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POVZETEK

V raziskovalni nalogi smo raziskovali vsebnost artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega
pelina (Artemisia annua L.). Ta naj bi poleg ucinkovitega zdravljenja malarije, danes se namrec¢
v ta namen uporablja po celem svetu, dvigovanja imunske odpornosti, blaZenja bolecin,
zdravljenja herpesov in glivic, predstavljal velik potencial tudi za zdravljenje rakavih obolen;.

Zanimalo nas je, ali lahko rastlino vzgojimo sami in tako iz nje pripravimo razli¢ne pripravke.
Ko nam je to uspelo, smo Zeleli raziskati in ugotoviti, koliko artemisinina vsebujejo tako
pripravljenivzorciv primerjavi z nam bolj znanim navadnim pelinom. Za ugotavljanje vsebnosti
artemisinina smo uporabili spektroskopsko metodo UV-VIS in dobljene rezultate ovrednotili
glede na zastavljena raziskovalna vprasanja oziroma hipoteze.

Ugotovili smo, da je vzgoja sladkega pelina zelo preprosta in obilna. 1z sveZih oziroma
posusenih delov rastline smo brez vecjih tezav predelali ¢aj, hidrolat in tinkture, ki so bili nasi
vzorci za nadaljnjo analizo. Rezultati spektroskopske analizne metode so pokazali, da je najvec
artemisinina v tinkturi, pridobljeni iz cvetoce rastline sladkega pelina. Iz ugotovitev sklepamo,
da je vsebnost artemisinina odvisna od vrste pelina in okolja, v katerem je ta vzgojen.

Kljucne besede: sladki pelin (Artemisia annua L.), artemisinin, rakave celice, spektroskopija,
metoda UV-VIS



ABSTRACT

This research deals with content of artemisinin in different preparations of sweet wormwood
(Artemisia annua L.). Artemisinin is effective in malaria healing — used all over the world —, in
increasing immunity, alleviating the pain, healing herpes and fungal skin infection, moreover,
it should also have the potential for healing cancer.

We were interested in finding out if we could grow the plant and make different preparations
out of it. We succeeded and wanted to find out the content of the artemisinin in our samples
comparing to common wormwood. We used UV-VIS spectroscopy method and interpreted
the results according to hypotheses.

We found out that cultivation of sweet wormwood is simple and abundant. We easily made
tea, hydrolat and tincture out of its fresh leaves and used them for further analysis. The results
showed the highest content in the tincture made out of fresh leaves of the sweet wormwood.
Based on the results we conclude that the artemisinin content depends on sort of the absinthe
and on its cultivation environment.

Key words: sweet wormwood (Artemisia annua L.), artemisinin, cancer cells, spectrometry,
US-VIS method



1 UVvOD

1.1 Namen raziskovalne naloge

Z napredkom znanosti in medicine nam je kot druzbi uspelo obvladovati in v nekaterih
primerih celo iztrebiti bolezni, ki so Se nekaj stoletij nazaj veljale za neozdravljive in smrtno
nevarne. Z odkritjem penicilina in razvojem antibiotikov sta plju¢nica in tuberkuloza v vecini
primerov postali popolnoma ozdravljivi; s SirSo uporabo cepiv so oSpice Ze skoraj v celoti
iztrebljene. S cepivi se lahko tudi preventivno zavarujemo pred tetanusom, gripo itd. V
danasnjem casu, zaznamovanim s hitrim tempom in stresnim ter vedno manj zdravim nac¢inom
Zivljenja, pa se vsakodnevno pojavljajo novi (mutirani) virusi, novo odkrite bakterije in nove
bolezni, "bolezni 21. stoletja". Sladkorna bolezen, multipla skleroza, avtizem, celiakija, alergije,
rakava obolenja idr. postajajo nasa nova normalnost. Znanstveniki po vsem svetu si zato
prizadevajo, da bi nasli nova, ucinkovitejsa zdravila, ki bi tudi ta bolezenska stanja spremenila
v ozdravljiva.

Sladki pelin se s svojim velikim potencialom za zdravljenje razli¢nih bolezenskih stanj, pri
¢emer je za farmacevtsko in zdravstveno stroko trenutno najbolj zanimiva njegova sposobnost
uni¢evanja rakavih celic, v zadnjem casu zelo pogosto pojavlja kot predmet raziskovanja na
razliénih univerzah in raziskovalnih institutih po celem svetu. Klju¢nega pomena pri njegovem
zdravilnem delovanju je ucinkovina artemisinin, ki v kombinaciji z drugimi snovmi zelo
ucinkovito pomaga pri reSevanju Stevilnih bolezni.

Z raziskovanjem smo Zeleli ugotoviti, ali lahko sadiko sladkega pelina vzgojimo sami in iz nje
pripravimo razli¢ne pripravke (¢aj, hidrolat in tinkturo). Zanimalo nas je, kakSna je vsebnost
artemisinina v nasih vzorcih, Zeleli pa smo tudi ugotoviti, kdaj in kako je najprimernejse sladki
pelin obrati in predelati, da je njegovo delovanje najucinkovitejse.

1.2 Hipoteze

Pred zacetkom raziskovanja smo postavili Stiri hipoteze, ki smo jih z uporabo razli¢nih
raziskovalnih metod pozneje potrdili oziroma zavrgli.

