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POVZETEK

Namen raziskovalne naloge je bil z razlicnimi konvencionalnimi in nekonvencionalnimi
ekstrakcijskimi metodami iz olupka granatnega jabolka ekstrahirati snovi z antioksidativnimi
in antimikrobnimi lastnostmi, jih analizirati in ugotoviti, ali bi pridobljeni ekstrakti zaradi
vsebnosti fenolnih spojin lahko bili uporabni v medicini kot alternativa sinteti¢énim zdravilom.
S tremi ekstrakcijskimi metodami (Soxhlet, ultrazvocna ekstrakcija in hladna maceracija) ter
tremi razlicnimi topili Smo pripravili devet ekstraktov in jih analizirali s spektrofotometri¢nimi
metodami (DPPH, totalni fenoli in proantocianidini). Ugotovili smo visoko vsebnost
proantocianidinov in mo¢ne antioksidativne uéinke snovi v ekstraktih. Antimikrobni uc¢inek
smo merili z difuzijsko metodo z diski. Analize so pokazale protimikrobno u¢inkovitost proti

Gram pozitivnim bakterijam (Bacillus cereus).

Kljuéne besede: granatno jabolko, ekstrakcije, polifenoli, antioksidanti, protimikrobna

ucinkovitost

ABSTRACT

The aim of this research was to extract substances with antioxidant and antimicrobial
properties from pomegranate peels using various conventional and unconventional extraction
methods, analyse the extracts obtained, and determine whether they can be used as an
alternative to synthetic drugs in medicine, as they are an excellent source of phenolic
compounds. Nine extracts were prepared using three extraction methods (Soxhlet, ultrasonic
extraction and cold maceration) and three different solvents and analysed by
spectrophotometric methods (DPPH, determination of total phenols and proanthocyanidins).
We found a high content of proanthocyanidins and a strong antioxidant effect of the substances
in the extracts. The antimicrobial activity was measured by the disc diffusion method. The

results show successful antimicrobial activity against Gram positive bacteria (Bacillus cereus).

Keywords: pomegranate, extractions, polyphenols, antioxidants, antimicrobial activity



ZAHVALA

Zahvaljujem se mentoricama za strokovno vodstvo pri izvedbi ekstrakcij, antioksidativnih in
protimikrobnih analiz ter pri pisanju naloge. Hvala tudi osebju v laboratorijih, da ste nam

omogocili uporabo laboratorijske opreme. Hvala za ves vloZen ¢as in trud.



1. UVOD

Radikali so snovi, ki imajo neparno $tevilo elektronov in so zato visoko reaktivni. Prosti
radikali lahko v ¢loveskem telesu v povisanih koli¢inah z naklju¢nimi reakcijami celicam
Skodijo in povzroc¢ijo mutacije ali trajne posledice za organizem. Prekomerno nastajanje prostih
radikalov zniZujemo z antioksidanti, ki jih zauzijemo. Izsledki dosedanjih raziskav kazejo, da
ti zavirajo razvoj nekaterih bolezni in imajo zato velik potencial v zdravstvu (Kocevar Glavaé.,
2013, 512).

Granatno jabolko se uporablja v medicini, pigmentni industriji in kozmeti¢ni industriji.
Vecinoma se uporabljajo semena v plodu, olupek pa se zavrze kot stranski produkt, ceprav
vsebuje znatno visje koli¢ine fenolnih spojin z antioksidativnimi in protimikrobnimi lastnostmi
(npr. rutin, elagna kislina, galna kislina) kot ostali deli rastline, vklju¢no s semeni. (Zalar, 2011)
Kljub temu, da ga industrija vidi kot odpad, je olupek granatnega jabolka potencialni vir za
pridobivanje bioaktivnih komponent, uporabnih v nutracevtiki in biomedicini. 1z teh razlogov

smo se odlo¢ili dolo¢iti antioksidativni in protimikrobni potencial snovi v olupku.

Pripravili smo devet razli¢nih ekstraktov olupka granatnega jabolka s tremi razli¢nimi
ekstrakcijskimi metodami. Uporabili smo Soxhlet metodo, pri kateri ekstrakcija poteka pri
topljencev v posodi s topilom. Hladna maceracija je postopek, pri katerem material prelijemo
s topilom in zmes mesamo pri sobni temperaturi. Pri ultrazvocni ekstrakciji zmes materiala in
topila izpostavimo konstantnim vibracijam v ultrazvo¢ni kopeli. Vse tri metode so med drugim
namenjene ekstrakciji iz trdnih vzorcev. Pri vsaki izmed omenjenih ekstrakcijskih metod smo
opravili po tri ekstrakcije, vsaki¢ z druga¢no koncentracijo topila (Cisti etanol, volumsko
razmerje etanola in vode 80:20 ter volumsko razmerje etanola in vode 60:40). Posledi¢no vsak
ekstrakt vsebuje razlicne koncentracije in razmerja fenolnih spojin ter drugih snovi, topnih v

uporabljenem topilu.

1.1 Namen raziskovalne naloge
Namen raziskovalnega dela je bila izolacija v vodi in/ali etanolu topnih naravnih spojin

z antioksidativnimi in s protimikrobnimi lastnostmi. Antioksidativni potencial pridobljenih
ekstraktov se je dolocal z razli¢nimi spektrofotometri¢nimi analizami (DPPH, vsebnost totalnih

fenolov in proantocianidinov), protimikrobni uéinek pa z difuzijsko metodo z diski na sevih



mikroorganizmov Escherichia coli in Bacillus cereus. Na podlagi rezultatov smo zeleli

ugotoviti potencial komponent olupka granatnega jabolka za uporabo v medicini.

1.2. Hipoteze

I.: Vecji ekstrakcijski izkoristki so pricakovani pri visji temperaturi ekstrakcije (Soxhlet).

Il.: Vecji ekstrakcijski izkoristki so pri¢akovani pri bolj polarnih topilih (volumsko

razmerje etanola in vode 60:40).

I11.: Izbira topila in ekstrakcijske metode vpliva na koncentracijo izoliranih fenolov,

posledi¢no pa na antioksidativnost in protimikrobno uc¢inkovitost.

IV.: Vecja je antioksidativnost oz. vsebnost fenolov v ekstraktih, boljsa je protimikrobna

ucinkovitost.

V.. Ekstrakti imajo razli¢en protimikrobni u¢inek proti Gram pozitivnim ali Gram

negativnim sevom bakterij.



2. TEORETICNO OZADJE

2.1 O granatnem jabolku

Granatno jabolko (Punica granatum) je drevo, visoko do 5 m, Ki izvira iz obmod¢ja od
Irana do Himalaje v Indiji, danes pa ga zaradi vecjega priznavanja njegovih koristi za zdravje
vzgajajo tudi v Severni Ameriki (Fuhrman, 2013, 82). Plodovi merijo v premer do 13 cm in so
po obliki podobni jabolku. Zunanji del plodu je sukokoznat in neuziten, v notranjosti pa se

nahajajo Stevilna semena, obdana s so¢nim, uzitnim ovojem (Pahlow, 1987, 402).

Granatno jabolko je med drugim znano po antioksidativnih lastnostih snovi, prisotnih v
semenih. Znano je, da sok iz semen vsebuje fenolne spojine, lubje grma granatnega jabolka pa

alkaloide, ¢reslovine in druge zdravilne snovi (Pahlow, 1987, 402).

Od leta 2000 so bile objavljene Stevilne raziskave o antioksidativnih, antikancerogenih
in protivnetnih lastnostih granatnega jabolka. Studije so pokazale u¢inkovitost pri zaviranju
rasti tumorjev in oviranju angiogeneze okoli rakave tvorbe. Kaze se tudi vloga pri

preprecevanju bolezni, za katere naj bi bil glavni vzrok kroni¢no vnetje (Fuhrman, 2013, 82).

2.2 Oksidativni dejavniki

Oksidanti so snovi, ki sprejemajo elektrone in se s tem reducirajo, medtem ko snovi, ki
elektrone oddajajo, imenujemo reducenti in se s procesom oddajanja elektronov oksidirajo. V
biologiji oksidacijo omenjamo Ze pri temeljnih procesih v zivih bitjih (npr. poraba kisika med
proizvodnjo ATP molekul med celicnim dihanjem), govorimo pa tudi o kompleksnem

ravnotezju med oksidanti in antioksidanti.

Cloveski organizem je ves &as izpostavljen oksidacijskim dejavnikom. Z njimi pridemo
v stik po zraku, z vodo in s hrano, prisotni pa so tudi v neposrednem okolju celic, saj se

porabljajo in nastajajo pri osnovnih biokemijskih procesih (Koc¢evar Glava¢, 2013, 512).

