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Povzetek

Tujon je kontroverzna molekula zanimiva za raziskovanje, saj je tujon halucinogen ter ima
potencialne antimikrobne ucinke. Da bi le te lahko raziskovali potrebuje ekstrakt rastline s ¢im
vi§jo vsebnostjo tujona in brez dodatnih topil, ki bi lahko motila rezultate. V raziskovalni nalogi
sem odgovorila na vprasanje: »lJe ektrakcija s superkriticnim CO; ucinkovita metoda
pridobivanja tujona iz iglic Thuje occidentalis?« U¢inkovitost metode sem preverila s ATR - IR
spektroskopijo in tankoplastno kromatografijo. Rezultati so pokazali, da pridobljen ekstrakt
vsebuje 13,5% tujona ter, da so v njem prisotne tudi druge molekule. Zaradi tega je metoda
relativno primerna, a bi potrebovala optimizacijo glede temperature in tlaka med ekstrakcijo za
vec¢ji donos. S takSnim ekstraktom se lahko bioaktivnost rastline omeji na peSc¢ico molekul s

preprostimi antimikrobnimi testi.
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1. UvOD

Esencialna olja mnogih rastlin so odgovorna za njihov okus in farmakoloske lastnosti. Vecina
esencialnih olj je sestavljena iz terpenov, raznolike skupine naravnih produktov, ki izvirajo is 5-
¢lenskih ogljikovih izoprenovih monomerov (French, 2012). Eden od njih je tujon, keton in
monoterpen (slika 1), ki ga lahko najdemo v esencialnih oljih mnogih zelis¢ (npr. zajbelj, zelena
meta, pelin) in v drevesnih vrstah kot so brinjevci in tuje (kleki). Koncentracija tujona v

omenjenih rastlinah obi¢ajno ni poznana (Committee on Herbal Medicinal Products, 2011).
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Slika 1: () (-)-a -tujonin (b) (+)-p-tujon (EI Montassir s sodel., 2013)

Tujon v naravi najdemo kot mesanico obeh izomer a-tujona in B-tujona. Za tujon vemo, da lahko
povzroCi vzburjenje centralnega zivénega sistema, saj je receptorski antagonist Gama-amino
maslene kisline, t.i. GABA receptor (Olsen, 2000)."! Od zacetka 19. stoletja dalje tujon velja za
mocan nevrotoksin (toksi¢en za mozgane, ledvice in jetrne celice). Zauzit v prevelikem odmerku
lahko povzro¢a tudi misi¢ne krc¢e. Vendar v zadnjih 15 letih vedno ve¢ znanstvenikov poroca tudi
koristnih lastnostih tujona (Bielenberg, 2007; Committee on Herbal Medicinal Products, 2011).
Razlog so rastline, ki se v ljudski medici Ze dolgo ucinkovito uporabljajo in vsebujejo tujon.
Primer so rastline iz druzine Arborvitae, v katero spada tudi klek (lat. Thuja occidentalis) ali
zajbelj (lat. Salvia officinalis) iz druzine ustnatic, katerih zelis¢ni pripravki so prisotni tudi na
prostem trgu. Ponudniki jih priporocajo za Krepitev imunskega sistema, za zdravljenje koznih
bolezni, nekateri pa jim pripisujejo celo antikarcinogene (Biswas et al., 2011) in antimikrobne
ucinke (Naser s sodel., 2005). Klini¢ne studije z ekstrakti Thuja occidentalis so pokazale
terapevtsko ucinkovitost v zdravljenju okuzb dihal (Naser, Bodinet, Tegtmeier, & Lindequist,
2005).

! GABA je glavni inhibitorni nevrotransmiter v centralnem Zivénem sistemu sesalcev. Igra glavno vlogo v
reduciranju nevroloske vzburjenosti Zivénega sistema. Pri ljudeh je GABA direktno odgovoren za regulacijo
misi¢nega tonusa (Watanabe, Maemura, Kanbara, Tamayama, & Hayasaki, 2002).



