode.

4500000

100 % glicerol

4000000

3500000

3000000

2500000
2000000

o
>

povrsina

1500000

1000000 -
500000 -
0 .

0,94

6,1 7,2 7,8

retencijski ¢as (min)

8,2

LI
m2.
m3.
mA4.

m5.

nasi¢enje
nasi¢enje
nasicenje
nasi¢enje

nasi¢enje

Slika 27: Prikaz povrSin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za 100 % glicerolni ekstrakt pri postopnem

nasic¢evanju z etilacetatno fazo.
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Povrsine vrhov glicerol triacetatnega ekstrakta so narasc¢ale glede na nasiCenje z
etilacetatno fazo (Slika 28). PovrSine so bili manjSe v primerjavi z PEG-ovim in

glicerolnim ekstraktom.

glicerol triacetat
3500000
3000000
2500000
© m 1. nasi¢enje
£ 2000000
>£ M 2. nasi¢enje
© 1500000 N
o I 3. nasiCenje
1000000 AV
B 4. nasiCenje
500000 - B 5. nasienje
0 .
0,92 6 71 7,8 8,1
retencijski ¢as (min)

Slika 28: Prikaz povr§in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za glicerol triacetatni ekstrakt pri postopnem
nasic¢evanju z etilacetatno fazo.

Povrsine vrhov Capmulnega MCM® ekstrakta nara$c¢ajo glede na nasicenje z etilacetatno
fazo (Slika 29). Vzorca prvega nasicenja z etilacetatno fazo nismo analizirali s HPLC, saj

je nastala oborina.

Capmul MCM®
2500000
2000000
.g 1500000 M 2. nasienje
s N
2 1000000 B 3. nasiCenje
I 4, nasi¢enje
500000 - M 5. nasienje
0 .
0,92 1,7 1,9 7,1 7,7
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Slika 29: Prikaz povrsin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za Capmul MCM® ekstrakt pri postopnem

nasic¢evanju z etilacetatno fazo.
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Na Sliki 30 smo povrsine pod krivuljami kromatografskih vrhov preracunali na isti
volumen. PEG 400 je prejel najvecjo vsebnost snovi, sledijo mu 100 % glicerol, Capmul
MCM® in glicerol triacetatni ekstrakt.
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Slika 30: Prikaz povrsin vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za topila pri petem nasicenju, preracunana na isti
volumen ekstrakta.

Druga ekstrakcija, kjer so fazi lo¢ili s centrifugiranjem predstavlja bolj realno stanje kot
prva ekstrakcija, kjer smo fazi lo¢ili z lij loénikom zaradi odstranjene emulgirane vode in
etilacetata ter izboljSanega odmerjanja vzorcev. Kromatogrami so si med razli¢nimi topili
podobni. Ekstrakta dv mesanih gliceridov nismo analizirali, ker je z vodo za pripravo
HPLC vzorca tvoril nemesajoco plast. Prav tako smo imeli tezave pri raztapljanju glicerol
triacetatnega in Capmulnega MCM® ekstrakta, ki sta z vodo tvorila oborino, zato smo za

analizo uporabili le supernatant.

Standardni PEG ekstrakt je imel najvisje povrsine vrhov. Sledili so mu PEG-ov ekstrakt,
temu pa glicerolni in glicerolni triacetatni. NajniZje vrhove je imel Capmulni MCM®
ekstrakt.
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Redcéenje PEG ekstrakta

Zaradi odvajalnega ucinka PEG smo razvili idejo, da bi lahko pripravili farmacevtsko
obliko, v kateri bi imeli meSanico PEG in glicerolnega ekstrakta v razmerju 1:1. Posneli
smo kromatogram prej navedene mesanice (Kromatogram 1). S ¢rno barvo je oznacen 85
% glicerolni ekstrakt. Z modro barvo smo oznacili meSanico PEG in glicerolnega ekstrakta

v razmerju 1:1. Z vijoli¢no barvo pa PEG ekstrakt. Razvidno je, da so se vrhovi ujemali.
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Kromatogram 1: Crno - glicerolni ekstrakt, modro - mesanica PEG in glicerolnega ekstrakta ter vijoli¢na -
PEG ekstrakt.