Najpomembne;jsi oksidanti v naSem organizmu, ki smo jim vsakodnevno izpostavljent,
so kisik, kisikove reaktivne zvrsti (superoksidni, hidroksilni in hidroperoksilni radikali,
vodikov peroksid in hipoklorit) ter reaktivne duSikove zvrsti (duSikov oksid in peroksinitrit)

(Kocevar Glavac, 2013, 512).



2.2.1 Prosti radikali

Prosti radikali so visoko reaktivne spojine ali ioni, ki imajo neparno §tevilo elektronov in
so zato zelo reaktivni z velikim naborom molekul. V kemijski reakciji, znani kot oksidacija,
prihaja do hitrega in nepredvidljivega spajanja prostih radikalov s katerim koli bliznjim

proteinom, lipidom, ogljikovim hidratom ali nukleinsko kislino (Medi¢-Sarié et al., 2002, 295).

Radikali nastajajo kot stranski produkti metabolizma, tveganje za prekomerni nastanek
pa povecujejo bolezenska stanja, ultravijolicno sevanje, uzivanje drog, kajenje, stres in
neprimerna prehrana. Povecana koli¢ina radikalov predstavlja tveganje za nastanek akutnih in
kroni¢nih bolezni, kot so rak debelega Crevesa, bolezni srca in ozilja, ateroskleroza, vnetne

bolezni, siva mrena in procesi staranja (ZPS, 2020).

Radikali pri reakciji z nakljucno spojino tvorijo nov radikal, ki je sposoben sprozati nove
neencimske verizne reakcije (Medié¢-Sari¢ et al., 2002, 295). Take procese zavirajo antioksidanti,
ki z radikali reagirajo in onemogoc¢ijo njihovo nadaljnjo aktivnost. S tem zavarujejo substrate

pred oksidacijo in preprecijo potencialni nastanek Skode za celice.

Radikali niso samo $kodljivi zdravju, pa¢ pa so lahko orodje imunskega sistema za
obrambo pred okuzbami. Nekateri levkociti so sposobni izvesti t. i. respiratorni izbruh, pri

katerem nastajajo kisikovi radikali z mikrobicidnimi lastnostmi (Zhao et al., 1990).

2.2.2 Antioksidanti

Antioksidanti so snovi, ki prekinejo verizne reakcije radikalov, tako da z njimi reagirajo
in preprecijo nastanek novih radikalov (slika 1). Ker imajo prosti radikali neparno Stevilo
elektronov, jim snovi z antioksidativnimi lastnostmi elektrone lahko podarijo in same postanejo

stabilnejsi radikali.

Antioksidanti so lahko endogenega ali eksogenega izvora. V prvo skupino uvr§¢amo
encime (superoksid-dismutaze, katalaze in glutation-peroksidaze) in nizkomolekulske spojine
(glutation, bilirubin, koencim Q in melatonin), ki so fizioloSko prisotne v naSem organizmu, v
drugo pa molekule, ki jih v telo vnasamo s hrano (fenolne spojine, karotenoide ter vitamina C
in E) (Kocevar Glavac, 2013, 512). Najboljsi viri antioksidantov endogenega izvora so prav
rastline. Veéje koli¢ine antioksidantov so v sadju, zelenjavi in zeli§¢ih, pa tudi v algah,

dostopnih v trgovinah (ZPS, 2020).
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Slika 1: Reakcije antioksidanta z radikalom (https://www.researchgate.net/profile/Arobindo-
Chatterjee/publication/287402598/figure/fig2/AS:318418801709057 @1452928366361/Reaction-mechanism-for-
antioxidant-activity.png)

2.3. Zdravilne u¢inkovine v granatnem jabolku
Granatno jabolko je danes v uporabi predvsem zaradi soka in olj, pridobljenih iz plodu.

Navadno so uporabljena semena in sok, lupina pa se zavrze zaradi njene neuzitnosti. S tem
zavrzemo potencialni vir antioksidantov. Pomembne komponente v olupku so kompleksni

polisaharidi, minerali, flavonoidi in hidrolizabilni tanini (Ko et al., 2021).

Kompleksni polisaharidi, kot na primer skrob, imajo antimikrobni potencial. Moj vir
pravi, da lahko rastlinski polisaharidi preprecujejo adhezijo nekaterih patogenih bakterij na
stene zelodca. Nekateri polisaharidi lahko tudi napadajo zunanjo membrano bakterij, kar je
posebej uéinkovito pri zdravljenju okuzb z Gram pozitivnimi bakterijami (Menchicchi et al.,
2015).

Minerali v ¢loveskem telesu podpirajo delovanje srca in drugih misic, mozganov, prisotni
pa so tudi v kosteh. V primerjavi z drugimi minerali potrebujemo vecje koli¢ine fosforja,
kalcija, magnezija, natrija, kalija, klora in zvepla. Ker jih ne moremo sintetizirati, moramo

minerale v telo vnasati s hrano (MedlinePlus, 2015).
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2.3.1 Fenolne spojine
Fenolne spojine so zelo velika skupina sekundarnih rastlinskih metabolitov, za katere je

znacilna vsaj ena hidroksilna skupina (-OH) vezana na ogljikov atom v aromatskem obrocu.
Fenole z ve¢ kot enim obroCem imenujemo polifenoli. Zanje je znacilna mocna
antioksidativnost, ki s stevilom obrocev narasc¢a. Zaradi teh lastnosti so predmet mnogih
raziskav. Prisotni so v prakti¢no vsem sadju in zelenjavi, v zivalski hrani pa jih praviloma ni

(Zontar, 2018).

Fenolne spojine glede na strukturne znacilnosti delimo na fenolne kisline, flavonoide,
kumarine, stilbene in tanine. V nasi prehrani so pomembni predvsem flavonoidi, ki
predstavljajo priblizno dve tretjini zauzitih fenolnih spojin, preostalo tretjino pa fenolne Kisline
(Kocevar Glavac et al., 2013, 514).

Izraz fenol sluzi kot skupno ime za celotno druzino spojin, pa tudi kot ime za
najenostavnejSega ¢lana, imenovanega mono hidroksibenzen (CéHsOH), poznanega tudi kot
benzenol, karbolna kislina ali karbol (slika 2). Fenol je bela, kristalini¢na hlapna trdnina, ki je
v ve¢jih koli¢inah strupena, v majhnih odmerkih pa se uporablja tudi v ustnih vodicah in ima
nekaj terapevtskih lastnosti. Uporablja se tudi kot konzervans pri nekaterih cepivih in kot oralni

analgetik za blazenje bolec¢in v ustih (Carter, 2018).

OH

Slika 2: Kemijska struktura fenola (https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/8/8b/Phenol2.svg/80px-
Phenol2.svg.png)

2.3.2 Flavonoidi

Flavonoidini so najbolj barvita skupina rastlinskih pigmentov, ki cvetovom, plodovom
in listom dajejo rumeno, rdeco in modro barvo. Njihove vloge v rastlinah so zelo razli¢ne:

privabljajo oprasevalce, uravnavajo rast, zavirajo bakterijske in virusne encime ter $¢itijo pred

vplivi ultravijoli¢nih zarkov UVB (Kocevar Glavac et al., 2013, 514).

Flavonoidi imajo antioksidativne, protivnetne, antimutagene in antikancerogene lastnosti

ter zmoznost prilagajanja kljuénih funkcij celi¢nih encimov. Stevilo raziskav o flavonoidih se
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je dodatno povecalo z ugotovljenim zniZzanjem smrtnosti oseb s sr¢no-zilnimi boleznimi in

preprecevanjem razvoja koronarne sréne bolezni (Panche et al., 2016).

2.3.3 Antocianidini

Antocianidini so najobseznejsa skupina flavonoidov. Njihova vloga v naravi je obarvanje
cvetov in plodov v rdeCo barvo, jeseni se izrazijo tudi v listih. V' naravi se nahajajo vezani na
monosaharide in disaharide, s katerimi tvorijo antocianine. Na saharidni del se navadno vezejo
Se fenolne in sadne kisline, barvo pa doloca razporejenost hidroksilnih skupin (-OH) po obroc¢ih
(Vrtacnik et al., 2014).

