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POVZETEK

Za dokaz vsebnosti tujona in preverjanje antioksidativnih lastnosti v razli¢nih rastlinah z zdravilnimi
ucinki smo pripravili 12 vzorcev. Za analizo smo uporabili 4 razli¢ne rastline: navadni pelin, sladki
pelin, zajbelj in konopljo. Namen raziskovalne naloge je bil ugotoviti, ali ekstrakti teh rastlin vsebujejo
tujon, ali je res, da sladki pelin in konoplja edina med preucevanimi rastlinami ne vsebujeta tujona, in

ali imajo navadni pelin, sladki pelin, Zajbelj in konoplja antioksidativne lastnosti.

Za testiranje tujona in antioksidativnih lastnosti smo si pripravili ekstrakte teh rastlin z ekstrakcijo po
Soxhletu. V ekstraktih smo nato s pomoc¢jo ATR-IR spektroskopije dolocili prisotnost tujona v
posameznih rastlinah. Za dokazovanje antioksidativnih lastnosti smo uporabili metodo DPPH za
dolocanje antioksidativne aktivnosti. Prav tako smo preverili vsebnost fenolnih spojin. Prisotnost tujona
smo dokazali v navadnem in sladkem pelinu ter Zajblju. Antioksidativne lastnosti in prisotnost fenolnih

spojin pa smo dokazali v vseh Stirih rastlinah.

Kljucne besede: navadni pelin, sladki pelin, Zajbelj, konoplja, vsebnost tujona, preverjanje

antioksidativnih lastnosti, ekstrakcija, ATR-IR spektroskopija, metoda DPPH, fenolne spojine

ABSTRACT

For proving the presence of thujon and testing antioxidant features in different plants with healling
effects, we prepared 12 samples. For analysis we used 4 different plants: Artemisia vulgaris, Artemisia
annua, Salvia officinalis and Cannabis sativa. The goal of our research was to find out if the plant
extracts contain thujon, if it is true that Artemisia annua and Cannabis sativa are the only ones among
analysed plants which do not contain thujon and if Artemisia vulgaris, Artemisia annua, Salvia

officinalis and Cannabis sativa have antioxidant features.

For thujon and antioxidants testing we prepared plant extracts with Soxhlet extraction. Then we
determined the presence of thujon in these extracts with the help of ATR-IR spectroscopy. For proving
antioxidant features we used DPPH method. Furthermore we checked the presence of phenol
compounds. We proved the presence of thujon in Artemisia vulgaris, Artemisia annua and Salvia

officinalis. We proved antioxidant features and presence of phenol compounds in all four plants.

Key words: Artemisia vulgaris, Artemisia annua, Salvia officinalis, Cannabis sativa, presence of thujon,

checking the antioxidant features, extraction, ATR-IR spectroscopy, DPPH method, phenol compounds
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1.UVOD

V zadnjem casu ljudje i8¢ejo naravne oblike zdravljenja, zaradi tega velikokrat posezejo po zdravilnih
rastlinah. Reklam za take ali druga¢ne zdravilne rastline je v zadnjem ¢asu zelo veliko in tudi naju je
podrodje pritegnilo, zato sva zaceli raziskovati, katere so tiste »¢udezne rastline«. Veliko je tak$nih, ki
jim pripisujejo razlicne zdravilne ucinke. Kmalu sva ugotovili, da mnoge rastline poleg zdravilnih
vsebujejo tudi nekatere strupene ucinkovine. Zato sva se odlocili raziskati morebitne strupene snovi v
zdravilnih rastlinah. Med iskanjem sva naleteli na u¢inkovino tujon, ki bi ga naj vsebovale predvsem
rastline iz druzine pelinovk. Tako sva za svojo raziskavo najprej izbrali sladki pelin, o katerem sva v
zadnjem Casu veliko brali in je znana po tem, da vsebuje artemisinin, ki zdravi malarijo. Za primerjavo
sva izbrali navadni pelin in Zajbelj, za katera sva zasledili, da je pri uzivanju potrebna pazljivost zaradi

tujona.

Te rastline uvr§¢amo med zdravilne zaradi njihovih antioksidativnih lastnosti. Med prebiranjem ¢lankov

je najino zanimanje pritegnila Se konoplja in odlo¢ili sva se, da jo vkljuciva v najino raziskavo.

Tako sva si zadali cilj: preuciti vsebnost tujona, antioksidativne lastnosti in fenolne skupine v ekstraktih

sladkega pelina, navadnega pelina, Zajblja in konoplje.
Pred raziskovanjem sva si zastavili naslednje hipoteze:

1. Ucinkovitej$a bo ekstrakcija, ve¢ja bo vsebnost tujona v pridobljenem ekstraktu posamezne
rastline.

2. Prisotnost tujona v ekstraktih rastlin bo vecja v ekstraktih, pripravljenih z nepolarnim topilom,
kakor v ekstraktih s polarnim topilom.

3. Zajbelj bo vseboval najveé¢ tujona v primerjavi z navadnim pelinom, sladkim pelinom in
konopljo.

4. V navadnem pelinu, sladkem pelinu, Zajblju in konoplji bomo dokazali antioksidativne
ucinkovine.

5. Vnavadnem pelinu, sladkem pelinu, zajblju in konoplji bomo dokazali vsebnost fenolnih spojin.

6. Za antioksidativne lastnosti rastlin so v glavnem odgovorne fenolne spojine.
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2. TEORETICNI DEL

2.1 Navadni pelin

Navadni pelin' (4rtemisia vulgaris), ki spada med nebinovke (Asteraceae), je 60-250 cm visoka rastlina
in trajnica. Caj iz navadnega pelina spro$¢a in pomirja Zivce pri Zivénosti in motnjah spanja. Pomirja
krée pri menstrualnih bole¢inah, pomaga tudi pri lajSanju ¢revesnih kréev. Spodbuja delovanje trebusne
slinavke in prebavo. LajSa leno ter slabo prebavo in pomanjkanje teka. Pelinovo olje pomaga pri
utrujenih stopalih in revmatizmu. Navadni pelin priporocajo za zdravljenje bakterijskih in glivi¢nih
okuzb, saj deluje antibakterijsko. U¢inkovito zniZuje povisano telesno temperaturo in lajSa koZna vnetja.

Zaradi eteri¢nega olja in seskviterpenskih laktonov odpravlja ¢revesne zajedavce, predvsem gliste.

Sestavine in u¢inkovine, ki gradijo navadni pelin so:
— Creslovine,
- grencine (seskviterpenlaktoni),
- flavonoidi,
—  kumarini,
- triterpeni,
- eteri¢no olje (do 0,3 %) s cineolom in

- tujon.

V njem lahko najdemo celo vitamin C. Glavni u¢inkovini absintin in artabsin, ki se pojavljata

predvsem v listih, povzroc¢ata grenkobo.

Slika 1: Navadni pelin

2.1.1 Uspevanje in gojenje

Raste na gozdnatih posekah, na nabrezjih, pasnikih in med grmovjem po vsej Evropi.

'vir1,3,6,7,9,11,18
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2.2 Sladki pelin

Sladki pelin? (Artemisia annua) je zdravilna rastlina iz druZine nebinovk. Izvira iz Evrope, Azije in
Severne Amerike. Kitajci, ki so znani po dolgi zivljenjski dobi, ga Ze 2000 let uporabljajo proti malariji.
Na Balkan so ga prinesli Turki, ki so ga uporabljali zaradi cudovitega vonja, ki je odganjal mrces, hkrati

pa pomagal pri vro€i¢nih stanjih in bolec¢inah.

Je rastlina enoletnica, katere grm lahko doseze viSino tudi ve¢ kot 2 metra. Cvetovi sladko disijo, listi

so svetlo zelene barve, pernato deljeni in nazob¢ani. Ima mocan aromati¢en vonj in grenki okus.

