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POVZETEK

Ozkolistni trpotec in gozdni slezenovec sta stahiazilni rastlini, ki se uporabljata za
najrazlicnejSe tezave povezane z dihali in prebavo, pazadieljenje ran. Najpogosteje se
uporabljata za pomiritev dradega kaslja, za zdravljenje bronhitisa, prehlad@tievnetjih
grla in Zrela. Glavne zdravilng&imkovine v obeh rastlinah so sluzi.

Namen naloge je bil razvoj metode za kvantitatiaralizo polisaharidov v sirupu, z
izvleckom rastlinskih drog, ki nam bi dala najbolj porjord in pravilne rezultate. Prva
metoda, s katero smo analizirali sirup, je bilavgreetricna obarjalna metoda. Pri tej
metodi smo polisaharide iz sirupa najprej izoliralobarjanjem z etanolom. Tako smo
preiskovani analit dobili v obliki netopne oboririé,smo jo po suSenju stehtali. Rezultate
teh analiz smo primerjali z literaturnimi podatki ugotovili primerljivost med njimi.
Druga metoda je bila kolorimetna analiza izoliranih polisaharidov. Izolacijo
polisaharidov od ostalih komponent sirupa smo riknea dva n&ina. PrvE z obarjanjem

z etanolom, drugdipa z metodo ultrafiltracije, s katero smo pripligvakcije polisaharidov
vecjih od 10 kD. Izolirane polisaharide smo nato kvatiyno ovrednotili z reakcijo fenola
ob prisotnosti zveplove kisline, ki smo jo najpreyajali v steklenih epruvetah. Zaradi
slabe ponovljivosti rezultatov, smo delo prenestiikrotitrske plogice. Za reakcijo fenola
ob prisotnosti Zveplove kisline v mikrotitrskih gticah smo potrdili linearnost (R
0,9939) ter za raziskovalne namene ustrezno pawosij metode. Umeritveno krivuljo
smo naredili z vodno raztopino saharoze. VsebnoBsgharidov smo tako izrazili kot
ekvivalente saharoze. Za ko analizo treh sirupov smo izbrali metodo ultteditije s
sled€o reakcijo s fenolom ob prisotnosti Zveplove kislira katero smo prav tako potrdili

ponovljivosti ter linearnost metode.

Analizirali smo tri sirupe. Analiza sirupov je pddaa razléne vsebnosti polisaharidov v
posameznih sirupih. Najnizjo vsebnost polisaharidono dol@ili za sirup 3. Nizjo
viskoznost tega sirupa smo opazili ze na oko. Skteplahko, da je sirup 3 vseboval manj
polisaharidov ali pa so bili ti krajSi. NajviSjo etsnost polisaharidov smo deib za sirup

2. Sledniji je bil glede na konsistenco tudi najbasikozen. Sklepamo lahko, da vsebuje

veliko polisaharidov, ki so dolgi in kompleksni.



ABSTRACT

Ribwort plantain and Mallow flower are old medidifarbs, which are used to treat
problems associated with respiratory system, dgesand wound healing. The most
common use is for irritating cough, to treat brahshcold and sore throat. Mucilages are
the main active ingredients in both herbs.

In this work we tried to develop a method for qutative determination of
polysaccharides from herbal syrup, which would gaseeproducible and accurate results.
First, we analyzed the syrup with gravimetric methisolation of the polysaccharides was
made by precipitation with ethanol. Investigatedalgie was made insoluble and
precipitate was weighed after drying. The resultsttese analyzes were similar to
literature data. The second used method was therimatric analysis of isolated
polysaccharides. Isolation of polysaccharides ftbm syrup was made by precipitation
with ethanol and by ultrafiltration. With ultrafiition we prepared a fraction of
polysaccharides, which were larger than 10 kD. ther quantitative determination of
isolated polysaccharides we used the phenol-salfagid method. This method was first
performed in glass tubes and, later in microplatd&e replaced glass tubes with
microplates, because the method in glass tubesotagpeatable. Later we confirmed the
linearity (R= 0,9939) and appropriate repeatability of the phenlfuric acid method in
microplate for research purposes. A standard cwag made with an aqueous solution of
sucrose. The content of polysaccharides was exqesssucrose equivalents. For the final
analysis of three different samples of syrup, wesehultrafiltration method with the
following phenol-sulfuric acid method. The repedigband linearity of overall method

was confirmed with validation of the method.

We analyzed three syrups. The results of the aisalggowed different levels of
polysaccharides in each syrup. The lowest contepblysaccharides was determined in
syrup 3. We observed lower viscosity of the syrupA& can conclude that the syrup 3
contained less or shorter polysaccharides, compasdd the other two samples. The
highest content of polysaccharides was determiméiole syrup 2. This sample was also the
most viscous. We can conclude that this sampleistedls of very long and complex

polysaccharides.



SEZNAM OKRAJSAV

A — absorbanca

A izmerjena— absorbanca izmerjena z namiznim spektrofotonretro

A orena— razlika na namiznem spektofotometru izmerjengsbpine vzorcdN A siepe raztopine
¢ — koncentracija

dH,0O — destilirana voda

EtOH — etanol

FZ-reakcija — reakcija za dokaz saharidov s fendloiveplovo kislino
m — masa

MeOH — metanol

MM — molekulska masa

RSD - relativna standardna deviacija

R? — Pearsonov koeficient korelacije

sd — standardna deviacija

T — temperatura

V koneni — koreni volumen

A — valovna dolzina

Vi



1. UvOD

1.1 OZKOLISTNI TRPOTEC IN GOZDNI SLEZENOVEC

1.1.1 SPLOSNO O OZKOLISTNEM TRPOTCU IN GOZDNEM SLEZENOVCU

1.1.1.1 OZKOLISTNI TRPOTEC

Trpbtec (Plantago) je rod, ki vsebuje okrog 20G wngjhnih rastlin, ki zrastejo od 10-40
cm, nekatere pa tudi do 60 cm v viSino.cMea izmed njih sodi med zdravilna zebs ki
jih, zaradi razSirjenosti teh rastlin, uporabljdjodski zdravilci po vsem svetu (1).
Ozkolistni trpotec Rlantago lanceolatp je rastlina trajnica, ki raste na zapleveljenih
rasti€ih (njive, vrtovi, poti, vinogradi, ledine) in naai&ih (travniki, pasniki, trate)Cas
cvetenja je od aprila do septembra (1, 2). CvetmKolistnega trpotca se nahajajo v
jajéastem ali kratkovaljastem 1-4 cm dolgem in 5-8 mabalem klasu. Prasniki so
belkasti, komaj 5 mm dolgi. Steblo je nekajkratj$kalod socvetja. Listi pa so 10-20 cm
dolgi in 0,7-2 cm Siroki (2). Ozkolistni trpotecikeizuje Slika 1.

1.1.1.2 GOZDNI SLEZENOVEC

Slezenovec (Malva) je rod, ki vsebuje okrog 25-38t vastlin. Rod je razSirjen po
zmernih, subtropskih in tropskih obijiln Afrike, Azije in Evrope (3).
Gozdni slezenovedMalva sylvestriy ki ga prikazuje Slika 2, je rastlina trajnica, j&
najdemo na zapleveljenih rasil§ gozdovih in ledinah. Cveti od maja do septemibra
zraste od 0,4 do 1,2 metra v viSino. Cvetovi seajegd v zalistjih in grozdasto glasastih
ovrSenih socvetjih. Premer cvetov je 3-5 cm in gdnato do svetlo Skrlatnovijéhste
barve. Vegni listi so zmerno globoko izrobljeni, s temnimiatni. Spodniji listi so siasti,

nekoliko krpati, zgornji so 3-7 delni (2).

1.1.2 BOTANI CNA UVRSTITEV

1.1.2.1 OZKOLISTNI TRPOTEC

Preglednicd — Znanstvena klasifikacija ozkolistnega trpotca (1

Kraljestvo Plantae (rastline)

Deblo Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred Magnoliopsida (dvokathice)

Red Lamiales (ustnatevci)

Druzina Plantaginaceae (trpgvke)

Rod Plantago (trpotec)

Vrsta Plantago lanceolatgozkolistni trpotec)

Slika 1: Ozkolistni trpotec (4)



1.1.2.2 GOZDNI SLEZENOVEC

Preglednicdl — Znanstvena klasifikacija gozdnega slezenovca (J

Kraljestvo Plantae (rastline)

Deblo Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred Magnoliopsida (dvokatnice)

Red Malvales (slezenovci)

DruzZina Malvaceae (slezenovke)

Rod Malva (slezenovec)

Vrsta Malva sylvestrifgozdni slezenovec)

Slika 2: Gozdni slezenovec (5)

Preglednica | in Preglednica Il prikazujeta biolo3dasifikacijo ozkolistnega trpotca in
gozdnega slezenovca.

1.1.3 UPORABA

1.1.3.1 OZKOLISTNI TRPOTEC

Ozkolistni trpotec je zdravilna rastlina, katerdigi se predvsem uporabljajo zoper vsa
obolenja dihalnih poti. Uporabljajo se pri tezavahlihali, kot so pomirjanje draZega
kaslja, zdravljenje bronhitisa, prehlada ter pretjin grla in Zrela. Primerni so tudi za
lajSanje suhega kaslja kadilcev¢ibkovine iz listov ustvarijo na sluznici zgornjiteldv
dihalnih poti tanko oblogo, ki joc¢&i pred drazenjem ter tako spit@go in lajSajo kaSel;.
Ker je blag adstringent, se uporablja za celjeajein pri pikih ZuZelk. Uporablja se tudi
pri vnetem sénem mehurju, saj ima zaradi kalija diutet winek. PospesSuje presnovo ter
pomaga tudi pri boleznih zelodca, driski in hemeitai

Posebna previdnost pri uporabi pa se zahteva gateeh zelo obutljivih ljudeh. Pri njih
namré& droga lahko sprozi tezko dihanje, se pravi ravmokar odpravlja. Potrebno je
paziti, da se ne prekaiigo dnevni odmerki. Odsvetuje se noésgEam (6, 7).

1.1.3.2 GOZDNI SLEZENOVEC

Droga (cvet gozdnega slezenovca) se uporablja mpetjifa sluznice ust in Zrela, pri
draz€éem suhem kaslju ter blagih vnetjéinevesne sluznice. Sluzi v obliki pastil blazijo
skelga usta in zZrelo, v obliki mazil pa simekozo ter celijo kozne praske in razpoke (5,
8). Nima nezelenihdinkov in je primerna droga za Siroko uporabo (8).



1.2 OGLJIKOVI HIDRATI

Ogljikovi hidrati so zelo razSirjeni v rastlinskesvetu. K ogljikovim hidratom spadajo
spojine, ki v svoji strukturi vsebujejo kisikovepdikove in ogljikove atome (9).
Osnovna delitev ogljikovih hidratov je (9, 10, 11):
e monosaharidi: splosna formulg(@.0),, so enostavni sladkorji, ki v svoji strukturi
vsebujejo 3 do 9 ogljikovih atomov, najpogoste@i® (glukoza, fruktoza,...);
» disaharidi: dva monosaharida povezana preko glikeziezi (saharoza);
» oligosaharidi: ogljikovi hidrati, sestavljeni iz oteh do deset monosaharidov,
povezanih med seboj z glikozidno vezjo;
» polisaharidi: sestavljeni sladkorji iz &é&ot 10 monosaharidov (Skrob, celuloza..),

torej gre za polimere monosaharidov, ki so povezaiikozidnimi vezmi.

Kemi¢ne lastnosti saharidov se razlikujejo glede na ilstekidroksilnih skupin in
prisotnost ali odsotnost -CHO / = CO skupin. Telikezso podlaga za dokazovanje

saharidov z barvnimi reakcijami (9).

1.3 POLISAHARIDI

Polisaharidi, imenovani tudi glikani, so visokomalérni polimeri, ki nastanejo s
kondenzacijo velikega Stevila monosaharidov. Pogamenonosaharidne enote so med
seboj povezane z glikozidno vezjo. S tem ko se rsamaridne enote zdruzujejo vy
molekulo, prihaja do izgubljanja prvotnih lastnogtolisaharida (topnost, sposobnost
redukcije, sladek okus...). Polisaharidi so naravioéekule, ki v Zivih organizmih skrbijo
za Stevilne vitalne funkcije. So vir oz. rezervamgie (Skrob, glikogen), ogrodni material
(celuloza, hitin), &tijo tkiva pred dehidracijo zaradi njihovih hidipfih lastnosti ali pa
substance, ki jih izdelajo organizmi z namenom witr@ pred drugimi organizmi (npr.

celicne stene mikroorganizmov) (9).

1.3.1 DELITEV POLISAHARIDOV
1. GLEDE NA MONOSAHARIDNE ENOTE, KI SESTAVLJAJO POSAHARIDE:
a. HOMOGENI POLISAHARIDI - Ti so sestavljeni iz veliga Stevila enakih
monosaharidnih enot.
b. HETEROGENI POLISAHARIDI - Polisaharidi, kjer so zlilgpzidno vezjo

povezane razline monosaharidne enote.



2. GLEDE NA OBLIKO:
a. LINEARNI POLISAHARIDI
b. RAZVEJANI POLISAHARIDI (9)

1.3.2 HETEROGENI POLISAHARIDI IZ VISJIH RASTLIN

Heterogene polisaharide sestavljac veazlicnih monosaharidov. O&ajno gre za
kompleksne zmesi ¥erazlicnih heterogenih polisaharidov. Mednje se uas sluzi,
gumiji in pektini. Heteropolisaharidi so polisaldite makromolekule, ki z vodo dajejo
koloidne raztopine (sole ali gele)cakih jih je tezko l&iti od ostalih polisaharidov.

Sluzi so normalno prisotne v rastlini kot sestavinacoh sten, rezervna hrana ali kot
poma: za vezanje vode. Kemijsko so bolj enotne sestavéstejSe kot gumiji. Z vodo
dajejo nelepljive sluzave raztopine.dimo nevtralne sluzi, kamor spadajo polisaharidi, ki
S0 sestavljeni iz manoznih enot in kisle sluzid8je sluzi vsebujeta tudi ozkolistni trpotec
in gozdni slezenovec (9).

Pektini so galakturonani in so sestavni del osnovne lameleE in medcelinine pri
rastlinah (9). Osnovna veriga pektina je prikazaa&liki 6.

Gumiji so rastlinski polisaharidni eksudati, na zraku sselijo. Ve&inoma nastajajo
patolosko ob poSkodbi in vsebujejo velikoc¢iséot (Skrob, beljakovine, tanine, dele
rastlin). So zelo kompleksne molekule. Primeri sabaki gumi, tragakant, ksantanski

gumi, guar gumi,... (9)

1.3.3 POLISAHARIDI IN OSTALE AKTIVNE SPOJINE V OZKOLISTNE M
TRPOTCU IN GOZDNEM SLEZENOVCU

1.3.3.1 OZKOLISTNI TRPOTEC
e iridoidi (aukubin [0,3-2,5 %] (Slika 3), katapol [0,3-2,1 ,%ésperulozid,
verbaskozid [do 9 %] (Slika 4))
» flavonoidi

+ fenolne kisline

» sluzi (polisaharidnega hidrokoloida je v listih do prilo 0,8 %). Sluzi so pretezno
iz D-galaktoze (28 %), L-arabinoze (20 %), D-glu&ds %), L-ramnoze (4 %), D-
manoze (2 %), manjSih keéin L-fukoze in D-ksiloze ter vsebujejo priblizno 40
uronskih kislin (9, 12, 13).



ramnoza

Slika 3: Aukubin Slika 4: Verbaskozid

1.3.3.2 GOZDNI SLEZENOVEC
Aktivne komponente rastlinske vrste najdemo vHistivetovih in koreninah (9, 14, 15). Te

so:
» flavonoidi — Osnovna struktura flavonoidov je prikazana nii Sl

+ fenolne kisline

* lanini

» eteri¢na olja

* antocianini

e sluzi (v cvetovih 3,8-7,3 % sluzi). Sluzi so strukturpodobne polisaharidom v
pektinu in sicer ramnogalakturonska veriga, narkat® pripete uronske kisline
(Slika 6). Te sluzi so v listih gozdnega slezenodchro poznane. Slabo poznana pa
je sestava sluzi v cvetovih gozdnega slezenoveai Skstavljajo D-galaktoza, D-
galakturonska kislina, D-glukuronska kislina, L-mamza, fruktoza, glukoza,

trehaloza, ksiloza, manoza, fukoza, sukroza, acabin.. (15)
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Slika 5: Osnovna struktura flavonoidov Slika 6: Osnovna veriga pektina
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1.3.4 IZOLACIJA POLISAHARIDOV
Polisaharidi se lahko raztapljajo v vodi, v priszti mineralnih kislin (pri ekstrakciji
pektina) ali soli (ogljikovi hidrati iz alg). Za é&tev polisaharidov od ostalih
nizkomolekularnin  molekul in soli, lahko uporabimdializo, gelsko filtracijo,
ekstrakcijo ali ultrafiltracijo. Za izolacijo lahkaporabimo tudi naslednje tehnike:

- Obarjalne metode (s spreminjanjem pH medija, z @ogiam topil, ki se ne mesajo,

z dodatkom sali...)
- Kromatografske tehnike
- Specifene tehnike (za polisaharide s strukturnimi posetmis

Cis¢enju sledijo metode za dalanje kemijskih in fizikalnih lastnosti polisahari¢®).

1.3.4.1 FILTRACIJA

Filtracija je postopek kevanja tekeéine in trdne snovi, suspendirane v njej, pri katere
tekatina prehaja skozi medij (filter), ki je nepropustea trdno snov. Sila, ki poganja
filtracijski proces, je lahko posledica razliketmkov, gravitacije ali centrifugalnega polja.
Velikost delcev trdnine, ki jih filter zadrzi, jedgisna od velikosti odprtin v njem. Slika 7

prikazuje razdelitev filtracij glede na velikostrpomembrani (filtru) (16, 17).

FILTRACIJA
|
[ 1 | 1
NANOFILTRACIJA REVERZNA
MIKROFILTRACIJA ULTRAFILTRACIJA OSMOZA
| velikost por | | | .
1-100 nm velikost por
. za velikost
velikost koncentriranje bor za S ) 2
por peptidov, 0.1-1 nm korllclc(enltrirﬁl/ln,\j/le koncentriranje
i ’ molekul z molekul z
0,1-10 sat]arldo.v, med 100 in majhno MM in
um locevanje 3000 Da cis¢enje vode
petidov,
saharidov

Slika 7: Vrste filtracij glede na velikost por \tfu
a) ULTRAFILTRACIJA
Ultrafiltracija je proces léevanja zelo majhnih molekul iz raztopin. Prvi kiitga uspesno

locevanje je velikost molekul. Z ultrafiltracijo lahkto¢ujemo le molekule, ki se
razlikujejo v redu velikosti, ne pa tistih, ki sop® velikosti podobne (17). Ultrafiltracijske



membrane imajo sposobnost zadrzevanja molekul dd 1000 kDa, medtem ko soli in

topilo lahko enostavno prehajajo skozi pore v membrMembrane so narejene iz

razlicnin materialov in primerne za Sirok spekter aplikdd6). Izbira membrane za

ultrafiltracijo je odvisna od lastnosti proteina pblisaharida, ki ga Zelimo izolirati iz

analizirane raztopine. Ultrafiltracija se uporaldmlaievanje proteinov in polisaharidov z

razlicno molekulsko maso (MM), medtem ko manjSe molekkt#, so soli, sladkorji in

man;jSi peptidi, prehajajo v permeat (16, 17).

1.3.5 METODE DOLO CANJA POLISAHARIDOV

Metode, s katerimi lahko datlamo saharide so naslednje (11, 18, 19, 20):

Kemi¢ne metode temeljijo na redukcijskin sposobnostih ré&mih sladkorjev
(Reagenti: pikrinska kislina, Tollensov reagent4-8initrobenzojsko kislino, 3,5-
dinitrosalicilno kislino, o-dinitrobenzenom,...).

Kolorimetri éne metode temeljijo na barvnih reakcijah dalanja reducirajéih
sladkorjev, polisaharidov ali celokupnih ogljikoviidratov v vzorcu za analizo.
Gravimetri ¢ne metodetemeljijo na selektivnem izt@nju analita iz vzorca, ki ga po
suSenju tehtamo.

Volumetriéne metode Z reagenti, kot so cerijev sulfat, bakrov sulfat, rijex
hipojodid, lahko dokazujemo prisotnost ze majhndlidin reducirajéih sladkorjev.
Analize s temi reagenti so zahtevt@sovno potratne in ¢htljive na pogoje izvajanja.
Refraktometri ¢na metoda— z njo doléamo vrste in koncentracije (c) sladkorjev.
Odvisna je od temperature (T) in valovne dolzikes{etlobe.

Polarimetri ¢éna metoda s katero se dota ¢istota in koncentracija raztopin ofio
aktivnih snovi.

Kromatografske metode temeljijo na doléanju vrste ter stopnje polimerizacije
ogljikovih  hidratov  (tekdinska kromatografija visoke d&givosti, plinska
kromatografija...).

Nuklearna magnetna resonancas katero se dotajo strukture saharidov, mesta
glikozidnih vezi in sestave monosaharidov v poleani molekuli.

Senzorina analiza s katero se analizira intenzivnost sladkega akusa



1.3.6 KOLORIMETRI CNE METODE DOLO CANJA SAHARIDOV

Kolorimetrija je tehnika, s katero da@lamo koncentracijo (c) obarvanih komponent v
raztopini (21). Kolorimettine metode torej temeljijo na ketni reakciji analizirane
komponente do nastanka obarvanega produkta, kg Ispektrofotometmo dola&imo.
Izmerjeni absorbanca (A) ali transmitanca pa staktho povezani s kd@iino v reakciji
prisotnega analita, ki ga na tacmalahko kvantitativno ovrednotimo.

Osnovni reagenti, ki se uporabljajo:

» l-naftol v kislem mediju — za dalanje na sploSno vseh ogljikovih hidratov;

* benzidin v kislem mediju — za d@lanje pentoz in uronskih kislin;

e naftoresorcinol v_kislem mediju — za uronske kisji

* resorcinol, naftoresorcinol, resorcinol-disulfon$kslina v kislem mediju - za ketone;

* antron v kislem mediju - uporaba predvsem za amaliandardnih raztopin sladkorjev

in ne za analizo sladkorjev, ki so biliceni s kromatografskimi metodami. Ostanki
topil, ki so bili uporabljeni pri kromatografiji marec zelo motijo analizo;

» fenol ob prisotnosti koncentrirane$o,.