1. hipoteza: Rastlino (sladki pelin) lahko vzgojimo sami.

2. hipoteza: Predvidevamo, da lahko na osnovi dobrega pridelka pripravimo vse pripravke
(¢aj, hidrolat oziroma rozno vodo, tinkturo oziroma alkoholni izvlecek).

3. hipoteza: Predvidevamo, da se vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih razlikujejo.
hipoteza: Glede na podatke iz literature [24] predvidevamo, da je vsebnost
artemisinina najvecja v tinkturi sladkega pelina.



1.3 Metodologija dela

Pri raziskovanju smo uporabili naslednje metode:

— vzgoja rastlin in priprava pripravkov (hidrolata, tinkture),

— delo z literaturo in razliénimi viri,

— kvantitativno doloc¢anje artemisinina v vzorcih s spektroskopsko metodo UV-VIS in
— vrednotenje dobljenih rezultatov.

Izhodis¢e raziskovalne naloge je bil internetni ¢lanek o sladkem pelinu [24]. Ta nas je tako
navdusil, da smo rastlino Zeleli vzgojiti. Ugotovili smo, da njena vzgoja sama po sebi ni
zahtevna in da jo lahko vzgoji vsak doma na svojem vrtu. Poglobili smo se v raziskovanje in
prebrali razlicne drugotne vire: knjige, strokovne in nestrokovne ¢lanke v revijah in na spletu,
raziskovalne naloge ter porocila raziskav svetovnih raziskovalnih srediS¢. Knjiznih virov na
najino temo prakti¢no nisva nasli (razen botanic¢nih knjig o sladkem pelinu in njegovi vzgoji),
saj gre za razmeroma novo odkritje, ki je Se vedno v fazi raziskovanja.

Sadiko sladkega pelina smo brez tezav posadili in vzgojili. Iz vzgojene rastline smo v Solskem
laboratoriju s pomocjo parne destilacije v bakrenem alembiku pridobili hidrolat in nekaj kapljic
eteri¢nega olja. Iz sveZih listov omenjene rastline smo pripravili tinkturi oziroma alkoholna
izvlecka. Sladki pelin smo posusili tudi za ¢aj.

Ko so bili vsi pripravki izdelani, smo imeli vzorce oziroma potrebne pogoje za nadaljnjo analizo,
za ugotavljanje vsebnosti artemisinina v njih. Po ponovnem pregledu virov in porocil o
dosedanjih raziskavah smo ugotovili, da bi bilo to mogoce izvesti s pomocjo instrumentalne
analizne metode, kromatografije visoke locljivosti ali na kratko HPLC. Kljub vztrajnemu iskanju
moznosti o izvedbi te Zal nismo nasli nobene institucije, ki bi nam tovrstno analizo dejansko
lahko omogocila. Treba se je bilo lotiti iskanja in preuevanja nove metode, ki bi bila za nas
izvedljiva. Raziskovanje nas je tako privedlo do spektroskopske metode UV-VIS, v obmocju
ultravijoli¢ne in vidne svetlobe, ki je opisana v nadaljevanju. Pridobljene rezultate smo nato
analizirali in na osnovi teh potrdili oziroma ovrgli zastavljene hipoteze.



2 TEORETICNI DEL

2.1 Pravi pelin — Atremisia absinthum

Ze v davnini je pelin veljal za zdravilo pri Zelodénih, jetrnih in Zol¢nih teZavah. Domovina pelina
so stepe vzhodne Evrope in osrednje Azije. Ze zelo zgodaj so ga gojili kot zdravilno rastlino,
zato se je razsiril po vsej Evropi in severni Afriki. V Sloveniji raste po suhih travnikih in starih
zidovih od nizZine do visokogorskega pasu. Julija in avgusta nabiramo cvetoce olistane poganjke
in pritlicne liste. Posusen pelin ima aromati¢en vonj in mocno grenak okus. [10]

2.2 Navadni pelin — Artemisia vulgaris

Pelinu podoben je navadni pelin, ki ima le na spodnji strani srebrno sivkaste dlakave liste brez
tipicnega vonja in je nezno grenkega okusa. V zelis€u so Stevilni flavonoidi, predvsem glikozidi,
Creslovine in veliko kalija. Eteri¢no olje, ki ga dobimo pri parni destilaciji, vsebuje tudi tujon, ki
pa je strupen. Alkoholni pripravki iz pelina tako niso primerni, saj se v alkoholu topi vec
eteri¢nega olja kot v vodi. [10]

2.3 Sladki pelin — Artemisia annua

Sladki pelin je nebinovka (Asteraceae), ki prav tako spada v veliko druzino pelinov. V viSino
lahko zraste ve€ kot dva metra, navadno pa od 30 do 100 centimetrov. Raste kot enoletna
grmovnica s 3-5 centimetrov dolgimi listi in majhnimi rumenimi cvetovi, ki sladko disijo. Izhaja
iz Azije, v Evropo pa naj bi ga prinesli Turki, ki so ga uporabljali za odganjanje mrcesa. Njegovi
pripravki naj bi v kombinaciji z Zelezom in s C-vitaminom tvorili proste kisikove radikale in tako
med drugim uspesno unicevali rakaste celice. [14]

