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POVZETEK

Teobromin, sorodnik kofeina, je dobro poznana organska spojina, ki jo
najdemo v zrnih kakavovca, kola oresckih, v guaranini jagodi, Holly
jagodiCevju, rodu llex guayusa, rodu llex paraguariensis (Yerba mate) in
Cajevcu. V manjsih kolicinah je prisoten tudi v navadni bodiki, llex aquifolium,
ki je bila predmet nasih raziskav. S pomocjo postopka maceracije, z uporabo
razlicnih raztopin etanola, variacijo ¢asa in temperature, smo iz listov in
plodov navadne bodike pripravili izolate. Pripravljenim izolatom smo z
uporabo FTIR-spekiroskopije dolocili  kvantitativno vsebnost teobromina.
Najvecjo vsebnost teobromina je pokazal vzorec plodov, pripravljen z 1-urno
maceracijo z »absolutnim« etanolom pri 41 °C. V zadnjem delu smo se
posvecali difuziji izolatov na trdno gojisCe z modelnim organizmom
Saccharomyces cerevisiae. Omenjeni vzorec maceriranih jaogod z najvecjo
vsebnostjo teobromina je pokazal pojav minimalne inhibicijske cone, ki jo
modelni organizem po doloCenem casu fudi preraste. Ker je modelni
organizem prerasel tudi vzorec standardnega teobromina, predvidevamo,
da le-ta vsebuje Se dodane komponente, ki ustvarjajo prispevek k aktivnosti.

Preostali testirani vzorci niso kazali vidnega ucinka.

KLJUCNE BESEDE: teobromin, maceracija, etanol, ekstrakt, FTIR-spektroskopija,

Saccharomyces cerevisiae, difuzija, bioloska aktivnost

ABSTRACT

Theobromine, a caffeine analogue, is a well-known organic compound found
in Cocoa beans, nuts, Organic guarana, Holly berries, llex guayusa, llex
paraguariensis (Yerba mate) and tea tree. In small quantities, it is also
represented in the English holly, llex aquifolium, which was the main subject of
our research study. By means of the maceration process, using different
ethanol solutfions, variation of time and temperature, we prepared isolates
from the leaves and fruits of the English holly. Theobromine in the preparated

isolates was quantitatively determined by FTIR-spectroscopy. The high amount

7
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of theobromine was shown by a sample of the fruit, prepared for 1 hour
maceration with »absolute« ethanol at 41 °C. In the latter part, we focused on
the diffusion of isolates onto a agar-agar media, with the model organism
Saccharomyces cerevisiae. The aforementioned sample of macerated fruits
with the high theobromine content showed the occurrence of the minimal
inhibition zone, which the model organism has overgrown after a certain
period of time. Since the model organism has overgrown a standard
teobromine too, it also contains additional components that generate

inhibition zone. The remaining tested samples did not show any visible effect.

KEY WORDS: theobromine, maceration, ethanol, extract, FTIR-spectroscopy,

Saccharomyces cerevisiae, diffusion, biological activity
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1. UvVOD

V raziskovalnem delu smo preucevali vsebnost teocbromina v listih in plodovih
navadne bodike, llex aquifolium. Teobromin je grenak alkaloid v zrnih
kakavovca. Njegova molekulska formula je C7HsN4O2. Ima podobno sestavo
kot kofein, razlika je le v tem, da je v kofeinu namesto -NH skupine, skupina N-
CHs. Ceprav nosi ime teobromin, ne vsebuje broma. Njegovo ime izvira iz
znanstvenega imena cokolade, ki ji ga je nadel svedski naravoslovec Linee:
teobroma (teo — gr. bog in broma - gr. hrana), torej hrana bogov. Uporaben
je za zdravljenje visokega pritiska. Razlicne vrste kakava v prahu se lahko
razlikujejo po vsebnosti teobromina, od 2 do 10 % surova kakavova zrna
vsebujejo 1,4 % teobromina. V majhnih kolicinah ga najdemo tudi v kola
oresckih (1,0-2,5 %), v guaranini jagodi, Holly jagodicevju, rodu llex guayusa,

rodu llex paraguariensis (Yerba mate), kakavovcu, €ajevcu in navadni bodiki.

S pomocjo maceracije smo najprej iz listov in plodov navadne bodike izloCili
teobromin. Pri tem smo uporabili nabsolutnik, 90 in 80 % etanol. Cas izolacije je
trajal eno uro, 24 ur in en teden. Nekatere vzorce smo izolirali pri sobni
(delovni) temperaturi (21 °C), nekatere izmed njih pa smo segrevali na
temperaturi 41 oz. 61 °C. V nadaljevanju smo s pomocjo IR-spektroskopije
dolocili vsebnost teocbromina v odstotkin. V zadnjem delu smo s pomocjo
metode difuzije na trdno gojisCe izvajali difuzijski antibiogram z diski. Za
modelno kulturo difuzije izolatov na trdno gojisCe smo izbrali kvasovke,

Saccharomyces cerevisiae.

1.1 PRISTOP K RAZISKOVALNEMU DELU

Vecino prakticnega dela naloge smo opravili v Solskih prostorin. Del

eksperimentalnega sklopa smo zaradi uporabe posebne opreme in
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tehnologije opravili na Kemijskem institutu v Ljubljani (Laboratorij za strukturo
biomolekul) in v raziskovalnem laboratoriju gimnazije in veterinarske Sole
BiotehniSkega izobrazevalnega centra (BIC) Ljubljana. TamkajSnje delo je
nadzorovalo tehni€no usposoblieno osebje v sodelovanju z mentorji. Vso
potrebno opremo nam je zagotovila Sola, prav tako je bilo za varnost
poskrblieno tudi v zunanjih institucijah. Ker so bile kemikalije opremljene z
oznakami za nevarne snovi, smo z njimi ravnali v skladu s predpisi o tovrstnih
snoveh. Pri delu smo imeli na voljo vsa zascitna sredstva (rokavice, zascitha
ocCala, masko in haljo). Pri delu smo dosledno upostevali pravila za varno

delo.
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2. TEORETICNI DEL

2.1 TEOBROMIN V NARAVI

Teobromin je mogoce zaslediti v razlicnih naravnih virih, kot so guarana,
(Paullinia cupana), kola (Cola sp.), kakavovec (Theobroma cacao), Cajevec

(Camellia sinensis) in navadna bodika (llex aquifolium).

2.1.1 GUARANA, Pavullinia cupana
Kraljestvo: Plantae (rastline)

Red: Sapindales (javorovci)

Druzina: Sapindaceae (sapindovke)
Rod: Paullinia

Vrsta: Paullinia cupana L.

Guarana (Paullinia cupana) je zimzelena rastlina, ki raste v Venezueli in na
severu Brazilje. Rastlina uspeva le v predelih dezevnega pragozda na
podrocju Amazonke, kjer so pogoji za njeno rast, to so tropske temperature in
mocCno dezevje, najboljsi. Guarana je plazeC grm, ki zraste do visSine 12
metrov. Plodovi guarane so rdeckaste barve in vsebujejo ¢rna semena, ovita
v bel plas¢ek, da izgleda kot nekaksno oko (Bodi eko, 2013).

Pravo brazisko guarano lahko uzivamo v majhnih odmerkih. Guarano
povezujejo tudi z zivljenjsko dobo, mocjo in odpornostjo, zenskam menda
daje zametno kozo brez gubic in celulita, zato ima pri domacinih ime tudi
eliksir za dolgo zivlenje. Semena in smola se uporabljajo v obliki prahu,
alkoholnih izvleCkov, kapsul, sirupov in Cajev, ki imajo pozitivne uclinke na

zdravije.
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Guarana je priljubliena prav zaradi pozivljajoCih lastnosti. Pogosto se
uporablja v energijskin pijacah, vitaminskin napitkih in sredstvih za izgubo
odvecnih kilogramov. Kot naravni stimulans je guarana priporocljiva za ljudi, ki
so pod velikim stresom, in fiste, ki bi radi iz svojega telesa izkoristili kar najvecjo
produktivnost takrat, ko jo najbolj potrebujejo. 1zboljSa tudi kognitivhe funkcije
in zmogljivost pri Sportnikin. UCinek guarane je v prvi vrsti povezan z
delovanjem kofeina. Guarana vsebuje med 3 in 7 % kofeina, kar je precej vec
od kave, ki vsebuje 1-2 % kofeina.

Kofein iz guarane deluje stimulativno na nas centralni ziveni sistem, zmanjSuje
apetit ter zmanjSuje dusevno in tfelesno ufrujenost, vendar za razliko od
kofeina iz kave ali Caja guarana ne povzroca nobenih stranskih ucinkov, kot je
pospeseno bitje srca. Kofein iz guarane se sprosca veliko pocasneje in njegov

stimulacijski u€inek traja priblizno 6 ur (Bodi eko, 2013).

Slika 2: Guarana (Nurserylive, 2018).
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Hranilne vrednosti guarane nam razkrijejo, s kako zdravo in bogato rastlino
imamo opravka. Guarana vsebuje fitokemikalije, kot so teocbromini, saponini,
tanini in  katehini. Fitokemikalije so mocni antioksidanti, ki pomagajo
prepreCevati, upocasnifi ali celo ustaviti Stevine bolezni. Teobromin iz
guarane je sestavina, ki pomaga pri izgorevanju mascob. Najdemo ga v
marsikaterem pripravku za hujsanje in proti celulitu (Bodi eko, 2013).

