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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Izolirati i identificirati hlapljive spojeve iz svjezih i smrznutih cvjetova jorgovana,
vrsta Syringa meyeri Palibin, tehnikom mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi
vezanom s plinskom kromatografijom-spektrometrijom masa (HS-SPME/GC-MS)
koriste¢i  razli¢ita  vlakna, vlakno s  polimernim  slojem  sastava
karboksen/polidimetilsiloksan (CAR/PDMS), tzv. plavo vlakno 1 vlakno s
polimernim slojem sastava divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS), tzv. sivo vlakno. Ekstrakciju provesti pri dvjema

temperaturama, 50 °C i 60 °C.



SAZETAK

Meyerov jorgovan, Syringa meyeri Palibin, Oleaceae, je ukrasna biljka sa cvjetovima
intenzivnog i opojnog mirisa. Kako miris potjece od hlapljivih spojeva, cilj ovog rada bio je
izolirati 1 identificirati hlapljive spojeve cvijeta jorgovana. Za izolaciju je odabrana tehnika
ekstrakcije koja je pogodna upravo za uzorke intenzivnih mirisa poput cvijeca -
mikroekstrakcija vrSnih para na ¢vrstoj fazi. Mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-
SPME) iz svjezeg i smrznutog biljnog materijala provedena je koriStenjem plavog
(CAR/PDMS) i sivog vlakna (DVB/CAR/PDMS) pri temperaturi od 50 °C 1 60 °C. Analiza
vr$nih para provedena je provedena je spregnutim sustavom plinska kromatografija —

spektrometrija masa (GC-MS).

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav vrSnih para cvijeta jorgovana je slican bez obzira na biljni
materijal (svjezi ili smrznuti), upotrijebljeno vlakno (plavo ili sivo) i temperaturu ekstrakcije
(50 °C ili 60 °C), tj. glavni sastojci su vecinom isti spojevi. Glavni hlapljivi spoj cvijeta
jorgovana je seskviterpenski ugljikovodik (£,E)- a-farnezen. Rezultati dobiveni u ovom radu
potvrduju da profil hlapljivih spojeva izoliranih tehnikom mikroekstrakcije vr$nih para na
¢vrstoj fazi najviSe ovisi o vrsti koriStenog vlakna te o parametrima ekstrakcije, kao §to je
temperatura. Sivo vlakno ucinkovitije je za izolaciju hlapljivih spojeva iz cvjetova jorgovana
bez obzira na temperaturu pri kojoj se provodi ekstrakcija i bez obzira je li za izolaciju
koriSten svjezi ili smrznuti biljni materijal. Nadalje, pri viSoj temperaturi bez obzira na
upotrijebljeno vlakno izolirano je i identificirano vise spojeva. Dakle, mikroekstrakcijom
vr$nih para na ¢vrstoj fazi koriStenjem sivog vlakna 1 pri temperaturi od 60 °C dobiven je

potpuniji profil hlapljivih spojeva cvijeta jorgovana.

Kljuéne rijeéi: Syringa meyeri Palibin, hlapljivi spojevi, HS-SPME, GC-MS



ABSTRACT

The Meyer lilac, Syringa meyeri Palibin, Oleaceae, is an ornamental plant with flowers of an
intense and intoxicating fragrance. Since the scent is a result of volatile compounds, the main
goal of this study was to isolate and identify the volatile compounds of lilac flowers. The
extraction technique selected was headspace solid-phase microextraction (HS-SPME), which
is particularly suitable for samples with strong aromas like flowers. Headspace solid-phase
microextraction (HS-SPME) from fresh and frozen plant material was performed using blue
(CAR/PDMS) and gray fibers (DVB/CAR/PDMS) at temperatures of 50 °C and 60 °C. The
headspace analysis was performed using using coupled system gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS).

The qualitative and quantitative composition of the lilac flower headspace was similar
regardless of the plant material (fresh or frozen), the fiber used (blue or gray), and the
extraction temperature (50 °C or 60 °C), meaning that the main components were largely the
same compounds. The primary volatile compound of the lilac flower was the sesquiterpene
hydrocarbon (£,E)-a-farnesene. The results obtained in this study confirm that the profile of
volatile compounds isolated using headspace solid-phase microextraction is primarily
dependent on the type of fiber used and extraction parameters such as temperature. The gray
fiber was more efficient for isolating volatile compounds from lilac flowers, regardless of the
temperature at which the extraction was performed and whether fresh or frozen plant material
was used for isolation. Furthermore, a higher temperature resulted in the isolation and
identification of more compounds, regardless of the fiber used. Therefore, Headspace Solid
- Phase Microextraction using the gray fiber and at a temperature of 60 °C extracted a more

complete profile of the lilac flower's volatile compounds.

Keywords: Syringa meyeri Palibin, volatile compounds, HS-SPME, GC-MS
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UVOD

Hlapljivi spojevi biljaka su glavni nositelji aromati¢nih svojstava, od kojih su najpoznatiji
etericna ulja. Tako hlapljivi spojevi imaju Siroku primjenu u mnogim industrijama, poput
kozmeticke, farmaceutske i prehrambene. Osim etericnih ulja, ¢esto se koriste 1 druge smjese

hlapljivih spojeva, tzv. konkreti i apsoluti.

Prirodni organski spojevi koji ulaze u kemijski sastav hlapljivih spojeva su, najcesce, terpeni
1 fenoli, dok su manje zastupljeni ketoni, aldehidi, masne kiseline i njihovi esteri te spojevi

koji u svom sastavu sadrze dusik 1 sumpor.

Za izolaciju hlapljivih spojeva koriste se destilacija i1 ekstrakcija. Destilacija je najcesca
metoda za izolaciju hlapljivih spojeva, a produkt destilacije je etericno ulje. Ekstrakcija se
koristi kad destilacija nije prikladna pa se spojevi izoliraju iz uzorka pomocu otapala ili
sorpcijskim tehnikama. Sorpcijske tehnike imaju prednost u tome $to omogucéuju brzo
ekstrakciju bez upotrebe otapala, a naj¢esce koriStena sorpcijska tehnika je mikroekstrakcija

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

Najbolja metoda za analizu izoliranih hlapljivih spojeva je plinska kromatografija u
kombinaciji sa spektrometrom masa kao detektorom. Ova analiza daje kvalitativne i
kvantitativne podatke, odnosno identificira pojedine sastojke smjese i odreduje sadrzaj

pojedinog sastojka u smjesi.



1. OPCI DIO

Hlapljivi spojevi biljaka su glavni nositelji mirisnih, odnosno aromati¢nih svojstava.
Najces¢e se pod pojmom hlapljivi spojevi podrazumijevaju etericna ulja dobivena
destilacijom iz aromati¢nih biljaka, dok se ekstrakcijom dobivaju smjese hlapljivih spojeva,
tzv. konkreti 1 apsoluti. Izoliranje smjesa hlapljivih spojeva iz aromati¢nih biljaka provodi se
zbog njihove Siroke primjene u razli¢itim industrijama; u farmaceutskoj industriji za
proizvodnju lijekova, u kozmetickoj za prirodne kozmeticke proizvode 1 mirisne kompozicije
(npr. parfeme) te u prehrambenoj industriji. Najées¢e metode izolacije su destilacija i
ekstrakcija razli¢itim tehnikama. Identifikacija hlapljivih spojeva se vrsi kromatografskim

tehnikama od kojih je naj¢esca plinska kromatografija.

1.1. Jorgovan

Jorgovan je biljka koja je unutar roda i vrste bogata raznoliko$¢u boja i oblikom cvjetova.
Moze biti u razli¢itim uzgojnim oblicima od manjeg grma do manjeg stabla pa cak i u

Zivicama. Pripada rodu Syringa iz porodice maslinovki (Oleaceae).!

Meyerov jorgovan (Syringa meyeri) je kompaktan i gusto razgranati grm ¢ija visina rijetko

prelazi 1,5 metar.