Uporablja se kot koncentrat v obliki eteri¢nega olja. To so hlapne zmesi biogenih spojin, med katerimi
prevladujejo mono- in seskviterpeni in aromatski fenilpropanovi derivati. Izkoris¢a se tudi v obliki mazil
za zunanjo uporabo, iz svezih ali posuSenih delov se lahko pripravi ¢aj. Znanstveno je potrjeno, da
mocno znizuje stopnjo smrtnosti pri bolnikih, okuzenih z malarijo, ki je ena najpogostejsih nalezljivih
tropskih bolezni. Iz prakse ljudi pa so razvidni tudi mnogi drugi pozitivni ucinki: pomaga pri hujSanju,
znizuje povisano telesno temperaturo, mazilo pomaga pri bolecinah v sklepih, zdravi zlatenico (Cisti
jetra), izvle¢ek artemizinina v kombinaciji z Zzelezom in C-vitaminom unicuje rakaste celice, je
ucinkovito protivnetno zdravilo, odganja mrcées, povecuje imunsko odpornost organizma, pomaga pri
trebusnih krcih, unicuje Sirok spekter parazitov, lajsa menstrualne bole¢ine, pomaga pri prehladu, gripi,
herpesu, glivicah in premagovanju virusov ter zdravi melanholijo in depresijo, prah iz korenine pa lajsa

tudi epilepsijo in histerijo.
Sladki pelin vsebuje:

— kvercetin (deluje protivnetno, antibakterijsko in protiglivi¢no),

- kafro,

— fitosterol, (zavirajo rast sevov bakterij, ki so vzrok infekcije Crevesja)
— karakol,

— artemizinin (zdravi malarijo),

— luteolin (antioksidant, ki deluje tudi protivnetno) in

— tujon.

Zvir 15
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Slika 2: Sladki pelin

2.2.1 Uspevanje in gojenje
Sladki pelin moramo sejati vsako leto. Vzgoja je preprosta. Rastlina najbolje uspeva v odcednih,
nevtralnih oz. rahlo alkalnih ilovnatih tleh, tiste, ki pa uspevajo v slabih in susnih tleh, pa so bolj odporne

in aromaticéne.

Zaradi hitre rasti in prijetnega vonja se uporablja tudi v okrasnem vrtnarstvu, ponekod pa lahko postane

nadlezen plevel.

Sladki pelin sejemo spomladi februarja in marca. Najprej ga moramo vsaj dvakrat prepikirati in Sele
nato ga lahko posadimo v vecjo posodo na prostem ali na vrt. Maja, ko mine nevarnost pozebe, ga lahko
prenesemo na prosto. Najbolje ga je posaditi loCeno od drugih rastlin, saj jih zaradi visoke rasti lahko

zasenci. Cvetove in liste za pripravo ¢aja nabiramo avgusta.

2.3 Zajbelj

Zajbelj? (Salvia officinalis) je mnogostransko uporabna za¢imbna in zdravilna rastlina. Spada v druzino
ustnatic. Izvira iz juzne Evrope in Sredozemlja. Od nekdaj je zajbelj veljal za rastlino, ki ¢loveku lahko
povrne nesmrtnost, zato je bil vedno visoko cenjen. Ze v &asu Rimljanov je bilo njegovo nabiranje
povezano s Stevilnimi obredi. Grki so ga uporabljali za lajSanje kacjih ugrizov. V ljudskem zdravilstvu

ima zajbelj zares bogato zgodovino.

Po izgledu je droben vedno zelen polgrmicek s svetlo vijoli¢astimi cvetovi, ki se na koncu stebla zbirajo
v rahel grozd, sivkastimi elipti¢nimi, na kratkih pecljih ali sedec¢imi listi in Stevilnimi olesenelimi stebli.
Vsi nadzemni deli Zajblja so prerasli z dlakastimi zleznicami, ki izlo¢ajo eteri¢no olje, kar rastlino varuje

pred izsusitvijo v toplejSem delu leta. Zraste lahko do 40 cm in ima pekoc¢ okus.
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Nekaj skrivnosti nekaterih zdravilnih rastlin

Zajbelj je vsestransko zelii¢e. Uporaben je tako v kuhinji, kjer se ga dodaja jedem kot za¢imbo, kot tudi
v medicini. Cajni pripravek zdravi vnetja Zrela, ustne votline in dlesni, omejuje in pomirja potenje ter
pozitivno vpliva na crevesje in Zelodec. UZivanje le-tega naj bi vplivalo tudi na vrednost glukoze na
teSCe, prav tako pa naj bi ga tudi sicer uporabljali za zniZzevanje vrednosti krvnega sladkorja pri ljudeh,
ki se spopadajo s tveganjem za razvoj sladkorne bolezni tipa 2. V obliki eteri¢nega olja razkuzuje in
lajsa krée. Rastlina zaradi vsebnosti ¢reslovine in grencine spodbuja prebavo mastne hrane oziroma

delovanje jeter in Zolca.

Zelo intenzivno antioksidativno delovanje ima tudi izvlecek Zzajblja. Uc€inkovito deluje proti
stafilokokom, S$igeli in salmoneli, ki so pogosti patogeni mikrobi. Z izvleckom lahko prav tako

izboljSamo pomnjenje.
Zajbelj vsebuje predvsem antioksidante pa tudi druge snovi:

— apigenin,

— diosmetin,
— luteolin,

— Creslovino,
— grencino in

— tujon.

Slika 3: Zajbelj
2.3.1 Uspevanje in gojenje

Zajbelj glede talne sestave ni preveg izbiréna rastlina, najbolje pa uspeva na lahkih, suhih, alkalnih ter
dobro odcednih tleh. Najraje ima son¢no lego, saj je ob¢utljiv na veter in mraz, zato ga najpogosteje
najdemo ravno po suhih predelih juzne Evrope in po obrezjih Sredozemskega morja. Pri nas ga je
mogoce zaslediti divje rastocega predvsem v obmorskih krajih na suhih in kamnitih tleh ali gojenega v

gorah in domacih nasadih.
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Je povsem nezahtevna rastlina, le dokler se ne ukorenini, je obcutljiv na primanjkljaj vlage, zaradi tega
zalivamo samo mlade sadike. Jeseni ga je potrebno zascititi pred zimskim mrazom ali ga prenesti v

prezimni neogrevan prostor.

Zajbelj spada med trajnice. Na prosto ga sejemo marca ali aprila. V maju nezne mlade sadike utrjujemo

in jih kasneje presadimo.

2.4 Konoplja

Konoplja* (Cannabis sativa) je dvodomna rastlina druzine konopljevk (Cannabaceae). Na lastnosti

konoplje vplivajo podnebje, svetloba, prst in hranila.

Konoplja vsebuje kanabinoide, ki so terpenofenolne kemicne spojine, ki aktivirajo kanabinoidne
receptorje, razprostrte po celotnem telesu. Njeni listi so ozki, veje so maloStevilne in cvetovi so rahli.
Njeno steblo je razvejano in pokon¢no, rastlina pa je visoka od 0,5 do 5 metrov. Njen zivljenjski cikel

traja priblizno od 100 do 150 dni.

Ker je konoplja biorazgradljiv material, se lahko v celoti reciklira. Zamenja lahko nerazgradljive,

plasti¢ne in sinteti¢ne materiale, ki so v danasnjem ¢asu sporni.

