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Polifenoli so sekundarni metaboliti, ki imajo pomembno vlogo pri za$€iti rastlin
pred ultravijolicnim sevanjem in povzrocitelji bolezni. V na$i raziskavi smo za
poskus izbrali navadno ajdo (Fagopyrum esculentum Moench), sorto Darja.
Analizo vzorcev smo izvedli na Fakulteti za farmacijo. Glavni namen poskusa je bil
ugotoviti kako vpliva ta selen in UV sevanje na vsebnost polifenolnih snovi v ajdi.
Ajda je Se posebej znana kot bogat vir flavonoidov, poleg flavonoidov vsebuje tudi
snov fagopirin, podoben hipericinu, ki povzro€a preobcutljivost na svetlobo, ¢e
zauzijemo vecje koli¢ine zelenih delov ajde. Pridobivanje flavonoidov, taninov in
fagopirina iz zelenih delov ajde je moZno s prilagoditvijo razmer ekstrakcije.
Skupna vsebnost flavonoidov in taninov sta bili doloCeni s spektrofotometricno
metodo in uporabo AICI; ter vanilin-HCI reagenta. Ugotovili smo, da je vsebnost
polifenolnih snovi najvecja v listih ajde. Nekaj manj jih je v kalicah in najmanj v
steblih. Listi rastlin iz semen tretiranih z Zveplom, ki so bili izpostavljeni naravni
intenziteti UV-B sevanja, so vsebovali najve¢ flavonoidov. Na vecjo vsebnost
taninov je najbolj ugodno deloval selenit in uporaba Mylar folije. Na sploSno so
bile vecje vsebnosti taninov, ¢e so bile rastline gojene pri naravni svetlobi ali
poveCanem UV-B sevanju. Pod Mylar folijo so imele rastline vecjo vsebnost
fagopirina.
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Polyphenols are secondary plant metabolites that play a role in the protection of
plants against ultraviolet radiation, pathogens, and herbivores. As a test plant we're
chosen buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench, cv. Darja). Analysis of
samples was performed at the Faculty of Pharmacy. The main purpose of the
experiment was to determine the impact of selentum and UV radiation on the
content of polyphenolic substances in buckwheat. Buckwheat herb is especially
known as a rich source of flavonoids. Besides flavonoids it also contains fagopyrin,
a substance similar to hypericin, which causes the light sensitivity after the
ingestion of large amounts of the green parts of buckwheat. Differential extraction
of flavonoids, tannins and fagopyrin from the green parts of buckwheat is possible
by adjustment of the extraction conditions. Total flavonoid and tannin contents
were determined spectrophotometrically using AICl; and vanillin-HCI reagents. We
found thet the highest content of polyphenolic substances in leaves. Somewhat less
in the cotyledons and at least in stems. Leaves that have been treated with sulfur
and exposed to the natural intensity of UV-B radiation had more flavonoids.
Highest content of tannins is due to selenite and Mylar foil. In general, however,
higher levels of tannins have been after growing in natural light or with increased
UV-B radiation. The plants under Mylar foil had a higher content of fagopyrin.
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1 UVOD

Navadna ajda (Fagopyrum esculentum Moench) izvira iz jugozahodne Kitajske, pokrajine
Junan, od koder se je postopoma Sirila po svetu. V Sloveniji je bila prvi¢ omenjena leta
1426, verjetno je k nam prisla nekaj let prej (Kreft, 1995). NajpomembnejSa obmocja
pridelovanja ajde v Evropi so v Rusiji, Ukrajini, Moldaviji, Belorusiji, na Poljskem,
Hrvaskem, v Sloveniji, Avstriji, Italiji, na Danskem in v Franciji (Kreft, 1995). Je del nase
tradicije in je zelo primerna za ekolosko pridelovanje (Vadnal, 2002).

Ajda ne sodi med prava zita, ki spadajo v druzino trav, uvr§€amo jo v druzino dresnovk
(Polygonaceae) in je dvokali¢nica. Je enoletna rastlina, ki se razmnoZuje s plodovi, ki jim
pravimo semena.

V zadnjih letih se je zanimanje za zivila iz ajde povecalo. Najpomembnejsa je prehranska
kakovost ajde in pridelovanje v razmerah brez uporabe kemiCnih sredstev (Kreft in
Skrabanja, 1999). 1z tal laZje érpa mineralne snovi kot druge polj$¢ine, zato najveckrat
gnojenje sploh ni potrebno. Gnojimo le takrat, ko je v tleh malo hranil, z malo hlevskega
gnoja in nekaj fosforjevega gnojila (Kreft, 2003). Vlaganja za pridelovanje ajde so majhna.
Ponavadi so potrebni samo plitvo oranje, setev in spravilo (Kreft, 1995). Pomembno pa je
tudi, da jo sejemo na Cisto njivo, ustrezno vrstimo polj$¢ine in plevele zatremo, Se preden
na njivo posejemo ajdo (Kreft in Skrabanja, 1999).

Ajda je v prehrani zelo pomembna za ljudi obcutljive na gluten, pri bolezni celiakiji.
Bogata je z ogljikovimi hidrati, z obliko nerazvejanega Skroba - amilozo, z beljakovinami
in vlakninami, ki upocasnijo hitrost prehajanja hrane skozi prebavila in imajo varovalni
uc¢inek na steno Crevesja. Vsebuje tudi mineralne snovi, od katerih so pomembni cink,
baker, magnezij, selen. Prisotne so tudi masc¢obe in antioksidanti, predvsem rutin in drugi
flavonoidi, ki pomagajo lajSati tegobe visokega krvnega tlaka in varuje telo pred
Skodljivimi snovmi (Kreft, 2003).

Korenine ajde rastejo sorazmerno plitvo in so Zilave. Steblo je so¢no, zilavo in kiselkastega
okusa, zaradi vsebnosti oksalne kisline. Visoka je od 20 do 30 cm pa tudi do 150 cm, Ce je
dovolj hranil in vlage. Obarvanost stebla je genetsko pogojena in se lahko razlikuje od
sorte do sorte. Listi so srcasto pusScicasti. Cvetovi so v sestavljenih socvetjih, bele, roZznate
ali rdeCkaste barve, spada med brezvenc¢nice in nima pravih vencnih listov. Ajda ima dva
tipa cvetov z razliCnima dolzinama pestiCevih vratov oziroma razlicnima dolZzinama
prasnikov. Cvetovi lahko imajo dolge prasnike in kratke vratove pesticev, ali pa kratke
prasnike in dolge vratove pestiCev. Za oprasevanje ajde so zelo pomembne cebele (Kreft,
1995).
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V vzorcih ajde, katerih semena so bila tretirana v razlicnih Se raztopinah in rastline
izpostavljene razlicnim UV-B sevanjem, smo dolocevali vsebnost flavonoidov in taninov z
ekstrahiranjem. Dolocevali smo tudi vsebnost fagopirina, z dvojno ekstrakcijo. Uporabili
smo spektrofotometricno metodo. Namen naloge je bil ugotoviti, ali je pri nas pridelana
zel ajde bogata s polifenolnimi snovmi, ki so pomembne za zdravje ljudi.

1.1 NAMEN DIPLOMSKE NALOGE

Ajda je priljubljena zaradi znalilnega okusa. Znan je njen pomen pri zdravi prehrani.
Lahko je pomembna alternativna polj$¢ina in izhodiS¢e za zanimive prehranske izdelke.
Polifenolne snovi igrajo pomembno vlogo pri zas¢€iti rastlin pred ultravijolicnim sevanjem.

