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1 POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo preucevali antioksidativno delovanje Sestih ekstraktov pridobljenih
s konvencionalno ekstrakcijo razli¢nih vzorcev rastlin, in jih med seboj primerjali. Ti so
vkljucevali naslednje: prehranski dopolnili $krlatnega ameriskega slamnika (Echinacea
purpurea) in ingverja (Zingiber officinalis), ¢aja obeh rastlin, kupljenega v trgovini, in sveze
rastline. Zanimalo nas je, kateri ekstrakt bo imel najve¢jo vsebnost totalnih fenolov, dolo¢enih
in vitro z redoks reakcijo s Folin-Ciocalteu reagentom in najvec¢jo zmoznost inhibicije prostih
radikalov 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila, in bi tako lahko najbolj u¢inkovito $¢itil nase telo s
svojim antioksidativnim delovanjem. Pri obeh testih antioksidativnega delovanja je takSne
lastnosti kazal ekstrakt ¢aja ameriSkega slamnika, in sicer z vsebnostjo totalnih fenolov
izrazeno kot miligram galne kisline na gram ekstrakta, 41,277 mg GA/g ekstrakta, kot tudi
izrazeno z miligram galne kisline na gram materiala, 10,480 mg GA/g materiala, pri testu
antioksidativnega delovanja na radikale 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila, pa s 40,19% inhibicijo. S
tem smo potrdili hipotezo, da bo eden od ¢ajev kazal najve¢je zmoznosti antioksidativnega
delovanja in delno tudi hipotezo, v kateri smo predvideli bolj u¢inkovito delovanje ekstraktov
ameriSkega slamnika. Med testom dolocanja vsebnosti totalnih fenolov in testom inhibicije
prostih radikalov smo s statisticno analizo nasli premo sorazmerno odvisnost. Prisli smo tudi
do ugotovitve, da Ceprav sta imela ekstrakta prehranskih dopolnil enega izmed visjih
izkoristkov ekstrakcije (51,08% - ameriski slamnik in 18,46% - ingver), sta se izkazala kot
precej skromna lovilca prostih radikalov 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (6,99% inhibicije —
ameriski slamnik in 21,29% inhibicije ingver). S tem smo potrdili nasa pricakovanja o slabsi
ucinkovitosti prehranskih dopolnil, kar smo pripisali dejstvu, da zgornja priporo¢ena vrednost
dnevnega vnosa antioksidantov Se ni standardizirana in je zato bolje, da se v izoliranih
ekstraktih, kot so kapsule, pojavlja manjsa mera antioksidativnega delovanja, kot je v ¢ajih ali
svezih rastlinah. Druga mozna razlaga je tudi, da kapsule vsebujejo razne dodatke, ki so v

vodi topni, vendar nimajo sinergisti¢nih u¢inkov.
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3 UVOD

Ljudje se dandanes zavedajo velikega pomena zdravja, vendar jih zaradi pomanjkanja Casa
vedno ve¢ posega po prehranskih dopolnilih, ki obljubljajo odpravo Stevilnih zdravstvenih
problemov. V zadnjem ¢asu so si svojo komercialno pot utrli predvsem naravni izvlecki iz
rastlin, bogati z antioksidanti, kot sta tudi prehranski dopolnili z ekstrakti ameriskega
slamnika in ingverja. Antioksidanti so kemijske spojine, ki tako v laboratorijskih poskusih,
kot tudi v naravnih sistemih lovijo proste radikale. Slednji sicer lahko sprozajo verizne
reakcije, ki privedejo do sprememb molekul in njihove posledi¢ne disfunkcije, vklju¢no z
lipidi, nukleinskimi kislinami, proteini in encimi v zivih organizmih. Posledice reakcij prostih
radikalov so lahko hitrejSe staranje, pojav rakavih obolenj, bolezni srca in ozilja in

poslabsanje delovanja mozganov ter imunskega sistema.

Bruneton (1999) povzema, da farmakoloska aktivnost pripravljenih proizvodov ameriskega
slamnika (kaspule, tinkture in infuzije), testirana in vivo vkljuc¢uje imunostimulatorne ucinke,
kot so preprecevanje in zdravljenje prehlada, vnetja grla in ostalih vnetij zgornjih dihal. Tsai
in sodelavci (2012) pripisujejo tak$na, zdravju koristna opazovanja, bioaktivnim snovem,
pridobljenim iz rastlin, ki v so ameriskem slamniku naslednje: polisaharidi, alkilni amidi,
fenolne spojine, med katere sodijo derivati kavne kisline, predvsem pa opozarjajo na
pomembnost prisotnosti cikorne kisline, ki naj bi bila marker, ki doloca medicinsko kvaliteto

proizvodov iz ameriSkega slamnika zaradi svoje sposobnosti lovljenja prostih radikalov.

Tudi ingverjev gomolj je znan po tem, da vsebuje zdravju koristne spojine. EI-Ghorab in
sodelavci (2010) so predlagali uporabo le-tega za ublazitev slabosti, artritisa, revmatoloskih
stanj, bole€in v miSicah, migren, zmanjSanje holesterola, in drugo. Bruneton (1999) pravi, da
se kemijskim komponentam ingverja, tako imenovanim gingerolom in zingiberenom,
pripisuje pozitivna u¢inkovitost v in vivo eksperimentih s podganami, medtem ko Studije na
ljudeh prikazujejo kontradiktorne rezultate in med seboj niso primerljive, saj ne navajajo

standardiziranih ingverjevih produktov.

Nas je tako zanimala prav primerjava med posameznimi produkti obeh rastlin, in ¢e so res
prehranska dopolnila z naravnimi izvlecki toliko boljsa, kot trdijo farmacevtske korporacije.
Odlocili smo se raziskati, ali je vredno porabiti nekaj minut, da se skuha ¢aj in se ga v miru
popije, namesto da ¢lovek na hitro poje eno kapsulo kar na poti v sluzbo. V ta namen smo
preucili Sest ekstraktov iz razli¢nih vzorcev obeh rastlin. Ti vkljucujejo naslednje: prehransko

dopolnilo, ¢aj in sveZzo rastlino ameriSkega slamnika, ter enake vzorce ingverjevega gomolja.



3.1 Raziskovalno vprasanje

Kateri ekstrakt, pridobljen s konvencionalno ekstrakcijo, izmed vseh testiranih, bo imel
najve¢jo vsebnost totalnih fenolov, dolo¢enih in vitro z redoks reakcijo s Folin-Ciocalteu
reagentom in kateri bo imel najveéjo zmozZnost inhibicije prostih radikalov 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazila, in bi tako potencialno najbolj ucinkovito &citil nase telo zaradi svojega

antioksidativnega delovanja?

3.2 Hipoteze

Nicelna hipoteza: ekstrakti rastlin ne vsebujejo antioksidantov in ne sodelujejo v redoks
reakcijo s Folin-Ciocalteujevim reagentom (FCR) ter nimajo zmoznosti inhibicije 1,1-difenil-
2-pikrilhidrazil (DPPH) radikalov.

1. Hipoteza: Tsai in sodelavci (2012) porocajo o vsebnosti totalnih fenolov v cvetovih
Echinacee purpuree (Skrlatnega ameriskega slamnika), ki so bili predhodno posuseni z
liofilizacijo (zamrzovalnim susSenjem), ter 0 zmoznosti inhibicije DPPH prostih
radikalov zaradi prisotnosti derivatov kavne Kkisline v ekstraktih. EI-Ghorab in
sodelavci (2010) porocajo o vsebnosti totalnih fenolov, dolo¢enih s FCR, v ekstraktih
iz svezih in suSenih gomoljev Zingiber officinalis (ingverja) in njihove sposobnosti
inhibicije DPPH radikalov. Na osnovi tega predpostavljamo, da antioksidanti v
ekstraktih izbranih vzorcev rastlin lovijo reaktivne kemijske spojine in tako sodelujejo
v redoks reakciji s FCR, kot tudi inhibiciji DPPH radikalov.

2. Hipoteza: Bruneton (1999) povzema, da kemijska sestava obeh rastlin sestoji iz
mnogih fenolnih spojin, in hkrati Neuss (2007) opisuje fenolno skupino kot
odstranjevalca prostih radikalov. 1z tega razloga sklepamo, da imajo fenolne skupine v
ekstraktih rastlin antioksidativno kapaciteto, in predvidevamo premo sorazmerje med
rezultati testa za vsebnost totalnih fenolov (TPC) in testa za inhibicijo DPPH
radikalov.

3. Hipoteza: Postopek priprave c¢ajev je podoben prvemu delu konvencionalne
ekstrakcije, s katero se pridobijo ekstrakti (Skerget in sodelavci, 2012). Tako torej
predpostavljamo, da bo eden od ekstraktov Cajev pokazal najve¢jo antioksidativno
delovanje.

4. Hipoteza: Po analizi literarnih podatkov, ki podajajo kemijsko sestavo obeh rastlin, je

bilo pri ameriskem slamniku ugotovljenih ve¢ antioksidativno delujocih spojin, kot pri



ingverju. Tako pricakujemo, da bodo ekstrakti ameriSkega slamnika pokazali vecjo

antioksidativno aktivnost v testih.

3.3 Spremenljivke

Neodvisne:

Za konvencionalno ekstrakcijo, dolo¢anje vsebnosti totalnih fenolov in eksperiment na DPPH
radikalih, je neodvisna spremenljivka dolo¢en vzorec rastline, ki je bil preucevan, in tudi

naslednje:

- Konvencionalna ekstrakcija: topnost kemijskih sestavin vzorcev v deionizirani vodi
(pri kontroliranih pogojih, opisanih spodaj),

- TPC: kvantitativna in kvalitativna vsebnost fenolnih spojin v ekstraktu,

- DPPH test: sposobnost ekstrakta, da lovi DPPH radikale.

Odvisne:

- Konvencionalna ekstrakcija: masa ekstrakta, oz. izkoristek ekstrakcije,

- TPC: absorbanca ekstrakta po reakciji s Folin-Ciocalteujevim reagentom, merjena
spektrofotometri¢no,

- DPPH test: absorbanca ekstrakta po reakciji z DPPH radikali, merjena

spektrofotometri¢no.
Kontrolne:

- Konvencionalna ekstrakcija: temperatura vodne kopeli (80°C), hitrost mesanja
magnetnega meSala (300 vrtljajev na minuto), ¢as ekstrakcije (2 h), deionizirana voda
uporabljena kot topilo, stalen tlak ekstrakcije, razmerje material/topilo (1/10 g mL?); v
nekontroliranih razmerah imajo sicer tile faktorji lahko vpliv na u¢inkovitost
ekstrakcije (Tsai in sodelavci, 2012).