Slika 1: Grm sladkega pelina [18]



2.4 Artemisinin

Kemijsko je modificiran lakton, ki vsebuje nenavaden peroksidni mostic¢ek -O-O-. Prav temu
mosticku pripisujejo zdravilno ucinkovanje. [23]

Artemisnin je naravno sintetiziran peroksid, izoliran iz kitajske tradicionalne rastline, Artemisie
annue — sladkega pelina. Ze ve¢ stoletji se v azijski tradicionalni medicini uporablja za
zmanjsanje vnetij in zniZevanje poviSane telesne temperature, uveljavlja pa se tudi kot zdravilo
proti malariji. Zaradi izvrstnega varnostnega profila so v zadnjih dveh desetletjih zaceli
raziskovati njegov vpliv na rakave celice. Rezultati so pokazali, da se njegova sposobnost
unicenja rakavih celic razlikuje glede na to, kako se molekule povezujejo v dimere in s katero
funkcionalno skupino se vezejo. [1] [8]

Leta 2015 je kitajska farmakologinja Youyou Tu dobila Nobelovo nagrado za odkritje
protimalarika Artemisinina. Do danes je ta pozdravil Ze na milijone obolelih z malarijo,
pomagal pa naj bi tudi pri nekaterih drugih bolezenskih stanjih. [3]

Artemisinin sam po sebi nima tako intenzivnega ucinka na rakave celice, temvec pravo orozje
postane Sele v kombinaciji s C-vitaminom in Zelezom. [7] [8]

Glavna razlika med vplivom kemoterapije, ki se zdaj uporablja, in artemisininom je ta, da
slednji povzroci precej manj Skode v zdravih celicah, zaznana je le majhna poskodba DNK, ki
pa se je v nadaljnjem razvoju te snovi, kot vrsto kemoterapije, ne sme zanemariti. Za najbolj
uCinkovitega se je izkazal pri uni€evanju celic raka na dojki, pljucih, trebusni slinavki in pri
akutni levkemiji. [4] [6]

Prav tako bi lahko artemisinin v prihodnosti uporabljali kot preventivo pred nastajanjem
rakavih celic v ¢loveSkem telesu, saj bi z njim okrepili imunski sistem in tako zmanjsali moznosti
pojava malignih celic. [12]

Poleg zdravljenja malarije in raka se je artemisinin izkazal kot potencialno zdravilno sredstvo
pri zdravljenju virusa HIV, RNA in DNA virusov, npr. hepatitisa B in C, herpesa virusa 6.
Dosedanje raziskave so pokazale, da ima precej vecjo ucinkovitost na DNA viruse kot na RNA.

3]

Slika 2: Kroglicna formula artemisinina [19]



2.5 Kromatografija visoke locljivosti HPLC

Po Studiju literature in virov bi bilo dolo¢anje vsebnosti artemisinina najbolje opraviti z
instrumentalno analizno metodo, s kromatografijo visoke locljivosti oziroma HPLC.

Vzorec

Prikazovalnik podatkov

.6
Crpalka  ©

UV-detektor
[I: H

HPLC kolona
Topilo Odpadek

Injektor

Slika 3: Aparatura HPLC metode [20]

S prosnjami za pomoc¢ pri izvedbi analize smo se tako obrnili na razli¢ne laboratorije, vendar
so nam vsi vklju€eni pojasnili, da gre za nerutinsko metodo, za katero v laboratorijih Se nimajo
postavljene ustrezne kolone in primernih detektorjev. Prav tako je izbrana metoda financno
precej zahtevna in bi, v primeru izvajanja, morala biti sprejeta, podprta in financirana od Sirse
raziskovalne skupine.

2.5.1 Omejitve pridelu

Za ugotavljanje artemisinina v nasih pripravkih smo uporabili spektroskopsko analizno metodo
UV-VIS, ki je bila za nas sprejemljiva in nam je obljubljala zelo primerljive rezultate. Ko je bila
kvantitativna metoda dolocanja vsebnosti artemisinina enkrat dolo¢ena, smo naleteli na nov
problem. Za omenjeno metodo smo morali glede na preuceno literaturo naroditi potrebne
kemikalije, safranin O in standard artemisinina. Omenjeni kemikaliji namrec¢ potrebujemo za
pripravo standardnih raztopin, ki so izhodis¢e za izris umeritvene krivulje.
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2.6 Spektrometrija

Spektrometrija spada med najobcutljivejSe in najpomembnejSe metode v kemijski analizi, s
katerimi dolo¢amo kemijsko sestavo materiala, ugotavljamo vsebnost dolo¢enih kemijskih
elementov ali spojin v vzorcu. [5]

Molekularna absorbcijska spektrometrija temelji na merjenju absorbcije svetlobe, ki prehaja
skozi preiskovano raztopino. Obicajno absorbcijo merimo v ultravijolicnem, vidnem in
infrarde¢em spektralnem obmocju, navadno pri absorbcijskem maksimumu. [5]

Za absorbcijo svetlobe velja Beer-Lambertov zakon:

