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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

e lzolirati hlapljive spojeve kapara (Capparis orientalis Veill.) i motara (Crithmum
maritimum L.) dvjema metodama, vodenom destilacijom i mikroekstrakcijom
vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME).

e Analizirati dobivene uzorke hlapljivih spojeva, eteri¢na ulja i vrSne pare, vezanim

sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa, GC-MS.



SAZETAK

U ovom radu proucavani su hlapljivi spojevi dviju samoniklih biljaka rasprostranjenih u
mediteranskom dijelu Hrvatske, kapara (Capparis orientalis Veill.) i motara (Crithmum
maritimum L.). Hlapljivi spojevi izolirani su dvjema metodama, vodenom destilacijom i
mikroekstrakcijom vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME). Dobiveni uzorci hlapljivih
spojeva, etericna ulja i vr$ne pare, analizirani su vezanim sustavom plinska kromatografija-

spektrometrija masa (GC-MS).

Glavni sastojci etericnog ulja listova i cvjetnih pupova kapara su diterpenski alkohol fitol
(62,9 %, odnosno 24,3 %) i ciklooktasumpor, Sg (14,7 %, odnosno 24,0 %), dok su glavni
sastojci eteri¢nog ulja plodova kapara masne kiseline, dodekanska ili laurinska Kiselina
(38,7 %) i tetradekanska ili miristinska kiselina (24,7 %). Glavni sastojak vrSnih para
listova, cvjetnih pupova i plodova kapara je metil-izotiocijanat (87,3 %, 96,2 % i 96,4 %),
razgradni produkt glukozinolata trivijalnog imena glukokaparin. Metil-izotiocijanat nije

identificiran u eteri¢nim uljima kapara.

Za razliku od etericnog ulja i vrSnih para kapara u kojima su identificirani spojevi iz
razli¢itih skupina prirodnih organskih spojeva, sastojci eteri¢nog ulja i vr$nih para motara
su gotovo iskljucivo terpeni. Glavni sastojak eteri¢nog ulja i vr$nih para listova motara je
monoterpenski ugljikovodik limonen (50,0 %, odnosno 56,5 %). Ostali kvantitativno
znacajni sastojci identificirani u etericnom ulju su germakren B (10,4 %) sabinen (7,2 %) i
cis-ocimen (5,9 %), a u vrSnim parama sabinen (26,4 %) i cis-ocimen (8,1 %). Glavni
sastojci etericnog ulja i vrSnih para cvjetova motara su monoterpenski ugljikovodici. U
etericnom ulju cvjetova to su limonen (47,4%), sabinen (17,3 %), a-pinen (8,8 %), a u

vr$nim parama takoder limonen (62,8 %), sabinen (17,1 %) i a-pinen (5,3 %).

Kljuéne rijeci: Capparis orientalis Veill., Crithmum maritimum L., eteri¢no ulje, vr$ne

pare, GC-MS analiza



SUMMARY

In this study, volatile compounds from two wild-growing plants widespread in the
Mediterranean part of Croatia, caper plants (Capparis orientalis Veill.) and sea fennel
(Crithmum maritimum L.), were investigated. Volatile compounds were isolated by two
methods, hydrodistillation and headspace solid-phase microextraction (HS-SPME).
Analysis of all samples, essential oils and headspaces, was carried out by gas

chromatography with a mass spectrometry detector (GC/MS).

The main constituents in essential oils of caper leaves and flower buds were diterpene
alcohol phytol (62,9 % and 24,3 %, respectively) and cyclic octaatomic sulfur, Sg (14,7 %
and 24,0 %, respectively), while the main constituents of caper fruits essential oil were fatty
acids, namely dodecanoic or lauric acid (38,7 %) and tetradecanoic or myristic acid (24,7
%). The predominant compound in headspaces of caper leaves, flower buds and fruits was
methyl-isothiocyanate (87,3 %, 96,2 % and 96,4 %, respectively), degradation product of
glucosinolate with trivial name glucocapparin. Methyl-isothiocyanate was not identified in

all studied caper essential oils.

