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Povzetek

Pripravki Skrlatne ehinaceje imajo dolgo tradicijo medicinske uporabe. V
farmakoloskih raziskavah so pokazali vpliv na imunski sistem in protivnetno ter
protimikrobno delovanje (proti virusom, bakterijam in glivam). Strokovne

organizacije jih ve¢inoma priporocajo pri prehladih in okuzbah dihal.

Pogostnost okuZb z glivami skokovito narasca, ¢eprav so sistemske okuzbe z njimi
razmeroma redke, pogostejSe pa so okuZbe koZe in sluznic. Zdravimo jih z

antimikoti¢nimi zdravili, ki delujejo na celi¢no steno ali v jedru celic gliv.

Glavni cilj tega diplomskega dela je bil ugotoviti, ali ima kombinacija izvlecka zeli in
izvlecka iz korenine Skrlatne ehinaceje protiglivicni ucinek in katerim frakcijam,

pripravljenim z zaporedno ekstrakcijo, lahko pripiSemo ta ucinek.

Ugotovili smo, da nerazredcen etanolni izvlecek zeli in korenine Skrlatne ehinaceje
deluje proti glivam Candida glabrata, Aspergillus niger in Aspergillus fumigatus bolj
kot kontrola z enako koncentracijo etanola. Od vseh frakcij je protiglivicno delovanje
pokazala le butanolna frakcija, in sicer proti glivama Candida glabrata in Aspergillus
niger. Tako izvlecek zeli in korenine Skrlatne ehinaceje kot tudi njegove frakcije z
redcitvijo hitro izgubljajo protiglivicno delovanje, zato je neposreden ucinek
peroralno apliciranega pripravka na sistemske okuzbe z glivami vprasljiv. Bolj pa je
verjetno, da je pripravek ucinkovit za dermalno zdravljenje okuzb koZe in sluznic z

glivami.

Abstract

Purple coneflower preparations have a long tradition of medicinal use.
Pharmacological experiments with these preparations showed influence on immune
system and anti-inflammatory and antimicrobial activity (against viruses, bacteria

and fungi). Scientific organizations mostly recommend them for treatment of colds



and respiratory tract infections.

Incidence of fungal infections is rapidly increasing, although systemic fungal
infections are rare. Infections of skin and mucous membranes are, however, more
frequent. These conditions are treated with antimycotic medicines which effect fungal

cell wall or nucleus.

Main aim of this research was to establish whether combination of Purple coneflower
herb and root extract possess antifungal activity and to which fractions (prepared

with consecutive extraction) can this effect be attributed.

We established that undiluted ethanolic extract of Purple coneflower herb and root
act against Candida glabrata, Aspergillus niger and Aspergillus fumigatus more than
control preparation with equal content of ethanol. Of all fractions, only butanolic
showed antifungal activity - against Candida glabrata and Aspergillus niger.
Antifungal activity of extract and its fractions rapidly decreases with dilution;
therefore, a direct effect of orally applied preparation on systemic fungal infections is
questionable. It is, however, more likely that the preparation is effective for dermal

treatment of fungal infections of skin and mucous membranes.

Kljucne besede

Skrlatna ehinaceja, protiglivicno delovanje, zaporedna ekstrakcija, tankoplastna

kromatografija, gravimetri¢na analiza

Keywords

Purple coneflower, antifungal effect, consecutive extraction, thin-layer

chromatography, gravimetric analysis



Seznam oKkrajsav

ATCC: American Type Culture Collection

ESCOP: Evropska znanstvena kooperativa za fitoterapijo

HIV: virus humane imunske pomanjkljivosti

HMPC: Odbor za zdravila rastlinskega izvora

HPLC: tekocCinska kromatografija visoke locljivosti

McF: McFarland

NST/PEG: Naturstoff-Polyethylenglykol-Reagens (orositveni reagent
polietilenglikolom za dokazovanje naravnih pripravkov)

PEG: polietilenglikol

Ph. Eur.: Evropska farmakopeja

RPMI: Roswell Park Memorial Institute medium (medij za gojenje celi¢nih kultur)
TLC: tankoplastna kromatografija

UV: ultravijolicen



1 Uvod

1.1 Ehinaceja

Ehinaceja ali ameriski slamnik je zelnata trajnica, ki spada v druZino nebinovk
(Asteraceae) oziroma koSaric (Compositae) (1). Ime echinacea izvira iz grske besede

echinos, ki pomeni jeZ - osrednji del cvetnega koSa namrec¢ spominja nanj (2).

Poznamo vec vrst ehinaceje, v medicini pa uporabljamo tri:
e Skrlatna ehinaceja (Echinacea purpurea),
e ozkolistna ehinaceja (Echinacea angustifolia),

e bleda ehinaceja (Echinacea pallida) (1, 2).

Zdravila, ki vsebujejo ehinacejo, so izdelana iz njene zeli (stisnjen sok ali tekoci
izvlecek) in/ali korenine (tekoci izvleCek) (2). Pripravki iz drugih delov ehinaceje niso

obicajni.

V tem diplomskem delu smo preucevali kombinacijo izvlecka iz zeli in izvlecka iz

korenine skrlatne ehinaceje.
1.2 Skrlatna ehinaceja

1.2.1 Opis
Skrlatna ehinaceja je visoka od 60 do 180 cm s pokon¢nim, malo razvejanim steblom

in znacilnimi Skrlatnimi jezicastimi cvetovi (2).

Slika 1. Cvet skrlatne ehinaceje



Skrlatna ehinaceja cveti od junija do septembra. Rastlina je bila sprva endemi¢na na
vzhodnem delu Severne Amerike, danes pa jo gojijo tudi drugod (3). Njeno gojenje je
razmeroma preprosto. Najbolje uspeva na pesScenih tleh, na sonc¢nih ali polsenc¢nih
legah. Zanjemo jo popoldan, da ne ovene, in jo vezano v snope pustimo ¢ez noc.

Pobiramo jo zgodaj zjutraj, preden se otopli (2).

1.2.2 Fitokemicne lastnosti

Kot je znacilno za vse zdravilne rastline, je tudi v Skrlatni ehinaceji ve¢ farmakolosko
aktivnih  spojin, vendar natancne fitokemi¢ne sestave Se niso ugotovili.
Najpomembnejse skupine spojin so alkilamidi, polisaharidi in derivati kavne kisline, v
novejSih raziskavah pa so ugotovili, da bi Skrlatna ehinaceja lahko vsebovala tudi

melanine (4, 5).

Alkilamidi so lipofilne spojine, ki vsebujejo amidno skupino in alkilno verigo.
Alkilamid, ki ga Skrlatna ehinaceja vsebuje najvec, je izobutilamid dodeka-

2E,4E,8Z,10E /Z-tetraenojske Kisline.

o]

' C/=\=/\/\/\)1\NH/\I/CH3

3
CHy

Slika 2. Izobutilamid dodeka-2E,4E,8Z,10E-tetraenojske kisline (4)

Iz nadzemnih delov Skrlatne ehinaceje so izolirali dva imunostimulativna
polisaharida, ki ju oznaCujemo s kraticama PS I in PS IL. Prvi je 4-O-metil-
glukuronoarabinoksilan s povpre¢no molekulsko maso 35000, drugi pa Kkisli
arabinoramnogalaktan z molekulsko maso 45000. Izolirali so tudi ksiloglukan z
molekulsko maso 79500 (iz zeli) in pektinu podobne polisaharide (iz stisnjenega

soka).

