L

. Univerza v Ljubljani

OSNOVNA ¢gOLA
PRI MOGA TRUBARJA LAgKO

NAVADNA SMREKA ( PICEA ABIES) KOT
VIRBlI OLOgKO AKTI VNI H MAC
IN HOMOGENATOV

RAZISKOVALNO DELO
PODROJ JE: KEMI JA I N KEMI JSKA TEHNOL OG

Ni kitenwdenec 9. razreda

MENTORJI :

strok. sod. Marko Jeran, Univerza v Ljubljani, Zdravstvena fakulteta in
Univerza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko

doc. dr.SamoP e n Unliverza v Ljubljani, Fakulteta za elektrotehniko

Mi | eohar,pdpf,O9 Pri moHa Trubarja LaGko
LAgKO, 2022



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

Science is the attempt to make the chaotic diveesiheofrmntseosespond
to a logically uniform system of thought.
-Albert Einstein

ZAHVALA
SpoGt ovani mentorji, pomplLep@®a mheal

Najprej skremm zahvalo namenjargospoduMarku Jerany strokovnansodelav@dravstvene

fakultete in Fakultete za elektrotehniko Univerze v LjulKjaeiraziskovalno del&oordniral,
prevzellogoglavregamentorja in z budnim L e sk ufetajle tega dela tudi sprerfljadlaVam

za vzpodbudne besede, dobre nasvete in tudi konstruktivneskrittkeat er i mi sem se |
skozi celotno nalogo. Brézasi n Va Gega mojorsetpeogzaa blhas prva K u Gnj &
raziskovalno delae bi uspeltakg kot sta

Iskrero se zahvaljujem tudioc. drSamu P e n iid kakultete za elektrotehniko Urniree v

Ljubljani Hvala zavso ponujengp o mo Lv eil m Kk adwm@m ¢ anj e pr i upor at
programov za pridobitev rezultattwva G pr i spevek je pomembno prip
dela.

Hvala tuMil eliizapgéhede spodbude in pomol pri d

lahko del poskusov izvajala skupaj.

€ Tudi Vi ste del moje poti.

Hv al a ul iskegdjgzikadnin j s |IHogespdpisd ii j i z& lekorski Begled naloge

in ideje o tem in onem tekstu.

HvalaLaboratoriju za fizkakutete za elektrotehnikolna b or at or i j koZdeestvend i ni L n
fakultete Univerze v Ljubljani z ter vdaed@lovna pr e j e
sredstva in aparature, ki smanjgddebm potrebovali.

Na koncumivsetond i bi | o o0 mo gasioenecelicdds ear @By & gskrenat ar Gi
hval a za vaGo s p o dilvueddon oi nv emlaazijeipdausgmpdakrat, kadar mi
sem Oraziskovaleco.



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

KAZALO VSEBINE

L UVOD ...t csemmee s eesenas e e e 8...
1.1 METODOLOGIJA RAZISKOVALNEGA DELA........ccocuiiiiiiismecmecmceicecisisieeaen 8...

2 TEORETI | Nl DlE Lo memeem s 10Q..
2.1  NAVADNA SMREKA (1at. PICEA ABIES)........ccocuiuiiiiiecmme s memeenes 10

22 Bl OLOgKO AKTI VNE Ul I NKOVI NE...V...NAV.AORAI SMRE
23 | ZOLACI JE AKTI VNI H Ul I NKOVI N....Z..NAMADNE S

24 MODEL CELI| NE MEMBRANE I N NJEGOVO FORMI RAT

MEDIJU (ELEKTROFORMACIJA). ... ettt ettt mmmmmmm s e 16
2.5 SPEKTROFOTOMETRIJA. .. ..o irmmmme e seeee e s 19
2.6 CILI RAZISKOVALNEGA DELA. ... eemmmme e 21.
2.7 HIPOTEZA ... e ettt mmmmmmm e e e e e e e e e e e nennnnmens 22
3  EKSPERIMENTALNIDEL ..cooiiiittiii e et mmmmmmm e 23
3.1 UVOD V EKSPERIMENTALNQO DELO.......cuttiiiiiiiiieeeii e e 23
32 REAGENTIIN RAZTOPINE ...t e 24

33 DELOVNI PRI PROMOIL. KL e 25
3.4 PRIPRAVA IGLIC NAVADNE SMREKE .......cootttiiiiiii i 27
3.5 PRIPRAVA MACERATOV IGLIC NAVADNE SMREKE.............cceieiiiiiieeeeeeee 27

3.6 PRIPRAVA LIPIDNIH VEZIKLOV IZ MACERATOV IGLIC NAVADNE SMREKE
28

37 DOLO|l ANJE POLMEROV LI PIDNIH VHOVIKLOV | N | 2
PORAZDELITEV ...ttt ettt mmmmmmm e e e e e e e e e e eeeneenmnes 28

39 KVANTI TATI VNO DOLO| ANJE SKUPNI H FENOLNI H ¢



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

4.1 PRIPRAVA MACERATOV IGLIC NAVADNE SMREKE..........ccovviiiiiiiceeeeee 33
4.2 PRIPRAVA LIPIDNIH VEZIKLOV 1Z MACERATOV NAVADNE SMREKE........ 34

43 DOLO| ANJE POLMEROV LI PIDNIH VEZI KLOV | N | 2
PORAZDELITEV ...ttt ettt mmmmmmm e e e e e e e e e e eesennsnees 36

4.4 PRIPRAVA HOMOGENATOV NAVADNE SMREKE.........ccccoiiiiiiimmmmmee e 37.

45 KVANTI TATI VNO DOLO| ANJE SKUPNIH FENOLNI H ¢

HOMOGENATIH IGLIC NAVADNE SMREKE.........cooiiiiimremee e 38
5 ZAKL I UL LE K e eeteeee et e e 41
6  LITERATURA . e et mrrrmmm e e e e e ettt e mmmmenn s n e e e e e e e e e e e mmnnna 44

7.1 KVANTI TATI VNO DOLO|] ANJE SKUPNI H FENOLNI H ¢
HOMOGENATIH IGLIC NAVADNE SMREKE ........ccoiiiiiiiiiiicmmmmme e e 49

7.2 VARNOSTNA OPOZORILA KEMIKALIJ ....ooiiiiii e 49

KAZALO SLIK

Slika 1: Navadna smreka (Fotografija last avtorjev in mentorjewy).........ccccoceeeeeeeeeeeeeeeee, 10..
Sli ka 2: Stor Hi navadne..smr.eke..(Urbanatlur a, 2
Sl'ika 3: BioloGko aktivne s.p.a.j.i.ne..\v..naf3avni s
Sl'ika 4: Organel! Hi val s k.e..i.n..r.a.s.t.l.i.nskZe cel i
Slika 5(a) Fosfolipidni dvosloj in (b) liposom (Wikipedia, 2021)..............ooocmeeeevviiiinennnne. 18..

Slika 6: PraktilLni pri kaz jalasatorjewoid neentonevtd | e v
Slika 7: AparatutdanoDropne (a) Aparatura v mirovanjau, pr ed
instrumenta, imenovana podstavek (padestapripravljena za nanos vzorca, (c) nadgll

vzorca na reHo podstavka in (d) po nanosu Vzo
polLakamo na izpis vrednas.t..,..kKi..j.0..si.s.km izp
Slika 8: Strukturadalmitoit2-oleoitsnglicere3-fosfoholina (POPC) (Avanti polar lipids, 2025).

Sl'ika 9: SuGenje iglic navadne smr.ek.e..27 suGi |

Slika 10: Shematski prikaz prereza krogleokern a L uj e n3ng re npo lprhar@dii m o .



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

Slika 11: Eksperimentalni nalrt priptr.ag80 homo
Slka 1 2: Umeritvena krivulja za dololLitev skupn
K] 1 1] €= S PP PPPPPPRPR 31..

Slika 13: Pod svetlobnim migkopom vidni z elektroformacijo nastali lipidni vezikli iz: (a) lipida

POPC, ki velja kot modelni/standardni lipid, iz katerega pripravljajo modelne vezikle. Polja od (b)

do (f) predstavljajo vezikle, nastale iz maceratov iglic navadne smreke \etdr)oiu(qy)

heksanu ter (€) in (f) KIOrOfOrMU..........ooiiiiiii e eeeeee e e 34

Slika 14: Prikaz porazdelitve polmdépanih veziklov, formiranih iz macerata heksana in

(1[0 (0] 0] 1 ¢ 1= VAP PPPP 36.

