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Povzetek

V nalogi smo zeleli analizirati vsebnost vitamin Ki; v sadju in zelenjavi. Zanimala nas je
vsebnost vitamina Ki v domacem in Kkupljenem sadju ter zelenjavi glede na prisotnost

pesticidov v sadju in zelenjavi, glede na pigment v sadju in glede na toplotno obdelavo sadja.

V dveh razliénih vrstah jabolk in eni vrsti ¢ebule smo z visokolo¢ljivostno tekocinsko
kromatografijo, ki je potekala na reverzni fazi (HPLC-RP), in z UV-detekcijo dolocali

koncentracijo vitamina K.

Dolocitev koncentracije vitamina K1 v domacem in kupljenem sadju ter zelenjavi je pokazala,
da ima domaca rjava ¢ebula (raste neposredno v zemlji) ve¢jo koncentracijo vitamina K1 kot
domace jabolko granny smith (plod). Kupljena rjava ¢ebula ima manjSo koncentracijo
vitamina K: kot kupljeno jabolko elstar. Ugotovili smo, da moramo upostevati tudi druge

dejavnike, ki lahko vplivajo na koncentracijo vitamina Kz v sadju in zelenjavi.

Na podlagi dolocitve koncentracije vitamina Ki glede na prisotnost pesticidov v sadju in
zelenjavi smo ugotovili, da ¢e sta bila sadje ali zelenjava med svojim razvojem izpostavljena

pesticidom, se je koncentracija vitamina K1 v njiju zmanjsala.

Dolocitev koncentracije vitamina Ki glede na pigment v sadju je pokazala, da rastline, ki

vsebujejo vec¢ klorofila, torej S0 po videzu bolj zelene, vsebujejo tudi veé vitamina Ki.

Na podlagi dolo¢itve koncentracije vitamina Ki glede na toplotno obdelavo sadja smo
ugotovili, da ima pred ekstrakcijo toplotno obdelano jabolko manj$o koncentracijo vitamina
K1 kot surovo jabolko iste vrste. V nasprotju z nasim rezultati pa smo v literaturi naleteli na
drugacne podatke. Sklepamo lahko, da sta pri toplotni obdelavi pomembna temperatura in ¢as

toplotne obdelave zivila.

Z osvescanjem ljudi o pomenu vitamina Ki, ki sodeluje pri koagulaciji krvi in jo uravnava ter
je pomemben tudi v procesu mineralizacije kosti, in s podrobnejsimi podatki o vsebnosti

vitamina K1 v razli¢nih zivilih bi lahko poskrbeli za kakovostnejse zivljenje.
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1 Uvod

1.1 Splosno

Leta 1929 so prvi¢ posumili, da obstaja snov, ki deluje antihemoragi¢no, torej proti
krvavenju. IstoCasno je Dam na Danskem prouceval delovanje holesterola tako, da je
opravljal poskus s pis¢anci, ki jih je hranil s prehrano z malo mas¢obami. Nekoliko pozneje se
je njegovim raziskavam pridruzil ¢ Sved Schoneyder. Skupaj sta odkrila obstoj snovi, ki je
ob pomanjkanju lipidov oziroma mascob in njim podobnih snovi, izzvala krvavenje veznih
tkiv. Leta 1936 sta dokon¢no izolirala snov filokinon in Dam jo je poimenoval koagulation
vitamin, od tod tudi ime vitamin K. Od leta 1935 so ga delno izolirali iz raznih rastlin, leta

1939 pa so ga izdelali sinteticno (1).

Vitamin K je skupina lipofilnih spojin s podobno strukturo, ki sodelujejo pri strjevanju krvi in
metabolizmu kosti. VVsem spojinam je skupna funkcionalna skupina, tj. naftokinonski obro¢.
Prav zaradi njega je mehanizem delovanja podoben za vse njegove vitamere, saj je obro¢
pomemben za vezavo na receptor. Njegova glavna vitamera sta vitamin Ki (filokinon) in
vitamin Kz (skupina menakinonov). Obstaja Se vitamin K3, ampak je zaradi svojih lastnosti
strupen. Razlika med Kj in K> je pogojena z lipofilnostjo stranskih verig, ki so vezane na

obro€. Razli¢na topnost v ma$¢obah pomeni razli¢no biolosko funkcijo v ¢loveskem telesu.

Dnevna potreba po vitaminu je zelo majhna in jo zlahka pokrijemo z uzivanjem presne
zelenjave, predvsem zelenih listov, kot so solata, $pinaca in ohrovt. Do sinteze tega vitamina
prihaja tudi v debelem Crevesju, kjer ga proizvajajo intestinalne bakterije. Zadostna dnevna

koli¢ina za odraslega znasa 120 mikrogramov na kilogram telesne teze (1).
1.2 Namen in cilj raziskovalnega dela

V okviru svoje raziskovalne naloge smo se namenili raziskati koli¢ino vitamina Ky v sadju in

zelenjavi. Zanimala nas je vsebnost vitamina Ka:

— v domacem sadju in zelenjavi,

— V kupljenem sadju in zelenjavi,

— glede na prisotnost pesticidov v sadju in zelenjavi,
— glede na pigment v sadju,

— glede na toplotno obdelavo sadja.



Glavni cilj omenjenih raziskav je bil poiskati odgovor na zastavljeno vprasanje: ”Je vitamin K

res nujno zlo?”
1.3 Hipoteze

Na osnovi svojega predznanja smo postavili naslednje hipoteze:

1. Predvidevamo, da imajo plodovi v primerjavi s podzemnimi deli ve¢jo koncentracijo

vitamina Ki.
2. Predvidevamo, da se z uporabo pesticidov koncentracija vitamina K v rastlinah zmanjsa.

3. Predvidevamo, da imajo rastline z visoko koncentracijo rdecega pigmenta manj$o

koncentracijo vitamina Ky v primerjavi z rastlinami, bogatimi s klorofilom.

4. Predvidevamo, da se toplotno obdelanim rastlinam koncentracija vitamina Ky zmanjsa.

1.4 Raziskovalne metode

Pri raziskovalnem delu smo uporabili naslednje metode, ki so podrobneje opisane v

eksperimentalnem delu:
1. Delo z literaturo.

Pregledali smo razpolozljivo literaturo o vitaminu K. Predvsem nas je zanimalo, kaksen

pomen in vpliv ima vitamin K na na$ organizem.
2. Priprava vzorcev sadja in zelenjave za doloCitev vsebnosti vitamina K.

3. Doloc¢evanje koncentracije vitamina Ki: v sadju in zelenjavi z visokolo¢ljivostno

tekocinsko kromatografijo, ki je potekala na reverzni fazi (HPLC-RP) in z UV-detekcijo.

