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POVZETEK

Stevija (Stevia rebaudiana) je prepoznana predvsem po svojih sladkih listih, v katerih
kopi¢i snovi, imenovane steviolni glikozidi. Ti so intenzivnega sladkega okusa in brez
kalori¢ne vrednosti, zato se v prehrani uporabljajo kot sladila. Najve¢ji delez v listih
predstavljata steviozid in rebaudiozid A, zaradi Cesar sta najpogosteje izolirani spojini iz
stevije.

Namen diplomske naloge je bil validirati metodo za dolocitev steviolnih glikozidov
(steviozida in rebaudiozida A) v zeli stevije in ugotoviti morebitne razlike v vsebnostih
med poletno in jesensko Zetvijo ter med razli¢nimi kemotipi.

Za njuno dolocitev smo uporabili metodo, ki je obsegala vodno ekstrakcijo, ¢iséenje vzorca
z ekstrakcijo na trdni fazi in na koncu locevanje in dolocitev obeh glikozidov s pomocjo
tekoCinske kromatografije visoke loCljivosti. Analizirali smo vzorce zeli sedmih razli¢nih
kemotipov stevije pozetih dvakrat v letu. Za posamezno Zetev in posamezen kemotip smo
dolo¢ili vsebnosti obeh analitov ter izraCunali razmerje rebaudiozid A/steviozid, ki je poleg
vsebnosti eden izmed pokazateljev kakovosti pridelka.

Pred analizo vzorcev smo metodo validirali in dolocili, da je metoda selektivna, linearna
(za steviozid v obmocju 6,3—100,8 mg/L in za rebaudiozid A v obmocju 5,1-101,0 mg/L),
natan¢na (z relativnim standardnim odmikom za steviozid 11,4 % in za rebaudiozid A
11,5 %) in to¢na (z izkoristkom 101,9 + 6,7 %). Ekstrakti so obstojni sedem dni pri 4°C.

Z uporabo t-testa smo ovrednotili rezultate in ugotovili, da obstajajo statisticno znacilne
razlike v vsebnostih steviozida in rebaudiozida A med poletno in jesensko Zzetvijo
(vsebnosti pri poletni zetvi so bile vecje). Prav tako je razmerje rebaudiozid A/steviozid
vecje pri poletni zetvi. Pri primerjanju rezultatov med kemotipi smo ugotovili, da med
Sestimi kemotipi ni vecjih razlik, en kemotip (neznana sorta z zeliS¢nega vrta InStituta za
hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije) pa se od drugih razlikuje po visji vsebnosti
rebaudiozida A v obeh zetvah (razlike v vsebnosti steviozida so manj opazne, vendar
vseeno najvi§je pri omenjenem kemotipu v obeh Zetvah).

V primerjavi z rezultati iz drugih drzav so vsebnosti steviozida in rebaudiozida A v nasi

steviji visje.



SEZNAM OKRAJSAV

CAD »Charged aerosol« detektor

DAD detektor z nizom diod (angl.: diode array detector)

EFSA | Evropska agencija za varnost hrane (angl.: European food safety authority)

Ho ni¢elna hipoteza

H; alternativna hipoteza

HILIC |hidrofilna interakcijska kromatografija (angl.: hydrophilic interaction
chromatography)

HPLC |tekocinska kromatografija visoke lo¢ljivosti (angl.: high performance liquid
chromatography)

IHPS Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenje

IL-1B  [interlevkin 1B

LOQ meja dolocanja (angl.: limit of quantification)

LC-MS [tekocinska kromatografija sklopljena z masno spektrometrija (angl.: liquid
chromatography — mass spectrometry)

PAD pulzni amperometri¢ni detektor (angl.: pulsed amperometic detector)

R? determinacijski koeficient

REB-A |[rebaudiozid A

RSD relativni standardni odklon (angl.: relative standard deviation)

Si standardni odklon skupine meritev

SPE ekstrakcija na trdni fazi (angl.: solid phase extraction)

STD standard

STE steviozid

t retencijski cas

TNF-0 | dejavnik tumorske nekroze a (angl.: tumor necrosis factor «)

uv ultravijolicen

Xi povprecje skupine meritev
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1 UvVvOD

1.1 STEVIJA (STEVIA REBAUDIANA)

1.1.1 SPLOSNO

Stevia rebaudiana (Bertoni) je po svetu poznana predvsem po svojih sladkih listih, iz
katerih pridobivajo Ciste snovi, ki se uporabljajo kot sladilo. Rastlino so ze stoletja
uporabljali Indijanci Guarani za sladkanje pija¢e maté, izboljsanje okusa drugih jedi in za
zdravljenje. Klicali so jo »kaa he-he«, kar v njihovem jeziku pomeni »sladka zel«. Zaradi
nedostopnosti terena, Kkjer raste, jo je dokaj pozno, leta 1887, odkril italijanski botanik
Moises S. Bertoni, ki je takrat delal v Paragvaju. Leta 1905 jo je znanstveno poimenoval
po paragvajskem kemiku dr. Rebaudiju, ki je kot prvi uspel iz listov rastline izlo¢iti sladko
snov v Cisti obliki (1, 2).

Njeno izvorno okolje je viSavje na severovzhodnem predelu Paragvaja, na meji z Brazilijo.
Raste na nadmorski visini od 500 do 3000 m na polsuhih gorskih podro¢jih, vendar dobro
uspeva tudi na travis¢ih, v grmicastih gozdovih in na subalpskih podrocjih (2). Za stevijo je
idealno polvlazno subtropsko podnebje s temperaturnim razponom od —6 do 43°C s
povprecjem 23°C (1).

Danes jo vzgajajo v Paragvaju, Mehiki, Srednji Ameriki, Maleziji, Juzni Koreji, na
Japonskem in Kitajskem. Na podro&ju Evrope jo gojijo v Spaniji, Belgiji in Veliki
Britaniji. Listi stevije in ekstrakti iz listov se Ze desetletja uporabljajo kot sladilo po
vsem svetu (Centralna in Juzna Amerika, Japonska, Koreja, Kitajska, Jugovzhodna Azija)

brez negativnih u¢inkov (4).

1.1.2 BOTANICNI OPIS

Stevia rebaudiana (slika 1) spada v druzino nebinovk (Asteraceac) in je ena izmed
priblizno 150-200 vrst rodu Stevia. Je majhna grmicasta rastlina, ki zraste do 65 cm, kot
kultivirana rastlina tudi do 1,8 m, predvsem na bolj rodovitnih tleh. Ima krhko steblo in
razsirjen koreninski sistem; sedece, nasprotno razporejene, sulicaste do nasprotno suliCaste

ali elipti¢ne liste z nazobc¢animi robovi. Cvetovi so majhni (7-15 mm) in beli (A) ter



razporejeni v koske, ti pa v nepravilen pakobul (B). Iz cveta se razvije rozka obdana s
pernatimi laski (C) (1, 2, 3).

Je obligatorna kratkodnevnica, ki za¢ne cveteti, ko so dnevi krajsi od kriticne dolzine

dneva, ki je okrog 13 h. Vendar pa se pojavljajo velike razlike znotraj populacije glede na

obcutljivost na dolzino dneva (3).

(B)

Slika 1: Stevia rebaudiana (Bertoni), A — glavica s petimi belimi cvetovi, B — pakobul, C — glavica z

rozkami.



1.1.3 SESTAVA

Stevija vsebuje Stevilne spojine z razlinimi strukturami. Najbolj poznani so sladki
diterpenski glikozidi, imenovani steviolni glikozidi. Poleg teh so v rastlini prisotni Se
neglikozidni diterpeni (diterpeni labdan tipa, sterebini A do N, austroinulin), flavonoidi
(kvercetin, apigenin, luteolin in njihovi glikozidi), fenolne spojine (pirogalol), vitamini
(folna kislina, askorbinska kislina, vitamina B, in Bsg, niacin in tiamin), fitosteroli
(B-sitosterol, stigmasterol in lanosterol), triterpeni (B-amirin), polihidroksi indozilidin
alkaloid (steviamin), 40 razli¢nih spojin identificiranih v oljni frakciji (spatulenol,
kariofilen oksid, B-kariofilen in B-pinen), 17 aminokislin, nenasicene mascobne kisline
(oleinska, linolna, linolenska, stearinska, palmitinska in palmitolinolna) in minerali (kalcij,
fosfor, kalij, natrij, Zzelezo, magnezij, Zveplo, baker, kobalt, mangan, cink, selen in

molibden) (4, 5).

1.2 STEVIOLNI GLIKOZIDI

Z razliénimi analitskimi tehnikami je bilo do danes dolocenih ze ve¢ kot 30 steviolnih
glikozidov. Njihova celokupna vsebnost obi¢ajno znasa do 20 % suhe teze listov. Glavna
glikozida sta steviozid, obicajno 4-14 % suhe teze listov, in rebaudiozid A, 2-4 %, ki sta
tudi najslajsi komponenti v rastlini. Sledijo jima rebaudiozid C (1-2 %), dulkozid A
(0,4-0,7 %), rebaudiozid D, rebaudiozid E, rebaudiozid F, dulkozid C in steviolbiozid
(>0,4 %). V zadnjih nekaj letih je bilo zahvaljujo¢ novim tehnikam (tekocinska
kromatografija sklopljena z masno spektrometrija — LC-MS) odkritih Se nekaj novih
rebaudiozidov (5, 6).

Zastopanost teh spojin je najvecja v listih, medtem ko je vsebnost v cvetovih in steblih 7-8
in 12—13 krat manj$a. V semenih je koli¢ina glikozidov 2-2,5 krat manjsa kot v cvetovih, v
koreninah pa so te koli¢ine skoraj nezaznavne (0,1 %). Prav tako se delez in koli¢ina
glikozidov v listih razlikuje glede na starost in razvojno stopnjo rastline. V mlajsih listih je
vsebnost glikozidov vi§ja kot v odraslih listih (7).

Na kopicenje glikozidov v listih vpliva precej dejavnikov: dolzina dneva, son¢no

obsevanje, znotraj- in medsortne razlike, temperatura zraka in razpoloZzljivost hranil (8).



1.2.1 STEVIOZID IN REBAUDIOZID A

Zaradi izredne sladkosti in visoke vsebnosti v listih sta steviozid in rebaudiozid A najbolj
zanimivi spojini v steviji. Izmed vseh steviolnih glikozidov najdemo v literaturi najve¢
podatkov ravno o njiju. Kolic¢ina teh dveh glikozidov v listih je eden izmed pokazateljev
uspesnosti gojenja stevije in kakovosti pridelka.

V preglednici | so prikazani podatki o njuni koli¢ini v vzorcih, ki so bili pripravljeni iz
listov stevije nabranih v razli¢énih regijah po vsem svetu. Rastline so rastle v zmerno
toplem in subtropskem pasu, na obmocjih z razlicno koli¢ino padavin in na razli¢nih
nadmorskih visinah. Zaradi razli¢nih agroklimatskih pogojev je vsebnost glikozidov precej
razliéna, od 3,17 do 12,75 % za steviozid in od 0,6 do 7,27 % za rebaudiozid A,

preracunano na suho tezo listov.