Jedna od sorti Meyerovog jorgovana je Palibin (Syringa meyeri Palibin) (slika 1). Palibin je
vrlo mali grm, patuljastog i sporog rasta. Maksimalna visina mu je 60 cm zbog ¢ega se smatra
najmanjim od svih sorti Meyerovog jorgovana. Prednost sorte Palibin je rani ulazak u sezonu
cvatnje (kasno proljece ili rano ljeto) te mogucnost drugog vala cvatnje. Pupoljci su bogate
tamnoljubicaste nijanse koja cvjetanjem blago blijedi 1 mijenja se u svijetloljubic¢astu. Ima
vrlo razgranatu kro$nju okruglog oblika s izrazito mirisnim cvjetovima zbog cega je vrlo

popularan kao ukrasna biljka.!”

Osim §to je popularna ukrasna biljka, jorgovan se koristi i u narodnoj medicini za lijecenje
koznih bolesti i ozljeda kao $to su osip, ogrebotine i opekline (listovi se kuhaju, a dobiveni

infuz se rabi za obloge). Listovi takoder pomazu i pri lijeCenju groznice, povisene tjelesne

2



temperature, bolesti diSnog sustava, bubreznih kamenaca i dr. Ulje cvjetova se koristi za
masazu 1 lijecenje reume kao 1 neurologije zivaca. Koristi se i u kozmetickoj industriji za
dobivanje mirisnih pripravaka poput parfema. Cvjetovi imaju adstringentna svojstva pa se

koriste u njezi lica (kuhanje cvjetova u mlijeku).*

Slika 1. Syringa meyeri Palibin

1.2. Hlapljivi spojevi aromati¢nog bilja

Aromaticno bilje su biljne vrste s jednom ili viSe aktivnih tvari koje imaju poseban miris i/ili

okus. Koriste se za izradu kozmetic¢kih proizvoda, napitaka, raznih aroma pa i samih mirisa.’

Najzastupljeniji hlapljivi spojevi aromati¢nog bilja su eteri¢na ulja. Prema francuskom
standardu (Norme Frangaise, 1987. god.) eteriCna ulja su smjese, ¢esto sloZzene, mirisnih ili
aromati¢nih spojeva, dobivene iz biljnog materijala metodama destilacije ili presanjem
epikarpa voca iz roda Citrusa. Zbog svog lipofilnog karaktera slabo su topljivi u vodi, a

otapaju se u organskim otapalima (npr. biljnim uljima).®

Osim eteri¢nih ulja postoje i druge smjese hlapljivih spojeva koje se dobivaju iz aromati¢nog
bilja, npr. konkreti 1 apsoluti. Konkreti su ekstrakti karakteristiénog mirisa koji se dobivaju

ekstrakcijom svjeZeg biljnog materijala s bezvodnim organskim otapalom, dok su apsoluti



koncentrirane i jako aromati¢ne smjese koje se dobivaju ekstrakcijom konkreta s apsolutnim

etanolom pri sobnoj temperaturi. Za razliku od eteri¢nih ulja, konkreti i apsoluti su

.....

1.3. Kemijski sastav hlapljivih spojeva

Vecina hlapljivih spojeva koji se dobivaju iz prirodnih sirovina, naj¢esce biljnog podrijetla,
pripadaju dvjema skupinama prirodnih organskih spojeva, a to su terpeni i fenoli.® Uz
terpenske i1 fenolne spojeve u etericnim uljima i drugim smjesama hlapljivih spojeva, mogu
se nalaziti 1 organski spojevi koji ne spadaju u navedene skupine prirodnih organskih spojeva;
ketoni, aldehidi, masne kiseline i njihovi esteri te spojevi koji u svom sastavu sadrze dusik 1

sumpor.

1.3.1. Terpeni

Terpeni (terpenoidi) su brojna skupina prirodnih organskih spojeva i strukturno su vrlo
raznoliki. Osnovni strukturni element terpena je 2-metilbuta-1,3-dien, spoj od 5 ugljikovih
atoma, poznat pod trivijalnim nazivom izopren (slika 2). Veéina terpena sastoji se od

izoprenskih jedinica povezanih po nacelu "glava na rep" (slika 3).

=

Izopren Izoprenska (Cs) jedinica

Slika 2. Strukturna formula izoprena i izoprenske jedinice



rep rep

\_Y_J "._Y_t'
glava glava

Slika 3. Prikaz nacina povezivanja terpena

Terpeni se dijele prema broju ugljikovih atoma u svojoj strukturi, odnosno prema broju

izoprenskih jedinica (tablica 1).

Tablica 1. Podjela terpena

Naziv terpenoida Broj C atoma Broj izoprenskih jedinica
semiterpenoidi 5 1
monoterpenoidi 10 2
seskviterpenoidi 15 3

diterpenoidi 20 4
sesterterpenoidi 25 5
triterpenoidi 30 6
tetraterpenoidi 40 8
politerpenoidi (Cs)n n



Strukturna raznolikost terpena podrazumijeva raznolikost funkcijskih skupina koje mogu

sadrzavati. Tako terpeni mogu biti:

e ugljikovodici
e oksidirani derivati ugljikovodika: alkoholi i njihovi glikozidi, eteri, fenoli, aldehidi,

ketoni, karboksilne kiseline 1 esteri.

Terpeni, takoder, mogu biti i alifatski (acikli¢ki i cikli¢ki) te aromatski spojevi.’

U sastavu etericnih ulja se, uglavnom, nalaze terpeni manje molekulske mase, odnosno
monoterpeni 1 seskviterpeni koji su hlapljivi spojevi. Monoterpeni su spojevi od dvije
izoprenske jedinice (Cio). Najzastupljeniji monoterpeni prisutni u etericnim uljima
aromati¢nih biljaka su ugljikovodici a- i f-pinen, p-cimen, alkoholi geraniol i linalol, fenoli

timol i karvakrol, ketoni a- i S-tujon i kamfor (slika 4).

H,C CHj HsC OH
OH |
<\ CH,
CH3 H;C CH3 H3C CH3
o-pinen S-pinen p-cimen geraniol linalol
CHs; CH;
OH o) o
OH
HiC CHs HsC CHs
timol karvakrol tujon kamfor

Slika 4. Predstavnici monoterpena



Iako u manjoj koli¢ini, u eteri¢nim uljima i drugim smjesama hlapljivih spojeva prisutni su i
seskviterpeni. Ovi spojevi sadrze tri izoprenske jedinice (Cis). Diterpeni, koji sadrze Cetiri
izoprenske jedinice (Czo), takoder su identificirani u nekim etericnim uljima i drugim

smjesama aromati¢nih spojeva unato¢ njihovoj slaboj hlapljivosti.

Prema biosintezi, terpeni spadaju u veliku i heterogenu skupinu prirodnih organskih spojeva
poznatih kao lipidi. Osnovni strukturni element terpena, izopren, nije uklju¢en u njihovu
biosintezu, ve¢ u biosintezi sudjeluju biokemijski aktivne izoprenske jedinice. One su
zapravo difosfatni (pirofosfatni) esteri izoprena, a to su dimetilalil-difosfat (DMAPP) 1
izopentenil-difosfat (IPP). Biokemijski aktivne izoprenske jedinice nastaju kroz dva
biosintetska puta: mevalonski i deoksiksiluloza-fosfatni biosintetski put (slika 5).
Mevalonski put se odvodi od acetatnog biosintetskog puta, pri ¢emu je srediSnji meduprodukt
ovog puta mevalonska kiselina koja nastaje iz acetil-koenzima A. U deoksiksiluloza-
fosfatnom biosintetskom putu sredi$nji meduprodukt je 1-deoksi-D-ksiluloza-5-fosfat koji

nastaje iz piruvinske kiseline i gliceraldehid-3-fosfata.’

mevalonska  deoksiksiluloza
kiselina fosfat

N/
/[W\UPI' - fl\l/\: PP semiterpeni

DMAPP IPP
Cy — monoterperni
PP~
C, . seskviterpeni
IPP
. ™
Cay diterpeni
PP
%2 h\l
Crg —— sesterterpeti
Cy - triterpeti
i
Can tetraterpeni