4. Analiza rezultatov.
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2 Teoreticni del
2.1 Vitamin K1

Vitamin Ki je enantiomer filokinona, zato si delita enake lastnosti. Filokinon je organska
Spojina, topna v mascobah in obstojna na zraku in v vodi. Kljub obstojni strukturi je ob¢utljiv

na sonc¢no svetlobo in ob izpostavljenosti razpade.

Zgrajen je iz naftokinonskega obro¢a, na katerega je vezan metil, in iz stranske verige,
tvorjene iz stirih ostankov izoprenoida — fiten. Zaradi svoje molekularne strukture je

predstavnik policikli¢nih aromatskih ketonov.

Njegova molska masa znasa 450,70 g/mol z molekulsko formulo Cs1H4602. Po
IUPAC-poimenovanju je vitamin Ki (filokinon) $e drugace poznan kot 2-metil-3-[(2E)-
3,7,11,15-tetrametilheksadek-2-en-1-il]naftokinon.

O

O

Slika 1: Struktura vitamina K; (14)



V c¢loveskem telesu se filokinon pretvori v menakinon-4 ali menatetrenon. Pri njegovi
pretvorbi sta pomembni trebuSna slinavka in stena arterij, pri moskih ga testisi pretvorijo v
menakinon-4 in ne bakterije v debelem ¢revesju, kot je bilo predhodno domnevano. Res pa
je, da vitamin K> proizvajajo tudi same intestinalne bakterije. Pomemben je predvsem zaradi
svoje sposobnosti pretvarjanja glutamatskega ostanka v Gla-proteine, ki so prisotni v
koagulacijskih in antikoagulacijskih faktorjih ter osteokalcinu. Zato je pri strjevanju krvi in

mineralizaciji kosti nepogresljiv (2).

Slika 2: Struktura vitamina K; (15)

2.1.1 Vitamin K; in fotosinteza

Zaradi svetlobne obcutljivosti je vitamin Ki nepogresljiv koencim fotosistema I svetlobno
odvisnih reakcij, za katere velja, da potekajo v kloroplastih, natan¢neje na tilakoidni
membrani. V reakcijo vstopi po fotovzbujanju pigmentov antena kompleksa (slika 3), ki je
kombinacija molekul Kklorofila A in karotenoidov. Znotraj antena kompleksa je reakcijski
center P700, obdan z najmanj petindvajsetimi molekulami klorofila A, za katere so ugotovili,
da najbolj absorbirajo svetlobo pri 700 nm. Energija se nato iz antena kompleksa pomakne v
njegov center P700 — dimer dveh klorofilov A0 (oksidiran klorofil A), kot je na sliki
prikazano s puscicami. Po zvr$éenih redoks reakcijah v antena kompleksu se dva elektrona
preneseta iz klorofila A0 na filokinon. Se preden pa filokinon sprejme elektrona klorofila A0,
mora dva tudi oddati, zato reducira zelezov-zveplov kompleks (Fa in Fb), ki je na sliki
oznacen kot Fd. Tako je filokinon prvi neposredni sprejemnik dveh elektronov v fotosistemu I
(3,4).

Problem, s katerim se danes sreCujemo, SO vsekakor pesticidi in njihova pretirana uporaba.
Pesticidi zmanjSujejo koncentracijo klorofila in posledi¢no filokinona. Zaradi rastnih

hormonov in zascite, ki jo nudijo, se rastlinam ni ve¢ treba boriti za prezivetje, kar zmanjSuje
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prisotnost kloroplastov v listih — glavno nahajalis¢e vitamin Ky (5).
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Slika 3: Fotosistem | (16)

2.1.2 Vitamin K; in koagulacija krvi

Hemostaza in koagulacija sta zapletena procesa, ki s svojim sodelovanjem ustavita krvavitev
iz poskodovane zile tako, da nastane krvni strdek ali tromb. Cez nekaj ¢asa se tromb raztopi,
zilni endotelij pa se regenerira. Procesa sta pomembna, saj organizem varujeta pred

izkrvavitvijo in ohranjata homeostazo.

Trombociti vsebujejo zrnca in nekaj faktorjev strjevanja krvi. Razen tkivnega tromboplastina
in Ca?* so to e beljakovine plazme. Po poskodbi se faktorji vzbudijo tako, da encimi odcepijo
njihov neaktivni del. Aktiviran faktor je hkrati tudi encim, ki aktivira naslednjega. Vecina
faktorjev se sintetizira v jetrih ob prisotnosti vitamina K. Ob pomo¢i vitamina K> nastanejo
faktorji I, VII, IX, X in proteini C, S ter Z (6).

Princip delovanja antikoagulantov je dokaj preprost. Zaradi veriznih reakcij faktorjev
strjevanja krvi lahko onemogocimo delovanje le enemu, in podrl se bo celoten sistem
koagulacije, saj so s svojim delovanjem povezani v kaskado koagulacije. Tako lo¢imo

sredstva proti strjevanju krvi na dve vec¢ji skupini glede na to, kako inhibira delovanje faktorja



IV ali vitamina K antagoniste (VKA). Najbolj poznani VKA je varfarin, poznan tudi pod

imenom kumadin (7).

Varfarin je bil umetno pridobljen iz dikumarola, ki je prav tako eden izmed VKA. Te
uc¢inkovine zmanjSajo koncentracijo aktivne oblike filokinona v telesu, tako da inhibirajo
encim vitamina K epoksid reduktazo, ki poskrbi, da se Ki pretvori v menatetrenon. Po
strukturi so si te molekule podobne z vitaminom K, kar VKA omogoca, da se lahko na encim

vezejo in preprecijo njegovo nadaljnje delovanje (8).

Varfarin je bil sprva ustvarjen kot strup za podgane, nato pa so ugotovili njegovo
antikoagulantno funkcijo. Po zauZitju zdravilo ne za¢ne funkcionirati takoj, temve¢ potrebuje
nekaj dni, da ga jetra shranijo in nato prebavijo ter izlo¢ijo z urinom. Prav zato velikokrat
poleg kumadina dobijo pacienti $e injekcijo heparina, ki pospesi metabolizem v jetrih, in s
tem dosezejo skoraj takoj$nji ucinek zdravila. Kot protistrup pa se Se danes uporablja
filokinon. Ob prevelikem doziranju varfarina lahko pride do zapletov, kot je hudo krvavenje.
Kalcinacija arterij in srénih zaklopk ter osteoporoza sta Se dva od mnogih stranskih ucinkov,

ki jih pacient lahko dozivi (9).

O OH
2

o~ O

Slika 4: Struktura varfarina (17)

2.1.3 Vitamin K; in mineralizacija kosti

Kost ni mrtva, temve¢ se nenehno obnavlja in preoblikuje, sploh pri otrocih in odraslih.
Sestavljena je iz zivih celic, proteinov, mineralov in vode. Ena vrsta kostnih celic so

osteoblasti, ki gradijo novo kostno tkivo, druga vrsta pa osteoklasti, ki kost razgrajujejo.