Preglednica I: Vsebnost steviozida in rebaudiozida A v razli¢nih vzorcih pripravljenih iz listov stevije

v razli¢nih drzavah

Vsebnost steviol glikozida v suhi

snovi (%)
Drzava Steviozid Rebaudiozid A | Referenca
Paragvaj — vzhod 4,36-9,89 ni podatka 13
Argentina — severovzhod | 3,78-9,84 1,62-7,27 12
ZDA - jug 7,51-12,75 1,98-6,44 10
Indija 3,348-6,754 1,286-2,378 14
Indija 3,17-9,94 ni podatka 15
Rusija 5,8 1,2 16
Ukrajina 4,8 1,3 16
Italija - severovzhod 3,54-8,96 3,65-6,32 9
Italija — jug 8,36 5,72 7
Italija — jug 4,1-8,2 0,6-4,4 17
Nemcija 6,97-8,75 3,98-5,44 11




1.2.1.1 ZETEV IN VSEBNOST STEVIOZIDA IN REBAUDIOZIDA A

Zetev je najprimernejsa tik pred cvetenjem, ko je koncentracija steviolnih glikozidov v
listih najvecja. Pred cvetenjem je vegetativna rast najintenzivnej$a, biomasa se povecuje in
s tem tudi koli¢ina glikozidov v listih (3).

Tavarinijeva in Angelinijeva (2013) sta preucevali vpliv ¢asa Zetve na vsebnost steviolnih
glikozidov v listih stevije, posajeni na severovzhodu Italije. Najvi§ja vsebnost steviozida je
bila na koncu julija, ko je rastlina bujno rastla, sredi septembra, ko je rastlina zacela
cveteti, pa se je zmanjSala. Za razliko od steviozida se je vsebnost rebaudiozida A od
zacetka julija do septembra prvo leto povecevala, v drugem letu pa je bila najvi§ja na
koncu julija. Kljub temu pa se je razmerje med vsebnostma rebaudiozida A in steviozida
od julija do septembra povecalo v obeh letih gojenja (9).

Moraesova in njeni sodelavci (2013) so preucevali vpliv Stevila zetev na vsebnost sladkih
glikozidov v listih stevije, ki je rastla na severu zvezne drzave Mississippi, kjer je vlazno
subtropsko podnebje z zmernimi zimami, brez hudega mraza. Rastline so pozeli trikrat
zapored (razmik 60 dni), dvakrat zapored (razmik 90 dni) in enkrat na leto. Ugotovili so,
da se pri trikratni zetvi vsebnosti steviozida (11,16, 11,68, 11,53 % na suho snov listov)
med Zzetvami niso bistveno spremenile, vecja nihanja so se pojavila v vsebnostih
rebaudiozida A (3,12, 6,44, 4,34 %). Pri dvakratni Zetvi je bila razlika v vsebnostih
steviozida (12,75, 11,91 %) prav tako majhna, medtem ko se je vsebnost rebaudiozida A
(3,63, 1,98%) med prvo in drugo zetvijo zmanjSala. Enkrat poZete rastline so imele
vsebnost steviozida (7,51 %) manjso in rebaudiozida A (5,68 %) vecjo v primerjavi s
tistimi pri veckratnih Zetvah. Posledi¢no je bilo razmerje med rebaudiozidom A in

steviozidom vecje pri enkratni kot pri veckratni Zetvi (10).

1.2.1.2 RAZMERJE REBAUDIOZID A/STEVIOZID

Poleg celokupne koli¢ine glikozidov je pomembno tudi razmerje rebaudiozid A/steviozid.
Visje kot je, boljsa je kvaliteta sladkega okusa. Slednjo lahko poslabsa predvsem grenak
priokus, ki ga ima po zauzitju steviozid. Razmerje je pomembno tudi za oceno kakovosti
pridelka. Visja kot je relativna koncentracija rebaudiozida A v listih, kakovostnejsi je
pridelek. Z upostevanjem tega dejstva sta Tavarinijeva in Angelinijeva zakljucili, da je

najboljsi pridelek pridobljen v septembru, Moraesova s sodelavci pa potrdila, da je



enkratna Zetev stevije primernejSa kot veckratne Zetve, saj daje ve€ji in kakovostnejsi

pridelek (9, 10).

1.2.2 STRUKTURA

Steviolni glikozidi so tetracikli¢ni glikozidi. Osnovna struktura je steviol (1) (ent-kaurenski
skelet (2)), na katerega so preko hidroksilne in karboksilne skupine pripete razli¢ne

sladkorne enote (slika 2).

©H)
O @9 @ °

Slika 2: Strukturi steviola (1) in ent-kaurenske Kisline (2).

Steviozid (3) ima na aglikon steviol pripeto eno glukozno enoto preko estrske vezi in eno
soforozno enoto (diglukoza z B-1,2 vezjo) preko etrske vezi. Rebaudiozid A (4) je produkt
glukozilacije steviozida, pri ¢emer se glukoza veze na soforozno enoto preko B-1,3

glikozidne vezi (slika 3) (2).

©)

Slika 3: Strukturi steviozida (3) in rebaudiozida A (4).



1.2.3 FIZIKALNE IN SENZORICNE LASTNOSTI

Od vseh sladkih diterpenskih glikozidov imata steviozid in rebaudiozid A najbolje opisane
in raziskane fizikalne in senzori¢ne lastnosti. Za razliko od sladkorja ne fermentirata, sta
stabilna pri visoki temperaturi (do 200°C) in skozi $irSe pH obmocje (2-10), kar je velika
prednost v primerjavi z mnogimi nizkokalori¢nimi sladili. Rebaudiozid A je nestabilen pri
dolgotrajnem izpostavljanju son¢ni svetlobi oz. UV sevanju. Topnost steviozida v vodi je
1 % (w/v). Zaradi dodatne glukoze je rebaudiozid A bolj polaren in zato tudi bolj topen.
Vendar pa topnost v vodi ne predstavlja problema pri uporabi, saj so koli¢ine, ki se
uporabljajo za slajenje zivil, majhne (3, 18).

Steviozid in rebaudiozid A sta zelo sladki snovi v primerjavi s saharozo, rebaudiozid A je
350-450-krat in steviozid 250-300-krat bolj sladek kot saharoza, nekateri viri navajajo tudi
manjSe vrednosti, 150-320-krat za rebaudiozid A in 110-270-krat za steviozid. Njuna
sladilna mo¢ se sinergistiéno poveca z mesanjem z drugimi sladili (aspartam). Od vseh
steviolnih glikozidov ima rebaudiozid A najbolj kvaliteten okus, ker povzroca najmanj suh,
trpek in grenek okus v ustih. Da se zmanjsa ta efekt, je priporocljivo, da je vsebnost

rebaudiozid A vsaj 50% celokupne vsebnosti steviolnih glikozidov (1, 2, 18).

1.2.4 FARMAKOLOGIJA

Za zdravilne ucinke stevije so vedeli ze indijanci v Juzni Ameriki. Tam je postala
popularna v alternativni medicini in zeliS€arstvu, predvsem za zdravljenje diabetesa.
Ekstrakti stevije in njeni sladki glikozidi so nekalori¢ni, imajo visoko sladilno mo¢, zato je
potrebna majhna koli¢ina za sladilen ufinek. Zaradi teh lastnosti je primerna kot
nadomestek sladkorja za diabetike in debele ljudi (19).

Steviolni glikozidi imajo Sirok spekter famakoloskih uc¢inkov, predvsem antihipertenzivno,
antihiperglikemicno, protivnetno, antidiaroicno, pa tudi protitumorno, nekariogeno in
antiaterosklerozno delovanje (19, 20). Za antioksidativno delovanje pa so odgovorni

polifenoli v listih (5).



Antihipertenzivno delovanije

Steviozid zavira vdor kalcijevih ionov v celice gladkih misic arteriol, kar povzroci njihovo
vazodilatacijo in posledi¢no zmanjSanje perifernega upora. Prav tako pospesi diurezo in
natriurezo, kar vodi v zmanjSanje volumna krvi. Oba skupaj, zmanjSan periferni upor in
zmanj$an volumen krvi, pa vplivata, da se krvni tlak zniza. Te antihipertenzivne ucinke

izkazujejo tudi drugi steviolni glikozidi in sam ekstrakt (19).

Antihiperglikemiéno delovanje

Raziskave poro¢ajo o antihiperglikemi¢nem delovanju steviozida in njegovih sorodnih
spojin, vendar mehanizmi $e niso dokon¢no in povsem raziskani. Domnevajo, da naj bi se
raven glukoze v krvi znizala na dva nacina, in sicer z zmanjSanim nastajanjem v jetrih in s
povecanim privzemom v periferna tkiva. Steviozid zavira nastajanje glukoze v jetrih z
zaviranjem izloCanja glukagona iz a-celic pankreasa, kar vpliva na glukoneogenezo in
glikogenolizo, in z zmanjSanjem ekspresije genov za encim fosfoenolpiruvat-
karboksikinazo, regulatorni encim pri glukoneogenezi. Po drugi strani, pa steviozid, steviol
in rebaudiozid A stimulirajo privzem glukoze v periferna tkiva z delovanjem na B-celice
pankreasa, da izloCi ve€ inzulina, in s povecano obcutljivostjo perifernih tkiv na inzulin, da

privzamejo veé glukoze (19).

Ucinki, ki vplivajo na raven glukoze v krvi in krvni tlak, se pokaZejo samo takrat, ko so
njune vrednosti vi§je od normalnih. Nasprotno pa se ucinki ne pojavijo pri normotenzivnih
ljudeh in ljudeh z normalnimi vrednostmi glukoze v krvi. Prav tako se ti ucinki pokazejo
Sele pri vi§jih odmerkih (5-10 mg/kg telesne mase/dan izrazeno kot steviol), pri niZjih
vrednostih, ki so sprejemljive za dnevni vnos (pod 4 mg/kg tm/dan izrazeno kot steviol), pa

tega u¢inka ni (6, 19, 20).



Protivnetno delovanje

Studije in vivo in in vitro so pokazale, da imajo glikozidi iz stevije protivnetni uéinek.
Tako steviozid kot tudi rebaudiozid A, rebaudiozid C in dulkozid A zavirajo vnetje koze,
ki je bilo lokalno izzvano z 12-O-tetradekaniolforbol-13-acetatom. Steviozid naj bi poleg
tega zaviral z lipopolisaharidi sprozeno sproS¢anje dveh proinflamatornih citokinov,
TNF-a in IL-1B, in dusikovega oksida, le-ti pa sodelujejo pri razvoju razliénih vnetnih
obolenjih. Steviozid naj bi preprecil nezelene ucinke vnetnega odziva pri okuzenih ljudeh,
pri zdravih pa naj bi okrepil naravno imunost s spodbujanjem aktivnosti monocitov proti
prihodnjim okuzbam (19, 20).

Antidiaroi¢no delovanje

Diarejo pogosto povzroc¢ajo okuzbe z bakterijami in virusi, kar lahko privede do poskodb
¢revesja in okvare njegovih funkcij. Vro¢i vodni izvlecki imajo baktericidno delovanje in
zavirajo rast rotavirusov, ki so povzrocitelji gastroenteritisov pri otrocih. Steviolni
glikozidi vplivajo na motori¢no in sekrecijsko diarejo. Za slednjo je znacilno, da je
izlo€anje vode in elektrolitov vecje kot njihova absorpcija. Vecinoma nastane zaradi okuzb
z bakterijami (Vibrio cholera, Escherichia coli). Njihovi toksini posredno pospesijo aktivni
transport kloridnih ionov, kar privede do pasivnega prehajanja vode in ionov v lumen
tankega ¢revesa. Posledica je velika izguba vode in dehidracija. Steviol in nekateri njegovi
analogi (dihidroizosteviol) reverzibilno zavirajo posebne kloridne kanalcke, zato je aktivni
transport onemogocen, kar vodi v izgubo vecje koli¢ine vode. Pri motori¢ni diareji je
opazna povecana gibljivost ¢revesa, kar povzro¢i krajSe zadrzevanje vsebine v njem in
privede do slabse absorpcije in vecje izgube tekocine. Steviozid se je izkazal kot u¢inkovit
tudi pri tej vrsti diareje, saj zavira kréenje gladkih miSic crevesa, ki ga sprozi vdor

kalcijevih ionov v miSi¢ne celice (19).