Slika 5. Biokemijske izoprenske jedinice i podskupine terpena



1.3.2. Fenolni spojevi

Eteri¢na ulja, osim terpena, sadrze i fenolne spojeve. Fenolni spojevi imaju zajednicku
strukturnu karakteristiku, tj. osnovni strukturni element koji se sastoji od barem jednog
aromatskog prstena s barem jednom hidroksilnom skupinom. Medutim, i drugi prirodni
organski spojevi mogu, takoder, sadrzavati navedeni strukturni element pa on sam nije
dovoljan za definiranje fenolnih spojeva. Fenolni spojevi se preciznije definiraju kao spojevi
koji nastaju Sikiminskim biosintetskim putem ili kombiniranim acetatno-Sikiminskim
biosintetskim putem (npr. flavonoidi). Brojnost i strukturna raznolikost fenolnih spojeva
posljedica su dvojnog ili mijeSanog biosintetskog porijekla. Sikiminski biosintetski put
povezuje metabolizam ugljikohidrata s biosintezom aromatskih spojeva, a meduprodukt je

Sikiminska kiselina (slika 6).

OH
HO
OH
HO
O

Slika 6. Sikiminska kiselina

Podjela fenolnih spojeva se temelji na broju ugljikovih atoma u osnovnoj strukturi. Dijele se
u vise podgrupa (tablica 2), no u eteri¢nim uljima se nalaze dvije, fenilpropanoidi (Ce-Cs3

spojevi) te fenolne kiseline 1 derivati (Cs-Ci spojevi).



Tablica 2. Podjela fenolnih spojeva

Broj C Osnovna
Grupa Primjer
atoma struktura
6 Cs Jednostavni fenoli katehol
Fenolne kiseline i p-hidroksibenzojeva kiselina,
7 Ce-Cy o
derivati salicilna kiselina
8 Cs-C2 Feniloctene kiseline | p-hidroksifeniloctena kiselina
kafeinska kiselina, ferulinska
9 Ce-Cs Fenilpropanoidi
kiselina
Flavonoidi
15 Cs-C3-Cs o kvercetin, malvin
Izoflavonoidi
18 (C6-Ca)2 Lignani
30 (C6-C3-Cée)2 Biflavonoidi
(C6-C3)n Lignini
n
(C6-C3-Cé)n Flavolani

Fenilpropanoidi su spojevi s osnovnim Ce¢-C3 strukturnim elementom, Sto znaci da sadrze

fenilni prsten s bo¢nim propilnim lancem. Nastaju isklju¢ivo Sikiminskim biosintetskim

putem. Derivati su cimetne kiseline (slika 7).

O
X

Slika 7. Cimetna kiselina

OH



Fenilpropanoidi se dijele u tri podskupine:

o (C¢-Cs kiseline

e fenilpropenski spojevi

e kumarini.
U eteri¢nim uljima i ostalim smjesama hlapljivih spojeva najcesce su prisutni fenilpropenski
spojevi, dok se kumarin (najjednostavniji predstavnik kumarina) pojavljuje jako rijetko.
Fenilpropenski spojevi se medusobno razlikuju ovisno o strukturi bo¢nog (Cs) lanca koji
moze biti ugljikovodi¢ni (propenilni) ili imati vezanu alkoholnu ili aldehidnu skupinu.
Fenilpropenski spojevi sa propenilnim bo¢nim lancem se dalje dijele na alilfenole 1
propenilfenole, ovisno o polozaju dvostruke veze. Jedan od najzastupljenijih fenilpropenskih

spojeva u eteri¢nim uljima je eugenol (slika 8).

HO

HSC\O e

Slika 8. Eugenol

Fenolni spojevi s osnovnim Ce¢-C; strukturnim elementom, su derivati benzojeve kiseline

(slika 9) pa se Cesto nazivaju i benzenoidima.

OH

Slika 9. Benzojeva kiselina
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Najpoznatiji predstavnici ove skupine spojeva su karboksilne kiseline: galna kiselina, p-
hidroksibenzojeva kiselina, salicilna kiselina (o-hidroksibenzojeva kiselina), antranilna
kiselina (o0-aminobenzojeva kiselina), p-aminobenzojeva kiselina (PABA) i vanilinska

kiselina (slika 10).

@) @)
OH OH
HoN
HO 2
p-hidroksibenzojeva kiselina p-aminobenzojeva kiselina
O~_-OH Ox__OH
CHj
HO OH o~
OH OH
galna kiselina vanilinska kiselina

Slika 10. Fenolni spojevi s osnovnim Cs-C; strukturnim elementom

Jedan od najpoznatijih fenolnih spojeva u ovoj skupini je aromatski aldehid vanilin (slika

11), glavni sastojak arome vanilije.’
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HO
OCHj

Slika 11. Vanilin

1.4. I1zolacija hlapljivih spojeva

Osnovna svojstva hlapljivih spojeva na kojima se temelji njihova izolacija su mala polarnost

(slaba topljivost u vodi, dobra topljivost u nepolarnim otapalima) i hlapljivost.
Ostala svojstva hlapljivih spojeva:

e (Cesto su prisutni u malim koli¢inama u biljnom materijalu

e zahtijevaju prethodno koncentriranje za dobivanje dovoljnih koli¢ina potrebnih za

daljnje analize, fizikalno-kemijske i bioloske

e u biljkama su prisutni kao vise ili manje sloZzene smjese, koje se mogu sastojati i od

stotine individualnih komponenti.
Najcesce metode koje se koriste za izolaciju hlapljivih spojeva:

e destilacija (produkt su eteri¢na ulja)
e ckstrakcija (produkt su smjese aromati¢nih spojeva, npr. konkreti, apsoluti...)

o sorpcijske tehnike (produkt su vrine pare).”!!

1.4.1. Destilacija

Destilacija je proces u kojem se odredena tekucina zagrijava do toCke isparavanja, a zatim se

ta para kondenzira u hladilu i prikuplja u posebnu posudu. Ova metoda se koristi za

12



proc¢is¢avanje tekucina, razdvajanje tekuc¢ih smjesa na temelju razlicitih vrelista, otparavanje

organskih otapala 1 identifikaciju teku¢ina odredivanjem njihovih vrelista.

Destilacija je naj¢eS¢a metoda izolacije eteri¢nih ulja iz biljnog materijala. Zagrijavanjem
biljnog materijala isparavaju hlapljivi, mirisni spojevi ¢ije pare se kondenziraju te stvaraju
etericno ulje kao krajnji proizvod. Jedan od glavnih nedostataka destilacije je negativan
ucinak poviSene temperature, zbog ¢ega mogu nastati novi spojevi (artefakti) koji nisu

izvorno prisutni u biljnom materijalu.
Za izolaciju eteri¢nih ulja koriste se razli¢ite vrste destilacije:

e hidrodestilacija (vodena, vodeno-parna, parna)

e suha destilacija.

Sve vrste hidrodestilacija temelje se na istom principu, a razlikuju se u nac¢inu na koji biljni

materijal dolazi u kontakt s vodom ili vodenom parom.

U vodenoj destilaciji (slika 12), biljni materijal je u izravnom kontaktu s kipu¢om vodom.

Jedna je od najstarijih i najjednostavnijih metoda jer se biljni materijal "kuha" u vodi.

Vodeno-parna destilacija je destilacija u kojoj je biljni materijal u izravnom kontaktu sa

zasi¢enom vodenom parom niskog tlaka, a ne s kipu¢om vodom.

Parna destilacija je naj¢eS¢a metoda u industriji koja se provodi za izolaciju eteri¢nog ulja iz
biljnog materijala. Prilikom parne destilacije, vodena para se proizvodi izvan destilacijskog

kotla i dovodi u kotao s biljnim materijalom.