- TPC: previdna priprava potrebnih raztopin, masa zatehtanih vzorcev, uporaba Ciste
laboratorijske opreme in aparatov, tako da obstaja zgolj minimalna verjetnost
prisotnosti reagentov, Ki bi lahko povzro¢ili redoks reakcijo.

- DPPH test: previdna priprava potrebnih raztopin, masa zatehtanih vzorcev, uporaba
Ciste laboratorijske opreme in aparatov, enake majhne temne steklenicke za vsako
raztopino ekstrakta, postavljene za 15 min v isti temni prostor s sobno temperaturo; s

tem se izognemo tudi vec¢jim slucajnim napakam.
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4 PREGLED LITERATURE

4.1 Kisikov paradoks, reaktivne Kisikove spojine in celicne poskodbe
Tako imenovan »kisikov paradoks« nakazuje na to, da je kisik sicer nujno potreben za obstoj

aerobnih organizmov, vendar sodeluje tudi pri reakcijah, ki povzrocajo poskodbe samih
organizmov. Te reakcije vkljucujejo kisik v obliki reaktivnih kisikovih spojin (ROS), in lahko
povzrocijo spremembo celi¢nih struktur, kot so lipidi, membrane, proteini, nukleinske Kisline,
kar privede do njihove nesposobnosti opravljanja prvotne funkcije (Davies, 1995). V zdravem
organizmu se aktivirajo obrambni mehanizmi, ki vzdrzujejo ROS na nivoju, potrebnem za
procese, v katerih so nepogresljivi, kot so celicna komunikacija, izrazanje genov in transport
ionov, vendar v primeru slabega delovanja obrambnih mehanizmov ali njihove
preobremenjenosti pride do porusenega ravnotezja med oksidanti in antioksidanti
(»oksidativni stres«). To pa privede do hitrejSega staranja ali moznega nastanka hudih obolenj
(rak, kardiovaskularne in nevrodegenerativne bolezni) (Bergamini in sodelavci, 2004). Za
ohranjanje redoks homeostaze, je potrebno v telo vnesti tudi antioksidante v obliki hrane in v
zadnjem Casu se opravlja veliko raziskav na temo antioksidantov pridobljenih iz rastlin
(Davies, 1995).

Reaktivne kisikove spojine zaobjemajo reaktivne molekule in proste radikale, ki obic¢ajno
nastanejo iz molekularnega kisika v elektronski prenasalni verigi pri celiénem dihanju ali pri
reakcijah z ioni prehodnih kovin (Held, 2012). Po teoriji molekulskih orbital je kisik v svojem
osnovnem stanju molekula z dvema nesparjenima elektronoma v razvezni orbitali; tako
imenovan triplet kisik. VV pogojih oksidativnega stresa je podvrzen taks$ni redukciji, da eden
od elektronov napreduje v vzbujeno stanje, kar povzro¢i nastanek singlet oblike kisika,
superoksidnega radikala, O>™. Nadaljnje ROS, ki se akumulirajo kot rezultat delovanja O>™,
vkljucujejo vodikov peroksid (H202), hidroperoksidni radikal (HO2"), hidroksilni radikal
(HO"), in druge. Pogosto se zanje uporablja tudi izraz »kisikovi prosti radikali«, saj ve¢ina teh
(vendar ne H202) vsebuje en nesparjen elektron v svoji zunanji lupini. TakSen pojav dela
atome in molekule moc¢no reaktivne zaradi njihove nagnjenosti k oddajanju ali sprejemanju
elektronov (Yoshida in sodelavci, 2004). Radikali se v nasem telesu proizvajajo tudi zaradi
zunanjih vplivov, po navadi zaradi slabe prehrane, alkohola, onesnazenega zraka, kajenja ali
nevarnega dela sonénega sevanja (Mandal, 2013). V tem primeru postanejo antioksidanti, ki
jih proizvaja nase telo kot obrambni mehanizem proti odvecni koli¢ini ROS, preobremenjenti,

in ¢ezmerni prosti radikali iniciirajo verizne reakcije s kemijskimi komponentami celic.
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Membrane so v veliki meri sestavljene iz fosfolipidov in lipidna peroksidacija je verizna
reakcija, v kateri pride do razgradnje lipidov. Tar¢ne spojine so polinenasi¢ene mascobne
kisline zaradi njihovih dvojnih vezi. Hipoteticni mehanizem, ki obsega stopnje radikalske
substitucije (iniciacijo, propagacijo in terminacijo), predstavljajo enacbe 1-5 (Repetto in
sodelavci, 2012).

RiH + R —» Ri*+RH [1]
Rie + Op — R100- 2]

R2H + R100+ — Rp+ + ROOH 3]
ROOH — RO + *OH [4]

Rz + «OH — R20H [5]

Iniciacija se sprozi, ko kisikov radikal (Re) pritegne vodikov atom od masc¢obne kisline (R1H),
pri tem pa nastane radikal mascobne kisline (R1*) (enacba 1). Iniciacija se lahko sprozi tudi
kot s kovinskim ionom (Zelezovim) katalizirana homoliti¢na cepitev vezi med vodikom ob
dvojni vezi in preostalo verigo mascobne kisline (Gutteridge, 1995). Novo nastali radikal nato
reagira z atmosferskim kisikom, kar privede do nastanka lipidnega peroksil radikala (R1OO¢)
(enacba 2). Reakcija se nadaljuje na podoben nacin — kisikovi radikali, mas¢obno Kislinski
radikali ali lipidni peroksil radikali reagirajo z lipidnimi molekulami in pri tem proizvajajo
vedno ve¢ prostih radikalov, kot tudi hiperoksidnih molekul (ROOH) (enacba 3).
Hiperoksidne molekule so relativno nestabilne in se zato razgradijo na Se dodatne proste
radikale (enac¢ba 4). Do terminacije pride le redko tako, da tr¢ita dva radikala, kot je
predstavljeno v enacbi 5; pogosteje se ta zgodi ob posredovanju antioksidantov (Repetto in
sodelavci, 2012).

4.2 Antioksidanti
Po Gutteridgu (1995), je antioksidant snov, ki, ko je prisotna v nizkih koncentracijah v
primerjavi s substratom, ki je zmozen oksidacije (npr. lipidi, DNA, proteini), znatno zavira

oziroma zakasni oksidacijo substrata (npr. reakcijo z ROS).

4.2.1 Delitev antioksidantov
Antioksidante lahko kategoriziramo z upoStevanjem razlicnih kriterijev delitev. V tej
raziskovalni nalogi upoStevamo dva, in sicer: izvor antioksidantov, ki se pojavijo v nasem

telesu, kjer se delijo na endogene in eksogene (Percival, 1998), in klasifikacija antioksidantov
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z upostevanjem reakcijskega mehanizma, v katerega so vpleteni. Glede na slednji kriterij,
lo¢imo 3 tipe: kelatorji kovinskih ionov, prekinjevalci veriznih reakcij in donatorji elektronov

(Neuss, 2007).

4.2.1.1 Endogeni antioksidanti
Endogeni antioksidanti se sintetizirajo znotraj nasih celic; so prirojeni in temeljni obrambni
mehanizem proti odvecni koncentraciji ROS v naSem telesu (Rizzo in sodelavci, 2010). Nekaj

glavnih je opisanih v nadaljevanju.

4.2.1.1.1 Superoksidna dismutaza
Superoksidna dismutaza (SOD) je ucinkovit znotrajceli¢ni encimski antioksidant, ki pospesi
razpad superoksida v neradikalski vodikov peroksid in kisik z dosti vecjo hitrostjo, kot poteka

nekatalizirana reakcija (Flora, 2009).
202+ + 2H" — H202 + O2 [6]

4.2.1.1.2 Katalaza

Produkt razpada superoksida je vodikov peroksid, ki se odstrani z nadaljnjima encimskima
antioksidantoma, katalazo in glutationom. Katalazo je mozno zaslediti v celicnem organelu,
imenovanem peroksisom, in ko se koncentracija H20. dvigne nad optimum, ga katalaza

pretvori v vodo in Kisik.
2H,0, katalaza __, 2H,0 + O, [7]

4.2.1.1.3 Glutation

Glutation (GSH) je vodotopni tripeptid in je, v svoji reducirani obliki, veCinoma prisoten
znotraj celic (Rizzo in sodelavci, 2010). Odgovoren je za antioksidativho obrambo rdecih
krvnih celic, in sicer na tak nacin, da s prisotnostjo glutation peroksidaze (GSHPx —
glutationski encim, ki vsebuje selen) reducira oksidante (npr. H2O2) (enacba 8) (Gutteridge,
1995). V tem procesu pride do nastanka oksidirane oblike glutationa (GSSG), ki se lahko
pretvori nazaj v GSH s pomo¢jo GSH reduktaze in nikotinamid adenin dinukleotid fosfata
(NADPH) (Rizzo, 2012).

2GSH + H20, HP*, GSSG + 2H,0 [8]

4.2.1.1.4 Alfa-lipoic¢na kislina
Alfa-lipoi¢na kislina je zveplo-vsebujoca molekula s sposobnostjo keliranja kovinskih ionov

(Flora, 2009). Skupaj s svojo reducirano obliko, dihidrolipoi¢no kislino, lovita in
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onemogocata delovanje prostih radikalov, tako v lipidnem kot tudi v vodnem mediju

(Percival, 1998).

4.2.1.1.5 Bilirubin

Ko se kemijska spojina hem, bolj znan kot del molekule hemoglobina, razgradi, pride do
nastanka biliverdina, nato pa s pomocjo biliverdin reduktaze (BVR), do kon¢nega produkta
bilirubina (Slika 1). Bilirubin je rumeni pigment Zol¢a, katerega sposobnost lovljenja prostih
radikalov v eksperimentih in vitro je bila pripisana predvsem ucinkovitemu redoks

pretvarjanju med bilirubinom in biliverdinom (Rizzo, 2010).

Iron (prooxiduny)
HO /
Heme > CO (prooxidant, antioxidani)

(pro nxidam) NADPH, O,

BVR
Biliverdin ——> Bilirubin
NAD(P)H denttas
B b )

Slika 1: Razgradnja hema (Mancuso in sodelavci, 2007)

4.2.1.2 Eksogeni antioksidanti

Za ohranjanje redoks homeostaze pa so poleg endogenih antioksidantov nepogresljivi tudi ti,
ki jith zauzZijemo s hrano in vsrkamo s prebavo, zato jih imenujemo tudi »prehranski
antioksidanti« (ang.: »dietary antioxidants«). Med te spadajo vitamin C (askorbinska kislina),
vitamin E (o-tokoferol), karotenoidi (likopen, B-karoten, lutein), elementi v sledovih (cink,

selen), in polifenoli (flavonoidi, flavoni, fenolne kisline) (Percival, 1998).

