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POVZETEK

Navadni rman, Achillea millefolium L., pristevamo med najstarejSe znane zdravilne
rastline. Ze v antiki so opisali njegovo zdravilno mo¢, predvsem pri krvavitvah in pri
celjenju ran; v 19. stoletju pa so za rman dejali, da ima ve¢ navedb glede ucinkov kot
katera koli druga zdravilna rastlina. Danes je zaradi antiflogisticnega, spazmoliti¢nega,
protimikrobnega in holeretskega ucinkovanja pomemben kot sestavni del ¢ajnih mesanic
pri Zelod¢nih in ¢revesnih motnjah, pri obolenjih Zol¢nika in mehurja, srca in ven ter v
ginekologiji. Nemska komisija E navaja adstringentno, spazmoliti¢no, holereti¢no in
protimikrobno delovanje droge. Ceprav Evropska farmakopeja predpisuje samo zahteve
glede vsebnosti eteri¢nega olja v zeli rmana (Millefolii herba), je vsebnost flavonoidov
prav tako zelo pomembna, saj so le-ti nosilci spazmolitiénega delovanja v zeli rmana.
Namen diplomske naloge je bila analiza flavonoidov iz listov navadnega rmana (Achillea
millefolium L.), iz vzorcev, nabranih po razli¢nih rastis¢ih po Sloveniji. Ovrednotili smo
glavne flavonoide prisotne v rmanu, in sicer apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid,
luteolin, apigenin in rutin ter druge prisotne spojine — klorogensko kislino in dve neznani
spojini, ki sta se v znatni meri pojavljali v vzorcih. Analize smo izvajali s kapilarno consko
elektroforezo. Vsebnosti spojin v vzorcih smo medsebojno primerjali glede na nadmorsko
visino, fitogeografsko razdelitev Slovenije ter zemljepisne koordinate; primerjali pa smo
tudi vsebnosti spojin v vzorcih, nabranih na isti lokaciji, ki smo jih nabrali na vsake tri ure
dva dni zapored. Preden smo zaceli z analizami, smo metodo kapilarne elektroforeze Se
predhodno optimirali, izbrali pa smo tudi najprimernejso ekstrakcijo vzorca.

Rezultati so pokazali, da je od 8 preucevanih spojin le luteolin-7-O-glukozid pokazal sibko
pozitivno korelacijo med vsebnostjo spojin in nadmorsko visino. Prav tako glede na
fitogeografsko porazdelitev Slovenije, kakor tudi geografske koordinate, ni bilo zaslediti
razlike v vsebnosti preiskovanih spojin. Pri vplivu ¢asa na vsebnost spojine smo zaznali, da
pri vseh spojinah pride tekom dneva ali popoldneva do povisanja vsebnosti, vsebnost pa
preko noci (v€asih pa Se preko dopoldneva) pada. Pri primerjavi dveh morfoloskih tipov
navadnega rmana (Achillea millefolium L.), belega in roznatega, so bile vsebnosti spojin
rutina in luteolin-7-O-glukozida vecje v roZznatem rmanu, ostalih spojin pa je bilo priblizno

enako.

Vi
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ABSTRACT

Yarrow, Achillea millefolium L., is considered to be one of the oldest known medicinal
plants. As early as in the ancient times, the plant has been described as having healing
qualities, being especially beneficial to bleeding and wound healing, and, in the 19th
century, yarrow was said to have more medicinal properties than any other medicinal plant.
Today, due to its antiphlogistic, spasmolytic, antibacterial and choleretic effects, the plant
is an important ingredient of tea blends for stomach and intestinal disorders, gallbladder
and bladder illnesses as well as for cardiac and vein diseases and is also widely used in the
gynecology. The German Commission E states astringent, spasmolytic, choleretic and
antibacterial drug activity. Although the European Pharmacopoeia prescribes only the
requirements for the essential oil content in the herb yarrow (Millefolii herba), its content
of flavonoids is also very important since they are causing spasmolytic activity.

The purpose of the thesis was to analyze the flavonoids from yarrow leaves (Achillea
millefolium L.), the samples of which were collected in various Slovene habitats. We
analyzed main yarrow flavonoids: apigenin-7-O-glucoside, luteolin-7-O-glucoside,
luteolin, apigenin and rutin as well as other occurring compounds — chlorogenic acid and
two unidentified sample compounds which occurred to a significant extent. Analyses were
carried out by capillary zone electrophoresis. The concentrations of sample compounds
were compared with each other according to altitude, the phytogeographic division of
Slovenia and geographic coordinates. We also compared the levels of compounds in
samples collected at the same location, which we collected every three hours two
consecutive days. Prior to the analysis, the capillary electrophoresis method was optimized
and the best sample extraction was selected. The results showed that from the 8 analyzed
compounds only luteolin-7-O-glucoside showed a weak positive correlation between the
content of compounds and altitude. Also in terms of the phytogeographic distribution of
Slovenia as well as of geographical coordinates, no differences occurred in the levels of the
analyzed compounds. Regarding the influence of time on the content of compounds, we
noticed a content increase in all compounds during the day or afternoon and a content
decrease during the night (sometimes even in the morning). When comparing the two
morphological types of yarrow (Achillea millefolium L.), white and pink, the levels of rutin
and luteolin-7-O-glucoside increased in pink yarrow. Other compound levels, however,

remained similar.

Vil
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ABECEDNI SEZNAM OKRAJSAV

AT7G — apigenin-7-O-glukozid

API — apigenin

AUC — (ang.: area under the curve) povrsina pod krivuljo

CE — (ang.: capillary electrophoresis) kapilarna elektroforeza

CZE - (ang.: capillary zone electrophoresis) kapilarna conska elektroforeza
DCQA — (ang.: dicaffeoyl quinic acid) dikafeoil kina kislina

EOT — elektroosmozni tok

HPLC — (angl.: high-performance liquid chromatography) tekocinska kromatografija
visoke locljivosti

KLOR. KSL — klorogenska kislina

L7G — luteolin-7-O-glukozid

LUT — luteolin

MeOH — metanol

nm. v. — nadmorska visina

min™ — obrati na minuto

RSD - relativna standardna deviacija

RUT - rutin

SDS — natrijev dodecil sulfat

T — temperatura

UZ — ultrazvok

VI
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1. UVOD

1.1. SPLOSNO O RMANU

Rman (Achillea) je rod iz debla kritosemenk iz druzine
nebinovk (Asteraceae), v katerega uvrs¢amo okoli 140 vrst
trajnic na severni polobli. Cvetovi so lahko beli, rumeni,
oranzni, roznati ali rdeci. Nekatere vrste so znane po
svojem delovanju, zaradi Cesar se uporabljajo v ljudskem
zdravilstvu, druge pa gojijo kot okrasne rastline. Doma je v
Evropi in Aziji, razirjen pa je bil tudi v Severno Ameriko

in Avstralijo (1).

Slika 1: NajpogostejS§i rman v

Sloveniji — Achillea millefolium L.

V Evropi so najbolj razsirjene in najbolj znane vrste iz skupine Achillea millefolium.
Skupina Achillea millefolium je razsirjena po celotni severni polobli, izvorno pa izhaja iz
Srednje Evrope in Balkana. Znotraj skupine je 11 vrst, ki so opisane v publikacijah (2-7)
in uspevajo od nizin do alpskega obmocja. Le nekaj vrst, ki spadajo v skupino, je znanih
po Severni Ameriki in Srednji Aziji. Skupina Achillea millefolium je kemijsko in
morfolo$ko zelo raznolika, kar je posledica poliploidije — vrste so di-, tetra-, heksa- in
oktaploidne (2). Mala flora Slovenije za Slovenijo navaja naslednje taksone iz rodu
Achillea, skupine Achillea millefolium: A. millefolium L. (heksaploidna), A. pannonica
SCHELLE (oktaploidna), A. setacea WALDST. et KIT. (diploidna), A. rosea-alba
EHREND (v glavnem diploidna, tudi tetraploidna), A. collina BECKER ex REICHENB.
(tetraploidna) (8).
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1.2. NAVADNI RMAN (Achillea millefolium L.)

1.2.1 Sistematika in botani¢ni opis

Preglednica I: Znanstvena klasifikacija navadnega rmana (9).

Kraljestvo | Plantae (rastline)

Deblo Magnoliophyta (kritosemenke)
Razred Magnoliopsida (dvokali¢nice)
Red Asterales (koSarnice)

Druzina Asteraceae (nebinovke)

Rod Achillea

Vrsta Achillea millefolium

Slika 2: Navadni rman
(A. millefolium L.) (53).

Navadni rman (Achillea millefolium L.) je zelnata trajnica, ki zraste 10-80 cm visoko. V
zemlji ima plazeco se, vejnato razraslo koreniko, iz katere poganjajo Sopi pritlicnih listov.
Njegovo steblo je pokoncno ali rahlo poSevno, strzenasto, golo ali rahlo dlakavo. Listi so
puhasti, dva- do trikrat pernato deljeni ter namesceni spiralno okrog stebla. Po njih ga
najlazje lo¢imo od drugih rmanov. Cvetovi so v koskih, glavicastih socvetjih, ki so nadalje
zdruzeni v gosto CeSuljo. JeziCastih cvetov je 5. Cvetovi so bele ali roznate barve. Rman

cveti od junija do septembra, odvisno od podnebja (10, 11, 12).

1.2.2. Rastisce

Rman najdemo po vsej Sloveniji, od nizin do nekje 1700 m nadmorske viSine. Je
nezahtevna rastlina, ki uspeva v suhi, degradirani prsti v sonénem in toplem podnebju.
Raste po travnikih, gozdnih obronkih, ob poteh, ograjah in njivah, med grmovjem, po
planinskih pasnikih (10, 11).
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1.2.3. Izvor imena

Rodovno latinsko ime Achillea izhaja po Pliniju iz grSke besede achilleia. Ime izhaja od
Ahila, junaka trojanske vojne, ki naj bi z rmanom zdravil rane svojih junakov. Vrstno ime
millefolium je pomenski prevod grskega myriophyllon, kar pomeni ,,s Stevilnimi listi.
Nemsko ime Schafgarbe naj bi pomenilo, da rastlino rade jedo ovce in da dobro uspeva na
povrSinah, kjer se pasejo ovce. Beseda Garbe je nastala iz starovisokonemske besede

Garwa ali Garwe, kar naj bi pomenilo ,,pripravljena“ ali ,,zdravilna“ (13).

1.3. DROGA

Rman je z monografijo vkljuéen v Evropsko farmakopejo, kjer je droga (Millefolii herba)
opredeljena kot »celi ali zdrobljeni nadzemni deli cvetoce rastline Achillea millefolium L.«.
Vsebovati mora ne manj kot 2 ml/kg etericnega olja in ne manj kot 0,02 % proazulenov,
izrazena kot hamazulen, kar je preracunano glede na suho drogo (14). Naveden je tudi v
drugih monografijah: BHC 1992, BHP 1996, BP 2007, Nemska komisija E, Martindale,
35. izdaja (15).

1.3.1. Spojine v rmanu

Rman vsebuje veliko terapevtsko zanimivih aktivnih spojin: eteri¢no olje, seskviterpenske
laktone, flavonoide in njihove glikozide, fenolne kisline, polialkine (pontikaepoksid), okoli
3-4 % creslovin (galotaninov), proazulensko grencino ahilicin in alkaloid ahilein. Med
drugimi vsebuje tudi saponine, sterole, sladkorje, aminokisline, maSCobne kisline,
cianogene glikozide, akonitinsko in izovalerijansko kislino, glikoproteine, kumarine, inulin
in minerale (K") (7,15-19). Nosilci terapevtskih uéinkov rmana so eteriéno olje,
seskviterpenski laktoni in flavonoidi, zato so v nadaljevanju opisani nekoliko podrobneje.
Znano je, da eteri¢na olja izkazujejo antimikrobno delovanje, seskviterpenski laktoni
protivnetno in antimikrobno, derivati kavne in kine kisline holereti¢no, flavonoidi pa so

vzrok spazmoliti¢énim u¢inkom rmana (7, 20, 21).
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Eteri¢na olja

Vsebnost eteri¢nega olja v cvetoCem rmanu se giblje med 0,2 in 1 %, odvisno od vrste,
genotipa in ekoloskih dejavnikov (7, 22). Cvetovi rmana imajo ve¢ eteriCnega olja kot listi
(7). Achillea millefolium L., ki je heksaploidni takson, ne vsebuje azulena 0z. so le-ti
prisotni le v sledovih. Po navadi ga vsebujejo diploidni in tetraploidni taksoni. Eteri¢no
olje sestavljajo mono- in seskviterpeni. V eteriénem olju, ki vsebuje azulene (do 25 %
predvsem hamazulen), so prisotne kot glavne sestavine Se B-pinen (23 %), kariofilen (10
%) in a-pinen (5 %). V eteri¢nem olju, ki ne vsebuje azulenov, so glavne sestavine kafra
(18 %), 1,8-cineol (10 %), sabinen (12 %), a-pinen (9 %) in isoartemisia keton (9 %) (15,
16, 17, 21, 23).

Seskviterpenski laktoni

Te spojine so kemotaksonomski oznacevalci posamezne vrste rmana, saj je za vsako VIsto
znacilen specificen nabor teh spojin (Preglednica I1). V navadnem rmanu (A. millefolium
L.) so prisotni gvanolidi ahilicin, ahilin, levkodin ter germakranolidi ahilifolin, milefin,
dihidropartenolid in balkanolid (18).

Preglednica I1: Vrste iz skupine A. millefolium, ki rastejo v Sloveniji. Oznaceni so vrsta rmana, ploidno
Stevilo in tip seskviterpenskega laktona. Stevilke v oklepajih ponazarjajo naslednje spojine: 1: S8a-angeloksi-

artabsin, 2: 8a-tigloil-artabsin, 3: ahilicin, 4: 8-desacetil-8-tigloil-4-epi-matricin, 5: 8-desacetil-8-tigloil-

matricin (2).
Vrsta rmana Poliploidija | Seskviterpenski lakton
A. setacea WALDST. ex KIT. diploid gvanolidi
A. rosea-alba EHREND. diploid proazuleni, drugi gvanolidi (1, 2, 3, 4, 5)
A. collina BECKER ex REICHENB. | tetraploid proazuleni, drugi gvanolidi (1, 2, 3, 4)
A. millefolium L. heksaploid | heterogeno
A. pannonica SCHEELE oktaploid germakranolidi

Fenolne spojine

Koli¢ina fenolnih spojin v navadnem rmanu je precej visoka, s povprecno vsebnostjo
flavonoidov 0,60 % ter fenolnih kislin 1,48 % (24). V njem najdemo klorogensko kislino
in derivate dikafeoilkina kisline (DCQA), in sicer: 1,5-DCQA, 3,4-DCQA, 3,5-DCQA in
4,5-DCQA (24). Strukture so prikazane na Sliki 3.
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R1 R2 R3 R4
R' COOH _ _

klorogenska kislina OH O-kafeoil OH OH

[’ N 1,5-DCQA O-kafeoil OH OH | O-kafeoil
O

R -H\T/N.th /'J A 3,4-DCQA OH O-kafeoil | O-kafeoil OH
R ';\):\(),' 3,5-DCQA OH | O-kafeoil | OH | O-kafeoil
catieoy 5- -kafeoi -kafeoi
4,5-DCQA OH OH | O-kafeoil | O-kafeoil

Slika 3: Kemijska struktura fenolnih kislin in predstavniki v navadnem rmanu (25, 26).

