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POVZETEK
Cimet postaja vedno bolj priljubljena alternativa v uravnavanju krvnega sladkorja,

mnogi pa se ne zavedajo, da poznamo vec vrst cimeta. V Sloveniji sta na voljo dve
vrsti: cejlonski cimet (Cinnamomun verum) in cimet kasija (Cinnamomum cassia), ki

se razlikujeta po vsebnosti Skodljivega kumarina.

Namen te raziskovalne naloge je bil spremljanje sprejema glukoze pivske kvasovke
(Saccharomyces cerevisiae) v prisotnosti vodnih ekstraktov obeh cimetov.
Koncentracijo glukoze smo merili z merilcem krvnega sladkorja, toksicnost obeh

vodnih ekstraktov pa smo opazovali s pomocjo Allium testa.

Rezultati niso potrdili hipoteze, da cimet znacilno vpliva na sprejem glukoze v celice
pivske kvasovke. Cejlonski cimet je bil bolj u€inkovit, kot cimet kasija, vendar razlike
niso bile statisticno znacilne. Slednji je celo zaviral sprejem glukoze v celice kvasovk.
Allium test je v visokih koncentracijah cimeta kasija pokazal visoko toksi¢nost (celi¢ni

cikel se je v rasnem vrSi¢ku ustavil na stopniji profaze).
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1 UVOD IN PREGLED OBJAV
Ena izmed najbolj zaskrbljujo€ih kroni€nih bolezni 20. stoletja je diabetes (Diabetes

mellitus). V zadnjih letih se je mo¢no povecalo Stevilo primerov diabetesa tipa 2 pri
otrocih in najstnikih, za katere je bila ta bolezen atipi¢na. (D’Adamo, 2011; Dabelea,
2014) V zadnjih desetih letih se je pogostost diabetesa tipa 2 pri otrocih povecala iz

3% vseh diagnosticiranih primerov diabetesa, na 45%. (Pinhas-Hamiel, 2005)

Diabetes se razvije zaradi zmanjSane obcutljivosti (Cloveskih) celic na hormon
inzulin, ki je glavni protein pri celicnem sprejemu glukoze. Telo zmanjSano
obcutljivost kompenzira z vecjimi koliCinami sintetiziranega inzulina, vendar pa
dolgoro¢no ni sposobno hiperprodukcije, in tako se pojavi pomanjkanje inzulina.

Posledi¢no se koncentracija glukoze v krvi poveca (hiperglikemija). ((NDEP), 2014)

Krvni sladkor se v primeru diabetes tipa 2 nadzoruje z zdravili v obliki tablet, vendar
pa se pogosto zgodi, da se ob kombinaciji zdravil in zahtevnejSe telesne aktivnosti ali
premajhnih obrokov pojavi hipoglikemija — krvni sladkor, nizji od normalnega.
(Blumer, 2016) Poznamo zelis€a in zacCimbe, katerim Zze dolgo Casa pripisujejo
pozitiven vpliv na sprejem glukoze v celice, saj naj bi znizevali krvni sladkor, ti
pripravki pa so Cebula, ¢esen (El-Demerdash, 2005), zeleni ¢aj (Deng, 2013) in
cimet. (Deng, 2013; Davis P. A., 2011)

Namen raziskovalne naloge je bil opazovati vpliv cejlonskega cimeta (Cinnamomum
verum), ki je znan tudi pod imenom »pravi« cimet, in cimeta cassia (Cinnamomum
cassia) na sprejem glukoze v celice pivske kvasovke (Saccharomyces cerevisiae).
Taksni eksperimenti so na ljudeh neeti¢ni. Prav tako so raziskovalci dokazali, da sta
CloveSki metabolizem in metabolizem kvasovk, inzulinska |IGF/I reakcijska pot
(Mohammadi, 2014; Bonafé, 2012), in GLUT4, transportne beljakovine (Shewan,
2013), ki se nahajajo v tkivih, na katere vpliva inzulin (MedScape, 2016),
signifikantno podobne, zato lahko pivsko kvasovko uporabimo kot modelni organizem

za Cloveka.

Glukozni transport veCinoma poteka vzdolZz koncentracijskega gradienta v Cloveku
(MedScape, 2016) in v celicah kvasovk (Romano, 1982), vendar pa ta proces v

doloCenih primerih potrebuje energijo (v primeru Crevesja in ledvic). GLUT4 je najbolj



pogosta transportna beljakovina v skeletnih miSicah, mas€obnem tkivo in v srcu, ki
ohranja glukozno homeostazo. (Huang, 2007; MedScape, 2016) te transportne
beljakovine so se ohranile skozi evolucijo, kar tudi potrjuje dejstvo, da si enake v
Cloveku in v kvasovkah. (Shewan, 2013) GLUT4 transporterji imajo obmocje z
ogljikovim hidratom, kamor se lahko veze protein, ki prinasa celici sporocCilo. Ob
celiéni stimulaciji so GLUT4 transportni proteini poslani z eksocitozo v plazmalemo,
kjer se z njo spojijo in postanejo del le te. Stevilo GLUT4 proteinov se torej poveda v
prisotnosti poviSane koncentracije glukoze v medceliCnini in s pomocjo teh se poveca
sprejem glukoze v celico. Posledi¢no se glukoza v krvni plazmi zmanjSa. (MedScape,
2016)
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Slika 1: Sprejem glukoze v celico s pomocjo inzulina in GLUT4 transportnega proteina®
1.1 Cimet
Cimet je zadimba, ki se zelo pogosto uporablja pri pripravi sladic. Ze kitajska
medicina omenja cimetovo sposobnost zmanjSevanja plazemske glukoze in
spremembe celicnega signaliziranja s pomocjo inzulina. (Davis P. A., 2011) Cimet
pridobivamo iz notranjega dela lubja dreves iz rodu Cinnamomun, vendar pa ne

poznamo le ene vrste cimeta. (CinnamonVogue, 2016)

! Pridobljeno iz http:/flipper.diff.org/app/items/info/4673 , dostopano 26. januar 2016