4.2.1.2.1 Aktivne spojine ameriSkega slamnika (Echinacea purpurea) in ingverja
(Zingiber officinalis)

Med zgoraj naStetimi eksogenimi antioksidanti, so bile v ameriSkem slamniku odkrite fenolne

spojine, kot so cikorna kislina, kavna kislina in njeni derivati, medtem ko je ingverjev gomolj

bogat s farmakolosko aktivnimi spojinami, ki so zelo specifi¢ne; to so terpeni in gingeroli s

svojimi derivati.

Primerjava med ucinkovinami obeh rastlin je prikazana v Tabeli 1, njihove lastnosti pa so

pojasnjene v nadaljevanju.
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Prouceni so bili naslednji viri:

- Echinacea purpurea: (Bone, 1997), (Bruneton, 1999)
- Zingiber officinalis: (Bruneton, 1999), (Pandya, 2012), (Shumake, 2012)

Tabela 1: Primerjava med udinkovinami $krlatnega ameriSkega slamnika (Echinacea purpurea) in
ingverja (Zingiber officinalis)

Echinacea Purpurea Zingiber officinalis
Farmakolosko - Komponente esencialnega
aktivne - Fenolne spojine, derivati olja:
kemijske spojine kavne kisline: kavna kislina, (-)-zingiberen, (+)-ar-

cikorna kislina, klorogenska kurkumen, (-)-B-

kislina, dikafeoilkvinska seskvuifelandren, E,E- B-

kislina, monokafeoil in farnezen, B-bisabolen

feruoil tartarne Kisline (pojavljajo se ob
monoterpenskih aldehidih

- Nenasicene alifatske and glikozidih)
spojine: alifatski amidi, - Spojine, ki povzrocajo
isobutilamidi polieninskih oster vonj: 1-(3’-methoksi-
kislin (npr. isobutilamid 4’-hidroksifenil)-5-
undeka-(2E,42)-dien-8,10- hidroksialkan-3-oni, oz.
diinoat) in polienskih kislin bolje znani kot [3-6]-, [8]-,
(npr. isobutilamin dodeka- [10]-, in [12]-gingeroli
(2E,4E,8Z,10E)-tetraenoat) (dehidrirani produkti:

Sogaoli)

- Polisaharidi: - Diterpeni labdanskega tipa
fukogalaktoksiglukani, - cikli¢ni diarilheptanoidi
arabinogalaktani, (izolirani so bili iz
glukuronoarabinoksilan kitajskega ingverja)
(prisoten v koreninah) - nedavne $tudije (Pandya,

2012 in Shumake, 2012)
opisujejo tudi prisotnost
askorbinske kisline, beta-
karotena, kapsaicina,
limonena (ki se
najverjetneje pojavljajo
glede na geografsko
poreklo)

4.2.1.2.1.1 Fenoli in terpeni

Fenoli zaobjemajo Siroko skupino kemijskih spojin, katerih glavna znacilnost je (vsaj en)
aromatski obro¢, na katerega je direktno vezana hidroksilna skupina, in lahko obstoji sam ali
pa je vezan Se na kaksno funkcionalno skupino (npr. eter, ester ali glikozid). Edini zivi

organizmi, ki so sposobni biolosko sintetizirati aromatske obroce!, so rastline in

! Nekaj je izjem, kot recimo sinteza estrogena.
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mikroorganizmi. Zivali, ki morajo zadovoljevati svojo potrebo po teh specifiénih kemijskih
spojinah, so torej od njih odvisne in pridobijo te spojine s prehrano ali s simbiozo (Bruneton,
1999).

Antioksidativne lastnosti fenolov izvirajo iz energijsko nezahtevne oksidacije fenolatnega
aniona, ki se pretvori v fenoksi radikal (Slika 2), ta pa je izjemno reaktiven, pa tudi
stabiliziran z resonanco. Iz tega razloga imajo fenoli kislinske lastnosti, so topni v bazi¢nih

raztopinah (karbonatnih) in v polarnih organskih topilih (Bruneton, 1999).

ROO
\J
[}
R, : Ry
R OOR

Slika 2: Formacija fenoksi radikala pri reakciji z ROS, resonance (BASF, 2013)

Glede na dve aromatski sintezni poti (Sikimska in acetatna) lo¢imo razli¢ne vrste rastlinskih
fenolnih spojin. Te predstavljajo v rastlinah sekundarne metabolite, kar pomeni »dodatne«,
taksne, ki sluzijo za obrambno funkcijo. Fenolne kisline, prisotne v ameriSkem slamniku, in
gingeroli v ingverju, spadajo pod Sikimsko sintezno pot, s to razliko, da so fenolne kisline
klasificirane kot derivati 1-fenilpropana, medtem ko gingeroli spadajo pod arilalkanone, ki so

derivati podaljsane verige 1-fenilpropana (Bruneton, 1999).

4.2.1.2.1.1.1 Fenolne kisline

Fenolne kisline so organske spojine, ki vsebujejo vsaj en fenolni obro¢ in vsaj eno
karboksilno skupino. Po Brunetonu (1999) je ta izraz rezerviran zgolj za fenolne kisline, ki so
pridobljene iz benzojske (Ce-C1) in cimetne (Ce-Ca) kisline. Nas zanimajo predvsem derivati
cimetne kisline, med katere se uvrsca estre alifatnih alkoholov (feruloiltartarna kislina), estre

kina kisline (klorogenska kislina) in kavno kislino ter njene derivate.
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4.2.1.2.1.1.2 Arilalkanoni: gingeroli in njihovi derivati

Podaljsanje fenilpropana z adicijo dveh enot ogljika je pogost pojav pri rastlinah, kar privede
med drugim tudi do nastanka flavonoidov, Cis kemijskih spojin, v katerih sta dva benzenova
obro¢a povezana z verigo iz treh ogljikov. Proces podaljsanja je lahko tudi sintezna pot
arilalkanonov, vendar ni nujni pogoj. Med arilalkanone se uvrs¢a spojine, ki sestojijo iz ene
ali dveh molekul fenilpropanojske kisline, najveckrat je to ferulna kislina. 1-(3’-metoksi-4’-
hidroksifenil)-5-hidroksialkan-3-oni so znani kot [3-6]-, [8]-, [10]-, in [12]-gingeroli, in ti
imajo stransko verigo z 7-10, 12, 14 or 16 ogljikovimi atomi, po vrsti si slede¢. Ti povzrocajo
oster vonj in okus ingverja, ki pa je bistveno bolj izrazit, ko je rastlina suSena, in sicer zaradi

formacije Sogaolov, dehidriranih produktov gingerolov (Bruneton, 1999).

4.2.1.2.1.1.3 Terpeni

Ceprav mnogi terpeni vsebujejo fenolno funkcionalno skupino, je aromatizacija Sele
sekundarni proces, zato v osnovi niso obravnavani kot fenoli (Bruneton,1999). Okarakterizira
jih funkcionalna skupina izopren, oziroma v skladu z IUPAC nomenklaturo, 2-metil-1,2-
butadien (CsHg). Mnogo teh enot se lahko povezuje »glava-rep« in s tem tvorijo linearne
verige ali obro¢e. Tako se lahko oblikujejo monoterpeni (dve enoti izoprena), seskviterpeni,
(tri enote izoprena), diterpeni (Stiri enote izoprena), sesterterpeni (pet enot izoprena),
triterpeni (Sest enot izoprena), seskvarterpeni (sedem enot izoprena), tetraterpeni (osem enot
izoprena: likopen in B-karoten) in politerpeni (ve¢ enot izoprena) (Wikipedia, 2014).
Seskviterpenski ogljikovodiki so najbolj zastopane komponente ingverjevega esencialnega

olja ((-)-zingiberen, (+)-ar-kurkumen, (-)-B-seskvuifelandren, E,E- B-farnezen, -bisabolen),

4.2.1.2.1.2 Lipidom sorodne spojine: Alkinski derivati — polialkini

Polialkini so biosintezno sorodni mascobnim kislinam, saj se sintetizirajo iz linolenske
kisline, ki preko serij desaturacij privede do Cig dolge verige s tremi trojnimi vezmi. Prav
vsebovanje multiplih trojnih vezi je zanje znacilno, lahko pa so linearni ali se pojavljajo v
obrocih. Mednje spada npr. Isobutilamin undeka-(2E,42)-dien-8,10-diinoat, ki je prisoten v

Skrlatnem ameriskem slamniku.

Vseeno pa je potrebno biti z dozami eksogenih antioksidantov previden, saj imajo visoke
koncentracije izoliranih spojin ravno nasproten ucinek od pric¢akovanega — poleg tega, da
zreagirajo z nujnimi koli¢inami ROS, ki so potrebni za delovanje celic, se za¢nejo obnasati

kot prooksidanti. Tak$ne ugotovitve so bile podprte s strani Stevilnih Studij, in vitro kot tudi in
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vivo (Priloga I). Primerjava med koristnimi in $kodljivimi u¢inki antioksidantov v odvisnosti

od njihove koncentracije je prikazana na Sliki 3 (Bouayed in Bohn, 2010).

Exogenous antioxidants

e

-~

Beneficial effects

—1" Cellular mechanisms:

"

T ;
T Oxidative metabolism i
componants apains! ROS | / ‘\‘\* i
e Nitrosative metabolism i
Prewandion of profaing RS l ‘,/‘J

N ; Dicarbonyl metabalism
Protection of proteins and Ona  Maillard |
against ghycartion pml f ‘-\-\\l i

| : Inflammatory responses
Callular signailing: Cascades
I'.Irml.lr.ing inflammasian NFk-8, MAPK "L
W .
C Pro-nflammatory Cytokines, R
compounds NO. PGE-2} Estrogenic effects
Anli-asteoporotic ‘/’/
effects, andothellal | Couradiol | \q
prodecian effects T |
S

AR Giiicentration MM

Slika 3: Koristni u¢inki optimalnih koncentracij in $kodljivi u¢inki visokih doziranj antioksidantov na
celi¢cne metabolizme (Bouayed in Bohn, 2010)

V pregledni studiji Bouayed in Bohna (2010), je omenjeno, da je zdravilni uéinek rastlinske
hrane najverjetneje rezultat sinergisticnega delovanja koristnih kemijskih spojin (fenolnih
kislin, flavonoidov, karotenoidov), hranil in vlaknin, ki jih rastlina vsebuje, kot pa zgolj
rezultat delovanja ene sama molekule antioksidanta. TakS$na opazanja so bila podprta s
Studijami, v katerih izolirani vitamini v obliki prehranskih dopolnil niso pokazali nobenega
koristnega ucinka, medtem ko so sinteti¢ni antioksidanti izzvali vprasljiv, celo toksicen
ucinek ob kroni¢ni izpostavitvi. V diskusiji znova poudarjajo pomen koncentracije
antioksidantov, v kakrSnikoli obliki so ze zauziti. Sadje je torej »bogato« z antioksidanti, ¢e so
ti v zaznavnih koncentracijah, vendar prevec koncentriran pripravek ni ve¢ zdrav, na Zalost pa
ni postavljenih zgornjih meja koli¢in vnosa za prehranske antioksidante, da bi se lahko

pravilno ravnali po teh priporocilih (Bouayed in Bohn, 2010).
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4.2.1.3 Mehanizem keliranja kovinskih ionov

Kelatorji kovin delujejo tako, da tvorijo komplekse (kelirajo) s kovinskimi ioni v raztopini, da
le-ti niso ve¢ sposobni katalizirati oksidacij oziroma iniciirati radikalske verizne reakcije.
Taks$ni antioksidanti se torej obnaSajo kot ligandi in najucinkovitej$i imajo ve¢ kot Sest
neveznih elektronskih parov, s katerimi lahko tvorijo veliko koordinatnih vezi s kovinskimi
ioni. Primeri teh vklju¢ujejo EDTA, BHT in BHA (Neuss, 2007).

