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V magistrskem delu smo dolocali biolosko aktivnost eteri¢nih olj, pridobljenih iz listov
in socvetij treh vrst zlate rozge (Solidago virgaurea, S. canadensis, S. gigantea).
Protibakterijsko aktivnost smo ugotavljali s prilagojeno difuzijsko metodo na agarju
proti po Gramu pozitivnim vrstam Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes,
Paenibacillus sp., Staphylococcus pseudintermedius in Staphylococcus aureus.
Protiglivno aktivnost smo dologcali z dilucijsko metodo na agarju proti vrstam Alternaria
alternata, Alternaria infectoria, Aspergillus flavus, Epicoccum nigrum in Fusarium
poae. Vsa testirana eteri¢na olja so uspesno zavrla rast vseh izbranih bakterijskih sevov.
Rast glivnih micelijev je bila zavrta pri koncentracijah 0,1 % in 0,05 % ne glede na
vrsto etericnega olja. Ugotovili smo, da je protiglivno delovanje eteri¢cnih olj
koncentracijsko odvisno. Dodatno smo raziskali uporabnost eteri¢nih olj zlate rozge za
zatiranje glivnih okuzb in vpliv na kalitev pSenic¢nih zrn ter ugotovili, da o eteri¢na olja
zmanj$ala pojav glivnih okuzb na zrnih psenice in njihovo kalitev. Vsa eteri¢na olja, ki
smo jih pridobili iz razli¢nih vrst in organov zlatih rozg, so delovala podobno, zato
sklepamo, da lahko za izdelavo eteri¢nega olja uporabimo celotne poganjke katerekoli
vrste. Rezultati so pokazali, da imajo eteri¢na olja zlatih rozg velik potencial za uporabo
v medicini in zivilski industriji pri zaviranju rasti skodljivih bakterij in gliv.
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We tested biological activity of essential oils extracted respectivelly from leaves and
inflorescences from three different goldenrod species (Solidago virgaurea, S.
canadensis, S. gigantea). Antibacterial activity was tested using adapted agar plate
diffusion assay against Bacillus subtilis, Listeria monocytogenes, Paenibacillus sp.,
Staphylococcus pseudintermedius and Staphylococcus aureus. Antifungal activity was
tested using agar dilution method against species Alternaria alternata, Alternaria
infectoria, Aspergillus flavus, Epicoccum nigrum and Fusarium poae. Additionally, we
tested fungicidal activity of essential oils and their influence on germination of wheat
seeds. Antibacterial activity of all essential oils was confirmed against all tested
bacterial strains. Essential oils also inhibited the growth of fungal mycelium of all
selected species at 0,1 % and 0,05 % concentration. Results showed concentration
dependency of antifungal activity. Essential oils effectively inhibited fungal infections
of wheat seeds and also their germination. We noticed similar activity among essential
oils of different goldenrod species. Essential oils extracted from leaves and blossoms of
all three goldenrod species also have similar antimicrobial activity, therefore whole
shoots could be collected for production of the essential oil. Results indicate a possible
use of goldenrod essential oils for growth inhibition against multidrug-resistant bacteria
as well as use against bacteria and fungi which may cause spoilage of food.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

DMSO  dimetil sulfoksid

EO etericno olje

GC-MS plinska kromatografija z masno spektrometrijo
LB gojisc¢e Luria-Bertani

MRSA  proti meticilinu odporni Staphylococcus aureus (angl. Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus)

PDA krompirjevo gojisce (ang. Potato Dextrose Agar)

WHO  Svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization)
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1 UvOD

Eteri¢na olja so zmesi sekundarnih metabolitov rastlin in sluzijo za zas¢ito in obrambo
proti biotskemu in abiotskemu stresu (Anzlovar in Dolenc Koce, 2014). Prav zaradi te
vloge se pogosto opaza tudi protimikrobno delovanje eteri¢nih olj (Hyldgaard in sod.,
2012). Med njihovimi raznolikimi lastnostmi zagotovo izstopajo Se protivnetno,
protibolecinsko in antioksidativno delovanje (Pisseri in sod., 2008). Z omenjenimi
lastnostmi eteri¢na olja izkazujejo velik potencial za uporabo v medicini in Zzivilski
industriji (Lang in Buchbauer, 2011).

Narascajoca protimikrobna odpornost ogroza tako uspesno preprecevanje kot tudi
zdravljenje okuzb, ki jih povzro¢ajo razli¢ne bakterije, virusi, glive in paraziti. Ceprav
se zdi, da je odpornost mikroorganizmov problem prihodnosti, je realnost druga¢na —
odpornosti so Ze prisotne in se stalno razvijajo. Zelja po odkrivanju novih metod
prepreCevanja oz. zaviranja okuzb s hrano zato postaja vse vecja (WHO, 2014).

Nova zdravila i$¢emo tudi med naravnimi spojinami, ki se nahajajo v sestavi eteri¢nih
olj. Potencial njihove uporabe v medicini se kaze v izdelkih za nego koze, za tretiranje
0z. v izogib dermalnim infekcijam in kot terapija pri zdravljenju nalezljivih boleznih
(Lang in Buchbauer, 2011).

Zanimanje za uporabo eteri¢nih olj pa naras¢a tudi v prehrambeni industriji (Hyldgaard
in sod., 2012). Svetovna zdravstvena organizacija (WHQO) ocenjuje, da letno zaradi
zauzitja okuzene hrane zboli kar 600 milijonov ljudi oz. skoraj vsaka deseta oseba na
svetu. Za okoli 420.000 ljudi je okuzba smrtna. Tovrstne okuZbe so sicer najpogostejse
v drzavah z nizkimi in srednjimi dohodki, vendar pa ne izostajajo niti v razvitejSih
drzavah (WHO, 2015).

Potro$niki vse pogosteje povprasujejo po hrani, ki ni obdelana s kemi¢nimi konzervansi.
Ti so namre¢ pogosto nepopolno raziskani in zato potencialno nevarni za nase zdravje
(Willis in Saidman, 2013). Dosedanje raziskave so pokazale, da so eteri¢na olja enako
ali pa celo bolj ucinkovita pri prepreCevanju kvarjenja hrane in zaviranju rasti
patogenov kot trenutno uporabljeni kemi¢ni konzervansi (Hyldgaard in sod., 2012).
Obenem etericna olja redkeje izkazujejo skodljive vplive na zdravje in okolje, so
biolosko razgradljiva in cenovno ugodna (Das in sod., 2012).

Visje rastline so kot vir novih protimikrobnih u¢inkovin v veliki meri e vedno precej
neraziskane (Mahesh in Satish, 2008). V magistrskem delu smo raziskali biolosko
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aktivnost eteri¢nih olj zlate rozge (Solidago spp.), ki ze stoletja velja za zdravilno
rastlino. FarmakoloSke raziskave so pokazale, da njeni izvlecki delujejo protivnetno,
diureti¢no, spazmoliti¢no in antihipertenzivno (Lunder, 2013). V predhodnih raziskavah
je ze bila raziskana protibakterijska in protiglivna aktivnost organskih izvleckov listov
in korenin treh vrst rodu Solidago, ki uspevajo v Sloveniji (Anzlovar in Dolenc Koce,
2014). Obicajno S0 eteri¢na olja biolosko bolj u¢inkovita kot organski izvlecki (Morel
in sod., 2006), kar nas je spodbudilo k raziskovanju eteri¢nih olj tega rodu in njihove
potencialne uporabe v medicini in zivilski industriji.

Raziskovanje bioloske aktivnosti zlate rozge je zanimivo tudi z vidika invazivnosti
nekaterih vrst tega rodu. V Sloveniji sta kar dve izmed skupno treh vrst invazivni
(Wraber, 2007). Ker popolna odstranitev njunih obseznih sestojev prakti¢no ni mozna
(Strgulc Krajsek, 2008a; Strgulc Krajsek, 2008b), bi lahko biomaso uporabili za
pridelavo potencialno biolosko aktivnih eteri¢nih olj in s tem invazivnost rastlin obrnili
sebi v prid.

1.1 NAMEN DELA IN DELOVNE HIPOTEZE

V magistrskem delu smo dolo¢ili protibakterijsko in protiglivno aktivnost eteri¢nih olj
listov in cvetov treh vrst rodu Solidago; domorodne navadne zlate rozge (Solidago
virgaurea) ter tujerodne invazivne kanadske (S. canadensis) in orjaske zlate rozge (S.
gigantea). Pripravili smo razlicne koncentracije eteri¢nih olj in ugotavljali, kako
zavirajo rast razli¢nih vrst bakterij in gliv.

V nalogi smo zeleli ugotoviti, katera vrsta zlate rozge vsebuje eteri¢no olje, Ki
najudinkoviteje zavira rast izbranih bakterijskih in glivnih vrst. Zanimalo nas je, ali
obstajajo razlike v ucinkovitosti etericnih olj domorodne in tujerodnih vrst in ali
obstajajo razlike v u¢inkovitosti med eteri¢nimi olji listov in eteriénimi olji cvetov.

Glede na pretekle raziskave smo predvidevali, da ima najvecjo biolosko aktivnost
eteri¢no olje orjaske zlate rozge. Predvidevali smo, da bo imelo etericno olje obeh
tujerodnih vrst vecjo biolosko aktivnost od domorodne vrste, saj je boljsa obramba pred
patogeni in herbivori lahko eden od razlogov za njihovo invazivnost. Predvidevali smo,
da ima eteri¢no olje cvetov vecjo biolosko aktivnost kot eteri¢no olje listov.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ZLATA ROZGA (Solidago L.)

Zlata rozga (Solidago L.) je zelnata trajnica, ki jo uvr§¢amo v druzino nebinovk
(Asteraceae) (Wraber, 2007). Vrste omenjenega rodu izvirajo iz Severne Amerike in se
zelo uspesno razsirjajo po celem svetu. Tako je danes poznanih okoli 120 vrst, med
katerimi so 3 izredno invazivne. Orjaska (S. gigantea Aiton), kanadska (S. canadensis
L.) in visoka zlata rozga (S. altissima L.) so namre¢ uspesno naselile Evropo, velik del
Azije, Avstralijo in Novo Zelandijo (Weber, 2003).

Vrste rodu Solidago, ki izvorno prihajajo iz Amerike, so v Evropi poznane kot rastline z
Visoko zmoznostjo osvajanja novih podro¢ij (Szymura in Szymura, 2013). Medtem ko
se v osrednji Evropi pojavlja pet vrst rodu Solidago, na obmocju Slovenije uspevajo le
tri (McNeil, 1976; Wraber, 2007). Domorodna je le navadna zlata rozga (S. virgaurea),
kanadska (S. canadensis) in orjaska zlata rozga (S. gigantea) pa sodita med tujerodni
invazivni vrsti. Vse tri vrste sodijo med hemikriptofite, torej trajnice, katerim nadzemni
deli odmrejo, prezimijo pa organi na povrsini tal ali tik pod njo (Wraber, 2007).

Zlata rozga se kot zdravilna rastlina uporablja v tradicionalnem zdravilstvu. Kanadska,
navadna in orjaska zlata rozga imajo podobne uéinkovine, zato se uporabljajo Vv isti
namen. Vse tri vrste so opisane v farmakopejah (Lunder, 2013). Njihovi pripravki
delujejo blago protivnetno, diureti¢no, spazmolitiéno in antihipertenzivno (Lunder,
2013), nekateri organski izvlecki tudi protibakterijsko in protiglivno (Anzlovar in
Dolenc Koce, 2014).

2.1.1 Kanadska zlata rozga (S. canadensis L.)

Kanadska zlata rozga (Slika 1) je okoli 70-210 cm visoka zelnata trajnica, ki izvira iz
Severne Amerike (Strgulc Krajsek, 2008a). Rastlina najveckrat raste podivjano v
okolici naselij, ob Zelezniskih progah in cestah, opusc¢enih njivah, posekah, na gozdnih
robovih in bregovih voda (Strgulc Krajsek, 2008a; Wraber, 2007). Steblo je v celoti
spiralno olistano s suliastimi listi, ki so lahko sedec¢i ali pa zelo kratko pecljati. Spodja
stran listov je odlaena, listni rob pa nazobcan. Steblo je v spodnjem delu golo, v
zgornjem pa znacilno dlakavo (Strgulc Krajsek, 2008a). Na vrhu poganjkov se od
avgusta pa vse do oktobra pojavijo razvejana rumena socvetja s Stevilnimi, 5-6 mm
dolgimi koski, ki so razvr§€eni veCinoma enostransko, redkeje zdruzeni v pakobul.
JezicCasti cvetovi S0 koma;j daljsi od ovojka (Wraber, 2007). Plod je 0,9-1,2 mm dolga
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rozka, ki ima do 2,5 mm dolg Sop laskov, ki sluzijo za lazje razSirjanje z vetrom
(Strgulc Krajsek, 2008a).

Slika 1: Kanadska zlata rozga (Solidago canadensis L.). Oznake: A — socvetje, B - steblo z dla¢icami.

Vrsta je v Evropo zasla v 17. stoletju. Kot okrasno rastlino so jo ve¢inoma sadili v
botani¢ne vrtove, od koder se je zaradi nezahtevnih rastnih pogojev v naravo razsirila v
zacCetku 19. stoletja. V Sloveniji je kanadska zlata rozga prvi¢ omenjena leta 1937.
Danes je razSirjena po nizinah celotne Slovenije in le redko jo opazimo kot gojeno
rastlino (Strgulc Krajsek, 2008a; Wraber, 2007). Problem, ki se dotika omenjene vrste
je invazivnost. Zaradi vegetativnega na¢ina razmnozevanja tvori izredno goste sestoje,
ki so trajni. Na mestih, kjer uspevajo sestoji kanadske rozge, je izrinjena vsa domorodna
flora. Moznosti za njeno popolno odstranitev prakti¢no ni. Sirjenje manjsih populacij
lahko zaustavljamo s kos$njo ali odstranjevanjem rastlin Se pred cvetenjem (Strgulc
Krajsek, 2008a).

2.1.2 Orjaska zlata rozga (S. gigantea Aiton)

Orjaska zlata rozga (Slika 2) je zelo podobna kanadski zlati rozgi. Za razlikovanje med
vrstama si je potrebno podrobno ogledati zgornje dele poganjkov in steblo v socvetju, ki
je pri orjaski zlati rozgi golo. Vrsti se razlikujeta tudi v dolzini jezicastih cvetov, Ki so
pri orjaski zlati rozgi daljsi od ovojka.
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Orjaska rozga prav tako sodi med zelnate trajnice. V visino zraste od 30-280 cm. Steblo
je golo in v celoti spiralasto olistano s podolgovatimi do suliastimi listi, ki so sedeci ali
zelo kratko pecljati. Listi so ve¢inoma goli, lahko pa tudi nekoliko dlakavi po spodnji
strani. Listni rob je nazobCan. Steblo je ravno in se razveja le na vrhu poganjka, v
predelu socvetja (Strgulc Krajsek, 2008b). Socvetja s S$tevilnimi rumenimi koski
zacvetijo v poznem poletju med avgustom in oktobrom. JeziCasti cvetovi razlo¢no
presegajo dolzino ovojka (Wraber, 2007). Plod je 1-1,8 mm dolga rozka s Sopom laskov
(Strgulc Krajsek, 2008b).