Drugo

Tako kot druga sladila, imajo sladki glikozidi stevije pomembno vlogo pri preprecevanju
zobne gnilobe oziroma kariesa. ViS§ji odmerki steviozida in izvleCka stevije znacilno
zavirajo rast bakterij, kar Se okrepi nekariozno delovanje (6). Imeli naj bi tudi protitumorno
delovanje, saj naj bi vplivali na klju¢ne faktorje pri razvoju rakavih obolenj. Poleg tega naj
bi zmanj$ali oksidativni stres in vnetje, ki sta pomembna pri razvoju ateroskleroze (19, 20).
Metanolni izvlecki stevije so pokazali izredno antioksidativno delovanje, ki ga lahko

pripiSemo prisotnosti flavonoidov in drugih fenolnih spojin v listih (5).

Vecina raziskav je bilo narejenih na celi¢nih kulturah, izoliranih tkivih in testnih zivalih,
manj pa je bilo izvedenih raziskav na ljudeh (19). Tudi mehanizmi delovanj niso povsem
pojasnjeni, kot tudi ne, ali je za dolo¢en u€inek odgovorna ena spojina ali kombinacija ve¢
spojin, ali so odgovorni samo steviolni glikozidi, ali tudi drugi metaboliti v steviji, kot so
B-karoten, riboflavin, tiamin, austroinulin, razli¢ni terpeni in flavonoidi, ki tudi izkazujejo

terapevtske koristi (6).

1.2.5 FARMAKOKINETIKA

Steviozid in njegovi analogi imajo relativno visoko molekulsko maso (>800), zaradi ¢esar
se zelo slabo ali sploh ne absorbirajo v prebavnem traktu. V bakterijski mikroflori se
pretvorijo v steviol tako, da bakterijske glukozidaze zaporedno cepijo glukozne enote, ki so
pripete na aglikon steviol (slika 4). Slednji dobro prehaja skozi membrane enterocitov s
pasivno difuzijo in s pomoc¢jo membranskih prenaSalcev, ter se po portalni veni prenese do
jeter, kjer je podvrzen nadaljnji presnovi. V Studijah Se ni bilo dokazano, vendar
domnevajo, da naj bi v prvi fazi presnove nastali oksidirani metaboliti, nato pa naj bi se ti v
drugi fazi konjugirali z glukuronsko kislino do steviol glukuronida. Absorpcija in presnova
potekata pri ljudeh in zivalih enako, razlike pa se pojavijo pri izlo¢anju. In vivo $tudije na
podganah so pokazale, da se steviol glukuronid izteka z Zol¢em v prebavni trakt in se nato
izlo¢i z blatom. Studije na ljudeh pa kaZejo, da se steviol glukuronid po vstopu v sistemski

krvni obtok nadalje izlo¢i preko ledvic, nekaj malega pa se ga izloci z blatom (19, 21).
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V kolonu - razgradnja do steviola:
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bakterijsko glukozidazo
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Slika 4: Presnova rebaudiozida A pri ljudeh in podganah.
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1.2.6 ZAKONODAJA

Evropska komisija je 11. novembra 2011 sprejela uredbo st. 1131/2011, ki v Evropski
skupnosti dovoljuje uporabo ekstraktov rastline Stevia rebaudiana oz. steviolnih glikozidov
kot aditiv za zivila z oznako E960 v razredu sladil.

Ce so steviolni glikozidi uporabljeni v Zivilu, morajo biti navedeni v seznamu sestavin,
prav tako je potrebno oznaciti embalazo z napisom »s sladilom«.

Zaradi pomanjkljivih dokazov o varnosti, uporaba v zivilih ni dovoljena za sveze ali
posusene dele rastlin vrst Stevia. Dovoljena pa je uporaba steviolnih glikozidov v velikem
naboru kategorij zivil: v brezalkoholnih in alkoholnih pijacah, omakah, juhah, namazih,
mle¢nih in finih pekovskih izdelkih (oblati za peko), ribjih proizvodih, slas¢icarskih
izdelkih, marmeladah, dzemih, ¢okoladnih in kakavovih proizvodih, Zivilih za posebne
zdravstvene ali prehranske namene, prehranskih dopolnilih in tudi kot namizna sladila
(22).

1.2.7 VARNOST

Do sedaj so bile izvedene Stevilne toksikoloske $tudije, in vitro in in vivo studije na Zivalih
in nekatere toleran¢ne Studije na ljudeh. Na podlagi rezultatov teh Studij je Evropska
agencija za varnost hrane (EFSA) zakljucila, da steviolni glikozidi niso rakotvorni,
genotoksi¢ni ali povezani z reproduktivno ali razvojno toksi¢nostjo. Dolocila je sprejemljiv
dnevni odmerek, in sicer 4 mg/kg telesne mase/dan, izrazeno kot steviol. Ta vrednost bi
lahko bila presezena pri tistih posameznikih, ki uzivajo vec¢ kategorij zivil, ki vsebujejo

steviolne glikozide (22, 23).

1.2.8 ANALITIKA

1.2.8.1 1zoLACIIA

Steviolne glikozide iz posusenih listov najpogosteje pridobivajo z ekstrakcijo z vro¢o vodo
(11). Z namenom odstraniti vpliv matriksa lahko po ekstrakcijski stopnji sledi ekstrakcija
na trdni fazi (angl.: solid phase extraction — SPE), ve¢inoma s kartusami s C-18 polnilom
(5, 11).
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Da bi se izognili uporabi organskih topil (kloroform in metanol), ki jih je Makapugay
uporabil pri ekstrakciji v Soxhlet aparaturi, je Kolb razvil metodo, pri kateri se kot topilo
za ekstrakcijo uporablja 70 % etanol, ki ima manjsi vpliv na okolje in zdravje ljudi (12).

V uporabi so tudi druge vrste ekstrakcij, ki potekajo krajsi ¢as in pri nizjih temperaturah ter
imajo boljse izkoristke. Te so vodna ekstrakcija z mikrovalovi (angl.: microwave-assisted
water), ultrazvo¢na ekstrakcija (angl.: ultrasound), ekstrakcija s superkritiénimi
tekoCinami (angl.: supercritical fluid) (5) in ekstrakcija s pomocjo encimov

(angl.: enzyme-assisted) (2).

1.2.8.2 LOCITEV IN DETEKCIJA

Najpogosteje uporabljena analitska metoda za dolocitev steviolnih glikozidov je teko¢inska
kromatografija visoke lo¢ljivosti (HPLC), pri kateri se za locCitev uporabljajo C-18 (24),
HILIC (11) in amino (10, 11, 12) kolone. Vecinoma se uporabljajo amino kolone, ki imajo
visoko selektivnost za vse steviolne glikozide, vendar pa so slabo ponovljive in imajo dolg
Cas, potreben za vzpostavitev ravnotezja. V nasprotju z njimi so C-18 in HILIC kolone bolj
robustne, vendar kazejo slabo selektivnost za locitev rebaudiozida A in steviozida, kar pa
se lahko resi z gradientno elucijo ali z uporabo dveh kolon (11). Kot mobilno fazo se
uporablja meSanica vode in acetonitrila v razli¢nih razmerjih.

Po HPLC locitvi se za detekcijo pogosto uporablja UV detektor pri valovni dolzini 210 ali
200 nm, ki pa ima nizko obcutljivost. Ob¢utljivost se lahko poveca za faktor 3-5 z uporabo
CAD (angl.: charged aerosol detector) ali PAD (angl.: pulsed amperometric detector).

Izmed vseh pa ima najvec¢jo obcutljivost masni spektrometer (5).

Kot druge analitske metode za dolocitev steviolnih glikozidov v steviji se omenjajo Se
kapilarna elektroforeza, bliznja infrarde¢a spektroskopija (6), tankoplastna kromatografija
visoke locljivosti (14), tekoCinska kromatografija ultra visoke locljivosti sklopljena z
masno spektrometrijo, ki je primerna za rutinsko delo (17) in desorpcijska elektrosprej
ionizacijska masna spektrometrija (angl.: desorption electrospray ionization mass

spectrometry), ki ne zahteva predhodne priprave vzorcev (5).
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2 NAMEN DELA

V prvem delu diplomske naloge bomo izvedli optimizacijo in validacijo metode za
dolocitev dveh glavnih steviolnih glikozidov v steviji (steviozida in rebaudiozida A), ki so
jo uporabili Woelwer-Rieckova in sodelavci (2010) (11). Delo bo zajemalo vodno
ekstrakcijo posusenih nadzemnih delov stevije, ¢iS¢enje vzorca z ekstrakcijo na trdni fazi
in nato loCevanje in dolocitev glikozidov stevije s pomocjo tekodinske kromatografije
visoke locljivosti. Detekcija bo potekala z detektorjem z nizom diod — DAD (angl.: diode

array detector) v UV delu spektra.

V drugem delu diplomske naloge bomo vzorcem zeli sedmih sort stevije z razli¢nimi
kemotipi, ki so bile pozete dvakrat v letu, dolo¢ili vsebnost steviozida in rebaudiozida A.
Ugotavljali bomo morebitne razlike v vsebnostih med poletno in jesensko Zetvijo ter med

razli¢nimi kemotipi.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

Rastlinski material

Na Institutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenje (IHPS) so bile iz semen Sestih
razlicnih sort iz Paragvaja in potaknjencev neznane sorte z zeliS¢nega vrta IHPS
(preglednica 1) vzgojene sadike, ki so bile spomladi leta 2012 posajene v vrt. Avgusta
(14.8.), pred cvetenjem, in konec oktobra (24.10.) istega leta, je bilo nabranih po 10 rastlin
vsake sorte (nadzemni deli). Susene so bile dva dni pri 30-35°C v susilnici istega intituta.
Pred ekstrakcijo smo posusene rastline zmleli in premesali, da smo dobili homogen vzorec.
Za analizo smo imeli pripravljenih 14 vzorcev (7 kemotipov, 2 Zetvi) upraSene droge, ki

smo jih shranjevali v plasti¢nih vre¢kah in v zamrzovalniku pri -18°C.