Flavonoidi v drogi Millefolii herba so prisotni v obliki flavonolov, flavonov in njihovih
derivatov — monoglikozidov, diglikozidov in metilnih derivatov (Slika 4). VeCinoma se
pojavljajo kot mono- in diglikozidi apigenina, luteolina in kvercetina. Glavni predstavniki
so apigenin-7-O-glukozid (cosmosiin), luteolin-7-O-glukozid (cinarozid) ter rutin
(kvercetin-3-O-rutinozid), ki se uporabljajo kot flavonoidni markerji te vrste rmana (27).
Tetra-, heksa- in oktaploidne vrste rmana vsebujejo bolj ali manj podobne glavne
flavonoide in jih ni mogoée jasno razlikovati med seboj (26). Ceprav so vrste rmana
morfolosko dokaj raznolike, je profil aglikonskih flavonoidov kar stabilen. Prav tako se je

profil aglikonskih flavonoidov iz razli¢nih rasti$¢ izkazal za razmeroma enotnega (4).

R1 | R2 R3 R4
apigenin-7-O-glukozid | H | OH | -O-Glu H
luteolin-7-O-glukozid | OH | OH | -O-Glu H
rutin OH | OH OH -O-Rha-Glu
apigenin H | OH OH H
OH O Iuteolin OH |OH [ OH H

Slika 4: Kemijska struktura flavonov in flavonolov ter najpomembnejsi predstavniki flavonoidov v

navadnem rmanu (25).

V drogi Achillea millefolium L. so prisotni $e apigenin, luteolin, kvercetin, apigenin-7-
malonil-glukozid, apigenin-6-C-glukozid-8-C-arabinozid (schaftoside), apigenin-6-C-
arabinozid-8-C-glukozid (isoschaftoside), apigenin-6,8-C-diglukozid (vicenin 2), luteolin-
4' 7-di-O-glukozid, luteolin-7-malonil-glukozid, luteolin-7-O-glukuronid, luteolin-4'-O-
glukozid,  6-OH-luteolin-7-O-glukozid,  artemetin,  kasticin,  5-hidroksi-3,6,7,4'-
tetrametoksiflavon, 6-hidroksikemferol-3,6-dimetileter, kvercetagetin-3,6,4'-trimetil eter
(centaureidin), 6-hidroksikemferol-3,6,4'-trimetil eter (3-metilbetuletol), skutelarein-6,4'-
dimetil eter (pektolinarigenin) (4, 19, 26, 28-33).
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1.4. FARMAKOLOGIJA DROGE

1.4.1. Uporaba v prehrani

Rman je na seznamu, ki ga Svet Evrope razvr§¢a v skupino naravnih za¢imb v kategorijo 4
(zel, cvetovi, etericno olje in drugi pripravki z omejenimi koli¢inami Kkafre,
evkaliptusovega olja in tujona). Pred tem je bil rman v ZDA dovoljen kot aroma
alkoholnih pija¢, pri ¢emer kon¢ni izdelek ni smel vsebovati strupenega tujona (15). Po
pravilniku o razvrstitvi zdravilnih rastlin ga v Sloveniji razvr§¢amo v kategorijo H, med

rastline, ki se lahko uporabljajo tudi kot zivila (34).

1.4.2. Tradicionalna uporaba

Rman pristevamo med najstarejSe znane zdravilne rastline. U¢inkovine so tako raznolike,
da je glavni ucinek te zdravilne rastline tezko oznaciti. Njegovi pozitivni ucinki so znani ze
iz antike (od leta 1000 pr. n. §t. do leta 476 n. st.), kjer je takratni anti¢ni grski zdravnik
Dioskurid v delu De materia medica opisal njegovo zdravilno mo¢, predvsem pri
krvavitvah in pri celjenju ran. Srednjeveski zdravniki so ga priporocali pri zunanjih in
notranjih poSkodbah ter za spodbujanje teka in prebave (21). V 19. stoletju so za rman
dejali, da ima vec navedb glede ucinkov kot katerakoli druga zdravilna rastlina. Rmanu
pripisujejo naslednje farmakoloske ucinke: antiflogistik, spazmolitik, analgetik, diaforetik,
antipiretik, hipotenziv, sedativ in hipnotik, adstringens, diuretik, uroantiseptik, holeretik,
holagog, emenagog, karminativ, digestiv, tonik, ima pa tudi antimikrobno delovanje (7, 15,
19, 20).

Tradicionalno ga uporabljajo tako za zunanjo kot notranjo uporabo. Zunanje ga uporabljajo
v obliki obkladkov, losjonov in kopeli ter v obliki vodnih in alkoholnih izvleckov za vnetje
koze in sluznic, celjenje ran, modric, zvinov ter za manjSe krvavitve (7). Notranje se v
obliki ¢ajnega pripravka uporablja v primeru vro¢ine (rman povzroca potenje), prehladov,
zgage in prebavnih motenj (vnetja, Zelod¢ni kr¢i in boleCine v trebuhu, napihnjenost,
driska), za spodbujanje apetita in prebave, izloCanje zolca, CiS¢enje krvi ter za poveCanje
pretoka urina in drugih ledvi¢nih boleznih. Uporablja se ob vnetjih, amenoreji (nereden

menstrualni cikel), menoragiji (premo¢ni mesecni krvavitvi), menstrualnih kréih in
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bolecinah, v boju proti infekcijam ter proti hemoroidom. Uporablja se tudi proti zviSanemu
krvnemu tlaku ter pri mozganski in koronarni trombozi, povezani z zviSanim tlakom.
Izboljsuje prekrvavitev ven in utrjuje vene pri krénih zilah. Pozivlja krvni obtok, prav tako

pa se uporablja tudi za lajSanje tesnobe in nespec¢nosti (15, 20, 35, 36).

V sosednji Awvstriji je bilo preko baze podatkov tradicionalno uporabljenih rastlin
ugotovljeno, da pri njih rman zaseda osmo mesto najpogosteje uporabljenih zdravilnih
rastlin, predvsem za zdravljenje ginekoloskih in prebavnih tezav (20). V ZDA imajo
naslednje pripravke iz rmana: posuSeno ali sveze zeliSCe, kapsule ali tablete, tinkture in
tekoce ekstrakte (36). V Sloveniji je na lekarniskih policah zeli§¢ni ¢aj iz zeli rmana,

prisoten pa je tudi v gelih za utrujene noge.

Nemska komisija E navaja adstringentno, spazmoliti¢no, holereti¢no in protimikrobno
delovanje droge ter odobrava uporabo rmana za blage prebavne motnje, dispepsijo, pri

izgubi apetita, za blage krée, zunanje pa v obliki sedeznih kopeli (7).

1.4.3. Farmakoloske Studije

V klini¢ni $tudiji na Zenskah so glede na prakti¢ne ginekoloske izkusnje za A. millefolium
L. dokazali, da je lahko koristna protivnetna pomo¢ pri zdravljenju vnetja noznice, ki jo

povzroc¢a Candida albicans pri predmenstrualnih kr¢ih ter menstrualnih nepravilnostih (1).

In vitro studija, kjer so preucevali protivnetno delovanje rmana in so uporabili ekstrakt
Achillea millefolium L., flavonoidno frakcijo in frakcijo dikafeoilkina Kislin, je pokazala,
da lahko rman povzro¢i, od odmerka odvisno, inhibicijo proteaz, ki sodelujejo pri vnetju.
Flavonoidna frakcija je vsebovala spojine A7G, L7G, rutin, ki so bili prisotni v najvecji
meri, ter luteolin in kvercetin, frakcija dikafeoilkina kislin pa 3,4-DCQA, 3,5-DCQA in
4,5-DCQA (30).

Pri misih in podganah z diabetesom so po aplikaciji rmana zaznali izrazito hipoglikemijo
(17). Predvideva se, da so flavonoidi odgovorni tako za antidiabeti¢no, kot

antioksidativno delovanje.
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Nekateri flavonoidi in seskviterpenoidi iz droge Achillea millefolium s. I. imajo in vitro
inhibitorno aktivnost na proliferacijo tumorskih celi¢nih linij. Kot najaktivnejsa
spojina se je izkazal flavonol centaureidin. Medtem je bil artemetin, bliznji analog
centaureidina, ki je prav tako prisoten v rmanu, neaktiven; kasticin, ki v svoji strukturi
vsebuje 3'-hidroksi in 3-metoksi skupino, pa je bil po aktivnosti takoj za centaureidinom.
Te ugotovitve so v skladu z Buetler et al., ki so leta 1998 ugotovili, da je za maksimalno
citotoksi¢no aktivnost potrebna hidroksilna skupina na C-3' in C-5 ter metoksi skupina na

C-3in C-4'. Apigenin in luteolin pa sta izkazala Sibko antikancerogeno aktivnost (32).

In vitro Studija je preucevala antimikrobno aktivnost alkoholnega ekstrakta Achillea
millefolium proti ve¢ sevom bakterij in dveh sevov gliv. Najbolj obcutljiva bakterija na
ekstrakt rmana je bila Staphylococcus aureus, ekstrakt pa je v primerjavi z nekaterimi

antibiotiki iz druzine penicilinov izkazal vecjo protimikrobno aktivnost (37).

Rmanu pripisujejo tudi spazmolitiéno in holeretsko aktivnost. Frakcijo, bogato s
flavonoidi, so testirali na ¢revesju morskega prasi¢ka. Kot primerjavo so uporabili iste
flavonoide in njihove metabolite. Opazili so, od odmerka odvisno, zmanjs$anje kréenja
Crevesja pri flavonoidni frakciji. Aglikonski flavonoidi so bili najbolj aktivni,
monoglikozidi pa so bili manj aktivni od frakcije. Diglikozid rutin in flavonoidna
metabolita — homovanilna in homoprotokatehui¢na kislina nista pokazali nobenega ucinka
v testiranem koncentracijskem obmoc¢ju. Spazmoliticna aktivnost bi naj bila povzrocena

preko blokade napetostnih Ca?* kanalckov (24).

Glede holeretske aktivnosti so poskuse izvedli na izoliranih perfundiranih jetrih podgane.
V poskusu so uporabili frakcijo, bogato z DCQA, kot pozitivno kontrolo pa so uporabili
spojino cinarin (1,5-DCQA), holeretsko aktivno spojino v articoki. DCQA-frakcija iz
rmana je povzrocila koncentracijsko odvisno povecanje zol¢nega pretoka. Zanimivo je, da

je bil holeretski uc¢inek frakcije 2—3 Kkrat vecji kot pri cinarinu (38).

1.4.4. Nezeleni ucinki in druga opozorila glede uporabe

Pri ljudeh z alergijo na druge nebinovke (npr. kamilico, arniko, ognji¢, idr.) lahko svez

rman pri dotiku povzroca travniski dermatitis z vnetnimi spremembami koze — kozni
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izpusc€aji s tvorbo mehurckov (21). Te alergije v A. millefolium
L. povzro¢a a-metilen-y-butirolakton, laktonski obro¢, ki se
nahaja v spojini a-peroksiahifolid (Slika 5). Ta laktonski obro¢

je prisoten tudi v spojini rupikolin B, v vrsti A. setacea. Za vrste

A. asplenifolia, A. collina in A. rosea-alba, ki vsebujejo

proazulene, Se doslej niso nasli spojine, ki bi vsebovala a-metil- =

y-lakton, ki povzroca kontaktni dermatitis (2, 3, 39). Slika 5: a-peroksiahifolid (39).

Prav tako lahko pri dalj$i uporabi povzroci povecano obcutljivost koze na son¢no svetlobo.
Nose€nice ne smejo uzivati rmana, ker lahko z ufinkom na sprostitev gladkih misSic
maternice povzroéi splav. Studija je pokazala, da je bil rman povezan z zmanj$ano maso
plodu pri podganah (40). Druge raziskave so pokazale povecanje odstotka nenormalnih

spermijev pri samcih podgan, zdravljenih z ekstraktom rmana (41, 42).

1.5. FLAVONOIDI

Flavonoidi so najbolj razsirjeni sekundarni metaboliti pri rastlinah. Noben drug razred
sekundarnih metabolitov ni bil zasluzen za tako veliko ali tako razli¢ne klju¢ne funkcije v
rasti in razvoju rastlin. Ime so dobili po prvih izoliranih spojinah iz te skupine, ki so bile
rumene barve (lat. flavus = rumen). Kot pigmenti so prisotni v cvetovih, plodovih, v¢asih
tudi v listih. Rumene barve so halkoni, auroni, nekateri flavonoli; rdee, modre in vijoli¢ne
barve pa so antocianini. Nekateri imajo vlogo kopigmentov in niso obarvani, ampak
varujejo nestabilne antocianine. Njihove bioloske funkcije v rastlinah so razli¢ne:
privlacijo opraSevalce, $Citijo pred Skodljivimi insekti, virusi in glivicami, zavirajo
delovanje razli¢nih encimov ter vplivajo na oksidacijske in redukcijske procese v celici ter

varujejo celice pred poskodbami z UV-B zarki (18, 21, 43).

Nastanek flavonoidov obsega dve pomembni biosintezni poti — Sikimatno in malonatno. Po
Sikimatni poti nastanejo cimetna kislina in njena derivata (p-kumarna in kavna kislina) ter
jo lahko opredelimo kot predstopnjo, ki preko malonatne poti vodi do nastanka
flavonoidov (18).
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Osnovna struktura flavonoidov predstavlja 2-fenilbenzopiran oz. 2-fenilkroman (Slika 6),
ki je sestavljen iz pirana, na katerega je kondenziran benzen, na C2 pa vezan fenilni obroc.
Med seboj se razlikujejo v oksidacijski stopnji piranovega obroca, po razporeditvi

hidroksilnih in metoksilnih skupin in po vezanih sladkorjih (18).

4 Slika 6: Osnovna struktura flavonoidov, sestavljena iz

15 C-atomov ter povezana v tri obroc¢e A, B in C (44).

@

So polihidroksi in/ali polimetoksi derivati naslednjih struktur:
— 2-fenilbenzopirilija (antocianini, antocianidini),
— 2-fenilkromona (flavoni, flavonoli in njihovi dimeri, flavanoni, dihidroflavonoli),
— 3-fenilkromona (izoflavoni, izoflavanoni),
— 2-fenilkromana (flavani, flavan-3-oli, flavan-3,4-dioli),
— halkoni in dihidrohalkoni (odprt piranski obro¢),
— auroni (furanski obro¢ namesto piranskega — piranski obro¢ se odpre in ciklizira

nazaj v furanov obro¢) (18).

flavon O flavonol O flavanon O dihidroflavonol O
(0] O O
® CC
OH OH 2
flavan-3-ol flavan-3.4-diol OH antocianidin izoflavon
Cr
> 4

izoflavonon halkon O auron

Slika 7: Flavonoidi kot derivati razli¢nih struktur (18).
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V rastlinah so flavonoidi prisotni kot aglikoni ter pogosteje v obliki glikozidov. Glikozidne
oblike so vodotopne in se v celici nahajajo v vakuolah. Odvisno od vrste se lahko
koncentrirajo v epidermalnih celicah o0z. v mezofilnih celicah listov. V cvetovih so
skoncentrirani v celicah povrhnjice. Ce jih najdemo v listni kutikuli, so to najverjetneje
aglikoni. Sladkorni del je lahko mono-, di- ali trisaharid, ki vsebuje molekule glukoze,
galaktoze, aloze, pentoz (apioze, arabinoze, ramnoze, ksiloze), glukuronske ali
galakturonske Kisline. Najpogosteje gre za O-glikozide. Pri njih je lahko glikozilirana
vsaka fenolna hidroksilna skupina, vendar se vez najpogosteje tvori pri flavonih na mestu
7, pri flavonolih pa na mestu 3. Precej manj pogosti so C-glikozidi, pri katerih nastane vez
med sladkorno komponento in ogljikom na mestih 6 ali 8. Hidroksilne skupine sladkorjev
so lahko zaestrene z alifatskimi (ocetno, malonsko) ali aromatskimi kislinami (galno,

benzojsko, p-kumarno), znanih pa je tudi nekaj sulfatov (18).

