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POVZETEK

V zadnjih letih so aktualne raziskave na podrocju preprecevanja in zdravljenja razli¢nih s
starostjo povezanih bolezni s peroralno dostavo eksogenih antioksidantov. Eden izmed
najpogosteje proucevanih antioksidantov je naravni polifenol resveratrol, ki izkazuje
antioksidativno, protivnetno in protitumorno delovanje. Resveratrol je slabo topen v vodi
in v veliki meri podvrzen predsistemskemu metabolizmu, kar sta glavna vzroka za zelo
nizko biolosko uporabnost po peroralni aplikaciji. Eden izmed moznih pristopov za
izboljSanje bioloske uporabnosti resveratrola je vgradnja v samomikroemulgirajoce sisteme
(SMES), ki v prebavnem traktu v stiku s prebavnimi sokovi in pod vplivom peristalticnega

gibanja hitro in spontano tvorijo mikroemulzije tipa olje v vodi.

V diplomskem delu smo vrednotili funkcionalno stabilnost resveratrola, vgrajenega v
SMES, s komplementarnima in vitro metodama za dolo¢anje antioksidativne u¢inkovitosti,
in sicer z difenilpikrilhidrazilno (DPPH) in feritiocianatno (FTC) metodo. Funkcionalno
stabilnost smo vrednotili preko primerjave antioksidativne ucinkovitosti resveratrola,
vgrajenega v SMES, s sveze pripravljenimi raztopinami resveratrola. Z DPPH metodo smo
uspeli dolo€iti tudi linearni model, s pomoc¢jo katerega lahko opredelimo koncentracijo
resveratrola iz doloCene antioksidativne ucinkovitosti. Nasprotno je antioksidativna
ucinkovitost resveratrola, dolo¢ena s FTC metodo, zelo variirala zaradi kompleksnosti

poteka lipidne peroksidacije v emulziji linolne kisline.

Resveratrol smo vgrajevali v sedem SMES z razli¢no kvantitativno sestavo sicer enakih
sestavin (Kolliphor® RH 40, Kolliphor® EL, Capmul® MCM EP, ricinusovo olje) in
spremljali funkcionalno stabilnost pri sobni temperaturi (25 °C) in 37 °C tekom devet
tedenskega staranja zaSCiteno pred svetlobo. Primerjalno smo dolocali tudi kemijsko
stabilnost resveratrola s teko¢insko kromatografijo visoke lo¢ljivosti. Ugotovili smo, da pri
nobenem sistemu ali temperaturi ni bilo opaznih sprememb v kemijski ali funkcionalni

stabilnosti resveratrola, kar bi bilo potrebno potrditi tudi tekom daljSega obdobja.

Zaklju¢imo lahko, da je DPPH metoda primerna za dolocanje funkcionalne stabilnosti
resveratrola. Nasprotno bi s FTC metodo lahko zaznali le vecje spremembe v funkcionalni
stabilnosti preko primerjave s hkrati testirano sveZo raztopino, tako da je za vecjo

uporabnost metode potrebna nadaljnja optimizacija le-te.

KLJUCNE BESEDE: resveratrol, samomikroemulgirajoci sistemi, antioksidativna

ucinkovitost, difenilpikrilhidrazilna metoda, feritiocianatna metoda
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ABSTRACT

In recent years, there has been much research in the field of prevention and treatment of
various age-related diseases by oral administration of exogenous antioxidants. Natural
polyphenol resveratrol is one of the most commonly studied antioxidants which exhibits
antioxidant, anti-inflammatory and antitumour activity. Resveratrol is poorly soluble in
water and largely exposed to first-pass metabolism that are main causes for its poor oral
bioavailability. One of the possible approaches to improve its oral bioavailability is
incorporation into selfmicroemulsifying drug delivery systems (SMEDDS) that rapidly and
spontaneously form oil-in-water microemulsions in gastrointestinal tract due to contact

with intestinal fluids and agitation provided by the gastrointestinal motility.

In our thesis functional stability of resveratrol incorporated into SMEDDS was evaluated
by complementary in vitro methods for assessment of antioxidant efficiency, namely
diphenylpicrylhydrazyl (DPPH) and ferric thiocyanate (FTC) method. Functional stability
was evaluated by comparing antioxidant efficiency of resveratrol incorporated into
SMEDDS with freshly prepared solutions of resveratrol. By using the DPPH method,
linear model for defining resveratrol concentracion from certain antioxidant efficiency was
determined. On the other hand, antioxidant efficiency of resveratrol determined by the FTC
method was higly variable due to complexity of lipid peroxidation in the linoleic acid

emulsion.

Resveratrol was incorporated into seven SMEDDS, which differ in the quantitative
composition of otherwise identical components (Kolliphor® RH 40, Kolliphor® EL,
Capmul® MCM EP, castor oil) and assessed for its functional stability during nine weaks
of storage at room temperature (25 °C) and 37 °C protected from light. For comparison,
chemical stability of resveratrol was determined by high performance liquid
cromatography. No evident changes in the chemical or functional stability of resveratrol in
neither of the systems or temperatures tested were observed, nevertheless long term

stability should be confirmed in further studies.

It can be concluded that the DPPH method is suitable for evaluation of functional stability
of resveratrol. On the other hand, only significant changes in functional stability can be
detected with the FTC method through comparison with simultaneously tested fresh
solution. Therefore further optimization is needed to improve the usefulness of the latter
method.
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SEZNAM OKRAJSAV

(SET prenos (enega) elektrona (»(single) electron transfer«)

AAPH 2,2 -azobis(2-amidinopropan) diklorid

ABTS 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina

AMVN 2,2 -azobis(2,4-dimetilvaleronitril)

AO antioksidant

AOU antioksidativna u¢inkovitost

BU bioloska uporabnost

CUPRAC »Cupric ion reducing antioxidant capacity«

DMPD N,N-dimetilbenzen-1,4-diamin

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

ECso koncentracija potrebna za 50 % ulinek (whalf maximal efficient
concentraciong)

ESR elektronska spinska resonanca

FCR Folin-Ciocalteu reagent

FOX »Ferrous oxidation xylenol orange«

FRAP »Ferric reducing-antioxidant power«

FTC feritiocianatna metoda

GC plinska kromatografija

HAT prenos vodikovega atoma (»hydrogen atom transfer«)

HLB hidrofilno-lipofilno ravnotezje

HORAC »Hydroxyl radical averting capacity«

HPLC tekocCinska kromatografija visoke loCljivosti

KMBA a-keto-y-metiltiobutanojska kislina

LO’ lipidni alkoksil radikal

LOO’ lipidni peroksil radikal

LOOH lipidni hidroperoksid

LP lipidna peroksidacija

MDA malondialdehid

o olje v vodi

ORAC »Oxygen radical absorbance capacity«

PAS povrsinsko aktivna snov

PDI polidisperzni indeks

ROO’ peroksil radikal

ROS reaktivne kisikove zvrsti

Vi
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RSV resveratrol

SD standardni odklon

SMES samomikroemulgirajoci sistem

SMES+RSV samomikroemulgirajoci sistem z vgrajenim resveratrolom (10 %)
TBA tiobarbiturna kislina (»thiobarbituric acid«)

TEAC »Trolox equivalent antioxidant capacity«

TOSC »Total oxidant scavenging capacity«

TPTZ 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazin

TRAP »Total radical-trapping antioxidant parameter«

Amax valovna dolZina absorpcijskega maksimuma

VIl
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1 UVvOD

1.1 IN VITRO DOLOCANJE ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI

Reaktivne kisikove zvrsti (ROS), med katere uvrS€amo radikale in nekatere druge
reaktivne spojine, nastajajo pri normalnih fizioloSkih procesih v telesu. Za preprecevanje
Skodljivega vpliva teh spojin na celi¢ne sestavine, kot so lipidi, DNK, proteini in ogljikovi
hidrati, ima celica na voljo obrambne mehanizme za odstranjevanje ROS. Mednje sodijo
zaSCita z encimi (superoksid dismutaza, katalaza, peroksidaze), endogenimi antioksidanti
(AO) (glutation, sec¢na kislina, koencim Q, bilirubin) in eksogenimi AO, ki jih v telo
vnesemo s prehrano (vitamina C in E, karotenoidi, razli¢ne fenolne in Zveplove spojine).
Ob porusenju ravnotezja med nastajanjem ROS in njihovim odstranjevanjem preko
omenjenih mehanizmov govorimo o oksidativnem stresu (1). Ta je povezan z mnogimi
boleznimi, kot so ateroskleroza, diabetes, nevrodegenerativne in kroni¢ne vnetne bolezni
ter nekatere vrste rakavih obolenj. V bolezenskih stanjih je nastajanje ROS nenadzorovano,
zato so aktualne raziskave o pomenu dodatnega vnosa AO in posredno tudi potreba po
zanesljivih in enostavnih metodah za dolo¢anje antioksidativne ucinkovitosti (AOU) (1-4).
AO je vsaka snov, ki je sposobna ze v nizki koncentraciji (v primerjavi s koncentracijo
substrata, ki je taréa radikalov) opazno zadrzati ali zavreti oksidacijo substrata (1).
Primarni AO (AH) prekinjajo verizne reakcije tako, da odstranjujejo radikale (R") z
njihovo pretvorbo v stabilnejSe produkte (RH), sami pa tvorijo manj reaktiven radikal (A")
Ireakcija 1/, sekundarni ali preventivni AO pa preprecujejo nastanek radikalov preko
razli¢nih mehanizmov (npr. keliranje kovinskih ionov, deaktivacija singletnega kisika,
encimske pretvorbe ROS itd.) (4-6).

R +AH 2RH+ A" /reakcija 1/

Za AOU se v literaturi pojavlja mnozica bolj ali manj enakovrednih izrazov, kot so
»antioxidant activity, capacity, efficiency, power, potency, ability« itd., Ki se nanaSajo na
razli¢ne parametre v odvisnosti od nacina njihovega dolocanja (4, 5, 7). Roginsky in Lissi
sta definirala AOU kot sposobnost zaviranja oksidativne razgradnje in poudarila potrebo
po razlikovanju med AOU in reaktivnostjo AO do dolo¢enega radikala (8). V zadnjih letih
je bilo objavljenih vecje stevilo preglednih ¢lankov na temo in vitro metod za dolo¢anje
AOU (3-17). Metode se med seboj razlikujejo v reakcijskem mehanizmu, uporabljenih

oksidantih in substratih, reakcijskih pogojih, analitskih metodah ter izrazanju rezultatov,
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vecinoma pa so usmerjene v dolocanje AOU primarnih AO. Posamezni AO lahko deluje
po vecih mehanizmih in se drugaCe odziva na razlicne radikale in oksidante, zato je
nemogoce napovedati ucinkovitost AO v kompleksnem bioloSkem sistemu le na osnovi
rezultatov ene metode (9). AO, ki je ucinkovit v enem sistemu, je lahko popolnoma
neucinkovit ali celo povzro¢i oksidativno poskodbo v drugem sistemu (18). Posledi¢no se
priporoc¢a uporaba vecih razli¢nih in vitro metod (3, 13, 19). Prior s sodelavci je izpostavil
potrebo po standardiziranih metodah za dolocanje AOU, saj zaradi velikega Stevila metod
in variacij znotraj posamezne metode prihaja do neprimerne uporabe le-teh, neskladnih
rezultatov in posledi¢no napacnega vrednotenja AOU (9). Glavne pomanjkljivosti in vitro
metod so odsotnost in vivo procesov, kot so absorpcija, distribucija, metabolizem in

ekskrecija, ter prisotnosti kompetitivnih encimov in AO (10, 19).

Vecina avtorjev deli in vitro metode za dolocanje AOU glede na mehanizem delovanja
AO; HAT ali »hydrogen atom transfer« metode merijo sposobnost odstranjevanja
radikalov s prenosom vodikovega atoma, medtem ko (S)ET ali »(single) electron transfer«
metode merijo redukcijsko sposobnost 0z. sposobnost prenosa enega elektrona na tar¢no
molekulo. HAT in (S)ET mehanizmi skoraj vedno potekajo skupaj, zato je taksSna delitev
lahko problemati¢na (4, 7, 9, 11). V diplomski nalogi smo povzeli pomembnejse in vitro

metode za dolocanje AOU glede na osnovni princip metode.

1.1.1 Metode na osnovi reakcij s stabilnimi organskimi radikali

Pogosto uporabljeni model za vrednotenje sposobnosti AO za odstranjevanje radikalov so
stabilni organski radikali, kot so DPPH, ABTS *, DMPD * ali galvinoksil (slika 1). DPPH
in galvinoksil sta komercialno dostopna, medtem ko je ABTS™ in DMPD * potrebno
predhodno pripraviti iz ABTS oz. DMPD (20).

O,N
2 HO5S
NO, \Q ~y
Z Z’ s N
N )\N \
O,N | )N \NYN
/
@/ \© SQ NH,

(a) (b) SOgH () (d)
Slika 1: Kemijske strukture stabilnih organskih radikalov ali spojin, iz katerih jih pripravljamo:

(@) 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH), (b) 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina) (ABTS),
N,N-dimetilbenzen-1,4-diamin (DMPD) in galvinoksil.

AOU vrednotimo s parametri, ki predstavljajo hitrost in obseg reakcije AO z omenjenimi

radikali. Omenjeni radikali so obarvani in mo¢no absorbirajo svetlobo v vidnem obmocju,
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zato lahko koncentracijo spremljamo z UV/VIS absorpcijsko spektrofotometrijo; AO
namre¢ neposredno reagira z radikalom in ga reducira do neradikalskega produkta, zaradi
Cesar pride do razbarvanja reakcijske zmesi in s tem zmanjSanja absorbance. Te metode so
hitre, poceni, enostavne in zelo obcutljive, medtem ko je ena izmed mozZnih omejitev
prisotnost spojin v vzorcu, ki absorbirajo v istem obmocju kot uporabljeni radikal. V tem
primeru je mozna detekcija z elektronsko spinsko resonanco (ESR) (5, 11, 20). Vprasljiva
je tudi uporabnost teh metod, saj so nebioloski radikali praviloma bistveno vecji kot
bioloski radikali, zato je pomemben dejavnik pri reakciji tudi steri¢éno oviranje. Tako z
omenjenimi metodami merimo le sposobnost AO za redukcijo nebioloskih radikalov in ne

sposobnosti zaviranja oksidativnega procesa (3, 7, 21).

DPPH metoda

DPPH je organski dusikov radikal (slika 1), ki ima prosti elektron delokaliziran po celotni
molekuli, kar je vzrok za intenzivno vijolicno obarvanje in stabilnost proti dimerizaciji.
Osnova metode je redukcija DPPH do bledo rumenega 2,2-difenil-1-pikrilhidrazina ob
dodatku AO, radikal, ki nastane iz molekule AO pa lahko vstopa tudi v nadaljnje reakcije,
kar vpliva na stehiometrijo reakcije. Reakcija obic¢ajno poteka v metanolu ali etanolu, ki ne
motita reakcije, dokler ne doseZe ravnoteZnega stanja, uporabljajo pa se tudi krajsi
reakcijski Casi, kar je problem pri pocasi delujo¢ih AO (9, 22). Potek reakcije navadno
spremljamo spektrofotometricno z merjenjem padca absorbance med 515 in 528 nm, lahko
pa tudi z ESR, jedrsko magnetno resonanco ali amperometricno (3, 12). Redukcijska
sposobnost AO se pogosto izraza preko deleza preostalega DPPH (glede na zacetno
koli¢ino), ki je sorazmeren s koncentracijo AO v reakcijski zmesi. Pogosto se uporablja
tudi parameter ECs, ki je definiran kot koncentracija AO potrebna za zmanjSanje zacetne
koncentracije DPPH za 50 %. Cas, potreben za dosego ravnoteznega stanja za ECsp, je
definiran kot Tgcso, uvedli pa so tudi nekatere novejSe parametre, ki vkljucujejo ECsp in
upostevajo tudi reakcijski ¢as oz. zacetno hitrost reakcije. Delez DPPH, ECs, ter ostali
parametri, so odvisni od zacetne koncentracije DPPH, kar zelo otezuje primerjavo
rezultatov razlicnih raziskav (3, 4, 8). Vecjo primerljivost omogoca izrazanje AOU z
ekvivalenti standardnega AO (obic¢ajno Troloks, ki je hidrofilni derivat vitamina E) (3, 12).
DPPH je topen le v organskih topilih, kar omejuje uporabnost metode za dolocanje
hidrofilnih AO. Mozna je uporaba vodno-alkoholnih medijev, vendar prevelika vsebnost
vode lahko povzroci koagulacijo DPPH (3, 4). Pri spektrofotometri¢cnem dolocanju je

potrebna previdnost zaradi vpliva svetlobe, kisika in vrste topila na absorbanco. Pri
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nekaterih AO (npr. evgenol) je reakcija z DPPH reverzibilna, zaradi ¢esar lahko dolo¢imo
lazno nizko AOU (4, 7).