Izmed derivatov kavne kisline sta v Skrlatni ehinaceji najbolj zastopana cikorna

kislina (2,3-0-dikafeoil vinska kislina) (Slika 3) in kaftarna kislina (2-0-kafeoil vinska



kislina). V manjsih koli¢inah sta prisotni Se 2-0-feruoil vinska kislina in 2-O-kafeoil-3-

kumaroil vinska kislina.
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Slika 3. Cikorna kislina (4)

Skrlatna ehinaceja vsebuje $e druge spojine, ki pa so terapevtsko manj pomembne;
izmed njih je najvec flavonoidov (na primer kvercetin) in eteri¢nih olj (na primer

borneol) (2, 4-6).

1.2.3 Farmakoloske raziskave

Iz pregledov raziskav s Skrlatno ehinacejo je razvidno, da se vecina farmakoloskih
raziskav osredotoca na tri podrocja: vpliv na imunski sistem, protivnetno delovanje in
protimikrobno delovanje (proti virusom, bakterijam in glivam). Ker smo v
diplomskem delu preucevali protiglivicni ucinek Skrlatne ehinaceje, bomo v tem

poglavju navedli pregled farmakoloskih raziskav protimikrobnega delovanja.

StarejSe raziskave bomo povzeli po dveh pregledih, o katerih bomo sicer ve¢ napisali
v poglavju 1.2.5: porocilo o oceni vseh razpolozljivih podatkov o zeli Skrlatne
ehinaceje (4) in korenini $krlatne ehinaceje (6) Odbora za zdravila rastlinskega izvora
(HMPC) pri Evropski agenciji za zdravila. NovejSe raziskave smo pridobili s pomocjo

iskalnika PubMed.

1.2.3.1 Protivirusno delovanje
Orinda in sod. so prvi pokazali, da stisnjen sok ehinaceje zavira razmnoZevanje
virusov. Stisnjen sok ehinaceje je miSje celice L-929 zascitil pred citopatskimi uCinki

virusa encefalomiokarditisa in virusa vezikularnega stomatitisa (4, 7).



Wacker in Hilbig sta ugotovila virustati¢ni uc¢inek soka zeli sveZe Skrlatne ehinaceje in
metanolnega ter vodnega izvlecka korenine Skrlatne ehinaceje. S preparativno
tankoplastno kromatografijo sta pripravila frakcije navedenih izvleckov in preverila,
ali imajo virustati¢ni ucinek spojine v lisah, ki so vidne na ultravijoli¢ni (UV) svetlobi.
Zakljucila sta, da uc¢inka ni mogoce pripisati spojinam v nobeni od teh lis in da so torej
spojine, odgovorne za virustati¢ni u¢inek, porazdeljene po celotnem kromatogramu

(4, 8).

Cheminat s sod. je ugotovil, da cikorna kislina iz stisnjenega soka Skrlatne ehinaceje
za veC kot 50 % zmanjS$a koli¢ino virusa vezikularnega stomatitisa v misjih celicah L-

929 (4, 9).

Beuscher in sod. so pokazali protivirusni ucinek visokomolekulske frakcije
(polisaharidi in glikoproteini) korenine Skrlatne ehinaceje proti virusu virusu

herpesa simpleksa in virusu influence (6, 10).

Skwarek in sod. so preucevali protivirusno delovanje dekokta in 30-odstotnega
etanolnega ekstrakta Skrlatne ehinaceje. Ugotovili so, da oba pripravka zavirata
znotrajcelicno razmnoZevanje virusa ECHO9 HILL v celi¢ni kulturi opic¢je ledvice (4,

11).

Binns in sod. so ugotavljali protivirusno delovanje osmih taksonov iz roda Echinacea.
Ugotovili so protivirusni ucinek proti virusu herpesa simpleksa vrste 1 po
izpostavljenosti vidni in UV-A svetlobi. Bolj kot etilacetatni ekstrakti, ki vsebujejo
kavno Kislino, so bili u¢inkoviti n-heksanski ekstrakti korenine, ki vsebujejo alkene in

amide (6, 12).

Hudson in sod. so preucevali protivirusno delovanje frakcij ekstraktov razli¢nih vrst
ehinaceje, med katerimi je bila tudi Skrlatna ehinaceja. S tekoCinsko kromatografijo
visoke locljivosti (HPLC) so dolocili koncentracijo derivatov kavne kisline in

alkilamidov v teh pripravkih. Vodni ekstrakt Skrlatne ehinaceje je vseboval malo



kavne Kisline in alkilamidov; pokazal je razmeroma mocno protivirusno delovanje
proti virusu herpesa simpleksa in virusu influence, ne pa proti rinovirusu.
Etilacetatna frakcija je vsebovala veliko cikorne kisline, vendar je pokazala Sibko

ucinkovitost proti virusu herpesa simpleksa in virusu influence (13).

Vimalanathan in sod. so ugotavljali protivirusno delovanje razli¢nih frakcij stebla,
lista in cveta Skrlatne ehinaceje. Pokazali so ucinkovitost vseh vodnih frakcij proti

virusu herpesa simpleksa in virusu influence, ne pa proti rinovirusu (14).

V raziskavi Pleschke s sod. so ugotavljali u¢inkovitost pripravkov Skrlatne ehinaceje v
razlicnih koncentracijah proti virusom influence H5N1, H7N7 in HIN1. Vsi pripravki
so inaktivirali vse viruse influence. Avtorji so tudi pokazali, da pripravek iz Skrlatne
ehinaceje zavira vezavo virusa na receptor in tako verjetno preprecuje vstop virusa v
celico. Primerjali so Se nastanek odpornosti virusa H5N1 proti pripravku iz Skrlatne
ehinaceje in sintezni zdravilni u¢inkovini oseltamivirju (zaviralcu nevraminidaze), ki
se uporablja za zdravljenje in preprecevanje gripe. Ugotovili so odpornost na
oseltamivir, ne pa na pripravek iz Skrlatne ehinaceje. Virusi, odporni na oseltamivir,

so bili v kasnejSem poskusu dovzetni za pripravek iz Skrlatne ehinaceje (15).

Sharma in sod. so ugotavljali ucinkovitost izvlecka iz zeli in korenine Skrlatne
ehinaceje proti rinovirusom. Uporabili so tridimenzionalni model epitelija ¢loveskih
dihal, ki so mu dodali rinovirus tipa 1A. Ugotovili so, da se rinovirusi pod vplivom

pripravka Skrlatne ehinaceje v epiteliju ne razmnoZujejo (16).

1.2.3.2 Protibakterijsko delovanje

Schulte in sod. so v dveh raziskavah ugotovili, da dva glavna alkilamida iz skrlatne

ehinaceje zavirata rast bakterij Escherichia coli in Pseudomonas aeruginosa (4, 17, 18).

Podobno raziskavo so opravili Reisch in sod., ki so ugotovili zaviranje rasti bakterij

Staphylococcus aureus, Escherichia coli in Pseudomonas aeruginosa (4, 19).

Sharma in sod. so preucevali protibakterijske lastnosti izvlecka iz korenine in



kombinacije izvleckov iz zeli ter korenine skrlatne ehinaceje. Rezultati so prikazani v

Tabeli 1 (20).

