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PINOSILVINI KOT DRAGOCENE
BIOAKTIVNE SPOJINE V LESU BOROV

Pinosylvins as valuable bioactive compounds in the wood of pines
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Uvod

Les je hierarhi¢no urejen kompozit, ki ga gradijo spo-
jine z veliko molekulsko maso kot so polisaharidi, ce-
luloza in hemiceluloze ter lignin, ki je spojina fenolne-
ga karakterja. Poleg teh gradnikov celi¢nih sten se v
lesu nahajajo tudi snovi, ki nimajo strukturne vioge.
To so praviloma spojine z majhno molekulsko maso,
ki jih tradicionalno oznaCujemo z izrazom ekstraktivi.
Nekatere ekstraktibilne spojine imajo zelo pomemb-
no funkcijo v primarnem metabolizmu, druge pa so
proizvod sekundarnega metabolizma, ki se spro-
zi zaradi starostnih procesov kot je ojedritev ali pa
zaradi travmatskih dogodkov, kakrsni sta na primer
mehanska poskodba in glivna okuzba drevesnih tkiv
(Smith 2015, Vek in sod. 2014). Zelo pestro skupi-
no sekundarnih metabolitov v lesu in drevesni skoriji
predstavljajo polifenoli. V lesu listavcev previadujejo
flavonoidi, v lesu iglavcev pa lignani in stilbeni (Will-
for in sod. 2003a, Willfér in sod. 2003b), pri tem pa
velja poudariti, da so nekatere spojine znacilne samo
za posamezen botani¢ni rod. Tako se v lesu borov
pojavljajo stilbeni pinosilvin, monometilni eter pinosil-
vina in priloznostno tudi dimetilni eter pinosilvina (Lin-
dstedt 1951). Pinosilvin in njegovi derivati imajo zelo
podobno molekulsko strukturo kot resveratrol, ki je
bioaktivna spojina s Sirokim spektrom farmakoloskih
lastnosti, kot so antioksidativno in protivnetno delova-
nje, zaviranje rasti rakastih celic, znizevanje ravni ho-
lesterola in izboljSana obcutljivost na inzulin (Rimando
in Suh 2008). Ker se resveratrol nahaja v grozdnih ja-
godah, je prisoten v rde¢em vinu, komercialno pa ga
pridobivajo tudi iz japonskega dresnika. Preliminarne
raziskave lastnosti pinosilvina in njegovih derivatov so
razkrile, da bi utegnili tudi ti stilbeni posedovati po-
dobne lastnosti kot resveratrol (Park in sod. 2012,
Jancinova in sod. 2010). V okviru mednarodnega raz-
iskovalnega projekta »Pinosilvins as novel bioactive
agents for food application« (Koordinacija: University
of Eastern Finland. Partnerji: Univerza v Ljubljani, Abo
Akademi University, University of Vigo, Latvian State
Institut of Wood Chemistry) so potekale obSirne razi-
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skave, ki so bile usmerjene v analizo vsebnosti pino-
silvinov v lesu borov, optimizacijo ekstrakcijskih in izo-
lacijskih metod ter proucevanije bioaktivnosti izoliranih
spaojin in ekstraktov. Namen pri¢ujocega prispevka je
prikazati del rezultatov o izkoristku razli¢nih ekstrak-
cijskih topil ter vsebnosti pinosilvinov v razli¢nih tkivih
debla rde¢ega (Pinus sylvestris L.) in ¢rnega bora (Pi-
nus nigra Arnold).

Material in metode

PriCujoCa analiza pinosilvinov je zasnovana na treh
drevesih rdecega bora, ki smo jih novembra 2011 po-
sekali na Brdu pri Kranju, na nadmorski visini 470 m.
Drevesa smo razzagali in odvzeli vzorce beljave, je-
drovine ter baze mrtvih in Zivih vej, ki jih bomo v nada-
lievanju imenovali mrtve in zive grée. Vzorce debelnih
tkiv in gr¢ bora smo posusili (40 °C, 48 ur) ter zmleli z
drobilnikom Retsch SM 2000 ob uporabi suhega ledu
(CO,), pred ekstrakcijo pa smo zmlete vzorce liofiliza-
cijsko posusili pri - 82 °C in 0,040 mbar. Za Soxhlet
ekstrakcijo smo uporabili 2,5 g suhega lesa in ga ek-
strahirali z 250 mL topila. Vzorce smo najprej ekstra-
hirali 4 h s cikloheksanom pri 110 °C, s ¢imer smo iz
lesa odstranili lipofilne ekstraktive. Hidrofilne ekstrak-
tive pa smo iz vzorcev gr¢ ter debelnih tkiv ekstrahirali
z meSanico acetona in vode (95:5, v/v) pri 110 °C in
4 h. Po konc¢ani ekstrakciji smo pridobliene ekstrakte
ustrezno shranili v temne steklenicke ter odvzeli 10
mL ekstrakta za gravimetricno doloCitev celokupnih
lipofilnih oziroma hidrofilnih ekstraktivov.