Slika 2: Orjaska zlata rozga (Solidago gigantea Aiton).Oznake: A — socvetje, B - golo steblo brez dlacic.

Orjasko zlato rozgo so kot okrasno rastlino v Evropo prinesli v 18. stoletju, a se je v
naslednjih 100 letih razsirila iz vrtov v naravo. V Sloveniji je vrsta prvi¢ omenjena leta
1852 (Strgulc Krajsek, 2008b). Danes je le redko gojena vrsta. Najveckrat se pojavlja
podivjano v okolici naselij in vodah (Wraber, 2007). Glede rastiS¢ je nezahtevna, saj ji
ustrezajo razliéni tipi rastis¢, ne glede na vlaznost prsti, teksturo tal, koli¢ino dusika v
tleh in osvetljenost. Opazimo jo lahko na bregovih voda in gozdnih robovih kot tudi na
susnejsih predelih ob cestah, Zeleznicah in drugih ruderalnih mestih. Na bogatih tleh so
rastline vi§je, sestoji pa gostejsi in se hitro razSirjajo. Tudi orjaSka zlata rozga ima v
Sloveniji status tujerodne invazivne vrste. Njene trpezne in dolge korenike sluzijo
prezimitvi in vegetativnemu razmnozevanju. Rastlina tvori obsezne in goste sestoje,
kjer lahko uspeva preko 150 poganjkov na kvadratni meter. Tudi sestoji orjaske zlate
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rozge so trajni in z mest, kjer uspevajo, je izrinjena vsa domorodna flora. Pri nas v
naravi njenih herbivorov ni oz. imajo na Sirjenje vrste zelo majhen vpliv. Moznosti za
popolno odstranitev tudi pri tej vrsti prakti¢no ni. Tako kot pri omejevanju kanadske
zlate rozge, bi tudi pri tej vrsti manjSe populacije lahko zatirali s kos$njo ali
odstranjevanjem rastlin $e pred cvetenjem (Strgulc Krajsek, 2008Db).

2.1.3 Navadna zlata rozga (S. virgaurea L.)

Navadna zlata rozga (Slika 3) je v Sloveniji edina avtohtona vrsta iz tega rodu. Vrsto
lahko zlahka lo¢imo od kanadske in orjasSke zlate rozge. Navadna zlata rozga doseze
visino med 20-100 cm. Koski so dolgi med 7-18 mm in sestavljajo enostavne ali
sestavljene grozde rumene barve, ki cvetijo od julija do oktobra (Wraber, 2007).

Slika 3: Navadna zlata rozga (Solidago virgaurea L.). Oznake: A — socvetje, B - nadzemni del rastline.

V Sloveniji uspevata dve podvrsti; S. virgaurea subsp. virgaurea L. - navadna zlata
rozga in S. virgaurea subsp. minuta (L.) Arcangeli - planinska zlata rozga (Wraber,
2007).

Navadna zlata rozga ima manjSe, med 10-15 mm Siroke koske, ki so zdruzeni v
sestavljene grozde. Ovojek je dolg med 5-7 mm. Steblo je nekoliko visje (30-100 cm) in
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bolj razraslo. Uspeva v svetlih gozdovih, posekah, kamnitih in grmovnatih mestih od
nizine do subalpinskega pasu celotne Slovenije (Wraber, 2007).

Planinska zlata rozga ima nekoliko vecje, 15-20 mm Siroke koske, ki so pogosteje v
enostavnih grozdih. Steblo je nizje (do 20 cm) in vecinoma nerazraslo. Najdemo jo na
travnikih in paSnikih, med rusjem in grmovjem ter svetlih gozdovih v montanskem in
subalpinskem pasu alpskega in dinarskega obmocja (Wraber, 2007).
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2.2 BIOLOSKA AKTIVNOST ZLATE ROZGE

Biolosko aktivnost rastlin lahko v veliki meri pripiSemo sekundarnim metabolitom
(Wink, 2003). Z njihovo pomocjo Si rastline povelujejo moznost prezivetja in
razmnozevanja (Fraenkel, 1959 cit. po Thaler in Bajc, 2013). Te organske spojine sicer
niso neposredno vpletene v normalno rast, razvoj in razmnozevanje organizma, vendar
pa skrbijo za obrambo pred rastlinojedi, mikrobi in drugimi rastlinami ali opravljajo
vlogo signalnih molekul v procesih privabljanja oprasevalcev in raznaSalcev semen.
Ljudje rastlinske sekundarne metabolite s pridom izkoris¢amo kot zdravila, arome,
zacimbe in prehranske dodatke (Thaler in Bajc, 2013).

Zlata rozga se kot zdravilna rastlina ze stoletja uporablja v tradicionalnem zdravilstvu.
Za pridobivanje rastlinske droge uporabljamo vse tri vrste, S. canadensis, S. gigantea in
S. virgaurea, saj je njihovo u¢inkovanje izredno podobno. Rastlinsko drogo Solidaginis
virgaureae herba pridobivamo iz zeli navadne zlate rozge, medtem ko sta ameriski vrsti
vir rastlinske droge Solidaginis herba. Pripravke uporabljamo pri vnetnih boleznih secil
ter preventivnem zdravljenju ponavljajoCih se bakterijskih okuzb secil. Zaradi
diureticnega ucinka pomaga pri izpiranju se¢nih poti in preprecuje nastajanje peska ter
kamnov v ledvicah, mehurju in se¢nih izvodilih. S spazmoliti¢énim delovanjem pomaga
pri spontanem izlo¢anju ter pospeSitvi izlo¢anja peska in kamnov po zdravniSkem
posegu (Lunder, 2013).

Najpomembnejse ucinkovine zlate rozge predstavljajo stevilni sekundarni metaboliti;
flavonoidi kot so astragalin, hiperozid, izokvercetin, nikotiflorin, kvercitrin in rutin,
triterpenski saponini oleananskega tipa, bisdezmozidne fenolni glikozidi, leiokarpozidi
in virgavreozid A, diterpenoidni laktoni cis-klerodanskega tipa, fenolne kisline med
katerimi sta najpogostejSi kavna in klorogenska kislina, tanini ter manjSe koli¢ine
eteri¢nega olja (Lunder, 2013).

Raziskovalci so dokazali raznoliko biolosko aktivnost vrst rodu Solidago, ki nakazujejo
na mozno uporabo rastlin v medicini in Zivilstvu.

Protibakterijsko delovanje

V raziskavah so bili ve¢inoma uporabljeni metanolni, etanolni ali heksanski izvlecki.
Anzlovar in Dolenc Koce (2014) navajata, da razli¢ni organski izvlecki vrst S.
canadensis in S. gigantea delujejo protibakterijsko proti vrstam Bacillus subtilis,
Escherichia coli in Staphylococcus aureus. Deng in sod. (2015) porocajo $e o izvleckih
S. canadensis, ki zavirajo rast bakterije Listeria monocytogenes. Organski izvlecki S.
virgaurea delujejo proti vrstam Bacillus cereus, Bacillus pumilis, Bacillus subtilis,
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Enterobacter faecalis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Proteus mirabilis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus in Staphylococcus
epidermidis (Demir in sod., 2009; Starks in sod., 2010; Thiem in Goslinska, 2002).
Kotodziej in sod. (2011) porocajo o protibakterijskem delovanju organskih izvleckov S.
canadensis, S. gigantea in S. virgaurea proti vrstam Bacillus subtilis, Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus in
Staphylococcus faecalis.

Opravljenih je bilo tudi nekaj raziskav o protibakterijskem delovanju eteri¢nih olj
razli¢énih vrst rodu Solidago. Eteri¢no olje S. microglossa deluje proti bakterijam
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella setubal, Staphylococcus aureus in Staphylococcus epidermidis (Morel in
sod., 2006). Eteri¢no olje, pridobljeno iz listov S. canadensis, deluje proti vrstam
Bacillus subtilis, Salmonella typhi in Streptococcus faecalis (Mishra in sod., 2011),
medtem ko eteri¢no olje korenin deluje SirSemu spektru bakterij; Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus in
Streptococcus faecalis (Mishra in sod., 2010).

Protiglivno delovanje

Prav tako organski izvlec¢ki listov in korenin S. canadensis, S. gigantea ter S. virgaurea
delujejo sibko protiglivno proti vrstama Armillaria mellea in Fusarium sp. (Anzlovar in
Dolenc Koce, 2014). Thiem in Goslinska (2002) sta pokazala, da organski izvlecki S.
virgaurea delujejo proti glivi Aspergillus niger. Laurengon in sod. (2013) ter Chavalier
in sod. (2012) opisujejo delovanje S. virgaurea proti glivi Candida albicans.

Ostale oblike delovanja

Eteri¢no olje, pridobjeno iz listov S. canadensis, deluje kot analgetik (Mishra in sod.,
2011). Tamura in sod. (2009) porocajo o sistemskem in lokalnem protivnetnem
delovanju izvleckov S. chilensis. Polifenolno-polisaharidno-proteinski kompleks S.
canadensis se je izkazal kot dober antitusik. Pridobljeni izvlecek namre¢ zavira refleks
kasljanja in reaktivnost gladkih misic dihalnih poti (Sutovska in sod., 2013). Izvlecki
vrst S. virgaurea in S. canadensis izkazujejo antioksidativno aktivnost (Deng in sod.,
2015; Demir in sod., 2009; Apati in sod., 2003). Prav tako so Sabir in sod. (2012)
pokazali antioksidativen potencial wvrste S. microglossa. Organski izvlecki S.
canadensis, S. gigantea in S. virgaurea delujejo tudi antimutageno (Kotodziej in sod.,
2011). Izvlecki vrste S. canadensis inhibirajo kalitev semen (Butcko in Jensen, 2002;
Abhilasha in sod., 2008).
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2.3 ETERICNA OLJA

Etericna olja so aromati¢ne in hlapne oljnate tekocine, ki jih sestavljajo razli¢ni
sekundarni metaboliti. Za izdelavo eteri¢nih olj lahko uporabimo celotno rastlino ali le
posamezne rastlinske dele, kot so npr. cvetovi, listi, korenine, semena, ovoji, plodovi,
les in lubje (Hyldgaard s sod., 2012). Eteri¢na olja se tvorijo v citoplazmi celic, v
rastlinskih tkivih pa jih najdemo v obliki majhnih kapljic med samimi celicami. Ob
destilaciji so vec¢inoma brezbarvni do rahlo rumenkaste barve (Sonwa, 2000).

Eteri¢na olja vsebujejo Stevilne biolosko aktivne spojine, vendar je njihova kombinacija
v posameznem etericnem olju izredno raznolika (Espina in sod., 2011). Zgradba
posameznega eterinega olja je odvisna od letnega Casa Zetve rastline in metode
ekstrakcije (Demuner in sod., 2011; Paibon in sod., 2011). Aktivne skupine spojin v
etericnih oljih lahko glede na njihovo kemijsko sestavo razdelimo na Stiri glavne
skupine: terpeni, terpenoidi, fenilpropeni in ostali sekundarni metaboliti (Hyldgaard in
sod., 2012).

Terpeni

Terpeni so skupina sekundarnih metabolitov, katerih osnovni gradnik je izoprenska
enota (CsHg). Sintetizirajo se v citoplazmi rastlinskih celic preko poti mevalonske
kisline iz izhodi$¢ne spojine acetil-CoA. Najpogostej$i so monoterpeni (CioHig) in
seskviterpeni (CisH24). In vitro testi so pokazali, da terpeni kot samostojno testirane
spojine ne izkazujejo mocéne protimikrobne aktivnosti (Dorman in Deans, 2000;
Koutsoudaki in sod., 2005).

CH,
limonen murolen H CH3
H,C 1
H,CZ CH, H.C” CH,

Slika 4: Primer cikli¢nega monoterpena (limonen) in seskviterpena (murolen) (ChemSpider, 2016).
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Terpenoidi

Terpenoidi so obsezna skupina biokemijsko modificiranih terpenov z atomi Kisika in
dodanimi oz. prerazporejenimi metilnimi skupinami (Caballero in sod., 2003).
Razdelimo jih lahko v veC podskupin kot so npr. alkoholi, estri, aldehidi, ketoni, etri,
fenoli in epoksidi. Protimikrobna aktivnost vecine terpenoidov je odvisna od njihove
funkcionalne skupine, saj ta vpliva na hidrofobnost in s tem na interakcijo molekule s
celiéno membrano mikrobov (Veldhuizen in sod., 2006). Sirok nabor terpenoidov v
eteriénih  oljih ima dobro protimikrobno aktivnost proti Sirokemu spektru
mikroogranizmov. Najpogosteje je protimikrobna aktivnost eteri¢nih olj v korelaciji z
vsebnostjo fenolnih skupin (Aligiannis in sod., 2001; Kalemba in Kunicka, 2003;
Rhayour in sod., 2003).

Fenilpropeni

Fenilpropene uvr$¢amo med fenilpropanoide, ki se v rastlinah sintetizirajo iz
fenilalanina. V eteriénih oljih predstavljajo relativno majhen delez spojin.
Protimikrobna aktivnost fenilpropenov je odvisna od vrste in $tevila funkcionalnih
skupin na aromatskem obroc¢u, izbranih mikrobov in testnih parametrov kot so vrsta
gojisca, temperatura itd. (Pauli in Kubeczka, 2010).

Z~ “CH,

Slika 5: Splosna struktura fenilpropena (ChemSpider, 2016).

Ostali sekundarni metaboliti

Etericna olja vsebujejo Se Stevilne druge sekundarne metabolite, ki jih predstavljajo
razli¢ni razpadni produkti nenasi¢enih mascobnih kislin, laktonov, terpenov, glikozidov
in spojine, ki vsebujejo dusik ali zveplo (Caballero in sod., 2003).
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2.3.1 Protimikrobno delovanje eteri¢nih olj

Eteri¢na olja delujejo protimikrobno na Sirok spekter mikroorganizmov vendar pa to¢ni
mehanizmi delovanja $e vedno niso povsem jasni (Calo in sod., 2015). Posamezno
eteri¢no olje sestavljajo Stevilne spojine, zato njihove protimikrobne aktivnosti ne
moremo pripisati poznavanju delovanja posamezne komponente (Bajpai in sod., 2012).
V velini primerov je protimikrobno delovanje rezultat aditivnih, sinergisticnih ali
antagonisti¢nih vplivov posameznih spojin (Lang in Buchbauer, 2011).

Stevilni raziskovalci menijo, da je protimikrobno delovanje eteri¢nih olj odraz njihove
hidrofobne narave, ki jim omogoca prodor skozi celiéne membrane kot tudi membrane
organelov (Bajpai in sod., 2012; Fisher in Phillips, 2009; Guinoiseau in sod., 2010).
Neposredne poskodbe membran obicajno privedejo do iztekanja metabolitov in ionov,
iz€rpavanja protonske gonilne sile in celo do koagulacije citoplazme (Burt, 2004).