Le nekaj vrst se uporablja v prehranski industriji. Cejlonski cimet izvira iz Srilanke in
je znan po izjemnih ucinkih na krvni sladkor. Vsebuje le nizke koncentracije

kumarina, naravne substance z mo¢nimi negativnimi vplivi na telo. (Cheng, 2014)

Poznamo pa tudi drug vrsto cimeta- cimet kasija, ki je na voljo v vecini Severne
Amerike, na Kitajskem in v vecCjem delu Azije. Ta vrsta cimeta izvira iz Kitajske in
Indonezije in ima kar 1200 krat viSje vsebnosti kumarina kot cejlonski cimet.
DolgotrajnejSa uporaba tega cimeta lahko povzro€i zdravstvene tezave povezane

predvsem z ledvicami in jetri. (Benefits of Honey, 2016)

Pozitivni vpliv cimeta je bil pripisan aktivni spojini cinamaldehidu, ki naj bi pospeseval
produkcijo inzulina in povec€al obcutljivost celic na inzulin. Na Zivalih so dokazali, da
cimetovi vidni ekstrakti poveCajo izrazanje receptorjev, ki imajo vlogo v regulaciji

rezistentnosti na inzulin. (Allen, 2013)

1.2 Utemeljitev metodologije
Na podlagi znanstvenih ¢lankov, ki potrjujejo podobnost med mehanizmom celi¢nega

sprejemanja glukoze cloveskih celic in celic gliv kvasovk, sem se odlocila, da bom
uporabila najenostavnejSo metodo za dolo€anje koncentracij glukoze pri
koncentracijah med priblizno 4,0 in 20,0 mmol L™ (Mandal, 2013) in sicer aparat za
merjenje krvne glukoze pri ljudeh. Pripravili smo glukozno raztopino s koncentracijo
10 mmol L7, saj je, kot piSe Mandal, to mejna vrednost, ki loCi diabetike in ne-
diabetike. Prav tako smo se odlocili, da sami ocenimo toksi¢nost obeh cimetov z
Allium testom (Firbas, 2011) in se ne zanaSamo le na podatke ostalih raziskovalcev,
saj se vsebnost aktivnih spojin razlikuje od proizvajalca do proizvajalca, nas pa je
zanimal le specifiCen cimet, ki je na voljo v slovenskih bio-prodajalnah in ima
oznaceno vrsto. Rezultati toksi¢nosti so namre¢ lahko ekstrapolirani iz ebulnih celic

na Cloveske in tudi kvasne celice (Ennever, 1988; Hatayoglu, 2007)



1.3 Raziskovalni vprasanji in hipoteze
RVi1: Kako se bo spreminjala koncentracija glukoze v primerjavi z zacetno

koncentracijo, v odvisnosti od ¢asa v glukozni raztopini z pivsko kvasovko
(Saccharomyces cerevisiae) ob prisotnosti vodnega ekstrakta cejlonskega
cimeta (Cinnamomum verum), v prisotnosti vodnega ekstrakta cimeta kasija
(Cinnamomum cassia) ali v glukozni raztopini brez aditivov, in ali so razlike

med njimi statisticno znacilne?

RV,: Ali vodni ekstrakti cejlonskega cimeta in cimeta kasija zavirajo rast
¢ebulnih (Allium cepa) koreninic in ali so razlike med toksiénostjo obeh
ekstraktov v primerjavi z kontrolo, doloéene z Allium testom, statisti€no

znacilne?

Hi: Glukozna koncentracija se bo zmanjSevala v odvisnosti od ¢asa v obeh

opazovanih eksperimentalnih skupinah in v kontroli.

H.: Med vzorci, ko bomo dodali vodni ekstrakt cejlonskega cimeta, cimeta kasija in v
primeru kontrole, bodo signifikantno znacilne razlike v koncentraciji glukoze v

odvisnosti od ¢asa.

Hs: Cejlonski cimet bi naj imel pozitiven u€inek na sprejem glukoze v celice in cimet
kasija negativni, mutageni ucinek, zato bo Allium test pokazal mutagenost cimeta
kasija tako, da bodo korenine, zrasle v tem ekstraktu krajSe in dedni material bo

mutiral.
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2 MATERIALI IN METODE DELA

2.1 MATERIALI
e Suhe pivske kvasovke (Dr. Oetker, L218)
e Cebulne &ebulice Allium cepa (Semenarna Ljubljana d.d.)
o Zmlet cejlonski cimet Cinnamomum verum (Sonnetor Gmbh)
e Zmlet cimet kasija Cinnamomum cassia (Sonnetor Gmbh)
e Standardne epruvete (18x100mm)
e Merilni valji (100 mL, 500 mL)
e Merilne bucke Scott (250 mL + 0.5 mL)
e Case (30 mL, 500 mL)
e Erlenmajerice (250 mL) z pokrovcki
e PlastiCne petrijevke premera 9 cm
e Avtomatske pipete z pripadajo€imi tipsi (10-100 uL, 100-1000 pL, 1-10 mL)
e Pasteurjeve pipete (5 mL)
e Centrifugirke (15 mL)
¢ Kivete (Ratiolab, 27110)
e Krovna in objektna stekelca za mikroskopijo

o Filter papir
¢ Pinceta

e Noz

o Parafilm

e Spatula Drigalski

¢ Aluminijasta folija (Mercator)
e Bombazne blazinice (dm)

e Rokavice (Nitril)

2.2 Laboratorijske aparature
o Magnetsko mesalo in grelnik (WiseStir MSH-20D)
e Merilec krvnega sladkorja OneTouch Ultra LIFESCAN z testnimi listiCi
e Centrifuga
e Tehtnica (x0.001 g) (Kern)
e Stresalnik za epruvete RS-VA10 (Phoenix)
e Brezzracna komora
e UV-Vis spektrofotometer (Vernier)
e Prenosni raCunalnik z programom Logger Pro 3.8.4.2
e Mikroskop ICC50 (Leica)
e Gorilnik (Campingaz)
e Termometer (HANNA CheckTempl)
e Auvtoklav CertoClav CVEL 12 LGS (LGA, Nurnberg)

11



2.3 Kemikalije
e Destilirana voda
e D-glukoza (Fluka)
e Pepton (Fluka)
e Kvasni ekstrakt (Kemika, Zagreb)
e Absolutni etanol >99.8% (Sigma-Aldrich)
e Absolutna etanojska kislina >99.8% (Sigma-Aldrich)
e Glacialna etanojska kislina >99.8% (Sigma-Aldrich)
e Karmin (Merck)
e Natrijev klorid (Mercator)

2.4 Eksperimentalni postopek

Raziskava je bila zvedena v Solskem laboratoriju v ¢asu med decembrom 2015 in
januarjem 2016. Sestavljena je bila iz dveh loCenih delov. V prvem delu smo
opazovali vpliv obeh vrst cimeta na sprejem glukoze v celice pivske kvasovke in v

drugem delu toksi¢nost obeh cimetov s pomocjo Allium testa.