Vloga flavonoidov je povezana z njihovo kemijsko sestavo, kjer so kemijske razlike
prisotne v osnovni strukturi (hidroksilacija, metoksilacija), stopnji polimerizacije in vrsti
konjugacije (glikozilacija, malonilacija, sulfonacija). Za flavonole in flavone so ugotovili,
da imajo poseben pomen med flavonoidi, saj so ugotovili, da imajo v hrani pomembno
antioksidativno delovanje. V epidemioloskih Studijah so namre¢ dokazali, da zmanjSajo
tveganje za nastanek raka in bolezni srca in ozilja (45). V terapiji bolezni ven in limfnih Zil
uporabljamo tudi polsintezne derivate rutina, ki zmanjSajo povecano prepustnost kapilarnih
sten. Ta ucinek pripisujejo mocnemu antioksidativnemu in protivnetnemu delovanju.
Ucinkoviti so pri preprecevanju in zdravljenju kronicnega venskega popus€anja v vseh
stadijih bolezni, od prvih simptomov do najhujSih zapletov, pri povrSinskem
tromboflebitisu (vnetju venske stene, navadno z razvojem trombusov na intimi, z zozenjem
in zaporo svetline vene), hemoroidih in limfedemu (edemu, ki nastane zaradi motenega
odtoka limfe po mezgovnicah) (46). Nekateri flavonoidi (luteolin, apigenin, cirizin)

zavirajo ciklooksigenazo in agregacijo trombocitov. Te lastnosti so dokazali in vitro (18).

Flavonoidom pripisujejo ve¢ razli¢nih bioloskih aktivnosti. Izkazujejo antioksidativno,
vazoaktivno (zmanjSujejo krhkost in prepustnost kapilar), protivnetno, protialergijsko in
protivirusno delovanje, so pa tudi inhibitorji raznih encimov. Pripisujejo jim tudi
spazmoliti¢no, protitumorno, antitrombocitno, diureti¢no in protimikrobno delovanje; prav

tako zmanjsujejo nivo holesterola v krvi ter §¢itijo jetra (18).
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Iz rmana, Achillea millefolium L., je Horhammer leta 1961 izoliral spojini luteolin-7-O-
glukozid in apigenin-7-O-glukozid, flavonoida, ki sta bila kot prva izolirana iz te rastline in
sta izkazovala spazmoliticno aktivnost (28, 29). Flavonoidi v rmanu povec¢ajo produkcijo
sline in Zelod¢ne kisline, s Cimer izboljSajo prebavo. Prav tako povzrocijo sprostitev

gladkih miSic v ¢revesju in maternici, kar lahko olajsa zelod¢éne in menstrualne krce (36).

1.6. ANALIZNE METODE ZA VREDNOTENJE FLAVONOIDOV V
RMANU

Za grobo oceno vsebnosti skupnih ali posameznih fenolnih spojin se uporabljajo
spektrofotometriéne metode, ki so preproste in primerne za rutinsko analizo. Temeljijo na
reakciji dolocenih fenolnih spojin z izbranim reagentom. Konéni rezultat teh reakcij so
obarvani produkti, ki jih lahko spektrofotometri¢no dolo¢imo pri ustrezni valovni dolzini.
Bolj zanesljive rezultate pri analizi fenolnih spojin v rastlinskih izvleckih dobimo z
uporabo kromatografskih metod, HPLC, tankoplastne kromatografije, plinske
kromatografije ter kapilarne elektroforeze. Te tehnike se lahko uporabljajo tako za
kvalitativno in kvantitativno analizo, kot tudi za izolacijo in ¢is¢enje analitov.

V analitiki fenolnih spojin je omejena uporaba plinske kromatografije zaradi premajhne
hlapnosti teh spojin. Prednja¢i HPLC, ki ima v primerjavi z ostalimi kromatografskimi
metodami prednost v ve¢ji obcutljivosti, hitrosti in dokaj preprosti uporabi. Alternativa tej
metodi pa je zadnje Case kapilarna elektroforeza, ki se odlikuje v majhni porabi topil,
majhnem volumnu vzorca, kratkem Casu analize in visoki lo¢ljivosti (43). S to metodo smo
izvajali analize v nas$i diplomski nalogi. Le-ta je podrobneje opisana v poglavju Materiali

in metode, pod naslovom Kapilarna conska elektroforeza.
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2. NAMEN DELA

Namen diplomske naloge bo analiza flavonoidov iz listov navadnega rmana (Achillea
millefolium L.), iz vzorcev, nabranih po razli¢nih rastis¢ih po Sloveniji. Poleg flavonoidov
(apigenin-7-0O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid, rutin, apigenin, luteolin) bomo ovrednotili
tudi druge spojine, klorogensko Kislino in dve neznani spojini, ki se v znatni meri

pojavljata v vzorcih rmana. Analize bomo izvajali s kapilarno consko elektroforezo (CZE).

Vzorce rmana bomo nabrali v ¢asu njihovega cvetenja po razli¢nih rastis¢ih po Sloveniji, v

vsaj 10-kilometrskem razmiku. Vzorce bomo ustrezno posusili ter jih prenesli v laboratorij.

Vzorce bomo med sabo primerjali glede na:
- nadmorsko visino,
- fitogeografsko razdelitev Slovenije,

- zemljepisne koordinate: geografsko sirino (Z<V) in geografsko dolzino (S«1J).

Najprej bomo optimirali CZE, da bomo dosegli dovolj velik odziv preiskovanih spojin za
integracijo vrhov na elektroferogramu. Optimizacijo bomo izvedli na metodi, ki je ze bila
delno optimirana v predhodnih raziskavah (47). Spreminjali bomo dva parametra — sestavo
delovnega pufra ter volumen injiciranja (Cas injiciranja in tlak injiciranja). Nato bomo
izvedli Se optimizacijo ekstrakcije vzorca. Izbrali bomo ustrezno razmerje vzorca in topila,
izvedli ve¢ zaporednih ekstrakcij vzorca ter se na podlagi rezultatov odlocili za
najoptimalnejsi nacin ekstrakcije, s katero bomo izvajali analize in tako ekstrahirali

zadostno koli¢ino flavonoidov iz vzorcev.

V drugem delu bomo pripravili vzorce, izvedli ekstrakcijo flavonoidov ter posneli vzorce s
CZE. Pridobljene elektroferograme bomo obdelali v programu HP 3D CE ChemStation,
verzija 10.02. Rezultate bomo ovrednotili ter primerjali vzorce glede na dejavnike, ki smo

si jih izbrali.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1.

MATERIALI

3.1.1. Rastlinski material

Vzorce rmana (Achillea millefolium L.) smo nabirali po razli¢nih rastis¢ih po Sloveniji

priblizno en mesec — od 6. 7. 2010 do 7. 8. 2010. Celoten seznam vzorcev je podan v

Preglednici I1I.

Preglednica I11: Vzorci rmana, nabranega z razli¢nih rastis¢ po Sloveniji. Navedeni so nadmorska visina

nabranega vzorca, zemljepisna Sirina in dolzina, datum in ura, ko je bil vzorec nabran, ter kratek opis

rastis¢a. Vzorci so razporejeni po datumu.

Vzorec | Kraj Nm. v. (m) | Zemlj. §irina | Zemlj. dolZina | Datum Ura Rastisce
1 Terbegovci 240,8 46° 32' 36" 16°01' 37" 6.7.2010 |10:39 |travnik
2 Novinci 263,5 46° 32' 45" 15°59' 26" 6.7.2010 |11:30 |ob robu gozda
3 Hvaletinci 225,2 46° 30' 36" 15°56"' 37" 6.7.2010 |12:40 |travnik
4 Saku$ak 264,1 46° 30' 15" 15°58' 21" 6.7.2010 |14:05 |travnik
5 Galusak 281,3 46° 31' 34" 16°00' 27" 6.7.2010 |14:35 |ob robu njive
6 Ptuj 220,5 46° 25' 42" 150 52' 21" 7.7.2010 |11:46 | ob parkiris¢u
Sv. Jurij ob .
7 5 232,9 46° 34' 16" 16°01' 21" 7.7.2010 |15:00 |ob parceli
Scavnici
8 Stara Novavas |192,3 46° 34' 22" 16°06' 27" 8.7.2010 |13:11 | ob robu njive
9 Maribor 281 46° 34' 10" 15° 38' 02" 9.7.2010 |12:05 |ob ograji
10 Pesnica 253,4 46° 37' 18" 15° 40" 14" 9.7.2010 |14:20 |zapuscen travnik
11 Sentiljska cesta | 323,6 46°41' 22" 15°40' 11" 9.7.2010 |14:35 |travnik
. travnik ob  reki
12 Sladki Vrh 253 46° 40' 47" 150 40' 14" 9.7.2010 |14:45 Muri
uri
13 Drobtinci 226 460 41' 27" 15° 50" 38" 9.7.2010 |14:55 |travnik
Marjeta na ob potoku med
14 . 12493 46° 22' 04" 15° 45' 39" 10.7.2010 | 10:04 L
Dravskem polju njivami
Dezno pri )
15 411,3 46°19' 47" 15°42' 11" 10.7.2010 | 10:25 |travnik
Makolah
16 Sp. Poljéane 289,6 46° 18' 25" 150 35' 41" 10.7.2010 | 10:40 | travnik
17 Sp. Gabrnik 275,3 46° 15' 48" 15° 33' 55" 10.7.2010 | 11:12 | ob robu njive
18 Rogaska Slatina | 281,4 46° 14' 09" 15°38' 23" 10.7.2010 | 11:30 |travnik
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19 Kristan vrh 229,8 46° 13' 02" 15° 34' 55" 10.7.2010 | 11:56 | travnik
20 Golobinjek 3315 46° 07' 14" 15° 35' 53" 10.7.2010 | 12:22 | ob jarku
Hrastje ob rob gozda in rob
21 o 255,5 46° 04' 23" 15° 38' 29" 10.7.2010 | 12:36
Bistrici pasnika
Stara vas- .
22 L 236,2 45°59' 46" 150 41" 34" 10.7.2010 | 12:53 | travnik ob gozdu
Bizeljsko
23 Kapele 195,7 45° 56' 18" 15° 40" 41" 10.7.2010 | 13:09 | zapuiCen travnik
24 Mostec 1428 45°53' 48" 150 37" 35" 10.7.2010 | 13:25 | jez nad reko Savo
25 Cerklje ob Krki | 154,5 45°53' 36" 15°33' 02" 10.7.2010 | 13:42 | travnik
Kostanjevica na .
26 Krki 150,3 45°51' 15" 150 25' 32" 10.7.2010 | 13:59 | travnik ob gozdu
rki
27 Sentjernej 184,8 45°50' 21" 15°20" 10" 10.7.2010 | 14:15 | travnik
gozdni rob ob
28 Ratez 192,1 45° 49' 23" 15° 14" 47" 10.7.2010 | 14:30 .
travniku
29 Novo mesto 1718 45° 46' 48" 15°10' 31" 10.7.2010 | 14:49 | travnik
30 Gorjanci (Vahta) | 628,1 45°43' 30" 15°13' 55" 10.7.2010 | 15:05 | ob cesti
31 Mali Kal 305 45°51' 55" 150 07' 15" 10.7.2010 | 15:20 | travnik
32 Trebnje 283,4 45°53' 58" 15°02' 03" 10.7.2010 | 15:40 |travnik
33 Bi¢ 305,6 45°55' 31" 14°53' 20" 10.7.2010 | 16:00 | travnik
34 Koritno 466,6 46° 21' 50" 14° 07' 51" 11.7.2010 | 10:04 | travnik
35 Bohinjska Bela | 480,7 46° 20' 04" 14°03' 39" 11.7.2010 | 10:25 | ob cesti
o travnik ob reki
36 Log v Bohinju | 493,4 46°17' 12" 13058 45" 11.7.2010 | 10:41 )
Savi B.
37 Stara Fuzina 546,8 46° 17' 06" 13°53' 31" 11.7.2010 | 11:08 | travnik
ob Savi Bohinjki-
38 Ukanc 550,8 46°16' 51" 13°49' 47" 11.7.2010 | 11:33 |
jasa
Pokljuka, Sport
39 Hotel 12574 46°20' 17" 13°57' 39" 11.7.2010 | 12:30 | ob robu gozda
ote
. ob robu gozda ob
40 Krnica 737 46° 22' 20" 14° 02' 45" 11.7.2010 | 12:50 ]
cesti
Brezje (pri B .
41 L 4834 46° 19' 39" 14° 13' 52" 11.7.2010 | 13:45 | ob ograji ob cesti
Radovljici)
Bistrica  (pred ob  makadamski
42 401,3 46°17' 08" 14017 16" 11.7.2010 |14:03
Naklom) cesti
43 Kranj 392,5 46°14' 13" 140 23" 37" 11.7.2010 | 14:20 |obgozdu
44 Sp. Brnik 373,4 46°13' 39" 140 28' 54" 11.7.2010 | 14:34 | ob stranski cesti
45 Volgji Potok 352,8 46° 11' 56" 14° 36' 06" 11.7.2010 | 14:52 | na deponiji zemlje
46 Loke v Tuhinju | 435 46°13' 29" 14°41' 23" 11.7.2010 | 15:15 | jasa ob gozdu
a7 Spitali¢ 559,4 46° 12' 54" 140 49' 22" 11.7.2010 | 15:31 ob gozdu
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48 Cankova 212,3 46° 43' 04" 16° 01' 58" 16.7.2010 | 10:46 | med njivami