2.4 Organizmi uporabljeni pri mikrobioloSkih raziskavah

2.4.1 Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) je Gram negativna bakterija. Je fakultativno anaerobna, kar
pomeni, da ob prisotnosti kisika izvaja aerobni tip dihanja, ko pa kisika primanjkuje, opravlja
fermentacijo. Bakterije so palicaste oblike (slika 3), 1,1 do 1,5 pm S$iroke in od 2 do 6 um
dolge. Imajo fimbrije, s katerimi se lahko pritrdijo na povrsino. Gre za najbolj raziskan
organizem na sploh in ima lastnosti, zaradi katerih je uporabno epidemiolosko orodje. Sevi za
laboratorijske raziskave so modificirani tako, da zunaj nadzorovanih pogojev ne prezivijo

(Desmarchelier, Fegan, 2002). Tabela 1 prikazuje znanstveno klasifikacijo bakterije E. coli.

Slika 3: Z elektronskim mikroskopom slikane bakterije E. coli
(https://media.nationalgeographic.org/assets/photos/250/947/bccaadcd-afa3-4e49-b208-40d78e8aad5b.jpg)
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Tabela 1: Znanstvena klasifikacije bakterije Escherichie coli

Domena Bacteria

Kraljestvo Eubacteria

Deblo Proteobacteria

Razred Gamma Proteobacteria
Red Enterobacteriales
Druzina Enterobacteriaceae
Rod Escherichia

Vrsta E. coli

2.4.2 Bacillus cereus
Bacillus cereus (B. cereus) (slika 4) je v zemlji prisotna Gram pozitivna bakterija. Je

fakultativno anaerobna. Proizvaja strup in je pogost povzrocitelj ¢revesnih bolezni. Lahko
kontaminira hrano, saj jo lahko najdemo na mesu, ribah, rizu in zelenjavi. Na sobni temperaturi
se intenzivno mnozi. Tvorjenje spor ji omogoca, da prezivi tudi v zahtevnejsih pogojih

(McDowell et al., 2022). Tabela 2 prikazuje znanstveno klasifikacijo bakterije B. cereus.

Slika 4: Z elektronskim mikroskopom slikane bakterije B. cereus
(https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/57/Bacillus_cereus SEM-cr.jpg/220px-Bacillus_cereus SEM-

cr.jpg)

Tabela 2: Znanstvena klasifikacija bakterije B. cereus
Domena Bacteria
Kraljestvo Eubacteria
Deblo Firmicutes
Razred Bacilli
Red Bacillales
DruZina Bacillaceae
Rod Bacillus
Vrsta B. cereus

10


https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/57/Bacillus_cereus_SEM-cr.jpg/220px-Bacillus_cereus_SEM-cr.jpg
https://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/5/57/Bacillus_cereus_SEM-cr.jpg/220px-Bacillus_cereus_SEM-cr.jpg

2.4.3 Pozitivnost/negativnost po Gramu
Leta 1884 je bakteriolog Christian Gram zasnoval test, s katerim je lahko dolo¢il, ali je

imela bakterija debelo peptidoglikansko membrano ali ne. Ce je peptidoglikanska stena tanka,
ima bakterija Se dodatno membrano in je Gram negativna, ¢e pa je sloj debel, je gram pozitivna
(Brennan, 2021). Gram pozitivne bakterije se po izpostavitvi metilvijolicCnemu in jodovi
raztopini po spiranju ne razbarvajo, saj kristali metilvijolicnega ostanejo ujeti v
peptidoglikanskem sloju. Gram negativne bakterije se razbarvajo, zato dodamo safranin, da se
obarvajo rdece (Aryal, 2015).
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3. MATERIAL IN METODE
3.1 Vzorci

Ucinkovine smo pridobili iz trdnih vzorcev. To so bili biolosko pridelani posuSeni kosi
olupka plodu granatnega jabolka (Alfred Galke GmbH). Pri vsaki ekstrakciji smo uporabili
20 g materiala.

3.2 Topila

Znane so splosne fizikalne in kemijske lastnosti zelenih spojin (fenolnih spojin). Topilo
je pomemben dejavnik, ki vpliva na koncentracijo razli¢nih snovi v ekstraktih, zato smo se
odlocili uporabiti tri razli¢na topila. S tem smo povecali raznolikost ekstraktov in izboljSali
moznosti za izolacijo koristnih u¢inkovin v vi§jih koncentracijah. Topila smo pripravili sami z
mesanjem Cistega etanola (C2HsOH) (100 % etanol, CARLO ERBA Reagents)) in destilirane

vode. Odlo¢ili smo se za tri volumska razmerja etanola in vode:

- Cisti etanol,
- volumsko razmerje etanola in vode 80:20,

- volumsko razmerje etanola in vode 60:40.

Pri vsaki metodi smo uporabili 150 mL topila. Zmes smo pripravili tako, da smo z
merilnim valjem odmerili posamezne prostornine etanola in vode ter jih prelili v oznacene ¢ase.
Tako smo za pripravo prvega topila odmerili 150 mL etanola, za pripravo drugega smo v ¢aso
nalili 120 mL etanola in 30 mL vode, za pripravo tretjega topila pa 90 mL etanola in 60 mL
vode.

Znano je, da za zmesi etanola in vode ne velja aditivnost prostornin. Pri zmesi teh dveh
snovi pride do tesnejSega razporejanja molekul, kar se odraza v manj$i prostornini, ki bi jo
pri¢akovali po Raoultovem zakonu (Petrusevski, Najdoski, 2001). To pomeni, da prostornine
topil razlicnih koncentracij niso popolnoma enake 150 mL in niso premo sorazmerne z delezem

etanola. To sicer nima vpliva na ekstrakcije, dokler vsa topila pripravljamo na enak nacin.

3.3 Reagenti

Izvedli smo S§tiri analize ekstraktov, od teh je ena bila na mikrobioloSkem podro¢ju. Pri
ostalih smo potrebovali posebne kemikalije, ki so sluzile kot reagenti in osnova za primerjanje

lastnosti.
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Pri dolo¢anju antioksidativnih lastnosti ekstraktov smo uporabili stabilni prosti radikal

DPPH (Sigma Aldrich, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl).

Pri dolocanju vsebnosti totalnih fenolov smo uporabili Folin-Ciocalteu reagent (FCR)
(Sigma Aldrich) ter vodno raztopino Na.COz (Sigma Aldrich, > 99,0 %). FCR je zmes
heteropolnih kislin, fosfomolibdenske kisline in fosfovolframove kisline, pri katerih imata

molibden in volfram oksidacijski $tevili 6+ (Ikawa et al., 2003).

Pri dolo€anju vsebnosti proantocianidinov smo uporabili 2:3 mesanci HCl (Merck
KGaA, 32 %) in n-butanola (Merck KGaA, > 99,5 %) ter raztopljen FeSO4 x 7H.0O (Sigma
Aldrich).

3.4 Aparature

Pri pridobivanju ekstraktov smo uporabljali rotavapor (BUCHI R-114). Za zelo natan¢no
tehtanje smo wuporabljali analitsko tehtnico (Mettler Toledo). Za izvajanje UV-Vis

spektrofotometri¢nih analiz smo uporabili UV-Vis spektrofotometer (Varian, Cary 50 Probe).

3.5 Ekstrakcija

V kemiji pojem ekstrakcija predstavlja locevalni postopek, pri katerem je na§ namen
pridobiti dolo¢ene snovi, prisotne v vzorcu. Pri tem postopku se zelene spojine, Ki so v topilu
mnogo bolj topne kot ostale snovi, prenesejo iz trdne ali tekoce faze v uporabljeno topilo. Za
ekstrakcijo polarnih snovi se uporabljajo polarna topila, za ekstrakcijo nepolarnih snovi pa
nepolarna topila. Glede na agregatno stanje ekstrakcijskega materiala lo¢imo ekstrakcijo
tekoce-tekoce in trdno-tekoce. Za locevanje trdno-tekoce poznamo veliko postopkov in

razli¢nih priprav (Nichols, 2017).

Nas cilj je bil iz posusenega olupka granatnega jabolka pridobiti ekstrakte s ¢im vecjo
vsebnostjo snovi z antioksidativnimi in antimikrobnimi uginki. Zeleli smo pridobiti ekstrakte
pri razli¢nih ekstrakcijskih pogojih, zato da pois¢emo optimalnega (z najvecjo antioksidativno
in antimikrobno ucinkovitostjo). Zato smo uporabili tri metode ekstrakcije: ekstrakcijo po

Soxhletu, hladno maceracijo in ultrazvo¢no ekstrakcijo.
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3.5.1 Soxhlet

Soxhlet ekstrakcijsko aparaturo je leta 1879 prvi predlagal nemski agrikulturni kemik
Franz Ritter von Soxhlet v skupini ¢lankov o dolo¢anju vsebnosti mas¢obe v mleku (Jensen,

2007).

