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Z A H V 4 [ 4
Spostovani mentorji, vsem iskrena hvala za vso pomoc. Brez vas mi ne bi uspelo.

Zahvaljujem se uditeljici, gospe Mileni Zohar za izreEene spodbudne in prijozne
besede ter za pomoc pri sami nalogi. Hvala, ker ste mi bili na voljo tudi ob
poznih urah in me prenasali izven vasega delovnega casa, kadar sem vas

potrebovala.

Iskrena hvala gospodu Marku Jeranu, strokovhemu sodelavcu Zdravstvene
fakultete in Fakultete za elektrotehniko Univerze v Ljubljani, za vse kritike,
vzpodbudne besede in dobre nasvete, ki so mi bili v veliko pomoc skozi vse
obdobje nastajanja naloge. Hvala tudi, ker ste vame verjeli ne glede na
kakrsne koli vzpone in padce. Vi ste zasluzni, da je naloga dobila strokovno

dopolnilo.

Veliko zahvalo namenjam dr. Urbanu Novaku iz Kemijskega instituta Ljubljana.
NajlepSa hvala za vaso strokovno pomocC in usmerjanje pri opravljanju
zahtevnih postopkov in meritev, za topel sprejem in vse informacije o uporabi

zapletenih aparatur.

Iskreno se zahvaljujem inzenirju gozdarstva, gospodu Simonu Kovacu,
revirnemu gozdarju za gospodarsko enoto Jurkloster iz Zavoda za Gozdove
Slovenije, Krajevne enote Lasko, za pomoc pri pridobivanju in pripravi vzorcev

in njegovi zeni, gospe Brigiti Kovac za prijazno in prijetno sodelovanje.

Iskrena hvala doc. dr. Danilu Bevku iz Nacionalnega instituta za biologijo
Ljubljana (NIB) za odgovore na mnoga zastavljena vprasanja iz entomologije

in gozdne biologije.

Hvala tudi uciteljici slovenscine, gospe Lidiji Toplisek za pravopisni pregled
naloge. Najlepsa hvala, ker ste si vzeli Cas in mi dali koristne nasvete in

predloge.

Za zagotovitev varnostnih sredstev, opreme, pripomockov in topil se
zahvaljujem Osnovni Soli Primoza Trubarja Lasko. Vse to je bilo kljucno za

uspesno opravljanje naloge v Solskih prostorih.
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Zahvala velja Kemijskemu institutu Ljubljana za topel in prijazen sprejem. V vasih
prostorin sem spoznala ogromno novih, zanimivih stvari in se veliko naucila.
Hvala za iziemno lep sprejem na Zdravstveni fakulteti in Fakulteti za
elektrotehniko Univerze v Ljubljani, kjer sem pridobila veliko uporabnih

informacij.

Zelo veliko mi je pomenila vsestranska pomoc starsev. Iz srca hvala za vse

spodbudne besede in podporo.

Najlepsa hvala vsem!

»Drevo vdihne to, kar izdihne Clovek.
Clovek vdihne tisto, kar gozd izdihnel«

JozZe Prah
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POVZETEK

Navadna smreka, lat. Picea abies, predstavlja prvo golosemenko s popolnoma
sekvencioniranim genomom. Njen genom je velik 20 miljonov baznih parov in
vsebuje veliko repetitivnin odsekov DNA. V razlicnih delih rastline vsebuje
mnoge biolosko aktivne spojine, med katere sodita tudi borneol in limonen.
Borneol se nahaja v vec kot 260 rastlinah in je sestavina mnogih etericnih olj, ki
se nahajajo v smoli dreves z iglicami. V mnogih etericnih oljih in zacimbah

najdemo tudi teko¢ ogljikovodik — ciklicni terpen, limonen.

S postopkom maceracije oz. z ekstrakcijo »mrdno-tekoce« smo raziskovali
optimalne pogoje priprave z limonenom in borneolom obogatenih izolatov
iglic. Obenem smo na podlagirezultatov FTIR-spekiroskopije uspeli pokazati, da
obstaja razlika v vsebnosti komponent med zdravo in s podlubniki okuzeno
smreko. Najvisjo vsebnost limonena zaznamo v maceratu iglic z uporabo
nizkopolarnega petroletra. Iglice zdrave smreke, macerirane v polarnem
etanolu, vsebujejo visoko vsebnost borneola po enotedenski izpostavitvi
rastlinskega materiala topilu na sobni temperaturi (22 °C). Podoben rang
vsebnosti lahko opazimo tudi pri enourni maceraciji ob povisani temperaturi, ki

je znasala 52 °C.

KLJUCNE BESEDE: Navadna smreka, Picea abies, limonen, borneol, kemija

naravnih spojin, izolacija, maceracija, insekticid, biolosko aktivhe spojine
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ABSTRACT

European spruce, lat. Picea abies, represents first gymnosperm with completely
sequenced genome. Its genome has 20 million base pairs and contains many
repefitive  DNA sections. The plant contains many biologically active
compounds among which we can find borneol and limonene. Borneol can be
found in over 260 plants and it is an ingredient of many essential oils, which are
exfracted from the resin of coniferous frees. In the many essential oils and spices

we also find liquid hydrocarbons — cyclic terpene, limonene.

With the maceration process or with »solid-liquid« extraction we were searching
the optimal conditions for isolation of limonene and borneol enriched needle
isolates. Based on the results with FTIR-spectroscopy we managed to show
there is a difference in the content of compounds between healthy and bark
beetle (lat. Scolytinae) infected European spruce. The highest content of
limonene we detect in the spruce needle macerate with using the low-polar
petroleum. The needles of the healthy spruce which were macerating in polar
ethanol, contain high content of borneol after one week extraction of the plant
material to the solvent at room temperature (22 °C). We can observe a similar

percentage of borneol after one-hour maceration at 52 °C.

KEYWORDS: European spruce, Picea abies, limonene, borneol, natural

compounds, isolation, maceration, insecticide, biological active compounds
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1. UVvOD

V naravnih virih so prisothe mnoge kemijske ucinkovine, ki materialu dajejo
ustrezne bioloske lastnosti, npr. antioksidativnost, protimikrobno delovanje,
protitumorsko aktivnost in podobno. Eden takih je vsem poznana navadna
smreka. Drevesni deli navadne smreke vsebujejo razlicno sestavo kompleksnih
biolosko aktivnih snovi; sestava le-teh je odvisna od razlicnih dejavnikov (npr.
podnebja, letnega casa vzorcenja ipd.). V raziskovalnem delu smo se

osredotocCili predvsem na spremljanje vsebnosti limonena in borneola.

Limonen je tekoC ogljikovodik brez barve. Industrijsko ga pridobivajo s
stiskanjem olupkov pomaranc in limon, ki so odpadni material po pridobivanju
sadnega soka. V Solskem laboratoriju ga lahko pridobivamo na vec razlicninh
nacinov. Danes je zaradi pretirane uporabe sinteticnega limonena na njegovo
vonjavo alergicninh vse vec ljudi. Kljub vsemu ostaja limonen pomemben
naravni antibiotik (Ahtik, Uzmah, 2018).

Borneol je monoterpenski alkohol. Ima le eno hidroksilno funkcionalno skupino,
sestavljen pa je iz dveh med seboj povezanih ogljikovodikovih obrocev, torej je

nepolaren (Gril, Sivavec, 2019).

V sklopu raziskovalnega dela je bila s pomocCjo maceracije opraviljena
primerjava kolicinske vsebnosti imonena in borneola v posusenih iglicah zdrave
in bolne smreke. Rokovali smo z razli€nimi pogoji izolacije, saj je poznavanje le-
teh pomembno pri snovanju mnogih inzenirskin postopkov v kemijski

(separacijski) industriji.

1.1 PRISTOP K DELU

Vecino prakticnega dela naloge smo opravili v Solskih prostorin. Del
eksperimentalnega sklopa smo zaradi uporabe posebne opreme in
tehnologije opravili v Laboratoriju za strukturo biomolekul v sklopu Teoreticnega

odseka Kemijskega instituta v Ljubljani. Tamkajsnje delo je nadzorovalo
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tehni¢no usposobljeno osebje v sodelovanju z mentorji. Vso potrebbno opremo
sta nam zagotovila Sola in institut. Na institutu smo bili predhodno seznanjeni z
varnostnimi predpisi in delovnim procesom, tako da je bilo rokovanje z reagenti
in vzorci v skladu z uveljavljeno zakonodajo varnostne kulture. Ker so bile
kemikalije opremljene z oznakami za nevarne snovi, smo z njimi ravnali v skladu
s predpisi o tovrstnih snoveh. Skozi celotno delo smo imeli na voljo vsa zascitna

sredstva (rokavice, zasc¢itna ocala in haljo) in smo sledili varnostnim opozorilom.
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2. TEORETICNI DEL

2.1 IGLAVCI

Iglavci sestavljajo velik del rastlinske odeje v hladnejsin delih sveta. V
nepretrganem loku se iglasti gozdovi vleCejo od Norveske do vzhodne Sibirije,
naravnost naprej v Kanado. To je stara skupina rastlin. Okamnine kazejo, da je
bilo njihovo obmocje neko€ mnogo bolj prostrano kot danes. V danasnji dobi
so vrste iglavcev v srednjeevropskem delu StevilCno zelo majhne. Iglaste
gozdove sestavljajo pretezno le smreka, jelka, bor in macesen. Spodrivati so jih
zaceli listavci, zlasti v toplejsih predelih, tako da je iglavcev znatno manj kot
listhatega drevja. Vendar iglavci med vsemi zivimi bitji na Zemlji dosegajo
najvecjo starost in najvisje zrasejo. Nekatere vrste so pravi drevesni orjaki, kot

na primer orjaske sekvoje.

