UNIVERZA V LJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACIJO

SIMONA MEDVED

ANALIZA ZA AROMO POMEMBNIH HLAPNIH SPOJIN V PLODOVH
NAVADNEGA SIPKA

ENOVITI MAGISTRSKI STUDIJSKI PROGRAM FARMACIJA

Ljubljana, 2014



UNIVERZA V LJUBLJANI

FAKULTETA ZA FARMACIJO

SIMONA MEDVED

ANALIZA ZA AROMO POMEMBNIH HLAPNIH SPOJIN V PLODOVI H
NAVADNEGA SIPKA

ANALYSIS OF VOLATILE COMPOUNDS IMPORTANT FOR THE AR OMA OF
DOG-ROSE FRUITS

Ljubljana, 2014



Magistrsko delo sem opravljala na Fakulteti za fijo na Katedri za farmacevtsko
biologijo pod mentorstvom doc. dr. Damjana Janetay. farm.

Zahvala

Iskreno se zahvaljujem mentorju doc. dr. Damjanne3a, mag. farm., za neséim
poma’ in uporabne nasvete pri izvajanju eksperimentadgndgla in pisanju magistrske
naloge. Hvala tudi vsem zaposlenim na Katedri zem&émevtsko biologijo za sodelovanje
pri izvedbi organoleptine analize.

Zahvaljujem se tudi svojim starSem, ki so me te&imdija vedno spodbujali, podpirali in
verjeli vame, ter prijateljem za nepozabna Studemtsta.

Izjava

Izjavljam, da sem magistrsko delo samostojno izdgdad mentorstvom doc. dr. Damjana
JaneSa, mag. farm.

Simona Medved

Predsednik komisije: prof. dr. Stanka$r mag. farm.

Clan komisije: doc. dr. Jozko Cesar, mag. farm.

Ljubljana, 2014



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

KAZALO VSEBINE
KAZALO SLIK .ottt e e e et e e et e e e et e e e e rnaaeeeetaee e et eeeaes i
KAZALO PREGLEDNIC .....e sttt e e e et eneee e aa e ii
KAZALO GRAFQV ..ottt e e et e e e et e s eenan e e e eaaaeaeees v
POV ZETEK ..o sttt e e et e e et e et et e e e et eaeeanta e e e etaeeeeaneaeees v
N 1S T I 2 ¥ O P Vi
SEZNAM OKRAJISAV ..ottt eme ettt ss st eenanaseseseas Vi
N U LY 1 P 1
L1 SIPEK ittt sttt nen bbb 1
11.1 OPIS IN GEOGRAFSKA OPREDELITEV ..ot 1
1.1.2  SKOZI ZGODOVINO ....cciiiiiiiiieee e e e eeeiiiieee e e e s enniereeeaeeesnnseeeens 2.
1.1.3  KEMIJSKA SESTAVA . ...t citieme et e e 2..
1.1.3.1 HIapne SPojiNe SIPKa ........cceeuvriiiiiiiieeeeee e e e e e e e e aaeeeens 4..
1.1.3.2 Lipidi SipKOVIN SEMEN .....coiie e 5..
1.1.4  KULINARICNA VREDNOST ....oovitiitiiieieeeee et eememe ettt eeeneans 6
1.1.5  ZDRAVILNI UCINKI...coooviiieiieieeeeeecteeeeeee e eeeee e eve st saeeteeese e 7
1.1.5.1 Zaviranje funkcije levkocitov pri 0SteoartritiSU.........cceeeeeevrvereeennnnnns 8
1.1.5.2 Antimutagenost in zaviranje rasti rakastih CeliCu.........ccccceeiiiiiineneen.. 9
1.1.5.3 Antidiabeteni in antilipidemeni UCINKI ........coooiiiiiieeiiiiee e 9
1.1.5.4 Antiulcerogeni in probiotini UciNeK............ccoovvviveiiiiiiiiccie e, 10
1.1.5.5 Protektivni winek pri ishemiji ledvica in Sirokegaevesja.................. 11
1.1.5.6 Drugi UCINKI.......ccoiiiiiiiiiiiiiieiee et 12
1.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA Z MASNO SPEKTROMETRDJ(GC-MS) 13
1.2.1 POTEK ANALIZE ...ttt 13
2 NAMEN DELA ...t e e e e e e aaans 15
3 MATERIALIIN METODE ...t 16.
3.1 MATERIALL ... e e e e e e e e e aaa s 16
311, VZORCH i 16
3.1.2. REAGENTI «e et e e nee e 17
3.2 APARATURE IN LABORATORIISKA OPREMA......coeeeeeeiiieeeiee e, 20
3.3  METODA KODESTILACIIE ...t 20
3.4 METODA ANALIZE HLAPNIH SPOUJIN......ccttiiiiieiieeeiiiiiiieee e 21



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

4 EKSPERIMETALNI DEL ..ccoiiiiiiiiie ettt e e 22
4.1 EKSTRAKCIJA ETERCNEGA OLJA IZ VZORCEV SIPKA.........cccovne..... 22
4.1.1 PRIPRAVA VZORCEV ...ccciiiiiiiiiiiie e seeeeee e 22
4.1.2 |ZVEDBA KODESTILACIJE ....cccttiiiiee et eitieee e e e 22
4.2  ANALIZA HLAPNIH SPOJIN IN AROME........ciiicameeiiiceeceeeee e, 23
4.2.1 POTEK DELA ..ottt n e e e naans 23
4.2.2 PRIPRAVA VZORCEV ...ttt 23
4.2.3 PRIPRAVA REFERERINIH SPOJIN .....coveiiiiie e, 23
4.3  ORGANOLEPTENA ANALIZA ..ot 25
4.3.1 POTEK DELA ... ettt e e e e naaas 25
4.3.2 PRIPRAVA VZORCEV ...ttt 25
4.3.3 ISKANJE IN IZBOR PROSTOVOLIJCEV ..o, 30
4.3.4 SEANSA VONJANJA VZORCEV ..ottt 30
S5 REZULTATIIN RAZPRAVA ... 23
5.1 EKSTRAKCIJA ETERCNEGA OLJA I1Z VZORCEV SIPKA.....c.cccovene.. 23
5.1.1  1ZBIRA VZORCEV ...ttt e ettt 32
5.1.2  1ZVEDBA KODESTILACIJE .....otiiiiieiiiiicmmee e 32
5.2 ANALIZA HLAPNIH SPOUJIN ...coiiiiiiiiiiiiie ettt 34
53 ORGANOLEPTENA ANALIZA .....coeieeeeeeeeeeeeeeeeee e 42
5.3.1 VZOREC 1: Povpt§e VSEN VZOICeV .........ccuvvvueiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeiiians 43
5.3.2  VZOREC 2: FAMEX (S1) ..ueooviiveieiieeeeeemeee et 44
5.3.3 VZOREC 3: Caelo s SEMENI (S2) ....ouvceeeeemieeieceeee e 44
5.3.4 VZOREC 4: Caelo brez Semen (S3) .....cceceeeeeieieiieeeeieeeiess s 45
5.3.5 VZOREC 5: 1001 CVEL (S4) ...vevieieieeeeeeeeeeeteeteeeeeeeeteeteereeseeeseane 46.
5.3.6  VZOREC 6: PApaJal (S5)....ceecveveeeemmmmmmneereeveeeeeeeesessesseesesssssssseans 46
B SKLEDP . e —————— e 49
T LITERATURA ettt et e e e e e e e e amneeeaneees 50
8 PRILOGE ... . e 54



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

KAZALO SLIK

Slika 1: Cvet in birni plod Sipka (Foto: S. Medved). . ooeeiiieeeeeeeiieeeeeeee e 1
Slika 2: Kemijska struktura galaktolipida. ... 8
Slika 3: Kemijska strukturdrans-tilirozida. ... 10
Slika 4: Kemijska struktura lIKOPENA. .............evcemmmmeeeie e eeeeeee s 10
Slika 5: Shematini prikaz delovanja aparature GC-MS. .......coriiiiiiiiiiiieeee e, 13
Slika 6: Uporabljeni vzorci (Foto: S. Medved). ... oo 16
Slika 7: Izvedba kodestilacije in uporabljen pribor (Fo8o:Medved). ........cccoeeeeereiennnnnn. 23
Slika 8: Izvedba organoleptne analize (Foto: S. Medved). ..........ccoicomemmeeveeevevvnnnnnnns 31
Slika 9: Masni spekter N€zZNane SPOJINE. ........... o eeeerrrrnnmnmnmniaeeaaeeaeeeerreerermnn 41

Slika 10: Primer dela kromatograma vzorca Caelo s semehkagterega je razvidna velika

KOMPIEKSNOSE VZOICA. ...uvveiiiiiii e 54
Slika 11: Primer umeritvene premice za 3-metilbutanal (iteraddehid). ...................... 55
Slika 12: Anketni vprasSalnik za izvedbo organol€pt analize. ............cccccceeeeeeeeennn. 55.

KAZALO PREGLEDNIC

Preglednica I: Spojine v rekonstruiranem povgje VSeh VZOrcev. ........cccoeeeeveeeeeeenn.. 25.
Preglednica Il: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povy&Earmex (S1). .......ccoveeeeeee. 26
Preglednica lll: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povpf€aelo s semeni (S2). ........ 27

Preglednica IV: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povgij€aelo brez semen (S3). .... 28
Preglednica V: Spojine v rekonstruiranem vzorcu powy@001 cvet (S4)........cocuvee..... 28
Preglednica VI: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povfiy@®apaja (S5). .........cccuvee..... 29
Preglednica VII: Hlapne spojine v 100 g rastlinske droge Sipkai¢aii virov, potriene z
referer@nimi SPOJINAMI.. ...coooiiiiiiiiieieeeeiii e e 35
Preglednica VIII: Hlapne spojine v razinih vzorcih Sipka, nepotrjene z refe¢ami
spojinami (*pomeni-prisotnost SPOJiNe V VZOICU)..u..ueeeeeeeeeeeeennn.. 38
Preglednica IX: Vzorci s Stevilom kvantitativno identificiranih gjin, nepotrjenih spojin
IN SPOJIN Z OAVS10. ..ot 40



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

KAZALO GRAFOV

Graf I: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — povprge vseh vzorcev..

Graf II: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — Farmex (S1)............... 44
Graf lll: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — Caelo s semeni (S2)..44

Graf IV: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — Caelo brez semen (S3)..

................................................................................................................................... 45
Graf V: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — 1001 cvet (S4)............ 46
Graf VI: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcijerae — Papaja (S5).. ............. 46



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

POVZETEK

Uporaba Sipka sega vcakecloveSke civilizacije. Protivnetni in antioksidativacinki so
posledica raznovrstne ketne sestave, kar ponuja moznosti uporabe za Sirektep
indikacij. Plodovi Sipka so predmet Stevilnih r&ag na razkinih podr@jih, kot so
zaviranje funkcije vnetnih celic (polimorfnonukledr levkocitov) in rasti rakastih celic,
teZzave z debelostjo, hiperlipidemijo, gastrointestimi lezijami, prebavo, ishemijo ledvic
in ¢revesja idr. Sipkovo olje pa je zelo cenjeno v keti#ni industriji zaradi sposobnosti
prepré&evanja in odpravljanja nepravilnosti na kozi, kab gube in brazgotine,
pigmentacija, opekline, rane in ekcemi. Kljub vsepauprofila hlapnih spojin v samem

olju iz plodov Sipka in spojin, odgovornih za aro8ipka, Se nite ni podrobno raziskal.

V magistrskem delu smo iz plodov navadnega Sipkicrah virov z metodo kodestilacije
pridobili razlicne vzorce etethega olja, ki smo jih analizirali z uporabo plinske
kromatografije, sklopljene z masno spektrometigkupno smo v vzorcih identificirali kar
103 razléne spojine. S kemijskega vidika jih delimo v nasiedazrede: organske kisline,
aldehide, ketone, aromatske aldehide, fenole, alkoletre, estre in terpenoide. S p@joo
referegnih spojin smo potrdili istovetnost 67 spojin, ugati njihove koncentracije in
vrednosti aktivnosti vonja. Na osnovi rezultatovosim profila hlapnih spojin ratovali
organolepitno analizo, saj smo hoteli ugotovili, katere spgjimomembno prispevajo k
aromi Sipka. Izkazalo se je, da ima 11 spojin pvavseh vzorcih visoke vrednosti
aktivnosti vonja in tako zi#dno prispevajo k celostnemu vonju. Ni nam pa uspevVesti
uspesSne rekonstrukcije vonjev in ugotoviti, katepijina je kljgna za vonj Sipka. Po
mnenju prostovoljcev se nandr@obena rekonstrukcija ni priblizala naravnemu uonj
Lahko pa potrdimo naslednja dejstva: kakovostne@eastlinske droge farmacevtskih
virov, saj vsebujejo wge Stevilo in v& hlapnih spojin iz razéinih kemijskih razredov.
Plodovi Sipka imajo zelo kompleksno sestavo, v e delezu je prisotha neznana
spojina, katere identitete nismo uspeli ugotovikar je lahko vodilo v neuspesnost

organolepiine analize.
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ABSTRACT

The use of rose hip goes to the beginnings of huonalization. The anti-inflammatory
and antioxidant effects of rose hip are the consegel of its diverse chemical
composition, which offers options for a wide rammjendications. Fruits of rose hip are the
subject of numerous studies in different areash sag inhibiting the functions of the
inflamed cells (polymorphonuclear leukocytes) arm tgrowth of cancerous cells,
problems with obesity, hyperlipidemia, gastrointest lesions, digestion, kidney and
bowel ischemia and others, while rose hip oil ghhy valued in the cosmetic industry for
its ability to prevent and eliminate skin imperfeos, such as wrinkles and scars,
pigmentation, burns, wounds and eczemas. Nevesthdlee profile of volatile compounds
in the oil from the fruit of rose hip itself andettompounds responsible for the aroma of
rose hip have not been explored in detail by any@nte

From the fruits of the common rose hip gatherechfrbfferent sources, we gained etheric
oil samples using the method of co-distillationlldawed by an analysis employing gas
chromatography coupled with mass spectrometryotisl 103 compounds were identified
in the samples. From a chemical point of view tleay be divided into the following
chemical classes: organic acids, aldehydes, ketanesatic aldehydes, phenols, alcohols,
ethers, esters and terpenoids. With the help ofdfe¥ence compounds the identity of 67
compounds was confirmed, their concentrations asmblio activities calculated. On the
basis of the profile of the volatile compounds,amgleptic analysis was conducted, using
aroma reconstruction to establish which compoundiigjribute(s) to the aroma of rose hip
significantly. In all of the samples it has beeonwh that 11 compounds have a high value
of odour activity, and therefore they distinctivaelgntribute to the overall aroma of rose
hip. We were not able to perform a successful reitootion of aromas and establish
which compound is the key to the rose hip aromaofding to the opinions of volunteers
none of the reconstructions was close to the natwcama of rose hip. But the following
facts can be confirmed: herbal drugs from pharmaadusources are of higher quality
because they contain a higher number and more ileoledmpounds from different
chemical classes. The fruits of rose hip have a w@mmplex composition and in a
considerable share an unknown compound is pretfemtidentity of which we did not
manage to establish and this could have led tautiseiccessfulness of the organoleptic

analysis.

vi
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SEZNAM OKRAJSAV

GC-MS - (angl.:Gas Chromatography-Mass Spectromgtplinska kromatografija z

masno spektrometrijo

HMGCOoA — (angl.:Hydroxy-Methyl-Glutaryl- Cophidroksimetilglutaril koencim A
LDL — (angl.:Low- Density Lipoproetindipoproteini majhne gostote

m/z — (angl.'Mass to Charge Ratio) razmerje mase z nabojem

N.A. — (angl.:Not Availablg ni na voljo

OAV — (angl.:Odour Activity Valugvrednost aktivnosti vonja

OTV — (angl.:Odour Threshold Valyevrednost praga vonja

ppb — (angl.:'parts per billior") delec na bilijon

ppm — (angl.’'parts per milliorf) delec na milijon

R? — kvadrat korelacijskega koeficienta

RI — retencijski indeks

Vi
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1 UVOD

1.1 SIPEK

1.1.1 OPIS IN GEOGRAFSKA OPREDELITEV

Navadni SipeRosa canind..) je bodtast grm, visok do 3 metre. Bodice na dnu rastline
so velike in ukrivljene, proti vrhu pa vse manjgeStevitnejSe. Pri mladi rastlini so veje
pokortne, nato pa se &aejo upogibati proti tlom. Listi so naz&dmi in lihopernato
sestavljeni iz 5-7 listev. Sipek cveti od maja do julija s posameznimididi bledo
roznatimi in belimi cvetovi. Po cvetenju s@&sni listi obrnejo navzdol in odpadejo.
Plodovi, imenovani tudi birni plodovi, so emesnati, ovalne oblike in veliki okoli 1,5
cm. Zorijo od septembra naprej. Znotraj plodov eajd v€ majhnih, rumenorjavih,
svilnato dlakavih semen, birnih oreskay £). Masa plodov variira od 1,25 do 3,25 g, od
tega 71 % mase predstavlja oplodje, 29 % pa se&ipek uspeva od nizin pa vse do
gorskega pasu, in sicer med grmovjem, na travniggsnikih, ob poteh in gozdnih
obronkih @). Celotna rastlina je odporna proti zahtevnim zjina razmeram, tako jo

lahko najdemo tudi na izredno skalnatih, revnilzgusenih obmgih (1).

