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V nasi raziskavi smo preverjali vsebnost antioksidantov v ekstraktih razli¢nih tkiv invazivnih
tujerodnih dresnikov, prisotnih v Sloveniji. Zanimalo nas je, kako se med seboj razlikujejo
japonski dresnik (Fallopia japonica), sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) in njun
krizanec, ¢eski dresnik (Fallopia x bohemica). Pripravili smo 48 % etanolne, n-butanolne in
vodne ekstrakte razli¢nih tkiv dresnikov in njihovo antioksidativno uéinkovitost (AOU)
preverili z dvema analiznima metodama, luminescen¢no metodo in metodo ABTS. Najvi§jo
AOU smo izmerili v ekstraktih socvetij, najnizjo pa v ekstraktih stebel. Ugotovili smo, da je
korelacijska povezanost obeh metod za merjenje AOU, ne glede na ekstrakcijsko topilo,
visoka (r = 0,70). Kot najuéinkovitej$e topilo za ekstrakcijo antioksidantov se je izkazal 48 %
etanol. Izmerjena AOU ekstraktov je odvisna od ekstrakcijskega topila, vrste tkiva, taksona
dresnika in casa/sezone vzorCenja. V nadaljevanju smo s pomocjo tankoplastne
kromatografije (TLC) naredili presejalne teste na vsebnost fenolnih spojin v ekstraktih in
ugotovili, da je profil fenolnih spojin ¢eskega dresnika bolj podoben japonskemu dresniku.
Socvetja, listi in stebla imajo podoben, a kvantitativno razlicen fenolni profil. Najvecjo
pestrost in koli¢ino fenolnih spojin smo dokazali v socvetjih in mladih listih. S pomocjo
raztopin standardov smo v tkivih ugotovili prisotnost trans-resveratrola, klorogenske kisline,
(+)-katehina in kvercetina. Korenika japonskega dresnika je, tudi glede na nase ugotovitve,
najbogatejsi vir resveratrola. Resveratrol je lahko prisoten tudi v nadzemnih delih dresnikov.
Nadzemni in podzemni deli vseh treh taksonov dresnikov imajo pester nabor in koli¢ino
antioksidantov, zato bi v prihodnosti lahko predstavljali nov in poceni vir rastlinskih
sekundarnih metabolitov — naravnih antioksidantov.
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The aim of our study was to determine the content of antioxidants in tissue extracts of
different invasive alien knotweed species present in Slovenia. The main interest was to
discover differences between Japanese knotweed (Fallopia japonica), Giant knotweed
(Fallopia sachalinensis) and their interspecific hybrid — Bohemian knotweed
(Fallopia x bohemica). Preparations of 48 % ethanol, n-butanol and water extracts were
tested with two different analytical methods, the chemiluminescence and ABTS assay, to
determinate antioxidant capacity (AOC). The highest AOC was observed in flowers, while
the stalks had the lowest AOC. Correlation between chemiluminescence and ABTS assay
was high, with the Pearson correlation coefficient (r) being 0.70. The level of correlation was
independent of the solvent used for extraction. The most potent antioxidants were extracted
by 48 % ethanol. Extraction solvent, plant tissue, plant taxon and the harvest season
contributed to differences in AOC. Using thin-layer chromatography (TLC), phenolic
screenings of extracts were made and showed that the composition of phenols in Bohemian
knotweed is closer to Japanese knotweed. Flowers, leaves and stalks had similar, but
quantitatively different phenolic profiles. We have demonstrated the biggest amount and
variation of phenols in flowers and young leaves. The presence of trans-resveratrol,
chlorogenic acid, (+)-catechin and quercetin was confirmed by using standard compounds.
The rhizomes of Japanese knotweed were the main source of trans-resveratrol, but we were
able to find them in the above-ground parts of knotweeds as well. The results indicate that
above and below-ground parts of different knotweed taxons could be a new and inexpensive
source of secondary plant metabolites — natural antioxidants, in the future.
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1 uvoD

Uzivanje raznovrstne hrane je pomembno z vidika zagotavljanja telesu nujno potrebnih
hranil. Pri zagotavljanju optimalnega zdravja imajo v ¢lovekovi prehrani pomembno vlogo
tudi antioksidanti, ki omogoc¢ajo, da se organizem uspeSno brani pred oksidativnim
stresom, onesnazenim okoljem in ostalimi strupenimi snovmi (Pandey in Rizvi, 2009).

Rastlinska hrana nam zagotavlja veliko bioaktivnih snovi, ki delujejo samostojno in
sinergijsko ter preprecujejo razvoj kroni¢nih in z oksidativnim stresom povezanih bolezni.
Bioaktivne molekule rastlin se imenujejo fitokemikalije, med katerimi prevladujejo
antioksidanti. Antioksidanti zmanjSujejo Stevilo prostih radikalov v telesu, poleg tega pa
zmanjSujejo tudi koli¢ino ostalih reaktivnih spojin. Domneva se, da antioksidanti na
organizem delujejo pozitivno zaradi antioksidativne aktivnosti, poleg tega pa delujejo tudi
preko ostalih mehanizmov, ki omogoc¢ajo obnavljanje celic in popravilo poSkodovane
DNK (Carlsen in sod. 2010).

Clovek Ze od nekdaj Zeli odkriti dudeZni pripravek, Ki bi ohranjal veéno mladost. Staranja
Se ne znamo prepreciti, Kljub temu je na voljo veliko informacij o tem, kako upocasniti
degenerativne procese, ki se dogajajo v naSem telesu. Pomemben del pri tem ima zdrava,
uravnotezena prehrana, ki zagotavlja telesu dovolj hranilnih in zas¢itnih snovi. Vse bolj se
priporo€a uZzivanje razli¢nih prehranskih dopolnil, ki temeljijo na osnovi rastlinskih
izvleckov in delujejo antioksidativno (Bjelakovic in sod., 2014; Woo in Tang, 2004).

Invazivni tujerodni dresniki predstavljajo velik ekoloski problem, saj lahko zaradi svojega
hitrega Sirjenja in prilagodljivosti mo¢no spremenijo biodiverziteto nekega obmocja. Na
sposobnost rastlin za invazijo nekega podrocja mo¢no vpliva njihova prilagodljivost,
regeneracijska sposobnost in odpornost. K vsem nastetim lastnostim prispevajo tudi
razli¢ne snovi, sekundarni metaboliti, ki jih rastline vsebujejo in/ali izlo¢ajo v okolico (Fan
in sod., 2010; Hammerschmidt, 1999; Lattanzio in sod., 2006).

V Sloveniji uspevajo trije taksoni dresnikov — japonski dresnik (Fallopia japonica),
sahalinski dresnik (Fallopia sachalinensis) in ceski dresnik (Fallopia x bohemica),
krizanec omenjenih dveh vrst (Strgulc Krajsek in Jogan, 2011). Vsi trije taksoni se med
seboj razlikujejo v stopnji invazivnosti. O invazivnih tujerodnih dresnikih se pogosto
govori le kot o izvoru okoljskih in druzbenih tezav, vendar imajo te rastline na nekaterih
delih sveta pomembno vlogo pri ohranjanju ¢lovekovega zdravja in so celo vkljucene v
vsakodnevno prehrano ljudi (Kirino in sod., 2012; Nice, 2007).

Na invazivnih tujerodnih dresnikih so bile Ze narejene Stevilne raziskave tako na
ekoloskem podro¢ju, v povezavi z njihovo invazivnostjo, kot tudi na podrocju
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farmacevtike in uporabe teh rastlin za izolacijo razli¢nih koristnih snovi, predvsem tistih z
antioksidativno aktivnostjo (Peng, 2013; Weston, 2005).

Resveratrol, ena glavnih in tudi komercialno zanimivih aktivnih snovi japonskega
dresnika, ima antioksidativno delovanje. Pri ve€ini modelnih organizmov vpliva na
dolgozivost in procese staranja. V prehranskih dopolnilih, kozmeti¢ni industriji in medicini
se pogosto uporablja resveratrol, ki je izoliran iz korenike japonskega dresnika (Baur in
sod., 2006; Wang in sod., 2013; Wood in sod., 2004).

Uporaba dresnikov je znana v azijski tradicionalni medicini za zdravljenje razli¢nih
obolenj. Nekateri deli sveta jih uzivajo kot mlado divjo zelenjavo, pripravke iz korenik pa
pijejo v obliki zdravilnega ¢aja Itadori (Kirino in sod., 2012; Matsuda in sod., 2001; Nice,
2007; Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

Glede na to, da so dresniki zelo odporne, hitro rastoCe rastline, ki v vecini primerov
povzroc¢ajo le tezave v sodobni druzbi, bi bilo zanimivo odkriti tudi SirSo korist teh rastlin
za Cloveka (Vrchotova in sod., 2010). Analiza antioksidantov in antioksidativne
ucinkovitosti (AOU) razli¢nih tkiv dresnikov je zato zanimiva tematika, ki lahko spremeni
pogled sodobne druzbe na te rastline, hkrati pa pripomore k oblikovanju uspesnejse
strategije pri omejevanju njihovega Sirjenja. To so bili tudi glavni razlogi, ki so prispevali k
motivu za oblikovanje in uspe$no izvedbo nase raziskave.

11 NAMEN DELA IN RAZISKOVALNI CILJI

Namen raziskave je ugotoviti antioksidativno u¢inkovitost (AOU) in vsebnost posameznih
antioksidantov v razliénih tkivih (organih) dresnikov — mladi listi, stari listi, stebla,
korenike in socvetja. Analize smo opravili pri vseh treh taksonih dresnikov (japonski,
sahalinski in ¢eski dresnik), ki rastejo v Sloveniji. Ekstrakte za analizo smo pripravili iz
liofiliziranega rastlinskega tkiva in z uporabo treh razli¢nih ekstrakcijskih topil z razlicno
polarnostjo. Analize treh razli¢nih taksonov dresnikov, petih razli¢nih tkiv in uporaba treh
razliénih ekstrakcijskih topil nam omogocajo dober vpogled v vsebnost in pestrost
antioksidantov pri dresnikih.

Nasi rezultati nam bodo lahko pomagali spoznati novo uporabno vrednost teh rastlin kot
novega vira prehranskih antioksidantov, vir antioksidantov uporabnih v prehranskih
dopolnilih, ali pa bodo v pomo¢ pri nadaljnjih raziskavah invazivnosti teh rastlin.
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V nasi raziskavi smo si zastavili sledece cilje:

1. Z uporabo dveh metod za merjenje antioksidativne ucinkovitosti (AOU),

luminescen¢no metodo in metodo ABTS (2,2'-azobis(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonska kislina)), izmeriti AOU ekstraktov mladih listov, starih listov, stebel,
socvetij in korenik japonskega, ¢eskega in sahalinskega dresnika.

Ugotoviti, ali imajo mladi listi v primerjavi s starimi listi vi§jo AOU, in kako se
razlikuje AOU pri ostalih tkivih — rastlinskih organih (stebla, korenike in socvetja).

Ugotoviti, katero ekstrakcijsko topilo — 48 % etanol, butanol ali voda — je najbolj
ucinkovito za ekstrakcijo antioksidantov iz razli¢nih tkiv.

Ugotoviti razlike v AOU pri prvem in drugem vzor¢enju vseh treh taksonov
dresnikov.

Ugotoviti povezanost med rezultati luminescenéne metode in metode ABTS.

S tankoplastno kromatografijo (TLC) ugotoviti pestrost fenolnih spojin in ostalih
antioksidantov, ki jih vsebujejo razli¢na tkiva dresnikov.

Ugotoviti, ali je korenika japonskega dresnika glavni vir resveratrola, saj ravno iz
nje najpogosteje izolirajo resveratrol za uporabo v prehranskih dopolnilih.
Ugotoviti, ali je resveratrol prisoten tudi v ostalih tkivih dresnikov.

Ugotoviti, kateri del rastline — mladi listi, stari listi, steblo, socvetje ali korenika —
vsebuje najvecji delez vode.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 DRESNIKI (ROD FALLOPIA SECT. REYNOUTRIA)
2.1.1 Taksonomija in botani¢ni opis

Dresniki (rod Fallopia sect. Reynoutria) spadajo v druzino dresnovk (Polygonaceae),
kamor uvrs¢amo tudi ajdo in rabarbaro (Mabberley, 1997: 858). Sekcija Reynoutria je
veéinoma obravnavana znotraj rodu Fallopia, nekateri avtorji pa jo obravnavajo kot
samostojen rod (Strgar 1981; Strgar, 1982).

Rod Fallopia glede na molekularne analize in morfologijo delimo v tri sekcije: Reynoutria
(dresniki), Fallopia (slakovci) in Sermentosae (slakovci) (Bailey in sod., 2009). K
prepoznavnosti dresnikov v javnosti je zaradi svoje invazivnosti in nekontroliranega
Sirjenja najbolj prispeval japonski dresnik.

V Evropi so prisotni S§tirje taksoni, ki vkljucujejo dve varieteti japonskega dresnika
(F. japonica (Houtt.) Ronse Decr. var. japonica in var. compacta (Hook. f.) J. P. Bailey)),
sahalinski dresnik (F. sachalinensis (F. Schmidt Petrop.) RonseDecr.) in ¢eSki dresnik
(F. x bohemica (Chrtek et Chrtkova) J. P. Bailey), krizanec med prej omenjenima vrstama
(Suda in sod., 2010). Tipska varieteta japonskega dresnika japonica je v Evropi bolj
raz$irjena, visokogorska varieteta compacta pa je redkejSa in prisotna le v severozahodni
ter osrednji Evropi (Bailey in sod., 2009). V magistrskem delu se bo izraz japonski dresnik
vedno nanaSal na tipsko varieteto japonica, ki je bila doslej edina opazena na slovenskem
ozemlju (Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

Japonski, ¢eski in sahalinski dresnik spadajo med invazivne tujerodne vrste. V novem
okolju so se rastline ohranile, njihova populacija pa se $iri in ogroza ekosisteme ter lokalno
biodiverziteto. Tujerodne vrste so tiste vrste, podvrste ali taksoni, ki so bili s pomocjo
¢loveka prenesene v okolje, kjer prej niso bile naravno prisotne (Richardson in sod., 2000).
Vse $tiri taksone dresnikov, ki so prisotni v Evropi uvr§¢amo tudi med neofite, saj so bili
na novo obmocje naseljeni po letu 1492 (Schroeder, 2000).

Dresnike je mogoce med seboj lociti na osnovi morfoloskih razlik, z analizo dednega
materiala, tako imenovanimi (t. i.) DNK-prstnimi odtisi (angl. DNK-fingerprinti) in tudi z
analizo metabolitov v razli¢nih tkivih, s t. i. TLC-prstnimi odtisi (angl. TLC-fingerprinti).
Kim in sod. (2000) so dokazali, da je locevanje med predstavniki sekcije Fallopia iz rodu
Fallopia mogoc¢e s pomo¢jo TLC in dolo¢anja flavonoidov v listih (Bailey in sod.,1996;
Kim in sod., 2000; Suda in sod., 2010).
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Dresniki so grmasto razrasle zelnate trajnice s kolencasto Clenjenim steblom. Steblo je
votlo in spominja na bambus. Pogosto je rdeckasto, rdece barve so tudi mladi poganjki s
prvimi razvitimi listi. Nadzemni deli rastlin pozimi odmrejo, prezivijo pa podzemni
obsezni prepleti korenik, ki se v tleh razsirjajo tako vertikalno kot horizontalno. Posledi¢no
rastline tvorijo goste sestoje in prepreCujejo rast ostalim rastlinam (Frajman, 2008;
Hagemann, 1995). Dokazana je tudi alelopatska aktivnost, pri kateri z izlo¢anjem snovi v
okolico povzroc¢ajo Skodo bliznje rastoCim rastlinam in tako delujejo fitotoksi¢no
(Moravcova in sod., 2011; Murrell in sod., 2011). Celorobi listi so na stebla, ki imajo pri
japonskem in ¢eskem dresniku cik-cak videz, pri sahalinskem pa so ravna, premenjalno
namesceni. Kot veéina tujerodnih rastlin tudi dresniki v Evropi cvetijo ob koncu poletja,
konec julija in v septembru. Rastline tvorijo drobne cvetove, zdruzene v latasta socvetja.

Plod je trikotne oblike, érno obarvan, botani¢no pa ga uvrS¢amo med oreSke (Frajman,
2008).

Latinska imena, s katerimi poimenujemo predstavnike dresnikov (sekcija Reynoutria)
so: Reynoutria, Fallopia in Polygonum (Prather in sod., 2009). Japonski dresnik zato lahko
najdemo pod imeni: Reynoutria japonica, Fallopia japonica ali Polygonum cuspidatum.

Japonski dresnik zraste do dveh metrov visoko. Listi so dolgi od 6 do 15 cm, listna baza je
prisekana (Fuentes in sod., 2011). Listi so Siroko jajéasti in priblizno enako Siroki kot
dolgi. Abaksialna povrsina listov je skoraj neporasla s papilami, enoceli¢nimi izboklinami,
ki so kratke in komaj opazne. Rob lista ni porasel z laski (Prather in sod., 2009). V Evropi
so prisotni le Zenski predstavniki japonskega dresnika, zato imajo vsi cvetovi sterilne
prasnike (Bailey in sod., 2009). Podzemni prepleti korenik tvorijo veliko biomaso in na en
hektar tal dosezejo 14 ton (Bailey, 1994).

Sahalinski dresnik se od japonskega najbolj razlikuje po vi§ji rasti, saj rastlina doseze celo
stiri metre. Njegovi listi so dolgi od 15 do 40 cm, njihova §irina pa je dvakrat manjSa. Dno
lista je oblikovano sréasto. Abaksialna povrSina listov in Zzile na listih so porasle z
veceelicnimi laski, ki so dolgi okrog 0,6 mm. Rob lista ima opazne laske (Frajman, 2008;
Fuentes in sod., 2011; Prather in sod., 2009). V Evropi so prisotne le rastline z Zenskimi ali
dvospolnimi cvetovi (Bailey in sod., 2009).

Krizanec med zgoraj navedenima vrstama, Ceski dresnik, je po velikosti malo visji od
japonskega dresnika. Njegovi listi imajo rahlo sréasto oblikovano dno. Rastlina je po
videzu bolj podobna japonskemu dresniku, dolzina njenih listov pa je malo ve¢ja od Sirine
(SI. 1). Abaksialna povrsina, Zile in robovi listov o porasli s kratkimi nekajcelicnimi laski,
ki so podobni tistim pri japonskem dresniku (Frajman, 2008). Vecina cvetov je moskih.
Znotraj socvetij so prisotni tudi posami¢ni dvospolni cvetovi (Bailey in sod., 2009; Prather
in sod., 2009).
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Slika 1: Socvetje, oblika listne ploskve in listnega dna pri posameznem taksonu dresnikov. Japonski
dresnik (a), ¢eski dresnik (b) in sahalinski dresnik (c)

Morfoloska znaka, ki nam lahko pomagata razloCevati med dresniki, sta tudi hrapavost in
debelina listne ploskve. Japonski dresnik ima tanjSo in gladko listno ploskev, sahalinski
debelejso in hrapavo. Ceski dresnik ima kombinacijo lastnosti obeh star$evskih rastlin
(Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

V preteklosti se je, zaradi morfoloSske podobnosti, ¢eski dresnik pogosto zamenjevalo z
japonskim, v nekaterih primerih tudi s sahalinskim dresnikom. Razsirjenost CeSkega
dresnika je zato verjetno podcenjena. Lokalitete, na katerih je doloceno, da uspeva
japonski dresnik, morda predstavljajo rastis¢a ceskega dresnika. Strgulc Krajsek in Jogan
(2011) zato omenjata, da bi bil v Sloveniji potreben ponovni popis razsirjenosti obeh
taksonov (Bailey in sod.,1996; Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).

2.1.2  Izvor in Sirjenje

Naravna razsirjenost japonskega dresnika obsega Japonsko, Kitajsko, Korejo in Tajvan
(Mangold in Parkinson, 2010). V Evropo je bil prinesen v prvi polovici 19. stoletja,
natan¢neje leta 1840. Nato je bil s pomocjo Fhilippa Franza von Siebolda in njegovega
hortikulturnega podjetja iz Nizozemske prenesen v druge vrtove po Evropi. V Evropo so
bile prinesene le Zenske rastline. Molekularne analize so pokazale, da so vse rastline v
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Evropi kloni ene materinske rastline (Bailey, 1994). Kljub temu japonski dresnik v Evropi
tvori kaljivo seme, saj se cvetovi lahko oprasijo s pelodom sahalinskega dresnika.
Krizanec, ki pri tem nastane, je ¢eski dresnik in je bolj invaziven kot starSevski rastlini
(Bailey in sod., 2009; Sottysiak in Brej, 2014). Prvi¢ je bil opisan ravno v Evropi, in sicer
leta 1983 v mestu Nachod, severovzhodnem delu Bohemije na Ceskem (Chrtek in
Chrtkova, 1983). VV Angliji je bil sicer opaZen Ze 11 let prej (Bailey in Conolly, 2000).

Sahalinski dresnik prav tako kot japonski izvira iz vzhodne Azije, in sicer severnega dela
otoka Sahalina, juznega dela Kurilskih otokov, japonskega otoka Hokaido in korejskega
otoka Honsu (Sukopp in Starfinger, 1995). V Evropo je bil prinesen 1855, ko je bil iz
otoka Sahalin prenesen v sanktpeterburski botani¢ni vrt. Od tam je bil kot okrasna rastlina
prenesen v druge botani¢ne vrtove po Evropi (Bailey in Conolly, 2000).

Invazivni tujerodni dresniki so danes Siroko razsirjeni in prisotni po vsej Evropi, Severni
Ameriki, pojavljajo se tudi v Avstraliji in na Novi Zelandiji (Beerling in sod., 1994).
Japonski dresnik je zaradi svojega razras¢anja uvrséen med 100 najbolj invazivnih vrst
organizmov (Luque in sod., 2013). Japonski in sahalinski dresnik sta bila v Evropo
prinesena v okrasne namene. Zaradi njune odpornosti in prilagodljivosti sta bila namenjena
za utrjevanje re¢nih brezin in kot medonosni ter krmni rastlini (Laznik in Trdan, 2012).

2.1.3  Prisotnost dresnikov v Sloveniji

Japonski dresnik je razSirjen po vsej Sloveniji, prvi¢ je bil zabelezen v okolici Celja
(Frajman, 2008; Vre§ 2007: 211). Urbanci¢-Zemlji¢ in Skerlavaj (1999) porocata, da
japonski dresnik v Sloveniji pogosto oblikuje kaljivo seme, vendar nekateri avtorji
porocajo, da je tvorba semen japonskega dresnika v Evropi redka, prav tako tudi
razmnozevanje s semeni (Bailey in sod., 2009). Z odkritjem krizanca — ¢eskega dresnika so
ugotovili, da sahalinski dresnik deluje kot donor pelodnih zrn in omogo¢i razvoj semen na
japonskem dresniku (Bailey, 2001). Obstaja tudi verjetnost, da se c¢eski dresnik povratno
kriza s starSevsko rastlino (Tiébré in sod., 2007).

V Slovenijo je bil sahalinski dresnik prinesen okrog leta 1935, v okolico Celja (Strgar,
1981). Rastisce sahalinskega dresnika pri Igu, kjer je tudi potekalo naSe vzorcenje,
vkljucuje le zenske primerke sahalinskega dresnika (Strgulc Krajsek, ustno).

Pojav ceSkega dresnika je bil v Sloveniji prvic omenjen Sele leta 2006 (Jogan, 2006),
Ceprav je jasno, da je na naSem ozemlju prisoten Ze dlje ¢asa. Najstarejsi primerek so nasli
v herbariju LJU iz leta 1989. Vzorec je bil nabran v okolici Celja, a je bil napa¢no dolo¢en
kot japonski dresnik (Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).
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2.1.4  Ekoloske znacilnosti

Vrsta, Ki je invazivna, je odporna na razli¢ne okoljske stresorje in ima dobro fenotipsko
plasti¢nost. Globalne spremembe, ki vplivajo na spreminjanje rastnih razmer in okolje, kjer
ni prisotnih naravnih skodljivcev, lahko favorizirajo razsirjanje takih organizmov (Laznik
in Trdan, 2012; Pint6-Marijuan in Munné-Bosch, 2013). Gre za ekofizioloske lastnosti, ki
rastlinam omogocajo boljSo toleranco na razli¢ne dejavnike okolja in hitrejSe razsSirjanje ter
kolonizacijo novega okolja. Sinteza antioksidantov je eden izmed mehanizmov, Ki
povecujejo sposobnost obrambe rastlin na okoljske stresorje (Pint6-Marijuan in Munné-
Bosch, 2013).

Sirjenja dresnikov ne omejuje onesnaZenost tal s tezkimi kovinami, uspevajo lahko tudi v
tleh z nizko vsebnostjo hranilnih snovi, vode in se hitro prilagodijo na rast v spremenjenih
razmerah. Vse to so v primerjavi z ostalimi rastlinami pomembne kompetitivne prednosti
(Beerling in sod., 1994; Sottysiak in Brej, 2014).

V korenikah dresnikov je bilo odkritih nekaj biolosko aktivnih sestavin, kot so stilbeni in
katehini, ki imajo antioksidativno, protimikrobno in protiglivno delovanje. Njihova
odpornost na razli¢ne onesnazevalce v okolju je lahko tudi posledica prisotnosti omenjenih
fenolnih spojin v korenikah. V raziskavi Vrchotove in sod. (2005) so dokazali, da korenika
japonskega dresnika v primerjavi s koreniko sahalinskega dresnika vsebuje vec stilbenov.
Zakljucili so, da bi bil to lahko eden izmed razlogov za ve¢jo invazivnost japonskega
dresnika v primerjavi s sahalinskim.

Rastis¢a, na katerih najpogosteje uspevajo dresniki, so bila z veliko verjetnostjo predhodno
podvrzena ¢loveskemu vplivu. Gre za t. i. antropogena, degradirana obmocja. Japonskega
in ¢eSkega dresnika je veliko zaslediti ob re¢nih nasipih, avtocestah, Zeleznicah, urbanih
podrocjih, deponijah gradbenega materiala in prsti. Sahalinski dresnik je manj razSirjen
(Bailey in sod., 2007; Bailey in sod., 2009; Mandak in sod., 2004; Sottysiak in Brej, 2014),
se ne razrasca zelo hitro in je manj invaziven kot ostala dva taksona. Obicajno ohranja
stalno velikost svojega rastis¢a (Bimova in sod., 2003; Strgulc Krajsek in Jogan, 2011),
zato je bolj omejen na vrtove in parke. Ceski dresnik je pogosto prisoten ob vodnih
povrsinah in se najraje §iri tudi na nedegradiranih obmocjih (Mandak in sod., 2004).

Nespolno razmnozevanje je glavni nacin razmnozevanja dresnikov. Z regeneracijo
kos¢kov nadzemnih poganjkov in korenik se uspesno in hitro vegetativno razmnozujejo
(Bailey in sod., 2009). Poleg vegetativnega razmnozevanja se lahko razmnozujejo tudi
spolno, kar Se poveca njihovo uspesnost pri Sirjenju (Bailey in sod., 2007, Tiébré in sod.,
2007). Spolno se najpogosteje razmnozuje ¢eSki dresnik, zato je bolj agresiven, z boljsimi
kompeticijskimi sposobnostmi. To mu omogoc¢a predvsem vecja variabilnost genetskega
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materiala, dosezena s spolnim razmnozevanjem (Bimova in sod., 2001; Lee, 2002,
Sottysiak in Brej, 2014).

Glavni prispevek k hitremu razsirjanju dresnikov ima, zaradi globalizacije in ustvarjanja
degradiranih povrsin, ¢lovek. Naravno se dresniki na velike razdalje razsirjajo predvsem z
vodnim tokom (Laznik in Trdan, 2012).

Dresniki imajo velik vpliv na zmanj$evanje biodiverzitete, saj zaradi tvorbe gostih sestojev
preprecujejo rast samoniklim, avtohtonim rastlinskim vrstam (Bimova in sod., 2004).
Povzrocajo tudi veliko gospodarsko $kodo, saj lahko na primer japonski dresnik prodre
skozi 5 cm debele plasti asfalta in poSkoduje infrastrukturo, zara$¢a pa lahko tudi
kmetijske povrsine (Frajman 2009; Mangold in Parkinson, 2010).

Pri odstranjevanju in omejevanju dresnika se zaradi prepoznavnosti pogosto omenja le
japonski dresnik (Mangold in Parkinson, 2010). Na enak nacin bi se bilo sicer potrebno
lotiti tudi odstranjevanja in omejevanja ¢eskega dresnika (Strgulc Krajsek in Jogan, 2011).
Za omejevanje razraScanja dresnika je kljuno izobrazevanje sploSne populacije in
gradbenih podjetij o teh rastlinah ter pazljivost pri gradbenih delih (Laznik in Trdan,
2012). Mozni nacini odstranjevanja so mehanski (puljenje, rezanje, kopanje, prekrivanje)
in kemi¢ni, z uporabo pesticidov. Zaenkrat je najucinkovitejsa kombinacija mehanskega in
kemi¢nega nacina odstranjevanja (Kabat in sod., 2006). V Evropi, natan¢neje Veliki
Britaniji, so leta 2003, z vnosom naravnega Skodljivca v okolje, zaceli s poskusom
biotiénega nacina omejevanja japonskega dresnika. 1z Japonske so prinesli bolSico
(Aphalara itadori), ki je naravni sovraznik dresnika. S sesanjem rastlinskega soka, nimfe,
ki se izlezejo iz jajéec bolsice, povzrocajo $kodo na rastlinah in s tem omejujejo njihovo
rast. Na Japonskem ima japonski dresnik okrog 180 razli¢nih naravnih sovraznikov, vendar
zgolj ta vrsta lahko ucinkovito vpliva na prepreCevanje Sirjenja dresnika. Jajceca lahko
izleZe tudi na ceski in sahalinski dresnik, vendar manj pogosto kot na japonskega. Prvi
rezultati uc¢inkovitosti bolSice v Evropi $e niso objavljeni (Laznik in Trdan, 2012; Shaw in
sod., 2009).

2.1.5 Uporaba dresnikov v medicini in prehrani

Nekatere invazivne rastline imajo negativen vpliv na ¢lovekovo zdravje, kar za dresnike ne
velja (Alberternst in Béhmer, 2011; Basnou in Vila, 2006; Smith in sod., 2008). Japonski
in sahalinski dresnik se na Kitajskem in Japonskem uporabljata celo v ljudski medicini
(Jurecek in sod., 2012).
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Sahalinski dresnik je v literaturi, ki omenja uporabo rastlin v zdravstvene namene, redko
omenjen. Isto bi lahko trdili za ¢eski dresnik, saj je bil ta takson zgodovinsko gledano
odkrit Sele pred kratkim.

V tradicionalni Kitajski medicini se za zdravljenje uporabljajo predvsem korenike
japonskega dresnika, ki spodbujajo delovanje Zol¢nika, preprecujejo bolezni jeter, pljuc,
bolezni, povezanih z oslabljeno cirkulacijo krvi, zdravijo povisano koli¢ino lipidov v Krvi,
tumorje, vnetja, levkorejo, ... Kitajska farmakopeja opisuje in navaja uporabo japonskega
dresnika pod imenom Hu Zhang. Sodobne eksperimentalne in klinicne raziskave
dokazujejo, da posamezne aktivne sestavine japonskega dresnika delujejo pozitivno na
potek Stevilnih bolezni. Pozitivni udinki se kazejo predvsem pri razvoju sréno-zilnih in
zivénih bolezni (Choi in sod., 2002; Zhang H. in sod., 2013). Dokazano je tudi
protivirusno, protimikrobno in protiglivno delovanje japonskega dresnika (Zhang L. in
sod., 2013). Podobno delovanje so odkrili tudi za koreniko sahalinskega dresnika
(Konstantinidou-Doltsinis, 1998; Yuji Kawai in sod., 2004). Alternativha medicina opisuje
japonski dresnik kot klju¢no sestavino pri zdravljenju limske borelioze (Buhner, 2013).

Korenika japonskega dresnika je sicer najbolj znana po visoki vsebnosti stilbenov,
predvsem resveratrola, spojine za katero je bilo ugotovljeno, da ima Stevilne pozitivne
uc¢inke na ¢lovekovo zdravje (Brisdelli in sod., 2009; Burns in sod., 2002). Veéina trans-
resveratrola, ki se prodaja v obliki prehranskih dopolnil je danes Ze izolirana iz korenike
japonskega dresnika (Chen in sod. 2012).

Poleg terapevtske uporabe se japonski dresnik uporablja tudi v kulinariki. Mlade poganjke
dresnika se uziva na podoben nacin kot beluse, v nekaterih kuharskih receptih pa dresnik
lahko nadomesti rabarbaro (Angier, 1974: 122). Nabirajo se mladi poganjki visoki do
20 cm. Steve Brill v svojih knjigah, »The wild vegan cookbook« in »Shoots and greens of
early spring in Northeastern North America«, opisuje japonski dresnik kot odli¢no
spomladansko zelenjavo rahlo kislega okusa. V knjigi je dresnik omenjen tudi kot dober
vir vitaminov A in C, mangana, cinka, kalija ter Stevilnih fenolnih spojin (Brill, 2008;
Brill, 2010: 98-105).

V Nemciji je Peter Becker uvedel projekt bioni¢nega omejevanja japonskega dresnika. S
tem, ko bi se rastlino mnozi¢no uporabljalo v prehrani, bi se preprecevalo njeno Sirjenje.
Slogan projekta NewTritionInk se glasi: »Ohranjanje narave z vilico in noZzem.«. Leta 2005
je ustanovil podjetje Knoéterich, ki trzi prehranske izdelke iz japonskega dresnika,
organizira predavanja in izobrazevanja o invazivnih rastlinah ter njihovi uporabi (Becker,
2007; Becker, 2013).

Sok korenike japonskega dresnika se v Aziji uporablja za izdelavo rumenega barvila in
obarvanje rizeve moke (Peng in sod., 2013). V Indiji in juZni Aziji liste dresnika
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uporabljajo kot nadomestek za tobak (Kirino in sod., 2012). Iz korenike japonskega
dresnika pripravljajo ¢aj z imenom Itadori, ki v japonskem jeziku pomeni dobro pocutje.
Glede na Studijo Burnsa in sod. (2002) je ¢aj dober prehranski vir resveratrola in primeren
nadomestek za rdeCe vino. Ljudje, ki se vina izogibajo zaradi alkohola, bi koristi
resveratrola lahko ob¢utili s pitjem ¢aja Itadori.

Podatkov in raziskav glede toksi¢nosti dresnikov je malo. Odsvetuje se uporaba
nose¢nicam, saj ucinkovine vplivajo na delovanje maternice. Tanini, ki so prisotni v
rastlini lahko delujejo karcinogeno (Lewis in Elvin-Lewis, 1977, cit. po Spainhour, 1997)
in preprecijo aktivnost nekaterih prebavnih encimov (Horigome in sod., 1988). Dresnik
vsebuje oksalno kislino, podobno kot rabarbara, zato so uzitni zgolj mladi poganjki.
Uzivanje hrane z vi§jo vsebnostjo oksalne kisline se odsvetuje ljudem s povecanim
tveganjem za razvoj artritisa, revmatizma, protina in ledvi¢nih kamnov. Obstajajo tudi
podatki, da bi lahko uZivanje dresnika pri doloenih osebah vodilo do povecane
obcutljivosti koze na svetlobo, kar so opazili tudi pri uzivanju poganjkov ajde (Leffmann,
1919; Tavcar Benkovi¢, 2014). Za ekstrakt korenike je sicer ugotovljena nizka toksi¢nost
za vodne organizme (Ogwuru in Adamczeski, 2000).

Pregledne S$tudije o farmakoloskih ucinkih japonskega dresnika navajajo, da bi bilo
raziskavam toksi¢nosti japonskega dresnika v prihodnosti potrebno nameniti vec
pozornosti. Prav tako bi bilo zazeleno bolj natanéno raziskati spojine, ki jih vsebujejo
nadzemni deli rastline in ugotoviti njihove pozitivne vplive na organizem (Peng in sod.,
2013; Zhang H. in sod., 2013).

2.2 ANTIOKSIDANTI IN PROSTI RADIKALI
2.2.1  Prosti radikali

Prosti radikali so molekule, atomi in ioni, ki imajo najmanj en nesparjen elektron v svoji
zunanji spinski orbiti (Van Remmen in sod., 2003). So zelo nestabilni in reaktivni, zato so
v prevelikih koli¢inah nezazeleni, saj v in na celicah povzrocajo razli¢ne poskodbe ter
nepravilnosti (Pietta, 2000). Zaradi svoje kratkozivosti (Devasagayam in sod., 2004) hitro
reagirajo z ostalimi molekulami v blizini in preidejo v bolj stabilno stanje (Sarma in sod.,
2010).

Ironicno je, da je kisik kljucni element za zivljenje na Zemlji, a glavni krivec za nastajanje
vecine prostih radikalov (Kumar, 2011; Miller in sod. 1990). Reaktivne kisikove spojine
(ROS) so najbolj znani in pogosti prosti radikali (Van Remmen in sod., 2003). Delimo jih
na reaktivne Kkisikove proste radikale, med katere uvrS¢amo hidroksilne (OH’),
superoksidne (O,"), peroksilne (ROO") in lipidne peroksilne (LOO") radikale ter
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neradikalske reaktivne kisikove spojine, kot so vodikov peroksid (H,O), ozon (Og),
singletni kisik (*O5) in lipidni peroksid (LOOH). Neradikalske reaktivne kisikove spojine
sodelujejo pri radikalskih reakcijah in vplivajo na nastajanje prostih radikalov. Prosti
radikali ne vkljucujejo zgolj ROS, vendar tudi dusSikove in klorove spojine (Cuzzocrea in
sod., 2001; Genestra, 2007; Pietta, 2000).

Prosti radikali v telesu nastajajo na dva nacina. Redoks potencial definira sposobnost neke
snovi za vezavo elektronov v primerjavi z vodikovim atomom. Snovi, ki so bolj
elektronegativne od vodika, to pomeni, da vodik lahko oksidirajo, imajo pozitiven redoks
potencial in delujejo kot oksidanti. Reducenti imajo negativen redoks potencial. Redoks
reakcije so reakcije oksidacije in redukcije, v telesu pa morajo biti v ravnovesju (Chapple
in Matthews, 2007). Prvi na¢in nastajanja prostih radikalov je torej z oddajanjem oz.
sprejemanjem elektronov (Sarma in sod., 2010). V tem primeru prosti radikali delujejo kot
reducenti ali oksidanti (Cheeseman in Slater, 1993). Drugi naéin je preko homoliti¢ne
cepitve kovalentnih vezi. Homoliti¢na cepitev vezi se pogosto zgodi med dvema atomoma
z enako elektronegativnostjo (Sarma in sod., 2010).