Guarana deluje blagodejno na debelo ¢revo, kjer lahko zmanjSa simptome
vnetnih bolezni in procesov Crevesja. Je tudi diuretik, ki pomaga pri zdravljenju
okuzb secil, driske, bolece menstruacije in glavobola. Guarana med drugim
tudi spros€a gladke in bronhialne miSice, zmanjsuje tesnobo, 3Citi nevrone in
pozitivno vpliva na spolno pozelenje pri moskih in zenskah. Pripravke iz
guarane priporocajo tudi za prepreCevanje nastajanja krvnin strdkov,
uporablja se tudi kot stimulant srca in pomaga ljudem z nizkim krvnim tlakom;

strokovnjaki rastlini pripisujejo tudi prepreCevanje raka (Bodi eko, 2013).

Pozitivni ucinki guarane:

. pozivi telo,

. poveca budnost in koncentracijo,
. zmanjsuje utrujenost in napetost,

. zvisuje energijo,

. spodbuja hujsanje,

. lajSa glavobole in migrene,

. pomaga pri nizkem flaku,

. poveca libido,

. Cisti Crevesje,

. SCiti telo pred stevilnimi boleznimi,
. mocan stimulans (Bodi eko, 2013).

2.1.2 KOLA, Cola sp.
Kraljestvo: Plantae (rastline)
Red: Malvales (slezenovci)

Druzina: Malvaceae (slezenovke)
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Rod: Cola sp.
Vrsta: Cola acuminata

Drevesa kole so visoka 10-20 metrov. Imajo usnjate liste, ki so po steblu
razvrsceni izmenjujocCe in so elipticni ali podolgasti. Listi so dolgi do 20 cm in
Siroki do 10 cm. Drevo vse leto cveti. Cvetovi so beli do rumenkasti. Pozenejo
iz poganjka neposredno iz debla. 1z njih po oploditvi nastanejo ovalni petkraki
plodovi, ki tehtajo tudi vec kot 15 kg. Znotraj drevesnih zvezdastih plodov so
bele lupine, ki vsebujejo semena. V plodu se skupaj nahaja do 10 semen
(Wikipedija, 2018).

lzvleCki iz semen kole so se uporabljali pri izdelavi kokakole, kar je dalo pijaci
tudi ime. Danes se uporabljajo umetne arome, nekateri proizvajalci osvezilnih
pijaC Se vedno uporabljajo naravne izvlecke (Wikipedija, 2018).

Kofein, ki ga plodovi vsebujejo, deluje tudi bronhodilatorno, zato se rastlina
uporablja tudi pri blazenju kaslja in simptomov astme. V farmaciji olus€eno

seme predstavlja drogo (Wikipedija, 2018).

Plodovi imajo grenak okus in vsebujejo kofein. Plemena zahodne Afrike zato
Zze od nekdaj uporabljajo semena kole, imenujejo jih guru-guru, za zvecenje,
pogosto v obredih. Zvecenje semen zmanjia lakoto, nadomesca alkohol,
daje jim moc ob telesnih naporih, sluzi jim kot denar, poro€no darilo, amulet in

kot daritveni prispevek bogovom (Wikipedija, 2018).

Slika 3: Kola (Wikipedija, 2018)

Kar zadeva koristi za zdravje, so kola matice podobne kavi.


https://sl.wikipedia.org/wiki/List_(rastlina)
https://sl.wikipedia.org/wiki/Steblo
https://sl.wikipedia.org/wiki/Plod
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Prednosti kola matice:
. Povecanje metabolizma
Izdelki iz kolinega orescCka vsebujejo kofein, kar lahko povela metabolizem
osebe.
. Pomoc za prebavo
Kola oresScki v prahu in ekstraktu lahko pomagajo pri prebavi. Menijo, da
spodbujajo proizvodnjo zelodcne kisline, ki povecuje ucinkovitost prebavnega
encima v zZelodcu.
. PospeSevanje krvnega obtoka
Kofein in teobromin v kola matici lahko pospesita sréni utrip, kar poveca
krozenje krvi.
. Povecanje na ravni energije
Kola matica naravno stimulira cenfralni zivéni sistem, kar lahko poveca
pozornost in raven energije.
. Antibakterijske koristi
Studija, objavliena v mednarodni reviji Journal of Biosciencesand Medicines,
kaze, da bi uporaba ekstrakta kola lahko preprecila rast skodljivin bakterij (De
Pietro, 2017). Obstaja vec zdravstvenih pogojev, ki bi se lahko izboljsali z
uporabo kola matice (De Pietro, 2017).

e Rak na prostati
Ceprav obseine §tudije niso bile izvedene, zgodnje raziskave kazejo, da lahko
nekatere spojine, ki jih najdemo v kola matici, zmanjsajo tveganje za raka
prostate. Raziskave Se vedno potekajo, vendar menijo, da lahko fitoestrogeni
v kola maticah okuzijo rakave celice in preprecijo rast tumorjev (De Pietro,
2017).

e PocCasen metabolizem
Liudem s pocasno presnovo bi lahko koristila uporaba izdelkov, ki vsebujejo
kola matice. Pogoiji, ki lahko vplivajo na metabolizem osebe, so nizka stopnja
testosterona, Gravesova bolezen in Cushingov sindrom (De Pietro, 2017).

e Migrena
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Kola matica je lahko koristna za ljudi z migrenskimi glavoboli. Migrena pogosto
prizadene krvne zile v glavi in kofein se uporablia proti bole¢inam pri
glavobolu (De Pietro, 2017).
Teobromin in kofein, ki jih vsebuje kola, lahko v mozganih razsirita krvne Zile,
kar bi lahko zmanjsalo bolecino v misicah (De Pietro, 2017).

e Astma
Ceprav se morda ne priporoca za zdravljenje, so kola matice lahko koristne
za ljudi z dolocenimi tezavami pri dihanju, kot je astma.
Kofein v koli lahko deluje kot bronhodilatator, kar pomeni, da odpre dihalne

poti, da olgjsa dihanje (De Pietro, 2017).

Kola matice in izdelki, ki vsebujejo kola matico, morda ne ustrezajo vsem.
Kdor koli, ki je alergicen na orescke, se mora izogibati tudi koli. Alergijska

reakcija na kolo lahko vklju€uje simptome, kot so:

. koprivnica,
. razdrazen zelodec,
. tezave z dihanjem (De Pietro, 2017).

Slika 4: Kola (Naji.com, 2019)

2.1.3 KAKAVOVEC, Theobroma cacao

Kraljestvo: Plantae (rastline)

Red: Malvales (slezenovci)
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Druzina: Sterculiaceae (kakavovcevke)
Rod: Theobroma (kakavovec)
Vrsta: Theobroma Cacao

Je zimzelen grm oz. drevo z roznatimi in belimi cvetovi, ki povprecno obrodi 40
plodov. Nedozorel plod je zelene barve. Med zorenjem se barva spremeni v
rumeno ali oranznordeco. V vsakem plodu je do 40 rijavih semen, ki vsebujejo

od 40 do 50 % mascob in alkaloid teobromin (Lunder, 2016).

Rastlina izvira iz Amazonije, od koder so jo prenesli v Srednjo Ameriko. Cele
plodove so ze 1400 let pred nasim Stetjem uporabljali za pridobivanje
fermentiranin alkoholnih napitkov; semena so Maji in Azteki uporabljali pri
verskih obredin, zdravljenju in v kulinaricne namene. Kakavovec je bil v€asih
visoko cenjen, kar so dokazovali Maji z vsakoletnim zrtvovanjem zivali, s Cimer
so pocastili boga kakavovca Ek Chzaha. Verjeli so, da je bil kakavovec
ljudem poslan od boga, zato so ga poimenovali hrana bogov (theo — bog in
brom - hrana). Semena kakavovca so uporabljali tudi kot placilno sredstvo.
Irtvovanje ljudi je doseglo tak vrh, da so ocetje svoje h&ere posdiljali v

suzenjstvo, saj so zanje dobili od 500 do 700 semen (Lunder, 2016).

Slika 5: Plod kakavovca (Radio Student - Vizintin, 2018)

Napitek, ki so ga pripravljali iz kakavovih semen, so Azteki imenovali xocolatl,
kar pomeni grenka voda. Kdor je Ze kdaj ugriznil v ¢okolado za kuhanje z

vecjo vsebnostjo kakava, razume, zakaq,. 1z te besede izhaja tudi ime, ki ga je

17
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kasneje dobil priljublien izdelek iz kakava, ¢okolada. Napitek je bil mrzel in
grenek zvarek, pripravljen iz prazenih kakavovih zrn, zdroblijenih v pasto in
namocenih v vodi, ki so jo nato zgostili s koruznim skrobom in oplemenitili z
dodatkom zacimb, vanilijo, Ciljem in medom. Pijaca je bila namenjena samo
moskim, predvsem viadariem in vojakom. Verjeli so, da je za zenske in ofroke

strupena.

Prva kakavova zrna je v Spanijo prinesel Kristof Kolumb leta 1502, po svojem
Cetrtem in zadnjem potovanju v Ameriko. Spanci so njihovo vrednost dojeli
Sele po letu 1522, ko je na osvajalni pohod v Novi svet odSel Spanski
konkvistador Hernan Cortez. Zadnji azteski vladar Montezuma Il. ga je
gostoljubno sprejel v svoji palaci v azteskem glavnem mestu Tenochtitlan
(danasnji Mexico City) in mu ponudil xocolatl v zlati skodelici. Montezuma |I.
naj bi se krepcal s to pijaco, preden je odsel v svoj harem. Morda se Cokolade

zaradi tega Se zmeraqj drzi sloves, da deluje kot afrodiziak (Lunder, 2016).

