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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Odrediti aromati¢ni profil brnistre, odnosno izolirati i identificirati hlapljive
spojeve brnistre (Spartium junceum L.).

Izolirati hlapljive spojeve brnistre koriste¢i razli¢ite metode izolacije, vodenu
destilaciju 1 ekstrakciju s organskim otapalom te na taj nacin dobiti razliCite
uzorke hlapljivih spojeva: eteri¢no ulje, tzv. konkretno ulje i apsolut.

Plinskom kromatografijom - masenom spektrometrijom (GC-MS) analizirati

uzorke hlapljivih spojeva brnistre i medusobno ih usporediti.



SAZETAK

Brnistra ili Zuka (Spartium junceum L.) je samonikla aromati¢na biljka jarkih,
zutih cvjetovi koji imaju ugodan, medni miris. Rasprostranjena je u mediteranskom dijelu
Hrvatske, a posebno u Dalmaciji. Smatra se da grad Split, gr¢ki Aspalathos, duguje svoje
ime brnistri. S obzirom da miris aromati¢nih biljaka potjec¢e od hlapljivih spojeva, cilj
ovog rada bio je odrediti profil aromati¢nih, hlapljivih spojeva brnistre, odnosno odrediti
sastav i sadrzaj ovih spojeva u svjezim cvjetovima brnistre. Radi §to potpunijeg uvida u
sastav 1 sadrzaj hlapljivih spojeva pripremljeni su razli¢iti uzorci hlapljivih spojeva,
eteri¢no ulje, konkretna ulja (2 uzorka) i apsoluti (2 uzorka), a njihova analiza je
provedena plinskom kromatografijom-spektrometrijom masa (GC-MS). Aromati¢ni
spojevi nisu ni kvalitativno ni kvantitativno znacajni sastojci uzoraka hlapljivih spojeva
brnistre. Eteri¢no ulje brnistre karakterizira visoki udio masnih kiselina, 45,3 %, u odnosu
na udio terpenskih, fenilpropanskih i ostalih mirisnih spojeva (5,3 %). Konkretna ulja
brnistre, bez obzira na metodu pripreme, kvalitativno i kvantitativno su vrlo sli¢na.
Gotovo svi sastojci konkretnih ulja su alifatski ugljikovodici, a nije identificiran niti jedan
klasi¢ni mirisni spoj. Za razliku od konkretnih ulja, apsoluti brnistre razlikuju se
kvalitativno i kvantitativno, $to ovisi o0 metodi njihove pripreme, to¢nije temperaturi pri
kojoj je provedena ekstrakcija hlapljivih spojeva iz biljnog materijala. Dok u apsolutu 1,
koji je dobiven ekstrakcijom pri poviSenoj temperaturi, dominiraju alifatski ugljikovodici
(72,0 %), apsolut 2, kod kojeg je ekstrakcija provedena pri sobnoj temperaturi,
karakterizira podjednak udio alifatskih ugljikovodika i masnih kiselina i njhovih estera

(42,4 prema 41,5 %). U apsolutima takoder nije identificiran niti jedan klasi¢ni mirisni

Spoj.

Kljuéne rije€i: brnistra, eteri¢no ulje, konkretno ulje, apsolut



SUMMARY

Spanish broom (Spartium junceum L.) is a wild-growing, aromatic plant with
bright yellow flowers which have a pleasant, honey like scent. It is widespread in the
Mediterranean part of Croatia, especially in Dalmatia. It is beleived that city of Split,
Greek Aspalathos, owes its name to Spanish broom. Knowing that the fragrance of the
aromatic plants is derived from volatile compounds, the aim of this study was to
determine the Spanish broom aromatic profile, i.e. determine the composition and content
of aromatic, volatile compounds in its fresh flowers. For more complete insight into the
composition and content of volatile compounds, various samples of volatile compounds
were prepared, namely essential oil, concrete oils (two samples) and absolutes (two
samples) and their analysis was carried out by gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). Aromatic, fragrant compounds are not qualitatively neither quantitatively
important ingredients of investigated broom volatile samples. Spanish broom essential oil
was characterized by a high content of fatty acids, 45,3 %, compared to the content of
terpene, phenylpropane and other aromatic compounds (5,3 %). Spanish broom concrete
oils, regardless of the preparation method, are qualitatively and quantitatively very
similar. Almost all constituents of these oils are aliphatic hydrocarbons, and neither one
conventional fragrant compound was not identified. Opposite to the concrete oils, Spanish
broom absolutes are qualitatively and quantitatively different, which depends on the
preparation method, more precisely the temperature at which the extraction of the
volatiles was performed. While in absolute 1, which is obtained by extraction at organic
solvent boiling temperature, aliphatic hydrocarbons were dominating compounds,
absolute 2, obtained by extraction at room temperature, was characterized by almost the
same content of aliphatic hydrocarbons and fatty acids and their esters, 42,4 and 41,5 %,
respectively. Same as in concrete oils, neither one fragrant compound was not identified
in absolutes of Spanish broom flowers.

Keywords: Spanish broom, essential oil, concrete oil, absolute
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UvoD

Interes ljudi za aromaticne (mirisne) biljke seze u daleku proslost. Ljudi ve¢
stolje¢ima koriste aromati¢ne biljke i razli¢ite pripravke dobivene iz aromati¢nog bilja.
Nositelji mirisa tih biljaka, aromati¢ni ili mirisni spojevi, su kemijski spojevi koje ljudi
mogu osjetiti I prepoznati svojim osjetom mirisa. Stoga, aromati¢ni spojevi moraju biti

hlapljivi.

Mirisni pripravei koji se dobivaju iz aromati¢nog bilja su smjese hlapljivih
spojeva. Najcesce su to etericna ulja, ali postoje i druge vrste mirisnih pripravaka kao Sto
su konkreti, apsoluti, tinkture, pomade itd. Za dobivanje navedenih mirisnih pripravaka
koriste se metode destilacije, presanja i ekstrakcije, a njihova analiza se uglavnom
provodi kromatografskim metodama, prvenstveno plinskom kromatografijom uz

spektrometriju masa kao metodu detekcije.

Jedna od mirisnih biljaka je i brnistra ili zuka (Spartium junceum L.), samonikli,
Siboliki grm karakteristian za podrucje Mediterana, pa tako i za hrvatsko priobalje.
Brnistra je posebno rasprostranjena u Dalmaciji, gdje raste na sun¢anim prostorima i
suhoj, kr$noj zemlji, u makiji i kamenjaru. Njeni jarko zuti, mirisni cvjetovi znakovi su
prolje¢a i nagovjestaj sve blizeg ljeta. Smatra se da porijeklo imena grada Splita

(Aspalathos / Spalatos) potjece od imena brnistre (gr¢. aspalathos).



1. OPCI DIO

1.1. Aromatic¢ni spojevi

Pod pojmom aromati¢ni ili mirisni spojevi podrazumijevaju se kemijski spojevi koje
ljudi (i zivotinje) mogu osjetiti i prepoznati svojim osjetom mirisa. Da bi do toga doslo,
aromati¢ni spojevi moraju biti hlapljivi i moraju se nalaziti u zraku u dovoljnoj koli¢ini. Mirisne
spojeve ,,otkrivaju‘ Zivci u nosnoj Supljini koji $alju zivéane impulse u centar za miris u mozgu.
Naime, malo podruéje sluznice koja oblaze nos, tzv. njusni epitel, sadrzi zivéane zavrSetke koji
otkrivaju miris (njusni zivei). Kada molekule hlapljivih spojeva iz zraka udu u nosne hodnike,
poticu si¢usne izdanke poput dlacica (cilije ili trepetljike) na ziv€anim stanicama. To poticanje
Salje ziv€éane impulse kroz nabreknuéa na kraju Zivaca (njusni pupoljci) uzduz njusnog zivca u
centar za miris u mozgu. Centar tumaci te ziv€ane impulse kao poseban miris. Tim procesom

ljudi mogu razlikovati tisuée razli¢itih mirisa.*

Interes ljudi za aromati¢ne (mirisne) biljke seze u daleku proslost. Ljudi ve¢ stolje¢ima
koriste aromati¢ne biljke i razli¢ite pripravke dobivene iz aromati¢nog bilja. Sami hlapljivi
spojevi koji su nositelji mirisa aromati¢nih biljaka predmet su istrazivanja od samih pocetaka
suvremene kemije. Najpoznatiji 1 najbolji istrazeni pripravci koji se dobivaju iz aromati¢nog
bilja su eteri¢na ulja. Druge vrste mirisnih pripravaka su konkreti, apsoluti, tinkture, pomade
itd. Za dobivanje navedenih mirisnih pripravaka koriste se metode destilacije, preSanja i
ekstrakcije, a identifikacija izoliranih hlapljivih mirisnih spojeva se uglavnom vrsi
kromatografskim metodama, prvenstveno plinskom kromatografijom uz spektrometriju masa

kao metodu detekcije.

1.1.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja (engl. essential oils) su vise ili manje sloZene smjese isparljivih spojeva koje
se odlikuju intenzivnim 1 karakteristicnim, naj¢eS¢e ugodnim, mirisima. TeSko su topljiva u
vodi, a dobro u organskim otapalima (lipofilne su prirode). Pri sobnoj temperaturi eteri¢na ulja
sutekuca i, ve¢inom, lakSa od vode. Vecinom su bezbojna, Zuckasta ili tamnosmeda, a odredena

ulja mogu imati karakteristicne boje (npr. modro ulje kamilice). Dobivaju se fizikalnim



postupcima izolacije: destilacijom iz aromati¢nog bilja i tijeStenjem iz kore agruma (rod Citrus,

porodica Rutaceae).?

Naziv eteri¢na ulja se temelji na destilaciji kao postupku odvajanja eteri¢nog i esencijalnog
(ulje) od ¢vrstog i1 neesencijalnog (biljni materijal). Ovaj proces izdvajanja "srzi i biti" same
biljke odrazava se i u teoriji poznatog Svicarskog lije¢nika Theoprastusa Bombastusa
Paracelzusa von Hohenheima (1493. — 1541.) koji je smatrao da najsublimiraniji ekstrakt
(tzv."quinta essentia”) predstavlja djelotvorni dio svake biljne droge.® Mnoge aromati¢ne biljke
su ljekovite 1 opcéenito korisne (npr. kao zacini). Iako je dokazano djelovanje odredenih

eteri¢nih ulja u lijecenju (npr. aromaterapija), u suvremenom lijeéenju se koriste kao korigensi.>

Eteri¢na ulja, sa stajaliSta biljne fiziologije, su sekundarni metaboliti, a stvaraju se u biljnoj
protoplazmi kao produkt disimilacijske izmjene tvari. Maseni udio ulja u aromati¢nim biljkama
iznosi najmanje 0,1 %, najcesce izmedu 1-2 %, u iznimnim slucajevima ¢ak i iznad 20%.
Tipi¢ne aromaticne biljke pripadaju porodicama Lamiaceae, Pinaceae, Rutaceae,
Umbelliferae, Myrtaceae i dr. Etericna ulja su smjeStena u razli¢itim biljnim organima:
cvjetovima i usplodu, listovima i stabiljci, plodovima, kori, podanku i sjemenju. Eteri¢no ulje
moze biti pohranjeno u endogenim spremnicima (stvaranje uljnih kanala) i u egzogenim

spremnicima (izmedu kutikule i staniénih membrana).?