Protimikrobno delovanje etericnih olj je bilo vefinoma raziskano pri bakterijah.
Predvidevanja o obcutljivosti posamezne vrste in razlaga, zakaj so posamezni sevi
razli¢no dovzetni, So izredno tezavna prav zaradi pestre sestave eteri¢nih olj in razli¢nih
tarénih mest delovanja posameznih spojin (Hyldgaard s sod., 2012). Eteri¢na olja
povzrocajo razpad bakterijske celi¢ne stene ter poskodbe plazemske membrane in
membranskih proteinov. Raziskave kazejo, da eteri¢na olja ucinkoviteje zavirajo rast po
Gramu pozitivnih kot po Gramu negativnih bakterijskih vrst (Lang in Buchbauer, 2011;
Mishra in sod., 2010; Morel in sod., 2006). Razlog za manj$o obcutljivost po Gramu
negativnih vrst je v prisotnosti zunanje membrane, ki jo v veliki meri gradijo hidrofilni
lipopolisaharidi. Ti ovirajo stik s hidrofobnimi molekulami, prisotnimi v eteri¢nih oljih
(Saei-Dehkordi, 2010). Odsotnost zunanje membrane pri po Gramu pozitivnih
bakterijah eteriénim oljem omogoc¢a neposredne poskodbe plazemske membrane in s
tem vecjo protibakterijsko aktivnost eteri¢nih olj (Sandri in sod., 2007).

Mehanizmi delovanja eteri¢nih olj so slabse raziskani pri glivnih vrstah. Pretekle
raziskave so pokazale, da eteri¢na olja povzrocajo poskodbe celi¢nih sten obstojecih
micelijev ter zavirajo razvoj novih micelijev (Gandomi in sod., 2009; Sharma in
Tripathi, 2008; Tolouee in sod., 2010). Eteri¢na olja lahko povzro¢ajo tudi morfoloske
sprembe hif, kar kaZze na mozZen vpliv na sintezo celi¢nih sten (Romagnoli in sod.,
2005). Prav tako naj bi eteri¢na olja zavirala nastanek spor (Sant'anna in sod., 2009
citirano po Lang in Buchbauer, 2011) in nekaterih mikotoksinov kot sta aflatoksin
(Aspergillus) in deoksinivalenol (Fusarium) in njegovi derivati (Nogueira in sod., 2010;
Kumar in sod., 2010; Gandomi in sod., 2009; Yoshinari in sod., 2008).

12



Jankovec M. Bioloska aktivnost eteri¢nega olja zlate rozge (Solidago spp.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

2.3.2 Uporaba eteri¢nih olj v medicini

Zanimanje za uporabo zdravil rastlinskega izvora v javnosti narasc¢a iz leta v leto (Apati,
2003). Eteri¢na olja se v medicini uporabljajo predvsem kot nadomestek sinteti¢nih
zdravil, ki postajajo neucinkovita zaradi nara$¢ajoce odpornosti mikroorganizmov, v
proizvodih, ki sluzijo za zdravljenje dermalnih okuzb in seveda v tradicionalni medicini
(Lang in Buchbauer, 2011). Veéina raziskav eteri¢nih olj je usmerjena v dolo¢anje
protimikrobne aktivnosti. Sirok spekter njihovega delovanja, ki je podkrepljen s
Stevilnimi in vitro raziskavami, kaze veliko moZnost njihove uporabe v medicini. Zal se
raziskave najpogosteje zaustavijo na klini¢ni ravni, Ki zahteva moc¢no finan¢no podporo
(Schmidt, 2010).

Protibakterijsko delovanje

Vecina raziskav protibakterijskega delovanja je usmerjena k iskanju novih zdravil, ki bi
delovala na vrste, ki so razvile odpornost proti obstoje¢im antibiotikom. Eteri¢na olja so
v uporabi tudi za zasito pred bakterijami v ustni votlini ter za zmanjSevanje
neprijetnega vonja in zdravljenje nekroti¢nih tkiv (Buchbauer, 2010).

Tretiranje koze s kremami in geli z dodanimi eteri¢nimi olji bazilike (Ocimum
gratissimum) in ¢ajevca (Melaleuca alternifolia) so se izkazali za zelo ucinkovite proti
bakteriji Propionibacterium acnes, ki povzroa akne. Stevilne in vitro raziskave so
potrdile tudi antibioti¢no delovanje razli¢nih eteri¢nih olj proti na meticilin odporni
bakteriji Staphylococcus aureus (Buchbauer, 2010).

Ustne vode in zobne paste z dodanimi eteri¢nimi olji so zaradi enostavnej$ih postopkov
potrjevanja izdelkov in uéinkovitosti pri§le tudi na prodajne police. S povprasevanjem
po tovrstnih izdelkih seveda nara$¢ajo tudi raziskave. Kot u¢inkovita eteri¢na olja proti
ustnim patogenim bakterijam so se izkazala eteri¢na olja manuke, ¢ajevca, evkaliptusa,
sivke in rozmarina (Buchbauer, 2010).

Uporaba eteri€nih olj postaja vse pogostejSa tudi v paliativni oskrbi pacientov z
odprtimi ranami. Eteri¢na olja evkaliptusa, ¢ajevca, sivke, materine dusice, grenivke in
limonske trave odli¢no delujejo pri zmanjSevanju neprijetnega vonja ran, kot tudi
zmanjSanja vnetja in velikosti nekroticnega tkiva zaradi protibakterijskega ucinka
(Buchbauer, 2010).
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Protiglivno delovanje

Etericno olje grenke pomarance (Citrus aurantium var. amara) ucinkovito zavira
glivicne okuzbe telesa, stopal in dimelj. Prav tako glivicne okuzbe zavira eteri¢no olje
evkaliptusa (Eucalyptus pauciflora) in ¢ajevca, ki uspesno zavira glivicne okuzbe stopal
in nohtov. Po S$tevilnih in vitro raziskavah vpliva eteri¢nih olj na okuzbe z glivo
Candida albicans, se je v klini¢ni raziskavi kot u¢inkovito sredstvo proti kandidozi
noznice izkazalo tudi eteri¢no olje vrste Zataria multiflora (Buchbauer, 2010).

Ostale oblike delovanja

In vitro raziskave nakazujejo Sirok spekter eteri¢nih olj, ki delujejo protivirusno proti
virusom Herpes simplex ter virusu hepatitisa B in C. Stevilna eteri¢na olja prav tako
ucéinkovito zavirajo Zivalske okuzbe s prsicami (Buchbauer, 2010).

Za razgradnjo zol¢nih in ledvi¢nih kamnov na trzis¢u ze nekaj let najdemo kapsule,
katerih glavne ucinkovine (triterpeni) izvirajo iz eteri¢nih olj. Studije so pokazale, da
tovrstna zdravila zmanjSujejo Ze obstojece Zzol¢ne in ledviéne kamne 0z. pripomorejo k
njihovi spontani izlocitvi. Za preprecevanje dispepsije, obcasne ali stalne bole¢ine v
predelu zgornjega dela trebuha in spodnjega dela prsnega kosa, u¢inkovito delujejo
kapsule z etericnim oljem poprove mete in kumine. Eteri¢no olje poprove mete se
uporablja tudi za lajSanje sindroma razdrazenega Crevesja In zmanjSanje
spazmoliticnega delovanja zgornjih in spodnjih delov prebavil ob medicinskih
pregledih. S terpenom d-limonenom, ki je sestavina eteri¢nih olj citrusov, lahko
uéinkovito prepreCujemo gastroezofagealni refluks. Eteri¢na olja poprove in zelene
mete, sivke, ingverja, kardamoma, pehtrana in kamilice lahko uporabljamo za
prepreéevanje slabosti (Buchbauer, 2010).

Etericna olja ucinkovito laj$ajo tudi boleCine na razli¢nih delih telesa. S pomocjo
eteri¢nih olj, ki delujejo antispazmoliti¢no, lahko omilimo bole¢e menstruacije in kolike
pri dojenckih. Proti bole¢im in otrdelim sklepom lahko uporabljamo gele z dodanimi
eteriénimi olji. Z nanosom eteri¢nega olja poprove mete na predelu ¢ela in temena Si
olajsamo neprijetno bole¢ino glavobola. Zaradi visoke hlapnosti se eteri¢na olja pogosto
uporabljajo tudi v inhalacijski terapiji in kot spreji za lajSanje tezav pri boleznih dihal.
S pomocjo aromaterapije lahko z eteri¢nimi olji blazimo tudi postoperativne bolecine,
lajsamo poziranje in zmanjSamo smrcanje (Buchbauer, 2010).
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2.3.3 Uporaba eteri¢nih olj v zivilski industriji

Vsako leto se Stevilne nove rastlinske spojine izkazejo kot varna in ucinkovita sredstva
konzerviranja zivil, Ki delujejo protibakterijsko, protiglivno in antioksidativno (Bhat in
sod. 2011). Nekatere izmed njih naj bi tudi izboljsale prehransko vrednost zivil, ki jih
konzervirajo. Predvsem eteri¢na olja Stevilnih zeli, za¢imbnic, sadja in zelenjave lahko
hkrati uporabljamo kot konzervans, prehranski dodatek in sredstvo za izboljSanje okusa
zivil (Abay in sod., 2011; Tajkarimi in Ibrahim, 2012). Prvo uradno porocilo o uporabi
eteri¢nih olj kot konzervansov sega v leto 1880 in vse do danes se raziskave nadaljujejo
v upanju, da bodo neko¢ uporabljena v ve¢jem obsegu (Tajkarimi in Ibrahim, 2012).

Eden spornejsih delov obdelave zivil v zadnjih letih predstavlja prav njihovo
konzerviranje. Proizvajalci zivil obi¢ajno stremijo k ¢im nizjim stroskom in visokemu
zasluzku, ob tem pa pozabljajo na Zelje in zdravje potrosnikov. Stevilni umetni
konzervansi so namre¢ slabo raziskani in zato potencialno nevarni za naSe zdravije.
Ceprav se mnogi naravni konzervansi izkazujejo za primerljivo in neskodljivo
alternativo umetnim, pa njihova uporaba zaenkrat Se ni preSla v industrijsko
proizvodnjo zivil (Willis in Saidman, 2013).

Etericna olja so se v Stevilnih raziskavah izkazala za dober naravni konzervans.
Aromati¢ne spojine, ki sestavljajo eteri¢na olja, ustvarjajo neugodne zivjenjske pogoje
za rast bakterij in gliv. Mehanizmi protibakterijskega in protiglivnega delovanja
eterinih olj so zelo kompleksni. Obstajajo razlicne teorije o principih delovanja
etericnih olj kot konzervansov, vendar pa zaenkrat $e ni oblikovan jasen odgovor.
Prevladujoca teorija pravi, da etericna olja reagirajo z mas¢obnimi kislinami celi¢nih
membran $kodljivih mikroorganizmov in s tem destabilizirajo o0z. celo povzrocijo
razpad njihovih membran (Bhat in sod., 2011).

Stevilni terpeni, ki so prisotni v eteri¢nih oljih, naj bi uspesno zavirali rast bakterij in
gliv. Kljub temu, da so mnogi Ze v uporabi kot sredstvo za izboljSanje okusa in
prehranski dodatki, pa se v vlogi konzervansov $e niso pojavili. V eteri¢nih oljih se
pogosto pojavljajo tudi razli¢ni fenoli, ki s svojimi antioksidantnimi lastnostmi lahko
ohranjajo zivilo in povecajo prehransko vrednost (Bhat in sod., 2011).

Stevilne raziskave nakazujejo, da so eteriéna olja v primerjavi s sinteti¢no pridelanimi
konzervansi enako ali pa celo bolj u€inkovita pri zaviranju kvarjenja zivil in rasti
patogenov, ne kazejo skodljivih vplivov na zdravje in okolje, so biolosko razgradljiva in
cenovno ugodna (Das in sod., 2012). Velik vpliv pri promoviranju zdrave prehrane
imajo gotovo mediji, saj ti pogosto kritizirajo kemicéne dodatke v prehrani in
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obravnavajo vpliv razliénih kemikalij na kvaliteto hrane in splo$no zdravje ljudi po
svetu. Pretirano poudarjene zgodbe o kvaliteti in nacinu pridelave hrane med ljudmi
povzroc¢ajo strah in burne razprave. Kot rezultat temu se potroSniki pogosteje odlo¢ajo

za nakup zivil z oznako "sveze", "naravno", "organsko" ipd.. Kupci torej iS¢ejo hrano, ki
ne vsebuje umetnih konzervansov oz. ni pretirano predelana (Willis in Saidman, 2013).

S strani potro$nikov je uporaba eteri¢nih olj kot naravnih konzervansov dobra reSitev za
njihove zahteve po kvalitetni hrani. Gre za naravno sredstvo, katerega pridelava je obem
poceni in okolju prijazna (Willis in Saidman, 2013).

V zadnjih letih interes za uporabo eteri¢nih olj kot naravnih konzervansov narasca.
Poleg naras¢anja negativnega dojemanja umetnih konzervansov med potrosniki, SO v
svetu vse vecji problem tudi okuzbe s hrano, kar kaze na potrebo po bolj uc¢inkovitih
konzervansih (Hyldgaard s sod., 2012).

2.3.4 Vpliv eteri¢nih olj na kalitev rastlin

Interakcije, v Kkaterih aromati¢ne rastline preko hlapnih kemi¢nih snovi vplivajo na
druge organizme, so v naravi precej pogoste. Z izrazom alelopatija oznaujemo vsako
neposredno ali posredeno, praviloma zaviralno delovanje rastline na drugo s pomocjo
spojin, ki jih izlo¢a v okolje (Rice, 1984 cit. po Dudai in sod., 2004).

Asplund (1968) poroca o alelopatskih ucinkih eteri¢nih olj, ki zavirajo kalitev in rast
rastlin. Na ta nadin naj bi nekatera eteri¢na olja povecevala moznost za prezivetje
rastline, ki jih proizvaja (Schmidt, 2010). Dudai in sod. (1999) so pokazali, da
monoterpeni, ki so prisotni v S$tevilnih eteri¢nih oljih aromati¢nih rastlin, zavirajo
kalitev psenice. Mehanizmi delovanja eteri¢nih olj zaenkrat $e niso popolnoma
raziskani (Dudai in sod., 2000). V nadaljevanju (Dudai in sod., 2004) porocajo, da je
stopnja inhibicije kalitve pSenice odvisna od sposobnosti razgradnje posameznih
monoterpenov, kar nakazuje na pomen monoterpenov kot inhibitorjev kalitve semen.

Stevilna eteri¢na olja zmanj$ujejo kalivost semen rastlin (Dudai in sod., 1993; Dudai in
sod., 1999; Verdeguer in sod., 2009). Uporaba eteri¢nih olj za zaviranje mikrobnih
okuzb bi bila tako primernejsa za tretiranje semen, ki so namenjena zauzitju in ne vzgoji
novih rastlin.
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24 KRATEK PREGLED UPORABLJENIH BAKTERNSKIH IN GLIVNIH
VRST

2.4.1 Bakterijske vrste

Bacillus subtilis

B. subtilis je nepatogena aerobna vrsta bakterije s pali¢asto obliko (bacil), ki jo lahko
najdemo v zemlji, vodi in vegetaciji (Harwood, 1992). Vrsta je ena od najbolje
raziskanih po Gramu pozitivnih bakterij, zato je pogosto uporabljena kot modelni
organizem (Kunst in sod., 1997). B. subtilis je pomembna predvsem za proizvodnjo
industrijskih encimov kot so amilaze in proteaze (Harwood, 1992).

