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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Analizirati hlapljive spojeve u hidrolatima lavande, smilja i geranija dobivenim od
proizvodaca Svijet biljaka d.o.0., Vodnjan, Hrvatska

Hlapljive spojeve izolirati dvjema tehnikama ekstrakcije, ekstrakcijom mijeSanjem
koriste¢i smjesu organskih otapala pentan:dietil-eter, 1:2 (v/v) 1 mikroekstrakcijom vrSnih
para na krutoj fazi

Analizu ekstrahiranih spojeva, odnosno identifikaciju i odredivanje udjela pojedinih

spojeva, provesti plinskom kromatografijom-spetrometrijom masa.



SAZETAK

Tijekom destilacije etericnog ulja kao nusproizvod stvara se hidrolat ili mirisna vodica koja sadrzi
hlapljive spojeve koji doprinose njenim aromati¢nim i terapeutskim svojstvima. Cilj ovog rada bio
je izolirati 1 identificirati hlapljive spojeve iz hidrolata lavande (Lavandula angustifolia), smilja
(Helichrysum italicum) 1 geranija (Pelargonium graveolens). Za ovu svrhu koriStene su dvije
tehnike ekstrakcije: mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (HS-SPME) 1 ekstrakcija
mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici. Analiza vr$nih para i ekstrakata provedena je koriStenjem

spregnutog sustava plinska kromatografija-spektrometrije masa (GC-MS).

Analiza rezultata pokazala je da su razli¢ite tehnike ekstrakcije rezultirale razli€itim profilima
hlapljivih spojeva. Mikroekstrakcija vr$nih para omogucila je izolaciju klju¢nih spojeva poput
linalola i citronelola, dok je ekstrakcijom mijeSanjem na magnetskoj mijesalici identificiran Siri
spektar spojeva, ukljucujucéi teze hlapljive spojeve. Udio ukupno identificiranih spojeva dobiven

mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi u svim analiziranim hidrolatima je ve¢i.

Rezultati dobiveni u ovom radu potvrduju da su najzastupljeniji spojevi u hidrolatima terpeni, koji
su odgovorni za karakteristi¢ne mirise i ¢esto imaju antimikrobna i protuupalna svojstva, te fenoli,

koji doprinose aromati¢nom profilu i mogu imati snaZna antioksidativna svojstva.

Rezultati ukazuju na to da odabir tehnike ekstrakcije hlapljivih spojeva znatno utjece na kvalitetu
1 kvantitetu istih, Sto je od velike vaznosti za primjene u aromaterapiji 1 industriji mirisa. Kvaliteta
hlapljivih spojeva moze pridonijeti specificnim mirisnim profilima i terapeutskim svojstvima, dok

veci kvantitet izoliranih spojeva moze povecati u¢inkovitost proizvoda.

Kljuéne rijeci: hidrolati, lavanda, smilje, geranij, hlapljivi spojevi



ABSTRACT

The distillation of essential oil produces hydrolate or aromatic water as a by-product, which
contains volatile compounds that contribute to its aromatic and therapeutic properties. The aim of
this study was to isolate and identify the volatile compounds from the hydrolates of lavender
(Lavandula angustifolia), immortelle (Helichrysum italicum) and geranium (Pelargonium
graveolens). Two extraction techniques were used for this purpose: Headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME) and extraction by mixing with a magnetic stirrer. The headspaces and

extracts were analysed using a coupled gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) system.

The results showed that the different extraction techniques led to different profiles of the volatile
compounds. Headspace extraction enabled the isolation of key compounds such as linalool and
citronellol, while extraction by mixing yielded a wider range of compounds, including heavier and
less volatile ones. The proportion of total identified compounds obtained by headspace solid-phase

extraction was higher in all hydrolates.

The results of this study confirm that the most abundant compounds include terpenes, which are
responsible for characteristic odours and often have antimicrobial and anti-inflammatory
properties, and phenols, which contribute to the aromatic profile and may have strong antioxidant

properties.

The results show that the choice of extraction techniques to isolate volatile compounds
significantly influences their quality and quantity, which is crucial for applications in
aromatherapy and the fragrance industry. The quality of volatile compounds can contribute to
specific fragrance profiles and therapeutic properties, while a greater quantity of isolated

compounds can increase product efficacy.

Keywords: hydrolates, lavender, immortelle, geranium, volatile compounds
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UVOD

Hlapljivi spojevi, ukljucujuéi terpene i fenolne spojeve, od klju¢ne su vaznosti za mnoge
biljne vrste, a odlikuju se brojnim svojstvima koja ih ¢ine zna¢ajnima u raznim industrijama.
Ovi spojevi Cesto doprinose karakteristiénim aromama biljaka i posjeduju razne terapeutske

ucinke.

Hlapljivi spojevi u hidrolatima mogu se izolirati razli¢itim metodama, a najce$¢e su
destilacija i ekstrakcija. Destilacija je klasi¢na metoda koja omogucava razdvajanje hlapljivih
komponenti prolaskom vodene pare kroz biljni materijal, ¢ime se dobivaju aromati¢ni i

ljekoviti ekstrakti.

Nusproizvodi dobiveni tijekom destilacije etericnih ulja nazivaju se hidrolati ili mirisne
vodice, zadrzavaju blagotvorne komponente biljaka, ali u nizim koncentracijama. Eteri¢na
ulja, s druge strane, predstavljaju visoko koncentrirane hlapljive spojeve koji se koriste zbog
svojih aromati¢nih i terapeutskih svojstava. Dok su eteri¢na ulja snaZnija i €esto iritantnija,

hidrolati su njezniji i pogodniji za osjetljivu kozu.

Osim destilacije, ekstrakcija s otapalima takoder se koristi za izolaciju hlapljivih spojeva.
Ova metoda ukljucuje koriStenje razli¢itih organskih otapala koja pomazu u razdvajanju i
koncentriranju zeljenih sastojaka. Nadalje, superkriti¢na ekstrakcija je moderna metoda koja
koristi, najcesce, superkriti¢ni ugljikov(IV) oksid kao otapalo, pruzajuci visoku selektivnost
1 ocuvanje kvalitete spojeva. Svaka od ovih metoda omogucava dobivanje vrijednih
hlapljivih spojeve iz hidrolata, ¢ime se otvaraju mogucnosti za njihovu primjenu u kozmetici,

aromaterapiji 1 medicini.

Plinska kromatografija uz masenu spektrometriju (GC-MS) smatra se najboljom tehnikom
za analizu hlapljivih spojeva iz hidrolata zbog visoke osjetljivosti i to¢nosti u identifikaciji i
kvantifikaciji sastojaka. Ova metoda omogucava precizno odredivanje strukturnih
karakteristika spojeva, §to je klju¢no za analizu aromati¢nih 1 terapeutskih svojstava
hidrolata. Osim toga, GC-MS moze detektirati Sirok spektar hlapljivih spojeva, Sto je

posebno vazno u istrazivanju prirodnih ekstrakata.



1. OPCI DIO

Popularnost eteri¢nih ulja 1 hidrolata raste iz dana u dan zbog toga §to imaju Siroku primjenu
u razli¢itim sferama zivota, od kozmetike do medicine te zbog prirodnih svojstava koji nude

blagotvorne ucinke na zdravlje.
Eteri¢na ulja 1 hidrolati su prirodni antimikrobni lijekovi izolirani iz biljnih izvora.

Hlapljivi spojevi imaju visok tlak pare na sobnoj temperaturi i slabu topljivost u vodi. Oni
su odgovorni za miris biljaka i igraju vaznu ulogu u komunikaciji izmedu biljaka i Zivotinja.

Neki od njih $tite biljke od biljojeda, dok drugi privlace oprasivace.