Osnova metod je, da polisaharide v kislem medigrdiiziramo do monosaharidov. V
mocno kislem mediju pride do dehidrirane oblike slagiko nastane t.i. hidroksimetil
furfural (Slika 8). Z dodatkom posameznih reagentoastane intenziven obarvan
kompleks, ki ima absorbcijski maksimum pri d&ai A, ki ga lahko izmerimo s
spektrofotometrom (18, 20, 21).

1.3.7 DOLOCANJE SAHARIDOV S FENOLOM IN ZVEPLOVO KISLINO

Dolo¢anje saharidov s fenolom ob prisotnosti Zveplovelingé (FZ-reakcija) je
kolorimetricna metoda za kvantitativno in kvalitativno dédoje polisaharidov. Temelji na
reakciji saharidov s fenolom v o kislem mediju. Vrstni red dodajanja reagentov k
raztopini saharidov je lahko rastin. Nekateri avtorji trdijo, da je za maksimalno
absorbanco nastalega kompleksa pomembno k raztopmorca najprej dodati
koncentrirano HSQO, in Sele na to 5 % vodno raztopino fenola (22),gdzagovarjajo
obratni vrstni red dodatka reagentov vzorcu, toegprej 5 % vodna raztopina fenola in
Sele na to 96 % O, (18, 23, 24). Po dodatku obeh reagentov pa v gbeherih
nastanejo stabilni obarvani produkti, ki jin lahg&pektrofotomettino dolaiimo pri A 492
nm. Kolicino sladkorja nato dotomo iz umeritvene krivulje, ki smo jo predhodno
pripravili za izbrani sladkor. Natanost metode se ocenjuje na + 2 % (20). Polisahaade



lahko tudi kvalitativno doléimo. Vidna je rumeno-rjava barva raztopine, ki aast po
dodatku vseh reagentov. Metoda sicer ni spgwfi saj z vsemi saharidi dobimo obarvan
produkt. Je pa enostavna za d@algje majhnih koliin sladkorjev, njihovih metiliranih
derivatov, oligosaharidov in polisaharidov (18).gBsto se uporablja, saj je enostavna,
hitra in daje ponovljive rezultate, uporabljenageta pa sta poceni in stabilna. Sladkorje
in polisaharide lahko dot@amo tudi ob prisotnosti soli, proteinskih ostankpd. S to

metodo lahko dokamo tako reduciraje kot tudi nereducirage sladkorje (18, 20).

O\\(l:/H
H——OH fenolni
I i 7 : reagent obarvan
—c— — /
H—G¢—0H 3H0+ HOCH; € orodukt
H—C—OH
H_(|:_OH H
H
glukoze 5-hidroksimetil furfural

Slika 8: Shematski prikaz reakcije saharida s femobb prisotnosti Zveplove kisline

1.3.8 GRAVIMETRI ¢NO DOLOCANJE POLISAHARIDOV

GravimetrEna analiza je ena izmed najbol¢meh in natainih metod makro kvantitativne
analize. Osnova gravimaine metode je, da analit, ki ga d&mo, izl@imo iz vzorca
(raztopine) in ga stehtamo. To lahko naredimo sgégmmobarjalnega reagenta (npr. EtOH
razlicnih koncentracij). Taki metodi &&mo gravimettina obarjalna metoda. Na tacima
torej analit selektivno izkdmo v obliki netopne oborine in ga po suSenju tetfdaMetoda
(25, 26).

Obarjalna metoda se uporablja z&eeanje proteinov in saharidov od drugih komponent v
procesni tekdini, s spreminjanjem fizikalno-kemijskega okoljaH(pvrsta topila, ionska

moc, vrsta ionov) pa vplivamo na topnost proteinogamaridov.



2. NAMEN DELA

V okviru diplomske naloge bomo poiskali, optimiradi validirali metode za ugotavljanje
vsebnosti polisaharidov v sirupih z izéke zdravilnih rastlin s sluzmi. V predstopnji bomo
najprej izolirali polisaharide od ostalih monosatiav, disaharidov in oligosaharidov v
sirupu, nato pa jih bomo kvantitativno déilo

Za izolacijo polisaharidov bomo preizkusili oban@almetodo s primerno koncentracijo (70
%, 80 %, 90 %) ustreznega alkohola (MeOH, EtOH). fdan&in bomo oborili
polisaharide, ostali sladkorji pa bodo ostali vtogmi. Za la&bo polisaharidov od ostalih
sladkorjev bomo uporabili tudi metodo ultrafiltrgciS to metodo bomo s poxijo epruvet
za ultrafiltracijo, ki vsebujejo celulozno membramovelikostjo por 10 kD, pripravili
frakcije polisaharidov, ki bodo torej &eod 10 kD. Po izolaciji polisaharidov iz sirupa p
bomo bodisi gravimettho ali spektrofotomettho dolaili vsebnost izoliranih
polisaharidov. Gravimetfha analiza bo potekalo tako, da bomo izoliranespbliride
posuSili do suhega in nato stehtali dobljeno olmorispektrofotomettha analiza
polisaharidov pa bo temeljila na kolorimétn reakciji s fenolom in zveplovo kislino. Ker
ta reakcija ni specifna, bo Se posebej pomembno, da iz vzorca odstramsmarisotno
saharozo.

Namen naloge bo torej razviti metodo, ki bo dajéilm bolj pravilne in ponovljive
rezultate. Doko&no optimizirano in validirano metodo bomo nato gl za analizo treh

sirupov.
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3. MATERIALI IN METODE

Delo je potekalo v laboratoriju na Katedri za faoeetsko biologijo Fakultete za

farmacijo, Univerze v Ljubljani.

3.1 MATERIALI

3.1.1 VZORCI

Pri optimizaciji in validaciji uporabljenih metodn® uporabili sirup, kupljen v lekarni.

Sirup je vseboval teko ekstrakt zmesi lista ozkolistnega trpotca in aveipzdnega

slezenovca. Za pripravo sirupa so uporabili vodd kkstrakcijsko topilo. Dodane
pomozne snovi pa so bile askorbinska kislina, setesater metilparahidroksibenzoat. Pri
analizi vzorcev s kafmo optimizirano in validirano metodo ultrafiltragijn sledéo FZ-

reakcijo, smo analizirali tri razlhe vzorce sirupa.

3.1.2 REAGENTI

fenol SIGMA-ALDRICH, USA
pektin zbirka Fakultete za farmacijo
arabski gumi Merck, Nengija

95-97 % HSO, (Preglednica X) Merck, Nengija

95-97 % HSO, Fluka, Francija

saharoza (GH2.011, M = 342,99 g/mol) | Merck, Nentija

96 % rafinirani etanol (EtOH) ECP, d.o.o, Slovenija
Metanol (MeOH) Fluka, Francija

Glukoza, brezvodna Fluka, Francija

Natrijev hidroksid - NaOH Merck, Nengija

3.1.3 PRIPRAVA RAZTOPINE SAHAROZE V dH ,0 (PLACEBO)
5 ml sirupa je vseboval 4 g saharoze. Za pripra@an? raztopine saharoze v destilirani

vodi (dHO), smo natehtali 16 g saharoze in dopolnili z@io 20 ml.

3.1.4 PRIPRAVA 5% RAZTOPINE FENOLA YV dH ,0
Pripravili smo ga tako, da smo natehtali 5 g raliestega fenola in ga raztopili v 95 ml

dH,0. Vse skupaj smo dobro premesali.

3.1.5 PRIPRAVA 80 % EtOH
Iz 96 % rafiniranega EtOH in ¢i@ smo pripravili 80 % EtOH (27).
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3.1.6 APARATURE IN LABORATORIJSKA OPREMA

precizna tehtnica — za kromatografske
standardne

Mettler Toledo (Svica)

analizna tehtnica

Kern ALS 120-4 Kern&Sohn GmBH
Belingen, (Neniija)

centrifuga centric 400 R

Tehnica (Zelezniki, Slovenija)

ultrazvatna kopel

Bandelin Sonorex Digitec (Berlin, Néija)

namizni spektrofotometer

Perkin Elmer, Lambda Bio (UK)

spektrofotometer Tecan Genious

Tecan (Svica)

hladilnik

Gorenje (Velenje, Slovenija)

vibracijsko meSalo: Vibromix 10

Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

stresalnik, tip: Vibromix 40

Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

rotavapor

Biichi rotavapor R-200 (Svica)

rotavapor

Biichi rotavapor R-114 (Svica)

enokanalne pipete

Bohit (Finska)

multikanalne pipete Biohit (Finska)
mini centrifuga LMS Harmony (Japonska)
nastavki za pipete Eppendorf (Nertija)

mikrotitrske ploge s 96 vdolbinicami

Applied Biosystem (ZDA)

elektricni grelec

Koncar (Hrvaska)

15 ml plasténe epruvete TPP (Svica)
50 ml plasténe epruvete TPP (Svica)
0,5 ml, 1,5 ml in 2 ml plasthe epruvete| Eppendorf (Nertija)

parafilm

Pechiney plastic Packaging Company (ZDA

15 ml plasttne epruvete za ultrafiltracij

Millipore (ZDA)

3.2 METODE

Vse metode, ki smo jih tekom dela uporabljali, s&gzane na Sliki 9.

SIRUP

GRAVIMETRI ¢NA ’

ANALIZA POLISAHARIDOV

M

l OBARJANJE

KOLORIMETRI CNA I ’
ANALIZA POLISAHARIDOV

H

PREDSTOPNJA

IZOLACIJA
POLISAHARIDOV

| SUSENJE

u ULTRAFILTRACIJA
TEHTANJE -L r
SSS'SRLEE H LSTOPNJA
SPEKTROFOTOMETRINO

DOLOCANJE POLISAHARIDOV
|

H

-V STEKLENIH EPRUVETAH

PO OBARJANJU SMO FZ-REAKCIJO NAREDILI H
-V MIKROTITRSKIH PLOSCICAH

PO ULTRAFILTRACIJI SMO FZ-
REAKCIJO NAREDILI V
MIKROTITRSKIH PLOSCICAH

Slika 9: Shematski prikaz uporabljenih metod
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3.2.1 GRAVIMETRIJA
Osnova gravimetrije je, da analit iZlmo iz vzorca ter ga stehtamo. V naSem primeru smo
Zeleli polisaharide iz sirupa diti z obarjalno metodo z EtOH. Preiskovani anaiios

dobili v obliki netopne oborine, ki smo jo po sufestehtali.

3.2.1.1 OSNOVNI POSTOPEK

V 15 ml ali 50 ml plastine epruvete, ki smo jih predhodno stehtali, smapetjpali sirup,
96 % EtOH, s katerim smo zeleli oboriti polisaharich dHO v razlenih razmerjih.
Vsebino smo dobro pretresli. Nato smo epruvete \dakntrifugo in centrifugirali 10 min
pri 7500 x g in 21 °C. Po preteku 10 min smo odiilpernatant od nastale oborine ter
dopolnili epruvete do ozanke 15 ml ali 50 ml z 8CE%»H. Vsebino smo ponovno dobro
premesSali. Namen dodatka 80 % EtOH je bil, da tastborino dobro speremo ter na ta
nain locimo polisaharide od ostalih komponent vzorca, lkoigistote, monosaharidi,
disaharidi in oligosaharidi. Ponovno smo centrifatjiepruvete 10 min pri 7500 x g in 21
°C. Pri nekaterih poskusih smo izvedli Se dodapitagsje z 80 % EtOH. Sledilo je odlitje
supernatanta ter suSenje kna oborine na rotavaporju do konstantne mase pgadjipo
temperatura (T) 40 °C in ¢etni tlak (p) 601 mbar, ki smo ga qasi znizevali preko
vrednosti 175 mbar, kjer je vralss za EtOH in 72 mbar, kjer je vrel&vode do O mbar.
Na ta n&in smo iz oborine odstranili ves preostanek topRastopek smo kaali s
tehtanjem oborine v epruvetah. 1z razlike mas atehtpolnih in praznih epruvet, smo

dobili maso nastale oborine, ki je predstavljalarpme polisaharide.

3.2.1.2 OPTIMIRANI (KON CNI) POSTOPEK

V 50 ml plasténe epruvete, ki smo jih predhodno stehtali, smapetpali 3 ml, 5 ml, 7

ml, 9 ml in 10 ml sirupa ali placeba (vsak vzoresvejo epruveto). K3 ml, 5 ml, 7 mlin 9
ml vzorca smo dodali 5 ml di&, k 10 ml vzorca pa di nismo dodali. Nato smo vse
epruvete dopolnili z 96 % EtOH do 50 ml. Vsebineuept smo dobro premesali. Z
namenom pou&anja nataénosti in t&nosti metode, smo epruvete najprej postavili za eno
uro v hladilnik pri 4 °C, Sele na to pa smo jih edagirali 10 min pri 7500 x g in 21 °C.
Po preteku 10 min smo odlili supernatant od nastat@ine ter oborini dodali 50 ml 80 %
EtOH. Vsebino smo dobro pretresli. Ponovno smorifagtrali epruvete 10 min pri 7500

x g in 21 °C. Sledilo je odlitie supernatanta, 8eatno spiranje oborine z 80 % EtOH ter

centrifugiranje. Po odlitju supernatanta smo mogéberine iz 50 ml plastnih epruvet
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prenesli v 15 ml plasthe epruvete. SuSenje in tehtanje oborine je patekahko kot je to
opisano pod osnovnim postopkom gravimetij2.1.1

3.2.2 KOLORIMETRI CNA ANALIZA

3.2.2.1 PREDSTOPNJA

Za dolaitev vsebnosti polisaharidov v sirupu smo moralitde najprej I@iti od
oligosaharidov, disaharidov in monosaharidov in taa na&in pripraviti vzorec za
kvantitativno ovrednotenje vsebnosti polisaharidowzorcu. To smo naredili na dva

natina in sicer z obarjalno metodo in z ultrafiltra&p metodo.

a) IZOLACIJA POLISAHARIDOV IZ SIRUPA Z OBARJANJEM

KONCNI POSTOPEK:

V prazne 15 ml plasthe epruvete smo odpipetirali 1 ml vzorca (sirupglaiceba), dodali

1 ml dH,O ter dopolnili z 96 % EtOH do 10 ml. Vsebino smubrb pretresli. Delo smo
nadaljevali tako, da smo epruvete dali v centrifzgol0 min na 7500 x g in 21 °C. Po
koncanem centrifugiranju smo od nastalih oborin odiilpernatant ter oborine sprali z 10
ml 80 % EtOH. Za spiranje smo se adliozato, ker 80 % EtOH polisaharidov ne
raztaplja, raztaplja pa vse saharide z manjSo gigpolimerizacije, ki se jih na ta tia
znebimo in prepr@mo, da bi motile doléanje vsebnosti polisaharidov s FZ-reakcijo (23,
28). Epruvete z raztopinami smo dobro pretreshato ponovno dali v centrifugo za 10
min na 7500 x g in 21 °C. Po centrifugiranju smdliosupernatant, tako da nam je ostala
na dnu epruvete le oborina. Nastalim oborinam smdall 10 ml dHO in epruvete
postavili v ultrazvéno kadéko za 5 min z namenom popolnoma raztopiti nastatgine.
Po ponovnem centrifugiranju (10 min, 7500 x g, €) Smo odpipetirali 1 ml supernatanta
v 10 ml plasttno epruveto ter dopolnili do oznake 10 ml z,@8H Tako smo pripravili
takSno koncentracijo saharidov, ki bi dajala barveakcijo z absorbanco, primerno za
merjenje na spektrofotometru. Od tako pripravljeaetopine smo odpipetirali vzorce za
dolotitev vsebnosti polisaharidov za izvedbo FZ-reakaijesteklenih epruvetah ali v
mikrotitrski ploici.

b) PRIPRAVA FRAKCIJE POLISAHARIDOV Z ULTRAFILTRACIJO
Za lacbo polisaharidov od ostalih komponent v sirupu smagprej delali v epruvetah za

ultrafiltracijo, ki je vsebovala celulozno membranwelikostjo por 3 kD. Ker pa je bilo
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delo s temi epruvetami precej zamudno, saj so mitdgkaasneje prehajale preko manjsih
por, smo se odtdli za prehod na epruvete za ultrafiltracijo, kidjo velikost por v
membrani 10 kD. Na ta tiem smo v frakciji po koncu spiranja raztopine vzo(sirupa ali
placeba) z dkD dobili polisaharide, katerih velikost je bilacye od 10 kD.

KONCNI POSTOPEK:

Vzeli smo plastine epruvete za ultrafiltracijo, z velikostjo pomembrani 10 kD (Slika
10). V posamezen nastavek 15 ml epruvete smo dihgipel ml vzorca (sirupa ali
placeba) ter si natano zabelezili maso odpipetiranega vzorca. K vzamo dodali 3 ml
dH,O ter s pipeto trikrat dobro premesali raztopinedio je centrifugiranje pri 7500 x g
in 21 °C toliko¢asa, da smo dobili kéni volumen (Vioreni) priblizno 0,5 ml. Nato smo
ponovno odpipetirali 1 ml vzorca v posamezen naitapruvete ter si natéamo zabelezili
odpipetirano maso ter nato dodali Se 2,5 mp@HV vsak nastavek epruvete smo torej
odpipetirali v dveh stopnjah po priblizno 2 mict® natehtanega vzorca. Zopet smo
raztopine v posameznih nastavkih epruvet dobro e$ain s pipeto, nato pa epruvete
centrifugirali pri 7500 x g in 21 °C tolikéasa, da smo dobili Vonni priblizno 0,5 ml. Vse
raztopine vzorcev smo nato sprali desetkrat s 8#h0. Priblizno 0,5 ml raztopine, ki je
ostala v nastavku po desetem spiranju v 15 ml epiraa ultrafiltracijo, smo prenesliv 1,5
ml plastEno epruveto ter nat&no stehtali maso prenesene raztopine. Od takogptjpne
raztopine smo odpipetirali 100 pl vzorca v 0,5 fdsgcno epruveto ter dodali 100 pl
dH,O (dvakratna retitev). Vsebino 0,5 ml plasthe epruvete smo dobro premesali na
vibracijskem mesalniku. Od tako pripravljene ramepsmo odpipetirali vzorce po 50 pl

za izvedbo FZ-reakcije v mikrotitrskih pkigah.

Nastavek v epruveti, ki vsebuje membrano s porami
(filter), preko katere Zelimo koncentrirati vzorec
(sirup ali placebo).

15 ml plasttna epruveta za ultrafiltracijo.

Slika 10: Plastina epruveta za ultrafiltracijo z volumnom 15 ml
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3.2.2.2 KVANTITATIVNA DOLO CITEV POLISAHARIDOV V VZORCU

Vsebnost izoliranih polisaharidov v vzorcu smo ddlos FZ-reakcijo. Najprej je delo
potekalo v steklenih epruvetah (24). Zaradi nepgivosti dobljenih rezultatov smo delo
nadaljevali s kvantitativnim dobanjem polisaharidov v mikrotitrskih pléigah (22). S
tem smo poleg boljSe ponovljivosti rezultatov ddisegli vecjo avtomatizacijo postopka,
saj smo izmerili absorbance s TECAN spektrofotoometve vzorcem hkrati, ki so bili
pripravljeni v enakih razmerah. Ostale prednostbsde, da smo analizirali wevzorcev
isto¢asno na eni mikrotitrski ploii ter tako skrajSaléas analiziranja, delo je potekalo z

manjSimi koltinami vzorca in izvedba je bila enostavnejsa.

a) POSTOPEK DOL@ANJA VSEBNOSTI POLISAHARIDOV V STEKLENIH
EPRUVETAH
Osnovni predpis za metodo ddémja vsebnosti polisaharidov smo povzelicganku (24)

in ga modificirali. Spremenili smo temperaturo (Ppji kateri smo inkubirali raztopine v
steklenih epruvetah po dodatku vseh reagentov. B@mekubacije pri sobni T smo se
odIccili za inkubacijo pri 70 °C. Na ta g naj bi izboljSali ponovljivost metode (23, 24).
V stekleni epruveti smo zmesali:

* 0,5 ml raztopine saharidov,

* 0,5 ml5 % vodne raztopine fenola.
Nato smo s pomijo steklene pipete z batom zelo hitro (1-2 s) diod& ml 96 % HSO,.
Razvila se je oranzno-rumena barva, ki jecdna za reakcijo fenola s pentozami in
heksozami v m&éno kislem mediju. Zmes smo dobro premesSali in stekl epruvete,
pokrite s parafilmom, inkubirali v vodni kopeli enwo pri 70 °C. Po preteku tegasa
smo raztopinam v epruvetah izmerili absorbancoarmaimnem spektrofotometru pri490
nm. Pripravili smo tudi negativni kontrolni vzoreg&jer smo raztopino sladkorjev

zamenijali z dKHD.

POTEK MERJENJA ABSORBANCE NA NAMIZNEM SPEKTROFOTOMRU

Po vklopu spektrofotometra smo nastakid92 nm. To je tista valovna dolzina, pri kateri
so absorbirali obarvani produkti, ki so nastali gmlatku 5 % vodne raztopine fenola v
mocno kislem mediju. Pri te) smo najprej izmerili absorbanco slepe raztopih®&Q@) in s
tem nastavili absorbanco refeteega vzorca na vrednostcéniNato smo izmerili
absorbanco nasSih vzorcev. Posebej smo bili previtlnismo med posameznimi merjen;i

kiveto trikrat sprali z dkD in da je bila zunanja povrSina kivete vedno suohasta, preden
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smo izvedeli meritev. V ta namen smo kiveto s pegio briséo dobro obrisali, saj bi

umazana kiveta lahko motila samo meritev.

b) POSTOPEK  DOL@ANJA  VSEBNOSTI  POLISAHARIDOV V
MIKROTITRSKIH PLOSCICAH
Osnovni predpis za metodo d&émja vsebnosti polisaharidov smo povzelifamku (22).

V vdolbinice mikrotitrske plo& smo zmesali:

* 50 ul raztopine polisaharidov v d@;

* 150 pl koncentrirane $$0;;
- 15 min smo stresali pri sobni T ha namiznem atrelsu;
- nato smo dodali 30 pl 5 % fenola v 4
- sledila je inkubacija mikrotitrske pléige 5 min pri 90 °C v vodni kopeli;
- nato smo plaSco ohladili na sobno T, pri tem se je plm& tudi osusila;
- nato smo izmerili absorbance na spektrofotom&&CAN (Slika 11), prix 492 nm. Za
zagotovitev konstantnosti pogojev pri izvedbi regkemo ob dodatku 96 %80, ali 5
% vodne raztopine fenola premesali raztopine tadkm,smo z multikanalno pipeto
raztopino trikrat potegnili v nastavek pipete inzapven v vdolbinice mikrotitrske
ploXice. Kot rezultat smo podali vsebnost saharidogzen glede na saharozo, za katero
smo naredili umeritveno krivuljo (Graf 3 — Pogla¥je.2.]. Vsak vzorec smo analizirali

vzporedno v petih vdolbinicah mikrotitrske pta in izra&unali povpreéje meritev.

