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POVZETEK

Raziskovali smo dva farmacevtska pripravka kurkumina, enega v liposomski oblogi in v teko¢i obliki
ter drugega v kombinaciji s kolagenom, v trdnem agregatnem stanju. Za primerjavo smo vzeli tri primere
za¢imb kurkume in ¢isti kurkumin. Namen te raziskave je bil preveriti, ali razgradnja kurkumina, ki je
prisoten v vseh vzorcih, v okolju, ki simulira pH tankega ¢revesa, vpliva na njegovo antioksidativno
ucinkovitost. Meritve so bile izvedene kolorimetri¢no in ugotovljeno je bilo, da je kurkumin izjemno
mocan antioksidant, saj je bilo le 30 sekund dovolj, da se je absorbanca radikala DPPH zmanjsala za 40
% do 60 %. Prehranska dopolnila s kurkuminom so v izbranih pH obmo¢jih pokazala veéjo
antioksidativno uc¢inkovitost kot Cisti kurkumin, vendar razlika ni bila velika in predvidevamo, da je
posledica dodatka se dveh antioksidantov, to sta vitamina D in C. Vsi vzorci kurkume so pokazali 40%

antioksidativno ué¢inkovitost.

Kljucne besede: kurkumin, antioksidacijska ucinkovitost, pH

ABSTRACT

Two pharmaceutical preparations of curcumin, one in a liposome coating and in liquid form and the
other in combination with collagen, in powder form were investigated. For comparison, we took three
examples of spices turmeric and pure curcumin. The aim of this research was to examine whether the
degradation of curcumin, present in both types of dietary supplements, in an environment that simulates
the pH of the small intestine, affects its antioxidant efficiency. The measurements were carried out
colourimetrically and based on the experimental data it was found that curcumin is one of the strongest
natural antioxidants, as only 30 seconds were enough to reduce DPPH radical absorbances from 40% to
60%. Dietary supplements with curcumin showed a higher antioxidant efficiency in the selected pH
ranges, compared to pure curcumin, but the difference is not big, and we assume that it is the result of

the addition of two more powerful antioxidants, i.e., vitamins D and C.

Key words: curcumin, antioxidant efficiency, pH




1 UVvOD

Kurkuma (Curcuma longa L.) je v znanstvenem svetu pritegnila veliko pozornosti predvsem zaradi
svojih mocnih protivnetnih, protibole€inskih in antioksidativnih lastnosti (Lee in sod., 2013, str. 338).
Te lastnosti so hitro pripisali u¢inkovini kurkuminu (diferuloilmetan), ki je v zadnjem desetletju v
osredju predvsem zaradi preucevanja nhjegovega ucinka na mozgane (npr. zaviranje razvoja

Alzheimerjeva bolezni) in zaviranja rasti rakavih celic (Zheng, 2022, str. 2791).

o O

HiCO l . == ‘ OCH,

HO OH

Slika 1. Strukturna formula ¢istega kurkumina, (C21H2006) (Wrightin sod., 2013, str. 6218)

Vendar se medicina sooca z veliko zapreko, to je izjemno slaba bioloska razpoloZljivost kurkumina, kar
pomeni, da se slabo absorbira iz ¢revesja, hkrati pa se v tankem ¢revesju tudi hitro presnovi (Dolinar,
2019, str. 299) in izlo¢i z blatom. Kurkumin je hidrofoben in zato neprimeren za intravenski vnos
(Lexicomp, 2019, str. 1). Zaradi tega je ze dalj asa prisotna ideja o izdelavi kompleksov kurkumina (v
nadaljevanju formulacij kurkumina), kjer bi opisane teZave z njegovo uporabo lahko uspes$no premostili.
Znanstveniki i§¢ejo najboljSo kombinacijo med hitrostjo sprosc¢anja kurkumina iz formulacije in uspesno
biolosko razpolozljivostjo. Nekaj teh formulacij, v obliki prehranskih dopolnil, je dostopnih tudi
slovenskim uporabnikom. V osnovi se razlikujejo v tem, da je v enih kurkumin v liposomskem ovoju in
praviloma teko¢ in v drugih v kombinaciji z razli¢ni izvori kolagena in je praviloma v trdni obliki.

Izdelkom so lahko dodani $e fosfolipidi, lecitin, kovinski ioni in druge u¢inkovine, kot so vitamini.

Cilj te raziskave je preuciti ali razgradnja kurkumina, prisotnega v obeh tipih prehranskih dopolnil, v
okolju, ki simulira pH tankega Crevesja, vpliva na njegovo antioksidacijsko ucinkovitost. Ker nam
sodobne instrumentalne analitske metode niso bile na voljo, prav tako ne metode dela odvzema vzorcev
in vivo, smo raziskavo izvedeli in vitro, preko priprave raztopin, ki so simulirale pH fizioloske pogoje
tankega Crevesja in meritve izvedeli kolorimetri¢no. Zanimalo nas je ali razgradni produkti kurkumina

v nevtralnem in bazi¢nem pH ohranijo svojo antioksidativno sposobnost.

1.1 RAZISKOVALNO VPRASANJE

Zastavili smo si naslednje raziskovalno vprasanje: Kako se spremeni antioksidacijska sposobnost
kurkumina iz prehranskega dopolnila in zac¢imbe kurkume pri pH od 6,5 do pH 7,5, v primerjavi s

cistim kurkuminom?




Izbrano pH obmocje predstavlja vrednost, ki ponazarja tisti del pH tankega Crevesja, kjer poteka

najobseznejsa absorpcija hranil in zdravilnih u¢inkovin.

1.2 HIPOTEZE

Za pH obmocje od 6,5 do pH 7,5 smo postavili tri hipoteze.
Hipoteza 1. Vsa prehranska dopolnila s kurkuminom bodo v izbranem pH obmod&ju, v primerjavi s

¢istim kurkuminom, pokazala ve¢jo antioksidacijsko uc¢inkovitost.

Hipoteza 2. Med razgradnimi produkti razli¢nih formulacij kurkumina bodo razlike v antioksidacijski

ucinkovitosti.

Hipoteza 3. Zacimba kurkuma ima nizjo antioksidacijsko u¢inkovitost kot ¢isti kurkumin.

1.3 TEHNIKE DELA

Pri izdelavi raziskovalne naloge bomo uporabili:

metodo dela z viri (pregled dostopne literature).

e pridobili razliéne vzorce enkapsuliranega kurkumina (lekarne).

e pridobili razliéne vzorce kurkume (trgovine z Zivili).

e kolorimetri¢no dolo¢ili vsebnost kurkumina v vzorcih.

e kolorimetri¢no doloéili antioksidacijsko u¢inkovitost raztopin kurkumina, pri razli¢nih pH-jih,

s pomocjo testa z DPPH radikalom.

2 PRELGED OBJAV

2.1 TANKO CREVO IN ABSORPCIJA KURKUMINA

Tanko ¢revo je sestavljeno iz dvanajstnika (duodenum), zgornjega dela ¢revesa (jejunum) in spodnjega
dela ¢revesa (ileum). Dolzina tankega Crevesa je med 2 in 7 metrov, notranji premer pa med 2 in 4 cm
(Hribar s sod., 2016, str. 1647). Zaradi svoje anatomske sestave je tanko ¢revo primarno mesto za
absorpcijo hranil in zdravilnih u¢inkovin (Vouk, 2017, str. 8). Crevo je nagubano, kar notranjo povrsino
poveca za 600-krat in posledi¢no tudi povrsino za absorpcijo hranil in zdravilnih uéinkovin. V tankem
¢revesu se pH postopoma poveca od pH 6,0 do pH 6,5 v dvanajstniku; 6,6 v zgornjem delu tankega
¢revesja in 7,5 na koncu tankega Grevesa (Fallingborg, 1999, str. 183). Popre¢na temperatura v tankem

¢revesju je 37°C.