Namen nasega diplomskega dela je bil prouciti vsebnost polifenolnih snovi v vegetativnih
delih ajde (Fagopyrum esculentum Moench), katerih semena so bila tretirana v razli¢nih Se
raztopinah, ter nato rastline izpostavljene razli¢nim jakostim UV-B sevanja. V vzorcih ajde
smo dolocevali flavonoide in tanine z ekstrahiranjem, ter vsebnost fagopirina z dvojno
ekstrakcijo.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

e Predvidevali smo, da je pri nas pridelana zel navadne ajde bogata s polifenolnimi
snovmi, ki so pomembne za zdravje ljudi.

e Sklepali smo, da se polifenolne snovi kopicijo predvsem v listih.
e Predvidevali smo, da bo tretiranje semen v razlicnih Se raztopinah in

izpostavljenost razliénim jakostim UV-B sevanja, vplivala na vsebnost
flavonoidov, taninov in fagopirina v ajdi.



Hrsak T. Vsebnost polifenolnih snovi v ajdi (Fagopyrum esculentum Moench).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2011

2 PREGLED OBJAV

2.1 BOTANICNA UVRSTITEV

Preglednica 1: Znanstvena klasifikacija navadne ajde (cit. po Kreft, 1995)

Kraljestvo Plantea (rastline)

Deblo Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred Magnoliopsida (dvokali¢nice)
Red Caryophyllales (klin¢kovei)
Druzina Polygonaceae (dresnovke)

Rod Fagopyrum

Vrsta esculentum

Znanstveno ime Fagopyrum esculentum Moench
2.2 NAVADNA AJDA

Navadna ajda (Fagopyrum esculentum) izvira s Kitajske. Pri nas sta najbolj razsirjeni sorti
ajde 'Siva' in 'Darja’, ki so ju dobili s pozlahtnitvijo starih domacih sort ajde. Sorta 'Darja’
je bolj odporna proti susi, zato jo bolj priporo€ajo za nizinske predele v okolici Ljubljane,
na Gorenjskem, Stajerskem in v Prekmurju. 'Siva' dobro uspeva v visjih legah — Dolenjske.
Sorta 'Darja' je nastala s krizanjem starih slovenskih sort ¢rne ajde z vzorci ruskega izvora.
Zanimiva je tudi pri drugih narodih, kjer so jo zaceli na Siroko pridelovati. Pomembno
vlogo je dobila tudi zaradi svoje ugodne hranilne vrednosti (Kreft, 2003).

Ajda, stara kulturna rastlina, sodi med enoletne rastline in je dvokali¢nica. Agronomsko jo
uvr§¢amo skupaj z ziti v isto skupino, saj je uporaba in nacin pridelave podoben kot pri
kru$nih Zitih. Med prosasta zita jo, skupaj s prosom, sirkom in rizem, uvr§¢amo tudi zaradi
oblike socvetja. Njeni bliznji sorodniki so dresni, rabarbara, kislica, pa tudi $pinaca in
amarant (preglednica 1) (Kreft, 1995).
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2.2.1 Morfoloske in bioloske lastnosti

Ajda ima spiralasto namescene sréaste liste, ki so spodaj pecljati, proti vrhu pa sedeci.
Doseze lahko visino od 60 do 100 cm. Cvetovi so zdruZeni v mnogocvetna socvetja in so
bele do rdece barve (slika 1) (Kocjan Acko, 1999). Izrazitost barve je sortna lastnost, lahko
pa je odvisna tudi od vplivov okolja (Kreft, 1995). Oprasujejo jo zuzelke, zlasti so
pomembne cebele. Plod (oz. oresek) je obdan z lus¢ino. Pod njo je seme, z beljakovinsko
plastjo, v notranjosti pa meljak, v katerem so nakopiceni ogljikovi hidrati. V kal¢ku so
poleg beljakovin in mascob Se minerali (K, Ca, Fe, P, Mg, Zn, Cu, Se) in vitamini (skupina
B, E) (Kocjan Acko, 1999). Beljakovine v kalcku so izredno dobre hranilne vrednosti.
Plodovi, oreski navadne ajde so trirobi, od sivo, rjave, temnorjave do ¢rne barve (Kreft,
1995).

Slika 1: Navadna ajda (Jagodic, 2004)
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2.2.2 Pridelovanje in uporaba

Ajda kot poljS¢ina ni posebno obcutljiva; tudi sama sebe dobro prenaSa. Zahteva cisto
njivo. Setev strniS¢ne ajde je odvisna od sorte (Dolenjska in Ljubljana okoli 25. julija,
Gorenjska in Prekmurje nekoliko prej). Ce so tla bogata z mineralnimi snovmi, gnojenje ni
potrebno. Tla z majhno vsebnostjo hranil pred oranjem malo pognojimo z hlevskim
gnojem in nekaj fosforjevega gnojila. Zelo obcutljiva je na herbicide. Kot osnovno varstvo
ajde pred pleveli je le sejanje na Cisto njivo. Nekatere plevele zatira tudi sama zaradi hitre
rasti in razvoja listov (Kreft in Skrabanja, 1999). Za ajdo so najbolj$a globoka in rodovitna
tla, vendar jo z dobro agrotehniko uspesno gojimo tudi na slab$ih tleh (Todori¢ in Gracan,
1982). V suhem vremenu ajdo Zanjemo z zitnimi kombajni. Po spravilu jo je potrebno
¢imprej posusiti, saj se tako ohrani v ajdovih zrnih kakovost sestavin in znacilen okus
(Kreft in Skrabanja, 1999).

Ajdove luske dobro prevajajo vlago in toploto, zato so primerne za vzglavnike. V luskah je
tudi nekaj naravnih antioksidantov, ki delujejo blago protibakterijsko in protivirusno (Kreft
in Skrabanja, 1999). Rutin, ki ga vsebuje ajda, pripomore k odpornosti organizma pri
boleznih srca in oZilja, zaustavlja krvavitve, znizuje visok krvni tlak in blazi otekline. Suho
slamo lahko uporabimo pri hlevski reji zivine, otrobe in oluS¢eno zrnje za prehrano
prasicev, itn. (Kocjan Acko, 1999).

Ajda je primerno zivilo za brezglutensko dieto pri prehrani bolnikov s celiakijo. V prehrani
jo uporabljamo kot kaso in moko iz katere lahko naredimo ajdovnik (¢rn kruh samo iz
ajdove moke), palacinke, zvitke, pogace, mlince, testenine, zgance...(Kocjan Acko, 1999).
Ajda ponuja Se veliko drugih moznosti za uvedbo izdelkov. Drugod po svetu poznajo tudi
npr. ajdov &aj, staran ajdov kis, kruh z ajdovimi otrobi... (Kreft in Skrabanja, 1999).

2.3 PROSTI RADIKALI IN ANTIOKSIDANTI

2.3.1 Prosti radikali

Prosti radikali so visoko reaktivne molekule, ki poskodujejo celi¢ne strukture. Nastanejo
zaradi celi¢ne presnove (dihanja) in kot posledica dejavnikov okolja (UV in gama zarkov,
toplote, kajenja, onesnazenega okolja, itd.). Prosti radikali so v telesu v stalnem ravnotezju
z antioksidanti (KoroSec, 2000), zato telesu na splosno uspe opraviti z dnevnimi napadi
prostih radikalov (Walker, 2003).