Soxhlet aparaturo sestavlja bucka s topilom, v katerem se kopici ekstrakt, z vodo hlajen
kondenzator in ekstraktor s celuloznim filtrom, v katerem se nahaja trd vzorec. Bucko

segrevamo z grelnim plas¢em ali greto vodno kopeljo, da topilo v bucki stalno izpareva.

Pri Soxhlet ekstrakciji smo uporabili navadno Soxhlet aparaturo, za gretje bucke pa
vodno kopel in grelec. V filter smo zatehtali 20 g posuSenih kosckov olupka granatnega
jabolka, v bucko pa nalili 150 mL topila. Kondenzator smo prikljucili na konstanten vir hladne
vode, kopel segreli na tocko vrelisca topila in ekstrakcijo izvajali 4 ure. Postopek smo ponovili

trikrat, vsaki¢ z drugim topilom.

Ko segrevamo bucko, se pare topila skozi ozko cev dvigajo vse do kondenzatorja. V
kondenzatorju pride vro¢ plin v stik s hlajenim steklom in se kondenzira v kapljice. Topilo
kaplja na trd vzorec in raztaplja topne snovi. Ekstraktor se pocasi polni, dvigajoca gladina pa
se v tanki cevi, ki je vodi iz dna ekstraktorja, priblizuje zanki. Ko gladina v cevki to mejo
prestopi, sprozi odliv vsega topila iz ekstraktorja nazaj v bucko in cikel se ponovi. Analit se na

ta nacin kopi¢i v bucki, saj za razliko od topila ne izpareva (slike 5, 6 in 7).

14



A : Analyte @ : Matrix

Slika 5: Soxhlet priprava (https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-B9780128137451000052-f05-15-
9780128137451.jpg)

Slika 6: Celotna Soxhlet priprava (lastni vir)

Slika 7: Vodna kopel (lastni vir)
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3.5.3 Hladna maceracija
Hladna maceracija je relativno enostaven proces izpostavljanja materiala topilu za dalj

Casa, medtem Ko se izvaja meSanje. Namen je mehcanje in razdiranje materiala, da ta v topilo
sprosti topne metabolite (Louie et al., 2020, 273). Ko je hladna maceracija oz. ekstrakcija s
hladnim topilom kon¢ana, zmes materiala in topila filtriramo skozi filtrirni papir, da dobimo

jasen filtrat, v katerem so topilo in raztopljene spojine.

Na grelno plos¢o smo postavili ¢aso s topilom in z vzorcem posuSenega olupka
granatnega jabolka. Vklopili smo magnetno mesalo, gretja pa nismo uporabili. Tako je
ekstrakcija za razliko od drugih dveh metod potekala pri sobni temperaturi. VVsako izmed treh

ponovitev (tri razli¢na topila) smo izvajali 3 ure (slika 8).
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Slika 8: Hladna maceracija (lasten vir)

3.5.2 Ultrazvocna ekstrakcija

Ultrazvoc¢na ekstrakcija je nekonvencionalni oz. napredni postopek, pri katerem topilo in
vzorec izpostavimo ultrazvo¢nemu valovanju s frekvenco od 20 kHz do 100 MHz. Ultrazvok
povzroca hitro spreminjanje tlaka v raztopini in s tem mehansko razbijanje sten celic in drugih
ovir, ki preprecujejo ekstrakcijo ujetih topil. Za izvedbo lahko uporabimo ultrazvo¢no kopel

ali potopno napravo v primeru potrebe po ekstrakciji iz ve¢jih koli¢in materiala.
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Ultrazvocna ekstrakcijska metoda (Slika 9) je za izvedbo ena izmed enostavnejsih.
Potrebujemo ultrazvo¢no kopel in ¢aso. V ¢aso smo zatehtali 20 g zdrobljenega posusenega
olupka granatnega jabolka in dolili pripravljeno topilo. Caso smo vstavili v vzmetne opore v

kopeli. Pri stalni temperaturi 50 °C smo vklopili ultrazvo¢no kopel in postopek izvajali 2 uri.

water

Reaction mixture f} //

Slika 9: Ultrazvocna kopel
(https://www.researchgate.net/publication/328641788/figure/fig1/AS:687864857763843@1541011170652/Schematic-

diagram-of-ultrasonic-bath.jpg)

3.5.4 Uparjanje z rotavaporjem
Rotavapor (angl. rotary evaporator) (slika 10) je naprava, namenjena koncentriranju tudi

izjemno razred¢enih raztopin. Izumil ga je Lyman C. Craig leta 1950. Prva objavljena shema
je vkljucevala greto vodno kopel, bucko z razred¢eno raztopino, stojalo s kolesci za vrteco se
pripravo, z vodo hlajeno bucko za zbiranje in kondenziranje izparelega topila, izhodno cev, ki
povezuje bucko z raztopino in bucko s topilom, motor za vrtenje priprave ter cevko, povezano
na vakuumsko ¢rpalko (Craig et al., 1950). Takratna naprava je bila postavljena horizontalno,
v Cemer se razlikuje od sodobnih. Novejsi rotavaporji imajo motorje z nastavljivo hitrostjo
vrtenja, rotira pa le bucka z raztopino, ki je potopljena v greto vodno kopel. Kondenzator je
lo¢en od bucke za zbiranje topila in je v obliki spiralne cevi, skozi katero te¢e hladna voda.

Tudi tlak, ki ga nadzira vakuumska ¢rpalka, je nastavljiv.
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Postopek koncentriranja ekstraktov z rotavaporjem (slika 11) smo izvajali po vsaki
ekstrakciji. Raztopino ekstrakta in topila smo prelili v primerno veliko stehtano bucko s
premerom vratu, ki se je ujemal z rotavaporjem. Z rocico smo spustili aparaturo in tako bucko
z raztopino potopili v kopel. Temperaturo kopeli smo nastavili na 40 °C, nastavili konstantno
rotacijo bucke z raztopino ekstrakta in vklopili vakuumsko ¢rpalko. Tlak smo znizevali pocasi.
Z znizevanjem tlaka v aparaturi smo znizali parni tlak vode in etanola v plinasti fazi ter
posledi¢no znizali vrelis¢e topila. Pomembno je bilo, da smo tlak zniZevali pocasi, saj bi lahko
v nasprotnem primeru vsebina ogrevane bucke nenadno zavrela in divje planila v druge dele
aparature. Ko smo dosegli tlak 60 mbar (0,060 bar), smo pocakali, da se je topilo postopoma

odstranilo, na stenah bucke pa se je v krogu nabral gost in lepljiv ekstrakt.

Po opravljenem postopku smo bucko s koncentriranim ekstraktom stehtali in od tega
odsteli prej izmerjeno maso bucke. Vsak ekstrakt smo s spatulo ¢im bolj temeljito prenesli v
steklene viale. Te smo oznadili z nac¢inom pridobitve ekstrakta: Soxhlet (SOX), hladna
maceracija (HI) in ultrazvo¢na ekstrakcija (UZ) ter s koncentracijo etanola v topilu,
uporabljenem za ekstrakcijo: cisti etanol (EtOH), volumsko razmerje etanola in vode 80:20
(80:20) ter volumsko razmerje etanola in vode 60:40 (60:40). Vsebino teh devetih vial smo
uporabljali pri vseh analizah, razen pri mikrobioloSkem delu, kjer smo analizirali vsebino Stirih.
Do izvedbe analiz smo jih shranili v zamrzovalniku za preprecitev degradacije aktivnih

u¢inkovin v ekstraktih.

Water bath
-

.

]

[ A" Jifi®

Slika 10: Shema rotavaporja (https://www.researchgate.net/profile/Anita-
Schnyder/publication/238661273/figure/fig19/AS:669469709967398@1536625425779/Rotary-evaporator-apparatus-for-

evaporating-off-organic-solvents-The-evaporator-consists.ppm)
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Slika 11: Rotavapor (lastni vir)

3.5.5 Izracuni izkoristka ekstrakcije

Z izraGunanimi vrednostmi izkoristkov ekstrakcij smo lahko primerjali u¢inkovitost

.....

snovi iz olupka granatnega jabolka. Mase smo merili v gramih. Pridobili smo jih s prej

opisanim postopkom in po enacbi 1:

Mekstrakt — Mpuika+ekstrakt — Mbucka Q)
Kjer je: - Mpuika+ekstrakt masa na tehtnici po opravljenem uparjanju [g]
- Mputka masa prazne bucke [g]
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Izkoristek ekstrakcije nekstrakcije SMO podali v odstotkih [%] po enacbi 2:

Nekstrakcije = % -100 (2)
kjer je: - Mekstrakt masa pri ekstrakciji pridobljenih snovi [g]
- Mmaterial zaCetna masa kosov posusenega olupka [g] (20 g)

3.6 Analize ekstraktov

Antioksidativne in protimikrobne u¢inke ekstraktov smo preucevali s Stirimi analiznimi

metodami, ki so podrobno opisane v naslednjih podpoglavijih.