Izoliranju smjesa hlapljivih spojeva aromati¢nih biljaka pristupa se prvenstveno zbog
njihove Siroke primjene. Osim eteri¢nih ulja postoje i pripravci koje se nazivaju konkretima,
apsolutima 1 tinkturama, a predstavljaju smjese hlapljivih spojeva dobivenih iz aromati¢nih
biljaka. Te smjese u literaturi se nazivaju izolatima hlapljivih spojeva. U prvom redu izolati
se koriste u proizvodnji lijekova, u kozmeti¢koj industriji za proizvodnju preparata na

prirodnoj bazi te u industriji parfema.

Najcesc¢e koriStene metode za izolaciju hlapljivih spojeva ili njihovih smjesa su metode
destilacije, preSanja i ekstrakcije. Za identifikaciju izoliranih spojeva primjenjuju se razne

kromatografske metode.!?

1.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su smjesa hlapljivih organskih spojeva, ¢esto mirisnih ili aromati¢nih spojeva,

dobivene iz biljnog materijala razli¢itim tehnikama destilacije.

Etericna ulja nalaze primjenu u razli¢itim industrijama, uklju¢ujuéi proizvodnju mirisa,
aroma te kao dodatak pi¢ima 1 zadinima. Osim toga, Cesto se koristi njihovo
farmakodinamicko djelovanje. Ova ulja su Siroko prisutna u biljnom svijetu. lako je do sada
izolirano 1 opisano oko 3000 razli¢itih eteri¢nih ulja, u komercijalnoj upotrebi je otprilike
150 vrsta. Najzastupljenija su u biljnim porodicama Lamiaceae (usnace), Asteraceae

(glavocike), Apiaceae (Stitarke) i Brassicaceae (kupusnjace).!



Jedna od klju¢nih karakteristika etericnih ulja je njihova hlapljivost, koja omogucuje
jednostavnu medicinsku primjenu putem inhalacije. Slabo se otapaju u vodi, ali se vrlo dobro
otapaju u biljnim uljima, voskovima, koncentriranom etanolu i sli¢nim otapalima, $to ih
karakterizira kao lipofilne molekule. Zbog dobre topljivosti u biljnim uljima i jednostavne
apsorpcije kroz kozu, eteri¢na ulja su vrlo pogodna za uporabu u medicinskoj masazi. Vecéina

eteri¢nih ulja ima vreliste iznad 150 °C.3#

1.2. Izolacija eteri¢nih ulja

Za odabir odgovaraju¢e metode izolacije, a kako bi se osigurala kvaliteta i ucinkovitost

etericnih ulja, treba naglasiti klju¢ne informacije:

- hlapljivi spojevi u biljnom materijalu obi¢no su prisutni u malim koli¢inama

- za dobivanje dovoljnih koli¢ina potrebnih za daljnje fizikalno-kemijske i1 bioloske
analize, neophodno je provesti preliminarnu koncentraciju isparljivih spojeva

- hlapljivi spojevi u biljkama obi¢no ¢ine slozene smjese, koje se mogu sastojati od

stotina pojedina¢nih komponenti.

Najées¢e metode izolacije eteri¢nih ulja su destilacija, ekstrakcija i tijeStenje (slika 1).°



BILJNI

MATERIJAL
TIJESTENJE _ :
(MEHANICKO EKSTRAKCILJA DESTILACLJA
PRESANIJE)

Slika 1. Shematski prikaz metoda izolacije hlapljivih spojeva

1.2.1. Destilacija

Destilacija je metoda koja se ¢esto primjenjuje u laboratoriju i industriji za razdvajanje
teku¢ih smjesa na njihove sastavne dijelove ili za prociS¢avanje tekucina. Za ovaj proces
kljuéno je da razli€ite tvari imaju razlicite temperature vrenja. U tipicnom sustavu destilacije,
sirovina se zagrijava, a kako voda vrije, prelazi u paru. Komponenta koja prvo isparava jest
ona sa najnizom temperaturom vrenja. Para se zatim hladi 1 kondenzira u teku¢i oblik, koji
se prikuplja odvojeno. Proces se dalje nastavlja s komponentama koje imaju viSe temperature

vrenja.

Destilacijom se mogu prociScavati tvari poput alkohola, nafte i eteri¢nih ulja za razlicite

svrhe u farmaceutskim, naftnim i parfemskim industrijama.®



Kao nusproizvod tijekom destilacije etericnog ulja, nastaje hidrolat, takoder poznat kao
mirisna vodica. U procesu destilacije, vodena para koja se koristi za ekstrakciju eteri¢nih ulja
hladi se (kondenzira) zajedno s uljem. Budu¢i da se eteri¢na ulja slabo otapaju u vodi, ona
obi¢no ostaje na povrsini, dok voda, zasi¢ena spojevima iz etericnih ulja, formira donji sloj.
Ova aromatic¢na vodica, poznata kao hidrolat ili cvjetna vodica, posjeduje ljekovita svojstva
1 esto se koristi u kozmetici i aromaterapiji zbog svojih blagotvornih u¢inaka na kozu i opée

zdravlje.

Podjela destilacija obzirom na kontakt biljnog materijala i vode:
e Vodena destilacija (hidrodestilacija)

Vodena destilacija je najstarija koriStena metoda, ali 1 najcesSca za izolaciju eteri¢nih ulja u
laboratoriju. Usitnjeni biljni materijal se stavlja u tikvicu s vodom (biljni materijal je u
izravnom kontaktu s vodom) koja se zagrijava do temperature vrenja. Nastale pare eteri¢nog

ulja i vode se kondenziraju u hladilu i sakupljaju u srediSnjem dijelu aparature (slika 2).
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Slika 2. Shematski prikaz postupka vodene destilacije

e Vodeno-parna destilacija

Kod vodeno-parne destilacije biljni materijal nije u kontaktu s vodom, ve¢ samo sa parom.
Voda se grije kao i kod hidrodestilacije, ali u ovom slucaju vlazna para niskog tlaka podize
se kroz biljni materijal. Postupak se ¢eS¢e koristi za izolaciju eteri¢nih ulja koja su manje

osjetljiva na visoke temperature.



e Parna destilacija

Kod parne destilacije, vodena para iz generatora pare se uvodi sa dna, a biljni materijal

postavljen je u drugu tikvicu i nije u kontaktu s vodom (slika 3). Ovaj postupak je pogodan

za regeneraciju isparljivih spojeva dobivenih ekstrakcijom mastima i biljnim uljima.>3*
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Slika 3. Shematski prikaz postupka parne destilacije

1.2.2. TijeStenje

TijeStenje etericnog ulja ne zahtijeva toplinu, a najceS¢e se upotrebljava za izoliranje

etericnog ulja iz kore citrusa (Rutaceae).

Metoda hladnog tijeStenja (engl. cold expression) je jednostavna tehnika za izdvajanje
aromati¢nih komponenti prisutnih u sirovom biljnom materijalu pritiskom biljke. Rezultira
visokokvalitetnim proizvodima s mirisima gotovo identicnim onima izvornog ploda.

Komponente dobivene ovom metodom obi¢no se razdvajaju na vodu i eteri¢no ulje.>!%1!

1.2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je proces odjeljivanja tvari iz biljnih materijala na temelju razlicite topljivosti u

ekstrakcijskom sredstvu.



