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SAZETAK

Cilj diplomskog rada bio je izolirati i identificirati spojeve etericnih ulja motra
(Crithmum maritimum L.) i pripadaju¢ih hidrolata biljaka prikupljenih s podru¢ja Bresta u
Francuskoj i Zabori¢a u Hrvatskoj. Izolacija hlapljivih spojeva iz eteri¢nih ulja provedena je
vodenom destilacijom u aparaturi po Clevengeru, dok je analiza hlapljivih spojeva hidrolata
podrazumijevala primjenu metode mikroekstrakcije vrsnih para na ¢vrstoj fazi i ekstrakcije
tekuce- tekucée koristenjem diklormetana. Za analizu svih uzoraka kori$ten je sustav plinske
kromatografije- spektrometrije masa (GC-MS), koji omogucava precizno razdvajanje i
identifikaciju spojeva. U etericnom ulju motra iz Bresta najzastupljeniji spojevi su dilapiol
(62,10%), timil metil eter (18,00%) i y-terpinen (9,88%), dok su u eteri¢nom ulju motra iz
Zabori¢a najzastupljeniji spojevi limonen (62,85%), sabinen (13,13%) i a-pinen (3,51%).
Analizom hidrolata iz Bresta metodom mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (SPME)
kao dominantni spojevi isti¢u se dilapiol (60,81%) i timil metil eter (14,84%), a u hidrolatu iz
Sibenika (Zabori¢) dobivenom istom metodom dominiraju terpinen-4-ol (47,46%) i (Z)-
karveol (8,01%). Hidrolati su takoder pripremljeni za analizu ekstrakcijom tekuce- tekuce s
diklormetanom pri ¢emu se analizom u hidrolatu iz Bresta istaknuo dilapiol (85,81%) visokim
udjelom, a u hidrolatu iz Zabori¢a najzastupljeniji spoj je terpinen-4-ol (23,47%). Rezultati
ovog istrazivanja pokazali su postojanje razlika u sastavu etericnih ulja i hidrolata motra
prikupljenih na dvije lokacije, sto ukazuje da razli¢iti okolisni uvjeti doprinose razlikama u
kemijskom sastavu istih biljaka. Ove razlike u sastavu mogu imati vazne implikacije za
primjenu motra u prehrambenoj industriji, kozmetici 1 medicini, ovisno o specificnim
svojstvima prisutnih spojeva. Dobiveni podaci pruzaju temelj za daljnja istrazivanja i

potencijalni razvoj novih proizvoda na bazi motra.

Klju¢ne rijeci: motar, vodena destilacija, eteri¢no ulje, hidrolat, hlapljivi spojevi, GC- MS



ABSTRACT

The aim of this work was to isolate and identify the compounds of the essential oils of
sea fennel (Crithmum maritimum L.) and associated hydrolates of plants collected from the
area of Brest in France and Zaborié¢ in Croatia. Isolation of volatile compounds from essential
oils was performed by water distillation in a Clevenger apparatus, while the analysis of
volatile hydrolate compounds was performed by solid-phase microextraction methods of peak
vapors on the solid phase and liquid-liquid extraction using dichloromethane. A gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS) system was used to analyze all samples,
allowing precise separation and identification of the compounds. In the essential oil of sea
fennel from Brest, the most abundant compounds are dillapiol (62,10%), thymyl methyl ether
(18,00%) and y-terpinene (9,88%), while in the essential oil of sea fennel from Sibenik
(Zabori¢) the most abundant compounds are limonene (62,85%), sabinene (13,13%) and o-
pinene (3,51%). The analysis of the hydrolate from Brest obtained by solid-phase
microextraction method (SPME) shows that dillapiol (60,81%) and thymyl methyl ether
(14,84%) are the dominant compounds, while in the hydrolate from Zabori¢ obtained by the
same method terpinene-4-ol (47,46%) and (Z)-carveol (8,01%) dominate. The hydrolates were
also prepared for analysis by liquid-liquid extraction with dichloromethane, whereby the
analysis revealed the compound dillapiol (85,81%) with a high percentage in the hydrolate
from Brest, and the most abundant compound in the hydrolate from Zabori¢ was terpinene-4-
ol (23,47%). The results of this study show that there are differences in the composition of the
essential oils and hydrolates of sea fennel collected from two locations, suggesting that
different environmental conditions contribute to differences in the chemical composition of
the same plants. These differences in composition may have important implications for the
use of sea fennel in the food industry, cosmetics and medicine, depending on the specific
properties of the compounds present. The data obtained will form a basis for further research

and the possible development of new products based on sea fennel.

Keywords: sea fennel, hydrodistillation, essential oil, hydrolat, volatile compounds, GC- MS
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UvOoD

Motar (Crithmum maritimum L.) je samonikla halofitna biljka koja pripada obitelji
Apiceae, a poznat je jo$ i pod nazivom petrovac ili morski komora¢. Zbog svoje izrazene
arome Cesto se koristi u prehrambene svrhe u mediteranskoj kuhinji, a zbog svojih pozitivnih
bioloskih svojstava mogao bi imati veliki znacaj u industriji. Eteri¢na ulja su hlapljive tvari
¢esto ugodnog i intenzivnog mirisa koja se dobivaju procesom destilacije iz raznih biljnih
materijala te se zbog svojih svojstava koriste u tradicionalnoj medicini i kozmetici. Hidrolati,
poznati i kao hidrosoli ili mirisne vodice, su cvjetne, aromatske vodice koje nastaju kao
nusproizvod procesa destilacije odnosno izolacije etericnih ulja. Motar obiluje eteri¢nim
uljem koje se danas Koristi za razne svrhe, a istrazivanja eteri¢nog ulja motra su posljednjih

godina u velikom porastu.

Cilj ovog rada je istraziti razlike u kemijskim profilima eteri¢nih ulja motra ubranih na
podrugjima Bresta i Zabori¢a te usporediti kemijske profile njihovih hidrolata. Takoder, cilj je
i uvidjeti razlike u sastavu hlapljivih spojeva hidrolata izoliranih pomoc¢u mikroekstrakcije
vr$nih para na ¢vrstoj fazi (SPME) te ekstrakcijom tekuce- tekuce, uz dodatak diklormetana
(DCM).



1. OPCI DIO

1.1. Motar

Biljka motar, poznata i pod nazivom petrovac, najrasprostranjeniji je i najpoznatiji
halofit na nasoj obali. Halofiti su biljke koje rastu na slanim podru¢jima odnosno stanistima.
Premda je motar samonikla biljka prilagodena rastu uz obalni krski reljef, halofiti mogu rasti
na obalama mocvara i pjes¢anim plazama. Za razliku od mnogih drugih biljaka, halofiti su
razvili niz strategija za prezivljavanje u uvjetima visoke slanosti te neki halofiti imaju cak i
sposobnost boljeg rasta u prisutnosti soli. Upravo zbog toga na njihov rast najvecu ulogu ima
salinitet. Odredeni broj halofitnih biljaka koje su visoko otporne na sol imaju nekoliko
ekonomskih prednosti i mogu se uzgajati kao hrana, sto¢na hrana/krmno bilje i gorivo na

slanim zemljistima uz navodnjavanje slanom vodom.™

Podizanje razine mora posljednjih godina, kao i njegov utjecaj na zaslanjivanje
obalnog tla i vode, rezultiralo je poveéanim znanstvenim interesom za ovim biljkama,
prilagodenim uvjetima visoke slanosti. Problem klimatskih promjena, kao $to je porast
prosjeénih temperatura, i utjecaj istih na svakodnevan Zivot jedni su od glavnih problema
danaSnjice. Smatra se da ¢e u buducnosti veliku vaznost u poljoprivredi upravo imati uzgoj
vrsta koje su prilagodene uvjetima visokog saliniteta te imaju sposobnost rasta na

nepovoljnim stani§tima.!?

Slika 1. Motar (Crithmum maritimum L.)*!