Nadaljevali smo z analizo meSanic glicerolnega ekstrakta in Cistega PEG 400 v razmerju
70:30, PEG ekstrakta in ¢istega glicerola v razmerju 70:30 ter v razmerju 95:5 in PEG
ekstrakta z glicerolnem ekstraktom v razmerju 50:50 ter v razmerju 70:30 (Slika 31).
Ugotovili smo, da spojine iz PEG ekstrakta in glicerolnega ekstrakta medsebojno ne
reagirajo, saj ni bilo opaznih novih vrhov in bi bil glicerol primeren za red¢enje PEG
ekstrakta.
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Slika 31: Prikaz povr§in vrhov pri retencijskih ¢asih (min) za meSanice ekstraktov s &istimi topili in

ekstraktov z ekstrakiti.

Raztapljanje PEG ekstrakta smo preizkusili Se pri ostalih topilih. Opazovali smo

raztapljanje in kontrakcijo volumna.

Dv mesani gliceridi se ne meSajo s standardnim PEG ekstraktom in so neprimerni za
redCenje ekstrakta (Slika 32). Pojavila se je tudi kontrakcija volumna in rahlo segrevanje

zmesi (Preglednica V).

Preglednica I1V: Lastnosti pri meSanju PEG ekstrakta z dv meS$animi gliceridi.

V (standardni PEG | V (dv meSani V(celotni) Kontrakcija
ekstrakt) (mL) gliceridi) (mL) (mL) (mL) Opis
razplastitev -
7,5 2,5 9,25 0,75 ekstrakt na dnu
razplastitev -
5 5 9 1 ekstrakt na dnu

Slika 32: Red¢enje PEG ekstrakta z dv meSanimi gliceridi.

39



Diplomska naloga Erika Turk

Glicerol triacetat je primeren za red¢enje standardnega PEG ekstrakta, vendar le do
razmerja 1:1. Pri zmesi, ki vsebuje 75 % glicerol triacetata lipofilnost mo¢no naraste in

fenoli v ekstraktu niso ve¢ topni (Slika 33). Prav tako je tudi v tem primeru prisotna

kontrakcija volumna, kar prikazuje Preglednica V.

Preglednica V: Lastnosti pri mesanju PEG ekstrakta z glicerol triacetatom.

V (standardni
PEG ekstrakt) V (glicerol Kontrakcija
(mL) triacetat) (mL) | V(celotni) (mL) (mL) Opis
7,5 2,5 9,5 0,5 raztopina
5 5 9,75 0,25 raztopina
razplastitev -
2.5 75 9,75 0,25 ekstrakt na dnu

Slika 33: Red¢enje PEG ekstrakta z glicerol triacetatom.

Glicerol se zaradi svoje hidrofilnosti delno meSa z standardnim PEG ekstraktom. Pri

pripravi zmesi smo opazili gradient, zaradi katerega ni primeren za redcenje ekstrakta

(Slika 34). Prisotna je tudi kontrakcija volumna (Preglednica V1).

Preglednica VI: Lastnosti pri meSanju PEG ekstrakta z glicerolom.

V (standardni
PEG ekstrakt) V (100 % Kontrakcija
(mL) glicerol) (mL) | V(celotni) (mL) (mL) Opis
7,5 2,5 9 1 gradient
5 5 9,25 0,75 gradient
2,5 7,5 9 1 gradient

Slika 34: Red¢enje PEG ekstrakta z glicerolom.
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Olj¢no olje se zaradi svoje lipofilnosti ne mesa s standardnim PEG ekstraktom in je

neuporabno za red¢enje ekstrakta (Preglednica VI1I).

Preglednica VII: Lastnosti pri me$anju PEG ekstrakta z oljénim oljem.

V (standardni
PEG ekstrakt) V (oljénega Kontrakcija
(mL) olja) (mL) V(celotni) (mL) (mL) Opis
razplastitev -
7,5 2,5 9,25 0,75 ekstrakt na dnu
razplastitev -
5 5 9,5 0,5 ekstrakt na dnu
razplastitev -
2,5 7,5 9,75 0,25 ekstrakt na dnu

5.3 DPPH metoda

S postopnim nasi¢evanjem topila z etilacetatno fazo smo pri¢akovali porast AOP. AOP je
predstavljen s stolpénim diagramom, Kjer se na osi y nahaja AOP. Na vrhu stolpca je
pripisano zaporedno nasi¢enje z etilacetatno fazo. Taks$nih rezultatov vzorcev, pridobljenih

s prvo ekstrakcijo (Slika 35) nismo pricakovali.