Thuja occidentalis, ameriski klek, je v Sloveniji zelo pogosta rastlina za t.i. zive meje. Raziskave
0 vsebnosti tujona v tej rastlini (v Sloveniji) Se niso bile izvedene. Predpostavili smo, da je
bioaktivnost rastlinskega ekstrakta odvisna od koncentracije tujona v rastlini. Da bi preverili
hipotezo, je potrebno tujon najprej ekstrahirati iz rastline, zato sem se odlocila, da najprej
razi$¢em mozne (ucinkovite) tehnike ekstrakcije in na tej osnovi dolo¢im koncentracijo tujona v
listih te rastline. Seveda je pomembno tudi vprasanje, ali je tujon res tista aktivna molekula, ki je

odgovorna za razli¢ne fizioloske ucinke, Ki jih za navadni klek zasledimo v literaturi ali ne?

Po pregledu literature sem se odloCila za ekstrakcijo s superkriticnimi fluidi. Metoda se v
literaturi opisuje kot najbolj primerna za ekstrakcijo monoterpenov iz liofiliziranega rastlinskega
materiala (Al-Asheh, 2012). Na tej osnovi sem sklepala, da bi lahko bila primerna tudi za
ekstrakcijo tujona. Odlocila sem za ekstrakcijo s superkriticnim CO, in identifikacijo ter
dolo¢itvijo koncentracije tujona Vv pridobljenem ekstraktu z ATR - IR spektroskopijo in

tankoplastno kromatografijo (TLC), ki sta na voljo v Solskem laboratoriju.

1.1. Raziskovalno vprasanje in hipotezi

Postavljeno raziskovalno vprasanje je bilo: »Je ekstrakcija s superkriti¢cnim CO, primerna metoda

za ucinkovito ekstrakcijo tujona iz Thuje occidentalis?«
Postavljeni sta bili naslednji hipotezi:

Hipoteza 1. Ekstrakcija s superkriti¢cnim CO, je ucinkovita metoda za ekstrakcijo tujona.
Pridobili bomo produkt, ki ne bo ¢ist, saj je ekstrakcija odvisna od eksperimentalnih pogojev, kot
so temperatura, tlak, koli¢ina in kvaliteta rastlinskega materiala. Ker gre za prvo taksno
raziskavo, teh parametrov ne moremo optimizirati v naprej. Pricakovali smo, da bo produkt

mesSanica razli¢nih terpenov.

Hipoteza 2: Skupna koli¢ina tujona pridobljenega z ekstrakcijo s superkriticnim CO; bo
primerljiva z vrednostmi najdenimi v literaturi, kjer je bila, kot metoda ekstrakcije, uporabljena
parna destilacija. V esencialnih oljih razli¢nih rastlin se vrednosti tujona gibljejo do 43% skupne

mase ekstraktov (Committee on Herbal Medicinal Products, 2011; Montassir s sodel., 2012).



1.2.  Uporabljena metodologija dela

Potek eksperimentalnega dela je predstavljen v naslednji shemi.

Pridobivanje
zadostne

kolicine

navadnega Liofilizacija Ekstrakcija s ATR - ETIR

spektroskopija

kleka rastlinskega superkriticnim
materiala CO2

primernega za
liofilizacijo
(cca. 3,00 kg)

Slika 2: Shema metod uporabljenih v raziskovalni nalogi

Tankoplastna
kromatografija




2. TEORETICNO OZADJE

2.1.  Ekstrakcija s superkriticnim CO,

Snov doseze t.i. superkriti¢no stanje, ko tlak in temperatura presezeta kriticni vrednosti. Na tej

toc¢ki ne moremo ve¢ razlikovati med plinastim in teko¢im stanjem (Danielski, 2007).
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Slika 3: fazna ravnotezja in supekriti¢ni fluidi (Petrovi¢, 2013)

Ekstrakcija s superkriti¢cnim CO; je uveljavljen industrijski proces za ekstrakcijo naravnih snovi,
saj z njo lahko dobimo izjemno diste ekstrakte, brez ostankov topil. Tipi¢ni produkti vkljucujejo
ekstrakte hmelja, kave in ¢aja (brez kofeina), zelis¢ne in za¢imbne ekstrakte, ekstrakte zdravilnih
zelis¢ ter razli¢nih olj. Ogljikov dioksid, CO;, je relativno slabo, a zelo selektivno topilo za
nepolarne, lipofilne snovi. Ker je CO, hidrofobno topilo, ga ne moremo uporabiti za ekstrakcijo
vlazne biomase. Zato morajo biti surovi materiali pred ekstrakcijo posuseni in zmleti. Ceprav sta
susenje in mletje preprosti tehniki dela, sta kljuéni za izkoristek pridobljenega ekstrakta

(Catchpole s sodel., 2012).

