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Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta
divjega kostanja

Povzetek

Okoli 19. stoletja je navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.) postal cenjena
zdravilna rastlina. Gre za drevo, ki ga zaradi njegovega uspesnega prilagajanja na razli¢ne tipe
podnebij, najdemo skoraj povsod po svetu. Skozi leta so spoznavali njegove zdravilne ucinke
in ugotovili, da ima glavne farmakoloske lastnosti aescin, meSanica triterpenskih saponinov,
ki je prisoten v semenih navadnega divjega kostanja.

Nas namen je bil preuciti pogoje pri katerih izoliramo najvec¢ aescina iz semen. Izolacijo smo
izvedli z ekstrakcijo 0z. natan¢neje maceracijo. Kot topilo smo uporabili 50 in 60 vol% etanol.
Ekstrakcijo smo izvedli pri 40 in 60 °C, ¢as ekstrakcije pa je bil 2 ali 4 h. Ugotovili smo, da
pri vi$ji temperaturi in ve¢jem delezu etanola v topilu, dobimo vis§jo vsebnost aescina v
ekstraktu. Delez aescina v ekstraktu pa se je zmanjseval s casom ekstrakcije.

Vsebnost ucinkovine, aescina, v izoliranih ekstraktih smo analizirali z metodo iz francoske
farmakopeje, ki temelji na spektrofotometrometriji. Metode v podjetju Vitiva d.d., kjer smo
izvajali eksperimentalni del diplomske naloge, do sedaj $e niso validirali. Zato smo izvedli
tudi validacijo, kjer smo dokazovali selektivnost, linearnost in ponovljivost, kamor uvr§¢amo
Se ponovljivost metode, ponovljivost sistema ter vmesno natac¢nost in obnovljivost. Metodo
smo v sklopu diplomske naloge uspesno validirali.

Kljuéne besede: divji kostanj, aescin, ekstrakcija, spektrofotometrija, validacija

UDK: 66.061.34(043.2)
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Optimization of extraction and validation of analythical method of aescin in
horse chestnut extract

Abstract

Around the 19" century, the common horse chestnut (Aesculus hippocastanum L.) became a
valued medicinal plant. It is a tree that is found almost everywhere in the world due to its
successful adaptation to different types of climates. Over the years its healing effects were
discovered and found that the main pharmacological effects are generated by aescin, a mixture
of triterpene saponins hidden in the seeds of the common horse chestnut.

The aim of this work was to study conditions by which the most aescin is isolated from seeds.
Isolatio was performed with extraction or more precisely maceration. As a solvent 50 and 60
vol% ethanol was used. Extraction was performed at 40 and 60 ° C while the extraction time
was 2 or 4 h. It was found that the higher the temperature and the higher the ethanol content
in the solvent is, the higher is the aescin content in the extract. The proportion of aescin in the
extract, however, decreased with the extraction time.

The content of the active substance-aescin in the isolated extracts was analyzed by a method
from the French Pharmacopoeia that is based on spectrophotometrometry. The analytical
method in the company Vitiva d.d., where we performed the experimental part of the diploma
thesis, have not yet been validated. Therefore, we also performed validation, where we proved:
selectivity, linearity and repeatability, which also includes repeatability of the method,
repeatability of the system and intermediate accuracy and reproducibility. The method was
successfully validated in the frame of the diploma thesis.

Key words: horse chestnut, aescin, extraction, spectrophotometry, validation

UDK: 66.061.34(043.2)

\



Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

Seznam

Tabela 4-1
Tabela 5-1

Tabela 5-2.
Tabela 5-3.
Tabela 5-4.
Tabela 5-5.
Tabela 5-6.
Tabela 5-7.
Tabela 5-8.
Tabela 8-1.
Tabela 8-2.
Tabela 8-3.
Tabela 8-4.
Tabela 8-5.
Tabela 8-6.
Tabela 8-7.
Tabela 8-8.

tabel

BN 16) RS ] 1 o1 | TSP 17

. Koli¢ine dobljenih produktov in izkoristki ekstrakcij za posamezno ekstrakcijo

............................................................................................................................... 34
Vsebnosti aescina in koli¢ine dobljenega aescina za posamezne vzorce............. 35
Kriteriji za posamezne parametre pri validaciji.........cccccovoveveniniinnininiienenn 38
Meritve in rezultati za poNOVIJivVOSt SISEEMA..........ccoiiiiiriiiciee e 39
Meritve in rezultati za ponovIjivost Metode...........cccoovviriiieiiiieiceee 40
Meritve in rezultati za vmesno natancnost in obnovljivost...........ccceeverveiirnenne. 41
Meritve za linearnost za referencno raztopino ..........c.cceeverereerinienieeneeneseeens 42
Meritve za [INEArNOSt Z& VZOIEC...........ccoveiiirieieinieneese s 43
Zatehte kostanjev, mase buck pred uporabo in po SUSENJU ......cccvvvvreeiiiiiirnenne. 49
Razlike med vsebnostmi aescina v ekstraktih glede na ¢as ekstrakcije .............. 53
Razlike med vsebnostmi aescina zaradi volumskega odstotka etanola............... 53
Razlike med vsebnostmi aescina zaradi temperature ............ccooeveeerenenenennenn 53
Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi Casa ekstrakcije.................. 54
Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi koncentracije etanola.......... 54
Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi temperature..............c...c....... 55
Vsebnosti aescina za vmesno natancnost in obnovljivost ..........ccccoeviniiernnnn 57

Vil



Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

Seznam slik

Slika 2-1. Navadni divji KOStaN] [5] ....c.coivevieiiieiiiieii et 3
Slika 2-2. Plodovi in semena divjega KOStanja [7]......cccccveiveriiieiiere e seese e 4
Slika 2-3. Molekula B-a€SCINA [11]...ccveieeieiieriecie e 5
Slika 3-1. VakuumsKi SUSTINIK ....oveiviiiiiiiiiiisieieieie st 11
Slika 3-2. Spektrofotometer PerkinElmer Lambda 25.............ccccov e 12
Slika 4-1. Mleta semena navadnega divjega Kostanja............cccevvevereeneeiesiese s 18
Slika 4-2. Ekstrakcija iz semen divjega KOStanja..........ccccveieieeieiie e 19
Slika 4-3. Vakuumsko uparjanje dobljenega ekstrakta.............cccocveviveieeieiiesesie e 20
Slika 4-4. Produkti ekstrakcije po vakuumskem uparjanju in pred vakuumskim susenjem...20
Slika 4-5. Kon¢ni produkti €KStraKCIJE .........ccveiieiiiiieiieie s 21
Slika 4-6. Priprava vzorcev za doloCanje vsebnosti aescina : ekstrakcija tekoce-tekoce s
POMOCO L1] LOCTTKA. ... 23
Slika 4-7. Priprava vzorcev za dolo¢anje vsebnosti aescina : vakuumsko uparjanje v sklopu
dolocevanja vsebnosti aescina v eKstraktih...........cooiiiiiiiiiiiiiiii e 24
Slika 4-8. Priprava vzorcev za doloCanje vsebnosti aescina : kristali, ki so se formirali po
VaKUUMSKEM UPAIJANJU ...ttt bbbt b bbbt 25
Slika 4-9. Priprava vzorcev za doloCanje vsebnosti aescina : izpiranje vzorca z dietil etrom
R O VA TR (L= g o o | OSSPSR 26
Slika 4-10. Izpiranje filter papirja z 0cetno KisliNO..........cccoeiieiiiic i 27
Slika 4-11. Ohlajanje konénih vzorcev pred merjenjem s spektrofotometrom in kivete za
ENKIALNO UPOTADO0. .....cviiiiitiiiieiiee et b bbbttt sttt et 28
Slika 5-1. Vpliv volumskega odstotka etanola na vsebnost aescina v ekstraktih ................... 36
Slika 5-2. Vpliv temperature na vsebnost aescina v ekstraktin.............ccccoocevieniiiienin e, 36
Slika 5-3. Vpliv Casa ekstrakcije na vsebnost aescina v ekstraktih ...........cccocevvvevvinivennnne. 37
Slika 5-4. Primerjava izkoristkov ekstrakcij in vsebnosti aescina v ekstraktih ...................... 38
Slika 5-5. Graf absorbance v odvisnosti od masne koncentracije za referen¢no raztopino....43
Slika 5-6. Graf absorbance v odvisnosti od masne koncentracije za VZOrec ..........cc.ccecvevenee. 44
Slika 5-7. Izmerjeni intervali spektrov za slepi vzorec, vzorec in standard..............cccccveueenne. 45
Slika 8-1. Vpliv Casa ekstrakcije na KOliCINO @SSCINA .........covvriiiriiieiiiiie e 54
Slika 8-2. Vpliv koncentracije etanola na KoliGino @€SCINa .........cecvverververieieeneerieseesieeeennes 55
Slika 8-3. Vpliv temperature na Koli€ino @SCING .........ccereririririiieiienie s 55

VIl



Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

Uporabljeni simboli in kratice

Simboli
%std
Astandarda
Ayzorca

V100 % etanola
V96,2 % etanola
Vkonéni

Vraztopine

M300 % v 50 mL

M{obljenega aescina
mpo susenju

mpred uporabo
Mprodukta
Mstandarda
Mzatehte

Myzorca
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2 A= ogR R
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Apovpretij RSD
Vvzorca

Y200 %
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4 % od vecje vrednosti RSD (%)
povprecje meritev

vrednost doloCene meritve

temperatura (°C)
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Stevilo vseh meritev

naklon premice umeritvene krivulje

odsek premice umeritvene krivulje na osi y
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1 Uvod in opredelitev problema

Navadni divji kostanj (Aesculus hippocastanum L.) je drevo, ki ga uvr§¢amo v enorodno
druzino divjekostanjevk. Gre za mogoc¢no drevo z belimi cvetovi in zelenimi, bodi¢astimi
plodovi, v katerih se skrivajo od 1 do 4 semena [1]. Okoli 19. stoletja je navadni divji kostanj
postal tudi cenjena zdravilna rastlina. Uporabljali so njegovo lubje, liste iz katerih so si
pripravljali kopeli in ¢aj, semena pa so zmleli v moko in jo uporabljali za zivalsko krmo.
Ugotovili so, da ¢eprav sluzijo semena kot odli¢na krma za nekatere zivalske vrste, za ljudi
niso uzitna. Razlog za to je, da semena navadnega divjega kostanja vsebujejo kumarin glikozid
imenovan eskulin. Poleg eskulina pa semena vsebujejo tudi aescin, na katerega se bomo
osredotocili v tej diplomski nalogi [2].

Aescin je meSanica triterpenskih saponinov, ki nastopa v dveh oblikah : a-aescin in B-aescin.
Lo¢imo ju po topnosti v vodi, a-aescin je v vodi topen, B-aescin pa ne. Skozi leta so
znanstveniki preucevali navadni divji kostanj in njegove farmakoloske ucinke ter ugotovili,
dajih generira B-aescin. Njegova najbolj znana uporaba je pri kroni¢nem venskem popuscanju.
Opazili so precejsnjo izboljSanje in zmanjSanje simptomov, kot so: kréne Zile, bolece in otekle
noge, kr¢i in srbecica, saj aescin §iri Zile in s tem izboljsuje pretok krvi po Zilah. Tako se danes
seme navadnega divjega kostanja uporablja predvsem za izdelovanje topikalnih in oralnih
zdravil. Zaradi strupenosti semen za ljudi pa se moramo posluzevati samo pripravkov, Vv
katerih so semena pravilno obdelana [3].

V tej diplomski nalogi nas je zanimalo, pri kaksnih pogojih ekstrakcije se izlo¢i iz semen
navadnega divjega kostanja najve¢ aescina. Predvidevali smo, da izkoristek ekstrakcije ne bo
sorazmeren z vsebnostjo aescina. Odlocili smo se, da spreminjamo tri ekstrakcijske parametre:
temperaturo, ¢as in volumski odstotek etanola, ki sluzi kot topilo. Pomagali smo si S
protokolom, ki ga ima podjetje Vitiva d.d. za izvajanje takSne ekstrakcije in izbrali podobne
vrednosti parametrov.

Najprej smo izvedli ekstrakcijo, ki je bila v tem primeru ekstrakcija trdno-tekoce z
dispergirano trdno snovjo, ki jo drugace imenujemo tudi maceracija. Je ena izmed najbolj
uporabljenih vrst ekstrakcije. Po koncani ekstrakciji, smo morali vzorce tudi vakuumsko
filtirati oziroma nudirati in vakuumsko upariti ter jih susiti pod vakuumom.

Po pripravi ekstraktov smo morali vzorce analizirati in sicer z metodo iz francoske
farmakopeje. Analiziranje vzorcev nam je vzelo kar nekaj ¢asa, saj je metoda kar zahtevna in
ima ve¢ stopenj. Vzorce smo morali ponovno vakuumsko upariti, jih lo¢evati z lijem
lo¢nikom, filtrirati, izpirati in jih nazadnje analizirati s spektrofotometrom.

Spektrofotometrija ali molekulska absorpcijska spektrometrija temelji na merjenju absorpcije
svetlobe pri prehodu skozi raztopino vzorca. Meri namre¢ absorpcijo svetlobe, ki jo prepus¢ajo
molekule vzorca. Delimo jo na ve¢ vrst, odvisno od svetlobe, s katero vzbudimo molekule
vzorca. Poznamo UV, VIS in IR spektrofotometrijo. V nasem primeru smo uporabljali UV-
VIS spektrofotometrijo, ki meri koli¢ino ultravijoli¢ne ali vidne radiacije, ki se absorbira v
vzorcu [4].

Metoda merjenja vsebnosti aescina v podjetju Vitiva d.d. $e ni bila validirana, zato smo morali
izvesti validacijo metode. Validacija je postopek, s katerim potrdimo, da je metoda zanesljiva.
Najprej smo sestavili protokol validacije in dolo¢ili, katere parametre bomo preverjali. V
nasem primeru so to bili selektivnost, linearnost in natanc¢nost. Predpostavili smo, da bo
metoda doloCanja vsebnosti aescina uspeS$no validirana. Pomagali smo si z internim
postopkom (SOP), ki doloc¢a katere parametre je potrebno preverjati in kaksne so omejitve
posameznih parametrov.
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Namen diplomske naloge je bila torej optimizacija ekstrakcije aescina iz navadnega divjega
kostanja. Zeleli smo ugotoviti, pri katerih ekstrakcijskih pogojih dobimo produkt, ki vsebuje
najvecji odstotek in koli¢ino aescina, ter kako se ta dva parametra spreminjata v odvisnosti od
spreminjanja pogojev ekstrakcije. Kot drugo pa je namen bila validacija metode dolocanja
aescina, ki v podjetju Vitiva d.d. do sedaj ni bila validirana.
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2 Teoretske osnove
2.1 Navadni divji kostanj

Enorodna druzina divjekostanjevk (Hippocastanaceae L.) obsega okoli 20 razli¢nih vrst
grmov in dreves. NajpogostejSi predstavnik te vrste je navadni divji kostanj (Aesculus
hippocastanum L.), ki je v angle$¢ini znan pod imenom "horse chestnut". Je zelo raz§irjen in
najdemo ga skoraj povsod po svetu, predvsem zaradi njegove nezahtevnosti in sposobnosti
prilagajanja razli¢nim podnebjim. Cveti v aprilu in maju in lahko uspeva tudi do 300 let.