50 Veceslavcei 3443 46° 46' 55" 16° 02" 16" 16.7.2010 | 11:07 | natravniku

51 Kuzma 269,5 46° 50' 22" 16° 04' 04" 16.7.2010 | 11:26 | ob stranski cesti

52 Matjaé'evci - 345,3 46° 52' 08" 16° 06' 50" 16.7.2010 |13:37 |gozdna jasa
Tromeja

53 Hodos 236,5 46° 49' 14" 16° 19' 28" 16.7.2010 | 14:36 | travnik
Krizevci v

54 Prekmuriu 2894 46° 47" 43" 16° 13" 36" 16.7.2010 | 15:01 | med njivami

55 Mor&_NSke 190,8 46° 40' 35" 16° 13' 16" 16.7.2010 | 15:25 | ob golfigriscu
Toplice

56 Bogojina 184,9 46° 40' 40" 16° 16' 38" 16.7.2010 | 15:47 | ob cesti

57 Dobrovnik 172,1 46° 39' 01" 16° 20" 08" 16.7.2010 | 16:08 | ob potoku

58 Beltinci 176,5 46° 36" 46" 16° 13" 36" 16.7.2010 | 16:21 | rob njive

60 Razkrizje 170 46° 31" 17" 16° 16' 36" 24.7.2010 | 12:25 | zapuscen travnik

61 Kapca 163,4 46° 33' 14" 16° 23' 04" 24.7.2010 | 12:47 | ob cesti

62 Lendava 159,3 46° 33' 49" 16° 26' 55" 24.7.2010 | 12:55 | zapuscena parcela

65 Murska Sobota | 187,9 46° 40" 13" 16°10' 45" 26.7.2010 |10:36 | ob sadovnjaku

66 Zgornja Selnica | 516,7 46° 33' 14" 15°30' 15" 26.7.2010 | 12:54 | ob potoku

67 Puscava 407,7 46° 33' 34" 15° 25' 28" 26.7.2010 | 13:11 | ob potoku

68 Podvelka 357,3 46° 34' 47" 15°19' 25" 26.7.2010 |13:38 | ob potoku

69 Radlje ob Dravi | 353,2 46° 36' 55" 15°12' 30" 26.7.2010 | 13:44 |rob travnika

70 Podklanc 412,2 46° 34' 35" 15°01' 26" 26.7.2010 |14:21 |ob cesti

71 Dobja vas 478,2 46° 32' 43" 14°56' 21" 26.7.2010 |14:33 |travnik

72 Podgorska Cesta | 416,9 46° 30' 02" 15°04' 16" 26.7.2010 |14:55 rob travnika

73 Mislinja 606,7 46° 26' 07" 15°11' 26" 26.7.2010 | 15:16 |ob robu gozda

74 Spodnji Doli¢ 682,7 46° 23' 53" 15017' 28" 26.7.2010 | 15:30 | rob travnika

75 Celje 251,8 46° 15' 46" 15°18' 14" 2.8.2010 |[10:32 | travnik ob cesti

76 Trojane 524,7 46°11' 16" 140 53' 02" 2.8.2010 |[11:02 |ob cesti

77 Krasnja 362,1 46°10' 02" 140 44 34" 2.8.2010 |[11:19 |travnik

78 Dob 305,5 46° 09' 20" 14° 36' 55" 2.8.2010 |11:35 |ob cesti

79 stofice. 298,6 46°04' 57" 14°031' 41" 28,2000 |1157 | o %
Ljubljana hipodromu

80 Brdo, Ljubljana | 297 46° 03' 08" 14° 27" 42" 2.8.2010 |14:34 | travnik ob pedpoti

81 Podkoren 845,4 46° 29' 35" 13044 31" 4.8.2010 |14:46 ob poti (motvirje

Zelenci)

82 Kranjska Gora | 832,6 46°29' 09" 13°46' 39" 4.8.2010 |15:02 |travnik

83 Dovje 757,5 46° 27' 28" 13058' 31" 4.8.2010 |15:25 |travnik

84 Vrhnika 393,8 45°58' 5" 14°17" 35" 7.8.2010 |10:58 | jasa pred cerkvijo

85 Logatec 483,5 450 54' 54" 140 12' 46" 7.8.2010 |[11:26 |travnik
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86 Podkraj 828,8 45051 47" 14°6' 21" 7.8.2010 |11:49 |ob robu gozda

87 Ajdovséina 152,2 45°52' 50" 13°54" 33" 7.8.2010 |12:18 | zapuscen travnik

88 Smarje 216,2 45°50' 41" 13°50' 59" 7.8.2010 |[13:00 |travnik

89 Stanjel 323,3 450 49'5" 13°50' 40" 7.8.2010 |[13:15 |rob travnika

90 Dutovlje 290,7 45°45' 21" 13°50' 29" 7.8.2010 |13:28 | v vinogradu

91 Lipica 395,3 45°40' 6" 13°53' 0" 7.8.2010 |14:05 paél_liki . Y
kobilarni

92 Kozina 491,6 45° 36' 36" 13°56' 9" 7.8.2010 |14:35 | ob krizis¢u

93 Koper 9,8 45°32' 33" 13°43' 15" 7.8.2010 |15:01 | gradbisce ob cesti

94 1zola 2 45° 31" 46" 13°39'6" 7.8.2010 |15:25 | zapuscen travnik

95 Semic 2146 450 39' 4" 15°11'4" 25.7.2010 | 12:30 |travnik

la Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1'48" 21.7.2010 | 7:00 travnik

2a Biserjane 244 46°34' 19" 16°1' 48" 21.7.2010 |10:00 |travnik

3a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 21.7.2010 |13:00 |travnik

4a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1'48" 21.7.2010 | 16:00 | travnik

5a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1'48" 21.7.2010 | 19:00 | travnik

6a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 21.7.2010 | 22:00 | travnik

7a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 22.7.2010 | 7:00 travnik

8a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1'48" 22.7.2010 | 10:00 | travnik

9a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1'48" 22.7.2010 | 13:00 |travnik

10a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 22.7.2010 | 16:00 | travnik

1la Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 22.7.2010 | 19:00 | travnik

12a Biserjane 244 46° 34' 19" 16°1' 48" 22.7.2010 | 22:00 | travnik

3.1.2. Reagenti

Topila za ekstrakcijo

Metanol, stopnja ¢istote za HPLC (min. 99,8 %); J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)

Precis€ena voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani)

Reagenti za CE

20 mM boratni pufer (pH 9,3); Agilent Technologies (Nemcija)

50 mM boratni pufer (pH 9,3); Agilent Technologies (Nemcija)

50 mM boratni pufer + 100 mM SDS, (pH 9,3); Agilent Technologies (Nem¢ija)

50 mM fosfatni pufer, (pH 7); Agilent Technologies (Nemcija)

0,1 M NaOH; Agilent Technologies (Nemcija)

Metanol, stopnja cistote za HPLC (min. 99,8 %); J. T. Baker (Deventer, Nizozemska)
Izopropanol; Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija)
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(1)-propanol (pH 5); Alkaloid (Skopje)
Etanol (> 99,5 %); Carlo Erba ( Italija)

Standardi

Apigenin, > 95,0 % (HPLC); Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemc¢ija)
Apigenin-7-O-glukozid; Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija)

Luteolin; Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija)

Luteolin-7-O-glukozid, Rotichrom® HPLC; Carl-Roth (Karlsruhe, Nem¢ija)
Rutin, Rotichrom® CHR; Carl-Roth (Karlsruhe, Nemcija)

Klorogenska kislina, Rotichrom® CHR; Carl-Roth (Karlsruhe, Nemcija)
Kina kislina, Carl-Roth (Karlsruhe, Nem¢ija)

Kavna kislina, Merck (Minchen, Nemcija)

Kvercetin, cryst. za kromatografijo; Kemika

Viteksin-2"-O-ramnozid

Klorofil; Carlo Erba (ltalija)

3.1.3. Aparature in laboratorijska oprema

Shranjevanje standardov

Hladilnik, + 4 °C; Gorenje (Velenje, Slovenija)

Drobljenje rastlinskega materiala

Terilnica, pestilo

Tehtanje
Precizna tehtnica (samo za kromatografske standarde; max: 220 g, min: 1 mg), model

XS205DU; Mettler Toledo (Svica)

Ekstrakcija
Ultrazvo¢na kadicka, tip: DT 103 H; Bandelin sonorex digitec (Berlin, Nem¢ija)

Stresalnik, tip: Vibromix 40; Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
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Centrifugiranije

Centrifuga Centric 400R; Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)
Centrifuga Centric 200R; Tehtnica (Zelezniki, Slovenija)

Kapilarna Conska Elektroforeza
Instrument: Agilent CE, Serial No.: DE01602923; Agilent Technologies (Waldbronn,

Nemcija)

Racunalniski program: HP 3D CE ChemStation, verzija 10.02

Steklena kapilara: Ext. Light Path CE cap., dolzina 56 cm, premer 50 pm, z mehurcasto
detekcijsko celico; Agilent Technologies (Waldbronn, Nemcija)

3.2. METODE

3.2.1. Nabiranje rmana

Vzorce rmana (Achillea millefolium L.) smo nabirali po razli¢nih rastis¢ih po Sloveniji
priblizno en mesec, v ¢asu cvetenja rmana, od 6. 7. 2010 do 7. 8. 2010. Rman smo nabirali
ob son¢nem vremenu med 10. in 15. uro, ponekod pa smo ¢as nabiranja podaljSali za
maksimalno dve uri. Na vsakem rastiS$¢u smo nabrali tri vzorce rmana brez korenine.
Vzorce smo ustrezno oznacili, v dnevnik pa pod zaporednimi Stevilkami zabeleZili
naslednje podatke: kraj, nadmorsko visino, koordinate, datum, uro in rastisée. Vzorce smo
shranili v papirnate vreCke, doma pa jih prenesli iz vreck ter vzorce rmana obesili na
stojalo za perilo, ki se je nahajalo v kleti, kjer smo rman susili najmanj 40 dni, zasCitenega

pred direktno svetlobo.

Dvanajst vzorcev iz kraja Biserjane pa smo nabrali vsake tri ure na isti lokaciji, dva dni

zapored.

3.2.2. Priprava vzorcev

Liste rmana smo prenesli v terilnico in jih s pestilom zdrobili, kolikor je bilo mogoce. Na

precizni tehtnici smo v mikrocentrifugirke natehtali po 100 mg droge ter v vsako dodali
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Iml MeOH. Sledila je ekstrakcija, ki smo jo izvedli z ultrazvo¢no kadi¢ko in S
stresalnikom. Vrstni red ekstrakcije je bil slede¢:

1. ultrazvok: 10 minut, zacetna nastavljena temperatura 25 °C;

2. stresanje na stresalniku: 20 minut, 200 min™;

3. ultrazvok: 10 minut, zacetna nastavljena temperatura 25 °C;

4. stresanje na stresalniku: 20 minut, 200 min™.

Po koncani ekstrakciji smo vzorce centrifugirali 10 min pri 11000 min™ ter 21 °C. Po
centrifugiranju smo si pripravili nove mikrocentrifugirke in v vsako z merilno pipeto
prenesli 800 pl supernatanta 1. Posameznemu supernatantu 1 smo dodali vodo (20 vol %),
s ¢imer smo preprecili morebitno poznejSe obarjanje v vodnem mediju slabSe topnih spojin
tekom separacijskega procesa. \Vzorce smo ponovno centrifugirali 10 min pri 11000 min™
ter 21 °C ter vsakemu odvzeli supernatant 2 (V = 175 pl), ki smo ga razred¢ili z 25 ul
MeOH (na opisan nacin smo pripravili vse vzorce za analizo s kapilarno consko
elektroforezo). Z namenom identifikacije flavonoidov smo k posameznemu vzorcu
pripravili $e ustrezni kontrolni vzorec, kjer smo supernatantu 2 (V = 175 ul) dodali pet
standardov (apigenin (API), apigenin-7-O-glukozid (A7G), luteolin (LUT), luteolin-7-O-
glukozid (L7G), rutin (RUT); Vsstandardov = 25 ul). Spojine namre¢ skozi kapilaro ne
potujejo zmeraj z enako hitrostjo, zaradi ¢esar migracijski ¢asi spojin niso popolnoma
enaki med sabo in obstajajo doloCene variacije. Rastlinski vzorci so po navadi precej
kompleksni, prav tako je njihova kvantitativna in kvalitativna vsebnost spojin od vzorca do
vzorca razlicna. V nekaterih vzorcih se lahko nahajajo Se dodatne spojine 0z. spojine v
ve¢jih koncentracijah, ki motijo analizo. Lahko se zgodi, da se vrh preiskovane spojine
zlije z vrhom druge spojine, ki je je bistveno vec, lahko pa preiskovana spojina sploh ni
prisotna v vzorcu. V teh primerih smo v preglednico, kjer smo podajali rezultate, opisali,

da je prislo do zlitja vrha spojine z drugo spojino oz. da spojina sploh ni prisotna.

3.2.3. Priprava standardov

Vse standarde smo pripravili po enakem postopku. Na precizni tehtnici smo natehtali 5 mg
standarda, ga prenesli v 25 ml bucko in dopolnili do oznake z MeOH. Vsebino smo
premesali in uporabili ultrazvok, da se je standard raztopil. Pripravljena koncentracija

standardov je bila 200 pug/ml. Pripravljene standarde smo ustrezno oznacili in jih shranili v
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hladilnik. Te raztopine smo razred¢ili, da smo dobili delovne koncentracije standardov, ki
so se gibale od 5 pg/ml, 10 pg/ml do 20 pg/ml, glede na prisotnost spojine v vzorcu. V
primeru klorogenske kisline pa smo pripravili ve¢je koncentracije — 100 ug/ml. Spojine, Ki
smo jih nasli v rmanu, so: apigenin, luteolin, A7G, L7G, rutin, Klorogenska Kislina.
Preostale spojine, ki smo jih uporabili za identifikacijo vrhov, vendar jih v rmanu nismo

detektirali, so: klorofil, kvercetin, viteksin, kavna kislina, kina Kislina.

3.2.4. Kapilarna conska elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (CE) je separacijska analizna metoda, ki zagotavlja visoko
lo€ljivost spojin in kratek ¢as analize. V primerjavi s HPLC metodo je CE manj obcutljiva
metoda ter daje manj ponovljive kvantitativne podatke (43). Locitev analitov temelji na
osnovah klasi¢ne elektroforeze — nabite molekule, ki jih izpostavimo elektricnemu toku,

potujejo k elektrodi z nasprotnim nabojem.

Poznamo ve¢ vrst CE, med katerimi se vsestransko uporablja kapilarna conska
elektroforeza (CZE), s katero smo delali tudi pri nasi diplomski nalogi. S CZE lo¢ujemo le
nabite molekule, saj metoda temelji na razliki v njihovi elektroforezni mobilnosti. Locitev
analitov poteka v stekleni kapilari, napolnjeni z elektroforeznim pufrom, ob prikljucitvi
visoke napetosti; na njihovo potovanje pa vpliva $e elektroosmozni tok (EOT). Ta nastane
zaradi negativnega naboja silanolnih skupin (SiO-) ob steni kapilare, ki privlaci katione.
Ob prikljucitvi napetosti za¢nejo solvatirani/hidratirani kationi potovati proti negativno
nabiti katodi in s seboj potegnejo celotno raztopino. Zaradi EOT se molekule gibljejo v isto
smer (obicajno proti katodi), saj je EOT mocnejsi od elektroforezne mobilnosti molekul.
Najhitreje se zato gibljejo majhni delci s pozitivnim nabojem, sledijo jim veliki delci s
pozitivnim nabojem, nato nevtralni delci, ki potujejo s hitrostjo EOT, zatem pa jim sledijo
negativno nabiti delci. Separacija temelji na razlikah v elektroforezni mobilnosti molekul,
na katere lahko vplivamo s spreminjanjem pH pufra, ionske moci in sestave pufra, vendar
pa s tem spremenimo tudi EOT, kar lahko povzroci tezave pri optimizaciji metode.