Prosti radikali so spojine, ki jim manjka en elektron in so zato nestabilne. Delujejo znotraj
in zunaj celice. Kadar se ravnotezje med prostimi radikali in antioksidanti porusi, pride do
poskodb celi¢nih struktur, ki so najpogostejSi vzrok za staranje, degenerativne bolezni,
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raka in razlitne druge bolezni. To imenujemo oksidativni stres. Ce poznamo vlogo
antioksidantov lahko uspesneje preprecujemo in zdravimo te posledice. Bistveni del zaloge
antioksidantov dobimo s hrano. Zunanje antioksidante telo samo ne more ustvariti, zato
moramo sami poskrbeti, da se ubranimo napadov prostih radikalov. UZivati moramo hrano
bogato z antioksidanti (Walker, 2003).

2.3.2 Antioksidanti

Antioksidanti (AO) so naravne ali sinteticne snovi, ki Ze v majhnih koncentracijah
prepreCujejo ali zavirajo nezazelene oksidativne spremembe v bioloskih sistemih (Zivila,
oz. hrana in Zivi organizmi) (Salobir, 2000).

Antioksidanti so spojine, ki preprecujejo oksidacijo snovi. Verizno oksidacijo povzrocajo
oksidanti in radikali, vendar vsi radikali niso oksidanti in vsi oksidanti ne radikali. Od vrste
antioksidanta je odvisno kako preprecujejo oksidacijo (Abram, 2000).

Dovolj antioksidantov, ki so pomembni za telo, je v nasi vsakodnevni prehrani, ali pa jih
telo sintetizira samo. Razli¢ni antioksidanti so v telesu v razlicnih koncentracijah in v
razli¢nih tkivih (Antioksidanti, www.medicaartis.si/antioksidanti.htm#2).

Antioksidanti so encimi, vitamini, betakaroteni, bioflavonoidi, katehini, itn. ter
mikrorudnine — selen, cink, baker, mangan (Korosec, 2000).

Razvrstitev antioksidantov (Korosec, 2000):

- AO, ki vezejo proste radikale (predstavljajo glavno zunajcelicno
antioksidantno obrambo — katalaza...)

- reducenti (neencimski proteinski antioksidanti v plazmi — hemoglobin,
katalaza...)

- AO sinergisti (povecujejo ucinkovanje antioksidantov prve skupine;
neencimski antioksidanti, ki so v plazmi, celicah in v celi¢énih membranah —
vit. C, secna kislina, betakaroten...)

Po kemijski zgradbi so topni v vodi in v mascobah. Vodotopni antioksidanti se iz telesa
izlo¢ijo z urinom, zato ni nevarnosti prekomernega zauzitja. Pri antioksidantih, ki so topni
v mascobah pa lahko pride do akumulacije, zato moramo biti pri vnosu previdni (Korosec,
2000).
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2.3.2.1 Vloga antioksidantov v rastlinah in ljudeh

Rastline uporabljajo antioksidante in druge sekundarne metabolite kot zas¢ito pred
Skodljivimi vplivi son¢nih Zarkov, napadi virusov, bakterij, gliv in drugimi stresnimi
dejavniki. Nevarne ultravijolicne zarke rastline s pomocjo sekundarnih metabolitov, zlasti
flavonoidov in drugih polifenolnih snovi, zaustavijo Ze v zunanjih tkivih. Sintezo
antioksidativnih za$¢itnih snovi sproZzijo prav UV- zarki (Kreft in sod., 2000).

Ljudje smo postali tako reko¢ odvisni od nekaterih snovi, ki jih dobimo predvsem s hrano
rastlinskega izvora (vitamini, vlaknine, polifenoli). Hkrati so se razvile tudi nove genetske
prilagoditve na hrano iz rastlin (beljakovine v slini, ki nevtralizirajo nekatere moZne
Skodljive ucCinke tanina, zmoZnost uravnavanja vsebnosti selena v krvni plazmi s
posebnimi beljakovinami). V organizmu imamo dve vrsti antioksidantov: endogeni in
eksogeni. Endogene tvori na$ organizem, eksogene pa dobimo s hrano (Kreft in sod.,
2000).

2.4 POLIFENOLNE SNOVI

Rastlinske polifenole sestavljajo kompleksne snovi, ki so nastale med procesi
sekundarnega metabolizma (Kreft in Skrabanja, 1999). Fenolne spojine imenujemo tiste
spojine, ki imajo najmanj en aromatski obro¢ in najmanj eno ali ve¢ —OH skupin vezanih
na aromatski obro¢ (Abram, 2000).

Polifenoli imajo antioksidativne lastnosti, ki lahko =zavirajo peroksidacijo lipidov,
zmanjSujejo kapilarno krhkost povezano s hemoragi¢nimi spremembami, zniZujejo visok
krvni tlak in tveganje za arteriosklerozo. Prav tako igrajo pomembno vlogo pri zasciti
rastlin pred ultravijoli¢nim sevanjem (Vogrin¢i¢ in sod., 2010).

Od vseh aromati¢nih spojin v rastlinskih organih, so flavonoidi in tanini najbolj pogosti.
Pomembno vlogo imajo pri samem delovanju rastline in so tudi komercialno pomembni —
v farmaciji, prehrambeni industriji in v hortikulturi (Luthar, 1992).

Ajda vsebuje pomembno koli¢ino rutina in drugih polifenolnih snovi. Najve¢ ga je v
cvetovih in zelenih delih rastline. Ve¢ rutina zasledimo pri tatarski ajdi (Fagopyrum
tataricum) (Kreft in sod., 2008).
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2.4.1 Flavonoidi

Flavonoidi (lat. flavus = rumen) so dobili svoje ime po rumeni barvi, Ceprav priStevamo
mednje tudi rdeCemodro obarvane antociane (Toplak Galle, 2000). Pojavljajo se v
nadzemnih delih rastlin v obliki glikozidov in dajejo barvo cvetovom, listom in plodovom
(Schonfelder in Schonfelder, 2006).

Flavonoidi so fenolne spojine zgrajene iz 15 C - atomov. Osnovno spojino flavon
sestavljajo strukture, ki jih oznacujemo s Cs — C3 — Cs. Osnovno strukturno formulo
flavonoidov prikazuje slika 2 (Abram, 2000).

Slika 2 : Osnovna strukturna formula flavonoidov (Abram, 2000)

Med seboj se razlikujejo po stopnji oksidacije, razporeditvi hidroksilnih (-OH) in
metoksilnih (-OCHj3) skupin in po vezanih sladkorjih. Tudi po u¢inkovanju v telesu so si
med seboj razli¢ni. Nekateri razSirjajo sréne (koronarne) zile in izboljSujejo delovanje srca,
blazijo krce, S§Citijo jetra in vplivajo na nastanek ZolCa, pospeSujejo znojenje, povecajo
koli¢ino seca, itn. Z zaviranjem nastanka tkivnih hormonov prostagladinov (rutin) in
antialergicnim uc¢inkom imajo pomembno vlogo proti vnetjem in zbiranju vode v tkivih
(Toplak Galle, 2000). Zaradi svojega grenkega okusa odganjajo parazite in delujejo kot

za$Cita rastline pred UV zarki, saj lahko absorbirajo UV svetlobo (Abram, 2000).