Ko se okostje v ¢loveskem plodu Sele zacne razvijati, so Se vse kosti iz ¢vrstega, a proZnega

hrustanca. Pri novorojencku je vecji del hrustanca ze otrdel v kostno tkivo. Spreminjanje
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hrustanca v kost — okostenitev se za¢ne na primarnih okostenitvenih sredis¢ih, ki so na deblu
dolgih kosti. Na vsakem koncu kosti so t. i. sekundarna okostenitvena sredisca, kjer se
hrustanec postopno spreminja v kostno tkivo. Med kostnim deblom in orjakom je rastni

ploscek, kjer kost izdeluje nov hrustanec in se tako podaljsuje (10).

V procesu mineralizacije kosti, ki je del okostenitve, pa je pomemben vitamin Ki. Prej
omenjeni osteoblasti izloCajo protein osteokalcin, ki povzroc¢i vezavo kalcija v kosti. Protein
nastane s pomocjo karboksilacije glutamatskih ostankov, kjer je menakinon-4 nepogresljiv,

saj vstopa v reakcijo kot nekakSen encim.

\TH/ N \TH/ N
THz CHg
THQ HG—— COOH
COOH COOH
Glu Gla
KHo KO
y-glutamylcarboxylase
dithiol - S " dithiol - (SH)z
VKOR
/ R
dithiol - (SH)2 K dithiol - Sy

Slika 5: Shema karboksilacije glutamatskih ostankov (18)
Po funkciji je osteokalcin podoben hormonom. Ob sprosc¢anju proteina se beta celice v

trebusni slinavki odzovejo tako, da izlocijo ve¢ inzulina, isto¢asno pa mascobne celice
izlocijo adiponektin, ki naredi celice obc&utljivejSe na inzulin. Tako celice prejmejo vec
glukoze, kar posledi¢no prinese ve¢ energije za rast in razvoj. Poleg tega je pomemben pri

ohranjanju Ca®" ionov v homeostazi, ki v preveliki koli¢ini povzroc¢ajo aterosklerozo in
kalcinacijo sr¢nih zaklopk (11).



3 Eksperimentalni del

3.1 Priprava vzorcev sadja in zelenjave za dolocitev

koncentracije vitamina K1

Izbrali smo dve razli¢ni vrsti jabolk in eno vrsto ¢ebule ter jih pripravili za nadaljnjo analizo

dolocitve koncentracije vitamina K.

3.1.1 Kemikalije

Ime spojine Formula spojine

metanol

destilirana voda

heksan

3.1.2 Inventar in merilni instrumenti

kuhinjski noz

e  kuhinjska deska

e plasticna posoda

e epruvete

e stojalo za epruvete
e stojalo za lij lo¢nik
e lijlo¢nik

e cCaSe

e erlenmajerice

e pipete

e  70gice za pipete

o lijak

Slika 6: Lij lo¢nik (foto: Centrih, T., 2014)

e filtrirni papir

e steklene palcke
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reagencne steklenicke

e Gorenje — hand grinder MPE 400 EA
e merilni valji

e ultrazvocna kopel

e tehtnica

e plinska jeklenka z dusikom

Slika 7: Uparevanje heksana s pomocjo plinastega dusika
(foto: Centrih, T., 2014)

3.1.3 Zascita

e zasCitna halja
e za$Citna ocala
3.1.4 Postopek

Vzorec najprej na deski s kuhinjskim nozem nasekljamo na manjSe koScke. Koscke
prenesemo v plastiéno posodo in jih s palicnim mesalnikom homogeniziramo. Vzorcu
(Jabolko), ki mu dolo¢amo odvisnost koncentracije vitamina Ki od temperature, dodamo
destilirano vodo, segrevamo 5 minut pri 80 °C. Na avtomatski analizni tehtnici z odstopanjem
+ 0,0001 g zatehtamo vzorec, in sicer 10,0000 g homogene pulpe ¢ebule 0z. 15,0000 g pulpe
jabolka in jo razmeSamo v 40 mL metanola. Zmes postavimo na ultrazvo¢no kopel, da
razbijemo celi¢ne stene in v topilo prenesemo ¢im ve¢ analizirane snovi. Po 15 minutah
vzorec filtriramo. 10 mL vzorca spiramo trikrat s 4 mL heksana v liju lo¢niku. Lij lo¢nik
zapremo in ga stresamo maksimalno 1 minuto, medtem pa spros¢amo tlak, ki nastaja v liju
lo¢niku. Vitamin Ky se topi v heksanu, saj je nepolarna molekula. Med tekocinama nastane
fazna meja zaradi razli¢nih gostot. MeSanica s heksanom plava na metanolu, zato odpremo
petelincek, da steCe metanol iz lija locnika v Ze prej uporabljeno ¢aSo. Spiranje s heksanom
ponovimo Se dvakrat. Po ponovitvah prenesemo tekoc¢ino v novo ¢aso z izlivom in jo

prelijemo v epruveto. Heksan nato uparimo s pomocjo plinastega dusika. Na stenah epruvet se



nabere bela plast, ki vsebuje filokinon. Ponovno vse raztopimo z 2 mL metanola. Zdaj lahko

zac¢nemo z analizo in dolo¢evanjem koncentracije filokinona v pripravljenih vzorcih.

3.2 Dolocevanje koncentracije vitamina Ki v sadju in

zelenjavi

Koncentracijo vitamina Ky (filokinona) v sadju in zelenjavi smo dolocali z visokolo¢ljivostno
tekoCinsko kromatografijo, ki je potekala na reverzni fazi (HPLC-RP) z UV-detekcijo.
Kromatografija je tehnika, pri kateri posamezne komponente neke mesanice separiramo na
podlagi njihovega razlicnega porazdeljevanja med dve fazi: stacionarno in mobilno.
Stacionarna faza je trdna snov ali tekocina, nanesena na trden nosilec, in je v kromatografski
koloni. Mobilna faza je plin ali tekocina, ki se pomika skozi kolono. Poglavitne lastnosti, ki
vplivajo na to, kako se bo neka komponenta v mesanici porazdeljevala med obe fazi, so njena
polarnost in prisotnost dolo¢enih funkcionalnih skupin, pri nekaterih vrstah kromatografije pa

Se njena hlapnost in velikost molekul.

