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POVZETEK

Poliamini z raznolikimi funkcijami v Zzivih bitjih igrajo pomembno vlogo pri ohranjanju
notranjega ravnovesja. Organizmi jih lahko sintetizirajo endogeno in pridobijo eksogeno s
prehranjevanjem. Na Ziva bitja lahko vplivajo pozitivno ali negativno. Med ugodne poliamine
uvrséamo spermidin in spermin, med neugodne kadaverin. Putrescin ima relativno majhen
negativen vpliv.

Pomemben vir poliaminov so kal¢ki in mikrozelenjava, ki jih zaradi potrebe po homeostazi v
Casu konstantne intenzivne rasti nujno potrebujejo. Pri gojenju graha, ¢icerike, fizola mungo,
gorcice, pSenicne trave, boba, soje in jeCmena sva dolocali vsebnost poliaminov v razli¢nih
fazah rasti. Vsebnost poliaminov sva dolo¢ili s teko¢insko kromatografijo visoke zmogljivosti
(HPLC). Po gojenju nastetih so bili v vseh vzorcih, v vseh fazah, prisotni putrescin, spermidin
in spermin. Zelo izrazito visoke koncentracije ugodnih poliaminov je imela mikrozelenjava
graha.

Da bi preverili moznost povecanja vsebnosti ugodnih poliaminov, sva mikrozelenjavo graha in
pSenice gojili Se s kratkotrajnim Sokom z NaCl in S sorbitolom. Moc¢no so se zvisale vsebnosti
putrescina, ki je prekurzor spermidina, spermina in kadaverina. Zato sva opazili tudi vi§je
koncentracije spermidina in spermina. Kadaverin ni bil prisoten v visokih koncentracijah, kar
potrjuje ugodno prehransko vrednost kalckov. Na osnovi rezultatov sva ugotovili, da je gojenje
kal¢kov in mikrozelenjave enostaven in cenovno dostopen nacin pridobivanja ugodnih
poliaminov.

Kljuéne besede: poliamini, putrescin, spermidin, spermin, kadaverin, HPLC, kal¢ki,
mikrozelenjava

ABSTRACT

Due to their diverse function, polyamines play a significant role in preserving the internal
balance. Organisms can endogenously synthesize them or obtain them exogenously with food.
They can have a positive or a negative impact on living beings. Favourable polyamines are
spermidine and spermine, cadaverine is unfavourable, and putrescine has a relatively small
negative impact.

An important source of polyamines are sprouts and microgreens due to their necessity in periods
of constant and intense growth. By growing peas, chickpeas, mung beans, mustard, broad beans,
wheatgrass, soy, and barley we determined the polyamine content throughout different stages
of growth. Content analysis was conducted with high-performance liquid chromatography
(HPLC). After growing the mentioned plants, high contents of putrescine, spermidine, and
spermine were found in all stages of growth. Very high contents of favourable polyamines
contained pea microgreens.

To test the potential increase in the contents of beneficial polyamines, we decided on growing
pea and wheat microgreens using short-term NaCl and sorbitol shock. The concentrations of
putrescine greatly rose. Putrescine is spermidine, spermine and cadaverine's precursor. Hence,
we found higher concentrations of favourable polyamines. Cadaverine was not present in high
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concentrations, which affirms the nutritional benefit of sprouts. We found that growing sprouts
and microgreens is an easy and cheap way of attaining beneficial polyamines.

Key words: polyamines, putrescine, spermidine, spermine, cadaverine, HPLC, sprouts,
microgreens
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1. UVOD IN HIPOTEZE

Poliamini so organske spojine z ve¢ kot dvema amino skupinama. Omogocajo prenos signalov
po centralnem Zivénem sistemu, zmanjSujejo koncentracijo prostih radikalov, poleg tega pa
sodelujejo pri procesu avtofagije v ¢loveskih celicah in v njih zmanjSujejo koncentracijo
odpadnih snovi. Kot nevrotransmiterji in antioksidanti omogocajo, ne le ¢loveskim, pa¢ pa tudi
rastlinskim celicam daljSe Zivljenje in ohranjanje ravnovesja ob stresu.

Na podlagi raziskav se endogena sinteza spermina in spermidina zmanjsuje s starostjo. Manjso
endogeno biosintezo lahko nadomestimo s prehranskim vnosom, kar prispeva k daljsi
zivljenjski dobi ljudi [40].

Bogat vir poliaminov so kalcki in mikrozelenjava. Le-ti namre¢ vsebujejo velike koliCine
¢loveku koristnih poliaminov, kot so putrescin, spermidin in spermin. Z uzivanjem tak$ne hrane
bi ugodno vplivali na svoje notranje ravnovesje in prihranili celicam odvecni stres.

Cilj najine naloge je bil najti cenovno dostopen, hiter in lahko izvedljiv nacin pridobivanja
hrane, bogate s poliamini. Kalcki in mikrozelenjava so idealen primer tak$nega vira poliaminov,
saj so semena cenovno dostopna, njihovo gojenje traja le nekaj dni, ni zahtevno, tako da ga
lahko izvedemo doma.

Postavili sva tri hipoteze:

1. Kalcki in mikrozelenjava pSenice, graha, fizola, je¢mena, gorcice, boba, ¢icerike in Soje
so vir poliaminov s pozitivnimi ucinki.

2. Zaradi ohranjanja ravnovesja v ¢asu rasti so najvisje koncentracije poliaminov v fazi
kal¢kov oz. mikrozelenjave. Poleg tega vsebujejo poganjki kal¢kov v primerjavi s
semeni kalckov zaradi intenzivnejse rasti vi§je koncentracije poliaminov.

3. Ker poliamini skrbijo za ravnovesje, se bo njihova vsebnost ob kratkotrajnem Soku
rastline z NaCl oz. sorbitolom povecala.
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2. TEORETICNI DEL

2.1 Kaj so poliamini?

Poliamini so naravne ali sinteti¢ne organske dusikove spojine in produkti dekarboksilacije
aminokislin. Najdemo jih povsod v naravi. Najpogosteje se pojavljata triamin — spermidin in
tetraamin — spermin. Njun prekurzor je putrescin, Ki je strukturno zelo podoben kadaverinu [1,
2].

2.2 Struktura nekaterih poliaminov

V svoji raziskovalni nalogi sva natan¢neje obravnavali naslednje poliamine: putrescin,
spermidin, spermin in kadaverin. Njihove strukture so prikazane na slikah 1, 2, 3 in 4.
H i ; /N-|

0

H
Slika 1: Kemijska zgradba putrescina

Slika 2: Kemijska zgradba kadaverina

I __,a" x‘"-._\_'__.-"r -H"H'Iq-’"-
H H

Slika 3: Kemijska zgradba spermidina

Slika 4: Kemijska zgradba spermina

2.3 Nastanek naravnih poliaminov

Spermidin in spermin, ki sta v naravi najpogostejSa, nastaneta iz putrescina z dodatkom
aminopropilnih skupin S-adenozil metionina. Biosinteza spermidina je katalizirana z encimom
spermidin sintazo. Sinteza spermina, ki nastane iz spermidina, je katalizirana z encimom
spermin sintazo.

Putrescin nastane na dva razli¢na nacina: iz arginina — po poti arginin dekarboksilaze ali
ornitrina — po poti ornitrin dekarboksilaze [1, 3]. Oba nacina sta prikazana na sliki 5.



