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POVZETEK

S Siritvijo rastlinstva in posledi¢énim povecanjem deleza kisika v atmosferi se je pojavila
potreba po obrambi pred skodljivimi vplivi kisika. Pojav antioksidantov predstavlja nujno
evolucijsko prilagoditev organizmov na pojav kisika na naSem planetu. Najvec
antioksidantov najdemo v rastlinah, ki predstavljajo nezamenljiv vir antioksidantov tudi za
Cloveka in Zivali, zato jih vefinoma tudi izoliramo iz rastlinskih delov. Zaradi visoke
vsebnosti polifenolov in njihovega antioksidativnega delovanja je v zadnjih letih ¢edalje
ve¢ raziskav posvec€enih izolaciji in karakterizaciji le-teh v razli¢nih drevesnih vrstah. Na
trzi¢u je na voljo prehransko dopolnilo Pycnogenol®™; gre za izvleek iz skorje
obmorskega bora (Pinus maritima Mill.), ki mu pripisujejo mocne antioksidativne
lastnosti. V njem se nahajajo flavonoidi, predvsem proantocianidnega tipa. Na Fakulteti za
farmacijo potekajo raziskave, ki kazejo, da podobne zmesi polifenolov najdemo tudi v
nekaterih drugih iglavcih (kot je navadna jelka) in da so lahko enakovreden nadomestek
Pycnogenolu®.

Namen diplomske naloge je bilo proucevanje vpliva razli€nih dejavnikov na vsebnost
polifenolnih spojin v lubju navadne jelke (4bies alba Mill.). Vzorce lubja smo nabrali v
razlicnih delih Slovenije ter analizirali njihove izvleCke s pomocjo tekocCinske
kromatografije visoke locljivosti. Izbrali smo si nekaj kromatografskih vrhov, ki so se v
znatni meri pojavljali v vseh kromatogramih, in primerjali njihove povrSine med razli¢nimi
kraji. Nadalje smo proucevali vsebnost polifenolov v odvisnosti od dela lubja, nadmorske
viSine, premera dreves in obdobja nabiranja. Ugotavljali smo tudi vpliv skladis¢enja
posekanega drevesa na vsebnost polifenolnih spojin v lubju.

Ugotovili smo, da je vsebnost polifenolnih spojin najmanj$a v zunanjem delu lubja, v
srednjem in notranjem pa je vecja. Pri proucevanju vpliva nadmorske viSine smo izraunali
koeficient korelacije med nadmorsko vis§ino in povrsino posameznega kromatografskega
vrha in ugotovili, da v ve€ini primerov (83,34 %) obstaja negativna korelacija. Enako smo
naredili tudi pri vplivu premera dreves, kjer se je prav tako izkazalo, da prevladuje
negativna korelacija (66,67 %). SkladiS¢enje navadne jelke je pomembno vplivalo na

vsebnost polifenolnih spojin v lubju, saj se s staranjem lubja vsebnost le-teh zmanjsuje.
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1 UVOD

1.1 NAVADNA JELKA (ABIES ALBA MILL.)

Navadna jelka spada v druzino borovk (Pinaceae); predstavniki te druzine so Se smreka,
bor, macesen in cedra. Borovke so po vecini vednozelena drevesa z iglicastimi listi.
RazSirjene so po vsej severnim polobli, na juzni pa so redkejSe (1). Znanstvena

klasifikacija navadne jelke je podana v preglednici .

Preglednica I: Znanstvena klasifikacija navadne jelke (2)

Navadna ali bela jelka (4bies alba Mill.) je srednje- in juznoevropska gorska vrsta. Je tretja
najpogostejsa drevesna vrsta v Sloveniji (takoj za smreko in bukvijo), ki se pojavlja na
okoli 30 % povrSine njenih gozdov, obilneje (z delezem lesne zaloge nad 25 %) pa se
pojavlja na 8 % povrsine. Njen delez po gozdnogospodarskih obmoc¢jih mocno variira,
obilneje raste na dinarskem obmocju in delu predalpskega fitogeografskega obmocja. Jelke
skoraj ne najdemo v murskosoboSkem in sezanskem obmocju. Pri nas uspeva od
kolinskega do alpskega pasu, ki sega od 100 do 2000 m nadmorske viSine (nm.v.),

najpogosteje pa v viSinskem pasu od 600 do 1200 m nm.v.

Jelka najbolje uspeva na rastis¢ih z dovolj zracne in talne vlage ter zelo dobro prenasa
senco; prednost jelke pred drugimi drevesnimi vrstami je prav njena sencozdrznost.
Omejujoci dejavniki njenega pojavljanja so lahko zimski mraz, pozni spomladanski mraz,

susa in poletna vrocina (3, 4).



Prva velika izkoris¢anja gozdov v velikih gozdnih obmocjih (predvsem zaradi glazut in
zelezarstva) in druge rabe so znatno spremenili naravno podobo gozdov in povzrocili
nazadovanje jelke. Delez jelke v Sloveniji upada, leta 1947 je bil 19,4 %, sedaj je le Se 7,5
%.

Navadna jelka (slika 1) je do 50 m visoko drevo s sprva stoz€asto, na vrhu pa sploS¢eno
krosnjo. Deblo je ravno, veje in vejice rastejo vodoravno. Iglice so dolge 15—30 mm in so
razvrs¢ene vecinoma dvoredno na poganjkih. Na zgornji strani so blesceCe temno zelene,
na spodnji strani pa sta dve beli progi. Storzi so pokon¢ni, zelenorjavi, dolgi 10—15 cm in
razpadejo na drevesu. Skorja je pri mladem drevesu gladka, belosiva ter s smolnimi kanali,

kasneje pa postane razpokana in hrapava (5, 6).

Slika 1: Navadna jelka (Abies alba Mill.) (7)

Iz razli¢nih vrst borovcev pridobivamo eteri¢no olje terpentin. V skorjo naredimo zarezo,
nato pa pod njo pritrdimo posodo, v katero se nateka terpentin oz. balzam borovcev; gre za
zmes etericnega olja in smole. Nato ga podvrzejo destilaciji z vodno paro in pri tem dobijo
terpentinovo etericno olje, zaostane pa smola — kolofonij, ki jo uporabljamo kot
depilacijsko sredstvo ali za mazanje loka pri godalih. Oc¢iS€eno terpentinovo olje
sestavljajo pretezno monoterpenski ogljikovodiki: a- in B-pineni, uporabljamo pa ga kot

ekspektorans in rubefacient (1, 8).



1.2 FENOLNE SPOJINE KOT ANTIOKSIDANTI

Fenolne spojine so strukturno zelo raznolika skupina spojin, zato je njihova opredelitev
relativno tezavna. Osnovni strukturni element v fenolih je prisotnost vsaj enega
aromatskega obroca, substituiranega z vsaj eno hidroksilno skupino, ki je prosta ali pa tvori
eter, ester ali glikozid. Vendar je takSna kemijska definicija fenolov nezadostna za
karakterizacijo rastlinskih fenolov, saj vkljucuje tudi sekundarne metabolite s podobnimi
strukturnimi elementi, ki pa ocitno pripadajo drugim fitokemijskim skupinam (npr. mnogi
alkaloidi in terpeni imajo v strukturi aromatski obro¢ in fenolno hidroksilno skupino). Zato

je za natan¢no definicijo te skupine potreben biosintezni kriterij.

Samo rastline in mikroorganizmi so sposobni biosinteze aromatskega obrofa oziroma
fenolnih spojin (zivalski organizmi morajo v vecini primerov ta strukturni element

pridobiti s hrano).

Rastlinski fenoli nastajajo po dveh poteh aromatizacije:

- najbolj pogosta pot je preko Sikimata (Sikimske kisline), ki vodi od monosaharidov
do aromatskih aminokislin (fenilalanina, tirozina), ki se nato deaminirajo do
cimetne kisline in njenih Stevilnih derivatov (benzojske kisline, acetofenonov,
lignanov, ligninov in kumarinov),

- druga pot se zacne z acetatom in vodi do poli-B-ketoestrov razlicnih dolzin, ki nato
ciklizirajo (Claisenova ali aldolna kondenzacija) in tvorijo produkte, ki so pogosto
veccikliéni (kromoni, izokumarini, orcinoli, depsidi, depsidoni, ksantoni in kinoni).

Spojine, ki nastanejo po prvi poti uvrs¢amo med Sikimate, spojine, ki nastanejo po drugi

poti pa med poliketide.

Strukturna raznolikost fenolov je posledica tega dvojnega biosinteznega izvora in se Se
poveca zaradi pogostega kombiniranja Sikimatne in acetatne poti pri sintezi doloCenih
fenolov (flavonoidov, stilbenov, pironov, ksantonov). V sintezno pot se redko lahko
vkljuci tudi tretji elementarni sinton — mevalonat, kar povzro¢i nastanek mesanih derivatov
Sikimske kisline in mevalonata (doloc¢enih kinonov, furano- in piranokumarinov) oziroma
nastanek mesanih spojin iz acetata in mevalonata (kanabinoidov). V zelo redkih primerih

pri tvorbi ene strukture sodelujejo vsi trije prekurzorji, npr. pri nastanku rotenoidov.



Za rastlinske fenole so dolgo mislili, da so odpadni produkt primarnega metabolizma. V
preteklih tridesetih letih se je ta pogled zamenjal z mnenjem, da igrajo eno izmed klju¢nih
vlog v normalnem delovanju rastlin. Rastlinski fenoli so v glavnem udeleZeni v zaS¢ito
pred ultravijolicnim sevanjem, rastlino branijo pred patogeni, zajedavci in plenilci, dajejo
pa ji tudi barvo. Biomedicinske raziskave so razkrile, da lahko uporabljamo fenole zaradi
njihovih antioksidativnih lastnosti in zmoZnosti odstranjevanja radikalov tudi kot
prehranska dopolnila, saj igrajo veliko vlogo v preprecevanju mnogih kroni¢nih bolezni.
Pomembnejse antioksidativno delovanje izkazujejo predvsem fenolne kisline, flavonoidi in

tanini (9, 10).

