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POVZETEK

Cilj te raziskovalne naloge je bil spremljati sezonsko spreminjanje vsebnosti fotosintetskih
pigmentov in saponinov kot zdravilnih ucinkovin v sonc¢nih in sencnih listih navadnega
briljana. Za spremljanje vsebnosti pigmentov smo uporabljale spektrofotometrijo, za
spremljanje saponinov pa kvalitativno in kvantitativho merjenje lastnosti saponinov.

Zanimalo nas je predvsem, kdaj je najbolj optimalen cas za nabiranje brsljana, e ga
nameravamo uporabiti za kozmetiéne in zdravstvene namene, in kako kot zimzelena rastlina
reagira na spreminjanje letnih ¢asov s prilagajanjem koli¢ine in vrste barvil v listih. Nismo
namrec Se zasledile objave o tem, kdaj je brsljan najbolj primeren za tako uporabo. S tem
Zelimo pripomoci k ¢im bolj u€inkovitemu koris¢enju mnogih brsljanovih potencialov.

Navadni brsljan (Hedera helix L.) je trajna olesenela zimzelena plezalka iz druzine brsljanovk
(Araliaceae). Razsirjen je skozi celo srednjo, zahodno in juzno Evropo. Raste na vlaznih in
humusnih tleh, lahko pa tudi na revnejsi podlagi. Uspeva tako v senci kot na soncu. Listi so
gladki, na zgornji ploskvi temnejSe, na spodnji pa svetlejSe zelene barve. Je ZuZzkocvetka.
Cvetovi so drobni in zdruzeni v rumeno-zelena socvetja, ki so bogata z nektarjem. Plod je
¢rna jagoda.

Za brsljan je znacilna dvojnost listov oz. heterofilija, kar pomeni, da se listi delijo na son¢ne in
sencne liste, ki se razlikujejo po barvi in obliki ter posledi¢no vsebnosti barvil, kot sta klorofila
a in b ter drugi. Poleg barvil v listih najdemo tudi saponine, natan¢neje hederasaponine. To
so glikozidi, ki se v vodnih raztopinah mocno penijo. Zaradi njihovega protimikrobnega in
protivnetnega delovanja, sposobnosti penjenja, raztapljanja maséob v vodi in zniZanja
povrsinske napetosti ter drugih lastnosti jih uporabljajo v velikem Stevilu razli¢nih
kozmeti¢nih sredstev in kot sestavino prehranskih dopolnil in zdravil. Med drugim so to
kreme proti celulitu in sirupi za olajSevanje kaslja.

Na koncentracijo fotosintetskih barvil in saponinov v listih imajo vpliv zunanji dejavniki, kot
so na primer vremenske razmere v razli¢nih letnih ¢asih. Zato lahko ¢as nabiranja vpliva na

moznost izkoris¢anja teh ucinkovin za kozmeti¢ne in farmacevtske namene.

Tekom naloge smo spremljale in primerjale vsebnost fotosintetskih pigmentov in saponinov
v sonénih in senénih listih. S spektrofotometrijo smo ugotavljale vsebnost klorofila a in b. Vse
meritve smo izvajale lo€eno s soncnimi in sencnimi listi enkrat meseéno 12 zaporednih
mesecev. S penjenjem ekstrakta in raztapljanjem mascob v njem smo poskusale ¢im bolj
empiri¢no dokazati prisotnost in delez saponinov v listih v dveh letnih ¢asih, to sta pomlad in
poletje, saj smo takrat glede na vire pri¢akovale najvecjo vsebnost teh spojin. Pri tem smo
spoznale mnoge nove metode dela in se naucile veliko novega o raziskovalnem
laboratorijskem delu.
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SUMMARY

The goal of this research assignment was to monitor seasonal changes in photosynthetic
pigments and saponin contents as active substances in adult and juvenile leaves of the
common ivy. We used spectrophotometry for monitoring pigment contents as well as
qualitative and quantitative measurement of saponin properties.

We were predominantly interested in finding the optimal time for collecting ivy leaves if they
were to be used for cosmetic and medical purposes, and how the common ivy, as an
evergreen plant, reacts to seasonal changes by adjusting the amount and type of
photosynthetic pigments in its leaves. We have not yet come across an article that would
discuss the best season for use of ivy leaves. Therefore, we wish to contribute to the best
possible use of ivy’s many potentials with our research.

The common ivy (Hedera helix L.) is a perennial evergreen woody vine from the family
Araliaceae. It is native to Central, West and South Europe. It grows on moist and hummus-
rich ground, as well as poorer soil. It thrives in shady and sunny locations and is insect
pollinated. The flowers are small and grow in yellow-green umbels that are rich in nectar.
The fruit is a black berry.

One of characteristic properties of the common ivy is heterophily, which means the leaves
are either juvenile or adult and are different in colour and shape. Therefore they also
differentiate in pigment contents, such as chlorophyll a and b and others. Beside this,
saponins or more precisely hederasaponins are also found in ivy leaves. These are glycosides
which intensely foam in water. They are used in number of cosmetic products, food
supplements and medicine for their antimicrobial and anti-inflammatory activity, ability to
foam, dilute fats and lower surface tension and other qualities. They are for instance used in
anti-cellulite creams and cough syrups.