Slika 15: Svetlobna mikroskopija homogenatov iglic navadresmrédka) in (b) v fi z

ter (C) V deStilirani VO .......ccooeieiiiii it eeeeeee e e et e e e mmmmmmm e e e e e e eeeeeaannnane 37.
Slika 16: Rezultati k v a n tjin ¢« harhogenatih iglic dvadne L anj s
5] 1] SRR 38..

Slika 17: Eksperimentalne meritve dololLanj sk

navadne smreke v dveh razlilnih medi.j.i..nd9 (a) v

KAZALO TABEL

Tabela 1: Vpliv topila na izolirano maso in izkoristek maceracije............cocccceeevveeeeernnnnnn 33.

Tabela 2: Varnostna opozorila uporabljenih kemikalij.................oeiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeens 49



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

POVZETEK

Mn octldelcevs samostojno struktyrebdano z zunanjo menap, imenovano lipidrdvosloj ki

j i h v zunaj c e ktelick, menupmoa ntag rc eil. Ddlbméngene @eice rajtemo
tudivv zor ci h nar av ieanetki raziskaz leta 1960pogriano gejbitodaveljajo
rastlinekoto z e | e rhimédicimskorpontembnih delcev.

V etanolu, kloroformu in heksaptipravljene macerate iglic navadne sniR&ea abiesnopri

nizkih tokovih in frekvencalelektroformirali ter nastalezikle s svetlobno mikroskopijan

meritvami polmerotudi karakteriziralVelik potencial zamenjave komercialnega lippddmitoit
2-oleoitsnglicere3-fosfoholin (POPQ kaankbeerata heksana in kloroformé& maceratu

polarnega etanotn vezikularne struktusgcernastale, vendar v izrazitba nj Gi hh.Nae |l i ko's
podlagi lastnosti nastalih vezikloviggo mogolLe skl epat i (mepolarnilg e bno s
komponentki jih vsebuje izhodni maceratprekole-teh na polmer nastalih vezikularnih struktur.

Stabilne vezikularne strukture v maceratu hegseviadujejo v dveh velikostnih redih: prvi z
velikostjookvirno 2,2 um in drugi 3,8 prRreostalih populacij Eznatimanj, a sao polmera 6
pm zastopaneenakomernoZ vezikli najbolj bogatmacerat kloroforma jp o k a z a | naj v e

prisotnost wvezikul arni h s Macerdt iglic v klovoforofpmeal L ] u 0 C

drugimo mogo L i | n as t a merknerijo eetdo 18 lum Rezultaki poskusovpnoahalize
vel i kost.i del cev nakazujejo na stabilnost for
SO Vv primerjavi z veljimi tudi bolj obstojni

Poskusk vant i tati vne dol olzrdageein Rolk-Cipcaltewopdkazali,adh ni h s

imajo eksperimentalni faktorji, kot so tentperaa , Las i n i zbira homog
pomemben vpliv na izl uHevanj estskupnihKeaalnd kpojm.r i st i
Najvel se jih v primerjavi z nizko temperatur

visoki temperaturkarmed drugim potrjuje tudi teorgdanpdelcev.

KijulLne besede:

Lipidni vezikli, naravni vipplmer,navadna smrakPicea abiesacerathomogenat-olin

Ciocalteuskupne fenolne spojine, medicina

Vi
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ABSTRACT

A group of particles with an independent structure surrounded by an outer membrane, a lipid
bilayer, and released by cells into the extracellular space are called extracellular vesicles. The fact the
these particles can also be found in samples of matgnalis evident from the early days of
research from 1960 onwards, when plants were discover@grasidasource of medicinally
important constituent§Vithin this research macerates or extracts of lipids and other constituents
from spruce needleBidea abjegere prepared in etharadijoroform,and hexane. With the process

of electroformation using low voltage and low frequency excitations vesicles were formed. The
resulting structures were characterized by light microscopy. Hexane and chlacsatasishow

high potential for -palmitoyi2-oleoyisnglycere3-phosphocholine (POPC) commercial lipid
substitution. In polar ethanol macerate, vesicular structures were formed, but in markedly smaller
sizes. Based on the properties of the formedegggicis possible to conclude on the content of

lipid (nonpolar) components contained in the starting macerate and through them on the radius of
the formed vesicular structurBsable vesicular structures in hexane macerate predominate in two
sizegroups t he first with a size of approxi mately
remaining populations, but they are evenly represented up to a radius of 6 pmich/esicle
chloroform macerate showed the greatest presence of vesicular strubtirasge tof 3.8 to 4.2

pum. Chloroform spruce needle macerate, among other things, enabled the formation of vesicles
measuring up to 18 um in radius. The results of experiments and particle size analyzes indicate the
stability of the formed vesicular stooes. Vesicles of smaller dimensions are also more durable
compared to larger oné&xperiments to quantify total phenolic compounds with-Edicalteu

reagent have shown that experimental factors such as temperature, time and choice of
homogenization ndeum have a significant influence on leaching and characteristics and quantitative
content of total phenolic compounds. Most of them are eliminated in comparison with low
temperature during direct microwave treatment at high temperature, which isiratsa dpnthe

theory of Brownian particle motion.

Key words

Lipid vesiclesnatural sourcesadius European spruc@licea abiesacera homogenat Folin

Ciocalteutotal phenolicompounds, medicine

Vil
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1 UVvOD

Celice izlolLajozumajlddlniel rnvir sgreo diteddrci.dveRiklig o st o
(CV), K i ustrezajo veli koestpokdaoz a3 ®, nmd.a \Wse CwWe Ly
aplikacije, predvsese znanja aplicirajonedicim (Jeran idr., 2081

Celilni vezi kel je samostojna struktura, sest
zunanjo membrano, imenovano lipidni dvosloj. Lipidni dvosloj je sestavljen iz hidrofilnih glav in
hidrofobnih rjeejoov., |kdprsaev zsdor upHoud o b ni vakuol am
edinstvene funkcije in sposobnosti. Lahko se zlijejo z membranami drugih celic ter opravljajo
dol olLene fukcije, kot na primer razgraaguWimj e dr
transportu snovi, kot so beljakovine, encimi, hormoni in nevrotransmiterji. Siodelajh a

bi stveni del razl i Lnilewskey 2080 Gki h si stemov in

Vse vel r azi skkagavzrazsiovagn oemmeuntjneon i h c enaravhimz. h d el
rastlinskihmaterialih (angplant vesigldse me | j i z asegpp @ letp ©960, dabgs @a so
nekatera znanj ak Ipir nenitasdern idft.e208lonkr et ne

Motivacija za izdbo raziskovalegadeh sega prama podr olj e uporabe na
proizvodnjoc e | i L evivhpovezavli z aktivnimi L i n k qQ iijim latimisebujejoZaradi
razvojauporabenaravnihlipidnih virov za modelne celice (liposome . orjaGke f os
me h u rsidele\) prvem sklopu dika maceracije iglic navadne smiekprodukcig lipidnih

veziklov iz pripravljenilieolatov ekstrakcij@ t r d n o / tj. en&cerdta Ker iglice navade

smrele predstavlja »zeleni« virrazll ni h nar avni h or gansd&zarhdi spoj i
nastaka vezikularnih struktur v vodnih medyildrugem sklopu p r e u Lreas zalpostopkii

i z | odkwpmhfenolnih spojin izastlinskega vina vodni medijNastalm raztopinam pravimo
homogenati, sgredstavlijaje pr o GL e nvsebimgd i taapadu cel i Lnih st
rastlinskega tkiva.

1.1 METODOLOGIJA RAZISKOVALNEGA DELA

Priprava maceratov in homogenatov | dpidbhi |l a op

vezi klov, statistilna obdelava podatkov in do

Stran | 8
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Laboratgemza fizikoFakultete za elektrotehniko linboratgemz a k| i n i Zdravstverei o f i z i
fakultete Univerze v Ljubljari{er je bilo razlovalno delo interdisciplinarno, je sodelovanje
zunanjih inGtitucij Déevtbaoikja| d>ma g decnedaeloyzdo ap @ me
strokovnousposobljeno osebje v sodelovanju z mentorji. Vso potrebno gareram zagotovile

gost uj ol ePred opfavljanfera ekisperementalnega dela smo bili seznanjeni s temeljnimi
varnostnimi predpisi laboratorija, z delovnimi aparaturami in ekspéronsit@egijo. Pred

zaletkom dela smo opravili twudi test iz wvarst

Rokovanje z reagenti in vzorci je bilo izvedeno v skladu z uveljavljieno zakonodajo varnostne
kulture. Kemikalije in delovne raztopine, ki so bile opremljene z oznakami zasmevarsmo
obravnavali v skladu s predpisi o nevarnih snoveh. Skozi deltaiproces smo imeli na voljo
zaGLitna sredstva (rokmosl edil za&§het nacataka Vv

delo.