Pri tekocinski kromatografiji visoke locljivosti (angl. high performance liquid
chromatography, HPLC) se kot mobilna faza uporablja tekocina, stacionarna faza je nanesena
ali kemi¢no vezana na delce polnila (1,5-20 pm) v kovinskih kolonah premera 1-4 mm in
dolzine 5-30 cm. Osnova stacionarnih faz je najpogosteje polarni silikagel (t. i. normalna
faza, NP), ki je lahko kemi¢no modificiran, da postane bolj nepolaren (t. i. reverzna faza, RP).
To fazo smo uporabili tudi mi. Pri normalni fazi uporabljamo kot mobilno fazo mesanico
organskih topil, pri reverzni fazi pa mesanico destilirane vode ali pufrnih raztopin s topili, Ki
se z vodo mesajo (metanol, acetonitril, tetrahidrofuran ipd.). Mobilna faza lahko ima ves ¢as
analize enako sestavo — izokratska elucija, lahko pa jo med analizo spreminjamo — gradientna
elucija, kar je zlasti primerno za mesanice spojin z razli¢no polarnostjo. HPLC je primeren za
analizo vecine spojin, tudi za termi¢no nestabilne in nehlapne. Pogosto se uporablja v
preparativne namene. Glavni deli tekoc¢inskega kromatografa so rezervoar za mobilno fazo,
¢rpalka za ¢rpanje mobilne faze skozi kolono, injektor za vzorec, kromatografska kolona in
detektor. Najpogostejsa detektorja sta detektor na lomni koli¢nik (refraktometricni) in
spektrofotometri¢ni detektor, ki smo ga uporabili tudi mi pri doloc¢evanju filokinona v sadju in

zelenjavi (12).

Detekcija temelji na dejstvu, da molekule absorbirajo svetlobo, kar pa je odvisno od njihove

strukture in okolja, ki jih obdaja. Za molekule, ki absorbirajo svetlobo valovnih dolzin v
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obmocju UV-spektra, uporabljamo kot vir svetlobe emitor, ki oddaja svetlobo teh valovnih

dolzin. Za molekule, ki absorbirajo v vidnem delu spektra, pa uporabimo vir vidne svetlobe.

Pri analizi smo uporabili valovno dolzino 254 nm in svetilko D2 (13).

Syringe
Purnp ] Sample
Injector
Colurmn
Diata
Reconding Destactar
System

Sohvent
Reservair @

Slika 8: Shema instrumenta HPLC (19)

3.2.1 Kemikalije

Ime spojine ‘ Formula spojine

metanol

acetonitril chromosolv, for HPLC

standard vitamin K1

etanol

3.2.2 Inventar in merilni instrumenti
e sistem HPLC z dvema ¢rpalkama; ro¢no injiciranje in UV-vis detekcija
e kromatografska kolona Chromosil-eternity-5-C18; 100 x 4,6 mm; velikost delcev Sum

e racunalnik

Slika 9: Instrument HPLC (foto: Centrih, T., 2014)
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3.2.3 ZasScita

e zaSCitna halja

e zaSCitna oCala

3.2.4 Optimizacija metode

Cas merjenja je bil 15 minut, pretok je bil ves ¢as 0,7 mL/min. Standardni vzorec smo
pripravili iz Cistega standarda, ki je rumena, zelo viskozna tekoc¢ina. Zatehtali smo vzorec z
maso 0,0232 g in ga poskusali raztopiti v 25 mL metanola (topnost vitamina K3 v metanolu:
11000 mg/L, T = 22 °C), vendar se standard ni popolnoma raztopil, zato smo vse skupaj
prelili v 50 mL bucko, dodali 20 mL etanola in dopolnili z metanolom. Kon¢na raztopina je
imela koncentracijo 464 mg/L. Ker je vitamin Ki na svetlobi neobstojen, smo bucko s
standardno raztopino zaScitili z alufolijo (v treh dneh je padla koncentracija kontrolne

raztopine za 30,3 %).

Iz standardne raztopine smo pripravili 9 raztopin s koncentracijami 50-0,125 mg/L (pod
0,125 mg/L detekcija ni bila izvedljiva), ki smo jih analizirali s HPLC po trikrat (retencijski
¢as 8,17 min, A= 254 nm), in povprecje dolocitev uporabili za izris kalibracijske krivulje

(priloga 1).

2500

v=42,305x- 5664
2_
2000 - R*=0,9978

1500 -

ploscina

1000 -

0 10 20 30 40 50 60
koncentracijavmg/L

Slika 10: Kalibracijska krivulja
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3.2.5 Postopek

Na racunalniku zazenemo program in s tem za¢nemo analizo. Po dveh minutah v injektorski
del tekocinskega kromatografa injiciramo 1 ml pripravljenega vzorca. Ko mobilna faza
(mesanica acetonitrila in metanola) tec¢e skozi kolono, gradientno spreminja sestavo iz
zacetnega razmerja 1 : 1 do kon¢nega 7 : 3. Med tem ¢asom rac¢unalnik belezi podatke in rise
kromatogram. Po 8 minutah se iz kolone pri¢ne izpirati filokinon (retencijski ¢as 8,17 min).
Med analizo smo pripravili metanolno raztopino vitamina Ki za standardni dodatek (10
mg/L), ki smo ga dodali ekstraktu vzorca v enakem volumnu, kot smo prej raztopili suhi

preostanek, in ekstrakt s standardnim dodatkom $e trikrat analizirali.

3.2.6 Meritve in racun

Za dolocitev koncentracije vitamina K1 v vzorcih smo uporabili metodo standardnega dodatka
(po tri dolocitve ekstrakta samega vzorca in ekstrakta vzorca s standardom, volumen

standarda je bil enak volumnu ekstrakta). Kot meritve smo dobili naslednje kromatograme:

— C:\ClarityChrom \WORK1 \DATA|Vitamink \ViRKOS1

mas)
o — C:\ClarityChvom \WORK1 \DATA|Vitamink \VitK114.

sorbsnce

Slika 12: Kromatogram za ekstrakt kupljene surove rjave cebule
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Slika 13: Kromatogram za ekstrakt domacega surovega jabolka granny smith
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Slika 14: Kromatogram zaekstrakt kupljenega surovega jabolka elstar

" — C:\ClarityChom \WORK1 \DATA|Vitamink \ViRK117

Slika 15: Kromatogram za ekstrakt domacega kuhanega jabolka granny smith



Tin Centrih; Raziskovalna naloga: Vitamin K — nujno zlo

Koncentracijo vitamina K1 v ekstraktu vzorca smo izracunali po nasledn;ji enacbi:

Enacba 1: Izracun koncentracije vitamina K; v ekstraktu vzorca

() = c{st)
e = ZA(skupni} _1q
Alx)
(o 04 [EUR koncentracija vitamina K v ekstraktu vzorca
(o) PR koncentracija standarda vitamina K1 (10 mg/L)
PAX G4 T instrumentalni signal (plos¢ina kromatografskega vrha) za ekstrakt vzorca

A(skupni)..... signal za ekstrakt vzorca z dodanim standardom

Izracunano koncentracijo vitamina Ki v ekstraktu c(x) pomnozimo z volumnom ekstrakta
(0,002 L), da dobimo maso vitamina Ky v ekstraktu. Maso delimo z izkoristkom ekstrakcije
(0,768), da dobimo maso v ekstrahirani pulpi, nato pa Se mnozimo z 2 (ker smo za ekstrakcijo
uporabili le polovico pulpe). Kon¢no maso vitamina Kz v vzorcu delimo z maso vzorca, da

dobimo koncentracijo vitamina Kz v vzorcu v ppm oziroma mg/kg ali ng/g.
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4 Rezultati in razprava

S prej opisanim postopkom smo pripravili razlicne vzorce. V njih smo dolocili vsebnost
vitamina Ki. S pomocjo kromatogramov (slike 11-15) in z ena¢bo 1 smo nato izvedli
preracun dobljenih rezultatov v koncentracijo vitamina K. Rezultati so za vzorce navedeni v
preglednici 1. Koncentracija je podana v ppm, kar po anglesko pomeni parts per million, in je

enakovredna enotama 1 mg/kg = 1 ng/g.

