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POVZETEK

V okviru raziskovalne naloge smo se ukvarjali z medovito rastlino Hyssopus officinalis,
imenovano tudi navadni ozepek, ki se Ze iz anti¢nih ¢asov uporablja v namene tradicionalne
zelis¢ne medicine. Po pregledu literature in izbiri ustreznih metod smo naravni ekstrakt ozepka
pridobili z ultrazvo¢no ekstrakcijo z uporabo etanola kot topila. Sledila je spektrofotometri¢na
analiza ekstraktov, kjer smo jim z uporabo Folin-Ciocalteujevega reagenta in UV-VIS
spektrofotometra izmerili vsebnost biolosko aktivnih komponent, natanc¢neje totalnih fenolov.
Vsebnost slednjih je znasala (47,3 + 0,3) mg galne kisline (GA) na g ekstrakta oz. (2,7 = 0,3)
mg GA na g materiala. V kon¢ni fazi smo ekstrakt formulirali v nosni inhalator in univerzalno
kremo, ki ju lahko ljudje uporabljajo kot podporno terapijo pri tezavah dihal pri ali po
covidu-19, saj ozepek na podlagi pregledane literature vsebuje zdravilne snovi, ki delujejo

pomirjevalno in protivnetno, pomagajo pri boleznih dihal ter zavirajo kaSel;.

Kljuc¢ne besede: Hyssopus officinalis, ultrazvocna ekstrakcija, spektrofotometricna metoda,

totalni fenoli, covid-19, nosni inhalator, krema



ABSTRACT

My research paper focuses on the evergreen plant Hyssopus officinalis, also known as hyssop,
which has been used in traditional herbal medicine since the ancient times. After reviewing the
literature and selecting the appropriate methods, | obtained the natural extract of hyssop by
ultrasonic extraction using ethanol as the solvent. The extraction was followed by the
spectrophotometric analysis of the extracts using the Folin-Ciocalteu reagent and a UV-VIS
spectrophotometer, with which |1 measured the content of biologically active components,
specifically total phenols. The content of the latter was (47,3 £ 0,3) mg of gallic acid (GA)
per g of extract or (2,7 = 0,3) mg of GA per g of material. In the final stage, I formulated the
extract into a nasal inhaler and an all-purpose cream that can be used as supportive therapy for
respiratory problems during or after COVID-19, since hyssop, based on the reviewed literature,
contains several medicinal substances that have a soothing and anti-inflammatory effect. In
addition, it helps with respiratory diseases and inhibits coughing.

Key words: Hyssopus officinalis, ultrasonic extraction, spectrophotometric method, total
phenols, COVID-19, nasal inhaler, cream
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1 UvOD
1.1 Opredelitev problema

Narava je bila od nekdaj glavni vir zZivil in snovi, ki so koristne za ¢lovekovo zdravje. Naravni
proizvodi, kot so rastlinski ekstrakti, imajo zelo raznoliko kemijsko sestavo, ki omogoca
neomejene moznosti za odkrivanje novih nacinov njihove uporabe. Zaradi Vvsebnosti
mnogoterih biolosko aktivnih komponent, ki sicer niso klju¢ne za prezivetje, a lahko v veliki
meri izboljSajo zdravstveno stanje organizma, postajajo vedno bolj pomemben del nasSega

vsakdana.

Pripisujejo jim ogromno pozitivnih lastnosti, kot so antioksidativni potencial, antikancerogeno,
antidiabeti¢no in protivnetno delovanje. Zaradi naravnega izvora pa so tudi odli¢ni kandidati za
nadomestitev sinteti¢nih spojin. Prav zato naravne alternative v medicini in farmaciji vzbujajo
veliko zanimanje, saj clovesko telo iz dneva v dan pridobiva vedno vecjo odpornost na

uveljavljena zdravila [1].

Zdi se, kot da se ¢lovestvo vraca k svojim zacetkom. Po eni strani se nadejamo umetno
sintetizirati nova zdravila in stremimo k njihovi $iroki uporabi v prihodnosti, po drugi pa na
svojem pomenu ponovno pridobiva tradicionalna, zlasti zeliS§¢éna medicina, katere korenine
segajo ze v antiCne Case. Na njej je vedno vecji poudarek tudi pri virusnih okuzbah dihal, ki
spadajo med najpogostejSe bolezni pri ljudeh. Njihov delez se je znatno povecal s pandemijo
koronavirusa SARS-CoV-2, povzroditelja bolezni covid-19, ki je v preteklih letih postala

glavna javnozdravstvena globalna katastrofa [2].

Glavni organ, ki ga prizadene okuzba z omenjenim virusom, so pljuca. Dolgoro¢no se
pri¢akuje, da se bodo tezave z dihali, ki se pojavijo bodisi med boleznijo bodisi po prebolelem
covidu-19 (splosne tezave pri dihanju, pogosta zasoplost, utrujenost in kaSelj), znatno

povecale [4,5].

! Spletni portal Jezikovna svetovalnica v okviru Instituta za slovenski jezik Frana Ramov$a na SAZU navaja, da
sta pravilna zapisa za ime bolezni dva — covid-19 in COVID-19, medtem ko je, sicer pogosto uporabljen, zapis
Covid-19 napacen [3]. Zaradi vegje preglednosti bomo v okviru raziskovalne naloge uporabljali zapis z malimi
¢rkami.
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V splosnem je prednost vecine zelis¢, da imunskemu sistemu pomagajo pri soocanju z virusnimi
okuzbami [6]. Hyssopus officinalis, imenovan tudi navadni ozepek, vsebuje biolosko aktivne
komponente (npr. fenolne spojine), ki na ¢lovesko telo delujejo pomirjevalno, pomagajo pri
boleznih dihal in zavirajo kaselj [7]. Zato je cilj raziskovalne naloge pripraviti naravno
formulacijo ekstrakta ozepka v produkt, ki bi lahko bil uporabljen kot podporna terapija pri

tezavah dihal kot posledica covida-19.

1.2 Pregled literature

Tradicionalna zelis¢na medicina trdi, da ozepek na clovesko telo deluje pomirjujoce,
blagodejno vpliva na dihalne poti, pomaga pri izkasljevanju in zavira kaselj [8]. Ze stoletja se
uporablja v tradicionalni medicini za izboljSanje krvnega obtoka in za zdravljenje Stevilnih
stanj, kot sta kaSelj in vneto grlo, prav tako pa stimulira gastrointestinalni sistem [9].
Komponente ozepka, Se posebej etericna olja, se pogosto uporabljajo kot dodatek v pijacah,
hrani in kozmetiki. Vsebujejo namre¢ mnoge pomembne bioaktivne sestavine, kot so
terpenoidi, flavonoidi, fenolne spojine in drugi sekundarni metaboliti. Sharifi-Rad in sodelavci
so raziskali, da je pri izolaciji biolosko aktivnih komponent uporaba nekonvencionalnih
ekstrakcijskih metod, kot sta superkriti¢na in ultrazvo¢na ekstrakcija, v primerjavi z uporabo
konvencionalnih uc¢inkovitej$a in ustreznejSa, saj omogoca ohranitev potencialno termolabilnih
in nestabilnih komponent v ekstraktih [10]. Rashidi, S. idr. so izvedli ekstrakcijo navadnega
ozepka z razli¢nimi ekstrakcijskimi metodami, vkljuéno z UZE. lIzkoristek slednje je znasal
1,58 % [11]. Tungmunnithum, D. in sodelavci pa so z UZE ekstrahirali rozmarinsko Kislino iz
Plectranthus scutellarioides — rastline, ki spada v isto druzino kot navadni ozepek (Lamiaceae).
Pri ekstrakciji so kot topilo uporabili etanol, njen izkoristek pa je znasal 8,21 % + 0,65 % [12].
Nile, S. idr. so izvedli razli¢ne ekstrakcijske metode vec¢ rastlin, vklju¢no z navadnim ozepkom.
Ekstrakte so v nadaljevanju analizirali in jim s FC-reagentom dolocili vsebnost totalnih fenolov,
ki je pri njihovi raziskavi znasala 64,40 mg GA/g ekstrakta [13]. Tudi Moulodi, F. idr. pa so
preucevali kemicno sestavo ter antioksidativne in protimikrobne lastnosti etericnega olja
navadnega oZepka. Vsebnost totalnih fenolov slednjega je znasala 23,16 + 0,05 mg GA/g

etericnega olja [14].
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1.3 Namen, hipoteze in cilji

Namen raziskovalne naloge je pridobiti naravni ekstrakt navadnega oZepka po optimalnem
postopku z uporabo zelenih tehnologij, ga analizirati ter izvesti formulacijo ekstrakta, katere

produkt bi lahko ljudje uporabljali kot podporno terapijo pri tezavah dihal pri covidu-19.
Cilj naloge je raziskati:

e S Kkatero ekstrakcijsko metodo glede na literaturo je optimalno pridobiti naravni ekstrakt
ozepka in pri tem uporabiti zelene tehnologije?

e Ali ckstrakt vsebuje fenolne spojine, tj. biolosko aktivne komponente, ki lahko
pomagajo pri boleznih dihal?

e Koliks$na je vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu?

e Kako lahko ekstrakt formuliramo v produkt, potencialen kot podporna terapija pri

covidu-19?