0,25

0,2

0,15 -

0,1 -

DPPH (mmol/mL)

0,05 -

PEG 400 85 % glicerol glicerol triacetat dv mesani Capmul MCM
gliceridi

Slika 35: AOP vsakega topila in nasi¢enja za prvo ekstrakcijo, kjer smo fazi lo¢ili z 1ij loénikom.
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Vzrok za nihanje AOP je lahko, podobno kot pri HPLC analizah, nenatan¢no odmerjanje
vzorca ali prehitro zakljuceno odstranjevanje topila pod znizanim tlakom, zaradi Cesar je
volumen vzorca predvsem na racun vode vecji in so antioksidanti manj koncentrirani. Pri
opazovanju petega nasicenja ima ekstrakt dv meSanih gliceridov najslabsi AOP, kar je

lahko vpliv slabega raztapljanja antioksidantov v topilu ali red¢enja antioksidantov zaradi

v

........

Pri drugi, izboljsani ekstrakciji smo topilom dodajali centrifugirano etilacetatno fazo, z
odstranjeno emulgirano vode. Nenatan¢no odmerjanje volumnov vzorcev smo resili s
tehtanjem. Rezultati AOP po petem nasi¢enju so predstavljeni v Preglednici VI1II. Ekstrakt
s Capmul MCM® ima najslabsi antioksidativni potencial, kar smo opazili tudi pri HPLC
kromatogramih, kjer je imel najnizje povrsine vrhov. Najboljse topilo za raztapljanje
antioksidantov so glede na DPPH analizo dv mesani gliceridi, vendar jih zaradi netopnosti

v mobilni fazi nismo analizirali s HPLC analizo.

Preglednica VIII: DPPH rezultati druge ekstrakcije, kjer smo fazi lo¢ili s pomocjo centrifugiranja.

Topilo AOP (mmol/g)
Capmul MCM® 0,1821
Glicerol 100 % 0,2022
Glicerol triacetat 0,2047

PEG 400 0,2492
Dv mesani gliceridi 0,2616

Vsi ekstrakti so antioksidativno slabSe u¢inkoviti kot standardni PEG izvlecek, ki ima AOP
0,7569 mmol/qg.

5.4 Ugotavljanje vode v ekstraktih s Karl Fischer-jevo

metodo
Pri ugotavljanju vsebnosti vode v vzorcih iz prve ekstrakcije, kjer smo fazi locili z ljj
loénikom smo se sooCili z obarjanjem komponent ekstrakta v kiveti ob dodajanju

Hydranal® titranta, zato smo meritve ponovili z red¢enjem vzorcev z metanolom, kar smo

upostevali pri kon¢nih izra¢unih. Izmerjene vsebnosti vode (Slika 36) so zelo visoke in se
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ujemajo z volumni konénih ekstraktov, ki so predstavljeni v Preglednici Il in so tako visoki

predvsem na racun neodstranjene vode.

120

100

80

60

% vsebnosti vode

40

20

100,4194

85,29175

RSD =4,1781

75,9515
RSD =0,151
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RSD 0, 1162 RSD =2,4378
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51,9192
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PEG 400

85 % glicerol
glicerol  triacetat

dv-mesani Capmul
gliceridi MCM

H 1. meritev
N 2. meritev

# povpredje

Slika 36: Vsebnost vode (%) v ekstraktih pri prvi ekstrakciji, kjer smo fazi lo¢ili z lij lo¢nikom.

