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POVZETEK

V nalogi smo poskusali pridobiti ¢im bolj Cisti ekstrakt kurkumina iz indijske zaimbe kurkuma (Curcuma
longa Linn.) in nato lipofilni znagaj ekstrakta preko vezave na Fe2*/3* spremeniti v bolj hidrofilno
molekulo. Molekule, ki vsebujejo B-diketonsko skupino so znane po tem, da lahko tvorijo stabilne
komplekse z ve€ valentnimi kovinskimi ioni. Preko teh vezi je mogoCa tudi vezava kurkumina na
metaloproteine v telesu. S poskusi smo potrdili, da je ekstrakcija kurkumina iz kurkume mogoca tako z
organskimi topili kot z vodno paro, ¢eprav je kurkumin v vodi zelo slabo topna snov. Ekstrakt pridobljen
v organskimi topili je imel manjSi izkoristek (2,35%), kot ekstrakt pridobljen z vodno paro (2,55%) vendar
priblizno 5x ve&jo vsebnost kurkumina — 1,1x10-3 g/L. Zelezovi (Il in IIl) ioni so tvorili komplekse s
kurkuminom v ali brez prisotnosti a-tokoferola, saj je zaradi keto-enolnega dela kurkumina le-ta izjemno
primeren ligand za vezavo na zelezove ione. Vecina mnozinskih razmerjih kompleksov je kurkumin:
Zelezo 1:1. Najvisji izkoristek smo dobili pri uporabi Cistega kurkumina in Fe(ll) in sicer 63,5%. Najman;si
izkoristek je dal ekstrakt parne destilacije in sicer 3,9%. Na tvorbo kompleksov bistveno vpliva
koncentracija kurkumina oziroma njegova Cistoca. Valenca zelezovih ionov Fe (ll) ali Fe(lll) ne vpliva
na nastanek kompleksov kurkumina. Rezultati kaZejo, da je Fe(ll) sicer bolj primeren za tvorbo stabilnih
kompleksov s kurkuminom, vendar tega nedvoumno nismo dokazali, kot tudi ne vpliva oksidacijskega
Stevila na topnost kompleksov. Ugotovili smo, da so kompleksi kurkumina z Fe (Il) in Fe (lll) v vodi

boljSe topni kot Cisti kurkumin in tudi precej stabilnejsi v alkalnem mediju.
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1 UVvOD

V mnogih raziskavah je bilo dokazano, da je kurkumin bioloSko zanimiva in uCinkovita snov, ki kaze
pozitivne ucinke v zaSCiti pacientov po srénem infarktu, pospeSuje prehajanje Ca2?* ionov, vpliva na
delovanie lipidnih peroksidaz in preko tega zviSuje raven holesterola z nizko gostoto (LDH) ter znizuje
raven serumskega holesterola (Kanhathaisong s sod., 2011). Pozitivni u¢niki so bili preuCevani tudi pri
Zelodénih teZzavah (Cir na Zelodcu) ter vnetnih procesih v tankem in debelem Crevesju. Obstaja
povezava med kurkuminom in izloanjem pankreaticne lipaze, amilaze, tripsina in drugih encimov.
Ugotovljeno je bilo, da ima kurkumin antivnetne, antirevmaticne, antioksidativne, antimikrobne,
antikancerogene in Se mnoge druge pozitivne u€inke (Naz s sod., 2010). Tezava pri uporabi kurkumina
je v njegovi nizki topnosti v vodi ter poslediéno tudi slabi bioloSki dostopnosti ter hitrem razpadu v
alkalnem mediju. Zaradi tega je potrebno razmisliti o primernem dostavnem sistemu za solubilizacijo in
stabilizacijo kurkumina v plazmi; to lahko pomeni kemi¢no modificiran kurkumin, na primer, z ve¢
hidrofilnimi  funkcionalnimi skupinami ali pa preko nanodelcev in enkapsulacije oziroma preko
kompleksov, ki ga bodo za$€iti na njegovi poti do tankega Crevesja, kjer poteka absorbcija kurkumina.
Slednje je predmet Stevilnih mednarodnih raziskav (Song s sod., 2011; Ghosh s sod., 2011; Naz s sod.,
2010) ).

Literaturi viri navajajo Stevilne komplekse kurkumina s kovinami: Fe3*, Mn?*, Ni2+, Cu2*, Zn2*, Pb2*, Cd?*,
Rud*, Re3* ter mnogimi nekovinami in kovinami, ki jih obiajno ne najdemo v kompleksih, kot so Al3*,
Gas3*, Smd3+ Eud+, Dy3*, Y3+ Se2* in kovinski oksidi kot je VO2* (Priyadarsini, 2014).

1.1 NAMEN RAZISKAVE

V nalogi bomo poskusSali pridobiti ¢im bolj Cist ekstrakt kurkumina iz indijske zacimbe kurkuma
(Curcuma longa Linn.) ter nato lipofilni znaCaj ekstrakta preko vezave na Fe2*/3* spremeniti v bolj
hidrofilno molekulo. Molekule, ki vsebujejo B-diketonsko skupino so znane po tem, da lahko tvorijo
stabilne komplekse z ve¢ valentnimi kovinskimi ioni (Kanhathaisong s sod., 2011). Zato kurkumin lahko
tvori kelate z borom (Mohr is sod., 2003), bakrom (Barik s sod., 2007), aluminijem (Jiang s sod., 2011),
magnezijem in selenom (Zezib s sod. 2010), kot tudi z drugimi kovinskimi ioni. Preko teh vezi je mogoca
tudi vezava kurkumina na metaloproteine v telesu. To odpira povsem nove moznosti uporabe in
razumevanja delovanja kurkumina v telesu, seveda pod pogojem, da so kovine kurkuminu dostopne

(npr. v katalitiéne mestu encimov).
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Slika 1 — Nukleofilna adicija kurkumina s proteini, kjer je X lahko Zveplo (S) ali selen (Se) (Priyadarsini, 2014).

Ker pricakujemo, da bodo kompleksi kurkumina z Zelezovimi ioni stabilnejSi pri rahlo bazicnem pH
(absorbcija v Crevesju) ter tudi bolj topni v vodnih raztopinah, nas je zanimalo tudi kakSen vpliv bodo
imeli na stabilnost kompleksa drugi antioksidanti, ki so prav tako slabo topni v vodi, kot a-tokoferol
(vitamin E). Literaturi viri navajajo, da se antioksidacijska aktivnost kurkumina ob prisotnosti E-vitamina
(a-tokoferola) poveca, kar bi pomenilo, da bi tudi kompleks z Zelezom lahko imel pove¢ano ucinkovitost.
Palipoch s sod. (2014) navaja, da sinergisticni uinek bistveno zmanjSa tudi oksidativni stres pri uporabi

cisplatina v kemoterapiji.

1.2 HIPOTEZE

Postavili smo si naslednje hipoteze:

Hipoteza 1: Ekstrakcija kurkumina iz kurkume bo potekala tako z organskimi topili kot z vodno paro.
Ekstrakt pridobljen v organskimi topili bo imel visji izkoristek kot ekstrakt pridobljen z vodno paro ter
vecjo vsebnost kurkumina.

Hipoteza 2: Zelezovi ioni bodo tvorili kelate s kurkuminom v ali brez prisotnosti a-tokoferola, saj je
zaradi keto-enolnega dela kurkumina le-ta iziemno primeren ligand za vezavo na Zelezove ione.

Hipoteza 3: Na tvorbo kompleksov bistveno vpliva koncentracija kurkumina oziroma njegova cistoca.
Najvedji izkoristek pricakujemo pri Cistem kurkuminu in najmanjsi pri olinem ekstraktu pridobljen s parno
destilacijo.

Hipoteza 4: Valenca zelezovih ionov (Fe (Il) ali Fe(lll) ne vpliva na nastanek kompleksov kurkumina,
vpliva pa na topnost kompleksov v bazi¢nem delu pH.

Hipoteza 5: Kompleksi kurkumina z Fe (Il) in Fe (lll) so v vodi boljSe topni kot Cisti kurkumin in
stabilnejSi v alkalnem mediju.

Hipoteza 6: ATR —FTIR spektroskopija in UV-VIS spektroskopija bosta potrdili nastanek kompleksov
kurkumina z zelezom in sta primerni metodi za raziskave kompleksov kurkumina s kovinskimi ioni.
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1. 2.1 Razlaga hipotez

OH [e]
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Slika 2 — Strukturna formula kurkumina (Palipoch s sod. , 2014)

Kurkumin ima glede na zgradbo tri reaktivna mesta:

v" dikarbobonilni skupini (keto) in

V" dve fenolni skupini.
Metoksi skupine na fenolnem obrou so manj reaktivne. To pomeni, da je kurkumin [1,7-bis(4-hidroksi-
3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion)] lahko proton donorska molekula, kar vodi v oksidacijo

kurkumina. Pri¢akujemo lahko nukleofilne adicije in reakcije hidrolize.

Vse omenjene reakcije imajo v zivih sistemih iziemno pomembno vlogo. Posebnost kurkumina je, da
kljub svojemu fenolnemu znacaju v vodnih raztopinah praviloma ne polimerizira, ampak se razgradi.
Ceprav mehanizem razgradnje $e ni povsem pojasnjen, raziskovalci menijo, da se razgradnja zacne
preko dikarbonilnih skupin. Prisotnost lipidov, liposomov, albuminov, cikodekstrionv in Stevilnih drugih

molekul, razgradnjo samo Se pospesi (Priyadarsini, 2014).

V bioloskih pogojih je za kurkumin opisano, da lahko tvori koordinativno vez s kovinskimi ioni tipa ML,
kjer ima kovinski ion naboj M2+ ali komplekse tipa MLs, kjer je naboj kovine 3+ (Mohammadi s sod.,
2005; John s sod., 2005; Kanhathaisong s sod., 2011 ). V dostopni literaturi so dobro opisani primeri z
Al(ll) ioni, Zn(ll) in- Mn(ll) ioni.

V tej raziskovalni nalogi bomo preuCili moznost nastanka kelatov z dvovalentnim in trivalentnim
Zelezom. Kot vir Zeleza smo vzeli FeSO4 x 7H20 (Sigma Aldrich, 98,9%) in Fe(NO3)s (Sigma Aldrich,
99,0%). Predvidevali smo, da bi tako z Fe(ll) kot Fe(lll) lahko nastali kompleksi, ki so predstavijeni na
slikah od 1 do 3. Ker so nitrati (V) in sulfati (VI) dobro topne soli, predvidevamo, da vrsta aniona ne bo

vplivala na stabilnost kompleksa.
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Slika 3 - Hipoteticen primer nastanka kompleksa kurkumina z Zelezom (razmerje 1:2)
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Slika 4 - Hipoteticen primer nastanka kompleksa z Zelezom (razmerje 1:1)
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Slika 5 - Hipoteticen primer kompleksa Zeleza kurkumina in o-tokoferola

Slika 6 - Hipoteticen primer sinteze kompleksa kurkumina v oktaedricni postavitvi (Palipoch s sod. ,2014)
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1.3 PREDVIDENE METODE DELA

1. Klasi¢na ekstrakcija s Soxhletovim aparatom ter vodno paro.
2. UV-VIS in ATR-FTIR spektroskopija.

3. Sinteza kompleksov z uporabo vodne kopeli.

Pri delu se lahko pojavijo teZave z opremo, ki je na voljo v Sol. laboratoriju, saj je praviloma omejena
tako v natancnosti kot tudi v obsegu moznih meritev. Analitika zahteva precejSnjo natancnost, rezultati
morajo biti ponovljivi, zaradi visoke cene Cistega kurkumina pa bomo poskuse izvajali z majhnimi
masami/mnoZinami/koncentracijami snovi. Analitska tehtnica (Kern; AAA2015) meri +0,0001g

natanéno.

