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POVZETEK

Japonski dresnik (Fallopia japonica) sodi med 100 najbolj invazivnih rastlin na svetu.
Njegova neverjetna sposobnost regeneracije je eden glavnih vzrokov za tezavno
iztrebljanje, poleg tega japonski dresnik na invazivnih podro¢jih nima naravnega
sovraznika. Trenutno je dostopnih zelo malo Studij na temo hlapnih snovi iz njegovih listov
in cvetov. Prav tako ni nobene $tudije hlapnih spojin iz listov in cvetov ¢eskega dresnika
(Fallopia x bohemica), ki je krizanec med japonskim in sahalinskim dresnikom (Fallopia

sachalinensis).

Rastline izlo¢ajo hlapne spojine z razlicnimi nameni, na primer da privabljajo oprasevalce,
odganjajo potencialne rastlinojede insekte; s hlapnimi spojinami poteka komunikacija med
rastlinami. Za celovito razumevanje invazivnosti rastline in njenega vedenja v novem

okolju sta zato pomembni tudi razumevanje in $tudija hlapnih snovi.

V magistrski nalogi smo analizirali hlapne snovi listov in cvetov japonskega in ¢eSkega
dresnika s klasi¢no farmakopejsko (Clevengerjevo) analizo za izolacijo hlapnih snovi in
Likens-Nickersonovo metodo hkratne destilacije-ekstrakcije, kot topilo pa smo uporabili
pentan. Nastali destilat smo nato analizirali na plinskem kromatografu, sklopljenem z
masnim spektrometrom (GC-MS) in nato identificirali in kvantificirali nekatere spojine.

Skupno smo identificirali v povpre¢ju 36 % vseh kromatografskih vrhov.

Pri tem smo analizirali 58 razli¢nih spojin, ki smo jih razdelili in obravnavali po skupinah:
zelene hlapne snovi, alkoholi, aldehidi, ketoni, terpeni in terpenoidi, razpadni produkti
karotenoidov, mascobne kisline in druge spojine. Povprecen skupen izplen eteri¢nega olja
iz listov in cvetov je bil majhen, zgolj 0,007 % (22,27 mg iz 300 g rastlinskega materiala).
Z uporabo Likens-Nickersonove metode smo dobili ve¢ji izplen kot pri Clevengerjevi
metodi, tako pri japonskem kot pri ¢eSkem dresniku. Poleg tega smo z uporabo Likens-
Nickersonove metode dobili tudi ve¢ spojin, kot so jih dobili drugi avtorji v Studijah
japonskega dresnika. Ekstrakti so vsebovali ve¢ kot 70 % mas€obnih kislin ne glede na
uporabljeno metodo, pri Clevengerjevi metodi smo dobili ve¢ lipofilnih spojin, medtem ko

smo pri Likens-Nickersonovi dobili ve¢ hidrofilnih.

Ker je sestava etericnega olja dresnika zelo kompleksna, bi morali v prihodnje za bolj

natanc¢no analizo uporabiti tudi druge metode analize in identifikacije.
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ABSTRACT

It is widely accepted that the Japanese knotweed (Fallopia japonica) exists within the 100
most invasive plants in the world. Its remarkable regeneration means that extermination is
a growing problem that is only amplified by the fact that the Japanese knotweed is an alien
species without any natural predators. Currently there are limited studies on the volatile
compounds produced by its leaves and flowers. Additionally no studies exist on volatile
compounds of the Bohemian knotweed (Fallopia x bohemica), a hybrid species of the
Japanese knotweed and Giant knotweed (Fallopia sachalinensis).

Plants emit volatile compounds for different reasons, to attract pollinators, to deter
potential herbivore insects, and for chemical communication between plants. To fully
understand the invasiveness of a plant and its behaviour in a new environment, a concise

understanding of its volatile components is vital.

In our thesis, analysis of the volatile compounds from leaves and flowers of the Japanese
Knotweed and Bohemian knotweed was performed using a classic (Clevenger) method,
based on the European Pharmacopoeia and the Likens-Nickerson simultaneous distillation-
extraction method using pentane as a solvent. The distillate was analysed using a Gas
Chromatography-Mass Spectroscopy (GC-MS) some compounds were identified and

quantified. On average 36% of all chromatographic peaks were identified.

A total of 58 different compounds were analysed and assigned into different chemical
groups for further discussion: green leaf volatiles, alcohols, aldehydes, ketones, terpenes
and terpenoids, carotenoids degradation products, fatty acids and other. Following analysis
the yield of essential oil from dry leafs and flowers were about 0.007% (22.27 mg from
300 g of plant material). Using Likens Nickerson method a higher yield of essential oil was
extracted from both the Japanese knotweed and Bohemian knotweed compared with
Clevenger method. Furthermore more compounds were extracted from these plants when
Likens-Nickerson method was used compared with other studies analysing Japanese
knotweed. Extracts generally contained over 70% of fatty acids regardless of the method
employed, the Clevenger method was particularly good at extracting lipophilic compounds

whilst Likens-Nickerson extracted more polar compounds from the plants.

Because of the complex nature of the essential oils a number of other techniques should be

employed for an accurate chemical identification in future.
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1 UVvOD

1.1 Osnovne lastnosti japonskega, ceSkega in sahalinskega dresnika

Japonski dresnik (Fallopia japonica (Houtt.) Ronse Decr. syn. Polygonum cuspidatum
Siebold & Zucc.) je invazivna rastlina, ki sodi v druzino dresnovk (Polygonaceae). Ima
znacilno cevasto, kolencasto ¢lenjeno in votlo steblo, ki je pri vozlis¢ih nabreklo. Poganjki
izras¢ajo iz mocnih korenik, ki so zelo razrasle in lahko segajo ve¢ metrov od materinske
rastline. Za rastlino je znacilna gosta grmicCasta razrast. Rastline pozenejo spomladi (od
maja od junija), rastejo zelo hitro in dosezejo visino do 3 m. Poganjki so svetlozeleni,
pogosto imajo rdece ali rdecerjave lise. Usnjati, Siroko ovalni listi so navadno dolgi od 10
do 18 cm in Siroki do 13 cm, s prisekanim dnom in naglo zozenim vrhom (1,2). Japonski
dresnik cveti od julija do avgusta in rodi plodove od julija do oktobra (3). Na neavtohtonih
podrocjih (Kjer raste kot invazivna rastlina) ima enospolne (Zenske) cvetove, z zakrnelimi
vendar opaznimi zasnovami organov drugega spola. Cvetnih listov je pet, zunanji trije se s
Sirokimi robovi stikajo in obdajajo razvijajo¢ se plod. Plodovi so svetleci, temnorjavi
trikotni oreski, dolgi 2—4 mm, ki so zreli ¢rno obarvani (1,2). Cvetovi so drobni beli do

svetlozeleni, zdruzeni v pokonc¢na latasta socvetja (4).

Fallopia sachalinensis (F.Schmidt) Ronse Decr. ali sahalinski dresnik je sorodna vrsta
japonskemu dresniku, vendar je v Evropi in Sloveniji manj pogost in zato manj
problemati¢en. V splo$nem zraste visje (4-5 m), ima veéje liste, do 43 cm dolge in 27 cm
Siroke in znacilno listno bazo, ki je zaokrozena v obliki srca. Za razliko od japonskega
dresnika ima sahalinski okrog 1 mm dolge bele laske, ki so navadno ob zilah na spodnji
strani lista (1,2). V primerjavi z japonskim dresnikom izkazuje sahalinski dresnik vecjo
gensko raznolikost, kar bi lahko bil rezultat tega, da so prinesli ve¢ primerkov iz razli¢nih

obmogij (5).

Japonski dresnik lahko proizvaja semena kot rezultat opraSitve s sorodnim sahalinskim
dresnikom, ki je v Evropi lahko hermafrodit ali pa zenski klon (6). S krizanjem med
japonskim in sahalinskim dresnikom tako dobimo hibrid, ki ga imenujemo Fallopia x
bohemica (Chrtek & Chrtkova) J. P. Bailey oziroma ceski dresnik. Ta je po lastnostih
morfolosko razli¢en, odvisno od krizanja starSevskih vrst. Zraste do visine 4-5 m in ima
znacCilnosti obeh starSevskih rastlin. Listi so dolgi do 25 c¢m in Siroki do 18 cm, oblika

listov je vmesna med obema starSevskima rastlinama. Laski ob Zilah na spodnji strani
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listov so dolgi priblizno 0,5 mm. Pri ¢eSkem dresniku so laski konicasti, medtem ko so pri
japonskem dresniku topi (1,2). S hibridizacijo lahko hibrid postane superioren starSevskim

vrstam in ima bolj$e invazivne lastnosti v okolju, kjer raste kot invazivna rastlina (6).
Oblike in velikosti listov razli¢nih vrst dresnika prikazuje slika 1.

Japonski dresnik je na vecini podrocij, kamor so ga prinesli, invaziven (Evropa, severna
Amerika, Avstralija), medtem ko v svojem naravnem okolju ne kaZe invazivnih lastnosti, v
splosnem zraste nizje, le okrog 0,3—1,5 m, poleg tega ima okrog 180 naravnih sovraznikov,
predvsem gliv in ¢lenonoZcev. Zato ne zraste do enakih razseznosti, da bi ogrozal drugo
rastlinstvo. Je dvodomna rastlina, v svojem naravnem okolju se razmnozuje tako spolno

kot vegetativno (7).

Slika 1: Primerjava listov dresnika. Od leve proti desni si sledijo japonski dresnik, ¢eski
dresnik in sahalinski dresnik. Nabrano 4. 6. 2015 na istih rasti$¢ih kot so bili nabrani vzorci
za destilacijo, sahalinski dresnik je bil nabran v botani¢nem vrtu, Univerze v Ljubljani.
Foto: Andreja Stalcar

1.2 RastiS¢éa

Japonski dresnik ima Siroko ekolosko toleranco in lahko uspeva v razli¢nih razmerah. Kot
invazivna rastlina raste na razli¢nih podlagah, vklju¢no na mulju, apnencu, ilovici in pesku,

tako na suhih kot na vlaznih podlagah. Japonski dresnik za svojo rast potrebuje veliko
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svetlobe, vendar uspeva tudi v polsen¢nih rastis¢ih, kot so gozdne poti in gozdni obronki,

ker uspesno tekmuje za svetlobo. Redko raste v gozdu. Siri se tudi ob re¢nih bregovih,

.....

.....

koncentracijami soli in nizkim nivojem duSika. Ugotovili so, da se v listih japonskega
dresnika kopicijo baker, cink, svinec in kadmij in bi bil zaradi hiperakumulacije cinka in

kadmija primeren za ¢is¢enje onesnazenih podrocij (7).

1.3 Zgodovina in razsirjanje po Evropi in Sloveniji

V Evropo so japonski dresnik prinesli leta 1825 iz Kitajske in ga zasadili v Londonu. Leta
1840 je trgovec von Siebold prinesel iz Japonske nove primerke, ki so jih nato od leta 1848
prodajali vrtovom po Evropi kot okrasne rastline. Sadili so ga tudi za utrjevanje brezin in
prepreCevanje erozije, pa tudi kot krmno in medonosno rastlino. V naravi so ga prvi¢ nasli
leta 1892 (4). V Evropo so prinesli zgolj Zenske rastline in smatramo, da So vse evropske
rastline japonskega dresnika potomci ene same rastline, torej so vse genetsko enotni klon
(8). Vendar obstaja nekaj dokazov, ki namigujejo, da je invazijska dinamika in zgodovina
razSirjanja potekala drugace v zahodni in srednji ter vzhodni Evropi, saj so v $tudiji, kjer so
primerjali vzorce z juga Poljske, odkrili ve¢jo genetsko raznolikost. Vzrok bi lahko bil, da
so v Evropo prinesli hkrati ve¢ osebkov, ali pa je do kasneje prislo do (somatskih) mutacij.

(6). Sicer se pojavljajo tudi moske rastline (na primer v Nemciji), vendar zelo redko (1).

Prvi podatki o pojavljanju japonskega dresnika v Sloveniji so iz okolice Celja iz leta 1908.
V herbariju Univerze v Ljubljani je shranjen primerek iz leta 1935, ki so ga nabrali v vrtu v
Zidanem Mostu, iz leta 1910 pa so ohranjeni tudi primerki iz Ljubljane in okolice
Bohinjskega jezera. Japonski dresnik je nasajen tudi v ljubljanskem botani¢nem vrtu,
vendar vrt ne hrani podatkov, od kdaj je tam prisoten. Danes je japonski dresnik razsirjen
po vsej Sloveniji, najdemo ga tudi na Pohorju (1100 m) in v Julijskih Alpah (1150 m). Vse
do sedaj nabrane rastline japonskega dresnika so imele razvite le zenske dele cvetov,

prasniki pa so bili sterilni (8).

Sahalinski dresnik so v Evropo prinesli sredi 19. stoletja in ga najprej zasadili v

botanicnem vrtu v Sankt Peterburgu, nato pa so nove primerke prinesli Se nekajkrat. V



5 Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia
Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)

Evropi uspevajo tako Zenske kot tudi dvospolne rastline (v Sloveniji so v Koc¢evju in pri
Igu nasli le zenske rastline, v okolici Celja pa rastline s popolnimi cvetovi). V Slovenijo
naj bi sahalinski dresnik prinesli iz Nemcije okrog leta 1935 in ga zasadili v okolici Celja
kot okrasno rastlino. Raste tudi v Ljubljani v botani¢nem vrtu, kamor naj bi ga prinesli iz
nahajali$¢a na Planinskem Polju. Vrsta je v Sloveniji bistveno redkejSa od japonskega in

Ceskega dresnika (8).

Ceski dresnik je prisoten v Evropi Ze od druge polovice 19. stoletja, znan je primerek iz
leta 1872, ko so ga gojili v angleskih vrtovih (napa¢no poimenovanega po enem od
starSev). Sele leta 1983 sta Chrtek in Chrtkova opisala Geski dresnik kot novo vrsto (9).
Sirjenje ¢eskega dresnika je bilo v Sloveniji prepoznano $ele nedavno, leta 2006 (Jogan, v
reviji Proteus), najverjetneje zato, ker je bil krizanec veckrat doloc¢en kot japonski dresnik.
Raziskave so pokazale, da je bil ceSki dresnik zanesljivo Ze dolgo prisoten in ponekod
pogostejsi od japonskega dresnika (8). V herbariju Univerze v Ljubljani so nasli primerek
iz leta 1989 iz okolice Celja, rastlina pa je bila prvotno oznaéena kot japonski dresnik. Po
podatkih razli¢nih raziskovalcev v Evropi je c¢eSki dresnik genetsko najbolj raznolik
(polimorfen) izmed vseh tujerodnih dresnikov v Evropi in najbolj agresiven in uspesen pri

raz$irjanju (6,8).

1.4 RazmnoZevanje

Japonski dresnik je zelnata trajnica, ki se razmnoZuje vecinoma vegetativno. Spolno
razmnozevanje je v okolju, kjer raste kot invazivna rastlina, redko. Vecinoma se
razmnozuje preko korenik, ki rastejo horizontalno, ali nadzemnih poganjkov. Korenike so
debele in obsezne, saj shranjujejo velike koli¢ine ogljikovih hidratov, po-navadi so dolge
5-6 m, vendar poroc¢ajo tudi o dolzinah do 20 m. (1,8). Na vegetacijsko sezono zrastejo
okrog 1 m, v¢asih tudi 2,5 m (1). Biomasa korenik je ogromna, znan je podatek, da je v 25
cm plasti na 1 ha njihova masa tudi do 14 ton (4). 1z koscka korenike, velikega le nekaj
centimetrov in tezkega manj kot 1 g lahko zraste nova rastlina, ¢e je na njej kolence z
brstom. Korenike, zakopane do globine 2 m, so sposobne tvoriti novo rastlino, prav tako
lahko predrejo plast asfalta (1,8). Poleg naravnega raznaSanja kosckov rastline (na primer z

vodnim tokom v ¢asu visoke vode, ko sta poplavljanje bregov in erozija intenzivnejsi) je
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zelo pomembna tudi ¢loveska dejavnost, na primer s prekopavanjem, prevazanjem prsti ter

s prevaZanjem neociS¢ene tezke mehanizacije (8).

1.5 Vpliv

Ker se japonski dresnik razras€a v gostih razrastih, na ta nacin spreminja razmere za rast
drugih rastlin (energija, svetloba). Razsirja se na prakti¢no vseh obmo¢jih, Kjer uspevajo
zelene trajnice, zlasti na osonéenih krajih, medtem ko je na sen¢nih krajih njegova
kompetitivnost bistveno manjsa. Njegov listni odpad naj bi alelopatsko zaviral kaljivost in
rast drevesnih sadik in zelnatih rastlin. Iz listnega odpada, korenik in zivih listov naj bi se
spro$c¢ale toksi¢ne fenolne spojine, ki naj bi zavirale kaljivost in rast rastlin. Poleg tega
japonski dresnik s Sirokimi kro$njami zasen¢i podroéje, kjer raste, in tudi tako zavira
kaljivost nekaterih rastlinskih vrst (1,10). Problemati¢na SO obmocja ob vodah in ruderalna
mesta, ker izpodriva avtohtone vrste rastlin in na ta nacin vpliva na raznovrstnost zivalskih
vrst (1,8). V Evropi so obrezna podro¢ja precej raznolika, vendar tista, ki so poseljena z
dresnikom, kazejo manj$o raznolikost rastlin, manjSo $tevilénost nevretencarjev in manj$o

raznolikost insektov (11).