Smajlovi¢, 1., Salihovié, E., Poliamini — molekule, ki podaljsujejo Zivljenje,
Gimnazija in ekonomska srednja Sola Trbovlje, 2021.
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Synthase
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/\/\ /\/\/NH\/\_/NH2
H,N NH
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Slika 5: Shema sintez najpogostejSih naravnih poliaminov

Kadaverin nastane z dekarboksilacijo lizina. Ta proces je znadilen za posmrtne spremembe pri
zivalih. Preverjanje vsebnosti kadaverina je prav zato pomembno za preverjanje kakovosti in
varnosti ribjih produktov [4].

2.4 Funkcije poliaminov v ¢loveskem telesu

2.4.1 Funkcije v celicah

Poliamini igrajo pomembno vlogo pri rasti celic in njihovem razmnozevanju, stabilizaciji
negativno nabite DNA, transkripciji RNA, sintezi beljakovin, regulaciji odziva imunskega
sistema, regulaciji ionskih kanalov, Se posebej pri blokiranju kalijevih kanalov, in kot
antioksidanti.

Njihovo antioksidativno delovanje vpliva predvsem na membranske lipide in nukleinske
kisline. Najboljsi antioksidant je spermin zaradi ve¢jega Stevila amino skupin.

Predvideva se tudi, da lahko zmanjsajo koncentracijo prostih radikalov [6], ki so znani po tem,
da zaradi svoje velike reaktivnosti povzrocajo degenerativne bolezni [7].

Znano je, da v ¢asu hitre rasti celic, §e posebej pri novorojenckih, naraste potreba po poliaminih.
Potreba po njih se pri ¢loveku poveca tudi po operacijah, v ¢asu celjenja ran in pri staranju.

2.4.2 Funkcije pri staranju

V casu staranja se celicna vsebnost poliaminov, Se posebej spermidina in spermina, in
delovanje ornitrin dekarboksilaze, ki je potrebna za nastanek njunega prekurzorja putrescina,
zmanjSa. Raziskave pravijo, da imajo osebe nad 50 let starosti manj$o vsebnost poliaminov kot
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mlajSe od 50 let. Primanjkljaj teh endogenih poliaminov je mozno nadomestiti z uzivanjem
hrane, bogate s poliamini [9, 40].

Spermidin povecuje avtofagijo, ki poskrbi za izlo¢anje poSkodovanih beljakovin in organelov
iz celic, ter s tem upocasnjuje staranje [6] in pojav starostnih bolezni, kot so Alzheimerjeva
bolezen, Parkinsonova bolezen in sladkorna bolezen tipa 2. Pri Alzheimerjevi in Parkinsonovi
bolezni so namrec¢ odkrili, da se poveca aktivnost ornitrin dekarboksilaze, posledi¢no se pojavi
primanjkljaj poliaminov, ki bi jih bilo treba nadomestiti [9, 40].

Ena glavnih nalog poliaminov je interakcija z negativno nabitimi molekulami, kot so DNA,
RNA, beljakovine in fosfolipidi. Sodelujejo pri sintezi DNA, RNA in beljakovinskih molekul
ter regulirajo encimsko aktivnost. Z vsemi naStetimi procesi varujejo ¢lovekovo telo pred
raznolikim stresom, ki spodbuja staranje: pred prostimi radikali, vro¢inskim in psihiatri¢nim
stresom ter UV zarki [9].

2.4.3 Poliamini in rak

Povecane vsebnosti poliaminov pri bolnikih z rakavimi obolenji so povezane z rastjo tumorja.
Zaradi neravnovesja, ki nastane s povecanim delovanjem ornitrin dekarboksilaze, pride do
visoke znotrajcelicne vsebnosti poliaminov v rakavih celicah. Zaradi tega bi bila kontrola
biosinteze poliaminov pri bolnikih z rakavimi obolenji koristna. Nasprotno od prvotne ideje
vecanja vsebnosti poliaminov bi v tem primeru bilo potrebno zavirati sintezo poliaminov, da bi
ucinkovito zmanjsali rakotvornost. Raziskave na temo reSevanja tega problema se Ze izvajajo

[6].

2.5 Funkcije poliaminov v rastlinah

Poliamini igrajo pomembno vlogo pri raznolikih procesih rasti in razvoja rastlin ter njihovih
odzivih na okolje. Predvsem spermidin, spermin, kadaverin in putrescin so pomembni
rastlinski poliamini. Sodelujejo pri uravnavanju razli¢nih fizioloskih procesov, npr. razvoju
cvetov, embriogenezi, staranju in zorenju, organogenezi ter razvoju plodov [16].

2.5.1 Vsebnost in aktivnost poliaminov skozi razli¢ne faze rasti

Rast rastline poteka v ve¢ fazah. Zacne se kot seme, ki zraste v kalc¢ek. Tej fazi sledi faza
mikrozelenjave. To so mlade rastline, katerih kli¢na lista sta razvita in razprta, opazni so tudi
zametki pravih listov. Naslednja faza je odrasla rastlina, ki je zmozZna dajati plodove [5].
Povecanje vsebnosti poliaminov je v literaturi omenjeno v fazi kaljenja rastlin, saj takrat rastline
najbolj intenzivno rastejo. Kalitev se za¢ne po obdobju mirovanja rastline in zanjo potrebujemo
toploto, zrak in vodo. Semena ob stiku z vodo nabreknejo in encimi za razgradnjo Skroba v
enostavne sladkorje postanejo aktivni. Zarodek v semenu tako nadaljuje svoj razvoj. Na koncu
kaljenja se koncentracija poliaminov zopet zmanjsa [21].

V odraslih rastlinah je bilo ugotovljeno, da je aktivnost endogenih poliaminov najvecja v
rastoCih celicah, najnizja pa v starejsih tkivih [17].

2.5.2 Vpliv abiotskega stresa na poliamine v rastlinah
Dejavniki, ki vplivajo na vsebnost poliaminov, so:

a) Temperaturni stres

V visokotemperaturnem stresu lahko poliamini spodbujajo fotosintezo in povecajo
antioksidativno sposobnost ter sposobnost osmotskega prilagajanja rastlin. Ce upostevamo
kombinacijo razli¢nih raziskav, lahko ugotovimo, da se poliaminski odziv rastlin razlikuje
glede na vrsto rastline [16].

10
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b) Vodni stres

Vecina raziskav o razmerju med poliamini in vodnim stresom se je osredotocila na odpornost
proti susi. Spermin, spermidin in putrescin lahko uravnavajo odprtost kalijevega kanala ter
velikost por v plazemski membrani za$¢itnih celic. Tako uravnavajo odpiranje in zapiranje por.
Na ta nacin lahko poliamini nadzirajo izgubo vode v rastlinah. Kombinacija razli¢nih raziskav
pa kaze, da se lahko funkcije poliaminov razlikujejo med razli¢nimi rastlinami in celo
razli¢nimi deli iste rastline, bodisi pod osmotskim stresom bodisi vodnim stresom [16].

¢) Solni stres

Visoka koncentracija soli zmanjSuje celovitost membrane, delovanje razli¢nih encimov in
slabsa proces fotosinteze [16]. Eksogeni poliamini, zlasti spermin in spermidin, v raziskavah
soje in son¢nic so povzroéili pove¢ano presnovo reaktivnega kisika in fotosintezo, kar je
izboljsalo rast rastlin ter zmanjSalo zaviralne ucinke solnega stresa. Spremembe v presnovi
poliaminov v stresnih pogojih (npr. sol, osmotske suse in oksidativne napetosti) so lahko del
odziva rastlin na stres. Domneva se, da bi lahko poliamini prispevali k osmotski prilagoditvi in
problemu presezka ionov z ohranjanjem ustreznega kationsko-anionskiega ravnotezja in
stabiliziranjem membran pri visoki zunanji slanosti [22].