Miris eteri¢nih ulja ovisi o njihovom kemijskom sastavu. Kemijski spojevi u etericnim
uljima mogu biti alifatski 1 aromatski, ciklicki ili aciklicki, zasi¢eni 1 nezasic¢eni ugljikovodici
te njihovi derivati s kisikom (alkoholi, fenoli, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline i esteri). U

nekim uljima dolaze 1 spojevi koje sadrze sumpor 1/ili dusik.

Dugo se mislio da su eteri¢na ulja otpadni proizvodi metabolizma biljaka te da nemaju
znacajniju bioloSku ulogu. Danas im se pripisuje tzv. "ekoloska uloga" u biljnim interakcijama
(npr. inhibicija pupanja), kao i biljka-zivotinja interakcijama (npr. zaStita od predatora i
privlacenje oprasujucih vrsta). Takoder se smatra da eteri¢no ulje smanjuje transpiraciju biljaka

koja ih sadrze, a koje rastu u tropskom 1 suSnom podrucju.

Na promjene sastava i svojstva eteri¢nih ulja utjecu razliciti ¢imbenici: klimatski, edefatski
(odnose se na zivotnu zajednicu tla), razvojni stadij biljke (koji odreduje vrijeme sabiranja
biljnog materijala za dobivanje maksimalne koli¢ine etericnog ulja), na¢in susenja i skladistenja

biljnih dijelova, metoda izolacije etericnog ulja. Eteri¢na ulja izolirana iz razli¢itih organa iste



biljke Cesto imaju razliciti kemijski sastav i/ili sadrzaj pojedinih sastojaka, a poznate su i

sezonske kvalitativne i kvantitativne promjene (u razli¢itim godignjim dobima).?

Zbog svog intenzivnog i karakteristicnog mirisa eteri¢na ulja se koriste ili sama kao vec
gotove mirisne tvari ili kao sirovina za proizvodnju drugih mirisnih tvari. Imaju visestruku
primjenu u medicini, parfumeriji, kozmetici, u prehrambrenoj industriji kao zacini, u industriji

alkoholnih i bezalkoholnih pica, slasticarskoj te duhanskoj industriji.

1.1.2. Ostale vrste mirisnih ekstrakata

Prema Europskoj farmakopeji, ekstrakti (iscrpine) su koncentrirani pripravci tekuce, krute
ili guste konzistencije. Dobivaju se maceracijom, perkolacijom ili drugim pogodnim metodama
koristec¢i prikladno otapalo. Opéenite vrste ekstrakta su: Extracta fluida — tekuci ekstrakti
(odnos ekstrakta i otapala 1:1), Extracta sicca — suhi ekstrakti (suhi dio najmanje 95%) i
Extracta spissa — gusti ekstrakti (suhi dio najmanje 70%). Ekstrakti aromati¢nog bilja se prema
metodi priprave mogu podijeliti na: konkrete, apsolute, pomade, rezinoide i tinkture (slika 1).

Konkreti su ekstrakti karakteristicnog mirisa koji se dobivaju ekstrakcijom iz svjezeg
biljnog materijala s nepolarnim, lako isparljivim otapalom. Konkreti su djelomi¢no topljivi u

alkoholu te imaju ograni¢enu upotrebu u parfumeriji, ali su primjenjivi za aromatizaciju sapuna.

Apsoluti su koncentrirane, jako aromaticne smjese koje se pripremaju obradom konkreta 1
pomada s apsolutnim etanolom. Komponente koje precipitiraju hladenjem, uklone se

filtracijom, a nakon otparavanja etanola ostatak se naziva apsolutom. Koncentriranije su smjese

.....

Pomade su mirisne "masti* dobivene iz cvjetova ekstrakcijom s hladnim ili toplim mastima,

a postupak se naziva enfleurage (maceracija s mastima).

Rezinoidi (smole) se pripremaju ekstrakcijom biljnih izlucevina s bezvodnim organskim
otapalima, kao §to su metanol, etanol ili toulen. Za razliku od konkreta dobivaju se iz suhog
biljnog, Zivotinjskog ili mikrobiolo§kog materijala.

Tinkture su alkoholne otopine prirodnih spojeva koje se dobivaju uranjanjem prirodne

sirovine u organsko otapalo. Kao otapalo koristi se iskljucivo etanol.?®
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Slika 1. Shematski prikaz razliCitih vrsta aromati¢nih ekstrakata

1.2. Kemizam hlapljivih spojeva

Hlapljivi spojevi, sastojci etericnih ulja i ostalih mirisnih ekstrakata, po kemijskoj strukturi
spadaju u alifatske, ciklicke i aciklicke, zasi¢ene 1 nezasi¢ene te aromatske organske spojeve, a
s obzirom na funkcijske skupine u molekuli mogu biti alkani, alkeni i alkini, alkoholi, fenoli,
aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline, esteri, eteri 1 laktoni. Sastojci eteri¢nih ulja, 1 ostalih
mirisnih ekstrakata, uglavnom spadaju u dvije skupine prirodnih organskih spojeva: terpene

(izoprenoide) i fenilpropanske derivate.?



1.2.1. Terpeni

Terpeni (izoprenoidi) su velika i strukturno raznolika grupa prirodnih organskih spojeva.
Osnovni strukturni element terpena je spoj izgraden od 5 ugljkovih atoma, izopren (2-metil-
1,3-butadien, slika 2). Njemacki kemicar, dobitnik Nobelove nagrade za kemiju 1910. god.,
Otto Wallach 1881. god. predlozio je gradu terpena, tzv. izoprensko pravilo. Prema tom pravilu
terpeni su izgradeni od izoprenskih jedinica povezanih na nacin "glava na rep", odnosno
razgranati zavrSetak jedne Cs — jedinice (glava) povezan je na nerazgranati zavrSetak druge Cs

— jedinice (rep).

P

Slika 2. Strukturna formula izoprena

U ovisnosti o broju izoprenskih jedinica terpeni se dijele kao $to je prikazano u tablici

1.

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 mogu biti ciklicki 1 aciklicki. S obzirom na funkcijske skupine mogu biti

ugljikovodici, alkoholi, fenoli, karboksilne kiseline, esteri, aldehidi, ketoni itd.



Poznato je samo nekoliko prirodnih semiterpena. To su izuzetno isparljivi spojevi, pa je
mogu¢ njihov znacajan gubitak tijekom izolacije etericnog ulja. Osim samog izoprena, u ovu
skupinu terpena spadaju izopentenol te 3,3-dimetilalil-alkohol koji se javljaju u eteri¢nim

uljima slobodni i u obliku estera.

Monoterpeni su isparljivi spojevi i uobicajeni sastojci eteri¢nih ulja. Mogu biti pravilni,
izgradeni prema Wallachovom izoprenskom pravilu, ili nepravilni te aciklicki, monociklicki i
biciklicki. Nepravilni monoterpeni sadrze izoprenske jedinice povezane na nacin "glava na
glavu" ili "glava na sredinu”. Neki predstavnici monoterpena su ugljikovodici a-pinen i -
mircen, alkoholi mirtenol, geraniol i linalol, fenoli timol i karvakrol te ketoni a- i B-tujon (slika
3).

Seskviterpeni su takoder uobicajeni i vrlo rasprostranjeni sastojci eteri¢nih ulja, iako
koli¢inski manje znacajni (< 5% w/w). Sadrze 15 ugljikovih atoma, a manje su isparljivi od

monoterpena.®

CH,OH
AN ~ OH
/ |
a-pinen mirtenol geraniol
OH
P
linalol [-mircen



timol karvakrol tujon

Slika 3. Strukturne formule poznatijih monoterpena

1.2.2. Fenilpropanski spojevi

Fenilpropanski spojevi spadaju u veliku grupu fenolnih prirodnih organskih spojeva ¢ija je
osnovna strukturna karakteristika prisustvo barem jednog aromatskog prstena na kojem se
nalazi barem jedna hidroksilna skupina. Dijele se u vise podgrupa, od kojih se medu hlapljivim

spojevima nalaze dvije, fenilpropanoidi i fenolne kiseline.

Fenilpropanoidi (fenilpropanski spojevi, fenilpropanski derivati) su spojevi koji sadrze
fenilni prsten s bo¢nim propanskim lancem. S obzirom na osnovni strukturni element nazivaju
se i Ce — Csspojevima. Ovi spojevi su uobicajeni sastojci eteri¢nih ulja i ostalih ekstrakata koji
sadrze hlapljive spojeve. Mogu biti aldehidi, fenoli, fenolni eteri, a izvode se od cimetne
kiseline. Nalaze se u visokim koncentracijama u uljima nekih vrsta porodice Apiaceae, npr.u

etericnom ulju muskatnog orascica te u etericnom ulju klin¢i¢a, cimeta itd.

Fenilpropanski spojevi se razlikuju prema stupnju oksidacije bo¢nog (C3) lanca. Bo¢ni
lanac moze biti ugljikovodi¢ni tj. propenilni, a ta podgrupa fenilpropanskih spojeva se naziva
fenilpropenski spojevi. Fenilpropenski spojevi se razlikuju po poloZaju dvostruke veze u
propenilnom bo¢nom lancu. Jedan od najrasprostranjenijih fenilpropenskih spojeva, prisutan u
mnogim eteri¢nim uljima, je eugenol. Karakteristi¢ni predstavnici fenilpropenskih spojeva koji

se nalaze u eteri¢nim uljima su 1 anetol, estragol i miristicin (slika 4).
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eugenol estragol miristicin anetol
Slika 4. Fenilpropenski spojevi

Osim dvostruke veze u lancu, fenilpropenski spojevi mogu imati aldehidnu, keto ili hidroksilnu
skupinu na kraju lanca kao npr. cimetni aldehid (cinamaldehid) i cimetni alkohol (cinamil-
alkohol; slika 5).

CHO OH

Slika 5. Cinamaldehid i cinamil-alkohol

Posebnu grupu fenolnih spojeva ¢ine spojevi sa skracenim ili eliminiranim bo¢nim
lancem, odnosno Cs — C1 spojevi. Tu spadaju fenilkarboksilne kiseline (kraée fenolne kiseline)
kao Sto su galna, salicilna i antranilna kiselina te njihovi derivati. Poznati predstavnik ove grupe

spojeva je aromatski aldehid vanilin (slika 6).2¢



CHO

CH;0
OH
Slika 6. Vanilin

1.2.3. Ostali hlapljivi spojevi

Osim terpenskih 1 fenilpropanskih spojeva, u sastav etericnih ulja i drugih vrsta
ekstrakata aromati¢nog bilja ulaze 1 drugi hlapljivi spojevi kao $to su ravnolancani ugljikovodici
i njihovi derivati s kisikom (alkoholi, aldehidi, ketoni, karboksilne kiseline i esteri). To su
najéeScée nezasic¢eni alkoholi kao §to su cis-heks-3-en-1-ol, trans-heks-2-en-1-ol i okt-1-en-3-
ol, zatim aldehidi cis-heks-3-enal i trans-heks-2-enal, i ketoni, npr.okt-1-en-3-on. Treba
spomenuti i spojeve sa sumporom i dusikom, izotiocijanate, cijanate i nitrile, iako su ograniceni

na manji broj eteri¢nih ulja.?