Preglednica I1: Kemotip in izvor stevije

Kemotip Izvor
Eirete | Paragvaj
Eirete Il Paragvaj
Katupyry Paragvaj
Morita A Paragvaj
Morita B Paragvaj
Native Paragvaj
Neznan kemotip z zelis¢nega vrta IHPS | Slovenija

Kemikalije

- acetonitrii CHROMASOLV® za HPLC (C;H3N), min. 99,9 %, Sigma-Aldrich
(Nemcija)

- demineralizirana voda (H,0), ki zadostuje pogojem po 1SO 3696:1998

- metanol CHROMASOLV® za HPLC (CH40), min. 99,9 %, Sigma-Aldrich (Nem¢ija)

Standardi
- rebaudiozid A (C44H70023, MM=967,03), min. 96 %, Sigma-Aldrich (Nemcija)

- steviozid (C3sHgoO15, MM=804,88), min. 90 %, PhytoLab (Nemcija)
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Laboratorijski pribor

- kartuse (angl.: cartridges) za ekstrakcijo na trdno fazo: DSC-18, 3 mL, 500 mg

(Discovery)

membranski filtri: 0,45 pm, ¢ 25 mm, celulozni acetat, rumeni, nesterilni (LabLogistics
Group GmbH)

polnilne pipete: 1, 2, 5 mL (Hirschmann, Assistent)

avtomatske pipete: 1 mL (Hirschmann laborgerate), 5 in 10 mL (Transferpette S)

nastavki za pipete (Finntip 250, Universal)
merilne bucke: 5, 10, 25 mL (Brand, Hirschmann)

merilni valji: 50, 100 mL (Assistent)

viale: 1,5 mL, rjavo steklo (Supelco)

steklene in plasti¢ne Case

steklene epruvete z zamaskom na navoj: 10 mL

plasticne kapalke

brizga: 5 mL

kovinski ¢olnic¢ek

posodice za dolocanje vlage, 200 mL

Aparature
- analitska tehtnica; max. 220 g, d = 0,1 mg (Sartorius)

analitska tehtnica; max. 220 g, d = 0,001g (Sartorius)

HPLC kolona; Luna Silica, 250 mm x 4,6 mm; 5 um (Phenomenex)
HPLC sistem (Agilent Technologies 1200 Series)

Detektor z nizom diod (DAD) (Agilent)

Programska oprema (Agilent Chem Station)

centrifuga; Biofuge primo (Heraeus Instruments)
vodna kopel, VK200 ERN (Inkolab)
susilnik, ST-01/02 (Instrumentaria)

ultrazvocna kadicka (Sonis)

eksikator

kavni mlin¢ek (Bosch)
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3.2 METODA DELA

3.21 PRIPRAVA EKSTRAKTA STEVIOLNIH GLIKOZIDOV 1Z ZELI
STEVIJE

1z zeli stevije smo Zeleli pridobiti steviolne glikozide na enostaven nacin, prav tako smo
zeleli uporabiti ¢im manj organskih topil, zato smo se odlo¢ili, da glikozide izoliramo po
postopku opisanem v ¢lanku Woelwer-Rieckove in sod. (11). Pri tem postopku gre za
ekstrakcijo steviolnih glikozidov z vodo in nato ¢i¢enje vzorca z ekstrakcijo na trdni fazi

(SPE) ter na koncu dolo¢itev s HPLC.

3.2.1.1 EKSTRAKCIJA Z VODO

V epruveto smo natanéno natehtali priblizno 0,25 g uprasene droge, z avtomatsko pipeto
dodali 8,0 mL vode, zaprli s plasti¢nim pokrovékom in pretresli. Nato smo na vodni kopeli
(nastavljena temperatura 100°C) zmes segrevali 30 minut (slika 5). Po preteCenem casu
smo epruveto ohladili na sobno temperaturo in jo centrifugirali 15 minut pri 4000
obratih/min. Supernatant smo prenesli v 25 mL merilno bucko, usedlini pa dodali 8,0 mL
vode in pretresli. Ekstrakcijo in centrifugiranje smo ponovili e dvakrat. Obakrat smo
supernatant po koncu centrifugiranja dodali k prvemu v 25 mL bucki in nato dopolnili do

oznake z vodo. Dobili smo raztopino, ki smo jo nadaljnje uporabili pri SPE.

Slika 5: Vodna kopel VK 200 ERN, Inkolab.
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3.2.1.2 EKSTRAKCIJA NA TRDNI FAZI (SPE)

VW W

SPE je izredno uporabna tehnika za ekstrakcijo komponent, koncentriranje in ¢iséenje
vzorcev. Osnovni princip je porazdelitev ene ali ve¢ komponent med tekoCo fazo
(vzorcem) in trdno fazo (sorbentom). Njena uporaba je zelo razSirjena zaradi Stevilnih
prednosti, ki jih ima pred ekstrakcijo tekoce/tekoce. Te so popolna fazna locitev, boljsi

izkoristek ekstrakcije in uporaba manjsih koli¢in organskih topil. (25, 26).

Postopek ekstrakcije sestoji iz naslednjih stopenj: kondicioniranje kolone, odstranitev
aktivacijskega topila, nanos vzorca, spiranje nezelenih snovi, elucija Zelenih komponent.

S kondicioniranjem povrsine polnila (trdne faze) kolono aktiviramo, kar pomeni, da se

analit bolje veze. Mi smo pri tej stopnji uporabili metanol.

Naslednji korak je odstranitev aktivacijskega topila. Najveckrat to storimo s tekocino, ki

ima podobno sestavo kot matriks vzorca. V nasem primeru je bila to demineralizirana
voda.

Sledi nanos vzorca, ki ga lahko spus¢amo skozi kolono z nadtlakom ali pustimo, da prosto
pada. Pri prehodu vzorca skozi kolono se bodo Zelene in nezelene komponente, zadrzale na
polnilu.

V naslednji fazi SPE spiramo kolono s primernim topilom in pri tem odstranimo nezelene

komponente iz polnila. V naSem primeru smo uporabili vodo in nato Se meSanico
acetonitrila (MeCN) in vode v razmerju 2:8 (v/v).

Polnilo nato susimo v vakuumu ali z dusikom, kar traja nekaj minut.

Zadnja faza SPE je elucija analita s polnila s primernim organskim topilom (26). Za elucijo

steviolnih glikozidov smo uporabili mesanico MeCN/H,O v razmerju 8:2 (V/v).

Priprava mesanice MeCN/H,0 (8:2 v/v)

Pri ekstrakciji na trdni fazi potrebujemo za zbiranje steviolnih glikozidov mesanico MeCN
(80 %) in precis¢ene vode (20 %). Za pripravo 100 mL meSanice Smo v enem merilnem
valju odmerili 80 mL MeCN in v drugem 20 mL precis¢ene vode, oboje prelili v stekleno

posodo z zamaskom in pretresli.
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Priprava meSanice MeCN/H->0 (2:8 v/v)

Za spiranje nezelenih komponent s kolone potrebujemo mesanico MeCN in prediséene
vode v razmerju 2:8 (v/v). Za pripravo 100 mL meSanice smo v enem merilnem valju

odmerili 20 mL MeCN in v drugem 80 mL pre¢is¢ene vode, oboje prelili v stekleno

posodo z zamaskom in pretresli.

Potek SPE

Za SPE smo uporabljali kartuse DSC-18 (Discovery) (slika 6), ki smo jih najprej sprali s 3
mL metanola in nato s 3 mL vode. Pazili smo, da se po aktivaciji polnilo ni posusilo, zato
smo vedno pustili nekaj mm topila nad polnilom. Po aktivaciji smo nanesli 0,4 mL vzorca
(raztopina iz prej$nje faze), temu je sledilo spiranje nezelenih snovi s 3 mL vode in 5 mL
mesSanice MeCN/H,0O (2:8 v/v). Po kon¢anem spiranju Smo kolono pustili susiti na zraku 3
minute in eluat, ki se je stekal pod kolono, zavrgli. Nazadnje je sledila elucija steviolnih
glikozidov z 2 mL mesanice MeCN/H,O (8:2 v/v). Spodaj pod kolono smo v 10 mL
merilno bucko zbirali eluat in na koncu dopolnili do oznake z isto meSanico topil (slika 7).
Pripravljeno raztopino smo filtrirali skozi 0,45 um membranski filter, prenesli v vialo in jo

shranili do analize v zamrzovalniku pri -18°C.

Slika 6: Kartuse SPE, DSC-18, 500 mg, Discovery.
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KONDICIONIRANJE NANOS VZORCA IZPIRANJE ELUCIJA
1. metanol (3 mL) 0.4mL 1. voda 2. MeCN/voda (2:8 v/v) MeCN/voda (8:2 v/v)

2. voda (3 mL) (3mL) (5mL) (mL)

J | & 1 |

ODPAD ZBIRANJE VBUCKO

Slika 7: Shematski prikaz poteka SPE in fotografije kolone v posamezni fazi ekstrakcije.

3.2.2 PRIPRAVA OSNOVNIH STANDARDNIH RAZTOPIN

Priprava osnovne standardne raztopine rebaudiozida A s koncentracijo 1 g/L

Osnovno standardno raztopino rebaudiozida A smo pripravili tako, da smo natan¢no
natehtali priblizno 10 mg standarda rebaudiozida A (preglednica IlI). Natehto smo
kvantitativno prenesli v 10 mL merilno bucko in dopolnili do oznake z meSanico
MeCN/H,0O (8:2 v/v). Bucko smo za 5 min postavili v ultrazvo¢no kadicko, da se je

rebaudiozid A popolnoma raztopil. Raztopina je bila pripravljena za nadaljnje red¢enje.

Preglednica I11: Priprava osnovne standardne raztopine rebaudiozida A
Masa (REB-A7) = 10,1 mg
Volumen (bucka) =10 mL
Koncentracija (REB-A7) = 1010 mg/L
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Priprava osnovne standardne raztopine steviozida s koncentracijo 0,8q/L

Osnovno standardno raztopino steviozida smo pripravili tako, da smo natan¢no natehtali
priblizno 8 mg standarda steviozida (preglednica 1V). Nadalje smo postopali enako kot pri

pripravi osnovne standardne raztopine rebaudiozida A.

Preglednica IV: Priprava osnovne standardne raztopine steviozida
Masa (STE7) = 8,4 mg
Volumen (bucka) =10 mL
Koncentracija (STE7) = 840 mg/L

3.2.3 VALIDACIJSKI POSTOPKI ZA  DOLOCITEV STEVIOLNIH
GLIKOZIDOV

Pred dolocitvijo vsebnosti steviozida in rebaudiozida A smo validirali celotno metodo, in
sicer pripravo vzorca in samo kromatografsko analizo. Ker za pripravke iz stevije ni
specificnih smernic, smo se odlo€ili, da se zgledujemo po smernicah Generalnega
direktorata za zdravje in varstvo potrosnikov »Guidance document on pesticide residue
analytical methods«, SANCO/825/00 rev. 8.1 (27). Dolo¢ili smo naslednje parametre
validacije: selektivnost, linearnost, to¢nost, natan¢nost (ponovljivost in obnovljivost) in
stabilnost (obstojnost ekstrakta). Pri izvedi validacije smo uporabili pripravljene
standardne raztopine in vzorec stevije neznanega kemotipa z zelis¢nega vrta IHPS, ki je bil

pozet v avgustu (1. zetev).

3.2.3.1 DOLOCITEV SELEKTIVNOSTI

Z dolocitvijo selektivnosti potrdimo, da nobena druga komponenta (drug analit, necistote,
razpadni produkti) v vzorcu ne moti oz. prekriva nasSega iskanega analita (28).

Po postopku opisanem v poglavju 3.2.2 smo pripravili osnovni standardni raztopini
steviozida (0,8 g/L) in rebaudiozida A (1 g/L). MeSanico standardov smo pripravili tako,
da smo v 10 mL bucko odpipetirali 0,5 mL osnovne raztopine vsakega standarda in
dopolnili do oznake z me$anico MeCN/H,0 (8:2 v/v). Vzor¢no raztopino smo pripravili v

skladu s postopkom za pripravo ekstrakta steviolnih glikozidov (priprava v poglavju 3.2.1).
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Vse pripravljene raztopine smo prefiltrirali skozi 0,45 um filter v vialo, injicirali in posneli

kromatograme.

3.2.3.2 DOLOCITEV LINEARNOSTI

Analizni postopek mora biti sposoben dajati rezultate, ki so neposredno sorazmerni s
koncentracijo analita v vzorcu. Parameter, ki nam da to informacijo je linearnost, ki jo
dolo¢imo z merjenjem raztopin standardov v razliénih koncentracijah po celotnem
delovnem obmodcju. Kot rezultat podamo enacbo linearne regresije in determinacijski
koeficient (R?). Za potrditev linearnosti metode v delovnem obmocju, mora biti vrednost
determinacijskega koeficienta vecja ali enaka 0,99. Prav tako moramo linearnost preveriti z
risanjem umeritvene krivulje, ki ponazarja odvisnost merjene koli¢ine od koncentracije
analita (28).

Za dolocitev linearnosti v obmocju koncentracij od 5 mg/L do 100 mg/L, smo z red¢enjem
osnovne standardne raztopine (postopek opisan v poglavju 3.2.2) pripravili Sest razli¢nih
koncentracij standarda, kot prikazujeta preglednica V za rebaudiozid A in preglednica VI
za steviozid.