Ker se koncentracija poliaminov znatno poveca po izpostavljenosti solnemu stresu, se
domneva, da so poliamini zas¢itni mehanizem rastlin pred fizioloSkim stresom, zato v nekaterih
primerih omogocajo toleranco proti stresu [22, 23].

Med drugimi so bile narejene tudi raziskave, ki so primerjale ucinke dolgorocnega in
kratkoro¢nega izpostavljanja solnemu stresu pri rastlinah. Potrjeno je bilo, da Ce je rastlina
dolgo podvrzena slani vodi, se vsebnost poliaminov ne bo povecala oziroma se lahko celo
zmanjSa, saj ta rastlina razvije sposobnost prilagoditve na tovrstne pogoje. Na vi§jo vsebnost
poliaminov iz tega razloga bolje vpliva kratkorona podvrzenost stresu, torej stresni Sok, ki
zahteva takojSnjo prilagoditev rastline s pomocjo poliaminov [24].

V raziskavah s semeni pSenice, kjer so kot obliko stresa uporabili sorbitol, manitol in NaCl, so
ugotovili, da razli¢ni osmoliti na presnovo poliaminov vplivajo na razli¢ne nacine. Obdelava
manitola in sorbitola je aktivirala presnovo poliaminov v listih, kar je povzrocilo povisano
koli¢ino putrescina in spermidina. Ti rezultati kaZejo, da so razlicni osmoliti aktivirali razlicne
presnovne procese tudi v izoosmotskem stresnem stanju in da so se te spremembe razlikovale
tudi v listih in koreninah [28].

2.6 Viri poliaminov

2.6.1 Poliamini v zZivilih

V hrani sta spermidin in spermin najpogosteje prisotna ze naravno, medtem ko se putrescin
lahko pojavi zaradi fermentacije ali mikroorganizmov, ki onesnazujejo hrano. Na podlagi teh
spoznanj je pomemben nacin shranjevanja in predelave hrane.

V eni od raziskav iz leta 2018 so Handa in sod. razvrstili razlicne skupine zivil po njihovi
vsebnosti posameznih poliaminov. UpoStevali so spermidin, spermin in putrescin. Prisli so do
zakljucka, da se vsebnost poliaminov razlikuje od ene skupine do druge, hkrati pa na dobljeno
vsebnost vplivajo tudi razli¢ni dejavniki okolja in metode za dolo¢anje koncentracije.

a) Putrescin v Zivilih

Najve¢ putrescina najdemo v rastlinski hrani in fermentiranih zivilih. Hrana zivalskega izvora
vsebuje manj putrescina. Najdemo ga predvsem v fermentiranih salamah in klobasah, morski

11



Smajlovi¢, 1., Salihovié, E., Poliamini — molekule, ki podaljsujejo Zivljenje,
Gimnazija in ekonomska srednja Sola Trbovlje, 2021.

hrani ter mleku. Izmed vseh zivil, obravnavanih s strani Hande in sod., je imel najvecjo vsebnost
putrescina sir Cedar — s 653 mg/kg.

b) Spermidin in spermin v zivilih

Najvecjo vsebnost spermidina najdemo v siru, zelenjavi, stro¢nicah in Zzitih. 1zstopajo zlasti
pSenic¢ni kalcki in soja. Sadje ima v primerjavi zelenjavo manj spermidina. Nizke vrednosti so
zabelezili predvsem v Zivilih Zivalskega izvora, z izjemo sira Cedarja in fazanovega mesa.
Spermin je najmanj zastopan predstavnik poliaminov v zivilih. Razen sojinih zrn, fizola, listov
¢rnega Caja in indijskega oreScka vsa analizirana Zzivila vsebujejo zanemarljive vrednosti
spermina. [21, 41]

¢) Kadaverin v zivilih
Kadaverin se lahko v velikih koncentracijah akumulira v siru, ribah in ribjih izdelkih,
fermentiranih klobasah ter v kislem zelju [8, 14].

2.7 Nacini doloc¢anja poliaminov

Za dolo¢anje majhnih, biolosko aktivnih molekul, kot so beljakovine, aminokisline, lipidi,
ogljikovi hidrati ipd., je najprimernej$a tehnika dolocanja tekocinska kromatografija visoke
lo¢ljivosti (high performance liquid chromatography — HPLC) [15, 29].

Tekocinska kromatografija je ena izmed najpogostejSih separacijskih laboratorijskih
kvantitativnih in kvalitativnih tehnik. Temelji na lo¢evanju analitov vzorca glede na njihove
kemijske in fizikalne lastnosti ter posledi¢no njihovo porazdelitvijo med mobilno in stacionarno
fazo. Razlike v zadrZevanju analitov na stacionarni fazi omogocajo kromatografsko lo¢bo in
nanjo vplivajo.

Potek kromatografske metode je sestavljen iz ve¢ korakov [15, 32]:

1. priprava vzorcev: pred kromatografskim lo¢evanjem vzorec predhodno obdelamo, da
povecamo obcutljivost njihove zaznave;

2. izbira separacijskih pogojev: optimizacija vseh parametrov in komponent
kromatografskega sistema (t. j. izbira najprimernejSe mobilne faze, optimiziranje
razmerja med topili, izbira ustrezne kolone s primerno stacionarno fazo ipd.);

3. kvantitativno doloc¢anje: izvedba raziskav s kromatografskimi standardi.

2.7.1 Priprava vzorcev z derivatizacijo

Pri dolo¢anju vsebnosti poliaminov je pomembna derivatizacija. To je tehnika, s katero
kemijsko spojino pretvorimo v produkt s podobno strukturo oz. derivat. Derivatizacija daje
produkte, ki se lahko analizirajo razli¢no, tudi s HPLC, na podlagi njihovih fizikalnih razlik.
Derivatizacija poliaminov poteka preko amino skupine. Pomembna je zaradi odsotnosti
kromoforov v poliaminih, ki so temelj za obcutljivo zaznavanje. Derivatizirani vzorci imajo
torej visjo stopnjo obcutljivosti [34, 37, 38].

2.7.2 Potek kvantitativnega in kvalitativnega doloc¢anja poliaminov s HPLC

Analit s pomoc¢jo teko¢e mobilne faze potuje skozi kolono oz. stacionarno fazo. Locitev poteka
tako, da mobilna faza stalno potuje vzdolz kolone in prenese komponente vzorca, ki se
porazdelijo med mobilno in stacionarno fazo. Ta porazdelitev se ponavlja vzdolz kolone, dokler
se komponente loCeno ne eluirajo iz nje. Takrat jih zaznamo z detektorji, ki podajo signale v
obliki kromatografskih vrhov ob razlicnih ¢asih na kromatogramu. Plos¢ine pod
kromatografskimi vrhovi so sorazmerne koncentracijam komponent v vzorcu in podajajo
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kvantitativne informacije o le-teh komponentah. Glede na ¢asovno razliko oz. retencijske Case
pojavljanja kromatografskih vrhov pa kvalitativno dolo¢imo komponente vzorca [15, 29, 36].