Na podlagi pregledane literature smo si pred izvedbo eksperimentalnega dela postavili

naslednje hipoteze:

Hipoteza 1: Predvidevamo, da bo izkoristek ekstrakcije navadnega ozepka okoli 5 %.

Argumentacija hipoteze: Hipotezo smo postavili na podlagi izsledkov raziskav, pri katerih so
bile uporabljene enake ekstrakcijske metode kot v okviru nase naloge. Izkoristek UZE
navadnega ozepka, ki so jo izvedli Rashidi, S. idr., je znaSal 1,58 %, izkoristek UZE
Tungmunnithum, D. in sodelavcev pa 8,21 % = 0,65 % [11,12].

Hipoteza 2: Predvidevamo, da je vsebnost totalnih fenolov v ekstraktu okoli 45 mg GA/g

ekstrakta.

Argumentacija hipoteze: Hipotezo smo postavili na podlagi izsledkov raziskav, pri katerih so

ekstrakt navadnega oZepka pridobili s podobnimi ekstrakcijskimi metodami in vsebnost
prevladujocih bioaktivnih komponent, tj. totalnih fenolov, dolocili z enakimi analiznimi
metodami kot mi. Vsebnost fenolnih spojin je v raziskavi, ki so jo izvedli Nile, S. idr., znaSala
64,40 mg GA/g ekstrakta, v raziskavi Moulodi, F. idr. pa 23,16 = 0,05 mg GA/g eteri¢nega
olja[13,14].
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Hipoteza 3: Predvidevamo, da se bo ekstrakt homogeno pomesal z oljem brez dodatka

emulgatorja.

Argumentacija hipoteze: Hipotezo smo postavili na podlagi dejstev, da se iz posuSenega

materiala ozepka v prvi vrsti pridobivajo etericna olja le-tega [15]. Zaradi njihovega
hidrofobnega znacaja predvidevamo, da dodatek emulgatorja pri meSanju z drugimi olji ne bo

potreben.
Hipoteza 4: Predvidevamo, da bo nas produkt po dveh mesecih izgubil vonj.

Argumentacija hipoteze: Hipotezo smo postavili na podlagi pricakovanj glede lastnosti

produktov.
Hipoteza 5: Predvidevamo, da bo masno razmerje med vodno in oljno fazo kreme 7:2.

Argumentacija hipoteze: Hipotezo smo postavili na podlagi pregledanih receptur za razli¢ne
vlazilne kreme [16-19].
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2 TEORETICNI DEL
2.1 Hyssopus officinalis

Zimzeleno zelis¢e Hyssopus officinalis, bolj znano kot navadni oZepek iz druzine mete
(Lamiacae), je aromati¢na, zimzelena, olesenela, grmicasta trajnica, ki zraste v pokonénem
grmastem Sopku do 24 centimetrov visoko. Ima tanka olesenela stebla in ozke elipti¢ne lise s
pikami. V poletnih mesecih zacvetijo dolgi, listnati cvetovi, ki so vijoli¢cno-modri, roznati ali
beli. Najbolje uspeva v srednje suhih, son¢nih tleh ob obali Sredozemskega morja in v Zahodni
Aziji [8].

Ozepek z vijoliéno-modrimi cvetovi prikazuje Slika 1.

=

Slika 1: Hyssopus officinalis (Vrtnarstvo Breskvar)

2.1.1 Uporaba

Listje, cvetovi in rastlinska olja ozepka imajo dolgo zgodovino uporabe v kulinariki in

tradicionalni medicini, ki sega Ze v anti¢ne ¢ase. Omenja ga tudi Sveto pismo.

V srednjem veku je predstavljal zelis¢e za kuhanje, danes pa se uporablja kot zac¢imba za meso,
ribe, zelenjavo, juhe, solate, sladkarije in likerje, kot je npr. absint, kateremu daje zeleno barvo.
Cebelarji ga uporabljajo za proizvodnjo aromatiénega medu, zaradi vsebnosti aromati¢nih olj

pa se ozepkovi listi pogosto uporabljajo tudi pri izdelavi parfumov [20].
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V tradicionalni medicini se domneva, da rastlina vsebuje zdravilne snovi, ki delujejo
pomirjevalno, pomagajo pri boleznih dihal in zavirajo kaselj. Mocan ¢aj, pripravljen iz listov
ozepka, je tradicionalno zdravilo za bolezni nosu, grla in pljuc, v€asih pa ga zaradi domnevnih

protivnetnih u¢inkov uporabljajo tudi za odpravljanje modric [15].

2.2 Antioksidanti

Vecina organizmov za svoj obstoj potrebuje kisik. Slednji je pomemben element, ki sodeluje
pri razli¢nih fiziolo8kih presnovnih procesih, potrebnih za pravilno delovanje naSega telesa.
Hkrati velja za zelo reaktivno molekulo in predstavlja vir prostih radikalov, ki nastanejo kot
stranski produkt oksidativnih presnovnih procesov [21].

Prosti radikali so delci z vsaj enim samskim elektronom, ki je vzrok za njihovo visoko
reaktivnost. V primerjavi z radikali se pojavljajo samostojno, torej v osnovi niso vezani na neko

drugo spojino [22].

Zaradi svoje reaktivnosti prosti radikali v nasem telesu pogosto sprozajo Stevilne nezelene
kemijske reakcije in s tem poSkodujejo celice, kar pa lahko vodi do nastanka Stevilnih bolezni,
kot so diabetes, rakaste tvorbe, imunska pomanjkljivost, infarkt in razli¢ne vnetne bolezni, npr.

artritis [23].

Nase telo je ustvarilo precej mehanizmov, ki zavirajo nastajanje prostih radikalov. Pri tem imajo
klju¢no vlogo antioksidanti. Antioksidanti nase vezejo Skodljive proste radikale, jih stabilizirajo
in tako preprecijo nadaljnje reakcije oksidacije v celicah. Zato veljajo za snovi, Ki zavirajo

oksidacijske procese in jih pogosto imenujemo tudi inhibitorji oksidacijskih reakcij [24].

Stanje, ko se ravnovesje med koli¢ino prostih radikalov in ucinkovitostjo antioksidativnih
obrambnih sistemov porusi, imenujemo oksidativni stres. Antioksidanti pomagajo preprecevati
takSno stanje z lovljenjem prostih radikalov in s popravilom ali odstranjevanjem poskodovanih

biomolekul v nasem telesu [24].

V organizmih lahko najdemo dve vrsti antioksidantov: endogene, ki jih tvori organizem sam,
in eksogene, ki jih zauzijemo s hrano. Zaradi tega je pomembno uzivanje uravnotezene
prehrane, bogate z antioksidanti, ki omogocCa pridobitev o0z. izgradnjo obeh vrst

antioksidantov [25].
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Nekatera zivila, bogata z antioksidanti, prikazuje Slika 2.

& o P : ok b
Slika 2: Zivila, bogata z antioksidanti (Getty Images)
Med znane antioksidante spadajo vitamin C, vitamin E in karoteni, ki jih nase telo samo pretvori

v vitamin A [26].

2.3 Totalni fenoli
Antioksidativno delovanje pripisujejo tudi fenolnim spojinam [27].

V splosnem so fenoli aromatske organske spojine, ki imajo na aromatski obro¢ vezano eno ali
veC hidroksilnih (-OH) skupin. Najenostavnejsi fenol vsebuje benzenski obro¢ in le eno
hidroksilno skupino. Je bela, hlapna in v vodi topna trdna snov, pogosto uporabljena v organski
in polimerni kemiji za sintezo drugih spojin [28].

Totalni fenoli so pomembni proizvodi sekundarnega metabolizma v rastlinah. Slednjim
zagotavljajo bistvene funkcije pri razmnozevanju in rasti, delujejo kot obrambni mehanizmi
proti parazitom in patogenom ter prispevajo tudi k barvi rastlin. Vkljucujejo fenolne kisline,
flavonoide, kumarine, lignine in nekatere druge spojine. V vedno vecji meri so delezni velikega
zanimanja zaradi svojih zdravstvenih koristi, najdemo pa jih predvsem v sadju, zelenjavi,

zelis¢ih, zac¢imbah in oresckih [29].