1.2.1 Flavonoidi

Flavonoidi so razsirjeni rastlinski pigmenti v cvetovih, plodovih in vcasih tudi v listih.
Rumeni flavonoidi so avroni, halkoni in nekateri flavonoli, rdeci, modri ali Skrlatni pa so
antocianini. Cetudi niso vsi neposredno vidni, lahko prispevajo k obarvanju kot
sopigmenti. Njihove vloge v rastlinah so razli¢ne: privlacijo oprasevalce, §cCitijo pred
Skodljivimi insekti, virusi in glivicami, zavirajo delovanje razlicnih encimov ter vplivajo
na oksidacijske in redukcijske procese v celici. Flavonoidi so prisotni povsod v listni
kutikuli in epidermalnih celicah lista, kjer zagotavljajo zasCito pred Skodljivimi ucinki
ultravijolicnega sevanja. Najpomembnej$i viri flavonoidov so sadje, zelenjava, listi

zelenega cCaja, rdece vino in zdravilne rastline (ginko, glog, pegasti badelj, Sentjanzevka,

arnika).

Vsi flavonoidi imajo enak biosintezni izvor, zato so njihove strukture zelo podobne.
Skupen jim je osnovni strukturni skelet 2-fenildihidrobenzopiran oz. 2-fenilkroman, ki ga

prikazuje slika 2.

Slika 2: 2-fenildihidrobenzopiran (11)



Med seboj se razlikujejo v oksidacijski stopnji piranovega obroca, ta se lahko tudi odpre in
nazaj ciklizira v furanov obro¢. Flavonoidi so derivati naslednjih struktur:

- 2-fenilbenzopirolija (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 (piranski obro¢ odprt),

- avroni (furanski obro¢ namesto piranskega).

Osnovne strukture nekaterih flavonoidov so prikazane na sliki 3.
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Slika 3: Flavonoidi kot derivati razli¢nih struktur (11)

Flavonoidi se nahajajo v rastlinah pogosto v obliki glikozidov. Zaradi glikoziliranja so
vodotopni in se kopi¢ijo v vakuolah. Sladkorna komponenta je lahko mono-, di- ali
trisaharid, ki vsebuje molekule glukoze, galaktoze, aloze, arabinoze, apioze, ramnoze,

ksiloze, glukuronske ali galakturonske kisline. Navadno gre za O-glikozide, pri ¢emer je
5



najveckrat glikozilirana hidroksilna skupina aglikona na mestih 3 ali 7. Precej manj pogosti
so C-glikozidi, pri katerih nastane vez med sladkorno komponento in ogljikom na mestih 6
ali 8. Flavonoidi, ki se nahajajo v listni kutikuli, so skoraj vedno v obliki aglikona, Se bolj

lipofilne pa jih dela delna ali popolna metilacija njihovih OH skupin.

Flavonoidi se kemijsko razlikujejo in imajo tudi Sirok spekter bioloskih ucinkov.
Izkazujejo pozitivne ucinke pri Stevilnih obolenjih, kot so kardiovaskularne motnje,
hiperholesterolemija, hipertenzija, sladkorna bolezen, astma in alergije, vnetje, rakava in
revmatska obolenja. Vecina farmakoloskih lastnosti je dokazana v poskusih in vitro,

obstaja pa zelo malo klini¢nih podatkov o u€inkovitosti izoliranih spojin in vivo (9, 12, 13).

Najvedji interes je posvecen njihovim antioksidativnim lastnostim.

Antioksidativno delovanje flavonoidov je vecplastno:
Flavonoidi inhibirajo encime, ki sodelujejo pri nastanku superoksidnih anionov, kot
sta ksantin-oksidaza in protein-kinaza-C. Prav tako inhibirajo ciklooksigenazo,
lipoksigenazo, mikrosomalno oksigenazo, glutation-S-transferazo, mitohondrijsko
sukcin-oksidazo in NADH-oksidazo, ki so vkljuene v nastajanje reaktivnih
kisikovih spojin.
Stevilni flavonoidi uginkovito kelirajo kovine, ki igrajo pomembno vlogo v
kisikovem metabolizmu.
Zaradi nizkega redoks potenciala so flavonoidi termodinami¢no sposobni reducirati
radikale, kot so superoksidni, peroksilni, alkoksilni in hidroksilni radikali. V
reakciji se vodikov atom flavonoida poveze z radikalom. Pri tem nastane bolj
stabilen aroksilni radikal (radikal flavonoida), ki lahko nato reagira z drugim

radikalom, kar vzpostavi stabilno kinonsko strukturo (14).

Obseg absorpcije navadno ne preseze nekaj odstotkov zauZitega odmerka, kar so dolocili z
merjenjem krvnih koncentracij flavonoidov in njihovih konjugatov. Pomemben dejavnik,
ki vpliva na biolosko uporabnost, je sestava hrane. Na flavonoide se lahko vezejo proteini,
kar zmanjSa njihovo biolosko uporabnost; nasprotno jo alkohol poveca (v poskusu so
dokazali vecjo absorpcijo fenolov iz rdecega vina v primerjavi z rde¢im vinom brez

alkohola). Novejsi podatki govorijo tudi o izboljSani absorpciji v prisotnosti mascob.



Majhen del flavonoidov, ki se absorbira v Crevesne celice, se tam delno metabolizira v
glukuronide in sulfate. Kasneje jih metabolizirajo Se jetrni encimi, kar povzro¢i nastanek

bolj polarnih konjugatov, ki se izlo¢ijo z urinom ali vrnejo v dvanajstnik preko Zol¢nika.

Vecina zauzitih flavonoidov pa se ne absorbira, ampak jih razgradi prebavna mikroflora.
Bakterijski encimi katalizirajo razlicne reakcije, ki vkljucujejo hidrolizo, odpiranje
heterociklicnega obroc¢a, dehidroksilacijo in dekarboksilacijo. Nastanejo razlicne fenolne
kisline, odvisno od strukture izvornega flavonoida. Tudi te kisline se lahko absorbirajo, se
v jetrih O-metilirajo, nato pa sprostijo v obtok. Njihova kateholna struktura jim omogoca
priblizno enako sposobnost odstranjevanja radikalov, kot so jih imele njihove izhodne
spojine. Ker te fenolne kisline predstavljajo 30—60 % zauzitih flavonoidov, lahko znatno

prispevajo k skupnemu antioksidativnemu ucinku (14).

1.2.2 Creslovine (tanini)

Zgodovinsko gledano so droge s tanini pomembne zaradi njihovih strojilnih lastnosti, saj
lahko spremenijo zivalske koze v odporen material — usnje. Dandanes za ta namen
uporabljamo anorganske spojine, nekatere tanine pa Se vedno za strojenje specifi¢nih vrst
usnja. Strojilni ucinek je posledica tvorbe kovalentnih vezi med Ccreslovinami in
kolagenskimi vlakni v kozi, kar poveca odpornost koze oz. usnja na vodo, toploto in
mehansko obrabo. Creslovine obarjajo celulozo, pektine in beljakovine. Zaradi tega imajo

trpek okus in adstringentni ucinek.

V vis§jih rastlinah razlikujemo med dvema skupinama taninov, ki se lo¢ita po strukturi in

biosinteznem izvoru: hidrolizirajoc¢i in kondenzirani tanini.

Hidrolizirajoc¢i tanini so estri sladkorja (ali sorodnega poliola) in razlicnega Stevila
fenolnih kislin. Sladkor je najpogosteje glukoza. Fenolna kislina je v primeru galotaninov
galna kislina, v primeru elagotaninov pa heksahidroksidifenska kislina ali njen oksidiran
derivat dehidroheksahidroksidifenska kislina. Po hidrolizi estrskih vezi dobimo posamezne

sestavine: sladkor in fenolne kisline.



Kondenzirani tanini ali proantocianidini so polimeri flavanov. Sestavljeni so iz flavan-
3-olskih enot, ki so med seboj povezane s C-C vezmi, najpogosteje na mestih C4-C8 ali
C4-C6. Glede na to, kakSen antocianidin nastane pri kisli hidrolizi polimera ob segrevanju
(cianidin, delfinidin, pelargonidin), jih delimo v procianidine, prodelfinidine in

propelargonidine (slika 4).

R1

OH . .« g0
R;=OH, R,=H: cianidin
R,=H, R,=H: pelargonidin
HO S R,=0H, R,=OH: delfinidin
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OH
Slika 4: Struktura razli¢nih antocianidinov (15)

Najpogostejsi kondenzirani tanini so procianidini, ki so polimeri katehina in/ali epikatehina

(slika 5). Imenujemo jih tudi katehinski tanini.

2R, 3S =katehin
2R, 3R = epikatehin

Slika 5: Katehin in epikatehin (9)

Dimerne procianidine lo¢imo na procianidine tipa A in tipa B (slika 6).

Procianidini tipa A: mednje uvr§¢amo A-1 in A-2 dimere, ki so povezani z dvema vezema
med C4-C8 in C2-O-C7. Pri A-1 dimerih sta obe vezi v a-konfiguraciji, pri A-2 dimerih pa
v B-konfiguraciji.

Procianidini tipa B: najpreprostej$i dimeri so procianidini tipa B-1, B-2, B-3 in B-4.
Sestavljeni so lahko iz dveh enot (2R,3S)-(+)- katehina, (2R,3R)-(-)- epikatehina ali ene
enote vsakega. Vez med enotama je C4-CS8 in je lahko v a-konfiguraciji (B-3 in B-4) ali B-
konfiguraciji (B-1 in B-2). Ti procianidini se pojavljajo v prosti obliki in so splo$no

razsirjeni.



Oligomeri nastajajo s postopnim dodajanjem flavonoidnih enot, polimeri pa vsebujejo vse

do 50 enot.

Slika 6: Strukture procianidinov tipa A in B (9)

Taninske droge delujejo adstringentno. Pri zunanji uporabi tanini koagulirajo povrhnjico, s
¢imer za$€itijo notranje plasti koZze. Imajo vazokonstriktorni uc¢inek pri malih povrSinskih
ranah. Uporabljajo se v primeru povrSinskih opeklin, saj omejijo izgubo tekocCine in
zmanjsajo vpliv dejavnikov okolja na poskodbo. Notranje jih uporabljamo kot antidiaroike.
Ne glede na nacin vnosa pa izkazujejo antisepti¢ne ucinke, kar je ugodno pri zdravljenju

infekcijske driske in dermatitisa.

Pomembno je njihovo antioksidativno delovanje. Mnogi tanini inhibirajo lipidno
peroksidacijo v mitohondrijih podganjih hepatocitov. In vitro so odstranjevalci radikalov in
inhibitorji tvorbe superoksidnih ionov, nekateri tudi inhibirajo lipoksigenazo, ne pa
ciklooksigenaze. Antioksidativni flavanoli in proantocianidini iz grozdnega soka in vina so
verjetno glavni nosilci preventivegan ucinka pri nastanku kardiovaskularnih bolezni, ki jih
povzro¢i zmerno in redno uzivanje vina (francoski paradoks).

