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POVZETEK

Dandanes se vsebolj zavedamo pomena hrane. Ne govorimo le o sestavi in hranilih, ampak
tudi o kakovosti. Semena so temelj vsake hrane in zelo je pomembno, kako jih izberemo.

V raziskovalni nalogi smo Zeleli preuciti vsebnost aktivnih u€inkovin v lanenem in bu¢nem
semenu. Omejili smo se na polifenole, beljakovine in ancim alfa — amilaza.

Aktivne ucinkovine smo ekstrahirali z metodo Soxhletove ekstrakcije in z natrijevim acetatnim
pufrom. Vsebnost polifenolov smo dolocali v vzorcih po Soxhletovi ekstrakciji, aktivhost
beljakovin in alfa — amilaze pa tudi v vzorcih po ekstrakciji z natrijevim acetatnim pufrom.

IzraCunali smo izkoristek po ekstrakciji ter dologili najprimernejse topilo.

Ugotovili smo, da so bu¢na in lanena semena vir polifenolov, potrdili vsebnost beljakovin in
prisotnost encima alfa — amilaza.

SUMMARY

Today, we are fully aware of the importance of food. We are not only talking about composition
and nutrients, but also about quality. Seeds are the foundation of every food and it is very
important how we choose them.

In the research task we wanted to study the content of active ingredients in flax and pumpkin
seeds. We limited ourselves to polyphenols, proteins and the enzyme alpha - amylase.

The active ingredients were extracted by the Soxhlet extraction method and sodium acetate
buffer. The polyphenol content was determined in samples after Soxhlet extraction, protein
and alpha - amylase activity as well as in samples after extraction with sodium acetate buffer.

The yield after extraction was calculated and the most suitable solvent was determined.

We found that pumpkin and flax seeds are a source of polyphenols, confirmed the protein
content and the presence of the enzyme alpha - amylase.
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1. UVOD

Sodobni €as, v katerem zivimo, odpira marsikatero druzbeno vprasSanje glede kakovosti hrane,
ki jo vsakodnevno vnaSamo v organizem. Hrano, ki je pred nekaj sto leti veljala za »hrano visjih
druzbenih slojev,« danes postavljamo na zatozno klop, saj vsebuje veliko nasi¢enih mascob,

precCiS€enih ogljikovih hidratov, pa tudi sladkorjev. Z vsem nastetim izgublja svoj osnovni
pomen — vsebnost hranilnih snovi in aktivnih u€inkovin.

Za normalno delovanje ClovesSkega organizma je potrebno zagotoviti vse osnovne sestavine
hrane, brez katerih bi organizem propadel, saj pomanjkanje ali presezek sestavin predstavljata
razvoj razli¢nih bolezni (Hrana za energijo in rast, 2020).

Beljakovine so pomemben sestavni del vseh Zivalskih in rastlinskih celic, v telesu pa imajo
mnoge za zivljenje pomembne funkcije: delujejo kot encimi, so nujno potrebne za rast in razvoj,
so kljuéni gradnik celicnih struktur, sodelujejo pri imunskem odzivu, izgradnji in delovanju
miSiCevja, vklju¢ene so v popravljalne mehanizme in v prenos &tevilnih snovi po organizmu
(E.F.S.A., 2012).

Clovesko telo se vsakodnevno sreduje s precejsnjo koli¢ino prostih radikalov, ki predstavljajo
potencialno groznjo za razvoj bolezni in drugih tezav. Nastajajo v oksidacijskih procesih, ki so
del presnove, lahko pa jih zauzijemo tudi s hrano (Manzin, 2010).

Nezelene ucinke telo prepreci s Stevilnimi obrambnimi mehanizmi, poleg tega pa koristijo tudi
nekateri vitamini in antioksidanti, ki jin pridobimo s hrano. TezZko je dokazati, da antioksidanti
bistveno pripomorejo pri teh procesih, saj jih je od delovanja drugih snovi tezko lo€iti. Kljub
temu pa nekatere Studije kazZejo, da uzivanje rastlinskih antioksidantov zmanjSuje moznost
oksidativnih poskodb celic in nastanek nekaterih bolezni (Prehrana.si, 2016).

V buénem olju, ki ga vsebujejo bu€na semena, se nahaja zelo veliko linolenske kisline, ene
izmed esencialnih nenasi€enih kislin, ki je za nas organizem zelo pomembna, vendar je telo
ne more ustvariti samo.

Koristni u€inki bu¢nega semena so povezani z njegovimi antioksidativnimi lastnostmi, te pa so
posledica prisotnosti razli¢nih tokoferolov in polifenolov.

Sodobna nutricionistika laneno seme uvr§€a med »super Zivila,« saj je razmerje omega 6 in
omega 3 mascobnih Kislin idealno za telo: 4 : 1. Poleg tega je odli¢en vir vitaminov, mineralov
in beljakovin. Poznano je tudi kot dragocen »pomocCnik« pri uravnavanju prebave zaradi
vsebnosti vlaknin in prebavnih encimov.

Prav na vsebnost polifenolov, beljakovin in encima alfa - amilaza v bu¢nem in lanenem semenu
se bomo osredotodili v raziskovalni nalogi.

1.1 Hipoteze

Pred pricetkom raziskovalne naloge smo si zastaviti naslednje hipoteze:
1. Bucna in lanena semena so vir polifenolov.
2. NajprimernejSe topilo za ekstrakcijo polifenolov bo etanol.

3. Vsebnost encima alfa - amilaza bo najviSja v ekstraktih lanenih in buc¢nih semen z
natrijevim acetatnim pufrom.



2. TEORETSKI DEL

2.1 Seme

Seme je embrionalna rastlina, zaprta v za8¢&itni zunanji ovoj. Tvorba semena je del procesa
razmnozevanja v semenskih rastlinah, spermatofitin, vkljucno z golosemenkami in
kritosemenkami. Vecina rastlin za¢ne zivljenje kot semena. Rastline tvorijo svoja semena
znotraj cvetov ali storzkov. V cvetocih rastlinah plod pogosto obdaja semena.