Slika 1: Cvet in birni plod Sipka (Foto: S. Medved).

Sipek uvr&amo v druzino roznic (Rosaceae), ki uspevajo v mindn subtropskih regijah
severne poloble. Druzino roznic delimo na 4 poduegdgoodrodRosapa na 9 sekcij.
Sekcija Caninae je med nagyjieni in obsega okoli 60 vrst, med katere spada &ipiek @).

Domovina Sipka se razprostira od Evrope preko sevéxirike in jugozahodne Azije,

udomail se je tudi v Severni Ameriki1]. V tursSki pokrajini Anatolija najdemo kar 25 %
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vseh vrst roznic, njihovo rasts se razprostira vse od morja do viSine 3000 mggpWNa

Madzarskem pa lahko dbdujemo nasade Sipka, kjer letno pridelajo do HOplodov ).

1.1.2 SKOZI ZGODOVINO

Sipek je ena najstarejsih in najbolj poznanih ziinévrastlin. Zato niudno, da se zanj $e
vedno uporablja kopica ljudskih imen, kot so pasjaa, divja roza, Sifge, galtroza,
goSavka, &pek (). Prvi zapisi o tej vsestransko uporabni rasthmirajo ze iz antike, kjer
so Sipek uporabljali za lajSanjgevesnih tezav, v srednjem veku pa kot tradiciomaln
zdravilo za zdravljenje pljnih obolenj. Po odkritju, da so plodovi Sipka bogédt
vitamina C, se je njegova uporaba mgoai razSirila. Veljal je za odlen nadomestek
vitamina C, dodajali so g&ju, juham in marmeladam za izboljSanje okusa. Zeduil
tudi po svojem blago odvajalnem diureticnem ucinku, sirup iz plodov Sipka pa je bila
izredno hranljiva pijga za otroke €). V kitajski medicini je bil Sipek nepogresljivo
sredstvo pri lajSanju tezav scie v indijski (ajurvedski) medicini pa ga Se dane
uporabljajo kot tonik za duSevni mir)( V ¢asu druge svetovne vojne so Sipek prinesli v
Ameriko in ga zasadili v vrtove vojnih zmagovalcewmed vietnamsko vojno pa so
posuSenega kadili skupaj s tobakom. Pomembnosa &pkkaZze tudi v tem, da je njegov
znak Se danes prisoten v zastawione Hampshire v Veliki Britaniji, in v dejstvu, dza

ljubitelji vrtnic redno uporabljajo kot podlago zagojo novih okrasnih vrtnicsj.

1.1.3 KEMIJSKA SESTAVA

Na fitokemijsko sestavo Sipka vpliva veliko dejgkaw, zato je ta zelo variabilna. Najbolj
pomembni dejavniki so onesnazenost okolja, tempexazrelost plodov, kalina svetlobe

in sestava tal.
Sestava sveZega, tdga mesa birnega ploda:

» suha snov: 36—40 %, od tega:
» karotenoidi: 10-17 %
» fruktoza: 7-15 %
* pektin: 8-11 %
» skupne kisline: 1,7-3,4 %
» vitamin C: 1,1-2,0 %
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Sestava semen:

» vlaga: 8,84 %
» suhasnov: 91,16 %, od tega:
» vlaknine: 55,69 %
* snovi brez duSika: 18,17 %
* beljakovine: 8,62 %
» vitamin E: 6,64 %
* pepel (ostanek po sezigu): 2,04 % (10).

Sipek je bogat vir madbnih kislin, polifenolnih spojin in vitamina C. 8% plodovi Sipka
vsebujejo od 0,5 % do 1,7 % vitamina C kot kombhioeat-dehidroaskorbinske in L-
askorbinske kisline 6). Najvet vitamina C najdemo v zrelem, kaam plodu, ki ni
omeltan. Tudi s suSenjem plodov se velik del vitaminah@ni. Vendar lahko Sipek kljub
ustreznemu shranjevanju Se vedno izgubéetatiino prvotne vsebnosti vitamina C, zato je
priporciljivo vsakoletno obnavljati donda zaloge Sipka2j. V komercialno dostopnih
proizvodih s posuSenimi plodovi Sipka prihaja tulti precejSnjih nihanj v vsebnosti
vitamina C 6). Za pripravo vodnega ekstrakta skodetia@ na primer zadostuje od 2 do 5
g rastlinskega materiala. Ze leta 1938 so ugotoddi poparek (infuz) Sipka s semeni
vsebuje manj vitamina C od prevretka (dekoktag&pripravimo z 10-minutnim vrenjem.
Koli¢ina vitamina C obutno upade znotraj 24 ur, medtem ko se pri preliirtkaceratu)
Sipka s semeni ta kdélna v 48 urah pou&. Prav tak@&aj iz posusenih plodov vsebujecve
vitamina C kotcaj, pripravljen iz slabSe suSenih, Se vlaznih alrznjenih plodov Sipka

(11). Od vitaminov so v Sipku prisotni Se vitamdgiE, By, By, Bs (6).

Med fenolnimi spojinami prevladujejo flavonoidi, tanianini, flavonoli, tanini in fenolne
kisline. Fenolne spojine so pomembne, saj izkaawpeptivnetne in antioksidativneinke
(12). Flavonoidi skupaj z organskimi kislinami zayo oksidacijo vitamina C in na ta
natin povetujejo njegovo stabilnost in biolosko uporabnost)(Msebnost taninov v Sipku
niha med 2-3 %6{. Najbolj zastopani med njimi so derivati galnelikie (14). Poleg
galne so v Sipku prisotne Se druge fenolne kislkut, so protokatehujska, gentizinska,
kavna, siringinska, p-kumarna, ferulna, salicilna, p-hidroksifenilocetna in p-
hidroksibenzojska kislina, ki so lahko proste adizane v glikozide. Galna kislina ima

protiglivicno, protivirusno, antioksidativno in citotoksp aktivnost, medtem ko
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gentizinska poleg antioksidativne izkazuje Se instinoulatorno dinkovitost (12). Med
flavonoli prevladujeta kvercetin in kemferol v dblglikozidov. Med glikozidnimi derivati
kvercetina so najpogostejsi: kvercitrin (kvercedh®-ramnozid), izokvercitrin (kvercetin-
3-O-glukozid) in hiperozid (kvercetin-8-galaktozid) (13).

Skupna vsebnost lipidov v Sipku je okoli 1,78 %). (Prevladujejo nenasne masobne
kisline s 60-70 % delezem esencialne linolne-imolenske kisline. Zaradi protivhetne
ucinkovitosti je pomemben tudi nedavno odkriti gatdidid zaradi svoje protivnetne
ucinkovitosti (14). V Sipku najdemo tudi palmitinski@vrinsko, oleinsko, stearinsko in
dokozadienojsko kislino. M&8bne kisline prispevajo k okusu Sipka, obenem gdavajp

na imunski sistem, krvni tlak in viskoznost krg).(

Sipek vsebuje Se karotenoide, minerale (Ca, FéiK, Mg, Na, P, Zn, Cu, B), organske
kisline, pektin, vanilin in etetno olje. Karotenoidtvorijo rdete in rumene pigmente. Med
njimi prevladujejo izomeri rubiksantinov, likopen fi-karoten, ki je prekurzor vitamina A.
Med organskimi kislinami najdemo jakab in citronsko kislino, ki sta skupaj s pektinom

verjetno odgovorni za blag odvajalriinek Sipka ¢, 14).

1.1.3.1 Hlapne spojine Sipka

Etericna olja so kompleksne zmesi velikega Stevila &aii hlapnih spojin. V&noma gre
za terpenoide, fenilpropanoide (vikipo z benzenoidi) in derivate nd@®nih kislin.
Omenjene komponente so odgovorne za sgeaifvon) rastlin, privl&ijo opraSevalce in
imajo Stevilne dinke (protivirusno, citotokgno, imunostimulatorno, antioksidativno,
protibakterijsko in protiglivino delovanje). Leta 2004 so v plodovih Sipka identali
vitispiran kot glavno komponento in druge karaldgfhe komponente Sipka, kot so: 5-
metil-3-heksanon, 2-heptanon, heksadekanojska n&islia-E-akaridial, p-jonon,
dodekanojska kislina, linolna kislina in 6-metikgpten-2-on (15). Leta 2012 so
identificirali 41 hlapnih komponent iz eténega olja Sipkovih cvetov, nabranih na treh
podrasjih v Tuniziji. Koli¢ina pridelanega olja se je gibala med 0,7-1,4 %e ©lprvega
podraija je bilo bogato $-kariofilenom (32 %) in geraniolom (21 %), medtem jk olje
Sipka, nabranega na drugem pdglup vsebovalo vé& n-heneikozana (29 %) ip-cimena
(12 %), na tretjem podi&u pa so prevladovale naslednje spojinreimen (14 %), limonen

(11 %) iny-terpinen (11 %)4). To je dokaz, da je sama sestava olja odvisnakogskih
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dejavnikov, kot so svetloba, vlaga, temperatdes, in podréje nabiranja rastline, ter od
priprave materiala, izbire ekstrakcijske metodajenih razmer (15).

Tradicionalne metode pridobivanja hlapnih spojin Sipka so ekstrakcija s topili,
Soxhletova ekstrakcija, destilacija s paro, vodestithcija in suha destilacija v vakuumu.
Z razvojem metod so se uveljavile Se ekstrakcgapgerkrittnimi fluidi in druge razkno
modificirane tradicionalne metode. Ena izmed nghvodna ekstrakcija pri povisani
temperaturi, kjer je topnost organskih komponerstvieno visja. Izkaze se, da je za
ekstrakcijo hlapnih komponent cvetov Sipka najbamiitimalna temperatura 100°C, pri
kateri je bilo identificiranih 18 hlapnih komponennedtem ko je bilo s Soxhletovo
metodo zaznanih le 6 komponent. Olje, pridobljengorno ekstrakcijo pri 100°C, je
obenem bolj bogato s kisikovimi spojinami (16). Ppoednost opazimo tudi pri suhi
destilaciji pri 50°C, kjer je kisikovih spojin k&3 %. Med njimi prevladujejo alkoholi in
fenoli, kot sta 2-feniletanol (54 %) in evgenol (23%), ter E)-3- heksenol in
benzilalkohol, ki sta bila identificirana samo pkstrakciji pri 50°C, ne pa tudi pri vodni
destilaciji in suhi destilaciji pri 100°C. Verjetnazlaga je njuna visoka topnost v vodi
infali nizka hlapnost. Suha destilacija pri 100°Gdv v pove&ano vsebnost alkanov,

alkenov in furanskih derivatov v etémem olju (17).

1.1.3.2 Lipidi Sipkovih semen

Iz Sipkovih semen je moge pridobiti kakovostno masbno olje, ki je zelo cenjeno v
kozmettni industriji za nego problem&he in poSkodovane koze, saj pomaga pri
regeneraciji koze, zmanjSa vidnost gub in brazgadhpravlja pigmentacijo ter zdravi
opekline, rane in ekceme (18). Semena navadno tpxdjdgo odpadni material v
industrijski proizvodnji Sipka, zato jih pogostovzzejo, zmeljejo za hrano za Zzivali al
sezgejo. Vendar se lahko iz semen z &amini ekstrakcijskimi metodami pridobi olje s kar
90 % nenasenih, od tega 60 % vkrat nenasieninh masobnih kislin, cenjenih zaradi
Sirokega spektra uporabe na medicinskem in prekeampodrdju. Tako olje iz Sipkovih
semen v Sibiriji uporabljajo predvsem za vzdrZzegarjnkcij ledvic, zniZzevanje
holesterola v krvi, preptevanje nastanka ledwiih kamnov in zviSevanje imunske
% in 76,25 %) in obenem najman;jSi donos karotenoiddeofitina (36,3 % in 45,8 %) so
opazili pri superkritini ekstrakciji z ogljikovim dioksidom. Nasprotno ga vsebnost

karotenoidov (derivatov ksantofila) in feofitina jwidja pri subkrittni ekstrakciji z
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uporabo meSanice ogljikovega dioksida in propana. spojine so pomembne, saj
prispevajo k stabilnosti olja, obenem pa imajo tadtioksidativno tinkovitost. Olje iz
semen Sipka vsebuje tudi ra&rio kolicino elementov. Zelezo in baker lahko poaia
moznost oksidacije olja, medtem ko jo krom, manigacink zmanjSujejo. Pri ekstrakciji z
mikrovalovi izstopa predvsem visoka vrednost zelé&aa je nezazeleno, saj se na téima
kakovost olja zniza. Z uporabo razlih ekstrakcijskih metod se spreminja tudi kola
pridobljenega olja. S subkrtio ekstrakcijo C@propan so dobili 6,68 g olja iz 100 g
semen. Sledijo superkiitia ekstrakcija s C£z izplenom 5,72 g olja iz 100 g semen,
ekstrakcija z mikrovalovi s 5,26 g olja iz 100 gren, Soxhletova ekstrakcija s 4,85 g olja
iz 100 g semen in vodna ekstrakcija z ultrazvokankateri je izkoristek najnizji, in sicer
3,25 g olja iz 100 g semes)(