Tanini lahko inhibirajo tudi angiotenzin-konvertazo ter aktivacijo hialuronidaze in
glukoziltransferaze pri mikroorganizmih, ki sodelujejo pri nastanku kariesa. Nekateri

inhibirajo topoizomeraze in protein-kinazo-C.



Antioksidativna aktivnost je predvsem znacilnost hidrolizirajoc¢ih taninov, medtem ko se za

kondenzirane predvidevajo tudi antialergijski, antihipertenzivni in antikarcenogeni ucinki

(9, 16, 17).

Zaradi velikosti taninskih molekul je za njihov prehod preko intestinalnega epitelija
ponavadi potrebna predhodna razgradnja na manjSe komponente. Absorbirajo se lahko le
procianidinski dimeri ali trimeri. Zaradi razli¢ne stopnje polimerizacije je tezko predvideti
antioksidativno aktivnost in vivo glede na in vitro poskuse. Ker proantocianidini v ¢loveski
prehrani v glavnem sestojijo iz (+)-katehinskih in (-)-epikatehinskih podenot, domnevajo,
da so glavni razgradni produkti katehini, ki so odgovorni za terapevtske ucinke
proantocianidinov. Raziskave so pokazale, da se proantocianidinski oligomeri iz 3 do 6
enot v gastricnem okolju razgrajujejo 3,5 ure do katehinskih dimerov in prostih katehinov.
Ker je povprecen Cas praznjenja Zelodca pri ¢loveku 30—90 minut, predvidevajo, da je

vpliv kislinske hidrolize manjsi od vpliva nadaljnjega metabolizma (18).

1.3 IZVLECKI LUBJA IGLAVCEV

V borovcih je na splosno najvecja vsebnost fenolov in najvec¢ja antioksidativna aktivnost v
nezrelih storzih, sledijo pa iglice, zreli storzi, lubje, stari storZi in nazadnje les. Ker masa
lubja pri borovcih predstavlja 10—15 % celotne mase drevesa, je lubje najprimernejsi

kandidat za izdelavo rastlinskih pripravkov na industrijski ravni (19, 20).

Pycnogenol® (piknogenol) je izvlegek lubja francoskega obmorskega bora (Pinus maritima
Mill.). Njegove kemijske sestave $e niso povsem pojasnili, dokazano pa je, da vsebuje
monomerne fenolne spojine (katehin, epikatehin, taksifolin) in kondenzirane tanine
(procianidine). Flavonoidni procianidini so sestavljeni iz dveh do sedmih enot katehina ali
epikatehina. Vsebuje tudi fenolne kisline (kavno, ferulno in p-hidrobenzojsko kislina) in
glikozilacijske produkte flavanolov ali fenolnih kislin.

Uc¢inki kombinacije so vecji kot ucinki posameznih komponent, kar nakazuje na
sinergizem med ucinkovinami. Deluje predvsem antioksidativno, izkazuje pa tudi
protivnetne ucinke. Pozitivne ucinke ima na kardiovaskularni sistem; raziskave so
pokazale, da je piknogenol povezan z zmanjSanjem agregacije trombocitov, zmanjSanjem

LDL-holesterola, pove¢anjem HDL-holesterola in uravnavanjem hipertenzije (deluje kot
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vazorelaksant in inhibitor angiotenzin-konvertaze). Pri bolnikih s sladkorno boleznijo tipa
2 so dokazali znizano koncentracijo glukoze v krvi na teS¢e in po obroku, pa tudi manjSo
koncentracijo glikoziliranega hemoglobina. NajpogostejSa indikacija za uporabo

piknogenola je kroni¢na venska insuficienca.

Za piknogenol so dokazali relativno visoko bioloSko uporabnost (46 % zauzitega katehina
so dokazali v urinu v obliki glukoronidov in sulfatov) v primerjavi s flavonoidi nasploh,
kjer je nizka bioloSka uporabnost glavni problem primerjave in vitro ter in vivo poskusov

(21,22, 23).

Na Fakulteti za farmacijo potekajo raziskave, ki kazejo, da podobne zmesi polifenolov
najdemo tudi v nekaterih drugih iglavcih (kot je navadna jelka) in da so enakovreden
nadomestek piknogenolu. Patentirana zmes polifenolnih spojin iz lubja navadne jelke se
imenuje Abigenol®. Raziskav o podrobnejsi sestavi lubja navadne jelke e ni. Glede na
dosedanje raziskave, ki so se izvedle na Katedri za farmacevtsko biologijo, sklepamo da

gre za polifenolne spojine.

Polifenoli so dobro zastopani tudi v skorji in gréah macesnov. Pri analizi razli¢nih vrst
macesna (Larix spp.) so ugotovili, da sta v vseh prevladujoci polifenolni komponenti
flavonoida taksifolin (dihidrokvercetin) in aromadendrin (dihidrokemferol, 3,5,7.4’-
tetrahidroksiflavanon), v manj$i meri pa se pojavljata tudi kvercetin (3,5,7,3",4"-
pentahidroksiflavon) in kemferol (3,5,7,4 -tetrahidroksiflavon). Iz skorje sibirskega
macesna (Larix sibirica Ledeb.) so ekstrahirali lariksinol, epiafzelehin, katehin ter

epikatehin.

Iz gr¢ evropskega macesna (Larix decidua Mill.) so prav tako ekstrahirali polifenolne
komponente, med katerimi je bilo v izvlecku okoli 40 % lignanov (prevladujejo
izolaricirezinol, laricirezinol in sekoizolaricirezinol), 18 % oligolignanov in 17 %
flavonoidov. Grée iglavcev vsebujejo v povprec¢ju 20—100-krat vecjo koncentracijo
polifenolov kot jedrovina. Za navadno smreko je znaCilna visoka vsebnost
hidroksimatairezinola, ki je pri Stevilnih poskusih pokazal antikancerogeno in
antimikrobno delovanje. V jelkah Abies lasiocarpa in Abies balsamea je prevladujoca
spojina sekoizolaricirezinol, vsebujejo pa tudi precej visjih lignanov oz. oligolignanov. V
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gréah rdecega bora je glavni lignan nortrakelogenin, poleg tega pa je tudi precej stilbenov.

V gréah macesnov pa prevladujeta sekoizolaricirezinol in laricirezinol (24).

Lubje razli¢nih vrst jelk vsebuje Stevilne triterpene, flavonoide in lignane, v manjsi meri pa

so prisotni steroidi (25). Preglednica Il prikazuje vsebnost le-teh v posameznih vrstah jelk.

Preglednica II: Seznam spojin v lubju razlicnih vrst jelk (25)

Spojina Skupina | Vrsta jelke
spojin

Abiesolidinska kislina triterpen | A. sachalinensis (sahalinska jelka)
Abieslakton triterpen | A. veitchii (Veitcheva jelka)
Neoabieslakton triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
(24S)-3-0kso0-9B-lanost-7-en-24,25-diol triterpen | A. sachalinensis (sahalinska jelka)
(23R)-3B-hidroksi-9B-lanosta-7,24-dien-26,23-olid | triterpen | A. firma (japonska jelka),

A. veitchii (Veitcheva jelka)
(23R)-3-0kso-9p-lanosta-7,24-dien-26,23-olid triterpen | A. firma (japonska jelka),

A. mariesii (Mariesova jelka)
Metil (23R,25R)-3,4-seko-9p-lanosta-4(28),7- triterpen | A. sachalinensis (sahalinska jelka)
dien-26,23-0lid-3-oat
(23R,25R)-3,4-seko-17,14-friedo-9B-lanosta- triterpen | A. sachalinensis (sahalinska jelka)
4(28),6,8(14)-trien-26,23-olid-3-ojska kislina
(23R)-3a,1 1 a-dihidroksi-7-oksolanosta-8,24- triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
dien-26,23-olid
(23R)-10,30,110-trihidroksi-7-oksolanosta-8,24- triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
dien-26,23-olid
Spiromarienonol A triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
Spiromarienonol B triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
3a-hidroksigamaceran-21-on triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
Gamaceran-3,21-dion triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
Gamaceran-3f3,21a-diol triterpen | A. veitchii (Veitcheva jelka),

A. mariesii (Mariesova jelka)
Gamaceran-30,21p-diol triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
Hopan-3a,22-diol triterpen | A. veitchii (veitcheva jelka),

A. mariesii (Mariesova jelka)
Hopan-3p,22-diol triterpen | A. mariesii (Mariesova jelka)
Veitchiolid triterpen | A. veitchii (Veitcheva jelka)
[-sitosterol steroid A. firma (japonska jelka)
Kampesterol steroid A. firma (japonska jelka)
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1.3.1 Vpliv razli¢nih dejavnikov na vsebnost polifenolnih spojin

Pinus maritima Mill., iz katerega pridobivajo piknogenol, so poskusali gojiti tudi v Koreji
in na Iberskem polotoku, vendar izvlecek flavonoidov teh dreves ne izkazuje istih uc¢inkov
kot piknogenol, saj je sestava flavonoidov drugacna, s tem pa tudi terapevtski ucinek.
Komercialno uspe$ni piknogenol pridobivajo le iz Pinus maritima Mill., ki raste v
Biskajskem zalivu v Gaskonji v Franciji, kar nakazuje na velik pomen okoljskih

dejavnikov na sestavo flavonoidov (20, 21).

Vec raziskav je pokazalo spremembo v sestavi flavonoidov v rastlinskih listih po povecani
izpostavitvi svetlobi ali ultravijolicnem sevanju. Dokazali so tudi aktivacijo genov za
biosintezo flavonoidov po izpostavljenosti ultravijoliénim Zarkom. Splosno tudi velja, da
tropske rastline in rastline, ki rastejo na visokih nadmorskih viSinah, vsebujejo vec
flavonoidov (10). V kvantitativni fitokemijski analizi Sestih vrst Sentjanzevke, ki raste v
Sloveniji, so odkrili mo¢no pozitivno korelacijo med nadmorsko viSino rastiS¢a in

vsebnostjo rutina, §ibko pozitivno za hiperozid ter negativno korelacijo za kvercetin (26).