ABTS metoda

ABTS ™ je intenzivno modro-zeleno obarvan radikal kation (slika 1), ki ga pred uporabo
pripravimo z oksidacijo ABTS, in sicer s kemijskimi reakcijami z razli¢énimi oksidanti
(npr. K,S;0g, MnO,, AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropan) diklorid)), z encimskimi
reakcijami ob prisotnosti H,O, (npr. z metmioglobinom, hemoglobinom ali hrenovo
peroksidazo) ali elektrokemiéno (3, 9-11). Osnova metode je redukcija ABTS * do ABTS
ob dodatku AO. ABTS " ima ve¢ absorpcijskih maksimumov, ki se pojavljajo pri nekoliko
razli¢nih valovnih dolzinah (Amax) v razli¢nih topilih, npr. pri 415, 645, 734 in 815 nm v
vodi. Padec absorbance spremljamo v doloCeni Casovni tocki (najveckrat 4-6 minut),
vendar lahko reakcije z nekaterimi AO potekajo tudi dlje casa (3, 4, 9). Na zacetku so
vzorec z AO dodajali pred tvorbo ABTS * in merili zakasnitveni &as pri tvorbi radikala,
vendar je AO v tem primeru lahko reagiral tudi z uporabljenimi oksidanti. V kolikor so
dodajali vzorec $ele po nastanku dolo¢ene koli¢ine ABTS * in merili preostali ABTS " po
poteku reakcije, pa se je zanesljivost metode povecala. AOU oz. redukcijska sposobnost
AO do ABTS * se najveckrat izraza relativno glede na Troloks, zato velikokrat sre¢amo
ime TEAC (»Trolox equivalent antioxidant capacity«) metoda. Ekvivalenti Troloksa
predstavljajo koncentracijo Troloksa (v mM), ki povzroc¢i enak padec absorbance kot 1
mM preiskovanega AO (3, 9, 10). ABTS " je topen tako v vodnih kot organskih medijih in
hitreje reagira z AO kot DPPH, vendar pa je njegova selektivnost manjsa (4, 8, 9, 11).

1.1.2 Metode na osnovi redukcije kovinskih ionov

AO so pogosto tudi moc¢ni reducenti, zato se za vrednotenje AOU uporabljajo metode, ki
merijo sposobnost AO za redukcijo nekaterih kovinskih ionov v nizje valentno stanje.
Najpogosteje uporabljena kovinska iona sta Fe®* in Cu?*, ki se reducirata v bolj reaktivna
iona Fe?* in Cu* v smislu razgradnje H,0; in hidroperoksidov, zato lahko AO, ki so mo&ni
reducenti, v nekaterih pogojih izkazujejo prooksidativne ucinke (5). Te metode so
enostavne, hitre in poceni, vprasljiva pa je njihova uporabnost, saj ne vkljucujejo ROS in
substratov, ki bi jih AO §citil. Merijo le redukcijsko sposobnost AO, ki ni nujno odsev
AOQOU, saj niso vsi reducenti tudi AO (3, 4, 7, 9). V to skupino lahko uvrstimo tudi metodo
za dolocanje celokupnih fenolov ali FCR (Folin-Ciocalteu reagent) metodo, ki prav tako

meri redukcijsko sposobnost vzorca. Osnova metode je prenos elektronov iz fenolnih
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spojin in drugih reducentov na Mo(VI) v FCR (kompleksi fosfomolibdi¢ne in
fosfovolframove kisline), pri ¢emer nastanejo modri kompleksi z Mo(V) (Amax= 750-765

nm) (3,7, 9).

FRAP (yFerric reducing-antioxidant power«) metoda

Fe** tvori rumeno obarvan kompleks z dvema molekulama TPTZ (2,4,6-tri(2-piridil)-
1,3,5-triazin). Osnova metode je redukcija Fe**, vkljudenega v omenjeni kompleks, pod
vplivom reducenta v kislih pogojih. Kompleks z vkljudenim Fe** je intenzivno modro
obarvan (Amax= 593 nm) (slika 2). Redukcijsko sposobnost AO obicajno izrazimo relativno
glede na absorbanco standardne raztopine Fe** ali AO (npr. askorbinska kislina). FRAP
metoda ne zazna nekaterih AO, kot so tioli, proteini in karotenoidi. Zaradi kratkega
reakcijskega Casa (obic¢ajno 4 minute) izmerjena absorbanca pogosto ni pokazatelj kon¢ane
reakcije (3, 4, 9).

Obstaja tudi podobna metoda na osnovi sposobnosti AO, da reducira fericianidni anion do
ferocianidnega aniona, ki ob dodatku prostih Fe** ionov tvori prusko modrilo (Amax= 700
nm) (11, 15).

CUPRAC (»Cupric ion reducing antioxidant capacity«) metoda

Osnova metode je redukcija Cu** v kompleksu z dvema molekulama neokuproina pod
vplivom reducenta do Cu”, zaradi katerega je kompleks intenzivno modro obarvan (Amax=
450 nm ) (slika 2). Reakcija poteka pri nevtralnem pH, AOU pa najveckrat izrazimo kot
ekvivalent se¢ne kisline. Pred neokuproinom so uporabljali sorodno molekulo batokuproin.
V nasprotju s FRAP metodo lahko dolo€amo tudi tiolne AO, kinetika reakcij je hitrejsa.
Zaradi niZjega redoks potenciala Cu®* v primerjavi z Fe** so reakcije z njim bolj selektivne
(npr. sladkorji in citronska kislina, ki motijo FRAP metodo, ne reagirajo). Tudi pri tej

metodi je problemati¢na izbira primernega reakcijskega ¢asa (4, 9, 11, 21).

7
z =N
=T
‘ X T N~
Ne | 5
=z /Fe\N/ \
N7 XN ‘ SSS
N\ ‘N/ N\
‘ _ ‘ _ (a)

Slika 2: Struktura obarvanih kompleksov (a) Fe** s TPTZ in (b) Cu* z neokuproinom.
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1.1.3 Metode na osnovi lipidne peroksidacije

Lipidna peroksidacija (LP) je oksidativna razgradnja nenasi¢enih lipidov, ki lahko poteka
po treh poteh, in sicer kot radikalska verizna reakcija, ki jo bomo opisali v nadaljevanju, ter
fotooksidacija in encimska oksidacija (6, 17). V iniciacijski fazi pride do homoliti¢énega
odcepa H atoma iz metilenske skupine nenasi¢enih mascobnih kislin, ki je v a-polozaju
glede na dvojno vez (LH) /reakcija 2/. To omogocijo razli¢ni iniciatorji, kot so toplota, UV
svetloba, ionizirajoCe sevanje, kovinski ioni, metaloproteini ali radikali. Nastali lipidni

radikal (L") lahko odtegne H atom drugi spojini, toda reagira relativno pocasi.

Iniciator

L +H Ireakcija 2/
V propagacijski fazi ob dovolj veliki koncentraciji kisika L™ reagira s tripletnim kisikom
(*0,) do nastanka lipidnega peroksil radikala (LOO") /reakcija 3/, ki odtegne H atom drugi
lipidni molekuli (L;H) in tvori lipidni hidroperoksid (LOOH) /reakcija 4/. Nastane tudi
L:", ki nadaljuje verizno reakcijo.
L +30, 2 LOO" Ireakcija 3/
LOO +LiH 2LOOH + L;° Ireakcija 4/

V tej stopnji radikalska verizna reakcija poteka zelo hitro, zato se povec¢a vsebnost LOOH
v sistemu kot primarnega produkta LP. Obicajno pride pri tvorbi LOOH do stabilizacije
LOO’ s premestitvijo dvojne vezi, kar vodi do nastanka konjugiranih dienov in trienov (6).
Tudi razpad LOOH pod vplivom toplote ali katalize kovinskih ionov je lahko vir radikalov

[reakciji 5 in 6/, ti. posebna faza razvejanja verige (»branching«) (8, 10).
LOOH 2 LO" + HO® /reakcija 5/
2LOOH 2 LOO" + LO" + H,0 Ireakcija 6/

V terminacijski fazi radikali zreagirajo med seboj do neradikalskih produktov. Oksidativni
proces se nadaljuje predvsem s pretvorbo LOOH v sekundarne produkte LP. Glavni
mehanizem razgradnje LOOH je cepitev dvojne vezi, ki je najblizje -OOH skupini.
Nastajajo razli¢ne hlapne in nehlapne spojine, npr. ogljikovodiki, aldehidi, alkoholi, ketoni
in drugi produkti (6, 10).

AOU lahko dolo¢amo na osnovi vpliva AO na kinetiko oz. obseg LP v in vitro pogojih, na
kar pa mocno vpliva izbran sistem, to je lipid, medij in pogoji oksidacije (6, 8, 10).
Obicajno imajo prednost komercialno dostopni lipidni substrati z definirano sestavo, ki

omogocajo ve¢jo ponovljivost. Najpogosteje se uporablja linolna kislina ali njen metilni
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ester zaradi enostavnosti in hitre oksidacijske kinetike v primerjavi z manj uporabljenimi
trigliceridi. Uporabljajo se tudi biolosko pomembnejsi substrati, kot so LDL ali mikrosomi,
z manj definirano sestavo, ki lahko vsebujejo tudi endogene AO ali prooksidante, zato je
mehanizem oksidacije kompleksnejsi. Uporabljajo se tudi umetne modelne strukture, kot
so liposomi (6, 8). AOU lahko dolo¢amo v homogenih raztopinah lipidov v organskih
topilih, kjer je pomembna predvsem polarnost topila in sposobnost tvorbe H vezi. V
heterogenih sistemih, kot so emulzije ali vodne suspenzije (npr. liposomov ali LDL), pa na
LP vplivajo stevilni dejavniki; npr. lastnosti mejne povrsine, velikost in porazdelitev
dispergirane faze, difuzija kisika, lokacija AO v sistemu in pH disperznega medija (6).
Zaradi optimizacije ¢asa analize LP navadno pospeSujemo na razlicne nacine.
Pospesevanje s toploto poveca razgradnjo LOOH in vpliva na topnost kisika, upostevati pa
je potrebno tudi termostabilnost AO. Pogosto se uporabljajo tudi termolabilne azo spojine,
ki s spontano razgradnjo do radikalov in sledeCo reakcijo s kisikom tvorijo peroksil
radikale (ROO") s konstantno hitrostjo, ki je odvisna od koncentracije azo spojine in
temperature. Tako naj bi omogocili potek »kontrolirane verizne reakcije«, ki je manj
obcutljiva na prisotnost kovinskih ionov ali LOOH in omogoca pridobitev zanesljivih in
ponovljivih rezultatov. Zal v tem primeru tezko razlikujemo, ¢e AO odstranjuje ROO", ki
izvirajo iz azo spojine ali lipida. Najbolj znana azo iniciatorja sta vodotopni AAPH in
lipidotopni AMVN (2,2°-azobis(2,4-dimetilvaleronitril)) (6, 8). Pogost je tudi nacin
iniciacije LP preko tvorbe HO na osnovi Fentonove in podobnih reakcij /reakcija 7/.

H,0, + kovinski ion™ = HO" + HO + kovinski ion™* Ireakcija 7/
Uporabljajo se sistemi s H,O; in razli¢nimi kovinskimi ioni, npr. Fe** (pogosto Fe** v
kompleksu z EDTA, ki ga reduciramo z askorbatom), Cu?* ali Co®*. Kovinski ioni lahko
delujejo prooksidativno in pospeSujejo razgradnjo LOOH, zato je kinetika LP
kompleksnejSa. V sistemih s kovinskimi ioni lahko AO delujejo tudi kot kelatorji kovin,

sestavine, kot je askorbat, pa prav tako lahko reagirajo z radikali (1, 6, 8).

Za vrednotenje AOU potrebujemo metode za merjenje obsega LP v prisotnosti in
odsotnosti AO. Najve¢ se uporablja pristop merjenja na osnovi tvorbe oksidacijskih
produktov (primarnih ali sekundarnih), saj je primeren za vse vrste sistemov. Problem je
manko pokazatelja LP, ki bi bil primeren za doloCanje obsega LP v vseh sistemih, saj
tekom LP nastaja veliko razli¢nih, pogosto tudi nestabilnih produktov. MoZna sta tudi
pristopa na osnovi merjenja porabe Kisika ali izgube substrata, ki pa se redkeje uporabljata.

LOOH so primarni produkti LP, ki najve¢ povedo o0 obsegu LP, pod pogojem, da LP ni
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preve¢ napredovala ter da poteka pri dovolj nizkih temperaturah, da njihova razgradnja ni
prevelika. Njihova vsebnost se povecuje med propagacijsko fazo in zmanjSuje med
terminacijsko fazo. Klasi¢cna metoda za doloCanje LOOH je jodometricna metoda na
osnovi oksidacije jodidnih ionov s sledeco titracijo nastalega joda z natrijevim tiosulfatom
ob prisotnosti §kroba. Metoda je manj uporabna pri heterogenih sistemih, zato je razvoj
potekal v smeri alternativnih metod za dolo¢anje LOOH, npr. feritiocianatna (FTC) metoda
ali drugih primarnih produktov LP, kot so konjugirani dieni. V procesu LP nastaja veliko
razli¢nih sekundarnih oksidacijskih produktov (ogljikovodiki, aldehidi, alkoholi, ketoni
itd.). Najpogosteje uporabljena metoda izkori$¢a nastajanje malondialdehida (MDA) tekom
LP. Nastale aldehide lahko dolo¢amo tudi z anizidinsko metodo, ki temelji na tvorbi
Schiffove baze (Amax= 350 nm) pri reakciji aldehidne skupine z amino skupino p-anizidina.
Pogosto je tudi dolo¢anje posameznih hlapnih produktov LP, znacilnih za dolocen lipidni

substrat (npr. heksanal), s plinsko kromatografijo (GC) (6).

FTC metoda

FTC metoda meri sposobnost AO, da inhibira LP na osnovi koli¢ine nastalih LOOH, pri
Gemer izkoris¢a njihove redoks lastnosti. Osnova metode je oksidacija Fe?* do Fe** ionov
kot posledica enoelektronske redukcije LOOH, ki ji sledi homoliti¢ni razcep LOOH do
nastanka lipidnega alkoksil radikala (LO") /reakcija 8/.

LOOH + Fe** 2 LO" + OH + Fe** Ireakcija 8/

Nastali LO" je zelo reaktiven in lahko dalje reagira z Fe?*, topilom ali LOOH, kar vpliva na
stehiometrijo oksidacije Fe?* z LOOH, ki je odvisna predvsem od pH, vrste topila in vrste
LOOH. Fe®* tvorijo rdeCe obarvan kompleks s SCN™ (Amax~ 500 nm). Vsebnost LOOH
spremljamo spektrofotometri¢no, navadno merimo, dokler absorbanca kontrole ne doseze
maksimuma, kar oznacuje konec propagacijske faze. To je pomembno, saj kasneje LOOH
dalje reagirajo do sekundarnih produktov LP. Inhibicijo LP v prisotnosti AO zaznamo kot
zmanjSano tvorbo rdecega kompleksa. Reagira tudi H,O, in drugi peroksidi. Motijo
predvsem spojine, ki absorbirajo svetlobo v obmoc¢ju merjenja, problematicna pa je lahko
tudi avtooksidacija Fe** z atmosferskim kisikom do Fe®* (2, 6, 11, 12, 15, 23).

S primerljivo FOX (»Ferrous oxidation xylenol orange«) metodo pa nastale Fe** ione
detektiramo v obliki modro-vijolicnega kompleksa s ksilenol oranznim (Anax= 550 nm) (6,
12).
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Metoda za dolocanje konjugiranih dienov

AOU 0z. inhibitorni u¢inek AO na LP lahko dolocamo tudi preko spremljanja nastanka
konjugiranih dienov (Amax= 234-235 nm). Konjugirane dvojne vezi se normalno ne
pojavljajo v nenasi¢enih mascobnih kislinah, nastanejo pa pri oksidativnih spremembah
polinenasic¢enih mascobnih kislin z 1,4-diensko strukturo. Ve¢ kot 90 % LOOH ima
konjugirane dvojne vezi kot posledica stabilizacije LOO" s premestitvijo dvojnih vezi.
Konjugirane dvojne vezi se ohranijo tudi v nekaterih sekundarnih produktih LP.
Uporabljajo se lahko razli¢ni lipidni substrati, ki vsebujejo nenasi¢ene mascobne kisline s
vsaj dvema dvojnima vezema (npr. linolna kislina). Absorpcijski vrh od konjugiranih
dienov se obicajno pojavlja kot rama Sirokega vrha od nekonjugiranih dvojnih vezi
(neoksidiranih lipidov) pri 200-210 nm, v tem obmoc¢ju pa absorbirajo tudi mnoge druge
spojine, zato je metoda bolj uporabna za enostavne sisteme (6, 10, 12, 21).