V visino zraste tudi do 30 m. Ima Siroko razvejano in bogato krosnjo, zaradi Cesar je zelo
priljubljen za sajenje v parkih in ob cestah. Izgled drevesa divjega kostanja, lahko vidimo na
sliki 2-1.

 Slika 2-1. Navadni divji kostanj [5]

Vsak list je sestavljen iz navzkrizno razporejenih od 5 do 7 podolgovatih listiCev z
nazobcanimi robovi. Cvetove predstavljajo beli listi z rde¢imi ali rumenimi lisami [1]. Plodovi
so bodicaste, zelene, okrogle kapsule v katerih se nahajajo obi¢ajno od 1 do 4 semena. Semena,
velika od 2 do 4 cm, so blesceca in rjava s svetlo liso. Ko so semena zrela, plodovi pocijo, kar
se zgodi obicajno v septembru ali oktobru [3]. Plodovi, kot tudi semena, so neuzitni, za razliko
od pravega kostanja (Castanea sativa), s katerim ga velikokrat zamenjamo. Pravi kostanj,
kljub podobnosti, spada pod druzino bukovk in z navadnim divjim kostanjem ni v sorodu [2].
Razlog za neuZitnost semen in plodov divjega kostanja je, da vsebujejo kumarin glikozid,
natan¢neje eskulin [6]. Na sliki 2-2 lahko vidimo liste, plodove in semena divjega kostanja.
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Slika 2-2. Plodovi in semena divjega kostanja [7]

Skozi zgodovino so se ljudje naudili izkori$¢ati zdravilne u¢inke navadnega divjega kostanja
in tako je le ta okoli 19. stoletja postal cenjen v medicini. Star rek namrec¢ pravi, da je ¢lovek,
ki nosi tri kostanje v zepu, obvarovan pred vsemi boleznimi [8].

2.2 Uporaba navadnega divjega kostanja v medicini

Skorjo divjega kostanja so v¢asih uporabljali za pripravljanje obkladkov, s katerimi so zdravili
vro¢ino, son¢ne opekline in kozne bolezni, saj naj bi izboljsali elasti¢nost koze, prekrvavitev
in imeli pomlajevalni u¢inek. Pospesili naj bi tudi celjenje ran in razjed, ki so se drugace slabo
celile. 1z poparjenih listov so pripravljali napitke, ki so jih uporabljali za blazenje kaslja,
predvsem pri astmi in bronhitisu. Verjeli pa so tudi, da ¢aj iz divjega kostanja pomaga dvigniti
odpornost. Pripravljali so si tudi kopeli iz listov divjega kostanja, ki naj bi bile u¢inkovite v
boju proti revmati¢nim obolenjim, artritisu, ozeblinam in bole¢inam. RazS$irjena pa je bila tudi
uporaba kostanjeve moke, ki so jo pripravili iz semen divjega kostanja in naj bi v obliki oblog
pomagala pri odprtih ranah, krvnih strdkih in razsirjenih venah. [8]

Relativno pozen pricetek uporabe navadnega divjega kostanja, kot cenjenega zdravila je bila
posledica Ze zgoraj omenjene toksi¢nosti navadnega divjega kostanja za ljudi zaradi eskulina.
V preteklosti poroc¢ajo o zastrupitvah s pripravki iz navadnega divjega kostanja pri odraslih in
celo o smrti pri otrocih. Simptomi zastrupitve z navadnim divjim kostanjem so: miSi¢ni kr¢i,
izguba koordinacije, Sibkost, bruhanje in v najhujsih primerih celo paraliza. Zaradi tega je bilo
potrebno veliko raziskav, da so ugotovili, kako pripraviti pripravke, ki za ljudi niso strupeni
[9].

Ceprav so neobdelana semena divjega kostanja neuZitna za ljudi pa sluzijo za izvrstno hrano
nekaterim zivalim. To so ugotovili Turki, ki so v 19. stoletju pripravljali moko iz kostanjevih
semen, ki je sluzila za krmo konj. Ravno to dejstvo, naj bi pomagalo izoblikovati
poimenovanje hippocastanum: hipos po grsko pomeni konj, kastanon pa kostanj. Ravno zaradi
tega je v anglesc¢ini navadnji divji kostanj znan pod besedno zvezo "horse chestnut". [8]
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Dandanes se je uporaba navadnega divjega kostanja omejila predvsem na Ze gotove pripravke,
ki se uporabljajo peroralno ali topikalno — tablete, napitke, kreme in mazila in so
standardizirani na saponinsko mesanico aescin. Do sedaj so znanstveniki namrec ugotovili, da
ravno aescin generira biokemicne in farmakoloske u¢inke navadnega divjega kostanja.

2.3 Aescin

Semena divjega kostanja vsebujejo Skrob, beljakovine, mascobe, sterole, adenozin, gvanin,
vitamine, flavone in dve glavni, kristalini¢ni, aktivni komponenti, ki ju lahko izoliramo :
meSanico triterpenskih saponinov, ki jih s skupnim imenom imenujemo aescin in
prosapogenin. Loc¢imo jih po tem, da je prosapogenin hemoliti¢en, aescin pa nehemoliti¢en
[31.[8]

Aescin izlo¢imo iz semen s pomocjo ekstrakcije in ga kasneje precistimo, da je primeren za
uzivanje. Nastopa v dveh oblikah : a-aescin in B-aescin, vsebuje pa tudi bioflavonoide,
antioksidant proantocianidin A2, eskulin in fraksin. p-aescin in a-aescin lo¢ujemo po :
temperaturi taliS¢a, rotaciji, hemoliti¢cnemu indeksu in najpogosteje po topnosti v vodi [3]. B-
aescin predstavlja namre¢ v vodi netopno frakcijo, a-aescin pa topno [10]. Pomembnejsi je B-
aescin, za katerega je predpostavljeno, da je zdravilna uc¢inkovina, 0ziroma sploh razlog, da
ima seme navadnega divjega kostanja zdravilne ucinke. Ko ljudje omenjajo aescin, kot
spojino, ki generira farmakoloske efekte, ve¢inoma mislijo na -aescin.

Molekulska formula B-aescina se glasi CssHgeO24, ima molsko maso 1131,3 g/mol in obliko
molekule, kot je prikazano na sliki 2-3.

Slika 2-3. Molekula B-aescina [11]

Aescin naj bi deloval protivnetno, zmanjSeval otekanje, poskodbe kapilar, krepil naj bi stene
ven, lajsal krée, najbolj pa je ucinkovit pri ljudeh, ki trpijo za kroni¢nim venskim
popuscanjem. Simptomi bolnikov, ki imajo kroni¢no vensko popusS€anje so: krci, obcutek
tezkih in napetih nog, srbecica, bolece in otekle noge ter kréne Zile, v bistvu povecane in
oteCene zile, ki niso samo bolece, ampak so prevsem na nogah zelo vidne in predstavljajo
tezavo tudi iz estetskega vidika [12]. Pri dolgotrajnem stanju ali sedenju se zacne v venah
nabirati in stagnirati kri. Aescin naj bi pospesil pretok krvi po zilah in s tem omilil simptome.
Pomagal naj bi pri jacanju sten ven, povecal njihov tonus in njihovo elasti¢nost, karomogoca
normalen pretok krvi in prepreCuje stagniranje krvi v venah. Obicajno se za zdravljenje
kroni¢nega venskega popuscanja in krénih zil uporabljajo kompresijske nogavice. Kot so



Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

ugotovili pri Studiju [13], naj bi bilo zdravljenje s pomoc¢jo aescina ucinkovito enako kot
uporaba kompresijskih nogavic. Znanstveniki namre¢ predvidevajo, da aescin uspesno vpliva
na zdravljenje kroni¢ne venske insuficience, ker znizuje vpliv in nastanek encimov, ki
razkrajajo notranje stene zil lasnic [9].

Pripravke iz semen navadnega divjega kostanja uporabljajo tudi pri poskodbah. Aescin namrec
s svojim delovanjem zmanjSa prepustnost kapilar in posledi¢no preprecuje zatekanje tekocin
v bliznja tkiva, ki ga povzrocajo poskodbe. Zatekanje tekoCin povzroc¢i oteCenost na mestu
udarca in posledi¢no nastajanje modric. Tako se z uporabo mazil, ki vsebujejo aescin,
oteCenost hitreje zmanjSa in modrica hitreje izgine ali pa sploh ne nastane [14].

Ravno zaradi njegovega nehemoliti¢nega delovanja, ga lahko uporabljamo oralno in tudi celo
intravenozno. Kot Ze omenjeno zgoraj, Se danes uporabljajo predvsem pripravki iz semen
divjega kostanja, ki so namenjeni oralni ali topikalni uporabi. Uporaba zravilnih u¢inkovin
listov, lubja in vej pa se je mo¢no zmanjSala. Pripravki iz navadnega divjega kostanja so zelo
razSirjeni predvsem po Evropi. Leta 1996 so bili pripravki iz divjega kostanja v Nemciji tretji
najbolj prodajani pripravki iz dolocene rastline [15].

Aescin se slabo prebavlja v prebavnem traktu, prebavi se samo okoli 12,5 % zauzitega aescina.
Aktivnost pripravka iz aescina je najvecja okoli 16 ur po zauzitju. Izlocamo pa ga preko ledvic
in zol¢nika [16].

Ceprav so ekstrakti navadnega divjega kostanja varni za uporabo, moramo biti vseeno previdni
zaradi toksi¢nosti neprocesiranih semen. PosluZevati se moramo samo pravilno obdelanih
ekstraktov in zdravil. Pri prekomerni uporabi pa porocajo o srbecici, glavobolu, slabosti,
omoti¢nosti in gastrointestinalnih motnjah kot stranskih u¢inkih [8].
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3 Metode dela

Uporabili smo razli¢ne metode dela.

Zmleta kostanjeva semena smo ekstrahirali z metodo ekstrakcije trdno-tekoce z dispergirano
trdno snovjo, ki jo drugace imenujemo tudi maceracija. Vzorec smo nato nucirali 0ziroma
vakuumsko filtrirali, vakuumsko uparili in vakuumsko susili. Tako smo pripravili osem
ekstraktov za nadaljnjo analizo.

V sklopu dolocanja vsebnosti aescina v ekstraktih smo izvajali ekstrakcijo tekoce-tekoce s
pomocjo lija lo¢nika, gravitacijsko filtracijo, vakuumsko uparjanje in analizno metodo -
spektrofotometrijo.

Metodo doloCanja vsebnosti aescina smo morali tudi validirati, zato smo sestavili nacrt
validacije in dolocili parametre, ki smo jih preverjali ter njihove omejitve.

Pogoje za izvajanje prvotne ekstrakcije trdno-tekoce smo dolocili s pomocjo pogojev, ki jih
za ekstrakcijo iz semen navadnega divjega kostanja, dolo¢a farmakopeja. 1z le-te izhaja tudi
metoda za dolocanje vsebnosti aescina.

3.1 Laboratorijske metode

Uporabili smo naslednje laboratorijske metode:

e ekstrakcija (ekstrakcija trdno-teko¢e z dispergirano trdno snovjo in ekstrakcija tekoce-
tekoce z lij lo€nikom),

o filtriranje (vakuumska filtracija, gravitacijska filtracija),
e vakuumsko uparjanje,

e vakuumsko susenje,

o spektrofotometrija.

3.1.1 Ekstrakcija

Postopek, s katerim odstranjujemo topne komponente iz trdnih ali teko¢ih zmesi s pomocjo
topila, se imenuje ekstrakcija. Sestavljena je iz dveh faz: v prvi fazi spravimo zmes v
intenziven stik s topilom, v drugi fazi pa le ti fazi lo¢imo. Ekstrakcija se uporablja za
pridobivanje olj, za¢imb, arom in farmacevtskih substanc iz rastlin in sadezev. Za topilo se
uporabljajo lahko hlapna organska topila, kot so propan, butan, aceton, etanol, etilacetat in
tudi voda [17].

Poznamo ve¢ razlinih vrst ekstrakcije. Aescin smo izolirali z ekstrakcijo trdno-tekoce in pri
tem uporabili maceracijo. V okviru metode doloCevanja vsebnosti aescina pa smo uporabili
ekstrakcijo tekoce-tekoce s pomocjo lija lo¢nika.
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3.1.1.1 Ekstrakcija z dispergirano trdno snovjo

V nasem primeru bomo uporabljali ekstrakcijo z dispergirano trdno snovjo, ki jo drugace
imenujemo tudi maceracija in spada med konvencionalne ekstrakcijske metode. Uporablja se
za ekstrakcijo eteri¢nih olj in bioaktivnih komponent iz trdnih snovi. Gre za podvrsto
ekstrakcije, kjer trdno snov raztapljamo v topilu s pomoc¢jo neprestanega meSanja z
mehanskimi mesali [17]. Mi smo izvajali mesanje s pomo¢jo magnetnega mesala.

Pred zacetkom ekstrakcije, moramo trdno snov pripraviti in jo zamleti, da pove¢amo povrsino
trdne snovi, kar pospesi prenos snovi. Pred mletjem snov, ki jo zelimo ekstrahirati tudi
ustrezno pripravimo, tako da odstranimo vso listje, kamenje, korenine in skratka vse materiale,
ki niso primerni za ekstrakcijo oziroma jih ne Zelimo ekstahirati [18].

Topilo, ki ga uporabljamo, je lahko hladno, lahko pa ga segrevamo. Izbira, ali bomo uporabili
hladno ali vroco maceracijo, je odvisna od tega, kako sta trdna snov in bioaktivna komponenta,
ki jo ekstrahiramo, obstojni pri vi§jih temperaturah. Seveda moramo izbrati tudi ustrezno
topilo. Topilo izberemo na podlagi sestave snovi, ki jo ekstrahiramo, glede na nadaljnjo
uporabo produkta in topnost komponente, ki jo Zelimo z ekstrakcijo izolirati. V veliki ve¢ini
za topilo uporabljamo alkohole, saj ti uspejo ekstrahirati vecino molekul, ki jih vsebujejo
rastline, tudi tiste, ki so hidrofilne ali lipofilne [19].