Konoplja je uporabna na mnogih podrocjih. V prehrani so pomembna olja iz konoplje, njena semena,
moka, proteini, pridobljeni iz nje, in ¢aji. Konopljino olje in semena so bogati z omega mas¢obnimi
kislinami, beljakovinami, prehranskimi vlakninami, minerali in vitamini. Iz rastline se lahko pridelata
tudi moka in konopljini proteini. Uporablja se tudi v obliki ¢aja, ki je lahko pripravljen iz razli¢nih
delcev rastline. Njihove u¢inkovine so odvisne od dela konoplje, iz katere je pridelan c¢aj, tako lahko
pripomorejo k razstrupljanju telesa ter izboljSujejo prebavo. Odpravljajo tezave, laj$ajo simptome in
preprecujejo nastanek aken, astme, debelosti, migren, shizofrenije, rakavih obolenj, slabosti itd.
Esencialne mas¢obne kisline krepijo imunski sistem, srce in ozilje ter povecujejo dovod kisika do celic.
Deluje tudi protivnetno in antibakterijsko. Zaradi tega se uporablja tudi v kozmetiki in medicini.
Pomembna je tudi v tekstilni industriji, kjer je pomembna zaradi svoje vzdrzljivosti in odpornosti. Njena
vlakna so najmocnej$a in najtrpeznejSa med vsemi rastlinami na planetu. Dejavniki, ki $e vplivajo na
njeno vlogo na tem podrocju, so, da je lahko pridelana na ekoloski nacin, je hipoalergena in njena vlakna
so zracna ter $¢itijo pred UV-zarki. V gradbenistvu se iz industrijske konoplje izdelujejo zidaki, bloki,

beton in izolacija. Nastopa tudi v papirni in avtomobilski industriji, saj je lahko tudi surovina za

pogonsko gorivo. Iz nje se lahko izdela vec kot 50 000 izdelkov.

dvir7,14,17
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Konoplja je vir ve¢ kot 2000 substanc, od teh so najpomembne;jse:

— kanabinoidi (najpomembnejsa sta THC (povzroca omamo zaradi delovanja na centralno
ziv€evje) in CBD (deluje na periferno zivéevje in ni psihoaktivno, ne povzroca omotice ali
drugih nezelenih ucinkov),

— esencialne masS¢obne kisline,

— Stevilna makro- in mikrohranila in

— fenolne spojine (med njimi predvsem flavonoidi, kanflavini in tudi nekateri predstavniki

stilbenov ter lignanov).

Slika 4: Industrijska konoplja
2.4.1 Uspevanje in gojenje

Ima dober hektarski donos, ob ugodnih pogojih se lahko zanje tudi dvakrat letno. Rahlja zemljo in ni
tezavna rastlina, saj ne potrebuje niti pesticidov niti zahtevne obdelave. Odli¢na je za fitoremediacijo,
ki pa je ena izmed oblik bioremediacije, pri kateri se uporabljajo rastline za odstranjevanje kovin,
organskih kemikalij (bencina, nafte, pesticidov, mazil, topil) oz. splosno onesnazevalcev iz prsti in vode.
Dokazano je, da konoplja ocisti zemljo vseh tezkih kovin, radioaktivnih elementov in fitofarmacevtskih

sredstev. Poleg tega je pomembna polj$¢ina v kolobarju.

Primeren ¢as za setev je od zacetka aprila do sredine maja. Odli¢no uspeva na svezi njivi ali travniku.

2.5 Tujon
Tujon® ali po IUPAC-u 4-metil-1-(1-metiletil)biciklo[3.1.0]heksan-3-on, z molekulsko formulo

Ci0H160, je monoterpenski keton. Brezbarvna tekoc¢ina z molsko maso 152,236 g/mol ima vrelisce pri

474-475 K. Topi se v etru in kloroformu, ne pa tudi v vodi.

Svir6, 16
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Tujon spada med zivene strupe, Se posebej skodljiv je za osrednje ZivCevije, pri dolgotrajni uporabi lahko
povzroc€i ob¢utek vro¢ine in omoti¢nosti, pospeseno bitje srca ter epilepti¢ne krée. Je sestavina Stevilnih
eteri¢nih olj, med drugim pelina in zajblja, pri zivalih deluje kot konvulziv, zmanj$a odzivnost na

bolec¢inske drazljaje. Skupaj z eteri¢nimi olji povzroca splav.

CHs CH;

One N

o™ CH H3o’/f\\“CH3

c-Thujon A-Thujon
Slika 5: Strukturni formuli a- in f- tujona
2.5.1 Izomera tujona

Poznamo dve obliki tujona, a- in -, ki skupaj definirata tujon.

2.5.2 Zakonodaja o vsebnosti tujona

Po predpisih Evropske unije je najve¢ja dovoljena vrednost a- in B-tujona v prehrambenih izdelkih in
brezalkoholnih napitkih 0,5 mg/kg, v alkoholnih pijacah z do 25 vol.% alk. 5 mg/kg in dvakrat toliko v
alkoholnih pijacah z ve¢ kot 25 vol.% alk. Prehrana iz pripravkov, osnovanih na Zajblju, lahko vsebuje

25 mg/kg a- in B-tujona, grencice pa 35 mg/kg.

2.6 Antioksidativnost
2.6.1 Prosti radikali

Med antioksidante® spadajo vse molekule, ki lahko povsem preprecijo ali vsaj upodasnijo oksidacijo
drugih molekul. Pri kemi¢ni reakciji oksidacije pride do prenosa elektrona iz ene substance na spojino,
ki se oksidira, ali z drugimi besedami reducent. Pri tovrstni reakciji obstaja moznost nastanka prostih
radikalov. Med proste radikale spadajo vsi atomi, molekule ali ioni z vsaj enim neparnim elektronom.
So zelo reaktivne molekule, ki v telesu sproZijo verizne radikalske reakcije, kar lahko vodi do poskodb
celi¢nih struktur. V telesu lahko delujejo tako endogeno kot tudi eksogeno, reagirajo lahko z DNK,

proteini in lipidi. Povzrocena $koda v Zivih celicah lahko povzro¢i mnoge kroni¢ne bolezni, kot so na

Svir2,5,10
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primer rak, kap, Alzheimerjeva bolezen, Parkinsonova bolezen, ateroskleroza, staranje, demenca in

druge degenerativne bolezni.

2.6.2 Oksidativni stres

Pojem, ki ga je leta 1978 prvi omenil Fridovich, definiramo kot moteno ravnotezje med nastajanjem
reaktivnih kisikovih spojin oziroma prostih radikalov in delovanjem antioksidantov, katerih naloga je
nevtraliziranje oksidantov. Kadar je oksidativni stres povecan, to pomeni poviSano vsebnost prostih

radikalov v celicah in tkivih.

V organizmih so se postopoma razvili neencimski (mikrorudnine, katehini, bioflavonoidi, betakaroteni,
vitamini (A, C, E), tioredoksini, glutation) in encimski (glutationska peroksidaza, superoksidna
dismutaza, katalaza) antioksidacijski obrambni mehanizmi, da bi preprecili ali vsaj zmanjsali proste

radikale.

2.6.3 Delitev antioksidantov

Antioksidante glede na njihov izvor delimo na naravne in sinteticne.

V najini raziskovalni nalogi sva odkrivali vsebnost naravnih antioksidantov v razli¢nih rastlinah.
Antioksidanti naravnega izvora se najpogosteje nahajajo v rastlinah kot askorbinska kislina, fenolne
komponente (tokoferoli, alkoholi, fenolne kisline, flavonoidi) in kartenoidi. Lahko jih zasledimo v

katerem koli delu rastline, tako v steblu, listih, cvetu, plodu kot tudi v semenih.

2.6.4 Vloga antioksidantov

Vloga antioksidantov je preprecitev oksidativnega stresa. Reagirajo s prostimi radikali in jih na ta nacin
nevtralizirajo, saj odstranijo intermediate s prostimi radikali, s tem pa preprecijo oksidacijo drugih
molekul. Hkrati s tem pomagajo pri ohranjanju senzori¢nih lastnosti (videza, barve, vonja in okusa)

snovi, na katero vplivajo.