Tabela 1. Obcutljivost bakterij na dva pripravka iz Skrlatne ehinaceje

Kombinacija izvleckov iz zeli in

korenine Skrlatne ehinaceje

Izvlecek iz korenine skrlatne

ehinaceje

Obcutljivost S. pyogenes, H. infuenzae, L. L. pneumophila

pneumophila, P. acnes, C. difficile
Neobcutljivost | S. aureus, A. baumannii, B. cereus, | S. pyogenes, H. infuenzae, P. acne,
ali B. subtilis, E. faecalis, E. coli, K. C. difficile, S. aureus, A. baumanii,
nepomembna | pneumoniae, M. smegmatis, P. B. cereus, B. subtilis, E. faecalis, E.
obcutljivost aeruginosa coli, K. pneumoniae, M.

smegmatis, P. aeruginosa

V nadaljnji raziskavi, ki jo je opravil Sharma s sod., so ugotavljali protibakterijsko
ucinkovitost kombinacije izvleckov iz zeli in korenine Skrlatne ehinaceje. Ugotovili so,
da pripravek inaktivira bakterije Streptococcus pyogenes, Haemophilus influenzae in
Legionella pneumophila ter v manjSi meri Staphylococcus aureus in Mycobacterium
smegmatis. Neucinkovit pa je bil proti bakterijam Acinetobacter baumanii, Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Enterococcus fecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae in

Pseudomonas aeruginosa (21).

Sharma je s sodelavci opravil Se eno raziskavo protibakterijskega delovanja
kombinacije izvleckov zeli in korenine Skrlatne ehinaceje, vendar so se tokrat
osredotocali

le na bakterijo Propionibacterium acnes. Pripravek je deloval

baktericidno na standardni laboratorijski sev in razli¢ne Klini¢ne izolate (22).

1.2.3.3 Protiglivi¢no delovanje

V prej opisani raziskavi avtorja Reisch in sodelavcev so poleg protibakterijskega
preskusali tudi protiglivicno delovanje dveh glavnih alkilamidov iz Skrlatne ehinaceje.

Ugotovili so zaviranje rasti gliv Aspergillus niger in Candida albicans (4, 19).
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V raziskavi, ki jo je opravil Binns s sod., so ugotovili, da izobutilamidi in poliacetileni
in Skrlatne ehinaceje zavirajo rast gliv Saccharomyces cerevisiae, Candida shelata,
Candida kefyr, Candida albicans, Candida steatulytica in Candida tropicalis. Ob
soCasnem obsevanju s svetlobo valovne dolZine blizu UV so ugotovili moc¢nejsi u€inek

(4, 23).

Merali in sod. so preucevali ucinek izvleckov razlicnih taksonov iz roda Echinacea,
med njimi tudi ucinek izvleCka Skrlatne ehinaceje proti glivam Cryptococcus
neoformans, Candida albivans, Trichophyton tonsurans, Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum in Pseudallescheria boydii. Pripravki so pokazali u¢inkovitost

proti veCini preskusanih gliv (24).

Sharma in sod. so v prej opisani raziskavi poleg protibakterijskega ugotavljali tudi
protiglivi¢ni ucinek izvlecka iz korenine in kombinacije izvleCkov iz zeli ter korenine
Skrlatne ehinaceje. Glivi Candida albicans in Trichoderma viride nista pokazali

obcutljivosti na nobenega od obeh pripravkov neodvisno od prisotnosti svetlobe (20).

Tudi v naslednji raziskavi so Sharma in sod. poleg protibakterijskega delovanja
raziskovali uc¢inkovitost proti glivam. Glivi Candida albicans in Trichoderma viride sta

bili razmeroma odporni na pripravek iz Skrlatne ehinaceje (21).

Mir-Rashed in sod. so raziskovali mehanizem protiglivicnega delovanja ehinaceje,
vendar v povzetku raziskave niso navedli, katero vrsto rastline so uporabili v

raziskavi. Ugotovili so, da je tarca verjetno celi¢na stena gliv (25).

To ugotovitev so potrdili tudi v novejsi raziskavi, ki so jo opravili Cruz in sod. (26).
1.2.4 Tradicionalna uporaba

Pripravki Skrlatne ehinaceje imajo dolgo tradicijo medicinske uporabe pri

severnoameriSkih Indijancih (3, 4, 27). Ti so s pomocjo kamnov zdrobili zel ali

korenino in ta pripravek uporabljali zunanje na ranah, opeklinah in pikih insektov. Pri
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zobobolu in bole¢inah v Zrelu so Zvecili korenino, peroralno pa so uporabljali
pripravke iz zeli pri vroc¢inskih boleznih, krcih v Zelodcu, oSpicah in gonoreji. Pri piku

kace in drugih zastrupitvah so Skrlatno ehinacejo uporabljali kot protistrup (3).

1.2.5 Uporaba danes

Na voljo so priporocila razli¢nih strokovnih organizacij.

Nekdanja nemska Komisija E priporoca uporabo stisnjenega soka iz zeli Skrlatne
ehinaceje kot dodatno zdravljenje pri prehladih ter kroni¢nih okuzbah dihal in

spodnjih secil (2).

Monografija ESCOP (Evropske znanstvene kooperative za fitoterapijo) zel Skrlatne
ehinaceje priporoca peroralno za podporno zdravljenje in preprecevanje
ponavljajo¢ih se okuZb zgornjih dihal in secil, zunanje pa za podporno
zdravljenje povrsSinskih ran. Priporocene terapevtske indikacije za korenino
Skrlatne ehinaceje so podobne: peroralno za podporno zdravljenje in

preprecevanje ponavljajocih se okuzb zgornjih dihal (5).

Odbor za zdravila rastlinskega izvora (HMPC) pri Evropski agenciji za zdravila je leta
2008 sprejel porocilo o oceni vseh razpolozljivih podatkov o zeli Skrlatne ehinaceje in
leta 2010 o Kkorenini Skrlatne ehinaceje. Pri tem so uposStevali tudi omenjeno
monografijo ESCOP. Na osnovi teh porocil so pripravili monografijo o zeli Skrlatne
ehinaceje in monografijo o korenini Skrlatne ehinaceje, ki ju morajo predlagatelji v
postopkih pri pristojnih organih upoStevati pri pripravi informacij o zdravilu
(povzetek glavnih znacilnosti zdravila, navodila za uporabo, ovojnina). V teh
pregledih so za zel Skrlatne ehinaceje dolocili terapevtsko indikacijo kratkotrajno
zdravljenje in preprecevanje prehlada, za korenino S$krlatne ehinaceje pa

podporno zdravljenje prehlada (4, 6).

Skrlatna ehinaceja ublaZi jakost simptomov prehlada in gripe ter skraj$a trajanje

bolezni (2).
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1.3 OkuZzbe z glivami

Medicinsko pomembne glive morfoloSko razdelimo v tri skupine: kvasovke, plesni in
dimorfne glive. Kvasovke so enocelicne glive kroglaste oblike, ki se razmnoZujejo z
brstenjem; znacilna predstavnika te skupine sta Candida in Cryptococcus. Za plesni je
znacilno, da rastejo v obliki dolgih niti, imenovanih hife. V to skupino spada na primer
Aspergillus. Dimorfne glive pa imajo dvojen znacaj: ko so v gostiteljskem organizmu,

so kroglaste oblike (tako kot kvasovke), in vitro pa so nitaste kot plesni (28, 29).

Pogostnost okuZzb z glivami skokovito narasSca, kar lahko pripiSemo boleznim, ki
oslabijo imunski sistem, na primer okuzba z virusom humane imunske
pomanjkljivosti (HIV), premalo kritichnemu predpisovanju antibiotikov, ki rusijo
ravnovesje v clovekovi mikrobni flori, kemoterapiji in jemanju imunosupresivnih

zdravil pri presaditvah organov (29, 30).

Z glivami se lahko okuzimo z vdihovanjem spor, stikom s koZo ali neposredno

inokulacijo na poskodovani koZi, mestu injiciranja oziroma iatrogeno (28, 29).