Osim karboksilnih kiselina kratkog ugljikovodi¢nog lanca, kao $to su octena, propanska,
butanska, pentanska, 2- i 3-metilbutanska te trans-but-2-enska kiselina, medu hlapljivim
spojevima nalaze se 1 masne kiseline. Masne kiseline su karboksilne kiseline dugog, najcesce
ravnog, ugljikovodi¢nog lanca i parnog broja C-atoma. Najpoznatije i u prirodi najzastupljenije

masne kiseline sa 16-18 C atoma: stearinska, palmitinska, oleinska i linolna.
Masne kiseline se dijele na:

e zasi¢ene kod kojih su sve veze izmedu C atoma jednostruke (tablica 2)

e nezasicene koje sadrze jednu ili viSe dvostrukih veza medu C atomima

(tablica 3).°
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Tablica 2. Zasi¢ene masne kiseline

Broj Ime po IUPAC-u Trivijalno ime

C atoma

Cs butanska kiselina maslacna kiselina
Ce heksanska kiselina kapronska kiselina
Cs oktanska kiselina kaprilna kiselina
Cio dekanska kiselina kaprinska kiselina
Cu2 dodekanska kiselina laurinska kiselina
Cia tetradekanska kiselina miristinska kiselina
Cis heksadekanska kiselina palmitinska kiselina
Cis oktadekanska kiselina stearinska kiselina

Tablica 3. Nezasi¢ene masne kiseline C1g Serije

Broj C atoma i Ime po IUPAC-u Trivijalno ime
dvostrukih veza

Cis1 oktadeka-9-enska-kiselina oleinska kiselina
Cis2 oktadeka-9,12-dienska kiselina linolna kiselina
Ciss oktadeka-9-12,15-trienska kiselina a-linolenska kiselina

1.3. Metode izolacije hlapljivih spojeva

Glavna fizikalna svojstva hlapljivih spojeva su isparljivost i mala polarnost. Upravo na
tim svojstvima se temelje metode izolacije ovih spojeva iz biljnog materijala. Osnovne metode

izolacije hlapljivih spojeva iz aromati¢nog bilja su:

e destilacija
e presanje

o ekstrakcija.

Prema definiciji etericna ulja su smjese mirisnih ili aromati¢nih spojeva, dobivene iz

biljnog materijala isklju¢ivo metodama destilacije ili preSanjem epikarpa voca iz roda Citrus.
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Medutim hlapljivi spojevi se mogu izolirati iz aromati¢nog bilja 1 ekstrakcijom organskim
otapalima ili, u novije vrijeme, superkriticnim fluidima. Na taj nacin dobiveni hlapljivi spojevi,
odnosno smjese hlapljivih spojeva, ne smiju se nazivati eteri¢nim uljima. Kod odabira metode
izolacije, treba obratiti pozornost na moguc¢nost nastanka artefakata, tj. spojeva koji nisu
prisutni u izvornom biljnom uzorku ve¢ su nastali reakcijom individualnih isparljivih spojeva

tijekom izolacije.?>®

1.3.1. Destilacija

Opcenito, destilacija je postupak odvajanja smjesa tekucina na temelju razlicitih
temperatura vrenja. Tekucina se zagrijava i prevodi u paru, a nastala para se odvodi i hladenjem

kondenzira. Kondenzat (destilat) se sakuplja u drugoj posudi. Svrha destilacije je:
e (CiS¢enje tekucih tvari,
e razdvajanje smjesa tekucina razli¢itog vrelista,

e otparavanje organskih otapala,

e identifikacija tekuéih tvari (odredivanje vrelista).’

Postoje vise vrste destilacije, a neki od njih su jednostavna, frakcijska, destilacija

vodenom parom te destilacija pri snizenom tlaku, odnosno vakuum destilacija.

Destilacija je glavna metoda izolacije eteri¢nih ulja iz aromati¢nog bilja. Danas se za
izolaciju etericnih ulja koriste tri vrste destilacije koje su obuhvacene zajednickim imenom

hidrodestilacija:

- vodena destilacija

- vodeno-parna destilacija
- parna destilacija.

Postoji i suha destilacija, odnosno destilacija bez prisustva vode. Sve tri vrste hidrodestilacije
se zasnivaju na istom teorijskom principu, a razlika je jedino u medusobnom kontaktu biljnog

materijala i vode, odnosno vodene pare.

Vodena destilacija se najceSc¢e koristi za izolaciju eteri¢nih ulja u laboratoriju. Glavna
karakteristika ove vrste hidrodestilacije je izravni kontakt biljnog materijala s klju¢alom

vodom. Standardne laboratorijske aparature za izolaciju etericnih ulja vodenom destilacijom
12



su: aparatura prema Ungeru, aparatura po Clevengeru, aparatura po Europskoj farmakopeji.
Usitnjeni biljni materijal je uronjen u tikvicu s vodom koja se zagrijava ili izravno plamenom
ili preko grija¢e koSare, tzv. kalote. Pare etericnog ulja i vode se kondenziraju u hladilu 1
sakupljaju u srediSnjem dijelu aparature za destilaciju. Vodena destilacija se takoder
primjenjuje 1 u industriji. Voda se zagrijava izravno vatrom ispod destilacijskog kotla ili

perforiranim spiralama unutar kotla.?®

Kod vodeno-parne destilacije biljni materijal je postavljen na perforiranoj podlozi na
odredenoj udaljenosti od dna kotla u kojem se nalazi i voda. Biljni materijal nije u izravnom
kontaktu s vodom ve¢ se nalazi neposredno iznad vode. Kroz materijal u destilacijskom kotlu
pusta se odozdo vodena para proizvedena u odvojenom kotlu. Para je uvijek zasi¢ena, vlazna i
nikad pregrijana. Po izlasku iz biljnog materijala smjesa para vode i hlapljivih spojeva ukapljuje
se u kondenzatoru i razdvaja kao pri destilaciji s vodom. Za $to bolje iskoriStenje etericnog ulja
vazno je da biljni materijal bude jednoli¢no, ali ne previse usitnjen. Vodena para manje razorno
djeluje na biljni materijal nego vrela voda, pa su eteri¢na ulja dobivena vodeno-parnom

destilacijom kvalitetnija nego ulja dobivena vodenom destilacijom.®

Parna destilacija je najvise koriStena metoda destilacije u industrijskim pogonima, a
primjenjuje se za izolaciju eteri¢nog ulja iz svjezeg biljnog materijala. Vodena para proizvedena
u generatoru pare se uvodi sa dna u kotao i prolazi kroz biljni materijal koji je postavljen na
reSetke 1 nije u kontaktu s vodom. Koristi se zasi¢ena ili pregrijana para pri poviSenom tlaku.
Vodena para iznosi eteri¢no ulje iz biljnog materijala u kondenzator gdje se pare kondenziraju,
a potom se ulje odjeljuje od vode u separatoru i sakuplja. Parna destilacija nije pogodna samo
za izolaciju isparljivih spojeva iz biljaka, ve¢ i za regeneraciju isparljivih spojeva dobivenih
ekstrakcijom mastima 1 biljnim uljima. Mana ove metode je pove¢ana mogucénost stvaranja
artefakata zbog termickih degredacijskih reakcija, osobito hidrolize. Ukoliko se vodena para
uvodi s vrha posude u kojoj je biljni materijal, umjesto sa dna, tada se ova parna destilacija
naziva hidrodifuzija. Kondenzacija eteri¢nog ulja se odvija na dnu kotla ispod podloge na kojoj
je biljni materijal. Glavna prednost ove metode su manje koli¢ine potrebne pare, krace vrijeme
izolacije i veéi prinos ulja.?

Suha destilacija je metoda pri kojoj se biljni materijal zagrijava direktno u zatvorenoj posudi
I bez otapala (vode). Koristi se vrlo visoka temperatura (npr. direktni plamen), a zbog pirolize
stvara se karakteristiCan miris dima. Koristi se za izolaciju ulja ¢iji sastojci imaju visoko
vreliste, kao $to su ona koja se dobivaju iz drveta. Karakteristi¢an primjer takvog etericnog ulja
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je kadovo ulje (eng. cade oil) koje se dobiva suhom destilacijom strugotina drva smrike

(Juniperus oxycedrus L.).°

1.3.2. Presanje

Presanje ili tijeStenje je metoda izolacije eteri¢nog ulja iz kore agruma (rod Citrus). Metoda
je ekonomicna jer je kora agruma bogata etericnim uljem, a njihov uzgoj i branje su jeftini. Pri
postupku presanja kora se struze, ¢ime se iz razorenih stanica oslobada ulje. Dobivna kasa se
mijeSa s vodom 1 ispreSava ruc¢no ili u strojevima, pri tome se istovremeno odvaja tekuca
heterogena smjesa ulja i vode od ispresanog ostatka filtriranjem. Dobivena smjesa sastoji se od
vode i ulja te pod utjecajem primjesa i pektinskih tvari stvara emulziju iz koje je ulje moguce
izdvojiti destilacijom vodenom parom, filtriranjem, dekantiranjem ili centrifugiranjem. Danas
postoje razne metode istiskivanja etericnog ulja iz agruma: hladno presanje, écuelle a piquer i

mehani¢ka abrazija.’

1.3.3. Ekstrakcija

Opcenito, ckstrakcija se ubraja u metode prociS¢avanja i izolacije tvari iz otopine,
suspenzije, emulzije ili krute smjese pomocu otapala. Postoje odredeni uvjeti koje organsko
otapalo koje se koristi za ekstrakciju iz tekuce ili ¢vrste faze treba zadovoljiti:

- mora biti kemijski inertno prema prisutnim tvarima

- tvar koja se ekstrahira mora imati $to bolju topljivost u tom otapalu

- otopina iz koje se ekstrahira Zeljena tvar i otapalo moraju se razlikovati u gusto¢i

- otapalo ne smije imati previsoko vreliSte kako bi se nakon ekstrakcije moglo lako

ukloniti
- otapalo mora biti §to manje zapaljivo, neotrovno i jeftino.