Poleg vloge, ki jo imajo v rastlinah, pa jim pripisujejo tudi druge bioloske ucinke, vklju¢no z
antioksidativno aktivnostjo — njihovo delovanje ima mnoge antikancerogene, protivnetne in
protimikrobne lastnosti, prav tako pa preprecujejo bolezni srca, delujejo pomirjujoce in laj$ajo
dihalne stiske. Hidroksilne skupine v njih namre¢ omogocajo lazje odstranjevanje prostih
radikalov [30,31].
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3 METODE DELA
3.1 Ekstrakcijske metode

Ekstrakcija je prvi kriticni korak lo€evanja in pridobivanja bioaktivnih spojin iz rastlin. Je
separacijska metoda, s pomocjo katere loGujemo komponente iz zmesi na osnovi topnosti v
ekstrakcijskem topilu. Ekstrakcija naravnih produktov v sploSnem obsega Stiri faze: prodor
topila v material, raztapljanje topljenca v topilu, difuzijo topljenca iz materiala in zbiranje

ekstrahirane raztopine. Sledi Se postopek lo¢evanja ekstrakta iz nastale raztopine [32].
Ucinkovitost ekstrakcije je odvisna od ve¢ faktorjev [32]:

- ustrezne izbire ekstrakcijskega topila,

- velikosti delcev surovine,

- razmerja med topilom in trdno snovjo, kjer se z veCanjem razmerja povecuje izkoristek
ekstrakcije;

- temperature ekstrakcije, kjer se z viSanjem temperature povecujeta topnost in
difuzivnost, vendar lahko postopek ob previsokih temperaturah vodi do razgradnje
termolabilnih komponent, in

- Casa ekstrakcije.

Pri mnogih ekstrakcijskih metodah je kljub visoki porabi energije in koli¢ine topila izkoristek
pogosto majhen, negativen vpliv na okolje pa velik. Zelene ekstrakcijske metode, med katere
spada tudi ultrazvoCna ekstrakcija, pa imajo nekatere prednosti pred konvencionalnimi
metodami, predvsem z vidika manjSe porabe energije in topil, vecjega izkoristka ekstrakcije ter

kakovosti pridobljenih ekstraktov [33,34].

3.1.1 Ultrazvoc¢na ekstrakcija
3.1.1.1 Ultrazvok

Beseda ultrazvok se nanasa na vse zvoc¢ne valove s frekvenco, visjo od zgornje meje sliSnega
obmogja, kar je pri ¢loveku pribl. 20 kHz (20-10% s). Pri nekaterih Zzivalih (npr. pri psih,
delfinih in netopirjih) je zgornja meja sliSnega obmocja visja kot pri ¢loveku, kar jim omogoca,

da slisijo tudi ultrazvok [35].
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Zelo pogosto je uporabljen v medicinske namene, kjer je znan tudi pod imenom sonografija.
Gre za neinvazivne slikovne preiskave oz. medicinsko tehniko, s katero lahko pregledajo
notranjost mehkih tkiv, pogosto pa se uporablja tudi za preglede ploda med nosecnostjo.

Diagnosti¢ni ultrazvocni aparati obicajno delujejo s frekvencami med 3 in 10 MHz [36,37].
3112 UZE

Ultrazvoc¢na ekstrakcija (UZE) je tehnika izolacije bioaktivnih spojin iz rastlin z aplikacijami v
razli¢nih vejah industrije, mdr. v zivilski in farmacevtski. Velja za preprosto, hitro in u¢inkovito

ekstrakcijsko tehniko [32].

Pri posredni UZE se ultrazvo¢no sevanje na zmes topljenca in topila nanasa preko ultrazvocne
kopeli. Na vzorce delujemo z mehansko energijo, ki jo ustvarjajo ultrazvocni valovi. Le-te
oddaja pretvornik, ki se nahaja pod rezervoarjem iz nerjavecega jekla. Energija ultrazvo¢nega
valovanja v topilu povzro€a kavitacijo, pospesSuje raztapljanje, difuzijo topljenca in prenos

toplote, kar pozitivno vpliva na izkoristek ekstrakcije [38].

Ultrazvok visoke frekvence (28-100 kHz) pri procesu kavitacije ustvarja izmeni¢ne visoko- in
nizkotla¢ne valove, ki so razlog za nastanek majhnih vakuumskih mehurckov. Ta fizikalno-
kemijski proces povzroca rast mehurckov (in posledi¢no kopicenje energije) do kriti¢ne tocke,
kjer ti ob udaru na povrSino predmeta (oz. topljenca) implodirajo, sprostijo energijo in
povzroCijo pritisk. Energija kavitacijskih mehurckov povzro€i trke in razbitja delcev ter
turbulentno mesanje topila. Tako razbijejo celi¢no steno, kar omogoca dostop delcev topila v
notranjost vzorca oz. ekstrakcijo znotrajcelinega materiala. Posledi¢no pride do visokega

prenosa snovi med notranjostjo celice in topilom, topljenec pa tako difundira v okolico [34,39].
3.1.1.3 Prednosti UZE

Ekstrakcija s pomocjo ultrazvoka lahko ekstrahira bioaktivne komponente v kratkem ¢asovnem
obdobju, pri nizki temperaturi ter z manjSo porabo energije in topil. Prav zato velja za
ekonomsko ugodno metodo, zlasti v laboratorijskem merilu. Isto¢asno zagotavlja tudi vi§jo
Cistost kon¢nega izdelka in vecjo prepustnost topila v celice. Kot tehnika netermicne ekstrakcije
pa je v prvi vrsti primerna za ohranitev funkcionalnosti bioaktivnih ter potencialno

termolabilnih in nestabilnih spojin [38].
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3.1.2 Filtracija

Filtracija je fizikalna tehnika loCevanja v tekocinah ali v plinih suspendiranih delcev snovi od
topil, v katerih se nahajajo, s pomocjo ustreznega loCilnega medija. Pogoj za uspesno filtracijo
je ustrezni filtrirni sloj oziroma filtrirni medij, ki prepusca teko€ino ali pline, ki jih zelimo lo¢iti,
zadrzuje pa suspendirane delce. V namene le-tega morajo biti pore filtrirnega medija manjSe od

velikosti delcev [40].
Za filtracijo se v sploSnem uporabljajo [40]:

e filtrirni liji z razlicnimi vrstami specialnih filtrirnih papirjev, ki se med seboj

razlikujejo predvsem po velikosti por;
o filtrirni lon¢ki s poroznim dnom (vakuumska filtracija) in
o filtrirne nuce (filtracija s podtlakom).

V okviru nasega eksperimentalnega dela smo izvedli filtracijo s podtlakom. Pri izvedbi
slednjega se na filtrirne nuce, ki so obi¢ajno iz porcelana in imajo na dnu luknjice, namesti
filtrirni papir. Podtlak ustvarimo, ko erlenmajerico za nuciranje s cevjo povezemo na

vodovodno omrezje.

Hitrost in uspesnost filtracije sta odvisni od vrste suspenzije, viskoznosti tekocine, v kateri je
suspenzija suspendirana; temperature in koncentracije, najbolj pa vpliva predvsem izbira

filtrirnega medija [40].

3.1.3 Uparjanje

Uparjanje je proces, pri katerem koncentriramo prakticno nehlapne topljence z odvajanjem
topila iz vrele raztopine. Zelo pogosto se kot topilo uporablja voda ali hlapna topila, kot so

etanol, metanol in heksan [41].

Posebna vrsta uparjanja pod znizanim tlakom je vakuumsko uparjanje s t. i. rotacijskim
vakuumskim uparjalnikom ali rotavaporjem. Le-tega v sploSnem uporabimo tedaj, ko Zelimo
tekocino upariti pri nizji temperaturi, kot je njeno normalno vrelis¢e, kar dosezemo z uporabo
vakuuma. Navadno je razlog za to neobstojnost spojine pri temperaturi vreliS¢a. Prednost
njegove uporabe pa je tudi funkcija vrtenja. Le-to poveca povrsino vzorca ter tako izboljsa

prenos toplote [42].
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3.2 Spektrofotometri¢ne metode

Za karakterizacijo ekstrakta, ki smo ga pridobili z ultrazvoéno ekstrakcijo, smo v nadaljevanju
izvedli analize ekstrakta. Na podlagi predhodno pregledane literature, omenjene v podpoglavju
1.2, smo izvedli spektrofotometriéno metodo dolocanja vsebnosti totalnih fenolov. Za slednjo

je znacilna enostavna uporaba ter visoka selektivnost in tocnost.