Ekstrakcija trdnih delcev s superkriticnimi tekocinami je ena najpogostejsSih aplikacij
superkriti¢nih tekoc¢in. Ekstrakcija se izvaja pod visokim tlakom in s konstantnim stikom med
vzorcem in topilom. Trden material je naloZzen v ekstraktor, skozi katerega tece superkriticna

tekocina, pri ¢emer prihaja do raztapljanja zelenih snovi (Danielski, 2007).
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Slika 4: Proces ekstrakcije s superkriti¢nimi teko¢inami (Danielski, 2007)

Kot je razvidno s slike 4, je material najprej vstavljen v ekstraktor. Nato v komoro dovajamo
topilo (v nasem primeru CO,), kjer je vzpostavljeno superkriticno stanje s pomocjo primernih
pogojev (tlak in temperatura). Material je potem prenesen v naslednjo komoro, kjer pogoji

dovoljujejo lo¢evanje komponent v zmesi. Sledi odstranitev kon¢nega produkta.

2.1.1. Ekstrakcija tujona

Oba faktorja, polarnost in ustrezno topilo, igrata pomembno vlogo pri ekstrakciji tujona iz kleka.
Tujon se najboljSe raztaplja v propanonu, ki mu sledijo etil acetat, heksan, etanol (Evropska
komisija za zdravje in varstvo potrosnikov, 2003). Zaradi karbonilne skupine je molekula
polarna, vendar tudi zelo hlapna. Ce bi omenjena topila dodali k rastlinskemu vzorcu, bi lahko
pricakovali ve¢ji izkoristek ekstrakcije, vendar bi topila postala sestavni del produkta. Dodana
topila bi lahko vplivava na bioaktivnost ekstrakta ter onemogocila razlikovanje med ucinki
ekstrakta in topil.? Ker Zelimo ekstrakt uporabiti za nadaljnje farmakoloki raziskave, smo se

odlo¢ili, da bomo kot topilo uporabili samo ogljikov dioksid.

? Zaradi tega je ekstrakcija s superkriticnim CO, ena bolj primernih metod za ekstrakcijo snovi uporabljenih v
farmakoloSke namene.



2.2. ATR - FTIR spektroskopija

Ko molekule absorbirajo energijo v infrardeci podro¢ju elektromagnetnega valovanja, vibrirajo
(vezi se raztezajo in upogibajo). Ko infrardeCe sevanje potuje skozi vzorec, spekter pokaze
znacCilne absorpcijske vrednosti, ki potrjujejo, da je specifictna vez prisotna v molekuli. Poleg
znacilnih absorpcijskih vrednosti za posamezne vezi, infrardeci spekter vsebuje tudi t.i. obmocje
»prstnega odtisa« molekule. To je karakteristi¢ni vzorec, med 400 in 1500 cm™, znatilen za

posamezno molekulo (Neuss, 2014).

Infrardeca spektroskopija se primarno uporablja kot kvalitativna tehnika za dolocanje in
preverjanje Cistih snovi. Infrarde¢ spekter, ki ga pridobimo iz rastlinskih vzorcev, je lahko
izredno kompleksen, saj vsaka prisotna funkcionalna skupina prispeva h kon¢nemu rezultatu.
Kon¢ni rezultat je spekter, katerega vrhovi so izredno tezko dolocljivi zaradi prekrivajocih se
absorpcijskih vrednosti. Tu je tehnika ATR (ang. Attenuated Total Reflectance (ATR) IR ) lahko
zelo koristna (Bruker Co., n.d. 2015).

ATR dovoljuje kvalitativno in kvantitativno analizo vzorcev z zelo malo ali ni¢ predhodne
priprave vzorcev, kar zelo pospesi proces analize. Pri ATR spektroskopiji usmerimo IR Zarek
direktno v kristal (v naSem primeru diamant) z visokim indeksom refrakcije (lom svetlobe). IR
zarek se potem odbije od notranje povrSine kristala in ustvari kratkotrajno valovanje, ki se
pravokotno projicira v vzorec, ki je v direktnem stiku z ATR kristalom. Del valovanja se zaradi

vzorca absorbira in del odbije nazaj na detektor (slika 5) (Pike Technologies, 2014).

Kratkotrajno valovanje

Vzorec

ATR kristal

Slika 5: Grafi¢ni prikaz delovanja ATR - FTIR spektroskopije (Pike Technologies, 2014)



Za vzorce v tekocem ali trdnem stanju kontakt s ATR kristalom ne predstavlja nobenega
problema (Pike Technologies, 2011).

