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Cur moriatur homo, cui salvia crescit in horto

Zakaj umrl bi ¢lovek, Ce Zajbelj na vrtu ima?
Why should a man die, in whose garden Salvia is grown?

Johannes de Westfalia
Regimen sanitatis Salernitanum
(cca. 1480)
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Ovrednoteni sta bili dve naravni populaciji Zajblja (Salvia officinalis L.) iz
naravnih rastiS¢ na Petrinjskem Krasu. Ugotovljena je bila skladnost s
predpisi Evropske farmakopeje glede vsebnosti tujih primesi, vode, pepela,
etericnega olja in prisotnosti tujonov in 1,8-cineola. Vsebnost eteri¢nega olja
je dosegala koncentracijo 19,7 ml/kg oz. 22 ml/kg, pri Cemer je bila viSja
vsebnost eteriCnega olja v drogi po starosti starejSe populacije, ki je imela
tudi viSje vsebnosti tujih primesi, vode in pepela. Ugotovljena je bila
pozitivna korelacija med vsebnostjo vode in vsebnostjo etericnega olja v
drogi, pokazane pa so bile tudi razlike v sestavi ekstraktov in etericnega olja
posameznih rastlin. Rezultati imajo neposredno vrednost v smislu pokazane
ustreznosti za pridelavo in uporabo droge, predstavljajo pa tudi iztocnico za
nadaljnje raziskave in razmislek o moZnih izboljSavah predpisov za
vrednotenje kakovosti Zajblja.
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Two natural populations of sage (Salvia officinalis L.) from natural habitats in
Petrinjski Kras were evaluated. Compliance with European Pharmacopoeia
regarding the presence of foreign matter, water, ash and the presence of
thujones and 1,8-cineole in essential oil were shown. The mean content of
essential oil is reaching 19.7 ml/kg and 22 ml/kg, with a higher content of
essential oil obtained from the drug of the elderly population, which also had
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indicated suitability for production and use of drugs, and represent a starting
point for further research and consideration of possible improvements to
regulations for evaluating the quality of sage.
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1 UVOD
1.1 ZAJBELJ SKOZI ZGODOVINO

Zajbelj so visoko cenili Ze v antiki. Verjeli so, da pomaga proti kacjim pikom, varuje pred
zlimi duhovi in podaljSuje Zivljenje (Ceres, 1984; Galle-Toplak, 2002). Uporabljali so ga
Ze v Egiptu, za povecanje Zenske plodnosti (Schauenberg in Paris, 1990), prvi pa ga je v
Zgodovini rastlin opisal grski mislec in botanik Teofrast (Dweck, 2000).

Plinij starejSi v Naturalis historia (Clebsch, 2003) prvi zapiSe latinsko ime za to rastlino —
salvia, kot so jo poimenovali Rimljani. Ime izhaja iz glagola salvere, kar pomeni biti dobro,
dobrega zdravija. Isti izvor ima tudi rimski pozdrav — salve.

Plinij Zajblju pripisuje Stevilne lastnosti: ceni ga kot diuretik (pospeSevanje izlocanja seca),
hemostatik (zaustavljajanje krvavitev, predvsem s kr€enjem tkiva oz. Zil), tonik (krepcilo),
lokalni anestetik, sredstvo za pospeSevanje menstruacije, zdravilo proti kacjim pikom ter v
napitku s pelinom kot zdravilo za grizo (Dweck, 2000).

V zgodnjem srednjem veku, v casu karolinSkega imperija, so Zajbelj gojili na samostanskih,
grajskih in kmeckih vrtovih — Karel Veliki je v Capitulare de villis (kapitulariji oz. drZavne
odredbe) celo zaukazal gojenje Zajblja po vsem svojem cesarstvu (Galle-Toplak, 2002,
Dweck, 2000).

Po legendi je Zajbelj, poleg timijana, sivke in roZmarina, ena od glavnih sestavin 'Kisa
Stirih tatov', zeliSCne meSanice, ki naj bi varovala pred kugo. Legenda pravi, da naj bi jo
okoli 1630 leta ustvarili Stirje roparji iz Toulousa, ki so praznili domove Zrtev kuge po
njihovem pogrebu, pri Cemer pa sami niso zboleli; sCasoma so jih vendarle ujeli in obsodili
na smrt, vendar jim nato vrnili prostost v zameno za ¢udezno formulo za izdelavo tekocine,
s katero so se mazali da so se obvarovali pred kugo (Mager, 2008).

Tudi star pregovor, razsirjen tako v Angliji kot na celini (Clebsch, 2003), kaZe na pozitivne
vplive Zajblja, in sicer na Ziv¢ni sistem oziroma konkretno na paralizo: 'Zajbelj pomaga
Zivcem in z njegovo mogocno mocjo je paraliza ozdravljena in vrocina zbeZi' (prevod iz
anglescine po Clebsch, 2003). Domnevo nadaljuje tudi John Gerard (16. stol.), ko v svoji
Zgodovini rastlin govori o edinstvenem vplivu Zajblja na glavo in moZgane — da izostri Cute
in spomin, krepi moc¢ in vitalnost ter celo povrne zdravje ljudem s paralizo in jih reSi
tresavice (Dweck, 2000).

Po neki drugi anekdoti naj bi Zenske s podeZelja jemale Zajbelj s seboj v cerkev, ter si v
primeru, da bi postale zaspane, pomagale zbuditi se z ovohavanjem njegovih listov
(Dweck, 2000).

Do odkritja antibiotikov so Zajbelj pogosto uporabljali kot sestavino zeliScnih Cajev proti
tuberkolozi in za preprecevanje potenja (Baricevi¢ in Bartol, 2000). Danes je v Evropi v
zdravniSki praksi Zajbelj kot zdravilna ucinkovina na sploSno zapostavljen, Se vedno pa se
uporablja v ljudski medicini (Mager, 2008; Galle-Toplak, 2002; Dweck, 2000). Poleg tega
je, zaradi okusa in antioksidativnih ucinkov, Se vedno zelo priljubljen kot zacimba, pogosto
pa je tudi sestavina preparatov za nego zob kot so zobne paste, ustne vode itd. (Baricevic in
Bartol, 2000).



Progar, V. Vrednotenje kakovosti Zajblja (Salvia officinalis L.) iz naravnih rastisc. 2
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

1.2 NAMEN DELA IN DELOVNA HIPOTEZA

Namen dela je ovrednotiti kakovost posameznih naravnih populacij Zajblja z dveh lokacij v
Sloveniji (Petrinjski Kras). Kakovost populacij bomo vrednotili po predpisih, doloc¢enih s
strani Evropske farmakopeje in populaciji primerjali med seboj po rezultatih
farmakopejsko predpisanih analiz.

Delovna hipoteza je, da bo kakovost Zajblja iz naravnih rastiS¢ v skladu z merili kakovosti
po Evropski farmakopeji, med posameznima populacijama pa se bo kakovost razlikovala.
Predpostavljamo, da bo imela po starosti starejSa naravna populacije Zajblja v enaki fazi
razvoja manjSo vsebnost etericnega olja kot mlajSa populacija.

Rezultati bodo lahko uporabljeni pri nadaljnjem vrednotenju naravnih populacij Zajblja in
nacrtovanju strategij pridobivanja in uporabe Zajblja.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 VRSTE ZAJBLJA

2.1.1 Taksonomska in genotipska karakterizacija

Zajbelj (Salvia officinalis L.) spada v deblo semenk (Spermatophyta), poddeblo
kritosemenk (Magnoliophytina), razred dvokali¢nic (Magnoliopsidae), red ustnatiCevcev
(Lamiales), druZino ustnatic (Lamiaceae) in rod kadulj (Salvia) (Bisby in sod. 2010; Doljak
in sod., 2005).

Rod Salvia (kadulje) je s skoraj 1000 vrstami eden najobseZnejSih v kraljestvu rastlin;
njegovi predstavniki so najbolj razsirjeni v tropskih in subtropskih regijah — v Sredozemlju,
v jugo-zahodni Aziji, juzni Afriki in Ameriki (Radosavljevi¢ in sod. 2010, Maksimovic in
sod. 2007, Walker in sod. 2004, Hedge 1992). Vendar pa te razli¢ne vrste izkazujejo moc¢no
variabilnost v farmakoloSkih ucinkih (bioaktivnosti) (Baricevi¢ in Bartol, 2000). Precej
manijSe je Stevilo vrst, ki jih lahko najdemo na obmocju SirSega Sredozemlja, medtem ko jih
v srednji Evropi raste Se manj — po oceni iz leta 1972 (Hedge, 1972), le 36 vrst.

Skupina Salvia officinalis sestoji iz osem do deset vrst, ki rastejo na podrocjih Sredozemlja
in BliZznjega vzhoda, najznacilnejsi predstavniki te skupine pa so Salvia officinalis L.
(Zajbelj, navadni Zajbelj, vrtni Zajbelj, dalmatinski Zajbelj), S. fruticosa Mill. (grski Zajbelj,
znan tudi kot S. triloba L.) in S. tomentosa Mill (Putievsky in sod., 1990, Simon in sod.,
1984). Med njimi je najbolj reprezentativna in najbolj ekonomsko pomembna Salvia
officinalis L. (Putievsky in sod., 1990), ki se uporablja kot zdravilna rastlina z mnogimi
ugodnimi zdravilnimi ucinki. Ima najbolj prefinjeno in karakteristicno aromo, zaradi Cesar
sluzi kot standard za primerjavo z dugimi vrstami Zajblja (Radosavljevi¢ 2010; Clebsch,
2003; Baricevic in Bartol, 2000; Simonin sod., 1984).

Zajbelj (Salvia officinalis L.) naravno raste na obmocju severnega Sredozemlja in sicer kot
divja rastlina v apnencastih in kraskih pogorjih severne in osrednje Spanije, juzne Francije
in zahodnega dela Balkanskega polotoka (Hedge, 1972). Na njem so bile izvedene Stevilne
raziskave sestave hlapnih snovi (Maksimovic in sod., 2007, navaja 8 razlicnih virov).

Vseeno pa obstaja dosti nejasnosti glede taksonomije in variabilnoti S. officinalis (Reales in
sod., 2004). Genetska struktura populacij Zajblja odraZa medsebojni vpliv Stevilnih
procesov, med njimi fragmentacije habitata, izolacije populacij ter sprememb v njihovi
porazdelitvi, mutacij, genetskega zdrsa, sistema razmnoZevanja, genskega pretoka in
selekcije (Slatokin, 1987; Schaal in sod., 1998).

Po raziskavah Maksimoviceve in sodelavcev (2007), je velikost Zajbljevega genoma 0.97
pg/2C (Stevilo kromosomov 2n = 14) in bazno razmerje 38.55 GC %. Za genetske Studije
populacij in primerjave genotipov kot tudi za hitro in natan¢no metodo razlikovanja
genotipov po Radosavljevicu in sodelavcih (2010) najvec obljublja markerski sistem z
mikrosateliti. V omenjenem clanku je podrobneje opisan tudi razvoj novih mikrosatelitskih
markerjev iz knjiznic genomske DNA obogatenih z GA in GT ponovitvami, na podlagi
predhodno opisane metode za hmelj (Humulus lupulus), objavljene v JakSe in Javornik
(2001).
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2.1.2 Botanicni opis

Botani¢ni opis Zajblja v tem poglavju je povzet po Christman (1999), Tobias (1995) in
Simon in sod. (1984); citirane vrednosti predstavljajo razpon vrednosti v omenjeni
literaturi.

Zajbelj (Salvia officinalis L.) je lesnata trajnica, med 20 in 80 (obi¢ajno do 60) cm visok
grmiCek s podobnim premerom, ki vsako leto iz spodaj olesenelega stebla poZene Sop
volnato dlakavih, ravnih in gosto olistanih stebel. Mlada stebla so zelena in do sledecega
leta olesenijo; so kvadrataste oblike, listi na njih pa so razporejeni v nasprotnih parih. Listi
so mesnati, sulicaste oblike, dolgi 5 do 8 cm, sive do srebrno-zelene barve in gosto
porasceni z dlaCicami, kar jim daje Zametno teksturo in omogoca dobro varovanje rastline
pred mocno soncno pripeko. Rastlina cveti med pozno zimo in zgodnjim poletjem, cvetovi
pa so obicCajno svetlo vijolicaste, redkeje bele, roZznate ali modre barve. V cvetovih nastaja
obilo medicine. Rastlina se lahko razvije iz semen kot tudi vegetativno razmnoZuje.