3.2.1 Spektrofotometrija

Spektrofotometrijo uvrs¢amo med absorpcijsko spektrometrijo. Metoda temelji na merjenju
absorpcije svetlobe pri prehodu skozi raztopino vzorca. V okviru naSega eksperimentalnega
dela smo uporabili UV-VIS spektrofotometer, prikazan na Sliki 3, pri katerem lo¢imo
ultravijoli¢no (UV) in vidno (VIS) spektrometrijo, ki ju uporabljamo za kvantitativno dolocanje
analitov, tj. komponent, ki jih dolo¢amo. Ultravijoli¢no obmoc¢je (UV) med 200 in 400 nm ter
vidno obmocje oz. spekter (VIS) med 400 in 800 nm sicer predstavljata zelo ozek del spektra
elektromagnetnega valovanja, vendar v tem obmocju absorbira svetlobo vecina organskih,

biolosko aktivnih in koordinacijskih spojin [43,44].

Slika 3: UV-VIS spektrofotometer (lasten vir)

Spektrofotometer primerja delez svetlobe, ki preide skozi referencno raztopino (slepi vzorec)
in skozi merjeni vzorec. Ko svetloba potuje skozi vzorec, se del nje pri tem namre¢ absorbira,

preostala, prepuscena svetloba pa pride do detektorja [44].
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Valovna dolzina in koli¢ina absorbirane svetlobe sta odvisni od molekularne strukture snovi in
njene koncentracije. To opisuje Beer-Lambertov zakon, ki pravi, da je absorbanca odvisna od
valovne dolzine, vrste raztopine, debeline Kivete z raztopino in koncentracije iskane snovi.
Posledi¢no je absorbanca ( ADS) premo sorazmerna s koncentracijo (C) absorbirajode snovi.
Omenjeni zakon opisuje enacba 3.1. Uporabimo ga pri interpretaciji rezultatov, pridobljenih z
uporabo racunalniskega programa. Slednjemu podatke posreduje detektor na spektrofotometru

na podlagi intenzitete prepuscene svetlobe skozi vzorec [43,44].

Abs=¢-l-c (3.1)
Kjer je:
& molarni absorpcijski koeficient [L mol™® cm™ ],

| dolzina opti¢ne poti [cm] in

C mnozinska koncentracija absorbirajo¢e snovi [mol L].

Pri merjenju absorbance smo uporabili kivete. Te morajo biti iz materiala, ki prepusca sevanje
zeljene valovne dolzine in je inerten za merjenje raztopin. Kivete, uporabne za UV-obmocje,

so narejene iz kvarénega stekla, za VIS-podro¢je pa iz navadnega stekla [44].

3.2.2 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom

Za dolo¢anje koncentracije totalnih fenolov smo izbrali metodo s Folin-Ciocalteujevim
reagentom, saj se je v preteklosti uveljavila kot natan¢na metoda za analizo tovrstnih spojin

[29].

Folin-Ciocalteujev (FC) reagent se je sprva uporabljal kot indikator proteina tirozina, ki vsebuje
fenolno skupino, leta 1965 pa sta ga Vernon Singleton in Joseph Rossi uporabila za analizo
vsebnosti totalnih fenolov v vinu [45]. Danes je metoda s FC-reagentom ena izmed najpogosteje
izvedenih metod za izvajanje fenolnih analiz oz. za kvantifikacijo totalnih fenolov. Je tudi
cenovno dostopen analizni postopek, ki je ze precej standardiziran in se rutinsko uporablja v

laboratorijih [46].
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FC-reagent, ki je znacilne rumene barve, vsebuje kompleks fosfowolframove (HsPW12040) in
fosfomolibdenove (HsPMo012040) kisline, ki v alkalnem (bazi¢nem) okolju reagira s fenolnimi
spojinami. Bazi¢no okolje se predhodno ustvari s prisotnostjo raztopine natrijevega karbonata
(Na2CO:s3). Reakcija temelji na prenosu elektronov iz fenolnih spojin na FC-reagent. Slednji se
po oksidaciji s fenolnimi spojinami v alkalnih pogojih reducira v okside. Pri tem nastane moder
kompleks, reakcija nastanka in struktura kompleksa pa nista popolnoma znana. Kljub
nepoznavanju celotnega ozadja je nastali kompleks zaradi modre barve zelo uporaben za
dolocanje koncentracije totalnih fenolov v vzorcu. Velja namre¢ naslednje: vecja, kot je

koncentracija fenolnih spojin v vzorcu, intenzivnej$a je modra barva raztopine [47].

Zmes nastalih volframovih (WsO23) in molibdenovih (MosO23) oksidov se izmeri z UV-VIS

spektrofotometrom pri valovni dolzini 760 nm [48,49].

Na podlagi izmerjenih vrednosti absorpcije bi lahko s pomo¢jo Beer-Lambertovega zakona,
navedenega v enacbi 3.1, izraCunali koncentracijo totalnih fenolov. Ker pa vrednosti molarnega
absorpcijskega koeficienta (&) ne poznamo, za referen¢ni standard uporabljamo galno kislino
(GA). Le-ta ima namre¢ podobno strukturo in oksidativni potencial kot totalni fenoli.
Predhodno pripravljenim standardnim raztopinam GA izmerimo absorbanco pri valovni dolzini
760 nm, s pridobljenimi podatki pa pripravimo umeritveno krivuljo. Vsebnost totalnih fenolov

tako podajamo kot ekvivalenco GA.

Pri izvedbi FC-metode in nadaljnji interpretaciji rezultatov je potrebno biti pozoren na dejstvo,
da reakcije s fenoli niso popolnoma specifiéne. Hitro lahko pride do poteka stranskih reakcij z

drugimi oksidativnimi spojinami, kar zvisa ali tudi zniZa izmerjeno vrednost.

Da preprecimo to reakcijo, FC-reagent dodamo v raztopino vzorca pred dodatkom natrijevega
karbonata, ki deluje kot baza. Prav tako pa ¢as za pripravo vzorca ne sme biti daljsi od dveh
minut [48].
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4 EKSPERIMENTALNI DEL
4.1 Naért

Eksperimentalni del raziskovalne naloge smo opravili v Laboratoriju za separacijske procese in
produktno tehniko na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Mariboru. 1z
varnostnih in higienskih razlogov smo pri delu nosili zas¢itni plas¢, ocala in rokavice, vso

uporabljeno steklovino pa smo pred uporabo umili in razkuzili.

Zastavitev nacrta eksperimentalnega dela prikazuje organigram na Sliki 4.

PRIPRAVA RASTLINSKEGA MATERIALA

EKSTRAKCIJA

. Ekstrakcija z ultrazvokom

2. Filtracija

3. Uparjanje topila

ANALIZA EKSTRAKTA

Doloéitev vsebnosti totalnih fenolov

FORMULACIJA EKSTRAKTA V PRODUKT
- Nosni inhalator

- Krema

Slika 4: Nacrt eksperimentalnega dela (lasten vir)
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4.2 Materiali

e navadni ozepek (Hyssopus officinalis)

4.3 Inventar in kemikalije
Inventar, ki smo ga uporabili pri delu:
o analitska tehtnica (Mettler Toledo XP205)
e Dbucka z obrusom
e (ala
e erlenmajerica za postopek nuciranja
o filtrirni papir

e homogenizator (IKA® T10 Basic ULTRA-TURRAX)

o kapalka
e Kkivete
e magnet

e magnetni meSalec (Tehnica)

e merilni valj

e mikropipeta

e nuca

e pali¢ni mesalnik

e parafilm

e pinceta

e rotacijski vakuumski uparjalnik (Buch Rotavapor R-114)
e spatula
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steklena palcka

steklenicka

termometer

ultrazvoc¢na kopel (VEVOR Digital Ultrasonic Cleaner Digital Pro+)
urno steklo

UV-VIS spektrofotometer (Varian Cary 50 UV-VIS)

zlicka

Kemikalije, ki smo jih uporabili pri delu:

emulgator Montanov™

emulgator Tween™ 23

etanol (Carbo Elba, 96 %)

Folin-Ciocalteujev (FC) reagent (Sigma-Aldrich)
galna kislina (GA) (Sigma-Aldrich, 97,5 % ¢istost)
konzervans Cosgard®

natrijev karbonat (Na2COs) (Sigma-Aldrich)

26



4.4 Priprava rastlinskega materiala za postopek ekstrakcije

Posusen zmlet material navadnega oZepka, pridelanega na Madzarskem, smo pridobili od

podjetja Alfred Galke GmbH (Bad Grund, Nemcija). Material prikazuje Slika 5.

