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SLOVARCEK

Antioksidant: vsaka snovi, ki je sposobna ze v nizki koncentraciji opazno zadrzati ali

zavreti oksidacijo substrata.

Antioksidativni obrambni sistemi: sistemi, ki pri normalnih pogojih rasti uc¢inkovito
vzdrzujejo reaktivne kisikove zvrsti na osnovni, neskodljivi ravni in popravljajo celi¢ne

poskodbe.

Energijska metabolna aktivnost: sposobnost celice, da vrsi reakcije, s katerimi si

zagotavlja energijo in redukcijsko moc.

Oksidativni stres: posledica izpostavitve celic specificnim stresnim razmeram, ko nivo

reaktivnih kisikovih zvrsti preseze antioksidativno sposobnost celice.

Reaktivne kisikove zvrsti: nekatere molekule kisika v razlicnih redukcijskih in/ali
vzbujenih stanjih in spojine kisika z vodikom, klorom in dusikom ( npr. vodikov peroksid

(H,0,), hipoklorna kislina (HOCY) in singletni kisik ('O5).

Znotrajceli¢na oksidacija: merilo za vsebnost reaktivnih kisikovih zvrsti v celici.



Habot R. Studij antioksidativnega delovanja spojine na osnovi magnezija
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2007

1 UVOD
1.1  OPREDELITEV PROBLEMA

Aerobni organizmi se stalno sooc¢ajo s toksi¢nimi stranskimi u¢inki molekularnega kisika
in sicer preko tvorbe reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS) med normalnim celi¢nim
metabolizmom (mitohondrijska respiratorna veriga, Stevilne reakcije katalizirane z
oksidazami, kjer nastaja kot produkt vodikov peroksid) (Moradas-Ferreira in sod., 1996).
Reaktivne kisikove zvrsti so molekule kisika v razlicnih redukcijskih in/ali vzbujenih
stanjih in enim ali ve¢ ne parnih elektronov (Santoro in Thiele, 1997). Njihove glavne tarce
so DNA, lipidi in proteini, pri ¢emer nastane Se ve¢ ROS, ki povzro¢ijo Se dodatne
poskodbe celi¢nih organelov (mitohondrij, jedro), celi€énih membran in encimov (Singler in
sod, 1999). Kopicenje oksidiranih molekul vodi do celiéne smrti (Costa in Moradas-
Ferreira, 2001).

Celice so razvile obrambne sisteme proti ROS. Pomembno predstavljajo antioksidanti, ki
vezejo kovinske ione, encimsko odstranjujejo oksidante in/ali pa sami neposredno
reagirajo z ROS (Singler in sod., 1999). Antioksidativne obrambne sisteme delimo na
primarne in sekundarne. Delujejo tako, da nevtralizirajo ROS, popravijo poskodbe in
odstranijo oksidirane molekule (Moradas-Ferreira in sod., 1996). Razli¢ni stresni dejavniki
(oksidanti, toplotni Sok, etanol, teZzke kovine) povecajo koli€¢ino ROS in posledica je
indukcija antioksidativnih obrambnih sistemov — oksidativni stresni odgovor. Oksidativni
stres nastopi kot posledica poruSenega ravnotezja med ROS in antioksidanti v celici, do
Cesar lahko pride zaradi izrabe znotrajceli¢nih antioksidantov in/ali povecane tvorbe ROS
(izpostavitev celicam snovem, ki povzrocajo tvorbo ROS) (Costa in Moradas-Ferreira,

2001).

Poleg endogenih antioksidantov, poznamo tudi eksogene antioksidante, ki jih pridobimo s
hrano. Poleg antioksidantov, ki so sestavine razli¢nih Zzivil, zlasti sadja in zelenjave, na
trziSCu obstaja veliko vitaminskih in drugih prehrambenih dopolnil z antioksidativnim
delovanjem. Antioksidativno delovanje je zelo pomembna vloga prehrambenih dopolnil.
Nudijo zas¢ito pred oksidativnimi poskodbami, kar prepreCuje mnoge bolezni, kot so rak,

bolezni srca in ozilja in sladkorna bolezen (Ames in sod, 1993; Gutteridge in Halliwel,
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1994). PreuCevana spojina na osnovi magnezija je komercialno prehrambeno dopolnilo s
sestavo (tocka 3.3.3.1), ki v celoti ni poznana, saj gre za poslovno skrivnost . Je mocan

eksogeni antioksidant z oksido-redukcijskim potencialom okrog — 600 mV.

Za preucevanje delovanja spojine na osnovi magnezija smo uporabili kvasovko
Saccharomyces cerevisiae. Je eden izmed najbolje prou¢enih organizmov tako z vidika
genetike kot fiziologije. V njenem genomu so bili najdeni strukturni in funkcionalni
homologi skoraj vseh sesal¢jih genov (PiSkur in Langkjaer, 2004). Metabolizem kvasovk
lahko primerjamo z metabolizmom in dolocenimi funkcijami vi§jih organizmov, kar jim

daje lastnosti dobrih modelnih organizmov (Yanagida, 2002).
1.2 CILJIRAZISKOVANJA

Cilj pricujoce diplomske naloge je bil dokazati antioksidativno delovanje spojine na osnovi
magnezija v in in vivo pogojih. Uporabili smo kvasovko Saccharomyces cerevisiae, ki se je
pokazala kot primeren modelni organizem, na podlagi katerega smo lahko sklepali o

delovanju spojine na osnovi magnezija tudi pri visjih evkariontih.
1.3 DELOVNA HIPOTEZA
Postavili smo dve hipotezi:

- izpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae spojini na osnovi magnezija ne

povzroci inhibicije rasti

- izpostavitev celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae spojini na osnovi magnezija zniza

znotrajceli¢no oksidacijo
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2  PREGLED OBJAV
2.1 SPOJINA NA OSNOVI MAGNEZIJA
2.1.1 Prehrambeno dopolnilo v obliki amorfnih silikatnih mineralov

Amorfni silikatni minerali, velikokrat opisani kot kamena moka, so bili nekdaj obi¢ajni v
naravnih vodnih virih in obilno prisotni v ledeniskih potokih. Purdy-Lloyd s sodelavci
(2001) navaja, da ti amorfni silikatni minerali vodi, v kateri se nahajajo, zagotavljajo

antioksidativni oziroma visok oksido-redukcijski potencial.

Ledeniske vode ponekod po svetu so Se vedno bogate z amorfnimi silikatnimi minerali, ki
so vecinoma prisotni kot nano delci (Dove in Rimstidt, 1994). Sode¢ po navedbah teh
znanstvenikov so doslej nasli le pet krajev, kjer je v ledeniskih potokih voda bogata z
amorfnimi silikatnimi minerali. V teh ledeniskih potokih naj bi bil tudi anionski vodik (H").

Vodik v tej obliki je zelo reaktiven in ima ionsko aktivnost v raztopinah (Gauyacq, 1987).

Z geokemi¢nimi analizami sta Dove in Rimstidt (1994) pokazala, da naj bi imeli ti silikatni
minerali Stevilne pozitivne lastnosti. Ena izmed teh lastnosti je vezava vode in drugih
elementov za transport. Na podlagi teh analiz naj bi tudi dokazala, da se ti mineralni delci

lahko vezejo z reduciranim vodikom.

Znanstveniki so uspeli pripraviti specificne silikatne analoge teh mineralov, ki so jih dodali
v prehrambena dopolnila. Silikatni delci so lahko sintetizirali. Zdruzujejo se v skupke t.i.
Microclusters (Flanagan Technologies, Inc., Cottonwood, AZ). PovrSine teh mikro
skupkov so lahko zasicene z reduciranimi vodikovimi ali hidridnimi (H") ioni. Ti delci nato
delujejo kot reducirajoce ucinkovine ali antioksidanti v primeru raztopine (standardni

oksido-redukcijski potencial, — 550 mV) (Dove in Rimstidt, 1994).

V dolocenih laboratorijih so se znanstveniki veliko ukvarjali s temi silikatnimi amorfnimi
minerali. Na novo so sintetizirali spojine iz skupine hidridov in proucevali njihove
lastnosti. Silikatni hidridi so ene izmed prvih sintetiziranih spojin iz te skupine
(Stephanson in Flanagan, 2003a). Ti hidridi so sestavljeni iz silicijevega ogrodja, ki se
zdruzuje v obliki monomernih kletk. Stephanson in Flanagan (2003a) trdita, da delujejo kot

prenasSalci negativno nabitih vodikovih ionov. Zaradi domnevnih pozitivnih lastnosti so te
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silikatne hidride intenzivno proucevali ve€ let. S Stevilnimi Studijami so zeleli dokazali, da
so netoksi¢ni in varni za uporabo kot prehrambena dopolnila (Flanagan in Purdy-Lloyd,
1999; Jagmin in sod., 1996). Njihova uporaba v znanosti, medicini in inZeniringu se je
drasticno povecala v zadnjih nekaj letih (Stephanson in Flanagan, 2003a). Za silicij in
silicijeve spojine ze nekaj Casa velja, da igrajo pomembno vlogo za zdravje organizma.
Silicij sodeluje v celicnem razvoju (Williams, 1986) in je esencialni element za normalen
razvoj in rast kosti (Carlisle, 1982). Povezan je z razli¢nimi biokemijskimi mehanizmi v
razlicnih organizmih, Se posebej pri tvorbi ogrodja diatomej in drugih enocelicarjev

(Morse, 1999).

Z merjenjem ORP (oksido-redukcijski potencial) so pokazali, da silikatni hidridi mocno
znizajo potencial v vodni raztopini, in sicer na vrednost — 700 mV . S tem so hoteli
pokazati, da ima ta spojina morda celo boljsi oksido-redukeijski potencial od drugih znanih
antioksidantov, kot so askorbinska kislina, ubikinon ali B karoten. Poleg tega, da silikatni
hidridi pokaZejo pomembne spremembe v merjenju ORP, prav tako zviSajo pH na raven
alkalne raztopine (tudi do pH 8,7). Stephanson in sodelavci (2002) trdijo, da kombinacija
oksido-redukcijskega potenciala in pH omogocata takSni spojini znacilnosti mocnega

reducenta, ki ima velik potencial kot antioksidant in lovilec prostih radikalov.