Japonski dresnik ima tudi negativen vpliv na stavbe in druge objekte, kot so ceste, nasipi in

jezovi. Preraste tudi obdelovalne povrsine, predvsem travnike, ki se ne kosijo redno. (8)

1.6 Odstranjevanje

Japonski dresnik je zelo invazivna rastlina zaradi visoke stopnje rasti, ogromne biomase,
izjemne sposobnosti regeneracije in sposobnosti, da raste pri nizkem nivoju hranil (10).
Zato je odstranjevanje dresnika izredno tezaven in dolgotrajen proces. Ce gre za manjse
populacije na zacetku njihovega Sirjenja, je treba povrsine redno kositi in izkopavati mlade
poganjke in korenike, vendar je ze vsak najmanjsi koscek, ki ostane v zemlji, dovolj, da
pozene nova rastlina. Previdno je treba ravnati tudi z odpadnim materialom, ga sezgati
oziroma popolnoma posusiti. Pri vec¢jih populacijah je bolj uspesno odstranjevanje s

pomocjo herbicidov (gliofosfata), vendar se je treba zavedati omejitev tega nacina
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odstranjevanja (vpliv na druge rastline, uporaba herbicidov ni povsod dovoljena). Ne glede
na izbrani postopek se je treba zavedati, da ga moramo ponavljati ve¢ let zapovrstjo (4,8).

Leta 2003 se je zacel program, ki bi lahko vodil do prvega izpusta sredstva za biolosko
kontrolo proti plevelu v Evropski Uniji. Stevilni strokovnjaki menijo, da je dolgoroéna
resitev zgolj bioti¢no zatiranje z vnosom njegovega naravnega sovraznika iz okolja, od
koder izvira. Na Japonskem obstaja okrog 180 razli¢nih gliv in ¢lenonoZcev, ki so naravni
sovrazniki japonskega dresnika, a se je kot najbolj primerna izkazala bolSica Aphalara
itadori (Shinji). Samice na liste odlagajo 0,5 mm velika jajéeca, iz katerih se preko petih
stopenj nimf v 28-42 dneh razvije odrasla zival, ki meri do 2,5 mm. Najvecjo Skodo
povzrocijo najmanj$e nimfe. Napadene rastline sicer ne propadejo, vendar je njihova rast
omejena. BolSica ima izredno ozek krog gostiteljskih rastlin, na katerih lahko razvije svoj
razvojni krog. Pri poskusu gojenja bolSice na 87 razlicnih gostiteljskih rastlinah je bilo le
1,58 % jajcec odloZenih na druge rastlinske vrste, vendar se nobeno od teh jajéec ni bilo
sposobno razviti v stadij nimfe. Nimfe, ki so jih naknadno dali na razlicne gostiteljske
rastline, so razvoj v odrasel osebek uspele razviti le v 7 % in Se to le na rastlinah iz druZine
dresnovk. Tudi hranjenje odraslin osebkov na drugih rastlinskinh vrstah je bilo
zanemarljivo. Kljub temu bi bili uspehi vnosa bolSice vidni Sele po 5-10 letih, pomembno
pa bi bilo tudi prouciti, ¢e ta prenasa viruse in fitoplazme (4,12). Od leta 2010 so bolSico
izpustili na 8 poskusnih obmoc¢jih v Veliki Britaniji, nekaj populacij je tudi uspes$no
prezimilo. Do sedaj niso opazili negativnih ucinkov na druge rastlinske vrste, vendar so

populacije $e premajhne, da bi lahko sklepali na zadovoljive rezultate (13).

1.7 Tradicionalna uporaba na Kitajskem in Japonskem

Suha korenina japonskega dresnika je tradicionalno Kkitajsko zdravilo in del Kitajske
farmakopeje, v Koreji in na Japonskem pa del ljudske medicine. Dandanes jo uporabljajo v
obliki praskov, dekoktov ali infuzov za zdravljenje vnetnih bolezni (vklju¢no s hepatitisom
in koznimi vnetji), zlatenice in hiperlipidemije. Pogosto jo uporabljajo kot analgetik,
antipiretik, diuretik, ekspektorans in antitusik za zdravljenje kroni¢nega bronhitisa, diareje,
hipertenzije, ateroskleroze, dismenoreje, opeklin, kac¢jih ugrizov in alergi¢nih vnetnih

bolezni (3,14). V tradicionalni kitajski medicini se je japonski dresnik pogosto uporabljal v

evv e



5 Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia
Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)

znaCilne farmakoloSke ucinke, bi bilo zanimivo raziskovati farmakoloske ucinke in

molekularne mehanizme japonskega dresnika v kombinaciji z drugimi rastlinami (3).

Na Kitajskem in Japonskem ga uporabljajo tudi kot hrano, mehki poganjki so rahlo kislega
okusa, sok iz korenine pa uporabljajo kot barvilo za rizevo moko. V Indiji in Jugovzhodni

Aziji suhe liste uporabljajo kot nadomestek tobaka (3).

1.8 Zdravilni ucinki japonskega dresnika (korenina)

Suha korenina japonskega dresnika vsebuje razli¢ne vrste spojin, na primer antrakinone,
stilbenoide in njihove glikozide (najbolj znan je polidatin (piceid), ki je stilbenoidni
glikozid resveratrola resveratrol-3-O-p-D-glukozid), flavonoide in fenole. Stilbenoidi
uCinkovito delujejo pri zdravljenju ateroskleroze, medtem ko imajo antrakinoni
protivirusno delovanje (15). Emodin je biolosko aktivna spojina, je antrakinonski derivat
(1,3,8-trihidroksi-6-metil-antrakinon), ki ga proizvajajo lisaji, glive in visje rastline. Ima
purgativno, protibakterijsko, protivnetno in protitumorno delovanje; znano je, da inducira
apoptozo v rakavih celicah (16). Tako stilbenoidi kot antrakinoni prispevajo k mo¢nim

protibakterijskim lastnostim surovega izvle¢ka korenine japonskega dresnika (14).

1.8.1 Resveratrol

Resveratrol ali 3,5,4'-trihidroksi-(E)-stilben (Slika 2) je antioksidant, ki je v lupinici
grozdja, araSidih, jagodah, rdeCem vinu in Korenini japonskega dresnika (17,18).
Koncentracija resveratrola v rde¢em vinu je 2—40 uM (0,5-9,2 mg/l), korenina japonskega
dresnika ga vsebuje priblizno 1-3 mg/g (3,19). Je farmakolosko aktivna spojina, ki ima

protektivne ucinke in zmanjSa parametre kardiovaskularnih tveganj (18).

OH

HO \

OH

Slika 2: Strukturna formula (E)-resveratrola.
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Resveratrol ima veliko zanimivih lastnosti, vklju¢no s protirakavimi, protibakterijskimi,
protivirusnimi, moznostmi da zdravi dislipidemijo in debelost, zmanjsa hiperglikemijo in
hiperinzulinemijo in zaScCiti endotelijsko funkcijo. Resveratrol ima za$¢itni potencial z
delovanjem na vec tarc, povezanih s kardiovaskularnimi boleznimi, s ¢imer dobimo boljso

terapevtsko ucinkovitost kot z blokiranjem in aktiviranjem ene tarce (17).

Obstaja v (2)- oziroma »Cis-« in (E)- oziroma »trans-« obliki, pri tem je trans oblika
aktivna. V rastlinah se sintetizira iz malonilkoencima A in kumaroilkoencima A z

encimom resveratrol-sintazo kot obrambni mehanizem proti $kodljivim mikroorganizmom
(18).

1.8.1.1 Celi¢ni mehanizmi delovanja

Resveratrol interagira z ve¢ ¢lani druzine celi¢nih encimov sirtuinov. Te proteine so nasli
pri veliko razli¢nih vrstah in naj bi regulirali ve¢ celi¢nih, sistemskih in drugih procesov v
organizmu, vkljuéno z energijskim metabolizmom, regulacijo celi¢nega cikla, ublazitvijo
stresa, transkripcijo genov, zaséitno funkcijo na organskih sistemih, vlogo imajo tudi pri
procesu staranja, c¢eprav je slednji Se slabo razumljiv. Sirtuin-1 je od
nikotinamiddinukleotida (NAD") odvisna deacetilaza, ki regulira ve¢ celi¢nih procesov
pomembnih za zmanjSanje kardiovaskularnih tveganj pri ljudeh in zivalih. Ali je sirtuin-1

primarna molekulska tarca resveratrola, je Se vedno stvar debate (18).

1.8.1.2 Antioksidativne in protivnetne lastnosti resveratrola

Zascitni ucinki resveratrola proti oksidativnim poskodbam tako in vivo kot in vitro so
povezani s povecanjem endogenih celi¢nih antioksidativnih sistemov bolj kot z direktnim
lovljenjem reaktivnih kisikovih radikalov. Resveratrol zavira tvorbo kisikovih radikalov z
zaviranjem prooksidativnih genov in inducira antioksidativne encime in substrate teh

encimov (17).

Resveratrol lahko poveca ekspresijo endotelijske NO-sintaze (eNOS) in poveca nivo NO
(dusikovega oksida) v plazmi. ZmanjSuje sintezo prostaglandina-E, z modulacijo
aktivnosti fosfolipaze-A, in ciklooksigenaze-2 v fibroblastih, makrofagih in adipocitih.
Zavira izrazanje provnetnih citokinov (TNF-a, IL-1p, IL-6) in tako varuje kardiovaskularni
sistem (18). Zavira tudi aktivnost celic T, celic B in makrofagov, kar privede do znacilnega

zmanjSanja njihove proliferacije, nastanka protiteles in izlo¢anja limfokinov (17).
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1.8.1.3 Ucinki proti staranju

Resveratrol lahko aktivira gene proti staranju in podaljSa zivljenjsko dobo pri nizjih
organizmih, kot so plesni in ¢rvi, poveca lahko tudi prezivetost pri misih hranjenih z zelo
kalori¢no dieto. Vendar dodajanje resveratrola v prehrano misi, ki so imele normalno dieto,
ni vplivalo na podaljSanje maksimalne zivljenjske dobe, iz Cesar lahko sklepamo, da
resveratrol preprecuje negativne posledice debelosti in inzulinske rezistence. Delovanje
resveratrola je lahko povezano z zaviranjem proteina p53, ki se izrazi pri odzivu na stresne
poskodbe DNK in vodi do celi¢ne smrti. Zamuda pri celicni smrti daje celici dodaten cas,
da popravi §kodo in prepreéi nepotrebno smrt celice. Antiproliferativni ucinek resveratrola
na rakaste celice so podprli z zmanj$anjem proteinov celi¢nega cikla in indukcijo apoptoze

pri tumorskih celicah (17).

1.9 Hlapne spojine, ki jih sprosé¢ajo rastline

Hlapne organske spojine so spojine na osnovi ogljika, za katere je znailna majhna
molekularna masa, majhna temperatura vrelis¢a in velik parni tlak. Ve¢inoma so topne v
lipidih in manj v vodi. Lahko so enostavni ogljikovodiki, heterocikli, aldehidi, ketoni,
alkoholi, fenoli, tioli, tioestri in njihovi derivati, vkljucno z derivati benzena in
cikloheksana. Nastanejo tako pri primarnem kot pri sekundarnem metabolizmu (20,21).
Lastnosti, kot so hlapnost, topnost v vodi in topilih, so pomembne za njihovo izolacijo in
koncentracijo iz rastlinskih materialov, pa tudi za lo¢bo njihovih naravnih zmesi spojin na
razli¢ne frakcije (22). Izraz »hlapna frakcija« splosno definira zmes hlapnih spojin v
matriksu rastlinskega izvora, ki ga lahko vzoréimo zaradi njegove zmoznosti, da izhlapi

spontano, ali uparimo pri ustreznih razmerah s primernimi tehnikami (23).

Rastline proizvajajo najrazlicnejSe spojine. Nekatere so bistvene za njihov obstoj, saj so
pomembne za rast, razvoj in razmnoZevanje (primarni metaboliti), druge nimajo
neposredne vloge pri oshovnih metabolnih procesih, imajo pa protibakterijske,
protiglivi¢ne, toksi¢ne lastnosti, so antioksidanti in imajo pomembno vlogo pri zas¢iti pred

insekti (24,25).

Hlapne spojine, ki jih izlo€ajo rastline, so kompleksne zmesi, pogosto sestavljene iz vec

100 spojin. Vecina pogostih hlapnih spojin je sestavljena iz 5 do 20 ogljikovih atomov, ki
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vkljuCujejo kratko verizne alkohole, aldehide, estre, ketone, fenole, laktone,
fenilpropanoide in terpenoide (24). Te imajo ve¢ funkcij kot na primer notranji rastlinski
hormoni (eten, metiljasmonat in metilsalicilat), za komunikacijo z istovrstnimi in drugimi
rastlinami (na primer med poSkodovano rastlino in njeno zdravo sosedo), privla¢ijo
oprasevalce in raznasalce semen. Nekatere hlapne spojine odganjajo rastlinojede in
privlacijo njihove plenilce in parazite, kar se smatra kot neposredna obramba, ker rastline
indirektno zmanjSajo biotski stres, ki ga povzrocajo Skodljivi rastlinojedi (toksi¢ne in
repelentne lastnosti). Vendar na drugi strani lahko rastlinojedi uporabijo hlapne spojine za
identifikacijo rastline. Rastlino varujejo tudi pri abiotskemu stresu, kot je mocna svetloba,

temperatura in oksidativni stres (26,27).

Na izpust hlapnih snovi v veliki meri vplivajo okoljski faktorji, kot so svetloba, koli¢ina
CO,, temperatura, vlaznost in koli¢ina hranil. Njihove fizikalne lastnosti jim omogocajo,
da prosto prehajajo skozi celicne membrane in se spro$¢ajo v okolje (26). Hlapne spojine
imajo vlogo tudi v zemlji, kjer mora rastlina lo¢iti med lastnimi in sosednjimi koreninami,
da se optimizira njihova rast. Znanje o metabolnih poteh, po katerih se proizvajajo te
spojine, je omejeno, Se manj pa je znanega, kako rastline zaznajo te signale oziroma loc¢ijo

med signali enega ali ve¢ genotipov (27).

Zacetna to¢ka obrambnega mehanizma pri rastlinah, Zivalih in nekaterih mikroorganizmih
je lipoksigenazna pot, kjer pride do peroksidacije veckrat nenasi¢enih masc¢obnih kislin. Pri
¢loveku je to arahidonska kislina, pri rastlinah pa so glavni substrati linolna in linolenska
kislina (28).

V skupino derivatov mas€obnih kislin sodijo na primer jasmonati in hlapne snovi, znacilne
za zelene rastlinske dele, ki nastanejo iz Cig nenasi¢enih mascobnih kislin — linolne in
linolenske po oksilipinski poti. Nasi¢ene in nenasi¢ene Cg in Cg aldehide, alkohole in
njihove estre imenujemo xzelene hlapne snovi« (najprej se tvorijo aldehidi, nato z
alkoholno dehidrogenazo alkoholi in potem estri). Navadno se sintetizirajo v zelenih
organih rastlin kot odgovor na poSkodbo, na drugi strani pa sadju in zelenjavi dajejo
znacilno »zeleno« aromo. Rastline pri normalnih fizioloSkih razmerah sproscajo zelene
hlapne snovi zgolj v sledovih, pod stresom pa se njihovo spros¢anje poveca. Zelene hlapne
snovi se sproscajo kot obramba proti rastlinojedom, bakterijskim in glivnim patogenom in
tudi pod abiotskim stresom. So tudi glavna komponenta v zmesi hlapnih snovi, ki se

uporablja za komunikacijo med rastlinami (26,29).

10
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(Z)-Jasmon je pomembna hlapna komponenta cvetov mnogih rastlinskih vrst, ki privlaci
insekte oprasevalce. Zadnje Studije kazejo, da se sprosti tudi ob napadu rastlinojedov, kar
pomeni, da je pomembna molekula v obrambi rastlin (30). (Z)-Jasmon in metiljasmonat sta
hlapna derivata jasmonske Kkisline — klju¢ne spojine, ki se sprosti, ko je rastlina

izpostavljena stresu, poskodbam, patogenom, UV—svetlobi in napadu insektov (31).

Metilsalicilat se sintetizira iz salicilne Kkisline, je fenolna spojina, ki igra pomembno vlogo
v obrambnem mehanizmu rastline. 1z rastline se spros¢a v znacilnih koli¢inah pri hranjenju

usi in poSkodbah, ki jih te povzrocajo (27).

Terpenoidi sestavljajo najve¢jo druzino naravnih produktov z ve¢ kot 30.000 strukturami,
Ki jih razdelimo v razli¢ne razrede glede na njihove Cs gradbene enote (nastanejo iz dveh
izhodnih spojin — izopentenildifosfata in njegovega alilnega izomera dimetilalildifosfata)
(26,32). Izoprenoidna biosintezna pot tvori tako primarne kot sekundarne metabolite, ki so
pomembni za rastlinsko rast in prezivetost (33). Kot primarni metaboliti, ki se sintetizirajo
po tej poti, imajo vloge kot rastlinski hormoni (giberelinska kislina, abscizinska kislina in
strigolakton), pigmenti za fotosintezo (karotenoidi in Kklorofili) in membranske strukturne
komponente (steroli). Monoterpenoidi (Cio), seskviterpenoidi (Css), diterpenoidi (Czo) in
triterpenoidi (Csp) sodijo med sekundarne metabolite. Hlapni terpeni pomagajo rastlinam,
da privabijo opraSevalce in plenilce rastlinojedov (32). Nekateri terpenoidi so sestavine
eteri¢nih olj in smol in se spros¢ajo iz posebnih struktur, kot so zlezni in smolni kanali. Po
poskodbi se te strukture zlomijo in spojine se sprostijo. S hranjenjem rastlinojedov se lahko
sprozi lokalna in sistemska de novo sinteza terpenoidov in tako hiter, s poskodbo

rastlinojedov povezan signal (27).