Po koncani ekstrakciji nam ostaneta dve fazi: trdna in tekoca, ki ju moramo lo¢iti, obi¢ajno s
sedimentacijo ali filtriranjem. Mi smo uporabili vakuumsko filtriranje.

3.1.1.2 Ekstrakcija tekocCe-tekoce z lij locnikom

Ekstrakcija s pomocjo lija lo¢nika spada med ekstrakcije tekoce-tekoCe. Locujemo dve
tekocini, ki sta razlicnih polarnosti in tudi gostot in se zato ne mesata. Ravno zaradi tega je
potrebno dobro razmisliti, kaj bomo izbrali kot topilo. Ena izmed faz je obicajno vodna faza,
druga pa lipofilno organsko topilo, kot je na primer eter, diklorometan, kloroform ali etil acetat
[20]. Med obema teko¢inama se mora namre¢ tvoriti jasna meja, Ki se oblikuje zaradi razlik v
polarnosti in gostoti. Obe tekocini vlijemo v lij lo¢nik in ga stresamo, da se obe fazi med seboj
zmeSata. Nato se zaradi razlik v polarnosti, gostotah in zaradi gravitacije obe fazi locita.
Tekocina nizje gostote oziroma tista z nizjo Specificno tezo je zgoraj, tista visje gostote
oziroma tista, ki ima vi§jo specifi¢no tezo pa spodaj. Spodnjo fazo nato lo¢imo od zgornje
tako, da jo spustimo skozi ventil lija lo¢nika.

Tveganje pri delu z lij loénikom predstavlja tlak, ki se lahko ustvari v notranjosti lija. Tlak
nastaja, ¢e med stresanjem lija prihaja do reakcije, ki povzroc¢i nastajanje plinov. Zaradi tega
je potrebno sprotno odzrac¢evanje. Lij obrnemo navzdol in preprosto odpremo ventil lija, da iz
njega izpustimo pline. Pazimo, da ventil obrnemo vstran od telesa in postopek izvajamo v
digestoriju[21].
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3.1.2 Filtriranje

Izvajali smo dve razli¢ni metodi filtriranja in sicer: vakuumsko filtracijo pri pripravljanju
ekstraktov ter gravitacijsko oziroma klasi¢no filtracijo v sklopu metode doloCevanja aescina v
ekstraktih.

3.1.2.1 Vakuumska filtracija

Filtracija je separacijska tehnika, kjer odstranjujemo trdne delce iz teko¢ine. Pomembno je, da
izberemo pravi filtrirni medij, ki ga v laboratoriju predstavlja filtrirni papir.

Vakuumsko filtriranje je ena izmed najbolj uporabljenih filtracijskih metod, ki jo z drugim
imenom imenujemo nuciranje. Gre za filtriranje, kjer povzrofimo zniZanje pritiska v
erlenmajerici, kar pospesi hitrost same filtracije. S to vrsto filtracije naj bi dobili tudi Cistejsi
filtrat, kot s katerim drugim nacinom filtriranja, trdni delci pa so bolje osuSeni. Najprej si
moramo pripraviti aparaturo, ki jo sestavljajo : Biichnerjev lij, erlenmajerica za vakuumsko
filtriranje z nastavkom za vakuum, gumijast zamasSek za erlenmajerico, cev s katero ustvarimo
tlak in seveda filtrirni papir, ki mora biti pravilne velikosti, da ga lahko polozimo v Biichnerjev
lij [22].

Prava velikost filtrirnega papirja je zelo pomembna, saj bi pri uporabi premajhnega papirja,
trdni delci lahko prehajali skozi lij. Filtrirni papir moramo pred pri¢etkom filtracije omoditi in
sicer z enakim topilom, ki smo ga uporabljali pri ekstrakciji. To povzroci, da se filtrirni papir
bolje oprime Biichnerjevega lija in ne prepusca trdnih delcev.

Pomembna je tudi izbira ustrezno velikega gumijastega zamaska, saj le ta preprecuje, da v
erlenmajerico prihaja zrak in tako ustvarimo vakuum [23].

Ko je aparatura pripravljena, je potrebno vklopiti ¢rpalko, ki ustvari podtlak v erlenmajerici.
V 1jj se prenese zmes trdnih delcev in tekocine, ki tece skozi lij in jo zberemo v erlenmajerici.
Imenujemo jo filtrat. Odvisno od poizkusa, ki ga izvajamo, potrebujemo vcasih filtrat, v€asih
pa trdne delce, ki ostanejo na filtrirnem papirju.

Filtrat, ki smo ga zbrali v erlenmajerici smo kasneje Se vakuumsko uparjali.

3.1.2.2 Gravitacijska filtracija

Gravitacijska ali klasi¢na filtracija predstavlja najbolj uporabljeno vrsto filtracije, predvsem
zaradi svoje enostavnosti. Uporabljamo jo, ko Zelimo lo¢iti zmes v kateri se nahajata trdna in
tekoca faza. Mi smo jo uporabili pri metodi dolo¢anja vsebnosti aescina. Filtrirni medij
predstavlja filter papir, pravilno zlozen v lij. Vanj zlijemo zmes, ki jo zelimo filtirati in
gravitacija potem povzroci, da se tekocina giblje navzdol in pronica skozi filtirirni papir, trdni
delci pa ostanejo na filter papirju, saj ne morejo prehajati skozi njegove pore. Trdni delci na
filter papirju lahko predstavljajo odpad ali pa snov, ki jo potrebujemo za nadaljno analizo, kar
nam doloca poizkus, katerega izvajamo [23], [24].
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3.1.3 Vakuumsko uparjanje

Proces uparjanja temelji na loCevanju komponent glede na njihovo hlapnost. Nehlapne
topljence locimo od topila, tako da le-tega z uparjanjem odstranimo iz vrele raztopine [17].
Uparjanje katerega bomo uporabili, si izberemo na podlagi lastnosti komponent, ki se nahajajo
v vzorcu. Posebna metoda uparjanja je vakuumsko uparjanje. Vakuumsko uparjanje izvajamo
z vakuumskim uparjalnikom — rotavaporjem. Ta metoda uparjanja topilo upari veliko hitreje,
prav tako pa omogoca uparjanje raztopin, ki niso termi¢no obstojne.

Uparjanje izvedemo tako, da v bucki, v kateri se nahaja vzorec, znizamo tlak in sicer pod parni
tlak tekocine in le ta izhlapi pri nizji temperaturi kot obi¢ajno. Z drugimi besedami, znizamo
vreli§¢e zmesi in tako potrebujemo manj energije za segrevanje le-te. Na ta nacin se iz
raztopine upari hlapno topilo, nehlapni topljenec pa ostane [25].

Vakuumsko uparjanje ima tudi Stevilne prednosti. Potrebujemo manjSo koli¢ino energije, saj
vzorca ne rabimo segrevati na visoke temperature, zaradi nizkega tlaka, ki zniza vrelisce
raztopin. To pomeni, da ne potrebujemo zelo intenzivnega segrevanja, kar posledicno pomeni
tudi nizje stroske [26].

3.1.4 Vakuumsko suSenje

SuSenja se posluzujemo, kadar zelimo i1z vlaznih snovi odstraniti hlapno tekocino.

Vakuumsko suSenje naj bi imelo pred klasi¢nim suSenjem Stevilne prednosti. Material se
hitreje posusi in suSenje se lahko uspesno izvede pri niZji temperaturi, kot pri klasicnem
suSenju, kar povzroc¢i tudi manjSo porabo energije. Preprecuje oksidacijo in ohranja barvo,
teksturo in okus snovi, ki jih su§imo [27]. Zaradi tega se ga obsezno uporablja predvsem v
prehrambeni industriji. Uporablja pa se tudi za pridobivanje farmacevtskih izdelkov, saj
ucinkovine v€asih izgubijo svoj zdravilni ucinek, ¢e so izpostavljene visokim temperaturam.
Prav tako pa ga uporabljamo tudi za procesiranje plastike in kemikalij, ki zanejo sproscati
toksine, pri izpostavljenosti visokim temperaturam. Vakuumsko uparjanje nam torej omogoca,
da suSimo pri nizjih temperaturah, zato je primerno tudi za susenje termi¢no nestabilnih snovi.

Za vakuumsko suSenje uporabljamo vakuumske suSilnike. Vakuumski suSilniki so dobro
zaprte komore, v katerih s pomocjo vakuumske ¢rpalke znizamo tlak. To povzroci, da se
vrelis¢e vode zniza [28]. Molekule vode se dvigajo na povrsje, kjer izhlapijo. To se zaradi
znizanega tlaka zgodi veliko hitreje, kot bi se, ¢e bi uporabljali navadni susilnik, ki deluje
samo s pomocjo toplote in ne tudi tlaka [29]. V nasem primeru smo uporabljali vakuumski
susilnik, ki je predstavljen na sliki 3-1.
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Slika 3-1. Vakuumski suSilnik

3.1.5 Spektrofotometrija

Spektrofotometrija je metoda kvantitativne analize, ki jo uvr$¢amo med molekulsko
absorpcijsko spektrometrijo. Znacilnosti spektrofotmetri¢nih metod so enostavnost uporabe,
selektivnost in Siroka mozZnost uporabe. Sem spadajo vse metode, ki merijo absorpcijo
svetlobe, ki prehaja skozi raztopino vzorca. S pomocjo razlicnih vrst svetlobe vzbudimo
molekule vzorca, katerim se spremenijo elektronska stanja. Poznamo razli¢ne vrste
spektrofotometrije, glede na svetlobo, ki jo uporabljamo: UV, VIS in IR spektrofotometrijo.
VIS je obmocje svetlobe pri valovnih dolzinah od 400 do 700 nm in mu drugace pravimo tudi
vidno obmocje, ter predstavlja edino svetlobo, ki je vidna prostemu ocesu. Obmocje pod
vidnim se imenuje ultravijoli¢no — UV obmocje, obmocje nad pa infrarde¢o — IR obmocje.

V nasem primeru smo uporabljali UV-VIS spektrofotometrijo, ki je ena izmed najbolj
uporabljenih metod za kvantitativno analizo. Meri koli¢ino ultravijolicne ali vidne radiacije,
ki se absorbira, glede na raztopino vzorca. Za merjenje taksSne vrste radiacije uporabljamo UV-
VIS spektrofotmetre, ki uporabljajo svetlobo v ultravijolicnem obmocju (od 185 do 400 nm)
in vidnem obmoc¢ju (od 400 do 700 nm). Pri pripravljanju vzorca, ki ga nameravamo analizirati
z UV-VIS spektrofotometrom, moramo paziti pri izbiri topila. Topilo mora vzorec dobro
raztapljati in mora biti transparentno. Ce analiziramo vzorce v katerih se nahajajo majhni
delcki, je potrebno raztopino predhodno obvezno filtrirati.

Paziti moramo tudi na to, da morajo biti spektrofotometri umerjeni, preden zanemo meriti
vzorce. To pomeni, da moramo pripraviti tako imenovani slepi vzorec, ki ga pomerimo kot
prvega. Absorbance vzorcev pa so potem prikazane glede na slepi vzorec. Vzorce prenasamo
v kivete, ki so lahko take za enkratno ali pa za veCkratno uporabo. To so transparentne celice
kvadratne oblike, ki jih vstavljamo v spektrofotometer in jih osvetli svetlobni vir. Pazimo, da
so kivete vedno Ciste, saj bi umazana kiveta povzrocila napac¢ne meritve [4], [30].

V naSem primeru smo uporabljali spektrofotometer, ki je prikazan na sliki 3-2.
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Slika 3-2. Spektrofotometer PerkinEImer Lambda 25

3.2 Validacija

Validacija analizne metode je postopek s katerim ugotavljamo ali je metoda primerna za
doloc¢eno analitsko aplikacijo ter ovrednotimo znacilnosti analizne metode. Nasa naloga je
dokazati ali metoda izpolnjuje vse zahteve, ki so obicajno predhodno doloc¢ene za posamezno
analizno metodo. Vse metode, ki se uporabljajo, bi morale biti validirane, kadar :

o razvijamo ali smo razvili novo analizno metodo,

o metodo prvi¢ uporabljamo v dolocenem laboratoriju,

o kadar se pogoji ali parametri metode spremenijo, na primer, ko zamenjamo
instrument na katerem izvajamo to metodo ali spremenimo pogoje metode [31].

Ce Zelimo, da je validacija uspesna, mora tudi oprema, ki jo uporabljamo za validacijo,
ustrezati dolo¢enim specifikacijam ter biti umerjena in vzdrzevana [32], [33].

Validacija se pri¢ne z izbiro metode, ki jo Zelimo validirati. Naredi se nacrt kako bomo metodo
validirali, katere parametre bomo ovrednotili in kaj vse bomo preverjali. Obicajno je to Ze
predhodno doloceno. Po pripravljenem nacrtu se napiSe protokol za izvedbo validacije.
Kasneje se izvedejo vse dolo¢ene meritve in dobljeni rezultati se obdelajo. Dobljene rezultate
nato primerjamo z zahtevami predpisov. Pomembno je, da vse rezultate in meritve beleZimo
in sproti dokumentiramo [33].

Pri izdelovanju nacrta za validacijo metode dolocCanja vsebnosti aescina v ekstraktu divjega
kostanja smo upostevali standardni operativni postopek, ki ga je sestavilo podjetje Vitiva d.d.
Standarni operativni postopek, ki ga oznacujemo obicajno s kratico SOP, predstavlja potek in
nacrt vseh opravil, ki so povezani z opravljanji poskusov. NapiSejo ga obi¢ajno v vsakem
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podjetju posebej in mora biti napisan in sestavljen v skladu z 1SO standardi. ISO predstavlja
mednarodno organizacijo za standardizacijo.

Validacija sicer obsega vecje Stevilo parametrov, ki jih moramo preverjati, da dokazemo
ustreznost metode. V nasem primeru smo validirali metodo iz farmakopeje, ki ne potrebuje
celotne validacije, saj so te metode ze predhodno validirane. Preverjati smo morali le
linearnost, selektivnost in natanc¢nost, ki obsega ponovljivost sistema, ponovljivost metode ter
vmesno natanc¢nost in obnovljivost.

3.2.1 Natancnost

Natancnost nam pove, za koliko nihajo rezutati meritev znotraj neke doloCene skupine
meritev. Izraza se z relativnim standardnim odmikom. Meritve izvedemo vec krat ter jih potem
primerjamo med seboj. Ni potrebno, da vedno merimo vzorce, temve¢ lahko merimo
referenc¢ne standarde in sicer takrat, ko nam metoda to dovoljuje in ¢e ima vzorec podoben
matriks referenénemu ter oba dajeta pribliZzno enake rezultate. S tem si tudi olajSamo delo, saj
so vzorci obi¢ajno zahtevnejsi za pripravo kot pa referen¢ne raztopine. Pod natan¢nost spadajo
ponovljivost sistema, ponovljivost metode in obnovljivost [31], [32].