S testiranji so pokazali, da te spojine kaZejo pomembne pozitivne lastnosti predvsem v
in vitro pogojih. V taksnih pogojih naj bi naredili kar nekaj raziskav (Stephanson in sod
2002; Stephanson in Flanagan, 2003a; Stephanson in Flanagan 2003b).

V zadnjih nekaj letih so razvili novo aktivno vodikovo spojino z unikatno biokemicno
aktivnostjo. Silikatnim hidridom so dodali magnezij in tako naj bi po pri¢evanju teh
znanstvenikov (Stephanson in Flanagan, 2006) pridobili prehrambeno dopolnilo s Se vec

pozitivnimi lastnostmi.

Pregled literature predstavlja predvsem prednosti uporabe spojine na osnovi magnezija kot
dopolnila v sodobni prehrani. Natan¢na analiza predstavljenih virov kaze, da so avtorji
usmerili svoje delo v dokazovanje pozitivnih lastnosti proucevane spojine. To je razvidno
iz dejstva, da gre za publikacije, ki niso v naboru del revij z faktorjem vpliva ali pa so celo

iz nabora poljudnih publikacij. Pri pregledu literature se je tudi pokazalo, da glavni avtorji
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teh publikacij niso velikokrat citirani s strani drugih znanstvenikov. Referen¢nih virov, ki
bi poskusali analizirati to prehrambeno dopolnilo skozi kriticno analizo ni najti. Zasledili
smo nekaj poljudnih publikacij, ki se dotikajo te preucevane spojine na osnovi magnezija z
nasprotujocega vidika (Microhydrin, 1999; Daniells, 2006; Melton, 2006). 1zhajajoc€ iz tega
pregleda nekaterih virov lahko trdimo, da je nemogoce celovito oceniti realno stanje na
podrocju te spojine kot prehrambenega dopolnila, zato pa bo potrebno v prihodnosti
opraviti $e nekaj dodatnih raziskav. Ta problem nakazuje potrebo obSirnih znanstvenih
raziskav na tem podro¢ju, ki bodo odgovorile na Stevilna odprta vpraSanja in dale kriti¢en

pogled na samo podrocje prehrambenih dopolnil.

Problem podrocja prehrambenih dopolnil se kaze tudi v tem, da Stevilne institucije, ki
regulirajo to podroc¢je (npr. FDA (ang. Food and Drug Administration), Urad za zdravila),
klasificirajo te spojine kot nutriente, zato niso delezni sistemskih bioabsorpcijskih in
toksikoloskih preizkusov pred Siroko uporabo na trgu, kot jih opravljajo na zdravilih. V
ZDA se vitaminski pripravki, ki vsebujejo tudi do 10 krat ve¢je vrednosti od RDA (ang
recomanded daily intake), ne uvrS¢ajo med zdravila, zato niso pod kontrolo FDA, ki
spremlja bioabsorpcijske in toksikoloske teste zdravil pred prihodom na trzis¢e. Evropska
komisija ima skoraj desetletje v pripravi predlog regulative za podroc¢je vitaminskih in
mineralnih dopolnil, ki niso regulirana s predpisi za podro¢je zdravil, kar je s
harmonizacijo zakonodaje sprejela tudi Slovenija. V Sloveniji podro¢je vitaminskih in
mineralnih dopolnil le delno ureja Pravilnik o razvrstitvi vitaminskih in mineralnih
izdelkov za peroralno uporabo, ki so v farmacevtskih oblikah, in so dostopni na trzis¢u kot
zdravila. Vitaminska in mineralna dopolnila se Stejejo za zdravila, ¢e dnevni odmerki
vitaminov, mineralov in oligoelementov, ki jih vsebujejo, presegajo dolocene vrednosti,
navedene v tabelah pravilnika (Pravilnik o razvrstitvi vitaminskih..., 2003). Neupostevanje
tega danes omogoca nekontrolirano uzivanje tudi velikih odmerkov vitaminov in

mineralov pri prebivalstvu.

Ta diplomska naloga je prikaz enega izmed zaCetnih osnovnih korakov, ki bi lahko zaceli
razjasnjevati to vse bolj pereo problematiko. Proucevanja tega prehrambenega dopolnila
smo se lotili, ker nas je zanimal in vivo ucinek in prikazano dejstvo, da naj bi imela ta

spojina na osnovi magnezija visok antioksidativen potencial. Tukaj je Slo za kompleksen
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sistem zivih organizmov, ki lahko tudi popolnoma izni¢i lastnosti, ki so se prikazale v
testiranjih in vitro. Da bi lahko zagotovo trdili o pozitivnih lastnostih te spojine, bi bilo
potrebno napraviti Se veliko nadaljnjih raziskav, ki bi morale temeljiti na znanstvenih

dejstvih.
2.2 KVASOVKE IN OKSIDATIVNI STRES

V kvasovkah, kakor tudi drugih vi§jih evkariontih, ROS nastajajo Ze med normalnim
celicnim metabolizmom. To je normalen del celicnega metabolizma. Pod normalnimi
fizioloskimi pogoji se celicni antioksidativni obrambni sistemi lahko izognejo celi¢nim
poskodbam. To ravnotezje se porusi, ¢e so kvasne celice izpostavljene razli¢nim stresnim
pogojem, kot so oksidanti, visoke temperature, etanol in kovinski ioni, ki povecajo
produkcijo ROS v celicah. Celica zazna poviSane koncentracije ROS, kar privede do
indukcije obrambnih mehanizmov - oksidativni stresni odgovor (Costa in Moradas-

Ferreira, 2001).

Kvasne celice so izredno podobne celicam sesalcev na nivoju makromolekul in organelov.
Veliko Stevilo kvasnih proteinov kaze funkcionalno zamenljivost z visoko homolognimi
¢loveskimi proteini. Ti organizmi lahko rastejo v aerobnih pogojih in so zato nenehno
izpostavljeni reaktivnim kisikovim zvrstem, ki nastajajo kot stranski produkti celi¢nega
metabolizma. Glavni vir ROS predstavlja mitohondrijska respiratorna veriga in Stevilne
reakcije katalizirane z oksidazami, kjer nastaja kot produkt vodikov peroksid (Halliwell in

Gutteridge, 1999; Moradas-Ferreira in sod., 1996).

Pod normalnimi fizioloskimi pogoji celicne poSkodbe prepreci antioksidativna obramba, ki
nevtralizira ROS (primarna obramba) in popravi molekulske poskodbe ali odstrani
oksidirane molekule (sekundarna obramba). Pod dolo¢enimi stresnimi pogoji, nivo ROS
preseze antioksidativne obrambne sposobnosti celic, zato se celice soocijo z oksidativnim

stresom (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

Oksidativen stres je definiran kot porusSitev ravnovesja med tvorbo ROS in u¢inkovitostjo
antioksidativnih sistemov. Do neravnovesja lahko prihaja iz ve¢ razlicnim vzrokov. Eden
izmed njih je poruSenje delovanja antioksidativnih obrambnih sistemov zaradi mutacij v

pripadajocih encimih in/ali pomanjkanju antioksidantov v celici. Drugi razlogi so lahko



Habot R. Studij antioksidativnega delovanja spojine na osnovi magnezija
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2007

povecana tvorba ROS zaradi izpostavljenosti celice spojinam, ki vodijo do nastanka ROS,
ali aktivacija sistemov za nastanek ROS v celici (Halliwell in Gutteridge, 1999; Costa in

Moradas-Ferreira, 2001).
2.2.1 Reaktivne kisikove zvrsti (ROS)

Reaktivne kisikove zvrsti (ROS) so molekule kisika v razlicnih redukcijskih in/ali
vzbujenih stanjih ter spojine kisika z razlicnimi elementi, kot je vodik, klor in dusik (Sigler

in sod., 1999).

Vsi aerobni organizmi uporabljajo molekularni kisik (O,) za respiracijo ali oksidacijo
substratov za uc¢inkovito pridobitev energije. Med redukcijo molekularnega kisika do vode
se ustvarijo ROS, ¢e kisik ne sprejme vseh Stirih elektronov (Mancek in Pecar, 2001;
Toyokuni in sod., 1995; Ames in sod., 1993). V to skupino ne spadajo samo prosti radikali,
kot so superoksidni anion (O;"), hidroperoksidni radikal (HO,'), hidroksilni radikal (OH)),
peroksilni (ROO") in alkoksilni radikal (RO’), ampak tudi reaktivne kisikove spojine:
vodikov peroksid (H,0O,), hipoklorna kislina (HOCI) in singletni kisik ('0,) (Gomes in
sod., 2005).