2.7 Fenolne spojine

Fenolne spojine’, znane tudi pod imenom fenilpropanoidi, so ena najbolj razsirjenih sekundarnih
metabolitov, najdenih v rastlinah. Mednje spadajo tudi fenolne kisline, kot sta benzojska in
hidroksicinami¢na kislina, flavonoidi, stilbenoidi in lignani. V rastlini opravljajo razli¢ne naloge.

Rastlino $¢itijo pred rastlinojedci, patogenimi organizmi in neugodnimi vremenskimi razmerami ter

privabljajo oprasevalce in raznaSalce semena.

Velika koli¢ina fenolnih snovi daje sadju, Se posebej nezrelemu, trpek okus. To varuje rastlino pred

objedanjem, ko semena S$e niso popolnoma razvita. Koli¢ina sekundarnih metabolitov vpliva na

Tvir 19
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odpornost na bolezni in $kodljivce. Koli¢ina fenolnih spojin v tkivih in organih ter med razlicnimi

vrstami, sortami se razlikuje. Nahajajo pa se tudi v predelanih izdelkih, kot so sokovi in vina.

Antioksidativne lastnosti imajo mnogi fenoli, zaradi ¢esar spremenijo redoks stanje v celici. Te spojine
§¢itijo celice pred oksidativnim stresom, kar prepreuje razvoj bolezni. Nekateri zavirajo ksantin
oksidaze in druge encime, ki so vpleteni v proizvodnjo skodljivih spojin. Vezava prehranskih fenolov
na receptorje je estrogenska aktivnost Stevilnih izoflavonov in sorodnih molekul, ki je ena

najpomembnejsih ucinkovin. Molekule se vezejo na estrogenske receptorje ter jih tako aktivirajo.

flavon flavonon

flavonol

Slika 6: Strukturne formule nekaterih fenolnih spojin v rastlinah
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3. METODE DELA

3.1 Seznam laboratorijske opreme, pripomockov in materialov

Laboratorijski inventar:

— kapalka

— steklena paliCica
— avtomatske pipete
— casa

— merilne bucke

— kivete

— analitska tehtnica
— Soxlet ekstraktor
— rotavapor

— IRAffinity-1S

—  Spektrofotometer.
Pripomocki:

— aluminijasta folija
- tulec

— vata.
Kemikalije:

— etanol

— metanol

— heksan

—  2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)
— Folin-Ciocalteujev reagent

— natrijev (V) karbonat (Na,CO3)

— galna kislina.
Vzoreci rastlin:

— navadni pelin — ¢aj, kupljen v trgovini,
— sladki pelin — posuseni listi, cvetovi in stebla dobljeni od pridelovalca Deana Korpica,
— Zzajbelj — caj, kupljen v trgovini,

— konoplja — posuSeni listi, dobljeni od pridelovalca Igorja Makoterja.
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3.2 Ekstrakcija
3.2.1 Ekstrakt

Med ekstrakte uvrs¢amo trdne (suhe ekstrakte), poltrdne (goste ekstrakte in oljne smole) ali tekoce
(tekoci ekstrakti in tinkture) pripravke, pridobljene iz zivalskih materialov ali rastlinskih drog, obi¢ajno

posusenih. Za najino raziskovanje sva pripravljali ekstrakte, pri katerih smo odstranili topila.

3.2.2 Topila
V raziskovalni nalogi smo uporabili za topilo etanol, s katerim smo naredili po dve ekstrakciji za vsako

rastlino, in heksan, s katerim smo naredili eno ekstrakcijo za vsako rastlino.

Etanol®, tudi etilni alkohol, s kemijsko formulo C,HsOH je brezbarvna, gorljiva teko¢ina in osnova
alkoholnih pija¢. Molekulska masa EtOH je 46,07 g/mol, pri 293 K ima gostoto 0,79 g/cm?, pri 101,31
kPa ima talisce pri 129 K, vrelis¢e pa pri 351 K. Pri najinem eksperimentu smo ga uporabili kot polarno

topilo.

Heksan je nasicen alkan z molekulsko formulo CsHi4. Pri obi€ajnih reakcijskih pogojih je reaktivna
spojina, ki se mesa z vodo v vseh razmerjih. Njegova molekulska masa je 86,172 g/mol, gostota pa 655

kg/m?, pri 341 K ima vrelis¢e. Pri eksperimentu smo ga uporabili kot nepolarno topilo.

3.2.3 Ekstrakcija po Soxhletu
Najprej smo dali v tulce suhe rastline. Za to smo uporabili posusene dele rastlin. Tako pripravljene tulce

smo dali v Soxhletov aparat in zaceli z ekstrakcijo.

Slika 7: Pripravijeni tulci pred izvedbo
Soxhlet ekstrakcije

8 vir 13

17



Nekaj skrivnosti nekaterih zdravilnih rastlin

Soxhlet ekstrakcijo smo izvedli s pomocjo Soxhletovega aparata, s katerim smo iz zmletih trdih delcev
dobili ekstrakt. Aparat sestavljajo: destilirka, povratni hladilnik in cilindriéni del. Ekstrakcijo smo
izvedli pri malo vi§ji temperaturi od vreli§¢a topila. Z etanolom smo reakcijo izvedli pri 353 K. V bucki,
ki smo jo zaradi ¢im manj$e toplotne izgube pokrili z aluminijasto folijo, se je na vodni kopeli segrevalo
topilo. Pare so po cevi potovale do hladilnika, kjer je potekla kondenzacija in je ¢isto topilo kapljalo na
zmes v filtrirnem papirju. V ekstrakcijski komori se je zbiral ekstrakt. Ko je bila ekstrakcijska komora
z raztopino napolnjena do viSine odtoka, je ta stekla po principu natege nazaj v bucko. V bucki se je
nabirala ekstrahirana spojina, v filtrirnem papirju pa netopne primesi. Reakcija je potekala tako dolgo,

da so potekli 4 cikli ekstrakcije, torej priblizno pet ur.

Slika 8: Soxhletov aparat v Solskem laboratoriju

3.2.4 Loc¢evanje z rotavaporjem

Topilo smo po koncani Soxhlet ekstrakciji od ekstrakta locili z rotavaporjem. Takrat smo postopek
izvajali pri nizji temperaturi (323-333 K) kot pri ekstrakciji po Soxhletu. S pomocjo vrtenja se je
povecala povrSina vzorca in na ta nacin se je izboljsal prenos toplote. Preko vakuumske ¢rpalke smo
dovajali Se podtlak. Locitev je potekala vse do popolne locitve topila od topljenca, torej nastanka

ekstrakta, ki ni vseboval ostankov topila.
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Slika 10: Locitev z rotavaporjem v Solskem Slika 9: Ekstrakt po odparitvi topila
laboratoriju

3.3 Preverjanje prisotnosti tujona v rastlinah
V 10 mL merilno bucko smo zatehtali 10 mg vzorca ter ga razred¢ili do oznake z metanolom. Vzorec

smo dobro premesali in dali na ultrazvoéno kopel, da se je ekstrakt raztopil.

Prisotnost tujona smo Zeleli dokazati z merjenjem absorbance z napravo Cary 50 verzija 3.00 pri valovni
dolzini 273 nm. Ta metoda se je izkazala za neucinkovito, saj je napravo motila zelena barva
pripravljenih vzorcev rastlin. Zaradi tega so bili rezultati vseh meritev zelo podobni. To je vodilo v
odlocitev za uporabo metode ATR-IR spektroskopije, s katero smo preverjali prisotnost tujona v

ekstraktih, pripravljenih s polarnim topilom in nato $e z nepolarnim topilom.