POTEK MERJENJA ABSORBANCE NA TECAN SPEKTROFOTOMETRU

Najprej smo vklopili TECAN spektrofotometer in¢taalnik, ki je z njim povezan. Nato
smo v odprtino spektrofotometra polozili mikrotkes ploXo z vzorci ter jo zaprli.
Nastavili smo pogoje merjenja in sicer: 5 s inkujga® s stresanja, 2 s mirovanja @es
desetkratna meritev absorbance vzorcem g82 nm v posamezni vdolbinici mikrotitrske

ploZice. V nadaljevanju smo rezultate prenesli v Miofogxcel ter jih analizirali.

Slika 11: TECAN spektrofotometer
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 GRAVIMETRIJA

.  OSNOVNI POSTOPEK
GravimetrEni postopek analize sirupa smacek tako, da smo v 10 plastiih epruvet z
volumnom 15 ml, ki smo jih predhodno stehtali, quigpirali 1 ml sirupa ali 1 ml placeba,
dodali bodisi 0 ml, 1 ml, 2 ml, 3 ml, ali 4 ml d@ ter dopolnili z 96 % EtOH do 10 ml.
Delo je potekalo po postopku opisanem [a.1.1.1z razlike mas stehtanih polnih in

praznih epruvet, smo dobili maso nastale oborine.

1. EPRUVETA
1 ml sirupa ali 1 ml placeba
9 ml 96 % EtOH
148,2mg 0 ml dHO
m 1.epruveta 2 .EPRUVETA
W 2.epruveta 1 ml sirupa ali 1 ml placeba
3.epruveta 8 ml 96 % EtOH
W 4.epruveta 1 ml dH,0
5.epruveta 3. EPRUVETA
1 ml sirupa ali 1 ml placeba
7 ml 96 % EtOH
2 ml dH,0
4. EPRUVETA
4,5mg 3,7mg 4,3mg 1 6mg 3,3mg 2,1mg 0,5mg Omg 1 ml sirupa ali 1 ml placeba
-0,2mg 6 ml 96 % EtOH
3 mldHO
epruvete s sirupom epruvete s placebom 5. EPRUVETA

1 ml sirupa ali 1 ml placeba
5 ml 96 % EtOH
4 ml dHO

Slika 12: Prikaz mase nastalih oborin po osnovnestqpku gravimetrije

Masa oborine v prvi epruveti, kamor smo odpipsititainl sirupa in 9 ml 96 % EtOH, je
bila 148,2 mg (Slika 12). Ta rezultat je previssgj je glede na znane podatke nentego
da bi sirup vseboval toliko polisaharidov. V 1 ritupa se nahaja 50 mg lista ozkolistnega
trpotca in 50 mg cveta gozdnega slezenovca. Gladigenaturne podatke o vsebnosti sluzi
v drogah smo izkanali teorettno kolicino sluzi, ki je 3,2 mg, prisotne v 1 ml sirupa
(Preglednica XXII v Prilogi). Torej je nemog®, da bi zgornja dobljena masa 148,2 mg,
predstavljala le Zeljene oborjene polisaharide oWzra tako visok rezultat bi lahko bili:

- Kemijsko vezana voda, ki je z rotavaporjem v uaku nismo mogli odstraniti.

- V stopnji spiranja nastale oborine z 80 % EtOHnsEMo znebili vseh resto in
nizkomolekularnih snovi (predvsem saharoze) injtostalo oborino poleg oborjenih
polisaharidov predstavljajo tudi druge komponeatsiiupa, ki so se prav tako oborile.

- Vezanje vlage na posuseno oborino. Ta razloggej werjeten, saj bi se moral vezati na
oborino zelo velik del vlage iz zraka.

18



4.1.1 OPTIMIZACIJA METODE GRAVIMETRIJE

4.1.1.1 PRVA MODIFIKACIJA OSNOVNEGA POSTOPKA

Osnovnemu postopkut(l.1) smo pred prvim centrifugiranjem uvedli dodatnirdo in
sicer, da smo epruvete s pripravljenimi raztopindali za eno uro v hladilnik na 4 °C. Z
modifikacijo smo Zeleli podaljSaléas obarjanja in zmanjSati topnost polisaharidov v
vzorcu ter tako povati kolicino oborjenih polisaharidov. Izpustili smo pripravoorcev z

1 ml sirupa ali placeba, 4 ml d& in 5 ml 96 % EtOH, saj smo glede na rezultatdjenb

pri osnovnem poskusu (Slika 12) ugotovili, da seborilo skoraj ni polisaharidov.

1. EPRUVETA

1 ml sirupa ali 1 ml placeba
70,5mg m 1.epruveta 9 ml 96 % EtOH
m 2.epruveta 0 ml dHO
3.epruveta 2 .EPRUVETA

1 ml sirupa ali 1 ml placeba

8 ml 96 % EtOH

1 ml dH,0

3. EPRUVETA

1 ml sirupa ali ml placeba
7 ml 96 % EtOH

14.9meg 2 ml dHO

37mg  19mg 3,2mg - 02mg L2mg  img 4_EPRUVETA

1 ml sirupa ali 1 ml placeba
| —
6 ml 96 % EtOH

3 ml dHO

m 4. epruveta

epruvete s sirupom epruvete s placebom

Slika 13: Prikaz mase nastalih oborin po dalj$asu obarjanja polisaharidov pri T = 4°C

Iz Slike 13 vidimo, da je naj¢eoborine nastalo v prvi epruveti, kamor smo odpiptl

ml sirupa ter 9 ml 96 % EtOH. Obori se nathi#®,5 mg snovi. Ta rezultat je Se vedno
previsok, saj glede na znane podatke sirup ne yesdbliko polisaharidov. Vendar pa je
rezultat nizji kot pri osnovnem postopku, kamor gonav tako odpipetirali 1 ml sirupa ter
9 ml 96 % EtOH. Uvedba modifikacije, in sicer shesmanje epruvete v hladilniku pri 4 °C
pred prvim centrifugiranjem, je bila potrebna zaselgo véje tacnosti in ponovljivosti
metode. Na ta @ smo zagotovili v&e in boljSe obarjanje polisaharidov, ki jih tako v
veSji meri izoliramo iz sirupa, kar je pomembno v ngelsanju kvantitativhega
vrednotenja polisaharidov. Spremenjeni pogoji abygg so prispevali k g stopnji
obarjanja vseh saharidov, kar nam prikazuje rezstehtane mase oborine v prvi epruveti
s placebom, za katero vemo, da vsebuje zgolj sabat@barjanje disaharidov sicer ni bilo

zazeleno.
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4.1.1.2 DRUGA MODIFIKACIJA OSNOVNEGA POSTOPKA

Z osnovnim postopkom in prvo modifikacijo osnovnggastopka smo ocenili, da ima
tehtanje napako = 2 mg. Na povrsino epruvet je piiasobni T normalno adsorbirana
dolocena kolEina vlage, na popolnoma osuseni epruveti, ki smezg@i iz vakuuma, pa je
Se ni bilo. Tako smo v nekaterih primerih pri tefigtadobili celo negativhe vrednosti
(4.1.1. — Cetrta epruveta). Odédi smo se za ponovitev postopka po prvi modifilgaci
osnovnega postopka&.@.1.D). Spremenili smo le to, da smo v 50 ml plasti epruvete
odpipetirali petkrat in desetkrat &je kolicine sirupa ali placeba ter dodali gBlin 96 %
EtOH. Na ta n&n smo Zeleli zmanjSati napako pri tehtanju in takdbiti bolj natatine

rezultate dobljene oborine.

162,6mg H l.epruveta 1. EPRUVETA

M 2.epruveta 5 ml sirupa ali 5 ml placeba
a6 40 ml 96 % EtOH
,6mg 3,5m S e
-0,1mg »Me 2 EPRUVETA

10 ml sirupa ali 10 ml placeba

epruvete s sirupom epruvete s placebom 40 ml 96 % EtOH
0 ml dHO

Slika 14: Prikaz mase nastalih oborin z uvedbgilvéolicin analiziranega vzorca

Iz Slike 14 lahko vidimo, da je masa nastale oleonn prvi epruveti, kamor smo
odpipetirali 5 ml z&etnega sirupa, manjSa kot v drugi epruveti, kamuw sdpipetirali 10
ml sirupa. Rezultata se razlikujeta za faktor 6[6orettno bi morali dobiti 2x visje
vrednosti nastale oborine v drugi epruveti s simpsaj se teoratno v njej nahaja 2x visja
vsebnost polisaharidov iz sirupa. Razlog zg§w&ontno maso oborine v drugi epruveti s
sirupom je lahko ta, da oborine ne predstavljaj@berjenih polisaharidov, tem¥dudi
druge visokomolekularne ali kompleksne snovi, ki gibarja 96 % EtOH ali jih z 80 %
EtOH nismo uspeli sprati. Vzrok nelinearnosti debih rezultatov je lahko tudi Zetno
odmerjanje vzorca. Ker je sirup zelo viskozen, talpkide do nenat&nega odmerjanja
vzorca za analizo in do odstopanja &oih rezultatov. Rezultati mas nastalih oborin v
epruvetah s placebi so bili skladni s spoznaniji, sta monosaharidi, disaharidi in
oligosaharidi topni v 80 % EtOH (23). Z enkratnipiranjem smo torej v tem poskusu
odstranili v&ino prisotne saharoze. Se vedno pa so bile masgnosioupov véje od

pricakovanih vsebnosti polisaharidov v sirupih.
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4.1.1.3 TRETJA MODIFIKACIJA OSNOVNEGA POSTOPKA

Postopek smo ponovili tako, da smo zajeli tako pgkwb drugo modifikacijo osnovnega
postopka gravimetrije4(1.1.1.in 4.1.1.2). Razlikovala se je le stopnja suSenja oborin do
konstantne mase. Vse epruvete smo susili takandgib postavili v eksikator ter povezali
eksikator z vakuumskeérpalko. SusSenje je potekalo pri 40 °C in 0 mbanséh prejsnjih
postopkih smo naméesusSili vsako epruveto posebej na rotavapotjd.(). Po koanem
susenju oborin do konstantne mase smo plestepruvete stehtali dvakrat in sicer takoj po
odvzemu iz eksikatorja in po enem dnevu shranjevapruvet pri sobni T. Zeleli smo

dokazati vezavo vlage iz zraka na popolnoma osuSeneete.

1. EPRUVETA

3 ml sirupa ali 3 ml placebd
970,7 mg 5 ml dHO

42 ml 96 % EtOH

2. EPRUVETA

5 ml sirupa ali 5 ml placebg
5 ml dH,O

972,13 mg 40 ml 96 % EtOH

3. EPRUVETA

7 ml sirupa ali 7 ml placebg
5 ml dH,O

557 me H 1. epruveta 38 ml 96 % EtOH

2.epruveta 4. EPRUVETA

epruvete s sirupom stehtane takoj

epruvete s sirupom stehtane po 1
dnevu

epruvete s placebom stehtane takoj

22,17 mg M 3.epruveta 9 ml sirupa ali 9 ml placebq

epruvete s placebom stehtane po 1 41,7 mg H 4. epruveta 5 ml dHO
dnevu 7,87 mg 36 ml 96 % EtOH

0 200 400 600 800 1000 1200

Slika 15: Primerjava stehtane mase oborine takgydenju in po enem dnevu

Z rezultati na Sliki 15 lahko potrdimo, da se ng@oaoma osusSeno povrsino epruvet res
veze vlaga iz zraka. Masa takoj stehtanih polnituegt z oborinami se je razlikovala od
polnih epruvet z oborinami stehtanih po enem dn®azlika v masi je bila v nekaterih
epruvetah skoraj 10 mg. Tako smo bili v nadaljgitalizah previdni, da smo plaste
epruvete stehtali takoj, ko je bilo suSenje ¢amo ter tako dobili bolj pravilne k@ine mas
suhih oborin.

Po literaturnih podatkih se v 3 ml sirupa nahafarig polisaharidov, v5 ml 16 mg, v 7 ml
22,4 mg ter v 9 ml 28,8 mg sluzi (Preglednica XXIPrilogi). Rezultati nastalih oborin
stehtanih takoj po koncu analize torej niso bilikerelaciji z za&etim odpipetiranim
volumnom sirupa (3 ml, 5 ml, 7 ml, 9 ml). Najblidjeeraturnim podatkom sta bili oborini,
ki smo jih stehtali v drugi in tretji epruveti sigpom. Zaklj¢imo lahko, da se je v prvih
treh epruvetah, kamor smo odpipetirali sirup, nalkafinearnost med stehtano oborino in
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volumnom sirupa, ki smo ga analizirali. Za 4. emtovs sirupom je bil rezultat popolnoma
izven obmdaja linearnosti. Sklep je bil, da se z enkratninramiem oborin z 80 % EtOH
nismo znebili vseh régstot in nizkomolekularnih snovi. Dokaz za sledtijditev je bil tudi
nastanek oborin v epruvetah s placebi. V nadaljevamptimizacije gravimettinega

postopka smo uvedli dodatno spiranje z 80 % EtOH.

4.1.1.4 KONCNI POSTOPEK

Ob upostevanju vseh modifikacij (vk§oo z dvakratnim spiranjem oborin z 80 % EtOH)
smo izvedli kokni postopek gravimetne analize. V 50 ml plastie epruvete, ki smo jih
predhodno stehtali, smo odpipetirali sirup, 96 %Etin dHO v razmerjih, kot jih
prikazuje Slika 16. Delo smo izvajali po postoplisanem po@.2.1.2.

22,93mg 1. EPRUVETA

m 1. epruveta 3 ml sirupa ali 3 ml placeba
42 ml 96 % EtOH
5 ml dHO
2 .EPRUVETA
5 ml sirupa ali 5 ml placeba
W 5. epruveta 40 ml 96 % EtOH
5 ml dH,0
3. EPRUVETA
7 ml sirupa ali 7 ml placeba
38 ml 96 % EtOH
5 ml dH,0
4. EPRUVETA
9 ml sirupa ali 9 ml placeba
36 ml 96 % EtOH
5 ml dHO
5. EPRUVETA
10 ml sirupa ali 10 ml placebg
40 ml 96 % EtOH
0 ml dHO

M 2. epruveta
3. epruveta
W 4. epruveta

16,07mg

epruvete s sirupom epruvete s placebom

Slika 16: Prikaz mase nastalih oborin po &mem postopku gravimetrije

Iz Slike 16 je razvidno, da smo dobiligfe maso suhe oborine v epruvetah s sirupom pri
vecjem za&etnem volumnu sirupa, ki smo ga odpipetirali zalianaTo je skladno s tem,
da imamo v v&em volumnu sirupa epolisaharidov, ki se pri metodi gravimetrije tudi
oborijo. Ne moremo pa zakliti, koliko je metoda gravimetrije tma, saj ne poznhamo
koli¢ine polisaharidov v sirupu. Potrdimo lahko, da ij@ blvakratno spiranje zadostno in
potrebno za dosego boljSih rezultatov. To je razoitz Slike 16, saj smo z dvakratnim
spiranjem odstanili vso saharozo v epruvetah, kjap kot vzorec analizirali placebo.
Vrednosti pri placebu so celo negativne. Vzrok miggan vrednostim je, da smo pri
tehtanju praznih plagiih epruvet stehtali Se vlago, ki je bila adsonérana povrsino
epruvet, pri tehtanju plastiih epruvet s posuseno oborino, pa se na njihovaspw Se ni
vezala vlaga, saj smo jih stehtali takoj, ko snhovgeli izpod vakuuma. Postopek bi bil Se
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bolj informativen,ce bi vse vzorce vseh epruvet obarjali z enako kunaeijo EtOH.
Zaklju¢imo lahko, da metoda gravimetrije ni dovolj spetif,, saj lahko k skupni masi
oborine prispevajo poleg polisaharidov tudi fenolgnini, druge kompleksne ter

visokomolekularne snovi iz sirupa.

4.1.2 VALIDACIJA KON CNEGA POSTOPKA
Delo smo nadaljevali tako, da smo optimirani &anpostopek gravimetrije3(2.1.2
oziroma 4.1.1.4) Se validirali. Preglednica Ill nam prikazuje, ka&Srazmerja vzorca

(sirupa ali placeba), di in 96 % EtOH smo v ta namen odpipetirali.

Preglednica IlI: Prikaz razmerij vzorca, gBlin 96 % EtOH za validacijo kénega postopka gravimetrije

1. 50 ml plastina epruveta 4 ml sirupa »
6 ml placeba e 7A DOLO CANJE LINEARNOSTI METODE
40 ml 96% EtOH

2. 50 ml plastina epruveta 7 ml sirupa

3 ml placeba 4

40 ml 96 % EtOH

3. tri 50 ml plastine epruvete 10 ml sirupa )
(tri dni zapored) 40 ml 96 % EtOH y (\‘ ZA DOLO CANJE PONOVLIJIVOSTI METODE

4.1.2.1 ZNOTRAJDNEVNA IN MEDDNEVNA PONOVLJIVOST

Tri dni zapored smo v tri 50 ml pla&tie epruvete odpipetirali 10 ml sirupa ter dodali 40
ml 96 % EtOH. Zeleli smo doéiti znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost koega
postopka gravimetne metode. V Preglednici IV so prikazani rezulta#is nastalih oborin

v treh paralelah tri dni zapored in povme vrednosti treh paralel.

Preglednica IV: Mase nastalih oborin traingbel po dnevih in povpéea vrednost treh paralel

1. dan 2. dan 3. dan
M oborine (MY) M oborine (MQ) M oborine (MY)
1. PARALELA 401rglg'65;j/2“£%|_| 54,57 mg 42,97 mg 49,17 mg
2. PARALELA 401rglg'65;j/2“£%|_| 47,13 mg 37,97 mg 44,30 mg
3. PARALELA 401rglg'65;j/2“£%|_| 50,03 mg 46,17 mg 46,53 mg
moborine (mg) 50,58 mg 42,37 mg 46,67 mg
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Relativni standardni odmik (RSD) treh vzorcev pewh:
l.dan - RSD 7,41 %
2.dan — RSD 9,75 %
3.dan — RSD $5,22%

Relativni standardni odmik povpneh vrednosti mas nastalih oborin med dnevi:
RSD =8,83 %

Kon¢na optimirana in validirana metoda gravimetrijebiia primerna za raziskovalne
namene dokevanja polisaharidov v vzorcu, saj bi bila v te eam dovolj nataina. Po
drugi stani pa je sama metoda premalo natanda bi jo uporabili na regulatornih
podraijih farmacije.

K neponovljivosti metode lahko prispeva zaradi vimkosti neenakomerno odpipetiran
vzorec v z&etnih stopnjah. BoljSo ponovljivost bi lahko dobdi tehtanjem zmtnega

vzorca za analizo.

V 10 ml sirupa naj bi se po literaturnih podatkighajalo priblizno 32 mg polisaharidov
(Preglednica XXII v Prilogi). Z gravimetino metodo smo dobili primerljiv rezultat.
Vzrok za nekoliko visji rezultat bi lahko bil taadso se nam pri obarjanju oborile tudi
druge komponentne vzorca, ali da se s spiranjemnaignebili vseh monosaharidov,
disaharidov in oligosaharidov. Torej masa nastalzorioe ni odraz le prisotnih
polisaharidov v vzorcu, temyeudi drugih komponent sirupa. Drugi vzrok bi laf drogi

v analiziranem sirupu vsebujetagjiedeleZ polisaharidov kot so literaturni podatkie bi
Zeleli bolj natatne in t@&ne podatke, bi morali najprej déit delez sluzi v drogah, iz

katerih je bil pripravljen sirup.
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4.1.2.2 LINEARNOST
Linearnost gravimettne metode smo preverili tako, da smo odpipetigalitna razmerja

sirupa in dopolnili s placebom do 10 ml. Nato snodali 40 ml 96 % EtOH (Preglednica
).

60
@ 1.paralela

50

XV sirupa =0 ml
40

30
20

10

masa suhe oborine (mg)

-10

-20
zacetni odpipetirani volumen sirupa (ml)

Graf 1: Masa oborine v odvisnosti odetnega volumna sirupa

Glede na Graf 1 vidimo, da je Pearsonov koeficiemelacije (R) 0,9761 za premico, ki
prikazuje dobljene mase suhih oborin pri 4 ml, 7imlL0 ml z&etnega odpipetiranega
volumna sirupa. V§i kot je ta koeficient (torej blizje 1), ¥ je korelacija in takrat lahko
govorimo o linearnosti med dvema spremenljivkam@arBonov koeficient korelacije za
premico, kjer smo upostevali &ni Vsiypa=0 ml, je 0,9564. Poleg resnie nelinearosti
koncnega optimiranega postopka gravimetrije vpliva m@arBonov koeficient korelacije
slabSa ponovljivost metode.

Glede na zgornje vrednosti prav tako ne moremo gibwotocnosti metode, saj premica,
ki prikazuje dobljene mase suhih oborin préetmem odpipetiranem volumnu sirupa 4, 7
in 10 ml sirupa, seka ordinatno os pri -16,06 mrgORN| sirupa se naméee more oboriti
ni¢ polisaharidov, ker nismo odpipetiralicnsirupa. Sklepamo, da je dobljena vrednost
netana (-16,06 mg), saj smo dobili celo negativni rezul Ker je metoda precej
nespecifna, tudi ne moremo trditi, da je nastala &uwe oborina samo odraz izoliranih

polisaharidov.
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4.2 OBORITEV POLISAHARIDOV IN SPEKTROFOTOMETRI CNA
DOLOCITEV SAHARIDOV

1. n&in 2. natin
POLISAHARIDOV S FZ- - POLISAHARIDOV S FZ-
REAKCIJO VSTEKLENIH predstopnja REAKCIJOV 5
EPRUVETAH MIKOTITRSKI PLOSCICI

1IZOLACIJA
1 POLISAHARIDOV
— IZ SIRUPA

<)

obarjanje z EtOH

steklena epruveta mikrotitrska plogica

Slika 17: Shemathi pregled izvedenih postopkov obarjanja polisat@riin kdiorimetiéne reakcije

Za razvoj ustrezne analizne metode, smo moraliregjpciti polisaharide od enostavnih
sladkorjev in oligosaharidov, nato pa kvantitativrdolcciti vsebnost izoliranih
polisaharidov s FZ-reakcijo. Kolorimetrio reakcijo smo preizkusili v steklenih epruvetah
in v mikrotitrskih plogicah. Pregled postopkov shendat prikazuje Slika 17.