Za ugotavljanje, ¢e je tujon prisoten v vzorcu, moramo dolociti karakteristicne absorpcijske
vrednosti za to molekulo. 1z strukturne formule tujona je razvidno, da v molekuli najdemo

naslednje funkcionalne skupine:

1. C-H vez (v alkanih vezanih na obro¢ in v obroc¢u) in

2. C=0 vez kot funkcionalno skupino, vezno na obrocu.

Absorpcijska vrednost za keton (karbonilne skupino) se pojavi med 1655 in 1760 cm™. Drug,

relativno mocan signal, lahko pri¢akujemo tudi med 2850 in 2965 cm™ , kar kaze na C-H vez.

Kvantifikacija je mogoc¢a z uporabo Spectrum Quant programa. Tujon je slabo raziskana

molekula in v literaturi je bil najden le en IR spekter (French , 2012).

2.3.  Tankoplastna kromatografija ekstrakta

Tankoplastna kromatografija omogoca locitev komponent v zmesi in na osnovi primerjave

retencijskih faktorjev tudi identifikacijo ¢istih snovi.

Sredstvo za identifikacijo komponent v razvitem kromatogramu je vsebovalo 2,4-dinitrofenil

hidrazin (2,4-DNPH), ki se v prisotnosti karbonilne skupine (molekula tujona) znacilno obarva.



3. PRAKTICNI DEL

Vzorci so bili pripravljeni in analizirani v Solskem laboratoriju, medtem, ko je liofilizacija in

ekstrakcija s superkriti¢cnim CO, potekla na Univerzi.

3.1.  Priprava rastlinskega materiala

Rastlinski material je bil iz zasebnega vrta pobran novembra 2015. Pobrani so bili le zeleni deli
rastline in ro¢no lo¢eni od preostalih olesenelih delov. Material je 24 ur shranjen v temnem in

suhem prostoru ter nato liofoliziran.

Slika 6: Vejica Thuje occidentalis, kleka

Da bi bila liofolizacija ucinkovitejSa, je bil material predhodno zdrobljen v Bosh™ kavnem
mlinc¢ku. Velikost delcev posusenega rastlinskega materiala vstavljena v liofilizator (Zirbus), je
bila med 1 do 10 mm. Zmlet material je pomenil vecjo ekstrakcijsko povrSino in s tem vedji
izkoristek ekstrakcije. Premajhni delci materiala ne bi bili dobri, saj bi se zaradi tega dostop

molekulCO, zmanjsal in s tem negativno vplival na izkoristek ekstrakcije.

3.1.1. Liofilizacija

Liofilizacija je energetsko in masno najbolj intenzivna metoda suSenja, ki pa hkrati ne unici
snovi, ki so obcutljive na svetlobo, toploto ali prisotnost kisika. Zato je liofilizacija je izjemno
dobra metoda za suSenje materiala z visoko vsebnost polinenasicenih lipidov in lipofilnih
antioksidantov. Z njo iz materiala odstranimo vodo, ne da bi ob tem ostranili tudi druge snovi.

Material mora po liofilizaciji biti ¢im prej uporabljen (ali ustrezno shranjen), saj porozna narava
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posusenega materiala omogoca dostop kisiku. Liofiliziran material ima obi¢ajno nizko gostoto in
mora biti pred ekstrakcijo zmlet (Catchpole et al., 2012).

Liofilizator vodo v materialu najprej zamrzne in nato s pomoc¢jo vakuuma ostrani. Voda iz
materiala sublimira, vse ostale molekule pa v vzorcu ostanejo. Rastlinski material smo v
liofilizatorju susili 5 dni pri -20°C.