3.3.1 ATR-IR spektroskopija

Infrardeca (IR) spektroskopija je ena najpomembnejsih in hkrati najpogosteje uporabljenih analitskih
metod, s katero se lahko razlozi kemijska struktura snovi in dolocijo njene funkcionalne skupine.
Infrardeca spektroskopija se primarno uporablja kot kvalitativna tehnika za dolocanje in preverjanje
Cistih snovi. Spektre z visoko intenziteto dodatno zagotavlja tudi prodorna globina IR-zarkov, ki znasa
nekaj pum. V tem primeru se IR-zarki ne odbijejo samo od povrSine vlaken, temve¢ prodrejo skozi

vlakno, kar e dodatno ojaca signal.

V tujonu so prisotne vezi med atomi ogljika in vodika (C-H vez) v alkanih, vezanih na obro¢ in v obroc¢u

ter vezi med atomi ogljika in kisika (C=0 vez), ki je kot funkcionalna skupina vezana na obroc.

Absorpcijska vrednost za keton (karbonilno skupino) se pojavi med 1655 in 1760 cm-1. Drug, relativno

mocan signal, lahko pri¢akujemo tudi med 2850 in 2965 cm-1, kar kaze na C-H vez.

L
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Absorpcijske vrednosti smo merili v ekstraktih z napravo IRAffinity-1S.

Slika 11: Merjenje absorpcijskih vrednosti z
IRAffinity-1S na Fakulteti za kemijo in kemijsko
tehnologijo Maribor

3.4 Metoda DPPH za dolocanje antioksidativne aktivnosti

Za dolocanje antioksidativnih® lastnosti tujonovega ekstrakta smo uporabili metodo DPPH. Prvi je
tovrstno metodo za dolocanje antioksidativnega potenciala s prostim radikalom DPPH predstavil
Marsden Blois na Univerzi Stanford. Kot modelni antioksidant je uporabil cisten, ta metoda spada med

eno izmed najstarejSih indirektnih metod za doloCanje antioksidativnega potenciala.

N—N NO,

Slika 12: Skeletna formula DPPH
Z okrajsavo DPPH oznacujemo organsko kemijsko spojino 2,2-difenil-1-pikrylhidrazil. Kristalni prah
temne barve sestavljajo stabilne molekule prostih radikalov. Pri uporabi v laboratorijskih raziskavah ima

dve glavni vlogi: ena je nadzor kemijskih reakcij, ki vkljuCujejo radikale, predvsem je to skupni

% vir 8
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antioksidativni test in drugi je standard poloZaja in intenzitete elektronskih paramagnetnih resonancnih

signalov.

DPPH je poleg tega, da je dobro znan radikal, tudi "Cistilec" za druge radikale. ZmanjSanje hitrosti
kemijske reakcije po dodatku DPPH zato lahko uporabimo kot pokazatelj radikalne narave te reakcije.
Omenjen prosti radikal je stabilen in zaradi delokalizacije prostega elektrona okoli molekule le-ta za
razliko od mnogih drugih radikalov ne tvori dimer. Zaradi delokalizacije se raztopina DPPH obarva
mocno vijoli¢no. Absorpcijski maksimum je pri valovnih dolzinah priblizno 520 nm. Ob meSanju
raztopine in snovi, ki lahko odda vodikov atom, nastane reducirana oblika molekule difenilpikrilhidrazin
(DPPH>), raztopina pa se razbarva v brezbarvno ali bledo rumeno barvo. Razbarvanje je posledica
prisotnosti pikrilne skupine. Zaradi te lastnosti lahko reakcijo spremljamo vizualno, Stevilo zacetnih
radikalov pa lahko racunamo na podlagi spremembe opticne absorpcije pri 520 nm ali iz EPR-signala

DPPH. Pomembno je Se poudariti, da je pred izvedbo potrebno odstraniti anorganske ione nizkih valenc.

NO, NO,
"
02N N + R-OH = O,N N R-O
3 TN N stable phenoxy
N —~Ph N—~Ph table phenoxy
NO | NO | radical
2 Ph 2 Ph
Purple DPPH
(2.2 diphenyl-1-picryl hydrazyl) Yellow

Slika 13: Strukturni formuli difenilpikrilhidrazila (DPPH) (levo) in difenilpikrilhidrazina (DPPH:, reducirana oblika)
(desno)

Metoda je zelo pogosto uporabljena za dolocanje antioksidativnega potenciala posameznih spojin in
njihovih zmesi, saj je hitra, enostavna in hkrati poceni. Bistvo reakcije je spektrometri¢no merjenje
spremembe koncentracije DPPH. Posledica reakcije med antioksidantom in radikalom DPPH je
zmanjsanje koncentracije DPPH. V proucevalnem sistemu merilo za antioksidativni potencial dolo¢ene

spojine predstavlja koli¢ina preostalega DPPH!,

10 vir 4
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Graf'1: Spremembe v absorpcijskem spektru (od vijolicne do rumene) v reakcijah
DPPH z radikali reducenti

Slika 14: Nepremesani vzorci, razredceni z metanolom
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V 10 mL merilno bucko smo zatehtali 10 mg vzorca ter ga razredc€ili do oznake z metanolom. Vzorec
smo dobro premesali in dali na ultrazvoéno kopel, da se je ekstrakt raztopil. Pripravili smo tudi 6 x 10
M raztopino DPPH v metanolu. V temno stekleni¢ko smo odpipetirali 3 mL raztopine DPPH in 77 uL
raztopine ekstrakta, zmesali ter tako pripravljen vzorec termostatirali 15 min pri sobni temperaturi v
temnem prostoru. Nato smo izmerili absorbanco raztopine pri 515 nm. Referen¢no raztopino smo
pripravili enako kot vzorec, le da smo namesto raztopine vzorca odpipetirali 77 pL metanola in
absorbanco raztopine izmerili takoj. Antioksidativna aktivnost vzorca je podana kot % inhibicije glede

na referenc¢no raztopino in smo jo izracunali po enacbi:

% inhibicije = (5" )-100

Kjer je A’ absorbanca referenéne raztopine v ¢asu 0 min,

A absorbanca raztopine vzorca v ¢asu 15 min.

Slika 15: Meritev absorbance referencne

raztopine
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Slika 16: Termostatirane razbarvane raztopine po meritvi absorbance

3.5 Dolocanje skupnih fenolnih spojin v ekstraktih

3.5.1 Umeritvena premica z galno kislino

V pet 10 mL merilnih bu¢k smo s pomocjo 10 mL pipete odpipetirali naslednje prostornine osnovne
raztopine galne kisline: 0,65 mL (bucka z oznako 1); 2,50 mL (bucka z oznako 2); 3,75 mL (bucka z
oznako 3); 5,00 mL (bucka z oznako 4); in 7,5 mL (bucka z oznako 5) ter do meniskusa dopolnili bucke
z destilirano vodo in dobro premesali. Tako smo pripravili standardne raztopine z naslednjimi

koncentracijami:

Tabela 1:Koncentracije standardnih raztopin galne kisline (GA)

Standardna raztopina Koncentracija GA (mg/L)
1 50
2 200
3 300
4 400
5 600
6 800

V 10 mL merilne bucke smo s pomoc¢jo mikropipete dodali 0,1 mL GA-raztopine ter s pomocjo birete
Se 0,5 mL FCR-raztopine in po 5—8 minutah 1,5 mL 20 %-raztopine Na,COj;. Vsebino smo rahlo
pretresli in z destilirano vodo dopolnili do oznake 10 mL. Nato smo bucke ovili z aluminijasto folijo in

jih 120 min pustili na sobni temperaturi. Nato smo izvedli meritev absorbance pri valovni dolzini
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maksimalne absorbcije — 754 nm'!. Na osnovi teh meritev smo izrisali graf (4bs) v odvisnosti od
koncentracije GA (mg/L). Na podlagi izrisanega grafa smo izracunali enacbo premice, s katero smo nato
izracunali, koliko skupnih fenolnih spojin vsebuje posamezen ekstrakt, izrazeno kot ekvivalent galne

kisline/L (mg EGK/L).