External factors, such as, for instance, weather in different seasons, have an effect on
concentration of photosynthetic pigments and saponins in ivy, so the season of collecting
the leaves might affect the potential of these substances for cosmetic and pharmaceutical
purposes.

During the assighnment we monitored and compared the contents of photosynthetic
pigments and saponins in juvenile and adult leaves. We established the contents of
chlorophyll a and b using spectrophotometry. All measurements were made with adult and
juvenile leaves separately once a month for 12 consecutive months. Through foaming of the
ivy extract and dilution of fats in it we tried to prove the presence and amount of saponins
as empirically as possible. We chose to do this in spring and summer as we expected the
contents of these chemicals to be the largest in these two seasons. In doing so, we became
familiar with many new methods and learned a lot about research in a laboratory.
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1.UVOD
1.1. NAMEN

Znanstvene raziskave so gonilo napredka danasnjega sveta. Kot dijakinje, ki nas naravoslovje
zanima ne le v teoriji, ampak tudi v praksi, smo se odlocile, da se z raziskovalnim delom
spoznamo Ze v gimnaziji in si tako naberemo zacetne izkusnje z delom na tem podrocju. Vse
nas navdusuje svet rastlin, zato smo si za objekt raziskovanja izbrale rastlino, ki jo s pridom
koristita tudi dve izmed najvecjih industrij; kozmeti¢na in farmacevtska. Zato je brsljan
zagotovo perspektivna izbira za raziskave. Nismo Se namrec zasledile objave o tem, kdaj je
najboljSi ¢as nabiranja brsljana v te namene. Tako bi bile raziskave v to smer lahko
interesantne za optimizacijo postopkov, s katerimi se koristijo u¢inkovine v tej rastlini.

Cilj te raziskovalne naloge je bil spremljati sezonsko spreminjanje vsebnosti pigmentov in
saponinov kot zdravilnih u¢inkovin v son¢nih in sencnih listih navadnega brsljana. Zanimalo
nas je predvsem, kdaj je najbolj optimalen ¢as za nabiranje brsljana, ¢e ga nameravamo
uporabiti za kozmeti¢ne in zdravstvene namene, in kako kot zimzelena rastlina reagira na
spreminjanje letnih ¢asov s prilagajanjem koli¢ine in vrste barvil v listih.

1.2. TEORETICNO OZADJE

1.2.1. RAZISKOVALNI OBJEKT: NAVADNI BRSLJAN

Navadni brsljan oz. Hedera helix L. je trajna olesenela
zimzelena  vzpenjavka iz  druZine  brsljanovk
(Araliaceae). Je zelo dolgoZiva rastlina, ki lahko
docaka vec sto let. Vzpenja se po drevesnih deblih in
zidovih in lahko doseZze do 30 m viSine in do 25 cm in
ve¢ debeline. Lahko se plazi tudi po tleh in tako
prekriva tla (Martinci¢, 2010). Je dobro odporen proti
mrazu. Dobro uspeva tako v sencnih kot na soncnih
legah in na razlicni prsteh, od vlazne humusne do bolj
revne prsti (Press, 2011). V Sloveniji ga najdemo od
niZzin do gorskega pasu (Martinci¢, 2010).

Skorja debla je pepelnato siva. Koreninski sistem je
zelo povrsinski in razraséen, pojavljajo pa se tudi

nadomestne zra¢ne korenine, ki sluZijo za pritrjevanje

MURGRONA, HEDERA HELIX 1

na podlago ob vzpenjanju. Listi so vedno zeleni,
Slika 1: Navadni brsljan (Hedera helix L.) o . ..
usnjati, tri- do pet krpati in dvoredno namesceni ali
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jaj¢asto romboidne oblike in premenjalno razporejeni. Na zgornji strani so temnejse zelene
barve s svetlejSimi listnimi Zilami, na spodnji strani lista pa so svetlejsi (Burlando in sod.,
2010).

Za brsljan sta znacilni heterofilija listov in dimorfizem poganjkov. Poganjki se delijo na cvetne
in vegetativne. Na slednjih najdemo oprijemalne korenine in dlanaste liste, cvetni pa so brez
nadomestnih korenin in poganjajo jajcaste liste (Bavcon, 2010).

Cvetovi so majhni, rumenkasto zeleni in zdruzeni v kobulasta socvetja premera 3-5 cm, ki so
pogostejsa pri starejsih rastlinah in na delih, ki imajo nekoliko vec svetlobe (Burlando in sod.,
2010). Socvetja so diSeca in vsebujejo veliko nektarja. Cveti septembra in oktobra. Je
Zuzkocvetka, plodove, ki so temno modre do ¢rne jagode velikosti 6-8 mm, pa vedinoma s
svojimi iztrebki raznasajo ptice, ki se pozimi hranijo z njimi (Bavcon, 2010).