Vsako bucko smo na koncu dopolnili do oznake z meSanico MeCN/H,O (8:2 v/v),

prefiltrirali skozi 0,45 um filter v vialo, injicirali in posneli kromatograme.

Preglednica V: Prikaz priprave standardnih raztopin rebaudiozida A (REB-A) za dolodanje

linearnosti
Volumen REB-A [mL] Volumen | Koncentracija

Standard bucke standarda

REB-A7 | REB-A6 | REB-A3 | REB-A2 | [my/L]
REB-A1l ) 10 5,1
REB-A2 5 10 10,1
REB-A3 2 10 20,2
REB-A4 0,4 10 40,4
REB-A5 0,6 10 60,6
REB-A6 1 10 101,0
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Preglednica VI: Prikaz priprave standardnih raztopin steviozida (STE) za dolo¢anje linearnosti

Volumen STE [mL] Volumen | Koncentracija
Standard bucke standarda

STE7 | STE6 | STE5 | STE3 | STE2 | ] [mg/L]
STE1 5 10 6,3
STE2 5 10 12,6
STE3 5 10 25,2
STE4 0,5 10 42,0
STES 5 10 50,4
STEG6 3 25 100,8

3.2.3.3 DOLOCITEV NATANCNOSTI METODE (PONOVLJIVOST, OBNOVLJIVOST)

Natan¢nost metode nam pove, kaksna je medsebojna skladnost rezultatov v seriji meritev,
ki smo jih dobili z vec¢kratnim analiziranjem istega vzorca pod istimi pogoji. Podamo jo
kot standardni odklon (s) ali kot relativni standardni odklon (RSD) (28).

Natan¢nost metode podajamo kot:

- ponovljivost (angl.: repeatability), ki je natan¢nost rezultatov, ki jih dobimo pri uporabi
doloc¢ene metode, izvedene znotraj kratkega ¢asovnega obdobja in pri ponovljivih pogojih
(ista metoda in vzorec, isti analitik, isti laboratorij in oprema).

- obnovljivost (angl.: reproducibility), ki je natan¢nost rezultatov, ki jih dobimo pri
razli¢nih pogojih (razli¢ni analitiki, razli¢ni dnevi analize, razli¢ni laboratoriji in oprema),

vendar uporabimo isto metodo in isti vzorec (26).

Ponovljivost metode (ekstrakcija in kromatografija) smo preverili s Sestimi ponovitvami
istega vzorca, tako da smo pripravili Sest ekstraktov steviolnih glikozidov po postopku
opisanem Vv poglavju (3.2.1) ter posneli kromatograme. Rezultate smo podali kot
povprecno vrednost meritev, standardni odklon in RSD. Naslednji dan smo po isti metodi
in z istim vzorcem pripravili Se Sest ekstraktov in jih analizirali. Za vrednotenje
obnovljivosti smo primerjali rezultate med prvim in drugim dnem in jo ovrednotili s

statisti¢nimi testi (F- in t-test).
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3.2.3.4 DoOLOCITEV PRAVILNOSTI OZ. TOCNOSTI METODE

Pravilnost 0z. to¢nost nam pove, ali nam daje dolo¢ena analitska metoda pravilne (to¢ne)
rezultate. Dolo¢imo jo lahko s primerjanjem rezultatov z referenénim standardom, ki nima
sistemske napake, ali z metodo standardnih dodatkov, kjer vzorcu dodajamo standard z

znano koncentracijo. Rezultat podamo kot odstotek (%) izkoristka analita (28).

Tocénost smo dolocili tako, da smo vzorcu (0,25 mg uprasene droge) dodali standardno
raztopino rebaudiozida A s koncentracijo 5,12 mg/mL, pripravljeno tako, da smo v 10 mL
bucko natehtali 51,2 mg standarda in dopolnili do oznake s pre¢is¢eno vodo.

Pred ekstrakcijo smo v pet epruvet natehtali vzorec in dodali pre¢is¢eno vodo (8 mL). K
trem vzorcem smo dodali 0,5 mL pripravljene raztopine standarda, dva vzorca sta sluzila
kot kontrola. Nato smo izvedli ekstrakcijo po postopku, ki je opisan v poglavju 3.2.1 in na

koncu posneli kromatograme.

3.2.3.5 DOLOCITEV STABILNOSTI EKSTRAKTA STEVIOLNIH GLIKOZIDOV

Priprava ekstraktov je najdolgotrajnejSi postopek pri doloCevanju steviolnih glikozidov,
prav tako ne moremo naenkrat pripraviti ve€jega Stevila ekstraktov, ki jih potem
analiziramo s HPLC. Zato je zelo pomembno, da ugotovimo, kakSna je stabilnost
glikozidov skozi daljse ¢asovno obdobje ob primernem shranjevanju.

V ta namen smo pripravili dva ekstrakta steviolnih glikozidov (priprava v poglavju 3.2.1),
ki smo ju shranjevali pri razlicnih temperaturah. Enega smo shranjevali v hladilniku pri
4°C in ga merili 4 krat v 69 dneh (1., 7., 48. in 69. dan), drugega smo postavili na sobno

temperaturo, zas¢itenega pred svetlobo in ga merili skupaj s prejSnjim vzorcem.

3.24 DOLOCITEV VLAGE

Prazno aluminijasto posodo za dolocevanje vlage smo stehtali (mg), vanjo natehtali
priblizno 4 g vzorca in ponovno stehtali (m;), dali v susilnik in susili 4 ure pri 110°C. Po

koncu susenja smo posodo pokrili in ohladili v eksikatorju ter nato ponovno stehtali (my).
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Delez vode v posuseni zeli stevije smo izracunali po enacbi 1:

w [%]vlage = TaTmO=0Tmo) g0 = T2 100 (Enaba 1)

mi;—mgp mi—mg

Legenda: w (vlaga) — delez vode v drogi, mg - masa posodice za dolo¢evanje vlage (g), m; - masa vzorca

pred suSenjem + masa posodice (g), M, - masa vzorca po suSenju + masa posodice (g)

3.25 KROMATOGRAFSKA ANALIZA

Steviolne glikozide smo dolo¢ili na HPLC sistemu (Agilent Technologies 1200 Series)
(slika 8), v katerega smo vstavili kolono z vgrajeno predkolono (Phenomenex Luna Silica,
250 mm x 4,6 mm; 5 pm). Valovno dolzino DAD detektorja smo nastavili na 210 nm.
Gradientna elucija je potekala po programu, ki je prikazan v preglednici VII, pri
temperaturi 36°C. Mobilna faza A je bila demineralizirana voda, B pa acetonitril. Pretok
smo naravnali na 1,0 mL/min, injiciranje na 30 uL. Pred injiciranjem smo kolono spirali z
mobilno fazo vsaj pol ure. Na zacetku smo injicirali raztopine standardov, nato Se
raztopine vzorcev. Po koncani analizi smo spirali kolono $e eno uro z mobilno fazo. 1z

dobljenih kromatogramov smo nato dolocili povrSine vrhov steviozida in rebaudiozida A.

Preglednica VII: Program gradientne elucije

Cas Mobilna faza A (H,0) | Mobilna faza B (MeCN)
[min] [%0] [%0]

0 20 80

7 0 100
7,01 20 80

8 20 80
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Slika 8: HPLC sistem Agilent Technologies 1200 Series.

3.2.6 IZRACUN VSEBNOSTI STEVIOLNIH GLIKOZIDOV V ZELI STEVIJE

Vsebnost steviolnih glikozidov v zeli stevije smo izracunali po enacbi 2:

Cst X Ax

mg 25
w(SG) [7 = A xmy, VX (Enacba 2)

Legenda: w (SG) [mg/g] — delez steviolnega glikozida v drogi, Cy- koncentracija standarda (mg/mL),
A - povrSina vrha analita na kromatogramu ekstrakta steviolnih glikozidov, A - povr$ina vrha analita na
kromatogramu standardne raztopine, my, - hatehta vzorca v epruveto (g), V - volumen bucke, v kateri smo

zbirali kon¢no frakcijo pri ekstrakciji na trdni fazi (mL), 25/0,4 — red¢itev

Pred vsako analizo vzorcev smo posneli kromatogram mesSanice obeh standardov in jima
dolo¢ili povrsini vrhov (Agt), ki smo ju potem uporabili pri izraCunu vsebnosti.

Pri validaciji metode (poglavje 4.2) smo to enacbo uporabili za izracun rezultatov, ki smo
jih podali v mg/g (mg dolocenega steviolnega glikozida v g droge).

Pri analizi vzorcev (poglavje 4.3) smo za lazjo primerjavo rezultate podali v g/100 g droge
ter pri izracunu upostevali Se delez vlage v posameznem vzorcu, tako da so rezultati podani

na suho snov.
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 POSKUS OPTIMIZACIJE METODE

Vpliv ¢asa ekstrakcije

Ozko grlo metode je ravno ekstrakcija z vodo, saj tu porabimo najve¢ Casa. Za trikratno
ponovitev ekstrakcije potrebujemo eno uro in pol (ena ponovitev traja pol ure), poleg tega
vsaki ponovitvi ekstrakcije sledi centrifugiranje in zbiranje steviolnih glikozidov v bucki,
kar Se podaljsa ta postopek.

Hoteli smo preveriti, ali bi lahko izvedli ekstrakcijo samo v dveh ali pa celo v eni
ponovitvi. Slika 9 prikazuje dolocitev vsebnost rebaudiozida A in steviozida v zeli stevije

enkratni, dvakratni in trikratni ekstrakciji droge.

80,0
71,4 70,2
g 00— —a
S
> 60,0
©
"g 50 0 AN
y 440

g BO e 435
= 40,0 >—
sS = Steviozid
[<B)
% E, 30,0 =—¢— Rebaudiozid A
3 200
(7]
2 10,0
c
QO
8 0,0
> 1 krat 2 krat 3 krat

Stevilo ekstrakcij

Slika 9: Vpliv $tevila ekstrakcij na rezultat analize vsebnosti rebaudiozida A in steviozida v drogi

(temperatura 100°C, ¢as ene ekstrakcije 30 min).

Predvidevali smo, da se bo vsebnost poveCevala s Stevilom ekstrakcij, vendar je bila
najvi§ja vsebnost po dveh ponovitvah, po treh pa se je znizala. Ker nismo nasli vzroka za
to zniZanje, prav tako je bila razlika zelo majhna (manj kot 3%), smo se odlocili, da vseeno
izvedemo ekstrakcijo v treh ponovitvah, kot je opisano v ¢lanku, po katerem smo prevzeli
metodo (11).
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4.2 VALIDACIJA

421 SELEKTIVNOST

Pred analizo vzorcev smo najprej analizirali vsak standard posebej. Osnovnima
standardnima raztopinama steviozida in rebaudiozida A (priprava v poglavju 3.2.2) smo
posneli kromatograme in dolocili retencijska casa (t;) za steviozid — t, = 4,8 in za
rebaudiozid A — t; = 5,4. Nato smo posneli Se kromatogram mesSanice standardov (priprava

v poglavju 3.2.3.1) ter videli, ali se ujemajo t, posameznega analita.

mAU .
40 (A) STEVIOZID
] oy
35 4 g
] -
30
25 REBAUDIOZID A
20
15
10
5 —]
0
T T T
2 4 G min
mAU ] «©
4 [1a]
35 s
] (B) 8
3 =
30
25
20 -
15 -
10 -
5 —]
0
| . . . | . . . | . —
2 4 G min

Slika 10: Kromatogram ekstrakta steviolnih glikozidov (vzorec neznane sorte z zeliS¢nega vrta IHPS,

1. zetev) (A) in standardnih raztopin rebaudiozida A in steviozida (B).
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Na sliki 10 B vidimo, da se vrhova obeh standardov dobro lo¢ita na bazni liniji.