Iglavec je tip rastline, ki zdruzuje doloCene znacilnosti — na splosno so iglavci
drevesa ali grmi, golosemenke, najpogosteje z igliCastimi listi, skoraj vse so
zimzelene z mehkejsim smolnatim lesom in pogosto s storzi. Taka je ¢lovekova
najpogostejsa prakticna predstava o tej veliki skupini rastlin, Ceprav je med
njimi veliko iziem, na primer macesen, ki ni zimzelena rastling, les tise ni smolnat

in tisa nima storzev in podobno (Majcen, 2012).

Iglavci so lesnate rastline, torej drevesa in grmi. Drevesa imajo deblo, ki se

takoj pri tleh. Nekateri iglavci so v svoji domovini drevesa, pri nas pa zrasejo le

kot grmi, in sicer zaradi razli¢nega podnebja.
lglasta drevesa imajo vec delov.

- Korenine dagjejo rastlini oporo in ji dovajajo vodo z mineralnimi snovmi.
Nekatera imajo korenine razporejene zelo plitvo (npr. smreka), druga pa

globoko (npr. bor).
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Deblo ali olesenelo steblo je pri drevesih po navadi le eno, v€asih pa je
tudi ve€ mocnih in visokih debel. Pri grmih je debel vedno vec, ki so tanka
in ne segajo v velike visine. Lubje je varovalno tkivo drevesnega debla in

vej pred izsusitvijo, prehudo vrocino, zmrzalmi in zuzelkami.

Veje rastejo po deblu raztreseno ali si stoje nasproti; so pokoncne,
povesene, viseCe, vodoravne ipd. in sestavljajo krosnjo drevesa. Ta pa
daje (v vecini) drevesu zanj znacilno obliko. Raznolikost oblik krosenj je

zelo pestra: stozCasta, stebrasta, jajcasta, viseCa, lezeCa, pokoncna idr.

Iglicasti listi so popolnoma drugacni kot listi pri listavcinh. Imajo obliko iglic
ali lusk, vzporedne Zile in frdo ali usnjato povrsino. Lahko so tanki, debeli,
prozni, togi ali razlicno razvri€eni po vejicah. Vsi so vedno zeleni in
ostanejo na drevesu po vec let. Drevesu (razen macesnu) iglice

odpadajo postopoma skozi vse leto, sproti pa rastejo nove.

Cvetovi priiglavcih niso taki, kot jih poznamo pri vecini drugih rastlin. Kot
posebno obliko cveta oblikujejo storze, v katerin so razmnozevalni organi.
Cvetoviiglavceyv so vedno enospolni, saj so v moskem cvetu le prasniki,
v Zenskem cvetu pa le semenske zasnove. Zenski cvetovi so zdruzeni po
vec skupaqj v socvetja. Pri oprasevanju vecinoma pomaga veter, zato
nosijo iglavci cvetove le na zgornjih vejah starejsin rastlin, in to predvsem
na koncu vejic, sqj je to najboljse mesto, da veter cvetni prah zanesljivo
odpihne. V vecini so enodomna vrsta rastlin — imajo Zenske in moske
cvetove loCcene na isti rastlini. Iziema sta brin in fisa, ki sta dvodomni

rastlini — zenski in moski cvetovi rastejo na locenih rastlinah.

Plodove iglavcev imenujemo storzi ali ceSarki. Ti so olesenela in
povecana socvetja oprasenih zenskih cvetov. V njih so semena. Vecina
storzev se ob dozorelosti odpre in tako lahko seme izpade. Nekateri storzi
(npr. pri cedri) v celotfi razpadejo na drevesu, tako da ostane na
poganjku samo os storza. Prazni storzi odpadejo ali ostanejo na drevesu
se nekaqj let. Semena imajo ponekod krilca, da jih laze odnasa veter.

Odpiranje in zapiranje storzev je odvisno od zracne vlage. Na suhem se
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bodo storzi odprli, v vlagi pa bodo ostali zaprti. Tak nacin prilagajanja je
nujno potreben: e bi se namrec storzi na vlagi odpirali, na primer v
dezju, bi semena padla naravnost na tla pod isto drevo in ne bi prisla do
novih rastisC. Ker se storzi odpirajo v suhem vremenu, lahko veter odnese

semena drugam.

Pri iglavcih, kot sta brin in tisa, se zdi, da nimata »pravih storzev, pac pa
nekaksne okroglaste jagodaste storzke. Brinova »jagodak je pravi storz, sqj se
storz vedno razvije iz socvetja, le da so njene plodne luske omesenele. Pri fisi
plod ne more biti storz, ker se je razvil le iz enega samega cveta. Tu je seme

obdano z mesnatim ovojem.
Glede na vse omenjene znacilnosti v skupino iglavceyv pristevamo:

e borovke: vse vrste jelk, smrek, borov, ceder, macesnov
e Cipresovke: brini, ciprese

e tisovke: tisq.

Poleg vseh wvrst, ki jih Se najdemo v naravnih rastisCih ali kot rezultat
pogozdovanj, jih gojimo tudi v vrtovih, parkih in nasadih. V hortikulturi imajo
posebno mesto Zze od 17. stoletja dalje, ko so zacCeli spoznavati in nasajati
prekomorske vrste teh dreves. Iglavci rasejo hitreje kot listavci, zato jih tudi
najvec sadijo za les. Njihov les je v gospodarskem smislu zelo pomemben. Iz
njega izdelujejo vse od ostresij, embalaze do pohistva, vrhunskih glasbenih

instrumentov in Se Cesa (Majcen, 2012).

Iglice rastlin prenesejo tako suso kot mraz. Imajo debelo voskasto previeko, zelo
malo drevesnega soka, ki bi lahko zmrznil, listne reze so razporejene na dnu
ZlebiCa, ki teCe po vsej dolzini iglice. Listi te oblike poleti ne morejo delati tako
produktivno kot ploski listi, vendar jih drevesu pozimi ni tfreba odvreci, kar mu
prihrani veliko energije. Ce je pozimi vmes se kakino kratko obdobije toplejsega,

soncnega vremena, lahko celo proizvajajo hrano.

Iglavci so najstarejsi organizmi na Zemlji. Tri tisoC metrov visoko v planinah v

Kaliforniji rastejo naqjstarejsa drevesa, in sicer eden od borov vrste Pinus
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longaeva. Ta starodavna drevesa so zakrnela in zelo prizadeta. Najvisje meri
samo 9 metrov, mnoga ne vec kot 3. Veliki deli njihovih grCavih debel so
popolnoma mrtvi. Toda na nekaterih vejah so Sopi zelenih iglic, ki dokazujejo,

da je v drevesih Se Zivljenje.

Ugotovili so, da je nekaj teh dreves starih veC kot 4600 let. Bila so ze prastara,
ko je Kolumb odkril Ameriko. Bila so v najboljsin letih, ko so v Egiptu viadali
faraoni, in vzklila so ravno takrat, ko so Cloveska bitja na vhodnem koncu
Sredozemlja odkrivala, kako lahko sadijo, sejejo in se za stalno naselijo (Majcen,
2012).

Najvecje zivo bitje, kar jih je kdaj videl svet, je tudi iglavec. Nizje v kalifornijskih
planinah rastejo gozdici orjaskih sekvoj. Nekatere so tako velike in naredijo tako
plemenit vtis, da so dobila svoja lastha imena. Sekvoja General Grant je visoka
kar 88 m in njen obseg debla znasa skoraj 24 m. Stara je priblizno 2500 let
(Majcen, 2012).

Navada krasenja smrek in drugih iglavcev se je mocno razsirila Sele v 19.
stoletju; uporaba zimzelenih rastlin za krasenje je bila znana ze veliko pred
krsCanstvom, sqj so zelene iglice uporabljali pri poganskih zimskih praznovanjin

za oznanjanje vrnitve pomladi (Majcen, 2012).

2.2 NAVADNA SMREKA

Druzina: borovke (Pinaceae)
Red: borovci (Pinales)

Velikost: 25-50 m

Razsirjenost: zelo pogosta vrsta

Zivljenjski prostor: pri nas le kot okrasno drevo po parkih, v blizini domov ali v
plantaznih sestojih

Ogrozenost vrste: vrsta ni ogrozena

Varstveni status vrste: / (Navadna smreka (Picea abies), b. d.)
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Navadna smreka alilatinsko Picea abies, kar pomeni smolnato drevo, je najbolj
razsirjena po Evropi. Med smrekami, gledano v splosSnem, ima najvecje storze.
Je prva golosemenka, katere celoten genom je bil sekvencioniran. Projekt so
izvedli leta 2013 in odkrili, da je njen genom velik 20 miljonov baznih parov in

vsebuje veliko repetitivnih odsekov DNA.