4.2.1 DOLOCANJE POLISAHARIDOV S KOLORIMETRI CNO REAKCIJO V
STEKLENIH EPRUVETAH

4.2.1.1 1ZOLACIJA POLISAHARIDOV IZ SIRUPA
Za izolacijo polisaharidov smo vzeli prazne 15 rdspicne epruvete in v vsako od njih

odpipetirali po 1 ml sirupa ali placeba, dodali @6EtOH ali MeOH in dHO v razl¢nih

razmerjih ter raztopine dobro premesSali. Namen tkeddHO je bil, da smo iz 96 %
EtOH in MeOH pripravili priblizno 90 %, 80 % in 2@ EtOH in MeOH ter tako ugotovili,
v katerih primerih se nam obori najv@olisaharidov._Najwe polisaharidov se nam je
oborilo pri 90 % EtOH in MeOH. Poskusi so nam pahtarudi, da EtOH in MeOH

podobno obarjata polisaharide, zato smo izoliralisaharide le z EtOH. Po nastanku

oborine smo le-te centrifugirali, odlili supernatéer oborine sprali z 80 % EtOH. Vsebino
smo pretresli, ponovno centrifugirali, odlili supatant in pripravili raztopine

polisaharidov za kvantitativho analizo.
4.2.1.2 ANALIZA VSEBNOSTI IZOLIRANIH POLISAHARIDOV

Kvantitativno analizo polisaharidov smo povzeli puboisu (24) in ga modificirali.

Postopek je opisan p@&i2.2.2.a.
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4.2.1.3 ANALIZA VZORCA (sirupa ali placeba)
V 15 ml plasténe epruvete smo odpipetirali 1 ml vzorca (sirupgkceba), dodali 1 ml

(tri paralele), 2 ml ali 3 ml dpO ter dopolnili z 96 % EtOH do 10 ml (Preglednica Fo
izolaciji polisaharidov (po postopkB.2.2.1.3 je sledila e FZ-reakcija (po postopku
3.2.2.24

Preglednica V: Absorbance raztopin vzorcev dobljmézolaciji in izvedeni FZ-reakciji

Vzorci recitev | A ronena (Aizmerjena 'Aslepa) Vzorcli reditev | A yonena (Aizmerjena 'Aslepa)
1 ml sirupa 1 ml placeba

8 ml 96 % EtOH 100x% 0,303 8 ml 96 % EtOH 100x% 0,028
1 mldHO 1 mldHO
1 ml sirupa 1 ml placeba

8ml96 % EtOH | 100x% 0,428 8 ml 96 % EtOH 100x% 0,089
1 ml dHO 1 ml dHO
1 ml sirupa 1 ml placeba

8 ml 96 % EtOH 100x% 0,215 8 ml 96 % EtOH 100x% 0,009
1 mldHO 1 mldHO
1 ml sirupa 1 ml placeba

7ml96% EtOH | 100x 1,532 7ml96% EtOH | 100x -0,005
2 ml dH,O 2 ml dH,0
1 ml sirupa 1 ml placeba

6ml96%EtOH | 100x 0,749 6ml96%EtOH | 100x 0,400
3 ml dH,O 3 mldH,0

slepa raztopina 0,099 slepa raztopina 0,099

Iz Preglednice V opazimo, da je vrednost za slegmbopino 0,099. Ta vrednost je bila
previsoka. Previsoka sta bila tudi rezultata, vek&n smo 1 ml sirupa obarjali z nizjimi
koncentracijami EtOH. Na podlagi vizualnega spranmf nastalih oborin po obarjanju z
EtOH razlenih koncentracij, je najweoborine nastalo pri vzorcu, kjer smo polisaharide
obarjali z 90 % EtOH. To pomeni, da se je tam dbarajve polisaharidov. Tako visoki
absorbanci, ki smo ju izmerili pri vzorcih, kjer smbarjali polisaharide z 80 % in 70 %
EtOH, ne moreta biti odraz prisotnih polisaharidtemnve sta lahko bodisi posledica
nakljucne napake ali napake samega postopka.

Pri izvedbi poskusa smo opazili visoko nihanje he#av, ¢e smo istim raztopinam
vzorcev zaporedoma dvakrat pomerili absorbance.r&glBdnici V so prikazani samo
rezultati prve meritve absorbance. Vzrok za nihaepiltatov bi lahko bila nehomogenost
raztopin in s tem pojav meglic (predela v raztogimazliénima lomnima koknikoma), ki
vplivajo na samo meritev. Po dodatku koncentrir&h80, nastaneta namfedve fazi,
vodna faza in faza s280,, ki se slabo mesSata (23). Pri merjenju absorbtaice pride do
neenakomernega sipanja svetlobe, zatesar je ponovljivost rezultatov slaba. Po dodatku
96 % HSO, v raztopino vzorca lahko nastanejo tudi meéhiiki prav tako lahko vplivajo
na neponovljivost metode (23). Kljub ¢&ni uvedeni modifikaciji, torej inkubaciji
raztopine vzorca z dodatkom fenola i@y pri 70 °C, namesto pri sobni T, nismo uspeli

izboljSati ponovljivosti metode.
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Iz Preglednice V torej ugotovimo visoko variabilheezultatov za enake vzorce (1 ml
sirupa, 8 ml 96 % EtOH in 1 ml dB). Ker smo zeleli razviti metodo, ki nam bo dajala

ponovljive rezultate, smo delo nadaljevali v snogiimizacije analiznega postopka.

Ob iskanju vzrokov za neponovljivost rezultatov, s se odldili nadaljevati z
optimizacijo metode tako, da smo spreminjali po emparameter pri FZ-reakciji. Kot
vodno raztopino polisaharida smo v vseh primeribrapljali vzorec, ki smo ga pripravili
tako, da smo v Z&tni stopniji izolacije polisaharidov odpipetiralindl sirupa, dodali 1 ml
dH,O ter 8 ml 96 % EtOH. Postopek smo nadaljevali tdéai je opisano v poglavju
3.221la

. Vpliv dodanega volumna 96 %,80,

V Stiri epruvete smo odpipetirali 0,5 ml raztopwmorca polisaharidov, v druge Stiri pa 0,5
ml dH,O, nato smo dodali 0,5 ml 5 % vodne raztopine ferntek dobro premesali. S
poma:jo steklene pipete z batom smo v epruvete hitr@ €)-dodali raztine volumne 96
% H,SO,. Dodali smo bodisi 1, 1,5, 2, ali 2,5 mb$0D,. Zmes smo dobro premesali in
steklene epruvete, pokrite s parafiimom, inkubixalrodni kopeli eno uro pri 70 °C. Po
preteku teg&asa pa smo raztopinam v epruvetah dvakrat zapowedorerili absorbanco

na namiznem spektrofotometru prd90 nm.

Preglednica VI: Vpliv dodanega volumna 96 %5K),

VZOREC SLEPI
A izmerjena 1. meritev A izmerjena 2. meritev VZOREC A izmerjena 1. meritev A izmerjena 2. meritev
0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO
0,5 ml fenola 0,054 0,059 0,5 ml fenola 0,026 0,027
1 ml H,SO, 1 ml H,SO,
0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO
0,5 ml fenola 0,127 0,370 0,5 ml fenola 0,093 0,540
1,5 ml HSO, 1,5 ml HSO
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
0,5 ml fenola 0,554 0,490 0,5 ml fenola 0,627 0,446
2 ml SO, 2 ml bSO
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
0,5 ml fenola 0,451 0,374 0,5 ml fenola 0,282 0,430
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,

S tem poskusom smo zeleli d&itd najbolj optimalen volumen 96 %430, ki bi nam dal
¢im bolj ponovljive rezultate in preveriti, kako W spremenjen volumen (volumen
manjsi od 2,5 ml) B0, na variabilnost rezultatov. 1z Preglednice VI lahkdimo, da so
se vrednosti izmerjenih absorbanc razlikovale megporednima meritvama. Z
modifikacijo osnovnega predpisa izvedbe FZ-reakuijsmeri spremenjenega dodanega

volumna koncentrirane 4304, nismo dobili zadovoljivih rezultatov.
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. Vpliv asa izvajanja meritve absorbance po nalitju rapteporca v kivete

Poskus smo naredili tako, kot je opisano v pogl&/fi2.2.aV zadnji stopnji smo nalili

raztopino vzorca v kiveto in pomerili absorbanckojain po 30 s. Zeleli smo potrditi in

odstraniti mozne prisotne meglice (predela v ranigprazlicnima lomnima koknikoma)

Vv raztopini vzorca, ki se jih kljub enournem segngju nismo znebili.

Preglednica VII: Vplikasa izvedene meritve po nalitju raztopin v kivete

VZO[’CI lzmerjena lzmerjena
tako po 30

0,5 ml vzorca

0,5 ml fenola 0,415 0,419

2,5 ml HSO,

0,5 ml dHO

0,5 ml fenola 0,124 0,116

2,5 ml HSO,

Z rezultati, ki so prikazani v Preglednici VII, m® mogli potrditi prisotnosti meglic, za
katere smo predpostavljali, da so vzrok slabo plrow rezultatom. Zakljgili smo, da
cas izvedene meritve po nalitju raztopin vzorcevivete za merjenje absorbance na

namiznem spektrofotometru ne vpliva na rezultatedenega postopka.

. Vpliv vrstnega reda dodajanja reagentov

Poskus smo naredili dvakrat in sicer przidodatkom reagentov, kot je opisano v poglavju
3.2.2.2.a Drugk smo postopek ponovili tako, da smo spremenilinirsed dodajanja
reagentov vzorcu polisaharidov in slepi raztopidH/O). Tako smo najprej raztopini
vzorca zelo hitro dodali 2,5 ml 96 %,$0,, po premeSanju pa Se 0,5 ml 5 % vodne
raztopine fenola. Zmesi smo dobro premesali inlstekepruvete, pokrite s parafilmom,
inkubirali v vodni kopeli eno uro pri 70° C. Po feku tegatasa smo raztopinam izmerili

absorbance na namiznem spektrofotometr g0 nm.

Preglednica VIII: Vpliv vrstnega reda dodajanjagesatov

VZOREC A izmerjena A izmerjena SLEPI A izmerjena A izmerjena
(3 paralele) dodatek reagentov po | spremenjen vrstni red VZOREC dodatek reagentov po spremenjen vrstni red
osnovnem predpisu dodajanja reagentov (3 paralele) osnovnem predpisu dodajanja reagentov
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
0,5 ml fenola 0,285 0,365 0,5 ml fenola 0,062 0,019
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
0,5 ml fenola 0,161 0,317 0,5 ml fenola 0,027 0,017
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
0,5 ml fenola 0,374 0,253 0,5 ml fenola 0,039 0,042
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,

Rezultati (Preglednica VIII) so bili zelo variahilnne glede na vrstni red dodatka
reagentov. Tako smo zakdjli, da vrstni red dodajanja reagentov ne prispevaboljSanju

ponovljivosti metode.
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. Vpliv novo pripravljene 5 % vodne raztopine fenola

5 % vodna raztopina fenola naj bi bila obstojnaspianjevanju na sobnih pogojih tudi do
treh mesecev (18). Vseeno smo se dtljada preverimo, ali je ze pripravljena raztopina
fenola kriva za neponovljivost rezultatov. FZ-regkemo naredili po postopku opisanem
v poglavju3.2.2.2.a tako, da smo v Sest steklenih epruvet odpipef@l0,5 ml vzorca,

nato smo v tri odpipetirali 0,5 ml sveze priprange5 % vodne raztopine fenola, v tri pa
0,5 ml en mesec stare raztopine fenola ter vseodat@mesali. V zadnji stopnji smo hitro
dodali Se 2,5 ml 96 % 4$0, ter nadaljevali po postopkdi2.2.2.a Enako smo naredili tudi

s 6 steklenimi epruvetami, v katere smo odpipetirainesto vzorca 0,5 ml ¢gB.

Preglednica IX: Vpliv sveZe pripravljene 5 % vodaetopine fenola

VZOREC A izmerjena A izmerjena SLEPI A izmerjena A izmerjena
(3 paralele) sveze pripravljena stara vodna razt. VZOREC sveZe pripravljena stara vodna razt.
vodna razt. fenole fenola (3 paralele) vodna razt. fenole fenola
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
05 ml ﬁg%'f 0,201 0,280 05 ml Lig‘;,'f 0,023 0,023
;0 M ,.om
0,5 ml vzorca 0,5 ml dBO
05 ml ﬁg%'f 0,317 0,207 05 ml Lig‘;,'f 0,030 0,023
;0 M ,.om
0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO
0,5 ml fenola 0,202 0,257 0,5 ml fenola 0,027 0,027
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,

Sveza ali nekaj dni stara fenolna raztopina w@Hhe vpliva na kokne rezultate in na
njihovo variabilnost, kar je razvidno iz rezultatevPreglednici IX. Zakljdgili smo, da ni

potrebe po pripravi sprotne sveze fenolne raztopine

. Odprtje sveze steklenice 96 %30,
Zeleli smo preveriti, ali je vzrok nagim neponowilin rezultatom nésta 96 % HSQy, ki

smo jo uporabljali iz Ze odprte steklenice. V tanea smo vzeli tri steklene epruvete, v
katere smo odpipetirali 0,5 ml vzorca in tri steldeepruvete, v katere smo odpipetirali 0,5
ml dH,O. Nato smo nadaljevali s postopkom, ki je opisgmoglavju3.2.2.2.a 'V zadnji
stopnji dodajanja reagentov smo hitro dodali 2,966 HSO, iz novo odprte steklenice.

Preglednica X: Odprtje sveZe steklenice 96 36®}

VZORCI A izmerjena SLEPI VZORCI A izmerjena
(3 paralele) (3 paralele)

0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO

0,5 ml fenola 0,100 0,5 ml fenola 0,303
2,5 ml HSO, 2,5 ml HSO,

0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO

0,5 ml fenola 0,134 0,5 ml fenola 0,295
2,5 ml SO, 2,5 ml SO,

0,5 ml vzorca 0,5 ml dHO

0,5 ml fenola 0,252 0,5 ml fenola 0,106
2,5 ml HSO; 2,5 ml HSO,
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96 % H,SOy iz nove steklenice ni izboljSala ponovljivosti réatov, saj so bili rezultati Se
vedno zelo variabilni (Preglednica X). Dvomljivi pa bili tudi rezultati za slepe raztopine,

saj so bili previsoki.

. lzvedba FZ-reakcije p8lanku

Poskus smo naredili planku (22), z enakimi reagenti, ki smo jih poak za faktor 20.
Tako smo v stekleni epruveti zmeSali 1 ml raztopuzerca (vzorec polisaharidov ali
dH,0) ter 3 ml 96 % L50O,. Raztopine v steklenih epruvetah smo dobro preimé&ato
smo dodali 0,6 ml fenola v @B ter ponovno dobro premesali raztopine. Sledila je
inkubacija steklenih epruvet 15 min pri 80 °C. Petpku 15 min smo ohladili raztopine na
sobno T in izmerili absorbance na namiznem speiiaietru prix 490 nm. Razlika v
primerjavi s¢lankom je bila, da nismo delali v mikrotitrskih géacah, temveé v steklenih
epruvetah in da smo epruvete z raztopino vzorcdomenima reagentoma inkubirali 15
min pri 80 °C, ne pa 5 min pri 90 °C, kot je opisartlanku.

Preglednica XI: 1zvedba FZ-reakcije planku (22)

VZORCI A izmerjena SLEPI A izmerjena
( 3 paralele) dodatek reagentov po VZORCI dodatek reagentov po
osnovnem predpit ( 3 Pafa|e|e) osnovnem predpit
Lmivzorca [ (,406; 0,408;| , 1midHoO 0,300; 0,305;
3 ml 96 % HSO, 3 ml 96 % HSO,
81,6 ml fenola 0,406 31,6 ml fenola 0,307
Lmivzorca [ (,456; 0,458;|  1midho 0,313; 0,307;
3 ml 96 % HSO, ! ’ ’ 3 ml 96 % HSO, ! P2 !
g],s ml fenola 0,456 (r)rjs ml fenola 0,307
Lmivzorca [ (,390; 0,394;| _ 1midhO 0,376; 0,372;
3 ml 96 % HSO, ! r ! 3 ml 96 % HSO, ! 2 !
81,6 ml fenola 0,397 31,6 ml fenola 0,377

Trikrat zaporedoma smo izmerili absorbance trenalplam, ki so kot vzorec vsebovali
sirup in trem paralelam, ki so kot vzorec vsebovalelH,O in ugotovili visoka nihanja
rezultatov. 1z rezultatov v Preglednici XI vidimda ni priSlo do izboljSanja ponovljivosti

rezultatov.

Ker smo bili brez jasnih zaklkov, smo se odkli, da bomo delo nadaljevali v
mikrotitrskih plogicah.
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4.2.2 DOLOCANJE POLISAHARIDOV S KOLORIMETRI C€NO REAKCIJO V
MIKROTITRSKIH PLOS CICAH

Razvoj analizne metode, ki bi nam dafn bolj ponovljive in t@&ne rezultate, smo

nadaljevali z delom v mikrotitrskih plé&ah. Po izolaciji polisaharidov iz sirupa, smo

kvantitativno Zeleli dolditi vsebnost izoliranega analita s FZ-reakcijo vkrutitrskih

plo¥icah @.2.2.2.h. Osnova za delo je billanek, v katerem so Ze optimizirali FZ-

reakcijo v mikrotitrskih plo&icah (22).

4.2.2.1 OPTIMIZACIJA SPEKTROFOTOMETRICNE METODE DOLOCANJA
POLISAHARIDOV V MIKROTITRSKI PLOSCICI

a) Pripravili smo osnovni raztopini glukoze (c=1 mg)ndr saharoze (c=1 mg/ml).
Osnovni raztopini smo nato r&tl do naslednjih koncentracij: 0,5 mg/ml, 0,25
mg/ml, 0,125 mg/ml ter 0,0625 mg/ml. Nato smo dalovsebnost saharidov s
FZ-reakcijo v mikrotitrskih plodcah 3.2.2.2.9
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Graf 2: Umeritvena krivulja za glukozo. Prikazargjaf absorbance
v odvisnosti od koncentracije glukoze
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Graf 3: Umeritvena krivulja za saharozo. Prikazagijaf absorbance
v odvisnosti od koncentracije saharoze
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Graf 2 in Graf 3 prikazujeta, da izmerjene absotkatinearno nar&fjo z Vvisjimi
koncentracijami vodnih raztopin glukoze in saharoZako smo dokazali linearnost
uporabljene spektrofotomeirie metode v mikrotitrskih plég&ah v Sirokem obmigju od 0
do 1 mg/ml. Dokaz za to sta visoka Pearsonova &ieetia korelacija. Za raztopine
glukoze je ta koeficient 0,9963, za raztopino sabarpa 0,9939, kar pomeni, da je
korelacija med absorbanco raztopin vzorca in kotmaenpo vodnih raztopin sladkorjev

visoka.

b) Pripravili smo osnovno raztopino saharoze (c=1 niigimvzorec polisaharidov
(c=1 mg/ml) ter ju redli do 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml ter 0,862
mg/ml. Nato smo dokali vsebnost saharidov s FZ-reakcijo v mikrotitrski
plo&icah @.2.2.2.b)

Za pripravo vzorca polisaharidov smo vzeli Zze pesosoborino iz tretje modifikacije
osnovnega postopka gravimetrije (gle}.1.3. Vzeli smo tisto oborino iz gravimetrije po
enkratnem spiranju, kjer smo zmeSali 5 ml sirupa ml dHO ter 40 ml 96 % EtOH in je
nastala kotna masa oborine 17,5 mg. 17,5 mg oborine smo dad@di ml dHO, saj smo
zeleli raztopiti oborino v danem volumnu topilapnipraviti C raztopine vzorcel mg/ml. Pri
raztapljanju oborine se ni vse raztopilo, zato dfanl plasttno epruveto z raztopino dali
v ultrazvano kadtko za 30 min pri 75 °C, na vsakih 5 min pa smo et z raztopino
vzorca premesali Se na vibracijskem meSalu. PoiBG&mo Se vedno lahko opazili manjSe
trdne delce, zato smo raztopino centrifugirali 1@ npri 7500 x g in 21 °C. Od
supernatanta smo odpipetirali po 50 pL vzorca, rkibsga uporabili za FZ-reakcijo.
Spektrofotomettino analizo smo naredili po postopku opisanem vaggi3.2.2.2.b.FZ-

reakcijo smo naredili tudi za ragtie koncentracije vodnih raztopin saharoze.
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Graf 4: Odvisnost absorbance od koncentracije piizéosaharoze in od koncentracije raztopine vzorca

Iz Grafa 4 lahko opazimo, da je naklon premice, pkedstavlja raztopino vzorca
polisaharidov, skoraj za polovico manjSi od naklgramice, ki predstavlja raztopino
saharoze. Mozni vzroki:

» 0ob dodatku 96 % B0, ni priSlo do popolne hidrolize polisaharidov domoeaharidov;

* pri raztapljanju oborine, ki naj bi jo sestavljgplisaharidi, se ob dodatku @@ in
meSanju na vibracijskem meSalu ter stresanju vazutEni kadicki ni vse raztopilo
(raztopilo se je le priblizno ¥z oborine), zato sdabili za %2 man;jSi odziv;

» ob razpadu polisaharidov na monosaharide, lahkingldajejo manjSi odziv kot saharoza.
Dokazano je bilo, daompleksi razknih sladkorjev s fenolom v ndno kislem mediju
razlicno absorbirajo svetlobo492 nm(18, 22, 24).