4.2.1.4 Mehanizem prenosa vodikovega atoma

Prekinjevalci veriznih reakcij delujejo tako, da zmotijo iniciacijo ali propagacijo radikalske
verizne reakcije z lovljenjem radikalov (enacba 9). Nastali antioksidativni radikal je relativno
stabilen zato ne proizvaja nadaljnjih prostih radikalov, temvec raje reagira s kak§nim drugim
7e obstoje¢im prostim radikalom, s katerim tvorita obstojno spojino (enacba 10). Znaéilnosti
takSnih antioksidantov so posedovanje fenolne ali terciarne butilne skupine in stabilnost, ki je
posledica resonance, sposobnost tvorbe vodikovih vezi in konjugirane strukture. Mehanizem
se imenuje prenos vodikovega atoma (HAT - hydrogen atom transfer) in primeri
antioksidantov, ki delujejo po tem mehanizmu so flavonoidi in vitamin E (Huang in sodelavci,
2005).

Re + AH — RH + A [9]
RO- + As — ROA [10]

4.2.1.5 Mehanizem prenosa elektrona

Tretji mehanizem, ki se imenuje prenos elektrona (ET — electron transfer), deluje tako, da
elektronski donor odda elektron oksidantu ali radikalu (M+), sam pa postane kationski radikal
(AH+*) (enacba 11). TakSen mehanizem je podprt, ko antioksidanti potrebujejo le nizko
energijo za oddajanje elektronov in ko je nastali oksidiran antioksidant stabilen. Mednje
spadajo karotenoidi in askorbinska kislina (Huang in sodelavci, 2005).

Me + AH — M+ AHs* [11]

4.3 Testi antioksidativnosti

Na osnovi delitve antioksidantov glede na to, po katerem mehanizmu se ravnajo, razlo¢imo
tudi med razli¢énimi nacini eksperimentalnih pristopov k dolo¢anju antioksidativne aktivnosti.
Pri razdelitvi na in vivo (poskusi na zivih organizmih, Zivalih) in in vitro (poskusi v

»epruvetah«), se bomo osredotocili na in vitro teste za dolo¢anje antioksidativne kapacitete.

19



Huang in sodelavci (2005) so kategorizirali in vitro teste na slede¢ nacin:

Testi na podlagi prenosa vodikovega atoma, ki merijo zmoznost antioksidanta, da odda

vodikov atom?:

- Oxygen radical absorbance capacity

- Total radical trapping antioxidant parameter

- Crocin bleaching assay

- Inhibicija oksidacije lipoproteina nizke gostote (Inhibition of low-density lipoprotein
oxidation)

- Inhibited oxygen uptake

- Inhibicija oksidacije linolenske kisline (Inhibition of linoleic acid oxidation)

Testi, ki temeljijo na reakcijah prenosa elektrona in merijo stopnjo spremembe barve zaradi
reduciranega oksidanta:

- Trolox equivalent antioxidant capacity

- Ferric ion reducing antioxidant parameter

- Copper (1) reduction capacity

- Vsebnost totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom (Total phenols content
assay by Folin-Ciocalteu reagent)

- Dolocanje antioksidativnega delovanja na radikale 1,1-difenil-2-dipikrilhidrazila
(DPPH scavenging capacity)

In ostali in vitro testi za dolocanje antioksidativne kapacitete:

- Total oxidant scavenging capacity

- Inhibicija Briggs-Rauscherjeve oscilirajoce reakcije (Inhibition of Briggs-Rauscher
oscillation reaction)

- Kemiluminiscenca

- Elektrokemiluminescenca

Kot smo ze lahko ugotovili, vsebujeta ameriski slamnik in ingver fenolne spojine, zato je
smiselno izvesti test za vsebnost totalnih fenolov. To je tudi cenovno dostopen analizni

postopek, ki je Ze precej standardiziran in se, z modifikacijami, rutinsko uporablja v

2 Zaradi pomanjkanja besednjaka v slovens€ini na to tematiko so nekatera imena za teste puSéena v izvirni
obliki.
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laboratorijih (Huang in sodelavci, 2005). DPPH test, prav tako splo$no uporabljan, sluzi kot
dodatna potrditev antioksidativnega delovanja ekstraktov.

4.3.1 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom

Folin-Ciocalteujev reagent (FCR) se je spocetka uporabljal kot indikator proteina tirozina
(vsebuje fenolno skupino), in Sele leta kasneje sta ga Singleton in Rossi (1965) uporabila za
analizo totalnih fenolov v vinu. Od takrat dalje se uporablja pri proucevanju fenolnih spojin,
sam test pa je temu tudi primerno poimenovan — test za vsebnost totalnih fenolov (TPC - total

phenols content) (Huang in sodelavci, 2005).

V FCR se nahajajo kisline, kot so H3PW12040 in H3PMo012040, ki reagirajo s fenolnimi
spojinami v bazi¢nem okolju, kar se uravnava s prisotnostjo raztopine natrijevega karbonata
(Na2CO3 (aq)). Bazi¢ne razmere so namre¢ nujne za disociacijo fenolnega protona, kar vodi v
nastanek fenolatnega iona. Ta nato lahko reducira FCR in tako nastanejo kemijske spojine
modre barve (najverjetneje (PMoW11040)*). Predvideva se, da se znotraj tega kompleksa
najlazje reducira molibden (Mo(V1)) in da naj bi tako potekel prenos elektrona prav med
Mo(VI) in reducenti (fenolatnimi ioni), s ¢imer se potrjuje mehanizem prenosa elektrona
(enacba 12) (Huang in sodelavci, 2005).

Mo(VI) + e — Mo(V) [12]

TPC se nato dolo¢i s spektrofotometricnim merjenjem absorbance nastalega modrega
kompleksa pri valovni dolzini 760 nm. Pridobljeni podatki za vzorec se nato primerjajo z

umeritveno krivuljo, ki je najveckrat narejena z galno kislino.

4.3.2 Dolocanje antioksidativnega delovanja na radikale 1,1-difenil-2-
dipikrilhidrazila

DPPH je eden izmed stabilnejSih in komercialno najdostopnejsih organskih duSikovih
radikalov. Barva metanolne raztopine DPPH je vijoli¢na in ima absorpcijski maksimum pri
515 nm. Ko antioksidanti reagirajo z DPPH radikali (po mehanizmu prenosa elektrona),
nastaja produkt difenildipikrilhidrazin, DPPH2. To lahko opazimo kot spremembo barve
raztopine, ki variira od vijolicne do svetlo rumene, odvisno od tega, koliko DPPH je
zreagiralo. Absorbanca se meri spektrofotometri¢no pri 515 nm (Skerget, 2012 in Huang in
sodelavci, 2005).
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Slika 4: Struktura DPPH pred in po reakciji z antioksidantom (Nervi, 1996)
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5 EKSPERIMENTALNO DELO

Preden smo se lotili analize antioksidativnega delovanja vzorcev obeh rastlin, smo morali
pridobiti ekstrakte le teh. To je bilo storjeno s konvencionalno ekstrakcijo, ki je postopek
loCevanja spojin iz tekocin ali trdnih zmesi in temelji na razli¢ni topnosti komponent zmesi v
topilu. Postopek je sledil metodi, opisani Vv literaturi (Skerget in sodelavci, 2012), s to razliko,

da je bilo kot topilo uporabljena voda, saj je ta glavno topilo v ¢loveskem telesu (Lehninger,

1979).

Ekstrakti so bili shranjeni v zamrzovalniku in kasneje analizirani na vsebnost totalnih fenolov
(TPC) ter antioksidativno aktivnost z DPPH testom. Metoda TPC je bila povzeta po literaturi
(Skerget in sodelavci, 2012) in je temeljila na modifikaciji metode Singletona in Rossija
(1956). Test DPPH je sledil postopku, opisanem v literaturi (Skerget in sodelavci (2012), ki je
povzetek metode Miliauskas (2004)).

5.1 Postopek konvencionalne ekstrakcije

5.1.1 Materiali

Ekstrakte smo pripravili iz sledec¢ih vzorcev:

- Echinacea purpurea prehransko dopolnilo — kapsule (proizvajalec: Evropska Unija za
NutriLAB)

- Prehransko dopolnilo (kapsule) iz ingverjevega gomolja (proizvajalec: BIOVITA,
Belgija)

- Caji Echinaceae purpurea herba in Zingiberis radix (proizvajalec: Flora d.o0.0.,
Rogatec, Slovenija) Echinacea je bila gojena v Evropski Uniji, ingver na Kitajskem.

- Echinacea purpurea sveza rastlina, gojena v Sloveniji

- Svez ingverjev gomolj, gojen na Kitajskem
Reagenti:

- Mili-Q ultra ¢ista voda
Laboratorijska oprema:

- merilne bucke: 10 mL, 100 mL
- bucke z okroglim dnom 250 mL, 500 mL
- Mettler Toledo analitska tehtnica 1 (+0,00001g) in analitska tehtnica 2 (+0,00019)
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- Merilni valj 100 mL (+0,5mL)

- Ultrazvoc¢na kopel

- Centrifuga

- Aparatura za ekstrakcijo: magnetno mesalo z grelcem (300 vrtljajev na minuto),
magnetni meSalcek, vodna kopel (80°C), povratni hladilnik

- Priprava za vakuumsko filtracijo: filter papir, porcelanast Buchnerjev lij, Buchnerjeva
bucka, vakuumska ¢rpalka

- Rotacijski vakuumski uparjalnik

- eksikator

- zlicka, spatula

5.1.2 Potek ekstrakcije

Prehranski dopolnili sta bili ekstrahirani po sledeCem postopku: masa treh kapsul vsakega
prehranskega dopolnila je bila zatehtana v 100 mL merilno bucko na analitski tehtnici. Do
meniska smo nato dodali Mili-Q vodo, pomesali, dali v ultrazvo¢no kopel pri sobni
temperaturi za 5 min, nato pa Se v centrifugo, da se je neraztopljen material sesedel. Zatem
smo raztopino prefiltrirali, in jo iz Buchnerjeve bucke prelili v bu¢ko z okroglim dnom, katere
maso smo ze prej izmerili, to pa namestili na rotacijski uparjalnik (Slika 5). Ko se je topilo
uparilo, smo buc¢ko s suhim ekstraktom postavili Se v eksikator, da je odhlapela se preostala
vlaga, nato pa ponovno izmerili maso, s katero smo lahko doloc¢ili izkoristek ekstrakcije. Suhi

ekstrakt smo pobrali iz bu€ke in ga shranili za nadaljnje analize.