Rastline sintetizirajo tudi nepravilne hlapne terpenoide z verigo C atomov 8-18, ki izvirajo
iz karotenoidov (26). Karotenoidi so tetraterpenoidni pigmenti (C4o), za katere je znacilen
podaljsan sistem konjugiranih dvojih vezi, ki je odgovoren za rumeno, oranzno ali rdeco
barvo, kot tudi majhna stabilnost ob prisotnosti toplote, svetlobe in kisika (34-36).
Kopicijo se v plastidah listov, cvetov, plodov in korenin in prispevajo k rdeci/oranzni in
rumeni obarvanosti. So pomemben rezervoar za biosintezo bioaktivnih spojin
(antioksidanti, zas€ita tkiv pred poSkodbami svetlobe oziroma kisika, rastni regulatorji,
signalne molekule); cepijo se v apokarotenoide (norizoprenoide) z regiospecifiénimi
oksidativnimi encimi, ki ciljajo na razlicne dvojne vezi v karotenoidni verigi. p-jonon

nastane iz razpada B-karotena, ki vsebuje dva nesubstituirana B-jononska obroca na svojih
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koncih. Iz acikli¢nega tetraterpenoida, kot je na primer likopen, nastaneta geranilaceton in
farnezilaceton z oksidativnim razpadom. Z razpadom karotenoidov nastane tudi 6-metil-
5-hepten-2-on. Spojini, ki sodita v to skupino sta $e na primer a-jonon in p-ciklocitral
(34,35,37). So izjemno hidrofobne molekule, ki so navadno v membranah in drugih
hidrofobnih mestih (38). Safranal, glavna hlapna komponenta Zzafrana, se tvori iz
karotenoida zeaksantina z encimsko hidrolizo do pikrokrocina ter nato termi¢no obdelavo
ali alkalno in kislo hidrolizo (39). V studiji zafranovih stigem so v surovih stigmah nasli

zelo malo safranala; ta se je pojavil Sele po segrevanju in suSenju (40).

1.9.1 Eteri¢na olja

Eteri¢no olje je definirano kot produkt, ki ga dobimo z vodno, parno in suho destilacijo ali
primernim mehanskim procesom brez gretja (plodovi citrusov) rastlin ali njihovih delov
(23). Eteri¢na olja so sestavljena iz lipofilnih in zelo hlapnih sekundarnih rastlinskih
metabolitov, z relativno molekulsko maso pod 300 (41). Vodna destilacija je ena izmed
najpogosteje uporabljenih metod za izolacijo hlapnih spojin. Eteri¢na olja, ki jih dobimo,
so destilirani produkti, ki niso topni v vodi in se jih lahko lo¢i od destilirane vode. Ker se
rastlinski material in voda mesSata, se nekatere v vodi topne komponente olja izgubijo v
vodni fazi destilata, zlasti pri vecji temperaturi, in lahko povzrocijo izgube in manjse

izplene olj med destilacijo (22,42).

1.10 Dostopne Studije hlapnih snovi iz listov japonskega dresnika

V Studiji, ki jo je izvedel Kim s sodelavci leta 2005, so z uporabo izboljSane Likens-
Nickersonove metode (parne destilacije in ekstrakcije s topilom) in uporabo redestiliranega
dietiletra kot topila pridobili 5,74 ul/100 g rastlinskega materiala po 1,5 ure in 8,89 ul/100
g po dveh urah destilacije. Po dveh urah so dobili 18 razli¢nih spojin. Analizo hlapnih
snovi so naredili z GC-MS in glavne hlapne komponente v izvlec¢ku po 1,5 ure pri pH 4,5
so bile 2-heksenal (73,36 %), 3-heksen-1-ol (6,97 %), n-heksanal (2,81 %), 1-penten-3-
ol (2,55 %), 2-penten-1-ol (2,21 %) in etilvinilketon (1,13 %). 10 % (v/v) izvlecka v
bujonu je 72 ur popolnoma inhibiralo rast Bacillus cereus in Vibrio parahaemolyticus.
Znano je, da n-heksenal deluje protiglivicno, vendar so ga nasli le v majhnih
koncentracijah. V $tudiji niso naredili kvantifikacije z umeritveno premico, ampak so zgolj

navedli odstotke povrsine kromatografskih vrhov (43).
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Rastline ob poskodbah spro$c¢ajo zunaj cvetni—nektar, ki vsebuje razlicne sekundarne
hlapne metabolite. V Studiji (ki so jo naredili na Japonskem) so zaznali, da japonski
dresnik po mehanski poskodbi z zi¢no S¢etko, ki posnema hranjenje rastlinojeda, zacne po
1-2 urah sproscati (3Z)-heks-3-en-1-ilacetat in (3Z)-heks-3-en-1-ol; obe spojini odvracata
insekte in imata vlogi hlapnega repelenta in privlacita parazitoidne insekte (ose in li¢inke).
4—6 ur po poskodbi lista japonskega dresnika ta zacne postopoma sproscati (1E,3E,7E)-

4,8-dimetil-1,3,7-nonatrien, ki privla¢i parazitoidne insekte na rastlinojede (44).

Studija kitajskih avtorjev (v angle$¢ini dostopen le povzetek, celoten &lanek v kitaj$éini) je
proucevala hlapne snovi cvetov japonskega dresnika z metodo »headspace« (HS) GC-MS,
kjer so nasli zgolj 21 spojin, ki so sestavljale 99,29 % vseh hlapnih spojin. Metilni ester
(2E)-heks-2-enojske kisline, 1-fenil-I-pentanon, metil-(4E)-heks-4-enoat, metilheks-3-
enoat, 2-metil-6-metilen-1 in 7-oktadien-3-on so bile glavne spojine ki so sestavljale
63,23 % vseh hlapnih spojin. Organski estri so sestavljali kar 52,09 % vseh hlapnih spojin
(najveé estrov je bilo metilnih estrov heks-3-enojske kisline, kar 85,66 % vseh organskih
estrov). 1-Fenil-1-pentanona je bilo 16,30 % in acetofenona 4,33 %, kar je predstavljalo
20,63 % vseh hlapnih spojin (45).

1.11 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS)

Plinska kromatografija z masno spektrometrijo je dandanes metoda izbora za analizo
kompleksne zmesi etericnih olj zaradi odli€nih zmoZnosti separacije in zelo dobre
obcutljivosti (41,46). Vzorec se najprej lo¢i skozi kromatografsko kolono, nato pa se vsaka

komponenta eluira v masni spektrometer za masno spektroskopsko analizo. (47).

1.11.1 Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija je separacijska tehnika, ki jo uporabljamo za analizo hlapnih snovi,
ki so termi¢no stabilne, oziroma snovi, ki se lahko pretvorijo v hlapne in termicno stabilne
derivate. Analiti se loCujejo kot funkcija razlicne distribucije med mobilno in stacionarno
fazo. Pri plinski kromatografiji je mobilna faza nosilni plin, navadno vodik, helij ali dusik.
Vzorec injiciramo v vroC injektor na zaetek kolone, kjer se snovi uplinijo. Nosilni plin
nosi analite skozi kolono, Kkjer se snovi razporedijo med stacionarno in mobilno fazo.

Analiti z razli¢nimi distribucijskimi razmerji med fazami se prenesejo skozi kolono z
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razli¢nimi hitrostmi do detektorja, kot so na primer plamensko ionizacijski detektor (FID),
toplotno prevodni detektor (TCD), detektor na zajetje elektronov (ECD) in masni
spektrometer (MS).

1.11.2 Masna spektrometrija (MS)

V masnem spektrometru molekule ionizirajo v vakuumu, navadno z elektronskim Zarkom,
kar vodi do ionizacije molekul do pozitivnih ionov (izgube elektronov) ali negativnih
ionov (molekula privzame elektron). Masa molekulskega iona je ekvivalentna masi
originalne molekule, saj je masa elektrona zanemarljiva. V nekaterih primerih je
molekulski ion zelo nestabilen in zelo hitro fragmentira na manjse fragmente, ker kemicne
vezi v tej molekuli razpadejo. Maso molekularnih ionov in molekularnih fragmentov, ki so
Se vedno nabiti (ionski fragmenti), dolo¢imo, ko ione pospesimo iz ionskega vira v masni
analizator. V masnem analizatorju se ioni lo¢ijo glede na razmerje med maso (m) in
nabojem (z) v magnetnem ali elektrostatskem polju. loni z ve¢jim razmerjem m/z se
ukrivijo do manj$e mere kot ioni z majhno vrednostjo m/z. V veéini primerov nosijo ioni
zgolj en naboj in v takih primerih je ukrivljanje odvisno zgolj od mase ionov. Po locbi na
masnem analizatorju se ioni prenesejo na detektor, ki meri koli¢ino intenzitete razli¢nih
ionov. Masni spekter dane spojine je graf relativne intenzitete ionov kot funkcija vrednosti
m/z. Ta je zelo specifiCen za doloeno spojino, pravimo, da z masnim spektrometrom
dobimo »prstni odtis« spojine. Identifikacija poteka na osnovi primerjave retencijskih

podatkov iz lo¢be v GC in masnega spektra spojine (47).

1.11.3 Identifikacija komponent eteri¢nega olja

Analiza etericnega olja navadno vkljuCuje lo¢bo, identifikacijo in kvantitativno
vrednotenje komponent. Etericna olja so navadno kompleksna zmes komponent s
podobnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi. Identifikacijo posameznih komponent
navadno izvedemo s kromatografskimi podatki (retencijski indeksi (RI), relativni
retencijski €as) na osnovi masnega spektra in komercialno pridobljenih referen¢nih spojin.
Dandanes so posneli masne spektre za veliko $tevilo spojin, hranijo pa jih v ra¢unalniskih
knjiznicah. Potem, ko posnamemo masni spekter neke spojine, poiS¢emo referencni
spekter v podatkovni bazi. Tako lahko hitro in preprosto identificiramo analizirano spojino.

Po elektronskem iskanju referen¢ni spekter ponuja seznam predlogov, ki se lahko ujemajo
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s spektrom neznane spojine. Tega razvrstimo glede na to, kako dobro je ujemanje med

neznano in referenéno spojino (23).

Identifikacija zgolj na osnovi masnega spektra navadno ni dovolj, kar se najbolj izrazi pri
terpenih, ki so pogosta sestavina eteri¢nih olj in dajejo zelo podobne masne spektre. Za
boljso identifikacijo komponent etericnega olja lahko uporabimo retencijske indekse, s
¢imer poveCamo zanesljivost identifikacije dolo¢ene spojine. Retencijske indekse je prvi
predstavil Kovats za izotermalno analizo (pri konstantni temperaturi) in potem Van den
Dool s sodelavci za temperaturno programirano analizo. Pri tem gre za naéin pretvorbe
retencijskih ¢asov v neodvisne konstante, ki jih imenujemo retencijski indeksi, saj kljub
enakim kromatografskim razmeram lahko pride do razli¢nih kromatografskih ¢asov zaradi
staranja kolone in u€inkov matriksa. Gre za enoten sistem klasifikacije retencije glede na
relativno lokacijo analita med parom homolognih referen¢nih spojin na specifi¢ni koloni
pri specifiénih razmerah. Primerja Cas elucije spojine iz kolone glede na set referen¢nih
spojin. Najpogostejsi set spojin, ki jih uporabljamo za izra¢un retencijskih indeksov so n-
alkani, navadno Cs do Csp, ki se lo¢ijo glede na hlapnost. Pri tem sistemu lahko poloZzaj
vsakega analita preraCunamo na polozaj med dvema n-alkanoma, ki definirata njegov cas
retencije. Uporaba RI kot identifikacijskega parametra je lahko zelo uporabna, ker nudi
poleg MS drugo neodvisno orodje za identifikacijo spojine, saj so RI odvisni od kemi¢nih

lastnostih analita, ki so popolnoma razli¢ne od njihovega masnega spektra. (23,36,47,48).
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2 NAMEN DELA

Predhodne studije so pokazale, da japonski dresnik spros¢a doloc¢ene snovi iz korenik, ki
omejujejo rast drugih rastlin, iz listnega odpada pa se spros¢ajo razli¢ne fenolne spojine, ki
zavirajo rast in kaljenje drugih rastlin, vendar $e ni znano za katere spojine to¢no gre in
kako delujejo. Glede na to, da ni veliko dostopnih $tudij o sestavi hlapnih spojin iz listov,
zlasti iz cvetov, je nujno podrobno raziskati tudi to podrocje in narediti izboljSan profil
hlapnih spojin. Poleg tega so dosedanje Studije proucevale hlapne spojine iz japonskega
dresnika iz rastiS¢ na Japonskem, v Koreji ter verjetno na Kitajskem, objavljenih Studij

hlapnih snovi ¢eskega dresnika pa sploh ni.

Liste in cvetove japonskega in Ceskega dresnika, nabrane v Sloveniji, bomo destilirali s
Clevengerjevo in Likens-Nickersonovo metodo destilacije in nastali destilat analizirali na
GC-MS. Dobljeni spekter spojin bomo pregledali in nekatere spojine identificirali in
kvantificirali z referenénimi spojinami. Spojine bomo nato razdelili v skupine glede na
kemijsko strukturo, jih obravnavali glede na metodo destilacije, vrsto dresnika in rastlinski
del (cvet, list). Nato ga bomo poskusali interpretirati tudi glede na dostopne podatke iz
literature in poskusali povzeti, katere spojine so bolj prisotne v doloceni vrsti dresnika in

kaksne spojine smo dobili glede na dolo¢eno metodo.

Znano je, da sta sinteza in spro$¢anje hlapnih spojin pri rastlinah odvisni od vec
dejavnikov, med drugim tudi svetlobe, temperature, vlaznosti in koli¢ine hranil, zato
postavljamo hipotezo, da je profil hlapnih snovi japonskega dresnika v Evropi bistveno

drugacen od profila hlapnih spojin v Aziji rastocCih rastlin.

16



5 Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia
Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)

3 MATERIALI IN METODE

3.1 Materiali

3.1.1 Vzoréni material

Pri $tudiji hlapnih snovi iz japonskega (F. japonica) in Ceskega (F. bohemica) dresnika
smo uporabili posusene cvetove in liste obeh vrst, ki so bili nabrani 13. 9. 2013, nato pa
posuseni na sobni temperaturi. Japonski dresnik je bil nabran v Ljubljani, na Vrhovcih,
cesta Dolomitskega odreda, na travniku pri mostu ¢ez Mali Graben (levi breg Malega
Grabna), GPS koordinate: 46° 2' 33,75" N, 14° 27' 1,12" E, ¢eski dresnik pa je bil nabran v
Rozni dolini, na cesti XV, sestoj ob cesti nasproti Oddelka za gozdarstvo Biotehniske
fakultete, Univerze v Ljubljani, GPS koordinate 46° 3' 1,31" N 14° 28' 44,09" E (Slike 3-
6). Vzorce smo do analize shranili v papirnatih vreckah v temnem prostoru (omari) pri
sobni temperaturi. Z analizo posusenih delov smo priceli 18. 3. 2014, kar pomeni, da je bil

material ob analizi star dobrega pol leta.
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Slika 3: Rastisce japonskega dresnika, Slika 4: Rastiie japonskega dresnika,
slikano 11. 4. 2015. Foto: Andreja Stalcar  slikano 30. 5. 2015. Foto: Andreja Stalcar

Slika 5: Rastisce éeékega dresnika, slikano ~ g|ika 6: Rastis¢e eskega dresnika, slikano
11. 4. 2015. Foto: Andreja Stalcar 30. 5. 2015. Foto: Andreja Stalcar

3.1.2 Reagenti
Topila:

- preciséena voda (Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani, Slovenija),
- pentan za GC (Fluka, Buchs, Svica).

Referencne spojine za umeritveno premico:

Za pripravo umeritvene premice smo uporabili referenéne spojine najve¢je dostopne
Sistote, proizvajalcev Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemg¢ija), Fluka (Buchs, Svica), Merck

(Damstadt, Nem¢ija) in Givaudan (Vernier, Svica).
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Spodaj so nastete referencne spojine, v oklepaju je naveden proizvajalec in stopnja Cistote.

benzaldehid (Merck, 99 %)
benzilbenzoat (Merck, 99 %)
2,3-butandion (Merck, 97 %)
B-ciklocitral (Sigma-Aldrich, 90 %)
citral (a, p) (Merck, 97 %)
(2E)-dec-2-enal (Fluka, 95 %)
(2E,4E)-deka-2,4-dienal (Sigma, 89
%)

dekanal (Fluka, 97 %)

dekanojska kislina* (Merck, 98 %)

dodekanal* (Fluka, 97 %)

dodekanojska kislina* (Fluka, 99
%)

2-etilfuran (Sigma-Aldrich, 99 %)

2-etilheksanol (Fluka, 99 %)

fitol (Merck, 95 %)

farnezilaceton (Sigma-Aldrich, 90
%)

furfural (Sigma-Aldrich, 99 %)

geranilaceton (Sigma Aldrich, 97
%)

geraniol (Sigma Aldrich, 98 %)

(2E)-heks-2-enal (Fluka, 97 %)

(32)-heks-3-en-1-ol (Merck, 98 %)

(2)-jasmon (Sigma-Aldrich, 85 %)
a-jonon (Merck, 93 %)

B-jonon (Merck, 95 %)

limetol (Givaudan, 97 %)

limonen (Merck, 94 %)

linalool (Merck, 97 %)

linalooloksid (Z,E) (Sigma-Aldrich,
97 %)

6-metil-5-hepten-2-on (Sigma-
Aldrich, 99 %)

2-metilbutanal (Sigma-Aldrich, 90
%)

3-metilbutanal (Fluka, 98 %)

metilsalicilat (Merck, 99 %)

(2E)-non-2-enal (Sigma-Aldrich, 96
%)

(2E,6Z)-nona-2,6-dienal (Sigma-
Aldrich, 96%)

nonanojska kislina* (Merck, 90 %)
nonanol (Merck, 98 %)

nonanal (Merck, 98 %)

nerol (Fluka, 90 %)

(2E)-okt-2-enal (Sigma-Aldrich, 95
%)

(2E,4E)-okta-2,4-dienal (Sigma-
Aldrich, 96 %)

oktanal (Merck, 98 %)
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- (32)-heks-3-en-1-ilbenzoat (Sigma-
Aldrich, 97 %)

1-oktanol (Merck, 99 %)

- heksadekanojska kislina* (Fluka, 98 - 1-okten-3-ol (Fluka, 98 %)
%)
- heksanal (Fluka, 97 %) - pentanal (Merck, 98 %)
- 2-pentilfuran (Sigma-Aldrich, 97
- heksanol (Sigma-Aldrich, 98 %) %)
- (4Z)-hept-4-enal (Sigma-Aldrich, - safranal (Sigma Aldrich, 88 %)
99 %)

- (2E,4E)-hepta-2,4-dienal (Sigma-
Aldrich, 88 %)

a-terpineol (Merck, 98 %)

- tetradekanojska kislina* (Fluka, 98
- heptan-2-on (Sigma-Aldrich, 99 %) %)

- 4-vinilgvajakol (Sigma Aldrich, 98
- 2-heptanol (Merck, 99 %) %)

* v trdnem agregatnem stanju. Za te spojine smo raztopino za pripravo umeritvene premice
naredili posebej, prav tako smo imeli posebno umeritveno premico. Za mas¢obne kisline se
pri GC-MS analizi dobi slab signal in razvlecen kromatografski vrh. Natehtali smo jih na
analitski tehtnici.