Iz Grafa 4 smo lahko e enkrat potrdili linearnosttode, ker sta Rtako za raztopino

vzorca polisaharidov, kot za raztopino saharozekés

4.2.2.2 VALIDACIJA SPEKTROFOTOMETRICNE METODE DOLOCANJA
POLISAHARIDOV V MIKROTITRSKI PLOSCICI

Validirali smo le spektrofotometfmo metodo, torej drugi del po izolaciji polisahanidiz
sirupa 8.2.2.2.h. Za validacijo metode smo uporabili vodno raztappolisaharidov s
¢=0,5 mg/ml in vodno raztopino saharoze s ¢=0,26mhd’i dve koncentraciji smo izbrali

na podlagi odzivov oziroma izmerjene absorbancseele gibala okrog A=1.
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a) LINEARNOST
Linearnost metode dalanja vsebnosti saharidov s FZ-reakcijo v mikrdtitisplo&icah

smo dokazali z rezultati na Grafu 2, Grafu 3 infGea(@4.2.2.).

b) ZNOTRAJDNEVNA IN MEDDNEVNA PONOVLJIVOST
Z namenom dokiti znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost smo kvsdan tri dni

zapored naredili FZ-reakcijo za 3 paralele po 5 guitev. Dobljeni rezultati so

predstavljeni v Preglednici XII in Preglednici Xl

Preglednica XllI: Izmerjene A treh paralel in povfira vrednost treh paralel za raztopino saharoz® 25-mg/ml

ZNOTRAJDNEVNA N 1. dan . N 2.dan A N 3. dan A
PO NOVLJ IVOST koné&na — p-ovprmje 5 konéna - p.ovprm]e 5 konéna - p-ovprm]e 5
ponovitev ponovitev ponovitev

Raztopina saharoze

1. PARALELA ¢=0,25 mg/ml 1,2321 1,1211 1,0222
Raztopina saharoze

2. PARALELA ¢=0.25 mg/ml 1,2919 1,1306 1,0522
Raztopina saharoze

3. PARALELA ¢=0.25 mg/ml 1,2024 1,1687 1,0331

A konéna za raztopino saharoze ¢=0,25 mg/ml 1,2422 1,1402 1,0358

Preglednica XIII: Izmerjene A treh paralel in posra vrednost treh paralel za raztopino polisaharglov0,5 mg/ml

ZNOTRAJDNEVNA 1. dan 2.dan 3. dan
PO N OVLJ |VOST Akonéna — povpretje 5 Akonéna - povpretje 5 Akonéna - povpretje 5
ponovitev ponovitev ponovitev
L PARALELA | RezOpiapolsanardov) 1 oegg 0,9289 0,8238
2. PARALELA | RezioREapolalandovl 0226 09712 0,8996
3.PARALELA | Rezopiapoleataridovl 1 o7 0,8788 0,8956
A konéna za raztopino polisaharidov s ¢=0,5 mg/ml 1,0334 0,9263 0,8730

Relativni standardni odmik treh paralel raztopiabaoze s ¢=0,25 mg/ml po dnevih:
1.dan — RSD 3,67 %

2.dan —RSD 2,21 %

3.dan — RSD 4,46 %

Relativni standardni odmik povgm@h vrednosti izmerjenih absorbanc za raztopino
saharoze s ¢=0,25 mg/ml med dnevi:

RSD =8,19 %

Relativni standardni odmik treh paralel raztopinégaharidov s ¢=0,5 mg/ml po dnevih:
1.dan — RSD 3,05 %

2.dan — RSD 5,00 %

3.dan — RSB 4,89 %
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Relativni standardni odmik povpmh vrednosti imerjenih absorbanc za raztopino
polisaharidov s ¢=0,5 mg/ml med dnevi:

RSD =8,37 %

Glede na rezultate lahko zakljmo, da je znotrajdnevna ponovljivost veliko boljgd
meddnevne ponovljivosti za obe raztopini. Meddnepaaovljivost nam torej pokaze, da
je natanost metode prenizka, da bi se metoda uporabljalaegulatorne namene v

farmaciji, je pa zadovoljiva za raziskovalne namene

C) TOCNOST
Za ugotavljanje ténosti metode smo pripravili vodno raztopino galisdite (c=2 mg/ml)

in rutina (c=2 mg/ml), ki sta nam sluzila kot vzar&Z naslednjim poskusom smo zeleli
potrditi, da reagenta, ki ju uporabimo pri FZ-rdjikz ostalimi fenolnimi spojinami, ne
reagirata in sta torej specifia za reakcijo s sladkorji. Slika 18 prikazuje ktawo rutina,

Slika 19 pa strukturo galne kisline.

OH O~__OH
oo )
| OH oH

o) O
OH © . it HO OH
S 5
HO
OH
Slika 18: Rutin Slika 19: Galna kislina
1. POSKUS

Osnovni raztopini galne kisline in rutina smoddidda smo dobili manjSe koncentracije (1
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml), natoosnaredili FZ-reakcijo po postopku
opisanem po@.2.2.2.b.

2. POSKUS
Vodno raztopino rutina z osnovno c=2 mg/ml smaitedla smo dobili manjSe (1 mg/ml,
0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,125 mg/ml) koncentracijfato smo v vdolbinice mikrotitrske
ploX&e zmesali:

e 50 ul vodne raztopine rutina raglih koncentracij;

* 150 pl koncentrirane 350;;
- 15 min smo stresali mikrotitrsko pta&o pri sobni T;
- namesto 5 % vodne raztopine fenol&3.2.2.2. smododali 30 pl dH0;
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- sledila je inkubacija mikrotitrske pléige 5 min pri 90 °C v vodni kopeli;
- plogico smo ohladili na sobno T, pri tem pa se je gl@studi osusila;

- v zadnji stopnji pa smo izmerili absorbanco nekspfotometru TECAN, prk 492 nm.

2 ¢ A492 raztopina rutina 1.poskus
y =0,9057x - 0,0178 *
X A492 raztopina galne kisline 1. poskus R? = 0.9874
A492 raztopina rutina 2.poskus
1,5 A
1 -
~
)
<
<
0,5 1 y = 0,1766x - 0,0248
R%2=0,9728
0 wm 1
0 0,5 1 1,5 2 2,5
-0,5 - koncentracija raztopin vzorca (mg/ml)

Graf 5: Odvisnost absorbance od koncentracije vadatopine rutina in od koncentracije vodne raziepi

galne kisline za 1. poskus in 2. poskus

V 1. poskusu smo FZ-reakcijo naredili na vzorcildwe raztopine galne kisline in rutina
razlicnih koncentracij. 1z rezultatov, ki so prikazani Gaafu 5, lahko sklepamo, dadja
kot je koncentracija vodne raztopine rutina¢jage absorbanca. Glede na strukturo rutina
je to povsem jasno, saj ob dodatku 96 %6, povzaimo razpad dveh glikozidnih vezi v
strukturi, s tem dobimo dva prosta monosaharidardgkcija pa je specifina za dokaz
monosaharidov. Kadar imamo ¢&e koncentracijo rutina, povzéomo razpad dveh
glikozidnih vezi pri véjem Stevilu molekul rutina, weprostin monosaharidov v raztopini
pa ima moznost reagirati z dodatkom fenola, kogunureagentom v spektrofotomeini
metodi. Na ta nan dobimo viSje izmerjene absorbance.

Graf 5 nam prikazuje, da galna kislina, ki je patiél, ne reagira z nasimi reagenti v FZ-
reakciji, torej ne reagira z 96 %80, in dodanim fenolom.

V 2. poskusu smo namesto 5 % vodne raztopine fen&la-reakciji uporabili kar dbD.
Zeleli smo ugotoviti, ali rutin Ze sam po sebi i@ absorbira svetlobd 492 nm. Iz

rezultatov lahko potrdimo, da ali rutin Ze sam pbisekoliko absorbira svetlobo492
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nm ali pa sladkorji reagirajo s,B0, tudi brez pisotnosti fenola. Dobljene vrednosti
absorbanc za vodno raztopino rutina iz 2. poskusahko odsSteli od dobljenih vrednosti
absorbanc za vodno raztopino rutina iz 1. poskisata nain bi dobili vrednost, ki bi

nam prikazovala le kalino reagirajdéih saharidov.

4.2.2.3 UGOTAVLJANJE VZROKOV ZA SLABO RAZTAPLJANJE OBORINEPRI
PRIPRAVI VZORCA ZA KOLORIMETRICNO ANALIZO
Ker se nam vsa oborina (17,5 mg) ni raztopila pdaticu 17,5 ml dB5O (glej4.2.2.1.D,
nas je zanimalo, ali je za slabo raztapljanje otlmn dHO krivo suSenje oborine do
konstantne mase. Tisto suSenje, kjer smo oborirfli Sta rotavaporju pod pogoji:
temperatura (T) 40° in Zatni tlak 601 mbar, ki smo ga znizevali preko 17%am kjer je
vrelis¢e za EtOH in 72 mbar, kjer je vrael&vode do O mbar (gldj.1.1.3.
Naredili smo sled#@ poskus. Vzeli smo 50 ml plagtio epruveto, ki smo jo predhodno
stehtali. Vanjo smo odpipetirali 5 ml sirupa, 5 dHi,O ter dodali 40 ml 96 % EtOH.
Vsebino smo dobro premeSali in jo pustili v hladitn pri 4°C 60 min. Sledilo je
centrifugiranje (7500 x g, 10 min pri 21°C). Natme nastalo oborino dvakrat spirali s
priblizno 50 ml 80 % EtOH in ponovno centrifugiraPo odlitju supernatanta smo Se
mokro oborino s spatulo razdelili priblizno na potm in vsako od teh polovic prenesli v
svojo predhodno stehtano 15 ml plasti epruveto. Epruveto, ki je vsebovala veokre
oborine, smo susili do konstantne mase. Pa&oeem susenju oborine in doéitvi mase,
smo preko sklepnegadana preraunali, koliko bi bila teoretino masa suhe oborine v
drugi epruveti, ki je nismo suSili do konstantne seaSlika 20). Nato smo obema
epruvetama dodali takSen volumen,@H da smo predpostavili, da bo po raztapljanju vse
oborine nastala raztopina polisaharidov s c=1 mgf@torini smo zeleli popolnoma
raztopiti v dodanem volumnu @B, zato smo epruveti dali v ultrazirm kadéko za 30
min pri 75° C ter ju oasno premesali na vibracijskem meSalu. Ker stabseiro zelo
slabo raztapljali, smo epruveti centrifugirali 10nnpri 7500 x g in 21°C. Predpostavili
smo, da ima supentant,gisanaridorl Mg@/ml, zato smo osnovno raztopinodigdda smo
dobili € poiisanarido=0,5 Mg/ml. Pripravili pa smo tudi vodno raztopisaharoze s ¢=0,25
mg/ml. Nato smo poskus zakijli z izvedbo FZ-reakcije v mikrotitrski pléici po
postopku 8.2.2.2.). Za vsak vzorec vodne raztopine polisaharida adne raztopine
saharoze smo naredili 3 paralele po 5 ponovitevrdgkeije v mikrotitrski plo&ci.
Rezultati so prikazani na Sliki 20 in v Pregledii¢V.
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‘ 50 ml plastina epruveta
m (oborine + topila): 414184 mg
| |

DELJENJE MOKRE OBORINE V DVE EPRUVETI

| —
| LI 1

15 ml plasttna epruvetan, 15 ml plasténa epruvetan, spatula
M (oborine) = 25,0 mg M (oborine)= 30,87 mg M (oborine na spatuli]- 2,33 mg

SUSENJE OBORINE DO
KONSTANTNE MASE

MASA OBORINE MASA OBORINE

15 ml plasttna epruvetan, 15 ml plasténa epruvetan,

TEORETI ¢NO DOBLJENA PRAKTI €NO DOBLIENA
m (oborine) = 1,27 mg m (oborine) = 1,57 mg

Slika 20: Shemathi prikaz rezultatov poskusa izvedenega po postopksanem pod.2.2.3

a) PRIPRAVA VZORCA
V 30,87 mg mokre oborine v epruveti z oznake (glej Slika 20) je bilo 29,3 mg topila

(dH20 in EtOH). Tako bi teoretho bilo v 25,0 mg mokre oborine, ki je nismo sudi
konstantne mase, 23,73 mg topila. Masa suhe obdxiilejo dobili, ¢e bi oborino v 15 ml
plastiéni epruveti z oznakon; suSili do konstantne mase, bi bila 1,27 mg. 1,57olmgyini
v epruveti z oznakon,; smo dodali 1,57 ml d¥D in oborini v epruveti z oznakm; 1,27

ml dH,O. Zeleli smo pripraviti raztopini polisaharidowedi s c=1 mg/ml.

b) DOLOCANJE VSEBNOSTI SAHARIDOV S FZ-REAKCIJO
Preglednica XIV: Rezultati poskusa izvedenem pdquisi opisanem pod.2.2.3
e amo jo dobil  raztaplanjem | Re210Pina polisanaridov c=0.5 my/m),
PARALELA Raztopina saharoze nastale oborine, ki je nismo susili d A e @ el 2 EEE e
¢=0,25 mg/ml [ — ;nase in slai@ oborine, ki smo jo susili do konstantrje
reckenjem m, mase in sled#m redtenjem m,
Akonéna Akonéna Akonéna
1. PARALELA 1,0177 0,6112 0,4596
2. PARALELA 1,0424 0,6199 0,3751
3. PARALELA 0,9728 0,5673 0,3440
povprete 3 paralell 4 4110 0,5995 0,3929
Axonéna

Ce primerjamo rezultate za vzorce raztopin polisdoarv dHO iz Preglednice XIV z
rezultati za vzorec raztopine polisaharida iz Géaf&rednost A = 0,865 za raztopino s c=
0,5 mg/ml -4.2.2.9), lahko ugotovimo, da so bile izmerjene absorbanBeeglednici XIV
nizje, kot pri vzorcu raztopine polisaharidov izpbskusag¢eprav naj bi povsod pripravili

raztopine polisaharidov s ¢=0,5 mg/ml. V epruvetznakoms, je bila absorbanca 1,4x
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nizja, v epruveti z oznakm, pa kar 2,2x nizja glede na Graf 4. Ker so bile eagene
absorbance nizje, je bila nizja tudi koncentra@galisaharidov v teh dveh raztopinah
(Preglednica XIV) v primerjavi z raztopino polisait®v iz prvega poskusa (Graf 4). Prvi
razlog za to je lahko, da se je raztopilo manj ot®pz. polisaharidov, ko smo oborini v
tem poskusu raztapljali v dB, v primerjavi z oborino, ki smo jo raztapljali prvem
poskusu (Graf 4). Drugi razlog je lahko, da so lml®orine vsebovanih polisaharidov
sestavljene iz razlhih monomerov. Eni med njimi so manj reaktivni ldugi in zato
dobimo manjSi odziv na spektrofotometru (18, 22dr€] se v opisanem poskusu ni
raztopilo manj polisaharidov v primerjavi s prvinogkusom 4.2.2.7, ampak so se tu v
prvi stopnji oborili in kasneje pri raztapljanjuztapili drugi polisaharidi, ki so manj
reaktivni ter tako ne dajo enakega odziva kot pbigsidi v prvem poskugt(2.2.]. Tretji
razlog pa je lahko ta, da je ob dodatku,@Hoborini prisSlo do nakljgnega raztapljanja
polisaharidov. Nekateri so se torej raztopili, drkgso bolj kompleksni, pa se niso. Zaradi
njihove kompleksnosti in nepopolne hidrolize jikkdanismo dolgili s FZ-reakcijo in smo
posledéno dobili nizje vrednosti izmerjenih absorbafetrti razlog za nizje rezultate pa
bi lahko bila kriva tudi ocenjena napaka tehtara2( mg). Ce primerjamo le vodni
raztopini polisaharidov, ki smo jih analizirali @ poskusu, lahko zakijimo, da vmesno
susenje oborine do konstantne mase vpliva na staktspljanje oborine v di®.

Ob primerjanju vodnih raztopin saharoze s ¢=0,23nmhdggz prvega poskusa (A = 0,905,
Graf 4) in iz tega poskusa (Preglednica XIV), sednosti za 10 % viSje v tem poskusu.
Odstopanje je posledica nakijuh napak pri pripravi raztopine saharoze, napgetpiki
smo jih uporabili tekom analize ali ocenjene napakganja (x 2 mg).

4.2.2.4 VPLIV DODANEGA 0,5M NaOH NA RAZTAPLJANJE OBORINE PR
PRIPRAVI VZORCA ZA KOLORIMETRICNO REAKCIJO

V poskusu opisanem v poglavju2.2.3je bil glavni problem slabo raztapljanje oborine v

dH.0. Da bi poveéali raztapljanje oborine, smo se ogllbza poskus, kjer smo na stopniji

priprave vzorca za FZ-reakcijo dodali raztopini ipaharidov 0,5M vodno raztopino

NaOH. Odl@ili smo se tudi za poenostavitev poskusa opisamegh4.2.2.3 saj smo

ugotovili, da je delitev oborine na polovico prezahtevno. Le-ta je bila nangrenokra in

se je prijemala na stene epruvete.

Poskus smo zali tako, da smo v dve 50 ml plasti epruveti odpipetirali 5 ml sirupa,

dodali 5 ml dHO ter nato Se 40 ml 96 % EtOH. Epruveti smo pobtaa 60 min v
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hladilnik na 4 °C, nato je sledilo centrifugirar{fed min, 7500 x g, 21 °C). Nastali oborini
v epruveti smo dvakrat sprali s 50 ml 80 % EtOH genovno centrifugirali. Nato smo
odlili supernatant ter pustili stati 15 min na argbri sobni T, da smo zagotovili blago
susenje. V prvo epruveto smo v nadaljevanju dotlati dHO, v drugo epruveto 4 ml 0,5
M NaOH in ju postavili v ultrazvéno kadéko za 30 min, vmes pa smo na vsakih 5 min
dobro premesali raztopine na vibracijskem mesSaliepyvuveti, kamor smo dodali 4 mi
dH,O, se oborina ni raztopila v celoti, zato smo joag@mo centrifugirali, da se je oborina
zopet posedla, v drugi epruveti, kamor smo dodami40,5M NaOH, se je oborina
popolnoma raztopila. V dve 2 ml plasti epruveti smo odpipetirali po 1 ml supernatanta
iz vsake od 15 ml epruvet in dodali 1 ml #H Raztopini smo dobro premesSali na
vibracijskem mesalniku ter tako dobili vzorca paharidov, ki smo ju analizirali s FZ-
reakcijo po postopku opisanim po®2.2b. Za vsak vzorec vodne raztopine polisaharida

smo naredili 3 paralele po 5 ponovitev FZ-reakeijaikrotitrski plo&ici.

Preglednica XV: Vizualno spremljanje nastalih ohoridveh paralelah med postopkofn2.2.9

1. paralela | 2. paralela
po 1. centrifugiranju, ko smo epruveti vzeli iz dilaika na oko sta nastali enako veliki oborini tesrrjave barve

po spiranju z 80 % EtOH, sta se obe oborini podatuspendirali, v vsaki od
po 1. spiranju epruvet je bila videna ena malagjeeoborina, peleta (priblizno 1ml velika) in
veliko majhnih delcev

po 2. spiranju po spiranju z 80 % EtOH, sta sealimini podobno suspendirali in premesali

1. paralela - po dodatku 4 ml ¢l

2. paralela - po dodatku 4 ml 0,5M NaOH ni se popolnoma raztopila vsa oborina oborina se je popolnoma raztopila

Preglednica XVI: Vpliv dodanega 0,5 M NaOH na raljtmje oborine

AL | ey
Akonéna Akonéna
1. PARALELA 0,9452 0,8605
2. PARALELA 1,0084 0,9013
3. PARALELA 1,1519 0,9378
povpre&je 3 paralelAgonena 1,0352 0,8999

Med postopkom smo vesas vizualno spremljali obliko, velikost in barvo arlme
(Preglednica XV). Tekom vizualnega pregleda obaino mislili, da nam je dodatek
NaOH res pomagal pri raztapljanju oborine. Glede komcne rezultate izmerjenih
absorbanc (Preglednica XVI) pa tega ne moremo piotsdj smo dobili viSje absorbance
raztopin, za vzorce, kjer smo oborino raztopili mBdH,O. ViSje absorbance pa kazejo na
vecje kolicine polisaharidov. Opustili smo optimizacijo anakz metode z dodatkom

NaOH, saj nam le-ta ni doprinesel izboljSav.
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4.3 ULTRAFILTRACIJA IN SPEKTROFOTOMETRI CNA
DOLOCITEV SAHARIDOV

predstopnja

IZOLACIJA POLISAHARIDOV IZ SIRUPA DOLOCITEV POLISAHARIDOV S
priprava frakcije polisaharidov in odstranitev Herjev z FZ-REAKCIJO Lo
metodo ultrafiltracije V MIKROTITRSKI PLOS CICI

Slika 21: Shemathi pregled izvedenih postopkov ultrafiltracije iol&rimetricne reakcije

. OSNOVNI POSTOPEK
Potek vseh uporabljenih metod shewrati prikazuje Slika 21.
a) IZOLACIJA POLISAHARIDOQV IZ SIRUPA
Vzeli smo 15 ml plastne epruvete za ultrafiltracijo, ki so vsebovale rbesno z doldeno
velikostjo por. V nastavek epruvete smo odpipethdd ml vzorca (sirupa ali placeba) ter
vzorcu dodali 3,5 ml dkD. S pipeto smo trikrat dobro premesali vsebinoastavku.
Sledilo je centrifugiranje epruvet pri 7500 x gah °C tolikoc¢asa, da smo dobili kéni
volumen koncentrirane raztopine v nastavku prildizn5 ml. V vsak nastavek smo
ponovno dodali 3 ml diD, vsebino dobro premesSali s pipeto ter epruveteoyo
centrifugirali do koknega volumna raztopine v nastavku priblizno 0,5 Pastopek smo
ponovili 7%, saj smo teoréto izraunali, kolikokrat moramo sprati vzorec z g da se
bo sprala v&na saharoze iz vzorca. Potek dela je prikazanlika22. Priblizno 0,5 ml
raztopine, ki je ostala v nastavku v epruveti pcspianju, smo prenesli v 1,5 ml pl&sio
epruveto ter dopolnili z dD do 1,0 ml oznake na 1,5 ml epruveti. 1,5 ml eptonsmo
dobro premesali na vibracijskem meSalniku. Od takipravljene raztopine v 1,5 mi

epruveti smo odpipetirali vzorce za izvedbo FZ-méjakv mikrotitrskih plogicah.

l i 5 } koncentriran
| vzorec do

0,5 ml vzorca Vzo,f m —
(sirupa ali y N T |
placeba) + " zme$amo +3,0 ml dHO ~/ PN )
3,5 mldHO :

L —> —> & —> | g/‘
% |

S
W . W

Slika 22: Prikaz priprave frakcije polisaharidowizorca z metodo ultrafiltracije

b) SPEKTROFOTOMETRENA DOLOCITEV POLISAHARIDOV
Z validiranim komnim postopkom FZ-reakcije v mikrotitrski pkigi (3.2.2.2. smo

dolagili vsebnost saharidov v analiziranem vzorcu.