Najpomembnej$a flavonoida v ajdi sta rutin (slika 3) in kvercetin (Kreft in Skrabanja,
1999). Rutin je glavni sekundarni metabolit ajde in je primeren vir za izolacijo tega
glikozida. Dobro je topen v vodi. V debelem crevesju se zaradi delovanja Crevesnih
bakterij presnovi in se le v majhni meri absorbira nespremenjen. Vsebnost rutina je
najvecja ob zaCetku cvetenja, z rastno dobo pa se koliina rutina spreminja. Biosinteza
rutina je tesno povezana s fotosintezo in svetlobo, zato osencene rastline vsebujejo manj
rutina. Kvercetin lahko nastane pri nepravilnem suSenju oziroma prepozni stabilizaciji
rastline po Zetvi (Mlinari¢, 2000).
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2.4.2 Tanini
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Slika 3: Strukturna formula rutina (Abram, 2000)

Tanini so fenolne snovi, ki so lahko v vseh rastlinskih delih, vendar zelo redko v
monomerni obliki. S specificnimi beljakovinami in sladkorji oblikuje vecje komplekse, kar
otezuje njegovo izolacijo. Topni so v vodi, metanolu, etanolu, acetonu in etilacetatu,
netopni pa v benzenu in kloroformu (Luthar, 1992).

Fenolne snovi se delijo na (Luthar, 1992):

hidrolizirajoce tanine
kondenzirane tanine

Tanini so sestavljeni iz flavonoidnega Cs — C; — Cs skeleta, flavon-3-olov (katehin,
epikatehin) in flavan-3,4-diolov (leukoantocianidin) ali pa iz estrov fenol karboksilnih
kislin (gali¢na kislina, elagi¢na kislina) in heksoznih molekul (glukoze). Zelo tezko jim je
dolo¢iti zgradbo in sestavo, saj lahko oksidirajo in imajo koloidne lastnosti (Luthar, 1992).

Delijo se v tri skupine (Luthar, 1992):
- hidrolizirajoci tanini

- kondenzirani in
- kompleksni tanini



10
Hrsak T. Vsebnost polifenolnih snovi v ajdi (Fagopyrum esculentum Moench).
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za agronomijo, 2011

Tanini delujejo antibakterijsko, nekateri preprecujejo rast razliénih tumornih celic in
virusov. Znizujejo krvni tlak, preprecujejo nastanek zobnih oblog, vezejo prosti kisik in
ucinkujejo proti prostim radikalom, ki imajo veliko vlogo pri slabi prekrvitvi organov, pri
raku in poapnenju zil, pri parkinsonovi bolezni in pri revmati¢nih spremembah sklepov in
staranju. Notranja uporaba taninov je v zmernih koli¢inah neSkodljiva, saj je zdrava
¢revesna sluznica ne prepusca. Za zunanjo uporabo v obliki mazil pa niso ve¢ v uporabi,
ker po prehodu v krvni obtok povzrocajo poskodbe jeter (Toplak Galle, 2000).

2.4.3 Fagopirin

Fagopirin pri ljudeh povzroca obcutljivost na svetlobo, ¢e pojedo prevec zelenih delov
rastlin ajde. Pojav imenujemo fagopirizem. Podoben je hipericinu, ki ga najdemo v
Sentjanzevki (Kreft in sod., 2008). Fagopirin je zelo slabo topen v vodi, zato uporaba
vodnih izvleckov ne predstavlja tveganja za pojav fototoksicnosti pri ljudeh (Mlinaric,
2000).

2.5 SEVANIJE

Sonce je glavni vir energije za Zivljenje na Zemlji in vir kratkovalovnega ultravijoli¢nega
(UV) sevanja. Ozonska plast to sevanje absorbira in mu preprecuje dostop do povrsja
Zemlje. Ozonska plast zelo u€inkovito absorbira valovne dolZine, krajSe od 290 nm. Med
290 in 330 nm absorpcijski koli¢nik upada, sevanje ve¢jih valovnih dolzin pa se skoraj v
celoti prepusti skozi atmosfero (Madronich, 1993). Rezultat je, da na povrSini Zemlje ni
UV-C sevanja (<280 nm) in ga tudi ne bo, dokler bo v stratosferi kaj ozona, medtem ko se
prepusti skoraj vse son¢no UV-A sevanje (320-400 nm). Koli¢ina UV-B sevanja (280-320
nm), ki prodre do povr$ja Zemlje, pa je odvisna od debeline ozonske plasti (Pajk, 2006).

Zaradi onesnaZenja atmosfere s fluoro-kloro ogljikovodiki prihaja do tanjSanja ozonske
plasti, posledi¢no pa se povecuje koli¢ina UV-B sevanja, ki prodre do povr§ja Zemlje. Pri
rastlinah obstaja posebna pot prenosa UV-B zarkov, ki ima pomembno vlogo pri
prilagajanju rastlin na okolje in medsebojni kompetitivnosti. Povecanje UV-B sevanja ima
verjetno zaradi ozonske luknje na rastline ve¢ji vpliv preko sprememb DNA kot preko UV-
B receptorjev s katerim zaznavajo koli¢ino UV-B sevanja in se nanjo prilagajajo.

Rastline so neposredno odvisne od soncne svetlobe, zato so neizogibno izpostavljene UV-
B sevanju. To sevanje lahko poskoduje tarce v rastlinski celici in s tem negativno vpliva na
fotosintezo in rast. Tare UV-B sevanja v rastlinskih celicah so DNA, aminokisline,
proteini in citoskelet, lipidi in membrane, rastlinski hormoni ter pigmenti (Pajk, 2006).
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2.5.1 Selen

Selen je kemijski element, ki se nahaja v VI. skupini periodnega sistema. Spada med
metaloide, saj ima tako lastnosti kovin in nekovin. Z Zveplom imata podobne lastnosti, v
bioloskih sistemih pa nista zamenljiva (Brenc¢i¢ in Lazarini, 1995).

V majhnih koli¢inah je nujno potreben za pravilno delovanje cloveskega in Zivalskega
organizma. Dolgotrajno uzivanje (2,5 - 3 mg in ve¢ dnevno) vodi do kroni¢nih zastrupitev.
Selen je povezan tudi s presnovo mascob, saj vsebuje encim glutation peroksidazo, ki
vsebuje selen in se brez ustrezne koli€ine tega elementa ne more sintentizirati. Najdemo ga
v zitih, ribah, mesu in drobovini. V prehrani ljudi ga dodajamo v obliki prehranskih
dopolnil, na dolo€enih obmo¢jih kjer ga primankuje pa ga dodajamo z mineralnimi gnojili,
foliarnim nanosom ali namakanjem semen. PriporocCeni dnevni odmerek (RDA) za selen je
55 ug/dan (Jelen in Skrabanja, 2011).

Selen je izjemno pomembna sestavina razlicnih encimov. Pomanjkanje tega mikroelementa
je lahko za organizem precejSen problem. Je sestavina izjemno pomembnega encima
(glutationperoksidaze), ki v telesu deluje proti oksidantom. Aktivnost tega encima se
zmanjSa, ko selena v telesu zaCne primanjkovati, tako obstaja precejSnje tveganje za
nastanek bolezni.

Izjemno pomembna lastnost selena je, da deluje kot prestreznik tezkih kovin, s katerimi se
cedalje bolj obremenjuje telo. Tezke kovine prodirajo tudi v najbolj obcutljive dele
organizma, na primer v zivéni sistem. Onesnazevanja s teZkimi kovinami je vedno vec,
posledicno pa raste tudi poraba selena (Rayman, www.micmenges.com/spletna
stran/navodila/Bio-Selen+Cink clanek.htm).

Na dostopnost selena vpliva tudi prisotnost zvepla. Zaradi fizikalno-kemijske podobnosti
med njima obstaja kompetitivno razmerje. Se posebej to velja kadar sta prisotna v obliki
sulfata in selenata. Selenat tekmuje s sulfatom za vezavo na aktivna mesta permeaze
(odgovorna za Crpanje sulfata) in tudi s kloridom, nitratom in fosfatom (Marscher, 2002).
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3 MATERIALI IN METODE

V diplomski nalogi smo ugotavljali vsebnost flavonoidov, taninov in fagopirina v vzorcih
navadne ajde (Fagopyrum esculentum Moench). Uporabili smo ajdine liste, stebla in
kalice.