Cimbenici koji utje¢u na proces ekstrakcije su temperatura, veli¢ina &estica, gibanje otapala i
pH-vrijednost. Ekstrakcija se moze olakSati usitnjavanjem, tada ekstrakcijski proces ovisi

iskljuc¢ivo o topljivosti, a povecanjem temperature pogoduje topljivosti.
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Za izolaciju hlapljivih spojeva nije uvijek prikladna destilacija jer se pri visokoj temperaturi
mogu razgraditi neki osjetljivi spojevi. Posebno je neprikladna za biljni materijal koji sadrzi
male koli¢ine hlapljivih sastojaka, sastojke dobro topljive u vodi te za cvjetove koji sadrze vrlo
fine mirisne sastavnice. Za takve biljne materijale najée$¢e se koriste metode ekstrakcije.
Ekstrakcija se koristi se za izravnu izolaciju hlapljivih spojeva iz biljnog materijala ili za
izolaciju hlapljivih spojeva iz vodenih otopina dobivenih postupkom destilacije. Kao otapala

najéesce se koristi dietil-eter, benzen, pentan, diklormetan, petroleter, benzen.

Uobicajene vrste ekstrakcije su:

- ekstrakcija hlapljivim nevodenim otapalima:
e ekstrakcija etanolom
e ekstrakcija organskim otapalima izuzev etanola
- ekstrakcija mastima (franc. enfleurage) - anfleriranje

- ekstrakcija superkriticnim plinovima.

Ekstrakcija hlapljivim organskim otapalima primjenjuje se za dobivanje eteri¢nih ulja
iz lis¢a, plodova, korijenja, mahovina, smola i dr. Postupak se sastoji u potapanju biljnog
materijala odredeno vrijeme u organsko otapalo koje ekstrahira hlapljive sastojke iz biljnog
materijala i naziva se maceracija. Potom se biljni materijal odijeli od ekstrakta dekantiranjem
ili filtracijom te se otpari otapalo. Nakon otparavanja otapala, $to se provodi nekom od
destilacijskih metoda, dobiju se konkreti. To su smolaste mase koje, osim hlapljivih spojeva,
sadrze 1 druge ekstrahirane tvari, uglavnom masti 1 voskove. Konkreti zahtijevaju daljnju
obradu koja se naj¢esce provodi ekstrakcijom apsolutnim etanolom. Etanolna otopina se potom
hladi na temperaturi oko - 20°C, ¢ime se uklanjaju lipofilni sastojci, a konaéni proizvod je

apsolut.”®

Ekstrakcija etanolom koristi se za izolaciju aromati¢nih spojeva iz suhog biljnog
materijala. Ne koristi se svjeZi biljni materijal zbog visokog udjela vode. Vrijeme ekstrakcije
moze biti jako dugo, ¢ak 1 do nekoliko mjeseci. Za razliku od ekstrakcije s organskim otapalima,
kod ekstrakcije etanolom otapalo se, nakon dekantiranja i/ili filtriranja, ne uklanja.
Ekstrakcijom etanolom dobiva se otopina koja se naziva tinktura. Ekstrakcija etanolom se
koristi i za obradu drugih vrsta ekstrakata, prvenstveno konkreta i pomada te za deterpeniranje

eteri¢nih ulja (selektivno otapanje u razrijedenom etanolu).>*°
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Ekstrakcija mastima ili anfleriranje je nastarija metoda ekstrakcije mirisnih spojeva.
Metoda se temelji na svojstvu masti (i ulja) da apsorbiraju mirisne spojeve. Kao otapalo koristi
se specijalno pripremljena mast — smjesa svinjske i govede masti. Anfleriranje se koristi za
izolaciju mirisnih tvari iz svjezih latica vrlo osjetljivog cvije¢a kao $to su jasmin, ljubiéice,
cvijet narance. Anfleriranje moze biti hladno ili toplo. Hladno anfleriranje se koristi za cvijece
koje proizvodi mirisne spojeve i nakon branja. Postupak se provodi tako da se hladna mast
nanese u tankom sloju na staklenu povrSinu smjestenu u drveni okvir (tzv. Sasiju) i prekrije
laticama svjeZeg, ru¢no ubranog cvije¢a. Sasije se slazu jedna iznad druge i ostave pri sobnoj
temperaturi, a hlapljivi spojevi difundiraju u mast. Nakon odredenog vremena iscrpljene latice
se zamjenjuju svjezim, a postupak se ponavlja do zasi¢enja masti mirisnim spojevima. Proizvod
hladnog anfleriranja je pomada. Toplo anfleriranje se koristi za cvije¢e koje nakon branja brzo
ugiba (ljubi€ica, ruza). Za anfleriranje se koristi mast zagrijana na 45-60 °C koja se pomijesa s
laticama. Postupak se provodi u mjesalicama i traje 1-2 sata. Nakon toga slijedi filtracija smjese
i uklanjanje iscrpljenih latica te ponavljanje postupka do zasi¢enja masti, 0dnosno do nastanka

pomada. Obrada pomada je isti kao i kod hladnog anfleriranja, a kona¢ni produkt je apsolut.®

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je metoda koja se sve viSe koristi za izolaciju
hlapljivih spojeva iz aromati¢nog bilja. Ekstrakcija se provodi pri sobnoj temperaturi pri ¢emu
je izbjegnuta toplinska razgradnja hlapljivih spojeva i time su zadrzane prirodne karakteristike
etericnog ulja. Ekstrakt je izuzetne kvalitete i Cistoce, ne sadrzi ostatke otapala. Najcesce
koristeni plin je ugljikov(IV) oksid u superkritiénom stanju (p=73,8 bar i t=31.1 °C) koji je

izvrsno otapalo i ekoloski prihvatljiv jer ne zagaduje okolinu.®
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1.4. Analiza hlapljivih spojeva

Za analizu smjesa hlapljivih spojeva kao $to su eteri¢na ulja, najbolja metoda je plinska
kromatografija. Pod analizom hlapljivih spojeva podrazumijeva se identifikacija pojedinih
sastojaka smjese, odnosno kvalitativna analiza i odredivanje udjela pojedinog sastojka u smjesi,

odnosno kvantitativna analiza.

1.4.1. Kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda odjeljivanja tvari koja se zasniva na razlicitoj razdiobi
tvari izmedu mobilne i stacionarne faze sustava. Mobilna faza, odnosno pokretna faza moze
biti plin (plinska kromatografija) ili tekucina (tekucinska kromatografija). Kromatografske
metode se takoder dijele prema prirodi stacionarne faze. Tako se plinska kromatografija dijeli
na kromatografiju plin-tekuc¢e (GLC) i plin-kruto (GSC). Tekuc¢inska kromatografija se prema
naCinu ostvarivanja kontakta izmedu pokretne i nepokretne faze dijeli na plosnu i

kromatografiju na stupcu (kolonska kromatografija).

Kod plosne kromatografije stacionarna faza je papir (papirna kromatografija) ili sloj
adsorbensa nanesen na ¢vrstu metalnu ili staklenu plocicu (tankoslojna kromatografija). Dok se
plosna kromatografija upotrebljava za identifikaciju sastojaka smjese ili odredivanje broja
sastojaka u smjesi, klasi¢na kromatografija na stupcu se koristi u preparativne svrhe tj. za
odjeljivanje sastojaka smjese. Nepokretna faza se nalazi u vertikalno postavljenoj koloni na ¢iji
se vrh dodaje uzorak koji moze biti u ¢vrstom (mora biti topljiv u tekucoj fazi) ili tekuc¢em
stanju. Pokretna faza protjece kolonom pod utjecajem gravitacijske sile ili tlaka, nose¢i pri tome
sastojke uzorka razli¢itim brzinama. Visokodjelotvorna tekuéinska kromatografija (HPLC)

jedna je od najéesce koristenih metoda koje spadaju u kromatografiju na stupcu.’
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1.4.1.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija je najéeSc¢e koriStena kromatografska tehnika odjeljivanja smjesa
hlapljivih spojeva. Svrha metode je odjeljivanje komponenata iz smjese na osnovu njihovog
razli¢itog afiniteta prema stacionarnoj fazi. Kao stacionarna faza upotrebljava se tekucina,
nehlapljiva pri radnoj temperaturi kromatografa, nanesena na povrSinu cvrstog nosaca
adsorpcijom ili kemijskim vezanjem. Kao mobilna faza koristi se plin koji mora biti kemijski
inertan kako ne bi doslo do reakcije s uzorkom i stacionarnom fazom. Inertni plinovi su najcesce

dusik, helij, vodik ili argon.

Razlikuju se dvije vrste kromatografskih kolona, kapilarne i punjene. Danas su u
upotrebi iskljucivo kapilarne kolone od taljenog kvarca. Uredaj za plinsku kromatografiju se
sastoji od injektora, kromatografske kolone, detektora i pisaca (slika 7). Pomocu mikrolitarske
Strcaljke, mala koli¢ina uzorka se unosi u zagrijani dio uredaja koji je smjeSten na vrhu kolone,
tzv. injektor. Uzorak se injektira brzo i u malim koli¢inama (uL) kako bi se smanjilo Sirenje
eluiranog sastojka u koloni. Temperatura u injektoru mora biti iznad temperature vrelista
najmanje hlapljive komponenete i to 50 °C vise. Zbog toga ¢e uzorak tijekom unosenja u kolonu
trenutacno ispariti. Plin nositelj s uzorkom prolazi kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom,
gdje dolazi do odjeljivanja pojedinih komponenata uzorka. Vrijeme zadrzavanja komponente u
koloni ovisi kako o njenoj prirodi tako i o stacionarnoj i mobilnoj fazi. Visoki tlak povecava
linearnu brzinu zbog cega se komponente krace zadrzavaju, Sto poboljSava rezoluciju
kromatograma. Prisutnost odijeljenih komponenata smjese u plinu nositelju po izlasku iz
kolone utvrduje se detektorom koji registrira koli¢inu sastojka kao funkciju vremena. U plinskoj

kromatografiji naj¢esce se upotrebljavaju sljedeci detektori:
- detektor toplinske vodljivosti
- plamenoionizacijski detektor
- detektor apsorpcije elektrona.

Plinska kromatografija se ¢esto povezuje s spektroskopskim metodama i tako nastaju
kombinirane (vezane, spregnute) tehnike koje spajaju sposobnost odjeljivanja kromatografije s
mogucnoscu kvalitativne 1 kvantitativne analize koje imaju spektroskopske metode. U
spektroskopske metode se ubrajaju: masena spektrometrija, infracrvena spektroskopija i

nuklearna magnetska rezonancija.!!
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Slika 7. Shematski prikaz plinskog kromatografa.

Maseni spektrometar je jedan od detektora koji se koristi u plinskoj kromatografiji.
Spektrometrija masa je analitiCka metoda kojom se odreduje relativna molekulska masa nekog
spoja/molekule. To je metoda strukturne analize, odnosno metoda identifikacije ispitivane tvari
jer je spektar masa karakteristiCan za pojedinu tvar. Tri osnovne funkcije spektrometra masa

Su:

e ionizacija uzorka, u katione, gubitkom jednog elektrona
e razvrstavanje i odjeljivanje iona prema njihovoj masi i naboju

e mjerenje odijeljenih iona i prikazivanje rezultata u obliku dijagrama-spektra masa.