In contrast to the essential oils and headspaces of capers, in which compounds from
different groups of natural organic compounds have been identified, the constituents of the
essential oils and headspaces of sea fennel were almost exclusively terpenes. The major
constituent in essential oil and headspace of sea fennel leaves was monoterpene
hydrocarbon limonene (50,0 % and 56,5 %, respectively). Other quantitatively important
constituents identified in essential oil weregermacrene B (10,4 %), sabinene (7,2 %) and
cis-ocimene (5,9 %), and in headspace sabinene (26,4 %) and cis-ocimene (8,1 %).
Monoterpene hydrocarbonswere qualitatively and quantitatively the most important
ingredients of essential oil and headspace of sea fennel flowers. The main constituents of
essential oil werelimonene (47,4%), sabinene (17,3 %), a-pinene (8,8 %). The main
constituents of headspace were alsolimonene (62,8 %), sabinene (17,1 %) and a-pinene (5,3
%).

Keywords:Capparis orientalis Veill., Crithmum maritimum L., essential oil, headspace,
GC-MS analysis
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uvoD

Eteri¢na ulja su aromaticne 1 hlapljive tekuc¢ine dobivene iz biljnog materijala, ukljucujuéi
cvijece, korijenje, koru, lis¢e, sjemenke i plodove. Kroz povijest su ova ulja bila visoko
cijenjena iako su mnoge njihove upotrebe s vremenom izgubljene. Opcenito je prihvaceno

da su ljudi ekstrahirali eteri¢na ulja iz aromati¢nih biljaka od pocetka ¢ovjecanstva.l

Razlic¢ite biljke 1z porodice Apiaceae sadrze eteri¢na ulja koja se koriste u prehrambenoj,
kozmetic¢koj 1 farmaceutskoj industriji. Medu njima je halofit Crithmum maritimum L.,
poznat kao motar, obalni petrovac ili morski komora¢, koji se smatra hranom visoke
nutritivne vrijednosti. Tijekom posljednjeg desetljeca sve veca potraznja za eteri¢nim uljem
ove biljke za industrijske svrhe dovela je do snaznog razvoja razli¢itih metoda uzgoja
motara. Medutim vazno je naglasiti da bi uzgoj mogao imati utjecaj na hlapljive spojeve
biljaka.?

U razli¢itim vrstama roda Capparis prisutni su glukozinolati. Glukozinolati su sekundarni
biljni metaboliti koji se uz karotenoide, fenolne spojeve, kumarine i druge spojeve smatraju
fitokemikalijama. Poc¢inju se intenzivno istrazivati posljednjih dvadeset godina zbog svojih
povoljnih bioloskih ucinaka na zdravlje ljudi. Istrazivanja su usmjerena ka odredivanju
sastava, koli¢ine, raspodjele glukozinolata u biljkama, njihove fizioloske uloge te posebno
potencijalnog bioloskog djelovanja. Znacajnu ulogu pri tome imaju metode odredivanja
ukupnih i pojedina¢nih glukozinolata te produkata njihove razgradnje. Sami glukozinolati
su fizioloski neaktivni. Tek njithovom razgradnjom, koja moze biti enzimska ili
neenzimska, oslobadaju se raznovrsni hlapljivi spojevi koji pokazuju ¢itav niz bioloskih
aktivnosti: djeluju kao antioksidansi, antibakterijski, antivirusno, protuupalno, jacaju

imunolo$ki sustav i omogucavaju staniéni popravak.’



1. OPCI DIO

1.1. Hlapljivi spojevi biljaka

U svijetu suvremene kemije predmet opsezZnih istraZivanja su hlapljivi spojevi biljaka koji
predstavljaju glavne nosioce mirisnih i aromati¢nih svojstava. Pod pojmom hlapljivi
spojevi biljaka uglavnom se podrazumijevaju eteri¢na ulja dobivena iz listova ili cvjetova
aromaticnog bilja destilacijom. Postoje i1 pripravci hlapljivih spojeva kao §to su konkreti,
apsoluti i tinkture koje se dobivaju iz aromati¢nih biljaka ekstrakcijom. Navedene smjese
hlapljivih spojeva, kao i pojedinacni hlapljivi spojevi, najvise Se koriste u proizvodnji
lijekova, zatim u kozmetic¢koj industriji za proizvodnju preparata na prirodnoj bazi i u

industriji parfema.

Zbog Siroke primjene smjesa hlapljivih spojeva aromati¢nih biljaka pristupa se njihovom

izoliranju.