Preglednica 1: Koncentracije vitamina K; v vzorcih

domaca kupljena domace surovo kupljeno domace
surova rjava | surova rjava | jabolko granny | surovo jabolko | kuhano jabolko
cebula cebula smith elstar granny smith
koncentracija 0,602 0,144 0,309 0,215 0,174
[Ppm]

4.1 Odvisnost koncentracije vitamina K1 v sadju in zelenjavi

4.1.1 Primerjava domacega sadja in zelenjave

Preglednica 2: Koncentracija vitamina K; v domacem sadju in zelenjavi

Zivilo Koncentracija vitamina K1 [ppm]

surova rjava ¢ebula 0,602

surovo jabolko granny smith 0,309

0,8
'€0,7
o
o
=0,6
80,5
$0,4
s
v 0,3
0,2
0,1

mdomaca riava ¢ebula ® domace grannv smith iabolko

Diagram 1: Koncentracija vitamina K; v domacem sadju in zelenjavi

Iz podatkov v preglednici 2 in prikaza na diagramu 1 je razvidno, da ima domaca surova rjava

cebula skoraj dvakrat veéjo koncentracijo vitamina Ki v primerjavi z domacim surovim
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jabolkom granny smith. Cebula raste v zemlji, medtem ko je jabolko plod. To bi lahko
pojasnili tudi z vsebnostjo skroba, Ki je pri ¢ebuli prisoten v ve&ji koli¢ini. Skrob se shranjuje
v celi¢nih organelih, imenovanih amiloplasti. Tudi kloroplasti so celi¢ni organeli in jih
uvrs¢éamo med plastide, ki vsebujejo klorofil in predstavljajo glavni vir vitamina Ki. Po nekaj
¢asa rastlina ne potrebuje ve¢ toliko kloroplastov zaradi razli¢nih razlogov, npr. premalo
svetlobe, shranjevanje rezervne hrane ... Ravno kloroplasti se nato pretvorijo v amiloplaste,

kjer je poleg skroba vitamin Ky, ki se pri pretvorbi ohrani.

4.1.2 Primerjava kupljenega sadja in zelenjave

Preglednica 3: Koncentracija vitamina K; v kupljenem sadju in zelenjavi

Koncentracija vitamina K1 [ppm]

surova rjava ¢ebula 0,144
surovo jabolko elstar 0,215
0,3
0,25
g 0,2
A=
S
3 0,15
IS
[«5]
[&]
S 0,1
x 1
0,05
0
kupljena rjava ¢ebula m kupljeno jabolko elstar

Diagram 2: Koncentracija vitamina K; v kupljenem sadju in zelenjavi

Iz podatkov v preglednici 3 in prikaza na diagramu 2 je razvidno, da je koncentracija vitamina
K1 vec¢ja pri jabolku. To razliko lahko pojasnimo s prisotnostjo tezkih kovin v zemlji in
izpostavljenostjo svetlobi. Tezke kovine v zemlji skodujejo rastlinam. S tem ko jih rastlina

vnese v organizem, se jih poskusa znebiti. VVso energijo, ki bi jo drugace porabila za izvajanje
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fotosinteze in izgradnjo novih kloroplastov, kjer je vitamin Ki, nameni za izlo¢anje tezkih

kovin iz organizma oz. njihovo skladis¢enje v vakuoli (odpadnem mehurcku rastlinskih celic).

Na c¢ebulo tako tezke kovine vplivajo mocneje kot na jabolko, saj neposredno raste v zemlji,
medtem ko jabolka utrgamo z drevesa, zato jih prisotnost tezkih kovin ne prizadene tako

moc¢no.

Pomembni faktor, zakaj je prisotnega manj vitamina Ky v ¢ebuli kot v jabolku, v nasprotju s
prejsnjo ugotovitvijo, je vsekakor svetloba, ki je glavni vir energije. Vzrok izvajanja
fotosinteze lezi v svetlobi in njenih fotonih, ki predstavljajo nekaksno aktivacijsko energijo in
sprozijo delovanje fotosintetskih pigmentov in njihovih kompleksov. Vecja kot bo
izpostavljenost svetlobi, ve¢ kloroplastov bo rastlina proizvedla, kar pomeni, da bo potrebnih
ve¢ fotosintetskih kompleksov, katerih del je tudi vitamin K1. Ponovno je ta dejavnik v korist
jabolku, saj so plodovi v ve¢ji meri izpostavljeni svetlobi kot pa ¢ebula, ki uspeva neposredno

v zemlji.

Na podlagi zbranih rezultatov lahko ugotovimo, da postavljena hipoteza 1 drZi le delno.

Upostevati moramo tudi druge dejavnike, ki lahko vplivajo na koncentracijo vitamina Ki v

sadju in zelenjavi.

4.2 Odvisnost koncentracije vitamina K1 glede na prisotnost

pesticidov v sadju in zelenjavi

Preglednica 4: Koncentracija vitamina K; v domacem in kupljenem sadju ter zelenjavi

Zivilo Koncentracija vitamina Ki [ppm]
jabolko granny smith (domace) 0,309
jabolko elstar (kupljeno) 0,215
rjava ¢ebula (domaca) 0,602
rjava ¢ebula (kupljena) 0,144
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domace jabolko granny smith  ® kupljeno jabolko elstar

07 domaca rjava Cebula kupljena rjava €ebula

0,6

0,5

0,4

0,3

Koncentracija [ppm]

0,2

0,1

Diagram 3: Koncentracija vitamina K; v domacem in kupljenem sadju ter zelenjavi

Iz podatkov v preglednici 4 in prikaza na diagramu 3 je razvidno, da domaca jabolka granny
smith v primerjavi s kupljenimi jabolki elstar vsebujejo ve¢ vitamina Ki. Podobne rezultate

opazimo tudi pri domaci in kupljeni rjavi ¢ebuli.

