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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

® Odrediti kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva u etericnim uljima i
hidrolatima biljaka lovor (Laurus nobilis L.), ruzmarin (Rosmarinus officinalis
L.), primorski oman (/nula crithmoides L.) i motar (Crithmum maritimum L.).

e Izoliciju hlapljivih spojeva etericnih ulja biljaka provesti procesom
hidrodestilacije u aparaturi po Clevengeru, a iz hidrolata zaostalog nakon izolacije
eteri¢nih ulja, mikroekstrakcijom vrsnih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) izolirati
hlapljive spojeve hidrolata.

o Fitokemijsku analizu uzoraka eteri¢nih ulja i hidrolata provesti uz pomoc¢ vezanog

sustava plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS).



SAZETAK

Cilj ovog rada je bio odrediti kemijski sastav i1 sadrzaj hlapljivih spojeva u
eteri¢nim uljima i hidrolatima biljaka lovora (Laurus nobilis L.), razmarina (Rosmarinus
officinalis L.), primorskog omana (Inula crithmoides L.) i motra (Crithmum maritimum
L.) sakupljenih u prolje¢e na podru¢ju srednje Dalmacije. Etericna ulja i hidrolati su
dobiveni vodenom destilacijom u aparaturi po Clevengeru. Ulja su potom direktno
analizirana u vezanom sustavu plinska kromatografija - spektrometrija masa (GC-MS), a
vr$ne pare uzoraka hidrolata su prikupljene mikroekstrakcijom vrs$nih para na ¢vrstoj fazi
(HS-SPME) te analizirane u GC-MS-u. Najzastupljenije komponente etericnog ulja (EO)
lovora su 1,8-cineol, a-terpinil acetat, metil eugenol, sabinen, a-terpineol i a-pinen, dok
su najzastupljenije komponente njegovog hidrolata 1,8-cineol, a-terpinil acetat, a-
terpineol, eugenol, terpinen-4-ol i metil eugenol. Najzastupljenije komponente EO
ruzmarina su o-pinen, 1,8-cineol, verbenon, bornil acetat i borneol, dok su
najzastupljenije komponente njegovog hidrolata 1,8-cineol, karvon, verbenon, bornil
acetat, borneol, a-terpineol 1 kamfor (7,43%). Najzastupljenije komponente EO
primorskog omana su p-cimen, 8,9-dehidrotimol metil eter, p-cimen-7-ol, 2,4-dimetil
1zoheksil benzoat i a-felandren (5,90%), dok su najzastupljenije komponente njegovog
hidrolata 8,9-dehidrotimol metil eter, 8,9-dehidrotimol, p-cimen, A-8,9-dehidro-4-
hidroksitimol dimetil eter i benzenacetaldehid. Najzastupljenije komponente EO motra
su limonen, sabinen i (E)-f-ocimen, dok su najzastupljenije komponente njegovog

hidrolata terpinen-4-ol, limonen, cis-p-menth-2-en-1-ol i cis-sabinen hidrat.

Kljucéne rijec€i: eteri¢no ulje, hidrolat, hidrodestilacija, HS-SPME, GC-MS.



ABSTRACT

The aim of this work was to determine the chemical composition and content of
volatile compounds in essential oils and hydrolates of plants laurel (Laurus nobilis L.),
rosemary (Rosmarinus officinalis L.), golden samphire (Inula crithmoides L.) and sea
fennel (Crithmum maritimum L.) collected in the spring in the area of central Dalmatia.
Essential oils and hydrolates were obtained by water distillation in a Clevenger apparatus.
The oils were then directly analyzed in a coupled gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MYS) system, and the peak vapors of the hydrolate samples were collected by
microextraction of the peak vapors on the solid phase (HS-SPME) and analyzed in GC-
MS. The most abundant components of the essential oil (EO) of laurel are 1,8-cineole, o-
terpinyl acetate, methyl eugenol, sabinene, a-terpineol and a-pinene, while the most
abundant components of its hydrolate are 1,8-cineole, a-terpinyl acetate, a-terpineol,
eugenol, terpinen-4-ol and methyl eugenol. The most abundant components of rosemary
EO are a-pinene, 1,8-cineole, verbenone, bornyl acetate and borneol, while the most
abundant components of its hydrolate are 1,8-cineole, carvone, verbenone, bornyl acetate,
borneol, a-terpineol and camphor (7,43%). The most abundant components of EO of
golden samphire are p-cymene, 8,9-dehydrothymol methyl ether, p-cymen-7-ol, 2,4-
dimethyl isohexyl benzoate and a-phellandrene (5,90%), while the most abundant
components of its hydrolate 8,9-dehydrothymol methyl ether, 8,9-dehydrothymol, p-
cymene, A-8,9-dehydro-4-hydroxythymol dimethyl ether and benzeneacetaldehyde. The
most abundant components of the EO sea fennel are limonene, sabinene and (£)-f-
ocimene, while the most abundant components of its hydrolate are terpinen-4-ol,

limonene, cis-p-menth-2-en-1-ol and cis-sabinene hydrate.

Keywords: essential oil, hydrolat, hydrodistillation, HS-SPME, GC-MS
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Uvob

Jo$ u davnoj proslosti interes za mirisnim 1 lijepim biljkama je bio jako velik.
Osim §to su se uzgajale kao ukrasne biljke, koristile su se i za dobivanje razli¢itih mirisnih
pripravaka poput eteri¢nih ulja, hidrolata, konkreta, pomada itd. Biljke imaju mirisna
svojstva zbog prisutnosti razli¢itth kemijskih hlapljivih spojeva koje ljudi i Zivotinje
mogu osjetiti pomocu osjeta mirisa. Za dobivanje 1 izolaciju tih spojeva primjenjuju se
razne metode kao Sto su destilacije, ekstrakcije 1 preSanja. Mirisni pripravci se koriste u
raznim granama industrije od kojih najveéu primjenu imaju u farmaceutskoj i
kozmetickoj industriji. Dolaze kao sastojci raznih krema, sapuna, lijekova, masti,
dezinficijensa, 1 dr. Primjenjuju se 1 u aromaterapiji zbog ljekovitih 1 umirujucih

svojstava.

Fitokemijski profil eteri¢nih ulja 1 hidrolata biljaka lovor (Laurus nobilis L.),
ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.), motar (Crithmum maritimum L.) 1 primorski oman
(Inula crithmoides L.) sakupljenih u proljece na podrucju srednje Dalmacije odreden je
ovim radom. Sve su to biljke karakteristi¢ne za podrucje sa kojeg su sakupljene s velikim

vec¢ uocenim ili neuo¢enim potencijalom primjene.



1. OrcC1 D10

1.1. LOVOR

Lovor je drvenasta mediteranska biljka s prirodnim staniStem u primorskom
podruc¢ju Hrvatske (poput Istre, Hvara, Paga, Braca, Visa te se moze pronaci uz cijelu
dalmatinsku obalu) iregijama oko Sredozemnog mora. Porijeklo lovora je Mala Azija, a
raste i u juznoj Americi.l'! Zahtjeva toplu i vlaznu klimu te uspijeva rasti do 300-400 m
nadmorske visine.””) Veéi proizvodaci lovora su Greka i Turska, dok se u Hrvatskoj ne
uzgaja na ve¢im povrSinama. Uglavnom raste zasebno, ali se moze pronaci u zajednici s
drugim vazdazelenim biljem. Lovor pripada porodici Lauraceae (Tablica 1) te je
viSegodis$nja i1 vazdazelena biljka koja formira grm ili stablo 3-15 m visine, a Zivotni mu
vijek mozZe biti i do 100 godina. U pocetku je stablo glatko i sive boje, a kasnije postaje
tamno 1 hrapavo. Listovi lovora su naizmjeni¢no spiralno smjesteni, sjajni, tvrdi,
duguljastog oblika, na oba kraja zaSiljeni (Slika 1). Gornja strana lista (lice) je
tamnozelene boje, dok im je donja strana (nali¢je) nesto svijetlije, duZine do 10 cm 1 Sirine
2-4 cm.!?) Rubovi listova su karakteristi¢no valoviti, ponekad blago nazubljeni. Lovor je
dvodomna biljka. Muske biljke sadrze svijetlozute cvjetove s 8-12 prasnika, a zenski
cvjetovi sadrze tucak s 1 plodnim listi¢cem. U proljece nastaju mali, Zzu¢kasti cvjetovi iz
kojih kasnije nastaju bobe. Plod je boba tamnoplave-smede-crne boje, duguljasto-jajastog
oblika, veli¢ine 1-1,5 cm i sadrZi jednu sjemenku.®) Lovor se najéesée koristi u medicini
1 kao zacin zbog svoje karakteristicne arome, jakog mirisa te gorkastog i ljutog okusa.
Ve¢inom se sakupljaju i koriste listovi, ali ubiru se i plodovi iz kojih se procesom

tijestenja dobiva smjesa masnog i eteri¢nog ulja.!*!

Tablica 1. Taksonomska klasifikacija lovora, Laurus nobilis L.

Carstvo Plantae

Red Laurales
Porodica Lauraceae

Rod Laurus

Vrsta Laurus nobilis L.




Slika 1. Lovor, Laurus nobilis L.P!