Vsakodnevno v telesni celici nastane med enim in tremi bilijoni prostih radikalov (Ames in
sod., 1993). Prosti radikali v najve¢ji meri nastajajo med procesom mitohondrijskega
celicnega dihanja. Elektronska transportna veriga, preko katere potujejo elektroni,
omogoc¢a nastajanje protonskega gradienta in sintezo ATP ter redukcijo kisika do vode
(Enacba 1).

10, + 26"+ 2H' — H,0 (1)

Kisik je v tem primeru kon¢ni prejemnik elektronov. Ve¢ kot 5 % kisika, ki ga vdihnemo,
0z. vec¢ kot 2 % kisika, ki prispe do mitohondrijev, se porabi za nastanek superoksidnega
aniona, saj elektronska transportna veriga »pusca«. Elektroni, ki potujejo po elektronski
transportni verigi, lahko prehitro reagirajo s kisikom, kar vodi v nastanek superoksidnega
aniona (Maxwell, 1995; Miles, 2003; Vercesi in sod., 1997).

Redukcija kisika v telesu poteka v vec korakih, ki vodijo v nastanek razlicnih prostih
radikalov (Breen in Murphy, 1995). Na zacetku se kisik s sprejetjem enega elektrona
reducira do superoksidnega aniona. Superoksidni anion se nato pretvori v H,O,. Zaradi
prisotnosti Zelezovih (Fe?*) in delno tudi bakrovih (Cu*) ionov se s t. i. Fentonsko reakcijo
relativno nereaktiven H,O, spremeni v hidroksilni radikal (Enac¢ba 2) (Van Remmen in
sod., 2003).

Fe?* + H,0, — Fe** + "OH + OH .. (2)
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Fentonska reakcija je ena najpomembnejsih reakcij v biologiji prostih radikalov (Sutton in
Winterbourne, 1989), saj je hidroksilni radikal najbolj reaktivna vrsta prostih kisikovih
radikalov (Chapple in Matthews, 2007).

Ko prosti radikal reagira z neko molekulo, se sprozi radikalska verizna reakcija. Nastanek
enega radikala je povod za nastanek drugega in tako pride do kaskadnega odvijanja
procesov. Radikalske verizne reakcije lahko delimo v tri faze: iniciacija (zacetek),
propagacija (nadaljevanje) in terminacija (zakljucek). V fazi iniciacije iz stabilne molekule
nastane prosti radikal, ali pa Ze prisotni prosti radikali povzrocijo nastanek novih radikalov.
Proces se v fazi propagacije kaskadno nadaljuje, vendar se koli¢ina prostih radikalov ne
povecuje. V fazi terminacije iz dveh radikalov nastane stabilen produkt, zato se Stevilo
prostih radikalov zmanjSa. Superoksidni anionski radikal je relativno nereaktiven, vendar
predstavlja podlago za nastanek bolj reaktivnih radikalov in spodbuja nastajanje novih. To
lahko ponazorimo s primerom redukcije trivalentnega (feri) zeleza v dvovalentno (fero)
zelezo, ki potem lahko vstopi v Fentonsko reakcijo (Chapple in Matthews, 2007; Sarma in
sod., 2010).

Prosti radikali prav tako nastajajo pri fagocitozi tujkov (makrofagi in celice ubijalke) v
procesih delovanja imunskih celic in pri procesih razstrupljanja (citokrom P450) ter
delovanju encimov (ciklooksigeneze, lipooksigenaze), ki sodelujejo pri nastajanju Stevilnih
tkivnih hormonov z regulatorno vlogo. Nastajajo tudi v Stevilnih procesih, povezanih z
nepravilno funkcijo organizma, pri razvoju patoloskih stanj (Devasagayam in sod., 2004),
ob stresnih situacijah in zaradi razli¢énih okoljskih (onesnazevala, toksini, sevanja) in
ostalih vplivov (Zivljenjski slog, staranje) (Sarma in sod., 2010).

Ceprav se prosti radikali povezujejo z razvojem Stevilnih bolezni, so kljuénega pomena pri
uravnavanju dolocenih telesnih funkcij. Sodelujejo v procesih signalizacije, rasti celic,
sintezi biolosko pomembnih molekul in izrazanju genetskega materiala (Pietta, 2000;
Sarma in sod., 2010) ter prispevajo k ohranjanju homeostaze v tkivih (Devasagayam in
sod., 2004). Delujejo namre¢ kot sekundarni sporocevalci (Sarma in sod., 2010).

Oksidativni status organizma opisuje dinami¢no ravnotezje med antioksidativnim

sistemom 1n prooksidativno obremenitvijo organizma ter je povezan z ravnoteZjem reakcij
oksidacije in redukcije (SI. 2) (Chapple in Matthews, 2007; Halliwell, 1996).
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Poskodbe Posredne poskodbe Zascita
tkiv/celic/nukle- tkiv/celic/nuklein- tkiv/celic/nuklein- Obnova
inskih kislin skih Kislin skih Kislin tkiv/celic
T s 'y T
Oksidativni Pro- Proti- Antioksidativni
stres vnetno stanje v vnetno stanje v status
telesu telesu T
A A
Presezek ROS Aktivacija redoks Inhibicija redoks Endogeni in
glede na obcutljivih ob¢utljivih eksogeni AO
aktivnost AO transkripcijskih transkripcijskih s
faktorjev faktorjev
A A

ROS AO
Oksidativnistres Oksidativha obramba

Slika 2: Prikaz homeostaze med reaktivnimi Kisikovimi spojinami (ROS) in antioksidanti (AO) (prirejeno
po: Chapple in Matthews, 2007: 161; Devasagayam in sod., 2004: 796 in 800)

Kadar je v telesu nastajanje prostih radikalov hitrej$e kot dovoljuje u¢inkovitost procesov
njihovega odstranjevanja, se porusi stanje med prooksidativnimi in antioksidativnimi
reakcijami, kar vodi v poskodbe lipidov, proteinov in DNK (Pham-Huy in sod., 2008;
Valko in sod., 2007). V tak$nem primeru govorimo o oksidativnem stresu. Oksidativni
stres je udelezen pri razvoju razli¢nih bolezni: nevrodegenerativne, sréno-zilne bolezni in
rak ter pri procesih staranja (Devasagayam in sod., 2004; Pham-Huy in sod., 2008;
Ramarathnam,1995; Thannickal in Fanburg, 2000).

Telo v obrambo proti prostim radikalom aktivira procese sinteze endogenih antioksidantov,
antioksidante pa vnasamo v telo tudi s hrano, pijaco in prehranskimi dopolnili (Pham-Huy
in sod., 2008). Raziskave dokazujejo, da lahko antioksidanti pozitivno vplivajo na
preprecevanje bolezni in podaljsajo Zivljenjsko dobo (Lobo in sod., 2010).

ROS niso aktivni le v telesu, saj delujejo tudi pri procesih avtooksidacije v prehranskih
izdelkih. Avtooksidacija je poc¢asna oksidacija spojin ob prisotnosti kisika. S tem vplivajo
na senzoriko in izgled ter trajnost prehranskih proizvodov (Li in sod., 2008; Nawar,
1985: 140-244). Zivilska industrija zato med proizvodnim procesom Zivilom dodaja
razli¢ne antioksidante in naravne rastlinske u¢inkovine, na primer ekstrakt rozmarina, z
antioksidativnim delovanjem (Jalosinska in Wilczak, 2009).
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2.2.2  Splosno o antioksidantih

Antioksidanti prepreCujejo in popravljajo poskodbe, ki jih povzrocajo ROS in ostali
oksidanti (Pham-Huy in sod., 2008). Na mestu delovanja so prisotni v nizjih
koncentracijah kot molekule, ki so tekom radikalskih reakcij oksidirane (Halliwell, 1995).

Rastlinska hrana, predvsem sadje, zelenjava in zeli$¢a, lahko vsebuje Sirok nabor razli¢nih
antioksidantov — fenolne spojine, dusikove spojine, vitamini, minerali, terpenoidi in
nekateri preostali endogeni metaboliti z antioksidativno aktivnostjo (Uttara in sod., 2009).
Zaradi pestrosti antioksidantov v rastlinskih tkivih lahko z merjenjem AOU rastlinskih tkiv
na najboljsi nacin ocenimo potencial nekega tkiva za nevtralizacijo oksidantov (Gupta in
Sharma, 2006).

2.2.3  Razli¢ne delitve antioksidantov

V bioloskih sistemih poznamo $tiri glavne vrste antioksidantov — encime (superoksid
dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza), velike molekule (albumine, ceruloplazmin,
feritin), majhne molekule (askorbinska kislina, glutation, tokoferoli, fenolne spojine) in
nekatere hormone (estrogen, angiotenzin, melatonin), ki lahko delujejo kot antioksidanti
(Uttara in sod., 2009).

Antioksidante lahko glede na uporabo razli¢nih kriterijev razvr§¢amo na razli¢ne nacine.
Endogeni antioksidanti so telesu lastni, medtem ko eksogene v telo vnesemo sami in so
lahko umetno sintetizirani ali naravni. Lahko jih delimo tudi na encimske in neencimske,
glede na polarnost (polaren, nepolaren) in topnost v vodi 0z. mascobi (hidrofilen, lipofilen)
ter mesto delovanja (znotrajceli¢ni, zunajcelicni, membranski) (Gilgun-Sherki in sod.,
2001; McClements in Decker, 2008; Wanasundara in Shahidi, 2005).

Glede na nacin delovanja jih delimo na primarne in sekundarne. Primarni (ArOH) delujejo
kot lovilci prostih radikalov. S tem preprecijo tako zacetek radikalskih reakcij kot tudi
nadaljnje Sirjenje radikalskih veriznih reakcij. Prostemu radikalu (R’) posredujejo vodikov
atom ali elektron in ga tako stabilizirajo. Konéni produkt obeh nacinov je enak (Enacba 3)
(Huang in sod., 2005; McClements in Decker, 2008; Wanasundara in Shahidi, 2005).

R + ArOH — RH + ArO’ .. (3)
Sekundarni antioksidanti lahko obnovijo antioksidativno sposobnost primarnih
antioksidantov, tako da jim posredujejo vodikov atom. V procesu kelacije se lahko

povezejo s prostimi kovinskimi ioni. Tako delujejo nekateri telesu lastni proteini
(transferin, laktoferin), kot tudi nekatere fenolne spojine. Sekundarne antioksidante
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pogosto oznacujemo kot sinergiste, saj ne sodelujejo pri stabilizaciji prostih radikalov
(McClements in Decker, 2008; Reische in sod., 2002; Wanasundara in Shahidi, 2005).

Vpliv na to, katera reakcija bo potekla, ima predvsem polarnost. V polarnih topilih zaradi
stabilizacije nabitih molekul, antioksidantov, pogosteje poteCe reakcija posredovanja
elektrona, medtem ko v nepolarnih topilih posredovanje vodika (Foti in sod., 2004; Wright
in sod., 2001).

Antioksidante lahko razdelimo tudi glede na polozaj v antioksidativni mrezi, kot so
raziskovalci poimenovali razli¢ne ravni obrambe pred oksidativnim stresom. Z izrazom so
zeleli poudariti, da se vse ravni med seboj prepletajo in dopolnjujejo. Antioksidativna
mreza je sestavljena iz treh ravni. V prvo linijo obrambe uvr§¢amo antioksidante, Ki
preprecujejo nastajanje oksidantov. V to skupino sodijo encimi z antioksidativnim
delovanjem (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza, glutation reduktaza),
nekateri minerali (Cu, Zn, Se, Mn), ki so klju¢ni za delovanje predhodno nastetih encimov
in hormoni (melatonin) ter proteini (transferin, feritin, ceruloplazmin), ki vezejo kovinske
ione. Glutation, vitamine (A, C, E), polifenole, terpenoide (karotenoidi) in sinteti¢ne
antioksidante uvrs¢amo v Sekundarno linijo obrambe, ki vsebuje lovilce ROS. Encimi
(lipaze, proteaze in transferaze), ki popravljajo poskodovano DNK, proteini in mas¢obne
kisline sodijo v zadnjo linijo obrambe (Gupta in Sharma, 2006; Sies in sod., 2005).

Rastline sintetizirajo od 100 000 do 200 000 razli¢nih sekundarnih metabolitov. Za sintezo
velike ve€ine fenolnih spojin se v fenilpropanoidni poti porabi 20 % vsega pri fotosintezi
vezanega ogljika (Metcalf, 1987; Ralston in sod., 2005).

Med ucinkovite lovilce prostih radikalov uvr§¢amo tudi fenolne spojine. Za fenolne spojine
(fenoli) se pogosto uporablja tudi izraz »polifenoli«, kar glede na kemijsko strukturo ni
pravilno, saj obstajajo tudi monofenoli, ki pa se zaradi svojih lastnosti imenujejo kar
»funkcionalni polifenoli« (Dixon, 2004).

2.2.4  Fenolne spojine

Fenolne spojine so skupina ve¢ kot 8000 naravnih sekundarnih metabolitov rastlin, ki
imajo eno skupno lastnost — najmanj en fenolni aromatski obro¢ z vezano najmanj eno
hidroksilno skupino (-OH) (Bravo, 1998; Shahidi in sod., 1992). Prisotni so v vseh
rastlinskih delih in so pomemben del ¢lovekove prehrane (Dai in Mumper, 2010;
D'Archivio in sod., 2007).

Vecina fenolnih spojin je sintetizirana iz Sikimske kisline, ki je intermediat Sikimatne
biosintezne poti (Tohge in sod., 2013). Kot antioksidanti lahko delujejo z lovljenjem
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prostih radikalov, kelacijo kovinskih ionov in posredovanjem vodika ali elektrona.
Nekateri lahko tudi inhibirajo encime (ksantin oksidazo), ki so odgovorni za nastanek
radikalov in vplivajo na telesu lastne antioksidativne obrambne mehanizme (Cotelle, 2001,
Nijveldt in sod., 2001).

Vecinoma so prisotni v glikozilirani obliki. Glikozilacija in hidroksilne skupine povecajo
njihovo topnost v vodi. Glikozilacija tudi prepreci avtooksidacijo reaktivnih hidroksilnih
skupin in omogoca shranjevanje in prenos fenolnih spojin znotraj celic. Glikozidi imajo
sicer manjSo AOU glede na odgovarjajoci aglikon, iz ¢esar lahko sklepamo na velik pomen
prostih reaktivnih hidroksilnih skupin, ki so namescene na specifi¢cnin mestih aglikona
(Brunetti in sod., 2013; Rice-Evans in sod., 1996). Vezava metilnih in izopentilnih skupin
poveca njihovo lipofilnost (Crozier in sod., 2006).

Fenolne spojine se v osnovi delijo na flavonoide in neflavonoide (Crozier in sod., 2006).
Rastlinski fenoli vkljucujejo fenolne kisline (Cg-C; in Cg-Cs3), flavonoide (Cg-C3-Cg) in
tanine ((Cs-C3-Cg)n), ter Se dve manj zastopani skupini: stilbene (Cg-C2-Cs) in lignane ((Ce-
Cs)2) (SI. 3) (Dai in Mumper, 2010; D'Archivio in sod., 2007; Robbins in Bean, 2004).
Nekateri avtorji omenjajo $e preproste fenole (Cg), kumarine in lignine ((Cs-Cs)n) (Ewane
in sod., 2012; Wabhle in sod., 2010).

Fenolne spojine

Stilbeni | | Flavonoidi | | Lignani | Tanini (Ereslovine) | | Fenolne kisline |
v v ¥ ¥ '] ¥
[ Flavanoli | [ Flavonoli | [ Flavoni | [ Flavanoni | [ Antocianidini| [ Izoflavoni |
y )
- trans-Resveratrol - Katehin - Kvercetin - Luteolin - Hesperetin - Cianidin - Genistein
- cis-Resveratrol - Epikatehin - Kvercetin-3- - Apigenin - Naringenin - Delfinidin - Daidzein
- trans-Resveratrol- - Epigalokatehin rutinozid (rutin) - Tangeritin - Erodiktiol - Pelargonidin - Glicitein
3-0-glukozid (piceid - Teaflavin - Kemferol - Malvidin - Formononetin
ali polidatin) - Proantocianidini - Miricetin
- Astringin Ay, By, B (dimeri)
- Epigalokatehin
galat

Slika 3: Osnovna delitev fenolnih spojin in flavonoidov ter najbolj znani predstavniki flavonoidov in
stilbenov (prirejeno po: Crozier in sod., 2006: 2—-12; Robbins in Bean, 2004: 98; Wahle in sod., 2010: 4)

Variabilnost razli¢nih fenolnih spojin je v rastlinah $e veliko vecja (Cécile in sod., 2012).
V nadaljevanju bom predstavil osnovne in najbolj pogoste skupine fenolnih spojin.
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2.2.4.1 Flavonoidi

Leta 1936 so Szent-Gyorgyi in sod. izolirali novo spojino, ki je kazala pozitivne uc¢inke na
delovanje kapilarnih sten in jo poimenovali citrin oz. vitamin P. Nato so ugotovili, da je v
rastlinah prisotnih Se veliko Spojin s podobnim koristnim delovanjem. Koristni uéinki so
bili posledica delovanja flavonoidov, ki so jih na zac¢etku poimenovali tudi kot vitamine P.
Ker ne spadajo med vitamine, ta izraz v znanstvenih krogih ni ve¢ v uporabi (Mobh, 1938).

Osnovna struktura flavonoidov je flavanska molekula (flavan; 2-fenil-1,4-benzopiran),
zgrajena iz 15 ogljikovih atomov, ki oblikujejo tri aromatske obroce: A, B in C (Dai in
Mumper, 2010; D'Archivio in sod., 2007). Obro¢a A in B sta fenilna, obro¢ C pa je
heterociklicen piran (flavanoli, antocianidini) ali piron (flavonoli, flavoni in flavanoni)
(Aherne in O’Brien, 2002). Pozicija ogljikovih atomov na obrocih se oznaCuje s
Stevilkami, pri obrocu B je ob $tevilki dodan $e opuscaj (Sl. 4).

Veliko flavonoidov je pri rastlinah odgovornih za obarvanost cvetov, plodov in listov (De
Groot in Rauen, 1998). Ker so pogosto v glikozilirani obliki, so vodotopni in se zato v
rastlinskih celicah ve¢inoma nahajajo v vakuolah (Day in sod., 1998).

Razlike med flavonoidi so posledica hidroksilacije obroca C, prisotnosti oz. odsotnosti
dvojnih vezi, z dvojno vezjo vezanega kisikovega atoma na mestu Cetrtega ogljikovega
atoma v obroc¢u C in Stevila hidroksilnih skupin vezanih na obro¢a A in B (Pitchaon,
2006). Delimo jih v 6 osnovnih skupin: flavanoli, flavonoli, flavoni, flavanoni,
antocianidini in izoflavoni (Crozier in sod., 2006; Wahle in sod., 2010). Nekateri
raziskovalci k tej delitvi dodajajo Se sedmo skupino, halkone (butein, izolikviritigenin)
(Bruneton, 1999: 309-368).

Flavanoli (flavan-3-oli) in flavonoli imajo podobno kemijsko zgradbo. Vsi imajo
hidroksilno skupino vezano na tretjem ogljikovem atomu obro¢a C. Med seboj se
razlikujejo po tem, da flavonoli na ¢etrtem ogljikovem atomu obroca C vsebujejo z dvojno
vezjo vezan kisikov atom in dvojno vez znotraj istega obroca (Pitchaon, 2006). Flavanoli
so najbolj kompleksna skupina flavonoidov, ki vkljuéuje monomerne (+)-katehine, njihove
izomere (-)-epikatehine ter oligomere in polimere, kamor uvr§¢amo proantocianidine,
znane tudi pod izrazom kondenzirani tanini (Crozier in sod., 2006). Flavanoli so edini
flavonoidi, ki v zivilih niso glikozilirani (Manach in sod., 2004).

Flavanoni in flavoni so po strukturi podobni flavonolom, toda na obro¢u C nimajo ve¢
prisotne hidroksilne skupine. Flavoni imajo v obro¢u C prisotno dvojno vez, flavanoni pa
so brez nje (Pitchaon, 2006). Flavoni so redko zastopana skupina, prisotna le v nekaterih
zelisCih, zeleni in peterSilju. Lahko so prisotni Se v nekaterih citrusih in prosu (Crozier in
sod., 2006). Flavanoni so glavni flavonoidi citrusov (Peterson in sod., 2006).
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Antocianini so vodotopni in eni glavnih flavonoidov v rastlinskih tkivih. Vecinoma gre za
3-glukozide antocianidinov. V nekaterih primerih imajo lahko acilirane sladkorne ostanke.
Hidroksilirani antocianidini so: delfinidin, cianidin in pelargonidin. Obstajajo tudi
metilirani antocianidini kamor uvr§¢amo malvidin (Pitchaon, 2006). Antocianidini so
podobno kot njihovi konjugirani derivati antocianini med rastlinami Siroko zastopani in
odgovorni za rdeco, modro in vijoli¢no obarvanost rastlinskih organov. Pomembni so pri
zasCiti rastlin pred UV-sevanjem in kot atraktanti za oprasevalce. Prisotni so v vseh
rastlinskih tkivih. Najbolj pogosti so cianidini, rdece-vijolicna barvila, ki spreminjajo
barvo v odvisnosti od vrednosti pH, pelargonidini kot oranzna in delfinidini kot modra
barvila (Crozier in sod., 2006).

Izoflavoni so vecinoma prisotni v stro¢nicah, predvsem soji. Poznani so kot rastlinski
estrogeni (fitoestrogeni), saj lahko zaradi svoje kemijske strukture posnemajo delovanje
telesu lastnega hormona, estradiola (Crozier in sod., 2006).

Ry R,
Ry Ra R,
" g

R O 0 Rs HO. 0. O R

O 3
OH
OH ©

OH

Flavonoli Flavanoni Flavanoli

Osnovna flavonoidna struktura— flavan

R,
Ry OH o o
HO oF O O |
- O \ " O
=
OH R, © OH
OH

Flavoni Antocianini Izoflavoni

Slika 4: Kemijska zgradba razli¢nih flavonoidov, ki so razdeljeni v 6 osnovnih skupin. Razvr$¢eni so na
osnovi razlik v heterocikliénem obroc¢u C. V sredini je prikazana osnovna flavonoidna struktura (prirejeno
po: Pandey in Rizvi, 2009: 272)

2.2.4.2 Fenolne kisline

Za vse fenolne kisline je znacilno, da imajo eno karboksilno skupino (-COOH). Razli¢ne
fenolne kisline se med seboj razlikujejo glede na Stevilo in polozaj vezanih hidroksilnih
skupin na aromatskem obrocu. V odvisnosti od izhodne spojine za njihovo sintezo jih nato
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lahko razdelimo v dve skupini. Nekatere se sintetizirajo iz benzojske kisline (Cs-C;), druge
iz cimetne (Ce¢-Cs3) (SI. 5). Derivati cimetne kisline so veliko pogosteje prisotni v
rastlinskih tkivih. V rastlinah so pogosto prisotni v glikozilirani obliki ali kot estri Kina,
Sikimske ali vinske kisline. Kina kislina, zaestrena s kavno Kislino, tvori klorogensko
kislino (D'Archivio in sod., 2007; Manach in sod., 2004). Od derivatov benzojske kisline
sta najbolj znani galna kislina in njen dimerni kondenzacijski produkt elaginska kislina
(Mattila in Kumpulainen, 2002). Vec¢jo AOU kazejo derivati hidroksicimetne kisline, kar je
verjetno posledica vezane stranske skupine iz treh ogljikovih atomov (-CH=CH=COOH)
(Rice-Evans in sod., 1996).

Fenolne kisline

Hidroksibenzojska kislina Hidroksicimetna kislina
v v

- Galnakislina - Kavna kislina

- Elaginska kislina - Klorogenska k.
(dimerni produkt galne (ester kavne in kininske
kisline) kisline)

- Vanilinska kislina - Ferulna kislina

- Siringinska kislina - Sinapinska kislina

- Protokatehinska k. - p-Kumarna kislina

Slika 5: Osnovna delitev fenolnih kislin in njihovi glavni predstavniki (prirejeno po: Crozier in sod., 2006: 1-
2; Robbins in Bean, 2004: 98; Wahle in sod., 2010: 4)

Benzojska kislina je sestavina kompleksnih struktur, kot so hidrolizirajo¢i tanini (Schuster
and Hemann, 1985).

Lignani so difenolne spojine, ki vsebujejo 2,3-dibenzilbutan. Nastanejo pri dimerizaciji
dveh ostankov cimetne kisline (Pitchaon, 2006).

2.2.4.3 Stilbeni

Vecina stilbenov v rastlinah ima vlogo protiglivnega delovanja. Med te snovi uvr§¢amo
fitoaleksine, ki se sintetizirajo zgolj ob poskodbi ali okuzbi rastline. Resveratrol in njegovi
derivati so najbolj poznani in raziskani stilbeni. Glikozilirana oblika trans-resveratrola,
trans-resveratrol-3-O-glukozid, je znana tudi pod imenom piceid ali polidatin (Crozier in
sod., 2006; Pandey in Rizvi, 2009).
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2.2.4.3.1 Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-trihidroksistilben) je polifenolna spojina in se uvrS¢a med stilbene
(Soleas in sod., 1997). Rastline ga pogosto proizvajajo v odgovor na razli¢ne okoljske
stresorje, med katerimi so pomembne glivne infekcije (Aggarwal in sod., 2004; Langcake
in Pryce, 1976). Poznamo cis in trans izomero resveratrola ter razlicne glikozide, med
katerimi je najbolj poznan piceid (resveratrol-3-O-beta-glukozid) (Romero-Perez in sod.,
1999). Resveratrol spada med lipofilne molekule. Znanstveniki so si zaradi njegove
prisotnosti v rdeCem vinu z njim pomagali razloziti »francoski paradoks« (Criqui in
Ringel, 1994; Renaud in de Lorgeril, 1992; St Leger in sod., 1979). Zadnje raziskave
dokazujejo, da ima tudi vlogo pri preprecevanju razvoja razli¢nih bolezni: sréno-Zilnih,
raka in nevrodegenerativnih (Nikolova, 2007). Prav tako deluje na podobne transkripcijske
faktorje in molekularne mehanizme kot kaloriéno omejevanje hrane, zato ga lahko
uvrS¢amo med gerontoprotektivne Spojine in spojine, ki bi lahko vplivale na podaljSanje
zivljenjske dobe (Chung in sod., 2012; Howitz in sod., 2003; Ito in sod., 2012; Jang in
sod., 1997). Te lastnosti mu pripisujejo tudi raziskave na sesalcih (Colman in sod., 2014).

Raziskave resveratrola so v velikem porastu predvsem od leta 1992 naprej, ko so njegovo
prisotnost prvi¢ zaznali v rdeCem vinu (Siemann in Creasey, 1992). Prvi¢ je bil sicer
omenjen leta 1940, ko ga je japonskemu raziskovalcu Takaoki uspelo izolirati iz korenike
strupene, a medicinsko uporabne rastline, bele ¢merike (Veratrum album) (Takaoka, 1940).
Naravno je trans-resveratrol prisoten v jagodi¢evju (borovnice z vsebnostjo 32 ng/g sveze
mase), oresckih (pistacije z 0,09-1,67 ng/g), kuhanih arasidih (5,1 pg/g), grozdju (0,16—
3,45 pg/g), rde¢em (0,1-14,3 mg/L) in belem vinu (0,1-2,1 mg/L) ter koreniki japonskega
dresnika (0,5 mg/g) (Baur in Sinclair, 2006; Burns in sod., 2002; Chachay in sod., 2011).
Tudi ¢aj Itadori, ki je pripravljen iz 1 g prahu korenike japonskega dresnika na 100 mL
vode in s 5 min vretjem, je dober naravni vir resveratrola (0,7 mg/L) (Burns in sod., 2002).
Glukozida resveratrola, trans-piceida, je v rdeCem vinu obi¢ajno pod mejo zaznavnosti,
medtem ko ga je v rdeCem grozdju 1,5-7,3 pg/g, koreniki japonskega dresnika 1,65 mg/g
in Itadori ¢aju 9,1 mg/L (Baur in Sinclair, 2006). Leta 2006 so kot nov vir resveratrola
opisali kakav (1,8 ng/g) (Counet in sod., 2006; Hurst in sod., 2008).

Najbolj koncentriran vir resveratrola naj bi predstavljala korenika japonskega dresnika
(Vastano in sod., 2000), od koder ga je prvi leta 1963 izoliral Nonomura s sod. 1z tega vira
se izolira tudi vecina resveratrola za prehranska dopolnila (Nikolova, 2007). Danes ga
pridobivajo tudi s kemijsko sintezo in s pomocjo gensko spremenjenih mikroorganizmov
(Farina in sod., 2006; Trantas in sod., 2009; Wang in sod., 2007). Zanimivo je tudi, da
korenika vsebuje 3-krat ve¢ piceida, glikozilirane oblike trans-resveratrola, kot pa samega
trans-resveratrola (Burns in sod., 2002), kar velja tudi za grozdje. Vino vsebuje enaka
deleza trans- in cis-resveratrola, glikozilirano obliko trans-resveratrola pa le izjemoma.
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Vzrok nizke vsebnosti trans-resveratrola je v cepitvi glukoze med procesom vinifikacije
(Burns in sod., 2000; Burns in sod., 2002; Malele in Zvikomborero, 2014).

Resveratrol ima antioksidativni u¢inek, kar so dokazali tako in vivo kot in vitro. In vivo so
dokazali, da ima v primerjavi z vitaminoma E in C boljSe sposobnosti lovljenja prostih
radikalov (Stojanovic in sod., 2001). Nekatere druge Studije, vsaj za vitamin C, tega niso
potrdile (Martinez in Moreno, 2000). In vivo naj bi bilo njegovo antioksidativno delovanje
povezano predvsem s povecanjem sinteze dusikovega oksida (NO), ki lahko ucinkuje kot
lovilec superoksidnih radikalov (Cadenas in Barja, 1999; Hattori in sod., 2002).

Resveratrol je obcutljiv na svetlobo in se pod vplivom UV-sevanja spreminja iz trans v cis
izomero (Nikolova, 2007). Poleg tega je obcutljiv na visoko temperaturo, kar so dokazali s
preverjanjem vsebnosti resveratrola v borovnicah pred in po 30 min peki na 190 °C.
Koli¢ina resveratrola se je zmanjSala v obsegu od 17 do 46 % (Lyons in sod., 2003). Kljub
temu so raziskave pokazale, da je pri razli¢nih okoljskih razmerah izolirana kristalini¢na
oblika stabilna (Jensen in sod., 2010).

Raziskave pozornost posvecajo tudi biorazpoloZljivosti resveratrola (Walle in sod., 2004;
Wenzel in Somoza, 2005). Odkrili so, da je biolosko najbolj aktivna trans izomera
resveratrola (Nikolova, 2007), vendar se po zauzitju v krvni plazmi pojavi manj kot 1 %
zauzite koli¢ine (Walle, 2011). Pojav ni posledica njegove absorpcije, ki znasa okrog
75 %, vendar hitrega metabolizma v jetrih in enterocitih tankega ¢revesa. Trans-resveratrol
se metabolizira v sedem, do sedaj znanih, razli¢nih glukuronidov in sulfatnih konjugatov
(Burkon in Somoza, 2008; Goldberg in sod., 2003; Walle, 2011; Wenzel in Somoza,
2005). Metabolizmu prvega prehoda se lahko izognemo s sublingvalnim oz. bukalnim
doziranjem resveratrola. Metabolizem upocasnijo tudi nekateri flavonoidi, kot je na primer
kvercetin (De Santi in sod., 2000).

Walle in sod. (2004) so tudi odkrili, da je razpolovna doba metabolitov resveratrola v krvni
plazmi priblizno 9,2 ure, medtem ko je razpolovna doba intaktnega trans-resveratrola zgolj
8 do 14 min. Telo je zato metabolitom resveratrola izpostavljeno veliko dlje kot
nespremenjeni obliki trans-resveratrola (Asensi in sod., 2002; Marier in sod., 2002).
Odkrili so tudi, da se ob zauzitju 25 mg resveratrola, najvisja koncentracija resveratrola in
metabolitov v krvi pojavi po 60 min in znasa zgolj 491 pg/L. Neka druga raziskava pa je
najvisjo koncentracijo v krvi, ki je variirala med posamezniki od 416 do 471 ug/L, dolocila
po 30 min (Gescher in Steward, 2003).

Podatki 0 dostopnosti resveratrola v organizmu so pomembni predvsem z vidika podajanja
kriticne ocene zakljuckov razli¢nih raziskav. Te so veCinoma narejene in vitro, z uporabo
Cistega trans-resveratrola in koncentracijo, ki je 10- do 100-krat vi§ja od tiste, dosezene v
krvni plazmi po oralnem zauzitju (Gescher in Steward, 2003).
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Zadnje raziskave kazejo, da imajo pomembno vlogo in biolosko aktivnost tudi metaboliti
resveratrola. Poleg tega obstaja moznost, da se le-ti v celicah ponovno dekonjugirajo
(Calamini in sod., 2010; Hoshino in sod., 2010; Maier-Salamon in sod., 2013). V tkivih so
ugotovili tudi akumulacijo resveratrola, zato ni nujno, da je u¢inkovanje trans-resveratrola
v telesu pogojeno z njegovo koncentracijo in zaznavo v krvni plazmi (Patel in sod., 2010).

Pojavlja se tudi vpraSanje interakcije resveratrola in ostalih sestavin v hrani. Raziskave so
dokazale, da resveratrol in elagi¢na kislina sinergisti¢cno omogocita apoptozo rakavih celic,
resveratrol in kvercetin pa skupaj scitita celice pred beta amiloidnimi plaki (Conte in sod.,
2003; Mertens-Talcott in Percival, 2005). Ti vplivi lahko pojasnijo, zakaj imajo nekatere
spojine v hrani, ze v veliko nizjih koncentracijah, pozitiven vpliv na zdravje organizma
(Baur in Sinclair, 2006).

2.2.5 Ostali antioksidanti

Vitamini delujejo kot antioksidanti in prostim radikalom oddajajo elektrone ali vodikove
ione. Tako jih stabilizirajo in zmanj$ajo koli¢ino oksidativnih poskodb (Thompson in sod.,
2008: 386-412). Askorbinska kislina ali vitamin C je pomemben vodotopen antioksidant v
Cloveskem telesu. Ime askorbinska kislina pojasnjuje njegovo antiskorbutno delovanje, saj
je zgodovinsko gledano vitamin C povezan predvsem z zdravljenjem skorbuta pri
pomorscakih, ki so na dolgih potovanjih malokrat uzivali hrano, Ki je vsebovala dovolj
tega vodotopnega vitamina. V telesu je vitamin C v ravnovesju z dehidroaskorbinsko
kislino, ki ima popolno vitaminsko aktivnost. Vitamin E je najpomembne;j$i antioksidant,
Ki je topen v mas¢obah. V naravi obstaja osem oblik vitamina E. Stiri oblike so tokoferolne
in S§tiri tokotrienolne (nenasiCeni tokoferoli). Alfa tokoferol je tokotrienol in je
najpogostejsi tokoferol ter pri zivalih predstavlja kar 90 % vseh oblik vitamina E.
NajpomembnejSe delovanje se kaze pri zaS€iti membranskih lipidov celic (Kocevar
Glavac, 2013).

Minerali (Se, Cu, Zn, Mn) delujejo kot antioksidanti ali kot kofaktorji encimov, ki
pretvarjajo radikale v manj Skodljive spojine, ki se nato izlocCijo iz telesa (Thompson in
sod., 2008: 386-412).

Karotenoidi so kemijsko terpenoidne spojine iz osmih izoprenskih enot. Razdelimo jih na
karotene in ksantofile, hidroksilirane derivate karotenov. So lipofilne spojine, zato se v
telesu lahko koncentrirajo v masc¢obnih komponentah (membrane, lipoproteini, adipociti)
in preprecujejo oksidacijo lipidnih molekul, membran celic in holesterola LDL. Zaradi
prisotnih konjugiranih dvojni vezi v njihovi kemijski strukturi, karotenoidi delujejo kot
antioksidanti. Pomemben del predstavlja tudi provitaminsko delovanje alfa in beta
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karotena ter beta kriptoksantina, saj se iz njih tvori vitamin A (Geissler in Powers, 2009:
89-106; Kocevar Glavac, 2013; Thompson in sod., 2008: 386—412).

Karotenoidi pri fotosinteznih procesih omogoc¢ajo absorpcijo in prenos svetlobne energije
na Kklorofil. Delujejo tudi zas¢itno pred premocno osvetlitvijo, zato je ve¢ karotenoidov
prisotnih v listih, ki so neposredno izpostavljeni soné¢ni svetlobi (Tracewell in sod., 2001;
Yang in sod., 2002).

Nekatere endogene antioksidante, kot sta alfa lipoic¢na kislina in koencim Q10, lahko v telo
vnesemo tudi s hrano (Durrani in sod., 2010; Pravst in sod., 2010).

2.2.6  Prooksidativno delovanje antioksidantov

Antioksidanti v doloc¢enih razmerah lahko delujejo tudi kot prooksidanti. To pomeni, da
spodbujajo nastajanje prostih radikalov. Visoke koncentracije antioksidantov in prisotnost
kovinskih ionov lahko celo povecajo koli¢ino nastalih prostih radikalov. Prevelike koli¢ine
antioksidantov so nezazelene, saj ROS preprecujejo, da delujejo kot signalne molekule in
spodbudijo telo k sintezi endogenih, njemu lastnih, antioksidantov (Devasagayam in sod.,
2004; Raza in John, 2005; Witjen in sod., 2005). To je tudi razlog, da nekatere raziskave
ugotavljajo Skodljive posledice vnasanja velikih koli¢in antioksidantov Vv telo (Bergstrom
in sod., 2012), predvsem s pomocjo prehranskih dopolnil.