V zakup moramo vzeti, da sta jabolki, ki smo ju analizirali, razli¢cnih vrst in da imata
drugacno vsebnost barvil. Se vedno lahko trdimo, da je v domacem jabolku, ki ni bilo
izpostavljeno pesticidom, prisotnega ve¢ vitamian Ky kot v kupljenem jabolku.

Nekateri pesticidi unicujejo mikroorganizme in s tem na neki nacin ovirajo ter unicujejo
razvoj rastlin. Za to je krivo njihovo delovanje na dusikove bakterije (cianobakterije) v zemlji,
ki pretrgajo trojno vez med dvema atomoma dusika in jih nato uporabijo za sintezo nitritov,
nitratov in aminov (5). Prav te bakterije so pomembne za razvoj visjih rastlin, kot so v nasem
primeru jablane, plod katerih so jabolka. Vpliv prisotnosti pesticidov v jabolkih se kaze v

manjsi koncentraciji vitamina Kz v kupljenih plodovih, ¢e jih primerjamo z domacimi.

Se o¢itnejse razlike v koncentracijah vitamina Ki lahko opazimo pri primerjavi domage in
kupljene ¢ebule. Podzemni deli so neposredno izpostavljeni pesticidom v zemlji. Unicenje
mikroorganizmov v zemlji se pri rastlinah kaze v manjsi zastopanosti kloroplastov, ki imajo

sposobnost prevajanja v amiloplaste, bogate z rezervno hrano — skrob. Cebula, izpostavljena
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pesticidom, ni sposobna sintetizirati toliko kloroplastov, kot jih je domaca ¢ebula. To pojasni

dvakrat vecjo koncentracijo vitamina K1 v domaci rjavi ¢ebuli.

Uporaba pesticidov pa omogoca rastlini vec¢jo zascito pred zunanjimi vplivi zuzelk in drugimi
zajedavci. Organizem tako ni primoran pospesiti sinteze kloroplastov, v katerih nastaja
glukoza in je vitamin Ki. Glukoza je sestavni del celicnega dihanja, ki je pomembno za
sintezo ATP — molekule, kjer se shranjuje energija. Ta energija se porablja za vse celi¢ne
procese, ki vkljucujejo tudi obrambo organizma. S tem ko je rastlina zasc¢itena s pesticidi, ni
potrebe po dodatni sintezi snovi, saj ne potrebuje dodatne obrambe pred zunanjimi vplivi, ker
ji jo dajejo ze pesticidi. V zunanji zasciti, prisotnosti pesticidov, se kaze koncentracija
vitamina Ki. Domaca cebula, ki med rastjo ni bila izpostavljena pesticidom, vsebuje veliko

vecjo koncentracijo kot tista, ki smo jo kupili v trgovini.

Hipotezo 2 potrjujemo. Ce sta bilo sadje ali zelenjava med svojim razvojem izpostavljena

pesticidom, se je koncentracija vitamina K1 v njem zmanjsala.

4.3 Odvisnost koncentracije vitamina K; glede na pigment v
sadju

Preglednica 5: Koncentracija vitamina K; glede na pigment v sadju

Zivilo Koncentracija vitamina Ki [ppm]

jabolko granny smith (domace) 0,309

jabolko elstar (kupljeno) 0,215

0,35
0,3
0,25
0,2

0,15

Koncentracija [ppm]

0,1

0,05

0]
mdomace jabolko granny smith  m kupljeno jabolko elstar

Diagram 4: Koncentracija vitamina K; glede na pigment v sadju
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Pri primerjavi jabolk vrst granny smith in elstar moramo upoS$tevati razli¢no prisotnost
pigmenta, ki jih plodovi vsebujejo. Domaca jabolka granny smith so zelene barve, kar
nakazuje prisotnost Klorofila v ve¢ini ovoja. Na drugacen pigment naletimo pri kupljenih
jabolkih elstar, za katere je glavni pigment v olupku antocianidinskega tipa. Rde¢i pigment
deluje kot pomozen fotosintetski pigment klorofilu, ki pa je v vecinskem delu prisoten pri
jabolkih granny smith, v jabolkih elstar ga je bistveno manj. Kot je bilo omenjeno ze v
teoreticnem delu, sta klorofil in vitamin K1 povezana, natanc¢neje v fotosistemu I (slika 3). Pri
pregledu rezultatov ugotovimo, da vzorec zelenega jabolka granny smith vsebuje vecjo
koncentracijo vitamina Ky kot vzorec rdecega jabolka elstar. Glavni razlog za te rezultate je
klorofil, ki ga je v granny smith veliko vec, zato sta klorofil in vitamin Ki v premem

sorazmerju.

Ugotovitev lahko potrdimo tudi s podatki iz preglednice 6 (priloga 2), ki podajajo
koncentracijo vitamina Ki v zivilih z razliénimi barvili oz. fotosintetskimi pigmenti. Ce
primerjamo zgornja tri zivila (blitva, ohrovt, $pinac¢a) s spodnjima dvema (paradiznik,
jagode), jasno vidimo, da je koncentracija vitamina Ky veliko ve¢ja pri rastlinah, ki so listnate
0z. so zelene in imajo veliko kloroplastov ter posledicno klorofila. Jagode se v koncentraciji

vitamina K razlikujejo od blitve za triinosemdesetkrat, kar potrjuje zgornjo ugotovitev.

Preglednica 6: Podatki o koncentraciji vitamina K; v Zivilih z razlicnimi pigmenti

blitva 8,30
ohrovt 8,17
Spinaca 4,00
paradiznik 0,25
jagode 0,10

Hipotezo 3 potrjujemo. Rastline, ki vsebujejo ved klorofila, torej so po videzu bolj zelene,

vsebujejo tudi veé vitamina K.
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4.4 Odvisnost koncentracije vitamina K; glede na toplotno

obdelavo sadja

Preglednica 7: Koncentracija vitamina K; glede na toplotno obdelavo sadja

Koncentracija vitamina Ki [ppm]

jabolko granny smith (surovo) 0,309

jabolko granny smith (kuhano) 0,174

= domace surovo jabolko granny smith
mdomace kuhano jabolko granny smith

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Koncentracija [ppm]

Diagram 5: Koncentracija vitamina K; glede na toplotno obdelavo sadja

Iz podatkov v preglednici 7 in prikaza na diagramu 5 je razvidno, da ima manjSo
koncentracijo vitamina Ki jabolko, ki je bilo pred ekstrakcijo toplotno obdelano. Ce
natancneje primerjamo, vidimo, da je vsebnost vitamina Ki pri surovem jabolku vecja za

skoraj polovico od kuhanega jabolka granny smith.

V nasprotju z naSimi rezultati pa v literaturi naletimo na drugacne podatke. Toplotno

obdelanim Zzivilom se koncentracija vitamina Ky poveca, to je razvidno tudi iz preglednice 8

(priloga 2).