Slika 5: Rotacijski uparjalnik

Ekstrakte ¢ajev in rastlin smo pripravili na podoben nacin. 5 g vsakega ¢aja sSmo zatehtali v
bucko z okroglim dnom in dolili 200 mL vode. Svezo rastlino ameriskega slamnika smo
odrezali pri koreninah in zmleli, enako smo napravili tudi s svezim ingverjevim gomoljem.
Mase obeh smo zatehtali v butke z okroglim dnom in dolili vodo v razmerju 1/10 g mL™*

(material/topilo). Zmesi smo nato postavili na magnetno mesalo z grelcem, namestili povratni
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hladilnik in tako pripravljene pustili 2 uri pri konstantni temperaturi 80°C (Slika 6). Zatem
smo zmesi prefiltrirali, topilo iz raztopin uparili, stehtali in dolocili izkoristek ekstrakcije

vsakega vzorca materiala.

Slika 6: Aparatura za ekstrakcijo

5.1.3 Izracun izkoristka ekstrakcije v odstotkih

Nekstrakcije = Dekstrakt x 100 [13]

Mmaterial
Kjer je:
Nekstrakcija — 1zKoristek ekstrakcije (%)
Mmaterial - Masa zatehtanega materiala (g)

Mekstrakt — Masa ekstrakta (g), izratunana kot razlika mas bucke z ekstraktom (Mpucka-+ekstrakt) 1N

prazne bucke z okroglim dnom pred ekstrakcijo (Mpucka):
Mekstrakt = Mpucka+ekstrakt — Mbucka [14]

5.1.4 Izracun napak

napaka analitske tehtnice 1

A analitska tehtnica 1 = *100 (%) [15]

Mmaterial

napaka analitske tehtnice 2

A analitska tehtnica 2 = *100 (%) [16]

Mekstrakt
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Skupna napaka = 4 analitska tehtnica 1 + 4 analitska tehtnica 2 [17]

5.2 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom

5.2.1 Materiali
Kemikalije:

- Folin-Ciocalteujev reagent (FCR)
- natrijev (V) karbonat (Na2COs3)
- galnakislina (GA) (98% cistost)

Laboratorijska oprema:

merilne bucke: 10 mL (£0,01mL)

- steklenicke: 10 mL

- avtomatska pipeta (5SmL £ 0.001mL) in mikropipeta (100uL + 0,8uL)
- Spatula

- Mettler Toledo analitska tehtnica (+0,00001g)

- UV-Vis spektrofotometer (Varian Spectrophotometer Cary 50 3.00)

- Vodna kopel 50°C

Reagenti:

- FCR raztopina: FCR razredéen z Mili-Q vodo v razmerju 1:10 (4 mL FCR + 36 mL
MiliQ =40 mL + 0,156 mL)

- NaxCOsraztopina koncentracije 75 g L™%: 7,5 g Na,COj3 zatehtanega v 100 mL merilni
bucki, dolita Mili-Q voda do oznake (100 mL + 0,1013 mL)

- osnovna GA raztopina koncentracije 0,392 mg mL™: 11,48 mg + 0,01 mg 98% GA
razred¢ena z 28,7 mL + 0,08 mL Mili-Q vodo

5.2.2 Postopek

5.2.2.1 Umeritvena krivulja z galno kislino

V pet 10 mL merilnih buc¢k smo odpipetirali sledece volumne osnovne GA raztopine: 0 mL,
0,25 mL, 0,5 mL, 1,0 mL in 1,5 mL; te smo razred¢ili z Mili-Q vodo do meniska in dobro
premesali. V steklenicke sSmo s pomoc¢jo mikropipete pripravili reagente: 0,5 mL GA
raztopine, 2,5 mL FCR raztopine in 2 mL raztopine Na>COs. Te smo pretresli in jih dali v
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vodno kopel pri 50°C za 5 min. Raztopine smo ohladili in izmerili absorbanco vsake pri 760
nm Sest krat. Ko smo izrac¢unali povprecno vrednost za vsako absorbanco, smo narisali graf

absorbance (Abs) v odvisnosti od koncentracije GA v merilnih buc¢kah (ycac).

5.2.2.2 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov v ekstraktih

V Sest 10 mL merilnih buc¢k smo zatehtali 10 mg vsakega ekstrakta in dolili Mili-Q vodo do
oznake. V Sest stekleni¢k smo nato pripravili reakcijsko zmes, za katero nismo smeli porabiti
veé¢ kot 2 min, in sicer: 0,5 mL raztopine ekstrakta, 2,5 mL FCR in 2 mL raztopine Na>COs.
Te smo namestili v vodno kopel pri 50°C za 5 min. Kontrolni vzorec smo pripravili tako, da
smo v steklenicko namesto raztopine ekstrakta odpipetirali Mili-Q vodo. Le-tega smo
uporabili za umerjanje spektrofotometra. Ko so se raztopine ohladile, smo izmerili njihove
absorbance pri 760 nm (Slika 7).

Slika 7: Merjenje absorbanc raztopin ekstraktov

5.2.3 Izracun koncentracije GA v standardnih raztopinah za pripravo umeritvene
krivulje
Za potrebe risanja grafa umeritvene krivulje z galno kislino, smo izracunali koncentracijo

galne kisline v posamezni bucki:

yeac = koncentracija osnovne GA raztopine (0,392 mg mL™) * volumen osnovne GA raztopine
v 10 mL bucki (OmL, 0,25mL, 0,5mL, 1mL, 1,5mL)/10 mL [18]

5.2.4 Izracun vsebnosti totalnih fenolov v ekstraktih

TPC v ekstraktih je bil izracunan na podlagi umeritvene krivulje z GA po Enacbi 19:
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Abs = a*yep + b — YGA = [19]
Kjer je:
Abs — absorbanca raztopine ekstrakta, merjena pri 760 nm
b — odsek premice umeritvene krivulje GA na osi absorbance
a — naklon premice umeritvene krivulje GA (mL mg™)
yea - GA Kkoncentracija v raztopini ekstrakta (mg mL™?)

Rezultate vsebnosti totalnih fenolov smo izrazili v mg GA na g ekstrakta (Wca ekstrakt) in mg

GA na g materiala (Wca material) po spodnjih enacbah:

—  Yga
WGA ekstrakt = *1000 [20]
Yekstrakt
_ Nekstrakcij
WGA material = WGA ekstrakt * % [21]

Kjer je:
yekstraki — Koncentracija ekstrakta v raztopini vzorca (mg mL™), izradunanega iz mase ekstrakta,

ki smo ga zatehtali za analizo (Mekstrakta, (MQ)):

m
yakstl’akt - ekstraktA [22]

Vraztopina
Kjer je:

Vraztopina = 10 mL

5.3 Dolocanje antioksidativnega delovanja na radikale 1,1-difenil-2-

pikrilhidrazila

5.3.1 Materiali

Kemikalije:

- 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH)

- Metanol
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Laboratorijska oprema:

- Merilne buc¢ke: 100 ml (+0,08 mL)

- Mettler Toledo analitska tehtnica (+0,00001Q)

- Spatula

- 6 x 10 mL merilne bucke (+0,01mL)

- 8 x10 mL temne steklenicke

- UV-Vis spektrofotometer

- avtomatska pipeta (5mL = 0,001mL) in mikropipeta (100uL £ 0,8uL)

Reagenti:

- Raztopina DPPH v metanolu (6*10° mol L): 2,36 mg DPPH smo zatehtali v 100 mL

merilno bucko in dolili metanol do meniska ter dobro premesali.

5.3.2 Postopek

30 mg vsakega ekstrakta smo zatehtali v 10 mL merilno bucko, do oznake dodali Mili-Q vodo
in dobro premesali. V temne stekleni¢ke smo pripravili reakcijsko zmes; v Sest steklenick smo
dali 3 mL metanolne raztopine DPPH in 77 pL raztopine ekstrakta iz merilnih buck (Slika 8)
in te postavili v temen prostor s sobno temperaturo za 15 minut, preden smo izmerili njihovo
absorbanco. Medtem ¢asom smo v eno izmed preostalih temnih stekleni¢k odpipetirali samo
metanol za umerjanje spektrofotometra, v drugo pa pripravili referen¢no raztopino s 3 mL
metanolne raztopine DPPH in 77 pL Mili-Q vode, katere absorbanco smo izmerili takoj. Za
vecjo natancnost smo absorbanco vsakega ekstrakta izmerili Sest krat in vzeli povpre¢no

vrednost.

Slika 8: Priprava vzorcev z raztopinami ekstraktov
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5.3.3 Izracun antioksidativnega delovanja ekstraktov

Antioksidativna aktivnost vzorcev je bila izrazena kot odstotek inhibicije (%) glede na

referen¢no raztopino:

. L E.p o
% inhibicije = 5 *100 [23]

T
Kjer je:
A% - Absorbanca referenéne raztopine v ¢asu 0 min

AL5 - Absorbanca raztopine vzorca po ¢asu 15 min
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6 REZULTATI IN DISKUSIJA

6.1 Postopek konvencionalne ekstrakcije

Tabela 2 prikazuje neobdelane podatke, ki smo jih zbrali tekom ekstrakcije z namenom
izracuna izkoristka ekstrakcije za vsak vzorec materiala. Najvecji izkoristek ekstrakcije je
pokazal vzorec kapsul ameriskega slamnika, 51,08 % + 0,04 %, kar lahko nakazuje na to, da
prehransko dopolnilo vsebuje najveéjo koli¢ino vodotopnih snovi, deloma pa tudi, da ne
poseduje vode oziroma velike koli¢ine vlage, ki bi povzrocila dodatno tezo materiala. Slednje
namre¢ zadeva sveze rastline ameriSkega slamnika in ingverja, katerih mase za ekstrakcijo so
bile 21,02221 g + 1,05%10° g in 37,12400 g + 1,11*10°° g, masa ekstrakta po ekstrakciji pa je
bila le 1,2973 g + 2,00*10* g in 1,1519 g + 2,00*10* g, kar se je poznalo tudi pri izra¢unu
izkoristkov ekstrakcij, ki so bile najnizje (6,17% + 0,02% in 3,10% + 0,02%).