V literaturi ni podatkov za vpliv starosti drevesa na vsebnost fenolnih spojin v lubju.
Znano pa je, da se v storzih borovcev vsebnost fenolov s starostjo zmanjsuje (19). Enako
velja za liste topola, kjer je vsebnost fenolnih spojin v mladih listih trikrat vecja kot v

starih (27).
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2 NAMEN DELA

Namen nasega dela bo prouciti vpliv razliénih dejavnikov na vsebnost polifenolnih spojin
v lubju navadne jelke (4bies alba Mill.). Proucevali bomo vpliv naslednjih dejavnikov:

- dela lubja (notranjega, srednjega in zunanjega dela),

- nadmorske viSine rastiSca,

- premera dreves,

- letnega €asa ob nabiranju,

- skladis¢enja posekanega drevesa.
Vzorce lubja bomo nabrali v razli¢nih delih Slovenije, jih posusili, lo¢ili na notranji,

srednji in zunanji del ter izvedli ekstrakcijo. Sledila bo analiza vzorcev s tekocinsko

kromatografijo visoke locljivosti (HPLC).
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

V poskusih smo uporabili posuseno lubje navadne jelke (Abies alba Mill.), ki smo ga
nabrali na razli¢nih lokacijah v Sloveniji (celoten seznam v poglavju 4 Rezultati in
razprava). Ve€ino vzorcev smo nabrali rocno ter susili v senci in na prepihu, manjsi del

vzorcev pa smo dobili z Zage Stern (Race).

3.1.2 Reagenti

Topila za ekstrakcijo

preciscena voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani)

Topila za mobilne faze

preciscena voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani)
acetonitril (J. T. Baker, Nizozemska)

trifluoroocetna kislina (Carlo Erba, Italija)

Ostali
metanol (Fluka, Svica in Sigma-Aldrich, Nemd&ija)

aceton (Carlo Erba, Italija)

3.1.3 Aparature in laboratorijska oprema

Homogeniziranje

Mlinc¢ek Blender 8010EB model HGBTWT (Waring Commercial, ZDA)

Tehtanje
Analizna tehtnica Kern ALS 120-4, Kern & Sohn GmbH (Balingen, Nemcija)

Analizna tehtnica Metter PC 2000 (Ziirich, Svica)
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Ekstrakcija

Plasti¢ne epruvete, 14 ml, TPP (Transdingen, gvica)
Plastiéne epruvete, 50 ml, TPP (Transdingen, Svica)

Kuhalnik Koncar (Slovenija)

Centrifugiranje

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

HPLC

Sistem UFCL XR Shimadzu 20AD XR

Detektor Diode Array SPD-M20A

Kolona Phenomenex Kinetex RP-18 100 x 4,6 mm

Racunalniski program LC Solution Shimadzu 1.24 SP1

3.2 METODE

3.2.1 Pridobivanje vzorcev lubja navadne jelke

Vzorce smo odvzemali iz zivih dreves v prsni viSini (1,3 m nad tlemi), v ¢asu od meseca
maja do julija. Za odvzem vzorcev smo uporabili sekiro, s pomoc¢jo traCnega metra pa smo
izmerili premer vsakega drevesa. Nabrano lubje velikosti priblizno 15x15 cm smo posusili

v senci in na prepihu. Po 7-10 dneh suSenja smo pripravili izvlecek lubja navadne jelke.

3.2.2 Priprava vzorcev in ekstrakcija

Posuseno lubje smo locili na tri plasti, zunanjo, srednjo in notranjo (slika 7) ter vsako
uprasili. Mejo med zunanjo in srednjo plastjo smo dolocili na mestu, kjer pride do nenadne
spremembe barve iz temno rjave v svetlejSo rjavo; tudi mejo med srednjo in notranjo
plastjo smo dolocili glede na spremembo barve. Zunanja plast je predstavljala terciarno
skorjo (debeline cca 5 do 12 mm), srednja plast je bila sekundarna skorja (debeline 5 do 12
mm), notranja plast pa je bilo 1 do 2 mm debelo obmoc¢je ob kambiju. Pri zunanji in srednji
plasti smo za uprasitev lubja uporabili mlinc¢ek, notranji del pa smo strli ro¢no v terilnici,

saj ga je bilo koli¢insko precej manj. V plasticne epruvete z volumnom 50 mL smo
16



natehtali po 1 g posamezne zdrobljene plasti lubja in dodali 10 mL vrele prec¢is¢ene vode.
Vsebino epruvet smo nato 30 minut segrevali v vodni kopeli pri 100 °C. Med segrevanjem
smo vsebino veckrat ro¢no premesali. Po koncanem segrevanju smo epruvete ohladili na
sobno temperaturo. Vzorce smo nato centrifugirali v plasti¢nih epruvetah volumna 50 mL
3 minute pri 1000 obratih na minuto, supernatant odpipetirali v Ciste plastine epruvete
volumna 1,5 mL, usedlino pa zavrgli. Supernatant smo Se enkrat centrifugirali 3 minute pri
15.000 obratih na minuto, nato pa odpipetirali novi supernatant v Ciste epruvete. Vsebino
smo filtrirali preko filtrov Millex-GN (z velikostjo por 0,20 um) v oznaCene viale in vzorce

analizirali s HPLC.

zunanji del

JaN

w—

srednji del notranji del

Slika 7: Lubje navadne jelke. Prikazani so notranji, srednji in zunanji del lubja.

3.2.3 HPLC

HPLC je ena izmed najpogosteje uporabljanih analiznih separacijskih tehnik, ki temelji na
lo¢evanju in detekciji spojin v tekoci fazi. Lo¢evanje komponent vzorca se odvija zaradi
porazdeljevanja molekul med dvema fazama, stacionarno in mobilno fazo. Razlog za
priljubljenost metode je njena obcutljivost, primernost za loCevanje nehlapnih in
termolabilnih spojin ter njena vsesploSna uporabnost pri spojinah z velikim pomenom v

industriji in znanosti.

Glede na relativno polarnost mobilne in stacionarne faze lo¢imo med reverznofazno in
normalnofazno kromatografijo. V zacetku razvoja tekocinske kromatografije so uporabljali
mocno polarne stacionarne faze (vodo ali trietilenglikol, adsorbiran na delce silicijevega
dioksida) in nepolarna topil (heksan, izopropileter); v tem primeru se prva eluira najmanj
polarna komponenta, ker je najbolj topna v mobilni fazi. Govorimo o normalnofazni

kromatografiji. Pri klasi¢ni reverznofazni kromatografiji je stacionarna faza nepolarna
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(organosiloksanska porozna povrSina; to je nosilec iz silikagela s kovalentno vezanimi
alkilnimi skupinami), mobilna faza pa polarna (voda, metanol, acetonitril). Tukaj se najpre;j
eluira najbolj polarna komponenta, zmanjSanje polarnosti mobilne faze, kar dosezemo s
povecanjem deleza organskega topila (metanola, acetonitrila), pa skrajsa retencijske Case

(28, 29).

Dejavniki, ki so bili ves ¢as analize nespremenjeni
- mobilna faza A: 0,1 % TFA/H,0
- mobilna faza B: 0,1 % TFA/MeCN

- trajanje analize: 15 min

- pretok: 2 mL/min

- valovna dolzina detekcije: 280 nm

- frekvenca zajemanja podatkov: 12,5 Hz oz. 80 msec

- kolona: Phenomenex Kinetex RP-18 100 x 4,6 mm (delci so sestavljeni iz 1,9 um trdnega
silikagelnega jedra, ki ga obdaja 0,35 pum plast silikagela v sol-gel stanju, ki tvori porozno
lupino; na te delce so nato vezane C18 alkilne verige)

- volumen injiciranja: 20 uL.

- temperatura: 40° C

V preglednici III prikazujemo gradientno spreminjanje deleza mobilne faze B med analizo.

Preglednica IlI: Gradientno spreminjanje mobilnih faz

Cas (min) 0-1 1-10 10-10,01 10,01-12 12-12,01 12,01-15

Gradient (% B) 5 5-30 30-100 100 100-5 5
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

V poskusih smo uporabili lubje navadne jelke (4bies Alba Mill.), ki smo ga nabrali ro¢no

na razli¢nih lokacijah v Sloveniji (preglednica IV). Tri vzorce smo pridobili na Zagi Stern.

Preglednica IV: Vzorci lubja navadne jelke, ki smo jih uporabili pri prakticnem delu. Navedeno je rastisce

navadne jelke, njena nadmorska visine ter premer drevesa.

Rastisce Nadmorska viSina (m) Premer drevesa (cm)
Dolenjske Toplice 180 42
Dolenjske Toplice 190 63
Metlika 150 41
Trebnje 300 64
Pohorje (dom Jelka) 1000 57
Pohorje (dom Planika) 880 20
Slovenske Konjice 560 61
Celje 240 40
Trojane 540 60
Crmosnjice pri Semicu 420 48
Dolenja vas 460 90
Zaplana 660 82
Idrija 340 24
Dragomer 310 38
Dragomer 320 52
Davski slapovi 860 55
Sneznik 740 58
Loz 580 45
Loz 600 80
Lovrenc 480 50
Spodnje Gruskovje 360 48
Spodnje Gruskovje 360 64

Vzorci lubja iz Zage Stern:
jelka 1 s premerom 90 cm, skladiS¢ena 8 tednov na zagi,
jelka 2 s premerom 110 c¢m, skladis¢ena 8 tednov na zagi,

jelka 3 s premerom 80 cm, skladi$¢ena S tednov na zagi.
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Vse naStete vzorce lubja navadne jelke smo razdelili na tri plasti (zunanjo, srednjo in
notranjo) ter analizirali vodni izvleCek vsake plasti. Izbrali smo si osemnajst
kromatografskih vrhov, ki se v znatni meri pojavljajo v vseh kromatogramih (v
nadaljevanju poimenovani: @, b, ¢, d, e, f, g, h, i, j, k, [, m, n, o, p, r, s) in primerjali njihove
povrsine (vsebnosti) med vzorci iz razli¢nih krajev. Izbrali smo kromatografske vrhove z
retencijskimi €asi (R¢) med 3. in 12. minuto. Zaradi slabe lo¢ljivosti kromatografskih vrhov
v zacetnem delu kromatograma (do 3. minute) nismo mogli dolociti vrhov, ki bi se

pojavljali pri ve¢ vzorcih.

uv.

650000-]
600000-]
550000-]
500000 h
450000]
400000
350000]
300000
250000-]
200000] J

cd ef m p

150000

100000
ab 1 o ]
50000 S
o

T T T T T T T T T T T T T T
0.0 10 20 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 100 110 120 13.0 140 min

Slika 8: Kromatogram, na katerem so oznaceni kromatografski vrhovi, ki smo jih spremljali pri vseh

vzorcih. Lubje nabrano v Slovenskih Konjicah, notranji del.