3.6.1 Preverjanje antioksidativnih lastnosti

Antioksidativno aktivnost smo dolocali s tremi spektrofotometricnimi metodami:
dolocanjem antioksidativne aktivnosti z radikalsko metodo DPPH, dolo¢anjem vsebnosti

totalnih fenolov in dolocanjem vsebnosti proantocianidinov v ekstraktih.

3.6.1.1 Dolo¢anje antioksidativne aktivnosti z radikalsko
metodo (DPPH)

Metoda, pri kateri se uporablja stabilni prosti DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) radikal,
je namenjena analizi antioksidativnih lastnosti snovi v nekem vzorcu (slika 12). DPPH je
obcutljiv na svetlobo, zato ga hranimo v viali z zatemnjenim steklom. Je temno vijoli¢ne barve
in v obliki radikala vpije najve¢ svetlobe z valovno dolzino 515 nm (maksimalna absorbanca).
V prisotnosti antioksidanta duSikov atom z neparnim Stevilom elektronov prejme vodikov

proton in elektron. Taksna molekula DPPH> ima maksimalno absorbanco svetlobe pri 320 nm
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(v ultravijoliénem obmocju). Ker se rumen spekter vidne svetlobe skoraj ne absorbira vec, je

taksSna raztopina rumene barve.

Najprej smo pripravili 100 mL raztopine DPPH v metanolu. Zatehtali smo 2,36 mg
DPPH v 100 mL merilno bucko, ovito z aluminijasto folijo za preprecitev razpada DPPH, in
ga z metanolom razred¢ili do oznake ter premesali. Nato smo na analitski tehtnici v 10 mL
merilne bucke odtehtali po 10 mg vsakega ekstrakta. Dodali smo metanol do oznake in
premesali, da so se ekstrakti popolnoma raztopili. V steklene viale (slika 13) smo z avtomatsko
pipeto dodali 3 mL raztopine DPPH in 77 pL raztopine vsakega izmed ekstraktov ter jih 15
minut termostatirali v temnem prostoru. V eno vialo smo dodali 3 mL raztopine DPPH in 77 pL
metanola ter absorbanco izmerili takoj. Raztopina DPPH in metanola je sluzila kot referenc¢na
raztopina, njena izmerjena absorbanca pa referen¢na absorbanca. Za merjenje absorbanc smo

uporabili UV-Vis spektrofotometer pri valovni dolZini svetlobe 515 nm.

N
; |
+ RH - NO + R
O, NO, O,N 2

Slika 12: Nevtralizacija prostega radikala DPPH ob prisotnosti antioksidanta (https://www.researchgate.net/profile/Kunal-
Dhiman/publication/283377931/figure/fig1/AS:647104376614916@1531293114857/Structure-of-DPPH-and-its-reduction-
by-an-antioxidant.png)
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Slika 13: Merilne bucke z ekstrakti (levo), vzorci z DPPH (desno) (lastni vir)

3.6.1.2 Vsebnost totalnih fenolov

Metoda dolocanja vsebnosti totalnih fenolov je tesno povezana z antioksidativnimi oz.
reducentnimi lastnostmi. Glavni reagent (Folin-Ciocalteu reagent) namre¢ reagira z vsemi
snovmi v raztopini ekstrakta, ki so nagnjene k redukciji (slika 14). Absorbanco merimo z UV-
Vis spektrofotometrom pri valovni dolZini 760 nm. Za standard uporabljamo galno kislino

(GA).

Najprej smo si pripravili umeritveno premico. V 25 mL bucko smo zatehtali 10 mg GA
in jo z destilirano vodo dopolnili do oznake. Nato smo v 10 mL bucke odpipetirali prostornine
raztopine GA: 5,0 mL, 2,5mL,2,0mL, 1,5mL, 1,0 mL, 0,75 mL, 0,5mL, 0,25mL in 0,1 mL
ter razredcili do oznake. V viale smo odpipetirali 0,5 mL raztopin v buc¢kah (z GA), 2,5 mL FC
reagenta in 2,0 mL Na.COz. Viale smo nato termostatirali v vodni kopeli na 50 °C za 5 min.
Pripravili smo tudi slepi vzorec, tako da smo namesto GA v vialo odpipetirali 0,5 mL
destilirane vode. Vzorcem smo izmerili absorbanco pri valovni dolzini 760 nm, narisali smo
graf odvisnosti absorbance od koncentracije GA in vrisali trendno ¢rto, iz katere smo pridobili
enacbo premice (enacba 3), ki je sluzila kot umeritvena premica za preraCun masnih

koncentracij totalnih fenolov v nasih vzorcih ekstraktov:

Ayzorcazca = 56672 “yga +0,0194 3)
kjer je - YGa masna koncentracija GA
- AyzorcazGA absorbanca vzorca z GA

23



Nato smo si pripravili reagent. Folin-Ciocelteu (FC) smo razred¢ili z destilirano vodo v
razmerju 1:10. Potem smo v 10 mL bucke zatehtali 20 mg posameznega vzorca in jih z vodo
razred¢ili do oznake. V viale smo odpipetirali po 0,5 mL raztopin ekstraktov, 2,5 mL raztopine
FC in 2 mL raztopine Na,COs s koncentracijo 75 g/L. Postopke je bilo potrebno izvesti ¢im
hitreje. Kontrolo smo pripravili tako, da smo namesto raztopine vzorca v vialo odpipetirali 0,5
mL destilirane vode. Viale smo potem za 5 min postavili v vodno kopel na 50 °C. S kontrolo
smo umerili UV-Vis spektrofotometer in izmerili absorbanco vsebin ostalih vial. Slika 15

prikazuje kon¢no vsebnost vial pred pomerjanjem z UV-Vis spektrofotometrom.

HO OH
Folin-Ciocalteu Reagent
(W*, Mo®)

OH
M

HO\Q,OH

O

Slika 14: Redukcija Folin-Ciocalteu reagenta (https://www.researchgate.net/profile/Lauren-Ford-
4/publication/334084142/fiqure/figl/AS:774696786227200@1561713515424/Diagram-showing-the-reduction-of-the-Folin-
Ciocalteu-reagent-caused-by-the-oxidation-of.png)

Slika 15: Viale z vzorci in reagenti za dolocanje totalnih fenolov (lastni vir)
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3.6.1.3 Vsebnost proantocianidinov

Pri merjenju vsebnosti proantocianidinov v vzorcih smo uporabili 10 mL osnovne
raztopine FeSO4 x 7H>0 (77 mg FeSO4 x 7H20 raztopljen v 500 mL raztopini HCI in n-
butanola v razmerju 2:3). V 10 mL merilne bu¢ke smo odmerili 50 mg ekstrakta in premesali.
Z avtomatsko pipeto smo v viale odpipetirali po 1 mL raztopine vzorcev, za kontrolno vialo pa
1 mL destilirane vode. V vsako smo dodali 10 mL FeSO4 x 7H20 in viale termostatirali v vodni
kopeli na 95 °C za 15 min. Medtem smo lahko opazovali rdece obarvanje vsebine vseh vial,
razen kontrolne (slika 16). Po preteklem ¢asu smo viale vzeli iz vode in jih pustili, da so se
ohladile (slika 17). Absorbanco smo izmerili z UV-Vis spektrofotometrom pri valovni dolzini
540 nm.

Slika 16: Vzorci z zZelezovim sulfatom v vodni kopeli (lastni vir)
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Slika 17: Vzorci po ohlajanju (lastni vir)

3.6.2 Preverjanje protimikrobnih ué¢inkov
Analizirali smo protimikrobne uc¢inke le Stirih ekstraktov, in sicer: vseh treh ekstraktov

ultrazvocne ekstrakcije in ekstrakta hladne maceracije v ¢istem etanolu. Ekstrakte ultrazvocne
ekstrakcije smo izbrali zaradi vecjih vsebnosti fenolov v primerjavi z drugimi metodami,
ekstrakt hladne maceracije EtOH pa zato, ker je imel najboljSe rezultate proantocianidinov.
Njihovo najbolj$o ucinkovitost v primerjavi z ostalimi smo predvideli s hipotezo Ill. VVsako
analizo smo opravili dvakrat. Pripravili smo si raztopine $tirih ekstraktov koncentracije 100

mg/mL v 30 % etanolu (ta koncentracija etanola Se ne vpliva na mikroorganizme).