ROS se delijo na primarne in sekundarne zvrsti. Primarne ROS, kamor spada superoksidni
anion, vodikov peroksid in hidroksilni radikal, reagirajo s celicnimi komponentami, kot so
lipidi, proteini, DNA. Posledica je tvorba sekundarnih ROS (hidroperoksidi, alkoksilni in
peroksilni radikali, epoksidi ali aldehidi), ki povzro¢ijo Se dodatne poSkodbe celi¢nih

organelov (Ames in sod., 1993; Sigler in sod., 1999).
2.2.1.1 Superoksidni anion (O;")

Superoksidni anion nastaja v veliko procesih kot stranski produkt. Nastaja pri redukciji
kisika v dihalni verigi, avtooksidaciji znotrajceli¢nih spojin ter pri razli¢nih znotrajceli¢nih
procesih (Sigler in sod., 1999). Je slabo reaktiven, vendar lahko kljub temu povzroci
inhibicijo antioksidativnih in mitohondrijskih encimov. Med njih spadajo glutation
peroksidaza, katalaza, mitohondrijski NADH reduktaza, peroksidaza in ATP-aza (Sigler in
sod., 1999; Halliwell in Gutteridge, 1999). Reagira lahko tudi z encimi, ki vsebujejo Fe-S
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centre, kar povzrocCi inaktivacijo encimov in povecano koli¢ino Zeleza v celici (Sigler in

sod., 1999).
2.2.1.2 Vodikov peroksid (H,0,)

Vodikov peroksid nastaja med normalnim celicnim metabolizmom (Fridovich, 1995).
Nima neparnih elektronov in zato ne sodi med proste radikale. Po velikosti je podoben
molekuli vode in lahko uc¢inkovito prehaja ¢ez membrane in difundira po celotni celici. Je
boljsi oksidant kot superoksidni anion (Khan in Wilson, 1995). Deluje kot klju¢ni reaktant
v reakcijah nastajanja visoko reaktivnih hidroksidih radikalov preko razli¢nih mehanizmov

(Santoro in Thiele, 1997).
2.2.1.3 Hidroksilni radikal (OH")

Hidroksilni radikal je najbolj reaktiven med ROS in lahko reagira s skoraj vsemi
makromolekulami v celici (lipidi, proteini, DNA) (Sigler in sod., 1999). Molekuli, s katero
reagira, odvzame vodik (H) ali se veZe na dvojno vez in pogosti spodbudi verizne reakcije

(Sigler in sod., 1999; Mancek in Pecar, 2001).
2.2.2 Antioksidativni obrambni sistemi

Kvasovke za svoje prezivetje poleg antioksidativne obrambe inducirajo tudi druge
mehanizme, kot je na primer sinteza stresnih proteinov. Oksidativni stresni odgovor se
vklopi, ko celice zaznajo poviSano koncentracijo ROS. PoviSana koncentracija ROS v
celici je lahko posledica ve¢ razli¢nih procesov: prehod iz anaerobnih v aerobne razmere;
povecana aktivnost mitohondrijske dihalne verige; izpostavitev celic visokim
koncentracijam oksidantov, kot so vodikov peroksid ali zdravila, ki proizvajajo ROS ali

znizujejo mo¢ antioksidativne obrambe (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

Adaptacija na stresne pogoje vkljucuje zgodnje odgovore, ki omogocajo skoraj takojsnjo
zaS€ito pred subletalnimi stresnimi pogoji, in pozne odgovore, ki omogocajo bolj
ucinkovito zas¢ito pred mo¢nim stresom in omogoc¢i celici vrnitev v ne stresne pogoje.
Zgodnji odziv je posledica post translacijske aktivacije ze prej obstojeCih obrambnih

mehanizmov, kot tudi aktivacije signalnih poti, ki vzpodbudijo pozni odgovor. Ta omogoci
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sintezo stresnih proteinov in antioksidativno obrambo. Tako specifi¢ni kot osnovni stresni

odgovor je posledica prisotnosti oksidantov (Costa in Moradas-Ferreira, 2001).

Antioksidant je vsaka snov, ki lahko Ze v nizki koncentraciji glede na koncentracijo
substrata kot tarc¢e radikalov, zadrzi ali zavre oksidacijo substrata (Halliwell in Gutteridge,

1999). Ta definicija se nanasa tako na encimske kot tudi ne-encimske komponente.

Preglednica 1: Primarni in sekundarni antioksidativni obrambni sistemi pri kvasovkah (Moradas-Ferreira in
Costa, 2000)

obrambni sistemi | funkcija

primarni sistemi

encimski

Cu/Zn superoksid-dismutaza

odstranjevanje O, v citoplazmi

Mn supeoksid-dismutaza

odstranjevanje O, v mitohondriju

katalaza A

razgradnja H,O, v peroksisomih

katalaza T

razgradnja H,O, v citoplazmi

citokrom C-peroksidaza

razgradnja H,O, v mitohondriju

Glutation-peroksidaza

razgradnja H,O, in lipidnih hidroperoksidov

Glutation-reduktaza

redukcija oksidiranega glutationa

Tioredoksin-peroksidaza

razgradnja alkilnih hidroperoksidov

Tioredoksin-reduktaza

redukcija oksidiranega tioredoksina

glukoza-6-fosfat-dehidrogenaza | redukcija NADP" v NADPH

neencimski

glutation odstranjevanje prostih radikalov, zdruZevanje
elektrofili

metalotionini vezava Cu, odstranjevanje O, in OH’

tioredoksin redukcija oksidiranega glutationa

poliamini vezava Cu, zas¢ita lipidov pred oksidacijo

ubikvinon lovljenje lipidnih radikalov

sekundarni sistemi

8-okso-gvanin-glikozilaza/liaza

izrezovanje oksidiranih DNA baz

AP-endonukleaza

rezanje apurinskih/apirimidinskih (AP) mest, tvorba 3 -

hidroksilnih skupin na AP mestih

metionin sulfoksid-izomeraza

redukcija mationin sulfoksidov

protein disulfidi-zomeraza

redukcija disulfidnih mosti¢kov v proteinih

glutation redukcija disulfidnih mosti¢kov v proteinih
tioredoksin redukcija disulfidnih mostickov v proteinih
glutaredoksin redukcija disulfidnih mostickov v proteinih

stresni proteini HSP

sodelujejo pri razgradnji oksidiranih proteinov

Antioksidativne obrambne sisteme razdelimo na primarne in sekundarne (Preglednica 1).
Primarni sistemi imajo nalogo, da preprecijo iniciacijske in/ali propagacijske reakcije

radikalov/oksidantov s celiénimi komponentami. Sem sodijo tako encimski kot tudi ne-
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encimski obrambni sistemi. Sekundarni antioksidativni obrambni sistemi prevzamejo
vlogo, ko raven oksidantov naraste do take mere, da primarni obrambni sistemi niso ve¢

zadostni in nastopijo poskodbe (Davies, 1986).

Poleg endogenih antioksidantov poznamo tudi eksogene, ki jih pridobivamo s hrano in
prehrambenimi dopolnili. Predvsem v sveZzem sadju in zelenjavi so nasli veliko snovi, ki
delujejo pozitivno na imunski sistem, kot so flavonoidi, resveratrol in rastlinski
antioksidanti. Vse te ucinkovine igrajo pomembno vlogo v ohranjanju zdravja in v zas¢iti
pred razli¢nimi bolezenskimi stanji. Znano je, da varujejo srce in ozilje, krepijo imunski
sistem, delujejo proti tumorjem in protivnetno in pomagajo pri obnovi jeter. Prav tako te
ucinkovine niso znani alergeni. Njihova antioksidativna vloga je ena izmed pomembnejSih
fizioloskih vlog in zato sveze sadje in zelenjavo uvrs¢amo v skupino funkcionalnih zivil

(Ames in sod, 1993; Gutteridge in Halliwel, 1994).

Stevilne $tudije navajajo, da bi lahko z uporabo antioksidantov prepredevali nastanek
oksidativnega stresa. Vendar pa vse veC raziskav dokazuje tudi neZelene ucinke
antioksidantov, njihovo t.i. pro-oksidativno delovanje. Rezultati bazi¢nih raziskav
ugotavljajo pomembno vlogo vitaminov v patofiziologiji bolezni povezanih z oksidativnim
stresom (Abbey in sod., 1993; Emmert in Kirchner, 1999) kot so: arteroskleroza,
hipertenzija, katarakta, revmatoidni artritis, maligna obolenja, Parkinsonova in
Alzheimerjeva bolezen (Brown in sod., 1999; Love in Jenner, 1999; Halliwell in
Gutteridge, 1999). Vzporedno z bazi¢nimi raziskavami potekajo tudi epidemioloske
raziskave, ki so ugotovile znizano pojavnost bolezni srca in ozilja in raka pri osebah, ki so
s hrano zauZile vecje koli¢ine vitaminov C, E in B-karotena. Pri teh osebah se je zviSala
serumska raven omenjenih vitaminov (Carr in Frei, 1999; Gey 1993; Gey in Puska, 1989).
Do sedaj je raziskovalcem uspelo dokazati znizano pojavnost raka in bolezni srca in oZilja
le pri ljudeh, ki zauzijejo dovolj veliko koli¢ino sadja in zelenjave, ne pa pri osebah, ki
uzivajo dopolnila vitaminov (Halliwell, 2000). UZivanje sadja in zelenjave zniza nastanek
prostih radikalov v telesu in s tem povzrocene oksidativne poskodbe DNA, medtem ko
veliko $tudij dokazuje, da le dopolnila vitaminov C, E in B-karotena DNA poskodb ne
znizajo (Deng in sod., 1998; Rehman in sod., 1998; Prieme in sod., 1997; Rehman in sod.,

1999).
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Pomembno dejstvo je, da zdrav odrasel posameznik ob uzivanju pestre meSane hrane ob
primeru zadostnega energijskega vnosa, dodatnega uZzivanja vitaminskih in mineralnih
dopolnil ne potrebuje. Vendar je danaSnji nacin pridelave hrane privedel do tega, da so
zivila osiromaSena z minerali in vitamini. Zaradi intenzivnega kmetijstva zemlji
primanjkuje mineralov, zaradi transporta sadja le tega poberejo nezrelega, znano pa je, da

se antioksidanti sintetizirajo Sele ob dozorevanju (Halliwell in Gutteridge, 1999).

Zavedati se moramo, da uporaba sinteti¢nih vitaminskih dodatkov ni alternativa rednemu
uzivanju sadja in zelenjave. V sadju je veC tiso¢ spojin, katerih vplivov na zdravje Se ne
poznamo. Zelo verjetno veliko antioksidantov Se ni odkritih, poleg tega je kombinacija
antioksidantov v sadju in zelenjavi optimalna, saj povzro¢i njihovo medsebojno

regeneracijo in s tem potencira njihovo obrambo pred prostimi radikali.
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3 MATERIALI IN METODE

Do kon¢nih rezultatov smo v procesu raziskovanja prisli s pomocjo dveh razlicnih metod.