1.2. RUZMARIN

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) je viSegodi$nja, zimzelena i samonikla
biljka koja je karakteristicna za mediteransku klimu ali se moze pronaéi i u nekim
dijelovima Afrike i Azije.[®! Pripada porodici usnaca - Lamiaceae (Tablica 2), a
primjenjuje se od davnina kao zacinska i ukrasna biljka.l”! Vuge podrijetlo s Mediterana,
a pogoduje joj suha i sun¢ana klima te kamenita tla koja su bogata kalcijem.[®! Raste u
obliku grma koji moze doseci visinu i do 2 m. Grane su uspravne i drvenaste s listovima
koji su duguljasti 1-2,5 cm 1 uski, a Sirina im moze biti i do 3 mm. Gornja strana lista
ruzmarina je tamnozelene boje, a donja strana moze varirati sve od tamnozelene do
sivkaste boje.®! Cvrsti su i koZzasti sa uvrnutim rubovima, dok na peteljci koja se nalazi u
pazuScima gornjih listova rastu prsljenasti cvjetovi koji mogu biti ljubicaste, bijele ili
plavkaste boje (Slika 2). Ruzmarin krece sa cvatnjom u ozujku, $to traje sve do pocetka
jeseni. Zbog svojih karakteristicnih svojstava poput intenzivnog mirisa, gorkog i
aromati¢nog okusa ima Siroku primjenu. Upotrebljava se u prehrambenoj industriji za
stabilizaciju masti i ulja, usporavanje oksidacije i uzeglosti.””! U medicini se primjenjuje

za probavne poteSkoce, poboljSanje cirkulacije, ¢iS¢enje krvi, sredstvo za masazu, a ima



i protuupalni, antidepresivni, antimikrobni i antikancerogeni u¢inak.!'”) Takoder se
primjenjuje i u kozmeticke svrhe (kao sastojak za proizvodnju parfema i sapuna), a

neizbjezan je kao dodatak jelima.

Tablica 2. Taksonomska klasifikacija ruzmarina, Rosmarinus officinalis L.

Carstvoiﬂanme‘
Podcarstvo Tracheobionta

Koljeno Magnoliophyta

Razred Magnoliopsida

Podrazred Asteridae

Red Lamiales

Porodica Lamiaceae

Rod Rosmarinus L.

Vrsta Officinalis

Dvojno ime Rosmarinus officinalis L.

Slika 2. Ruzmarin, Rosmarinus officinalis L.I'!]



1.3. MOTAR

Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L.) je viSegodiSnja biljka koja se
prilagodila Zivotu na staniStima gdje je veliki udio saliniteta (halofit). Moze se pronaci
duz cijele Jadranske te na ve¢ini europskih morskih obala, dijelovima Africke i Australske
obale. Najcesce raste na stijenama, pjeS€anom i kamenitom tlu ali se moze pronaéi i na

tlu koje je zaslanjeno zbog blizine mora.l'?! U tablici 3 je prikazana taksonomija motra.

Tablica 3. Taksonomska klasifikacija motra, Crithmum maritimum L..

Carstvo Plantae

Koljeno Magnoliophyta

Razred Magnoliopsida

Red Apiales

Porodica Apiaceae

Rod Crithmum

Vrsta Crithmum maritimum L.

Stabljika motra je na dodir glatka, debela, okrugla, uspravna, pri vrhu razgranata
i smede — zute boje. MoZe se razviti i do 60 cm u visinu, a listovi su dugi 2,5 — 5 cm i
Siroki ne vise od 6 mm, a najceSée su sivkasto — zelene boje. Cvijeta tijekom ljetal'®!,
cvatovi se razvijaju u obliku §tita i obi¢no su zu¢kasto — zelene boje.['* Imaju 5 ovalnih
latica sa 8 — 36 zraka. Na vrhu stabljike razvija se plod kalavac koji sadrzi sjemenje zute
ili zelene boje. Motar se od davnina koristi u kulinarstvu zbog svojeg aromati¢nog i slanog

a.l'+151 Poznato je da su ga zbog bogatog

okusa, te u narodnoj medicini za lijecenje tegob
izvora vitaminom C Kkoristili pomorci za sprjeCavanje skorbuta. Takoder bogat je i
mineralnim solima, organskim kiselinama, jodom, ®-3 1 ®-6 masnim kiselinama,
karotenoidima i fenolima.l'¢!718191 Uglavnom se upotrebljavaju listovi premda je

kompletna biljka jestiva, najéeée u svijezem ili ukiseljenom obliku.?%2!]



Slika 3. Motar, Crithmum maritimum L.[*%

1.4. PRIMORSKI OMAN

Primorski oman, Inula crithmoides L. pripada u porodicu Asteraceae (Tablica 4),
a rod Inula obuhvaca viSe od 100 vrsta Cije je staniSte u Europi, Aziji 1 Africi. Njihova
primjena datira iz drevnog Rima i Gréke gdje se je upotrebljavao kao ljekoviti pripravak.
Znanstveno je dokazano da imaju antitumorska, antioksidacijska, protupalna,
antibakterijska, antitusicka, antidijabeticka 1 hepatoprotektivna djelovanja zbog
zastupljenosti flavanoida, fenolnih kiselina i seskviterpenskih laktona./**! Danas je medu
istrazivanijim vrstama Inula crithmoides L. poznatija kao 1 primorski oman. Biljka koja
raste u obliku malog polugrma maksimalne visine do 1 m s uspravnim stabljikama koje
imaju drvenasti donji dio. Listovi mogu biti linearni ili linearno — suli¢asti, mesnati i na
krajevima lista mogu biti dlakavi. Sto se ti¢e veli¢ine duzina im varira od 2 do 6 cm a
Sirina od 0,2 do 0,9 cm. Cvjetovi se pojavljuju na vrhovima stabljika te mogu biti veli¢ine
od 14 do 25 mm 1 zute su boje kao Sto je prikazano na Slici 4. Plod je dlakava roSka s
kunadrom, gdje plod moze narasti 1 do 3 mm. Cvatnja se odvija od pocetka srpnja do
kraja listopada.l**?326! Biljka se moZe prona¢i uz obalu na kamenjima, liticama i u

unutras$njosti ali u malom broju. Prilagodena je za Zivot u teskim uvjetima te podnosi



visoke razine soli. Mladi izdanci, listovi i cvjetni pupoljci su jestivi 1 koriste se u

gastronomiji kao sirovi ili kuhani te mogu biti i ukiseljeni.*”!

Tablica 4. Taksonomska klasifikacija primorskog omana, Inule crithmoides L.

Carstvo Plantae

Koljeno Tracheophyta
Razred Magnoliopsida

Red Asterales

Porodica Asteraceae

Rod Inula

Vrsta Inula crithmoides L.

Slika 4.Primorski oman, Inula crithmoides L.[?8]



1.5. ETERICNA ULJA

Eteri¢na ulja su smjese koje se sastoje od velikog broja hlapljivih spojeva te ih
karakteriziraju izrazeni uglavnom ugodni mirisi. Dobivaju se pomoc¢u raznih fizikalnih
postupaka naj¢esc¢e metodom destilacije izravno iz biljnog materijala. Uglavnom se
izoliraju 1z cvjetova, listova i plodova ali se mogu nac¢i i u drvenastim dijelovima biljke
kao $to su kora i korijen. Eteri¢na ulja se pri sobnoj temperaturi nalaze u teku¢em stanju
i uglavnom su laksa od vode. Razli¢itih su boja uglavnom bezbojna ili blago obojena, ali
postoje 1 tamnije obojena ulja kao §to je modro ulje od kamilice. Zahvaljuju¢i svom
ugodnom mirisu i ljekovitosti etericna ulja su vrlo cijenjena te danas nalazimo oko 300
razli¢itih vrsta eteriénih ulja na trzistu.””) Na kvalitetu i sastav eteri¢nih ulja utje¢u biljni
materijal (stanje biljke i dio biljke gdje nastaje ulje), vremenski i okolisni uvjeti (klima i
tlo) te sami postupak izolacije. Sastoje se od raznih skupina organskih spojeva (alkohola,
ketona, ugljikovodika,...), ali se po strukturi ugljikovodika mogu podijeliti u tri glavne

skupine:

e terpeni
e fenilpropanski derivati

e ostali spojevi

Terpeni (terpenoidi) su hlapljivi nezasi¢eni ugljikovodici koji ¢ine veliku grupu
prirodnih organskih spojeva. Temeljni strukturni element terpena je spoj koji se naziva
izopren odnosno 2-metil-1,3-butadien koji je prikazan na Slici 5, a svaka izoprenska

jedinica se sastoji od 5 ugljikovih atoma.

CHs

__CH;
H>C
Slika 5. Strukturna formula izoprena.

Najces¢e prisutni terpeni u etericnim uljima su oni manje molekulske mase, ali

treba naglasiti da su ovi spojevi reaktivni 1 podlozni reakcijama poput oksidacije,



redukcije, polimerizacije 1 brojnih drugih. Terpeni se sukladno broju ugljikovih atoma

mogu podijeliti kao $to je prikazano u Tablici 5.

Tablica 5. Podjela terpena.

Naziv Broj ugljikovih atoma
Semiterpeni 5

Monoterpeni 10

Seskviterpeni 15

Diterpeni 20

Triterpeni 30

Tetraterpeni 40

Politerpeni (5)n

Terpeni se koriste u medicini, u stvaranju mirisnih (parfema) 1 kozmetickih
proizvoda. Takoder se nalaze i u prehrani, gdje se koriste kao konzervansi i kao

komponente za¢ina.*!

Fenilpropanski derivati se svrstavaju u prirodne organske spojeve koji sadrZe
fenilni prsten s jednim bo¢nim propanskim lancem. Oni mogu biti aldehidi, fenoli i
fenileteri koji se izvode iz cimetne kiseline. Specifiénu skupinu fenilpropanskih
komponenti €ine spojevi €iji su bocni lanci smanjeni ili uklonjeni. U tu skupinu se
ubrajaju fenilkarboksilne kiseline, jednostavni fenoli i1 kumarini. Pojavljuju se u

poviSenim koli¢inama u etericnim uljima nekih vrsta porodice Apiaceae. Na Slici 6 su

prikazani primjeri fenilpropanskih derivata iz eteri¢nih ulja.*%
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Slika 6. Strukturne formule nekih primjera fenilpropanskih derivata.

U ostale spojeve koji se nalaze u etericnim uljima i drugim ekstraktima
aromati¢nog bilja ubrajamo lancaste ugljikovodike 1 njihove spojeve s kisikom poput
estera, alkohola, itd. SadrZe ugljikovodike sa 15-30 ugljikovih atoma (stearopteni) ¢ija je
karakteristika da duljim stajanjem spontano kristaliziraju. Takoder tu spadaju i spojevi s

sumporom i dusikom koji se nalaze u manjem broju eteri¢nih ulja.l*!