U industriji parfema, moderna proizvodnja mirisnih spojeva najéeSce se obavlja
ekstrakcijom, koriste¢i hlapljiva otapala poput petroletera i heksana. Prednost ekstrakcije u
odnosu na destilaciju je §to se tijekom procesa moze odrzavati stalna temperatura (obi¢no 50
°C). To omogucuje da dobivene smjese hlapljivih spojeva sacuvaju prirodniji miris, koji nije

promijenjen zbog utjecaja visoke temperature.
e Ekstrakcija organskim otapalima

Odabir otapala temelji se na njihovoj polarnosti i temperaturi vrenja. Najcesce se koristi
dietil-eter zbog karakteristika poput visoke hlapljivosti, dobre sposobnosti otapanja te
ekstrahiranja nepolarnih ili slabo polarnih spojeva iz biljnog materijala. Hlapljivi spojevi se
direktno izoliraju iz biljnog materijala. Postupak ukljucuje potapanje biljnog materijala u
organsko otapalo tijekom odredenog vremenskog perioda koje iz biljnog materijala
ekstrahira hlapljive spojeve. Za uklanjanje biljnog materijala, nakon ekstrakcije slijedi
dekantiranje i/ili filtriranje, nakon ¢ega se otapalo otparuje nekom od metoda destilacije.
Ekstrakcijom organskim otapalima kao §to je heksan i benzen dobivaju se konkreti i apsoluti.
To nisu eteri¢na ulja i ne mogu se primjenjivati u aromaterapiji.

Nedostatci ovog postupka uklju¢uju moguce gubitke lako hlapljivih spojeva tijekom

isparavanja otapala, dok neki nehlapljivi spojevi mogu zaostati u ekstraktu.>#12

e Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Ekstrakcija superkriticnim fluidima temelji se na povec¢anju moci otapanja fluida iznad
njihove kriti¢ne tocke u faznom dijagramu. Ugljikov(IV) oksid u superkriticnom stanju (p =
73,8 bar i T = 31,1 °C) je najcesce koriSteni plin za ovu metodu, zbog niske toksi¢nosti i
kemijske inertnosti. U CO> ekstrakciji, ugljikov(IV) oksid se izlaze specificnim

temperaturama 1 pritiscima kako bi se postigli Zeljeni rezultati.
Ova metoda omogucuje:

- primjenu niZe temperature — o¢uvanje toplinski osjetljivih komponenti eteri¢nih ulja
- odsustvo kisika — smanjuje se oksidacija, ¢ime su ocuvaju komponente osjetljive na

oksidaciju



- vecu selektivnost 1 ucinkovitiji prijenos mase - precizno izdvajanje ciljnih
komponenti, rezultira duljim rokom trajanja eteri¢nih ulja
- CiS¢i proces.
Nedostatci ove metode jesu:

- veci troSkovi 1 tehnoloski zatjevi — metoda je skuplja i zahtijeva specijaliziranu

opremu u usporedbi s ve¢ navedenim metodama izolacije eteri¢nog ulja.>'?13

1.3. Kemijski sastav eteri¢nih ulja i hidrolata

Eteri¢na ulja sastoje se od brojnih kemijskih spojeva, od kojih su neki prisutni u veéim
koli¢inama, dok se drugi pojavljuju u tragovima (< 1 %). U kemijskom sastavu eteri¢nih

ulja i hidrolata dominiraju terpenski i fenilpropanski spojevi.

1.3.1. Terpeni

Hlapljivi spojevi koji biljkama i cvije¢u daju karakteristiCan miris ve¢inom spadaju u
skupinu prirodnih organskih spojeva koji se nazivaju terpeni.. Mnoge biljke proizvode
hlapljive terpene kako bi privukle odredene insekte radi opraSivanja ili odbile odredene
zivotinje. Osim toga, terpeni imaju klju¢nu ulogu kao signalni spojevi i regulatori rasta

(fitohormoni).

Poznato je oko 30.000 razlicitih terpena, a njihova je osnovna struktura spoj izgraden od 5

ugljikovih atoma, trivijalnog imena izopren (po IUPAC-u 2-metilbuta-1,3-dien; slika 4).
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1zopren 1zoprenska (Cs) jedinica

Slika 4. Strukturna formula izoprena, odnosno izoprenske jedinice

Lavoslav Ruzicka je 1922. godine prvi postavio hipotezu o biogenezi izoprenoida te je
utvrdio zajedniCku strukturnu jedinicu svim terpenima. Zbog ovog vaznog otkri¢a dobio je

Nobelovu nagradu za kemiju 1939. godine.
Vecina terpenoida sastoji se od izoprenskih jedinica povezanih po nacelu “glava na rep”, a to

pravilo se naziva izoprenskim pravilom (slika 5).

T 0

\_Y_/ ;Y_’
glava glava

Slika 5. Izoprensko pravilo

Terpeni se dijele prema broju n u op¢oj formuli (CsHs)a, odnosno broju ugljikovih atoma (ili

izoprenskih jedinica) (tablica 1).

Mnoge molekule s 10 ili 15 ugljikovih atoma posjeduju znacajnu biolosku aktivnost,
ukljucuju¢i antimikrobna, antifungalna, antioksidativna, protuupalna, insekticidna,
analgetska, antikancerogena i citotoksi¢na svojstva. Zbog potencijalne toksi¢nosti nekih od

ovih tvari, osobito u ¢istom obliku, potrebno je oprezno rukovanje.



Tablica 1. Podjela terpena

NAZIV BROJ C ATOMA BROJ IZOPRENSKIH
JEDINICA
Semiterpeni 5 1
Monoterpeni 10 2
Seskviterpeni 15 3
Diterpeni 20 4
Triterpeni 30 6
Tetraterpeni 40 8
Politerpeni (5)n n

Terpeni, ovisno o prisutnosti funkcijskih skupina, mogu biti ugljikovodici, alkoholi, aldehidi,
esteri, ketoni i drugi spojevi. Takoder mogu imati razliCite strukturne oblike, ukljucujuci

aciklicke (alifatske), cikli¢ke (mono-, bi-, tri- itd.) i aromatske spojeve.'4!7

1.3.2. Fenilpropanski spojevi

Fenilpropanski spojevi spadaju u veliku skupinu prirodnih organskih spojeva - fenolne
spojeve ili, krace, fenole. Osnovna znacajka fenolnih spojeva je prisutnost barem jednog
aromatskog prstena s barem jednom hidroksilnom skupinom vezanom za njega.
Fenilpropanski spojevi (fenilpropanoidi) smatraju se derivatima cimetne kiseline (slika 6).
Osnovu fenilpropanske gradevne jedinice ¢ine fenilni prsten za koji je vezan boc¢ni lanac od
tri ugljikova atoma. Fenilpropanski spojevi biosintetiziraju se iz aminokiselina fenilalanin i

tirozin, koje su produkti Sikiminskog biosintetskog puta.
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Slika 6. Cimetna kiselina!®

Vecina enola pokazuje bioloSku aktivnost protiv razli¢itih mikroorganizama, ukljucujuci
bakterije, gljivice 1 viruse. Eteri¢na ulja bogata fenolima biljke koriste vjerojatno kao obranu

od mikroorganizama u svom okoliSu.

U eteri¢nim uljima eugenol je jedan od najvaznijih fenilpropenskih spojeva.'6: 17

1.4. Djelovanje i upotreba hidrolata

Hidrolati se u kozmetici koriste kao prirodni tonici ili kao vodena faza u formulacijama
krema, gelova, emulzija i maski. Cesto su medu najnjeznijim i najprikladnijim tonicima za
kozu koji su razvijeni kroz povijest. Stoga su hidrolati privlacni onima koji preferiraju

sigurnije i manje iritirajuce preparate.

Za razliku od eteri¢nih ulja, koja su vrlo koncentrirana, hidrolati su blagi i neSkodljivi. U
kozmetici, posebno su korisni za osobe koje su vrlo osjetljive na etericna ulja te u

emulzijskim sastavima pruzaju ugodan miris bez potrebe za etericnim uljima.
Vecina hidrolata sklona je "kvarenju”i relativno brzo moze izgubiti olfaktorne osobine.