TBA (»Thiobarbituric acid«) metoda

MDA je sekundarni produkt LP, ki se najpogosteje uporablja pri dolocanju AOU preko
inhibicije LP razli¢nih lipidnih substratov (npr. linolna kislina, LDL ali vzorci tkiv).
Osnova metode je reakcija med tiobarbiturno kislino (TBA) in MDA do rdecega
kondenzacijskega produkta (Amax= 532-535 nm). Ceprav v literaturi pogosto najdemo
podatek, da MDA nastane le iz mascobnih kislin z vsaj tremi dvojnimi vezmi, pa nastaja
tudi iz manj nenasi¢enih mascobnih kislin, le da po drugi reakcijski poti. Reakcija s TBA
ni specificna le za MDA, saj reagirajo tudi druge karbonilne spojine (produkti LP ali
razgradnje sladkorjev, proteinov itd.). Pomanjkanje specifi¢nosti je tudi vzrok za pogosto
uporabo imena TBARS (»TBA reacting substances«), ki vkljucuje vse karbonilne spojine,
ki reagirajo s TBA. Vprasljiva je tudi reprezentativnost MDA Kot pokazatelja LP, saj le-ta
ne nastaja pri oksidaciji vseh lipidov, lahko pa je tudi le stranski reakcijski produkt.
Selektivnost metode so izboljSali z uporabo tekocinske kromatografije visoke loc¢ljivosti

(HPLC) za dolocanje produkta reakcije med TBA in MDA (6, 10, 12).

1.1.4 Kompetitivhe metode z odstranjevanjem peroksil radikala

Naceloma je za vsako kompetitivno metodo znacilen substrat, ki predstavlja bioloske
molekule, ki so in vivo tar¢a ROS. AO tekmuje za ROS s substratom, AOU pa dolo¢amo
na osnovi kvantifikacije spojine, ki omogoca detekcijo (sonda). Najveckrat je to substrat ali
njegova oksidirana oblika, lahko tudi spojina, ki jo dodamo naknadno po izvedeni reakciji.

Razlicne sonde omogocajo razlicne nacine detekcije, npr. preko UV/VIS absorbance,
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fluorescence, kemiluminiscence ali pa z ESR. Pomembno je, da v sistemu ne potekajo
druge radikalske reakcije in da AO in substrat ne reagirata med sabo. AOU je odvisha od
hitrosti reakcije med ROS in substratom ter med ROS in AO, pomembno pa je tudi

koncentracijsko razmerje med substratom in AO (3, 5, 7).

Zaradi kompleksnosti neposrednega merjenja inhibirane LP so razvili kompetitivne
metode, ki simulirajo LP. Klju¢no vlogo pri LP ima ROQO’, zato se najve¢ uporabljajo
metode na osnovi sposobnosti AO, da odstranjujejo ROO" s prenosom H atoma in tako
zaSCitijo substrat. Potreben je ustrezni generator ROO", ki je najveckrat termolabilna azo
spojina (npr. AAPH ali AMVN) in omogoc¢i konstanten tok ROO™ v raztopini nasiéeni s
kisikom. AO tekmuje s substratom za ROO" in zadrZi ali zavre njegovo oksidacijo (3, 7).
Metode uporabljajo razli¢ne pristope za kvantifikacijo, npr. povrSina pod krivuljo,
zakasnitveni ¢as ali zaCetna hitrost reakcije (13). Pri kompetitivnih metodah v sistemu
poteka radikalska reakcija brez propagacijske faze, ki je kljucna pri LP, zato je vprasljiva
uporabnost teh metod. Prav tako je koncentracija substrata obicajno nizja kot AO, kar je v
nasprotju z definicijo AO in in vivo pogojih. Te metode so relativno kompleksne in

zamudne ter posledi¢no manj primerne za rutinsko uporabo (3, 7).

ORAC (»Oxygen radical absorbance capacity«) metoda

ORAC metoda meri AOU preko inhibicije oksidacije fluorescencnega substrata,
povzrocene z ROO" (vir navadno AAPH). Fluorescenéni substrat reagira z ROO" do
nefluorescencnega produkta, kar povzroca upad intenzitete fluorescence s ¢asom (obic¢ajno
merimo 35 minut). Prisotni AO inhibira oksidacijo substrata in tako zmanjSa upad
intenzitete fluorescence. V zgodnejsih raziskavah so kot fluorescen¢ni substrat uporabljali
protein B-fikoeritrin, zdaj pa se pogosteje uporablja neproteinski substrat fluorescein (slika
3), ki je stabilnejsi, manj reaktiven in oksidira do znanih produktov. AOU dolo¢imo iz
razlike povrsin pod krivuljama ¢asovnega poteka intenzitete fluorescence vzorca (z AO) in
kontrole (brez AO), kar vkljucuje vpliv AO tako na zakasnitveni ¢as kot hitrost in obseg

oksidacije. Rezultat obic¢ajno izrazimo kot ekvivalent Troloksa (3, 7, 9).

TRAP (»Total radical-trapping antioxidant parameter«) metoda

TRAP metoda meri sposobnost AO, da inhibira reakcijo med ROO" (vir AAPH) in
substratom. Obstaja ve¢ razlicic TRAP metode z razli¢nimi nacini detekcije. Pri originalni
TRAP metodi, ki so jo razvili za dolo¢anje AOU plazme, so merili porabo kisika. Novejse

razli¢ice metode s fluorimetri¢no detekcijo so podobne ORAC metodi (npr. B-fikoeritrin).

10
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Kot substrat so uvedli tudi diklorofluorescein diacetat, ki se z ROO" oksidira in hidrolizira
do visoko fluorescenénega produkta diklorofluoresceina (Amax= 504 nm), torej oksidacijo
spremlja porast intenzitete fluorescence ali absorbance. Vsem razli¢cicam TRAP metode je
skupen nacin vrednotenja AOU s pomoc¢jo zakasnitvenega Casa pri oksidaciji substrata, Ki
ga povzro¢i AO, kasnejsi uc¢inek AO pa ni upostevan. AOU se obicajno izraza relativno

glede na zakasnitveni ¢as Troloksa (3, 4, 7, 9).

Metoda z razbarvanjem S-karotena/krokina (»f-caroten/crocin-bleaching assay«)

Metoda izkori$¢a razbarvanje karotenoidov (B-karoten (slika 3) ali krokin) med oksidacijo
pod vplivom ROO" (vir AAPH). Razbarvanje B-karotena (Amax= 470 nm) lahko poteka po
ve¢ poteh (npr. vpliv svetlobe ali toplote), krokin (Amax= 443 nm) pa se razbarva samo z
radikalsko oksidacijo pod vplivom ROO’, vendar ni komercialno dostopen. Metoda meri
zmanj$anje hitrosti razbarvanja [-karotena ali krokina zaradi prisotnosti AO (obicajno v
linearnem obmo¢ju med 1. in 10. minuto) (4, 7, 9). Razvili so tudi razli¢ico metode, ki ne
uporablja kineti¢nega pristopa, ampak delez inhibicije razbarvanja v dolo¢eni ¢asovni tocki
(3, 9). Mozna je tudi uporaba f-karotena v kombinaciji z linolno kislino, ki tekom LP tvori
LOO". Ti povzrocijo razbarvanje B-karotena, kar prisotni AO inhibirajo (6, 12).

TOSC (»Total oxidant scavenging capacity«) metoda

Osnova metode je oksidacija KMBA (a-keto-y-metiltiobutanojska kislina) (slika 3) do
etilena z ROO" (vir AAPH). Casovni potek tvorbe etilena lahko spremljamo z GC in
dolocamo sposobnost AO, da inhibira tvorbo etilena v primerjavi s kontrolo. Za
kvantifikacijo AOU metoda uporablja povrSino pod krivuljo odvisnosti deleza inhibicije
tvorbe etilena od reakcijskega Casa, ki je lahko do 300 minut. Ta nacin kvantifikacije

omogoca razlikovanje med hitro in pocasi delujo¢imi AO (3, 4, 9).

Kemiluminiscencna metoda

Metoda temelji na zmoznosti luminola (slika 3) in sorodnih spojin (lucigenin,
bioluminiscen¢ni proteini), da oddajajo svetlobo pod vplivom toka radikalov. Radikal
reagira s substratom, pri ¢emer nastanejo zvrsti v vzbujenem stanju, ki pri prehodu v
osnovno stanje oddajajo svetlobo nizke intenzitete. Dodatek parajodofenola lahko povzroci
nastanek bolj intenzivne, podaljSane in stabilne svetlobne emisije. Uporabljajo se razli¢ni
viri ROO’, kot so AAPH, hrenova peroksidaza ali sistem s H,O, in heminom. AO, ki

odstranjujejo radikale, motijo emisijo svetlobe, ki pa se obnovi ob porabi AO. AOU lahko

11
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izrazimo z zakasnitvenim Casom, v katerem je emisija svetlobe zavrta, ali pa kot delez

inhibicije emisije svetlobe glede na kontrolo brez AO (3, 4, 8, 9).

Slika 3: Nekateri pomembnejsi substrati pri kompetitivnih metodah na osnovi odstranjevanja ROO", ki
omogocajo razli¢ne vrste detekcije: (a) fluorescein, (b) luminol, (c) KMBA, (d) p-karoten.

1.1.5 Metode na osnovi odstranjevanja ostalih biolosko pomembnih ROS

Za dolocanje AOU se najpogosteje uporabljajo metode na osnovi odstranjevanja ROO’
zaradi njegove klju¢ne vloge pri LP. Poleg ROO" pa oksidativne poSkodbe v telesu
povzrocajo tudi druge ROS, zato mnogi avtorji poudarjajo, da so za celovito ovrednotenje
AOU potrebne tudi metode na osnovi odstranjevanja teh ROS (4, 7, 13). Kljub temu je
znano, da je vloga eksogenih AO pri odstranjevanju nekaterih ROS in vivo manj
pomembna; HO" je izredno reaktiven in prednostno reagira s celi¢nimi sestavinami, ki so
prisotne v bistveno vi§jih koncentracijah, 0, in H,0; pa sta relativno nereaktivna, hkrati
pa ju odstranjujejo ucinkoviti encimski sistemi (4, 5, 7, 11, 24). V preglednici | so
navedene biolosko pomembne ROS, za katere smo v literaturi zasledili obstoj teh metod,
ter reference clankov, ki omogocajo njihov pregled. Nekatere metode so kompetitivne in
merijo sposobnost AO, da zas¢iti izbrani substrat pred oksidativno poskodbo z ROS, druge

pa merijo le obseg reakcije med AO in ROS (3).

Preglednica I: Seznam ROS z razvitimi in vitro metodami za vrednotenje sposobnosti AO za njihovo
odstranjevanje z referencami.

ROS Reference
0,” superoksidni anion 3,4,7,11,13,25
H,0, vodikov peroksid 3,4,7,11, 13, 25
HO’ hidroksil radikal 3,4,7,13,25
o, singletni kisik 3,4,7,11,13,25
ONOO peroksinitrit 3,4,7,13,25
NO’ dusikov oksid 3,11
HOCI hipoklorna kislina 3,25
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1.1.6 Metode za dolo¢anje sposobnosti keliranja kovinskih ionov

Kovinski ioni (npr. Fe?*, Cu*, Co?") lahko delujejo prooksidativno predvsem na osnovi
Fentonove in podobnih reakcij /reakcija 7/, pri katerih nastane visoko reaktiven OH'.

Posledi¢no imajo lahko spojine, ki kelirajo kovinske ione, antioksidativni u¢inek (11).

»Metal chelating activity«

Sposobnost keliranja Fe?* lahko dolo¢amo na osnovi tvorbe rdede obarvanega kompleksa s
ferozinom (Amax= 562 nm). V prisotnosti AO oz. drugih kelatorjev le-ti tekmujejo s
ferozinom, kar ovira nastanek rdeCega kompleksa. ZmanjSanje absorbance glede na
kontrolo brez AO je pokazatelj sposobnosti keliranja kovinskih ionov, ki jo lahko
podcenimo pri nekaterih AO, saj je dolocitev odvisna od tvorbenih konstant kompleksov z

AO in s ferozinom (11, 14, 15).

HORAC (»Hydroxyl radical averting capacity«) metoda

Sposobnost AO za keliranje kovinskih ionov lahko dolo¢amo tudi na osnovi sposobnosti
zmanjianja tvorbe HO" v reakeiji podobni Fentonovi s Co?*-kompleksom in H,O,. Nastali
HO" reagira s fluoresceinom, kar povzro€i zmanjSanje intenzitete fluorescence. AOU
dolo¢imo na osnovi razlike povrsin pod krivuljama intenzitete fluorescence v odvisnosti od
Gasa med vzorcem z AO, ki kelira Co®", in kontrolo brez AO, rezultate pa obigajno

izrazimo z ekvivalenti galne kisline (3, 7, 15).

1.2 RESVERATROL

V zadnjih letih se AO intenzivno proucujejo kot potencialne ucinkovine za zdravljenje
razli¢nih s starostjo povezanih bolezni (kardiovaskularne in nevrodegenerativne bolezni,
rak ali diabetes tipa 2). Eden izmed najpogosteje proucevanih AO je tudi naravni polifenol
resveratrol (RSV) ali 3,5,4 -trihidroksistilben zaradi vrste bioloskih ucinkov, predvsem
antioksidativnega, protivnetnega in protitumornega delovanja. Ostali pomembne;jsi ucinki
so tudi spodbujanje vazodilatacije in zaviranje agregacije trombocitov, antidiabeti¢ni
ucinek in fitoestrogensko delovanje (26-30).

RSV uvrscamo v razred 1l po biofarmacevtskem klasifikacijskem sistemu, to so u¢inkovine
z nizko topnostjo in visoko permeabilnostjo (31). Kljub dobri absorpciji (~ 75 %) je
njegova bioloska uporabnost (BU) po peroralni aplikaciji manj kot 1 %. VVzrok je obsezen

metabolizem prvega prehoda tako v tankem ¢revesu kot v jetrih (30, 32). Glavni metaboliti
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so konjugati RSV z glukuronsko in zveplovo kislino (glukuronidi in sulfati), nekonjugiran
RSV pa se veze na plazemske proteine (npr. albumin ali lipoproteini) ali akumulira v
nekaterih tkivih (npr. jetra, ledvice). Vse to lahko predstavlja in vivo rezervoar u¢inkovine,
vklju¢no z metaboliti, ki lahko sprostijo RSV z dekonjugacijskimi encimi ali pa sami
izkazujejo biolosko aktivnost. RSV najverjetneje vstopa tudi v enterohepati¢no cirkulacijo
(31-33). Terapevtski potencial RSV je omejen predvsem z njegovo nizko BU, zato so
Stevilne raziskave usmerjene v razvoj novih formulacij, ki bi odpravile njegove omejitve,

kot sta nizka topnost ali obsezen metabolizem prvega prehoda (31).

1.3 SAMOMIKROEMULGIRAJOCI SISTEMI

Po novejsih ocenah je med 60-70 % na novo odkritih potencialnih u¢inkovin slabo topnih v
vodi. BU po peroralni aplikaciji tak$nih u¢inkovin je obi¢ajno nizka, visoko variabilna in
nesorazmerna z apliciranim odmerkom. Pogosto uporabljeni pristop za izboljSanje BU
slabo vodotopnih u¢inkovin je vgradnja v na lipidih osnovane sisteme. V slednjih je
ucinkovina ze raztopljena, zato se izognemo procesu raztapljanja, ki je omejujo¢ dejavnik
pri absorpciji slabo vodotopnih u¢inkovin in lahko v veliki meri prispeva k neustrezni BU
(34-36). Mednje sodijo tudi samomikroemulgirajo¢i sistemi (SMES); to S0 izotropne zmesi
lipidov, povrSinsko aktivnih snovi (PAS), enega ali veC hidrofilnih sotopil ali
koemulgatorjev in u€inkovine, ki v stiku z vodnim medijem prebavnega trakta ob rahlem
mesanju, ki ga zagotavlja peristalti¢no gibanje Zelodca in ¢revesja, hitro in spontano tvorijo
mikroemulzije tipa olje v vodi (O/V). Nastale transparentne mikroemulzije imajo velikost
kapljic manjSo od 50 oz. 100 nm z ozko porazdelitvijo velikosti. Uc¢inkovina je Ze
raztopljena v drobnih kapljicah mikroemulzije, ki se porazdelijo po prebavnem traktu in
zaradi velike specifi¢ne povrSine omogocajo bolj u¢inkovito absorpcijo (35, 37).

Samo(mikro)emulgiranje potece, ko je sprememba entropije zaradi dispergiranja vecja od
energije, ki je potrebna za povecanje povrSine ob dispergiranju. Prosta energija je tako
negativna ali zelo nizko pozitivna, zato proces potece spontano oz. ze ob rahlem meSanju.
Klju¢no vlogo pri samo(mikro)emulgiranju imajo PAS 0z. njihove kombinacije, ki mo¢no
znizajo medfazno napetost in s tem tudi energijo potrebno za povecanje povrSine ob
dispergiranju (38, 39). Proces samomikroemulgiranja je zelo specificen, saj le toc¢no
dolo¢ene kombinacije sestavin pri dolocenih koncentracijah in razmerjih med sestavinami

vodijo do nastanka ucinkovitih SMES. Vgradnja ucinkovine v sistem lahko vpliva na
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ucinkovitost samomikroemulgiranja, saj se spremeni optimalno razmerje med sestavinami
SMES (38). Pri izbiri sestavin moramo poleg sposobnosti samomikroemulgiranja in

raztapljanja izbrane ucinkovine upoStevati tudi njihovo farmacevtsko sprejemljivost in

varnost (37, 40).