2 TEORETICNI DEL

2.1 ZGODOVINA UPORABE KURKUME

Ime kurkuma(ang. turmeric) prihaja iz latinskega imena terra merita (tera = zemlja, merita =
zadovoljstvo, nagrada). Najpomembnejsi del kurkume in tudi tisti, ki ji daje njeno znacilno rumeno barvo,

se imenuje kurkumin. Leta 1910 sta ga odkrila Lampe in Milobedzka (Robles s sod., 1998).

Za kurkumo je zabeleZeno, da se kot zaimba uporablja Ze cca. 4000 let. V indijski kuhinji se uporablja
tudi kot barvilo. Marco Polo jo je poimenoval indijski Zafran. V ljudski medicini pa tudi kot pomo¢ pri
prebavi in pri boleznih mehurja ter ledvic, kot zaScita pred sinusnimi okuzbami in pred vnetiem uses.
Kurkuma ima zelo pomembno vlogo tudi v verskih obredih hinduizma, kjer predstavlja Zivljenje, Cistost

in blaginjo (Kanhathaisong, 2010).

Prve resne raziskave o kurkumi segajo v 20. stoletje. Danes je aktivna komponenta kurkume kurkumin,

ki je ena od top raziskovalnih tem na podrocju biologije, medicine in farmacije (Kanhathaisong, 2010)
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2.1.1 Uporaba kurkume v medicini

Kurkuma (oz. njen aktivna snov kurkumin) deluje antioksidativno in protivnetno; Stevilne raziskave
dokazujejo njeno antikarcinogeno in antimikrobno delovanje (Robles s sod., 1998; Lao s sod., 2005;
Ahsan s sod., 1998; Shi s sod., 2006). Kurkumin zavira delovanje encima topoizomeraza, ki je potreben
za reprodukcijo rakavih celic. Kurkumin ima tudi zmoZnost ustaviti proliferacijo celic v G2/M fazi pri

tumorijih.

Raziskave potrjujejo, da kurkuma ustavlja krvavitve in je zelo dobro naravno zdravilo za celjenje ran.
Kurkumina vpliva na zmanjSanje koli¢ine histamina v telesu in poveca koliCino naravnega kortizona ter
pospesi izloCanje protivnetnih citokinov (TNF-a). Zato deluje protivnetno in posledi¢no tudi
protibole€insko. Pozitivnost uporabe kurkumina je bila opaZena tudi pri za&¢iti ledvic in delovanju
kardiovaskularnega sistema (zmanjSevanje koliCine holesterola nizke gostote). Ekstrakt kurkume
oziroma njeno eteritno olje zavirajo rast bakterij in parazitov (zelo dobri rezultati za bakterijo
Aspergillus flavus in  Entamoeba histolytica). V zadnjem Casu je veliko raziskav usmerjenih tudi v
delovanje kurkumina proti virusu HIV (human immunodeficiency virus) saj zavira HIV-1 intergrazo,
encim potreben, da preide genetski material proizveden v virusu (v tem primeru HIV), do okuzene celice
in do njenega DNA. Kurkumin ima izjemne antioksidacijske lastnosti, ki so posledica stabilizacije
fenoksilnega radikala, ki nastopa kot intermediat v procesu radikalskih reakcij. Na sliki vidimo

regeneracijo fenoksilnega radikala s C vitaminom (askorbinsko kislino) (Funk, 2006).

HyCO o o
o O NAAZ O OCH;

I OH
HyCO,

O OH
ONOCH! L» il O NS Y O OCH,

OH HIH, o .
Curcumin LI I o

K/ HyCO, o o
" N\ V OCH,
0 O O
OH

H donor / Ascorbic acid
phenoxyl radical

Slika 7 - Regeneracija fenoksilnega radikala kurkumina s C vitaminom (Taylor s sod., 1992)

Regeneracija kurkumina preko vodotopnih antioksidantov, kot je C vitamin, obi¢ajno poteka z
vklju¢evanjem Se drugih oksidantov, kot je E vitamin (o-tokoferol) (Khalil s sod., 2013). Kurkumin lahko

na ta nacin bistveno zmanjSa delovanje OH, superoksidnih in alkoksi radikalov (Khalil s sod., 2013).
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Preglednica 1. Produkti kurkume in njihova uporaba

Kurkuma (za¢imba) Pridobljen iz korena kurkume V za€imbah, v naravnem
zdravstvu
Eteri¢no olje kurkume (ekstrakt) | Pripravljena s pomogjo parne V prehrani, medicini

ekstrakcije listov kurkume

Kurkumin (aktivna snov) Pridoblien s pomocjo ekstrakcije | V medicini
korenov kurkume in s pomoc¢jo
kristalizacije

2.2 KEMIJSKA ZGRADBA KURKUMINA IN NJEGOVE LASTNOSTI

Kurkumin ali 1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion je rumeno-oranzni pigment,
pridoblien iz korena kurkume(Curcuma longa Linn.). Kurkuma vsebuje proteine (6.3%), maScobe
(5.1%), minerale (3.5%) in ogljikove hidrate (69.4%). Eteriéno olje (5-8% masnih deleZe kurkume)
najveckrat pridobivamo s parno destilacijo in vsebuje o-felanderene (1%), sabiene (0.6%), cineol (1%),
borneol (0.5%), zingiberine (25%) in seskviterpine (53%)(Goel s sod., 2008).

Strukturne formule znanih kurkuminoidov pridobljenih iz kurkume, so predstavljene na sliki 8.

Curcumin (enol) CURCUMINOID R, R, R.A.[%] Cyclocurcumin 0
a, s-trans, s-trans, a =
O OH Curcumin OCH, OCH, 77 |
Demethoxycurcumin H OCH, 17 0O
bis-Demethoxycurcumin  H H 3 [0)
HO Qb HO OH
R4 R,
/O

Slika 8 - Struktura $tirih najpogostejsih kurkuminoidov v kurkumi (Goel s sod., 2008)

Glede na zastopanost v gomolju kurkume, prevladuje kurkumin, sledi demetoksikurkumin, bis-
dimetoksikurkumin in ciklokurkumin. Kurkumin (R in R2 = OCHs) je molekula z dvema fenolnima
obroCema, ki jo povezuje krajSa konjugirana veriga C atomov z dvema keto skupinama (slika 2), kjer so
pojavlja keto-enolna tautomerija. Tautomerija je mo¢no povezna s polarnostjo topil v katerih je kurkumin
(Kolev s sod., 2005).
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Slika 9 - Keto-enolna tautemerija kurkumina (zgoraj diketo oblika in spodaj keto-enolna oblika) (Kolev s sod., 2005)

NON-POLAR SOLVENTS POLAR APROTIC SOLVENTS POLAR PROTIC SOLVENTS
R\C/C§C ~R R\C /c\c ~R R\C/C§C ~R R\C/c§c ~R R\C /C§C _R

Il OI Il Il Il | —— | | 1l |

0\_’0 0O o o\_Jo O 0 O.  :0:
~._H/ .‘H/ / ‘.'.c Q /

\\‘\HI"I , H"-.

) /.—R /.—R’
R -or- R’ R’ J

Slika 10 - Strukturne spremembe kurkumina v razlicnih topilih (Goel s sod., 2008)

Samo struktura najbolj stabilne oblike, to je enolne konformere kurkumina (R1 = R2 = OCHs) je res dobro
preuCena (Balasubramanian, 2006; Kolev s sod., 2005). Preko raCunalniskih simulacij je bilo

ugotovljeno, da je najman; stabilna struktura cikliéna oblika (ciklokurkumin) ( Kiuchi s sod., 1993).

Strukturne znadilnosti kurkumina prispevajo k velikemu delezu intermolekularnih interakcij, ki so
bistvene za razumevanje njegovih bioloSki, kemijskih in fizikalnih lastnosti, obenem pa omogocajo tudi
ve¢ moznih interakcij te molekule z drugimi biomolekulami v Zivih organizmih. Te interakcije vkljuCujejo
(Goel s sod., 2008):

1. Vodikove vezi na t.i. B-dikarbonilnem delu,

2. Moznost tvorbe vodikovih vezi na obeh OH skupinah fenolnih obrodev,
3. Molekulske interakcije na metoksi skupinah,

4. Koordinativne vez s kationi kovin ali nekovin,

5. Moznost tvorbe geometrijskih izomer zaradi prisotnosti dvojnih vezi v alkilni verigi .
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V literaturi je opisano preko 70 tarCnih molekul na katere kurkumin lahko neposredno deluje.

Zaradi -OH skupin, je kurkumin Sibka organska kislina. Kislost vodikovih protonov v vodnem mediju je

prikazana na sliki 11 ter v Preglednici 2.

pKu =7.8 0.50

-0.73 ? -0.70
p o048 ;

Slika 11 - Porazdelitev naboja pri kurkuminu v vodi (Goel s sod., 2008)

Preglednica 2 - pKa vrednosti kurkumina

pKa Vrednosti pri T=20°C

pKax 8,38 (8,34 (Jovanovic s sod, 1999)

pKay 9,88 (9,75) (Jovanovic s sod, 1999)

pKas 10,51 (10,10) (Bernabe-Pineda s sod., 2004 v Goel s
sod., 2008 )

Predvideva se, da je kurkumin v alkoholih, acetonitrilu in DMSO prisoten v keto-enolni obliki. Ta
hipoteza je bila eksperimentalno potrjena z FTIR spektroskopijo (Roughley in Whiting, 1973; Unterhalt,
1980; Gorman s sod., 1994; Khopde s sod, 2000), fluorescentno spektroskopijo (Khopde s sod, 2000;
Nardo s sod., 2008), kot tudi preko raunalniskih simulacij (Kolev s sod, 2005; Balasubramanian, 2006;
Payton s sod., 2007; Galano s sod, 2009).

Konformacija kurkumina je torej odvisna od okolja v katerem se molekula nahaja, saj okolje narekuje
inter in intra molekulske interakcije. V nepolarnih topilih je kurkumin v glavnem kot zaprt cis-enolni
tautomer, kjer enolni proton in karbonilni kisik ne moreta tvorita vodikovih vezi z drugimi molekulami
(Nardo s sod., 2008; Balasubramanian, 2006). V polarnih topilih enolna tautomera zasede odprto trans-
konformacijo in enolni proton lahko s karbonilno skupino tvori vodikovo vez. V fizioloskih pogojih lahko
takSna odprta enolna tautomera reagira z vodnimi molekulami v plazmi, citoplazmi, amino skupinami itd.