Osnovne komponente CZE so vir visoke napetosti, dve elektrodi, dva rezervoarja s

pufrom, kapilara, detekcijski sistem ter sistem za zapis in obdelavo signala.
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Osnovna metoda kapilarne conske elektroforeze:
vrsta in dolZina kapilare: steklena Kapilara: Ext. Light Path CE cap., dolZina 56
cm, premer 50 pm, z mehurcasto detekcijsko celico;
temperatura kapilare: 30 °C;
Napetost pri lochi: 30 kV,
delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15
% 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH;
injiciranje vzorca (tlak / ¢as): 20 mbar - 20 sek;
frekvenca zajemanja podatkov: 0,402 sek (0,0067 min);
cas analize: 26 min;
valovna dolzina detekcije: apigenin in luteolin smo detektirali pri valovni dolzini
200 nm, preostale spojine (A7G, L7G, rutin, klorogenska kislina, spojina A,

spojina B) pa pri valovni dolzini 335 nm.

Eden glavnih problemov pri CZE je detekcija, saj majhni volumski pretoki onemogocajo
uporabo klasi¢nih detektorjev, uporabnih za HPLC. Kot detektorsko celico pri CZE se
uporablja del kapilare, s katere odstranijo poliamidno zascito. Uporablja se UV-VIS
detekcija, ki ima nizko obcutljivost, saj je pot svetlobe skozi vzorec zelo kratka; le-ta je

enaka notranjemu premeru kapilare.

Pri optimizaciji metode smo spreminjali volumen injiciranja in sestavo delovnega pufra

(glej poglavje Optimizacija kapilarne conske elektroforeze).
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4. EKSPERIMENTALNO DELO

4.1. OPTIMIZACIJA KAPILARNE CONSKE ELEKTROFOREZE

Pri kapilarni conski elektroforezni analizi smo kot osnovo vzeli metodo, kjer so dolocali
vsebnost flavonoidov v zeli rmana s kapilarno consko elektroforezo (47). Pri optimizaciji
te metode smo spreminjali volumen injiciranja in sestavo delovnega pufra, preostale

parametre pa smo pustili nespremenjene (napetost, temperaturo kapilare).

Osnovna metoda, iz katere smo izhajali:
delovni pufer: 70 % 20 mM borat (pH 9,3) + 30 % MeOH;
injiciranje vzorca (tlak / ¢as): 30 mbar - 30 sek;
temperatura kapilare: 30 °C;
Napetost pri loc¢hi: 30 kV;
cas analize: 25 min;

valovna dolzina detekcije: 335 nm.

4.1.1. Izbira injiciranja

Pripravili smo reprezentativen vzorec, sestavljenega iz ve¢ vzorcev z razli¢nih lokacij po
Sloveniji. Vzorec smo pripravili po enakem postopku, kakor so ga pripravili v prej
omenjenem ¢lanku (47). Natehtali smo 500 mg zdrobljene droge ter jo ekstrahirali v 5 ml
MeOH. Sledila je ekstrakcija na ultrazvoku, ki je trajala 10 min, nato pa smo ekstrakt
centrifugirali 10 min pri 21 °C in 5000 min™ ter nato odlili supernatant. Preostanek droge
smo Se dvakrat ekstrahirali, supernatant pa kumulativno zbirali. Tako pripravljen vzorec

smo analizirali pri razli¢nih razmerjih z vodo ter pri razlicnih volumnih injiciranja.

V prejsnji metodi so vzorec pred analizo razred¢ili z vodo, v razmerju 8:2, ter ga ponovno
centrifugirali in tako lo¢ili oborino, ki je nastala. S tem so preprecili morebitno kasnejse
obarjanje v kapilari med analizo. Supernatant je namre¢ v vodi slabo topen, zato se lahko

pojavi oborina.
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Pri optimizaciji smo spreminjali osnovno razmerje supernatant: voda (8 : 2) ter injiciranje

(mbar - sek).

Preizkuse smo naredili za injiciranje 30 mbar - 30 sek, 20 mbar - 20 sek, 15 mbar - 15 sek
osnovno razmerje supernatant : voda = 800 ul : 200 ul, nato pa smo iz tega razmerja vzeli
supernatant in ga razredCili z vodo v treh razli¢nih razmerjih: 667 ul : 333 ul, 500 ul : 500
ul, 333 pl : 667 pl.

Zeleli smo ugotoviti, kaj izboljsa lo¢ljivost vrhov vzorca v elektroferogramu: ali injiciranje
ali red¢enje z vodo. Z dodatnim razred¢evanjem vzorca z vodo nismo dobili zadovoljivih
rezultatov, zato smo ohranili razmerje supernatanta in vode 8 : 2. Pri manjSem volumnu
injiciranja so se vrhovi, ki smo jih preucevali, locili, zmanjsalo pa se je tudi zlitje vrhov.
NajoptimalnejSe rezultate je po nasi presoji dal elektroferogram vzorca s hidrodinamskim

injiciranjem 20 sekund, pri tlaku 20 mbar ter z razred¢itvijo z vodo v razmerju 8 : 2.

4.1.2. lzbira pufra

Delovnemu pufru smo spreminjali sestavo pufra z dodajanjem organskih topil ter
dodajanjem povrsinsko aktivne snovi, SDS. Na elektroferogramu smo opazovali lo¢ljivost
vrhov; pomemben podatek pa je bil tudi ¢as analize vzorca. V Preglednici IV je seznam
sestave delovnih pufrov, ki smo jih preizkusili pri injiciranju 20 mbar - 20 sek in z

red¢enjem vzorca z vodo v razmerju 8 : 2.

Preglednica IV: Sestava delovnega pufra pri optimizaciji metode CZE.

Prvi pufer Drugi pufer Tretji pufer Organsko topilo
100 % 20 mM borat |/ / /

95 % 20 mM borat |/ / 5 % MeOH

90 % 20 mM borat |/ / 10 % MeOH

85 % 20 mM borat |/ / 15 % MeOH

80 % 20 mM borat |/ / 20 % MeOH

75 % 20 mM borat |/ / 25 % MeOH

70 % 20 mM borat |/ / 30 % MeOH

65 % 20 mM borat |/ / 35 % MeOH

60 % 20 mM borat |/ / 40 % MeOH
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30 % 20 mM borat | 40 % 50 mM borat / 30 % MeOH
35 % 20 mM borat | 35 % 50 mM borat / 30 % MeOH
40 % 20 mM borat | 30 % 50 mM borat / 30 % MeOH
50 % 20 mM borat | 20 % 50 mM borat / 30 % MeOH
55 % 20 mM borat | 15 % 50 mM borat / 30 % MeOH
60 % 20 mM borat | 10 % 50 mM borat / 30 % MeOH
65 % 20 mM borat | 5 % 50 mM borat / 30 % MeOH
35 % 20 mM borat | 30 % 50 mM borat 5 % 50 mM borat + 100 mM SDS | 30 % MeOH
35 % 20 mM borat | 25 % 50 mM borat 10 % 50 mM borat + 100 mM SDS | 30 % MeOH
25 % 20 mM borat | 45 % 50 mM fosfat (pH 7) | / 30 % MeOH
30 % 20 mM borat | 40 % 50 mM fosfat (pH 7) |/ 30 % MeOH
35 % 20 mM borat | 35 % 50 mM fosfat (pH 7) |/ 30 % MeOH
40 % 20 mM borat | 30 % 50 mM fosfat (pH 7) |/ 30 % MeOH
20 % 20 mM borat | 40 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
20 % 20 mM borat | 30 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
20 % 20 mM borat | 25 % 50 mM borat 25 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
25 % 20 mM borat | 25 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
30 % 20 mM borat | 30 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
30 % 20 mM borat | 20 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH
30 % 20 mM borat | 10 % 50 mM borat 30 % 50 mM fosfat (pH 7) 30 % MeOH

5 % 20 mM borat 65 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH

5 % 20 mM borat 55 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
15 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 15 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
10 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
20 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
20 % 20 mM borat | 40 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
30 % 20 mM borat | 40 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
30 % 20 mM borat | 30 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH
40 % 20 mM borat | 20 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % MeOH

5 % 20 mM borat 55 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % EtOH

15 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 15 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % EtOH

20 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % EtOH

5 % 20 mM borat 55 % 50 mM borat 20 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % (1)-PrOH
15 % 20 mM borat | 50 % 50 mM bhorat 15 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % (1)-PrOH
20 % 20 mM borat | 50 % 50 mM borat 10 % 50 mM fosfat (pH 7) 20 % (1)-PrOH
70 % 20 mM borat |/ / 30 % EtOH

70 % 20 mM borat |/ / 30 % EtOH

S povecanjem deleza organskih modifikatorjev v pufru se hitrost elektroosmotskega toka

zniza (43). To smo ugotovili tudi v poskusih, pri katerih so se z zviSanjem deleza MeOH

podaljsali migracijski Casi preiskovanih spojin, zato se je ¢as analize vzorca podaljsal, kar
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pa ni bilo zazeleno. Kot najboljSa sta se izkazala pufra, v katerih je bil delez MeOH 20 %
o0z. 30 %, tako da smo nadaljevali s sestavo delovnega pufra v teh okvirih.

20 mM boratu in MeOH smo dodajali 50 mM borat, pri ¢emer se je Cas analize
podaljseval. V studiji, kjer so razvili metodo CZE za dolo¢anje petih flavonoidov (med
drugimi L7G, LUT, API) v drogi rastline Lamiophlomis rotata so dokazali, da migracijski
¢asi flavonoidov nara$¢ajo z naras¢anjem koncentracije borata. Ugotovili so, da so se
migracijski c¢asi analitov povecali s poveCanjem boratne koncentracije, zaradi mo¢nih
interakcij med boratom in flavonoidom pri visoki koncentraciji borata. Analizirali so
koncentracije borata v intervalu od 20 mM do 60 mM pri pH 9 ter jih primerjali z
migracijskim ¢asom flavonoidov. Na podlagi migracijskega ¢asa in povrSine vrhov so za

najoptimalnej$i pufer izbrali 30 mM borat (48).

Glede na empiri¢no opazovanje grafov se nam je najboljsa resolucija izkazala v primerih,
kjer smo dodali vecjo koncentracijo, 50 mM borata. PovrSinska aktivna snov SDS je
poslabsala lo¢bo, pri pripravi pufra pa je prihajalo do penjenja. Uporabili smo 5 mM in 10
mM koncentracijo SDS, kriti¢na micelarna koncentracija SDS v vodi pa je 8,2 mmol/L

Prisotnost MeOH v raztopini pufra lahko poveca kriti¢éno micelarno koncentracijo.

20 mM boratu in 50 mM boratu smo Se dodajali tretji, fosfatni pufer v razlicnih razmerjih.
Dodatek fosfatnega pufra 20 mM boratu in MeOH je lo¢bo poslabsala; ko pa smo fosfatni
pufer dodali meSanici 20 mM borata, 50 mM borata in MeOH, pa je bila locba boljsa, tako
da smo naredili ve¢ razli¢nih pufrov, z meSanjem 20 mM borata, 50 mM borata, MeOH s
50 mM fosfatom.

Na koncu smo v ozjem izboru uporabili naslednje tri delovne pufre:
e 1. pufer: 55 % 50 mM borat (pH 9,3) + 5 % 20 mM borat (pH 9,3) + 20 % 50 mM
fosfat (pH 7) + 20% MeOH (Slika 8);
e 2. pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15 % 50
mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH (Slika 9);
e 3. pufer: 50 % 50mM borat (pH 9,3) + 20 % 20 mM borat (pH 9,3) + 10 % 50 mM
fosfat (pH 7) + 20 % MeOH (Slika 10).
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DADL1 D, Sig=335,20 Ref=off (RMAN\DEC16003.D)
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Slika 8: Elektroferogram analize vzorca s prvim pufrom (delovni pufer: 55 % 50 mM borat (pH 9,3) + 5

% 20 mM borat (pH 9,3) + 20 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A = 335
nm).

DADL D, Sig=335,20 Ref=off (RMAN\DEC16004.D)
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Slika 9: Elektroferogram analize vzorca z drugim pufrom (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) +
15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A =
335 nm).
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DAD1 D, Sig=335,20 Ref=off (RMAN\DEC16002.D)
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Slika 10: Elektroferogram analize vzorca s tretjim pufrom (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) +
20 % 20 mM borat (pH 9,3) + 10 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A =
335 nm).

Podrobnejsi grafi teh treh pufrov so prikazani v Prilogi na Slikah 48, 49 in 50.

Iz elektroferogramov analize vzorca z razliénimi pufri (Slika 8, 9 in 10) ni bilo bistvenih
razlik glede loc¢ljivosti med preiskovanimi vrhovi, saj so si bili grafi le-teh precej podobni.
Najvec problemov glede locljivosti vrhov nam je povzrocal zacetni del elektroferograma,
in sicer vrh apigenin-7-O-glukozid (A7G), ter kon¢ni del elektroferograma, vrh luteolin.
Vrh luteolina se nam je pogosto zlil s sosednjim vrhom in ga nismo uspeli popolnoma
lo¢iti z nobeno preizkuseno delovno pufersko mesanico. Trije omenjeni zadnji pufri so se

Se najbolj priblizali zeleni lo€ljivosti, vendar idealnega nismo nasli.

Pri teh treh pufrih smo namesto MeOH dodajali EtOH oziroma (1)-propanol. Migracijski
Casi spojin so se podaljsali, kar je podaljsalo analizo, pri tem pa lo¢ba ni bila boljsa. Niti
EtOH niti (1)-propanol se nista izkazala za boljSo alternativo, tako da smo MeOH pustili
kot organsko topilo. Primerjava elektroferogramov, kjer smo spreminjali organsko topilo,

je prikazana na Sliki 11.
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DADI D, Sig=335,20 Ref=off (C\HPCHEM\ZDATAVRMANIDECO3001.5)
DADI D, Sig=335,20 Ref=off (C:\HPCHEM\2\DATA\RMAN\DEC08001.D)
DADI D, Sig=335,20 Ret=off (C:\HPCHEM\2\DATA\RMAN\DEC02001.D)
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Slika 11: Elektroferogrami analize vzorcev pri uporabljenih razli¢nih organskih topilih (MeOH,
EtOH, (1)-propanol (priprava rmana: 175 pl ekstrakta rmana(razmerje supernatant : voda = 8 : 2 (v/v)) + 25
ul MeOH)
- pufer1:15 % borat (20 mM) + 50 % borat (50 mM) + 15 % fosfat (50 mM, pH 7) + 20 % MeOH;
- pufer 2 : 15 % borat (20 mM) + 50 % borat (50 mM) + 15 % fosfat (50 mM, pH 7) + 20 % EtOH;
- pufer 3 : 15 % borat (20 mM) + 50 % borat (50 mM) + 15 % fosfat (50 mM, pH 7) + 20 % (1)-
PrOH.

Za analizo flavonoidov v drogi rmana smo izbrali pufer naslednje sestave: 50 % 50 mM
borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH.

Prikazan je na Sliki 9.

Vrhove A7G, L7G, rutina, klorogenske kisline, spojine A ter spojine B smo detektirali pri
valovni dolzini 335 nm. Glede na to, da sta vrhova apigenina in luteolina imela visje
vrhove pri valovni dolzini 200 nm in ne pri 335 nm, smo njune povrsine detektirali pri A =
200 nm. Povisanje vrhov pri A = 200 nm nam je pripomoglo k lazji analizi, kajti tako vrh
apigenina kot vrh luteolina sta zelo majhna, pri tem pa se $e vrh luteolina prekriva z

neznano spojino, ki ima podoben migracijski ¢as.