Brsljan ni zajedavka, saj vodo in minerale ¢rpa s koreninami iz tal, hranilne snovi pa tvori s
pomocjo fotosinteze v listih. Ce preve¢ obraste drevo, mu lahko jemlje svetlobo in vodo ter
tako nekoliko Skoduje matic¢ni rastlini. Na vedno zelene liste se pozimi lahko lovi sneg in
preobremeni gostiteljsko drevo (Bavcon, 2010).

1.2.1.1 SONCNI IN SENCNI LISTI

Za brsljan je znacilna dvojnost listov oz.
heterofilija. = Velina  vzpenjavk kaie
spreminjanje oblike in funkcije razli¢nih
delov rastline od mlade do zrele faze
razvoja. To jim omogoca prilagajanje
razlicnim stopnjam osvetljenosti, saj so
mlade rastline in listi navadno manj
osvetljeni (Putz, 1991).

Slika 2: Sonéni (levo) in senéni (desno) list Fenotipsko so mladi listi pri brsljanu sencni

(skiomorfni) in poganjajo na vegetativnih
poganjkih, odrasli listi pa so soncni (heliomorfni) in jih najdemo na cvetnih poganjkih, ki
rastejo stran od debla in ne poganjajo nadomestnih korenin. Eden glavnih dejavnikov
prehoda (ki je ireverzibilen) med tema dvema oblikama listov je koncentracija giberelinske
kisline, ki jo najdemo v listu (Briggs in Walters, 2016). Razlikujejo se po obliki (sencni listi so
dlanasti, 3-5 krpati, soncni jajcasto romboidni) in barvi (sen¢ni so temnejSe zelene barve in
imajo svetlejse zZile) (Putz, 1991). Soncni listi imajo okoli 1,5-krat vecjo sposobnost
fotosinteze kot senc¢ni (Bauer in Bauer, 1980).
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1.2.2. SEZONSKA DINAMIKA

Zimzeleni listavci, predvsem na Mediteranu, naj bi bili pozimi fotosintetsko aktivni do
temperatur med -4°C in -8°C. Nekateri avtorji navajajo pri brsljanu popolno fotosintetsko
neaktivnost pri nizkih temperaturah med zimo. Nihanje klorofila je povezano tudi z
Zivljenjsko dobo listov. Meritve so prav tako pokazale sezonsko nihanje koncentracije
alergenov v brsljanu (Precht, 2013).

Listi so dolgo Ziveci in ne odpadejo vec let, a skozi razlicne letne ¢ase se njihova kemicna
sestava spreminja. Rastlina prilagaja vsebnost klorofila in drugih sestavin sezonskim
razmeram in razmeram v mikrookolju. Koncentracija klorofila se spusti v aprilu, ko se tvori
najvec novih listov in se povrne na obi¢ajno v nekaj tednih (Waggy, 2010).

Pater ASi¢ piSe, da naj bi brsljanove liste za uporabo v zdravilne namene nabirali avgusta in
septembra (ASi¢, 1989). Drugi viri navajajo, da se brsljan za medicinske namene nabira
spomladi in poleti (Lutsenko in sod., 2010).

1.2.3. FOTOSINTETSKA BARVILA

Klorofil je pigment, ki rastlinam omogoca fotosintezo in jim daje zeleno barvo. Lo¢imo dve
vrsti, in sicer klorofil a in klorofil b, ki se razlikujeta po kemijski strukturi in delu svetlobnega
spektra, ki ga absorbirata. Oba vsebujeta porfirinski obro¢, edina razlika pa je v eni
funkcionalni skupini na stranski verigi (pri klorofilu a je to metilna, pri klorofilu b pa
aldehidna skupina (Perdue, 2017).

Klorofil a je glavni fotosintetski pigment, ki

Absorption spectra of Chlorophyll a and b
b ga vsebujejo vsi fotosintetski organizmi, ki

a producirajo kisik. Absorbira vedinoma
modro in rdeco svetlobo, v manjsi meri tudi
vijoli¢no.

Absorbance

Klorofil b je stranski pigment in pripomore k
ucinkovitosti fotosinteze s tem, da razsiri
absorbcijski spekter. Za razliko od klorofila a

ga ne najdemo v vseh fotosintetskih

4Im] 5(I}n (,.;Im -,r('m organizmih (Perdue, 2017).

Wavelength / nm

Slika 3: Absorbcijski spekter klorofila ain b
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1.2.4. ZDRAVILNE UCINKOVINE
1.2.4.1. ZDRAVILNE UCINKOVINE V BRSLJANU

Brsljan je strupena rastlina in ga ne uzivamo, Se posebej ne jagod. V ljudskem zdravilstvu se
je uporabljal v desetine razlicnih namenov (Hensel, 1989). Danes ga s pridom uporabljata
farmacevtska in kozmeti¢na industrija, prva za izdelovanje sirupov proti kaslju, saj mehca
sluz v pljucih in sprosca krée bronhijev ter olajsSuje dihanje, druga pa izvlecek brsljana
uporablja v proticelulitnih mazilih. Brsljan deluje protivnetno, olajsuje izkasljevanje, unicuje
parazite, uravnava imunski sestav in blazi krée. Nekateri viri mu pripisujejo tudi
antioksidativno in protirakavo delovanje. NajpomembnejSe sestavine listov, ki jih v te
namene uporabljamo, so triterpenski saponini, flavonoidi, antocianini, steroli, vitamini,
aminokisline in eteri¢na olja (Lutsenko in sod., 2010).