Motar (Crithmum maritimum L.) (slikal) trajna je zeljasta biljka koja pripada porodici
Stitarki (Apiaceae). Stabljika motra je u osnovi drvenasta, a u gornjem dijelu je razgranata te
moze narasti i do 50 c¢cm u visinu. Listovi su mesnati i debeli te su slozeni, odnosno
razdijeljeni, na izduZzene mesnate segmente, duljine oko 2,5- 5 cm, plavkastozelene ili
sivkastozelene boje. Zuckastozeleni cvjetovi motra su maleni i skupljeni su u Stitaste cvatove

te cvatu u periodu od srpnja do rujna.”

Jestivi dio motra su mesnati i socni listovi koji su slanog okusa. Oni sadrze znacajnu koli¢inu
vitamina C i karotenoida.”! Zbog visokog udjela eteri¢nog ulja u listu motra imaju snazan
miris te je pozeljno prije kiseljenja ili drugog nacina pripreme ostaviti biljku par dana da malo

uvene kako bi dio eteri¢nog ulja ishlapio.[G]

Uporaba motra u mediteranskoj kuhinji sve je veca, a najceS¢e se koristi kao dodatak
salatama, ili se kiseli poput krastavca, nakon cega se dodaje brojnim jelima. Zbog svog
jedinstvenog slanog okusa najviSe se sljubljuje s jelima od morskih plodova. Obzirom da je
suseni motar veoma aromati¢an Cesto se koristi kao zacin ili kao glavni sastojak za bojenje, na
primjer u zelene tjestenine, zbog klorofila kojim obiluje.”’ Motar sugen smrzavanjem daje

vise ili manje intenzivnu, ovisno o koriStenoj koli¢ini, zelenu boju hrani koju se dodaje.t”!

Slika 2. Ukiseljeni motar®™



Motar takoder ima veliki znacaj u narodnoj medicini gdje se koristi u razne svrhe zbog
prisutnosti bioaktivnih spojeva u njegovom sastavu. Tako se na primjer u Spanjolskoj
ukiseljeni listovi motra koriste kao digestiv zbog antiskorbutskih i diureti¢kih svojstava. Na
jugu ltalije koristi se kao lijek protiv hripavca i prehlade dok stanovnici srediSnje Italije

koriste listove motra za pripravu ¢aja protiv probavnih, karminativnih 1 zelucanih smetnji.[lo]

U mnogim zemljama diljem svijeta svjezi listovi motra koriste se za pripremu juha ili se

konzerviraju kao kapari u octu.!*!

1.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su smjese raznih hlapljivih i ¢esto bioloski aktivnih spojeva, a koriste se
veé stolje¢ima diljem svijeta. Siroki spektar mirisnih spojeva eteri¢nih ulja posljedica je i
velikog broja razlicitih biljaka iz kojih su ista izolirana. Zbog vrlo izrazene arome, eteri¢na
ulja Cesto se nazivaju i aromatiénim uljima. No osim ugodnog mirisa, Cesto imaju i

terapeutske vrijednosti zahvaljuju¢i svom kemijskom sastavu.

Eteri¢na se ulja, ovisno o sastavu i podrijetlu sastoje od spektra razlic¢itih kemijskih spojeva,
najcesce terpena, ketona, aldehida, alkohola, estera i jo§ mnogih drugih. Nacin primjene
etericnog ulja te njegova primjena ovise najéeS¢e 0 spoju Kkoji je u sastavu ulja

najzastupljeniji.

Kao §to je gore spomenuto, etericna ulja su slozene mjeSavine mirisnih tvari ili mjeSavine
mirisnih tvari i tvari bez mirisa, gdje se mirisna tvar definira kao kemijski ¢ist spoj hlapljiv pri
normalnim uvjetima. Boja eteri¢nih ulja varira obi¢no od bezbojne do blago zute boje. Neke
od njihovih karakteristika su da imaju visok indeks loma svjetlosti i nisku gustocu, osim u
nekim slucajevima kao kod ulja cimeta i klin¢i¢a koja su gusca od vode. Iako su slabo topljivi
u vodi, topljivi su u vecini organskih otapala kao Sto su etanol i dietil eter te se dobro mijesaju

s biljnim uljima, voskovima i mastima.™*?



1.2.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Etericna ulja vrlo su slozene prirode te mogu sadrzavati i preko 100 spojeva
zastupljenih u razli¢itim koncentracijama. Dvije ili tri komponente su veéinom prisutne u
znaajno visokim udjelima (20-70%) dok su ostale komponente uglavnom prisutne u
tragovima. Glavne komponente etericnih ulja su ugljikovodici, alkoholi, esteri, oksidi, ketoni,
aldehidi i fenilpropanoidi. Komponente eteri¢nih ulja mozemo vecinski svrstati u lipofilne
terpenoide, fenilpropanoide te kratkoc¢lane alifatske ugljikovodi¢ne derivate. Nedostatak ¢ak

jedne komponente eteri¢nog ulja moze znacajno promijeniti njegovu aromu.™™

Kemijski sastav eteri¢nih ulja moze se uvelike razlikovati zbog fizioloskih (biljni
organ, ontogeneza), genetskih i okolisnih ¢imbenika, odnosno sastava tla s kojeg je biljni
materijal prikupljen i vremenskih uvjeta kojima je biljka bila izlozena, kao i ostalih ¢imbenika
poput morfoloskih svojstava biljke, parametara zetve (vrijeme Zzetve) 1 proizvodnih
parametara (postupak izolacije eteri¢nog ulja).[14] Morfoloska svojstva odnosno vidljiva
svojstva biljnih vrsta predstavlja veli¢ina, oblik, nacin prirasta izbojka, tekstura i boja
biljke.™!

1.2.2. Terpeni

Terpeni su najveca skupina prirodnih spojeva koje odlikuje intenzivan miris.
Klasifikacija terpena temelji se na broju izoprenskih jedinica koje su prisutne u njihovoj
strukturi. Ovisno o broju n u op¢oj formuli terpena (CsHg), ili broja C atoma, terpeni se dijele
na hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene (Cyo), Sesterpene
(Cys), triterpene (Cgg), tetraterpene (Cyo) i politerpene (>Cao). Najzastupljeniji terpeni u
etericnim uljima su monoterpeni s ¢ak oko 90%. Neki od najvaznijih terpena su geraniol,

linalol, citronelol, citronelal i citral.[*6*"]
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Slika 3. Izoprenska jedinical*®

1.3. Metode izolacije hlapljivih spojeva

Isparljivi spojevi eteri¢nih ulja ¢esto su u biljnom materijalu prisutni u jako malim
koli¢inama te je prije fizikalno- kemijske analize potrebna priprema uzorka za postizanje vece

koncentracije hlapljivih spojeva u uzorku.

Isparljivost i slaba polarnost, odnosno slaba topljivost u vodi i dobra topljivost u nepolarnim
otapalima, glavna su svojstva eteri¢nih ulja, te se ista upotrebljavaju kao temelj za njihovu

izolaciju. Pri odabiru metode izolacije treba obratiti pozornost i na mogu¢ nastanak artefakata.

Artefakti su spojevi koji nastaju dekompozicijom ili reakcijom pojedinih isparljivih spojeva
tijekom izolacije, a isti nisu prisutni u izvornom biljnom uzorku. Pozeljno je odabrati metodu
izolacije pri kojoj nece do¢i do nastanka artefakata te koja ¢e osigurati izolaciju ulja uz

minimalne gubitke.™

Metode izolacije hlapljivih spojeva u laboratoriju dijele se nal**:

e destilacijske metode
e tehnike vrSnih para
e sorpcijske tehnike

o ekstrakcijske metode.