Suha destilacija se, za razliku od dosad navedenih, odvija bez prisutnosti vode. Biljni
materijal se zagrijava direktno u zatvorenoj posudi. Ova metoda koristi visoke temperature,

a zbog pirolize moze do¢i do razvoja karakteristicnih mirisnih nota poput dima.

Destilacija ima prednost u odnosu na druge metode izolacije eteri¢nih ulja zato $to destilat

sadrzi isklju¢ivo hlapljive spojeve. To pojednostavljuje daljnju analizu eteri¢nih ulja.’!!

13



smjesa vodene pare 1
.— para hlapljivih spojeva

.
.
.

______ N
. < |||“1 kondenzator

separator

destilacijski
kotao

biljni materijal
+ voda

Slika 12. Vodena destilacija

1.4.2. Ekstrakcija

Destilacija nekad nije odgovarajuéa metoda za izolaciju hlapljivih spojeva iz biljnog
materijala npr. ako biljka sadrzi male koliCine hlapljivih sastojaka ili polarne sastojke te za
cvjetove koji sadrze vrlo fine mirisne sastavnice. Za takve biljne materijale primjenjuju se

tehnike ekstrakcije.

Ekstrakcija je jedna od metoda za prociS¢ivanje i izolaciju tvari iz otopine, suspenzije,
emulzije ili krute smjese pomocu otapala. Otapalo koje se koristi za ekstrakciju mora biti
kemijski inertno prema tvarima u smjesi, ekonomicno, $to manje zapaljivo i otrovno, mora
imati visoku topljivost za ekstrahiranu tvar 1 ne smije imati previsoko vreliste kako bi se lakSe

uklonilo nakon ekstrakcije.!!
Najcesce vrste ekstrakcije su:

e ckstrakcija hlapljivim organskim otapalima (etanolom i drugim organskim otapalima)
e ckstrakcija mastima — anfleriranje

e ckstrakcija superkriticnim fluidima.
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Ekstrakcija etanolom koristi se za izolaciju aromati¢nih spojeva iz suhog biljnog materijala.
Vrijeme ekstrakcije je prilicno dugo, ¢ak i do nekoliko mjeseci. Dobivena alkoholna otopina

naziva se tinktura, a one se koriste u farmaciji. Nakon ekstrakcije otapalo se ne uklanja.

Ekstrakcija organskim otapalima jedna je od najces¢ih ekstrakcijskih metoda. Koristi se za
izravnu izolaciju hlapljivih spojeva iz biljnog materijala ili vodenih otopina dobivenih
postupkom destilacije. Otapala koja se najceSce koriste su dietil-eter (visoki ekstrakcijski
kapacitet), diklormetan, pentan, izopentan, petroleter i benzen. U procesu ekstrakcije biljni
materijal se uklanja dekantiranjem 1i/ili filtriranjem, a otapalo se otparava destilacijskim
tehnikama. Tijekom otparavanja moze do¢i do gubitaka lako hlapljivih spojeva pa se to

smatra nedostatkom ekstrakcije.

Ekstrakcija mastima (anfleriranje) je ekstrakcija aromati¢nih spojeva iz svjezih latica vrlo
osjetljivog cvijeca. Temelji se na svojstvu masti da apsorbiraju mirisne (aromaticne) spojeve.
Otapalo koje se najceSce koristi je smjesa svinjske 1 govede masti. Produkt ekstrakcije

mastima je pomada ("mirisna mast") koja zahtijeva daljnju obradu pri ¢emu nastaje apsolut.

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je novija metoda ekstrakcije 1 danas se sve viSe koristi u
prednost joj je $to zadrzava prirodne karakteristike etericnog ulja jer je izbjegnuta toplinska
razgradnja buduéi da se vrsi pri sobnoj temperaturi. Najc¢esce koriSteni plin je ugljikov(IV)
oksid u superkriticnom stanju (p = 73,8 bar i t = 31,1 °C). Dobiveni ekstrakt je jako dobre

kvalitete.'°

1.4.3. Sorpcijske tehnike

Sorpcijske tehnike omogucuju brzu ekstrakciju bez koriStenja otapala te predkoncentraciju
aromati¢nih spojeva. Temelje se na razdiobi hlapljivih organskih spojeva izmedu vodene ili

parne faze i1 tankog sloja polimernog filma.

Najcesce koristene sorpcijske tehnike su: mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (engl.
Headspace Solid-Phase Microextraction, HS-SPME) 1 sorpcijska ekstrakcija na mijeSaju¢em

Stapicu (engl. Stir Bar Sorptive Extraction, SBSE).
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Najjednostavniji na¢in izolacije aromati¢nih spojeva je prikupljanje tzv. vr$nih para (engl.
Headspace, HS), Vrs$ne pare je naziv za hlapljive spojeve koji se oslobadaju iz tekuceg ili
krutog uzorka i sakupljaju u praznom prostoru iznad uzorka. Metoda je pogodna za uzorke

intenzivnih mirisa poput cvijeéa, voéa i raznih prehrambenih proizvoda.'®!?

1.4.3.1. Mikroekstrakcija vrSnih para na ¢vrstoj fazi

Mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi (engl. Headspace Solid-Phase Microextraction,

HS-SPME) (slika 14) je tehnika koja se Cesto koristi kod izolacije aromati¢nih tvari.

U ovoj tehnici se koristi silikonsko vlakno (1 ili 2 cm dugo) koje je prekriveno polimernim
filmom za sakupljanje (adsorpciju) hlapljivih spojeva iz uzoraka. To vlakno se nalazi u

sastavu igle postavljene na SPME drzac¢ za uzrokovanje 1 desorpciju.

Kod uzorkovanja vrS$nih para uzorak se nalazi u hermeticki zatvorenoj bocici, tzv. headspace
vijalici (slika 13), koja se zagrijava. Iznad uzorka se razvijaju vr$ne pare . Kad se uspostavi
ravnoteza, vlakno se, kroz iglu, uvodi u vijalicu. Kroz odredeno vrijeme hlapljivi spojevi
(vrs$ne pare) se adsorbiraju na vlakno. Potom se vlakno uvlaci, a vr$ne pare se desorbiraju
direktnim umetanjem u injektor plinskog kromatografa. SPME vlakno se re-kondicionira

zagrijavanjem u GC injektoru 5-15 minuta.

headspace

I g
l l } prostor
\

molekula ST

hlaplivog

s !
analita ™~

25
)

Slika 13. Shematski prikaz headspace uzorkovanja
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EKSTRAKCIJA DESORPCIJA
E
F

Slika 14. Koraci ekstrakcije 1 desorpcije kod mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi: A

- busenje septe na bocici, B - izlaganje SPME vlakna vr$nim parama i adsorpcija na vlakno,
C - povlacenje vlakna u iglu, D — uvodenje SPME vlakna u injektor plinskog kromatografa,

E - desorpcija vrsnih para sa SPME vlakna , F - povlacenje re-kondiciranog vlakna u iglu.

Prednosti ove tehnike:

e brzailaka uporaba
e ne koristi se otapalo
e dobra tehnika za brzu usporedbu uzoraka ili identifikaciju nepozeljnih hlapljivih

spojeva.

Najveci nedostatak ove tehnike je Sto profil sakupljenih hlapljivih spojeva ovisi o vrsti
(polarnosti) koristenog vlakna te rezultati mogu biti diskriminiraju¢i za spojeve razliCite
polarnosti u odnosu na polarnost vlakna. Takoder, ekstrakcijski parametri kao §to su

temperatura i vrijeme, takoder utje¢u na profil hlapljivih spojeva.'®!
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1.5. Analiza hlapljivih spojeva

Najbolja metoda za analizu hlapljivih aromati¢nih spojeva, poput eteri¢nih ulja 1 vrSnih para,
je plinska kromatografija u kombinaciji sa spektrometrom masa kao detektorom. Analiza
plinskom kromatografijom — spektrometrijom masa omogucava identifikaciju pojedinih
sastojaka smjese (kvalitativnu analizu) 1 odredivanje sadrzaja pojedinog sastojka u smjesi

(kvantitativnu analizu).