Osim u kozmeticke svrhe, hidrolati se mogu primjenjivati i u kulinarstvu te u terapeutske
svrhe, kao §to su kapi za nos, oci, usi te za vaginalna ispiranja. Vazno je napomenuti da se
za upotrebu hidrolata kao kapi za nos ili za vaginalna ispiranja moraju izotonizirati, dok je

kod kapi za o¢i nuzno prilagoditi i pH vrijednost.”-?
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1.4.1. Hidrolat lavande

Najstarija i najpoznatija uzgojena uskolisna vrsta lavande je Lavandula angustifolia, koja se
Cesto naziva prava lavanda. Tipicna boja cvjetova je plavo-ljubicasta, karakteristi¢na za
lavandu. Ljekovita svojstva lavande uljucuje smanjenje ziv€ane napetosti, Sto je korisno kod
migrene i neuralgije. Takoder ublazava gréeve i djeluje kao karminativ, pomazuéi u

smanjenju napuhavanja. Pored toga, lavanda pomaze i u zacjeljivanju rana.'

Slika 8. Lavandula angustifolia®*

Hidrolat lavande jedan je od najcjenjenijih prirodnih hidrolata, poznat po svojoj u¢inkovitosti
u njezi svih vrsta koze. Zahvaljuju¢i svojim umirujuéim svojstvima, idealan je i za
najosjetljiviju kozu, a istovremeno pruza hidrataciju zreloj kozi lica te je ujedno i dovoljno
lagan za masan tip koze. Pomaze u lijeCenju akni i pristic¢a, pa samim time smanjuje upalne
procese na kozi. Primjenjuje se po potrebi na ubode insekata poput komaraca, muha te pruza

olakSanje smanjujuéi oticanje.?>26

1.4.2. Hidrolat smilja

Primorsko smilje (Helichrysum italicum) je veoma posebno bilje koje je, zbog svojeg

njegujuceg djelovonja na kozu, pronaslo primjenu u prirodnoj kozmetici. Naziva se i jo§
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dugovje¢nom biljkom. IstraZzivanja su pokazala da ima protuupalna, antioksidativna,

antimikrobioloska, antivirusna svojstva.

Slika 7. Helichrysum italicum®

Hidrolat smilja posjeduje analgetska, antiinfektivna, protuupalna, antikoagulantna,
ekspektorirajuca, lipoliti¢na, mukoliti¢na i sedativna svojstva. Takoder, ima regenerirajuci
ucinak koji pomaze u smanjenju vidljivosti svjezih oziljaka, poti¢e brze zacjeljivanje rana,
masnica i upalnih stanja koze te je uc¢inkovit u lijeCenju paradontoze i gingivitisa. Moze se
koristiti 1 kao tonik za ¢iS¢enje 1 njegu koze lica. Zbog svojih brojnih u¢inaka, ugodnog mirisa
1 mogucnosti lokalne primjene bez potrebe za razrjedivanjem, hidrolat smilja nalazi Siroku

primjenu u kozmeti¢koj industriji te u industriji sapuna i mirisa.’?!?

1.4.3. Hidrolat geranija

Geranij (Pelargonium graveolens) pripada porodici Geraniaceae, a vrste Pelargonium
stolje¢ima su poznate u tradiocinalnim aromaterapijama raznih kultura. Ova biljka se
tradicionalno koristi na podruc¢ju zapadnog Balkana kao aroma u alkoholnim i bezalkoholnim
pi¢ima, a posebno u proizvodima s ruzi¢astom bojom. Zbog svog snaznog i intenzivnog
mirisa, koji podsjeca na ruzu, ¢esto se koristi u izradi parfema i kozmetickih proizvoda. Osim
toga, geranij je prepoznatljiv po svojim snaznim antimikrobnim svojstvima te protuupalnom

djelovanju.?8-2%30
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Slika 9. Pelargonium graveolens?’

Hidrolat geranija pogodan je za njegu gotovo svih tipova koze: masne koZe sklone aknama,
suhe, osjetljive 1 problemati¢ne koze. Takoder, zbog svoje sposobnosti zaustavljanja manjih
krvarenja, moze pomoc¢i i kod stanja gdje je prisutno crvenilo koze, poput kuperoze i
rozaceje. Ublazava iritacije koze uzrokovane ubodima insekata, te umiruje opekline nastale
prilikom sunc¢anja. Njegov osvjezavajuéi miris podize raspolozenje i pruza osjecaj mira, §to
ga ¢ini odli¢nim izborom za lijeCenje depresije, tjeskobe i stresa. U prehrambenoj industriji

dodaje bogat okus slasticama i umacima.’!-3

1.5. Obrada hidrolata - izolacija i analiza hlapljivih spojeva

Za izolaciju hlapljivih spojeva hidrolata naj¢es¢e koriStene metode su ekstrakcija, odnosno
razne konvencionalne tehnike ekstrakcije, i tehnika mikroekstrakcije vrSnih para na ¢vrstoj

fazi.

Za analizu hlapljivih spojeva hidrolata najceS¢e se upotrebljava plinska kromatografija,

odnosno plinska kromatografija-spektrometrija masa.
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1.5.1. Ekstrakcija

Ekstrakeija hlapljivih organskih spojeva jos se uvijek uglavnom provodi pomocu organskih
otapala, kako za tekuce (ekstrakcija tekucina-tekucina) tako i1 za ¢vrste uzorke (Soxhlet
ekstrakcija, ultrazvucna ekstrakcija). Obi¢no se ekstrahiraju mikrosastojci, pa otapala moraju
biti visoke Cistoce, Sto rezultira visokim troSkovima. Mnoga od njih su toksi¢na, cak i
kancerogena, a njihovo zbrinjavanje je problemati¢no. Klasi¢ne tehnike ekstrakcije obi¢no
uklju¢uju mnogo koraka, ukljucujuéi proc¢is€avanje ekstrakta, §to dovodi do vec¢ih gubitaka

analita i duljeg vremena pripreme uzorka.

Nedostaci konvencionalnih tehnika ekstrakcije, osobito upotreba velikih koli¢ina organskih
otapala, doveli su do razvoja novih metoda ¢ije su glavne prednosti brzina i manji volumen

koriStenih otapala.

Metode ekstrakcije s malo ili bez organskih otapala mogu se podijeliti u tri skupine prema
ekstrakcijskom mediju: ekstrakcije u plinskoj fazi, membranske ekstrakcije 1 sorpcijske
ekstrakcije. Ekstrakcije u plinskoj fazi ukljucuju staticke metode s headspaceom, koristeci
ravnoteznu plinsku fazu iznad uzorka te metode "purge-and-trap" ili dinamickog
headspacea, gdje se plin propusta kroz uzorak kako bi istjerao hlapljive komponente koje se
zatim prikupljaju. Superkriti¢na fluidna ekstrakcija (engl. Supercritical fluid extraction,
SFE) takoder spada u ovu skupinu, omogucujuci separaciju ¢ak i manje hlapljivih spojeva iz

¢vrstih uzoraka.??

1.5.2. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi (engl. headspace solid-phase
microextraction, HS-SPME) koristi silikonsko vlakno prekriveno polimernim filmom koje
sluzi za adsorpciju hlapljivih spojeva, time omogucujuéi njihovu izolaciju iz uzoraka koji

mogu biti kruti ili tekuéi,. Vlakno se nalazi u sastavu igle koja je postavljena na SPME drza¢
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za uzorkovanje (adsorpciju) i desorpciju. Uzorak se stavlja u posudu koja se hermeticki
zatvori. Posuda s uzorkom se zagrijava, a u praznom prostoru iznad uzorka sakupljaju se
hlapljivi spojevi. U posudu se uvodi vlakno na koje se adsorbiraju hlapljivi spojevi (tzv.
vrsne pare) koji su isparili iz uzorka tijekom zagrijavanja. Vlakno se nakon toga uvlaci te se

dalje nastavlja analiza umetanjem vlakna u injektor plinskog kromatografa.