Po izpostavitvi celic kvasovke S. cerevisiae spojini na osnovi magnezija, smo dolocali

znotrajcelicno oksidacijo in energijsko metabolno aktivnost. Na koncu smo dodali Se Stetje

celic. Poskus je obsegal ve¢ delov, ki so si sledili v smiselnem zaporedju (slika 1).

3.1 POTEK EKSPERIMENTALNEGA DELA

PRIPRAVA INOKULUMA

aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae do konca eksponentne faze rasti

(OD65() = 1,65)

(T =28 °C, 200 obr./min)

|

GLAVNI BIOPROCES

inokulum 10 vol %

aerobna submerzna kultivacija kvasovke S. cerevisiae do zacéetka stacionarne faze rasti

(OD65() = 1,65)

(T =28 °C, 200 obr./min)

|

dodatek spojine na osnovi magnezija

l

izpostavitev celic kvasovke S. cerevisiae spojini na osnovi magnezija

tizpostavitve =1 h, 3h,24 h
(T =28 °C, 200 obr./min)

y

y

y

OCENA
ZNOTRAJCELICNE
OKSIDACIJE
(merjenje fluorescence)

DOLOCANIE
ENERGIISKE
METABOLNE
AKTIVNOSTI CELIC
KVASOVKE

(merjenje luminiscence -
BacTiter-Glo™ Cell
Viability Assay)

STETJE CELIC

Slika 1: Hodogram celotnega poskusa s katerim smo dolocali znotrajcelicno oksidacijo in energijsko
metabolno aktivnost celic kvasovke S. cerevisiae po izpostavitvi spojini na osnovi magnezija




Habot R. Studij antioksidativnega delovanja spojine na osnovi magnezija
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2007

3.2 METODE DELA
3.2.1 Priprava inokuluma

Kulturo kvasovke Saccharomyces cerevisiae smo gojili in vzdrzevali na petrijevih plos¢ah
s trdnim YEPD gojis¢em. Tri dni staro kulturo smo nato prenesli s cepilno zanko s
petrijeve plos¢e v 100 mL tekocega YEPD gojis¢a. Tega smo predhodno pripravili v
500 mL erlenmajericah s stransko roko. Po umerjanju spektofotometra z gojis¢em je
znaSala zaCetna opti¢na gostota suspenzije kvasovk v gojiscu, izmerjena pri valovni dolzini
650 nm, priblizno 0,10. Sledila je aerobna submerzna kultivacija kvasne biomase na
stresalniku pri temperaturi 28 °C in hitrosti mesanja 200 obr./min. Rast kvasovke smo
spremljali z merjenjem opticne gostote na vsaki dve uri v dveh ponovitvah. Na podlagi
dobljene rastne krivulje smo dolo¢ili vrednost OD, ki je ustrezala koncu eksponentne faze

rasti (OD = 1,65).
3.2.2 Aerobna submerzna kultivacija na stresalniku — glavni bioproces

Tudi v tem primeru smo spremljali rast kvasovke z merjenjem opti¢ne gostote pri valovni
dolzini 650 nm. 45 mL predhodno pripravljenega inokuluma (toc¢ka 3.2.1) smo z merilnim
valjem prenesli v 1000 mL erlenmajerice s stransko roko s 405 mL tekocega gojisca
YEPD. Inokulum je tako predstavljal 10 vol % suspenzije. Sledila je aerobna submerzna
kultivacija kvasovke S. cerevisiae pri temperaturi 28 °C in hitrosti meSanja 200 obr./min.
Tudi v tem primeru smo delali v dveh ponovitvah. S pomocjo te rastne krivulje smo

dolocili zacetek stacionarne faze rasti kvasovke (OD = 1,65).
3.2.3 Dodatek in izpostavitev celic kvasovke spojini na osnovi magnezija

Brozgo smo razdelili po 100 mL v $tiri 500 mL erlenmajerice s stransko roko. 50 mL
preostale brozge smo prenesli v sterilno centrifugirko za kontrolo ob ¢asu 0, ki smo jo
potrebovali pri vsakem poskusu, da smo se prepricali o enotnem izhodis¢u. V dve
erlenmajerici smo v 100 mL brozge vedno dodali spojino na osnovi magnezija ali
askorbinsko kislino v primeru pozitivne kontrole v isti koncentraciji (c = 2,5 g/L), preostali

dve pa sta nam sluzili za kontrolo. Vse Stiri erlenmajerice smo ponovno dali na rotacijski
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stresalnik pri temperaturi 28 °C in 200 obr./min. Cas izpostavitve je bil odvisen od

poskusa, saj smo preverjali u¢inek spojine na osnovi magnezija po 1, 3 in 24 urah.
3.2.4 Ocena znotrajceli¢ne oksidacije

Znotrajceli¢no oksidacijo v celicah kvasovke S. cerevisiae smo ocenili z uporabo barvila
diklorofluorescein (H,DCF). Spojina, ki jo dodamo v obliki diacetata (H,DCFDA), prehaja
v celico s pasivnim transportom, kjer se deacetilira do H,DCF s pomocjo nespecificnih
esteraz. V tej obliki se barvilo zadrzuje v celici in se v prisotnosti oksidantov oksidira do
fluorescentne oblike (DCF). Nastanek fluorescentne oblike barvila je indikator
znotrajcelicne oksidacije (Jakubowski in Bartosz, 1997; Halliwell in Gutteridge, 1999).
Ker ni popolnoma jasno, katere ROS lahko oksidirajo barvilo, se diklorofluorescein
uporablja za splosno oceno znotrajcelicne oksidacije in ne za doloCanje posameznih zvrsti

(Halliwell in Gutteridge, 1999).

Naceloma se fluorescentna oblika barvila doloc¢a fluorimetri¢no s preto¢nim citometrom ali
fluorimetrom po razbitju celic, vendar so ugotovili, da se oksidirana oblika
diklorofluoresceina lahko tudi transportira iz celice kvasovke S. cerevisiae in tako je
mogoce merjenje fluorescentne oblike tudi v supernatantu. DolocCitev zunajceli¢ne
koncentracije oksidirane oblike diklorofluresceina preko merjenja fluorescence je merilo

za znotrajceli¢ne oksidacijske procese (Jakubowski in Bartosz, 1997).

Za oceno znotrajceli¢ne oksidacije smo izvedli aerobno submerzno kultivacijo kvasovke
S. cerevisiae na rotacijskem stresalniku kot je opisano v tocki 3.2.2. V 450 mL namnoZene
kulture kvasovk S. cerevisiae smo dodali 4,5 mL raztopine barvila diklorofluorescein
diacetat, ki smo ga predhodno pripravili za vsak poskus posebej. Po dodatku barvila smo
kulturo inkubirali 15 minut v temi na rotacijskem stresalniku pri 28 °C in 200 obr./min. S

tem smo dosegli prehod barvila v celice, kjer je potekla deacetilacija in oksidacija.

Po dolocenem casu izpostavitve (tocka 3.2.3) smo dali vzorce brozge v centrifugirke in
centrifugirali 3 minute pri 4000 obr./min. Enako smo naredili tudi z vzorci, ki smo jih
odvzeli ob casu 0. Odstranili smo supernatant in celice resuspendirali v ustreznem
volumnu fosfatnega pufra. Ponovno smo centrifugirali, odstranili supernatant in biomaso

prenesli v dveh ponovitvah v mikrocentifugirke (po 0,050 g). Vzorce smo prenesli na led.
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Pozorni smo bili na to, da so se vsi nadaljnji koraki dolo¢anja znotrajceli¢ne oksidacije

odvijali na hladnem (0 °C) in so bili ¢im manj izpostavljeni svetlobi.

V vsako mikrocentrifugirko smo dodali primeren volumen ohlajenega fosfatnega pufra
(500 pL za 0,050 g biomase) in za konico majhne zlice sterilnih cirkonij kremencevih
kroglic. Nato smo pripravili celicni ekstrakt, in sicer z razbijanjem celic s cirkonij
kremencevimi kroglicami. V vsaki mikrocentrifugirki smo razbijali celice na vrtinéniku
eno minuto in jih nato eno minuto hladili na ledu. To smo ponovili trikrat. Tako smo
sprostili znotrajceliéno vsebino. Tako pripravljene celicne homogenate smo nato
centrifugirali pri 13000 obr./min, 5 minut pri 4 °C. Supernatante smo prenesli v nove

mikrocentrifugirke in jih desetkrat red¢ili z ddH,O.

RazredCene supernatante (200 pL) smo prenesli v mikrotitrsko plos¢ico in izmerili
fluorescenco (A vzbujanja = 488 nm, A emisije = 520 nm). Vsak vzorec smo nanesli v $tirih
paralelkah. Poleg njih smo na mikrotitrsko plos¢ico nanesli Se ddH,O in fosfatni pufer kot

negativno kontrolo.
3.2.5 Doloc¢anje energijske metabolne aktivnosti celic

Energijsko metabolno aktivnosti celic kvasovke S. cerevisiae smo dolocali s komercialnim
bioluminiscentnim testom BacTiter-Glo™ Cell Viability Assay, ki nam dolo¢a Stevilo

zivih celic v kulturi z merjenjem koli¢ine ATP. Zaznavanje temelji na naslednji reakciji:

luciferaza _
vt RevSul
—
' S
$7 +arp+o0, Mg2 + AMP a PP; + CO, + svetloba
luciferin oksiluciferin

()

Koli¢ina ATP korelira s celi¢no Zivostjo. Le nekaj minut po poSkodbi celi¢nih membran,
celica izgubi sposobnost sinteze ATP in endogene ATP-aze razgradijo vse preostale
molekule ATP. Nivo ATP tako strmo upade. BacTiter-Glo™ reagent ima tri razliéne

funkcije. Lizira celicne membrane in tako izpusti ATP, inhibira endogene ATP-aze in
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priskrbi luciferin, luciferazo in ostale komponente nujne za merjenje ATP s pomocjo
bioluminiscentne reakcije. Test ima Stevilne prednosti. Proizvaja stabilni luminiscentni
signal, ki ga lahko zaznamo Ze 5 minut po dodatku reagenta in ostane stabilen priblizno 30
minut razpolovnega Casa. Uporaben je za raznolike vrste mikroorganizmov in zazna Ze
samo deset mikrobnih celic, kar mu daje znacCilnost izjemne obcutljivosti (Promega

Corporation, 2004).