Retencijski ¢as je Cas, potreben, da se doloCena snov eluira skozi kolono. Konstanten je za
vsako spojino pri dolo¢enih kromatografskih pogojih, ki smo jih dolo¢ili v drugem koraku
kromatografske metode. Na osnovi primerjanja ¢asov pojavljanja kromatografskih vrhov in
retencijskih ¢asov znanih spojin ugotavljamo kvalitativno sestavo vzorca. V najini raziskovalni
nalogi sva s pomocjo znanih retencijskih ¢asov, ki sva jih dobili s pripravo standardnih raztopin
poliaminov, dolocali vrste in koncentracije poliaminov v vzorcih [36].
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Seznam potrebnih kemikalij in laboratorijske opreme

3.1.1 Kemikalije

Uporabili sva naslednje kemikalije:
- 2 M raztopina NaOH,
- nasicena raztopina NaHCO3,
- 0,4 M HCI,
- 10 mg/mL raztopina DNS-CI (dansil klorid) v acetonu,
- 25 % raztopina NHs,
- aceton,
- cetonitril,
- 1,7-diaminoheptan kot interni standard,
- NaCl,
- sorbitol — CsH140e.

3.1.2 Pripomocki in oprema za gojenje kal¢kov in mikrozelenjave

Uporabili sva naslednje pripomocke in opremo:
- kalilniki (slika 6),
- svetilke LED (slika 7),
- hidro-termometer,
- kamena volna.

Slika 7: Svetilke LED
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3.1.3 Pripomocki in oprema za pripravo vzorcev ter izvedbo analiz

Uporabili sva naslednje pripomocke in opremo:
- 5 mL pipeta,
- 1000 pL pipeta,
- 200 pL pipeta,
- epruvete,
- 2L buca,
- 15 mL plasticne mikrocentrifugirke,
- 50 mL centrifugirke,
- viale,
- kavni mlincek,
- terilnica,
- tehtnica,
- vortex oz. vrti¢nik (slika 8),
- homogenizator (slika 9),
- HPLC (slika 10),
- analizator vlage (slika 11),
- centrifuga (slika 12),
- grelni blok (slika 13).

Slika 8: Vortex oz. vrti¢nik
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Slika 10: HPLC

Slika 11: Analizator vlage
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Slika 13: Grelni blok
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3.2 Gojenje kalckov in mikrozelenjave

Za gojenje kal¢kov in mikrozelenjave sva uporabili semena, opisana v tabeli 1.

Tabela 1: Podatki o semenih

Vrsta Proizvajalec
Gorcica Eu, Amarant Kooperativa, D. O. O.
Cicerika Eu, Amarant Kooperativa, D. O. O.
Fizol Mungo Eu, Amarant Kooperativa, D. O. O.
Grah Eu, Amarant Kooperativa, D. O. O.
Bob Pro.S.0.L
Psenic¢na Trava Eu, Amarant Kooperativa, D. O. O.
JeGmen Hyvido
Soja Rapunzel

Kalcke sva gojili pet dni. Prvi dan sva semena namakali priblizno 6 ur v vodovodni vodi na
sobni temperaturi. Po nabrekanju sva jih skupaj z vodo izlili v kalilnike, kjer so se
neenakomerno razporedili, zato sva jih Se enkrat sprali z vodo enake temperature in s tem
zagotovili, da so enakomerno razporejena in se ne prekrivajo. Zvecer sva jih ponovno namocili.
V vsakem kalilniku so bile locene vrste semen. Kalilnike sva nalozili drug na drugega in jih
pustili na sobni temperaturi. Nisva jih posebej osvetljevali (slika 14).

Trikrat dnevno (s 6-urnimi razmiki; okoli 8., 14. in 22. ure) sva jih naslednje $tiri dni izpirali z
vodovodno vodo, katero sva prej natocili in pustili v plastenki poleg kalckov, da se je
prilagodila temperaturi le-teh. Vodo sva v vsak kalilnik nalili do 2/3 visine do roba in pustili,
da je voda pretekla preko odprtine na dnu. Ko je voda odtekla, sva kalilnike ponovno nalozili
enega na drugega.

Slika 14: Kaleki
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Mikrozelenjavo sva gojili na dva nacina. Pri prvem naéinu sva uporabili samo vodo, ker je
predstavljalo obi¢ajno gojenje (slika 15). Pri drugem nacinu sva vodi dodali NaCl ali sorbitol,
kar je predstavljalo gojenje pod stresnim Sokom.

Za gojenje s kratkotrajnim sokom sva pripravili vodni raztopini NaCl in sorbitola.

a) 100 mmol NacCl

M = NArna + NArci = 22,99 g/mol + 35,453 g/mol = 58,443 g/mol
n=cvV=01mol/Lx1L=0,1mol

m =nM = 0,1 mol x 58,443 g/mol = 5,8443 g

b) 200 mmol sorbitol

M = NArc+ NAry+ NAro =6 x 12,011 g/mol + 14 x 1,008 g/mol + 6 x 16 g/mol =
= 182,178 g/mol

n=cv=02mol/Lx1L =0,2mol

m =nM = 0,2 mol x 182,178 g/mol = 36,4356 ¢

Slika 15: Mikrozelenjava

3.3 Dolo¢anje suhe mase

Del stehtanih in narezanih kalckov oziroma mikrozelenjave sva namestili v analizator vlage.
Kal¢ke sva v analizatorju vlage susili na 200 °C, in sicer 3 minute, nato pa na 145 °C vse do
konstantne teZe suhe mase oz. popolne izgube vode. Mikrozelenjavo sva susili na 180 °C, 3
minute, nato pa na 130 °C do konstantne teZe suhe mase.

3.4 Priprava vzorcev semen, kalckov in mikrozelenjave

Za kvantitativno dolocitev poliaminov je potrebna predhodna priprava posameznih delov
rastlin. Tako sva lo¢eno pripravili raztopine iz semen, kalckov in mikrozelenjave.

Semena sva najprej strli v terilnici, jih zmleli v kavnem mlincku in stehtali do 1,5 g. Tako
pripravljenim vzorcem semen sva dodali 10 mL 0,4 M HCI z internim standardom, ki je bil pri
1,7-diaminoheptan. Raztopine vzorcev sva nato z vrtiénikom zmesali dvakrat po 30 sekund na
8000-8500 rpm, vmes pa 30 s ro¢no mesali. Homogenizirane raztopine vzorcev v 50 mL
centrifugirkah sva centrifugirali e 5 minut pri 800 obratih.

Prislo je do lo¢be na tri plasti: na dnu so bili koscki, na vrhu lipidi, srednja plast pa raztopina s
HCI. Z 1 mL pipeto sva (dvakrat po 600 mL) odvzeli 1,2 mL srednje plasti (motne raztopine)
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v dve razli¢ni mikrocentifugirki in jih centrifugirali pri 10 000 obratih 5 minut. Za to sva morali
dodati v napravo Se mikrocentrifugirke z vodo, ki sva jih prej stehtali, da bi bila teza
mikrocentrifugirk enakomerno porazdeljena. Nato sva iz srednje plasti vsake
mikrocentrifugirke odvzeli najprej 250 pL za analizo oz. derivatizacijo, preostalo prosojno
srednjo plast iz obeh centrifugirk (vsaj 800 uL) pa shranili v tretjo mikrocentrifugirko in
zamrznili na —20 °C, v primeru, da bi jih kasneje Se potrebovali.

Kalcke sva sesekljali in del spet shranili za dolo¢anje suhega deleza, del za homogenizacijo pa
natehtali do 0,5 g. Homogenizirali sva jih na enak nacin kot mikrozelenjavo.