Za raCunanje relativnega standardnega odmika moramo najprej izracunati Se povprecje
meritev in standardni odmik [33] :

- povprecje meritev

_ X1+X+-+ Xj

xi,p = N (31)

- standardni odmik : je najboljSa moZna ocena merilne negotovosti posamezne meritve
oziroma ocenjuje zanesljivost posamezne dolocitve, ki jo nekemu vzorcu dolo¢amo z
dano metodo.

N
Zi=1(xi_xi,p)2

N-1

SD

(3.2)

- relativni standardni odmik

RSD = 32:100% (3.3)

xirp
kjer je :
N = §tevilo vseh meritev
x; = vrednost doloene meritve

Xip = povpre€je meritev,
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3.2.1.1 Ponovljivost sistema

Ponovljivost sistema nam pove, kako natan¢na je naprava s katero izvajamo meritve. V ta
namen si pripravimo samo en vzorec, ki ga z napravo pomerimo od 6 do 10 krat in tako
primerjamo razlike med rezultati. Meritve izvajamo v istem laboratoriju, pod enakimi pogoji
kot jih zapoveduje analizna metoda, izvesti pa jih mora isti analitik. Za meritve, ki nam
opredelijo ali je sistem ponovljiv ali ne, ne rabimo pripravljati vzorcev, temvec¢ lahko merimo
kar referenéno raztopino [32].

3.2.1.2 Ponovljivost metode

Ponovljivost metode predstavlja natan¢nost, ki jo dobimo, ¢e vzorec pripravimo veckrat po
enaki metodi, v istem laboratoriju, pri enakih pogojih, z enako opremo in reagenti ter ¢e vse
meritve izvede isti analitik. Ponovljivost metode mora biti izvedena na vzorcih in ne na
referencni raztopini, saj le tako preverimo ali je celoten postopek pripravljanja vzorcev
ponovljiv. Za ponovljivost metode moramo pripraviti najmanj Sest vzorcev [32].

3.2.1.3 Vmesna natancnost in obnovljivost

Obnovljivost predstavlja natan¢nost, ki jo dobimo, ¢e meritve ponovimo spet ¢ez nekaj Casa.
Meritve izvaja drug analitik v istem laboratoriju, pripravlja pa vzorce po enaki metodi kot
njegov predhodnik. Tudi preverjanje obnovljivosti se mora izvajati na vzorcih in ne na
referenéni raztopini [32].

3.2.2 Linearnost

Linearnost je definirana kot sposobnost metode, da producira rezultate, ki so proporcionalni
koncentraciji analita v raztopini. Z naras¢anjem koncentracije, bi naj narascale tudi meritve,
katere v nasem primeru predstavlja absorbanca.

Lahko jo dokazujemo neposredno na vzorcih ali pa na referencni raztopini. V¢asih preverjamo
kar oboje.

Za preverjanje linearnosti si pripravimo vzorce, ki vsebujejo razliéne koncentracije analita.
Obicajno je razpon koncentracij 80-120 % navzgor ali navzdol od pricakovane koncentracije.
Potrebno je izvesti meritve za vsaj pet razlicnih koncentracij. Rezultate predstavimo z
umeritveno krivuljo, kjer na x-os nanaSamo koncentracije analita, na y-0S pa neodvisno
spremenljivko oziroma tisto, kar merimo [31]. Enac¢ba umeritvene krivulje je naslednja :
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y=k x+n (3.4)
kjer je :
k = naklon krivulje
n = odsek Kkrivulje na osi y.

IzraCunamo Se regresijsko premico po metodi najmanjSih kvadratov. Obicajno je doloc¢eno
kolik§na mora biti vrednost korelacijskega koeficienta R. Ravno ta je namre¢ eden izmed
pokazateljev linearnosti. Cim bolj je korelacijski koeficient R blizu £1, tem bolj linearna je
premica. Velja tudi, da ¢im blizje umeritvena krivulja seka koordinatno izhodisce, tem bolj je
linearna [32], [33].

3.2.3 Selektivnost

Metoda je selektivna, kadar dokaZzemo, da na meritve elementa v meSanici ne vpliva nobena
komponenta iz te meSanice. V naSem primeru smo dokazovali selektivnost
spektrofotometri¢éne metode. Potrebno je bilo dokazati, da slepi vzorec ne vpliva na meritev.
V primeru, da bi opazili, da spektrofotometer zazna slepi vzorec po umerjanju, je metoda
neselektivna, saj reagira tudi na druge elemente iz meSanice, ne samo na zeljenega.

Pomembno je bilo tudi dokazati, da sta krivulji referen¢ne raztopine in vzorca pribliZzno enaki,

ey oo

3.3 Farmakopeja

Farmakopeja je knjiga, v kateri so zbrani razni farmacevtski predpisi, kako je potrebno
analizirati, pripravljati, preiskusati, hraniti in oznacevati zdravila ali farmacevtske substance,
ki jih uporabijo za pripravo kon¢nega izdelka. Farmakopeja vsebuje vec tiso¢ monografij.
Naloga farmakopeje je, da zagotovi varnost, kakovost in u¢inkovitost zdravil, ki se izdelujejo
[35].

V Sloveniji je leta 1997 zacelo veljati, da je potrebno vsa zdravila, ki so na voljo v Sloveniji,
izdelati po metodah in zahtevah, ki jih doloc¢a evropska Farmakopeja. Evropska Farmakopeja
na splos$no velja po celotni Evropi, posamezne drzave pa imajo Se svoje Farmakopeje, ki jih
uporabljajo poleg evropske. Ce evropska Farmakopeja ne vsebuje monografije, ki narekuje
izdelavo doloCenega zdravila, se lahko uporabi Farmakopejo, ki jo je ustvarila in uporablja
katera druga drzava [36].

V naSem primeru smo se zgledovali po francoski Farmakopeji, ki vsebuje navodilo za
ekstrakcijo aescina iz semen divjega kostanja in navodilo za doloCanje aescina v teh ekstraktih
[37].

15



Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

4 Eksperimentalni del

V sklopu eksperimentalnega dela smo najprej izvedli ekstrakcijo in nato pridobljenim
ekstraktom dolocili vsebnost aescina s spektrofotometrijo. Na koncu pa smo izvedli Se
validacijo metode, s katero smo dolocali vsebnost aescina. Celotni eksperimentalni del smo
izvajali v podjetju Vitiva d.d., natanc¢neje v analiznem laboratoriju.

4.1 Ekstrakcija

Eksperimentalni del smo priceli z ekstrakcijo, ki smo jo izvajali v razvojnem laboratoriju
podjetja Vitiva d.d.

4.1.1 Material in kemikalije

- semena navadnega divjega kostanja, PhEur, Amoros Nature, KS : 100906012,
- etanol, PhEur, 96,2 %, Hungrana Kft., KS : 100610044.

4.1.2 Laboratorijska oprema in inventar

- aluminijasta folija,

- analitska tehtnica (Sartorius CPA224S, max 220g),

- Biichnerjev lij (keramicen, Isolab)

- bucke za rotavapor z okroglim dnom (500 mL, Schott Duran),
- cev, priklopljena na vodno ¢rpalko,

- CaSe (400 mL, Schott Duran),

- erlenmajerica za vakuumsko filtriranje (1 L, Isolab),

- filter papir (Sartorius, premer : 125 mm),

- gumijast nastavek za Biichnerjev lij,

- magnetna palica,

- magnetne grelne plos¢e z vgrajenim termometrom in uro,
- magnetni meSalcki,

- merilni valji (250 mL, 500 mL, Isolab Duran),

- plasti¢ni pokrovi za viale,

- plutovinasti podstavki za bucke z okroglim dnom,

- steklena palcka,

- vakuumski susilnik (Memmert, VO29),

- vakuumski uparjalnik (Biichi rotavapor R-124),

- viale (30 mL),

- zlicke in spatule.
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4.1.3 lzvedba ekstrakcij

Pred zacetkom izvajanja ekstrakcij smo naredili nacrt, katere parametre bomo spreminjali in
kako. Zaradi zapletenosti dolo¢evanja vsebnosti aescina v ekstraktih, smo se odlocili, da
naredimo samo osem razli¢nih ekstrakcij. Pri dolo¢evanju samih pogojev ekstrakcije, smo si
pomagali s proizvodnjim postopkom, ki ga v podjetju Vitiva d.d. uporabljajo za ekstrakcijo
divjega kostanja in ga doloca francoska farmakopeja.

Odlocili smo se, da spreminjamo:

- temperaturo,
- volumski odstotek etanola in
- Cas ekstrakcije.

V podjetju Vitiva d.d. ekstrakcijo izvajajo pri 50 °C, 2-4 ure in z 50 vol% etanolom. Izbrali
smo si torej podobne vrednosti, pri katerih smo izvajali ekstrakcijo. Za temperaturo smo izbrali
40 °C in 60 °C, za volumski odstotek etanola 50 vol% in 60 vol% ter za ¢as ekstrakcije 2 h in
4 h. Skupaj smo izvedli torej osem ekstrakcij pri razliénih pogojih, ki so predstavljeni v tabeli
4-1.

Tabela 4-1. Naért ekstrakcij

STEVILKA T [°C] Petanola [VOIV6] t[h]
EKSTRAKCIJE

1 40 50 2
2 40 50 4
3 60 50 2
4 60 50 4
5 40 60 4
6 60 60 4
7 40 60 2
8 60 60 2

Najprej smo pripravili po 500 mL 50 vol% in 60 vol% etanola, za kar smo uporabili 96,2 %
etanol.

Izracun koli¢ine etanola, ki jo potrebujemo za pripravo 500 mL 50 vol% raztopine etanola :
50 % - 500 mL

V100 % etanola = Ty v 250 mL (4.1

Kjer je:

V100 % etanola = koli¢ina 100% etanola, ki jo potrebujemo za pripravo 500mL 50 vol%
raztopine[mL]
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250mL
0,962

= 259,9 mL = 260 4.2)

V96,2 9% etanola =
kjer je :
V96,2 9% etanola = koli¢ina 96,2% etanola, ki jo potrebujemo za pripravo 500mL 50 vol%
raztopine [mL]

Pri pripravljanju 500 mL 50 vol% etanola smo torej zmesali 260 mL 96,2 % etanola in 240 mL
destilirane vode.

Izracun za pripravo 500 mL 60 vol% etanola :

60 % - 500 mL

V100 % etanola = ~100% 300 mL (4.3)

300 mL
0,962

=311,9mL = 312 mL (4.4)

V96,2 % etanola —

Za 500 mL 60 vol% etanola smo zmesali 312 mL etanola in 188 mL destilirane vode.

V 400 mL c¢ase smo natehtali po 20 g mletih semen navadnega divjega kostanja, ki so
prikazana na sliki 4-1.

Slika 4-1. Mleta semena navadnega divjega kostanja

Naenkrat smo izvajali ekstrakcijo Stirih vzorcev. Vsem §tirim prvim vzorcem smo dodali po
120 mL 50 vol% etanola s pomoc¢jo merilnega valja in vsakemu po en meSalcek. Koli¢ino
etanola, ki smo ga dodali, smo dolo¢ili na podlagi dejstva, da mora biti razmerje med kostanji
in topilom 1:6. Case smo pristavili na magnetne grelne plosée in nastavili mesanje,
temperaturo in ¢as. Case smo pokrili z aluminijevo folijo, da nam etanol ni hlapel. Na sliki 4-
2 lahko vidimo mesSanje in segrevanje vzorca na magnetnih grelnih ploscah.
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Slika 4-2. Ekstrakcija iz semen divjega kostanja

Ko je pretekel potreben Cas ekstrakcije, smo pripravili Biichnerjev lij in predhodno izrezan
filter papir. Nucirali smo v veliko erlenmajerico za vakuumsko filtriranje, saj se produkti iz
divjega kostanja radi penijo. Erlenmajerico smo priklopili na vakuum in v Biichnerjev lij zlili
vsebino ¢ase iz katere smo predhodno odstranili mesalc¢ek. Filtracija je bila kon€ana, ko nismo
vec€ opazili pretoka filtrata.

Po kon¢anem nuciranju smo vsebino iz erlenmajerice za vakuumsko filtriranje prelili v bucko
za rotavapor in priceli z uparjanjem do suhega. Ves ¢a$ smo nadzorovali in uravnavali tlak, da
se raztopina ni preve¢ penila. Uparjali smo pri maksimalno 60 °C in z rotavaporjem Biichi R-
124, ki ga lahko vidimo na spodnji sliki. Z uparjanjem smo koncali, ko je v bucki ostala le $e
gosta, tekoca, rjava pasta. Vakuumsko uparjanje vzorca je prikazano na sliki 4-3.
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Slika 4-3. Vakuumsko uparjanjé dobljenega ekstrakta

Postopek smo nato ponovili $e za Stiri druge vzorce, ki smo jih pripravili tokrat z 60 vol%
etanolom. Produkti po kon¢anem uparjanju so prikazani na sliki 4-4.

Slika 4-4. Produkti ekstrakcije po vakuumskem uparjanju in pred vakuumskim susenjem

Po kon¢anem uparjanju smo vzorce susili §e v vakuumskem susilniku in sicer smo jih pustili,
da se susijo ¢ez no¢ na 50 °C in tlaku 50 mbar. Naslednji dan pa smo iz vsake posamezne
bucke s pomocjo spatul in zlick v viale postrgali produkt, ki se je nabral na stenah buc¢k. Na
sliki 4-5 so prikazani produkti, po koncani ekstrakciji.
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Slika 4-5. Kon¢ni produkti ekstrakcije

Vse bucke za rotavapor smo stehtali pred uporabo in po zakljucku susenja. Tako smo lahko
izra¢unali koli¢ino produkta in izkoristek ekstrakcije.

4.2 Dolocevanje vsebnosti aescina v ekstraktih

Vsebnost aescina smo doloc¢ali v osmih produktih, ki smo jih dobili z ekstrakcijo.