Pri drugi ekstrakciji, kjer smo fazi lo¢ili s pomocjo centrifugiranja je bila vsebnost vode

manjs$a kot pri prvi, saj smo s centrifugiranjem odstranili emulgirano vodo iz ekstrakta

(Slika 37). Vsebnost vode smo lahko dolo¢ali direktno iz vzorcev. Le glicerolni ekstrakt je

bilo zaradi velike vsebnosti vode potrebno red¢iti z metanolom v razmerju 1:9. Glicerolni

ekstrakt je zaradi higroskopnosti glicerola vseboval ve¢ vode, kar je bilo razvidno tudi iz

vi§jega volumna ekstrakta, kar je razvidno iz Preglednice I1I.
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40 SD =.0,2593
35
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Slika 37: Vsebnost vode (%) v ekstraktih pri drugi ekstrakciji, kjer smo fazi lo¢ili s pomogjo centrifugiranja.
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Cisti glicerol ima nizko vsebnost vode (Preglednica IX in Slika 38), medtem ko ima
glicerolni ekstrakt visoko. Zaradi treh hidroksilnih skupin v svoji strukturi moé¢neje veze
vodo kot ostala topila in jo je tako teZje odstraniti. Z analizo Cistega glicerola smo ovrgli
mozno interakcijo Karl Fischer-jevih reagentov s hidroksilnimi skupinami. Standardni
PEG ekstrakt (Preglednica IX in Slika 38) in laboratorijsko pridobljen PEG ekstrakt imata

primerljivo vlago.

Preglednica IX: Vsebnost vode v standardnem PEG ekstraktu.

Stevilo meritev vlage (%) Standardni PEG Cisti 100 % Metanol
ekstrakt glicerol
1 5,0195 1,8193 0,08
2 2,8686 1,8144 0,0604
3 2,7843 2,6456 0,0354
4 4,5725 / /
5 4,1521 / /
6 4,1033 / /
7 5,3065 / /
8 4,6833 / /
9 4,451 / /
10 4,4136 / /
11 4,4429 / /
12 4,4179 / /
13 2,828 / /
14 3,5842 / /
15 3,6953 / /
Povpreéje 4,0882 2,0931 0,0586
Relativna standardna 18,522 18,665 31,1473
deviacija
Standardna deviacija 0,7572 0,3907 0,0183
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Slika 38: Vsebnost vode (%) pri standardnem PEG ekstraktu, ¢istem glicerolu in metanolu.

Velika odstopanja med meritvami so bila posledica nenatan¢ne ugotovitve ekvivalentne

tocke Hydranal® topila, ki smo jo v tem primeru dolocali vizualno. Metodo smo v

nadaljevanju izboljsali.

5.5 Validacija Karl Fischer-jeve metode

Novo uvedeno metodo zaznavanja ekvivalentne tocke s spektrofotometrom smo validirali.

Preverili smo dnevno in meddnevno ponovljivost ter natan¢nost in to¢nost analize.

PEG 400, 96 % etanolu in Hydranal® standardu smo izmerili vodo tudi z referen¢no

Hydranal® metodo in s tem preverili to¢nost modificirane metode.
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Preglednica X: Dolo¢itev vode v standardnem (stan.) PEG ekstraktu in z dodatki vode, PEG 400 topilu in z
dodatki vode, 96 % EtOH in standardu.