Semena potrebujejo ustrezne pogoje za kalitev ali rast v novo rastlino. Potrebujejo zrak, vodo,
pravo temperaturo, dobre razmere tal in pravo koli¢ino svetlobe. Seme vsebuje miniaturno
rastlino, imenovano zarodek, ki se lahko razvije v popolnoma zraslo rastlino. Zunanja lupina
semena, imenovana semenska ovojnica, $¢iti zarodek.

Znotraj semena hranilni material zagotavlja hrano zarodku. V cveto€ih rastlinah se ta material
imenuje endosperma. Ko se seme oblikuje, zapusti svojo mati¢no rastlino. Semena lahko
pogosto ostanejo v mirovanju ali neaktivha vec let, preden vzklijejo. Zaradi tega jih lahko ljudje
shranimo in jih kasneje posadimo ali seveda pojemo.

Slika 1: Vrste semen

(Vir: http://os-sostanj.splet.arnes.si/files/2020/03/NotranjostSemena.pdf)

Za CloveStvo semena predstavljajo zelo velik bioloski in ekonomski pomen. Nasa telesa jih
sprejmejo zelo dobro, seveda pa jih lahko tudi posadimo. Za prehod ljudi iz nabiralce in lovce
v poljedelce in zivinorejce so bile kljucnega pomena, kar je ¢lovek ugotovil Ze pred priblizno
23.000 leti, ko naj bi posadil prvo seme. Semena so torej pomemben vir hrane za ljudi in Zivali.
Semena, ki se uporabljajo za hrano, se pogosto imenujejo zrna. Ljudje uporabljajo semena
tudi za izdelavo olj, zacimb, barvil za tkanine in nakita itd.
Rastline ki tvorijo semena se imenujejo semenke, te pa delimo na 2 glavni skupini -
golosemenke in kritosemenke.

Kritosemenke pa se razdelijo na dve glavni skupini:

- Dvokali¢nice, s tujko tudi dikote in dikotiledone, katerih ime se nanasa na eno izmed tipicnih
znacilnosti skupine - na to da ima rastlina dva klicna lista.

- Enokali¢nice, katerih ime se nanasa na eno izmed tipi¢nih znadilnosti skupine - na to da ima
rastlina dva kli¢na lista.


http://os-sostanj.splet.arnes.si/files/2020/03/NotranjostSemena.pdf
https://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Klični_list_(botanika)&action=edit&redlink=1
https://sl.wikipedia.org/w/index.php?title=Klični_list_(botanika)&action=edit&redlink=1

2.2 Bucnha semena

Buce sodijo med najstarejSe gojene rastline. Spadajo v veliko druzino bucevk, poznamo pa jih
veC vrst: bode€a buca, lufa, kaasta buca itd. 1z teh mogoc&nih rastlin pridobivamo buéna
semena.

Tako kot plodovi so sicer plo$¢ata in ovalna semena zelo razli¢na. V plodu jih je lahko do 400.
Na osnovi njihove barve, velikosti in oblike je mogoc&e doloditi vrsto buce. Pri vseh bucah se
pod semensko lupino skriva jedrce. Ce ga podrobneje pogledamo, opazimo odebeljena,
plos¢ata klicna lista in rastlinski zarodek, ki izgleda kot majhna stoz€asta izboklina. Dobro
oCidCeno in posudeno seme, shranjeno na hladnem, suhem in temnem mestu lahko obdrzi
kalivost najmanj Sest let.

Slika 3: Bu¢na semena (Vir: Bodi eko) Slika 4: Bucno olje - vir linolenske kisline

(Vir: https://www.zps.si/mediji)

Hranilna vrednost bu¢nih semen je zelo visoka. Vsebujejo veliko vitaminov (B, C, E, D in K),
kot tudi protivitamin A. Vsebujejo tiamin, riboflavin, ogljikove hidrate, beljakovine in zdravju
dosti pomembnih mineralov (magnezij, mangan, cink, kalij in baker). So odli€en vir cinka, ki
podpira zdrave imunske funkcije, dobavljajo pa tudi niancin oz. vitamin B3, ki je nujen za
notranjo ravnovesje. Magnezij, cink in zdrave maS€obe naredijo bu¢na semena dobro
prehransko izbiro za tiste, ki imajo teZave z visokim krvnim tlakom in zdravjem srca. Prav tako
so odli¢en vir antioksidantov.

V buénem olju, ki ga vsebujejo bu€na semena, se nahaja zelo veliko linolenske kisline, ene
izmed esencialnih nenasi€enih kislin, ki je za nasS organizem zelo pomembna, vendar je telo
ne more ustvariti samo.

2.3 Lanena semena

Lanena semena pridobivamo iz rastline lan. Zdravilno vrednost, ki jo imata lanena semena in
laneno olje so poznali Ze v anti¢ni Grciji. Priporoc€ali so ga za razlicne zdravstvene teZzave. Na
obmocju danasnje Slovenije so pokrajino svoj ¢as krasila polja z modrimi cvetovi. Lan, eno
najstarejSih kulturnih rastlin na svetu (Linum usitatissimum), so v nasih krajih gojili predvsem
za izdelavo platna, zakljevine, vrvi itd. O pridelovanju lanu in njegovi uporabi piSejo ze
najstarejSi urbarji na slovenskih tleh od 12. stoletja dalje. Konec 19. stoletja je ta kulturna
rastlina pri nas postopoma zacela izginjati iz jo danes le redko zasledimo.


https://www.zps.si/mediji

Slika 5: Lan - kulturna rastlina Slika 6: Laneno polje

(Vir: https://sl.public-welfare.com/4163985-what-is-flax-white-useful-properties-description-and-use)

Medtem ko so izdelki iz lanu postali vse redkej3i, pa je pri nas in po svetu v zadnjem &asu
»zaslovelo« laneno seme in iz njega pridelano jedilno laneno olje, ki jima pripisujejo Stevilne
zdravilne in blagodejne ucinke za telo in zdravje.

Poznamo rumena oz. zlato ter rjava lanena semena. Imajo rahel okus po oredc¢kih in vsebuje
priblizno 40 % mascob (laneno olje), od tega okoli 50 % nenasiCene mascobne kisline omega
3 in priblizno 17 % omega 6. To je najviSja koncentracija nenasiCene alfalinolenske kisline
(Omega 3) med vsemi znanimi rastlinskimi olji. Druge pomembne sestavine so sluzi, linamarin,
beljakovine, lecitin, kot tudi steroli, vitamini B1, B2, B6, F in E, nikotinska, folna in pantotenska
kislina.