Studije antioksidantov so pogosto opravljene in vitro, kar ne odraza nujno njihovega
delovanja in vivo (Yordi in sod., 2012: 41). Ob zauzitju je namre¢ njihovo delovanje
odvisno od absorpcije, metabolizma in razporejanja v tkivih ter celicah. Prav tako Studije
uporabljajo kemijsko ciste antioksidante, ki ne delujejo nujno na enk nacin kot
antioksidanti v zivilih. Antioksidanti so v zivilih vezani znotraj naravne prehranske matrike
(Bouayed in Bohn, 2010). EpidemioloSke Studije na ljudeh, ki ugotavljajo pozitivne vplive
fitokemikalij na telo, so ve¢inoma opravljene z uporabo pravih zivil. Fitokemikalije imajo
in vivo poleg antioksidativnega delovanja tudi druge naloge in vloge. Celo njihovi
metaboliti imajo lahko pomembnej$o biolosko vlogo in aktivnost kot izvorne Spojine, pri
¢emer ima pomembno vlogo tudi ¢revesna mikrobiota (Buttriss in sod., 2002; Cardona in
sod., 2013). Poleg tega nekatere Studije ugotavljajo, da je prooksidativni ucinek
antioksidantov v telesu lahko celo koristen, saj z vplivom na procese apoptoze in
oksidativne poskodbe DNK predstavlja potencialen mehanizem boja telesa proti rakavim
celicam (Galati in O’Brien, 2004; Lambert in Elias, 2010).
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2.2.7  Vnos fenolnih spojin v telo in vpliv na zdravje

Fenolne spojine so naravne spojine, prisotne v rastlinski hrani. Najve¢ jih vsebujejo sadje,
zelenjava, zita in razli¢ni napitki (Scalbert in sod., 2005). Z njimi v telo vnesemo najvecji
delez antioksidantov. S prehrano jih vnesemo priblizno 10-krat ve¢ kot vitamina C in 100-
krat ve¢ kot vitamina E in karotenoidov (Scalbert in Williamson, 2000).

Pozitivne ucinke fenolnih spojin pripisujejo njihovi antioksidativni vlogi (Heim in sod.,
2002), vendar zaradi razli¢nih uéinkov na telo to ni edini mehanizem njihovega delovanja
(Cardona in sod., 2013). Ker prispevajo najve¢ji delez k antioksidativnim lastnostim hrane,
lahko predstavljajo pomemben naravni vir antioksidantov (Parr in Bolwell, 2000).
Epidemioloske Studije dokazujejo pozitivno korelacijsko povezanost med uzivanjem
antioksidantov in zmanjSano smrtnostjo ter moznostjo za razvoj razliénih bolezni
(Devasagayam in sod., 2004), tudi rakavih (SI. 6) (Dai in Mumper, 2010).

Dve glavni skupini fenolnih spojih sta flavonoidi in fenolne kisline. Z normalno zdravo
hrano v telo vnesemo do 2 g flavonoidov dnevno (Havsteen, 2002). Najbolj pogosti
flavonoidi so kvercetin, flavonol, prisoten v ¢ebuli in jabolkih; katehin, flavanol, prisoten v
¢ajih in nekaterih sadeZih; hesperetin, flavanon, znacilen za citruse; cianidin, antocianin
rdecih sadeZev; daidzein, glavni izoflavon soje in proantocianidini, ki prispevajo k trpkosti
in grenkosti nekaterih sadezev. Ena glavnih fenolnih kislin je klorogenska kislina, najbolj
znana po prisotnosti v kavi (Bennick, 2002).

Zdrava telesna

celica Antioksidativen uéinek

Protimutagen ucinek
- L prokarcionogeneza

l Iniciacija I_ :;;a:::r;zl:(ame

Inicirana celica

Protivneten ucinek
Zaustavi celicni cikel

l Promocija }_ Spodbudi apoptozo

Zavre celi¢ni cikel

Nenadzorovana
celicna rast

0

Zaustavi rast celic

l Progresija I— Zavre metaloproteaze

Zavre angiogenezo

Maligna celica

Slika 6: Potencialni mehanizem delovanja polifenolov pri prepreevanju razvoja rakavega obolenja.
Polifenoli lahko med celotnim razvojnim stadijem obolenja vplivajo na potek razvoja rakavega obolenja
(prirejeno po Dai in Mumper, 2010: 7324)
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Fenolne spojine lahko prispevajo h grenkobi, trpkosti, barvi, okusu, vonju in oksidativni
stabilnosti hrane (Pandey in Rizvi, 2009). Tanini prispevajo k trpkosti, saj se vezejo na
proteine v slini. Z vezavo na zauzite beljakovine in inhibicijo delovanja prebavnih encimov
so za organizem lahko rahlo strupeni (Crozier in sod., 2006).

Raziskave so pokazale, da preveliko uzivanje fenolnih spojin lahko privede do nastanka
razli¢nih stranskih ucinkov, kot so poveCanje oksidativnega stresa, mutagenosti,
pospesevanja razvoja raka, vpliva na delovanje $¢itnice in absorpcijo nekaterih mineralov
(zeleza) (Scalbert in sod., 2005). Tako kot je tekom evolucijskega razvoja antioksidativni
obrambni sistem koevolviral s sistemom oksidativnega stresa, so se pri nekaterih
rastlinojedih zivalih in ljudeh v slini pojavile beljakovine, bogate s prolinom in histatini.
Te vezejo in aktivirajo nekatere polifenole (tanine) ter preprecijo njihovo potencialno
Skodljivo delovanje (Bennick, 2002).

2.3 POMEN ANTIOKSIDANTOV ZA RASTLINE

Fenolne spojine rastlinam omogocajo obrambo proti okoljskim patogenom, herbivorom,
virusom in abiotskemu stresu. Preprecujejo oksidacijske procese v celicah, saj v njih zZe
tekom normalnega metabolizma nastajajo ROS. Pomembno vlogo imajo tudi pri razvoju,
vplivajo na izrazanje genov, delujejo kot atraktanti za opraSevalce, mikrobe in zivali, ki
raznasajo plodove. Znotraj tkiv in med rastlino ter okoljem delujejo kot signalne molekule.
Fenolne spojine lahko rastlina izloca v svojo okolico in s tem preprecuje rast ostalim
rastlinam, kar imenujemo alelopatija (Bhattacharya in sod., 2010; Brunetti in sod., 2013; Li
in sod., 2010). Njihova glavna vloga je zaséita rastlin pred razlicnimi stresorji, saj So
Ferreres in sod. (2011) odkrili, da je v listih 80 % vseh flavonoidov, ki delujejo
antioksidativno, prisotnih v epidermalnih celicah in palisadnem parenhimskem tkivu
adaksialne strani lista.

Rastline se branijo proti razlicnim stresorjem s konstituiranimi in induciranimi obrambnimi
mehanizmi. Fenolne spojine, ki so v rastlini prisotne ze pred pojavom stresorja se
imenujejo fitoanticipini, medtem ko med fitoaleksine sodijo tiste fenolne spojine, ki jih
rastline sintetizirajo v odgovor na stresor (Cécile in sod., 2012). Pri¢akovati gre, da imajo

rastline, ki so izpostavljene razlicnim stresorjem vi§jo vsebnost antioksidantov (Agati in
sod., 2012).
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2.3.1  Sezonske spremembe v vsebnosti antioksidantov v rastlinah

Razli¢ne fenolne spojine imajo vlogo uravnavanja rasti in razvoja vegetativnih in
reproduktivnih delov rastline. Nadzemni in podzemni deli rastline so izpostavljeni
razliénim stresorjem iz okolja, kar poslediéno pomeni tudi razlicen nabor sekundarnih
metabolitov, ki so odgovorni za odpornost proti stresorjem. Raziskave so pokazale, da se
tekom razli¢nih razvojnih stadijev posameznega rastlinskega tkiva vsebnost fenolnih spojin
spreminja (Ozeker in Kara, 1999).

2.4 RASTLINE KOT VIR ANTIOKSIDANTOV

Pred razvojem moderne medicine in farmacije so stare civilizacije za zdravljenje bolezni
uporabljale razlicne naravne pripravke, ekstrakte, izvlecke, tinkture, mazila in caje.
Egipcanski Ebers Papyrus, iz leta 1550 pred nasim S$tetjem, je opisoval 700 razli¢nih
mozZnosti uporabe rastlin v zdravstvene namene (American ..., 2007; Arab, 2000). Ceprav
je v sodobni medicini 25 % vseh zdravil pridobljenih iz rastlin, 80 % svetovne populacije
Se vedno posega po tradicionalnih nacinih zdravljenja, vklju¢no z uporabo naravnih
rastlinskih uc¢inkovin (Newman in Cragg, 2007; Soetan in Aiyelaagbe, 2009).

24.1 Prisotnost antioksidantov v razliénih tkivih dresnikov

Dresniki vsebujejo veliko razlicnih sekundarnih metabolitov z antioksidativnim
delovanjem (Ogwuru in Adamczeski, 2000), njihove glavne aktivne sestavine pa so
stilbeni in kinoni (SI. 7) (Frantika in sod., 2013). Raziskovalci so v podzemnih in
nadzemnih delih dresnikov dolo¢ili podobne bioaktivne sestavine, razlike pa so opazili v
vsebnost teh snovi med organi (listi, stebla, korenike in socvetja). Specifi¢ne razlike so
prisotne tudi med taksoni, na pojavljanje dolo¢enih metabolitov pa vpliva tudi geografska
lega rasti rastlin (Fan in sod., 2010; Piola in sod., 2013; Vrchotova in sod., 2010). Najbolj
proucene so sicer korenike japonskega dresnika, vendar tudi korenike sahalinskega in
CeSkega dresnika ter listi, stebla in socvetja predstavljajo potencialen vir naravnih
bioaktivnih antioksidantov (Benova in sod., 2008; Huang in sod., 2008).

Prisotnost mikoriznih povezav v koreniki ¢eskega dresnika poveca koli¢ino resveratrola in
njegovih derivatov (Fuiyosh in sod., 2005; Harley in Harley, 1987). Glive vplivajo tudi na
razmerje med resveratrolom in njegovimi glukozidi. Ker se glukoza iz rastline prenasa do
glivnega simbionta, da le-ta lahko pokrije svoje energijske potrebe za fiksacijo duSika,
ostane manj glukoze na voljo za tvorbo glukozidov (Kovafova in sod., 2010). Iz tega bi
lahko sklepali, da bo ceski dresnik vseboval najvisjo vsebnost resveratrola in njegovih
derivatov, saj spadata japonski in sahalinski dresnik med rastline brez mikoriznih povezav
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(Fuiyosh in sod., 2005; Harley in Harley, 1987). Glede na objavljene podatke najboljsi vir
resveratrola vseeno predstavlja korenika japonskega dresnika (Frantik in sod., 2013).

Korenike dresnikov so vir stilbenov, medtem ko nadzemni deli vsebujejo ve¢ flavonolov
(Vrchotova in sod., 2007), med bolj prepoznavnimi pa so tudi derivati kavne Kisline
(Vrchotova in sod., 2005). V nadzemnih delih rastline so prisotni tudi kinoni in stilbeni,
vendar v nizjih koncentracijah kot v korenikah (Vaher in Koel, 2003). Sahalinski dresnik
vsebuje do 70-krat nizjo koncentracijo stilbenov kot korenike japonskega dresnika
(Vrchotova in sod., 2005). Piceida je lahko v tkivu 10-krat ve¢ kot prostega resveratrola
(Frantika in sod., 2013; Regev-Shoshani in sod., 2003; Su in sod., 2013). V korenikah naj
bi bila najvisja vsebnost stilbenov jeseni, ko je tudi njihova masa najve¢ja, v nadzemnem
delu rastline pa spomladi. Vsebnost stilbenov v nadzemnem delu dresnikov je v primerjavi
s korenikami zelo nizka (Frantik in sod., 2013).

Glede na kvalitativno in kvantitativno vsebnost antioksidantov je ¢eSki dresnik bolj
podoben japonskemu (Piola in sod., 2013). V vsebnosti stilbenov, kot sta piceatanol in
astringin, lahko ceski dresnik celo prekasa japonski dresnik (Benova in sod., 2008).
Koreniko japonskega dresnika lahko okarakteriziramo po prisotnosti stilbenov in nekaterih
antrakinonov, koreniko sahalinskega dresnika pa po vsebnosti antrakinonov (Inoue in sod.,
1992; Yi in sod., 2007) in fenilpropanoidnih glukozidov (Fan in sod., 2010).

Mladi poganjki vsebujejo podobne sestavine kot korenike, vendar so le-te v njih prisotne v
niZjih koncentracijah (Vrchotové in sod., 2007).
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Slika 7: Kemijska struktura glavnih antioksidantov v dresnikih: stilbeni in antrakinoni (prirejeno po Benova
in sod., 2008: 2404; Thermo ..., 2012: 43)
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Ekstrakt listov sahalinskega dresnika bi se v prihodnosti lahko uporabljal za nadzor
razli¢nih rastlinskih bolezni, saj ima fungicidno delovanje, kar so raziskovalci pripisali
visoki vsebnosti katehinov (Hromadkova in sod., 2010; Konstantinidou-Doltsinis in
Schmitt, 1998).

Zaradi velike koli¢ine biomase, ki jo dresniki letno proizvedejo, njihove razSirjenosti,
invazivnosti in vsebnosti stilbenov ter ostalih sekundarnih metabolitov, predstavljajo
odli¢en vir za ekstrakcijo antioksidantov. Na en hektar lahko proizvedejo od 20 do 30 ton
rastlinske biomase, ki vsebuje ve¢ kot 80 kg stilbenov (Fan in sod., 2010; Frantika in sod.,
2013).

2.5 SPLOSEN PREGLED UPORABLJENIH RAZISKOVALNIH METOD
2.5.1 Dolocanje celotne antioksidativne u¢inkovitosti (AOU)

Antioksidativna uc¢inkovitost (AOU) je sposobnost dolocene sestavine ali kompleksne
mesanice, da prepeci oksidativne poSkodbe, ki jih povzrocajo prosti radikali. V znanstveni
literaturi je zaslediti tudi izraza antioksidativna aktivnost ali antioksidativni potencial
(Borar in sod., 2011; Ghiselli in sod., 2000; Sreeramulu in sod., 2009). Raziskujemo lahko
AOU razli¢nih prehranskih izdelkov, sadja, zelenjave, Cajev in celo telesnih tekocin, kot je
krvna plazma (Roginsky in Lissi, 2005).

Za merjenje AOU kemijsko cCistih snovi ali kompleksnih vzorcev obstajajo Stevilne
metode, ki temeljijo na razli¢nih mehanizmih merjenja u¢inkovitosti antioksidantov. S temi
metodami se lahko preverja ucinkovitost lovljenja kisikovih in hidroksilnih radikalov,
vpliv na zmanjSevanje lipidnih peroksilnih radikalov, zmanjSevanje lipidne peroksidacije
in sposobnost kelacije prostih kovinskih ionov (Apak in sod., 2013; Huang in sod., 2005).

Stevilo raziskav v povezavi s to tematiko je v zadnjih dvajsetih letih mo&no naraslo, saj so
raziskave pokazale obratno sorazmerno povezavo med vnosom antioksidantov v telo in
razvojem z oksidativnim stresom povzrocenih bolezni. Prav tako je uporaba rastlin z
visoko AOU smiselna v zivilski industriji, saj omenjene snovi sluzijo kot naravni
konzervansi, ki podalj$ajo trajnost nekega zivila (Huang in sod. 2005; Negi, 2012; Prior in
sod., 2005; Sagdic, 2011; Stratil in sod., 2006).

Nacin merjenja AOU je lahko posreden ali neposreden. Neposredne metode proucujejo
antioksidativen vpliv antioksidantov pri oksidativno povzrocenih poskodbah na bioloskih
sistemih, kot so lipidne membrane, posamezni lipidi, DNK in krvna plazma (Roginsky in
Lissi, 2005). Pricakuje se, da bolj kot je modelni sistem preverjanja AOU podoben
resniénemu bioloSkemu stanju, pa naj gre za in vivo (bioloske membrane) ali in vitro
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(hrana, ki vsebuje lipide) poskuse, bolj so rezultati poskusov relevantni (Kristinova, 2008).
Metode posrednega merjenja AOU temeljijo na merjenju redukcijske sposobnosti
antioksidantov za oddajo elektrona in se imenujejo metode ET (electron transfer), med
katere uvr§éamo Folin-Ciocaltau metodo, FRAP, DPPH, ABTS in TEAC. Druga skupina
so metode, ki temeljijo na merjenju sposobnosti oddajanja vodikovega atoma in se
imenujejo metode HAT (hydrogen atom transfer), kamor sodita metodi ORAC in TRAP
(Huang in sod., 2005). Posredne metode pogosto merijo sposobnost antioksidantov za
lovljenje stabilnih, obarvanih in sinteti¢nih prostih radikalov. Kritiki takega nacina
merjenja AOU pravijo, da imajo te metode malo skupnega z dejanskim stanjem v bioloskih
sistemih, kjer najve¢ Sskode povzrocajo prosti kisikovi radikali in prosti kovinski ioni. Tu
gre za merjenje sposobnosti oddajanja elektrona ali vodikovega protona pod pogoji, ki so
zelo drugacni od tistih in vivo (Roginsky in Lissi, 2005). Kritiki opozarjajo na
nerelevantnost rezultatov, saj procesi temeljijo zgolj na kemijskih reakcijah in vitro, prav
tako se ne uposteva biodostopnosti teh snovi, stabilnosti in vivo, reaktivnosti in situ in
zadrzevalnega ¢asa snovi v biologkih sistemih (Huang in sod., 2005). Studija, ki so jo
izvedli Serrano in sod. (2007) celo predvideva, da meritve AOU v hrani pokazejo
podcenjene vrednosti glede na resni¢no antioksidativno delovanje v bioloskih sistemih. In
vitro testi so lahko primerni za primerjavo razli¢nih prehranskih izdelkov, toda izmerjena
vrednost AOU hrane ni nujno primerljiva z aktivnostjo v bioloSkem sistemu (Mermelstein,
2008).

V telesu so prisotni tudi encimi, ki delujejo antioksidativno. Antioksidanti lahko delujejo
tudi kot prooksidanti. Poleg tega je vprasanje, kaksna je biorazpolozljivost antioksidantov
ob zauzitju, kot tudi, koliko jih sploh prezivi prebavo. Telo je kompleksen sistem, Kjer
antioksidanti, ki vplivajo na zmanj$evanje koli¢ine prostih radikalov, predstavljajo le del
obrambnega sistema. Vecina mehanizmov je med seboj povezanih, zato so pogosto
prisotne sinergisticne ali antagonisti¢ne povezave (Chaudiere in Ferrari-Iliou, 1999; Huang
in sod., 2005; Mermelstein, 2008; Serrano in sod., 2007; Snell in sod., 2012). Upostevati je
potrebno tudi genetske vplive, vplive okolja in mikrobioto posameznika. Poleg tega Se
vedno ni povsem jasno, ali je oksidativni stres res primarni dejavnik pri razvoju bolezni
(Cardona in sod., 2013; Mermelstein, 2008; Rahman, 2007).

Obstaja veliko Stevilo metod, rezultati med metodami in celo znotraj posamezne metode pa
so si pogosto nasprotujo¢i. Veliko metod ima variabilno kon¢no to¢ko meritve in vsak
posameznik uporablja razli¢ne kriterije za dolocitev te koncne tocke. Prav tako so metode
premalo standardizirane, zato je med posameznimi laboratoriji pri uporabi razlicnih
koncentracij in koli¢in reaktantov prisotna velika variabilnost. Poleg tega so razlike tudi
posledica uporabe razli¢nih standardov za pripravo umeritvenih krivulj. Za primerjave
rezultatov med laboratoriji bi bilo potrebno standardizirati potek izvedbe razli¢nih metod
in dolociti metode, ki podajo najbolj relevantne rezultate. Korak v to smer je bil ze storjen,
saj so ze leta 2004 v Orlandu, na prvem mednarodnem kongresu o metodah, ki doloc¢ajo
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vsebnost antioksidantov, razpravljali o tem, kaj je bilo na to temo Ze storjeno in kaj bi bilo
v prihodnosti $e potrebno storiti (Frankel in Meyer, 1941; Prior in sod., 2005; Roginsky in
Lissi, 2005; Stratil in sod., 2006).

Najboljse raziskave preverjanja AOU so z uporabo zivalskih modelov in na ljudeh, vendar
so te vrste raziskav dolgotrajne, tezavne in drage. Prihodnost je v ugotavljanju bioloske
dostopnosti in stabilnosti antioksidantov ter v preverjanju AOU s pomocjo celi¢nih kultur
(Mermelstein, 2008). Vecinoma se zaradi preprostosti in hitrejSe izvedbe celotnega
poskusa vseeno uporablja posredne metode merjenja AOU, Kar je tudi v interesu zivilske in
farmacevtske industrije.

Metoda ORAC je bila predlagana za metodo, ki bi omogocala rutinske analize AOU hrane
in farmacevtskih proizvodov, saj preverja aktivnost lipofilnih in hidrofilnih antioksidantov.
Temelji na ugotavljanju sposobnosti antioksidantov za prepreCevanje oksidacije zaradi
delovanja peroksilnih radikalov — najbolj pogostih radikalov v ¢loveskem telesu (Awika in
sod., 2003; Prior in sod., 2005; Sun in Tanumihardjo, 2007).

Leta 2007 je Ministrstvo za kmetijstvo Zdruzenih drzav (USDA) sprostilo prvo bazo
podatkov 0 AOU izbranih prehranskih izdelkov. Zbirka je prikazovala vrednosti ORAC
hidrofilnih in lipofilnih antioksidantov ter celokupno vrednost ORAC v enotah
ekvivalentnih troloksu (umol TE/100 g). Prikazani so bili tudi podatki za skupno vsebnost
fenolnih snovi, vendar v enotah ekvivalentnih galni kislini (mg GAE/100 g). Dopolnitev je
zbirka dozivela leta 2010 in vsebovala 326 razli¢nih zivil. Leta 2012 je USDA ukinila
zbirko, saj Se ni dovolj raziskav, ki bi uspesno dokazale povezavo med rezultati testov
AOU in vplivom analiziranih Zivil na ¢lovekovo zdravje. TeZzava je v tem, da metoda
ORAC preverja le sposobnost antioksidantov za zmanjSevanje prostih radikalov, zato so
bili objavljeni rezultati analiz s strani ljudi pogosto narobe interpretirani. Zivilska in
farmacevtska industrija sta podatke zaceli izkori$Cati za pospeSevanje prodaje Svojih
izdelkov. Rezultati in vitro testov ne morejo biti preneseni na in vivo ucinke, saj imajo
antioksidanti v telesu Stevilne vloge, veliko teh pa ni povezanih s sposobnostjo inhibicije
prostih radikalov. Metaboli¢ne poti delovanja bioaktivnih sestavin v hrani se vedno niso
popolnoma raziskane, prav tako tudi njihovo ne-antioksidativno delovanje. Bioaktivne
sestavine v hrani imajo v organizmu Stevilne mehanizme delovanja in le eden izmed njih je
njihovo antioksidativno delovanje (Haytowitz in Bhagwat, 2010).

2.5.1.1 Metoda ABTS

Metoda temelji na ugotavljanju sposobnosti antioksidantov, da reagirajo s stabilnimi
kationskimi radikali ABTS™, ki jih ustvarimo z dodatkom razli¢nih oksidantov, in jih nato
pretvorijo nazaj v reducirano obliko. Ker je ABTS v reducirani obliki brezbarven, kot
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radikal pa zeleno-modre barve, lahko spremembo razmerja med oksidiranim in
reduciranim reagentom ABTS ter s tem spremembo barve reagenta spremljamo
spektrofotometri¢éno z merjenjem absorbance (A) (Miller in sod. 1996; Pennycooke in sod.,
2005; Prior in sod., 2005; Re in sod, 1999; Roginsky in Lissi, 2005).

Antioksidanti imajo sposobnost lovljenja prostih radikalov. Pri metodi ABTS antioksidanti
reagirajo s stabilnimi, intenzivno obarvanimi, kationskimi radikali ABTS™ in jih
reducirajo. Raztopina z radikali ABTS™ se lahko pripravi z dodatkom razliénih oksidantov,
med katerimi so najpogostej$i manganov dioksid (MnO,), kalijev persulfat (K;S,0g) in
razli¢ni encimi (HRP) (Prior in sod., 2005). Absorpcijski maksimumi radikalov ABTS™ so
pri 415, 645, 734 in 815 nm. Za spremljanje reakcije med antioksidanti in radikali ABTS™
se uporabljata valovni dolZini 415 in 734 nm (Cano in sod., 2000).

Radikali ABTS™ po navadi v okviru 30 min reagirajo s prisotnimi antioksidanti (Prior in
sod., 2005). Slabost te metode je, da so radikali ABTS™ slabo selektivni pri reagiranju z
molekulami, ki so donorji vodika. Radikali ABTS™ reagirajo z vsemi hidroksilnimi
aromatskimi obro€i ne glede na njihovo antioksidativno sposobnost (Roginsky in Lissi,
2005). Metoda zato v resnici meri sposobnost spojin za reakcijo z radikali ABTS™.
Rezultati te metode se pogosto izrazajo kot antioksidativna uéinkovitost v ekvivalentih
troloksa (TEAC) ali kot sposobnost lovljenja prostih radikalov, ki je izrazena v %
(Pennycooke in sod., 2005; Prior in sod., 2005; Re in sod, 1999; Roginsky in Lissi, 2005).

Pri merjenju absorbance (A) velja Lambert-Beerov zakon (Enacba 4), pri katerem je
vrednost A odvisna od koncentracije raztopine in dolzine poti svetlobe, ki jo le-ta opravi
pri prehodu skozi kiveto.

A=Excxl .. (4

Oznake € = molarni absorpcijski koeficient (L mol™® cm™), ¢ = koncentracija raztopine
(mol L) in 1 = dolZina poti svetlobe (cm) (Tam in Zardecki, 1982).

2.5.1.2 Luminescen¢na metoda

Pojem luminescenca (sinonim luminiscenca) opisuje sevanje za snovi znacilne svetlobe
brez oddajanja toplote. Poznanih je ve¢ razli¢nih vrst luminescenc (bio-, foto-, radio- in
kemiluminescenca). Kemiluminescenca je proces, ki se odvija pri pretvorbi kemicne
energije v svetlobno (Slovenski ..., 2012). Reakcija omogoca prenos elektronov v vzbujeno
stanje, pri njihovem vra¢anju v osnovno stanje pa pride do oddajanja fotonov (Dodeigne in
sod., 2000). Obstajajo razli¢ne luminescenéne metode, ki omogocajo merjenje AOU
bioloskih vzorcev. Razlikujejo se predvsem v uporabi razlicnih reagentov, ki
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luminescirajo, in razli¢nih oksidacijskih aktivatorjev (Jiménez in Navas, 2002; Navas in
Jiménez, 2007; Roda in sod., 1998). Poleg luminola se pri luminescen¢ni metodi lahko
uporabljajo tudi lucigenin in razli¢ni bioluminescencni proteini. Luminol je sprejemljiv
zgolj pri merjenju AOU z uporabo enega oksidanta. Intenzivnost emisije luminola je
namre¢ odvisna od tipa uporabljenega oksidanta. TeZavo glede relevantnosti rezultatov
lahko predstavlja tudi to, da aktiviran produkt luminola Ze sam po sebi kaze redoks
aktivnost (Prior in sod., 2005).

Kemiluminescen¢no reakcijo z uporabo luminola je prvi¢ opisal Albrecht leta 1928
(Albrecht, 1928). Luminol, ki ob prisotnosti oksidantov preide v vzbujeno stanje, ob
vraCanju hazaj v osnovno stanje oddaja modro svetlobo z vrhom pri valovni dolzini
425 nm (Girotti in sod, 2010). Vir radikalov, ki delujejo kot oksidanti, predstavlja H,O,.
Reakcijo Kkatalizira dodana hrenova peroksidaza (HRP) (Girotti in sod., 2010).
Superoksidni radikalski anioni oksidirajo luminol. Tvorijo se radikali luminola, ki nato
vplivajo na nastanek endoperoksida. Ta se razgradi do elektronsko vzbujenega dianion 3-
aminoftalata. Dianion 3-aminoftalat luminescira, ko se iz vzbujenega stanja vraca nazaj v
osnovno stanje. Prisotni antioksidanti zavrejo to reakcijo, zato kemiluminescencni signal,
po dodatku dovolj velikega volumna vzorca z antioksidativno aktivnostjo, pade ali doseze
vrednost 0, saj antioksidanti preprec¢ijo nastajanje radikalov luminola. Po dolo¢enem casu
se signal zopet zafne povecevati, saj ponovno zacne prevladovati proces oksidacije
luminola. Cez &as se v reakcijski meSanici vsi antioksidanti, prisotni v dodanem ekstraktu,
porabijo, zato signal doseze ravnovesno vrednost, t. i. emisijski plato. Takrat je nastajanje
oksidiranih luminolovih intermediatov konstantno. Z merjenjem Casovne zakasnitve v
luminescenci luminola lahko posredno ugotavljamo AOU dodanega ekstrakta (Dodeigene
in sod., 2000; Girotti in sod., 2010; Jiménez in Navas, 2002; Poga¢nik in Poklar Ulrih,
2012; Thorpe in Kricka, 1986). Izmerjen ¢asovni zamik v luminescenci je sorazmeren z
AOU vzorca (Whitehead in sod., 1992).

2.5.2  Tankoplastna kromatografija (TLC)

Tankoplastna kromatografija (TLC) je kromatografska tehnika, ki se zaradi svoje
vsestranskosti, hitrosti izvedbe in cenovne ugodnosti, pogosto uporablja v biokemiji,
molekularni biologiji in pri raziskovanju rastlin, za lokalizacijo ter analizo bioaktivnih
sestavin. Pri fitokemijskih raziskavah je to obicajno prva tehnika, ki nam poda osnovne
informacije o rastlinskem vzorcu, saj omogoca locevanje, doloc¢evanje, kvantifikacijo in
izolacijo rastlinskih sestavin (Sherma, 2000; Thin-Layer ..., 2014; Waksmundzka-Hajnos
in sod., 2008).

Pri TLC imamo poleg topila za razvijanje Se trdno stacionarno fazo (sorbent). Silikagel
(SI. 8a) je najpogosteje uporabljen sorbent, ki vsebuje silicij z elektropozitivnim in Kisik z
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elektronegativnim znacajem. Bolj polarne bodo molekule, ki jih bomo zeleli loditi, vecja
bo njihova afiniteta za adsorpcijo na sorbent (Thin-Layer ..., 2014). Sorbent je nanesen na
razli¢ne nosilce, ki so lahko plasti¢ni, stekleni ali aluminijasti (ProSek in Pukl, 1991: 9;
Thin-Layer ..., 2014).

OH OH OH
a) | | |
—0—=8—=0—=8—0—S8—0—
| | |
o o o
| | |
Osnovno ogrodje
silikagela
" S
Tekoca \ / Smer
v . 8 A . B
mesanica, d gibanja
ki vsebuje A A topila za
. A .e .
snovAinB N, o> A wr razvijanje
c)
) ZN
Stacionarna
faza
Topilo za
razvijanje
=
ey
Pogled s strani Pogled s prednje strani

Pokrov

4 P

-+—— Kad za razvijanje

Fronta topila ——f—= —_— & | =

b = a

Spojina B » | s

2z

J,
Spojina A z B
pe s ~a—1— Sorbent i i B
Start il Zl L 3
‘\P_._ q ‘ !

Topilo za razvijanje
Mesto nanosa vzorca et

Slika 8: Shematski prikaz lo¢be s tankoplastno kromatografijo. a) Struktura silikagela. b) Dinami¢no
ravnovesje med molekulami A in B nanesenega vzorca ter topilom za razvijanje in stacionarno fazo.
) Molekule A imajo glede na molekule B vecjo afiniteto za vezavo na stacionarno fazo (sorbent). Zaradi
razlik v hitrosti potovanja molekul A in B pride do lo¢be molekul na kromatografski plos¢i, kar opazimo kot
prisotnost lis na razli¢nih delih kromatografske plos¢e. d) Proces razvijanja kromatografske plosce in izraGun
retencijskega faktorja (Rg) loCenih lis. PusCici oznaceni s §tevilko 1 prikazujeta evaporacijo topila za
razvijanje, puséici oznaceni s Stevilko 2 prikazujeta kondenzacijo. Topilo za razvijanje se po sorbentu
premika v smeri od starta proti vrhu kromatografske plosée (prirejeno po: Cai, 2014; Clarck, 2007; Thin-
Layer ..., 2014: 94)
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Pravilen izbor stacionarne faze in topila za razvijanje je kljucen za uspesno loc¢bo zelenih
snovi. Upostevati je potrebno tudi polarnost, topnost, ionizabilnost, molekulsko maso in
obliko ter velikost analitov (Wall, 2005).

Vzorce lahko na kromatografsko plo$¢o nanaSamo v tocko ali v ¢rto. Nanosi vzorcev na
kromatografske plosce se gibljejo med 5 in 50 uL. Vzorce se po navadi nanasa 1 cm od
spodnjega roba plos¢e. NanaSanje v ¢rto omogoca boljSo locljivost sestavin vzorca (Prosek
in Pukl, 1991: 40; Wall, 2005). Nanasanje je lahko ro¢no, polavtomatsko ali avtomatsko, z
uporabo kapilare ali nanasalne igle. Ker zelimo, da je nanos ¢imbolj ozek, se med
nanaSanjem za susenje vzorca pogosto uporablja vir toplega ali hladnega zraka. SuSenje
lahko poteka tudi z uporabo inertnega plina, kot je dusik. Pri polavtomatskem nanaSanju
VZorcev se vzorci nanasajo s prSenjem brez dotika mikroinjekcijske igle (Basic ..., 2012;
Reich in Schibli, 2006: 10 in 11; Thin-Layer ..., 2014).

Nanasanju vzorcev na plosco sledi njeno razvijanje (SI. 8b, 8c in 8d) z uporabo ustreznega
topila za razvijanje v kromatografski kadi. Uporabljajo se razli¢ne kromatografske kadi, v
katerih so plosce med razvijanjem v horizontalni ali vertikalni legi. Pri razvijanju
kromatograma ima pomembno vlogo tudi plinska faza, ki je prisotna v kadi za razvijanje.
Zazeleno je, da je plinska faza nasiena s parami topila za razvijanje, kar dosezemo s tem,
da stene kadi za razvijanje oblozimo s filtrirnim papirjem, po katerem zaradi kapilarnega
vleka potuje topilo za razvijanje. V tem primeru govorimo o nasiceni kadi, sicer pa o
nenasic¢eni kadi (Prosek in Pukl, 1991: 12; Thin-Layer ..., 2014; Willfor in sod., 2006).

Locene sestavine lahko opazujemo pod vidno ali UV-svetlobo. Dolo¢ene sestavine so
lahko ze naravno obarvane, druge fluorescirajo. Z uporabo razli¢nih derivatizacijskih
(detekcijskih) reagentov lahko locene spojine derivatiziramo v spojine, ki fluorescirajo ali
absorbirajo svetlobo v vidnem oz. UV delu svetlobnega spektra. Derivatizacijske reagente
na plo$¢o nanesemo tako, da plosco z njimi poprsimo ali jo vanje potopimo. Temu procesu
pogosto sledi $e segrevanje pri izbrani temperaturi, s ¢imer vplivamo na derivatizacijo.
Poznamo specifiéne reagente, med katere uvrS¢amo naturstoff reagent A (NST), ki
omogoca detekcijo flavonoidov, in splosne, med katere spada na primer reagent zveplova
kislina-metanol. Splosni detekcijski reagenti omogocajo detekcijo skoraj vseh vrst
organskih sestavin, s selektivnimi detekcijskimi reagenti pa lahko delno dolo¢imo tudi
posamezne znane sestavine (Prosek in Pukl, 1991: 13; Waksmundzka-Hajnos in sod.,
2008).

Velikost lis, ki se po razvijanju pojavijo na plos¢i, je odvisna od mnozine lo¢enih sestavin
vzorca (Prosek in Pukl, 1991: 13 in 15). Semikvantitativno vrednotenje pri TLC poteka s
primerjavo lis, nastalih pri locbi vzorca in lis standardov. 1z znanih koncentracij standardov
lahko sklepamo na koli¢ino snovi v vzorcu (Basic ..., 2012; Gorenjak, 2010). Raztopine
standardov so ¢iste spojine ali meSanice vecjega Stevila razlicnih spojin, ki se uporabljajo
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kot referencne snovi za doloc¢anje neznanih snovi v kompleksnih vzorcih (Reference ...,
2013).

Posamezne sestavine vzorca se razvrstijo v obmoc¢ju med startom — nanosom vzorca in
mestom, do koder je pripotovala fronta topila. Ker so sestavine razlicno oddaljene od
starta, jih lahko opredelimo z izrac¢unanim zadrZevalnim faktorjem (Rg) (IUPAC, 1993).

Rr predstavlja razmerje med teziS¢em izbrane lise in razdaljo, ki jo je prepotovalo topilo za
razvijanje, merjeno od mesta nanosa vzorca. Poleg lastnosti sestavin vzorca, imajo vpliv na
Rr tudi razli¢na ekstrakcijska topila in topila za razvijanje ter relativna vlaga, temperatura,
stacionarna faza kromatografske plosce, dolzina razvijanja plosce, ... (Ismail in Nielsen,
2010).

2.6 SPLOSEN PREGLED UPORABLJENIH EKSTRAKCIJSKIH TOPIL

Ekstrakcija z uporabo razlicnih ekstrakcijskih topil je najbolj pogost nacin za izolacijo
razliénih rastlinskih antioksidantov. Ucinkovitost ekstrakcije je zaradi prisotnosti
antioksidantov z razlicnimi kemijskimi karakteristikami in razlicnimi polaritetami, Ki
dolocajo, ali bo dolo¢en antioksidant v topilu topen ali ne, v veliki meri odvisna od
uporabljenega ekstrakcijskega topila (Sultana in sod., 2009).

Poleg uporabljenega topila je pri ekstrakciji pomembno tudi razmerje med topilom in
vzorcem, Stevilo ponovljenih ekstrakcij na istem vzorcu, velikost delcev bioloskega
materiala in mesSanje med ekstrakcijo. Na koli¢ino ekstrahirane snovi vpliva tudi
porazdelitveni koeficient, ki dolo¢a uspesnost ekstrakcije. Z veéstopenjskim naéinom
ekstrakcije in uporabo manj$e koli¢ine topila izboljsamo ucinkovitost ekstrakcije, saj je le-
ta odvisna od porazdelitvenega koeficienta in relativnega volumna topila. K u¢inkovitosti
ekstrakcije prispeva tudi cas ekstrakcije, ki vpliva na koli¢ino in kemijsko stabilnost
ekstrahiranih snovi. Ekstrakcije po navadi potekajo od 1 min do 24 ur. Dolgotrajen
ekstrakcijski proces in uporaba visoke temperature lahko do neke mere izboljsata
ucinkovitost ekstrakcije. Po drugi strani je potrebno upostevati vpliv teh dveh dejavnikov
na oksidacijske procese v ekstraktih. To e posebno velja pri izolaciji obcutljivih sestavin
iz bioloskih vzorcev, saj lahko pride do razpada dolocenih zazelenih sestavin in posledi¢no
slabse kakovosti pridobljenih ekstraktov. Pri daljsih ekstrakcijah se zato pogosto dodajajo
antioksidativni reagenti, ki stabilizirajo ekstrahirane bioloske sestavine (Castafieda-Ovando
in sod., 2009; Jerkovi¢ in Radoni¢, 2009; Kobe in Pollak, 1970; Naczk in sod., 1992;
Naczk in Shahidi, 2006; Sultana in sod., 2009; Van der Sluis in sod., 2005).