Splosna HPLC-metoda, s katero bi lahko locili vse flavonoide iz poljubnega vzorca, ne
obstaja; celo za loCevanje znotraj posamezne skupine (flavoni, flavonoli, antocianini ...) je

potrebno optimizirati ve¢ dejavnikov, npr. stacionarno fazo, topila in njihove gradiente.

Za analizno loCevanje flavonoidov najpogosteje uporabljamo stacionarno fazo
reverznofaznega tipa, ponavadi z alkilnimi verigami dolzine osmih ali osemnajstih
ogljikovih atomov. Znotraj posamezne skupine flavonoidov se glikozidi eluirajo pred
svojimi aglikoni, znotraj aglikonov pa se prej eluirajo tisti, ki imajo ve¢ hidroksilnih
skupin (bolj polarni). Reverznofazne kolone so sposobne locitve oligomerov z isto stopnjo
polimerizacije, tezava pa se pojavi pri dolo¢anju le-te, saj se oligomeri ne eluirajo po vrsti
glede na stopnjo polimerizacije. Prav tako ni mozno locevanje vis§jih oligomernih
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proantocianidinov (> tetramerov), ker se s stopnjo polimerizacije poveca tudi Stevilo
moznih izomerov; retencijski Casi izomerov se prekrivajo, zato se oligomeri (> trimeri)
eluirajo hkrati kot velik nelocen kromatografski vrh. Zato je kvantifikacija oligomernih
proantocianidinov neto¢na, saj lahko upoStevamo le lo¢ene kromatografske vrhove, ki

odgovarjajo dimerom in trimerom (30).

4.1 DNEVNA PONOVLJIVOST METODE

Gre za natanCnost metode znotraj kratkega cCasovnega obdobja (znotraj enega dne). S
pomoc¢jo racunalniS$kega programa smo dolocili povrSine pod kromatografskimi vrhovi,

nato pa izracunali relativno standardno deviacijo (RSD) teh podatkov (preglednica V).

Preglednica V: RSD povrsSin pod krivuljo vzorca s Pohorja (premer 20cm). Analize so potekale znotraj

enega dneva v treh ponovitvah.

rastisce Poharje

premer 20 cm

meritey 1. 2. 3

krom.wth | Rt (min) AUC (mAU=min) h (mm) Rt (min) AUC (mAU=min) (mm) Rt (min) AUC (mAU=min) (mm) JAUCpovp (mAU=min) RSD (%)
a

b 3111,00 86.761 19.045 3.288 123428  26.723 3.143 125.568 25745 111.919 19,49
c 3.339 7.798 2274 3.540 8.640 1.577] 3.387 4.586 1.083 7.008 30,53
d 3.575 133.977  33.905 3.764 198.572 52.020 3.665 193.237  48.872 175.262 20,46
e

f 4444 120.102 36.152 4594 165.888 55.142 4536 167.016 52.661 151.002 17,73
g 5473 4131 1.900 5.561 6.177 281 5.534 6.608 3.016 5.639 2347
h 5583 280.939 98.169 5.661 396.024  141.753 5637 400.339  141.744 359101 18,86
i 5.796 550492 215802 5.842 §20.209 321639 5.822 823.776  321.243 731.492 21,43
i 5.893 65.349 27109 5.944 113.335 45525 5.924 115.222 47164 97.969 28,85
k 6.305 162.208 57.538 £.334 234.236 83.044 6.319 237.261 83.382 211.235 20,1
| 6.546 119.612  46.968 6.575 177.063 71.282 6.560 177.183 70.218 157.953 21,02
m 6.619 71.581 32.160 6.647 102.729  46.779 6.633 105.189  47.336 93.166 20,1
n 7153 616.302 251595 7172 898.164 361234 7.159 899.820 364.895 804.762 20,28
0 7.680 202.554 70.347 7.697 299.509 104450 7.685 299.692 104.899 267.252 20,97
p §.025 168.722 60.727 8.039 248.205 89.796 8.028 247.808 §9.321 221578 20,66
r 12.230 16.781 5281 12.194 32.376 9.224

5 12.259 297.146 38.860 12.309 136.014 30.664 12.284 126.610  29.097 202.976 40,21

Pri analiznih metodah za proucevanje razlik med vzorci iz narave je zazeleno, da je RSD
podatkov, pridobljenih v enem dnevu, manjsa od 10 %. Metoda daje slabo ponovljivost,

kar bomo upostevali pri interpretaciji rezultatov.
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4.2 DELEZ POSAMEZNEGA DELA LUBJA

Zanimalo nas je, kolikSen delez glede na celotno maso lubja predstavlja posamezna plast.
V ta namen smo stehtali deset razlicnih vzorcev lubja, vsakega razdelili na tri plasti ter

vsako stehtali. Rezultati so prikazani v preglednici VI.

Preglednica VI: Dele? posameznega dela lubja jelke iz razlicnih lokacij glede na celotno maso vzorca lubja

RastiSc¢e; premer Masa lubja (g) Del lubja Masa plasti (g) Delez (%)
zunanji 1,94 36,6
Loz; 45 cm 5,40 sredina 3,04 57,4
notranji 0,32 6,0
zunanji 2,06 36,1
Loz; 80 cm 5,71 sredina 2,80 49,0
notranji 0,85 14,9
zunanji 2,23 35,9
Sneznik; 58 cm 6,22 sredina 3,50 56,3
notranji 0,49 79
zunanji 1,50 40,8
Pohorje; 57 cm 3,68 sredina 1,83 49,7
notranji 0,35 9,5
zunanji 3,08 48,0
Trebnje; 64 cm 6,41 sredina 2,92 45,7
notranji 0,40 6,2
. zunanji 2,58 49,1
Togl‘i’i‘:;‘fjglgecm 5,25 sredina 2,44 46,5
’ notranji 0,23 4,4
. zunanji 3,57 494
Slovensie Konjice; 722 sredina 3.34 46,3
o notranji 0,31 43
" . zunanji 1,48 50,2
Davski slapovi; 55 2,95 sredinJa 1,26 42,7
om notranji 0,21 7,1
Dragomer: zuna.nji 1,20 46,0
38 em ’ 2,61 sredm’i 1,29 494
notranji 0,12 4,6
Dragomer: zuna.nji 1,52 33,2
53 em ’ 4,58 sredln'fl. 2,85 62,2
notranji 0,21 4,6

Iz podatkov v preglednici VI smo izracunali povpre¢je delezev notranjega, srednjega in

zunanjega dela lubja navadne jelke. Podatki so prikazani v preglednici VII.

Preglednica VII: Povprecen dele? lubja posameznega dela lubja

Del lubja Povprecen deleZ lubja Maksimalen delez Minimalen delez
(%) () (%)
zunanji 42,53 50,2 33,2
srednji 50,52 62,2 42,7
notranji 6,95 14,9 473
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Iz preglednice VII je razvidno, da najvecji delez lubja predstavlja srednji del (50,52 %),

sledi zunanji del (42,53 %), izrazito najmanjsi deleZ pa ima notranji del (6,95 %).

43 VPLIV RAZLICNIH DEJAVNIKOV NA  VSEBNOST
DOLOCENIH SPOJIN V LUBJU NAVADNE JELKE

4.3.1 Vpliv dela lubja

Zanimal nas je vpliv dela lubja (notranjega, srednjega in zunanjega) na vsebnost
polifenolnih spojin v lubju navadne jelke. Na podlagi predhodnih raziskav, ki so bile
izvedene na Katedri za farmacevtsko biologijo, lahko sklepamo, da gre za polifenolne
spojine. Ta vpliv smo ugotavljali na lubju jelke, nabrane na naslednjih lokacijah: Dolenjske

Toplice, Trebnje, Dolenja vas in Slovenske Konjice.

Iz slike 9 je razvidno, da je vsebnost polifenolnih spojin najmanjSa v zunanjem delu lubja
navadne jelke. V srednjem in notranjem delu lubja je vsebnost vecja — in sicer za
kromatografski vrh 4 pri Rt 5,5 minut 17,2-krat ve¢ja v srednjem in 25,8-krat vecja v

notranjem delu.

600000
550000 i
500000
450000
400000
350000 C
300000
250000
200000
150000

100000

50000

Slika 9: Kromatogram izvlecka lubja navadne jelke, Dolenjske toplice, premer 63 cm. Prikazani so

notranji (¢rna barva), srednji (roza barva) in zunanji del (modra barva).

Povrsine izbranih kromatografskih vrhov s slike 9 smo zaradi boljSe preglednosti prikazali

s pomocjo histograma. Enako smo naredili tudi s tremi drugimi kromatogrami, ki
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prikazujejo vzorce lubja iz Trebnjega, Dolenje vasi in Slovenskih Konjic; ustrezni

histogrami so predstavljeni v nadaljevanju (slike 10, 11, 12, 13).

Slike 10, 11, 12, 13 nam prikazujejo vpliv dela lubja navadne jelke na povrsino izbranih
kromatografskih vrhov v vzorcih iz razliénih krajev. Ker so nekatere spojine na
kromatogramu slabo locene, smo povrSino dveh vrhov obravnavali kot celoto. Za
kromatografska vrhova a+b velja, da je njuna povrSina najvecja v srednjem delu lubja. Pri
vrhu ¢ ugotovimo, da je povrsina izrazito ve€ja v notranjem delu lubja; pri vseh Stirih
vzorcih je ta povrSina vsaj dvakrat vecja od povrSine srednjega dela lubja. Tudi pri
kromatografskih vrhovih d, e+f, g, h in i ugotovimo najvecje povrsine pri notranjem delu.
Pri kromatografskem vrhu j se izkaze, da je povrSina na dveh lokacijah (v Dolenjskih
Toplicah in Slovenskih Konjicah) najve¢ja v notranjem delu, na drugih dveh lokacijah (v
Dolenji vasi in Trebnjem) pa v srednjem delu. Pri kromatografskih vrhovih & in / dobimo
najvecjo povrsino pri srednjem delu lubja. Pri vrhu m prevladujeta povrSini notranjega in
srednjega dela, ki sta vecinoma skoraj enaki. Za kromatografski vrh n ugotovimo, da je na
dveh lokacijah (v Dolenji vasi in Trebnjem) najvecja povrSina v srednjem delu, na drugih
dveh (v Dolenjskih Toplicah in Slovenskih Konjicah) pa v notranjem delu lubja. Pri vrhu o
je na treh lokacijah najvecja povrSina v srednjem delu lubja, izjemo predstavlja lubje iz
Trebnjega, kjer je najvecja povrsina v zunanjem delu. Kromatografski vrh p ima na dveh
lokacijah (v Dolenjskih Toplicah in Slovenskih Konjicah) najvecjo povrSino v notranjem
delu, na drugih dveh pa v srednjem delu. Vrh r+s je edini, pri katerem ugotovimo najvecjo
povrSino v zunanjem delu lubja; odstopa le vzorec iz Dolenje vasi, kjer je najvecja

povrsina v srednjem delu.