3.5.2 Dolocanje vsebnosti skupnih fenolov v ekstraktih

Vsebnosti skupnih fenolov v ekstraktih smo dolocili po istem postopku kot za galno kislino. V 10 mL
bucke smo odmerili 0,1 mL ekstrakta, z bireto dodali priblizno 0,6 mL destilirane vode, nato dodali
0,5mL Folin-Ciocalteujevega reagenta (razred¢enega v razmerju 1 : 3) in v ¢asovnem intervalu med 30
sekund in 8 minut dodali Se 1,5 mL 20 %-raztopine Na,COs. Raztopino smo premesali, dopolnili do
oznake z destilirano vodo in pustili stati na sobni temperaturi 120 min. Po preteCenem ¢asu smo
raztopine ponovno premesali, nalili v kivete in izmerili njihovo absorbanco pri 754 nm valovne dolZine.
Poleg tega smo izmerili tudi absorbanco kontrolne raztopine, pripravljene na enak nacin, vendar brez

dodanega vzorca.

3.5.3 Vsebnost skupnih fenolnih spojin v ekstraktih navadnega pelina, sladkega pelina,
konoplje in zajblja
Izmerjeno absorbanco standardnih raztopin galne kisline pri Ass4 prikazujemo v sledeci preglednici, s

spodaj narisanim grafom pa odvisnost absorbance vzorcev galne kisline od njihove koncentracije.

Slika 17: Pripravijene raztopine pred merjenjem absorbance

"' To je valovna dolzina, pri kateri je spektrometer kazal najvi§jo absorbanco. Literatura sicer navaja 760 nm.
Proizvajalec opreme navaja, da se natan¢nost meritev v tem obmo¢ju giblje med +- 7 nm, zato smo predpostavili,
da izbira Amax pri 754 ne bo odlocilno vplivala na natacnost nasih rezultatov.

e ——
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Slika 18: Merjenje absorbance vzorcev v Solskem

laboratoriju
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4. MERITVE
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4.1 Izkoristki ekstraktov

Vsak dan smo izvedli eno ekstrakcijo po Soxhletu. Naredili smo dve ekstrakciji z etanolom in eno z

heksanom z vsako rastlino. Skupaj smo izvedli 12 ekstrakcij.

Tabela 2: Zbrani podatki vseh ekstrakcij in njihovih izkoristkov

Masa Masa
Masa Masa Masa
Vzorec suhega bucke z Izkoristek
Topilo topila prazne ekstrakta
ID materiala 5 ekstraktom (%)
® bucke (g) (®
® (®

1-NP EtOH 100 5,57 128,6237 129,5068 0,8831 15,85
2-NP EtOH 100 5,35 128,7007 130,1048 1,4041 26,24
1-SP EtOH 100 3,20 130,0435 130,9622 0,9187 28,71
2-SP EtOH 100 3,10 130,0434 130,9005 0,8571 27,65

1-Z EtOH 100 4,46 128,6244 131,7000 3,0756 68,95
2-7 EtOH 100 4,17 130,0432 132,5956 2,5524 61,21
1-K EtOH 100 3,52 128,6278 129,4531 0,8253 23,45
2-K EtOH 100 3,88 130,0421 130,8291 0,7870 20,28
3-NP heksan 100 5,81 130,1172 131,1852 1,068 18,38
3-SP heksan 100 4,94 130,0464 130,3145 0,2681 5,43
3-7 heksan 100 4,40 130,0392 132,3080 2,2688 51,56
3-K heksan 100 4,60 128,0188 128,9872 0,9684 21,05
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Graf 2: Izkoristki vseh ekstrakcij

Prvi dve ekstrakciji za vsako rastlino smo naredili s polarnim topilom in vzorce oznacili s Stevilkama 1
in 2, kjer je 1 prva ekstrakcija ter 2 druga ekstrakcija. S $tevilko 3 smo oznacili vzorce, ki smo jih
pripravili z ekstrakcijo z nepolarnim topilom.

NP — navadni pelin
SP — sladki pelin

7 — zajbelj

K — konoplja

Najvecji izkoristek ekstrakcij je pri zajblju, relativno visok izkoristek je tudi pri sladkem pelinu, vendar
samo v vzorcih 1-SP in 2-SP. Izkoristki ekstrakcij pri vseh rastlinah pa so bistveno nizji pri ekstrakcijah,

opravljenih s heksanom kot z etanolom.

4.2 Vsebnost tujona v rastlini

Najprej smo poskusili dokazati tujon v rastlinah s pomocjo naprave Cary 50 verzije 3. 00. Dobili smo

naslednje meritve. Se pred tem smo izdelali umeritveno krivuljo za tujon v metanolu.

Tabela 3: Podatki za umeritveno premico tujona v metanolu

C=10 mg/mL
A% ¢ (mg/mL) A (273 nm)
0,5 0,5 0,1503
1 1 0,2635
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Graf'3: Umeritvena premica za tujon v metanolu

Tabela 4: Absorbanca vzorcev pri J.273 nm

Vzorec

Absorbanca pri 2,73 nm

I-NP

2,5356

2,4789

2,4717

2,3895

2,4667

2-NP

2,3219

2,3739

2,3031

2,2859

2,3163

1-SP

2,5060

24714

2,4688
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2,4763
2,4056

2-SP ni bilo opravljene meritve
2,4521
2,5597
1-Z 2,4984
2,4315
2,4570
2,4628
2,4650
2-7 2,4572
2,4570
2,5759
2,5693
2,4476
1-K 2,4831
2,3892
2,391
2,4101
2,4443
2-K 2,4449
2,5677
2,5596

Ker so podatki zelo podobni, iz njih ni mogoce izpeljati nobenega sklepa o prisotnosti tujona v rastlinah.
Predvidevamo, da je napravo motila zelena barva raztopin ekstraktov. Po tem smo izvedli S¢ ATR-IR

spektroskopijo, s katero smo dobili naslednje rezultate.
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Graf'4: Absorpcija standardnega tujona

Z ATR-IR spektroskopijo smo najprej izmerili absorpcijo standardnega tujona. Najbolj izstopajoci
valovi so bili pri 2958,80; 2872,01, ki so znacilni za C-H vez in 1739,79 ¢cm™!, kar pripiSemo karbonilni
skupini. Ob prisotnosti tujona bi morali spektri vsebovati vse te vrhove. Le-te smo potem iskali pri

naslednjih meritvah pripravljenih vzorcev.

Prvi¢ smo uporabili ekstrakte, ki smo jih naredili s topilom etanol.
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Graf'5: Absorpcija prvega vzorca navadnega pelina v etanolu
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Graf 6: Absorpcija drugega vzorca navadnega pelina v etanolu

Grafa prikazujeta absorpcijo navadnega pelina. Prvi prikazuje meritve vzorca 1-NP, drugi pa 2-NP. Oba
imata izmerjenih 6 moc¢nih vrhov. Izmed teh so trije pri vsakem primerljivi z znacilnimi valovi tujona.
Le-ti se gibljejo od 2897,08 do 2974,23 cm™ in kaZejo na prisotnost C-H vezi, medtem ko vrha,

znacilnega za karbonilno skupino, ni, iz ¢esar sklepamo, da tujon v naSem ekstraktu ni prisoten.
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Graf'7: Absorpcija prvega vzorca sladkega pelina v etanolu
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Graf'8: Absorpcija drugega vzorca sladkega pelina v etanolu

Zgornja grafa prikazujeta meritve, opravljene na vzorcih sladkega pelina, 1-SP in 2-SP. Tudi tu,
podobno kot pri navadnem pelinu, se najmocnejsi vrhovi, primerljivi s tujonom, gibljejo od 2916,37 do

2972,31 cm’!, znagilni za vezi C-H, vrhov, znagilnih za C=0, pa ni, torej tudi tujona ni.
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Graf 9: Absorpcija prvega vzorca zajblja v etanolu
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Graf 10: Absorpcija drugega vzorca zajblja v etanolu

V vzorcih zajblja 1-Z in 2-Z je bilo zaznanih pet mo&nih valov, med katerimi tudi ni valov nad 1700 cm
I, To dejstvo nas je presenetilo, saj smo v ekstraktih Zajblja pri¢akovali prisotnost tujona. Na osnovi
formule tujona sklepamo, da je le-ta netopen v polarnih topilih in ga zato nismo zaznali v ekstraktu,

dobljenim z etanolom.
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Graf'11: Absorpcija prvega vzorca konoplje v etanolu
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Graf'12: Absorpcija prvega vzorca konoplje v etanolu

V obeh vzorcih konoplje, 1-K in 2-K, so bili zaznani vrhovi, podobno kot v ostalih vzorcih, torej med
med 2848,86 in 2970,38 cm’!, kar ponovno potrjuje prisotnost vezi C-H, vrha, zna¢ilnega za karbonilno

skupino, pa ni bilo.