Navadna smreka spada v rod borovk, ki obsega priblizno 35 zimzelenih rastlin.
Omenjena smreka spada med iglavce in ima ukrivljiene veje, na katerih rastejo
temno zelene iglice, dolge od 10 do 25 mm. Na koncih vej rastejo storzi, tako
da visijo navzdol. Sprva so storzi zeleni in povsem zaprti; ko dozorijo, ponavadi
jeseni, pa postanejo rjavkasti. Ko zunanji pogoji zados¢ajo pogojem za
razmnozevanje, se luske razprejo in veter ponese semena v okolico. Smreka se
od jelke loci le po eni lastnosti, in sicer po tem, da ima smolne kanale (jelka jih
nima). Navadna smreka v visino zraste od 20 do 30 m, njena Sirina lahko meri

od 5 do 7 m. Deblo je prekrito z zelo hrapavim lubjem.

V Sloveniji je znanih mnogo vrst smreke. Med seboj se jih loCuje po storzih in listih,

ki so spremenjeni v iglice. Lahko imajo:

storze z debelimi luskami in kvadratne liste na precnem prerezu,
storze s priostrenimi konicami ter delno tope in delno priostrene liste,

storze z gladko zaokrozenimi luskami ter delno tope in delno priostrene
liste,

storze z gladko zaokrozenimi luskami in liste, ki imajo zelo ostre konice,
storze z debelimi in valovitimi luskami in sploscene liste,

storze z veCinoma zaokrozenimi luskami in na prerezu sploscene liste, ki
so v spodnjem delu beli,

storze, ki so veCinoma luskasti in valoviti, in na prerezu rahlo splosc¢ene
liste, ki so v spodnjem delu beli,

storze z zelo tankimi in valovitimi luskami.

Navadna smreka (Picea abies) sodi med vrste, ki imajo storze s priostrenimi

konicami, liste pa ima nekoliko tope oziroma nekoliko priostrene. Kot ze
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omenjeno je po Evropi zelo razsiriena, previaduje zlasti v severnem delu. Brez

posebnosti raste po visjih kot tudi nizjih predelih gozda.

Navadno smreko se pogosto uporablja za kurjavo in izdelavo papirja. Ze v
preteklosti so jo uporabljali za izdelavo zdravilnih smrekovih pripravkov, saj so
smrekovi vrsicki izredno bogati z vitaminom C, kar Se dandanes izkoris€amo za
pripravo razlicnih zdravil. V preteklosti so med drugim navadno smreko
uporabljali tudi za kopeli, inhalacije in mazila, saj blazi simptome bolezni
dihalnih poti, poleg tega pa je tudi ucCinkovita v boju profi infekcijam in

tezavam s kozo (Gril, Sivavec, 2019).

2.3 PODLUBNIKI

Podlubniki so najvedji skodljivci v nasin gozdovih. V obdobju od leta 2003 do
2009 je bilo zaradi podlubnikov posekanih 3,5 milijona dreves, veCinoma zaradi
napadov lubadarjev. Med podlubniki najvec skode povzrocajo lubadarji, ki
lahko povzrocijo propad celih sestojev. Podlubniki so majhni hrosci valjaste
oblike, velikido 5 mm. V lubje dreves izvrtajo majhno luknjico in nato pod lubjem
izdolbejo rove. Rove delajo odrasli osebki in licinke. Vzorci rovov so znacilni za
posamezno vrsto. Podlubnike delimo na lubadarje, licarje in lesarje. Lubadarji
povzro€ajo najvecjo Skodo v gozdovih, saj zaradi njih propadejo drevesa, lesarji
pa obicajno razvrednotijo les in povzrocajo Skodo lesni industriji. Podlubniki
napadajo drevesa, ki so prizadeta zaradi bolezni, suse, poskodb, ujm in smoga.
Vecina podlubnikov se prehranjuje s floemom ali z odmrlim lesom, nekateri pa

v rove naselijo glivo, ki jim predstavlja vir hrane (Gozd in gozdarstvo, 2012).

2.3.1 LUBADARIJI

Gospodarsko pomembni lubadarji napadajo iglavce. Najvecjo skodo
povzrocajo na smrekah. Napadene smreke na neprimernin rastiscin lahko v

celoti propadejo, kar ima za posledico obsezne sanitarne secnje, ki lahko v
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primeru monokulturnega gozda privedejo v golosecnjo. Lubadarji pri nas
povzroCajo skodo predvsem na smreki, jelki in boru. Napadene smreke in jelke
imenujemo lubadarke. Zanje je znacilno, da jim zacne propadati krosnja
(spremeni barvo), na lubju je mogoce videti drobne luknjice, drevesa se
smolijo. SCasoma zacnejo odpadatiiglice in v zadnji fazi se zacne lusciti skorja.

Drevo propade.

Lubadarje zatiramo z lovljenjem v posebne pasti. V njih so vreCke s feromoni, ki

privabijo lubadarje.

La prepreCevanje Sirjenja lubadarjev izvajomo predvsem preventivhe ukrepe.
Skrbimo za primerno drevesno sestavo, izvajamo sanitarne ukrepe, redno
odstranjujemo sveze napadeno drevje, posekan les Cim prej odpeljemo iz
gozda in pri seCnji strogo upostevamo predpisani gozdni red. Kadar se
nekatere vrste prevec razsirijo, jih aktivno zatiramo z lovljenjem v pasti in

uporabo lovnih dreves in lovnih debel (Gozd in gozdarstvo, 2012).

Osmerozobi smrekov lubadar (Ips typographus) napada smreko, opazili pa so

ga tudi na borih in jelki. Odrasli hroscek je velik od 4 do 5,5 mm, rdecerjave ali
crnorjave barve. Na zadnjem delu pokrovk ima na vsaki strani po 4 zobce,
skupaqj torej 8. Od tu tudi ime osmerozobi. LiCinka je bela z rumenorjavo glavo.
Buba je bele barve. Odrasli hrosci potrebujejo spomladi temperature nad 12
stopinj Celzija, da nehajo prezimovati, in vsaj 3 dni temperature nad 15 stopin;,
da zacnejo napadati drevesa. Samcek v lubje izvrta luknjico in napravi
kotilnico, v katero privabi obicajno tri samice. Te med skorjo in lesom izdelajo
do 15 cm dolge in okoli 2,56 mm Siroke rove, v katere odlagajo jajceca. LiCinke
izvrtajo rove stran od samiCinega rova v licju in skorji. Letno razvije dve, v
ugodnih pogojih tri generacije. Osmerozobi smrekov lubadar najbolj ogroza
Ciste smrekove sestoje, stare med 80 in 100 let. Napada poskodovana (ujme,
mehanske poskodbe), oslabela in bolna drevesa. Napade tudi sveze
posekano drevje (hlode in debele veje), kadar pa se mocno razsiri, napade
tudi zdrave smreke. Skoda, ki jo povzro&a, je lahko zelo velika, saj lahko unici

sestoje smreke na vecjih povrsinah.
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Sesterozobi smrekov lubadar (Pityogenes chalcographus) napada smreko, tu

in tam ga najdemo tudi na boru, macesnu in jelki. Odrasel hroscek je velik od
1,8 do 2,8 mm, Na zadnjem delu pokrovk ima é zobcev (na vsaki pokrovki 3), ki
so pri samckih bolj izraziti. HrosCki rojijo (se parijo) aprila in maja ter obcasno
julija in avgusta. Samcek izvrta luknjico v lubje, pridruzi pa se mu od 3 do 6
samic, ki nato zvezdasto izdelajo rove, dolge od 2 do 6 cm in Siroke 1T mm.
Licinke izdolbejo kratke hodnike. Napada veje in vrhove dreves, kjer je lubje
tanjse. Ogrozena so oslabela, poskodovana in podrta drevesa. V ugodnih

razmerah se lahko mocno namnozi in napade zdrava drevesa.

Dvanajsterozobi borov lubadar (lps sexdentatus) napada bor in tudi jelko,

smreko, macesen in duglazijo. Je najvecji med nasimi lubadarji. Odrasel
hroscek je velik od 5,5 do 8 mm in tfemno rjave barve. Vratni $Cit mu povsem
prekriva glavo. Na zadnjem delu ima na vsaki pokrovki po 6 zobcev (skupaj 12).
Rojijo aprila in maja ter obicajno se julija in avgusta. Samcek pod skorjo oblikuje
kotilnico, v kateri se mu pridruzi od 2 do 5 samic. Samice izdolbejo navpicne
rove, ki so dolgi do 50 cm in Siroki do 5 mm. Rovi liCink so postavljeni precno in
so dolgi do 10 cm, na koncu pa imajo veliko bubilnico. Napada predvsem
oslablieno in poskodovano drevje ter sveze posekano drevie. Ce se mocno

namnozi, lahko napade tudi zdrava drevesa.

Krivozobi jelov lubadar (Pityokteines curvidens) napada predvsem jelko,

opazimo ga tudi na nekaterih drugih iglavcih. Je svetlo rjav od 2,5 do 3 mm
velik hros¢ek. Na zadnjem delu pokrovk ima é zobcev. Roji na zaCetku aprila in
julija. Najpogosteje napada obolelo staro drevje in poSkodovana drevesa.

Napada tudi sveze posekana drevesa.