Za ugotavljanje protimikrobnih vplivov ekstraktov iz olupka granatnega jabolka smo
izvajali difuzijsko metodo z diski. Je u¢inkovita metoda za ugotavljanje vpliva antibiotikov na

razli¢ne mikroorganizme. Mi smo izbrali E. coli in B. cereus.

Vsi omenjeni postopki so bili izvedeni asepticno z namenom minimaliziranja
kontaminacije. Najprej smo 18 petrijevk z agarjem oznacili na spodnji strani in na agar
enakomerno nanesli bakterijske kulture. Z avtomatsko pipeto smo nanasali enake koli¢ine
medija z bakterijami in jih enakomerno razporedili po povrsini. Vsako kulturo smo nanesli
devetkrat (4 ekstrakti, 2 ponovitvi pri vsakem + kontrola). Nato smo v vsako petrijevko z
nacepljeno bakterijo dali po 5 diskov z zadostnim medsebojnim razmikom, da smo prepreéili
morebitna prekrivanja inhibicijskih con. V naslednjem koraku smo na vsak disk z avtomatsko
pipeto nanesli 1 mL raztopine ekstraktov. Petrijevke (slika 18) smo zaprli s pokrovi in jih

postavili v inkubator na 37 °C za 20 ur.
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Podatke o protimikrobni aktivnosti smo pridobili tako, da smo po inkubaciji izmerili
inhibicijske cone okoli diskov z ekstrakti. Inhibicijska cona je obmo¢je okoli diska, v kateri ni
prisotnih raziskovanih kultur.

Slika 18: Petrijevke s kulturami in z diski z ekstrakti
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4. REZULTATI

Naslednja podpoglavja prikazujejo pridobljene podatke in rezultate izracunov 0

ekstraktih in njihovih analizah. Podrobne;jsi rezultati iz programa Excel so prikazani v

prilogah.

4.1 Ekstrakcije

Tabela 3 prikazuje izkoristke vsake izmed devetih kombinacij topila in ekstrakcijske

metode.

Tabela 3: Izkoristki vseh ekstrakcij

Metoda Topilo m(maEtge]rlaIa) m(ekfgt;akta) Izkoristek [%]
60:40 20 9,57 47,85
Soxhlet 80:20 20 6,60 33,00
EtOH 20 2,39 11,95
60:40 20 6,46 32,30
Hladna maceracija 80:20 20 3,79 18,95
EtOH 20 1,49 7,45
Ultrazvodna 60:40 20 0,73 3,65
ekstrakeija 80:20 20 2,16 10,80
EtOH 20 1,08 6,45

4.1.1 Soxhlet

Slika 19 prikazuje ekstrakcijski izkoristek [%] v odvisnosti od uporabljenega topila pri

Soxhlet ekstrakciji.
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Izkoristek Soxhlet ekstrakcij

100
80
60 47,85

40 33,00

Izkoristek [%]

20 11,95

60:40 80:20 EtOH
Topilo

Slika 19: Grafikon izkoristka Soxhlet ekstrakcije

Soxhlet ekstrakcijska metoda z najniZjo koncentracijo etanola za topilo (60:40) se je
izkazala za najbolj u€inkovito metodo z dalec¢ najboljSim izkoristkom, najslabsi izkoristek je

bil pri uporabi topila EtOH. Sklepamo lahko, da je velika vecina topljencev polarnih.

4.1.2 Hladna maceracija

Na grafikonu (slika 20) so podani izkoristki ekstrakcij hladne maceracije v odvisnosti od
uporabljenega topila.

Izkoristek hladne maceracije

100
90
80
70
60
50
40 32,30
30

20
7,45
10

izkoristek [%]

18,95
60:40 80:20 EtOH
Topilo

Slika 20: Grafikon izkoristka hladne maceracije

Iz grafikona je ponovno razvidno, da smo dobili najboljsi izkoristek pri topilu 60:40,
najslabsi pa pri topilu EtOH.
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4.1.3 Ultrazvocna ekstrakcija

Na grafikonu (slika 21) so prikazani izkoristki ultrazvo¢nih ekstrakcij.

Izkoristek ultrazvoéne ekstrakcije

100
90
80
70
60
50
40

30 18,35
20 ’ 16,40

10 6,45

Izkoristek [%]

60:40 80:20 EtOH
Topilo

Slika 21: Grafikon izkoristka ultrazvocne ekstrakcije
Kot pri Soxhlet ekstrakeiji in hladni maceraciji smo tudi v tem primeru dobili najboljsi

izkoristek pri topilu 60:40, najslabsi pa pri EtOH. V splosnem smo z ultrazvo¢no ekstrakcijo

pri vsakem topilu pridobili najnizje izkoristke, pri Soxhlet ekstrakciji pa najvisje.

4.2 Analize

Naslednja podpoglavja vkljucujejo rezultate antioksidativne in protimikrobne analize
ekstraktov.

4.2.1 Dolo¢anje antioksidativne aktivnosti z radikalsko

metodo (DPPH)

Antioksidativno aktivnost snovi v vzorcu predstavlja inhibicija v odstotkih, izracunana

po enacbi 4:

0 — AO_AéS

% inhibicije =~ 100 4)

Kjer je: -A, referen¢na absorbanca po ¢asu 0 min
- AL absorbanca vzorca po Casu 15 min
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Absorbance in izraCunane inhibicije so podane v tabeli 4.

Tabela 4: Absorbance in inhibicija radikalov za posamezne ekstrakcijske metode

DPPH Sox Sox Sox HI HI HI uz uz uz
60:40 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 | EtOH
A§5 0,0555 | 0,0498 | 0,0471 | 0,0477 | 0,0487 | 0,0491 | 0,0482 | 0,0448 | 0,0503
% inhibicije | 91,81 92,65 | 92,96 | 92,96 | 92,82 | 92,76 | 92,89 | 93,39 | 92,58

4.2.2 Doloc¢anje vsebnosti totalnih fenolov

Slika 22 prikazuje umeritveno premico. Ena¢bo umeritvene premice smo uporabili za
preracun masne koncentracije totalnih fenolov (TF), pridobljenih ekstraktov.

0,600
0,500
N y = 5,6672x +0,0194
R? = 0,9955

0,400 e

0,300

A [760nm]

0,200

0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07 0,08 0,09 0,1
¢ [mg/mL]

Slika 22: Umeritvena premica galne kisline
Tabela 5 prikazuje absorbanco raztopin ekstraktov, masno koncentracijo TF v vzorcu,
masni delez TF v mg na g ekstrakta (Wrg ekstrake) IN masni delez TF v mg na g materiala
(WTF,material)-

Tabela 5: lIzracunane vrednosti pri analizi TF

Sox Sox Sox HI HI HI uz uz uz

F 60:40 | 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 EtOH

Aygorec 2,274 | 2,188 | 2,252 | 2,278 | 2,190 | 2,137 | 2,303 | 2,313 2,375

VTFvzorec 0,40 0,38 0,39 0,40 0,38 0,37 0,40 0,40 0,42
[mg/mL]

Wrpekstrake | 197,89 | 190,97 | 197,64 | 198,05 | 190,96 | 18559 | 201,95 | 201,66 | 207,81

W material | 94,69 | 6302 | 2364 | 6397 | 36,19 | 1383 | 37,06 | 3307 | 1340
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Masno koncentracijo TF v vzorcu smo izracunali z uporabo izmerjene absorbance vzorca
in empiri¢no dolo¢eno enacbo za odvisnost absorbance od masne koncentracije galne kisline
(enacba 5).

Ayzorec = a- YTF.vzorec T b

YTFvzorec = w (5)
kjer je: - Ayzorec absorbanca vzorca pri valovni dolzini 760 nm
-a naklon umeritvene premice
-b odsek premice na ordinatni osi
- YTFvzorec masna koncentracija totalnih fenolov v vzorcu
[mg/mL]

Masni delez TF [mg/g] v ekstraktu izraCunamo po enacbi 6:

V . .

__ VY(raztopine ekstr.) YTF,vzorec

WTF,ekstrakt = Mekstrakt (6)

Kjer je. - Viraztopine ekstr.) prostornina raztopine ekstrakta (10 mL)
- Mekstrakt masa raztopljenega ekstrakta

Najvecji masni delez FT v ekstraktu smo pridobili z ultrazvo¢nimi ekstrakcijami, ki so

bile v tem pogledu naju¢inkovitejSe pri vseh treh topilih.