Preglednica 8: Literaturni podatki koncentracije vitamina K; v surovem in kuhanem Zivilu

Zivilo Koncentracija vitamin K Koncentracija vitamin K1

v surovem Zivilu [ppm] v kuhanem Zzivilu [ppm]

koriander 3,10 15,10

petersili 5,40 9,00
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Do razli¢nih rezultatov je mogoce lahko prislo, ker smo vzorec premalo segrevali. Morda
5-minutno segrevanje na 80 °C ni bilo dovolj za vzorec in zato nismo dobili enakih rezultatov,
kot jih navaja literatura.

V skladu z rezultati in literaturo moramo hipotezo 4 ovredi. Pri toplotni obdelavi sta

pomembna temperatura in cas toplotne obdelave Zivila.
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5 Zakljucek

Vitamin K1 je pomemben za ¢loveski organizem. Sodeluje pri koagulaciji krvi in jo uravnava

ter je pomemben tudi v procesu mineralizacije kosti.

V nalogi smo z visokolocljivostno tekoc¢insko kromatografijo, ki je potekala na reverzni fazi
(HPLC-RP), in z UV-detekcijo dolocali vsebnost vitamin Ki v sadju in zelenjavi. Prvo
hipotezo smo delno potrdili. Domaca rjava ¢ebula (raste neposredno v zemlji) ima vecjo
koncentracijo vitamina K; kot domace jabolko granny smith (plod). Kupljena rjava ¢ebula pa
ima manjSo koncentracijo vitamina Ky kot kupljeno jabolko elstar. Ugotovili smo, da moramo
upostevati tudi druge dejavnike, ki lahko vplivajo na koncentracijo vitamina K v sadju in

zelenjavi.

HPLC-RP z UV-detekcijo smo uporabili tudi za doloc¢anje koncentracije vitamina K glede na
prisotnost pesticidov v sadju in zelenjavi. Ugotovili smo, da ¢e sta bila sadje ali zelenjava
med svojim razvojem izpostavljena pesticidom, se je koncentracija vitamina Ki v njiju

zmanj$ala. Drugo hipotezo smo s tem potrdili.

Zopet smo uporabili isto metodo dolo¢evanja koncentracije vitamina K1 glede na pigment v
sadju. Tretjo hipotezo potrjujemo. Rastline, ki vsebujejo ve¢ klorofila, torej so po videzu bolj

zelene, vsebujejo tudi ve¢ vitamina Kj.

Koncentracijo vitamina Ki: glede na toplotno obdelavo sadja smo tudi dolocali z zgoraj
omenjeno metodo. Ugotovili smo, da ima pred ekstrakcijo toplotno obdelano jabolko manjso
koncentracijo vitamina K kot pa surovo jabolko iste vrste. V nasprotju s svojimi rezultati pa
smo v literaturi naleteli na drugac¢ne podatke, zato je treba hipotezo stiri ovreci. Sklepamo
lahko, da sta pri toplotni obdelavi pomembna temperatura in ¢as toplotne obdelave zivila.

Raziskovalno delo bi v prihodnje lahko nadgradili e z ve¢jim izborom sadja in zelenjave, ki
bi jima doloc¢ili koncentracijo vitamina Ki, in morda preverili Se vpliv zamrzovanja na
vsebnost vitamina Ki v sadju in zelenjavi. Z objavo rezultatov bi lahko bili v pomo¢
bolnikom, ki morajo jemati antikoagulante, da bi si lazje sestavili jedilnik in s tem poskrbeli

za kakovostnejse zivljenje.
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uvoD

Vitamin K1 (filokinon) je v mascobah topni vitamin, v telesu shranjen v mascobnih tkivih in jetrih, ki je
pomemben za posttranslacijske modifikacije nekaterih proteinov, najbolje znan po vlogi, ki jo ima pri sintezi

koagulacijskih proteinov. Crka K prihaja iz nemskega imena Koagulationsvitamin (1).

Dnevne potrebe po vitaminu K so majhne (2 pg novorojencki — 120 ng odrasli) zato le redko pride do
pomanjkanja pri odraslih (posledica nekontrolirano krvavenje), pogosteje pa pri dojenckih, saj materino mleko

ne vsebuje znatnih koli¢in vitamina K (2).

Ker je spojina topna v nepolarnih topilih (3) in absorbira UV svetlobo (4), sem se odloé¢il za uporabo
RP-HPLC z UV detekcijo pri 254 nm.

POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA
OPTIMIZACIJA METODE

Kot Ze prej omenjeno, sem za doloCitev koncentracij vitamina K1 uporabil visokoloéljivostno
tekoc¢insko kromatografijo, ki je potekala na reverzni fazi (kolona: Chromosil-eternity-5-C18, 100 x 4,6 mm,
velikost delcev 5um) z UV detekcijo pri 254 nm (HPLC sistem z dvema ¢rpalkama, ro¢no injiciranje in UV -vis

detekcija). Mobilna faza je bila meSanica acetonitrila in metanola, katere sestava se je gradientno spreminjala:

acetonitril metanol
t=0 50% 50%
t=15 min 70% 30%

Cas merjenja je bil 15 min, pretok je bil ves ¢as 0,7 mL/min.

Standardni vzorec sem napravil iz ¢istega standarda, ki je rumena, zelo viskozna tekocina. Natehtal sem maso
0,0232¢ in jo poskusal raztopiti v 25 mL metanola (topnost vitamina K1 v metanolu: 11000 mg/L, T=22°C (3)),
vendar se standard ni popolnoma raztopil, zato sem vse skupaj prelil v 50 mL bucko, dodal 20 mL etanola in
dopolnil z metanolom. Kon¢na razopina je imela koncentracijo 464 mg/L. Ker je vitamin K1 na svetlobi
neobstojen, sem bucko s standardno raztopino zascitil z alufolijo (v treh dneh je padla koncentracija kontrolne

raztopine za 30,3 %).

Iz standardne raztopine sem pripravil 9 raztopin z koncentracijami 50-0,125 mg/L (pod 0,125 mg/L detekcija ni
bila izvedljiva), katere sem analiziral s HPLC po trikrat (retencijski ¢as 8,17 min, A=254 nm) in povprecje

dolocitev sem uporabil za izris kalibracijske krivulje.
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Slika 1 Umeritvena krivulja za vitamin K1.

Po vzoru nekaterih predhodnih raziskav (5,6) sem zelel izolirati in skoncentrirati vitamin K1 iz vzorcev
s pomocjo ekstrakcije na trdno fazo (SPE). Tako sem najprej poskusil na ze uporabljeni C18 kolonici (Supelco, 1
g). Kolonico sem najprej spral s 3 mL metanola in $e s 3 mL deionizirane (DI) vode, za tem sem precrpal skozi
kolono 25 mL raztopine vit. K1 (50 mg/L), elucijo sem izvedel s 5 mL metanola, celoten postopek sem ponovil

Se dvakrat. Izkoristek ekstarakcije n=7,96 %.