Enolna tautomera je 5 to 8 kcal/mol bolj stabilna od keto oblike (Priyadarsini, 2014).
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Kurkumin je v vodi zelo slabo topen. Njegova topnost se povecuje v polarnih aproticnih topilih. Primer:
DMSO - 11 mg/ml (Goel s sod., 2008).

Zaradi slabe topnosti kurkumina v vodi, ga moramo za bio-medicinske aplikacije vedno raztopiti v topilu,
kjer je boljSe topen. Paziti moramo, da pri tem uporabimo topilo, ki je najmanj toksi¢no (z najvisjim
LDso).

Naslednja tezava s kurkuminom je, da je postane zelo nestabilen v rahlo alkalnem mediju. Ze pri pH >
6.5 prihaja do t.i. alkalne solvolize, kar vidimo iz slike 12. Stevilni razgradljivi produkti sproZijo radikalsko
reakcijo (Goel s sod., 2008)

(B) ALKALINE DEGRADATION curcumin I O OH
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Slika 12 - Vpliv pH in temperature na razgradnjo kurkumina (Goel s sod., 2008)

V kolikor Zelimo, da je kurkumin dejansko bio dostopen in se absorbira v tankem Crevesju, mora biti
stabilen tako s kemijskega, kot tudi fizikalnega, mikrobioloSkega, terapeviskega ali toksikoloSkega
vidika.

Ce povzamemo - za kurkumin raziskave kazejo, da ima vsaj dve veliki teZavi, ko gre z njegove
medicinske aplikacije; to je oksidativna razgradnja (radikalski mehanizem) in solvoliza (hidroliza), ki se
sprozi ze pri pH nad 6.5. Tgnnesen s sod. (1986) navaja, da se v izopropanolu, metanolu in kloroformu
lahko pojavi Se ciklizacija kurkumina, kar pa se v acetonitrilu ali etil acetatu ne more zgoditi. Alkana
solvoliza pri 37°C in pH = 7.2 poteCe Ze v 1 uri. Skoraj celoten kurkumin se pretvori v vanilin in e
nekatere druge stranske produkte (glej sliko 12). Pri 37°Cin pH = 8.0 50% kurkumina razpade Ze v
1.1 minuti (Wang s sod., 1997). Pri nekoliko nizji temperaturi, to je 31.5°C ga 50% razpade v 4.6 urah
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(pH =7.3)inv 2.1 minutah pri pH = 8.0 (Tennesen in Karlsen, 1985). Solvoliza te¢e po mehanizmu

nukleofilne substitucije ali eliminacije (Rahil in Pratt, 1977), kot prikazuje spodnja enacba.

RCOCH2COR' + OH- — RCOCH; + R'CO2-

3 O OH O) OH 0 0

s _ R)g)\R’ = [rRARER| T R A AR

OH

H/O\H =H"+ H—O- 0

pOH 11 10 9 8 7 6 5 4 Bl stable R OH R o R’

pH 3 4 5 6 7 8 9 10 B degradation ferulic acid feruloyl methane

Slika 13 - Shematski prikaz alkalne razgradnje kurkumina (Wang s sod., 1997)

Kurkumin je kromofor, ki iziemno mo¢no absorbira v vidnem delu elektromagnetnega valovanja (v
nadaljevanju - EMV) in je zato zelo obCutljiv na fotooksidacijo Ze pri dnevni svetlobi. Ansari s sod.
(2005) trdi, da se fotooksidaciji ni mogoCe izogniti. 120-urna izpostavljenost Cistega kristalinicnega
kurkumina dnevni svetlobi, ki je bil pridobljen z etanolno ekstrakcijo, pomeni razpad ve¢ kot 70%
izhodis¢ne snovi. Glavni produkt razpada je vanilin (slika 12). Hitrost reakcije je drugega reda glede na
kurkumin (T@nnesen s sod. 1986).
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4-[(1E)-3-(propan-2-yloxy)
prop-1-en-1-yljguaiacol isopropanol ferulic acid vanillic acid

Slika 14 - Razgradnja kurkumina pod vplivom soncne svetlobe (Tgnnesen s sod. 1986)

V'se opisane tezave delajo kurkumin v farmakoloSkem smislu precej tezavno molekulo. Zato vse klini¢ne
raziskave kurkumina opisujejo odmerke, ki se zdijo na prvi pogled izijemno veliki od 8-12 g/dan (oralno).

Tudi, e je kurkumin v relativno stabilnih topilih (DMSO/metanol/etanol), ko pride v stik z vodo ali rahlo
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bazi¢nim medijem (kar je za kurkumin Ze vse kar je nad 6,5), razpade. K njegovemu razpadu deloma

pripomorejo tudi encimi, ki imajo kovinske centre.

Sinteticni kurkumini, v glavnem halogenirane spojine in enokarbonilni sistemi, ki so prikazani na sliki 15

so manj foto obCutljivi oz. manj obCutljivi na razpad v rahlo alkalnem mediju. Tudi v vodi so bolj stabilni.
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Slika 15 - Nekateri sinteticni kurkumini (Robinson s sod., 2005)

Nekateri sinteti¢ni kurkumini imajo vecji ali enak citostaticni potencial kot naravni kurkumin (na sliki15 so
oznaceni z rdeCo barvo (HeLa)). Sinteti¢ni analogi so klasificirani glede na substituiran keto-enolni
povezovalec (aceton, ciklopentanon ali cikloheksanon). Problem vseh do sedaj sinteti¢no pridobljenih
kurkuminov je velika neznanka o njihovi citotoksicnosti. Za kurkumin je dokazano, da lahko inhibira
rakave celice na ravni metastaz, proliferacije in prezivetja; teh podatkov za kurkuminove analoge $e

nimamo ali pa so nepopolni (Kulkarni s sod., 2012).
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Problem s kurkuminom lahko shematiéno predstavimo kot vidimo na sliki 16:

KURKUMIN

KRISTALINCNA
OBLIKA

VODOTOPNA
OBLIKA

FOTOKEMIJSKA
RAZGRADNIJA

FOTOKEMIJSKA KEMIJSKA
RAZGRADNJA RAZGRADNJA

NASTANEK NASTANEK ALKALNA

RADIKALOV RADIKALOV SOLVOLIZA OKSIDACIA

Slika 16 - Fotokemijska in kemijska nestabilnost kurkumina

2.3 KURKUMIN- KOVINSKE INTERAKCHE

a,B-nenasicen B-diketo del molekule kurkumina je odliéno mesto za tvorbo kompleksov s kovinskimi
ioni. Deluje lahko kot bidentatni ligand , kar pomeni, da lahko tvori stabilne strukture, kjer sta kovina in
kurkumin v razmerju 1:2. Ob oktaedriéni razporeditvi okoli centralnega atoma kovina, bi bilo mogoce tudi

razmerje 1:3 (Khalil s sod., 2013) ali celo viSja razmerja, vendar so man;j verjetna.

Slika 17 — mozZne strukture kompleksa kurkumina in Zeleza v vodni raztopini
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3 RAZISKAVA - 1. DEL

SUHA KURKUMA

1
IZOLACIJA LAHKO HLAPNIH
UCINKOVIN (DESTILACIJA Z VODNO
PARO)
1
[ 1
OLINA VODNA
FRAKCIJA (OE FRAKCIJA
|

Ekstrakcija z
organskim topilom

ETANOLNI odstranitev topila
EKSTRAKT (parna organska g
(EE) frakcija)

[
IZBOR NAJUSTREZNEJSEGA TOPILA
ZA EKSTRAKCIJO S SOXHLETOVIM
APARATOM
|

EKSTRAKCIJA
odstranitev
topila

TLC analiza Izracun koncentracije VIS in IR analiza ekstraktov
ekstraktov kurkumina

Organigram 1: Nacrt 1. dela prakticnega dela

3.1 IZVEDBA PRAKTICNEGA DELA

3.1.1 Preizkus topnost kurkume v razli¢nih topilih

Preglednica 3 - Lastnosti preizkusanih topil

\ proizvajalec Cistoca Dipolni moment '(Debys)
Heksan Ried| - de Haen 99.8% <01
Dietil eter Backer 99.5% 1.15
Etil acetat Sigma — Aldrich 99.5% 1.78
Dimetil sulfamid (DMS) Fluka 99.9% 1.50
Aceton Sigma — Aldrich 99.5% 2.76
Metanol Sigma — Aldrich 99.8% 1.70
Etanol Sigma — Aldrich 99.8% 1.69

1 Elektricni dipolni moment je fizikalna koli¢ina, ki oznacuje elektriéni dipol; je vektorska koli¢ina, katere velikost je enaka
produktu pozitivnega naboja in razdalje med nabojema, usmerjen pa je v smeri od negativnega proti pozitivnemu naboju.
Mednarodni sistem enot doloCa za elektriéni dipolni moment sestavlieno enoto As m. Za navajanje elektriénih dipolnih
momentov molekul pa se uporablja tudi mnogo manj$a enota - Debye: 1 debye = 3,3336 - 1030 As m (povzeto po US
Department of Commerce, National BureauStandards, 1971).
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| Ocetna kislina | Sigma - Aldrich | 99.8% | 1.74 |

Za preizkus topnosti smo k 100 mL vsakega topila (Preglednica 3) dodali 0,0500g (+£0,0001) kurkume.
Vzorec kurkume je bil pridobljen iz korenine Curcuma longa (distrubuter Zito d.0.0 (izvor: Indija) rok

uporabe: 8.9.2019). Na ta nacin smo pridobili osem raztopin s koncentracijo = 0,5g/L.

Kot kontrolo smo uporabili deionizirano vodo (pridoblieno v $ol. laboratoriju; prevodnost =5 pS/m).
Topnost kurkume v vodi je bila izijemno slaba, saj delci kurkume lebdijo v raztopini in so vidni ze s

prostim oesom (slika 21).

NajustreznejSe topilo smo dolocili tako, da smo vsaki od osmih raztopin kurkume izmerili absorbanco z
Vernierjevim SpectroVIS spektrofotometrom (program Logger Pro 4.10.1) pri valovni dolZini 422,3 nm,
kier je imel na§ vzorec kurkume svoj absorbcijski maksimum v vidnem delu elektromagnetnega

valovanja.

3.1.2 Ekstrakcija s soxhletovim aparatom

Sestavili smo Soxhletov aparat in v celulozni tulec natehtali znano maso mlete kurkume (=15,0 g).
Dodali smo 150 mL topila (etanol, 99,8% (Sigma Aldrich)) in nato preko kuhalne plo$¢e segrevali toliko
¢asa, da smo dosegli 30 refluksov (nateg). Po kon€ani ekstrakciji smo z rotavaporjem (IsoLab Germany)

odstranili topilo (etanol).

3.1.3 Destilacija z vodno paro

Ceprav je kurkuma zelo slabo topna voda, smo predvidevali, da bi z destilacijo z vodno paro lahko
pridobili nekaj kurkumina; predvsem lahko hlapnih olj katerih glavni sestavina so seskviterpenoidi2. Ker
nam parorazvijalec ni bil na voljo, smo uporabili modificirano metodo parne ekstrakcije, ki se v
vsakdanjem zivljenju uporablja za pripravo kavnega napitka — kafetiero (250 ml). V predel, kamor se
obi¢ajno da mleta kava, smo dali mleto kurkumo (15,0 g) in nato preko grelne plo$¢e, 10-x ponovili
postopek ekstrakcije. Vsakokrat smo uporabili 15,0 mL deionizirane vode. Pridobljene ekstrakte smo
zbirali v lij loCniku.