Io(A
log % =A=k-b-c .. matematicniizrazza merjenje absorbance (1)

e |o —jakost svetlobe vpadnega zarka

e | —jakost svetlobe po prehodu skozi snov

e A-—jeabsorbanca (ekstinkcija)

e k—molarni absorbcijski (ekstinkcijski) koeficient
e b —dolZina svetlobne poti skozi snov

e c—koncentracija dolocane zvrsti

ULTRAVIJOLICNA, VIDNA, INFRARDECA IN NMR SPEKTROSKOPIJA
Opis

\zorcu dovedemo energijo v obliki elektromagnetnega valovanja, nato pa preucujemo energijo, ki jo je vzorec absorbiral
yddal

dovedena energija oddana energija
VZOREC - ' —+\/ZBUJEN VZOREC — ' VZOREC
ugotavijanje absorbiranih ugotavijanje emitiranih
valovnih dolzin valovnih dolzin
ABSORPCIJSKI SPEKTRI EMISIJSKI SPEKTRI

Slika 4: Spektroskopija [5]
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 Vzgoja sladkega pelina

Ugotovili smo, da je vzgoja sladkega pelina zelo preprosta. Kot je navedeno v Stevilnih virih in
literaturi, rastlina najbolje uspeva na odcednih, nevtralnih oziroma rahlo alkalnih ilovnatih
tleh. Sejemo jo zgodaj spomladi, na prosto pa jo presadimo maja, ko je nevarnost pozebe
mimo. Ko je enkrat v zemlji, brez posebne skrbi z zalivanjem zelo hitro zraste v visoko, diseco
grmovnico.

Slika 5: Sladki pelin na vrtu [21]

3.2 Pridobivanje vzorcev za nadaljnjo analizo

Grm smo pustili rasti do konca poletja, nato smo ga dvakrat obirali. Prvi¢ avgusta, ko rastlina
Se ni zacvetela, in drugic¢ septembra, ko je bilo polno cvetov. Iz svezih listov in cvetov smo nato
pridobili material, iz katerega smo v Solskem laboratoriju pridobili hidrolat in nekaj kapljic
eteri¢nega olja, v bakrenem alembiku — destilatorju. Odprtine smo zatesnili s pasto iz rzene
moke in vode ter s tem zagotovili popolno tesnjenje, da ne bi produkti uhajali. Destilator je
sestavljen iz treh delov, in sicer iz:

e posode, v kateri je voda in ob segrevanju iz nje nastaja para,
e posode, v katero nalozimo rastlinski material in
e hladilnika, v katerem se para utekocini — kondenzira.

Para pri prehodu skozi rastline povzrofa pokanje celic in veze nase hlapne komponente
eteriCnega olja ter vodne faze ali hidrolat. Eteri¢no olje je lazje od hidrolata, zato plava na
njem.

Caj smo naredili tako, da smo sladki pelin preprosto posusili na sobni temperaturi v
zatemnjenem, dobro prezraéenem prostoru in ga posusenega shranili v papirno embalazo.

12



Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

Tinkture smo naredili tako, da smo namocili 100 g sveze zeli v litrsko steklenico etanola za tri
tedne. Pripravili smo dve tinkturi sladkega pelina. V prvi tinkturi smo za ekstrakcijo v etanolu
uporabili zelene dele rastline sladkega pelina pred cvetenjem, za vzorec druge tinkture pa smo
uporabili zelene dele rastline s cvetovi. Ze na prvi pogled je bila dobro vidna razlika med
vzorcem tinkture iz rastline pobrane pred in tisto med cvetenjem. Prva je bila intenzivne
temno zelene barve, medtem ko je bila druga bledo rumena do svetlo zelena. Razlog za to je
vecja oziroma manjsa prisotnost klorofila v listih in cvetovih rastline.

Vzporedno smo pripravili Se tinkturo oziroma alkoholni izvle¢ek navadnega pelina, saj nas je
zanimalo, ali se tudi vzorca tinktur sladkega in pravega pelina razlikujeta v vsebnosti
artemisinina.

Slika 6: Priprava sladkega pelina za parno destilacijo (lasten arhiv)

Slika 7: Pripravki iz sladkega pelina (lasten arhiv)
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Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

3.3 Ankete in analize

Iz literature [24] smo dobili podatek, da sta tako hidrolat kot tinktura sladkega pelina zelo
ucinkovita pri zdravljenju herpesov, koznih izpuscajev in mozoljev. To trditev smo se odlocili
preizkusiti. Ob omenjenih teZzavah smo sorodnikom in znancem ponudili omenjena pripravka,
pridobili njihova soglasja ter jih poucili, da na prizadeto mesto nanesejo kapljico oziroma dve
pripravka.

Pri vseh testnih osebah s herpesom (v zacetni ali v napredovani fazi) je ta v zelo kratkem ¢asu
izginil. Nanos pripravkov je bil prav tako pri vecini uporabnikov uspesen pri zdravljenju manjsih
koznih izpuscajev.

Zavedamo se, da bi bilo treba dobljene rezultate Se klinicno preveriti, da bi lahko zdravilnost
obeh pripravkov resni¢no strokovno potrdili. Vseeno pa smo z njimi zadovoljni, saj potrjujejo,

da sladki pelin res vsebuje zdravilne ucinkovine, ki smo jih skozi postopke predelave uspeli
ohraniti in izolirati.