Polifenolne spojine, ki jih predstavljata kromatografska vrhova a+b, so najbolj zastopane v
srednjem delu lubja. Spojine, ki odgovarjajo vrhovom ¢, d, etf, g, & in i, se v najvecji meri
nahajajo v notranjem delu lubja. Pri kromatografskem vrhu ; vidimo, da je na dveh
lokacijah najvecja vsebnost spojine v srednjem delu, na drugih dveh lokacijah pa v
notranjem delu lubja. Pri vrhovih £, / in o ugotovimo najve¢jo vsebnost v srednjem delu,
pri vrhovih m, n in p pa, da je ponekod najvecja vsebnost spojin v srednjem delu, drugje pa
v notranjem delu. Kromatografska vrhova r+s sta edina, ki izkazujeta najvecjo vsebnost
polifenolov v zunanjem delu lubja. Najverjetnejsi vzrok za najve¢jo vsebnost polifenolnih

spojin v notranjem ter srednjem delu lubja je blizina Zivemu delu drevesa. Zunanji del pa je
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mrtvi del, ki je najdlje in najbolj izpostavljen zunanjim vplivom (kisik), zato tudi vsebuje

precej manj polifenolnih spojin.
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Slika 10: Vpliv dela lubja na povrsino posameznega kromatografskega vrha. Lubje navadne jelke iz

Dolenjskih Toplic, premera 63 cm.
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Slika 11: Vpliv dela lubja na povrsino posameznega kromatografskega vrha. Lubje navadne jelke iz

Trebnjega, premera 64 cm.
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Slika 12: Vpliv dela lubja na povrSino posameznega kromatografskega vrha. Lubje navadne jelke iz

Dolenje vasi, premera 90 cm.
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Slika 13: Vpliv dela lubja na povrsino posameznega kromatografskega vrha. Lubje navadne jelke iz

Slovenskih Konjic, premera 61 cm.

Izbrali smo kromatografski vrh i ter med seboj primerjali njegove povrSine v razli¢nih

delih lubja na razli¢nih lokacijah (preglednica VIII).

Preglednica VIII: PovrSina kromatografskega vrha i v vzorcih iz razlicnih krajev in razlicnih delov lubja

Rastisce

Dolenjske Toplice

Trebnje

Dolenja vas

Slovenske Konjice

Povrsina
notranjega
(mAUxmin)

dela

1.481.340

1.320.430

1.319.207

1.557.784

Povprecna
povrsina
notranjega dela

1.419.690

Odstopanje (%)

434

6,99

7,08

9,73

Povrsina
srednjega
(mAUXmin)

dela

1.376.110

804.985

1.029.096

1.127.048

Povprecna
povrsina
srednjega dela

1.084.309

Odstopanje (%)

26,9

25,8

5,1

3,9

Povrsina
zunanjega
(mAUxmin)

dela

13.603

2.792

6.008

2.485

Povprecna
povrsina
zunanjega dela

6.222

Odstopanje (%)

118,6

55,1

| 3.4

| 60,1

Za notranji del lahko ugotovimo, da ni velikih odstopanj od povpre¢ne povrSine. Pri

srednjem delu od povprecja najbolj odstopata vzorca iz Dolenjskih Toplic in Trebnjega. Pri

zunanjem delu pa precej odstopa vzorec iz Dolenjskih Toplic.
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4.3.2 Vpliv nadmorske viSine

Zanimalo nas je, ¢e obstaja povezava med vsebnostjo polifenolnih spojin v lubju in
nadmorsko vis§ino rastiS§¢a maticnega drevesa. V ta namen smo izraCunali koeficient
korelacije med nadmorsko viSino rastiS¢a in povrSino posameznega kromatografskega
vrha. Med seboj smo primerjali podatke iz 20 razlicnih lokacij; podatki so zbrani v

preglednici [X.

Preglednica IX: Koeficient korelacije med nadmorsko viSino rastiS¢a in povrSino posameznega

kromatografskega vrha v vzorcih iz notranjega in srednjega dela lubja

Kromatografski vrh Koeficient korelacije
Notranji del Srednji del
atb -0,084 -0,212
c+d -0,555 0,148
e+f -0,001 0,234
g+h 0,097 0,105
it] -0,410 -0,069
k -0,432 -0,209
1 -0,310 -0,211
m -0,617 -0,289
n -0,461 -0,041
0 -0,447 -0,262
p -0,385 -0,013
r+s -0,190 -0,274

V vecini primerov (83,34 %) se je izkazalo, da obstaja negativna korelacija med vsebnostjo
polifenolnih spojin ter nadmorsko visino, kar pomeni, da se z nadmorsko viSino niza
vsebnost polifenolnih spojin v lubju navadne jelke. Ta rezultat je nepriCakovan in v
nasprotju z literaturnimi podatki, ki povezujejo vecjo vsebnost flavonoidov z vi§jo
nadmorsko visino rastiS¢a (10, 26). Pozitivna korelacija se je pojavila pri Stirih

kromatografskih vrhovih, in sicer pri zacetnih.
Moc korelacije je najve¢ja pri kromatografskem vrhu m, in sicer pri notranjem delu lubja

jelke (r = -0,617) (slika 14). Tudi pri kromatografskih vrhovih c+d se pri notranjem delu

izkaze negativna moc korelacije (r = -0, 555) (slika 15).
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Slika 14: Povrsina kromatografskega vrha m v odvisnosti od nadmorske visine. Prikazani so podatki za

notranji in srednji del lubja.
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Slika 15: Povrsina kromatografskih vrhov ctd v odvisnosti od nadmorske visine. Prikazani so podatki za

notranji in srednji del lubja.

4.3.3 Vpliv premera dreves

Zanimala nas je povezava med vsebnostjo posameznih polifenolnih spojin v lubju in
premerom dreves. V ta namen smo za vsak izbran kromatografski vrh izracunali koeficient
korelacije. Med seboj smo primerjali podatke iz 20 razli¢nih lokacij; podatki so zbrani v

preglednici X.
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Preglednica X: Koeficient korelacije med premerom drevesa in povr§ino posameznega kromatografskega

vrha v vzorcih iz notranjega in srednjega dela lubja

Koeficient korelacije
Kromatografski vrh
Notranji del Srednji del
athb -0,139 0,403
c+d -0,098 -0,121
e+f -0,088 -0,001
g+h 0,072 0,081
it] -0,288 -0,019
k -0,170 0,266
1 -0,403 -0,409
m -0,093 0,258
n -0,548 -0,381
0 -0,405 -0,312
p -0,158 0,129
r+s 0,068 0,234

V velini primerov (66,67 %) se je izkazala negativna korelacija med vsebnostjo
polifenolnih spojin ter premerom dreves, kar pomeni, da se z veCanjem premera dreves
niza vsebnost polifenolnih spojin v lubju navadne jelke. Pozitivna korelacija se je pokazala

pri osmih kromatografskih vrhovih.

Moc¢ korelacije je najve¢ja pri kromatografskem vrhu n, in sicer pri notranji plasti lubja
jelke (r = -0,548) (slika 16). Tudi pri kromatografskem vrhu / se pri notranjem (r = -0,403)

in srednjem delu (r = -0,409) izkaze dokaj mocna negativna korelacija (slika 17).
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E
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Slika 16: Povrsina kromatografskega vrha n v odvisnosti od premera jelke. Prikazani so podatki za notranji

in srednji del lubja.
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Slika 17: PovrSina kromatografskega vrha l v odvisnosti od premera jelke. Prikazani so podatki za notranji

in srednji del lubja.

Vpliv premera dreves; ista lokacija

Zanimal nas je tudi vpliv premera dreves na vsebnost polifenolnih spojin v lubju navadne
jelke na isti lokaciji. V ta namen smo med seboj primerjali dva vzorca lubja z razlicnima
premeroma, a z istega rastiSca. Izbrali smo si tri lokacije: Dolenjske Toplice, Dragomer in

Loz.

Dolenjske Toplice

Primerjali smo povrsSine kromatografskih vrhov lubja dveh navadnih jelk z razlicnima

premeroma (42 cm in 63 cm); primerjali smo njun notranji ter srednji del.

Pri primerjavi notranjih delov lubja (slika 18) ugotovimo, da ima lubje debelejse jelke
(premer 63 cm) vecjo povrSino pod zacetnimi kromatografskimi vrhovi (a+b, ¢, d, etf, g
in h). Pri kromatografskem vrhu c¢ je ta povrSina priblizno dvakrat vecja. Za
kromatografske vrhove i, j, &, [, m, n in o pa se izkaze, da ima lubje z manjSim premerom
(42 cm) vecjo povrsino. Za kromatografska vrhova j in o se izkaze, da je njuna povrSina za
vec kot dvakrat vecja v lubju jelke z manjSim premerom. Pri kromatografskih vrhovih p ter

r+s pa ima vecjo povrsino lubje debelejse jelke.

Ugotovimo, da ima debelejsa jelka (premer 64 cm) ve€jo vsebnost polifenolnih spojin, ki
odgovarjajo vthovom a+b, ¢, d, etf, g, h, p, r+s, pri kromatografskih vrhovih i, j, k,/, m,

n, o pa ima tanjsa jelka (premer 42 cm) vec¢jo vsebnost omenjenih spojin.
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Slika 18: Vpliv premera drevesa na povrSino posameznega kromatografskega vrha v notranjem delu lubja

navadne jelke. Jelki nabrani v Dolenjskih Toplicah.

Pri primerjavi srednjih delov lubja (slika 19) opazimo, da ima lubje debelejse jelke (64 cm)
vecjo povrsino pod zacetnimi kromatografski vrhovi (a+b, ¢, etf, g, h, i) ter k, m, p in r+s.

Jelka s premerom 42 cm pa ima vecjo povrsino le pri kromatografskih vrhovih d, j, /, n ter

0.
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Slika 19: Vpliv premera drevesa na povrsino posameznega kromatografskega vrha v srednjem delu lubja

ath ¢

detfg h i j k |

kromatografski vrh

navadne jelke. Jelki nabrani v Dolenjskih Toplicah.