1.3.1. Destilacija

Destilacija je metoda koja se upotrebljava za izolaciju eteriénih ulja iz biljnog
materijala pri kojoj hlapljive organske tvari, koje se ne mijesaju s vodom, isparavaju U Smjesi
s vodenom parom na temperaturi nizoj od njihova vrelisSta. Prilikom destilacije vrijedi
Daltonov zakon parcijalnih tlakova, odnosno tlak pare iznad heterogene smjese jednak je
zbroju parcijalnih tlakova komponenti bez obzira kakav je sastav smjese. Prije pocetka
destilacije pozeljno je biljni materijal usitniti jer tada dio etericnog ulja koji je na povrSini
odmabh destilira dok preostali dio destilira kada dode na povrSinu biljnog materijala procesom
osmoze. Glavni fizikalni proces tokom destilacije eteri¢nog ulja je difuzija odnosno mijesanje
razli¢itih tvari iz podrucja vise koncentracije u podru¢je manje koncentracije, sve dok se ne

uspostavi ravnoteza sustava.

Obzirom na kontakt biljnog materijala 1 vode razlikujemo: vodenu destilaciju
(hidrodestilaciju), vodeno-parnu destilaciju, destilaciju vodenom parom i hidrodifuziju.™

1.3.2. Vodena destilacija

Najcesc¢i tip destilacije koja se koristi za izolaciju etericnog ulja u laboratoriju je
vodena destilacija. Kod ovog postupka usitnjeni biljni materijal postavi se u tikvicu s vodom
te se tikvica zagrijava do trenutka kljucanja vode, dok je ¢itavo vrijeme biljni materijal u
izravnom kontaktu s vodom. Pare etericnog ulja i vode se kondenziraju u hladilu te se
sakupljaju u srediSnjem dijelu aparature.

Postoje razli¢ite izvedbe aparature za vodenu destilaciju. Najcesce koristene laboratorijske

aparature vodene destilacije za izolaciju eteri¢nog ulja su™:

e aparatura prema Ungeru
e aparatura prema Europskoj farmakopeji

e aparatura prema Clevengeru.



Vodena destilacija je prikladna za fino usitnjeni biljni materijal i cvjetove dok nije pogodna za
materijale koji sadrze komponente lako topljive u vodi, one koji saponificiraju i/ili imaju

visoko vreliste.

U ovom radu za izolaciju eteri¢nog ulja motra koristena je vodena destilacija u aparaturi

prema Clevengeru koja je prikazana na slici 4.

Slika 4. Shema aparature prema Clevengeru: 1- tikvica s okruglim dnom, 2- vodeno hladilo,
3- sredi$nji dio aparature za vodenu destilaciju, 4- kalota, 5- otpornik promjenjive struje tj.

reostat!?"!

Kod destilacije u aparaturi prema Clevengeru biljni materijal i voda se nalaze u tikvici
s okruglim dnom koja je smjeStena u kaloti. Kalota zagrijava smjesu biljnog materijala i vode
do tocke vrenja nakon Cega se vodena para 1 komponente etericnog ulja penju kroz cijevi
sredi$njeg dijela aparature. Prilikom prolaska kroz cijevi dolazi do njihova hladenja
prolaskom te kondenziranja. Eteri¢no ulje i hidrolat se nakupljaju u srediSnjem dijelu
aparature. Hidrolat predstavlja vodu obogacenu djelomicno otopljenim ili emulgiranim
komponentama eteri¢nog ulja te u vodenoj destilaciji predstavlja stupac vode ispod sloja

etericnog ulja.



1.3.3. Ekstrakcija tekuce- tekuce

Ekstrakcija je proces u kojem se iz biljnog materijala tvari odjeljuju na temelju njihove

razliite topljivosti u ekstrakcijskom sredstvu.

Proces ekstrakcije biljnog materijala ima nekoliko koraka*®!:

Priprema biljnog materijala za ekstrakciju (usitnjavanje i susenje biljke)

Izbor pogodnog ekstrakcijskog sredstva (za polarne ekstrakte voda, EtOH, ili MeOH,

za srednje polarne ekstrakte EtAc, CH,Cl,, a za nepolarne ekstrakte heksan, CHCl; ili

petroleter)

Odabir ekstrakcijske metode pogodne za zeljenu analizu

Difuzija otapala u stanice koriStenog biljnog materijala

Otapanje metabolita u otapalu

Difuzija otapala s otopljenim tvarima izvan stanica

Ispiranje

Cimbenici koji utjeCu na ekstrakciju su temperatura, pH-vrijednost, gibanje otapala i

veli¢ina Cestica. Proces ekstrakcije olakSava se usitnjavanjem biljnog materijala jer tada

proces ovisi iskljucivo o topljivosti ¢emu pogoduje poviSenje temperature.

Neke od vrsta ekstrakcija su

[19].

Ekstrakcija neisparljivim otapalima

Ekstrakcija isparljivim otapalima

Ekstrakcija u Soxhlet aparaturi
Ultrazvucna ekstrakcija
Mikrovalna ekstrakcija

Ekstrakcija subkriti¢nim 1 superkritiénim otapalom



1.3.4. Tehnika izolacije vr$nih para

Sakupljanje vr$nih para uzorka (engl. headspace) je najjednostavniji nacin izolacije
Ova metoda izolacije je pogodna za uzorke koji imaju intenzivan miris. Tehnike izolacije

vr$nih para dijele se na staticke 1 dinamicke.

Prednosti ove metode je njezina jednostavnost i brzina, nije potrebno koristenje

otapala, potrebna je vrlo mala koli¢ina uzorka te nema nastanaka artefakata.

Nedostatci metode su da je aromati¢ni profil uzorka ovisan o temperaturi uzorkovanja te
relativna koncentracija komponenti vr$nih para ne prikazuje stvarnu koncentraciju u uzorku

zbog razlike isparljivosti aromatic¢nih spoj eva.l?!

1.3.5. Sorpcijske tehnike

Sorpcijske tehnike su jedna od metoda izolacije hlapljivih spojeva koje omogucuju
brzu ekstrakciju bez koriStenja otapala i predkoncentraciju aromati¢nih spojeva. Ove tehnike
se temelje na raspodjeli organskih spojeva izmedu faze, vodene ili parne, i tankog polimernog
filma. NajceSce koristene sorpcijske tehnike su mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi 1

sorpcijska ekstrakcija na mijeSaju¢em étapiéu.m]

1.3.6. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (engl. Headspace solid phase
microextraction, HS-SPME) je cesto upotrebljavana sorpcijska tehnika kod izolacije
aromati¢nih tvari. Kod ove tehnike koristi se silikonsko vlakno dugacko oko 1-2 cm koje je
prekriveno polimernim filmom na koji se sakupljaju isparljivi spojevi iz uzorka. Silikonska

vlakna dijele se naj¢es¢e na nepolarna, mijeSana i polarna vlakna.
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Samo vlakno se nalazi u sustavu igle. Igla je postavljena na SPME drza¢ za
uzorkovanje i desorpciju. Uzorak etericnog ulja postavlja se u SPME posudu i zatvara se
septom. Kroz iglu se uvodi vlakno u vrs$ne pare iznad uzorka ili u sam tekuc¢i uzorak. Odredi
se vrijeme mikroekstrakcije tokom kojeg se isparljivi spojevi absorbiraju na vlakno nakon
Cega se vlakno uvlac¢i i desorbira direktnim stavljanjem u GC ili GC-MS injektor. U GC

injektoru se SPME vlakno re-kondicionira zagrijavanjem tijekom 5-15 min.!?

EKSTRAKCIJA DESORPCIJA

l
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I
T
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Slika 5. Koraci ekstrakcije i desorpcije kod mikroekstrakcije na krutoj fazi: A - busenje septe
na bocici, B - izlaganje SPME vlakna za ekstrakciju analita, C - povlacenje vlakna u iglu, D -
busenje septe na GC injektoru za uvodenje igle u injektor, E - izlaganje vlakna desorpciji

analita, F - povlacenje vlakna u iglu[23]

Prednosti mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi su brza i laka uporaba aparature,
nema koriStenja otapala te je tehnika dobra za brzu usporedbu uzoraka ili identifikaciju

nepozeljnih mirisa.
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Nedostatci ove tehnike su da su neka vlakna diskriminiraju¢a za polarne spojeve te se
najbolji rezultati dobivaju uporabom istog vlakna na svim uzorcima. Takoder, aromati¢ni
profil isparljivih spojeva koji se izolira ovom tehnikom ovisi o vrsti, debljini i duZzini

koristenog vlakna te temperaturi i vremenu uzorkovanja.’?