Tabela 2: Rezultati konvencionalne ekstrakcije

ekstrakt | ameriski | ameriSki | ameriski ingver ingver ingver
slamnik slamnik slamnik kapsule ¢aj sveZ

rezultati kapsule ¢aj sveZ

Mmaterial (Q) 0,98859 5,00720 21,02221 | 0,56718 |5,18802 | 37,12400

+ napaka 1 + +1,00%10° | + 1,05%10° | + + +
9,98*10° 9,98*10° | 9,86*10° | 1,11*10°

Mpucka (Q) 121,8494 | 172,7720 | 166,9169 | 118,5512 | 169,3636 | 260,6490

+0,0001 g

Mpucka+ekstrake (9) | 122,3544 | 174,0450 | 168,2142 | 118,6559 | 170,1732 | 261,8009

+0,0001 g

Mekstrakt (J) 0,505 1,273 1,2973 0,1047 0,8096 1,1519

+ napaka 2 + +2,00%10* | +2,00%10* | + + +
2,00%10* 2,00%10* | 2,00*10* | 2,00*10*

Nekstrakeije (20) 51,08 25,42 6.17 18,46 15,61 3,10

+ skupna + 0,04 +0,02 +0,02 +0,19 +0,02 + 0,02

napaka

Glede na raziskavo Tsai in sodelavci (2012), lahko na izkoristek ekstrakcije vplivajo razliéni
dejavniki, kar so preucevali tako, da so pri 25°C spremljali u¢inek koncentracije etanola v
topilu, nato pa tudi ucinek razli¢nih temperatur ekstrakcije s 50% etanolom v vodni raztopini
na izkoristek ekstrakcije liofiliziranih cvetov ameriskega slamnika. Ugotovili so, da se je
najvecji izkoristek ekstrakcije pokazal pri uporabi Ciste vode kot topila (brez etanola) (39,8%
+ 1,3%) in ko je bila temperatura ekstrakcije 95°C (39,8% =+ 0,3%). V na$i raziskavi smo

uporabili kot topilo ultra ¢isto vodo in ekstrakcije izvajali pri 80°C, vendar pa nismo vzeli v
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obzir tehnik suSenja vzorcev, saj smo Zeleli testirati materiale, takSne kot jih dobimo v lekarni,
suhega Caja ameriskega slamnika v primerjavi z rezultati, ki so jih dobili Tsai in sodelavci

(2012), in sicer 25,42% =+ 0,02%.

Kubra in Rao (2012) sta po drugi strani usmerila pozornost na u¢inek mikrovalovnega suSenja
ingverja na izkoristek ekstrakcije, vsebnost totalnih fenolov in antioksidativne aktivnosti
ekstraktov. Drzala sta se postopka ekstrakcije s 50% etanolom pri sobni temperaturi.
Ugotovila sta, da so z naras¢anjem mikrovalovne elektri¢cne moci, narascali tudi izkoristek
ekstrakcije, vsebnost totalnih fenolov in antioksidativna aktivnost ekstraktov. Taks$na
opazanja sta pripisovala razlagi, da z intenzivno toploto pride do pretrganja celi¢nih sten

rastline, kar povzroci lazjo dostopnost do aktivnih komponent.

Pomembno pa je tudi razlikovati med ekstrakcijo hlapnih in nehlapnih spojin, kar so
preucevali El-Ghorab in sodelavei (2010). Tako ameriski slamnik kot ingver vsebujeta
esencialno (hlapno) olje in lahko med procesom ekstrakcije nehlapnih komponent pride do
izgube znatnih koli¢in antioksidativno aktivnih spojin. Zatorej so El-Ghorab in sodelavci
(2010) uporabljali dva lo¢ena procesa ekstrakcije — hidrodestilacijo za hlapne spojine in
klasi¢no ekstrakcijo z razliénimi koncentracijami heksana in metanola za nehlapne

komponente ingverja.

V raziskavah se postopki ekstrakcij lahko izredno razlikujejo. Mesomo in sodelavci (2012)
porocajo 0 uporabi superkritichega ogljikovega dioksida in komprimiranega propana kot topil
za ekstrakcijo, kar zagovarjata, reko¢ da se s klasi¢no ekstrakcijo, ki uporablja visoke
temperature, zmanjSa vsebnost totalnih fenolov kot tudi antioksidativna aktivnost ekstrakta, s

¢imer sta razlozila svoje rezultate.

Tako napredne tehnike ekstrakcije, ki se uporabljajo za pridobivanje ekstraktov in esencialnih
olj z najve¢jim profitom (¢im manj porabljenega Casa in stroSkov, vendar z visoko kvaliteto),
pa nas v okviru teh raziskav niso zanimale, saj smo se vprasali, kakSen ucinek ima material,
ko ga pojemo. V ta namen, ¢etudi nismo uporabljali in vivo testov, smo se skusali bolj realni
situaciji priblizati vsaj z uporabo topila vode in vkljucitvijo vroce vodne kopeli pri ekstrakciji

¢ajev in svezih rastlin, ki potrebujejo toplotno obdelavo preden jih zauzijemo.

32



6.2 Dolocanje vsebnosti totalnih fenolov s Folin-Ciocalteujevim reagentom
Tabela 3 prikazuje absorbance standardnih raztopin galne kisline po reakciji s FCR, ki so bile

uporabljene za dolocitev umeritvene krivulje.

Tabela 3: Umeritvena krivulja: koncentracije raztopin GA in njihove absorbance

koncentracija GA

v standardnih Absorbanca, Abs
raztopinah, ycac + napaka
(mg mL1)
+ napaka
0 0,023 + 0,0005

0,0098 + 0,00009 0,205 +0,0013
0,0196 + 0,00013 0,293 +0,0013
0,0392 + 0,00022 0,570 + 0,0024
0,0588 + 0,00032 0,854 +0,0015

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

Graf 1: Umeritvena krivulja z galno kislino
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S pomocjo kalibracijske krivulje smo na podlagi absorbanc vzorcev, ki smo jih dolo¢ili s
spektrofotometrom, nato izraCunali koncentracije teh vzorcev. Po reakciji ekstraktov s FCR in
dolocitvi absorbanc smo izracunali njihove vsebnosti totalnih fenolov in jih izrazili kot
miligram galne kisline na gram ekstrakta oziroma kot miligram galne kisline na gram

materiala. rezultati so prikazani v Tabeli 4.
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Tabela 4: Rezultati dolo¢anja vsebnosti totalnih fenolov

ekstrakt | ameriSki | ameriSki ameriski ingver ingver ingver

slamnik slamnik slamnik kapsule caj sveZ
kapsule caj sveZ

rezultati

MekstraktA 9,97 11,25 10,00 11,28 16,53 9,52

(mg)

Pekstrakt 0,997 1,125 1,000 1,128 1,653 0,952

(mg mL1)

Absorbanca, | 0,1768 0,6772 0,2881 0,4703 0,5976 0,2922

Abs

YGA 0,0101 0,0464 0,0182 0,0314 0,0406 0,0185

(mg mL1)

WGA ekstrakt 10,130 41,227 18,170 27,819 24,561 19,391

(mg GA/ g

ekstrakta)

+0,1

WGA material 5,174 10,480 1,121 5,135 3,834 0,601

(mg GA/ g

material)

+0,1

Graf 2: Vsebnost totalnih fenolov izrazena v mg GA na g ekstrakta
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Graf 3: Vsebnost totalnih fenolov izraZzena kot mg GA na g materiala
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Primerjava med TPC, predstavljena na grafih 2 in 3, pokaze, da je bila najve¢ja vsebnost
totalnih fenolov dolo¢ena v vzorcu Caja ameriSkega slamnika, 41,227 + 0,1 mg GA/g
ekstrakta in 10,480 = 0,1 mg GA/g materiala. Medtem pa drugi ekstrakti ne sledijo istemu
modelu, kar je najbolj ocitno pri primerjavi TPC v ekstraktih kapsul ameriskega slamnika. Na
Grafu 2 lahko vidimo, da so le-te pokazale najmanjSo vsebnost totalnih fenolov izmed vseh
testiranih ekstraktov (10,130 = 0,1 mg GA/g ekstrakta), po drugi strani pa na Grafu 3 zasedajo
drugo mesto, ¢eprav s polovico manjso TPC (mg GA/g materiala), kot je bila izmerjena pri
¢aju ameriSkega slamnika, in skoraj enako vsebnostjo mg GA/g materiala, kot jo ima ekstrakt

ingverjevih kapsul.

Taksna opaZanja, Kjer se vsebnost totalnih fenolov izrazena kot mg GA/g ekstrakta razlikuje
od vrednosti, ki je izrazena kot mg GA/g materiala, lahko pojasnimo na slede¢ nacin: kadar
izrazamo TPC kot mg GA/g materiala, upostevamo tudi izkoristek ekstrakcije, kot narekuje
enacba 21, ta pa je bil najve¢ji prav pri kapsulah in ¢ajih (Tabela 2), najverjetneje zaradi
dejstva, da ti vzorci niso vsebovali veliko ali sploh kaj vode, in so posledicno pokazali tudi
visoko vsebnost totalnih fenolov. Razen tega je treba upostevati tudi to, da lahko kapsule
poleg ekstrakta vsebujejo tudi pomozne komponente, ki so prav tako lahko topne v vodi in
prispevajo k ve¢jemu izkoristku ekstrakta in, posledi¢no, zavajajoc¢i vrednosti TPC, izraZeni
kot mg GA/g materiala. Potemtakem je bolj zanesljivo izraziti TPC v mg GA/g ekstrakta,
poleg tega — mnoge druge Studije raje uporabljajo tak zapis ali pa posebej poudarijo, da je bil

material posusen (kar se pojavlja pri Ghasemzadeh in sodelavci, 2011).
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Kubra in Rao (2012) sta izrazila vsebnost totalnih fenolov mikrovalovno suSenega ingverja
kot mg galne kisline na g ekstrakta, poleg tega pa ugotovila, da vecja, kot je bila intenziteta
elektricne moci, vecja je bila vsebnost totalnih fenolov (59 — 80 mg GA/g ekstrakta). El-
Ghorab in sodelavci (2010) so izrazili TPC heksanovih in metanolnih ekstraktov svezega in
posuSenega ingverja kot mg GA/g posusSenega ckstrakta, hkrati pa opazili, da je sveza rastlina
pokazala vecjo vsebnost totalnih fenolov (heksanovi in metanolni ekstrakti posusenega
ingverja: 67,5 in 71,1 mg GA/g posuSenega ekstrakta, primerjano s heksanovim in
metanolnim ekstraktom svezega ingverja: 87,5 in 95,2 mg GA/g posusencga eckstrakta).
Predpostavljajo, da naj bi suSenje zmanjSalo vsebnost totalnih fenolov, njihove metode
suSenja predstavljajo dvodnevno suSenje ingverja v senci. Nasprotno pa nasi rezultati ne
ameris$ki slamnik: 18,17 + 0,1 mg GA/g ekstrakta; in svez ingver: 19,391 = 0,1 mg GA/g
ekstrakta). So pa zato v skladu z dognanji raziskave Kubra in Rao (2012), ki trdi, da izrazita
toplota omogoca prodor fenolov iz celic rastlin, saj se unicijo celi¢ne stene. Na tak nacin bi se

torej dalo razloziti nase rezultate.