4.2.1 Material in kemikalije

- Osem ekstraktov iz semen navadnega divjega kostanja,

- kloroform (>99,5 %, Honeywell),

- 1-propanol (99,5 %, Acros Organics),

- 0,1 M klorovodikova kislina koncentrat (Fixanal, Honeywell),
- dietil eter (Merck),

- ocetna kislina (J.T. Baker),

- zelezov (I) klorid heksahidrat (98-102 %, Honeywell),

- zveplova kislina (96 %, Carlo Erba),

- aescin standard (97,56 %, Extrasynthese, Sarza : 12)
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4.2.2 Laboratorijska oprema in inventar

- analitska tehtnica (Mettler Toledo XPE206DR, max 81/220 g),
- analitska tehtnica (Sartorius CPA224S, max 220 g),

- avtomatska pipeta (Brand accu-jet pro),

- bucke (50 mL, 100 mL : Witeg Duran),

- bucke za rotavapor z okroglim dnom (250 mL : Schott Duran),
- epruvete (12x100 mm, Isolab),

- erlenmajerice z obrusom (250 mL, Schott Duran),

- filtrirni papir (Sartorius, premer : 125 mm),

- kivete za enkratno uporabo (Brand, 2,5 mL makro, 12,5x12,5x45 mm),
- lij lo¢nik (500 mL, Isolab)

- lijak (Isolab),

- merilni valji (50 mL : Isolab, 100 mL : Witeg),

- plasticni zamaski za erlenmajerice,

- steklene pipete (5 mL : Witeg, 1 mL : Isolab),

- stojalo za epruvete,

- ultrazvocna kopel (Haver & Boecker, Haver USC 200 MULT]),
- UV-VIS spektrofotometer (PerkinElmer Lambda 25),

- vakuumski uparjalnik (Biichi rotavapor R-200),

- viale (60 mL),

- vodna kopel (ElIma, ElImasonic S 60 H),

- zamaSki za epruvete,

- zamaski za lij lo¢nik.

4.2.3 Dolocevanje vsebnosti aescina v estraktih

Uporabljali smo metodo doloCevanja vsebnosti aescina v ekstraktih divjega kostanja, ki jo
predpisuje francoska farmakopeja [37].

Pred zacetkom priprave vzorca, referencne raztopine in slepega vzorca smo morali pripraviti
naslednje raztopine :

e Raztopina Zelezovega klorida in ocetne Kisline

Piprava :

V 100 mL bucko smo natehtali 75 mg zelezovega (III) klorida heksahidrata. S pomocjo
merilnega valja smo dolili 50 mL ocetne kisline in dali bucko na ultrazvo¢no kopel, da se je
zelezov klorid raztopil. Po tem smo dodali Se 50 mL Zveplove kisline in vse skupaj dobro
pretresli, da so mehurcki izginili. Ta raztopina je morala stati 2 uri, preden smo jo lahko
uporabili.
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e Mesanica 1-propanola in kloroforma
Priprava :

Pripravili smo 1,4 L raztopine 1-propanola in kloroforma v razmerju 20:50, kar pomeni, da
smo zmesali 400 mL 1-propanola in 1000 mL kloroforma.

e 0,1 M klorovodikova kislina
Priprava :

0,1 M klorovodikovo kislino smo pripravili s pomo¢jo izdelka : 0,1 M Hydrochloric acid
FIXANAL, proizvajalca Honeywell. Vsebino iz tube smo iztisnili v 1 L buc¢ko in dopolnili z
destilirano vodo do oznake.

Priprava vzorcev :

Pripravili smo 250 mL erlenmajerico v katero smo zatehtali 0,100 g ekstrakta. S pomocjo
merilnega valja smo v erlenmajerico dodali 30 mL 0,1 M klorovodikove kisline. Erlenmajerico
z vzorcem smo pustili na ultrazvo¢ni kopeli okoli 5 minut, da se je ekstrakt raztopil. Vse skupaj
smo nato prenesli v 1ij lo¢nik. Vsebini lij lo¢nika smo dodali 70 mL prej pripravljene mesanice
1-propanola in kloroforma in zaceli moc¢no stresati lij lo¢nik za 2 minuti. Pazili smo, da redno
odzrac¢ujemo. Nato smo lij lo¢nik z vsebino pustili 15 minut, da sta se fazi loc¢ili. Na sliki 4-6
lahko vidimo dve fazi, ki sta se oblikovali po stresanju lija lo¢nika.

Slika 4-6. Priprava vzorcev za doloc¢anje vsebnosti aescina : ekstrakcija tekoce-tekoce s pomocjo lij
lo¢nika

Po 15 minutah smo v okroglo bu¢ko za rotavapor zbrali spodnjo, kloroformsko fazo in jo
uparili do suhega na rotavaporju pri 60 °C. Ta postopek smo ponovili 3-krat. Uporabljali smo
250 mL bucke za rotavapor, saj smo kasneje njihovo vsebino morali izpirati z etrom, ker pa ta
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hlapi, je bilo veliko lazje izpirati manj$e bucke, kot ve¢je. Vakuumsko uparjanje, ki smo ga
izvajali, je prikazano na sliki 4-7.

Slika 4-7. Priprava vzorcev za dolo¢anje vsebnosti aescina : vakuumsko uparjanje v sklopu
dolocevanja vsebnosti aescina v ekstraktih

P kon¢anem uparjanju, smo pocakali, da se je bucka z vsebino ohladila do sobne temperature
pri ¢emer bucke nismo zamasili z zamaskom, dokler se ni ohladila. V nasprotnem primeru bi
lahko v bucki prislo do kondenzacije in navlazitve vzorca. Opaziti smo morali svetlo rjave
kristale, ki so se formirali med uparjanjem in jih lahko vidimo na sliki 4-8.
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Slika 4-8. Priprava vzorcev za dolo¢anje vsebnosti aescina : kristali, ki so se formirali po
vakuumskem uparjanju

Bucko smo nato po 3-krat sprali z 10 mL dietil etra in suspenzijo prefiltrirali skozi filter papir,
ki smo ga zlozili v lij. Pazili smo, da smo bucko res dobro sprali, kar je bilo tezko, saj je eter
zelo hitro hlapel. Raztopino smo zbrali v 60 mL vialo. Na filter papirju so bili vidni svetlo
rjavi kristali, v viali pa smo zbirali eter, ki smo ga po koncu spiranja zavrgli. Filtriranje je
prikazano na sliki 4-9.
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Slika 4-9. Priprava vzorcev za dolo¢anje vsebnosti aescina : izpiranje vzorca z dietil etrom skozi
filter papir

Lij s filter papirjem, na katerem smo zbrali vzorec, smo nato prestavili na 50 mL bucko.
Ostanek na filter papirju smo raztopili z 50 mL ocetne kisline. Izracunali smo masno
koncentracijo dobljenega vzorca :

01g -1L
Yvzorca = W =2g/L
Kjer je :
Y vzorca = Masna koncentracija vzorca [g/L]

To raztopino smo poimenovali 100 % raztopina vzorca. Izpiranje z ocetno kislino je prikazano
na sliki 4-10.
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Slika 4-10. Izpiranje filter papirja z ocetno kislino

Odpipetirali smo po 1 mL pripravljene raztopine v male epruvetke in vsaki dodali po 4 mL
vnaprej pripravljene raztopine Zelezovega klorida in ocetne kisline.

Priprava referen¢ne raztopine :

V 50 mL bucko smo natehtali 0,025 g standarda aescina, mu dodali nekaj ocetne kisline in ga
raztopili. Ko se je aescin raztopil, smo buc¢ko dopolnili do oznake z istim topilom.

Izracunali smo masno koncentracijo dobljenega vzorca :

00259 -1L
Yreferentne raztopine = W =05g/L

kjer je :

Yreferentne raztopine = Masna koncentracija referen¢ne raztopine [g/L]

To raztopino smo poimenovali 100 % raztopine referencne raztopine.

1 mL te raztopine smo odpipetirali v malo epruvetko in dodali 4 mL raztopine Zelezovega
klorida in ocetne kisline.
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Priprava slepega vzorca :

V malo epruvetko smo odpipetirali 1 mL ocetne kisline in dodali 4 mL raztopine Zelezovega
klorida in ocetne Kisline.

Tako smo imeli pripravljene vse vzorce, slepi vzorec in referenéno raztopino. Raztopine v
epruvetkah so bile rumene barve. Epruvetke smo zaprli z zamaski in jih oznacili. Vse skupaj
smo nato segrevali na vodni kopeli 25 minut pri 60 °C. Barva se je vsem vzorcem, razen
slepemu, spremenila v roznato barvo. Glede na intenzivnost barve smo lahko ze predhodno
sklepali, kateri vzorec je vseboval najve¢ aescina. Po konCanem segrevanju smo vzorce
ohladili v ¢asi z vodo, kot je prikazano na sliki 4-11 in nadaljevali z merjenjem na
spektrofotometru.

Slika 4-11. Ohlajanje kon¢nih vzorcev pred merjenjem s spektrofotometrom in kivete za enkratno
uporabo

Na racunalniku smo najprej zagnali program PerkinElmer Lambda 25 in izbrali merjenje pri
valovni dolzini 540 nm. Najprej smo morali izmeriti slepi vzorec, nato pa smo nadaljevali z
merjenjem vzorcev in na koncu smo izmerili e referencno raztopino. Uporabljali smo kivete
za enkratno uporabo. Pazili smo tudi pri prelivanju raztopin v kiveto, saj je raztopina
zelezovega klorida in ocetne kisline bila viskoznejSa in se ni dala lepo obrisati iz kivete.
Vzorcev pred merjenji tudi nismo mesali, saj so se takrat zaceli tvoriti mehurcki, ki so lahko
vplivali na absorbanco.

Med izvajanjem poizkusov smo ves Cas pazili, da je bila steklovina dobro ocCiS¢ena, saj je
aescin meSanica saponinov, prav tako pa najdemo saponine v €istilih, ki smo jih uporabljali za

¢is¢enje steklovine. Zato smo morali paziti, da je bilo Cistilo dobro izprano iz steklovine, saj
bi drugace lahko imelo vpliv na kon¢ne rezultate.
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4.3 Validacija metode dolocanja vsebnosti aescina v ekstraktih

Pri validaciji je bilo potrebno dokazati : linearnost, selektivnost in natanénost. Sarza na kateri
smo delali validacijo je bila 302305-20-01.

4.3.1 Natancnost

Natan¢nost zajema : ponovljivost sistema, ponovljivost metode ter vmesno natan¢nost in
obnovljivost.

4.3.1.1 Ponovljivost sistema

Potrebno je bilo dokazati, da je naprava, ki koncentracijo v vzorcih natan¢na in da se rezultati
med seboj ne razlikujejo prevec. V naSem primeru je to napravo predstavljal spektrofotometer
PerkinElmer Lambda 25, ki je pomeril absorbanco vzorcev, s pomocjo katere smo potem
izracunali vsebnost aescina.

V tem primeru sme merili kar referen¢no raztopino in ne vzorca. To smo lahko naredili zato,
ker nas ni zanimala vsebnost aescina, temvec le ponovljivost in natan¢nost spektrofotometra.
Referenc¢no raztopino smo pripravili na enak nacin kot je bilo opisano v poglavju 4.2.3.
Pripravili smo tudi slepi vzorec, saj brez njega nismo mogli meriti absobance.

Enak vzorec smo nato pomerili 6-krat na UV-VIS spektrofotometru PerkinEImer Lambda 25
ter izracunali povprecje vseh Sestih izmerjenih absorbanc in RSD, ki ni smel presegati 5 %.

4.3.1.2 Ponovljivost metode

Potrebno je bilo dolociti, kako ponovljiva je metoda ter ali dobimo priblizno enake vsebnosti,
¢e enak vzorec pripravimo ve¢ krat pod istimi pogoji. Isti pogoji pomenijo : ista metoda, isti
reagenti, isti eksperimentator, isti laboratorij in kratek ¢as med posameznimi meritvami.

V tem primeru smo pripravili Sest vzorcev iz istega ekstrakta, referen¢no raztopino in slepi
vzorec na enak nacin kot je bilo opisano v poglavju 4.2.3. Vsak vzorec smo pomerili 1-krat,
nato pa smo pomerili tudi referencno raztopimo s pomocjo katere smo lahko preracunali
vsebnosti aescina. Izracunali smo povprec¢je vsebnosti aescina vseh Sestih vzorcev in RSD, ki
tudi sedaj ni smel presegati 5 %.

4.3.1.3 Vmesna natancnost in obnovljivost

Potrebno je bilo dokazati, da je metoda obnovljiva. Za prve rezultate smo vzeli tiste, ki smo
jih dobili pri prej$njem poglavju 4.3.1.2. Druge rezultate pa smo dobili tako, da smo ¢ez nekaj
dni poizkus ponovili in na enak nacin kot pri ponovljivosti metode pripravili vzorce in jih
pomerili. Tako smo dobili dva sklopa meritev. Pomembno je bilo dokazati, da se razlika
povprecji, ki smo jih izracunali za prvi in drugi sklop, ni razlikovala za vec¢ kot 4 % od najvecje
vrednosti in da je RSD za prvi in drugi dan manjsi kot 5 %.
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4.3.2 Linearnost

Linearnost metode smo dokazovali za referen¢no raztopino in za vzorec. Najprej smo se lotili
referen¢ne raztopine. Pripravili smo raztopino z enkrat ve¢jo masno koncentracijo, kot jo je
imel vzorec, ki smo ga poimenovali 100 % referenc¢na raztopina. Tako smo dobili raztopino,
ki smo jo poimenovali 200 % referen¢na raztopina.

Upostevali smo, da 100 % raztopino predstavlja vzorec z masno koncentracijo 0,5 g/L,
pripravljen enako, kot vzorec v poglavju 4.2.3.

Tako je 200 % raztopino predstavljal vzorec z masno koncentracijo 1 g/L. Pripravili smo 50
mL vzorca, zato smo potrebovali za zeljeno masno koncentracijo zatehtati 50 mg standarda
aescina namesto 25 mg. 1z vzorca z masno koncentracijo 1 g/L, ki je predstavljal 200 %
raztopino vzorca, smo pripravili vzorce z naslednjimi masnimi koncentracijami :

- Yreferentne raztopine = 0,125 g/L , Ki je predstavljala 25 % raztopino vzorca,
Yreferenéne raztopine = 0,25 g/L, Ki je predstavljala 50 % raztopino vzorca,

- Yreferentne raztopine = 0,5 g/L, Ki je predstavljala 100 % raztopino vzorca in
- Yreferentne raztopine = 0,75 g/L, Ki je predstavljala 150 % raztopino vzorca.