1.6. METODE IZOLACIJE I ANALIZA ETERICNIH ULJA I HIDROLATA

Za izolaciju etericnth ulja iz biljnog materijala postoji nekoliko metoda:
ekstrakcija, destilacija i hladnog preSanja. Odabir metode ovisi o fizikalnim svojstvima

hlapljivih spojeva koje Zelimo izolirati iz biljnog materijala.

1.6.1. DESTILACIJA

Destilacija je postupak gdje se biljni materijal zagrijava, a to dovodi do

isparavanja hlapljivih spojeva koji se zatim kondenziraju. Za izolaciju eteri¢nih ulja
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koristi se hidrodestilacija u koju spadaju tri tipa: vodena destilacija, vodeno — parna
destilacija i parna destilacija. Osnovna razlika ovih hidrodestilacija je doticaj biljnog

materijala i vode (vodene pare), dok je teorijski princip isti.

Vodena destilacija

Destilacija vodom je najjednostavniji tip destilacije, gdje je biljni materijal u
potpunosti uronjen u vodu koja se zagrijava do vrenja. Karakteristika ove destilacije je
veéi volumen vode u odnosu na biljni materijal pa kipuca voda razara stanice biljke iz
kojih izlaze spojevi koji ustvari ¢ine etericno ulje. Ti spojevi isparavaju, a zatim
kondenziraju pri ¢emu se dobije destilat od ulja i vode, u kojem su jasno vidljive dvije
faze koje se zatim lako mogu odjeliti.®!) Druga karakteristika ove destilacije je izolacija
hlapljivih komponenati iz finog praha i dijelova biljke. Ovakav biljni materijal moze
stvarati poteSkoce kod destilacije s parom, praveci barijeru koja bi sprjecavala prolaz
pare. Jedan od nedostataka vodene destilacije je nastanak artefakata, spojeva koji nisu
sami od sebe prisutni u eteriénom ulju. Drugi nedostatak je nepotpuna izolacija hlapljivih
spojeva (malo iskoristenje).*”) Vodena destilacija je najées¢a vrsta destilacije koja se
primjenjuje za ekstrakciju eteriénih ulja u laboratoriju. Standardne aparature koje se
koriste u laboratoriju su aparatura po Ungeru, aparatura po Clevengeru koja se koristila u
ovom radu 1 aparatura po Europskoj farmakopeji. Aparature za destilaciju s vodom
potrebno je prilagoditi prema specifi¢noj teZini eteri¢nog ulja koji se Zeli izolirati u

odnosu na vodu.

Kod aparature po Clevengeru (Slika 7) biljni materijal i voda se nalaze u tikvici
smjestenoj u kaloti koja zagrijava tu smjesu do tocke vrenja. Kada se postigne odredena
temperatura, vodena para u kombinaciji s komponentama eteri¢nog ulja se penje kroz
cijevi aparature, hladi prolaskom kroz hladilo te kondenzat odlazi u srediSnji dio
aparature. Nakon zavrSetka destilacije na povrSini vodenog stupca aparature po
Clevengeru pliva eteri¢no ulje, dok se stupac vode ispod sloja ulja oznacava kao hidrolat
ili hidrosol.®® Hidrolat je obogaéena voda koja sadrzi djelomi¢no otopljene ili

emulgirane komponente eteri¢nih ulja.
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Slika 7. Shema aparature po Clevengeru: 1 — tikvica s okruglim dnom, 2 — vodeno
hladilo, 3 — srediSnji dio aparature za destilaciiju, 4 — kalota, 5 — otpornik promjenjive

struje (reostat)
Vodeno — parna destilacija

Glavna razlika vodeno — parne destilacije 1 vodene destilacije je to $to se biljni
materijal nalazi na propusnoj podlozi koja propusta vodenu paru, pa materijal nije u
dodiru sa kipu¢om vodom koja se nalazi ispod resSetkaste podloge. Kako se para koja je
zasi¢ena, vlazna i nije pregrijana diZe, prolazi kroz biljni materijal koji mora biti jednoliko
1 ne previSe usitnjen. To dovodi do isparavanja hlapljivih komponenti koje se skupa sa
vodenom parom kondenziraju i potom odvajaju kao kod vodene destilacije. Manje je
destruktivna za biljni materijal, zbog toga se dobivaju ulja vece kvalitete od ulja
dobivenih vodenom destilacijom.*3] Dodatna prednost je brzi proces destilacije uslijed

Cega je energetski efikasnija od vodene destilacije.
Parna destilacija

Kod industrijskih pogona vodena para se generira u generatoru vodene pare i tako
dovodi u kotao sa biljnim materijalom. Upotrebljava se pregrijana i zasi¢ena para koja se

nalazi pri povisenom tlaku. Ako para ulazi u gornji dio posude s biljnim materijalom,
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onda se ovakav tip destilacije naziva hidrodifuzija. Bitne prednosti ove destilacije su
regulacija pare koju dovodimo u kotao, smanjen broj nastanka artefakata, ve¢i udio ulja i
nema razgradnje sastojaka uslijed visoke temperature. Nedostatak procesa je njegova

cijena.3%32]

1.6.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je postupak koji se koristi za izolaciju komponenti iz razli¢itih otopina
1 smjesa, te za izolaciju eteri¢nih ulja iz biljnog materijala. Kod ekstrakcije bitan je odabir
pogodnog otapala koji mora ispuniti pojedine uvjete: kemijski inertan, neotrovan,
ekonomski prihvatljiv, gustoca otapala i otopine ne smije biti ista, vreliSte ne smije biti
previsoko radi lakseg uklanjanja nakon ekstrakcije i veca topljivost tvari u otapalu.
Faktori poput temperature (veca temperatura bolja topljivost), veli¢ine Cestica, pH —

vrijednosti 1 gibanja otapala takoder utjeu na postupak ekstrakcije.

Kod izolacije osjetljivih spojeva (npr. mirisne komponente iz cvjetova) nije
pogodna primjena postupaka destilacije jer ih visoka temperatura moze unistiti. Takoder,
nije pogodna ni za komponente koje su dobro topljive u vodi pa se zbog toga primjenjuju
tehnike ekstrakcije. NajviSe koriStena otapala u postupcima ekstrakcije su diklormetan,
dietileter, metanol, etanol, benzen, heksan, pentan, petroleter, toluen, a mogu se

upotrijebiti butan i ugljikov dioksid (plinovi) te Zivotinjska mast.[**!
Najcesce tipovi ekstrakcija su:

e ckstrakcija hlapljivim nevodenim otapalima:
o ekstrakcija etanolom
o ekstrakcija drugim organskim otapalima
e ckstrakcija mastima (franc. enfleurage) - anfleriranje

e ckstrakcija superkriticnim fluidima.

Ekstrakcija hlapljivim organskim otapalima

Ekstrakcija hlapljivim organskim otapalima se upotrebljava za izolaciju eteri¢nih
ulja iz plodova, korijenja, mahovine, li§¢a, smole 1 dr. Provodi se tako da se biljni

materijal macerira, odnosno uroni u dovoljnu koli¢inu organskog otapala na utvrdeno
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vrijeme kako bi se hlapljive komponente mogle izolirati. Zatim se odvaja ekstrakt od
biljnog materijala pomocu tehnika filtracije i dekantiranja. Poslije odvajanja ekstrakata
otapalo se otparava uz pomo¢ neke destilacijske metode, te se tako dobiju konkreti (tvari
smolaste mase koje se sastoje od hlapljivih spojeva 1 ostalih izoliranih tvari poput masti i
voskova). Potrebna je dodatna obrada konkreta najcesce apsolutnim etanolom. Kako bi
se uklonili lipofilni sastojci etanolnu otopinu potrebno je ohladit na temperaturu oko -

20° C. Krajnji proizvod ekstrakcije hlapljivim organskim otapalima je apsolut.33-3]

Ekstrakcija etanolom

Primjenjuje se za ekstrakciju aromati¢nih spojeva iz biljnog materijala koji mora
biti suh jer ne smije sadrzavati veliki postotak vode. Postupak ekstrakcije moze potrajati
duZe vrijeme, i do par mjeseci. U usporedbi s izolacijom pomocu organskih otapala, nije
potrebno otklanjanje otapala (etanola) poslije dekantiranja i/ili filtriranja. Ovakav tip
ekstrakcije moze se primijeniti i kod raznih tipova ekstrakata, konkreta i pomada, a

konaéni produkt je otopina tinktura. 26371

Ekstrakcija mastima ili anfleriranje

Ekstrakcija koja se pretezno koristi za izolaciju eteri¢nih ulja iz cvjetova, a temelji
se na karakteristikama masti i/ili ulja da apsorbiraju mirisne spojeve. Za cvjetove Cija
bioloSka aktivnost traje 1 poslije branja (poput jasmina) koriste se prirodne prociS¢ene
biljne ili Zivotinjske masti, dok za cvjetove kod kojih bioloska aktivnost u trenutku branja
prestaje (poput ruza) koriste se biljna ulja ili tekuée zivotinjske masti. Ekstrakcija
mastima moze biti hladna ili se odvija uz upotrebu topline. Kod hladnog anfleriranja
metoda se izvodi tako da na staklenu povrSinu koja se nalazi u Sasiji (drveni okvir) stavi
tanki sloj masti u koju stavljamo latice svjezeg cvijeca (Slika 8). Ostavlja se duze vrijeme
sve dok latice ne uvenu, zavisno o vrsti cvijec¢a. Zatim se takve latice uklone 1 zamijene
sa svjezim, a proces se provodi sve dok se mast ne zasiti mirisnim komponentama. Takav
produkt nazivamo pomada. Ekstrakcija mastima kod koje se upotrebljava toplina se
provodi tako da se mast zagrije na temperaturu izmedu 50 — 65° C, zatim se dodaju latice
1 ostave da postupak traje 1 — 2 sata u mijesalici. Poslije se odvajaju uvenule latice 1
zamjenjuju svjezim sve dok se mast ne zasiti. Dobivamo pomade, a njthovom preradom

nastaje apsolut.[38]
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Slika 8. Prikaz ekstrakcije etericnih ulja iz latica pomoc¢u masti.