Slika 5: Posusen zmlet material navadnega ozepka (lasten vir)

4.5 Proces ekstrahiranja

Po pregledu literature [50-52] smo prisli do zakljucka, da je najbolj primerna metoda za
pridobitev naravnega ekstrakta navadnega oZepka metoda ultrazvocne ekstrakcije z uporabo
ultrazvo¢ne kopeli pri sobni temperaturi, saj omogoca ohranitev potencialno termolabilnih
komponent ekstrakta in visoke izkoristke ekstrakcije, hkrati pa velja za okolju prijazno metodo.
Za topilo smo izbrali 96 % etanol, saj le-ta po »Direktivi Evropskega parlamenta in Sveta z dne
23. aprila 2009 o priblizevanju zakonodaj drzav c¢lanic na podrocju ekstrakcijskih topil, ki se
smejo uporabljajo pri predelavi surovin proizvodnji Zivil in njihovih sestavin«, nima
omejitev [53]. Prav tako se je v pregledani literaturi [51] v okviru UZE izkazal kot topilo z

visokim izkoristkom ekstrakcije.
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45.1 Ultrazvo¢na ekstrakcija

Navadni oZepek je bil ekstrahiran po sledeCem postopku: pri vsaki ekstrakciji smo na analitski
tehtnici najprej v ¢aso zatehtali 20,0 g posusenega materiala. V merilni valj smo nalili 150 mL
96 % etanola, ga dolili k zatehtam ter premesali s stekleno palcko. Nastalo zmes prikazuje
Slika 6.

Slika 6: Zmes materiala oZepka in etanola pred ekstrakcijo (lasten vir)

Caso smo nato prekrili s parafilmom, da smo prepre¢ili izhlapevanije topila. Tako pripravljene

vzorce smo za 30 min izpostavili ultrazvo¢nim valovom v UZ kopeli pri sobni temperaturi.

Na Sliki 7 je prikazana ultrazvo¢na kopel in metoda ultrazvocne ekstrakcije, kot smo jo izvajali
v laboratoriju. Po izvedbi le-te je v ¢asi nastala zmes, prikazana na Sliki 8, pri kateri se je na

dno ¢ase usedla gosca.
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Slika 8: Zmes, preostala po UZ kopeli (lasten vir)
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45.2 Filtracija

UZ kopeli je sledila filtracija s podtlakom, kjer nam je predhodno nuéiranje zadrzalo gosco,
tekocina pa se je zbrala na dnu erlenmajerice, s cevjo povezane na vodovodno omrezje. Po
filtraciji je v njej ostalo 125 mL tekoc¢e raztopine. Omenjeni postopek filtracije prikazuje
Slika 9.

Slika 9: Filtracija s podtlakom (lasten vir)

4.5.3 Uparjanje

Preostalo raztopino smo prelili v predhodno stehtano bu¢ko z maso 135,4 g z okroglim dnom
in obrusom ter na rotavaporju uparili topilo. Postopek prikazuje Slika 10.
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Slika 10: Uparjanje na rotavaporju (lasten vir)

V zadnji fazi smo bucko, v kateri se je nahajal na$ ekstrakt, zatehtali in po enacbah 4.1 ter 4.2
izraCunali izkoristek ekstrakcije. Za nadaljnje analize ekstraktov smo le-te z Zlicko postrgali s
sten bucke ter jih prenesli v manjse steklenicke, jih oznacili ter shranili v zamrzovalniku. S tem

smo preprecili potencialno razgradnjo bioaktivnih komponent v vzorcih pri sobni temperaturi.
Hrambo ekstrakta prikazuje Slika 11.

Slika 11: Hramba ekstrakta (lasten vir)
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45.4 lzkoristek ekstrakcije

Maso ekstrakta, ki smo ga pridobili, smo izracunali po enacbi 4.1, izkoristek ekstrakcije pa po

enacbi 4.2:

Meysirae = Moueka+ekstrake ~ Mpucka (4.1)

Mekstrakcija — Dorae -100 (4.2)
material

Kjer je:

Myycirakt masa pridobljenega ekstrakta [g]

My ctrakt - bucka masa pridobljenega ekstrakta in bucke [g]

Myt masa bucke [g]

Mekstrakeija izkoristek ekstrakcije [%]

M, aterial masa zatehtanega materiala [g]
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4.6 Analiza ekstrakta
4.6.1 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom

Za karakterizacijo ekstrakta smo v nadaljevanju izvedli analizo vsebnosti bioloSko aktivnih
komponent. Na osnovi predhodno pregledane literature [13-15] smo kot analizno metodo
izbrali spektrofotometricno metodo dolo¢anja vsebnosti totalnih fenolov z uporabo Folin-
Ciocalteujevega reagenta, saj totalni fenoli prevladujejo v ekstraktu navadnega ozepka, sama

metoda pa je cenovno ugodna in standardizirana.

4.6.1.1 Priprava raztopin in reagentov
V okviru analizne metode smo si predhodno pripravili naslednje raztopine oz. reagente:
e raztopina Folin-Ciocalteujevega reagenta

Osnovno raztopino FC-reagenta smo razred¢ili z destilirano vodo v razmerju 1:10. Pri tem smo
upostevali, da je volumna obeh tekocin zaradi velikih razlik v velikosti molekul najprej

potrebno posami¢no izmeriti v merilnih valjih.
e raztopina Na.CO3s masne koncentracije 75,0 g L*;

V 500 mL merilno bu¢ko smo zatehtali 37,5 g Na2COs, dolili destilirano vodo do oznake, dobro
premesali s stekleno palcko ter postavili v UZ kopel, da se je Na2COs v celoti raztopil.

e raztopina galne kisline (GA) masne koncentracije 0,40 mg mL*

V 25 mL merilno bucko smo zatehtali 10 mg GA, razred¢ili z destilirano vodo do oznake in

dobro premesali s stekleno palcko.

4.6.1.2 Umeritvena krivulja z galno kislino

Po pripravi osnovne raztopine GA s koncentracijo 0,40 mg mL™* smo v 10 mL merilne bucke

odpipetirali razli¢ne koli¢ine le-te in razredcili do oznake. Raztopine smo dobro premesali.

V steklenicke smo z mikropipeto odpipetirali 0,5 mL posameznih raztopin GA, dodali 2,5 mL

raztopine FC-reagenta ter 2,0 mL raztopine Na2COs. Nato smo raztopine premesali in 5 minut
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termostatirali v UZ kopeli pri temperaturi 50 °C. Pri slepem vzorcu smo namesto GA uporabili

destilirano vodo.

Raztopine smo nato ohladili in z UV-VIS spektrofotometrom vsakemu vzorcu trikrat izmerili
absorbanco pri 760 nm. Na osnovi izmerjenih absorbanc smo narisali diagram odvisnosti

absorbance (Abs) od koncentracije GA (7, ) V raztopinah (Abs = f(y;,)) [54].

4.6.1.3 Potek analize

Za dolocanje vsebnosti totalnih fenolov v ekstraktu smo v 10 mL merilno bucko zatehtali 20
mg ekstrakta in ga z destilirano vodo razred¢ili do oznake. Raztopino smo nato dobro premesali

in jo za 10 min postavili v ultrazvo¢no kopel, da se je ekstrakt popolnoma raztopil.

Sledila je priprava vzorcev za analizo. V steklenicko smo odpipetirali 0,5 mL raztopine
ekstrakta, dodali 2,5 mL predhodno pripravljene raztopine FC-reagenta in 2,0 mL raztopine
Na2COs. Pri tem smo bili pozorni, da je bil ¢as za pripravo vzorca krajsi od 2 minut. Po enakem
principu smo si pripravili tudi slepi oz. kontrolni vzorec, pri katerem smo namesto raztopine

ekstrakta v stekleni¢ko odpipetirali destilirano vodo. Pripravo vzorcev prikazuje Slika 12.

Slika 12: Priprava vzorcev za analizo (lasten vir)
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Tako pripravljene vzorce smo 5 minut termostatirali v UV kopeli na 50 °C. Raztopine smo nato
ohladili in odpipetirali v ustrezne kivete, prikazane na Sliki 13.

Slika 13: Kivete z vzorci za analizo (lasten vir)

Vzorcem smo nato z UV-VIS spektrofotometrom, ki smo ga umerili s slepim vzorcem, izmerili

absorbanco pri valovni dolzini 760 nm [54].

4.6.1.4 TIzracun vsebnosti totalnih fenolov

Z enacbami 4.3, 4.4, 4.5 in 4.6 smo izracunali kon¢ne vsebnosti totalnih fenolov, izrazene v mg

GA na g ekstrakta 0z. materiala.