Kromatografija je metoda odjeljivanja kojom se komponente razdjeljuju izmedu dviju faza;
jedna je stacionarna s velikom povrSinom, a druga je mobilna. Stacionarna faza moze biti
krutina ili kapljevina, a mobilna kapljevina ili plin. Mobilna faza putuje preko ili uzduz
stacionarne faze pod utjecajem sile teze, razlike tlakova ili kapilarnih sila. Kromatografski
proces se temelji na uspostavljanju dinamicke ravnoteze izmedu mobilne i stacionarne faze.
Zbog specifitne interakcije razliCitih spojeva s mobilnom 1 stacionarnom fazom dolazi do

odjeljivanja jer razli¢iti spojevi putuju razli¢itim brzinama.'!

1.5.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je najceSée koriStena
kromatografska tehnika za analizu hlapljivih spojeva. Pogodna je za odjeljivanje smjesa kao

Sto su etericna ulja, konkreti 1 apsoluti.

Uredaj za plinsku kromatografiju, plinski kromatograf (slika 15), se sastoji od:
e boce sa plinom nositeljem (inertni plin; He, Ar i N2) s regulatorom tlaka i mjeracem
protoka
e injekcijskog bloka (injektor — sustav za uStrcavanje uzorka naj¢eS¢e pomocu
mikrolitarske Strcaljke)
e kromatografske kolone sa stacionarnom fazom u termostatiranom prostoru
e detektora i

e racunala.
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Slika 15. Shematski prikaz plinskog kromatografa

Mobilna faza je inertni plin koji ne reagira sa spojevima iz uzorka, dok je stacionarna faza
teku¢ina nanesena unutrasnju stijenku kapilarne kolone. Kolona je smjeStena u
termostatiranom prostoru gdje temperatura kolone nije konstantna tijekom rada, ve¢ se
kontrolirano mijenja (obi¢no linearan porast do odredene temperature) zbog boljeg
razlu¢ivanja smjese.!" Uzorci koji se koriste moraju biti hlapljivi i stabilni na temperaturi

grijanja kromatografske kolone.

Uzorak se unosi u injektor gdje trenutno potpuno ispari. Plin nositelj prenosi pare uzorka od
injekcijskog bloka kroz kolonu pa sve do detektora. U koloni se sastojci smjese odjeljuju
postupkom eluiranja ili ispiranja. Sastojci smjese su u potpunosti odvojenti, a izlaze iz kolone

pomijeSani samo s plinom nositeljem.

Vrijeme zadrzavanja ili retencijsko vrijeme, r, je podatak koji je karakteristiCan za svaki
eluirani sastojak. Retencijsko vrijeme je vrijeme izmedu pobude i odziva, a mjeri se od
trenutka injektiranja do pojave signala na detektoru (maksimuma pika odredenog sastojka).
Ono ne ovisi samo o prirodi eluiranog sastojka i stacionarne faze, ve¢ 1 o protoku i vrsti plina

nositelja, temperaturi 1 dr.

Plinska kromatografija je "slijepa" tehnika $to znaci da se odijeljeni sastojci smjese moraju
identificirati na neki nacin. Za identifikaciju se koriste razli¢iti detektori povezani u sustav s

plinskim kromatografom. NajceSce koriSteni detektori su: detektor toplinske vodljivosti,
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plameno ionizacijski detektor i1 detektor apsorpcije elektrona. Najbolja analiza se postiZe
upotrebom selektivnih detektora, odnosno razlicitih spektroskopskih uredaja pa se zato
plinska kromatografija ¢esto povezuje sa spektroskopskim metodama kao $to su masena
spektroskopija (MS), infracrvena spektroskopija (IR) i nuklearna magnetska rezonancija
(NMR). Na taj nadin nastaju vezane (kombinirane, spregnute) tehnike koje povezuju
sposobnost odjeljivanja kromatografije i moguénosti kvalitativne i kvantitativne analize koje

imaju spektroskopske metode.”!?

1.5.2. Plinska kromatografija — spektrometrija masa

Plinska kromatografija — spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography — Mass
Spectrometry, GC-MS) je najc¢esce koristeni vezani sustav (slika 16) za razdvajanje i analizu
hlapljivih spojeva. Omogucuje dobivanje maksimuma podataka uz koriStenje vrlo male

koli¢ine uzorka.'

Masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MS) je metoda visoke osjetljivosti i
toCnosti koja se koristi za identifikaciju i odredivanje strukture organskih spojeva. Molekule
se ioniziraju, a zatim razdvajaju prema omjeru mase i1 naboja. Svaki spoj ima svoj

karakteristi¢an spektar masa.'! 4

Plinska kromatografija i spektrometrija masa idealno nadopunjuju jedna drugu. Obje metode
rade s uzorkom u plinovitoj fazi pa nakon §to se sastojci odvoje u plinskom kromatografu,
mogu se analizirati u spektrometru masa. Plinska kromatografija je vrlo dobra metoda za
odjeljivanje 1 kvantizaciju sastojaka, ali je nepouzdana za kvalitativno odredivanje, $to

nadopunjuje spektrometrija masa koja je idealna upravo za kvalitativnu analizu. *
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Slika 16. Shematski prikaz vezanog sustava GC-MS
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

NAZIV: jorgovan

PORODICA: maslinovke (Oleaceae)
ROD: Syringa

VRSTA: Syringa meyeri

SORTA: Palibin

Slika 17. Syringa meyeri Palibin (uzorak)

2.2. Aparature

Za izradu ovog zavrsnog rada koriStene su sljedece aparature:

e tehnicka vaga ADAM, model PGW 1502i, ADAM®, Velika Britanija
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e aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) sa SPME
vlaknima, Supelco Inc., SAD:

o vlakno S polimernim slojem sastava
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan ~ (DVB/CAR/ODMS,  sivo
vlakno)

o vlakno s polimernim slojem sastava karboksen/polidimetilsiloksan
(CAR/PDMS, plavo vlakno)
o magnetska mjesalica Heidolph, model MR Hei-End, s temperaturnim senzorom Pt
1000, Heidolph Instruments GmbH & Co. KG, Njemacka
e 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

Hlapljivi spojevi su izolirani iz cvjetova jorgovana, vrsta Syringa meyeri Palibin. Koristili su

se svjezi i smrznuti (vrijeme zamrzavanja: tjedan dana) cvjetovi jorgovana, a izolacija je

izvrSena mikroekstrakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi (HS-SPME). Dobiveni su uzroci

hlapljivih spojeva tzv. vrsne pare.

2.3.1. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi

Uzorak za mikroekstrakciju vr$nih para na ¢vrstoj fazi, odnosno cvjetovi jorgovana su (1 g

biljnog materijala) stavljeni u staklenu bocicu, tzv. vijalicu. Ona je hermeticki zatvorena

teflonskom septom. Pripremljeno je sedam takvih uzoraka, Cetiri sa svjezim i tri sa smrznutim

cvjetovima jorgovana. Vijalica s uzorkom (slika 18) je uronjena u vodenu kupelj zagrijanu

na 50 °C, odnosno 60 °C, koja se nalazila na magnetskoj mijesalici. Tijekom 15 minuta

termostatiranja, hlapljivi spojevi iz uzorka su isparili u prazan prostor iznad uzorka.
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Slika 18. Vijalica s uzorkom

U skladu s uputama, plavo i sivo vlakno su aktivirani kondicioniranjem 60 minuta pri 300
°C, odnosno 30 min pri 270 °C postavljenjem SPME igle u injektor plinskog kromatografa.

Nakon kondicioniranja vlakno je odmah koriSteno za adsorpciju vr$nih para uzorka.

Vlakno je pomocu SPME igle uvedeno, kroz septu, u prazan prostor iznad uzorka radi

adsorpcije hlapljivih spojeva. Adsorpcija hlapljivih spojeva je vrSena 40 minuta (slika 19).