3.2 Aparature in laboratorijska oprema

- Analizna tehtnica XS205, Mettler Toledo (Greifensee, Svica),

- aparatura za destilacijo Likens-Nickerson (Kefo, Surlan, Medulin, Hrvaska),

- avtomatske pipete Proline, Biohit (Helsinki, Finska),

- grelnik vode, Philips (Amsterdam, Nizozemska),

- grelna kalota Heidolph MR Hei-Standard (Schwabsch, Nemc¢ija),

- nastavki za avtomatske pipete, Eppendorf AG (Hamburg, Nemcija),

- precizna tehtnica: Sartorius AX4202 M-pact, (Goettingen, Nemcija),

- plinska kromatografija z masno spektrometrijo GC-MS,
- sistem: GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japonska),
- racunalniSki program: GCMS Solution 2.3 (Shiadzu Corporation, Kyoto,

Japonska),
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- podatkovna knjiznica: NIST08 in FFNSC 1.3 (Shiadzu Corporation, Kyoto,
Japonska),
- kolona: kapilarna kolona Rxi-5 Sil MS, 30 m x 0,25 mm, 0,25 um, 5 %
difenil/95 % dimetilpolisioloksan (Restek, Bellefonte, PA, ZDA),
- racunalniski program Chemdraw Professional 15 (PerkinElmer, Waltham, MA,
ZDA)

- standardna laboratorijska steklovina.

3.3 Metode

3.3.1 Destilacija s Clevengerjevo aparaturo

Clevengerjeva aparatura (C) za destilacijo (Slika 7) je sestavljena iz buce; dela, kjer se para
dviga; hladilnika in dela, kjer se etericno olje in voda locita. Oba dela sta povezana s
posebno cevko, ki omogoca pretok vode, ki se lo¢i od etericnega olja nazaj v buco.
Rastlinski delci so potopljeni v vrelo vodo v buéi, Ki je postavljena v grelno kaloto. Med
destilacijo se para, ki je sestavljena iz vodne pare in hlapnih spojin, dviga iz buce do
hladilnika, kjer se tvorita dve ne-mesajoci se tekocinski fazi, aromati¢na voda (voda, ki
vsebuje hlapne sestavine eteri¢nega olja) in eteri¢no olje. V lo¢evalniku eteri¢no olje plava
na vrhu vodne plasti, saj ima navadno manjSo gostoto od aromati¢ne vode, ki se vraca z

dna loc¢evalca nazaj v buco.
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Slika 7: Skica Clevengerjeve aparature (49)

3.3.1.1 Predpis po Evropski farmakopeji (49):

V buco nalijemo predpisan volumen destilacijske tekoCine, dodamo nekaj koSckov
poroznega porcelana ter zdruzimo buco in destilacijsko aparaturo. Skozi lij N napolnimo
aparaturo s precisc¢eno vodo do nivoja B. Odstranimo ¢ep K' na nastavku K in s pipeto v
aparaturo nalijemo predpisan volumen ksilena na dno nastavka K. Ponovno namestimo ¢ep
K' tako, da je odprtinica na ¢epu pokrita z odprtinico na vratu. Zmes v buéi segrejemo do
vreli$¢a in ugotovimo hitrost destilacije, ki naj bo 2-3 ml na minuto, razen ¢e ni drugace

predpisano.

Hitrost destilacije ugotovimo tako, da izto¢imo vodo iz aparature do oznake (a) s pomocjo
pipice. Nato pipico zapremo in merimo ¢as, potreben, da tekoc¢ina doseZe zgornji nivo (b).

Nato odpremo pipico in nadaljujemo z destilacijo ter prilagodimo gretje, da reguliramo
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hitrost destilacije. Destiliramo 30 minut. Potem nehamo segrevati in po vsaj 10 min

odc¢itamo volumen ksilena v graduirani cevki.

V buco damo predpisano koli¢ino rastlinskega materiala in nadaljujemo z destilacijo (kot
opisano zgoraj) s predpisano hitrostjo in ¢asom destilacije. Nato ustavimo gretje in po 10
minutah od¢itamo volumen zbrane tekoCine v graduirani cevki in odstejemo volumen
ksilena, ki smo si ga zapisali prej. Razlika predstavlja koli¢ino eteri¢nega olja v masi

rastlinske droge. To prerac¢unamo kot mililiter na kilogram droge.

Ce zelimo eteri¢no olje uporabiti v analizne namene, zmes ksilena in eteri¢nega olja
zberemo tako, da odstranimo zamasek K' in dodamo 0,1 ml 1 g/l raztopine natrijevega
fluorescinata in 0,5 ml vode. Zmes ksilena in eteriénega olja nato vlijemo v buckasto
podro¢je L z uporabo pipice, kjer naj stoji 5 min, nato pa to odlivamo, dokler zmes ne
doseze pipice M. Nato pipico zavrtimo v nasprotni smeri urinega kazalca, da vodo
izto¢imo iz povezovalne cevke BM. Po tem cev speremo z acetonom in malo toluena skozi
lij N. Pipico zavrtimo v nasprotni smeri urinega kazalca, da zberemo zmes ksilena in

etericnega olja v buco.

3.3.2 Destilacija z Likens-Nickersonovo aparaturo

Likens-Nickersonova aparatura (LN) se razlikuje od Clevengerjeve po tem, da hkrati
destilira tako vodna faza kot tudi organsko topilo in v eni aparaturi hkrati poteka
destilacija in ekstrakcija. Organsko topilo se ne spira s kondenzirano vodo, ampak se zbira

v lo¢enem kraku aparature (glej sliko 8, 4.2.2 Likens-Nickersonova aparatura).

3.3.3 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo

- Nosilni plin: helij,

- pretok plina: 1 ml/min (konstantna hitrost),

- temperatura injektorja: 250 °C,

- nacin injiciranja: »split« (1:100),

- volumen injiciranja: 1 pl,

- temperaturni program: zacetna temperatura 40 °C (5 min), 40 °C — 250 °C (3
°C/min), 250 °C (5 min),

- temperatura ionskega izvora: 200 °C,

- temperatura vmesnika: 270 °C,
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- napetost na detektorju: 1 kV,
- energija ionizacije: —70 eV,
- frekvenca zajemanja podatkov: 5 Hz,

- celoten ¢as analize: 80 min.
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4 EKSPERIMENTALNO DELO

4.1 Priprava vzorcev

Pred destilacijo po obeh metodah smo posusene liste oziroma cvetove tik pred postopkom
ro¢no razdrobili na delce primerne velikosti, da smo lahko polnili buco za destilacijo. 300
g razdrobljenih listov oziroma cvetov smo dali v 5-litrsko buc¢o z okroglim dnom. V
grelniku vode smo segreli priblizno 3,5 1 vrele precis¢ene vode (2 x 1,8 1) in to prelili
preko razdrobljenega rastlinskega materiala v buci, ki je bila postavljena na grelno kaloto
na temperaturo 200-225 °C. Pri destilaciji nismo uporabili magnetnega mesala, ker je bila
zmes pregosta za meSanje. Po obeh metodah smo destilacijo izvajali 4 ure, z daljsim ¢asom

destilacije smo Zeleli pridobiti tudi tezje hlapne spojine.

4.2 Metode destilacije

4.2.1 Clevengerjeva aparatura

Po tej metodi smo analizirali liste in cvetove japonskega in ¢eskega dresnika. Cas smo
merili od trenutka, ko so prve kapljice olja iz kondenzorja dosegle lo¢evalnik. Destilacije
listov obeh vrst dresnikov smo ponovili, ker smo imeli dovolj izhodnega materiala,
medtem ko smo cvetove destilirali zgolj enkrat. Farmakopejski predpis smo prilagodili
tako, da pri destilaciji nismo uporabili ksilena, temperaturo grelnika smo nastavili na
priblizno 200-225 °C, za pokrov¢ek smo namestili folijo, ki smo jo dali tudi za izolacijo
hladilnika. Ce je bil names¢en pokrovéek, se nam je nivo vode v cevki zelo hitro
spreminjal. Destilacija je potekala 4 ure, Ceprav smo opazili, da se koli¢ina eteri¢nega olja
po 1 uri ni ve¢ bistveno spreminjala. Kon¢no olje je bilo rumenozelene barve. V aparaturo
smo po koncu destilacije dali priblizno 1 ml pentana, pocakali, da se je eteri¢no olje
raztopilo, ter ga iztocCili v vialo za plinsko analizo. Pentan smo poskusili Ze takoj po
zacetku destilacije dodati v aparaturo, vendar nam je ta izhlapel Ze po nekaj minutah, tako

da smo destilacijo izvajali brez dodanega topila.
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4.2.2 Likens-Nickersonova aparatura

Kot topilo smo uporabili pentan, ker ima veliko hlapnost (na koncu se ga enostavno upari),
majhno gostoto in se ne mesa z vodo (50). V eni buci smo imeli 300 g droge in 3,6 | vode,
grelo pa nastavljeno na 200 °C, da je zmes vrela. Na drugi strani je bil v manjsi bucki s
prstom pentan, ki smo ga napolnili do polovice bucke (priblizno 50 ml), vse skupaj smo
postavili v vodno kopel in termometer nastavili na 55 °C, da je tudi pentan vrel. V
hladilniku je prislo do utekocinjenja obeh faz, ki sta se v spodnjem delu cevi, oblikovanem
v obliki ¢rke U, lo¢ili. Ker je pentan laZji od vode, se je skozi vi§ji odtok prelil v bucko s

pentanom, voda pa skozi niZjo cev nazaj v buco, kjer je destiliral rastlinski material.

S to metodo smo analizirali liste japonskega in Ceskega dresnika ter obe destilaciji

ponovili.

F

Slika 8: Likens-Nickersonova aparatura za destilacijo. Foto: Andreja Stalcar
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Pomembno je bilo, da je pentan zavrel pred vodno fazo, saj bi lahko vodna para prehajala v
bucko z organsko fazo. Za boljso izolacijo smo na cev, kjer je destiliral pentan, namestili
folijo, na hladilnik pa vlazen robéek, da smo cev dodatno hladili in da vodna faza na vrhu
ni predestilirala v organsko fazo. Na koncu je bila vsebina v bucki s prstom s pentanom
temno rumeno obarvana. Vzorec s pentanom smo v bucki nekaj minut prepihovali s
Pasteurjevo stekleno pipeto, da se je volumen v pentanu raztopljenega etericnega olja

zmanjSal na 1 ml (do oznake), ter ga nato prenesli v vialo za plinsko analizo.

Na GC-MS smo posneli tudi slepi vzorec tako, da smo do priblizno 2/3 bucke (50 ml)
nalili pentan in ga uparili do 1 ml kot druge vzorce. Ob koncu analize smo opazili, da je bil

Sum pentana minimalen, kar je bilo pri¢akovano, ker je bil ta najvecje Cistote.

4.3 Analiza vzorcev
Vzorce smo glede na vrsto dresnika in metodo destilacije poimenovali na slede¢e nacine:

FB cvet C1 — Fallopia x bohemica (CeSki dresnik), cvetovi, prva ponovitev po

Clevengerjevi metodi.

FJ cvet C2 — Fallopia japonica (japonski dresnik), cvetovi, druga ponovitev po
Clevengerjevi metodi.

FB list C1 — Fallopia x bohemica, listi, prva ponovitev po Clevengerjevi metodi.

FB list C2 — Fallopia x bohemica, listi, druga ponovitev po Clevengerjevi metodi.

FB list LN1 — Fallopia x bohemica, listi, prva ponovitev po Likens-Nickersonovi metodi.
FB list LN2 — Fallopia x bohemica, listi, druga ponovitev po Likens-Nickersonovi metodi.
FJ list C1 — Fallopia japonica, listi, prva ponovitev po Clevengerjevi metodi.

FJ list C2 — Fallopia japonica, listi, druga ponovitev po Clevengerjevi metodi.

FJ list LN1 — Fallopia japonica, listi, prva ponovitev po Likens-Nickersonovi metodi.

FJ list LN2 — Fallopia japonica, listi, druga ponovitev po Likens-Nickersonovi metodi.
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Vzorce po destilaciji smo do analize nekaj dni hranili v hladilniku (+4 °C) v dobro zaprtih

vialah. Nato smo jih analizirali z GC-MS.

4.3.1 Analiza spektrov

Po analizi na GC-MS smo pregledali kromatografske vrhove in izlo¢ili tiste, ki jih program
ni prepoznal. Dolo¢ili smo tudi mejo povrSine, nad katero naj program kromatografske
vrhove obravnava 100.000 in naklon 1000/min. Te meje je program Ze prej dolo¢il sam, mi
pa smo to potrdili, saj smo po postavitvi drugac¢nih parametrov ugotovili, da vecjih ne
moremo postaviti, ker bi tako izgubili identiteto nekaterin pomembnih kromatografskih
vrhov, ki jih nismo mogli zanemariti; poleg tega pa tudi povrsine niso bile sorazmerne s

koncentracijami.

Odlo¢ili smo se, da bomo podrobneje pregledali nekatere spojine, jih kvantificirali in
njihovo identiteto potrdili z referencnimi spojinami. Spojine, za katere smo ocenili, da so
artefakti, na primer derivati ftalatov in komponente, ki so vsebovale brom, smo izlocili.
Identiteto drugih spojin smo potrdili s primerjavo izmerjenih retencijskih ¢asov in

retencijskih indeksov iz knjiznice FFNSC.

4.3.2 Kvantifikacija in identifikacija spojin z referen¢nimi spojinami

Za izracun koncentracij hlapnih spojin v vzorcih smo posneli spektre referenénih spojin, da
smo dobili povrSine pod krivuljo kromatografskih vrhov za referen¢ne spojine z znanimi

koncentracijami.

Natehtali oziroma odpipetirali smo takSne mase oziroma volumne snovi, da je
koncentracija v osnovni raztopini ustrezala 500 ppm (MIX 1), s pentanom smo dopolnili
bucko do 10,0 ml (koncentracijo ppm izrazimo kot mg/ml), nato pa smo z red¢enjem dobili
Se druge koncentracije. Posebej smo pripravili raztopino spojin za referenc¢ne spojine v
tekoCem stanju in posebej za mascobne kisline, saj je za slednje znacilen razvlecen

kromatografski vrh in bi lahko prislo do prekrivanja z drugimi referen¢nimi spojinami.
Izracun koncentracij: koncentracije raztopin izrazimo v ppm oz. mg/l (mg/1000 ml)

500 ppm =500 mg/I
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Za tekoce referencne raztopine:

crazt.= (msp.)/(V razt.)

crazt.= (p sp.*V sp.)/(V razt.)

Vsp.= (crazt.xV razt.)/(p sp.)

Vsp.= (0,5g+*10ml)/(1000 ml * p sp.)

Za izracun smo potrebovali podatek o gostoti, ki smo ga prebrali na steklenicki referencne

spojine in izracunali potreben volumen za osnovno koncentracijo 500 ppm.

Za referencne spojine v trdnem agregatnem stanju:
crazt.= (msp.)/(V razt.)
msp.= craztxV razt.

msp.= (500mg)/(1000ml) * 10 ml =5mg

MIX 1: 500 ppm — osnovna raztopina (5,00 mg/10,0 ml).

MIX 2: 250 ppm — 5,00 ml osnovne raztopine smo prenesli v novo 10,0 ml bucko in s

pentanom dopolnili do oznake (2,50 mg/10,0 ml).

MIX 3: 100 ppm — 2,00 ml osnovne raztopine smo prenesli v novo 10,0 ml buc¢ko in s
pentanom dopolnili do oznake (1,00 mg/10,0 ml).

MIX 4: 50,0 ppm — 5,00 ml raztopine MIX 3 smo prenesli v novo 10,0 ml bucko in s
pentanom dopolnili do oznake (0,500 mg/10,0 ml).

MIX 5: 10,0 ppm — 2,00 ml raztopine MIX 4 smo prenesli v novo 10,0 ml bucko in s
pentanom dopolnili do oznake (0,0100 mg/10,0 ml).