Kjer je :

Yreferenéne raztopine = Masna koncentracija referencne raztopine [g/L]

Najprej smo izracunali, koliko raztopine z masno koncentracijo 1 g/L, ki je predstavljala
200 % raztopino vzorca, potrebujemo za pripravo vzorca dolo¢ene masne koncentracije.
Pripravljali smo raztopine po 10 mL. Primer izrauna za raztopino, z masno koncentracijo
0,75 g/L, ki smo jo imenovali tudi 150 % referen¢na raztopina :

Vkonéni * Yzeljene raztopine
Vraztopine - ] ] (4-5)
Yuporabljene raztopine
10mL -0,75 g/L
Vraztopine - - . — 7,5 mL (46)

1g/L

kjer je :

Vraztopine = VOlumen raztopine z masno koncentracijo 1 g/L, ki ga potrebujemo za pripravo

raztopine dolocene masne koncentracije [mL]

Vkoneni = Zeljen konéni volumen raztopine, ki je v naSem primeru znasal 10 mL

Yseljene raztopine = Masna koncentracija raztopine, ki jo Zelimo pripraviti [g/L]

Yuporabljene raztopine = Masna koncentracija raztopine, ki jo uporabljamo za pripravo vzorca
druge masne koncentracije in je v naSem primeru znasala 1 g/L

Tako smo si pripravili naslednje raztopine :
- Za raztopino z masno koncentracijo 0,75 g/L smo odpipetirali 7,5 mL referen¢ne
raztopine z masno koncentracijo 1 g/L in jo red¢ili z ocetno kislino do 10 mL.
- Za raztopino z masno koncentracijo 0,50 g/L smo odpipetirali 5,0 mL referen¢ne
raztopine z masno koncentracijo 1 g/L in jo red¢ili z ocetno kislino do 10 mL.
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- Za raztopino z masno koncentracijo 0,25 g/L smo odpipetirali 2,5 mL referenc¢ne
raztopine z masno koncentracijo 1 g/L in jo red¢ili z ocetno kislino do 10 mL.

- Za raztopino z masno koncentracijo 0,125 g/L smo odpipetirali 1,25 mL referencne
raztopine z masno koncentracijo 1 g/L in jo red¢ili z ocetno kislino do 10 mL.

Pripravili smo tudi slepi vzorec, saj smo z njim umerili spektrofotometer. VVsem vzorcem smo
nato izmerili absorbanco in narisali umeritveno krivuljo.

Linearnost smo nato preverjali Se za vzorec. Pripravili smo raztopino z masno koncentracijo
2 g/L, ki smo jo poimenovali 100 % raztopina vzorca. Nato smo pripravili raztopino z en krat
ve¢jo masno koncentracijo in sicer tako, da smo namesto 0,1 g ekstrakta zatehtali 0,2 g
ekstrakta in ga pripravili na enak nacin kot je predstavljeno v poglavju 4.2.3. Ko smo kon¢ali
s spiranjem filter papirja z ocetno kislino in smo dobili 50 mL raztopino, ki je imela masno
koncentracijo 4 g/L. Le to smo nato uporabili za nadaljno redcenje na druge masne
koncentracije. Ponovno smo si pripravljali po 10 mL raztopin razlicnih masnih koncentracij.
Tako smo si pripravili naslednje raztopine :

- Zapripravo raztopine z masno koncentracijo 3 g/L, ki smo jo poimenovali 150 %
raztopina vzorca, smo odpipetirali 7,5 mL raztopine z masno koncentracijo 4 g/L in
jo dopolnili do 10 mL z ocetno kislino.

- Zapripravo raztopine z masno koncentracijo 2 g/L, ki smo jo poimenovali 100 %
raztopina vzorca, smo odpipetirali 5,0 mL raztopine z masno koncentracijo 4 g/L in
jo dopolnili do 10 mL z ocetno kislino.

- Za 50 % raztopino smo odpipetirali 2,5 mL 200 % vzorca in jo red¢ili z ocetno
kislino do 10 mL.

- Zapripravo raztopine z masno koncentracijo 1 g/L, ki smo jo poimenovali 50 %
raztopina vzorca, smo odpipetirali 2,5 mL raztopine z masno koncentracijo 4 g/L in
jo dopolnili do 10 mL z ocetno kislino.

- Zapripravo raztopine z masno koncentracijo 0,5 g/L, ki smo jo poimenovali 25 %
raztopina vzorca, smo odpipetirali 1,25 mL raztopine z masno koncentracijo 4 g/L in
jo dopolnili do 10 mL z ocetno kislino.

Narisali smo graf absorbanc v odvisnosti od masnih koncentracij za vzorec in za referen¢no
raztopino. Zeleli smo dokazati, da je korelacijski koeficient R? pri obeh grafih vegji ali enak
0,990.

4.3.3 Selektivnost

Selektivnost nam pove, da metoda uspesno locuje med analiti in da So meje med njimi jasno
vidne in ocitne. V ta namen, nismo izmerili samo absorbance vzorca pri 540 nm, ampak
interval med 490 nm in 590 nm, ter opazovali krivulje. Zeleli smo, da je jasno razvidno, da
slepi vzorec predstavlja ravno ¢rto, kar pomeni, da na meritve nima vpliva. Medtem, ko pa je
moralo biti pri referencni raztopini in vzorcu razvidno, da je absorbanca v okolici 540 nm
najvecja in da je krivulja, ki jo izmerimo vzorcu in referen¢ni raztopini priblizno enaka.
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V ta namen smo S$e enkrat pripravili en vzorec, referenc¢no raztopino in slepi vzorec. Kot ze
omenjeno zgoraj smo merili absorbanco na intervalu od 490 do 590 nm. Najprej smo
spektrofotometer umerili s pomocjo slepega vzorca, nato pa ga Se enkrat posebej izmerili. Po
meritvi slepega vzorca, smo izmerili §¢ vzorec in referen¢no raztopino. Izrisal se nam je graf
absorbance v odvisnosti od valovne dolzine, katerega smo potem opazovali in preucevali.
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5 Reazultati in diskusija

Najprej smo preucili ekstrakcijo, kjer nas je zanimala koli¢ina dobljenega ekstrakta in
izkoristek ekstrakcije. Opazovali smo, kjer sta le ta najvecja in najmanjsa. Potem smo doloc¢ili
vsebnost aescina v ekstraktih, prerac¢unali koli¢ino dobljenega aescina in dolocili najbolj
optimalne pogoje ekstrakcije, pri katerih je bila vsebnost aescina v vzorcih najvisja. Zanimalo
nas je tudi, kateri parameter ekstrakcije, ki smo ga spreminjali, povzroCi, da se
vzorci najbolj razlikujejo.

Na koncu smo preracunali vse potrebne vrednosti za validacijo in jih primerjali z zahtevami,
ki smo jih predhodno dobili po interni metodi iz SOP-a, ki ga je napisalo podjetje Vitiva d.d.

5.1 Ekstrakcija

Najprej smo izvajali ekstrakcije, s katerimi smo pripravili ekstrakte, ki smo jim potem dolocali
vsebnosti aescina. ZabeleZili smo zatehte kostanjev ter stehtali bucke pred uporabo in po
konCanem suSenju. S pomocjo teh podatkov smo nato izracunali koli¢ino produkta in
izkoristek ekstrakcije po naslednjih enac¢bah :

Izracun koli¢ine dobljenega produkta :

mprodukta = mpo susenju mpred uporabo (5-1)

kjer je :
Mprodukta = Masa dobljenega produkta ekstrakcije [g]
Mpo susenju = Masa bucke po susenju [g]

Mpred uporabo = Masa prazne bucke pred uporabo [g].

Izrac¢un izkoristka :

Mprodukta * 100% (52)

Nekstrakcije —
) Mzatehte

kjer je :
Nekstrakeije = 1ZKOristek ekstrakcije [%0]
M,atente = Masa zatehte mletih kostanjevih semen [g].

Zatehte mletih kostanjev ter izracuni, s katerimi smo izracunali koli¢ino dobljenega produkta
in izkoristke ekstrakcij, so podani v prilogi 8.1.

Izracunane koli¢ine dobljenih produktov in izkoristki so predstaviljeni v tabeli 5-1.
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Tabela 5-1. Koli¢ine dobljenih produktov in izkoristki ekstrakcij za posamezno ekstrakcijo

STEVILKA ()] T [OC] t [h] m produkta[g] nekstrakcije
EKSTRAKCIJE etanola [90]
[vol9%s]
1 50 40 2 2,99 14,95
2 50 40 4 3,34 16,70
3 50 60 2 3,08 15,41
4 50 60 4 3,05 15,25
5 60 40 4 2,94 14,69
6 60 60 4 3,15 15,73
7 60 40 2 2,85 14,22
8 60 60 2 3,13 15,66
Kjer je :

Qetanoia = Volumski odstotek etanola [vol%]

Pri racunanju koli¢ine dobljenega produkta in izkoristka ekstrakcije smo dobili precej
primerljive rezultate, odstopala je samo ekstrakcija Stevilka 2. Izkoristek ekstrakcije je bil pri
ekstrakciji Stevilka 2 precej visji kot pri ostalih. Ekstrakcijo stevilka 2 smo izvajali 4 ure, s
50 vol% etanolom in pri temperaturi 40 °C. Najman;jsi izkoristek ekstrakcije pa smo dobili pri
ekstrakciji Stevilka 7, ki smo jo izvajali 2 uri, s 60 vol% etanolom in pri temperaturi 40 °C.
Farmakopeja narekuje, da mora biti izkoristek ekstrakcij iz semen navadnega divjega kostanja
v obmod¢ju od 12,50 % do 20,00 %. V tabeli 5-1 vidimo, da se vsi dobljeni rezultati gibljejo v
tem obmocju.

5.2 Dolocevanje vsebnosti aescina v ekstraktih

Z absorbancami vzorcev in referencnih raztopin, ki smo jih izmerili s spektrofotometrom ter
zatehtami standarda aescina in ekstrakta smo izracunali vsebnost aescina po naslednji enacbi:

-m - %std
vzorca standarda (53)

w (% aescin) = 4

Astandarda " M vzorca

kjer je :

w (% aescin) = vsebnost aescina, izrazena kot masni delez [%)]

Ayzorca = absorbanca vzorca [/]

Mgiandarda = Masa standarda aescina [g]

%std = Cistota standarda aescina, ki je v nasem primeru znasala 97,56 %
Agtandarda = absorbanca referencne raztopine [/]

My,orca = Masa vzorca [g]
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Prerac¢unali smo tudi koli¢ino dobljenega aescina glede na maso produkta dobljenega z
ekstracijo po naslednji enacbi :

m - w (% aescin)
_ produkta (
mdobljenega aescina — 100 % (5.4)

kjer je :
Mobljenega aescina = Masa dobljenega aescina v vzorcih [g]

Izracuni za vsebnosti aescina v ekstraktih in za koli¢ine dobljenega aescina so predstavljeni v
prilogi 8.2, rezultati pa v tabeli 5-2.

Tabela 5-2. Vsebnosti aescina in koli¢ine dobljenega aescina za posamezne vzorce

STEVILKA Petanola T [°C] t [h] o (% aescin) Myobljenega aescina
VZORCA [vol%] [96] [g]
1 50 40 2 19,73 0,590
2 50 40 4 14,67 0,490
3 50 60 2 21,35 0,658
4 50 60 4 16,87 0,515
5 60 40 4 20,00 0,588
6 60 60 4 20,49 0,625
7 60 40 2 21,6 0,616
8 60 60 2 22,8 0,714

Ugotovili smo, da je najvi§ja vsebnost aescina v vzorcu 8, najniZja pa v vzorcu Stevilka 2.
Enako velja za koli¢ino dobljenega aescina. Nato smo primerjali §¢ vsebnost aescina glede na
spremembo temperature, volumski odstotek etanola in ¢as ekstrakcije.

Primerjali smo vzorce, ki so bili pripravljeni pri isti temperaturi in pri enakem ¢asu. Opazimo
da je vsebnost aescina v vzorcih pripravljenih z vi§jim odstotkom etanola (60 vol%), visja od
vzorcev pripravljenih s 50 vol% etanolom (slika 5-1).
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Slika 5-1. Vpliv volumskega odstotka etanola na vsebnost aescina v ekstraktih

Primerjali smo vzorce, ki so bili pripravljeni z enakim volumskim odstotkom etanola in pri

enakem c¢asu. Vzorci ekstrahirani pri 60 °C, so imeli vi§jo koncentracijo aescina kot vzorci
ekstrahirani pri 40 °C (slika 5-2).
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Slika 5-2. Vpliv temperature na vsebnost aescina v ekstraktih
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Kot zadnje smo primerjali $e vpliv ¢asa ekstrakcije na vsebnost aescina v ekstraktih. Opazimo,
da je bila priekstrakcijah, ki so potekale 2 uri, vsebnost aescina v ekstraktih visja kot pri tistih,
ki so potekale 4 ure (slika 5.3).
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Slika 5-3. Vpliv Casa ekstrakcije na vsebnost aescina Vv ekstraktih

Zanimalo nas je, kateri parameter je najbolj vplival na ekstrakcijo navadnega divjega kostanja.
V ta namen smo izracunali razlike v koncentraciji aescina med posameznimi vzorci, ki smo
jih primerjali in povprecje vseh razlik. Izracuni razlik so podani v prilogi, v poglavju 8.3.

Opazimo, da je na vsebnost aescina v ekstraktih najmanj vplivala sprememba temperature.

Koncentracija etanola in ¢as ekstrakcije sta imela ve¢ji vpliv, najbolj pa je na vsebnost aescina
vplival ¢as ekstrakcije.

Podobno primerjavo smo naredili tudi za koli¢ino dobljenega aescina in Cas ekstrakcije,
temperaturo ter volumski odstotek etanola. Dobili smo podobne rezultate kot za vsebnost
aescina. Vsi grafi in izracuni so predstavljeni v prilogi 8.4. Ugotovili smo, da tudi na koli¢ino
dobljenega aescina najbolj vpliva €as ekstrakcije in da ve€ aescina dobimo pri ekstrakcijah, ki
so izvedene pri vi§ji temperaturi, z vi§jo koncentracijo etanola in jih izvajamo krajsi ¢as. 1z
tega lahko sklepamo, da se aescin dokaj hitro ekstrahira, kasneje pa se za¢nejo ekstrahirati
druge komponente in necistoce, ki posledi¢no znizajo vsebnost aescina v vzorcu. Obstaja
moznost, da je aescin zacel razpadati, ¢e smo ekstrakcijo izvajali dlje ¢asa, vendar o tem nismo
zasledili nobenih ¢lankov ali predhodnih raziskav, tako da je to samo domneva.

Tako smo glede na vsebnost aescina v ekstraktih in koli¢ino dobljenega aescina dolocili
optimalne pogoje ekstrakcije, ki so :

- cas ekstrakcije: 2 h,

- temperatura ekstrakcije: 60 °C in

- volumski odstotek etanola: 60 vol% EtOH.

To so optimalni pogoji ekstrakcije, ki dajo najvisjo vsebnost in koli¢ino aescina, ne pa tudi
najvecjega izkoristka same ekstrakcije. Izkoristek ekstrakcije ne sovpada s vsebnostjo aescina
kot lahko vidimo na naslednjem grafu (slika 5-4).
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Slika 5-4. Primerjava izkoristkov ekstrakcij in vsebnosti aescina v ekstraktih

5.3 Validacija

Pri validaciji metode smo testirali naslednje parametre:
e natancnost (ponovljivost sistema, ponovljivost metode in vmesna natancnost in
obnovljivost),
e linearnost in
e selektivnost.
Postavili smo si kriterije uspesno validirane metode, ki so predstavljeni v Tabeli 5-3.