Slika 19. Aparatura za mikroekstrakciju vr$nih para na ¢vrstoj fazi (adsorpcija hlapljivih

spojeva)
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Nakon adsorpcije SPME vlakno je vraceno u iglu i zajedno s njom izvuceno iz vijalice te

odmah umetnuto u GC-MS injektor. Tamo je doslo do toplinske desorpcije ekstrahiranih

spojeva izravno u GC kolonu (pri 250 °C, 10 minuta) (slika 20).

Slika 20. SPME nosac¢ s vlaknom umetnut u GC-MS injektor (desorpcija ekstrahiranih

spojeva)

Uzorcima su se mijenjali parametri pri mikroekstrakciji vr$nih para na ¢vrstoj fazi, to¢nije

po jedan uzorak sa svjezim i po jedan uzorak sa smrznutim cvjetovima su imali iste parametre

za izolaciju hlapljivih spojeva. Parametri koji su se mijenjali su vlakno (sivo i plavo) te

temperatura (50 °C i 60 °C).

Pregled uzoraka i parametara:

uzorak 1 (svjezi cvjetovi): plavo vlakno, 50 °C
uzorak 2 (svjezi cvjetovi): plavo vlakno, 60 °C
uzorak 3 (smrznuti svjetovi): plavo vlakno, 50 °C
uzorak 4 (smrznuti cvjetovi): plavo vlakno, 60 °C
uzorak 5 (svjezi cvjetovi): sivo vlakno, 50 °C.
uzorak 6 (svjezi cvjetovi): sivo vlakno, 60 °C

uzorak 7 (smrznuti cvjetovi): sivo vlakno, 60 °C.
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Zbog nedostatka biljnog materijala, nije napravljena mikroekstrakcija vrSnih para na ¢vrstoj

fazi smrznutih cvjetova sa sivim vlaknom pri 50°C.

2.4. GC-MS analiza hlapljivih spojeva

Izolirani spojevi su analizirani koriStenjem vezanog sustava plinska kromatografija i

spektrometrija masa (GC-MS) proizvodaca Agilent Technologies (slika 21).

Slika 21. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Analize uzoraka izvrSene su na koloni s nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS)
kemijskog sastava 5 % difenil — 95 % polidimetilsiloksan i dimenzija 30 m x 0,25 mm,
debljina sloja stacionarne faze je 0,25 um. Kao plin nositelj koriSten je helij protoka 1
mL/min. Temperatura injektora je bila 250 °C, a omjer cijepanja 1 : 50. Temperaturni
program je bio sljedeci: 2 min izotermno pri 70 °C, zatim porast temperature od 70 °C do
200 °C brzinom 3 °C min™! te zadrzavanje 2 min pri 200 °C. Energija ionizacije je bila 70 eV,

temperatura ionskog izvore 230 °C, a temperatura detektora 280 °C.
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Informacije dobivene za svaki analizirani uzorak pomo¢u GC-MS sustava su: kromatogram
ukupne ionske struje, vrijeme zadrzavanja (fr) svake komponente smjese, relativni udio

svake komponente izrazen u postocima te naziv spoja Ciji je spektar najblizi spektru

nepoznate komponente.

Identifikacija pojedinacnih komponenti provedena je usporedbom masenih spektara s
masenim spektrima dostupnima u komercijalnim bazama podataka (Wiley 9 1 NIST 17) kao

i usporedbom njihovih vremena zadrZavanja s onima u literaturi.'
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3. REZULTATI

Rezultati analiza hlapljivih spojeva cvijeta jorgovana prikazani su u tablicama 3 — 6. Izolacija

hlapljivih spojeva provedena je mikroekstrakcijom vrSnih para na ¢vrstoj fazi, a njihova

analiza provedena je plinskom kromatografijom na nepolarnoj koloni (HP-5MS) uz

spektrometriju masa kao metodu detekcije. 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 kromatografske kolone.

Znacenje simbola u tablicama je:

tr - vrijeme zadrzavanja

- - spoj nije identificiran u uzorku

* - toCan izomer nije odreden

 -1dentifikacija isklju¢ivo usporedbom masenog spektra sa spektrima iz Wiley9 1/ili NIST17

biblioteka masenih spektara

tr — spoj prisutan u tragovima (<0,1 %).

Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama jorgovana (uzorci 112,

svjezi biljni materijal, plavo vlakno)

Red. Spoj IR Udio (%)

broj (min) 50 °C 60 °C
1. 3-metilbutanal® 1,566 - 1,26
2. 2-metilbutanal® 1,602 - 2,03
3. 3-metilbutan-1-o0l? 1,921 - 0,48
4. 2-metilbutan-1-o0l? 1,944 - 0,33
5. benzaldehid 5,306 0,75 0,68
6. limonen 7,234 2,74 3,32
7. benzil-alkohol 7,444 5,83 3,34
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8. metil-benzoat 9,538 - 0,30
9. linalol 9,701 0,70 0,28
10. 2-feniletanol 10,223 0,56 1,04
11. metil-salicilat 13,402 3,48 1,74
12. cis-dihidrokarvon* 13,522 0,45 0,26
13. trans-dihidrokarvon* 13,832 0,60 0,47
14. karvon 15,433 5,68 8,98
15. eugenol 20,170 - 0,35
16. (Z,E)-a-farnezen™ 25,790 0,28 0,22
17. (E,E)-a-farnezen™ 26,313 70,15 51,29
18. benzil-benzoat 35,689 0,30 -
19. heksadekanal® 37,531 - 0,24
20. metil-palmitat 41,201 1,57 431
21. palmitinska kiselina 42,357 - 4,65
22. etil-palmitat 43,381 - 0,30
23. metil-linoleat® 46,467 - 0,39
24, oleinska kiselina 48,098 - 2,89
25. stearinska kiselina 49,073 - 0,84
Ukupno identificirano (%) 93,09 89,99

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama jorgovana (uzorci 3 1 4,

smrznuti biljni materijal, plavo vlakno)

Red. Spoj IR Udio (%)

broj (min) 50 °C 60 °C
1. 3-metilbutanal? 1,566 - 0,63
2. 2-metilbutanal? 1,602 - 0,81
3. 3-metilbutan-1-ol* 1,921 0,57 0,21
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4 2-metilbutan-1-ol* 1,944 0,35 -

5 heksanal? 2,334 - 0,54
6. (Z)-heks-2-enal* 3,196 1,46 1,50
7 (E)-heks-2-enal* 3,249 0,50 0,77
8 heksan-1-ol 3,389 3,34 2,49
9 benzaldehid 5,306 0,17 0,58
10. limonen 7,234 2,85 1,57
11. benzil-alkohol 7,444 7,65 5,62
12. 2-feniletanal 7,662 - 0,38
13. metil-benzoat 9,538 0,47 0,33
14. linalol 9,701 0,73 0,63
15. nonanal 9,782 - 0,18
16. 2-feniletanol 10,223 2,65 2,62
17. metil-salicilat 13,402 2,33 1,68
18. cis-dihidrokarvon*® 13,522 0,25 tr
19. trans-dihidrokarvon* 13,832 0,38 tr
20. karvon 15,433 4,77 3,68
21. linalil-acetat? 15,961 0,46 0,34
22. eugenol 20,170 0,81 0,58
23. (E,E)-a-farnezen™ 26,313 48,95 60,44
24. benzil-benzoat 35,689 0,47 0,54
25. heksadekanal® 37,531 0,38 0,44
26. metil-palmitat 41,201 8,40 8,13
217. etil-palmitat 43,381 - 0,25
28. metil-linoleat® 46,467 0,62 0,56

Ukupno identificirano (%) 88,56 95,5




Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama jorgovana (uzorci 5 1 6,

svjezi biljni materijal, sivo vlakno)

Red. Spoj IR Udio (%)
broj (min) 50 °C 60 °C
1. 3-metilbutanal® 1,566 0,20 1,16
2. 2-metilbutanal?® 1,602 0,63 2,35
3. 3-metilbutan-1-ol* 1,921 0,31 0,10