St. |Dan| Stan. Stan. Stan. PEG PEG | 96 % | Standard
analize PEG PEG PEG 400 + 2 400 EtOH
ekstrakt | ekstrakt | ekstrakt | % H,O
+3,25% | +6,7%
H,O H,O
1 1 5,0195 / 37,5422 / 0,449 / /
2 1 2,8686 / 37,3563 / / / /
3 1 2,7843 / / / / / /
4 2 4,5725 10,878 25,2749 | 3,3994 | 0,6586 |5,4086 | 1,2636
5 2 4,1521 | 10,9476 | 27,2563 | 3,2516 | 1,4894 | 6,683 | 0,9618
6 3 4,1033 | 12,8731 | 28,6256 | 4,5055 | 1,7185 | 6,5096 | 1,1863
7 3 5,3065 | 11,8079 | 21,2319 | 4,7517 | 0,8571 | 6,61 0,9091
8 3 4,6833 | 12,5598 | 20,8065 | 4,2299 | 0,317 |6,8005| 1,3398
9 3 4,451 13,1837 | 34,0196 | 6,1907 | 2,0286 | 5,9897 | 1,9309
10 3 4,4136 12,8745 27,484 49026 | 1,4299 | 7,1774| 1,0198
11 3 4,1033 / / / 0,773 / /
12 3 5,3065 / / / / / /
13 3 4,6833 / / / / / /
14 3 4,451 / / / / / /
15 3 4,4136 / / / / / /
16 4 4,4429 | 22,2407 9,196 / 1,0422 | 6,3775| 1,7255
17 4 4,4179 21,544 18,8744 / 0,8052 | 5,8548 1,457
18 4 2,828 / 19,0892 / 0,8335 | 7,1401 | 0,9132
19 5 3,5842 | 16,0575 / / 0,0487 | 6,0006 | 0,9488
20 5 3,6953 / / / 0,4147 |5,8403 | 0,8934
Povpredje 4,214 14,4967 | 25,5631 | 4,4616 | 0,919 | 6,366 1,2124
Relativna
standardna
deviacija 17,0793 | 27,2222 | 31,2549 | 20,6057 | 59,4622 | 8,3079 | 27,267
Standardna
deviacija 0,7197 3,9463 7,9897 0,9193 | 0,5464 | 0,5289 | 0,3306
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Slika 39: Vsebnost vode (%) v standardnem PEG ekstraktu in z dodatki vode, PEG 400 topilu in z dodatki

vode, 96 % EtOH in standardu.

Preglednica XI: Dolo¢itev vode PEG 400, 96 % EtOH in standardu z referenéno Hydranal® metodo

Stevilka analize Dan | PEG 400 | 96 % EtOH Standard
1 1 0,185 4,85 0,52
2 1 0,18 4,9 0,55
3 2 0,225 4,75 0,5
4 2 0,175 4,7 0,52
5 2 0,18 4,8 0,52
6 2 0,185 4,75 0,53
7 2 0,185 4,75 /
Povprecje 0,1879 47857 0,5233
Relativna standardna deviacija | 8,2782 1,335 2,8485
Standardna deviacija 0,0156 0,06389 0,0149
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Slika 40: Vsebnost vode (%) pri PEG 400, 96 % EtOH in standardu dologeno z referenéno Hydranal®

metodo.

Preglednica XII: Primerjava spektrofotometri¢nih rezultatov s to¢nimi vrednosti vode v vzorcu.

Stevilka Vzorec Vsebnost vode (%) dolo¢ena To¢na Absolutna
analize s spektrofotometom vrednost napaka
1. PEG 400 0,919 0,1879 0,7311
2. 96 % EtOH 6,366 4,7857 1,5803
3. Hydranal® 1,2124 0,5233 0,6891
standard
4,6 y-=0,8365% 0,532
2 =
e
—~ 3,6
S
g 3,1 /
T 26 /
- 21 /
(] ’
:g 1,6 /
1,1 /
0,6
0,1
0,9 1,9 2,9 3,9 4,9 59 6,9
izmerjena vrednost (%)

Graf 3: Prikaz linearnosti spektrofotometri¢nih dologitev vsebnosti vode glede na to¢ne vrednosti.
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Ponovljivost novo uvedene metode smo testirali z veckratnim dnevnim in meddnevnim
merjenjem vsebnosti vode v razli¢nih vzorcih (Preglednica X in Slika 39). S primerjavo
rezultatov vzorcev, merjenih z referencno Hydranal® metodo (to¢na vrednost) smo
ugotovili, da z novo metodo dolo¢imo visjo vsebnost vode, kot je v resnici prisotna.
Rezultati absolutnih napak so predstavljeni v Preglednici XII in Grafu 3. Rezultati

validacije niso bili zadovoljivi.