Prednosti ove metode ukljucuju brzinu, jednostavnost, bez potrebe za otapalom, Sto je Cini
prikladnom za brzu usporedbu uzoraka i identifikaciju nepozeljnih hlapljivih spojeva, npr.

mirisa. Medutim, rezultati ovise o vrsti vlakna, temperaturi 1 vremenu uzorkovanja.

Opcenito, headspace tehnika (HS) je separacijska metoda koja omogucuje izolaciju
lakohlapljivih tvari iz sloZzenih matriksa i njihovu automatsku injekciju u plinski kromatograf
za analizu. Ova tehnika ukljuCuje ekstrakciju plinovite faze, gdje se analiti raspodjeljuju
izmedu nehlapljive tekuce ili krute faze 1 plinovite faze koja se nalazi iznad uzorka tekucine

ili krutine (slika 10).33-3¢

uzorkovanje desorpcija

postavijen u
povuéenc otvor za
/ ubrizgavanje
viskne gavany

_ GC prikljucak za

Slika 10. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi**

1.5.3. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je kromatografska tehnika koja se koristi za odjeljivanje

komponenti smjesa spojeva u plinovitom stanju, ¢esto je primjenjivana u analitickoj kemiji,
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a sve viSe se koristi 1 u fizioloskim laboratorijima. Ova tehnika je svestranija, preciznija,
jednostavnija za uporabu i manje ovisi o tehni¢koj vjestini nego mnoge tradicionalne metode

za identifikaciju spojeva.

Za analizu uzorci moraju biti hlapljivi, kako bi isparili u injektoru, te stabilni na
temperaturama koje se koriste unutar kromatografske kolone. Inertni plin prenosi sastojke
smjese kroz kolonu, gdje se razdjeljuju izmedu stacionarne i mobilne faze, ovisno o njihovoj
topljivosti u stacionarnoj fazi. Komponenta koja je najmanje topljiva u stacionarnoj fazi prva
izlazi iz kolone 1 dolazi do detektora. Plinska kromatografija dijeli se na apsorpcijsku, gdje

je nepokretna faza ¢vrsta, 1 razdjelnu, gdje je nepokretna faza nehlapljiva tekuéina.

Plinska kromatografija je najceS¢e upotrebljivana tehnika za identifikaciji komponenata
hidrolata 1 eteri¢nih ulja zbog njezine uc€inkovitost u separaciji individualnih hlapljivih

sastojaka.

Plinski kromatograf (slika 11) se moze zamisliti kao molekularni filter koji selektivno
usporava prolazak molekula na temelju njihovih fizickih karakteristika, poput oblika,
veliCine, tezine i vreliSta. Smjesa plinova, tijekom prolaska kroz kromatograf, razdjeljuje se

na svoje sastavne dijelove, koji zatim izlaze s daljnjeg kraja kolone u odredenom redoslijedu.

Te komponente detektira uredaj ¢iji se odziv moze zabiljeziti graficki ili elektronicki. Kako

bi se uzorak proveo kroz kromatograf, potreban je plin nositelj.

Za odvajanje sastojaka koristi se postupak eluiranja, pri ¢emu se sastojci smjese odvajaju i
izlaze iz kolone pomijeSani samo s plinom nositeljem. Svakom eluiranom sastojku
karakteristicno je vrijeme zadrzavanja, poznato kao retencijsko vrijeme (zr). Retencijsko
vrijeme predstavlja razdoblje izmedu injektiranja uzorka i pojave signala na detektoru. Mjeri
se od trenutka kad je uzorak injektiran do trenutka kada se na detektoru pojavi maksimum
pika za odredeni sastojak. Ovo vrijeme ovisi ne samo o prirodi sastojka i stacionarne faze,

ve¢ i o protoku i vrsti plina nositelja, temperaturi i drugim faktorima.!”-37
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Slika 11. Shematski prikaz plinskog kromatografa’®

1.5.3.1. Plinska kromatografija — spektrometrija masa

Instrumentna metoda koja se pokazala najucinkovitijom za analizu hlapljivih spojeva
etericnih ulja 1 hidrolata je plinska kromatografija-spektrometrija masa (engl. gas
chromatography-mass spectrometry, GC-MS). Vezani sustav plinske kromatografije i
spektrometrije masa povezan s racunalom (slika 12) predstavlja mo¢nu tehniku za
identifikaciju sastojaka u smjesama hlapljivih spojeva, koriste¢i minimalnu koli¢inu
materijala. Ove dvije tehnike se idealno nadopunjuju: plinska kromatografija odvaja
komponente u plinskoj fazi, dok spektrometrija masa omogucava njihovu preciznu

kvalitativnu analizu.

Ova tehnika se odlikuje visokom osjetljivos¢u, pouzdanoscu, preciznoscu, selektivnoséu i
potrebom za vrlo malim koli¢inama uzorka, $to je ¢ini jednom od najpopularnijih
instrumentnih metoda u analitickim laboratorijima. GC-MS sustav sastoji se od tri glavne
komponente: jedinice za ubrizgavanje uzorka koja zagrijava i isparava tekuci uzorak, kolone
koja odvaja spojeve te detektora koji identificira spojeve i prikazuje njihove koncentracije

kao elektricne signale.
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Slika 12. Prikaz sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa*?

Dobar izvjestaj o GC-MS analizi hidrolata trebao bi navesti postotak hlapljivih komponenti.
Taj postotak moZe se pretvoriti u mjerenje u mg/L (miligrami po litru); mg/L je isto $to i

ppm (dijelovi na milijun).40-42
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2. EKSPERIMENTALNI DIO
2.1. Materijal

Za izradu ovog zavsnog rada, koriSteni su sljede¢i hidrolati (slika 13):
e Hidrolat lavande

Naziv: Lavandula angustifolia

Proizvodac: Fitoaroma, Svijet biljaka d.o.0., Vodnjan, Hrvatska

e Hidrolat smilja
Naziv: Helichrysum italicum

Proizvodac: Fitoaroma, Svijet biljaka d.o.0., Vodnjan, Hrvatska

e Hidrolat geranija

Naziv: Pelargonium graveolens

Proizvodac: Fitoaroma, Svijet biljaka d.o.0., Vodnjan, Hrvatska

Slika 13. Hidrolati smilja, geranija i lavande
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2.2. Kemikalije i aparature

Potrebne kemikalije:

e pentan, p.a., BDH Prolabo, Velika Britanija
e dietil-eter, p.a, Kemika, Hrvatska
e natrijev klorid, tehn.

e natrijev sulfat, bezv., Kemika, Hrvatska.

Za izradu ovog diplomskog rada koriStene su sljedece aparature:

tehni¢ka vaga ADAM, model PGW 1502i, ADAM®, Velika Britanija

aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi sa SPME vlaknom sa
polimernim slojem sastava divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS, sivo vlakno), Supelco Inc., SAD

magnetska mijeSalica Heidolph, model MR Hei-End, s temperaturnim senzorom Pt
1000, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Njemacka

aparatura za frakcijsku destilaciju, Deotto lab d.o.o0., Hrvatska

vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), Agilent
Technologies, SAD: plinski kromatograf model 7890A i spektrometar masa model
5975C.