Tako pripravljene raztopine smo aplicirali na GC-MS. Izmerjen R? je bil za umeritveno
premico v vseh primerih ve¢ji od 0,99, kar pomeni, da so bile izraCunane vrednosti

koncentracij spojin v vzorcih dovolj zanesljive. Tezave smo imeli le pri umeritveni premici
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mascobnih kislin, vendar je bilo to pricakovano. Povrsine vrhov mas¢obnih kislin so bile

na koncu slabo integrirane, zato smo jih integrirali rocno.

Koncentracije, ki so sledile kot rezultat izraCuna iz umeritvene premice, so veljale za
spojine, pridobljene iz 300 g droge (toliko, kot je bilo zaCetnega vzorca) v 1 ml olja, torej
so bile vse spojine 300-krat koncentrirane, zato je bilo treba dobljene koncentracije deliti s
300. Koncentracije smo nato $e mnozili s 1000, da smo kot rezultat dobili ppb na kilogram

analizirane droge, saj bi bile koncentracije izraZzene v ppm v ve¢ primerih manjse od 1

ppm.
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5 REZULTATI IN RAZPRAVA

5.1 Opazanja ob destilacijah

5.1.1 Clevengerjev postopek

Destilat listov japonskega dresnika je imel zelo izrazit vonj po zelenju, medtem ko je imel
destilat cvetov manj izrazit vonj. Pri listih ¢eSkega dresnika smo opazili, da je na vrhu
gladine vode nastala vosku podobna snov, ki se je prilepila na steklo in se je po koncu
destilacije v pentanu tezko raztopila. Tudi pri cvetovih ¢eSkega dresnika je nastala tak$na
snov (zdelo se je, kot da bi do strjevanja prislo Ze v hladilniku), ki pa se je v pentanu lazje

raztopila.

Opazili smo, da je eteri¢nega olja zelo malo (okrog 10-20 uL), kar pomeni, da je izplen

zelo slab in da je hlapnih snovi, ki se iz dresnika pridobijo z metodo destilacije, zelo malo.

5.1.2 Likens-Nickersonov postopek

Po prostoru se je po tej metodi Siril manj intenziven vonj po zelenju kot pri prej$nji
destilaciji. 1z tega smo lahko sklepali, da je pri LN metodi manj izgub zelo hlapnih snovi iz
aparature v prostor. Po tej metodi smo tezje ocenili koli¢ino destilata, saj se je ta raztopil v

pentanu.

5.2 Stevilo in deleZ spojin, pridobljenih po vsaki metodi

Po analizi na GC-MS smo po identifikaciji dobljenih spojin s podatkovno knjiznico
priblizno identificirali kromatografske vrhove. Najvedje Stevilo spojin smo dobili iz vzorca
FJ list LN (244 in 248), medtem ko smo jih dobili najmanj iz FJ list C (146 in 150), kar
pomeni, da dobimo po metodi LN pri japonskem dresniku 66,2 % spojin vec. Pri FB smo
pri vzorcu FB list C1 in FB list C2 dobili 192 in 210 spojin, po FB list LN1 in FB list LN2
pa 241 in 243 razli¢nih spojin, kar pomeni, da je metoda LN izboljsala izplen Stevila spojin

za 23,5 %. Pri cvetovih FJ smo dobili 180, pri cvetovih FB pa 192 spojin.

Na koncu smo izracunali deleze snovi, ki smo jih identificirali v vzorcih (Preglednica 1), in
opazili, da je bil ta delez relativno majhen pri cvetovih (v povprecju smo identificirali le

19,6 % spojin), v listih pa je bil ta delez vecji (povprecno 40,3 % vseh spojin) in se med
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metodama ni razlikoval bistveno, malo vecji odstotek je pri metodi LN. Zanimivo je
program v vecjih delezih identificiral viSje nerazvejane alkane od tridekana z verigo
ogljikovih atomov Cj3, pa do triakontana, ki ima v verigi C3o atomov. Teh je bilo v primeru
cvetov vec kot 35 %. Vedji delez teh nerazvejanih ogljikovodikov smo dobili po metodi C,

kar je tudi pri¢akovano, saj pri tej metodi dobimo ve¢ lipofilnih snovi.

Preglednica I: Delez identificiranih spojin in delez visjih alkanov v vzorcih.

Delez identificiranih spojin [%] | Delez visjih alkanov [%]
FB cvet C1 18,4 37,4
FJcvet C1 20,8 36,6
FB list C1 36,5 15,8
FB list C2 45,3 17,2
FB list LN1 45,3 9,00
FB list LN2 37,6 17,6
FJ list C1 33,0 9,71
FJ list C2 40,2 15,5
FJ list LN1 42,3 7,64
FJ list LN2 42,0 5,86

Druge snovi, ki jim nismo potrdili identitete, so obsegale na primer derivate ftalatov
(izobutilftalat), ki so necistote, saj so V vzorec priSle iz plastike, izomere in epokside
identificiranih spojin (epoksid B-jonona) ter druge derivate karotenov (13-apo-B-karoten-
12-on) in linolne kisline ((9Z,12Z)-oktadeka-9,12-dienojska kislina). Do 5,00 % snovi v
vsakem vzorcu je ostalo popolnoma neidentificiranih, saj program zanje ni nasel

primernega zadetka.
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5.3 Masa eteri¢nega olja po metodah

Po analizi eteriCnega olja smo previdno odparili pentan in eteri¢no olje stehtali

(Preglednica 11).

Preglednica I1: Preglednica mas eteri¢nega olja glede na vrsto, del rastline in metodo.

Masa destilata [mg] v | Masa destilata [mg] v 1
Vzorec Metoda (ponovitev) 300 g droge kg droge
FJ list C1 15,5 51,7
FJ cvet C1 26,5 88,3
FB list C1 21,6 72,0
FB cvet C1 19,3 64,3
FJ list C2 14,4 48,0
FB list C2 17,8 59,3
FJ list LN1 29,0 96,6
FB list LN1 22,7 75,7
FJ list LN2 28,5 95,0
FB list LN2 27,4 91,3

Opazili smo, da je bila masa destilata iz posusSenih listov in cvetov FJ in FB zelo majhna, v

vseh primerih smo dobili manj kot 100 mg destilata na kg droge.

Povprecna masa destilata v cvetovih je bila 22,9 mg na 300 g droge oziroma 76,3 mg na kg
droge, medtem ko je bila skupna povpreéna masa v listih po metodi C 18,4 mg na 300 g
droge oziroma 57,8 mg na kg droge. LN metoda je pri listih dala precej vecji izplen kot
metoda C, tako za FJ kot za FB, skupna povpre¢na masa pa je bila 24,8 mg na 300 g
oziroma 82,1 mg na kg rastlinske droge. Pri metodi C smo dobili ve€ olja iz cvetov kot iz
listov. Ce primerjamo koli¢ino olja iz obeh vrst dresnikov, je FB dala je v povpreju ved

olja po obeh metodah, in sicer po metodi C 31,8 % vec, po metodi LN pa 8,44 % vec.

Vec¢ olja so dali cvetovi FJ. Opazimo, da se je s poveCanjem mase olja povecala tudi
koli¢ina kvantificiranih spojin. Iz 300 g droge smo tako pri FJ dobili maso olja 26,5 mg in
seStevek ppb kvantificiranih spojin 92.900 ppb, pri FB pa je bila masa olja 19,3 mg in
koli¢ina kvantificiranih snovi 67.300 ppb. Pri FJ je bil tako prirast mase olja 37,3 %,
prirast ppb snovi pa 38,0 % glede na FB.
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5.4 Kvalitativne razlike v sestavi olja

5.4.1 Preglednice s koncentracijami kvantificiranih snovi po skupinah
Preglednica I11: Alifatski aldehidi.

Koncentracija [ppb/kg droge]

Ime Izmerjen |Rl iz baze |FBcvet |FJcvet [FBlist |FBlist [FBlist |FBlist |FJlist |[FJlist |[FJlist |FJ list
RI FENSC  |C1 c1 c1 c2 LNLI  |LN2 |c1 ez LNt |LN2

3-metilbutanal 650 654 270 | 237 | 173 | 178 | 215 184 / / 24 | 182
2-metilbutanal 659 662 462 | 494 | 341 | 309 | 491 379 | 112 | 870 | 873 | 619
pentanal 700 696 115 | 563 | 620 | 756 | 789 721 | 240 | 167 | 905 | 799
(4Z)-hept-d-enal | 899 902 499 | 253 | 880 | 943 | 501 407 | 514 | 297 | 341 | 204
oktanal 1002 1006 145 | 153 | 360 | 340 | 111 | 470 | 236 | 170 | 141 | 111
gziﬁia';epta' 995 1013 150 | 929 | 1030 | 1550 | 4910 | 3320 | 256 | 224 | 300 | 2320
(2E)-okt-2-enal | 1056 1059 102 | 789 | 122 | 123 | 256 198 | 576 | 576 | 232 | 188
(2E 4E)-okta- 1107 1113 372 | 270 | 259 | 966 | 200 168 | 313 | 371 | 132 | 119
2,4-dienal

dekanal 1204 1208 218 | 564 | 142 | 988 | 155 116 | 737 | 942 | 191 | 190
(2E)-dec-2-enal | 1259 1256 450 | 304 | 615 | 460 | 572 | 473 | 272 | 337 | 714 | 642
(2E,4E)-deka- 1315 1322 174 | 161 | 216 | 210 | 237 190 74 | 92 | 173 | 148
2,4-dienal

dodekanal 1407 1410 155 | 317 | 150 | 703 | 178 199 | 109 | 705 | 183 | 119
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Preglednica 1V: Alkoholi.

Koncentracija [ppb/kg droge]

Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist |FBlist |[FBlist [FBlist |FJlist |FJlist [FJlist [FJlist

RI FFENSC C1 C1 C1 C2 LN1 LN2 C1 C2 LN1 LN2
2-heptanol 901 913 854 153 121 126 436 362 70,0 / / 69,9
1-okten-3-ol 979 978 104 68,8 45,4 35,4 35,5 65,6 39,4 42,5 85,0 81,2
2-etilheksanol 1028 1030 11,4 42,7 64,6 51,1 144 114 50,9 41,9 170 159
1-oktanol 1070 1076 337 168 213 151 308 257 93,7 90,2 311 282
Preglednica V: Druge spojine.

Koncentracija [ppb/kg droge]

. lzmerjen Ea'lz'g FBcvet |FJcvet |FB list |FB list [FB list |FBlist |FJlist |FJlist [FJlist  |FJ list

RI C1 C1 C1 C2 LN1 LN2 C1 C2 LN1 LN2

FENSC

2-etilfuran 701 700 / / / / 418 366 / / 582 544
furfural 829 831 187 / / / 234 182 / / 216 179
benzaldehid 957 960 98,8 75,2 78,3 94,6 329 273 54,9 53,4 366 350
limetol 968 968 106 29,3 / / 15,4 15,3 / / / /
2-pentilfuran 989 991 148 100 9,00 8,23 198 154 / / 212 194
metilsalicilat 1188 1192 129 58,3 56,5 45,8 76,4 70,8 53,3 49,4 179 186
4-vinilgvajakol 1305 1309 / / / / 817 1220 / / 1050 1170
(2)-jasmon 1388 1394 54,3 106 189 142 384 436 116 135 506 490
(32)-heks-3-en-| 1566 | 1573 | 265 | 404 | | < | | el | 709 | 752 | 912
1-ilbenzoat
benzilbenzoat 1759 1772 45,5 32,4 57,3 49,9 52,5 64,0 52,4 54,4 75,4 81,0

*Vrh prekriva dodekanojska kislina
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Preglednica VI: Ketoni.

Koncentracija [ppb/kg droge]

Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist [FBlist |[FBlist [FBlist |FJlist [FJlist [FJlist [FJlist

RI FENSC  |c1 C1 C1 c2 LN1 LN2 C1 c2 LN1 LN2
2 3-butandion| 593 503 413 31,3 320 | 40,0 106 33,4 36,1 | 361 | 447 | 912
heptan-2-on 888 898 585 81,8 630 | 620 95,0 88.6 / / 582 | 102
Preglednica VII: Mascobne kisline.

Koncentracije [ppb/kg droge]
Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist |FBlist |[FBlist |FBlist |[FJlist |FJ list |FJ list |FJ list
RI FENSC  |C1 C1 c1  |c2 LN1  [LN2 |c1  |c2 LN1 |LN2

nonanojska kislina 1268 1289 1470 | 5990 | 146 | 206 | 1260 | 2990 | 208 | 180 | 4980 | 4420
dekanojska kislina 1363 1398 160 1060 | 974 | 822 | 1180 | 1380 | 532 | 904 | 2490 | 2640
ﬁ%?fn‘;a”"”ka 1559 1581 1600 | 3420 | 21500 | 22300 | 16500 | 21300 | 9420 | 17300 | 23700 | 20900
Leig'lr?r?aeka”"”ka 1756 1773 1540 | 2580 | 16300 | 15800 | 5370 | 14700 | 2720 | 4460 | 6590 | 2590
E?g?ggekanoﬁka 1957 1977 51200 | 68100 | 92000 | 90000 | 27200 | 68200 | 41700 | 75100 | 87000 | 73200
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Preglednica VI1II: Razpadni produkti karotenoidov.

Koncentracija [ppb/kg droge]
Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist [FBlist [FBlist |FBlist |FJlist |FJlist |[FJlist |FJ list
RI FFENSC C1 C1 C1 C2 LN1 LN2 C1 C2 LN1 LN2

6-metil-5- 992 995 431 | 459 | 51,2 | 521 | 251 | 253 | 651 | 58,7 | 239 | 238
hepten-2-on

safranal 1195 1201 29,6 8,20 383 268 469 456 48,5 57,4 351 315
B-ciklocitral 1215 1218 / / 1110 769 1420 1230 310 310 1310 1180
a-jonon 1475 1490 26,3 27,9 100 73,0 103 102 172 214 338 481
geranilaceton 1444 1428 406 296 2560 2130 2780 2490 1010 1570 1860 1940
B-jonon 1475 1490 128 126 124 533 729 726 437 482 747 882
farnezilaceton 1903 1922 606 443 4420 4460 3110 3930 1960 3350 2910 3060
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Preglednica 1X: Terpeni in terpenoidi.

Koncentracija [ppb/kg droge]

Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist |FBlist |FBlist |FBlist |FJlist |FJlist [FJlist |FJlist
RI FFNSC C1 C1 C1 C2 LN1 LN2 C1 C2 LN1 LN2
limonen 1027 1030 193 113 7,43 6,97 189 150 512 | 4,92 86,3 109
(2)-linalooloksid | 1068 1069 683 1200 53,7 58,5 213 198 28,5 | 345 291 308
(E)-linalooloksid | 1084 1086 326 629 18,0 39,0 162 154 27,1 | 27,1 281 294
linalool 1098 1101 1070 956 462 256 618 488 161 161 842 1180
a-terpineol 1192 1195 398 602 167 113 285 279 719 | 84,1 388 466
nerol 1222 1229 104 136 105 88,4 141 137 536 | 821 170 203
B-citral/neral 1235 1240 53,7 63,3 148 124 190 156 549 | 67,6 149 136
geraniol 1248 1255 453 619 245 178 388 361 113 136 411 497
a-citral/geranial 1265 1268 23,5 32,7 181 143 213 153 52,1 | 52,2 127 111
fitol 1940 1949 783 675 1890 | 1740 1060 1390 1730 | 1750 | 2510 2920
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Preglednica X: Zelene hlapne snovi.

Koncentracija [ppb/kg droge]

Ime Izmerjen |Rlizbaze |FBcvet |FJcvet |FBlist |FB list |FB list |FB list | FJ list [FJ list |FJ list |FJ list
RI FENSC | Cl c1 c1 |c2  |LNL |LN2 [c1 |c2  |LN1  |LN2
heksanal 801 801 573 | 469 | 131 | 108 | 1100 | 905 | 758 | 659 | 1630 | 1460
(2E)-heks-2-enal 850 850 274 | 252 | 402 | 607 | 2690 | 1980 | 307 | 223 | 3320 | 2640
(32)-heks-3-en-1-ol 853 868 706 | 148 | 100 | 110 | 640 | 505 | 975 | 112 | 835 | 872
heksanol 869 867 646 | 645 | 988 | 106 | 399 | 288 | 832 | 820 | 321 | 332
nonanal 1102 1107 | 1220 | 2020 | 189 | 123 | 285 | 217 | 109 | 912 | 430 | 386
(2E)-non-2-enal 1157 1163 278 | 192 | 131 | 131 | 183 | 163 | 50,6 | 523 | 160 | 162
ézigr,]glz)-nona-z,es- 1150 1153 / / 159 | 117 | 174 | 152 | 475 | 452 | 144 | 134
nonanol 1170 1176 121 | 993 | 116 | 993 | 172 | 145 | 900 | 108 | 197 | 194
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5.4.2 Razprava o kvantitativni sestavi eteri¢nega olja

Ene izmed pomembnih komponent eteri¢nega olja v FJ in FB so bile zelene hlapne snovi

heksanal, (2E)-heks-2-enal, (32)-heks-3-en-1-ol, heksanol, nonanal, (2E)-non-2-enal,
(2E,6Z)-nona-2,6-dienal, nonanol. V cvetovih obeh vrst je bilo najve¢ nonanala, veliko je
bilo tudi heksanala, medtem ko (2E,6Z)-nona-2,6-dienala nismo zaznali. Pri listih smo
opazili, da se je izplen pri LN metodi zelo povecal pri Cg spojinah — recimo pri listih FJ
smo dobili tudi do 20-krat ve¢ heksanala (ppb/kg droge) kot pri metodi C, medtem ko je
bila pri Co spojinah razlika med metodama manj$a. Nonanala je bilo kljub metodi C v
cvetovih priblizno 7-krat ve¢ kot v listih, kar pomeni da je bil v cvetovih prisoten zares v

velikem obsegu.