Pri kalckih pSeni¢ne trave in graha sva, drugace kot pri ostalih kalckih, locili semena in
poganjke kalcka. Homogenizacija se ni razlikovala od homogenizacije ostalih kalckov.

Mikrozelenjavo, ki sva jo gojili prvi¢, sva homogenizirali tako, da sva najprej odstrigli zgornji,
zeleni del mikrozelenjave. Del sva nato sesekljali na ¢im manjse delce in jih zatehtali do 1,0 g,
del pa sva pustili za kasnejSo meritev suhega deleZa in ra¢unanje suhe mase. Zatehtani
mikrozelenjavi sva dodali 10 mL 0,4 M HCI z internim standardom. Nato sva jo v
homogenizatorju pod tlakom v intervalih 30 s dvakrat na 8000-8500 rpm homogenizirali, vmes
30 s ¢akali. Potem sva jo mesali tudi na vrti¢niku dvakrat 30 sekund, vmes pa 30 s ro¢no mesali.
Mikrozelenjavo, ki sva jo gojili drugi€, z in brez stresnega Soka, sva homogenizirali drugace.
Na homogenizatorju sva jo homogenizirali 60 s, na vrti¢niku mesali 30 s in spet homogenizirali
60 s. Prav tako sva pri homogenizaciji uporabili le 5 mL HCI, saj je prej, pri 10 mL,
mikrozelenjava plavala. Ker nisva vzgojili dovolj mikrozelenjave graha s stresnim $okom, sva
za homogenizacijo le-te zatehtali le 0,3 g.

3.5 HPLC analiza

3.5.1 Priprava standardnih raztopin poliaminov

Iz osnovnih standardnih raztopin posameznih aminov PUT, CAD, SPD in SPM sva pripravili
meSane standardne raztopine za kasnejSo izdelavo umeritvenih krivulj poliaminov. Z
razredcevanjem s 0,4 M HCI z internim standardom (IS) sva pripravili naslednje meSane
standardne raztopine:

- 50 mg/L: odpipetirali sva 2 x 500 uL 1 mg/mL raztopine in dodali 9,0 mL 0,4 M HCl z IS,

- 25 mg/L: odpipetirali sva 2 x 250 uL. 1 mg/mL raztopine in dodali 9,5 mL 0,4 M HC1 z IS,

- 10 mg/L: odpipetirali sva 2 x 100 uL 1 mg/mL raztopine in dodali 9,8 mL 0,4 M HCl z IS,

- 5 mg/L: odpipetirali sva 1 mL 50 mg/mL — meS$ane standardne raztopine in dodali 9,0 mL 0,4
MHCI z IS,

- 1 mg/L: odpipetirali sva 1 mL 10 mg/mL — meSane standardne raztopine in dodali 9,0 mL 0,4
M HCI z IS.

3.5.2 Derivatizacija

Derivatizacija je pri raztopinah vzorcev in pri standardnih raztopinah potekala enako. Za
derivatizacijo sva v 1,5 mL plasti¢cno mikrocentrifugirko z avtomatsko batno pipeto odmerili
250 pL vzorcev in jim dodali 50 pL. 2 M NaOH in 75 pL nasicene raztopine NaHCOs3 ter
premesali na vrti¢niku. Nato sva v raztopino dodali 500 puLL 10 mg/mL raztopine DNS-CI, zopet
premesali (Slika 16) in za 60 min pustili na 40 °C v grelnem bloku. V tem casu je raztopina iz
zivo rumene barve bledela in se skoraj popolnoma razbarvala. Po 60 min sva reakcijo ustavili
z dodatkom 25 plL 25% raztopine amonijaka in pustili na sobni temperaturi za 30 min. Nato sva
mikrocentrifugirke dopolnili s 350 pL acetonitrila do skupnega volumna 1,25 mL. Raztopino
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sva prenesli ¢ez 0,45 um filter v vialo. Viale sva nato postavili v avtomatski injektor HPLC
inStrumenta.

Slika 16: Derivatizacija

3.5.3 Pogoji za HPL.C analizo
Kolona: Kinetex XB-C18 (5 pm, 100 A, 150 x 4,6 mm)

Gradientna elucija z mobilno fazo iz MQ vode in acetonitrila (topila in voda so bila primerne
Cistosti za HPLC)

Cas [min]  Acetonitril [%] MQ voda [%]
0 40 60

25 80 20

30 100 0

35 100 0

40 40 60

Pretok mobilne faze: 0,7 mL/min

Detektorja:
UV/Vis detektor pri 254 nm in
fluorescentni detektor z A(vzbujanja) = 350 nm in A(emisije) = 520 nm

4. REZULTATI IN RAZPRAVA

Cilj najine raziskovalne naloge je bil najti cenovno dostopen, hiter in enostaven nacin
pridobivanja hrane, bogate s poliamini. Na podlagi literaturnega pregleda sva prisli do
zakljucka, da so kalcki in mikrozelenjava bogat vir poliaminov. Vzgoji jih lahko vsak doma,
saj je njihovo gojenje zelo enostavno in poceni. Raziskovali sva na osmih vrstah semen: gor¢ica,
CiCerika, fizol mungo, grah, bob, pSeni¢na trava, jeCmen in soja. Vsebnost poliaminov
putrescina, spermina, spermidina in kadaverina sva dolocali z analizo HPLC.
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Pri raziskovalnem delu najine raziskovalne naloge je sodelovala Boiotehniska fakulteta (BF) in
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo (FKKT) Univerze v Ljubljani. Delo je potekalo pri
naju doma in v laboratorijih FKKT.

4.1 Gojenje kalckov in mikrozelenjave

Za dolocanje vsebnosti poliaminov sva Zeleli pripraviti tri razli¢ne faze rasti gor€ice, fizola
mungo, graha, pSeni¢ne trave, jeCmena, ¢icerike, boba in soje:

1. faza semena,
2. faza kal¢kov,
3. faza mikrozelenjave.

Zaradi neuspesnega gojenja Cicerike, boba in soje sva za analizo teh pripravili le prvo in tretjo
fazo rasti Cicerike ter le prvo fazo rasti boba.

Ker se iz semen gorcice pri namakanju izlocijo polisaharidi, to predstavlja problem za kaljenje
v kalilniku. 1z tega razloga zahteva drugacen nacin gojenja. Plasti¢en kroznik sva oblozili s
filter papirjem in nanj enakomerno razporedili suha semena gorcice. Nato sva z razprsilko z
vodo semena dobro poskropili, da so se semena in papir dobro napojila. Prvih 10 ur sva skropili
vsaki 2 uri, nato pa sva interval Skropljenja prilagodili tistemu za ostale kalcke. Z drugim
plasti¢énim kroznikom sva pokrili prvega in tako skrbeli za ohranjanje vlage.

Mikrozelenjavo sva gojili na dva nacina. Pri prvem nacinu sva uporabili samo vodo, ker je
predstavljalo obicajno gojenje. Pri drugem nacinu sva vodi dodali NaCl ali sorbitol, kar je
predstavljalo gojenje pod stresnim Sokom.

4.1.1 Gojenje mikrozelenjave brez stresnega Soka

Vsaka od naju je doma 13 dni gojila po $tiri vrste semen. Vecer, pred zaCetkom gojenja, sva
namocili eno jedilno Zlico vsake vrste semen v trikrat ve¢ vode in jih pustili, da se ¢ez no¢
namakajo.