Na Sliki 12 in Sliki 13 sta prikazana elektroferograma analize standardov z optimirano

metodo. Detekcija vseh spojin standardov na Sliki 12 je bila pri A = 335 nm; detekcija
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spojin na Sliki 13 je bila za spojini apigenin in luteolin pri A = 200 nm; za preostale spojine
pa pri 335 nm. Iz primerjave obeh elektroferogramov lahko razberemo, da imata apigenin

in luteolin vecjo absorbcijo in posledicno vi§je odzive pri valovni dolzini 200 nm.

klorogenska kislina
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Slika 12: Elektroferogrami analize standardov z optimirano metodo. Metanolne raztopine standardov
so bile posnete pri koncentracijah: A7G (¢ = 5 pg/ml), L7G (¢ = 5 pg/ml), rutin (¢ = 10 pg/ml),
klorogenska Kislina (¢ = 100 pg/ml), apigenin (¢ = 5 pg/ml), luteolin (¢ = 5 pg/ml). Detekcija vseh

standardov je izvedena pri valovni dolzini 335 nm.
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Slika 13: Elektroferogrami analize standardov z optimirano metodo. Metanolne raztopine standardov

so bile posnete pri koncentracijah: A7G (¢ = 5 pg/ml), L7G (¢ = 5 pg/ml), rutin (¢ = 10 pg/ml),
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klorogenska Kislina (¢ = 100 pg/ml), apigenin (¢ = 5 pg/ml), luteolin (¢ = 5 pg/ml). Detekcija A7G, L7G,
rutina, klorogenske Kisline je izvedena pri valovni dolzini 335 nm, detekcija apigenina in luteolina pa pri

valovni dolzini 200 nm.

Na Sliki 14 in Sliki 15 sta povecana zacetni in konéni del elektroferograma izbranega

pufra, iz katerega lahko s primerjavo modre (vzorec) in rdeCe (vzorec z metodo

standardnega dodatka) krivulje vidimo, kje se nahajajo A7G, L7G, apigenin in luteolin.

DADL D, Sig=335,20 Ref=off (RMANDECL700L D)
DADL D, Sig=335,20 Ref=off (RMAN\DEC17002.D)
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Slika 14: Elektroferogram

analize vzorca, Kjer je povefan zacetni del elektroferograma, Kjer se

nahajata vrh A7G ter L7G (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15
% 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; A = 335 nm). Modra krivulja nam prikazuje vzorec rmana, rdeca

krivulja pa vzorec rmana z metodo standardnega dodatka:

- priprava rmana: 175 pl ekstrakta rmana(razmerje supernatant : voda = 8 : 2 (v/v)) + 25 ul MeOH;

- priprava rmana + standardi (5pg/mL): 175 pl ekstrakta rmana (razmerje supernatant : voda = 8 : 2
(v/v)) + 25 pl Y standardov (5 pl APL, 5 ul A7G, 5 ul L7G, 5 ul LUT, 5 ul RUT).
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Slika 15: Elektroferogram analize vzorca, kjer je povecan konéni del elektroferograma, kjer se
nahajata vrh apigenina ter luteolina (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH
9,3) + 15 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; & = 200 nm). Modra krivulja

nam prikazuje vzorec rmana, rde¢a krivulja pa vzorec rmana z metodo standardnega dodatka:

priprava rmana: 175 pl ekstrakta rmana(razmerje supernatant : voda = 8 : 2 (v/v)) + 25 ul MeOH,;
priprava rmana + standardi (Spg/mL): 175 pl ekstrakta rmana (razmerje supernatant : voda = 8 : 2
(v/v)) + 25 pl Y standardov (5 pl APL, 5 ul A7G, 5 Wl L7G, 5 ul LUT, 5 ul RUT).

4.1.3. Optimirana analizna metoda

Delovni pufer je: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat (pH 9,3) + 15 % 50
mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH. Vzorec smo injicirali 20 sekund pri tlaku 20 mbar. Cas

analize je bil 26 min. Absorbanco A7G, L7G, rutina, klorogenske kisline, spojine A ter

spojine B smo merili pri 335 nm, absorbanco apigenina in luteolina pa pri A = 200 nm.

Na zacetku vsakega delovnega dne smo spirali kapilaro 10 min z MeOH, 10 min z 0,1 M
NaOH, 10 min z H,0 ter 10 min z delovnim pufrom. Pred vsako analizo smo jo spirali 2
min z delovnim pufrom, po koncu vsake analize pa 2 min z MeOH, 1 min z 0,1 M NaOH
ter 1 min z H,O. S spiranjem smo sprali vse spojine iz kapilare in jo tako pripravili na

naslednjo analizo. Enkrat tedensko smo kapilaro spirali dalj ¢asa, in sicer 30 min z MeOH,
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30 min z 0,1 M NaOH in 30 min z H,O. Preden smo ugasnili CZE, smo jo spirali 10 min z
H,O. Delovni pufer smo menjali po vsakih osmih analizah in ga zamenjali s sveze
pripravljenim delovnim pufrom. S tem smo se izognili spremembam EOT zaradi

elektrolize raztopin.

4.2. OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE

Z optimizacijo ekstrakcije smo zeleli dose¢i maksimalno ekstrakcijo flavonoidov iz

vzorcev in kar najboljSo lo¢ljivost vrhov v elektroferogramu.

4.2.1. lzbira natehte vzorca ter nacina ekstrakcije

Pri pripravi vzorcev ter nacinu ekstrakcije smo prav tako izhajali iz ¢lanka, kjer so
primerjali razli¢ne metode za dolocanje flavonoidov v zeli rmana (47).

Za izbiro natehte vzorca ter stopnje ekstrakcije smo pripravili reprezentativen vzorec, kjer
smo natehtali 10 gramov listov rmana iz vzorcev rmana, oznacenih s Stevilkami: 18, 33,
37, 39, 60, 66, 77 in 80. Vzorce rmana smo vzeli nakljucno. Liste smo prenesli v terilnico
in jih s pestilom zdrobili, kolikor je bilo mogoce. Majhna stebelca smo s pinceto odstranili.
Pri vsakem nacinu ekstrakcije smo naredili 4 ponovitve, in sicer dve ponovitvi s 50 mg
rmana in dve ponovitvi s 100 mg rmana. Zdrobljene liste rmana smo natehtali s precizno
tehtnico v mikrocentrifugirke. V pripravljene vzorce smo nato z merilno pipeto (velikost:
100 pl- 1000 pl) odmerili Iml MeOH, jih ro¢no premesali ter nato zaceli z ekstrakcijami.
Izvedli smo 4 nacine ekstrakcij, Kjer se je z vsako naslednjo ekstrakcijo podaljseval Cas
ekstrahiranja vzorca. Ekstrahiranje smo izvedli izmeni¢no z ultrazvocno kadicko (UZ) ter S
stresalnikom. UZ smo nastavili na 10 minut pri zacetni nastavljeni temperaturi 25 °C.
Stresanje je potekalo 20 minut, s hitrostjo obratov 200 min™. Ta hitrost obratov je bila
dovolj velika, da se je vsa vsebina v mikrocentrifugirki premesala (preizkus smo naredili z
1ml vode, ki smo jo odmerili v mikrocentrifugirko). Po koncani ekstrakciji smo vzorce
centrifugirali: 10 minut pri 11000 min™ ter 21 °C. Po centrifugiranju smo si pripravili nove
mikrocentrifugirke, kamor smo z merilno pipeto odvzeli supernatant. V' centrifugirki je
mikrocentrifugirka nagnjena postrani. Zaradi centrifugalne sile se oborina poseda z
zunanje stene mikrocentrifugirke proti dnu, zato smo z merilno pipeto odvzeli supernatant

z notranje stene mikrocentrifugirke, hkrati pa smo mikrocentrifugirko drzali v lezeCem
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poloZzaju, kot je bila v centrifugirki. Supernatantu smo nato dodali 20 % vode, s ¢imer smo
preprecili kasnejSe obarjanje v kapilari zaradi slabSe topnosti spojin v vodnem mediju.
Vzorec smo ponovno centrifugirali 10 minut pri 11000 min™ ter 21 °C. Ponovno smo
odvzeli supernatant; za pripravo vzorca za analizo s CZE pa smo odmerili 175 pl
supernatanta ter 25 ul MeOH. Vzorce smo analizirali pri pufru, ki smo ga predhodno
izbrali za nadaljnje analize (glej lzbira pufra). Celotno delo je potekalo pri sobni

temperaturi.

Nacini ekstrakcij:

1. nacin ekstrahiranja: UZ (10 min), centrifugiranje;

2. nacin ekstrahiranja: UZ (10 min), stresalnik (20 min), centrifugiranje;
3. nadin ekstrahiranja: UZ (10 min), stresalnik (20 min), UZ (10 min), stresalnik (20 min),

centrifugiranje;
4. nacin ekstrahiranja: UZ (10 min), stresalnik (20 min), UZ (10 min), stresalnik (20 min),

UZ (10 min), stresalnik (20 min), centrifugiranje.

PovrSine A7G, L7G in rutina smo detektirali pri A = 335 nm, povrSine apigenina in

luteolina pa pri A =200 nm. Vrhove smo integrirali z ro¢no postavitvijo bazne linije.

Rezultati elektroforezne analize ekstraktov stirih zaporednih nacinov ekstrakcij so

prikazani na Sliki 16.

Delez ekstrahiranih flavonoidov
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Slika 16: Prikaz ekstrahiranih flavonoidov v posamezni ekstrakciji.
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Barva supernatanta rmana je bila zelene barve, ki je variirala od svetlo do temno zelene,
odvisno od nacina ekstrakcije. Pri prvem nacinu in prav tako pri drugem je bila barva
supernatanta svetlo zelene barve, pri tretjem in Cetrtem nacinu ekstrakcije pa temno zelene

barve. Prav tako je bila barva moc¢nej$a pri natehti rmana 100 mg, kar je bilo pricakovano.

S Slike 16 razberemo, da vedji del flavonoidov dobimo Ze s prvim nac¢inom ekstrakcije; do
tretjega nacina ekstrakcije se je koli¢ina flavonoidov $e poviSevala, pri ¢etrtem nacinu pa
ni bilo ve¢ pomembne spremembe. V vseh nacinih ekstrakcije se je ve¢ flavonoidov
ekstrahiralo pri vecji natehti rmana. Vrh luteolina se je pri natehti 100 mg delno zlil s
sosednjo spojino pri drugem, tretjem in Cetrtem nacinu ekstrakcije. Na podlagi dobljenih
elektroferogramov smo se odlocili, da bomo za vrednotenje flavonoidov v drogi rmana
analize izvajali s tretjim na¢inom ekstrakcije (ki je oznacen na Sliki 16), saj se glede na
primerjavo povrsin vecina flavonoidov ekstrahira prav S tem nacinom. Uporabljali smo
natehto rmana 100 mg, saj s 50 mg natehte ne dobimo ustrezno visokih vrhov na

elektroferogramu.

4.2.2. Optimirana priprava vzorca

Za vrednotenje flavonoidov v drogi rmana smo tako vzorce pripravljali z natehto rmana
100 mg, dodali ImL MeOH ter ekstrahirali po tretjem nacinu, v zaporedju: UZ (10 min),
stresalnik (20 min, 200 min™), UZ (10 min), stresalnik (20 min, 200 min™), centrifugiranje
(10 min, 11000 min™, 21 °C).

Zaradi tezav s kapilarno consko elektroforezo na koncu laboratorijskega dela kvantifikacije

znanih spojin (s pomoc¢jo umeritvene krivulje) nismo mogli izvesti, zato smo vsebnosti

spojin izrazali kot povr$ine pod vrhovi.
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5. REZULTATI IN RAZPRAVA

91 vzorcev rmana (Achillea millefolium L.), ki smo jih navedli v Preglednici Il v poglavju
Rastlinski materiali, smo nabrali po razli¢nih rasti§¢ih po Sloveniji. Analizirali smo
metanolne izvleCke posuSenih listov rmana. Preiskovali smo 8 spojin, od tega 5
flavonoidov (apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid, rutin, apigenin, luteolin),
klorogensko Kislino in dve neznani spojini (oznaka: spojina A in spojina B), ki sta se v
znatni meri pojavljali v vseh vzorcih. Identifikacijo spojin smo izvedli z metodo
standardnega dodatka, kjer smo zraven vzorca rmana zmeraj posneli Se vzorec z dodatkom
ATG, L7G, rutina, apigenina in luteolina, s koncentracijo 5 pg/mL. Za klorogensko kislino
ni bila potrebna metoda standardnega dodatka, saj je bil njen vrh visok in izrazit. VVsebnosti
spojin (izrazeno kot povrsina pod vrhom) smo primerjali med vzorci glede na nadmorsko
visino, fitogeografsko razdelitev Slovenije ter zemljepisne koordinate. Primerjali smo tudi
vzorce, nabrane na isti lokaciji, glede na cas (kdaj je bil vzorec nabran). Vrh apigenina ter
vrh luteolina smo detektirali pri valovni dolzini 200 nm (Slika 18), vrhove preostalih spojin
(A7G, L7G, rutin, klorogenska kislina, spojina A, spojina B) pa pri valovni dolzini 335 nm
(Slika 17). Vse vrhove smo integrirali z ro¢no nastavitvijo bazne linije, kar je bilo bolj

natan¢no od avtomatske postavitve bazne linije, ki jo je naredil racunalnik.
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Slika 17: Elektroferogram analize vzorca, posnet pri valovni dolZini 335 nm, na katerem so oznaceni
vrhovi spojin, ki smo jih primerjali med vzorci: A7G, L7G, rutin, klorogenska Kislina, spojina A,
spojina B. Na sliki je zgoraj levo poveéan zacetni del elektroferograma (A = 335 nm), Kjer se nahajata
A7G in L7G. Prikazan vzorec rmana je nabran v kraju Stara Nova vas.

DAD1 A, Sig=200,20 Ref=off (RMAN\JAN0O6008.D)
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Slika 18: Elektroferogram analize vzorca, kjer je povecan Kkoné¢ni del elektroferograma, Kjer se
nahajata spojini apigenin in luteolin. Na grafu sta ozna¢ena vrh apigenina in vrh luteolina. Apigenin in

luteolin smo detektirali pri valovni dolzini 200 nm, vzorec pa je nabran v kraju Stara Nova vas.
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Kapilarna conska elektroforeza je primerna za lo¢evanje flavonoidov, ker so le-ti negativno
nabiti pri vi§jih pH vrednostih pufra (43). Vrednost pH vpliva na migracijski ¢as in na
vrstni red eluiranja iz kapilare, saj se s spremembo pH pufra spremeni tudi naboj na
molekulah vzorca in s tem tudi vrstni red elucije. Nabite molekule, ki jih izpostavimo
elektricnemu polju, potujejo k elektrodi z nasprotnim nabojem. Na njihovo potovanje pa
vpliva Se EOT, ki potegne celotno raztopino proti negativno nabiti katodi. Najhitreje so se
iz kapilare eluirali glikozilirani flavonoidi. Od preiskovanih flavonoidov se je prvi eluiral
apigenin-7-0-glukozid, sledil je luteolin-7-O-glukozid, nato rutin, kot zadnja pa sta se iz
kapilare eluirala aglikona apigenin in nazadnje luteolin. Majhne, veckrat nabite spojine,
imajo namre¢ Visoko elektroforetsko mobilnost; velike spojine z majhnim nabojem pa proti
elektrodi z nasprotnim nabojem potujejo pocasi. L7G v svoji strukturi vsebuje eno
hidroksilno skupino (-OH) ve¢ kot spojina A7G, in sicer na 3' C-atomu B obroca (glej
Sliko 4). Obenem lahko pricakujemo, da L7G zaradi veéje stopnje disociacije pod
izbranimi pogoji lo¢be (alkalni medij) in posledi¢no vecjega efektivnega naboja molekule
potuje proti anodi hitreje od analogne spojine A7G. Zato se L7G eluira za spojino A7G,

kar se ujema z eksperimentalnimi podatki. Klorogenska kislina se je eluirala za rutinom.