Okuzbe z glivami lahko glede na mesto oziroma razSirjenost okuzbe razdelimo na
sistemske okuZzbe, okuZbe koZe in povrsinske okuzbe. Ceprav so glive vseprisotne, so
sistemske okuzbe z njimi redke - obiCajno se pojavljajo pri posameznikih z
oslabljenim imunskim sistemom in pogosto povzrocijo smrt. Po drugi strani pa so
okuzbe koZe, nohtov in sluznice ust ter genitalij z glivami pogostejse, vendar redko

smrtne (28, 29).

Okuzbe z glivami lahko razdelimo tudi na endemske in oportunisticne. Endemske
okuZbe povzrocajo glive, ki niso del normalne ¢lovekove mikrobne flore (na primer
Coccidioides). Oportunisticne okuZbe pa povzrocajo glive, ki so normalno prisotne pri
Cloveku (na primer Candida in Aspergillus); osebe z oslabljenim imunskim sistemom

se zaradi njihove razsirjenosti razmeroma lahko okuZijo z njimi (29).

Antimikotike glede na njihovo strukturo razdelimo v sedem skupin: polieni, alilamini,
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morfolini, nukleozidni analogi, azoli, ehinokandini in drugi antimikotiki. Ta zdravila
antimikoti¢ni uc¢inek dosegajo na razli¢ne nacine:

e zvplivom na sintezo celi¢ne stene (ehinokanadini),

z inhibicijo sinteze DNK in RNK v celicnem jedru (nukleozidni analogi),

z inhibicijo mitoze v celicnem jedru (grizeofulvin, ki spada v skupino
drugih antimikotikov),

e zvplivom na funkcijo celicne membrane (polieni),

e z inhibicijo sinteze gradnika celicne membrane ergosterola (alilamini,

morfolini, azoli) (30).

1.4 Separacija tekoce-tekoce

Separacija oziroma ekstrakcija tekoce-tekoce je analizna tehnika, ki jo v farmaciji
uporabljamo tako za analizo bioloskih vzorcev, kot tudi farmacevtskih pripravkov.
Pri tej tehniki se analiti porazdelijo v dve topili z razlicno polarnostjo glede na
porazdelitveni koeficient. Ta je pri danih pogojih konstanten in neodvisen od koli¢ine
analita. Cim vedji je koeficient, tem bolj se analit ekstrahira v manj polarno fazo (31,

32).

V liju lo¢niku zmeSamo raztopino vzorca in drugo topilo, ki se ne mesa s topilom, v
katerem je raztopljen vzorec. Dvofazni sistem, ki pri tem nastane, stresamo, da se
majhne kapljice manj polarne faze zmesajo z bolj polarno fazo. Med stresanjem analiti
prehajajo iz bolj polarne faze v manj polarno. Nato lij lo¢nik nekaj ¢asa pustimo v
mirovanju, da se fazi ponovno loc¢ita. Spontana locCitev vcasih traja dolgo - pospesimo

jo lahko s centrifugiranjem.

Na ta nacin lahko izoliramo doloc¢en analit iz vzorca z vel analiti, zmanjSamo
kompleksnost vzorca z vec analiti ali vzorec razdelimo na razli¢no polarne frakcije

(31).

1.5 Tankoplastna kromatografija

Tankoplastna kromatografija (TLC) je hitra in preprosta analizna tehnika, saj ne terja

zahtevnih priprav ali aparatur in omogoca analizo vec vzorcev hkrati.
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Pri tej kromatografiji je stacionarna faza v tanki plasti dispergirana na plosco,
obic¢ajno stekleno ali aluminijasto. Vzorec, ki ga Zelimo analizirati, raztopimo v
hlapnem topilu in ga z mikropipeto nanesemo na stacionarno fazo v obliki tocke ali
Crte. Pred nadaljevanjem postopka moramo topilo z naneSenega vzorca odpariti, tako

da je plosca povsem suha.

Kromatogram nato razvijemo, in sicer tako da plos¢o vstavimo v kadicko z mobilno
fazo. Sestavo mobilne faze izberemo glede na vrsto analita in stacionarne faze. Lahko

jo sestavlja le ena ali vec spojin.

Glede na polarnost stacionarne in mobilne faze lo¢imo dve vrsti tankoplastne
kromatografije:
¢ normalnofazna kromatografija (uporabljena najpogosteje): stacionarna faza je
polarna (najveckrat silikagel z dodatkom veziva), mobilna faza pa nepolarna;
e reverznofazna kromatografija: stacionarna faza je nepolarna, mobilna pa

polarna (primerno pri vzorcih, raztopljenih v vodi).

Mobilna faza potuje po plosci skozi stacionarno fazo s pomocjo kapilarne sile.
Najpogosteje razvijanje poteka od spodaj navzdol (ascendentna TLC), moZno pa je
tudi v obratni smeri (descendentna), vodoravno (horizontalna) ali iz sredine navzven

(centrifugalna).

Analiti iz naneSenega vzorca potujejo po plosc¢i glede na to, kako se porazdeljujejo
med mobilno in stacionarno fazo. Pri normalnofazni TLC bodo polarni analiti zaradi
interakcije s stacionarno fazo prepotovali manjSo razdaljo, nepolarni analiti pa bodo

skupaj z mobilno fazo potovali dlje. Na mestu, kjer se analit ustavi, nastane lisa.
V zadnji fazi ploS¢o odstranimo iz kadicke in z nje odparimo mobilno fazo. Lise so

lahko vidne Ze na vidni svetlobi, v doloc¢enih primerih pa jih zaznamo pod UV svetlobo

ali po oroSevanju z orositvenimi reagenti.
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TLC lahko uporabimo za oceno (¢istosti vzorca, locitev in istovetenje posameznih
analitov v vzorcu ali kvantitativno analizo enega ali ve¢ analitov v vzorcu. S pomocjo
poloZaja lise lahko izracunamo retencijski faktor - razmerje med razdaljo, ki jo je
potovala lisa, in razdaljo, ki jo je prepotovala mobilna faza. Ce smo so¢asno nanesli
tudi standard oziroma vzorec z znanim analitom, lahko s primerjavo retencijskih

faktorjev sklepamo na istovetnost analita.

Slabost tankoplastne kromatografije je njena majhna obcutljivost v primerjavi z
drugimi separacijskimi metodami in njena nezmoznost analize hlapljivih vzorcev (31,

33).

1.6 Metode ugotavljanja protiglivicnega delovanja

Za ugotavljanje protiglivicnega delovanja se najpogosteje uporabljajo tri metode:

disk-difuzijska metoda, agar-difuzijska metoda z luknjami in mikrodilucijska metoda.

Pri disk-difuzijski metodi na gojiS¢e s pomocCjo brisa enakomerno razmazZemo
suspenzijo gliv. Na povrsino poloZimo sterilne papirnate diske, na katere nanesemo
vzorec, za katerega Zelimo dolociti protiglivicno ucinkovitost. Sprememba v

intenzivnosti rasti okrog diska pomeni zaviranje rasti.

Agar-difuzijska metoda z luknjami je podobna, le da pri njej ne uporabljamo diskov.
Na gojisc¢e s pomocjo brisa razmazemo suspenzijo gliv in nato na povrsini naredimo
luknje, v katere dodamo vzorec, za katerega Zelimo dolociti protiglivicno uc¢inkovitost.

Sprememba v intenzivnosti rasti okrog luknje pomeni zaviranje rasti.

Pri mikrodilucijski metodi uporabljamo mikrotitrsko ploS¢o z vdolbinami. V vsako
vdolbino nanesemo vzorec, za katerega Zelimo dolociti protiglivicno ucinkovitost, in
njegove razredcitve. V vsako vdolbino nanesemo suspenzijo gliv. Rezultat od¢itamo

spektrofotometri¢no.
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2 Namen dela

V tem diplomskem delu bomo ugotavljali, ali ima kombinacija etanolnega izvlecka zeli
in etanolnega izvlecka korenine S$krlatne ehinaceje (v nadaljevanju: preucevano
zdravilo; opis je v poglavju 3.1) protiglivicni ucinek in katerim frakcijam,

pripravljenim z zaporedno ekstrakcijo, lahko pripiSemo ta ucinek.