Listeria monocytogenes

Fakultativno anaerobna in po Gramu pozitivna L. monocytogenes je patogena bakterija,
ki je v naravi precej pogosta. Najdemo jo lahko v zemlji, vodi in propadajoci vegetaciji.
Vrsta je problematicna predvsem zaradi pojavljanja v razliénih mle¢nih in mesnih
izdelkih, kar vodi v okuzbe s hrano. L. monocytogenes povzroca listeriozo, ki se lahko
kaze kot driska, bruhanje in bolecine v trebuhu, obolenje podobno gripi, v hujsih
primerih pa se lahko pojavi tudi meningitis, vnetje centralnega zivénega sistema,
endokarditis in septikemija (Rossmanith in sod., 2006).

Paenibacillus sp.

Paenibacillus je rod aerobnih ali fakultativno anaerobnih po Gramu pozitivnih
bakterijskih vrst pali¢aste oblike. Vrste Paenibacillus lahko najdemo v raznolikih
okoljih; zemlji, vodi, rizosferi, hrani, vegetaciji, larvah insektov in tudi v bolniSnicah
(Lorentz in sod., 2006). Vrste so dolgo veljale za nepatogene, vendar se vse pogosteje
pojavljajo tudi okuzbe pri ljudeh (Ouyang in sod., 2008; Roux in sod., 2008).

Staphylococcus pseudintermedius

S. pseudintermedius je po Gramu pozitivna okrogla bakterija, katerih celice se
zdruzujejo v grozdaste skupke, od koder tudi izvira ime rodu. Bakterija je oportunisti¢ni
patogen psov in mack, ki jo lahko pri zdravih osebkih najdemo v nosni in ustni sluznici
ter na kozi v predelu Cela, dimelj in anusa. Pri okuzbah koze in uSes pri psih je
najpogostej$i vzrok prav okuzba z S. pseudintermedius (Devriese in sod., 2005). V
preteklem desetletju vrsta postaja vse vecji problem veterinarske medicine, saj se je pri
nekaterih sevih razvila odpornost proti meticilinu. Odporni sevi se ob¢asno pojavljajo
tudi pri okuzenih ljudeh, saj se bakterije z Zivali lahko na ljudi prenesejo neporedno in
posredno (Duijkeren in sod., 2011).
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Staphylococcus aureus

S. aureus je ena tezavnejSih patogenih bakterij, saj lahko pri ljudeh povzroca Stevilna
zivljenjsko ogrozujo¢a obolenja (Miljkovi¢-Selimovi¢ in sod., 2015). Nahaja se v zelo
raznolikih okoljih; v zraku, prahu, vodi, ljudeh in zivalih (Hennekinne in sod., 2011). V
20 do 40 % S. aureus predstavlja del normalne mikrobiote koze in sluznice odraslih
ljudi, vendar lahko pod dolo¢enimi pogoji povzroca sprva blage okuzbe, ki lahko vodijo
v sistemska in zivljenjsko ogrozujoca stanja (Miljkovi¢-Selimovi¢ in sod., 2015).

S. aureus je vrsta, Ki je ena od najpogostejsih povzroditeljev bolezni, ki se prenasajo
preko okuzene hrane. Zaradi nara$¢anja Stevila sevov, odpornih proti antibiotikom, vrsta
predstavlja vse ve¢ji problem. Hrana tako postaja pomemben dejavnik pri prenosu
tovrstne odpornosti na ¢lovesko mikrobioto, kar pomeni veliko groznjo nasemu zdravju
(Hennekinne in sod., 2011).

2.4.2 Glivne vrste

Alternaria alternata in Alternaria infectoria

Vrste rodu Alternaria so splosno razsirjene glive, Ki se najpogosteje pojavljajo kot
rastlinski patogeni ali saprofiti na sadju, zelenjavi in zitih (Brzonkalik in sod., 2011).
Okuzbe z glivami rodu Alternaria ne vplivajo le na koli¢ino pridelka in s tem dobicka,
temve¢ tudi na kvaliteto in vsebnost mikotoksinov v kon¢nem izdelku (Kahl in sod.,
2015). Mikotoksini, ki jih vrsti A. alternata in A. infectoria izlo¢ata v Zivila na katerih
uspevata, predstavljajo tveganje za naSe zdravje (Brzonkalik in sod., 2011). Po zauzitju
tak$nih zivil mikotoksini preidejo v cloveski ali zivalski organizem, Kjer lahko
povzrocijo akutna in kroni¢na obolenja, lahko tudi smrt (Kahl in sod., 2015). Ker so
vrste zelo odporne na razliéne okoljske vplive lahko do okuzbe zivil prihaja tudi med
samim transportom in skladis¢enjem (Ozcelik in sod., 1990). Ljudem tezave povzro¢ajo
tudi spore A. alternata, ki veljajo za alergene (Gabriel in sod., 2016).

Aspergillus flavus

A. flavus je vrsta, ki se oportunisti¢no pojavlja kot patogena gliva Zzit in zivali. Vrsta je
nevarna zaradi aflatoksina. To je rakotvoren mikotoksin, katerega vsebnost v zivilih je v
veCini drzav strogo regulirana. Pri ustreznih rastnih razmerah se lahko gliva razrasca in
proizvaja aflatoksin v prakti¢no vseh zrnih zit pred in po zetvi. Gliva je znan alergen in
oportunisti¢ni patogen predvsem pri imunsko oslabelih ljudeh (Klich, 2007).
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Epicoccum nigrum

E. nigrum je splosno razsirjena saprofitna gliva, ki jo lahko najdemo v zemlji in
rastlinah. Vrsta je le redko Sibko patogena, vse pogosteje pa se uporablja za biolosko
kontrolo nekaterih glivnih rastlinskih patogenov. Obenem je E. nigrum tudi vir razli¢nih
sekundarnih metabolitov s pomembnimi bioloskimi aktivnostmi, ki jih lahko
uporabljamo v biotehnologiji (Lima Favaro in sod., 2011).

Fusarium poae

Vrste rodu Fusarium zaradi okuzb raznolikih vrst zit igrajo klju¢no vlogo pri izpadu
dohodka v poljedeljstvu, obenem pa zaradi spro$¢anja Stevilnih mikotoksinov v Zita
vplivajo tudi na zdravje ljudi in Zivali (Guo in sod., 2014).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 RASTLINSKI MATERIAL

Za potrebe eksperimentalnega dela smo v avgustu leta 2013 nabrali popolnoma razvite
nadzemne dele vseh treh vrst zlate rozge, ki uspevajo v Sloveniji: S. canadensis L., S.
gigantea Aiton in S. virgaurea L.. Nabiranje rastlinskega materiala so dne 22.8.2013
opravili na Katedri za botaniko in fiziologijo rastlin na Oddelku za biologijo
Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani. Vrstno dolocanje je opravila dr. Simona
Strgulc Krajsek.

Rastlinski material je bil nabran na razli¢nih lokacijah po Sloveniji. Vrsta S. canadensis
je bila nabrana v osrednji Sloveniji (S 46° 4' 19,86", J 14° 25' 52,25") na nadmorski
visini 350 m.n.v.. Prav tako je bila v osrednji Sloveniji nabrana vrsta S. gigantea (S 46°
3'29,44",J 14° 27' 50,30" in S 46° 3' 17,61", J 14° 27' 11,34") na nadmorski viSini 300
m.n.v. Vrsta S. virgaurea je bila nabrana na razli¢nih lokacijah v Zasavju (S 46° 7'
12,80", J 157 6' 20,50" , S 46° 6' 28,00", J 15° 7' 15,96" , S 46° 9' 1,08", J 14° 56' 41,82"
in S 46° 8 58,13", J 14" 55' 40,39") na nadmorski visini med 200 in 420 m.n.v. ter v
Polhograjskem hribovju na nadmorski vi$ini med 350 in 500 m.n.v. ter 600 in 700
m.n.v..

Rastlinski material smo posusili, lo¢ili liste in cvetove, ter ga do ekstrakcije eteri¢nih olj
shranili v papirnatih vreckah v suhem in temnem prostoru pri sobni temperaturi.

V preliminarnih testih smo zaradi izredno majhne koli¢ine ekstrahiranih eteri¢nih olj
uporabili tudi komercialno dostopni olji S. canadensis (Essence Pure, Kanada) in S.
puberula (Essence Pure, Kanada). Z njima smo metode optimizirali.
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3.2 EKSTRAKCIJA ETERICNIH OLJ

Eteri¢na olja so iz suhega rastlinskega materiala pridobili na Katedri za farmacevtsko
biologijo na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. Preko vodne destilacije z
aparaturo po Clevenger-ju (Ph.Eur. 6.0) so lo¢eno ekstrahirali eteri¢na olja listov in
cvetov posamezne vrste (Preglednica 1). Po ekstrakciji je sledila analiza sestave
(PRILOGA A, PRILOGA B in PRILOGA C) posameznih eteri¢nih olj s plinsko
kromatografijo z masno spektrometrijo (GC-MS) na aparatu GCMS-QP2010 Ultra
(Shimadzu, Japonska) (Radoni¢, 2014). Eteri¢na olja smo do nadaljnih testov hranili v
hladilniku v stekleni¢kah iz temnega stekla (Slika 6).

Slika 6: Uporabljena eteri¢na olja zlate rozge.

Preglednica 1: Koli¢ina pridobljenih eteri¢nih olj iz posuSenega rastlinskega materiala (200 g cvetov in
300 g listov). (Radoni¢, 2014: 27).

Vrsta cvetovi (mL) listi (mL)
S. canadensis 1,65 1,65
S. gigantea 0,40 0,35
S. virgaurea 0,35 0,28
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3.3 DOLOCANIJE BIOLOSKE AKTIVNOSTI ETERICNIH OLJ
3.3.1 Dolocanje protibakterijske aktivnosti

Protibakterijsko aktivnost eteri¢nih olj smo testirali s prilagojeno difuzijsko metodo na
agarju. V testih smo uporabili po Gramu pozitivne in po Gramu negativne bakterijske
vrste iz zbirke Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroogranizmov na
Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

V preliminarnih testih smo dolocali protibakterijsko aktivnost eteri¢énih olj S.
canadensis proti razliénim po Gramu pozitivnim in po Gramu negativnim bakterijskim
vrstam in sevom. V nadaljnih testih smo zaradi izredno majhnih koli¢in eteri¢nih olj
teste nadaljevali le na po Gram pozitivnih bakterijskih sevih B. subtilis, L.
monocytogenes, Paenibacillus sp., S. aureus (H - MRSA in Z — MRSA) in S.
pseudintermedius, ki se izkazali kot najbolj obcutljivi.

Preglednica 2: Uporabljeni bakterijski sevi v preliminarnih testih.

B. subtilis L519 E. coli DH5

L. monocytogenes L606 E. coli 3273
Paenibacillus sp. L564 E. coli Z39

S. aureus H - MRSA 2135 K. pneumoniae RPC1705
S. pseudintermedius MRSP 1342 S. enterica TL747

Priprava tekocega gojisc¢a LB in gojenje bakterijskih kultur preko noci

Za pripravo tekoCega hranljivega gojis¢a Luria-Bertani (LB) (Sigma, ZDA) smo v
erlenmajerico zatehtali 2,5 g LB-gojis¢a in ga raztopili v 100 mL destilirane vode. S
pipeto smo v 150 mL erlenmajerice prenesli po 10 mL dobro premesanega gojisca, jih
pokrili z aluminijasto folijo in avtoklavirali. Ko se je gojisce ohladilo, smo iz zbirke
predhodno nacepljenih bakterijskih sevov na hranilnem gojisc¢u posamezen sev sterilno
prenesli v 10 mL tekoCega hranilnega gojis¢a. Erlenmajerice smo nato prekrili z
aluminijasto folijo in jih preko noc¢i (24 h) stresali pri 250 obratih/min pri temperaturi
37 °C. Naslednji dan so bile bakterijske kulture pripravljene za dolocanje vpliva
eteri¢nih olj na njihovo rast.
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Priprava trdega gojisc¢a LB

V erlenmajerico smo zatehtali 12,5 g LB-gojis¢a in 7,5 g agarja in ju raztopili v 500 mL
destilirane vode. Raztopino smo avtoklavirali, ohladili do temperature priblizno 42 °C
in jo razlili v sterilne Petrijeve plos¢e, v vsako priblizno 20 mL. Plos¢e smo za nekaj
minut polozili na ravno podlago, nato pa jih do uporabe hranili v hladilniku pri 4 °C.

Dolocanje protibakterijske aktivnosti etericnih olj

Po 50 uL posamezne prekonocne tekoCe bakterijske kulture smo prenesli na Petrijevo
plos¢o s trdim LB-gojis¢em. Bakterije smo s pomocjo sterilnih steklenih kroglic
enakomerno razmazali po celotni povrsini plosce. Na povrSino gojis¢a smo nato polozili
sterilne papirnate diske premera 6 mm, na katere smo s pipeto nanesli posamezno
etericno olje. Volumen nanesenega eteri€nega olja v preliminarnih poskusih je znaSal
med 6 in 8 pL. Opazili smo, da diski slabo vpijajo eteri¢no olje, zato Se je pogosto
razlivalo. Tekom testiranj smo ugotovili, da diski izredno hitro vezejo vodo iz gojiséa in
posledi¢no ne morejo vpiti hidrofobnega olja. V izogib tej situaciji smo eteri¢na olja
nanesli na diske takoj po tem, ko smo jih polozili na gojisc¢e. Na ta nacin so diski vpili
po 10 pL eteriénega olja. Kot negativno kontrolo smo uporabili diske z 96 % etanolom.
Kot pozitivho kontrolo smo uporabili 50 % eteri¢no olje timijana (Thymus vulgaris) in
50 % eteri¢no olje cimeta (Cinnamomum sp.), za katera je znano moéno protibakterijsko
delovanje (Anzlovar in sod., 2014a; Choi in sod., 2016). Eteri¢ni olji smo do omenjene
koncentracije red¢ili s 96 % etanolom.

Po pripravi plos¢ je sledila 24-urna inkubacija v topli sobi pri 37 °C. V tem c¢asu
eteri¢na olja pocasi hlapijo v okolico in difundirajo iz diskov v agar. Obcutljivost
bakterijskega seva na doloceno eteri¢no olje se kaze kot zavrta rast bakterij v okolici
diska. Za doloc¢itev obcutljivosti posameznega bakterijskega seva na doloceno eteri¢no
olje zlate rozge smo izmerili premer (2r) inhibicijske cone. Zaradi izredno majhnih
koli€in eteri¢nih olj smo poskus opravili le enkrat.