Poleg uporabe v pripravkih proti celulitu in kaslju ga najdemo tudi v kremah proti srbenju in
revmatizmu ter v drugih kozmeti¢nih in dermatoloskih izdelkih (Lutsenko in sod., 2010).

1.2.4.2. SAPONINI

Saponini so glikozidi, ki so svoje ime dobili po lastnosti, da tako kot milo v vodi topijo
mascobe, za kar so jih dolgo tudi uporabljali. Zaradi njihovega protimikrobnega delovanja,
sposobnosti penjenja, raztapljanja in znizanja povrsinske napetosti ter drugih lastnosti jih
uporabljajo v velikem Stevilu razlicnih kozmeti¢nih sredstev in kot sestavino prehranskih
dopolnil in zdravil (Sahelian, 2016). Najdemo jih v razli¢nih rastlinah in tudi pri nekaterih
Zivalskih vrstah. Pri rastlinah se najveckrat nahajajo v povrhnijici, kjer tvorijo voskasto
zasCitno plast. Njihova glavna funkcija je sodelovanje z rastlinskim imunskim sistemom in
fungicidno delovanje (Marciano, 2013).

Triterpensaponini oz. hederasaponini so saponini, ki jih najdemo v brsljanovih listih. Listi in
plodovi te rastline vsebujejo 5-8% saponinov (Burlando in sod., 2010). Tako kot vsi saponini
raztapljajo mascobe, k odpravljanju celulita pa pripomorejo tudi s tem, da inhibirajo encime,
ki razkrajajo elastin in hialuronsko kislino, kar poskrbi za proznejso koZo. V sirupu za kaselj
imajo nalogo mehcanja oziroma raztapljanja sluzi, s tem pa olajsajo izkasljevanje (Sahelian,
2016). Glavna predstavnika te skupine spojin v brsljanu sta hederasaponin C (poleg tega Se
hederasaponini B, D, E, F, G, H in I) in a-hederin (Lutsenko in sod., 2010). Slednji ima
antibioti¢ne lastnosti (Burlando in sod., 2010).
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1.3. RAZISKOVALNO VPRASANJE

Navadni brsljan je zimzelena zdravilna rastlina. Glede na to smo si zastavile dve glavni
raziskovalni vprasanji:

Ali brsljan kot zimzelena heterofilna rastlina prilagaja koli¢ino in vrsto barvil glede na pogoje,
ustrezne letnemu casu?

Ali izbira letnega €asa in soncnih ali sencnih listov vpliva na koli¢ino in ucinkovitost zdravilnih
ucinkovin v brsljanu?

1.4. HIPOTEZE

Nase hipoteze pred pridobitvijo rezultatov so bile:

- Pricakujemo, da bo koncentracija klorofila a in b najniZja aprila, najvisja pa bo v
poletnih mesecih. Predvidevamo, da bo vsebnost vecja v soncnih listih.

- Vsebnost in ucinkovitost saponinov bo visja poleti v sencnih listih.

11
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2. RAZISKAVA

2.1. METODA DELA

2.1.1. PRIPOMOCKI

2.1.1.1 VSEBNOST FOTOSINTETSKIH PIGMENTOV

Listi brsljana (soncni, sencni),

plutovrt s premerom 9.9 mm,

pinceta,

petrijevke,

plutovinasta podlaga,

tehtnica (EB-300M, Zelezniki, Slovenija),
susilnik (Binder, APT.line™ FP),

terilnica in pestilo,

40 ml ¢asa,

kapalka,

10 kivet za aceton,

98% aceton (Merck, Germany),
spektrofotometer (SpectroVis Plus, Vernier, ZDA),
program Logger Pro 3.8.4.2.

2.1.1.2. VSEBNOST SAPONINOV

posuseni in zdrobljeni listi br$ljana (soncni, sencni),
destilirana voda,

150ml casa,

10ml valji,

magnetno mesalo (Lab companion, Korea)
filtrirni papir,

lij,

parafilm,

visji merilni valj,

tehtnica (EB-300M, Zelezniki, Jugoslavija),
soncnicno olje (Mercator, Slovenija),
petrijevke,

kapalka,

kljunasto merilo.
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2.1.2. OPIS DELA
2.1.2.1. VSEBNOST FOTOSINTETSKIH PIGMENTOV

Pred zacetkom dela smo v bliZini Sole nabrale zadostno kolicino sencénih in soncnih
brsljanovih listov.

Nato smo s plutovrtom premera 9,9 mm izrezale 25 krogov iz vsake vrste listov. V vsako
petrijevko smo dale po pet krogov istovrstnih listov. Vsebino vsake petrijevke smo nato
stehtale in si mase zapisovale v tabelo. Liste smo nato susile v susilni napravi 3 dni pri 50°C.
Po suSenju smo vsebino vsake petrijevke stehtale in tako dobile suhe mase.