Masni delez TF v materialu izraunamo z enac¢bo 7:

w - %izkoristek'(szorec_O:O194’]'Vraztopine) (7)
TF,material 100X5,6672 Mekstrakt
Kjer je: - YWizkoristek izkoristek ekstrakcije v %
- Viaztopine prostornina raztopine vzorca (20 mL)
- Mekstrakt masa vzorca Vv raztopini
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4.2.3 DoloCanje vsebnosti proantocianidinov
Molsko koncentracijo proantocianidinov (PAC) izratunamo po enacbi 8:

Cpac = Tuzeree (8)
l-e

kjer je: - Ayzorec absorbanca vzorca pri valovni dolzini 540 nm

- premer kivete (1 cm) oz. razdalja, na kateri se meri
A

-€ absorpcijski koeficient (34700 L/cm mol)

Masno koncentracijo PAC izratunamo po enacbi 9:

Vonc = szorj.c:'lvzzlisc:k,razt. (9)
kjer je: - Mpac molska masa PAC (277,9 g/mol)
- Vk razt. kon¢na prostornine raztopine za analizo (11 mL)
- Vekstr. prostornina raztopine ekstrakta v kon¢ni raztopini
(I mL)

Rezultate vsebnosti PAC smo izrazili v mg PAC na g suhega ekstrakta (wpac exstrakt), Kar smo
izraCunali po enacbi 10 ali v mg PAC na g materiala (Wpac material), Kar smo izracunali po
enacbi 12;

_ _Ypac .
WpAC,ekstrakt = Yekstrakt 1000 (10)
m
Yekstrakt = Zatehte (11)
Vrazt.ekstr.
_ Nekstrakcije
WpAC material = WPAC,ekstrakt 100 (12)
Kjer je:

Myatente — Masa ekstrakta, ki smo ga zatehtali za pripravo osnovne raztopine ekstrakta (mg),

Vieaztekstr. — Prostornina raztopine ekstrakta (10 mL).

Tabela 6 prikazuje absorbanco raztopin ekstraktov (Ay,orec), Masno koncentracijo PAC v
vzorcu (ypac), masni delez PAC v mg na g ekstrakta (Wpac ekstrakt) in masni delez PAC v mg
nag materiala (WPAC,material)-

33



Tabela 6: Rezultati analize vsebnosti PAC v ekstraktih
PAC Sox Sox Sox HI HI HI uz uz uz
60:40 | 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 | EtOH | 60:40 | 80:20 | EtOH
Ayzorec 0,2219 | 0,2347 | 0,1424 | 0,3453 | 0,2429 | 0,4914 | 0,2870 | 0,2455 | 0,3288
YPAC 0,02 0,02 0,01 0,03 0,02 0,04 0,03 0,02 0,03
WPAC, ekstrakt 3,91 4,14 2,50 6,08 0,24 8,66 5,07 4,31 5,78
WpaCmaterial | 187 | 1,37 | 030 | 197 | 081 | 065 | 093 | 071 | 037

4.2.4 Dolocanje protimikrobnih lastnosti
Po inkubaciji smo z digitalnim kljunastim merilom izmerili premere inhibicijskih con

okoli diskov z ekstrahiranimi ucinkovinami. Meja inhibicijske cone je jasno vidna kot
prekinitev biofilma. Podatke smo zbirali na dve decimalki milimetra natan¢no in pod tremi koti
(okoli diska smo kljunasto merilo za vsako novo merjenje zasukali za 60°), ki smo jih le ocenili
in jih nismo dolocali s kotomerom. Nasa absoluta merska napaka je torej znasala £0,01 mm.
Najboljsi protimikrobni ucinek so imeli ekstrakti ultrazvo¢ne ekstrakcije na Gram
pozitivne bakterije B. cereus (slika 23). V prvi petrijevki je bila meja inhibicijske cone od diska
v povprecju oddaljena 2,90 mm + 0,01 mm, v drugi petrijevki z enakimi ekstrakti in s kulturami
pa 2,40 mm + 0,01 mm. Ekstrakti rasti Gram negativnih bakterij E. coli (slika 24) niso zavirali.

V vseh primerih se je biofilm razsiril vse do robov diskov.

Slika 23: Inkubirana petrijevka kulture B. cereus Slika 24: Inkubirana petrijevka kulture E. coli
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5. INTERPRETACIJA REZULTATOV

Namen raziskovalne naloge je bil z razlicnimi ekstrakcijskimi metodami in topili iz
olupka granatnega jabolka (Punica granatum) pridobiti razli¢ne ekstrakte. Iz podatkov (priloga
1), ki smo jih zbrali po ekstrakcijah, so razvidne razlike v u¢inkovitosti ekstrakcijskih metod.
S primerjanjem izra¢unanih ekstrakcijskih izkoristkov lahko ugotovimo, katera ekstrakcijska
metoda je iz trdnega materiala ekstrahirala najve¢ v topilu dobro topnih snovi in kolikSna je
razlika med ucinkovitostjo ekstrakcijskih metod. Soxhlet ekstrakcije so se v primerjavi s hladno
maceracijo in z ultrazvo¢no ekstrakcijo pri uporabi enakih topil v vseh treh izvedbah izkazale
za najucinkovitejSe. Izkoristek Soxhlet ekstrakcije s topilom EtOH (11,95 %) je skoraj dvakrat
visji od izkoristka UZ ekstrakcije (6,45 %) in vis$ji od izkoristka hladne maceracije za 4,5 %
pri uporabi enakih topil. Pri topilu 80:20 je ponovno najucinkovitejsa metoda Soxhlet
ekstrakcija (33 %), ki je kar dvakrat bolj u¢inkovita kot ultrazvocna ekstrakcija (16,4 %).
Izkoristek hladne maceracije je bil 18,95 %. Najvisji izkoristek smo pridelali s Soxhlet
ekstrakcijo in z volumskim razmerjem etanola in vode 60:40. Pridobili smo 9,57 g ekstrakta,
kar je znasalo 47,85 % mase materiala. Moj vir je z uporabo Soxhlet ekstrakcijske metode iz
400 g posusenega olupka granatnega jabolka v prahu v 16 urah izvajanja uspel pridobiti
priblizno 20 g ekstrakta, torej z izkoristkom 5 %. Kot topilo je bil uporabljen ¢isti etanol (Al-
Bahadili, 2019). Razlika v rezultatih je nekaj ve¢ kot 6 %.

Potrdili smo prvo hipotezo:
I.  Vecdji ekstrakcijski izkoristki so pri€akovani pri vi§ji temperaturi ekstrakcije (Soxhlet).

Soxhlet ekstrakcija poteka v primerjavi s hladno maceracijo in z ultrazvo¢no ekstrakcijo pri
vi§jih temperaturah. Znano je, da se v sploSnem topnost trdnih in tekocih snovi v topilu visa s

temperaturo.

Soxhlet ekstrakcijska metoda se od preostalih dveh metod razlikuje tudi v tem, da v
ekstraktor Soxhlet aparature ves ¢as kaplja ¢isto topilo, ki lahko v ze opisanem ciklu vedno
znova raztopi enake koli¢ine topnih snovi, dokler so te prisotne v materialu. Pri izvajanju
hladne maceracije in ultrazvocne ekstrakcije, koncentracija topila, ki aktivno ekstrahira snovi
iz materiala, ves Cas narasca, zato je postopek ekstrakcije topnih snovi vedno pocasnejsi. Z
razumevanjem teh dejavnikov lahko razloZzimo boljSe izkoristke Soxhlet ekstrakcije v

primerjavi z ostalima dvema metodama.
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Potrdili smo drugo hipotezo:

Il. Vecji ekstrakcijski izkoristki so pricakovani pri bolj polarnih topilih (volumsko

razmerje etanola in vode 60:40).

Izkoristki so bili najvecji z uporabo topila 60:40 pri vseh ekstrakcijskih metodah. Ker je voda
bolj polarna od etanola, se polarne (fenolne) spojine v materialu laZje topijo v topilu 60:40 kot
v Cistem EtOH.