Ekstrakcija superkriti¢cnim fluidima

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je vrsta ekstrakcije koja je sve ¢eSce koristi za
izolaciju eteri¢nih ulja. Prednosti u odnosu na ostale vrste ekstrakcije su: izvanredna
kakvoca i Cisto¢a ulja, kemijska inertnost, nije otrovna i obavlja se na sobnoj temperaturi
kako bi se sacuvala kvaliteta biljnog materijala. Veliku ulogu u ekstrakciji superkriticnim
fluidima ima ugljikov(IV) oksid koji u superkriticnom stanju ima sjajna svojstva kao
otapalo (moze se lako ukloniti nakon postupka) i nije Stetan za okolis.*”) Ovaj tip
ekstrakcije svrstava se u zelenu kemiju ¢ija je zadaca smanjenje opasnih i Stetnih

kemikalija i tvari kako bi se o¢uvao i poboljSao ljudski Zivot i okolis.

1.6.3. HLADNO PRESANJE

Hladno presanje je tehnika koriStena za izolaciju eteri¢nih ulja iz agruma (citrusa).
Postupak je financijski prihvatljiv zbog vece koliCine etericnog ulja koji se nalazi u kori
citrusa. Provodi se tako da se kora skida pri ¢emu se ulje otpusta iz ostecenih stanica, te
tako nastaje kaSa. PreSanje kaSe se nastavlja ru¢no ili strojno, gdje se uz pomoc¢ filtriranja

razdvaja heterogena smjesa od ispresanog. Iz nastale smjese (ulje 1 voda) dodavanjem
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primjese i pektinskih tvari se dobije emulzija iz koje pomocu tehnika filtriranja,

dekantiranja, destilacije vodenom parom i centrifugiranja moze izolirati ulje.!*>°

1.6.4. KROMATOGRAFIJA

Kromatografija je fizikalna metoda odvajanja u kojoj se komponente razdvajaju
izmedu dviju faza, mobilne (pokretne) i stacionarne (nepokretne). Mobilna faza moze biti
u obliku plina, tekucine ili fluida koji se nalazi u superkriticnim uvjetima, a stacionarna
faza moze biti ¢vrsta, tekuéa ili u obliku gela. Metoda se temelji na razdjeljivanju uzorka
na komponente pomoc¢u mobilne faze koja se kre¢e preko stacionarne faze (kolona ili
ploha). Odjeljivanje uzoraka metodom kromatografije zavisi o karakteristikama faza i

komponenata koje se razdvajaju.[40:4!]

Najcesca podjela kromatografije je:

e papirna kromatografija (engl. Paper Chromatography, PC)

e tankoslojna kromatografija (engl. Thin-Layer Chromatography, TLC)

e plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC)

e tekucinska kromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC)

e kromatografija isklju¢enjem po veli¢ini (engl. Size-Exclusion Chromatography,
SEC)

e kromatografija  superkriticnom tekué¢inom (engl. Supercritical  Fluid

Chromatography, SFC).[*!]

Kromatogrami su graficki prikazi odnosa koncentracije analita prema volumenu

eluata ili vremenu trajanja procesa.

Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (GC) je vrsta kromatografije koja se najces¢e upotrebljiva
u postupcima razdvajanja smjesa hlapljivih komponenata. Koncept rada plinske
kromatografije su ve¢ oko 1940. godine prvi izradili Archer J. P. Martin i Richard L. M.
Synge, a 1952. godine u radu Archer J. P. Martin i Anthony T. Jamesa pokazano je da se
odvajanje moze ostvariti upotrebom pare kao mobilne faze umjesto tekucine.[*?! Princip

rada GC-a je isti kao i kod ostalih metoda kromatografije, a razlika je u mobilnoj fazi gdje
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se upotrebljava plin koji ne smije biti kemijski reaktivan da ne bi izazvao reakcije s
uzorkom i stacionarnom fazom. Uzorak se stavlja u injektor i prevodi u paru te ga mobilna
faza odnosno plin nosilac provodi kroz kolonu. U koloni dolazi do odvajanja uzorka
izmedu stacionarne i mobilne faze Sto ovisi o afinitetu prema stacionarnoj fazi i
temperaturi.*?l Poslije postupka odvajanja na koloni plin nosilac i analit dolaze do
detektora koji daje signal ovisno o fizikalno-kemijskim karakteristikama analita, a
registrirane signale racunalo prikazuje u obliku kromatogram.*3! Na Slici 9 je prikazan
shematski prikaz plinskog kromatografa, gdje su temeljni dijelovi injektor,

kromatografska kolona, detektor i pe¢.

injektor
. L uzorka
uredaj za reguliranje ‘/

protoka f \ A

><l

——————3p otpad

kolona \

detektor

plin nosilac kolonska pe¢

Slika 9. Shematski prikaz plinskog kromatografa.
Plin nosilac

Kemijski inertni plinovi koji se najvise koriste su helij, vodik, duSik i argon.
Cisto¢a plinova nosioca mora biti > 99,999 % kako se ne bi odrazilo na kvalitetu analize.
Najcesce se dovode u bocama i cilindrima gdje je plin pod pritiskom ili u generatorima

plina, a odabir plina zavisi o odabiru detektora i kolone.[#>4443]
Injektor

Injektor je dio plinskog kromatografa koji se nalazi na samom pocetku, a koristi
se za unoSenje uzorka kojeg ¢e plin nosioc dovesti do kolone. Injektor je namjesten na

temperaturu koja je minimalno 20 °C veca od temperature vrelista spoja koji je najmanje
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hlapljiv u uzorku, a to je definirano zadanom metodom analize. Uzorak se uzima s
mikropipetom i stavlja u injektor gdje dolazi do isparavanja zbog povecane temperature.
Postupak injektiranja mozZe se obaviti ru¢no ili automatski pomoéu samouzorkivaéa.[4>+]
Poznato je nekoliko tipova injektora, kao Sto su ,,split-splitless* injektor (SSL), injektor
sa programiranim isparavanjem (PTV) te izravni/kolonski injektor (COC).[**! Za , split-
splitless* injektor postoje dva nacina rada. Kod ,,split*“ na¢ina injektiranja uzorak se samo
jednim dijelom dovodi do kolone, a drugi dio se izbacuje kroz ,split“ izlaz.*¢)
Upotrebljava se za uzorke bez otapala ili za uzorke gdje se analiti u otapalu nalaze u
visokim koncentracijama. Kod ,,splitless* nafina injektiranja se uzorak ¢itav dovodi do
kolone, a upotrebljava se za analizu komponenata u malim koncentracijama.*”l U
injektoru sa programiranim isparavanjem (PTV) se uzorak dovodi u obliku tekuéine na
niZzim temperaturama, gdje zbog ve¢ih temperatura dolazi do naglog isparavanja te uzorak

odlazi na kolonu.!*®

Kolona

Kolone koje se nalaze u termostatiranoj pe¢i mogu biti staklene ili metalne cijevi
na kojima dolazi do odvajanja komponenata. Proces u uredaju se obi¢no odvija na
temperaturi od 5 do 400 °C. Komponente se mogu odvajati pri izotermnim uvjetima ili
pri programiranoj izmjeni temperature. Takoder proces odvajanja ovisi 1 0
karakteristikama nepokretne faze poput polarnosti i dimenziji kolone te o protoku plina
nosioca. Ovisno o polarnosti postoje dva tipa nepokretnih faza, polietilenglikolni 1

silanolni, koji zavisi o polarnosti veznih skupina.[*>4343]

Kolone za plinsku kromatografiju se ovisno o dimenzijama mogu podijeliti na
kapilarne i punjene. Kod kapilarnih kolona unutra$nji promjer je raspona od 0,10 mm do
0,53 mm, duzina od 5 do 60 m koja mozZe biti i veca, dok je stacionarna faza debljine od
0,1 do 5 pm." Dimenzije kolone utje¢u na analizu: dulja kolona poveéava uc¢inkovitost
1 kvalitetu odvajanja, ali 1 produzuje vrijeme trajanja analize. Smanjivanjem unutrasnjeg
promjera ostvaruje se veca ucinkovitost odvajanja, ali 1 vec¢e preopterecenje kolone Sto
dovodi do prosirenja pikova. Takoder utjece i stacionarna faza ¢iji tanji filmovi smanjuju
vrijeme trajanja analize te poboljSavaju odvajanje komponenata, ali imaju smanjeni
kapacitet zadrzavanja.[*?! Kod punjenih kolona u odnosu na kapilarne kolone unutra$nji
promjer je veéi (2 —4 mm) i duzina je manja (1 — 3 m), a stacionarna faza iznosi od 1 do

15 % u odnosu na nosa¢. Kapilarne kolone su prikladnije za kompleksnije smjese te su
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brze i ucinkovitije, dok su punjenje kolone povoljnije i prikladnije za vece koli¢ine

uzoraka.[*>%]