Digestive Tract

Slika 2. pH prebavnega trakta od zelo nizkega pH v Zelodcu (stomach), do zmerno kislega ob vstopu v
tanko ¢revo (ascending colon), preko nevtralnega do rahlo bazi¢nega v spodnjem delu tankega ¢revesja
(distal in descending colon)*.

Kurkumin v hrani ali prehranskih dodatkih in razli¢nih formulacijah je »izziv« zaradi svoje slabe
topnosti v vodi, to je le 3,21 mg/L pri 25°C, visoke kemi¢ne nestabilnosti v nevtralnem in bazi¢nem delu
pH lestvice in posledi¢no omejene oralne bioloske dostopnosti (Prado-Audelo, 2019, str. 56 ). Kemi¢na
reaktivnost in topnost kurkumina je odvisna od pH medija, v katerem je raztopljen. Prado-Audelo s sod.
(2019, str. 4) ugotavlja, da je €isti kurkumin v kislih pogojih slabo topen in raztopina ohranja rumeno
barvo. Pri nevtralnem pH kurkumin postane boljSe topen in v bazi¢nem njegova topnost ponovno
naraste, vendar se spremeni barva (iz rumene v oranzno - rde¢o), ki je posledica deprotonacije oz.
pomika ravnoteZja v keto-enolnem ravnotezju kurkumina, ki je opisana v poglavju 2.2. Stevilne
farmacevtske druzbe ta problem resujejo z dostavnimi sistemi oz. razli¢nimi farmacevtskimi oblikami

oz. formulacijami (npr. kapsule na osnovi emulzije v katerih je kurkumin dobro topen).

2.2 KURKUMA

Kurkuma je zacimba, pridobljena iz korenik rastline Curcuma Longa L., ki spada v druzino ingverjevk
(lat. Zingiberales (ingverjevci)). Kadar govorimo o kurkumi mislimo praviloma vedno na Curcuma
Longa L. (ang. Turmeric), ¢eprav kurkume zavzemajo druzino preko 100 vrst rastlin. Rastlina izhaja iz
tropskih gozdov Azije, posebej Kitajske, Indije in Indonezije. Je rastlina z lepimi, dekorativnimi listi in
vijoli¢no-belimi cvetovi (slika 3), trajnica, ki dobro uspeva na zemlji, ki je bogata zhumusom. Korenine
zrastejo od 2 do 8 cm. Zanje je znacilen vonj po agrumih ter rahlo pikanten in trpek okus. Kurkuma

zraste do visine enega metraZ,

Lvir slike: https://www.scientificanimations.com/digestive-system/uncategorized/ Uporabljeno 1. 3. 2023
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Kurkuma se Ze stoletja uporablja kot zacimba, ki daje jedem znacilen azijski okus in rumeno barvo. Ta
je posledica vsebnosti polifenola kurkumina. Kurkumin je zaradi mo¢ne rumene barve tudi prehransko

barvilo (E100).

Mascobni izvlecki kurkume in njene aktivne komponente izkazujejo mocno antioksidativno delovanje,
kar pomeni, da preprecujejo poskodbe tkiv zaradi nekontroliranih oksidativnih procesov (npr. lovijo
proste radikale, ki povzro¢ajo oksidativne poskodbe v telesu ali preprecuje nastajanje prostih radikalov)
in zmanj$ujejo nastajanje vnetnih procesov. Poleg kurkumina v koreniki kurkume najdemo $e mascobne
kisline, saharide in razli¢ne flavonoide ter mineralne snovi kot so mangan, zelezo, vitamin Bs, veliko

vlaknin in tudi kalija (Prado-Audelo, 2019, str. 57).

(b) (c)

Slika 3. (@) Kurkuma rastlina, (b) korenika kurkume in (c) rizom kurkume?

Kurkuma ima zelo pomembno vlogo v kitajski in indijski tradicionalni medicini. Sprva so jo uporabljali
predvsem kot zdravilo proti vnetju, Ze od nekdaj pa jo uporabljajo tudi za Cis¢enje krvi in prebavil ter

pri tezavah z jetri in Zol¢niku, pa tudi pri hepatitisu (Sanolabor®, 2022).

2.3 LASTNOSTI KURKUMINA

Kurkuminoidi, mas¢obno topni polifenoli, dajejo rastlini Curcumi Longa L. oranzno barvo. Korenika
kurkume, Curcuma longa L., je pomemben vir naravnega rumenega pigmenta, kurkumina - [1,7-bis-(4-
hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-heptadien-3,5-dion] in $e dveh kurkuminoidov, to sta demetoksikurkumin
in bisdemetoksikurkumin (Jayaprakasha s sod., 2002, str.3663; Jayaprakasha s sod., 2005, str. 533)
(slika 4).

Kurkuma vsebuje manj kot 2 mg kurkumina/g korenine (Jiang s sod., 2006, str. 21). Vsebnost

kurkuminoidov v kurkumi je torej zelo majhna.

2 viri slik- (a) in (c) https://uvicpermaculture.wordpress.com/ in (b) https://www.fmed.eu Uporabljeno 2. 1. 2023.

3 Vir: https://www.sanolabor.si/artikel/kurkuma-600-plus-60-kapsul (povzeto 5. 1. 2023).

e
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Slika 4. Najpomembnejsi predstavniki kurkominoidov*

Za boljse razumevanje bioloske aktivnosti kurkumina je pomembno, da se vsaj malo poglobimo v
oksidacijo kurkumina in nastale produkte. Ce kurkumin dodamo razli¢nim celiénim strukturam, se
kurkumin hitro spremeni iz ene same molekule v druzino razli¢nih spojin. Te raziskave so e na zacetku,
vendar je potrebno dopustiti moznost, da bioloski u€inki kurkumina morda niso samo posledica
izhodi$¢ne molekule (kurkumina), ampak tudi njegovih razgradnih produktov in $tevilnih izomerov. V
tem kontekstu je zelo pomembna $tudija, ki jo opravil Schneider s sod. (2015, str. 7607). Predpostavil
je, da bi kljuéno vlogo pri vecji bioloski dostopnosti kurkumina lahko imela njegova avtooksidacija in
vivo. Encimi peroksidaze bi kurkumin lahko izrabili kot redukcijski substrat, kar bi lahko povzrocilo
encimsko katalizirano oksidativno pretvorbo. Tudi oksidativni stres ali vnetni procesi bi lahko prispevali
k avtooksidaciji kurkumina. V teku autooksidacije kurkumina nastajajo produkti predstavljeni v

preglednici 1. Dodan je njihov razpolovni ¢as (t).

Preglednica 1. Kurkumin in njegovi analogi ter produkti avtooksidacije (Scheneider s sod., 2015, str.

7606)
Strukturna formula spojine Razpolovni ¢as Glavni produkt
avtooksidacije (ti)
GaH @ Nekaj minut
H5CO B A, Mz OCH;
O™ 0
HE curcumin g

bicyclopentadione

OH

demethoxycurcumin (DMC) HO 0

i Nekaj ur
S e OCH3 ek u H4CO o O O
e L, r S
HO

demethoxybicyclopentadione

oH o Stabilna spojina, ki o on OH
O SN O zahteva encimsko O \ Q
HO OH razgradnjo

bisdemethoxycurcumin (BDMC) HO Q (o]

bisdemethoxyspiroepoxide

4Vir: https://www.plantagea.hr/kurkuminoidi/ (povzeto 5. 1. 2023)

e
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Tennesen s sod. (1982, str. 475) navaja, da je pri kurkuminu prisotna keto-enolna tavtomerija (slika 5).