Za doloc¢anje pigmentov s
spektrofotometrijo smo ravno tako s
plutovrtom premera 9,9 mm izrezale
kroge iz vsake vrste listov. Pet krogov
istovrstnih svezih listov smo v terilnici
strle in ekstrahirale z 20 ml 98% acetona.
Nato smo ekstrakt filtrirale v ¢aSoingas
kapalko odmerile v kivete. Izvedle smo
pet ponovitev za vsako vrsto listov. S
spektrofotometrom smo izmerile

ekstinkcijo ekstrakta pri valovnih dolzinah

Slika 4: Ekstrakt soncnih listov, pripravljen za
spektrofotometrijo 470, 644 in 662 nm. Na enoto suhe mase

smo dolodile vsebnost klorofila a in b.

2.1.2.1.1. RACUNANJE KLOROFILA A IN B

Vsebnost klorofilov smo dolocali spektrofotometri¢no po Lichtenthalerju (1987). Vsebnost
barvil na suho maso lista smo izracunali po enacbi (5) in (6):

Kla = ((11,24xEes2)-(2,04xEga4))xVexs.m.”> (mg kla g s.m.) ...(5)

KIb = ((20,13xEg44)-(4,19%Es62))xVexs.m.. (mg klb g1 s.m.) ...(6)
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2.1.2.2. VSEBNOST SAPONINOV

3

Slika 5: Filtriranje brsljanovega
ekstrakta

Slika 6: Penjenje ekstrakta

Ze posudene briljanove liste smo v terilnici
zdrobile v prah in izlocile velje ostanke Zil.
Nato smo brsljanov prah in vodo v ¢asi zmesale
v razmerju 1:10 ter meSanico 10 min mesale
na magnetnem mesalu pri srednji hitrosti.
Mesanico smo nato prefiltrirale in tako dobile
briljanov ekstrakt. Naredile smo ekstrakt
soncnih in sencnih brsljanovih listov.

V 7 ml merilni valj smo s kapalko
odmerile 2 ml izvlecka (ekstrakta)
in 2 min ritmi¢no stresale. Po tem
Casu smo odcitale volumen nastale
pene in preostalega ekstrakta.
Postopek smo ponovile petkrat z
ekstraktom sencnih in petkrat z
ekstraktom sonc¢nih listov.
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2.1.2.3. UCINKOVITOST SAPONINOV

V drugem delu smo v manjSem merilnem valju zmesale 2 ml destilirane vode in 2 ml olja
(kontrolni poskus). Zmes smo prelile v petrijevko in po petih sekundah s kljunastim merilom
izmerile premer 15 oljnih kapljic. Postopek smo ponovile petkrat.

Nato smo postopek ponovile z 2 ml olja in 2 ml ekstrakta brsljanovih listov iz prejsnjih
poskusov. Petkrat smo merile kapljice v zmesi z ekstraktom senénih in petkrat z ekstraktom
soncnih listov.

Slika 7: Merjenje oljnih kapljic v vodi Slika 8: Merjenje oljnih kapljic v brSljanovem
ekstraktu
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in zdravilnih u¢inkovin pri brsljanu (Hedera helix L.)

2.2. MERITVE

2.2.1. VSEBNOST FOTOSINTETSKIH PIGMENTOV
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Graf 1: Kolic¢ina klorofila a na suho maso v odvisnosti od ¢asa nabiranja soncnih in sencnih listov
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Graf 2: Kolic¢ina klorofila b na suho maso v odvisnosti od ¢asa nabiranja soncnih in sencnih listov

brsljana
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2.2.2. SAPONINI

2.2.2.1. VSEBNOST SAPONINOV

Vsebnost saponinov v odvisnosti
od vrste listov brsljana in ¢asa nabiranja
4
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Graf 3: Vsebnost saponinov v odvisnosti od vrste listov brsljana in ¢asa nabiranja
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2.2.2.2. UCINKOVITOST SAPONINOV

Premer mascobnih kapljic [mm]

st. meritve 1. petrijevka | 2. petrijevka | 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 4.13 4.30 5.11 2.36 4.52
2 4.30 4.22 4.64 1.92 2.28
3 3.28 3.44 5.41 3.20 5.16
4 2.78 2.90 3.42 4.32 3.00
5 1.88 3.72 2.60 2.00 5.66
6 3.36 4.20 3.68 5.98 3.44
7 2.08 2.26 2.08 3.68 5.08
8 2.65 2.20 2.10 2.10 2.04
9 2.40 2.08 2.22 2.56 2.72
10 2.80 2.28 3.78 3.54 4.88
11 2.13 1.76 3.65 2.58 2.56
12 1.76 2.72 2.00 2.74 1.86
13 1.48 2.18 4.86 4.18 4.70
14 2.10 2.12 2.06 2.17 4.04
15 1.38 1.58 2.34 3.56 1.98