2 Seskviterpenoidi  so oksidirana oblika terpenov, ki so najpogostejSe sestavine etericnih olj in pogoste sestavine smol.
Zgrajeni so iz izoprena (CsHs). Splo$na formula terpenov je (CsHs)n, kier n pomeni $tevilo izoprenskih enot. (zapiski
predavanj; FF, 2016; dostopno na: file:///C:/Users/Uporabnik/Downloads/1-Terpeni.pdf) povzeto: 29.12. 2016.
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Slika 18 - Kafetiera uporabljena v nalogi

3.1.3.1 Ekstrakcija kurkumina iz vodne frakcije z organskim topilom

Pocakali smo, da ste se obe frakciji (oljna in vodna) v liju locniku med seboj lo€ili. Oljno frakcijo smo
shranili za nadaljnje analize, vodni pa smo dodali 1,2-dikloroetan (Sigma Aldrich, 99%), s katerim smo
Zeleli iz vode pridobiti ¢im ve€ snovi, ki so v njej slabo topne (kurkumin in kurkuminu podobne snovi).
1,2-dikloroetan je bil izbran zaradi dobre loCbe z vodo. Ugotovili smo, da je kurkumin sicer dobro topen
v metanolu, etanolu in acetonu, vendar uporaba teh topil loCitev z vodo ne bi omogocala. Pawar s sod.
(2014) navaja, da je za izolacijo kurkumina dobra izbira tudi &isti benzen in nato pretvorba v vodo.topno
sol z uporabo NaOH(aq), ¢emur sledi obarjanje s HCl(aq). Za ta postopek se zaradi strupenosti
benzena nismo odlodili (Robles, 1998). Izbira diklorometana se je zdela ustreznejSa, saj 1,2-
dikloroetan med enostavnimi kloriranimi ogljikovodiki sodi med manj strupena topila, vendar je tudi pri
uporabi tega topila potrebna velika previdnost (preprecitev neposrednega vdihovanja in kontakta s
koZo) (NIOSH, 2016).

Po odstranitvi topila, smo ekstraktu dodali $e brezvodni NaSOs, premeSali in pocakali 5 min. Sledila je

filtracija in tehtanje produkta.

3.2 IZKORISTKI EKSTRAKCIJ

Po odstranitvi topila, smo ekstrakte ponovno stehtali ter izraCunali izkoristek ekstrakcije.

masa Cistega ekstrakta

x 100

|zkoristek=
masa kurkume

3.3 TLC ANALIZA EKSTRAKTOV

Da bi preucili koliko in predvsem katere snovi smo pridobili z ekstrakcijo, smo nacrtovali izvedbo
tankoplastne kromatografije. V ta namen smo uporabili Machery-Nagel silikagelske plo$¢e, dimenzij 5
x10 cm z 20 mm nanosom SiO; in kot mobilno fazo acetonitril (Carl-Roth, 99,98%). Razliéni viri za
lo¢evanje kurkuminoidov navajajo razlicne mobilne faze in razvijalce lo¢enih komponent. Kulkarni s

sod. (2012) predlaga kot uinkovito mobilno fazo kloroform : metanol= 95:5, Lee s sod.(2013) acetonitril
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in vodo (99:1), Pawar s sod.( 2014) heksan in etilacetat (7:3). Ker razli¢ni avtorji navajajo, da ve¢ kot
90% ekstrakta predstavijal kurkumin, smo se odloCili, da bomo kot mobilna fazo izbrali polarno
aproti¢no topilo acetonitril ter vodo (99:1), ki po navedbah Lee-ja s s0d.(2012), da najboljSo lo¢bo

kurkumina.

3.4 VIS IN ATR-FTIR SPEKTROFOMETRICNA ANALIZA EKSTRAKTOV

Za analizo IR spektrov vseh ekstraktov so bili pomembni predvsem vrhovi, ki so predstavljeni v
preglednici 3.

Preglednica 4. Znacilni vrhovi za kurkumin (IR spektri)

Vrh (valovno Vibracija vezi
Stevilo; cm™1)
Sirok pas zaradi O-H vezi
3508 Oster vrh zaradi O-H vezi (alkilni del)
3014 C - H (sp? v verigi)
=~1600 C - C (aromatski obro€) in C=C vezi
1506 C=0
1280 C-0
1023 C-0-C
959 C-H v benzenovem obroCu (trans vibracije)
713 C-H v benzenovem obrodu (cis vibracije)
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Enol form

Slika 19 - Strukturna formula kurkumina v njegovi diketo in keto-enolni obliki z oznacenimi funkcionalnimi skupinami (Yuan s
sod., 2012)

4 REZULTATI

4.1 PREIZKUS TOPNOSTI KURKUME V RAZLICNIH TOPILIH

Kurkuma in kurkumin sta mo¢no rumeno obarvani snovi, zato je bilo pri¢akovano, da je v VIS delu
spektra najvecja absorbanca v modrem delu. Vendar na absorbanco vpliva tudi izbira topila (slika 3).
Zato so VIS spektri kurkume v razli¢nih topilih nimajo vedno maksimalne absorbance pri isti valovni
dolZini, zaradi razlicne topnosti pa tudi vrednosti absorbanc niso enake. Na grafu 3 vidimo razliko v VIS
spektrih kurkume v etanolu in heksanu ter vrednosti absorbanc pri valovni dolZini 422.3 nm (Amax za

kurkumin) razline (preglednica 5). V obeh primerih bilo uporabliene 0,05 g kurkume/100 mL topila.

Slika 20. Slaba topnost kurkume v vodi v vodi (delci kurkume lebdijo v raztopini in se pocasi usedajo).

26



Ab:

500 700 500 700
Wavelength (nm) Wavelength (nm)

Graf 1 - VIS spekter kurkume raztopliene v etanolu (levo) in heksanu (desno)

UV-VIS spekter kurkumina ima dva mo¢na absorbcijska vrhova; od 410- 420 nm in v UV delu pri 265
nm (posneto z UV spektrofotometrom BioLambda, Perkin Elmer). Pri 425 nm je molarni absorbcijski
koeficient 55.000 dm3 mol-' cm~* (Khalil s sod., 2013).

Preglednica 5. VIS spektri kurkume v razlicnih topilih pri valovni dolZini 422.3 nm

TOPILO Absorbanca pri A 422.3nm (£0.03nm)
0.12

2. Dietil eter 1.82

3. Etil acetat 1.80

4. Dimetil sulfamid (DMSO) 2.03

5. Aceton? 1.80

6. Metanol 2.00

7. Etanol 2.02

8. Etanojska kislina 1.95

Na osnovi rezultatov predstavljenih v Preglednici 3 smo kot najustreznejSa topila dolocili: metanol,
etanol in DMSO, saj ima v njih kurkuma najvi§jo absorbanco pri valovni dolzini 422.3 nm. Ker je

DMSA topilo, Kjer iz slike 2 vidimo, da ekstrakt ni rumene barve, ampak temno zelen (Stevilka 4), se zanj

3 Problem acetona pri VIS meritvah v $ol. laboratoriju nastopi zaradi kivet. Aceton raztaplja kivete, zato je bil a nasi raziskavo
neprimeren (opomba avtorice).
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nismo odlo€ili. Zaradi cenovne dostopnosti, u€inkovitosti in toksikoloSkih podatkov, smo se zato za

izolacijo kurkumina iz kurkume uporabili etanol (Stevilka 7 na sliki 2 (od leve proti desni).

Slika 21 - Uporaba razli¢nih topil za ekstrakcijo kurkumina iz kurkume (desno - Primerjava med topnostjo kurkume v vodi in etanolu)

Preglednica 6. Toksikoloski podatki za najbolj obetavna topila(vi: varnostni listi za kemikalije)

Topilg D50 (za podgane, oralno
metanol 5.6 glkg

etanol 7.1 glkg

DMSO 18.0 g/kg.

Potrdili smo, da je kurkuma v vodi res zelo slabo topna. Njena topnost se povecuje v naslednjem

vrstnem redu:

heksan/voda < etil acetat/aceton < dietil eter <etanojska kislina < metanol < etanol <DMSO.

Ta vrstni red precej sovpada s topnostjo kurkumina, ki ga je predpostavil Khopode s sod. (2000).

4.2 IZKORISTEK EKSTRAKCIE

4.2.1 Ekstrakcija z soxhletovim aparatom

Zacetna masa (kurkume) = 15.0005g (£0.0001g)

V(etanola,99,8%)= 150,0 mL

Trajanje ekstrakcije: 7 ur 25 min ( 30 refluksov)

Rotavapor (IKA PB10): 89 rpm; temperatura: 45°C

28



Slika 22 - Ekstrakcija kurkumina z etanolom v Soxhletovi aparaturi ter ostranitev topila z rotavaporjem

Masa Cistega ekstrakta= 0,3520g (+0,00019)

0,3520

Izkoristek ekstrakcije =
15,0005

x 100= 2,35%

Napaka meritev: 0,02%

Opis ekstrakta: gosta, poltrdna rjavo-oranzna snov, prijetnega, zelo intenzivnega vonja po kurkumi.

4.2.2 Hidro-ekstrakcija s kavnim aparatom

Masa( kurkume) = 15,0000 g( £0.0001g)
V/(deionizirane H20)= 150,0 mL(x1mL)

Trajanje ekstrakcije: 2h (10 ponovitev)

Slika 23 - Modificirana pama ekstrakcija s kavnim avtomatom.

Vodna faza je bila dejansko sestavljena iz nepolarne - oljne faze, ki je plavala na povrsini ekstrakta, ter
vodne faze pod njo. Oljno fazo smo previdno odstranili z lijem lo€nikom in ji, kot suSilno sredstvo, takoj
dodali brezvodni natrijev sulfat (VI). Vodni fazi smo dodali C2H4Clz in v liju loéniku ponovno moéno
stresali. Po nekajkratnih ponovitvah se je organska faza obarvala mo¢no rumeno. Topilo smo nato
ponovno odstraniti z rotavaporjem, dodali brezvodni natrijev sulfat (V1) (proizvajalec Zorka Sabac, p.a)
in tako pridobili (Cistejsi) ekstrakt.

Masa Cistega ekstrakta: 0.38350 g (+0,00001g)
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e Masa oljnega ekstrakta (po odstranitvi topila): 0,1521 g (£0,00019) ................. 1,01%
e Masa parnega ekstrakta (po odstranitvi topila):0,2314 g (+0,0001g)............... 1,54%

0,38350

Izkoristek ekstrakcue— =500 x 100 = 2,55%

Napaka meritev: 0,11%
Opis ekstraktov:

Olini ekstrakt: svetlo rumena oljnata tekocina, podobnega (vendar manj izrazitega vonja) kot etanolni
ekstrakt.