S. officinalis je rastlina suhih, toplih predelov juzne Evrope in Sredozemskega morja; v
naravi in gojena raste na obmo¢jih Balkana, Turcije, Gr¢ije, Krete, Italije in Spanije; v
Sloveniji raste v submediteranskem obmocju na suhih in kamnitih tleh. Optimalni rastni
pogoji so v temperaturnem obmocju med 5 in 26 stopinj Celzija, pri 300 do 2600 mm
letnih padavin in pH tal med 4,2 in 8,3. S. officinalis je sicer dobro prilagojena visokim
temperaturam in pomanjkanju vode, vendar je obcutljiva na daljSa obdobja suSe s hudo
vrocino. Pozimi lahko pri zelo nizkih temperaturah tudi pomrzne.

2.2 SESTAVA ZAJBLJA
2.2.1 Etericno olje

2.2.1.1 Vsebnost etericnega olja v drogi Salviae folium

Eteri¢no olje Zajblja je prozorna, v vodi netopna tekocina bledo rumene barve, ki ima
znacilno, mocno aromo. V tem poglavju so podane okvirne vrednosti vsebnosti etericnega
olja v drogi Salviae folium; nadaljnje informacije in obrazloZitve so navedene v poglavju
Spremenljivost sestave in vsebnosti etericnega olja.

Vsebnost je v literaturi obicajno podana kot koncentracija v ml etericnega olja na kg suhe
mase droge, ali pa kot masni deleZ (% m/m) eteriCnega olja v suhi drogi; to velja tudi za
sledece podatke.

Perry in sod. (1999) navajajo, za komercialno sorto navadnega Zajblja iz Nemcije,
povprecno koncentracijo etericnega olja 11,1 ml/kg suhe teZe listov.

Tobias (1995) navaja iz literaturnih podatkov vsebnost eteriCnega olja v listih Zajblja za
najpomembnejsa nabiralna podroc¢ja Dalmacije med 16 ml/kg in 36 ml/kg.

Dob in sod. (2007) navajajo 0,9 % donos eteriCnega olja pri destilaciji listov navadnega

Zajblja z naravnih rastiS¢ v AlZiriji; enak rezultat dosegajo tudi Mirjalili in sod. (2006) pri
rastlinah, vzgojenih iz semen Iranskega izvora.

Hayouni in sod. (2008) so imeli pri navadnem Zajblju z gojiS¢ v predmestjih Tunizije 0,58
% donos.
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Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira (2001) navajata donos etericnega olja za Zajbelj gojen
na dveh razli¢nih lokacijah na Portugalskem; na eni od lokacij dosega do 0,5 % na drugi do
1,0 %.

Taarit in sod. (2010) navajajo literaturne podatke precej vecjih vrednosti za vsebnost
etericnega olja v Zajblju s podrocja Francije, CeSke, Romunije, MadZarske in Portugalske,
in sicer med 2,05 % in 2,90 %.

2.2.1.2 Komponente eteriCnega olja Zajblja

V literaturi (Hayouni in sod., 2008; Bernotiene in sod., 2007; Mirjalili in sod., 2006;
Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira, 2003; Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira, 2001) so
sestavine etericnega olja Zajblja najpogosteje razdeljene (na osnovi funkcionalnih skupin)
na Stiri skupine, ki predstavljajo tudi najvecji delez:

- monoterpenski ogljikovodiki (1,3 — 32,2 %)",

- oksigenirani monoterpeni (9,8 — 77,8 %),

. seskviterpenski ogljikovodiki (6,2 — 26,3 %)",

. oksigenirani seskviterpeni (0,3 — 29,4 %)".

Glavno skupino torej predstavljajo oksigenirani monoterpeni, ki po raziskavah Mirjalili in
sod. (2006) prevladujejo v vseh fenoloskih fazah razvoja.

Po Bernotiene in sod. (2007) monoterpenoidi etericnega olja Zajblja na sploSno izkazujejo
protimikrobne, protivnetne in antioksidativne lastnosti. Biosintetizirajo se, tako kot tudi
sicer manjSinski diterpenoidi, v celi¢nih plastidih (kloroplastih, kromoplastih, levkoplastih
itd.), za razliko od seskviterpenoidov, ki so sintetizirani v citosolu (Bernotiene in sod.,
2007).

Med glavne posamicne sestavine eteriCnega olja Zajblja pa sodijo:
« po Evropski farmakopeji (Evropska farmakopeja 5.0, 2004):
o tujoni in 1,8-cineol,
« po ISO 9909 (citirano v Bruneton, 1999):

o alfa-tujon (18-43%), beta-tujon (3—8.5%), kafra (4.5-24.5%), 1,8-cineol (5.5 —
13%), alfa-humulen (0-12%), alfa-pinen (1-6.5%), kamfen (1.5-7%), limonen
(0.5-3%), linalool (do 1%), bornil acetat (do 2.5%),

« poleg naStetih se v literaturi (Hayouni in sod., 2008; Bernotiene in sod., 2007;
Mirjalili in sod., 2006; Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira, 2001) pogosto kot
pomembnejSe pojavljajo Se:

o manool, borneol, viridiflorol in beta-kariofilen.

*  podatki predstavljajo razpon vrednosti v citirani literaturi
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Preglednica 1: Glavne sestavine in skupine sestavin etericnega olja Zajblja

monociklicni  |limonen
. oo q . kamf
Monoterpenski ogljik ovodiki biciklicni : en
pinen
acikli¢ni linalool
monociklicni  |cineol
Oksigenirani monoterpeni borneol
bicikli¢ni tujon
kafra
beta-kariofil
Seskviterpenski ogljik ovodiki monocikli¢ni he a-aroten
umulen
Oksigenirani seskviterpeni tricikliCni viridiflorol
bornil acetat
Drugo bicikli¢ni omiaceta
manool

2.2.1.2.1 Tujon
Tujon je nepolaren, biciklicen monoterpenski keton.

V naravi se pojavlja kot meSanica cis- in trans- (oz. alfa- in beta-) tujona. Najdemo ga v
pelinu (Artemisia absinthium), razlicnih vrstah kadulj (Salvia), navadnem vraticu
(Tanacetum vulgaris) in v razlicnih vrstah brinov (Juniperus spp.) in ceder (Cedris spp.).
Ima vonj podoben mentolu (EU Scientific Committee on Food, 2003).

V Zajblju prevladuje alfa-tujon, ki pogosto predstavlja tudi glavno sestavino etericnega olja
(Bernotiene in sod., 2007; Bozin in sod., 2007; Delamare in sod., 2007; Evropska
farmakopeja 5.0, 2004; ISO 9009 po Bruneton, 1999).

Bettaieb in sod. (2009) ugotavljajo, da se v suSnih razmerah v Zajblju sintetizira kar za 93-
95% manj alfa-tujona (za razliko od ostalih sestavin, katerih sinteza se je v susnih razmerah
povecala).

Tujoni in 1,8-cineol vplivajo na osrednji ZivCni sistem. Majhne doze enega ali drugega
domnevno pripomorejo k povecanju CloveSke aktivnosti v tezkih Zivljenjskih pogojih,
vendar pa kroni¢ni vnos tujonov lahko vodi do trajnih poSkodb osrednjega Zivcnega
sistema in povzrocCa epileptiCne napade ali demenco. Zato je doziranje eteriCnega olja
Zajblja povezano oz. doloceno s kolicino njegovih konstituent, kar se Se posebno nanasa na
kvantiteto tujonov (Bernotiene in sod., 2007).

Po raziskavah Koroch in sod., 2007; Delamare in sod., 2007; ter Dorman in Deans, 2000,
ima alfa-tujon antibakterijsko aktivnost.

2.2.1.2.2 Cineol
1,8-cineol, znan tudi kot evkaliptol, je monocikli¢en monoterpenski oksid.

Cisti 1,8-cineol je brezbarvna, nevodotopna, vnetljiva teko¢ina, z grenko-sladkim,
evkaliptovim okusom; ob zelo visokih koncentracijah je lahko nevarna ob zauZitju ali
inhalaciji, ob kontaktu s koZo in o¢mi pa lahko deluje kot iritant (Material safety data sheet:
Cineole, 2008).
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Z 1,8-cineolom bogata etericna olja izkazujejo antibakterijsko aktivnost tako proti Gram-
pozitivnim kot Gram-negativnim bakterijam, vkljuno z Listeria monocytogenes, ter
antifungalno aktivnost proti kvasovki Candida albicans ter proti fitopatogenim glivam
(Koroch in sod., 2007). Viljoen in sod. (2003) nadalje ugotavljajo sinergisticen vpliv 1,8-
cineola in kafre, ki imata proti Candida albicans skupaj mocnejSi antimikrobni ucinek kot
posamicno.

Juergens in sod. (2003) pri 1,8-cineolu ugotavljajo protivnetno aktivnost s supresijo
metabolizma arahidonske kisline in produkcije citokinov v ¢loveSkih monocitih. S tem
argumentirajo moznost uporabe cineola za zdravljenje hujsSih astmati¢nih obolenj.

2.2.1.2.3 Pinen
Pinen je biciklicen monoterpenski ogljikovodik.

Kot tujon se tudi pinen pojavlja v naravi kot meSanica cis- in trans- (oz. alfa- in beta-)
pinena; v etericnem olju navadnega Zajblja sta obiCajno obe izomeri zastopani enakovredno
(Bernotiene in sod., 2007; Bozin in sod., 2007), kar pa ni splosSno pravilo — npr. v
rozmarinu (Rosmarinus officinalis L.) alfa- izomera moc¢no prevladuje (Bozin in sod.,
2007).

Po raziskavah Delamare in sod., 2007, ter Dorman in Deans, 2000, ima alfa-pinen
antibakterijsko aktivnost, medtem ko Koroch in sod. (2007) po drugi strani ugotavljajo, da
ni jasno, katera od izomer je bolj aktivna. Pinenom na sploSno pripisujejo Se antifungalno
aktivnost, alfa-pinenu pa tudi Sibko antioksidativno aktivnost, na podlagi DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) testa (Koroch in sod., 2007).

2.2.1.3 Spremenljivost sestave in vsebnosti etericnega olja

Sestava etericnega olja Zajblja se spreminja glede na razli¢ne parametre. Franz (1993) deli
te parametre na tri skupine:

1. individualna genetska variabilnost,
2. variacija med razli¢nimi rastlinskimi deli in razlicnimi razvojnimi fazami rastline,

3. modifikacije na rac¢un okolja.

K 1. lahko priStevamo vpliv razlicnih populacij in razlik med posameznimi rastlinami
Zajblja, k 2. razlicne fenoloSke faze rastline, starostne razlike in razlike med rastlinskimi
deli, iz katerih izoliramo eteri¢no olje. NajobseZnejsa je 3. skupina, v katero lahko uvrstimo
mnogo vplivov, od lastnosti tal in klime (temperatura, vlaga, osvetlitev), stopnje
onesnazenja, nacina Zetve in metod izolacije, do vplivov in vitro gojenja rastline.

2.2.1.3.1 Individualna genetska variabilnost

Variabilnost vsebnosti in sestave eteriCnega olja zgolj na podlagi genetske raznolikosti
populacij oz. posameznih rastlin je seveda teZko dolocljiva, saj jo mocno prekrivajo
okoljski vplivi in do neke mere tudi vplivi razvojnih faz rastline (glej spodaj). Po Tobias
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(1995) lahko genski izvor mocno vpliva na kemijsko zgradbo rastline in s tem tudi
eteriCnega olja, kot je bilo pokazano na poskusih gojenja razli¢nih genskih virov Zajblja na
istem mestu z enakimi agrotehni¢nimi ukrepi.