Slika é6: Reklama za prvo ¢okolado (Lunder, 2014)

Zakaj psi ne smejo jesti Cokolade?

Irma kakavovca vsebujejo priblizno 20 mg/g metilksantinskega teocbromina.
Prisotnost v cokoladi je veCinoma manjsa, vse je odvisno od tega, koliko

kakava vsebuje cokolada. Ljudje teobromin iz Cokolade uspeSno in hitro
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razgradimo in izloCimo. Pri zivalih, na primer pri psih, razgradnja poteka
pocasneje, kar povzroCa mocno izrazanje ucinkov teobromina. Najprej
bruhajo, pogosto urinirajo, pojavi se tudi diareja. V primeru resnejse zastrupitve
pride do neenakomernega bitja srca, epilepticnih napadov, notranjih

krvavitev, srcne kapi in posledicne smrti (Lunder, 2016).

2.1.4 CAJEVEC, Camellia sinensis

Kraljestvo: Plantea (rastline)
Red: Ericales (vresovci)
Druzina: Theaceae (Cajevke)
Rod: Camellia (kamelije)

Vrsta: Camellia Sinensis

Cajevec se v haravhem okolju lahko razvije v drevo, ki meri v visino tudi 15 m.
Tak$na drevesa lahko najdemo Se danes v pradomovini €aja, ki se razteza od
jugovzhoda danasnje Kitajske do zgornjega toka reke Brahmaputre v danasniji
Indiji. Vendar Cajevec ze tfisoCletja kultivirajo kot nizek grm. Raste pocasi in ze
v drugem letu bujno cveti. Ni€ veC ga ne razmnozujejo s semeni, temvec
vegetativno s sajenjem potaknjencev. Tri do pet let po zasaditvi lahko
Cajevec prvic oberejo. Rastlina ima mocno zasadno korenino, ki drevesu
omogoca trdnost in s svojimi stranskimi koreninami srka vodo in hranilne snovi.
Cajevec ne prenasa stojece vode, zato se njegove stranske korenine razvijejo
nad gladino podtalnice. Obcutljiv je na nizke temperature in potrebuje
izdatne padavine in visoko zracno vlaznost (Teekanne, 2018). Zelene liste
obirajo ro€no, pri Cemer so vrsicki — dva najmlajsa zgornja poganijka in listni
popek — se posebej cenjeni, ker iz njin nastanejo iziemno kakovostni ¢aji. Od
predelave listov je odvisno, ali bo iz njih nastal zeleni ali &rni ¢aj (Teekanne,
2018). Kot nizek grm se najdlje goji na Kitajskem, kjer so ¢qj pili kot zdravilo ze v
6. stoletju, Ceprav bi Kitajci zeleli, da bi se to zgodilo ze z zacetkom taoizma
vec kot tfisoC let prej. V Evropo je prodrl v 17. stoletju po zaslugi holandskinh
zdravnikov, ki so ga priporocili, ker »krepi dusevne zmoznostic. Danes ga

pridelujejo tudi v drugih dezelah z milo in dezevno visinsko klimo, v tropskem in
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subtropskem pasu, od koder se tudi uvaza. Za drogo so najprimernejsi ¢im
mlajsi listi. Za zeleni €qj jih takoj posusijo in je brez vonja, za Crni Cqj jih prej
fermentirajo in blago disi. K nam prihaja kot kitajski, indijski, ruski in asamski Caj.
Spodbujevalno deluje vsebujoli kofein (imenovan tudi tein), manj v manjsi
koli¢ini navzo&a sorodna teobromin in teofilin. Creslovine imajo kr&ine
(adstringentne) lastnosti, notranje ustavijo drisko, zunanje blazijo vnetja na kozi
in sluznicah. Zapira tudi teofilin, ker zene na vodo, zaradi Cesar se odtegne
voda iz Erevesja in se izsusi blato. Caju pripisujejo e mnoge druge bioloske
lastnosti. Fenolne spojine naj bi $citile Zilje, lovile pri presnovi nastale nevarne
proste radikale in preprecile za dedno zasnovo skodljive in rakotvorne ucinke
razlicnih snovi. Predvideva se tudi, da zavre vsrkanje holesterola iz prebavil v
kri. Omenjeni ucinki klini€no niso ovrednoteni, zato niso znane mozne koristi ob
vsakodnevnem pitju Caja. Tu velja opozoriti, da obstaja zveza med
cezmernim pitiem Cajev, ki vsebujejo dosti Creslovin, in rakom na poziralniku,
cemur se da izogniti s pravilno pripravo napitka. Kofeinski napitki niso primerni
za ljudi z zveCanim krvnim tlakom in drugimi sréno-zilnimi tezavami; nosecnice
in dojece matere se morgjo zavedati, da kofein prispe v plod in materino
mleko in da ga dojencki zelo pocasi izlocajo iz telesa. Nahaja se tudi v drugih
drogah: kavi, koli in mateju. Silovitost njegovega ucinka je odvisna od snovi,
na katere je vezan, ker odloCajo o tem, kako hitro bo priSel v kri in kako dolgo
bo v telesu deloval, na primer na utrujeno srce. Zato je caj pijaca
ceremonialnih Kitajcev, kava ognjevitin Arabcev. Poleg prvin ga imajo radi
tudi mirni in uravnotezeni Anglezi in Japonci; kavo pa imajo radi tudi
temperamentni romanski in sredozemski ter vrocekrvni balkanski narodi.
Slovenci segamo po kavi, ker zaradi pozivljajocega ucinka krepi druzabno
Zivlienje; enako bi rekli, Ce bi pili ¢aj. Kaj je primernejse za zdravje ljudi,
najbolje ponazori kliniCni poskus na zahtevo Svedskega kralja Gustava Il
(1746-1792), ki je resil zivljenji na smrt obsojenih dvojckov; v zameno za kazen
sta morala vsak dan piti kavo oziroma Caqj: prezivela sta sodnike, zdravnike in

kralja, saj sta oba docakala visoko starost 83 let (Springer, ni letnice).



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

Tradicionalno list Cajevca notranje zdravi nespecificno drisko, odpravlja
telesno in dusevno utrujenost, zene na vodo in je v pomocC pri hujsanju;
zunanje blazi vneto in srbeco sluznico in kozo. Krop naj se prelije Cez zvrhano
Zlicko Caja in se poparek, odvisno od namena, pusti stati pokrit od 2 do 10
minut, preden se precedi. Za osvezilni napitek sta dovolj 2 minuti, posreba se
lahko vec skodelic na dan; za zdravljenje driske nagj stoji 10 minut, popijejo se
lahko po pozirkih od 2 do 3 skodelice na dan. Priprava vpliva na ucinek zaradi
razlicnih fizikalnih lastnosti sestavin v ¢aju. Kofein se hitro raztopi v vroci vodi,
zato so osverzilnejsi hitri poparki, v dolgotrajnejsin se veze na cCreslovine in
njegova osveziina moc splahni. Nasprotno se Creslovine raztapljajo pocasi in
je krcilni uCinek profi driski in vnetiem vedji pri poparkinh, ki stojijo dalj casa

(Springer, ni letnice).

Slika 7: Listi Cajevca (Bioforma, ni letnice)
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Slika 8: Cvet ¢ajevca (Big plantnursery, ni letnice)

2.2 NAVADNA BODIKA, llex aquifolium

Kraljestvo: Plantae (rastline)

Red: Aquifoliales (/)

Druzina: Aquifoliaceae (bodikovke)
Rod: llex (havadna bodika)

Vrsta: llexa quifolium

Navadna bodika (llex aquifolium) je grm, ki pogosto zraste v nizko drevo. Ima
blesCeCe zimzelene liste, ki so na otip usnjati. Vecina listov ima valovit rob s
trnastimi zobci. Le listi, ki rastejo na dobro osvetlienem vrhu krosnje, imajo

gladek, netrnast rob.

V Sloveniji najdemo ponekod po hribovskinh gozdovih divje rastoco bodiko.
Bolj pogosto kot v naravi jo videvamo po vrtovih in parkih, sgj je zaradi
somerne in pocasne rasti in ker je zelena tudi pozimi, priljubljena okrasna
rastlina. DrevesniCarji vzgajajo Stevilne okrasne sorte navadne bodike. Plodovi
dozorijo jeseni. So zivo rdeCe okrogle jagode. Ker vecCina ptic bodikinih plodov

ne je, ostanejo Cez zimo na rastlini in predstavljajo za oko lep okras. Skorja, listi



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

in plodovi vsebujejo dva strupa. Ce ju zauZijemo, povzroc¢ajo bruhanje in
drisko, v najhujsih primerih preneha biti srce. Zaradi zive barve zbujajo plodovi
pozornost ofrok in ravno pri njih so znane zastrupitve s smrtnim izidom. Dejstvo,
da so plodovi neprijethega okusa, ofrok ne odvrne od tega, da bi jih ne nosili
v usta. Zato je priporocljivo, da bodike ne sadimo po vrtovih in tistih delih

parkov, kjer se zadrzujejo majhni otroci (Mastnak, 1992).

Slika 10: Navadna bodika - jagode (JezZ, 2014)

Grm ali manjSe drevo prepoznamo po usnjatih, jajcasto oblikovanih listin. Na
robovih listov so pogosto trnasti zobci. Cvetovi so drobni beli in enospolni.