Topila za ekstrakcijo se v osnovi delijo na polarna in nepolarna. Uspesnost ekstrakcije
antioksidantov je odvisna od polarnosti ekstrakcijskega topila, ki vpliva tako na
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kvalitativno kot tudi kvantitativno vrednost antioksidantov v ekstraktih (Castafieda-Ovando
in sod., 2009). Za ekstrakcije se lahko uporablja le eno topilo ali kombinacijo razli¢nih
topil v razli¢nih volumskih razmerjih. Ekstrakti, ki jih pridobimo z razli¢nimi topili po
kvalitativni sestavi niso primerljivi med seboj (Oven in Vek, 2011; Willfor in sod., 2006).

Etanol in voda spadata med polarna proti¢na topila, butanol pa zaradi prisotne hidroksilne
skupine uvrs¢amo med manj-polarna proti¢na topila. Proti¢na topila so tista topila, ki
reagentom lahko posredujejo protone. Dielektri¢na konstanta nam pove, kako polarno je
neko topilo (Wrasiati in sod., 2011), in je za vodo 79, za etanol 24 in za n-butanol 17,8.
Med navedenimi topili je torej voda najbolj polarno, etanol srednje polarno in butanol
najmanj polarno topilo (Dielectric ..., 2014).

Etanol je topilo z dobro sposobnostjo ekstrakcije antioksidantov iz rastlinskih tkiv. Spada
med varna topila, zato so njegovi ekstrakti primerni za nadaljnje raziskave na zivih
organizmih (Dai in Mumper, 2010). Za ekstrakcijo antioksidantov iz rastlinskih tkiv se
lahko uporablja tudi n-butanol (Aliyu, 2013; Borar in sod., 2011; Kasote in sod., 2011), ki
je bil uspesno uporabljen za ekstrakcijo fenolnih spojin (Tumbas in sod., 2004). Butanol je
topilo, ki je slabo topno v vodi (9,1 %) in ima nepolaren znacaj, Ceprav spada med
alkohole (Topnost, 2014; Wade, 2014).

Topila, kot so metanol, etanol in aceton, se v kombinaciji z vodo pogosto uporabljajo za
ekstrakcijo rastlinskih fenolov, ki v veliko primerih prispevajo najveéji delez k AOU v
rastlinskih ekstraktih oz. tkivih (Dai in Mumper, 2010). Voda izboljsa vstop topila v tkivo,
iz katerega ekstrahirano dolocene sestavine. Omogoca ekstrakcijo bolj polarnih snovi, na
primer fenolnih glikozidov (Willfor in sod., 2006).

Etanol in kisline imajo sposobnost, da poskodujejo celi¢no steno rastlinskih celic in
omogoéijo boljso ekstrakcijo bioaktivnih sestavin celic (Cufar in sod. 2011; Wrasiati in
sod., 2011). Polarnim topilom je zato pogosto dodana ocetna kislina (0,1-3 %), kar izboljsa
ekstrakcijsko sposobnost topila. Kisla polarna topila omogocajo uspesno ekstrakcijo
taninov in antocianinov (Hagerman, 1988; Naczk in Shahidi, 2006). Nakisana
ekstrakcijska topila omogocajo tudi dodatno stabilizacijo ekstrahiranih antioksidantov
(Musulin in King, 1936). Ocetna kislina lahko deluje v vlogi topila in zaradi svoje
polarnosti prispeva k uspesnosti ekstrakcije antioksidantov s fenolnim znacajem. Je Sibka
kislina, in ko disociira, pospesuje tvorbo vodikovih vezi. To je klju¢na lastnost pri
ekstrakciji, saj tvorba vodikovih vezi s kisikom, prisotnim v funkcionalnem delu molekule
fenolov, vodi do povecane interakcije med molekulami (Byers, 2003; Islas in sod., 2012).
Fenolne spojine so sicer razli¢no polarne. Manj polarne fenolne spojine, kot so flavanoni,
izoflavoni in flavonoli, so bolje topne v kloroformu, etilacetatu in dietil etru, medtem ko so
bolj polarni flavonoidni glikozidi in polarni aglikoni bolje topni v topilih, pripravljenih iz
etanola in vode (Marston in Hostettmann, 2006: 2).
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3 MATERIAL IN METODE

Zacetni del laboratorijskih analiz, kjer smo raziskovali antioksidativno u¢inkovitost (AOU)
pripravljenih ekstraktov, smo izvedli v letu 2013 na Oddelku za Zivilstvo Katedre za
biokemijo in kemijo zivil Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Drugi del
raziskovalnega dela, analize s tankoplastno kromatografijo (TLC), smo opravili v letu 2014
v Laboratoriju za prehrambeno kemijo na Kemijskem institutu v Ljubljani.

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Rastlinski material japonskega, sahalinskega in ¢eSkega dresnika smo nabirali dvakrat v
letu 2013, in sicer julija ter konec avgusta oz. v zaCetku septembra, na treh razlicnih
lokalitetah po Sloveniji (Pril. Al). Lokalitete smo izbrali po posvetu z doc. dr. Simono
Strgulc Krajsek z Oddelka za biologijo Katedre za botaniko in fiziologijo rastlin. Na
lokacijah, kjer smo vzoréili, so potekale in potekajo razli¢ne raziskave v povezavi z
dresniki, njihovo invazivnostjo, genetiko in diverziteto. Na teh lokacijah so sestoji rastlin
obsezni, zato tudi ni moznosti, da bi vzor¢ili napacen takson dresnika.

Prvo vzoréenje je potekalo v sezoni pred cvetenjem in drugo v cvetni sezoni. Vsa
vzoréenja so potekala pri priblizno enakih vremenskih razmerah, in sicer ob son¢nem
vremenu, pri 25 °C in ob 11. uri. Sestoje (SI. 9) in vzor¢eni material (SI. 10) smo na vsaki
lokaciji poslikali.

Slika 9: Sestoji dresnikov na vzorénih lokacijah
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Pri prvem vzoréenju smo nabrali §tiri razliéne takiva — rastlinske organe: mlade liste, stare
liste, stebla in korenike. Pri drugem vzor¢enju smo poleg teh stirih tkiv nabrali Se socvetja.
Med mlade liste smo uvrstili prve tri liste od vrha poganjka proti njegovi bazi. Pri steblih
smo izbirali tanjsa stebelca s premerom do 5 mm.

Slika 10: Nabrana tkiva ¢eskega dresnika, iz katerih smo pripravili razli¢ne ekstrakte

Na vzor¢enje smo se predhodno ustrezno pripravili. Zagotoviti je bilo potrebno, da je bil
nabrani material v najkrajSem ¢asu in v primernih razmerah prenesen v laboratorij.
Material, potreben za uspe$no vzoréenje na terenu, je obsegal: plasticne vreCke za
shranjevanje zivil, naprava GPS, merilnik temperature, beleznica, pisalo, ve¢je plasti¢ne
vrece temne barve, vrtne Skarje, vrtna motika in hladilna torba.

Ob prihodu na lokacijo vzorenja smo si rastline najprej ogledali, zapisali koordinate
vzorénega mesta in izmerili temperaturo (Pril. A2). Material smo nabirali v vrecke za
shranjevanje zivil. Vsa nabrana tkiva smo nato prestavili v temno vreco in jih prenesli do
avtomobila, kjer smo jih shranili v hladilno torbo pri 10 °C. Material smo nato takoj
prepeljali v laboratorij na Oddelku za zivilstvo, Katedre za biokemijo in kemijo Zzivil
Biotehniske fakultete.
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3.2

KEMIKALIJE

etanol, 96 % (Merck, Darmstadt, Nemcija);

n-butanol (Merck);

vodikov peroksid, 30 % (Merck);

DMSO - dimetilsulfoksid (Merck);

natrijev hidroksid, 10 M (Merck);

etil acetat (Merck);

n-heksan (Merck);

mravljinéna kislina, 98-100 % (Merck);

klorovodikova kislina, 37 % (Merck);

zveplova kislina, 95-97 % (Merck);

ABTS - 2,2-azinobis(3-etil-benzotiazolin-6-sulfonska kislina) (Sigma, Steinheim,
Nemcija);

luminol — 2,2-azinobis(3-ethil-benzotiazolin-6-sulfonska kislina) (Sigma);
troloks — 6-Hydroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kislina (Sigma);
HEPES — 4-(2-hidroksietil)piperazin-1-etansulfonska kislina (Sigma);
hrenova peroksidaza — Peroxidase from Horseradish, Type VI, aktivnost: 250—
300 enot/mg (Sigma);

anisaldehid (p-metoksibenzaldehid) (Sigma);

metanol, HPLC grade (Sigma);

naturstoff reagent A ali NST (Sigma);

ledocetna kislina (Merck; Sigma);

manganov dioksid (Kemika, Zagreb, Hrvaska);

dinatrijev fosfat (Kemika);

tekoci dusik (Messer Greisheim, Nemcija);

mili-Q H,O (Millipore Pack R1, Nemdija);

destilirana H,O (Purelab Classic, 18,2 M6éhm x cm).

Standardi:

trans-resveratrol (Sigma, St. Luis, Missouri, ZDA);
(+)-katehin (Sigma);

klorogenska kislina (Sigma);

rutin (Fluka);

ferulna kislina (Fluka);

kavna kislina (Fluka);

kvercetin (Kemika);

p-kumarna kislina (Merck).
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3.3

3.4

3.5

APARATURE

naprava za zamrznjeno suSenje bioloSkega materiala (Liofilizer, CHRIST Alpha 1-
2 LD plus);

stresalnik z vodno kopeljo (Julabo SW-21C, Nem¢ija);

spektrofotometer Agilent 89090A UV-VIS Spectrometer z racunalniskim
programom 845X UV-visible chemstation software;

fluorimeter Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer VARIAN s programsko
opremo Agilent Cary WInFLR,;

polavtomatski nanagalec Linomat 5 (Camag, Muttenz, Svica) s programsko opremo
winCATS — Planar Chromatography Manager (verzija 1.4.1.8154);

Digistore 2 documentation system z iluminacijsko enoto Reprostar 3 (Camag);
naprava za potapljanje plos¢ TLC (Camag chromatogram immersion device III);
susilnik za lase (Compact pro 2000 W, Rowenta);

grelna plosca (Camag TLC heater);

pH-merilnik (Hanna instruments, ZDA);

vrtinénik — vorteks (IKA MS 3 basic, Nemcija);

magnetni meSalec Rotamix S-10 (DOMEL, Slovenija);

centrifuga Rotanta 460R (Hettich, Nemcija);

centrifuga Centric 322B (Tehtnica, Slovenija);

tehtnica Exacta 2200 EB (Slovenija);

tehtnica Mettler Toledo AT 201;

tehtnica Mettler Toledo (exelence PLUS) XP205.

DRUGI MATERIAL IN PRIPOMOCKI

keramicna terilnica s pestilom (volumen 3 L);

plosc¢e HPTLC silikagel 60 s steklenim nosilcem, 20 cm x 10 cm (Merck);

kad s prekatom (Camag) za razvijanje kromatografskih plos¢ dimenzij
20 cm x 10 cm.

PRIPRAVA VZORCEV IN EKSTRAKTOV

Sveze nabrani material smo najprej ustrezno obdelali. Na zacetku smo korenike sprali pod
tekoCo vodo in jih osuSili. Rastlinski material smo nato dehidrirali s pomocjo
zamrznjenega susenja z liofilizatorjem.

Slika 11 prikazuje klju¢ne postopke dela, uporabljene v nasi raziskavi.
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Slika 11: Prikaz postopkov dela v nasi raziskavi

150 mL steklene ¢ase sSmo napolnili s priblizno 40 g sveze nabranega materiala, pri cemer
smo liste le rahlo zvili in jih polozili v ¢aso, medtem ko smo korenike in stebla narezali na
manj$e kos¢ke dolzine 1 cm. Case smo nato pokrili s celulozno vato, ki smo jo nanje
pritrdili s pomogjo elastike. Cage smo nato polozili v liofilizator. Material, ki smo ga
liofilizirali 48 ur pri —51 °C in pod znizanim tlakom 0,065 mbar, smo nato lo¢eno uprasili
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v keramicni terilnici, ki smo jo predhodno ohladili s teko¢im dusikom (SI. 12c in 12d).
Med homogenizacijo smo po potrebi dodajali tekoci dusik, ki nam je omogocil lazje in
hitrejSe drobljenje materiala. Vse homogenate smo nato prestavili v plasticne epruvete in
jih shranili v zamrzovalnik pri —20 °C.

Miadi listi ‘Stebla

LIS

|

\ 4
Korenike Socvetja ||

Slika 12: Priprava nabranega rastlinskega materiala za ekstrakcijo. a) Zamrznjeno suSenje sveZega
rastlinskega materiala v liofilizatorju. b) Liofiliziran rastlinski material. ¢) Zamrzovalno drobljenje
liofiliziranega materiala z uporabo terilnice in tekocega dusika. d) UpraSen bioloski material

Ekstrakcijska topila:
1. Vodno ekstrakcijsko topilo (ekstrakcijsko topilo 1: voda-ocetna kislina, 49 : 1, v/v)

Najprej smo pripravili zalozno raztopino 4 % ocetne kisline tako, da smo v 100 mL
merilno bucko odmerili 4 mL ledocetne kisline ter nato do 100 mL oznake dopolnili z
vodo. Nato smo v 50 mL bucko dodali 25 mL 4 % ocetne kisline ter nato se 25 mL
vode. Tako smo dobil 2 % ocetno kislino v vodni raztopini.

2. n-butanol (ekstrakcijsko topilo 2)

3. Etanolno ekstrakcijsko topilo (48 % etanol, ekstrakcijsko topilo 3: 96 % etanol-voda-
ocetna kislina, 25 : 24 : 1, viviv)

Za pripravo tretjega ekstrakcijskega topila smo od priprave vodnega ekstrakcijskega
vzeli preostanek 4 % ocetne kisline (25 mL) in k njej dodali 25 mL 96 % etanola.
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Namen dodane ocetne kisline v ekstrakcijskih topilih 1 in 3 je bil v bolj ucinkoviti
ekstrakciji in vecji stabilizaciji ekstrahiranih antioksidantov.

Izvedba ekstrakcije:

V 15 mL plastiéne epruvete smo natehtali po 1 g homogeniziranega materiala
posameznega tkiva (4 za prvo in 5 za drugo vzoréenje) vsakega taksona dresnika. V' vsako
epruveto smo dodali 4 mL ekstrakcijskega topila (I. faza ekstrakcije) in vsebino premesali
s stekleno palcko ter epruveto dali Se za 30 s na vrtincnik, da se je vsebina dobro
premesala. Epruvete smo za 2 uri postavili v stresalnik z vodno kopeljo, termostatirano na
23 °C. Nato smo epruvete 10 min centrifugirali na 9000 obratih na minuto in supernatant
prenesli v nove 15 mL plasti¢ne epruvete. Trdnemu preostanku (usedlini) smo dodali 4 mL
ekstrakcijskega topila (Il. faza ekstrakcije). Vsebino smo ponovno premesali s stekleno
palcko in jo za 30 s prestavili na vrtinénik. Epruvete smo stresali 2 uri v vodni kopeli pri
23 °C in jih nato 10 min centrifugirali. Supernatant smo dodali v epruvete, ki so Ze
vsebovale supernatant iz prve faze ekstrakcije. Na koncu smo dobili priblizno 8 mL
ekstrakta. Za nadaljnje delo smo ekstrakte shranili v zamrzovalno skrinjo (—20 °C).

351 Ekstrakti

Ekstrakte smo oznacevali z okrajSavo za vrsto dresnika, okrajSavo za tkivo, Stevilko
vzoréenja in Stevilko ekstrakcijskega topila. Podatki 0 oznacevanju ekstraktov so zbrani v
preglednici 1.

Preglednica 1: Oznake pripravljenih rastlinskih ekstraktov

Oznaka in pomen oznake
Takson dresnika jap — japonski dresnik

ces — ¢eski dresnik

sah — sahalinski dresnik

Rastlinsko tkivo mll — mladi listi
stl — stari listi
ste — stebla

kor — korenike
cve — socvetja

Vzorcenje 1 — prvo vzorcenje
2 — drugo vzoréenje
Ekstrakcijsko topilo/ekstrakt 1 — voda/vodni ekstrakt

2 — n-butanol/butanolni ekstrakt
3 — 48 % etanol/etanolni ekstrakt

Primer oznacbe vzorca:
jap 1, mll, 3 = japonski dresnik, prvo vzoréenje, mladi listi, etanolni ekstrakt
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Za analize AOU in presejalne analize s TLC smo uporabili vse pripravljene ekstrakte. Za
dolocanje fenolnih spojin v posameznih ekstraktih s pomocjo standardov pa smo glede na
rezultate presejalnih testov izbrali 10 potencialno najbolj raznolikih vzorcev.

Stari listi | Mladi listi | Stebla I Korenike Socvetja

Ekstrakcijska topila

Slika 13: Ekstrakti razli¢nih tkiv ¢eskega dresnika, pridobljeni z razliénimi ekstrakcijskimi topili. Oznake
ekstrakcijskih topil: 1 = vodno ekstrakcijsko topilo, 2 = n-butanol in 3 = etanolno ekstrakcijsko topilo

Slika 13 prikazuje razli¢ne ekstrakte, ki smo jih pridobili iz tkiv ¢eSkega dresnika drugega
vzoréenja. Razlike v barvi ekstraktov so prisotne tako med tkivi kot ekstrakcijskimi topili.
Ce primerjamo obarvanost ekstraktov v povezavi z ekstrakcijskim topilom, lahko
ugotovimo, da se pri vodnih in etanolnih ekstraktih obarvanost giblje vse od brezbarvne
(vodni ekstrakti stebel), rumeno-rjave do temnejse rjave barve (etanolni ekstrakti korenik).
Etanolni ekstrakti so v primerjavi z vodnimi intenzivneje obarvani. Butanolni ekstrakti so
obarvani zeleno, kar ne velja le v primeru ekstraktov korenik, ki so rjave barve. Najbolj
intenzivne barve so butanolni ekstrakti listov, saj so temno zelene barve, sledi jim temno
rjav etanolni ekstrakt korenik. NajsvetlejSih barv so vsi ekstrakti stebel, podobne
obarvanosti so tudi ekstrakti socvetij.

3.6 DOLOCANJE VSEBNOSTI VODE V TKIVIH

V 150 mL steklene ¢ase, ki smo jih predhodno stehtali, smo dodali priblizno 40 g sveze
nabranega in osusenega tkiva dresnika ter ¢aSe skupaj s prisotnim bioloskim materialom
ponovno stehtali. Bioloski material smo liofilizirali 48 ur in ga nato ponovno stehtali.
Tehtali smo na £ 0,01 g natan¢no. Vsako tehtanje smo ponovili trikrat in si zabelezili
srednjo vrednost treh izmerjenih vrednosti.
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3.7 DOLOCANJE AOU Z METODO ABTS

Priprava reakcijskih mesanic:

Zalozno raztopino z radikali ABTS™ s koncentracijo 5 mM smo pripravili tako, da smo v
15 mL plasti¢no epruveto natehtali 25,1 mg ABTS in dodali 10 mL vode. Tej raztopini
smo dodali 50 mg MnO;, ki deluje kot oksidant. Dobljeno raztopino smo 10 min mesali na
vrtin¢niku in jo nato za 24 ur shranili v hladilnik na 5°C, da bi pridobili ¢im visjo
koncentracijo radikalov ABTS™ v raztopini. Ker je ABTS obcutljiv na svetlobo, smo
plasticno epruveto ovili z aluminijasto folijo. Naslednji dan smo raztopino ponovno
premesali na vrtin¢niku in jo centrifugirali 5 min pri 3000 obratih na minuto. Raztopino
smo nato preko 0,2 um filtra PVDF prefiltrirali v novo 15 mL plasti¢no epruveto in jo ovili
z aluminijasto folijo. S filtriranjem smo odstranili prebitni MnO,. Tako pripravljeno
raztopino radikalov ABTS™ smo shranjevali v hladilniku. Uporabna je bila nekaj tednov
od zacetka priprave.

Koncentracijo radikala v sveze pripravljeni raztopini in raztopini, ki je bila ze nekaj ¢asa
pripravljena, smo pred vsako analizo preverili z merjenjem absorbance (A). Odpipetirali
smo 50 uL raztopine, ji dodali 950 uL pufra HEPES (10 mM, pH 7) in izmerili absorbanco
pri 734 nm. V kolikor je bila vrednost izmerjene A vi§ja od 0,6, smo raztopino uporabili
pri analiziranju ekstraktov, v nasprotnem primeru smo pripravili sveZo raztopino.

Priprava pufra HEPES (10 mM, pH 7): Najprej smo pripravili 1 L zalozne raztopine 1 M
pufra HEPES s pH 7. V 800 mL vode smo raztopili 238,3 g HEPES-a. S pomoc¢jo 10 M
NaOH oz. 50 % ocetne kisline smo uravnali pH na 7. Do oznake 1 L smo dopolnili z vodo.

Iz zalozne raztopine smo nato 10 mL raztopine prestavili v novo merilno bucko in z vodo
dopolnili do 1 L ter tako dobili 10 mM pufer HEPES.

Izvedba:

Pripravili smo 1,5 mL epice, v katere smo najprej odpipetirali primeren volumen pufra
HEPES in raztopine z radikali ABTS™. Raztopine z radikali ABTS™ smo dodali vedno
90 uL, volumen dodanega pufra HEPES pa je bil odvisen od volumna dodanega ekstrakta
in je znasal toliko, da je bil kon¢ni volumen reakcijske mesanice v kiveti vedno 1 mL. Ko
smo v epice dodali ustrezno koli¢ino pufra HEPES in raztopine z radikali ABTS™, smo s
casovnim zamikom 1 min dodajali Se primerne volumne Cistega ali red¢enega ekstrakta. Za
red¢itev vodnih in etanolnih ekstraktov smo uporabili 2 % ocetno kislino (voda-ocetna
kislina, 49 : 1, v/v), za red¢itev butanolnih ekstraktov pa 96 % etanol.

Ko smo v prvo epico dodali dolo¢en volumen ekstrakta, smo zaceli meriti ¢as, Saj SMO

30 min po dodatku ekstrakta v epico, morali s spektrofotometrom izmeriti A pripravljene
reakcijske meSanice (SI. 14a). Ko smo napolnili vse epice, smo raztopine na vorteksu
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dobro premesali. Tudi A smo na spektrofotometru merili v enominutnih presledkih in v
enakem zaporedju, kot smo predhodno v epice dodajali ekstrakte.

Preden smo zaceli z analizo naSih ekstraktov, smo spektrofotometer umerili z 1 mL vode.
Za pripravo treh slepih vzorcev smo v epice vedno dodali le 90 pL raztopine z radikali
ABTS™ in 910 uL pufra HEPES. Vsak ekstrakt smo analizirali dvakrat.

V kolikor se je reakcijska meSanica ob dodatku Cistega 0z. redCenega ekstrakta takoj
razbarvala, je to pomenilo, da je koli¢ina dodanega ekstrakta 0z. vsebnost antioksidantov
prevelika (SI. 14b). V tem primeru smo se odlo¢ili za dodatno redCitev ekstrakta in za te

vzorce ponovili celoten potek analize. Isto smo storili tudi v primeru, ko je bila izmerjena
A reakcijske meSanice z dodanim ekstraktom nizja od 0,01 ali podobna A slepega vzorca.

038 .
b) \©: S B S SO3
N>:N N%N

brezbarven
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' ABTS**  zeleno-moder

Slika 14: Spektrofotometer, s katerim smo merili absorbanco reakcijske mesanice (a) ter prikaz molekule
ABTS in njenega oksidacijskega produkta (b) (SI. b, prirejeno po: Lee in Yoon, 2008: 233)

3.7.1  Priprava umeritvene krivulje za metodo ABTS

Za pripravo umeritvene krivulje smo uporabili troloks. Za umeritveno krivuljo smo v
reakcijsko mesanico namesto ekstrakta dodajali razlicne volumne 1 mM troloksa. Delali
smo v dveh paralelkah, zato smo za vsako koncentracijo dodanega troloksa dobili dve
meritvi.

Pripravili smo dve umeritveni krivulji. Prva je bila umeritvena krivulja, ki nam je sluzila
pri preracunavanju izmerjenih A pri dodanih vodnih in etanolnih ekstraktih. Druga je bila
umeritvena krivulja, ki nam je sluzila pri preracunavanju izmerjenih A pri dodanih
butanolnih ekstraktih. Reakcijski meSanici, ki smo ju uporabili pri pripravi obeh
umeritvenih krivulj, sta prikazani v preglednicah 2 in 3.
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Koli¢ino pufra HEPES smo prilagodili koli¢ini raztopine z radikali ABTS™, troloksa in, v
primeru umeritvene krivulje za butanolne ekstrakte, Se raztopini n-butanola in 96 %
etanola (1 : 10; v/v). Ko smo imeli v epicah vse reagente razen troloksa, smo v epice zaceli
dodajati ustrezno koli¢ino troloksa (5, 10, 20, 30, 40 in 50 pL). Cas smo zadeli meriti z
zaCetkom dodajanja troloksa v epice. V vsako epico smo troloks dodali z enominutnim
zamikom. Po 30 min smo izmerili A pripravljenih reakcijskih meSanic. Pred tem smo
izmerili tudi vrednosti za tri slepe vzorce.

Preglednica 2: Reagenti in njihovi volumni, uporabljeni pri pripravi umeritvene krivulje za vodne in etanolne
ekstrakte pri metodi ABTS

Reagent V (uL)
ABTS™ 90
pufer HEPES (10 mM, pH 7) 860—905
troloks (1 mM) 5-50

Preglednica 3: Reagenti in njihovi volumni, uporabljeni pri pripravi umeritvene krivulje za butanolne
ekstrakte pri metodi ABTS

Reagent V (uL)
ABTS™ 90
n-butanol : 96 % etanol (1 : 10, v/v) 30
pufer HEPES (10 mM, pH 7) 830—875
troloks (1 mM) 5-50

Priprava reagentov:
1 mM troloks: Za pripravo 1 mM raztopine troloksa smo v 10 mL stekleno bucko natehtali
2,5 mg troloksa in do oznake dopolnil z vodo.

n-butanol : 96 % etanol (1 : 10, v/v): V 1,5 mL epici smo v razmerju 1 : 10 pripravili
red¢itev n-butanola in 96 % etanola. Odmerili smo 10 uL n-butanola in ga dodali k 990 pL
96 % etanola.

Izmerjene A za pripravo umeritvenih krivulj in umeritveni krivulji za vodne, etanolne in
butanolne ekstrakte so prikazane v prilogi B.

Za analize smo uporabili vrednosti A, ki smo jih dobili tako, da smo A, izmerjene pri
uporabi dodanih ekstraktov, odsteli od povprecja treh izmerjenih A slepih vzorcev. S tem
smo dobili narascajoco povezanost med koli¢ino antioksidantov v ekstraktu in A. Pri
umeritveni krivulji pa naras¢ajo¢o povezanost med koncentracijo troloksa in A. Iz
vrednosti A za pripravo umeritvene krivulje smo s pomod¢jo linearne regresije dolocili
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koeficient determinacije (r*) in smerni koeficient (k) regresijske premice. Enacba
regresijske premice umeritvene krivulje vodnih in etanolnih ekstraktov je bila
y =0,016 x X, z r* = 0,997. Enacba regresijske premice za umeritveno krivuljo butanolnih
ekstraktov je bilay = 0,015 x x, z r*= 0,995.

Iz A, izmerjenih v reakcijskih meSanicah z dodanimi ekstrakti, smo nato izracunali AOU
ekstrakta, podano kot troloksu ekvivalentno antioksidativno ucinkovitost na gram suhe
snovi (TEAC/g s.s.). Izracun smo opravili postopoma in je opisan v prilogi D.

3.8 DOLOCANJE AOU Z LUMINESCENCNO METODO

Priprava reakcijskih mesSanic:

Za pripravo 0,1 M fosfatnega pufra smo v 500 mL ¢aso natehtali 3,55 g Na,HPOQO, in z
vodo dopolnili skoraj do oznake 250 mL. S pH-metrom smo nato z uporabo 50 % ocetne
kisline ali 10 M NaOH uravnali pH na 7,4. Pripravljeno raztopino smo prelili v stekleno
bucko in z vodo dopolnili do oznake 250 mL. Pripravljen pufer smo shranjevali v
hladilniku.

Raztopino luminola smo pripravili tako, da smo v 1,5 mL epico natehtali 50 mg luminola
in dodali 1,5 mL DMSO. Tako smo dobili raztopino luminola s 188 mM koncentracijo.
Ker je luminol obcutljiv na svetlobo, smo epico ovili z aluminijasto folijo in raztopino
shranili v zamrzovalnik pri —20 °C.

Delovni raztopini za reakcijsko meSanico smo si vsaki¢ pripravljali sproti. Najprej smo v
25 mL bucko dali 125 pL pripravljene raztopine luminola in do 25 mL red¢ili s fosfatnim
pufrom. Tako smo dobili delovno raztopino z 0,94 mM koncentracijo luminola. Nato smo
pripravili S¢ 80 mM raztopino H,O,. V 10 mL bucko smo dodali 80 pL 30 % H,0; in s
fosfatnim pufrom redcili do 10 mL. Reakcijsko meSanico iz raztopine luminola in H,0;
smo pripravili tako, da smo v 50 mL plasticno epruveto odpipetirali 22,5 mL delovne
raztopine luminola in 2,5 mL raztopine H,O,. Reakcijska mesanica je tako vsebovala
85 uM luminol in 0,8 mM H,0..

Hrenovo peroksidazo (HRP) smo pripravili pred za¢etkom analiz. Pri pripravi raztopine
encima HRP smo upostevali aktivnost encima, zapisano na embalazi. V epico Smo
natehtali 0,2 mg HRP in dodali 1,8 mL 0,1 M fosfatnega pufra ter dobro premesali. Tako
smo dobili raztopino z aktivnostjo peroksidaze 25-30 enot/mL. Ker lahko aktivnost encima
HRP v pripravljeni raztopini zelo niha, je bolj pomemben signal, ki ga izmerimo s
fluorimetrom, po dodatku raztopine v kiveto. Zazeleno je, da se izmerjen signal giblje v
obmocju 800-900 arbitrarnih enot (a. e.). To dosezemo z dodajanjem ve¢jega 0Z. manjSega
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volumna raztopine z encimom HRP ali dodatnimi red¢itvami pripravljene raztopine
encima. Osnoven potek reakcij oksidacije luminola prikazuje slika 15b.

Osnovne nastavitve fluorimetra (Sl. 15a):
Zaznavanje signala je potekalo pri valovni dolzini 420 nm, premer emisijske reze Smo
imeli nastavljen na 20 nm in napetost pomnozevalke na 1000 V.

Izvedba:

Najprej smo program za belezenje kemiluminescence nastavili na zacetno vrednost 0. Nato
smo v fluorimeter vstavili kiveto, v katero smo dodali 160 pL fosfatnega pufra, 2 mL
reakcijske mesanice luminola in H,O, ter 7 uL raztopine z encimom HRP in zaceli z
beleZzenjem signala. Ko je signal padel na vrednost med 800 in 900 a. e., smo prekinili
spremljanje signala in v kiveto dodali dolo¢en volumen ekstrakta ter vse skupaj dobro
premesali. Ponovno smo zaceli beleziti signal, ki se je zaradi dodatka ekstrakta znizal ali
padel na vrednost 0. Po dolo¢enem ¢asu se je vrednost signala ponovno zacela dvigovati.
Ko je signal dosegel ravnovesno lego (plato), smo njegovo spremljanje prekinili. Ob
dodatku ekstrakta v kiveto smo s Stoparico zaceli meriti ¢as, ki smo ga ustavili, ko smo
ponovno zaceli z belezenjem signala. Ta ¢as je v vseh primerih znaSal 20 s in smo ga
pristeli k casu izmerjenega Casovnega zamika v luminescenci (At). Vrednost At smo
izraCunali tako, da smo iz signala, ki smo ga zabelezili, od¢itali t; in t, ter vrednost t,
odsteli od t;. Vrednosti t; predstavljajo ¢ase, ko smo ustavili spremljanje signala, vrednosti
t, pa Case, ko se je signal po dodatku ekstrakta ponovno vrnil v ravnovesno stanje. Vsak
ekstrakt smo analizirali dvakrat.

NH, O | 2 O NH, &
= I NH 2 OH =~ | I\lle = |)\I\[1
N \“/NH = N@ S =N

(o] 1 %
Luminol Dianion luminola -
(3-aminoftalihidrazid)
*
NH; O Emisija I?H2 o
o svetlobe
H,0, 7 o - hv o°
=22, | +N, -V, | s
S &F - o
2 3
o] o]
3-aminoftalatni ion 3-aminoftalatni ion
(vzbujeno stanje) (osnovno stanje)

Slika 15: Fluorimeter, s katerim smo merili kemiluminescenco (a) in osnoven potek reakcij oksidacije
luminola (b) (SI. b, prirejeno po: Boudreaux, 2014)
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3.8.1  Priprava umeritvene Kkrivulje za luminescen¢no metodo

Za pripravo umeritvene Kkrivulje smo uporabili troloks. Za umeritveno krivuljo smo v
reakcijsko meSanico namesto ekstrakta dodajali razli¢ne volumne 5 mM troloksa. Delali
smo v dveh paralelkah, zato smo za vsako koncentracijo troloksa pridobili dve meritvi.

Pripravili smo dve umeritveni krivulji. Prva je bila umeritvena krivulja, ki nam je sluzila
pri preracunavanju izmerjenih ¢asovnih zakasnitev v luminescenci pri dodanih vodnih in
etanolnih ekstraktih. Druga je bila umeritvena krivulja, ki nam je sluZila pri prera¢unavanju
izmerjenih cCasovnih zakasnitev v luminescenci pri dodanih butanolnih ekstraktih.
Reakcijski meSanici, ki smo ju uporabili pri pripravi obeh umeritvenih krivulj, sta
prikazani v preglednicah 4 in 5.

Volumen reakcijske mesanice luminola in H,O,, raztopine z encimom HRP, fosfatnega
pufra in, v primeru umeritvene krivulje za butanolne ekstrakte, $e raztopine n-butanola in
96 % etanola (1 : 10, v/v) je bil v Kkiveti v vseh primerih enak. Spreminjali smo samo
volumen dodane raztopine 5 mM troloksa. Volumni, ki smo jih uporabili za pripravo
umeritvene krivulje so znasali 5, 10, 20, 30, 40 in 50 pL.

V kiveto smo najprej dodali reakcijsko mesanico luminola in H,O,, fosfatnega pufra in
raztopino z encimom HRP. Kiveto smo nato vstavili v fluorimeter. Zacetni signal se je
gibal med 800 in 900 a. e. Ko se je signal pricel gibati v obmo¢ju okrog 850 a. e., Smo
belezenje signala zaustavili in s pipeto v reakcijsko meSanico dodali dolo¢en volumen
raztopine troloksa. S pipeto smo vsebino v kiveti dobro premesali in ponovno zaceli z
belezenjem signala. Ob dodatku raztopine troloksa v kiveto smo s $toparico zaceli meriti
¢as, ki smo ga ustavili, ko smo ponovno zaceli z beleZenjem signala. Ta ¢as je v vseh
primerih znaSal 20 s in smo ga pristeli k Casu izmerjenega Casovnega zamika v
luminescenci. Nastavitve fluorimerta so bile enake kot v primeru analize nas$ih ekstraktov.

Preglednica 4: Reagenti in njihovi volumni, uporabljeni pri pripravi umeritvene krivulje za vodne in etanolne
ekstrakte pri luminescenéni metodi

Reagent V (uL)
reakcijska mesanica (luminol + H,O) 2000
fosfatni pufer (0,1 M, pH 7,4) 160
HRP (aktivnost: 30 enot/mL) 8
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Preglednica 5: Reagenti in njihovi volumni, uporabljeni pri pripravi umeritvene krivulje za butanolne
ekstrakte pri luminescenéni metodi

Reagent V (uL)
reakcijska me$anica (luminol + H,O5) 2000
fosfatni pufer (0,1 M, pH 7,4) 135
n-butanol : 96 % etanol (1 : 10, v/v) 25
HRP (aktivnost: 30 enot/mL) 7

Priprava reagentov:

5 mM raztopina troloksa: Za pripravo 5 mM raztopine troloksa smo najprej pripravili
10 mM raztopino troloksa z 2,5 mg troloksa na 1 mL 0,1 M fosfatnega pufra. Nato smo v
2 mL epico odpipetirali 250 pL. 10 mM raztopine troloksa in dodali 250 pL 0,1 M
fosfatnega pufra.

n-butanol : 96 % etanol (1 : 10, v/v): V 1,5 mL epici smo pripravili red¢itev n-butanola in
96 % etanola, v razmerju 1:10. Odmerili smo 10 pL n-butanola in ga dodali 990 uL 96 %
etanola.

Raztopina z encimom HRP: Uporabili smo enako raztopino z encimom HRP kot za
analize, opravljene na ekstraktih. Povpre¢na aktivnost encima Vv raztopini je znaSala
od 25 do 30 enot/mL.

Izmerjeni ¢asovni zamiki v luminescenci za pripravo umeritvenih krivulj in umeritveni
krivulji za vodne, etanolne in butanolne ekstrakte so prikazani v prilogi C.

Iz vrednosti izmerjenith Casovnih zamikov v luminescenci smo pripravili umeritveni
krivulji in vsaki s pomog&jo linearne regresije doloGili koeficient determinacije (1°) ter
smerni koeficient (k) regresijske premice. Enacba regresijske premice umeritvene krivulje
vodnih in etanolnih ekstraktov je bila y = 0,978 x x, z r* = 0,989. Enacba regresijske
premice umeritvene krivulje butanolnih ekstraktov je bilay = 1,177 x x, z r* = 0,998.

Iz vrednosti izmerjenih ¢asovnih zamikov v luminescenci smo izra¢unali AOU ekstrakta in
jo podali kot troloksu ekvivalentno antioksidativno ucinkovitost na gram suhe snovi
(TEAC/g s.s.). Izraun smo opravili postopoma in je opisan v prilogi D.

3.9 TROLOKS (VODOTOPNI ANALOG VITAMINAE)

Troloks je analog vitamina E. Zaradi odsotnosti hidrofobnega repa je topen v polarnih
topilih (SI. 16). Ker ima veliko sposobnost lovljenja prostih radikalov, se pri metodah za
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merjenje AOU pogosto uporablja kot referen¢ni antioksidant za pripravo umeritvenih
krivulj (Oehlke in sod., 2011).