Stran | 9
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2 TEORETI | NI DEL

2.1 NAVADNA SMREKA (lat. PICEA ABIES)

Navadna smreka (l&icea ahi€Slika 1) spada v rodorovk, ki obsega okvirno 35 zimzelenih
rastlin. Njena domovina so evr o@sr&adr.,0Pr st v a
Razprosttased j uHne Skandinavije do japaimkjehusgevaedel o
na od 600 do 2.000 m n. yhEvropisev e Li noma poj avlja na obmolLjih
vitalnost. Zar adi poseganj a Ll oveka azGialjaelnjc
UpoGtegadoli no naseljevanj-pugopbhetdno dobopsb
Kar pat sko podrbolljte Gk NMorddiojlg keq K i so skor aj
nNjeno nar avno ksegazos@Bdvee od)Rohogakdo Juljskile Alp, prisotna pa je
tudi na mr akzri aG3 ki ehgaddi swajeraldabpolagodljivosti je pri nas ena najbolj
GtevillLnih drevesnih vrst. Po podatki h Zavoda
2019 zna @eadn20203dayidt., 2023).

Slika 1: Navadna smrek&dgtografijdast avtgevin mentorjey.

Navadna smreka je vitko in iglasto drevo s s
metrov Vvisoko. Gosto olistane veje in vejice
mladih rastlinah upognjene navzgor, s stamstgglahko (za a d | t eHe) povesijo.
i gl asti in i majbgmotensesl aéekmobezevemje. barve z
vsake izmed Gtirih strani. V prelnem prerezu

od 10do 25 mmter a k o n ciulglice aasimieki estanejd’et, v nekaterih primerdelo

Stran | 10
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do 9 |l et. Odpadle iglice se teHko razkrajajo
pomanj kanjem svetlobe povzrola oidtskoit n®tsa r Fio,d
obrnjeni navzddSlika2. Zr el i storHi zrastejo v dol Hino d
zaprti, ko dozorijo (ponavadi jeseni), postan
za r az mnwfébeuan, rs¢ &nk(e in na vrhu nazoblane 1 us

semena s krilci v okoli¢teran, 202& e d u G a k& RkelmGaeadr L

Smreka je enodomna rastlinadediniramokotdas e na i st i rastlini razvi
cvetovi . Mo GK i cvetovi so na poganj kih prejGri
rumenorjave al.i rumenordele barve ter merijo
cvetovi so \socvetju in sobarvansvetlor d e L e . Sprva so do&kmniéndol KHio
se razvijejo v valjaste in visele storHe. Za

kroGnje, se Henski (Qahwu¢al RelnGkiifl, v 0)2bBu Heo6

Slika2: St or Hi n(drbvapatra,e0)3 mr e k e

Navadna smreka je prva gol osemenka, kat er.i S
imenovanegaekvenciranje z d o kzapdieaja y dednem materialu analizirali celoten genom.
Ugotovljeno je bilo, da je njen genom velik 20 milijonov baznih parov in vsebuje veliko
ponavljajolLih (repetitivni hXK) (ads2%o0ov deoksiri

Navadna smreka je vsessia uporabna rastlina. V preteklosti so jo uporabljali za kurjavo. Njen
razmeroma lahek in mehak svetel lgogestou por abl ja v gradbeni Gt vu,

industriji tempriizdelavglasbi(Jeran, 2032).

Stran | 11
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Mnogo smrekovih pripravkov je gvamestouporaben a G| o  p rvizdrawvilpeo mamedne.
Omenmoet eri Lna ol ja iglic i n smol o kot mazil o,
pripravo Lajev, k o p &/Ismreki prisotneidzr @a mi h ®1lei huLmn & f\iotvk
pomagal@rii zka Gl j evanj ul ajl Ganj wbmék mathimjdppdobna kt er i |
Mazilo iz smrekove smdlea He ulpmikeoz@bllii nah i nQemare 20@2mt i L ni
Jeran idr., 2031

22 Bl OLOgAKOT'I VNE Ul | NKOVI NE \\REWAVADNI SM

Bi ol oGko aktivna ulLinkovina je snov, K i kaHe
kat er isoz ar LL Iblkgodejkilda tem mestgrelahko za neposredno pozitivho delovanje

ali pa posredno, ko snov negativho deluje nanekdruga LI oveka Gkodl jiv or
je odvisen od (dme)mDa biprjrekovanjukad o tLo wniel i varno i
upor abo, mo r a mtemepitop 0 zunlaitnik onvjiinhachv nalin vstopa
presnove vtelesetr nazadnj e nji hove r az gabsarption, dstribution,i z | ¢
metabolism and exgretidnar v prevodu i menuj emo: absorpci |
(Jeran idr., 2021

ge znane i dent i fsnavivsmrekies(Slixda JoJerarGde.02@Pa kt i v ne

- p-hidroksibenzojska kislina (PHBA) in njeni glukozidi
- piceol in njegov glukozid picein, ki se v farmacevtski industriji uporabljata za proizvodnjo

zdravilnih ulinkovin,
- piceatanol in astringin, kisiibenoid 3A-D-glukozid piceatanola,
- ferulilna kislina, ki je osnova za proizvo

- izorhapontird stilbenoid, ki je predvsem prisoten v koreninah navadnih smrek,

- katehin, ti. naravni antioksidant in sekundarni rastlinski metaolit

- vitamin C, K i velja za enega najpomembne
Prisotejet udi v smrekovi h vr Gi Lkih.

Stran | 12
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Slika3Bi ol oGko aktivne ZXmq@moidrj2@e Vv naravni smreki

Zaradi izjemnitastnosti s@a raziskovalno detanimive tudi fenolne spojifeenolne spojine so

zel o raznovrstna skupina organskih mol ekul

hidroksilo skupno, ki je vezana direktno na aromatsko jedro. Fenolneespojin. sekundarni

metaboliti, ki so prisatrv vseh rastlinah. V narasib i L aj n os psorj € lheddbix v el

skupinami, zato se je zanje uveljavilo tudi drug@atiienolPolifenoli predstavljajo heterogeno

skupino organskih spojin, ki v rastlinah opravljajo funkcijo barvil, koencimov, protimikrobnih

sredstev n uli nkovi n, K i se pojavijo v rastlinah |

fitoaleksini. Polifenotl aj ej o rastl inam karakteristiLni oku:

t o k si L nRedkaide v radtlisah pojavijo v prosti obliki, pogosto so vezani na sladkorje, amino

skupine, lipiden terpenoide in podobn®&ure, 200%

Hidroksilne skupine polifenolom ustvarggpmsobnost zajemanja prostih radikeédoyim daj¢o

molLnej Gi ki

odgovorngoredvsenz a

ul

trazvolne

sl znalaj vV pr i avestngkemijskareaktivrohstje@ g i mi
anti oksi dat i Nigtain sadalavdf282) sopg opbrabb e no | o

ekstrakcije iwvzoech smrekedemalimoel n® pon

Stran | 13
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korelacijo med antioksidativaktivnostjoin vsebnostjo skupnilenolnih spojinRezultatso med
drugimpokazaltudidavi Gj a vsebnost polifenolov vodi do r
(Niscaidr., 2021).] e p rudjeHi |l leshatih rastlin pogosteljaza gozdni odpadekahko
predstavljapomemben vir bioaktivnih spojin z velikknr o -Haspmdarskim potencialo®
njihovem pomenu i n vr ed hkiesmdimerjergudivlaralipoverolnihk o Gt ¢
spojin, ekstrahiranih iz lubja. lubja lesnatih rastlin bii ol o Gk o ak ttake labko u L i nk

pridobivali tudi v industrijskemerilu(Tanasedr., 2019).