Vsi rezultati so prikazani kot ekvivalenti saharoae podlagi umeritvene krivulje (Graf 3).
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4.3.1 OPTIMIZACIJA CELOTNEGA POSTOPKA (IZOLACIJE POLISAHA  RIDOV
IN NJIHOVEGA KVANTITATIVNEGA VREDNOTENJA)

4.3.1.1 Ultrafiltracija z velikostjo por v membrani 3,0 kD

a) 1. POSKUS
Poskus smo naredili tako, kot je opisan pod osmovpbstopkom 4.3). Ker so bile
dobljene absorbance raztopin vzorcev previsoke exgemje na spektrofotometru TECAN,

smo naredili reditve (10x, 50x, 100x, 200x) ter ponovili FZ-reakc{B.2.2.2.h

Preglednica XVII: MaSganaridov 0,5 Ml vzorca sirupa ali placeba po 7x spiranjlHgO

v m (saharidov)v v m (polisaharidov)v
REDCITVE VZOrec | 0,5 mlzaetnega odpipetiranegd ~REDCITVE VZOrec | 0,5 ml z&etnemu odpipetiranem
vzorca vzorcu
siru 3,11 m siru 2,86 m
10% ; 3 100% P 9
placebo 4,94 mg placebo 4,55 mg
siru 2,61m siru 2,32m
50x ; 3 200x P 9
placebo 4,46 mg placebo 5,76 mg

Iz preglednice XVII lahko vidimo, da je masa satiaviv placebu vzorcih visoka. Zeleli
pa smo dobitim niZje vrednosti, saj bi nam tako rezultat doka#pda smo se znebili
vseh mono-, di- in oligosaharidov. Zato smo se @tiljoda bomo poskus ponovili z
uvedbo treh dodatnih spiranj raztopin vzorcev, eberpa smo bili posebej pozorni, da
smo vzorce na stopnji vsakega spiranja z@ldobro premesali.

b) 2. POSKUS
Poskus smo ponovili tako, kot je opisano v osnovpestopku 4.3), s tem da smo bili res

posebej pozorni na to, da smo pri vsakem spirarunsl dHO v nastavku epruvet za
ultrafiltracijo, raztopinodobro premesali. To smo naredili tako, da smo s pipeto trikrat
potegnili vsebino noter v nastavek pipete in naeaj v epruveto. S premeSanjem raztopin
smo zagotovili enakomernejSo porazdelitev delcevaxtopini vzorca ter tako bolj
ucinkovito spiranje raztopine polisaharidov. S temosse izognili tudi posedanju delcev
vzorca na dno nastavka v epruveti. Po 7x spiramja pripravili vzorec za FZ-reakcijo
tako, da smo od priblizno 0,5 ml raztopine vzorazastavku, odpipetirali po 20 pl vzorca
ter dodali 2000 pl dpD ter izvedli kolorimetidno reakcijo 8.2.2.2.). Vsebino, ki je
ostala v nastavku v epruveti, smo nato Se dodate@ali s 3 ml dBO in ponovno
pripravili 100x razreden vzorec za izvedbo FZ-reakcije v mikrotitrski §oi ter izved|i

kolorimetricno reakcijo 8.2.2.2.D.
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Preglednica XVIII: Masganarigovyv 0,5 ml vzorca sirupa ali placeba po 7x in 10xagu z dHO

. M (saharidov V 0,5ml . M (saharidov) V 0,5 ml
po 7x spiranju vzorec zatetnega odpipetiranegd po 10x spiranju vzorec zatetnemu odpipetiranemu
vzorcu vzorcu
REDCITVE sirup 0,118 mg REDCITVE sirup 0,243 mg
100x placebo 0,154 mg 100x placebo 0,077 mg

Ce primerjamo dobljene mase saharidov (izraZeniekotvalenti saharoze) v Preglednici
XVIIin XVIII, lahko vidimo, da so v Preglednici XW rezultati skoraj za faktor 10x viSiji.
Vzrok za to je najverjetneje premalo premeSanaopazd v prvem poskusu (Preglednica
XVII), tako so se vsi saharidi najverjetneje posedh dno nastavka epruvete za
ultrafiltracijo. Ko smo pripravili vzorec za FZ-fiegijo v prvem poskusu, je ta poleg
Zeljenih polisaharidov vseboval tudi druge monosdea disaharide, oligosahride in
polisaharide. Zagotovo vemo, da je bila prisotr@asaza, kajti nahajala se je tako v sirupu
kot v placebu. Za to so bile absorbance in po&hediudi mase saharidov precej visje kot v
drugem primeru (Preglednica XVIII). V 2. poskusjerksmo bili posebej previdni, da smo
ob vsakem spiranju raztopine z #f vzorce dobro premesSali s pipeto, pa smo doldjen
vrednosti.Ce predpostavimo, da smo v 2. poskusu sprali vseosadraride in disaharide,

nam mase saharidov predstavljalo le tisti del sdbey ki so veji od 3kD.
4.3.1.2 Ultrafiltracija z velikostjo por v membrani 10,0 kD

Ker je bilo delo v 15 ml plasinih epruvetah z velikostjo por v membrani 3,0 k2qaj
zamudno, smo se odliti, da poskusimo metodo v epruvetah za ultraftlija z velikostjo
por v membrani 10,0 kD. S slednjimi epruvetami srtako pripravili frakcije
polisaharidov, ki so bili vgi od 10 kD in so tako po spiranju z ¢B ostali v nastavku

epruvete. Vse druge molekule, ki so bile manjS&é@#D, pa so prehajale v permeat.

a) 1. POSKUS: OSNOVNI POSKUS
Poskus smo naredili tako, kot je opisano v osnovpestopkom4.3). Po sedmih spiranjih

vzorca (0,5 ml sirupa ali placeba) smo naredili , 183x in 100x reéitve raztopine, ki je
ostala v nastavku epruvete ter tako pripravljenerae uporabili za izvedbo FZ-reakcije v
mikrotitrski plo&ici (3.2.2.2.. Vet razlicnih rectitev smo naredili zato, da bi pridobili
najbolj optimalno koncentracijsko obije vzorca, ki nam bi dajala ustrezen odziv na
spektrofotometru. Vsebino, ki je ostala v nastavkapruveti po odvzetih vzorcih, smo
nato Se dodatno 3x sprali in pripravili dvakratrea#en vzorec ter izvedli kolorimetmo
reakcijo @8.2.2.2.h.
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0,1400 ~

0,1200 - M 10x redcitev
M 50x red¢itev 7x spiranje
100x redcite:

M 2x redCitev 10x spiranje

0,1000 -

0,0800 -

(mg)

0,0600 -

m (sahridov) v 0,5 ml vzorca

0,0400 -

0,0200 - 0,0293
0,0044 0 0 0,0021
I

0,0000 -

sirup placebo vzorec

Slika 23: Masganaridov)(Kot ekvivalent saharoze) v 0,5 ml vzorca po 720 spiranju (osnovni poskus)

Vrednost absorbance za slepo raztopino je bila6d@®%Priloga -7.2.1.) Ta je bila zelo
podobna vrednosti absorbance za raztopino poligkhvar ki smo jo 100x redli
(0,05836). Tako smo ugotovili veliko napako merjteq] je bila vrednost slepe raztopine
blizu vrednostim vzorca in tako nismo mogli dobraupati kodnim rezultatom. Na
podlagi rezultatov (Slika 23) po 7x spiranju sma&lggili, da je smiselno narediti manjSo
razreditev vzorca, ki smo jo v nadaljevanju uporabili Z&-reakcijo, saj smo na ta ia
poveali odziv na spektrofotometru in s tem dobili visy@dnosti izmerjenih absorbanc za
vzorce. V primeru 10x reéitve je absorbanca skoraj enkratpaekot vrednost absorbance
za slepo raztopino. Na ta dma je vpliv napake manjsSi in tako lahko bolj zaumam
dobljenim rezultatom. Odtili smo se, da bomo v naslednjih poskusih naredéinjSe
rediitve in sicer zgolj 2x retkénje raztopin vzorcev. Iz rezultatov po 10x spualghko
zakljwimo, da je v 0,5 ml sirupa 0,0594 mg saharidov,s&i veji od 10 kD. Ce
predpostavimo, da smo se s spiranjem znebili vsehor di-, oligo- ter polisaharidov
manjSih od 10 kD, nam dobljeni rezultat prikazujasm polisaharidov wgh od 10 kD v
sirupu, izrazeno kot ekvivalent saharoze. Dobljmrultat tako predstavlja le 3,71 %
polisaharidov, glede na literaturne podatke, kigeej 1,6 mg/0,5 ml sirupa (Preglednica
XXIl). Ce bi rezultat podali kot ekvivalente kak3nega dgagsladkorja, bi bil rezultat
lahko veji ali manjSi, odvisno od izbranega sladkorja, atekega bi pripravili umeritveno
krivuljo (18, 22, 24).

b) 2. POSKUS: RABLJENI FILTRI
Vzeli smo dve novi in dve stari epruveti za ultitedicijo. Stare epruvete so bile ze

uporabljene, vendar dobro pomite. Namen dela snstapruvetami je bil ta, da smo
preverili, ¢e med izvedbo poskusa membrana v nastavku epraeekakrSen koli nan

poSkoduje oziroma;e pride do zamasitve por v membrani nastavka eprufroleg tega
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pa smo zeleli v&evati z materialom, saj so takSne epruvete dragmd/novo in eno staro
smo v nastavek odpipetirali 0,5 ml sirupa, v dragwo in drugo staro 0,5 ml placeba ter
jih 7 x sprali z dHO in koncentrirali do 0,5 ml. Nato smo odpipetinadi 50 pL vzorca iz
koncnega koncentriranega vzorca v 0,5 ml ptamsiepruvete ter dodali 50 pL &l (2%
redienje). Tako pripravljene dvakrat razéede vzorce smo uporabili za izvedbo FZ-
reakcije ter izvedli kolorimetno reakcijo 8.2.2.2.)). Preostanek raztopine v nastavkih
starih in novih epruvetah smo nato Se 3x spiralikrtanem spiranju smo odpipetirali po
100 pL vzorca iz kotnih raztopin v 0,5 ml plasine epruvete ter jim dodali po 100 pL
dH,O. 0,5 ml plastine epruvete smo zmeSali na vibracijskem meSaluotertako
pripravljenih raztopin odpipetirali vzorce za iztedFZ-reakcije v mikrotitrskih placah

ter izvedli kolorimetréno reakcijo 8.2.2.2.1).

0,1200 -
0,1000 0,0996 W 7x spiranje

W 10x spiranje
0,0800 -

0,0600 -
0,0400 -

0,0200 -

0,0058  0,0060

M (saharidov) V 0,5 ml vzorca

0,0000 -

sirup (nova epruveta) placebo (nova epruveta) sirup (stara epruveta) placebo (stara epruveta)

VZOREC

Slika 24: Masganaridov)(Kot ekvivalent saharoze) v 0,5 ml vzorca (rabljéni)

Iz Slike 24 je razvidno, da so mase saharidov zaeezplaceba po 7x in 10x spiranju
ostale zelo podobne. Glede na rezultate pri plapeisttusih vemo, da se po 10x spiranju
nismo znebili vse saharoze, ki je prisotna v vzpéeprav je njena MM manjSa od 10 kD.
Prvi vzrok bi lahko bil, da se en del saharoze we@gore membrane v nastavku 15 ml
plastine epruvete za ultrafiltracijo, drugi pa da sahan@agira s plastiko, kar onema@go
prehod saharoze preko por membrane. Ker pa vemeza@c sirupa vsebuje déken
delez saharoze, lahko sklepamo, da del rezultapaelistavlja koktino saharidov v sirupu,
lahko predstavlja del saharoze, ki se ni spralagaet izvedenih spiranijih.

Ce primerjamo rezultate mas saharidov v 0,5 ml sif@pazimo neponovljivost rezultatov.
Vzrok za to bi lahko bilo naklgno odpipetiran vzorec sirupa, ki je vsebovatjweali
manjSo kolkino polisaharidov, vgih od 10 kD. Ce sirupa nismo pretresli pred
odpipetiranjem vzorca za analizo, so bil€jganolekule najverjetneje na dnu steklenice s
sirupom in jih tako nismo zajeli v analizo. V primedobro pretresene steklenice sirupa, pa

smo zagotovili ustrezno porazdelitev molekul v guuV naslednjih poskusih smo bili
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posebej pozorni, da smo pred odpipetiranjem vzpecanalizo steklenico pretresli. Drugi
vzrok bi lahko bil, da je bila membrana s poranmastavku Zze uporabljene, a oprane stare
epruvete poskodovana in smo tako pri spiranju @& vzorca izgubili dolkeen del

polisaharidov.

c) 3. POSKUS: VECJA KOLI CINA SIRUPA
V nastavek prve epruvete smo odpipetirali 0,5 mipa, v nastavek druge pa 0,5 mi

placeba ter dodali 3,5 ml dB. Po premeSanju, centrifugiranju ter koncentriraiagztopin
vzorca priblizno 0,5 ml, smo v vsak nastavek epteig®dali 0,5 ml novega vzorca sirupa
ali placeba ter 3 ml di0. Po premeSanju in centrifugiranju smo postopeR>§eonovili,
tako, da je bila skupna ke¢iha vsega sirupa in placeba, ki smo ga vnesli dizana
posamezen nastavek epruvete 2,5 ml. Po zadnjenpeitphju vzorcev smo raztopine v
nastavkih 7x sprali z di® ter koncentrirali vzorce do 0,5 ml. Pripravili griOx in 30x
rediene vzorce ter izvedli kolorimetrio reakcijo 8.2.2.2.1). Preostanek raztopine v
nastavku posameznih epruvet smo nato Se 3x sgaet pripravili 10x in 30x regkne
vzorce ter izvedli FZ-reakcijo v mikrotitrskih @éicah @.2.2.2.D.

0,4000 -
0,3500 -
0,3000 -
0,2500 -
0,2000 -
0,1500 -
0,1000 -
0,0500 -
0,0000 -

0,3357

0,3109 B 10x redcitev
M 30x redCitev

0,2748 0,2781

0,0554

m (saharidov) v 2,5 ml vzorca
(mg)

0,0062 0 0

sirup - 7x spiranje placebo - 7x spiranje sirup - 10x spiranje placebo - 10x spiranje

vzorec

Slika 25: Masganaridov)(Kot ekvivalent saharoze) v 2,5 ml vzorcadfeekolicine)

Glede na rezultate 10x r@tve za vzorec placeba lahko zakijmo, da je bilo 10x spiranje
vzorca zelo pomembno, saj se na t&imaznebimo véino mono-, di- , oligo- in
polisaharidov, ki so manjSi od 10kD. V 2,5 ml siaupmo doléili maso saharidov 0,28
mg. Torej je teoretno v 0,5 ml sirupa masa saharidov 0,06 mg. Vsehmasesaharidov
v 0,5 ml sirupa po 10x spiranju je glede na retalia 2. poskusa v poglavjd.3.1.2
priblizno sredinska vrednost mas saharidgaj smo dobili vrednosti masaharidovpo

10x spiranju za vzorce sirupa od 0,10 do 0,04 mg.
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d) 4. POSKUS: ANALIZA 2 ml VZORCA
V eno novo in eno staro epruveto smo v nastavekpetmli 1 ml sirupa, v drugo novo in

drugo staro pa 1 ml placeba ter dodali 3,5 mp@HPo premeSanju, centrifugiranju ter
koncentriranju raztopin vzorca priblizno 0,5 ml,esmnvsak nastavek epruvete dodali 1 ml
novega vzorca sirupa ali placeba ter 2,5 mp@HPo premeSanju in centrifugiranju smo
vzorce 7x sprali z dfD in koncentrirali do 0,5 ml. Od kone raztopine, ki je ostala v
posameznem nastavku epruvete, smo odpipetiralib@prca v 0,5 ml plasthe epruvete
ter dodali 50 pL dbD. Tako pripravljene, dvakrat razkeshe in premeSane vzorce, Smo
uporabili za kvantitativno vrednotenje vsebnosthaaov s FZ-reakcijo 32.2.2.D.
Preostanek raztopine smo nato Se 3x spirali Z0dHio priblizno 0,5 ml. Po k@&anem
spiranju smo pripravili dvakrat razréehe vzorce ter izvedli kolorimetno reakcijo
(3.2.2.2.h.

04 1 0,3754 M 7x spiranje

0,35 - 0,3047 W 10x spiranje
0,3 A 0,2538 0,2454
0,25 -
802 A
@,15 .
0,1 -
2 005 - 0,0171 00,0099 0,0126 ¢ 0069
£ 0 - ; s . y )

sirup -nova epruveta  placebo- nova epruveta sirup - stara epruveta placebo - stara epruveta

saharidov) v 2,0 mi

vzorec
Slika 26: Masganaridov)(kot ekvivalent saharoze) v 2,0 ml vzorca

Glede na Sliko 26 lahko trdimo, da je ponovljivestzultatov boljSa glede na prejsSnje
poskuse (Slika 23, Slika 24, Slika 25), saj so mosti po 10x spiranju za sirup v novi in
stari epruveti primerljivi. Tudi vrednosti za vzorplaceba so nizke, kar pomeni, da smo
dobro sprali vzorce in se tako znebili skoraj vesblekul manjSih od 10 kD. Tako zopet

lahko potrdimo, da je 10x spiranje nujno in potrelza doseg bolj ponovljivih rezultatov.

e) 5. POSKUS: STANDARD POLISAHARIDA V VODI
Poskus smo naredili po postopku, opisanem pod gkysom 4.3.1.2.g. Namesto sirupa

in placeba smo kot osnovna vzorca uporabili ramiopektina in arabskega gumija v
dH,O, z dvema razthima koncentracijama. Raztopine polisaharidov w@Hmo tudi
direktno odpipetirali v mikrotitrsko plég&o (Slika 27). Torej jih nismo 7% in 10x spirali z
dH,0, temveé smo od osnovnih raztopin odpipetirali po 50ul ogite in naredili FZ-
reakcijo v mikrotitrskih plo&cah 3.2.2.2.1).
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Pripravljene raztopine polisaharidov v giHso bile:

-raztopina pektina v d¥ s koncentracijo ¢ = 0,1 mg/ml
-raztopina pektina v d¥® s koncentracijo ¢ = 0,2 mg/ml

. .. .. VZORCI
-raztopina arabskega gumija v fflHs koncentracijo ¢ = 0,1 mg/ml
-raztopina arabskega gumija v fflHs koncentracijo ¢ = 0,2 mg/ml
0,14 -

< B 7x spiranje 0,1183

g 0,12 A m 10x spiranje 0,1092

£ o 0,1031

€ 01 - brez spiranja

£

§ 0,08 -

2 0,06 -

Q.

2 0,04 -

g 0,0252 0,0233 549

Eo 0,02 1 o,0132 00121 00119

S 0 -

pektin (0,1 mg/ml) pektin (0,2 mg/ml) arabski gumi (0,1 mg/ml) arabski gumi (0,2 mg/ml)
vodna raztopina polisaharida

Slika 27: Koncentracijgunarigov)(KOt €kvivalent saharoze) v 2,0 ml vzorca (vodzitopini pektina in
arabskega gumija s ¢=0,1 mg/ml in ¢c=0,2 mg/ml)andéard polisaharida v vodi

S tem poskusom (Slika 27) smo pripravili pozitivkentrole, in sicer vodne raztopine
pektina in arabskega gumija, z dvema tsmiha koncentracijama. Ko smo analizirali
raztopini pektina s ¢=0,1 mg/ml in ¢=0,2 mg/ml, spwkoncu FZ-reakcije dokili skoraj
10x nizje koncentracije, v primeru raztopine aragsk gumija pa priblizno 2x nizje
koncentracije, v primerjavi s koncentracijami osmibv raztopin pektina in arabskega
gumija. Koncentracije raztopsaharidov, ki smo jih dotdi v raztopinah, smo izrazili kot
ekvivalente saharoze, glede na umeritveno krive§baroze (Graf 3)Ce bi preraunali
koncentracije raztopin saharidov kot ekvivalentegilt monosaharidov ali polisaharidov,
bi lahko dobili povsem druge rezultate. Prednostzanja saharidov kot ekvivalente
saharoze je v tem, da imamo v&ss znano in enako sestavo saharoze, medtem ko
polisaharidi niso vedno enake sestave. Ker ne poansluzi, ki sestavljajo sirup, ne
moremo téno opredeliti, kako reaktivni so polisaharidi, ka prisotni v njem. Tako so
lahko sluzi reaktivne kot saharoza ali kakSen pblsid. Zaradi primerljivosti dobljenih

rezultatov je torej pomembno, da rezultate podajkot@kvivalente ene spojine.
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f) 6. POSKUS: STANDARD POLISAHARIDA V PLACEBU
Poskus smo naredili po postopku, opisanem pod gkysom 4.3.1.2.d. Namesto sirupa

in placeba smo pripravili raztopini pektina in i@ani arabskega gumija v dB, tako da
smo 10 mg pektina oziroma arabskega gumija raztedi0 ml dHO in dobili raztopini s
c=1 mg/ml. Nato smo odpipetirali:

e 1 ml raztopine s c=1 mg/ml ter dodali 10 ml razt@psaharoze v vodi (placebos
« 1 ml raztopine s c=1 mg/ml ter dodali 5 ml razt@pgaharoze v vodi (placebo)~

- VZORCI

0,1
0,09
0,08 W 7x spiranje
0,07 W 10x spiranje
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

¢ (mg/ml) raztoppin saharidov

pektin (0,091 mg/ml) pektin (0,167 mg/ml) arabski gumi (0,091 mg/ml)  arabski gumi (0,167 mg/ml)
vodna raztopina polisaharida

Slika 28: Koncentracijgnaridoy) (KOt ekvivalent saharoze) v 2,0 ml vzorca (vodartopini pektina in
arabskega gumija s ¢=0,091 mg/ml in ¢=0,167 mg#/nsandard polisaharida v placebu

Iz Slike 28 lahko zakljgimo, da je pri enkrat visji koncentraciji vodne t@zine
polisaharida tudi skoraj enkrat &ja koncentracija izmerjenih saharidov. Vidimo, da s
dobljene koncentracije, préwnane iz izmerjenih absorbanc preko umeritveneukevza
saharozo (Graf 3), za vodni raztopini pektina piifd 15x manjSe od koncentracije
osnovnih vodnih raztopin pektina. Pri vodnih razma arabskega gumija so dobljene
koncentracije raztopin saharidov 2-3x manjSe odc&atracije osnovnih vodnih raztopin
arabskega gumija. Le-te smo izrazili kot ekvivadesiharoze. Rezultati so primerljivi z
rezultati iz 5. poskusa, Slika 27.

