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InleCek

Avtorici prispevka opisujeta kvalitativno in kvantitativno dolodanje terpenov s pomodjo plinske
kromatografije.
Ekstrahirali sta smrekove iglice in proudwali sestavo njihovega eteridnega olja v odvisnosti od
wetena, lege in starosti iglic.
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Abstact

The paper ooncenN qualitative and quantity determination of terpenes by means of gas
cromatography. Norway spruce needles were extracted and the chemical composition of their
essential oil in conelation with the whorl, the position and age of needles was studied.
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1 UVOD

Terpeni in njihovi derivati predstavljajo veliko skupino substang ki so zelo radirjene v
rastlinskem in Zivalskem svetu. Do sedaj so jih izolirali in prek 4W0 (1,2). Znafllna je
njihova zgradba, ki si jo lahko razloZimo s povezavo dveh ali ved izoprenskih (2-metil
butadien) enot (3,4). Glede na njihovo Stevilo delimo terpene na monote{pene (2 enoti),
seskviterpene (3 enote), diterpene (4) enote), triterpene (6 enot). Monoterpeni so
glavna sestavina eteridnega olja iglavcev in spadajo med najvaZnej5e sekundarne snovi
smreke. Imajo prijeten vonj, zaradi katerega prihaja do medsebojnega vpliva med
drevesi in ZuZelkami (5). Posebej pomembno je fungicidno in inselrticidno delovanje
Picea- monoterpenov. Skodo, ki jo porzrodajo inseksi, omejujejo tako, da toksidno
vplivajo nazalego.
Na sploSno so monoterpeni hlapne reaktivne substance, ki emitirane iz rastlin reagirajo s
kemijskimi snovmi onesnaZene atmosfere, pri demer se kot produkt reakcije velikokrat
pojavlja ozon (6,7).
V naSi raziskavi nas je zanimalo, kako so monoterpeni iglic razporejeni na razlidnih
vi5inah smreke. Predpostavljali smo, da razporeditev ni enakomerna in neodvisna od
wetena, na kateremje iglica.

2 MATERIALIN METODA

Odrzem vejic
lzbr.-lismo 55 let staro smreko, vi5ine 17,5 m in prsne Sirine 7l cm. Rastla je na Pokljuki
na nadmorski vi5ini prek 1200 m, in sicer ob jasi v drrg wsti zdravega avtohtonega
gozda. Na 4. in 5. wetenu je bilo skupno 28 storiev. Drevo je imelo 20weten, od katerih
je bilo prvih osem dobro olistenih. Iz vsakega drugega wetena smo odweli enoletne in
dvoletnevejice, in sicerna sondni in sendni strani. Lenadvajsetemwetenu smo jih zaradi
neolistenosti od'aeli le na sendni strani. Oznadene plastidne wedke z vejicami smo
polofili v hladilno posodo in jih, da ne bi terpeni hlapeli, prekrili s trdnim ogljikovim
dioksidom. Ohlajene vzorce smo transportirali v laboratorij.

Priprava iglic
Za kemijsko analizo smo potrebovali iglice, ki jih je bilo potrebno odstraniti z vejic.
Nabrane l uz;orce smo potapljali v tekodem du5iku, pri demer so iglice odpadle. Spravili
smo jih v predhodno oznadene platidne posodice in jih uskladiSdili v hladilnem prostoru
pri -80oC.