3.3.2 Dolocanje protiglivne aktivnosti

Protiglivno aktivnost eteri¢nih olj smo dolocali s pomocjo dilucijske metode na agarju.
Za poskus smo uporabili tri koncentracije eteri¢nih olj: 0,1 %, 0,05 % in 0,01 %.
Uporabili smo glivne vrste, ki smo jih predhodno izolirali s povrSine 3 dni kalecih zrn
pSenice in taksonomsko dolocili z molekularnimi metodami (Anzlovar in sod., v tisku);
Alternaria alternata, Alternaria infectoria, Aspergillus flavus, Epicoccum nigrum in
Fusarium poae. Vse nastete vrste gliv se nahajajo v zbirki Katedre za botaniko in
fiziologijo rastlin na Oddelku za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.
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Priprava trdega gojisca PDA

Poskus smo izvajali v Petrijevih plos¢ah (2r = 90 mm) z 1 % gojis¢em iz krompirjevega
dekstroznega agarja (PDA) (Biolife, Italija), ki smo mu dodali ustrezno koli¢ino
etericnega olja, tako da smo dobili kon¢ne koncentracije 0,1 %, 0,05 % in 0,01 %. Za
posamezni poskus smo pripravili sedem 500 mL steklenic, v katere smo zatehtali po
1,25 g PDA in ga raztopili 125 mL destilirane vode. Steklenice z raztopino smo
avtoklavirali in pustili, da se je gojis¢e ohladilo do temperature priblizno 42 °C. Nato
smo v gojisce dodali ustrezen volumen posameznega etericnega olja in ga s pomocjo
magnetnega mesala homogeno vmesali. Kot kontrolne plo$¢e smo uporabili plos¢e brez
dodanega eteri¢nega olja. Sledilo je razlivanje v sterilne Petrijeve plos¢e, v vsako
priblizno 20 mL. Plos¢e smo do strditve gojisc¢a pustili pri sobni temperaturi, nato smo
nacepili glive.

Nacepljanje gliv

Iz izvornih glivnih kultur smo s pomocjo spatule izrezali robni del micelija v obliki
kvadrata 5 mm x 5 mm in ga sterilno prenesli na sredino predhodno pripravljenih
Petrijevih plos¢ z gojis€em PDA in ustrezno koncentracijo eteri¢nega olja. Plos¢e smo
oblepili s parafilmom, zavili v aluminijasto folijo in inkubirali 7 dni v temi pri sobni
temperaturi.

Dolocanje protiglivne aktivnosti etericnih olj

Po inkubaciji smo izmerili premer micelija posamezne glive na treh razli¢nih tockah.
Tako smo kot premer micelija prikazali povprecje treh meritev. Za dolocitev
obcutljivosti glive na doloCeno eteri¢no olje zlate rozge smo izracunali inhibicijo rasti
glive preko spodnje enacbe, kjer je PK premer micelija kontrole in PT premer micelija,
tretiranega z eteri¢nim oljem.

Inibicija rasti glive (%) = 27T

— % 100 .. (1)

Zaradi izredno majhnih Koli¢in eteri¢nih olj smo poskus opravili le enkrat.

3.3.3 Dolocanje vpliva eteri¢nih olj na razvoj glivnih okuzb in kalitev zrn pSenice

Tretiranje zrn psenice

V poskusu smo nesterilizirana zrna psenice (Vila Natura) tretirali z 2 % eteri¢nimi olji
vrst zlate rozge. Za posamezni tretma smo pripravili dve seriji po 50 zrn, ki smo jih
sterilno prenesli v Petrijeve plos¢e (2r = 55 mm). V casi smo pripravili 10 % raztopino
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DMSO (Sigma, ZDA) iz 5 mL DMSO in 45 mL destilirane vode. Po 4 mL pripravljene
raztopine 10 % DMSO smo odpipetirali v plo§¢o z zrni in na koncu dodali $e 80 puL
eteri¢nega olja. Kontrolno skupino so predstavljala zrna psenice, tretirana le z 10 %
raztopino DMSO. Vse petrijevke smo zaprli s parafilmom in jih za 24 h polozili na
stresalnik (Gerhardt Laboshake RO5) na 50 obratov na minuto. V tem ¢asu so zrna
imbibirala, poleg tega pa je njihova povrsina postala svetleCa zaradi oprijema eteri¢énega
olja.

Priprava trdega gojis¢a PDA

Za nadaljevanje poskusa smo potrebovali Petrijeve plosce z 2 % gojis¢em PDA. Za
dolocanje vpliva posameznega etericnega olja smo pripravili dve 500 mL steklenici, v
kateri smo zatehtali po 5 g PDA in ga raztopili v 250 mL destilirane vode. Steklenice z
raztopino smo avtoklavirali in pustili, da se je gojiS¢e ohladilo do temperature priblizno
42 °C. Nato smo gojisée razlili v sterilne Petrijeve plos¢e (2r = 90 mm), v vsako
priblizno 20 mL. Plos¢e smo do strditve gojis¢a pustili pri sobni temperaturi, nato pa jih
do uporabe shranili v hladilniku pri 4 °C.

Prenos zrn psenice na gojisce PDA

Zrna pSenice smo po 24 h namakanju v raztopini etericnega olja s pinceto prenesli na
sterilno gazo in jih osusili. Po 10 zrn smo s pinceto sterilno prenesli in razporedili na
plosco z gojis¢em PDA, tako da smo imeli za vsak tretma 10 plos¢. Plos¢e smo ovili s
parafilmom in aluminijasto folijo ter jih inkubirali 3 dni v temi pri sobni temperaturi.

Dolocanje protiglivnega delovanja etericnih olj in vpliva na kalitev zrn pSenice

Za dolocitev protiglivnega delovanja in vpliva eteri¢nih olj na kalitev sSmo dnevno
spremljali §tevilo okuzenih pSeni¢nih zrn z glivami in njihovo kalitev. Zrno smo
oznacili kot okuzeno v kolikor smo na njem s prostim o¢esom zaznali rast glivnega
micelija. Kot uspesno vzkaleno zrno smo oznadili tisto, pri katerem smo opazili prodor
korenicice iz osemenja. Po treh dneh smo poskus zakljuéili, saj so glivni miceliji zaradi
svoje velikosti ze dosegli sosednja zrna, obenem pa v treh dneh vzkalijo tudi vsa
viabilna zrna psenice.

25



Jankovec M. Bioloska aktivnost eteri¢nega olja zlate rozge (Solidago spp.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

3.4 STATISTICNA ANALIZA

Pridobljene podatke smo analizirali s pomocjo racunalniskih programov Microsoft
Excel in GraphPad Prism. Inhibicijo rasti glivnega micelija smo izra¢unali po enacbi 1,
pri ¢emer smo kot premer micelija kontrole in tretiranih ploS¢ uporabili povprecje treh
meritev. Rezultate testa protiglivne aktivnosti eteri¢nih olj na zrnih pSenice smo
analizirali z enosmernim testom ANOVA in Tukey's post-hoc testom. Kot statisti¢no
znacilne razlike $tejemo tiste rezultate, za katere je vrednost p < 0,05.
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4 REZULTATI

4.1 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE

Protibakterijsko aktivnost posameznega eteri¢nega olja zlate rozge smo dolo¢ili preko
vpliva na zaviranje rasti bakterijskih kultur. VV ta namen smo izmerili premere
inhibicijskih con. Velikost inhibicijske cone okoli diska z etericnim oljem je sorazmerna
z obcutljivostjo bakterijske kulture na testirano eteri¢no olje. Kot pozitivno kontrolo
smo uporabili 50 % eteri¢no olje vrste Thymus vulgaris, pri kateri smo izmerili velikost
cone inhibicije od 2,4 cm do 4,0 cm ter 50 % eteri¢no olje vrste Cinnamomum sp., pri
kateri so cone inhibicije merile od 1,8 cm do 2,8 cm. Omenjeni eteri¢ni olji smo redcili
s 96 % etanolom. Kot negativno kontrolo smo tako uporabili disk s 96 % etanolom, ki
pa ni deloval protibakterijsko.

V preliminarnih testih smo ugotovili, da etericna olja zlate rozge ne delujejo na po
Gramu negativne bakterije, zato smo v nadaljevanju uporabili le obcutljivejse po Gramu
pozitivne seve.

Preglednica 3 prikazuje rezultate testa protibakterijske aktivnosti 100 % eteri¢nih olj
razli¢nih vrst zlate rozge. Vseh Sest testiranih eteri¢nih olj je v primerjavi z delovanjem
komercialno dostopnih eteri¢nih olj vrst S. canadensis in S. puberula delovalo moc¢neje.
Eteri¢na olja, ki smo jih pridobili iz rastlin, nabranih v Sloveniji, so uspe$no zavrla rast
vseh izbranih bakterijskih vrst in sevov. Glede na obcutljivost sevov si od najbolj
obcutljivega proti najmanj obcutljivemu sevu sledijo B. subtilis, Paenibacillus sp., S.
aureus (Z - MRSA), S. pseudintermedius, L. monocytogenes in S. aureus (H - MRSA).
Med komercialno pridobljenimi olji smo nekoliko vecjo protibakterijsko uéinkovitost
izmerili pri vrsti S. puberula, ki je delovalo proti vsem testiranim bakterijskim sevom.
Komercialno eteri¢no olje vrste S. canadensis je delovalo le proti vrstam B. subtilis,
Paenibacillus sp. in S. aureus (Z - MRSA).

Vidnejsih razlik v protibakterijskem delovanju med posameznimi vrstami eteri¢nih olj
zlatih rozg nismo opazili (Slika 7). Prav tako nismo opazili ve¢jih razlik v delovanju
etericnih olj listov in eteri¢nih olj cvetov. Test smo zaradi izredno majhnih koli¢in
etericnih olj opravili le enkrat, zato statisti¢na primerjava ni bila mogoca.
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Preglednica 3: Protibakterijska aktivnost 100 % eteri¢nih olj (EO) vrst zlate rozge proti izbranim
bakterijskim vrstam.

Premer inhibicijske cone (cm)**

EO EO EO EO EO
Bakterija S.canadensis  S. gigantea S.virgaurea S. canadensis* S. puberula*

listi cvetovi listi cvetovi listi  cvetovi

B. subtilis 1,4 1,2 1,4 1,1 1,2 1,0 0,7 0,9
L. monocytogenes 1,0 0,9 0,9 0,9 0,9 0,8 / 0,8
Paenibacillus sp. 1,2 1,1 0,8 0,7 0,8 0,7 0,7 0,7
S.

. . 0,9 0,9 0,8 0,9 1,0 0,9 / 0,9
pseudintermedius
S. aureus
(H - MRSA) 0,8 0,8 0,8 0,8 1,0 0,8 / 0,8
S. aureus
(Z - MRSA) 0,9 0,8 0,8 0,8 0,9 0,8 0,7 0,7

Oznake: * - komercialno dostopni eteri¢ni olji, pridobljeni iz celotnih poganjkov
** - premer diska = 0,6 cm

[ - ni aktivnosti
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Slika 7: Inhibicijske cone rasti nekaterih bakterijskih vrst okoli diskov z razli¢nimi eteri¢nimi olji (EO).
Oznake: A - B. subtilis, B - S. pseudintermedius, C - S. aureus (H - MRSA), 1 - EO T. vulgaris, 3—EO S.
puberula (komercialen), 4 — EO S. canadensis (komercialen), 5 — EO S. canadensis (listi), 6 — EO
Cinnamomum sp., 7 — EO S. canadensis (cvetovi), 8 — EO S. gigantea (listi), 9 — EO S. gigantea
(cvetovi), 10 - EO S. virgaurea (listi), 11 - EO S. virgaurea (cvetovi).
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4.2 PROTIGLIVNA AKTIVNOST ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE

Protiglivno aktivnost posameznega cteri¢nega olja vrst Solidago smo dolo¢ili preko
njihovega vpliva na rast glivnega micelija. Velikost glivne kulture je obratnosorazmerna
z njeno obcutljivostjo na testirano etericno olje. Test smo opravili pri treh razlicnih
koncentracijah eteri¢nih olj; 0,1 %, 0,05 % in 0,01 %. Kot negativno kontrolo smo
uporabili glive, ki so uspevale na agarju brez dodanega eteri¢nega olja. Ucinkovitost
eteri¢nih olj smo dolo¢ili preko inhibicije rasti tretirane glive v primerjavi s kontrolo.

Preglednica 4 prikazuje rezultate protiglivnega delovanja eteri¢nih olj razli¢nih vrst
zlate rozge. Vsa testirana eteri¢na olja so zavirala rast glivnega micelija pri vseh
cvetov S. canadensis in S. virgaurea. Najvecjo obcutljivost na delovanje eteri¢nih olj
smo opazili pri vrstah F. poae in E. nigrum, najmanjSo pa pri A. alternata in A. flavus.
Ob visanju koncentracije eteri¢nih olj v agarju smo zaznali trend upadanja rasti glive
zato sklepamo, da je delovanje eteri¢nih olj koncentracijsko odvisno.

Opaznejsih razlik v protiglivnem delovanju etericnih olj med posameznimi vrstami
zlatih rozg nismo opazili. Najvisjo stopnjo zaviranja rasti gliv so pokazala eteri¢na olja
vrst S. gigantea in S. virgaurea. Prav tako nismo zaznali o€itnej$ih razlik v protiglivnem
delovanju eteri¢nih olj iz listov in cvetov (Slika 8).

Tekom testiranja protiglivne aktivnosti smo opazili spremembe v obarvanosti micelija
glive A. flavus. Te so se pojavile ne glede na vrsto eteri¢nega olja in prav tako pri vseh
koncentracijah. Visje koncentracije eteri¢nih olj so na barvo micelija vplivale izraziteje
(Slika 9).
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Preglednica 4: Protiglivna u¢inkovitost eteri¢nih olj (EO) vrst zlate rozge proti izbranim glivnim vrstam.

Inhibicija rasti glivnega micelija (%)

EO S. canadensis

EO S. gigantea

EO S. virgaurea

Gliva
Konc. EO listi cvetovi listi cvetovi listi cvetovi
0,1% 39,1 39,1 48,6 50,0 55,8 38,4
A. alternata 0,05 % 311 28,9 42,2 40,0 40,0 28,9
0,01 % 13,0 -33,0 20,0 20,0 18,0 0,0
0,1% 39,8 66,1 69,9 77,4 78,5 53,8
A. infectoria 0,05 % 52,2 34,3 64,2 64,2 59,7 63,4
0,01 % 23,0 23,0 34,0 24,0 22,0 18,0
0,1% 45,3 35,5 49,2 47,2 59,6 47,9
A. flavus 0,05 % 21,6 19,6 41,2 43,1 49,0 28,9
0,01 % 8,0 3,0 8,0 3,0 50 10,0
0,1% 68,3 66,6 74,2 67,7 76,0 68,3
E. nigrum 0,05 % 59,6 43,9 64,9 68,4 63,2 52,6
0,01 % 17,0 3,0 63,0 56,0 49,0 14,0
0,1% 56,7 57,9 64,6 58,4 74,2 55,6
F. poae 0,05 % 54,4 50,9 59,6 59,6 68,4 49,1
0,01 % 48,0 40,0 44,0 41,0 51,0 49,0
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Slika 8: Protiglivno delovanje eteri¢nih olj (0,1 %) listov in cvetov vrst zlate rozge proti izbranim glivnim
vrstam. Leva plosca na posamezni sliki predstavlja kontrolo, desna plosca pa glive, tretirane z razlicnimi
eteri¢nimi olji (EO). Oznake: SCL — EO S. canadensis (listi), SCC — EO S. canadensis (cvetovi), SGL —
EO S. gigantea (listi), SGC — EO S. gigantea (cvetovi), SVC — EO S. virgaurea (listi), SVC — EO S.
virgaurea (cvetovi).
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Slika 9: Spremembe v obarvanosti in velikosti micelija glive A. flavus ob prisotnosti razli¢nih
koncentracij eteri¢nega olja iz cvetov S. canadensis.
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43 VPLIV ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE NA RAZVOJ GLIVNIH
OKUZB IN KALITEV ZRN PSENICE

Protiglivno delovanje etericnih olj smo dolocali tudi preko spremljanja protiglivne
aktivnosti eteri¢nih olj vrst Solidago na nesteriliziranih zrnih pSenice. Zrna smo tretirali
z 2 % eteri¢nimi olji, red¢enimi v 10% DMSO in belezili Stevilo zrn, okuzenih z
glivami ter stevilo vzkalenih zrn (Slika 12). Kot negativho kontrolo smo uporabili
netretirana zrna, ki so bila v ¢asu imbibicije namoc¢ena v 10 % razstopini DMSO.