Slika 7: Rumena in rjava lanena semena

(Vir: https://slv.drinkpinkonline.com/)

Slika 8: laneno olje - bogastvo rastlinskih vlaknin in balastnih snovi

(Vir: http://osmijc.splet.arnes.si/files/2017/09/Z lanom v zeleni _turizem.pdf)

Poleg omenjenih koristi mas€ob omega 3, lanenim semenom in olju pripisujejo Stevilne druge
koristi za dobro podutje in zdravje. Najbolj odmevno je odkritie dr. Johhane Budwig,
diplomirane farmacevtke, kemicarke ter doktorice znanosti na podroc¢ju kemije in fizike, da so
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https://sl.public-welfare.com/4163985-what-is-flax-white-useful-properties-description-and-use
https://www.bodieko.si/laneno-olje
https://slv.drinkpinkonline.com/
http://osmjc.splet.arnes.si/files/2017/09/Z_lanom_v_zeleni__turizem.pdf

lanena semena odliéno sredstvo za zdravljenje rakavih celic. Njena dieta je danes sestavni del
celostnega zdravljenja na Stevilnih klinikah, ki so zelo uspesne pri zdravljenju raka. Znanstveno
poroCilo NemsSkega centra za raziskave raka iz Helderberga iz leta 2004, priporoCa uzivanje
lanenega olja in lanenih semen kot preventivo proti raku na prsih in ¢revesju.

Laneno seme vsebuje polifenole, ki so antioksidanti. Nenazadnje pa ima laneno seme veliko
vlogo pri prebavi, saj zaradi velike vsebnosti vlaknin in prebavnih encimov blagodejno vpliva
na peristaltiko Crevesja.

2.4 Antioksidanti

Antioksidanti so snovi, ki s svojo prisotnostjo zavirajo oksidacijske procese, torej procese, v
katerih kot stranski produkt nastajajo prosti radikali. Le-ti so molekule, ki vsebujejo kisik in
imajo neparno $tevilo elektronov. Ceprav je kisik za nas Zivljenjskega pomena, se lahko hkrati
v telesu obnaSa kot zelo reaktivna molekula, zato ima naSe telo precej mehanizmov, ki
preprecCujejo, da bi v telesu nastalo preveC prostih radikalov. Ti namreC zaradi svoje
reaktivnosti sproZajo Stevilne neZelene kemijske reakcije in s tem poskodujejo celice - to pa je
lahko eden izmed vzrokov za nastanek Stevilnih bolezni, kot so rakaste tvorbe, infarkt, diabetes
in vnetne bolezni (npr. artritis), hkrati pa pospesujejo samo staranje organizma.

Antioksidanti pa prostim radikalom podarijo elektrone, da jih stabilizirajo, kar preprecuje, da bi
prosti radikali napadali druge celice in povzro€ali bolezni. Prosti radikali najhitreje nastajajo ko
smo pod stresom, ko kadimo, ko se nezdravo prehranjujemo, pijemo alkohol itd. Antioksidante
najdemo predvsem v rastlinah, mesu, oreS¢kih in ribah. V rastlinah imajo zelo pomembno
vlogo. Zivljenje rastlin je namre¢ zelo nevarno. Izpostavljene so sonénim Zarkom kateri so po
eni strani za njihovo prezZivetje klju¢ni, po drugi pa so lahko tudi nevarni, saj se lahko rastline
tudi “opecejo”. Soncni zarki stalno sprozajo nastanek prostih radikalov, ki pa jih prisotni
antioksidanti sproti nevtralizirajo.

2.5 Polifenoli

Fenol je aromatska organska spojina s formulo CsHsOH, ki ima en aromatski obro¢ in eno
hidroksilno  skupino (glej sliko 9). Polifenoli spadajo med fenolne spojine
Z vsaj enim aromatskim obro&em in eno ali ve¢ hidroksilnih skupin, ki so direktno vezane na
obroce. Njihovo Stevilo pomembno vpliva na antioksidacijsko u€inkovitost spojine.

OH
OH HOTJ% o
-\\_A\\"//\KOJU'\H

J 0
OH .
N /\j HA b
-0
HO — ~ CH3
~ o7 o7
oH

HO

Slika 9: Kemijska struktura fenola 10: Kemijska struktura oleuropeina
(Vir: Wikipedija 2022) (Vir: Internetchemie, 2021)

Polifenoli so zelo mo¢ni antioksidanti, ki jih najdemo v nekaterih delih posameznih rastlin. So
podrazred fitokemikalij. Polifenoli $¢itijo pred boleznimi in ugodno vplivajo na zdravje. So zelo
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koristni za zdravo prehrano, ker varujejo naSe telo pred oksidacijskim stresom in pred prostimi
radikali.

Med polifenole spada tudi flavonoid, katerega so v€asih poimenovali vitamin P, da bi s tem
poudarili njihovo prehransko pomembnost. Flavonoidi lahko direktno lovijo proste radikale,
delujejo pa tudi posredno, tako da varujejo vitamin C pred oksidacijo. Najdemo jih v Stevilnih
zdravilnih rastlinah: listih breze, cvetovih bezga, cvetovih lipe, njivski preslici, cvetovih gloga,
listih ginka in cvetovih ajde.

Polifenoli nedvomno preprecCujejo nastanek okvar zaradi prostih radikalov in s tem zelo
verjetno zavirajo pojav bolezni kot je rak in ateroskleroza. Antioksidanti delujejo tako, da se ob
stiku z reaktivno oksidacijsko snovjo v nadem telesu, same “Zrtvujejo”, zreagirajo s to snovjo
in jo tako naredijo varno. Precej polifenolov se nahaja tudi v rde¢em vinu, zelenem &aju, sadju,
zelenjavi. Dokazano je, da polifenoli zmanjSujejo radikalsko oksidacijo lipoproteinov v krvi. S
tem naj bi upoCasnili nastajanje ateroskleroze in prepricevali sréni infarkt.

Trije najbolj znani polifenoli so flavonoidi, antociani in resveratrol.