Spektrometrija masa najbolje radi sa ¢istim tvarima. Kada se radi o smjesama spojeva, analiza
pojedinog sastojka nije moguca bez prikladnog odjeljivanja svakog sastojka te smjese. Zbog
toga je kombinacija plinske kromatografije i spektrometrije masa pogodna i u¢inkovita metoda

za identifikaciju pojedinih komponenti vrlo slozenuh smjesa hlapljivih spojeva.®*!
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1.4.1.2. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Od razli¢itih kombinacija koje su nastale sprezanjem kromatografskih tehnika sa
spektroskopskim, osobito mjesto pripada vezanom sustavu plinska kromatografija-
spektrometrija mase. Navedene metode se medusobno dopunjuju, komplementarne su i
predstavljaju jedan instrument, GC-MS. Dok je plinska kromatografija metoda odjeljivanja, ali
nepouzdana za identifikaciju sloZzenih organskih spojeva, masena spektrometrija je pouzdana
za identifikaciju. Obje metode koriste uzorak u plinovitoj fazi te su obje osjetljive, pa se
njihovom kombinacijom moze posti¢i osjetljivost instrumenta u redu pikogramskih koli¢ina

spoja (107%2 g).

Ova metoda pruza vise specificnih informacija po jedinici koli¢ine uzorka od ostalih
analitickih metoda. Zbog toga se ova metoda upotrebljava kad je koli¢ina uzorka ogranic¢ena ili
kad je potrebno odrediti i identificirati izuzetno niske koncentracije pojedinih spojeva u uzorku.
U kombinaciji GC-MS, spektrometrija masa ima ulogu osjetljivog i specifi¢nog detektora za
plinski kromatograf.!!
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

NAZIV: Brnistra (slika 8.)

CARSTVO: Biljke (Plantae)

RED: Bobolike (Fabales)

PORODICA: Mahunarke (Fabaceae ili Leguminosae)
ROD: Spartium

VRSTA: Spartium junceum L.

Slika 8. Brnistra (Spartium junceum L.)

Spartium junceum L.- brnistra ili Zuka, kako je najée$¢e zovu na podru¢ju Dalmacije,
Siboliki je grm karakteristiCan za podru¢je Mediterana. Njezini jarko zuti cvjetovi pravi su
znakovi proljeca i nagovjestaj sve blizeg ljeta. Grmolikog je rasta, naraste oko 2-3 metra u
visinu s gustim, uspravnim, Sibasto-metli¢astim, golim izbojcima koji su okruglasto i plitko

izbrazdani. Kora debla je zutozelenkasta, a kod izbojaka svijetlozelena i tanka. Stablo i1 grane
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imaju jedan ili dva sloja asimilacijskog parenhima. Korijenov sustav je dobro razvijen i $titi tlo
od erozije. Kao i druge mahunarke obogacuje tlo duSikom. Mirisni, jarko zuti cvjetovi su
dvospoloni i1 jednodomni (muski i Zenski organi su na istoj biljci). Dugi su oko 2-2,5 cm,
ugodnog mirisa, nalaze se na tankim peteljkama skupljeni u grozdaste cvatove na vrhovima
grana. Plodovi su plosnate mahune, duge 4-8 cm. Krajem ljeta snazno eksplodiraju i sjajne,
okruglaste sjemenke se razlete od mati¢ne biljke. Brnistra dobro podnosi susu i buru, ali je
osjetljiva na hladno¢u. Cvjeta od svibnja do srpnja, a razmnozava sjemenom. Sjenovita
podrucja joj ne odgovaraju. Ima 1 jedno specijalno svojstvo kserofilnog bilja. Stvara na
izbojcima samo po nekoliko malenih listica, a i te ljeti tijekom suse odbaci, pa asimilira tankim
dugim i vitkim izbojcima, koji pod kutikulom imaju stanice s klorofilom. Cak i na suhim i
kamenim tlima lako se razmnaza sjemenom, sadnicama i reznicama. Korijenje joj seze duboko
1 dosta dobro veze tlo, a kao lepirnjaca (leguminoza) simbiozom s bakterijama u kvrzicama i
zadebljanjima korijenja veze atmosferski dusik te njime obogacuje tlo. Izbojci imaju dva
osnovna sloja: krut drvenast unutrasnji sloj, u sredini porozan, $to ¢ini stabljiku veoma laganom,
i vanjski ovoj, kozicu protkanu zilavim vlaknima. Na presjeku izbojka brnistre opaza se
epiderma, parenhim kore s klorofilom, endoderm, snopi¢i vlakna kore i snopi¢i vlakna

pericikla.

Brnistra raste na Mediteranu, na sun¢anim prostorima i suhoj, kr$noj zemlji, u makiji i
kamenjarima. Rasprostranjena je u cijelom svijetu, medutim na podrucju Australije i zapadne
Amerike je izmakla kontroli i smatra se invazivnom vrstom. Zbog prelijepih zutih cvjetova

cesto se sadi kao dekorativna biljka u vrtovima 1 parkovima.

Biljka brnistre ima visenamjensku upotrebu. Cvjetovi brnistre su se sakupljali i koristili kao
diuretik i kardiotonik, medutim danas se biljka smatra nesigurnom za koristenje. Za primorsko
pCelarstvo vaZzan je cvijet brnistre. Tako su Aristotel 1 Plinije hvalili med od brnistre.
Cvjetovima brnistre punili su se jastuci i madraci ili su se od njih dobivala Zuta boja za bojanje
tkanina. Kako su bogati eteri¢énim uljima, cvjetovi brnistre koriste se u parfumeriji za dobivanje
razli¢itih mirisnih pripravaka. Bitno je spomenuti i upotrebu brnistre kao tekstilne sirovine.
Koristila se za izradu uzadi, mreza, torba, jedara, metli, ¢ak su se u proslosti njome pokrivali
krovovi pa ¢ak 1 izradivali odjevni predmeti. Za dobivanje tekstilnih vlakana zeleni izbojci se
rezu u neposrednoj blizini osnovnih stabljika i vezu u snopice (rucice), kojima se rezu krajevi
na jednaku duzinu. Metoda odvajanja vlakana od vezivnog vlakna iz grancica je mukotrpna i

jedan je od razloga napustanja brnistre kao tekstilne sirovine na nas§im podrucjima.
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Vjeruje se da na podrucju na kojem raste brnistra nema zmija, zahvaljuju¢i sparteinu,
alkaloidu kojeg brnistra sadrzi. Zbog toga su ljudi vodili stada na ispaSu u brnistru, nakon ¢ega

su zivotinje bile otporne na zmijski ugriz.

Zanimljivo je da porijeklo imena grada Splita (Spalatos /Aspalathos) potjece od imena

brnistre (gr¢. aspalathos).!21314

2.2. Izbor i priprema uzorka

Brnistra koriStena u ovom radu sakupljena je u svibnju 2017. g. na podrucju sveucilisSnog

kampusa u gradu Splitu. Za izolaciju hlapljivih spojeva koristeni su svjezi cvjetovi brnistre.

2.3. Kemikalije i aparature

U ovom radu su koristene sljede¢e kemikalije:

- petroleter (tv = 40-70°C), p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska
- pentan, Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika
- dietil-eter, Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanjolska

- apsolutni etanol (> 99,8 %), puris. p.a., Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka.

U radu su koriStene sljedeée aparature:

- tehnicka vaga Kern 572

- aparatura za vodenu destilaciju (modificirana aparatura po Clevengeru, Deotto lab
d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

- aparatura za ekstrakciju po Soxhletu

- vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), Agilent
Tehnologies, Santa Clara, SAD: plinski kromatograf model 7820A i spektrometar masa
model 59
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2.4. l1zolacija hlapljivih spojeva

Hlapljivi spojevi izolirani su iz svjeZih cvjetova brnistre dvjema metodama, vodenom
destilacijom i ekstrakcijom s hlapljivim organskim otapalom. Jedan dio cvjetnog materijala
podvrgnut je vodenoj destilaciju u modificiranoj aparaturi po Clevengeru i na taj nacin je
dobiveno eteri¢no ulje brnistre. Drugi dio cvjetnog materijala ekstrahiran je lako hlapljivim
organskim otapalom, petroleterom. Nakon uklanjanja organskog otapala do suha dobiven je
konkret. Konkret je dalje obraden na dva nacina, vodenom destilacijom te je na taj nacin
dobiveno tzv. konkretno ulje i ekstrakcijom s apsolutnim etanolom ¢ime je dobiven apsolut
(slika 9.).

2.4.1. 1zolacija hlapljivih spojeva vodenom destilacijom

Vodena destilacija cvjetova brnistre provedena je u modificiranoj aparaturi po
Clevengeru (slika 10). 100 g svjezih cvjetova brnistre stavljeno je u tikvicu s okruglim dnom
od 2000 mL, dodano je destilirane vode tako da prekrije biljni materijal te je tikvica postavljena
u kalotu za zagrijavanje. Na tikvicu je vertikalno postavljen sredi$nji dio aparature po
Clevengeru, u koji je ulivena destilirana voda te smjesa otapala pentan-dietil-eter u omjeru 1:1.
Smjesa pentan-dietil-eter, tzv. trap, sluzila je za ekstrakciju hlapljivih spojeva ¢ime se umanjuju
mogucéi gubici hlapljivih spojeva koji su donekle topljivi u vodi. Na aparaturu je postavljeno
vodeno hladilo i uspostavljen odgovarajuci protok vode. Tijekom zagrijavanja tikvice s vodom
1 biljnim materijalom, vodena para zajedno s hlapljivim spojevima iz biljnog materijala bo¢nim
cijevima odlazi do hladila, gdje se kondenzira. Hlapljivi se spojevi nakupljaju u sredi$njem
dijelu aparature, u tzv. trapu. Destilacija je trajala 2,5 sata. Nakon zavrSetka destilacije, organski
ekstrakt, sakupljen u srediSnjem dijelu aparature, je pazljivo pomoc¢u kapaljke odijeljen od
vodenog sloja. Organsko otapalo je uklonjeno otparavanjem do suha. Na taj nacin je dobiveno
etericno ulje brnistre koje je spremljeno u bocice, hermeticki zatvoreno 1 cuvano u hladnjaku

pri -18 °C do GC-MS analize.
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Slika 10. Aparatura za vodenu destilaciju po Clevengeru: 1- tikvica s okruglim dnom, 2-
vodeno hladilo po Allihnu, 3- sredisnji dio aparature, 4- kalota, 5- otpornik promjenjivog

otpora (reostat)

2.4.2. 1zolacija hlapljivih spojeva ekstrakcijom

Ekstrakcija hlapljivih spojeva brnistre provedena je kontinuirano pri temperaturi vrenja
organskog otapala, u aparaturi po Soxhletu (slika 11), i diskontinuirano, maceracijom pri sobnoj

temperaturi.