Pri razvoju »zelenilw trajnostninmetod izolacijg e moaIled izt i  prikaterivse L Gt U
pomolLj o ultr azpvpalaodolae bagate | dkepnirjfeaohimi spojinamiin

uli nkovi namivnimzdelavanjermNa knodeldlabjai navadne smreke $pinelli s

sodelavci (2019pkazalada jemed vsemirenutno aktualnimezelenimi« postopki izolacije prav
ekstrakcija s ugwaritaod jj dabifakiskupnia fenwlmik spojilet a |j e zna Ge
54,97 + 2,00 mg galne kisline/g ssihevi

Aktualna | iteratura s iproaz loiltdvmir hi 1zeakdtrakdjemh nar a
pomolLi u\t primexjaviv 20 deugimi »zelenimi« procesi ekstrakejeop ovela dono s
ekstrahiranilskupnihfenolnih spojinRazlogse skrivgpravv nastankkk avi t aci j ski h meh
spodbujajov i Gj i i z k or Btenmpeoky jediikaskdidat@naktivnpseekstraktaqispinelli

et al., 209.

231 ZOLACI JE AKTI VNI H UlI NKOVI N 1 Z NAVAL

Med pogostouporablieeint e hni Lnometb&dv e Génei | bi ol oGko akt
naravnih virow v r G L a nkajo. EEk&trakrija g separacijska metodakapti e r i dol olLeno
odstranimo iz tekolLe ali trdne zmesi tmko, da
se ostale komponente ne bi raztapljale. Sestavljena jegladvidaporednih ogracij.V prvem
korakuzmes izpostavimo dlils topilom, nato pa v drugem korakd i Lsalj excbi | oLevan,j]
(Kogeljnik, 2018)

Pri iglicah navadne smreké&omo uporabili tehniko, imenoano maceracija oz. ekstrakcija
ardndg e & kjigree por abl j amam, stkaein bdstranjugmpo tbpne snovitrdnega
realnega vzorc@ehnika ¢melji na topnosti spojin v ekstrakcijskem topdpnost neke spojine je
odvisna odastnosti v kol i kGni mer i so njene molekul e

spojine so praviloma dobro topne v polarnih topilih, nepolarne spojine v nepolarnih topilih.
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Ekstrakcijee t edtk ® Kued'cerca b | j a mo , kadar ni evagli prénaajhrtee s t i |
razli ke v temperaturah vreli GLa, tvorbe azeot
snovi (vitamini, antibiotiki, aromatske snovi in drudo)o,2@26. Preprosta avadna ekstrakcija
0z. maceraci@ b i Lpatgka wtrelstopnjanlZupandReze& Hohkraut, 2010

1. meGanje topila in snovi, ki jjo ekstrahiram

2. mehansko | olLevanje ekstrakta in izluHenega

(primer:s centrifugiranjem, filtracijio)

3.t er mi Lna Itnefaze ¥ ekstrakeirk tsptlor(zaugarjanjem)
Maceracijo najvelkrat uporabljamo za ©pridobi
izvlielLkov | ahko uvrstimo tudi poparke (infuze
bi stvebaskkaif Gkl asi Lne macerate: cel o ali zdr
15 minut (poparek) ali pa zdrobljeno rastlino prelijemo s hladno vodo in segrevamo do vrenja ter
nato vremo nadaljnjih #6 30 minut (prevretek)Jeran, 2020

Ekstrakci z organskimi topif e p o s Ipreddsenfpr rastinskih snoveh, ki so termolabilne in

proi destilaciji z vodnomavepdant e hnekida)] ehkoetupor i
organska topila al:i rigl izposiavimorgaeskee mopilkateregg@a st | i n
| oL e v a mstlinskeggateostankakasnejep r i z ni Ha n eodstraninhoa Rabimot u d i

preostanek, ki vsebuje pol dgoopazrl)uFemn20h kompon

Kemijska tehnologija n enirstvél vedn znovaizpopolnjujetdn nadgajujetamnoge metode in

tehnike za prenos nadustrijskinivo. Tak primer je tudi ekstrakagjagb p ognofdar kr i t i L

medi jev. Ekstrakcija s superkritilLni mi plini
ekstrakec§ pri merna za termol abilne snovi. l zveder
di oksidom). V superkriti L ne mepadcipprggansih molekalj o o d|

Prednosbpisandehnike jenastanek visokokakovostnih produktov, kisebwjejoo d v e topil i h
(Zupanc Rezec & Hohkraut, 2019

Metodb, sorodnodestilaciji z vodno paronenujemch i dr odi fuziterar epr ¢ £t ehji @

Para pronica navzdol skozi rastlinski materialtinrekshi r ano et eri Lno ol j e,

nalin kot pri parni destilaciji. Ekstrakcij a
% i ntenziven sti Kk S topil om, % drugi obe f &
pridobivanje b | iz plodov semen in za pridobivanje a

ter zali mb.
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Spl oGno | edtrdkajeazdelima na &i stopnje. Prva je fazna sprememba pri raztapljanju
topljencaki ji sledi difuzija toplijenca v topikisenahaj a v porah trdnega r
del ca. V zad®greem odse |tuo pslej evircGa s kozi tekolLinski
topila. Katera koli izmed teh stopenj lahko omejuje ekstrakcijska Rar@stadi prvi proces

p ot e L ltro,tda jk wegov vpliv na ekstrakcijsko hitrost zanemarljivL dan k oevanjgeo | o L
pomembna razlika v gostotah osnovnega in ekstrakcijskegeeito@tapnost enega v drugem

(Zupanc Rezec & Hohkraut, 2019 Us pe Gno st ekstalbkomaj sulsgosnonov
p o mo dojazmelitvenega koeficiektdNernstov porazdelitveni koefici&n(E n a L Jonam tako

podajg azmerje ravnoteHniAvidpilnh@ mutopile2¢)i j komponeni

k= — (Enallpa

Zakonitost, KkKjtemuesbp&ney &HhJupaakRezes§olekalt, 2019 a (

24 MODEL CEEIMEMBRAN E IN NJEGOVO FORMIRANJE V
VODNEM MEDIJU (ELEKTROFORMACIJA)

Ker bomo tekom raziskovalnegagelal eg i zol aci j tswmr ko deed loi Lursinte
mor amo osvojiti Ge temel j e cel i LnCb bpioomoolg i j
mikroskopskih tehnik dd@molahkoodki v al i pestrosti olLem nevidne

V sploGnemeliet ¢ ar adlai 15 mKljub tembda selcelice zeloikagejoipdk o s t i
obliki in velikostij i m | ahkamnegrait gir@emkupne znalLil nosti

me mbr ana, K i prepuGLa v njeinatranjosti sta otdplazon@ in jedeo. d o | ©
Citoplazma sest oykl jiuidolpajesestaviepr e nekded i Lni hode
raztopljenih snovi (mol ekul ibpoddn@d k oCien i L@k r o kk
opravljajo natanlLno dololLene nal oge. injlekater |
imenujemo organeli. Jedro vsebuje dedno snov, ki nosi informacije o zgradbi in delovanju celice oz.
organi zma. V. organel i h, i menovani h mitohondri
energija, ki je potrebna za delovanije, rast injrazvwe | i c e . Pol eg energiije
dioksid in vodéGodec idr., 2035
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Ker celica predstavlja strukturirano in funkcionalno endimrganizmov, vellaomerdie r azl i ko
v primerjavi A idskocdico Slika 4. Rastlinske celice spw i mer j a v i z Hival ski
Povprelna velikost rashl poskeetehivel zhka&a BOD
Rastlinska celiegebujgne hur L ku podobno strukturo, ikhenovar
sestojo ipzeveda. |l e rastline v (aiéuastlinedh ni ma
obdane drdoc e | i L n marad katerajotake celicel o | o L e n ¥ rastlibskiln delacah

opazimo Ge eno pestrOBbil @j ga ndoni znoj m sozarddip @ r o p

zelenega barvila klorofila zelene b@wedec idr., 2035

ZIVALSKA CELICA

RASTLINSKA CELICA

endoplazemski vakuola
endoplazemski retikulum /
retikulum \ S

// ‘ Golgijev  celi¢na /" ' N
aparat stena | ‘

jedro “' stena / | \\ \

membrana membrana / l;,‘;,|g,],-:\,.\

mitohondr kloroplast aparatmv‘lc‘hondrl]