Detektori

Detektor je instrument koji na fizikalno — kemijska svojstva nekog spoja u uzorku
daje odziv koji se zatim pojacava i transformira u elektri¢ni signal. Signal se potom
zapisuje u obliku pika na kromatogramu. Temeljni faktor za kvantitativnu i kvalitativnu
analizu je retencijsko vrijeme ili vrijeme zadrzavanja koje predstavlja vrijeme potrebno
da komponenta prode kroz kolonu do detektora.!*>*! Prednost plinske kromatografije je

postojanje razli¢itih detektora:

e plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID)

e detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detecor, TCD)
e detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD)

o foto-ionizacijski detektor (engl. Photo lonization Detector, PID)

o dusik-fosfor detektor (engl. Nitrogen Phosphorous Detector, NPD)

e detektor atomske emisije (engl. Atomic Emission Detector, AED).[*Y

Odabir detektora preteZno zavisi o upotrebi, osjetljivosti, kemijskim
karakteristikama analita te o vrsti analize uzorka (kvantitativna ili kvalitativna).[*’!
NajceS¢e upotrebljavani detektor u GC-u je plameno-ionizacijski detektor koji se
primjenjuje za utvrdivanje hlapljivih ugljikovodika i spojeva koji u svojoj strukturi imaju
ugljik. Temelji se na konceptu prikupljanja iona i elektrona na sabirnoj elektrodi koja se
nalazi iznad plamena. Ioni i elektroni se dobivaju od uzorka (organskih molekula) koji se
izgara na temperaturi vodikova plamena. Plameno-ionizacijski detektor ima osjetljivost
do 10°" g/s te daje signal na broj ugljikovih atoma koji ulaze u detektor u jedinici vremena
1 razmjeran je masi komponente koja se detektira, a ne koncentraciji. Spojevi koji se
sastoje od ugljika i vodika daju najbolje rezultate, a zastupljenost heteroatoma u molekuli
(npr. kisik) detektoru umanjuje signal. Tijekom izgaranja, uzorak se gubi 1 to predstavlja

najveci nedostatak ove vrste detektora.[45:4°]
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1.6.5. SPEKTROMETRIJA MASA

Spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS) je instrumentalna analiticka
tehnika kojom se odreduje molekulska masa spoja, molekulska formula, struktura
molekule 1 koli¢ina iona nastalih ionizacijom atoma i molekula. Neutralne molekule se
zasipaju elektronima koji razdvajaju molekulu na fragmentne ione obzirom na njihov

omjer masa i naboj.>"

Osnovni dijelovi spektrometra masa su:

e sustav za uvodenje uzorka
e izvor ionizacije

e maseni analizator

e detektor

e racunalo

Sustav za uvodenje uzorka omogucuje visoki vakuum kako bi se onemogucilo
moguce sudaranja s drugim molekulama u plinovitoj fazi. Poslije uvodenja, uzorak se
prevodi u ionski oblik kako bi mogao putovati kroz uredaj pomocu djelovanja
magnetskog 1 elektrostatskog polja. Prevodi se zasipanjem snopom elektrona §to dovodi
do izbacivanja elektrona iz molekule, te se tako stvara molekulski ion. Tijekom ionizacije
molekulski ion je podloZan cijepanju na fragmentne ione uslijed viska energije. Takvi ioni
stvaraju ionski snop koji se ubrzava sa akceleratorskim elektrodama i1 putuje kroz
pukotinu do dijela uredaja s promjenjivim magnetskim poljem. Utjecajem magnetskog
polja ionima se mijenja putanja s obzirom na njihov omjer mase 1 naboja (m/z), te zavisno
o jakosti magnetskog polja samo odgovarajuci ioni prolaze do analizatora mase. Detektor
registrira ione koji su progli kroz analizator mase i pretvara ih u signal.>'*? Na Slici 10

je prikazan put prolaska uzorka kroz maseni spektrometar.
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Slika 10. Shematski prikaz nacina rada spektrometra masa.

Skup signala racunalo pretvara u graficki prikaz koji se naziva spektar masa.
Predstavlja ovisnosti intenziteta signala o omjeru mase i naboja, a signal koji je najveci
odnosno najintenzivniji se naziva osnovni signal i on ukazuje na vecu prisutnost tog iona
u odnosu na ostale ione. Signal pri najvecoj vrijednosti omjera mase i naboja koja je
ujedno i relativna masa molekulskog spoja naziva se signal molekulskog iona. Primjenom
spektrometrije masa 1 oCitavanjem spektra masa mogu se dobiti mnogobrojni podaci o

strukturama uzorka koji se analizira.>!!

1.6.6. GC-MS

Plinska kromatografija — masena spektrometrija (GC-MS) je sustav kojeg Cine
dvije tehnike (Slika 12) i koji objedinjuje njihove karakteristike u cilju dobivanja
maksimalne koli¢ine informacija a da se pritom upotrebljavaju minimalne koli¢ine
materijala. Tehnike plinske kromatografije i1 spektrometrije masa se jako dobro
upotpunjuju i savrSene su za spajanje jer obje koriste uzorak koji se nalazi u plinovitom
stanju. Uzorak koji se u€inkovito razdvaja na GC-u se jednostavno analizira na MS-u koji
je brz kod detekcije i identifikacije komponenata. Kombinacijom ovih dviju tehnika
znatno se povecava 1 osjetljivost Sto rezultira velikom upotrebom kao analiticke tehnike

u proucavanju hlapljivih spojeva.l>
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Slika 12. Shematski prikaz GC-MS uredaja.

U segmentu kromatografije upotrebljavaju se kapilarne kolone radi protoka plina
nosioca (1 cm*min™') koji odgovara protoku kojeg maseni spektrometar moze izdrzati za
razliku od punjenih kolona ¢&iji protok iznosi 20 cm®min!. Nakon postupka odvajanja
molekule iz kolone izlaze u drugacijim vremenskim intervalima, a to omogucuje zasebnu
ionizaciju 1 ubrzanje te identifikaciju molekula. Postoje dva oblika spoja s kojima se
sustav moZe povezati, a to su otvoreni i izravni spoj. Otvoreni spoj predstavlja
povezivanje plinske kromatografije i spektrometrije masa pomocu cijevi koja izgleda kao
slovo T (Slika 13). Gradena je od cijevi u kojoj se nalazi manja cijev, a u njoj se nalazi
kapilara od platine kroz koju uzorak dolazi do MS-a. Takva kapilara je u vakuumu te je
potrebno cijev drzati ugrijanu kako bi se sprijecio nastanak kondenzacije. Takoder je bitno
da je tlak Sto blizi atmosferskom i da se dovodi helij kako ne bi doSlo do oksidacije
komponenata. Upotrebljava se pri uobiajenim uvjetima na kojima se odvija plinska

kromatografija.l>!
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Slika 13. Shematski prikaz otvorenog spoja.

U slucaju izravnog spoja postoje problemi prilikom zamjene jer je kapilara
izravno povezana s MS-om uz pomo¢ serije vakuumski zatvorenih spojki. Takoder se
koriste mnogo duze kapilare te je zbog toga ovaj tip spoja manje upotrebljavan od
otvorenog. Uzorak treba biti hlapljiv 1 termostabilan na temperaturi od 300 °C kako bi se

mogao analizirati pomoéu GC-MS tehnike.[*"!

1.6.7. MIKROEKSTRAKCIJA NA CVRSTOJ FAZI

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction, SPME) je
vrsta ekstrakcije koja ne primjenjuje otapala, a nastala je iz potrebe za lakom i1 brzom
pripremom uzoraka. Temelj ove tehnike je povezivanje uzorka na kruti nosac u
odredenom vremenu.>*! Pomoc¢u mikroekstrakcije na ¢vrstoj fazi moguée je napraviti
izravnu ekstrakciju 1 ,headspace* mikroekstrakciju vr$nih para (HS-SPME). Kod
1zravne ekstrakcije postupak se provodi tako da se vlakno stavlja u uzorak, a komponente
se 1z uzorka prenose na ekstrakcijsku fazu. Dok u ,,headspace’ ekstrakciji se izoliraju
hlapljive komponente pomocu vlakna koji se nalazi iznad uzorka. Odabir vlakna koji se
upotrebljava utjeCe na selektivnost pa se nepolarna vlakna primjenjuju za nepolarne
spojeva, a polarna vlakana za polarne spojeve. Uz polarnost vlakna na ekstrakciju
komponenata utjecu i debljina filma, vrijeme potrebno da se provede postupak te koli¢ina

(551 Takoder bitna je i brzina prijenosa odnosno drugim

prisutnih hlapljvih tvari u uzorku.
rije¢ima hlapljivi spojevi u odnosu na djelomic¢no hlapljive spojeve se brze izoliraju zbog

vece koncentracije iznad uzorka.'®¥ Na Slici 14 je prikazana shema HS-SPME.

Vlakno je dugo od 1 do 2 cm, izradeno od silicijeva dioksida te presvuceno

odredenim polimerom. Nalazi se unutar igle koja je pricvrS¢ena za utor od nehrdajuceg
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Celika integriranog u drzacu. Kod izvodenja metode vlakno se uvlaci u iglu te potom
iglom probija Cep koji je zasti¢en septom. Igla se namjesti da bude iznad uzorka i pritisne
klip kako bi se vlakno izlozilo hlapljivim spojevima uzorka. Tijekom postupka uzorak se
odrzava na odredenoj temperaturi. Dolazi do adsorpcije spojeva na vlakno koje se nakon
odredenog vremena (2-30 min) vraca nazad u iglu koja se zatim izvlaci iz posudice. Igla
se potom stavlja u GC injektor. Spojevi se desorbiraju te nastavljaju daljnju obradu u GC-
MS.I8] Postoje razne vrste vlakana od kojih se najées¢e upotrebljavaju sivo i plavo
vlakno. Sivo vlakno u sebi ima divinilbenzen, polidimetilsiloksan i karboksen a plavo

vlakno se sastoji samo od divinilbenzena i polidimetilsiloksana.!®”]

SPME
drzaé

silikonsko
vlakno

polimerni
premaz

-
drzag
% igle

\

vlakno

termostatski
sustav

Slika 14. Shematski prikaz mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME).
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. BILJNI MATERIJAL
e lovor (Laurus nobilis L.)
e ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.)
e primorski oman (/nula crithmoides L.)

e motar (Crithmum maritimum L.)

Biljni materijal je prikupljen na otoku Bracu krajem ozujka. U doba branja
primorski oman i motar su bili u vegetativnoj fazi dok su ruzmarin i lovor bili u punoj
cvatnji. Poslije prikupljanja, biljni materijal je ostavljen da se susi na sobnoj temperaturi,
na suhom i hladnom mjestu (Slike 15, 16, 17 1 18), herbarizirani uzorci su pohranjeni u

Zavodu za biokemiju Kemijsko-tehnoloskog fakulteta Sveucilista u Splitu.

Slika 15. Lovor.
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Slika 16. Ruzmarin.