1.4. Metode analize hlapljivih spojeva

NajceS¢e koriStena metoda analize hlapljivih spojeva je vezani sustav plinska
kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS). Analiza hlapljivih spojeva najcesce
predstavlja identifikaciju pojedinih sastojaka u smjesi tj. kvalitativnhu analizu. Analizom
hlapljivih spojeva takoder se odreduju i udjeli identificiranih sastojaka u smjesi tj. semi-

kvantitativna analiza.

1.4.1. Kromatografija

Kromatografija je po definiciji metoda odvajanja sastojaka iz smjese na temelju razlicite
raspodjele komponenata uzorka izmedu dvije faze, stacionarne i mobilne. Pod utjecajem
mobilne faze komponente uzorka se krecu razli¢itim brzinama kroz stacionarnu fazu te tako
dolazi do njihova razdvajanja. Stacionarna (nepokretna) faza moze biti ¢vrsta ili tekuéa dok
mobilna (pokretna) faza moze biti tekuca ili plinska. Kromatografiju, obzirom na vrstu faze,

dijelimo na teku¢insku i plinsku kromatograﬁju.[24]
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1.4.2. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je instrumentalna tehnika
koja se Koristi za razdvajanje i odredivanje hlapljivih organskih spojeva te anorganskih
plinova iz smjese na koloni. Vec prije vise od 60 godina su zabiljezene prve primjene plinske
kromatografije. Ova tehnika Cesto je koriStena za kvalitativnu i kvantitativnu analizu tvari
prisutnih u jako malim koli¢inama, izolaciju komponenata u smjesi, detektiranje onecis¢enja
iz okoliSa te utvrdivanje CistoCe tvari. Uzorci koji se koriste za ovu analizu moraju biti

hlapljivi i stabilni pri temperaturi na koju se zagrijava kromatografska kolona.

Ova instrumentalna tehnika je zbog jednostavnosti, brzine, malih volumena uzoraka te
osjetljivosti za razdvajanje pojedinih hlapljivih komponenti iz vrlo slozenih smjesa danas
Siroko rasprostranjena u modernoj kemijskoj analizi uzoraka.”” Osnovne vrste plinske
kromatografije su adsorpcijska i razdjelna kromatografija. Kod adsorpcijske kromatografije
plin predstavlja pokretnu fazu dok je nepokretna faza ¢vrsta. Razdjelna kromatografija za
pokretnu fazu takoder koristi plin, ali je kod razdjelne kromatografije nehlapljiva tekuc¢ina
nepokretna faza.’® Kao mobilna faza najcesce se koristi kemijski inertan plin (plin nosac)
argon, helij, dusik ili ugljikov dioksid ¢iji je zadatak eluirat sastojke smjese koji se potom
odjeljuju na koloni i detektiraju. Za stacionarnu fazu ¢esto su koristeni organski polimeri ili

prethodno navedene nehlapljive tekuéine koje se nanose na kruti nosad.?”!

1.4.3. Spektrometrija masa (MS)

Spektrometrija masa (MS) je instrumentalna analitiCka tehnika pomocu koje se
karakteriziraju pojedine tvari u uzorku. Ova tehnika se temelji na odredivanju relativne mase i
koli¢ine iona koji su nastali tokom ionizacije atoma i molekula te karakteristicnim raspadom

za ionizirane molekule pojedinog analita.
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Cetiri su osnovna dijela od kojih se sastoji maseni spektrometar:

e Sustav za unoSenje ispitivanog uzorka

e lonski izvor koji stvara ione pogodne za ispitivani uzorak te ih ubrzava u elektriénom
polju

e Analizator koji savija putanje pojedinih iona te ih razdvaja ovisno o njihovom omjeru
mase i naboja (m/z)

o Detektor gdje se pojedini ioni skupljaju i karakteriziraju.

Spektrometrija masa koristi se u mnoge svrhe kao Sto su vrlo precizna odredivanja

relativnih atomskih i molekulskih masa, kemijskih spojeva, struktura molekula, elementarnog

sastava ispitivanih uzoraka i dr.[?®!

—A-E--§--

Slika 6. Shematski prikaz masenog spektrometra: 1- sustav za unosenje uzorka, 2- ionski
izvor, 3- katoda, 4- anoda, 5- elektronski snop, 6- elektricno polje, 7- ionski snop, 8-

magnetsko polje, 9- detektor, 10- elektronicka obradba signala, 11- zapis spektral®”
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1.4.4. Vezani sustav plinska kromatografija- spektrometrija masa (GC- MS)

Analiza slozenih smjesa pokazala je odli¢ne rezultate vezanim sustavom plinska
kromatografija- spektrometrija masa (GC- MS) u kojem se spojevi unutar smjese prvotno

razdvajaju, a potom se mjere i analiziraju.l®

U vezanom sustavu GC- MS za razdvajanje i odredivanje pojedinih komponenti u
ispitivanom uzorku Koristi se instrument plinski kromatograf (engl. Gas Chromatograph,
GC).

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa su*”:

e lzvor plina s manometrom za kontrolu protoka plina

¢ Injektor tj. mjesto za unoSenje ispitivanog uzorka

e Kolona kroz koju struji plinovita faza

e Termostat

e Detektor za registriranje pojedinih komponenata uzorka na izlazu iz kolone
e Jedinica za obradu podataka

e Pisac.

detektor
—

|

kolons

phin ‘ i ! éé ( ’ )
novitel)

termeostatirant proster

E ¥

Slika 7. Shematski prikaz plinskog kromatografal*"
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Maseni spektrometar se najc¢esce koristi u kombinaciji s plinskim kromatografom jer
pruza iscrpne informacije potrebne za identifikaciju spojeva te odredivanje struktura slozenih
organskih molekula. GC- MS sustav pruza vrlo preciznu i brzu analizu slozenih smjesa
uzorka, a potrebne su i vrlo male koli¢ine uzorka za identifikaciju nepoznatih spojeva. Ovaj
vezani sustav danas se koristi u brojnim analitickim laboratorijima poput prehrambenih,

farmaceutskih, ekologkih i dr.’*?
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Kemikalije

Dietil- eter, Baker Analyzed, J.T. Baker, Fisher Scientific
e Pentan, VWR chemicals, Pennsylvania, U.S.A.

e Bezvodni natrijev sulfat, Kemika, Hrvatska

e Diklorometan, Kemika, Hrvatska

e Destilirana voda

2.2. Uredaji

e Tehnicka vaga KERN Sohn GmbH, D- 72336 (Balingen, Njemacka)

e Aparatura za vodenu destilaciju po Clevengeru

e Uredaj za uparavanje uzorka EC- 1V- 130 (VLM, Njemacka)

e SPME DVB/C-WR/PDMS vlakno (Restek, PA, SAD)

e Kolona HP- 5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um debljina nepokretne faze, Agilent, CA,
SAD)

e GC- MS: 8890 GC System, 7000D GC/TQ (Agilent, CA, SAD)

2.3. Biljni materijal

e Motar (Crithmum maritimum L.)