Kvalitativno in kvantitativno vrednotenje ekstraktov
smo izvedli s tekoCinsko kromatografijo visoke loclji-
vosti (Accela, modularni HPLC sistem, Thermo scien-
tific). Iz ekstraktov smo odparili topilo in suhi ostanek
redCili z metanolom. Tako pripravliene vzorce smo
prefiltrirali v 1,5 mL temne viale ter filtrate nato direktno
injicirali na zanko HPLC sistema. LocCba ekstraktivov
je potekala na pentafluorofenilni koloni PFP, ki je bila
polnjena z 2,6 pm »solid core« delci (Thermo Accuco-
re). Kromatografska kolona in avtomatski vzoreval-
nik sta bila termostatirana na 30 °C oziroma 4 °C. Za
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mobilno fazo smo uporabili vodo in metanol (»HPLC
grade«) ob dodatku mravljin¢ne kisline. Locbo spojin
smo zagotovili z 10 min gradientom (od 5 % do 95 %
MeOH) in pretokom 400 pL/min, detekcija pa je pote-
kala s PDA detektorjem pri 275 nm in merjenjem UV
spektrov (od 200 nm do 400 nm). Kvalitativho analizo
smo izvedli na osnovi primerjave retencijskih ¢asov in
UV spektrov loCenih spojin s kromatografskimi stan-
dardi pinosilvin (=97,0 %, HPLC) in pinosilvin mono-
metilni eter (=97,0 %, HPLC) (Sigma-Aldrich, Co.). Za
vse uporabliene standarde smo dolocili koncentracij-
sko obmodje, v katerem je kromatografska metoda
linearna.

Rezultati in razprava

Gravimetri¢na analiza vsebnosti lipofilnih in vsebnosti
hidrofilnih ekstraktivov v lesu rdeCega bora kaze, da
je vsebnost lipofilnih ekstraktivov tudi do trikrat ve-
¢ja od vsebnosti hidrofilne frakcije spojin (Slika 1). V
proucevanih drevesih rdeCega bora je bila vsebnost
lipofilnih ekstraktivov najvedja v mrtvih in Zivih gréah.
V jedrovini je bilo lipofilnih ekstraktivov sicer vec kot v
beljavi, vendar do trikrat manj kot v gréah. Tudi vseb-
nost hidrofilnih ekstraktivov je bila najvecja v gréah, v
jedrovini in beljavi pa se ni bistveno razlikovala.

Kromatografska analiza ekstraktov, ki smo jih pridobili
z manj polarnim cikloheksanom in bolj polarnim ace-
tonom je razkrila, da je bila ekstrakcijska uCinkovitost
teh dveh topil razli¢na za dva proucevana stilbena, pi-
nosilvin (PS) in monometini eter pinosilvina (PSMME).
Kromatograma lipofilne in hidorfilne frakcije estraktov
sta prikazana na slikah 2 in 3. Kromatogram ciklo-
heksanskega ekstrakta (Slika 2) izkazuje ociten vrh,
ki smo ga s pomocjo eksternega standarda in spek-
tralne analize identificrali kot PSMME. V cikloheksan-
skem ekstraktu smo detektirali zelo majhne koliCine
PS, ki pa se je v sistemu uporabliene mobilne faze
eluiral pred PSMME (Slika 2). Izrazit vrh, ki sledi PSM-
ME, pripada neidentificirani spojini.