Zrnatijelov lubadar (Cryphalus piceae) napada predvsem jelke. Je rjave barve

in velik od T do 2 mm. Roji marca, aprila ter julija in avgusta. Na pokrovkah nima
zobcev. Napada oslabela in poskodovana drevesa. Napade tudi posekano

drevje (Gozd in gozdarstvo, 2012).
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2.4 BIOLOSKO AKTIVNE SNOVI V NAVADNI SMREKI

Biolosko aktivha snov je snov, ki ima na ziv organizem nekaksen ucinek.
Zanimajo nas snovi, ki imajo na organizme pozitivhe ucCinke oz. uCinke, ki bi jih
kasneje lahko uporabili za zdravljenje. Sama aktivhost je odvisna od
uporabliene doze neke substance. Da pa je neka ucinkovina zares biolosko
akfivna, mora izpolnjevati tudi pravila ADME (angl. Absorption, Distribution,

Metabolism and Excretion).
Nekatere dokazane biolosko aktivhe snovi v navadni smreki so:

- p-hidroksibenzojska kislina (PHBA) in njeni glukozidi,

- piceol (in njegov glukozoid picein); piceol se uporablja v farmacevtski
industriji za izdelavo zdravilnih u€inkovin,

- picetanol (in glukozoid, imenovan astringin),

- ferulicna kislina, ki je osnova za pripravo aromaticnih spojin,
- izorhapontin,

- katehin, naravni antioksidant in sekundarni metabolit rastlin,

- astringin.

Vecina aktivnih substanc se nahaja v koreninah.

Pomemben predstavnik vodotopnih vitaminov je vitamin C, ki se nahaja v
smrekovih vrsickin. Gre za enega izmed najpomembnejsih antioksidantov v

ekstracelularni tekocini in se uziva peroralno (Gril, Sivavec, 2019).

2.5 LIMONEN

Limonen oz. 1-metil-4-(1-metiletenil)cikloheksen je ogljikovodik, ki je pri sobni
temperaturi v tekocem stanju in brez barve. UvrsCamo ga med ciklicne terpene
z enim obroCem. Ime je dobil zaradi precejSnje vsebnosti v limonini lupini in
lupinah drugih citrusov, kar daje le-tem tudi znacilen vonj. Najpogostejsa oblika
limonena je D-limonen, ki je enantiomer, ima mocan vonj pomarance in ga

pridobivamo iz lupine citrusov s centrifugiranjem in parno destilacijo.
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Limonen je terpen z vonjem po limoni, ki ga najdemo v mnogih etericnih oljin in
zaCimbah. Na vonjavo limonena je dandanes alergicnih vse vec ljudi. Kljub
temu ostaja limonen pomemben naravni antibiotik. Najdemo ga v etericnih
oljin citrusov, bora, smreke, jelke, mirte, kumine, sporisa, fravniske kadulje,
materine dusice, mete, sivke, ameriskega slamnika (Ehinaceje), navadnega
rmana in mnogih drugih rastlin. Limonen industrijsko pridobivajo s stiskanjem
olupkov pomaranc in limon, ki so odpadni material po pridobivanju sadnega

soka.

Primarni naravni vir imonena so citrusi, iz katerih je mogoce pridobiti D-limonen,
ki predstavlja enantiomerno obliko. Racemni limonen je znan kot dipenten.
Limonen kot aktfivna ucinkovina je prisoten tudi v smoli iglavceyv, sqj sluzi za

obrambo pred zuzelkami.

Kemijske lastnosti

Limonen je relativno stabilen terpen in ga je mogoce destilirati, ne da bi
razpadel. Kljub temu pri visokih temperaturah razpade in tvoriizopren. V vlaznih
razmerah hitro oksidira in tvori karveol, karvon in limonen oksid. Z zveplom

dehidrogenizira v p-cimen.

Uporaba

Poleg proizvodnje karvona se uporablja tudi v kozmeticnih izdelkih, in sicer kot
dodatek za vonj po citrusin. D-limonen se v prehranski industriji in nekaterih
zdravilih uporablja za prekritie grenkega okusa alkaloidov in kot diSava v
parfumih, Cistilih in razkuzilih za roke. Prav tako je limonen naravni rastlinski

insekticid.

V naravni medicini je D-limonen znan kot zdravilo proti gastroezofagealni
refluksni bolezni in zgagi. Ker je pridobljen iz obnovljivih virov (iz pomaranénega
olja, ki je stranski produkt pri proizvodnji pomaranénega soka), je njegova
uporaba vedno bolj razsiriena v Cistilnih sredstvih, kjer je prisoten kot topilo za
oljie v strojninh delih. Sluzi tudi kot odstranjevalec barv za les ali diSavna

alternativa terpentinu. Prav tako je kot topilo prisoten v nekaterih lepilih za
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modeliranje. Naravne osverzilce zraka, ki vsebujejo limonen, uporabljajo fudi
filatelisti za odstranjevanje znamk z razglednic. Je vnetljiv in obravnavan tudi

kot biogorivo.

Pri pripravi tkiva za histoloske preiskave je D-limonen pogosto uporablien

nadomestek za bolj toksicCen ksilen.

Gostota limonena je manjsa od gostote vode, in sicer znasa 0,8411 g/mL,
vrelis€e limonena pa je pri 176 °C. V vodi je zaradi nepolarnosti molekule
netopen, topen pa je v organskih topilih, kot so tetraklorometan, kloroform,
heksan in ogljikov disulfid. Limonen topi polistiren, zato je dobro naravno

nadomestilo za aceton.

Je relativno stabilen terpen in ga lahko destiliramo, ne da bi pri tem razpadel;
pri visokih temperaturah kljub temu razpade in tvori izopren. Uporablja se kot
disSava v parfumih in Cistilih ter razkuzilih. Znan je kot naravni insekticid,
uporabliomo ga tudi za nadomestek terpentina. Pri pripravi tkiv za histoloske

preiskave ga uporabljamo kot nadomestek ksilena (Ahtik, Uzmah, 2018).

CHj CHj

(+)-Limonen (-)-Limonen

Slika 1: Izomerni strukturi limonena (Naturstoffe & Forschung, 2020)
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2.6 BORNEOL

Borneol je monoterpenski alkohol (sestavljen iz dveh molekul izoprena) z
molekulsko formulo CioH180. Njegovo ime po IUPAC sistemu je 1,7,7-
trimetilbiciklo [2.2.1] heptan-2-ol. Ceprav ima zgolj eno hidroksiino funkcionalno
skupino, je zaradi svoje zgradbe nepolaren. Sestavljen je namrec iz dveh med
seboj povezanih ogljikovodikovih obrocev (biciklicna spojina). V naravi
obstajata dva borneolova enantiomera (opticna izomera - razlika v smeri
vrtenja linearno polarizirkane svetlobe); L-(-)-borneol in D-(+)-borneol. Pri
normalnih pogojih se borneol nahaja v obliki delno prozornih, belih kristalov z
mocnim vonjem po kafri in smrekovi smoli. V vodi je zaradi svoje nepolarnosti
razmeroma netopen, dobro je topen v etrih in sorodnih nepolarnih topilih, kot
so kloroform, toluen, n-heksan in diklorometan. Ima visjo gostoto v primerjavi z
vodo, tocka vrelis¢a se nahaja pri 212 °C, talis€a pri 202 °C in temperatura vziga
oz. plamenis€e pri 60 °C. Zaradi vnetljivosti se lahko vname Ze s trenjem ali
toploto. Odtok iz obvladovanja pozara lahko povzroCi onesnazenje okolja. Ob
gorenju lahko nastajajo drazilni in strupeni plini. Stik z borneolom v tekoci ali
plinasti obliki lahko povzroCi hude opekline koze in oci. Pri vdihavanju visokih
koncentracij borneola se lahko pojavijo glavobol, slabost, bruhanje, omotica
inizguba zavesti. Poleg nastetega se lahko pojavijo tudi tezave s koncentracijo,

nemir, razdrazljivost in epileptiéni napadi (Gril, Sivavec, 2019).

Borneol, sprva poznan kot borneokamfor, je leta 1842 poimenoval francoski
kemik Charles Frédéric Gerhardt. Ime je dobil prav zaradi povezave s kafro.
Kafro so sicer ze dolgo pred tem poznali in uporabljali domorodci na otoku
Borneo v Indoneziji, sqj je bila zelo dragocena surovina, zato so z njo trgovali s
Kitajci in z Indijci. Borneol se pojavlja v vec kot 260 rastlinah in zacimbah, kot so
timijan, muskatni orescek, sivka in ingver, prisoten je tudi v eteriCnih oljih lupin
agrumov. Je organska spojina, ki jo lahko najdemo v etericnih oljih vseh
iglavcev, vendar se aktivno pridobiva predvsem iz fikovca Dryobalanops
aromitaca, tako da v deblo drevesa naredijo luknjo in vanjo vstavijo pipo.
Drevesni sok, ki priteCe, nato ohladijo in tako dosezejo, da se strdi v kristalinicno
snov. Borneol so odkrili tudi v Zlezah za markacijo ozemlja, ki jih imajo bobri.
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Omenjena spojina je sestavni del mnogih etericnih olj in je naravni repelent
protiinsektom. V organski kemiji ga pogosto uporabljajo za sintezo estrov, kafre,
vse bolj pa je znan kot tako imenovani ligand v (asimetricni) organski sintezi. V
medicini se borneol uporablja kot sredstvo za lajsanje bolecin pri artritisu, revmi,
hemoroidih, zvinih, kréih in podobno. V preteklosti so ga veliko uporabljali v
kitajski tradicionalni medicini, danes pa ga v medicini izkorisCajo predvsem za
zdravljenje oz. prepreCevanje bolezni srca in ozilja (antikoagulacijske lastnosti),
lajSanje kaslja, spodbujanje cirkulacije in proizvodnje zelodcnih sokov ter za
zmanjSevanje oteklin. V prehrambni industriji borneol uporabljgjo kot
ojacevalec okusa predvsem v pekovskih izdelkih, pudingih, zamrznjeninh
mlecnih izdelkih ter trdih in mehkih sladkarijah. Uporabljajo ga tudi za izdelavo
parfumov, ki so del osvezilcev zraka, detergentov, mil in drugih produktov za

cis¢enje (Gril, Sivavec, 2019).