2.4.1 Sprejem glukoze v celice pivske kvasovke v prisotnosti vodnega

cimetovega ekstrakta (cejlonskega ali kasija) in v kontroli

2.1.1.1 Pred-eksperimenti

Metoda Se ni bila nikjer omenjena v znanstvenih €lankih, zato so bili pogoji doloceni
na podlagi pred-eksperimentov. Merilec krvnega sladkorja smo najprej kalibrirali z
pripravljenimi glukoznimi raztopinami z znanimi koncentracijami (Priloga 1). Med

izmerjenimi in pri€¢akovanimi vrednostmi in ni bilo opazenih nobenih znacilnih razlik.

Najbolj ugodni pogoji za rast pivske kvasovke so bili dolo¢eni spektorfotometricno z
opticno gostoto pri 600.7 nm. Ugotovili smo, da je bolj pomemben dostop zraka
(Homepages.gac.edu, 2015) pri meSanju z magnetnim meSalom pri 23°C, kot
zagotavljanje optimalne temperature - 30°C, Ce se je treba odlocCiti med dvema

faktorjema. (Priloga 2)

Ker so bile uporabljene suhe kvasovke, so morali biti ¢asi meritev skrbno doloceni.
Na podlagi pred-eksperimenta, pri katerem merili koncentracije glukoze vsakih 15
minut v dveh kontrolnih skupinah, smo dolocili, da je najbolje pustiti celicam, da se
aktivirajo 60 minut in nato nadaljevati z meritvami vsakih 30 minut. Potrebno je bilo
omejiti Stevilo meritev, ker je metoda draga.

12



2.1.1.2 Priprava cimetovih ekstraktov

Cimetova ekstrakta sta bila pripravljena v razmerju 1:6; 5 g specificnega mletega
cimeta (kasija ali cejlon) smo raztopili v 30 mL destilirane vode in vreli pet minut v
vodni kopeli. (Cheng, 2014). Metoda se je izkazala za neprimerno, saj se je cimet
kasija spremenil namesto v teko€ ekstrakt, v Zelatini podobno substanco in je zato
bilo nemogoce iz nje pridobiti ekstrakt.

Slika 2: Cimet kasija se je v vreli vodni kopeli spremenil v zelatini podobno substanco (lasten
vir)

Ekstrakti so zato bili pripravljeni v enakem razmerju, vendar pa smo jih le segrevali

pet minut in to nikakor ne do vretja. Ekstrakte smo potem asepti€no prenesli v

centrifugirke in centrifugirali 10 minut pri 5000 rpm. Potem smo ekstrakte pustili pol

ure na hladnem, da se je izlocilo olje, ki naj bi vsebovalo kumarin. Olje smo odstranili

in ekstrakt uporabili v eksperimentu.

2.1.1.3 Nastavitev poskusa

Naslednje je bilo pripravljeno in sterilizirano v avtoklavu:

e Erlenmajerice z 50 mL 10 mmol L™ glukozne raztopine, pokrite z pokroveki in
aluminijasto folijo

e 28 epruvet z 9 mL fizioloSke raztopine (0,9% natrijev klorid)

e YEPD agar pripravljen z kuhanjem 2% D-glukoze, 2% peptona, 2% agarja in
1% kvasnega ekstrakta v 0,5 L destilirane vode.

Potem smo dodali sterilni magnet, potoplien v 70% etanol, v vsako erlenmajerico z
sterilno raztopino glukoze in jih postavili na magnetno meS$alo (vzdrZzevana
temperatura je bila 23.0°C +1.0°C in Stevilo vrtljajev 600 rpm). Temperatura okolja je

13



bila 24.0°C +1.0°C, v Casu eksperimenta. Dodali smo 0,013 g suhega kvasa Dr.
Oetker vsaki erlenmajerici in pustili pet minut, da se je raztopil. Potem smo v

eksperimentalne skupine dodali 3¢ 1 mL specificnega ekstrakta (cejlonski ali kasija)

in pustili eno minuto, da se je zmesSalo. Nato smo vzeli prve vzorce.

Slika 3: Erlenmajerice z vzorci na magnetnih mesalih (lasten vir)

2.1.1.4 Meritve

Ob dolo¢enem ¢asu (0, 60, 120, 150, 180 minut) smo iz vsake erlenmajerice vzeli 10
ML raztopine z avtomatsko pipeto in izmerili koncentracijo glukoze z merilcem
krvnega sladkorja. |z vsake erlenmajerice smo vzeli Se 3 mL in izmerili optiCno
gostoto pri 600.7 nm. Ko smo izmerili koncentracijo glukoze in opti¢no gostoto po 60
minutah, smo dodali v eksperimentalne vzorce Se mililiter specificnega ekstrakta
(cejlon ali kasija). Spekrofotometer je bil ponovno kalibriran, tako da dodatek cimeta
ni vplival na opti¢no gostoto. Meritve so bile ponovljene ob omenjenih ¢asih. Po 60.

minuti nismo dodali vec¢ ekstraktov.