Sodec po Boelens in Boelens (1997), obstajata vsaj dva kemotipa Salvia officinalis — eden
z nizko vsebnostjo alfa-tujona (4-8%) in drugi z relativno visoko (16-32%), medtem ko
Tucker in Maciarello (1990) predlagata delitev na Stiri kemotipe, glede na prevladujoco
sestavino: alfa-tujon, beta-tujon, kafra ali 1,8-cineol.

Bernath in Nemeth (2000) nadalje ugotavljata veliko kemijsko raznolikost med naravnimi
in/ali vzgojenimi populacijami (pregl. 2). V tem vidita perspektivno ozadje za delo v smeri
selekcije, pri Cemer pa opaZata potrebo po podrobnejSih raziskavah genetskih vplivov
znotraj vrste Salvia officinalis, tako na populacijskem kot tudi na intrapopulacijskem nivoju
(ugotavljata do 45% razlike med rastlinami znotraj populacije).

Preglednica 2: Razlike v sestavi eteri¢nih olj proizvedenih iz S. officinalis razli¢nega izvora; po literaturnih
podatkih, kot sta jih zbrala Bernath in Nemeth (2000)

Sestavina (%) Slovenija/1  Slovenija/2  Italija Izrael Spanija  Madzarska  Slovaska
Alfa-tujon 10.7 9.9 39.3 55.0 228 239 /
Beta-tujon 26 32 3.0 10.0 4.3 / 35.0
Limonen 2.7 2.7 0.7 / 0.8 / 11
1,8-cineol 35 4.0 7.7 13.0 15.7 6.2 79
Kafra 12.8 143 21 2.0 5.0 6.9 14.2
Beta-pinen / / 7.2 1.0 89 33 2.1
Alfa-humulen / / 124 / 0.3 / /

Putievsky in sod. (1992) so se ukvarjali z genskim vplivom Zajblja: semena z naravnih
rastiS¢ navadnega Zajblja z Jadranske obale so prenesli in vzgojili v Izraelu. Pokazali so, da
so vzgojene rastline morfoloSko in po vsebnosti ter sestavi etericnega olja podobne svojim
divje rasto¢im prednikom. Tako so ugotovili pri rastlinah rastocih oz. izvirajocih iz severne
ali juZzne Dalmacije podobno sestavo etericnega olja (27% tujona, 30-33% kafre), medtem
ko se sestava etericnega olja populacij iz osrednje Dalmacije, s 47% tujona in pod 14%
kafre, precej razlikuje.

Bernath in Nemeth (2000) nadalje ugotavljata dobro predispozicijo navadnega Zajblja za
selekcijsko Zlahtnenje zaradi enostavnosti razmnoZevanja tako vegetativno, s potaknjenci,
kot generativno z vzgojo iz semen. Navajata tudi uspesSne rezultate s tega podrocja, kjer gre
selekcija predvsem v smeri zviSanja koncentracije tujonov in zmanjSanja koncentracije
kafre v etericnem olju, ali pa so rastline selekcionirane glede na svoje morfoloSke in
aromaticne lastnosti.

Selekcijski pristop naj bi se izkazal za primernejSega tudi zaradi zelo nepredvidljivih
rezultatov kriZanj navadnega Zajblja, ki kaZejo na prisotnost aditivnih in epistaznih genskih
lastnosti pri regulaciji nastanka sestavin etericnega olja (Franz, 1994).
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2.2.1.3.2 Variacija med rastlinskimi deli in razvojnimi fazami

Najprej velja omeniti celokupno vsebnost eteri¢nega olja, ki jo lahko dobimo iz biomase
posameznih delov rastline. Tako lahko najveC etericnega olja pridobimo iz Zajbljevih
cvetov (19% poZete biomase, od tega 1,6% etericnega olja), nekoliko manj iz listov (15%
biomase, od tega 1,1% etericnega olja) in najmanj iz stebel (66% biomase, od tega 0,05%
etericnega olja) (Perry in sod., 1999).

Vsebnost tujonov dosega najvisji deleZ v steblu rastline (55%), niZjega v listih (30%) in
najnizZjega v cvetu (20%), medtem ko vsebnost pinenov izkazuje, ravno obratno, najvisji
deleZ v cvetu (18%), niZjega v listih (2%) in najniZjega v steblu (1%) (Santos-Gomes in
Fernandes-Ferreira, 2001; Perry in sod., 1999).

Po raziskavah Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira (2001), dosegajo v cvetu navadnega
Zajblja priblizno enak deleZ (okoli 17%) alfa-tujon, beta-pinen in 1,8-cineol, medtem ko v
listih prevladujeta alfa-tujon (25%) in kafra (20%) in v steblu izrazito alfa-tujon (55%). V
etericnem olju iz posameznih organov so prisotne tudi za ta organ specificne spojine, ki pa
vedno predstavljajo le majhen delez.

Skupino z najviSjim deleZem (kot Ze omenjeno pri sestavi etericnega olja Zajblja)
predstavljajo oksigenirani monoterpeni (OM), ki jim po vrsti sledijo monoterpenski
ogljikovodiki (MO), seskviterpenski ogljikovodiki (SO) in oksigenirani seskviterpeni (OS),
in sicer s sledeCimi medsebojnimi razmerji med OM/MO in OS/SO: v cvetovih 1.74:1 in
0.35:1, v listih 6.43:1 in 0.87:1 ter v steblih 8.83:1 in 0.87:1 (Santos-Gomes in Fernandes-
Ferreira, 2001).

Ker se pri Zetvi Zajblja za izolacijo eteriCnega olja navadno nabira celoten nadzemni del
rastline, se je potrebno zavedati, da na kemijsko sestavo (oz. kvaliteto) etericnega olja
mocno vpliva razmerje med posameznimi deli rastlin v biomasi (predvsem med cvetovi in
listi, saj je v steblih le malo etericnega olja).

Sestava eteri¢nega olja pa je odvisna tudi od fenoloske faze, v kateri je rastlina ob Zetvi.
Mirjalili in sod. (2006) ugotavljajo, da gre tako za kvantitativne kot za kvalitativne razlike.
Tako dobimo najvecji deleZ eteriCnega olja (masni delez, v % suhe mase) v fazi tvorbe
cvetnih brstov (0,9%), potem pa si po vrsti sledijo vegetativna faza (0,7%), cvetenje (0,5%)
in faza nedozorelih plodov (0,4%). Najmanjsi deleZ etericnega olja dobimo v fazi zrelih
plodov (0,2%). Oksigenirani monoterpeni, ki predstavljajo skupino z najvec¢jim deleZem v
vseh fenoloskih fazah, dosegajo najvecjo koncentracijo (56,9 %) v fazi zrelih plodov.

Skozi fenoloski cikel se deleZ alfa-tujona mocno poveca v fazi zrelih plodov, medtem ko se
deleza 1,8-cineola in beta-pinena postopoma vecata od vegetativne faze do faze cvetenja in
nato upadata med tvorbo plodov. Kafra dosega najvisji odstotek (7,1%) v vegetativni fazi,
medtem ko je najvisji odstotel borneola (11%) v fazi cvetenja. Enako kot alfa-tujon in beta-
pinen nihajo tudi celokupni deleZi tujonov in pinenov (Mirjalili in sod., 2006).

Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira (2001) porocata tudi o vplivu starosti rastline oz.
njenih delov na relativni deleZ tujonov, pinenov in kafre. Od vrha rastline proti bazalnemu
nodiju (torej od mlajSega proti starejSemu delu rastline) deleZ tujonov pada, medtem ko
deleZa pinenov in kafre naraScata, kot to ugatavljajo tudi Langer in sod. (1993, 1998). Do
nasprotnih rezultatov glede kafre pa so prisli Funk in sod. (1992), ki porocajo o mo¢nem
padcu vsebnosti kafre s staranjem, zaradi laktonizacije v vodotopni metabolit.
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2.2.1.3.3 Modifikacije na racun okolja

Ta skupina vplivov na vsebnost in sestavo je najobseZnejSa in najkompleksnejsa. Kljub
temu Perry in sod. (1999) ugotavljajo, da so vplivi okolja pomembni le posredno, s tem ko
dolocajo razvoj rastline in s tem razmerje in starost rastlinskih delov, katerih vpliv na
vsebnost in sestavo etericnega olja je obravnavan v prejSnjem razdelku.

Giannouli in Kintzios (2000) ugotavljata, da je uspeSna kultivacija Zajblja z namenom
pridobivanja etericnega olja moZna v velikem spektru okoljskih pogojev, v nasprotju s
prepricanjem, da je pridelava visoko kvalitetnega etericnega olja moZna le iz rastlin,
ZiveCih pod stresnimi pogoji (visoka temperatura, suSa, nizka fertilnost; Hay, 1993), za kar
pa so potrebne nadaljnje raziskave posameznih okoljskih vplivov v kontroliranih pogojih.

Zanimiv je vpliv svetlobe kot so ga proucevali Yan Li in sod. (1996), ki so gojili Zajbelj v
rastlinjaku pod razli¢nimi sencili ali brez njih, s ¢imer so zagotovili svetlobne pogoje od
15% do 100% polne soncne svetlobe. NajviSja vsebnost olja je bila v rastlinah, gojenih pri
45% soncne svetlobe, pri tem nivoju pa je imelo olje tudi najvecji delez alfa-tujona in
manjSi delez kafre. PovrSina listov in gostota dlacic na njih sta se zmanjSevala z
manjSanjem intenzitete svetlobe.

Bettaieb in sod. (2009) ugotavljajo, da lahko zmerno pomanjkanje vode kljub negativhemu
ucinku na morfologijo rastline in s tem zmanjSanju suhe mase rastline (do 17%), vpliva na
povecanje vsebnosti etericnega olja v listih Zajblja (iz 0,39 g/100g na 1,77 g/100g suhe
mase), kot tudi na viSjo koncentracijo alfa-tujona, 1,8-cineola in kafre v etericnem olju.

Mineralna fertilizacija tal po ugotovitvah Piccaglia in Marotti (1993) nima pomembnejSega
vpliva na sestavo etericnega olja Zajblja. OnesnaZenost s tezkimi kovinami kot so kadmij,
baker, svinec in cink, ima po drugi strani mocen vpliv na sestavo, kar se med drugim
odraZa v zmanjSanju koncentracij tujonov ter zvecanju koncentracij kafre in 1,8-cineola,
kar negativno vpliva na kakovost etericnega olja (Stancheva in sod., 2009).

Taarit in sod. (2010) ugotavljajo kompleksen vpliv stopnje slanosti (NaCl) na rast
navadnega Zajblja ter vsebnost in sestavo njegovega etericnega olja. Tako ima povecevanje
slanosti od 0 do 100 mM koncentracij premo negativen vpliv na rast Zajblja. PoveCevanje
slanosti do 75 mM po drugi strani vpliva tudi na veCanje vsebnosti etericnega olja (0,66%
m/m etericnega olja pri 0 mM NaCl in 2,09% eteri¢nega olja pri 75 mM NaCl), ki pa pri
nadaljnjem povecCevanju koncentracije soli ponovno upade. Pri 25 mM NaCl se poveca
odstotek 1,8-cineola in kafre v sestavi etericnega olja, pri 75 mM pa se povecCa predvsem
odstotek alfa-tujona. Pri 100 mM koncentracijah se sestava mocno spremeni, predvsem
upade odstotek 1,8-cineola.

Santos-Gomes in Fernandes-Ferreira (2003) sta ob primerjavi sestave eteriCnega olja,
pridobljenega iz in vitro vzgojenih rastlin Zajblja, s sestavo etericnega olja iz in vivo
gojenih rastlin ugotovila mnogo manjso stopnjo variabilnosti prvih, kar bi sicer omogocalo
tudi boljSo in konsistentnejSo kontrolo kvalitete eteriCnega olja, vendar pa koncentracije
alfa-tujona pri in vitro rastlinah ne dosegajo minimuma, predpisanega v ISO 9909.
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2.2.2 Druge sestavine listov Zajblja

Eteri¢no olje Zajblja torej predstavlja le del (do cca. 3%) sestave droge Salviae folium.
PosuSeni listi Zajblja vsebujejo Se creslovine (3-7%), med njimi roZmarinsko kislino;
nehlapno diterpensko grencino karnozol (pikrosalvin) in sorodno negrenko karnozolno
kislino, triterpenske kisline (ursolna in oleanolna) ter triterpen germanikol in flavonoide
(luteolin in njegovi derivati, npr. salvigenin, ki predstavlja 1-3%) (Galle-Toplak, 2002;
Baricevic, 1996; Tobias, 1995).