Etericno ulje motra (Crithmum maritimum L.) izolirano je iz biljnog materijala
prikupljenog na podru¢ju Zaboriéa u Hrvatskoj te na podrudju Bresta u Francuskoj.
Identifikacija biljnih materijala izvrSena je uz pomo¢ lokalnih botaniCara, a uzorci biljnih
materijala su herbarizirani i pohranjeni. Biljni materijal je nadalje stavljen na susenje na

sobnu temperaturu na prikladnom suho i hladno mjesto.
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2.4. Postupak izolacije eteri¢nog ulja i hidrolata

Biljni materijal motra je nakon suSenja lagano usitnjen te izvagan. Biljni materijal
motra iz Zabori¢a (172,19 g) i biljni materijal motra iz Bresta (140,68 g) su nakon vaganja
preneseni u zasebne tikvice od 1000 mL te preliveni vodom. Tikvice su zatim spojene na
aparaturu za vodenu destilaciju po Clevengeru. Nakon sastavljanja aparature tikvice s biljnim
materijalom zagrijavale su se uz pomo¢ kalota do vrenja. Prilikom vrenja doSlo je do
izdvajanja hlapljivih komponenata u struji vodene pare koje su se nakon hladenja
kondenzirale te presle u tekuée stanje kapaju¢i prema dolje u sredi$nji dio aparature. U
sredi$nji dio aparature je stavljen takozvani ,trap® odnosno smjesa dietil-etera i pentana u
omjeru 1:1 gdje se iznad vodenog stupca nakupljalo eteri¢no ulje uzorka. Voda iz stupca se
neprestano vracala natrag u tikvicu i proces destilacije se nastavljao. Postupak vodene
destilacije zapoc¢eo je kondenzacijom prve kapljice, a sam postupak izolacije je trajao oko 3 h.
Dobivena eteri¢na ulja su nakon destilacije odvojena od vodenog stupca (hidrolata) uz pomo¢
duge kapaljke u prethodno izvagane bocice. Preostali tragovi vode u eteri¢nim uljima su
uklonjeni dodatkom bezvodnog natrij sulfata te su potom eteri¢na ulja i hidrolati ¢uvani u

hladnjaku do trenutka analize.

—

Slika 8. Aparatura po Clevengeru
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Slika 9. Prikupljanje eteri¢nog ulja motra u ,,trapu®, iznad vodenog stupca

2.5. Priprema uzorka za SPME analizu

Hlapljivi spojevi hidrolata motra iz Zabori¢a i Bresta su pripremljeni za analizu putem

mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS- SPME).

Vlakno za mikroekstrakciju na ¢vrstoj fazi (SPME) prije primjene kondicioniralo se
tijekom 60 min pri 250 °C u injekcijskog jedinici plinskog kromatografa. Uzorci hidrolata
stavljeni su u staklene bocice (20 mL) te su termostatirani oko 30 min na 40 °C. Tijekom
termostatiranja u staklene bocice s hidrolatom pazljivo je uneseno DVB/C-WR/PDMS SPME
vlakno neposredno iznad uzorka. Zagrijavanjem se oslobadaju hlapljivi spojevi (vr$ne pare)
uzorka hidrolata, ispunjavaju prazan prostor bocice nad hidrolatom te se adsorbiraju na
DVB/C-WR/PDMS vlakno. Nakon mikroekstrakcije vr$nih para DVB/C-WR/PDMS vlakno
sa adsorbiranim hlapljivim spojevima uzorka uz pomo¢ nosaca stavljeno je u otvor za
injektiranje gdje je desorpcija uzorka trajala 3 min. Nakon navedenog postupka provedena je
GC- MS analiza adsorbiranih hlapljivih spojeva uzorka hidrolata.
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Slika 10. Mikroekstrakcija vrsnih para na ¢vrstoj fazi (SPME)

2.6. Priprema uzorka uz dodatak diklormetana

Za analizu hlapljivih spojeva hidrolata motra iz Zaboriéa i Bresta uzorci hidrolata
takoder su ekstrahirani koriStenjem diklormetana. U hidrolate je dodano po 5 mL
diklormetana nakon ¢ega se uzorak ekstrahirao te se donji sloj (diklormetanski) odvojio i
osusio natrijevim sulfatom. Nakon navedenog postupka uzorak se filtrirao te upario.
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Slika 11. Uredaj za uparavanje uzoraka EC- 1V- 130 (VLM, Njemacka)

2.7. GC- MS analiza

Za identifikaciju kemijskih spojeva uzorka eteri¢nih ulja i hidrolata koristen je vezani
sustav plinska kromatografija- spektrometrija masa (GC- MS). Instrument GC- MS Kkoji je
koriSten U ovom istrazivanju sastoji se od plinskog kromatografa model 8890 GC
opremljenim automatskim injektorom model 7693A i masenog spektrometra (MS) model
7000D GC/TQ s trostrukim kvadropolom (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, CA, SAD).

Za kromatografsko odjeljivanje spojeva uzoraka koriStena je nepolarna kolona HP-
5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um debljina nepokretne faze, Agilent, CA, SAD). Helij je
koristen kao plin nositelj pri brzini protoka od 1,0 mL/ min, a volumen ubrizganog uzorka
iznosi 1 uL. Analiza uzoraka je odradena pomoc¢u MS full scan modela (33-350 m/z) pri
temperaturi izvora iona 200 °C, temperaturi suéelja 250 °C i ionskim naponom 70 eV. Pri

analizi eteri¢nih ulja koriSten je temperaturni program od 3 minute na 60 °C, a zatim na 246
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°C (3 °C/ min) odrZavano izotermno 25 minuta. Poc¢etna temperatura pecnice, pri kemijskoj
analizi hidrolata, bila je u izotermnim uvjetima pri 40 °C na 3 minute, a zatim je uslijedilo
povecanje temperature do 80 °C brzinom od 3 °C/ min. Potom je uslijedilo povecanje

temperature brzinom od 10 °C/ min sve do 220 °C te je ova vrijednost odrZzavana 5 minuta.

Spojevi su identificirani usporedivanjem retencijskih indeksa s onima za niz n-
ugljikovodika (C; — Cgo, Supelco Inc., Sigma Aldrich) analiziranih pod jednakim uvjetima kao
S$to su analizirani uzorci etericnih ulja 1 hidrolata. Identifikacija komponenti eteri¢nih ulja 1
hidrolata se temeljila na softverskoj usporedbi spektara masa sa spektrima masa komercijalnih
baza podataka Wiley 7 MS knjiznica (Wiley, NY, SAD) i NIST02 (Gaithersburg, MD, SAD).

Slika 12. Sustav plinska kromatografija- spektrometrija masa
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3. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu kemijski sastav eteri¢nih ulja i hidrolata biljke motar s podruéja Zabori¢a
(Sibenik, Hrvatska) i podru¢ja Bresta (Francuska) odreden je vezanom tehnikom plinska
kromatografija-spektrometrija masa (GC- MS). U tablicama su prikazani kemijski sastavi
eteri¢nih ulja i hidrolata te su prikazani kromatogrami ukupne ionske struje i maseni spektri

za najzastupljenije spojeve eteri¢nih ulja i hidrolata.

3.1. Profili identificiranih spojeva eteri¢nih ulja

U tablici 1. prikazani su rezultati GC- MS analize eteri¢nih ulja motra prikupljenog na
podruéju Bresta (Francuska) i podrudju Zabori¢a (Hrvatska). Oba eteri¢na ulja dobivena su
procesom vodene destilacije po Clevengeru. Identificirani spojevi poredani su prema rastu¢im
retencijskim indeksima (RI) koji pokazuju vrijeme potrebno da spoj prode kroz GC kolonu, a
zastupljenost spojeva u uzorcima eteri¢nih ulja prikazani su u masenim udjelima. U oba

uzorka eteri¢nih ulja identificirano je ukupno 13 spojeva.

Najzastupljeniji spojevi u uzorku etericnog ulja motra prikupljenog na podrucju Bresta
(Francuska) su dilapiol (62,10%), timil metil eter (18,00%) i y-terpinene (9,88%). Vazno je
napomenuti da dilapiol i timil metil eter, koji su u uzorku iz Bresta prisutni u znacajnim
koli¢inama, nisu detektirani u uzorku eteri¢nog ulja motra s podru¢ja Zabori¢a. Dilapiol je
organski kemijski spoj s metoksi skupinom pozicioniranom na benzenskom prstenu. U
odredenoj koli¢ini se smatra otrovnim, ali sama biljka, ukoliko se konzumira kao povrée nije
toksicna ve¢ moze pokazati samo blago izraZeno diureticko djelovanje.[33] U uzorku etericnog
ulja motra iz Zabori¢a najzastupljeniji spoj je limonen (62,85%), dok su sabinen (13,14%) i a-
pinen (3,51%) prisutni u manjim udjelima. Uzorak iz Zaboriéa karakteriziran je visokim
udjelom nepolarnih monoterpenskih spojeva limonena i sabinena od kojih limonen nije
detektiran u uzorku eteri¢nog ulja motra s podrucja Bresta. Ovi rezultati ukazuju na znacajne
razlike u kemijskom profilu eteri¢nih ulja izmedu dvaju analiziranih uzoraka. Uzorak iz
Bresta sadrzi visok udio dilapiola i timil metil etera, dok je u uzorku iz Zaboriéa dominantan
limonen. Ove razlike u sastavu etericnog ulja s dva razli¢ita podru¢ja mogu se povezati s

razli¢itim geografskim, a samim tim klimatskim i pedoloskim uvjetima na podru¢jima Bresta i
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Zaboric¢a s kojih su uzorci sakupljeni. Treba spomenuti i mogu¢i genetski utjecaj, koji je jos u

potpunosti neispitan.