Na splosno je molekula kurkumina sestavljena iz dveh fenolnih skupin, ki ju skupaj drzi diketonski del.
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Slika 5. Keto-enolno ravnoteZje kurkominoida (povzeto po Kanhathaisong s sod., 2011, str. 160)

Stevilo klini¢nih testiranj, ki testirajo terapevtski potencial kurkumina, se je v zadnjem desetletju
eksponentno povecalo. Za iskalni izraz »kurkumin« v registru Clinicaltrials.gov® je leta 2014 navedenih
106 testiranj, v primerjavi s samo Stirimi testiranji leta 2004 ali 300 testiranji v letu 2022. Kot vidimo iz
grafa 1 gre za eksponentno rast raziskav.

350
300
250

200

150

100

50 .I
R

1994 1998 2002 2006 2010 2014 2018 2022

Stevilo klkini¢nih preiskav

leto
Graf 1. Stevilo klini¢nih preskus$anj za kurkumin v obdobju med 1994 in 2022
Kurkumin kaZe velik potencial pri zdravljenju artritisa, nekaterih rakavih obolenjih®, depresij, virusnih,

nevrodegenerativnih boleznih itd. (Schenider s sod., 2016, str.1; Wright s sod., 2013, str. 6218; Ebeid s
sod., 2022, str. 192) in §tevilnih drugih boleznih. Nekatere od njih so predstavljene na sliki 6.

% Povzeto iz: https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=curcumin _Povzeto 30. 12. 2022

& Do presenetljivih ugotovitev so prisli tudi raziskovalci iz Univerze v Juzni Dakoti. Ugotovili so, da predhodno
zdravljenje s kurkumo naredi rakave celice bolj obcutljive za kemoterapijo in radioterapijo, medtem ko
epidemiologi menijo, da je kurkuma eden izmed razlogov za nizko stopnjo Alzheimerjeve bolezni v Indiji, Kjer je
ta za¢imba del vsakodnevnih obrokov. Med prebivalstvom, starim od 70 do 79 let, je stopnja obolelosti za to
boleznijo kar za Cetrtino manjSa kot v Zdruzenih drzavah Amerike (Sanolabor, 2022). V indijski tradicionalni
medicini (ajurveda) se uporablja Ze tisocletja za zdravljenje rakastih obolen;j in pri pojavih luskavice (psoriaze),
prav tako pa tudi v kozmeti¢nih pripravkih (Goock, 1979).

e
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KURKUMIN

l KRONICNE BOLEZNI l INFEKCIJE l VNETNA lDRUGO
n QTAN]A

S l (:Id\g) lDlabetes lMaIarlJa prgr?gg}?ve lPankreatltls lGastrltls lDepresua

Alzheimer.
Bolezen

Slika 6. MozZne uporabe kurkumina (povzeto po Prado-Audelo s sod. 2019, str. 8)

Kurkumin deluje kot stimulant za jetra in Zol¢nik pri izlo¢anju Zol¢a, bilirubina in holesterola. IzloCanje
teh snovi z leti pri posamezniku oslabi, kar pomeni, da se zmanjSa absorpcija hranil, ki so topna v
mascobah. Dr. Kreft, iz Fakultete za farmacijo, Univerze v Ljubljani (2019) pravi, da je pri kurkuminu
najbolj raziskano njegovo protivnetno delovanje, kar pomeni, da bi lahko uzivanje kurkume bilo v
pomo¢ predvsem ljudem z vnetnimi obolenji’, pa ne le sklepov, temve¢ tudi ¢revesja (sindrom
razdrazljivega crevesja, Crohnova bolezen itn.) in pri koznih vnetnih boleznih. Morda je veliko
zanimanje zanj povezano z dejstvom, da pomaga pri boleznih, pri katerih medicina Se ni dala

zadovoljivega odgovora (vnetne sklepne in ¢revesne bolezni).

Vendar pa $tevilne Studije na zivalih in klini¢ne $tudije kazejo, da so koncentracije kurkumina v krvni
plazmi, urinu in perifernih tkivih, tudi po velikih odmerkih izjemno nizke. Glavni dejavniki so kemi¢na
nestabilnost kurkumina pri nevtralnem in rahlo alkalnem pH, Ze omenjena dovzetnost za avtooksidacijo,

njegov metabolizem ter nizka prehodnost skozi érevesno steno (Badran s sod., 2023, str. 3).

Topnost kurkumina v vodi je ocenjena na 3,21 mg/L pri 25 °C; boljSe je topen v etanolu, dimetil
sulfoksidu (DMSO), metanolu, acetonitrilu, kloroformu in etil acetatu (Benassi s sod., 2008, str. 168).

Kurkumin ima torej hidrofobne lastnosti (Benassi s sod., 2008, str. 168).

Shen in Ji (2012, str. 138) pravita, da je kurkumin bolj stabilen v Kisli raztopini (pH 1,2 — 6,0) kot v
bazicnem delu pH. Pri tem nastanejo razli¢ni produkti razgradnje. Kurkumin je obcutljiv tudi na
svetlobo. Razpade, ko je izpostavljen tako ultravijoli¢ni kot vidni svetlobi, tako v raztopini kot v trdnem
stanju (Schenider s sod., 2015, str. 7607).

Ce povzamemo: kurkumin se kemijsko razgradi, Ce je izpostavljen bazicnemu mediju, son¢ni svetlobi

ali avtooksidativnim procesom.

” Protivnetno pomeni, da zavira vnetje. To je proces, ki ga bele krvne celice v telesu izvajajo kot obrambo,
kurkumin lahko pomaga. — opomba avtorjev.

e
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Visoko talis¢e in nizka topnost kurkumina v vodi v kislih in nevtralnih pogojih pomeni, da imajo kristali
Cistega kurkumina obi¢ajno nizko biolosko dostopnost, saj se kristali ne raztopijo v vodnih
gastrointestinalnih teko¢inah, kar zmanjSa njihovo sposobnost transporta skozi plast epitelijskih celic
(Tomeh s sod., 2019, str. 1033). Vendar so studije na podganah pokazale, da priblizno 90 % zauzitega
kurkumina ostane v prebavilih, kar kaze, da je njegova razgradnja v ¢revesju relativno pocasna (Sanidad

s sod., 2019, str. 597) in posledi¢no tudi absorpcija visja kot se mu pripisuje v klini¢nih Studijah.

Po zauzitju se kurkumin presnovi®. Podrobneje so razpadni produkti opisani na sliki 7(Tan s sod., 2014,
str. 1005).
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Slika 7. Razgradnja kurkumina v odvisnosti od pH (Zhang s sod., 2020)

2.4 FORMULACIJE KURKUMINA

Zaradi slabe bioloske dostopnosti kurkumina so znanstveniki za to molekulo razvili razli¢ne formulacije,
ki vkljucujejo:

e modifikacijo trdnega stanja,

e zmanjSanje velikosti delcev,

e ustvarjanje prenasicenih raztopin,

e inkapsulacijo v nanodelce,

8 Encim reduktaza CurA vse skupaj samo $e pospesi.
R —————————

12




e inkubacijo v prisotnosti seruma ali s kultivacijo celic.

Novi pristopi dostave kurkumina do tar¢nih celic vkljuéujejo nanodelce, liposome, polimerne micele
itd. Ujetje kurkumina v masc¢obno fazo kurkumin zasciti pred kemicno razgradnjo in pomeni fizicno
izolacijo od reaktantov v vodnih gastrointestinalnih teko¢inah. Se ve¢, uporaba prebavljivih lipidov vodi
do presnove le-teh, raztapljanja kurkumina in s tem povecanje njegove biodostopnosti. Hidrofobne
molekule lahko kurkumin prenasajo do epitelijskih celic, kjer se lahko absorbira, presnavlja in/ali izloci
nazaj v Crevesje. Nekatere snovi v zivilih, kot sta piperin v ¢rnem popru in nekateri katehini v zelenem
¢aju, lahko povecajo koli¢ino kurkumina, ki ostane v telesu (Prasad s sod., 2014, str. 2).