Tabela 5-3. Kriteriji za posamezne parametre pri validaciji

PARAMETER KRITERIJ

PONOVLJIVOST SISTEMA RSD <5

PONOVLJIVOST METODE RSD <5

VMESNA NATANCNOST IN RSD <5;

OBNOVLJIVOST razlika povprecij, ki smo jih izracunali za

prvi in drugi dan, se od vecje vrednosti ne
razlikujeta za vec kot 4 %.

LINEARNOST korelacijski koeficient > 0,990.
SELEKTIVNOST metoda se ne odzove na druge analite
Kriteriji so bili doloceni po internem predpisu podjetja Vitiva d.d..
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5.3.1 Natancnost

K natanc¢nosti spadajo ponovljivost sistema, ponovljivost metode ter vmesna nata¢nost in
obnovljivost. Ce vsi trije parametri ustrezajo omejitvam, ki smo jih imeli dolo¢ene, potem je
metoda natan¢na.

5.3.1.1 Ponovljivost sistema

Pripravili smo referen¢no in slepo raztopino ter pomerili referen¢no raztopino 6-krat. 1z teh
podatkov smo nato izracunali povprecje, SD in RSD, ki ni smel presegati 5 %.

Tabela 5-4. Meritve in rezultati za ponovljivost sistema

VZOREC Apri540nm[/]
1 0,5749
2 0,5756
3 0,5757
4 0,5770
5 0,5764
6 0,5765
povprecje 0,5760
SD +0,0008
RSD [%] +0,1300

Z izraCunanim povprecjem in standardnim odmikom, smo izracunali RSD, ki je znaSal
+ 0,13 % in ustreza zahtevam.

5.3.1.2 Ponovljivost metode

Pri ponovljivosti metode smo pripravili po Sest vzorcev, referencno raztopino in slepi vzorec.
Vsak vzorec smo izmerili 1-krat in s pomocjo referen¢ne raztopine preracunali vsebnosti
aescina. Potrebno je bilo dokazati, da je tudi tokrat RSD man;jsi od 5 %. Vse izraCune smo
zbrali v prilogi 8.5, rezultate pa v naslednji tabeli.
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Tabela 5-5. Meritve in rezultati za ponovljivost metode

VZOREC Myatente[MA] Apri 540 nm [/] w (% aescin) [%0]
1 102,650 0,4044 19,49
2 104,035 0,4030 19,16
3 103,870 0,4043 19,25
4 102,920 0,4032 19,38
5 103,025 0,4035 19,37
6 102,635 0,4031 19,43
referenéna 26,015 0,5131 /
raztopina
povprecje 19,35
SD | 0,12
RSD [%] | 0,62

RSD je torej manjsi od 5 %, ustreza zahtevi in s tem smo dokazali, da je metoda ponovljiva.

5.3.1.3 Vmesna natancnost in obnovljivost

Za ta parameter je bilo potebno pripraviti dva sklopa meritev. Pripravili smo referenc¢no
raztopino, Sest vzorcev in slepi vzorec, enako kot za preverjanje parametra ponovljivost
metode. Za prvi sklop meritev smo lahko vzeli kar meritve za ponovljivost metode. Drugi
sklop meritev je moral biti izveden pri drugacnih pogojih. Izvajati ga je moral drug analitik, v
drugem laboratoriju, pri druga¢nih pogojih, kot smo izvajali prvi sklop meritev.
Prvi sklop meritev sem izvedla sama, drugi sklop pa je izvajala analitiarka Romana Zvegla
iz analiznega laboratorija v podjetju Vitiva d.d.

Zatehte in aborbance obeh sklopov meritev so podane v prilogi, v poglavju 8.6. Za lazjo
interpretacijo smo v naslednji tabeli 5-6 predstavili ze preraunane vsebnosti aescina.
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Tabela 5-6. Meritve in rezultati za vmesno natan¢nost in obnovljivost

VZOREC w (% aescin) (PRVI w (% aescin) (DRUGI
SKLOP MERITEV) [%]  SKLOP MERITEV) [%)]
1 19,49 20,19
2 19,16 19,91
3 19,25 20,04
4 19,38 19,61
5 19,37 19,74
6 19,43 19,64
povprecje 19,35 19,85
SD 0,12 0,24
RSD [%0] 0,62 1,2

Pri tem parametru smo morali dokazati, da je RSD za prvi in drugi sklop meritev manjsi od
5 %, ter da se razlika obeh povprecij razlikuje za manj kot 4 % od ve¢je vrednosti. RSD za
prvi in drugi sklop meritev sta 0,62 % in 1,2 % in torej ustrezata.

Da se razlika obeh povprecij razlikuje za manj kot 4 % od vecje vrednosti smo izracunali po

naslednjem postopku.
Najprej smo izracunali razliko povprecij :

Apovpreéij RSD = 19,85 % — 19,35 % = 0,5 % (55)
Kjer je :

Apovpresij rsp = razlika povprecij RSD vrednosti obeh sklopov meritev [%]

Nato smo izraCunali Se 4 % od vecje vrednosti povprecij. Vecja vrednost je bila vrednost 19,85,
zato smo racunali 4 % od te vrednosti.

4%-19,85%
100 %

X4 9% 0d RSD = = 0,794 % (5.6)

kjer je :

X4 9 0d RsD = 4 % od vecje vrednosti RSD [%]

Razlika povprecij je manjsa od 4 % vecje vrednosti. S tem smo dokazali, da sta oba potrebna
pogoja izpolnjena in je metoda obnovljiva.

5.3.2 Linearnost

Linearnost metode smo dokazovali za referen¢no raztopino, nato pa $e za vzorec. Potrebno je
bilo dokazati, da je korelacijski koeficient vecji od vrednosti 0,990 za oba primera.
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Najprej smo analizirali referen¢no raztopino.

Tako kot omenjeno v poglavju 4.3.2, smo raztopino z masno koncentracijo 0,5 g/L
poimenovali 100 % referencna raztopina. Potrebovali pa smo raztopino z enkrat vecjo
koncentracijo, torej z masno koncentracijo 1 g/L, ki smo jo poimenovali 200 % raztopina. Le
to smo potem red¢ili na dolo¢ene koncentracije. Dobili smo jo tako, da smo zatehtali enkrat
ve¢ standarda aescina. Upostevajo¢, da je bila naSa zatehta naslednja, smo preracunali
natancne masne koncentracije za vsako raztopino posebe;.

M200 % raztopina v 50 mL~ 50,25 mg = 0,05025 g

0,05025g-1L
Va0 = ~gory— = 1,005 g/L (5.7)

Kjer je :
M200 9% raztopina v 50 mL, = Masa zatehtanega vzorca/referenCne raztopine za 200 % raztopino v
50 mL [g]

Y2009 = Masna koncentracija 200 % raztopine [g/L]

Preostale izraCune za masne koncentracije smo zbrali v prilogi, v poglavju 8.7, rezultate pa v
tabeli 5-7.

Tabela 5-7. Meritve za linearnost za referen¢no raztopino

YTeferenéne raztopine [g/L] A pri 540 nm [/]
0,1256 0,1243
0,2513 0,2894
0,5025 0,6182
0,7538 0,9286
1,0050 1,2815

S pomocjo teh podatkov smo si narisali graf. X os prestavlja masne koncentracije, y os pa
absorbanco.
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Slika 5-5. Graf absorbance v odvisnosti od masne koncentracije za referenéno raztopino
Vidimo, da korelacijski koeficient znasa 0,9996, kar je ve¢ kot 0,990 in ustreza kriteriju..

Nato smo test linearnosti izvedli $e na vzorcu. Namesto 0,1 g vzorca, smo si zatehtali 0,2 g
Vzorca.

My00 % v 50 mL= 215,635 mg = 0,215635 ¢

0,215635g-1L
V200 = ~—goey— = 43127 g/L (5.8)

Tabela 5-8. Meritve za linearnost za vzorec

Y vzorca [9/L] Apri 540 nm [/]
0,5391 0,1015
1,0782 0,2228
2,1564 0,5303
3,2345 0,8094
4,3127 1,0717
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Grafi¢no so rezultati prikazani na sliki 5-6.
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Slika 5-6. Graf absorbance v odvisnosti od masne koncentracije za vzorec

Tudi pri vzorcu korelacijski koeficient R? znasa ve¢ kot 0,990 in sicer 0,9992. S tem smo
dokazali tudi linearnost metode za vzorec.

5.3.3 Selektivnost

Za preverjanje selektivnosti smo morali izmeriti absorbanco slepe probe, vzorca in referen¢ne
raztopine oziroma standarda. Dokazati smo morali, da je metoda selektivna in da slepa proba
predstavlja ravno ¢rto in da ne absorbira svetlobe v dolo¢enem obmo¢ju valovnih dolzin. S
tem smo dokazali, da je metoda obcutljiva samo na dolo¢ene komponente v raztopini — v tem
primeru na aescin. V slepi probi pa aescina ni, zato je absorbanca konstantna in je ves
Cas enaka ni¢. Absorbanco smo merili v obmoc¢ju + 50 nm od merjene vrednosti, ki znaSa
540 nm, torej od 490 do 590 nm. Ceprav je bila v tem primeru absorbanca vzorca precej nizja
od absorbance referen¢ne raztopine, opazimo, da je oblika krivulje obeh pribliZzno enaka in da
je maksimum absorbance v okolici 540 nm. Meritve so predstavljene na sliki 5-7.
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Slika 5-7. Izmerjeni intervali spektrov za slepi vzorec, vzorec in standard

S tem smo dokazali, da je metoda oziroma sistem, ki meri vzorce, obcutljiv na dolocen analit,
ki je v naSem primeru aescin in ne na druge komponente.
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6 Zakljucek

Namen diplomske naloge je bil ugotoviti, pri katerih ekstrakcijskih pogojih dobimo najvecjo
vsebnost in koli¢ino aescina iz semen navadnega divjega kostanja. Semena vsebujejo poleg
aescina Se veliko drugih komponent, ki se prav tako ekstrahirajo, z izbiro pogojev ekstrakcije
pa lahko vplivamo na koncentracijo aescina v ekstraktih.. V ta namen smo se odlo¢ili, da
spreminjamo temperaturo, koncentracijo etanola, ki smo ga uporabljali kot topilo in Cas
ekstrakcije.

Izvedli smo osem ekstrakeij pod razli¢nimi pogoji.

Primerjali smo izkoristke ekstrakcije z wvsebnostmi aescina in ugotovili, da niso
premosorazmerni. Ve¢ aescina se je izloCilo pri visji temperaturi in vi§jem volumskem
odstoteku etanola. S podaljSevanjem Casa ektrakcije pa se je vsebnost aescina zmanj$evala.
Predvidevamo, da se aescin iz navadnega divjega kostanja izolira dokaj hitro, nato pa se
zacnejo izlocCati Se preostale komponente, ki povzro¢ijo niZzanje vsebnosti aescina v ekstraktih.

Metoda, po kateri smo izvajali doloCevanje vsebnosti aescina v ekstraktih, je bila vzeta iz
francoske farmakopeje, s katero smo si pomagali tudi pri dolocitvi topila in parametrov za
ekstrakcijo. Sama metoda je sicer precej zamudna in temelji sprektofotometri¢ni analizi.

Obstaja tudi metoda dolocevanja vsebnosti aescina s pomo¢jo HPLC-ja, ki je predpisana
metoda v skladu z evropsko farmakopejo. Smiselno bi bilo narediti primerjavo med
spektrofotometri¢no metodo, po kateri smo ekstrakte analizirali v tej diplomski nalogi in med
metodo s pomo¢jo HPLC-ja.

Namen diplomske naloge pa je bila tudi validacija zgoraj omenjene metode, saj v podjetju
Vitiva d.d., kjer smo izvajala eksperimentalni del diplomske naloge, $e ni bila validirana. Z
validacijo metode smo potrdili, da je le ta natan¢na, linearna in selektivna ter primerna za
analizo aescina v ekstraktih navadnega divjega kostanja.
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8 Priloge

8.1 Ekstrakcije

Tabela 8-1. Zatehte kostanjev, mase buck pred uporabo in po suSenju

gTEVILKA Myqtente [g] mpred uporabo [g] mpo suSenju [g]
EKSTRAKCIJE
1 20,00 186,69 189,68
2 20,00 185,19 188,53
3 19,99 185,87 188,95
4 20,00 176,43 179,48
5 20,01 185,51 188,45
6 20,02 196,72 199,87
7 20,04 187,20 190,05
8 19,99 187,64 190,77
Kjer je :

My suzenju — Masa bucke po susenju (g)
Mpred uporabo = Masa bucke pred uporabo (g)
Myatente = Masa zatehte mletih kostanjevih semen (g)

IzraCuni mas produkta in izkoristkov ekstrakcije

Ekstrakcija 1 :
Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 189,69 g — 186,69 g = 2,99 g (8.1.1)

Mprodukta 100% 2,99 g-100%
Mzatehte 20,00 g

Nekstrakcije =

= 14,95 % (8.1.2)

Ekstrakcija 2 :
Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 188,539 — 185,199 =334 g (8.1.3)

Mprodukta 100% 3,34 g-100%
Mzatehte 20,00 g

Nekstrakcije =

= 16,70 % (8.1.4)

Ekstrakcija 3 :
Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 188,959 — 185,87 g = 3,08 g (8.1.5)

__ Mprodukta’ 100% 3,08 g-100% __
Nekstrakcije = = = 15,41 % (8.1.6)

Mzatehte 19,99 g
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Ekstrakcija 4 :
Mprodukta = Mpo sugenju — Mpred uporabo = 179,48 g — 176,43 g =3,05g (8.1.7)

__ Mprodukta 100%  3,05g-100%
TNekstrakcije = - =15,25% (818)

Mzatehte 20,00 g

Ekstrakcija 5 :
Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 188,45g—-18551g=294g (8.1.8)

Mprodukta 100% 2,94 g-100%

TNekstrakcije = Moyatente = 0019 14,69 % (8.1.9)

Ekstrakcija 6 :

Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 199,878 —196,72g = 315¢g (8.1.10)
Mprodukta: 100% 3,15 g-100 %

TNekstrakcije = . "C:Z:ttehte = zg,ozg = 15,73% (8.1.11)

Ekstrakcija 7 :

Myprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 190,05g—-187,20g=285g (8.1.12)

n __ Mprodukta’ 100% 2,85 g-100%
ekstrakcije — -
J Mzatehte 20,04 g

= 14,22% (8.1.13)