Ekstrakc[ia iglic
Najbolj zrrana in komercialno uporabna je ekstrakcija iglic z vodno paro. V kondenzatu
se lodita plast vode nad katero se naberejo eteridna olja. Prednost te metode je, da vse
teZko hlapne komponente ostanejo v ekstrakcijski budki in ne motijo
nadaljnje identifikacije terpenov. Zaradi visoke temperature pa lahko pride do
strukturnih sprememb nekaterih labilnih substanc, kar vodi do netodnega rezultata(3).
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V na5em primeru smo izbrali kot ekstrakcijsko sredstvo pentan. To je Sibko polarno
organsko topilo, ki izloda terpene pri nizki temperaturi, vendar je njegova slabostv tem,
da ekstrahira tudi slabo hlapne snovi, h ne spadajo med monoterpene in motijo
nadaljnjo analizo. Da bi se temu problemu izognili, smo vgradili v plinski kromatograf, ki
je sltrZil zaidentifikacdo substang stekleno predkolono, vkateri so se zadrZale nefuapne
snovi in tako niso ovirale kromatografske dolodiwe.
Za elcstrakcijo smo zatehtali 1 g iglic in jih zdrobili v teflonskem valju dismebratorja
Braun fu. Dobljeni prah smo prelili s 15 ml pentana, ki smo mu dodali 5 ml me5aniie
internih standardov 6-2-karena in tridekana. Obeh internih standardov v smrekovih
iglican ni, imata pa podobne fizikalne in kemijske lastnosti kot ekstrahirani terpeni.
d-2-karen smo uporabiliza,standardiziranje lahkohlapnih ogljikovodikov, tridekan pu^
standardiziranje teZje hlapnih substituiranih monoterpenov. Nato smo zrnes preknodi
stresali na stresalniku pri temperatun fC. V nadaljevanju smo cca 5 mf pentana
oddestilirali preko Vigrerx kolone iz oddekantirane raztopine. Tako smo dosegli vedjo
koncentracijo terpenov v \zorcu, kar je bilo potrebno za kromatografsko analizo.
Njihova prenizka koncentracija bi prepredevala natandno kvantitativno doloditev. Pri
koncentiranju terpeni niso izhajali, saj so njihova weli5da v primerjai z weli5dem
pentana, ki zna5a 36,5"C, bistveno viSja.
Tako pripravljgne ekstrakte smo v oznadenih plastidnih posodicah shranjevali pri
temperaturi -80"C. Pri delu smo uporabljali izredno diste kemikalije. Kjub temu, da smo
imeli na razpolago pentan z omako p. a. smo ga zaradi morebitne nedistode v
laboratorij u prek Vigreux kolone ponoulo predes tilirali.

Iftomatografska analiza (GC)
Uporabljali smo plinski kromatograf DANI 6500 z vgrajenim PTV (programmed
thermal vaporiser) injekcijskim sistemom in plamensko-ionizacijskim FID-Oetektorjem.
S kromatografom je bil povezan integrator SHIMADZU Chromopac C-R3A Za
kr_omatografsko loditev terpenov smo uporabili dve razlidni kapilarni kvardni koloni
RSIJOO oziroma DB17 in RSL200 firme Atltech dolZine 25 m,premera 0,25 mm.
Polnjeni sta bili s polidifenilmetilsiloksanom razli(ne polarnosti Kot nosilni plin je sluZil
helij s pretokom skozi kolono 2 mVmin.
T,gorevalni plin je bila zmes kisika in vodika, pomoZni plin je bil duSik. Tlaki posamemih
plinov so znalali od Q8 bara do 1 bara.
Za dolotanje terpenov smo izdelali temperaturni program:

temperatura f;as

2goc 0,5 min

ani5evanje temperature po 30o/min do 80oC inuzdrievanje te temperature 4,0 min

ariSevanje temperature po 8oc/mjn do 250oC inwzdrtevanje te temperature 15,5 min

20.0 min
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Po injiciranju lp I rzorca smo PTV predkolono v 6 sekundah segreli na 250oC in s tem
omogodili hiler prehod terpenov v kromatografsko kolono. Detek:tor smo v tem dasu
ogreli na 280"C.
Izralunkolidine terpenov v rzorcu je bil naslednji:

F7x Gs7
Mr = 

ff, 
Src lzatehta(g)

M7 ... kolidina terpena v g wefih iglic
F7 ...povrSina odklona terpena
Fsr... pow5ina odklona standarda
G s7 ... zatehta standarda
Spa ... korekturni faktor

d G7x Fgy
S.ioK : 

iffi 
Gr ...zatehtadistega terpena

3 REZULTATI

V preglednicah 1, n2 so prikazane absolutne in relativne kolidine 20 monoterpenov in
seskviterpenov z 10 proudevanihweten. Oznaki lin?pomenita sondno oz. sendno stran
drevesa. Obenem so podani rezultati analizenoletnih in dvoletnih iglic.
Kot vidimo, se kot glavne komponente worijo kamfen, a-pinen, mircen, limonen in
bornilacetat. Ponavadi je nekatere terpene zaradinjihovih sorodnih lastnosti teZko loditi
med seboj in nato identificirati. Nam je to uspelo z uporabo kromatografske kolone
D817, s katero smo separirali limonen in l,&cineol kot tudi kafro in borneol.
Z uporabo Wilcoxonovega preizkusa smo ugotovili, da ni signifikantnih razlik med
zastopanostjo terpenov v iglicah s sendne in sonde strani kot tudi ne med rezultati analtz
enoletnih in dvoletnih iglic, odvzetih na istem wetenu. Izjeme so a-pinen, p-pinen in
neidentificiran seslviterpen (odklon 5t. 2). Morda je rzrok za podobne rezultate
razporeditve terpenov v iglicah s sondne in sendne strani posameznega wetena v tem, da
je bil wh drevesa lepo osvetljen,preostali del pa je bil osenden zarudi sosednjih smrek,
kar pomeni relativno izenadeno owetlitev celotnega wetena.
Popolnoma drugadno sliko dobimo, de govorimo o odvisnosti absolutnih wednosti
posameznih terpenov in vsote monoterpenov in seskviterpenov bd wetena. Prikazuje
nam jo slika 1. Pri izdelavi diagramov smo upo5tevali poypredno wednost Stirih meritev
iz istega wetena, in sicer iglic s sendne in sondne strani ter enoletnih in dvoletnih.
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Slika 1 Vsebnost terpenov v iglicah ( pglg sveZih iglig ordinata) v odvisnosti od
wetena (abcisa)