Cvetijo od aprila do maja. Na zenskih rastlinah se jeseni razvijejo okrogli



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

koscCiCasti plodovi. Ko dozorijo, so rdece barve. Rastlina izvira iz juznih predelov
Evrope. Pri nas raste posamicno v gozdovih in na grmovnatih pobocjih od
nizine do gorskih predelov. V zdravine namene so v ljudskem zdravilstvu
uporabljali liste, plodove in redkeje tudi skorjo bodike. Listi odvajajo vodo, so
blago odvajalo in znizujejo povisano temperaturo. Plodovi so mocno odvajalo
in so jih nekdaj uporabljali pri zdravljenju epilepsije. Nepravilna uporaba ima
lahko za posledico mocno zastrupitev. Bodika zato ni primerna za
samozdravljenje. Bodiko so v svoje obredje in verovanja vkljucila mnoga
staroevropska ljudstva. Z vejicami so krasili bivalis¢a ob zimskem sonZnem
obratu. V Rimu so si podarjali vejice ob decembrskih praznovanjih in tudi v
krsCanstvu je vejica bodike z rdeCimi jagodami simbol praznikov. Kot druga
zimzelena zelisS€Ca potrjuje kontinuiteto zivljenja in upanje za prihodnost.
Navadna bodika je bila od nekdqj priljubliena okrasna rastlina in jo danes
najdemo tudi na obmodjih opuscenih kmetij, kjer o nekdanjem zivljenju
pricajo le Se grmi bodike, puSpana in kaksna stara jablana. Pri nas so v naravi

rastoce bodike zasCitene Ze od leta 1922 (Rode, niletnice).

Slika 11: Plodovi navadne bodike (Botanicni vrt Univerze v Ljubljani, ni letnice)
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2.3 TEOBROMIN
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Slika 12: Struktura teobromina (Wikipedija, ni letnice)

Osnovni podatki

PubChem CID: 5429

Kemijsko ime: teobromin; 3,7-dimetilksantin; diurobromin
Molekularna formula: C7HsN4O»

Molekulska masa: 180,167 g/mol

Fizicni opis: bel kristalni prah brez vonja, kiima grenak okus

pH (nasiCena vodna raztopina): 5,5-7 (PubChem. Open Chemistry Database,

ni letnice)

Omenjeni  ksantinski alkaloid se uporablia kot bronhodilatator in kot
vazodilatator. Teobromin ima Sibkejso diureticno aktivnost kot teofilin in je tudi
manj mocan stimulans gladkih misic. Prakticno nima stimulativhega ucinka na
centfralni zivéni sistem. Pred Casom je bil uporablien kot diuretik ter pri
zdravljenju angine pektoris in hipertenzie (PubChem. Open Chemistry

Database, niletnice).

Teobromin je grenak alkaloid iz druzine metilksantina, ki vkljuCuje tudi

podobne spojine teofilin in kofein. Kljub svojemu imenu spojina ne vsebuje
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broma. Teobromin izhaja iz Theobrome, rodu kakava, katerega ime sestavljajo
grske korenine theo (wbogk) in broma (whranak), kar pomeni »hrana bogovk.
Je primarni alkaloid, ki ga najdemo v kakavu in Cokoladi, in je eden od
vzrokov za cokoladne ucinke, ki izboljSujejo razpolozenje. KoliCina, ki jo
najdemo v cokoladi, je dovolj majhna, da jo lahko Clovek varno uziva v velikin
odmerkih. Toda zivali, ki teobromin pocasneje presnavljajo, na primer macke
in psi, zZlahka zauzijejo dovolj Cokolade, da povzroci zastrupitev. Teobromin je
stimulans, ki se pogosto zamenjuje s kofeinom (PubChem. Open Chemistry

Database, niletnice).

V primerjavi s kofeinom ima razlicne ucinke na clovesko telo: je blag, tfrajen
stimulans z ucinkom na izboljSanje razpolozenja, medtem ko ima kofein
mocan, takojSen ucinek in povecuje stres. V medicini se uporablja kot diuretik,
vazodilatator in miokardni stimulans. Obstaja moznost povezave med rakom
prostate in teobrominom. Teobromin je dejavnik, ki prispeva k refluksu kisline,
ker sprosti miSice poziralnika sfinkterja, kar omogoca dostop zelodcne kisline

do pozralnika (PubChem. Open Chemistry Database, ni letnice).

2.4 MACERACIJA IN SORODNE TEHNIKE IZOLACIJE

Pogosto ucinkovine iz naravnih materialov izoliramo s pomocjo ekstrakcije.
Ekstrakcija je metoda, s katero izloCamo komponente iz frdne snovi oz. tekoCe
faze v drugo tekocCo fazo s pomocjo topila. Ekstrakcija »trdno-tekoCe« oz.
maceracija temelji na topnosti spojin v ekstrakcijskem topilu, ekstrakcija
ntekoCe-tekoCe« na osnovi topnosti spojine v dveh topilih, ki se med seboj ne
mesata. Topnost neke spojine je odvisna od tega, v koliksni meri so njene
molekule sposobne tvoriti vezi s topilom. Polarne spojine so praviloma dobro
topne v polarnih topilih, nepolarne spojine v nepolarnih topilin. Ekstrakcijo
ntekoCe-tekocCe« uporabljomo, kadar ni mogoca destilacija oz. rekfifikacija
zaradi premajhne razlike v temperaturah vrelis¢a, tvorbe azeotropnih snovi in
pri loCevanju temperaturno neobstojnih snovi (vitamini, anfibiotiki, aromatske
snovi in drugo). Navadna ekstrakcija oz. maceracija poteka v treh stopnjah
(Ahtik, Uzmah, 2018):

26
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1) mesanje topila in snovi, ki jo ekstrahiramo; zmes pustimo v stiku dalj Casa

2) mehansko loc¢evanje ekstrakta in izluzenega ekstrakcijskega ostanka (s

cenftrifugiranjem, filtracijo)
3) termicna loCitev ekstrakine faze v ekstrakt in topilo (z uparjanjem).

Ekstrakcijo z organskimi topili uporabljomo pri rastlinskin snoveh, ki so
termolabilne in pri destilaciji z vodno paro ne dajejo etericnega olja. Pri
omenjeni tehniki lahko uporabljiomo cista organska topila ali njihove
mesdanice. Rastlinski material namocimo v organskem topilu in odstranimo
topilo pri znizanem tlaku. Dobimo preostanek, ki vsebuje poleg izluzenih
komponent tudi nas produkt (Ahtik, Uzmah, 2018).

V svetu kemijske tehnologije razvijajo postopke s pomocjo superkriticnin
medijev. Ekstrakcija s superkriticnimi plini je sodobna metoda, ki je zaradi nizke
temperature ekstrakcije primerna za termolabilne snovi. lzvedemo jo z
utekocCinjenimi plini (npr. ogljikovim dioksidom). V superkritichem stanju imajo
odlicne lastnosti topila za organske molekule. Prednost te tehnike je, da
dobimo produkte, ki so visoke kakovosti, saj ne vsebujejo zaostalih topil (Ahtik,
Uzmah, 2018).

Metoda, podobna destilaciji z vodno paro, se imenuje hidrodifuzija in je
hitfrejSa in preprostejSa. Para pronica navzdol skozi rastlinski material in
ekstrahirano etericno olje, para kondenzira na enak nacin kot pri parni
destilaciji. Ekstrakcija sestoji iz dveh zaporednih operacij. V prvi spravimo zmes
v intenziven stik s topilom, v drugi obe fazi loCimo. Ekstrakcijo vecCinoma
uporabliomo za pridobivanje olj iz plodov semen in za pridobivanje arom,
farmacevtskih substanc rastlin in sadezev ter zaCimb. Kot topilo uporabljamo
hlapna organska topila, v doloCenem primeru tudi vodo. Izbira opreme za
ekstrakcijo in obratovalni pogoji so odvisni od deleza in porazdelitve topne
komponente v materialu, narave trdne snovi in velikosti delcev. Ce je
toplienec enakomerno dispergiran v trdni snovi, poteka raztapljanje najprej
na povrsini, potem mora topilo penetrirati skozi zunaniji sloj v notranjost delca,

preden doseZe toplienec. Hitrost ekstrakcije se zaradi opisanega zmanjsa. Ce

27



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

je delez toplienca v trdnem materialu velik, lahko zaradi prevelike poroznosti
pride do zdrobitve strukture v fino nasutje netopnega preostanka, ki postane

neprepusten za topilo (Ahtik, Uzmah, 2018).

Splosno lahko proces razdelimo na tri stopnje. Prva je fazna sprememba pri
raztapljanju toplienca, sledi difuzija toplienca v topilu, ki se nahaja v porah
tfrdnega materiala, na povrsino delca. V zadnjem delu se vrsi prenos
toplienca skozi tekocCinski film na povrsini delca v glavni tok topila. Katerakoli
izmed teh stopenj lahko omejuje ekstrakcijsko hitrost, ponavadi prvi proces
potecCe tako hitro, da je njegov vpliv na ekstrakcijsko hitrost zanemarljiv (Ahtik,
Uzmah, 2018).

Za dobro locCitev faz po ekstrakcii je pomembna razlka v gostotah
osnovnega in ekstrakcijskega topila in netopnost enega v drugem. Uspesnost
ekstrakcije ugotovimo iz izraCuna suhe snovi ali iz porazdelitvenega
koeficienta k. Nernstov porazdelitveni koeficient k je razmerje ravnoteznih
koncentracij komponente v fopilu 1 in v topilu 2. Velja zakonitost, da vedji kot

je k, uspesnejsa je ekstrakcija (Ahtik, Uzmah, 2018).