Nadalje smo posneli kromatogram naklju¢nemu vzorcu (slika 10 A), ter ugotovili, da se
retencijska Casa rebaudiozida A in steviozida v kromatogramu vzorca ujemata z
retencijskima ¢asoma v kromatogramu meSanice standardov. Prav tako lahko vidimo, da se
vrhovi iskanih analitov ne prekrivajo z vrhovi matriksa (ostalimi spojinami v vzorcu).

Na podlagi teh ugotovitev, lahko domnevamo, da je metoda selektivna.

422 LINEARNOST

Linearnost metode smo preverjali na obmo¢ju med 5 mg/L in 100 mg/L, s Sestimi
razli¢nimi koncentracijami rebaudiozida A in steviozida, ki smo jih pripravili po postopku
opisanem Vv poglavju 3.2.3.2. Za vsak analit smo z uporabo povpre¢nih povrsin
kromatografskih vrhov, dobljenih po dveh injiciranjih, narisali umeritveno premico
(slika 11 in slika 12). Linearnost smo vrednotili s pomocjo vizualne ocene premice, enacbe
umeritvene krivulje in z determinacijskim koeficientom (R?) (preglednica VII1).

800

700
600 -
500 -
400 ~

300 - ¢

Povrsina vrha [mAU%*s]

200 -

100

0

0 20 40 60 80 100 120
Koncentracija [mg/L]

Slika 11: Umeritvena krivulja standarda steviozida.
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Slika 12: Umeritvena krivulja standarda rebaudiozida A.

Preglednica VI11: Enacba linearne regresije in R? za steviozid in rebaudiozid A

Naklon Presedis¢e [mAU*s] R?
Steviozid 6,8851 -0,571 0,9971
Rebaudiozid A 7,1276 14,161 0,9962

Na podlagi dobljenih determinacijskih koeficientov (preglednica VIII), ki ustrezata zahtevi
R? > 0,99, lahko potrdimo, da je metoda linearna po celotnem delovnem obmocju (za
steviozid 6,3-100,8 mg/L in za rebaudiozid A 5,1-101,0 mg/L), kar je razvidno tudi iz

grafiénega prikaza umeritvene krivulje posameznega analita (slika 11 in slika 12).
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423 NATANCNOST

Pri nadaljnjem delu smo Zeleli ugotoviti, ali so dobljeni rezultati istega vzorca med sabo
primerljivi oziroma, da med njimi ni prevelikih odstopanj. V ta namen smo za vrednotenje
ponovljivosti in obnovljivosti metode pripravili vzorce in jih analizirali, kot je opisano v

poglavju 3.2.3.3. Dobljeni rezultati so prikazani v preglednicah IX — XI.

Ponovljivost

Najprej smo s pomoc¢jo Dixonovega Q-testa iskali morebitno zunaj lezeCo meritev. Test je
pokazal, da v nobeni skupini meritev ni ubeznikov. Zato smo vse meritve vkljucili v

nadaljnjo statisti¢no obdelavo.

Za ugotavljanje ponovljivosti smo doloc¢ili povprecne vrednosti, standardni odklon in RSD

za vsak dan in za vsak analit posebej.

Preglednica IX: Ponovljivost 1. dan Preglednica X: Ponovljivost 2. dan
Steviozid | Rebaudiozid A Steviozid | Rebaudiozid A

n [mg/g] [mg/g] n [mg/g] [mg/g]
1 78,4 44,2 1 80,5 40,5
2 80,6 44,8 2 91,7 48,5
3 71,1 37,1 3 72,4 41,8
4 67,1 39,1 4 67,4 40,5
5 81,2 47,0 5 69,6 36,9
6 67,4 37,0 6 90,8 52,0
X 74,3 41,5 X 78,7 43,4
S 6,6 4,3 S 10,7 5,7

RSD 8,8 10,4 RSD 13,5 13,1

Legenda: n - zaporedje meritev, X - povpre¢je meritev, S - standardni odklon meritev, RSD - relativni
standardni odklon (%)

Predhodno smo kot kriterij ustrezne ponovljivosti dolo¢ili RSD < 15 %. Prvi dan sta bili
vrednosti RSD 8,8 % za steviozid in 10,4 % za rebaudiozid A, drugi dan so bile vrednosti
malo vi§je, in sicer 13,5 in 13,1 %. Na podlagi teh rezultatov, lahko povzamemo, da so
meritve znotraj posameznih skupin primerljive in da povprecni relativni standardni odmik

ni vecji kot 15 %.
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Obnovljivost
Nadalje smo ovrednotili obnovljivost s t-testom za primerjavo povpreéij meritev prvega in

drugega dne.

Pred uporabo t-testa uporabimo F-test, s katerim ugotavljamo, ali sta standardna odklona
dveh skupin meritev primerljiva ali ne. Kadar je izraCunana vrednost F-testa vecja kot
tabelaricna F vrednost (Fiu.: > Fip), takrat standardna odklona NISTA primerljiva in
izraGunamo t vrednost po enacbi 3. Ce je ravno obratno (Fi ¢ < Frap), Standardna odklona
STA primerljiva, izratunamo t vrednost po enacbi 4 in skupni standardni odklon po enacbi

5 (29).

t = X1—X2
izra¢ — "
3,5 (Enacba 3)
nqg np
% N
lizrat = —— 775 (Enacba 4)
SskupniX 71_1+E
_ [(ny—1D)xsZ+(ny—1)xs2 .
Sskupni = \/ ny+n,—2 (Enacba 5)

Legenda: X; — povpreéje skupine meritev, s; — standardni odklon skupine meritev, n; — §tevilo meritev,

Sskupni — SKupni standardni odklon

Rezultati v preglednici XI kaZejo, da sta obe vrednosti Fi,,: (tako za steviozid kot za
rebaudiozid A) manjsi kot vrednosti Fip. TO pomeni, da sta standardna odklona obeh
skupin meritev primerljiva in za izra¢un t vrednosti uporabimo enac¢bo 4. Ta nam da
rezultat t;,..« za steviozid 0,87 in za rebaudiozid A 0,63. Tabelari¢na t vrednost znasa 2,23,
zato velja ti ¢ < tap. TO pomeni, da sta povprecji obeh skupin meritev primerljivi.

Zato lahko sklenemo, da med meritvami prvega dne in meritvami drugega dne za steviozid

in rebaudiozid A ni statistiéno znacilnih razlik.
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Preglednica XI: Obnovljivost

Steviozid Rebaudiozid A
[mg/g] [mg/g]
1. dan 2. dan 1. dan 2. dan
Xi 74,3 78,7 41,5 43,4
Si 6,6 10,7 4,3 5,7
Fizrat 2,64 1,72
Fran 5,82 5,82
Sskupni 8,8 5,0
tizrac 0,87 0,63
tap 2,23 2,23

Legenda: X; — povprecje skupine meritev, s; - standardni odklon skupine meritev, F; .« - izraCunana

F vrednost, Fy, - tabelariéna F vrednost pri 95 % stopnji zaupanja, Sgcpni - SKUPNI standardni odklon, ti, -

izraCunana t vrednost, tyy, - tabelari¢na t vrednost pri 95% stopnji zaupanja

Ker ni znacilnih razlik med meritvami izvedenih v obeh dnevih, smo izracunali skupno
povprecje ter dolo¢ili standardni odklon in RSD za steviozid in rebaudiozid A, kar je

prikazano v preglednici XII.

Preglednica XIl: Skupno povpreéje, standardni odklon in relativni standardni odklon (RSD) za

steviozid in rebaudiozid A (izra¢unano iz meritev obeh dni)

Steviolni Stevilo meritev Povpreéje | Standardni odklon RSD
glikozid [mg/g] [mg/g] [%0]
Steviozid 12 76,5 8,7 11,4
Rebaudiozid A 12 42,5 4,9 11,5

4.24 PRAVILNOST OZ. TOCNOST — DOLOCANJE IZKORISTKA

Toc¢nost smo dolocali z ovrednotenjem izkoristka in RSD. Izkoristek smo dolocili s
pomocjo dodatka standardne raztopine rebaudiozida A. Za steviozid to¢nosti nismo
dolocali, ker smo imeli na razpolago premajhno koli¢ino standarda.

Najprej smo posneli kromatograma za kontrolna vzorca, izmerili povrSini vrhov za
rebaudiozid A, izracunali vsebnost v vzorcih (3.2.6) in nato podali rezultat kot povprecje

vsebnosti v obeh kontrolnih vzorcih (Brez STD). Enako smo izracunali Se vsebnost v
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vzorcih, ki smo jim dodali raztopino standarda z znano koncentracijo (STD 1, STD 2,

STD 3). Rezultati so predstavljeni v preglednici XIII.

Delez dodanega rebaudiozida A v vzorcu smo izracunali kot prikazuje enacba 6.

mg| _ GCst _ 5’12% — mg v
wl ; | = X Vg = o x 0,5 mL = 10,24 (Enagba 6)

Legenda: w - deleZ standarda rebaudiozida A glede na koli¢ino vzorca, Cg - koncentracija standarda
rebaudiozida A (mg/mL), m,, - natehta vzorca v epruveto (g), V- volumen dodanega standarda rebaudiozida

Ak vzorcu (mL)

Preglednica XII11: Dolo¢anje izkoristka z dodatkom standarda (STD) rebaudiozida A

n Dodatek standarda Izmerjena vrednost Izkoristek
[mg/g] [mg/g] [%]
Brez STD 0 38,2

STD 1 10,24 52,7 108,8
STD 2 10,24 46,2 95,4
STD 3 10,24 49,2 101,6
X 101,9

S 6,7

RSD 6,6

Legenda: n - zaporedje meritev, X - povpredje izkoristkov, s - standardni odklon, RSD - relativni standardni
odklon (%)

Vse izkoristke smo izracunali kot prikazuje enacba 7:

52,7

. 0, = ——
Izkoristek[%] 10,24+38,2

X 100 % = 108,8 % (Enacba 7)

Iz dobljenih rezultatov je razvidno, da daje ta metoda visoke izkoristke s povpre¢jem
101,9 + 6,7 %. Ti rezultati so primerljivi z rezultati v ¢lanku, po katerem smo povzeli
metodo (11), kjer znaSa izkoristek za steviozid 99 + 4,4 % in za rebaudiozid A
100 + 5,0 %.

Na podlagi teh rezultatov lahko zaklju€¢imo, da pri tej metodi ne pride do bistvenih izgub
rebaudiozida A in da bi podobne rezultate dobili tudi za steviozid, saj imata oba podobni

strukturi in lastnosti.
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425 STABILNOST

Stabilnost ekstrakta steviolnih glikozidov smo preverjali skozi daljSe Casovno obdobje
(69 dni) in pri dveh razli¢nih temperaturah (na sobni temperaturi — pribl. 20°C in v

hladilniku — 4°C). Rezultati so prikazani v preglednici XIV.

Preglednica XIV: Vrednosti steviolnih glikozidov v ekstraktu, hranjenega v hladilniku pri 4°C in na

sobni temperaturi, v viali

Steviozid Rebaudiozid A
[mg/g] [mg/g]

Dan Sobna Sobna
merjenja Hladilnik temperatura Hladilnik temperatura
1 64,6 69,6 38,7 41,9
7 65,2 70,2 38,9 41,6
48 81,9 92,6 45,2 51,4
69 90,7 109,6 48,5 58,0

Grafi¢ni prikaz (slika 13) kaze, da je bila vsebnost steviozida in rebaudiozida A po enem
tednu skoraj enaka (manj kot 2% odstopanje) oz. ni odstopala za ve¢ kot 11 % kot znaSa
RSD dolo¢en v poglavju Natan¢nost (4.2.3. — preglednica XII). V nadaljnjih dneh je
vsebnost konstantno nara$cala, vendar v vzorcu hranjenem na sobni temperaturi bolj kot v
vzorcu Vv hladilniku. Vzrok za ta porast je najverjetneje koncentriranje ekstrakta zaradi
uhajanja topila (acetonitrila) iz viale, potem Ko jo je pri injiciranju prebodla igla.