b lupM pogled opazimo bistveno ved terpenov v vrhu drevesa kot v niZjih wetenih. Po
vsej verjetnosti je ta pojav povezan z osenEenostjo. Pri vedji osvetljenosii lahko natane

0 5 1 0
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ved fosinteznih produktov (ATP, NADPH/FI+), ki se lahko uporabijo pri sintezi
terpenov.
Pozornost rzbuja hitro padanje kolidine terpenov od drugega do detrtega vretena, z-akar
je moZno naslednje tolmadenje:
(1) Vpliv osendenja: _

I-e do drugega wetena je bila smreka neomejeno osondena. 7-e pri detrtem
wetenu je prihajalo do vpliva drugih dreves, ki so s svojimi whovi pouzrodala osendenje
proudevanega drevesa.
(2) VplivpoloZaja:

Pri detrtem wetenu Ze lahko naletimo na iglice glavnih in stranskih poganjkov. Ker
iglice stranskih poganjkov vsebujejo bistveno manj terpenov kot iglice glavnih, morda to
dejstvo vpliva na dobljeni rezultat deprav se nanj ne smemo v veliki meri opirati. Pojavi,
ki so jih zaznali pri klonih, namred ne veljajo za drevesa, ki rastejo na prostem(3). Po
nekaterih teorijah bi namred morale iglice kasnej5ih poganjkov vsebovati celo ved
terpenov kot iglice glavnega poganjka, tako da bi se morala kolidina terpenov ad5evati in
ne, kot kaZejo podatki, znt1evati.
Relativne deleZe terpenov v odvisnosti od wetena prikazuje slika 2, kjer na prvem
diagramu vidimo sestavo monoterpenov drugega wetena. Drugi diagram prikazuje
povpre5ne relativne deleLe od drugega do osmega wetena, tretji pa povpredno sestavo
Stirinajstega, Sestnajstega, osemnajstega in dvajsetega wetena.

triciklen
p-pinen
felandren
a-terpineol

2.weteno
a-pinen
mlrcen
komfenhidrat
bornilacetat

2.-8. weteno
kamfen
limonen
borneol
terpinilacetat

14.-20. weteno
sabinen
L,8-cineol
kafra

Slika 2 Relativni deleZi monoterpenov glede na celotno kolidino pri razlidnih wetenih

Kot lahko razberemo iz sl. 2, se, z izjemo limonena in mircena, relativni deleZi vedine
monoterpenov bistveno ne spreminjajo. Z wha navzdol se nekoliko z'te(a, kolidina
borneola (u2,2Vo na3,lVo) in zmanj5a kolidina bornilacetata (iz \O,1Vo na7,1Vo).
Deleia,limonena in mircena se dopolnjujeta, tako da njuna vsota v vseh wetenih zna5a
ca 45Vo, pri demer je deleZ limonena vedno vedji. Slika 3 nam prikazuje, kako je vsota
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obeh terpenov konstantna in neodvisna od wetena, deprav se moramo zavedati, da
absolutna \.rednost obeh komponent z viljim Stevilom wetena upada.

2 1 . 
*l.at& 

t. 14 16 ',rE zo

Slika 3 Relativni deleil limonena in mircena od celotne kolidine monote{penov v
odvisnosti od wetena. Vsaka todka je srednja wednost Stirih meritev (obe
strani, dve starosti iglic)

Na drugem wetenu sta deleLa limonena in mircena pribliZno enaka, kasneje se deleZ
mircena takozniia, da je na dvajsetem wetenu Sestkrat niZji od dele2alimonena.
G-O.IT"tiamo formulimircena in limonena (sl. 4), vidimo, du irnumo opravka , po*"rn
razlidnima strukturama. Prva je odprta veriga, druga monocikliden obrot.

J*Jt-

mrrcen

Slika 4 Strukturni formuli mircena in limonena(3)

limonen

Zato lahko domnevamo, da v zgornjem, osondenem delu drevesa nastopa biokemijska
sinteza mircena, medtem ko sinteza bolj kompliciranega ciklidnega terpena 5e ni v ciloti
potekla. Z globino se zmanj5uje deleZ svetlobe; nastali mircen se tatrto pretvori v druge
produkte.