Tabela 1: Premer mascobnih kapljic v vodi — kontrolni poskus (14. 4. 2017)

Premer mascobnih kapljic [mm]

St. meritve 1. petrijevka 2. petrijevka 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 2.80 1.56 1.18 2.12 1.68
2 1.78 1.98 2.26 2.12 1.89
3 1.99 0.79 1.80 1.48 1.76
4 2.36 1.54 1.70 2.16 1.78
5 2.48 1.52 1.38 1.92 1.24
6 0.87 1.62 1.54 2.08 1.58
7 1.46 1.56 1.82 1.78 1.50
8 1.58 1.64 1.56 1.36 1.78
9 2.10 1.48 0.99 1.80 1.80
10 2.32 1.84 1.86 2.70 1.52
11 1.38 1.50 1.32 1.68 1.56
12 1.54 1.48 1.28 1.56 1.38
13 1.78 1.56 1.38 2.18 1.84
14 0.98 1.70 1.34 2.06 1.38
15 1.58 1.48 1.98 1.84 0.98

Tabela 2: Premer oljnih kapljic v raztopini ekstrakta soncnih listov v vodi (14. 4. 2017)
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Premer mascobnih kapljic [mm]
St. meritve 1. petrijevka 2. petrijevka 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 2.02 2.14 1.70 1.96 2.12
2 1.28 1.46 1.48 1.16 1.18
3 2.20 1.82 2.16 1.60 1.24
4 1.26 1.20 1.12 1.10 0.88
5 2.12 2.68 1.28 1.76 1.82
6 2.38 2.12 1.20 2.18 1.60
7 1.60 2.32 1.94 1.88 1.32
8 2.44 1.08 1.36 1.68 2.01
9 2.72 2.10 2.06 1.96 1.11
10 1.20 1.86 1.70 0.85 0.78
11 1.38 2.50 1.64 1.12 1.52
12 0.98 3.08 1.93 1.86 2.06
13 1.42 1.78 2.66 2.18 1.36
14 1.66 1.98 1.28 2.14 1.92
15 2.22 2.12 0.80 1.66 0.85

Tabela 3: Premeri oljnih kapljic v raztopini ekstrakta sencnih listov v vodi (14. 4. 2017)

Premer mas¢obnih kapljic [mm]

St. meritve | 1. petrijevka 2. petrijevka 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 4,12 6.00 6.57 3.36 4.52
2 4.28 5.02 4.64 1.92 2.28
3 2.30 3.64 6.10 3.78 5.16
4 1.78 2.90 3.42 5.70 3.00
5 1.08 4.72 3.60 2.00 5.66
6 1.76 4.20 4.18 6.98 4.44
7 1.18 2.36 2.08 3.68 6.08
8 1.10 1.88 1.60 1.10 2.04
9 1.38 4.08 2.22 1.56 2.72
10 1.88 1.28 2.78 4.00 4.88
11 1.36 2.76 4.65 1.58 2.56
12 2.08 1.72 2.00 2.74 1.86
13 2.70 1.18 5.46 4.18 4.70
14 2.40 1.12 1.06 1.70 5.04
15 1.80 1.58 3.34 3.56 1.98

Tabela 4: Premer mascobnih kapljic v vodi - kontrolni poskus (21. 8. 2017)
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Premer mascobnih kapljic [mm]

st. meritve | 1. petrijevka | 2. petrijevka 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 2.80 1.56 1.78 2.72 1.68
2 1.78 1.98 2.26 2.12 2.00
3 2.10 1.84 1.80 1.48 1.76
4 2.36 1.54 1.70 2.16 1.78
5 2.48 1.52 1.38 1.92 1.64
6 2.76 1.62 1.54 2.08 1.58
7 1.46 1.56 1.82 1.78 1.50
8 1.58 1.64 1.56 1.76 1.78
9 2.10 1.48 1.18 1.80 1.80
10 2.50 1.84 1.86 2.70 1.52
11 1.38 1.50 1.32 1.68 1.56
12 1.54 1.48 1.28 1.56 1.68
13 1.78 1.56 1.68 2.18 1.84
14 1.36 1.70 1.50 2.06 1.38
15 1.58 1.48 1.98 1.84 0.98

Tabela 5: Premeri oljnih kapljic v raztopini ekstrakta soncnih listov v vodi (21. 8. 2017)

Premer mascobnih kapljic [mm]

st. meritve | 1. petrijevka | 2. petrijevka 3. petrijevka 4. petrijevka 5. petrijevka
1 2.20 2.14 1.70 1.96 2.12
2 1.28 1.46 2.48 1.16 1.18
3 2.20 1.82 2.16 1.60 1.64
4 1.26 2.20 1.12 1.10 0.88
5 2.42 3.68 1.68 1.76 2.22
6 2.38 2.12 1.20 2.18 1.60
7 1.60 2.32 1.94 2.38 1.32
8 2.74 1.08 1.36 1.68 2.60
9 3.52 2.10 2.06 1.96 1.20
10 1.20 1.86 1.70 1.00 0.78
11 1.38 2.50 1.64 1.12 1.52
12 1.02 3.08 2.14 1.86 2.26
13 1.42 1.78 2.66 2.18 1.46
14 1.66 2.26 1.28 2.54 1.92
15 2.62 2.22 0.80 1.66 0.85