Slika 7: Liofilizator

3.2.  Ekstrakcija s superkriti¢cnim CO,

Slika 8: Ekstraktor

Naprava uporabljena za ekstrakcijo s superkriticnim CO, je imela eno ekstrakcijsko komoro ter
dva separatorja. Tok CO, je bil 15 L/h. Ekstrakcija je potekala 60 minut. Pogoji znotraj
ekstraktorja so bili optimizirani glede na vrednosti v literaturi (Al-Asheh, 2012). Optimalni tlak
za maksimiranje koli¢ine ekstrahiranega tujona je bil dolocen kot 140 barov. Temperatura v
ekstraktorju ter prvem separatorju je bila 40°C (standardno uporabljeno temperatura za

ekstrakcijo s superkriticnim CO; v tem laboratoriju). V separatorjih je bil tlak pocasi znizan iz

11



140 barov na 50 barov in potem na 20 barov. Temperatura v drugem separatorju je bila na koncu
lo¢itve -12°C. Ta relativno nizka temperatura je bila izbrana zaradi preprecitve izhlapevanja
tujona v ekstraktu. Produkt je bil potem postrgan iz separatorja, stehtan in shranjen v posodici iz
temnega stekla, na hladnem in suhem prostoru. S tem smo preprecili razgradnjo ekstrakta zaradi

vpliva svetlobe ali temperature ter njegovo izhlapevanje.

Slika 9: Separator 1 z ekstraktom

3.3.  ATR-FTIR analiza ekstrakta

Da bi lahko uporabili ekstrakt Thuje occidentalis za kvalitativno in kvantitativno analizo, je bilo
najprej potrebno posneti ATR IR spekter ekstrakta in standarda (+/-)-tujona (Sigma — Aldrich;
>96%). Predpostavljeno je bilo, da je tujon prisoten v ekstraktu. Analiza je bila izvedena na
prenosnem diamantnem ATR - FTIR spektrometru (Perkin Elmer spectrum Two). Na povrsino
diamantnega (ATR) kristala smo polozili od 2 do 10 mg ekstrakta.

Spekter je bil posnet pod naslednjimi pogoji:
e valovna dolZina v obmo&ju od 400 in 4000 cm™.
e Resolucija: 4 cm™.
e Detektor: DLaTGS
e Vir IR svetlobe: MIR (obicajne nastavitve)

e ATR: Pike Diamnond MIRacle
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Slika 10: ATR FTIR Perkin Elmer Spectrum Two

3.4. Tankoplastna kromatografija ekstrakta

Mobilna faza® je bila:
Petrol eter : aceton: kloroform : etanol = 30:10:10:50

Plos¢a za tankoplastno kromatografijo je bila aluminijasta folija prevleCena s plastjo SiO2
(Sigma- Aldrich). Vizualizacijski reagent: 0,4g 2,4-DNPH v 100 mL 2M HCI (Fluka), z dodanim
1 ml etanola (Fluka; 97%)

1 cm od roba TLC plosce je bila s svinénikom zarisana zacetna ¢rta. S ¢rko »S« bila oznac¢ena

to¢ka za standard ter s ¢rko »E« ekstrakt.

0,020 g ekstrakta je bilo raztopljenega v 2 mL diklorometana (Sigma-Aldrich, p.a.). Cista

raztopina tujona je bila uporabljena kot standard.

Mikrokapilarna cevka smo potopili v raztopino obeh snovi in ju prenesli na oznaceni tocki na
TLC plosci. Ta korak je bil ponovljen Stirikrat. Tako pripravljeno TLC plosco smo postavili v
stekleni valj (predhodno nasi¢en z mobilno fazo), in pokrili s steklenim pokrovom. Po 50
minutah je bila TLC plos¢a odstranjena in fronta topila oznacena s svinénikom. TLC plos¢o smo
nato na zraku posusili in jo nato poprsili s posebej zato pripravljenim vizualizacijskim sprejem.

Sledilo je 3 minutno susenje plos¢e pri 105°C.

% Vse kemikalije so bile Flukov produkt in primerne za kromatografijo.
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4. REZULTATI

4.1. Masa produkta in izkoristek ekstrakcije

Masa izhodis¢nega rastlinskega materiala se je med suSenjem in liofilizacijo zelo zmanjsala. 1z
treh kilogramov na manj kot en kilogram (Tabela 1), ki smo ga razdelili na tri dele. S prvim in
drugim delom liofiliziranega materiala smo o¢istili aparaturo®, s preostankom 600 g (Tabela 1) pa
smo izvedli ekstrakcijo, ki je bila vodena pri dveh razli¢nih temperaturnih pogojih (40°C in
12°C). Tabela 2 prikazuje maso produkta iz obeh ekstraktorjev.