Abs = a-y,,+b = Yon = @ (4.3)
Kjer je:

Abs absorbanca raztopine vzorca, izmerjena pri 760 nm [/]

a naklon premice umeritvene krivulje GA [mL mg™]

b odsek premice umeritvene krivulje GA na osi absorbance [/]

Yon koncentracija GA v raztopini ekstrakta [mg mL™]
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Rezultate vsebnosti totalnih fenolov smo izrazili v mg GA na g ekstrakta (Wgaekstrakt) ) 02- Mg

GA na g materiala (Wga materialy )- Konéne vrednosti smo izraCunali z naslednjimi enacbami:

_ _7Yea
WGA(ekstrakt) - -1000 (4.4)
ekstrakt
nekstrakcija
WGA(materiaI) = WGA(ekstrakt) ) 100 (4-5)
Kjer je:
Y ekstrakt koncentracija ekstrakta v raztopini vzorca [mg mL™], izra¢unana na osnovi mase

ekstrakta, ki smo ga zatehtali za analizo (M., [MQ]), po enacbi 4.6:

m
7/ ekstrakt — V chetrat (4-6)
raztopina
kjer je Vraztopina = 10 mL [54]
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4.7 Formulacija naravnega ekstrakta v produkt

Po izvedeni ekstrakciji in analizi pridobljenega ekstrakta smo izvedli Se formulacijo tega v

produkt, ki bi ga lahko ljudje uporabljali kot podporno terapijo pri tezavah dihal pri covidu-19.

V okviru raziskovalne naloge smo formulirali dva produkta: nosni inhalator in kremo, ki si jo
lahko ljudje nanesejo pod nos. Namen obeh je enak, saj zaradi vsebnosti naravnega ekstrakta
navadnega ozepka, ki vsebuje veliko totalnih fenolov, delujeta pomirjujoce, lajSata

izkasljevanje in sproscata dihalne poti.

4.7.1 Nosni inhalator

Formulacija prvega produkta, nosnega inhalatorja, je bila po pridobitvi naravnega ekstrakta
preprosta.

4.7.1.1 Sestava produkta

Materiali, ki smo jih uporabili pri izdelavi inhalatorja, so:
e cmbalaza nosnega inhalatorja iz biorazgradljive plastike z vpojnim vatnim vlozkom
e konzervans Cosgard®
e naravni ekstrakt navadnega ozepka (Hyssopus officinalis)

e olje iz grozdnih pesk

4.7.1.2 Potek formulacije

Stekleni¢ko s pridobljenim naravnim ekstraktom ozepka smo v UZ kopeli najprej segreli na
30 °C. Nato smo ekstrakt z zli¢ko nanesli na urno steklo, za lazji nanos pa dodali nekaj kapljic
olja iz grozdnih pesk. Za pridobitev homogene zmesi ekstrakta in olja je bilo potrebno dodati
Se 3 kapljice emulgatorja Tween™ 23 ter konzervansa Cosgard®, ki preprecuje razvoj

mikroorganizmov. Dobljena zmes je prikazana na Sliki 14.
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,, Sohala,
L o e 24
Slika 14: Homogena zmes ekstrakta, olja iz grozdnih pesk, emulgatorja in konzervansa
(lasten vir)

Vatni vloZzek smo nato prepojili z naSim pripravkom, poc€akali 10 minut in ga vstavili v

embalazo nosnega inhalatorja, kot prikazuje Slika 15.

]

Slika 15: Formulacija nosnega inhalatorja (lasten vir)
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4.7.2 Krema
4.7.2.1 Sestava produkta
Materiali, ki smo jih uporabili za izdelavo kreme, so:
e Cebelji vosek
e emulgator Montanov™
e karitejevo maslo
e konopljin ¢aj
e konzervans Cosgard®
e kozmeti¢na embalaza iz biorazgradljive plastike
e naravni ekstrakt navadnega oZepka (Hyssopus officinalis)

e olivno olje

4.7.2.2 Potek formulacije

Formulacija kreme je potekala v dveh fazah: oljni in vodni. Na podlagi literature oz. znanih
receptur [16-19] smo pripravo kreme izvedli z razlicnimi masnimi razmerji glede na obe fazi,
dokler nismo dobili ustrezne teksture. Razmerja masnih odstotkov posameznih komponent nase

kreme prikazuje Grafikon 1.
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m olivno olje W naravni ekstrakt navadnega ozepka W konzervans Cosgard

konopljin ¢aj

Grafikon 1: Masni odstotki posameznih komponent kreme

Oljna faza

Pri pripravi oljne faze smo v ¢a$o natehtali ustrezne mase posameznih komponent: ¢ebelji
vosek, karitejevo maslo in olivno olje. Ca$o smo segrevali na grelni plo§éi pri temperaturi
50 °C, hkrati pa smo v stekleni¢ko z zamrznjenim ekstraktom oZepka dodali del mase olivnega
olja in magnet ter jo z magnetnim mesalcem segrevali, dokler se ekstrakt ni v celoti raztopil.

Vsebini ¢ase in steklenicke smo nato zmesali. Pripravo oljne faze prikazuje Slika 16.

Slika 16: Priprava oljne faze kreme (lasten vir)
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Vodna faza

Na grelni plos¢i smo pri temperaturi 50 °C v ¢asi pripravili 2 dL konopljinega ¢aja, ki smo ga

pred dodatkom k oljni fazi prefiltrirali z lijem. Pripravo vodne faze prikazuje Slika 17.

< v .x;.,.‘. ’,{ j ] l’_
Slika 17: Priprava vodne faze kreme (lasten vir)

V obeh fazah smo zmesi segreli do temperature 50 °C, nakar smo ju zdruzili ter premesali s
pali¢nim mesalnikom in homogenizatorjem. Cebelji vosek je obe fazi povezal Ze sam po sebi,
a smo za ¢im daljSo obstojnost kreme v ¢aso dodali Se emulgator Montanov™, Ki je nastalo

emulzijo stabiliziral, za prepregitev razvoja mikroorganizmov pa tudi konzervans Cosgard®.

Dobljeno zmes smo prelili v predhodno pripravljene sterilne kozmeti¢ne embalaze, kar
prikazuje Slika 18, ter pustili, da se je krema pocasi ohladila, da ni prislo do nastanka grudic.

Posodice s kremo smo shranili v hladilnik.

Slika 18: Formulacija kreme (lasten vir)
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Krema je po sestavi vlazilna, zaradi vsebnosti totalnih fenolov iz ekstrakta ozepka pa deluje

tudi protivnetno in je primerna za nanos na poskodovano povrhnjico koze.

Konéna produkta smo poimenovali po junakih iz pravljice Janko in Metka ter ju opremili z

navodili za uporabo. Prikazana sta na Sliki 19.

Slika 19: Kon¢na produkta (lasten vir)
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5 REZULTATI

Ker je bila pri izvedbi eksperimentalnega dela uporabljena laboratorijska oprema z veliko
natan¢nostjo (npr. napaka analitske tehtnice znasa + 0,00001 g), raztopine in reagente pa smo
pripravljali s precej$njo to¢nostjo, se pri zapisovanju rezultatov nismo osredotocili na same
sistemati¢ne in sluCajne napake, saj so, glede na natan¢nost zapisovanja rezultatov,

zanemarljive.

Da bi bili kon¢ni rezultati ¢im bolj realni, smo postopek ekstrakcije ponovili trikrat. Tako smo
pridobili tri samostojne ekstrakte, ki smo jih oznacili s Stevilkami 1, 2 in 3. Vsaki izvedeni
ekstrakciji smo izracunali izkoristek, posameznim ekstraktom pa dolocili vsebnost totalnih

fenolov.

5.1 Postopek ultrazvocne ekstrakcije
Tabela 1 prikazuje podatke, zbrane pri izvedbi posameznih ekstrakcij.

Tabela 1: Rezultati ultrazvoéne ekstrakcije

ekstrakt
) 1 2 3
rezultati
Mmaterial [g] 20’0 20,0 20,0
Mpucka [0] 135,4 135,4 135,4
Mpueta + ekstrake [O] 136,3 136,7 136,5
Mekstrakt [g] 019 1,3 1,1
Hekstrakcija [%] 4,5 6,5 5,5

Na podlagi pridobljenih in izracunanih podatkov smo dolocili povpre¢no maso pridobljenega

ekstrakta, ki znaSa 1,1 g+ 0,2 g, in povprecen izkoristek UZE ozepka, ki znaSa 5,5 % + 1,0 %.
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5.2 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom
5.2.1 Umeritvena krivulja z galno kislino

Na osnovi izmerjenih absorbanc vzorcev raztopin galne kisline smo narisali diagram odvisnosti

absorbance (Abs) od koncentracije GA (yg,) Vv raztopinah (Abs = f(ys,)). Umeritvena

krivulja s premico z najbolj$im potekom in vrednost R? sta predstavljena na Grafu 1.