2.5 |IR-SPEKTROSKOPIJA

Infrardeca spektroskopija (IR-spekiroskopija ali vibracijska spekiroskopija) je
spekiroskopska metoda, pri kateri opazujemo interakcijo infrardecCe svetlobe s
snovjo. Del spekira resonancno vzbudi nihanja atomov v molekuli, s Cimer

pride do absorbcije svetlobe (Ahtik, Uzmah, 2018).

IR-absorbcijska spekiroskopija temelji na analizi spekira, ki ga dobimo, ce
vzorec presvetlimo z elektiromagnetnim valovanjem z valovnimi dolzinami IR-
obmocja. Absorbcija IR-svetlobe vzpodbudi vibracijska stanja absorbirajocin
molekul. Na doblienem spektru opazimo, da se po prehodu skozi vzorec

intenziteta dela originalnega sevanja zmanjsa. Knjiznice IR-spektrov stevilnih
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spojin nam sluzijo kot orodje pri doloc¢evanju spojin heznanih vzorcev. Vsak
trak v posnetem IR-spekiru je posledica dolocenega nihanja molekulskih
skupin. Znano je, da imata dva polimera z enako strukturo enak IR-spekter.
Dobliene IR-spektre neznanih vzorcev zato primerjamo z IR-spekiri znanih
spojin. Fotoni infrardeCega sevanja z valovnimi dolzinami od 700 nm do 1T mm
imajo dovolj veliko energijo, da vzbudijo nihanja atomov v molekulah. Atomi v
molekulah lahko nihajo na vec nacinov: vzdolzno, simetricno, asimetricno in
precno (Ahtik, Uzmah, 2018).

ali prodre skoz
DA ME DA NE
atmosferoy  L—2A ] | DA |
) - _ . _ vidna I . .
wrsta valovanja radijsko mikrovalovne infrardece svetioba ulfravijolicne zarki X Zarki gama
i -2 -5 —5 -10 -12
valovna dolZina (m) 10 10 10 D.Sx'ICI'E' 10 10 10
.I'- .- l-'_
velikostna skala T} 14' ) (i s & @
valovne dolzine S}L \ =
o
zgradba Elovek metulj buckina glava praZval molekula atom atomsko jedro
10* 10° 1¢? 10'% 10" 108 107
Temperatura
objekta, ki izseva (i
najvedji delez X E
svetiobe pri te] 1K 100 K 10,000 K 10,000,000 K
valovni dol Zini -272°C  -173°C  9727°C ~10,000,000 °C

Slika 13: Spekter elekiromagnetnega valovanja (Ahtik, Uzmah, 2018)

Stevilo moznih nihanj naraséa z velikostio molekule, zato so lahko IR-spekiri
velikih molekul zelo zapleteni in je tako skoraj nemogoce dolociti, kateremu
nihanju ustreza dolo€en absorbcijski trak. V IR-spekirin se najveckrat uporablja
namesto valovne dolzine valovno Stevilo (v), ki je reciprocna vrednost

valovne dolzine, izrazena v cm-! (Ahtik, Uzmah, 2018).

evee

lahkimi atomi, ki so povezane z mocnimi vezmi. Najlazji atom je vodik, ki je v

organskih spojinah vezan na ogljik, kisik ali dusik, redkeje na zveplo. S temi
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atomi tvori mocne vezi, ki imajo absorbcijske trakove pri visokinh valovnih
Stevilin. Vezi C-C, C-O, C-N, C-halogen in druge imajo nizje lastne frekvence,
nekoliko visje dvojne in trojne vezi (C=0, CC, CN), sqj so te vezi tudi mocnejse.
Posamezni tipi vezi oziroma funkcionalnih skupin imajo absorbcijske frakove v
toc¢no dolocenih obmodijih spektra, kar nam omogoca, da lahko z IR-spekira
sklepamo na prisotnost ustrezne funkcionalne skupine oziroma strukturnega
elementa v molekuli. Obmocje v spektru, v katerem ugotavljomo prisotnost
funkcionalnih skupin, sega od 4000 do 1600 cm-; obmocje pod 1600 cm-!
imenujemo obmocje prstnega odtfisa, ki je uporabno predvsem za
identifikacijo spojin. Samo identi¢ni spojini imata namrec tudi ta del spekira
povsem enak, seveda Ce sta bila spekira posneta v enakih okolis¢inah (Ahtik,
Uzmah, 2018).

Vezi ogljik-vodik so prisotne v skoraj vseh organskin molekulah. Osnovne
frekvence imajo v dveh obmodijih, in sicer med 2500 in 3300 cm-! ter med 650
in 1550 cm. Atomi vodika, vezani na sp3-hibridizrane ogljikove atome
(alkani), imajo absorbcijske trakove med 2800 in 3000 cm-! ter med 1200 in
1500 cm-1. Metilne skupine (-CHz) imajo navadno dva mocna absorbcijska
vrhova pri 2872 in 2962 cm- ter enega nekoliko SibkejSega pri 1380 cm-!.
Metilenske skupine (-CHz-) kazejo mocne absorbcijske signale pri 2853, 2926 in
1460 cm-1. Metinska skupina (-CH-) ima en sam Sibek absorbcijski signal pri
2890 cm-! (Ahtik, Uzmah, 2018).

Prisotnost doloCenih funkcionalnih skupin v molekuli ne doloCimo samo iz
polozaja traku, ampak tudi iz oblike in intenzitete signala. Tehnika IR-
spektroskopije se uporablia tudi v farmaciji, medicini (npr. za doloCanje
kolicine telesne mascobe, BMI), kriminalistiki (npr. za analizo viaken), prehrani
(npr. za dolocanje vsebnosti vode v mlevskih izdelkinh), agrikulturi, okoljevarstvu
in podobno. Med drugim z IR-spektroskopijo doloCajo tudi starost lesenin
umetniskinh predmetov (Ahtik, Uzmah, 2018).

S pomocjo IR-spektrov dobimo informacijo o vrsti materiala. Velika uporabna

prednost IR-spekiroskopije kot analizne metode je, da metoda sama ni
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destruktivna (neporusna), omogoca delo z vzorci vseh agregatnih stanj, je
hitra in enostavna (Ahtik, Uzmah, 2018).

2.6 DIFUZIJA UCINKOVINE NA TRDNO GOJISCE - DIFUZIJSKI
ANTIBIOGRAM

Za izvedbo dolocanja delovanja ekstraktov oz. maceratov navadne bodike
na kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo uporabili metodo difuzijskega
antibiograma z diski. Kot gojis¢a smo uporabljali agarozno hranilno podlago.
Agar je polisaharid, ki ga pridobivajo iz dolocene vrste rdecih morskih alg. Pri
100 °C preide v koloidno tekoce ali trdno stanje. Ker postane tekoc, ga lahko
v tanki plasti viivamo v petrijeve posode. Ko se le-ta ohladi, preide v stanje
gela in postane trden. Le redki mikroorganizmi lahko hidrolizirajo agar in ga
uporabijo kot vir ogljika. Agarozna gojisCa ostanejo, kljub temu da na njih
rastejo mikroorganizemske kulture, nedotaknjena. Zato gojisca iz agarja
uporabliomo v mikrobioloskih analizah in za gojenje mikroorganizmov
(Hohkraut, 2015).

Pri omenjeni metodi diske iz poroznega in vpojnega materiala omoclimo z
raztopino, ki ji zelimo dolocCiti aktivnost. Raztopina iz diskov difundira v gojisCe
0z. v njegovo okolico. Diske z raztopino oz. trdnim materialom polozimo na
gojisce, na katerega je nacepliena mikroorganizemska kultura. Ce je
akfivnhost raztopine (oz. tfrdne snovi), ki je difundirala v gojisce, dovolj velika, v
okolici diska prepreci rast nacepliene kulture. Okrog diska se pojavi prazen
prostor, na katerem ni rasti mikroorganizemske kulture. Prazen prostor
imenujemo inhibicijska cona ali kolobar sterinega obmocja. Vedji kot je
premer inhibicijske cone, vecja je (antibakterijska, antimikoticna) aktfivnost

raztopine na disku oz. dodane trdne snovi (Hohkraut, 2015).
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2.7 KVASOVKA, Saccharomyces cerevisiae, KOT MODELNI
ORGANIZEM

Znanstvena klasifikacija

Kraljestvo: Fungi (glive)

Deblo: Ascomycota (zaprtotrosnice)
Poddeblo: Saccharomycotina (/)
Razred: Saccharomycetes (kvasovke)
Red: Saccharomycatales (/)

Druzina: Saccharomycetaceae (/)
Rod: Saccharomyces (/)

Vrsta: Saccharomyces cerevisiae

Znanstveno ime: Saccharomyces cerevisiae

Kvasovke so enoceliCne glive, ki se razmnozujejo nespolno oz. se razmnozujejo
z brstenjem ali s cepitvijo. Spadajo v skupino pravih gliv (Fungi) in v debli
Ascomycota ter Basidimycota. V sodobni literaturi je opisanih preko 800 vrst
kvasovk, od katerih 4 najdemo v hrani, le nekqj jih uvrsCamo med
pomembne kvarljivce. Prvi in najpomembnejsi kvarljivec je Saccharomyces

cerevisiae (Lukan, 2012).