Slika4:Or ganel i Hi val §Godeciidrn20y5astl i nske celice

Osnovno strukturno ogrodj e c elipidol,rkiijchimemgemd r an |
fosfolipidni dvoslo{ V 0,R01y Gre za dvodimenzionalni lipidni dvosloj, ki je sestavljen iz dveh

zunanjih hidrofilnih stranic in hidrofobne no
vodi topne snovi in ionéM{ldner, niletaDv os |l oj na membrana | ipidov
Pl azemska membrana | olLuje celico od citoplazn

membrane je usmerjen proti citoplazmi. Organeli in vakuole, ki so vedno obdani 2eno sam
membrano, imajagolj eno lipidno plast, ki je obrnjena k citoplazmi, druga pa je obrnjena k
notranjost. organel i n je topol oGko enaka zun
organelejedro, mitohondrg in kloroplast obdajajo dvojne membrane, med katerimi je tanek
medmembranski prostor. Eksoplazmatske strani notranje in zunanje membrane omenjenih

organelov pa so usmerjene v medmembranski prostbreiVini leta).
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Fosfolipidne molekulse lahko v vodni raztopioigan i zi r aj o v f o 8lipasdmepi dne

katerih membrano sestavlja dvojna plast fosfolipidnih molekul. Ker je agradivane liposomov

(Slikab()podobna zgr adbiSlka®@) Lneamembe ainlki na | ip
nekaterelastsot i cel i Lne membr ane (Krapl gReinmgbl20edn,e cel i Lni
Liposom

Fosfolipidni dvosloj

Slika 5: (@) Fosfolipidni dvosloj itb) liposom(Wikipedia2021)

Li posome ustvarjamo MNaudtiajvajves agkrdia ng reimp rHa wil j peanl

vodialipiumi vanju |l as z naravnim Gamponom, narejer
fosfolipid lecitin. Lecitin so sredi 19. stoletjh iza a | | i z moHganolxvtegan | aj

obdobja lahko zasledintou d i prve opise nast ank aetall854 s0s o mo v

liposome opazili pod mikroskopom in jih poimenovali »umetne ¢&lideke g | 1 L &). 1 gl i L,

Med nali ni proz fprdrhweziklbveljp eektmiormacija zaegaizmed osredn;jih.

Prvo uporabo elektrilnega polja pri sintezi
vpeljalaAngebva in Dimitrov (Angelova & Dimitrov,1986. Njuna osrednja ideja mjemala

|l oLi t ev dv oodvorojveziklavkieg nadabpne el ektri Lno polje
zmanj Ga pri vl alpnpororek dreed aplid stzmiciijm dvosl oj a t
njegovem upogibanju (Saremi, 2010).d ana Gnj istke mpazit DipaeWwa lm@aivipa jLmo h
vialah z teflona ali polivinilklorida (PVC), kjer se nahaja raztopina sladkorja (saharoze), v katero
postavimo dve vzporedni platinasti elektrodi z nanosom suhega filma (Bhicovg. Z

zmanj Gevanjem frekvence izmeni L megaop kzlnaan| Gal
spremembe polja, dasé¢le odl epijo od povr Gine el ektrode
Pogl obl jene Gtbuddae sso0 zppkiaizalien odl epl jeni
elektroformacije ne zlijejo (Stein idr., 2017
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Slika6:Pr akt i Lni pri kaz el d#tdgrafigdhsbavtgesxio mgnterjey navpi Lni v

2.5 SPEKTROFOTOMETRIJA

Ker se raziskovalno dgdoeko absorbance obarvanih raztamhkat u d i d kohcentrazije |
shovi v vzoru, se moramo seznaniti z osnovami spektrofotonwrijmolekulske absorpcijske
spektrometrije (MAS)

Fotoni UV in vidne svetlobemaj o v obmolLju med 200 ,dav 800 n
molekulahppovzr olLi j o prehodertefgijokbh nezvojsewvvnik

Pri tem nastanejo zel o Kkdekironipasdy nadaljevazjonejp ena s
nazaj v osnovno stanje. Razlika v energiji elektronskega prehoda se izgubi v okolico v obliki toplote,

v d oih grimerin tudi zaradisvetlobe. Ravno zaradi elektronskih prehodov in prisotnosti

d ol o L e n,iinftenogakilukpomafor{gr. kromofonosilec barve) Kk i ol ajz&zmam@ pr eh
nekatere spojine obarvgkeminfo,ni letg.

Spojine, ki jiezaznamo kob bar vane, absorbiraj oOmengnhidellve n del
preostalem spektru vidne sveVX | omplegeladdamdipmo e haj a
predmet v komplementarni baatisorbirane svetlgbkar pomenill. e se absorbira rd
odbijejo vse ostale, karnadaljevanju zanankot modrozeleno. Spojine, ki so na pogled bele
brezbarvne ozpr ozor ne, absorbirajo svetl oiswetlobk.r aj Gi t
Omeniti velja tudi iziemaatk o na pri mer nasi Leni ogljikovodi |
val ovno dol Ai no poeé plesk® erm niemiGpgiofd,rejed ozsantea iUV

Absorpcijo svetlobe merinminstrumenti, imenovanimi spektrofotometri. Merilo za intenzivnost
absorpcije v vidnem in wultravij 8) mddemekmjedel u
prepustnostl) b ol |j znalil na za s @Eanntoniéetdi nfrardele sij

Osnovo spektrofotometrije podaja zvegasana ¥ n a 2b i
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-

A=log-= & 1 ¢

-

(Enal2pa

V zvezil, predstavlj@padni svetlobni tok,p r e p u GL e n i cksnecenttabgenioviv enati:o Kk |,
mol LY, ldol Hina opti L névemincn inHaktorlkedmenowammolara
absorptivnosfv enoti:L mol * cntl]. Naj pomembnej Gi podaHak pni vi

absorpcijskega vrha, ki ga opi Gdkmo z valovno

Zvezo E n a L P aspremljata dvazakona Prvi Lambertovzakon pravi, da je intenziteta
prepuGlenega odar lpaavikhkotno na absorbirajolo s
zakon nadalje pravi, da intenziteta prepuGLen
raztopino eksponentno pojema 2z r azambértpo . | e
enalbo oz. zakon, ki (Ealk| 2 alEenrazidpeda j@ zvez&adel e ne r
absorbanco in koncentracijo spojine, ki absodtromagnetno valovanje, linearna. Sicer je
absorbanca odvi sna od k o n chearrtkraa ¢ $ k enmliarna @ f o p ii
absorptivnossipojingl ali L & ;¢mosid.,2000 1 7

V okviru raziskoval nega del aTheromoEzientfipanoDaapi | i s
TehnologijazajemaGi r o k s p e kshje B2 dQeLl ovwzdajrsekandalahkon at an Ll n o
kvantificirar a z | i DNMKein RNK ter@roteinov AparaturgSlika7) deluje vbmo L j d850L 9 0
nm.Pionirskat e hnol ogi ja zadr Hevanj a daaziskoveleemprinesee j e r
vel znanijn®g os pagigkavev/eovecs pipetopreprosto nanesenma oz nal eno me
in pomerimoKobis,222).

(d)

Sika 7: AparaturaNanoDrofne (a) Aparatura v mirovanju, pred izvedbo anal®ek ( j u L niastrueentat a
imenovana podstavek (apgidestapripravljena za nanos vzorcipénos 82 OL v z o padsiavka amd) poe A o
nanosu vzorca zaprt podstavek podstavek zapremp,0 lamdn a i zpi s vrednosti, ki jo si
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2.6 CILJ RAZISKOVALNEGA DELA

Raziskovalno delo se dotika obravnave navadne smreke, za katero je biloguwdaijeono, da

predstavlja i. . oOzelrapin@ si mi materi al za proizvodnjo
del cev, podobni h Jeramidj2088] i Yesemvekzi kéomt i h r
aktivni h wuli nk ewaramnega izvora prégsiljna hv eddenacc evelj e i z z
dostavnih sistemov v medicini in fannac . Li pidne komponente naravn
i zhodni materi al za pripravo | iposomov o0z. v
usner jaj o tudi pri razvoju razlilLnih model ov ¢
razvijat.i metode in tehnike v me difasfolipidnk i di a
me h ur L ki) oz. (ip@ddrwi, s katerimi simulirajo intefaleci na cel i Lni ravni i

razliLnih kemijski h s pkonmercialnelostopnosi iedgentowin tdogbé o v a n
odpadnih materialov v nar&@amopreko maceratov iglic navadne smogkeabilipoceni izhodni

material za produkcijo vezikularnih struktuz  c el i Lne bi ol dayii jGg ei m afsit 2
na povr Gini | 1 sshowi, Wi jinmed drugimGELjidtdipjeoe 8 i po &k-B d b a mi
sevanjatake snovi smaprimert. i. epikutikularni voskki predstavljajames visoko nepolarnih

lipidov (P | e ZB@J, Lipidne komponentdako vsebujejo tudi iglice navadne smreke, ki jih
obravnava r i L najiskolato del@erardr., 202b; Jeran idr., 208K ot He omenj eno,
v prvem sklopu Gtudiral: pripravo ,twogahibizni h ¢
maceratov igino avadne smreke ob pomoli treh, po pol a

heksan, kloroform).