Tablica 1. GC- MS profili eteri¢nih ulja motra (Crithmum maritimum L.) prikupljenih na
podruéju Bresta (Francuska) i podruéju Zabori¢a (Hrvatska)

RI = retencijski indeks, - = spoj nije identificiran u uzorku

Identificirani spojevi motra RI EU_FRA EU_HR
% %
1 | a-tujen 921 0,15 -
2 | o-pinen 934 0,84 3,51
3 | sabinen 970 4,24 13,14
4 | 3-pinen 992 0,17 0,53
5 | a-terpinen 1012 0,20 0,89
6 | p-cimen 1020 2,97 0,40
7 | limonen 1032 - 62,85
8 | (Z)-3-ocimen 1039 0,80 7,06
9 | y-terpinen 1056 9,88 2,48
10 | terpinolen 1086 0,12 0,43
11 | terpinen-4-ol 1176 0,25 -
12 | timil metil eter 1232 18,00 -
13 | dilapiol 1620 62,10 -
Ukupna identificirana povrsina kromatograma (%) 99,72 91,29

Na slici 13. prikazan je kromatogram etericnog ulja motra prikupljenog s podrucja

Bresta (Francuska). Spojevi koji su prisutni u eterichom ulju hlape na razliitim

temperaturama te se razdvajaju na koloni plinskog kromatografa u jedinici vremena. Na

kromatogramu mozemo vidjeti razdvojene spojeve u vidu pikova. Pojedini pikovi prikazuju

spojeve koji se nalaze uzorku eteriénog ulja, a tek nakon identifikacije koriStenjem

spektrometra masa mozemo znati o kojim je spojevima rije¢. Na prikazanom kromatogramu

istaknuta su tri najzastupljenija spoja u uzorku eteri€nog ulja motra s podrucja Bresta.
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Slika 13. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja motra s podrucja Bresta
(Francuska)

Na slici 14. prikazan je maseni spektar dilapiola, benzodioksola, koji ima ulogu
metabolita.®*! Metabolit je bilo koji intermedijer ili proizvod metabolizma.® Dilapiol
posjeduje razli¢ita bioloska svojstva, ukljucujuéi i protuupalno djelovanje.®® Spektrometar
masa se sastoji od ionskog izvora u kojem se pojedini spoj bombardira snopom elektrona
kako bismo ih mogli detektirati u ioniziranom obliku. 1z masenog spektra dilapiola uo¢avamo
da osnovni 1 molekulski pik iznose 222 m/z. Osnovni pik je pik s najveéim intenzitetom u
spektru masa, a molekulski pik je pik koji zaostane odnosno pozitivno nabijen ion s jednim
nesparenim elektronom. U etericnom ulju motra iz Bresta dilapiol je bio najvise zastupljen s

udjelom od 62,10%.
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Slika 14. Maseni spektar dilapiola

Na slici 15. je prikazan maseni spektar timil metil etera. Ovaj spoj spada u klasu
organskih spojeva poznatih kao aromatski monoterpenoidi odnosno monoterpenoidi Koji
sadrze barem jedan aromatski prsten.[37] Iz masenog spektra timil metil etera uocavamo
najintenzivniji pik tj. osnovni pik koji iznosi 149 m/z te molekulski pik koji iznosi 164 m/z.
Timil metil eter je spoj zastupljen u etericnom ulju motra prikupljenog s podrucja Bresta u

visokom postotku od 18,00%.
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Slika 15. Maseni spektar timil metil etera

Na slici 16. je prikazan maseni spektar y-terpinena, jedan od tri izomerna monoterpena
koji se razlikuju po poloZaju dvije dvostruke veze. U y-terpinenu dvostruke veze nalaze se na

pozicijama 1 i 4 kostura p-mentana.l*®

y-terpinen je monoterpen i cikliheksadien. Posljednjih
godina otkriveno je nekoliko terapeutskih prednosti ovog spoja, ukljucujuci protuupalna i
antiapoptoticka svojstva, a uoceno je i zastitno djelovanje na ishemijsko oSteCenje mozga u
vidu smanjenja infarkta, edema, oksidativnog stresa i upale. Do ovih zakljucaka je dovelo
koriStenje metoda za izazivanje cerebralne ishemije na muzjaku Wistar stakora.*¥) Na
prikazanom masenom spektru y-terpinena mozemo ocitati osnovni pik koji iznosi 93 m/z i
molekulski pik koji iznosi 136 m/z. U uzorku eteri¢nog ulja motra iz Bresta ovaj spoj

zastupljen je u udjelu od 9,88% dok je u uzorku eteri¢nog ulja motra iz Zabori¢a zastupljen u

manjem, ali isto zna¢ajnom udjelu od 2,48%.
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Slika 16. Maseni spektar y-terpinena

Na slici 17. je prikazan ogledni kromatogram etericnog ulja motra prikupljenog s
podru¢ja Zabori¢a gdje uoavamo tri dominantna spoja (pika). ldentifikacija spojeva
provedena je usporedbama spektara masa i vremenima zadrzavanja na koloni. Navedeni

pikovi oznacavaju spojeve limonen, sabinen i (Z)-/3-ocimen.

limonene

35 sabinene

24
15 (Z]-B-ocimene

Slika 17. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja motra s podrudja Zabori¢a
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Na slici 18. prikazan je maseni spektar ciklickog monoterpena limonena. Iz masenog
spektra limonena uocavamo osnovni pik koji iznosi 68 m/z i molekulski pik koji iznosi 136
m/z. Limonen je spoj koji se upotrebljava u proizvodnji brojnih proizvoda kao §to su
prehrambeni proizvodi, kozmetika, parfemi, sapuni i sl. Jedan je od najzastupljenijih terpena u
citrusima. Najvece koli¢ine limonena mozemo pronaci u limunu no zastupljen je i u mnogim
drugim biljkama poput narance, limete, ruzmarina, mente te je jedan od najces¢ih terpena u
mnogim sortama kanabisa.*”! U eterinom ulju motra iz Zabori¢a limonen je prisutan u

visokom udjelu od 62,85% dok u eteriénom ulju motra iz Bresta nije pronaden.
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Slika 18. Maseni spektar limonena
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Na slici 19. prikazan je maseni spektar sabinena, biciklickog monoterpena. Sabinen je
spoj koji je izoliran iz eteri¢nih ulja mnogih biljnih vrsta te se osim u motru moze pronaci i u
mazuranu, crnom kardamomu, stolisniku i smreci. Ima ulogu biljnog metabolita.l*"! Takoder,
jedan je od najzastupljenijih spojeva u crnom papru.*? 1z masenog spektra sabinena
najintenzivniji pik, ujedno i osnovni pik iznosi 93 m/z, a molekulski pik iznosi 136 m/z. U
eterinom ulju motra iz Zaboriéa sabinen se nalazi u udjelu od 13,14%, a u eteriénom ulju

motra iz Bresta sabinen nalazimo u nizem udjelu od 4,24%.
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Slika 19. Maseni spektar sabinena

Do danas je napravljen velik broj analiza kemijskog sastava eteri¢nog ulja motra s