Razlogi za neskladnosti v vsebnosti totalnih fenolov v vzorcih ameriskega slamnika in
ingverja med naso raziskavo in prej omenjenimi Studijami, v veliki meri lezijo v variaciji
samih metod (razli¢ni postopki suSenja, razli¢na topila in kemikalije — Tsai in sodelavci
(2012) so pri preucevanju TPC ameriskega slamnika za umeritveno krivuljo uporabili
klorogensko kislino), vendar se lahko nanasajo tudi na geografsko poreklo rastlin. Kje in pod
kak$nimi pogoji je bila rastlina gojena, je pomembno z vidika, da se antioksidativni obrambni
sistem uéinkoviteje razvije v ostrih podnebnih in okolijskih razmerah (Bruneton, 1999). To
pomeni, da bodo rastline, ki rastejo v gozdu, razvile vecjo koli¢ino antioksidantov, kot pa

takSne, ki so rasle znotraj cvetli¢nih lon¢kov, po mozZnosti v topli gredi.

Ce primerjamo, kako so v posameznih $tudijah prisli do rastlin, lahko ugotovimo, da jih je
vecina pridobila od posrednika (izstopa Ghasemzadeh in sodelavci (2010), ki so gojili lastni
ingver v lonckih v topli gredi). Tsai in sodelavci (2012) so pravkar pobran ameriski slamnik
nabavili od organizacije »Echili Biotechnology Company in Taichung, Taiwan«, nacin
gojenja torej ni znan. Kubra in Rao (2012) sta kupila sveze, zrele ingverjeve gomolje na
Devaraja trznici, Mysore, El-Ghorab in sodelavci (2010) pa z lokalne trznice v Faisalabadu,
Pakistan. Amerski slamnik, ki smo ga proucevali v tej Studiji, je bil prav tako kupljen na
lokalni trznici v Mariboru in, kot re¢eno, gojen na domacem vrtu. Ingverjev gomolj je bil

kupljen v lokalni trgovini, vendar dobavljen s Kitajske.
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Zgoraj nasteti dejavniki, ki vplivajo na TPC vzorcev (npr. metode suSenja, ekstrakcije,
uporabljena topila in kemikalije, geografsko poreklo rastline), imajo vpliv tudi na
antioksidativno delovanje ekstraktov, merjeno z DPPH metodo.
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6.3 Dolocanje antioksidatvnega delovanja na radikale 1,1-difenil-2-
pikrilhidrazila

Enacba 24 predstavlja absorbanco referentne raztopine, ki je bila spektrofotometricno
izmerjena takoj, ko smo referencno raztopino pripravili iz 3 mL metanolne raztopine DPPH in
77 uL metanola.

A% =0,8122 +0,0013 [24]

Absorbance ekstraktov, ki so bile izmerjene po 15 minutah priprave reakcijskin zmesi v
stekleni¢kah, so prikazane v Tabeli 5, kjer so podane tudi inhibicije DPPH posameznega

ekstrakta, ki so nato grafi¢no predstavljene na Grafu 4.

Tabela 5: Rezultati inhibicije radikala DPPH

ekstrakt

ameriski

ameriski ameriski ingver ingver ingver
slamnik slamnik slamnik kapsule ¢aj sveZ

rezultati kapsule ¢aj sveZ
AL 0,7554 0,4858 0,6278 0,5993 0,6658 0,5991
+ napaka +0,0020 + 0,0005 +0,0026 +0,0008 | +0,0006 |+ 0,0029
Inhibicija 6,99 40,19 22,70 21,29 18,03 26,24
(%) +0,04 +0,17 +0,17 +0,10 +0,07 +0,21
+ napaka

Graf 4: Inhibicija DPPH radikalov posameznega ekstrakta, podana v odstotkih
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Najvi§jo zmoznost lovljenja in onesposabljanja radikalov DPPH je pokazal vzorec caja
ameriskega slamnika, 40,19% + 0,17% inhibicije. Temu je sledil svez ingver s 26,24% +
0,21% inhibicije, za njim pa v padajoCem vrstnem redu: ekstrakt svezega ameriskega

slamnika > kapsule ingverja > ingverjev ¢aj > kapsule ameriskega slamnika.

Ker smo uporabljali modificirano metodo DPPH testa, so nasi rezultati primerljivi z rezultati
drugih $tudij le v omejenem obsegu. Na primer, Tsai in sodelavci (2012) so opazili 90,82%
inhibicijo ekstraktov liofiliziranega ameriskega slamnika (v primerjavi z naSim vzorcem caja
ameriskega slamnika: 40,19%). Postopek se je od naSega razlikoval na slede¢ nacin: 4 mL
metanolnega ekstrakta (v primerjavi z naSim 77uL v vodnem topilu) s koncentracijo 30 ug
mL? (nasa 3 mg mL™) je bilo dodano 1 mL metanolne raztopine DPPH s koncentracijo 2*10™
M (v primerjavi z naso 3 mL in 6*10° M), nato pa so pustili tako pripravljene reakcijske
zmesi stati 30 min v temnem prostoru s sobno temperaturo (nas cas: 15 min). Kot ze
omenjeno v diskusiji rezultatov TPC poskusa (Poglavje 6.2), obstajajo S$tevilni drugi

dejavniki, ki vplivajo na izid poskusa antioksidativne dejavnosti.

Ghasemzadeh in sodelavci (2011), ki so sledili podobnemu postopku kot Tsai in sodelavci
(2012), so ugotovili, da je bilo 2,5 mL raztopine (v metanolu, acetonu ali kloroformu)
ekstrakta susenega ingverja s koncentracijo 50 pg mL?, sposobno inhibirati 1 mL 3*10* M
metanolne raztopine DPPH z 51,48%, 49,22% in 47,47% inhibicijo. Na osnovi tega so
zakljucili, da so ekstrakti, pridobljeni z bolj polarnimi topili (metanol) bolj uc¢inkoviti lovilci
prostih radikalov kot manj polarna topila (aceton in kloroform), kar nakazuje na raznoliko
polarnost antioksidantov oziroma aktivnih spojin v ingverju. Kakorkoli, ¢etudi smo v nasi
raziskavi uporabljali izredno polarno topilo (voda), so bile inhibicije ingverjevih ekstraktov
relativno nizke (ingverjev ¢aj: 18,03%; ingverjeve kapsule: 21,29%; svez ingver: 26,24%),
kar bi se kve¢jemu dalo pojasniti z upoStevanjem mnogih drugih faktorjev — Ze omenjenih, ali

Se neodkritih (kot je npr. starost rastline ob pridobitvi).
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7 ZAKLJUCKI

Ker so vsi preucevani vzorci pokazali ucinek na oba testa antioksidativnega delovanja,
dolo¢anje TPC in sposobnost inhibicije DPPH radikalov, ni¢elna hipoteza ovrZena, prva

hipoteza pa potrjena.

Test doloc¢anja TPC s Folin-Ciocalteujevim reagentom je pokazal najvecjo vsebnost totalnih
fenolov v ekstraktu ¢aja ameriSskega slamnika (41,227 mg GA/g ekstrakta in 10,48 mg GA/g
materiala), pa tudi najve¢jo zmoznost inhibicije DPPH radikalov (40,19%). To nas vodi v
potrditev tretje in delno Cetrte hipoteze, se pravi, da bo eden od vzorcev ¢aja pokazal najvecjo
antioksidativno delovanje in da bomo pri ekstraktih ameriskega slamnika izmerili viSje
antioksidativne lastnosti. Cetrta hipoteza ne more biti popolnoma potrjena, saj niso vsi vzorci
ameriskega slamnika pokazali vecje vsebnosti totalnih fenolov in zmoznosti inhibicije

radikalov DPPH kot ingverjevi ekstrakti.

V drugi hipotezi smo predvideli premo sorazmerje med rezultati testa za vsebnost totalnih
fenolov (TPC) in testa za inhibicijo DPPH radikalov. S statisti¢cno primerjavo rezultatov
(Priloga 11), smo ugotovili, da v primeru ameriskega slamnika inhibicija prostih radikalov
skoraj linearno narasa z vsebnostjo totalnih fenolov v obmocju od 10 do 41 mg GA/g
ekstrakta, in sicer od 7 do 40%. V primeru ingverja so vsebnosti totalnih fenolov v ekstraktih
razli¢nih vzorcev zelo podobne (med 19 in 28 mg GA/g ekstrakta), zato je tudi odstotek
inhibicije prostih radikalov teh vzorcev v ozkem obmocju (med 18 in 26%). Vidimo tudi, da
rezultati za ingver, kljub temu, da gre za drug material, ki vsebuje druge komponente kot
ameriski slamnik, leZijo zelo blizu linearnega trenda, ki ga opazimo za slamnik. Na osnovi teh
opazanj lahko torej potrdimo drugo hipotezo. Nekoliko vi§ja inhibicija ekstraktov iz svezega
ingverja (v primerjavi s kapsulami in ¢ajem) je najverjetneje posledica tega, da svezi ingver
vsebuje tudi hlapne komponente, ki niso fenolne spojine, imajo pa antioksidativni u¢inek ali
pa sinergisti¢no delujejo z ostalimi komponentami v ekstraktu ingverja in na ta nacin zvisajo

antioksidativno aktivnost ekstrakta.

Ob vrnitvi na raziskovalno vprasanje, ki je spraSevalo, Kkateri ekstrakt, pridobljen s
konvencionalno ekstrakcijo, od vseh testiranih, bo imel najvecjo vsebnost totalnih fenolov,
doloc¢enih in vitro z redoks reakcijo s Folin-Ciocalteu reagentom in najvec¢jo zmoznost
inhibicije prostih radikalov 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila, in bo tako potencialno najbolj
ucinkovito $¢itil nase telo s svojim antioksidativnim delovanjem, si lahko torej na podlagi

analize rezultatov odgovorimo, da ima tak$ne lastnosti ekstrakt ¢aja ameriSkega slamnika.
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Vendar lahko to trdimo le, ¢e pretehtamo S$tevilne slabosti in omejitve pristopa k
raziskovalnemu problemu. Ker je bila pri tem uporabljena laboratorijska oprema z veliko
natan¢nostjo, raztopine in reagente pa smo pripravljali s precejSnjo tocnostjo, se ne bomo
toliko osredotocili na same sistemati¢ne in sluCajne napake, saj so skoraj zanemarljive.
Ovrednotiti pa moramo omejitev posploSevanja v laboratoriju pridobljenih rezultatov na

realno zivljenjsko situacijo.