2.6 Proteini (beljakovine)

Beljakovine (proteini) spadajo med makrohranila, saj jih je s hrano treba zauziti v vecjih
koli€inah, telesu pa predstavljajo vir energije. 1z 1 grama beljakovin se sprostijo 4 kilokalorije
(17 kJ), poleg energije pa so beljakovine tudi vir dusika in aminokislin, iz katerih telo gradi sebi
lastne beljakovine. Beljakovine so pomemben sestavni del vseh Zivalskih in rastlinskih celic, v
telesu pa imajo mnoge za zivljenje pomembne funkcije: delujejo kot encimi, so nujno potrebne
za rast in razvoj, so kljuéni gradnik celi¢nih struktur, sodelujejo pri imunskem odzivu, izgradnji
in delovanju misSiCevja, vklju€ene so v popravljalne mehanizme in v prenos Stevilnih snovi po
organizmu.

Beljakovine najdemo v velikem Stevilu Zivil Zivalskega in rastlinskega izvora. Dobri viri Zivalskih
beljakovin so jajca, mleko in mlecni izdelki, ribe in morski sadezi ter seveda meso. Slednje je
za vecino prebivalstva pri nas najpomembnejsi vir beljakovin. Ker lahko z mesom zauZijemo
tudi vedje koli¢ine (nasi¢enih) mas€ob, priporo€amo predvsem poseganje po pustem mesu.
Med najboljSe rastlinske vire beljakovin uvrS§€amo stro€nice, Zita in oreske, prisotne pa so tudi
v mnogih drugih rastlinskih Zivilih. Toplotna obdelava na splodno izboljSa biorazpolozljivost
beljakovin in tudi njihov okus.

2.6.1. Encimi

Eno najpomembnejsih viog med beljakovinami imajo encimi. Njihova naloga je, da uravnavajo
(katalizirajo) kemijske reakcije v organizmih, zato jih uvr§¢amo med biokatalizatorje.
Biokatalizatorji so katalizatorji, ki delujejo v telesu.

Encimi imajo precej zapleteno zgradbo. Skoraj vsi so globularne beljakovine. Molekule
nekaterih encimov lahko vsebujejo poleg beljakovinskega dela tudi atome kovin (npr. Zeleza,
magnezija, bakra ...) ali spojine, ki jih imenujemo koencimi. Koencimi so lahko tudi nekateri
vitamini ali snovi, ki nastanejo iz vitaminov.
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Slika 11: Kroglicni model encima v primerjavi z modeloma ATP in glukoze (zgoraj desno)

(Vir:https://eucbeniki.sio.si/kemija9/1108/index6.html)

2.6.1.1 Alfa - amilaza

Alfa - amilaza je eden od encimov prebavnega sistema, ki ga sintetizirajo predvsem celice
trebusne slinavke eksokrinega tipa in je odgovorna za razgradnjo kompleksnih ogljikohidratnih
sestavin hrane, Skroba in glikogena na enostavne ogljikove hidrate (glukozo). Ta encim v
majhnih koli€¢inah proizvajajo Zleze slinavke, ki so del sline. Obi¢ajno minimalna koli€ina alfa-
amilaze vstopi v splosni krvni obtok, saj ima trebusSna slinavka zelo dobro oskrbo s krvjo.
Prehod skozi ledvice se encim izlo¢a z urinom.

Slika 12: Alfa - amilaza

(Vir: https://sl.medicineherbalist.com)

2.7 Ekstrakcija po Soxhletu

Ekstrakcija po Soxhletuje ena najstarejSih metod ekstrakcije trdnih vzorcev in jo poznamo tudi
kot ponavljajoCo trdno-tekoCo ekstrakcijo. Vzorec damo v filtrirni papir, ki bo zadrzal trdne
delce in prepustil topilo z ekstrahirano snovjo. Filtrirni papir z vzorcem vstavimo v Soxhletov
ekstraktor in pod njim postavimo topilo v bucki, ki jo zacnemo segrevati.

Ko topilo zavre, se zaénejo dvigovati hlapi, ki se kondenzirajo v kondenzatorju in nato stecejo
v filtrirni papir s trdno snovjo. UCinkovina se zacne raztapljati v toplem topilu in ko topilo doseze
sifonsko cevko, ste€e nazaj v bucko in s seboj prinese tudi raztopljeno ucinkovino. Ta proces
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se ponavlja dokler ne presodimo, da je veCina ucinkovine ekstrahirana (Luque de Castro &
Garcia Ayuso, 2000). Soxhletova ekstrakcija lahko poteka brez neprestanega nadzora, a
navadno traja ve€ ur in porabi veliko koli¢ino topila, prav tako pa jo moramo spremljati, ¢e
Zelimo doloditi toéno Stevilo ciklov.

Vodni hladilnik

Soxhletov ekstraktor

butka s topilom
in ekstraktom

Slika 13: Soxhletov ekstraktor

(Vir: https://discoverfoodtech.com/soxhlet-extraction-method/)

2.8 UV-VIS spektrofotometrija

UV-VIS spektrofotometrija, oziroma ultravijolicna-vidna spektrofotometrija, je metoda, pri
kateri detektorji merijo prehod fotonov skozi vzorec. Ve€inoma se jo uporablja za kvantitativho
analizo atomov in molekul.

Naprava za merjenje se imenuje spektrofotometer, ki poslje snop svetlobe skozi vzorec v kiveti
in izmeri absorbanco (koli€ino in valovno dolzino svetlobe, ki jo raztopina zadrzi) in trasmitanco
(koli¢ino svetlobe in njeno valovno dolzino, ki preide skozi raztopino).

Njune vrednosti izraCuna po spodnjih enac¢bah, kjer A pomeni absorbanco, T trasmitanco, P
koli¢ino svetlobe, ki jo raztopina prepusti, in Po koli¢ino svetlobe, ki jo prepusti raztopina, s
katero smo umerili spektrofotometer:

T=P/Po

=-log (T)

Valovna dolzina oz. barva, ki jo raztopina absorbira je ravno nasprotna tisti, ki jo ljudje
zaznamo s prostim oCesom, saj vidimo le svetlobo, ki je uspela prepotovati skozi snov ali se z
nje odbila.
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Svetlobo sestavljajo fotoni, ki imajo doloCeno koli€¢ino energije, ki jo lahko oddajo molekulam
raztopine. Te jo absorbirajo, pri €emer se valenéni elektroni snovi v
vzorcu premaknejo na viSjo nezasedeno orbitalo. Valovna dolzina in koli¢ina absorbirane
svetlobe sta odvisni od molekularne strukture snovi in njene koncentracije. To opisuje Beer-
Lambertov zakon, ki pravi, da je absorbanca odvisna od valovne dolzine, vrste raztopine,
debeline kivete z raztopino in koncentracije iskane snovi. Posledi¢no je absorbanca premo
sorazmerna s koncentracijo. V enacbi A predstavlja absorbanco, € absorpcijski koeficient, |
debelino in ¢ koncentracijo:

A=gx|xcC

Na podlagi tega bi koncentracijo lahko izraunali, a vrednosti absorpcijskega koeficienta ne
poznamo. Druga moznost izraunov je s pomoc¢jo umeritvene premice.