Velike razlike v kvantitativni sestavi med metodama (10-krat ali ve¢ ve¢ja koncentracija

pri. metodi LN kot pri C) smo opazili pri kratkoveriznih alifatskih aldehidih 3-

metilbutanal, 2-metilbutanal, pentanal. Najvecja razlika je bila pri 2-metilbutanalu, saj
smo po metodi LN dobili kar 14-krat ve¢ pri FB in 75-krat ve¢ pri FJ. Zanimivo pa je bila

pri kratkoveriznih ketonih 2,3-butandionu in heptan-2-onu razlika med metodama najvec

2-kratna, z izjemo FJ list C1, kjer heptan-2-ona nismo zaznali. V splosnem so bili

kratkoverizni ketoni v vzorcih v koncentracijah pod 110 ppb.

V vzorcih smo pridobili tudi C;_in Cg aldehide, alkohole in ketone: (4Z)-hept-4-enal, 2-
heptanol, 1-okten-3-ol, oktanal, (2E)-okt-2-enal, 1l-oktanol, (2E,4E)-okta-2,4-dienal,
heptan-2-on in (2E,4E)-hepta-2,4-dienal. V cvetovih je bilo najve¢ 2-heptanola, v listih

pa (2E,4E)-hepta-2,4-dienala. Medtem ko je bila razlika med izplenoma med LN in C
metodo pri C4-Cg aldehidih velika, je bila pri Cyp aldehidih manjsa, pri (2E)-dec-2-enalu
smo na primer pri LN in C metodi dobili priblizno enake koncentracije v vseh vzorcih

listov. Zasledili smo tudi aromatski aldehid benzaldehid.

Zanimiva spojina je bila monocikli¢ni terpen limonen, ki smo ga v listih nasli po metodi C
v zelo nizkih koncentracijah (pod 10 ppb/kg droge), po metodi LN pa v podobnih
koncentracijah kot v cvetovih. 4-vinilgvajakol je aromatska spojina, ki je po metodi C
nismo dobili, po metodi LN pa smo je dobili med 800 in 1300 ppb/kg droge. Limetol
(neroloksid) je bil le v cvetovih obeh vrst, v listih pa ga je bilo zelo malo oziroma pod

mejo kvantifikacije.
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V wvseh vzorcih so se pojavile velike koli¢ine mascobnih kislin: nonanojska

(pelargonijska), dekanojska (kaprinska), dodekanojska (lavrinska), tetradekanojska
(miristinska) in heksadekanojska (palmitinska) kislina. Najbolj zastopana masc¢obna
kislina v vseh vzorcih je bila heksadekanojska kislina, ki je bila v vseh vzorcih v
koncentracijah krepko nad 27.000 ppb/kg droge, v listih FB po metodi C kar preko 90.000
ppb/kg droge. V cvetovih smo poleg heksadekanojske kisline dobili tudi veliko nonanojske
(1470 ppb/kg droge in 5990 ppb/kg droge) in dodekanojske kisline (1600 ppb/kg droge in
3420 ppb/kg droge), tetradekanojske in dekanojske kisline je bilo manj. Tudi v listih je bilo
najve¢ heksadekanojske kisline, najmanj pa je bilo nonanojske in dekanojske kisline (po
metodi C je bilo nonanojske v povprecju le okrog 185 ppb/kg droge, dekanojske pa 808
ppb/kg droge). Izplen po LN metodi se je v ve€ini primerov povecal, razen v primeru
dodekanojske in tetradekanojske kisline v primeru FB list. Kljub temu, da so bile koli¢ine
mascobnih kislin v vzorcih ogromne, je tezko govoriti o to¢nih koncentracijah, saj je bila
najvec¢ja koncentracija referenéne spojine zgolj 500 ppm, v vzorcih eteri¢nega olja pa se
pojavljajo koncentracije od 8000 do 28.000 ppm (na 300 g droge). Za natanénejSo

kvantifikacijo masc¢obnih kislin bi bilo treba ubrati drugacen pristop.

Podobno kot mascobne kisline je zelo lipofilna spojina tudi diterpenski alkohol fitol (Cy).

V vzorcih listov smo ga zaznali v ve¢jih koncentracijah tako po metodi C kot LN.

Ob primerjavi listov_in cvetov smo opazili, da so bili v listih razpadni produkti

karotenoidov v precej$njih koli¢inah, medtem ko jih je bilo v cvetovih manj. g-ciklocitrala
v cvetovih ni bilo mogoce niti zaznati, medtem ko je bila koncentracija a-jonona in -
jonona majhna. Na splosno sta bili najbolj zastopani spojini geranilaceton in
farnezilaceton, in sicer po obeh metodah. Geranilaceton in farnezilaceton sta bila v
cvetovih v ve¢jih koli¢inah (geranilacetona je bilo v povpre¢ju 351 ppb/kg droge,
farnezilacetona pa 525 ppb/kg droge; od tega ve¢ v FB), vseeno pa jih je bilo Se ve¢ v
listih, ve¢ v FB kot v FJ. Pri FJ se je sicer koncentracija po metodi LN zmerno povecala, in
sicer koncentracija farnezilacetona za 12,4 % in geranilacetona za 47,3 %. Safranal, ki je
strukturno manjSa molekula od farnezil- in geranilacetona, je bil tako kot drugi v vecjih

koli¢inah v listih, v cvetovih ga je bilo 30,0 ppb/kg droge ali man;.

Geraniol, nerol ter geranial in neral (a in B citral) so si strukturno zelo podobne spojine,

nerol in geraniol sta monoterpenska alkohola (izomera), geranial in neral pa izomera —
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monoterpenska aldehida. V vseh vzorcih je bilo najvec¢ geraniola, ki ga je bilo najvec tudi v
cvetovih, medtem ko je bilo v cvetovih najmanj geraniala. Koncentracije drugih spojin so

bile v listih podobne.

5.3.2.1 Primerjava povprecij najbolj zastopanih spojin v vzorcih glede na metodo in vrsto

Preglednica XI: Primerjava povprecij najbolj zastopanih spojin v japonskem dresniku (FJ)

listi.
Delez FJ Delez FJ
Spojina list C Spojina list LN
hgk§adekanojska 68.1 % 1| heksadekanojska kislina | 56,0 %
1/ kislina S ’ - 2 | dodekanojska kislina 15,6 %
2 | dodekanojska Kislina | 15,6 % 3| nonanojska kislina 3,29 %
3 Leitsrl?gzkanmska 4,19 % 4 | tetradekanojska kislina 3,21 %
4 [farnezilaceton 310 % 5 | farnezilaceton 2,09 %
= TFrtol 2’03 % 6 | (2E)-heks-2-enal 2,08 %
0

: fitol 1,90 %
6 | geranilaceton 1,50 % 7 10 - — 00
7 | dekanojska kislina 0,84 % 8 |dekanojskakislina 1,79 %
g Bjonor: 0’54% 9 | geranilaceton 1,33 %
. ’ heksanal 1,08 %
9 | B-ciklocitral 0,36 % 10  hexsana . 08 00
el 2—oral 031 % 11 [(2E,4E)-hepta-2,4-dienal | 0,92 %
10 gE)AEe) ;e 'tzn; 0 : 12 | B-ciklocitral 0,87 %
11 It pta-, 0,28 % 13 | 4-vinilgvajakol 0,78 %
12 | nonanojska Kislina 0,23 % 14 linalool 0.71%
13| a-jonon 0.23 % 15 | (32)-heks-3-en-1-ol 0,60 %

14 Tinalool 0.19 % Skupna vsota spojin [ppb]: 143.000

15| (Z)-jasmon 0,15 %

Skupna vsota spojin [ppb]: 85.800
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Preglednica XI1: Primerjava povprecij najbolj zastopanih spojin v ¢eSkem dresniku (FB)
listi.

Delez FB Delez FB

Spojina list C Spojina list LN
1 | heksadekanojska kislina 62,2 % 1| heksadekanojska kislina | 44,1 %
2 | dodekanojska kislina 15,0 % 2 | dodekanojska kislina 17,5 %
3 |tetradekanojska kislina 11,0 % 3 | tetradekanojska kislina 9,27 %
4 | farnezilaceton 3,03% (2E,4E)-hepta-2,4- 3.80 %
i 4 | dienal O 70

5 | geranilaceton 1,60 %
6 [fitol 1.24 % 5| farnezilaceton 3,25 %
7 |(2E 4E)-hepta-2,4-dienal | 0,88 % 6 | geranilaceton 2,43 %
8 | B-ciklocitral 0,64 % 7 | (2E)-heks-2-enal 2,16 %
9 | dekanojska kislina 0,61 % 8 | nonanojska kislina 1,96 %
10 | B-jonon 043 % 9 | B-ciklocitral 1,22 %
11| (2E)-heks-2-enal 0,34 % 10 | dekanojska kislina 1,18 %
12| linalool 0,25 % 1jfitol 1,13 %
13| safranal 0,22 % 12 | 4-vinilgvajakol 0,94 %
14| (2E,4E)-deka-2,4-dienal | 0,15 % 13 | heksanal 0,93 %
15 | geraniol 0,14 % 14 | pentanal 0,70 %
Skupna vsota spojin [ppb]: 146.000 15 [B-jonon 0,67 %

Skupna vsota spojin [ppb]: 108.000

Pri primerjavi povprecij vseh vzorcev smo opazili, da je bila najbolj zastopana spojina
heksadekanojska kislina, ki je v vseh primerih zasedla najvecji odstotek spojin.
Dodekanojska kislina je bila v vseh rezultatih pri listih druga najbolj zastopana spojina
(okrog 15 %), na tretjem mestu pa je bila povsod razen v primeru FJ list LN
tetradekanojska kislina; pri FJ list LN je to mesto pripadlo nonanojski kislini. Vsota vseh
treh najbolj zastopanih maScobnih kislin je bila vecja pri metodi C, saj je bila okrog 88 %,
medtem ko je bila pri metodi LN okrog 70 %. V veéini je sovpadal tudi profil spojin, saj so
se v 15 najbolj zastopanih spojinah pojavile skoraj iste spojine v podobnih delezih.
Zanimivo je, da je bil skupen izplen (vsota vseh ppb) pri FJ ve¢ji pri metodi LN, pri FB pa
pri metodi C. Vec€inoma so bile pri listith najbolj zastopane nepolarne snovi (mascobne
kisline, farnezil- in geranilaceton, fitol), po zastopanosti se je izmed bolj polarnih spojin
pojavila (2E)-heks-2-enal. Pri metodi LN smo je dobili pri obeh vrstah okrog 2 % (med
1900 in 3400 ppb/kg droge), pri metodi C pa manj, le okrog 0,3 % (od 220 do 607 ppb/kg
droge). Zanimiva je bila tudi nonanojska kislina, ki smo je dobili precej po metodi LN,
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medtem ko je bil izplen pri metodi C pri FB 0,12 %, pri FJ pa 0,23 %. Kot smo lahko
sklepali iz rezultatov, se je pri metodi C dobilo ve¢ nepolarnih spojin, polarne pa so bile v
vecjem odstotku zastopane pri metodi LN.

Preglednica XI11: Primerjava povprecij najbolj zastopanih spojin v cvetovih japonskega
(FJ) in ceskega (FB) dresnika.

Delez FB Delez FJ

Spojina cvet C Spojina cvet C

heksadekanojska heksadekanojska

Uisling 76.0% 1 kishing 73.3%
2 | dodekanojska kislina 2,37 % 2 | nonanojska kislina 6,45 %
3 | tetradekanojska kislina | 2,29 % 3| dodekanojska kislina 3,68 %
4 | nonanojska kislina 2,18 % 4 | tetradekanojska kislina 2,78 %
5| nonanal 1,81 % 5| nonanal 2,17 %
6 | linalool 1,59 % 6| (2)-linalooloksid 1,29 %
7 | 2-heptanol 1,27 % 7 | dekanojska kislina 1,14 %
8| fitol 1,16 % 8| linalool 1,03 %
9| (2)-linalooloksid 1,01 % 9 |fitol 0,73 %
10 | farnezilaceton 0,90 % 10| (E)-linalooloksid 0,68 %
11 | heksanal 0,85 % 11| geraniol 0,67 %
12 | geraniol 0,67 % 12 | a-terpineol 0,65 %
13 | geranilaceton 0,60 % 13 | dekanal 0,61 %
14 | a-terpineol 0,59 % 14 | heksanal 0,50 %
15 | 1-oktanol 0,50 % 15 | farnezilaceton 0,48 %
Skupna vsota spojin [ppb]: 67.400 Skupna vsota spojin [ppb]: 92.900

Pri primerjavi obeh cvetov smo opazili, da je bil profil spojin zelo podoben, vec¢ina najbolj
zastopanih spojin je bila v obeh primerih enaka. Zanimivo, v cvetovih je bilo veliko
nonanojske kisline, ki je pri listth po metodi C ni bilo mogoce zaslediti v taksnih
koncentracijah; njen delez je bil precej vedji, 6,45 % pri FJ in 2,18 % pri FB. Zanimivo bi
bilo primerjati rezultate oziroma izplen nonanojske kisline $e po metodi LN. V listih smo
izmerili tudi veliko geranil- in farnezilacetona, farenzilacetona okrog 2-3 %,
geranilacetona pa okrog 1,5-2 %, medtem ko so bili v cvetovih pod 1 %. Tudi tu so bile v
najvecjem odstotku zastopane mascobne kisline; skupen odstotek najbolj zastopanih je
sestavljal preko 80 % kvantificiranih snovi, enako kot pri isti metodi pri listih. Kot prve
bolj polarne snovi smo zasledili v tem primeru linalool in linalooloksid, (2E)-heks-2-enala
je bilo le 0,41 % pri FB in 0,27 % pri FJ.
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5.5 Prednosti in slabosti metod

Danes vzorc¢enje hlapnih spojin vecinoma izvajamo s tekocinsko-tekocinsko ekstrakcijo,
parno destilacijo, hkratno destilacijo-ekstrakcijo, dinami¢nim HS, ekstrakcijo s
superkriti¢nimi fluidi (SFE), na primer CO,, in mikroekstrakcijo na trdnih nosilcih.
Tekocinska-tekocCinska ekstrakcija, parna destilacija in hkratna destilacija-ekstrakcija so
klasi¢ne oziroma konvencionalne metode za vzorCenje, vendar zahtevajo daljSi cas
ekstrakcije, velike koli¢ine topil in ve¢ korakov. V vecini primerov je olje lazje od vode in
tvori vrhnjo plast destilata. Eteri¢na olja so sestavljena iz polarnih in nepolarnih spojin,
zato lahko pride do izgub nekaterih polarnih komponent v odpadni vodi, njihov izplen je
tako odvisen tudi od njihove porazdelitve med vodno in oljno fazo (42). Slabosti vodne
destilacije so tudi to, da vzamejo veliko ¢asa, jith ne moremo povezati z nadaljnjo analizo
ter potreba po organskih topilih in veliki koli¢ini rastlinskega materiala (23,51). Nestabilne
hlapne spojine, kot so alkeni, estri in nenasi¢ene hlapne snovi, se lahko s termi¢no
ekstrakcijo oziroma destilacijo razgradijo in se pri tem tvorijo nove spojine. Kljub temu se
te metode danes veliko uporabljajo za karakterizacijo diSav in arom, ker so enostavne in
direktne, imajo veliko ekstrakcijsko kapaciteto, destilacijska aparatura pa je (tako pri

klasiéni kot pri LN destilaciji) relativno enostavna (52).

Likens and Nickerson sta metodo ekstrakcije predstavila leta 1964. To je hkratna
ekstrakcija z vodo in topilom, kjer se v kontinuiranem procesu kondenzirana vodna para
ekstrahira s kondenziranimi parami topila. Tako dobimo vecjo ekstrakcijsko ucinkovitost,
saj se polarne komponente ne sperejo nazaj v vodo, zato pride do boljse ekstrakcije
hidrofilnih komponent v organsko topilo (50,53). Ekstrakti po tej metodi ne vsebujejo ne-
hlapnih komponent, kot so voski ali klorofil (54). Pomembno je tudi, da se uporabijo topila
najvedje Cistote, s Cimer se izognemo Sumu po koncentraciji ekstrakta (46). Ker je volumen
vodnega vzorca veliko vecji kot volumen ekstrakcijskega topila, dobimo velike

obogatitvene faktorje (53).

V studiji, ki jo je izvedla Stashenko s sodelavci, je med ekstrakcijskimi metodami dala
hkratna destilacija-ekstrakcija s topilom najbolj ucinkovito izolacijo monoterpenskih
ogljikovodikov in njihovih oksigeniranih analogov. To je metoda izbora za izolacijo lahko
hlapnih spojin (monoterpenov), medtem ko se teZje spojine, kot so ogljikovodiki (C, >15),

diterpenoidi in fitosteroli, bolj u¢inkovito izolirajo z mikrovalovi pospeseno ekstrakcijo
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(MWE) in SFE. Prednost MWE je, da je hitrejsa metoda kot SFE (1 minuta v primerjavi z
2 urama) (55).