Ekstrakcija 8 :
Mprodukta = Mpo susenju — Mpred uporabo = 190,77 g —187,64g=3,13 g (8.1.14)

Mprodukta’ 100% 3,31 g-100%
Mzatehte 1999 g

Tlekstrakci]’e -

= 15,66% (8.1.15)
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8.2 lzracuni vsebnosti in kolicin aescina

Ekstrakt 1 :

w (% aescin) =

mdobljenega aescina —

Ekstrakt 2 :

w (% aescin) =

Mdobljenega aescina =

Ekstrakt 3 :

Avyzorca ' Mstandarda’ %Std __ 0,4578 nm - 0,02522 g -97,56 %

Mstandarda = 0,02522 g
Astandarda = 0,5193 nm

Avyzorca - Mstandarda® %Std __ 0,4494nm-0,02522 g -97,56 %

= =19,73 % (8.2.1)

Astandarda * Mvzorca 0,5193nm-0,1079 g
Mprodukta ‘Y0(aescin) 2,99 g-19,73 %
= = = 0,590 g (8.2.2)
100% 100 %

Mstandarda — 0,025785 g

Astandarda = 0,5258 nm
Ayzorca " Mstandarda” %Std _ 0,3183 nm-0,025785 g -97,56 %

= 14,67 % (8.2.3)

Astandarda - Mvzorca 0,5258 nm-0,1038 g
Mprodukta “%0(aescin) 3,34 g-14,67 %
— produkta = — 0’490 g (824)
100% 100 %

Mstandarda — 0,02522 g
Astandarda = 0,5193 nm

w (% aescin) =

Mdobljenega aescina =

Ekstrakt 4 :

Avzorca  Mstandarda® %std __ 0,3788 nm-0,025525 g - 97,56 %

= 21,35 % (8.2.5)

Astandarda * Mvzorca 0,5193nm-0,1016 g
Mprodukta “%(aescin) 3,08 g 21,35 %
— produkta = = 0’658g (826)
100% 100 %

Mstandarda = 0,025525 g
Astandarda = 0,5586 nm

w (% aescin) =

mdobljenega aescina —

Ekstrakt 5 :

= 16,87 % (8.2.7)

Astandarda " Mvzorca 0,4548 nm -0,1022 g
Mprodukta %(aescin) 3,05 916,87 %
— produkta = — 0'515 g (828)
100% 100 %

Mstandarda = 0,025625 g

Astandarda = 0,6426 nm
vzorca * Mstandarda® %Std __ 0,5295nm - 0,025625 g - 97,56 %

w (% aescin) = 4

= 20,00 % (8.2.9)

Astandarda " Mvzorca 0,6426 nm 0,103 g
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mdobljenega aescina —

Ekstrakt 6 :

Mprodukta ‘%0(aescin) 2,94 g-20,00%
100% - 100 %

= 0,588 g (8.2.10)

Mstandarda — 0,025525 g
Astandarda = 0,5586 nm

vzorca - Mstandarda’ %Std __ 0,4548 nm - 0,025525 g - 97,56 %

w (% aescin) = 4

M{obljenega aescina =

Ekstrakt 7 :

= 20,49 % (8.2.11)

Astandarda - Mvzorca 0,5586 nm -0,0989 g
Mprodukta ‘%0(aescin) 3,15 g 20,49 %
_ “produkta = = 0‘625 g (8212)
100% 100 %

Mstandarda = 0,025785 g
Astandarda = 0,5258 nm

vzorca " Mstandarda® %Std __ 0,4896 nm - 0,02785 g *97,56 %

w (% aescin) = 4

mdobljenega aescina —

Ekstrakt 8 :

Avyzorca - Mstandarda® %std __ 0,5038 nm - 0,025785 g - 97,56 %

= 21,60 % (8.2.13)

Astandarda “ Mvzorca 0,5258 nm +0,1084 g
Mprodukta “%(aescin) _ 2,85g-21,6 %
— produkta = = 0,616g (8214)
100% 100 %

Mstandarda — 0,025785 g
Astandarda = 0,5258 nm

w (% aescin) =

mdobl]’enega aescina —

= 22,8 % (8.2.15)

Astandarda * Mvzorca 0,5258 nm-0,1056 g
Mprodukta “%(aescin) 3,13 g-22,8%
__ Mprodukta — g — 0:714‘9 (8216)
100% 100 %
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8.3 Odvisnost vsebnosti aescina od spreminjanja parametrov

Razlika med vzorci zaradi ¢asa ekstrahiranja :

Tabela 8-2. Razlike med vsebnostmi aescina v ekstraktih glede na ¢as ekstrakcije

2 uri 4 ure A
50% EtOH, 40°C 19,73 % 14,67 % 5,06 %
50% EtOH, 60°C 21,35 % 16,87 % 4,48 %
60% EtOH, 40°C 21,60 % 20,00 % 1,6 %
60% EtOH, 60°C 22,80 % 20,49 % 2,31 %
povprecje 3,36 %

Kjer je :
A =razlika med vzorcema

Razlika med vzorci zaradi volumskega odstotka etanola :

Tabela 8-3. Razlike med vsebnostmi aescina zaradi volumskega odstotka etanola

50% EtOH 60% EtOH A
40°C, 2h 19,73 % 21,60 % 1,87 %
40°C, 4h 14,67 % 20,00 % 5,33 %
60°C, 2h 21,35% 22,80 % 1,45 %
60°C, 4h 16,87 % 20,49 % 3,62 %

povprecje 3,07 %

Razlika med vzorci zaradi temperature :

Tabela 8-4. Razlike med vsebnostmi aescina zaradi temperature

40°C 60°C A
50% EtOH, 2h 19,73 % 21,35 % 1,62 %
50% EtOH, 4h 14,67 % 16,87 % 2,20 %
60% EtOH, 2h 20,00 % 20,49 % 0,49 %
60% EtOH, 4h 21,60 % 22,80 % 1,20 %
povprecje 1,38 %
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8.4 Odvisnost koli¢ine aescina od spreminjanja parametrov

Tabela 8-5. Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi ¢asa ekstrakcije

2h 4 h A
50% EtOH, 40°C 0,599 0,499 0,10g
50% EtOH, 60°C 0,658 g 0,515¢g 0,149
60% EtOH, 40°C 0,616 g 0,588 g 0,03¢g
60% EtOH, 60°C 0,714 g 0,625¢ 0,099
povprecje 0,099
0,8
VZOREC 8
= 07 VZOREC 3
§° ) VZOREC 1 VZOREC 7 ZOREC6
5 ' S OREC 2 ZOREC 4 " 5
© 0,5
&
£ 04
g
S 03
©
EN
0
50% EtOH, 40°C  50% EtOH, 60°C  60% EtOH, 40°C  60% EtOH, 60°C
H2h m4h
Slika 8-1. Vpliv ¢asa ekstrakcije na koli¢ino aescina
Tabela 8-6. Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi koncentracije etanola
50% 60% A
40°C, 2h 0,599 0,616 g 0,039
40°C, 4h 0,494 0,588 ¢ 0,109
60°C, 2h 0,658 g 0,714 g 0,06 g
60°C, 4h 0,515¢9 0,625¢g 011g¢g
povprecje 0,079
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koli¢ina dobljenega aescina [g]
o oo o o o o ©
= N w > (9] [e)] ~

o

VZOREC 7

A4

40°C, 2h

VZOREC5

VZOREC

40°C, 4h

VZOREC 8

VZOREC

VZOREC 6

VZOREC

60°C, 2h 60°C, 4h

m50% m60%

Slika 8-2. Vpliv koncentracije etanola na koli¢ino aescina

Tabela 8-7. Razlike med koli¢inami dobljenega aescina zaradi temperature

40°C 60°C A
50% EtOH, 2h 0,59 g 0,658 g 0,07 g
50% EtOH, 4h 0,499 0,515¢ 0,03¢g
60% EtOH, 2h 0,616 g 0,714 ¢ 0,10¢g
60% EtOH, 4h 0,588 ¢ 0,625 ¢ 0,049
povprecje 0,06 g
0,8
VZOREC 8
0,7 VZOREC 3
VZOREC VZOREC VZORI}/CZ QRECE
0,
VZORECIREC 4

koli¢ina dobljenega aescina [g]
e o o o ©
[ N w = (6]

o

50% EtOH, 2h

50% EtOH, 4h

60% EtOH, 2h 60% EtOH, 4h

m40°C m60°C

Slika 8-3. Vpliv temperature na koli¢ino aescina
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8.5 Ponovljivost metode

VZOREC Myatehte vzorca Apri540 nm[/] w (% aescin) [%0]
[mg]
1 102,650 0,4044 19,49
2 104,035 0,4030 19,16
3 103,870 0,4043 19,25
4 102,920 0,4032 19,38
5 103,025 0,4035 19,37
6 102,635 0,4031 19,43
referenéna 26,015 0,5131 /
raztopina
Vzorec 1:
.« _ Avzorca Mstandarda’ %std _ 0,4044 nm-0,026015 g- 97,56 % __
(U(%aeSCln) N Astandarda " Mvzorca N 0,5131nm-0,10265 g N 19’49 % (851)
Vzorec 2 :
.\ _ Avzorca  Mstandarda’ %std __ 0,4030 nm - 0,026015 g- 97,56 % __
w(%aescin) = y T 05131 nm 0104035 & = 19,16 % (8.5.2)
Vzorec 3:
.\ _ Avzorca  Mstandarda® %std __ 0,4043nm-0,026015 g -97,56 % __
w(%aescin) = y T 0SI3Lnm 010387 9 = 19,25 % (8.5.3)
Vzorec 4 .
.\ _ Avzorca Mstandarda’ %std _ 0,4032nm-0,026015 g- 97,56 % __
a)(%aescm) - Astandarda " Mvzorca - 0,5131 nm~-0,10292 g - o 19’38 % (854)
Vzorec 5:
.\ _ Avyzorca ' Mstandarda® %std __ 0,4031nm-0,026015 g -97,56 % __
w(%aescin) = y T oS3 nm 01030359 = 19,37 % (8.5.5)
Vzorec 6 :
a)(%aescin) _ Avyzorca - Mstandarda® %std __ 0,4031nm-0,026015 g - 97,56 % = 19,43 % (856)

Astandarda - Mvzorca o 0,5131 nm~-0,102635 g
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8.6 Vmesna natancnost in obnovljivost

Mstandarda = 26,165 mg = 0,026165 ¢
Astandarda = 0,6688 nm

Vzorec 1:
. A m - %std 0,5502nm-0,026165 g - 97,56 % -
a)(%aescm) — Zvzorca ' Mstandarda — 9 = 20,19 % (861)
Astandarda * Mvzorca 0,6688nm-0,104 g -
Vzorec 2 :
. A m - %std 0,5455nm-0,026165 g - 97,56 %
w(%aescm) — Zvzorca standarda — g — 19'91 % (862)
Astandarda * Mvzorca 0,6688 nm - 0,104585 g -
Vzorec 3 :
. A m - %std 0,5466 nm -0,026165 g - 97,56 % -
w(%aescin) = 2vzorca Tstandarda = g = 20,04 % (8.6.3)
Astandarda - Mvzorca 0,6688nm-0,104080 g *
Vzorec 4 :
. A -m, - Y%std 0,5455 nm- 0,026165 g-97,56 % -
w(%aescin) = 2vzorca Tstandarda = g =19,61% (8.6.4)
Astandarda " Mvzorca 0,6688 nm -0,106185 g
Vzorec 5::
. A m - %std 0,5431nm~-0,026165 g- 97,56 %
w(%aeSClTl) — VZOorca standarda — g — 19’74 % (8.6.5)
Astandarda * Mvzorca 0,6688 nm-0,10501 g
Vzorec 6 :
. A m - %std 0,5435nm-0,026165 g - 97,56 %
w(%aescm) — “lvzorca standarda — g — 19,61 % (866)

Astandarda - Mvzorca 0,6688 nm -0,10576 g

Tabela 8-8. Vsebnosti aescina za vimesno natan¢nost in obnovljivost

VZOREC Mytehte vzorca Apri 540 nm [/] w (% aescin) [%0]
[mg]

1 104,000 0,5502 20,19

2 104,585 0,5455 19,91

3 104,080 0,5466 20,04

4 106,185 0,5455 19,61

5 105,010 0,5431 19,74

6 105,760 0,5435 19,61
referenéna 0,026165 0,6688 /
raztopina
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8.7 Linearnost

Izracun masnih koncentracij referencnih raztopin, ki smo si jih pripravljali z red¢itvijo 1,005
g/L raztopine.

150 % referencna raztopina :

1,005 %-150 %
Yreferentna raztopina = W = 0,7538 g/L (8.7.1)

100 % referencna raztopina :

1,005 ~2—7-100 %
Vreferenéna raztopina = 0% 0,5025 g/L (8.7.2)

50 % referenc¢na raztopina :

1,005 250 %
Vreferentna raztopina = W = 0,2513 g/L (8-7.3)

25 % referen¢na raztopina :

1,005 225 %
Yreferentna raztopina — W = 0.1256 g/L (8.7.4)

Izra¢un masnih koncentracij vzorcev

150 % raztopina vzorca :

4,3127%-150%
Yvzorca =  200% = 3,2345 g/L (8.7.5)

100 % raztopina vzorca :
4,3127 2100 %

Yvzorca = T 200% = 2,1564 g/L (8.7.6)

50 % raztopina vzorca :

43127250 %
Yvzorca = ~200% =1,0782 g/L (8.7.7)

25 % raztopina vzorca :

4,3127%25%

Yvzorca = T 200% = 0,5391 g/L (878)
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Vitiva d.d. [ 07/2020 — Trenutno ]

Kraj: Markovci
Drzava: Slovenija

Delo v analiznem in mikrobioloSkem laboratoriju.

Opravljanje Studijske prakse
Vitiva d.d. [ 08/2019 — 09/2019 ]

Kraj: Markovci
Drzava: Slovenija

Delo v analiznem in mikrobioloskem laboratoriju.

Razna dijaska in Studentska dela
[2013-2018]
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Optimizacija ekstrakcije in validacija analizne metode aescina iz ekstrakta divjega kostanja

JEZIKOVNO ZNANJE

Materni jezik/-i:

slovenséina

anglesc¢ina nems¢ina

SLUSNO RAZUMEVANJE: C2 SLUSNO RAZUMEVANJE: B2

BRALNO RAZUMEVANJE: C2 RAZUMEVANJE: C2 BRALNO RAZUMEVANJE: B2 RAZUMEVANJE: B1
GOVORNO SPOROCANJE: C2 GOVORNO SPOROCANJE: B1

GOVORNO SPORAZUMEVANJE: C2 GOVORNO SPORAZUMEVANJE: B1
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