Slika 14: UV - VIS spektrofotometer (Vir: lasten)*

3. METODE IN MATERIALI

Eksperimentalni del seminarske naloge smo izvedli v laboratorijih Fakultete za kemijo in
kemijsko tehnologijo, Univerze v Mariboru.
Pri delu smo uporabili naslednje eksperimentalne metode:

Ekstrakcija u€inkovin iz buénih in lanenih semen.
Doloc¢anje izkoristka ekstrakcije z razli¢nimi topili.
Dolo¢anje vsebnosti polifenolov.

Dolocanje celokupne koncentracije proteinov s pomocjo Bradfordovega reagenta.

v kd w0bd e

Dolo¢anje aktivnosti encima alfa - amilaza.

*V nadaljevanju so vsi neoznaceni viri slik lastni
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3.1 EKSTRAKCIJA UCINKOVIN 1Z BUCNIH IN LANENIH SEMEN

3.1.1. Pripomocki in kemikalije

Pri ekstrakciji smo uporabili naslednje pripomocke in aparature:

bucna semena (Happy harvest), - Soxhletov aparat,

lanena semena (Natura), - grelnik,

etanol (Honeywell), - vrelna stekla,

metanol (Honeywell), - termometer,

filtrirni papir, - merilne bucke (100 mL),

kavni mlin¢ek (Bosch), - rotavapor (Buchi R — 114),

parafinsko olje, - analizna tehtnica (natan¢nost 0,001 g),
acetatni pufer, - Vortex,

Milli-Q voda, - stresalnik.

merilni valj (100 mL),
erlenmajerice (100 mL),

3.1.2. Soxhletova ekstrakcija

Bucna semena smo zmleli s kavnim mlin€kom, jih namestili v filtrirni papir in poloZzili v Soxhletov
aparat. V bu€ko smo nalili 180 mL etanola, dodali vrelno steklo ter jo namestili v posodo s
parafinskim oljem in opremili s Soxhletovim aparatom. Segrevali smo do temperature 105 °C.
Po treh urah in pol urah so bili izvedeni $tirje cikli Soxhletove ekstrakcije.

Postopek smo ponovili z lanenimi semeni v topilu etanol. Obe ekstrakciji smo nato izvedli tudi
v metanolu.

-~

Slika 15: Zmleta bucna semena Slika 16: Lanena semena v pripravi za mletje

Topilo smo iz vseh vzorcev odparili s pomocjo rotavaporja pri temperaturi 40 °C.
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Slika 17: Ekstrakcija bucnih semen na Soxhletovem aparatu Slika 18: Odstranjevanje topila z rotava-
porjem

b |
Slika 19: Ekstrakta bucnih in lanenih semen v etanolu Slika 20: Ekstrakta bucnih in lanenih semen po
uparitvi topila

3.1.3. Ekstrakcija z natrijevim acetatnim pufrom

Pri ekstrakciji smo uporabljali acetatni pufer, ki smo ga predhodno pripravili tako, da smo v
bucko zatehtali 6,62 g natrijevega acetata in 1,16 g CH;COOH. Dodali smo Milli Q vodo in nato
z natrijevim hidroksidom umerjali pH, dokler ta ni dosegel vrednosti 5,3. Nato smo z Milli Q
vodo raztopino razredcili do oznake 1 L.

5 g drobno zmletih buénih in lanenih semen smo zatehtali v erlenmajerico, v katero smo dodali
5 vrelnih kroglic. V merilni valj smo odmerili 30 mL pripravljenega acetatnega pufra in ga dodali
zmletim semenom. Na vortexu smo vsebino erlenmajerice dobro premesali, da se suspenzija
dobro premesala.

Tako pripravljene vzorce smo pri sobni temperaturi za 90 minut postavili na stresalnik in
stresali suspenzijo na 300 rpm (obratov na minuto).
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3.2 DOLOCANJE IZKORISTKA EKSTRAKCIJE Z RAZLICNIMI TOPILI

Pred pricetkom ekstrakcije smo zatehtali maso bucke in vrelnega stekla, nato pa Se maso
vzorca (semen). Po ekstrakciji in odstranjevanju topila z rotavaporjem, smo ponovno stehtali
bu€ko z vrelnim steklom in ekstraktom.

Izkoristek ekstrakcije smo za posamezen vzorec izracunali po enacbi (2.1):

n= m(ekstrakta) 100 (21)

m(materiala)

3.3DOLOCANJE VSEBNOSTI POLIFENOLOV

Za umeritveno premico z galno kislino in doloCanje celokupne vsebnosti polifenolov smo
uporabili naslednje pripomocke in aparature:

3.3.1. Pripomocki in kemikalije

etanolni ekstrakt buénih semen, - merilna buc¢ka (100 mL, 50 mL),
metanolni ekstrakt buénih semen, - merilne buc¢ke (10 mL),

etanolni ekstrakt lanenih semen, - centrifugirke,

metanolni ekstrakt lanenih semen, - avtomatska pipeta (100 uL),

galna kislina (C7HeOs, p.a., Merck) - avtomatska pipeta (10 yL),

natrijev karbonat (Na.COs, Merck — - konica (Finntip 5 mL, 10 mL),
Alkaloid), - ¢aSa (150 mL),

Folin - Ciocalteujev reagent (p.a., - epruvete (5 mL),

Merck KGaA) - UV-VIS Spektrofotometer (Varian),
etanol (Honeywell, UN1170), - raCunalnik in program Varian Cary WINUV,
destilirana voda, - analizna tehtnica (natan¢nost 0,001 g),
merilni valj (100 mL), - vodna kopel z grelnikom.