Slika 17. Motar.
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Slika 18. Inula.

2.2. UREDPAJI

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

e Aparatura za vodenu destilaciju po Clevengeru

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

e SPME sivo vlakno (Restek, PA, SAD)

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

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

2.3. IZOLACIJA ETERICNIH ULJA I HIDROLATA

Suhi biljni materijal je blago usitnjen te izvagan. Izvagani lovor (51,53 g),
ruzmarin (64,11 g), motar (64,55 g) 1 inula (66,46 g) stavljeni su u zasebne tikvice (1000
mL) i preliveni s destiliranom vodom. Sastavljena je aparatura za vodenu destilaciju po
Clevengeru, Slika 19. Tikvice s biljnim materijalom su zagrijavane pomocu kalota. U
srediS$nji dio aparature stavljen je po 1 mL ,,frapa‘ (dietileter 1 pentan, 1:1), koji sprjeCava
gubitak hlapljivih spojeva wuslijed njihove djelomicne topljivosti u vodi te
pojednostavnjuje razdvajanje etericnog ulja nakon zavrSetka postupka. Postupak

destilacije trajao je 3 h. Nakon zavrSetka destilacije etericna ulja su odijeljena od hidrolata
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1 sacuvana u hladnjaku do daljnjih analiza. U eteri¢na ulja je dodan di natrijev sulfat koji

ima za cilj uklanjanje eventualnih ostataka vode.

Slika 19. Aparatura za destilaciju po Clevengeru.

Slika 20. Bocice sa eteri¢nim uljima ispitivanih biljaka
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Slika 21. Plasti¢ne tube.

2.4. MIKROEKSTRAKCIJA VRSNIH PARA NA CVRSTOJ FAZI (HS-SPME)

Vlakna za mikroekstrakciju na cvrstoj fazi (SPME) s DVB/CAR/PDMS
premazom, 50/30 um, kupljena su od Supelca (Sigma Aldrich, Bellefonte, PA, SAD).
Vlakno se prije primjene kondicionira 60 minuta na 250 °C u jedinici za kondicioniranje.
Uzorci hidrolata su stavljeni u staklene bocice od 20 mL, koje su dobro zatvorene te
termostatirani na 40 °C u vremenu od 30 minuta. Tijekom termostatiranja u bocice s
uzorkom je pazljivo uneseno SPME vlakno i to neposredno iznad uzorka kako bi se iz
njega absorbirali hlapljivi spojevi (Slika 22). Potom je vlakno uz pomo¢ nosaca stavljeno
u otvor za injektiranje GC-a radi toplinske desorpcije tijekom 3 minute.l*8! Nadalje je

provedena GC-MS analiza apsorbiranih hlapljivih spojeva.
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Slika 22. Mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME).

2.5. GC-MS ANALIZA

Za identifikaciju i1 kvantifikaciju kemijskih sastojaka eteri¢nih ulja i hidrolata
koriSten je GC-MS (Slika 23). Sustav GC-MS se sastoji od plinskog kromatografa model
8890 GC opremljenog automatskim injektorom model 7693A i tandem masenog

spektrometra (MS) model 7000D GC /TQ (Agilent Inc., Santa Clara, CA, SAD).

Za kromatografsko razdvajanje uzoraka koriStena je nepolarna HP-5MS UI
kolona (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum, Agilent Inc., Santa Clara, CA, SAD). Kao plin
nosilac koriSten je helij pri brzini protoka od 1,0 mL/min, a volumen ubrizgavanja uzorka
bio je 1 pL. Uzorci su analizirani pomoéu MS full scan modela (33-350 m/z) pri
temperaturi izvora iona postavljenoj na 200 °C, temperaturi sucelja na 250 °C, a ionski
napon na 70 eV. Kod analize eteri¢nih ulja, koristeni temperaturni program bio je 3 minute
na 60 °C, zatim na 246 °C (3 °C /min) i odrzavano 25 minuta izotermno. Kod kemijske
analize hidrolata, po€etna temperatura pecnice bila u izotermnim uvjetima na 3 minute
pri 40 °C, a poslije je slijedilo povecanje temperature do 80 °C brzinom od 3 °C/min,

nakon ¢ega je temperatura ponovno povecana brzinom od 10 °C /min sve do 220 °C, a ta
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vrijednost je odrzavana 5 min. Spojevi su identificirani usporedivanjem njihovih
retencijskih indeksa sa onim za niz n-ugljikovodika (C7 — C3o, Supelco Inc., Sigma
Aldrich) analiziranih pod istim uvjetima kao $to je prethodno objasnjeno za obje skupine
uzoraka, eteri¢na ulja 1 hidrolati. Identifikacija svake komponente temeljila se na
softverskoj usporedbi spektara masa sa spektrima masa iz dviju komercijalnih baza
podataka, Wiley 7 MS knjiznica (Wiley, NY, SAD) i NIST02 (Gaithersburg, MD, SAD),
kao 1 usporedba njihovih spektara masa i1 indeksa linearne retencije s objavljenim
podacima. Relativni postoci komponenti ulja (%) prikazani su u Tablicama 6-9 prema
njihovom redoslijedu eluiranja.®® Svaki uzorak je analiziran u duplikatu i prikazani

rezultati su srednja vrijednost dvaju mjerenja.

Slika 23. GC-MS ureda;.
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3. REZULTATI

Kemijski sastav eteri¢nih ulja 1 hidrolata biljaka lovora, ruzmarina, primorskog omana 1
motra sakupljenih na podrucju srednje Dalmacije u rano proljece, vremenu pune cvatnje (lovor
1 ruzmarin, listovi biljke) ili u vegetativnoj fazi (primorski oman i motar, nadzemni dijelovi
biljke) odreden je vezanom tehnikom plinska kromatografija - spektrometrija masa (GC-MS).
Kromatografska kolona koja je pri tom koristena je nepolarna kolona HP-5MS. Uzorci su

prethodno osuseni na suhom i hladnom mjestu.

Kemijski sastavi eteri¢nih ulja 1 hidrolata su prikazani tablicama 6-9, dok su

slikama 24-31 prikazani kromatogrami ukupne ionske struje.

Tablica 6. Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja i1 hidrolata lovora

Laurus nobilis L.

Lovor (Laurus nobilis L.)

KI Spojevi Etericno ulje =~ Hidrolat NI
% %
929  a-tujen 0,27 - KI,MS
936 a-pinen 5,23 - KI,MS
951 | kamfen 0,17 - KI,MS
975 sabinen 6,75 - KI,MS
979 ' j-pinen 4,02 - KI,MS
991 f-mircen 0,19 - KI,MS
1011 | &3-karen 0,07 - KI,MS
1018  a-terpinen 0,09 - KI,MS
1026 | p-cimen 0,60 - KI,MS
1031 limonen 0,51 - KI,MS
1033 | 1,8-cineol 28,15 36,27 KI,MS
1061  j-terpinen 0,38 - KI,MS
1069 | cis-sabinen hidrat 0,11 - KI,MS
1088 terpinolen 0,06 - KI,MS
1099 | linalool 2,39 5,67 KI,MS
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1178
1190
1285
1317
1350
1358
1393
1404
1497
1574
1649

terpinen-4-ol
o-terpineol
bornil acetat
o-terpinil acetat
a-terpinil acetat
eugenol
f3-elemene
metil eugenol
biciklogermakren
spatulenol
J3-eudesmol

UKUPNO

0,85
5,29
0,14
0,21
12,37
3,00
0,09
10,31
0,06
2,47
tr
83,78

7,59
10,52

12,05
7,97
5,83
5,02
1,01

91,93

Udio eteri¢nog ulja u biljnom materijalu = 0,798 %

KI,MS
KIL,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS
KI,MS

KI = Kovacev indeks, MS = spektar masa, NI = nacin identifikacije, tr = u tragovima (<

0,10%), - = spoj nije identificiran u uzorku. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu i

prikazani rezultati su srednja vrijednost dvaju mjerenja.

Tablica 7. Kemijski sastav i1 sadrzaj hlapljivih spojeva etericnog ulja i hidrolatu

ruzmarina, Rosmarinus officinalis L.

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.)

KI Spojevi

937  a-pinen

947 benzaldehid

952 | kamfen

957 ' thuja-2,4(10)-dien
979 ' j-pinen

992 f-mircen

1018 | a-terpinen

1027 = p-cimen

1031 | limonen

Eteri¢no ulje Hidrolat

%
26,08
3,82
tr
2,17
tr
tr
tr
2,48

%
tr

tr

NI

KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
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1033
1034
1061
1069
1089
1099
1127
1146
1158
1167
1175
1178
1190
1195
1208
1217
1229
1241
1257
1271
1286
1294
1296
1300
1326
1341
1358
1385
1395
1404
1418
1453

1,8-cineol

benzenacetaldehid

y-terpinen

cis-sabinen hidrat

terpinolen
linalool
krizantenon
kamfor
pinokarvon
borneol
izopinokamfon
terpinen-4-ol
o-terpineol
mirtenol
verbenon
trans-karveol
citronelol
karvon
geraniol
geranial
bornil acetat
timol

perilla alkohol
karvakrol
mirtenil acetat
piperitenon
eugenol
geranil acetat
trans-jasmon
metil eugenol
J3-kariofilen

humulen

21,19

2,18
tr
0,81
tr
3,62

4,67
tr
tr

2,47
tr

13,64

2,51

8,48

tr

tr
3,02

tr

18,63
tr

tr
5,03
2,11
7,43
tr
9,44
1,25
3,33
7,81
1,06
11,87
tr
tr
18,61
1,12
tr
11,31
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr
tr

KI,MS
KIL,MS
KIL,MS
KIL,MS
KI,MS
KIL,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
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1497  (E)-metil izoeugenol - tr KI,MS
1581 | kariofilen oksid tr tr KI,MS
UKUPNO 97,14 99,00
Udio etericnog ulja u biljnom materijalu = 1,404%
KI = Kovacev indeks, MS = spektar masa, NI = nacin identifikacije, tr = u tragovima (<
0,10%), - = spoj nije identificiran u uzorku. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu i

prikazani rezultati su srednja vrijednost dvaju mjerenja.