2.3. Izolacija hlapljivih spojeva hidrolata

Hlapljivi spojevi hidrolata izolirani su iz hidrolata lavande, smilja 1 geranija tehnikom

mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi i konvencionalnom ekstrakcijom organskim

otapalom koja se provela mijeSanjem na magnetnoj mijesalici. Za identifikaciju hlapljivih

spojeva hidrolata provedena je GC-MS analiza.
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2.3.1. Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi

Prije same pripreme uzorka, potrebno je zagrijati vodenu kupelj na 60 °C. U veliku je vialicu
stavljeno 5 mL hidrolata te 2 zli¢ice NaCl. Kada se sol otopila u hidrolatu, stavljen je
magneti¢ te je vialica hermeticki zatvorena s teflonskom septom. U ve¢ zagrijanu kupelj
stavljen je pripremljeni uzorak koji je termostatiran uz mijesanje 15 minuta brzinom od 500
rpm. U tom vremenskom periodu termostatiranja hlapljivi spojevi iz uzorka su isparili u
prazni prostor iznad uzorka, tzv. headspace. Uobicajeni naziv, za na taj nacin oslobodene

hlapljive spojeve, je vr$ne pare (engl headspace volatiles).

U skladu s uputama, sivo vlakno je aktivirano kondicioniranjem 60 minuta pri 300 °C
postavljanjem SPME igle u injektor plinskog kromatografa. Nakon kondicioniranja vlakno

je odmah korisSteno za ekstrakciju vr$nih para uzorka.

Nakon kondicioniranja vlakna, u prazni prostor iznad uzorka uvedena je igla s vlaknom koje
je spusteno toliko da ne dotice tekucinu. Adsorpcija hlapljivih spojeva, tj. vr$nih para trajala

je 40 minuta (slika 14).
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Slika 14. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi

Nakon adsorpcije je vlakno vra¢eno u iglu, izvuceno iz vialice te je odmah umetnutno u GC-
MS injektor gdje se odvija desorpcija hlapljivih spojeva izravno u GC kolonu (10 minuta).
Prije ponovnog koriStenja vlakna za adsorpciju potrebno je hladenje pri sobnoj temperaturi

10 minuta.

2.3.2. Ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj mijesalici

U Erlenmeyerovoj tikvici od 250 mL pripremljena je smjesa 50 mL uzorka (hidrolata) i 24
mL smjese otapala pentan:dietil-eter, 1:2, v/v (8§ mL 1 16 ml) u koju je dodano 3 Zli¢ice NaCl
1 magneti¢. Dietil-eter je prethodno prociS¢en frakcijskom destilacijom da bi se uklonio

stabilizator, butilhidroksitoluen (BHT).
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Erlenmeyerova tikvica je stavljena na magnetsku mjesalicu 45 minuta uz brzinu mijeSanja
od 500 rpm. Zbog hlapljivih komponenti tikvice su dodatno osigurane crvenim klipsama na

¢epovima, da ¢epovi ne bi izletjeli tijekom mijeSanja (slika 15).

Slika 15. Ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj mijesalici

Nakon 45 minuta otopina je filtrirana preko lijevka. Nakon filtriranja tikvica s otopinom je
ostavljena da se odvoje slojevi. Gornji, organski sloj je potom osusen (uklonjen je viSak
vode) tako da je profiltriran kroz lijevak u koji je umetnuta pamucna vata i sloj bezvodnog
natrijevog sulfata. Organski sloj je odvajan iz Erlenmeyerove tikvice u kojoj je provedena
ekstrakcija kapaljkom i polako dokapavan u suhu Erlenmeyerovu tikvicu preko lijevka (slika
16).

Slika 16. Filtracija preko lijevka

24



Filtrirana i osuSena otopina hlapljivih spojeva potom je prebacena u tikvicu s okruglim dnom
koja je dio aparature za frakcijsku destilaciju (slika 17) ubacena su 2 kamencica za vrenje te
je provedena destilacija. Destilacija je trajala 10-15 minuta, sve dok otapalo, smjesa pentan-

dietil-eter, nije u potpunosti otpareno. Ostatak u okrugloj tikvici je smjesa hlapljivih spojeva.

Slika 17. Frakcijska destilacija

2.4. GC-MS analiza hlapljivih spojeva

Analize uzoraka, vrS$nih para i pentan-dietil-eterskog ekstrakta, provedene su vezanim
sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS) (slika 18) na HP-5MS
koloni. HP-5MS kolona je kolona s nepolarnom stacionarnom fazom. Kemijski sastav
stacionarne faze je 5 % difenil — 95 % dimetilpolisiloksan. Dimenzije kolone: duljina 30 m,

unutarnji promjer 0,25 mm, debljina sloja stacionarne faze 0,25 pm.

Plin nositelj bio je helij protoka 1 mL/min. Temperatura injektora je bila 250 °C, a omjer
cijepanja 1:50. Temperaturni program pri kojem se odvijalo razdjeljivanje smjese na
pojedinacne spojeve bio je: 2 min pri 70 °C, zatim porast temperature od 70 °C do 200 °C

brzinom 3 °C min™! te zadrzavanje 2 min pri 200 °C. Prve tri minute analize se odvija tzv.
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solvent delay, a to je vrijeme eliminacije spojeva sa najmanjom masom (najcesce otapala kao
Sto su u ovom slucaju pentan i dietil-eter), koji bi mogli utjecati na kvalitetu podataka.
Energija ionizacije je bila 70 eV, temperatura ionskog izvora 230 °C, a temperatura detektora

280 °C. GC-MS analize su trajale 63 minute.
e Vrs$ne pare

Nakon §to je vlakno umetnuto u injektor GC-MS uredaja, u periodu od 10 minuta je doslo

do desorpcije vrsnih para s vlakna.

Slika 18. Uredaj za GC-MS analizu

Pentan-dietil-eterski ekstrakt koji je dobiven frakcijskom destilacijom, ru¢no je injektiran
pomocu igle u injektor GC-MS uredaja. Igla za injektiranje je prethodno isprana vise puta s

pentanom te je za analizu uzeto (injektirano) 2 pL.

Informacije dobivene za svaki analizirani uzorak pomo¢u GC-MS sustava su: kromatogram
ukupne ionske struje, vrijeme zadrzavanja (fr) svakog sastojka smjese, relativni udio svakog
sastojka izraZzen u postocima te naziv spoja Ciji je spektar najblizi spektru nepoznatog
sastojka. Identifikacija pojedina¢nih sastojaka provedena je samo usporedbom njihovih

masenih spektara s masenim spektrima dostupnima u komercijalnoj bazi podataka NIST 20.
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3. REZULTATI

Rezultati analiza hlapljivih spojeva hidrolata lavande, smilja i geranija prikazani su u
tablicama 2 — 4. Izolacija hlapljivih spojeva provedena je ekstrakcijom smjesom otapala
pentan-dietil-eter mijeSanjem na magnetskoj mijeSalici (u tablicama ekstrakt) i
mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi ( u tablicama vrsne pare). Analiza ekstrakata i
vr$nih para provedena je plinskom kromatografijom-spektrometrijom masa. U tablicama je
dan kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u pojedinim uzorcima. Udjeli identificiranih
spojeva su relativni, odnosno to su udjeli povrsine pika identificiranog spoja u ukupnoj
povrsini svih pikova na kromatogramu. Spojevi su poredani prema redoslijedu ispiranja s

nepolarne kromatografske kolone.

Znacenje simbola u tablicama je:

fr - vrijeme zadrZavanja

/ - spoj nije identificiran u uzorku

2 - identifikacija isklju¢ivo usporedbom masenog spektra sa spektrima iz Wiley9 1/ili NIST20

biblioteka masenih spektara.