HPLC kromatogram acetonskega ekstrakta mrtve
grce (Slika 3) se bistveno razlikuje od kromatograma
cikloheksanskega ekstrakta tega tkiva (Slika 2). S po-
mocjo eksternih standardov smo v acetonskem ek-
straktu identificirali tri spojine, lignan notrahelogenin
(NTG), pinosilvin (PS) in pinosilvin monometilni eter
(PSMME). S kromatografskim sistemom, ki smo ga
uporabili v nasi raziskavi, se je najprej eluiral najbol;
polaren NTG, kot zadnji pa PSMME, ki ima delno ne-
polarni karakter. Prav zato je mogoc¢e PSMME ekstra-
hirati v nepolarnem cikloheksanu kot tudi v bolj polar-
nem sistemu aceton/voda (Slika 3). PS je bolj polaren,
zato se ga s cikloheksanom praviloma ekstrahira zelo
malo (Slika 2).

S cikloheksanom smo uspeli predvsem iz gr¢ ekstra-
hirati od 16 mg do skoraj 21 mg PSMME na gram
suhega lesa, medtem ko je bilo detektiranega PS v

cikloheksanskem ekstraktu zelo malo (od 0,1 do 0,14
mg/g suhega lesa) (Slika 4). Najve¢ PSMME smo s
cikloheksanom ekstrahirali in s HPLC detektirali v zivih
gr¢ah, najmanjse koliCine PSMME pa smo zabelezi-
li v beljavi. V nasprotju s priCakovaniji smo v lipofilni
ekstrakcijski frakciji jedrovine detektirali relativno malo
PSMME (Slika 4).

Pri nadaljnji ekstrakciji istih vzorcev Se z acetonom smo
pridobili oba ciljina stilbena, PS in PSMME (Slika 5). Pri-
merjava detektiranih koliCin kaze, da je bil aceton bolj
ucinkovit kot cikloheksan tako pri ekstrakciji PSMME
kot tudi pri ekstrakciji PS (Slika 4 in 5). Tudi v hidrofilni
ekstrakcijski frakciji smo najve¢ PSMME detektirali v
grcah, sledi jedrovina in nato beljava. Najve¢ pinosil-
vina (PS) smo detektirali v acetonskem ekstraktu zivih
gr¢ (7,8 mg/g), nekoliko manj v mrtvih gr¢ah in je-
drovini, v ekstraktu beljave pa smo zabeleZili bistveno
manj PS (0,6 mg/g) kot v ostalih tkivih (Slika 5).

Nasi rezultati kazejo, da je aceton primerno topilo za
pridobivanje pinosilvina, &e je ciljna spojina monome-
tilni eter pinosilvina, pa je smiselno uporabiti zapore-
dno ekstrakcijo z obema topiloma, cikloheksanom in
acetonom. Seveda omenjeni topili nista edina mozna
izbira za ekstrakcijo stilbenov. Kot primerno ekstrak-
cijsko topilo se je izkazala tudi vodna raztopina etano-
la, za ekstrakcijo PS pa tudi voda (Fang in sod. 2013).
NaSe ugotovitve potrjujejo izsledke o znatnih vsebno-
stih ekstraktivov v gréah listavcev in iglavcev (Willfor in
sod. 2004a, Willfér in sod. 2004b), ki v predelavi lesa
obi¢ajno predstavijajo nezazeleno tehnoloSko napa-
ko. V Studiji o bioloskih aktivnostin obeh stilbenov
je dokazano, da je predvsem PS izredno ucinkovit
pri zaviranju rasti gram pozitivnih in gram negativnih
bakterij (Plumed-Ferrer in sod. 2013), naSe Studije pa
dokazujejo njegovo udinkovitost tudi pri zaviranju ra-
sti gliv razkrojevalk lesa (neobjavljeno). Les borov je
kakovosten vir pinosilvina, spojina pa ima velik po-
tencial predvsem zaradi antibakterijskih in fungicidnih
lastnosti.
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Slika 2: HPLC kromatogram cikloheksanskega ekstrakta mrtve grée rdecega bora
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Slika 3: HPLC kromatogram acetonskega ekstrakta mrtve grée rdecega bora
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Slika 4: Vsebnost pinosilvina (PS) in monometilnega etra
pinosilvina (PSMME) v cikloheksanskem (Cy) ekstraktu
beljave (B), jedrovine (J) ter mrtvih (MG) in Zivih (ZG) gr-
¢ah rdecega bora
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Slika 5: Vsebnost pinosilvina (PS) in monometilnega etra
pinosilvina (PSMME) v acetonskem ekstraktu beljave (B),
jedrovine (J) ter mrtvih (MG) in Zivih (ZG) gréah rdecega
bora
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