Aparatura za ekstrakciju po Soxhletu se sastoji od tikvice s okruglim dnom,
Soxhletovog ekstraktora, vodenog hladila po Allihnu i kalote za zagrijavanje. Ekstrakcija u
aparaturi po Soxhletu je kontinuirana i odvija se pri temperaturi vrenja odabranog organskog
otapala. 43 g biljnog materijala - svjezih cvjetova brnistre, stavljeno je u tuljac od filter papira
koji je potom umetnut u Soxhletov ekstraktor. U tikvicu s okruglim dnom dodano je otapalo za
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ekstrakciju, petroleter, tu = 40-70 °C. Otapala je dodano to¢no onoliko da kada se napuni
sredis$nji dio Soxhletovog ekstraktora u kojem je tuljac s biljnim materijalom, tikvica s okruglim
dnom ne ostane suha. Pare otapala koje se zagrijava preko grijace kosare, tzv. kalote, dizu se
kroz bo¢ne cijevi ekstraktora i kondenziraju se u hladilu. Kondenzirano otapalo pada na tuljac,
postepeno puni unutarnji prostor Soxhletovog aparata i istovremeno ekstrahira tvari iz
materijala u tuljcu (ekstrakt postaje sve jace obojen). Kada se unutarnji prostor i cjevcica
("sifon") napune do najvise tocke ekstrakt se, prema nacelu spojenih posuda, prelije u tikvicu.
Postupak se ponavlja dok tvar iz materijala u tuljcu nije potpuno ekstrahirana, odnosno do
bezbojnog ekstrakta u sredi$njem prostoru. Istovremeno, u tikvici se povecava koncentracija
ekstrahiranih tvari $to se vidi po sve jacoj obojenosti ekstrakta (intenzivno zuta boja). Nakon
zavrsene ekstrakcije, koja je trajala 10 sati, petroleterski ekstrakt je sakupljen u tikvicu i
podvrgnut daljnoj obradi, tj. vodenoj destilaciji kako bi otparilo otapalo. Uzorak dobiven na
ovaj nacin se naziva konkret. Kako je konkret smjesa velikog broja sastojaka, hlapljivih

spojeva, prirodnih bojila, voskova i ostalih lipida itd., podvrgava se daljnjoj obradi.

Slika 11. Aparatura za kontinuiranu ekstrakciju po Soxhletu: 1-vodeno hladilo po Allihnu, 2-

Soxhletov ekstraktor, 3-tikvica s otapalom za ekstrakciju

Maceracija svjezih cvjetova brnistre provedena je s istim otapalom kao i ekstrakcija u

aparaturi po Soxhletu. 200 g svjezih cvjetova brnistre stavljeno je u Erlenmeyerovu tikvicu u
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koju je dodano 500 mL petroletera. Tikvica je zaCepljena i ostavljena 15 dana pri sobnoj
temperaturi uz povremeno muckanje. Nakon maceracije biljni materijal je uklonjen filtracijom,
a petroleterski ekstrakt je podvrgnut vodenoj destilaciji radi otparavanja otapala. Dobiveni

uzorak - konkret podvrgnut je daljnoj obradi.

2.4.2.1. Obrada konkreta

Konkreti dobiveni kontinuiranom ekstrakcijom u aparaturi po Soxhletu i maceracijom,
kako je opisano u poglavlju 2.4.2., obradeni su na isti nacin. U oba slucaja konkret je podijeljen
na dva jednaka dijela. Jedan dio je podvrgnut vodenoj destilaciji u aparaturi po Clevengeru. Na
taj na¢in dobivena smjesa hlapljivih spojeva naziva se konkretno ulje za razliku od eteri¢nog
ulja dobiveno vodenom destilacijom direktno iz biljnog materijala. Na opisani nacin
pripremljena su dva uzorka konkretnog ulja, konkretno ulje 1 dobiveno iz konkreta dobivenog
ekstrakcijom u aparaturi po Soxhletu, i konkretno ulje 2 dobiveno iz konkreta dobivenog

maceracijom.

Drugi dio konkreta obraden je ekstrakcijom s apsolutnim etanolom i to tako Sto je
apsolutni etanol dodan u konkret u omjeru 1:10. Dobiveni etanolni ekstrakt je zatim stavljen u
hladnjak na temperaturu -20 °C i ostavljen preko no¢i. Nakon hladenja ekstrakt je profiltriran
radi uklanjanja istaloZenih visokomolekularnih tvari. Potom je etanolni ekstrakt skoncentriran
1 ekstrakcija je ponovljena na isti naCin. Na taj nacin dobiveni uzorak, apsolut brnistre, je
skoncentriran pomocu rotacijskog vakuum uparivaca i spremljen u hermeticki zatvorenu bocici
u hladnjak pri temperaturi -20 °C do GC-MS analize. Na opisani nacin pripremljena su dva
apsoluta, apsolut 1 koji je dobiven iz konkreta dobivenog ekstrakcijom u aparaturi po Soxhletu,
i apsolut 2 koji je dobiven iz konkreta dobivenog maceracijom.

2.5. GC-MS analiza hlapljivih spojeva

Analiza izoliranih hlapljivih spojeva, eteri¢nog ulja brnistre, konkretnog ulja 11 2 te
apsoluta 1 i 2, provedena je vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa
(GC-MS) proizvodaca Agilent Technologies (SAD) koji se sastoji od plinskog kromatografa
7820A i spektrometra masa 5977E te racunala (slika 12). Analize su izvrSene na koloni

nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS), proizvodaca Agilent Technologies ((5% fenil)-
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metilpolisiloksan; 30 m x 0,25 mm; debljina sloja stacionarne faze 0,25 um). Plin nositelj je
helij protoka 1mL/min; omjer cijepanja 1:50, temperatura injektora 250 °C; temperatura
detektora 280 °C; energija ionizacije 70 eV. Temperatura peci je programirana kako slijedi: 3,5

min na 70 °C, zatim 70 — 200 °C s porastom od 3 °C/min i 20 min na 200 °C.

Identifikacija pojedinacnih spojeva provedena je usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja s vremenima zadrzavanja poznatih tvari iz eteri¢nih ulja (ili smjesa hlapljivih
spojeva) prethodno analiziranin GC-MS sustavom u Zavodu za organsku kemiju (slika 12).
Osim toga identifikacija je provedena i usporedbom masenih spektara tih spojeva s masenim
spektrima iz komercijalnih biblioteka masenih spektara, Wiley 9 MS library i NIST14 (National
Institute of Standards and Technology, Gaithersburg, SAD) i /ili usporedbom s masenim
spektrima iz literature.

Za svaki uzorak analiziran vezanim sustavom GC-MS dobiveni su sljedeéi rezultati:

- kromatogram ukupne ionske struje;

- vrijeme zadrzavanja svake komponente (koja je na kromatogramu

predstavljena pikom);
- relativni udio pojedine komponente izrazeno u postotku (udio povrsine pika
u ukupnoj povrsini);

........

(sliénosti spektra koji su usporedeni izrazeni su u postocima).®
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Slika 12.Vezani sustav GC-MS; Agilent Technologies 7820A /5977E
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3. REZULTATI

3.1. GC/MS analiza hlapljivih spojeva brnistre

Izolacija hlapljivih spojeva iz svjezih cvjetova brnistre provedena je vodenom
destilacijom i ekstrakcijom kako je opisano u poglavlju 2.4. Dobiveno je pet uzoraka hlapljivih
spojeva: eteri¢no ulje, konkretno ulje 1, konkretno ulje 2, apsolut 1 i apsolut 2. Svi uzorci su
analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa, GC/MS.
Kromatogrami svih analiziranih uzoraka prikazani su na slikama 13 — 17. Rezultati analiza su
prikazani u tablicama 4 - 8. Spojevi u tablicama poredani su prema redoslijedu eluiranja
(vremenu zadrzavanja) sa kolone HP-5MS. Maseni udio svakog spoja u uzorku (u %)

predstavlja udio povrsine pika tog spoja u ukupnoj povrsini svih pikova.

Znacenje simbola u tablicama je:
tr - vrijeme zadrzavanja u minutama
* v . .o
- tocan izomer nije odreden
a

- identifikacija isklju¢ivo usporedbom masenog spektra sa spektrima iz Wiley9 i/ili NIST14

biblioteka masenih spektara

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u eteri¢nom ulju

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)
1. benzaldehid 5,49 0,1
2. okt-1-en-3-ol 591 1,0
3. fenilacetaldehid 7,86 0,4
4. linalol 9,80 0,6
5. nonanal? 9,92 0,2
6. geraniol 16,03 0,2
7. metil-antranilat 19,60 0,3
8. (Z,E)-a-farnezen? 25,84 0,5
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9. (E,E)-a-farnezen? 26,36 0,6

10.  metil-N-formilantranilat?® 28,22 0,6
11. laurinska kiselina 28,95 1,9
12.  miristinska kiselina 36,11 13,1
13.  palmitinska kiselina 42,76 25,4
14.  nerolidol® 44,59 0,8
15.  heksadekan-1-ol? 46,48 1,8
16.  oleinska kiselina 46,84 0,7
17.  linolna kiselina 48,27 0,9
18.  etil-linoleat? 48,59 7,3
19.  stearinska kiselina 49,46 3,3
20.  trikosan? 56,33 26,5
Ukupno identificirano (%) 86,2

Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u konkretnom ulju 1

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)
1. 3-metiloktan™? 3,61 0,1
2. 1-etil-4-metilcikloheksan™? 3,94 0,2
3. 2,6-dimetiloktan™? 4,77 0,5
4. nonan? 4,08 0,4
5. 1-etil-2-metilcikloheksan™? 4,30 0,3
6. A-metilnonan™? 5,42 0,3
7. 2-metilnonan™? 5,48 0,2
8. 3-metilnonan™? 5,65 0,2
9. 1,4-dimetilcikloheksan™? 6,04 0,1
10.  dekan? 6,44 0,7

o
=

undekan? 9,74 0,4



12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44,

2-metildekalin™?
5-metilundekan™?
4-metilundekan™?
2-metilundekan™?
1,6-dimetildekalin™?
3-metilundekan™?
dodekan?
2,6-dimetilundekan™?
heksilcikloheksan?
2,4-dimetilundekan™?
4-metildodekan™?
10-metilnonadekan™?
3-metildodekan™?
7-metiltridekan™?
tridekan?
6-metiltridekan™?
oktilcikloheksan®
2,5-dimetildodekan™?
5-metiltridekan™?
4-metiltridekan™?
2-metiltridekan™?
3-metiltridekan™?
2,6,10,14-tetrametilheksadekan™?
pentadekan-1-ol?
tetradekan®
4,8-dimetiltridekan™?
5-metiltetradekan™?
4-metiltetradekan™?
2-metiltetradekan™?
3-metiltetradekan™?
pentadekan?
2,4-di-tert-butilfenol?

7-metilpentadekan™?