Tablica 2. Kemijski sastav 1 udio hlapljivih spojeva u hidrolatu lavande

Spoj IR Udio (%) Udio (%)
(min) Ekstrakt Vr$ne pare

5,5-dimetil-2(5H)-furanon 5,210 1,68 /
okt-1-en-3-ol 5,830 / 0,63
1,4-cineol 7,426 / 1,70
benzil-alkohol 7,495 1,41 /
y-vinil-y-valerolakton 7,699 1,75 /
cis-linalool oksid 9,342 4,64 2,14
linalol 9,742 1,43 16,00
6-metilhepta-3,5-dien-2-on 9,944 / 0,57
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2-feniletanol 10,253 0,87 /
kamfor 11,470 / 1,68
L-menton 11,833 / 0,56
4-izopropilcikloheksanon 12,005 / 1,39
borneol 12,306 1,60 8,46
trans-linalol oksid 12,427 2,44 /
terpinen-4-ol 12,757 5,35 26,38
p-cimen-8-ol 12,952 1,35 1,59
4-izopropilcikloheks-2-enon 13,104 2,21 2,84
a-terpineol 13,295 10,75 24,77
eukarvon 14,037 / 0,48
geranil-izobutirat 14,861 / 1,72
6,7-dihidro-7-hidroksilinalol 14,877 32,48 /
karvon 15,472 / 0,30
geraniol 15,941 / 2,33
p-cimen-7-ol 17,447 / 0,73
p-mentan-1,8-diol 17,967 10,57 /
trans-2,7-dimetilokta-4,6-dien-2-01* 18,883 1,31 /
(E)-3,7-dimetilokta-2,6-dien-1-il?
propil-karbonat? 21,652 2,06 /
kumarin 23,309 2,39 0,35
Ukupno identificirano (%) 84,29 94,62
Tablica 3.  Kemijski sastav 1 udio hlapljivih spojeva u hidrolatu smilja
Spoj IR Udio (%) Udio (%)
(min) Ekstrakt Vr$ne pare
4-metilheksan-3-on 3,063 / 0,65
2-metilbutanska kiselina 3,137 9,24 /
(Z)-2-metilbutanska kiselina 3,797 3,76 /
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4-metilpentanska kiselina
heksanska kiselina

-mircen

1,8-cineol

benzil-alkohol

cis-linalol oksid

p-krezol
2,4-dimetilheptan-3,5-dion
linalol

fenhon

2-feniletanol
trans-pinokarveol

kamfor

nerol oksid

borneol

terpinen-4-ol

oktan-3,5-dion

a-terpineol

nerol
6,7-dihidro-7-hidroksilinalol
N-acetil-4-fluoro-2-piridone?
geraniol

citral
4-metoksibenzil-alkohol
seudenon?

p-mentan-1,8-diol
4-hidroksi-2-metilacetofenon®
4-hidroksi-3-metilacetofenon®
4-metoksifenilmetilkarbinol®
3-alilgvajakol®
4,6,9-trimetildec-8-en-3,5-dion?

4,944
5,772

6,222

7,398

7,495

8,785

8,883

9,647

9,730

10,304
10,257
11,269
11,478
11,852
12,301
12,743
13,125
13,286
14,873
14,874
15,005
15,941
16,587
17,098
17,750
17,968
18,113
18,132
18,289
20,199
23,609

1,07
2,16

9,47
0,62
1,26
1,13
2,95

6,79

1,58
2,26
3,04
15,38

12,51

0,92

1,39

1,07

4,42

5,98

0,85

2,82

0,59
1,73

0,38
19,84
0,89

0,39
0,99
1,02
3,81
9,85
6,05
22,26
4,59

1,10

3,11
0,37

1,49

0,84
11,08

29



a-kurkumen 25,274 0,56 /
2,4,6,9-tetrametildec-8-en
-3,5-dion? 25,340 / 1,17
2-etilbut-2-enal? 36,369 1,33 /
klovanediol? 39,328 2,15 /
Ukupno identificirano (%) 94,71 92,2
Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u hidrolatu geranija
Spoj R Udio (%) Udio (%)
(min) Ekstrakt Vrsne pare
fenol 3,126 4,82 /
klorbenzen? 3,278 3,93 /
6-metil-3-piperidinol? 3,748 8,94 /
heptanska kiselina 5,735 2,89 /
o-krezol 7,483 11,14 /
linalol 9,745 6,59 11,32
6-metilhepta-3,5-dien-2-on 9,952 / 0,58
trans-ruzin oksid 10,180 / 4,12
2-feniletanol 10,248 5,97 /
izopulegol 11,513 / 0,90
D-isomenton 11,843 / 1,80
L-menton 12,280 / 15,35
neoisomentol 13,017 / 0,45
a-terpineol 13,297 18,55 1,74
6,7-dihidro-7-hidroksilinalol 14,854 9,96 /
citronelol 14,991 / 43,33
neral 15,393 / 0,21
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geraniol 15,941 / 14,53
trans-mirtanol ? 16,158 / 1,15
citral 16,603 / 0,61
2-feniltiglat® 29,278 / 0,46
Ukupno identificirano (%) 72,79 96,55
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4. RASPRAVA

Na temelju dobivenih rezultata, koji su prikazani u tablicama 2-4, analizirane su dvije
koriStene tehnike za izolaciju hlapljivih spojeva iz hidrolata lavande, smilja 1 geranija, a to
su: mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi i ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj
mijesalici. Izolat dobiven ekstrakcijom mijeSanjem na magnetskoj mijesalici u daljnjem
tekstu se naziva ekstrakt, a izolat dobiven mikroekstrakcijom vrSnih para na krutoj fazi

naziva se vrsne pare.

U tablici 2 dan je kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama i ekstraktu
hidrolata lavande. Iz rezultata se uocava da je kod mikroekstrakcije vrinih para na krutoj fazi
ukupno identificirano 94,62 % hlapljivih spojeva, a kod ekstrakcije mijeSanjem na
magnetskoj mijeSalici identificirano je ne$to manje hlapljvih spojeva, ukupno 89,42 %.
Mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi dizajnirana je da detektira isklju¢ivo hlapljive
spojeve iz uzorka. Budu¢i da se temelji na isparavanju spojeva u plinsku fazu, metoda je
najucinkovitija za spojeve s visokom hlapljivos¢u koji se brze prenose u plinsku fazu, §to

rezultira ve¢im brojem 1 vi§im udjelom identificiranih hlapljivih spojeva.

S druge strane, ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj mijesalici je metoda u kojoj spojevi
ostaju u tekuc¢oj fazi. Vrlo hlapljivi spojevi djelomi¢no isparavaju tijekom ekstrakcije Sto
smanjuje njihov udio u kona¢nom ekstraktu. Osim selektivnosti prema hlapljivim spojevima,
na ukupni udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama i ekstraktu hidrolata lavande utjece i

osjetljivost metode.

Neki su spojevi identificirani u izolatu dobivenom samo jednom tehnikom ekstrakcije, Sto
ukazuje na selektivnost pojedine tehnike za odredene spojeve. Primjerice, 5,5-dimetil-2(5H)-
furanon je prisutan samo u ekstraktu (1,68 %), kao i1 benzil-alkohol (1,41 %) te 6,7-dihidro-
7-hidroksilinalol (32,48 %) koji je ujedno i najzastupljeniji hlapljivi spoj u ekstraktu

hidrolata lavande.

Nasuprot tome, hlapljivi spojevi poput okt-1-en-3-ola (0,63 %), 1,4-cineola (1,70 %) 1
kamfora (1,68 %) detektirani su isklju¢ivo u vr$nim parama hidrolata lavande. Terpinen-4-

ol je spoj koji je prisutan u najve¢em udjelu u vr$nim parama (26,38 %), ali je identificiran i
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u ekstraktu u manjem udjelu (5,35 %). Navedeni terpinen-4-ol, kao 1 a-terpineol, su spojevi
koji se pojavljuju u oba izolata, ekstraktu i vr$Snim parama, ali u vrlo razli¢itim udjelima.
Terpinen-4-ol je zastupljeniji u vr$nim parama (26,38 %) u odnosu na ekstrakt (5,35 %).
Sli¢no tomu, a-terpineol ¢ini ¢ak 24,77 % u vr$nim parama, dok je njegov udio u ekstraktu

10,75 %.