CH,
HO i
CH,—[CH,—CH,—CH—CH,],H
CH, 0~ CH,

Troloks

Slika 16: Molekula vitamina E (alfa tokoferola) in njegov vodotopni analog — troloks (prirejeno po: Davies in
sod., 1988: 513)

Troloks smo v nasi raziskavi uporabili kot antioksidativni standard za pripravo umeritvene
krivulje. Rezultate meritev  AOU ekstraktov razli¢nih tkiv dresnikov smo pri obeh
analiznih metodah, luminescen¢ni in metodi ABTS, izrazili v standardizirani obliki, tj. kot
vrednosti, ki so troloksu ekvivalentne po antioksidativni uéinkovitosti (TEAC) (Arts in
sod., 2004).

3.10 PRIPRAVA TESTNIH RAZTOPIN ZA ANALIZESTLC

Ker smo na dnu testnih raztopin (ekstraktov) opazili usedlino, smo jih filtrirali skozi
0,45 pum filter PVDF. Najve¢ usedline smo opazili pri vodnih in najmanj pri butanolnih
testnih raztopinah. Del testnih raztopin (1 mL) smo prenesli v 2 mL GC-viale in jih za
nadaljnje delo shranili v hladilniku (4 °C). Kljub filtraciji smo opazili, da so bile vodne
testne raztopine mladih listov $e vedno rahlo motne. Vse vodne in etanolne testne raztopine
smo zato filtrirali Se skozi 0,20 pm filter PVVDF.

3.11 PRVI PRESEJALNI TESTISTLC

Za zacetne presejalne teste smo vse testne raztopine analizirali na kromatografskih plosc¢ah
HPTLC silikagel 60 s steklenim nosilcem in velikostjo 20 cm x 10 cm. Testne raztopine
(10 pL) smo nanasali s polavtomatskim nanasalcem (LINOMAT 5) (Sl. 17a) v 8 mm Crte,
8 mm od spodnjega roba plos¢e (SI. 17b), s hitrostjo nanasanja 100 pL/s. Na isto
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kromatografsko plos¢o smo nanesli testne raztopine, ki so pripadale istemu vzorcenju
(testne raztopine vseh S$tirih oz. petih tkiv, vseh treh taksonov dresnikov) in so bile
pripravljene z enakim ekstrakcijskim topilom. Zaradi uporabe dveh razli¢nih topil za
razvijanje smo vedno pripravili po dve plos¢i z enakimi nanosi testnih raztopin. Plosc¢e smo
v nasiCeni kromatografski kadi s prekatom razvijali do razdalje 8 cm, pri ¢emer smo v
enega od prekatov, 10 min pred zacetkom razvijanja kromatografske plosée, nalili 10 mL
topila za razvijanje (SI. 17c). Uporabili smo dve topili za razvijanje, in sicer etil acetat-
voda-mravljin¢na kislina, 85 : 15 : 10, v/v/v (topilo za razvijanje 1) ter n-heksan-etil acetat-
mravljin¢na kislina, 20 : 19 : 1, v/v/v (topilo za razvijanje 2) (Simonovska in sod., 2003).
Razvito plos¢o smo posusili s tokom toplega zraka. Plos¢e smo v topilu za razvijanje 1
razvijali 34 min, v topilu za razvijanje 2 pa 25 min. Plos¢o z razvitimi vzorci smo nato
poslikali s kamero (Camag) pri osvetlitvi z belo svetlobo in pri valovni dolzini 366 nm.

V nadaljevanju smo opravili $e derivatizacijo, zato smo razvito kromatografsko plos¢o za
3 min polozili na grelno plod¢o, ogreto na 110 °C. Se vroéo kromatografsko ploi¢o smo z
uporabo naprave za potapljanje kromatografskih plos¢ za 1 s potopili v derivatizacijski
reagent NST, ki je bil pripravljen z dodatkom 200 mL etil acetata k 1 g 2-aminoetilnega
estra difenilbori¢ne kisline (NST) (Jork in sod., 1989) in z aluminijasto folijo zas¢iten pred
svetlobo hranjen v hladilniku (4 °C). Nato smo plos¢o 5 min susili na zraku ter jo ponovno
poslikali pri osvetlitvi z belo svetlobo in pri valovni dolzini 366 nm.

Slika 17: Polavtomatski nanasalec (Slika a), kromatografska plos¢a z nanesenimi testnimi raztopinami
(Slika b) in razvijanje kromatografske plosce v kadi s prekatom (Slika c)

3.12 UPORABA STANDARDOV FENOLNIH SPOJIN PRI TLC

Z uporabo izbranih standardov fenolnih spojin smo v izbranih testnih raztopinah dresnikov
dolocali prisotnost nekaterih fenolnih spojin. Na kromatografsko plos¢o HPTLC silikagel
60 s steklenim nosilcem, velikosti 20 cm x 10 cm, smo s polavtomatskim nanaSalcem
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nanesli razliéne volumne raztopin standardov in testnih raztopin. Natanéni podatki 0
volumnih nanosov in koncentracijah so podani v preglednici 6, ostali pogoji nanasanja pa
so bili enaki kot pri prvih presejalnih testih.

Najprej smo nanesli izbrane butanolne testne raztopine, nato vseh 8 standardov in za njimi
Se izbrane etanolne testne raztopine. V topilu za razvijanje toluen-etil acetat-mravljin¢na
kislina, 6 : 5 : 1, v/v/v (topilo za razvijanje 3) smo plo$¢o v nasi¢eni kadi s prekatom
razvijali 22 min. Standarde trans-resveratrola, klorogenske kisline in (+)-katehina smo
nanesli na isto mesto, saj se Rg teh treh spojin, pri uporabi topila za razvijanje 3,
razlikujejo. Za pripravo raztopin standardov (c = 0,1 mg/mL) razli¢nih fenolnih spojin smo
najprej natehtali 1 mg standarda in ga prenesli v 10 mL merilno bucko ter z metanolom
dopolnili do oznake.

Razvito plosco smo posusili in jo poslikali. Nato smo jo za 2 s potopili v anisaldehidni
derivatizacijski reagent, jo posusili z virom toplega zraka in za 2 min derivatizirali na
grelni plosci pri 110 °C. Pocakali smo 10 min, da se je ohladila in jo ponovno poslikali pri
osvetlitvi z belo svetlobo in pri valovni dolzini 366 nm. Anisaldehidni reagent smo
pripravili tako, da smo k 170 mL metanola in 20 mL ocetne kisline dodali §¢ 16 mL
zveplove kisline. Na koncu smo dodali ¢ 1 mL anisaldehida (Jork in sod., 1989).
Pripravljen reagent smo ovit v aluminijasto folijo shranjevali v hladilniku pri 4 °C.

Preglednica 6: Volumni (V) nanosov testnih raztopin vzorcev in standardov ter mase nanesenih standardov
na plos¢o (m)

Testne raztopine in standardi V (uL) m (ug)
Standard trans-resveratrola 5 0,5
Standard (+)-katehina 10 1,0
Standard kvercetina 8 0,8
Standard rutina 15 1,5
Standard klorogenske kisline 8 0,8
Standard ferulne kisline 5 0,5
Standard p-kumarne Kisline 20 2,0
Standard kavne kisline 8 0,8
ces 2, mll, 2 10
sah 2, stl, 2 10
ces 2, ste, 2 10
jap 2, kor, 2 10
sah 2, cve, 2 10
ces 2, mll, 3 10
sah 2, stl, 3 10
ces 2, ste, 3 10
jap 2, kor, 3 10
sah 2, cve, 3 10
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3.13 ANALIZA IN VREDNOTENJE REZULTATOV
3.13.1 Rezultati meritev AOU

Pri obeh analiznih metodah smo AOU posameznega ekstrakta merili dvakrat (N = 2).
Tak$no merjenje imenujemo tehni¢na ponovitev, saj gre za veckratno merjenje istega
parametra na istem vzorcu. Reakcijsko mesanico za merjenje AOU smo za vsako meritev
pripravili znova.

Za analizo korelacijske povezanosti obeh metod smo iz obeh meritev, ki sta bili opravljeni
na istem ekstraktu, izracunali povpreéno vrednost. VVrednosti so prikazane v prilogi E1. Na
grafih, ki prikazujejo korelacijsko povezanost med metodama (Sl. 26, 27a, 27b in 27c),
smo zaradi lepSe razvidnosti razprSenosti izmerjenih vrednosti, le-te prikazovali v
logaritmirani obliki.

Za ostale analize rezultatov AOU razli¢nih ekstraktov pa smo se odlo¢ili, da podatke obeh
analiznih metod zdruzimo. Pri posameznem ekstraktu smo tako imeli stiri izmerjene
vrednosti, dve opravljene z luminescen¢no metodo in dve z metodo ABTS. Iz teh §tirih
meritev smo izraCunali povprecja (x) in standardne napake (SN), ki so nam sluzile za
oceno velikosti naklju¢nih napak (natan¢nost opravljenih meritev). Vrednosti vseh meritev,
opravljenih na posameznem ekstraktu, so prikazane v prilogi E2.

V prilogi E1 so podani tudi osnovni podatki in neposredne izmerjene vrednosti, iz katerih
smo nato po postopku, ki je opisan v prilogi D, izra¢unali AOU posameznega ekstrakta.

Za zdruzitev podatkov obeh metod smo se odlocili, ker je bil namen naSe analize prikazati
razlike v AOU med razli¢nimi ekstrakti. Rezultate smo prikazovali kot povpre¢je $tirih
meritev istega ekstrakta + SN. Zdruzitev meritev obeh analiznih metod lahko upravi¢imo
na slede¢ nacin: 1. Zaradi velikega Stevila pripravljenih ekstraktov smo z vsako metodo, na
posameznem ekstraktu, opravili le dve meritvi AOU. Stevilénej$e opravljanje meritev bi
bilo ¢asovno prevec obsezno. 2. Povprecen koeficient variacije (KV) obeh merilnih metod
je znasal malo manj kot 10 %. Povprec¢en KV nam je povedal, kak$na je tehniSka (merilna)
napaka. Negotovost merskih rezultatov je bila tako pri obeh metodah priblizno enaka. Ker
obe analizni metodi merita isto stvar — merjena spremenljivka je v obeh primerih AOU —
smo se odlocili, da zdruZevanje ni teZavno in nam omogoca realnejsi prikaz razlik med
ekstrakti.

Pri analizah vsebnosti vode v posameznem tkivu smo zdruzili podatke meritev prvega in

drugega vzorCenja ter posameznih taksonov dresnikov. Vrednosti smo prikazali kot
povprecje = SN.
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Rezultate smo zbrali in urejali v programu Microsoft Excel 2010. Statisti¢cno obdelavo
podatkov smo opravili s programom Statistica (StatSoft Statistica v10.0., 2010) in spletnim
orodjem za statisti¢ne analize VassarStats.

Rezultate smo ovrednotili z naslednjimi statisti¢nimi parametri:
- povprecna vrednost (aritmeti¢na sredina, x);
- standardna napaka (SN);
- koeficient determinacije (r?);
- Pearsonov koeficient korelacije (r).

Pri izraCunih umeritvenih krivulj smo uporabili linearno regresijo.

Parne primerjave vzorcev:
- t-test;
- z-test.

Primerjave ve¢ kot dveh vzorcev ene 0z. vecjega Stevila spremenljivk:
- analiza variance (ANOVA) — enosmerna;
- vecfaktorska ANOVA,
- Duncanov post-hoc test.

3.13.2 Rezultati kromatografske analize

Rezultate presejalnih testov smo ovrednotili opisno. Med testnimi raztopinami smo
analizirali razlike in podobnosti v prisotnosti fenolnih spojin in ostalih antioksidantov.
Primerjali smo prisotnost, intenziteto in Stevilo lis na kromatografskih ploscah.

S pomoc¢jo referen¢nih standardov antioksidantov smo v izbranih testnih raztopinah
ovrednotili prisotnost posameznih fenolnih spojin.
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4 REZULTATI
4.1 VSEBNOST VODE V TKIVIH DRESNIKOV
Delez vode v tkivih smo prikazali kot povpreéja meritev vseh treh taksonov dresnikov in

obeh vzorcenj (SI. 18). Natanénejsi prikaz vseh izmerjenih vrednosti deleza vode Vv tkivih
dresnikov so podani v preglednici F1 (Pril. F).

Ugotovili smo, da imajo najvisji delez vode socvetja, najmanj vode pa je v steblih.

0,9

Q.

c.d

0,7 4
0,6 -

H

0,5
0,4

Delezvode

0,3
0,2
0,1

ste(N=6) kor(N=6) stIlN=6) mlI(N=6) cwe(N=3)

Rastlinsko tkivo

Slika 18: Delez vode v razli¢nih tkivih dresnikov. Prikazane so povpreéne vrednosti izmerjenih vrednosti
vseh taksonov dresnikov in obeh vzoréenj. Oznake: ste = stebla, kor = korenike, stl = stari listi, mll = mladi
listi in cve = socvetja. Razli¢ne ¢rke nad stolpci oznacujejo statisticno znacilne razlike med tkivi (enosmerna

ANOVA, Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Rezultati faktorske analize variance so pokazali, da je vsebnost vode v rastlinskem tkivu
odvisna od tipa rastlinskega tkiva (Pregl. 7). Ugotovili smo tudi razlike med taksoni
dresnikov (SI. F1, Pril. F), medtem ko ¢as vzorcenja, interakcija med tkivom in taksonom
ter tkivom in ¢asom vzorCenja niso imeli statisticno znacilnega vpliva na delez vode v
tkivu (Pregl. 7). Pri faktorski analizi variance med tkivi in ¢asom vzorenja v analizo
nismo vKljuéili meritev za socvetja, saj so bila le-ta vzorcena le enkrat (vzorcenje 2).
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Preglednica 7: Rezultati faktorske analize variance glede vsebnosti vode v tkivih dresnikov pri razliénih
taksonih (SI. a) in ¢asih vzoréenja (SI. b). V analizo pri preglednici b niso vkljuéene meritve za socvetja, saj
smo jih pri posameznem taksonu vzoréili le enkrat. Statistiéno znadilni vplivi so prikazani z odebeljenimi
¢rkami

a) SS  Stopinje prostosti  MS F p
Tkivo 0,12936 4 0,03234 18,27 0,000
Takson 0,01499 2 0,0075 4,24 0,041
Tkivo*Takson | 0,02837 8 0,00355 2,00 0,134
Napaka 0,02124 12 0,00177

b) SS Stopinje prostosti  MS F p
Tkivo 0,09255 3 0,03085 8,31 0,002
Vzorcenje 0,00027 1 0,00027 0,07 0,792
Tkivo*Vzorcenje | 0,00587 3 0,00196 0,53 0,670
Napaka 0,05942 16 0,00371

4.2 REZULTATI DOLOCANJA ANTIOKSIDATIVNE UCINKOVITOSTI (AOU)
TKIV DRESNIKOV

AOU ekstraktov tkiv dresnikov smo dolocali z dvema razlichima metodama,
luminescen¢no metodo in metodo ABTS. Podatke smo prikazali kot povpre¢ja meritev,
opravljenih z obema metodama (Pregl. E3, Pril. E2).

Zaradi nizkega Stevila opravljenih meritev s posamezno analizno metodo pri posameznem

ekstraktu (N = 2) in velikega stevila razlicnih ekstraktov smo sklenili, da bo tak nacin
prikazovanja rezultatov najbolj razumljivo prikazal razlike v AOU med ekstrakii.

4.2.1 Primerjava vrednosti AOU med razliénimi tkivi in ekstrakcijskimi topili

Z ugotavljanjem razlik med ekstrakti razli¢nih tkiv, ki smo jih pripravili z razlicnimi
ekstrakcijskimi topili, smo uspeli v odvisnosti od rastlinskega tkiva in ekstrakcijskega
topila prepoznati ekstrakte z najvisjo antioksidativno aktivnostjo.
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Slika 19: AOU ekstraktov razli¢nih tkiv japonskega dresnika prvega (a) in dugega vzorCenja (b)
(povprecje = SN, N = 4). Statisti¢no znacilne razlike med ekstrakti so prikazane z razli¢nimi ¢rkami nad
stolpci (enosmerna ANOV A, Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Najvisjo povprecno vrednost AOU smo v ekstraktih japonskega dresnika prvega vzor¢enja
izmerili v etanolnih ekstraktin mladih in starih listov (1,3 mmol TEAC/g s.s. in
0,9 mmol TEAC/g s.s.). Ti dve vrednosti sta bili tudi edini, ki sta se kljub veliki
variabilnosti podatkov pri obeh tkivih (SN = 0,4 in SN = 0,3), statisticno znacilno
razlikovali od ostalih ekstraktov tkiv (p < 0,05) (SI. 19a).

Najvisjo povprecno AOU smo pri japonskem dresniku drugega vzorCenja izmerili v
etanolnih ekstraktih socvetij (2,15 + 0,06 mmol TEAC/g s.s.). Tudi etanolni ekstrakti
mladih listov, korenik in starih listov so imeli v primerjavi z ostalimi ekstrakti znacilno
vi§je vrednosti AOU, a vseeno znalilno nizje vrednosti kot etanolni ekstrakt socvetij
(p <0,05) (SI. 19b).

60



Rogelj A. Antioksidanti in njihova u¢inkovitost v razli¢nih tkivih invazivnih tujerodnih dresnikov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

AOU (mmol TFAC/g 55.)

AOU (mmol TEAC/z xx.)

0.4

0.2

0.0

Slika 20: AOU ekstraktov razliénih tkiv ceSkega dresnika prvega (a) in dugega vzorCenja (b)
(povprecje = SN, N = 4). Statistiéno znacilne razlike med ekstrakti so prikazane z razlicnimi ¢rkami nad
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stolpci (enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Vsi etanolni ekstrakti ¢eSkega dresnika prvega vzorcenja so imeli v primerjavi z ostalima
ekstrakcijskima topiloma znotraj enakih tkiv vi§jo povprecno vrednost AOU. Najvisjo
AOU sta imela etanolna ekstrakta starih listov (0,58 + 0,07 mmol TEAC/g s.s.) in korenik

Socvetja

(0,48 £ 0,02 mmol TEAC/g s.s.), ki pa se nista znacilno razlikovala (p > 0,05) (Sl. 20a).

Najvisjo povprec¢no vrednost AOU Vv ekstraktih ¢eskega dresnika drugega vzor¢enja smo
izmerili v etanolnih ekstraktih socvetij (1,32 + 0,05 mmol TEAC/g s.s.). Ta vrednost se je

znaéilno razlikovala od vrednosti ostalih ekstraktov (p < 0,05) (Sl 20b).
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Slika 21: AOU ekstraktov razli¢nih tkiv sahalinskega dresnika prvega (a) in dugega vzorcenja (b)
(povprecje = SN, N = 4). Statisti¢no znacilne razlike med ekstrakti so prikazane z razli¢nimi ¢rkami nad
stolpci (enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p < 0,05)

Etanolni ekstrakt mladih listov sahalinskega dresnika prvega vzorcenja je v primerjavi z
ostalimi ekstrakti statisticno znacilno izstopal po svoji AOU, in sicer z vrednostjo
2,05 mmol TEAC/g s.s. (SN =0,06) (p < 0,05). To je bila tudi najvi$ja izmerjena vrednost
med vsemi pripravljenimi ekstrakti prvega vzorcenja (Sl. 21a).

Tudi pri sahalinskem dresniku drugega vzorcenja je glede na ostale ekstrakte znacilno

izstopal etanolni ekstrakt socvetij, z vrednostjo 1,86 mmol TEAC/g s.s. (SN = 0,07)
(p <0,05) (SI. 21h).
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Od vseh pripravljenih ekstraktov so po svoji AOU najbolj izstopali etanolni ekstrakti
socvetij. Najvi§jo vrednost med vsemi pripravljenimi ekstrakti smo izmerili v etanolnem
ekstraktu socvetij japonskega dresnika drugega vzoréenja (2,15 + 0,06 TEAC/g s.s.) in
najnizjo  pri butanolnem  ekstraktu  stebel  enakega  taksona  dresnika
(0,018 + 0,002 mmol TEAC/g s.s.).

Vsi vodni in butanolni ekstrakti so imeli, primerjalno znotraj enakih tkiv, nizjo AOU kot
etanolni ekstrakti. Izjema je bil butanolni ekstrakt starih listov sahalinskega dresnika
prvega vzorcenja, ki je imel vi$jo vrednost AOU kot njegov sorodni etanolni ekstrakt.
Poudariti velja, da je bila variabilnost podatkov pri butanolnem ekstraktu precej$nja
(SN =0,25).

Rezultati faktorske analize variance so pokazali, da tako pri prvem kot drugem vzoréenju
na izmerjeno AOU vpliva vrsta tkiva, uporabljeno ekstrakcijsko topilo in interakcija med
tkivom ter topilom (Pregl. 8 in 9). OpaZena interakcija med tkivom in ekstrakcijskim
topilom pomeni, da je vrednost AOU pri prvi neodvisni spremenljivki — tkivu, odvisna tudi
od vrste/izbora/stopnje druge spremenljivke — ekstrakcijskega topila.

Preglednica 8: Rezultati faktorske analize variance za AOU ekstraktov prvega vzorcenja pri japonskem (a),
CeSkem (b) in sahalinskem (c) dresniku. Statisti¢no znacilni vplivi so prikazani z odebeljenimi ¢rkami.
Analize so bile opravljene s programom Statistica, faktorska ANOVA

a) SS Stopinje prostosti ~ MS F p
Tkivo 1,976407 3 0,658802 6,05 0,002
Ekstr. topilo |2,503969 2 1,251984 11,49 0,000
Tkivo*Topilo | 2,346527 6 0,391088 3,59 0,007
Napaka 3,922966 36 0,108971

b) SS Stopinje prostosti ~ MS F p
Tkivo 0,621439 3 0,207146 31,41 0,000
Ekstr. topilo | 0,469348 2 0,234674 3559 0,000
Tkivo*Topilo | 0,251937 6 0,041989 6,37 0,000
Napaka 0,237408 36 0,006595

C) SS  Stopinje prostosti  MS F p
Tkivo 2,79940 3 0,93313 19,37 0,000
Ekstr. topilo |4,81965 2 2,40983 50,02 0,000
Tkivo*Topilo | 5,47571 6 0,91262 18,94 0,000
Napaka 1,73427 36 0,04817
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Preglednica 9: Rezultati faktorske analize variance za AOU ekstraktov drugega vzoréenja pri japonskem (a),
¢eskem (b) in sahalinskem (c) dresniku. Statisticno znacilni vplivi so prikazani z odebeljenimi ¢rkami.
Analize so bile opravljene s programom Statistica, faktorska ANOVA

a) SS  Stopinje prostosti  MS F p
Tkivo 3,24781 4 0,81195 6,05 0,000
Ekstr. topilo |9,36358 2 4,68179 65,80 0,000
Tkivo*Topilo | 3,83705 8 0,47963 6,74 0,000
Napaka 3,20194 45 0,07115
b) SS Stopinje prostosti MS F p
Tkivo 2,392079 4 0,598020 15,36 0,000
Ekstr. topilo |2,094105 2 1,047052 26,89 0,000
Tkivo*Topilo | 1,908969 8 0,238621 6,13 0,000
Napaka 1,752365 45 0,038941
C) SS Stopinje prostosti MS F p
Tkivo 3,49174 4 0,87293 17,32 0,000
Ekstr. topilo |12,12201 2 6,06101 120,26 0,000
Tkivo*Topilo | 1,64125 8 0,205516 4,07 0,001
Napaka 2,26797 45 0,05040

4.2.1.1 Primerjava AOU med razli¢nimi tkivi

Faktorska analiza variance je pokazala, da je vrednost AOU neodvisno od uporabe
ekstrakcijskega topila najnizja pri steblih (SI. Hla, H2a, H3a, Pril. H; Sl. I1a, 12a, 133,
Pril. 1) in najvisja pri socvetjih (SI. 11a, 12a, 13a, Pril. I). Pri ekstraktih prvega vzoréenja so
imele korenike nizjo AOU kot listi, vendar vrednosti niso bile statisticno znacilne. Pri
drugem vzorCenju je bila variabilnost vecja, saj smo pri japonskem in sahalinskem
dresniku opazili visjo AOU korenik v primerjavi z listi. Pri ¢eSkem dresniku je bila
vrednost AOU korenik med meritvama pri starih in mladih listih. Kljub temu znacilnih
razlik v nobenem primeru nismo opazili (Pregl. 10).

Primerjava AOU med mladimi in starimi listi:

Pri japonskem dresniku so imeli mladi listi v primerjavi s starimi listi visjo AOU. Pri
¢eSkem dresniku je bilo ravno obratno. Statisticno znacilne razlike smo opazili le v primeru
ceSkega dresnika.Vi§jo AOU so imeli tudi stari listi sahalinskega dresnika drugega
vzorCenja, medtem ko so imeli pri prvem vzorcenju mladi listi visjo AOU. V obeh
primerih med vrednostmi ni bilo znacilnih razlik (Pregl. 10).
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Preglednica 10: Statistiéno znailne razlike v  AOU med tkivi dresnikov, izraunane neodvisno od
uporabljenega ekstrakcijskega topila. Statisti¢no znadilne razlike med tkivi so prikazane z razli¢nimi ¢rkami
(enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p < 0,05). Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi,
ste = stebla, kor = korenike, cve = socvetja, Jap. = japonski dresnik, Ces. = ¢eski dresnik in Sah. = sahalinski
dresnik

Vzoréenje 1 (N = 48) Vzoréenje 2 (N = 60)
Tkivo Jap. Ces. Sah. Jap. Ces. Sah.
ste a a a a a a
mll b a b a a a
kor a,b b a,b a,b a,b a,b
stl a,b b a,b a b,c a,b
cve / / / b c b

4.2.1.2 Primerjava AOU pri uporabi razli¢nih ekstrakcijskih topil

Pri analizi vpliva ekstrakcijskega topila na ucinkovitost ekstrakcije antioksidantov
neodvisno od rastlinskega tkiva smo ugotovili, da je bil pri vseh taksonih dresnikov, ne
glede na ¢as vzorcenja, najbolj ucinkovito ekstrakcijsko topilo etanol. To smo potrdili tudi
s statisti¢cnim testom za ugotavljanje znaéilnih razlik med vzorci (Pregl. 11).

Vodno ekstrakcijsko topilo in n-butanol se po ucinkovitosti ve¢inoma nista statisticno
znaCilno razlikovali, z izjemo ekstraktov sahalinskega dresnika drugega vzorCenja
(SI. 13c, Pril. 1). Voda v primerjavi z butanolom izkazuje boljso sposobnost ekstrakcije
antioksidantov, saj je bila le v ekstraktih ¢eSkega dresnika prvega vzorcenja AOU vodnih
ekstraktov, v povprecju, visja glede na butanolne (SI. H2b; Pril. H).

Preglednica 11: Statisti¢no znaéilne razlike v AOU v odvisnosti od uporabljenega ekstrakcijskega topila
(vzoréenje 1, N = 4; vzoréenje 2, N = 5). Statisti¢no znacilne razlike med topili so prikazane z razli¢nimi
¢rkami (enosmerna ANOVA, Duncanov post-hoc test, p < 0,05). Oznake: Jap. = japonski dresnik,
Ces. = ¢eski dresnik in Sah. = sahalinski dresnik

Vzorcenje 1 (N = 48) Vzoréenje 2 (N = 60)
Topilo Jap. Ces. Sah. Jap. Ces. Sah.
Voda a a a a a b
Butanol a a a a
Etanol b b b b b c
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4.2.2  Primerjava AOU med ekstrakti prvega in drugega vzorcenja

Pri vodnih ekstraktih dresnikov smo med prvim in drugim vzor¢enjem statisti¢no znacilne
razlike (p < 0,05) v AOU dolog¢ili pri steblih japonskega in ¢eskega dresnika ter starih listih
Ceskega dresnika. V vseh primerih je bila AOU visja pri drugem vzoréenju (Sl. 22). V
ekstraktih mladih listov japonskega in sahalinskega dresnika prvega vzorcenja smo V
primerjavi z ekstrakti drugega vzoréenja izmerili vi§jo AOU. Vrednosti sta se znacilno
razlikovali le pri mladih listih sahalinskega dresnika (Pregl. G1, Pril. G).
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Slika 22: AOU vodnih ekstraktov prvega in drugega vzoréenja pri japonskem (a), ¢eSkem (b) in sahalinskem
(c) dresniku (povpreéje = SN; N = 4). Statisti¢no znacilne razlike so prikazane z zvezdico (*) (Studentov t-
test, p < 0,05)

Pri butanolnih ekstraktih razliénih tkiv dresnikov prvega vzorcenja je Vv primerjavi z
ekstrakti drugega vzor€enja opaziti vi§je vrednosti AOU. Kljub temu smo znacilne razlike
dolo¢ili le pri starih listih in steblih sahalinskega dresnika. Le v primeru starih listov
japonskega in Ceskega dresnika smo Vv ekstraktih drugega vzorcenja izmerili visjo AOU,
vendar statisti¢no znacilnih razlik nismo opazili (SI. 23).
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Slika 23: AOU butanolnih ekstraktov prvega in drugega vzorCenja pri japonskem (a), ¢eskem (b) in
sahalinskem (c) dresniku (povpreéje £ SN; N = 4). Statisticno znacilne razlike so prikazane z zvezdico (*)
(Studentov t-test, p < 0,05)

Med prvim in drugim vzor¢enjem so Se vrednosti AOU etanolnih ekstraktov znacilno
razlikovale le pri ekstraktih stebel japonskega in CeSkega dresnika ter starih listov
sahalinskega dresnika, z znacilno vi§jimi vrednostmi pri ekstraktih drugega vzorcenja.
Poleg tega so enako kot pri vodnih ekstraktih znacilno izstopali mladi listi sahalinskega
dresnika drugega vzorcenja (Sl. 24).
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Slika 24: AOU etanolnih ekstraktov prvega in drugega vzorenja pri japonskem (a), ¢eSkem (b) in
sahalinskem (c) dresniku (povpre¢je + SN; N = 4). Statisti¢éno znadilne razlike so prikazane z zvezdico (*)
(Studentov t-test, p < 0,05)

4.2.3  Primerjava AOU med taksoni dresnikov

Splosen trend kaze, da smo najvi§je vrednosti AOU izmerili v etanolnih ekstraktih
(Pregl. E3, Pril. E2), zato smo se odlocili, da primerjamo etanolne ekstrakte drugega
vzorcenja.
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AOU mladih listov japonskega in sahalinskega dresnika je bila znalilno viSja glede na
vrednost pri ¢eSkem dresniku. Statisticno znacilno vi§jo vrednost smo v primerjavi S
¢eskim dresnikom izmerili tudi pri starih listih in steblih sahalinskega dresnika. Stari listi
sahalinskega dresnika imajo tudi v primerjavi s starimi listi japonskega dresnika znacilno
vi§jo AOU. Pri socvetjih japonskega in sahalinskega dresnika je bila vrednost AOU
znacilno vi§ja od tiste pri ¢eSkem dresniku, vendar je bila tudi vrednost AOU japonskega
dresnika znacilno vi§ja od vrednosti sahalinskega dresnika. Pri korenikah znacilnih razlik v
AOU med taksoni dresnikov nismo ugotovili (SI. 25).

V vseh primerih je bila AOU etanolnih ekstraktov drugega vzoréenja najnizja pri tkivih
ceskega dresnika (Pregl. J1, Pril. J).
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Slika 25: AOU etanolnih ekstraktov tkiv razli¢nih taksonov dresnikov drugega vzoréenja (povprecje + SN;
N = 4). Statisti¢no znacilne razlike so prikazane z zvezdico (*) (Studentov t-test, p < 0,05). Posamezne parne
primerjave so prikazane z odebeljeno horizontalno ¢rto

4.3 KORELACHIE

Natanéne;jsi prikaz vseh meritev, ki smo jih uporabili za izra¢un korelacijskih povezav, je
prikazan v preglednicah E1 in E2 (Pril. E1).

43.1 Korelacija med luminescenéno metodo in metodo ABTS

Luminescen¢na metoda in metoda ABTS temeljita na razli¢nih principih merjenja, zato nas
je zanimalo, ali je mogoce primerjati rezultate teh dveh metod. Povezava med obema
metodama je razvidna iz slike 26. Pearsonov korelacijski koeficient (r) je znasal 0,70 in
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koeficient determinacije (r*) 0,49. Za izratun koeficientov smo opravili 81 parnih
primerjav med obema metodama. Vrednosti, izmerjene z luminescen¢no metodo, lahko v
priblizno polovici primerov (48,7 %) pojasnjujejo variabilnost vrednosti, izmerjenih z
metodo ABTS.

Obe spremenljivki sta linearno povezani (a < 0,01). Vrednost Pearsonovega koeficienta
korelacije kaze na zmerno do mo¢no povezanost med obema metodama.
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Slika 26: Povezava med AOU izmerjeno z luminescenéno metodo in metodo ABTS. Vrednosti so prikazane
na logaritmski skali. Oznake: mil = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in cve = socvetja

4.3.2 Korelacija med luminescen¢no metodo in metodo ABTS v odvisnosti od

ekstrakcijskega topila

Zanimalo nas je tudi, kako na korelacijsko povezanost obeh metod za merjenje AOU
vpliva vrsta uporabljenega ekstrakcijskega topila.

Iz dobljenih Pearsonovih korelacijskih koeficientov in Stevila parnih primerjav med obema
metodama smo izracunali tudi 95 % intervale zaupanja (CI).
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Slika 27: Povezava med AOU izmerjeno z luminescen¢no metodo in metodo ABTS v odvisnosti od vodnega
(a), butanolnega (b) in etanolnega (c) ekstrakcijskega topila. Vrednosti so prikazane na logaritmski skali.
Slika d prikazuje korelacijske koeficiente (r) in njihove intervale zaupanja (0,95 CI) pri razliénih
ekstrakcijskih topilih. Ne glede na uporabljeno ekstrakcijsko topilo se korelacijski koeficienti med seboj niso
znacilno razlikovali. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in cve = socvetja

Korelacijska povezanost luminescenéne metode in metode ABTS je bila ne glede na
uporabljeno ekstrakcijsko topilo prisotna (o0 < 0,01) (SI. 27a, 27b in 27c). IzraCunani
Pearsonovi korelacijski koeficienti so bili pri vseh treh ekstrakcijskih topilih podobni: za
vodno ekstrakcijsko topilo r = 0,686, n-butanol r = 0,651 in etanolno ekstrakcijsko topilo
r = 0,635. Obe metodi sta ne glede na ekstrakcijsko topilo medsebojno zmerno povezani.
Zgornja meja zmernih korelacij je 0,69.

S parnimi primerjavami med korelacijskima koeficientoma dveh neodvisnih vzorcev smo

nato preverili prisotnost znacilnih razlik. Statisticno znacilnih razlik med koeficienti
razli¢nih ekstrakcijskih topil nismo ugotovili (z-test, p > 0,05) (Pregl. K2, Pril. K).

70



Rogelj A. Antioksidanti in njihova u¢inkovitost v razli¢nih tkivih invazivnih tujerodnih dresnikov.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2015

4.4 PRVI PRESEJALNI TESTISTLC

Za presejalne analize, s katerimi smo dolocali razlike v $tevilu in intenzivnosti lis med
testnimi raztopinami razli¢nih taksonov dresnikov, smo uporabili kromatografske plosce
HPTLC silikagel 60 s steklenim nosilcem in dve topili za razvijanje: etil acetat-voda-
mravljinéna Kislina (85:15:10, v/v/v) in n-heksan-etil acetat-mravljin¢na Kkislina
(20:19:1, viviv). Kot detekcijski reagent smo uporabili NST, ki je namenjen
karakterizaciji fenolnih spojin oz. flavonoidov. Kromatograme testnih raztopin razli¢nih
taksonov dresnikov smo poslikali pri osvetlitvi z belo svetlobo in pri valovni dolzini
366 nm.

Pregled kromatogramov testnih raztopin tkiv drugega vzorcenja je pokazal, da so si po legi
in barvi lis med seboj podobni kromatogrami listov, stebel in socvetij. Najmanj intenzivne
lise imajo stebla, nato sledijo stari listi. Najve¢ fenolnih snovi je v socvetjih in mladih
listih. Najvecje Stevilo lis kazejo mladi listi CeSkega in sahalinskega dresnika, najbolj
intenzivne lise pa imajo socvetja, med katerimi izstopajo predvsem socvetja sahalinskega
dresnika. Povsem druge sestavine vsebujejo korenike, pri katerih po koli¢ini prisotnih
fenolnih spojin izstopajo korenike japonskega dresnika. Korenike sahalinskega dresnika
vsebujejo malo fenolnih spojin. Testne raztopine korenik imajo glede na ostala tkiva
manjse Stevilo lis. Pri korenikah izstopajo bolj temno modre, pri ostalih tkivih pa rumene
in svetlo modre lise (SI. 28).

Edine lise, ki prevladujejo pri vodnih in etanolnih tesnih raztopinah starih listov so v
primerjavi z mladimi listi prisotne pri Rg 0,30, 0,32 in 0,38 ter so modre barve (SI. 28a in
28b).

Primerjava ekstrakcijskih topil je pokazala, da je Stevilo lis podobno pri vseh topilih. Barva
in lega lis vodnih testnih raztopin se od etanolnih bistveno ne razlikuje. Lise so pri
etanolnih testnih raztopinah bolj intenzivne. V obmo¢ju Rg med 0,62 in 0,68 je opaziti
prisotnost rjave lise, ki je pri vodnih testnih raztopinah ni zaslediti. Pri etanolni testni
raztopini korenik japonskega dresnika zelo izstopa rjava lisa (Rr = 0,59). Vodne testne
raztopine nadzemnih tkiv pri Rg 0,98 nimajo rdece lise (SI. 28a in 28b).

Tudi butanolne testne raztopine so primerljive z etanolnimi in vodnimi, ¢eprav je opaziti
tudi nekaj posebnosti. Pri listih Ceskega in sahalinskega dresnika se opazi predvsem
prisotnost dodatnih zelenih lis (Rg=0,79). Pri korenikah izstopa zelena lisa z Rg 0,98.
Zanimivo je, da teh zelenih lis ni pri butanolnih testnih raztopinah japonskega dresnika
(SI. 28c).