2,50
y =9,7818x + 0,0485
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R? = 0,9949 e

€
c
3
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e °
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3 .
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.'.'-.
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0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25
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Graf 1: Umeritvena krivulja GA za dolocanje vsebnosti totalnih fenolov

5.2.2 Vsebnost totalnih fenolov

Po reakciji ekstraktov s FC-reagentom in dolocitvi njihovih absorbanc z UV-VIS

spektrofotometrom smo s pomo¢jo umeritvene krivulje izracunali njihove vsebnosti totalnih

fenolov in jih izrazili kot mg GA na g ekstrakta (Wgaekstraky) 02- Mg GA na g materiala

( WGA(materiaI) )
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Pri tem smo upostevali, da je a (naklon premice umeritvene krivulje) enak 9,7818 in b (odsek
premice umeritvene krivulje na osi absorbance) enak 0,0485. Posameznemu vzorcu vsakega
ekstrakta smo s spektrofotometrom absorbanco izmerili trikrat, racunalniski program pa nam je
na osnovi izmerjenih vrednosti izpisal povpreéne absorbance vzorcev, ki so skupaj z drugimi
rezultati navedene v Tabeli 2. V namene razprave smo vanjo vnesli ze prej navedene izkoristke

posameznih ekstrakcij.

Tabela 2: Rezultati dolo¢anja vsebnosti totalnih fenolov

ekstrakt

. 1 2
rezultati 3
Mekstrakt [MQ] 20 20 20
Yekstrakt [MQ mL'l] 2,0 2,0 2,0
Abs 0,7746 1,1443 1,0034
vea[mgmL1] 0,0742 0,1120 0,0976
Hekstrakcija [%0] 4,5 6,5 55
WGAekstrakt) 37,1 56,0 48,8
[mg GA/g ekstrakta]
+0,1
WeA(material) 1,7 3,6 2,7
[mg GA/g material]
+0,1

Na podlagi izracunanih vrednosti smo dolocili povpreéno vsebnost totalnih fenolov v
pridobljenih ekstraktih. Le-ta znasa (47,3 £+ 0,3) mg GA na g ekstrakta oz. (2,7 + 0,3) mg GA

na g materiala.
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IzraCunane vsebnosti totalnih fenolov v posameznem ekstraktu, izrazene v mg GA na g
ekstrakta, smo prikazali v Grafikonu 2.
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Grafikon 2: Vsebnosti totalnih fenolov, izrazene v mg GA na g ekstrakta

Grafikon 3 pa prikazuje vsebnosti totalnih fenolov, izrazene v mg GA na g materiala.
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Grafikon 3: Vsebnosti totalnih fenolov, izrazene v mg GA na g materiala
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6 RAZPRAVA
6.1 Ovrednotenje rezultatov in metod
6.1.1 Izkoristek ultrazvocne ekstrakcije

V primerjavi z UZE ekstrakcijo oZepka, ki so jo izvedli Rashidi, S. in sodelavci, pri kateri je
izkoristek znaSal 1,58 %, smo ugotovili, da je izkoristek nase ekstrakcije znatno vecji.
Sklepamo, da je glavni dejavnik, ki je vplival na to, uporaba razli¢nih topil. V omenjeni Studiji
so kot topilo namre¢ uporabili meSanico vode in etanola v razmerju 8:2, sami pa smo uporabili
96 % etanol, ki ga nismo dodatno redc¢ili z vodo. Posledi¢no se je zmlet posuSen material oZepka

v danem topilu bolje raztopil oz. se vanj ekstrahiral [11].

Ce izkoristek nase ekstrakcije primerjamo §e z UZE v okviru $tudije Tungmunnithum, D. idr.,
kjer je izkoristek znasal 8,21 % + 0,65 %, vidimo, da poroc¢ajo o vec¢jem izkoristku v primerjavi
z nasim. Sklepamo, da je do razlike prislo predvsem iz naslednjega razloga: v omenjeni Studiji
so pridobivali ekstrakt rozmarinske kisline iz rastline Plectranthus scutellarioides, ki sicer
spada v isto druzino (Lamiaceae) kot navadni oZepek, a ima drugaéne znacilnosti kot slednji.
Manjsi odklon pa je moZen tudi zaradi drugacne izbire topila, saj so v okviru omenjene Studije

uporabili nekoliko bolj koncentriran, tj. ¢isti etanol (99-100%) [12].

6.1.2 Vsebnost totalnih fenolov

Primerjajmo Se naSe rezultate vsebnosti totalnih fenolov z izsledki Studij iz poglavja 1.2

(Pregled literature).

Nile, S. idr. so pri analizi ekstrakta navadnega ozepka izmerili vsebnost 64,40 mg GA/g
ekstrakta. Pred analizo so UZE optimizirali z uporabo etanola kot topila, zmes materiala in
slednjega pa so v ultrazvo¢ni kopeli pustili 1 uro. Sklepamo, da je prav slednji parameter, torej
daljsi ¢as ekstrahiranja v primerjavi z nasim (30 min), glavni vzrok za razliko vrednosti njithove

in nase vsebnosti totalnih fenolov v ekstraktu [13].

Moulodi, F. idr. so pri preucevanju kemicne sestave eteriCnega olja navadnega oZepka s
FC-reagentom dolocili vsebnost totalnih fenolov, ki je znaSala 23,16 + 0,05 mg GA/g eteri¢nega
olja, torej bistveno manj v primerjavi z naSo vrednostjo. Na podlagi preucitve njihove Studije

sklepamo, da je do odstopanja v prvi vrsti prislo zaradi druga¢ne metode ekstrakcije — eteri¢no
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olje so v omenjeni Studiji namre¢ pridobili z uporabo Clevengerjevega aparata in z vodno
destilacijo [14].

Rezultati nase ekstrakcije in analize kazejo vidno korelacijo med izkoristkom posamezne
ekstrakcije in vsebnostjo totalnih fenolov v pridobljenem ekstraktu. 1z tega sklepamo, da sta

omenjeni koli¢ini premo sorazmerni.

6.2 Ovrednotenje hipotez
Hipoteza 1: Predvidevamo, da bo izkoristek ekstrakcije navadnega ozepka okoli 5 %.

Na podlagi pridobljenih ekstraktov smo izracunali povpre€en izkoristek ekstrakeij, ki je znaSal
5,5 % £ 1,0 %. Zaradi napake se vrednost izkoristka, navedena v prvi hipotezi, nahaja znotraj

intervala vrednosti izracunanega izkoristka, zato je hipoteza 1 potrjena.

Hipoteza 2: Predvidevamo, da je vsebnost totalnih fenolov v ekstraktu okoli 45 mg GA/g

ekstrakta.

S pomocjo umeritvene krivulje z galno kislino in vrednosti absorbanc, izmerjenih z UV-VIS
spektrofotometrom, smo izracunali povprecno vsebnost totalnih fenolov v ekstraktih. Le-ta je
znasala (47,3 = 0,3) mg GA na g ekstrakta. Vsebnost, predvidena v drugi hipotezi, nekoliko

odstopa od intervala izracunane vrednosti, zato je hipoteza 2 delno potrjena.

Hipoteza 3: Predvidevamo, da se bo ekstrakt homogeno pomesal z oljem brez dodatka

emulgatorja.

Pri formulaciji nosnega inhalatorja smo segret ekstrakt ozepka pomesali z nekaj kapljicami olja
iz grozdnih pesk. Za pridobitev homogene zmesi smo morali dodati Se 3 kapljice emulgatorja

Tween™ 23/ saj v nasprotnem primeru zmes ne bi bila enotna, zato je hipoteza 3 zavrnjena.
Hipoteza 4: Predvidevamo, da bo nas$ produkt po dveh mesecih izgubil vonj.

Prvi produkt — nosni inhalator — smo formulirali decembra 2022. V ¢asu ovrednotenja hipotez,

tj. marca 2023, je inhalator $e vedno imel izrazit vonj po oZepku, zato je hipoteza 4 zavrnjena.
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Hipoteza 5: Predvidevamo, da bo masno razmerje med vodno in oljno fazo kreme 7:2.

Za pridobitev ustrezne teksture kreme smo preizkusili kombinacije razlicnih masnih razmerij
vodne in oljne faze. Pri tem se je izkazalo, da je tekstura kreme najboljsa, kadar je omenjeno

razmerje pribl. 13:12, zato je tudi hipoteza 5 zavrnjena.

6.3 Ovrednotenje ciljev
Na samem zacetku ustvarjanja raziskovalne naloge smo si zadali cilj raziskati naslednje:

o S katero ekstrakcijsko metodo glede na literaturo je optimalno pridobiti naravni ekstrakt
ozepka in pri tem uporabiti zelene tehnologije?

e Ali ekstrakt vsebuje fenolne spojine, tj. bioloSko aktivne komponente, ki lahko
pomagajo pri boleznih dihal?

¢ Koliksna je vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu?

e Kako lahko ekstrakt formuliramo v produkt, potencialen kot podporna terapija pri
covidu-19?

Z eksperimentalnim delom in pregledom literature smo prisli do odgovorov na vsa zastavljena

vprasanja.