Metode destilacije, presanja i ekstrakcije s organskim otapalima su najceS¢e koristene
metode za izolaciju hlapljivih spojeva ili njihovih smjesa, dok se za identifikaciju

primjenjuju kromatografske metode.*

1.1.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su slozene mjeSavine hlapljivih spojeva koje proizvode zivi organizmi, a
izoliraju se fizikalnim metodama (presanjem i destilacijom) iz cijele biljke ili dijela biljke

poznatog taksonomskog podrijetla.®

Zbog karakteristi¢éne arome zovu se jo$ i aromati¢na ulja. Eteri¢na ulja nalaze se u biljkama
ili na njihovoj povrsini u posebnim stanicama ili skupinama stanica (u tzv. Zlijezdama), ili u

nutrini biljnih organa u posebnim stanicama, Supljinama i kanalima.

Eteri¢na se ulja mijenjaju (kvare) na zraku, svjetlu i toplini, pa zato ta ulja treba cuvati §to

pazljivije (u smedem staklu), na hladnijem mjestu.®



Boja eteri¢nih ulja obi¢no varira od bezbojne do blago zuckaste boje. Imaju gusto¢u manju
od vode, osim u posebnim slu¢ajevima poput ulja cimeta i klin¢ic¢a, koja su gusc¢a od vode.
Slabo su topljiva u vodi, ali su topljiva u veéini uobic¢ajenih organskih otapala, uklju¢ujuci
etanol i dietil-eter, te se dobro mijesaju s biljnim uljima, mastima i voskovima. Eteri¢na
ulja imaju visok indeks loma i opticki su aktivna, $to je od interesa za njihovu identifikaciju

i kontrolu kvalitete.!

1.1.1.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja su vise ili manje slozene smjese alifatskih, i to ciklickih, acikli¢kih, zasi¢enih i
nezasi¢enih spojeva te aromatskih spojeva. Prema gradi ugljikovog skeleta, sastojci

eteri¢nih ulja obi¢no se dijele u dvije glavne skupine prirodnih organskih spojeva:

e terpeni (izoprenoidi)

o fenilpropanski derivati.

Terpeni

Terpeni (izoprenoidi) su najvaznija skupina prirodnih organskih spojeva koji ulaze u sastav
eteri¢nih ulja. Naziv terpeni potjece od terpentina koji se dobiva destilacijom smole bora.
Zbog svoje strukture terpeni su u vodi netopljivi spojevi koji se dobivaju kao destilat pri
zagrijavanju biljnog materijala. Osnovni strukturni element terpena je spoj od 5 ugljikovih
atoma, 2-metilbuta-1,3-dien, koji se ¢eSée naziva trivijalnim imenom izopren (slika 1).
Kako bi se naglasila medusobna povezanost izoprena u strukturi terpena, terpeni se

ponekad nazivaju i izoprenoidi.



izopren izoprenska strukturna
jedinica

Slika 1. Strukturna formula izoprena i izoprenske jedinice®
Izopren se ne nalazi u sastavu eteri¢nih ulja i nije meduprodukt u njihovoj biosintezi, ali se
skelet 2-metilbutana, odnosno izoprenske strukturne jedinice, lako prepoznaje u strukturi
terpenskih spojeva. U slucaju geraniola (slika 2) jedan kraj jedne izoprenske jedinice spaja
se s krajem druge Cine¢i linearnu strukturu. U guaiolu postoje tri izoprenske jedinice

spojene zajedno kako bi napravile molekulu s dva prstena. Za formiranje biciklicke

strukture a-pinena koristene su dvije izoprenske jedinice.

OH

OH

geraniol guaiol o-pinen

Slika 2. Izoprenske jedinice u nekim uobicajenim terpenima®

Nacin povezivanja izoprenskih jedinica je gotovo uvijek u jednom smjeru, tzv. “glava na

rep” (slika 3). Razgranati kraj lanca naziva se glava molekule, a ostatak molekule rep.>’



glava glava

Aol

rep rep

/RLA/

Slika 3. Spajanje dviju izoprenskih jedinica “glava na rep™®

Podjela terpena se temelji na broju ugljikovih atoma odnosno izoprenskih jedinica, a

prikazana je u tablici 1.