Vizualna dolocitev konca nevtralizacije Hydranal® topila je manj natan¢na kot
spektrofotometri¢éna, saj ¢loveSko oko nima tako nizke meje detekcije kot
spektrofotometer, zato smo metodo v nadaljevanju modificirali. Dodatna modifikacija
metode, kjer smo za nevtralizacijo Hydranal® topila uporabili spektrofotometer, se je
izkazala za bolj ponovljivo in to¢no metodo kot metoda, kjer smo uporabili vizualno
dolocanje. Ponovljivost modificirane Karl Fischer-jeve metode smo preverjali s petkratnim
merjenjem standardnega PEG ekstrakta in trikratnim merjenjem PEG 400. Meritve
standardnega PEG ekstrakta smo izvajali v treh dneh in s tem preverili meddnevno
ponovljivost metode (Preglednica XII in Slika 41). To¢nost in linearnost smo dokazali s
Sestimi vzorci, ki vsebujejo razli¢en procent vode in jih primerjali z ocenjenimi vrednostmi
(Preglednica XIV). Absolutne napake so nizje kot pri metodi, kjer smo nevtralizacijo
Hydranal® topila zaznavali vizualno. Hydranal® standard ima navedeno vsebnost vlage
0,5 %, vendar smo z referen¢no metodo ugotovili 0,523 %. Vzorcem §tevilka 2, 3, 4 in 5
smo dodali znano vsebnost vode (4 ali 7,5 %) in dokazali linearnost (Graf 4).Vzorcu
Stevilka 1 (Hydranal® standard) in 6 (PEG 400) smo ugotovili vsebnost vode z referen¢no
metodo (Preglednica X in Slika 40).

Preglednica XIII: Dolo¢itev vode v standardnem PEG ekstraktu in PEG 400 z dodatki vode.

Stevilka analize | Dan Standardni PEG PEG400+4% | PEG 400+ 7,5%
ekstrakt H,O H,O
1 1 13,322 5,170 8,655
2 1 12,152 5,204 8,350
3 1 12,079 4,940 9,192
4 2 13,304 / /
5 3 12,504 / /
Povprecje 12,672 5,105 8,732
Relativna standardna 4,282 2,813 4,882
deviacija
Standardna deviacija 0,543 0,144 0,426
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Slika 41: Vsebnost vode (%) v standardnem PEG ekstraktu in PEG 400 z dodatki vode.
Preglednica XIV: Izmerjene in dejanske vsebnosti vode v vzorcih.
Stevilka Vzorec Izmerjena Tocne Absolutna
vzorca vsebnost vode (%) | vrednosti napaka
1 HYDRANAL® standard 0,634 0,500 0,134
(0,5233) (0,1107)
2 Standardi PEG ekstrakt + 19,919 20,172 0,253
7,5 % vode
3 Standardni PEG ekstrakt 17,627 16,672 0,955
+ 4 % vode
4 PEG 400 + 7,5 % vode 8,732 7,920 0,813
5 PEG 400 + 4 % vode 5,105 4,238 0,867
6 PEG 0,220 0,188 0,032
25
20
y=10,996x- 0,385/
) R?=0,996
£ 15 '
E /
T 10
5
2
. /
0
5 10 15 20 25
-5
Izmerjene vsebnosti vode (%)

Graf 4: Prikaz linearnosti spektrofotometri¢nih dolocitev vsebnosti vode glede na toéne vrednosti.
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6. Sklep

1. Pri meritvi volumnov ekstraktov smo ugotovili, da glicerol in glicerol triacetat

mocno vezeta vodo, ki jo tezko odstranimo, kljub mo¢nem znizZanju tlaka pri odparevanju.

2. HPLC analiza je potrdila, da je za ekstrakcijo antioksidantov najbolj primerno
topilo PEG 400. Raztapljanje dobro pote¢e tudi pri glicerolu, najslabse pa se je obnesel
Capmul MCM®.

3. Standardni PEG ekstrakt ima bistveno ve¢ji AOP kot laboratorijsko pridobljeni
ekstrakti. Najslab§i AOP ima Capmul MCM®, najboljSega pa dv meSani gliceridi in PEG
400.

4. Pri Karl Fischer-jevi metodi smo potrdili domnevo iz volumnov ekstraktov, da
glicerol in PEG 400 moc¢no veZeta vlago. Glicerol jo veZe sicer bistveno mocneje kot PEG

400, vendar oba ve¢ kot ostala topila.
Novo uvedeno metodo smo validirati glede na to¢nost, ponovljivost in linearnost.

5. Za redéenje PEG ekstrakta je primeren glicerol triacetat, vendar le do razmerja 1:1.

Ostala testirana topila so neprimerna, ker ne raztapljajo vseh komponent ekstrakta.
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