V nadaljevanjw drugem skloplhomov vzorcih homogenatov, ki med drugim predstavljajo vir

cel i Lni h iko napka n evimty wodniufézi obr&voavaivsebnostskupnihfenolnih

spojin.Za pr i pr av o indpadhih vézaikiovastlidskilh vzarcemoramozaradi njihove
kompleksosti dobro poznatfaze (strokovno: mehaniznmghovega nastka.V. v e L i ni prim
s e tniar@takoli izolacijgpogostonavezujejo nehodni homogenat, preko katersigalijo vse

nadaljnje stopnj@ara d i vV s @perabk lmofaogenatavk t i v n i hbonwokilj usrkedliwi n

r a ze ni alBnnjihove pripraveV viru iglic navadne smrekmmotakopr oul ev al i Vse
skupnih fenolnih spojirza katere velghrektnapovezava z antioksidatim delovanjem (Nisadr .,

2021 Jeraridr.,2022.
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2.7 HIPOTEZA

Po pregledariteraturi in izoblikovanem cilju smo si zastavili hipotezo, ki nas je vodila skozi celotno

raziskovanje

Predvidevamoda j e mogole s pomolLjo postopka el ektr

lipidne veziklez predlmdno pripravljenih maceratov iglic navadne smrekaj ve Lj e f or mq

teh bo mogole zaznati ob uporPaedvidevanaondge bqum | ar ne
lettvpol arni h topilnih sistemih siceranastanek i | i,
lipidnih veziklov bdakomogolLe skl epat.i na vighednega ezorcal i pi dn

nadlje ngpolmerveziklow posameznem mediju

V drugem skl opu eksperimentov b o meagent&kblio mogena
Chi cot eu pr eskdpmhienolnih spujia. ®redvidesamo, da tekoperatua kot tudi
medij (destilirana voda indizio Gk a r azt opi nakuppl hvaeaohni ksep

skupnif enol ni h spojin bo mogolLe zaznat. pri dire
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3 EKSPERIMENTALNI DEL

3.1 UVOD V EKSPERIMENTALNO DELO

Pri izvajanju eksperimertmo r a mo b i t i preageotouviteiovnihaparatijingentgal. o
in delovnega prostorble k at er i reagent i so zdravju Gkodl ji
ravnativs k| adu s pril oHeni mi varnostniinelamoavodi |

digestoriju s stalnim odsesavanjem. Pri delu v laboratsijnoz a GLi t na@halrjea st voda
rokavice)Vse podrobnosti o uporabljenih kemikalijah so predstavljene v dodatku.

Pri delu potrebujemo poleg steklenih posod in aparatur toeindsekleni invesrt

Pri postopku maceracije smo pri del u r@kovali
razl i L nePopastopku nmaoegtijé smamerili maso nastalega izolata (macerata) ter glede
na zalLetno inr&bunhali mnmprpacE n a E3e(Kogetnik,a2018)s

Izkoristek maceracij@ € (Enal3pa

Platinasti (Pt) elektrodi za elektroformanipr at a bi t i pr edvwnaspootéemm po sk
primeru | ahko pri v &ekkirodamavedrzoplajénmiv Bteriinile rokavicaha t o v .
s aj se |l ahko zgodi prenos maij st oWiddediliancax i ni

vodo, nato z »absolutnim« etanolom ter mawk@ e klosoformom ali triklorometanom in ju
osuGi mo. Me d p Hipidoite gepikiovmora sistesmn gopolnoma mirovati, pred
prilLetkom in po koncu postopka moramo platina
iz nje. Z vsebino, vkater se po koncu el ektroformacije nahsa

priporolljivo intenzivno meGanj e.

Pri delus homogenasmo rokovali tuds Folin-Ciocalteujevim reagentom, ki vsepogebne tipe

kislin kotstana primemH;PWi 04 in H:PM0oO4o (Horvat Menih, 2004Vve L t ovr st nega Kk
bomo namrel spoznal i v k a sraziskov@neleld oeménimo zgoljz o b r a
nekatere kljulLne korake, ki ori Gejo obravnavo

Omenjenekisline ki jih vsebuje reagem, b a z i dljm 2 dodatkdm natrijevega karbonata

reagirajo s fenolnimi spojinami anal i zi ranem vzorcu. zBradeti Lne r &

Stran | 23



Ni ki | ater Raziskovalrdelo

postopka disociacije fenolnega protona, kar v nadaljevanjmasidinek fenolatnega ioha.nato

lahko reducira Fo-Ciocalteujev reagent in tako nastanejo kemijske spojine z modrim obdrvanjem
najverjetnejaipi spojin: PMoW:040)“. Dognali so tudi, da se znotral teompleksnih spojin

n aj lreaUdijaenolibderMo(Vl),ta k o p ot edlektronp pravnmed Mo(VI) in reducenti

(fenolatnimi ionifHorvat Menih, 2014) Pr oces | ahkoEpal4dpani mo z ena
MaVl) +ed MAV) (Enaldp a

Nato sledkvantitativiad o | o Lsipteekvt rso f o mesjenjenh absoibancastalega modrega
kompl eksa pri v a.l ® vzorcu pddobljeAd podatke7 réxtd v nawaljevanju

primerjamo z umeritveno krljay ki jepogosto pripraviljena z galno kisliHorvat Menih, 2014)

Poleg eksperimentalnega dela smo za poglobljene rapaliee uporabljali programski paket R.

Programski paket R7a uporabd ecfdbpviadljiy s a | nNi ma upor adkatere@k ega Vv
bivnaGal it e empgdirebnmbdelavopodatkovopravitip r o gr a ms k o . Zalet ki
kar zahtevni, vendar smo poiskal: pomol i zkuC
osnovah progr amsk e g potelaealia kénkretnth podatkav.aSeznanjanielso Hi | i
profesionalnim orodj ezalozzaan ismiavta sipurdziekovajeama | ki iz 0]

procesu az Girila naG pogled na uporabo matemati Ln

3.2 REAGENTI IN RAZTOPINE

a)Maceracijaylic navadne smreke

- Maceracijska topila
Pri posameznem topilmav aj amo Ge di ed9Q Kitpredstavij@ mekilo n st ar
polarnosti posameznega topila (Smallwood, 1996).
V Etanol (GHsOH, absolutrsigmaAldrich),se= 22,4
V Triklorometan(CHCk, 99, Sigmaldrich), &= 4,8
V HeksanCsH14 ACS reage@igmaAldrich),ae= 19

b) Homogenatiglic navadne smrekenjihove skupne fenolne spojine

- 0,9 % raztopinanatrijevega kloridd pripravljena iz natrijevega klorighaCl, p. a.trdni
reagent, Sigrddrich)v deionizirani vodi
- Dioniziranavoda (d#,Si st em za pri pr a,WernenGmbH)a Li ste d
- Reagent Foli€iocalteu (3 glede na kisli8@mmapred uporab@0xr e d)L e n
- 7,5 % aztopina natrijevega karbonataripravijena iznatrijevega karbonaftla.CO;,
brezvodALCS reagent9®5%, SigmaAldrich) v deionizirani vodi
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- Galna kislina s koncentracijo 1 mg/@lpripravijena iz galne kislingH«Os, standardni
certificirani mateBi@maAldrich) v deionizirani vodi
- Imerzijsko olje za mikroskopijo (Nikaip, N, 50 cc)

b) Lipidni vezikli, pripravljeni iz maceratov iglic navadne smreke

- Etanol C:HsOH, absolutrsigmaAldrich)

- Triklorometan (CHGl O 9 9 -Addrich)Si g ma

- Metanol (CHOH, brezvod®9,8 %, Sigrraldrich)

- 0,3 M raztopina glukoZepripravijena iz B+)-glukoze (@10, O 99, 5 %, Bi of
SigmaAldrich) v deionizirani vodi

- 0,3 M ratopina saharozé pripravljena iz H+)-saharoze (@101, O 92 5 %,
molekularno bioldgigmmaAldrich) v deionizirani vodi

- Imerzijsko olje za mikroskopijo (Nikaip, N50 cc)

- Dioniziranavoda (®,Si st em z a deionizranaywdenen GntbH)a Li st e

- l-palmitoit2-oleoitsnglicere3-fosfoholin (POPC) (>99 %, Avanti Polar Lipids, Inc.,
Alabaster, Alabama, ZDA)

Lipidjeb i | raztopljen v meGani ci kl orof orma in
1 mg/mL.

