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Abstrakt.
Predmetom vyskumu bolo zloZenie a koncentracia hydrofilnych
extraktiv v ihlickach Picea abies. Bol vyhodnoteny optimalny ¢as zberu
smrekoveho ihliCia na produkciu kyseliny Sikimovej. Koncentracia
kyseliny Sikimovej sa pohybovala od 4,7 mg/g ihli¢ia smrekového
zozbieraného v auguste do 94,7 mg/g ihlicia smrekového
zozbieraného v novembri.

Uvod

Kyselina Sikimova alebo kyselina 3,4,5-trihydroxycyklohex-1-én-1-karboxylova je dolezity

chiralny metabolit v rastlinach a mikroorganizmoch. Prva kyselina Sikimova bola izolovana

z japonskej rastliny Illicium religiosum v roku 1885, ale jeho Struktira bola objasnena az o 50

rokov neskor [1, 2]. V stcasnosti sa kyselina Sikimova Uspesne pouziva ako prekurzor pre rdzne

vysokohodnotné chemikalie.

Kyselina Sikimova sa tieZz pouziva ako prekurzor vo farmaceutickom priemysle. V poslednych
desatroCiach sa studie kyseliny Sikimovej uskuto€riovali obzvlast aktivne, pretoZe sa pouZiva ako
zékladny material na syntézu lie€iva inhibitora neuraminidazy. Tento liek sa pouZiva na lieCbu a
prevenciu chripky A a chripky B. Derivaty kyseliny Sikimovej maju mnoho farmakologickych uginkov,
ako su antikoagulacné, protizapalové, antibakterialne a antioxidacné ucinky [3, 4]. Preto je kyselina
Sikimova ako délezity prekurzor pre chemicky a farmakologicky priemysel potrebna v relativne velkych
mnozstvach. V globalnom priemysle existuju tri hlavné pristupy k vyrobe kyseliny Sikimovej: izolacia z
lignocelulézovej biomasy, mikrobiologicka a chemicka syntéza [1, 3, 4].

Prva uspeSna syntéza kyseliny Sikimovej v laboratériu sa uskutocnila v roku 1960. VSetky
metddy chemickej syntézy v8ak maju niekolko nevyhod - vysoku cenu, nizky vytazok cielového
produktu a vysoku pravdepodobnost tvorby biologicky neaktivnych izomérov [2]. Dal$ou
moznostou vyroby kyseliny Sikimovej je mikrobiologicka syntéza. Mnoho mikroorganizmov je
schopnych syntetizovat' kyselinu Sikimovu, ale jej vytazok je extrémne nizky [5]. V su€asnosti je
hlavnym zdrojom kyseliny Sikimovej biomasa. V su€asnosti sa kyselina Sikimova uspesne izoluje
z ¢inskeho badianu (lllicium verum). Vytazok ciefového produktu je 3 az 7 % hmotn. suchych
semien. Zial, badian sa pestuje len v $pecifickych klimatickych zénach [2-4].

Niekolko studii ukazalo, Zze kyselina Sikimova sa da lahko izolovat z ihiel niekolkych druhov borovic.
Podla odhadov vyskumu asi 35,5 miliona m3 drevného odpadu sa ro¢ne vyprodukuje v Ruskej federacii.
Odpad sa lisi od kéry a uzlov az po piliny. Za odpad sa povazuje aj ihli€ie z ihlicnatych stromov [6].
Chemické zlozenie ihli¢ia ihli€natych stromov vSak umoznuje ich pouzitie pri vyrobe réznych lieCiv,
parfumov, hnojiv a krmiva pre zvierata [7]. Ihli€nany Celade Pinaceae su schopné produkovat mnoho
cennych chemikalii, ako su mono- a seskviterpény, fenoly, kyseliny a iné zlu€eniny [8, 9].
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Efektivne priemyselné spracovanie ihiel ma v3ak urcité problémy, napriklad sezénne zmeny v
obsahu urcitych chemickych zlu¢enin. Preto je potrebné Studovat sezénne zmeny v chemickom
zlozeni ihiel. Vysledky tejto Studie pomdzu vyvinut efektivne spdsoby spracovania ihiel s cielom
izolacie cennych zlu€enin [10].