1.1.4 KULINARI CNA VREDNOST

Uporaba Sipka je poraslacasih pomanjkanja hrane in vojnih stanjih, danesmmSipek
povsem drug&o kulinaréno noto. Uporabimo ga lahko v Stevilne prehransamene.
Sipek, njegove plodove, seme, listje ali cvetovéatradicionalno pripravimo na $tevilne
natine. Najbolj poznana je priprav&ja, kjer posusene ali zmlete plodove prelijemo z
mrzlo vodo, zavremo in pustimo vreti 10 minaj. (Komercialno dostopen Sipekéajnih
vreckah je pogosto zmeSan s cvetovi hibiskusa (14jpr&rimo lahko tudi Sipkov prasek,
tako da semena Sipka posusimo, odstranimo laskemeljemo, za nozevo konico praska
vsujemo v kozarec vode in popijemo. Med gospodinjgen priljubljena Sipkova
marmelada, kjer oprane, narezane dis@ne plodove Sipka kuhamo skupaj s sladkorjem

do zgostitve. 1z Sipka lahko pripravimo Se Sipkewwo, liker, sirup, juhe in sokove)

V nekaterih drzavah pa ima Sipek Ze tradicionalrexnost. Tako na Svedskem iz Sipka
pripravljajo tipino juho, imenovano »nyponsoppax, Vv Evropi je zedojena medica
Rhodomel z dodatkom Sipkovih cvetov ali plodov, Vov@niji pa velja omeniti
brezalkoholno pijgo Cockta, ki ji daje Sipek daje zfilmo aromo §). V Tuniziji je Sipek
Se posebej cenjen, saj ga uporabljajo za izdelaemaicne vode, imenovane voda
»Nesri«. Deluje kot spodbujevalec zdravja in préppebolezni srca in ozilj@eprav njeni
farmakoloSki dinki Se niso dokazani. Arom&tio vodo uporabljajo tudi kot sredstvo za
izboljSanje okusa pifa marmelad in tradicionalne torte z obfj@ Zaghouan na

severovzhodu Tunizije, kjer sicer gojijo najv&@pka (17).
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V nedavni raziskavi so preverjali celo moznost aper Sipka kot naravnega dodatka
prastjim hrenovkam. Na ta @& bi se izognili umetnim dodatkom, kot sta natrije
askorbat in natrijev nitrit. Dodajanje le-teh jgmu za prepréevanie lipidne in proteinske
oksidacije, ki vodi v izgubo s$oosti, povéanje Zzilavosti in pokvarljivosti mesa med
skladi€enjem. Vendar imajo ti dodatki visoko tveganje zhaxje ljudi, zlasti natrijev
nitrit, saj zaostanek nitritov vodi do nastankazdeavje SkodljivinN-nitrozaminov. Sipek
pa ima zaradi vsebnosti vitamina C in fenolnih komgnt visoko antioksidativho
aktivnost. Tako bi lahko nadomestil ali vsaj omaplorabo sinteznih dodatkov. Pri uporabi
Sipka so hrenovke obdrzale prvotno teksturo, m biakov v spremembi barve in ni prislo
do lipidno-proteinske oksidacije ali pa je ta nafto z zamudo. Vendar bi bilo treba
dokazati Se ustrezno mikrobioloSko stabilnost hv&reododatkom Sipka in preveriti, kako

dodatek Sipka vpliva na druge vrste mesa (20).

1.1.5 ZDRAVILNI U CINKI

Sipek je poznan po svojih Stevilnih zdravilnillinkih, ki jin lahko pripidemo njegovi
raznovrstni kentini sestavi. Ze dolgo se uporablja v tradicionajod$ki medicini za
zdravljenje prehladnih obolenj, wioe, nalezljivih bolezni, okuzb, podobnih gripi,
Zelodknih kréev, splosne #rpanosti in stanj pomanjkanja vitamina C. Prevertipa se
uporablja za preptevanje Zelothih razjed, drisk, nastanka Zolh kamnov, artritisa,
revmatizma, iSiasa, nefritisa, diabetesa, okuzhl,senetnih bolezni, obolenj plj in
motenj nezadostne periferne cirkulacije (17). Zaenjana podrga uporabe obstaja le
malo zadostnih dokazov njegoveéinkovitosti. Einke lahko v grobem razdelimo na
protivnetne in antioksidativne, za katere so odgogopredvsem lipofilne komponente
(11). Sipek nima dokumentiranih interakcij, ideiciifanih kontraindikacij in nezelenih
ucinkov (6). Kljub temu je potrebna previdnost pri nekatepitidruzenih boleznih, saj
lahko uzivanje prahu Sipka povzeo blage prebavne motnje, ki so predvsem posledica
neprimerno zauzite tekme. Tako se pri sindromu razdrazljivegeevesja z zaprtjiem
priporata pitje Sipkovega prahu z vsaj 300-500 mL t&h®, saj rastlinske vlaknine tako
absorbirajo veliko tekfine, poveéa se kokina blata in pride do odvajalnegéinka. Pri
sindromu razdrazljivegérevesja z diarejo pa se uziva Sipkov prah z majkol@tino
tekatine, da ne pride do dodatnega odvajanja blata.oRxip se dvourni razmik med
zauzitiem prahu Sipka in drugih zdravil, saj seot@ognemo potencialnim interakcijam

(11). Tezava se pojavi tudi v industrijskem merHjer ljudje, izpostavljeni prahu Sipka,
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razvijejo blage oblike alergij dihalnega sistem@othba Sipka je v obdobju n@sesti in
dojenja vprasljiva, saj primanjkuje dokazov o vatndn winkovitosti. Prav tako ni
klini¢nih dokazov o dnevnih odmerkih, tradicionalno s@rapljali od 3 do 6 g cvetov

Sipka dnevnosd).

1.1.5.1 Zaviranje funkcije levkocitov pri osteoartritisu

Polimorfnonuklearnilevkociti sprogajo proteolizne in hidrolizne encime ter reaktivne
kisikove radikale. S tem povzrajo poSkodbe celic, tkiva in tako sodelujejo pretmh
procesih, ki potekajo pri bolnikih z osteoartritiso Galaktolipid, izoliran iz posusenih
plodov Sipka, dokazano =zavira kemotakso levkocitov tako omili vnetje (21).
Predpostavljali so, da je za njegov protivnettinek odgovorno zaviranje encimov COX-1
in COX-2, kot to izkazujeta linolna in-linolenska kislina, prav tako izolirani iz Sipka.
Vendar je raziskava leta 1995 razkrila, da galghimlne zavira omenjenih encimov.
Obstaja pa moznost, da se galaktolipid metaboligmaisti poti kot trigliceridi, in ker
strukturno vsebujen-linolenske komponente, te lahko tekom metabolizvodijo do
nastanka linolne kisline, ki ima COX-zaviralno akist. Vendar t&en mehanizem

delovanja galaktolipida Se ni znan (22).
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Slika 2: Kemijska struktura galaktolipida.

Leta 2003 so v raziskavo vk{ii bolnike z diagnozo osteoartritisa kolena in bwk
Bolniki so Stiri mesece dvakrat dnevno prejemapsde s Sipkovim prahom. Rezultati so
spodbudni, saj je 64,6 % bolnikov psato o zmanjSanju botee, ki je glavna tezava
omenjenih bolnikov. Posletho se je zmanjSala uporaba drugih protibiokekih sredstev,
kot so nesteroidna protirevmata zdravila, pri 14,6 % bolnikov. Tako sta se il
gibljivost bokov in sama kakovost zivljenja. Pomerale tudi zmanjSana koncentracija
glavnega markerja vnetja, C-reaktivnega proteirfi25 mg/L na 6,67 mg/L. Sipkov prah

obenem stabilizira c&lne membrane, saj so pri eritrocitih bolnikov opazla se ohrani
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veliko v&& hemoglobina, kot so sprva ¢akovali (23). Omenjena protibdgi@ska in
protivnetna dinkovitost Sipka sta bili kasneje potrjeni #e vivo leta 2007. Etanolni
ekstrakt Sipka je namtezmanjSal Stevilo kontrakcij v abdomnu, ki so Iplevzratene pri
miSih s p-benzokinonom kot osnovnim modelom hote. Ekstrakt je zaviral tudi s
karagenanom povzEeni edem in zmanjSal prepustnost kapilar kot pastethjicirane
ocetne kisline, ki se uporabljata kot modela vndtjauspeSen pa je bil poskus izolacije
aktivnih komponent, odgovornih za protivnetni imtibolecinski winek. Smatra se, da gre

za sinergijo Stevilnih spojin (24).

1.1.5.2 Antimutagenost in zaviranje rasti rakastih celic

Med prehranjevalnimi navadami in obolevnostjo Zeom velja tesna povezava. Tako so
leta 1999 znanstveniki z Amesovim testom raziskalimutagenost nekaterih zivil, med
njimi tudi Sipka, natatneje svezih prekuhanih listov in suhih plodov Sigksemeni (11).
Sipek je bistveno zmanj$al mutagenost natrijeverjdaaza 44,03 % v testnem sevu
Salmonelle typhimuriumlA 100. Ocenili so, da je antimutagenost Sipkajasena
indirektne mutagene kot na direktne, kamor spadaijena azid (25).Vzrok za to je
bogastvo Sipka z flavonoidi. Ti so se @db izkazali tudi v boju proti radikalom, ki
sodelujejo v patogenezi Stevilnih bolezni, vkho z rakom. Flavonoidi, predvsem
kvercetin, so v koncentraciji 0,25 g/lcinkovito nevtralizirali reaktivne radikale. V trilit
vegjin koncentracijah je bila uspesna tudi frakcijpksi z vitaminom C in fenolnih spojin.
Flavonoidiin vitro zavirajo tudi rast tumorskih celic, predvsem aeliaka materdnega

vratu, medtem ko vitamin C nima tega potencialg.(26
1.1.5.3 Antidiabeti éni in antilipidemi ¢ni ucinki

Visceralna debelost je man dejavnik tveganja za razvoj sladkorne boleza #, obenem
pa povzréa Se druge metabolie motnje, kot so hiperlipidemija, hipertenzija in
ateroskleroza. Zato je pomembno omejiti Kepie visceralne masbe pri posamezniku.
V in vivoraziskavi leta 2007 so dokazali, da vodnoacetoekgirakt Sipka s semeni zavre
poveanje telesne mase brez vpliva na vnos hrane téa zngliceride in proste masbne
kisline v plazmi miSi. Spojina, odgovorna za omenjginek, jetranstilirozid, izoliran iz
semen Sipka, oziroma njegova strukturna dela: kerk8O-B-D-glukopiranozid inp-
kumarol. Pripisuje se mu tudi hepatoprotektivhagtigpnetna vloga in zaviranje tumor

nekrotiziraj@ega faktorja alfa (TNF) v makrofagih. Prav tako pregie zviSanje
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plazemske glukoze po aplikaciji D-glukoze v mizay kaze na potencialen hipoglikemijski
ucinek (27).

HO
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Slika 3: Kemijska struktura trans-tilirozida.

Druga spojina, pomembna za antilipidémiucinek, je likopen. V Sipku njegova vsebnost
niha med 2 in 35 mg/100 g, v 60 % gre za njedg@ns izomer. Zaradi enajstih
konjugiranih dvojnih vezi je m@n antioksidant in lovilec prostih radikalov. Onegota
oksidacijo LDL holesterola, sintezo holesterolazavira HMGCo-A reduktazo ter s tem
zmanjSa tinek oksidativnega stresa (28).

Slika 4: Kemijska struktura likopena.

1.1.5.4 Antiulcerogeni in probioti éni u¢inek

Vodni ekstrakt iz 10 g Sipka s semeni v odmerkukg gelesne mase pregtge nastanek
gastrointestinalnih lezij, ki jih povzto 96-odstotni etanol, vbrizgan v podgane, vendar le
e je ekstrakt apliciran 15 minut pred zauZitjermeta. Zelodec je v celoti obvarovan pred

poSkodbami, ki bi jih lahko povzéd aplicirani etanol. Obenem ima seme Sipka sfumé

10



Simona Medved Analizaaromo pomembnih hlapnih spojin v plodovih nanesh Sipka

u¢inek, kar lahko prispeva k hitrejSemu okrevanju gazlicnin poskodbah (29). Sipek
blagodejno vpliva na tudi prebavo. Nekaj zdravibgpovoljcev je 3 tedne uzivalo piaiz
Sipka, drugi pa Sipkovo pija z dodanimLactobacillus plantarunfermentiranim ovsom.
V obeh skupinah se pose Stevilo fekalnih bifidobakterij in laktobacilown izmanjSa
Stevilo zveplo reducirajoh klostridijev. V skupini, ki je uzivala fermenéino pij&o, se je
poveala kolina blata in obutno zmanjSala napetost v trebuhu, s pitiemépija iz Sipka

pa se rahlo zmanjSa volumen blata (30).

1.1.5.5 Protektivni u¢inek pri ishemiji ledvic in Sirokega ¢revesja

Naceloma ima Sipek blag diurétii ucinek, vendar 10-odstotni poparek (infuz) Sipka s
semeni po 45 minutah povziaea 40 % zmanjSan volumen urina pri podganah. kza

to naj bi bile sluzi, predvsem pektin, ki ujame god le z&asno zmanjSa diurezo (11).
Leta 2013 so na podganah pfevali, kako uzivanje ekstrakta Sipka vpliva na iedy ki

so pol ure izpostavljene inducirani ishemiji inman dan ponovni reperfuziji. Sipek zniza
vrednosti kreatinina, C-reaktivhega proteina v plain koncentracijo saine, poveéa
izlocanje kalija in osmolarnost urina ter kreatinins&istek. Oksidativni stres, ki nastane
zaradi za&asne ishemije, vodi v lipidno peroksidacijo, katesekundarni produkt je
malondialdehid. Ekstrakt Sipka za 56 % zniZa vretine nevarne reaktivnhe spojine. Prav
tako ekstrakt Sipka obvaruje ledvice pred histaloskpoSkodbami, saj ni bilo zaznati

zilnih zastojev ali nekroze celic (31).

Ishemijo in reperfuzijo so izvedli tudi na slepefrevesju misi. Se dinkovitejse se je
izkazalo uzivanje Sipka z dodatkobactobacillus plantarumDSM 9843 pred umetno
povzraitvijo ishemije, saj je vrednost malondialdehidaddtmo upadla. Obenem sta se
zmanjSala histoloSka poSkodba tkiva in Stevioterobacteriacea med katerimi so
nekatere patogene in s svojimi vnetnimi mediatahjko sprozijo tvorbo radikalov in s tem
vnetne procese. Polifenoli iz Sipka izkazujejo mikrobne lastnosti, za laktobacile pa
velja, da spodbujajo imunski sistem in zmanjSajed&k povzréeno s patogenimi mikrobi,
ker tudi zavirajo njihovo rast. Tako opisan sineegn prepréuje lipidno peroksidacijo in
nastajanje reaktivnih kisikovih radikalov. Obenesebuje se\Lactobacillus plantarum
DSM 9843 tudi encim taninazo, ki polifenole, medeka spada tudi tanin, metabolizira do
razlicnih fenolnih spojin in drugih komponent z moznotpneetno Winkovitostjo. Tako bi
lahko uZzivanje Sipka v kombinaciji kactobacillus plantarumpred operacijo Sirokega

crevesja ali transplantacijo organov zmanjSalo doelggoSkodbe tkiva na tem podig

11
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vendar se je treba zavedati, da mikrofléravesja poskusnih miSi odstopa édveskega
gastrointestinalnega sistema, zato je na tem npedtebnih Se veliko klignih raziskav
(32).