Slika 8: Struktura Jpalmitoit2-oleoitsnglicera3-fosfoholina (POPC) (Avanti polar lipids, 2021).

33 DELOVNI PRI POMO| KI

a) Maceracija iglic navadne smreke

- Ml i nL ek tigP€EMLBO18Tt Gorenjg, Slovenija)

- SuGi |l ni thECGSOI7aNEejm i (] a)

- Zamrzovalnikt(pHZOS 3561modd{357/2 MELA, Gorenje, Slovenija)

- Precizna tehtnica Kern EM#p@.6,Kern & Sohn  Ne mL i j a)

- Rotacijski uparjalnikKkA™ (tip RV 10 digital V Rotary EvaporatprStaufen
NemLi j a)

- Laboratorijski stresalnik IKAGKS250 basidpeutschland Ne mL i | a)

- | a @@0 mL)3kos

- Erlenmajericé600 ml), 3 ks

- ErlenmajericL000 ml, 3 kos

- Erlenmajeric3 mL) 3 kosi

- Plutastia maGki , 3 kos
- Pladenj 1 kos
- Aluminijjastdolja( Tu G, Sl ovenija), 1 kos
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- Lepilni trak, 1 kos

b) Homogenati iglic navadne smreke in njihove skupne fenolne spojine

- M i nL ek (ipRCMIn2018TGprenje Slovenija
- Precizna tehtnica KeEMB (ip3.6,Kern & Sohn  Ne mLi j a)
- Mi kr oval dwdeadip M&@0L7NEBM, Kitajska)
- Hladilnikcoolstartip CS 4HAR, Gorenje, Slovenija)
- Zamrzovalnik (tip HZOS 3561, model K357/2 MELA, Gorenje, Slovenija)
- Lepilni trak, 1 k&
- Pladenj, 3ds
- Kvantitativni filtrirni papiz velikostjo por 4;02,0um (bel, MN 640MWhatman
No. 43 MachereNa ge | , ), db&konl i | a
- Merilnivalj(50 mb, 13 kos
- Kvantitativni lij 3 kos
- Centrifugirka/falkonka50 i, konusnaz polipropilem,1 s ol a b ), 15&esovl i j a
- | a @0 mL)10kos
- Erlenmajericé250 ml), 14 kos
- S ekl enaOkogsal Lka
- Avtomatske pipete (20, 100 in 1000 uL; Eppendorf Research)
- Konice za pipete (1681000 pL; Merck)
- SpektrofabmeterNanodrop One {Thermo Fisher Scientifaltham, USA
- Mi krotiterska plheontFiahersScientb/althark, $A ¢ a mi (

c) Lipidni vezikli, pripravljeni iz maceratov iglic navadne smreke

- Precizna laboratorijska tehtnica K&B3120AM( Ker n & Sohn, NemLi j

- Avtomatske pipete (20, 100 in 1000 uL; Eppendorf Research)

- Konice za pipete (100, 1000 pL; Merck)

- Laboratorijski eksikator s pokrovom in ventilom za odsesavanjeBeand) i | a

- Vakuumska Lr 2 ®dlapheagm PMpB, Pfeifers/acuum)

- Sistemza$ ntezo o0z. el ektrof or macilvpziklovor j a Gk
(GUV), glavna enota: sistemePt ekt r od s krokodi |l Lki p C
i zmeni Lnega el ektrilLnedamphojpa (Hameg I

- P | a snikrdliialass pokrovorBastedtN e ml), R jlLa

- Platinasti elektrodi, v razmiku 0,5 mm, pritrjeni na pokrovu za vialo

- Steklena viala (Brahdga lNbmi m pokr ovom

- Objektna stekla (Brand)

- gtiriprekatne eksperimental ne kamrice
C o v e r Weflslorechgmbers, PCAL5, Grace Bibabs, SigmAldrich)

- Invertni svetlobni mikroskop Eclipse TE2@0(Nikon EM CCD), Tokio
(Japonska), sklopljen s sistemom digitalnih kamer Spot boost (Visitron Systems)
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3.4 PRIPRAVA IGLIC NAVADNE SMREKE

Za raziskovalnalelqg ki je zajemalo maceracijo rastlinskega tkiva, uporabili s podlubniki

n e o k uitdzigicamibnjo r ast okio senre&lwaj a kartiGodglk zemljevidi a Gk
se drevo nahaja na koordid@#t09'09.4"N 15°14'01.3"H6gs v e He iglchbardar®ilh

2021smov nadaljevanjpri temperaturg5 °Cv. =~ s u Giul @A ut (®lika 9). Suhe iglice smmato

zmel i v enhiamiklui, yimheptodoé&nosehbpr ke.

V drugem delu, ki je zajemal pripravo homatge na vodni osnoyismodirektnov eksperiment
podelihapliciralild g rmabraniAremletihiglic

Slika9:Su Genj e i glic na(Faografi@ lastaviogaknanentojjevu Gi | ni ku

3.5 PRIPRAVAMACERATOV IGLIC NAVADNE SMREKE

V 500 mL erlenmajerice smo zatel3@ali 0 g posuGeni h iglic navadne
200 mL maceracijskega topila (etamaksan triklorometan) in vsebinoa sobni temperaturi

(22 °C)stresali na stresalniku pri 250 ébtat na mi nut o tolLno 7 dni (16
smo vsebinokvantitativnofiltrirali skozi filtrirnipapir s poram#,®12,0 um Trdni rastlinski
preostanelsmo natgp 0 por ci j @8k 20@¢ toglgin vsebino kvastitativho prdnes
stehtano b aniokoolparili Poaizpri il Fdakamnin preostanek stelita Kol i Li no
izoliranega materidamo dal @oldiGltievanj em mase bulke z mace
(prazne) b u Ll k esmo do naddljnjilr kerakiov/aptikkelerprilri anepr odu Gno z
b u L dviti v aluminijagtapirin postavljerw hladilnik na temperatus °C.
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3.6 PRIPRAVA LIPIDNIH VEZIKLOV [1Z MACERATOV IGLIC
NAVADNE SMREKE

Elektroformacijo lipidnih veziklov smo izvajali rpodificiranempostopkuAngelee inDimitrova
(1986 (Angelova & Dimitrov]1986.

Na par platinastih elektrod smo previdno, s polzenjem kapljice, nanesli 100 pL delovne raztopine
pripravljenih maceratov (iz etanola, heksana ter klorpferkencentracijo 1 mg/mL v topilni

me Gani ci Kkl orof orm/ met hanol (4:1).
S poLasnim in enakomernim premikanjem kapljic
ustvarjanjem nanosa |je meGanica izpar @ a, na

elektrodah smo previdno postavili na sterilno objektno steklo, ki se je nahajalo v eksikatorju. S
pomolLjo vakuumske Lrpalke v konstantnem vakul
Pl atinast. el ektrodi z nanlosaotm bmo wioalsal,Gewn j
mL 0,3 M raztopine saharoze. Vialo smo previdno zaprli in postavili na stabilno podlago (z lepilnim
trakom pritrdimo ob rob mize/ del ovne povr Gi ne

let a v omremMpev Nasevsith intervalih spreminjam

V zaletnem koraku je elektroformacija tekl a

nadaljevanju so sledilrdd nut ni interval. zmanj Gevanja par a
vV, nato 2,5 Hz in 2,5 V ter v zadnjem del u Ge
izklopiliinzel ekt rod odstranil. krokodil Lka. Nastalo

neHno in polasi odpi pet kmalkri vjetéklen@reidalod

raztopine glukoze. Vol umsko razmerje med razt
znaGal o 1: 2. Pred opazovanjem | ipidnih vezi
enakomer ni mi cab(homogenizacggh!| o pr emeG

337 DOLO| ANJE POLMERI DNIH VEZI KLOV I N |
NJIHOVIH PORAZDELIT EV

Z elektroformacijo nastale lipidne vezikle, obdelane z raztopino glukoze, previdno homogeniziramo
i n pri lLnemo z 100v pLosudpenzij¢ edpipetiraP@ v peksnentalne kamrice,

namenjene zkvantitativno analizo polj in zajem slike pod mikroskopom. Vsebino v kamricah
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postavimo pod mikr os k o p suspenzijp lpiineh vezikipopoBhdma mi nut
posede na dno. Pr egl eiteriijskeg&dljeeppd 160 apnavp moeBap

Polavzaacas mo zaj el i s sistemom digitalnih.kamer,
Veziklom, tvorjemn iz etanolnegenaceratessmozajelil9 polj (majhni vezikli, niso zajethadghjo

obravnav)) iz macerata v heksanu (68 vezikloy ter macerata v kloroformu 183 pdp44
vezikloy. S| i ke posamezni h polj s imagep rkg reeas Isimov rrodlnw
konture posameznih vienv. Ker smoe zi k1 om Hel el i njidodh velikostibh por a
predpostavki, da so vezikli skoraj idealne kemgteza parameter velikastralipl o G prereza
nasliki(SlikalQ ingaprekea nane mazvezem&ti b & @GgHolmeromi((Enal b a

5) pretvorili vpolmer.

r= - (EnalSpa

Slika 10 Shemagkiprikaz prereza kraglkiemro z na L uj e n3ng re npo IprheorGLiim o .