Pri dolocevanju vsebnosti flavonoidov smo kot reagent uporabili aluminijev klorid,
vsebnosti taninov smo dolocali z vanilin-HC] metodo, za dolocevanje vsebnosti fagopirina
pa smo uporabili tetrahidrofuran (THF).

Uporabljali smo spektrofotometer TECAN Safire, namescen na Fakulteti za farmacijo.
Na podlagi izbranih metod smo na samem zacetku postopek doloCevanja vsebnosti spojin
prilagodili naSim vzorcem. Pomagali smo si z European Pharmacopoeia.

Postopek doloc¢anja vsebnosti polifenolnih spojin je sestavljen iz ekstrakcije. V analiznem
delu pa smo spojine s pomocjo specificnih reagentov obarvali in jim iz izmerjene
absorbance izraCunali vsebnost v ajdi. Podatke smo statisticno obdelali s programom
Statgraphic plus 4.0.

Na podlagi izracunov vsebnosti v razli€nih vzorcih ajde smo ugotavljali kak$na je vsebnost
spojin med tretiranji rastlin (z namakanjem semen) s selenovimi snovmi, glede na
zmanjSano UV-B sevanje (uporaba Mylar folije), normalno obsevanje (dnevna svetloba) in
povecano UV-B obsevanje.

3.1 MATERIAL

3.1.1 Rastline

Raziskava je vkljucevala liste, stebla in kalice navadne ajde (Fagopyrum esculentum
Moench), sorte Darja.

Vzorce je pripravila Ljerka OZbolt v okviru magistrske naloge na Fakulteti za farmacijo

(Ugotavljanje selenovih spojin v ajdi, gojeni pri izbranih razmerah, 2006).

Seme navadne ajde, sorte Darja, je bilo kupljeno v Semenarni Ljubljana.
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3.2 METODE
3.2.1 Priprava vzorcev
3.2.1.1 Namakanje semen v raztopini selena

Namakanje semen je potekalo z dodatkom deionizirane vode ali raztopine natrijevega
sulfata (10 mg S/L) ali raztopin natrijevega selenata (5, 10 in 20 mg Se/L) ali raztopin
natrijevega selenita (5, 10 in 20 mg Se/L) ali raztopine selenometionina (10 mg Se/L). S
tehtanjem semena po namakanju je bila ugotovljena masa absorbirane vode in selena.

3.2.1.2 Gojenje kalic

Gojenje kalic, ki so zrastle iz semen, namakanih v razli¢nih raztopinah (Se(VI), Se(IV) in
SeMet) je potekalo pri razlinih dnevnih in no¢nih temperaturah, ter razlicni svetlobi.
Semena se je vlazilo z vodovodno vodo vsaki dve uri. V poskus so bila vkljucena tudi
semena ajde namakana v raztopini sulfata (S). Vkljucena je bila tudi kontrolna skupina,
kjer so se semena ajde Stiri ure namakala v deionizirani vodi. Ko so kalice dokon¢no
izoblikovale oba kli¢na lista je bilo gojenje prekinjeno.

Po Zetvi so vzorce kalic ajde liofilizirali (T -50°C, tlak 0,05 mbara) in zmleli v ahatnem
planarnem mikro mlinu, ter presejali skozi najlonsko sito z odprtinami 0,5 mm.

3.2.1.3 Gojenje ajde v botani¢nem vrtu

Gojenje je potekalo priblizno 3 mesece pri treh razlicnih intenzitetah UV-B sevanja.
Semena so bila posejana v plasti¢nih loncih, v katerih je bila enakomerno razporejena
zemlja z laboratorijskega polja BiotehniSke fakultete z dodatkom gnojila (Humovit®,
Cinkarna Celje).

Rastline so bile izpostavljene razli¢nim intenzitetam UV-B (in UV-A) sevanja:

- zmanjSana intenziteta UV-B sevanja z naravno koli¢ino UV-A sevanja (MF)
- naravna intenziteta UV-B sevanja in povecana intenziteta UV-A sevanja (DN)
- povecana intenziteta UV-B in UV-A sevanja (UVB)

Redukcija UV-B sevanja je bila dosezena z Mylar folijo (2 x 1,2 m), napeto na aluminijast
okvir 80 cm nad tlemi. Mylar folija ne prepusca Zarkov z valovnimi dolZinami krajSimi od
318 nm (UV-B in UV-C). Povetano UV-B sevanje, ki je stimuliralo 17% zmanjSanje
ozonske plasti, so izvedli z uporabo UV-B 313 Zarnic (Q-Panel).
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Sest zarnic je bilo name$¢enih v aluminijastem okvirju dimenzij 2 x 1,2 m, in sicer 105 cm
nad povrsino tal. Zarnice so bile ovite v filtre iz celuloznega diacetata, ki zadrzujejo UV-C
zarke (valovna dolzina pod 280 nm). Priziganje in ugaSanje lu¢i je bilo Casovno
kontrolirano. Luci so se prizgale okoli poldneva, ko je tudi naravno UV-B sevanje
najvecje. U¢inke UV-A sevanja so korigirali tako, da so kontrolno skupino rastlin obsevali
z UV-B 313 (Q-Panel) zarnicami in filtrirali z Mylarjevo folijo, ki ne prepusca zarkov pod
318 nm.

Rastline so pobrali v fazi nastajanja in zorenja semen. V posameznem loncu je bilo na
koncu poskusa od 10 do 15 rastlin. Rastline v loncu so razdelili na dve skupini in jih nato
razdelili na posamezne rastlinske dele, ki so jih nato stehtali. Tako so dobili za kontrolne
rastline in rastline, ki so zrastle iz semen, namakanih v raztopini 10 mg S/L Stiri ponovitve
za vsako UV-B sevanje. Za rastline, ki so zrastle iz semen, namakanih v Se(VI) oziroma
Se(IV), pa so dobili Sest ponovitev za vsako UV-B sevanje. Maso rastlinskih delov so
preracunali na rastlino. Posamezne dele rastlin so liofilizirali in do analize selena hranili pri
-20 °C.

3.3 EKSPERIMENTALNO DELO
Eksperimentalno delo je potekalo na Fakulteti za farmacijo.

3.3.1 Aparature in oprema
- analizna tehtnica
- spektrofotometer TECAN Safire
- mikrotitrska plos¢ica (96F)
- termoblok
- centrifuga
- stresalnik
- SpeedVac evaporator
- plasticne epruvete
- plasticne mikroepruvete

3.3.2 Ekstrakcija

Za ekstrakcijo vzorcev smo pripravili in uporabili 60% etanol, ki smo ga v volumnu 10 ml
dodali ustrezni natehti vzorca (20 mg in 80 mg) in stresali na stresalniku. Ekstrakcija je
potekala ¢ez no€. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 5 minut pri 5000 obrat./min. ter
naprej uporabili za analizo vsebnosti.
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Ustrezen volumen izvlecka smo odpipetirali na mikrotitrsko plos¢ico, po potrebi red¢ili ter
dodali reagente v predpisanih volumnih. Po doloenem ¢asu smo izmerili absorbanco,
vzporedno z vzoréno raztopino pa smo analizirali tudi primerjalni vzorec (slepa proba).
Prikaz reagentov in njihovih volumnov, po kakSnem casu in pri kateri valovni dolZini smo
merili absorbanco je podano v Preglednicah 2 in 3.