1.1.5.6 Drugi uéinki

Na izoliranih Zabjih srcih vodni in etanolni ek#tr&ipka zmanjSa kontrakcijo ventriklov
in povzra@i reverzibilno diastolino kardiogeno zaporo. Prav tako se zmanjSacmignus
gladkih miSic maternice podgan in misi, niiga paraliza pa je dosezena pri 2,5-7 mL
etanolnega ekstrakta Sipka, medtem ko so gladkeenizkega in Sirokegérevesja bol
ob¢utljive na ekstrakt Sipka, saj paraliza nastopipze0,2—-0,5 mL. S to raziskavo se

razkriva moznost uporabe Sipka kot réim&ga relaksanta (11).

Preverjali so tudi antibakterijsko aktivnost Sipkpgemen proti 11 patogenim bakterijskim
vrstam. V raziskavo so vkiili tako gram pozitivne kot gram negativne bakeripd treh
ekstraktov iz semen je le ekstrakt metanola poksib&do antibakterijsko dinkovitost na
eno bakterijsko vrsto, in sicer rigscherichia coli8110 (33). Iz etilacetatnega ekstrakta
cvetnih listov Sipka izolirana telimagrandin | ingozin B pa pripomoreta k zmanjSanju
minimalnih inhibitornih koncentracij znanih antimdbnih winkovin. Telimagrandin je
ucinkovitejSi in v kombinaciji z oksacilinom protStaphylococcus aureugmanjSa
minimalno inhibitorno koncentracijo oksacilina s8t512 pug/mL na 1-2ug/mL. Trije
ekstrakti Sipka s semeni (petroleterni, etanolrmgdni) so pokazali tudi antimikaini

ucinek na sev€andida albicang11).

12
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1.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA Z MASNO
SPEKTROMETRIJO (GC-MS)

Kapilarna plinska kromatografija (GC) sodi med meembnejSe analizne metode v
organski kemiji. Z njo ugotavljamo posamezne smojrkompleksnih zmeseh. Pogosto je
sklopljena z masno spektrometrijo (MS), kjer plinskomatograf najprej k& posamezne
komponente, masni spekter pa nam da podatke o é&@iym(34). Ker gre za zdruZitev
dveh tehnik v eno metodo, lahko kvalitativno in kireativno ovrednotimo zmes hlapnih
spojin. Zaradi trka z elektroni osnovne molekulevslobpu v masni detektor razpadejo na
manjSe fragmente oz. ione, iz katerih na podlagmexrja med njihovo maso in nabojem

(m/z) sklepamo na molekulsko maso in strukturo kalé35).

Injektorska brizga
Ventil za regulacijo pretoka T Vmesnik

\ Injektor Kromatografska kolona / lonski izvor  Kvadropol
- f

-

——

/ Ragunalnik

Elektronski ojatevalec

Nosilni plin Termostatirana pe¢ Lece

Plinski kromatograf Masni spektrometer

Slika 5: Shematicni prikaz delovanja aparature GC-MS (36).

Prednosti uporabe tehnike GC-MS so visokautlpvost, selektivnost, kratekas analize
in uporaba majhnih kalin vzorca (34). To omoga Sirok spekter uporabe predvsem na
podraijih medicine, farmakologije, forensie znanosti in okoljevarstvenih analiz (35).

1.2.1 POTEK ANALIZE

Zacetek analize je injiciranj@zorca. Poznamo dve moznosti injiciranja: brez ediace
(»splitless«) in z razdelitvijo (»split«). Prvi miia brez razdelitve vzorca in se uporablja
pri nizkih kolicinah analita. Tako celoten vzorec potuje na kol@rogi n&in pa poteka z
linearno delitvijo vzorca pri v@ih kolicinah analita. Tu kolona lahko sprejme le omejen
volumen vzorca, zato je injektor treba nastavikot da bo prepustil v kolono delez od
celotnega vzorca v injektorju, ostalo pa bo ddlekozi razdelilno linijo. ZaZeleno je, da je

injiciranje ¢im hitrejSe in da so volumni injiciranjdm manjsi (37). S pomjo segrete
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uparjalne cevi (»liner«) se vzorec v trenutku uparis tokom mobilne faze prenese v
kolono, v kateri je tek&a ali trdna stacionarna faza. Mobilno fazo predgtavwsilni plin,
najpogosteje nevnetljiv helij, ki je inerten, saphilna faza ne tvori nobenih interakcij z
molekulami analita. V koloni potekadevanje, saj stacionarna faza selektivno interagira
spojinami iz zmesi, zato te zapustijo kolono olitaih ¢asih (34). Pri izbiri stacionarne
faze upoStevamo pravilo »podobno se topi v podoknédw@r se nanasa na polarnost. Za
polarne vzorce torej izberemo polarno stacionaasw fin za nepolarne vzorce nepolarno
stacionarno fazo. Kolono predstavlja ozka kovinskateklena cev, nam&na v prostoru,
kjer lahko reguliramo temperaturo. Optimalna terapea kolone je odvisna od
temperature vrel&& vzorca in zahtevane separacije. Spojine z nigji@is¢em tako prej

zapustijo kolono kot spojine z viSjim vralgm (37).

Ko se spojine v koloni bjo, se prenesejo do detektorja. Ta identificiraojsm
najpogosteje zlektronsko ionizacijd37). Tu tok elektronov povzéo razpad molekul
spojine na fragmente, ztile za doléeno spojino. Energija ionizacije mora biti ravno
prava (navadno -70 eV), saj pri prenizki energg pride do fragmentacije ali je ta
newinkovita, pri previsoki energiji pa dobimo spektdabsSe kakovosti zaradi prevelike

fragmentacije (34).

Kvadropolni masni analizatoje najpogosteje uporabljen analizator, v katerpgiujejo
ionizirani fragmenti, ki se usmerijo glede na speaijivo elektromagnetno polje. Rezultat
signalov, prenesen z detektorja nauralnik, predstavljanasni spekterki je vedno enak
za dol@eno spojino. Vi kot je signal, véja je koncentracija spojine v vzorcu. Dobljen
masni spekter se nato primerja z masnim spektronpoidatkovne knjiznice — tako
identificiramo spojino, ki jo lahko Se dodatno miitno s primerjavo retencijskih indeksov

in z referednimi spojinami (34).
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2 NAMEN DELA

Raziskave na podéu Sipka so usmerjene v glavneminavitro Studije. Klininih raziskav
na ¢loveski populaciji je malo¢eprav Sipek velja za pravo zakladnico zdravja. Héap
spojine plodov Sipka so slabo raziskane, zlasti®iznanega o spojinah, ki dajejo 2ap
aromi Sipka. Zato bo osrednji del naSe raziskaweelid na identifikaciji in kvantifikaciji
hlapnih spojin v Sipkovih plodovih. Najprej bomaretodo kodestilacije pridobili etério
olje Sipka. Uporabili bomo plodove Sipka s semewni tudi plodove Sipka brez semen
istega vira in razéinih virov. Dobljene vzorce bomo analizirali z upooaGC-MS. Ko
bomo hlapne spojine identificirali, bomo ugotovdlé njihovo koncentracijo. To bomo
storili s pom@jo umeritvene premice iz refer@mh spojin, ki jih apliciramo na GC-MS.
Po identifikaciji vseh hlapnih spojin v posamezmiorcih bomo poskusili Se senzoro
ovrednotiti rezultate. Iz podatkov iz literaturenbo za vsako spojino poiskali prag zaznave
vonja. Nato bomo izkanali aktivhost vonja in dobljene vrednosti upolialpri
nartovanju organoleptne analize. Rekonstrukcijo arome bomo pripravilreéterernih
spojin. Prostovoljci bodo vonjali rastlinsko drogipka doléenega vira in ustrezno
pripadaj@o rekonstrukcijo arome. V primeru velike podobnasgd vonjem originalnega
vzorca in rekonstrukcije bomo nadalje pripravilovze brez doléenih spojin. Tako bomo
nedvoumno ugotovili, katera/-e spojina/-e vpliva/fa aromo in katera/-e je/so najbolj
odgovorna/-e za vonj Sipka. Prejami smo, da bo zastavljena raziskava odkrila ponmemb
razlike v kakovosti rastlinske droge posameznifowiin pripomogla k odkrivanju Se

drugih pozitivnih @inkov Sipkovega olja n&lovesko telo.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1. VZORCI

Zbrali smo vzorce razlnih virov. Dva vzorca vsebujeta oplodje Sipka, drugorci pa
poleg oplodja Se seme Sipka. Zanimajo nas razlikekovosti rastlinske droge med
razlicnimi viri kot tudi razlike pri istem viru, sestaydodov in vpliv Sipkovih semen ter

njihova sestava.
Vzorci so bili naslednji:

« S1 — plodovi Sipka s semeni, Rosae pseudo frudiasmex, Nova gorica,
Slovenija, porekloCile)

« S2 — plodovi Sipka s semeni, Fructus Cynosbati semine (Caelo GmbH, Hilden,
Nenija, poreklo:Cile)

« S3 — plodovi Sipka brez semen, Fructus Cynosbat semine (Caelo, GmbH,
Hilden, Nengija, poreklo:Cile)

+ S4 — plodovi Sipka s semeni, 1001 cvet Sipek saaini kg (Zito d.d., Ljubljana,
Slovenija, poreklo: neznano)

« S5 — plodovi Sipka brez semen, Sipek zeiis¢aj (Papaja d.o.0., Trbovlje,

Slovenija, poreklo: neznano)

Prvi trije vzorci so farmacevtski proizvodi, zadmaa vzorca pa komercialna proizvoda,

kupljena v trgovini.

Slika 6: Uporabljeni vzorci (Foto: S. Medved).
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3.1.2. REAGENTI

* pretiséena voda (UL, Fakulteta za farmacijo)
e pentan p. a. (Carlo Erba, Milano, Italija)

» absolutni etanol p. a. (Carlo Erba, Milano, Itglija

Refererkne spojine:

Uporabili smo naslednje refer@re spojine proizvajalcev Sigma-Aldrich (Steinheim,
Nenija), Fluka (Buchs, Svica), Merck (Darmstadt, Nejay:

17
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anetol
anisaldehid
p-cimen

cimetov aldehid
citral

estragol
etilbenzen
etilpalmitat
evgenol
evkaliptol (1,8-cineol)
farnezilaceton
fenhon
fenilacetaldehid
2-feniletanol
furfural
2-furilmetilketon
1-heksanol
cis-3-heksen-1-ol

trans,trans2,4-heptadienal

izoborneol

izobutenilmetilketon (mezitil

oksid)

izopentanol

izovaleraldehid (3-metilbutanal)

a-jonon
B-jonon

kafra

kamfen
3-karen
B-kariofilen
kariofilenoksid
karvakrol

karvon

18

kavni furanon (2-

metiltetrahidrofuran-3-on)

lavrinska kislina
limonen

linalool

linalooloksid

menton
2-metilbutanal (2-
metilbutiraldehid)
metilevgenol
metil-5-fenilpentanoat
5-metilfurfural
6-metil-5-hepten-2-on
metillinoleat
metillinolenat
metilpalmitat
metilstearat
4-metoksifenilaceton
miristicin

nonanal

oktanal

1-oktanol
1-okten-3-ol
palmitinska kislina
pentanal
2-pentilfuran

a-pinen

piperiton

pulegon

safranal

teaspiran

a-terpinen

a-terpineol
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- 4-terpineol

- o-terpinilacetat
- timol

- toluen

- 2-undekanon
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3.2 APARATURE IN LABORATORIJSKA OPREMA

Tehtanje vzorcev
 analizna tehtnica PC 2000 (Mettler, Ziirich, Svica)
e analizna tehtnica KERN ALS 120-4 (Kern & Sohn Gmlid]inger, Nendija)

Kodestilacija
+ hladilnik Likens-Nickerson (Kefo, Surlan, Medulidrvaska)

* magnetno mesalo z gretjem in kaloto (Radleys, StiiteVelika Britanija)

Priprava in red’enje refererine spojine

e avtomatske pipete (10 pL, 100 pL) (Biohit, Helsirfkinska)

Raztapljanje in segrevanje refer@® spojine
 ultrazvaina kadtka SONIS 2GT (Iskra PIO, d.o.0., Sentjernej, Sldjegn

Plinska kromatografija z masnim detektorjem - GC-MS

Sistem:GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyot@aleska)

Kolona: kapilarna kolona Rxi-5 Sil MS, 30 m x 0,25 mm,®2m, 5 % difenil/95 %
dimetilpolisiloksan (Restek, Bellefonte, PA, ZDA)

Racunalniski program: GMS Solution 2.3 (Shimadzu Corporation, Kyoto, alagka),
podatkovna knjiznica: NISTO8 in FFNSC 1.3

Risanje kemijskih struktur

Uporabili smo program ChemBioDraw Ultra, verzija@.8.3015 (Cambridge Soft).

3.3 METODA KODESTILACIJE

Razmere kodestilacije

zaetna temperatura grelnika, kjer je kalota s poparkgrelnik 1): 300°C

- delovna temperatura grelnika 1: 250°C

- obrati grelnika 1: 0 rmp

- temperatura grelnika, kjer f@Sa z btko s prstom (grelnik 2): 300°C skozi véss

izvedbe kodestilacije
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- obrati grelnika 2: 500 rmp skozi veas izvedbe kodestilacije
- za&etna temperatura regulatorja: 60°C
- delovna temperatura regulatorja: 55°C

- trajanje kodestilacije: 4 ure

3.4 METODA ANALIZE HLAPNIH SPOJIN

Kromatografske razmere

- n&in injiciranja: split 1:100

- nosilni plin: helij

- pretok: 1 mL/min

- temperaturni program: Zetno temperaturo kolone smo nastavili na 40°C in jo
vzdrzevali 5 min, nato je nargda 3°C/min do 250°C; to temperaturo pa smo nato
vzdrzevali Se 5 min

- volumen injiciranja: 1 pL

- temperatura injektorja: 250°C

- temperatura ionskega izvora: 200°C

- temperatura vmesnika: 270°C

- napetost na detektorju:KV

- razpon snemanja molekulske mase: 35-500

- frekvenca zajemanja podatkov: 5 s

- celotencas analize: 80 min
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4 EKSPERIMETALNI DEL

4.1 EKSTRAKCIJA ETERI CNEGA OLJA 1Z VZORCEV
SIPKA

4.1.1 PRIPRAVA VZORCEV

Natehtali smo 100 g rastlinske droge deloega vira. Natehtan vzorec smo stresli v 2-
litrsko bwko z obrusom, dodali smo magnetno meSalo in prelili L destilirane vrele

vode.

4.1.2 |ZVEDBA KODESTILACIJE

Bucko s poparkom rastlinske droge smo vstavili v &kb kaloto, katere dno smo
predhodno zasuli s peskom in jo segrevali s tenipera&800°C. S peskom smo zasuli Se
prostor okoli bdke do viSine vsebine bke za boljSe prevajanje toplote. Likens-
Nickersonov hladilnik smo vpeli na stojalo z dveprgemalkama in ga vstavili v &o.