Tabela 1: Masa rastlinskega materiala

Material Masa (g + 5 g)

Masa surovega rastlinskega materiala | 3000

Masa liofiliziranega materiala 600

Tabela 2: Masa ekstrakta

Komora Masa produkta (g + 0,001 g)
Separator 1 (T = 40°C) | 5,964
Separator 2 (T=-12°C) | 0,000

Izracun izkoristka za prvi separator:

5,946 g

% izkoristek = gx 100 = 0,991% =1%

6,00x103

Slika 11: Produkt je temno rumena mehka pasta z zna¢ilnim vonjem kleka

* To je bilo storjeno, da so bile odstranjene snovi, ki so ostale od predhodnih ekstrakcij.
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4.2. IR spektra ekstrakta Thuje occidentalis in (+/-)-tujona

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
2. december 2015 16:04

Analyst Uparabnik
Date 2. december 2015 16:04

1054

90+ 32378061, 91 1954T

N
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474 5rc>- B9.92%T
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Slika 12: IR spekter Thuja occidentalis ekstrakta
PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
2. december 2015 16:24

Analyst Uporabnik
Date 2. december 2015 16:24
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Slika 13: IR spekter standarda tujona
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4.3. Tankoplastna kromatografija

Madez 4 Fronta mobilne faze
Madez 3
Madez 2
Madez 1
Startna linija
Slika 14: Rezultati tankoplastne kromatografije
Tabela 3: Rf vrednosti za ekstrakt
tocka dolzina (mm £ 0,1 mm) | Rf
1 32,0 0,337
2 69,0 0,726
3 74,0 0,777
4 86,0 0,905
Mobilna faza 95,0 -

Rf vrednost za standard tujona je bila 0,777.
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5. ANALIZA REZULTATOV

5.1. Identifikacija absorpcijskih vrednosti pridobljenih z ATR IR spektroskopijo

Identificirane so bile le vrednosti izven obmo&ja »prstnih odtisov« molekule (veé kot 1500 cm™).

Tabela 4: Analiza IR spektrov

Spekter Absorpcijska frekvenca (cm™) | Pripadajoge funkcionalne skupine
Thuja occidentalis | 1638 konjugirana C=0 vez
ekstrakt 1737 C=0 vez (razteg)
2848 C-H vez pri C v C=0 vezi (razteg)
2916 C-H vez v sp® hibridiziranih C
atomih (razteg)
3338 COOH
Tujon standard 1739 C=0 vez (razteg)
2873 C-H vez pri C v C=0 vezi (razteg)
2959 C-H vez v sp® hibridiziranih C
atomih (razteg)

5.2.  Izra¢un mase tujona v ekstraktu

Za kvantitativno dolocanje koli¢ine tujona v vzorcu je bil uporabljen racunalniski program Quant
Spectrum. Umeritvena premica je bila narejena z linearno regresijo karakteristicnega valovnega
Stevila za tujon, 1739 cm™. Za algoritem je bil izbran Beer-Lambertov zakon. Da bi lahko
kvantificirali zgolj tujon in preprecili interferenco podobnih snovi, smo uporabili metodo

standardnega dodatka.”

% 0,100 g ekstrakta je bilo dodano 0,100 g standarda ter posnet IR spekter. Nato je bil spekter analiziran, da bi
ugotovili, ¢e je dodatek standarda vplival na intenzivnost karakteristicne absorpcijske vrednosti (pri valovni dolzini
1739 cm™). Ponovljivost je bila v obmo&ju med 98- 102%, kar pomeni, da je metoda zanesljiva.
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Za dolocitev koncentracije tujona , smo najprej pripravili standardne raztopine Cistega (+/-)-

tujona s CH,Cl,

Tabela 5: Standardne raztopine tujona za pripravo umeritvene premice

Prostornina standardne raztopine Prostornina CH,Cl,, | Koncentracija tujona v standardni
tujona (+0.001) , mL (+0.01), mL raztopini (ol %)
0,100 5,00 1,96
0,200 5,00 3,85
0,300 5,00 5,66
0,500 5,00 9,09
1,000 5,00 16,7

Tabela 6: Povrsina pod vrhom 1739 ¢cm-1

¢ (+/-)-tujon (Vol %) Povrsina pod signalom pri 1739
cm*
1,96 6002
3,85 11965
5,66 18402
9,09 30231
16,7 59549
o 80000
I y =13650,4x 11973,3
'§ N 60000 ///0
o 5 = 40000
z € § 20000 — ¢
50
3w 0 ’/"/
3 0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00
Koncentracija standradne raztopine tujona (vol %)