Tabela 6: Premeri oljnih kapljic v raztopini ekstrakta sencnih listov v vodi (21. 8. 2017)
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Velikost mascobnih kapljic v odvisnosti od izpostavitve ekstraktov
soncnih in sen¢nih listov brsljana

olje in voda - kontrolni soncni listi sencni listi
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Graf 4: Velikost mascobnih kapljic v odvisnosti od izpostavitve ekstraktov soncnih in sencnih listov brsljana
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3. RAZPRAVA
3.1. VSEBNOST FOTOSINTETSKIH PIGMENTOV

Graf 1 prikazuje vsebnost klorofila a [mg] na suho maso soncnih in sencnih listov brsljana [g]
v odvisnosti od meseca nabiranja. Razvidno je, da vsebnost variira po mesecih.

V soncnih listih smo porast klorofila a opazili v poletnih mesecih, veliko vsebnost pa smo
opazili tudi v novembru in januarju. Najmanj ga je bilo aprila. V sencnih listih je vrh vsebnost
klorofila a dosegla v vseh treh poletnih mesecih, najvec ga je bilo julija, Se en vrh pa se je
pojavil marca. Velika vsebnost klorofila a v poletnih mesecih se sklada z veliko fotosintetsko
aktivnostjo v tem obdobju (Monroe, 2013). Marcevski maksimum v sencnih listih in
novembrski maksimum v soncnih sta verjetno vremensko pogojena; razmere za rast rastlin
in fotosintezo so bile namre¢ ugodne (Nase okolje, 2017). Pricakovane vecje vsebnosti
klorofila a v son¢nih listih nismo dokazale, kar se ne sklada z objavami vecje fotosintetske
aktivnosti soncnih listov. (Bauer in Bauer, 1986). Razlog bi bil lahko v rastnem obmocju
izbrane rastline. RastiS¢e brsljana, s katerega smo nabirale liste, namre¢ ni bil osencen.
Predlagamo, da bi uporabile naklju¢no izbrane rastline iz primernejSega rastisca.

Minimum je bil aprila in februarja. Aprilski minimum se sklada z objavami (Waggy, 2010).
Prav tako smo zasledile manjSo vsebnost klorofila a v jesensko-zimskih mesecih, kar je
verjetno posledica nizjih temperatur in nizje fotosintetske aktivnosti.

Graf 2 prikazuje vsebnost klorofila b [mg] na suho maso soncnih in sencnih listov brsljana [g]
v odvisnosti od meseca nabiranja. Tudi ta variira po mesecih, a ga je v povprec¢ju manj kot
klorofila a, saj ni glavno fotosintetsko barvilo (AVTOR).

Vrh v senénih listih doseZe junija in julija, v sonénih pa novembra. To se sklada z rezultati
klorofila a, kar ponovno kaze na vecdjo fotosintetsko aktivnost rastline v tem obdobiju.
Manjso vsebnost klorofila b smo tako v sencnih kot soncnih listih zasledili v zimskih mesecih.
To ustreza nizjim temperaturam, ki inhibirajo fotosintezo (Precht, 2013), in pomanjkanju
padavin decembra 2016 (Nase okolje, 2016). Po drugi strani je bil november 2016
nenavadno topel, kar je bilo za aktivnost rastlin ugodno (Nase okolje, 2016). Vecjo vsebnost
klorofila b smo zasledili v senénih listih, kar pripisujemo rastnim razmeram izbrane rastline.

Maksimuma klorofila a in b v poletnih mesecih sta potrdila naso hipotezo. Nasi rezultati ne
potrjujejo hipoteze za pri¢akovane razlike v vsebnosti fotosintetskih barvil v soncnih in
sencnih listih.
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3.2. SAPONINI

Velika koncentracija fotosintetskih barvil v poletnih mesecih kaze na viSjo fotosintetsko
aktivnost rastline v tem obdobju, kar omenjajo tudi mnogi avtorji (Waggy, 2010). Visja
aktivnost bi lahko imela vpliv tudi na vsebnost ostalih ucinkovin.

Za ugotavljanje vsebnosti in ucinkovitosti saponinov smo si izbrale april in avgust, saj smo
avgusta na podlagi nasih virov (ASi¢, 1989) pri¢akovale visoko vsebnost teh ucinkovin. Vecina
jih namrec svetuje nabiranje brsljana v poletnem obdobju. (ASi¢, 1989, Lutsenko in sod.,
2010) Za primerjavo pa smo saponine merile e aprila, kajti zasledile smo tudi objavo, da naj
se brsljan za medicinske namene nabira tudi spomladi (Lutsenko in sod., 2010). V tem
obdobiju so bolj aktivni tudi patogeni, proti katerim rastlina tvori saponinske glikozide.