3.3.2. Umeritvena premica z galno kislino

Za pripravo 7,5% raztopine natrijevega karbonata smo v ¢aSo zatehtali 7,50 g trdnega
natrijevega karbonata in dopolnili 100 mL bu¢ko do oznake z destilirano vodo.

5,0 mL Folin-Ciocalteujevega reagenta smo odpipetirali v 50 mL bucko in dopolnili z
destilirano vodo do oznake.

V 100 mL bucko smo dali 100,3 mg trdne galne kisline in dolili etanol do oznake.
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Slika 21: Tehtanje na analizni tehtnici

Pripravili smo raztopine, ki so vsebovale naslednje koncentracije galne kisline: 0,50 mg/mL,
0,25 mg/mL, 0,20 mg/mL, 0,15 mg/mL, 0,10 mg/mL, 0,075 mg/mL, 0,050 mg/mL, 0,025
mg/mL, 0,010 mg/mL.

0,5 mL vsake koncentracije smo z avtomatsko pipeto prenesli v centrifugirke. Dodali smo 2,5
mL razredCenega Folin - Ciocalteujevega reagenta in 2,0 mL 7,5% raztopine natrijevega
karbonata, v navedenem zaporedju, ki je pomembno za pravilen potek reakcije. Vzorce smo 5
minut inkubirali v vodi s temperaturo 50 °C. Vzorce smo ohladili, na rac¢unalniku zagnali
program Varian Cary WINUV, prikljucili spektrofotometer in ga kalibrirali s slepim vzorcem.
Absorbanco raztopin smo izmerili pri valovni dolZini 760 nm.

Slika 22: Priprava standardnih raztopin galne kisline Slika 23: Vzorci raztopin galne kisine in Folin -
Ciocaultejevega reagenta
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3.3.3. Vsebnost polifenolov v etanolnih in metanolnih ekstraktih

V 10 mL bucke smo zatehtali:

- 103,73 mg ekstrakta lanenih semen v etanolu;
- 111,16 mg ekstrakta bu¢nih semen v etanolu;
- 103,87 mg lanenih semen v metanolu;

- 105,24 mg buénih semen v metanolu.

Vzorce smo razredcili z destilirano vodo v bucki do oznake (10 mL). Vsebino vsake bu¢ke smo
prelili v epruvete, da smo lahko odpipetirali 0,5 mL vzorca in ga prenesli v centrifugirko. Dodali
smo 2,5 mL razredéenega Folin - Ciocalteujevega reagenta in 2,0 mL 7,5 % raztopine
natrijevega karbonata. Vzorce smo 5 minut inkubirali v vodi s temperaturo 50 °C. Vzorce smo
ohladili, na radunalniku zagnali program Varian Cary WINUV, prikljucili spektrofotometer in ga
kalibrirali s slepim vzorcem. Absorbanco raztopin smo izmerili pri valovni dolzini 760 nm.

Slika 24: Priprava vzorcev za dolocanje polifenolov Slika 25: Priprava vzorcev za dolocanje polifenolov

3.4 DOLOCANJE CELOKUPNE KONCENTRACIJE PROTEINOV S POMOCJO
BRADFORDOVEGA REAGENTA

3.4.1. Pripomocki in kemikalije

etanolni ekstrakt buénih semen, - fosforjeva kislina,

metanolni ekstrakt buénih semen, - etanol,

etanolni ekstrakt lanenih semen, - Vortex,

metanolni ekstrakt lanenih semen, - UV-VIS Spektrofotometer (Varian),
ekstrakt bu¢nih semen v acetatnem - Ca8a,

pufru, analizna tehtnica (natan¢nost 0,001 g),
ekstrakt lanenih semen v acetatnem - racunalnik in program Varian Cary WINUV,
pufru, - magnetno mesalo,
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- Milli-Q voda, - mikrocentrifugirke.
- Coomassie Blue,

3.4.2. Umeritvena krivulja za albumin

Za umeritveno krivuljo smo si pripravili raztopine naslednjih masnih koncentracij albumina: 0,2
mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,6 mg/mL, 0,8 mg/mL in 1,0 mg/mL.

Na spektrofotometru smo izmerili absorbanco in naredili graf masne koncentracije albumina v
odvisnosti od izmerjene absorbance.

3.4.3. Postopek dolo¢anja proteinov

Z Bradfordovo metodo smo dolocali celokupno koncentracijo proteinov v ekstraktih iz bu€nih
in lanenih semen.

Bradfordov reagent smo pripravili tako, da smo v 50 mL 95% etanola raztopili 100 mg
Coomassie blue in dodali 100 mL 85% fosforjeve kisline. Raztopino smo do oznake 1 L
razredcili z Milli Q vodo. Nazadnje smo raztopino mesali v ¢asi z magnetnim meSalom, da so
se vse komponente dobro raztopile.

V mikrocentrifugirke (1,5 mL) smo odpipetirali 1 mL pripravljenega Bradfordovega reagenta. V
slepi vzorec smo dodali 20 uL Milli Q vode, v vzorce pa po 20 uL pripravljenega ekstrakta.

Slika 26: Vzorci ekstraktov semen za dolocanje proteinov po Bradfordovi metodi

Raztopine smo dobro premesSali z uporabo vorteksa in izmerili absorbanco pri valovni dolzini
595 nm.

Koncentracijo proteinov smo nato izraCunali po naslednji enacbi (3.1) :

¢ =2 (3.1)

k
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Kjer so:

Asgs ... izmerjena absorbanca vzorca
C koncentracija proteinov v vzorcu
K

naklon umeritvene krivulje za albumin (0,7489)

3.5 DOLOCANJE AKTIVNOSTI ENCIMA ALFA - AMILAZA

3.5.1. Pripomocki in kemikalije

etanolni ekstrakt buénih semen,
metanolni ekstrakt bu¢nih semen,
etanolni ekstrakt lanenih semen,
metanolni ekstrakt lanenih semen,
ekstrakt buénih semen v acetatnem
pufru,

ekstrakt lanenih semen v acetatnem
pufru,

natrijev fosfatni pufer,

2M natrijev hidroksid,

maltoza,

destilirana voda,

3.5.2. Umeritvena krivulja za maltozo

DNS reagent,

1 % raztopina Skroba,

epruvete,

UV-VIS Spektrofotometer (Varian),
¢asa,

analizna tehtnica (natan¢nost 0,001 g),
racunalnik in program Varian Cary WINUV,
avtomatska pipeta (10 pL),

konica (Finntip 5 mL, 10 mL),

Vortex

vodna kopel z grelnikom.