Poleg tega bomo raziskali:
- ali nacin priprave vzorca za zaporedno ekstrakcijo (z rotavapiranjem oziroma
redc¢enjem preucevanega zdravila) vpliva na lastnosti frakcij,
- kakSna mobilna faza omogoca najboljSo locljivost ¢im veljega Stevila
kromatografskih lis pri kromatografiji TLC,
- kako se celotna masa preucevanega zdravila porazdeli med frakcije,

- v Kkaterih frakcijah so analizni markerji.

3 Materiali in metode

3.1 Materiali

Preucevali smo zdravilo Echinaforce® peroralne kapljice, raztopina, ki ima dve
zdravilni uc¢inkovini: 860 mg/ml tekoCega ekstrakta zeli sveZe Skrlatne ehinaceje
(Echinacea purpurea (L.) Moench: herba) (1:12), ekstrakcijsko topilo: 65-odstotni
(V/V) etanol in 45 mg/ml tekoCega ekstrakta korenine sveZe Skrlatne ehinaceje
(Echinacea purpurea (L.) Moench: radix) (1:11), ekstrakcijsko topilo: 65-odstotni
(V/V) etanol. Zdravilo proizvaja podjetje Bioforce AG, CH-9325 Roggwil, Svica.

Pri eksperimentih smo uporabili naslednje spojine:
e topila: heksan, eter, etil acetat, n-butanol, metanol, toluen, etanol, metanojska
Kislina;
e orositveni reagenti: vanilin, Zveplova (VI) Kkislina, betaamino ester

difenilborove kisline, polietilenglikol (PEG) 600;

17



e analizni markerji (ve¢ o njih smo napisali v poglavju 3.5):, rutin, kavna Kkislina,
klorogenska kislina, kvercetin in 3-sitosterol.

Vse spojine so imele Cistost pro analysis (p. a.).

Pri kromatografiji TLC smo uporabili kromatografske plosce TLC Silica gel 60 Fzs4

proizvajalca Merck.

Za rotavapiranje smo uporabili Rotavapor R-210 z enoto za nadzor tlaka Vacuum
controler V-850 in enoto za nadzor temperature Heating Bath B-491 proizvajalca

Biuichi.

Pri ugotavljanju protiglivicnega delovanja smo uporabili gojiS¢e RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium - medij za gojenje celi¢nih kultur) 1640 z 0,2 % glukoze.
Preskusili smo obcutljivost naslednjih gliv:

e (andida albicans (lasten izolat iz bolnika),

e (andida albicans (standardni sev ATCC 90028; ATCC je kratica za American
Type Culture Collection - organizacija, ki pripravlja standardne referencne
mikroorganizme),

e (andida glabrata,

e (Candida parapsilosis,

e Aspergillus niger (lasten izolat iz bolnika),

e Aaspergillus niger (standardni sev ATCC 10578),

e Aspergillus flavus,

e Aspergillus fumigatus.

[z vsakega seva smo pripravili suspenzijo v fizioloski raztopini.

3.2 Priprava vzorca za zaporedno ekstrakcijo
Jedro tega diplomskega dela je bilo ugotavljanje protiglivicnega delovanja
preucevanega zdravila in njegovih frakcij. Te smo pripravili z zaporedno ekstrakcijo

preucevanega zdravila, ki je podrobneje opisana v poglavju 3.3.

PreuCevano zdravilo vsebuje etanol, ki lahko vpliva na zaporedno ekstrakcijo z
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organskimi topili. Temu vplivu se lahko izognemo na dva nacina:
- vzorec rotavapiramo in s tem odstranimo etanol,
- vzorec razred¢imo s preciS€eno vodo, s Cimer zmanjSamo Kkoncentracijo

etanola in posledi¢no njegov vpliv na ekstrakcijo.

Priprava z rotavapiranjem

5 ml preucevanega zdravila smo 10 minut rotavapirali pri temperaturi 37 °C. To
temperaturo smo izbrali, ker ji je zdravilo izpostavljeno tudi v telesu - torej bodo
razgradni procesi, odvisni od temperature, potekali v podobni meri kot v telesu.
Preostanek po rotavapiranju smo s pomocjo ultrazvocne kadicke raztopili v 50 ml

preciScene vode.

Priprava z red¢enjem

5 ml preucevanega zdravila smo razredcili s preciS¢eno vodo do 50 ml.

3.3 Zaporedna ekstrakcija

Pripravili smo razli¢ne frakcije rotavapiranega in redCenega preucevanega zdravila,
in sicer z zaporedno ekstrakcijo z naslednjimi topili: heksan, eter, etil acetat in n-
butanol. Tem topilom v navedenem vrstnem redu narasca polarnost, zato se v vsako
naslednjo organsko fazo izlo¢ijo bolj polarne spojine. Na koncu je ostala vodna faza z

najbolj polarnimi spojinami.

V lij lotnik smo dodali 50 ml vzorca, ki smo ga pripravili z rotavapiranjem
preucCevanega zdravila, in 30 ml heksana ter dobro premesali. Po locitvi faz smo
organsko fazo odlili in vodno ponovno ekstrahirali s 30 ml heksana. Ponovno smo
odlili organsko fazo in jo zdruzili z organsko fazo prejsnje ekstrakcije - tako smo

dobili heksansko frakcijo preucevanega zdravila.

Lij lo¢nik smo sprali z naslednjim topilom (etrom) in vanj dodali vodno frakcijo, ki je
ostala po prejsnji ekstrakciji, ter 30 ml etra. Nato smo sledili enakemu postopku, kot
smo ga opisali v prejSnjem odstavku, dokler nismo dobili Stiri frakcije in vodno

frakcijo, ki je ostala od zadnje ekstrakcije. Organsko topilo smo iz vsake frakcije
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odstranili z rotavapiranjem.

Tlak rotavapiranja vsake frakcije smo dolocili na osnovi priporocil v programski
opremi rotavaporja. Ce smo opazili, da kljub priporo¢enemu tlaku topilo ne izpareva

ve¢, smo tlak postopno nizali dokler nismo opazili suhosti vzorca.

Po zakljucku rotavapiranja smo suhe ostanke raztopili v 5 ml 65-odstotnega (V/V)
etanola. To koncentracijo smo izbrali zato, ker ustreza koncentraciji v preucevanem

zdravilu, s ¢imer simuliramo posamezno frakcijo v zdravilu.

3.4 Tankoplastna kromatografija

Preverili smo, ali oba opisana nacina priprave vzorcev vplivata na prisotnost spojin v
posameznih frakcijah, pridobljenih z zaporedno ekstrakcijo, in ali lahko z modifikacijo
sestave mobilne faze doseZemo boljso locljivost kromatografskih lis. To smo naredili s

primerjavo kromatogramov TLC, pripravljenih na vec razli¢nih nacinov.
Opravili smo kromatografijo TLC rotavapiranih ter redcenih vzorcev, in sicer z
osnovno mobilno fazo, kot jo priporoca knjiga Wagner: Drogen analyse (34) za vecino

rastlinskih pripravkov ter razlicnimi modifikacijami te mobilne faze.