HsC CHsj
CHs

OH

Slika 2: Struktura (-)-borneola (Merck, 2020)

2.7 MACERACUA

Pogosto ucinkovine iz naravnin materialov izoliramo s pomocjo ekstrakcije.
Ekstrakcija je metoda, s katero izloCamo komponente iz frdne snovi oz. tekocCe
faze v drugo tekoCo fazo s pomocjo topila. Ekstrakcija mrdno-tekocCe« oz.
maceracija temelji na topnosti spojin v ekstrakcijskem topilu, ekstrakcija
ntekoCe-tekoCe« na osnovi topnosti spojine v dveh topilin, ki se med seboj ne

mesata. Topnost neke spojine je odvisna od tega, v kolik3ni meri so njene
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molekule sposobne tvoriti vezi s topilom. Polarne spojine so praviloma dobro
topne v polarnih topilih, nepolarne spojine v nepolarnih topilin. Ekstrakcijo
ntekoCe—-tekoCe« uporabljamo, kadar ni mogoca destilacija oz. rektifikacija
zaradi premajhne razlike v temperaturah vrelis¢a, tvorbe azeotfropnih snovi in
pri loCevanju temperaturno neobstojnih snovi (vitamini, antibiotiki, aromatske

snovi in drugo). Navadna ekstrakcija oz. maceracija poteka v treh stopnjah:

(1) mesanje topila in snovi, ki jo ekstrahiramo; zmes pustimo v stiku dalj Casa

(2) mehansko loCevanje ekstrakta in izluzenega ekstrakcijskega ostanka (s
centrifugiranjem, filtracijo)

(3) termicna loCitev ekstrakine faze v ekstrakt in topilo (z uparjanjem)

Ekstrakcijo z organskimi topili uporabliomo pri rastlinskin snoveh, ki so
termolabilne in pri destilaciji z vodno paro ne dajejo etericnega olja. Pri
omenjeni tehniki lahko uporabljamo Cista organska topila ali njihove mesanice.
Rastlinski material namocimo v organskem topilu in odstranimo topilo pri
znizanem tlaku. Dobimo preostanek, ki vsebuje poleg izZluzenih komponent tudi

nas produkt.

V svetu kemijske tehnologije razvijajo postopke s pomocjo superkriticnih
medijev. Ekstrakcija s superkriticnimi plini je sodobna metoda, ki je zaradi nizke
temperature ekstrakcije primerna za termolabilne snovi. lzvedemo jo z
utekocCinjenimi plini (npr. ogljikovim dioksidom). V superkriticnem stanju imajo
odlicne lastnosti topila za organske molekule. Prednost te tehnike je, da
dobimo produkte, ki so visoke kakovosti, saj ne vsebujejo zaostalih topil

(Hohkraut, Zupanc Rezec, 2019).

Metoda, podobna destilaciji z vodno paro, se imenuje hidrodifuzija in je hitrejsa
in preprostejSa. Para pronica navzdol skozi rastlinski material in ekstrahirano
etericno olje, para kondenzira na enak nacin kot pri parni destilaciji. Ekstrakcija
sestoji iz dveh zaporednih operacij. V prvi spravimo zmes v intenziven stik s
topilom, v drugi obe fazi loC¢imo. Ekstrakcijo vecinoma uporabliomo za
pridobivanje olj iz plodov semen in za pridobivanje arom, farmacevtskih

substanc rastlin in sadezev ter zaCimb. Kot topilo uporabljomo hlapna organska
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topila, v dolocenem primeru tudi vodo. Izbira opreme za ekstrakcijo in
obratovalni pogoji so odvisni od deleza in porazdelitve topne komponente v
materialu, narave trdne snovi in velikosti delcev. Ce je toplienec enakomerno
dispergiran v trdni snovi, poteka raztapljanje najprej na povrsini, potem mora
topilo penetrirati skozi zunaniji sloj v notranjost delca, preden doseze toplienec.
Hitrost ekstrakcije se zaradi opisanega zmanjia. Ce je dele? toplienca v trdnem
materialu velik, lahko zaradi prevelike poroznosti pride do zdrobitve strukture v
fino nasutje netopnega preostanka, ki postane neprepusten za topilo

(Hohkraut, Zupanc Rezec, 2019).

Splosno lahko proces razdelimo na tri stopnje. Prva je fazna sprememba pri
raztapljanju topljenca, sledi difuzija toplijenca v topilu, ki se nahaja v porah
trdnega materiala, na povrsino delca. V zadnjem delu se vrsi prenos toplienca
skozi tekocCinski film na povrsini delca v glavni tok topila. Katera koli izmed teh
stopenj lahko omejuje ekstrakcijsko hitrost, ponavadi prvi proces potece tako

hitro, da je njegov vpliv na ekstrakcijsko hitrost zanemarljiv.

Za dobro locitev faz po ekstrakciji je pomembna razlika v gostotah osnovnega
in ekstrakcijskega topila in netopnost enega v drugem. Uspesnost ekstrakcije
ugotovimo izizraCuna suhe snovi ali iz porazdelitvenega koeficienta k. Nernstov
porazdelitveni koeficient k je razmerje ravnoteznih koncentracij komponente v

topilu 1 (c1) in v topilu 2 (c2).

~
I
ﬁlﬁ
N =

Velja zakonitost, da vedji kot je k, uspesnejsa je ekstrakcija (Hohkraut, Zupanc
Rezec, 2019).

2.8 IR-SPEKTROSKOPIJA

Infrardeca spektroskopija (IR-spekiroskopija ali vibracijska spekiroskopija) je

spektroskopska metoda, pri kateri opazujemo interakcijo infrardece svetlobe s
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snovjo. Del spekira resonancno vzbudi nihanja atomov v molekuli, s Cimer pride

do absorbcije svetlobe.

IR-absorbcijska spekiroskopija temelji na analizi spekira, ki ga dobimo, ce
vzorec presvetlimo z elekiromagnetnim valovanjem z valovnimi dolzinami  IR-
obmocja. Absorbcija IR-svetlobe vzpodbudi vibracijska stanja absorbirajocinh
molekul. Na doblienem spektru opazimo, da se po prehodu skozi vzorec
intenziteta dela originalnega sevanja zmanjsa. Knjiznice IR-spektrov stevilnih
spojin nam sluzijo kot orodje pri dolocevanju spojin neznanih vzorcev. Vsak trak
v posnetem IR-spektru je posledica doloCenega nihanja molekulskih skupin.
Znano je, da imata dva polimera z enako strukturo enak IR-spekter. Dobliene
IR-spektre neznanih vzorcev zato primerjamo z IR-spekiri znanih spojin. Fotoni
infrardeCega sevanja z valovnimi dolzinami od 700 nm do T mm imajo dovol
veliko energijo, da vzbudijo nihanja atomov v molekulah. Atomi v molekulah
lahko nihajo na vec nacinov: vzdolzno, simetricno, asimetricno in precno.
Stevilo moc&nih nihanj naraic¢a z velikostjo molekule, zato so lahko IR-spekiri
velikih molekul zelo zapleteni in je tako skoraj nemogoce dolociti, kateremu
nihanju ustreza dolo€en absorbcijski trak. V IR-spektrih se najveckrat uporablja
namesto valovne dolzine valovno Stevilo (v), ki je reciproc¢na vrednost valovne

dolZzine, izrazena v cm-! (Hohkraut, Zupanc Rezec, 2019).

< narasca energija
narasca valovna dolZina >
0.0001 nm 0.01 nm 10nm 1000 nm 0.01 cm 1cm Tm 100 m
1 1 1 1 1 1
gama Zarki rentgenski zarki UV || infrardega (IR) svetloba radijski valovi

Radar TV FM AM

vidna svetioba

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Slika 3: Shematski prikaz spekira elekiromagnetnega valovanja (Svetila LED, 2013)
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evee

lahkimi atomi, ki so povezane z mocnimi vezmi. Najlazji atom je vodik, ki je v
organskih spojinah vezan na ogljik, kisik ali dusik, redkeje na zveplo. S temi 30
atomi tvori mocne vezi, kiimajo absorbcijske tfrakove pri visokih valovnih stevilih.
Vezi C-C, C-O, C-N, C-halogen in druge imajo nizje lastne frekvence, nekoliko
visie dvojne in trojne vezi (C=0, CC, CN), sqaj so te vezi tudi mocCnejse.
Posamezni tipi vezi oziroma funkcionalnih skupin imajo absorbcijske frakove v
toc¢no dolocenih obmodcijih spektra, kar nam omogoca, da lahko z IR-spekira
sklepamo na prisotnost ustrezne funkcionalne skupine oziroma strukturnega
elementa v molekuli. Obmocje v spekiru, v katerem ugotavljomo prisotnost
funkcionalnih skupin, sega od 4000 do 1600 cm-; obmocje pod 1600 cm-!
imenujemo obmocije prsthnega odtisa, ki je uporabno predvsem za identifikacijo
spojin. Samo identicni spojini imata namrec tudi ta del spektra povsem enak,

Ce sta bila spektra posneta v enakih okoliscinah.