4, 2-metilbutan-1-ol* 1,944 0,33 -

5. heksanal® 2,334 - 0,25
6. (E)-heks-3-en-1-ol* 3,119 1,61 -

7. (Z)-heks-3-en-1-ol* 3,190 2,32 0,35
8. heksan-1-ol 3,389 1,61 0,28
9. benzaldehid 5,306 1,84 15,0
10. 1-okten-3-ol 5,733 1,60 0,29
11. 6-metillhept-5-en-2-on 5,949 1,13 0,42
12. limonen 7,234 tr -

13. benzil-alkohol 7,444 7,95 6,26
13. 2-feniletanal 7,662 0,51 0,38
14. trans-B-ocimen* 7,846 0,52 0,27
15. oktan-1-ol 8,597 0,47 0,21
16. benzil-formijat? 8,967 - 0,11
17. metil-benzoat 9,538 0,40 0,18
18. linalol 9,701 1,38 0,63
19. nonanal 9,782 - 0,93
20. 2-feniletanol 10,223 6,67 5,55
21. benzil-acetat 12,234 - 0,10
22. nonan-1-ol 12,446 0,94 0,27
23. metil-salicilat 13,402 0,96 1,34
24. geraniol 15,892 0,45 0,40
25. (E)-citral* 16,579 - 0,16
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26. indol 17,501 2,79 1,71
27. (Z,E)-a-farnezen™ 25,790 0,58 0,33
28. (E,E)-a-farnezen* 26,313 47,71 46,29
29. (£)-heks-3-enil-benzoat 28,677 - 0,24
30. benzil-benzoat 35,689 3,35 5,08
31. benzil-salicilat 39,201 0,47 1,18
32. metil-palmitat 41,201 2,49 3,34
Ukupno identificirano (%) 89,22 95,16

Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama jorgovana (uzorak 7,

smrznuti biljni materijal, sivo vlakno)

Red. Spoj IR Udio (%)
broj (min) 60 °C
1. 3-metilbutanal® 1,566 1,01
2. 2-metilbutanal® 1,602 2,04
3. 3-metilbutan-1-ol? 1,921 0,15
4, 2-metilbutan-1-o]? 1,944 0,22
5. heksanal® 2,334 1,00
6. (£)-heks-2-enal* 3,196 0,31
7. (E)-heks-2-enal* 3,249 0,49
8. heksan-1-ol 3,389 0,49
9. benzaldehid 5,306 6,69
10. 6-metilhept-5-en-2-on 5,949 0,40
11. benzil-alkohol 7,444 7,53
12. 2-feniletanal 7,662 0,32
13. metil-benzoat 9,538 0,47
14. linalol 9,701 0,35
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15. nonanal 9,782 0,92
16. 2-feniletanol 10,223 13,74
17. (Z)-non-3-en-1-ol »* 11,792 0,33
18. (E)-non-2-enal®* 12,004 0,27
19. benzil-acetat 12,234 tr
20. 1-fenilpropan-1,2-dion® 12,368 0,55
21. etil-benzoat? 12,479 0,30
22. metil-2-fenilacetat® 12,777 0,13
23. metil-salicilat 13,402 1,74
24, 1-(2-butoksi-1-metiletoksi)-
25. propan-2-ol? 15,648 1,19
26. geraniol 15,892 0,33
27. (E)-cinamaldehid 16,572 0,18
28. indol 17,501 0,15
29. eugenol 20,170 0,30
30. (E)-geranilaceton ** 24,094 0,11
31. (Z,E)-a-farnezen™ 25,790 0,30
32. (E,E)-a-farnezen™ 26,313 41,47
33. (Z£)-heks-3-enil-benzoat 28,677 0,28
34, benzil-benzoat 35,689 5,27
35. 6,10, 14-trimetil-
-pentadekan-2-on 38,526 0,18
36. benzil-salicilat 39,201 1,88
37. metil-palmitat 41,201 3,21
Ukupno identificirano (%) 94,3
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4. RASPRAVA

Cyvjetovi jorgovana su intenzivnog i opojnog mirisa. Kako miris potjece od hlapljivih spojeva
cilj ovog rada bio je izolirati 1 identificirati hlapljive spojeve cvijeta jorgovana vrste Syringa
meyeri Palibin. Za izolaciju je odabrana tehnika ekstrakcije koja je pogodna upravo za uzorke
intenzivnih mirisa poput cvijeca, a to je mikroekstrakcija vrSnih para na Cvrstoj fazi.
Mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi provedena je koriStenjem dvaju vlakana srednje
polarnosti, tzv. plavim i sivim vlaknom (poglavlje 2.2.) i to iz svjezih i smrznutih cvjetova.
Hlapljivi spojevi koji se izoliraju ovom tehnikom nazivaju se vr$nim parama. Analiza vr$nih
para provedena je plinskom kromatografijom-spektromerijom masa. Rezultati analiza,

odnosno kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vrSnim parama, prikazani su u tablicama.

U tablici 3 dan je kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vr$nim parama svjezeg uzorka
koje su izolirane koriStenjem plavog vlakna pri dvjema temperaturama, 50 1 60 °C. Iz tablice
je vidljivo da je pri temperaturi od 60 °C izolirano viSe spojeva, dvadeset Cetiri spoja prema
trinaest spojeva izoliranih pri temperaturi od 50 °C. To je bilo 1 o¢ekivano. Glavni sastojak
vr$nih para ovog uzorka je (E,E)-a-farnezen s udjelom od 70,15 % (50 °C), odnosno 51,29
% (60 °C), a slijede karvon (5,68 %, odnosno 8,98 %), benzil-alkohol (5,83 %, odnosno 3,34
%), limonen (2,74 %, odnosno 3,32 %) 1 metil-salicilat (3,48 %, odnosno 1,74 %). Treba
naglasiti da su udjeli identificiranih spojeva relativni §to zna¢i da su to udjeli koji
predstavljaju povrSinu pika identificiranog spoja u ukupnoj povrSini svih pikova na
kromatogramu. Navedeni spojevi spadaju u dvije skupine prirodnih organskih spojeva u koje
spada vecina hlapljivih spojeva koji se izoliraju iz aromati¢nog bilja, a to su terpeni i fenolni
spojevi. (E,E)-a-Farnezen je seskviterpenski ugljikovodik, karvon je monoterpenski keton,
limonen je monoterpenski ugljikovodik, a benzil-alkohol 1 metil-salicilat su fenolni spojevi,
toCnije derivati benzena ili benzenoidi (slika 22). U vr$nim parama izoliranim pri 60 °C
identificirane su i masne kiseline i njihovi esteri: palmitinska kiselina (4,65 %), metil-
palmitat (4,31 %) i oleinska kiselina (2,89 %) te, s udjelima <1,0 %, stearinska kiselina, metil-
linoleat 1 etil-palmitat. Navedeni spojevi nisu identificirani u vr$nim parama izoliranim pri

50 °C, izuzev metil-palmitata (1,57 %).
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benzil-alkohol metil-salicilat

Slika 22. Glavni sastojci vr$nih para cvijeta jorgovana

Rezultati analize vrs$nih para smrznutih cvjetova jorgovana izoliranih koriStenjem plavog
vlakna pri temperaturama 50 i 60 °C prikazani su u tablici 4. U vr$nim parama identificirana
su dvadeset dva spoja (pri 50 °C), odnosno dvadeset pet spojeva (pri 60 °C). Kvalitativni
sastav vr$nih para dobivenih iz smrznutog uzorka je vrlo sli¢an sastavu vr$nih para dobivenih
iz svjezih cvjetova jorgovana. Glavni sastojak vrs$nih para je (E,E)-o-farnezen (48,95 % pri
50 °C 1 60,44 % 60 °C), a slijede metil-palmitat (8,40 %, odnosno 8,13 %), benzil-alkohol
(5,62 %, odnosno 7,65 %), karvon (4,77 %, odnosno 3,68 %), heksan-1-ol (3,34 %, odnosno
2,49 %), 2-feniletanol (2,65 %, odnosno 2,62 %), limonen (2,85 %, odnosno 1,57 %) i metil-
salicilat (2,33 %, odnosno 1,68 %). U vr$nim parama izoliranim pri 60 °C nisu identificirane
masne kiseline palmitinska, oleinska 1 stearinska kiselina koje su identificirane u vrSnim

parama dobivenim na isti nacin iz svjezih cvjetova jorgovana.