Dragomer

Primerjali smo povrSine kromatografskih vrhov lubja dveh navadnih jelk z razlicnima

m

n

o

p r+s

H42cm
m63cm

premeroma (38 cm in 52 cm); primerjali smo njun notranji ter srednji del.
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Pri primerjavi notranih delov lubja navadne jelke (slika 20) ugotovimo, da ima debelejSa
jelka (52 cm) vecjo povrsino pri kromatografskih vrhovih a+b, ¢, d, etf, g+h inj. Ostali
vrhovi imajo vecje povrsine pri tanjsi jelki (38 cm). IzkaZe se, da so razlike v povrSinah
med jelkama majhne, kar je tudi pricakovano, glede na dejstvo, da je razlika v njunih

premerih le 14 cm.
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Slika 20: Vpliv premera drevesa na povrSino posameznega kromatografskega vrha v notranjem delu lubja

navadne jelke. Jelki nabrani v Dragomerju.

Primerjava srednjih delov lubja (slika 21) pokaze, da ima lubje debelejse jelke (52 cm)
vecje povrsine pod kromatografskimi vrhovi a+b, ¢, etf, g+h, j (to se je izkazalo tudi pri
notranjem delu istih jelk), k ter p; pri kromatografskih vrhovih d, i, [, m, n, o, r+s da vecje
povrsine vzorec tanjSe jelke. Tudi pri srednjem delu lubja se izkaze, da so razlike med

vzorcema majhne.
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Slika 21: Vpliv premera drevesa na povriino posameznega kromatografskega vrha v srednjem delu lubja

navadne jelke. Jelki nabrani v Dragomerju.
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Loz
Primerjali smo povrSine kromatografskih vrhov lubja dveh navadnih jelk z razlicnima

premeroma (45 cm in 80 cm); primerjali smo njun notranji ter srednji del.

Pri primerjavi notranih delov lubja (slika 22) ugotovimo, da ima pri zacetnih
kromatografskih vrhovih vec¢jo povrSino debelejsa jelka (premer 80 cm); to velja za
kromatografske vrhove a+b, c+d, et+f in g+h. Vrhovi i, j, k, [, m, n pa imajo vecjo
povrsino pri vzorcu tanjSe jelke (premer 38 cm). Pri zadnjih treh kromatografskih vrhovih

(o, p, r+s) da vecje povrsine zopet vzorec debelejse jelke.

2.500.000

2.000.000

1.500.000

{mAUxmin)
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Slika 22: Vpliv premera drevesa na povrSino posameznega kromatografskega vrha v notranjem delu lubja

navadne jelke. Jelki nabrani v Lozu.

Primerjava srednjih delov lubja (slika 23) pokaZze, da ima tanjsa jelka (premer 38 cm) vecje
povrsine pri zacetnih dveh kromatografskih vrhovih (a+b, c+d), pa tudi pri vrhovih i, j, k
in I. Vzorec debelejSe jelke da vecje povrsine pri zadnjih vrhovih (m, n, o, p, r+s), pred

tem pa ze pri e+fin g+h.
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Slika 23: Vpliv premera drevesa na povrsino posameznega kromatografskega vrha v srednjem delu lubja

navadne jelke. Jelki nabrani v Lozu.

Za notranji del lubja pri vseh treh vzorcih velja, da je pri debelejSih jelkah vsebnost spojin,
ki odgovarjajo zacCetnim kromatografskim vrhovom (a+b, c+d, etf, g+h), vecja kot pri
tanjSih. To pomeni, da vsebuje lubje jelke v mladosti ve¢ji delez nepolarnih spojin, s

staranjem pa tvori vse bolj polarne spojine.

Pri srednjem delu lubja in drugih kromatografskih vrhovih nismo opazili nobene povezave

med vsebnostjo polifenolov in debelino dreves.

Pricakovali smo, da bomo najve¢je razlike med vsebnostjo posameznih polifenolov
ugotovili pri vzorcih iz LozZa, saj se jelki najbolj razlikujeta glede na debelino (80 in 45
cm); podobno smo najmanjSe razlike pri¢akovali pri vzorcih iz Dragomerja, saj sta si bili
drevesi po debelini najblizje (38 in 52 cm). Vendar se ni izkazalo tako, saj so razlike v
vsebnosti posameznih polifenolov med lubjem dreves iz Loza priblizno enake, ponekod pa

celo manjse kot razlike med lubjem iz Dragomerja.

4.3.4 Vpliv ¢asa
Zanimalo nas je, kako se s ¢asom spreminja vsebnost polifenolnih spojin v lubju navadne
jelke. V ta namen smo si na lokaciji Spodnje Gruskovje izbrali dve navadni jelki razli¢nih

premerov ter dvakrat odvzeli lubje in ga analizirali.
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Navadna jelka, premera 48 cm

Prvi odvzem lubja smo izvedli 5.6.2010, drugi odvzem pa 3.7.2010. Po vsakem odvzemu
smo lubje posusili ter v roku 7 do 10 dni pripravili vodne izvleCke lubja navadne jelke

(notranjega, srednjega in zunanjega dela) ter jih analizirali.

Pri primerjavi notranjih delov lubja navadne jelke (slika 24) smo ugotovili, da so se pri
zacetnih kromatografskih vrhovih (vklju¢no z j) povrsine pri drugem odvzemu (3.7.2010)
zmanjSale glede na prvi odvzem, pri vseh ostalih kromatografskih vrhovih pa so se
povrsine povecale. Razlike so majhne, le pri kromatografskem vrhu o opazimo dvakratno

poviSanje glede na prvi odvzem.

Primerjava srednih delov lubja (slika 25) nam pokaze, da je prislo pri drugem odvzemu do
rahlega zmanjSanja povrsin pod kromatografskimi vrhovi v primerjavi s prvim odvzemom.

Izjemo predstavljajo le kromatografski vrhovi a+b ter i+j, kjer je prislo do povecanja.

Pri primerjavi zunanjih delov lubja (slika 26) se je povrSina pod kromatografskimi vrhovi
zmanjSala pri skoraj vseh kromatografskih vrhovih. Izjemo predstavljajo le vrhovi a+b ter

m.
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Slika 24: Vpliv asa rasti na povrSino posameznega kromatografskega vrha v notranjem delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 48 cm.
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Slika 25: Vpliv Casa rasti na povriino posameznega kromatografskega vrha v srednjem delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 48 cm.
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Slika 26: Vpliv éasa rasti na povr§ino posameznega kromatografskega vrha v zunanjem delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 48 cm.

Navadna jelka, premera 64 cm

Prvi odvzem lubja smo izvedli 17.5.2010, drugega pa 3.7.2010. Po odvzemu smo lubje
posusili ter v roku 7 do 10 dni pripravili vodne izvlecke lubja (notranjiega srednjega in

zunanjega dela) ter jih analizirali.

Pri primerjavi notranjih delov lubja navadne jelke (slika 27) smo ugotovili, da je med
prvim in drugim odvzemom lubja pri vseh opazovanih kromatografskih vrhovih prislo do
zveCanja povrSine. Do dvakratnega poveCanja povrSine je priSlo pri kromatografskih

vrhovih d in o, pri ostalih kromatografskih vrhovih so razlike manjse.
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Pri srednjem delu lubja (slika 28) je pri skoraj vseh kromatografskih vrhovih prislo do
zmanjSanja povrsine, ki pa je zelo majhno. Izjemo predstavljajo le kromatografski vrhovi

i+j in r+s, kjer je prislo do rahlega povecanja povrsin.

Pri primerjavi zunanjih delov lubja (slika 29) niso prikazani zacetni kromatografski vrhovi,
ker so bile njihove povrsine izredno majhne. Za prikazane kromatografske vrhove pa velja,

da se je njihova povrsina pri drugem odvzemu vzorca lubja zvecala.

Na splosno lahko ugotovimo, da je prislo v notranjem in zunanjem delu do rahlega

povecanja vsebnosti polifenolnih spojin, v srednjem delu pa do rahlega zmanjSanja.
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Slika 27: Vpliv Casa rasti na povrSino posameznega kromatografskega vrha v notranjem delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 64 cm.

250.000

200.000
)
£
5 150.000
<L
£
2 100.000 17.5.2010
£ 3.7.2010
o

50.000

0 -

atbh ¢ d e+f g h i+f k | m n o p r+s

kromatografskivrh

Slika 28: Vpliv Casa rasti na povrSino posameznega kromatografskega vrha v srednjem_ delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 64 cm.
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Slika 29: Vpliv Casa rasti na povrSino posameznega kromatografskega vrha v zunanjem delu navadne

Jjelke. Jelka nabrana v Spodnjem Gruskovju na nadmorski visini priblizno 360 m, premera 64 cm.

Za drevesa je znacilno periodi¢no menjavanje obdobij aktivnosti in mirovanja kambija, ki
je v sploSnem povezano z izmenjevanjem hladnih in toplih obdobij. Delitvena aktivnost
kambijevih celic se pri drevesih zmernega pasu za¢ne spomladi in zaklju¢i pozno poleti.

Za notranji del lubja opazovanih dveh jelk lahko na podlagih rezultatov domnevamo, da je
aktivnost teh celic najve¢ja spomladi in posledi¢no tudi vsebnost polifenolov; ugotovili
smo, da se ta aktivnost povecuje od 17.5. do 5.6., nakar pride do rahlega upada. Enako
ugotovimo za zunanji del lubja. Pri srednjem delu lubja pa opazimo, da se vsebnost

polifenolov v obdobju od 17.5. do 3.7. zmanjsa.

4.3.5 Vpliv skladis¢enja posekanega drevesa
Zanimalo nas je, kakSen vpliv ima skladis¢enje posekanega drevesa na vsebnost
polifenolnih spojin v lubju navadne jelke. V ta namen smo pridobili lubje navadne jelke iz
Zage Stern (Rade). Analizirali smo notranji in srednji del lubja treh navadnih jelk:

= jelka 1 s premerom 90 cm, skladiS¢ena 8 tednov na Zagi,

= jelka 2 s premerom 110 cm, skladis¢ena 8 tednov na zagi,

= jelka 3 s premerom 80 cm, skladis¢ena 5 tednov na Zagi.