Vezi ogljik-vodik so prisothe v skorgj vseh organskin molekulah. Osnovne
frekvence imajo v dveh obmodjih, in sicer med 2500 in 3300 cm-1 ter med 650
in 1550 cm-1. Atomi vodika, vezani na sps3-hibridizirane ogljikove atome (alkani),
imajo absorbcijske trakove med 2800 in 3000 cm-! ter med 1200 in 1500 cm-'.
Metilne skupine (-CHs) imajo navadno dva mocna absorbcijska vrhova pri 2872
in 2962 cm-! ter enega nekoliko Sibkejsega pri 1380 cm-!. Metilenske skupine
(-CH2-) kazejo mocne absorbcijske signale pri 2853, 2926 in 1460 cm-1. Metinska

skupina (-CH-) ima en sam sibek absorbcijski signal pri 2890 cm-1.

Prisotnost dolocenih funkcionalnih skupin v molekuli ne dolo€imo samo iz
polozaja traku, ampak tudi iz oblike in intenzitete signala. Tehnika IR-
spektroskopije se uporablja tudi v farmaciji, medicini (npr. za doloc¢anje koli€ine
telesne mascobe — BMI), kriminalistiki (npr. za analizo viaken), prehrani (npr. za
doloCanje vsebnosti vode v mlevskih izdelkih), agrikulturi, okoljevarstvu in
podobno. Med drugim z IR-spekiroskopijo doloCajo tudi starost leseninh
umetniskin predmetov (Tomsic in sod., 2007), (Hohkraut, Zupanc Rezec, 2019)
(Nemecek, 2011).
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S pomocjo IR-spekirov dobimo informacijo o vrsti materiala. Velika uporabna
prednost IR-spektroskopije kot analizne metode je, da metoda sama ni
destruktivna (neporusna), omogoca delo z vzorci vseh agregatnih stanj, je hitra

in enostavna (Hohkraut, Zupanc Rezec 2019).

2.9 CILJ RAZISKOVALNEGA DELA

Cilj raziskovalnega dela je bil prouciti pripravo macerate iglic navadne smreke
(Picea abies) z ekstrakcijo ntrdno — tekoce«. Maceracijo bomo izvedli na dveh
vzorcih iglic, ki bosta izvirala z zdrave in z bolne smreke, ki je bila okuzena s
podlubniki. Postopek bomo izvajali s pomocjo organskih topil (etanal,
triklorometan in petroleter) treh razlicnin polarnosti in preucili njihov vpliv na
kolicino pridoblienega ekstrakta. V nadaljevanju bomo s pomocjo
kvantitativne IR-spektroskopije, tehnike FTIR, dolocCili koliCinsko vsebnost
limonena in borneola. Podali bomo porocilo o vplivu podlubnikov na vsebnost
omenjenih ucinkovin v iglicah navadne smreke. Ugotovitve bodo prispevale k
pomembnemu poznavanju kakovosti naravnega materiala in morebitne
kontrole kakovosti s hitro in enostavno analitsko metodo. V delu pa vidimo
predvsem idejo po iskanju zdravilnih u€inkovin naravnega izvora, sqj je kemija

naravnih spojin cenjena ze vse od zacetka razvoja naravoslovnih znanosti.

2.10 HIPOTEZA

Po preucCenih teoreticnih izhodis¢ih smo si postavili hipotezo, ki nas je kot

osnovni motiv vodila skozi celotno raziskovanije.

Predvidevamo, da je s pomocjo FTIR-spekiroskopije mozno kvantitativno
dolociti vsebnost limonena in borneola v maceratih navadne smreke (Picea
abies). DoloCene vrednosti se bodo razlkovale glede na posamezni tip

uporablienega topila.
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Predvidevamo, da bodo koli€inske vsebnosti limonena, ki je naravni insekticid,
v maceratih iglic kontaminirane smreke s podlubniki visje kot pri vzorcih zdrave
smreke. Prav pri maceratih iglic zdrave smreke predvidevamo, da bo, splosno
gledano, vsebnost borneola visja kot pri s podlubniki oboleli smreki. Visjo

vsebnost borneola bomo lahko zaznali ze ob vonjanju rastlinskega materiala.
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3. EKSPERIMENTALNI DEL

3.1UVOD

Pri izvajanju eksperimentov je pomembno, da pozornost usmerimo v Cistost
uporabljenih reagentov, delovnih aparatur, inventarja in delovnega prostora.
Posebno pozornost namenimo zasciti posameznika. Nosimo zascitho opremo —
haljo, oCala in rokavice. V laboratoriju potrebujemo poleg steklenih posod in
aparatur fudi droben stekleni inventar: palCko za mesanje, kapalko za
dodajanje tekocin, Zlicko za tehtanje in podobno. Nekateri reagenti so zdravju

skodljiviin nevarni, zato je potrebno z njimiravnati v skladu s prilozenimi navodili.

Vse podrobnosti o kemikalijah so predstaviljene v dodatku.

3.2 REAGENTI IN RAZTOPINE

- Maceracijska topila

Pri posameznem topilu navajomo Se dielekiricno konstanto (g), ki

predstavlja merilo polarnosti posameznega topila (Smallwood, 1996).
a) Etanol (absolutni, Sigma-Aldrich), CoHsOH, € = 22,4
b) Triklorometan (299%., Sigma-Aldrich), CHCl3, € = 4,8
c) Peftroleter (ACS reagent, Sigma-Aldrich), € = 1,844
- (R)-(+)-Limonen (analitski standard, Sigma-Aldrich)
- (S)-(-)-Limonen (analitski standard, Sigma-Aldrich)
- (+)-Borneol (analitski standard, Sigma-Aldrich)

- (-)-Borneol (analitski standard, Sigma-Alidrich)
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3.3 APARATURE IN INVENTAR

APARATURE

- precizna laboratorijska tehtnica Kern 440-47

- analizna tehtnica Kern & Sohn GmbG, ABJ 120-4M

- laboratorijski stresalnik 1ka, KS250 basic

- enodelni stedilnik Clatronic, EKP 2419

- mikrovalovna pecica Midea, tip MG7017NP-BM

- suSilnik sadja ECG, SO 570

- hladilnik Gorenje, RB4061AW367180

- rotacijski uparjalnik, IKA™ RV 10 Digital V Rotary Evaporator

- aparatura za FTIR-spektroskopijo, Tensor 27, Brucker

Slika 4: Aparatura za FTIR-spekiroskopijo (Fotogrdfija last avtorice)

INVENTAR

- erlenmaijerica, 500 mL, 20 kosov
- erlenmaijerica, 100 mL, 60 kosov
- Casa, 100 mL, 60 kosov

- merilni valj, 100 mL, 40 kosov
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- merilni valj, 10 mL, 40 kosov
- steklena palcka, 16 kosov
- kvalitativni lij, 16 kosov

- spatula, 2 kosa

- plutasti zamaski, 60 kosov

- steklena kapalka, 5 kosov

- kovinski lonec, 1 kos

- termometer, 1 kos

- laboratorijsko stojalo, 8 kosov
- kovinski obro¢, 8 kosov

- mufain prizema, 8 kosov

- pincetq, 1 kos

3.4 PRIPRAVE VZORCEV

Zdrava smreka je bila posekana 15. novembra v Misiem dolu (Katastrska

obcina Jurkloster). Njena parcelna stevilka je 223/22. Stara je bila 130 let.

Slika 5: Stor zdrave smreke (Fotografija last avtorice)
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Bolna smreka je bila prav tako posekana 15. novembra v Globokem (Katastrska

obcina Jurkloster). Njena parcelna stevilka je 475/2. Stara je bila 117 let.

Slika é: Stor bolne smreke (Fotografija last avtorice)

Z vej obeh smrek smo |ocili iglice. Vsebini zbranih iglic (zdrave in bolne smreke)
smo v susilniku susili 9 ur pri temperaturi 35 °C. Rastlinski material smo po susenju

shranili v plasticne vsebnike in jih neprodusno zaprli.
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Slika 7: Veje z iglicami zdrave smreke (Fotogrdfija last avtorice)

Slika 8: Iglice bolne smreke (Fotogrdfija last avtorice)
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Slika 9: Susenje iglic v susilniku (Slika last avtorice)

3.5 PRIPRAVA MACERATOV NAVADNE SMREKE

V 500 mL erlenmajerice smo zatehtali 10,0 g posusenih iglic zdrave in bolne
navadne smreke. Zatehti smo dodali 100 mL maceracijskega topila (etanola,
triklorometana, petroletra) in vsebino stresali na stresalniku pri 250 obratih na
minuto: v prvi paralelki eno uro, v drugi 24 ur in v tretji tocno 7 dni (168 ur). Po
preteCenem Casu vsebino filtriramo. Trdni rastlinski preostanek speremo s 3 x 15
mL topila in vsebino kvantitativno prenesemo v stehtano bucko. Topilo
odparimo pod znizanim pritiskom in preostanek stehtamo. Koli€ino izoliranega
materiala dolo¢imo z odstevanjem mase bucke z maceratom in predhodno
stehtane (prazne) bucke. Izolirani material do izvedbe analize hranimo v

neprodusno zaprti bucki v hladilniku na temperaturi 5 °C.