Slika 10 prikazuje delez zrn, na katerih smo zaznali eno ali ve¢ glivnih okuzb. Njihovo
pojavljanje smo spremljali dnevno. Meritve smo zakljudili tretji dan, saj so se glivni
miceliji razrasli do sosednjih zrn. Prve okuzbe smo s prostim ofesom zaznali drugi dan
po tretiranju z eteri¢nimi olji. Tretji dan meritev je bil delez tretiranih zrn z glivnimi
okuzbami statisticno znacilno manjsi od kontrole pri vseh eteri¢nih oljih.
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Slika 10: Delez okuzenih zrn z glivami 1., 2. in 3. dan po tretiranju z 2 % eteri¢nimi olji (EO). Oznake: K
— kontrola, SCL — EO S. canadensis (listi), SGL — EO S. gigantea (listi), SVL — EO S. virgaurea (listi),
SCC - EO S. canadensis (cvetovi), SGC — EO S. gigantea (cvetovi), SVC — EO S. virgaurea (cvetovi).
Oznake: zvezdice ponazarjajo statisticno znacilne razlike na podlagi Tukey-jevega testa primerjave med
kontrolo in posameznim tretmajem eteri¢nega olja 2. in 3. dan tretiranja (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001). ns, razlika ni statisti¢no znacilna (p>0,05).
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Statisticno znacilne razlike 3. dan po tretiranju smo zabeleZili le med eteri¢nim oljem
listov S. virgaurea in tremi razlicnimi eteri¢nimi olji - listov S. gigantea in obema
etericnema oljema vrste S. canadensis. Primerjava delovanja med preostalimi eteri¢nimi
olji ni pokazala razlik.

Slika 11 prikazuje delez vzkalenih pSeni¢nih zrn, Ki so bila tretirana z razli¢nimi
eteri¢nimi olji. Vecina zrn je vzkalila prvi dan po tretiranju. Testirana eteri¢na olja so se
izkazala kot ucinkoviti zaviralci kalitve. Statistino znacilne razlike na 2. in 3. dan po
tretiranju so v primerjavi s kontrolno skupino opazne pri vseh oljih z izjemo eteri¢nega
olja iz listov S. canadensis.

100 - o s

90 -

70 - ns
.

-~ .
40 -
30 -
20 -
10 -

Kalivost [ % ]

K SCL SGL SVL SCC SGC SvC
Eteriéno olje

1. dan m 2. dan m 3. dan

Slika 11: Delez kalitve pseni¢nih zrn 1., 2. in 3. dan po tretiranju z 2 % eteri¢nimi olji. Oznake: K —
kontrola, SCL — EO S. canadensis (listi), SGL — EO S. gigantea (listi), SVL — EO S. virgaurea (listi),
SCC - EO S. canadensis (cvetovi), SGC — EO S. gigantea (cvetovi), SVC — EO S. virgaurea (cvetovi).
Oznake: zvezdice ponazarjajo statisticno znacilne razlike na podlagi Tukey-jevega testa primerjave med
kontrolo in posameznim tretmajem etericnega olja 2. in 3. dan tretiranja (*, p<0,05; **, p<0,01; ***,
p<0,001). ns, razlika ni statisti¢no zna¢ilna (p>0,05).
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Slika 12: Ugotavljanje protiglivnega potenciala eteri¢nih olj zlatih rozg pri zrnih p$enice. Po treh dneh
inkubacije lahko s prostim ofesom zaznamo glivne okuzbe in razvoj kalic. Oznake: SCL — EO S.
canadensis (listi), SCC — EO S. canadensis (cvetovi), SGL — EO S. gigantea (listi), SGC — EO S.
gigantea (cvetovi), SVL — EO S. virgaurea (listi), SVC — EO S. virgaurea (cvetovi).
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5 RAZPRAVA

Raziskovanje bioloske aktivnosti eteri¢nih olj je izredno tezavno, saj je sestava in s tem
povezano delovanje odvisno od Stevilnih dejavnikov kot so rastni pogoji rastline, Cas
zetve, nacin ekstrakcije in individualni kemotip etericnega olja (Lang in Buchbauer,
2011; Fathi in Sefidkon, 2012).

Za pomo¢ pri razumevanju delovanja posameznega preucevanega etericnega olja SO
sodelavci identificirali med 49 in 70 razli¢nih sestavin, ki predstavljajo med 68,0 - 92,1
% vseh prisotnih spojin. V eteri¢nih oljih listov in cvetov iste vrste zlate rozge je nabor
identificiranih spojin ve¢inoma enak, razlike je mo¢ opaziti le v delezu spojin (Radoni¢,
2014).

5.1 PROTIBAKTERIJSKA AKTIVNOST ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE

Okvirno oceno bioloske aktivnosti preucevanih eteri¢nih olj rodu Solidago smo v
preliminarnih testih opravili s komercialno pridobljenima eteri¢cnema oljema vrste S.
canadensis in S. puberula na po Gramu negativnih bakterijskih vrstah Salmonella
enterica, Escherichia coli in Klebsiella pneumoniae. V splosnem velja, da moc¢nejsa
eteri¢na olja, ki zavrejo rast po Gramu negativnih bakterijskih vrst, praviloma zavrejo
tudi rast po Gramu pozitivnih bakterij. Trditev so z raziskavami eteri¢nih olj vrst rodu
Solidago podprli Mishra in sod. (2010) ter Morel in sod. (2006).

V nasi raziskavi omenjeni eteri¢ni olji nista delovali na po Gramu negativne bakterije,
zato smo v nadaljnih preliminarnih testih uporabili le po Gramu pozitivne bakterijske
vrste. O podobnem delovanju etericnega olja listov S. canadensis le na po Gramu
pozitivne bakterije porocajo tudi Mishra in sod. (2011). Eteri¢na olja so uinkovitejSa
proti po Gramu pozitivnim bakterijskim vrstam, saj odsotnost zunanje membrane oljem
omogoc¢a neposredne posSkodbe plazemske membrane in s tem vecjo protibakterijsko
aktivnost (Sandri in sod., 2007; Lang in Buchbauer, 2011). Zaradi majhnega volumna
nekomercialnih eteri¢nih olj iz divje rasto¢ih zlatih rozg smo za teste izbrali le Sest
najbolj obcutljivih wvrst: B. subtilis, L. monocytogenes, Paenibacillus sp., S.
pseudintermedius in dva razli¢na seva vrste S. aureus.

Eteri¢na olja listov in cvetov vseh treh vrst zlate rozge, S. canadensis, S. gigantea in S.
virgaurea, so pokazala protibakterijsko aktivnost proti vsem izbranim po Gramu
pozitivnim bakterijskim vrstam (Preglednica 3). V povpre¢ju so bile najvecje
inhibicijske cone opazene pri vrsti B. subtilis, najmanjse pa pri obeh sevih vrste S.
aureus (Slika 7, A in C). Podoben vzorec obcutljivosti obeh bakterijskih vrst na eteri¢no
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olje vrste S. canadensis in Zornia diphylla so v svojih raziskavah opisali tudi
Arunkumar in sod. (2014) ter Mishra in sod. (2010).

Najveéjo biolosko aktivnost smo glede na raziskavo, ki sta jo opravili AnZlovar in
Dolenc Koce (2014), pricakovali pri vrsti S. gigantea. Nasa sklepanja so se izkazala za
napacna, saj rezultati niso pokazali izrazitejSih razlik v protibakterijskem delovanju
eteri¢nih olj razli¢nih vrst zlatih rozg (Preglednica 3). Prav tako smo predvidevali, da
bodo vecjo protibakterijsko aktivnost imela predvsem eteri¢na olja cvetov. Opazili smo
ravno nasprotno, saj je bila rast bakterij nekoliko mo¢neje zavrta pri delovanju eteri¢nih
olj listov. Zaradi majhnega Stevila meritev o dejanskih razlikah v u¢inkovitosti eteri¢nih
olj listov in cvetov ne moremo sklepati z gotovostjo.

Protibakterijska aktivnost komercialno dostopnega eteri¢nega olja S. canadensis je bila
V primerjavi z naSima eteri¢nima oljema vrste S. canadensis Sibkejsa (Preglednica 3).
Komercialno eteri¢no olje S. canadensis je rast bakterijskih kultur zavrlo le pri polovici
testiranih sevov, tj. B. subtilis, Paenibacillus sp. in S. aureus (Z - MRSA). Prav tako
smo opazili, da so bile inhibicijske cone vidno manjse kot pri delovanju nekomercialnih
eteri¢nih olj. Komercialno eteri¢no olje vrste S. puberula je zavrlo rast vseh bakterijskih
sevov, velikosti inhibicijskih con pa so bile nekoliko vecje kot pri komercialnem olju
vrste S. canadensis.

Moznih razlogov za slabse delovanje komercialno dostopnih eteri¢ih olj je zagotovo
ve¢. Na protibakterijsko delovanje posameznega eterinega olja vpliva predvsem
sestava eteriCnega olja, ki pa se spreminja z rastiS¢em, rastnimi razmerami in ¢asom
zetve (Lang in Buchbauer, 2011). V pomo¢ pri razlagi razliénega delovanja bi lahko
bila Ze primerjava kemijske sestave komercialnih etericnih olj s sestavo pri nas
pridobljenih eteri¢nih olj.

V in vitro poskusih so se testirana eteri¢na olja zlate rozge izkazala kot ucinkovito
protibakterijsko sredstvo. Uporabljene bakterijske vrste B. subtilis, L. monocytogenes,
Paenibacillus sp., S. pseudintermedius in S. aureus se pojavljajo v zelo raznolikih
okoljih in lahko povzroc¢ijo okuzbe tudi pri ljudeh. McMahon in sod. (2008) opozarjajo,
da se bakterijske odpornosti razvijajo tudi proti etericnim oljem, ko so ta uporabljena v
prenizkih koncentracijah. Kljuénega pomena bi tako bila dolocitev minimalnih
inhibitornih koncentracij. Zaradi izredno majhnih koli¢in pridobljenih eteri¢nih olj
zlatih rozg, minimalne inhibitorne koncentracije posameznega olja nismo dolo¢ili.

Iz rezultatov lahko domnevamo, da vrstno specifi¢no locevanje rastlinskega materiala in
lo¢evanje na posamezne rastlinske dele za izdelavo eteri¢nih olj zlate rozge ni smiselno.
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Taksno delo je casovno potratno, obenem pa zahteva dobro razlikovanje med vrstami. V
nasem primeru bi za izdelavo eteri¢nega olja lahko uporabili kar celotne poganjke vseh
treh vrst, saj imajo podobno tako sestavo (Radoni¢, 2014) kot protibakterijsko aktivnost,
kar je Se posebej uporabno za vrsti S. canadensis in S. gigantea, ki rasteta v velikih in
gostih sestojih. Protibakterijsko delovanje eteri¢nih olj zlate rozge bi lahko izkoristili
samostojno ali pa v kombinaciji z drugimi etericnimi olji oziroma sinteticno
pridobljenimi aktivnimi snovmi, kot predlagata Lang in Buchbauer (2011). Razli¢ne
ucinkovine lahko delujejo sinergisti¢no, zato lahko z razli¢nimi kombinacijami dobimo
mocnejsi protibakterijski ucinek in $irsi spekter delovanja (Mahboubi in Bidgoli, 2010;
Roller in sod., 2009). Glede na spekter pojavljanja testiranih bakterijskih vrst bi lahko
etericna olja zlate rozge potencialno uporabljali tako v medicini kot tudi Zzivilski
industriji.

V medicini bi eteri¢na olja zlate rozge lahko predstavljala potencialno naravno sredstvo
za dezinfekcijo vode in zraka, prepreCevanje nastanka biofilmov na medicinskih
napravah, kot dodatek kremam, gelom in milom za nego obolenih predelov koze vendar
pa so v ta namen potrebne $e temeljite raziskave (Buchbauer 2010; Lang in Buchbauer,
2011). Za boljse protibakterijsko delovanje Lang in Buchbauer (2011) predlagata
predvsem kombinacijo eteri¢nih olj s sinteticnimi antibiotiki. Sinergisticno delovanje
zdravila in eteri¢nega olja lahko zniza koncentracijo sinteti¢nih snovi in s tem omili
stranske ucinke zdravila.

Potencial izkori$¢anja eteri¢nih olj zlate rozge v namen konzerviranja zivil je gotovo
mozen, vendar bi bile zato potrebne dodatne raziskave. Za doseganje enakega
protibakterijskega delovanja na zivilih kot v in vitro testih so obic¢ajno potrebne precej
visje koncentracije eterinega olja (Burt, 2004). Etericna olja so lahko odli¢no
nadomestilo umetnim sinteticnim konzervansom, ki se dodajajo zivilom ob
skladis¢enju, predvsem sadju, zelenjavi in mesu (Solgi in Ghorbanpour, 2014). Lang in
Buchbauer (2011) priporocata kombinacijo razlicnih metod konzerviranja, saj s tem
lahko omilimo spremembe v okusu zaradi dodatka eteri¢nih olj, obenem pa zmanj$amo
koli¢nino sinteti¢nih konzervansov. Eteri¢na olja poskrbijo za upocasnitev oziroma
zavrtje rasti Skodljivih mikroorganizmov, zmanjsajo dehidracijo in s tem poskrbijo tudi
za vecjo socnost zivil (Solgi in Ghorbanpour, 2014). V splosnem je protibakterijsko
delovanje eteri¢nih olj ucinkovitejSe pri nizjih temperaturah, nizjemu pH, manjsi
vsebnosti mascob in vecji slanosti (Calo in sod., 2015).