Glavna prednost SMES je izboljsanje BU po peroralni aplikaciji, kar lahko omogocijo na
razli¢ne nacine. Ucinkovina je raztopljena v kapljicah mikroemulzije z veliko specificno
povrsino, kar omogoci ucinkovitejSo absorpcijo. Sestavine SMES lahko izboljsajo BU tudi
preko povecanja permeabilnosti ¢revesnega epitelija ali tesnih stikov, inhibicije efluksa (P-
glikoprotein) in metabolizma (CytP450) u¢inkovine v enterocitih in povecane absorpcije v
limfni obtok, ki obide jetra. Razli¢ne raziskave kaZejo na to, da SMES omogocijo tudi
zmanj$anje variabilnosti v BU in vpliva hrane ter vodijo do bolj ponovljivih plazemskih
profilov. SMES omogocajo tudi ciljano dostavo ucinkovine k specificnemu
absorpcijskemu oknu v prebavnem traktu. Zaradi enostavne izdelave in moZnosti
industrijske proizvodnje so SMES primerne;jsi za izboljsanje BU v primerjavi z nekaterimi
drugimi dostavnimi sistemi (npr. trdne disperzije, liposomi, nanodelci). SMES lahko
uc¢inkovino tudi zas¢itijo pred encimsko hidrolizo v prebavnem traktu in so tako primerni
za dostavo obcutljivih u¢inkovin, kot so peptidi. Prebava SMES ni nujna za absorpcijo
ucinkovine, zato je vpliv prebavnega procesa na uc¢inkovitost SMES manjsi v primerjavi z
drugimi na lipidih osnovanimi sistemi. SMES odlikuje tudi visoka kapaciteta vgraditve
hidrofobnih u¢inkovin celo z vrednostmi logP med 2 in 4, ki se slabo topijo tako v vodi kot
naravnih lipidih (34, 35, 37).

SMES so v tekoCem agregatnem stanju in jih obi¢ajno polnijo v mehke ali trde Zelatinske
kapsule. Slednje imajo nekatere slabosti, kot so visoki stroSki proizvodnje ali
nekompatibilnost z nekaterimi sestavinami SMES (npr. organska sotopila). V zadnjih letih
raziskujejo vgradnjo teko¢ih SMES v praske ali granule z namenom izdelave trdnih
farmacevtskih oblik (npr. tablete, pelete), ki zdruZzujejo prednosti SMES (izboljSana
topnost in BU) in trdnih farmacevtskih oblik (nizki stroSki proizvodnje, lazja procesna

kontrola in vec¢ja ponovljivost, boljsa komplianca) (35, 37, 41).
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2 NAMEN DELA

Pri pripravkih z vgrajenim antioksidantom lo¢imo dva vidika stabilnosti; kemijska
stabilnost zagotavlja ohranjanje ustreznih koncentracij ucinkovine v pripravku,
funkcionalna stabilnost pa ohranjanje specifi¢ne funkcije u¢inkovine, to je antioksidativne
ucinkovitosti. Zaradi razli¢nih mehanizmov in dolo¢enih omejitev razpolozljivih in vitro
metod za doloCanje antioksidativne wucinkovitosti se priporo¢a uporaba vecih

komplementarnih metod.

Namen diplomskega dela je ovrednotiti stabilnost in antioksidativno ucinkovitost
resveratrola, vgrajenega v samomikroemulgirajoe sisteme (SMES) za peroralno
aplikacijo, ki so bili razviti v okviru predhodnega raziskovalnega dela na Katedri za

farmacevtsko tehnologijo.

V raziskavi bomo proucevali funkcionalno in kemijsko stabilnost resveratrola tako z vidika
razli¢ne sestave SMES kot tudi pogojev shranjevanja (25 °C in 37 °C) v vnaprej dolo¢enih
casovnih tockah (ob pripravi ter po 2, 5 in 9 tednih staranja) v primerjavi s sveze
pripravljeno raztopino resveratrola. Resveratrol bomo vgradili v sedem SMES, ki se med
seboj razlikujejo v delezu sicer enakih sestavin. Antioksidativnho udinkovitost oz.
funkcionalno stabilnost resveratrola bomo proucevali z difenilpikrilhidrazilno (DPPH) in
feritiocianatno (FTC) metodo; z DPPH metodo bomo dolocali sposobnost redukcije DPPH
radikala, s FTC pa sposobnost inhibicije s toploto pospeSene lipidne peroksidacije v
emulziji linolne kisline. Hkrati bomo dolocali tudi kemijsko stabilnost resveratrola s
tekoCinsko kromatografijo visoke lo€ljivosti in preverjali skladnost rezultatov glede na

dolodeno funkcionalno stabilnost.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Sestavine SMES z vgrajenim resveratrolom
Ucinkovina

e Resveratrol (ChromaDex Inc., ZDA)

RSV je praskasta snov, umazano bele barve z molekulsko formulo C14H12,03 in molekulsko
maso 228,25 g/mol. Topen je v lipidih in organskih topilih (npr. ~ 50 mg/mL v etanolu),
vendar zelo slabo topen v vodi (~ 0,03 mg/mL) (31). RSV obstaja v trans- in cis- izomerni
obliki (slika 4); trans- oblika je stabilnejsa in tudi pogostejSa v rastlinah, posledi¢no pa je
tudi njena bioloska aktivnost bolj raziskana (26, 33). Pri delu smo uporabili trans-RSV s

stopnjo Cistote > 97 % glede na specifikacijo proizvajalca.

OH HO
X
HO N
O OH O

OH @) (b) OH

Slika 4: Strukturni formuli (a) trans- in (b) cis-resveratrola.

Lipofilna faza

e Capmul® MCM EP (Abitec Corporation, ZDA)

Capmul® MCM EP s kemijskim imenom gliceril monokaprilat monokaprinat sestavljajo
mono- in digliceridi kaprilne oz. oktanojske (50-90 %) in kaprinske oz. dekanojske kisline
(10-50 %). Je brezbarvna ali rahlo rumena oljna tekoc¢ina ali poltrdna snov, netopna v vodi,
topi pa se v oljih pri povisanih temperaturah. Je lipofilna snov z izrazenimi emulgatorskimi
lastnostmi in hidrofilnim-lipofilnim ravnotezjem (HLB) 5-6. Vgradimo ga lahko v razli¢ne
peroralne in dermalne farmacevtske oblike, in sicer se uporablja kot vehikel, solubilizator
ali emulgator/koemulgator ter za izbolj$anje peroralne ali dermalne absorpcije. V farmaciji
se pogosto uporablja kot sestavina na lipidih osnovanih dostavnih sistemov (42, 43).

e Ricinusovo olje, devisko (Lex, Slovenija)

Ricinusovo olje je sestavljeno iz trigliceridov razlicnih mascobnih kislin. Priblizna sestava
mascobnih kislin je 87 % ricinolne kisline, 7 % oleinske kisline, 3 % linolne kisline, 2 %

palmitinske kisline, 1 % stearinske kisline in sledovi dihidroksistearinske Kkisline.
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Ricinusovo olje je bistro, skoraj brezbarvno ali bledo rumeno viskozno olje z blagim
vonjem in okusom. MeSa se s kloroformom, dietil etrom, etanolom, brezvodno ocetno
kislino in metanolom, v vodi je netopno. Ricinusovo olje ima emolientno delovanje,
uporablja pa se tudi kot oljni vehikel ali topilo. V farmaciji se najveckrat uporablja v
dermalnih farmacevtskih oblikah (predvsem v kremah in mazilih), lahko pa tudi v
farmacevtskih oblikah za peroralno uporabo, farmacevtskih oblikah za oci in parenteralnih

farmacevtskih oblikah (44).

Emulgatorska zmes

e Kolliphor® EL (BASF Chem Trade GmbH, Nem¢ija)

Kolliphor® EL s kemijskim imenom polioksil 35 ricinusovo olje je etoksilirano ricinusovo
olje z nenasi¢enimi alkilnimi verigami, katerega glavna sestavina je makrogolglicerol
ricinolat. Znan je tudi pod lastnidkim imenom Cremophor® EL. Je bledo rumena, oljna
tekocina, ki je bistra pri temperaturah nad 26 °C in ima rahel, toda znacilen vonj. Topen je
v mnogih oljih, mas¢obnih kislinah in alkoholih, organskih topilih in v vodi. Najveckrat
ima vlogo neionogenega emulgatorja ali solubilizatorja, lahko pa se uporablja tudi kot
mocljivec, s HLB vrednostjo 12-14. V farmaciji se pogosto uporablja za solubilizacijo
hlapnih olj, lipofilnih vitaminov ali drugih lipofilnih snovi v peroralnih, dermalnih pa tudi
parenteralnih farmacevtskih oblikah (44).

e Kolliphor® RH 40 (Sigma-Aldrich, Nem¢ija)

Kolliphor® RH 40 s kemijskim imenom polioksil 40 hidrogenirano ricinusovo olje je
etoksilirano ricinusovo olje z nasi¢enimi alkilnimi verigami, katerega glavna sestavina je
makrogolglicerol hidroksistearat. Znan je tudi pod lastniskim imenom Cremophor® RH 40.
Pri temperaturi 20 °C se nahaja v obliki bele do rumenkaste, poltrdne paste, ki se uteko€ini
pri 30 °C. Ima rahel, toda znacilen vonj, v vodnih raztopinah je skoraj brez okusa. Topen je
v mnogih oljih, mas¢obnih kislinah in alkoholih, organskih topilih in v vodi. Njegova HLB
vrednost je 14-16. Uporablja se kot neionogen emulgator, solubilizator ali mocljivec. V
farmaciji se najveckrat uporablja za solubilizacijo lipofilnih vitaminov, eteri¢nih olj in
ostalih lipofilnih snovi, predvsem v peroralnih farmacevtskih oblikah, saj je skoraj brez

okusa, lahko pa tudi v dermalnih ter parenteralnih farmacevtskih oblikah (44).
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3.1.2 Ostali materiali

Sestavine emulzije linolne kisline (FTC metoda)

e Linolna kislina (Sigma-Aldrich, Nemc¢ija)

Linolna kislina je nenasi¢ena mascobna kislina z 18 ogljikovimi atomi in dvema dvojnima
vezema (slika 5). Je brezbarvno ali rahlo rumeno obarvano olje, topno v etru in etanolu.
Linolna kislina je obcutljiva na zrak, svetlobo, vlago in toploto, zato jo je potrebno
shranjevati na hladnem, v tesno zaprtem vsebniku pod inertno atmosfero (prepihano z
argonom). Uporabili smo reagent tehni¢ne kakovosti s 60-74 % linolne Kisline. Glavna
necistota je oleinska kislina (18-34 %). Reagent delno kristalizira pri temperaturi
shranjevanja 0-4 °C (44, 45).

DN e e W
COOH

Slika 5: Strukturna formula linolne kisline.

e Tween® 20 (Sigma-Aldrich, Nem¢&ija)

Tween® 20 ali polisorbat 20 s kemijskim imenom polioksietilen 20 sorbitan monolavrat je
neionogena PAS. Je bistra, rumeno do rumeno-zelena viskozna tekocina s HLB vrednostjo
16,7. Tween® 20 se pogosto uporablja kot emulgator za pripravo emulzij tipa O/V,
solubilizator ali moc¢ljivec. MeSa se z vodo, alkoholom, dioksanom in etil acetatom, v oljih
pa je netopen (44, 46).

e 0,05 M fosfatni pufer (pH 7)

Za pripravo 1 L pufrne raztopine smo odmerili 250 mL 0,2 M KH,;PO, in 145 mL 0,2 M
NaOH, dopolnili s precis¢eno vodo do priblizno 900 mL in dobro premesali. Preverili smo
pH raztopine in ga uravnali z dodatkom 0,2 M NaOH oz. 85 % fosforjeve(V) kisline

(H3POy4, Merck KGaA, Nemcija) ter dopolnili s pre¢is¢eno vodo do oznake.

0,2 M KH,PO, smo pripravili tako, da smo 27,22 g kalijevega dihidrogenfosfata (KH,PO,,
Merck KGaA, Nemcija) raztopili v preciS€eni vodi in dopolnili do 1000 mL, za pripravo
0,2 M NaOH pa smo 8,0 g natrijevega hidroksida (NaOH, Merck KGaA, Nemcija)

Wt v v

raztopili v prec¢iSceni vodi in dopolnili do 1000 mL.
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Priprava reagentov FTC

e 3,95 M NH,SCN

6,0 g amonijevega tiocianata (NH4;SCN, Merck KGaA, Nem¢ija) smo raztopili v precis¢eni
vodi in dopolnili do 20 mL.

e 12MHCI

10,0 mL 37 % klorovodikove kisline (HCI, Panreac Quimica S.A.U., Spanija) smo red¢ili s

precis¢eno vodo do 100 mL.

e 20mM FeCl,v 1,2 M HCI
79,4 mg zelezovega(Il) klorida tetrahidrata (FeCl, x 4H,0, Merck KGaA, Nemc¢ija) smo
raztopili v 1,2 M HCI in dopolnili do 20 mL.

e 75 % etanol

390 mL 96 % etanola (C,HsOH, Pharmachem, Slovenija) smo red¢ili s pre¢iséeno vodo do
500 mL.

Ostali materiali

e DPPH oz. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (Sigma-Aldrich, ZDA)

DPPH je praskasta snov, zelene barve z molekulsko formulo CigH12Ns506 in molekulsko

maso 394,32 g/mol. Topen je v organskih topilih (metanol, etanol), v vodi pa je netopen.

Raztopine DPPH so vijoli¢no obarvane (22, 47).

e Metanol za analizo (CH3OH, Merck KGaA, Nemcija)

e Metanol za tekocinsko kromatografijo (CH3OH, Merck KGaA, Nemcija)

e Bidestilirana voda (pridobljena s postopkom dvojne destilacije na Katedri za
biofarmacijo in farmakokinetiko Fakultete za farmacijo, Slovenija)

e Brezvodna ocetna kislina (CH3COOH, Merck KGaA, Nemcija)

3.2 NAPRAVE

e Analitska tehtnica, Mettler Toledo AG245, Svica

o Analitska tehtnica, Mettler Toledo XS205, Svica

e HPLC sistem, Agilent 1100, ZDA

e Magnetno mesalo, Rotamix 550 MMH, Tehtnica, Slovenija
e pH meter, Seven Compact, Mettler Toledo, Svica

e Stresalnik Vibromix 403 EVT, Tehtnica, Slovenija
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e Susilnik, Tip SP-45, Kambi¢ Laboratorijska oprema, Slovenija
o UV spektrofotometer, Hewlett Packard 8453, Nemcija

e Zetasizer Nano, Malvern Instruments, Velika britanija

3.3 METODE

3.3.1 Priprava SMES in vgradnja resveratrola

Pri delu smo uporabili sedem SMES, ki imajo enake sestavine, vendar razli¢no
kvantitativno sestavo, in so bili razviti v okviru predhodnega raziskovalnega dela na
Katedri za farmacevtsko tehnologijo. Sestava praznih SMES z deleZi posameznih sestavin
je predstavljena v preglednici Il. Pripravili smo 10 g posameznega SMES. V erlenmajerico
z obrusom smo natehtali sestavine SMES in mesali na magnetnem mesalu do nastanka

homogene zmesi.

Preglednica I1: Oznake posameznih SMES s sestavinami in koli¢insko sestavo SMES.

Oznaka SMES Kolliphor® Kolliphor® EL Capmul® Ricinusovo olje

RH 40 (%) (%) MCM EP (%) (%)

S10 30 30 20 20

S13 40 40 10 10

S14 35 35 15 15

S15 35 35 30 /

S16 35 35 / 30

S17 / 70 15 15

S18 70 / 15 15

V SMES smo vgradili 10 % RSV (10 mg RSV/100 mg zmesi; SMES+RSV). V ustrezni
stekleni vsebnik smo natehtali 800 mg RSV in dodali SMES do 8 g. Zmes smo zas¢itili
pred svetlobo in mesSali na magnetnem meSalu ¢ez no¢ oz. toliko ¢asa, da se je RSV

popolnoma raztopil.