5.5.1 Nastanek artefaktov pri destilacijskih metodah

Kot smo Ze omenili, je slabost destilacijskih metod povecana temperatura, kar lahko vodi
do izgube ali razpada obstoje¢ih komponent ali formiranja novih aromati¢nih spojin.
Matrich s sodelavci je v svoji Studiji izolacije hlapnih snovi iz cvetov in plodov kivija
(Actinidia arguta) predvidel, da bi lahko bil linalooloksid artefakt v procesu parne
destilacije. Linalooloksid naj bi se tvoril iz linaloola preko 6,7 epoksilinaloola (56). Pri
neki drugi analizi naj bi nasli linalool pri metodi LN le v manj$ih koncentracijah (0,31 %
oziroma 0,42 ppm), medtem ko je bil glavna komponenta pri HS metodi (tudi do 20 %).
Medtem so po metodi LN nasli ve¢je koncentracije linalooloksida, in sicer izomer 1 - 6,76
% oziroma 9,22 ppm in izomer 2 - 19,27 % oziroma 26,29 ppm. Pri HS metodi pa so nasli
12,27 % linalooloksida — izomera 1 in 10,89 % linalooloksida — izomera 2 (57).

V vseh primerih smo nasli bistveno manj linalooloksida kot linaloola, edina izjema je bila
cvet FJ (metoda C). Se najmanj linalooloksida (obeh izomerov) smo nasli pri vzorcih FJ in
FB list C, in sicer pod 60 ppb, medtem ko je bila koncentracija linaloola pri FB list C v
povprecju 359 ppb, pri FJ list C pa 161 ppb. Pri LN metodi je bilo bistveno ve¢ tako
linaloola kot linalooloksida, pri FB list je bila povpre¢na koncentracija linaloola 553 ppb,
linalooloksida pa 182 ppb, pri FJ list LN pa je bila povpre¢na koncentracija linaloola 1010
ppb, linalooloksida pa 294 ppb. Pri metodi C je bilo v cvetovih obeh vrst linalooloksida
najveC, od tega pri obeh primerih ve¢ (Z)- kot (E)-izomera; najvecja pa je bila tudi

koncentracija linaloola, in sicer okrog 1000 ppb.

Poleg obeh izomerov linalooloksida so bili tudi derivati furana artefakti pri metodah
destilacije. Pri naSi analizi so se kot artefakti pojavili 2-etilfuran, 2-pentilfuran in
furfural. Furan je zelo hlapna spojina, ki se tvori iz ogljikovih hidratov, aminokislin,
vitaminov, ve€krat nenasi¢enih masc¢obnih kislin in karotenoidov z askorbinsko Kislino in
njenimi derivati kot glavnimi prekurzorji furana, ki se tvorijo s termicno razgradnjo.
Furfural je vmesni produkt pri tvorbi furana, tvori se iz askorbinske kisline med termi¢no
obdelavo pa tudi iz razpada sladkorjev. Pri Maillardovi reakciji, ki poteka med
aminokislinami in sladkorji pri povecani temperaturi, se tvorijo tudi substituirani furani

(58,59). V vzorcih opisane artefakte smo dobili ve¢inoma le po postopku LN (izjema je
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furfural pri FB cvet C1 in 2-pentilfuran pri cvetovih). Glede na to, da je bila pri obeh
primerih temperatura grela nastavljena na enako temperaturo (225 °C) in je bil cas
destilacije enak (4 ure), tezko sklepamo, da je pri metodi LN nastalo ve¢ artefaktov,
temveC da je verjetno veCina derivatov furana med destilacijo po metodi C izhlapela iz
sistema, medtem ko se je pri metodi LN zadrzala v pentanu. Vendar na drugi strani je tudi

linalooloksid kot potencialni artefakt ve¢inoma nastal pri metodi LN.

5.6 Druge metode pridobivanja hlapnih spojin iz rastlinskega materiala

Nastanku artefaktov zaradi poveCane temperature se lahko izognemo z uporabo drugih
metod. Ena od pogosto uporabljenih metod za izolacijo hlapnih snovi je tudi direktna
ekstrakcija s topilom. To je enostavna in poceni metoda, njene slabosti so uporaba
organskih topil in velika poraba ¢asa (57). Ekstrakcije s topili so omejene zaradi topnosti
spojin v specifiécnem topilu, pride pa tudi do koekstrakcije nehlapnih snovi, za Kkar
potrebujemo naslednji korak ¢iséenja (54,60). S to metodo se ekstrahirajo pigmenti, visje
molekularni, nehlapni in v voskih topni mas¢obno Kislinski estri in ogljikovodiki (C5-Cy),
poleg tega ekstrakt vsebuje tudi tezko hlapne ali nehlapne di- ali triterpene in terpenoide
(57,60). Proces lahko reguliramo z izbiro topila in variacijo temperature in tlaka med
ekstrakcijskim procesom. Velik tlak in temperaturo uporabljamo za pospesitev ekstrakcije
s topilom. Zaradi povecane topnosti substanc se lahko skrajsa ¢as ekstrakcije in zato velike

temperature ne povzro¢ijo transformacij spojin, kot se to zgodi pri vodni destilaciji (54,60).

Ena od metod ekstrakcije je tudi ekstrakcija s superkriti¢énim COp, ki je zelo primerna za
ekstrakcijo sestavin, pomembnih za aromo, saj dobimo v ekstraktu veliko termolabilnih
spojin, koli¢ina tezko hlapnih ali nehlapnih komponent pa je zelo majhna (60). Ekstrakcijo
lahko optimiziramo z ekstrakcijsko temperaturo in tlakom ter dodatkom organskih
modifikatorjev (etanol, metanol), da doseZemo zadostno selektivnost pri frakcionaciji
vzorca. Pri superkriticnih fluidih je hitrejsi tudi masni transport in tako doseZemo krajsi cas
ekstrakcije (46). CO, se po ekstrakciji enostavno odstrani zgolj s spremembo tlaka in ni
toksi¢en za okolje. Tehnika ekstrakcije s superkriticnim CO; je zato ucinkovita
preparativna metoda (52). Slabosti SFE metode sta, da je to draga metoda, CO, kot topilo
je nepolarna molekula in ima omejujoCe lastnosti kot topilo, saj slabo raztaplja polarne

molekule (52). SFE metoda, ki so jo uporabili pri eksperimentih v Studijah ni dokazala
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zadostne robustnosti, kar je vodilo do velikih standardnih deviacij in majhne ponovljivosti.
Zlasti za velike kolicine rastlinskih vzorcev, je SFE metoda porabila zelo veliko Casa in je

bilo treba veliko ro¢nega dela (60).

Kot dobra metoda bi se lahko izkazala metoda HS zaradi enostavne priprave vzorca in
procesa analize. Poleg tega je metoda poceni in ni potrebe po uporabi organskih topil,
vendar se z njo dobi manjse Stevilo spojin (57). Pri stati¢ni HS analizi postavimo tekoci ali
trdni vzorec v vialo, ki jo segrejemo na dolo¢eno temperaturo. Po tem ko vzorec doseze
ravnotezje s paro (ravnotezje je odvisno od porazdelitvenega koeficienta pri doloceni
temperaturi, Casa in tlaka), se alikvot plinaste faze prenese z brizgo, ki je neprepustna za
pline, na plinski kromatograf (61). Slabost te metode je majhna obcutljivost, poleg tega je
sestava plinske faze nad vzorcem drugacna kot v njem. Pri dinami¢ni HS metodi (»purge
and trap«) inerten plin prepihuje vzorec in zbere hlapne komponente v past. Ker se
ravnotezje ne vzpostavi, pride do izboljSane obcutljivosti. Pogoste so sorbentske pasti z
uporabo oglja ali poroznih polimerov. Termi¢na desorpcija je uporabna za Sirok spekter
spojin, vendar lahko povzroc¢i spremembe v obc¢utljivih molekulah. Desorpcija s topilom je
milejSa tehnika, vendar se lahko zelo hlapne spojine izgubijo ali zakrijejo. Prednost HS
analize je tudi to, da ne pride do destrukcije vzorca, ekstrakti so navadno CcistejSi in
vsebujejo manj spojin kot tisti, ki jih pridobimo z ekstrakcijo s topilom ali destilacijskimi
metodami. Vendar ta metoda ni primerna za vzorcenje nehlapnih spojin z vecjimi
temperaturami vreliS€a, ki so mocneje vezane oziroma enakapsulirane, kar pa je tudi

prednost, saj ne pride do kontaminacije z nehlapnimi komponentami (46,62).

Zaradi majhne koncentracije hlapnih spojin v dresniku HS analiza ne bi bila dobra metoda.
Kot boljSa bi se mogoce izkazala dinamicna HS, najverjetneje pa bi najboljSe rezultate

dobili z ekstrakcijo s SFE.

5.7 Komentar na obstojece Studije

V $tudiji, ki jo je opravil Kim Yong-Suk s sodelavci leta 2005, so proucevali hlapne
komponente listov japonskega dresnika z metodo parne destilacije in ekstrakcije s topilom
(izboljsane LN metode) in njihovo protibakterijsko aktivnost. Po dveh urah destilacije so
dobili 8,89 pl olja na 100 g rastlinske droge (izplen je 8,89 x 10° % [V/m]). Mi smo po
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stirih urah destilacije dobili po eni paraleli 9,5 mg/100g droge (izplen 0,01 % [m/m]), po
drugi pa 9,67 mg/100g rastlinske droge (0,01 % [m/m]). Opazili smo, da dodatni dve uri

ocitno pripomoreta k povecanju koli€ine eteri¢nega olja.

V isti $tudiji je bila najbolj zastopana spojina (2E)-heks-2-enal, ki so je dobili kar 73,36 %;
v naSem primeru pa smo je dobili zgolj dobra 2 %, ve¢ smo dobili maScobnih kislin in
farnezilacetona in geranilacetona. Druge spojine, ki so jih dobili v tej Studiji, so bile
heksanal (v studiji 2,81 %, v naSem primeru pa v povprecju 1,03 %), (3Z)-heks-3-en-1-ol
in 1-penten-3-ol, (2E)-pent-2-en-1-ol in etilvinilketon, ki jih nismo kvantificirali. Glede na
to, da so v Studiji kot topilo uporabili dietileter, ki je rahlo polaren, mi pa pentan, ki je

nepolaren, je smiselno, da so dobili ve¢ polarnih spojin, mi pa ve¢ nepolarnih.

V drugi $tudiji je Yi Sun s sodelavci z uporabo metode HS iz cvetov japonskega dresnika
izoliral le 21 spojin. Identificirali so v glavnem estre, po njihovi $tudiji so estri sestavljali
kar 52,09 % vseh hlapnih spojin. Mi smo kvantificirali zgolj 3 estre, in sicer metilsalicilat,
(32)-3-heksenilbenzoat in benzilbenzoat, ki smo jih nasli v majhnih koncentracijah (Se
najveé je bilo metilsalicilata). Opazili smo, da se je profil spojin po obeh metodah zelo
razlikoval; majhne koncentracije estrov v vzorcih so bile verjetno posledica podaljsane

destilacije in razpada zaradi povecane temperature.

5.8 Predlogi za izboljsanje izplena

Izplen eteri¢nega olja je bil zelo majhen. Po vseh metodah skupaj je bila povpre¢na masa
pridobljenega olja zgolj 22,3 mg na 300 g droge, kar je priblizno 0,01 %. Kljub temu smo
opazili, da je imela voda, v kateri je bil ostanek rastlinskega materiala, zelo mocan vonj po
wzelenju, iz Cesar smo lahko sklepali, da je v vodi ostalo Se precej hlapnih spojin,

najverjetneje polarnih, ki so bile bolje topne v vodi.

Za izolacijo zaostalih spojin v vodi, bi lahko vodo, kjer so bili potopljeni rastlinski delci
filtrirali in to ekstrahirali s topilom. V §tudiji so po destilaciji cvetov japonskega Sipka 100
ml vzorca hidrolata izsolili s 36 g NaCl, da so zmanjSali topnost hlapnih snovi v vodi in to
ekstrahirali s 50 ml dietiletra. Ekstrakcijo so ponovili petkrat, ekstrakt pa nato susili z

brezvodnim MgSOy in filtrirali, topilo pa nato uparili na rotavaporju (63).
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Uporaba ultrazvoka pri ekstrakciji lahko skrajsa ¢as postopka, poveca izplen in zmanjsa
porabo energije pri pridobivanju eteri¢nega olja. Proces lahko reguliramo z ve¢ parametri,
kot so moc¢ ultrazvoka, koncentracija topila in ekstrakcijska temperatura. Ultrazvo¢ni
valovi razbijejo celice in sprostijo celi¢no vsebino v ekstrakcijski medij. Ekstrakcijo iz
suhega materiala lahko razdelimo na dve stopnji, ki vkljucujeta nabrekanje in hidratacijo
rastlinskega materiala v topilu in masni transfer topnih komponent iz rastlinskega materiala
v topilo z difuzijo in osmozo. Prednosti te metode sta vecja intenzivnost prenosa mas in

povecéana penetracija topila v rastlinsko tkivo (64,65).

Kot ekstrakcijsko topilo se pri LN metodi poleg pentana uporablja $e¢ izopentan (2-metil
butan), dietileter in benzen. Kot enako ucinkovita so se izkazala tudi topila, ki so tezja od
vode, na primer diklorometan, vendar se ta uporabljajo redko, ker je aparatura primarno
namenjena za topila, lazja od vode, in bi potrebovali posebno za to prilagojeno aparaturo.
Izbira topila je odvisna tudi od topljenca, ki ga zelimo izolirati (66). Izplen za polarne
komponente ni odvisen zgolj od njihovih aktivnostnih koeficientov v vodnih vzorcih,
ampak tudi od distribucije med dvema tekocima fazama. Zato bo imelo topilo vpliv na
ekstrakcijski koeficient (K) in distribucijski koeficient med plinom in teko¢ino (Ke) v

ekstrakcijskem topilu (53).

5.9 Predlogi za boljso identifikacijo

Locba etericnih olj je velikokrat zahtevna zaradi kompleksnosti vzorca, strukturnih
podobnosti komponent (izomerov), velikega Stevila komponent in Sirokega razpona
koncentracij. Zato bi lahko v ve¢ primerih priSlo do koelucije in majhnih razlik med
kromatografskimi vrhovi (24,67). Tudi kon¢ni spekter, ki smo ga dobili po analizi na GC-
MS, je vseboval ogromno Stevilo komponent in v nekaterih primerih je prislo do
prekrivanja kromatografskih vrhov, kar smo re$ili z ro€no integracijo in preverjanjem
identitete komponent. Za boljso analizo in manj dvoumnega prekrivanja vrhov bi bila
uporabna metoda ve¢dimenzionalne kromatografije, za analizo enantiomerov pa bi lahko

uporabili kiralno plinsko kromatografijo.

Uporabljena kolona je imela nepolarno stacionarno fazo, te pa locujejo glede na polarnost

in temperaturo vreliS¢a, in sicer se analiti z majhnimi temperaturami vreli$¢a eluirajo pred
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tistimi z ve¢jimi temperaturami vreli$¢a in bolj polarne prej kot manj polarne (47). Precej
verjetno je, da bodo imeli oksigenirani in ¢isti ogljikovodiki podobne temperature vrelisca
in se bo veliko spojin eluiralo v kratkem retencijskem c¢asu, s ¢imer lahko pride do
prekrivanja. Prednost bolj polarne kolone je, da podaljsa ¢as elucije spojin z zadrzevanjem
bolj polarnih (oksigeniranh) spojin v daljsi Cas retencije. Tako so skupine spojin bolj
potegnjene narazen in je za vzorec na voljo vecji separacijski prostor. Treba pa se je
zavedati, da izbor nove kolone lahko privede do novih koelucij. Ta problem lahko resimo
na vec nacinov, in sicer lahko uporabimo vec¢dimenzionalni sistem — ve¢ dimenzionalno
plinsko kromatografijo (MD-GC), kjer analite loCujemo v dveh ali ve¢ neodvisnih
separacijskih korakih, da dosezemo boljSo locbo. Primer so tako imenovani »heart-cut«
sistemi, ki uporabljajo sisteme za spremembo toka, ki omogocajo izolacijo izbranih
kromatografskih vrhov z delnim prenosom izbrane frakcije iz predkolone v drugo kolono z
drugacno selektivnostjo, kjer se tar¢ni analiti ponovno lo¢ijo, in na ta na¢in Se izognemo
potencialni koeluciji neprenesenih spojin. Ceprav je to u¢inkovita metoda, vzame veliko

¢asa in ne ustreza rutinskim zahtevam analize.

Pri metodi izboljSane GC analize (GC-GC) sta dve koloni z razlicnima selektivnostma
povezani s posebnim vmesnikom, ki je obic¢ajno termi¢ni modulator. Pri GC-GC je celoten
vzorec, ki se lo¢i na prvi koloni, prenesen na drugo kolono, kar privede do povecane
kromatografske resolucije v dve neodvisni dimenziji, kjer so analiti loceni z dvema
neodvisnima mehanizmoma (ortogonalna separacija), in se tako poveca kapaciteta kolone

in separacijska mo¢ sistema (24,67).

Problem koelucij lahko resimo tudi s podaljsanjem dolzine kolone (na primer uporabimo
100-metrsko kolono) in povecamo $tevilo teoreti¢nih podov, ¢eprav daljsa kolona vodi do
izboljSanih rezultatov, pride do podaljSane analize, zmanjSane obcutljivosti in razSirjenih

kromatografskih vrhov. (36).