Parni_ekstrakt: svetlo rumena bistra tekoCina, podobnega (vendar manj izrazitega vonja) kot oljni
ekstrakt.

W .

§ ==
v -\ ’“

i \I\h%ﬁﬁ i

Slika 24 - Locitev oljne faze od vodne faze z lijem lo¢nikom (levo) ter vizualna primerjava vse pridobljenih ekstraktov (pred popolno
odstranitvijo topila).

Ekstrakti, ki smo jih pridobili so v nadaljevanju oznaceni kot:

1. Etanolni ekstrakt (Soxhlet) - EE
2. Parni ekstrakt - PE

3. Oljni ekstrakt — OE

4. Lijlo¢nik (meSanica PE/OE)
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4.3 ANALIZA PRIDOBLJENIH EKSTRAKTOV

4.3.1 Analiza s tankoplastno kromatografijo (tlc)

Za tankoplastno kromatografijo smo kot mobilno fazo uporabili acetonitril (Sigma-Aldrich; 99,8%) in kot
stacionarno fazo Machery-Nagel TLC plosCe, previecene s 0,20 mm SiO2 (5 x 10 cm). Na startno Crto
smo s kapilaro v tanki ¢rti nanesli ekstrakte in, ko so bili valji za razvijanje kromatogramov nasiceni,
vanje poloZili kromatografske plo$¢e. Ko je mobilna faza bila priblizno 1 ¢cm pod vrhom, smo ploée vzeli
iz valjev, oznaCili do kam je pripotovala mobilna faza, po¢akali, da so se TLC plo$¢e posusile in nato z

grafitnim svinénikom oznacili loCene komponente ter izraCunali retencijske faktorje, Rr. Enako smo

ponovili z standardom kurkumina.

Slika 25 - Tankoplastna kromatografija ekstraktov (levo) in razviti kromatogrami (desno).

Preglednica 7 - TLC analiza ekstraktov in Cistega kurkumina z acetonitrilom

Ekstrakt Rs Prisoten kurkumin
EE 0,88 da
PE 0,89 da
OE 0,88 da
PE/OE 0,86 da

Standard  (Cisti  kurkumin 0,88 -
(Sigma Aldrich)

Tankoplastna kromatografija je bila na¢rtovana tako, da je bila optimalna za izolacijo kurkumina, vendar
smo priCakovali, da se bo poleg kurkumina locilo Se nekaj drugih (kurkuminu podobnih) snovi. Jasna

rumena lisa v vseh primerih ekstraktov, zelo primerljivi Rs faktorji in ujemanje s standardom, niso

4 Optimalno bi bilo, da bi vse ekstrakte, skupaj s standardom nanesli na isto plo$¢o, vendar smo imeli na voljo zelo ozke
kromatografske kolone in temu ustrezne ozke TLC plo$¢e (opomba avtorice).
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dopuscali dvomov, vendar je bila verjetnost, da smo ekstrahirali le eno komponento in drugih spojin v
zmesi ni bilo, majhna. Dopus¢amo moznost, da se kromatogram morda ni v celoti razvil, saj so Rsza
kurkumin, demetoksi kurkumin in bis demetoksi kurkumin obi¢ajno zelo blizu skupaj (Modasiya s sod.,
2012). TLC analizo bi bilo smiselno ponoviti z drugo mobilno fazo ali pa morda izboljSati vizualizacijo
vseh lo¢enih snovi. Ker smo v nadaljevanju Zeleli ugotoviti kolikSna je koncentracija kurkumina, po

razliCnih orositvenih reagentih nismo posegali.

Kurkumin smo s TLC ploS¢ postrgali v 10 mL epruvete, dodali malo etanola in mo¢no stresali. Rahlo
obarvano raztopino smo prenesli v 50 mL Case in postopek ponavljali toliko ¢asa, da raztopina s
postrganim kurkuminom ni bila veC obarvana. Nato smo topilo odhlapeli, izoliranim produktom pa

izmerili absorbanco pri 422.3 nm (graf 2 in Preglednica 8) .

4.3.2 Analiza uv-vis spektrov (po tlc locbi)

EE
PE
£ OE
<
PE/OE

Wavelength (nm)

Graf 2 - VIS spekter vseh 4 ekstraktov (EE- etanolni ekstrakt; PE — parni ekstrakt; OE — oljni ekstrakt; PE/OE surov ekstrakt
parne ekstrakcije)

32



Preglednica 8 - Vrednosti absorbanc kurkumina v ekstraktih kurkume pri valovni dolZini 422.3 nm

Ekstrakt A (422.3 nm)

EE 2,189
PE 1,673
OE 1,499
PE/OE 1,215

4.2.3 Analiza IR spektrov

Vsem vzorcem smo posneli $e ATR-FTIR spekire in na osnovi znailnih vrhov sklepali o sestavi spojin,

ki smo jih ekstrahirali. Kot vidimo iz grafa 3, je standard kurkumina pokazal jasne vrhove pri 3508 cm-!

(OH skupina), skupino vrhov okoli 1600 cm-! kot posledico vibracije C-C vezi v aromatskih obrocih,

1506 cm-!

zaradi vibracije C=0 vezi, 1052 cm-! zaradi vibracij C-O-C vezi in vse znacilne vibracije

zaradi C-H vezi v benzenovih obrocih (960 cm-"in 713 cm-1).5

Analyst
Date
108

100

95

90

a5

%T

a0

78

70

65

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
steda, 14. december 2016 11:56

sreda, 14. december 2016 11:56

B4
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

cm-1
K-KEM1-LAE Uporsbnik 36 Standard

Graf 3 —ATR-FTIR spekter standarda kurkumina

> Primerjava

ATR -FTIR spektra Cistega kurkumina s Mohanovim s sod. (2012) kaZe doloéena odstopanja, ki so lahko

posledica uporabe razli¢nih merilnih instrumentov ali tehnik meritev (opomba avtorice) .
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Ker je bilo pri ekstraktu pridoblienem s parno destilacijo zelo tezko odstraniti vso vodo (ki moti IR
meritve oz. prekrije znacilne vrhove), smo IR spekter posneli le za ekstrakt pridobljen s Soxhletovim

aparatom (graf 4).

PerkinEimer Spectrum Version 10.6.0
sreds, 04, jsnuar 2017 11:27

Analyst

Date sreda. 04. januar 2017 11:27

%T

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 450

cm-1
K-KEM1-LAB Uporsbnik 37 EE

Graf 4- ATR-FT IR spekter etanolnega ekstrakta

Kot vidimo iz grafa 6, je standard kurkumina pokazal jasne vrhove pri 3329 cm-! (OH skupina). Ta vrhi
je SirSi in bolj izrazit kot pri Cistem standardu. lzrazit je vrh pri 2924 cm-', ki bi lahko bil znaCilen za
vibracije C-H. Vibracija pri 1623, ki jo opazimo v Cistem kurkuminu je v spektru etanolnega ekstrakta
zelo neizrazita, pojavi pa se vrh pri 1678, ki pripada C=C vezem (aromatski obro¢).Opazimo tudi
nekoliko premaknjeno vibracijo pri 1509 cm-, ki je posledica prisotnosti C=0 vezi, 1052 ¢cm' zaradi
vibracij C-O-C vezi in vse znacilne vibracije zaradi C-H vezi v benzenovih obrocih (960 cm-! in 713 cm-
1).8° Na osnovi IR analize smo zakljucili, da etanolni ekstrakt kurkume predstavlja precej Cist kurkumin.

Tudi primerjava s spektrom, ki ga je v transmisijski tehniki posnel Nabati s sod. (2014), to potrjuje.

® Primerjava ATR -FTIR spektra Cistega kurkumina s Mohanovim s sod. (2012) kaze dolodena odstopanja, ki so lahko
posledica uporabe razli¢nih merilnih instrumentov ali tehnik meritev (opomba avtorice) .
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Graf 5 - IR spekter Cistega kurkumina (Nabati s sod., 2012)

4.4 DOLOCITEV KONCENTRACIJE KURKUMINA V EKSTRAKTIH

1
500

Za doloCitev koncentracije kurkumina v pridobljenih ekstraktih smo si najprej pripravili standardno’

raztopino kurkumina 0,05¢/L v etanolu

0,0010g/L, 0,0025g/L, 0,0050g/L, 0,0100g/L in 0,0150g/L.

Pri valovni dolzini

predstavljene v Pre

in nato z razredCitvami le-te 8e naslednje koncentracije:

423.3 nm smo za vse raztopine izmerili njihov absorbanco in dobili rezultate

glednici 9.

Preglednica 9. Priprava standardne raztopine kurkumina

Koncentracija(g/L) | A (pri 422.3 nm)
0,0010 0,26
0,0025 0,60
0,0050 1,10
0,0100 2,07
0,0150 2,98

7 Uporabili smo gisti kurkumin proizvajalca Sigma- Aldrich.
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3,5

2,5

A (M422,3)

1,5
y =204,23x
1 R?=0,9956

0,5

0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014 0,016

koncentracija (g/L)

Graf 6 - Umeritvena premica za izracun koncentracije kurkumina v ekstraktih

Vse raztopine ekstraktov smo pripravili tako, da smo vzeli 0.1000 g (+0,0001) vsakega vzorca in ga
raztopili v 100 mL etanola. Nato smo pri val. dolZini 422,3 nm vsem vzorcem izmerili absorbanco in jim
s pomocjo enacbe umeritvene premice: y = 2014x, izraCunali koncentracijo kurkumina (preglednica 10).

Preglednica 10 - koncentracija kurkumina v ekstraktih kurkume

Vzorec A (pri425.7 nm) | Koncentracija kurkumina v

ekstraktu (g/ L)

EE 2,189 1,1x10°
PE 1,673 8,3x10*
OE 1,499 7,4x10*
PE/OE 1,215 6,0 x 10
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Graf 7 - Koncentracija kurkumina v razlicnih ekstraktih
5 RAZPRAVA

V' prvem del raziskovalne naloge smo dolo€ili topilo, ki je glede na topnost kurkume pri sobni
temperaturi, najbolj ustrezno za ekstrakcijo kurkumina, kar je bil eden od ciliev 1. dela te raziskave. S
pomocjo UV-VIS spektroskopije smo kot najustreznejSo topilo izbrali etanol. V literaturi lahko zasledimo,
da so do podobnih rezultatov prisli tudi drugi avtorji (Pawar s sod. (2014), Lee s sod. (2013), Shiyou s
sod. (2011), vendar mnenja glede tega niso enotna. Kulkarni s sod. (2012) navaja metanol kot
ustreznejSe topilo, Nabati s sod. (2014) ekstrakcijo zacenja s heksanom (tri dni intenzivnega me$anja),
ki mu sledi ekstrakcija z metanolom in nato preko kislinsko baznih lastnosti kurkumina izolacija z
obarjanjem. Izkoristke ekstrakcije je zato med seboj tezko primerjati. K temu pripomore tudi dejstvo, da
je kurkuma pridobliena iz naravnega vira, kar pomeni, da je tudi kakovost rastline, nacin nabiranja in

gojenja, bistveno pripomogel h koli¢ini kurkumina, ki ga lahko ekstrahiramo.