3.3.3 Dolocanje vsebnosti flavonoidov z uporabo aluminijevega klorida

Vsebnost flavonoidov in taninov smo dolo¢ili tako, da smo vzorcu (20 mg in 80 mg) dodali
10 ml 60% etanola. Ekstrakcija je potekala ¢ez no¢, ob stalnem meSanju na stresalniku,
pokrito s folijo. Naslednji dan smo vzorce centrifugirali 5 minut na 5000 obratih.

Po ekstrakciji in centrifugiranju smo za doloCanje flavonoidov na mikrotitrsko plos€ico
odpipetirali dolo¢eno koli¢ino izvlecka (volumen je podan v preglednici), dodali ustrezen
reagent in etanol. Po 30 minutah, ko je reakcija potekla, smo na spektrofotometru izmerili
absorbanco. Vzporedno smo naredili tudi kontrolo, kjer smo uporabili izvlecek in etanol.

Postopek kvantifikacije flavonoidov temelji na reakciji med flavonoidi in aluminijevim
kloridom, pri ¢emer se tvori kompleks, ki obarva raztopino rumeno in ima absorpcijski

maksimum pri valovni dolzini 420 nm (Dutra in sod., 2008)

Priprava reagenta:

= 5% AIClL; v 60% etanolu
V erlenmajerico smo natehtali 104 g AICl; in dodali 31 ml 96% etanola. Nato smo do
oznake 50 ml na epruveti dodali vodo.

Reagent smo uporabili za analizo vsebnosti flavonoidov.

Standardna raztopina:

Za flavonoide smo uporabili standard rutin.
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3.3.4 Dolocanje vsebnosti taninov z vanilin-HCI metodo
Za merjenje absorbance pri taninih pa smo doloceno koli¢ino izvleCka odpipetirali na
mikrotitrsko ploscico, dodali doloCen reagent in nato Se konc. HCI, ter po 15 minutah

ponovno izmerili absorbanco pri dolo¢eni valovni dolZini.

Priprava reagenta:

* 4% vanilin v metanolu
V 50 ml metanola smo raztopili 2 g vanilina.
Reagent smo uporabili za analizo vsebnosti taninov.

Standardna raztopina:

Za tanine smo uporabili standard katehin.
Preglednica 2 prikazuje reagente in njithove volumne, po kolik§nem c¢asu in pri kateri
valovni dolzini smo merili absorbanco flavonoidov in taninov, ter standardne raztopine, ki

so bile uporabljene.

Preglednica 2: Prikaz razmer za analizo flavonoidov in taninov

FLAVONOIDI TANINI
VOLUMEN VZORCNE 32 ul izvlecka 50 ul izvlecka
RAZTOPINE/ pl 148 pl 60% etanola
REAGENTI pri vzoréni 20 ul AICI; v 60% etanolu 100 pl 4% vanilina v metanolu
raztopini 50 pl konc. HCI
REAGENTI pri slepi raztopini 32 pl izvlecka 50 pl izvlecka
168 pl 60% etanola 100 pl metanola
50 ul HCI
STANDARDNE RAZTOPINE rutin katehin
MERJENJE ABSORBANCE 30 min 15 min
po:/min
MERJENJE ABSORBANCE
PRI VALOVNI DOLZINI A =425nm A =500 nm
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3.3.5 Dolocanje vsebnosti fagopirina

Kot topilo smo pripravili in uporabili 80% THF, ki smo ga v volumnu 6 ml dodali dolo¢eni
natehti vzorca (80 mg) ajde. Vzorce smo segrevali 30 minut na termobloku pri 65 °C. Nato
je sledilo 5 minutno centrifugiranje pri maksimalni hitrosti centrifuge in sobni temperaturi.
Prelili smo v sveze epruvete in sediment ponovno ekstrahirali z enakim volumnom topila
pri enakih razmerah. ZdruZili smo oba vzorca in THF dolili do oznake 12 ml na epruveti,
ter ponovno centrifugirali. V mikroepruvete smo odpipetirali ustrezen volumen izvlecka in
jih pustili odprte, da izhlapi ¢im ve¢ THF-ja. Nadaljevali smo z evaporacijo na SpeedVac-
u. Cas trajanja evaporacije smo prilagodili vzorcem, da smo jim odparili vse topilo. V
mikroepruvete se je odpipetiralo 500 pl metanola, ponovno centrifugiralo in nadaljevalo z
analizo. Na mikrotitrsko ploS¢ico smo odpipetirali izvleCek in izmerili absorbanco
raztopine na spektrofotometru.

Ustrezen volumen izvlecka smo odpipetirali na mikrotitrsko plos€ico in izmerili
absorbanco (preglednica 3).

Preglednica 3: Prikaz razmer za analizo fagopirina

FAGOPIRIN
VOLUMEN VZORCNE 300 pl izvlecka
RAZTOPINE/ pl

TOPILO 80% THF
VOLUMEN TOPILA (ml) 6 ml
ABSORBANCA PRI VALOVNI A =590 nm
DOLZINI (nm)
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3.4 SPEKTROFOTOMETRICNA METODA

S spektrofotometrom merimo prepustnost ali transmisijo (T) raztopine za svetlobo
dolocene valovne dolzine. Transmisija je razmerje med intenziteto prepuScene svetlobe in
intenziteto vpadne svetlobe in je sorazmerna koncentraciji topljenca in debelini plasti

raztopine:
T=10*¢

pri Cemer je k znacilna konstanta snovi, / debelina plasti in ¢ koncentracija raztopine.

Ce nanesemo v diagram na abscisno os vrednost za koncentracijo, na ordinatno os pa
izmerjeno transmisijo, dobimo eksponencialno krivuljo. Da se temu izognemo, izraz
logaritmiramo in dobimo:

log T = - k*I*c oziroma — log T = k*I*c . (1)

Negativni logaritem transmisije, ki je sedaj linearno odvisen od koncentracije, imenujemo
ekstinkcija oziroma absorpcija (Dolenc, 1996).

S spektrofotometrom lahko ugotovimo katera spojina se nahaja v doloceni raztopini in
kolik$na je njena koncentracija (s preraCunavanjem izmerjenih valovnih dolzin).

Ce snov absorbira v UV ali vidnem obmo¢&ju, jo lahko s spektrofotometrijo dolo¢imo. V
drugih primerih dodamo reagent, ki tvori z dolo¢eno snovjo obarvano spojino.

Za doloCitev je bistveno, da je absorbanca stabilna, dokler ne naredimo meritve.
Absorbanca se ne sme spreminjati pri manjSih spremembah pH, temperature, mnozine
dodanega reagenta...

Spektrofotometer primerja delez svetlobe, ki pride skozi referen¢no raztopino in skozi
merjen vzorec. Svetloba potuje skozi vzorec. Del svetlobe se pri tem absorbira, prepuscena
svetloba pa preide do detektorja. Absorpcijo svetlobe podaja Beerov zakon, ki velja le za
razredCene raztopine (Skoog in sod., 2004).

Spektrofotometri morajo biti pred meritvijo umerjeni. Spektrofotometriéna metoda je
poceni, hitra, enostavna in omogoca analizo velikega Stevila vzorcev hkrati.
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4 REZULTATI

4.1 VSEBNOST FLAVONOIDOV

Rezultati analize vsebnosti flavonoidov v posameznih rastlinskih delih (listi, stebla, kalice)
ajde so prikazani na slikah 4, 5 in 6.

- Pri primerjavi med posameznimi rastlinskimi deli ajde je razvidno, da je najvecja
vsebnost flavonoidov v listih (0,39 g/10 g s.t.) , pri ¢emer so bila semena ajde
tretirana z uporabo zvepla in izpostavljena naravni intenziteti UV-B sevanja
(dnevna svetloba).