Naslednje jutro sva semena vzeli iz vode, jih polozili na kameno volno pod Iu¢i LED in jih
ponovno poskropili z vodo. Vsak dan sva zjutraj in zvecer semena poskropili z vodo in s hidro-
termometra odcitali temperaturo ter relativno vlaznost zraka na mestu gojenja (tabela 2 in 3).

.....

nekoliko razlikovale.

Tabela 2: Podatki o temperaturi in relativni vlaZznosti na mestu goji§¢a boba, pSeni¢ne trave, jecmena in
soje

DATUM Temperatura [°C] Relativna vlaZnost [RH %]
16. 10. 2019 219 71
17.10. 2019 22,0 72
18. 10. 2019 215 68
19. 10. 2019 22,2 72
20.10. 2019 22,2 73
21.10.2019 22,5 71
22.10. 2019 22,2 70
23.10. 2019 20,7 66
24.10. 2019 215 67
25.10. 2019 20,0 55
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26. 10. 2019 20,5 67
27.10. 2019 19,9 62
28. 10. 2019 20,7 69
Tabela 3: Podatki o temperaturi in vlaZnosti na mestu goji$¢a gorcice, Cicerike, fiZola mungo in graha
DATUM Temperatura [°C] Relativna vlaZnost [RH %]
16. 10. 2019 21,0 72
17.10. 2019 22,4 72
18.10. 2019 23,1 72
19. 10. 2019 22,2 74
20. 10. 2019 23,0 70
21.10. 2019 23,4 68
22.10. 2019 24,0 76
23.10. 2019 23,9 67
24.10. 2019 23,8 69
25. 10. 2019 23,8 73
26.10. 2019 24,2 72
27.10. 2019 23,9 71
28. 10. 2019 22,5 72

4.1.2 Gojenje mikrozelenjave s stresnim Sokom

V literaturi sva opazili, da spremenjeni pogoji gojenja lahko povecajo vsebnost poliaminov v
mikrozelenjavi. Po tem postopku sva gojili le grah in pSenico, saj se na podlagi rezultatov
prvega gojenja pri teh pojavijo najvecje vsebnosti zelenih poliaminov. Odlo¢ili sva se, da bova
izkoristili osmotski stres. Ob tak$nem stresu namre¢ nastane ve¢ poliaminov, s katerim Zelijo
rastline vzpostaviti ravnovesje. Rastline sva Sokirali najprej z raztopino 100 mmol NaCl oz. 200
mmol sorbitola, razred¢ene z enako koli¢ino vode (1 : 1), naslednji dan z isto raztopino brez
razredcitve. Glede na to, da ima NaCl dva iona (Na* in CI), je osmolarnost 100 mmol raztopine
NaCl enaka osmolarnosti 200 mmol sorbitola.

To gojenje je trajalo 9 dni. Doma sva si postavili dve lu¢i LED in hidro-termometer na mestu,
kjer sva gojili semena. Podatki izmerjenih koli¢in s hidro-termometra so zapisani v tabeli 4 in
5.

Tabela 4: Podatki o temperaturi in vlaZnosti na mestu gojis¢a pseni¢ne trave

DATUM Temperatura [°C] Relativna vlaznost [RH %]
20. 1. 2020 21,6 73
21.1.2020 20,4 77
22.1.2020 21,7 70
23.1.2020 20,8 72
24.1.2020 20,9 76
25.1.2020 214 75
26. 1. 2020 214 74
27.1.2020 21,7 82
28.1.2020 21,5 74
Tabela 5: Podatki o temperaturi in vlaZnosti na mestu goji§¢a graha
DATUM Temperatura [°C] Relativna vlaZnost [RH %]
20. 1. 2020 24,0 51
21.1.2020 23,9 57
22.1.2020 23,6 56
23.1.2020 24,5 54
24.1.2020 22,9 52
25.1.2020 22,5 56
26. 1. 2020 23,5 61
27.1.2020 24,2 62
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28. 1. 2020 24,4 58

29.1. 2020 24,2 60

Do $estega dneva sva gojili mikrozelenjavo na enak nagin, kot pri prvem gojenju. Sesti dan,
zvecCer, sva namocili mikrozelenjavo v 1,5 L 1 : 1 razred¢enih vodnih raztopin NaCl oziroma
sorbitola, kot prikazuje slika 17.

Slika 17: Mikrozelenjava p$enice, potopljeﬁa v raztopini NaCl oz. sorbitola

V teh raztopinah sva pustili mikrozelenjavo do naslednjega vecera, ko sva jo potopili v isto
koli¢ino nerazredéenih raztopin. Sedmi dan zvecer sva vzeli mikrozelenjavo iz raztopin in vsak
pladenjCek posebej stehtali. To sva naredili, da bi lahko vsak dan dodajali vodo do stehtane
mase, saj je voda stalno izhlapevala, topljenec (NaCl ali sorbitol) pa je ostajal v kameni volni,
na kateri sva gojili mikrozelenjavo.

Rezultati vsebnosti poliaminov v mikrozelenjavi pri gojenju s stresnim Sokom so opisani v
poglavju 4.9.

4.2 Kvantitativno dolo¢anje poliaminov

Najprej sva s pomocjo kromatogramov mesanih standardnih raztopin izdelali umeritvene
premice (graf 1) ter dolocili retencijske ¢ase posameznih poliaminov. Prav tako sva na podlagi
kromatogramov meSanic standardnih raztopin izraunali povprec¢no vrednost internega
standarda. To je spojina, ki sva jo dodali v vsako meSanico standardnih raztopin, da nama je
kasneje s svojim retencijskim ¢asom olajSala kvalitativno dolocanje kromatografskih vrhov
poliaminov. Z odstopanjem vrednosti internega standarda vseh kasnejsih vzorcev od
izraCunanega povprecja vrednosti internega standarda v mesanih standardnih raztopinah sva
korigirali koncentracije poliaminov v kasnejsih vzorcih.
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Graf 1: Umeritvene krivulje

Najprej sva izracunali masno koncentracijo posameznih aminov v vseh vzorcih po naslednji
formuli:

Y=
k
pri ¢emer je y masna koncentracija, A plos¢ina kromatografskega vrha in k naklon umeritvene
krivulje.

Za raCunanje mase poliaminov s pomoc¢jo masne koncentracije sva potrebovali prostornino
vzorcev. Prostornino sva izrac¢unali po nasledn;ji formuli:

V =Vya Xmy
pri ¢emer je Vi, prostornina HCI z internim standardom, katero sva pri pripravi vzorcev na
analizo uporabili za razredCevanje, in m,, zatehtana masa vzorcev.

Maso posameznih poliaminov v vzorcih sva izrac¢unali po naslednji formuli:
m, =my XV

Ker kalcki in mikrozelenjava vsebujejo veliko koli¢ino vode, sva za kasnejSo primerjavo
vsebnosti poliaminov potrebovali suho snov posameznih delov rastlin.
Za merjenje suhega deleza graha, gojenega s stresnim Sokom, nisva imeli dovolj vzgojenega le-
tega, zato sva za raCunanje koncentracije poliaminov v suhi masi prevzeli podatke iz prvega
gojenja.
Vsebnosti poliaminov sva preracunali na suho snov posameznih delov rastlin po naslednji
formuli:

ms =my X W;
pri ¢emer je mg Suha masa, m;, zatehtana masa vzorca in W; suhi delez, podan z analizatorjem
vlage.

Kon¢éni delez poliaminov v enem kilogramu vzorca sva izraunali po naslednji formuli:
m
w=-2L
7115
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Ker sva vse vzorce analizirali v dveh paralelkah, sva na koncu izracunali Se povprec¢je delezev
poliaminov na podlagi obeh paralelk vsakega vzorca.