Po koncu eksperimenta smo pripravili red€itveno vrsto za vsako eksperimentalno in
kontrolno skupino tako kot je prikazano na spodnji shemi. 100 pL petkrat redCene
raztopine smo asepti¢no premazali preko YEPD agarja in pustili 3 dni v inkubatorju
pri 30°C. CFU smo presteli in povpreCne koncentracije kvasovk v testirani raztopini
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so bile: 1,7x10° mL™ v primeru kontrole, z dodatkom cejlonskega cimeta 1,9x10° mL’
!in z dodatkom cimeta kasija 1,6x10° mL™.

Sample to
1 mi be counted

Dilution ——

1 ml 1 ml

r1mlﬁ ﬁ ﬁ1mlﬁimlﬁ

1/10 1/100 17102 1/10* 1/10° 1/10°
(o) (109 (109 1o (109 (10°9)

Plate 1-ml samples

159 17 2 o
Too many colonies colonies colonies colonies colonies
to count

159 x 10° - 1.59 x 10%
Plate Dilution Cells (colony-
count factor forming units) per

milliliter of original
sample

Slika 4: Priprava redéitvene vrste®

Eksperiment smo ponovili veckrat, saj nismo imeli na voljo dovolj opreme. Skupaj
smo opazovali pet kontrolnih vzorcev, pet vzorcev z dodanim vodnim ekstraktom

cejlonskega cimeta in tri z dodanim vodnim ekstraktom cimeta kasija.

2.1.1.5 Izracuni sprememb

Ker je zacCetna koncentracija variirala od enega do drugega vzorca, ne bi bilo
relevantno opazovati povprecnih vrednosti. Zato smo izraCunali spremembe v
koncentraciji, v primerjavi z zaCetno koncentracijo glukoze ob €asu 0 in tako dobili

procent glukozne koncentracije, ki je Se ostal v raztopini po doloCenem €asu.

Glukozna koncentracija ob specificnem casu

Koncentracija (%) = [%]

Zacetna glukozna koncentracija ob Casut =0

2 Pridobljeno iz: http://www.slideshare.net/HamaNabaz/water-microbiology-21923074, 26. januar 2016
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2.4.2 Allium test

Pripravili smo naslednje:

e Fiksativ iz glacialne etanojske kisline (=99.8%) in etanola v razmerju 1:3
e Acetokarmin pripravljen z segrevanjem 0,5 g karmina, 45 mL glacialne

etanojske kisline in 55 mL destilirane vode

Allium test se uporablja za doloCevanje toksi¢nosti teko€ih vzorcev. (Firbas, 2011)
pripravili smo tri razli€ne, a visoke koncentracije vodnega cejlonskega cimetovega

ekstrakta in vodnega ekstrakta cimeta kasije.

ZmesSali smo eno €ajno Zlicko (0,750 g), dve Cajni zlicki (1,500 g) ali tri Cajne ZliCke
(2,250 g) specificnega cimeta v 300 mL destilirane vode in segrevali pet minut v
vodni kopeli. Ekstrakte smo potem prefiltrirali in z njimi napolnili epruvete (z vsako
koncentracijo in kontrolo, destilirano vodo, smo napolnili 8 epruvet). Cebulice Allium
cepa smo nato odrezali na basal stem in potopili v raztopine. Raztopine smo dodajali

dnevno, saj je pomembno, da so koreninice vedno potopljene, da se ne izsusijo.

DaljSe kot zrastejo koreninice, manj je vzorec toksi¢en in je posledi¢no bolj kvaliteten.
Toksi¢nost je lahko tudi tako velika, da ne le zavira rast korenin, temvec¢ tudi

poskoduje dedni material. (Firbas, 2011)

=

)
-
&
-
-
L4
=
%
t

i 4 MM/ S

BARRI"Y
“ay

Slika 5: Allium test z tremi razli€nimi koncentracijami (od leve proti desni) cejlonskega cimeta,

cimeta kasija in kontrolo (lasten vir)
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Cebulice smo pustili rasti $tiri dni in po tem &asu smo izmerili dolZine najdaljsih
koreninic na vsaki Cebulici, jih odrezali in dali v fiksativ. Koreninice smo nato dodali k
2 mL barvila acerokarmin in vreli oboje 2 minuti na gorilniku. (Roberts, 1974) 1z
koreninic smo nato pripravili vzorce, ki smo jih pregledali pod mikroskopom pri 400x

in 1000% povecavi. Opazovali smo mitotski indeks in oblike celic.
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3 REZULTATI

Graf 1: Spreminjanje procenta glukozne koncentracije v odvisnosti od ¢asa v raztopini pivske
kvasovke v treh razliénih pogojih: ob dodanem vodnem ekstraktu cejlonskega cimeta, cimeta
kasija in v kontroli
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y = 0,0004x? — 0,1556x + 100,11
R?=0,9975

Interval znotraj katerega so bile izmerjene koncentracije: 12,1-17,4 mmol L™
Cejlonski cimet (graf najboljSega ujemanja, linearna, in R? vrednost)

y =-0,1008x + 100,74
R?=0,8885

Interval znotraj katerega so bile izmerjene koncentracije: 11,7-15,5 mmol L™
Cimet kasija (graf najbolj$ega ujemanja, linearna, in R? vrednost):

y =-0,0268x + 100,71
R?=0,7557

Interval znotraj katerega so bile izmerjene koncentracije: 16,2-17,0 mmol L™
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Tabela 1: Povpreéne vrednosti glukozne koncentracije (%) in standardne deviacije® v
odvisnosti od ¢asa ob dodatku vodnega ekstrakta cejlonskega cimeta, cimeta kasija in v

kontroli
Cejlonski cimet Cimet kasija Kontrola
Povpre¢na | Standardna | Povpre¢na | Standardna | Povpre€na | Standardna
Cas (min) | vrednost deviacija vrednost deviacija vrednost deviacija
[%] ()[%] [%] (£)[%] [%] (#)[%]
0 100,0 0,0 100,0 0,0 100,0 0,0
60 96,9 0,7 99,2 0,2 92,8 1,9
90 93,1 0,5 99,1 0,4 89,4 2,6
120 84,9 15 98,9 0,1 87,5 1,9
150 84,5 1,2 95,4 0,8 86,7 3,3
180 84,6 3,9 95,6 0,5 86,3 3,1