3.3.2 Spremljanje funkcionalne in kemijske stabilnosti resveratrola v SMES

Pripravljene vzorce SMES+RSV smo razdelili na dva dela ter jih shranjevali v zaprtih
steklenih vsebnikih ali na sobni temperaturi (25 °C) ali na 37 °C, zasS¢itene pred svetlobo.
V vnaprej dolocenih ¢asovnih tockah (ob pripravi ter po 2, 5 in 9 tednih staranja) smo
ovrednotili funkcionalno in kemijsko stabilnost RSV, vgrajenega v SMES. Funkcionalno
stabilnost 0z. AOU RSV smo vrednotili z DPPH in FTC metodo, kemijsko stabilnost RSV
pa smo doloc¢ali s HPLC metodo.
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3.3.3 Priprava osnovne raztopine vzorcev SMES+RSV v metanolu za nadaljnje

analize

Po dolofenem casu staranja smo natehtali ustrezno koli¢ino posameznega SMES-+RSV
(~ 230 mg) ter redcili z metanolom do teoreti¢ne koncentracije RSV v raztopini 0,800 mM
(upostevaje natehto vzorca in delez RSV v SMES+RSV). Pripravljeno raztopino (osnovna
raztopina SMES+RSV) smo uporabili pri vseh nadaljnjin analizah funkcionalne in
kemijske stabilnosti RSV v SMES (slika 6).

Vzorec SMES+RSV

Osnovna raztopina SMES+RSV v
metanolu za nadaljnje analize
(teoreti¢no 0,800 mM)

DPPH HPLC
Priprava reakcijske zmesi: FTC . I
100 ul tobi Redgenje za faktor 12,5 s Redcenje za faktor 5 z mesanico
UL osnovne raztopine , -
SMES+RSV + 2,4 mL raztopine fosfatnim pufrom (64 M) metanola o vode
DPPH (32 uM)

Priprava reakcijske zmesi:

2,5 mL emulzije linolne kisline + Koncentracija, preracunana na
2,5 mL pripravljene raztopine 32 uM (zmanj$ana za faktor 5)
(32 um)

Slika 6: Prikaz priprave vzorca SMES+RSV za nadaljnje analize z DPPH, FTC in HPLC metodo s
teoretiénimi koncentracijami RSV pri vsaki stopnji postopka.

3.3.4 Dolocanje kemijske stabilnosti resveratrola s HPLC analizo

Kemijsko stabilnost RSV smo dolocili s HPLC analizo. Uporabili smo reverznofazno
kolono YMC-Pack ODS-AM (4,6 x 250 mm?, 5 pm), 0,5 % ocetno kislino v zmesi
metanola in bidestilirane vode v volumskem razmerju 1:1 kot mobilno fazo s hitrostjo
pretoka 1 mL/min, volumen injiciranja je znasal 20 pL. Temperatura kolone je bila 25 °C,

za detekcijo RSV pa smo uporabili UV detektor (Amax= 303 nm).
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Za HPLC analizo smo osnovno raztopino SMES+RSV (0,800 mM) redc¢ili z meSanico
metanola in precis¢ene vode v volumskem razmerju 1:1 za faktor 5 do teoreticne
koncentracije RSV 160 uM (slika 6). Dejansko koncentracijo RSV v vzorcu smo dolo¢ili s
pomocjo standardne raztopine RSV (enacba 1), ki smo jo pripravili pred vsako analizo:
natan¢no smo natehtali priblizno 11,4 mg RSV ter redCili z meSanico metanola in

precis¢ene vode v volumskem razmerju 1:1 do ustrezne koncentracije (~ 160 uM).

Cpz = Aoz XCst (enacba 1)
Ast

Cy; dejanska koncentracija RSV v vzorcu

Ay povrsina pod krivuljo odziva vzorca

Cqt koncentracija RSV v standardni raztopini

Agt povrsina pod krivuljo odziva standardne raztopine

Zaradi lazje grafiCne predstavitve rezultatov oz. primerjave s funkcionalno stabilnostjo
RSV smo rezultate podali kot povpre¢no dejansko koncentracijo RSV v vzorcu, zmanjSano
za faktor 5 (~ 32 uM).

3.3.5 Analiza antioksidativne uéinkovitosti resveratrola z DPPH metodo

Priprava umeritvene premice za dolocanje koncentracije DPPH

Za umeritveno premico smo pripravili raztopine DPPH v metanolu v koncentracijskem

obmodcju 0,005-0,035 mg/mL ter izmerili absorbanco pri 516 nm (slika 7).
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Slika 7: Umeritvena premica za dolo¢anje koncentracije DPPH v raztopini iz absorbance pri 516 nm.
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Priprava vzorcev z resveratrolom

e Priprava raztopin RSV

Casovni potek reakcije med DPPH in RSV ter koncentracijsko odvisnost AOU RSV smo
spremljali na sveze pripravljenih raztopinah RSV. Natancneje, pripravili smo metanolne
raztopine RSV v koncentracijskem obmocju 0,25-1,00 mM, kar ustreza koncentracijskemu
obmocju 10-40 uM v pripravljenih reakcijskih zmeseh z DPPH (redcenje za faktor 25:
2400 uL raztopine DPPH + 100 pL vzorca z RSV).

e Priprava vzorcev SMES+RSV
Za dolocanje AOU RSV, vgrajenega v SMES, smo pripravili osnovno raztopino
SMES+RSV s teoreti¢no koncentracijo RSV 0,800 mM (slika 6), kar ustreza koncentraciji
32 uM v reakcijski zmesi z DPPH.

Postopek DPPH metode

Osnova metode je redukcija DPPH ob dodatku AO in posledi¢no razbarvanje vijoli¢no
obarvane raztopine DPPH, kar smo spremljali spektrofotometriéno (Amax= 516 nm).

Postopek smo izvedli v zatemnjenem prostoru zaradi obcutljivosti DPPH na svetlobo.

Pri delu smo uporabljali sveze pripravljeno raztopino DPPH v metanolu (~ 52 puM). V
kiveto smo odpipetirali 2400 pL raztopine DPPH in dodali 100 pL metanola (kar ustreza
volumnu raztopin testiranih vzorcev z RSV) in izmerili absorbanco raztopine DPPH ob
casu 0 oz. pred dodatkom RSV (Ap). Na ta nadin smo upostevali padec absorbance v
raztopini DPPH zaradi red¢enja ob dodatku vzorca. Koncentracijo DPPH ob ¢asu 0 smo
dolocili s pomoc¢jo umeritvene premice, in sicer je po red¢itvi znasala ~ 50 uM.

Nato smo v kiveto odpipetirali 2400 pL raztopine DPPH in 100 pL testiranega vzorca z
RSV. Kiveta je bila vedno zaprta, tako da smo preprecili izhlapevanje metanola. Ob
doloCenih casovnih intervalih po dodatku vzorca v raztopino DPPH smo pomerili
absorbanco (A:). Pri spremljanju ¢asovnega poteka reakcije med DPPH in RSV smo
dolocili, da ravnotezno stanje nastopi po 90 minutah, zato smo vse nadaljnje meritve
izvedli ob tem ¢asu. AOU RSV smo izrazili kot delez preostalega DPPH ob ¢asu 90 minut,

ki smo ga izracunali s pomocjo enacbe 2.

v A v
Dele? DPPH (%) = A—t x 100 (enacha 2)
0
Aq Absorbanca raztopine DPPH ob ¢asu 0 (2400 pL DPPH + 100 pL metanola)
A Absorbanca raztopine DPPH po reakciji z RSV ob ¢asu t (2400 uL DPPH + 100 pL vzorca z RSV)
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Prikaz rezultatov

Koncentracijsko odvisnost AOU RSV smo dolo¢ili na osnovi povprecne vrednosti 3
paralel. Vpliv variabilnosti v zacetni koncentraciji DPPH smo zmanjsali tako, da smo
namesto koncentracije RSV upostevali molarno razmerje med RSV in DPPH v reakcijski
zmesi. Prikazali smo graf odvisnosti In(% DPPH v ravnoteZznem stanju) v odvisnosti od
molarnega razmerja RSV/DPPH in z linearno regresijo izracunali enacbo premice ter RZ.
Dolo¢ili smo tudi parameter ECsp, Ki pove, katera koncentracija RSV je potrebna za
zmanjSanje zacetne koncentracije DPPH za 50 %, in ga podali pri koncentraciji DPPH 50
uM. Dejansko koncentracijo RSV v reakcijski zmesi pri vzorcth SMES+RSV smo dolo¢ili
iz premice In(% DPPH v ravnoteznem stanju) Vv odvisnosti od molarnega razmerja
RSV/DPPH. Kot rezultat smo podali povprecno dejansko koncentracijo RSV v reakcijski

Zmesi.

3.3.6 Analiza antioksidativne u¢inkovitosti resveratrola s FTC metodo

Priprava emulzije linolne kisline in dolocanje velikosti kapljic

V 100 mL erlenmajerico z obrusom smo natehtali 150 mg linolne kisline, 150 mg
Tween-a® 20 in dodali 50 mL 0,05 M fosfatnega pufra s pH 7. Emulzijo, zai&iteno pred
svetlobo, smo stresali 40 min s hitrostjo 200 obratov/min.

Izbranim emulzijam smo dolo¢ili velikost kapljic z metodo fotonske korelacijske

spektroskopije pri temperaturi 25 °C (Zetasizer Nano).

Priprava vzorcev

e Priprava raztopin RSV

Casovni potek oksidacije linolne kisline ob prisotnosti RSV ter koncentracijsko odvisnost
AOU RSV smo spremljali na sveze pripravljenih raztopinah RSV. Pripravili smo raztopine
RSV razli¢nih koncentracij, in sicer smo natancno natehtali ~ 10 mg RSV, red¢ili z
metanolom do 20 mL ter raztopino nadalje red¢ili s fosfatnim pufrom. Z namenom izbire
ustreznega koncentracijskega obmocje za nadaljnje poskuse smo pripravili raztopine s
koncentracijami RSV 4-90 uM, v nadaljevanju pa 40-90 uM (v reakcijski zmesi z emulzijo

linolne kisline so bile niZje za faktor 2: 2,5 mL emulzije + 2,5 mL vzorca).

e Priprava vzorcev SMES+RSV
Za analizo AOU RSV, vgrajenega v SMES, smo osnovno raztopino SMES+RSV (0,800

mM) dodatno red¢ili s fosfatnim pufrom do teoreti¢éne koncentracije RSV 64 uM (faktor
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12,5), kar ustreza koncentraciji 32 uM v reakcijski zmesi z emulzijo linolne kisline (slika
6).

Zaradi velike variabilnosti dolo¢ene AOU tako znotraj posameznega poskusa kot med
razlicnimi poskusi smo hkrati primerjalno testirali Se sveze pripravljeno raztopino RSV z

isto koncentracijo RSV, kot je zna$ala teoreti¢na koncentracija v vzorcih.

e Priprava vzorcev SMES

Ustrezno koli¢ino praznih SMES (~ 210 mg) smo red¢ili z metanolom tako, da je bila
masna koncentracija SMES enaka kot v osnovni raztopini SMES+RSV (1,64 mg/mL) ter
nadalje s fosfatnim pufrom (0,05 M, pH 7) za faktor 12,5.

Toplotno pospesena lipidna peroksidacija linolne kisline v emulziji (37 °C)

e Dolocanje ¢asa najvisje vsebnosti LOOH linolne kisline pri 37 °C

Najprej smo doloc¢ili €asovni potek oksidacije linolne kisline brez prisotnosti AO z
namenom dolocitve Casa, pri katerem je koli¢ina LOOH linolne kisline, ki jih posredno
doloc¢amo s FTC, najvec¢ja. V ta namen smo 2,5 ml emulzije linolne kisline razred¢ili z 2,5
mL fosfatnega pufra (0,05 M, pH 7) (kontrolna zmes) ter kontrolno zmes inkubirali v
susilniku pri 37 °C (zasciteno pred svetlobo). V razli¢nih ¢asovnih tockah do ~ 50 ur smo
iz kontrolne zmesi odvzemali vzorce in dolocali vsebnost LOOH s FTC metodo. Cas

inkubacije, pri katerem je vsebnost LOOH najveéja, smo dolocili grafi¢no (38 ur).

e Dolocanje sposobnosti inhibicije LP linolne kisline v emulziji

Sposobnost vzorca za inhibicijo LP smo proucevali tako, da smo 2,5 mL emulzije linolne
kisline in 2,5 mL posameznega vzorca odpipetirali v ustrezni stekleni vsebnik (reakcijska
zmes). Pri vsakem poskusu smo pripravili tudi dve primerjalni kontrolni zmesi. Reakcijske
in kontrolne zmesi smo inkubirali v suSilniku pri 37 °C 38 ur zasciteno pred svetlobo. V
vnaprej doloc¢enih ¢asovnih tockah (pri spremljanju ¢asovnega poteka oksidacije linolne
kisline v prisotnosti RSV po 0, 14, 24 in 38 urah, pri doloc¢anju AOU RSV le se po 38

urah) smo odvzemali vzorce in dolocali vsebnost LOOH s FTC.

Posredno dolocanje kolicine nastalih hidroperoksidov linolne kisline s FTC

300 uL kontrolne oz. reakcijske zmesi smo raztopili v 10,0 mL 75 % etanola (oz. v
nadaljevanju 15,0 ml 75 % etanola, kar pa ni vplivalo na deleZ inhibicije LP, ki smo jo
dolocali relativno glede na kontrolno zmes) ter dodali 300 uL 3,95 M NH4SCN in 300 pL
20 mM FeCl, v 1,14 M HCI. Ob prisotnosti LOOH linolne kisline se je Fe?* oksidiral v
Fe**, ki pa je tvoril rde¢e obarvan kompleks s SCN™ (Ama= 484 nm). Absorbanco raztopine
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smo izmerili natanko 3 minute po dodatku FeCl,, saj je nastajanje kompleksa ¢asovno
odvisno. Slepo raztopino smo pripravili na enak nacin, le da smo 300 pL zmesi
nadomestili s fosfatnim pufrom. AOU RSV smo izrazili kot delez inhibicije LP po 38 urah,

ki smo ga izracunali po enacbhi 3.

v . Sy s e A v
Delez inhibicije LP (%) = ( - f) %x 100 (enacha 3)
k
A, Absorbanca reakcijske zmesi (z vzorcem) ob casu 38 ur
Ay Absorbanca kontrolne zmesi ob casu 38 ur

Prikaz rezultatov

Odvisnost deleza inhibicije LP od koncentracije smo primerjali pri poskusih z vmesnim
merjenjem (2 paraleli) in pri poskusih z merjenjem le po 38 urah (5 paralel). V obeh
primerih smo s pomocjo polinomske regresije ocenili ECs, ki pove koncentracijo AO, pri
kateri pride do 50 % inhibicije LP. FTC ni bila dovolj optimizirana, tako da iz deleza
inhibicije LP nismo mogli dolociti dejanske koncentracije RSV v reakcijski zmesi S
SMES+RSV. Za slednje smo zato rezultat podali kot delez inhibicije LP ter ga primerjali s

hkrati testiranimi sveze pripravljenimi raztopinami.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 ANTIOKSIDATIVNA UCINKOVITOST RESVERATROLA

V okviru diplomskega dela smo spremljali AOU naravnega polifenola RSV, ki ga lahko
opredelimo tudi kot fitoaleksin, saj se sintetizira v rastlinah kot odziv na stresne dejavnike
(npr. infekcije s patogeni ali izpostavitev UV svetlobi) in tako S$citi rastline pred
poskodbami (27, 28). V rastlinah je pogosto vezan na molekulo glukoze preko 3-O-p
glikozidne vezi (piceid), najdemo pa ga v ve¢ kot 70 rastlinskih vrstah. Eden
najpomembnejSih virov RSV je japonski dresnik, ki se uporablja v tradicionalni japonski in
kitajski medicini. Pomembnejsi viri RSV v prehrani so arasidi, pistacija, razlicne vrste
jagodiCevja, temna cokolada in grozdje (posledi¢no tudi grozdni sok in vino). RSV je
prisoten v semenih in kozici grozdnih jagod, ki jih pri pripravi rde¢ih vin odstranimo Sele
po delnem poteku fermentacije, zato je vsebnost RSV v rde¢ih vinih veéja (26, 27, 33).
Zmerno pitje rdecega vina so na osnovi epidemioloskih raziskav povezali z zelo nizko
pojavnostjo kardiovaskularnih bolezni v francoski populaciji kljub prehrani, bogati z

nasi¢enimi mas¢obami (ti. »francoski paradoks«) (27, 28).