Slika 15: Umeritvena premica za absorpcijo pri valovni dolzini 1739 cm-1
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Sledil je izracun koncentracije tujona v ekstraktu, glede na povrsino signala, ki ga je dal tujon pri
1739 cm™,

Povrsina pod absorpcijsko vrednostjo 1739 cm? v IR spektrogramu je bila dolocena kot 47201

(ATR enote). 1z tega je bil izracunana koncentracija Vol% tujona v produktu:

. 47201 + 1973,3
Vol% (tujon) = 36504 =13,5%

Ekstrakt je pod 28°C v trdnem stanju . Da bi lahko izracunali izkoristek glede na zadetno maso
rastlinskega materiala, smo potrebovali gostoto ekstrakta. Gostota je bila dolo¢ena z uporabo
piknometra.

m (piknometer in ekstrakt)—m (piknometer)
V (piknometer)

p (ekstrakt) = = 0,925 % (+ 0,012 %)

Bielenberg (2007) navaja, da je gostota B-tujona 0,92 g/mL, kar $e nepomeni, de je na$ ekstrakt

¢isti tujon, vendar je potrditev, da je uspela ekstrakcija snovi, s podobno gostoto kot jo ima tujon.

Sledil je izra¢un mase tujona v ekstraktu:

5,964 g
V (ekstakt) = W = 6,448 mL

m (tujon) = 0,135 x 6,448 mL x 0,925 % = 0,805 g (+ 0,041 %)
Masni delez tujona ostane priblizno enak volumskemu delez (13,5 % ). To pomeni, da 0,805 g
(od zacetnih 600 g liofiliziranega materiala) lahko predstavlja tujon, kar prevedeno v izkoristek
pomeni le 0,134%.

0,805g

donos % = s00g 100 = 0,134% (£ 0,041 %)

i vseh izrac¢unov je ocenjena na manj kot 1% in zato nima signifikantnega vpliva
Relativna napaka vseh ] \ j kot 1% t gnifikantnega vpl

na rezultate.
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5.3.  Rezultati tankoplastne kromatografije (TLC)

Kromatogram, ki je bil razvit s postopkom in pod pogoji opisanimi v poglavju 3.4. je jasno
pokazal, da je v ekstraktu in standardu prisotna ista snov tujon (Rf = 0,777). Standard tujona je
bil meSanica obeh izomer zato je jasno, da je ena (ali morda obe) tudi komponenta ekstrakta
pridobljenega z ekstrakcijo s superkriticnim CO,. V ekstraktu so prisotne tudi druge snovi (vec¢

madeZev na kromatogramu).
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6. RAZPRAVA

Prvi del eksperimenta je predstavljal ekstrakcija rastlinskega materiala (klek) s superktiticnim
CO, pri dveh razli¢nih temperaturnih pogojih. Samo v primeru 40°C smo po koncani ekstrakciji
dobili produkt, pri -12°C je bila ekstrakcija neuspesna. Z uporabo ATR FTIR spektroskopije smo
ugotovili, da je delez tujona v ekstraktu zelo majhen (=1% mase osnovnega materiala je
predstavljal tujon). Cistost ekstrakta in prisotnost tujona smo preverili $e s tankoplastno
kromatografijo. Rezultat je pokazal, da je ekstrakt zmes vsaj Stirih razli¢nih snovi, vendar je ena

izmed njih tudi tujon.

ATR- FTIR spektroskopija je bila uporabljena za kvalitativno in kvantitativno analizo skupnega
tujona v ekstraktu. Ugotovljeno je bilo, da je 0 13,5 vol% ekstrakta predstavljal tujon. Ali je to
vse, torej maksimalna vsebnost tujona v rastlini Thuja occidentalis ali ne, na osnovi teh
rezultatov ne moremo potrditi. Montassir s sodel.(2012) navaja, da je delez tujon aprecej visji,
okoli 43%. Ta delez je bil dolo¢en z metodo destilacije z vodno paro, zato reultati ne morejo biti
povsem primerljivi. Vsekakor pa lahko zaklju¢imo, da pogoji ekstrakcije s superkriti¢nim CO,
verjetno niso bili optimalni. Optimizacija tlaka in temperature ekstrakcije je lahko cilj nadaljnjih

raziskav. Ta zakljucek potrjuje drugo postavljeno hipotezo.