Graf 3 prikazuje vsebnost saponinov v odvisnosti od vrste listov in ¢asa nabiranja. Vsebnost
saponinov je bila v aprilu vecja kot pa v avgustu. Pri teh meritvah smo izracunale velik
standardni odklon, kar kaze na veliko razprSenost podatkov okoli srednje vrednosti.
Predvidevamo, da metoda ni bila najbolj zanesljiva. Hipoteze tako nismo uspele potrditi, saj
nase meritve nasprotujejo virom, ki pravijo, da naj bi se brsljan nabiral poleti (ASi¢, 1989).
Prav tako bi za vsebnost saponinov lahko uporabile drugacno metodo, ki bi bila bolj
zanesljiva, npr. HPLC kromatografija.

Graf 4 prikazuje velikost mascobnih kapljic v odvisnosti od izpostavitve ekstraktom soncnih
in sencnih listov brsljana. Nasi rezultati kazejo na to, da se mascobe bolje topijo v vodnem
ekstraktu brsljanovih listov kot pa v vodi sami. Rezultati meritev soncnih in sencnih listov se
med seboj bistveno ne razlikujejo, sencni listi so le nekoliko bolje raztapljali olje kot son¢ni.
Pricakovale smo vecjo razliko, ker sencni listi rastejo na obmocju, ki je bolj izpostavljeno
patogenim organizmom. Opazne razlike v udinkovitosti saponinov v spomladanskih in
poletnih mesecih nismo zasledile, povprecna velikost kapljic je bila aprila le za spoznanje
manjsa kot avgusta. To se sklada z naSimi meritvami vecje vsebnosti saponinov v
spomladanskih mesecih. Metoda merjenja masc¢obnih kapljic zahteva veliko natancnosti pri
delu, zato je mozno, da je tu priSlo do napak meritev. Za merjenje te lastnosti bi lahko
uporabile drugo metodo, npr. tankoplastno kromatografijo.

Rezultati nase raziskave hipoteze ne potrjujejo. Z dodatnimi raziskavami bi bilo zanimivo
potrditi predlog, da naj bi se brsljanovi listi za kozmeti¢ne in farmacevtske namene nabirali
spomladi. Saponini namrec sluzijo kot obramba rastline pred glivami (Marciano, 2013), zato
predvidevamo, da bi bila veéja vsebnost saponinov v aprilu smiselna, saj so takrat razmere za
rast gliv boljSe, vlaga je namrec vecja in temperature bolj zmerne. Ker sencni listi rastejo na
manj osvetljenih delih bliZje opori, je to okolje bolj primerno za uspevanje gliv in zato bi bilo
logicno, da je vsebnost saponinov v tem delu rastline nekoliko vecja. Z nasimi meritvami smo
to predvidevanje potrdile.
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4.ZAKLJUCEK

S to raziskovalno nalogo smo se ukvarjale skoraj leto in pol, saj smo meritve zbirale 12
mesecev. V tem ¢asu smo se imele priloZznost spoznati s teoretiénim in prakti¢énim delom
biologije. Najvedji izziv nam je predstavljalo iskanje primerne metode za dolocanje
koncentracije saponinov, bolj ali manj uspesno smo jih preizkusile namrec kar nekaj. Skozi
raziskovalno delo smo si pridobile dragocene izkusnje z laboratorijskim delom.

Uspele smo dokazati visoko koncentracijo hederasaponinov v brsljanovih listih in njihovo
sposobnost raztapljanja maséob, kar nam brsljan postavi v skupino kozmeti¢no in
farmacevtsko dragocenih rastlin. Ceprav nismo uspele povezati obdobja najvisje
koncentracije saponinov z obdobjem najvecje koncentracije fotosintetskih barvil, menimo,
da je, glede na to, da je bila metoda merjenja klorofila bolj natan¢na, poletje gotovo
primerno obdobje za nabiranje brsljana za industrijske namene, saj je aktivnost listov takrat
velika. Kljub temu pa pomladi ne gre zanemariti, saj so nam meritve pokazale veliko
pomladno vsebnost glikozidov, glede na njihovo vlogo v rastlini pa to lahko vsaj delno tudi
pojasnimo.

Navadni brsljan je zelo perspektivna rastlina in menimo, da bi se na tem podrocju dalo izvesti
Se precej raziskav, s katerimi bi Se bolj obogatili obstojeCe znanje o tej plezalki. Naso
raziskavo bi lahko izboljSale z uporabo drugih metod. Prisotnost in koli¢ino saponinov bi
lahko dolocali s HPLC-kromatografijo. Glede na njihovo antibakterijsko delovanje bi ucinke
lahko preverjali tudi z izdelavo antibiogramov, fungicidno delovanje pa z uporabo
mikroskopske Stevne metode z glivami kvasovkami. Pri merjenju sezonske aktivnosti brsljana
bi lahko poleg spremljanja koncentracije fotosintetskih pigmentov merili tudi druge
parametre, npr. neto fotosintezo, transpiracijo, morfoloske znacilnosti listov in druge.

Raziskovalno delo nas je motiviralo tudi za nadaljnje delovanje v naravoslovnih vodah, saj
smo se vse odlocile za tovrstne Studije.
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