Po 1, 3 in 24 urah od dodatka spojine na osnovi magnezija, smo odvzeli po 1 mL
bioprocesne brozge, in sicer suspenzije celic brez dodatka substance na osnovi magnezija
in z dodatkom substance na osnovi magnezija ali askorbinske kisline v primeru pozitivne
kontrole, in jo prenesli v 2 mL Eppendorf mikrocentifugirke. Napolnili smo luknjice na
mikrotitrski plo§¢i s 100 pL suspenzije celic v dveh paralekah in temu dodali po 100 pL
BacTiter-Glo™™ reagenta. S pomodjo opti¢nega Gitalca smo vsebino premesali in inkubirali
v temi 5 minut. Po 5 minutni inkubaciji smo izmerili luminiscenco. Poleg vzorcev smo
nanesli, kot negativno kontrolo, tudi gojis¢e (YEPD) in gojis€e z dodatkom spojine na

osnovi magnezija ali askorbinske kisline.
3.2.6 Stetje celic

Po 1, 3 in 24 urah od dodatka spojine na osnovi magnezija smo v vsakem poskusu odvzeli
po 1 mL bioprocesne brozge, in sicer suspenzije celic brez dodatka spojine na osnovi
magnezija in z dodatkom te ali askorbinske kisline, in jo prenesli v 2 mL Eppendorf
mikrocentifugirke. Pripravili smo redgitve po Kochu in v ustrezni redgitvi (107) dologili
Stevilo celic s pomocjo Biirker-Tiirkove Stevne plosCice, ki ima vgravirano mrezo

kvadratkov. Presteli smo celice v petih kvadratkih, znotraj vec¢jega kvadrata. Po enacbi (2)

smo izracunano povprecno Stevilo celic na kvadratek (N ) pomnozili s faktorjem redc¢itve

ter konstanto 2,5 - 10°.

Stevilo celic/mL = N - 2,5 - 10°- 10 . (2
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3.2.7 Statisticna obdelava podatkov

Povprecna vrednost

Vse meritve so bile izvedene v vecih ponovitvah. V primeru ocene znotrajceli¢ne
oksidacije smo napravili ve¢ bioloskih poskusov, znotraj vsakega smo imeli 2 paralelki. V
primeru spojine na osnovi magnezija smo napravili 3 ponovitve za ¢as po 1 in 3 urah ter 4
ponovitve za ¢as po 24 urah. V primeru pozitivne kontrole in druge oblike spojine na
osnovi magnezija smo napravili po 2 ponovitvi za ¢as po 1 in 3 urah in po dve za ¢as po 24
urah. Pri dolo¢anju energijske metabolne aktivnosti in Stetju celic smo napravili po 2

bioloska poskusa s po dvema paralelkama za vsako preuc¢evano snov.

Rezultate meritev smo lahko med seboj primerjali, saj smo imeli vedno enotno izhodisce

(¢as 0) in kontrolne vzorce, ki so se ujemali. Podali smo jih kot povprecne vrednosti vseh

merjen] znotraj doloene metode in Easa meritve ( X ) - enacba (3) (Kosmelj, 2001).

X = .. (3)
n

Nevvvvnnnnn. Stevilo vzorcev

Xlverennnn. vrednosti i-te meritve

Standardni odklon, koeficient variiranja

Za oceno variabilnosti rezultatov smo uporabili standardni odklon (SD) - enacba (4) in

koeficient variiranja (KV) - enacba (5) (KoSmelj, 2001).

.4

KV (%) = =100 ... (5)

Vse izraCune smo naredili s pomocjo racunalniskega programa Microsoft Excel.
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3.3 MATERIALI

Pri eksperimentalnem delu smo uporabili Stevilne spodaj naStete standardno laboratorijsko

opremo in materiale, ki so razvr§¢eni glede na uporabo pri posameznih metodah.

3.3.1 Mikroorganizem

Uporabili smo sev kvasovke Saccharomyces cerevisiae - ZIM 2155 iz Zbirke industrijskih

mikroorganizmov Biotehniske fakultete.

Kvasovko smo gojili na petrijevih plos¢ah s trdnim gojis¢em YEPD v inkubatorju pri

temperaturi 28 °C in jo vsake tri dni precepljali.
3.3.2 Gojisca

3.3.2.1. Trdno YEPD gojisce

Za precepljanje in hranjenje kulture smo uporabili trdno gojisc¢e YEPD.

Preglednica 2: Sestava trdnega YEPD gojisca (Atlas, 1993)

sestavina masa [g]
kvasni ekstrakt (Biolife) 10,0
pepton (Oxoid) 20,0
brezvodna glukoza (Kemika) | 20,0

agar (Biolife) 20,0

dH,O do 1000 ml

Gojis¢e smo najprej zaklejili, nato pa sterilizirali 20 minut pri temperaturi 121 °C in tlaku

1,1 bar. Po koncani sterilizaciji smo gojis¢e ohladili na 45 °C in razlili v petrijevke.
3.3.2.2. Tekoce YEPD gojisce

Tekoce YEPD gojis¢e smo uporabili za aerobno submerzno namnozevanje kvasne biomase

(tocki 3.2.1 in 3.2.2)

Preglednica 3: Sestava tekocega YEPD gojisca (Atlas, 1993)

sestavina masa [g]
kvasni ekstrakt (Biolife) 10,0
Pepton (Oxoid) 20,0
brezvodna glukoza (Kemika) | 20,0

dH,O do 1000 ml
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3.3.3 Reagenti in raztopine

3.3.3.1. Izpostavitev celic

e spojina na osnovi magnezija: magnezijev hidrid silikat, hidroksi-propil-metil celuloza,
magnezijev karbamat, magnezijev citrat, kalijev citrat, silicijev oksid, kalijev karbonat,
magnezijev sulfat, oleinska kislina, trikalcijev fosfat, magnezijev stearat, sredstvo za

uravnavanje vlage - 1 kapsula ~ 250 mg u¢inkovine
e askorbinska kislina (Sigma) za pripravo 14,2 mM izhodne raztopine v ddH,O
3.3.3.2. Ocena znotrajceli¢ne oksidacije
e KH,PO4 (Merck) za pripravo S0mM vodne raztopine (A)
o K,HPO4(Merck) za pripravo 50mM vodne raztopine (B)
e V(A)+V (B)=>50 mM kalijev fosfatni pufer (pH = 6)
e 96 % etanol (Merck)

e dihidro-2,7-diklorofluorescein diacetat (Sigma) za pripravo 1 mM izhodne raztopine v

96 % etanolu
3.3.3.3. Dolocanje energijske metabolne aktivnosti celic
e BacTiter-Glo™" reagent (Promega)
3.3.3.4. Stetje celic

e NaCl (Merck) za pripravo 0,9 % fizioloske raztopine v dH,O
3.3.4 Pribor in oprema

3.3.4.1. Priprava gojisc, raztopin

e avtoklav (Sutjeska)

e tehtnici exelence in analytic (Sartorius)

e magnetno mesalo Rotamix 550 MM (Tehtnica Zelezniki)

e pH meter SevenMulti (Mettler Toledo)
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e mikrovalovna pecica (Sanyo)

e brezpraSna komora PIO SMBC 122 (Iskra)
e plasti¢ne petrijeve plosce (Golias)

e 100 ml in 1000 ml merilni valj

e vrtinénik EV 100 (Tehtnica Zelezniki)

e plasti¢ne in steklene Case

e kovinska zlicka

e magnetki

e 500 ml merilne bucke

e vatni zamaski
3.3.4.2. Priprava inokuluma

e plasti¢ne cepilne zanke za enkratno uporabo

e brezprasna komora PIO SMBC 122 (Iskra)

e spektrofotometer MA 9510 (Iskra)

e rotacijski stresalnik VIBROMIX 403 (Tehtnica Zelezniki)

e 500 ml erlenmajerice s stransko kiveto (Borosilicate, en utor)
e 1000 ml erlemajerice s stransko kiveto (Schott Duran, en utor)
¢ 50 ml in 100 ml merilni valj

e protipenilec

e plinski gorilnik

3.3.4.3. Ocena znotrajceli¢ne oksidacije

e brezpraSna komora PIO SMBC 122 (Iskra)

e 500 ml erlenmajerice s stransko kiveto (Borosilicate, en utor)
e rotacijski stresalnik VIBROMIX 403(Tehtnica Zelezniki)

e 50 ml plasti¢ne sterilne centrifugirke

¢ 2 ml mikrocentrifugirke (Eppendorf)

e centrifuga LC-321 (Tehtnica Zelezniki)

e centrifuga (Eppendorf)
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e kovinska zlicka

o cirkonij-kremenceve kroglice (Biospec Products, Inc)
e avtomatske pipete (Gilson)

e mikrotitrske plosce - ¢rna, 96 vdolbinic (NUNC)

e (italec mikrotitrskih ploS¢ Safire 2 (Tecan)

e racunalnisSki programski paket Magellan

e vrtinénik EV 100 (Tehtnica Zelezniki)

3.3.4.4. Dolocanje energijske metabolne aktivnosti

e brezprasna komora PIO SMBC 122 (Iskra)

e 500 ml erlenmajerice s stransko kiveto (Borosilicate, en utor)
e rotacijski stresalnik VIBROMIX 403(Tehtnica Zelezniki)

e 50 ml plasticne sterilne centrifugirke

e avtomatske pipete (Gilson)

e multikanalna pipeta (Eppendorf)

o mikrotitrske plosce - bela, 96 vdolbinic (NUNC)

o (italec mikrotitrskih plos¢ Safire 2 (Tecan)

e racunalniSki programski paket Magellan
3.3.4.5. Stetje celic

e mikroskop (Leica ATC 2000)
e 2 ml plasti¢ne centrifugirke (Eppendorf)
e Stevna ploscica Biirker-Tiirk

e avtomatske pipete (Gilson)

3.3.4.6. Shranjevanje kultur, reagentov, raztopin

e hladilnik (LHT Skofja Loka)

e zamrzovalnik (— 20 °C) (LHT Skofja Loka)
e zamrzovalnik (— 80 °C) (Heto)

¢ inkubator (Sutjeska)



Habot R. Studij antioksidativnega delovanja spojine na osnovi magnezija
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2007

4 REZULTATI

Eksperimentalni del naloge je bil opravljen od maja do decembra leta 2006. Obsegal je 240
ur laboratorijskega dela. Slednje je bilo opravljeno v laboratoriju Katedre za
biotehnologijo, Oddelka za zivilstvo, Biotehniske fakultete v Ljubljani. Izhajajo¢ iz ciljev
naloge smo izvedli dve aerobni submerzni kultivaciji kvasovke Saccharomyces cerevisiae
in ustrezno S$tevilo ponovitev glavnih bioloskih poskusov, ki so obsegali oceno
znotrajceli¢ne oksidacije, dolocanje energijske metabolne aktivnosti celic in Stetje celic.
Rezultate aerobne submerzne kultivacije smo prikazali v obliki rastnih krivulj. Rezultate

glavnih bioloskih poskusov smo podali v obliki histogramov.