Za analiziranje vzorcev drugega gojenja mikrozelenjave sva izdelali nove meSanice standardnih
raztopin, izra¢unali novo povprecje vrednosti internega standarda in izdelali nove umeritvene
krivulje. Prav tako sva pri analiziranju rezultatov vzorcev drugega gojenja vse vrednosti
poliaminov v vseh vzorcih korigirali s pomoc¢jo odstopanj vrednosti internega standarda v
vzorcih od povprecja vrednosti internega standarda mesanih standardnih raztopin.

Primer kromatogramov, iz katerih sva od¢itavali plos¢ine kromatografskih vrhov, po injiciranju
raztopin realnih vzorcev, sta na grafu 2.
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Graf 2: Kromatogram

Graf 2: Kromatograma po injiciranju raztopin vzorcev graha in pSenice. Oznaceni so
kromatografski vrhovi za poliamine: putrescin (PUT), kadaverin (CAD), spermin (SPD) in
spermidin (SPM) ter interni standard (IS).
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4.3 Vsebnost poliaminov v nekaljenih semenih

Vsebnost poliaminov v suhih semenih
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Graf 3: Vsebnost poliaminov v suhih semenih

Najvec spermina in spermidina so vsebovala semena graha. Semena goréice so vsebovala
veliko koli¢ino spermidina, semena fiZzola mungo pa spermina. ManjSo koli¢ino teh dveh
poliaminov smo zaznali v pSenici in je¢menu. Kadaverin se ni pojavljal v nobeni vrsti semen,
putrescin pa zgolj v manjsih koli¢inah. Najve¢ ga je bilo v semenih goréice in jeémena, najmanj
v semenih fizola mungo. Opazeno se le delno sklada z literaturo, v kateri lahko zasledimo, da
je v stro¢nicah in Zitu veliko spermidina. V grahu ga je namre¢ zelo veliko, v fizolu mungo,
jeCmenu in pSenici se pojavi v manjsih koli¢inah. V skladu z literaturo fizol mungo vsebuje
najve¢ spermina izmed navedenih vrst semen. Ker je neugodnih poliaminov, torej putrescina in
kadaverina, manj oz. jih ni, je vsebnost poliaminov ugodna (graf 3).

4.4 Vsebnost poliaminov v kal¢kih in mikrozelenjavi

Rezultati prejSnjih raziskav, omenjenih v literaturi, kazejo, da se vsebnost in razmerja
poliaminov spreminjajo glede na fazo rasti rastline. V ¢asu najintenzivnejSe rasti naj bi bile v
rastlinah najvecje vsebnosti poliaminov, zato sva se odlo¢ili, da bova analizirali in primerjali
vsebnost poliaminov v mikrozelenjavi ter kalckih.
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Graf 4: Vsebnost spermidina v razli¢nih fazah rasti razli¢nih semen

Ugotovili sva, da je v mikrozelenjavi graha, pSenice in gor¢ice spermidina ve¢ kot v kalckih.
Nasprotno, je¢men in fizol mungo vsebujeta ve¢ spermidina v fazi kal¢ka. Je¢men ima manjse
koli¢ine spermidina v vseh fazah v primerjavi z drugimi vrstami rastlin. 1z rezultatov je
razvidno, da je mikrozelenjava graha najbolj bogata s spermidinom; razlika med kalcki in
mikrozelenjavo je tudi znatno visja kot pri drugih rastlinah (graf 4).
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Graf 5: Vsebnost spermina v razli¢nih fazah rasti razli¢nih semen

Najvec spermina je v mikrozelenjavi graha, v ostalih rastlinah se v vseh fazah pojavlja v
manjSih koli¢inah. Razmerje med vsebnostjo spermina v kal€kih in mikrozelenjavi iste vrste se
spreminjajo. Pri grahu in pSenici se z rastjo mikrozelenjave vsebnost spermina veca, pri gorcici

in jeCmenu pa manjsa. Pri fizolu mungo ostaja vsebnost spermina v obeh fazah nespremenjena
(graf 5).
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Graf 6: Vsebnost putrescina v razli¢nih fazah rasti razli¢nih semen

Dale¢ najvecjo koli¢ino putrescina vsebuje mikrozelenjava pSenice, sledita ji mikrozelenjava
jemena in gorcice. Pri vseh rastlinah, razen pri grahu, je vsebnost putrescina najvecja v fazi
mikrozelenjave. Rezultati torej kazejo na vi§jo stopnjo tvorbe putrescina v rastoCi
mikrozelenjavi. Najmanj putrescina imajo kal¢ki gor€ice. Putrescin je eden slabsih poliaminov,
zato tako visoki rezultati niso idealni. Kalcki so iz tega vidika ugodnejsi za prehrano (graf 6).
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Graf 7: Vsebnost kadaverina v razli¢nih fazah rasti razli¢nih semen

Kadaverin se je v vseh rastlinah pojavljal v zelo majhnih koli¢inah ali pa sploh ni bil zaznan.
Pojavil se je v kalckih graha, mikrozelenjavi pSenice, je¢mena in nekoliko v mikrozelenjavi
gorcice. Izstopa grah, ki ga ima najve¢ v fazi kal¢ka. Tudi kadaverin je eden neugodnih
poliaminov, vendar se ne pojavlja v velikih koli¢inah. Za prehrano so ugodnejsi vsi kalcki,
razen graha, saj ga vsebujejo malo oz. ga sploh ne (graf 7).

Na podlagi rezultatov analize je za prehrano najbolj ugodna mikrozelenjava graha, ki vsebuje

veliko spermina in spermidina ter malo putrescina in kadaverina. Vsebnost ugodnih poliaminov
v pSenici se, glede na faze rastline, ne razlikuje v veliki meri, vsebuje pa njena mikrozelenjava,
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poleg velikih koli¢in spermidina in putrescina, tudi veliko neugodnih poliaminov v primerjavi
z ostalimi rastlinami; Se posebej izstopa vsebnost putrescina. Pri je¢menu se zgodi podobno:
spermina in spermidina je Se manj kot pri pSenici, vsebnost putrescina in kadaverina je vecja v
primerjavi z ostalimi rastlinami. Mikrozelenjava fizola mungo vsebuje nekaj spermidina in
spermina, v primerjavi z ostalimi fazami izstopa po vsebnosti putrescina.

Za grah je mikrozelenjava najugodnejSa, saj vsebuje ve¢ ugodnih poliaminov in manj
neugodnih poliaminov v primerjavi s kal¢ki graha. Mikrozelenjava pSenice sicer vsebuje
nekoliko ve¢ spermina in spermidina kot kalcki pSenice, vendar je v tej fazi moc¢ zaznati veliko
veéje poveCanje putrescina in kadaverina, zato je, Kljub vsebnosti ugodnih poliaminov,
mikrozelenjava pSenice manj ugodna. Ugodnejsi so kal¢ki pSenice, ki po vsebnosti ugodnih
poliaminov ne zaostajajo tako zelo za mikrozelenjavo, vsebujejo pa bistveno manj neugodnih
poliaminov. Pri je¢menu je ugodnejSa faza kalCkov, kjer zaznamo nekoliko ve¢ dobrih
poliaminov, a bistveno manj slabih poliaminov v primerjavi z mirkozelenjavo je¢émena. Tudi
za fizol mungo je znacilno, da so kalcki nekoliko bolj ugodni za prehrano. Vsebujejo vecje
koli¢ine spermidina, enako koli¢ino spermina in veliko manj putrescina kot mikrozelenjava.
Kal¢ki in mikrozelenjava gorcice sta si po razmerju dobrih poliaminov podobni, vendar vecja
vsebnost putrescina v mikrozelenjavi kaze na vecjo prednost kal¢kov. Faza kalc¢kov je torej
ugodnejsa pri vseh rastlinah, razen pri grahu.