Testne raztopine nadzemnih tkiv sahalinskega dresnika v primerjavi s testnimi raztopinami
japonskega in ¢eSkega dresnika izstopajo po zastopanosti in jakosti nekaterih lis ter kazejo
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nekaj vec€ specifi¢nosti. Zelo izrazito se opazi odsotnost rumenih lis pri vodnih in etanolnih
testnih raztopinah listov, stebel in socvetij sahalinskega dresnika (Rg = 0,73 in 0,81). Pri
butanolnih testnih raztopinah sahalinskega dresnika sta ti dve rumeni lisi zelo slabo
zaznavni. Pri japonskem in ¢eSkem dresniku sta intenzivni. Vodna in etanolna testna
raztopina socvetij ¢eSkega in sahalinskega dresnika imata izstopajo¢o temno rumeno liso
pri Re 0,55, medtem ko je ta lisa pri japonskem dresniku zelo neizrazita. Pri vseh testnih
raztopinah listov, stebel in socvetij so na obmoc¢ju med R 0,49 in 0,62 prisotne Stiri
izmenjujocCe se rumene in modre lise. Pri japonskem dresniku v tem obmocju prevladujejo
modre lise, rumene pa so skoraj neopazne. Po drugi strani pri sahalinskem dresniku
prevladujejo rumene lise. Ceski dresnik ima na tem obmogju vedje $tevilo modrih lis, ki so
po intenzivnosti podobne lisam japonskega dresnika. Prisotne ima tudi rumene lise, ki so
bolj znacilne za sahalinski dresnik. Svetlo modra lisa pri Rg 0,49 je izrazita pri nadzemnih
tkivih japonskega dresnika, medtem ko je pri ostalih dveh taksonih dresnikov neizrazita.

Etanolna in vodna testna raztopina listov sahalinskega dresnika imata specifi¢no prisotno

intenzivno temno rumeno liso pri Rg 0,45. Svetlo rumena lisa pri Rg 0,40 je znacilna za
liste ceskega in sahalinskega dresnika.
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Slika 28: Kromatografske plosée HPTLC silikagel 60 (20 cm x 10 cm) z nanesenimi etanolnimi (a), vodnimi
(b) in butanolnimi (c) testnimi raztopinami drugega vzoréenja. PlosCe so bile razvite v topilu etil acetat-voda-
mravljinéna Kislina (85 : 15 : 10, v/v/v) in po derivatizaciji z reagentom NST posnete pri 366 nm. Volumni
vseh nanosov so bili 10 pL. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in
cve = socvetja

Primerjava testnih raztopin prvega in drugega vzorCenja je pokazala kvalitativno
podobnost med testnimi raztopinami enakega tkiva in taksona dresnika. Tudi barva lis pri
enakih Rg je bila enaka. Med sorodnimi kromatogrami je bilo vseeno opaziti razlike v
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jakosti nekaterih lis. Etanolna testna raztopina mladih listov CeSkega dresnika drugega
vzoréenja je imela pri Rg 0,68 poudarjeno rjavo liso. Poudarjeno liso enake barve je imela
pri Rg 0,59 tudi testna raztopina korenik istega taksona dresnika prvega vzoréenja. Pri
etanolni testni raztopini korenik sahalinskega dresnika drugega vzorcenja je v primerjavi s
prvim vzoréenjem opaziti tudi poudarjeno modro liso (Rg = 0,32). Pri butanolnih testnih
raztopinah je med prvim in drugim vzorcenjem opaziti vecje Stevilo razlik. Po jakosti lis
zelo izstopata testni raztopini mladih listov ¢eSkega dresnika drugega vzorcenja in korenik
japonskega dresnika prvega vzoréenja. Slednja ima pri Rg 0,62 veliko rjavo liso. Pri testni
raztopini listov japonskega dresnika prvega vzorcenja izstopajo modre lise na obmocju Re
med 0,49 in 0,62 (SI. 29).

Sahalinski dresnik

Sahalinski dresnik

Slika 29: Kromatografski plos¢i HPTLC silikagel 60 (20 cm x 10 cm) z nanesenimi etanolnimi (a) in
butanolnimi (b) testnimi raztopinami prvega vzorCenja. Plos¢i sta bili razviti v topilu etil acetat-voda-
mravljinéna Kislina (85 : 15 : 10, v/v/v) in po derivatizaciji z reagentom NST posneti pri 366 nm. Volumni
vseh nanosov so bili 10 puL. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in
cve = socvetja

Kromatografske plosce, razvite v topilu n-heksan-etil acetat-mravljincna Kislina
(20:19: 1, viviv), po derivatizaciji z NST reagentom kazejo manjse Stevilo lis kot plosce
razvite v topilu etil acetat-voda-mravljin¢na kislina (85 : 15 : 10, v/v/v). Pri uporabi topila
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za razvijanje etil acetat-voda-mravljin¢na kislina so najbolj intenzivne lise med Rg 0,40 in
0,85 (SI. 28 in 30). Pri etanolnih in butanolnih testnih raztopinah, razvitih s topilom za
razvijanje n-heksan-etil acetat-mravljin¢na Kislina, so najbolj intenzivne lise nad Rg 0,68.
Veliko sestavin je ostalo tudi v obmoc¢ju Rg blizu starta (nanosa testnih raztopin), kjer je
prisotna velika koli¢ina rumeno in modro obarvanih sestavin.

Pri listih, steblih in socvetjih nad Rg 0,68 izstopajo rdece in pri korenikah modre, rumene
ali zelene lise (SI. 30a in 30c). Pri etanolnih testnih raztopinah nadzemnih tkiv vseh treh
taksonov dresnikov so prisotne $tiri znacilne rdece lise (Rg = 0,68, 0,75, 0,87 in 0,90).
Rdece lise na tem obmod¢ju so najmanj intenzivne pri japonskem dresniku, medtem ko so
pri vseh korenikah odsotne. Pri korenikah izstopata dve rumeni lisi (Rg = 0,93 in 0,95), ki
sta prisotni tudi pri ostalih etanolnih testnih raztopinah. Korenike japonskega in ¢eskega
dresnika imajo pri Rg 0,78 specifi¢no prisotno temno modro liso. Rumena lisa pri Rg 0,68
je specifi¢na le za socvetja sahalinskega dresnika (S1. 30b). Tudi v tem topilu za razvijanje
med socvetji najbolj izstopajo testne raztopine sahalinskega dresnika.

Ponovno se je glede na vsebnost vrste fenolnih spojin pokazala podobnost med
nadzemnimi tkivi. Drugacne sestavine so prisotne v korenikah. Po jakosti in Stevilu lis
izstopajo mladi listi ceSkega, socvetja sahalinskega in korenike japonskega dresnika. Med
seboj so si bolj podobne korenike japonskega in ¢eSkega dresnika (SI. 30).
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Slika 30: Kromatografske plos¢e HPTLC silikagel 60 (20 cm x 10 cm) z nanesenimi etanolnimi (a), vodnimi
(b) in butanolnimi (c) testnimi raztopinami drugega vzoréenja. Plos¢e so bile razvite v topilu n-heksan-etil
acetat-mravljin¢na kislina (20 :19:1, v/v/v) in po derivatizaciji z reagentom NST posnete pri 366 nm.
Volumni vseh nanosov so bili 10 uL. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in
cve = socvetja

Na kromatografski ploséi z nanesenimi butanolnimi testnimi raztopinami prvega vzorcenja,
razviti v topilu n-heksan-etil acetat-mravljin¢na Kislina in posneti pri uporabi bele svetlobe,
pri listih izstopajo stiri lise. Rumene lise se pojavljajo pri Rg 0,80, 0,90 in 0,98. Pri Rg 0,90
je znotraj rumene lise opaziti $e rahlo rjavo liso. Listi imajo pri R 0,95 tudi specifi¢no
temno sivo liso. Korenike ¢eSkega dresnika imajo pri Rg 0,90 prisotno rumeno-rjavo liso
(SI. 31). Pri vseh tkivih je veliko sestavin ostalo v obmocju Rg blizu nanosa testnih
raztopin, kar smo opazili tudi na plos¢i slikani pri 366 nm (SI. 30c).
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Slika 31: Kromatografska plos¢a HPTLC silikagel 60 (20 cm x 10 ¢cm) z nanesenimi butanolnimi testnimi
raztopinami drugega vzoréenja. Plos¢a je bila razvita v topilu n-heksan-etil acetat-mravljinéna Kislina
(20:19:1, vivlv) in po derivatizaciji z reagentom NST posneta pri uporabi bele svetlobe. Volumni vseh
nanosov so bili 10 uL. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in cve = socvetja

4.5 REZULTATI UPORABE STANDARDOV FENOLNIH SPOJIN PRI TLC

S TLC smo s komercialno dostopnimi standardi kvalitativno doloc¢ili prisotnost fenolnih
spojin v testnih raztopinah razlicnih tkiv dresnikov. Spojine smo med seboj locili z
uporabo topila za razvijanje toluen-etil acetat-mravljin¢na Kislina (6 :5: 1, v/iv/v). Kot
derivatizacijski reagent smo uporabili anisaldehid.

Z analizo slik 32a, 32b in 33 smo dolocili prisotnost nekaterih fenolnih spojin v

analiziranih testnih raztopinah. Pri vrednotenju rezultatov smo upostevali barvo lis,
intenzivnost lis in Rg (Pregl. 12).
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Slika 32: Kromatografska plos¢a HPTLC silikagel 60 (20 cm = 10 cm), razvita v topilu toluen-etil acetat-
mravljin¢na kislina (6 : 5: 1, v/v/v), slikana pri 366 nm, pred (a) in po (b) derivatizaciji z anisaldehidnim
derivatizacijskim reagentom. Nanosi (10 pL) 1-5 in 12-16: testne raztopine drugega vzorCenja, nanosi 6—
11: trans-resveratrol (T-RVT, 0,5 pg), (+)-katehin (C, 1 pg), klorogenska kislina (CHA, 0,8 pg), rutin (RUT,
1,5 pg), kvercetin (QE, 0,8 pg), ferulna kislina (FA, 0,5 pg), p-kumarna kislina (pCA, 2 pg) in kavna kislina
(CA, 0,8 pg). Oznake: Jap. = japonski dresnik, Ces. = eski dresnik, Sah. = sahalinski dresnik, dr. = dresnik,

mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in cve = socvetja
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Slika 33: Kromatografska plos¢a HPTLC silikagel 60 (20 cm x 10 cm), razvita v topilu toluen-etil acetat-
mravljin¢na Kislina (6 :5: 1, v/vlv), slikana pri uporabi bele svetlobe, po derivatizaciji z anisaldehidnim
derivatizacijskim reagentom. Nanosi (10 pL) 1-5 in 12-16: testne raztopine drugega vzoréenja, nanosi 6—
11: trans-resveratrol (T-RVT, 0,5 pg), (+)-katehin (C, 1 pg), klorogenska kislina (CHA, 0,8 pg), rutin (RUT,
1,5 pg), kvercetin (QE, 0,8 ng), ferulna kislina (FA, 0,5 pg), p-kumarna kislina (pCA, 2 pg) in kavna kislina
(CA, 0,8 pg). Oznake: Jap. = japonski dresnik, Ces. = eski dresnik, Sah. = sahalinski dresnik, dr. = dresnik,
mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in cve = socvetja

Preglednica 12: Retencijski faktorji (Rg) standardov fenolnih spojin in prisotnost spojin v razli¢nih tkivih
dresnikov. Oznake: T-RTV = trans-resveratrol, CHA = klorogenska kislina, C = (+)-katehin, RUT = rutin,
QE = kvercetin, FA = ferulna kislina, pCA = p-kumarna kislina, CA = kavna Kislina, jap = japonski dresnik,
ces = CeSki dresnik, sah = sahalinski dresnik, mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla, kor = korenike in
cve = socvetja. Simbol * = fenolna spojina je prisotna, ** = vi§ja vsebnost fenolne spojine in (?) = ne
moremo z gotovostjo trditi, da je fenolna spojina prisotna v analizirani testni raztopini

Standard
T-RVT CHA C RUT QE FA pCA CA
Re/Testnar. 0,79 0,07 053 002 0,75 0,78 0,77 0,72

ces 2, mil, 2 ? (? @)
sah 2, stl, 2 ? ? ?
ces 2, ste, 2 (? (? (?
jap 2, kor, 2 * (?
sah 2, cve, 2 ** (?
ces 2, mil, 3 * ** **

sah 2, stl, 3 (? **

ces 2, ste, 3 (? *

jap 2, kor, 3 wx wx

sah 2, cve, 3 *k *x

Z uporabo standardov nam je v etanolni testni raztopini korenik japonskega dresnika
uspelo dolociti prisotnost trans-resveratrola, ki smo ga opazili tudi v etanolni testni
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raztopini mladih listov CeSkega dresnika. Klorogensko kislino smo dolo¢ili v etanolni in
butanolni testni raztopini mladih listov ceskega dresnika, morda pa je prisotna tudi v
testnih raztopinah starih listov in stebel. Katehin smo dolo¢ili v vseh nanesenih etanolnih
testnih raztopinah. Najmanj ga je bilo v steblih. Kvercetin smo dolo¢ili v etanolni testni
raztopini socvetij sahalinskega dresnika. Prisotnosti rutina nam ni uspelo dolo€iti, saj je
imel rutin zelo nizek Rg. V obmod¢ju Re blizu nanosa testnih raztopin, je lo¢ljivost med
lisami premajhna, da bi lise lahko locevali med seboj. Prisotnosti ferulne in p-kumarne
kisline v testnih raztopinah nismo uspeli potrditi.
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3) RAZPRAVA IN SKLEPI

V magistrskem delu smo analizirali antioksidativno ucinkovitost (AOU) ekstraktov
razli¢nih tkiv dresnikov, ki uspevajo v Sloveniji. Poleg tega smo preverili korelacijsko
povezanost med dvema metodama za merjenje AOU. V drugem delu raziskav smo z
uporabo tankoplastne kromatografije (TLC) naredili analizo prisotnosti fenolnih spojin v
tkivih dresnikov.

5.1 RAZPRAVA

51.1 DeleZ vode v tkivih dresnikov

Za ovrednotenje rezultatov meritev. AOU ekstraktov tkiv dresnikov, pripravljenih s
pomocjo razli¢nih ekstrakcijskih topil, smo potrebovali razmerje med svezo in suho maso
tkiva. Tkiva dresnikov smo tehtali pred in po liofilizaciji ter izra¢unali deleze vode v
tkivih.

PRURY

in najnizji v steblih (62 %) (SI. 18).

Podatki iz literature navajajo, da voda predstavlja od 80 do 90 % mase rastlinskega tkiva.
Olesenela rastlinska tkiva vsebujejo manj vode, okrog 45 do 50 %, tkiva zelnatih rastlin pa
od 70 do 95 % vode (Why plants ..., 2014). Mlajsa tkiva v primerjavi s starejSimi vsebujejo
vi§ji delez vode (Uddin in sod., 2012). Nase meritve so potrdile, da mehkejsa zelnata tkiva
(listi in socvetja) vsebujejo visji delez vode kot tkiva, ki so bolj lignificirana in otrdela
(stebla in korenike).

Vsebnost vode v tkivu je lahko pokazatelj vodnega statusa v rastlini. Razli¢ni okoljski
dejavniki, predvsem dostopnost vode v sistemu, vplivajo na hidracijo rastlinskih tkiv,
njihovo maso, rast in razvoj. Ustrezna hidracija omogoca, da so rastlinske celice primerno
turgidne. Ob nezadostni preskrbi rastlinskih tkiv z vodo, masa tkiv lahko upade (Diaz-
Pérez in sod., 1995; Yamasaki in Dillenburg, 1999).

S faktorsko analizo variance smo ugotovili, da na delez vode v tkivu vpliva tudi takson
dresnika (SI. F1, Pril. F).
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5.1.2 Primerjava AOU med razli¢nimi tkivi, ekstrakcijskimi topili in taksoni

dresnikov

Skupno AOU smo v pripravljenih ekstraktin merili z dvema analiznima metodama,
luminescen¢no metodo in metodo ABTS. Za merjenje AOU obstaja veliko Stevilo razlicnih
metod. Zaradi variabilnosti v izmerjenih vrednostih AOU se na posameznem vzorcu
priporo¢a opraviti meritve z najmanj dvema razli¢nima metodama (Corral-Aguayo in sod.,
2008).

Obe nasi metodi AOU merita posredno, zato smo se odlocili, da bomo meritve obeh
metod, pri ugotavljanju razlik v AOU med ekstrakti, obravnavali skupaj. Tak nacin
zdruzevanja meritev dveh metod v enotno skupino med znanstveniki ni najbolj pogost,
vendar smo se na osnovi podatkov iz literature, ki govorijo o tem, da so rezultati med
metodami in celo znotraj metode pogosto zelo variabilni, celo nasprotujo¢i si, odlo¢ili, da
bi bil v nasem primeru tak prikaz najbolj informativen.

Na razlike v vsebnosti antioksidantov in izmerjeno AOU poleg uporabljene analizne
metode in nacina ekstrakcije vplivajo tudi €as vzorCenja rastlinskega materiala, starost
rastlinskega tkiva in abiotski ter biotski dejavniki, ki jim je bila rastlina izpostavljena
tekom razvoja (Webster in sod., 2008).

Izmed vseh ekstraktov smo najvisje vrednosti AOU izmerili v etanolnih ekstraktih socvetij.
Iz tabele E2a (Pril. E2) je razvidno, da so se vrednosti AOU v etanolnih ekstraktih socvetij
gibale med 1,32 in 2,15 mmol TEAC/g s.s., slednjo smo izmerili v etanolnem ekstraktu
socvetij japonskega dresnika. Tej vrednosti je sledila vrednost 2,05 mmol TEAC/g s.s.
etanolnega ekstrakta mladih listov sahalinskega dresnika prvega vzor¢enja. Med ekstrakti
korenik smo najvisjo vrednost tako pri prvem kot drugem vzorcenju izmerili v ekstraktih
sahalinskega dresnika. Pri prvem vzor¢enju smo dolo¢ili vrednost 0,87 mmol TEAC/g s.s.,
pri drugem pa 1,3 mmol TEAC/g s.s. Ugotovitev, da je imela korenika sahalinskega
dresnika v primerjavi s koreniko japonskega dresnika visjo AOU, je dokaj presenetljiva,
saj je za koreniko sahalinskega dresnika ugotovljeno, da vsebuje celo do 70-krat manj
resveratrola kot korenika japonskega dresnika (\Vrchtova in sod., 2005). 1z rezultatov lahko
sklepamo, da najvecji delez k AOU korenik sahalinskega dresnika ne prispeva rasveratrol,
temvec preostali antioksidanti v njej.

e

sahalinskega dresnika drugega vzorcenja, in sicer 0,018 mmol TEAC/g s.s. pri prvem in
0,024 mmol TEAC/g s.s. pri drugem omenjenem taksonu.

Zaklju¢imo lahko, da smo najvi§jo AOU dolo¢ili v etanolnih ekstraktih socvetij in najnizjo
v butanolnih ekstraktih stebel.
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Faktorska analiza je pokazala, da je v vseh primerih vrednost izmerjene AOU odvisna od
tipa tkiva, ekstrakcijskega topila in njune medsebojne interakcije.

Primerjave rezultatov AOU s predhodno opravljenimi raziskavami so tezje izvedljive, saj
se nacini ekstrakcije, uporabljene analizne metode in variacije izvedbe metod lahko zelo
razlikujejo.

Meritve AOU tkiv japonskega dresnika, ki so jih izvedli Huang in sod. (2008) so pokazale,
da prav vsa tkiva kazejo velik potencial za lovljenje prostih radikalov. Ekstrakte so
pripravili tako, da so svez rastlinski material liofilizirali, uprasili in nato 2 g prahu 24 ur
ekstrahirali na stresalniku v 50 mL 80 % metanola. AOU so z metodo ABTS preverjali
spektrofotometri¢éno. Pri meSanem ekstraktu listov in stebel japonskega dresnika so
izmerili AOU v vrednosti 0,56 mmol TEAC/g s.s. Za primerjavo so pripravili tudi mesan
ekstrakt ¢ebule, brokolija, pomarance, korenja in ingverja, ki je imel veliko nizjo AOU
(0,034 mmol TEAC/g s.s.). Studija Caia in sod. (2004) je v korenikah japonskega dresnika
izmerila AOU v vrednosti 0,74 mmol TEAC/g s.s. (cit. po Huang in sod., 2008).

V nadaljevanju so predstavljeni natancnejsi opisi opazenih razlik glede na tkivo, takson
dresnika in uporabljeno ekstrakcijsko topilo.

5.1.2.1 Razlike v AOU med razli¢nimi tkivi dresnikov

Neodvisno od uporabe ekstrakcijskega topila lahko trdimo, da imajo najvisjo AOU
socvetja in najnizjo stebla vseh treh taksonov dresnikov. AOU listov in korenik se med
seboj znacilno ne razlikuje. Pri prvem vzorcenju smo opazili, da so imele korenike v
primerjavi z listi ve¢inoma rahlo nizjo AOU. Kljub temu so imele korenike drugega
vzoréenja v primerjavi z listi ve¢inoma visjo izmerjeno AOU (SI. Hla, H2a, H3a, Pril. H;
Sl. I11a, 123, 133, Pril. I).

Brisibe in sod. (2009) so preverjali AOU razlicnih tkiv enoletnega pelina
(Artemisia annua L.). Pri svoji raziskavi so uporabili metodo ORAC. Najvisjo AOU so
izmerili v ekstraktih cvetov, ki so jim sledili ekstrakti listov, stebel in korenin.

Raziskava Zielinske in sod. (2012) na ekstraktih navadne in tatarske ajde je pokazala, da
najvisjo AOU kazejo cvetovi, ki jim sledijo listi in stebla. Meritve so izvedli z metodo
DPPH in fotokemiluminescen¢no metodo.

V nasem primeru smo najnizjo AOU izmerili pri steblih, opornem tkivu s povecano

olesenelostjo in trdnostjo, kar je posledica prisotnosti ve¢je koli¢ine celuloze in lignina.
Mladi poganjki dresnikov imajo v primerjavi z olesenelimi stebli viSje vsebnosti
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antioksidantov (Frantik in sod., 2013; Vrchotova in sod., 2007). Nekatere Studije, ki so
preverjale AOU v zelnatih rastlinah, kot je na primer pajkasta lilija (Hymenocallis
littoralis), so v steblih v primerjavi s koreninami in listi dolocile celo visjo AOU
(Sundarasekar in sod., 2013).

5.1.2.2 Razlike v AOU med mladimi in starimi listi

Med seboj smo natancneje primerjali AOU mladih in starih listov. Primerjava je zanimiva,
saj gre za isto vrsto tkiva, ki se razlikuje v starosti, velikosti in stopnji razvitosti. V naSem
raziskovalnem delu smo kot mlade liste obravnavali prve tri liste od vrha proti bazi
poganjka.

Predhodne raziskave so odkrile, da mlajsa rastlinska tkiva v primerjavi s starejSimi pogosto
vsebujejo visje koncentracije antioksidantov. Z zrelostjo rastlinskih organov se vsebnost
antioksidantov kvalitativno in kvantitativno spreminja (Chan in sod., 2007). Ve¢ raziskav
je potrdilo, da mladi listi razli¢nih rastlin v primerjavi s starimi listi kazejo visjo AOU (Nor
Qhairul Izzreen in Mohd Fadzelly, 2013; Padda in Picha, 2007; Wang in Lin, 2000).

Burns in sod. (2002) so v mladih in starih listih japonskega dresnika analizirali vsebnost
glukozidov resveratrola in ugotovili visje vsebnosti le-teh pri mladih listih. Enak trend so
ugotovili tudi pri primerjavi mladih in starih stebel.

Nase ugotovitve se ne skladajo z ugotovitvami predhodnih raziskav. V nekaterih primerih
smo dolo¢ili visjo AOU pri mladih listih, vendar smo statisti¢no znacilne razlike opazili le
pri ¢eSkem dresniku, pri katerem smo v ekstraktih starih listov v primerjavi z mladimi listi
izmerili vi§jo AOU (Pregl. 10).

5.1.2.3 Razlike v AOU med ekstrakcijskimi topili

Pri nasem delu smo uporabili ekstrakcijo trdno-tekoce, ki je odvisna od topnosti sestavin
trdnega materiala v uporabljenem ekstrakcijskem topilu.

Pri ekstrakciji zelimo dose¢i ¢im veéjo selektivnost za ekstrahiranje Zelenih sestavin.
Splosni standardi, ki bi dolocali celoten potek ekstrakcije za ekstrahiranje razli¢nih
sestavin iz vzorca, ne obstajajo. Na kakovost pridobljenih ekstraktov in koli¢ino
ekstrahiranih sestavin vplivajo velikost trdnih delcev, temperatura, ¢as ekstrakcije in
polarnost topila, ki vpliva na tvorbo vezi s sestavinami bioloskega materiala. Uc¢inkovitost
ekstrakcije najlazje dolo¢imo empiri¢no. Najbolje je, da pri enakem bioloskem materialu
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uporabimo razli¢na topila, saj na ta nacin uspemo ekstrahirati razlicne sestavine iz
bioloskih vzorcev (Dai in Mumper, 2010; Sultana in sod., 2009).

Za ekstrakcijo antioksidantov iz razlicnih tkiv dresnikov smo uporabili tri razlicna
ekstrakcijska topila in pridobili vodne, butanolne in etanolne ekstrakte. Izbrali smo
dvostopenjski nacin ekstrakcije in tako povecali izkoristek ekstrakcije.

Kot navajajo Webster in sod. (2008) lahko glede na bioloSko aktivnost razli¢nih ekstraktov
sklepamo na prisotnost aktivnih sestavin, ki jih vsebujejo. V primeru, da etanolni ekstrakti
v primerjavi z vodnimi kazejo veliko vi§jo biolosko aktivnost, lahko sklepamo, da so
glavne aktivne sestavine tiste z manj polarnim znacajem. V kolikor je aktivnost med
ekstrakti podobna, potem so aktivne sestavine ve¢inoma bolj polarne spojine. Apati in sod.
(2002) trdijo, da je vsebnost fenolnih spojin v vodnih ekstraktih odvisna predvsem od
temperature in trajanja ekstrakcije, medtem ko ima pri alkoholnih ekstraktih glavno vlogo
polarnost ekstrakcijskega topila in sestavin v bioloSkem vzorcu. Na splo$no vodni ekstrakti
Vv primerjavi s Cistimi etanolnimi in metanolnimi ekstrakti vsebujejo manjSe vsebnosti
fenolnih spojin. Kombinacija organskega topila in vode v vecini primerov ucinkovitost
ekstrakcije izboljsa.

Fenolne spojine, ki so v ve¢ini primerov odgovorne za antioksidativno aktivnost rastlinskih
tkiv, imajo polaren znacaj in spadajo med hidrofilne antioksidante (Huang in sod., 2002).
Topila z manj polarnim znacajem kaZejo manjSo ucinkovitost za ekstrakcijo antioksidantov
(Santas in sod., 2008). Kot u¢inkovito ekstrakcijsko topilo je prepoznana kombinacija vode
in topila z nepolarnim ali polarnim znacajem (Sultana in sod., 2009).

Voda in etanol sta zelo uporabni topili, saj imata status GRAS (ang. generally recognized
as safe). To pomeni, da sta varni za uporabo na zivih organizmih (Lozano-Sanchez in sod.,
2014). Poleg tega sta v raziskavah AOU najpogosteje uporabljeni topili. Med topili s
polarnim znacajem se poleg vode in etanola pogosto uporablja tudi metanol. Vsa tri topila
uc¢inkovito ekstrahirajo fenolne spojine, ki imajo antioksidativen znacaj. Topila z manj
polarnim znac¢ajem (butanol) in nepolarna topila (kloroform, aceton) se uporabljajo za bolj
specifine vrste ekstrakcij, zato je njihova uporaba redkejsa (Alam in sod., 2013).

Raziskave, ki proucujejo vsebnost antioksidantov v dresnikih, za ekstrakcijo pogosto
uporabljajo etanol ali metanol v kombinaciji z razlicnim delezem vode (Frantik in sod.,
2013; Pan in sod., 2007; Vrchotova in sod., 2010).

Analiza razlik med ekstrakcijskimi topili nam je pokazala, da je najucinkovitejse topilo za
ekstrakcijo najbolj aktivnih antioksidantov 48 % etanol, ki mu sledita voda in butanol
(Pregl. 11). AOU vodnih in butanolnih ekstraktov je bila zelo podobna, ¢eprav je opaziti
rahlo vi§jo antioksidativno aktivnost pri vodnih ekstraktih.
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Zaradi podobnosti v AOU med butanolnimi in vodnimi ekstrakti ter vi§je AOU etanolnih
ekstraktov lahko sklepamo, da so glavne aktivne sestavine v ekstraktih dresnikov tiste z
bolj polarnim znacajem. Etanol v kombinaciji z vodo je pri ekstrakciji teh spojin
uc¢inkovitej$i od Ciste vode.

5.1.3 Razlike v AOU med prvim in drugim vzorcéenjem

V rastlinskih tkivih se tekom sezone spreminja vsebnost in vrsta sekundarnih metabolitov.
Kvalitativne in kvantitativne razlike so prisotne med tkivi posamezne rastlinske vrste,
znotraj kultivarjev rastlin in med razli¢nimi, a sorodnimi vrstami. Sezonske spremembe so
posledica abiotskega in biotskega stresa, ki mu je rastlina izpostavljena. Med razvojem
rastlinskih organov se v tkivih spreminja tudi izrazanje genetskega materiala (Ozeker in
Kara, 1999).

Nase prvo vzorcenje je potekalo v sezoni pred cvetenjem, medtem ko smo drugo vzoréenje
izvedli v sezoni cvetenja dresnikov. Primerjava AOU vodnih in etanolnih ekstraktov
prvega in drugega vzorcenja je pokazala, da so vrednosti, ki so se med seboj znacilno
razlikovale vecinoma visje pri drugem vzorcenju. Izjema so le mladi listi sahalinskega
dresnika, kjer smo znacilno visjo AOU izmerili pri prvem vzoréenju (S1. 22 in 24).

Vodni in etanolni ekstrakti korenik drugega vzorcenja so imeli v primerjavi z ekstrakti
korenik prvega vzorcenja vi§jo AOU, vendar znalilnih razlik nismo opazili. Butanolni
ekstrakti korenik prvega vzorc¢enja So v primerjavi z ekstrakti drugega vzoréenja kazali
visjo AOU, vendar statisti¢no znacilnih razlik v nobenem primeru nismo ugotovili (SI. 23).
Ker smo glavne antioksidante ekstrahirali z uporabo etanola, lahko zaklju¢imo, da je visja
vsebnost le-teh v podzemnih organih prisotna v sezoni med cvetenjem, torej v jesenskem
Casu. Do podobnih ugotovitev smo prisli tudi pri steblih. Veéina nasih meritev AOU
mladih listov pa bi lahko kazala na moznost visje vsebnosti antioksidantov Vv najbolj sveze
zraslem tkivu na rastlini v sezoni pred cvetenjem.

Do podobnih zaklju¢kov so prisli Frantik in sod. (2013), ki so potrdili sezonske
spremembe v koli¢ini glavnih antioksidantov v razli¢nih tkivih dresnikov. Odkrili so, da je
najvi$ja vsebnost resveratrola, resveratrolozida, piceida in emodina v nadzemnih poganjkih
prisotna v spomladanskem casu, medtem ko je v podzemnih organih vrednost najvisja
jeseni, ko zacéne rastlina kopiciti rezervne snovi za obdobje mirovanja.

Do drugacnih zaklju¢kov glede antioksidantov v listih so prisle raziskave, opravljene na
nekaterih drugih rastlinskih vrstah. Tako sta Gholivand in Piryael (2012) na
rdeCejagodastem blusccu (Bryonia dioica), rastlini, ki se v Iranu tradicionalno uporablja v
medicinske namene, preverjala AOU in vsebnost skupnih fenolnih spojin ter flavonoidov v
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sezoni pred in med cvetenjem. Dokazala sta, da je AOU in vsebnost skupnih fenolnih
spojin v listih in steblih vi§ja v sezoni med cvetenjem. Podobno je potrdila raziskava istih
raziskovalcev na kurdski kozji ¢e$nji (Rhamnus kurdica). V sezoni cvetenja sta glede na
sezono pred cvetenjem v listih izmerila visjo vsebnost flavonoidov (Gholivand in Piryael,
2014).

Naghiloo in sod. (2012) so analize opravili na koreninah, listih in cvetovih grahovca
(Astragalus compactus). Vec fenolnih spojih so v primerjavi s stebli in koreninami dolo¢ili
v listih. Vsebnost fenolnih spojin v koreninah in listih je narasc¢ala v sledeCem zaporedju:
sezona pred cvetenjem, cvetna sezona in sezona oblikovanja plodov. V enakem vrstnem
redu so narascale tudi vrednosti izmerjene AOU.

Pri butanolnih ekstraktih je bila ve¢ina naSih vrednosti AOU visja pri ekstraktih prvega
vzoréenja. Znacilno razliko v AOU smo dolo¢ili le pri starih listih in steblih sahalinskega
dresnika. Vpliv na vsebnost in vrsto ekstrahiranih antioksidantov ima tako tudi sezona
vzorcenja/nabiranja rastlin.

5.1.4 Razlike v AOU med taksoni dresnikov

S primerjavo razlik med etanolnimi ekstrakti drugega vzorcenja razli¢nih tkiv dresnikov
smo ovrednotili razlike med taksoni dresnikov (SI. 25).

Nasi rezultati kaZejo, da imajo eckstrakti CeSkega dresnika v primerjavi z ekstrakti
japonskega in sahalinskega dresnika nizjo AOU. Rezultati se ujemajo z ugotovitvami
Vrchotove in sod. (2007), ki so v mladih poganjkih vseh treh taksonov dresnikov preverjali
prisotnost stilbenov in katehinov. Odkrili so, da je vsebnost piceida, katehina in
epikatehina najmanj$a ravno pri ¢eskem dresniku.

Najvec¢jo razliko v AOU smo dolo¢ili pri mladih listih. Vrednost AOU mladih listov
japonskega dresnika je bila za 3,8-krat in sahalinskega za 4,1-krat visja od vrednosti pri
¢eskem dresniku. Frantik in sod. (2013) so s proucevanjem stilbenov odkrili, da jih je
najve¢ prisotnih Vv listih ceskega dresnika in najmanj v listih sahalinskega. Kot kaze k AOU
listov sahalinskega dresnika prispevajo nekatere druge sestavine, ki so v japonskem in
¢eSkem dresniku prisotne v manjsi koli¢ini (Hroméadkova in sod., 2010).

Socvetja japonskega dresnika so v primerjavi s socvetji ostalih dveh taksonov kazala
znaCilno visjo AOU. Najnizjo AOU so imela socvetja ¢eskega dresnika. Do podobnih
ugotovitev glede ekstraktov socvetij so prisli tudi Vrchotova in sod. (2010). Analizirali so
prisotnost glavne fenolne spojine ekstraktov socvetij, kvercetina, in najnizjo vsebnost
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dolocili ravno pri ¢eskem dresniku. V socvetjih sahalinskega dresnika so v primerjavi z
japonskim dolo¢ili vi§jo vsebnost kvercetina.

Najvi§jo vrednost AOU med korenikami smo izmerili pri sahalinskem dresniku, vendar
znacilnih razlik nismo ugotovili. Po podatkih iz literature je korenika japonskega dresnika
najboljsi vir stilbenov, njej sledi korenika CeSkega dresnika, najniZje vsebnosti pa so
prisotne v koreniki sahalinskega dresnika (Frantik in sod., 2013). Glede na nase ugotovitve
lahko sklepamo, da morda k AOU korenik sahalinskega dresnika prispevajo nekatere druge
sestavine, ki so prisotne v njej (Fan in sod., 2009).

5.15 Korelacija med luminescenéno metodo in metodo ABTS

Luminescen¢na metoda in metoda ABTS merita skupno AOU, zato smo med njima
preverili korelacijsko povezanost. Stevilne predhodno objavljene raziskave so ugotovile
korelacijsko povezanost med razli¢nimi metodami za ugotavljanje AOU (Ciz in sod., 2009;
Zhou in sod., 2011). Nekatere raziskave so opazile razlike v moci korelacije med
metodami. Razlike so bile odvisne od vrste analiziranih rastlin (Prior in sod., 2005) in
uporabljenega ekstrakcijskega topila (Musa in sod., 2011).

Zvezo med uporabljenima metodama za doloanje AOU smo ugotovili z izraCunom
Pearsonovega korelacijskega koeficienta, ki je znasal 0,70 (Sl. 26), kar kaze na visoko
povezanost med obema metodama. Kljub temu je bil koeficient determinacije dokaj nizek
in je znasal 0,49. To pomeni, da lahko le z okrog 50 % meritev luminescenéne metode
pojasnimo variabilnost meritev metode ABTS. Tezavo pri razlaganju rezultatov nam lahko
predstavlja pomanjkanje Stevila meritev, saj smo na posameznem ekstraktu in s posamezno
merilno metodo opravili le po dve meritvi. Raziskava Oliveire in sod. (2014) je sicer
pokazala, da je luminescen¢na metoda bolj obcutljiva od metode ABTS, na kar pa imajo
velik vpliv spojine v merjenih vzorcih.

Z nasSimi ugotovitvami se skladajo rezultati Girottija in sod. (2002), ki so prav tako odkrili
korelacijsko povezanost med kemiluminescenéno metodo in dvema spektrofotometri¢nima
metodama (r> = 0,52 in 0,71).

Izracunali smo tudi koeficiente korelacije med obema metodama, v odvisnosti od
uporabljenega ekstrakcijskega topila. Ugotovili smo, da topilo bistveno ne vpliva na
korelacijsko povezanost med merilnima metodama (Sl. 27a, 27b in 27c). Koeficienti
korelacije so se pri vseh treh topilih gibali med 0,60 in 0,70, kar pomeni zmerno do mo¢no
povezanost med merilnima metodama. Znacilnih razlik med koeficienti v odvisnosti od
uporabljenega ekstrakcijskega topila nismo ugotovili (SI. 27d).
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5.1.6  Prvipresejalni testis TLC

Z izvedbo analiz s TLC smo zeleli ovrednotiti prisotnost fenolnih spojin in ostalih
antioksidantov v pripravljenih testnih raztopinah. Spojin v zacetni fazi, fazi presejalnih
testov, nismo dolocevali, vendar smo na osnovi barve in intenzivnosti lis na
kromatografskih plos¢ah ter izracunanih Rr med seboj primerjali razli¢ne testne raztopine.

Za prve presejalne teste s TLC smo uporabili dve razli¢ni topili za razvijanje, ki so jih za
locevanje fenolnih spojin Ze uporabili nekateri drugi raziskovalci (Glavnik in sod., 2012;
Simonovska in sod., 2003). Prvo topilo za razvijanje je bilo etil acetat-voda-mravljin¢na
kislina (85:15:10,v/v/iv) in drugo n-heksan-etil acetat-mravljinéna kislina
(20:19:1, vivlv). Obe topili za razvijanje sta namenjeni locevanju fenolnih spojin v
testnih raztopinah. Kot derivatizacijski reagent smo uporabili naturstoff reagent A (NST),
ki je namenjen karakterizaciji fenolnih spojin oz. flavonoidov.