Pridobljene podatke smo prenesli v programski pdicebsoft Excell @03ih dopolnili z
metapodatki in nato izvoziliocsy anglcoma separated valud3qtotekoo.cvd8 smo uvozili v
statisi L -pragramski jezik R. programskenskolju RSudosmo v nadaljevanju napisali program
za stati st i L nlostogramdperdzdeinve vezikjzopolmeruy s a | i

3.8 PRIPRAVA HOMOGENATOV NAVADNE SMREKE

| z sveHe n aestiirannvotn fizio b Gk i v rma pripravii ihomogersate imj
kvantitativno dol oLi | i (Slkasllg Barvsakpdsamezposgkus snmy f e n o |
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100 mL erlenmajeri@atehtalll00 g iglic irodmerili20 mLmedijadd e st i | i rane vode @
raztopine (0,9 % raztopinatrijevega kloriday. nadaljevanju smo vsebine post avl j al i r

tempeaturnim sprememba(segrevanje z mikrovalovi, ohlajanje 1@ % hladilniku 0z18°C v
zamrzovalniku).S e g r e tnee sme @Gldadili na sobno temperat@8o min) jih dobro
homogeniziralin vsebindfiltrirali skozi kvantitativni lij v 50 mL falkonikodbno smo storili z
vzorci, ki so bili izpostavljeni nizkim temperatutglice smo po filtraciji zavrgli,ie Kk o Lid f r ak c

homogenatom pa smo izmerili vsebnost skupnih fenolnih spojin.

(1) Na temperaturo vrelis¢a segreta mesanica iglic in medija (30 s, 700 °C)
(2) Dodatek iglic v medij, segret na vrelisce (30 5, 700 °C)

(3) Z mikrovalovi aktivirane iglice (30 5) dodane v medij, pri sobni temperaturi (22 °C)

(4) Iglice v mediju pri sobni temperaturi (6 min, 22 °C)
(5) Skuapaj z medijem zamrznjene iglice (24 ur, -18 °C)
(6) Iglice v mediju na sobni temperaturi (24 ur, 22 °C)

(7) Iglice v mediju na 5 °C (24 ur)

IGLICE

+

——

MEDI]

——500

Y Filtracija

i

U/ Vis,
skupne fenolne spojine

<l

SlikaltEksperi ment al ni nalLrt priprave homogenatov za

3.9 KVANTITA TIVNO DO LO| A NEJSKUPNIH FENOLNIH SPOJIN V
HOMOGENATIH NAVADNE SMREKE

Kvantitativno dololLanje skupnih fenolnih spo
opravilipo modificiranenpostopku Zhanga isodelavcey2010)(Zhangidr., 2A.0), kjer smoz
uporabo reagenkolinCiocalteume r i | i a b s o rUWa/is spektraskogj® mo L j o
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Dobro homogeniziran alikvot vzorca smo najprej centrifugirali 5 minut na 2.000peged2mju

velLji h delcev r ag25u supesnkt@atpa ematsén i as/l ami kmot i t e |
luknjicami kjerj e b i12,50uL e razred. e n eeggerd Folin-Ciocalteu(pripravijen iz

izhodnega s koncentracijo 2 mol/L) Me Gani c i 105plo7,5&orazmpine naijevega
karbonataNastalo vsebino sn®pipetod o b r o p r € meo@lavial@Gihi@ast pap ter pri

sobni temperaturpostavili v temen prostoza 30 minut.P o pretelLenem Lasu
spektorfotometru Nanodrop Onei 760 nmizmerili absorbaoncMeritev posameznega vzorca

smo opravili t ri kr adnost.Za meritevosteiegdn ad zi .  praiortper | enlengoa
smo uporhili destilirano vaaloz.fiziol o G ktapinatea reagente brezadlanega vzorca

Umeritvena oz. kalibracijska krivii§tika ) je bilapripravljenaiz standardnih raztopin galne
kisline s koncentracijami 2, 10, 26, 34 ipgiL. Krivulja je bila obravnavana kot linearna
funkcijaz e nwa+00D29 x H,0586R°pr emi ce je znaGal 0, 9919.

Umeritvena krivulija: skupne fenolne spojine
0.70

0.60 »
E 030
=]
~
E 0.40
g
g 030 y = 0,0129x + 0,0586
4 R? =0,9919
2 0.20
=]
=
010 | o
0.00
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Koncentracija galne kisline [ug/mL]
Slikal12 Umeritvena kridjazada Li t ev s kupni h fenolnih spojin v homo

KonlLni rezjud t ao d Bajmaall v Grel@ogriangpg) galne kisline na gram (g)
zatehte rastlinskega materiala ((§lio) a L6ln& n a L7p a

Enathiizralun skupnih fenolnih spojin

m(galne kislire)—"— x V Enalepa
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Vsebnoskupitn fenolnih spgjin (Enal7 a
kjer je:
A Razlika mgabsorbanco merjenega vzorca in
absorbanco s | eped6 raztopine
\ Prostornina vzorc2@ ml)
m(galne kisline) Masa galnkisline, pridobljene preko umeritvene premice

m(rastlinskega materiala) Zatehta iglic pred pripravo homoger(40,0 g)
Vsebnost skupnih fenolnih Definirana kot{g galne kisline)/(g rastlinskega hagkciala
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4 REZULTATIIN DISKUSIJA

4.1 PRIPRAVA MACERATOV IGLIC NAVADNE SMREKE

Tabela 1: Vpliv topila na izolirano maso in izkoristek maceracije.

Maceracijsko topilo Izolirana masa[g] Izkoristek maceracije[ %]
Etanol 54 18,0
Kloroform 2,51 8,37
Heksan 0,55 1,83

Tabela 1prikazuje vpliv uporabljenega topila na izolirano maso in izkoristek maGézdeijaa
polarnost uporabljenega topila laldgazimo tudi trend izoliranih mas oz. izkoristka procesa

izolacije.V etanolu, ki ima medopi | i naj v e lspanto éed i224) smo tpridobllin o k o
naj velj o mBestvopnpisujema njegoviae | i K i pol arnost. in v
spektra ulLinkovin, k Zavegflamd se,wla matavnj nejerali, koglisteo d n e i

navadne smreke, vsebujejo mrzay@st in razvoj rastline koristnihl. i n kkosgnned drugim

razlikujejo tudi popol arnost i . Da je neka snov nizko p
konstanted v ta namen smo uporabi g¢opili, kot sta loroform in heksanPoskusi so tako
pokazalidaj e bil o v kloroformu izoliranegatemuel mat
da smo v klorolomu pol eg nepol ar mdrebiti Gkoarkp @mwesiidelno)i z | u Hi
pol ar ni mkatemr & Bkaanwensmda bomo navedeno lahko trdili z gotovostjonin

mor al i o p r av kvalitativiiggen kyaotfivho@rimlizp kemmmo s pomolj o kn
znanihspojin v bazatpodatkovanaliziraliv s e b u j o Lpesansemegp ivzoréar rezultate

primerjaiTak o bomo pridobili Ge velji wvpogled v ka
Za nadaljnje delo maceratovmmis p o s e b e | Listili), s aj ni smo Hi

posegati v sistetvorbe lipidnih veziklov.
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4.2 PRIPRAVA LIPIDNIH VEZIKLOV IZ MACERATOV NAVADNE
SMREKE

Slika 13 Pod svetlobnim mikroskopom vidnelektroformacijoastaliipidni vezikliiz: (a) lipida POPC, ki velja kot
modelni/standardni lipjdz katerega pripravljajo modelne veziktdia od If) do ) predstavljajo vezikle, nastale iz
maceratov iglic navadne smnekp) in €) etanolu,d) heksanu tee) in ) kloroformu.
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