V opisanem poskusu smo znova potrdili, da je zgbgdonovljivost rezultatov potrebno
10x spirati vzorce. Na ta &ia zagotovimo ustrezno spran vzorec, kjer ni wegistot ali
saharidov manjSih od 10 kD ter nam rezultat predistde Zeljene izolirane polisaharide
vecje od 10 kD.
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) 7. POSKUS: 10x SPIRANJE
Poskus smo naredili po postopku, opisanem pod gkysom 4.3.1.2.9. Namesto sirupa

in placeba smo uporabili naslednje vzorce:

1. VZOREC: 2 ml sirupa

2. VZOREC: 1,0 ml sirupa + 1,0 ml placeba

3. VZOREC: 1,0 ml sirupa + 1,0 ml g

4. VZOREC: 1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks ¢c=0,1 mg/ml

Sprememba v primerjavi s 4. poskusofn3(1.2.4 je bila, da smo vzorce direktno 10x

sprali, saj smo glede na prejSnje poskuse zékljuda je 10x spiranje potrebno. Po
zadnjem spiranju smo v 0,5 ml pl&si epruvete odpipetirali 100 uL vzorca iz &oin
raztopin ter jim dodali 100 pL di®. 0,5 ml epruvete smo zmesSali na vibracijskem
mesalniku in od tako pripravljenih raztopin odpipat vzorce za izvedbo FZ-reakcije v
mikrotitrskih plogicah ter naredili kolorimet&no reakcijo 8.2.2.2.D.

£ 0,14 - 0,1321
~ 0,12
<
0,1
§ 0,0833
e © -
8 g 0,08 0,0591 0,0604
3§ 0,06 -
E 004
S~
ob
E 002 -
© 0 - ; . ;
sirup (2 ml) sirup (Iml) in dH20  sirup (Iml)in  sirup (1ml) in vodna
(1ml) placebo (Iml)  raztopina pektinas
vzorec c=0,1mg/ml)

Slika 29: Koncentracijaunaridov)(KOt ekvivalent saharoze) v 2,0 ml vzorca — 10ixasje

Na Sliki 29 lahko opazimo linearnosi primerjamo vzorec, kjer smo odpipetirali 2 ml
sirupa z vzorec, kjer smo odpipetirali 1 ml sirupal ml dHO. Torej ob 2x v&em
volumnu odpipetiranega sirupa dobimo tudgjveodziv in posledino tudi 2,2x véjo
koncentracijo saharidov, izraZzenih kot ekvivalessédnaroze. Ob analizi rezultata vzorca,
kjer smo odpipetirali 1 ml sirupa in 1 ml placelkdimo, da se kljub 10x spiranju nismo
znebili vse saharoze iz placeba. Mégse dolden del saharoze veze na pore nastavka
epruvet za ultrafiltracijo ali reagira s plastikoje zato nismo mogli sprati. Prisotni ostanki
saharoze tako prispevajo k celokupni visji koncagijr izmerjenih saharidov. V primeru
vzorca, kjer smo odpipetirali 1 ml sirupa in 1 nddne raztopine pektina, pa tezko
zakljwimo, da vodna raztopina pektina prispeva defodelez saharidov k rezultatu, saj je
rezultat podoben tistemu, ki smo ga dobili ob amalzorca 1 ml sirupa in 1 ml di@. V
nadaljevanju smo poskusili analizo narediti z vigmcentracijo vodne raztopine pektina v

sirupu.
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h) 8. POSKUS: TEHTANJE VZORCA
Poskus smo naredili po postopku, opisanem pod dkysom 4.3.1.2.J. Z namenom

dobiti bolj natakdine rezultate, smo stehtali vzorec, ki smo ga upb@banalizi. Namesto

sirupa in placeba, smo uporabili naslednje vzorce:

Vzorci: 1,0 ml dH,O + 1,0 ml vodne raztopine pektina raziinih koncentracij
1. VZOREC: 1,0 ml dHO + 1,0 ml vodne raztopine pektina s c=0,5 mg/ml
2. VZOREC: 1,0 ml dHO + 1,0 ml vodne raztopine pektina s c=1,0 mg/ml
3. VZOREC: 1,0 ml dHO + 1,0 ml vodne raztopine pektina s c=2,5 mg/ml

Vzorci: 1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine pekha razli¢nih koncentracij
. paralela

1
1
2.
3
4

. VZOREC:
VZOREC:
. VZOREC:
. VZOREC:

1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=0,5 mg/ml
1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=1,0 mg/ml
1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=2,5 mg/ml
1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=5,0 mg/ml

. paralela

VZOREC:
VZOREC:
VZOREC:

1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=0,5 mg/ml
1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=1,0 mg/ml
1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine peks c=2,5 mg/ml

wnhEDN

Tudi pri tem poskusu smo vzorce direktno 10x spkakz vmesnega odvzema vzorcev po

7% spiranju.
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0 T T T T T 1
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koli¢ina polisaharidov v za¢etnem volumnu ali masi (mg)

y =0,0677x + 0,0195
R? = 0,9865
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0,2

0,332
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masa
saharidov (mg)
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0,02426
0,04705
0,4 0,04668
0,5 0,05271
1 0,09853
2,5 0,18462

izmerjena masa pektinov v dH20
izrazena kot ekvivalent saharoze (mg)

Graf 6:Masapeking izrazena kot ekvivalent saharoze, v odvisnostkatine polisaharidov
v zatetnem volumnu ali masi
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Graf 6 prikazuje izmerjeno keéino pektinov v dHO (mg) v odvisnosti od natehtane oz.
odpipetirane mase (mg). Rezultati so zbrani i65in 8. poskusa4(3.1.9

Zaklju¢imo lahko, da je celotha metoda, torej koncentfgamnalita in njihovo
kvantitativno vrednotenje s FZ-reakcijo, linearha odstopanje od popolne linearnosti pa

lahko vpliva dol@éen delez napake pri vrednotenju néteosti metode (Glef.3.2.9.

y=0,0733x+0,1286
R*=0,9874

o
(2}
1

w0
£
3
B 0,4 -
s y =0,0705x + 0,1156
<
R?=0,9696

203
©
@
€
g 0,2 ¢ 1.paralela
g W 2.paralela
N 0/1 7

O T T T T T 1

0 1 2 3 4 5 6

koli¢ina pektina dodana k 1 ml sirupa (mg)

Graf 7:Masgsanaridoyy iZrazena kot ekvivalent saharoze, v odvisnostatine
pektina dodanega k 1 ml sirupa

Graf 7 prikazuje odnos med izmerjeno maso sahaif(idoazeno kot ekvivalente saharoze)
v odvisnosti od kotiine pektina dodanega k 1 ml sirupa za dve zaporngahaleli. Ocenili
smo, da je bila linearnost za prvo paralefes®969. Ker smo Zeleli preveriti ali je tekom
postopka priSlo do séajne napake ali je metoda res nelinearna, smo &®ilodza
ponovitev postopka. Z drugo paralelo smo ocengjiinearni odziv med opazovanima
spremenljivkama, Rje bil 0,987.

Literatura kot moZzen kriterij ocenjevanja linearmosvaja Pearsonov koeficient variacije,
ki naj bo veji od 0,99 (29). Z drugo paralelo smo se priblizahtevam. Za odstopanje od
kriterijev pa je lahko kriva bodisi nelinearnosti etade bodisi posledica slabSe

ponovljivosti metode.
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4.3.2 VALIDACIJA KON CNE METODE (ULTRAFILTRACIJA S SLEDE CO
KOLORIMETRI CNO REAKCIJO)

KONCNI POSTOPEK
Validacija koréne metode ultrafiltacije s slette FZ-reakcijo je potekala tako, da smo
najprej pripravili frakcije polisaharidov, ¥gh od 10,0 kD po postopku opisanim po

3.2.2.1.h nato pa smo kvantitativho da@ib vsebnost polisaharidov po postop812.2.2.b.

a) ZNOTRAJDNEVNA IN MEDDNEVNA PONOVLJIVOST

Zeleli smo dolgiti znotrajdnevno in meddnevno ponovljivost celoimetode dolanja
polisaharidov (ultrafiltracija, ki ji sledi FZ-reaka v mikrotitrskih plogicah). V ta namen
smo tri dni zapored v treh ponovitvah naredili &onpostopek. Preglednica XIX nam

prikazuje rezultate mas saharidov paralel po dnievitjihove povpréne vrednosti.

Preglednica XIX: Masgnaridoviparalel, kot ekvivalneti saharoze, po dnevih imgretne vrednosti

1. dan 2. dan 3. dan
m (saharidov)/ 1 g vzorca m (saharidov)/ 1 g vzorca m (saharidov)/ 1 g vzorca
(mg) (mg) (mg)
’ 0,111395 mg saharido 0,1133620 mg 0,1016609 mg saharidov/|/
1. PARALELA 2 mi sirupa / g mase saharidov / g mase g mase
. 0,105247 mg saharido 0,1176535 mg 0,0936660 mg saharidov/|/
2. PARALELA 2 ml sirupa / g mase saharidov / g mase g mase
] 0,107429 mg saharidoy 0,113628 mg saharidoy 0,1028546 mg saharidov|/
3. PARALELA 2 ml sirupa / g mase / g mase g mase
’ 0,108304 mg saharido
4. PARALELA 2 ml sirupa / g mase / /
0,108094 m 0,114881 m 0,099394 m
m (saharidov) / 1 g vzorca (mg) . g . 9 . g
saharidov / g vzorca| saharidov /g vzorca| saharidov /g vzorca

Relativni standardni odmik treh vzorcev po dnevih:

1l.dan — RSD 2,36 %

2.dan - RSD 2,09 %

3.dan — RSD 5,03 %

Relativni standardni odmik povpneih vrednosti mas nastalih oborin med dnevi:

RSD =7,22 %

Pri trikrat oz. Stirikrat neodvisni vzporedni pormwv celotnega postopka dalive
izoliranih polisaharidov iz sirupa, izhaja del \adnilnosti rezultatov iz prve faze, del pa iz
druge faze. Zaklgimo, da je metoda ultrafiltracije s slé&de kvantitativno analizo
saharidov za raziskovalne namene dobro ponovljivaetraj posameznega dne in med

dnevi. Na to kazejo nizke vrednosti relativnegagtadnega koeficienta.
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4.3.3 TESTIRANJE VZORCEYV SIRUPA

Vzeli smo tri prazne 15 ml plastie epruvete za ultrafiltracijo. V njih smo odpipeli
vzorce sirupa in dot@li vsebnost polisaharidov po validiranem &oeem postopku4.3.2.
Analizirali smo tri razéne vzorce sirupa. Za analizo smo odpipetirali prif (ta:no
natehtanega) 2 ml vsakega sirupa.

Preglednica XX: Rezultati treh paralel treh vzorsgupa ter povpiae vrednosti, podanih fhharidodl 9
vzorca (mg) in izraZenih kot ekvivalenti saharoze

SIRUP 1 SIRUP 2 SIRUP 3
M (sanaridovy / 1 g VZOrca (Mg) | M (sanarigow / 1 g vZorca (mg) | M (sanarigon / 1 g vZorca (mg)
1. PARALELA 0,084658 mg 0,079617 mg 0,0752616 mg
saharidov / g mase saharidov / g mase saharidov / g mase
> PARALELA 0,0827199 mg 0,0931192mg 0,0734189 mg
saharidov / g mase saharidov / g mase saharidov / g mase
3 PARALELA 0,074743 mg 0,081387 mg 0,075959 mg
saharidov / g mase saharidov / g mase saharidov / g mase
povpreje Msanaridov 0,080707mg 0,084708119 0,0748&19
(vseh treh paralel saharidov / g mase saharidov / g mase saharidov / g mase
sd 0,00526 0,00734 0,00131
RSD 6,51 % 8,66 % 1,75 %

Rezultate testiranja sirupov prikazuje Pregledia Sirup 1 in sirup 2 sta se Ze na prvi
pogled razlikovala po viskoznosti od sirupa 3. Bifuje bil bolj tek@ in manj viskozen.
Vzrok temu je lahko drugaa sestava sirupa 3. Ker na viskoznost vzorca ajalidaljSi in
bolj kompleksnejSi polisaharidi, lahko sklepamo,vdabuje sirup 3 krajSe polisaharide, ki
ne naredijo sirupa tako viskoznega kot pri sirupin kirupu 2. Ostali lastnosti, kot sta
barva in vonj sirupa, pa sta bili med sirupi nai pvgled podobni.

Analiza sirupov je pokazala raghe vsebnosti polisaharidov v posameznih sirupih.
Najnizjo vsebnost polisaharidov smo ddloza sirup 3. Sklepamo lahko, da je sirup 3
vseboval manj polisaharidov ali pa so bili ti kiajfo ham je potrdila Ze na videz precej
nizja viskoznost sirupa 3. NajviSjo vsebnost pdlaédov, izrazenih kot ekvivalenti
saharoze, smo dalihi za sirup 2. Sledniji je bil glede na konsisteriadi najbolj viskozen.
Sklepamo lahko, da vsebuje veliko polisaharidovs&idolgi in kompleksni. NajboljSo
ponovljivost metode smo dalii pri sirupu 3. To je skladno s gakovaniji, saj je bilo
laZje in bolj enakomerno trikrat zaporedoma odveetike koltine za analizo vzorca, ker
je bil sirup 3 najmanj viskozen. In obratno, ndpSia ponovljivost metode smo deéilb za

sirup 2, ki je bil tudi najbolj viskozen.
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4.4 PRIMERJAVA GRAVIMETRI CEGA IN
SPEKTOFOTOMETRI CNEGA DOLO CANJA POLISAHARIDOV

V preglednici XXI so zbrani rezultati, ki smo jitoblili pri validaciji kontnega postopka
gravimetrije in ultrafiltracije s slede FZ-reakcijo v mikrotitrskih plaScah. Kot vzorec

smo v obeh metodah vzeli sirup, ki smo ga kupiékarni.

Preglednica XXI: Primerjava gravimetrije in ultiéfacije s sled&o FZ-reakcijo

METODA 1 METODA 2
ZNOTRAJDNEVNA x
ULTRAFILTRACIJA S SLEDE CO
PONOVLIIVOST GRAVIMETRIJA F7.REAKCIIO
1. DAN RSD =7,41% RSD =2,36 %
2. DAN RSD =9,75 % RSD = 2,09 %
3. DAN RSD = 5,22 % RSD = 5,03 %
MEDDNEVNA
PONOVLIIVOST RSD = 8,83 % RSD =7,22%
volumen/masa 10 mi 2 ml predstavlja 2,36 g
sirupa, ki smo ga analizirali 1 ml sirupa predstavlja 1,23 g
koglg\l/r;)e:gjc;hts; 2Ea(;|r(]jiov 46,54 mg polisaharidov 0,10746 mg saharidov/ g sjga
prer&unano na 1 ml oziroma . . . . .
na 1 g sirupa 4,654 mg polisaharidov / 1 ml sirupa 0,10746 mg satidov/ g sirupa

Pri gravimetrénem postopku smo za analizo odpipetirali 10 miggrDol@ili smo 46,54
mg polisaharidov v 10 ml sirupa. Torej je v 1 miugpia 4,65 mg polisaharidoCe to
primerjamo z literaturnimi podatki (3,2 mg - Predjieca XXIl), je vrednost dokeenih
polisaharidov primerljiva. V 1 ml sirupa se nah&fa mg lista ozkolistnega trpotca, za
katerega literatura navaja vsebnost sluzi v drqfi % (13) in 50 mg cveta gozdnega
slezenovca, za katerega literatura navaja, da eselstuzi v drogi lahko variira med 3,8 %
in 7,3% (15).Ce bi predpostavili, da se v cvetu gozdnega sleznmahaja najvisja
dolocena vsebnost sluzi, torej 7,3 %, pa bi v 1 ml srlghko dolgili priblizno 4,45 mg.
Ta vrednost je zelo blizu naSim rezultatom. Kenpgoznamo tme sestave, strukture in
vsebnosti polisaharidov v preiskovanem sirupu, rmegemo zakljditi, ¢e je bila metoda
gravimetrije téna.

Pri metodi ultrafiltracije in slede kolorimetricni reakciji Smo namesto pipetiranja vzorca
sirupa za analizo le-tega natehtali. Tako smo dglglala se v 1 g sirupa (1 ml sirupa
predstavlja priblizno 1,23 g sirupa) nahaja 0,16%p saharidov, ki smo jih izrazili glede
na saharozo. Rezultat je sicer skoraj 45x nizji tiit, ki smo ga dobili z gravimetrijo.
Vzrok je v tem, da smo pri metodi ultrafiltracijesked€o FZ-reakcijo, maso podali kot

56



ekvivalente saharoze, glede na umeritveno krividggopine saharoze (Graf 3), v primeru
gravimetrije pa nam rezultat predstavlja izoliraeestehtane polisaharidée bi pri drugi
metodi (ultrafiltracija, ki ji je sledila spektrafometitna dol@itev saharidov) izrazili
maso saharidov glede na drugi sladkor, bi se vigdnahko precej razlikovale. Pri
kolorimetricni reakciji torej nastanejo obarvani produkti meahaidom in fenolom, v
mocno kislem mediju, ki jim izmerimo absorbanco préi92 nm. Specitina odzivnost pa
se nekoliko razlikuje med razhimi vrstami monosaharidnih enot (24). To pomer, d
kompleksi razkinih sladkorjev s fenolom v ndno kislem mediju, raztho absorbirajo
svetloboi 492 nm. Dokazano je bilo (24), da ramli monosaharidi, oligosaharidi in
polisaharidi dajejo razine linearne absorbame profile prix 492 nm, torej da razini
saharidi dajejo razine naklone premic (odvisnost mase sladkorja (pgalsbrbance
nastalega kompleksa p# 492 nm). Delno je to posledica razlik v masi pegst
monosaharida, delno od njihove kemijske oblike likire molekulah (24). Tako lahko
zakljutimo, da je pomembno, da vse dobljene rezultatespmgomo in podamo glede na
saharid, za katerega smo pripravili umeritvenoWwjos V naSem primeru je bil ta sladkor
disaharid saharoza. Disaharidi, ki so zelo higrpskonaj bi kazali nizje absorbance (24)
na umeritvenih premicah. Tako lahko zakijno, da je nizek rezultat 0,1075 mg / 1g
sirupa, lahko posledica izrazanja saharidov glel@meritveno krivuljo vodne raztopine

saharoze.

Ce primerjamo znotrajdnevne ponovljivosti gravinjetin metode ultrafiltracije s slet@

FZ-reakcijo, ugotovimo, da je le-ta boljsa za koteetricno metodo doléanja

polisaharidov, saj se je RSD gibal med 2,09 % @936. Tudi meddnevna ponovljivost je
bila za dober 1 % boljSa kot pri gravimetii metodi. Za analizo sirupov smo tako izbrali
kolorimetriéno metodo (ultrafiltracijo s slede FZ-reakcijo), saj smo poleg dobre
ponovljivosti dolili tudi linearnost metode (R= 0,987). Prednosti pa so bile tudi manj
c¢akanja med posameznimi stopnjami analize ter tagg$ikéas izvajanja analize in hitrejSa

analiza véjega Stevila vzorcev.
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5. ZAKLJU CEK

Za dola@anje vsebnosti polisaharidov v sirupih smo razwlptimirali in validirali dve

metodi in sicer gravimetfno in kolorimetréno metodo.

Prva metoda, s katero smo analizirali sirup, ja giavimetdna obarjalna metoda. V 1 ml
sirupa smo doldli 4,65 mg polisaharidov. Glede na znano sestamgpa in literaturne
podatke (Preglednica XXII — Priloga) smo dobili ptek, da se v 1 ml sirupa nahaja 50
mg lista ozkolistnega trpotca, za katerega liteeatuavaja vsebnost sluzi v drogi 0,8 %
(13) in 50 mg cveta gozdnega slezenovca, za katdtegatura navaja, da vsebnost sluzi v
drogi lahko variira med 3,8 % in 7,3% (1%)e bi predpostavili, da se v cvetu gozdnega
slezenovca nahaja najviSja d&dma vsebnost sluzi, torej 7,3 %, bi v 1 ml siruglakb
dolaili priblizno 4,45 mg. Ta vrednost je zelo blizu &ra rezultatom.Ce bi vzeli
sredinski podatek za vsebnost sluzi v gozdnem stezel, to je 5,5 %, pa bi bil rezultat
nekoliko visji, a Se vedno primerljiv z literatumii podatki. Vzrok za nekoliko viSji
rezultat bi lahko bil ta, da je tekom obarjanjajwrido vkljwevanija tudi drugih komponent
vzorca v oborino ali da se s spiranjem z 80 % Et@dtno znebili vseh monosaharidov,
disaharidov in oligosaharidov. Drugi vzrok pa Hilahko, da drogi v analiziranem sirupu
vsebujeta vgi delez polisaharidov, kot to navaja literatur@sfava, struktura in vsebnost
polisaharidov v preiskovanem sirupu ni bila znapato ne moremo zakiiti, ce je
metoda gravimetrije tma. 1z rezultatov smo lahko izpeljali, da je metadaraziskovalne

namene zadovoljivo ponovljiva, ocenjena linearmasie bila B= 0,976.

Druga metoda je bila kolorimetna analiza izoliranih polisaharidov. Najprej smolazijo
polisaharidov od ostalih komponent sirupa naredibbarjanjem s 90 % EtOH in tako
dobili analit v obliki oborine. Pri tej metodi sm&e sodili s problemom ponovnega
raztapljanja oborine v &} pri pripravi vzorca za FZ-reakcijo. Tudi dodatk M NaOH
nam ni izboljSal raztapljanja oborine, zato smdagijo polisaharidov naredili z metodo
ultrafiltracije, s katero smo pripravili frakcijeoppsaharidov vejih od 10 kD. Slabost je bila
ta, da smo doken delez polisaharidov, ki so bili manjSi od 10 k§mali in jih torej pri
analizi nismo doldili. Ker ne poznamo #ne sestave in strukture polisaharidov, ki so
prisotne v sirupu, ne moremo zakijiy kakSen delez polisaharidov smo izgubili. Izahie

polisaharide smo nato kvantitativno ovrednotiliZzfeakcijo v mikrotitrskin plo&cah, za
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katero smo potrdili linearnost fR 0,9939) ter za raziskovalne namene ustrezno
ponovljivost metode. Znotrajdnevna ponovljivost jge gibala od 1,5 % do 5,0 %,
meddnevna ponovljivost pa je bila okrog 8 %. Unwerito krivuljo smo naredili z vodno
raztopino saharoze. Vsebnost polisaharidov smo tatazili kot ekvivalente saharoze.
Potrdili smo, da je za primerljivost rezultatov pembno rezultate vedno izrazati glede na
en saharid, saj razhi sladkorji tvorijo s fenolom v mmo kislem mediju raztho
obarvane produkte, torej izmerimo rémnke absorbance nastalih produktov pd90 nm
(22).