Na izolaciu kyseliny Sikimovej z ihiel sa ako extrakéné rozpustadla mézu pouZzit polarne
organické rozpustadla a voda. Ak vSak vezmeme do uvahy ekonomické kritéria a
environmentalne predpisy pre priemyselné procesy, pouzivanie velkych objemov organickych
rozpustadiel je Casto nerentabilné. KIu¢om k buddcim biorafinériam dreva je neustaly vyvoj
zelenych technik s ciefom ziskat efektivnejSie separacné procesy s minimalnym dopadom na
Zivotné prostredie. Voda je v porovnani s inymi priemyselne pouzivanymi rozpustadlami lacna,
lahko sa s fiou manipuluje a je netoxickd, a preto je vefmi dobrym rozpustadlom pre chemicky
priemysel.

Cielom tejto Studie bolo posudit moznost' vyuZitia ihli¢ia Picea abies ako zdroja kyseliny
Sikimovej, ako aj zhodnotit vplyv €asu zberu na koncentraciu kyseliny Sikimovej v ihliCi
smreka.

Materialy a metody

Smrekové ihlicie sa zbieralo mesacne pocas jedného roka, z toho istého stromu Picea abies,
rastice v ekologicky Cistej zéne Kalininského okresu, Tverska oblast. Suroviny sa zbierali
v suchom pocasi a len zo zdravych, dobre vyvinutych, neposSkodenych stromov rastucich
daleko od velkych priemyselnych aredlov a pri cestach s hustou premavkou. Prvotné
spracovanie surovin sa uskuto¢riovalo hned po zbere a spodivalo v triedeni nazbieraného
ihlicia. PoSkodené suché ihliCie a iné necistoty boli odstranené.

Ihly sa vysuSili na vzduchu a rozomleli na velkost €astic 2 az 3 mm. Potom sa ihly
extrahovali destilovanou vodou pri teplote miestnosti23+1°C pocas 24 hodin. Pomer tuhej latky
ku kvapaline bol 1:20. Extrakt sa oddeli od zvySku na filtri. Stanovili sa celkové rozpustené
pevné latky (TDS — Total dissolved solids) extraktov.

Extrakty sa kvantitativne analyzovali plynovou chromatografiou s pouzitim metddy
vnutorného Standardu. Alikvoty extraktov sa odparili, potom sa k vzorkam pridala vnutorna
Standardna zmes, odparila sa v prude dusika a dalej sa suSila vo vakuovom exsikatore.
Silylacia vysuSenych vzoriek sa uskutocnila zmesou pyridinu, N,O-
bis(trimetylsilyDtrifluéracetamidu (BSTFA) a chlortrimetylsilanu (TMCS) v pomere 1:4:1
obj./obj. pri 70 °C poc¢as 45 minut. Potom boli simulované vzorky prenesené do GC flasticiek
pomocou Pasteurovych pipiet a analyzované pomocou GC-FIVybaveného dlhou 25 m x 0,20
mm id kolénou potiahnutou zosietovanym metyl polysiloxanom (HP-1, hrubka filmu 0,11 um).

Jednotlivé zlu¢eniny eluované GC sa identifikovali analyzou GC-MS (pristroj HP 6890-
5973 GC-MSD). Zlu€eniny boli identifikované ako silylované derivaty.

Vysledky a diskusia

Vysledky analyzy extraktov smrekového ihli¢ia potvrdzuju komplexné zlozenie
hydrofilnych extraktivnych latok v ihlici (tab. 1). V extraktoch boli najdené rézne skupiny
zlucenin: organické kyseliny (jabléna, chinova a iné), uhlohydraty, cukrové alkoholy (xylitol,
sorbitol) atd'. V priebehu roka boli zistené vyrazné zmeny v zloZeni extraktivnych latok.
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Tab. 1.Chemické zloZenie hydrofilnych extraktivnych latok z ihli¢iek Picea abies.