Na drugo stran hladilnika smo pritrdili &ko s prstom, kjer se je zbiral nas koncentrat. Ta
je bila potopliena v¢aso z destilirano vodo, kjer sta bila Se magnetresaio in
termometer, ki je bil povezan z regulatorjem terapge z nastavljeno temperaturo 60°C.
Tako smo zagotovili konstantno temperaturo, s kaseno ohranjali vreli& pentana, da je
ta skozi vesas kodestilacije enakomerno vrel. Celoten sisterstraani hladilnika zbiranja
koncentrata smo segrevali pri 300°C in 500 obrd#ito smo spustili vodo v hladilnik in v
spodnji krak hladilnika dolili destilirano vodo pentan. Kokina pentana je bila tolikSna,
da je zavzemala polovico tke s prstom. Ko sta pentan in poparek rastlinsiager
zavrela, smo na strani hladilnika s kaloto zniz@mperaturo na 250°C, regulator
temperature na drugi strani pa smo nastavili n&C5¥odestilacija je potekala 4 ure. Po
pret&enemcasu smo btko s prstom, kjer se je zbiral koncentrat pentanaterénega
olja, previdno odstranili, na zraku odparili pentdo kortnega volumna 1 mL in s
Pasteurjevo pipeto prenesli vzorec v vialo. Metkddestilacije smo tako ponovili 10-krat,

saj smo imeli 5 vzorcev, za vsak vzorec pa smodirZeparaleli.
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Slika 7: 1zvedba kodestilacije in uporabljen pribor (Foto: S. Medved).

4.2 ANALIZA HLAPNIH SPOJIN IN AROME

4.2.1 POTEK DELA

Najprej smo na GC-MS analizirali poskusni vzore¢jnser smo optimizirali razmere in
metodo. Ko smo pridobili naslednji vzorec etegga olja Sipka dotenega vira, smo ga
sproti aplicirali na GC-MS. Injiciranje je potekapmsaméno za vsak vzorec. Analiza je
najprej potekala za prve paralele vzorcev, natra3druge.

4.2.2 PRIPRAVA VZORCEV

Posebna priprava vzorcev ni bila potrebna. Ko sawrec iz bdke prenesli v vialo, smo
to odnesli na GC-MS. Analiza je potekala z 1 plicimine vsebine posameznega vzorca.

4.2.3 PRIPRAVA REFEREN CNIH SPOJIN

Za izra&un vsebnosti hlapnih spojin v vzorcih S1-S5 smorgbmvali povrdine pod
krivuljo kromatografskih vrhov za refer&me spojine z znanimi koncentracijami. Zmes
refererénih spojin smo pripravili na podlagi identificiranspojin v vzorcu S3. Tukaj je
bilo namr& najvet spojin, njihovi kromatografski vrhovi pa so bilajwisji. Nato smo
pregledali Se druge vzorce in dodali spojine, kini bilo v vzorcu S3. V 10-mililitrsko
bucko smo najprej natehtali 5 mg vsake spojine v tndregregatnem stanju, nato smo

odpipetirali Se volumne drugih refekgih spojin, ki so ustrezali 5,00 mg (préwaano
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glede na gostoto). Gostoto posamezne spojine switalbdz pripadajée embalaze ali pa
smo podatek poiskali na spletni strani Aldrich-Segia koncu smo s pentanom dopolnili
bucko do njene oznake, dobro premesali in za kragekpostavili v ultrazvino kadéko,
da se je vse raztopilo. Tako pripravljeno zmes,idnatraztopino, smo reédi, da smo

dobili raztopino referemih spojin z naslednjimi koncentracijami:
1 ppm= 1 mg kg

Mati¢na raztopina: 5,00 mg/10,0 mL = 500 ppm (MIX 1)

Prvo redenje: v 10-mililitrsko bidko smo odpipetirali 5,00 mL MIX 1 in s pentanom
dopolnili do oznake. Dobili smo novo koncentracjdIX 2): 2,50 mg/10,0 mL = 250
ppm.

Drugo redenje: v 10-mililitrsko bdko smo odpipetirali 2,0 mL MIX 1 in s pentanom
dopolnili do oznake. Dobili smo novo koncentracjdIX 3): 1,00 mg/10,0 mL = 100
ppm.

Tretje redenje: v 10-mililitrsko bdko smo odpipetirali 1,00 mL MIX 1 in s pentanom
dopolnili do oznake. Dobili smo novo koncentradiMiX 4): 0,500 mg/10,0 mL = 50,0
ppm.

Cetrto redenje: v 10-mililitrsko biko smo odpipetirali 1,00 mL MIX 3 in s pentanom
dopolnili do oznake. Dobili smo novo koncentragiMdIX5): 0,100 mg/10,0 mL = 10,0

ppm.

MIX 1: 500 ppm
MIX 2: 250 ppm
MIX 3: 100 ppm
MIX 4: 50,0 ppm
MIX 5: 10,0 ppm

Tako pripravljenih 5 raztopin razhih koncentracij smo aplicirali na GC-MS. Z
umeritvene premice smo &thli vrednost R, ki je bila za vse spojine ¥ od 0,99, kar je
dovolj blizu vrednosti 1 (Slika 11 v prilogi). Taomeni, da so bile eksperimentalne napake
pri meritvah in redenju dovolj majhne, zato smo lahko trdili, da s@irazultati oziroma

izratunane koncentracije hlapnih spojin iz raztopin nefénih spojin dokaj zanesljive.
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4.3 ORGANOLEPTI CNA ANALIZA

4.3.1 POTEK DELA

Za vsako spojino, ki smo jo identificirali z GC-MSmo v literaturi poiskali podatek o
vrednosti praga vonjanja (OTV3g, 39). S pomg&o koncentracij smo nato izfanali Se

vrednosti aktivnosti vonja (OAV). Spojine, ki so ssgle OAV>10, smo izbrali za
organolepiino analizo, saj te teorétio najbolj prispevajo k celotni izraznosti vonja
(4040). Nekatere spojine so imele visoke vrednosti OAVseh vzorcih, spet druge so
imele visoko vrednost le v nekaterih vzorcih. Spejz vrednostjo OAV<10 v vseh vzorcih
nimajo vpliva na vonj, zato smo jih izldi. Izracunali smo Se povpége koncentracij in

povpre&je OAV vrednosti iz vseh vzorcev.

4.3.2 PRIPRAVA VZORCEV

Vsem spojinam so bile ze predhodno iz odziva pri-I@® izraéunane koncentracije
(Preglednica VII v poglavju 5.2). Iztanali smo Se pripadaje volumne izbranih spojin,
katerin OAV je bila viSja od 10. Spojine v trdnemgregatnem stanju smo natehtali.
Delovne raztopine za vsak vzorec in povjpesseh vzorcev smo pripravili tako, da smo
izbrane spojine odpipetirali v 10-mililitrsko &ko in dopolnili do oznake z etanolom. Za
etanol smo se odtdi, ker je nevtralno topilo in ne vpliva na izvealvohalne analize. V
preglednicah I-VI so zapisane spojine z vredno€#YV in volumni, ki smo jih uporabili
za izdelavo rekonstrukcije posameznega vzorca.dboéjSa razlaga izbire spojin sledi v

poglavju 5.3.

Preglednica I: Spojine v rekonstruiranem povprecju vseh vzorcev.

DELOVNA RAZTOPINA 1 | OAV V (uL)
linalool 2104 54
3-metilbutanal 345 52
evgenol 281 6,6
fenilacetaldehid 162 9,5
safranal 107 3,3
2-metilbutanal 54 2,9
anetol 53 39,1
nonanal 47 4.6
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1-okten-3-ol 46 0,8
B-jonon 45 4,0
p-cimen 32 1,9
karvon 31 8,8
evkaliptol 25 1,2
2-pentilfuran 24 1,7
estragol 20 3,3
trans,trans2,4-heptadienal 19 3,4
a-jonon 19 2,3
izoborneol 16 natehtang
2-undekanon 16 1,1
6-metil-5-hepten-2-on 16 12,7
1-heksanol 15 11
pentanal 13 1,9
B-kariofilen 11 8,4

Preglednica ll: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povpreéij Farmex (51).

DELOVNA RAZTOPINA5 | OAV | V(uL)
linalool 2231 | 5,7
evgenol 240 5,6
3-metilbutanal 199 3,0
nonanal 129 12,5
fenilacetaldehid 89 5,2
B-jonon 45 4,0
safranal 31 0,9
p-cimen 31 1,8
evkaliptol 30 15
2-metilbutanal 30 1,6
2-pentilfuran 24 1,6
karvon 21 5,8
anetol 21 15,3
izoborneol 20 natehtanp
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Preglednica llI: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povpreéij Caelo s semeni (52).

trans,trans2,4-heptadienal 17 3,0
6-metil-5-hepten-2-on 17 13,2
pentanal 12 1,8
citral 10 3,7

DELOVNA RAZTOPINA 4 | OAV | V (uL)
linalool 2281 5,8
evgenol 389 9,1
3-metilbutanal 336 51
fenilacetaldehid 184 10,8
safranal 159 5,0
1-okten-3-ol 119 2,1
anetol 87 64,1
2-metilbutanal 51 2,7
B-jonon 44 3,9
1-heksanol 42 2,9
p-cimen 36 2,1
karvon 34 9,6
evkaliptol 34 1,7
estragol 30 5,0
nonanal 26 2,5
2-pentilfuran 25 1,7
6-metil-5-hepten-2-on 20 16,0
trans,trans2,4-heptadienal 20 3,4
izoborneol 20 natehtano
pB-kariofilen 19 13,8
citral 12 4,3
pentanal 11 1,7
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Preglednica IV: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povprecij Caelo brez semen (53).

DELOVNA RAZTOPINA 3 | OAV | V (uL)
linalool 3064 | 7,8
evgenol 288 6,7
safranal 255 8,0
3-metilbutanal 254 3.8
anetol 145 107,3
1-okten-3-ol 112 2,0
fenilacetaldehid 106 6,2
2-undekanon 81 54
karvon 57 16,1
nonanal 53 51
estragol 48 8,0
B-jonon 46 4,1
evkaliptol 39 19
p-cimen 32 1,9
2-metilbutanal 30 1,6
a-jonon 26 3,1
2-pentilfuran 23 1,5
izoborneol 20 natehtang
6-metil-5-hepten-2-on 20 15,6
B-kariofilen 19 13,4
trans,trans2,4-heptadienal 18 3,1
anisaldehid 13 53
citral 11 4,0

Preglednica V: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povprecij 1001 cvet (54).

DELOVNA RAZTOPINA 2 | OAV | V (uL)
linalool 1539 | 3,9
3-metilbutanal 382 5,8
evgenol 246 5,8
fenilacetaldehid 208 12,2
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safranal 63 2,0
2-metilbutanal 61 3,3
B-jonon 43 3,8
1-heksanol 35 2,4
karvon 35 9,7
p-cimen 33 19
a-jonon 29 3,5
2-pentilfuran 25 1,7
izoborneol 22 natehtang
evkaliptol 21 1,0
trans,trans2,4-heptadienal 21 3,6
estragol 12 2,0

Preglednica VI: Spojine v rekonstruiranem vzorcu povpre¢ij Papaja (55).

DELOVNA RAZTOPINA 6 | OAV | V(uL)
linalool 1406 | 3,6
3-metilbutanal 552 8,3
evgenol 240 5,6
fenilacetaldehid 221 13,0
2-metilbutanal 97 5,2
B-jonon 44 3,9
a-jonon 40 4,7
p-cimen 30 1,8
safranal 26 0,8
2-pentilfuran 25 1,7
pentanal 22 3,3
trans,trans2,4-heptadienal 21 3,6
nonanal 20 1,9
6-metil-5-hepten-2-on 14 11,0
karvon 10 2,9
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Ko so bile delovne raztopine pripravljene, smo v28D pL posamezne delovne raztopine
in jo premesSali z 0,5 L hladne destilirane vodepd&ke posameznih vzorcev pa smo
pripravili iz 25 g rastlinske droge, ki smo jo pliet 250 mL vrele destilirane vode. Tako
smo dobili 6 poparkov in 6 pripad&jb rekonstrukcij. Péakali smo, da se poparki

ohladijo, nato smo lahko zeli z organoleptino analizo.

4.3.3 ISKANJE IN IZBOR PROSTOVOLJCEV

Prostovoljce za organolefitio analizo smo poiskali na Katedri za farmacevisikdbogijo
Fakultete za farmacijo. Izbrali smo 10 prostovoljce vrst profesorjev, asistentov,
strokovnih sodelavcev in mladih raziskovalcev,ssap potrebovali izkuSene posameznike.
Ti so se v preteklosti Zze ukvarjali z raziskavamipodr@ju vonjanja ali so ze sodelovali v
podobnih organoleptnih analizah. NaS namen je bil pridobitm bolj tocne rezultate,
zato smo tudi vkljtili strokovnjake z razvitimi vohalnimiutnicami, ki so sposobni

opredeliti in razlikovati vonje.

4.3.4 SEANSA VONJANJA VZORCEV

Organoleptina analiza je potekala v Studentskem laboratoajiKatedri za farmacevtsko
biologijo. Prostor smo pred &tkom vonjanja dobro prezfifi. Na delovno povrSino smo
postavili ozn&ene vzorce po naslednjem vrstnem redu: prvi v \jestbil originalni
poparek, pripravljen iz Sipka da@enega vira, sledila je pripadé&prekonstrukcija arome,
pripravljenega iz referémih spojin z OAV>10. Prostovoljce smo seznanili amenom
raziskave in navodili ter jim razdelili anketne apalnike (Slika 12 v prilogi). Vsak
posameznik je povonjal vse vzorce, tako da smolidddirazlicnih rezultatov za vsak
vzorec. Prostovoljci so ocenjevali podobnost z iodtpim vonjem, prijetnost
rekonstruiranega vonja, navedli so morebitne asgeiab vonjanju rekonstrukcije arome
in rezultate vpisali v tabelo anketnega vprasalnf@dobnost vonja so ocenili z 1 do 5, pri
¢emer ocena 1 pomeni najmanj podobno, ocena 5 palpppdobno originalnemu vonju
poparka. Na enak tiem so ocenili prijetnost rekonstruiranega vonjaerkje ocena 1
pomenila neprijetnost vonja, ocena 5 pa zelo mjetonj. Vonj je véinoma lazje oceniti
preko asociacij, zato smo dodali Se ta kriteripdeovoljci so tako lahko zapisali, na kaj jih
rekonstruirani vonj rastlinske droge Sipka sponsaj smo na ta ga lazje opredelili
prijetnost vonjaCe jih vonj ni spominjal na giali pa se niso mogli spomniti asociacije, so

preprosto pustili prazno polje.
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Slika 8: Izvedba organolepticne analize (Foto: S. Medved).
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 EKSTRAKCIJA ETERI CNEGA OLJA 1Z VZORCEV
SIPKA

5.1.1 1ZBIRAVZORCEV

Nakljutno smo izbrali pet rastlinskih drog Sipka razih virov, saj smo hoteli primerjati
tako komercialno dostopne rastlinske droge kot fadnacevtske rastlinske droge Sipka.
Iskali smo razlike med posameznimi vzorci, med kanano dostopnimi in
farmacevtskimi rastlinskimi drogami kot tudi radikned vzorcem z vsebujmi semeni
Sipka in vzorcem brez semen Sipka istega vira. Bavaln smo, da bodo farmacevtski
proizvodi postregli z wg§im naborom spojin, saj je ze pogled v ovojnino adlaytis
kakovostnejSega proizvoda. Droga je bila manj miziggna, vonj je bil ménejSi in
prijetnejSi. Namre SirSi kot je spekter prisotnih spojin, bolj kakewoa je rastlinska droga,
saj spojine prispevajo k aromi, verjetno pa tudatmakoloSkemu delovanju Sipka. Poleg
oplodja lahko rastlinska droga Sipka vsebuje SeesamnTako smo lahko s primerjavo
sestave oplodja in sestave oplodja s semeni dobdatke o spojinah, ki so prisotne le v

semenu.