Za kortno analizo treh sirupov smo izbrali metodo ultteditije s sled& FZ-reakcijo. Z
validacijo celotne metode smo ocenili linearnost=R,987) in ponovljivost metode (RSD
7,22 %). Analizirani sirupi so se razlikovali poskoznosti in vsebnosti polisaharidov.

Najvisjo vsebnost polisaharidov smo doliov sirupu 2, najnizjo pa v sirupu 3.

Poznanih je veliko kolorimetinih in drugih metod, s katerimi lahko dééomo saharide.
Po ¢lanku (22) se predstavlja FZ-reakcija kot ena rageavnejsih in najbolj zanesljivih
metod za doléanje sladkorjev, oligosaharidov, proteoglikanov,ikaproteinov in
glikolipidov. Poleg enostavnosti in zanesljivostetmde smo ugotovili Se veliko drugih
prednosti te metode. In sicer: krateds analize (manj kot eno uro), analiza velikeguilste
vzorcev naenkrat (do 96, saj je toliko vdolbiniomikrotitrski plogici), delo poteka z
majhnimi kol¢inami fenola in koncentrirane .80, kar je zelo pomembno z vidika
varnosti in manjSe izpostavljenosti agresivnim oksicnim reagentom. Vodna raztopina
fenola je stabilna pri sobnih pogojih in je torepotrebno pred analizo sproti pripravljati.
Poleg tega smo potrdili, da je metoda izrednéudjva (analiziramo lahko Ze pg keéine

sladkorjev), linearna in ponovljiva (RSD okrog 7.%)
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7. PRILOGA
7.1 % SLUZI V DROGAH

Glede na podatke o sirupu éhankih (13, 15) lahko teorémo predpostavimo, koliko sluzi se nahaja v
posameznih drogah in kolikSna je teateti vsebnost sluzi, ki bi jih lahko dg¢ib z izbrano metodo

(Preglednica XXII). Téne sestave sluzi v analiziranih drogah nismo paznal
Preglednica XXII: teoretha masa (dobljena glede na literaturne podatkel@)3sluzi v preiskovanih drogah)

250 mg lista ozkolistnega 0,8 % 2,0 mg
_ 250 mg cveta gozdnega 38-7,3% 14,0 mg
slezenovca srednja vrednost = 5,5%
125 mg lista ozkolistnega 0,8 % 10m
_ 125 mg cveta gozdnega 38-73% 7,0 mg
slezenovca srednja vrednost = 5,5%
_ 100 mg lista ozkolistnega 0,8 % 0,8 mg
trpotca } 6,4 mg
_ 100 mg cveta gozdnega 38-73% 5,6 mg
slezenovca srednja vrednost = 5,5%
PI0mISiFipal M 50 mg lista ozkolistnega trpotce 0,8 % 0,4 mg
_ 50 mg cveta gozdnega 38-73% 2.8 mg } 3,2mg
slezenovca srednja vrednost = 5,5%
JOSImISiFipa 25 mg lista ozkolistnega trpotce 0,8 % 0,2 mg
_ 25 mg cveta gozdnega 38-7,3% 1,4 mg 1,6 mg
slezenovca srednja vrednost = 5,5%

7.2 NUMERI CNI PRIKAZ REZULTATOV RAZDELKA 4.3.1.2

Legenda oznak za preglednice v prilogi

oznaka Kaj pomeni?
rediitve kolikokrat smo razrefili osnovne raztopine
VZOrCi slepa, sirup ali placebo
A povpreni Iz izmerjenih absorbance; AA,, As A, smo izr&unali povpreéje x vrednosti.
A konena A konéna= A povpre&ni A povpreni od slep
Cl (mg/ml) C = Akoncna X 0,5 mg/ml 1z A vonna SMO dobili koncentracije raztopine glede nal
163648 umeritveno premico standardne raztopine saharoze.
= X
Cz (mg/ml) C (Cl Vl) / (VZ) c, predstavlja koncentracijo raztopine v knem volumnu, torej
. j - tistem volumnu, do katerega smo raztopino koncentrirali v
UpoStevanie reenie nastavku v epruveti za ultrafiltracijo.
V Koreni (mI) kon¢éni volumen- v, do katerega smo raztopino koncentrirali v nalatiaapruvete za ultrafiltracijo po zadnjem
spiranju
m (saharidov‘V Vv kongni (mg) maSQSaharidov vV kongni

M (saharidovV 0,5 Ml vZorcgmg) | masasanaridon V VOlUMNU odpipetiranega vzorca za analizo
M (saharidovV 2,5 Ml VZorcgmg) | masasanaridos V VOlUMNU odpipetiranega vzorca za analizo
M (saharidovV 2,0 Ml vzorcgmg) | masasanaridoen V VOlUMNU odpipetiranega vzorca za analizo

C; (mg/ml)v 2 ml vzorca koncentracijgsanaridovV 2 Ml

c (raztopin) (mg/ml) koncentracija pripravljenih raztopin polisaharidmavanalizo

% saharidov v sirupu g|ede na % saharidov = dobljena vrednost saharidov v dolo¢enem volumnu analiziranega sirupa

teoretEne vrednosti 0 " teoretitna vrednost saharidov v dolotenem volumnu analiziranega sirupa
Glej tabelo XXII!

m, (mg)v 100 p-l MasS&sanharidov V 100 |J.|

masa, ki predstavlja 100 frhg) | masa 100 pl

M (saharidov M koreni (MQ) MaSsaharido, Y KONENI Masi

m konéna(mg) konéna masam, do katere smo raztopino koncentrirali v nastasfsruvete za ultrafitracijo po zadnjem spiranju

M celega vzore (MQ) masa vzorca, ki smo ga odpipetirali za analizo

M (saharidov / 1 g VZOrcgmg) MaS&saharidoy Prer&unana na 1 g vzorca
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7.2.1.1 1. POSKUS

Po 7x spiranju:

C vV m (saharidov) O-/u saha:it:jov VBI
REDCITVE | VZOREC | Apopreen | Asonna | Ca(mg/mi) |- /2mI) (m)v"' \r}“ :hzmb") v O,S(rrnnl vzorcu S";’g)“rgfn: n
9) vrednosti
slepa 0,05646 0
10x sirup 0,11606 0,0596 0,018209 0,20030 0,5 0,10015 mg 0,10015 mg 6,26%
placebo 0,05906 0,0026 0,00079¢4 0,0087Y3 0,9 0,00487 0,00437 mg
50x sirup 0,07284 | 0,01638 | 0,005000 | 0,25500 0,5 0,12750 mg 0,12750 mg 7,97%
placebo 0,05356 -0,0029 0,0 0,0 0,5 0 mg 0mg
100x sirup 0,05836 | 0,0019 0,000581 | 0,05860 0,5 0,02930 mg 0,02930 mg 1,83%
placebo 0,05198 -0,0045 0,0 0,0 0,5 0 mg 0 mg
Po 10x spiranju:
m (saharidov) % sahalri(i‘ov VJ
REDCITVE VZOREC | A popretni | Akontna | Ci(mg/ml) ( mglzml) V(r‘;‘:’l‘;”' \r}] :j:::"?;’rv])gv) v 0,5 ml vzorcu Slrtje?c:jre';’téen: n
(mg) vrednosti
slepa 0,0454 0
ox sirup 0,2323 0,18697 0,057125 | 0,11425 0,52 0,059410 mg 0,059410 mg 3,71%
placebo 0,0522 0,0068(Q 0,002078 0,004156 0,9 0/aR 0,002078 mg
7.2.1.2 2. POSKUS
M (sanarcon % saharidov v
2x redtitev VZOREC | A popretni | Atonena | Co(mg/ml) | C, (mg/ml) V(r‘;‘:’l‘)é”' \T ::::‘:"E;’Tvl’g) v 0,5 ml vzorcu S'Tg;gf:: e
(mg) vrednosti
slepa 0,0454 0
7 x spiranje sirup 0,3274 0,28203 | 0,086171 | 0,172342 0,5 0,086171 mg 0,086171 mg 5,39%
nova epruveta| placebo 0,0892 0,04378 0,01337%7 0,02675%4 0,2p 68Whg 0,006689 mg
10 x spiranje sirup 0,3706 0,3252 0,099360 0,19926 0,5 0,099630 mg 0,099630 mg 6,23%
nova epruveta placebo 0,0885 0,04317 0,013189 0,026378 0,2b BIMAhg 0,006595 mg
7 x spiranje sirup 0,2356 0,19023 | 0,058123 | 0,116246 0,5 0,058123 mg 0,058123 mg 3,63%
stara epruveta| placebo 0,0831 0,03773 0,011529 0,0230%2 0,2p 0EB/Mg 0,005763 mg
10 x spiranje sirup 0,1684 0,12303 | 0,037591 | 0,075182 0,5 0,037591 mg 0,037591 mg 2,35%
stara epruveta| placebo 0,0846 0,03927 0,011997 0,023994 0,2b 0wy 0,005999 mg
7.2.1.3 3. POSKUS
Po 7x spiranju:
C vV m (saharidov) % sahalric:jov v
REDCITVE VZOREC | Apopres | Asonina | (1o /1ml) C. (mg/ml) (rkﬁ?)m' \'}‘ :Sa"a"z%") v 2,5(rr?]| vzorcu S"t’é’c:’rgtéen: na
9) vrednosti
slepa 0,0573 0
10x sirup 0,25704 0,19974 | 0,061027 0,67130 0,5 0,33565 mg 0,33565 mg 4,20%
placebo 0,06096 0,00366 0,0011[18 0,01230 0,5 0661 0,00615 mg
30x sirup 0,11602 0,05872 | 0,017940| 0,55614 0,5 0,27807 mg 0,27807 mg 3,48%
placebo 0,0566 -0,0007 0 0 0,5 0mg 0mg
Po 10x spiranju:
C \Vi m (saharidov) % saha:i(ijov v
REDCITVE VZOREC | Apoprani | Atona | (moimy | C2(Mo/mD oy v k‘gﬂ"m‘(’m’g) v25mivzorcu | ST FESEENA
(mg) vrednosti
slepa 0,06044 0
10x sirup 0,224 0,16356 | 0,049970 0,54967 0,5 0,27484 mg 0,27484 mg 3,44%
placebo 0,05972 -0,0007 0 0 0,5 0 mg 0 mg
30x sirup 0,12608 0,06564 | 0,020055 0,62170 0,5 0,31085 mg 0,31085 mg 3,89%
placebo 0,08384 0,0234 0,0071%0 0,2216 0,25 OBt 0,05540 mg
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7.2.1.4 4. POSKUS

m ) % saharidov v
" ) . Cy V koneni M (saharidov) V (sanarido) sirupu glede na
2x reckitev | VZOREC | A povpreeni | A konena (mg/mi) Cz (mg/ml) (i) V tonen (M) v 2'0(:2' \;zorcu teorettne
9 vrednosti
slepa 0,05068 0
7 x spiranje sirup 1,04785 | 0,99718 | 0,3046707| 0,60934 0,5 0,30467 mg 0,30467 mg 4,76%
ep”r‘;‘\;gta placebo | 0,1067| 0,05609 0,01711f5 0,034285 0.5 0Dy 0,01712 mg
10 x spiranje | sirup 0,88127 | 0,83060 | 0,2537739| 0,507548 0,5 0,25377 mg 0,25377 mg 3,97%
epr:ﬁ:',‘;‘ta placebo | 0,0831| 003243 0,0099059  0,019814 0, 01008 0,00991 mg
7 x spiranje sirup 1,27925 | 1,22858 | 0,3753712| 0,750742 05 0,37537 mg 0,37537 mg 5,87%
stara
epruveta placebo | 0,09205| 0,0413§ 0,0126415  0,025283 0, 26/ing 0,01264 mg
10 x spiranje | sjrup 0,85387 | 0,80320 | 0,2454022| 0,490804 05 0,24540 mg 0,24540 mg 3,83%
stara
epruveta placebo | 0,07338| 0,0227Q  0,0069356  0,013§7 0.5 0/008) 0,00694 mg
2x redéitev ¢ (raztopin)| A C. (mg/ml) C V koneni | M (saharidoy) V nzl(zar(')a'ﬁfl’lv) Cs (mg/ml)
povpreéni konéna 1 N ’
mg/ml (mg/ml) (ml) V koneni (MQ) vzorou (mg) v 2 ml vzorca
slepa 0,04893 0
7 x spiranje 0,1 mg/ml 0,135 0,086075 0,0263 0,052598| 0,5 0,026299 mg | 0,026299 mg| 0,01315 mg/ml
ramp'gf_" poe"“”a V] o2mgml| 0214 | 0,16507¢ 0,0504 0,100872 055  08604g | 0,050436 mg| 0,02522 mg/ml
2
10 x spiranje 0,1 mg/ml | 0,128333| 0,079408 0,0242 0,048524| 0,5 0,024260 mg | 0,024260 mg| 0,01213 mg/ml
razro"'g": F(’)ek““a" 0,2mg/ml | 0,2399 | 0,19097% 0,0583 0,116698 05  ®D86ng | 0,046679 mg| 0,02334 mg/ml
2
1;‘;5;;21‘9 0,1mg/ml | 0396 | 0347075 0,1060 0,212086| 055 | 0,106043 mg| 0,106043 mg| 0,05300 mg/ml
arabs\f%%a g“m"‘a 0,2mg/ml | 0,72385| 0,67492% 0,2062 0412424 0|5 @222mg | 0,206212 mg| 0,10311 mg/ml
2
10 x spiranje 0,1 mg/ml | 0,276067 | 0,227142 0,06940 0,138799| 05 | 0,069400 mg| 0,069400 mg| 0,03470 mg/ml
raztoplna
afabSksaa Ogumiia V| 0,2 mg/ml 0,823 | 0,774075 0,2365 0,473012 05 0366y | 0,236007 mg| 0,11825 mg/ml
2
brez spiranja
raztopina pektinav | 0,1 mg/ml | 0,10225 | 0,053325| 0,0119 mg/ml
dH,0
brez spiranja
raztopina pektinav | 0,2 mg/ml | 0,128025| 0,0791| 0,0241 mg/ml
dH,0
brez spiranja
raztopind | g9 mo/mi | 0,2705 | 0,221575| 0,07181 mg/m
arabskega gumiija
v dH,0
brez spiranja
raztopina | g5 ma/mi | 0,388925|  0,3400| 0,10918 mg/ml
arabskega gumiija
\ deO
7.2.1.6 6. POSKUS
2x redtitev ¢ (raztopin) A A C1 (mg/ml) C, V oneni | M (sanaridov)V T,(Za'g";;’lv) C3 (mg/ml)
mg/ml povpregni konéna 1{mg (mg/ml) | (ml) Vionan (MQ) | 0rcu (mg) v 2 ml vzorca
slepa 0,04303 0
7 x spiranje | 0,091 mg/ml| 0,2097 | 0,166675 | 0,05093 0,10185 | 0,45 |0,045833 mg | 0,045833 mg | 0,022916mg/ml
raztopina pektina
v dH,0 0,167mg/ml | g 5055 0,162475| 0,04964 0,09928 0,5 0,049643 Mg 49648 mg | 0,024822mg/ml
10 x spiranje | 0,091 mg/ml| 0,13725 | 0,094225 | 0,02879 0,05758 |05 0,028789 mg | 0,028789 mg | 0,014395mg/ml
raztopina pektina 0.167 ma/ml
v dH,0 ; 9'MH 0,197 0,153975| 0,04704 0,09409 05 0,047045 mg  704Bimg | 0,023523mg/ml
7xspiranie | () 691 mg/mi
raztopina 2 9'M 0,40185 | 0,358825 | 0,10963 0,21927 | 045 |0,098670 mg | 0,098670 mg | 0,049335mg/ml
arabskega gumiija 0.167 ma/ml
v dH,0 10/ MG/MI 657645 | 0,533425| 0,16298 0,32596 053  0,172758 ing,172058 mg | 0,086379mg/ml
10 x Spiranie | 4 591 mgmi
raztopina ' 9 0,28425 | 0,241225 | 0,07370 0,14740 | 0,45 0,066332 mg | 0,066332 mg | 0,033166mg/ml
arabskega gumija
v dH,0 0,167 mg/ml| 9 570375 | 0,527350| 0,16112 0,32246 0,5 0,161230 ing,161@30 mg | 0,080615mg/ml

lodstopanja od koncentracije pri 0,167mg/ml razteparabskega gumija — napaka pri delu — en detitek@e nam je polil
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7.2.1.7 7. POSKUS

m ) % saharidov v
) ) (o C, Voneni | M (saharidow)V (saharidov) Cs (mg/ml) sirupu glede na
VZOREC Apowreeni | Aonena | marmiy | mgimi) | (mi) V koneni (MQ) vz\(/)rzc’l? (nr:]l y | v2mivzorca teorettne
9 vrednosti
slepa 0,04745 0
sirup (2 ml) 0,84817 | 0,80072 | 0,24465 | 0,48929 0,54 0,264218 mg | 0,264218 mg| 0,132108 mg/ml 4,13 %
sgﬂpél(m.;" 0,43457 | 0,38712] 0,1182% 023645 05p  0,118277 ng 118277 mg | 0,059138 mg/ml 3,70 %
2
SR (i) i 0,6152 | 0,56775 | 0,17347 | 0,34693 | 0,48 | 0,166528 mg | 0,166528 mg| 0,083264 mg/ml
placebo (1ml) ' ' ' ' ' ! ' !
sirup (1ml) in vodna
raztopina pektina s 0,4431 0,39565| 0,1208 0,24177 0,5p 0,120884 g 20834 mg | 0,060442 mg/ml
c=0,1 mg/ml (1ml)
7.2.1.8 8. POSKUS
Vzorci: 1,0 ml dH,O + 1,0 ml vodne raztopine pektina razBnih koncentracij
masa,ki m (saharidov) r?, (sn:handov) m
HOREE A A C: C, mz (mg) | predstaviia| m onea v Cer';?a celed | m anaridon / 1 9
povpretni kongna 1 (mg/ml) | (mg/ml) | v 100ul 100ul (mg) M koneni V\j"zrgarcu Z:;]Ea) vzorca (mg)
m m
(mg) (mg) (mg)
slepa 0,04483 0
1. EPRUVETA | 0,21033| 0,1655 | 0,050566| 0,10113| 0,010113 106,44 529,3 0,05271 0,05271 2010,61 QUEPE2ALE it
) ' ’ ’ ' ’ ' ' ' ' ’ saharidov / g masg
2. EPRUVETA | 0,35458 0,3097% 0,094639 0,18928 0,2899 106,84 526,32 0,09853 0,09859 1992 Ofpr 243 i)
. , ) 3 f s i ’ ’ ' N ' 9 | saharidov / g masg
3. EPRUVETA | 0,63023| 0,5854 | 0,178860| 0,35772| 0,035772| 103,45 | 52328 | 0,18462 | 0,18462 | 2006,08 | __ 009203 mg
saharidov / g mase
1. EPRUVETA: 1 ml dHO + 1 ml vodne raztopine pektina s ¢ = 0,5 mg/ml
2. EPRUVETA: 1 ml dHO + 1 ml vodne raztopine pektina s ¢ = 1,0 mg/ml
3. EPRUVETA: 1 ml dHO + 1 ml vodne raztopine pektina s ¢ = 2,5 mg/ml
Vzorci: 1,0 ml sirupa + 1,0 ml vodne raztopine pekha razli¢nih koncentracij
1. paralela
masa,ki m Y M (saharidov)
VZOREC A A Ci Cx mz(mg)v | predstaviia| Mianna | ST v2,0ml Cs (mg/ml)
povpregni konéna | (mg/ml) | (mg/ml) 100ul 100l (mg) (n%m vzorcu v 2 ml vzorca
(mg) (mg)
slepa 0,0458 0
sirup (1ml) in vodna
raztopina pektina s| 0,5446 | 0,49885| 0,15242 | 0,304832| 0,030483 100,74 513,88 0,15545 0,15545 0,0777 mg/ml
c= 0,5 mg/ml (1ml)
sirup (1ml) in vodna|
raztopina pektina s| 0,7576 | 0,71182 0,21748 0,434968 0,043497 103,79 , 1858 0,20440 0,20440 0,1022 mg/ml
c= 1,0 mg/ml (1ml)
sirup (1ml) in vodna|
raztopina pektina s| 0,8841 | 0,83838 | 0,25616 | 0,512308| 0,051231 104,11 505,14 0,24857 0,24857 0,1243 mg/ml
c= 2,5 mg/ml (1ml)
sirup (1ml) in vodna
raztopina pektina s| 1,4088 | 1,36305| 0,4164§ 0,832916 0,083292 107,38 , 7828  0,48535 0,48535 | 0,2428 mg/ml
c= 5,0 mg/ml (1ml)
2. paralela
masa,ki m (saharidov) I’T\; (sn?handov) m
VZOREC A A . Cl CZ ms (mg) predStaVIja M konena A c?;?a celega m (saharidov)/ i g
povpresni kontna | (mg/ml) | (mg/ml) | v 100ul 100ul (mg) M oneni V\iozrgarcu zﬁ’]’; vzorca (mg)
m m
(mg) (mg) (mg)
slepa 0,04489 0
1. EPRUVETA | 0,68685 0,642025 0,196160 0,39232 @839 101,56 466,57 0,17197 0,17191 2172 DI i)
) ' ' ' ' ] ' ' ' ! saharidov / g masg
2. EPRUVETA | 0,68648| 0,64165 | 0,196046| 0,39209 | 0,039209| 101,11 | 572,39 | 0,21006 | 0,21006 | 2209,87 | __2:095055 mg
saharidov / g mase
3. EPRUVETA | 079674 075195 0229746 045949 00859 101,39 | 691,72 030724 030724  2202| 0138243 mg
saharidov / g mase

1. EPRUVETA: 1 ml sirupa + 1 ml vodne raztopine tyeks ¢ = 0,5 mg/ml
2. EPRUVETA: 1 ml sirupa + 1 ml vodne raztopine tyeks ¢ = 1,0 mg/ml
3. EPRUVETA: 1 ml sirupa + 1 ml vodne raztopine tpeks ¢ = 2,5 mg/ml
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