Maceracija pri povisani temperaturi 52 °C je potekala po enakem sosledju
zgoraj navedenih korakov, ob konstantnem mesanju in nadzoru temperature
kopeli. Na vodni kopeli smo eno uro macerirali rastlinski material pri temperaturi
50 °C.

Stran1 33



Sara Copar Raziskovalno delo

Predhodne maceracije so potekale na »sobni/delovni temperaturic oz.

temperaturi prostora, ki je znasala 22 °C.

Slika 10: Potek maceracije (Fotogrdfija last avtorice)

3.6 KVANTITATIVNA DOLOCITEV LIMONENA IN BORNEOLA V
MACERATIH NAVADNE SMREKE Z UPORABO FTIR-
SPEKTROSKOPIJE

FTIR-spekire smo posneli na Brukerjevem FTIR-vibracijskem spekirometru Tensor
27 in Specacovi Golden gate ATR (angl. Attenuated total reflection, slo.
metoda oslablienega popolnega odboja) celici zdiamantnim kristalom in enim
odbojem. Spektri so bili posneti v obmocju med 4000 in 600 cm-1. Vsak koncni
spekter je bil povpreCno iz 64 posameznih spektrov, s Cimer smo izboljsali
spektralno razmerje med signalom in Sumom. Od vsakega koncnega spektra
je bil samodejno odstet spekter ozadja, za katerega smo uporabili enake
meritvene parametre. Kvantitativna ocena deleza limonena in borneola v
izolatih je bila doloc¢ena z odstevalnim faktorjem, pridobljenim z odstevanjem

spekira Cistega limonena in borneola od spektra posameznega izolata.
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4. REZULTATI IN DISKUSIJA

4.1 REZULTATI MACERACIJE IGLIC ZDRAVE IN BOLNE

NAVADNE SMREKE

Rezultate maceracij limonena in borneola iz navadne smreke prikazuje
spodnja tabela.

TIP CAS TEMPERATURA TOPILO KOLICINA
VZORCA | MACERACIJE (°C) MACERATA
NAVADNE (h) (mg)
SMREKE

etanol 223

ZDRAVA 1 22 triklorometan 192
petroleter 154

etanol 219

BOLNA 1 22 triklorometan 201
petroleter 165

etanol 352

ZDRAVA 24 22 triklorometan 166
petroleter 138

etanol 241

BOLNA 24 22 triklorometan 141
petroleter 134

etanol 713

ZDRAVA 168 22 triklorometan 255
peftroleter 201

etanol 461

BOLNA 168 22 triklorometan 329
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petroleter 310

etanol 334

ZDRAVA 1 50 triklorometan 242
petroleter 166

etanol 414

BOLNA 1 50 triklorometan 251
petroleter 144

Tabela 1: Kolic¢ine pripravljenega macerata

Tabela prikazuje koliCino macerata po izolaciji glede na pogoje izolacije in fip
vzorca (zdrava, bolna smreka). V sploSnem lahko recemo, da smo najvecjo
koliCino izolata pridobili z uporabo etanola, sledi mu triklorometan in nato
petroleter. Podoben trend lahko povezemo z dielekiricno konstanto. Etanol je
od vseh freh topil najbolj polaren in smo z njim pridobilimnoge ucinkovine, ki so
v njem topne. Najmanjso koli€¢ino izolirane mase lahko pripisemo nizki polarnosti
petroletra (najnizja dielekiricna konstanta), saj smo z njim predvidoma pridobili
zgolj nepolarne ucinkovine. Zavedamo se, da pripravljen material v vseh
topilnih sistemih ni kemijsko Cist (ena snov), temvec predstavlija mesanico
komponent, ki so topne pod ustreznimi pogoji v uporablienem topilu. Ce bi
zeleli pripraviti Ciste snovi, bi morali izvesti postopek separacije oz. loCbe.
Opazimo tudi, da prav tako na kolicCino macerata pomembno vpliva cas
maceracije. Dlje ¢asa kot je material v stiku s topilom, vec€ja je masa macerata.
Na tem mestu lahko omenimo, da smo v zdravi smreki, v etanolu, po enem
tednu (168 h) pridobili najve€ macerata. Postopek smo izvajali tudi pri povisani
temperaturi (52 °C), saj smo bilimnenja, da bis foplotnim sokom uspeli nodpretic
pore v iglicah. Predvsem je pomembno vedeti, da je zunanji sloj iglice
sestavljen iz tanke plasti nepolarnih snovi (lipidne komponente), ki jih je
potrebno odtopiti, da lahko topilo deluje v notranjost materiala. To nam je z
vidika vizualnega pogleda uspelo, sqj je bila raztopina, ki je bila v stiku z
rastlinskim materialom, ob&utno bolj obarvana kot tista, ki smo jo imeli na sobni

temperaturi (22 °C). Posledicno je imel tudi macerat temnejsi odtenek.
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4.2 REZULTATI KVANTITATIVNIH DOLOCITEV LIMONENA IN
BORNEOLA S FTIR-SPEKTROSKOPIJO

Limonen
Borneol

ATR absorbanca (arbitrarne enote)

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Valovno &tevilo (cm™)

Graf 1: Spekter standardnega limonena in standardnega borneola

Kvantitativna ocena deleza limonena in borneola v izolatih je bila dolocena z
odstevalnim faktorjem, pridobljenim z odstevanjem spekira Cistega limonena
in borneola od spekira posameznega izolata. Pri odstevanju smo kot indikator
za limonen uporabili fraka pri 1644 cm ! in 886 cm-!. Trak pri 1644 cm! pripisemo
valencnemu nihanju ciklicnih C=C skupin. Trak pri 886 cm pripada
valenénemu nihanju C-H skupin v cikloheksenskem obrocu. Kot indikator za
borneol smo uporabili fraka pri 1068 in 1004 cm-1, ki se nahajata v obmocju

C-O valen¢nega nihanja.
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Graf 2: FTIR spekira standardnega limonena (rdece barve) in standardnega borneola (modre
barve).

Kvantitativna ocena deleza limonena in borneola v izolatih je bila dolocena z
odstevalnim faktorjem, pridobljenim z odstevanjem spekira Cistega limonena
in borneola od spekira posameznega izolata. Pri odstevanju smo kot indikator
za limonen uporabili fraka pri 1644 cm 1 in 886 cm-!. Trak pri 1644 cm-! pripisemo
valencnemu nihanju ciklicnih C=C skupin. Trak pri 886 cm pripada
valenénemu nihanju C-H skupin v cikloheksenskem obrocu. Kot indikator za
borneol smo uporabili fraka pri 1068 in 1004 cm-1, ki se nahajata v obmodcju

C-O valen¢nega nihanja.
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Graf 3: FTIR spekira dveh izolatov, ki pricata o raznovrstni sestavi posameznih izolatov.

Limonen
— Borneol
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Graf 4: FTIR spekiri imonena (rdece barve), borneola (modre barve) in dveh posameznih
izolatov (zelena in ¢érna barva). Delez limonena in borneola smo dologili z odstevanjem
spekirov limonena in borneola od spektrov izolatov do tocke, ko na spektrih izolatov nismo
vec videli trakov, ki pripadajo limonenu in borneolu. Pri odstevanju smo se oprli na
ngjintenzivnejSe trakove limonena in borneola, na grafu 3 oznacene s pusc¢icami.
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ATR absorbanca (arbitrarne enote)
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Graf 5: FTIR spektri imonena (rdec¢e barve), borneola (modre barve) in dveh posameznih
izolatov (zelena in ¢rna barva) v regiji prstnega odtisa. Pri odstevanju smo kot indikator za
limonen uporabili trakova pri 1644 cm-! in 886 cm-'. Trak pri 1644 cm-! pripiSemo valenénemu
nihanju ciklicnih C=C skupin. Trak pri 886 cm-! pripada valenénemu nihanju C-H skupin v
cikloheksenskem obrocu. Kot indikator za borneol smo uporabili frakova pri 1068 in 1004
cm-1, ki se nahajata v obomocju C-O valenénega nihanja.

V spodniji tabeli predstavimo delez limonena in borneola v analiziranih vzorcinh

s pomocjo FTIR-spektroskopije.