5.1.2 1ZVEDBA KODESTILACIJE

Treba je bilo pridobiti etetno olje iz plodov Sipka zaradi kasnejSe analizg@tila spojin.
Metod za pridobivanje eténega olja je v& Odlcili smo se za uporabo kodestilacije, kjer
gre za sdasno destilacijo in ekstrakcijo. V ta namen smorapiti poseben Likens-
Nickersonov hladilnik, izdelan po natitu. Z njim smo zagotovili ginkovito hlajenje, saj
ima dvojni plag in tako omog®a dvojno hlajenje, od zunaj in znotraj. Celotence®
pridobivanja etetinega olja je tako potekal v eni sami aparaturi,zbnepotrebnega
prenasanja vzorcev. Na tacmasmo se v veliki meri izognili v@im izgubam. Dodatna
prednost uporabljene metode je tudi, da ekstrdeijopilo krozi v vzpostavlijenem
sistemu; tako v kailmem koncentratu zajamemo tudi hidrofilne spojinegstanejo v beki

s koncentracijskim prstom in se ne spirajo s kamtamim tokom vode kot pri Clevenger

aparaturi.
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Pred samim zgtkom pridobivanja etefmega olja posameznih vzorcev smo opravili
preizkus z nakljénim vzorcem, da smo lahko optimirali razmere (iibpaimerno maso
rastlinske droge, temperaturodas izvedbe kodestilacije).

Poparek rastlinske droge smo pripravili Wkiy ki smo jo vstavili v kalotoCe bi namesto
bucke uporabili erlenmajerico, bi lahko priSlo do Ibk@ga pregrevanja, saj bi se vsebina
erlenmajerice segrevala samo na stiku grelnika arderlenmajerice in ne po celotni
povrSini. Poleg tega ima dno erlenmajerice rob, d&ain se nabirala usedlina, ki bi se
lahko celo prismodila. Z uporabo ¢ke smo na ta @&n zagotovili enakomerno segrevanje
vsebine, saj je bila celotna povrSinake v stiku s toplotnim medijem. Ker pa smo imeli
na voljo le 5-litrsko kaloto, bika pa je bila 2-litrska, smo vmesni prostor zasyeskom,

ki je dober prevodnik toplote, in tako zagotoviiitmalen stik med povrSinama.

Z destilacijo smo najprej &ili hlapne spojine od zmesi in dobili koncentriram@Sanico
destilata. Destilat je potoval po hladilniku, kjerkondenziral in se raztopil v pentanu, ki je
kondenziral po drugi strani cevi hladilnika. Za wgpmo pentana kot ekstrakcijskega topila
smo se odlali, ker ima nizko vrelige (pribl. 36°C) in je tako zniZal temperaturo patek
kodestilacije. Obenem je zelo hlapen in se ga emnostodpari z minimalno izgubo drugih
hlapnih spojin.

V sredini hladilnika se je zbiral naS koncentratjekbil rahlo moten in ne rde obarvan,
kot bi pricakovali. Spojine, ki dajejo rde obarvanje, naméeniso hlapne kot etemo olje

in jih zato ni v naSem koncentratu.

Ce smo opazili, da nam destilat d@o uhajati in kondenzirati na strani hladilnika s
pentanom, smo to stran povili z aluminijasto falijo je ustavilo uhajanje destilata, saj je
folija prepreila izgube toplote in zagotovila ustrezno tempeaxatucevi, ki je omogéala,

da je ve€ parne faze pentana prihajalo v hladilnik.

Pomembna sta bila tudi izbira in nadzor temperaflieenperatura grelnika na stranicka

s poparkom rastlinske droge je bila n&etku nastavljena na 300°C, saj je bilo treba
segrevati celoten sistem. Poleg tega je bil v kd@letpesek, ki je prispeval k &eizgubi
toplote, dokler se ni segrel. Ko je vsebinghkmizaela vreti, smo temperaturo nastavili na
250°C in jo vzdrzevali do konca kodestilacije. Teargiura grelnika na strani zbiranja
koncentrata je bila vasas poteka kodestilacije nastavljena na 300°C, bpaata 500 rmp.
Te temperature ni bilo trebadmo prilagajati, saj je za to poskrbel regulator,kagerem
smo na zé&etku nastavili temperaturo na 60°C in mu jo poetlu vrenja pentana znizali

na 55°C. To je bilo potrebno, ker je moral pentawreti prej kot poparek rastlinske droge
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na drugi strani hladilnikaCe bi prej zavrel poparek, bi voda na vrhu hladénikhajala oz.
kondenzirala v pentan in kém ekstrakt ne bi odrazal realnega stanja sestas#inske
droge. Temperatura 55°C pa je zadovoljivo ohranjaédje pentana vesas kodestilacije.

V bucki s prstom, ki je bila potopljena&asSo z vodo in regulatorjem temperature, je bila
dejanska temperatura le nekje okoli 35°C oz. wealigentana in ne 55°C, saj je pentan
vmes Ze izpareval, kondenziral in sédaeal v stiku z vodo v kraku hladilnika. Prav tako
smo na stiku hladilnika in ke s prstom uporabili teflonsko stkp, ki je prepréila
sprijemanje dveh povrSin. Da smo prefireihajanje hlapnega pentana, smo omenjeni stik
dodatno povili s parafimom. Za uporabockea s prstom smo se odib, ker so v prstu
prisotne najmanjSe turbulence in eted olje, raztopljeno v pentanu, se lahko tam ngbol
skoncentrira. Obenem je na prstu aarm mesto 1 mL, tako da smo lahko po koncu
kodestilacije nataimo odparili pentan do te oznake. Za &om odparevanje
ekstrakcijskega topila, v naSem primeru pentandjlaipotrebna uporaba rotavaporja, saj
smo zaradi velike hlapnosti pentanakmenostavno drzali v roki in pakali, da je pentan
sam odparel. Ko smo dobili 1 mL koncentrata, smosgRasteurjevo stekleno pipeto
previdno prenesli v vialo. Pri tem je bilo pomembpenaevanje tlakov, da kami vzorec
med prenosom, ni kapljal. To smo dosegli, tako rda &oncentrat w&krat posrkali noter

in ven iz pipete. S stekleno pipeto smo dosegli tndrtnost, saj bi plasten nastavek
motil analizo GC-MS.

5.2 ANALIZA HLAPNIH SPOJIN

Preden smo se lotili dejanske analize vzorcev, anadizirali poskusni vzorec. S tem smo
zagotovili optimizacijo razmer in izbrali najboljggcin, kjer so bili vrhovi dobro I®eni in
posledéno rezultati najbolj téni. Za raztopino referg@mih spojin smo se odédi za n&in
injiciranja »split 100« (to pomeni, da se je vzoraedelil na 100 delov, ptiemer gre en
del vzorca direktno na kolono, drugih 99 delov padpad) in volumen 1pL. Kljub vsemu
pa je treba preveriti linearnost odziva z reféremi spojinami, pravilnost identifikacije

spojin  pa z dodatnim pregledom cwaalniSkih  podatkovnih  knijiZnic.
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Preglednica VII: Hlapne spojine v 100 g rastlinske droge Sipka razlicnih virov, potrjene z referen¢nimi spojinami.

IME SPOJINE RI oTVv 1001 OAV Caelo bs | OAV Caelo ss| OAV Farmex OAV Papaja OAV pov.OAV | pov. c.

cvet

¢ [ppm] ¢ [ppm] ¢ [ppm] ¢ [ppm] ¢ [ppm] [lopm]
3-metilbutanal 647 | 0,00120 0,458 382 0,305 254 $,40| 335 0,239 198 0,663 552 344 0,413
2-metilbutanal 657 | 0,00440 0,269 61,1 0,131 29,8 | 229, 51,0 0,130 29,6 0,425 96,6 53,6 0,236
pentanal 697 | 0,0120 0,117 9,74 0,115 9,57 0,136 4 11, | 0,148 12,3 0,268 22,3 13,1 0,157
izopentanol 728 | 0,980 0 0 0 0 0 0 0 0 0,175 0,178 ,035b 0,0349
toluen 759 | 0,527 0,0398 0,0754 0,177 0,336 0,101 1910, 0,313 0,594 0,0539 0,102 0,260 0,137
izobutenilmetilketon 794 | - 0 - 0,256 - 0 - 0,261 - 0,274 - - 0,158
(mezitiloksid)
2-metiltetrahidrofuran-3-onp 805 - 0 - 0,178 - 0,158/ - 0,157 - 0,158 - - 0,130
furfural 827 | 9,56 2,07 0,216 7,23 0,756 4,74 0,496 5,32 0,557 10,8 1,13 0,631 6,03
cis-3-heksen-1-ol 852| 1,90 0,202 0,106 0 0 0,171 @,090 0 0 0 0 0,0393 0,0746
etilbenzen 856 | 0,0650 0 0 0,0556 0,855 0 0 0 0 0 0 0,171 0,0111
1-heksanol 867| 0,00560 0,195 34,8 0 0 0,233 41,6 0 0 0 0 15,3 0,0856
2-acetilfuran 905| 10,0 0,269 0,0269 0,824 0,0824 439, 0,0439 0,637 0,0637 0,407 0,0407 0,051% 0,515
a-pinen 931 | 0,0410 0,0825 2,01 0,0828 2,02 0,110 82,6 | 0,0920 2,24 0,0771 1,88 2,17 0,088¢
kamfen 946 | 1,92 0 0 0,109 0,0565 0,130 0,0679 0,136| 0,0706 0 0 0,0390 0,0749
5-metilfurfural 957 | 1,11 0,288 0,259 0,582 0,525| ,439 0,396 0,391 0,352 0,754 0,679 0,442 0,491
1-okten-3-ol 980 | 0,00150; O 0 0,168 111 0,178 118 0 0 0 0 46,1 0,0691
6-metil-5-hepten-2-on 983| 0,0680 0,644 9,47 1,33 ,619 1,37 20,1 1,13 16,6 0,944 13,9 15,9 1,08
2-pentilfuran 989 | 0,00600/ 0,149 24,9 0,137 22,8 49,1 | 24,8 0,145 24,1 0,153 25,5 24,4 0,146
oktanal 1002 10,0690 0,142 2,06 0 0 0 0 0,178 2,58 0 0,929 0,0641
3-karen 1006 2,03 0,150 0,0740 0,141 0,069 0,134 ,066Q2 0 0 0 0 0,0420 0,0852
trans,trans2,4-heptadienal| 1009 0,0154 0,319 20,7 0,276 17,9 0,302 19,6 0,260 16,9 0,319 20,7 19,2 0,295
a-terpinen 1015 - 0,183 - 0,175 - 0,185 - 0,198 - 170, - 0,182
p-cimen 1023/ 0,00501| 0,166 33,1 0,162 32,2 0,179 735, | 0,154 30,8 0,152 30,3 32,4 0,162
limonen 1028, 0,200 0,257 1,28 0,255 1,27 0,816 4,08| 0,174 0,872 0,176 0,878 1,68 0,335
evkaliptol (1,8-cineol) 1030 0,0046Q 0,0960 20,9 179, 38,8 0,154 33,5 0,139 30,1 0 0 247 0,113
fenilacetaldehid 1039 0,00630 1,31 208 0,669 106 161, 183 0,558 88,6 1,39 221 161 1,02
cis-linalooloksid 1069, 0,100 0,259 2,59 0,463 4,63 60,4 | 4,69 0,456 4,56 0,312 3,12 3,92 0,392
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1-oktanol 1071 0,126 0 0 0 0 0,268 2,13 0,274 2,180 0 0,862 0,108
fenhon 1085 0,440 0,155 0,35 0,391 0,889 0,300 30,68 0,140 0,319 0 0 0,449 0,197
linalool 1099| 0,000220 0,339 1540 0,674 3064 0,502 2280 0,491 2231 0,309 1406 2104 0,463
nonanal 1103 0,00800] 0,0639| 7,99 0,425 53,1 0,208 6,0 2 | 1,03 129 0,158 19,7 47,2 0,378
2-feniletanol 1104 0,564 0 0 0,384 0,680 0,389 0,69] 0,381 0,675 0,398 0,706 0,550 0,310
kafra 1143 4,60 0,202 0,0440| 0,846 0,184 0,679  1,14] 0,358 0,0779 | 0,213 0,0463| 0,100 0,459
menton 1153 0,350 1,65 4,70 1,24 3,54 0,733 2,09] 3700, 1,06 0,165 0,470 2,37 0,830
izoborneol 1160 0,0123 | 0,265 21,7 0,247 20,2 0,240 19,6 0,244 20,0 0 0 16,3 0,199
4-terpineol 1174 1,24 0,362 0,292 0,385 0,310 0,460 0,371 0,520 0,419 0,244 0,197 0,318 0,394
a-terpineol 1193 1,20 0,348 0,290 0,539 0,449 0,444 0,367 0,472 0,393 0,335 0,279 0,356 0,427
estragol 1194 0,0160 | 0,188 11,8 0,767 47,9 0,476 ,7 29 | 0,0926 5,78 0,0781 | 4,88 20,0 0,320
safranal 1194 0,00300] 0,188 62,8 0,767 255 0,476 8 15 | 0,0926 30,9 0,0781 | 26,0 106 0,320
pulegon 1234 0,130 0 0 0 0 0,413 3,18 0 0 0 0 0,635 0,0826

karvon 1241 0,0270 | 0,932 34,5 1,54 57,2 0,920 34,1] 0,558 20,7 0,280 10,4 31,4 0,847
piperiton 1250] 0,680 0,0654 | 0,0962  0,0283 0,0416 028) | 0,0410 | 0,0378 0,0555| 0,00270 0,00397 0,0477 0328,

anisaldehid 1251 0,0470| 0,335 7.13 0,591 12,6 0,444 9,45 0,397 8,45 0,337 7,17 8,96 0,421
citral 1266| 0,0320 | 0 0 0,354 11,1 0,381 11,9 0,330 | 10,3 0 0 6,66 0,213

cimetov aldehid 1268 0,750 0 0 0,551 0,735 0,547 72®, | 0,511 0,682 0 0 0,429 0,322
anetol 1284 0,0730 | 0,535 7,33 10,6 145 6,34 86,8 511, 20,7 0,330 452 52,9 3,86

timol 1289 1,70 0,424 0,249 0,756 0,444 0,609 0,358 0,678 0,399 0 0 0,290 0,493
2-undekanon 1292 0,00550 0 0 0,447 81,2 0 0 0 0 0 0 | 162 0,0893
karvakrol 1297 2,29 0,370 0,162 0 0 0,364 0,159 0 0 |0 0 0,0642 | 0,147

teaspiran 1313 - 0,290 - 0,315 - 0,303 - 0,285 - 290, | - - 0,298

a-terpinilacetat 1345 2,50 0 0 0,273 0,109 0,306 22,1 | 0,642 0,257 0 0 0,0977 | 0,244
evgenol 1349 0,00250 0,616 246 0,719 287 0,974 389 0,600 240 0,600 240 280 0,701
4-metoksifenilaceton 1378 1,80 0 0 0,383 0,213 ®,35| 0,197 0 0 0 0 0,0820 | 0,148
metilevgenol 1397 4,64 0 0 0,357 0,077 0,366 078 0,403 0,0870 | O 0 0,0486 | 0,225
B-kariofilen 1419 0,0640 | 0,629 9,83 1,21 18,9 1,25 | 9,51 0,278 4,35 0,402 6,29 11,8 0,753
a-jonon 1420| 0,0110 | 0,324 29,4 0,291 26,4 0 0 0 0 43®, | 39,7 19,1 0,210