Osnovna analiza s kromatografijo TLC

Knjiga Wagner: Drogen analyse (34) za vecino rastlinskih pripravkov priporoca
kromatografijo TLC z mobilno fazo iz etilacetata, metanola in vode v razmerju
100:13,5:10. Nanesli smo po 50 pl vzorcev (dvakrat po 25 pl). Kromatogram smo

orosili z meSanico 1-odstotnega vanilina v etanolu in 5-odstotne H2S04 v etanolu.

Modifikacije osnovne analize s kromatografijo TLC

Zeleli smo dodano loéiti spojine tik pod fronto v heksanski, eterni in etil acetatni
frakciji ter spojine na bazni liniji v vodni frakciji, zato smo naredili Se tri TLC
kromatografske analize z modificirano sestavo mobilne faze:

e bolj polarno: etilacetat, metanol in voda v razmerju 100:27:20;

¢ manj polarno: etil acetat in metanol v razmerju 100:13,5;
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e Se manj polarno: toluen in etilacetat v razmerju 93:7, ki jo knjiga Wagner:

Drogen analyse (34) priporoca za analizo eteri¢nih olj.

Da bi izboljsali vidnost lis, smo namesto dvakrat po 25 ul vzorcev nanasali petkrat po

10 pl.

3.5 Identifikacija kromatografskih lis

Rastlinski izvlecki so zmesi Stevilnih spojin. Pri razmeroma redkih rastlinskih
izvleCkih lahko terapevtsko ucinkovitost pripiSemo to¢no doloceni spojini oziroma
skupini spojin, zato je vrednotenje njihove kakovosti manj zapleteno, saj vemo, na
katere spojine se moramo osredotociti. Pri veCini izvleckov pa to ni mogoce, zato si za
vrednotenje kakovosti izberemo spojino ali skupino spojin, za katere vemo, da jih
izvleCek vsebuje - te imenujemo analizni markerji. Kadar vemo, da ima neka spojina
ali skupina spojin vlogo pri terapevtskem ucinku, kot analizne markerje izberemo
njih (35). V tem diplomskem delu smo izbrali rutin, kavno kislino, klorogensko

kislino, kvercetin in (3-sitosterol. Ugotavljali smo, v katerih frakcijah so prisotni.

V prvem poskusu smo Zeleli ugotoviti, ali je z dosedanjimi izvedbami TLC sploh
mogoce zaznati analizne markerje rutin, kavno kislino in klorogensko kislino. Opravili
smo kromatografijo TLC z modificiranim predpisom monografije »Purple Coneflower
Herb« v 8. izdaji Evropske farmakopeje (Ph. Eur.) (36). Na plos¢o smo nanesli 40 pl
(Stirikrat po 10 pl vsake spojine, raztopljene v metanolu v koncentraciji 0,2 mg/ml in
40 pl preucCevanega zdravila. Monografija sicer predpisuje koncentracijo 0,1 mg/ml,
vendar smo se to koncentracijo odlocCili podvojiti, da bi bila v primeru prevec
intenzivnih lis mogoca nadaljnja redcitev. Ker gre le za kvalitativno analizo, zaradi
tega ne pricakujemo vpliva na rezultate. Izmed 4 mobilnih faz, ki smo jih uporabili do
zdaj, smo se na osnovi zakljuCka predhodnega poskusa odlocili za najbolj polarno
(etilacetat, metanol in voda v razmerju 100:27:20). TLC plos¢o smo po razvijanju

orosili z meSanico 1-odstotnega vanilina v etanolu in 5-odstotne H2S04 v etanolu.

V drugem poskusu smo opravili enako analizo kot pri prvem, le da smo tokrat

uporabili modificiran orositveni reagent NST/PEG (Naturstoff-Polyethylenglykol-
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Reagens - orositveni reagent s polietilenglikolom za dokazovanje naravnih
pripravkov): 1-odstotna raztopina betaamino estra difenilborove kisline v metanolu
in nato 5-odstotna raztopina PEG 600 v etanolu. Predpis sicer zahteva PEG 4000,
vendar se ta spojina ni raztopila v etanolu, zato smo se odlocili za modifikacijo.

Kromatogram smo pregledali na UV svetlobi pri valovni dolZini 366 nm.

V tretjem poskusu smo poleg prej navedenih analiznih markerjev uporabili Se
kvercetin. Poleg tega smo preverili, ali mobilna faza iz etil metanoata, toluena,
metanojske kisline in vode v razmerju 100:5:10:10 omogoca boljso locljivost, vendar

smo zaradi trenutne nedosegljivosti metanojske kisline uporabili etanojsko.

V Cetrtem poskusu smo uporabili analizni marker B-sitosterol. Kromatografijo TLC

smo opravili skladno z monografijo »Purple Coneflower Root« v 8. izdaji Ph. Eur. (36).

3.6 Gravimetricna analiza
Zanimalo nas je, kakSen deleZ mase preuCevanega zdravila se porazdeli v posamezne
frakcije, pripravljene z zaporedno ekstrakcijo. Zato smo opravili gravimetri¢no

analizo zdravila in posameznih frakcij.

Za analizo smo uporabili 10 ml preucevanega zdravila in po 5 ml vsake frakcije.
Najprej smo stehtali prazno bucko in jo nato rotavapirali, s Cimer smo Zeleli odstraniti
morebitne hlapne snovi, adsorbirane na steklu (na primer vlaga). Po rotavapiranju
smo bucko ponovno stehtali. Dodali smo vzorec in jo ponovno stehtali. Nato smo
vzorec rotavapirali do izgleda suhosti ter bu¢ko ponovno stehtali. Vzorce smo nato
naprej rotavapirali in v rednih ¢asovnih intervalih doloc¢ali maso. Ko se ta ni vec

zmanjSevala, smo poskus zakljucili.
3.7 Protiglivi¢na ucinkovitost

Preskus obcutljivosti gliv na preucevano zdravilo in njegove frakcije smo opravili na

InStitutu za mikrobiologijo in imunologijo Univerze v Ljubljani.
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Disk-difuzijska metoda

S to metodo smo Zeleli ugotoviti, ali so glive Candida albicans (lasten izolat iz bolnika),
Candida albicans (standardni sev ATCC 90028), Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Aspergillus niger (lasten izolat iz bolnika), Aaspergillus niger (standardni
sev ATCC 10578), Aspergillus flavus in Aspergillus fumigatus obcutljive na preucevano
zdravilo (desetkrat razredceno) in njegove frakcije, pripravljene z zaporedno

ekstrakcijo.

Iz vsakega seva smo v fizioloSki raztopini pripravili suspenzijo gostote 0,5 McF
(McFarland - enota za jakost suspenzije mikrobov) in jo s pomocjo brisa enakomerno
razmazali po gojiS¢u RPMI 1640 z 0,2 % glukoze. Na povrSino inokuliranega gojiS¢a
smo poloZili sterilne papirnate diske premera 6 mm. Na vsak disk smo nanesli 10 uL
posameznega vzorca. Sledila je inkubacija pri 37 °C. Konc¢ne rezultate obcutljivosti
plesni smo odcitali po 24 h inkubacije, kvasovk pa po 48 h inkubacije. Kakrsnokoli
spremembo v intenzivnosti rasti okoli diska smo smatrali kot zaviranje rasti. Metodo

smo ponovili trikrat.

Agar-difuzijska metoda z vdolbinami

Tudi s to metodo smo Zeleli ugotoviti, ali so glive Candida albicans (lasten izolat iz
bolnika), Candida albicans (standardni sev ATCC 90028), Candida glabrata, Candida
parapsilosis, Aspergillus niger (lasten izolat iz bolnika), Aaspergillus niger (standardni
sev ATCC 10578), Aspergillus flavus in Aspergillus fumigatus obcutljive za preucevano

zdravilo (nerazredceno in desetkrat razredceno) ter frakcije.