Ucinek posameznih sestavin je opisan v nadaljevanju, kjer so opisani tudi ucinki eteriCnega
olja in droge kot celote.

2.3 UPORABA

FarmakoloSki ucinki droge Zajblja gredo predvsem na racun eteriCnega olja
(protimikrobno, antioksidativno, protivnetno delovanje) in Ccreslovin (adstringentno,
antioksidativno delovanje), zaradi Cesar se vecinoma uporablja pri vnetjih v ustni votlini in
Zrelu ter za podporno zdravljenje vnetij Zelod¢no-Crevesnega trakta (Hayouni in sod., 2008;
Bernotiene in sod., 2007; Galle-Toplak, 2002; BariCevic¢ in Bartol, 2000; Baricevic, 1996).
Poleg omenjenih glavnih uporabnih ucinkov, se Zajblju pripisuje Se delovanje na centralni
Ziveni sistem (CZS) in antihidroti¢na aktivnost, raziskave pa so bile narejene tudi v smeri
antimutagenih in protitumorskih ucinkov (glej 2.3.4).

2.3.1 Protimikrobno delovanje

Hayouni in sod. (2008) ugotavljajo povezavo med protimikrobno aktivnostjo eteriCnega
olja Zajblja in kemotipom rastline — tako naj bi imela mocnejsi ucinek etericna olja rastlin z
vecjim odstotkom 1,8-cineola, tujonov, pinenov, kafre in borneola, za katere citirajo
posamicne protimikrobne efekte. Isti avtorji zaradi protimikrobne aktivnosti predlagajo
Zajbljevo eteri¢no olje kot naravni konzervans v prehrambeni oz. farmacevtski industriji.

Do podobnih ugotovitev so prisli Bernotiene in sod. (2007), ki etericnemu olju Zajblja
tujonskega kemotipa pripisujejo poudarjene protivirusne in antifungalne lastnosti, Zajbelj
pa predlagajo kot sredstvo za celjenje ran in v kozmeticne namene (nega koze in las).

Delamare in sod. (2007) ugotavljajo, da za Zajbljevo etericno olje, tako kot za rastlinska
etericna olja na sploSno, velja vecja ucinkovitost proti Gram-pozitivhim kot proti Gram-
negativnim bakterijam, kar gre na raCun zunanje membrane slednjih, ki je skorajda
neprepustna za lipofilne molekule, ki so nosilci protimikrobnih uc¢inkov v eteri¢nih oljih.
Po British Herbal Compendium (2006) te distinkcije ni, saj naj bi Zajbljevo eteri¢no olje
imelo mocne protimikrobne ucinke tako na Gram-pozitivhe kot na Gram-negativne
bakterije, poleg tega pa tudi na spekter glivnih mikroorganizmov.

Tudi Baricevi¢ in Bartol (2000) navajata razlicna mnenja iz literaturnih podatkov glede
vpliva na Gram-negativne in Gram-pozitivne bakterije, hkrati pa ugotavljata niZjo
protibakterijsko in antifungalno aktivnost etericnega olja Zajblja v primerjavi z eteri¢nimi
olji drugih pripadnic ustnatic (predvsem Thymus spp. in Origanum spp.)

Ista avtorja navajata inhibitoren efekt etericnega olja Zajblja na Stevilne bakterije ustne
votline, in sicer predvsem na obligatne anaerobe, efekt pa naj se ne bi zmanjsal tudi pri
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mikroenkapsulaciji. Po drugi strani naj bi se fungistaticen vpliv zelo razlikoval v odvisnosti
od vrste glive, glavna ucinkovina pa naj bi bili, kot pri protibakterijski aktivnosti, tujoni
(Baricevic in Bartol, 2000).

Protivirusno delovanje ekstraktov Zajblja ugotavljajo tako v British Herbal Compendium
(2006), kot Baricevic¢ in Bartol (2000) ter Manolova in sod. (1995), in sicer predvsem na
racun diterpenoidov saficinolida (uCinkovit proti virusu vezikularnega stomatitisa) in
sageona (aktiven proti herpes simplex virusu). Po raziskavah Manolove in sod. (1995) pa
naj bi imeli vodno-alkoholni ekstrakti nadzemnih delov Zajblja v poskusu s tkivnimi
kulturami zaviralni u¢inek tudi na viruse influence tipov HIN1 in H3N2.

2.3.2 Antioksidativno delovanje

Bozin in sod. (2007) ugotavljajo pomembno antioksidativnho delovanje eteriCnega olja
Zajblja, kar povezujejo predvsem s prisotnostjo oksigeniranih monoterpenov in
seskviterpenskih ogljikovodikov v njegovi sestavi. Uporabo ekstraktov Zajblja kot
antioksidativne ucinkovine zato avtorji predlagajo ne le v namene prehrambene in
kozmeticne produkcije, temvec tudi za preventivo in zdravljenje razlicnih cloveskih
bolezni.

Pizzale in sod. (2002) so preizkusSali antioksidativho delovanje metanolnih ekstraktov
Zajblja, pri Cemer so ugotovili nekoliko SibkejSe antioksidativho delovanje navadnega
Zajblja S. officinalis v primerjavi s S. fruticosa, ki pa je bilo vseeno mocnejSe kot v
vzporednih poskusih z origanom. Najvecjo korelacijo z antioksidativno aktivnostjo Zajblja
naj bi imeli karnozolna kislina, karnozol in metil karnozat.

Baricevic in Bartol (2000) poleg omenjenim sestavinam visoko antioksidativno aktivnost
pripisujeta Se rozmanolu in roZmarinski kislini, v sploSnem pa vsem fenolnim spojinam v
Zajblju. Enako porocajo v British Herbal Compendium (2006).

Avtorji se na sploSno strinjajo o zahtevnosti dolocitve antioksidativne aktivnosti zaradi
razlicnih nacinov ucinkovanja aktivnih sestavin, ki ima za posledico velike razlike v
rezultatih, pridobljenih z razlicnimi metodami merjenja antioksidativhega potenciala
(Bozin in sod., 2007; Pizzale in sod., 2002).

2.3.3 Protivnetno delovanje

Baricevic in Bartol (2000) ter British Herbal Compendium (2006) porocajo o protivnetnem
delovanju ekstraktov navadnega Zajblja, povrSinsko naneSenih na mesto vnetja, medtem ko
Bernotiene in sod. (2007) pripisujejo protivnetno aktivnost tudi etericnemu olju Zajblja oz.
monoterpenoidom v njem.

Baricevic in sod. (2001) nadalje porocajo o protivnetnem delovanju triterpenov ursolne in
oleanolne kisline in diterpena karnozola, pri ¢emer naj bi bil protivnetni ucinek predvsem
posledica delovanja ursolne kisline. Slednja je v najviSjih koncentracijah prisotna v
kloroformskih ekstraktih Zajblja (predstavlja skoraj 50%). Na podlagi teh ugotovitev in
dokazanih razlik v protivnetnem delovanju razlicnih virov Zajblja, avtorji predlagajo
dolocitev vsebnosti ursolne kisline kot kontrolno mero kakovosti za Zajbelj z namenom
uporabe za pripravke s povrSinsko protivnetno aktivnostjo.
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2.3.4 Drugi ucinki

Zajblju se pripisuje tudi pomemben vpliv na Zivéni sistem; tako v British Herbal
Compendium (2006) navajajo pozitivne ucinke listov Zajblja na kognitivnho sposobnost in
razpoloZenje zdravih mladih prostovoljcev in na kognitivho sposobnost starejSih bolnikov z
milo do zmerno obliko Alzheimerjeve bolezni (Akhondzadeh in sod., 2003).

Metanolni ekstrakt Zajblja izkazuje afiniteto do benzodiazepinskih receptorjev v ¢loveskih
moZzganih s kompetitivnho zamenjavo specifi¢nih benzodiazepinskih antagonistov, pri cemer
sta najbolj aktivna diterpen galdosol in flavon hispidulin (British Herbal Compendium,
2006).

Za 7Zajbelj je znacilna tudi antihidroticna aktivnost, o Cemer poroCajo mnogi avtorji
(HMPC, 2009; British Herbal Compendium, 2006; Galle-Toplak, 2002; BariCevi¢ in
Bartol, 2000). Zajbljevi listi so uporabni za preprecevanje potenja, predvsem kadar je to
posledica tuberkoloze ali drugih infekcijskih bolezni, premocnega delovanja Zleze SCitnice
ali pa je ZivCnega izvora (Galle-Toplak, 2002).

Ursolna kislina in karnozol naj bi imela tudi protitumorske lastnosti — predvsem ursolna
kislina naj bi bila po sposobnosti prepreCevanja tvorbe tumorjev primerljiva z retinojsko
kislino, ki je znan inhibitor promocije tumorjev (Baricevic in Bartol, 2000).

Poleg tega naj bi imelo etericno olje Zajblja tudi antimutageni potencial proti UV-
induciranim in spontanim mutacijam. Za to naj bi bili odgovorni alfa-tujon, 1,8-cineol,
kafra in alfa-humulen, vendar pa so podatki o antigenotoksi¢nih efektih teh terpenov
omejeni; terpenoidi eteriCnega olja Zajblja so zato zanimivi za nadaljnje Studije
antimutagenosti in antikarcinogenosti (KneZevic¢-Vukcevic in sod., 2005).

2.3.5 Toksicnost

Zajbelj in njegovi pripravki imajo lahko tudi toksi¢ne ucinke, kar gre predvsem na racun
tujona in kafre; pri inhalaciji ali ingestiji previsokih koncentracij etericnega olja porocajo o
napadih, podobnim epilepticnim, ki izvirajo iz centralnega ZivCnega sistema. Tudi
vsakodnevna injekcija subklini¢nih doz etericnega olja ima kumulativen toksicen efekt s
podobnimi rezultati (Baricevic¢ in Bartol, 2000).

V monografiji Odbora za zdravila rastlinskega izvora je predpisan sprejemljiv dnevni vnos
Caja za pitje z 1-2 g droge trikrat dnevno, vendar najveC za dva tedna, vnos tujona pa ne
sme preseCi 5 mg dnevno (Committee On Herbal Medicinal Products, 2009).

Previdnost je potrebna tudi zaradi interakcije z drugimi zdravili; Zajbelj lahko interferira s
hipoglikemicnimi in antiepilepti¢nimi tretmaji in potencira sedativni u€inek drugih drog.
Zaradi visoke vsebnosti tujonov, za katere je znano abortivho delovanje, je Zajbelj
kontraindiciran v nosecnosti (Baricevic in Bartol, 2000).
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2.4 VREDNOTENJE KAKOVOSTI ZDRAVILNIH RASTLIN

Vsekakor je, zaradi njegove kompleksne in variabilne sestave, teZko predvideti korelacijo
med farmakolosko aktivnostjo Zajblja in vsebnostjo posameznih spojin, kar posledi¢no
problematizira enoznacno ovrednotenje kakovosti droge v farmakoloSkem smislu glede na
kvantiteto posameznih sestavin. Vendar pa nekateri raziskovalci vseeno porocajo o
povezavi med deleZem najbolj zastopanih sestavin v etericnem olju in njegovo aktivnostjo
(Hayouni in sod., 2008).

Kakovost rastlinskih drog in standarde kakovosti opredeljujejo, e naStejemo le
najpomembnejSe (po BaricCevic, 1996):

- farmakopejske zahteve (Evropska farmakopeja in druge) — te predpisujejo
identifikacijo droge in dolocitev Cistote ter doloCitev vrednosti (minimalna vsebnost
aktivne ucinkovine),

« ISO standardi — ti nekoliko natancneje predpisujejo sestavo droge oz. vsebnosti
aktivnih u¢inkovin v njej,

 pravila, ki usmerjajo kakovost zdravilnih proizvodov v Evropski skupnosti (npr.
HMPC - Odbor za zdravila rastlinskega izvora v okviru EMEA — Evropske
agencije za zdravila),

« zasebni standardi, doloceni na podlagi pogodb med farmacevtskimi tovarnami in
drugimi kooperanti; ta pravila so stroZja kot farmakopejski predpisi.