Po zacetnem neuspehu sem poskusil ekstrakcijo Se na kolonicah z drugimi sorbenti z malo
spremenjenim postopkom: spiranje s 4 mL metanola in 4 mL DI vode, pre¢rpavanje 50 mL raztopine (25 mg/L)

in elucija z 10 mL metanola. Novi rezultati prav tako niso bili optimalni:

e Supelco Supelclean LC18 (1 g): n=29,6 %

e Supelco Supelclean Envi-carb 1 mL: n=1,6 %
¢ J.T. Baker C18 polar plus: 1,8 %

¢ Discovery DSC-PH: n=2,4 %

e Supelco Supelclean LC8 (0,5 g): n=4 %

¢ AccuBond SPE ODS-C18 (200 mg): n=6,5 %
¢ Discovery DSC-18 LT: n=10,3,%

V naslednjem koraku sem preizkusil $e elucijo z manj polarnimi topili: najprej sem poskusil elucijo na Supelco
Supelclean LC-18 kolonici z 10 mL etil acetata, ker pa bi mi s tem topilom imel tezave pri me$anju z mobilno
fazo, sem topilo najprej uparil in potem preostanek ponovno raztopil v 5 mL metanola pred injiciranjem v

HPLC. Izkoristek 17,4 %. Celoten postopek sem ponovil $e s heksanom: n=11 %.
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Po neuspehih z ekstrakcijo na trdno fazo sem poskusil Se z ekstrakcijo tekoce-tekoCe: 10 mL vodne
raztopine vitamina K1 (c=1 mg/L) sem v 100 mL liju locniku ekstrahiral trikrat s 4 mL heksana, heksan sem
uparil in preostanek raztopil v 1 mL metanola (c(teor)=10 mg/L) pred injiciranjem v HPLC. Izkoristek je bil 48,9
%.

Celoten postopek ekstrakcije tekoce-tekoce sem ponovil $e iz metanolne raztopine vitamina K1 in dobil

izkoristek, s katerim sem bil zadovoljen (n=76,8 %).
EKSTRAKCIA 1Z SADJA IN ZELENJAVE

Vitamin K1 sem doloceval z metodo standardnega dodatka v domacem brsticnem ohrovtu, v domaci in
kupljeni ¢ebuli ter v kupljenih, domacih in kuhanih jabolkih (glede na nekatere nepreverjene vire kuhana jabolka

vsebujejo vec vitamina K).

Postopek je bil za vse vzorce priblizno enak. Najprej sem vzorec fino nasekljal z nozem in potem
dodatno homogeniziral (Gorenje — hand grinder MPE 400 EA). 5 g homogene pulpe sem suspendiral v 20 ml
metanola (pri ¢ebuli sem suspendiral 10 g v 40 mL in pri jabolku 15 g pulpe v 40 mL metanola) in suspenzijo
postavil v ultrazvoc¢no kopel, po 15 min sem jo filtriral in 10 mL filtrata ekstrahiral trikrat s 4 mL heksana v liju
lo¢niku. Heksansko fazo sem nato uparil in preostanek ponovno raztopil v 4 mL metanola (0z. v 2 mL metanola
pri Cebuli in jabolku). Vsak ekstrakt sem analiziral trikrat. Med analizo sem pripravil metanolno raztopino
vitamina K1 za standardni dodatek (10 mg/L), ki sem ga dodal v enakem volumnu, kot sem prej raztopil suhi

preostanek, in ekstrakt s standardnim dodatkom Se trikrat analiziral.
REZULTATI

Za dolocitev koncentracij vit. K1 v vzorcih sem uporabljal metodo standardnega dodatka (po tri dolocitve
ekstrakta samega vzorca in ekstrakta vzorca s standardom, volumen standarda je bil enak volumnu ekstrakta).

Koncentracija v ekstraktu:

clst)
A(skupni)
2 AG) -1

clx) =

Izra¢un koncentracije v vzorcu:

¢ Po susenju sem ekstrakt raztopil v 2 mL MeOH, zato pomnozim z 0,002
e Delim z izkoristkom (0,768)
e Pomnozim z 2 (ker sem ekstrahiral iz polovi¢nega volumna suspenzije pulpe v MeOH)

e Delim z maso vzorca
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Tabela 1: Koncentracija vitamina K1 v izbranih vzorcih v ppm
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koncentracija /ppm 0,871 0,602 0,144 0,309 0,215 0,174
RSD 0,166 0,091 0,074 0,085 0,008 0,009

osebej v primeru kupljene &ebule avstrijskega porekla). Ce primerjam jabolka z drugim virom (8), sem pa dobil

zelo podobne rezultate in tudi po pri¢akovanju manjse vsebnosti v kuhanih jabolkih.
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Priloga 2: Navodila, ki jih dobi bolnik v antikoagulacijski ambulanti

PREHRANA IN ANTIKOAGULANTNA TERAPIJA

Hrana bogata z vitaminom K oslabi u¢inek antikoagulantne terapije.

Ne spreminjajte prehrambenih navad takrat, ko je gostota krvi (antikoagulantna terapija)
stabilno urejena. V kolikor nacrtujete dieto, nas je potrebno obvestiti.

UravnoteZena prehrana z vnosom dolocene koli¢ine vitamina K, je nujno potrebna, zato se

priporo¢a nadzorovan ynos vitamina K v koli¢ini od 70 do 140 mikrogramov dnevno.

Urejenost terapije najbolj motijo nihanja pri vnosu vitamina K.

Odsvetujemo uzivanje jetrc, krvavic.

Izogibajte se uzivanju alkohola. Vecja koli¢ina popita naenkrat, zmanjSa metabolizem
zdravila in s tem poveca protrombinski ¢as-INR.

Kroni¢no vsakodnevno pitje alkohola pa pospesi metabolizem varfarina in s tem zniza
protrombinski ¢as-INR. Tabela prikazuje koli¢ino vitamina K v mikrogramih v 100 gramih

zivil in zaCimb od najviSje do najniZje vrednosti.

Koriander kuhan 1510
Zeleni Caj 1428
Morske alge — vijoli¢ne 1385
Petersilj kuhan 900
Meta listi, kuhani 860
Blitva 830
Ohrovt 817
Repa 650
Petersilj surov 540
Koleraba, zeleni deli 440
Brsti¢ni ohrovt, kuhani 438
Spinaca 400
Kumara, samo lupina 360
Krizantema, cvet surov 350
Koriander surov 310
Brokoli kuhan 270
Crni &aj 262
Vodna kresa 250
Endivija 231
Meta listi, surovi 230
Spomladanska solata 210
Spomladanska ¢ebula 207
Brokoli surov 205
Jetra (sv., gov., piS¢.) 100
Paradiznik 25
Kivi 25
Leca 22
Arti¢oka 14
Zelena 12
Jagode 10
Kava 10