Koncentracia extrak&nych latok v ihli¢kach,
mg/g

Zlucenina — - -

Jan Feb Mar Apr M3j Jun  Jul Aug Sept Okt Nov Dec
Kyselina
stavelova 032 034 031 020 028 036 081 063 029 033 078 0,36
Kyselina
benzoova 064 082 058 042 098 309 08 025 123 098 341 0,64
Kyselina 883 9.09 640 524 563 430 1418 313 504 541 849 6.42
fosforec¢na
Glycerol 333 341 254 292 243 1,65 - - 157 153 564 239
Prolin 257 230 301 341 691 222 029 054 185 208 6.62 3.28
2.3-dinydroxy- 34 931 027 019 029 065 240 106 046 055 097 030
kyselina
propanova
4-hydroxy- 071 076 069 091 094 124 060 014 098 115 1,54 0,66
kyselina
benzoova
Kyselina
jabléna 164 171 174 243 192 150 067 049 154 180 344 161
4-hydroxy- 15,98 15,83 17,55 17,49 1222 1614 209 237 1519 1592 2151 18.27
acetofenén
Kyselina
sikimova 80,60 81,96 79,94 88,69 53,86 29,69 6,79 471 2716 29.21 94,72 79,25
Kyselina
citronova 1,84 257 18 377 303 295 1683 525 240 243 268 2.05
Kyselina
chinova 456 4550 4251 4464 387 36,65 229 1857 30,55 37.11 4821 41,26
Pinitol 38,72 39,81 3527 37,38 31.07 27,86 1052 648 27,38 27.24 41,55 36,43
1-guaacyl- 072 074 060 068 069 084 021 020 074 079 1.08 064
glycerol
Kyselina
glukénova 037 051 027 034 054 411 229 201 105 098 214 0,30
Myo-inozitol 225 226 283 473 364 308 044 053 273 28 7,84 279
(+)-katechin 1,76 129 272 263 4,87 747 - 011 481 500 3,95 267
Mono/ 201.09 189,22 203,98 24648 24871 147,0 69,81 21.16 151,18 160,33 354,39 210,35
disacharidy

Zistil sa rozdiel v TDS extraktoch, ziskanych z ihli¢ia zozbieraného poc¢as roka. Na obrazku 1, je mozné
vidiet, Ze maximalny TDS bol zisteny v extraktoch z ihli¢ia novembrového a apriloveho/majového a najnizsi
v extraktoch z ihli¢ia augustového. Leto (jun-august) je obdobim intenzivneho rastu ihli¢ia a premeny
koncentraciu tazobnych latok koncom jesene a zimy mozno vysvetlit adaptacnymi mechanizmami rastlin a
znizenim rastovych procesov v tomto obdobi.
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Celkové rozpustené pevné latky, g/ml
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Obr. 1.Celkové rozpustené pevné latky v extraktoch zo smrekového ihlicia.

Koncentracia kyseliny Sikimovej v smrekovych ihliCiach sa tiez v priebehu roka meni
(obrazok 2). Maximalna koncentracia kyseliny Sikimovej (94,7 mg/g) bola zistena v ihlickach
zozbieranych v novembri. Na zaklade vysledkov tejto Stiudie sa obdobie od novembra do
aprila odporuéa ako €as zberu ihiel sprue na produkciu kyseliny Sikimovej.
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Obr. 2. Koncentracia kyseliny Sikimovej v smrekovom ihliéi.

Zaver

Vysledky tejto prace potvrdzuju, ze ihly Picea abies mozno pouzit’ ako
slubny zdroj kyseliny Sikimovej.

Na kazdy meter kubicky vytazeného smrekového dreva ide nazmar priblizne
36 kg ihli¢ia. Z tychto ihiel mozno izolovat’ 3,4 kg kyseliny Sikimovej s
obyéajnou vodou ako extrakénym rozpustadiom.
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