- Sledi mu vzorec v kontrolni skupini, ki je bil prav tako izpostavljen naravni dnevni
svetlobi (0,37 g/10 g s.t.).

- Najvec flavonoidov se je sintetiziralo, ¢e smo rastline izpostavili dnevni svetlobi ali
poveCanemu UV-B sevanju; razen pri vzorcih listov rastline, tretirane s selenitom,
gojene pri zmanjSani in povecani intenziteti UV-B sevanja.

- Kot najmanjSo vsebnost flavonoidov, v vzorcih, ki vsebujejo liste, lahko
izpostavimo pri ajdi iz semen, ki so bila tretirana z Zveplom, ter rastle pokrite z
Mylar folijo (0,17 g/10 g s.t.).

-V steblih je vsebnost flavonoidov, pri uporabi zZvepla in Mylar folije, najmanjSa
(0,03 g/10 g s.t.).

- Iz slike 6 vidimo, da je pri kalicah najvecja vsebnost pri uporabi selenmetionin
(SeMet) (0,10 g/10 g s.t.).

- Na sliki 4 opazimo najmanjSo in najvecjo vsebnost v listih ajde pri skupini, kjer so
bila semena tretirana z Zveplom.

- Najvecja vsebnost flavonoidov se je izkazala pri naravni dnevni svetlobi, najmanjsa
pa tam kjer je gojenje potekalo z uporabo Mylar folije.

- Najvecjo vsebnost flavonoidov pri rastlinah iz semen tretiranih s selenom, smo
izmerili v listih rastlin (0,32 g/10 g s.t.), ki so bile gojene pri povecani intenziteti
UV-B sevanja (UVB).

-V kontrolni skupini je najve¢ flavonoidov prav tako v listih (0,37 g/10 g s.t.),
vendar je gojenje potekalo pri dnevni svetlobi (DN).

- Zveplo je prav tako vplivalo na najmanj$o vsebnost flavonoidov, ki smo jih
zasledili v steblih (0,03 g/10 g s.t.), vendar z uporabo Mylar folije.
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- Ce primerjamo vsebnost flavonoidov v kalicah ajde opazimo, da doseZejo najvecjo
vsebnost (0,10 g/10 g s.t.) pri rastlinah, ki so bile tretirane s selenometiononom.
Zelo podobne rezultate smo dobili tudi pri tretiranju z Zveplom.

- Vrednosti v celotni skupini kalic se ne razlikujejo veliko, zato lahko sklepamo, da
razlina tretiranja v selenovih raztopinah ne vplivajo veliko na vsebnost
flavonoidov.
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4.2 VSEBNOST TANINOV

Rezultati analize vsebnosti tanina v posameznih rastlinskih delih (listi, stebla, kalice) ajde
so prikazani na slikah 7, 8 in 9.

- Kot pri flavonoidih rezultati meritev kazejo, da je najvecja vsebnost tanina prav
tako v zelenih delih rastline, torej listih, najman;j pa v steblih.

- Najvec taninov so vsebovali listi rastlin iz semen tretiranih s selenitom in rastle
pokrite z Mylar folijo (0,28 g/10 g s.t.).

- Na najve¢jo vsebnost je vplivala zmanjSanja intenziteta UV-B sevanja.
Izpostavljenost razlicnim jakostim UV-B sevanja pa ni imelo vecjega vpliva.

- Sledijo mu listi rastlin gojenih pri povecani intenziteti UV-B sevanja (0,26 g/10 g
s.t.) in nato listi rastlin gojenih pri naravni intenziteti UV-B sevanja (0,25 g/10 g
s.t.).

- Pri listih rastlin pridoblenih iz semen tretiranih s selenitom, ne glede na zmanjSano
UV-B sevanje, normalno obsevanje ali povecano obsevanje, so razlike med seboj
majhne.

- Ce primerjamo posamezne vzorce, je razvidno, da je vecja vsebnost taninov v
rastlinah gojenih pri naravni intenziteti UV-B sevanja, sledijo pa mu rastline gojene
v osiromaseni intenziteti UV-B sevanja.

- Razen pri steblih ajde v kontrolni skupini, se je izkazalo, da je ve€ja vsebnost
taninov tam, kjer je gojenje potekalo pri povecani intenziteti UV-B sevanja.

- Vsebnost tanina v kalicah je najve€ja pri tretiranju s selenatom in
selenometioninom (SeMet) (0,15 g/10 g s.t.).

- Ugotovili smo, da rastline, ki rastejo pri naravni svetlobi ali pa je UV-B sevanje
povecano, vsebujejo vecje vsebnosti taninov.

- Nasprotno se je izkazalo le pri listih, kjer je bilo seme tretirano s selenitom in v
kontrolni skupini. Tukaj je bila ve¢ja vsebnost taninov, ¢e so bile rastline gojene pri
zmanjSanemu UV-B sevanju oz. z uporabo Mylar folije.

- Najvecjo razliko v vsebnost taninov zasledimo v listih ajde iz semen tretiranih z
zveplom, kjer se je izkazalo, da dnevna svetloba v primerjavi z zmanjSano
intenziteto svetlobe mo¢no vpliva na vsebnost taninov. NajmanjSe vrednosti smo
izmerili v steblih kontrolne skupine z zmanjSano intenziteto UV-B sevanja,
najvecjo pa v listih pri gojenju rastlin z dnevno svetlobo.
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4.3 VSEBNOST FAGOPIRINA

Rezultati analize vsebnosti fagopirina v posameznih rastlinskih delih (listi, stebla, kalice)
ajde so prikazani na slikah 10, 11 in 12.

- Prav tako kot pri vsebnosti flavonoidov in taninov je najvecja vsebnost fagopirina v
listih.

-V tej skupini prevladuje vzorec ajde v kontrolni skupini, kjer je bila uporabljena
Mylar folija (0,18 mg/g s.t.).

- Sledi mu vzorec tretiran z Zveplom, gojen pri zmanjSani intenziteti UV-B sevanja
(Mylar folijja) (0,17 mg/g s.t.).

- Isto vrednost ima tudi vzorec kalice, tretiran s selenometioninom (SeMet) (0,17
mg/g s.t.).

- Vzorci stebel ne vsebujejo vecjih koli¢in fagopirina.

- NajmanjSa vsebnost fagopirina se nahaja v steblih kontrolne skupine pri povecani
intenziteti UV-B sevanja (0,04 mg/g s.t.).

- Koncentracije v vzorcih kalic so si med seboj zelo podobne, tako da lahko
sklepamo, da semena namakana v razlicnih raztopinah ne vplivajo veliko na
vsebnost fagopirina (0,13 - 0,17 mg/g s.t.).

- Na vecjo vsebnost fagopirina v rastlini vpliva svetloba, saj je iz slike 10 razvidno,
da rastline gojene pri zmanjSani intenziteti UV-B sevanja vsebujejo ve¢ fagopirina,
kot ¢e bi rastlino izpostavili ve¢jim jakostim UV-B sevanja.

- Na najnizjo vsebnost, ki je v steblih, pa svetloba ni imela vpliva. Podobno
zasledimo tudi v skupini (stebla) rastlin tretiranih s selenitom.

- Fagopirin se najbolj razvija v kontrolni skupini listov z zmanjSano intenziteto UV-
B sevanja (0,18 mg/g s.t.).