Kemijski sastav 1 udio hlapljivih spojeva u vrSnim parama koje su izolirane iz svjezih
cvjetova jorgovana koriStenjem sivog vlakna pri temperaturama od 50 1 60 °C dan je u tablici
5. U oba uzorka vr$nih para identificiran je veci broj spojeva u usporedbi s istim uzorkom,
svjezim cvjetovima jorgovana, €ije su vr$ne pare izolirane pomocu plavog vlakna. To je, pri

50 °C, dvadeset Sest spojeva prema trinaest spojeva i, pri 60 °C, trideset spojeva prema
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dvadeset Cetiri spoja. Sivo i1 plavo vlakno su pribliZzno jednake polarnosti i spadaju u srednje
polarna vlakna. Ova vlakna se razlikuju po sastavu polimernog filma koji sluzi za adsorpciju
hlapljivih spojeva oslobodenih iz biljnog materijala. Sivo vlakno je trokomponentno s
polimernim slojem sastava divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan
(DVB/CAR/PDMS), a plavo vlakno je dvokomponentno s polimernim slojem sastava
karboksen/polidimetilsiloksan (CAR/PDMS). Sto se ti¢e kvalitativnog sastava vr$nih para
on je vrlo slican prethodnima. I u ovim vr$nim parama, bez obzira na temperaturu pri kojoj
je provedena ekstrakcija, glavni sastojak je (E,E)-a-farnezen (47,71 % pri 50 °C 1 46,29 %
60 °C). Ostali kvantitativno znac¢ajni spojevi su benzil-alkohol (7,95 %, odnosno 6,26 %), 2-
feniletanol (6,67 %, odnosno 5,55 %), benzil-benzoat (3,35 %, odnosno 5,08 %), metil-
palmitat (2,49 %, odnosno 3,34 %), indol (2,79 %, odnosno 1,71 %) i benzaldehid (1,84 %,
odnosno 15,0 %).

U tablici 6 dan je kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u vrS$nim parama smrznutih
cvjetova jorgovana izoliranih koriStenjem sivog vlakna pri temperaturama od 60 °C.
Identificirano je trideset sedam hlapljivih spojeva. I za ovaj uzorak vrSnih para vrijedi
prethodno navedeno, a to je da je kvalitativni sastav vrSnih para sli¢an sastavu vrs$nih para
dobivenih iz svjezih cvjetova jorgovana pri istoj temperaturi. Glavni sastojak vrSnih para je
(E,E)-o-farnezen (41,47 %). Ostali kvantitativno znacajni sastojci su 2-feniletanol (13,74 %),
benzil-alkohol (7,53 %), benzaldehid (6,69 %), benzil-benzoat (5,27 %) 1 metil-palmitat
(3,21 %).

Iz literature je poznato da profil hlapljivih spojeva izoliranih tehnikom mikroekstrakcije
vr$nih para na ¢vrstoj fazi ovisi o vrsti koriStenog vlakna, $to je 1 najveci nedostatak tehnike.
Pod pojmom profil hlapljivih spojeva podrazumijeva se kemijski sastav i udio hlapljivih
spojeva. Rezultati dobiveni u ovom radu potvrduju navedeno. Kvalitativni 1 kvantitativni
sastav vrSnih para je slican bez obzira na upotrijebljeno vlakno, tj. glavni sastojci su
uglavnom isti spojevi. Ipak, mikroekstrakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi koristenjem sivog
vlakna izolirano je viSe spojeva. Kako su udjeli identificiranih spojeva relativni, tesko je
usporediti kvantitativni sastav vrSnih para. Na primjer, dva spoja iz skupine benzenoida,
benzaldehid 1 benzil-benzoat (slika 23), su kvantitativno znacajni sastojci vrSnih para

izoliranih pomocu sivog vlakna, posebno pri vi$oj ekstrakcijskoj temperaturi. Oba spoja su
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identificirana 1 u vrSnim parama izoliranim pomocu plavog vlakna, ali u znatno manjim

udjelima.
O
Ve
0 €l
H
O
benzil-benzoat benzaldehid

Slika 23. Benzenoidi: benzil-benzoat 1 benzaldehid

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je sivo vlakno uc¢inkovitije za izolaciju hlapljivih
spojeva iz cvjetova jorgovana bez obzira na temperaturu pri kojoj se provodi ekstrakcija 1
bez obzira je li za izolaciju koriSten svjezi ili smrznuti biljni materijal. Parametri ekstrakcije,
kao Sto su vrijeme i temperatura, takoder utjecu na profil hlapljivih spojeva. U ovom radu
mikroekstrakcija vrSnih para na ¢vrstoj fazi provedena je pri 50 °C i 60 °C. Pri visoj
temperaturi, bez obzira na biljni materijal, svjezi ili smrznuti, i bez obzira na upotrijebljeno
vlakno, izolirano je i identificirano viSe spojeva. lako su upotrijebljena vlakna sli¢ne
polarnosti (srednje polarna), mikroekstrakcijom vr$nih para na ¢vrstoj fazi koristenjem sivog
vlakna 1 pri viSoj od temperaturi (60 °C) dobiven je potpuniji profil hlapljivih spojeva

cvjetova jorgovana.
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. ZAKLJUCCI

Glavni hlapljivi spoj cvijeta jorgovana, vrsta Syringa meyeri Palibin, izoliran
mikroekstrakcijom vrSnih para na C&vrstoj fazi iz svjeZeg 1 smrznutog biljnog
materijala koriStenjem plavog (karboksen/polidimetilsiloksan, CAR/PDMS) i sivog
vlakna (divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksan, DVB/CAR/PDMS) pri

temperaturi od 50 °C 1 60 °C je seskviterpenski ugljikovodik (£, E)-a-farnezen.

Kvalitativni 1 kvantitativni sastav vrSnih para je sli¢an bez obzira na biljni materijal
(svjezi ili smrznuti), upotrijebljeno vlakno (plavo ili sivo) i temperaturu ekstrakcije

(50 °C ili 60 °C), tj. glavni sastojci su ve¢inom isti spojevi.

Pri viSoj temperaturi, bez obzira na biljni materijal, svjezi ili smrznuti, i bez obzira

na upotrijebljeno vlakno, izolirano je i identificirano vise spojeva.

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je sivo vlakno ucinkovitije za izolaciju
hlapljivih spojeva iz cvjetova jorgovana bez obzira na temperaturu pri kojoj se
provodi ekstrakcija 1 bez obzira je li za izolaciju koriSten svjezi ili smrznuti biljni

materijal.

Rezultati dobiveni u ovom radu potvrduju da profil hlapljivih spojeva izoliranih
tehnikom mikroekstrakcije vr$nih para na ¢vrstoj fazi najvise ovisi o vrsti, odnosno
polarnosti, koriStenog vlakna te o parametrima ekstrakcije, kao $to su temperatura i
vrijeme. Mikroekstrakcijom vrs$nih para na ¢vrstoj fazi koristenjem sivog vlakna 1 pri

temperaturi od 60 °C dobiven je potpuniji profil hlapljivih spojeva.

38



6. POPIS KRATICA I SIMBOLA

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

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

Microextraction)
SBSE — sorpcijska ekstrakcija na mijeSaju¢em Stapicu (engl. Stir Bar Sorptive Extraction)
GC — plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)

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

MS — masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry)
IR — infracrvena spektroskopija (engl. Infrared Spectroscopy)
NMR - nuklearna magnetska rezonancija (engl. Nuclear Magnetic Resonance)

tr — vrijeme zadrzavanja (retencijsko vrijeme, engl. Retention Time)
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