Na podlagi studije (49), kjer so analizirali flavonoide s kapilarno consko elektroforezo
(uporabljeni pufer: 25 mM borat z 20% (v/v) MeOH, UV detekcija pri 270 nm) v A.
setacea in A. pratensis — obe iz skupine A. millefolium, bi lahko na podlagi vrstnega reda
eluiranja flavonoidov in preostalih fenolnih spojin na elektroferogramu teh dveh vrst
rmana sklepali, da bi vrhova spojine A in spojine B v Achillea millefolium L. lahko
pripadala derivatom dikafeoilkina kisline. Preostale spojine (A7G, L7G, rutin, klorogenska
Kislina in apigenin) so se namre¢ eluirale v enakem zaporedju (Slika 19) kot v na$ih

vzorcih.
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Slika 19: (A) Tipi¢ni elektroferogram ekstrakta vzorca A. setacea (B) Elektroferogram ekstrakta
vzorca A. pratensis. Delovni pufer: 25 mM borat z 20 % MeOH (pH 9,3); kapilara: 65,5 cm x 50 pm;
napetost: 30 kV; temperatura kolone: 35 °C; UV detekcija: 275 nm (49).

Preglednica V: Povpreéne povrsine spojin iz vzorcev, nabranih po Sloveniji (n = 91).

Spojina Povpreéna povrsina (mMAU X min)
spojina A 1016,262
klorogenska kislina 586,109
spojina B 243,717
rutin 60,606
luteolin + sosednji vrh 57,780
luteolin 37,038
apigenin 32,142
luteolin-7-O-glukozid 4,430
apigenin-7-O-glukozid 2,159
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V na$ih vzorcih rmana so si povprecne vsebnosti preiskovanih spojin (izrazeno kot

povrsine pod vrhom) sledile v naslednjem zaporedju, od najvisje do najnizje vsebnosti:

spojina A > klorogenska kislina > spojina B > rutin > luteolin > apigenin > L7G > A7G.

5.1. DNEVNA PONOVLJIVOST METODE

Ponovljivost metode je podana kot natan¢nost metode znotraj kratkega Casovnega intervala
in enakih pogojih izvedbe. Ponovljivost metode smo dolocili znotraj dneva. PovrSine
spojin v elektroferogramu smo ro¢no integrirali, nato pa izracunali relativno standardno

deviacijo (RSD). Analize so potekale znotraj dneva v treh ponovitvah.

Nasa metoda CZE daje zadovoljive rezultate, kar lahko vidimo tudi v spodnji Preglednici
V1. Najboljsa ponovljivost je bila pri integriranju vrha klorogenske kisline (povprecen
RSD = 4,97 %), vrednost pa je bila zadovoljiva tudi pri vseh preostalih spojinah, razen pri
L7G, kjer je bila slabsa ponovljivost (povpre¢en RSD = 17,63 %). Vzrok lahko i§¢emo v
zlitju relativno majhnega vrha spojine L7G z vrhom druge spojine in zato nenatancnega
integriranja vrha L7G. V nasi metodi nam ni uspelo popolnoma lo¢iti vrha luteolina, ki se
je eluiral iz kapilare med zadnjimi. Vrh luteolina, ki je bil ozek in visok, je v veliko
primerih prekril $irok, nizek vrh neznane spojine, ki je imel podoben migracijski ¢as kot
luteolin. V nasih poskusih smo integrirali zlit vrh luteolina z neznano spojino, prav tako pa

smo v primerih, Kjer je bil luteolin lepo lo¢en, integrirali lo¢en vrh luteolina.
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Preglednica VI: Relativne standardne deviacije (%) povrsin spojin A7G, L7G, RUT, KLOR. KSL.,
spojine A, API, spojine B, zdruZenega vrha LUT z neznano spojino ter lo¢enega LUT osmih vzorcev,
izrazene v odstotkih. Analize so potekale znotraj enega dneva v treh ponovitvah (n = 3). V zadnji vrsti je
podan povpre¢en RSD spojin. Oznaka s ¢rto pomeni, da vrha preiskovane spojine ni bilo v danem vzorcu;
beseda zlit pa pomeni, da je bil vrh preiskovane spojine zlit s sosednjo spojino in ga zaradi tega nismo mogli

integrirati, posledi¢no pa zato nismo mogli izra¢unati RSD.

Vzorec rmana / KLOR. LUT in locen
. A7G | L7G | RUT sp.A | APl | sp.B .
Elektroferogramski vrh KSL. sosednji vrh LUT
Marjeta na Dravskem p. 11,58 | 25,10 | 13,38 9,80 12,60 | 6,23 | 13,89 8,95 10,70
DeZno pri Makolah / 31,48 | 2,73 1,88 1,48 8,99 5,45 / /

Rogaska Slatina 13,17 | zlit 2,53 1,39 2,69 | 7,89 | 2,09 2,90 zlit
Sentjernej zlit 719 | 6,34 4,43 8,43 | 4,12 | 4,00 12,12 9,82
Pokljuka 525 [ 11,79 | 7,47 0,59 1,85 | 1,66 | 3,52 1,39 4,68
Krnica zlit | 27,54 | 13,27 16,25 16,39 | 26,92 | 18,79 12,33 16,01

Bistrica 553 | 17,51 | 3,46 4,54 476 | 574 | 1,92 3,46 8,68

Voldji potok zlit 2,82 | 5,57 0,87 092 | 6,99 | 1,23 6,31 5,35
Povprefen RSD (%0) 8,88 | 17,63 | 6,84 4,97 6,14 | 857 | 6,36 6,78 9,21

Na Sliki 20 je prikazana grafi¢na ponovljivost kapilarne conske elektroforeze.

b

Slika 20: Prikaz ponovljivosti grafov. Prikazani so trije elektroferogrami vzorca Rogaske Slatine, posneti

znotraj enega dneva v treh ponovitvah.
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5.2. PRIMERJAVA VSEBNOSTI FLAVONOIDOV IN DRUGIH
SPOJIN V VZORCIH GLEDE NA RAZLICNE DEJAVNIKE

5.2.1. Nadmorska viSina

Preiskovane spojine iz vzorcev rmana smo primerjali glede na nadmorsko visino rasti§¢a
rastline. Za vsako spojino smo izrac¢unali koeficient korelacije med nadmorsko visino in
povrsino vrha spojine. Korelacijski koeficient nam da podatek, kako dobro lahko ena
spremenljivka napove drugo spremenljivko. Blizje kot je koeficient vrednostim -1 0z. 1,

boljsa je napovedana mo¢ odnosa. Podatki korelacij spojin so zbrani v Preglednici VII.

Z nara$¢anjem nadmorske viSine so rastline v ve¢ji meri izpostavljene UV sevanju. UV
svetloba predstavlja potencialno nevarnost za rastline, saj lahko UV zarki poskodujejo
njihovo DNK in upocasnijo razli¢ne fizioloske procese. Rastline se pogosto odzovejo na
UV svetlobo z aktiviranjem flavonoidnih biosintetskih genov, torej se poveca njihova
tvorba v rastlini. Flavoni in flavonoli mo¢no absorbirajo UV svetlobo in se po indukciji le-
te kopicijo predvsem v epidermalnih celicah povrhnjice, kar kaze, da lahko delujejo kot
SCit za zaScito tkiv za fotosintezo (43). Za Sentjanzevko so dokazali, da obstaja pozitivna

korelacija za rutin in hiperozid z naras¢anjem nadmorske visine rastis¢a rastline (50).

Preglednica VII: Koeficient korelacije med nadmorsko viSino rasti§¢a in povrSino posameznih vrhov
spojin. V izracun korelacije so bili vkljuceni vsi tisti nabrani vzorci, ki so vsebovali preiskovane spojine
(A7G :n=69; L7G : n=87; rutin : n = 91; klorogenska kislina : n = 91; spojina A : n = 91, apigenin : n =
90; spojina B : n = 91; luteolin in sosednji vrh : n = 85; luteolin : n = 60). Z zeleno barvo je oznaena

korelacija, ki je statisti¢no signifikantna (p < 0,05).

Elektroferogramski vrh Koeficient korelacije
apigenin-7-O-glukozid (A7G) -0,0383
luteolin-7-O-glukozid (L7G) +0,2487

rutin -0,0494
klorogenska kislina -0,0177
spojina A -0,0747
apigenin +0,1310
spojina B - 0,0663
luteolin in sosednji vrh - 0,1002
luteolin +0,0393
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Za 7 izmed 8 spojin se je izkazalo, da ni korelacije med vsebnostjo spojin ter nadmorsko
visino. Pozitivna korelacija obstaja le za spojino L7G, kjer korelacijski koeficient znasa
+0,2487. Potemtakem privzamemo hipotezo o pozitivni korelaciji spojine L7G in
nadmorske visine, kar pomeni, da navadni rman, ki raste v alpskem svetu v vi§jih
nadmorskih rastis¢ih in je v ve¢ji meri izpostavljen UV sevanju, aktivira gen za
proizvodnjo L7G. Vendar je ta podatek vprasljiv, upoStevajo¢ podatek, kjer je bila za L7G

v primerjavi s preostalimi spojinami najslabsa ponovljivost (povpre¢en RSD = 17,63 %).

Podatki so pokazali, da je vsebnost preostalih spojin neodvisna od razlik v nadmorski
visini. Vzrok lahko i§¢emo tudi v tem, da je bil vec¢ji del vzorcev nabran v Sloveniji, kjer
prevladujejo ravnine, kotline, doline, kraska polja, manjsi delez pa v visokogorskem svetu,
tako da je bila povpre¢na nadmorska viSina rastiS¢ nabranega rmana 348,1 m (n = 95);
povprecna nadmorska viSina Slovenije pa znasa 556,8 m (51). Najvisje rastisce, kjer smo
nabrali rman, je bila Pokljuka, z nadmorsko visino 1377 m, najnizja pa Izola, z nadmorsko

vis$ino 2 m.

Na slikah od 21 do 29 so predstavljene odvisnosti vsebnosti spojin od nadmorske viSine.

Apigenin-7-O-glukozid
18
16 y = -0,0004x + 2,2991
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Slika 21: Povrsina A7G v odvisnosti od nadmorske viSine. Premica predstavlja linearno regresijsko ¢rto.
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Luteolin-7-O-glukozid
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Slika 22: Povrs$ina L7G v odvisnosti od nadmorske vi§ine. Premica predstavlja linearno regresijsko ¢rto.

Rutin
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Slika 23: Povrsina rutina v odvisnosti od nadmorske visine. Premica predstavlja linearno regresijsko ¢rto.

Klorogenska kislina
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Slika 24: Povrsina klorogenske Kkisline v odvisnosti od nadmorske viSine. Premica predstavlja linearno

regresijsko ¢rto.
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Slika 25: Povrsina spojine A v odvisnosti od nadmorske viSine. Premica predstavlja linearno regresijsko

érto.
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Slika 26: Povrsina apigenina v odvisnosti od nadmorske viSine. Premica predstavlja linearno regresijsko

crto.
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Slika 27: Povrsina spojine B v odvisnosti od nadmorske visine. Premica predstavlja linearno regresijsko

érto.
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Luteolin in sosednji vrh
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Slika 28: Povrsina luteolina in sosednjega vrha v odvisnosti od nadmorske visine. Premica predstavlja

linearno regresijsko érto.
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Slika 29: Povrsina luteolina v odvisnosti od nadmorske visine. Premica predstavlja linearno regresijsko

érto.

5.2.2. Fitogeografska razdelitev Slovenije

Fitogeografija se ukvarja z lastnostmi skupin
rastlinja glede na podnebno prilagojenost,
relief, prst, clovekove posege. V ta namen nas
je zanimal vpliv teh dejavnikov na vsebnost
spojin v rmanu, zato sSmo vzorce rmana
porazdelili glede na fitogeografsko razdelitev
Slovenije, ki jo je ze leta 1969 uvedel M.
Wraber (Slika 30). Po tej razdelitvi Slovenijo
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delimo na 6 fitogeografskih obmocij: alpsko, dinarsko, predalpsko, preddinarsko,
submediteransko in subpanonsko (8). Vzorce rmana smo razdelili v teh 6 skupin in

opazovali morebitno korelacijo.

Stevilo vzorcev rmana, iz katerih smo izradunali povpreéne vrednosti spojin, je bilo v
posameznem obmocju sledece: subpanonsko: 31, preddinarsko: 7, alpsko: 18, predalpsko:

8, dinarsko: 3 in submediteransko: 7.

£ 45
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Slika 31: Povprecne vsebnosti A7G, glede na 6 fitogeografskih obmo¢ij Slovenije. Stolpci predstavljajo

povprecno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povpreéne vrednosti.

Pri vzorcih dinarskega obmoc¢ja za spojino A7G (Slika 31) nismo uspeli ugotoviti, kateri
vrh v elektroferogramu mu pripada, ker je bilo nanizanih ve¢ zelo majhnih vrhov, tako da
bi lahko privzeli, da vzorec ni bil prisoten oz. je bila njegova vsebnost zelo majhna. Glede
na migracijski ¢as spojine A7G nismo mogli identificirati, ker so migracijski ¢asi variirali
in niso bili dobro ponovljivi. Vzrok temu je najverjetneje metoda kapilarne conske
elektroforeze, saj so migracijski Casi variirali tako pri analizi vzorcev, kot pri analizi
izoliranih standardov, na podlagi ¢esar lahko izklju¢imo, da zato prihaja do interakcij
preiskovanih spojin v vzorcu. Razlog za to bi bil lahko tudi v aparaturi za kapilarno
elektroforezo, v spremenljivih pogojih analize, kjer napetost ni bila zmeraj konstantna, pa
tudi tok ne. Spojine A7G je bilo najvec¢ prisotne v preddinarskem obmocju, vendar pa je
glede na standardni odmik tukaj najvecji razpon v vsebnosti spojine in s tem veliko
variiranje vsebnosti A7G v preddinarskem obmocju. Glede na to, da vzorci dinarskega

obmocja verjetno ne vsebujejo A7G, vzorci submediteranskega obmocja pa so po
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vsebnosti A7G takoj za dinarskim obmo¢jem, lahko zaklju¢imo, da v jugozahodni

Sloveniji v povprecju raste navadni rman, ki vsebuje manj A7G.
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Slika 32: Povprecne vsebnosti L7G glede na 6 fitogeografskih obmocij Slovenije. Stolpci predstavljajo

povpreéno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povpreéne vrednosti.