B-jonon 1477| 0,00840| 0,364 433 0,390 46,5 0,373 444, | 0,376 44,7 0,371 44,1 44.6 0,375
miristicin 1517| 0,0880 | 0 0 0,535 6,07 0 0 0,745 784 |0 0 2,01 0,256

lavrinska kislina 1562 10,0 0 0 1,41 0,141 0 0 0 0 0,393 0,0393 | 0,0360 | 0,360
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kariofilenoksid 1580 0,410 0 0 1,67 4,08 0 1,52 723 0 1,56 0,639
farnezilaceton 1907 - 0 - 0,910 - 0,964 1,01 - , 780 - 0,733
metilpalmitat 1924 2,00 0 0 1,01 0,506 0,518 0,674 0,337 0 0,220 0,441
palmitinska kislina 1959 - 0 25,7 - 0 0 - 0 - 5,13
etilpalmitat 1992 2,00 0 0 0,478 0,239 0 0,463 230, 0,473 0,141 0,283
metillinolenat 2089 - 0, 1,03 - 0,786 0,905 0,759 - 0,848
metillinoleat 2095 - 0 3,25 - 1,99 2,08 - 1,82 - 1,83
metilstearat 2124 - 0,463 - 0,328 0,330 - 0,319 - 0,353
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Preglednica VIII: Hlapne spojine v razli¢nih vzorcih Sipka, nepotrjene z referencnimi spojinami (*pomeni-prisotnost spojine v vzorcu).

IME SPOJINE RI 1001 cvet 1 1001 cvet 2 Caelo bs 1 a€lo bs 2 Caeloss 1 Caelo ss 2 Farmex 1 Farmex 2| apdjal Papaja2
p-ment-3-en 988 * * * * * * * *
2,2,6-timetilcikloheksanon 1032 * * * * * *
B-ocimen 1046 * * * * * * *
y-terpinen 1056 * *

terpinolen 1082 *

translinalooloksid 1084 * * * * * *
neomentol 1166 * * * * * * * *
p-cimen-8-ol 1184 * * * *

mentol 1185 * * *

8-undecenal 1361 *

a-kopaen 1374 * * * * *

a-bergamoten 1432 * * * *

nerilaceton 1444 * * * * * * * * * *
a-himahalen 1448 * *

B-farnezen 1451 * * * * * *

a-humulen 1453 * * * *

masojalakton 1467 * * * * * *
B-hamigren 1475 *

benzotiazol 1219 *

neomentilacetat 1288 *

a-kurkumen 1479 * * * * * *

a-zingiberen 1493 * *

valencen 1493 * * *

B-selinen 1494 * * *

a-farnezen 1503 * *

B-bisabolen 1506 * * * * * *

y-kadinen 1510 * *

g-amorfen 1511 *

d-kadinen 1517 * *

B-seskvifelanden 1522 * *

a-kalakoren 1539 * * * * * *

elemicin 1543 *

bisabololoksid B 1652 *

9-tetradecen-1-ol 1656 * * * *
ar-tumeron 1659 * *

fiton 1838 *
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V vseh vzorcih razéinih virov Sipka smo identificirali kar 103 raahie spojine. Od tega
smo 67 spojin kvantitativno ovrednotili, tako dacsogotovili koncentracije, v katerih so
prisotne v posameznih vzorcih (Preglednica VII).tm smo uposStevali dobljene povrsine
pod krivuljo v kromatogramih vzorcev in refetgnih spojin ter koncentracije referamnh
spojin. Ugotovljene koncentracije smo nato p¥areli na koncentracije teh spojin v
rastlinski drogi. Te so bile 100x nizje, saj smostdeali 100g droge in spojine
skoncentrirali na 1mL raztopine za plinsko analiZaradi nelinearnosti umeritvene
premice v obmgu nizkih koncentracij bi bilo pri kvantifikaciji gojin, ki so v tem
obmaju smiselno izlgiti tocke pri visokih koncentracijah. Ostalih 36 spojin pdo
identificiranih v nekaterih vzorcih Sipka, niso pée potrjene s strani referémh spojin
(Preglednica VIII). Preveriti je bilo treba tudigwilnost identifikacije posameznih spojin z
uporabo podatkovnih knjiznic. Na osnovi smiselnagémanja molekulskih vrhov smo
izlocili alternativne spojine, ki jih je ponujal ¢analniski program. Za vse spojine smo
primerjali tudi retencijske indekse z refe¢ammi spojinami. Medtem ko je retencijs&as
variabilna spremenljivka, odvisna od kromatogrdisiiarametrov (vrsta in debelina
stacionarne faze, dolzina kolone), je retencijskleks konstantna, numéma vrednost.

Retencijski indeks (RI) je namifedobljen z logaritemsko interpolacijo in oma@go

pretvorbo retencijskitasov v neodvisne konstanil= 100 c + 100% 34. Pri
RJc+1~™ RJc

tem ¢ pomeni Stevilo ogljikovih atomov krajSegalkaaa, c+1 Stevilo ogljikovih atomov
daljSega n-alkanagtretencijskicas in (ir)x retencijskicas neznane spojine (34).

Nasledniji korak je bilo iziunavanje vrednosti OAV (angDdour Activity Valug ki nam
pove, kako mean je vpliv dol@¢enega vonja. ViSja kot je ta vrednost¢jy@rispevek ima
dolocena spojina k aromi zmesi. Pri tem pa ne smemonzari vpliva sinergije ali

supresije (40). Vrednost OAV iziranamo po naslednji formuli:
OAV =c/OTV.

Pri tem ¢ pomeni koncentracija in OTV @alour Treshold Value enoti ppb (»parts per

billion«) ali ppm (»parts per million«). Ta vrednge eksperimentalno ugotovljena, se
razlikuje glede na medij in pomeni minimalno vresh&i jo lahko prosto zavohamo. Za
vsako spojino smo jo morali poiskali v literatusB( 39). UpoStevali smo vrednosti OTV v
vodi; ¢e je bil podan interval dveh vrednosti, pa smo canali povpréje. Za 9

identificiranih spojin v literaturi nismo nasli weosti OTV, zato teh spojin nismo
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upostevali pri n&tovanju organoleptne analize.Ce je vrednost dolene spojine
OAV>10 se smatra, da ta spojina @ia prispeva k aromi neke zmesi (40).

Preglednica IX: Vzorci s Stevilom kvantitativno identificiranih spojin, nepotrjenih spojin

in spojin z OAV>10.

St. kvantitativno St. nepotrjenih St. spojin z
Vzorec |dent|f|c!_ran|h Spojin OAV>10
) spojin

Vzorec S3 — Caelo 60 17 23
brez semen
Vzorec_ S2 -Caelo s 56 20 29
semeni
Vzorec §1 — Farme 54 20 18
Vzorec S4 — 1001 44 9 16
cvet
Vzorec S5 — Papajal 43 10 15

Od 67 kvantitativno identificiranih spojin je bi&% spojin prisotnih prav v vseh vzorcih. Iz
rezultatov smo lahko potrdili, da so najkakovosirajastlinske droge farmacevtskih virov
(Caelo in Farmex), saj so te imele najviSje Stewsjmojin: tako spojin, potrjenih z
refere@nimi standardi, kot tudi kvalitativnho vrednotenipagin (nepotrjenih spojin) in
spojin z OAV>10 (Preglednica IX). Vzroka za to $ko uporaba bolj kakovostnega
rastlinskega materiala in boljSe nadaljnje rokoganjrastlinsko drogo (razmere susenja,
shranjevanje). Vse to nandrprispeva h kotni kakovosti rastlinske droge. Spojine, kot so
cimetov aldehid, timol, o-terpinilacetat, metilevgenol, kavni furanon, kamfe
farnezilaceton, metilpalmitat, metillinoleat, cifraevkaliptol, fenhon, izoborneol in 2-
feniletanol, niso bile prisotne bodisi¢daju 1001 cvet, bodisi v Papaji, bodisi v obeh. To
nakazuje na slabSo kakovost komercialnih rastlmgkiog, saj jim primanjkuje velik
spekter spojin, ki so odgovorne tako za vonj kajeteo tudi za farmakolosko delovanje
rastlinske droge. Po drugi strani pa smo nasli ispojzopentanol le Waju Papaja.
Rastlinski drogi vira Caelo vsebujeta spojini 4-aksifenilacetat in 1-okten-3-ol, ki ju ni v
drugih vzorcih. Prav tako le Sipek Caelo s semegrbuje pulegon. Ker smo imeli na voljo
vzorce s semeni Sipka (Caelo s semeni, Farmex(0d tQet) kot tudi vzorce brez semen
(Caelo brez semen, Papaja), smo iskali spojingjlnede za semena Sipka. Vendar spojin,
ki bi nakazovale, da so samo v semenu Sipka, niderdificirali. Smo pa nasli spojine 2-
undekanon, etilbenzen, lavrinska in palmitinskditkés ki so bile prisotne le v vzorcih brez
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semen (Papaja, Caelo brez semen). Med nepotrjespmjinami najdemo ment-3-en,
neomentol in nerilaceton, ki so v vseh r&zilh vzorcih Sipka, zato bi bilo v bode dobro

tudi tukaj pripraviti ustrezne refer&me spojine.

Zanimiva je bila najdba neznane spojine v prav wsadrcih. Njena koncentracija je bila
precejsSnja, saj so signali v kromatogramu obsebh27 % relativne povrSine vrhov.
Podatkovna knjiznica nam ni ponudila nobene sppknbi ustrezala vrhu neznane spojine
v kromatogramu. Znan je bil le njen masni spekiBlikd 9), domnevna relativha
molekulska masa 192 in retencijski indeks 1277.pPegledu literature smo poiskali
spojine z enako molekulsko maso dm blizjim retencijskim indeksom (41). Edina

spojina, ki smo jo lahko kupili za primerjavo, jgabmetil-5-fenilpentanoat (z retencijskim
indeksom 1281). Ko smo jo analizirali z GC-MS ininperjali njen spekter s spektrom
neznane spojine, se je izkazalo, da ne gre zasmapino. Povsem moge je, da ravno

neznana spojina ztigno prispeva k vonju, vendar je na zalost nismalngposStevati.

Target:  RetIndex:

10,000)
1.00[_ - w

0.75 121 152

D.E-D—f 136 177

1 4 i

0.25 ‘ ‘ ‘
|‘ I||‘!|I H.” I‘I|||| \H |‘|H| ||.‘I||.| il i 07 9 S4
500 :

. . | h' .
75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 2250 250.0

.00 ‘I

Slika 9: Masni spekter neznane spojine.

Veliko tezav se je pojavilo pri naslednjih spojinakariofilen, estragol, safranal,
metillinolenat, kariofilenoksid in lavrinska kiskn Pri teh spojinah je prihajalo do
prekrivanja vrhov, zato smo bili prisiljeni v opimnje raine integracije. PovrSino pod
krivuljo problemattne spojine (AUG;) smo delili s povrSino pod krivuljo pripadé&m

referergne spojine (AUGer. sp)in vrednost pomnoZili s faktorjem ré&tve (f) ter tako dobili

AUCvz

ustrezno koncentracijo v ppmC(= AUCrefsp, | )-

S samo analizo nismo prisli do zaklgov, katera spojina je najbolj odgovorna za aromo
Sipka. Spojina z najvisjo vrednostjo OAV je biladlool. Njeno povpréje, izra&unano iz
vseh vzorcev, je znaSalo kar 2104. Torej lahkartadida ima ta spojina velik prispevek k
celotnemu vonju, ne moremo pa trditi, da je edifraba je omeniti, da kljub izéananim

vrednostim OAV Se vedno obstaja moznost, da kaidrdrugih spojin prispeva k aromi
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Sipka. V naSem primeru je to lahko neznana spopeaptrjena spojina ali ¥espojin, ki
jih nismo zaznali z GC-MS ali pa jim nismo mogliazunati OAV. Rezultati in ugotovitve

organolepiine analize so navedeni v nadaljevanju.

Na splosno lahko trdimo, da je v etexem olju Sipka vseh vzorcev prisotno veliko Stevilo
razlicnin spojin (Slika 10 v prilogi). S kemijskega vidikjih lahko razvrstimo med
organske kisline, alkohole, aldehide, ketone, edstre, aromatske aldehide, fenole in
terpenoide. Pred tem so se le redki raziskovaleagéli s hlapnimi spojinami Sipka v olju

(zlasti je Slo za odkrivanje hlapnih spojin v listh cvetovih Sipka).

Nikjer nismo zasledili raziskave o oceni vonja m#pspojin in primerjave med razhimi
viri rastlinskih drog Sipka ali drugimi proizvodipka. Verjamemo, da je naSa raziskava
obrodila sadove, saj smo postregli z obetavnimultati in Sirokim naborom hlapnih

spojin kot tudi s spojinami, ki so najverjetnejegodorne za edinstveno aromo Sipka.

5.3 ORGANOLEPTI CNA ANALIZA

Pri pregledwlankov smo ugotovili, da v preteklosti Se ni biednoten vpliv posameznih
spojin Sipka z uporabo senzorne analize. Dokazange pda je sistemaen pristop pri
iskanju kljwklnega vonja z uporabo Steink vrednosti dejavnosti vonjagiokovito in
zmogljivo orodje. Tako lahko z instrumentalnimi mékami in z vkljitvijo prostovoljcev
pri izvedbi organoleptne analize hitro najdemo tiste spojine, ki pomemisplivajo na
celosten vonj dokkene zmesi (42).

Za izvedbo organolegtie analize smo se odib, da smo dodatno nadgradili raziskavo po
opravljeni plinski kromatografiji. S plinsko anadizmo dobili vpogled v sestavo hlapnega
olja posameznih vzorcev, v kromatografski profilvitkkoncentracije. Treba se je zavedeti,
da so izrédunane vrednosti OAV samo orientacijske in lahkopnedstavljajo realnega
stanja.Ce ima torej doléena spojina OAV>10, Se vedno obstaja moznost, §l& ki
pricakovanjem bistveno ne vpliva na aromo. |z tegaogelje smiselno opraviti Se
organolepiino analizo, s katero bodisi potrdimo bodisi ovrzetemreténo ugotovitev, da
dolocena spojina z OAV>10 ziéno vpliva na aromo hlapnega olja. Tako smo stopll
korak dlje, saj smo teorétie ugotovitve prenesli Se na prakiividik.
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5.3.1 VZOREC 1: Povpre¢je vseh vzorcev
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Graf I: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — povprecje vseh vzorcev.
Graf prikazuje deleZe prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije ¢aja z
vonjem originalnega ¢aja, pri Cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.