Odlocili smo se za determinacijo kakovosti navadnega Zajblja Salvia officinalis L. oz.
droge Salviae folium po merilih Evropske farmakopeje. Ta predpisuje (Evropska
farmakopeja 5.0, 2004) dolocitev vsebnosti etericnega olja v drogi ter vsebnosti tujih
primesi, vode in skupnega pepela; za te vrednosti so podane meje:

- minimalno 15 ml/kg eteriCnega olja v celi drogi in minimalno 10 ml/kg v rezani
drogi,

- maksimalno 3% stebel in maksimalno 2% drugih tujih primesi v drogi,

- maksimalno 100 ml/kg vsebnosti vode v drogi,

- maksimalno 10,0 % skupnega pepela.

Poleg omenjenih predpisov je naveden Se identifikacijski test dolocitve skupnih tujonov in
cineola s tankoplastno kromatografijo (TLC).
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3 MATERIAL IN METODE

Vrednotili smo kakovost rastlin Zajblja (Salvia officinalis L.) z dveh naravnih rastiS¢ v
Sloveniji, pri ¢emer smo izhajali iz monografije za Zajbljeve liste (Salviae folium) v
Evropski farmakopeji (Evropska farmakopeja 5.0, 2004). Ta zahteva dolocitev vsebnosti
tujih primesi, vode in celokupnega pepela v drogi ter analizo eteriCnega olja, ki zajema
dolocitev koncentracije etericnega olja v drogi in vsebnosti tujonov ter cineola v njem.

Etericno olje smo pridobili z vodno destilacijo s Clevenger aparaturo, prisotnost tujonov in
cineola pa smo preverjali s tankoplastno kromatografijo (TLC).

Delo je potekalo na Oddelku za agronomijo na Biotehniski fakulteti Univerze v Ljubljani, v
laboratorijih Katedre za aplikativno botaniko, ekologijo, fiziologijo rastlin in informatiko
ter Katedre za pedologijo in varstvo okolja, in sicer v koncu leta 2009 in zacetku 2010.

3.1 RASTLINSKI VZORCI

Rastline (listi) so bile nabrane v juliju 2009 na dveh lokacijah, ki predstavljata dve razli¢ni
populaciji Zajblja. RastiS¢i sta naravni, z vrstami Zajblja (Salvia officinalis L.), ki so na
razmere Petrinjskega klasa dobro prilagojene. Populacija Zajblja na rastiS¢u B (glej spodaj)
je bila po starosti starejSa od populacije na rastiS¢u A, kar je bilo razvidno iz drugacne
morfologije rastlin (debelejsa in bolj olesenela stebla, manjSe Stevilo listov na rastlini).

Rastisce A: Petrinjski kras; 0,9 km juZno of Petrinj

Geografska Sirina (N): 45° 33' 59,58"
Geografska dolZina (E): 13° 54' 19,43"
Nadmorska viSina: 464 m

Rastisce B: Petrinjski kras; 0,6 km jugo-zahodno od Petrinj

Geografska Sirina (N): 47° 19' 35"
Geografska dolZina (E): 13° 51' 53,75"
Nadmorska viSina: 450 m

Vsak vzorec predstavlja liste posamezne rastline, in sicer je bilo analiziranih po 25 vzorcev
za vsako od populacij. Nabrani listi so bili posuSeni v suSilnikih (okoli 40°C, kroZna
ventilacija) do konstante mase (2-3 dni). Do analiz so bili shranjeni v papirnatih vreckah v
prostorih BiotehniSke fakultete, na Jamnikarjevi 101 v Ljubljani.
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3.2 DOLOCANIJE TUJIH PRIMESI, VODE IN CELOKUPNEGA PEPELA
Uporabljen material:

« rastlinski material — posuSeni listi Zajblja (glej 3.1).

Uporabljene aparature:
«  vodno hlajeni analizni mlin¢ek (z volumnom bobna okoli 100 ml),

« posodice iz zatemnjenega stekla in z alu-folijo ovite posodice iz navadnega stekla
za shranjevanje zmletih vzorcev,

- tehtici za dolocanje izgube pri suSenju,

- talilni loncki za dolocanje celokupnega pepela,
«  precizna tehtnica (5 decimalnih mest),

«  eksikator,

« suSilnik,

«  zarilnik,

« pecC.

Postopek:
Dolocanje tujih primesi

Vsebnost tujih primesi smo dolocali z metodo makroskopske determinacije.

Rastlinski material posamezenega nabranega vzorca smo razpostrli v tanki plasti. Z
vizualnim pregledom smo izlocili tuje primesi, in sicer najprej stebla in druge nezaZelene
rastlinske dele, ter nato Se druge tuje delce v drogi Salviae folium, jih stehtali, in izracunali
njihov delezZ glede na celotno suho maso rastlinskega vzorca.

Izracun vsebnosti tujih primesi, podane kot masni deleZ [%]:
100 * mx / mo .. (D)

kjer je:
m, — masa suhega nabranega rastlinskega vzorca [g],
mx — masa tujih primesi [g].

IzraCune smo naredili posebej za vsebnost stebel in drugih nezaZelenih rastlinskih delov ter
posebej za vsebnost drugih tujih primesi.

Miletje vzorcev

Od posamezenega vzorca smo odstranili stebla in druge tuje primesi, ga rocno zmeckali in
stresli v vodno hlajeni analizni mlincek, in sicer v taksni koli¢ini, da smo z vsakim mletjem
dobili 5-10 g upraSenega vzorca.
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UpraSene vzorce smo spravili v posodice iz zatemnjenega stekla in posodice iz navadnega
stekla ovite z alu-folijo (ker bodo zmleti vzorci uporabljeni v nadaljnjih raziskavah za
dolocanje antioksidativne aktivnosti), ter jih spravili v temnem prostoru na sobni
temperaturi.

Dolocanje vsebnosti vode

Vsebnost vode smo dolocali z metodo izgube vode pri suSenju vzorca na 105°C, kar se
razlikuje od farmakopejsko predpisanega testa doloCitve vsebnosti vode z azeotropsko
metodo. Metoda izgube pri suSenju se nam je zdela primernejSa zaradi manjSe Skodljivosti
te metode v primerjavi z azeotropsko, kjer bi morali porabiti velike koliCine organskih topil
(200 ml toluena na vzorec).

TehtiCe, v katerih smo suSili vzorce, smo predhodno ocistili in osusili ter stehtali. Vanje
smo dodali zmlete vzorce (okoli 2 g), jih ponovno stehtali in (odCepljene) susili v suSilniku
na 105°C cez noC (do konstantne mase). Po suSenju smo tehtiCe zacepili in ohladili v
eksikatorju ter stehtali.

IzraCun izgube pri suSenju, podane kot masni delez [%]:

100 * (mo—my) / (mo— my) ...(2)

kjer je:

m, — masa tehtica in vzorca [g],

m; — masa tehtica in osuSenega vzorca [g],
mr — masa pripravljenega tehtica [g].

Dolocanje vsebnosti celokupnega pepela

Celokupni pepel smo dolocali z metodo dolocitve razlike v masi materiala pred in po
sezigu vzorca.

Talilne loncke smo segreli do rdecega Zarenja (1 ura v peci na 550°C), jih ohladili v
eksikatorju in stehtali. V loncke smo dodali osuSene vzorce (okoli 1,5 g) in jih stehtali, ter
nato sezgali na seZigalniku do rdecCega Zarenja. Potem smo loncke prestavili v peC in jih
Zarili do konstantne mase (Cez noc¢ na 550 °C). Po konCanem Zarenju smo vzorce ohladili v
eksikatorju in stehtali.

Izracun vsebnosti pepela, podane kot masni deleZ [%]:

100 * (m;—my) / (mo—my) ...(3)

kjer je:

m, — masa talilnega loncka in osuSenega vzorca [g],
m; — masa talilnega loncka in ostanka po Zarenju [g],
m;, — masa pripravljenega talilnega loncka [g].
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3.3 DOLOCANJE VSEBNOSTI ETERICNEGA OLJA
Uporabljen material:
- rastlinski material — posuSeni listi Zajblja (glej 3.1),
« destilirana voda,

+ detergent in 70% etanol za ciSCenje aparatur.

Uporabljene aparature:
+ bucke (500 ml),
+ stojala,
« tehtnice,
« (CaSe,
.« greldi,
 viale iz temnega stekla,

« Clevenger aparature (sl. 3)

Slika 3: Skica Clevenger aparature (Evropska farmakopeja 5.0, 2004). Clevenger aparatura je posebej
oblikovana steklena aparatura za destilacijo etericnega olja v analitske namene. Sestavljena je iz
kondenzorske cevi, ki vodi iz bucke, hladilnika, bo¢ne cevi z odduSnikom, zbirnika z merilom, trikotnega
ventila in graduirane cevke.
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Postopek:

Eteri¢no olje smo pridobili s pomocjo vodne destilacije s Clevenger aparaturo.

Aparaturo in 500 ml bucko smo pred vsako destilacijo dobro oprali z detergentom in
vodovodno vodo, oplaknili z etanolom in sprali Se z destilirano vodo.

Rastlinskemu materialu smo odstranili stebla in druge tuje primesi, po 20 g droge zatehtali
in grobo zdrobili v 500 ml bucko ter vzorec prelili z 250 ml destilirane vode. Ker je bilo pri
nekaterih vzorcih droge premalo za vse analize, smo uporabili 15 g droge in temu ustrezen
volumen, 205 ml destilirane vode. Za razliko od farmakopejske metode smo destilacijo
izvedli brez organskega topila (glej komentar k 3.2 — Dolocanje vsebnosti vode).

Vzorce smo s pomocjo ustreznih grelcev zavreli in nato ob zmernem segrevanju destilirali
2 uri. Po koncani destilaciji smo odcitali volumen eteriCnega olja v aparaturi in odlili
destilat, pri Cemer smo eteri¢no olje ujeli v viale iz temnega stekla, ki smo jih do analiz s
tankoplastno kromatografijo skladiscili v temi pri 4°C.

IzraCun vsebnosti eteri¢nega olja v drogi [ml/kg]:

kjer je:
Vg — odcitani volumen etericnega olja (destilata) [ml],
m, — masa vzorca (droge) [g].

3.4 ANALIZA S TANKOPLASTNO KROMATOGRAFIJO (TLC)
Uporabljen material:

- rastlinski material — zmleti vzorci listov Zajblja (glej 3.2),
«  96% etanol,

« kromatografski standardi: tujon (meSanica alfa- in beta-), 1,8-cineol, ursolna
kislina, rozmarinska kislina,

- toluen in etil-acetat,
« fosfomolibdenska kislina.

Uporabljene aparature:

« centrifuga,

- ultrazvocna kadicka,

- steklene viale,

« kromatografske plosce (TLC silikagel, 200 x 100 mm),
« avtomatski nanaSalec vzorcev 'Camag Linomat IV',
 razvijalna komora 'Camag ADC/,

« dispenzer.
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Postopek:

Priprava alkoholnih ekstraktov

Za vsak vzorec smo v centrifugirko zatehtali 0,5 g zmletih Zajbljevih listov, s pomocjo
dispenzerja dodali 5 ml etanola, pokrili s parafilmom in postavili v kad z ultrazvoCnim
stresalnikom za 5 minut (na sobni temperaturi).

Nato smo vzorce centrifugirali 2 minuti pri 4000 obratih na minuto, ter dobljeni
supernatant odpipetirali v steklene viale.

Nanos vzorcev na kromatografske plosce
Najprej smo pripravili sledece raztopine standardov s 96 % etanolom kot topilom:
« tujon (meSanica alfa- in beta-) — 2 pl/ml,
+ 1,8-cineol — 1,25 pl/ml,
+ borneol — 5 mg/ml,
+ ursolna kislina — 2 mg/ml.