TIP CAS TEMPERATURA TOPILO VSEBNOST VSEBNOT
VZIORCA MACERACIJE (°C) LIMONENA | BORNEOLA
NAVADNE (h) (%) (%)
SMREKE
etanol n. d. 3,0
ZDRAVA 1 22 friklorometan 1,0 1,5
petroleter 1.5 0,5
etanol n. d. n. d.
BOLNA 1 22 friklorometan 1,5 1,0
petroleter 2,0 n. d.
etanol 2,0 3.0
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ZDRAVA 24 22 triklorometan 1,5 1.5
petroleter 2,5 0,5

etanol n. d. 2,0

BOLNA 24 22 triklorometan 2,5 1.0
petroleter 2,0 1.0

etanol 2,0 4,5

ZDRAVA 168 22 triklorometan 1,5 2,0
petroleter 2,5 0,5

etanol 6.0 4,5

BOLNA 168 22 triklorometan 4,0 1.0
petroleter 2,0 1,0

etanol n. d. 4,0

ZDRAVA 1 50 triklorometan 1,0 1.0
petroleter 2,5 0,5

etanol 0.5 1.0

BOLNA 1 50 triklorometan 1,0 1.0
petroleter 2,0 0,5

Tabela 2: Rezultati vsebnosti imonena in borneola v maceriranih vzorcih

V splosSnem velja, da z veCanjem casa maceracije izoliramo vecjo vsebnost
izolirane komponente. V nekaterin primerin kvantitativnin vrednosti iskanih
komponent nismo podali, sgj jih instrument ni zaznal. Z gotovostjo ne moremo
trditi, da iskane ucinkovine ni, sqj ima vsak instrument svoje obmocje zaznave
(oz. strokovno mejo zaznave/detekcije). Na tamkajsnjin mestih smo oznadili
»n. d.« kar pomeni, da je bila kolicina substance pod mejo zaznave aparata
(angl. not detected). Vsekakor je eksperimentalni rezultat v skladu z zacetnim
predvidevanjem, saj imamo opravka z realnim (naravnim) vzorcem, kjer
vsebnosti variirajo. Z nadaljnjim postopkom maceracije skozi daljse ¢asovno
obdobje je moc opaziti veCanje % vsebnosti iskane substance. Najintenzivnejsi

dokaz za omenjeno ftrditev lahko opazimo pri maceriranju s podlubniki
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okuzenega (bolnega) vzorca, ki smo ga macerirali v triklorometanu. Vsebnost
limonena je linearno rasla s Casom: po 1 uri smo ga izolirali 1,5 %, po 24 h 2,5 %
in po enem tednu (168 h) 4,0 %. V vzorcih, kjer je bila po dolocenem casu
vsebnost konstantna, nadaljnji Cas obdelave vzorca v topilu nima vpliva na
vecanje vsebnosti. Tak primer je maceriranje zdravega vzorca v etanolu. Po eni
uri ne zaznamo vrednosti limonena, nato smo ga po 24 urah izolirali 2,0 %. Po
enem fednu izpostavitve materiala topilu nadaljnjega povecanja ni bilo moc

zaznati.

Iz izmerjenega velja omeniti, da na postopek maceracije vpliva tudi
temperatura. Pri povisani temperaturi v nekaterih primerin pripravimo z
ucCinkovinami bolj bogat izolat. Omenjeno opazimo pri enournem maceriranju
vzorca zdrave smreke v petroletru. Vsebnost limonena pri sobni temperaturi je
znasala 1,5 %, ko smo vzorec izpostavili 30 °C visji temperaturi, pa smo izolirali

2.5 % limonena.

Podobna nihanja v sestavi macerata, kot smo jih navedli za limonen, lahko
opazimo pri borneolu. Njegova vsebnost od enournega maceriranja v etanolu
in triklorometanu vse do enega tedna izpostavitve pri sobni temperaturi
narasca oz. je pri doloCeni (vmesni) Casovni enoti Zze dosegel svoj vrh
izluzevanja. Navrzeno trditev najbolje opise poskus maceracije bolnega vzorca
iglic v etanolu. Po enournem maceriranju na sobni temperaturi borneola nismo
zaznali, nato pa smo po 24 urah dolocili njegovo vsebnost 2,0 %, katera se je
po 1 tednu dvignila na 4,5 %. Konstantno vsebnost borneola skozi celotno
casovno skalo poteka opazimo pri maceracii bolnega vzorca v
triklorometanu. Njegova vsebnost je znasala 1 %. Maceracija je zakljucena ze
PO enourni izpostavitvi rastlinskega materiala topilu. Primaceriranju vzorca iglic
zdrave smreke v etanolu smo po 1 in 24 urah opazili konstantno vrednost, ki je

znasala 3 %, po enem tednu pa smo v vsebini izolirali 4,5 % borneola.

Ce vzorcu s sobne temperature dvignemo temperaturo za 30 stopinj Celzija, pri
obeh tipih vzorcev opazimo povecanje vsebnosti borneola. Padec za 0,5 %

opazimo zgolj pri vzorcu zdrave smreke, ki smo jo izpostavili triklorometanu.
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Razlog za omenjeno pripisujemo morebitni eksperimentalni napaki, mozne pa
bi bile tudi kakSne razpadne reakcije v sami mesanici. Kemija spojin, kot je
borneol, ima mnoge zapletene lastnosti, ki jih bomo spoznali v kasnejsih letih
izobrazevanja. Vsekakor so te spojine nagnjene k npre-strukturiranju oz.
preoblikovanju« v druge spojine. Ker pa imamo kompleksno mesanico

naravhega vzorca, je na tej stopnji tezko razloziti stanje.
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5. ZAKLJUCEK

V raziskovalnem delu smo predvidevali, da bomo s pomocjo FTIR-spektroskopije
kvantitativno doloCili vsebnost limonena in borneola v maceratih navadne
smreke (Picea abies). Trditev lahko potrdimo, saj smo po uspesni izolaciji Se
uspesno dolocili kvantitativno vsebnost obeh ucinkovin. Vsebnosti so se
razlikovale glede na uporabljeno vrsto vzorca, tip topila, Casovno komponento
trajanja maceracije in temperature. Rezultati kvantitativnih dolocanj pricajo o
nizkih vsebnostih komponent v maceratih. V nadaljevanju bi bilo potrebno
poleg FTIR-spekiroskopije vsekakor uporabiti e neko neodvisno metodo, s
katero bi se dodatno prepricali v tocnost rezultata. Na tej stopnji je FTIR-
spektroskopija sluzila kot primer hitre in za rokovanje razumljive metode delq,
Ceprav se zavedamo, da za omenjenimi signali temeljijo mnoga fizikalna in
matematicna znanja, ki jih posameznik osvoji zgolj, Ce se za tehniko popolnoma
specializira. Veseli smo, da smo imeli priloznost sodelovati s taksnim osebjem in

od blizu spoznati tovrstni svet analizne kemije.

V delu smo predvidevali tudi, da bodo kolicinske vsebnosti limonena, ki med
drugim velja za naravni insekticid, v maceratih iglic kontaminirane smreke s
podlubniki vis§je kot pri vzorcih zdrave smreke. Izhagjali smo iz lastnosti
limonenovih insekticidnin lastnosti. Znano je, da se smreka bori profi
podlubnikom s pomocjo smoljenja. V smoli so analitsko dolocili mnoge
uCinkovine, predvsem (mono)terpene, ki naj bi se sprostili ob vdoru
podlubnikov v drevo. Slednje je bilo ze opisano na modelu norveske smreke
(Erbilgin in sod., 2007), (Zhao in sod., 2010). Predvidevamo, da je potencialno
mozno sklepati na rezultat v iglicah (absolutno v manjsem kolicinskem obsegu).
Vsekakor je tu potfrebno opraviti S& morebitne raziskave t. i. biosintezne pofi
nastanka limonena, da bomo z gotovostjo poftrdili predlagano. Omenjeno
frditev glede kvantitativne analize limonena lahko potrdimo, saj smo ga,

celostno gledano, najvec izolirali prav iz iglic s podlubniki obolele smreke.
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Uspesno topilo, ki je omogocalo pripravo macerata, je bil nepolarni petroleter.
V dolocenih primerih se je v vzorcih, maceriranih z etanolom, pokazala za
odtenek visja vsebnost, vendar smo mnenja, da smo s polarnim topilom izluzili
Se mnoge druge snovi (kiimajo morda soroden trak v IR-spektru). Morda je prislo
celo do separacije bornilacetataq, ki je sicer sorodnik borneola, a je v tem topilu

tfopen.

Prav pri maceratih iglic zdrave smreke smo predvidevali, da bodo vsebnosti
borneola visje kot pri s podlubniki oboleli smreki. Vsebnost borneola smo lahko
zaznali ze ob vonjanju rastlinskega materiala, saj ima borneol (sorodnik kafre)
zelo intenziven vonj, podoben vonj lahko zaznamo tudi pri bornilacetatu. S
pomocjo meritev FTIR-spekiroskopije smo pokazali, da je povecane vsebnosti
borneola zaznati prav pri zdravi smreki. Od vseh maceratov smo najvisjo
vrednost opazili v etanolnem maceratu po enem tednu na sobni tfemperaturi
(4,5 %). Do 0,5 % manjSe vsebnosti pridemo, ¢e enourno maceracijo izvajamo
pri 30 °C visji temperaturi. 1z rezultatov sledi, da je za pripravo maceratov,

bogatih z borneolom, vredno uporabiti polarni etanol.
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7. DODATEK
Ime kemikalije | Formula M Piktogram H- P - stavki CAS
(g/mol) stavki
Pefroleter / H411- P240-P210- 64742-49-0
H335- P403+P235-
H315- | P301+P310-P273
H304-
’g H225
Etanol CoHeO 46,07 @ H225 P210 64-17-5
Triklorometan CHCl3 120,38 H302+ | P302+P352-P314 864-49-6
H373-
H315-
H351
D-(+)-Limonen CroHe 136,2 H226- | P210-P273-P280- | 5989-27-5
H315- P302+P352
H317-
H410
(-)-Borneol CioH180 154,3 : H228 P370+P378 464-45-9

Tabela 3: Varnostna opozorila kemikalij
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