7.1 Ovrednotenje rezultatov in metod

Celotna raziskava temelji zgolj na in vitro antioksidativnih poskusih, ki z bioloskimi sistemi
nimajo kaj dosti skupnega. Nekateri antioksidanti so lahko v epruvetah odli¢ni lovilci prostih
radikalov, vendar so lahko popolnoma nestabilni ali celo nevarni v Zivih celicah, kjer pa
moramo upostevati Se njihovo koncentracijo. Z veliko gotovostjo torej ne moremo posplositi,
da je ¢aj ameriskega slamnika zares najboljsi pri obrambi telesa pred oksidativnim stresom in
z njim povezanimi boleznimi, smo pa zato ugotovili, da so kapsule z izoliranimi izvlecki
rastlin v vodnem mediju manj ucinkovite, kar je skorajda proti priCakovanjem. Rezultati so
pravzaprav presenetljivi, saj kljub temu, da sta se prehranski dopolnili ameriskega slamnika in
ingverja izkazali z visokima izkoristkoma ekstrakcije in vsebnostjo totalnih fenolov, ko je bila
ta izrazena kot g GA/g materiala (5,174 in 5,135, po vrsti), so bili njuni ekstrakti precej slabi
lovilci prostih radikalov (6,99% in 21,29% inhibicije DPPH). Tak$na opaZanja bi lahko
razlozili z upostevanjem kompromisa proizvajalcev prehranskih dopolnil, ki Zelijo omejiti
antioksidativno delovanje samih kapsul, saj te vsebujejo izolirane ekstrakte, in bi sicer lahko
predstavljale potencialno nevarnost za predoziranje. Na obeh Skatlicah prehranskih dopolnil je
tako pisalo, da se priporocenega dnevnega vnosa (ameriski slamnik — 2-4 kapsule, ingver — 1
kapsula) ne sme prekoraciti in da prehransko dopolnilo ni nadomestilo za uravnoteZeno in
raznovrstno prehrano. Druga od moznih razlag, ki pojasnjuje nizke vrednosti inhibicije DPPH
radikalov ekstraktov kapsul, je ta, da dopolnila vsebujejo razne dodatke poleg samega
ekstrakta, ki je lahko precis¢en, tako pa sinergisti¢nih ucinkov ni ve¢. Potemtakem je teh
nekaj minut ve¢, ki so potrebne za pripravo ¢aja ali obroka iz sveze rastline, Ki vsebujejo
naravno prisotne sinergisticne komponente, skoraj neznatnih v primerjavi s pozitivnim
uc¢inkom na zdravje (Ceprav je bilo v Indiji izredno pogosto pitje zelenega Caja (veC kot en
liter dnevno) povezano z rakom na poziralniku, vendar so taksSna opazanja morda posledica

pitja vroCega Caja in ne zaradi prevelikega odmerka antioksidantov v njem (Bouayed in Bohn,
2010)).
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Tudi testi antioksidativnosti imajo slabosti sami po sebi. Nekatere Sibkosti TPC testa
vkljucujejo neto¢no poznavanje kemijske sestave Folin-Ciocalteujevega reagenta in s tem tudi
standardiziranosti Mo(VI1)/Mo(V) redoks potenciala (Huang in sodelavci, 2005). Prav tako
sami nismo dolocili kemijskih spojin v obeh rastlinah, kar je Se dodatno omejilo naso
predstavo o tem, kaj je sploh reagiralo. Ker pa so vsi ekstrakti pokazali neko stopnjo
spremembe barve kemijske zmesi, ki je indikator potekle kemijske reakcije med fenolnimi
spojinami in FCR, je mogoce zakljuditi, da so v vzorcih ameriSkega slamnika in ingverja le
prisotne vodo topne fenolne spojine. Ceprav je nujno izvajati eksperiment v baziénih pogojih,
lahko ze preprosti fenoli (kot je CeHsOH) reagirajo s FCR, Cetudi niso uc¢inkoviti lovilci
prostih radikalov. In ker je sam TPC test opravljen zgolj v vodnem okolju, je tako neuporaben
za test lipofilnih antioksidantov (Huang in sodelavci, 2005), ki pa jih naceloma v nasih

ekstraktih tako ni bilo, saj jih z vodo nismo ekstrahirali.

Po drugi strani lahko DPPH sicer testira lipofilne antioksidante v ve€ji meri kot TPC test,
vendar ne vkljucuje prenosa vodikovega atoma, ki se zgodi med antioksidanti in prostimi
radikali v lipidni peroksidaciji. DPPH tudi ne reagira s peroksilnim radikalom, kar nakazuje
na to, da bi mnogi antioksidanti, ki bi sicer hitro zavrli delovanje peroksil radikala, lahko bili
celo inertni do DPPH (Huang in sodelavci, 2005).

7.2 Mozne izboljSave v eksperimentu

Da bi dobili boljSo predstavo o u¢inku ekstraktov na nase telo, bi se morali osredotoditi, poleg
ustvarjanja pogojev bolj podobnih ¢loveskemu prebavnemu sistemu (npr. kontrolirana
vrednost pH = 2, kot je v zelodcu), tudi na poskuse na bioloskih sistemih. Tako bi se Ze in
vitro testi, kot so test mutagenosti in toksi¢nosti, nekoliko priblizali bolj utemeljenemu
zakljucku, seveda pa Sele in vivo testi in klini¢ne Studije pokazejo pravo sliko. Ostaja pa
temeljito testiranje antioksidantov najprej v laboratoriju obvezen korak, preden se ta pojavi
znotraj zivih organizmov. Potrebno bi bilo dolociti zgornjo mejo priporo¢enega dnevnega

vnosa.

V naSem eksperimentu bi se razumevanje dogajanja znotraj merilnih buck in steklenick
osvetlilo navsezadnje Sele ob poznavanju kemijske sestave vseh vzorcev. Na primer, s
tekoc¢insko kromatografijo visoke locljivosti (HPLC) bi tako lahko ugotovili to¢no dolo¢ene
spojine, ki so vplivale na rezultate poskusov dolocCanja vsebnosti totalnih fenolov in

antioksidativnega delovanja na DPPH radikale.
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9 PRILOGE

9.1 Priloga I: in vivo Studije, Ki raziskujejo vlogo prehrane (sadje,

zelenjava, prehranska dopolnila) na zdravje ljudi (Bouayed in Bohn

(2010), stran 232)

Tabela 6: in vivo $tudije, ki raziskujejo vlogo prehrane (sadje, zelenjava, prehranska dopolnila) na zdravje

ljudi

Table 2. Compilation of data from epidemiological (retrospective and prospective) investigations and human intervention trials highlighting the role
of the diet {fruits and vegetable, supplements) on human diseases or biomarkers of health

Epidemiological and dietary intervention studies
employing plant foods
- apple, ™" gnion®™* and white grapefruit™ possessing pre-
ventive properties against developing coronary diseases™
and lung cancer™* as measured by cancer incidence™™ and
CYP1AI™®

- reduced risk of lung cancer with higher dietary intake of
p-carotene

- plant-based diet may prevent against several types of cancer
including breast, prostate and colon cancers, based on com-
parisons between traditional Eastern diets (e.qg., Korea) rich
in plant foods versus Western diets (e.g., U.5, high intake of
calories and fats and limited intake of plant foods). Changes
in Korean dietary habits due to "Westernization” of diet have
increased incidence of cancer

Prospective cohort epidemio I:!Sli:ilil:iali'

- pratective effects of fruits and vegetables against coronary
heart disease when consumed >4 servings/d for »8 years

- Meta-analysis of eight independent cohort prospective stud-
ies: Consumption of =5 servings/d of fruits and vegetables
caused a stronger reduction in strokes (ischaemic and haem-
orrhagic stroke) compared to 3=5 servings, the latter con-
sumption reducing stroke incidence significantly compared
to <3 servings/d

Human dietary intervention trials:
- decreased levels of oxidative DNA damage in healthy human
volunteers consuming fruits and vegetables

« Adoption of traditional Mediterranean diets (moderate ener-
gy intake, limited animal fat and diversity and high intake of
plant-based foods such as olive oil, cereals, legumes, nuts
and vegetables), reduced several CVD risk factors in subjects
at risk (primary prevention) and/or cardiovascular events/
maortality in patients following a first cardiac event (second-
ary prevention)

References Supplementation
Human intervention trials with supplements:
= all('l:;k;: e no negative effects with respect to p-caro-
Mar-chand“ tene supplementation (50 mg every ather
day) for 12 yrs in healthy subjects
) « negative impact of supplementation by a
E:;:::;E:I ::r l:orgnhined treatment with vitamin A [3inyl
B palmitate) at 25,000 IU and fi-carotene (30
mg) for 4 yrs on incidence of human lung
Reviewed by ~ cancerand cardiovascular diseases (CARET"
Lee et al.” study])

- negative impact of supplementation of f-car-
otene (20 mg/d) for 5-8 yrs on incidence of
lung cancer (ATBC study)®

= vitamin E {50 mg/d) and p-carotens (20
mg/d) supplements for 6 yrs (median) failed

Joshipura et to show beneficial effects on total stroke
al incidence or mortality in male smokers par-
ticipating in the ATBC study ("Finish smoking
He et al% study”). Increased risk of fatal subarachnoid
hemaorrhage and intracerebral hemorrhage
by vitamin E and beta-carotene supplements,
respectively

= vitamin E (100 mg twice/d) and vitamin C
(250 mg twice/d) supplements during two

Reviewed by months failed to reduce oxidative DNA dam-
Halliwells age in smokers

» supplementation with vitamin C at 500 mg/
kg over 6 weeks increased oxidative lympho-
cyte DNA damage of 30 healthy volunteers

Reviewsclhyis positive effects of long term supplementa-
Lairon'

tion of various minerals (Zn, Se), and f-caro-
tene (15 mag), vitamin E (30 mg) on incidence
on cancer in general (Linxian trial)

References

Reviewed by
Goralczyk,®

#Beta-Carotene
and Retinol
Efficacy Trial'™

*The Alpha-
Tocopherol Beta
Carotene Cancer

Prevention
Study Group™

Leppila et al**

Prieme at al""?

Podmore et al."®

Blot et al™
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9.2 Priloga II: Odvisnost inhibicije prostih radikalov od vsebnosti totalnih

fenolov

Graf 5: Odvisnost inhibicije prostih radikalov od vsebnosti totalnih fenolov
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