S spremljanjem AOU RSV, ki smo ga vgrajevali v SMES, smo Zeleli ovrednotiti njegovo
funkcionalno stabilnost. Za dolo¢anje AOU smo uporabili dve razli¢ni in vitro metodi
(DPPH in FTC metodo), saj lahko AOU dolo¢imo le z uporabo komplementarnih metod
zaradi dolo¢enih omejitev posamezne in vitro metode. DPPH metoda vrednoti sposobnost
redukcije stabilnega organskega DPPH radikala, FTC metoda pa sposobnost inhibicije s
toploto pospesene LP v emulziji linolne kisline. Z namenom ugotavljanja tako ustreznosti
omenjenih metod kot samega postopka za dolo¢anje AOU smo najprej dolocali AOU RSV
na sveze pripravljenih raztopinah RSV. Prav tako smo Zeleli preveriti odvisnost AOU
glede na koncentracijo RSV ter tako dolociti optimalen postopek za ovrednotenje vzorcev
SMES+RSV.
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4.1.1 Proucevanje antioksidativne uc¢inkovitosti resveratrola z DPPH metodo

Z DPPH metodo smo proucevali AOU v metanolnih raztopinah RSV s koncentracijo v
kon¢ni reakcijski zmesi v razponu med 10 in 40 uM. Padec zaéetne koncentracije DPPH v
reakcijski zmesi zaradi redukcije DPPH ob prisotnosti RSV smo spremljali
spektrofotometricno (Amax= 516 nm). Najprej smo spremljali casovni potek reakcije med
DPPH in RSV v odvisnosti od koncentracije RSV ob priblizno enaki zacetni koncentraciji
DPPH v reakcijski zmesi (~ 50 uM) (slika 8). Reakcijo smo spremljali do ravnoteznega
stanja, tj. 90 minut, ko so bile spremembe vrednosti absorbanc prakti¢no zanemarljive. V
primeru reakcijske zmesi s koncentracijo RSV ~ 30 uM smo namre¢ opravili Se dodatno
meritev po 260 minutah, in sicer se je absorbanca v povprecju zmanjsala le Se ~ 2,7 % na
uro. Pri nadaljnjem delu smo zato predpostavili, da reakcija doseze ravnotezno stanje po 90
minutah, in sSmo vse meritve opravili ob tem ¢asu. Po literaturnih podatkih je ¢as, po
katerem doseze reakcija med RSV in DPPH ravnotezno stanje, odvisen od koncentracije
RSV. Razli¢ni raziskovalci navajajo razlicne Case, in sicer v obmoc¢ju med 41,5 in 90
minut (48) oz. med 20 in 75 minut (49). Torej tudi literaturni podatki potrjujejo ustreznost
izbranega Casa. Nadalje, iz slike 8 je razvidno, da se pri¢akovano z naras$¢ajoco
koncentracijo RSV (~ 10-40 uM) delez preostalega DPPH zmanjsuje (~ 80-30 % DPPH v

ravnoteznem stanju), torej je obseg redukcije DPPH vedno vecji.

Preverili smo tudi stabilnost raztopine DPPH znotraj dneva. Z isto raztopino RSV
(koncentracija ~ 30 uM) smo sprozili reakcijo takoj po pripravi raztopine DPPH oz. po 5
urah staranja. Delez DPPH v ravnoteznem stanju se je v obeh primerih razlikoval za manj
kot 2 % (40,86 % vs. 39,16 %), s ¢imer smo potrdili ustrezno stabilnost DPPH raztopine
tekom enega dneva.

Prav tako smo zeleli potrditi, da obsevanje reakcijske zmesi z UV svetlobo med izvedbo
meritev ne vpliva na razpad DPPH. V ta namen smo pripravili dve reakcijski zmesi
(koncentracija RSV ~ 27 uM) in za prvo izvedli meritve v razli¢nih ¢asovnih intervalih (18
meritev v ¢asu do 90 minut), za drugo pa le v ravnoteznem stanju. Primerjali smo delez
DPPH v ravnoteznem stanju, ki se je razlikoval za ~ 1,6 % (43,21 % vs. 44,76 %), in tako

potrdili, da obsevanje z UV svetlobo ne vpliva na stabilnost DPPH.
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Slika 8: Casovni potek reakcije med RSV in DPPH 0z. spreminjanje deleZa preostalega DPPH v odvisnosti
od ¢asa po dodatku RSV v raztopino DPPH pri razli¢nih koncentracijah RSV v reakcijski zmesi.

V nadaljevanju smo proucevali koncentracijsko odvisnost AOU RSV, ki smo jo podali kot
delez preostalega DPPH v ravnoteznem stanju. V ta namen smo naredili dodatni paraleli v
ravnoteznem stanju s priblizno istimi koncentracijami RSV kot pri spremljanju casovnega
poteka reakcije med DPPH in RSV. Delez DPPH v ravnoteznem stanju je odvisen tudi od
zacetne koncentracije DPPH v reakcijski zmesi. Vplivu variabilnosti v koncentracijah
pripravljenih raztopin DPPH smo se izognili z upoStevanjem molarnega razmerja
RSV/DPPH v reakcijski zmesi namesto koncentracije RSV. Na sliki 9 je prikazana
odvisnost In(% DPPH v ravnoteznem stanju) od molarnega razmerja RSV/DPPH v
reakcijski zmesi. Razvidna je linearna odvisnost z ustreznim R? (0,9996), zato smo
premico uporabili za doloCanje dejanske koncentracije RSV v reakcijskih zmeseh pri

nadaljnjih meritvah AOU RSV v SMES.
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Slika 9: Prikaz linearnega modela In(% DPPH v ravnoteznem stanju) vV odvishosti od molarnega razmerja
RSV/DPPH. Rezultati so podani kot povpre¢je + SD (n=3).

Iz enacbe premice (slika 9) smo izraunali parameter ECsp, Ki ustreza molarnemu razmerju
RSV/DPPH 0,484, kar znasa 24,2 uM RSV pri ciljani zacetni koncentraciji DPPH 50 pM.
AOU RSV so Ze predhodno dolocali z DPPH metodo, vendar So uporabljali razli¢na topila,
reakcijske Case, zacetne koncentracije DPPH, pa tudi rezultate so podali na razli¢ne nac¢ine
(50-55). Nase rezultate smo zato primerjali z literaturnimi podatki, kjer je AOU RSV
izrazena s parametrom ECs ter pri podobnih eksperimentalnih pogojih, kot so bili nasi, tj.
v ravnoteznem stanju z metanolom kot topilom. Za lazjo primerjavo vrednosti parametra
ECsp smo preracunali eksperimentalno doloc¢eno molarno razmerje RSV/DPPH (0,484) v
ustrezne enote 0z. na ustrezno uporabljeno zacetno koncentracijo DPPH. Sanchez-Moreno
s sodelavci je ECsp prav tako izrazil z upoStevanjem DPPH v enoti, in sicer je znasal
337+12 g RSV/kg DPPH (48), medtem ko na§ ECsy v ustreznih enotah znaSa 280 g
RSV/kg DPPH. Ostali raziskovalci so ECs izrazili v uM RSV, kljub temu da so rezultati
zelo odvisni od zacetne koncentracije DPPH. Villano s sodelavci je doloc¢il ECsp 31,4+0,3
UM pri zacetni koncentraciji DPPH ~ 63 uM (49) v primerjavi z ECsy 30,5 uM pri ustrezni
koncentraciji DPPH, doloenim v na$i raziskavi. Stivala s sodelavci je dolocil ECsg
24,515 uM (~ 60 uM DPPH) (56), ki pa je nekoliko nizji kot nas (29,0 uM). Zanimivo
je, da se nasi rezultati zelo dobro skladajo tudi z rezultati lacopini-ja s sodelavci, ki je pri
bistveno vecji zacetni koncentraciji DPPH (~ 120 uM) dolocil ECsy 57,8+0,1 uM (57), nas
ECso pri ustrezni koncentraciji pa je 58,1 uM. Vidimo, da moramo biti pri interpretaciji
rezultatov zelo kriti¢ni, saj je parameter ECs odvisen tako od zaetne koncentracije DPPH

kot tudi drugih eksperimentalnih pogojev. Kljub temu je dolo¢en parameter ECs
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primerljiv z rezultati drugih raziskovalcev, kar dodatno potrjuje ustreznost naSega
linearnega modela za doloCanje dejanske koncentracije RSV v reakcijskih zmeseh s

SMES+RSV.

4.1.2 Proucdevanje antioksidativne u¢inkovitosti resveratrola s FTC metodo

Tudi s FTC metodo smo AOU RSV prvotno dolodili v raztopini (metanolna raztopina,
dodatno red¢ena s fosfatnim pufrom). Kot sistem za proucevanje sposobnosti RSV za
inhibicijo LP smo izbrali emulzijo linolne kisline. Oksidacijo linolne kisline smo pospesili
s poviSano temperaturo (37 °C), s FTC metodo pa smo posredno dolo¢ili vsebnost nastalih
LOOH v sistemu z meritvami absorbance kompleksa med Fe®" in SCN™ (Amax= 484 nm).
Najprej smo dolocili ¢asovni potek oksidacije linolne kisline v emulziji brez prisotnosti
AO. Pripravili smo kontrolno zmes in jo inkubirali pri 37 °C ter nato v razli¢nih ¢asovnih
to¢kah dolocili vsebnost LOOH v emulziji. Z namenom ovrednotenja vpliva povisane
temperature na oksidacijo linolne kisline smo primerjalno kontrolno zmes hranili v
hladilniku (~ 6 °C). Slika 10 prikazuje vrednosti absorbanc za obe kontrolni zmesi v
odvisnosti od ¢asa inkubacije. Oksidacija linolne kisline poteka pri 37 °C bistveno hitreje
kot pri 6 °C, saj so bile vrednosti absorbanc pri 37 °C tudi za faktor 10 visje kot pri 6 °C.
Grafi¢no smo dolocili ¢as inkubacije pri 37 °C, pri katerem je absorbanca in s tem vsebnost
LOOH najvecja. Ob dolo¢enem casu, tj. 38 ur, smo v nadaljevanju dolocali deleZ inhibicije

LP po dodatku RSV.
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Slika 10: Casovni potek oksidacije linolne Kisline v emulziji ob inkubaciji pri razli¢nih temperaturah.

V nadaljevanju smo proucevali vpliv razlicnih koncentracij RSV na oksidacijo linolne

kisline glede na kontrolno zmes. Najprej smo pripravili reakcijske zmesi s koncentracijami
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RSV med 2 in 45 uM z namenom izbire ustreznega koncentracijskega obmod¢ja. Casovni
potek oksidacije linolne Kisline ob prisotnosti RSV smo merili v vnaprej izbranih ¢asovnih
tockah (0, 14, 24 in 38 ur). Slika 11 prikazuje izmerjene vrednosti absorbanc v odvisnosti
od Casa inkubacije S pripadajoc¢imi vrednostmi za kontrolno zmes. Preizkusili smo tudi
vpliv uporabljenega emulgatorja, in sicer smo istocasno inkubirali tudi micelarno raztopino
Tween-a® 20 v fosfatnem pufru (brez linolne kisline) in dologali vsebnost LOOH.
Oksidacija Tween-a® 20 je glede na oksidacijo linolne kisline prakti¢no zanemarljiva, s
¢imer smo potrdili, da je emulgator ustrezen za izvedbo poskusa. 1z slike 11 je razvidno, da
so vrednosti absorbanc pri zelo nizkih koncentracijah RSV (2,22 in 5,54 uM) primerljive z
vrednostmi absorbanc kontrolne zmesi v vseh ¢asovnih toc¢kah. Iz slednjega lahko
sklepamo, da pri nizkih koncentracijah RSV ne vpliva znatno na potek oksidacije linolne
kisline. Nasprotno pa smo pri koncentraciji 11,1 uM RSV zaznali izrazito prooksidativno
delovanje, saj je bila absorbanca po 38 urah za kar 50 % visja kot pri kontrolni zmesi. Po
14 urah so bile absorbance Se nekoliko nizje kot pri kontroli (~ 30 %), po 24 urah pa
prakti¢no ni bilo razlik glede na kontrolno zmes. Pri koncentraciji RSV 22,2 uM smo po
14 in 24 urah $e opazili inhibicijo LP glede na kontrolno zmes (~ 85 in 50 %), medtem ko
smo po 38 urah opazili rahlo prooksidativno delovanje (~ 5 % visja absorbanca glede na
kontrolo). Koncentracija 44,3 uM pa je ze dovolj visoka, da je oksidacija linolne kisline
tekom celotnega Casa inkubacije v veliki meri zavrta (~ 95 % po 14 in 24 urah ter 75 % po
38 urah). Podobno koncentracijsko odvisno obnasanje v disperznem sistemu (liposomi v
prisotnosti bakrovega acetata) so zasledili tudi pri kavni kislini. Pri nizkih koncentracijah
je bila neucCinkovita ali pa imela prooksidativni ucinek, nad doloceno kriti¢no
koncentracijo pa je prevladal antioksidativni uc¢inek (58). Prooksidativni uc¢inek so zaznali
tudi pri nizkih koncentracijah nekaterih drugih fenolnih AO v emulziji linolne kisline v
prisotnosti Cu®*, pri nekaterih AO pa tudi brez njih (59). Mei in sodelavci so ugotovili, da
obnasanje fenolnih AO v disperznih sistemih zavisi od ravnotezja med njihovimi pro- in

antioksidativnimi ucinki (60).
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Slika 11: Casovni potek oksidacije linolne kisline v emulziji pri 37 °C ob prisotnosti RSV pri razliénih
koncentracijah.

Na osnovi rezultatov smo za sledece poskuse izbrali koncentracijsko obmocje, v katerem
prevladajo antioksidativni uginki RSV (~ 20-45 uM). Casovni potek oksidacije linolne
kisline smo spremljali pri petih razli¢nih koncentracijah RSV v izbranem obmocju. Slika
12 prikazuje vrednosti absorbanc za posamezne koncentracije v odvisnosti od ¢asa
inkubacije. Pri vseh koncentracijah je bila oksidacija linolne kisline inhibirana glede na
kontrolno zmes. Pri naras¢ajoci koncentraciji RSV so se vrednosti absorbanc oz. vsebnost
LOOH nizale. Pri vsaki koncentraciji RSV smo dolo¢ili delez inhibicije LP po 14, 24 in 38
urah (slika 13). Opazili smo, da je ucinek RSV sfasoma manjsi pri vseh testiranih
koncentracijah oz. da se ob napredovanju oksidacije linolne kisline deleZ inhibicije LP
glede na kontrolno zmes zmanjsuje. Delez inhibicije LP se je spreminjal od 74 do 9 % pri
rezultatov smo Zeleli dolo¢iti odnos med delezem inhibicije LP po 38 urah in koncentracijo
RSV v reakcijski zmesi (slika 14). S pomocjo polinomske regresije smo na osnovi enacbe
kvadratne funkcije (R? = 0,9979) ocenili tudi ECso, ki znasa 38,8 pM.

34



Valerija Kramaric¢ Diplomska naloga

1,6

1,4
E
s 1,2 —&—Kontrola
A |
5 ——22,8 uM
© 0,8
g —A—28,4 UM
g6 4,1
§ 0,4 —¢34,1 uM
<, —+—39,8 uM

0 —@®—45,5 M
€as (h)

Slika 12: Casovni potek oksidacije linolne kisline v emulziji pri 37 °C ob prisotnosti RSV v razli¢nih
koncentracijah. Rezultati so podani kot povprecje + SD (n=2).
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Slika 13: Primerjava delezev inhibicije LP glede na ¢as inkubacije pri 37 °C in koncentracijo RSV. Rezultati
so podani kot povprecje + SD (n=2).
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Slika 14: Odvisnost deleza inhibicije LP po 38 urah v odvisnosti od koncentracije RSV. Rezultati so podani
kot povpregje + SD (n=2).
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Dodatno smo preverili, ¢e odpiranja vsebnika s kontrolno zmesjo v vmesnih ¢asovnih
tockah vpliva na Cas, pri katerem je vsebnost LOOH najvecja, v primerjavi z AOU RSV
dolo¢eno zgolj enkrat po 38 urah; v tem primeru pa je bil vsebnik med celotnim potekom
inkubacije zaprt in tako ni bilo moznosti za dodaten vstop zraka oz. kisika iz okolja. Cas
najvecje vsebnosti LOOH smo preverili tako, da smo v posamezni ¢asovni tocki odvzeli
vzorec iz druge kontrolne zmesi (iz sicer iste izhodne emulzije linolne kisline) ter dolocili
vsebnost LOOH s FTC. Kot je razvidno iz slike 15, tudi pri veckratnem odpiranju vsebnika

das zna%a ~ 38 h.
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Slika 15: Casovni potek oksidacije linolne kisline v emulziji pri 37 °C ob inkubaciji brez odpiranja vsebnika.