Ekstrakcija na klasien nagin (uporaba Soxhletovega aparata) je dala 2,35% izkoristek. Ce to
primerjamo z avtorji, ki so kot topilo izbrali etanal, je to le nekoliko manj kot omenjajo v svojih delih Funk
s sod. (2006), Desphande s sod. (1997) in Azuine s sod. (1994). Izkoristki, ki jih navajajo ti avtorji se
gibljejo med 2,86 in 5,69%.
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Predvidevamo, da bi s podaljSanjem Casa ekstrakcije na vsaj 12 h lahko izkoristek ekstrakcije dvignili

tudi v naSem primeru?, saj vsi zgoraj navedeni avtorji omenjajo, da so ekstrakcije potekale od 12 — 24h.
Visebnost kurkumina v ekstraktu je bila 1,1 x 103 g/L.

Ekstrakcija z vodno paro je dala na videz boljSe rezultate, saj je izkoristek 3,22%, vendar UV-VIS
dolocitev koncentracije kurkumina v ekstraktih pokazala precej nizje vrednosti; od 7,4 — 8,3 x 10+ g/L.
Problem te ekstrakcije je, da skozi filter, ki bi moral zadrZati delce kurkume, le- te dejansko ne zadrZi
povsem in zato je v koncni masi ekstrakta verjetno tudi doloCen del mase kurkume in ne (samo)

kurkumin, zelo tezko pa je tudi povsem odstraniti vodo.

Ce preradunamo kolik$na je dejanska masa kurkumina v 15 g kurkume (masa vzorca) v pridobljenih

ekstraktih dobimo podatke predstavljene v Preglednici 11.

Preglednica 11 - Masa kurkumina v posameznih ekstraktih

Vzorec  Koncentracij Masa kurkumina (mg)  Masa kurkumina v Masni delezZ
kurkumina v ekstraktu v 0,1 gekstrakta celotnem ekstraktu  kurkumina v
(g/ L) (15, Og kurkume), ekstraktih (%)
mg
EE 1,1x10° 1,1x10%(0,11 mg) 0,385 2,57
PE 8,3x10* 8,3 x107° (0,083 mg) 0,315 2,10
OE 7,4 x 10 7,4 x 10° (0,074 mg) 0,281 1,87

V etanolnem ekstraktu smo uspeli pridobiti 0,390 mg Cistega kurkumina in v vodnem skupaj =0,600 mg
pri Cemer je ta rezultat pod vpraSajem zaradi naina ekstrakcije. PreraCunamo v masne odstotke to
pomeni, da je kurkuma, ki smo jo uporabili vsebovala =. 2,5% kurkumina (etanolni ekstrakt) oz. 4%
ekstrakt z vodno paro. Pawar s sod. (2014), ki je med seboj primerjal &tiri razliCne indijske kurkume
navaja, da se vsebnost kurkumina v njih giblje med 2,85% do 4,32% (odvisno od geografskega porekla
in nacina pridelave). Alschulerjeva (2016) v svojem preglednem ¢lanku navaja, da se vrednosti
kurkuminoidov v kurkumi giblje med 2% do 5%, pri ¢emer 85% celotne mase predstavlja kurkumin. V
lahko hlapnih oljih naj bi previadovali seskviterpeni, poleg ogljikovih hidratov ter proteinov in vlaknin.
Taylor s sod. (1992) poroCa, da je se vsebnost kurkumina v kurkumi lahko giblie od 2,8% do 10.9%.

8V $ol. laboratoriju, ki je edini prostor za izvedbo rednih $ol. vaj, je bilo skoraj 8h ekstrakcije maksimalen ¢as, ki ga bilo Se
mogode izpeljati v enem ciklu (opomba avtorice).
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Kurkuma, ki se prideluje za Siroko potro3njo, je v njihovi raziskavi, ki je zajela 66 lokacij, vsebovala od
0,58% do 3,14% kurkumina. Na tej osnovi sklepamo, da so dobljeni rezultati zadovoljivi in v okvirjih do
sedaj opravljenih raziskav, ¢eprav so realno verjetno nizji, saj ekstraktom pridobljenim z vodno paro

nismo uspeli povsem ostraniti vode (dokaz IR spektri).

Tankoplastna kromatografija je potrdila, da je v pridoblienih  ekstraktih kurkumin, ATR-FTIR
spektroskopija je to delno potrdila za alkoholni ekstrakt. Na osnovi dobljenih rezultatov ter podatkov iz
literature zakljuéujemo, da je indijska kurkuma, ki je dostopna na slovenskem trgu, in bila vzorec v tej
raziskavi, solidne kvalitete (z vidika vsebnosti kurkumina) ter je zato lahko dober vir aktivne snovi, ki je
bila predmet raziskovanja v drugem delu naloge, to je strukturne modifikacije kurkumina v smeri

njegove vecje bio-dostopnosti.

6 RAZISKAVA — 2. DEL — SINTEZA KOMPLEKSOV KURKUMINA Z
ZELEZOM

SINTEZA ZELEZO-
KURKUMINSKIH
KOMPLEKSOV

zelezo(Il) zelezo (111 a- tokoferol

@ )

1. SPEKTROFOTOMETRICNA ANALIZA KOMPLEKSOV
2. PREIZKUS STABILNOSTI KOMPLEKSOV PRI pH 2, 4, 7, 10

3. PREIZKUS TOPNOSTI KOMPLEKSOV V VODI

\

Organigram 2 - shematicni prikaz 2. dela raziskave
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6.1 IZVEDBA PRAKTICNEGA DELA

Pripravili smo si:

a) 50 mL 0,5 mmol/L Fe (Il) in Fe (lll). Vir Zeleza: Fe(NO)3 in FeSO4 x 7H20 (Kemika, Zagreb, p.s).
Raztopine so bile pripravljene kot etanolni ekstrakti.

b) 50 mL 1,0 mmol/L kurkumina v etanolu (hladni!)

c) 25mL 1,0 mmol/L vsakega ekstrakta kurkumina v etanolu (hladni!)

d) A-tokoferol (Merck Aldirch; 95,5%)

Najprej smo si deset 50 mL ¢as oznadili s Stevilkami od 1-10 (glej preglednico 12) in nato smo v vsako
¢ado dali najprej raztopino kurkumina in zatem dodali $e ustrezno Zelezovo sol. Case smo za 30 min
polozili v vodno kopel (60°C), ob¢asno premesali in nato ohladili na sobno temperaturo. Po 24 urah je

sledila analiza produktov (glej preglednico 13).

Preglednica 12 - Nacrt poskusa

poskus V(CK), ml V(EE), ml  V(PE), ml V(Fe(ll).  V(Fe(lll),  V(a-tokoferol),
(£0,05)  (£0,05)  (0,05) mi(x0,05)  mi(0,05)  ml, (0,05)

2 5,0 i i - i 5,0 i

3 5,0 i i - 5,0 i 10

4 5,0 i i - i 5,0 10

5 i 5,0 i - 5,0 i i

6 i 5,0 i - i 5,0 i

7 i i 5,0 - 5,0 i ;

8 i i 5,0 - i 5,0 i

9 i i i 5,0 5,0 i i

10 i i i 5,0 i 5,0 i

9 * opomba. Z oljnim ekstraktom nam ni uspelo pripraviti raztopin z znano koncentracijo, saj je poskus pridobivanja
kurkumina v trdnem stanju ni bil uspeSen (celotna odstranitev topila). Ker delo z oljnim ekstraktom v katerem je Se vedno bila
prisotna voda ne bi bilo kvantitativno natanéno, serije poskusov 9 in 10 nismo izvedli.
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Legenda: CK - &isti kurkumin EE — etanolni ekstrakt PE — ekstrakt pridobljen v vodno paro  OE - oljni ekstrakt pridobljen z

vodno paro

a-tokoferol (Sigma Aldrich) je izjemno viskozna tekoCina, zato je njeno natanéno odmerjanje zelo

tezavno. To je bil glavni razlog, da smo poskuse z njim izvedli samo v primeru Cistega kurkumina.

6.2 REZULTATI

6.2.1 Masa kompleksov Zeleza in kurkumina

Kvalitativna opazanja

Ob dodatku Fe soli se je oranzna raztopina kurkumina spremenila v temno rde¢o — rjavo. Raztopina je

izgubila transparentnost. Nastala je oborina zelo fino dispergiranih trdnih delcev, ki so lebdeli v tekogini,

zato smo za filtriranje uporabil najgostejSi (kvantitativni filter papir (Whatman). Ker smo imeli zelo

majhne mase produktov, se za filtracijo pod znizanim tlakom nismo odlo€ili, saj bi lahko del mase

produktov izgubili Ze med prenosom filter papirjev iz Blichnerjevega lija na urno steklo.

Da bi lahko izraCunali izkoristek (maso kompleksa) smo na analitski tehtnici (Kern AAA2015) zelo

natancno stehtali maso filter papirja. Ko smo oborino odfiltrirali, in filter papir posusili na zraku, smo ga

ponovno stehtali. Razliko v masi je predstavljal kompleks kurkumina in Zeleza (Preglednica 13).

Preglednica 13 - Masa kompleksa kurkumina in Zeleza in z a- tokoferolom)

poskus | Masa filter papirja (g), Masa filter papirja (g) + IzraGunan naéin vezave
+0,0001 ¢ kompleksa, + 0,0001 g (kurkumin: Fe)
1 1.0094 1.1059 2:1
2 1.1060 1.1147 1:1
3* 1.089%4 1.1439 1:1
4* 1.09214 1.1576 1:1
5 1.0870 1.0923 1:1
6 1.0888 1.1731 2:1
7 1.1144 1.1308 1:1
8 1.0872 1.0931 1:1
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Slika 26 - Primer kompleksa Cistega kurkumina z Fe(ll) in a-tokoferolom po filtraciji (levo) in kristali kurkumina z Fe(ll) desno

Produkti — kompleksi Cistega kurkumina z Fe(ll) so nekoliko svetlejSe barve kot kompleksi Fe(lll).
Kompleksi, kjer je bil dodan a-tokoferol so homogeni vendar samo, ¢e dodamo Zelezove (II) ione.
Kompleksi nimajo izrazitega vonja in s ¢asom na zraku ne spreminjajo barve. Njihova topnost in

stabilnost je bila preucevana v nadaljevanju.

Precej drugacen videz so imeli kompleksi ekstraktov kurkumina in Zelezovih ionov. Po odstranitvi topila
smo opazili, da je pri etanolnem ekstraktu nastala rjava trdna snov, ki pa po izgledu ni homogena (Slika

27). Pri oljinem ekstraktu je produkt svetlo rumene barve, vendar tekstura homogena.

Etanolni ekstrakti

Slika 27- kompleksi Zeleza po odstranitvi topila z Zelezovimi ioni

Na osnov teh rezultatov smo se odloCili, da topnost in vpliv pH na komplekse kurkumina v nadaljevanju
preuCujemo le s kompleksi Cistega kurkumina (1-4).