Na podlagi literature smo v namene ¢im vecjega izkoristka, kvalitete pridobljenih ekstraktov in
uporabe zelenih tehnologij za ekstrakcijsko metodo izbrali ultrazvoc¢no ekstrakcijo z etanolom

kot topilom.

Vsebnost totalnih fenolov smo dolo¢ili s spektrofotometricno metodo, pri ¢emer smo uporabili
Folin-Ciocalteujev reagent in UV-VIS spektrofotometer. V pomoc¢ nam je bila tudi umeritvena
ali kalibracijska krivulja z galno kislino, s pomocjo katere smo izra¢unali omenjeno vsebnost

totalnih fenolov, ki je znaSala (47,3 = 0,3) mg GA na g ekstrakta.

Pridobljen naravni ekstrakt ozepka smo formulirali v dva produkta — nosni inhalator in
univerzalno kremo, ki sta potencialno uporabna kot podporna terapija pri boleznih dihal, zlasti

pri covidu-19.

Celostno gledano smo v okviru raziskovalne naloge realizirali zadane cilje.
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6.4 MozZne izboljSave

Primerjava rezultatov raziskovalne naloge z izsledki drugih kaze, da bi lahko v okviru nasih
eksperimentalnih metod izkoristek UZE povecali z uporabo bolj koncentriranega oz. CistejSega
etanola. S tem bi povecali tudi vsebnost totalnih fenolov v ekstraktu. Smiselno pa bi bilo tudi

podaljsati ¢as ultrazvocne kopeli s 30 minut na vsaj 1 uro.
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7 DRUZBENA ODGOVORNOST

Celotna raziskovalna naloga je bila zastavljena v zavedanju druzbene odgovornosti. Njen
osnovni cilj je bil na podlagi literature izbrati ustrezno ekstrakcijsko metodo, s katero bi lahko
dosegli visok izkoristek, pri tem pa uporabili okolju prijazne, t. i. zelene tehnologije. Za izvedbo
eksperimentalnega dela smo se zato odlocili za ultrazvo¢no ekstrakcijo — metodo, ki bioaktivne
komponente ekstrahira v kratkem ¢asovnem obdobju, pri nizki temperaturi ter z manj$o porabo
energije in kemicnih reagentov oz. topil, kar pozitivno vpliva na produktivnost procesa,
ohranitev potencialno termolabilnih in nestabilnih spojin ter zmanjSanje stroSkov. Hkrati
predstavlja tudi skrb za okolje, saj je koli¢ina odpadnega materiala majhna. Druzbena
odgovornost se v nalogi kaze tudi pri formulaciji ekstrakta v produkta (nosni inhalator in
kremo). Pri obeh smo uporabili biorazgradljivi embalazi, njuna uporabna vrednost pa ima Sirsi
druzbeni pomen, saj predstavlja podporno terapijo pri boleznih dihal, tudi pri covidu-19, ki je
v zadnjih letih pustil velik pe€at na ljudeh. Pri tem naj poudarimo, da namen nasih produktov
ni zdravljenje covida-19, temve¢ pomagati ljudem pri lajSanju tezav z dihali po preboleli

bolezni.
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8 ZAKLJUCEK

Naravni ekstrakti so zaradi Stevilnih zdravilnih lastnosti, ki jim jih pripisujejo, odli¢en
nadomestek sinteti¢nih spojin, kar v medicini in farmaciji vzbuja veliko zanimanje, saj ¢lovesko
telo iz dneva v dan pridobiva vedno ve¢jo odpornost na uveljavljena zdravila. Napredne tehnike

ekstrahiranja zato i§¢ejo nacine, s katerimi bi povecali izkoristke in kvalitete ekstraktov.

V raziskovalni nalogi smo z uporabo okolju prijaznih, zelenih tehnologij uspesno pridobili
naravni ekstrakt medovite rastline Hyssopus officinalis, bolj znane kot navadni oZepek.
Uporabili smo metodo ultrazvo¢ne ekstrakcije z etanolom kot topilom, filtracijo s podtlakom
in uparjanje z rotavaporjem. PovpreCen izkoristek izvedenih ekstrakcij je znaSal
5,5 % £+ 1,0 %. Pridobljenim ekstraktom smo s spektrofotometri¢cno metodo, tj. z uporabo
Folin-Ciocalteujevega reagenta in UV-VIS spektrofotometra, dolo¢ili vsebnost biolosko
aktivnih komponent, natancneje totalnih fenolov. Vsebnost le-teh je znasala (47,3 £ 0,3) mg
galne kisline (GA) na g ekstrakta oz. (2,7 + 0,3) mg GA na g materiala. Iz ekstrakta smo
formulirali nosni inhalator in univerzalno kremo, ki ju lahko ljudje uporabljajo kot podporno
terapijo pri tezavah dihal pri covidu-19, saj ozepek, kot navaja literatura, vsebuje zdravilne

snovi, ki delujejo pomirjevalno in protivnetno, pomagajo pri boleznih dihal ter zavirajo kaSel;.

V okviru raziskovalnega dela smo tako izvedli in predstavili celoten proces nastanka
produktov — od priprave rastlinskega materiala, ekstrakcijskin metod in analize ekstrakta, do

kon¢ne formulacije. S tem smo uspe$no realizirali vse zastavljene cilje.

8.1 MozZnost nadgradnje

Na trziScu obstajajo razlicni izdelki, ki vsebujejo navadni ozepek. Med njimi prevladujejo
eteri¢na olja in kreme za roke, medtem ko produktov, ki bi lajsali kaSelj in sproscali dihalne
poti, razen ¢aja, nismo zasledili. Pomanjkanje le-teh odpira nove moznosti za nadgradnjo in

razsiritev uporabe nasih produktov.

Nosni inhalator in kremo bi v prihodnosti lahko patentirali, predhodno pa izvedli ustrezne
klini¢ne Studije. Potrebno bi bilo testirati tudi njuno toksi¢nost na ¢loveskih celicah. Dodatno
raz8iritev predstavlja tudi moznost formulacije drugih izdelkov, npr. mila z ekstraktom

navadnega ozepka.
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V raziskovalni nalogi smo pokazali, da je iz oZepka z uporabo zelenih tehnologij mogoce
pridobiti kvaliteten ekstrakt, ki vsebuje mnoge biolosko aktivne in ¢loveku koristne
komponente. Moznosti njegove uporabe v namene tradicionalne in zeliS¢ne medicine je
ogromno. Le znati jih je potrebno izkoristiti. Naj bo nasa naloga dodatna spodbuda za nadaljnji
razvoj uporabe navadnega ozepka, predvsem pa pokazatelj, da lahko z uporabo naravnih

produktov izboljSamo kvaliteto Zivljenja in zdravljenja.
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9.2 Virislik

Slika 1. Hyssopus officinalis (Vrtnarstvo Breskvar, dostopno na https://shop-
drevesnica.eu/izdelek/hyssopus-officinalis/, datum dostopa: 10. 11. 2022)

Slika 2: Zivila, bogata z antioksidanti (Getty Images, dostopno na
https://www.gettyimages.com/detail/photo/fresh-vegetables-fruits-and-nuts-royalty-free-
Image/943001868?adppopup=true, datum dostopa: 17. 11. 2022)

Slika 3: UV-VIS spektrofotometer (osebni arhiv avtorja)

Slika 4: Nacrt eksperimentalnega dela (osebni arhiv avtorja)

Slika 5: Posusen zmlet material navadnega ozepka (osebni arhiv avtorja)
Slika 6: Zmes materiala oZepka in etanola pred ekstrakcijo (osebni arhiv avtorja)
Slika 7: Ultrazvo¢na kopel (osebni arhiv avtorja)

Slika 8: Zmes, preostala po UZ kopeli (osebni arhiv avtorja)

Slika 9: Filtracija s podtlakom (osebni arhiv avtorja)

Slika 10: Uparjanje na rotavaporju (osebni arhiv avtorja)

Slika 11: Hramba ekstrakta (osebni arhiv avtorja)

Slika 12: Priprava vzorcev za analizo (osebni arhiv avtorja)

Slika 13: Kivete z vzorci za analizo (osebni arhiv avtorja)

Slika 14: Homogena zmes ekstrakta, olja iz grozdnih pesk, emulgatorja in konzervansa (osebni

arhiv avtorja)

Slika 15: Formulacija nosnega inhalatorja (osebni arhiv avtorja)
Slika 16: Priprava oljne faze kreme (osebni arhiv avtorja)

Slika 17: Priprava vodne faze kreme (osebni arhiv avtorja)
Slika 18: Formulacija kreme (osebni arhiv avtorja)

Slika 19: Kon¢na produkta (osebni arhiv avtorja)
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