3.3.1 Uporabljene kemikalije za umeritveno krivuljo

e Standard artemisinina 10 mg

e 50 % etanol

e 2 % raztopina kalijevega jodida

e Raztopina klorovodikove kisline z mnozinsko koncentracijo 5 mol/L
e 0,01 % raztopina safranina O v etanolu

e Raztopina natrijevega acetata z mnozinsko koncentracijo 2 mol/L

e Destilirana voda

Slika 8: Uporabljene kemikalije (lasten arhiv)
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3.3.2 Pripomocki

e Merilne bucke s pokrovcki (10 mL, 50 mL, 250 mL)
e Mikrolitrska pipeta

e Kivete

e Spektrometer Shimadzu UV-1800

e Meritveni program UVprobe

=

L\
lt

3.3.3 Standardne raztopine

Slika 9: Spektrometer (lasten arhiv)

Za pripravo standardnih raztopin potrebujemo standard artemisinina. Iz njega pripravimo
osnovno raztopino, z zacetno koncentracijo 10 mg artemisinina na 10 mL etanola. Ker ne
poznamo obmocja, v katerem se bodo nahajale koncentracije vsebovanega artemisinina v
nasih vzorcih, smo se odlodili pripraviti ve¢ raztopin, da bi pokrili dovolj Siroko merilno
obmodje.

Iz pripravljene osnovne raztopine standarda artemisinina v nadaljevanju odpipetiramo 10 pL,
100 pL, 200 pL, 500 pL, 800 pL, 1000 pL, 2000 pL in 4000 pL v merilne bucke in dodamo
pripravljene raztopine, ki so navedene pod tocko 3.4.1 in opisane v postopku spodaj. Tako
pripravljenim standardnim raztopinam artemisinina, z znanimi koncentracijami, merimo
absorbance pri valovni dolzini 521 nm. [10]

Meritve in analitsko eksperimentalni del smo v celoti opravili na Biotehniski fakulteti Univerze
v Ljubljani.

Postopek priprave standardnih raztopin

1. Za kontrolo uporabimo 50 % etanol.
2. V 10 mL bucke odpipetiramo 10 pL, 100 pL, 200 pL, 500 pL, 800 pL, 1000 pL, 2000 pL
in 4000 pL standardne raztopine artemisinina.
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Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

Slika 10: Pipeta (lasten arhiv)

3. V vsako bucko nato dodamo 1 mL raztopine kalijevega jodida in 1 mL raztopine
klorovodikove kisline ter dobro premeSamo. Opazimo rumeno obarvanje, ki je
posledica reakcije jodidnega iona (reakcijska shema 2).

CH,

CH,

X o= OHD (Db resutemisanin H0,

X o= O Aremisinimg

. reakcijska shema 1 [10]

Hidy +2H " +2]" —p  |; +2HD

HC M CHy ) Hal® M CH
= I/H * e :
+F —— A

HyN M MH; HyN M MM,

[ b
= -
e TR {erlmarleasd

...reakcijska shema 2 [10]

4. Premesani zmesi dodamo 0,5 mL raztopine safranina O, raztopljenega v etanolu, in 2
mL raztopine natrijevega acetata ter vse skupaj dobro mesamo 5 minut.

5. PomeSanju v posamezno bucko dodamo do oznake 10 mL destilirane vode in Se enkrat
dobro premesamo, da postane zmes homogena.
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Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

Tako pripravljene standardne raztopine vsako posebej prelijemo v kiveto in jim
posamezno, v spektrometru, izmerimo absorbance pri valovni dolZini 521 nm. Barve
se standardnim raztopinam pravilno obarvajo po priblizno eni uri (slika 12). [10]
Program UVprobe nam izriSe umeritveno krivuljo, ki je linearna funkcija.

Slika 11: Tvorba rumeno obarvanih kompleksov (lasten arhiv)

Slika 13: Prikaz rezultatov v programu UVprobe(lasten arhiv)
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Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

3.3.4 Nasivzorci

e Hidrolat sladkega pelina — HP

e Tinktura sladkega pelina, pobranega avgusta 2018 — SPr

e Tinktura sladkega pelina, pobranega septembra 2018 — SPz
e Tinktura navadnega pelina — NP

Za vsak vzorec smo naredili tri paralelke, v dveh ponovitvah. Prvi¢ smo odpipetirali 1 mL
vzorca in dodali vse ostale raztopine, enako kot pri standardnih raztopinah. Drugi¢ smo
odpipetirali 5 mL vzorca in ponovili postopek merjenja absorbance pri 521 nm. S pomocjo
enacbe linearne premice, ki nam jo izpiSe program UVprobe, lahko na osnovi izmerjenih
absorbanc vzorcem izra¢unamo koncentracije artemisinina.

Slika 14: Priprava testnih vzorcev (lasten arhiv)
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4 REZULTATI

4.1 lzris umeritvene krivulje

V program UVprobe smo vnesli koncentracije nasih standardnih raztopin artemisinina in
izmerili absorbance pri 521 nm. Rezultati meritev so zbrani v tabeli 1. Zatem je program izrisal
umeritveno krivuljo in izpisal linearno enacbo, oboje je prikazano v grafu 1.