Slika 28 — vodna kopel z vsemi vzorci
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6.2.2 Izracun izkoristka

Preglednica 14 — Predvideno razmerje vezave kurkumin - Zelezo

poskus | Masa produkta | lzkoristek sinteze (%)
1 0.0965g 63,5
2 0.0087g 5,7
3 0.0545g 35,9
4 0.0655g 43,2
5 0.0053g 3,5
6 0.0843 55,5
7 0.0164g 10,8
8 0.0059g 3.9

* v primeru tokoferola smo pri molski masi upostevali 1 mol kurkumina in 1 mol a-tokoferola (M=430. 71

g/mol)). Predvidevali smo razmerje vezave 1:1.

_0.0127g/mol

n(kurkume) = ———=———=3.44 x 10-*mol

368.38g

_ 0.0475g/mol
278.02g

n(Fe?*)

=1.71 x 104 mol

Primer izracuna za razmerje kurkumin : (Fe (Il) ali Fe (lI)=1:1

n(kurkumin) 1

n(Fe) 1

M(kompleksa) = 424.24 g/mol
Am =0.09659

n= am_ 2.27 x 104 mol
M

n(prakti¢no) = 2.27 x 10 mol

43



Primer izraCuna za razmerje kurkumin :(Fe (Il) ali Fe (lll)=1:2

n(kurkumin)
n(Fe)

1
1

M(kompleksa) = 792.349g/mol

Am = 0.0956g
n=4" =122 x 104 mol
M

n(prakti¢no) = 1.22 x 104 mol

7.3 SPEKTRALNE ANALIZE PRODUKTOV

7.3.1 ATR-FTIR analiza

Vezava kovinskega iona je v kurkuminu je bila predvidena za enolni del oz. keto del molekule
kurkumina, medtem ko naj bi metoksi skupine ostale neprizadete. To pomeni, da smo v ATR-FTIR
spektrih opazovali predvsem obmocje med 3500 to 2800 cm-!, kjer so znacilne vibracije za -OH, -CH
(aromatski obro€) in —CH (alkilni del) vibracije okoli 1628 cm, ki je znacilna za C=0 skupino. V primeru
uspesne tvorbe kompleksov smo pri¢akovali, da se vrh za C=0 pomakne k nizjim valovnim Stevilom,
saj se je na to mesto vezalo Zelezo. Zmanj$ati pa se mora tudi vrh, ki pripada absorbanci zaradi OH
skupin. Priyadarsini (2014) omenja, da imajo kompleksi kurkumina s kovinskimi ioni znacilne vibracije
C-M (ogljik-kovina) vezi od 455 cm-'do 650 cm-1.

Kot vidimo iz slike 29 se ATR-FTIR spektri v omenjenih delih res razlikujejo. Oster vrh pri 3508 cm-' se
je zmanjSal in razpotegnil proti vibracijam, ki so znacilne za C-H vezi (oznageno vijolicno). Kompleks
kaze simetriCen in Sirok pas pri 3448 cm-' of O-H kar bi lahko nakazovalo tudi moznost sinteze
simetriCne strukture. Vrh za C=0 se je premaknil iz 1506 cm' na 1510 cm-' (oznaCeno zeleno), prav

tako pa spekter povsem drugacen v predelu od 455 cm-' do 650 cm-' (oznaeno modro).
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Date Eetrtek, 18. januar 2077 16:04
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
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K-KEM1-LAE Uporabnik 124 Sample 124 By K-KEM1-LAB\Uporabnik Date Eetrtek, januar 19 2017
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Slika 29 — Primerjava spektra Cistega kurkumina (rdeca krivulja) in kurkumina z Fe(ll) ioni (¢rna krivulja)

Analyst
Date &etrtek, 19. januar 2017 15:55
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Slika 30 - Spekter kompleksa kurkumina z Fe(ll).
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.0
Eetrtsk, 13, januar 2017 15:41

Analyst
Daie Zetrtek, 19. januar 2017 15:41
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Slika 31 — spekter kurkumina z Fe(ll) in a-tokoferolom

cH?
CH?

Slika 32 — strukturna formula a-tokoferola

Kot vidimo iz slike 31 se ATR-FTIR spekter kurkumina, Fe(ll) a-tokoferola razlikuje od kompleksa v
katerem je le Zelezo. Tudi tukaj ostrega vrha pri 3508 cm-! ne vidimo, ampak razpotegnjen vrh okoli
3354 cm ' in jasno viden vrh pri 2900 cm-1, ki ga pripisujemo C-H vezem v alkiinem delu tokoferolove
molekule. Vrh za C=0 (kurkumin) se je premaknil iz 1506 cm-' na 1563 cm-! iz Cesar sklepamo, da se je
Zelezo vezalo, vendar je struktura kompleksa drugacna. Spekter se signifikantno razlikuje tudi v predelu

od 455 cm do 650 cm-!, iz Cesar sklepamo, da je sinteza uspela.
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7.3.2 UV- VIS spektroskopija

Cisti kurkumin ima maksimalno absorbanco pri valovni dolzini 422,3 nm.

500 700
Wavelength (nm)

Slika 33 — UV-VIS spekter Cistega kurkumina (modro) in primerjava s kompleksom (rdece)

UV-VIS spektri pridobljeni za komplekse kaZejo ve€ vrhov v vidnem delu EMV, opazimo pa tudi premik
k vi§jim energijam zaradi ©-* prehodov. Ce predpostavimo vkljucitev karbonilne skupine kurkumina v

kompleks so cepliene vrhovi lahko dokaz, da je sinteza uspela.?

7.4 STABILNOST KELATOV ZELEZA PRI RAZLICNIH VREDNOSTIH pH

Za analizo obCutljivosti na razlicne vrednosti pH smo ekstrakte, Cisti kurkumin in kelate izpostavili
razliénim vrednostim pH: 4, 7, 10 in za kelat Zeleza Se pH 7,2. Uporabili smo puferne raztopine (Itrij).

Rezultati so prikazani na sliki 34.

A B Cc

Slika 34 A,C - A) etanolna raztopina kurkumina pred dodatkom pufrov. B)- etanolna raztopina kurkumina v pufru pH 4, 7 in
10 (od leve proti desni) ter Zelezov kelat kurkumina pri pH 7,2 (skrajno desno); C)- primerjava med stabilnostjo Cistega
kurkumina (levo) in kelata kurkumina pri pH 7.2 (desno)

10 Spektri bi bili lepsi, &e bi uporabili nekoliko nizje koncnetracije snovi (opomb aavtorice).
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Kot vidimo iz slike v 34B je kurkumin pri pH 7 Ze nestabilen (sprememba barve iz rumene v rdeco in
nato v temno rdeCe — rjavo) in razpada v anilin, vanilnsko kislino, ferulsko kislino, aceton in druge

razpadne produkte. Razpad v mo¢no bazi¢hem mediju se zgodi tako.

Kompleks kurkumin-Zelezo (Il ali Ill) je pri pH 7,2 (simulacija pH v tankem ¢&revesju) obstojen (slika 34
C). Tudi v zelo alkalnem mediju so kompleksi kurkumina z Fe (Il) in Fe (lll) precej stabilnejsi kot Cistega
kurkumina, kar vidimo iz slike 35. Kompleks je ohranil rumeno barvo, vendar etanolni ekstrakt v puferni
(vodni) teko€ini ni bil dobro topen.

Stabilnost kompleksa kurkumin-zelezo (Il ali ll) je bila opazno vecja tudi pH 10, kar vidimo iz slike 35 .

Slika 35 - Primerjava med stabilnostjo Cistega kurkumina in kompleksa kurkumin-Zelezo pri pH 10

Slika 36 — (od leve proti desni) A- kurkumin v pufru s pH 3,7; B- kompleks kurkumina in Fe(ll) v pufru s pH 3,7; C- kompleks
kurkumina in Fe(ll) v pufru s pH 10,0 ; D - Cisti kurkumina in Fe(ll) v pufru s pH 10,0.

Kompleks Kurkumin — Fe(1l) ali kurkumin — Fe(lll) je bil obstojen tudi pri pH 3,7.

Pridobili smo majhne koli¢ine kompleksov Zeleza s kurkuminom.
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7.4.1 Obstojnost kompleksov v odvisnosti od valence Zeleza

V raziskavi nismo opazili nobenih razlik v topnosti kompleksov v odvisnosti od valence zelezovega

atoma.

7.5 TOPNOST KOMPLEKSOV KURKUMINA Z ZELEZOVIMI IONI V VODI

Ce primerjamo topnost kurkumina v deionizirani vodi pri pH 7 in kompleksa z Zelezom(ll) pri pH 7
opazimo razliko (Slika 37), opazimo v, da v primeru kompleksa dobimo rumeno obarvano raztopino, ki

ni razpadala dalje; v primeru Cistega kurkumina pa najprej opazimo delce, raztopina je nestabilna in v

prej kot v 30 min razpade.

A) B)

Slika 37 A) - Topnost kompleksa kurkumin- Zelezo(ll) (0,05g /100 ml) in B) — topnost Cistega kurkumina(0,05g kurkume/100
mL)

Pri kompleksih z zelezom je bila topnost bistveno bolj$a, kar se vidi iz slike 36.

Slika 38 — Topnost in stabilnost kompleksov kurkumina z Fe(ll) v vodi primerjavi s Cistim kurkuminom pri pH 3,7 in pH 10.

Na sliki 36 opazimo, da je topnost Cistega kurkumina v deionizirani vodi pri pH 3,7 zelo slaba (usedanje
na dno epruvete). Kompleks z Zelezom je zraven in je mnogo bolj topen. Se bolj smo bili presenegeni
nad rezultatom v baziénem delu pH. Kompleks kurkumina z Fe (3. epruveta od leve proti desni) je ostal

transparenten, medtem, ko je Cisti kurkumin takoj razpadel.
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7.6 RAZPRAVA

Kurkumin je v vodi zelo slabo topen. Njegova topnost se povecCuje v polarnih aprotiénih topilih (
Khopode s sod. (2000)), kar smo v nalogi potrdili, vendar je bil na$ cilj pretvoriti kurkumin v obliko, ki bo
v vodi bolj topna, isto€asno pa ne bo prehitro hidrolizirala. Za bio-medicinske aplikacije je topnost v vodi
bistvenega pomena. Ker je kurkumin Ze v rahlo alkalnem mediju zelo nestabilen in razpada v vanilin in
njegov Kkislinski derivat ter Stevilne druge razgradljive produkte (npr. aceton), ki ne kazejo veé
antioksidacijskih, protivnetnih, antikarcinogenih in drugih pozitivnih u€inkov kurkumina, je nujno, da ga

pri vnosu v telo pretvorimo v obliko, kjer bo manj podvrzen solvolizi (hidrolizi) in razgradnii.