Tabela 2: Primerjava p-vrednosti T-testa’ znotraj opazovanih vzorcev pri razliénih éasovnih
intervalih; statisticno znacilne razlike so sivo sen¢ene

p-vrednosti T-testa (primerjava enakih vzorcev pri razli¢nih ¢asovnih intervalih)
Specifi¢na skupina
primerjana pri
naslednjih ¢asovnih
intervalih (min) Kontrola Cejlonski cimet Cimet kasija
0in 60 0,00156 0,00193 0,02908
60in 90 0,12099 0,00636 0,22540
90in 120 0,02256 0,00499 0,43805
120in 150 0,51572 0,69174 0,02644
150in 180 0,74736 0,99155 0,82690
0in90 0,00118 0,00013 0,04410
90in 150 0,02131 0,00187 0,03953
120in 180 0,27389 0,88727 0,01816
0in 180 0,00089 0,00625 0,00744

3 Povprecja in standardne deviacije smo izracunali s pomocjo racunalniSkega programa Excel.
* T-test je bil izraGunan s pomocjo racunalniS8kega programa Excel. IzraCunane vrednosti so v bistvu p-
vrednosti. Ce je p<0.05 so razlike med opazovanimi skupinami statisti¢no znacilne.
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Tabela 3: Primerjava p-vrednosti T-testa med razli€nimi opazovanimi vzorci v istih ¢asovnih
intervalih; statisticno znacilne razlike so sivo osencene

p-vrednosti T-testa (primerjava razlicnih eksperimentalnih skupin pri enakih ¢asovnih
intervalih )
Cas (min) Kontrola in cejlon Kontrola in kasija Cejlon in kasija

0 0,00000 0,00000 0,00000

60 0,02117 0,00218 0,00192

90 0,04459 0,00145 0,00001

120 0,08645 0,00026 0,00051

150 0,27638 0,00457 0,00006

180 0,54558 0,00302 0,01469

Graf 2: Opti€na gostota vzorcev pivske kvasovke z dodanim ekstraktom cejlonskega cimeta ali
cimeta kasija in v kontroli pri 600,7 nm v odvisnosti od €asa (minutah)
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Graf 3: Dolzine korenin Allium cepa v odvisnosti od koncentracije(g cimeta mL™) raztopine v
kateri so rasle (dolzina kontrolnih rastlin je pri koncentraciji 0)
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Tabela 4: Stevilo celic &ebule Allium cepa v specifiéni fazi celi€nega cikla pri razliénih
koncentracijah vodnih ekstraktov cejlonskega cimeta, cimeta kasija in kontroli

Stevilo prestetih celic v specifiénem stadiju celi¢nega cikla

Tip Koncentracija | St.
testirane | raztopine (mg | poskusa
tekodine mL'lg Profaza | Metafaza | Anafaza | Telofaza | Interfaza
Kontrola 1 34 1 2 3 10
0,0 2 33 1 1 4 11
3 34 0 2 6 8
4 34 1 2 2 11
5 33 1 2 5 9
Cejlnski 1 47 1 1 1 0
cimet 2,5 2 45 1 2 2 0
3 44 1 4 1 0
4 44 2 1 3 0
5 42 0 1 7 0
1 36 1 8 5 0
5,0 2 40 3 1 6 0
3 37 4 2 7 0
4 38 2 4 6 0
5 37 2 5 6 0
1 45 0 2 3 0
7,5 2 43 2 2 3 0
3 45 1 1 3 0
4 45 1 2 2 0
5 44 1 2 3 0

N
[y
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Tabela 5: Mitotski indeks v €éebulnem rasnem vrsi¢ku pri razliénih koncentracijah cimeta

Koncentracija | Stevilo Skupno Povpre¢no | Povpre¢no | Mitotski
(mg cimeta prestetih Stevilo Stevilo Stevilo indeks
mL™Y celic celic, ki se | prestetih celic, ki se
delijo celic delijo
Kontrola 250 84 50 16.8 0.336
Cejlonski 2,5 250 250 50 50 1.000
cimet 5,0 250 250 50 50 1.000
7,5 250 250 50 50 1.000
Cimet 2,5 250 250 50 50 1.000
kasija 5,0 250 250 50 50 1.000
7,5 250 250 50 50 1.000
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4 DISKUSIJA IN EVALUACIJA
Rezultati predstavljeni v Grafu 1 kaZejo, da se je koncentracija glukoze zmanjSala v

vseh opazovanih skupinah. Koncentracija glukoze se je po 180 minutah znizala na
86,3% zacletne koncentracije v primeru kontrole. Razlika v primerjavi z zacetno
koncentracijo statisticno znadilna (p=0,001)°. V primeru, ko smo dodali ekstrakt
cejlonskega cimeta, se je koncentracija znizala na 84,6% zaCetne koncentracije
(p=0,006) in pri dodatku cimeta kasija na 95,6% (p=0,007).

Statisticno znacilne razlike so med zacCetno in kon¢no koncentracijo v vseh treh
poizkusih (Tabela 2). Celice pivske kvasovke v glukozni raztopini sprejemajo
glukozo, da lahko opravijajo vse celi¢ne funkcije, oz. v nasem primeru, da se celice
najprej sploh aktivirajo in zacnejo metabolne procese. (Youk, 2016; Weusthuis, 1994)
Opazili smo zanimivo tendenco pri kontroli, saj so se hitrosti glukoznega sprejema
(gradient krivulje se zmanjSuje) spreminjale v odvisnosti od €asa in prav tako niso
bile enake v vseh opazovanih vzorcih. Zato bi lahko rekli, da so se celice aktivirale ze
v prvih 60 minutah (92,8% zacCetne koncentracije). Ko pa smo dodali ekstrakte, se
nivo glukoze ni zniZal na enak nacin. V primeru cejlonskega cimeta, se je nivo v 90
minutah znizal na 93,1% zacCetne koncentracije, za razliko od kontrole, ki je
vsebovala 89,4% zacetne glukoze. Vendar pa se je v primeru cejlonskega cimeta
koncentracija po 120 minutah znizala na 84.9%. V primeru cimeta kasije se nivo ni
mocno znizal do 120. minute. Potem se je koncentracije sicer znizala (98,9%),

vendar je bila razlika zelo majhna v primerjavi z drugima opazovanima skupinama.