Za natanc¢no optimizacijo umeritvene krivulje bi morali Se veckrat ponoviti pripravo
standardnih raztopin in meritve njihovih absorbanc.

Tabela 1: Izmerjene absorbance standardnih raztopin artemisinina

Koncentracija artemisinina [ug/10 mL] | Izmerjena absorbanca
o 0,556
o 0,571
500 0,579
800 0,598
2000 0,629
0 0,676
0,8
S A S o e e e
0,6 | a . ueeeeseemeerret @..cceerenreret
' ‘... ..... @& { _Pr
S 05 y =0,0000291x + 0,5646228
oY 0
: RZ=0,9774241
=
S 04
@)
wn
203
0,2
01
0
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

KONCENTRACIJA ARTEMISININA [pg/mL]

Graf 1: Umeritvena krivulja (program UVprobe)
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V tabeli 2 so prikazane izmerjene absorbance nasih vzorcev, izraCunane koncentracije
artemisinina za posamezen vzorec, povprecne koncentracije paralelnih meritev in Se konéne
povprecne koncentracije za posamezen vzorec.

Tabela 2: Izmerjene absorbance in izracunane koncentracije artemisinina v vzorcih

Vzorec | Absorbanca | Koncentracija artemisinina | Povprecna koncentracija | Konéna povprecna
[ug/mL] artemisinina [pg/mL] koncentracija
[ug/mL]
H1 0,591 910,34 956,32 1209,20 odstopa
H1 0,596 1082,76
H1 0,590 875,86
H2 0,631 2289,66 2726,44
H2 0,576 1117,24
H2 0,593 979,31
NP1 0,591 910,34 737,93 1732,18
NP1 0,591 910,34
NP1 0,576 393,10
NP2 0,650 2944,83 2726,44
NP2 0,639 2565,52
NP2 0,642 2668,97
SP1r 0,732 5772,41 5760,92 4048,28
SP1r 0,731 5737,93
SP1r 0,732 5772,41
SP2z 0,610 1565,52 1479,31
SP2z 0,605 1393,10
H5 0,596 1082,76 841,48 168,28 odstopa
H5 0,584 668,97
H5 0,587 772,41
NP5 0,840 9496,55 9588,51 1917,70
NP5 0,843 9600
NP5 0,845 9668,97
SP5r 0,991 14703,45 15531,03 3106,21
SP5r 1,025 15875,86
SP5r 1,029 16013,79
Legenda:

Hidrolat sladkega pelina—H1, H2 (1 mL hidrolata) — paralelke pripravka
Hidrolat sladkega pelina — H5 (5 mL hidrolata)
Tinktura sladkega pelina, pobranega avgusta 2018 — SP2z (1 mL zelene tinkture)

Tinktura sladkega pelina, pobranega avgusta 2018 — SP1r (1 mL rumene tinkture)

Tinktura sladkega pelina, pobranega avgusta 2018 — SP5r (5 mL rumene tinkture)
Tinktura navadnega pelina — NP1, NP2 (1 mL tinkture) — paralelke pripravka

Tinktura navadnega pelina — NP5 (5 mL tinkture)

Za vsak pripravek smo meritve ponovili v vec paralelkah.
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Ugotavljanje vsebnosti artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina

Koncentracija artemisinina (Jg/mL)

3500
3000
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PELINA SLADKEGA PELINA-

SEPTEMBER 2018

Graf 2: Koncentracija artemisinina v pripravkih pelina

Vzorec, z oznako SP2z (tinktura sladkega pelina, pobranega avgusta 2018, ki je bila mocno
zeleno obarvana raztopina), nam je povzrocal tezave. Pri pripravi vzoréne raztopine za
merjenje absorbance se je pri dodajanju potrebnih raztopin pojavila motnost, ki je
onemogocila prehod Zarka skozi raztopino, zato izmerjena absorbanca ni bila realna. Motnost
smo zeleli izloCiti, zato smo vsebino prefiltrirali in meritev ponovili. Poskusili smo Se s
centrifugiranjem, vendar spet zaman. Rezultati meritev so bili pod mejo detekcije oziroma

zaznavanja. Iz omenjenega sklepamo, da prisotnost klorofila onemogoca natancno dolocitev
artemisinina v tem vzorcu.

Slika 15: Vzorci in standardi ob zacetku (lasten arhiv)
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Iz rezultatov v tabeli 2 je lepo razvidno, da tinktura sladkega pelina vsebuje najvecjo
kocentracijo artemisinina (3106,21 pg/mL). Temu sledi vzorec tinkture navadnega pelina s
1917,70 pg/mL, najmanj pa ga dolo¢imo v hidrolatu (168,28 ug/mL). Pri hidrolatu je vsebnost
artemisinina ¢isto na meji detekcije.

4.2 Razprava po hipotezah

Na podlagi empiri¢éno, predvsem pa eksperimentalno pridobljenega znanja in rezultatov smo
svoje izsledke analizirali in na podlagi ugotovitev te analize ovrgli oziroma potrdili hipoteze, ki
smo jih postavili na zacetku svojega raziskovalnega dela.