V prvem delu naloge smo kurkumin izolirali iz kurkume na dva nacina: z uporabo Soxhletovega aparata
in organskim topilom etanolom ter parno destilacijo. Izkoristki ekstrakcij so bili v okviru velikostnih
razredov, ki jih navaja vecina raziskovalcev, to je 2,35% pri uporabi etanola kot topila (Soxhletov aparat)
in 3,22% pri parni ekstrakciji. DoloCitev koncentracije kurkumina preko umeritvene premice s Cistim
kurkuminom, je pokazala, da je bil delez kurkumina v ekstraktih pridobljenih s parno destilacijo niZji
(velikostni razred =7,5 x 10 g/L) kot v etanolnem ekstraktu (1,1 x 10-3 g/l), kar pomeni, da so vodni
ekstrakti predstavljali meSanico razli¢nih spojin in je bil delez kurkumina manjSi od kot pri etanolnih
ekstraktih. Menimo, da je bil glavni problem v nacinu izvedbe ekstrakcije ter dolZini trajanja ekstrakcije.
Nacin, kot smo ga izvedli je dopu$cal, da so skozi filter aparature uhajali delce kurkume, prav tako nam
iz ekstraktov ni uspelo v celoti odstraniti vode. TLC analiza ekstraktov je potrdila, da imamo v ekstraktih
kurkumin, vendar smo preko ATR-FTIR spektrov prisli do zaklju¢ka, da to ni Cisti kurkumin. Te meritve
lahko moti tudi Ze najmanj$a prisotnost topila. S Cistim kurkuminom in etanolnimi ekstrakti smo
nadaljevali drugi raziskave, katere namen je bil sintetizirati komplekse kurkumina z Zelezovimi ioni in

sicer Fe(ll) in Fe (1I1) ioni.

Sinteza kompleksa kurkumina z Zelezovimi ioni je uspela. Takoj ob dodatku Fe(ll) ali Fe (lIl) ionov
nastanejo temno rdece-rjav obarvani kompleks (pH je v raztopini je bil =6,5). Kompleksi kurkumina z
Fe(ll) so nekoliko svetlejSe barve kot kompleksi Fe(lll). Kompleksi, kjer je bil dodan a-tokoferol so
najbolj transparentni in svetli ter homogeni, vendar samo, ¢e dodamo zelezove (Il) ione. Kompleksi
nimajo izrazitega vonja in s ¢asom na zraku ne spreminjajo barve. Pri¢akovano je bilo, da bodo najvisji
izkoristki sintez pri Cistem kurkuminu. Na osnovi rezultatov (preglednica 14) lahko zaklju¢imo, da je
Fe(Il) bolj primerno za sintezo kompleksov, saj smo v primerih njegove uporabe dobili najvisje izkoristke
(65,5%). Ta odstotek je pri vezavi Fe(ll)-kurkumin-tokoferol niZji (35,5%). Preprost izraCun mnozinskih

razmerij kaZe, da je v prvem primeru mnogo verjetnejSa vezava kurkumin: Fe= 2:1; visok izkoristek bi
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lahko pripisali tudi temu dejstvu. Podobno sklepamo za primer etanolnega ekstrakta in Fe(lll), ki je drugi
najvisji izkoristek in sicer 55,5%. V celoti smo dobili najslab3e izkoristke pri ekstraktih parne destilacije —
med 3,9- 10,8%.

Predvidevali smo, da je kurkumin v etanolu prisoten v keto-enolni obliki, kar pomeni, da bi vezava
Zelezovih ionov lahko bila v razmerju 1:1 ali morda 1:2. Ostale vezave so manj verjetne, saj v polarnih
protiCnih topilih (etanol) enolna tautomera zasede odprto trans-konformacijo in enolni proton lahko s
karbonilno skupino tvori vodikovo vez. Slednje je zelo pomembno v fiziolokih pogojih, kjer lahko tak$na
odprta enolna tautomera reagira z vodnimi molekulami v plazmi, citoplazmi, amino skupinami in drugimi
bioloSkimi molekulami. Kompleksi zeleza so v zelo kislem okolju (zelodéna kislina) praviloma dobro
topni, zato predvidevamo, da bi lahko pri oralnem jemanju tak$nih kompleksov prislo do delne hidrolize
in spros¢anja kurkumina, vendar bi sluznico ¢revesja dosegla precej visja koncentracija kurkumina, kot

brez kompleksiranja z zelezom in se zaradi veCje topnosti tudi lazje absorbirala.

Racunski pristop kaze, da je vecja verjetnost, da so nastali kompleksi kurkumin - zelezo nastali pretezno

v razmerju 1:1.

ATR-FTIR spektri Cistega kurkumina in njegovih Zelezovih kompleksov se razlikujejo. Oster vrh pri 3508
cm' se je zmanjal in razpotegnil proti vibracijam, ki so znacilne za C-H vezi (oznageno vijoliéno).
Kompleks kaze simetriCen in Sirok pas pri 3340 cm' (O-H vibracije) kar bi lahko pomenilo sintezo
simetriCne strukture. Vrh za C=0 se je premaknil iz 1506 ¢cm' na 1510 cm! (znacilnost kurkuminih
kompleksov), prav tako pa spekter povsem drugacen v predelu od 455 cm-' do 650 cm-!, kar nakazuje

nastanek nove vezi s kovino.

Pri preucevanju lastnosti kompleksov kurkumin-Zelezo (Il ali Ill) smo ugotovili, da so pri pH 7,2 Se
vedno obstojni, bistveno bolj obstojni od Cistega kurkumina so pri pH 10. Kompleks ohrani rumeno
barvo, Ceprav je v vodi boljSe topen kot Cisti kurkumin. Tudi pri pH vrednostih nizjih od 7 kelati kazejo

stabilnost in boljSo topnost v primerjavi s ¢istim kurkuminom (npr. pH 10).

Kompleksi kurkumina z Fe(ll) in Fe(lll) se med seboj razlikujejo v intenziteti barve, ne pa tudi v topnosti
in stabilnosti. Pri dodatku tokoferola se kristaliniCcha struktura izgubi in produkt predstavlja pol-trdna
svetlo rjava snov. Poskusi tvorbe kompleksov z ekstrakti so bili manj uspesni, saj nismo dobili
homogene trdne snovi. Razlog so necisti ekstrakti, zato bi v prihodnje bilo potrebno vse ekstrakte pred
nadaljnjo uporabo precistiti (npr. s kolonsko kromatografijo). Pri ponovitvi poskusov bi poskus ponovili z
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vecjimi koliCinami reagentov, ker bi bilo delo pri karakterizaciji produktov in njihovih lastnosti lazje in bol]

natanéno.

Na osnovi rezultatov poskusov lahko zaklju¢imo, da je ekstrakcija kurkumina v lab. pogojih Solskega
laboratorija z uporabo Soxhletovega aparata ali z uporabno parne destilacije lahko uspesna, vendar na
ta naCin ne moremo pridobiti ekstraktov visoke CistoCe. Izkoristki so zato precej slabsi, kot kazejo
izraduni (=2,5 — 4,0%). Sinteza kurkuminovih kompleksov z zelezom, ki je bila izvedena z namenom
povecanja topnosti kurkumina v vodnih raztopinah ter nizko alkalnih okoljih (npr. tankem Crevesju), je

bila uspesna. Izkoristki sinteze so pri istem kurkuminu najvisji in sicer 63,5%.

ATR-FTIR spektroskopija je potrdila uspeSnost sinteze, prav tako poskusi s katerimi smo preudili

lastnosti pridobljenih kompleksov (topnost v raztopinah pufrov) in obstojnost na bazi¢ne medije.

8 ZAKLJUCKI

S poskusi smo potrdili hipotezo hipoteza 1 in sicer ekstrakcija kurkumina iz kurkume je mogoca tako z
organskimi topili kot z vodno paro, ¢eprav je kurkumin v vodi zelo slabo topna snov. Ekstrakt pridobljen
v organskimi topili je imel manjsi izkoristek (2,35%) kot ekstrakt pridobljen z vodno paro (2,55%) vendar

priblizno 5x vecjo vsebnost kurkumina — 1,1x10-3 g/L.

Tudi hipoteza 2 je bila potrjena. Zelezovi ioni so tvorili komplekse s kurkuminom v ali brez prisotnosti a-
tokoferola, saj je zaradi keto-enolnega dela kurkumina le-ta izjemno primeren ligand za vezavo na
Zelezove ione. Vec€ina mnoZinskih razmerjih kompleksov je kurkumin : Zelezo 1:1. Najvisji izkoristek smo
dobili pri uporabi Cistega kurkumina in Fe(ll) in sicer 63,5%. Najmanjsi izkoristek je dal i ekstrakt parne

destilacije in sicer 3,9%.

Hipoteza 3 je bila delno potrjena. Na tvorbo kompleksov bistveno vpliva koncentracija kurkumina
oziroma njegova Cisto¢a. Najvecji izkoristek smo dobili pri Cistem kurkuminu in mnogo manjSe pri
ekstraktih s parno destilacijo, vendar tega nismo dokazali za vse ekstrakte, saj smo pridobili zelo

majhne mase ekstraktov in poskusa z oljnimi ekstrakti parne destilacije nismo izvedli.

Delno je bila potrjena tudi hipoteza 4 in sicer, da valenca Zelezovih ionov Fe (11) ali Fe(lll) ne vpliva na
nastanek kompleksov kurkumina. Rezultati kazejo, da je Fe(ll) bolj primerno za tvorbo stabilnih
kompleksov s kurkuminom, vendar vpliva oksidacijskega Stevila na topnost kompleksov nismo dokazali.
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Potrdili smo hipoteza 5 in sicer kompleksi kurkumina z Fe (Il) in Fe (Il) so v vodi boljSe topni kot Cisti

kurkumin in tudi precej stabilnejSi v alkalnem mediju.

ATR -FTIR spektroskopija in UV-VIS spektroskopija sta bili metodi s katerimi smo lahko potrdili
nastanek kompleksov kurkumina z Zelezom in sta primerni metodi za raziskave kompleksov kurkumina

s kovinskimi ion, zato je s tem bila potrjena tudi hipoteza 6.

Kompleksi kurkumina in Zeleza imajo svojstvene lastnosti. V nadaljevanju bi lahko preucevali njihove

antioksidativne lastnosti, zanimiva pa bi bila tudi raziskava, ki bi vkljuevala Zive organizme .

9 DRUZBENA ODGOVORNOST

Pri raziskovalnem delu se pogosto srecujemo z moralnimi dilemami, ki vkljuCujejo tako podrocje
varovanja okolja kot trajnostni vidik raziskovalnega dela. S poglobljenim pristopom, na ravni, ki jo
trenutno zmorem, sem poskusala v eksperimentalnem smislu uporabljati ¢im manjSe koli¢ine kemikalij
in organskih topil. Organska topila smo z destilacijo oz. uporabo rotavaporja, odhlapeli na varen nacin in
jih lahko ponovno uporabimo, ter s tem zmanjSamo negativen vpliv na okolje, ki bi ga z njihovo uporabo
lahko naredili. Naloga je usmerjena aplikativno in Zeli trenutno manj dostopno, narediti bolj dostopno in
v korist ¢lovekovemu zdravju ter vecji uporabi zivil ali zaCimb, ki naSemu zdravju koristijo. Z javno
predstavitvijo rezultatov mojih so$olcem ter $irSi javnosti, bom pripomogla k ozave$€anju na podrogju, ki
se ga morda premalo zavedamo; to kar pojemo, Se ni nujno dostopno nasemu telesu. Bio-dostopnost je
kompleksen pojem, ki se ga je potrebno lotevati zelo previdno. V nalogi sem predstavila en mozen

nacin.
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