Primerjave vsebnosti fenolnih spojin med razlicnimi taksoni dresnikov, ki smo jih
analizirali v naSem magistrskem delu, so Se posebno zanimive zaradi ozke sorodstvene
povezave vseh treh taksonov. Japonski in sahalinski dresnik sta materinski vrsti ¢eSkega
dresnika. Genetske analize so pokazale najvecjo pestrost v genskem materialu ceskega
dresnika. Poleg tega je ¢eski dresnik najbolj invaziven in uspeSen pri svojem razsirjanju.
Predvidevamo lahko, da veéja pestrost genoma vodi do ve¢jega nabora sekundarnih
metabolitov, zaS€itnih faktorjev in ostalih selekcijskih prednosti, kar so potrdile tudi
dosedanje raziskave (Bailey in sod., 2009; Balogh, 2011; Mandak in sod., 2004; Tiebre in
sod., 2007).

Iz zaznanih lis na kromatografskih plos¢ah prvih presejalnih testov lahko trdimo, da ima
¢eski dresnik tako lastnosti japonskega kot tudi sahalinskega dresnika. Koli¢ina in vrsta
fenolnih spojin, ki smo jih zaznali v testnih raztopinah tkiv ¢eskega dresnika se bolj ujema
s tistimi pri japonskem dresniku. V ¢eskem dresniku so prisotne tudi sestavine, ki so
znacilne za sahalinski dresnik. Po drugi strani testne raztopine sahalinskega dresnika lahko
vsebujejo dodatne, specifi¢ne sestavine, ali pa imajo nekatere sestavine odsotne (SI. 28 in
30).

Zaklju¢imo lahko, da je ¢eSki dresnik prevzel ve¢ lastnosti po japonskem dresniku, vendar
vsebuje tudi dolocene sestavine sahalinskega dresnika. To dokazujejo tudi razvite
kromatografske plosce, saj v vecini primerov testne raztopine ¢eSkega dresnika izkazujejo
najvedje Stevilo zaznanih lis. Ce pri testnih raztopinah nadzemnih tkiv primerjamo
podro¢je na kromatografski plos¢i med Rg 0,49 in 0,58, lahko ugotovimo, da pri
japonskem dresniku zelo izstopajo modre lise, rumene pa so komaj zaznavne. Pri
sahalinskem izstopajo rumene lise, medtem ko ¢eski dresnik kaze kombinacijo znacCilnosti
obeh starSevskih vrst (Sl. 28a). Testne raztopine korenik ceskega dresnika so po
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intenzivnosti in $tevilu zaznanih lis bolj podobne japonskemu dresniku. Do podobnega
zakljucka so prisli tudi francoski raziskovalci (Piola in sod., 2013).

Lise na kromatografskih plo$¢ah so v primeru etanolnih testnih raztopin bolj intenzivne in
Stevilénejse. Potrdimo lahko, da so etanolne testne raztopine glede na pripravljene vodne in
butanolne testne raztopine kvantitativno in kvalitativno bolj bogate s fenolnimi spojinami
(SI. 28). S tem so se ujemali tudi rezultati meritev AOU. Vodne testne raztopine so v
splosnem zelo podobne etanolnim, vendar imajo manj intenzivno obarvane lise, pri
etanolnih tesnih raztopinah pa so prisotne se nekatere dodatne lise. V nasem primeru smo
kot etanolno testno raztopino uporabili mesanico 96 % etanola, vode in ocetne kisline v
volumskih razmerjih 25:24 :1 (v/iviv). Pri butanolnih testnih raztopinah je opaziti
podobnost z ostalima dvema topiloma, vendar so dolo¢ene lise specificne zgolj za to
ekstrakcijsko topilo, kar je posledica drugaénih fizikalno-kemijskih lastnosti topila
(SI. 28c). 1z tega lahko zaklju¢imo, da je kombinacija organskega topila in vode v
primerjavi z uporabo Cistega organskega topila ali vode uc¢inkovitejse topilo za ekstrakcijo
antioksidantov. Podobno so odkrili tudi Musa in sod. (2011), ki so zakljucili, da je
ucinkovitost ekstrakcije nizja pri topilih brez dodane vode.

Testne raztopine korenik imajo glede na testne raztopine ostalih tkiv manjse Stevilo lis. To
pomeni manjso pestrost fenolnih spojin. 1z tega kljub temu ne moremo sklepati na manjso
biolosko in antioksidativno aktivnost raztopin. To potrjujejo tudi izmerjene vrednosti AOU
korenik sahalinskega dresnika. Analiza s TLC je tudi pokazala, da so testne raztopine
korenik japonskega dresnika v primerjavi s testnimi raztopinami korenik ostalih dveh
taksonov bolj bogate s fenolnimi spojinami, kar se ne ujema z naSo izmerjeno AOU.
Socvetja sahalinskega dresnika pri obeh uporabljenih topilih za razvijanje izstopajo glede
na socvetja ostalih dveh taksonov, kar je tudi v skladu z izmerjeno AOU.

Na splosno bi lahko testne raztopine glede na tkivo razdelili v dve skupini. V prvo bi
uvrstili testne raztopine listov, stebel in socvetij, ki se med seboj vecinoma razlikujejo le
kvantitativno. Lise pri mladih listih so v primerjavi s starimi listi bolj intenzivno obarvane.
V testnih raztopinah socvetij so lise zelo intenzivne, vendar so lahko prisotne tudi doloc¢ene
specificne sestavine. Te ekstrakte bi zato lahko obravnavali tudi loceno. Najmanj
intenzivne lise imajo testne raztopine stebel, kar je tudi v skladu z meritvami AOU. V
drugo skupino bi uvrstili testne raztopine korenik, saj veCinoma VsSebujejo drugaéne
fenolne spojine kot ostala tkiva (SI. 28 in 30).

Plosce, ki so bile razvite v topilu n-heksan-etil acetat-mravljincna Kkislina
(20:19: 1, v/v/v) so kazale vecjo variabilnost. Veliko sestavin je ostalo v obmocju blizu
nanosa testnih raztopin, zato topilo etil acetat-voda-mravljin¢na kislina (85 : 15 : 10, v/v/v)
bolj ucinkovito locuje sestavine, ki so bile ekstrahirane iz tkiv dresnikov. Testne raztopine
vseh treh ekstrakcijskih topil so se pri uporabi topila n-heksan-etil acetat-mravljin¢na
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kislina (20 : 19 : 1, v/v/v) med seboj razlikovale v barvi, intenzivnosti in legi lis (SI. 30). 1z
tega bi lahko sklepali, da smo z uporabo razli¢nih ekstrakcijskih topil uspeli ekstrahirati
razli¢ne tipe fenolnih spojin.

K razlikam v vsebnosti fenolnih spojin med prvim in drugim vzorcenjem bi lahko
prispeval ¢as vzoréenja rastlin (SI. 28 in 29). Ceprav je med prvim in drugim vzoréenjem
minilo manj kot dva meseca, je prvo vzorcenje potekalo v sezoni pred cvetenjem in drugo
Vv cvetni sezoni.

Butanolne testne raztopine so bile pri listih, steblih in socvetjih obarvane zeleno. Najbolj
intenzivno zeleno obarvane so bile butanolne raztopine listov, kar lahko pripisemo veliki
kolic¢ini klorofilov in karotenoidov. Klorofil je klju¢na molekula v procesih fotosinteze, saj
omogoca absorpcijo svetlobne energije. Je lipofilen, v ¢loveski prehrani pa ga ne
priStevamo med antioksidante. Kljub temu so raziskave pokazale, da klorofil prispeva k
AOU rastlinskega tkiva (Fleischer, 1935; Hsu in sod., 2007; Hunter in Fletcher, 2002;
Tracewell in sod., 2001).

Slika 31 prikazuje kromatografsko plos¢o z nanesenimi butanolnimi testnimi raztopinami,
ki je bila slikana pri uporabi bele svetlobe. Lise, ki smo jih zaznali, so najintenzivnej$e pri
listih, komaj zaznavne pri steblih, medtem ko jih pri korenikah ni opaziti. Primerno topilo
za ekstrakcijo nepolarnih molekul je tudi butanol (Nwabueze in Okocha, 2008), zato bi
lahko analizirane testne raztopine vsebovale klorofile in druga v mascobah topna barvila.
Karotenoidi so na kromatografskih plos¢ah opazni kot lise rumene barve, medtem ko so
lise klorofilov zelene barve. Feofitin a in b sta kemijsko podobna klorofilu a in b, le-da
imata magnezijev ion zamenjan z dvema vodikovima atomoma. Na kromatografskih
ploscah sta njuni lisi sive barve. Literatura tudi navaja, da je zaradi obdelave rastlinskega
tkiva mogoca popolna pretvorba klorofilov v feofitine (King, 2014; Shewfelt in Dennison,
1959). Glede na podatke iz literature sklepamo, da bi bile lise na obmo¢ju Re od 0,78 do
0,98 lahko posledica prisotnosti rastlinskih barvil (Slika 31).

TLC presejalni testi na prisotnost fenolnih spojin in ostalih antioksidantov so pokazali
Stevilne lise ter semikvalitativne razlike med ekstrakti. Dolocene lise so znalilne le za
dolocen takson, tkivo in uporabljeno ekstrakcijsko topilo.

5.1.7  Uporaba standardov fenolnih spojin pri TLC

Z uporabo standardov testnih raztopin smo ovrednotili prisotnost nekaterih fenolnih spojin
v analiziranih testnih raztopinah dresnikov. Zaradi velikega $tevila sestavin v analiziranih
testnih raztopinah je bilo v nekaterih primerih vrednotenje dobljenih rezultatov otezeno oz.
nemogoce.
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Dobljene rezultate smo primerjali s tistimi iz literature. Ker je zaznava snovi v analiziranih
testnih raztopinah, odvisna tudi od obcutljivosti uporabljene analizne metode, se v
nekaterih primerih rezultati razlicnih znanstvenih ¢lankov med seboj razlikujejo. V veéini
primerov so se nasi rezultati skladali z navedbami preteklih raziskav.

Hsu in sod. (2007) so odkrili, da imajo testne raztopine korenik japonskega dresnika
antioksidativno aktivnost, ki jo lahko v veliki meri pripiSemo prisotnosti fenolnih spojin v
tkivu. Vrchotova in sod. (2007) navajajo, da so korenike dresnikov dober vir stilbenov,
medtem ko nadzemni deli vsebujejo najvec flavonolov. V vsebnosti stilbenov, predvsem
resveratrola, najbolj izstopa korenika japonskega dresnika (Frantik in sod., 2013). To so
potrdile tudi nase analize, saj smo trans-resveratrol doloc¢ili v etanolni testni raztopini
japonskega dresnika. Glede na raziskave naj bi korenike vsebovale celo do 10-krat veé
piceida, glukozida resveratrola (Benova in sod., 2008; Frantik in sod., 2013), katerega
prisotnosti v nasi raziskavi nismo preverjali. Najmanj stilbenov je prisotnih v korenikah
sahalinskega dresnika. Pri njih prevladujejo fenilpropanoidni glukozidi. Piola in sod.
(2013) tudi navajajo, da so korenike japonskega in CeSkega dresnika bogat vir
antrakinonov, na primer emodina.

Kinoni in stilbeni so glede na podatke iz literature prisotni tudi v nadzemnih delih rastline,
vendar v 3- do 20-krat nizjih koncentracijah. V nadzemnih poganjkih je najve¢ stilbenov
prisotnih pri ¢eSkem dresniku (Frantik in sod., 2013). S tem se skladajo tudi nase
ugotovitve, saj smo prisotnost trans-resveratrola dolocili v mladih listih ¢eskega dresnika.
Vaher in Koel (2003) sta prisotnost resveratrola dokazala v steblih, listih in celo socvetjih.
Njegova vsebnost v rastlini je narasla jeseni. Raziskava Vrchotove in sod. (2010)
resveratrola v socvetjih ni ugotovila. Burns in sod. (2002) ter Kirino in sod. (2012) v listih
in steblih japonskega dresnika resveratrola niso zaznali. Burns in sod. (2002) so v
omenjenih tkivih dolo¢ili le prisotnost njegovega glukozida.

NajucinkovitejSe ekstrakcijsko topilo za izolacijo resveratrola in njegovih glukozidov je
60 % etanol (Fantik in sod., 2013). Da je vodna raztopina etanola bolj u¢inkovita od Ciste
vode in n-butanola, se je pokazalo tudi v nasi raziskavi, v kateri smo uporabili 48 % etanol.

Listi, stebla in socvetja vsebujejo predvsem kvercetin, ki ga je lahko v socvetjih 4-krat ve¢
kot v listih (Vrchotova in sod., 2004). Najve¢ kvercetina so raziskovalci dolocili v
socvetjih sahalinskega dresnika in najmanj v listih, steblih ter socvetjih ¢eSkega dresnika
(Vrchotova in sod., 2010). Clanek Vrchotove in sod. iz leta 2005 sicer navaja, da so
najvisjo vsebnost kvercetina izmerili v socvetjih ceSkega dresnika, sledila so socvetja
sahalinskega in japonskega dresnika. Listi in stebla dresnikov vsebujejo tudi veliko
flavanolov (Piola in sod., 2013; Vrchotova in sod., 2005). V nasem primeru smo kvercetin
uspeli dolociti v socvetjih sahalinskega dresnika, medtem ko smo prisotnost katehina
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dolocili v vseh analiziranih etanolnih tesnih raztopinah. To pomeni, da so kathini prisotni v
vseh tkivih dresnikov (Pregl. 12).

Med fenolnimi kislinami smo v mladih listih ¢eSkega dresnika uspeli dolociti prisotnost
klorogenske Kisline. Le-ta je najverjetneje prisotna tudi v starih listih in steblih, kar
potrjuje tudi Studija Kirina in sod. (2012). Vrchotova in sod. (2005) tudi navajajo, da so v
nadzemnih delih dresnikov med bolj prepoznavnimi ravno derivati kavne kisline. V vseh
butanolnih testnih raztopinah je zato najverjetneje prisotna tudi kavna kislina, ki prevladuje
predvsem v listih in socvetjih. Kljub temu se na sliki 32b barva lise standarda ne ujema z
barvo lise pri testnih raztopinah, kar je lahko posledica prisotnosti e najman;j ene ali vecih
spojih na istem mestu.

Kljub pestrosti fenolnih spojin v steblih (Fan in sod., 2010; Vrchotova in sod., 2010), smo
Vv na$i raziskavi v njih dokazali najnizjo vsebnost fenolnih spojin in izmerili najnizjo AOU,
kar pomeni, da so v steblih antioksidanti prisotni v zelo nizkih koncentracijah.

5.2 PREDLOGI ZA NADALJINJE RAZISKAVE

Dresniki vsebujejo Stevilne funkcionalne sestavine, zato je pri¢akovati, da se bo te rastline
v prihodnosti zafelo uporabljati za razvoj novih funkcionalnih Zzivil in izolacijo novih
zivilskih ter farmacevtskih sestavin (Benova in sod., 2008; Qian in sod., 2006).

Na osnovi nasih in preteklih analiz, v katerih je bila ugotovljena velika pestrost
flavonoidov in fenolnih kislin ter izmerjena visoka AOU njihovih ekstraktov, bo nadaljnje
raziskovanje dresnikov in njihovih ekstraktov gotovo velik izziv in motivacija za v
prihodnje. Pomembno bi bilo natanéneje dolociti in kvantitativno ovrednotiti posamezne
sestavine razli¢nih tkiv, kar bi lahko storili z uporabo visokolo¢ljivostne tekocinske
(HPLC) ali plinske (GC) kromatografije v kombinaciji z masnim spektrometrom (MS).

Zaenkrat so se raziskave pri prouc¢evanju sekundarnih metabolitov najbolj osredotocale na
japonski dresnik in njegovo koreniko, zaradi visoke vsebnosti stiloenov oz. resveratrola. V
prinodnosti bi bilo smiselno natan¢neje analizirati tudi sestavine v nadzemnih delih te
invazivne rastline in pozornost posvetiti tudi sahalinskemu ter ¢eskemu dresniku. Na ta
nacin bi lahko pridobili pomembne informacije 0 vzrokih Sirjenja dresnikov v novem
okolju in poiskali koristne sestavine v tkivih teh invazivnih rastlin, ki bi bile uporabne v
zivilski in farmacevtski industriji ter kmetijstvu.
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5.3

SKLEPI

Glede na namen magistrskega dela in postavljene cilje lahko podamo naslednje sklepe:

Prisotnost antioksidantov in izmerjena AOU je odvisna od tkiva dresnika, taksona
dresnika, ¢asa vzorcenja in uporabljenega ekstrakcijskega topila.

Najvisjo AOU smo dolo¢ili v socvetjih in najnizjo v steblih dresnikov. SploSen
trend kaZe, da so imele korenike prvega vzorc¢enja v primerjavi z listi rahlo niZjo
AOU, medtem ko so bile pri drugem vzor€enju vrednosti AOU korenik Vv
primerjavi z listi v vecini primerov vi§je. Vrednosti AOU med mladimi in starimi
listi so variabilne. Pri tem imajo lahko stari listi v primerjavi z mladimi listi visjo
AOU.

AOU tkiv dresnikov in vsebnost antioksidantov v tkivih se med sezono spreminja.

AOU ekstraktov, dolo¢ena z luminescenéno metodo in metodo ABTS, je pri
¢eSkem dresniku v primerjavi z japonskim in sahalinskim dresnikom nizja.

Ucinkovitost topil za ekstrakcijo najbolj aktivnih antioksidantov iz tkiv dresnikov
je padala v sledecem zaporedju: 48 % etanol > voda > butanol.

Korelacija med luminescenéno metodo in metodo ABTS je visoka (r = 0,70).
Uporabljeno ekstrakcijsko topilo bistveno ne vpliva na korelacijsko povezanost
med obema analiznima metodama.

Presejalni testi s TLC so pokazali veliko pestrost in kvalitativne ter kvantitativne
razlike med pripravljenimi testnimi raztopinami. Ceski dresnik vsebuje
kombinacijo fenolnih spojin obeh starSevskih vrst. Njegov fenolni profil je sicer
bolj podoben japonskemu dresniku. Sahalinski dresnik lahko vsebuje nekatere
specifi¢ne sestavine, ki jih pri ostalih dveh taksonih ni opaziti.

Listi, stebla in socvetja imajo v primerjavi s korenikami bolj podoben nabor
fenolnih spojin. Vsebnost fenolnih spojin se med vsemi tremi tkivi kvantitativno
razlikuje. Najvecjo pestrost in koli¢ino fenolnih spojin smo ugotovili v testnih
raztopinah socvetij in mladih listov.

V ekstraktin smo dolocili trans-resveratrol, klorogensko kislino, (+)-katehin in

kvercetin. Prisotnost (+)-katehina smo dolo¢ili v vseh tkivih dresnikov. Najve¢ ga
je v socvetjih in korenikah.
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- Potrdimo lahko, da je korenika japonskega dresnika najboljsi vir resveratrola.
Dokazali smo, da resveratrol lahko vsebujejo tudi nadzemna tkiva, saj Smo njegovo
prisotnost dolocili v mladih listih ¢eskega dresnika.

ey e
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6 POVZETEK

Rastline proizvajajo razli¢ne sekundarne metabolite, med katere sodijo terpenoidi, fenolne
spojine, alkaloidi, polisaharidi in peptidi. Mnogi izmed njih imajo antioksidativno
delovanje. Zaradi njihove bioloske aktivnosti lahko koristno delujejo na ¢lovesko zdravje

(Wills in sod., 2000). Antioksidanti preprec¢ujejo oksidacijo ostalih molekul in s¢itijo celice
pred poskodbami, ki jih lahko povzrocijo prosti radikali (Ames in sod., 1993).

V rastlinah je prisotno veliko razli¢nih antioksidantov z razlicno kemijsko strukturo,
biolosko aktivnostjo in mehanizmi delovanja. Z merjenjem skupne antioksidativne
ucéinkovitosti posameznih rastlinskih tkiv lahko na najbolj$i nadin ocenimo potencial
nekega tkiva za nevtralizacijo oksidantov (Gupta in Sharma, 2006).

V magistrskem delu smo Zeleli ugotoviti antioksidativno u¢inkovitost (AOU) in ovrednotiti
prisotnost fenolnih spojin (tehnika TLC) v razli¢nih tkivih oz. organih dresnikov — mladi
listi, stari listi, stebla, korenike in socvetja. Rastlinski material smo vzor¢ili leta 2013, in
sicer v sezoni pred cvetenjem in v sezoni cvetenja dresnikov ter ga liofilizirali. S tehtanjem
delez vode prisoten v socvetjih, medtem ko najve¢ suhe snovi vsebujejo stebla.
Liofilizirani material smo strli in pripravili 48 % etanolne, butanolne in vodne ekstrakte
vseh treh taksonov dresnikov (japonski, sahalinski in ¢eSki dresnik), ki uspevajo v
Sloveniji. V raziskavo smo vkljucili 81 razli¢nih ekstraktov.

Pripravljenim ekstraktom smo z dvema metodama, luminescen¢no metodo in metodo
ABTS, izmerili AOU. Nasi rezultati so pokazali veliko variabilnost med pripravljenimi
ekstrakti. V sploSnem smo najvisje vrednosti AOU izmerili v socvetjih in najnizje v
steblih. 48 % etanol se je v primerjavi z butanolom in vodo izkazal kot najbolj u¢inkovito
ekstrakcijsko topilo. Najvisjo AOU smo opazili v etanolnih ekstraktih socvetij japonskega
dresnika (2,15 mmol TEAC/qg s.s.). Potrdimo lahko tudi, da obstajajo razlike med mladimi
in starimi listi, in da je AOU starih listov glede na AOU mladih listov lahko visja. AOU
mladih listov je v nekaterih primerih podobna kot pri socvetjih, saj smo pri mladih listih
sahalinskega dresnika prvega vzorcenja izmerili vrednost 2,05 mmol TEAC/g s.s. Najvisjo
AOU smo med ekstrakti korenik dokazali pri sahalinskem dresniku (prvo vzorCenje:
0,87 mmol TEAC/g s.s.; drugo vzorcenje: 1,3 mmol TEAC/g s.s.).

Ekstrakti ¢eSkega dresnika imajo v primerjavi z ekstrakti japonskega in sahalinskega

dresnika nizjo AOU. Poleg tkiva in taksona dresnika ima na izmerjeno AOU vpliv tudi ¢as
vzorcenja in uporabljeno ekstrakcijsko topilo.
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S statisticno analizo smo ugotovili visoko povezanost med obema metodama za merjenje
AOU, saj je Pearsonov korelacijski koeficient znaSal 0,70. Glede na uporabljeno
ekstrakcijsko topilo se vrednosti korelacijskih koeficientov med seboj niso znacilno
razlikovale.

V nadaljevanju smo s pomocjo tankoplastne kromatografije (TLC) izvedli presejalne
analize vsebnosti fenolnih spojin v razli¢nih ekstraktih/testnih raztopinah. Z uporabo
izbranih standardov smo v testnih raztopinah preverili prisotnost nekaterih izbranih
fenolnih spojin.

Glede na to, da je ¢eski dresnik krizanec med japonskim in sahalinskim dresnikom, je iz
slik kromatografskih plos¢ razvidno, da je fenolni profil ¢eskega dresnika kombinacija
obeh starSevskih vrst. Kljub temu je fenolni profil ceskega dresnika bolj podoben
japonskemu dresniku. Pri sahalinskem dresniku smo v tkivih ugotovili prisotnost dolo¢enih
specifi¢nih sestavin.

Najbolj intenzivno obarvane in najstevilénejse kromatografske lise smo dolo¢ili pri mladih
listih in socvetjih. Listi, stebla in socvetja imajo kvalitativno podoben fenolni profil,
medtem ko korenike vsebujejo drugacne sestavine.

V tkivih smo dolo¢ili prisotnost trans-resveratrola, klorogenske kisline, (+)-katehina in
kvercetina. Prisotnost (+)-katehina smo dolocili v vseh tkivih dresnikov. Najve¢ ga je
prisotnega v socvetjih in korenikah.

Potrdimo lahko, da je korenika japonskega dresnika najboljsi vir resveratrola. Resveratrol
smo dolocili tudi v mladih listih ¢eSkega dresnika.

Rezultati nase raziskave so pokazali, da imajo ekstrakti listov, stebel, korenik in socvetij

vseh treh taksonov dresnikov, ki uspevajo v Sloveniji, prisotno antioksidativno delovanje
in vsebujejo pester nabor razli¢nih fenolnih spojin.
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PRILOGE

PRILOGA Al

Ortofoto slika Slovenije in prikazane lokacije vzor¢enja

@ Cedki dresnik (Fallopia x bohemica)
° Japonski dresnik (Fallopia joponica)

© sahalinski dresni (Fallopia sachalinensis)

Slika Ala: Ortofoto slika Slovenije s prikazanimi vzorénimi mesti. Ljubljana, RoZna
dolina = oznaka rumene barve; Ljubljana, Vrhovci = oznaka modre barve in Ig pri
Ljubljani = oznaka zelene barve (prirejeno po: Geopedia, 2014)

Slika A1b: Lokacije vzoréenja japonskega (a), ¢eSkega (b) in sahalinskega (c) dresnika (prirejeno
po: Geopedia, 2014)



PRILOGA A2

Opis lokacij vzorcenja dresnikov

Preglednica Al: Opis lokacij vzoréenja in druge informacije o vzoréenju

Takson Japonski dresnik Ceski dresnik Sahalinski dresnik
dresnika (Fallopia japonica) (Fallopia x bohemica) (Fallopia sachalinensis)
Lokacija Slovenija, Ljubljana, Vrhovci; Slovenija, Ljubljana, Rozna Slovenija, Ig pri Ljubljani;
vzorcenja levi breg Malega Grabna, ob dolina, cesta XV; nasproti Zavod za prestajanje kazni
mostu ¢ez Mali Graben. Oddelka za gozdarstvo in zapora lg, Na Grad 25.
obnovljive gozdne vire
(Vecna pot 83).
Opis Ce se peljemo po cesti Pod Iz smeri Zivalskega vrta se Pripeljemo se na lokacijo
dostopa jezom, ob vkljuditvi na Cesto peljemo po Ve¢ni poti in Zenskega zapora (izanski
Dolomitskega odreda, zavijemo desno na cesto grad). Nato do veljega
zavijemo desno in po priblizno XV (RoZzna dolina). Po travnika peSacimo skozi
80 m, pred mostom ¢ez Mali 70 m zavijemo levo. gozd — 500 m v smeri proti
Graben, zavijemo levo. JV.
Koordinate 46°2'33,73" N 46°3'1,31" N 45°5724,51" N
14°27'1,07" E 14°28'44,34" E 14°31'25,94" E
Stev1vlka. 1 5 1 5 1 5
vzorcenja
Datum 15.7.2013 2782013  237.2013 292013 1872013  6.9.2013
vzorcenja
Vzoréena Mladi listi Mladi listi Mladi listi Mladi listi Mladi listi Mladi listi
tkiva Stari listi Stari listi Stari listi Stari listi Stari listi Stari listi
Stebla Stebla Stebla Stebla Stebla Stebla
Korenike Korenike Korenike Korenike Korenike Korenike
Socvetja Socvetja Socvetja
Opombe Sezona pred Cvetna Sezonapred  Cvetna Sezonapred  Cvetna
cvetenjem, sezona, cvetenjem, sezona, cvetenjem, sezona,
11h,27 °C, 11 h, 26 °C, 11h,24°C, 11h,24°C, 11h,28°C, 11h,26°C,

jasno vreme

jasno vreme

jasno vreme

jasno vreme

jasno vreme

jasno vreme




PRILOGA B

Z metodo ABTS izmerjene absorbance za pripravo umeritvenih krivulj in umeritveni
krivulji za pripravljene ekstrakte
Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte

Preglednica B1: Prikaz koli¢ine dodanega troloksa in njegova masna koncentracija v reakcijski mesanici ter
vrednosti izmerjenih absorbanc pri 734 nm

1 mM troloks [uL] ¢ [uM] A (734nm) A—AS

5 5 1,03 0,11

10 10 0,95 0,19

20 20 0,81 0,33

30 30 0,66 0,48

40 40 0,50 0,64

50 50 0,33 0,81
AS=1,14;:N=3

A — povprecje dveh izmerjenih absorbanc (N = 2);

AS — povpretna absorbanca treh meritev slepih vzorcev (90 pL raztopine z radikali
ABTS in 910 puL pufra HEPES);

¢ — molarna koncentracija.
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Slika B1: Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte pri metodi ABTS. Oznaki: A = absorbanca in
¢ = molarna koncentracija troloksa



Umeritvena krivulja za butanolne ekstrakte

Preglednica B2: Prikaz koli¢ine dodanega troloksa in njegova masna koncentracija v reakcijski mesanici ter
vrednosti izmerjenih absorbanc pri 734 nm

1 mM troloks [uL] ¢[uM] A (734nm) A —AS

5 5 0,00 0,08
10 10 0,95 0,14
20 20 0,89 0,28
30 30 0,75 0,42
40 40 0,61 0,60
50 50 0,43 0,77

AS=1,027;N=3

A — povpregje dveh izmerjenih absorbanc (N = 2);

AS — povpre¢na absorbanca treh meritev slepih vzorcev (90 pL raztopine z radikali
ABTS"" in 910 uL pufra HEPES);

¢ — molarna koncentracija.
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Slika B2: Umeritvena krivulja za butanolne ekstrakte pri metodi ABTS. Oznaki: A = absorbanca in
¢ = molarna koncentracija troloksa



PRILOGA C

Z luminescen¢no metodo izmerjeni ¢asovni zamiki za pripravo umeritvenih krivulj in
umeritveni krivulji za pripravljene ekstrakte
Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte

Preglednica C1: Prikaz koli¢ine dodanega troloksa in njegova masna koncentracija v reakcijski mesanici ter
vrednosti izmerjenih ¢asovnih zamikov (At)

5 mM troloks (uL) ¢ [pM] At (min)

0 0 0

2 4,6 3,65
2,5 5,8 5,38
4 9,2 8,51
5 11,5 10,80
6 13,8 13,22

At — razlika med Casom t; in t,. Vrednost t; predstavlja Cas, ko smo ustavili spremljanje
signala, vrednost t; pa ¢as, ko se je signal po dodatku raztopine troloksa ponovno vrnil v
ravnovesno stanje. K temu Casu je pristet Se Cas, Ki je potekel med dodajanjem troloksa v
kiveto ter ponovnim zacetkom spremljanja signala in je znaSal 0,33 min. Prikazano je
povprecje dveh izmerjenih ¢asovnih zamikov v luminescenci (N = 2);

¢ — molarna koncentracija.
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Slika C1: Umeritvena krivulja za vodne in etanolne ekstrakte pri luminescenéni metodi. Oznaki: At = razlika
dveh meritev ¢asa in ¢ = molarna koncentracija troloksa



Umeritvena krivulja za butanolne ekstrakte

Preglednica C2: Prikaz koli¢ine dodanega troloksa in njegova masna koncentracija v reakcijski mesanici ter
vrednosti izmerjenih ¢asovnih zamikov (At)

5 mM troloks (uL) ¢ [uM] At (min)

0 0 0

2 4,6 4,89
4 9,2 10,87
6 13,8 15,83
75 17,2 20,70

At — razlika med Casom t; in t,. Vrednost t; predstavlja Cas, ko smo ustavili spremljanje
signala, vrednost t, pa ¢as, ko se je signal po dodatku raztopine troloksa ponovno vrnil v
ravnovesno stanje. K temu Casu je pristet Se Cas, Ki je potekel med dodajanjem troloksa v
Kiveto ter ponovnim zacetkom spremljanja signala in je znaSal 0,33 min. Prikazano je
povprecje dveh izmerjenih ¢asovnih zamikov v luminescenci (N = 2);

¢ — molarna koncentracija.
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Slika C2: Umeritvena krivulja za butanolne ekstrakte pri luminescenéni metodi. Oznaki: At = razlika dveh
meritev ¢asa in ¢ = molarna koncentracija troloksa



PRILOGA D

Prikaz postopnega izracuna AOU

Opisan je postopek za izratun AOU pri metodi ABTS. Na enak nacin smo izra¢un opravili
pri luminescenéni metodi, le-da smo pri drugem koraku simbol y nadomestili s simbolom

At.

1. korak:

2. korak:

3. korak:

4. korak:

5. korak:

Potrebovali smo informacije o skupnem volumnu reakcijske mesanice v kiveti
(1 mL), informacije o volumnu dodanega ekstrakta v kiveto, red¢itvi ekstrakta,
volumnu ekstrakta, ki smo ga pridobili med ekstrakcijo (8 mL), razmerju med
svezo in suho maso vzorcenega tkiva in informacijo o izracunanih absorbancah
(A) za posamezen ekstrakt (izmerjena A — povprecje A treh slepih vzorcev).

Potrebovali smo tudi enacbo regresijske premice iz pripravljene umeritvene
krivulje. Enacba y = k x Xx. Simbol k predstavlja smerni koeficient. Simbol x
smo v enacbi zamenjali s simbolom c in simbol y s simbolom A. Tako smo
dobili enacbo A =Kk x ¢y. Iz ena¢be smo izrazili c¢; in dobili ¢, = A/K. Simbol ¢,
je predstavljal molarno koncentracijo ekstrakta v kiveti glede na umeritveno
krivuljo, simbol A pa izraCunano absorbanco posamezne meritve.

Pri izraCunu smo morali upoStevati volumen ekstrakta, ki smo ga dodali v kiveto
in redCitev ekstrakta. 1z formule ¢, x V1 = ¢, x V, sSmo najprej izrazili c,. Simbol
V, je predstavljal volumen ekstrakta, ki smo ga dodali v kiveto, c; molarno
koncentracijo ekstrakta glede na umeritveno krivuljo in simbol V; skupni
volumen reakcijske mesanice v kiveti. Vrednost pod simbolom c, smo nato
pomnoZili s faktorjem redcitve ekstrakta in dobili c.

Iz enacbe za molarno koncentracijo cz = n/V smo izrazili simbol n (mnoZina
snovi). Simbol V je predstavljal volumen ekstrakta, ki smo ga dobili pri
ekstrakciji 1 g liofiliziranega in upraSenega rastlinskega materiala. Na ta nacin
smo tudi izracunali AOU ekstrakta, podano kot TEAC/g s.s (troloksu
ekvivalentna antioksidativna ucinkovitost na gram suhe mase rastlinskega
materiala).

S pomoc¢jo razmerja med svezo in suho maso bi lahko izraunali tudi AOU
ekstrakta kot troloksu ekvivalentno antioksidativno uc¢inkovitost na gram sveze
mase rastlinskega materiala (TEAC/g m.s.).



PRILOGA E1

Podatki, ki smo jih uporabili pri analizi korelacijske povezanosti med obema metodama za merjenje AOU in ostali podatki potrebni za
izratun AOU

Podatki so prikazani po pravilih o natanénosti pri kemijskem radunanju (Segedin, 1994).

Preglednica E1: Podatki potrebni za izra¢un AOU in izmerjene vrednosti pri luminescen¢ni metodi

Meritev (min)

povp.
Oznaka Redéitveni  V ekstrakta kumeritvene Razmerje At A, _AOUL1 AOU2 AOU*
St.  ekstrakta faktor (uL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
1 jap 1, mil, 1 100 10 0,9778 3,342 4,93 4,22 0,878 0,752 0,815
2 jap 1,stl, 1 100 50 0,9778 4,168 7,32 7,46 0,266 0,271 0,268
3 jap 1, kor, 1 100 30 0,9778 2,668 4,33 3,19 0,259 0,191 0,225
4 jap 1, ste, 1 10 5 0,9778 2,334 2,19 2,42 0,078 0,086 0,082
5 jap 1, mll, 2 10 50 1,1770 3,342 2,04 2,04 0,006 0,006 0,006
6 jap 1, stl, 2 10 50 1,1770 4,168 1,54 2,00 0,005 0,006 0,006
7 jap 1, kor, 2 10 20 1,1770 2,668 17,28 16,73 0,128 0,124 0,126
8 jap 1, ste, 2 10 50 1,1770 2,334 1,61 1,73 0,005 0,005 0,005
9 jap 1, mil, 3 100 0,9778 3,342 5,31 6,00 1,887 2,132 2,010
10 jap 1, stl, 3 100 0,9778 4,168 3,94 4,19 1,400 1,489 1,445
11 jap 1, kor, 3 100 10 0,9778 2,668 2,34 2,66 0,417 0,474 0,446
12 jap 1, ste, 3 10 10 0,9778 2,334 5,75 6,07 0,102 0,108 0,105

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E1. Podatki potrebni za izraun AOU in izmerjene vrednosti pri luminescencni metodi«

Meritev (min)

ovp.
. Oznaka RedCitveni  V ekstrakta kumeritvene Razmerje At Aty AOU1 AOU2 KOS*
St. ekstrakta faktor (uL) krivulje (Mps/Mgs) (mmol TEAC/g s.s.)