Za L7G je korelacija z nadmorsko visino pokazala, da drzi hipoteza, da vsebnost L7G raste
z nadmorsko visino, vendar pa je po drugi strani povpreéen RSD L7G bil 17,63 %. Glede

na fitogeografska obmocja je bila vsebnost L7G najnizja v dinarskem obmodju.
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Slika 33: Povprec¢ne vsebnosti rutina glede na 6 fitogeografskih obmoc¢ij Slovenije. Stolpci predstavljajo

povpreéno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povpreéne vrednosti.

Vsebnost rutina je v povprecju najviSja v dinarskem obmocju, najnizja pa v
submediteranskem obmocju. Glede na standardni odmik najdemo v predalpskem obmocju
navadni rman z najvi$jo vsebnostjo spojine, ki preseze vsebnost spojine v dinarskem

obmocdju.
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Slika 34: Povpreéne vsebnosti klorogenske Kisline glede na 6 fitogeografskih obmocij Slovenije. Stolpci
predstavljajo povprecno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povprecne

vrednosti.

Najvecji razpon vsebnosti klorogenske kisline je bil v predalpskem obmoc¢ju, kakor tudi v

preddinarskem obmogju.
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Slika 35: Povprecne vsebnosti spojine A glede na 6 fitogeografskih obmocij Slovenije. Stolpci
predstavljajo povprec¢no vrednost spojine v obmocju, navpiéni intervali pa standardne odmike od povprecne

vrednosti.

Vsebnosti spojine A v navadnem rmanu so po Slovenije priblizno enake.
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Slika 36: Povprefne vsebnosti apigenina glede na 6 fitogeografskih obmo¢ij Slovenije. Stolpci

predstavljajo povprecno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povprecne

vrednosti.

Tudi vsebnosti apigenina so po Sloveniji priblizno enake.
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Slika 37: Povprecne vsebnosti

spojine B glede na 6 fitogeografskih obmo¢ij Slovenije. Stolpci

predstavljajo povpre¢no vrednost spojine v obmodju, navpiéni intervali pa standardne odmike od povpre¢ne

vrednosti.

Vsebnosti spojine B so v vseh fitogeografskih obmod;jih, kakor tudi pri spojini A, priblizno

enake, v subpanonskem obmocju pa so najvisja nihanja vsebnosti spojine B, od najnizje do

najvisje vsebnosti.
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Slika 38: Povprecne vsebnosti zdruZenega luteolina in sosednjega vrha glede na 6 fitogeografskih

obmo¢ij Slovenije. Stolpci predstavljajo povprecno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa

standardne odmike od povpreéne vrednosti.
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Slika 39: Povprecne vsebnosti lo¢enega luteolina glede na 6 fitogeografskih obmocij Slovenije. Stolpci

predstavljajo povprecno vrednost spojine v obmocju, navpicni intervali pa standardne odmike od povprecne

vrednosti.

Pri luteolinu opazimo nizje vsebnosti spojine v dinarskem svetu, nihanja pa S0 najvecja v

preddinarskem svetu.

5.2.3. Geografska §irina in geografska dolzina

Geografska sirina opisuje lego kraja na Zemlji, in sicer severno ali juzno od ekvatorja,

geografska dolzina pa lego kraja na Zemlji, tj. zahodno ali vzhodno od Greenwiskega

poldnevnika. Ker nas je zanimal vpliv geografskih leg na vsebnost preiskovanih spojin,

smo izracunali koeficient korelacije med geografsko Sirino in povrSino posameznega vrha
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ter koeficient korelacije med geografsko dolzino in povrs$ino posameznega vrha. Med seboj
smo primerjali podatke iz 91 razli¢nih rasti$¢ po Sloveniji. Podatki so zbrani v Preglednici

VIII.

Preglednica VI1I1: Koeficient korelacije med geografsko $irino in povr§ino posameznih vrhov spojin ter

koeficient korelacije med geografsko dolZino in povr$ino pesameznih vrhov spojin.

Elektroferogramski vrh Koeficient korelacije
Geografska Sirina | Geografska dolZina
apigenin-7-O-glukozid -0,1438 -0,1097
luteolin-7-O-glukozid -0,0335 -0,1659
rutin -0,0189 -0,0020
klorogenska kislina -0,0752 -0,0105
spojina A -0,0435 0,0671
apigenin 0,0220 -0,0913
spojina B 0,0122 0,1122
luteolin in sosednji vrh 0,0310 0,1716
luteolin 0,0402 0,1012

Izkazalo se je, da statisti¢no signifikantna (p < 0,05) korelacija ne obstaja niti za eno
spojino, tako glede geografske Sirine kot dolzine. Vse vrednosti korelacij se namreé
gibljejo okrog vrednosti 0, za katero velja, da blizu 0 korelacija ne obstaja. Na podlagi tega
lahko zaklju¢imo, da v Sloveniji ta dejavnik ne vpliva na vsebnost flavonoidov oz. drugih
spojin v navadnem rmanu in se ta vpliv ne izrazi na tako majhni povr$ini zajetih podatkov,

kot je Slovenija.
5.2.4. Cas nabiranja vzorca

Zanimalo nas je, ¢e se vsebnost flavonoidov in drugih spojin spreminja s ¢asom. V ta
namen smo dva dni zapored, tj. 21. 7. 2010 in 22. 7. 2010, nabirali rman na istem rastiscu
na vsake tri ure. Zaceli smo zjutraj ob 7. uri, nadaljevali vsake tri ure in koncali ob 22. uri
zveCer. Ponoc¢i ga nismo nabirali. Vzorce smo nabirali na travniku v kraju Biserjane. Oba

dneva je bilo son¢no vreme.
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Spojine A7G nismo vkljucili v analizo, saj nismo nasli vrha, ki pripada tej spojini, ker je

bilo nanizanih ve¢ majhnih vrhov. Prav tako v analizo nismo vkljucili luteolina, ker je bil

zlit s sosednjim vrhom. Prikazan je le zdruZen luteolin s sosednjim vrhom.
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Pri vrednostih L7G na Sliki 40 opazimo prvi dan postopen padec vsebnosti spojine do 16.
ure popoldan, nato pa zacne vsebnost narascati do 22. ure zvecer. Naslednji dan je bila
vsebnost L7G v dopoldanskih urah nizja od vsebnosti L7G dan poprej; popoldan pa se je
vsebnost povecala nad vsebnostjo spojine prvega dne in se je povecevala do vecera.

Povrsina L7G za naslednji dan ob 13. uri se nam je zlila z drugim vrhom in je zato nismo

vkljucili v graf.

Slika 40: Povrsine spojine L7G glede na ¢as nabiranja rmana.

Povrsina spojine (mAU x min)
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Slika 41: Povrsine rutina glede na ¢as nabiranja rmana.
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Pri profilu rutina opazimo prvi dan naras¢anje vsebnosti spojine do 10. ure dopoldne, nato
pa izrazit padec vsebnosti, ki doseze nizjo vsebnost spojine, kot je bila zjutraj. Nato pa se
vsebnost spet za¢ne povecevati v popoldanskih urah. Za naslednji dan opazimo podoben
profil: kjer zjutraj naras¢a vsebnost rutina, nato ponovno sledi izrazit padec; vsebnost pa se

zatem zacne povisevati in doseze visje vsebnosti rutina od prvega dne.
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Slika 42: PovrSine apigenina glede na ¢as nabiranja rmana.

Profila apigenina za prvi in naslednji dan sta si zelo podobna. Vsebnost spojine narasca
tekom celega dne. Opazimo, da se naslednji dan v vecernih urah vsebnost apigenina zniza
pod vsebnostjo apigenina prvega dne. Pri vseh preostalih spojinah pa je vsebnost spojin na

koncu dneva ostala enaka ali se je celo malenkost povecala.
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Slika 43: Povrsine klorogenske kisline glede na ¢as nabiranja rmana.
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Slika 44: Povrsine spojine A glede na ¢as nabiranja rmana.
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Slika 45: Povrsine spojine B glede na ¢as nabiranja rmana.
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Slika 46: PovrSine zdruZenega vrha luteolina in sosednje spojine glede na ¢as nabiranja rmana.
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Za klorogensko kislino, spojino A, spojino B in zdruzenim luteolinom s sosednjim vrhom
opazimo pri vseh nastetih spojinah podoben profil grafov. Vsebnosti teh spojin prvi dan
rahlo rastejo, nato se do nekje 16. ure znizajo, zatem pa se do vecera ponovno zvisujejo.
Naslednji dan opazimo povisanje vsebnosti spojin predvsem v popoldanskem casu, zvecer

ob 22. uri pa vsebnosti spojin prvega in drugega dne dosezejo priblizno enake vrednosti.

Ugotovljeno je bilo, da se flavonoidni vzorec med ontogenezo le rahlo spremeni.
Kvantitativno je flavonoidov ve¢ v cvetovih kot listih (1). S S$tudijo iz leta 2003 so
dokazali, da se vsebnost flavonoidov manj$a z razvojem cvetov (5), v drugi Studiji pa je
bila najvecja vsebnost flavonoidov v belem rmanu med brstenjem (zacetkom cvetenja) ter

na koncu cvetenja (52).

5.3. PRIMERJAVA DVEH MORFOLOSKIH TIPOV NAVADNEGA
RMANA — BELEGA IN ROZNATEGA
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Slika 47: Primerjava povrsin spojin A7G, L7G, rutina, klorogenske Kisline, spojine A, apigenina in
spojine B med dvema morfoleoskima tipoma navadnega rmana (Achillea millefolium L.) — rman z
belimi cvetovi in rman z roznatimi cvetovi. Obe vrsti rmana sta bili nabrani na istem rasti$¢u, v Semicu
(zaporedna $tevilka 95 v Preglednici I11). Vzorca nista vsebovala luteolina, zato le-ta spojina ni prikazana na
grafu. Skala na y- osi je logaritemska, tako da se razmerje med spojinami s pomocjo stolpcev vizualno iz

grafa ne da oceniti.
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Cilj studije v Litvi je bil ugotoviti razlike v vsebnosti flavonoidov in etericnega olja v
razli¢nih morfoloskih tipih Achillea millefolium L. Primerjali so 4 morfoloske tipe —
belega, roznatega, temno roznatega ter rdeCega. Rezultati so pokazali, da je bila najvisja
vsebnost flavonoidov dolocena v zeli temno roznatega rmana (0,07 %), najnizja pa je bila v
roznatem rmanu (0,05 %). V zeli belega rmana je bilo 0,06 % flavonoidov. V cvetovih
belega rmana je bilo najvec eteriCnega olja (52). Druga Studija je pokazala, da je bila
vsebnost flavonoidov v belem in roznatem rmanu (Achillea millefolium L.), ki sta bila
nabrana na isti lokaciji (nekje v Avstriji), priblizno enaka (4). V nasem primeru (Slika 47)
je bila vsebnost flavonoidov L7G in rutina v roznatem rmanu enkrat visja kot v belem
rmanu. Vsebnosti spojin A7G, klorogenske kisline, spojine A in apigenina je bilo priblizno
enako tako v belem kot roznatem rmanu. V belem rmanu je pa bila vecja vsebnost spojine
B.
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6. SKLEP

1. V naSih vzorcih navadnega rmana so si vsebnosti spojin sledile v zaporedju od
najviSje do najnizje vsebnosti spojin: spojina A, klorogenska kislina, spojina B,
rutin, luteolin, apigenin, L7G in A7G. Zanimiv je podatek, da je bilo v vzorcih
rmana manj glikozidnih flavonoidov kot aglikonskih flavonoidov, saj je bilo v
predhodni Studiji ravno obratno. Vecja je bila vsebnost glikozidnih kot aglikonskih

flavonoidov.

2. Pri preucevanju vpliva nadmorske viSine na vsebnost flavonoidov in preostalih
spojin se je pri 7 od 8 spojin izkazalo, da ni korelacije med vsebnostjo spojin (A7G,
rutina, klorogenske kisline, apigenina, luteolina, spojine A in spojine B) ter
nadmorsko visino. Pozitivna korelacija obstaja le za L7G (R = 0,2487).
Domnevamo, da navadni rman, ki raste v alpskem svetu v vi§jih nadmorskih
rasti$¢ih in je v vecdji meri izpostavljen UV sevanju, aktivira gen za proizvodnjo

L7G, medtem ko jih za preostale flavonoide ne.

3. Glede na fitogeografsko porazdelitev Slovenije, ki deli Slovenijo na 6 obmodij
(subpanonsko, predalpsko, alpsko, preddinarsko, dinarsko in submediteransko), ni

bilo zaslediti, da bi prevladovale razlike v vsebnosti preiskovanih spojin.

4. Prav tako se je izkazalo, da ni korelacije med preiskovanimi spojinami z
geografsko $irino, kakor tudi dolzino. O¢itno se ta vpliv ne izrazi na tako majhni

povrsini zajetih podatkov.

5. Pri vplivu ¢asa na vsebnost spojine smo ugotovili naslednje: pri vseh spojinah smo
za drugi dan opazili povisanje vsebnosti spojin predvsem v popoldanskem ¢asu,
zveCer pa je vsebnost spojin prvega in drugega dne dosegla priblizno enake
vrednosti ali pa se je vsebnost drugi dan celo malenkost povisala. Izjema je bila pri
apigeninu, kjer se je zvecer vsebnost spojine znizala in je dosegla niZjo raven kot
dan poprej. Prav tako pri apigeninu tekom dneva ni bilo ve¢jih nihanj vsebnosti

spojine in je vsebnost spojine narascala tekom celega dne.
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6. Pri primerjavi dveh morfoloskih tipov navadnega rmana (Achillea millefolium L.),
belega in roznatega, ki sta bila nabrana na istem rasti$¢u, je bila vsebnost rutina in
prav tako L7G skoraj 2 krat ve¢ja v roznatem rmanu kot belem. Vsebnosti spojin
ATG, klorogenske Kisline, spojine A in apigenina pa je bilo priblizno enako v

belem kot roznatem rmanu. V belem rmanu je bilo ve¢ spojine B.

7. Glede na rezultate sklepamo, da je zdravilna vsebnost flavonoidov priblizno
enakovredna za navadni rman, nabran na razli¢nih rasti§¢ih po Sloveniji. Tako ga
lahko nabiramo kjerkoli po Sloveniji in tako koristimo njegove neprecenljive

zdravilne ucinke, ki jih ljudje Ze vrsto stoletij s pridom uporabljajo.
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8. PRILOGA
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Slika 48: Elektroferogram analize vzorca s prvim pufrom, Kjer sta zraven osnovnega grafa povecana
zacetni in kon¢ni del elektroferograma (delovni pufer: 55 % 50 mM borat (pH 9,3) + 5 % 20 mM borat
(pH 9,3) + 20 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A = 335 nm).
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Slika 49: Elektroferogram analize vzorca z drugim pufrom, kjer sta zraven osnovnega grafa pove¢ana
zacetni in kon¢ni del elektroferograma (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 15 % 20 mM borat
(pH 9,3) + 15 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20 % MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A = 335 nm).
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Slika 50: Elektroferogram analize vzorca s tretjim pufrom, kjer sta zraven osnovnega grafa povecana
zacetni in konéni del elektroferograma (delovni pufer: 50 % 50 mM borat (pH 9,3) + 20 % 20 mM borat
(pH 9,3) + 10 % 50 mM fosfat (pH 7) + 20% MeOH; injiciranje: 20 mbar - 20 sek; A = 335nm).

67