Nadalje smo odvisnost deleza inhibicije LP od koncentracije RSV v reakcijski zmesi
dolocali po 38 urah. 1z slike 16 je razvidno, da se je v koncentracijskem obmocju med 22
in 45 uM delez inhibicije LP poveéeval od 25 do 90 %, kar ni v skladu z rezultati meritev z
vmesnimi Casovnimi tockami, kjer se je pri priblizno istith koncentracijah RSV delez
inhibicije poveceval med 9 in 76 % (slika 14). Kljub velikemu standardnemu odklonu, ki
kaZe na sipanje rezultatov, se delez inhibicije LP po 38 urah ocitno razlikuje, ¢e vsebnika
med inkubacijo ne odpiramo napram vmesnim meritvam, kar je razvidno iz razli¢nih oblik
krivulj (sliki 14 in 16). 1z krivulje na sliki 16 smo s pomog&jo polinomske regresije (R* =
0,9869) prav tako dolo¢ili parameter ECsp, ki znaSa 27,9 uM, in se razlikuje glede na
predhodno dolocen (38,8 uM). EC5y RSV so s FTC metodo Ze dolocali, vendar so rezultate
prikazali zgolj grafi¢no, tako da lahko podamo le Steviléno oceno (~ 0,45 mM) (61).
Razlog za ve¢ kot desetkratno razliko med dolo¢enim in literaturnim parametrom ECs je
verjetno predvsem v sestavi reakcijske zmesi z emulzijo linolne kisline, ki je v nasem

primeru vsebovala bistveno manjso koli¢ino linolne kisline (~ 0,15 % v primerjavi z 0,5
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%). Rezultati kaZzejo na to, da je AOU RSV vecja, ¢e vsebnika med inkubacijo ne
odpiramo (nizji ECsp). MozZna razlaga je, da so se v teh pogojih tekom LP iz¢rpale zaloge
kisika v sistemu, kar je omejilo nastanek LOO’. To bi razlozilo tudi veliko sipanje
rezultatov, saj lahko prihaja do variabilnih rezultatov, ¢e se porabi ves kisik med LP (25).
Pri meritvah v vecih Casovnih toCkah pa je vsakokrat v vsebnik vstopal svez zrak,
posledi¢no so se obnovile zaloge kisika, kar je pospesilo nastanek LOO" ter nadaljnjo
oksidacijo linolne Kisline, kar se kaze v manj$i AOU RSV. Zaradi velikega standardnega
odklona, kot je razvidno iz slike 16, ne moremo natan¢no dolociti koncentracije RSV v
reakcijski zmesi glede na delez inhibicije LP (podobno kot smo naredili pri DPPH metodi),
zato smo pri dolo¢anju funkcionalne stabilnosti SMES+RSV rezultate izrazili kot delez
inhibicije LP.
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Slika 16: Odvisnost deleza inhibicije LP v odvisnosti od koncentracije RSV v reakcijski zmesi ob inkubaciji
brez odpiranja vsebnika. Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=5).

Na potek LP v emulzijah tipa O/V vpliva veliko razli¢nih dejavnikov, kot so sestava
notranje oljne faze, koncentracija kisika, prisotnost AO, lastnosti mejne povrsine med oljno
in vodno fazo (npr. naboj), lastnosti kapljic notranje faze (npr. njihova velikost in
koncentracija) ter interakcije s sestavinami vodne faze (62). Razloge za variabilnost
rezultatov FTC metode lahko is¢emo tudi v izhodni emulziji linolne kisline. Eden izmed
moznih vzrokov je ze reagent linolna kislina, ki glede na specifikacijo proizvajalca vsebuje
60-74 % linolne kisline in 18-34 % oleinske kisline kot glavne necistote. Linolna in
oleinska kislina sta obe nenasi¢eni mascobni kislini z 18 ogljikovimi atomi, razlikujeta pa
se v Stevilu dvojnih vezi. Linolna kislina ima dve dvojni vezi na mestih 9 in 12, oleinska

kislina pa ima le eno dvojno vez na mestu 9 (44). Stopnja nenasi¢enosti mas¢obne kisline

37



Valerija Kramari¢ Diplomska naloga

vpliva na njeno dovzetnost za oksidacijo (62). V zmeseh linolne in oleinske kisline so
dokazali, da se linolna kislina oksidira hitreje kot oleinska (63). Nasprotno so v vodnih
disperzijah maSc¢obnih kislin dokazali, da se veCkrat nenasiene mascobne Kkisline
oksidirajo pocasneje (64, 65). Prav tako so dokazali, da ima oleinska kislina vecji
prooksidativni ucinek na hkrati prisotne trigliceride v oljnih kapljicah emulzije kot linolna
kislina (66). 1z tega sklepamo, da se v naSem sistemu oleinska kislina, ki je prisotna kot
necistota, oksidira hitreje kot linolna kislina. Glede na heterogenost reagenta, ki je
podvrzen tudi delni kristalizaciji pri shranjevanju na hladnem, razmerje med linolno in
oleinsko kislino v izhodnih emulzijah in iz njih pripravljenih reakcijskih zmeseh
najverjetneje ni konstantno, kar vpliva na hitrost LP in posledicno AOU RSV. Znano je, da
je linolna kislina ob¢utljiva na ve¢ dejavnikov (zrak, svetloba, vlaga, toplota) (44), zato so
mozne tudi oksidativne spremembe reagenta skozi Cas zaradi vecCkratnega odpiranja
reagenta. Nuchi in sodelavci so izpostavili tudi problematiénost Tween-a® 20 kot
emulgatorja, ki se lahko oksidira do LOOH, ti pa lahko pospeSijo oksidacijo masc¢obnih
kislin v micelih in O/V emulzijah (67).

Velikost kapljic v emulziji linolne kisline

Mozen vzrok za variabilnost rezultatov FTC metode bi lahko bilo tudi spreminjanje
nekaterih lastnosti mejne povrSine med oljno in vodno fazo ter lastnosti kapljic notranje
faze, saj so emulzije po definiciji termodinamsko nestabilni sistemi. To hipotezo smo Zeleli
podkrepiti tudi eksperimentalno, zato smo izbranim emulzijam linolne kisline pomerili
velikost kapljic notranje faze z metodo fotonske korelacijske spektroskopije pri 25 °C.
Opazili smo, da se v vseh emulzijah pojavlja podobna porazdelitev velikosti kapljic, zato
smo rezultate podali le za reprezentativno emulzijo linolne kisline. Velikost kapljic smo v
isti emulziji pomerili petkrat in podali rezultate posameznih meritev in povpreéni rezultat
(preglednica 111, slika 17). 1z preglednice Il je razvidno, da je povprec¢na velikost kapljic
na osnovi vseh petih meritev 196,9 nm in polidisperzni indeks (PDI) 0,853. PDI je merilo
za §irino porazdelitve velikosti kapljic. Ce je vrednost PDI blizu 0 je porazdelitev velikosti
kapljic homogena, z blizanjem vrednosti 1 pa je porazdelitev velikosti kapljic vedno bolj
heterogena. 1z vrednosti PDI (0,853) lahko razberemo, da je emulzija linolne kisline zelo
heterogen sistem, zato povprecna velikost kapljic ni reprezentativen parameter dejanske
porazdelitve kapljic emulzije; slednjo bomo zato razlozili s pomocjo preglednice III in
slike 17. Pri vseh posameznih meritvah lahko vidimo, da se pri ~ 20 nm pojavlja vrh s sicer

dokaj nizko intenziteto (povprecno pri 21,65 nm in z intenziteto 6,8 %). Sklepali smo, da ta
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vrh najverjetneje pripada micelom emulgatorja, saj molekule Tween-a® 20 pri koncentraciji
nad kriti¢no micelarno koncentracijo (3,5x10™° M) za¢nejo tvoriti micele (68). In sicer, ko
smo pomerili velikost micelov raztopine Tween-a® 20 (z enako koncentracijo kot v
emulziji), je povpre¢na velikost micelov znasala 43,76 nm s PDI 0,121. Pojavila sta se dva
vrha, in sicer prvi pri 8,889 nm (97,9 %), ki glede na intenziteto pripada micelom
Tween-a® 20, in drugi pri 260,6 nm, ki pripada ne¢istotam v fosfatnem pufru (2,1 %), kar
smo dodatno potrdili z meritvami fosfatnega pufra. Povecanje velikosti micelov v emulziji
linolne kisline glede na micelarno raztopino Tween-a® 20 lahko pripisemo vkljuevanju
linolne kisline v micele emulgatorja. Proste mascobne kisline so amfifilne spojine s pK,
okrog 5 in lahko v vodnih raztopinah delno disociirajo, nastali anioni pa so delno topni v
vodi in lahko tvorijo micele (68, 69). Prav tako je iz vseh posameznih meritev razviden vrh
pri ~ 4000 nm (povpre¢no pri 4364 nm in z intenziteto 8,0 %). Prisotnost tega vrha je
lahko posledica prisotnih prasnih delcev v emulziji ali preostalih kristalov iz reagenta
linolne kisline, ki delno kristalizira pri shranjevanju na hladnem (0-4 °C). Emulzijo smo
namre¢ pred meritvami hranili v hladilniku in se kljub temperiranju na 25 °C nastali
kristali najverjetneje niso popolnoma stalili. Med priblizno 50 in 2000 nm pa se pri
posameznih meritvah pojavljata eden ali dva vrhova, ki najverjetneje pripadata kapljicam
emulzije. Glede na posamezne meritve lahko vidimo, da se v tem obmocju pojavljajo zelo
razliéni vrhovi z razli€nimi intenzitetami. Ne glede na Stevilo prisotnih vrhov je skupna

intenziteta vrhov v obmoc¢ju med 50 in 2000 nm ~ 85 %.

Preglednica 111: Rezultati meritev velikosti kapljic v emulziji linolne Kisline za reprezentativnho emulzijo
linolne kisline.
Meritev Porazdelitev velikosti kapljic Povprec¢na velikost kapljic PDI
1 528,0 nm 133,3 nm 23,98 nm 204,0 nm 0,845
(65,0 %) (24,7 %) (6,9 %)
2 416,9 nm 72,51 nm 3856 nm 187,4 nm 0,938
(70,9 %) (12,9%) (11,6 %)
3 366,6 nm 4653 nm 22,35 201,4 nm 0,842
(82,5 %) (9,5 %) (8,0 %)
4 407,3 nm 4861 nm 18,29 nm 196,7 nm 0,835
(88,8 %) (5,8 %) (5,4 %)
5 224,0 nm 885,2 nm 4169 nm 195,3 nm 0,807
(55,9 %) (28,3 %) (8,8 %)
Povpredje 404,6 nm 4364 nm 21,65 nm 196,9 nm 0,853
(85,1 %) (8,0 %) (6,8 %)
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Slika 17: (a) Povpre¢na porazdelitev velikosti kapljic v emulziji linolne kisline na osnovi 5 meritev in (b)-(f)
posameznih 5 porazdelitev velikosti kapljic.

Emulzije tipa O/V so sestavljene iz kapljic notranje oljne faze, zunanje vodne faze in
mejne povrsine med obema fazama. Mejna povrsina je sestavljena iz molekul emulgatorja,
molekul oljne in vodne faze ter drugih molekul, ki jih emulgatorski film privlaci zaradi
svojih lastnosti. LP pospesujejo reakcije, ki se odvijajo na mejni povrSini in so posledica
interakcij med LOOH iz kapljice, ki so pogosto povrsinsko aktivni in se zadrzujejo na
mejni povrsini, in snovmi, ki pospesujejo LP in so najveckrat prisotne v vodni fazi (npr.

ioni prehodnih kovin). Pri manjsi velikosti kapljic je mejna povrSina med fazama vecja,
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torej bi pricakovali ve¢jo hitrost LP (62). Slednje so v okviru raziskav potrdili, toda le za
zacetno fazo LP, kasneje pa velikost kapljic ni ve¢ vplivala na hitrost LP (70, 71), medtem
ko so dolo¢ene raziskave dale nasprotne rezultate, torej da je pri manjSih kapljicah
oksidativna stabilnost emulzije vecja (72, 73). Prav tako pa so tudi dokazali, da velikost
kapljic ne vpliva na hitrost LP (74-76). Glede na literaturne podatke je torej nemogoce
zanesljivo sklepati na dejanski vpliv velikosti kapljic v emulzijah tipa O/V na hitrost LP
zaradi nasprotujo¢ih si rezultatov. Potrebno je poudariti, da so v omenjenih Studijah
proucevali vpliv velikosti kapljic le na hitrost oksidacije v razli¢nih O/V emulzijah in ne na
ucinkovitost AO v izbranih emulzijah, ¢esar pa v literaturi nismo zasledili. AOU v
emulzijah tipa O/V je odvisna od kemijske narave AO in njegove lokacije v sistemu oz.
porazdeljevanja med faze emulzije, ki je odvisno predvsem od njegove polarnosti (62).
RSV je lipofilen AO z logP 3,42 (77), ki je pri pH 7 pretezno v neionizirani obliki, saj je
njegov pka 8,8 (78). Posledi¢no pri¢akujemo, da se RSV v emulzijah O/V najverjetneje
porazdeljuje predvsem v oljne kapljice. V emulziji linolne kisline pa smo dokazali tudi
prisotnost micelov emulgatorja, ki lahko solubilizirajo lipofilne molekule, kot je RSV in
spremenijo njegovo porazdeljevanje med fazama (79). To bi lahko vplivalo tudi na
njegovo ucinkovitost pri zaviranju LP v oljnih kapljicah. Hkrati pa je lahko problemati¢no
tudi to, da smo lipofilni RSV k emulziji linolne kisline dodali v obliki vodno-alkoholne
raztopine. Za lipofilne AO se namre¢ priporoca dodajanje v oljno fazo emulzije pred
homogenizacijo (80). Ponginebbi s sodelavci je dokazal, da e miceli Tween-a® 20 v vodni
fazi izkazujejo zascitni u¢inek na oksidacijo linolne kisline v notranji fazi (68). Prav tako
lahko miceli emulgatorja solubilizirajo LOOH in tako zmanj$ajo njihovo koli¢ino v oljnih
kapljicah in posledi¢no nastajanje radikalov zaradi njihove razgradnje (81). Sicer zelo
enostaven sistem, kot je emulzija linolne kisline, se dejansko izkaze kot zelo kompleksen,
v katerem je tezko kontrolirati vse dejavnike, ki lahko vplivajo na hitrost LP in njeno
inhibicijo z AO.
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4.2 FUNKCIONALNA IN KEMIJSKA STABILNOST RESVERATROLA V
SMES

Kemijska stabilnost u¢inkovine pomeni zmoznost ohranjanja dovolj velikih koncentracij za
zagotavljanje njene ucinkovitosti in varnosti. Pripravek z AO lahko izgubi AOU ali celo
pridobi prooksidativni u€inek brez znatnih sprememb v vsebnosti ucinkovine, zato je
potrebno hkratno vrednotenje funkcionalne stabilnosti. Ta zagotavlja ohranjanje
ucinkovitosti pripravka s specificno funkcijo oz. v primeru pripravka z AO ohranjanje
njegove AOU (82). V okviru diplomskega dela smo ovrednotili kemijsko in funkcionalno
stabilnost izbranih SMES z 10 % vgrajenega RSV pri sobni temperaturi (25 °C) in 37 °C
tekom 9 tedenskega staranja. Kemijsko stabilnost RSV smo doloc¢ali s HPLC analizo,
funkcionalno stabilnost SMES+RSV pa z izbranima metodama za dolo¢anje AOU, tj. z
DPPH in FTC metodo. DPPH metodo je za spremljanje funkcionalne stabilnosti AO
uporabilo ze ve¢ raziskovalcev (82, 83), medtem ko uporabo FTC metode v te namene
nismo zasledili v literaturii Obe metodi za dolo¢anje AOU temeljita na
spektrofotometriénem merjenju, zato smo najprej potrdili, da sestavine SMES ne
absorbirajo v podro¢ju merjenja (516 in 484 nm). V nadaljevanju smo Zeleli izbrati nacin
red¢enja SMES+RSV oz. kon¢no koncentracijo RSV v reakcijski zmesi z DPPH oz.
linolno kislino, ki bi bila ustrezna za izvedbo tako DPPH kot FTC metode. Koncno
koncentracijo RSV smo izbrali na osnovi rezultatov dolo¢anja AOU RSV v raztopinah z
obema metodama. Zeleli smo, da je pri izbrani koncentraciji delez preostalega DPPH po
reakciji z RSV nekoliko niZji kot 50 % in delez inhibicije LP nekoliko visji kot 50 %, saj
smo pricakovali padec AOU tekom staranja (torej dvig deleza DPPH in padec deleza
inhibicije LP). Izbrana kon¢na koncentracija RSV je bila 32 uM, pri kateri smo glede na
rezultate proucevanja AOU RSV v raztopinah ocenili pricakovan delez DPPH v
ravnoteZznem stanju (~ 40 % pri zacetni koncentraciji DPPH 50 uM) in deleZ inhibicije LP
(~ 64 % pri merjenju po 38 urah). Pri teoreticni koncentraciji RSV 32 uM smo podali tudi
rezultate HPLC analize. Rezultate FTC smo podali lo¢eno od rezultatov DPPH in HPLC

analize zaradi nezadostne optimiziranosti metode.
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4.2.1 Vrednotenje funkcionalne stabilnosti resveratrola v SMES z DPPH metodo v
primerjavi s kemijsko stabilnostjo, dolo¢eno s HPLC