39



Jankovec M. Bioloska aktivnost eteri¢nega olja zlate rozge (Solidago spp.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

5.2 PROTIGLIVNA AKTIVNOST ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE

Protiglivno aktivnost eteri¢nih olj smo testirali na glivnih vrstah, ki so bile predhodno
izolirane iz kaleCih zrn pSenice in so prepoznane kot potencialne povzroditeljice
njihovega kvarjenja (Anzlovar in sod., v tisku). Vrste zasedajo razli¢ne ekoloske nise,
saj se pojavljajo kot endofiti, saprofiti ali kot patogene glive v/na pseni¢nih zrnih. V
poskusih smo uporabili vrste Alternaria alternata (endofit/saprofit), Alternaria
infectoria  (endofit/saprofit), Epicoccum nigrum (saprofit), Aspergillus flavus
(saprofit/patogen) in Fusarium poae (patogen).

Vsa eteri¢na olja so pri vseh testiranih koncentracijah zavirala rast glivnih micelijev z
canadensis in S. virgaurea (Preglednica 4). Opazili smo, da je tekom testiranj kontrola
vrste A. alternata iz tedna v teden slabse uspevala. MozZen razlog za slabso rast glive je
lahko gojisc¢e s premalo hranil. Za gotovo potrditev neucinkovitosti eteri¢nega olja
cvetov S. canadensis proti glivi A. alternata bi morali teste ponoviti.

Eteri¢na olja so tudi povzrocila spremembe v obarvanosti micelija glive A. flavus (Slika
9). Micelij kontrole, ki je uspeval na 2 % gojis¢u PDA brez dodanih eteri¢nih olj, je bil
obarvan zeleno. Glive, ki smo jih tretirali z eteri¢nimi olji so barvo spremenile v
Glede na raziskavo, ki so jo opravili Yigit in sod. (2000) predvidevamo, da izguba
pigmentacije glivnega micelja lahko kaze na upad virulentnosti patogena. O samih
morfoloskih spremembah glivnih hif vrste Botrytis cinerea so v raziskavi z etericnim
oljem rjavkaste zametnice (Tagetes patula) porocali ze Romagnoli in sod. (2005).
Kasneje so o razbarvanju konidijev gliv porocali tudi Yahyazadeh in sod. (2008), ki so
zaznali morfoloske spremembe hif pri glivi Penicillium digitatum po tretiranju z
eteriénima oljema materine duSice (Thymus vulgaris) in diSeCega klinevca (Eugenia
caryophyllata). Spremembe na hifah glive Aspergillus niger po tretiranju z etericnem
oljem prave kamilice (Matricaria chamomilla) so opisali tudi Tolouee in sod. (2010).

O koncentracijsko odvisni protiglivni u¢inkovitosti eteri¢nih olj poroc¢ajo Stevilni avtorji
(AnZlovar in sod., 2014a; Gandomi in sod., 2009; Kocevski in sod., 2013; Romagnoli in
sod., 2005; Vitoratos in sod., 2013). Enak ucinek smo opazili tudi pri delovanju
eteri¢nih olj zlate rozge, saj se je z viSanjem koncentracije kazal trend upadanja rasti
glive. Tako je odstotek zavrte rasti praviloma vecji pri vi§ji koncentraciji eteri¢nih ol]
(Preglednica 4).

40



Jankovec M. Bioloska aktivnost eteri¢nega olja zlate rozge (Solidago spp.).
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij strukturne in funkcionalne biologije, 2016

V raziskavi nismo zaznali izrazite protiglivne ucinkovitosti eteri¢nega olja ene od vrst
zlate rozge (Preglednica 4). Najvisjo stopnjo zaviranja rasti smo glede na rezultate
predhodne raziskave, Ki sta jo opravili Anzlovar in Dolenc Koce (2014) pricakovali pri
invazivnih vrstah S. canadensis in S. gigantea, vendar sta rast gliv najmoc¢neje zavrli
eteri¢ni olji vrst S. gigantea in S. virgaurea. Pri najvis§ji koncentraciji 0,1 % je proti
vsem testiranim glivnim vrstam najucinkoviteje delovalo eteri¢no olje listov S.
virgaurea. Ta trend se pri ostalih dveh koncentracijah ni izrazil, saj so najvecje
inhibicije rasti porazdeljene med eteri¢nimi olji listov in cvetov vrst S. gigantea in S.
virgaurea. Podobno protiglivno delovanje preucevanih eteri¢nih olj se tudi tokrat ujema

z njihovo podobno kemijsko sestavo (Radonié, 2014).

V primerjavi protiglivnega delovanja eteri¢nih olj listov in cvetov ocitnejsih razlik
nismo zaznali (Preglednica 4). Pri koncentraciji 0,1 % opazimo, da eteri¢na olja listov in
cvetov vrst S. canadensis in S. gigantea na rast posamezne glive vplivajo razli¢no
uc¢inkovito. O raznolikem vplivu organskih izvleckov oziroma eteri¢nih olj zlate rozge
na razlicne vrste gliv porocajo tudi Anzlovar in Dolenc Koce (2014), Mishra in sod.
(2010) in Mishra in sod. (2011). Pri vrsti S. virgaurea je rast vseh vrst gliv najbolj
ucinkovito zavrlo eteri¢no olje iz listov. V testu z 0,05 % eteri¢nimi olji opazimo, da je
etericno olje listov vrste S. canadensis uspesneje zaviralo rast gliv kot eteri¢no olje
cvetov iste vrste. U¢inkovitost eteri¢nih olj listov in cvetov S. gigantea in S. virgaurea
je razli¢na glede na vrsto glive. Mishra in sod. (2010) so pri raziskovanju protiglivnega
delovanja 0,1 % eteri¢nega olja korenin S. canadensis opazili protiglivno delovanje
proti vrstam Aspergillus niger in Candida albicans. Medtem pri preucevanju 0,1 %
etericnega olja listov S. canadensis niso zaznali protiglivnega delovanja proti
omenjenima glivama (Mishra in sod., 2011).

Etericna olja zlate rozge SO se Vv in vitro testih izkazala kot ucinkovito sredstvo S
protiglivnim delovanjem. Z vse ve¢jim neodobravanjem sinteti¢nih konzervansov zaradi
nezazelenih u¢inkov na zivali in ljudi, naras¢a povpraSevanje predvsem po naravnih
sredstvih, ki bi preprecila kvarjenje in potencialne teZave z mikotoksini v Zivilih (Kedia
in sod., 2014). Uspesno zaviranje rasti glivnih vrst s strani eteri¢nih olj zlate rozge, kaze
na velik potencial uporabe tovrstnih olj kot naravnih konzervansov predvsem pri
skladis¢enju sadja, zelenjave in Zit, kot so predlagali ze Willis in Saidman (2013), Kedia
in sod. (2014), Solgi in Ghorbanpour (2014) ter Calo in sod. (2015). Okuzbe s
testiranimi vrstami predstavljajo veliko tezavo predvsem pri skladis¢enju zitaric in
stro¢nic, saj te povzrocajo ogromne ekonomske izgube pridelovalcem na racun
propadanja in zmanjs$anja kalivosti obenem pa zaradi izlo¢anja glivnih mikotoksinov v
zrna ogrozajo tudi zivljenja ljudi in zivali (Kedia in sod., 2014). Etericna olja zlate
rozge bi v namen protiglivnega delovanja na zivilih lahko izkoristili samostojno ali v
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kombinaciji z drugimi eteri¢nimi olji ali sinteti¢no pridobljenimi aktivnimi snovmi, kot
tudi predlagata tudi Lang in Buchbauer (2011), saj se s tem ucinkovitost lahko poveca.
Tezave s spremembami okusa zaradi dodatka eteri¢nih olj bi tudi v primeru protiglivne
zas¢ite zivil lahko zmanjsali predvsem s kombinacijo etericnega olja in sinteticnih
konzervansov. Seveda je za uporabo eteri¢nih olj v prehranski industriji potrebno
opraviti Se nadaljne raziskave. Gotovo bi bilo priporoc¢ljivo dolociti tudi minimalno
inhibitorno koncentracijo posameznega eteri¢nega olja, vendar zaradi omejenih koli¢in
olj tega nismo mogli izvesti.
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5.3 VPLIV ETERICNIH OLJ ZLATE ROZGE NA RAZVOJ GLIVNIH
OKUZB IN KALITEV ZRN PSENICE

Pozitivni rezultati protiglivne aktivnosti etericnih olj Solidago v testih, opravljenimi z
glivnimi kulturami, so nas spodbudili k raziskovanju moznosti uporabe eteri¢nih olj kot
fungicida oz. konzervansa za shranjevanje zrn po zetvi. Prisotnost in rast gliv na zrnih
zit povzroca velike izgube tako v kakovosti kot tudi koli¢ini pridelka, prav tako nekatere
glive z izlo¢anjem mikotoksinov lahko predstavljajo nevarnost za potrosnike (Nogueira
in sod., 2010; Kumar in sod., 2010). V ta namen smo dolo¢ili, kako posamezno eteri¢no
olje zavira rast gliv v/na zrnih psenice. Poleg spremljanja glivnih okuzb smo opazovali
tudi vpliv eteri¢nih olj na kalitev nesteriliziranih pseni¢nih zrn.

Glivne okuzbe so se na zrnih pojavile drugi dan po tretiranju (Slika 10). Zrna so kljub
glivnim okuzbam uspesno kalila, ve¢inoma Ze prvi dan opazovanja (Slika 11). Po treh
dneh nismo ve¢ opazili novo skalenih zrn, poleg tega pa so miceliji gliv iz sosednjih zrn
ze dosegli drug drugega, zato smo poskus zakljucili. Delez glivnih okuzb zrn, tretiranih
z eteri¢nimi olji, je bil zadnji dan poskusa statisticno znacilno manjsi od kontrolne
skupine (Slika 10), zato lahko potrdimo, da vsa testirana eteri¢na olja vrst Solidago
delujejo fungicidno na glive, prisotne v/na zrnih psenice.

Protiglivna aktivnost eteri¢nih olj zlatih rozg je bila ve¢inoma podobna, od ostalih je
odstopalo le eteri¢no olje iz listov S. virgaurea. Podobno protiglivno delovanje eteri¢nih
olj se ujema s podobno kemijsko sestavo eteri¢nih olj (Radonié, 2014).

Kot so Ze predhodno porocali Dudai in sod. (1993), Dudai in sod. (1999), Dudai in sod.,
(2000), Dudai in sod. (2004), Scrivanti in sod. (2003) ter Verdeguer in sod. (2009), se
eteri¢na olja pogosto izkazejo kot fitotoksi¢na, saj uc¢inkovito zavirajo kalitev rastlin. O
zaviranju kalitve izvlec¢kov vrste S. canadensis so porocali tudi Butcko in Jensen (2002)
ter Abhilasha in sod. (2008). V nasi raziskavi so eteri¢na olja zlate rozge v veliki meri
pokazala zaviralni vpliv na kalitev pSenice (Slika 11). Statisti¢no znacilne razlike v
primerjavi s kontrolno skupino so tretji dan meritev vidne pri vseh oljih z izjemo
eteri¢nega olja listov S. canadensis.

Iz rezultatov lahko sklepamo, da je eteri¢no olje listov vrste S. canadensis primerno za
tretiranje zrn pSenice, ki bi se kasneje uporabljala za sejanje. Predlagano eteri¢no olje bi
tako zascitilo pSeni¢na zrna z zmanjsanjem glivnih okuzb (Slika 10), obenem pa ne bi
vplivalo na zmanjsanje kalitve (Slika 11). Uporaba eteri¢nega olja listov kanadske zlate
rozge bi lahko zmanjSala uporabo sintetinéno pridelanih fungicidov pri pridelavi
pSenice. Podobno v raziskavah ucinkovitosti etericnega olja kumine (Cuminum
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cyminum) predlagajo tudi Kedia in sod. (2015). Z vidika varovanja narave pa to ni edini
pozitiven vidik, saj bi obsezno biomaso invazivne tujerodne vrste S. canadensis lahko
uporabili za izdelavo eteri¢nih olj. Z redno kosnjo bi tako omejevali vrsto in s tem
pripomogli k ohranjanju biotske pestrosti vrst (Strgulc Krajsek, 2008a).

Znana so ze porocanja o zaviranju kalitve in rasti gliv zaradi delovanja eteri¢nih olj v/na
zrnih pSenice (Anzlovar in sod., 2014b) in cicerike (Kedia in sod., 2014; Prakash in
sod., 2015). Eteri¢na olja listov S. canadensis ter listov in cvetov vrst S. gigantea in S.
virgaurea s svojim zaviralnim delovanjem na kalitev pSeni¢nih zrn in razvoj gliv prav
tako kazejo potencial za uporabo. Omenjena etericna olja bi lahko uporabili za
preprecevanje kvarjenja zrn pSenice, ki bi sluzila kot zivilo, saj sposobnost kalitve zrn
za prehrano ni potrebna oz. zazelena. Tekom skladiséenja zivil se pod ugodnimi pogoji
(visoka vlaznost in pH) razvijejo glivne okuzbe, zato v tem casu naraste potreba po
uporabi fungicidov (Kedia in sod., 2014). Pri nizjih koncentracijah bi eteri¢na olja
Sibkeje zavirala kalitev, zato bi bila lahko primerna tudi kot naravni konzervans za
shranjevanje zrn za sejanje. Ker bi se z niZjo koncentracijo uporabljenih eteri¢nih olj
zmanj$ala tudi ucinkovitost zaviranja glivnih okuzb, bi jih bilo smiselno kombinirati z
drugimi (npr. sinteteti¢énimi) kozervansi. Na ta na¢in bi lahko koristno uporabili vsa
etericna olja zlate rozge in s tem zmanjSali koli¢ino sinteticnih konzervansov, ki
obremenjujejo okolje in so manj zazeljeni pri potro$nikih.
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6

SKLEPI

V in vitro testih so vsa testirana eteri¢na olja zlate rozge ucinkovito delovala proti
izbranim bakterijskim in glivnim vrstam.

Ucinkovitost etericnih olj, pripravljenih iz listov in cvetov, je podobna.

V namen protibakterijskega delovanja bi lahko pripravili enotno eteri¢no olje iz
celotnih poganjkov vseh treh vrst.

Protiglivno delovanje eteri¢nih olj zlate rozge je koncentracijsko odvisno.

Eteri¢na olja zlate rozge izkazujejo dober potencial za uporabo v medicini, saj
preprecujejo rast nekaterih odpornih bakterijskih vrst.

Etericna olja zlate rozge imajo potencial za uporabo v zivilski industriji, saj
preprecujejo rast bakterij in gliv, ki se pojavljajo na zivilih.

Vsa testirana etericna olja bi lahko uporabljali kot naravni konzervans pri
skladis¢enju pSeni¢nih zrn, ki sluzijo za prehrano.

Za skladiscenje pSeni¢nih zrn za setev bi bilo najprimernejSe olje iz listov S.
canadensis.
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7 POVZETEK

V magistrskem delu smo raziskali biolosko aktivnost eteri¢nih olj, pridobljenih iz listov
in socvetij vseh treh vrst zlate rozge, ki uspevajo v Sloveniji; domorodne navadne zlate
rozge (S. virgaurea) ter invazivne tujerodne kanadske (S. canadensis) in orjaske zlate
rozge (S. gigantea) (Wraber, 2007).