Niti v enem vzorcu torej ni bilo vseh vrhov, znacilnih za tujon. Najvec je bilo valov z izmerjeno dolzino

nad 2800 in 2900 cm™!, vendar nobena meritev ni pokazala vala nad 1700 cm™.

Odlo¢ili smo se ponoviti ekstrakcijo in meritve z uporabo nepolarnega topila. Uporabili smo heksan.
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Graf 13: Absorpcija vzorca navadnega pelina v heksanu

Meritev absorpcije navadnega pelina, pripravljenega z ekstrakcijo s heksanom, je pokazala tri valove,
podobne tujonovim. To so 2916,37; 2848,86 in 1734,01 cm™, zato sklepamo, da je v vzorcu prisoten

tujon.
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Graf 14: Absorpcija vzorca sladkega pelina v heksanu
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Graf sladkega pelina je zelo podoben grafu navadnega pelina. Tudi tukaj najdemo vse vrhove znacilne
za tujon. Razlika je le ta, da je pri navadnem pelinu pik 1740 cm! izrazitejsi kot pri sladkem pelinu, kar

se vidi na IR spektru. Zato je v navadnem pelinu vec¢ tujona kot v sladkem pelinu.
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Graf 15: Absorpcija vzorca zajblja v heksanu
V grafu zajblja so prisotni vsi karakteristicni piki za tujon. Graf je Se najbolj podoben grafu navadnega

pelina, torej vsebujeta podobno koli¢ino tujona, ki pa je vecja kot v sladkem pelinu, saj so tam piki

veliko manj izraziti.
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Graf 16: Absorpcija vzorca konoplje v heksanu

Na grafu konoplje je vidno, da je veliko izmerjenih vrhov, podobne najdemo pri dolzinah, znacilnih za

C-H vez, tistih s karbonilno skupino pa ni, torej sklepamo, da tujon ni prisoten.

V vseh vzorcih se je pokazal mocan signal med 2850 in 2965 cm’!, kar kaze na vez med ogljikovim in
vodikovim atomom. Glede na to, da vse rastline vsebujejo organske spojine, je jasno, da se ti piki
pojavljajo v vseh testiranih ekstraktih. Signal za keton pa se pojavi med 1655 in 1760 cm!. Ta signal se
je prikazal pri treh rastlinah, navadnem in sladkem pelinu ter Zajblju. V vseh treh primerih so bili piki
majhni, iz Cesar sklepamo, da je prisotne karbonilne skupine malo. Le pri konoplji tega znacilnega pika

ni bilo.

4.3 Vsebnost antioksidativnih u¢inkovin v rastlini

Tabela 5: Absorbance raferencne raztopine in raztopin vzorcev

AOC AlSS
1-NP: 0,6420
2-NP: 0,6302
0,7629
1-SP: 0,5991
2-SP: 0,6041
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1-K: 0,6424

2-K: 0,6271

1-Z:0,1142

2-7:0,3053

V tabeli je na desni strani prikazana absorbanca referencne raztopine v ¢asu 0 min, na levi pa absorbance
raztopin vseh pripravljenih vzorcev v ¢asu 15 min. Vrednosti absorbance so precej visoke pri raztopinah
vzorcev dveh rastlin; navadnega pelina in konoplje. Malce niZje se gibljejo te vrednosti pri vzorcu z
raztopljenim ekstraktom sladkega pelina, medtem ko se pri vzorcih z zajbljem te Se najbolj razlikujejo,

saj so za vec kot polovico nizje. Iz teh vrednosti smo izra¢unali % inhibicije.

Tabela 6: % inhibicije vzorcev glede na referencno raztopino

Vzorec % inhibicije glede na

referen¢no raztopino
1-NP 15,85
2-NP 17,39
1-SP 21,47
2-SP 20,82
1-2 85,03
22 59,98
1K 15,79
2K 17,80

V tabeli so prikazani izraCunani % inhibicije glede na referencno raztopino za vsak vzorec posebe;j.

e

v

lastnosti smo dokazali pri navadnem pelinu in konoplji. Ta vrednost je bila nekoliko vi§ja pri sladkem
pelinu, najvi§ja pa pri Zajblju. Zajbelj torej vsebuje najve¢ antioksidativnih u¢inkovih in je poslediéno

najbolj antioksidativno aktiven med vsemi proucevanimi rastlinami.
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4.4 Vsebnost fenolnih spojin v rastlini

Tabela 7: Absorbanca standardnih raztopin galne kisline pri A754 nm

Koncentracija (mgEGK/L) Absorbanca pri A 754 nm
50 1,111
200 1,200
300 1,205
400 1,279
600 1,315

Na podlagi zgornje preglednice smo izrisali spodnji graf:
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Graf' 17: Umeritvena premica z galno kislino

Korelacijski faktor (R?) je 0,9196. Za izracun vsebnosti fenolnih spojin v ekstraktih pa smo uporabili
enacbo premice y =0,0489x + 1,0756, kjer y predstavlja absorbanco in x koncentracijo. Iz tega sledi

izra¢un koncentracije skupnih fenolnih spojin v ekstraktih:

A
0,0489

koncentracija (gGAE /L ) =

Tabela §t. 9 prikazuje absorbanco vzorcev ekstraktov pri A 7s4.

e —
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Tabela 8: Absorbanca vzorcev pri A 75¢ nm

Vzorec Absorbanca pri A 754 nm
Kontrola 1,087
1-NP 1,188
2-NP 1,214
1-SP 1,193
2-SP 1,263
1-Z 1,413
2-7 1,313
1-K 1,283
2-K 1,213

V tabeli §t. 9 so prikazane izracunane koncentracije skupnih fenolnih spojin.

Tabela 9: Koncentracija skupnih fenolnih spojin

Koncentracija skupnih
Vzorec fenolnih spojin kot
mgEGK/L
1-NP 24,2945
2-NP 24,8262
1-SP 24,3967
2-SP 25,8282
1-Z 28,8957
2-Z 26,8507
1-K 26,2372
2-K 24,8057

41



Nekaj skrivnosti nekaterih zdravilnih rastlin

Razvidno je, da smo najnizjo vsebnost fenolnih spojin zabelezili pri ekstraktih navadnega pelina.
Nekoliko visji je delez fenolnih spojin v ekstraktih, pripravljenih s sladkim pelinom in s konopljo.
Najvisja pa je ta vrednost pri vzorcih z vsebujo¢im Zajbljem, kar pomeni, da le-ta vsebuje najveé
fenolnih spojin. Opazna korelacija med delezem fenolov in antioksidativno u¢inkovitostjo govori v prid
hipotezi, da so za antioksidativne lastnosti ekstraktov posameznih rastlin v veliki meri odgovorne

fenolne spojine.