Ceprav so ekstrakcijski izkoristki uporabni za doloanje ué¢inkovitosti ekstrakcije in so
sploh v industriji zelo zaZeleni za vecjo produktivnost in izkupiéek, pa iz njih ne moremo
razbrati vsebnosti snovi z antioksidativnimi in s protimikrobnimi lastnostmi. V prilogi 2 so
vidni rezultati analize vsebnosti TF v ekstraktih. Masne deleze TF v ekstraktih smo podali z
enoto mg TF/g ekstrakta. Razlike v rezultatih med ekstrakti so majhne. Najvisje masne deleze
so vsebovali ekstrakti, pridobljeni z ultrazvoc¢no ekstrakcijsko metodo. Ugotovili smo, da je
ultrazvocna ekstrakcija kljub majhnim izkoristkom izjemno u¢inkovita metoda za pripravljanje
ekstraktov, bogatih z aktivnimi uc¢inkovinami. Kot nekonvencionalna ekstrakcijska metoda
prekasa konvencionalne metode v izolaciji fenolov, kljub krajSemu ¢asu izvajanja in nizjim
temperaturam. Bolj se razlikujejo izra¢unani masni delezi TF v materialu [mg TF/g materiala].
Pri izraGunu masnega deleza smo uporabili izkoristek ekstrakcije. Ceprav so bili izkoristki
ultrazvocne ekstrakcije nizki, to oc€itno ni povzro¢ilo manjse vsebnosti TF v ekstraktih.
Nasprotno, masne koncentracije so bile pri vseh topilih najvisje prav pri ekstraktih ultrazvo¢ne

ekstrakcije.
Tretja hipoteza pravi:

I11. Izbira topila in ekstrakcijske metode vpliva na koncentracijo izoliranih fenolov,

posledi¢no pa na antioksidativnost in protimikrobno uc¢inkovitost.

Ceprav so se izkoristki mo¢no razlikovali med seboj, se antioksidativni potenciali,
pridobljeni z radikalsko metodo DPPH, in vsebnost TF v ekstraktih niso znatno razlikovali. Na
podlagi tega lahko zaklju¢imo, da ekstrakcijska metoda na splosno antioksidativnost in
koncentracijo TF vpliva zelo blago. V mojem viru so ugotovili nizanje vsebnosti TF in
flavonoidov v ekstraktih z zviSevanjem temperature, pri kateri poteka ekstrakcija (Sustersic,
2021). V nasem primeru je ekstrakcijska metoda z vi§jo temperaturo Soxhlet. Tega z naSimi
podatki ne moremo zanesljivo potrditi. Predvidevamo, da je omenjena ekstrakcijska metoda

potekala pri temperaturah, ki Se niso vplivale na termi¢no degradacijo fenolnih komponent.
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PAC/g ekstrakta) (priloga 3), izstopata pa Se hladna maceracija s 60:40 (6,08 mg PAC/g
ekstrakta) in ultrazvocna ekstrakcija z EtOH (5,80 mg PAC/g ekstrakta). Vsebnost PAC v
ostalih ekstraktih je pod vrednostjo 5 mg PAC/g ekstrakta.

Splosno antioksidativno aktivnost smo merili z metodo inhibicije prostih radikalov z
DPPH. Rezultati so prikazani v tabeli 4. Nizja absorbanca vzorca po 15 min pomeni visjo
inhibicijo 0z. antioksidativno aktivnost snovi v vzorcu. Rezultati kazejo na odli¢no
antioksidativnost. Inhibicija prostih radikalov se pri ekstraktih ni mo¢no razlikovala in je v
vseh primerih presegala 90 %. Najvisjo inhibicijo (93,39 %) smo izracunali pri ultrazvo¢ni
ekstrakciji s topilom 80:20. Ugotovili smo povezavo med visokimi koli¢inami vsebnosti TF v
ekstraktih in visoko inhibicijo prostih radikalov raztopin vzorcev. Tretja hipoteza omenja vpliv
izbire ekstrakcijske metode in topila na antioksidativnost in protimikrobno delovanje
ekstraktov. Premeri inhibicijskih con okoli diskov so se razlikovali v odvisnosti od naneSenega
ekstrakta. Ekstrakt, ki je najmanj vplival na rast bakterij, smo pridobili z ultrazvo¢no
ekstrakcijo in EtOH topilom (1,83 mm in 1,95 mm), najvecji premer inhibicijske cone pa je
povzrocil ekstrakt ultrazvoéne ekstrakcije s topilom 80:20 (2,9 mm in 2,4 mm). Hipotezo lahko
potrdimo, saj lahko opazimo razlike v rezultatih antioksidativnih in protimikrobnih u¢inkov

glede na izbor topila in ekstrakcijske metode.
Pred izvajanjem mikrobioloskih analiz smo si postavili ¢etrto in peto hipotezo:

IV. Vecja je antioksidativnost oz. vsebnost fenolov v ekstraktih, boljsa je protimikrobna

ucinkovitost.

V. Ekstrakti imajo razliCen protimikrobni ucinek proti Gram pozitivnim ali Gram

negativnim sevom bakterij.

V prilogi 4 so zbrane meritve premerov inhibicijskih con okoli diskov in povprecne
vrednosti razdalje med robovi inhibicijskih con in robovi diskov. Vsak disk ima premer
6,3 mm. V razpredelnicah hitro opazimo, da znasa pri kulturi E. coli povpreéna vrednost Sirine
inhibicijskega obmocja 0. Sklepamo, da dodatna celi¢cna membrana Gram negativnih bakterij
onemogoci protimikrobno aktivnost spojin v ekstraktih. Gram pozitivne bakterije so na te
ucinke bolj obcutljive. Najvecjo povprecno Sirino inhibicijske cone (gojisce I- 2,9 mm, gojisce
topila 80:20. S temi podatki lahko potrdimo cCetrto hipotezo, saj so rezultati ultrazvocne

ekstrakcije najboljsi tako pri merjenju antioksidativnih lastnosti kot pri merjenju protimikrobne
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ucinkovitosti. Ker ekstrakti na Gram negativne bakterije niso imeli vpliva, rast gram pozitivnih

bakterij pa so uspesno zavirali, lahko potrdimo tudi peto hipotezo.

6. ZAKLJUCEK

Za ekstrakcijsko metodo, s katero smo proizvedli najvecji izkoristek, se je izkazala
Soxhlet metoda s topilom 60:40. Kljub dobremu izkoristku pa ekstrakti, pridobljeni s Soxhlet
metodo, niso dosegali najboljsih rezultatov pri analizah antioksidativne uc¢inkovitosti. Njihov
odstotek inhibicije prostih radikalov je bil nekoliko nizji v primerjavi z ostalimi. Prav tako tudi
vsebnosti PAC in TF niso znatno presegali rezultatov ostalih ekstraktov. Izjemno nizke
izkoristke smo opazili pri ultrazvocni ekstrakciji, kljub temu pa so ti ekstrakti pokazali v
povprecju najvisjo antioksidativno aktivnost in dobre protimikrobne ucinke. Mikrobioloske
analize so pokazale odli¢no ucinkovitost preuc¢evanih ekstraktov pri inhibiciji Sirjenja Gram
pozitivnih bakterij B. cereus in neuc¢inkovitost pri Gram negativnih bakterijah E. coli.

Ugotovili smo, da se snovi v ekstraktih olupka granatnega jabolka ponasajo z visoko
antioksidativno ucinkovitostjo. Ker je ultrazvo¢na ekstrakcija hkrati enostavna za izvedbo in
dokazano najprimernejSa za izolacijo aktivnih ucinkovin z antioksidativnimi ter
protimikrobnimi lastnostmi, bi se ekstrakcija uéinkovin iz odpadnih materialov z uporabo te
ekstrakcijske metode lahko tudi industrializirala. Poleg zagotavljanja antioksidativnega u¢inka
bi bili pridobljeni ekstrakti uporabni tudi za zatiranje razmnozevanja Gram pozitivnih bakterij
bodisi v medicini, farmacevtski ali nutracevtski industriji. Z nalogo smo ovrednotili hipoteze
in dosegli zastavljene cilje. Odprli smo tudi moznost za nadaljnje raziskave z namenom
dolo¢anja optimalnega razmerja etanola in vode v topilu ter vplivu velikosti delcev materiala

na ucinkovitost ekstrakcij.

7. DRUZBENA ODGOVORNOST

Z objavo te raziskovalne naloge smo druzbeno odgovorni, saj druzbi doprinesemo s
tem, da delimo ugotovitve o preucevanih ekstraktih in vplivu razli¢nih ekstrakcijskih metodah
na raznolikost ekstraktov. S svojimi raziskavami nismo posegali v okolje. Rezultatov nismo
prirejali, prav tako smo si prizadevali za natan¢nost in transparentnost. Izsledki raziskovalne
naloge so uporabni in se lahko prenesejo v farmacevtsko industrijo ter tako prispevajo k razvoju

zdravil ali prehranskih dopolnil.
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8. PRILOGE

8.1 Priloga 1

Tabela 7: Podatki o ekstrakcijah
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8.2 Priloga 2

Tabela 8: Podatki o doloc¢anju vsebnosti TF v ekstraktih
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8.3 Priloga 3

Tabela 9: Podatki o vsebnosti PAC v ekstraktih
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8.4 Priloga 4

Tabela 10: Podatki o od:
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