Za podrobnejSo analizo sestave eteri¢nega olja, bi lahko uporabili tudi bolj kompleksne
metode identifikacije, s ¢imer bi lahko lo¢ili med enantiomeri. Znano je, da ima razli¢na
enantiomerna sestava eteri€nega olja razlicen vonj in na podlagi enantiomerne sestave
lahko sklepamo tudi na geografsko poreklo rastlinskega materiala (23). Kiralna plinska
kromatografija omogoca natan¢no analizo enantiomerne sestave terpenoidov in drugih
spojin. Vecina $tudij uporablja ve¢dimenzionalno GC, da dobi boljse locbe, ena kolona

lo¢i kromatografske vrhove, nato pa tiste, za katere se zanimamo, izreze iz prve dimenzije
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in da na drugo kiralno kolono (67). Za enantiomerno lo¢bo se vefinoma uporabljajo
kolone, ki imajo stacionarno fazo na osnovi ciklodekstrinov (CD). Univerzalnega
ciklodekstrina, ki bi zagotavljal lo¢bo vseh racematov Se niso sintetizirali, v glavnem
zaradi intrinzi¢nega mehanizma kiralnega prepoznavanja v plinskem kromatografu; lo¢ba
je odvisna od zelo majhne razlike energij interakcije vsakega enantiomera s CD kiralnim
lo¢evalcem. Zato je dobro, da ima analizni laboratorij dostopni vsaj dve koloni, ki sta
prevleceni z razlicnimi CD derivati, ki so sposobni locbe vsaj 80 % najbolj pogostih
racematov na podroc¢ju okusa in disav. Najbolj pogosti CD derivati danes sodijo v skupino
tako imenovanih ciklodekstrinov druge generacije, ki so sestavljeni iz -ciklodekstrinov,
substituiranih na polozaju 6 z veliko skupino (terc-butildimetilsilil- ali terc-
heksenildimetilsilil-) in z alkilirano ali acetilirano skupino na polozaju 2 in 3 (v glavnem

metil-, etil- ali acetil-) na Siroki strani (23,36).

5.9.1 Analiza maséobnih Kkislin

Poleg kompleksnosti vzorca smo imeli teZzave pri analizi zaradi razvleCenih
kromatografskih vrhov maS¢obnih kislin, ki so se nam pojavljale v velikih koncentracijah.
Problem smo delno resili s tem, da smo za mas¢obne kisline pripravili posebno raztopino
referen¢nih spojin in se tako izognili prekrivanju z drugimi spojinami, vseeno pa bi bilo
treba njihovo analizo Se izboljSati. Pri plinski kromatografiji je nujno tako upliniti analite
kot tudi zmanjsati adherenco na steno kolone in druge povrsine. Ve¢ od teh zahtev lahko
doseZemo z derivatizacijo analitov. Pri maScobnih kislinah lahko z zaestrenjem
karboksilne skupine izboljSamo lastnosti za plinsko kromatografijo in obcutljivost
detekcije (68). Zato mascobne kisline analiziramo v obliki metilnih estrov, saj se v prosti
obliki tezko analizirajo. Zaradi njihovih zelo polarnih glav pride do adsorpcije zaradi
tvorbe vodikovih vezi; zato je treba za olajSanje analize zmanjsati polarnost (69). Poleg

tega se za analizo uporabi tudi PEG kolona (70).
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6 SKLEP

Pri analizi hlapnih snovi japonskega in CeSkega dresnika smo ugotovili, da smo pri
metodah vodne destilacije Clevenger (C) in hkratne destilacije in ekstrakcije Likens-
Nickerson (LN) dobili zelo malo etericnega olja. Ob primerjavi izplenov po obeh metodah
je dala metoda LN bistveno vec¢ji izplen kot metoda C (35 % vec, ¢e upoStevamo povprecja
tako za japonski kot za Ceski dresnik). Pri analizi eteri¢nega olja z metodo LN smo dobili
tudi bistveno vec razli¢nih spojin kot pri metodi C; pri obeh pa smo dobili ve¢ spojin, kot
so jih dobili drugi avtorji, ki so za analizo listov uporabili metodo LN ali analizo plinske
faze (»headspace«). Slednja je pri $tudiji kitajskih avtorjev dala bistveno drugacen profil
spojin, saj so bili v njihovem primeru zastopani ve¢inoma estri heksanojske kisline, ¢esar
mi nismo zasledili oziroma kvantificirali. Zaradi prisotnosti velike temperature pri
destilaciji je verjetno, da so estri razpadli, vseeno pa je zanimivo, da nismo dobili temu
primernega velikega deleza heksanojske kisline. Vzorci so vsebovali velik delez
mascobnih kislin; ne glede na metodo smo jih dobili v vseh vzorcih ve¢ kot 70 %. Druge
spojine v vzorcih so bile $e fitol, geranilaceton, -ciklocitral, linalool, linalooloksid, (2E)-
heks-2-enal itd. V listih smo skupno identificirali okrog 40 % vseh kromatografskih vrhov,
v cvetovih pa manj, le okrog 20 %. Velik delez neidentificiranih spojin (9-37 %) je

pripadalo vi§jim nerazvejanim alkanom, z verigami C atomov od 13 do 30.

Sestava olja je bila zelo kompleksna. Zaradi velikega Stevila spojin je bila analiza spektra
otezena in veckrat je bilo nujno rocno integriranje in potrjevanje identifikacije
kromatografskih vrhov, zlasti pri mascobnih kislinah, ki jih je zaradi razvlecenih

kromatografskih vrhov program veckrat narobe integriral.

Pri metodah destilacije je popolna ekstrakcija vseh spojin tezko verjetna, za popoln profil
spojin bi bilo smiselno kombinirati ve¢ metod. Glede na sestavo olja sklepamo, da je pri
uporabljenih metodah izplen za nepolarne spojine dober, medtem ko je verjetno Se precej
polarnih in teZje hlapnih spojin ostalo v odpadni vodi, v kateri je bila rastlinska droga, saj
je bilo po koncu destilacije v njej zaznati Se precej moc€an vonj. Treba je upostevati tudi to,
da je lahko prislo do izgube zelo hlapnih komponent v prostor. Prav tako moramo pri
destilaciji upostevati nastanek artefaktov zaradi poveCane temperature in razpad obstojecih

spojin, na primer hidroliza estrov in oksidacija aldehidov.
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8 PRILOGA

Preglednica XIV: Sestava etericnega olja listov in cvetov japonskega in ceSkega dresnika.

RI FB D:l;i Clj/‘]et Delez | Povprecje | Delez | Povprecje ;)Be lleisit Povpreéje | Delez | Povprecje ;)Jellz[

Ime amerien | L€ | qerc | ¢ |FIcwet| FBIstC | FBlist | FIistLN | “/P | FalistC | Falist | FOlitLN | 0

[ppb] [96] | [ppbl C[%] [Ppb] C[%] [ppb] %] [ppb] C[%] [ppb] %]
2,3-butandion 593 413 | 006% | 31,3 | 0,03% | 360 | 002% | 697 |006% | 361 |004% | 680 |005%
3-metilbutanal 650 270 | 004% | 237 | 0,03% | 176 | 0,01% 200 0,18 % 0 0,00 % 203 | 0,14%
2-metilbutanal 659 462 | 007% | 494 | 005% | 325 | 002% 435 040% | 995 | 001% 746 | 052%
pentanal 700 115 | 017% | 563 | 0,06% | 688 | 0,05% 755 070% | 204 | 0,02% 852 | 0,60 %
2-etilfuran 701 0 |000% | 0 |000% 0 0,00 % 302 0,36 % 0 0,00 % 563 | 0,39%
heksanal 801 573 | 0,85% | 469 | 0,50 % 120 008% | 1000 | 093% | 709 | 0,08% | 1550 | 1,08 %
furfural 829 187 | 028% | 0 | 0,00% 0 0,00 % 208 0,19 % 0 0,00 % 198 | 0,14%
(2E)-heks-2-enal 850 274 | 041% | 252 | 0.27% 505 034% | 2340 | 216% 265 031% | 2980 |2,08%
gz)'he“'g'e”'l' 853 706 | 0,0% | 148 | 0,16 % 105 0,07 % 573 0,53 % 105 0,12 % 854 | 0,60%
heksanol 869 646 | 0,10% | 645 | 0,07% 102 0,07 % 344 032% | 826 | 010% 327 | 023%
heptan-2-on 888 585 | 009% | 818 | 0,09% | 625 | 004% | 91,8 | 008% 0 0,00% | 80,1 |0,06%
(42)-hept-4-enal 899 499 | 007% | 253 | 003% | 91,2 | 0,06% 454 042% | 40,6 | 0,05% 318 | 0,22%
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RI FB D;l;i C'?/‘lt Delez | Povprecje | Delez | Povprecje ;) I: ll?sit Povprecje | Delez | Povprecje g]elnesit

Ime izmerjen cvet C cvet C c FJcvet | FBIlistC FB list | FB list LN LN FJlist C FJlist | FJlist LN LN

[ppb] [9%] | [ppb] C[%] [Ppb] C[%] [ppb] [%] [ppb] C[%] [ppb] %]
2-heptanol 901 854 | 1,27% | 153 | 0,16 % 124 0,08 % 399 0,37 % 35,0 0,04 % 35,0 0,0 2%
benzaldehid 957 988 | 015% | 752 | 0,08% 86,4 0,06 % 301 0,28 % 54,2 0,06 % 358 0,25 %
limetol 968 106 | 016% | 29,3 | 0,03% 0 0,00 % 15,4 0,01 % 0 0,00 % 0 0,00 %
1-okten-3-ol 979 104 | 015% | 68,8 | 0,07 % 40,4 0,03 % 50,6 0,05 % 41,0 0,05 % 83,1 0,06 %
2-pentilfuran 989 148 | 022% | 100 | 0,11 % 8,62 0,01 % 176 0,16 % 0 0,00 % 203 0,14 %
g:g:fm's'hepte”' 992 431 | 006% | 459 | 005% | 51,7 | 004% 252 023% | 61,9 | 007% 239 | 017%
ézi;‘:lz)'hepta'z""' 995 159 | 024% | 92,9 | 0,10 % 1290 0,88 % 4120 3,80 % 240 0,28 % 1310 0,92 %
oktanal 1002 145 | 022% | 153 | 0,16 % 35,0 0,02 % 79,0 0,07 % 20,3 0,02 % 126 0,09 %
limonen 1027 193 [ 029% | 113 | 0,12% 7,20 0,00 % 170 0,16 % 5,02 0,01 % 97,7 0,07 %
2-etilheksanol 1028 11,4 [ 002% | 427 | 0,05% 57,9 0,04 % 129 0,12 % 46,4 0,05 % 165 0,12 %
(2E)-okt-2-enal 1056 102 | 015% | 789 | 0,08% 123 0,08 % 227 0,21 % 57,6 0,07 % 210 0,15 %
(2)-linalooloksid 1068 683 | 1,01% | 1200 | 1,29 % 56,1 0,04 % 206 0,19 % 31,5 0,04 % 300 0,21 %
1-oktanol 1070 337 [ 050% | 168 | 0,18 % 182 0,12 % 283 0,26 % 92,0 0,11 % 297 0,21 %
(E)-linalooloksid 1084 326 | 048% | 629 | 0,68% 28,5 0,02 % 158 0,15 % 27,1 0,03 % 288 0,20 %

61




Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia

Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)
RI FB l':);lei (FZ‘\]/et Delez Povprecje | Delez Povprecje II:);lTiZ;t Povprecje | Delez Povprecje II:)jlleiit

Ime izmerjen cvet C wetC | ¢ FJcvet | FBlist C FB list | FB list LN LN FJlist C FJlist | FJlist LN LN

[ppb] [%] [ppb] C[%] | [ppb] C[%] | [ppb] [%] [ppb] C[%] | [ppb] [%]
linalool 1098 1070 | 1,59% | 956 | 1,03% 359 0,25 % 553 0,51 % 161 0,19 % 1010 0,71 %
nonanal 1102 1220 | 1,81% | 2020 | 2,17 % 156 0,11 % 251 0,23 % 100 0,12 % 408 0,29 %
fjfr’]i'f)'o"ta'z’ﬂ" 1107 372 | 006% | 27,0 | 0,03% 61,3 0,04 % 184 0,17 % 34,2 0,04 % 126 0,09 %
fjfr’]ilz)'”ona'%' 1150 0 |000% | 0 |000% 138 | 0,09% 163 015% | 464 | 0,05% 139 | 010%
(2E)-non-2-enal 1157 278 | 041% | 192 | 0,21 % 131 0,09 % 173 0,16 % 51,0 0,06 % 161 0,11 %
nonanol 1170 121 | 018% | 99,3 | 0,11 % 108 0,07 % 159 0,15 % 99,0 0,12 % 196 0,14 %
metilsalicilat 1188 129 | 019% | 583 | 0,06 % 51,2 0,03 % 73,6 0,07 % 51,4 0,06 % 183 0,13%
o-terpineol 1192 398 | 059% | 602 | 0,65% 140 0,10 % 282 0,26 % 78,0 0,09 % 427 0,30 %
safranal 1195 296 | 0,04% | 820 | 0,01% 326 0,22 % 463 0,43 % 53,0 0,06 % 333 0,23 %
dekanal 1204 218 | 032% | 564 | 0,61% 120 0,08 % 136 0,13% 84,0 0,10 % 191 0,13%
B-ciklocitral 1215 0 000% | 0 | 0,00% 940 0,64 % 1330 1,22 % 310 0,36 % 1250 0,87 %
nerol 1222 104 | 015% | 136 | 0,15% 96,7 0,07 % 139 0,13% 67,9 0,08 % 187 0,13 %
B-citral/neral 1235 537 | 0,08% | 633 | 0,07% 136 0,09 % 173 0,16 % 61,3 0,07% 143 0,10 %
geraniol 1248 453 [ 067% | 619 | 0,67% 212 0,14 % 375 0,35 % 125 0,15 % 454 0,32 %
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Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia

Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)
T _ _
RI FB D;:Z Cv\lt Delez | Povprecje | Delez | Povprecje I? I: ll?:t Povprecje | Delez | Povprecje |2]el|ieszt

Ime izmerjen cvet C cvet C c FJcvet | FBlist C FB list | FB list LN LN FJlist C FJlist | FJlist LN LN

(o) 0, (o)

[ppb] [9%] | [ppb] C [%] [ppb] C [%] [ppb] [%] [ppb] C [%] [ppb] %]
-gdec-Z2-ena y y 0 , , 0 y y 0 y y 0 y y 0 y y 0
2E)-dec-2-enal 1259 450 | 0,07% | 304 | 0,03 % 538 0,04 % 523 0,05 % 305 0,04 % 67.8 | 0,05%
a-citral/geranial 1265 235 | 003% | 327 | 0.04% 162 0.11 % 183 0.17 % 522 0,06 % 119 0,08 %
E?ST;ZOJS'@ 1268 | 1.470 | 2,18% | 5.990 | 645 % 176 012% | 2130 | 1,96 % 194 023% | 4700 | 3.29%
4-vinilgvajakol 1305 0 |000% | 0 |000% 0 000% | 1020 | 0,94 % 0 000% | 1110 | 078 %
ffi;‘;lE)'deka'z"" 1315 174 | 026% | 161 | 017 % 213 0,15 % 214 0,20 % 83,0 0,10 % 161 0,11 %
i?s'f;]”aojs'(a 1363 160 | 024% | 1.060 | 1,14 % 898 061% | 1280 1,18 % 718 084% | 2570 | 1,79%
(Z)-jasmon 1388 543 | 0,08% | 106 | 011 % 166 0.11% 410 0.38 % 126 0.15 % 498 0.35 %
dodekanal 1407 155 | 023% | 317 | 034 % 110 0,08 % 189 017 % 89.8 0,10 % 151 0.11%
geranilaceton 1444 206 | 060% | 296 | 032% | 2345 | 1.60% | 2640 | 243% | 1290 150% | 1900 | 1.33%
B-jonon 1475 128 | 019% | 126 | 0.14 % 629 0.43 % 728 0.67 % 460 0,54 % 815 057 %
a-jonon 1475 263 | 004% | 279 | 003% 865 0,06 % 103 0,09% 193 0.23 % 410 0.29 %
i?s?ien';a”o”ka 1559 | 1.600 | 2,37% | 3.420 | 3,68% | 21900 | 150% | 18900 | 175% | 13400 | 156% | 22300 | 15,6%

Z)-heks-3-en-1-

(32)-heks-3-en 1566 265 | 0,04% | 404 | 0,04% 0 0,00 % 0 0,00 % 66,0 0,08 % 832 | 0,06%

ilbenzoat
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Analiza hlapnih snovi v japonskem dresniku (Fallopia

Andreja Stalcar japonica) in ¢eskem dresniku (Fallopia x bohemica)
RI FB D;:z C'?/\lt Delez | Povprecje | Delez | Povprecje I? I: ll(ift Povprecje | Delez | Povprecje |2]el|?;t
Ime izmerjen cvet C cvet C c FJcvet | FBlist C FB list | FB list LN LN FJlist C FJlist | FJlist LN LN
(o) 0, (o)
[ppb] [9%] | [ppb] C [%] [ppb] C [%] [ppb] [%] [ppb] C [%] [ppb] %]
Egi"’l‘qd;ka”‘”s“a 1756 | 1540 | 229% | 2.580 | 2,78% | 16100 | 11,0% | 10000 | 927% | 3590 | 419% | 4590 | 3,21 %
benzilbenzoat 1759 455 | 0.07% | 324 | 003% 536 0,04 % 583 0,05 % 534 0,06 % 782 | 0,05%
farnezilaceton 1903 606 | 090% | 443 | 048% | 4440 | 303% | 3520 | 3.25% | 2660 | 310% | 2990 | 2,09 %
fitol 1940 783 | 116% | 675 | 073% | 1820 | 124% | 1230 | 1.13% | 1740 | 2.03% | 2720 | 1,90 %
ﬂ?s'fis::em”o”ka 1957 | 51200 | 76,0 % 68010 733% | 91000 | 622% | 47700 | 441% | 58400 | 681% | 80100 | 56,0 %
Vsota ppb 67400 92900 146000 108000 85800 143000

Koncentracije so podane v ppb/kg droge.
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