Opazila sem, da je hitrost reakcije v odvisnosti od ¢asa stremela k ni¢. Nivo glukoze
se ni veC spreminjal v primerjavi z zaCetnimi spremembami. Prvi del glukoznega
metabolizma, ki poteka v citoplazmi se imenuje glikoliza in v neki toCki ta proces
doseze stabilno stanje, v katerem celica sprejme dovolj glukoze za svoje delovanje,
zato se koncentracija glukoze v okolju ne spreminja ve€. (Bakker, 2010) To bi lahko
bilo povezano z nac¢inom, kako glukoza vstopa v celice. Difuzija skozi proteinske
kanalCke, ki poteka vzdolz koncentracijskega gradienta je namreC odvisna od

gradienta. (Romano, 1982) Ce se ustvari enakomerno porazdeljena koncentracija,

® Razlike so statistiéno znadilne, e je p<0,05.
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glukoza ne vstopa vec€ v celice z takSno hitrostjo in posledi¢no se hitrost sprejema

zniza. To tezo bi lahko potrdili tudi moji grafi.

Procent glukozne koncentracije v odvisnosti od €asa lahko prikazemo s kvadratno
enacbo y=0,0004x* — 0,1556x + 100,11. R? vrednost za dobljene vrednosti je bila
99,75%, kar je zelo visoko ujemanje. Enacbi, ki najboljSe prikazeta spremembo
koncentracije v primeru cejlonskega cimeta je bila linearna, z ena¢bo y=-0,1008x
+100,74 in R? vrednost 88,85%) in za cimet kasija y=-0,0268x+ 100,71 , in R?
vrednost 75,57%). R? vrednosti v primeru teh linearnih enaéb sta bili veliko niZji, kot v
primeru eksponentne enacbe, ki prikaze spremembe koncentracij pri kontroli. S
pomocjo grafa lahko sklepamo, da linearna enacba ne prikaze sprememb dovolj
natanc¢no. V primeru dodanih cimetov lahko opazimo, da sprememba sprva sledi
linearnemu padanju koncentracij, potem pa se ta trend spremeni in bolj sledi
eksponentni enacbi, kot v primeru kontrole. Ta opazanja tudi ne zanikajo teze, da se
hitrost reakcije v odvisnosti od ¢asa priblizuje vrednosti ni¢, le v primeru, da bi
spremembe popolnoma sledile linearni enacbi bi to lahko predlagali. Prav tako p-
vrednosti v Tabeli 2 potrjujejo, da se koncentracija ni spreminjala znacilno med 150

in 180 minutami.

V drugi hipotezi sem predpostavila, da bodo med razlicnimi opazovanimi vzorci
(dodan cejlonski cimet, cimet kasija in kontrola) znacilne razlike. Nivo glukoze se je v
primeru kontrole znizal za 7,2% v prvih 60 minutah, med 60. in 120. minuto dodatnih
5,3% in v zadnjih 60 minutah samo 1,2%. Nasprotno pa se v prvih 90 minutah
koncentracija v primeru dodanega ekstrakta cejlonskega cimeta ni veliko spremenila.
Sprememba je bila v povpre€ju 6,9% in koncentracije so bile signifikantno viSje v
primerjavi z kontrolo (po 60 minutah p=0.021 in pri 90 minutah 0.044). Po 120
minutah se je koncentracija glukoze v primeru cejlonskega cimeta zmanjSala, vendar

je bila koncentracija neznacilno nizja od tiste, pri kontroli.

Dodan ekstrakt cimeta kasije je celo zaviral sprejem glukoze in to je v nasprotju z
pricakovanji. Mnogi raziskovalci so namreC opazili pozitiven vpliv cimeta kasija na
sprejem glukoze v primerjavi z kontrolo (Kumar, 2014), ¢esar pa nismo dokazali v tej
raziskavi, saj so p-vrednosti, ki primerjajo razlike med koncentracijami z dodanim
cimetom kasija in obema ostalima pogojema, pokazale, da so bile razlike v
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koncentracij v primeru dodanega cimeta kasija statisticno znacilno visje (Tabela 3).
Tudi drugi raziskovalci v svojih raziskavah niso uspeli dokazati statisticno znacilnih
razlik med kontrolo in eksperimentom, med katerim so v gojis¢e z glukozo dodaijali

cimet (Ranasinghe, 2012).

Na podlagi rezultatov smo drugo hipotezo, da bodo razlike v koncentraciji med vzorci
z dodanim cimetom in kontrolo statisticno znacilne, zavrnili. Vzrokov za
nepriCakovane rezultate je veC. Vsebnost aktivnih substanc kot je kumarin, ki je
toksicen (Benefits of Honey, 2016), in cinamaldehid se spreminja od proizvajalca do
proizvajalca in nacina pridelave. (Allen, 2013) Vsebnosti so odvisne tudi od obmodja,
kjer je cimet pridelan in ker nismo nas$li nobenih porocil, koliko specifi¢nih aktivnih
substanc naj bi vseboval cimet,ki so ga uporabili v drugih raziskavah, je nemogoce

narediti primerjavo in odkriti vzroke za razlike.

Prav tako je bila ve€ina omenjenih raziskav narejena in vivo, na ljudeh, oziroma na
zivalih, zato je morda razlog, da rezultatov in vitro raziskav ne moremo primerjati z
tistimi, narejenimi in vivo, saj se makromolekule drugaCe povezujejo in vplivajo ena
na drugo v bolj kompleksnih organizmih. (Bakker, 2010) Morda je vec€ razli¢nih
dejavnikov in molekul prisotnih v organizmu, ki vplivajo na spremembo mehanizma
glukoznega sprejema pri Cloveku in povec€ajo ucCinkovitost cimeta, enakih substanc
pa pri kvasovkah ne najdemo. Rezultatov torej ne moremo generalizirati iz kvasovk
na ljudi, saj iz te raziskave ne moremo poznati razlik med eksperimenti in vitro in in

Vivo.