Protein

Nanocrystals Micelles Liposomes 3
y P Nanoparticles

O - . @
N °
ad:de 2807
55758 &%
T T e
P SR A
Emulsion Natural Filled
Droplets Oil Bodies Microgels

Slika 8. Primeri razli¢nih inkapsulacij kurkumina (razli¢ne vrste koloidnega dovajalnega sistema) za
izboljSanje njegove stabilnosti in bioloSke dostopnosti (ni narisano v merilu) (Prasad s sod., 2014, str. 2).

Vsak od dostavnih sistemov kurkumina ima svoje prednosti in slabosti, nepomemben ni tudi okoljski

vidik enkapsulacije.

2.5 UV-VIS SPEKTROSKOPIJA KURKUMINA

Kot sva poudarila v prejs$njih poglavjih, je kemic¢na reaktivnost in topnost kurkumina odvisna od pH
medija, v katerem je prisoten. Vse raziskave kazejo, da je kurkumin v kislih pogojih slabse topen kot v
nevtralnem, topnost se spet poveca v bazicnem pH, vendar pride do spremembe barve iz rumene v
oranzno-rdeco, kar pripisujemo deptortonaciji enolne oblike kurkumina (Subramani s sod., 2017, str.

393).

Kurkumin ima v kislem in nevtralnem pH absorpcijski vrh pri 420 nm (Sharma s sod., 2012, str. 375)

in v bazi¢nem pri 470 nm. Te vrednosti navaja tudi Priyadarsini (2014, str. 20091)
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Slika 9. UV-VIS spekter kurkumina. (a) Absorpcija v metanolu, najve¢ji vrh absorpcije pri 420 nm; (b)
Absorpcija v nevtralnem mediju, najvecji vrh absorpcija, ugotovljena pri 420 nm; in (c) absorpcija v
baziénem mediju, ugotovljen najvisji vrh absorpcije pri 470 nm (Sharma, 2012, str. 380).
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3 PRAKTICNI DEL

3.1 MATERIALI IN METODE DELA

Kot je razvidno iz preglednice 2, smo v raziskavi uporabili dva predstavnika enkapsuliranega

kurkumina, tri zaéimbe kurkume in &isti kurkuminski standard.

Preglednica 2. Predstavitev vzorcev

Zap. Ime Vsebnost Druge aktivne Dnevno Opomba
stevilka | prehranskega | kurkumina | u¢inkovine priporoceni
dopolnila (mg) vNOoS
1 Curcuma forte 60 Vitamin D3 (15,4 ug 2 kapsuli Kapsule;
(AVENOBO®) Ekstrakt ingverja (100 (~120 mg) temno
mg) oranzna
raztopina
2 Collagen flex 30 Nativni kolagen b-2cool 2 kapsuli Kapsule;
curcumin (20 mg), Enkapsuliran (~320 mg) Svetlo
(Medex) izvle¢ek kurkume oranzen
CAVACURMIN (100 mg), prah
od tega kurkuminoidi (15
mg), Hialuronska kislina
(50 mg), Vitamin C (40
mg), Vitamin D (5ug),
Silicij (20 mg)
3 Kurkuma v Ni podatka | Ni podatka Ni podatka Oranzna
prahu (Biolux) mleta
kurkuma
4 Kurkuma (Hisa | Ni podatka | Ni podatka Ni podatka | Oranzna
zeliS¢) mleta
kurkuma
5 Kurkuma Ni podatka | V sledovih zitarice z Ni podatka | Oranzna
(mleta) glutenom, soja, mle¢nih mleta
(KOTANY®) sestavin, ore$ckov, kurkuma
gorc€ice in sezama
5 Kurkumin (TCI) | 100% Ni dodatnih spojin Ni podatka Svetlo
oranZen
prah

3.1.1 Kemikalije

N R

101 destilirane vode

1,0 g Kurkumina (TClI, p.a.)
11 etanol (96%, Honeywell)
11 metanol (100%, Honeywell)

Vzorci prehranskih dopolnil in za¢imb

puferne raztopine s pH 6; pH 6,5; pH 7 in pH 7,5 (Honeywell Fluka)
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v Al folija
v Metanol (100%, Labexpert)
v DPPH (TCI) radikal.

3.1.2 Steklovina in drobni inventar

v 25 x 100 ml merilna bucka

v Merilne pipete

3.1.3 Aparature

Tehtnica, Kern (£0,001g)
Kolorimeter Vernier GoDirect®

pH meter Vernier

RN

Racunalnik z aplikacijo Graph analysis (Vernier ®)

3.2 PRIPRAVA RAZTOPIN

3.2.1 Priprava raztopin ¢istega kurkumina pri razli¢nih pH vrednostih

Najprej smo pripravili svezo 5,0 x 10° mol/l osnovno raztopino kurkumina in sicer tako, da smo 0,184
(+/- 0,001) g kurkumina natehtali v 100 ml merilno bu¢ko in do oznake nalili 96% etanol. Merilno
bucko smo nato ovili z aluminijevo folijo, da prepre¢imo stik s svetlobo. Kurkumin se v etanolu zelo

dobro raztaplja, vendar ni stabilen na svetlobi.

Izracun:

m _ 0184g = 5,00 x 10 mol/I

c= =
M xv 3089,
mol

Napaka priprave osnovne raztopine:

0,001
© 0,184

@ x 100 = 0,05%
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Slika 10. Izhodi$¢na raztopina kurkumina (5,00 x 10-3mol/I)

3.2.2 Priprava vodnih raztopin kurkumina razli¢nih koncentracij (umeritvena premica)

Osnovno raztopino kurkumina smo nato razredc¢ili, kot je prikazano v preglednici 3. V ta namen smo
uporabili 25 mL merilne bucke, v katere smo najprej s pomocjo merilne pipete natanéno odmerili
prostornino osnovne raztopine in nato do oznake dolili ustrezno puferno raztopino. Tudi te buc¢ke smo

ovili z Al folijo, da bi preprecili stik s svetlobo.

Izracun:
1 X V1 = (X V2

c,=cx Vi /V,

0,005

c,= 0,005 X——= 2,5 x 10* mol/Il
Napaka meritev:
0,05 . .
= = — 10, 3
500 X 100 = 1% (najmanj3a)
¢ =22 x 100 = 10% (najvetja)

Preglednica 3. Priprava raztopin za umeritveno premico

Prostornina 5,00 x 10 mol/l (m), +/- 0,05 ml Koncentracija nove raztopine
(mol/l)
2,50 5,00 x 10*
1,25 2,50 x 10*
0,75 1,50 x 10*
0,50 1,00 x 10*
0,25 5,00 x 10°

3.2.3 Barva etanolne raztopine kurkumina pri razli¢nih pH vrednostih

Pripravili smo vodne raztopine razli¢nih pH vrednosti, od pH 1 do pH 10, in njihov to¢en pH izmerili z

Vernierjevim pH metrom. S pomo¢jo merilne pipete smo v epruvete odmerili 4 ml raztopine in nato v
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vsako dodali 1 ml izhodis¢ne raztopine kurkumina v etanolu. Opazovali smo barvo raztopin in pojav

oborine (izlo¢anje kurkumina).

3.2.4 Priprava raztopin enkapsuliranega kurkumina pri razli¢nih pH vrednostih

Pri pripravi teh raztopin smo se odlo¢ili, da bomo osnovne raztopine pripravili tako, da bomo upostevali

koli¢ino enkapsuliranega kurkumina, ki ga navaja proizvajalec, v eni kapsuli.
Primer izracuna:
Vzorec §t. 1: ena kapsula ima 60 mg kurkumina

Nad vratom merilne buc¢ke smo odprli kapsulo in nato celotno vsebino stresli v 250 ml merilno bucko.
V bucko smo s pomocjo merilne dodali 5 ml etanola, stresali, da se je raztopina dobro premesala ter do

oznake nalili ustrezno puferno raztopino. Merilne buc¢ke smo ovili z Al folijo.