10,17
11,88
12,03
12,21
12,27
12,47
13,70
14,25
15,23
15,93
16,12
16,32
16,60
16,70
17,90
18,58
19,55
19,96
20,08
20,29
20,50
20,78
21,01
21,33
22,06
22,17
24,14
24,36
24,57
24,85
26,08
26,74
27,84

0,2
0,3
0,6
0,5
0,5
0,8
3,9
1,4
0,7
0,9
1,9
1,8
1,4
1,3
6,4
0,8
0,7
1,2
1,0
1,4
1,7
1,6
1,8
0,4
7,9
0,4
0,6
0,7
2,3
0,9
6,2
1,4
0,3
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45.  4,11-dimetiltetradekan™? 28,28 0,2
46.  heksadekan? 29,91 2,8
47.  heptadekan? 33,57 0,6
48.  miristinska kiselina 36,11 0,4
49.  oktadek-1-en™? 36,85 0,2
50.  dibutil-ftalat® 42,48 0,5
51. palmitinska kiselina 42,76 1,2
52.  heneikosil-format® 43,46 0,3
53.  metil-linolenat? 46,85 0,3
54.  oktadeka-9,12,15-trienal 2 48,54 0,6
55.  etil-linolenat? 49,45 0,5
56.  dokosan? 49,93 8,4
Ukupno identificirano (%) 73,3

Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u konkretnom ulju 2

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)
1. nonan? 4,08 0,4
2. 1-etil-2-metilcikloheksan 2 4,30 0,3
3. 2,6-dimetiloktan™? 4,77 0,5
4. dekan® 6,44 0,6
5. 4-metilundekan™? 12,03 0,6
6. 2-metilundekan™? 12,21 0,4
7. 1,6-dimetildekalin™® 12,27 0,5
8. 3-metilundekan™? 12,47 0,7
9. dodekan? 13,70 33
10.  2,6-dimetilundekan™? 14,25 1,2
11.  heksilcikloheksan? 15,23 0,6
12.  2,4-dimetilundekan™? 15,93 0,9
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13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24,
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.

4-metildodekan™?
10-metilnonadekan™?
3-metildodekan™?
7-metiltridekan™?
tridekan®
6-metiltridekan™?
oktilcikloheksan?
2,5-dimetildodekan™?
5-metiltridekan™?
4-metiltridekan™?
2-metiltridekan™?
3-metiltridekan™?
2,6,10,14-tetrametilheksadekan™?
tetradekan®
5-metiltetradekan™?
4-metiltetradekan™?
2-metiltetradekan™?
3-metiltetradekan™?
pentadekan?
2,4-di-tert-butilfenol®
7-metilpentadekan?
4,11-dimetiltetradekan™?
3-metilpentadekan™?
heksadekan?
heptadekan?
miristinska kiselina
oktadek-1-en™?
metil-palmitat?
palmitinska kiselina

metil-linolenat?

16,12
16,32
16,60
16,70
17,90
18,58
19,55
19,96
20,08
20,29
20,50
20,78
21,01
22,06
24,14
24,36
24,57
24,85
26,08
26,74
27,84
28,28
28,76
29,91
33,57
36,11
36,85
41,33
42,76
46,85

1,8
1,8
1,4
1,3
7,0
0,7
0,7
1,2
1,2
1,6
2,0
1,9
2,1
9,8
0,7
0,9
3,0
1,2
9,0
1,4
0,4
0,4
0,5
4,5
1,2
0,6
0,5
0,4
1,2
0,8

Ukupno identificirano (%)

70,5
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Tablica 7. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u apsolutu 1

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)
1. 3-metilundekan™? 12,47 0,5
2. dodekan? 13,70 3,7
3. 2,6-dimetilundekan™? 14,25 1,2
4. heksilcikloheksan? 15,23 0,7
5. 2,4-dimetilundekan™? 15,93 1,0
6. 4-metildodekan™? 16,12 1,9
7. 10-metilnonadekan™? 16,32 1,9
8. 3-metildodekan™? 16,60 1,6
9. 7-metiltridekan™? 16,70 1,5
10.  tridekan? 17,90 9,2
11.  6-metiltridekan™? 18,58 1,2
12.  oktilcikloheksan? 19,55 1,1
13.  2,5-dimetildodekan™® 19,96 1,7
14.  5-metiltridekan™? 20,08 1,4
15.  4-metiltridekan™? 20,29 2,0
16.  2-metiltridekan™? 20,50 2,4
17.  3-metiltridekan™? 20,78 2,2
18.  2,6,10,14-tetrametilneksadekan™® 21,01 2,5
19.  tetradekan® 22,06 11,9
20.  5-metiltetradekan™? 24,14 0,8
21.  4-metiltetradekan™? 24,36 0,9
22.  2-metiltetradekan™? 24,57 3,0
23.  3-metiltetradekan™? 24,85 1,1
24.  pentadekan? 26,08 8,4
25.  2,4-di-tert-butilfenol? 26,74 1,9
26.  heksadekan® 29,91 3,1
27.  heptadekan® 33,57 0,6
28.  palmitinska kiselina 42,76 2,4
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29. etil-linoleat? 48,59 6,4

30. etil-linolenat? 49,45 15
31. dokosan? 49,93 3,2
32. trikosan? 56,33 1,3
Ukupno identificirano (%) 84,2

Tablica 8. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u apsolutu 2

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)
1. 2-metilundekan™? 12,21 0,1
2. 3-metilundekan™? 12,47 0,3
3. dodekan? 13,70 1,4
4. 2,6-dimetilundekan™? 14,25 0,6
5. heksilcikloheksan? 15,23 0,3
6. 2,4-dimetilundekan™? 15,93 0,5
7. 4-metildodekan™? 16,12 1,0
8. 10-metilnonadekan™? 16,32 1,0
9. 3-metildodekan™? 16,60 0,8
10.  7-metiltridekan™? 16,70 0,8
11.  tridekan? 17,90 3,8
12.  6-metiltridekan™? 18,58 0,3
13. oktilcikloheksan? 19,55 0,6
14.  2,5-dimetildodekan™® 19,96 0,9
15.  4-metiltridekan™? 20,29 1,1
16.  2-metiltridekan™? 20,50 1,3
17.  3-metiltridekan™? 20,78 1,2
18.  2,6,10,14-tetrametilneksadekan™® 21,01 1,4

o
©w

tetradekan? 22,06 5,8



20.  4,8-dimetiltridekan™® 22,21 0,3
21.  5-metiltetradekan™? 24,14 0,6
22.  4-metiltetradekan™? 24,36 0,7
23.  2-metiltetradekan™? 24,57 2,1
24.  3-metiltetradekan™? 24,85 0,9
25.  pentadekan® 26,08 57
26.  2,6,11-trimetildodekan™? 26,41 0,5
27.  2,4-di-tert-butilfenol® 26,74 1,8
28.  7-metilpentadekan™? 27,84 0,5
29.  4,11-dimetiltetradekan™? 28,28 0,4
30.  3-metilpentadekan™® 28,76 0,4
31.  laurinska kiselina 28,99 0,4
32.  heksadek-1-en? 29,61 0,2
33.  heksadekan® 29,91 3,1
34.  heptadekan? 33,57 0,9
35.  miristinska kiselina 36,11 2,0
36.  oktadek-1-en? 36,85 0,5
37.  oktadekan? 37,09 0,2
38.  metil-palmitat ® 41,33 0,5
39.  palmitinska kiselina 42,76 11,4
40.  etil-palmitat? 43,54 1,4
41. heksadekan-1-ol? 46,48 1,1
42.  metil-linoleat? 46,66 0,4
43 metil-linolenat® 46,85 1,4
44,  etil-linolenat? 49,45 20,6
45.  stearinska kiselina 49,46 34
46.  trikosan? 56,33 2,2
Ukupno identificirano (%) 86,8
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AEquired

: 28 Jun 2017 18:36 using AcqMethod HP-5MS.M

Instrument :  GC MSD
Sample Name: Brnistra, et. ulje

Misc Info

¢ HPSMS.M

vial Number: 13
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Slika 13. Kromatogram eteri¢nog ulja brnistre
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Acquired : 30 Jun 2017 ©8:54 using AcgMethod HP-5MS.M
Instrument :  GC MSD

Sample Name: Cvjetno ulje brnistre 1, razrijedeno

Misc Info : HPSMS.M

vial Number: 13

Abundance TIC: ANI_48.D\data.ms
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Slika 14. Kromatogram konkretnog ulja 1
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Acquired : 30 Jun 2017 10:11 using AcqMethod HP-5MS.M
Instrument : GC MSD

Sample Name: Cvjetno ulje brnistre 2, razrijedeno

Misc Info : HPSMS.M

vial Number: 13

Abundance TIC: ANI_49.D\data.ms
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Slika 15. Kromatogram konkretnog ulja 2
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Acquired : 29 Jun 2017 10:22 using AcgMethod HP-5MS.M
Instrument :  GC MSD

Sample Name: Apsolut brnistre 1

Misc Info : HP5MS.M

vial Number: 13

Abl%rkdoaonocgo TIC: ANI_46.D\data.ms
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Slika 16. Kromatogram apsoluta 1
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Acquired : 29 Jun 2017 11:31 using AcgMethod HP-5MS.M
Instrument : GC MsSD

Sample Name: Apsolut brnistre 2

Misc Info : HPSMS.M

Vial Number: 13

Abu?%aen+c§7 TIC: ANI_47.D\data.ms
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Slika 17. Kromatogram apsoluta 2
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4. RASPRAVA

Aromati¢na biljka rasprostranjena u Dalmaciji, kojoj grad Split duguje svoje ime, je
brnistra ili zuka (Spartium junceum L.). Brnistra je samonikli, $iboliki grm jarko Zutih, cvjetova
koji odlikuje ugodni medni miris. Miris aromati¢nih (mirisnih) biljaka potjece od hlapljivih
spojeva, pa je cilj ovog rada bio odrediti profil aromati¢nih, hlapljivih spojeva brnistre, odnosno
odrediti sastav i sadrzaj ovih spojeva u svjezim cvjetovima brnistre. 1zolacija hlapljivih spojeva
brnistre provedena je dvjema klasi¢énim laboratorijskim metodama, vodenom destilacijom |
ekstrakcijom s organskim otapalom te su taj nacin dobiveni razliciti uzorci hlapljivih spojeva.
VVodenom destilacijom, koja je najéesce koristena laboratorijska metoda izolacije hlapljivih
spojeva iz aromati¢nog bilja, dobiveno je etericno ulje brnistre. Ekstrakcija organskim
otapalom, petroleterom, provedena je pri temperaturi vrenja otapala, u aparaturi po Soxhletu te
pri sobnoj temperaturi, maceracijom. Dobiveni ekstrakti, konkreti, obradeni su takoder na dva
nacina, vodenom destilacijom i ekstrakcijom apsolutnim etanolom te su dobivena dva uzorka
hlapljivih spojeva, konkretno ulje i apsolut. Svi uzorci su analizirani vezanim sustavom plinska
kromatografija-spektrometrija masa na nepolarnoj HP-5MS koloni, a rezultati analiza su
prikazani tabelarno.