Tablica 8. Kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva etericnog ulja i hidrolata

primorskog omana, Inula crithmoides L.

Primorski oman (/nula crithmoides L.)

KI  Spojevi Etericno  Hidrolat ~ NI
ulje %
%

966  benzaldehid - 0,70 | KIL,MS
1005 a-felandren 5,90 - KI,MS
1026 p-cimen 37,12 14,38 KIL,MS
1045 benzenacetaldehide - 5,92 KI,MS
1091  p-cimenen - 1,54 KI,MS
1095 trans-sabinen hidrat - tr KI,MS
1117 | cis-sabinen hidrat - tr KI,MS
1120 (Z)-p-menth-2-en-1-ol - tr KI,MS
1140 @ (E)-p-menth-2-en-1-ol - tr KI,MS
1161 terpinen-4-ol - tr KI,MS
1186  p-cimen-8-ol - 5,15 KI,MS
1195 a-terpineol - tr KI,MS
1210 | trans-karveol - tr KI,MS
1217  8,9-dehidro timol - 14,88 KI,MS
1237 | metil timil eter 5,06 3,44 KI,MS
1251 8,9-dehidrotimol metil eter 22,01 26,40 KIMS
1357 = 6-metil hidrokumarin - 1,57 KI,MS
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1387
1425
1446
1448

1484
1509
1578
1593
1648

(E)-p-damascenon -
timohidrokinon dimetil eter tr
p-cimen-7-ol 10,96
A-8,9-dehidro-4-hidroksitimol dimetil -
eter

cis-eudezma-6,11-dien tr
trans-f3-guaiene 1,66
timil-2-metil butanoat 4,40
a-cedren epoksid 3,00
2,4-dimetil izoheksil benzoat 6,17
UKUPNO 96,28

1,86
1,80

14,21

93,96

Udio eteri¢nog ulja u biljnom materijalu = 0,135%

KI,MS
KIL,MS
KIL,MS
KI,MS

KI,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KIL,MS

KI = Kovacev indeks, MS = spektar masa, NI = nacin identifikacije, tr = u tragovima (<

0,10%), - = spoj nije identificiran u uzorku. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu 1

prikazani rezultati su srednja vrijednost dvaju mjerenja.

Tablica 9. Kemijski sastav 1 sadrzaj hlapljivih spojeva etericnog ulja i hidrolatu motra,

Crithmum maritimum L.

Motar (Crithmum maritimum L.)

KI Spojevi Eteri¢no
ulje
%
926  a-tujen -
934  a-pinen 4,08
972 | sabinen 15,68
1025 | limonen 68,93
1039 | benzenacetaldehid -
1043 (E)-f-ocimen 8,65
1056 | j-~terpinen tr

1072 | cis-sabinen hidrat -

1099 | trans-sabinen hidrat -

Hidrolat
%

tr

3,30
10,30
5,60

tr
6,17
5,18

NI

KI,MS
KIL,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
KI,MS
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1121  cis-p-ment-2-en-1-ol - 6,58 KI,MS

1139 | trans-p-ment-2-en-1-ol - 3,42 KI,MS
1178 terpinen-4-ol tr 50,39 KI,MS
1184 | cis-pinokarveol - 1,33 KI,MS
1189 a-terpineol - 1,75 KI,MS
1386 | (E)-f3-damascenon - tr KI,MS
1387 10-(acetilmetil)-3-karen - 3,20 KIL,MS
1559 @ germakren B 2,61 - KI,MS
UKUPNO 99,95 97,22

Udio eteri¢nog ulja u biljnom materijalu = 0,170%
KI = Kovacev indeks, MS = spektar masa, NI = nacin identifikacije, tr = u tragovima (<
0,10%), - = spoj nije identificiran u uzorku. Svaki uzorak je analiziran u duplikatu i

prikazani rezultati su srednja vrijednost dvaju mjerenja.
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Slika 24. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja lovora.
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Slika 25. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata lovora.

37



«i0? |+ TIC Scan EQ_ruzmarin_2.D

! 6161
6
P

9.394
]
3] 16,770
2 20,128
1 14.578 25,719
12.135
Ld ez fad | N —
T I I L] Ll I I L] L I I 1 L I I T J I I I J I I I L] I I I ] I I I ] I I I ) I I I T I I
4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 S0 52 54 56 SB 60 62 64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 86 88

Counts vs. Acquisition Time (min)
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Slika 29. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata primorskog omana.
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Slika 30. Kromatogram ukupne ionske struje eterinog ulja motra.
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Slika 31. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra.
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada je bio odrediti kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u etericnim
uljima i hidrolatima biljaka lovora, ruzmarina, primorskog omana i motra sakupljenih na
podrucju srednje Dalmacije u rano proljece. Izolacija hlapljivih spojeva iz biljnog
materijala provedena je pomoc¢u vodene destilacije u aparaturi po Clevengeru. Eteri¢na
ulja su nakon provedene hidrodestilacije po Clevengeru sakupljena s vodenog stupca, dok
sam vodeni stupac sadrzi hlapljive spojeve i oznacava se kao hidrolat biljke. Eteri¢na ulja
su izravno analizirana u vezanom sustavu GC-MS, a vrSne pare (hlapljivi spojevi) iz
uzoraka hidrolata su prikupljene pomo¢u HS-SPME te potom analizirane pomoc¢u GC-
MS-a. Rezultati kemijskih analiza eteri¢nih ulja 1 hidrolata lovora, ruzmarina, primorskog
omana 1 motra su prikazani u Tablicama 6-9, dok su kromatogrami ukupnih ionskih struja

prikazani slikama 24-31.

U etericnom ulju lovora je identificirano 26 spojeva §to predstavlja 83,78% od
ukupnog ulja od koji su u najveéem udjelu 1,8-cineol (28,15%), o-terpinil acetat
(12,37%), metil eugenol (10,31%), sabinen (6,75%), a-terpineol (5,29%) 1 a-pinen
(5,23%). Analizom hidrolata lovora identificirano je 9 spojeva (91,93% od ukupnog ulja),
od kojih su najzastupljeniji 1,8-cineol (36,27%), a-terpinil acetat (12,05%), a-terpineol
(10,52%), eugenol (7,97%), terpinen-4-ol (7,59%) 1 metil eugenol (5,83%).

U etericnom ulju ruzmarina je identificirano 27 spojeva koji ¢ine 97,14%
cjelokupnog ulja, od kojih u najve¢em udjelu dolaze a-pinen (26,08%), 1,8-cineol
(21,19%), verbenon (13,64%), bornil acetat (8,48%) i1 borneol (4,67%). Analizom
hidrolata ruzmarina identificirana su 32 spoja (99,00% cjelokupnog ulja), od kojih su
najzastupljeniji 1,8-cineol (18,63%), karvon (18,61%), verbenon (11,87%), bornil acetat
(11,31%), borneol (9,44%), a-terpineol (7,81%) 1 kamfor (7,43%).

U eteri¢nom ulju primorskog omana je identificirano 11 spojeva §to predstavlja
96,28% od cjelokupnog sastava ulja, od kojih su u najve¢em udjelu zastupljeni p-cimen
(37,12%), 8,9-dehidrotimol metil eter (22,01%), kumil acetat (p-cimen-7-ol) (10,96%),
2,4-dimetil izoheksil ester benzojeve kiseline (6,17%) 1 a-felandren (5,90%). Analizom
hidrolata primorskog omana je identificirano 20 spojeva (93,96% cjelokupnog ulja), i to
8,9-dehidrotimol metil eter (26,40%), 8,9-dehidrotimol (14,88%), p-cimen (14,38%), A-
8,9-dehidro-4-hidroksitimol dimetil eter (14,21%) 1 benzenacetaldehid (5,92%).
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GC-MS analizom eteriénog ulja motra identificirano je 7 spojeva koji
predstavljaju 99,55% od cjelokupnog sastava ulja, od kojih su u najve¢em udjelu limonen
(68,93%), sabinen (15,68%) 1 (E)-f-ocimen (8,65%). Analizom hidrolata motra je
identificirano 13 spojeva (97,22% od cjelokupnog ulja) gdje su najzastupljeniji terpinen-
4-0l (50,39%), limonen (10,30%), cis-p-menth-2-en-1-ol (6,58%) 1 cis-sabinen hidrat
(6,17%).

Do danas je napravljen veci broj analiza kemijskog sastava etericnog ulja lovora.
Kod svih je uocena visoka zastupljenost 1,8-cineola: ulje iz Italije (31,9%), Srbije
(40,51%), Tunisa (24,55%), Alzira (34,62%), Maroka (38,86%), Grcke (30,8%), Gruzije
(29,2%), Francuske (31,9%) i Turske (45,1-53%).05%:60-61.62.63.641 Ogtali visoko zastupljeni
spojevi eteri¢nog ulja ove biljke iz Italije su sabinen 12,2%, trans-sabinen hidrat 10,2%,
a-terpinil acetat 5,9% i a-pinen s 5,8%.1°") U ulju iz Srbije su zastupljeni a-terpineol
(15,46%), metil eugenol (9,2%), S-felandren 6,87%, linalool i a-pinen.[*”! Kod eteri¢nih
ulja iz Tunisa, Alzira 1 Maroka uoceni su ve¢i udjeli izovaleraldehida (9,65%, 8,82% i
10,47%) i linaloola (17,67%, 12,57% i 9,45%).1/1 U eteri¢nim uljima lovora iz Gréke i
Gruzije visoko zastupljeni su a-terpinil acetat (14,9% 1 22,6%), sabinen (7,9% 1 12,2%) i
a-pinen (5,3% i 5,5%) te a-terpineol i metil eugenol.[?! U eteri¢nom ulju iz Francuske
prisutni su u ve¢im udjelima jos i a-terpinil acetat 18,2%, metil eugenol 11,8%, linalool
10% te sabinen sa 4,4%.1%] Kod eteri¢nog ulja lovora iz Turske su prisutni a-terpinil

acetat 11,4-13,1%, sabinen 9,2-10,2% i a-pinen sa 4,3-6,5%.[64]

Usporedbom dobivenih rezultata ovog istraZzivanja hidrolata lovora sa onima
dobivenim od biljki iz Brazila, Argentine i Italije uoceno je da je u svima najzastupljeniji
spoj 1,8-cineol (54%, 39,5% i 65,1%).16>0¢67) Prema radu Silha i sur.[*! identificirana su
33 spoja od kojih su pored 1,8-cineola u manjim udjelima prisutni i1 4-terpineol (7,1%),
o-terpineol (6,4%) 1 eugenol (2,4%). U hidrolatima sa podrucja Argentine zastupljeni su
jos i metil eugenol (17,5%), a-terpineol (13%), linalool (10,5%) i eugenol (10%).[6¢!
Istrazivanja iz Italije ukazuju na prisutnost a-tujona (11,1%), kamfora (9,1%), borneola

(8,4%) i B-tujona (4,7%) u hidrolatu ove biljke.[¢”!