/-e predhodne raziskave (3) so pokazale, da obstajajo kloni smreke z razlidnimi
zastopanostmi terpenov v njihovih iglicah. Tako so klone uwstili v tri skupine: v prvi
vsebujejo iglice veliko mircena (20 -35Vo), v drugi skupini vedji kolidini
a-pinena (75Vo) in bornilacetata (20Vo) in v tretji skupini sorodne deleinbornilacetata
(20Vo), mircena (l\Vo) in limonena (20Vo). Nekateri kloni niso ustrezali nobeni od
omenjenih skupin.
Rezultatov raziskav o zastopanosti terpenov v iglicah klonov ponowto ne moremo
primerjati z meritvami o zastopanosti terpenov v iglicah odrasle smreke, saj vidimo, da
se vsebnost posameznega terpena lahko z oddaljenostjo od wha drevesa bistveno
spremeni.
Na splo5no bi za podrobno predstavo o zastopanosti terpenov v wetenih odraslih smrek
potrebovali bistveno ved podatkov. Morda bi tudi odrasle smreke, tako kot klone, lahko
razdelili na posameme razrede, v katere bi jih uwstili glede na zastopanost terpenov v
iglicah. Mogodebibila mohra celo medsebojna povezava.

4  SKLEP

lptp"tti so lahko hlapne snovi, ki so v smrekovih iglicah. Iz njih smo jih ekstrahirali pri
7C s Sibko polarnim organskim topilom pentanom. Njihovo kemijsko analizo smo
izrn$ili s plinskim kromatografom in tako identificirali 15 monoteqpenov in 5
seskviterpenov. Analizirali smo odraslo smreko s Pokljuke in na enajstih wetenih odrzeli
uzorce enoletnih in dvoletnih iglic. Poleg tega smo proudevali iglice s sendne in sondne
strani. Opravili 5mq 440 kromatografskih analizin pri5li do naslednjih ugotovitev:
Od wha drevesa narzdol se je kolidina telpenov v smrekovih iglicah miLevala,pri demer
je bilo ni/anje med drugim in detrtim wetenom 5e posebej inazrto. Med sestavo
terpenov iglic s sondne in sendne strani nismo opazili bistvenih razhk. Enaka ugotovitev
velja za enoletne in dvoletne iglice. Vsota relativnih deleiev limonena in mircena je bila v
iglicah vseh weten pribliZno enaka, deprav se je deleZ mircena z naraSdajodim Stevilom
wetena inedno z;jlal.
Za sploSne ugotovitve o zastopanosti terpenov v iglicah odraslih smrek bi bilo potrebno
5e veliko dodatnega raziskovalnega dela.

Summary

A CHEMICAL ANALYSIS OF TERPENES FOUND IN NORWAY SPRUCE
NEEDLES - Picea abies (L.) Karst. AND THEIR CONTENT IN WHORIS

Terpenes are volatile substances that are found in Norway spruce needles. Extraction
was preformed at fC with a weak polar organic solvent-pentane. Terpenes thus
obtained were chemically analyzedwith a gas cromatograph, and 15 monoterpenes and
5 sesquite{penes were identified.



Amature Norway sprucg from the Pokljuka region (Slovenia) was used for this purpose.
Samples of one-year-old and two-year-old needles were taken from eleven whoils. 

^Also,

needles growing -on the thady and sunny side were studied. 440 chromatographic
analyses were performed. The results of the study can be summed up as follows. 

'

Terpene content was found to be on the decrease from the top of the tree downwards.
The decrease from the second and the fourth. No significant difference was noticed
between the chemi-cal compositiolof terpenes found in needles growing on the sunny
side and those on-the-shady side. The same was true of one-year-otO anO trvo-year-old
needles. The total relative amount of limonene and myrcene was approximut"ly th"
same in the needles of all whorls. However, the analysis revealed a strlrp decrease in
m$cene content depending upon an increasing number of whorls. To draw some
general conclusio:ts terpene content in the needles of a mature Norway spruce, much
more research will be needed.

Opomba:

Prispevek-pr-q+slavlja del jugoslovansko-zahodnonemikega raziskovalnega projekta z naslovom
T"tp.n in Nadeln und Zweigen von Picea abies (L) Karst.", ki sta ga sonnaniirali Biotehniika
fakultet4 oddelek za lesarstvo iz T,jubljane, in Fonchungszentrum Julich GmbH v povezavi z
Zvemimministrstvom za raziskave in tehnologijo ZR Nemdije.
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