1. HIPOTEZA: potrdimo

Nasa prva hipoteza je bila, da lahko rastlino sladkega pelina vzgojimo sami. To trditev lahko
potrdimo, saj smo jo brez vecjih tezav vzgoijili in pridelali na Solskem vrtu. Ugotovili smo,
da je po svetu veliko razli¢nih vrst pelina, ki rastejo v zelo razlicnih okoljih in podnebnih
razmerah. Temu primerni so posebni pogoji, ki jih zahtevajo sadike. Sladki pelin iz Svice, ki
je najbolj podoben tistemu, ki smo ga posadili (geografsko gledano spadamo v zelo
podobno okolje), tako zahteva popolnoma drugacne pogoje za rast kot tisti iz Indonezije.
Kot smo ugotovili pozneje, vplivajo ti tudi na vsebnost ucinkovin v rastlini.

2. HIPOTEZA: potrdimo

Tudi drugo hipotezo, da lahko iz rastline pripravimo vse pripravke (¢aj, hidrolat in tinkturo),
lahko potrdimo. Susenje listov, cvetov in stebelc je bilo zelo enostavno. Hidrolat in tinkturo
smo brez tezav pridobili s parno destilacijo v Solskem laboratoriju. Ko je enkrat rastlina
vzgojena in obrana, z njeno predelavo ni vecjih zapletov.

3. HIPOTEZA: potrdimo

Da se vsebnosti artemisinina v razliénih pripravkih razlikujejo, drzi. Iz rezultatov
spektroskopske analize ugotovimo, da je najvecja vsebnost artemisinina v vzorcu tinkture
iz sladkega pelina, nato v tinkturi navadnega pelina, sledi pa hidrolat. Na to kolikSna je v
pripravkih koli¢ina iskane snovi, po ugotovitvah vpliva vrsta rastline (sladki pelin vsebuje
bistveno vec¢ artemisinina kot navadni pelin), pogoji, v katerih je bila vzgojena (vedja je
koncentracija v pripravkih rastline, ki je rasla v bolj suSnem okolju, zaradi ¢esar je ta bolj
aromaticna), in ¢as obiranja listov ter cvetov (najvec artemisinina je v pripravkih sladkega
pelina obranega septembra). Potrdili smo torej tudi tretjo hipotezo.
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4. HIPOTEZA: potrdimo

Na osnovi podatkov iz strokovne literature smo predpostavili ¢etrto hipotezo, da tinktura
sladkega pelina vsebuje najvec artemisinina. Izmerjena vsebnost artemisinina je bila v tem
vzorcu res najvecja (3106,21 ug/mL).

4.3 Predlogi

4.3.1 Predlogi za resitev oziroma izboljSanje problema

Artemisinin predstavlja velik potencial v farmaciji, kemijski in Zivilski industriji. Predlagamo, da
podjetja in drzava vlagajo v raziskovanje te snovi ter skupaj razvijajo nove metode njenega
raziskovanja in pridobivanja.

4.3.2 Nadaljnje raziskovanje

Predvsem zaradi velikega zdravilnega potenciala sladkega pelina oziroma njegovih pripravkov
menimo, da bodo znanstveniki in raziskovalci po svetu zelo kmalu razvozlali in odkrili
mehanizem delovanja artemisinina in drugih zdravilnih ucinkovin v njem. Ker je tematika
najine raziskovalne naloge Se precej neraziskana, imava kar nekaj predlogov za nadaljnje
raziskovanje. Predlagava:

. meritve s HPLC metodo, primerjanje rezultatov,

o cvetovi/listi/korenine — koli¢ina artemisinina,

. meritve tujona v vzorcih,

. koli¢insko razmerje med vsebnostjo artemisinina in tujona,

. poskusi zdravljenja (nekaj jih je Ze bilo, Stevilni po svetu Ze/se potekajo).

Dobro bi bilo opraviti Se dodatne meritve z metodo HPLC in dobljene rezultate, za vecjo
zanesljivost, primerjati z naSimi. Metoda je sicer precej draga, vendar zelo natancna.
Prepricani smo, da bi s primerjavo uporabe razlicnih analiznih metod prisli do pomembnih
zaklju¢kov in odgovorov.

Zanimivo bi bilo ugotoviti, kaksna je razlika v vsebnosti artemisinina v razlicnih delih rastline
sladkega pelina. Pripravili bi lahko nove pripravke iz listov, cvetov, korenin in stebelc ter
ponovili kvantitativno metodo dolocanja.

Zelo smiselno bi bilo doloditi Se vsebnost tujona v nasih vzorcih. Ta je namre¢ eden izmed
redkih spremljevalcev artemisinina v rastlinah pelina, ki ima negativne ucinke na ¢lovesko telo.
Dobljene rezultate bi lahko z analizo primerjali s koli¢inami artemisinina v posameznih
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pripravkih in morda ugotovili, kaksno je koli¢insko razmerje med vsebnostjo tujona in
artemisinina v vzorcih sladkega pelina.

Ce bi izmerili vsebnosti tujona, bi lahko izra¢unali, v kolik$nih koli¢inah je uZivanje pripravkov
sladkega pelina (in s tem tudi artemisinina) za Cloveka priporocljivo/zdravilno oziroma

Skodljivo.