4.1 DOLOCITEV RASTNE KRIVULJE ZA INOKULUM
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Slika 2: Aerobna submerzna kultivacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae na stresalniku (VD = 100 mL,
T =28 °C, 200 obr./min).

Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti dveh ponovitev.

Na podlagi rastne krivulje (slika 2) smo odcitali vrednost opticne gostote, ki je ustrezala

koncu eksponentne faze rasti. Ta vrednost je 1,65, ki smo jo dosegli po priblizno 9 urah.

Pri vseh nadaljnjih kultivacijah smo za inokulacijo uporabili celice, ki so bile v pozni

eksponentni fazi rasti, pri cemer je bilo merilo ODgsp = 1,65.
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4.2 DOLOCITEV RASTNE KRIVULJE ZA GLAVNI BIOPROCES
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Slika 3: Aerobna submerzna kultivacija kvasovke Saccharomyces cerevisiae na stresalniku (Vp = 450 mL,
T =28 °C, 200 obr./min).

Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti dveh ponovitev.

Na podlagi te rastne krivulje (slika 3) smo odcitali vrednost opticne gostote, ki je ustrezala
zaCetku stacionarne faze rasti. Ta vrednost je ustrezala vrednosti 1,65, ki smo jo dosegli po

priblizno 6 urah.

Pri vseh nadaljnjih bioloskih poskusih smo uporabili celice, ki so bile v zacetku

stacionarne fazi rasti, pri cemer je bilo merilo ODgso = 1,65.
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43 OCENA ZNOTRAJCELICNE OKSIDACIJE
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Slika 4: Ocena znotrajcelicne oksidacije v gojis¢éu YEPD z dodanimi razli¢nimi spojinami glede na kontrolo
(VD =100 mL, T = 28 °C, 200 obr./min), kot izmerjena fluorescenca pri 520 nm v odvisnosti od razli¢nih
¢asov kultivacije.

Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti + SD dveh, treh oziroma $tirih ponovitev.
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Slika 5: Koeficienti znizanja znotrajceli¢ne oksidacije v gojis¢u YEPD z dodanimi razli¢nimi spojinami
glede na kontrolo (VD =100 mL, T = 28 °C, 200 obr./min).

Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti + SD dveh, treh oziroma $tirih ponovitev.
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Znotrajceli¢na oksidacija se je znizala pri vseh dodanih spojinah. Najbolj se je znizala po
dodatku spojine na osnovi magnezija. Po 1 uri se je znizala za 3,8 krat in za 5,6 krat po 3
urah glede na kontrolo. Po 24 urah je bila znotrajceli¢na oksidacija Se vedno zelo nizka. V
primerjavi s kontrolo se je znizala za 6,1 krat. Vendar pa je treba upostevati, da je po 24
urah prislo do odstopanja med posameznimi ponovitvami, kar se kaze v nekoliko vecjih
standardnih odklonih. Askorbinska kislina je tudi zniZala znotrajcelicno oksidacijo v
primerjavi z kontrolo, vendar ne za toliko kot spojina na osnovi magnezija. Spojino na
osnovi magnezija smo v tem bioloSkem poskusu dodajali v dveh oblikah. Med njima nismo

zaznali vecjih razlik.
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44 DOLOCANIJE ENERGIJSKE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC
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Slika 6: Energijska metabolna aktivnost kvasovke Saccharomyces cerevisiae v gojis¢u YEPD z dodanimi
razli¢nimi spojinami glede na kontrolo (VD = 100 mL, T = 28 °C, 200 obr./min), kot izmerjena luminiscenca
v odvisnosti od razli¢nih ¢asov kultivacije.

Rezultati so predstavljeni kot povprecne vrednosti = SD dveh ponovitev.

Energijska metabolna aktivnost celice kvasovke se je povecala po dodatku spojine na
osnovi magnezija. Pove€anje energijske metabolne aktivnosti celic je najbolj opazno po
1 uri. Enak ucinek smo opazili po dodatku askorbinske kisline. Po 24 urah izpostavitve je
bila, v primeru spojine na osnovi magnezija, energijska metabolna aktivnost Se vedno zelo
visoka v primerjavi s kontrolo, ¢e pogledamo povpre¢je meritev. Tudi v tem primeru je
priSlo po 24 urah do velikih razlik med posameznimi ponovitvami, ki pa so bile v tem

primeru zelo ocitne.
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4.5 STETJE CELIC
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Slika 7: Ocena $tevila celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae v gojis¢u YEPD z dodanimi razli¢nimi
spojinami glede na kontrolo (VD = 100 mL, T = 28 °C, 200 obr./min) v odvisnosti od razli¢nih ¢asov

kultivacije.

Rezultati so predstavljeni kot povpreéne vrednosti = SD dveh ponovitev

Statisticno gledano se skupno Stevilo celic kvasovke ni spreminjalo po izpostavitvi celic
kvasovke spojini na osnovi magnezija in askorbinski kislini. Ta metoda je bila le

informativna, saj so razlike med posameznimi meritvami v okviru standardnega odklona.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

Skusali smo dokazati hipotezi, da naj bi dodatek spojine na osnovi magnezija h kulturi
kvasovk S. cerevisiae povzroCil znizanje znotrajcelicne oksidacije in naj ne bi imel

inhibitornega u¢inka na samo rast.
5.1 DOLOCITEV RASTNE KRIVULIJE

Rast kvasovke S. cerevisiae smo spremljali z merjenjem opti¢ne gostote z namenom
dolocitve rastne krivulje. Zanimal nas je potek rasti kvasovke S. cerevisiae, saj smo
potrebovali za namnozitev inokuluma kvasno biomaso ob koncu logaritemske faze rasti, za

sam bioproces pa kvasno biomaso v zacetku stacionarne faze rasti.

Ce pogledamo potek krivulje (slika 2), ki kaze odvisnost ODgsg od ¢asa, vidimo, da je prva
faza rasti prilagajanje kvasovke na novo okolje. Kvasovko smo ohranjali na trdnem gojiscu
YEPD in jo nato inokulirali v tekoce gojis¢e YEPD, ki ima enako sestavo z izjemo agarja,
zato se je kvasovka zelo hitro prilagodila. Fazi prilagajanja je sledila faza pospeSene rasti
nato pa eksponentna faza rasti. Sledi kratka faza pojemajoce rasti nato pa dolga stacionarna

faza, kjer se koncentracija biomase ustali.

Ob koncu eksponentne faze rasti (ODgso = 1,65) smo inokulum kvasne biomase prenesli v
sveze tekocCe gojis¢e YEPD in ponovno dolocili rastno krivuljo (slika 3). Tokrat faze
prilagajanja ni bilo. Takoj se je zaCela eksponentne faza rasti, ki ji je sledila faza

pojemajoce rasti in dolga stacionarna faza.

Stacionarna faza rasti sledi, ko celice kvasovke porabijo ves sekundarni vir ogljika
(etanol), ki je nastal v predhodnih fazah rasti. Stacionarna faza rasti je ponavadi posledica
pomanjkanja vira ogljika, lahko pa nastopi tudi zaradi pomanjkanja drugih virov hranil

(dusik, fosfor in Zveplo) (Longo in sod., 1996).

Stacionarna faza rasti celic kvasovke se razlikuje od eksponentne faze rasti v ve¢ vidikih.
Razlike so fizioloske, biokemijske in morfoloske. Celice kvasovk v tej fazi ne brstijo
(Werner-Washburne in sod., 1993), so temnejSe barve (Bugeja in sod., 1982) in imajo

debelejSo celi¢no steno, ki ne vsebuje veliko por (DeNobel in sod., 1990). V citoplazmi sta
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se nakopicila glikogen in trehaloza. Zaradi njune prisotnosti, so celice postale bolj odporne

ev e

1985).

Tekom stacionarne faze rasti se zacnejo kopiciti tudi celiéne poskodbe. Poskodbe se
morajo nujno odstraniti, saj se biosinteza upocasnjuje, ker so se celice kvasovke v tem

stanju prenehale deliti (Longo in sod., 1996).

Celice kvasovke S. cerevisiae kazejo razlicne prilagoditve metabolizma med vsako
posamezno fazo rasti. Nas je zanimal zacetek stacionarne faze rasti, ki se je pricel po
priblizno devetih urah (ODgso = 1,65) (slika 3). Kvasne celice imajo v tej fazi rasti

znacilnosti, ki smo jih Zeleli za nadaljevanje bioprocesa.