Kemijski sastav eteri¢nog ulja ruzmarina usporeden je sa istrazivanjima iz
Portugala, Turske, Tunisa 1 Maroka, U Portugalu su dobiveni rezultati koji prikazuju da
najveci udio imaju f-mircen (36%), kamfor (17,2%), 1,8-cineol (11,9%), a-pinen (8,7%)

i f-pinen (2,9%).1°8) Eteri¢na ulja ruzmarina iz Turske sadrze 1,8-cineol (25,66%), kamfor
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(18,03%), a-pinen (13,03%), kamfen (12,81%) i izobornil acetat (9,64%).1°) Kod Tunisa
su zastupljeni 1,8-cineol (27,86%), kamfor (12,71%), a-pinen (9,1%), f-pinen (8,44%) i
kamfen (5,27%).I7°) U eteri¢nom ulju ruzmarina iz Maroka prisutni su spojevi 1,8-cineol

(42,67)%, kamfor (17,81%), a-pinen (10,84%), a-terpineol (6,25%) i borneol (5,89%).[7!!

Kemijski sastav hidrolata ruzmarina dobiven ovim istrazivanjem usporeden je sa
istrazivanjima hidrolata biljke iz Italije, Maroka i Rumunjske. U istrazivanjima dvaju
talijanskih uzoraka uo¢ena je razlika u udjelima najzastupljenijih spojeva. Politi i sur.l’
su pokazali da su najzastupljeniji spojevi hidrolata ruzmarina 1,8-cineol (47,1%), kamfor
(5,4%), kamfen (3,9%), borneol (3,7%) i S-pinen (3,6 %). Taglienti i sur.”¥ su pak
pokazali da su najzastupljeniji spojevi hidrolata ruzmarina verbenon (33,26%), kamfor
(20,89%), 1,8-cineol (20,14%) 1 borneol (15,1%). U uzorcima iz Maroka su identificirani
1,8-cineol (44,3%), verbenon (25,7%), kamfor (11,6%) i borneol (7,3%)."*1 Kod
istrazivanja na rumunjskim uzorcima od strane Gaspar — Pintiliescu i sur.”! identificirano
je 6 spojeva od kojih su najzastupljeniji kamfor (37,52%), verbenon (34,8%) 1 1,8-cineol
(15,42%).

Znanstveni radovi o kemijskom sastavu eteri¢nih ulja primorskog omana sa
podrucja Italije, Tunisa 1 Korzike ukazuju da je najzastupljeniji spoj p-cimen (30,1%,
23,1-27,3% 1 28,3%) dok se ostali spojevi sa ve¢im udjelom razlikuju.[’®7"#1 U eteri¢cnom
ulju iz Italije je uocena prisutnost 1-metiletil-trimetilbenzena (8,7%), skopoletina
(15,3%), a-pinena (13,1%) i metil timola (4%).’®! Prema radu Jallali i sur.”’]
najzastupljeniji spojevi iz dviju regija Tunisa su a-limonen (3,17-24,02%), karvakrol
metil eter (3,78-18,07%), a-felandren (8,3-9,9%) i timol metil eter (2,66-8,33%).
Istrazivanje sa Korzike pokazuju da osim p-cimena velike udjele u etericnom ulju
primorskog omana imaju spojevi 3-metoksi-p-cimen (16,3%), 2,5-dimetoksi-p-cimen

(16,2%), timol metil eter (6,8%) i a-pinen (4,21%).78!

Pregledom dostupne znanstvene literature (Web of Science 1 Scopus baze
podataka) nisu pronadeni radovi na temu kemijski sastav hidrolata biljke primorski oman

(Inula crithmoides L,).

Pregledom literature o istrazivanjima kemijskog sastava etericnog ulja motra na
podrucju Hrvatske, Portugala i Gréke uoceno je da su rezultati kemijskog sastava ulja iz
Hrvatske slicni s rezultatima ovog rada, dok su kod ulja iz Portugala i Grcke su uocene

razlike. Prema radu Kulisic — Bilusic i sur.””! najzastupljeniji spojevi su limonen
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(58,37%), sabinen (26,46%), terpinen-4-ol (5,59%) i1 y-terpinen (2,81%). Sli¢ne rezultate
su dobili Politeo i sur.’®! uogeno je naime smanjenje udjela limonena i terpinen-4-ola a
povecanje udjela y-terpinena (7,12%) te a-pinena (4,26%) 1 (E)-f-ocimena (4,04%). U
Portugalu su identificirani spojevi s najve¢im udjelom y-terpinena (37,2%), sabinena
(21,2%), timil metil oksida (16,4%), terpinen-4-ola (6,4%) i p-cimena (4,2%).1"
Istrazivanja u Grckoj su pokazala da se njihovo etericno ulje motra sadrzi f-felandren
(30,9%), y-terpinen (19,6%), sabinen (15,8%), timol metil eter (7,6%) 1 terpinen-4-ol
(4,8%).181]

Do danas su objavljena dva znanstvena rada na temu kemijskog sastava hidrolata
biljke motar, Crithmum maritimum L. Politeo i sur.’® su identificirali 43 komponente u
hidrolatu ove biljke izoliranom nakon procesa hidrodestilacije, od kojih su
najzastupljenije terpinen-4-ol (13,86%), 10-(acetilmetil)-3-karen (13,45%), a-ionon
(10,04%) i fenilacetaldehid (5,34%). Politeo i sur.’®) su takoder i usporedili kemijski
sastav hidrolata ove biljke dobiven nakon procesa hidrodestilacije i mikrovalne
hidrodestilacije. Rezultati su pokazali da su dominantne komponente hidrolata motra
dobivenog nakon mikrovalne hidrodestilacije terpinen-4-ol (17,45%) i spatulenol

(8,78%).
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5. ZAKLJUCAK

U ovom radu je odreden kemijski sastav eteri¢nih ulja i hidrolata biljaka lovora,
ruzmarina, primorskog omana i motra sakupljenih u prolje¢e na podru¢ju srednje
Dalmacije. Izolacija hlapljivih spojeva iz osuSenog biljnog materijala se izvodila
vodenom destilacijom u aparaturi po Clevengeru. Nakon odvajanja etericna ulja su se
analizirala u veznom sustavu plinska kromatografija i spektrometrija masa (GC-MS), a
mikroekstrakcijom vrs$nih para na ¢vrstoj fazi su izolirani hlapljivi spojevi iz hidrolata

koji su potom analizirani na GC-MS.

U eteri¢nom ulju lovora je identificirano 26 spojeva, a najzastupljeniji su 1,8-
cineol (28,15%), a-terpinil acetat (12,37%), metil eugenol (10,31%), sabinen (6,75%), o-
terpineol (5,29%) i a-pinen (5,23%). Analizom hidrolata lovora identificirano je 9
spojeva, a najzastupljeniji su 1,8-cineol (36,27%), a-terpinil acetat (12,05%), a-terpineol
(10,52%), eugenol (7,97%), terpinen-4-ol (7,59%) i metil eugenol (5,83%).

U eteri¢nom ulju ruzmarina je identificirano 27 spojeva, a najzastupljeniji su a-
pinen (26,08%), 1,8-cineol (21,19%), verbenon (13,64%), bornil acetat (8,48%) 1 borneol
(4,67%). Analizom hidrolata ruzmarina identificirana su 32 spoja, a najzastupljeniji su
1,8-cineol (18,63%), karvon (18,61%), verbenon (11,87%), bornil acetat (11,31%),
borneol (9,44%), a-terpineol (7,81%) 1 kamfor (7,43%).

U eteri¢nom ulju primorskog omana je identificirano 11 spojeva, a najzastupljeniji
su p-cimen (37,12%), 8,9-dehidrotimol metil eter (22,01%), kumil acetat (p-cimen-7-ol)
(10,96%), 2,4-dimetil izoheksil ester benzojeve kiseline (6,17%) 1 a-felandren (5,90%).
Analizom hidrolata primorskog omana je identificirano 20 spojeva, a najzastupljeniji su
8,9-dehidrotimol metil eter (26,40%), 8,9-dehidrotimol (14,88%), p-cimen (14,38%), A-
8,9-dehidro-4-hidroksitimol dimetil eter (14,21%) 1 benzenacetaldehid (5,92%).

GC-MS analizom etericnog ulja motra identificirano je 7 spojeva,
anajzastupljeniji su limonen (68,93%), sabinen (15,68%) i1 (E)-f-ocimen (8,65%).
Analizom hidrolata motra je identificirano 13 spojeva, a najzastupljeniji su terpinen-4-ol
(50,39%), limonen (10,30%), cis-p-menth-2-en-1-ol (6,58%) 1 cis-sabinen hidrat
(6,17%).

a4



Generalno se uocava da hidrolati biljaka sadrze polarne spojeve koji su upravo
zbog svoje polarnosti tijekom procesa izolacije eteri¢nog ulja presli u vodenu fazu, te

nepolarne spojeve koji se u uljima javljaju u visokim udjelima.
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