[z vsakega seva smo v fizioloSki raztopini pripravili suspenzijo gostote 0,5 McF ter jo s
pomocjo brisa enakomerno razmazali po gojis¢u RPMI 1640 z 0,2 % glukoze. V
inokulirano gojis€e smo s pomocjo sterilne epruvete naredili vdolbine premera
10 mm in vanje dodali 100 pL vsakega vzorca. Negativna kontrola je bil 65-odstotni
(V/V) etanol. Sledila je inkubacija pri 37 °C. Koncne rezultate obcCutljivosti plesni smo
odcitali po 24 h inkubacije, kvasovk pa po 48 h inkubacije. Kakrsnokoli spremembo v
intenzivnosti rasti okoli luknjice smo smatrali kot zaviranje rasti. Metodo smo

ponovili trikrat.
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Mikrodilucijska metoda

S to metodo smo Zeleli ugotoviti:

e ali so glive Candida glabrata, Aspergillus niger (lasten izolat iz bolnika) in A. niger
(standardni sev ATCC 10578) obcutljive na preucevano zdravilo (desetkrat
razred¢eno) in butanolno frakcijo preucevanega zdravila,

e ali je gliva Candida parapsilosis obc¢utljiva na razli¢ne koncentracije preucevanega

zdravila.

Preskus smo ponovili Se z nerazredCenim zdravilom, pri ¢emer smo uporabili vse

izolate.

V vsako vdolbino mikrotitrske plosc¢e z ravnim dnom smo dodali 100 pL dvakratnega
tekocCega gojisS€a RPMI 1640 z 2 % glukoze. Pripravili smo deset redcitev vzorca
preucevanega zdravila; redcili smo ga z destilirano vodo v razmerju 1 proti 10. Po
100 pL tako pripravljene redcCitvene vrste smo nanesli v vsako vdolbinico posamezne
vrstice mikrotitrske ploscice. 1z vsakega seva smo v fizioloski raztopini pripravili
suspenzijo gostote 0,5McF ter jo desetkrat razredcili da smo dobili 0,5-
2,5:105 celic/mL. Vsako luknjico ustrezne vrstice smo inokulirali s 100 uL tako
pripravljene suspenzije. Negativna kontrola je bilo dvakrat red¢eno gojis¢e s 100 pL
sterilne destilirane vode. Pozitivna kontrola je bilo dvakrat red¢eno gojisce s 100 pL
ustreznega inokuluma. Sledila je 24-urna inkubacija pri 37 °C. Koncne rezultate
obcutljivosti tako kvasovk, kot tudi plesni smo odcitali spektrofotometri¢no pri

450 nm. Metodo smo ponovili trikrat.

4 Rezultati in razprava

4.1 Zaporedna ekstrakcija

Z zaporedno ekstrakcijo smo uspesno pripravili razlicno polarne frakcije
preucevanega zdravila. Edina posebnost, ki smo jo opazili pri tem, je bil pojav motne
vmesne faze (domnevno emulzije) pri uporabi heksana. Pri rotavapiranih vzorcih

smo jo prenesli v organsko fazo, pri red¢enih pa smo jo z 2-minutnim
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centrifugiranjem pri 4.000 obratih na minuto lo¢ili na vodno in organsko fazo.

4.2 Tankoplastna kromatografija

Rezultati TLC kromatografske analize so prikazani na slikah 4 do 10. Na vsakem
kromatogramu so od leve proti desni naneSeni naslednji vzorci: heksanska frakcija,
eterna frakcija, etil acetatna frakcija, butanolna frakcija, vodna frakcija in preucevano

zdravilo.

Mobilna faza etilacetat, metanol, voda v razmerju 100:13,5:10 (priporoc¢ena

—

Slika 4. Kromatogram TLC Slika 5. Kromatogram TLC redcenih vzorcev s

rotavapiranih vzorcev s priporoceno priporoceno mobilno fazo
mobilno fazo

Mobilna faza etilacetat, metanol, voda v razmerju 100:27:20 (bolj polarna)

- = - ' — -
- o s
- » z

Ee 2 ook :4 ’3?

Slika 6. Kromatogram TLC rotavapiranih  Slika 7. Kromatogram TLC redcenih

vzorcev z bolj polarno mobilno fazo vzorcev z bolj polarno mobilno fazo
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Mobilna faza etilacetat, metanol v razmerju 100:13,5 (bolj nepolarna)

.

0 | S R BN

J

Slika 8. Kromatogram TLC rotavapiranih Slika 9. Kromatogram TLC redcenih

. . vzorcev z bolj nepolarno mobilno fazo
vzorcev z bolj nepolarno mobilno fazo Jnep f

Mobilna faza toluen, etilacetat 97:3 (Se bolj nepolarna)

Slika 10: TLC kromatogram redcenih vzorcev s Se bolj nepolarno mobilno fazo

Pri heksanski frakciji rotavapiranih vzorcev (slike 4, 6 in 8) so se pojavile lise, ki so
prisotne tudi v botanolni frakciji, pri red¢enih vzorcih (slike 5, 7, 9 in 10) pa teh lis
nismo opazili. Sklepamo, da je to posledica prej omenjene vmesne faze in da smo se

pri red¢enih vzorcih pravilno odlocili za njeno locitev s centrifugiranjem.

Bolj polarna mobilna faza (etilacetat, metanol, voda v razmerju 100:27:20) je
omogocila boljso locitev lis v vseh frakcijah ter preucevanem zdravilu (sliki 6 in 7), z
uporabo bolj nepolarne mobilne faze (etilacetat, metanol v razmerju 100:13,5) pa
nismo opazili boljse locitve lis (sliki 8 in 9). Nadaljnje zmanjSanje polarnosti mobilne
faze (etilacetat, toluen v razmerju 97:3) je omogocilo opazno boljSo locCitev lis pri
zdravilu in vseh frakcijah, vendar so v vodni frakciji vse spojine ostale na bazni Crti

(slika 10). Na osnovi opravljenih TLC kromatografskih analiz zakljuCujemo, da je za

26



analizo preucevanega zdravila in vseh njegovih frakcij najustreznejSa mobilna faza

etilacetat, metanol, voda v razmerju 100:27:20.

Na osnovi primerjave vseh kromatogramov sklepamo, da ta kromatografija TLC ne
kaZe na razlike med rotavapiranimi in red¢enimi vzorci. Na vseh kromatogramih so
bile lise podobne oblike in na podobnih mestih, zato bomo v nadaljnjih poskusih

uporabljali razredCene vzorece, saj je njihova priprava preprostejsa.

4.3 Identifikacija kromatografskih lis

V prvem poskusu (dosedanje izvedbe kromatografije TLC) se nobeden od

standardov ni obarval.

V drugem poskusu (orositev z modificiranim reagentom NST/PEG) smo detektirali

vse uporabljene analizne markerje, vendar locljivost ni bila zadovoljiva (slika 11).

Slika 11. TLC kromatogram na UV svetlobi, orosen z modificiranim reagentom NST/PEG

(od leve proti desni: klorogenska kislina, kavna kislina, rutin, preucevano zdravilo)
Z mobilno fazo iz etil metanoata, toluena, metanojske Kkisline in vode v razmerju
100:5:10:10 smo v tretjem poskusu dosegli boljSo locljivost kromatografskih lis,
Ceprav ta Se vedno ni zadovoljiva (slika 12). Detektirali smo tudi kvercetin (Cetrti

nanos z leve).