Celice kvasovke S. cerevisiae v tej fazi rasti so zelo podobne vecini celic vecceli¢nih
organizmov. Celice namre¢ vecino energije pridobijo iz respiratornega metabolizma in
celice so presle v Gy fazo celicnega cikla (Longo in sod., 1996). V tem cCasu je ze prislo do
produkcije ROS in endogeni antioksidativni sistemi so bili najverjetneje Ze zelo dejavni. V

tak$nih pogojih smo lahko proucili tudi delovanje eksogenih antioksidativnih sistemov.
52 OCENA ZNOTRAJCELICNE OKSIDACIJE

Mikroorganizmi se vedno znova soocajo z drasticnimi spremembami okolja v katerem
zivijo. Posledicno morajo celice to zaznati in se pravocasno odzvati na te spremembe.
Pomembna je prilagoditev na spreminjajoce se okolje, saj mikroorganizmi tezijo k

prezivetju ne glede na vse (Tamas in Hohman, 2003).

Kot vsi aerobni organizmi se tudi kvasovke soocajo s toksi¢nimi ucinki ROS, ki se
spros¢ajo med normalnim celiénim metabolizmom. V normalnih razmerah rasti so
endogeni antioksidativni obrambni sistemi dovolj u€inkoviti, da obdrZzijo koli¢ino ROS na
neskodljivi ravni (Halliwell in Gutteridge, 1999). Kadar pride do poruSenja ravnotezja med
tvorbo ROS in antioksidantov v celici nastopi oksidativni stres (Betteridge, 2000). Stres
lahko omilimo tudi z eksogenimi antioksidanti v obliki funkcionalnih zivil ali

prehrambenih dopolnil (Ames in sod., 1993; Gutteridge in Halliwel, 1994).
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Celice kvasovke S. cerevisiae smo izpostavili prehrambenemu dopolnilu v obliki spojine
na osnovi magnezija, in sicer v dveh oblikah (1, 2). Kot pozitivno kontrolo smo uporabili
askorbinsko kislino v koncentraciji, ki se je ujemala s koncentracijo (¢ = 2,5 g/L) aktivne

ucinkovine v spojini na osnovi magnezija.

Znotrajcelicno oksidacijo smo ocenili z uporabo barvila diklorofluorescein. Visja kot je

bila izmerjena vrednost fluorescence, visja je bila znotrajcelicna oksidacija.

Meritve fluorescence smo izvedli ob ¢asu 0 (zacetek stacionarne faze rasti), po 1, 3 in 24
urah izpostavitve prej omenjenim spojinam. So¢asno smo zmeraj opravili tudi meritve pri

negativni kontroli, ki nam jo je predstavljala kultura kvasovke brez dodatkov.

Meritve so pokazale, da se je v primeru dodatka vseh spojin celicam kvasovke,
znotrajceli€na oksidacija znizala v primerjavi s kontrolo (slika 4). Razvidno je, da se je
najbolj znizala znotrajceli¢na oksidacija v vzorcu, ki smo mu dodali spojino na osnovi
magnezija. Tudi askorbinska kislina je znizala znotrajceli¢no oksidacijo, vendar ne v

tolikSni meri kot spojina na osnovi magnezija.

Askorbinska kislina (vitamin C) je znan antioksidant, zato smo jo uporabili kot pozitivno
kontrolo. Askorbinska kislina izredno hitro reagira z ROS. V in vivo pogojih pomaga pri
detoksikaciji razlicnih organskih radikalov, saj je pomemben reducent s Stevilnimi
ugodnimi lastnostmi, ki pomagajo celicam pri zasc¢iti pred ROS (Halliwell in Gutteridge,

1999).

Po 24 urah se je nivo znotrajcelicne oksidacije sicer zvisal, vendar je bil gledano v
povprecju glede na kontrolo Se vedno nizji (slika 4). Kaj se je dejansko dogajalo v vzorcu
po 24 urah ne moremo natan¢no sklepati, saj je priSlo med posameznimi ponovitvami do
odstopanj. Vse kaze, da je ta Cas izpostavitve Ze neprimeren za preucevanje ucinkov

dodanih spojin na same celice.

Do poviSanja znotrajcelicne oksidacije je najverjetneje prislo zaradi povisane produkcije
ROS, ki nastajajo med respiratornim metabolizmom. Znotrajcelicna oksidacija je kljub
vsemu nizja od kontrole, kar bi lahko kazalo na visoko antioksidativno delovanje spojine

na osnovi magnezija v celicah. Endogeni antioksidativni sistemi so bili zelo dejavni zaradi
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povisane produkcije ROS, vendar je koncentracija ROS po tem casu ze zelo visoka.
Endogeni antioksidativni sistemi ne zadostujejo ve€. V takSnih razmerah se je pokazal
ucinek eksogenih antioksidantov. V to skupino se uvrS¢ata tako spojina na osnovi

magnezija kot tudi askorbinska kislina.

Koeficient znizanja znotrajceli¢ne oksidacije glede na kontrolo (slika 5), nam delovanje
spojini na osnovi magnezija, ki pa se minimalno razlikuje pri obeh oblikah te spojine
(slika 5). Koeficient znizanja znotrajcelicne oksidacije glede na kontrolo je bil ob dodatku
askorbinske kisline nizji od koeficienta pri spojini na osnovi magnezija, kar nam je
nakazalo, da je spojina na osnovi magnezija boljsi antioksidant. Po 24 urah je koeficient
statisticno gledano enak tistemu po treh urah (slika 5). 1z tega smo sklepali, da je delovanje
spojine na osnovi magnezija najverjetneje dolgotrajno, kar dokazujejo tudi podatki o
izmerjenem ORP v razli¢nih Casovnih obdobjih (priloga F). Kot smo ugotovili Ze prej
(slika 4) je delovanje eksogenih antioksidantov zelo priporocljivo takrat, ko je produkcija

ROS tako visoka, da endogeni antioksidativni obrambni sistemi niso ve¢ dovolj.

Iz dobljenih rezultatov znotrajceli¢ne oksidacije lahko sklepamo, da ima spojina na osnovi

magnezija antioksidativno delovanje pri kvasovki S. cerevisiae.
5.3 DOLOCANIJE ENERGIJSKE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC

Energijsko metabolno aktivnost celic kvasovke S. cerevisiae smo spremljali z merjenjem
luminiscence po 1, 3 in 24 urah izpostavitve prej omenjenim uc¢inkovinam. Uporabili smo
komercialni test BacTiter-Glo™ Cell Viability Assay, s katerim smo merili energijsko

metabolno aktivnost celic v vzorcu z merjenjem koli¢ine ATP.

Pri kontroli (slika 6) koli¢ina ATP sprva naraste, z upocasnitvijo metabolizma pa pricne
padati. ATP nastaja med procesom oksidativne fosforilacije, ki je koncna stopnja
aerobnega metabolizma. Nastane z energijo, ki jo ustvarja transport elektronov. Ti procesi
se po dolocenih fazah celi¢nega metabolizma prekinejo. Za ATP je znacilno, da ob
prekinitvi metabolizma zelo hitro izgine in ga ne moremo ve¢ zaznati. Razpolovna doba

teh molekul je zelo kratka (Boyer, 2005).
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Po dodatku spojine na osnovi magnezija in askorbinske kisline se je energijska metabolna

aktivnost celic povecala glede na kontrolo (slika 6).

Znano je, da lahko spojina na osnovi magnezija reducira NAD" v in vitro pogojih
(Stephanson in Flanagan, 2004). Ko se NAD" reducira, se pretvori v NADH. Nastanek
NADH pa je povezan s produkcijo ATP. Vec¢ kot nastane NADH, veC energije lahko
proizvede organizem. Na ta nacin bi lahko pojasnili visji porast celi¢ne energijske
metabolne aktivnosti tudi v nasem primeru. Sposobnost redukcije se je obdrzala tudi po 24
urah (slika 6), kjer smo v povprecju Se zmeraj izmerili vi§jo metabolno aktivnost glede na
kontrolo. Glede na vecja odstopanja med posameznimi ponovitvami ne moremo zagotovo
sklepati kaj se je po tem Casu dogajalo. Spojina na osnovi magnezija je sicer mocan
reducent, kar nakazuje tudi oksido-redukcijski potencial (ORP), ki smo ga merili (priloga
F). Morda je lahko vi§ja metabolna aktivnost posledica po 24 urah same spojine na osnovi
magnezija, ki $e naprej reducira NAD", ki je nastal Ze prej in je zato $e zmeraj mogoce
zaznati produkcijo ATP, ¢eprav celica morda ni ve¢ v dobrem fizioloskem stanju. Vi§ja
energijska metabolna aktivnost glede na kontrolo je bila z dolo¢anjem ATP opaZena tudi

po dodatku askorbinske kisline, ki je znan reducent in dober antioksidant.

Razlika med askorbinsko kislino in spojino na osnovi magnezija je vidna po 24 urah (slika
6), kjer je bila energijska metabolna aktivnost v primeru askorbinske kisline sicer Se
nekoliko vi§ja od kontrole, vendar nizja od spojine na osnovi magnezija. Askorbinska
kislina ima namre¢ nizji ORP (bolj pozitivna vrednost) od spojine na osnovi magnezija, kar
kaze na manjSo redukcijsko mo€. Za askorbinsko kislino je znano, da se v Zivem
organizmu regenerira ob prisotnosti reducirane oblike NADH ali glutationa. Za to sta
odgovorna encima semidehidoaskorbat-reduktaza in dehidroaskorbat-reduktaza (McKersie,
1996). Nivo glutationa in reducirane oblike NADH s ¢asom upada, saj se metabolizem

upocasnjuje, zato se po 24 urah askorbinska kislina najverjetneje ni ve¢ regenerirala.

Iz dobljenih rezultatov bi lahko znova sklepali, da je substanca na osnovi magnezija zelo
dober antioksidant. To smo dokazali tudi z merjenjem pH (priloga E) in ORP ter pH
(priloga F). Spojina na osnovi magnezija je dvignila pH na nivo alkalnega. Z dvigom enote
pH se niza ORP. Do sedaj znani antioksidanti (askorbinska kislina itd.) so medij zakisali.