Nato smo vzorce s pomocjo avtomatskega nanaSalca nanesli na plosce, in sicer s slede¢imi
parametri:
+ po 12 vzorcev na plosco, naneSenih en za drugim v horizontalni smeri (sl. 4),

« razporeditev vzorcev na ploSCah: 4 pari ekstrakt/etericno olje za posamezen
rastlinski vzorec, ter standardi tujon, 1,8-cineol, borneol ter ursolna kislina (sl. 4),

- Sirina pasu posameznega vzorca: 8 mm,

« prostor med pasovi vzorcev: 7 mm,

+ zacCetek nanosa: 15 mm od spodnjega roba plosce,
« volumen naneSenega vzorca: 20 pl.

Vsak vzorec smo iz viale zajeli v injekcijsko brizgo, le-to namestili na aparaturo ter
dolocili mesto nanosa vzorca; aparatura je nato, po predhodno nastavljenem programu z
zgoraj opisanimi nastavitvami, nanesla vzorec na plosco.

Razvijanje kromatografskih plos¢

PloSce smo razvijali v avtomatski razvijalni komori.

Posamezno ploSco z naneSenimi vzorci smo vstavili v razvijalno komoro, aparaturi dovedli
mobilno fazo (toluen in etil-acetat v volumskem razmerju 95 : 5), nastavili dolZino fronte
80 mm od spodnjega roba ploSce in pred-kondicioniranje na 10 min, ter aparaturo pognali.
Tipicen razvijalni Cas je bil 10 minut.

Plosce smo nato osusili v suSilniku (5 min na 40 °C), jih ro¢no (s pomocjo prSilke) poprsili
z raztopino fosfomolibdenske kisline in jih 5 minut susili na 105°C.



Progar, V. Vrednotenje kakovosti Zajblja (Salvia officinalis L.) iz naravnih rastisc. 22
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2010

—_

tyj| [cin] [bor| |urs
ek.| |et.| lek.| let.| lek.| let.| |ek.| |et. k.
ol. ol. ol. ol

A B C D E F G H 1 J K L

Slika 4: Razporeditev vzorcev na kromatografskih ploscah (vz. - vzorec; st. - standard; ek. - ekstrakt;
et. ol. - etericno olje; tuj. - tujon; cin. - 1,8-cineol; bor. - borneol; ur. k. - ursolna kislina)

Za kalibracijo parametrov nanaSanja in razvijanja ploS¢ smo predhodno naredili 3 testne
plosce, nato pa serijo 13 kromatografskih ploS¢ z zgoraj opisano razporeditvijo vzorcev.
Zaradi neustrezne kvalitete smo morali zavreci plosce 1, 2, 3 in 8, ki smo jih na koncu
serije ponovili.

PloSce smo vizualno ocenili in z merjenjem dolocili dolZino fronte in oddaljenost sredine
lis posameznih snovi (tujon, cineol, borneol, ursolna kislina) od mesta nanosa, ter
izracunali retencijske faktorje zanje:

Ry =d./d; ... (5)

kjer je:

R¢ — retencijski faktor,

d: — dolZina fronte [mm],

dx — oddaljenost sredine lise od mesta nanosa [mm)].

3.5 STATISTICNA OBDELAVA PRIDOBLJENIH PODATKOV
Uporabljena programska oprema:

«  OpenOffice.org 3.2.0,
«  STATGRAPHICS Plus for Windows 4.0.

Postopek:
Razlika vsebnosti tujih primesi, vode, skupnega pepela in etericnega olja v drogi med
populacijama

Za posamezne vrste podatkov (vsebnost tujih primesi, vode itd.) so bile s pomocjo
programa OpenOffice.org izracunane aritmetiCne sredine, vzor¢ni standardni odkloni ter
koeficient variacije.
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Za objektivno preverjenje razlik v vsebnosti posameznih snovi med populacijama smo
uporabili Studentov t-test s 95% intervalom zaupanja (izraCune smo opravili v programu
STATGRAPHICS).

Zaradi prevelikih razlik v varianci med populacijama smo pri vsebnosti tujih primesi, vode
in skupnega pepela podatke logaritemsko (naravni logaritem) transformirali (Bland in
Altman, 1996a; Bland in Altman, 1996b).

Korelacija med vsebnostjo etericnega olja in vsebnostjo vode ter vsebnostjo etericnega
olja in vsebnostjo pepela

Korelacije smo dolocali z regresijsko analizo (model premice) in ovrednotili z ANOVA
testom s 95% intervalom zaupanja. Izracune smo opravili v programu STATGRAPHICS.

Dolocevanje retencijskih faktorjev posameznih snovi na TLC kromatogramih

Pri meritvah oddaljenosti sredin lis od mesta nanosa so bile znotraj ploS¢ vzete modus
vrednosti za posamezno snov, iz katerih so bile nato izraCunane vrednosti retencijskih
faktorjev za te snovi. DoloCena je bila njihova povprecna vrednost med ploS¢ami in
standardni odklon.
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4 REZULTATI
4.1 VSEBNOST TUJIH PRIMESI

Vsi vzorci so v skladu s farmakopejo glede vsebnosti drugih tujih primesi (predpisana
maksimalna vrednost 2%), medtem ko je vsebnost stebel in drugih nezeZelenih rastlinskih
delov v drogi (po farmakopeji do 3%) preseZena v dveh vzorcih iz populacije B (pregl. 3).

V sploSnem so vrednosti precej pod predpisanimi maksimalnimi dovoljenimi in veCinoma
ne presegajo 1% suhe mase droge, vendar pa je koeficient variacije zelo velik (celo nad
100%), zaradi Cesar je nadaljna statistiCna analiza vprasljiva (glej Razpravo).

Preglednica 3: Celokupne mase vzorcev droge posameznih rastlin (mo), deleZ stebel in drugih tujih organov v
teh vzorcih v odstotkih (xs) ter delez drugih tujih primesi v odstotkih (xp), maksimalne vrednosti (max) in
izracunane aritmeticna sredina (x), vzorcni standardni odklon (s) in koeficient variacije v odstotkih (KV %)

Vzorec | mylgl x[% ] x,[% ] Vzorec | mylgl x[% ] x,[% ]
A_01 4.4 0.2 0.0 B 01 35.9 0.2 0.0
A_02 41.2 0.1 0.1 B 02 46.5 0.1 0.1
A_03 40.0 04 0.0 B 03 37.5 0.0 0.0
A_04 48.6 0.5 0.0 B 04 30.9 1.1 0.2
A_05 44.5 0.3 0.0 B_05 24.6 0.2 0.2
A_06 34.6 0.0 0.0 B_06 26.2 0.6 0.0
A_07 41.4 0.1 0.0 B 07 60.3 0.1 0.1
A_08 35.7 0.1 0.0 B_08 37.8 1.6 04
A_09 37.8 0.0 0.1 B_09 30.4 0.0 0.0
A_10 38.0 0.0 0.1 B_10 60.9 0.0 0.3
A_11 30.9 0.1 0.0 B_11 38.5 0.2 0.1
A_12 38.1 0.1 0.0 B_12 43.1 0.0 0.0
A_13 38.7 0.2 0.1 B 13 34.2 0.0 0.0
A_14 36.9 1.0 0.0 B 14 409 0.6 0.4
A_15 36.3 04 0.0 B 15 42.2 0.0 0.3
A_16 35.7 0.1 0.2 B 16 49.2 0.1 0.3
A_17 38.6 0.0 0.0 B 17 26.7 0.0 0.3
A_18 40.7 0.1 0.0 B 18 32.3 0.0 0.2
A_19 29.3 0.0 0.0 B 19 47.7 5.7 0.2
A_20 38.6 0.3 0.0 B_20 49.6 3.1 0.7
A_21 37.7 0.0 0.1 B_21 40.8 0.0 0.4
A_22 29.5 0.8 0.1 B_22 34.8 0.0 0.1
A_23 40.6 0.7 0.1 B_23 47.8 0.1 04
A_24 36.0 0.3 0.2 B_24 34.8 0.9 0.4
A_25 42.2 0.0 0.0 B 25 35.6 0.2 0.1
max 1.0 0.2 max 5.7 0.7
X 0.2 0.0 X 0.6 0.2
S 0.3 0.1 S 1.3 0.2
KV% 116 120 KV% 215 87
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4.2 VSEBNOSTI VODE IN PEPELA

Pri analizi vsebnosti vode smo ugotovili, da so vsi vzorci v skladu s farmakopejskimi
predpisi, saj noben izmed vzorcev ne presega vrednosti 100 ml vode na 1 kg droge,
medtem ko je predpisana maksimalna vrednost vsebnosti skupnega pepela 10% m/m
preseZena le pri enem izmed vzorcev iz populacije B (pregl. 4).

Prav tako povpreCne vrednosti (pregl. 4) za posamezno populacijo izkazujejo skladnost s
farmakopejo, in vklju¢no z vzorCnim standarnim odklonom ne presegajo maksimalnih
dovoljenih vrednosti.

Preglednica 4: Vsebnost vode (cv) v vzorcih ter deleZ pepela v odstotkih (xp) v osuSenih (105°C) vzorcih,
maksimalne vrednosti (max) in izracunane aritmeticna sredina (x), vzorcni standardni odklon (s) in koeficient
variacije v odstotkih (KV%)

Vzorec | ¢, [ml/kg]  x,[%] Vzorec | ¢ Iml/kgl  x,[%]
A_01 84.1 7.2 B_01 84.3 7.2
A_02 82.1 6.9 B_02 88.7 7.0
A_03 83.3 7.1 B_03 78.2 6.1
A_04 84.9 6.1 B_04 81.7 9.0
A_05 78.6 6.6 B_05 90.3 8.0
A_06 74.3 6.8 B_06 89.7 7.7
A_07 86.3 6.0 B_07 87.2 7.4
A_08 85.1 6.6 B_08 87.9 9.4
A_09 83.2 6.9 B_09 84.6 7.1
A_10 84.4 7.1 B_10 93.3 8.3
A_11 86.9 7.2 B_11 87.1 7.2
A_12 82.6 6.2 B 12 95.6 7.9
A_13 83.7 6.8 B 13 89.8 7.3
A_14 81.9 6.4 B_14 98.5 7.9
A_15 81.7 7.0 B_15 93.9 8.2
A_16 83.0 6.5 B 16 86.0 8.1
A_17 80.2 7.2 B 17 76.0 6.5
A_18 82.0 6.9 B_18 82.3 8.5
A_19 83.8 6.8 B_19 86.6 10.2
A_20 84.6 6.4 B_20 89.5 9.3
A_21 90.6 8.0 B_21 83.2 6.4
A_22 79.4 9.1 B_22 93.3 6.5
A_23 88.7 7.4 B 23 97.5 84
A_24 82.6 6.4 B 24 89.6 9.3
A_25 91.1 7.0 B_25 91.9 7.8
max 91.1 9.1 max 98.5 10.2
X 83.6 6.9 X 88.3 7.9
S 3.6 0.7 S 5.6 1.0
KV% 4.3 9.5 KV% 6.3 13.3
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Primerjava med populacijama

Iz izracunanih povprecij vsebnosti vode in vsebnosti pepela (pregl. 4) in frekven¢nih
distribucij posameznih populacij glede omenjenih lastnosti (gr. 1, 2) je razvidno, da se med
populacijama vrednosti razlikujejo, in sicer so vsebnosti tako vode kot pepela v drogi pri
populaciji A manjsi kot v populaciji B.

StatistiCna analiza s t-testom je pokazala, da se vsebnosti vode in pepela med populacijama
s 95% intervalom zaupanja razlikujeta (P-vrednost za niCelno hipotezo da sta povprecji
med populacijama enaki, je bila za vsebnost vode 0,0011 in za vsebnost pepela 0,0002).
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Slika 5: Frekvencna distribucija vzorcev posameznih populacij glede na vsebnost vode (c, v ml vode na kg
droge)
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Slika 6: Frekvencna distribucija vzorcev posameznih populacij glede na vsebnost skupnega pepela (x, v
odstotkih m/m pepela v osuSeni drogi)
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4.3 VSEBNOST ETERICNEGA OLJA

Tudi vsebnost etericnega olja (pregl. 5) je, z izjemo enega vzorca iz populacije A, pri obeh
populacijah nad farmakopejsko dolo¢eno minimalno vrednostjo (15 ml etericnega olja na
kilogram droge).