Spodnji del kromatografske lise, ki pripada nanosu preucevanega zdravila, je slabo
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loCen. V tem obmocju bi lahko bili skriti lisi, ki ustrezata klorogenski kislini in rutinu.
Na vrhu sta dve rdeci lisi, za kateri smo v naslednjem poskusu preverili, ali bi lahko
ustrezali kvercetinu. Lis, ki bi ustrezali kavni kislini, pa na kromatografski lisi

preucevanega zdravila nismo opazili.

Slika 12. TLC kromatogram na UV svetlobi s spremenjeno mobilno fazo (etil metanoat,
toluen, metanojska kislina, voda v razmerju 100:5:10:10), oroSen z modificiranim
reagentom NST/PEG (od leve proti desni: klorogenska kislina, kavna kislina, rutin,

kvercetin, preucevano zdravilo)

Preverili smo, ali bi rdeci lisi na vrhu kromatograma preucevanega zdravila lahko
ustrezali kvercetinu. Po pregledu kromatograma na vidni svetlobi smo ugotovili, da

gre za dve zeleni lisi, ki verjetno predstavljata klorofil A in B.

I i t i D
Kwkoh. kArwa KTy KuERe. Een
kS Kt

Slika 13. TLC kromatogram na vidni svetlobi s spremenjeno mobilno fazo (etil metanoat,
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toluen, metanojska kislina, voda v razmerju 100:5:10:10), oroSen z modificiranim
reagentom NST/PEG (od leve proti desni: klorogenska kislina, kavna kislina, rutin,

kvercetin, preucevano zdravilo)

Zakljucujemo, da ta TLC kromatografska analiza z mobilno fazo etil metanoat, toluen,
metanojska kislina, voda v razmerju 100:5:10:10 zaradi slabe locljivosti ni uporabna

za dolocitev analiznih markerjev v posameznih frakcijah.

V Cetrtem poskusu smo ugotovili da je analizni marker -sitosterol mogoce zaznati v

preucCevanem zdravilu in butanolni frakciji.

-

ON N

Slika 14. TLC kromatogram skladno z monografijo »Purple Coneflower Root« v 8. izdaji
Ph. Eur z analiznim markerjem B-sitosterolom (od leve proti desni: heksanska, eterna,

etil acetatna, butanolna in vodna frakcija, preucevano zdravilo ter [3-sitosterol)

4.4 Gravimetricna analiza

Tabela 3. Rezultati gravimetricne analize

Vzorec Masa

Preucevano zdravilo | 157,9 mg

Heksanska frakcija | 2,5 mg

Eterna frakcija 3,4 mg

Etil acetatna frakcija | 5,3 mg

Butanolna frakcija 20,0 mg

Vodna frakcija 117,7 mg
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SeStevek mas vseh frakcij je 148,9 mg, kar je zadovoljiv pribliZek masi preucevanega
zdravila 157,9 mg. Vidimo lahko, da preucevano zdravilo vsebuje najve¢ hidrofilnih

spojin, ki pa se na uporabljenem kromatografskem sistemu ne obarvajo dobro.

Etrna frakcija
2%

Heksanska frakcija
2%

Etil acetatna
frakcija
4%

W Heksanska frakcija
M Etrna frakcija

™ Etil acetatna frakcija
m Butanolna frakcija

m Vodna frakcija

Diagram 1. Porazdelitev mase v frakcijah

4.5 Protiglivicna ucinkovitost

Disk-difuzijska metoda

Noben vzorec ni zavrl rasti glivnih izolatov.

Agar-difuzijska metoda z vdolbinami

NerazredCeno preucevano zdravilo je zavrlo rast gliv Candida glabrata, Aspergillus
niger (standardni sev ATCC 10578) in Aspergillus fumigatus.

Desetkrat razredCeno preucevano zdravilo je zavrlo rast gliv Candida glabrata,
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Candida parapsilosis, Aspergillus niger (lasten izolat iz bolnika) in Aspergillus niger
(standardni sev ATCC 10578).
Butanolna frakcija je zavrla rast gliv Candida glabrata, Aspergillus niger (lasten izolat

iz bolnika) in Aspergillus niger (standardni sev ATCC 10578).

Mikrodilucijska metoda

NerazredCeno preucevano zdravilo je zavrlo rast gliv Candida glabrata, Aspergillus
niger (standardni sev ATCC 10578) in Aspergillus fumigatus. Desetkratna redcitev je

zavrla rast le glive Candida glabrata, viSje redcitve pa nobeni glivi.

Na osnovi tega poskusa zakljucujemo, da je neposreden ucinek peroralno apliciranega
preucevanega zdravila na sistemske okuzbe z glivami vprasljiv, lahko pa bi
ucinkovalo preko imunostimulacije. Z dobro nacrtovano klini¢no raziskavo bi bilo
smiselno preveriti, ali lahko soCasno zdravljenje s konvencionalnimi antimikotiki in
izvleckom iz Skrlatne ehinaceje omogoca zmanjsanje odmerka konvencionalnih

zdravil in s tem zmanjSanje tveganja za neZelene ucinke in razvoj odpornosti gliv.

Bolj verjetno pa je, da je izvleCek iz Skrlatne ehinaceje ucinkovit za dermalno
zdravljenje okuzb koZe in sluznic z glivami, saj bi ga aplicirali v koncentraciji, ki je v
tej raziskavi pokazala ucinkovitost. Tudi to bi bilo smiselno preveriti z dobro

nacrtovano klini¢no raziskavo.
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5 Sklep

Ugotovili smo, da je pri uporabi heksana treba biti pozoren na pojav motne vmesne
faze (domnevno emulzije), ki moti separacijo tekoce-tekocCe. Za boljsSe rezultate je to

vmesno fazo s centrifugiranjem treba lociti na organsko in vodno.

Za analizo preucevanega zdravila in vseh njegovih frakcij s kromatografijo TLC je
najustreznejsa mobilna faza etilacetat, metanol, voda v razmerju 100:27:20, ki daje

optimalno lo¢ljivost kromatografskih lis.

Sklepamo, da ni razlik med pripravo vzorcev z rotavapiranjem in red¢enjem. Zaradi

lazje priprave priporo¢amo uporabo redcenja.

Ugotavljanje prisotnosti analiznih markerjev v preuCevanem zdravilu in njegovih
frakcijah s kromatografijo TLC ni smiselno, ker se v kromatografskem sistemu, ki se je
v predhodnih poskusih izkazal za optimalnega, ne obarvajo. Tudi ko doseZemo
obarvanje z NST/PEG na UV svetlobi, je locljivost kromatografskih lis slaba (lise se
razvleCejo). Smiselno pa je wugotavljanje prisotnosti [-sitosterola skladno z

monografijo »Purple Coneflower Root« v 8. izdaji Ph. Eur. (36).

Pri zaporedni ekstrakciji se vecina (79 %) mase porazdeli v vodno frakcijo, izmed

polarnih pa najvecjo maso vsebuje butanolna frakcija (13 %).

NerazredcCeno preucevano zdravilo je pokazalo protiglivicno delovanje proti glivam
Candida glabrata, Aspergillus niger in Aspergillus fumigatus. Od vseh frakcij je
protiglivicno delovanje pokazala le butanolna frakcija, in sicer proti glivama Candida
glabrata in Aspergillus niger. Tako preucevano zdravilo kot tudi njegove frakcije z
redCitvijo hitro izgubljajo protiglivicno delovanje, zato je neposreden ucinek
peroralno apliciranega zdravila na sistemske okuzbe z glivami vprasljiv (lahko pa bi
ucinkovalo preko stimulacije imunskega sistema). Bolj pa je verjetno, da je izvlecek iz

Skrlatne ehinaceje uc¢inkovit za dermalno zdravljenje okuzb koZe in sluznic z glivami.
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