(43]

razli¢itih podrucja. Prema radu Politeo 1 sur."™ u etericnom ulju motra s podruc¢ja Hrvatske

identificirano je 12 spojeva, dok je u eteri¢nom ulju motra iz Francuske identificirano ukupno
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13 spojeva. Eteri¢no ulje iz Hrvatske obiluje spojevima sabinenom (51,47 + 3,22%) i
limonenom (36,28 + 2,99%) $to je sli¢no kao i u ovom radu gdje su limonen i sabinen
najzastupljeniji spojevi no limonen je u ovom eteriénom ulju motra iz Zaboric¢a zastupljen u

znatno vec¢em postotku od sabinena. U radu KuliSi¢ i sur.l®

glavni spojevi etericnog ulja
motra su limonen (58,4%), sabinen (26,5%), y-terpinen (2,8%) i terpinen-4-ol (5,6%).
Zastupljeniji spojevi eteri¢nog ulja Francuske u radu Politeo i sur.l* su dilapiol (62,10 +
1,83%), karvakril metil eter (18,00 + 2,40%) i y-terpinen (9,88 £+ 1,10 %). Isto kao i u ovom
radu, dilapiol je najzastupljeniji spoj eteri¢nog ulja dok karvakril metil eter nije identificiran.
Iz usporedbe dobivenih rezultata glavna razlika izmedu uzoraka iz Hrvatske i Francuske je
prisutnost ili odsutnost dilapiola. Temeljem prijasnjih istrazivanja, rezultati su pokazali da je
dilapiol prisutan u uzorcima etericnog ulja motra s podrucja Francuskel***%¢ Turskelt*" 484
Italije[lo], Tunisa[sol, GrekeP Portugala[52'53’54], dok u uzorcima eteri¢nog ulja motra iz

Hrvatske dilapiol nije nikada otkriven.5°657:5!

3.2. Profili identificiranih hlapljivih spojeva hidrolata

U tablici 2. prikazani su GC- MS profili hidrolata dobivenih mikroekstrakcijom vr$nih
para na Cvrstoj fazi (SPME) i profili hlapljivih spojeva hidrolata dobivenih ekstrakcijom
diklormetanom (DCM) za uzorke iz Bresta (Francuska) i Zabori¢a (Hrvatska). U hidrolatu iz
Bresta, dobivenom SPME metodom, dominiraju dilapiol (60,81%) i timil metil eter (14,84%),
dok su u uzorku iz Zaboriéa najzastupljeniji spojevi terpinen-4-ol (47,46%) i (Z)- karveol
(8,01%). Mozemo uociti da se koriStenjem SPME metode kemijski sastav hidrolata etericnog
ulja motra iz Bresta znacajno ne razlikuje od sastava eteri¢nog ulja, dok se kemijski sastav
hidrolata eteri¢nog ulja motra iz Zabori¢a razlikuje od sastava eteri¢nog ulja. U hidrolatu
eteriénog ulja motra iz Zaboriéa dominira monoterpenoid terpinen-4-ol dok je u uzorku

eteri¢nog ulja dominirao limonen.

Kada se kao ekstrakcijsko sredstvo koristio diklormetan doslo je do znatnih promjena
u profilu hlapljivih spojeva. U uzorku iz Bresta ponovno dominira spoj dilapiol (85,81%), dok

je u hidrolatu uzorka iz Zabori¢a najzastupljeniji terpinen-4-ol (23,47%).
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Ove razlike u kemijskom profilu eteri¢nih ulja i1 hidrolata izmedu uzoraka sakupljenih na

podruéju Bresta i Zabori¢a ukazuju na utjecaj okolinih faktora poput tla i klimatskih uvijeta, a

mogué je i utjecaj genetskih faktora. Razlike u sastavu mogu imati vazne implikacije za

primjenu ovih biljaka u prehrambenoj industriji, parfumeriji ili medicini.

Tablica 2. GC- MS profili hidrolata motra (Crithmum maritimum L.) dobivenih
mikroekstrakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi (SPME) te ekstrakcijom s diklormetanom

(DCM) prikupljenih s podruéja Bresta (Francuska) i Zaboriéa (Hrvatska)

Identificirani RI H_SPME_FRA | H_ DCM_FRA | H_SPME_HR | H_ DCM_HR
spojevi motra % % % %

1 | a-tujen 921 0,40 - - -

2 | a-pinen 934 1,36 tr - -

3 | sabinen 970 1,09 tr - -

4 | 2,3-dihidro-1,8- 986 tr - - -

cineol

5 | -mircen 989 0,61 - - -

6 | f-pinen 992 - tr - -

7 | oktanal 998 tr - - -

8 | a-felandren 1001 tr - - -

9 | a-terpinen 1012 0,62 tr - -
10 | p-cimen 1020 0,66 tr - -
11 | p-felandren 1024 0,19 - - -
12 | (2)-3-ocimen 1039 2,10 - - -
13 | benzenacetaldehid | 1041 0,77 tr 2,72 -
14 | (E)-/3-ocimen 1042 - tr 0,00 -
15 | y-terpinen 1056 3,68 3,37 - -
16 | (Z2)-sabinen hidrat | 1065 tr - 2,79 0,27
17 | terpinolen 1086 0,35 tr - -
18 | (E)-sabinen hidrat | 1095 tr - 5,13 2,10
19 | linalool 1097 - - - 0,24
20 | (2)-p-ment-2-en- 1118 0,25 - 0,00 2,30

1-ol
21 | (E)-p-ment-2-en- 1138 tr - 2,06 3,03
1-ol
22 | terpinen-4-ol 1176 6,47 tr 47,46 23,47
23 | p-cimen-8-ol 1183 tr tr - 2,43
24 | a-terpineol 1188 0,21 - 6,53 5,40




25 | (2)-pipertiol 1195 - - - 0,94
26 | (E)-pipertiol 1205 - - 2,78 2,04
27 | (E)-karveol 1218 0,20 - 3,22 4,75
28 | (2)-carveol 1222 - - 3,14 8,01
29 | timil metil eter 1232 14,84 9,3 - -
30 | karvakrol metil 1242 0,28 - - -
eter
31 | timol 1293 0,32 - - 2,59
32 | karvakrol 1301 tr - - 2,11
33 | p-vinilguaiakol 1312 0,76 tr - 2,23
34 | p-ment-1,4-dien-7- | 1325 - - - 4,44
ol
35 | 10-(acetilmetil)-3- | 1390 - tr 15,89 14,10
karen
36 | dihidrodehidro-/5- 1422 - - 5,82 -
ionon
37 | biciklogermakren 1498 0,23 - - -
38 | miristicin 1521 0,48 1,52 - -
39 | elemicin 1557 tr - - -
40 | germakren B 1563 0,39 tr - 0,76
41 | spatulenol 1576 - tr - 0,86
42 | dilapiol 1620 60,81 85,81 1,25 9,74
Ukupna identificirana povrsina 97,07 100,00 98,76 91,81
kromatograma (%)

RI = retencijski indeks, - = spoj nije identificiran u uzorku, tr = u tragovima (<0,10%)

Na slici 20. je prikazan kromatogram ukupne ionske struje uzorka hidrolata motra iz
Bresta koji je dobiven mikroekstrakcijom vrSnih para na ¢vrstoj fazi (SPME). Identifikacijom
spojeva pomocu spektra masa odredeno je da najveci pikovi na kromatogramu prikazuju

spojeve dilapiol, timil metil eter, terpinen-4-ol i y-terpinen.
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Slika 20. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka hidrolata motra iz Bresta dobivenog

mikroesktrakcijom vrsnih para na ¢vrstoj fazi (SPME)