Ekstrakte smo k raztopini dodali dvakrat. Na zaCetku eksperimenta in po 60 minutah.
Mozno je, da se ucCinek ekstrakta zmanjSuje v odvisnosti od €asa, in da bi morali
cimet dodajati bolj pogosto (morda bi ob ponovnem dodatku cimeta dobili statisticno
znacCilne razlike med cejlonskim cimetom in kontrolo). Tako so namre¢ narejene
raziskave na ljudeh. Ljudje uzivajo kapsule cimeta daljSe ¢asovno obdobje. Meta
analiza je pokazala, da so ljudje z diabetesom tipa 2, ki so uzivali cel cimet ali cimet v
prahu imeli statisticno znacilne razlike v krvnem sladkorju, izmerjenim na tesce, v
primerjavi z ljudmi, ki so uzivali placebo. (Davis P. A., 2011; Allen, 2013) Cimet so

uzivali dnevno do 18 tednov, preden so bile primerjave narejene. Morda cimet nima
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takojSnjega ucinka in ga je potrebno uzivati daljSe ¢asovno obdobje, da vpliva na

metabolne poti.

Namen drugega dela raziskovalne naloge je bilo dolociti toksi¢nost uporabljenih
vzorcev cejlonskega cimeta in cimeta kasija z Allium testom. (Firbas, 2011) Tretja
hipoteza, da bo Allium test pokazal toksi¢nost cimeta kasije v primerjavi z kontrolo je
potrjena. Tri visoke koncentracije vodnih ekstraktov obeh cimetov so vlivale na rast
koreninic, ki so veliko krajSe kot pri kontroli. Na grafu 3 je opazna negativha
korelacija med dolZino koreninic ¢ebule in koncentracijo ekstrakta. Korenine so bile
krajSe, ko so rasle v ekstraktu cimeta kasija, kot pri isti koncentraciji cejlonskega
cimeta. To pomeni, da je cimet kasija bolj toksiCen kot cejlonski cimet. (Firbas, 2011)

Oba cimeta sta torej pokazala toksi¢nost v primerjavi z kontrolo.

Koreninice Cebule so v ekstraktu cimeta kasije zrasle le do 2 mm v vseh opazovanih
koncentracijah, kar pomeni, da tudi podvajanje koncentracije pri tako visokih
koncentracijah ne spremeni toksi¢nosti. Tudi cejlonski cimet se je izkazal za
toksiCnega, vendar pa pri niZjih koncentracijah predstavlja le nizek zaviralni ucinek,
Ce predpostavimo, da graf (Graf 3) predstavlja resni¢no spreminjanje tudi v nizjih

koncentracijah.

Ko smo koreninice opazovali pod mikroskopom smo opazili, da so se samo v primeru
kontrole pojavljale celice v interfazi (mititski indeks 0,336). V primeru cejlonskega
cimeta, so bile vse celice v razli¢nih fazah celi¢ne delitve delitve (mitotski indeks je bil
1). Vecina je bila v profazi, vendar pa je v povprecju bila najmanj ena celica od
petdesetih v vsaki od ostalih stopenj celicne delitve. V nasprotju temu pa se je celi¢ni
cikel celic koreninic Cebule, ki so rasle v ekstraktu cimeta kasija ustavil v profazi v
vseh opazovanih celicah (mitotski indeks 1). Celice so bile nepravilnih oblik, v
primerjavi z celicami, ki so zrastle v kontroli. To je verjetno posledica zelo visokih
koncentracij cimeta kasija. Ekstrakt cimeta kasija je torej toksi¢en in tretja hipoteza je

bila potrjena.

Iz Graf 2 je razvidno kaj se je verjetno zgodilo med eksperimentom. Opti¢na gostota
pri 600.7 nm je pokazala, da med opazovanimi vzorci tudi na koncu ni bilo razlik med

koncentracijami pivskih kvasovk, saj so vse vrednosti znotraj ranga, ki ga zaznamuje
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zanesljivost aparata (0,005). Ekstrakti torej kratkotrajno niso zavirali celi¢nih delitev,
morda pa so vseeno zavirali aktivacijo celic in vplivali na sprejem glukoze do

doloc¢ene tocke.
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5 DRUZBENA ODGOVORNOST

Raziskovalna naloga ima pomemben zaklju¢ek. Rezultati so namre¢ pokazali, da je
cimet kasija v visokih koncentracijah mocno toksiCen, zato bi predlagala, da se
naredi veC raziskav s tej smeri. Cimet je namre€ na voljo v vecini bio-trgovin kot so
Norma in Biotopic, potrosniki pa se v veliki vecini ne zavedajo negativnih ucinkov
tega cimeta. Zavedam se, da so bile testirane koncentracije zelo visoke in so zato
povzroc€ile popolno spremembo celic, vendar pa bi, kot omenja Firbas (2011) lahko

priSlo do genskih mutacij, morda pri nizjih koncentracijah.

Zanimivo in druzbeno odgovorno bi bilo tudi raziskati, e je cimet kasija toplotno
stabilen in s €im je povezana formacija zelatini podobne substance ob vretju (Slika

2), ker se cimet pogosto uporablja v jedeh, ki so izpostavljene visokim temperaturam.

Cejlonski cimet je dobra alternativa (Medagama, 2015), vendar pa menim, da bi
morali biti potrosSniki obvesCeni o tveganjih, povezanih z pogosto uporabo cimeta

kasija.
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6 ZAKLJUCEK

Kot smo predvideli se je koncentracija glukoze v vseh opazovanih pogojih znizevala
v odvisnosti od €asa v raztopini z pivsko kvasovko, vendar pa so koncentracije
variirale med posameznimi skupinami. Cejlonski cimet ima potencialno pozitiven vpliv
na sprejem glukoze, vendar razlike niso bile statisticno znacilne in bi to bilo potrebno
preizkusiti v nadaljnjin raziskavah. ToksiCnost cejlonskega cimeta je nizja v
primerjavi z ekstraktom cimeta kasije. Ekstrakt cimeta kasije se je namreC izkazal za
mocno toksicnega in je v celicah povzroCil celicne deformacije v visokih
koncentracijah in imel celo zaviralni u€inek na sprejem glukoze v celice pivske

kvasovke.