Da bi preverili, kolikSna je korelacija med skupnimi fenolnimi spojinami in antioksidativno
ucinkovitostjo, ki jo te izkazujejo, smo izrisali graf % inhibicije DPPH proti koncentraciji skupnih

fenolov, izrazenih kot mgEKG/L.
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Graf'18: Koncentracija skupnih fenolnih spojin

Z grafa je mozno razbrati, da je korelacija med skupnimi fenolnimi spojinami in antioksidativno
ucinkovitostjo kar precejSnja. Pri rastlinah, v katerih smo dokazali najve¢jo vsebnost antioksidativnih
ucinkovin, smo namre¢ dokazali tudi najvisjo koncentracijo skupnih fenolov in obratno. Pri tem je
najbolj izstopal Zajbelj, pri katerem so bile vrednosti precej visje kot pri navadnem pelinu, sladkem

pelinu in konoplji.
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5. INTERPRETACIJA REZULTATOV

1. hipoteza: UcinkovitejSa bo ekstrakcija, vecja bo vsebnost tujona v pridobljenem ekstraktu

posamezne rastline. OVRZENA

Izkoristki ekstrakcij se zelo razlikujejo, kar je prikazano v tabeli §t. 6. Izkoristki iste rastline v ve¢
izvedbah so med seboj primerljivi. Najvecji izkoristek je bil dosezen pri rastlini zajblja z etanolom,
izkoristek ekstrakcije Zajblja s heksanom pa je bil bistveno niZji. Prva ekstrakcija Zajblja, 1-Z, je imela
med vsemi najvecji izkoristek, in sicer 68,95 %, vendar v tem vzorcu nismo dokazali tujona. V vzorcu
7ajblja, 3-Z, pa je bil izkoristek nizek, dokazali pa smo prisotnost tujona. Iz tega sledi, da med
izkoristkom ekstrakcije in vsebnostjo tujona ni nujne povezave, vsebnost tujona je precej bolj odvisna
od topila, v katerem se tujon raztaplja. Topilo sicer vpliva na izkoristek, saj razli¢no topilo raztaplja

razli¢ne komponente v rastlini.

2. hipoteza: Prisotnost tujona v ekstraktih rastlin bo vecja v ekstraktih, pripravljenih z nepolarnim

topilom, kakor v ekstraktih s polarnim topilom. POTRJENA

Naredili smo dve vrsti ekstrakcije, s polarnim topilom etanolom in nepolarnim topilom heksanom.
Nobena meritev, izvedena z ATR-IR spektroskopijo na vzorcih rastlin, ki smo jih pripravili z ekstrakcijo

z etanolom, ni pokazala prisotnosti tujona.

3. hipoteza: Zajbelj bo vseboval najveé tujona v primerjavi z navadnim pelinom, sladkim pelinom

in konopljo. DELNO POTRJENA

To hipotezo lahko le delno potrdimo. V Zajblju smo nasli tujon. Njegove kolicine sicer ne vemo, vendar
smo iz literature ugotovili, da omenjena rastlina vsebuje najvec te snovi in tudi pik v grafu je vecji kot
pik v grafih pelinov, ki imata pike na isti valovni dolzini. Torej smo majhne koli¢ine tujona zaznali v
sladkem in navadnem pelinu, kar dokazujeta grafa st. 12 in 13. Konoplja je edina rastlina, ki tujona sploh

ne vsebuje, kar lahko najdemo tudi v raznovrstni literaturi.

4. hipoteza: V navadnem pelinu, sladkem pelinu, zajblju in konoplji bomo dokazali

antioksidativne u¢inkovine. POTRJENA

Iz tabele §t. 6 je razvidno, da smo v vzorcih vseh Stirih rastlin dokazali antioksidativno aktivnost in s
tem vsebujoce antioksidativne u¢inkovine. Najmanj antioksidativnih u¢inkovin naj bi vsebovala navadni

pelin in konoplja, nekoliko ve¢ sladki pelin, najvec pa Zajbelj.

5. hipoteza: V navadnem pelinu, sladkem pelinu, zajblju in konoplji bomo dokazali vsebnost

fenolnih spojin. POTRJENA

V tabeli §t. 9 so zbrane koli¢ine vsebnosti fenolnih spojin. V prav vseh vzorcih navadnega pelina,

sladkega pelina, Zajblja in konoplje smo dokazali doloceno vsebnost fenolov. Le da se te vrednosti od
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rastline do rastline nekoliko razlikujejo. Najmanj smo jih dokazali pri vzorcih navadnega pelina, najvec

pa pri ekstraktih Zajblja.

6. hipoteza: Za antioksidativne lastnosti rastlin so v glavnem odgovorne fenolne spojine.

POTRJENA

V grafu §t. 18 smo prikazali korelacijo med skupnimi fenolnimi spojinami in antioksidativno
ucinkovitostjo. Izkazalo se je, da ve¢ skupnih fenolnih spojin vsebuje vzorec, vecja je skladno s tem tudi
njegova antioksidativna ucinkovitost. Torej so za to, da preucevane rastline delujejo antioksidativno,

kljucne fenolne spojine, ki jih te rastline vsebujejo.
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6. ZAKLJUCEK

Raziskali smo nekaj skrivnosti $tirih zdravilnih rastlin in si razjasnili njihovo delovanje na ¢loveka in
zakaj tako delujejo ob uporabi. Ugotovili smo, da zdravilne rastline pomagajo pri mnogih boleznih in

bolec¢inah, vendar vsebujejo tudi strupene ucinkovine.

Z raziskovalno nalogo smo v prvih osmih ekstraktih navadnega pelina, sladkega pelina, Zajblja in
konoplje, dobljenih z ekstrakcijo po Soxhletu v etanolu, dokazali, da tujona ne vsebujejo. Sklepamo, da
je vzrok v tem, da se tujon v polarnih topilih ne topi. Njegovo prisotnost smo namre¢ dokazali v
ekstraktih, ki smo jih z ekstrakcijo po Soxhletu pripravili z nepolarnim topilom. Iz tega sklepamo, da
¢aj, pripravljen iz katere koli od teh Stirih rastlin, ne bo negativno vplival na ¢loveka. Topli napitek, ki
bo pripravljen z vodo, ki je polarno topilo, podobno kot etanol, ne bo vseboval raztopljene u¢inkovine

tujona. Previdnost sicer ni nikoli odvec, a ¢aje teh rastlin lahko uzivamo brez skrbi.

V vseh zdravilnih rastlinah, ki smo si jih izbrali za preucevanje, smo dokazali antioksidativne lastnosti
in vsebnost fenolnih spojin. Te so v dolocenih rastlinah prisotne bolj v drugih manj, vendar so razlike
precej majhne. 1z tega sklepamo, da je za uporabnika pravzaprav vseeno, po kateri zdravilni rastlini
poseze, kar se tice vsebnosti tujona in antioksidativnih u¢inkovin, saj med navadnim pelinom, sladkim

pelinom, zajbljem in konopljo pri tem ni bistvenih razlik.

V prihodnje bi bilo zanimivo na podoben nacin raziskati Se ve¢ rastlin in vsebnost Se katere druge
ucinkovine, kot je na primer artemisinin, ki ga vsebuje sladki pelin. Glede na aktualno problematiko s
koronavirusom bi lahko preverili njegovo ucinkovitost tudi v tej smeri, saj smo zasledili, da naj bi proti
koronavirusu u¢inkovito delovalo zdravilo proti malariji, artemisinin pa je Ze dokazano zdravilo proti
malariji.

Izsledke naSe raziskovalne naloge bomo poskusali Siriti v javnosti. Napisali bomo clanek za
Raziskovalni reflektor in posneli prispevek za oddajo Aktualno na GFML, kjer bomo te svoje ugotovitve

priblizali $ir§i mnozZici.
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