Vsekakor pa je pomembno, da se artemisinin tudi farmacevtsko in medicinsko preizkusi ter
potrdi ali ovrZe kot priznano zdravilo, predvsem za zdravljenje rakavih obolenj.
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5 ZAKUUCEK IN RAZPRAVA

V raziskovalni nalogi smo ugotavljali vsebnost artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega
pelina. Za raziskovanje nas je navdusil ¢lanek o sladkem pelinu in njegovem zdravilnem
ucinkovanju. Takoj, ko smo zaceli z iskanjem informacij v virih in literaturi, smo ugotovili, da je
glavna zdravilna ucinkovina rastline artemisinin (od tod tudi latinsko poimenovanje Artemisia
annua L.). Tako smo se odlocili, da bomo v nasi raziskovalni nalogi ugotavljali in dolocali
vsebnost artemisinina v razli¢nih pripravkih (hidrolat, tinktura) sladkega pelina.

Najprej smo Zeleli rastlino sami posejati in vzgojiti. Ko nam je to uspelo, smo Zeleli iz nje
pripraviti hidrolat, tinkturo in ¢aj. Ti pripravki so pozneje postali nasi vzorci, v katerih smo
ugotavljali vsebnost zdravilne u¢inkovine artemisinina.

Ko smo zbrali in predelali literaturo, smo se ukvarjali z iskanjem kvantitativne analizne metode
za dolocanje artemisinina, ki bi nam podala dejansko vsebnost preiskovane ucinkovine v
vzorcih. Ker nismo nasli ustanove, ki bi nam lahko omogocila izvajanje meritev z metodo HPLC,
smo morali poiskati novo pot. Za nasvet smo se obrnili na strokovnjake, ki so nam priporocali
uporabo metode UV-VIS spektroskopije. Raziskavo smo izpeljali na Biotehniski fakulteti v
Ljubljani, na katedri za botaniko.

Z dobljenimi rezultati smo zadovoljni, saj smo z njimi uspeli doseci na zacetku zastavljene cilje.
Ugotovili smo, da sta tako vzgoja sladkega pelina kot tudi njegova predelava v razliéne
pripravke zelo preprosta. Meritve s spektroskopsko metodo UV-VIS so pokazale, da je
vsebnost artemisinina v razli¢nih pripravkih sladkega pelina razlicna. Ugotovili smo, da je
najve¢ artemisinina v tinkturi, ki je izdelana iz sveZe cvetoce rastline, obrane septembra, v
etanolu. Sklepamo, da je torej vsebnost preucevane ucinkovine odvisna od vrste rastline,
kontinenta, na katerem jo vzgojimo, koli¢ine prejete sontne svetlobe v ¢asu cvetenja itd. V
¢lanku iz Malaria Journal (2008), z naslovom Survey of artemisinin production by diverse
Artemisia species in northern Pakistan [8], smo nasli podatke o tem, kako zelo se, glede na
prej omenjene dejavnike, spreminja vsebnost artemisinina v njegovih pripravkih.
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Graf 3: Vsebnost artemisinina v razlicnih delih rastlin pelinov [9]

Literatura [9] navaja, da je koncentracija artemisinina v listih sladkega pelina okoli 0.44 &£ 0.03
%. To je bil tudi razlog za neuspeSne meritve prvih vzorcev, saj ti niso bili dovolj koncentrirani,
da bi lahko metoda vrednosti zaznala. Koli¢ino preparata smo tako povecaliiz1 mLna 5 mLin
pripravili nove raztopine vzorcev, ki so bile torej 5-krat bolj koncentrirane. Konéno smo dobili
rezultate, s katerimi smo bili zadovoljni. Z uporabljeno metodo smo prisli do orientacijskih
vrednosti. Za doloditev natancnih koncentracij artemisinina bi bilo potrebno doloditi ustrezno
merilno obmodje, v katerem je metoda najbolj obcutljiva in sposobna identificirati
preiskovano ucinkovino.
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7 PRILOGA

Tabela 3: Izvorne meritve absorbanc in koncentracij artemisinina v vzorcih na spektrometru

Vzorec Koncentracija  Absorbanca
H1 1333,699 0,591
H2 2452,284 0,631
NP1 1331,973 0,591
NP2 2986,772 0,65
SP1 5310,652 0,732
SP2 1865,167 0,61
SP1a 5295,985 0,731
NP2a 2678,331 0,639
NP2b 2785,746 0,642
SP2b 1739,202 0,605
Hla 1459,664 0,596
H1lb 1299,188 0,59
H2a 1500,214 0,597
H2b 1381,583 0,593
SP1Z 10108,535 0,901
NP1la 1333,267 0,591
NP1b 907,489 0,576
SP1b 5323,594 0,732
SP2(7) -8077,864 0,258 odstopanje
SP2(7)a -8110,65 0,257 odstopanje
SP1(z2) -2047,51 0,472 odstopanje
SP1(z)a -2060,452 0,471 odstopanje
H5 1468,723 0,596
H5a 1133,967 0,584
H5b 1218,518 0,587
NP5 8372,203 0,84
NP5a 8449,853 0,843
NP5b -19840,916 -0,158 odstopanje
NP5c -19758,089 -0,155 odstopanje
Np5d 8517,581 0,845
SP5 12647,677 0,991
SP5a 13592,845 1,025
SPb 13710,613 1,029
SP5(2) 40369,015 1,972
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