_ m _ 0060g

— -4
=y 312?;?"0'25’“ =89 x 107" mol/l

Vzorec $t. 2: ena kapsula ima 30 mg kurkumina

c= m _ 0030g
M xV 389,055
mol

=4,5x10"* mol/l

3.2.5 Priprava raztopin za¢imb kurkume pri razli¢nih pH vrednostih

Pr pripravi raztopin smo upostevali podatek, da je v kurkumi cca 1% kurkumina. Zato smo se odlo¢ili,
da bomo pripravili koncentracije 4,5 x 10™* mTOI in sicer tako, da smo si najprej izracunali maso
kurkume, ki jo moramo natehtati.

m 3,009
MxV  268-Z x0,2501
mol

c= = 4,5x10"*mol/l

100 g kurkume...... 1 g kurkumina

D, & 0,030 g kurkumina

X= 3,00 g kurkume
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S pomocjo analitske tehtnice smo natehtali 3,00 g vsakega vzorca za¢imb in dodali 20 ml etanola ter

do oznake 250 ml dolili ustrezno puferno raztopino.

3.2.6 Kolorimetri¢ne meritve

Kolorimetri¢ne meritve smo izvajali s kolorimetrom, GoDirect®, prikazanim na sliki 11.

Slika 11. Vernierjev kolorimeter GoDIRECT ®

Kolorimeter deluje na osnovi Beer-Lambertov zakona, ki predpostavljala, da je absorbanca v korelaciji
s koncentracijo shovi v vzorcu. Aabsorpcijo svetlobe pri prehodu skozi obarvano raztopino ali ne

povsem prozorno snov lahko opisemo z ena¢bo:
A=ecl,
kjer je :

v’ A ...absorbanca

...absorpcijski koeficient (L cm/mol)

™

v
v' c.... koncentracija (mol/L)
v

l... Sirina kivete (cm)
Pri dovolj razredCenih raztopinah velja, da je absorbanca (A) proporcionalna mnozinski koncentraciji

(c) snovi v kiveti, kar pomeni, da lahko nari§emo graf A proti ¢ in s pomo¢jo enacbe umeritvene premice

izra¢unamo koncentracijo preiskovane snovi v vzorcu.

Kolorimeter omogoc¢a izbiro med Stirimi valovnimi dolzinami (430 nm, 470 nm, 565 nm, 635 nm). Ker
ima kurkumin svoj absorpcijski maksimum pri 430 nm, je bila kolorimetri¢na meritev zato precej

natan¢na. Senzor smo najprej umerili (kalibrirali) z destilirano vodo.®

® Go Direct Colorimeter ima enostopenjsko kalibracijo za vse $tiri valovne dolZine.

e
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3.2.7 DPPH test

DPPH je kratica za 1,1-difenyl-2-pikril hidrazil radikal, ki v kombinaciji z antioksidantom
(kurkuminom) preide iz vijolicne v rumeno/rjavo barvo. Za ta test je v literaturi navedenih veé

protokolov uporabe.

Q ., =

Slika 12. Sprememba strukture in posledi¢no barve DPPH radikala v stiku z antioksidantom (AH)
(Baliyan s sod., 2022, str. 1)

Za potrebe nase raziskave smo povzeli Baliyanov opis dela (Baliyan s sod., 2022, str. 1).
DPPH test

1. S pomodjo analitske tehtnice smo natehtali 0,025 g DPPH in ga raztopili v metanolu ter nato do
oznake 100 ml dodali destilirano vodo. Da bi preprecili stik s svetlobo, Smo merilno bucko ovili
z Al folijo.

2.V kiveto smo vlili 3 ml raztopine in s pomo¢jo kolorimetra izmerili pri kateri valovni dolzini
ima najvisjo absorbanco (Amax).

3. Ko smo doloéili valovno dolzine z najve¢jo absorbanco, smo 3 ml DPPH raztopine v Kiveti
dodali 1 ml preiskovane raztopine kurkumina in zabeleZili zacetno absorbanco (Ac) ter
absorbanco po 30 sekundah (As). Rezultate smo vpisali v preglednico 9.

4. Antioksidacijsko aktivnost ( v %) smo izracunali s pomocjo enacbe:

|% antioksidacijska aktivnosti = [(Ac—As) +Ac] x 100|

kjer je
e Ac—absorbance raztopine DPPH brez dodanega antioksidanta

e As—absorbanca preiskovane snovi.
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO

4.1 BARVA IN TOPNOST ETANOLNE RAZTOPINE KURKUMINA PRI
RAZLICNIH pH VREDNOSTIH

Na sliki 13 in 14 vidimo, da je barva in topnost ¢istega kurkumina odvisna od vrednostih pH vodnega
medija.

pH 2 pH 6,6 pH 7 pH 8
(a) (b) (© (d)

Slika 13. Sprememba barve in topnosti ¢istega kurkumina pri razli¢nih vrednostih pH vodnih raztopin

V kislem pH topnost kurkumina pade in izloca se oborina, kar vidimo na sliki 13 (a). Pri pH med 6 in 7
pride do spremembe barve raztopine kurkumina; barva preide iz rumene v oranzno (slika 13 (b). Z
nara$¢anjem pH (slika 13 (c) in 13 (d)) se intenzivnost oranzno-rdece barve samo Se stopnjuje. Pri pH

10 opazimo, da raztopina postane povsem bistra oz. transparenta (slika 14(f)).

pH 6,5 pH 10,00
(e) (f)

Slika 14. Topnost in barva kurkumina pri pH 6,5 in pH 10,0
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Preglednica 4. Barve raztopin ¢istega kurkumina pri razli¢nih koncentracijah in vrednostih pH vodnih
raztopin

Koncentracija raztopine Barva kurkumina pri pH vrednosti raztopine

¢istega kurkumina (mol/l) 6.0 65 70 75
5,00 x 10°® rumeno - oranzna oranzno - temno rdeca
oranzna rdeca

4.2 BARVA IN TOPNOST RAZTOPIN ENKAPSULIRANEGA KURKUMINA PRI
RAZLICNIH pH vrednostih

Preglednica 5. Barva in topnost raztopin enkapsuliranega kurkumina pri razli¢nih pH vrednostih

Barva kurkumina pri pH vrednosti raztopine

6,0 6,5 7,0 7,5

Koncentracija raztopine Cistega
kurkumina (mol/l)

fluorescentno svetlo rumena

zelena

Curcuma forte (AVENOBO®) svetlo rumena

Collagen flex curcumin (Medex®) svetlo rumena | svetlo rumena svetlo rumena

Kot vidimo iz preglednice 5 se obarvanost raztopin enkapsuliranega kurkumina pri razliénih pH

vrednostih prakti¢no ne razlikuje. Drugace je pri za¢imbi kurkumi razli¢nih proizvajalcev, kjer opazimo

precejsnje razlike v barvi.

4.3 BARVA IN TOPNOST RAZTOPIN KURKUME PRI RAZLICNIH pH vrednostih

Preglednica 6. Barva in topnost raztopin kurkume pri razli¢nih pH vrednostih

Koncentracija raztopine Barva kurkumina pri pH vrednosti raztopine
¢istega kurkumina (mol/l
B (molfl) 6,0 6,5 7.0 75
Kurkuma v prahu (Biolux) svetlo oranzna svetlo rumeno | svetlo svetlo
oranzna rumena oranzZna
Kurkuma (Hisa zelisc) svetlo oranzna svetlo oranzna | svetlo oranzna
oranzna

Kurkuma (mleta) (KOTANY®) | fluorescentno rumena rumena rumeno-

rumena oranzna
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4.4 VREDNOSTI ABSORBANCE RAZLICNIH KONCENTRACIJ KURKUMINA
(UMERITVENA PREMICA)

Z uporabo kalorimetra Vernier GoDirect® smo izmerili absorbance pripravljenih raztopin Cistega

kurkumina pri pH 7. Podatki so zbrani v preglednici 7.