Umeritveno krivuljo za maltozo smo pripravili tako, da smo v pripravljene epruvete odpipetirali

naslednje koli¢ine maltoze in destilirane vode:

St. vzorca Maltoza [mL] Destilirana voda [mL]
Slepi vzorec / 1

1 0,1 0,9

2 0,3 0,7

3 0,5 0,5

4 0,7 0,3

5 1 0

Tabela 1: Vzorci raztopin za umeritveno krivuljo za maltozo

Pripravljenim vzorcem razliénih raztopin maltoze smo izmerili absorbance ter iz podatkov

nacrtali umeritveno krivuljo in izraCunali naklon.



3.5.3. Dolocanje encima alfa - amilaza v vzorcih

V vsako od epruvet smo odpipetirali po 0,5 mL encimskega vzorca in 0,5 mL Skroba. Za slepi
vzorec smo namesto encimskega vzorca uporabili 0,5 mL destilirane vode. Nato smo vsebino
epruvet z uporabo vorteksa dobro premesali in jih 3 minute in kubirali pri sobni temperaturi.

Nato smo v vse epruvete dodali 1 mL reagenta DNS in jih v vodni kopeli 5 minut kuhali pri
blagem vretju. Da smo prepredili izparevanje smo vse epruvete pokrili s kovinskimi pokroveki
za epruvete.

Po 5 minutah smo epruvete odstranili iz vodne kopeli in po¢akali, da se je vsebina ohladila na
sobno temperaturo.

Nato smo dodali 10 mL destilirane vode in vsebino dobro premesali.

Vzorcem smo z uporabo UV VIS spektrofotometra izmerili absorbanco pri valovni dolzini 540
nm.

Koncentracijo spros¢ene maltoze smo izracunali po enacbi (3.2):

absorbanca vzorca

mmol sproStene maltoze = (3.2)
naklon
Aktivnost encima a-amilaza smo izracunali po enacbi (3.3):
U . l 3¢ It
= encima = mmo sz')roscene maittoze : (33)
mL volumen encimskega vzorca*3 min

Kjer je:

U/mL encima ... specifitna aktivnost encima

Slika 27: Vzorci ekstraktov za dolocanje aktivnosti encima alfa - amilaza
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4. REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 EKSTRAKTI

Po ekstrakciji v Soxhletovem aparatu smo v bucki dobili zmes ekstrakta in topila. Ekstrakt
bu€nih semen je bil zelene barve, lanena semena pa so obarvala topilo svetlo rjavo (slika 19).

Vzorce smo prikljuili na rotavapor, nastavili temperaturo na 40 °C, pogledali v tabelo podatek
za tlak, ki je potreben, da topilo izpari. Tlak smo zniZzevali po€asi, saj bi lahko ob prehitrem
znizanju izpareli tudi ekstrakt. Po 1 uri smo prekinili postopek, saj smo predvidevali, da smo
odstranili vso topilo. Bolj natanéna moznost bi bila, da bi vzorec tehtali do konstantne mase.

Postopek Soxhletove ekstrakcije temelji na ekstrakciji pri temperaturi vreliS¢ topil. Izbrani topili
— etanol in metanol — imata temperaturi vreli5¢ 78,37 °C (etanol) in 64,7 °C (metanol). Veliko
bioloskih molekul kot so encimi ima temperaturni maksimum, kar pomeni, da beljakovina
zaradi toplote denaturira oz. se njena aktivhost zmanjSa. Prav zato smo za primerjavo pripravili
ekstrakcijo z natrijevim acetatnim pufrom. Ekstrakcija je potekala pri sobni temperaturi, hkrati
pa ni bilo uporabljeno topilo, ki bi tudi samo vplivalo na aktivhost encimov.
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4.2 |ZKORISTEK EKSTRAKCIJE

Graf 1 prikazuje izkoristek Soxhletove ekstrakcije bucnih in lanenih semen v obeh izbranih
topilih.
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Graf 1: Izkoristek po Soxhletovi ekstrakciji bucnih in lanenih semen v etanolu in metanolu

Izkoristek ekstrakcije smo raCunali po enacbi (2.1). Iz Grafa 1 je razvidno, da je izkoristek po
ekstrakciji najboljsi pri buénih semenih, ekstrahiranih v etanolu in znasa 45,15%. Sledi ekstrakt
lanenih semen v etanolu z 44,16%. Izkoristek po ekstrakciji buénih semen v metanolu znasa
20,69%, izkoristek po ekstrakciji lanenih semen v metanolu pa 30,41%.

Glede na izraCunan izkoristek, lahko trdimo, da je etanol primernejSe topilo za ekstrakcijo
ucinkovin iz buénih in lanenih semen.

4.3VSEBNOST POLIFENOLOV

4.3.1. Umeritvena krivulja za galno kislino

V analizni kemiji je kalibracijska krivulja, znana tudi kot standardna krivulja, sploSna metoda
za doloCanje koncentracije snovi v neznanem vzorcu S primerjavo neznanega z nizom
standardnih vzorcev znane koncentracije.

Za doloCanje polifenolov v vzorcih neznane koncentracije smo naredili umeritveno krivuljo z
galno kislino, ki jo uvr§¢amo med fenolne kisline.
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Umeritvena krivulja za galno kislino
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Graf 2: Umeritvena krivulja za galno kislino
4.3.2. Vsebnost polifenolov
S spektrofotometrom smo dolo ili absorbance, iz katerih smo izraCunali vsebnost polifenolov

v mg GA/g ekstrakta.