Zato je priporo¢ljivo analizo HPLC opraviti v enem tednu po pripravi vzorcev in do takrat

shranjevati v hladilniku v primerni ovojnini, iz katere ne uhaja topilo.
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Slika 13: Grafi¢ni prikaz vsebnosti steviolnih glikozidov v ekstraktu, hranjenega v hladilniku pri 4°C

in na sobni temperaturi, v viali.

Pri dolo¢anju parametrov validacije metode dobljeni rezultati ustrezajo postavljenim
kriterijem, zato lahko reCemo, da je metoda primerna za doloCitev steviozida in

rebaudiozida A v posuseni zeli stevije.
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4.3 STEVIOLNI GLIKOZIDI V ZELI STEVIJE

Vsak vzorec smo pripravili v dveh ponovitvah (paralelkah), izracunali vsebnost
posameznega glikozida (3.2.6) ter kot rezultat podali povprecje obeh ponovitev. Z
upostevanjem deleza vlage v drogi smo preracunali vsebnosti na suho snov. Vsi dobljeni

rezultati so predstavljeni v preglednici XV.

Preglednica XV: Vsebnost rebaudiozida A, steviozida in skupna vsebnost v zeli stevije v posameznem

vzorcu, prera¢unana na suho snov, odstotek vlage

Kemotip Rebaudiozid A Steviozid Skupna Vlaga
vsebnost
[9/100g] [9/100g] [9/100g] [%0]
14. avgust — 1. Zetev
Eirete | 3,13+ 0,08 6,12 £ 0,21 9,25 9,45
Eirete Il 3,31+ 0,06 7,61+0,04 10,92 9,28
Katupyry 2,46+0,11 6,26 £ 0,28 8,72 9,78
Morita A 3,35+ 0,05 6,56 + 0,04 9,90 9,65
Morita B 2,94+ 0,08 7,14 +0,28 10,08 8,87
Native 2,59+ 0,12 5,81+0,37 8,40 9,67
IHPS 4,64+0,18 8,05+0,13 12,69 8,74
28. oktober — 2. zetev
Eirete | 0,84 + 0,05 2,22+0,15 3,05 7,55
Eirete I 0,82+ 0,01 2,79+ 0,09 3,60 8,43
Katupyry 0,81+ 0,07 3,12+ 0,26 3,93 8,35
Morita A 0,89 + 0,00 2,86 + 0,04 3,74 8,79
Morita B 0,78 £ 0,02 2,44 £ 0,05 3,21 7,96
Native 0,63 £ 0,05 2,89 + 0,02 3,52 8,73
IHPS 2,08 + 0,04 3,94 + 0,06 6,02 8,54

Delez steviozida v zeli stevije pozeti v avgustu se giblje med 5,81 in 8,05 g/100g. Pri
rebaudiozidu A so vrednosti od 2,46 do 4,64 g/100g. Vrednosti iz oktobrske Zetve so nizZje,
in sicer za steviozid med 2,22 in 3,94 g/100g, za rebaudiozid A pa od 0,63 do 2,08 g/100g.
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431 UGOTAVLJANJE RAZLIK MED ZETVAMA

Ze pri hitri oceni rezultatov iz preglednice XV smo opazili, da so vsebnosti steviozida in

rebaudiozida A precej vi§je v prvi zetvi kot v drugi Zetvi.

Da bi preverili, ali je ta razlika statisticno znacilna, Smo uporabili t-test, s katerim smo
parno primerjali rezultate vzorcev. Pri 95% stopnji zaupanja smo preizkusali naslednjo
hipotezo:

Ho: Med vzorci prve in vzorci druge zetve NI razlik glede vsebnosti steviolnih glikozidov.

Alternativna hipoteza pravi, da SO razlike med vzorci, ki jih primerjamo.

Vrednost t-testa smo izra¢unali po enacbi 8:

Lizrat = 5 d (Enacba 8)

Legenda: ti,s — izratunana vrednost parnega t-testa, d - povpregje razlik med vrednostmi prve in druge Zetve,

sq — standardni odklon razlik med vrednostmi prve in druge Zetve, n — $tevilo razlik

Preglednica XVI: Parni t-test za ugotavljanje razlik med Zetvama (vsi kemotipi)

Kemotip Rebaudiozid A Steviozid
[0/1000] [0/100¢]
1. Zetev | 2. Zetev d 1. Zetev | 2. Zetev d
Eirete | 3,13 0,84 2,29 6,12 2,22 3,91
Eirete 1 3,31 0,82 2,50 7,61 2,79 4.82
Katupyry 2,46 0,81 1,64 6,26 3,12 3,15
Morita A 3,35 0,89 2,46 6,56 2,86 3,70
Morita B 2,94 0,78 2,16 7,14 2,44 471
Native 2,59 0,63 1,95 5,81 2,89 2,93
IHPS 4,64 2,08 2,57 8,05 3,94 411
Xi 3,20 0,98 2,22 6,79 2,89 3,90
S 0,72 0,49 0,33 0,83 0,55 0,72
tizraé 17,66 14,36
tiab 2,45 2,45

Legenda: X; — povprecje skupine meritev, s; - standardni odklon skupine meritev, t;,.,« - izraGunana

t vrednost, ty;, - tabelari¢na t vrednost pri 95% stopnji zaupanja
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Rezultati v preglednici XVI kazejo, da so med Zetvama znacilne razlike v vsebnostih
steviozida in rebaudiozida A, saj velja ti,a¢ > tiap. Nicelno hipotezo zavrnemo in sprejmemo

alternativno.

Ker rezultati vzorca IHPS kemotipa precej odstopajo od rezultatov ostalih vzorcev, smo
enako izraCunali t vrednost brez upostevanja rezultatov vzorcev IHPS kemotipa. Rezultat
testa je prikazan v preglednici XVII. Vidimo, da je ti,,: manjsa kot v prejSnjem primeru,
vendar Se vedno precej vecja od tup, tako za steviozid kot za rebaudiozid A. Zato lahko

prav tako zavrnemo nicelno hipotezo in sprejmemo alternativno.

Preglednica XVI1I: Parni t-test za ugotavljanje razlik med Zetvama (brez podatkov za neznan kemotip

z zeli§¢nega vrta IHPS)

Kemotip Rebaudiozid A Steviozid
[9/1009] [9/100¢]
1. Zetev | 2. Zetev d 1. Zetev | 2. Zetev d
Eirete | 3,13 0,84 2,29 6,12 2,22 3,91
Eirete Il 3,31 0,82 2,50 7,61 2,79 4,82
Katupyry 2,46 0,81 1,64 6,26 3,12 3,15
Morita A 3,35 0,89 2,46 6,56 2,86 3,70
Morita B 2,94 0,78 2,16 7,14 2,44 471
Native 2,59 0,63 1,95 5,81 2,89 2,93
Xi 2,96 0,79 2,17 6,58 2,72 3,87
Sj 0,37 0,09 0,33 0,67 0,33 0,78
tizra(': 16132 12,13
tiab 2,57 2,57

Legenda: X;— povprecje skupine meritev, s; - standardni odklon skupine meritev, d - razlika med vrednostjo

prve in druge Zetve, tj,¢ - izraunana t vrednost, ty, - tabelari¢na t vrednost pri 95% stopnji zaupanja

Tako lahko potrdimo naso domnevo, da je statistiéno znacilna razlika v vsebnosti
glikozidov med vzorci prve in druge Zetve.

Ce primerjamo povpre&ja vsebnosti med eno in drugo Zetvijo (preglednica XVI), vidimo,
da je vsebnost v vzorcih avgustovske zetve za steviozid 2,3 krat in za rebaudiozid A 3,3

krat ve¢ja kot v vzorcih oktobrske Zetve.
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Mozni vzrok za manjSo vsebnost steviolnih glikozidov v rastlinah iz oktobrske Zetve je
manjSe kopicenje glikozidov v listih. Stevija je kratkodnevnica, kar pomeni, da cveti, ko so
dnevi kratki. Vegetativna rast je omogocena, ko so dnevi dolgi (ve¢ kot 13 h), takrat je tudi
kopicenje glikozidov najvecje. Ko se zacnejo dnevi krajsati, se zmanjSuje tudi kopicenje
glikozidov (8, 10). Rastline poZete v jeseni so rastle v obdobju, ko se je dolzina dneva

krajSala, zato tudi niso kopicile toliko glikozidov kot takrat, ko so bili dnevi daljsi.

4.3.2 UGOTAVLJANJE RAZLIK MED KEMOTIPI

Rebaudiozid A

Ze z vizualno oceno grafov (slika 14) lahko re¢emo, da je vsebnost rebaudiozida A v

vzorcih IHPS kemotipa vi§ja kot v vzorcih ostalih kemotipov. Da bi potrdili to trditev, smo

s pomocjo t-testov primerjali med vzorci IHPS in ostalimi vzorci drugih kemotipov.

(A) (B)

5,00 5,004

.
.
o
[ ]
]

1

[=)
(=]
1

3,00 # 3,004

L
=]
o]

|

L2
=]
T

Rebaudiozid A [£/100g]
L ]
Rebaudiozid A [z/100g]

1,00 1,00+

L]

FFEE D RN
I
1.Zetev 2. fetev

Slika 14: Vsebnost rebaudiozida A v zeli stevije razli¢nih kemotipov, poZetih v avgustu - 1. Zetev (A) in
oktobru - 2. Zetev (B), interval ozna¢en z dvema rde¢ima ¢rtkanima ¢rtama predstavlja RSD =11,5 %

(preglednica X11) za IHPS kemotip.
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Izracuni so pokazali (preglednica XVIII), da v vseh primerih velja tiza.c > tp. Tako lahko
reCemo, da se vsebnost rebaudiozida A v vzorcih IHPS kemotipa statisticno znacilno

razlikuje od vsebnosti rebaudiozida A v vzorcih vseh drugih kemotipov.

Preglednica XVIII: Izra¢unane t-vrednosti primerjav vsebnosti rebaudiozida A med IHPS in ostalimi

kemotipi.
tan = 4,30 IHPS
Kemotip | 1. Zetev | 2. Zetev
Eirete | 10,73 46,98
Eirete Il 9,78 49,42
Katupyry | 14,56 22,63
Morita A 9,62 | 47,40
MoritaB | 12,08 | 44,59
Native 13,23 | 33,48

Steviozid

Enako smo Zeleli ugotoviti, ali obstajajo razlike v vsebnosti steviozida med vzorci IHPS in

ostalimi vzorci drugih kemotipov. Izracunane t-vrednosti so prikazane v preglednici XIX.

Preglednica XIX: Izratunane t-vrednosti primerjav vsebnosti steviozida med IHPS in ostalimi

kemotipi
tap = 4,30 IHPS
Kemotip | 1. Zetev | 2. Zetev
Eirete | 10,84 15,35
Eirete Il 4,48 15,13

Katupyry 8,06 4,36
Morita A | 15,17 23,00
Morita B 4,09* | 28,32
Native 8,07 | 24,70

Izracuni so pokazali (preglednica XIX), da je v vseh primerih razen v enem, t;,..c vecja od
trap- V €nem primeru (Morita B — 1. Zetev) je bila vrednost ti,,: (*) manjsa kot typ. Vendar
lahko iz grafa (slika 15 A) vidimo, da je med kemotipoma Eirete Il in IHPS manjsa razlika
v vsebnosti steviozida kot med kemotipoma Morita B in IHPS, pa je vendar t-test pokazal

statisticno znacilno razliko. Zaradi majhnega Stevila meritev vkljucenih v izracun (dve
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ponovitvi vsakega vzorca) in nizjega standardnega odklona je ta rezultat (ti.. = 4,48)
lahko zavajajoc.