Tako z DPPH kot HPLC analizo smo dolocali dejansko koncentracijo RSV v konc¢nih
raztopinah SMES+RSV s teoreticno koncentracijo RSV 32 uM v vnaprej dolo¢enih
¢asovnih tockah pri 25 °C in 37 °C (slike 18-24). Z DPPH metodo smo koncentracijo RSV
dolo¢ili iz vnaprej pripravljene umeritvene premice na raztopinah RSV (slika 9), s HPLC
pa glede na odziv standardne raztopine RSV. Posamezen vzorec (SMES+RSV) smo ob
izdelavi razdelili na dva dela za staranje na 25 °C oz. 37 °C in tako zagotovili isto zacetno
vsebnost RSV. Posledi¢no smo pri¢akovali, da bomo ob ¢asu 0 dolocili enake dejanske
koncentracije RSV z obema metodama. Slika 18 prikazuje dolo¢ene dejanske
koncentracije RSV v kon¢ni raztopini SMES+RSV v nosilnem sistemu S10 (S10+RSV).
Ob casu 0 smo s HPLC doloc¢ili koncentraciji 32,9 uM (25 °C) in 32,3 uM (37 °C), z
DPPH metodo pa 31,4 uM (25 °C) in 32,6 uM (37 °C). Iz rezultatov je razvidno, da se vse
vrednosti gibljejo okrog teoreti¢ne vrednosti 32 uM z manj$im odstopanjem. 1z slike 18 je
razvidno, da se tudi po 2, 5 in 9 tednih staranja koncentracija RSV ni spremenila. Po 9
tednih staranja so bile s HPLC dolocene koncentracije RSV 32,5 uM (25 °C) in 31,9 uM
(37 °C), z DPPH metodo pa 32,2 puM (25 °C) in 31,6 uM (37 °C). Vse dolocene
koncentracije so pri vseh $tirih Casovnih tockah in obeh temperaturah od teoreti¢ne
vrednosti odstopale za manj kot 3 %, kar pomeni, da se vsebnost RSV, vgrajenega v S10,
tekom 9 tednov staranja prakti¢no ni spremenila. Rezultati kazejo na veliko stabilnost RSV
tako pri 25 °C kot 37 °C, saj razlik med obema temperaturama ni bilo opaziti. Glede na
rezultate nobena od sestavin S10 (Kolliphor® RH 40, Kolliphor® EL, Capmul® MCM EP,
ricinusovo olje) ne vpliva na kemijsko ali funkcionalno stabilnost RSV, zato je razumljivo,
da smo zelo podobne rezultate dobili tudi za RSV, vgrajen v ostale SMES (nosilni sistemi
S13, S14, S15, S16, S17, S18; preglednica I11), ki so se razlikovali zgolj v kvantitativni
sestavi (slike 19-24). Tudi pri ostalih SMES+RSV je vecina dolo¢enih koncentracij
odstopala od teoreti¢ne vrednosti 32 uM za manj kot 3 %, le nekaj posameznih vrednosti je
odstopalo do najvec 5,3 %. Ugotovili smo, da se rezultati vrednotenja kemijske stabilnosti
s HPLC zelo dobro skladajo z rezultati vrednotenja funkcionalne stabilnosti z DPPH
metodo. S HPLC in DPPH analizo smo dobili zelo primerljive vrednosti dejanskih
koncentracij, kar pomeni, da je DPPH metoda primerna tudi za doloCanje koncentracije

RSV, kar je dokazal tudi Vicentini s sodelavci (82). Potrdili smo torej, da so vsi preuc¢evani
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sistemi primerni za vgradnjo RSV, saj ne vplivajo niti na funkcionalno niti kemijsko
stabilnost RSV. Prav tako nismo pri nobenem sistemu opazili vpliva poviSane temperature
(37 °C) glede na sobno temperaturo (25 °C), bi bilo pa potrebno v nadaljevanju izvesti
stabilnostne Studije tekom daljSega Casovnega obdobja; v vecini tock je bila namrec
koncentracija RSV vi§ja, ¢eprav zgolj minimalno, pri 25 °C. Poudariti je potrebno, da smo
SMES+RSV shranjevali popolnoma zas¢iteno pred svetlobo. V. SMES smo vgrajevali
trans- obliko RSV, saj cis- oblika zaradi svoje nestabilnosti v trdni obliki ni komercialno
dostopna (84). Raztopljen trans-RSV pod vplivom son¢ne svetlobe ali pod vplivom UV
obsevanja (254 in 366 nm) v veliki meri izomerizira v manj stabilno cis- obliko (84, 85).
RSV, vgrajen v SMES, je v formulaciji Ze v raztopljenem stanju, zaradi Cesar bi bila
stabilnost pri shranjevanju nezaséiteno pred svetlobo verjetno precej slabsa, kar bi bilo
potrebno potrditi tudi eksperimentalno. Rezultati raziskave, ki sta jo izvedla Trela in
Waterhouse kazejo na to, da je pri ustrezni zaséiti pred svetlobo trans-RSV v raztopini
stabilen tudi ve¢ mesecev (pH 1-7), razen v alkalnem mediju, kjer je stabilnost slabsa (85).
Predmet nekaterih raziskav v preteklih letih je bilo tudi izboljSanje stabilnosti RSV ob
izpostavitvi svetlobi s pomo¢jo vgradnje v razlicne sisteme (porozne mikrosfere s ciano-
funkcionalnimi skupinami, mikrokapsule na osnovi celic kvasovk, trdne nanodisperzije), ki
ga do dolo¢ene mere $¢itijo pred njo (86-88). Nekatere raziskave sicer kazejo tudi, da je Ze
sam trans-RSV v kristalini¢ni obliki precej stabilen tudi pri obsevanju z UV ali

fluorescenéno svetlobo (89).
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Slika 18: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S10+RSV v odvisnosti od Casa shranjevanja.
Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 19: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S13+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 20: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S14+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 21: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S15+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 22: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S16+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 23: Dejanska koncentracija RSV v kon¢ni raztopini S17+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Slika 24: Dejanska koncentracija RSV v konéni raztopini S18+RSV v odvisnosti od ¢asa shranjevanja.

Rezultati so podani kot povpreéje + SD (n=2).
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Po 9 tednih staranja pri 25 °C in 37 °C smo primerjali tudi organolepti¢ne lastnosti, in sicer
barvo in videz razlicnih SMES z vgrajenim RSV (slika 25). Naceloma so vsi sistemi zelo
podobni, izjema je le S16, ki ne vsebuje Capmul-a® MCM EP in je nekoliko svetlejsi. Pri
vseh sistemih opazimo, da so po staranju na 37 °C nekoliko temnejsi kot pri 25 °C. Eden
izmed moznih vzrokov je vecji obseg izomerizacije trans-RSV v cis-RSV pri 37 °C v
primerjavi s 25 °C. Cis-RSV je rjavo obarvan (90) in posledi¢no lahko prispeva k
temnejSemu obarvanju SMES+RSV. Druga moZnost pa je vpliv poviSane temperature na
sestavine SMES, za kar pa bi bilo potrebno spremljati tudi prazne SMES. Poudariti pa je
potrebno, da Ze praskasta oblika trans-RSV vsebuje dolo¢en delez cis- oblike, zaradi Cesar
so se sicer rumenkasto obarvani SMES Ze ob vgradnji RSV obarvali rjavo. Ne glede na

morebitne organolepti¢ne spremembe SMES+RSV sprememb v vsebnosti RSV in njegovi

AOU nismo zaznali.

Slika 25: Razli¢ni SMES z vgrajenim RSV po 9 tednih staranja pri 25 °C (ST) in 37 °C: (a) S10, S13 in S14,
(b) S15in S16 in (c) S17 in S18.
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4.2.2 Vrednotenje funkcionalne stabilnosti resveratrola v SMES s FTC metodo

Funkcionalno stabilnost RSV, vgrajenega v . SMES, smo vrednotili tudi s FTC metodo
navkljub visoki variabilnosti preliminarnih rezultatov na raztopinah. S FTC metodo smo
dolocali delez inhibicije LP pri teoreti¢ni koncentraciji RSV 32 uM v vnaprej dolocenih
¢asovnih to¢kah (ob pripravi ter po 2, 5 in 9 tednih) pri 25 °C in 37 °C (slike 26-32). S
HPLC in DPPH analizo smo ugotovili, da so bile pri vseh SMES+RSV koncentracije
tekom 9 tedenskega staranja prakti¢no konstantne. Slika 26 prikazuje deleze inhibicije LP
v odvisnosti od ¢asa za reakcijsko zmes z S10+RSV. Ob pripravi oz. ob ¢asu 0 smo
dolo¢ili zelo podobna deleza inhibicije LP pri obeh temperaturah, in sicer 73,6 % (25 °C)
ter 73,9 % (37 °C). Od drugega tedna naprej smo z isto emulzijo linolne kisline poleg
posameznega SMES+RSV hkrati testirali §e sveze pripravljeno raztopino RSV (32 uM).
Po 2 tednih smo pri S10+RSV opazili rahel padec v delezu inhibicije LP (61,5 % pri 25 °C
in 63,4 % pri 37 °C), nekoliko nizji rezultat pa smo dobili tudi pri hkrati testirani raztopini
RSV (57,8 %). Po 5 tednih smo zaznali $e dodaten padec v delezu inhibicije LP (41,0 %
pri 25 °C in 40,2 % pri 37 °C), prav tako pri hkrati testirani raztopini RSV (36,2 %). Po 9
tednih pa smo ponovno dolo¢ili podobne deleze inhibicije kot ob pripravi ter po 2 tednih
(66,3 % pri 25 °C, 69,3 % pri 37 °C in 64,9 % pri raztopini). S hkratnim testiranjem
raztopin RSV smo dokazali, da spreminjanje AOU RSV, vgrajenega v S10, ni posledica
sprememb koncentracije ali u¢inkovitosti RSV v S10, saj je trend spreminjanja AOU RSV
v raztopini zelo podoben. To dodatno potrjujejo rezultati HPLC in DPPH analize, kjer smo
dokazali konstantno koncentracijo in AOU RSV. Podoben trend je opazen tudi pri vseh
ostalih SMES+RSV (slike 27-32). Vendar pa lahko tudi upostevaje rezultate FTC metode
potrdimo, da se funkcionalna stabilnost RSV v vseh prou¢evanih SMES ohranja; doloceni
delez inhibicije LP je bil namre¢ vedno primerljiv s hkrati testirano svezo raztopino RSV,
kljub razlikam v absolutni vrednosti.

Upostevaje rezultate AOU RSV na raztopinah smo predvideli ~ 64 % deleZ inhibicije LP
pri teoreti¢ni koncentraciji RSV 32 uM po 38 urah. Rezultati po 0, 2 in 9 tednih (med 49 in
77 %) so v skladu s pri¢akovanji v okviru sicer zelo velikega standardnega odklona. Po 5
tednih pa smo dolocili precej nizjo AOU RSV, kar tezko pojasnimo. Po 9 tednih smo zato
poskus izvedli z drugo serijo Tween-a® 20 in ponovno dobili primerljive rezultate. Glede
na to, da je bila vrednost absorbance kontrolne zmesi tudi po 5 tednih primerljiva z

ostalimi, je najverjetneje prisotna nelistota v Tween-u® 20 vplivala na antioksidativno
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delovanje RSV. Rezultate smo kljub temu upostevali pri grafiénem prikazu, saj Smo S
hkrati testirano raztopino RSV ovrgli moznost, da bi nanje vplivale spremembe SMES ali

koncentracije RSV.
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Slika 26: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S10+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povprecje = SD (n=2).
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Slika 27: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S13+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpreéje = SD (n=2).
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Slika 28: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S14+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpreje = SD (n=2).
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Slika 29: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S15+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpreje = SD (n=2).
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Slika 30: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S16+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpre¢je = SD (n=2).
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Slika 31: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S17+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpre¢je = SD (n=2).
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Slika 32: Delez inhibicije LP za reakcijsko zmes z S18+RSV in hkrati testirano raztopino RSV v odvisnosti
od ¢asa shranjevanja. Rezultati so podani kot povpreje = SD (n=2).

Ugotavljali smo tudi vpliv posameznih SMES kot nosilnih sistemov na obseg oksidacije
linolne kisline v emulziji (slika 33). Prikazali smo deleze inhibicije LP za posamezne
SMES brez vgrajenega RSV, ki so se gibali v obmo¢ju med -6,5 in 5,5 %. Sistema S10 in
S13 sta izkazovala rahel inhibitorni uinek, sistemi S15, S17 in S18 pa rahel prooksidativni
ucinek. Glede na to, da so vsi sistemi sestavljeni iz enakih sestavin in zaradi ze dokazane
velike variabilnosti v rezultatih ne moremo zakljuciti, da kateri od nosilnih sistemov

znatno vpliva na oksidacijo linolne kisline.
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Slika 33: Vpliv SMES na delez inhibicije LP. Rezultati so podani kot povpre¢je + SD (n=2).

Ugotovili smo, da je na tej stopnji uporabnost FTC metode za dolocanje funkcionalne
stabilnosti omejena. Velike spremembe v AOU starane formulacije z AO bi naceloma
lahko potrdili ob primerjavi s hkrati testirano sveZo raztopino istega AO. ManjSe
spremembe pa bi verjetno zakrila ze v osnovi velika variabilnost v dolo¢eni AOU. Za
vec¢jo uporabnost metode bi bila potrebna nadaljnja optimizacija metode, in sicer predvsem
izhodnega sistema (emulzija linolne kisline). V smislu sestave emulzije bi lahko metodo
izboljSali z uporabo bolj Cistega reagenta linolne kisline ali celo z zamenjavo modelnega
lipida z drugim, ki ne tvori micelov v vodnih raztopinah. Uporabili bi lahko tudi emulgator
vecje Cistote ali ga zamenjali z drugim, ki je manj problematicen glede tvorbe LOOH. Ne
glede na izbrani lipid in emulgator bi bilo potrebno optimizirati razmerje med lipidom in
emulgatorjem v emulziji, ki zagotavlja ustrezno stabilnost emulzije brez tvorbe presezka
micelov, ki lahko vplivajo na potek LP. Optimizirati bi bilo potrebno tudi naéin priprave
emulzije in njeno homogenizacijo za zagotovitev ozke porazdelitve velikosti kapljic, da
izklju¢imo morebiten vpliv variabilnosti v velikosti kapljic na LP. Prav tako bi morali
izbrati tudi optimalen nacin dodajanja AO v emulzijo in naéin inkubacije z vidika
dostopnosti kisika, da le-ta ne bi omejeval poteka LP. Namesto pospesevanja LP s toploto
bi lahko reakcijo pospesili z azo iniciatorji pri niZji temperaturi, kar naj bi omogocalo bolj

ponovljive rezultate.
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5 SKLEP

V okviru diplomske naloge smo dolocali antioksidativno u¢inkovitost resveratrola z dvema
in vitro metodama, in sicer DPPH in FTC metodo. Obe metodi smo uporabili za dolo¢anje
funkcionalne stabilnosti resveratrola, vgrajenega v. SMES z razlicnimi koli¢inskimi
sestavami, tekom 9 tedenskega staranja (pri 25 °C in 37 °C) ter jo primerjali s kemijsko

stabilnostjo resveratrola, dolo¢eno s HPLC.

Ugotovili smo, da pri DPPH metodi obstaja dobra korelacija med antioksidativno
ucinkovitostjo resveratrola in molarnim razmerjem med resveratrolom in DPPH v
reakcijski zmesi, zato je metoda primerna za dolocanje koncentracije resveratrola.
Nasprotno je pri FTC doloc¢ena antioksidativna u¢inkovitost zelo variirala, tako da nismo
mogli dolociti koncentracijske odvisnosti. Razloge za to smo iskali predvsem v
termodinamski nestabilnosti emulzije linolne kisline kot izhodnem sistemu, kar smo
podkrepili tudi z merjenjem velikosti kapljic v emulziji. Problemati¢ne so bile tudi
nekatere lastnosti sestavin emulzije ter kakovost reagentov, ki smo jih uporabili za
pripravo emulzije, prav tako tudi dostopnost kisika ob inkubaciji reakcijske zmesi.

Pri vrednotenju kemijske in funkcionalne stabilnosti resveratrola, vgrajenega v SMES, smo
ugotovili, da po 9 tednih staranja zaS¢iteno pred svetlobo tako pri 25 °C kot 37 °C ni bilo
opaznega padca v koncentraciji ali antioksidativni ucinkovitosti resveratrola glede na
rezultate HPLC in DPPH analize. Tudi s FTC smo potrdili ohranjanje funkcionalne
stabilnosti, saj je bila antioksidativna ucinkovitost vedno primerljiva s hkrati testirano
sveze pripravljeno raztopino resveratrola. Potrdili smo, da nobena izmed sestavin SMES
(Kolliphor® RH 40, Kolliphor® EL, Capmul® MCM EP, ricinusovo olje) ne vpliva na
kemijsko ali funkcionalno stabilnost resveratrola. Upostevaje nase rezultate je z vidika
stabilnosti vseh sedem proucevanih sistemov enako primernih za peroralno aplikacijo
resveratrola, potrebno pa bi bilo izvesti dodatne stabilnostne S$tudije tekom daljSega

casovnega obdobja.

V nalogi smo potrdili primernost DPPH metode za dolocanje funkcionalne stabilnosti
resveratrola. Ugotovili smo, da je tudi FTC metoda primerna za dolocanje vecjih
sprememb v SMES z vgrajenim resveratrolom pod pogojem, da rezultate primerjamo s
hkrati testirano raztopino resveratrola. Za vecjo uporabnost FTC metode pa bi bila

potrebna nadaljnja optimizacija le-te.
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