Podatke o izmerjeni absorbanci prikazuje Tabela 2:

VZOREC Absorbanca pri 760 nm
Bu¢na semena v etanolu 0,8405
Lanena semena v etanolu 0,6950
Buéna semena v metanolu 0,4018
Lanena semena v metanolu 0,1009

Tabela 2: Absorbanca vzorcev v razlicnem topilu
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Graf 3: Vsebnost polifenolov mg GA/g ekstrakta
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Na Grafu 3 je prikazana vsebnost polifenolov v ekstraktih pridobljenih po ekstrakciji po
Sohxletu z uporabo etanola in metanola. Vsebnost polifenolov v nadih vzorcih smo dolo€ili s
pomocdjo umeritvene krivulje za galno kislino. Tekom raziskave smo ugotovili, da je etanol
primernej8e topilo, saj smo po ekstrakciji z etanolom dosegli najvidjo vsebnost polifenolov
izrazeno v miligramih galne kisline na gram ekstrakta (20,26 mg GA/g ekstrakta). Najnizjo
vsebnost totalnih fenolov smo dosegli pri ekstrakciji lanenih semen z metanolom, kar potrjuje
na3o drugo hipotezo.

4.4 CELOKUPNA VSEBNOST PROTEINOV

4.4.1. Umeritvena krivulja za albumin

Koncentracijo beljakovin v vzorcih smo doloCali z Bradfordovo metodo. Za doloCanje
koncentracije beljakovin v vzorcih neznane koncentracije smo naredili umeritveno krivuljo za
albumin (Graf 4).

Umeritvena krivulja za albumin
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Graf 4: Umeritvena krivulja za albumin

4.4.2. DoloCanje koncentracije beljakovin

Koncentracijo beljakovin v vzorcih ekstraktov smo dolo€ili tako, da smo izmerili absorbanco pri
595 nm z UV-VIS spektrofotometrom in s pomocjo umeritvene krivulje preracunali
koncentracijo proteinov v nasih vzorcih. Graf 5 prikazuje rezultate koncentracije beljakovin v
nasih vzorcih. Ugotovili smo, da je bila najvi§ja koncentracija beljakovin (0,07 mg/mL) dolo€ena
v vzorcu lanenih semen, ki smo ga pridobili z acetatnim pufrom. Prav tako je visoka vsebnost
beljakovin potrjena v vzorcu buénih semen, ki smo ga pridobili z ekstrakcijo po Soxhletu z
uporabo topila etanola (0,06 mg/mL).
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Graf 5: Koncentracija beljakovin v razlicnih vzorcih v 100 g materiala

4.5 AKTIVNOST alfa - amilaze

4.5.1. Umeritvena krivulja za maltozo

Z namenom, da bi izradunali aktivhost encima alfa - amilaza v vzorcih iz buénih in lanenih
semen smo najprej pripravili umeritveno krivuljo za maltozo (Graf 6) in izraCunali naklon
premice. S pomocjo naklona smo nato izraCunali koncentracijo sproene maltoze in v
nadaljevanju preko izmerjene absorbance izraCunali aktivnost encima alfa - amilaza v nasih

vzorcih.
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Graf 6: Umeritvena krivulja za maltozo
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Graf 7 prikazuje rezultate aktivnosti encima alfa - amilaza v ekstraktih iz bu¢nih in lanenih
semen po ekstrakciji po Soxhletu z etanolom in metanolom ter z ekstrakcijo na stresalniku z
acetatnim pufrom. Iz rezultatov je razvidno, da je najvisja aktivnost encima alfa - amilaza
dosezena v ekstraktu iz lanenih semen, ki smo ga pridobili z ekstrakcijo po Soxhletu z
etanolom in dosega 1,57 U/mL aktivnosti encima. Ce primerjamo rezultate aktivnosti encima
v ekstraktih pridobljenih z metanolom lahko ugotovimo, da so aktivnosti nizje. Tudi aktivnosti
encima iz ekstraktov, ki smo jih pridobili z acetatnim pufrom so niZje, kar pomeni, da je
najbolj ucinkovita ekstrakcija po Soxhletu z etanolom, kar ovrze na$o tretjo hipotezo.
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Graf 7: Aktivnost encima alfa - amilaza v vzorcih
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5. ZAKLJUCEK

Cilj raziskovalne naloge je bil pridobiti rezultate o vsebnosti aktivnih u€inkovin iz bucnih in
lanenih semen. Tako smo uspesno pripravili ekstrakte iz bu€nih in lanenih semen s Soxhletovo
ekstrakcijo in ekstrakcijo z acetatnim pufrom. V nadaljevanju smo dologili koncentracijo
beljakovin, vsebnost polifenolov in aktivhost encima alfa - amilaza v posameznih vzorcih.

Iz rezultatov smo ugotovili, da so lanena in buéna semena vir polifenolov, kar potrjuje prvo
hipotezo.

Vpliv topila je pomemben dejavnik pri pridobivanju aktivnih ucinkovin, kar smo dokazali in
utemeljili v rezultatih. Etanol je v primerjavi z metanolom primernejSe topilo za ekstrakcijo
polifenolov, s ¢imer smo potrdili tudi drugo hipotezo. Etanol pa je tudi najprimernejSe topilo za
doloCanje alfa — amilaze v vzorcih, s ¢imer ovrzemo tretjo hipotezo.

Vsebnost beljakovin je bila najvisja v natrijevem acetatnem pufru obeh vrst semen.

Polifenoli v semenih zagotovo uvrd¢ajo preiskovani vrsti semen med »superzivila,« saj delujejo
antioksidativno, prispevajo k prepreCevanju razvoja nekaterih kroni¢nih bolezni, kot so
kardiovaskularne bolezni, rakava obolenja, diabetes, osteoporoza.

Eden pomembnejsih podatkov je aktivhost encima alfa - amilaza v bucnih in lanenih semenih,
saj bi lahko s dodatkom moke iz buc¢nih in lanenih semen pomembno vplivali na ucinkovitost
priprave pekovskih izdelkov. Tekom eksperimentalnega dela raziskovalne naloge smo
dokazali, da je aktivnost encima alfa - amilaza visoka, kar pa bi vsekakor vplivalo na pripravo
pekovskih izdelkov, saj encim alfa - amilaza uspesSno pripomore k hitrejSemu in
ucinkovitejSemu procesu vzhajanja testa.

V bodoce bi bilo smiselno uporabiti moko iz buénih in lanenih semen pri procesu peke kruha
in tako ugotoviti, kako dodatek te pomembne surovine vpliva na kvaliteto koncnega
pekovskega izdelka.
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