Saccharomyces cerevisiae

Enocelicne glive, ki se razmnozujejo z multilateralnim brstenjem (nespolno) in s
pomocjo askopore (spolno). Aski so odporni in imajo do Stiri askospore
kroglaste oblike. Ta kvasovka je najbolj znana po viogi pri proizvodnji kruha in
alkoholnih pijac. Heksoze (ogljikov dioksid in razlicne spojine) pretvori v etanol.
Vloga in korist Saccharomyces cerevisiae je previadujoCa pri fermentaciji
vina. Refermentacija spreminja razmerje etanol/sladkor, kar vpliva na aromo
vina. V primeru, da kvasovka ni pravocasno odstranjena, lahko povzroci tudi

kvar vina (Lukan, 2012).
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Vinske kvasovke

Najdemo jih v vinogradih, v mostu, vinu in vinarskih poslopjih. To so mikroskopski
enocelicni organizmi, ki brez kiska med procesom alkoholnega vrenja (oz.
fermentacije) oglikove hidrate (sladkor) pretvarjajo v etanol in ogljikov dioksid. Vinske
kvasovke so naravno prisotne na kozicah grozdnih jagod. Pri spontani fermentaciji
sodelujejo razlicne wvrste avtohtonin kvasovk, vendar ob koncu fermentacie
postanejo previadujoCe kvasovke vrste Saccharomyces cerevisiae zaradi njhove

odpornosti na visoko koncentracijo etanola (Alic, 2017).

Slika 15: Refermentacija vina (Agro, 2017)



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

Slika 16: Priprava kvasovk (Jurana d. o. o., ni letnice)

2.8 HIPOTEZA

Po prebrani literaturi smo si postavili naslednji hipotezi, ki sta nas vodili skozi
celotno raziskovanje in nam dajali smernice.

Predvidevamo, da bomo v navadni bodiki, s pomocjo IR-spektroskopije,
kvanftitativno dolocili feobromin v vseh izoliranih vzorcih plodov (jagod),
nekoliko manj pa bomo upesni pri dolocCitvi le-tega v listin. Kot izolacijsko oz.
maceracijsko topilo bomo uporabili alkohol etanol. Predvidevamo, da bodo
izolati bogatejsi s teobrominom tam, kjer bo uporablieno bolj koncentrirano
topilo. Predvidevamo tudi, da bomo uspeh izolacije teobromina dosegli ob
casovno dlje trajajoci maceraciji (1 teden v primerjavi z Turo in 24 urami). K tej
hipotezi Se dodajamo, da bo optimalna temperaturna ucinkovitost

maceracije znotraj 1 ure pri 41 °C (v primerjaviz 21 in 61 °C).

Ob izvedbi difuzije ekstraktov na trdno gojis¢e bomo pri delu uporabili difuzijski
antibiogram. Predvidevamo, da bo vzorec izolata z najvisjo vsebnostjo
teobromina na gojisCu s Saccharomyces cerevisiae ustvarjal znatno oz.
minimalno inhibicijsko cono. Ker bo opisani »surovi« ekstrakt vseboval se druge
komponente, predvidevamo, da glede na standardni teobromin ne bo

predstavljal vidnega ucinka.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 UVOD V EKSPERIMENTALNI DEL

Pri izvajanju eksperimentov je pomembno, da pazimo na cCistost reagentov in
aparatur ter celothnega delovnega prostora. Zascititi moramo tudi sebe, zato
moramo imeti primerno zasCitno opremo (rokavice, ocala, haljo). V
laboratoriju potrebujemo poleg steklenih posod in aparatur tudi droben
stekleni inventar: palcko za mesanje, kapalko za dodajanje tekocin, Zlicko za
tehtanje in podobno. Nekateri reagenti so zdravju skodljivi in nevarni, zato je

potrebno z njimi ravnati v skladu z varnostnimi predpisi.

Vse podrobnosti o kemikalijah so predstavljene v dodatku.

Vse mikrobioloske preiskave smo opravljali asepticno. To pomeni, da smo
onemogocili dostop nezazelenim mikroorganizmom, ki bi kontaminirali kulturo
in zaradi katerih bi bili rezultati poskusov napacni. Med delom smo imeli ves
cas prizgan Bunsenov gorilnik, ki je na razdalji 30 cm omogocal asepticno
okolje. Delovho povrsino smo razkuzili z razkuzilom za mize. Skuhali smo
agarozna gojisca in jih ob plamenu v asepticnem okolju razlili v petrijevke. Za
pripravo gojisca smo uporabili destilirano vodo in t. i. plate count agar za
mikrobiologijo, v katerem so glukoza, glive kvasovke in agar. Med delom smo

uporabljali zas¢itno haljo in zas€itna ocala.

3.2 REAGENTI, RAZTOPINE IN VZORCI

- Absolutni etanol (299.8 %) (Sigma-Aldrich), CoHsOH,

- 90 % etanol, CoHs0OH,
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- 80 % etanol, CoHsOH,

- destilirana voda,

- fteobromin,

- plate count agar za mikrobiologijo (Sigma-Aldrich),

- suh rastlinski material — listi in plodovi navadne bodike, predhodno

suSeni v susilniku za sadje na 40 °C

3.3 APARATURE IN INVENTAR

APARATURE
- palicni mesalnik Bosch, MSM 67160, z mocjo 750 W
- precizna laboratorijska tehtnica Kern, 440-47
- laboratorijski stresalnik Ika, K§250 basic
- hladilnik Gorenje, RB4061AW367180
- enodelni stedilnik Clatronic, EKP 2419
- inkubator Kambic, 1-50
- suSilnik sadja ECG, SO 570
- mikrovalovna pecica Mideaq, tip MG7017NP-BM

- FTIR-spektrometer Vertex 80, Bruker
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Slika 17: FTIR-spekirometer, Vertex 80 (Fotogrdfija last avtoric)

INVENTAR

erlenmajerica, 150 mL, 30 kosov
bucka, 100 mL, 2 kosa

casa, 100 mL, 30 kosov
merilni valj, 100 mL, 16 kosov
merilni valj, 10 mL, 16 kosov
steklena palcka, 16 kosov
kvalitativni lij, 16 kosov
spatula, 2 kosa

plutasti zamaski, 30 kosov
laboratorijski noz, 1 kos
steklena kapalka, 2 kosa
kovinski lonec, 2 kosa
kladivo, 2 kosa

lesena deska

termometer, 2 kosa
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- laboratorijsko stojalo, 10 kosov
- kovinski obro¢, 16 kosov

- mufain prizema, 16 kosov

- plinski gorilnik

- vzgalice

- vatirane palcke

- petrijevke, 8 kosov

- pincetaq, 1 kos

3.4 PRIPRAVA VZIORCEV NAVADNE BODIKE

Liste in plodove navadne bodike smo nabirali na obmocdju Zgornjega
Rifengozda v obcini Lasko. Nabirali smo jih 15. 10. 2018 od 18.57 do 20.45 ure.
Na ta dan je bilo zelo oblac¢no, prisotne so bile tudi obcasne padavine, kar je
v nadaljevanju precej podaljsalo Cas suSenja. Liste in plodove smo susili
naenkrat, loCeno v razlicnih pladnjih. Najprej smo material dve uri susili pri
temperaturi 35 °C, nato smo temperaturo v 5 °C-intervalih na dve uri visali do
50 °C. Pri 50 °C smo vsebino susili nadaljnjih 52 ur. Suh rastlinski material smo do
uporabe hranili na suhem v neprodusno zaprti posodi. Pred izvedbo
maceracije smo vsebino rastlinskega materiala zmleli v mlincku, da smo mu

povecali povrsino.

Slika 18: Sveii listi in plodovi (jagode) navadne bodike (Fotogrdfija last avtoric)
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Slika 19: Susilnik rastlinskega materiala; ECG susilnik sadja, SO 570 (Fotogrdfija last avtoric)

3.5 POSTOPEK MACERACIJE TEOBROMINA IZ NARAVNEGA
VIRA

V 500 mL erlenmajerice zatehtamo 10,0 g posusenih in zmletih listov oz.
posusenih in zdroblienih jagod navadne bodike. Zatehti dodamo 100 mL
absolutnega, 90 in 80 % etanola, in vsebino stresamo na stresalniku pri 250
obratih na minuto: v prvi paralelki eno uro, v drugi 24 ur in v trefji tocno 7 dni.
Po pretecenem cCasu vsebino filtriramo. Filtrat prelijemo s 3 x 10 mL topila in
kvantitativno prenesemo v stehtano bucko. Topilo odparimo pod znizanim
pritiskom in preostanek stehtamo. Koli¢ino izoliranega materiala doloCimo z
odstevanjem. lzolirani material do izvedbe analize hranimo v neprodusno

zaprti bucki v laboratorijskem hladilniku na 5 °C.

Maceracija pri ViSji temperaturi — variacija osnovhega postopka: ob
konstantnem mesanju in fermostatiranju (pri visjiih femperaturah) na vodni
kopeli eno uro maceriramo rastlinski material Se pri 41 in 61 °C. Predhodne
maceracije so potekale na »sobni temperaturi« oz. temperaturi prostora, ki je

znasala 21 °C.

Podatke vnesemo v tabelo.
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3.6 KVANTITATIVNA DOLOCITEV TEOBROMINA V IZOLATIH
NAVADNE BODIKE Z UPORABO FTIR-SPEKTROSKOPIJE

FTIR spekire smo posneli na Brukerjevem FTIR vibracijskem spekirometru Vertex
80 in Specacovi Silver gate ATR (angl. Attenuated total reflection, Slo. metoda
oslablienega popolnega odboja) celici z germanijevim kristalom in enim

odbojem.