Povprecne vrednosti (pregl. 5) za posamezno populacijo ponovno izkazujejo skladnost s
farmakopejskimi zahtevami in vklju¢no z vzorcnim standarnim odklonom ne presegajo
maksimalnih dovoljenih vrednosti oz. so celo precej nad njimi.

Preglednica 5: Mase vzorcev posuSenih Zajbljevih listov, uporabljenih za destilacijo eteri¢nega olja (m),
dobljeni volumni etericnega olja (V) ter koncentracije preracunane na kilogram droge (c), minimalne
vrednosti (min) in izracunane aritmeti¢na sredina (x), vzorc¢ni standardni odklon (s) in koeficient variacije v
odstotkih (KV%)

Vzorec mlg] V[ml] c[ml/kg] Vzorec mlg] V[ml] c[ml/kg]
A_01 20.0 0.36 18 B 01 20.1 0.38 19
A_02 20.0 0.49 25 B_02 20.1 0.43 21
A_03 20.0 0.41 21 B 03 20.0 0.39 20
A_04 20.0 0.36 18 B 04 15.2 0.28 18
A_05 20.0 0.26 13 B_05 15.0 0.33 22
A_06 15.1 0.23 15 B_06 15.0 0.31 21
A_07 20.0 0.49 24 B 07 20.1 0.35 17
A_08 20.0 0.42 21 B 08 20.1 0.41 20
A_09 20.0 0.33 16 B 09 15.1 0.30 20
A_10 20.0 0.50 25 B 10 20.0 0.52 26
A_11 15.0 0.33 22 B 11 20.0 0.44 22
A_12 20.0 0.43 21 B 12 20.0 0.47 24
A_13 20.0 0.45 23 B 13 20.0 0.49 24
A_14 20.0 0.44 22 B 14 20.0 0.44 22
A_15 20.0 0.41 21 B 15 20.1 0.51 25
A_16 20.0 0.41 21 B_16 20.0 0.45 22
A_17 20.0 0.31 16 B 17 15.1 0.35 23
A_18 20.0 0.37 18 B 18 15.1 0.31 21
A_19 15.1 0.28 19 B 19 20.0 0.35 17
A_20 20.0 0.31 15 B 20 20.0 0.42 21
A_21 20.0 0.40 20 B 21 20.1 0.41 20
A_22 15.0 0.24 16 B 22 20.0 0.54 27
A_23 20.0 0.45 23 B 23 20.0 0.61 30
A_24 20.0 0.36 18 B 24 20.0 0.40 20
A_25 20.0 0.48 24 B 25 15.3 0.40 26
min 13 min 17
X 19.7 X 22.0
S 3.3 S 3.2
KV% 16.7 KV% 144
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Primerjava med populacijama

Ponovno lahko ob analizi povpreCij vsebnosti etericnega olja (pregl. 5) in frekvenc¢nih
distribucij posameznih populacij za vsebnost etericnega olja (gr. 3) ugotovimo, da se med
populacijama vrednosti razlikujejo, in sicer spet v prid populacije B, ki ima vec¢jo vsebnost
eteriCnega olja.

Tudi za primer eteriCnega olja je statistiCni analiza s t-testom pokazala, da se povprecne

vsebnosti med populacijama s 95% intervalom zaupanja razlikujeta (P-vrednost za nicelno
hipotezo da sta povprecji med populacijama enaki, je bila 0,0162).
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Slika 7: Frekvencna distribucija vzorcev posameznih populacij glede na vsebnost etericnega olja (c, v ml
etericnega olja na kg droge)
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4.4 KORELACIJE MED VSEBNOSTMI

Z regresijsko analizo po modelu premice in vrednotenjem z ANOVA testom smo pri 95%
intervalu zaupanja pokazali zmerno moc¢no povezavo med vsebnostjo eteriCnega olja in
vsebnostjo vode v vzorcu, vrednoteno za vzorce obeh populacij. R-kvadrat statistika kaZe
na 39,45% pojasnjlivost vsebnosti eteri¢nega olja s sledec¢o enacbo premice (gr.4):

Co = 0,41 * oy — 14,28 s (6)

pri Cemer je co koncentracija etericnega olja in cv koncentracija vode, v enakih enotah.
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Da bi odvisnost dodatno preverili, smo statisticni postopek ponovili Se na posameznih
populacijah; rezultati odvisnosti so za populacijo A:

co= 0,52 * cy— 23,85 . (7)
(R-kvadrat statistika 32,43%) in za populacijo B:
Co = 0,33 * Cv — 7,51 (8)

(R-kvadrat statistika 37,75%).

Co [Mml/kg]

cv [mlfkg]

Slika 8: Regresijska premica odvisnosti vsebnosti etericnega olja (co, v ml eteri¢nega olja na kg droge) od
vsebnosti vode (cy, v ml vode na kg droge), skupno za obe populaciji

Z enakim testom pa nismo mogli pokazati signifikantne odvisnosti med vsebnostjo
eteriCcnega olja in pepela, saj glede na R-kvadrat statistiko regresijska premica (za obe
populaciji) pojasnjuje le 0,30% vsebnosti etericnega olja z regresijsko premico odvisnosti
vsebnosti etericnega olja od vsebnosti pepela.

4.5 ANALIZA S TANKOPLASTNO KROMATOGRAFIJO (TLC)

Razvitih je bilo 13 kromatogramskih plos¢, od katerih je bilo treba Stiri zaradi prevelikih
odstopanj ponoviti. Tudi sicer so ploSCe izkazovale precejSnjo raznolikost (v barvi,
intenziteti pasov, dolZini fronte), zaradi Cesar je bila primerjava med ploS¢ami
onemogocena. Vzorce smo tako primerjali znotraj ploSce, na vsako od njih pa so bili
naneSeni tudi standardi (glej Metode).
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Za standarde smo izracunali retencijske faktorje, ki so podani v pregl. 6 in so v skladu s
podatki iz literature. Pri borneolu smo tako v standardu kot v vzorcih opazili po dve lisi,
kar nakazuje na prisotnost razpadnih produktov. Glede na literaturne podatke (pregl. 6)
predstavlja razpadni produkt zgornja lisa.

Kot je razvidno iz sl. 9 (glej tudi sl. 4), je nekaj borneola prisotnega tudi v standardu
ursolne kisline, kar pa je posledica eksperimentalne napake, kjer smo standardno raztopino
ursolne kisline kontaminirali s standardno raztopino borneola.

Preglednica 6: Izracunani retencijski faktorji (Re) za tujon, 1,8-cineol, borneol (2 lisi) in ursolno kislino,
podani za vsako ploSco posebej, in izracunane aritmeticna sredina (x), vzor¢ni standardni odklon (s) in
koeficient variacije v odstotkih (KV%). * — ponovljene plosce; ** — podatki iz literature (Wagner in Bladt,
1996)

Ploica R, tujon R, 1,8-cineol R, borneol R, usrs olna k.
1* 0.58 0.45 0.34 0.26 0.05
2% 0.56 0.42 0.33 0.24 0.05
3* 0.55 0.34 0.31 0.23 0.03
4 0.58 0.42 0.31 0.22 0.03
5 0.64 0.46 0.33 0.26 0.04
6 0.63 0.31 0.34 0.25 0.05
7 0.58 0.42 0.29 0.22 0.03
8* 0.57 0.42 0.32 0.25 0.05
9 0.48 0.34 0.25 0.21 0.03
10 0.58 0.43 0.34 0.26 0.05
11 0.56 0.42 0.33 0.25 0.03
12 0.58 0.45 0.34 0.25 0.05
13 0.58 0.44 0.32 0.26 0.05
X 0.58 0.41 0.32 0.24 0.04
S 0.04 0.05 0.03 0.02 0.01
KV% 6.6 11.7 8.2 7.9 19.9
Literatura ™ 0.55 0.45 0.24 /

Slika 9: Primer razvite TLC ploSce; za pojasnilo nanosov glej sl. 4
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Preglednica 7: Rezultati analize TLC plosc glede hipotez, da je v ekstraktih vecja vsebnost cineola in manjsa
vsebnost tujona kot v eteriCnem olju istega vzorca (+ pomeni da so rezultati v skladu s posamezno hipotezo),

seStevek pozitivnih rezultatov (tot) in njihov deleZ (x.).

Vzorec

Vec cineola vekstraktu

Manj tujona vekstraktu

A_01
A_02
A_03
A_04
A_05
A_06
A_07
A_08
A_09
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Na podlagi vizualnega pregleda ploSc (glej sl. 9) smo ugotovili, da vsi vzorci ustrezajo
farmakopejskim predpisom glede prisotnosti tujonov in 1,8-cineola v eteriénem olju, saj
imata obe spojini lise v vseh vzorcih, in sicer tako v ekstraktih kot v eteri¢nih oljih. Ravno
tako je v vseh prisoten borneol, medtem ko je ursolna kislina prisotna le v ekstraktih, v

eteriCnem olju pa ne.

Med vzorci iz populacije A in populacije B nismo opazili nobenih karakteristi¢nih razlik,
na podlagi katerih bi lahko pripisali vzorcem iz posamezne populacije razlike v vsebnosti
dolocene snovi od vsebnosti te snovi v drugi populaciji.

Na podlagi nadaljnih opazovanj pa smo predpostavili, da je v ekstraktu vecja koncentracija
cineola ter manjSa koncentracija tujonov kot v etericnem olju iste rastline. Predpostavka se
je izkazala kot pravilna v 88% primerov za cineol in v 92% primerov za tujone. Rezultati
vizualne ocene predpostavke so podani v pregl. 7.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Vsebnosti tujih primesi se med posameznimi vzorci zelo razlikujejo (koeficient variacije je
pri vseh nad 80%), kar je razumljivo, saj je vsebnost tujih primesi odvisna od nabiranja
listov Zajblja, oz. od natancnosti pri tem, to pa je lahko statisti¢no znacilno Sele pri znatno
vecjih vzorcih. Podatek pravzaprav tudi ne opisuje kvalitete samih rastlin, temvec je bolj
zanimiv npr. iz staliS¢a nadaljne predelave nabrane droge, ki jo je v primeru prevelike
vsebnosti tujih primesi potrebno dodatno precistiti.

Kljub veliki variabilnosti so pri obeh populacijah vsebnosti drugih tujih primesi pod
farmakopejsko predpisanimi (2%, medtem ko je najvecja vrednost v populaciji A 0,2% in v
B 0,7%), predpisana zgornja meja vsebnosti stebel (3%) pa je preseZena pri dveh vzorcih iz
populacije B, pri kateri vzorci tudi sicer izkazujejo veCjo vsebnost stebel kot tisti iz
populacije A. To lahko poveZemo s starostjo rastlin (populacijo B namre¢ sestavljajo
starejSe rastline) in posledi¢no manjSim Stevilom listov na rastlinah, kar oteZkoca nabiranje
Ciste droge Salviae folium. Tako lahko kljub moc¢ni variabilnosti pripiSemo vecjo kvaliteto
na podlagi vsebnosti tujih primesi populaciji A, ki zaradi po starosti mlajSih rastlin
omogoca enostavnejSe nabiranje Ciste droge. Da pa bi hipotezo lahko v celoti potrdili, bi
morali analizirati veCje vzorce rastlin iz posamezne populacije.

Pri vsebnosti vode in pepela imata obe populaciji povpreCje znotraj farmakopejsko
predpisanih vrednosti, pri Cemer se povprecja med populacijama statisticno znacilno
razlikujejo; opaZeno je bilo, da ima populacija A niZje povprecje tako vsebnosti vode kot
vsebnosti pepela od populacije B. Predvsem slednje bi lahko bila ponovno posledica vecje
starosti rastlin populacije B, ki so skozi daljSe obdobje akumulirale mineralne snovi. Ker je
bila, v skladu s farmakopejskimi predpisi, doloCena le vsebnost skupnega pepela, ne
moremo postavljati nadaljnjih ugotovitev, vsekakor pa bi bilo lahko zanimivo v prihodnjih
raziskavah dolociti tudi njegovo sestavo — tako bi lahko videli, ali so za vec¢jo vsebnost
pepela v starejSih rastlinah morda odgovorne to¢no dolocene snovi.