Prostovoljci so najprej povonjali povge vseh vzorcev, nato Se njegovo rekonstrukcijo,
ki je bila pripravljena izaja Caelo s semeni (S2). Powfjeevseh vzorcev so predstavljale
spojine s povpgem OAV>10, ki je bilo izrdunano iz vrednosti OAV v posameznih
vzorcih. Teh spojin je bilo 23. Za Caelo s sementiekonstrukcijo smo se odlti zato,

ker gre za kakovostnejSo rastlinsko drogo, ki vgehudi semena Sipka in kar 22 spojin z
OAV>10. Podobnost vonja rekonstrukcije v primerjayoovpréjem vseh vzorcev je bila
ocenjena z nizko povp¥ro oceno 1,4 od mozne najviSje ocene 5. To pong@nsi vonja
nista podobna. Povphea ocena prijetnosti rekonstrukcije pa je bila ¢eea z 2,2 od
mozne najviSje ocene 5, kar je predstavljalo nefaij vonj. Zapisane asociacije pri
vonjanju povprga vseh vzorcev so bile naslednje: »toplice, ledawvla, bomboni,

kloriran bazen, zobna pasta, usnje, kis«.
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5.3.2 VZOREC 2: Farmex (S1)
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Graf lI: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — Farmex (51). Graf
prikazuje deleze prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije ¢aja z
vonjem originalnega ¢aja, pri cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.

Spojin z vrednostjo OAV>10 je bilo v originalnemorzu Sipka Farmex 18. Pri tem
rekonstruiranem vonju so prostovoljci ocenili podost z originalniméajem Farmex s
povpr&no oceno 1,7, kar je najviSja povpna ocena med vsemi rekonstruiranimi vonji.
Kljub temu to pomeni skoraj ¢mo podobnost z vonjem originala. Prijetnost vorjdila
ocenjena s povpéao oceno 1,8, kar je najnizja povpmna ocena, podeljena za prijetnost,
med vsemi rekonstruiranimi vonji. Prostovoljci savaedli naslednje asociacije: »smrad po

strohnelem, rastline, zdravila, kloriran bazenraaf hlev, kafra, klor«.

5.3.3 VZOREC 3: Caelo s semeni (S2)
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Graf llI: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — Caelo s semeni (52).
Graf prikazuje deleZe prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije ¢aja z
vonjem originalnega Caja, pri cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.
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Kot je bilo Zze omenjeno, je bilo tukaj 22 spojirviednostjo OAV>10. Povptea ocena
prostovoljcev za podobnost vonja z vonjem origiegcaja Caelo s semeni je znaSala
1,4, kar je skupaj z oceno povpijevseh vzorcev (Graf 1) najnizja ocena med vsemi
rekonstruiranimi vonji. Prijetnost vonja je ocerges povpréno oceno 2,3. Asociacije
tukaj so bile: »sladki koren, les, zdravila, lubidoriran bazen, janez, bomboni Bronhi,
zafran, sladko zelje«.

5.3.4 VZOREC 4: Caelo brez semen (S3)
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Graf IV: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — Caelo brez semen (53).
Graf prikazuje deleZe prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije ¢aja z
vonjem originalnega ¢aja, pri cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.

V Sipku Caelo brez semen je bilo naj\aojin z vrednostjo OAV>10, in sicer kar 23. Pri
rekonstrukciji vonja Caela brez semen je povpaeocena podobnosti znaSala nizkih 1,6.
Medtem je bila prijetnost vonja ocenjena na 2,6, j&anajviSje ocenjena prijetnost izmed
vseh rekonstruiranin arom. Kljub temu to Se vedrameni dokaj neprijeten von;.
Navedene asociacije so bile naslednje: »sladki kokematek, cvet roze, janezeve

zvezde, lekarnaaj, kloriran bazen, zobna pasta, bomboni BronHraka
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5.3.5 VZOREC 5: 1001 cvet (S4)
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Graf V: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — 1001 cvet (54). Graf
prikazuje deleze prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije Caja z
vonjem originalnega ¢aja, pri cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.

V Sipku 1001 cvet je bilo identificiranih 16 spojim vrednostjo OAV>10. Mani
prostovoljcev rekonstruiran vogigja 1001 cvet ni bil podoben originalnemu vonjy,jea
povpre&na ocena za podobnost vonja znaSala le 1,7. Nekoi#fa je bila povpréna ocena
za prijetnost, in sicer 2, kar pa vseeno pomenijedail prostovoljcem rekonstruiran vonj
zdel neprijeten. Pri asociacijah so navedli nageedstevlji, les, med, kloriran bazen,
usnje, konj, plastika«.

5.3.6 VZOREC 6: Papaja (S5)

70 W Podobnost
60
50
40
30
20
10

0

M Prijetnost

Delez prostovoljcev (%)

1 2 3 4 5

Lestvica 1-5

Graf VI: Prikaz rezultatov pri vrednotenju rekonstrukcije arome — Papaja (35). Graf
prikazuje deleze prostovoljcev, ki so ocenjevali podobnost vonja rekonstrukcije Caja z
vonjem originalnega ¢aja, pri cemer 1 na lestvici pomeni najmanj podobno oz. najmanj
prijetno in 5 najbolj podobno in najbolj prijetno.
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Spojin z vrednostjo OAV>10 je bilo tu najmanj, iitcex 15. Prostovoljci so podobnost
rekonstrukcije v primerjavi z originalniiajem Papaja ocenili z nizko povpn® oceno
1,7, enako kot prEajih virov 1001 cvet in Farmex. Prijetnost vonjaljiia ocenjena s
povpr&no oceno 2,4, kar je takoj za prijetnostjo rekaristije Caelo brez semen. Vendar
to Se vedno nakazuje na nepodobnost in neprijeten rekonstrukcije. Asociacije ob
vonjanju rekonstrukcije so bile naslednje: »smvdljkrpa, roze, zdravila, kloriran bazen,

Zafran, metax.

Kot je razvidno iz rezultatov, je imelo kar 11 ngnih spojin v vseh vzorcih vrednost
OAV>10. Najv& spojin z vrednostjo OAV>10 je vseboval Sipek Cablez semen
(Preglednica IX). Sledijo mu Caelo s semeni, Farni®01 cvet in Papaja. Na podlagi
rezultatov lahko Se enkrat potrdimo domnevo, dafawnaceviske rastlinske droge
kakovostnejSe od komercialnih, saj vsebujej@ epojin z OAV>10, ki prispevajo h
celostnemu vonju in verjetno farmakoloskemu delgvarastlinske droge. NajviSja
povpr&na ocena podobnosti je bila 1,7, in sicer pri rekarkciji arome Sipka Farmex,
1001 cvet in Papaja. Najnizjo povpn® oceno za podobnost, 1,4, je dobila rekonstrakcij
povpre&ja vseh vzorcev in Sipka Caelo s semeni. Na drtrgnsje bila za prijetnost s
povpr&no oceno 2,6 najbolje ocenjena rekonstrukcija ar@mp&a Caelo brez semen,
najnizjo povpréno oceno, in sicer 1,8, pa je dobila rekonstrukaifame Sipka Farmexie
pogledamo vse ocene, opazimo, da zelo odstopajawisje mozne ocene 5, kar pomeni,
da z organoleptno analizo nismo uspeli rekonstruirati nobenegarceo Tudi med
asociacijami prostovoljcev ni bil omenjen Sipekwaaj kakSna podobna rastlina. Prav tako
nismo nasli zné&lne povezave med farmacevtskimi/komercialnimilraskimi drogami in
podobnostjo/prijetnostjo pripad#&jb rekonstrukcij. Domnevali smo nandreda bo vonj
rekonstrukcij farmacevtskih rastlinskih drog pmijejSi od rekonstrukcij komercialnih drog
zaradi veéjega Stevila spojin z OAV>10 in da bo podobnost jaomekonstrukcij
farmacevtskih rastlinskin drog z originalno farmasko rastlinsko drogo manjSa od
podobnosti vonja rekonstrukcij komercialnih rastkin drog z originalno komercialno
rastlinsko drogo zaradi kompleksnejSe sestave fegmskih rastlinskih drog. Te domneve
nismo uspeli ne potrditi niti ovég saj ni bilo jasnih rezultatov.

Vzrokov za neuspeSno organolépt analizo je vé& Kot je bilo ze omenjeno pri analizi
hlapnih spojin, za nekatere spojine nismo naslidnosti OTV, zato nismo mogli

zanesljivo trditi, ali bi bila ta spojina odgovorma vonj Sipka ali ne. V vseh vzorcih smo
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nasli velike koncentracije neznane spojine, kiignmo mogli identificirati in je zato tudi
nismo upostevali pri atovanju rekonstrukcij. Povsem mozno je, da ravneopnost te
spojine prispeva k edinstvenemu vonja Sipka. Drog&#Zna razlaga je ta, da lahko v
rastlinah kot tudi v njihovem hlapnem olju najdepgromno spojin. Nekatere so prisotne
v izjemno majhnih kofiinah in povsem mozno je, da je bila v Sipku kakSpajina z
visoko vrednostjo OAV neupoStevana, ker je bilaum& kromatograma in ni bila
identificirana. To napako bi lahko v prihodnje oalghi z vesjim koncentriranjem spojin —
tako bi se izognili izgubi spojin v Sumu. Obenemoshkvalitativno potrdili 37 spojin.
Lahko bi katera od teh spojin znatno prispeval@hkjw, pa je nismo upostevali, ker nismo
poznali bodisi njene koncentracije, bodisi vredn@TV, bodisi obeh. Pri nekaterih
spojinah smo opazili tudi prekrivanje vrhov (npistragola in safranala). Sprva smo
sklepali, da celoten kromatografski vrh pripadaraggilu, zato smo rekonstrukcije
nacrtovali le z estragolom. Za poskus smo eni izméamestrukcij dodali safranal in von;
se je priblizal vonju Sipka. Torej je v Sipku priso tudi safranal. Tako smo Se enkrat
preverjali kromatografske vrhove, podatkovno krigbn ki nam je v enem vzorcu
ponujala safranal, pri drugem pa estragol, in drpgnt«, ki je zelo podoben tako pri
safranalu kot estragolu. Ker je bilo nemoégaigotoviti, katera je prevladuja spojina in
kolikSna je njena koncentracija, smo preprosto abmpli kromatografski vrh in sklepali,
da polovica ugotovljene koncentracije pripada egtia polovica pa safranalu. 1z tega je
potem lahko sledila napaka pri organolémti analizi in nezmoznost popolne
rekonstrukcije vonja Sipka. S&ib smo se tudi s problemom neznane vrednosti O&V z
safranal, ki je nismo nasli v literaturi, tudi nalegu ne. Ugotoviti smo jo morali sami, tako
da smo delali razine reditve safranala. NajmanjSa koncentracija, pri katerseuti von;
safranala, je OTV spojine, v naSem primeru je kdopri 0,003 ppm. Iz ugotovljene
vrednosti OTV smo izkunali vrednost OAV za safranal, ki je bila krepkadrlO pri vseh
vzorcih, kar pomeni, da ima safranal veliko viogovyonju Sipka. Kljub reSitvi problema s
safranalom vseeno nismo uspeli rekonstruirati womjeginalnih vzorcev, zato se nismo

lotili iskanja spojine, ki bi bila najbolj odgovaarza aromo Sipka.
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6 SKLEP

V raziskovalnem magistrskem delu smo najprej z oethodestilacije pridobili vzorce
etercnega olja iz plodov Sipka raztih virov. Tu je bilo treba optimizirati razmerensa
metode (izbrati primerno maso rastlinske droge pematuro incas izvedbe kodestilacije),
kar smo storili s pomio poskusnega vzorca. Nadalje je bilo treba bugmersljati proces
kodestilacije, kar je potekalo brezgjib tezav.

V drugem delu smo s plinskim kromatografom, sklepiin z masnim spektrometrom
ugotavljali vsebnost hlapnih spojin v vzorcih, ghalizirali in kvantitativho ovrednotili z
uporabo referemih spojin. Skupno smo v vseh vzorcih nasli kar i#848icne spojine, kar
je najveje Stevilo doslej v primerjavi z drugimi raziskaviar®d tega smo 67 spojinam
potrdili istovetnost, za 36 spojin pa lahko samtegimo, da so prisotne, ne poznamo pa
njihove koncentracije. S kemijskega sté&isahko govorimo o organskih kislinah, ketonih,
aldehidih, aromatskih aldehidih, estrih, etrih, di#m, alkoholih in terpenoidih. Z analizo
hlapnih spojin smo potrdili domnevo, da so farmasles rastlinske droge bolj kakovostne
od komercialnih, saj so vsebovalec\&ojin, tako kvantificiranih, kvalificiranih koudli
domnevno istovetnih spojin. Tezave smo imeli piroganju identitete neznane spojine, ki
je na koncu nismo ugotovili, in pri prekrivanju wthnekaterih spojin, kar smo delno resili
Z uporabo réne integracije.

Zadnji del naSe raziskave je predstavljala orggiiea analiza. S pond® vrednosti
OAV smo dobili nabor spojin, ki naj bi prispevaleakomi. Kar 11 spojin je imelo v vseh
vzorcih OAV>10. Kljub temu izvedba organolepie analize ni bila uspeSna, saj so
prostovoljci ocenili, da nase rekonstrukcije vonfgso podobne naravnim vonjem vzorcev
Sipka in tudi niso prijetne. Vzroki so lahko prisost neznane spojine, neidentificirane
spojine z nizkimi koncentracijami v Sumu kromatogea neznana vrednost OTV spojin in
posledéno nezmoznost iztana vrednosti OAV ter prekrivanje vrhov nekateploja.

V nadaljnjih raziskavah bi bilo treba identificirateznano spojino, saj njena koncentracija
v vzorcih ni bila zanemarljiva. Obenem bi bilo dobpoglobljeno raziskati spojine,
odgovorne za edinstven vonj Sipka, saj je aromgaSigenutno Se vedno zavita v ae

skrivnosti.
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velika kompleksnost vzorca.
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Slika 10: Primer dela kromatograma vzorca Caelo s semeni, iz katerega je razvidna
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Y = 4364.237X - B778.126

Area(x1,000.000) R"2 = 0.9958031
] R = 09973994
2.0
] External Standard
] Curve: Linear
] Origin: Not Forced
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Slika 11: Primer umeritvene premice za 3-metilbutanal (izovaleraldehid).

Organoleptitna analiza: SIPEK

1. Povonjajte POPAREK
2. Povonjajte REKONSTRUKCIJO
3. Ocenite:

Vzorec 6

Vzorec 7

Vzorec 8

Vzorec 9

Vzorec 10

Vzorec 11

Podobnost z originalnim vzorcem
(0d 1-5, pri éemer je 1 najmanj podobno in 5
najboi)

Prijetnost
{od 1-5, pri cemer je 1 najmanj prijetno in 5
najbolj)

Asociacije
(z eno besedo opiSite, na kaj vas spominja vonj)

Slika 12: Anketni vprasalnik za izvedbo organolepti¢ne analize.
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