Spektri so bili posneti v obmocju med 4000 in 600 cm-!. Vsak koncni spekter je
bil povprecCen iz 64 spekirov, s Cimer smo izboljsali spekfralno razmerje med
signalom in Sumom. Od vsakega koncnega spekira je bil samodejno odstet
spekter ozadja, za katerega smo uporabili enake meritvene parametre.

Kvantitativna ocena deleza teobromina v izolatih je bila dolo¢ena z
odstevalnim faktorjem, pridoblienim z odstevanjem spekira Cistega
teobromina od spekira posameznega izolata. Pri odstevanju smo kot indikator
uporabili frak pri 1690 cm-1, sqj je predstavljal najintenzivnejsi frak v spektru

teobromina. Trak pripada t. i. valenénemu nihanju C=0 skupin.

3.7 DIFUZIJA IZOLATOV NAVADNE BODIKE NA TRDNO
GOJISCE

Za pripravo gojisca smo porabili 1 L destilirane vode in 22,5 g plate count
agara za mikrobiologijo. Vsebino smo ob intenzivnem mesanju segrevali do
toCke, kjer se agar ni popolnoma raztopil. Vsebino smo v nadaljevanju
avtoklavirali pri 121 °C 15 min in v aseptichem okolju z njo pripravili petrijeve

plosce.

Pri nanasanju modelnega organizma na petrijeve plos€e smo v posodico za
nanos nalili 2,0 mL prekuhane in sterilizirkane fizioloske raztopine (0,9 % NaCl v
destilirani vodi) in ji dodali 100 mg modelnega organizma Saccharomyces
cerevisiae. Saccharomyces cerevisiae smo s palcko za razmaz vijugasto
nanasali na agar, nato smo v posamezno pasazo peftrijeve plos¢e nanesli
izolate. Sterilizirane trdne izolate smo v gojisCe vstavili direktno (zatehta: 20
mg), oljnate pa v identicni masi nanesli na disk, ki je bil predhodno steriliziran v

mikrovalovni pecici.

10
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Pred nanosom vzorcev smo prizgali Bunsenov gorilnik, da smo zagotovili 30
cm okoli gorilnika steriino obmocje. Pinceto za nanasanje vzorcev smo najprej
razzarili nad gorilnikom in jo Sele nato uporabili za nadaljnje delo. Za lazji
pregled in kontrolo dela smo vsak vzorec nanasali v treh paralelkah (1. freh
plosCah). Na posamezni petrijevi plosCi je bil poleg testiranega vzorca tudi

standard - Cisti teobromin.

Slika 20: Primer nanosa vzorca izolata skupaj s standardom (Fotografija last avtoric)

Kvasovke Saccharomyces cerevisiae za hitro rast potrebujejo optimalno
temperaturo okolja, katero jim zagotovimo v inkubatorju. Nacepljeno
mikroorganizemsko kulturo smo inkubirali 14 dni pri 37 °C. Vzorce smo

pregledovali vsakih 24 ur.

11
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4.1 REZULTATI

BODIKE

4. REZULTATI IN DISKUSIJA

MACERACIJE TEOBROMINA

IZ NAVADNE

Rezultate maceracij oz. ekstrakcij »frdno-tekoce« teobromina iz navadne

bodike prikazuje spodnja tabela.

RASTLINSKI TOPILO, MASA MASA MASA MASA MASA
MATERIAL ETANOL EKSTRAKTA | EKSTRAKTA | EKSTRAKTA | EKSTRAKTA | EKSTRAKTA
(VOL. %) [mg] PRI [mg] PRI [mg] PRI [mg] PRI [mg] PRI

21°C, 21°C, 21°C, 41°C, 61°C,
1 URA 24 UR 1 TEDEN 1 URA 1 URA

»nAbsolutni« 310 501 552 512 1201

LISTI 90 314 526 702 411 1016

80 509 810 1311 700 896

nAbsolutniu 519 801 1209 639 1215

PLODOVI 90 633 1173 1559 742 1202

80 834 1436 1942 967 859

Tabela 1: Kolicina ekstrakta po maceraciji

Iz tabele je moc razbrati, da z redCenjem etanola (kot maceracijskega topila)

poveCcamo koliCino izoliranega materiala. Dejstvo pripisujemo topnosti
substanc, ki jin vsebuje heterogen vzorec. Vsi pridobljeni izolati so bili obarvani,
kar pripisujemo dejstvu, da so v vzorcu prisotne Se druge komponente, ki smo
jin s topilom izIuZili. Material, ki smo ga pridobili, je »surov in ni kemijsko Cist. Ce
bi zeleli pridobiti popolnoma Cist vzorec, bi morali izvesti Se separacijske

postopke.

n2
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Z vsebnostjo vode v etanolu narasc¢a tudi masa izolata. Omenjeno ne velja za
temperaturo 61 °C. Dejstvo pripisujemo ftemu, da pri visji temperaturi
najverietneje nekaj alkoholne komponente upari in zapusti sistem v obliki
pare. V tekoci fazi (ekstrakcijsko topilo) nastane vsebina z drugacno sestavo
(sprememba % alkohola in vode) in v njej topne komponente rastlinskega
materiala. |z omenjenega velja, da ima temperatura pomembno viogo pri
izluzevanju komponent iz realnih vzorcev. Veliko vliogo igra tudi cas
izluzevanja. Iz tabele je mogoce opaziti, da znotraj izvedbe postopka pri 21 °C
pri razlicnin Casih izvedbe opazimo naras¢anje mase. Dlje Casa kot poteka
maceracija, vec snovi se izloCi. Omenjeno velja, dokler ekstrakcijsko topilo ni

popolnoma nasiceno z ekstrahiranimi komponentami vzorca.

PreuCevanje uporabe razlicnih ekstrakcijskin topil, temperature in Casa
izluzevanja ima v kemiski industriji pomembno viogo. S kombinacijo
ustreznega medija oz. topila, temperature in Casa lahko pripomoremo h

kvaliteti pridobljene ucinkovine in celo pocenimo delovni proces.

4.2 REZULTATI KVANTITATIVNIH DOLOCITEV TEOBROMINA §
FTIR-SPEKTROSKOPIJO

0,10

0,08

0,06

Absorbanca
__O
o
s
1

0,02

0,00 M

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Valovno stevilo (cm™)

Slika 21: Spekter Cistega teobromina in spekier ekstrakta jagod z najvisjo vsebnostjo
teobromina
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RdelC spekter predstavija spekter Cistega teobromina. Moder je spekter
ekstrakta jagod, maceriranin 1 uro v »absoluthem« etanolu pri 41 °C. Siv
spekter je diferenCni spekter, kjer smo od spekira ekstrakta odsteli spekter
teobromina. Razlika nam poda kvantitativno oceno vsebnosti teobromina v
analizibanem ekstraktu. Pri odstevanju smo kot indikator uporabili frak pri 1690
cm, saj je to najintenzivnejSi trak v spekiru teobromina. Trak pripada
valencnemu nihanju C=0 skupin. Kvantitativha ocena je zgolj informativna,
saj se frakovi teobromina v spekiru ekstrakta prekrivajo s preostalimi
komponentami v ekstraktu. Natancnejsa kvantitativna ocena bi bila mozna z
vpeljavo t. i. metode dekompozicije modelnih trakov, kar je na tem mestu ze

vi§ja raven.

0,2 + E Wﬁ 4
1 e,
0,0 - . . . T T :

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Valovno stevilo (cm™)
Slika 22: Primerjava FTIR-spekiera ekstrakta iz listov in plodov
Na Sliki 22 opazimo primerjavo dveh vzorcev. Zeleni spekter predstavlja primer

ekstrakta listov in modri ekstrakt jagod. Zaradi lazje preglednosti sta bila

spektra normalizirana na najintenzivnejsem traku, t. j. pri 1050 cm-1.

Vsem, z maceracijo pridobljenim vzorcem smo (v %) s pomocjo FTIR-

spektroskopije dolocili vsebnost teobromina.