Raziskovanje uporabnosti rastlinskih vrst je vse pogostejSe, saj so rastline kot
pomemben vir biolosko aktivnih u¢inkovin Se vedno dokaj neraziskane (Mahesh in
Satish, 2008). Ob dejstvu, da sta kar dve od skupno treh pri nas rastocih vrst zlatih rozg
invazivni, je ideja po izkoriS€anju njihove obsezne biomase vsekakor dobrodosla.
Pretekle raziskave o bioloSki aktivnosti izvleCkov zlate rozge in dejstvo, da rastlina ze
stoletja velja za zdravilno, so nas spodbudili k raziskovanju bioloske aktivnosti njihovih
etericnih olj. V delu smo se osredotocili na dolocanje protibakterijske in protiglivne
aktivnosti eteri¢nih olj zlatih rozg, ki smo jih pridobili iz razli¢nih rastlinskih organov.

Protibakterijsko aktivnost 100 % etericnih olj smo dolocili s prilagojeno difuzijsko
metodo na agarju pri po Gramu pozitivnih vrstah Bacillus subtilis, Listeria
monocytogenes, Paenibacillus sp., Staphylococcus pseudintermedius in Staphylococcus
aureus. Vsa testirana etericna olja so uspesno zavrla rast vseh izbranih bakterijskih
sevov. Glede na obcutljivost sevov si od najbolj obcutljivega proti najmanj
ob&utljivemu sevu sledijo B. subtilis, Paenibacillus sp., S. aureus (Z - MRSA), S.
pseudintermedius, L. monocytogenes in S. aureus (H - MRSA). Izrazitej$ih razlik v
protibakterijskem delovanju eteri¢nih olj razli¢nih vrst rodu Solidago nismo opazili.
Prav tako nismo zaznali razlik v delovanju eteri¢nih olj listov in cvetov. V preliminarni
raziskavi smo testirali tudi po Gramu negativne bakterijske vrste E. coli, K. pneumoniae
in S. enterica, vendar eteri¢na olja na njihovo rast niso vplivala.

Protiglivno aktivnost eteri¢nih olj zlatih rozg smo dolocili z dilucijsko metodo na agarju
pri vrstah Alternaria alternata, Alternaria infectoria, Aspergillus flavus, Epicoccum
nigrum in Fusarium poae. Rast glivnih micelijev vseh testiranih gliv je bila zavrta pri
koncentracijah 0,1 % in 0,05 % neodvisno od vrste etericnega olja. Protiglivno
delovanje eteri¢nih olj se je izkazalo za koncentracijsko odvisno. Pomembnih razlik v
delovanju eteri¢nih olj posamezne vrste zlate rozge tudi tokrat nismo opazili. Prav tako
ni bilo razlik v delovanju eteri¢nih olj, ki so bila pripravljena iz listov in cvetov.

Fungicidno delovanje eteri¢nih olj in njihov vpliv na kalitev zrn psenice smo dolocili pri
nesteriliziranih zrnih, ki smo jih tretirali z 2 % eteri¢nimi olji zlatih rozg. Tretirana zrna
smo polozili na Petrijeve plosce z 2 % gojis¢em PDA in 3 dni spremljali razvoj glivnih
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okuzb in kalitev. Ugotovili smo, da je Stevilo okuzb na tretiranih zrnih statisticno
znaCilno manjSe glede na netretirana zrna, kar potrjuje protiglivno delovanje vseh
eteriénih olj zlatih rozg. Omenjena eteriéna olja delujejo podobno, razlike med
posameznimi olji smo zabelezili le med eteri¢nim oljem listov S. virgaurea in oljem
listov S. gigantea ter obema etericnema oljema vrste S. canadensis. V delovanju
preostalih eteri¢nih olj ni bilo zaznati statisticno znacilnih razlik. Vsa eteri¢na olja, z
izjemo olja iz listov vrste S. canadensis, so zavrla tudi kalitev pSeni¢nih zrn, zato
sklepamo, da bi bilo eteri¢no olje listov vrste S. canadensis primerno za tretiranje tistih
zrn pSenice, ki bi se kasneje uporabljala za sejanje, saj olje zas¢iti zrna pred glivnimi
okuzbami, obenem pa ne vpliva na njihovo kalivost. Prav vsa eteri¢na olja pa bi lahko
uporabili za prepreCevanje kvarjenja zrn pSenice, ki bi sluzila kot zivilo (npr. predelava
v moko), saj sposobnost kalitve zanje ni potrebna.

Rezultati nakazujejo na moznost uporabe eteri¢nih olj zlate rozge pri zaviranju rasti
proti antibiotikom odpornih bakterij, kot tudi proti bakterijam in glivam, ki se pojavljajo
na zivilih med shranjevanjem. Za zanesljivejSe rezultate bi morali poskuse izvesti v ve¢
neodvisnih ponovitvah in dolo¢iti minimalne inhibitorne koncentracije, kar pa ni bilo
mogoc¢e zaradi majhnih koli¢in eteriénih olj. Kljub temu eteri¢na olja zlatih rozg
izkazujejo potencial kot sredstvo v boju proti bakterijskim in glivnim okuZzbam, Ki
povzrocajo tezave na podro¢ju medicine in zivilske industrije. Uporaba eteri¢nih olj bi
lahko pripomogla k preprecevanju bakterijskih okuzb ljudi ter zmanjSala uporabo
sintetin¢no pridelanih fungicidov pri pridelavi pSenice in s tem pripomogla k manjSemu
obremenjevanju okolja. Obsezno biomaso invazivnih vrst S. canadensis in S. gigantea
bi lahko uporabili za izdelavo eteri¢nih olj in tako pripomogli k pocasnejsi razrasti
obseznih sestojev. Zlata rozga tako predstavlja obetajoce sredstvo tako v medicini kot
tudi zivilski industriji, saj bi s svojim Sirokim spektrom delovanja omogocila
zmanjSanje uporabe sinteti¢nih zdravil in konzervansov.
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PRILOGE

PRILOGA A

Kemijska sestava eteri¢nega olja listov in cvetov vrste S. canadensis

(prirejeno po: Radoni¢, 2014)

Spojine S. canadensis - list (%) S. canadensis - cvet (%)
n-Heksanal - 0,02
3-Metilpenta-1,3-dien-5-ol, (E) 0,13 -
Triciklen - 0,04
a-Tujen - 0,04
a-Pinen 2,72 33,11
Kamfen 0,50 0,73
Tuja-2,4(10)-dien 0,03 0,33
Sabinen izomer 1 0,04 0,41
Sabinen izomer 2 - 2,59
B-Pinen 0,72 -
Mircen 0,20 0,98
a-felandren - 0,09
p-Cimen 0,06 0,85
Limonen 2,79 21,47
Nonanal 0,02 -
B-Ocimen, (E) izomer 1 0,03 0,10
y-Terpinen - 0,06
Linalol - 0,10
Menta-2,8-dien-1-ol (trans-, para-) - 0,11
a- Kamfolenik aldekid 0,07 0,69
Sabinol (trans-) izomer 1 0,05 0,39
Verbenol (cis-) - 0,59
Sabinol (trans-) izomer 2 0,36 2,31
Pinokarvon 0,07 0,37
Terpinen-4-ol - 0,07
Mirtenal 0,10 0,74
Verbenon 0,06 0,58
Karvon 0,11 0,52
Bornil acetat 5,45 3,83
5-Elemen 0,24 -
a-Kubeben - 0,02
Ciklosativen 0,06 0,06
a-Kopaen 0,15 0,15
B-Burbonen 0,25 0,06
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B-Elemen 0,96 0,66
a-Gurjunen 2,86 0,76
Kariofilen, (E) 1,58 0,98
y-Elemen 0,17 0,08
a-Bergamoten (trans- ) 0,18 0,11
a-Guaien 0,10 0,03
a-Humulen 0,41 0,35
y-Gurjunen 1,50 0,30
y-Murolen izomer 1 0,24 -

Germakren D 0,04 10,36
y-Murolen izomer 2 48,68 -

B-Selinen 0,57 1,15
Biciklogermakren 1,81 0,54
a-Murolen 0,24 0,10
a-Bulnesen 0,62 0,39
y-Kadinen 0,10 0,08
d-Kadinen 0,42 0,26
Germakren B 1,12 0,92
Spatulenol 2,00 1,40
Kariofilen oksid 1,22 1,12
Salvial-4(14)-en-1-on - 0,19
Viridiflorol izomer 1 1,70 0,26
Viridiflorol izomer 2 1,46 0,27
Humulen epoksid 11 0,43 0,26
Kubenol <1,10-di-epi-> 0,22 -

Neofitadien 0,04 -

Fiton - 0,06

Fitol 0,05 -
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PRILOGA B

Kemijska sestava eteri¢nega olja listov in cvetov vrste S. gigantea

(prirejeno po: Radoni¢, 2014)

Spojine S. gigantea - list (%) S. gigantea - cvet (%)
n-Heksanal 0,04 0,02
Heks-(2E)-enal 0,43 -
4-Heksen-1-ol 0,08 -
1-Heksanol 0,08 -
n-Nonan - 0,04
Triciklen - 0,02
a-Tujen - 0,07
o-Pinen 1,76 7,55
Kamfen 0,48 0,46
Tuja-2,4(10)-dien 0,04 0,15
Sabinen izomer 1 0,04 0,37
B-Pinen 0,44 0,95
Mircen 0,57 0,65
a-Felandren 0,07 0,47
a-Terpinen - 0,07
p-Cimen 0,17 3,62
Limonen 0,77 0,97
B-Ocimene, (E) izomer 1 0,02 -
y-Terpinen - 0,14
Linalol - 0,19
Undekan - 0,04
Nonanal - 0,17
a-kamfolenik aldehid 0,09 0,35
Sabinol (trans-) izomer 1 0,06 0,21
Verbenol (cis-) - 0,24
Sabinol (trans-) izomer 2 0,18 0,76
Pinokarvon - 0,15
Terpinen-4-ol - 0,22
Cimen-8-ol (para-) - 0,11
Mirtenal 0,11 0,39
Dekanal - 0,42
Ciminaldehid - 0,07
Bornil acetat 9,05 4,07
Timol - 0,08
Undekanal - 0,09
5-Elemen 0,14 0,08
a-Kubeben 0,23 0,16
Ciklosativen - 0,13
a-Kopaen izomer 1 0,22 -
a-Kopaen izomer 2 0,35 -
a-Kopaen - 0,20
B-Burbonen 0,92 0,07
B-Elemen 0,76 0,46
n-Tetradekan 0,17 0,17
a-Gurjunen - 4,36
Kariofilen, (E) 1,30 2,68
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y-Elemen 0,42 0,20
a-Bergamoten 0,15 0,26
a-Guaien - 0,13
Guaia-6,9-dien 0,11 -

I1zogermakren D 0,07 -

a-Humulen 0,43 0,38
y-Gurjunen - 1,41
y-Murolen izomer 1 2,01 1,25
y-Murolen izomer 2 33,83 20,77
B-Selinen 0,82 1,19
a-Murolen 0,56 0,43
a-Bulnesen 0,18 0,25
y-Kadinen 1,34 0,84
3-Kadinen 2,25 1,48
B-Kadinen 0,10 0,10
a-Kadinen 0,09 0,08
a-Kalakoren 0,29 0,14
Germakren B 0,30 0,27
Spatulenol 2,42 2,33
Kariofilen oksid 1,15 1,93
Salvial-4(14)-en-1-on 1,89 1,96
Viridiflorol izomer 2 - 1,59
Humulen epoksid 11 0,46 0,64
Neofitadien 0,07 -

Fiton 0,04 0,34

Fitol 0,44 -
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PRILOGA C

Kemijska sestava eteri¢nega olja listov in cvetov vrste S. virgaurea

(prirejeno po: Radonié, 2014)

Spojine S. virgaurea - list (%) S. virgaurea - cvet (%)
n-Heksanal 0,08 0,09
Heks-(2E)-enal 0,28 0,03
4-Heksen-1-ol 0,09 -
1-Heksanol 0,03 -
n-Nonan - 0,05
Triciklen 0,02 0,04
a-Tujene - 0,04
o-Pinen 13,14 28,47
Kamfen 0,62 0,74
Tuja-2,4(10)-dien 0,22 0,23
Benzaldehid 0,09 0,17
Sabinen izomer 1 1,06 0,73
B-Pinen 2,68 4,58
Hept-5-en-2-on (6-metil-) 0,10 -
Mircen 2,28 5,05
o-Felandren - 0,05
6-Karen 0,05 0,22
Heptadienal (2,4-trans-,trans-) 0,02 -
p-Cimen 0,27 -
Limonen 2,77 3,60
B-Ocimen, (E) izomer 2 0,24 0,23
Fenilacetaldehid - 0,05
B-Ocimene, (E) izomer 1 0,30 0,27
y-Terpinen 0,12 0,15
Acetofenon 0,04 -
Terpinolen - 0,23
Linalol 0,19 0,30
Nonanal 0,07 0,23
a-Terpinen 0,04 0,08
Perilen 0,14 0,15
Heptadi-3,5-en-2-on (6-metil-) 0,07 -
Nona-1,3,7-trien (4,8-dimetill-, (E)) - 0,05
o- Kamfolenik aldehid 0,73 0,37
Sabinol (trans-) izomer 1 0,42 0,32
Verbenol (cis-) 0,52 0,36
Sabinol (trans-) izomer 2 2,01 1,22
Pinokarvon 0,37 0,28
Terpinen-4-ol 0,19 0,23
Mirtenal 1,02 0,71
Dodekan - 0,05
Verbenon 0,39 -
Karvon 0,18 0,07
Bornil acetat 1,53 1,21
Benzoat (izobutil-) - 0,02
5-Elemen 0,03

o-Kubeben 0,34 0,35
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Ciklosativen 0,09 0,07
a-Kopaen 1,01 0,93
B-Burbonen 0,17 -
B-Kubeben 4,09 2,98
a-Gurjunen - 0,08
a-Bergamoten (trans-) - 0,10
Kariofilen, (E) 3,02 4,33
y-Elemen 0,16 0,17
a-Bergamoten (trans-) - 0,07
Benzoat (izopentil-) 0,28 0,41
Kadina-3,5-dien - 0,08
a-Humulen 4,25 4,94
Kadina-1(6),4-dien 0,13 0,16
y-Murolen izomer 1 0,27 0,28
Germakren D 6,31 8,39
[B-Bergamoten (trans-) - 0,03
B-Selinen 0,14 0,17
B-Chamigren - 1,09
Viridifloren 1,16 -
a-Murolen 0,74 0,73
a-Farnezen, (E,E) - 0,15
a-Bulnesen 0,14 0,19
d-Kadinen 1,49 1,58
B-Seskvifelandren 0,20 0,94
B-Kadinen - 0,13
Germakren B 0,20 0,59
1,6,10-Dodekatrien-3-ol,3,7,11-trimetil, (E) 0,27 -
Benzoat, (32)-heksenil 0,32 0,36
Spatulenol 6,49 2,02
Kariofilen oksid 10,17 4,75
Salvial-4(14)-en-1-on 1,08 0,21
Humulene epoksid 11 6,66 3,12
Kubenol (1,10-di-epi-) - 0,17
Kadin-4-en-10-ol 0,81 0,49
Neofitadien 0,10

Fiton - 0,06