Poskus bi bilo potrebno ponoviti z Ze aktiviranimi celicami pivske kvasovke, ki bi jih
dodali raztopini, saj se zdi, da je v tem eksperimentu cimet vplival zaviralno na
aktivacijo celic. To bi pojasnilo, da se je koncentracija glukoze zacCela zniZevati Sele
po 60-90 minutah, medtem ko se je v primeru kontrole koncentracija najbolj znizala
na zacCetku eksperimenta. Ta zaviralni uc€inek je lahko tudi povezan z tendenco, ki
smo jo opazili pri Allium testu, kjer se je dolzina koreninice Cebule znizevala z

narasc¢ajoCo koncentracijo cimeta.

Zanimivo bi bilo tudi preizkusiti spreminjanje koncentracije glukoze, ¢e bi konstantno
dodajali cimetov ekstrakt in ne samo na zaCetku eksperimenta in po Sestdesetih
minutah. Tako so namreC raziskave narejene na ljudeh- ljudje uzivajo cimet Cez
daljSe Casovno obdobje in njihova plazemska glukozna koncentracijo so merili Sele
Cez daljSe obdobje in jo primerjali z rezultati skupine, ki je uZivala placebo. V tem
eksperimentu smo namre€ opazovali le takojSnji odziv celic na cimet, morda pa je

hitrejSi sprejem glukoze povezan z spremembo mehanizma, ki traja dalj ¢asa.
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7 PRILOGE

Priloga 1: Kalibracija merilca krvnega sladkorja

Najprej smo kalibrirali merilec krvnega sladkorja tako, da smo pripravili glukozne

raztopine z znanimi koncentracijami in potem preverili vrednosti izmerjene z

aparatom. V litru destilirane vode smo raztopili 18 g glukoze. To je bila zaCetna 0.100

M raztopina, ki smo jo kasneje Se bolj redCili, kot to opisuje tabela.

Tabela 6: Kalibracija merilca krvne glukoze z raztopinami znanih koncentracij

Koncentracija raztopine 0,0
(mmol L)

3,0

6,0

9,0

12,0

15,0

18,0

Volumen of 0.1 M raztopine 0,0
glukoze (mL)

0,3

0,6

0,9

1,2

15

1,8

Volumen destilirane vode 10,0
(mL)

9,7

9,4

9,1

8,8

8,5

8,2

Izmerjena koncentracija z 0,0
merilcem
(mmol L)

29

6,2

9,1

11,9

151

18,0

Na podlagi te umeritve smo zakljucili, da je merilec zanesljiv.

33



Priloga 2: Dolo€anje eksperimentalnih pogojev
Da smo dolocili kateri izmed dveh faktorjev je bolj pomemben: zadostna koli€ina

zraka pri niZji temperaturi (23,0°C) ali optimalna temperatura 30°C, smo naredili

prekonoc¢no kulturo, ki smo ji izmerili zaCetno opti¢no gostoto pri 600,7 nm.

ODsoo 7 j€ bila v primeru, ko smo kulturo inkubirali pri 30°C brez mesanja 0,577 (modra
krivulja) in za kulturo, ki je bila gojena na magnetnem mesSalu pri 23,0°C, 0,932
(rde€a krivulja). Na podlagi rezultatov smo zaklju€ili, da je dober dostop zraka

pomembnejsi kot optimalna temperatura.

Graf 4: Logger pro graf absorbance v odvisnosti od pogojev (mesanje in nizja temperatura in
optimalna temperatura) za celice pivske kvasovke

Absorbance

(600.6, 0,385) Wavelength (nm)
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Priloga 3: Slike rasnega vrsSi¢ka koreninic ¢ebule, ki so rastle pri razli¢nih
koncentracijah cimetovega ekstrakta in v kontroli (lastni vir)

Slika 6: Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice so rastle v vodi
Povecava400x.
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Slike 7-11. Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice so
rastle v ekstraktu cejlonskega cimeta z koncentracijo 2,5 mg mL™" Poveéava 400x.
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Slika 7
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Slika 9

Slika 10
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Slika 11

Sliki 12 in 13. Celice koreninskega vrsicka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cejlonskega cimeta z koncentracijo 5,0 mg mL™. Poveéava 400x.
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Slika 12
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Slika 13
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Slike 14-18. Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cejlonskega cimeta z koncentracijo 5,0 mg mL™. Poveéava 1000x.

Slika 14
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Slika 16
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Slika 17

Slika 18
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Slike 19-22. Celice koreninskega vrsi¢ka ¢ebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
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Slika 19

Slika 20

so rasle v ekstraktu cejlonskega cimeta z koncentracijo 7,5 mg mL™. Poveéava 400x.
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Slika 22
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Sliki 23 in 24. Celice koreninskega vrsi¢ka ¢ebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rasle v ekstraktu cejlonskega cimeta z koncentracijo 7,5 mg mL™. Poveéava 1000x.

Slika 23

Slika 24
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Slike 25-28. Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cimeta kasija z koncentracijo 2,5 mg mL™ .Pove&ava 400x.
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Slika 26

46



Slika 27

Slika 28
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Slika 29: Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice so rastle v ekstraktu
cimeta kasija z koncentracijo 2,5 mg mL™" .Pove&ava 1000x.
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Sliki 30 in 31. Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cimeta kasija s koncentracijo 5,0 mg mL™. Poveéava 400x.
i ., . - !
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Slika 31
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Sliki 32 in 33. Celice koreninskega vrsi¢ka éebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cimeta kasija s koncentracijo 5,0 mg mL™. Poveéava 1000x.

Slika 33
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Slike 34-38. Celice koreninskega vrsi¢ka ¢ebule obarvane s karmin ocetno. Cebulice
so rastle v ekstraktu cimeta kasija z koncentracijo 7,5 mg mL™. Poveéava 1000x.

Slika 35
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Slika 36

Slika 37
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Slika 38
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