Preglednica 7. Umeritvena premica za kurkumin pri pH 7

Koncentracija nove raztopine A (4430 NmM)
(mol/l)
5,00 x 10* 1,4
2,50 x 10 0,92
1,50 x 10* 0,56
1,00 x 10* 0,43
5,00 x 10° 0,2

Na tej osnovi smo narisali graf Absorbanca (A) proti koncentraciji (mol/L).

1,6

1,4 e

o
.
.
o
.

1,2

o . y = 2544,6x + 0,1829
08 R? = 0,9653

absorbanca

o
.
.
o®
.

0,6
0,4 P

0,2 L

0 0,0001 0,0002 0,0003 0,0004 0,0005 0,0006
koncentracija (mol/l)

Graf 2. Umeritvena premica za kurkumin pri pH 7

Enacba premice je: y = 2544,6 + 0,1829
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4.5 ABSORBANCE VZORCEV KURKUMINA PRI RAZLICNIH VREDNOSTIH pH

Preglednica 8. Absorbanca raztopin vzorcev kurkumina pri razli¢énih pH vrednostih vodnih raztopin

Zap. | Ime prehranskega Izhodis$¢na koncentracija Absorbanca pri pH
§t. dopolnila kurkumina (mol/l) 6.0 6.6 70 75
Aa30 A430 Aa30 Aa70
nm nm nm nm
1 Curcuma forte 8,9 x 10* 081 082 |084 |0,81
(AVENOBO®)
2 Collagen flex curcumin 4,5 x 10" 048 |041 | 046 | 0,44
(Medex)
3 Kurkuma v prahu 4,5 x 10" 042 |066 |053 |0,55
(Biolux)
4 Kurkuma (Hisa zelis¢) 45x10* 094 (1,0 1,23 | 1,28
5 Kurkuma (mleta) 45x10* 097 (1,02 |115 | 1,29
(KOTANY®

Vrednosti absorbance smo od¢itavali pri 430 nm za pH od 6 do 7. Za vrednost pH 7,5 smo kot vrednost,

kjer je absorbanca kurkumina najvi§ja, vzeli, 470 nm (Amax), Kar je posledica spremembe barve. S

pomoc¢jo enaéb premice (y = 2544,6x + 0,1829) smo, glede na izmerjene absorbance, izracunali

koncentracijo kurkumina pri razli¢nih vrednostih pH (preglednica 9).

Preglednica 9. Koncentracija kurkumina pri razli¢nih vrednostih pH

Zap. | Ime IzhodiS¢na Koncentracija kurkumina (mol/L)pri pH

§t. prehra_nskega koncentrau ja 6.0 6.6 70 75
dopolnila kurkumina

(mol/L)

1 Curcuma forte 8,9x10* 2,4x10* | 2,5x10* | 2,6 x 10* 2,4 x10*
(AVENOBO®)

2 Collagen flex 45x10* 1,2x10* |10x10* | 1,1x 10* 1,1x 10*
curcumin (Medex)

3 Kurkuma v prahu 45x10* 1,0x10* | 1,9x10* | 1,4x10* 1,4x10*
(Biolux)

4 Kurkuma (Hisa 4,5x 10" 3,0x10* | 3,2x10* | 4,0x10* 4,3 x10*
zelisc)

5 Kurkuma (mleta) 45x10* 26x10* |3,2x10* | 39x10* 4,1 x10*
(KOTANY®)

Primer izra¢una:

y = 2544,6x + 0,1829
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0,98-0,1829 = 2544,6x
X = 0,00031 (3,1 x 107%)

Kaj opazimo?

Pri obeh enkapsuliranih kurkuminih (zap. st. 1 in 2) je koncentracija v kislem pH bila precej nizja kot
v izhodis$¢ni raztopini etanola. Nihanja pripisujemo merilni napaki, vrednosti spros¢enega kurkumina
dosezejo slabih 30% enkapsulirane vrednosti.
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Graf 3. Sprememba v koncentraciji kurkumina v prehranskem dopolnilu 1 v odvisnosti od pH
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Graf 4. Sprememba v koncentraciji kurkumina v vzorcu 2 v odvisnosti od pH
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Formulacije kurkumina torej zas¢itijo kurkumin v tankem crevesju. Ujetost molekule v liposomskem
ovoju ocitno omogoca ustrezno za$¢ito v tankem Crevesju ali pa vsaj omogoci, da se ve¢ kurkumina
prenese do lipidnih membran, kjer se lahko absorbira. Podobno velja za kurkumin v kolagenskem ovoju.

Primerjava s ¢istim kurkuminom in za¢imbo kurkumo je velika (graf 5 in 6).

Cisti kurkumin

zac.konc. pH6,5 pH7,0 pH7.,5
pH
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Graf 5. Sprememba v koncentraciji kurkumina v standardu v odvisnosti od pH

Tudi pri za¢imbah (vzorci 2, 3 in 4) opazimo, da se vrednost pri pH 6 najprej zniza in potem narasca

Kurkuma (Hisa zeliS¢)
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Graf 6. Sprememba v koncentraciji kurkumina v za¢imbi kurkumi (Hisa zeli$¢) v odvisnosti od pH
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Iz grafa 5 in 6 vidimo, da se je razgradnja kurkumina dejansko zelo hitra, vendar ne vemo kaj so ti
razgradni produkti, kolik$na je njihova bioloska ucinkovitost v »nezaséiteni » obliki, ali je Se vedno

dostopen tar¢nim celicam?

Formulacije kurkumina torej zaséitijo kurkumin v tankem c¢revesju. Zaséita molekule deluje in

omogoca, da se ve¢ kurkumina prenese do ¢revesne stene, Kjer se lahko absorbira.

4.6 ANTIOKSIDACIJSKA UCINKOVITOST VZORCEV KURKUMINA PRI pH od
6,5do 7,5

Ko smo dolo¢ili valovno dolzine z najveéjo absorbanco za DPPH radikal (Amax = 470 nm), smo 3 ml
DPPH raztopine v kiveti dodali 1 ml preiskovane raztopine kurkumina (pri dolo¢nem pH) in zabelezili
zaCetno absorbanco (Ac) ter absorbanco po 30 sekundah (As). Rezultate smo vpisali v preglednico in

nato izrac¢unali antioksidacijsko u¢inkovitost preiskovanega vzorca v prvih 30 sekundah.

Preglednica 10. Meritve spremembe absorbance DPPH v kombinaciji z razli¢nimi vzorci kurkumina pri

pH 6,0 in pH 6,5

Zap. | Ime Izhodis¢na Absorbanca Izhodis¢na Absorbanca

St. prehranskega absorbanca DPPH po 30 s absorbanca DPPH po 30 s
dopolnila DPPH pri 470 | pridszonm za DPPH priAszo | pri kazonm za

nm za pH 6,0 pH 6,0 nm za pH 6,5 pH 6,5

1 Curcuma forte 1,41 4,65 1,42 0,78
(AVENOBO®)

2 Collagen flex 1,32 0,53 1,41 0,52
curcumin
(Medex)

3 Kurkuma v prahu 1,40 0,84 1,40 0,80
(Biolux)

4 Kurkuma (Hisa 1,34 0,83 1,41 0,86
zelis¢)

5 Kurkuma (mleta) 1,40 0,85 1,41 0,86
(KOTANY®

6 Cisti kurkumin 1,34 0,63 1,36 0,52
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Preglednica 11. Meritve spremembe absorbance DPPH v kombinaciji z razli¢nimi vzorci kurkumina pri