Na slici 21. prikazan je maseni spektar terpinen-4-ola (terpineol i tercijarni alkohol)
molekulske formule CioH1s0.% Ima dobru antibiofilmsku aktivnost te antibakterijska
svojstva.l®” 1z prikazanog masenog spektra osnovni pik iznosi 71 m/z, a molekulski pik iznosi
154 m/z. Terpinen-4-ol moZzemo pronaéi u svim uzorcima hidrolata. U uzorku hidrolata iz
Bresta dobivenog SPME metodom terpinen-4-ol se nalazi u udjelu od 6,47%, dok se u uzorku
hidrolata iz Bresta kod ekstrakcije s diklormetanom nalazi samo u tragovima. U uzorku
hidrolata iz Zabori¢a dobivenog SPME metodom terpinen-4-ol se nalazi u dosta veéem i
znacajnijem udjelu od 47,46%, a kod ekstrakcije s diklormetanom nalazi se u udjelu od
23,47%.
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Slika 21. Maseni spektar terpinen-4-ola
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Na slici 22. je prikazan ogledni kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra iz
Bresta dobiven ekstrakcijom s diklormetanom na kojem su ozna¢ena dva znacajna spoja,

dilapiol i timil metil eter.

dillapiol

thymyl methyl ether

1
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Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra iz Bresta dobiven ekstrakcijom s
diklormetanom (DCM)

Na slici 23. je prikazan kromatogram ukupne ionske struje uzorka hidrolata iz
Zaboriéa dobivenog SPME metodom s tri istaknuta spoja terpinen-4-ol, 10-(acetilmetil)-3-

karen i a-terpineol.
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Slika 23. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka hidrolata motra iz Zabori¢a dobivenog
mikroekstrakcijom vrsnih para na ¢vrstoj fazi (SPME)

Maseni spektar 10-(acetilmetil)-3-karena prikazan je na slici 24. To je terpenski
organski spoj molekulske formule Ci3H00.! 1z prikazanog masenog spektra uocavamo
osnovni pik koji iznosi 91 m/z te molekulski pik koji iznosi 192 m/z. 10-(acetilmetil)-3-karen
se nalazi u uzorku hidrolata iz Zabori¢a dobivenog SPME metodom u udjelu od 15,89%, u

uzorku hidrolata iz Zabori¢a dobivenom ekstrakcijom s diklormetanom (DCM) nalazi se u
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udjelu od 14,10%, dok se u uzorku hidrolata iz
diklormetanom (DCM) nalazi samo u tragovima.

Bresta dobivenom ekstrakcijom
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Slika 24. Maseni spektar 10-(acetilmetil)-3-karena

Na slici 25. je prikazan maseni spektar o-terpineola. a-terpineol je alkoholni

monoterpen koji se prirodno nalazi aromati¢nim biljkama kajaput drva (Melaluca

leucadendra) i gorke narance (Citrus aurantium). Ovaj monoterpen poznat je po svojim

antioksidativnim, antiulkusnim, antikarcerogenim i analgetskim svojstvima. Navedena

svojstva ¢ine ga vrijednim sastojkom u parfemima, kozmetici i narodnoj medicini.

621 7

prikazanog masenog spektra osnovni pik iznosi 59 m/z, a molekulski pik iznosi 139 m/z.
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Slika 25. Maseni spektar a-terpineola

Na slici 26. je prikazan ogledni kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra iz
Zabori¢a uz dodatak diklormetana (DCM). Najveéi pikovi na kromatogramu predstavljaju

spojeve terpinen-4-ol, 10-(acetilmetil)-3-karen, dihidrodehidro--ionon i dilapiol.

15 terpinen-4-ol

039 10-(acetylmethyl)-3-carene
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Slika 26. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra iz Zabori¢a dobiven
ekstrakcijom s diklormetanom (DCM)
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Na slici 27. je prikazan maseni spektar dihidrodehidro-5-ionona. f-ionon je Siroko
rasprostranjen u cvije¢u, vocu i povréu. Posljednjih godina f-ionon je dobio vec¢u pozornost
biomedicinske zajednice zbog njegovih anti-tumorskih svojstava.'®®! Na prikazanom masenom

spektru uo¢avamo osnovni pik koji iznosi 119 m/z i molekulski pik koji iznosi 192 m/z.
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Slika 27. Maseni spektar dihidrodehidro-/3-ionona

Politeo i sur."*? su analizom uzoraka hidrolata iz Hrvatske i Francuske identificirali 17
spojeva u uzorku iz Hrvatske te 32 spoja u francuskom uzorku. U hrvatskom uzorku
prevladavaju spojevi terpinen-4-ol (41,93 + 2,99%) i 10-(acetilmetil)-3-karen (13,80 +
2,01%), dok su u francuskom uzorku hidrolata najzastupljeniji dilapiol (36,66 + 5,66 %), timil
metil eter (26,30 £ 1,85 %) i y-terpinen (9,34 £ 0,24 %). Ovi rezultati su sli¢ni rezultatima
dobivenim u ovom radu gdje je terpinen-4-ol takoder najzastupljeniji spoj u hidrolatu motra s
podrudja Zabori¢a (Hrvatska), a dilapiol prevladava u uzorku hidrolata motra s podrucja
Bresta (Francuska).
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Kemijski sastav eteri¢nih ulja razlikuje se od sastava hidrolata. U eteri¢nom ulju motra
s podru¢ja Bresta i Zaboriéa identificirano je sveukupno 13 spojeva. Svih 13 spojeva
pronadeno je i u etericnom ulju motra iz Bresta, osim limonena koji nije uop¢e identificiran u
ovom eteri¢nom ulju. U eteri¢nom ulju motra iz Zabori¢a limonen je najzastupljeniji spoj
(62,85%) te nisu identificirani a-tujen, terpinen-4-ol, timil metil eter i dilapiol. U hidrolatima
je sveukupno identificirano 42 spoja. Najvise spojeva, odnosno 32 spoja identificirana su u

hidrolatu motra iz Bresta dobivenog mikroekstrakcijom vrsnih para na ¢vrstoj fazi (SPME).

4. ZAKLJUCAK

Broj istrazivanja vezanih uz biljku motar kontinuirano raste kako zbog dobrobiti same
biljke tako i zbog mogucnosti koristenja iste za razne primjene. Obzirom na razlidita staniSta
(Brest i Zabori¢) odakle je biljka sakupljena, mogué je i utjecaj zemljopisnog polozaja i
klimatskih uvjeta na svojstva biljke te na razlike u ekotipovima eteri¢nih ulja i hidrolata. Ovo
istrazivanje potvrduje znacajne razlike u kemijskom profilu eteriénih ulja i pripadajucih
hidrolata ¢iji su hlapljivi spojevi ekstrahirani postupcima mikroestrakcije vrsnih para na
¢vrstoj fazi (SPME) te ekstrakcijom s diklormetanom (DCM). Analizom eteri¢nog ulja motra
iz Bresta identificirano je ukupno 13 spojeva, od kojih su najzastupljeniji dilapiol (62,10%),
timil metil eter (18,00%) i y-terpinen (9,88%). Ovi spojevi nisu detektirani u uzorku iz
Zabori¢a, gdje je dominantan spoj limonen sa udjelom od 62,85%, dok su sabinen (13,14%) i
a-pinen (3,51%) takoder prisutni. Ovi rezultati upucuju na to da uzorci iz Bresta sadrze vise
polarnih spojeva, dok uzorci iz Zaborié¢a sadrZe ve¢i udio nepolarnih monoterpenskih spojeva
poput limonena. Analiza hidrolata takoder je pokazala razlike u kemijskim profilima. U
hidrolatu iz Bresta dobivenom metodom mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (SPME),
najzastupljeniji su spojevi dilapiol (60,81%) i timil metil eter (14,84%), dok su u uzorku iz
Zabori¢a najzastupljeniji terpinen-4-ol (47,46%) i (Z)-karveol (8,01%). Prilikom analize uz
dodatak diklormetana, u uzorku iz Bresta dominira dilapiol (85,81%), dok u uzorku iz
Zabori¢a dominira terpinen-4-ol (23,47%). Ove razlike u kemijskom sastavu eteri¢nih ulja i
hidrolata izmedu uzoraka motra sakupljenih na podru¢ju Bresta i Zabori¢a ukazuju na utjecaj
okoli$nih faktora kao §to su sastav tla i klimatski uvjeti te mogu¢ geneticki utjecaj. Razlike u
sastavu mogu znacajno utjecati za njihovu primjenu u prehrambenoj industriji, parfumeriji ili
medicini.
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