Po pregledu literature, so bili rezultati v skladu s predhodnimi Studijami.
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54 STETJE CELIC

Kot dodatek k prejSnjima dvema metodama, smo v vsakem vzorcu celice tudi presteli
(slika 7). Statisticno gledano se Stevilo celic ni razlikovalo med posameznimi casi
izpostavitve prej omenjenim spojinam. Iz teh podatkov nismo mogli veliko sklepati. Na
samo Stevilo celic kvasovke spojina na osnovi magnezija in askorbinska kislina nista

vplivali
5.5 SKLEPI

- Dodatek spojine na osnovi magnezija h kulturi kvasovke S. cerevisiae je povzrocil

znizanje znotrajceli¢ne oksidacije.

- Dodatek spojine na osnovi magnezija h kulturi kvasovke S. cerevisiae ni vplival

inhibitorno na energijsko metabolno aktivnost celic kvasovke.
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6 POVZETEK

Skrb za zdravje je postala ena izmed najpomembnejsSih dejavnosti v sodobnem svetu. V
ospredje so pricela prihajati zdrava prehrana in funkcionalna Zivila. V to skupino spadajo
tudi razna prehrambena dopolnila, ki vsebujejo vitamine, minerale in oligoelemente. Zelo
pomembna so tista zivila, ki delujejo antioksidativno, saj kazejo lastnosti prepreCevanja
raznih sodobnih bolezni. Delujejo pozitivno na celice in naj bi upo€asnjevala tudi staranje
celic, vendar se je treba zavedati, da uporaba sinteti¢nih vitaminskih dodatkov ni
alternativa uzivanju sadja in zelenjave. Spojina na osnovi magnezija je komercialno
prehrambeno dopolnilo, ki ima antioksidativno delovanje. Je kemi€no sintetizirana spojina
z unikatno biokemi¢no aktivnostjo. Studije in vitro so pokazale, da ima ta spojina $tevilne
pozitivne lastnosti. Je dober reducent, z nizkim oksido-redukcijskim potencialom. Ker so
bile do sedaj vse Studije narejene v in vitro pogojih, smo se odlo¢ili, da preverimo to
spojino tudi v in vivo pogojih, saj gre dejansko za prehrambeno dopolnilo namenjeno ne
vedno najbolje poucenemu potrosniku. Kot modelni organizem smo vzeli celice kvasovke
S. cerevisiae, saj je eden izmed najbolje preucenih evkariontskih organizmov. Kvasne
celice so izredno podobne celicam sesalcev na nivoju makromolekul in organelov. Prav
tako je ta organizem idealen za proucevanje zaradi enostavne kultivacije, hitre rasti, dobro
poznane fiziologije in dednega zapisa. V nalogi smo Zeleli ugotoviti ali spojina na osnovi
magnezija resni¢no deluje antioksidativno tudi v in vivo pogojih. Spojino na osnovi
magnezija smo dodali h kulturi kvasovke S. cerevisiae, ki je bila v zacetku stacionarne faze
rasti, kjer se ze spopada z ROS. Za pozitivno kontrolo smo uporabili raztopino askorbinske
kisline, ki je znan antioksidant in na kateri so bile opravljene mnoge Studije tako v in vivo
kot in vitro pogojih. Proucevali smo vpliv na znotrajceli¢no oksidacijo in energijsko
metabolno aktivnost. Znotrajcelicno oksidacijo v celicah kvasovke S. cerevisiae smo
izmerili s uporabo barvila diklorofluorescein. Ugotovili smo, da dodatek spojine na osnovi
magnezija h kulturi kvasovke zniza znotrajcelicno oksidacijo. Energijsko metabolno
aktivnost kvasovke S. cerevisiae smo dolocali z uporabo komercialnega testa BacTiter-
Glo™ Cell Viability Assay. Ugotovili smo, da so glede na kontrolo, celice kvasovke ob
dodatku spojine na osnovi magnezija veliko bolj metabolno aktivne. Iz tega smo sklepali,
da spojina na osnovi magnezija pozitivno vpliva na celice kvasovke in ne inhibira njihove

rasti.
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PRILOGE

Priloga Al: Meritve opticne gostote (ODgsg) med aerobno submerzno kultivacijo kvasovke
Saccharomyces cerevisiae na stresalniku (Vp = 100 mL, T = 28 °C, 200 obr./min) — namnoZevanje
inokuluma

Vp =100 mL
¢as (h) ODgs0 (A) ODsso (B) ﬁ 650+ SD
0 0,195 0,205 0,200 + 0,005
2 0,263 0,256 0,260 + 0,004
4 0,486 0,542 0,514 + 0,028
6 0,918 1,005 0,962 + 0,044
8 1,383 1,471 1,427 + 0,044
10 1,648 1,656 1,652 + 0,004
12 1,674 1,678 1,676 £ 0,002
14 1,701 1,708 1,705 + 0,004
24 1,758 1,762 1,760 + 0,002

Priloga A2: Meritve opti¢ne gostote (ODgso) med aerobno submerzno kultivacijo kvasovke
Saccharomyces cerevisiae na stresalniku (Vp =450 mL, T =28 °C, 200 obr./min) — glavni poskus

Vp = 450 mL

¢as (h) ODsso (A) ODgso (B) OD ¢s0+ SD
0 0,546 0,590 0,568 + 0,022
2 0,859 0,897 0.878 0,019
4 1,337 1,336 1,337 £ 0,000
6 1,640 1,653 1,647 + 0,007
8 1,679 1,695 1,687 + 0,008
10 1,692 1,704 1,698 = 0,006
12 1,710 1,708 1,709 £ 0,001
24 1,764 1,777 1,771 = 0,006




Priloga B1: Meritve fluorescence za doloCanje znotrajcelicne oksidacije pri kvasovki
Saccharomyces cerevisiae brez (kontrola) in po dodatku spojin

cas kontrola

spojina na osnovi Mg 1

spojina na osnovi Mg 2 askorbinska kislina

(h) fluorescenca = SD KV% fluorescenca + SD KV% | fluorescenca+SD | KV% fluorescenca = SD KV%
0 9316,70 £ 1361,96 | 14,62
1 16047,79 + 3390,41 21,13 4221,32 £501,16 | 11,87 5200,20 + 327,89 | 6,30 9046,20 = 335,90 3,71
3 23366,66 +2564,50 | 10,98 4207,27 £334,90 7,96 521521 £464,03 | 8,90 13824,34 £ 1973,61 | 14,27
24 109151,2 +9423,16 8,63 21484,86 + 10070,27 | 46,87 | 17684,00 + 949,02 | 5,36 33390,00 + 533,87 1,60

Priloga B2: Koeficienti znizanja znotrajceli¢ne oksidacije pri kvasovki Saccharomyces cerevisiae
brez (kontrola) in po dodatku spojin

spojina na osnovi Mg 1 | spojina na osnovi Mg 2 askorbinska kislina

cas (h) k znizanja KV% k znizanja KV% k znizanja KV%
1 3,84+0,28 7,29 3,09+0,14 4,53 1,78+0,04 2,25

3 5,58+0,26 4,66 4,50+0,28 6,22 1,71+0,15 8,77
24 6,01+1,35 22,46 6,18+0,23 3,72 3,27+0,04 1,22




Priloga C: Meritve luminiscence za dolocanje celicne metabolne aktivnosti pri kvasovki
Saccharomyces cerevisiae brez (kontrola) in po dodatku spojin

cas kontrola spojina na osnovi Mg 1 askorbinska kislina
(h) luminiscenca + SD KV% luminiscenca + SD KV%
0 |1,0810%+0,43-10° | 39,81
1 [1,91-10%£0,34-10° | 17,80 | 3,36-10°+0,42-10° | 12,50 | 3,16-10%:0,41-10° | 12,98
3 ] 1,05-10%0,20-10° | 19,05 | 1,44-10°£0,16-10° | 11,11 | 1,91-10°+0,21-10° | 11,00
24 10,21-10°£0,06-10° | 28,57 | 4,70-10°+3,14-10° | 66,80 | 0,32-10°+0,01-10° | 3,12

luminiscenca = SD KV%




Priloga D: Povpreéne vrednosti Stevila celic kvasovke Saccharomyces cerevisiae v gojiséu YEPD z
dodanimi razli¢nimi spojinami glede na kontrolo

cas kontrola spojina na osnovi Mg 1 askorbinska kislina
(h) st. celic + SD KV% it. celic + SD KV% it. celic + SD KV%

0 |2,30-10%+1,28-10% | 55,65
1 |1,1810%£0,39-10% | 33,05 | 3,55-10%+0,00-10° | 00,00 | 3,05-10°+0,00-10% | 00,00
3 ] 1,67-10%+0,22-10% | 13,17 | 3,85-10%£0,92-10% | 23,90 | 3,15-10%+0,14-10° | 4,44
24 | 1,45-10%£0,90-10% | 62,07 | 2,65:10%+1,65-10° | 62,26 | 2,23-10%+0,39-10% | 17,49




Priloga E: Izmerjene vrednosti pH v gojis¢u YEPD s kulturo kvasovke Saccharomyces cerevisiae
in dodanimi spojinami (t =0, pH =5,17)

¢as (h) kontrola [pH] | spojina na osnovi Mg 1 [pH] askorbinska kislina [pH]
1 5,27 7,55 4,40
3 5,23 7,66 4,34
24 5,24 7,90 4,48




Priloga F: Izmerjene vrednosti ORP po dodatku spojine na osnovi magnezija v gojis¢u YEPD in
izmerjene vrednosti ORP ter H po dodatku spojine na osnovi magnezija destilirani vodi v razli¢nih
casovnih obdobjih

&as (min) ORP dH,0 [mV] pH™ ORP YEPD [mV]
5 —326 7,50 — 30
10 —573 9,14 — 54
20 — 620 9,57 — 67
60 —790 9,99 — 411

* izmerjen pH takoj: 3,5
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