- Naravno in povecano UV-B sevanje je zmanjSalo vsebnost fagopirina v kontrolni
skupini listov.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Koli¢ina UV-B sevanja na zemeljski povrSini se spreminja. Kot posledica tanjSanja
ozonske plasti je naraS¢anje UV-B sevanja. Rozema in sod. (2002) navajajo, da ima UV-B
sevanje mocan vpliv na organizme, Ceprav je v celotnem soncnem sevanju, ki doseze
zemeljsko povrSino le majhen odstotek UV-B sevanja (Kreft in sod., 2006).

Z nalogo smo Zzeleli ugotoviti, kak$na je porazdelitev flavonoidov, taninov in fagopirina v
navadni ajdi, glede na predhodno namakanje semen ajde v razli¢nih selenovih raztopinah
in izpostavljenimi razli¢énim intenzitetam UV-B sevanja.

NaSe raziskave so pokazale, da je najvecja vsebnost flavonoidov, taninov in fagopirina v
listih ajde. Sledijo mu kalice, najmanjSo vsebnost pa smo zasledili v steblih rastlin.

UV-B sevanje je eden od dejavnikov, ki v rastlinah povzroc¢ajo oksidativni stres, zato smo
v poskusih Zeleli ugotoviti kako vpliva UV-B sevanje na vsebnost flavonoidov, taninov in
fagopirina.

Najbolj opazne razlike v vsebnosti polifenolnih snovi, glede na izpostavljenost razli¢nim
nivojem UV-B sevanja, so pri razvijanju flavonoidov v steblih. Najmanj flavonoidov se je
razvilo, ¢e smo zmanjSali jakost UV-B sevanja (MF), najve¢ pa ko je bila rastlina
izpostavljena dnevni svetlobi (DN). Pri tretiranju z zZveplom pa je povecano UV-B sevanje
povecalo vsebnost flavonoidov v steblih rastline.

Flavonoidi delujejo tudi kot antioksidanti, kar Se poveca njihovo vlogo pri zasciti rastlin
pred uc¢inki UV-B sevanja. Najve¢ flavonoidov se je razvijalo, ¢e smo rastline izpostavili
naravni intenziteti UV-B sevanja ali pa poveCanemu UV-B sevanju. Nasprotne rezultate
smo dobili pri listih ajde iz semen tretiranih s selenitom, gojene z zmanjSano in povecano
intenziteto UV-B sevanja.

Ugotovili smo, da se polifenolne snovi slabse sintetizirajo, ¢e semena tretiramo s selenom
in jih pokrijemo z Mylar folijo. Tako so bile izpostavljene zmanjSani jakosti UV-B
sevanja. Nekaj odstopanj se je pokazalo le pri vsebnosti fagopirina v steblih in listih rastlin.
Fagopirina je bilo veC z gojenjem rastlin pri naravni intenziteti UV-B sevanja (pri steblih)
in povecanem UV-B sevanju (pri listih).

V kontrolnih skupinah pri dolo¢anju vsebnosti flavonoidov se je sintetiziralo ve¢ snovi, ¢e
so bile rastline izpostavljene naravni intenziteti UV-B sevanja. Pri taninih in fagopirinu so
bili rezultati drugacni oz. nasprotni. V listih so se ve¢je vrednosti pokazale, ¢e so bile
rastline pokrite z Mylar folijo, v steblih pa UV-B sevanje ni imelo velikega vpliva.

Ce smo tretirali z Zveplom, je nastalo najve¢ flavonoidnih snovi, in to v listih ajde.
Razli¢ne intenzitete UV-B sevanja so kar vplivale na vsebnost polifenolnih snovi. Na vecjo
vsebnost flavonoidov in taninov je najbolj ugodno vplivala naravna, dnevna intenziteta
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UV-B sevanja. Nasprotno je to delovalo pri razvoju fagopirina. Bolj se je razvil, ¢e so bile
rastline pokrite z Mylar folijo in tako obsevane z manjSo intenziteto UV-B sevanja.

ZmanjSana intenziteta UV-B sevanja je najbolj vplivala na zmanjSano vsebnost
flavonoidov in tanina, ¢e smo semena tretirali z Zveplom. Ugotovili smo, da prav
izpostavljenost razlicnim jakostim UV-B sevanja najbolj vpliva na rastline tretirane z
zveplom. Za razvoj flavonoidov in taninov rastline potrebujejo naravno intenziteto UV-B
sevanja, za razvoj fagopirina pa zmanj$ano intenziteto UV-B sevanja.

V kalicah nismo zasledili ve¢jih razlik med posameznimi vzorci. Od polifenolnih snovi, se
je razvilo v kalicah najve¢ fagopirina in taninov. Vrednosti so si med sebolj podobne.

Najve¢ fagopirina se je razvilo pri tretiranju s selenometioninom in tanina pri tretiranju s
selenom.

5.2 SKLEPI

e 7 rezultati merjenja vsebnosti polifenolnih snovi v ajdi smo ugotovili, da UV-B
sevanje vpliva na njihovo vsebnost.

e Najvecja vsebnost polifenolnih snovi je v listih ajde, kjer se je sintetiziralo najvec
flavonoidov.

e Stebla so vsebovala najmanj polifenolnih snovi, in to flavonoidov.

e Raziskava je pokazala, da razli¢na tretiranja kalic ajde in izpostavljenost razlicnim
intenzitetam UV-B sevanja ne vplivajo veliko na vsebnost polifenolnih snovi.
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6 POVZETEK

V zadnjih letih se je zanimanje za ajdo ponovno povecalo. Ne samo pri nas tudi drugje po
svetu. Uporabniki se ¢edalje bolj zavedajo pomena ajde v prehrani za ohranjanje zdravja,
predvsem zaradi njene zelo dobre hranilne vrednosti in velike vsebnosti antioksidantov.
Ajda je lahko tudi pomemben vir selena, ki ga v hrani obfasno primanjkuje.

Na§ poskus je potekal za Fakulteti za farmacijo. V listih, steblih in kalicah smo
spektrofotometri¢no, s specificnimi reagenti, ugotavljali vsebnosti flavonoidov (z
aluminijevim kloridom), taninov (z vanilin-HCI metodo) in fagopirina (s topilom THF).
Prednost omenjene metode in reagentov za naSe potrebe je predvsem njena obcutljivost,
specificnost in natan¢nost. Prav tako je prednost njena hitrost in cenovna ugodnost.
[zmerili smo delezZ flavonoidov, taninov in fagopirina v ajdi iz semen tretiranih v razli¢nih
selenovih spojinah in ki je uspevala v razli€nih razmerah UV-B sevanja (naravna, dnevna
ali povecana svetloba).

Ugotovili smo, da je najvecji delez vseh proucevanih polifenolov v listih. Delez le-teh
upada od listov, kalic do stebel, kjer jih je najmanj. Listi ajde iz semen tretiranih z
zveplom in izpostavljeni naravni intenziteti UV-B sevanja, so vsebovali najvec
flavonoidov. Na vecjo vsebnost taninov je najbolj ugodno deloval selenit in uporaba Mylar
folije. Na splosno so bile vecje vsebnosti taninov, ¢e so bile rastline gojene pri naravni
svetlobi ali povecanem UV-B sevanju. Pod Mylar folijo so imele rastline vecjo vsebnost
fagopirina. Ugotovili smo, da je v kontrolni skupini flavonoidov najve¢ v listih, ki so bili
izpostavljeni naravni intenziteti UV-B sevanja, pri rastlinah, ki so bile tretirane s selenom,
pa so flavonoidi najbolj koncentrirani v listih, izpostavljenih pove¢anem UV-B sevanju.
Delez polifenolov se v kalicah pri rastlinah gojenith v razliénih selenovih raztopinah
statisti¢no znacilno ne razlikuje.
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