Iz staliSCa vsebnosti tujih primesi, vode in pepela je torej populacija B izkazovala nekoliko
slabSo kakovost, vendar je po vsebnosti etericnega olja kakovostnejsSa od populacije B, saj
vsebuje v povprecju 22,0 ml etericnega olja na 1 kg suhe droge, medtem ko je povprecna
vsebnost eteriCnega olja v populaciji A 19,7 ml/kg. Obe vrednosti sta precej nad
farmakopejsko predpisano minimalno vrednostjo (15 ml/kg) in torej kakovostni, sploh npr.
v primerjavi s komercialnimi sortami S. officinalis iz Nemcije, za katere Perry in sod.
(1999) ugotavljajo povprecno vsebnost etericnega olja 11,1 ml/kg (glej 2.2.1.1). Po drugi
strani Zajbelj iz preiskovanih rastiS¢ s Petrinjskega Krasa po vsebnosti etericnega olja
dosega le zmerno kakovost v primerjavi z vsebnostjo v Zajblju z nabiralnih podrocij
Dalmacije, za katere Tobias (1995) navaja povprecne vrednosti med 16 ml/kg in 36 ml/kg.

Dejstvo, da je vecja vsebnost olja v starejSi drogi je zanimivo in je v nasprotju z delovno
hipotezo, vendar pravzaprav ne preseneca, saj ga lahko primerjamo z nekaterimi
literaturnimi podatki, v katerih na primer porocajo o povecanju vsebnosti eteriCnega olja v
listih Zajblja, ki raste pod stresnimi pogoji, kot so visoka temperatura, suSa in nizka
fertilnost (Hay, 1993). Tudi Bettaieb in sod. (2009) porocajo o obratnem sorazmerju
morfologije (velikosti, razvejanosti) rastlin S. officinalis in vsebnosti eteriCnega olja v
njihovih listih.
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Vecjo vsebnost eteriCnega olja v starejSih rastlinah bi torej, enako kot v rastlinah pod
stresnimi pogoji, lahko pojasnili v smislu sekundarno-metabolitne narave etericnega olja;
tako se metabolizem v manj ugodnih pogojih za rast raje usmeri v tvorbo sekundarnih
metabolitov, kar posledicno poveca koncentracijo etericnega olja v listih.

Nekoliko presenetljivo je, da je v populacij B hkrati vecja vsebnost vode in etericnega olja,
saj bi pricakovali, da bo povezava obratno sorazmerna, vendar pa se je pozitivna korelacija
statistiCno potrdila tako pri analizi posameznih populacij kot pri skupni analizi vzorcev iz
obeh populacij (gr. 4). Razlog za to bi morda lahko bil v izgubi etericnega olja pri suSenju
vzorcev. Etericno olje je namrec hlapljivo, tako da bi zaradi nakljucnih razlik v izgubi vode
pri suSenju vzorcev lahko priSlo do podobnih razlik v izgubi etericnega olja, kar pa bi
posledicno napeljevalo na navidezno korelacijo med vsebnostma. Vsekakor bi bilo
korelacijo, z ozirom na predlagano razlago, smiselno preveriti v nadaljnjih raziskavah.

Ker je v drogi iz populacije B vecja vsebnost tujih primesi, vode in pepela, hkrati pa tudi
veCja vsebnost eteriCnega olja, je torej objektivno teZko dolociti, katera od obeh populacij
Zajblja je kakovostnejSa. Ker je populacija B po starosti starejsa, bi se morda tehtnica lahko
prevesila v prid populacije A, saj imajo pri tej populacij same rastline tudi vecje Stevilo
listov, ki odtehta nekoliko manjSo vsebnost etericnega olja. Poleg tega bi bila velikega
pomena, kot Ze omenjeno, natancnejSa dolocCitev sestave pepela v rastlinah, saj bi na primer
pri ugotovitvi vecje vsebnosti teZkih kovin v populaciji B lahko govorili o slabsi kakovosti
droge te populacije.

Pri analizi s tankoplastno kromatografijo (TLC) smo pri vseh vzorcih potrdili vsebnost
tujonov in 1,8-cineola, kar ponovno prica o skladnosti s farmakopejskimi pogoji; s tem so
izpolnjeni vsi pogoji iz Evropske farmakopeje za kakovost droge Salviae folium.

Pri vseh vzorcih smo, tako v ekstraktih kot v eteri¢nih oljih, potrdili Se prisotnost borneola
in v ekstraktih prisotnost ursolne kisline. Borneol je imel pri vseh vzorcih kot tudi v
standardni raztopini neidentificiran razpadni produkt z retencijskim faktorjem 0,32.
Pokazala se je tudi razlika v vsebnosti tujonov in cineola v ekstraktih oz. eteri¢nih oljih
istih rastlin; eteric¢na olja imajo namrec viSjo vsebnost tujonov kot ekstrakti, medtem ko je
v ekstraktih vec¢ 1,8-cineola. Rezultati torej kaZejo na tujonski kemotip (Boelens in
Boelens, 1997) Zajblja iz preiskovanih rastisc.

Razlicno razmerje med sestavinami eteriCnega olja in ekstrakta torej nagovarja k
razmisleku o razlicni aplikaciji (v razmislek lahko vzamemo npr. Ze toksi¢ne ucinke
tujonov ali pa ugoden protivneten vpliv ursolne kisline — Baricevic in Bartol, 2000).

Predpisi Evropske farmakopeje se nanaSajo predvsem na identifikacijo droge in njeno
kakovost v agronomskem/predelovalnem smislu in s tem pravzaprav bolj na njeno
ekonomsko in ne toliko aplikativno vrednost. Poleg tega ne predpisujejo natanCnejSe
sestave droge, od katere je odvisna njena uporaba (npr. za Caje, za preparate za nego zob in
ustne votline, za topikalni nanos). To kaZe na potrebo po dopolnitvi obstojecih
farmakopejskih predpisov z ozirom na samo uporabo droge. Kot je Ze opisano pri Metodah
(3.2, 3.3), pa so predpisani testi tudi precej Skodljivi, saj vkljucujejo ekstenzivno uporabo
organskih topil, ki pravzaprav niso upravicene z rezultati: tako bi npr. dolocanje izgube pri
suSenju lahko nadomestilo azeotropsko metodo, pa tudi namesto tankoplastne
kromatografije bi bil primernejSi in bolj informativen test z metodo HPLC (visoko
locljivostna tekocinska kromatografija), ki omogoca tudi natancnejSo dolocitev sestave
etericnega olja oziroma ekstrakta.
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5.2 SKLEPI

- Droga Salviae folium iz obeh preiskovanih populaciji iz naravnih rastiS¢ na
Petrinjskem Krasu je skladna s predpisi Evropske farmakopeje.

« Vsebnost etericnega olja je s povpreCjem 19,7 ml/kg oziroma 22 ml/kg relativno
visoka, kar dodatno potrjuje kakovost Zajblja iz teh rastisc.

- Droga iz po starosti starejSe populacije ima vecjo vsebnost tujih primesi, vode in
skupnega pepela, vendar pa ima po drugi strani tudi vecjo vsebnost etericnega olja.

+ Glede sestave eteriCnega olja v primerjavi s sestavo ekstrakta iste rastline je bilo
ugotovljeno, da slednji vsebuje manj tujonov in ve¢ 1,8-cineola kot etericno olje ter
ursolno kislino, ki je v etericnem olju ni.

«  Predpisi Evropske farmakopeje se nanaSajo zgolj na identifikacijo in ekonomsko
vrednost droge, zato se kaZe potreba po dopolnitvi z ozirom na uporabno vrednost,
kot tudi po vkljucitvi manj Skodljivih in bolj informativnih testov.

Pri vrednotenju kakovosti Zajblja iz dveh naravnih rastiS¢ na Petrinjskem Krasu smo torej
prisli do zgoraj naStetih ugotovitev, ki imajo neposredno vrednost v smislu pokazane
ustreznosti za pridelavo in uporabo droge, kot Ze omenjeno pa bi bile zanimive nadaljnje
raziskave kot so natancnejSa dolocitev sestavin etericnih olj in ekstraktov ter s tem boljSa
opredelitev njihove uporabne vrednosti, podrobnjeSa dolocitev sestave pepela in
ugotavljanje morebitnih drugih Skodljivih snovi kot so pesticidi itd. Nadalje bi bilo
zanimivo raziskati in pojasniti tudi korelacijo med vsebnostjo vode in eteri¢nega olja v
drogi ter kon¢no preuciti moZne izboljSave predpisov za vrednotenje kakovosti droge.
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6 POVZETEK

Zajbelj (Salvia officinalis L.) je zdravilna rastlina, katere uporaba v ljudski medicini
zgodovinsko sega Ze v antiko in Zivi Se danes. Tudi v znanstvenih krogih so bili potrjeni
Stevilni pozitivni ucinki Zajblja na zdravje — med najznacilnejSimi so protimikrobno,
adstringentno in antioksidativho delovanje, zaradi Cesar je Zajbelj npr. pogosta sestavina
preparatov za nego zob in ustne votline ter priljubljena zac¢imba; predmet raziskav pa so
tudi druge pozitivne lastnosti kot protitumorska aktivnost in vpliv na Zivcevije.

Na rast in kvaliteto Zajblja vplivajo Stevilni pogoji, od genetske podlage, prek razlik v
fenoloskih fazah razvoja, do mnogih vplivov okolja. Zato smo Zeleli preveriti kakovost
Zajblja iz dveh naravnih populacij z rastiS¢ na Petrinskem Krasu, od katerih je bila ena po
starosti starejSa. Za vsako populacijo smo analizirali 25 vzorcev, ki so predstavljali
posuSeno drogo Salviae folium posamicnih rastlin. Odlocili smo se za ovrednotenje po
predpisih Evropske farmakopeje.

Dolocili smo vsebnost tujih primesi (stebel ter drugih tujih primesi) z vizualnim
pregledom, vsebnost vode z metodo izgube pri suSenju, celokupno vsebnost pepela z
Zarjenjem vzorcev, vsebnost etericnega olja z destilacijo s Clevenger aparaturo ter
prisotnost tujonov, 1,8-cineola, borneola in ursolne kisline v ekstraktih in eteri¢nih oljih z
metodo tankoplastne kromatografije (TLC). Podatke smo statisticno obdelali z metodami
opisne statistike, vsebnosti med populacijama smo primerjali s Studentovim t-testom ter
preverili korelaciji med vsebnostjo vode in vsebnostjo etericnega olja ter vsebnostjo
celokupnega pepela in vsebnostjo etericnega olja v drogi s pomocjo modela linearne
regresije in analize razprSenosti (ANOVA).

Populaciji sta v sploSnem povsem skladni s predpisi Evropske farmakopeje, z izjemo
posameznih odstopajoCih vzorcev, ki presegajo nekatere predpisane vrednosti. Obe
populaciji imata relativno visoke vsebnosti etericnega olja (19,7 ml/kg suhe droge in 22
ml/kg), pri Cemer ima viSjo vsebnost po starosti starejSa populacija, ki pa ima tudi viSjo
vsebnost tujih primesi, vode in skupnega pepela. Pozitivna korelacija med vsebnostjo vode
in vsebnostjo eteriCnega olja se je tudi statisticno potrdila, razlog za to pa bi lahko bil v
izgubi eteri¢nega olja pri suSenju vzorcev.

Pri TLC analizi je bila pokazana razlika med sestavo ekstraktov in etericnega olja iste
rastline, in sicer je v ekstraktih viSja vsebnost 1,8-cineola in niZja vsebnost tujonov,
prisotna pa je tudi ursolna kislina, ki je v etericnem olju ni.

Dobljeni rezultati kaZejo na primernost populacij Zajblja iz preiskovanih naravnih rastisc za
pridelavo in uporabo droge ter odpirajo iztoCnice za nadaljnje raziskave. Nakazana je
pomembnost smiselne izbire pripravkov iz droge (ekstrakt, etericno olje) za Zeljeno
uporabo in predstavljenih je nekaj pomanjkljivosti pri farmakopejskih predpisih oz. moZnih
predlogov za izboljSave.
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