13 jap 2, mll, 1 100 10 0,9778 5,989 2,18 2,46 0,388 0,438 0,413
14 jap 2, stl, 1 100 50 0,9778 3,850 6,89 7,17 0,250 0,260 0,255
15 jap 2, kor, 1 100 30 0,9778 2,316 2,90 2,90 0,174 0,174 0,174
16 jap 2, ste, 1 10 5 0,9778 2,413 3,18 3,61 0,113 0,128 0,121
17 jap 2, cve, 1 100 30 0,9778 4,693 2,47 2,60 0,148 0,156 0,152
18 jap 2, mil, 2 10 30 1,1770 5,989 3,74 4,45 0,019 0,022 0,021
19 jap 2, stl, 2 10 20 1,1770 3,850 6,61 6,75 0,049 0,050 0,050
20 jap 2, kor, 2 10 5 1,1770 2,316 2,04 1,75 0,060 0,052 0,056
21 jap 2, ste, 2 10 30 1,1770 2,413 3,09 3,07 0,015 0,015 0,015
22 jap 2, cve, 2 10 1,1770 4,693 3,90 3,61 0,287 0,266 0,277
23 jap 2, mil, 3 100 0,9778 5,989 2,61 3,32 0,928 1,180 1,054
24 jap 2, stl, 3 100 0,9778 3,850 2,62 2,47 0,931 0,878 0,905
25 jap 2, kor, 3 10 10 0,9778 2,316 2,61 2,47 0,046 0,044 0,045
26 jap 2, ste, 3 10 0,9778 2,413 9,67 8,62 0,344 0,306 0,325
27 jap 2, cve, 3 100 0,9778 4,693 5,58 6,51 1,983 2,314 2,149
28 cesl, mll, 1 10 0,9778 6,661 1,19 0,90 0,106 0,080 0,093
29 cesl,stl, 1 10 10 0,9778 3,371 4,60 5,03 0,082 0,090 0,086
30 ces 1, kor, 1 100 10 0,9778 3,422 1,18 1,32 0,210 0,235 0,223
31 cesl,ste, 1 10 10 0,9778 3,034 2,19 2,04 0,039 0,036 0,038
32 ces 1, mll, 2 10 10 1,1770 6,661 4,18 4,30 0,062 0,064 0,063

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E1. Podatki potrebni za izratun AOU in izmerjene vrednosti pri luminescen¢ni metodi«

Meritev (min)

povp.
Oznaka Redéitveni  V ekstrakta Kk umeritvene Razmerje At A, _AOUL1 AOU2  AOU*
St.  ekstrakta faktor (uL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
33 ces1,stl, 2 100 10 1,1770 3,371 1,49 1,18 0,220 0,175 0,198
34 ces 1, kor, 2 100 30 1,1770 3,422 1,26 1,18 0,063 0,059 0,061
35 ces 1, ste, 2 10 10 1,1770 3,034 1,24 1,23 0,018 0,018 0,018
36 ces1, mill, 3 100 10 0,9778 6,661 1,89 1,61 0,337 0,287 0,312
37 ces 1,stl, 3 100 5 0,9778 3,371 1,87 2,19 0,665 0,778 0,722
38 ces 1, kor, 3 100 10 0,9778 3,422 2,47 2,90 0,440 0,517 0,479
39 ces 1, ste, 3 10 0,9778 3,034 2,33 2,89 0,083 0,103 0,093
40 ces2, mll, 1 10 0,9778 7,184 2,47 2,03 0,088 0,072 0,080
41 ces 2,stl, 1 10 0,9778 3,254 3,47 4,31 0,308 0,382 0,345
42 ces 2, kor, 1 10 0,9778 3,924 2,07 2,47 0,184 0,219 0,202
43 ces 2, ste, 1 10 10 0,9778 2,674 3,47 3,33 0,062 0,059 0,061
44 ces2,cve, 1 100 5 0,9778 6,088 1,62 1,76 0,576 0,626 0,601
45 ces 2, mll, 2 10 10 1,1770 7,184 1,04 0,83 0,015 0,012 0,014
46 ces 2, stl, 2 100 30 1,1770 3,254 0,90 1,19 0,045 0,059 0,052
47 ces 2, kor, 2 100 30 1,1770 3,924 1,19 0,91 0,059 0,045 0,052
48 ces 2, ste, 2 10 10 1,1770 2,674 1,04 0,90 0,015 0,013 0,014
49 ces 2, cve, 2 10 1,1770 6,088 1,47 1,32 0,043 0,039 0,041
50 ces 2, mll, 3 10 0,9778 7,184 3,15 3,33 0,112 0,118 0,115
51 ces 2, stl, 3 100 10 0,9778 3,254 4,48 4,18 0,798 0,745 0,772
52 ces 2, kor, 3 100 10 0,9778 3,924 2,61 2,19 0,465 0,390 0,428

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E1. Podatki potrebni za izra¢un AOU in izmerjene vrednosti pri luminescencni metodi«

Meritev (min)

povp.
Oznaka Redéitveni  V ekstrakta Kk umeritvene Razmerje At A, _AOUL1 AOU2  AOU*
St.  ekstrakta faktor (uL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
53 ces 2, ste, 3 10 5 0,9778 2,674 4,90 5,32 0,174 0,189 0,182
54 ces2,cve, 3 100 5 0,9778 6,088 3,61 3,47 1,283 1,233 1,258
55 sah 1, mil, 1 100 10 0,9778 3,611 3,87 4,46 0,689 0,794 0,742
56 sah 1, stl, 1 100 50 0,9778 3,699 7,46 5,48 0,271 0,199 0,235
57 sah 1, kor, 1 100 10 0,9778 2,546 4,13 3,47 0,736 0,618 0,677
58 sah 1, ste, 1 10 5 0,9778 2,871 5,33 4,18 0,189 0,149 0,169
59 sah 1, mll, 2 10 10 1,1770 3,611 2,47 2,75 0,037 0,041 0,039
60 sah 1, stl, 2 100 10 1,1770 3,699 2,99 3,18 0,442 0,471 0,457
61 sah 1, kor, 2 100 30 1,1770 2,546 1,19 1,76 0,059 0,088 0,074
62 sah 1, ste, 2 10 10 1,1770 2,871 2,75 2,47 0,041 0,037 0,039
63 sah 1, mll, 3 100 0,9778 3,611 517 591 1,837 2,100 1,969
64 sah 1, stl, 3 100 0,9778 3,699 2,18 2,32 0,775 0,825 0,800
65 sah 1, kor, 3 100 10 0,9778 2,546 5,60 5,61 0,997 0,999 0,998
66 sah 1, ste, 3 10 2 0,9778 2,871 5,61 3,04 0,498 0,270 0,384
67 sah 2, mil, 1 100 10 0,9778 3,438 2,04 1,89 0,363 0,337 0,350
68 sah 2, stl, 1 100 30 0,9778 3,531 5,60 5,75 0,336 0,345 0,341
69 sah 2, kor, 1 100 10 0,9778 3,575 6,61 6,89 1,177 1,227 1,202
70 sah 2, ste, 1 10 0,9778 2,416 6,75 7,03 0,240 0,250 0,245
71 sah 2, cve, 1 100 0,9778 5,427 2,76 3,04 0,981 1,080 1,031
72 sah 2, mll, 2 10 10 1,1770 3,438 2,04 2,19 0,030 0,032 0,031

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E1. Podatki potrebni za izra¢un AOU in izmerjene vrednosti pri luminescencni metodi«

Meritev (min)

povp.
Oznaka Redéitveni  V ekstrakta Kk umeritvene Razmerje At A, _AOUL1 AOU2  AOU*
St.  ekstrakta faktor (uL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
73 sah 2, stl, 2 10 10 1,1770 3,531 2,46 2,47 0,036 0,037 0,037
74 sah 2, kor, 2 10 30 1,1770 3,575 6,32 6,19 0,031 0,031 0,031
75 sah 2, ste, 2 10 10 1,1770 2,416 1,61 1,19 0,024 0,018 0,021
76 sah 2, cve, 2 10 2 1,1770 5,427 3,73 4,19 0,275 0,309 0,292
77 sah 2, mil, 3 100 5 0,9778 3,438 3,48 3,19 1,237 1,134 1,186
78 sah 2, stl, 3 100 5 0,9778 3,531 4,33 3,90 1,539 1,386 1,463
79 sah 2, kor, 3 100 5 0,9778 3,575 4,61 4,74 1,638 1,685 1,662
80 sah 2, ste, 3 10 2 0,9778 2,416 6,32 5,47 0,561 0,485 0,523
81 sah 2, cve, 3 100 5 0,9778 5,427 5,46 5,75 1,941 2,044 1,993

St.: zaporedna 3tevilka ekstrakta, jap: japonski dresnik, ces: &eki dresnik, sah: sahalinski dresnik, mll: mladi listi, stl: stari listi,
ste: stebla, kor: korenike, cve: socvetja, t: izmerjen ¢as, AOU: antioksidativna ucinkovitost, TEAC/g s.s.: troloksu ekvivalentna
antioksidativna ucinkovitost na gram suhe snovi, mss: masa suhe snovi, mys: masa sveze snovi in *: N = 2. Oznaka pripravljenih
rastlinskih ekstraktov: Takson-vzoréenje, tkivo, ekstrakcijsko topilo (1-voda, 2-butanol in 3-48 % etanol).



Preglednica E2: Podatki potrebni za izra¢un AOU in izmerjene vrednosti pri metodi ABTS

Meritev
povp.
Oznaka Red¢itveni  V ekstrakta k umeritvene Razmerje A A; AOU1 AOU2 AOQU*

St.  ekstrakta faktor (nL) krivulje  (Mms/Mgs) (mmol TEAC/g s.s.)

1 jap 1, mil, 1 10 10 0,0162 3,342 0,345 0,345 0,170 0,170 0,170
2 jap 1, stl, 1 10 10 0,0162 4,168 0,145 0,175 0,072 0,086 0,079
3 jap 1, kor, 1 10 10 0,0162 2,668 0,445 0,445 0,220 0,220 0,220
4 jap 1, ste, 1 10 30 0,0162 2,334 0,265 0,295 0,044 0,049 0,047
) jap 1, mil, 2 10 30 0,0149 3,342 0,790 0,820 0,141 0,147 0,144
6 jap 1, stl, 2 10 30 0,0149 4,168 0,365 0,345 0,065 0,062 0,064
7 jap 1, kor, 2 10 5 0,0149 2,668 0,345 0,375 0,370 0,403 0,387
8 jap 1, ste, 2 10 20 0,0149 2,334 0,235 0,295 0,063 0,079 0,071
9 jap 1, mll, 3 100 50 0,0162 3,342 0,625 0,585 0,617 0,578 0,598
10 jap 1,stl, 3 100 50 0,0162 4,168 0,375 0,335 0,370 0,331 0,351
11 jap 1, kor, 3 100 50 0,0162 2,668 0,105 0,055 0,104 0,054 0,079
12 jap 1, ste, 3 10 15 0,0162 2,334 0,255 0,245 0,084 0,081 0,083
13 jap 2, mil, 1 100 50 0,0162 5,989 0,280 0,310 0,277 0,306 0,292
14 jap 2, stl, 1 100 50 0,0162 3,850 0,270 0,320 0,267 0,316 0,292
15 jap 2, kor, 1 100 50 0,0162 2,316 0,530 0,530 0,523 0,523 0,523
16 jap 2, ste, 1 10 30 0,0162 2,413 0,620 0,540 0,102 0,089 0,096
17 jap 2, cve, 1 100 30 0,0162 4,693 0,200 0,260 0,329 0,428 0,379
18 jap 2, mil, 2 10 30 0,0149 5,989 0,520 0,520 0,093 0,093 0,093
19 jap 2, stl, 2 1 10 0,0149 3,850 0,800 0,730 0,043 0,039 0,041
20 jap 2, kor, 2 10 10 0,0149 2,316 0,640 0580 0,344 0,311 0,328

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E2. Podatki potrebni za izraun AOU in izmerjene vrednosti pri metodi ABTS«

Meritev
povp.

Oznaka Redcitveni  V ekstrakta k umeritvene Razmerje A A, AOU1 AQU2 AOU*
St.  ekstrakta faktor (nL) krivulje  (Mpe/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
21 jap 2, ste, 2 1 10 0,0149 2,413 0,420 0,340 0,023 0,018 0,021
22 jap 2, cve, 2 10 10 0,0149 4,693 0,540 0,590 0,290 0,317 0,304
23 jap 2, mil, 3 100 50 0,0162 5,989 0,730 0,710 0,721 0,701 0,711
24 jap 2, stl, 3 100 50 0,0162 3,850 0,670 0,590 0,662 0,583 0,623
25 jap 2, kor, 3 100 10 0,0162 2,316 0,310 0,350 1,531 1,728 1,630
26 jap 2, ste, 3 10 5 0,0162 2,413 0,690 0,610 0,681 0,602 0,642
27 jap 2, cve, 3 100 10 0,0162 4,693 0,430 0,440 2,123 2,173 2,148
28 ces1, mil, 1 10 20 0,0162 6,661 0,515 0,400 0,127 0,099 0,113
29 ces1,stl, 1 10 10 0,0162 3,371 0,365 0,320 0,180 0,158 0,169
30 ces 1, kor, 1 100 50 0,0162 3,422 0,165 0,100 0,163 0,099 0,131
31 ces1,ste, 1 10 30 0,0162 3,034 0,095 0,060 0,016 0,010 0,013
32 ces 1, mil, 2 10 10 0,0149 6,661 0,255 0,285 0,137 0,153 0,145
33 ces 1, stl, 2 100 30 0,0149 3,371 0,200 0,200 0,358 0,358 0,358
34 ces 1, kor, 2 100 50 0,0149 3,422 0,255 0,225 0,274 0,242 0,258
35 ces 1, ste, 2 10 50 0,0149 3,034 0,320 0,310 0,034 0,033 0,034
36 ces 1, mil, 3 100 20 0,0162 6,661 0,025 0,050 0,062 0,123 0,093
37 ces 1, stl, 3 100 50 0,0162 3,371 0,455 0,435 0,449 0,430 0,440
38 ces 1, kor, 3 100 20 0,0162 3,422 0,205 0,190 0,506 0,469 0,488
39 ces 1, ste, 3 10 5 0,0162 3,034 0,035 0,040 0,035 0,040 0,038
40 ces2, mil, 1 10 10 0,0162 7,184 0,470 0,340 0,232 0,168 0,200

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E2. Podatki potrebni za izratun AOU in izmerjene vrednosti pri metodi ABTS«

Meritev

povp.
Oznaka Red¢itveni  V ekstrakta k umeritvene Razmerje A A, AOUL AQU2 AOU*

St.  ekstrakta faktor (nL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
41 ces 2, stl, 1 10 2 0,0162 3,254 0,380 0,160 0,938 0,395 0,667
42 ces 2, kor, 1 10 5 0,0162 3,924 0,190 0,240 0,188 0,237 0,213
43 ces 2, ste, 1 10 30 0,0162 2,674 0,470 0,540 0,077 0,089 0,083
44 ces 2, cve, 1 100 30 0,0162 6,088 0,250 0,330 0,412 0,543 0,478
45 ces 2, mil, 2 10 10 0,0149 7,184 0,390 0,350 0,209 0,188 0,199
46 ces 2, stl, 2 100 30 0,0149 3,254 0,520 0,480 0,931 0,859 0,895
47 ces 2, kor, 2 100 50 0,0149 3,924 0,180 0,210 0,193 0,226 0,210
48 ces 2, ste, 2 10 50 0,0149 2,674 0,350 0,330 0,038 0,035 0,037
49 ces 2, cve, 2 10 10 0,0149 6,088 0,270 0,290 0,145 0,156 0,151
50 ces 2, mil, 3 10 5 0,0162 7,184 0,390 0,320 0,385 0,316 0,351
51 ces 2, stl, 3 100 100 0,0162 3,254 0,570 0,550 0,281 0,272 0,277
52 ces 2, kor, 3 100 20 0,0162 3,924 0,410 0,360 1,012 0,889 0,951
53 ces 2, ste, 3 10 5 0,0162 2,674 0,370 0,420 0,365 0,415 0,390
54 ces2,cve, 3 100 10 0,0162 6,088 0,300 0,260 1,481 1,284 1,383
55 sah 1, mll, 1 100 50 0,0162 3,611 0,555 0,405 0,548 0,400 0,474
56 sah 1, stl, 1 100 50 0,0162 3,699 0,225 0,365 0,222 0,360 0,291
57 sah 1, kor, 1 100 50 0,0162 2,546 0,770 0,750 0,760 0,741 0,751
58 sah 1, ste, 1 10 30 0,0162 2,871 0,405 0,435 0,067 0,072 0,070
59 sah 1, mll, 2 10 30 0,0149 3,611 0,735 0,760 0,132 0,136 0,134
60 sah 1, stl, 2 100 30 0,0149 3,699 0,595 0,930 1,065 1,664 1,365

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E2. Podatki potrebni za izraun AOU in izmerjene vrednosti pri metodi ABTS«

Meritev
povp.
Oznaka Redcitveni  V ekstrakta k umeritvene Razmerje A A; AOU1 AQU2 AOU”

St.  ekstrakta faktor (nL) krivulje  (Mpe/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)

61 sah 1, kor, 2 100 50 0,0149 2,546 0,615 0,575 0,660 0,617 0,639
62 sah 1, ste, 2 10 50 0,0149 2,871 0,555 0,680 0,060 0,073 0,067
63 sah 1, mil, 3 100 10 0,0162 3,611 0,440 0,420 2,173 2,074 2,124
64 sah 1, stl, 3 100 50 0,0162 3,699 0,715 0,785 0,706 0,775 0,741
65 sah 1, kor, 3 100 50 0,0162 2,546 0,685 0,825 0,677 0,815 0,746
66 sah 1, ste, 3 10 5 0,0162 2,871 0,730 0,690 0,721 0,681 0,701
67 sah 2, mll, 1 100 50 0,0162 3,438 0,270 0,240 0,267 0,237 0,252
68 sah 2, stl, 1 100 50 0,0162 3,531 0,370 0,330 0,365 0,326 0,346
69 sah 2, kor, 1 100 50 0,0162 3,575 0,400 0,390 0,395 0,385 0,390
70 sah 2, ste, 1 10 30 0,0162 2,416 0,590 0,620 0,097 0,102 0,100
71 sah 2, cve, 1 100 30 0,0162 5,427 0,220 0,200 0,362 0,329 0,346
72 sah 2, mll, 2 10 30 0,0149 3,438 0,370 0,365 0,066 0,065 0,066
73 sah 2, stl, 2 10 30 0,0149 3,531 0,330 0,275 0,059 0,049 0,054
74 sah 2, kor, 2 10 50 0,0149 3,575 0,390 0,405 0,042 0,043 0,043
75 sah 2, ste, 2 10 50 0,0149 2,416 0,250 0,265 0,027 0,028 0,028
76 sah 2, cve, 2 10 5 0,0149 5,427 0,310 0,335 0,333 0,360 0,347
77 sah 2, mll, 3 100 10 0,0162 3,438 0,170 0,130 0,840 0,642 0,741
78 sah 2, stl, 3 100 30 0,0162 3,531 0,600 0,620 0,988 1,021 1,004
79 sah 2, kor, 3 100 30 0,0162 3,575 0,540 0,570 0,889 0,938 0,914

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E2. Podatki potrebni za izra¢un AOU in izmerjene vrednosti pri metodi ABTS«

Meritev
povp.
Oznaka Redcitveni  V ekstrakta k umeritvene Razmerje A A, AOUL AQU2 AOU*
St.  ekstrakta faktor (uL) krivulje  (Mps/Mss) (mmol TEAC/g s.s.)
80 sah 2, ste, 3 10 5 0,0162 2,416 0,610 0,520 0,602 0,514 0,558
81 sah2,cve,3 100 10 0,0162 5,427 0,360 0,340 1,778 1,679 1,729

St.: zaporedna $tevilka ekstrakta, jap: japonski dresnik, ces: eski dresnik, sah: sahalinski dresnik, mll: mladi listi, stl: stari listi,
ste: stebla, kor: korenike, cve: socvetja, A: absorbanca, AOU: antioksidativna ucinkovitost, TEAC/g s.s.: troloksu ekvivalentna
antioksidativna u¢inkovitost na gram suhe snovi, mss: masa suhe snovi, mps: masa sveze snovi in *: N = 2, Oznaka pripravljenih
rastlinskih ekstraktov: Takson-vzor¢enje, tkivo, ekstrakcijsko topilo (1-voda, 2-butanol in 3-48 % etanol).



PRILOGA E2

Zdruzeni podatki obeh metod za merjenje AOU, ki smo jih uporabili pri statisti¢nih

analizah

Podatki so prikazani po pravilih o natanénosti pri kemijskem ra¢unanju (Segedin, 1994).

Preglednica E3: ZdruZeni podatki meritev obeh metod za merjenje AOU

AOU (mmol TEAC/g m.s.) Povpredje**

" Slé??:sta Lum. metoda* Metoda ABTS* AOU + SN

1 2 1 2 (mmol TEAC/g m.s.)
1 jap 1, mil, 1 0,878 0,752 0,170 0,170 0,5+0,2
2 jap 1,stl, 1 0,266 0,271 0,072 0,086 0,17 £ 0,05
3 jap 1, kor, 1 0,259 0,191 0,220 0,220 0,22 +0,01
4 jap 1,ste, 1 0,078 0,086 0,044 0,049 0,064 + 0,009
5 jap 1, mil, 2 0,006 0,006 0,141 0,147 0,08 £ 0,03
6 jap 1,stl, 2 0,005 0,006 0,065 0,062 0,03 + 0,02
7 jap 1, kor, 2 0,128 0,124 0,370 0,403 0,26 + 0,07
8 jap 1, ste, 2 0,005 0,005 0,063 0,079 0,04 £ 0,02
9 jap 1, mll, 3 1,887 2,132 0,617 0,578 1,3+0,4
10 jap 1,stl, 3 1,400 1,489 0,370 0,331 0,9+0,3
11 jap 1, kor, 3 0,417 0,474 0,104 0,054 0,26 £ 0,09
12 jap 1, ste, 3 0,102 0,108 0,084 0,081 0,094 + 0,006
13 jap 2, mil, 1 0,388 0,438 0,277 0,306 0,35+ 0,03
14 jap 2, stl, 1 0,250 0,260 0,267 0,316 0,27 + 0,01
15 jap 2, kor, 1 0,174 0,174 0,523 0,523 0,35 + 0,09
16 jap 2, ste, 1 0,113 0,128 0,102 0,089 0,108 £ 0,007
17 jap 2, cve, 1 0,148 0,156 0,329 0,428 0,27 + 0,06
18 jap 2, mil, 2 0,019 0,022 0,093 0,093 0,06 £ 0,02
19 jap 2, stl, 2 0,049 0,050 0,043 0,039 0,045 £ 0,002
20 jap 2, kor, 2 0,060 0,052 0,344 0,311 0,19+ 0,07
21 jap 2, ste, 2 0,015 0,015 0,023 0,018 0,018 £ 0,002
22 jap 2, cve, 2 0,287 0,266 0,290 0,317 0,290 =+ 0,009
23 jap 2, mll, 3 0,928 1,180 0,721 0,701 0,88+ 0,10
24 jap 2, stl, 3 0,931 0,878 0,662 0,583 0,76 £ 0,07
25 jap 2, kor, 3 0,046 0,044 1,531 1,728 0,8+0,4
26 jap 2, ste, 3 0,344 0,306 0,681 0,602 0,48 £ 0,08
27 jap 2, cve, 3 1,983 2,314 2,123 2,173 2,15+0,06
28 ces 1, mil, 1 0,106 0,080 0,127 0,099 0,103 + 0,009

19

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E3. Zdruzeni podatki meritev obeh metod za merjenje AOU«

AOU (mmol TEAC/g m.s.) Povprecje**

" ((a)kzs??:l?ta Lum. metoda* Metoda ABTS* AOU + SN
1 2 1 2 (mmol TEAC/g m.s.)

29 ces1,stl, 1 0,082 0,090 0,180 0,158 0,13 +£0,02
30 ces 1, kor, 1 0,210 0,235 0,163 0,099 0,18 +£0,03
31 ces1,ste, 1 0,039 0,036 0,016 0,010 0,025 + 0,006
32 ces 1, mil, 2 0,062 0,064 0,137 0,153 0,10 + 0,02
33 ces 1, stl, 2 0,220 0,175 0,358 0,358 0,28 + 0,04
34 ces 1, kor, 2 0,063 0,059 0,274 0,242 0,16 £ 0,05
35 ces 1, ste, 2 0,018 0,018 0,034 0,033 0,026 + 0,004
36 ces 1, mil, 3 0,337 0,287 0,062 0,123 0,20 + 0,06
37 ces1,stl, 3 0,665 0,778 0,449 0,430 0,58 + 0,07
38 ces 1, kor, 3 0,440 0,517 0,506 0,469 0,48 £0,02
39 ces 1, ste, 3 0,083 0,103 0,035 0,040 0,07 £ 0,01
40 ces 2, mil, 1 0,088 0,072 0,232 0,168 0,14 £ 0,03
41 ces 2, stl, 1 0,308 0,382 0,938 0,395 0,51 £0,13
42 ces 2, kor, 1 0,184 0,219 0,188 0,237 0,21 £ 0,01
43 ces 2, ste, 1 0,062 0,059 0,077 0,089 0,072 + 0,006
44 ces2,cve, 1 0,576 0,626 0,412 0,543 0,54 + 0,04
45 ces 2, mil, 2 0,015 0,012 0,209 0,188 0,11 £ 0,05
46 ces 2, stl, 2 0,045 0,059 0,931 0,859 0,5+0,2
47 ces 2, kor, 2 0,059 0,045 0,193 0,226 0,13 £ 0,04
48 ces 2, ste, 2 0,015 0,013 0,038 0,035 0,025 + 0,006
49 ces 2, cve, 2 0,043 0,039 0,145 0,156 0,10+ 0,03
50 ces 2, mil, 3 0,112 0,118 0,385 0,316 0,23 £ 0,06
51 ces 2, stl, 3 0,798 0,745 0,281 0,272 0,5+0,1
52 ces 2, kor, 3 0,465 0,39 1,012 0,889 0,69 +0,13
53 ces 2, ste, 3 0,174 0,189 0,365 0,415 0,29 + 0,05
54 ces 2, cve, 3 1,283 1,233 1,481 1,284 1,32 £ 0,05
55 sah 1, mil, 1 0,689 0,794 0,548 0,400 0,61 +0,07
56 sah 1, stl, 1 0,271 0,199 0,222 0,360 0,26 0,03
57 sah 1, kor, 1 0,736 0,618 0,760 0,741 0,71 £ 0,03
58 sah 1, ste, 1 0,189 0,149 0,067 0,072 0,12 +0,03
59 sah 1, mil, 2 0,037 0,041 0,132 0,136 0,09 + 0,02
60 sah 1, stl, 2 0,442 0,471 1,065 1,664 0,91 +£0,25
61 sah 1, kor, 2 0,059 0,088 0,660 0,617 0,4+0,1
62 sah 1, ste, 2 0,041 0,037 0,060 0,073 0,053 + 0,007

»se nadaljuje«



»nadaljevanje preglednice E3. Zdruzeni podatki meritev obeh metod za merjenje AOU«

AOU (mmol TEAC/g m.s.) Povprecje**

" Sé’:?:&ta Lum. metoda* Metoda ABTS* AOU £ SN
1 2 1 2 (mmol TEAC/g m.s.)

63 sah 1, mll, 3 1,837 2,100 2,173 2,074 2,05+ 0,06
64 sah 1, stl, 3 0,775 0,825 0,706 0,775 0,77 + 0,02
65 sah 1, kor, 3 0,997 0,999 0,677 0,815 0,87+ 0,07
66 sah 1, ste, 3 0,498 0,270 0,721 0,681 0,54 + 0,09
67 sah 2, mil, 1 0,363 0,337 0,267 0,237 0,30 + 0,03
68 sah 2, stl, 1 0,336 0,345 0,365 0,326 0,343 £ 0,007
69 sah 2, kor, 1 1,177 1,227 0,395 0,385 0,8+0,2
70 sah 2, ste, 1 0,240 0,250 0,097 0,102 0,17 £ 0,04
71 sah 2, cve, 1 0,981 1,080 0,362 0,329 0,7+0,2
72 sah 2, mil, 2 0,030 0,032 0,066 0,065 0,049 + 0,009
73 sah 2, stl, 2 0,036 0,037 0,059 0,049 0,045 £ 0,005
74 sah 2, kor, 2 0,031 0,031 0,042 0,043 0,037 + 0,003
75 sah 2, ste, 2 0,024 0,018 0,027 0,028 0,024 + 0,002
76 sah 2, cve, 2 0,275 0,309 0,333 0,360 0,32 £ 0,02
7 sah 2, mll, 3 1,237 1,134 0,840 0,642 1,0+ 0,1
78 sah 2, stl, 3 1,539 1,386 0,988 1,021 1,2+0,1
79 sah 2, kor, 3 1,638 1,685 0,889 0,938 1,3+0,2
80 sah 2, ste, 3 0,561 0,485 0,602 0,514 0,54 + 0,02
81 sah 2, cve, 3 1,941 2,044 1,778 1,679 1,86 £ 0,07

St.: zaporedna Stevilka ekstrakta, mll: mladi listi, stl: stari listi, ste: stebla, kor: korenike,
cve: socvetja, jap: japonski dresnik, ces: CeSki dresnik, sah: sahalinski dresnik,
AOU: antioksidativna ucinkovitost, TEAC/g s.s.: troloksu ekvivalentna antioksidativna
uéinkovitost na gram suhe snovi in SN: standardna napaka. * = tehniSka ponovitev:
Meritve ponovljene na enakem bioloskem vzorcu. Meritve so podane kot AOU
(mmol TEAC/g s.s.). ** = skupno povprecje Stirih meritev AOU opravljenih na enakem
ekstraktu. Od tega sta prvi dve vrednosti izmerjeni z luminescen¢no metodo, drugi dve pa z
metodo ABTS. Oznaka pripravljenih rastlinskih ekstraktov: Takson-vzoréenje, tkivo,
ekstrakcijsko topilo (1-voda, 2-butanol in 3-48 % etanol).



PRILOGA F
Podatki 0 delezu vode v razli¢nih tkivih dresnikov
Preglednica F1: Vsebnost vode v tkivih pri japonskem dresniku. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi,

ste = stebla, kor = korenike, cve = socvetja, vzo. = vzoréenje, povp. = povprecje, SD = standardni odklon in
SN = standardna napaka

Takson Japonski dresnik

Rastlinsko tkivo mll stl ste kor cve
vz0. 1 — delez vode 0,85 0,70 0,67 0,71 /
vZz0. 2 — delez vode 0,86 0,69 0,63 0,75 0,84
povp. delez vode 0,86 0,70 0,65 0,73 0,84
povp. vsebnost vode (%0) 85,50 69,80 64,80 72,60 83,60
SD (¥) 0,01 0,01 0,03 0,03 /
SN (&) 0,01 0,01 0,02 0,02 /

Preglednica F2: Vsebnost vode v tkivih pri ¢eSkem dresniku. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi,
ste = stebla, kor = korenike, cve = socvetja, vzo. = vzoréenje, povp. = povprecje, SD = standardni odklon in
SN = standardna napaka

Takson Ceski dresnik

Rastlinsko tkivo mll stl ste kor cve
vz0. 1 — deleZ vode 070 076 057 063 /
vz0. 2 — dele¥ vode 0,83 0,74 0,59 0,57 0,79
povp. deleZ vode 0,77 0,75 0,58 0,60 0,79
povp. vsebnost vode (%) 76,70 75,00 57,90 59,70 78,70
SD (3) 0,09 0,01 0,01 0,04 /
SN (&) 0,07 0,01 0,01 0,03 /

Preglednica F3: Vsebnost vode v tkivih pri sahalinskem dresniku. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi,
ste = stebla, kor = korenike, cve = socvetja, vzo. = vzorcenje, povp. = povpreje, SD = standardni odklon in
SN = standardna napaka

Takson Sahalinski dresnik

Rastlinsko tkivo mil stl ste kor cve
vz0. 1 — deleZ vode 0,723 0,733 0,65 0,61 /
vZz0. 2 — deleZ vode 0,709 0,717 0,59 0,72 0,82
povp. delez vode 0,716 0,725 0,62 0,66 0,82
povp. vsebnost vode (%0) 71,60 72,50 61,90 66,40 81,60
SD (%) 0,01 0,01 0,05 0,08 /

SN () 0,007 0,008 0,03 0,06 /




Rezultate izmerjenih vrednosti smo na sliki 18 (poglavje 4.1 Rezultati dolocanja deleza
vode v tkivih dresnikov) prikazali kot razlike med razli¢nimi tkivi dresnikov. Izrac¢unali
smo skupne povprecne vrednosti za vse tri taksone dresnikov in obe vzorcenji.

Preglednica F4: Podatki o vsebnosti vode v tkivih dresnikov, ki jih prikazuje slika 18 v poglavju 4.1 Rezultati
dolo¢anja deleza vode v tkivih dresnikov. Oznake: mll = mladi listi, stl = stari listi, ste = stebla,
kor = korenike, cve = socvetja, vzo. = vzoréenje, povp. = povprecje in SN = standardna napaka

Dresniki
Rastlinsko tkivo  povp. delez vode SN (¥)
mil (N = 6) 0,78 0,03
stl (N =6) 0,724 0,009
ste (N =6) 0,62 0,02
kor (N = 6) 0,66 0,03
cve (N=3) 0,81 0,01

Takson; LS Means
Current effed: F(2, 12)=4 2347 p=04059
Effective hypothesis decompostion
Yertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Takson

Slika F1: Vpliv taksona dresnika na delez vode v tkivu (N = 9, p < 0,05). Oznake: jap = japonski dresnik,
ces = ¢eski dresnik in sah = sahalinski dresnik



PRILOGA G

Primerjava AOU ekstraktov prvega in drugega vzoréenja

Preglednica G1: Rezultati t-testa parnih primerjav med vrednostmi prvega in drugega vzoréenja za ekstrakte
pripravljene v vodnem ekstrakcijskem topilu. Statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05) so poudarjene in
oznacene z *

Takson
Rastlinsko tkivo Japonskidr.  Ceskidr.  Sahalinski dr.
Mladi listi p =0,491 p=0,371 p = 0,015*
Stari listi p=0,129 p =0,043* p=0,073
Stebla p=0,017* p =0,004* p =0,343
Korenike p = 0,262 p =0,391 p=0,740

Preglednica G2: Rezultati t-testa parnih primerjav med vrednostmi prvega in drugega vzoréenja za ekstrakte
pripravljene v butanolnem ekstrakcijskem topilu. Statisticno znadilne razlike (p < 0,05) poudarjene in
oznacene z *

Takson
Rastlinsko tkivo Japonskidr.  Ceskidr.  Sahalinski dr.
Miladi listi p =0,697 p =0,969 p = 0,245
Stari listi p =0,545 p =0,461 p =0,024*
Stebla p=0,338 p =0,940 p =0,018*
Korenike p=0,574 p=0,712 p =0,099

Preglednica G3: Rezultati t-testa parnih primerjav med vrednostmi prvega in drugega vzoréenja za ekstrakte
pripravljene v etanolnem ekstrakcijskem topilu. Statisticno znacilne razlike (p < 0,05) so poudarjene in
oznacene z *

Takson
Rastlinsko tkivo Japonskidr.  Ceskidr.  Sahalinski dr.
Mladi listi p=0,361 p =0,758 p = 0,000*
Stari listi p = 0,696 p=0,745 p = 0,015*
Stebla p = 0,006* p =0,013* p = 0,986

Korenike p=0,268 p =0,232 p=0,121




PRILOGA H

Vpliv rastlinskega tkiva in uporabljenega ekstrakcijskega topila na izmerjeno AOU
ekstraktov prvega vzorcenja

a) Tkivo; LS Means b) Topilo; LS Means
Current effect: F(3, 36)=6,0457, p=,00192 Current effect: F(2, 36)=11,489, p=,00014
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Current effect: F(6, 36)=3,5889, p=,00685
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Slika H1: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov japonskega dresnika prvega vzor¢enja (N = 4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi
listi, stl1 = stari listi, stel = stebla in korl = korenike



a) Tkivo; LS Means b) Topilo; LS Means

Current effect: F(3, 36)=31,411, p=,00000 Current effect: F(2, 36)=35,585, p=,00000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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c) Tkivo*Topilo; LS Means

Current effect: F(6, 36)=6,3672, p=,00012
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Slika H2: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov ¢eskega dresnika prvega vzoréenja (N = 4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi listi,
stl1 = stari listi, stel = stebla in korl = korenike



a) Tkivo; LS Means b) Topilo; LS Means
Current effect: F(3, 36)=19,370, p=,00000 Current effect: F(2, 36)=50,023, p=,00000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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C) Tkivo*Topilo; LS Means
Current effect: F(6, 36)=18,944, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Slika H3: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov sahalinskega dresnika prvega vzor¢enja (N = 4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi
listi, stl1 = stari listi, stel = stebla in korl = korenike



PRILOGAI

Vpliv rastlinskega tkiva in uporabljenega ekstrakcijskega topila na izmerjeno AOU
ekstraktov drugega vzorcenja

a) Tkivo: LS Means b) Topilo; LS Means
Current effect: F(4, 45)=11,411, p=,00000 Current effect: F(2, 45)=65,798, p=,00000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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c) Tkivo*Topilo; LS Means

Current effect: F(8, 45)=6,7407, p=,00001
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Slika 11: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov japonskega dresnika drugega vzoréenja (N = 4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi
listi, stl1 = stari listi, stel = stebla, korl = korenike in cvel = socvetja



a) Tkivo; LS Means b) Topilo; LS Means

Current effect: F(4, 45)=15,357, p=,00000 Current effect: F(2, 45)=26,888, p=,00000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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c) Tkivo*Topilo; LS Means

Current effect: F(8, 45)=6,1277, p=,00002
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Slika 12: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov ¢eskega dresnika drugega vzoréenja (N =4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi listi,
stl1 = stari listi, stel = stebla, korl = korenike in cvel = socvetja



a) Tkivo; LS Means b) Topilo; LS Means

Current effect: F(4, 45)=17,320, p=,00000 Current effect: F(2, 45)=120,26, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Current effect: F(8, 45)=4,0706, p=,00104
Effective hypothesis decomposition
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Slika 13: Vpliv rastlinskega tkiva (a), ekstrakcijskega topila (b) ter interakcije med tkivom in topilom (c) na
izmerjeno AOU ekstraktov sahalinskega dresnika drugega vzorcenja (N = 4, p < 0,05). Oznake: mll1 = mladi
listi, stl1 = stari listi, stel = stebla, korl = korenike in cvel = socvetja



PRILOGAJ
Primerjava vrednosti AOU med razli¢nimi taksoni dresnikov
Preglednica J1: Rezultati t-testa parnih primerjav. med AOU etanolnih ekstraktov razliénih taksonov

dresnikov drugega vzorlenja. Statisti¢no znadilne razlike so poudarjene in oznacene z * (p < 0,05).
Oznake: jap = japonski dresnik, ¢e§ = &eski dresnik in sah = sahalinski dresnik

Parna primerjava taksonov dresnikov

Rastlinsko tkivo jap-ces jap-sah ¢es-sah

Miladi listi p=0,003* p=0,663 p = 0,003*
Stari listi p=0,199 p=0,026* p=0,012*
Stebla p =0,127 p=0,577 p = 0,009*
Korenike p = 0,409 p = 0,409 p = 0,065*

Socvetja p=0,000r p=0,035* p=0,001*




PRILOGA K

Izracuni korelacij med luminescenéno metodo in metodo ABTS

Preglednica K1: Koeficienti determinacije (%) in koeficient korelacije (r) za zvezo med AOU izmerjeno z
luminescen¢no metodo in metodo ABTS. Prikazano je tudi $tevilo parnih primerjav med obema metodama
(N) in 95 % intervali zaupanja (0,95 CI) za vrednosti r. Analize so bile opravljene s programom VassarStats
(online)

Ekstrakcijsko topilo

Oznaka Voda Butanol Etanol
r? 0,471 0,424 0,404
r 0,686 0,651 0,635
N 27 27 27

0,95 ClI 0,415-0,845 0,361-0,826 0,337-0,817

Preglednica K2: 1z korelacijskih koeficientov izra¢unane z-vrednosti (Fisherjeva transformacija) in rezultati
z-testa parnih primerjav med z-vrednostmi. Statisti¢no znacilnih razlik med korelacijskimi koeficienti nismo
opazili (p > 0,05). Analize so bile opravljene s programom VassarStats (online)

Parna primerjava dveh ekstrakcijskih topil
Voda-Butanol Voda-Etanol Etanol-Butanol
z-vrednost 0,22 0,31 0,09
p-vrednost 0,826 0,757 0,928