Primerjali smo notranje ter srednje dele teh jelk (slike 30, 31 in 32).
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Iz slik 30, 31 je jasno razvidno, da ima izvlecek notranjega dela lubja navadne jelke 3
(skladis¢ene 5 tednov) najvecjo vsebnost polifenolnih spojin pri skoraj vseh opazovanih
kromatografskih vrhovih. Izjemo predstavljajo le vrhovi j in r+s. Pri vthovih a+b, ¢, d,
e+tf, i, k, m in n opazimo pri jelki 3 dvakrat ve¢je povrSine v primerjavi z ostalima dvema
jelkama. Jelki 1 in 2 sta bili obe skladiS¢eni 8 tednov, razlikujeta se le v premeru drevesa.
V podpoglavju 4.2 Vpliv premera dreves smo ugotovili, da imajo debelejSa drevesa pri
nizjih retencijskih Casih kromatografske vrhove z ve¢jimi povrSinami, za kromatografski
vrh i pa velja obratno, kar potrdimo tudi v tem primeru. Pri kromatografskih vrhovih a+b,

¢, d, etf, g+h ima jelka 2 (premer 110 cm) vecjo povrsino kot jelka 1 (premer 80 cm).
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Slika 30: Primerjava kromatogramov notranjih delov lubja navadne jelke. Prikazane so jelka 1 (¢rna
barva), jelka 2 (zelena barva) in jelka 3 (modra barva).
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Slika 31: Vpliv skladi§¢enja posekanih navadnih jelk na povrSino posameznega kromatografskega vrha.

Prikazani so notranji deli jelke 1 (modra barva), jelke 2 (rdeca barva) in jelke 3 (zelena barva).
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Iz slike 32 je razvidno, da ima izvlecek srednjega dela lubja navadne jelke 3 (skladiS¢ena 5
tednov) najvecjo vsebnost polifenolnih spojin pri skoraj vseh opazovanihkromatografskih
vrhovih. Izjemo predstavlja le kromatografski vrh r+s, kjer pa so povrSine pri vseh treh
jelkah precej podobne. Pri kromatografskih vrhovih ¢, d, etf, i, j, k, [, m, n in o opazimo

pri jelki 3 dvakrat vecje povrsine kot pri ostalih dveh jelkah.

Primerjava jelk 1 in 2 pokaze, da ima jelka 2 (premer 110 cm) skoraj pri vseh
kromatografskih vrhovih vecje povrsine kot jelka 1 (premer 90 cm), kar pomeni, da ima
jelka 2 vecjo vsebnost polifenolnih spojin v primerjavi z jelko 1. Izjemo predstavljajo

kromatografski vrhovi ¢, i in r+s.
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Slika 32: Vpliv skladi§¢enja posekanih navadnih jelk na povrSino posameznega kromatografskega vrha.

Prikazani so srednji deli jelke I (modra barva), jelke 2 (rdeca barva) in jelke 3 (zelena barva).

Iz slik 31 in 32 je razvidno, da smo dobili pri vzorcu jelke 3 (skladis¢ene 5 tednov) veliko
vecje povrsine pod kromatografskimi vrhovi, tako v notranjem kot srednjem delu lubja, kot
pa pri jelkah 1 in 2, kar pomeni, da je tudi vsebnost polifenolnih spojin ve¢ja. Ugotovili
smo, da skladiS¢enje navadne jelke vpliva na vsebnost polifenolnih spojin v lubju, saj se s
staranjem lubja vsebnost polifenolnih spojin zmanjSuje. Najverjetnejsi vzroki za to je
izpostavljenost debla vremenskim razmeram, razgradnja in encimski procesi v lubju

drevesa.
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S SKLEP

1. Med posameznimi deli lubja (notranjim, srednjim in zunanjim delom) se pokazejo
razlike v vsebnosti polifenolnih spojin. Zacetni kromatografski vrhovi (do 5,6 minute)
kaZzejo na najvecjo vsebnost polifenolnih spojin v notranjem delu lubja, pri kasnejSih
vrhovih (od j oz. 5,7 minute naprej) pa je vsebnost v notranjem in srednjem delu priblizno
enaka. Zunanji del lubja vsebuje najmanjSi delez polifenolov; izjema so spojine, ki jih
predstavljata zadnja vrhova r+s, ki se v najvecji meri nahajajo prav v tem delu lubja.

2. Pri proucevanju vpliva nadmorske viSine na vsebnost polifenolnih spojin, smo ugotovili,
da v vecini primerov (83,34 %) obstaja negativna korelacija med vsebnostjo polifenolnih
spojin ter nadmorsko viSino, kar pomeni, da se z nadmorsko vi§ino niZza vsebnost
polifenolnih spojin v lubju navadne jelke.

3. Prav tako smo v vecini primerov (66,67 %) dokazali negativno korelacijo med
vsebnostjo polifenolnih spojin ter premerom dreves, kar kaze na to, da se z vecCanjem
premera dreves (s staranjem) niza vsebnost polifenolnih spojin v lubju navadne jelke. Pri
proucevanju vpliva premera dreves z iste lokacije smo za notranji del ugotovili, da je pri
debelejsih jelkah vsebnost spojin, ki odgovarjajo zacetnim kromatografskim vrhovom
(a+b, c+d, etf, g+h), vecja kot pri tanjSih. Pri drugih delih lubja in drugih
kromatografskih vrhovih nismo opazili nobene povezave med vsebnostjo polifenolov in
debelino dreves na isti lokaciji.

4. Za notranji del lubja opazovanih dveh jelk (Spodnje Gruskovje 48 cm in 64 cm) lahko
domnevamo, da je aktivnost kambijskih celic najve¢ja spomladi in posledi¢no tudi
vsebnost polifenolov; ugotovili smo, da se ta aktivnost povecuje od 17.5. do 5.6., nakar
pride do rahlega upada. Enako ugotovimo za zunanji del lubja. Pri srednjem delu lubja pa
opazimo, da se vsebnost polifenolov v obdobju od 17.5. do 3.7. zmanjsa.

5. Ugotovili smo, da skladiS¢enje navadne jelke vpliva na vsebnost polifenolnih spojin v
lubju, saj se s staranjem lubja vsebnost polifenolnih spojin zmanjSuje. Vzorec jelke 3
(skladis€ene 5 tednov) ima vecje povrsine pod kromatografskimi vrhovi, tako v notranjem

in srednjem delu, kot pa jelki 1 in 2 (skladi$¢eni 8 tednov).
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7 PRILOGA

Preglednica XI: Legenda oznak na preglednicah v prilogi

rastiSée rasti$¢e navadne jelke
premer premer navadne jelke
krom. vrh kromatografski vrh
odvzem datum odvzema lubja
Rt (min) retencijski Cas
. ovrsina pod krivuljo (povrSina
AUC (mAU>min) iromatoglzafskega erhe(g
viSina (mAU) viSina kromatografskega vrha
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Preglednica XII: Podatki za notranje dele lubja navadne jelke
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Podatki za srednje dele lubja navadne jelke
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nje dele lubja navadne jelke

Podatki za zuna

Preglednica XIV:
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premera jelk 48 cm in 64 cm

za lubje jelk iz Spodnjega GruSkovja;

Podatki
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Preglednica XVI: Podatki za lubje iz Zage Stern

NOTRANJI DEL LUBJA
Zaga, 8 tednov Zaga, 8 tednov Zaga, 5 tednov

premer 90 cm 110 cm 80 cm
krom_vrh |Rt (min)  AUC (mAU=min) vi&ina (mAU)|Rt (min)  AUC {mAUxmin) viZina (mAU)|Rt (min)  AUC (mAU=min) vi&ina (mAU)

do 2.77 2.662.323 do 2.75 6.278.361 do 2.75 10.154.448
a
b 3113 2774 702 3.220 £6.972 10.719 3.231 187.638 30640
c 3.454 11.626 1.768 3.493 84.644 20.587| 3479 1.493.416 362.655
d / / / 3.729 14.263 4.009 3.718 108.439 29.918
e 4.545 4.052 1.443 4.499 69.219 23.677| 4492 219.571 78.779
f 4685 3.295 831 4.607 3.855 1.603 459 56.203 21.042
g 5.483 20.330 4. 860 5.484 16.271 5.000
h 5474 138177 50.392 5.585 785.843 281.308 5.582 1.199.013 326.461
i 5.701 291.239 105.724 5.807 121.051 57.327 5.801 716.400 306.252
] 5.802 18.730 5.316 5.881 63.562 19.866 5.885 62.321 17427,
k 6.189 110.364 41.073 6.294 85.144 26.935 6.289 358.159 118.389
| 6.414 T0.876 28.572 6.531 52.301 19.675 6.528 93.319 37.596
m 6.489 76.023 31.875 6.602 86.714 39.495 6.599 262.889 121.666
n 7.082 260.599 96.667 7.160 197.171 78.413 7.154 869.279 345,525
0 7.576 122.028 43.789 7.687 133.029 46518 7.684 267148 111.712
P 7.961 £9.849 22 587 8.026 157141 63.521 8.024 319.464 126 674
r 12.045 82.589 23330 12087 28.350 7.781
s 12.121 149.893 22900 12148 123.904 27936 12171 134 667 25.752
SREDNJI DEL LUBJA

Zaga, 8 tednov Zaga, 8 tednov Zaga, 5 tednov

premer 90 cm 110 cm 80 cm
krom. vrh |Rt (min)  AUC (mAUxmin) vigina (mAU)|Rt (min)  AUC (mAU=min) viZina (mAUYRt (min)  AUC (mAU=min) vigina (mAU)

do 2.77 2.662.323 do 2.7 2.199.085 do 2.7 4.112.559
a
b 3.170 13.297 1.348 3.216 26.475 5657 3.2 25.228 4873
c 3.464 18.195 213 3.484 7778 1.560 3492 65.919 15.631
d / / / 3027 14.037 3410 KNy 42512 9.198
e 4.502 26.561 9.881 4.494 131.740 46.182
f 4454 10.868 1.790 4611 8.853 2737 4 607 6.323 2.340
g 5.480 1.704 687 5493 5.685 1.032 5493 6.252 2.818
h 5584 67.483 19.938 5593 358.779 134.145 5588 562 603 175.907]
i 5.79% 105.246 39.557 5.812 10.151 5.398 5.801 623.050 286.042
] 5.893 9.194 3.872 5873 31.585 12.461 5871 169.406 77.608
k 6.283 16.550 5587 6.295 104.890 40177 6.285 374.446 142.040
| 6.526 6.488 2.746 6.536 77475 31627 6.527 283154 111.323
m 6.597 15.655 6.729 6.605 119.043 52.244 6.593 299.062 134.156
n 7167 85.205 34.013 7.162 176.585 70.332 7150 1.171.796 460.861
0 7.655 58.732 21.263 7.689 139.399 53.990 7681 304.613 115121
P 8.024 26.493 10.876 8.025 156.034 63.037 §.022 162.099 71.570
r 12.046 72612 18.713] 12042 75742 21.835
5 12.158 225 643 37362  12.153 127.306 28.720] 12134 117.563 27.722
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