4.1. Eteri¢no ulje

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u eteri¢nom ulju brnistre dan je u tablici 4. U
etericnom ulju identificirano je 20 spojeva $to predstavlja 86,2 % od ukupnog ulja. Glavni
sastojci eterinog ulja su ravnolanc€ani ugljikovodik trikosan (26,5 %) 1 karboksilne kiseline,
tzv. masne kiseline, palmitinska (25,4 %) i miristinska kiselina (13,1 %). Koli¢inski zna¢ajan
sastojak eteri¢nog ulja je i etilni ester linolne kiseline, etil-linoleat (7,3 %). Osim navedenih
masnih kiselina identificirane su jo$ i stearinska (3,3 %), laurinska (1,9 %) i oleinska kiselina
(0,9 %) te visi alifatski alkohol heksadekan-1-ol (1,8 %). Svi ostali identificirani sastojci
prisutni su u eteri¢cnom ulju u manjim koli¢inama (< 1,0 %).

Karakteristi¢ni sastojci eteri¢nih ulja, terpeni i fenilpropanski spojevi (Ce-C3 Spojevi),
manje su znacajni sastojci ovog eteri¢nog ulja s ukupnim udjelom od samo 3,1 %. Od terpenskih
alkohola koji su tipi¢ni mirisni spojevi, odnosno nositelji mirisa aromati¢nog bilja, u etericnom

ulju brnistre identificirani su nerolidol (0,8 %), linalol (0,6 %) i geraniol (0,2 %). Okt-1-en-3-
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ol (1,0 %) je uobiCajeni sastojak mnogih eteri¢nih ulja, a pripada skupini ostalih hlapljivih
spojeva. Identificirana su i dva terpenska ugljikovodika (Z,E)-a-farnezen (0,5 %) i (E,E)-o-
farnezen (0,6 %). Eteri¢no ulje brnistre sadrzi dva estera, metil-antranilat (0,3 %) i metil-N-
formilantranilat (0,6 %) te tri aldehida fenilacetaldehid (0,4 %), nonanal (0,2 %) i benzaldehid
(0,1 %).

Eteri¢no ulje izolirano iz svjezih cvjetova brnistre karakterizira visoki udio masnih
kiselina, 45,3 %, medu kojima prevladavaju zasi¢ene masne kiseline (43,7 %), a identificirane
su dvije nezasi¢ene masne kiseline, linolna (0,9 %) 1 oleinska kiselina (0,7 %). Eteri¢no ulje
brnistre nema izvorni miris cvjetova brnistre $to je u skladu s profilom hlapljivih spojeva, tj.
visokim udjelom masnih kiselina u odnosu na udio terpenskih i fenilpropanskih spojeva te
ostalih spojeva nositelja mirisa (45,3 % prema 5,3 %).

4.2. Konkretno ulje i apsolut

Konkretna ulja brnistre izolirana su vodenom destilacijom konkreta koji su pripremljeni
ekstrakcijom organskim otapalom pri temperaturi vrenja otapala (konkretno ulje 1), odnosno
pri sobnoj temperaturi (konkretno ulje 2). Kao $to je vidljivo iz kromatograma prikazanim na
slikama 14 i 15, konkretna ulja su vrlo su sloZena, sadrze veliki broj sastojaka.

U konkretnom ulju 1 identificirano je 56 spojeva §to predstavlja 73,3 % od ukupnog ulja
(tablica 5). Gotovo svi sastojci ovog ulja su alifatski ugljikovodici, ¢ak 46 spojeva sa ukupnim
udjelom od 67,2 %. U ulju su identificirane dvije zasi¢ene masne kiseline, palmitinska (1,2 %)
I miristinska kiselina (0,4 %) te dva estera masnih kiselina, metilni i etilni ester linolne kiseline,
metil-linolenat (0,3 %) i etil-linolenat (0,5 %). U konkretnom ulju identificiran je samo jedan
visi alkohol, pentadek-1-ol (0,4 %). Treba istaknuti da u ovom uzorku konkretnog ulja nije
identificiran niti jedan mirisni spoj, bilo terpen ili fenilpropanski derivat.

U konkretnom ulju 2 identificirana su 42 spoja Sto predstavlja 70,5 % od ukupnog ulja
(tablica 6). Isto kao u konkretnom ulju 1, gotovo svi sastojci ovog ulja su alifatski ugljikovodici,
cak 37 spojeva sa ukupnim udjelom od 66,8 %. Nadalje, 1 u ovom uzorku konkretnog ulja
identificirane su iste zasi¢ene masne kiseline, palmitinska (1,2 %) i miristinska kiselina (0,6
%). Od estera masnih kiselina identificirani su metilni ester palmitinske kiseline, metil-palmitat

(0,4 %) i metilni ester linolne kiseline, metil-linolenat (0,8 %). Za razliku od konkretnog ulja
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1, u ovom konkretnom ulju nije identificiran niti jedan alkohol. I u ovom uzorku konkretnog
ulja nije identificiran niti jedan mirisni spoj.

Konkretna ulja izolirana iz cvjetova brnistre ekstrakcijom s otapalom, bez obzira je li
ekstrakcija provedena pri sobnoj temperaturi ili temperaturi vrenja otapala, kvalitativno i
kvantitativno su vrlo slicna te gotovo 1 nema razlika u sastavu i sadrzaju hlapljivih spojeva.
Sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva u konkretnim uljima u skladu je s njihovim mirisom. Naime
konkretna ulja izolirana iz cvjetova brnistre nemaju ugodni miris karakteristican za cvjetove

brnistre.

Apsoluti brnistre dobiveni su obradom konkreta ekstrakcijom apsolutnim etanolom.
Obradom konkreta pripremljenog ekstrakcijom organskim otapalom pri temperaturi vrenja
otapala dobiven je apsolut 1, a iz konkreta pripremljenog ekstrakcijom organskim otapalom pri
sobnoj temperaturi dobiven je apsolut 2. Na slikama 16 i 17 prikazani su kromatogrami
apsoluta brnistre.

U apsolutu 1 identificirana su 33 spoja koji predstavljaju 84,2 % od ukupnog uzorka
(tablica 7). Isto kao i u konkretnom ulju, gotovo svi identificirani spojevi su alifatski
ugljikovodici, 29 spojeva s ukupnim udjelom od 72,0 %. U apsolutu je identificirana jedna
zasi¢ena masna kiselina, palmitinska kiselina (2,4 %) te dva estera nezasi¢enih masnih kiselina,
etilni esteri linolne i linolenske kiseline, etil-linoleat (6,4 %) i etil-linolenat (1,5 %).
Neocekivano, u apsolutu nije identificiran niti jedan spoj iz skupine terpena, fenilpropanskih i
ostalih mirisnih spojeva. Medutim, miris apsoluta, za razliku od mirisa konkretnog ulja, je
ugodan.

U apsolutu 2 identificirana su 46 spoja koji ¢ine 86,8 % od ukupnog uzorka (tablica 8).
Vecina sastojaka apsoluta 2 su alifatski ugljikovodici 1 to 35 spojeva s ukupnim udjelom od
42,4 %. Za razliku od apsoluta 1, u ovom uzorku je identificiran ve¢i broj masnih kiselina 1
njihovih estera, tocnije Cetiri masne kiseline 1 pet estera masnih kiselina, a njithov ukupni udio
u uzorku je 41,5 %. Glavni sastojak apsoluta je etilni esteri linolenske kiseline, etil-linolenat
(20,6 %), a slijedi palmitinska kiselina (11,4 %). U ovom uzorku je identificiran i jedan visi,
tzv. masni alkohol, heksadekan-1-ol (1,1 %). Ni u ovom apsolutu nije identificiran niti jedan
spoj iz skupine terpena, fenilpropanskih i ostalih mirisnih spojeva. Za razliku od mirisa apsoluta
1, miris ovog apsoluta je intenzivniji i ugodniji.

Apsoluti cvjetova brnistre razlikuju se kvalitativno i kvantitativno. Apsolut 1

karakterizira vrlo visoki udio alifatskih ugljikovodika (72,0 %) u odnosu na ukupni udio
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identificiranih spojeva, 84,2 %. Udio alifatskih ugljikovodika u apsolutu 2 je znatno manji,
42,4 %, u odnosu na ukupni udio identificiranih spojeva, 86,8 %. Apsolut 2 karakterizira visoki
udio masnih kiselina i njhovih estera, 41,5 %. Intenzivniji i ugodniji miris apsoluta 2 vjerojatno
proizlazi iz profila njegovih hlapljivih spojeva. U slucaju apsoluta, kvalitativni i kvantitativni
sastav hlapljivih spojeva ovisi 0 metodi njihove pripreme, to¢nije temperaturi pri kojoj je
provedena ekstrakcija hlapljivih spojeva iz biljnog materijala. Kod apsoluta 2 temperatura je
bila sobna, dok je kod apsoluta 1 temperatura bila poviSena (temperatura vrenja organskog

otapala).
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5. ZAKLJUCCI

e U radu je odreden aromati¢ni profil brnistre (Spartium junceum L.), odnosno izolirani
su i identificirani hlapljivi spojevi. U tu svrhu pripravljeni su razli¢iti uzorci hlapljivih
spojeva, i to oni koji se uobicajeno koriste u parfumeriji, etericno ulje, konkretno ulje i

apsolut.

e Etericno ulje izolirano iz svjezih cvjetova brnistre karakterizira visoki udio masnih
kiselina, u odnosu na udio terpenskih i fenilpropanskih te ostalih mirisnih spojeva (45,3
% prema 5,3 %).

e Konkretna ulja izolirana iz cvjetova brnistre ekstrakcijom s otapalom, bez obzira je li
ekstrakcija provedena pri sobnoj temperaturi ili temperaturi vrenja otapala, kvalitativno
1 kvantitativno su vrlo sli€éna. Gotovo svi sastojci konkretnih ulja su alifatski
ugljikovodici, a nije identificiran niti jedan klasi¢ni mirisni spoj, terpenski ili

fenilpropanski spoj.

e Apsoluti cvjetova brnistre razlikuju se kvalitativno i kvantitativno. Apsolut 1
karakterizira vrlo visoki udio alifatskih ugljikovodika (72,0 %), dok je udio alifatskih
ugljikovodika u apsolutu 2 znatno manji (42,4 %). Apsolut 2 karakterizira visoki udio
masnih kiselina i njhovih estera (41,5 %). Neocekivano, u apsolutima nije identificiran
niti jedan spoj iz skupine terpena, fenilpropanskih i ostalih mirisnih spojeva, a miris
apsoluta je ipak ugodan. Intenzivniji i ugodniji miris apsoluta 2 vjerojatno proizlazi iz

profila njegovih hlapljivih spojeva.
e U slucaju apsoluta, kvalitativni 1 kvantitativni sastav hlapljivih spojeva ovisi o metodi

njihove pripreme, tocnije temperaturi pri kojoj je provedena ekstrakcija hlapljivih

spojeva iz biljnog materijala.
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