Zanimljiv spoj za usporedbu je linalol jer ¢ini 16 % hlapljivih spojeva u vrSnim parama, dok
jenjegov udio u ekstraktu znatno manji, 1,43 %. Linalol, kao 1 terpinen-4-ol, su viSe hlapljivi
spojevi koji brzo isparavaju, zbog cega je mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi
prikladna metoda za njihovu detekciju, tj. detekciju vise hlapljivih spojeva ¢ak i1 ako su u
uzorku prisutni u nizim koncentracijama. Ekstrakcija mijeSanjem na magnetskoj mijesalici
je selektivnija za manje hlapljive spojeve kao §to je 6,7-dihidro-7-hidroksilinalol (32,48 %),
a koji nije detektiran u vrSnim parama. Razlog tomu mozZe biti osjetljivost ove tehnike za

spojeve s nizom isparljivos¢u ili veCcom molekulskom masom.

U tablici 3 dan je kemijski sastav 1 udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama i ekstraktu
hidrolata smilja. 1z rezultata se uocava da je kod mikroekstrakcije vrSnih para na krutoj fazi
ukupno identificirano 92,2 % hlapljivih spojeva, a kod ekstrakcije mijeSanjem na magnetskoj

mijeSalici identificirano je neSto manje hlapljvih spojeva, ukupno 94,71 %.

Hlapljivi spojevi prisutni samo u ekstraktu su npr. 2-metilbutanska kiselina (9,24 %) 1 4-
metilheksan-3-on (1,07 %). Ova razlika u udjelima ukazuje na selektivnost ekstrakcije

mijeSanjem na magnetskoj mijesalici za manje hlapljive spojeve koji zaostaju u tekucoj fazi.

S druge strane, spojevi kao §to su B-mircen (0,59 %), 1,8-cineol (1,73 %) i kamfor (0,99 %)

prisutni su samo u vr$nim parama, $to je posljedica njihove vece hlapljivosti.

I kod hidrolata smilja, prisutan je linalol koji je vrlo hlapljiv spoj. Cini 19,84 % udjela
hlapljivih spojeva u vr$nim parama, dok je njegov udio u ekstraktu znatno manji, 2,95 %. To
je ocekivano jer je linalol vrlo hlapljiv i lakSe isparava, $to rezultira ve¢im udjelom u vr$nim

parama.

a-Terpineol je spoj s najvecim udjelom u obje metode, 22,26 % u vr$nim parama te 15,38 %
u ekstraktu, Sto moze biti posljedica njegove umjerene hlapljivosti. Visok udio terpenskih

alkohola, a-terpineola i terpinen-4-ola, u hidrolatu smilja kod obje tehnike objasnjava se
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njihovim kemijskim svojstvima. Terpeni su spojevi koji su najzastupljeniji u eterinim
uljima, samim time i u hidrolatima, relativno su hlapljivi spojevi i imaju umjerenu topljivost
uvodi iu otapalima zbog ¢ega su prisutni u znac¢ajnim koli¢inama u obje faze; plinskoj (vr$ne

pare) i tekuc¢oj (ekstrakt).

U tablici 4 dan je kemijski sastav 1 udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama i ekstraktu
hidrolata geranija. Iz rezultata se uocava da je kod mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj
fazi ukupno identificirano 96,55 % hlapljivih spojeva, a kod ekstrakcije mijeSanjem na

magnetskoj mijesalici identificirano je znatno manje hlapljvih spojeva, ukupno 72,79 %.

Citronelol je najzastupljeniji spoj s udjelom od ¢ak 43,33 % u vr$nim parama, dok u ekstraktu
nije identificiran. To je vrlo hlapljiv spoj, lako prelazi u plinsku fazu, Sto objaSnjava njegovu
prisutnost u vr§nim parama u visokom udjelu. Osim citronelola, spojevi koji su prisutni samo

u vr$nim parama su: geraniol (14,53 %) 1 L-menton (15,35 %).

S druge strane, spojevi detektirani samo u ekstraktu su: fenol (4,82 %), o-krezol (11,14 %) i
6-metil-3-piperidinol (8,94 %). Ovi spojevi su vjerojatno manje hlapljivi 1 s toga ostaju u
tekucoj fazi ne prelazeci u plinsku fazu tijekom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi.

Najzastupljeniji spoj u ekstraktu je a-terpineol s udjelom 18,55 %.

Citronelol, geraniol i L-menton su spojevi s vrlo visokim udjelom u vr$nim parama. Ti su
spojevi poznati po svojoj hlapljivosti i intenzivom mirisu zbog ¢ega se lako prenose u plinsku
fazu. Upravo njihov visok udio u vrSnim parama moze biti kljuan za aromati¢ni profil
hidrolata geranija. Njihova pristunost u hidrolatu geranija daje mu specifian miris
(osvjezavaju¢i). Osim mirisnih svojstava, posjeduju 1 odredena bioloska svojstva

(antimikrobno djelovanje) Sto moze povecati vrijednost proizvoda.
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5. ZAKLJUCCI

Glavni spojevi identificirani u hidrolatima lavande, smilja i geranija razlikuju se
ovisno o koriStenoj tehnici ekstrakcije.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su se obje metode pokazale korisnima,
ali mikroekstrakcija vr$nih para je pogodnija za analize gdje je cilj dobiti bogatiji
aromaticni profil hlapljivih spojeva, odnosno izolirati spojeve kljucne za miris.

S druge strane, ako je cilj dobiti potpuniji profil hlapljivih spojeva, onda se iz
rezultata uocava da je za tu svrhu prikladna i tehnika ekstrakcija mijeSanjem na
magnetskoj mijesalici.

Terpeni 1 fenoli su kljuéne komponente u hidrolatima dobivenim iz biljaka lavande,
smilja i geranija. Terpenski alkoholi, kao §to su linalol, borneol i a-terpineol, su
hlapljivi spojevi koji su odgovorni za prepoznatljive mirise ovih biljaka. Takoder su
poznati po svojim bioloSkim svojstvima, poput antimikrobnog i protuupalnog
djelovanja. Fenoli, kao $to su p-krezol i 2-feniletanol, prepoznatljivi su po svojim
znacajnim antioksidativnim svojstvima. Rezultati su pokazali da su obje tehnike
uspjesno izolirale ove spojeve, no u razli¢itim omjerima i u razli¢itim udjelima.
Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi je tehnika koja je fokusirana na izolaciju
hlapljivih spojeva koji su ve¢ prisutni u plinovitoj fazi iznad uzorka. Iako se
identificira manji ukupni broj spojeva (osim u vr$nim parama izoliranim iz hidrolata
lavande), metoda je vrlo ucinkovita u izolaciji spojeva koji snazno pridonose mirisu,
poput linalola i citronelola koji su klju¢ni za aromati¢ni profil.

Ekstrakcijom mijeSanjem izoliraju se manje hlapljivi, tezi 1 polarniji spojevi.
Intenzivnim mijeSanjem, ¢ak i spojevi koji teze isparavaju lakSe se otapaju 1 mogu

biti izolirani 1 identificirani.
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6. KRATICE I SIMBOLI

HS — vrsne pare (engl. Headspace)
SPME — mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction)

HS-SPME — mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (engl. Headspace Solid-Phase

Microextraction)
GC - plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

GC-MS — plinska kromatografija — spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography — Mass
Spectrometry)

MS — masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry)
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