Ob upostevanju RSD = 11,4 % (preglednica XII), smo na sliki 15 A oznacili interval
odstopanja od povpre¢ne vrednosti za IHPS z rdeco ¢rtkano ¢rto. Vidimo, da sta povpreéni
vrednosti kemotipov Eirete I in Morita B znotraj tega obmocja. Zato ne moremo z
gotovostjo trditi, da se v prvi zetvi IHPS kemotip statisticno znaéilno razlikuje v vsebnosti
steviozida od kemotipov Eirete Il in Morita B. Potrebno bi bilo izvesti analizo na ve¢jem

Stevilu vzorcev, da bi lahko z gotovostjo potrdili te razlike.
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Slika 15: Vsebnost steviozida v zeli stevije razli¢nih sort/kemotipov, poZetih v avgustu - 1. Zetev (A) in
oktobru - 2. Zetev (B), interval oznacen z dvema rde¢ima ¢rtkanima ¢értama predstavlja RSD =11,4 %

(preglednica XII) za IHPS kemotip.

Na koncu lahko zaklju¢imo, da se pojavljajo razlike v vsebnosti med IHPS kemotipom in
ostalimi kemotipi v obeh Zetvah, vendar so pri rebaudiozidu A razlike bolj opazne, pri
steviozidu pa man;.

Za ostale kemotipe lahko reCemo, da med njimi ni razlik v vsebnosti steviozida in

rebaudiozida A.
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Mozen vzrok za vi§jo vsebnost steviolnih glikozidov v steviji z vrta IHPS je vi§ja starost
rastline. Te rastline so bile vzgojene iz podtaknjencev rastlin, ki so rastle na vrtu IHPS Zze
vec¢ let. Rastline ostalih kemotipov smo vzgojili iz semen in so bile nabrane v prvem letu
rasti. Literaturni viri (15) porocajo, da se opazijo razlike v vsebnostih steviolnih glikozidov
glede na starost rastline. Vec letne rastline imajo visje vsebnosti kot enoletne. Mogoce bi

bilo potrebno vzgojiti vse rastline iz semen in med temi ugotavljati razlike med kemotipi.

4.3.3 RAZMERJE MED VSEBNOSTMI REBAUDIOZIDA A IN STEVIOZIDA

Poleg celokupne koli¢ine glikozidov je pomembno tudi razmerje rebaudiozid A/steviozid.

Visje kot je, boljsa je kvaliteta sladkega okusa. Zaradi vecjega deleza rebaudiozida A ima
stevija bolj sladek okus in pa manj zaznaven grenak priokus, ki ga daje steviozid. Razmerja
med vsebnostjo rebaudiozida A in vsebnostjo steviozida za posamezen kemotip in vsako

zetev S0 prikazana v preglednici XX.

Preglednica XX: Razmerje med vsebnostjo rebaudiozida A in vsebnostjo steviozida.

Razmerje REB-A/STE

Kemotip| 1. Zetev 2. Zetev
Eirete | 0,51 0,38
Eirete 1l 0,44 0,29
Katupyry 0,39 0,26
Morita A 0,51 0,31
Morita B 0,41 0,32
Native 0,44 0,22
IHPS 0,58 0,53
Xi 0,47 0,33
Si 0,07 0,10

Rezultati za avgustovsko Zetev nihajo med 0,39 in 0,58, s povprecno vrednostjo 0,47, ter
za oktobrsko zetev med 0,22 in 0,53, s povpre¢jem 0,33.
Kot vidimo v preglednici, je povpreje razmerja vecje pri prvi zetvi kot pri drugi. Najvisje

razmerje med kemotipi ima IHPS, ki ima tudi najvisjo vsebnost steviolnih glikozidov.
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Tako lahko zaklju¢imo, da je v primerjavi z drugo Zetvijo pridelek prve Zetve
kakovostnejSega okusa, saj ima vi§jo vsebnost steviolnih glikozidov, prav tako tudi visje

razmerje med rebaudiozidom A in steviozidom. Med kemotipi pa je najkvalitetnejSi THPS.

434 LINEARNA POVEZAVA MED VSEBNOSTMI REBAUDIOZIDA A IN
STEVIOZIDA

Zanimalo nas je, ali obstaja povezava med koli¢ino steviozida in rebaudiozida A v steviji.
Iz slike 16 je razvidno, da z naraSCanjem koliine steviozida nara$¢a tudi vsebnost
rebaudiozida A. Vidimo, da je korelacija zelo dobra, saj je determinacijski koeficient ve¢ji
kot 0,90. Opazimo lahko, da so rezultati strnjeni v dveh skupinah, prva in druga Zetev,

samo rezultata vzorcev IHPS kemotipa sta locena od ostalih rezultatov.
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Slika 16: Povezava med vsebnostmi rebaudiozida A in steviozida.

Vzrok za tako visoko korelacijo bi lahko bil ta, da je v procesu biosinteze steviozid substrat
za nastanek rebaudiozida A. Pri pripenjanju glukozne enote na soforozno enoto na
steviozidu sodeluje encim glukozil-transferaza, pri ¢emer nastane rebaudiozid A (30).
Zaradi tega sklepamo, da vecja kot bo akumulacija steviozida v listih, ve¢ bo nastalo tudi
rebaudiozida A.

Zelo dobra korelacija med vsebnostmi steviozida in rebaudiozida A bi Kkoristila pri hitrem
dolocevanju steviolnih glikozidov v steviji, iste sorte, ki raste na dolo¢enem podrocju, pri

¢emer nas ne bi zanimale okvirne vrednosti glikozidov. Pri tem bi z uporabo ustrezne
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metode dolocili samo enega od analitov, drugega pa dolocili z upostevanjem razmerja med

obema analitoma, ki bi ga predhodno dolo¢ili na ve¢jem Stevilu vzorcev.

435 PRIMERJAVA REZULTATOV Z LITERATURNIMI REZULTATI

Ko smo sesteli vsebnosti iz prve in druge Zetve skupaj, smo dobili rezultate, ki so

predstavljeni v preglednici XXI.

Preglednica XXI: Vsebnost steviozida, rebaudiozida A in celokupna vsebnost (obe Zetvi skupaj)

Kemotip | Rebaudiozid A Steviozid Skupaj
[9/100g ali %] | [9/100g ali %] | [9/100g ali %0]

Eirete | 3,96 8,34 12,30
Eirete Il 4,13 10,39 14,52
Katupyry 3,27 9,38 12,64
Morita A 4,23 9,41 13,64
Morita B 3,71 9,58 13,29
Native 3,22 8,70 11,91
IHPS 6,72 11,99 18,70
Xi 4,18 9,68 13,86

Si 1,19 1,21 2,31

Delez steviozida v zeli stevije se giblje med 8,34 in 11,99 %, povpre¢no pa znasa 9,68 %.
Pri rebaudiozidu A so vrednosti od 3,22 do 6,72 %, s povprecjem 4,18 %. Najvisjo
vsebnost tako steviozida kot tudi rebaudiozida A ima kemotip IHPS.

Ce primerjamo povpreéje steviozida s podatki iz drugih drzav (preglednica 1), vidimo, da
je vsebnost v nasi steviji relativno visoka. Delez rebaudiozida A pa je znotraj obmocja
rezultatov iz drugih drzav.

Lahko re¢emo, da je odstotek obeh visok, glede na to, da smo mi dolocali glikozida v zeli
(listi in stebla skupaj), medtem ko so podatki iz drugih drzav samo za vsebnost v listih, kjer

je prisotnost glikozidov najvecja.
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5 SKLEP

Na podlagi rezultatov validacije metode lahko zaklju¢imo, da je metoda selektivna,
linearna (za steviozid v obmoc¢ju 6,3-100,8 mg/L in za rebaudiozid A v obmodju
5,1-101,0 mg/L), natan¢na (z relativnim standardnim odmikom za steviozid 11,4 % in za
rebaudiozid A 11,5 %) in to¢na (z izkoristkom 101,9 + 6,7 %).

Preizkus stabilnosti ekstrakta steviolnih glikozidov je pokazal, da je ekstrakt obstojen do
enega tedna, ¢e ga hranimo v hladilniku pri 4°C in v primerni ovojnini, ki preprecuje
uhajanje topila. Kasneje za¢ne koncentracija steviozida in rebaudiozida A narascati. Zaradi

tega je priporocljivo izvesti analizo s HPLC v sedmih dneh po pripravi vzorcev.

S pomocjo HPLC smo dolocili vsebnosti steviozida in rebaudiozida A v 14 vzorcih (sedem
kemotipov, dve zetvi). Pri poletni zetvi smo dobili rezultate vsebnosti za steviozid
5,81-8,05 g/100g in za rebaudiozid A 2,46-4,64 g/100g. Vrednosti vzorcev oktobrske
zetve so bile nizje, in sicer za steviozid 2,22-3,94 g/100g in za rebaudiozid A 0,63-2,08
g/100g.

Primerjavo med poletno in jesensko zetvijo smo ovrednotili s t-testom, ki je pokazal, da se
vsebnosti med Zetvama statisticno znacilno razlikujejo. Povpre¢na vsebnost v vzorcih
poletne Zetve je za steviozid 2,3 krat in za rebaudiozid A 3,3 krat vecja kot v vzorcih
jesenske zetve. Poleg tega smo ugotovili, da je tudi razmerje med rebaudiozidom A in
steviozidom vecje pri prvi zetvi kot pri drugi. Najvi§je razmerje med kemotipi ima IHPS,
ki ima tudi najvi§jo vsebnost steviolnih glikozidov.

S statisticnim t-testom smo ugotovili, da se pojavljajo razlike med IHPS kemotipom in
ostalimi kemotipi v obeh Zetvah, vendar so pri rebaudiozidu A razlike bolj opazne, pri
steviozidu manj. Za ostale kemotipe lahko re¢emo, da med njimi ni razlik v vsebnosti obeh
analitov.

Iz teh ugotovitev lahko zaklju¢imo, da je pridelek prve zetve kakovostnejsi, saj ima visjo
vsebnost steviolnih glikozidov, prav tako tudi visje razmerje rebaudiozid A/steviozid. Med

kemotipi je najkakovostnejsi IHPS.
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Opazili smo, da z naras¢anjem koli¢ine steviozida narasca tudi koli¢ina rebaudiozida A,

opaziti je zelo dobro korelacijo, saj determinacijski koeficient znasa 0,92.

S primerjavo rezultatov iz drugih drzav smo ugotovili, da so vsebnosti steviozida in
rebaudiozida A v nasi steviji relativno visoke, ¢e upostevamo, da smo mi dolocevali
glikozida v zeli (listi in stebla), medtem ko so podatki iz drugih drzav za vsebnosti v listih,

kjer pa je koli€ina glikozidov najvecja.

Zaradi majhnih vsebnosti steviolnih glikozidov v jesenski zetvi in velike razlike v
primerjavi s poletno Zetvijo se v prihodnje priporoca zetev samo enkrat v letu, najbolje v
zaCetku cvetenja.

Za potrditev razlik med kemotipi pa bi bilo potrebno izvesti analizo na ve¢jem Stevilu
vzorcev in povecati Stevilo ponovitev. Prav tako bi bilo potrebno vzgojiti vse rastline na

enak nacin (semena ali potaknjenci).
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