Dejstvo, da pogoji ekstrakcije niso bili optimalni, potrjujejo tudi rezultati IR spektrometrije in
tankoplastne kromatografije. Spektra ekstrakta in standarda tujona se ne ujemata, saj so prisotne
tudi druge spojine, ki so odgovorne za ostale absorpcijske vrednosti na spektru. Ti rezultati
potrjujejo prvo hipotezo. Predvidevamo, da komponente v ekstraktu pripadajo skupini molekul,
ki so podobne tistim najdenim v enakih pogojih (Al-Asheh et al., 2012) pri zajblju. To so pinen,
kampen, limonen in eukaliptol. Za identifikacijo teh snovi bi bila potrebna nadaljnja analiza s

HPLC ali plinska kromatografija (gre za lahko hlapne snovi).

Ena od slabosti izbrane metode za ekstrakcijo tujona je velika koli¢ina rastlinskega materiala in
Cas, ki je potreben za ekstrakcijo ter pripravo materiala za ekstrakcijo s superkriti¢nimi fluidi.
Vendar je prednost ta (v kolikor bi uspeli optimizirati pogoje le za ekstrakcijo tujona), da lahko
pridobimo ¢iste snovi brez ekstrakcijskih topil, kar je za nadaljnje farmakoloske raziskave zelo

pomembno. Zaradi omejitev, ki sem jih navedla, je bila ekstrakcija izvedena le enkrat, kar
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pomeni, da pogojev (Se) nismo mogli optimizirani. Nadaljnja raziskava bi se morala osredotociti

predvsem na dolocitev optimalnega tlaka in temperature ekstrakcije.

ATR-IR spektrometrija se je izkazala za ucinkovito in uporabno metodo, saj je zelo hitra ter
dostopna. Je dobra tehnika za zacetno dolo¢anje prisotnosti snovi v produktu in s kombinacijo

razli¢nih matematic¢nih pristopov omogoca tudi kvantifikacijo.

7. DRUZBENA ODGOVORNOST

Z raziskavo sem zelela pokazati, kako lahko s kombinacijo razli¢nih laboratorijskih tehnik
raziskujemo naravne materiale in njihovo potencialno uéinkovitost v farmakoloske namene. Sele
pridobitev ¢istih snovi nam omogo¢i nedvoumno preucevanje njihove ucinkovitosti ter
posledi¢no uporabo v terapevtske namene. V preteklosti sem Ze raziskovala bioaktivnost
alkoholnega ekstrakta tuje, kjer sem predvidevala, da je aktivna ucinkovina tudi tujon. Rezultati
so pokazali, da je ekstrakcija Cistega tujona kljucna za kakrsnokoli sklepanje, zato menim, da sem
z nalogo opravljeno letos, prispevala en kamencek v mozaiku naSega razumevanja narave in
trajnostne rabe naravnih virov. Raziskave takS§ne narave so pomembne predvsem, ker so prva faza
v odkrivanju novih potencialnih zdravilnih ué¢inkovin. Eden najvecjih problemov danasnje druzbe
je rezistenca na antibiotike zato je klju¢no, da povezujemo podrocja kot sta kemijska tehnologija

in biologija ter s tem pospeSimo razvoj resitev.
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8. ZAKLJUCEK

Na osnovi rezultatov pridobljenih z ekstrakcijo s superkriticnimi CO; liofiliziranega materiala
Thuje occidentalis in kasnejSe analize z ATR - IR spektroskopijo ter tankoplastno
kromatografijo, lahko odgovorimo na raziskovalno vprasanje (»Je ekstrakcija s superkriticnim
CO;, primerna ter uporabna metoda za pridobivanje tujona iz Thuje occidentalis?«). Ekstrakcija
s superkriticnim CO; je bila uspesna metoda za ekstrakcijo tujona iz Thuja occidentalis. Toda
pogoji, ki so bili uporabljeni v tej raziskavi (tlak in temperatura) niso bili optimalno izbrani zato
so izkoristki majhni, produkt pa ni Cist. Izra¢unano je bilo, da celoten liofiliziran material
vsebuje le 0,134% tujona, v ekstraktu, pridobljenem s superkritiécnim CO, pa je do 13,5% tujona.
Relativna napaka vseh izracunov je bila manj kot 1% in zato ne vpliva na zakljucke raziskave. Za
optimizacijo procesa je potrebno poiskati optimalen tlak in temperaturo za ¢im vecji donos

tujona. Gledano v celoti, pa je bil cilj raziskave dosezen.
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