1



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec

Raziskovalno delo

RASTLINSKI TOPILO, VSEBNOST VSEBNOST VSEBNOST VSEBNOST VSEBNOST
MATERIAL ETANOL TEOBROMINA TEOBROMINA TEOBROMINA TEOBROMINA TEOBROMINA
(VOL. %) [%] PRI [%] PRI [%] PRI [%] PRI [%] PRI
21°C, 21°C, 21°C, 41°C, 61°C,
1 URA 24 UR 1 TEDEN 1 URA 1 URA
nAbsolutnik / 5,4 7.2 9.1 5.1
LISTI 90 / 3.8 6,9 / 4,5
80 / / 6,5 / 1.1
nAbsolutnik 2,5 5,5 6,5 12,8 1.1
PLODOVI 90 0,7 1.1 21 53 1,0
80 0,2 1,0 1,9 2,7 0,6

Tabela 2: Vsebnost teobromina [%] v maceriranih vzorcih

Tabela podaja viogo ekstrakcijskega topila, Casovne in temperaturne skale
na koli¢ino izoliranega teobromina. Skladno s hipotezo opazimo, da smo v
vseh vzorcih plodov izolirali in s kvantitativno vrednostjo potrdili vsebnost
teobromina. V. maceriranin vzorcih listov v nekaterin primerih nismo opazili
ustreznega traku, ki bi nakazoval na teobromin, iz Cesar lahko trenutno
sklepamo, da ga omenjeni vzorci ne vsebujejo. S pomocjo pridobljeninh
rezultatov lahko pojasnimo vpliv topila, ¢asa in temperature maceracije na
vsebnost teobromina. V vrsti treh raztopin etanola kot maceracijskega topila
velja, da je vecja vsebnost teobromina v vzorcih, kjer je uporablieno bolj
koncentrirano topilo, v nasem primeru »absolutni« etanol. Z omenjenim
topilom pokazemo, da je v vzorcu plodov (jagod) vsebnost teocbromina
najvecja in znasa 12,8 % (pri 41 °C). S pod enakimi pogoiji izolacije iz listov pa
pridobimo 9,1 % teobromina. Skladno s hipotezo velja tudi, da je med
testiranimi parametri optimalna temperatura izolacije pri 41 °C in Cas 1 ure.
NarascajoCi trend izolirane ucinkovine opazimo tudi znotraj temperature 21 °C
ob spremembi razlicninh Casov izolacije. Podobno kot v razdelku 4.1
pokazemo, da dlje casa kot poteka postopek izluzevanja, vec aktivne
substance izolramo, kar velja, dokler ekstrakcijsko topilo ni popolnoma

nasiceno z izoliranim materialom.
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4.3 REZULTATI DIFUZIJSKIH TESTOV
Na agarozni podlagi, z hacepljenim modelnim organizmmom Saccharomyces
cerevisiae smo z dodatki izolatov navadne bodike preucevali ucinek

njihovega delovanja. Opazovanje eksperimenta je potekalo 14 dni.

Dva dni po nanosu so se kvasovke ze zacCele pocasi razrascati po gojiscih. Pri
vzorcu plodov, ki so bili macerirani z »absolutnim« etanolom 1 uro pri 41 °C, se
je zacela pojavljati znatna inhibicijska cona. Znatna inhibicijska cona pri
omenjenem vzorcu je bila opazna Se nadaljnje 4 dni, nato pa je postopoma

izginila, sqj je modelni organizem zacel prerascati disk.

Na plos¢i je bil skupaj z opisanim vzorcem Se vzorec standardnega
teobromina. Vzorec standardnega teobromina so kvasovke zacele prerascati
Ze tretji dan. Iz omenjenega velja, da je testirani nsurovik ekstrakt vseboval Se

druge komponente, ki kazejo minimalen vpliv na modelni organizem.

Preostali vzorci v tem in niti v kasnejsem obdobju niso kazali ucinka.

Slika 23: Povecava nastanka znatne inhibicijske cone ob vzorcu z najvecjo vsebnostjo
teobromina (Fotogrdfija last avtoric)
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Slika 24. Prikaz testq, kjer je po treh dneh modelni organizem prerastel diska. Levo vzorec
maceriran na 21 °C, ¢asu 24 ur, v nabsolutnemu alkoholu, z vsebnostjo teobromina 5,5 %, in
desno standardni teobromin (Fotogrdfija last avtoric)
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5. ZAKLJUCEK

Pred zaCetkom eksperimentiranja smo si zastavili dve glavni hipotezi, ki sta nas
spremljali skozi celotno delo. Predvidevali smo, da bomo v vzorcih navadne
bodike kvantitativno, s pomocjo IR-spekiroskopije, dolocili teobromin. V ta
namen smo Vv raziskovalno delo vkljucili njene plodove (jagode) in liste. Kot
topilo za izolacijo (maceracijo) smo uporabili alkohol etanol. V preucevanje
izolacije aktivne ucinkovine smo vkljucili tri razlicne vodne raztopine etanola
(rabsolutnik, 90 in 80 %) in opazovali vpliv redCenja topila z destilirano vodo na
vsebnost izoliranega produkta. PreuCevali smo tudi Cas izolacije aktivne
ucinkovine, saj smo bili mnenja, da na tem mestu obstaja povezava med
casom poteka maceracije in vsebnostjo akfivnega teobromina. Ker je
temperatura eden izmed pomembnih faktorjev pri procesih v kemijski industriji,
smo v delovni sistem vkljuCili poleg sobne (delovne) temperature Se dve
dodatni temperaturi in preuCevali vpliv le-teh na kolicino izoliranega
teobromina. Rezultati prvega dela kazejo, da nam je uspelo s pomocjo
maceracije oz. ekstrakcije »trdno-tekocCe« pridobiti teobromin iz vseh vzorcev
plodov (jagod). V vzorcih listov nismo uspeli dolociti vsebnosti teobromina v
vseh pripravljenih vzorcih, kar delno pripisujemo kratkemu casu ekstrakcije oz.
razredCeni raztopini topila, delno pa tudi metodi, saj imamo opravka z nizkimi
vsebnostmi analita. IR-spektroskopija je hitra, enostavna in razumljiva metoda
za rokovanje. KoliCinsko je nezahtevna, saj potrebujemo malo vzorca za
analizo; pri tfrdnih snoveh je dovolj en kristal, pri oljnatih oz. tekocCih vzorcih pa
zadostuje kapljica. Morebitno slabost na tem mestu opazimo pri prekrivanju
trakov posameznih signalov ali prenizki vsebnosti iskanega analita (meja
zaznave). Kvantitativna ocena je zgolj informativna, sqj se nekateri trakovi

teobromina v spekiru ekstrakta prekrivajo s komponentami v ekstraktu

48



Stasa Hohkraut in Asja Zupanc Rezec Raziskovalno delo

(necCistoce). Natancnejsa kvantitativna ocena bi bila mozna z vpeljavo
metode t. i. dekompozicije modelnih trakov.

S stalis€a analizne kemije, bi lahko uporabiti Se dodatno (neodvisno) analizno
metodo oz. tehniko, kjer bi se se dodatno prepricali o izmerjeni koliCini analita

V VZOrcu.

Rezultati kazejo, da je vsebnost teobromina odvisna tudi od koncentracije
ekstrakcijskega topila. Vecjo vsebnost omenjenega smo zaznali pri vzorcih, ki
smo jih macerirali z »absolutnim« etanolom. Vsebnost vode lahko inhibira
izolacijo zeljene substance ali namesto nje izZloci (obori) drugo. Z daljsanjem
Casa postopka izolacije se posledicno povecuje tudi koli¢ina izoliranega
teobromina, kar lahko Se posebej opazujemo pri plodovih. Predvidevali smo,
da bomo optimalno vrednost dosegli pri dvigu temperature na 41 °C (1 ura).
Rezultat pri plodovih v nabsolutnem« etanolu je potrdil nasa predvidevanja -
izolirali smo najvecjo vsebnost teobromina. Identicno opazimo pri listih, kjer je

% izolirane ucinkovine najvedii.

Prvi del hipoteze lahko potrdimo.

V drugem sklopu eksperimentalnega dela smo izvajali difuzijo ekstraktov na
frdno gojisCe. Pri delu smo uporabljali tehniko difuzijskega antibiograma. Na
agarno gojis¢e smo nacepili Saccharomyces cerevisiae in dodali pripravljene
izolate. S skladu s predvidevanji je vzorec z nagjvisjo vsebnostjo teocbromina
(pripravljen pri 41 °C, Casu 1 ure, vsebnost 12,8 %) dosegel pojav minimalne
inhibicijske cone, ki jo modelni organizem skozi kasnejSe obdobje tudi
preraste. Ker je v istem Casu, ko se je pojavila inhibicijska cona, modelni
organizem prerastel tudi standarni teobromin, predvidevamo, da vzorec

vsebuje se dodatne komponente, ki ustvarjajo prispevek k aktivnosti.

Tudi drugi del hipoteze lahko potrdimo.
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Na fem planetu je mnogo zdravilnih rastlin, ki vsebujejo ucCinkovine, ki bi jih
lahko uporabili v medicinske namene. Narava ham ponuja mnogo izzivov in
nudi pomoc, le sprejeti jo moramo. Pred kratkim je znana slovenska
kemicarka, prof. dr. Aleksandra Kornhauser Frazer, v intervjuju za Val 202
dejala: »Kemija naravnih spojin je ena od najlepsih kemij, srecna sem, da sem
delovala na tem podrocju.« Profesorica tovrstnega podrocja ne bi mogla
predstaviti bolje. Ko gledava nazaj na opravljeno delo, se Se kako strinjava z
njo. Toliko motivacije, kot nama je prinesla navadna bodika, drobno
drevesce, ki v sebi skriva neizmerna povezovanja naravoslovnih vsebin, je
pravi Cudez. Skozi delo sva spoznali, da zeliva e ustvarjati in biti del nadaljnjih

eksperimentov.
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7. DODATEK

7.1 VARNOSTNA OPOZORILA KEMIKALIJ

Ime Formula M Piktogram H - stavki P - stavki CAS
kemikalije (g/mol)
Etanol C2HeO 46,07 H225 P210 64-17-5
P270
Teob [ C7HsN+O 180,2 H302 83-67-0
eobromin 7HaN4O2 @ p330
Agar-agar / / / / / 9002-18-0

Tabela 3: Varnostna opozorila kemikalij (Roth, 2016)

7.2 PRIPRAVA RAZTOPIN

Priprava 1 L 20 % raztopine etanola:

900 mL absolutnega etanola in 100 mL destilirane vode.

Priprava 1 L 80 % raztopine etanola:

800 mL absoluthega etanola in 200 mL destilirane vode.