pH7inpH 75
Zap. | Ime prehranskega | Izhodis¢na Izhodis¢na Absorbanca Absorbanca
st. dopolnila absorbanca absorbanca DPPH po30s | DPPH po30s
DPPH pri A7 DPPH pri A7 pri Aszonm pri | pri Aazonm pri
nm pri pH 7,0 nm pri pH 7,5 pH 7,0 pH 7,5
1 Curcuma forte 1,41 1,33 0,66 0,67
(AVENOBO®)
2 Collagen flex 1,41 1,40 0,55 0,53
curcumin (Medex
®)
3 Kurkuma v prahu 1,38 1,36 0,76 0,76
(Biolux)
4 Kurkuma (Hisa 1,41 1,37 0,78 0,77
zelisc)
5 Kurkuma (mleta) 1,41 1,37 0,77 0,73
(KOTANY®)
6 Cisti kurkumin 1,35 1,34 0,73 0,70
Preglednica 12. Antioksidacijska u¢inkovitost pripravkov kurkumina pri pH 6,0 in pH 7,5
Zap | Ime Antioksidacijsk | Antioksidacijsk | Antioksidacijsk | Antioksidacijsk
. §t. | prehranskega a u¢inkovitost a u¢inkovitost a u¢inkovitost a u¢inkovitost
dopolnila pri pH 6,0 pri pH 6,5 pripH 7,0 pri pH 7,5
1 Curcuma forte 53,9% 50,7% 53,1% 49,6%
(AVENOBO®
)
2 Collagen flex 59,8% 63,1% 60,9% 62,1%
curcumin
(Medex)
3 Kurkuma v 40,0% 42,8% 44,9% 44,1%
prahu (Biolux)
4 Kurkuma (Hisa 38,9% 39,0% 44,6% 43,7%
zelisc)
5 Kurkuma 39,2% 39,0% 45,3% 46,7%
(mleta)
(KOTANY®
6 Cisti kurkumin 52,2% 61,7% 43,9% 47,7%

Rezultati kazejo, da je najnizja antioksidacijska u¢inkovitost bila izmerjena pri vseh treh vrstah za¢imb

kurkume (~40%), sledi ¢isti kurkumin in najvisja pri obeh enkapsuliranih pripravkih.
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Graf 7. Antioksidacijska u¢inkovitost vzorcev pri pH 6
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Graf 8. Primerjava antioksidacijska u¢inkovitosti preucevanih vzorcev kurkumina v odvisnosti od pH

Na tej osnovi bi lahko zakljucili, da enkapsulacija kurkumina pomaga pri ohranitvi njegovega
antioksidacijska potenciala, vendar je razlika z za¢imbami kurkume manjsa kot bi pri¢akovali. Rezultat
je morda Se nizji, saj obe formulaciji vsebujeta Se druge mocne antioksidante. Collagen flex vsebuje
vitamin C in vitamin D, Curcuma forte pa vitamin D. Na deklaracijah vseh treh za¢imb ta podatek ni bil

zapisan.
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5 ZAKLJUCKI Z RAZPRAVO

V nalogi smo preucili dva farmacevtska pripravka kurkumina, enega v liposomskem ovoju in v tekoci
obliki in v drugega v kombinaciji s kolagenom, v prasnati obliki. Za primerjavo smo vzeli tri primere
zac¢imbe kurkume in ¢isti kurkumin. Cilj te raziskave je preuciti ali razgradnja kurkumina, prisotnega v
obeh tipih prehranskih dopolnilih in v za¢imbah, v okolju, ki simulira pH tankega ¢revesja, vpliva na

njegovo antioksidacijsko uc¢inkovitost

Strokovna literatura navaja, da je kurkumin bolj stabilen v kislem delu pH lestvice. V tej raziskavi smo
ugotovili, da je kurkumin pri pH od 1 do 6 izjemno slabo topen v vodi, kar bi lahko pomenilo, da je tudi
stabilen, vendar tega ne moremo trditi, saj je zaradi izjemno slabe topnosti tezko izvajati kolorimetri¢ne
meritve in spremljati spremembe njegove koncentracije, Ki bi se izkazovale v spremembi absorbance.
Zelo hitro se pojavi rumena oborina, ki onemogoca kolorimetricne meritve. Meritve koncentracij
kurkumina smo zaceli meriti pri pH 6, opazili pa smo, da je oborina takoj po prehodu pH 7 zacela
izginjati. Meritve koncentracije kurkumina v nezas¢iteni obliki (¢isti kurkumin in v za¢imbi) pri pH od
6,0 do 7,5 kazejo, da se topnost kurkumina v vodi hitro poveca in Ze pri pH 7 doseze maksimalno
koncentracijo. Pri tem je kurkumin stabilen, barva raztopine se po nekaj urah ne spremeni, kar bi lahko
pomenilo, da je kurkumin (verjetno enolna ali pa Ze ionska oblika oblika) lahko stabilen tudi pri teh
pogojih (slika 15). Vendar je potrebno omeniti, da smo vse raztopine vedno zas¢itili z Al folijo in tudi

temperatura se ni spreminjala, meritve pa izvali takoj po pripravi raztopin, kasneje pa ne veg.

0] OH

/ol\//[o\

HO OH

Slika 15. Enolna oblika kurkumina

Zato dopus¢amo pa moznost, da je stabilnost kurkumina vecja, ko se pH vrednost poveéa (pH > 7) in
ne v pogojih kislega pH, kot je trdi ve¢ avtorjev. K tej trditvi deloma prispevajo tudi podatki o

izracunanih konstantah ravnotezja, ki so prikazen na sliki 16.

Topnost kurkumina se pri pH 6,5 poveca, kar se vidi tudi v spremembi barve, ki pa ni nujno samo
posledica razpada kurkumina, ampak bolj verjetno prisotnosti razli¢nih izomer. V teoreti¢nem delu smo
opisali keto-enolno tavtomerijo, vendar predvidevamo, da je moznih tudi veé razli¢nih cis-trans
(geometrijskih) izomer, ki niso vse enako topne v polarnih topilih (npr. v vodi); cis praviloma bolj kot
trans. Temu dejstvu pripisujemo tudi dvig antioksidativne ucinkovitosti (v nadaljevanju AO) pri
prakti¢no vseh preucevanih vzorcih kurkumina, pri pH 7. Zavedamo se, da so delezi razli¢nih izomer

lahko povezani ne samo s polarnostjo topila in pH, ampak tudi s temperaturo in prisotnostjo encimov
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(=biokatalizatorjev), kar v tej nalogi nismo preucili, v fizioloskih pogojih pa to lahko igra klju¢no vlogo.

Delez posameznih izomer je lahko kljuéen tudi pri oceni antioksidativne aktivnosti kurkumina.

Glede na vizualne ocene (barva in prisotnost oborine) sklepamo, da pri pogojih pH < 6,5 prevladuje
molekula v keto obliki, kjer kurkumin deluje kot donor vodikovih ionov, pri visjih vrednostih pH, pa
je v ospredju enolna oz. deprotonirana oblika in ta je tista, ki ima najvi$jo sposobnost »lovljenja«

radikalov.

Oblika kurkumina pH
A kislo

O o0
H,CO. X Z OCHs  Keto form
® < (Di-keto) nevtralno
HO' OH

keto-enol
tautomerization

bazi¢no
O OH

H,CO. X AL OCH;
O O Enol form
HO OH (Keto-enol)
pKa,=7.7-8.5

o O
H3CO. ! X A2 ] OCH;,
HO OH

pKa,=8.5-10.4

o O
H,CO. ! > A~ ! OCH;
HO O

pKay =9.5-10.7

o O
H4CO. x> A~ OCH,
Ho O O 0 \J

Slika 16. Oblike kurkumina v odvisnosti od pH

Kurkumin ima tri konstante ravnotezja (disociacijska konstanta kisline). Velja pravilo, da ve¢ja kot je
vrednost pKa, manjsa je disociacija in tem Sibkej$a je kislina. pKa vrednosti pri kurkumini se gibajo od

7,7 do 10,7, kar pomeni, da je Sibka kislina (destilirana voda ima pKa =14).