4.5 Vsebnost poliaminov v posameznih delih kalckov graha in
pSenice

Kalcke psenice in graha sva razdelili na posamezne dele in jih loceno analizirali (slika 18).
Tako sva zeleli potrditi hipotezo, da je v delih rastlin, kjer je intenzivna rast, najve¢ poliaminov.

\" v

Slika 18: Lo¢eni deli graha in pSenice

Tako pri pSenici kot pri grahu so najve¢ poliaminov vsebovali poganjki kal¢kov (graf 8 in 9).
Vsebnosti so zelo odstopale od semen kalCkov, kar je posledica vecje sinteze poliaminov zaradi
njihove pomembne vloge pri stabilizaciji DNK v rasto¢em tkivu.

Pri kalckih graha se ponovijo rezultati visoke vsebnosti kadaverina, zato bi bilo verjetno
uzivanje kalCkov graha problemati¢no.
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Graf 8: Primerjava vsebnosti poliaminov v poganjku in endospermu kal¢ka graha
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Graf 9: Primerjava vsebnosti poliaminov v poganjku in endospermu kal¢ka pSenice

4.6 Vsebnost poliaminov v mikrozelenjavi graha in pSenice po
kratkotrajnem Soku

V nekaterih raziskavah, omenjenih v literaturi, se domneva, da bi lahko poliamini prispevali k
osmotski prilagoditvi in problemu presezka ionov z ohranjanjem ustreznega kationsko-
anionskiega ravnotezja ter stabiliziranjem membran pri visoki zunanji slanosti [22].

Na podlagi rezultatov analize razli¢nih faz rasti semen sva ugotovili, da so najboljSe vrednosti
ugodnih poliaminov v mikrozelenjavi. Zeleli sva ugotoviti, ¢e lahko z osmotskim in solnim
stresom vplivamo na vsebnost ter razmerja poliaminov.
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Graf 10: Vpliv osmotskega in solnega stresa na vsebnost poliaminov v mikrozelenjavi graha

Po kratkotrajnem stresu mikrozelenjave graha z NaCl so se vrednosti spermina precej povecale,
saj so poliamini v mikrozelenjavi poskusSali ohranjati ravnovesje in so se zato njihove vrednosti
povecale. Pozitivnho so se zmanjSale tudi vrednosti neugodnega putrescina in ugodnega
spermina. Tudi po kratkotrajnem stresu s sorbitolom so se vrednosti putrescina minimalno
zmanjSale, povecale so se pa vrednosti spermina in spermidina (graf 10).
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Graf 11: Vpliv osmotskega in solnega stresa na vsebnost poliaminov v mikrozelenjavi pSenice

Pri kratkotrajnem stresu mikrozelenjave pSenice s sorbitolom in NaCl se je v obeh primerih
stresa povecala predvsem vsebnost spermina, minimalno tudi spermidina, mo¢no zmanjsala pa
vsebnost neugodnega putrescina (graf 11).

Bolj prehransko ugodne spremembe razmerij vsebnosti poliaminov se po kratkotrajnem stresu
pojavijo pri mikrozelenjavi pSenice, saj se razpolovi vrednost neugodnega putrescina in podvoji
vrednost spermina. Tudi po stresu mikrozelenjave graha se pojavijo pozitivno spremenjena
razmerja vsebnosti.
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4.7 Sklepi

Na podlagi vsega lahko izpostaviva naslednje sklepe:

- izrazito najve¢ prehransko ugodnih poliaminov so med nekaljenimi semeni
vsebovala semena graha, sledila so jim pa semena gorcice;

- Vsebnosti vseh poliaminov se v fazi kaljenja in mikrozelenjave moc¢no spremenijo.
Se posebej moéno se povetajo vsebnosti putrescina, ki je prekurzor vseh ostalih
poliaminov. To poslediéno pomeni tudi povecanje vsebnosti spermidina in
sperming;

- vsebnosti poliaminov v posameznih delih kal¢kov se razlikujejo zaradi razli¢no
intenzivne rasti v njih. Poganjki vseh semen imajo zato veliko vecje vsebnosti
ugodnih poliaminov, semena kalckov pa manjse;

- na spremembo razmerij vsebnosti poliaminov najugodneje vpliva kratkotrajni solni

stres, sicer pa tudi kratkotrajni stres s sorbitolom ugodno spremeni vsebnosti

poliaminov. V obeh primerih se namre¢ zmanjSajo vrednosti putrescina in povecajo
vsebnosti ugodnega spermidina ter spermina. Se posebej pozitivne spremembe razmerij
vsebnosti so opazne pri mikrozelenjavi pSenice.
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5. ZAKLJUCEK

Poliamini s svojo nevrotransmitersko in homeostatsko funkcijo predstavljajo organske spojine,
ki v zivih bitjih opravljajo Stevilne pomembne naloge. Poleg tega, da jih vsak organizem
biosintetizira, jih lahko pridobi tudi s prehranjevanjem. Vir visokih vsebnosti ugodnih
poliaminov so kalcki in mikrozelenjava.

Gojenje kal¢kov ni zahtevno in traja le nekaj dni. Zanj so potrebna le semena, voda in osvetlitev.
Za $e ugodnejSe gojenje je potrebno tudi nekaj S¢epcev kuhinjske soli.

Doloc¢anje vsebnosti poliaminov v razli¢nih fazah rasti semen je potekalo s pomocjo analiz
HPLC. Pred tem sva vzorce pripravljali s pomocjo homogenizacije, ekstrakcije in
derivatizacije. Za ustrezno primerjavo rezultatov vsebnosti poliaminov sva upostevali tudi suhi
delez semen, kalckov in mikrozelenjave.

Na podlagi rezultatov kromatografskih analiz lahko potrdiva prvo hipotezo o veliki vsebnosti
ugodnih poliaminov za vsa semena, razen semena boba in soje, saj gojenje le-teh ni bilo
uspesno. S primerjanjem rezultatov analiz poliaminov istih semen v razli¢nih fazah rasti lahko
potrdiva tudi drugo hipotezo o vecji vsebnosti poliaminov ob intenzivnejsi rasti. Zaradi
homeostatske funkcije poliaminov lahko z analitskimi rezultati potrdiva tudi tretjo hipotezo in
zakljuciva, da kratkotrajen stres ne vpliva na rast rastlin, pa¢ pa le na njihovo notranje
ravnovesje. Po takSnem stresu se namre¢ povecajo vsebnosti ugodnih poliaminov v
mikrozelenjavi.

Cilj najine naloge je bil dosezen, saj je gojenje kalckov in mikrozelenjave cenovno dostopno,
hitro in enostavno. Prav tako so kalcki in mikrozelenjava bogati s poliamini, katerih vsebnost
lahko povecamo, ¢e v vodo, s katero Skropimo zelenjavo, dodamo malo kuhinjske soli. Na tak
nacin lahko vsak posameznik pridela svojo hrano in eksogeno pridobi poliamine, ki omogoc¢ajo
zdravo in dolgo Zivljenje.
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