To je tudi osnova za boljse razumevanje antioksidativne uéinkovitosti kurkumina. Proton, ki se lahko
donira DPPH radikalu je kljucen za visoko antioksidacijsko uc¢inkovitost kurkumina. Za reakcijo z

radikalom DPPH sta predlagana dva mehanizma delovanja kurkumina (slika 17).
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Slika 17. Antioksidativno delovanje kurkumina (Sahne s sod., 2017, str, 694)

5.1 ZAKLJUCKI

V nalogi smo preucili dva farmacevtska pripravka kurkumina, enega v liposomskem ovoju in v teko¢i
obliki in v drugega v kombinaciji s kolagenom, v prasnati obliki. Za primerjavo smo vzeli tri primere
zaCimbe kurkume in €isti kurkumin. Cilj te raziskave je preuditi ali razgradnja kurkumina, prisotnega v
obeh tipih prehranskih dopolnilih, v okolju, ki simulira pH tankega Crevesja, vpliva na njegovo
antioksidacijsko u¢inkovitost in fizioloSko dostopnost. Meritve smo izvedeli kolorimetri¢no in na osnovi

podatkov eksperimentov postavljamo naslednje zakljucke:

1. Prehranska dopolnila s kurkuminom (vzorec 1 in 2) sta v izbranih pH obmogjih, v primerjavi Cistim
kurkuminom, pokazala veéjo antioksidacijsko u¢inkovitost, vendar razlika med njima in vzorci za¢imb
kurkume ni velika. Predvidevamo, da je bolj posledica dodatka Se dveh mocnih antioksidantov, to je
vitamina D in C. Zato je prva hipoteza le delno potrjena. Prehranski dopolnili sta bili od 49% — 62%
ucinkoviti, Cisti kurkumin 48%. Sta pa obe prehranski dopolnili uspesno za$¢itili kurkumin pred

spros¢anjem in transformacijo v simuliranih pogojih tankega ¢revesja.

2. V hipotezi dve smo predvideli, da bodo med razgradnimi produkti obeh enkapsuliranih razli¢ic
kurkumina razlike v antioksidacijski u¢inkovitosti, kar se je potrdilo (49 % proti 62%), vendar zopet
ostaja dvom ali je to na ra¢un razgradnih produktov kurkumina ali dodanih vitaminov. Zato je tudi druga

hipoteza le delno potrjena.

3. Vsi trije vzorci preiskovane za¢imbe kurkume so pokazali zelo primerljivo antioksidacijsko
ucinkovitost, okoli 40%. To je bilo niZje kot popre¢je pri Cistem kurkuminu (48%), zato je tretja

hipoteza potrjena, vendar s pridrzkom. Za¢imbe kurkume so pri 7,0 in pH 7,5 kazale vi§jo AO kot Cisti
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kurkumin, kar pomeni, da je tudi v za¢imbah »zas€ita«, ki kurkuminu omogoca, da ima visoko AO tudi

pri teh vrednostih pH.

4. Na osnovi dobljenih rezultatov se zdi, da enkapsulacija kurkumin sicer zas¢iti, vendar njegov
antioksidacijska u¢inkovitost (od 49% do 62%) v primerjavi s kurkumo (40%), ni tako velika, kot je
cenovna razlika. Kurkuma (zac¢imba), kljub nizkemu delezu kurkumina, ohranja izjemno visoko
antioksidacijsko ucinkovitost (40%). Zato se zdi, da bioloski uéinki kurkumina morda niso samo
posledica izhodi$¢ne molekule (kurkumina), ampak tudi njegovih razgradnih produktov. Izomere
kurkumina, ki so posledica spremembe pH, imajo prav tako visoko AO, ki je lahko posledica vecje

topnosti spojin.

Pri eksperimentalnem delu smo se ves ¢as soocali z nizko topnostjo kurkumina in kurkume v vodi, kar
smo premoscali z uporabo metanola in etanola, dveh organskih topil, v katerih je topnost vecja ter
nizkimi koncentraciji raztopin, ki smo jim merili absorbance. Vedno smo najprej vzorec raztopili v
enemu od obeh alkoholov in Sele nato dodali vodo oz. puferno raztopino. Vsi vzorci so bili ves ¢as oviti

z Al folijo, da bi preprecili razpad u¢inkovine zaradi svetlobe.

Ker smo bili omejeni z opremo, vidimo predvsem na tem podrocju Se veliko moznosti za izboljsave.
Zaenkrat smo lahko samo ugibali v katere produkte je zacel kurkumin razpadati od pH 6,5 dalje, z boljso
opremo bi jih lahko tudi prepoznali. K vecji veljavnosti rezultatov, bi prispevalo tudi vecje Stevilo
vzorcev in kontrola nad starostjo uporabljenih za¢imb ter njihovim izvorom. Kurkuma se ravno zaradi

foto obcutljivosti kurkumina ne bi smela prodajati v prozorni embalazi.

Podaljsanje ¢asa meritev bi dalo odgovor na vpraSanje ali je kurkumin v kislem res stabilna molekula in
Ce, kako hitra je razgradnja kurkumina v primerjavi s pH 7,5. Delez in hitrost razgradnje igrata bistveno

vlogo pri abosrbciji kurkumina v kri.

Vseeno pa lahko zaklju¢imo, da obstaja velika verjetnost, da je kurkuma in kurkumin v njej, z vidika
antioksidacijske ucinkovitosti, zelo mocna zacimba in formulacije kurkumina ne dajejo bistveno boljsih

rezultatov v antioksidacijski u¢inkovitosti.

O bioloski dostopnosti pa na osnovi izvedenih poskusov ne moremo sklepati. Prav tako se zavedamo,

da rezultati in vitro ne morejo nadomestiti raziskav in vivo.

5.2 DRUZBENA ODGOVORNOST

Prehranska dopolnila so izdelki, ki se uporabljajo za dopolnjevanje prehrane in lahko vsebujejo
vitamine, minerale, rastlinske izvlecke in druge sestavine. Podjetja, ki proizvajajo prehranska dopolnila,
imajo pomembno vlogo pri zagotavljanju varnosti in kakovosti teh izdelkov ter zagotavljanju informacij

0 zelenih in nezelenih ucinkih. Njihova druzbena odgovornost vkljucuje zagotavljanje varnosti in

e
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kakovosti izdelkov, spostovanje zakonov in predpisov. To vkljucuje tudi zagotavljanje pravih informacij
ter spodbujanje njihove uporabe na nacin, ki izboljSuje zdravje in dobro pocutje ljudi. Kurkumin se
danes obravnava kot eden najmocnejSih naravnih antioksidantov, o ¢emer smo se lahko prepricali tudi
sami, saj je bilo samo 30 sekund dovolj, da se od 40% do 60 % radikala DPPH zreduciralo ob prisotnosti
kurkuminskih pripravkov ali ¢istega kurkumina. Antioksidanti so snovi, ki pomagajo zmanjsati $kodo,
ki jo povzrocijo prosti radikali v telesu. Slednji lahko poskodujejo celice in tkiva, kar lahko vodi v
razli¢na bolezenska stanja, kot so sréne bolezni, diabetes, rak in Alzheimerjeva bolezen. Poleg tega
kurkumin lahko pomaga tudi zmanjsati vnetje v telesu. .Ker je kurkumin trenutno zelo »vroca
uc¢inkovina«, vkljucena v Stevilne raziskave, avtorja te naloga upava , da sva korektno predstavila vsaj
eno lastnost te molekule, ki navduSuje Stevilne uporabnike in znanstven svet, to je njen zelo visok

antioksidacijski potencial.
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