Tablica 1. Podjela terpena

Vrsta Broj C atoma Broj izoprenskih jedinica
Semiterpeni 5 1
Monoterpeni 10 2
Seskviterpeni 15 3

Diterpeni 20 4
Sesterterpeni 25 5
Triterpeni 30 6
Tetraterpeni 40 8
Politerpeni (5)n n

Daljnja podjela terpena je na ciklicke, alifatske i aromatske, te aciklicke spojeve, a prema
funkcijskim skupinama mogu biti terpenski ugljikovodici, alkoholi, fenoli, kiseline, esteri,
aldehidi, ketoni i dr.

U sastav eteri¢nih ulja ulaze uglavnom terpeni manje molekulske mase, a to su monoterpeni

i seskviterpeni. Najzastupljeniji predstavnici monoterpena su ugljikovodici a-pinen i f-



pinen, alkoholi geraniol i linalool, ketoni a-tujon i S-tujon, fenoli timol i karvakrol (slika

o ﬁi} &

linalol tujon a-pinen

geraniol

Slika 4. Predstavnici monoterpena’

Biosinteza terpena

Biosintetski ishodni spojevi svih terpena su biokemijski aktivne Cs—izoprenske jedinice
koje su prema kemijskoj gradi difosfatni esteri i to: 2-izopentenil-pirofosfat (2-1PP;
dimetilalil-pirofosfat (DMAPP)) i 3-izopentenil-pirofosfat (3-1PP).

Kiseline,takozvani mevalonatni put. Dvije molekule acetil-CoA se povezuju reakcijom koja
je slicna Claisenovoj reakciji, ¢ime nastaje acetoacetil-CoA. Adicijom tre¢e molekule
acetil-CoA koja je sli¢na aldolnoj reakciji nastaje ester fS-hidroksi-g-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA). Konverzija HMG-CoA u mevalonsku kiselinu (MVA) je reakcija redukcije
tioestera u aldehid preko semitioacetala pracena redukcijom aldehidne skupine u alkoholnu.
Reakcijama dekarboksilacije i dehidratacije iz mevalonske kiseline nastaje 3-1PP, koji se

dalje izomerizira u 2-IPP (DMAPP) enzimom izomerazom.

PredloZen je i drugi biosintetski put terpena jer se biosinteza odredenih bakterijskih i biljnih
terpena ne moze objasniti putem mevalonske kiseline. Taj put se naziva deoksiksiluloza
fosfatni put u kojem iz piruvatne kiseline i gliceraldehid-3-fosfata nastaje 1-deoksi-D-
ksiluloza-5-fosfat (DXP). DXP se zatim transformira u 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfat



(MEP) pregradnjom koja se moze klasificirati kao pinakol pregradnja. Nizom reakcija kao
Sto je prikazano na slici 5 nastaju IPP (3-1PP) i DMAPP (2-1PP).

Mevalonatni put >

o 0

L
o Am o ¢ A 0 S o
A —_ (_COOH _2NADPH {_ COOH

SCoA SCOA .coasH CoAS OH

acetoacetil-CoA HMG-CoA MVA \\ i
o OH
A . HUAOP 0 oM OH
0 : oP
OH
piruvat gliceraldehid-3-fosfat DXP MEP

Deoksiksiluloza fosfatni pb'

DMAPP

Slika 5. Biosinteza terpenoida: dva neovisna puta®

Biosinteza terpena ukljucuje dimerizaciju (nukleofilnu supstituciju sa m-elektronima 3-1PP
na terminalnom ugljikovom atomu 2-1PP) uz nastanak geranil-pirofosfata (GPP), koji je
ishodni spoj monoterpena. Daljnjom dimerizacijom GPP sa IPP nastaje gradevna jedinica
seskviterpena i triterpena koja se naziva farnezil-pirofosfat (FPP). Adicijom IPP na FPP
nastaje geranil-geranil-pirofosfat (GGPP), ishodni spoj diterpena i tetraterpena. Daljnjim
reakcijama nastali GPP, FPP i GGPP daju razliCite terpene preko putova poznatih iz
reakcijskih mehanizama koji ukljuéuju inicijaciju, propagaciju i terminaciju. Biosintetski

ishodni spojevi terpena prikazani su na slici 6.78
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Slika 6. Biosintetski ishodni spojevi terpena’

Fenilpropanski derivati

Fenilpropanski derivati (sin. fenilpropanoidi) su prirodni organski spojevi, koji sadrze
fenilni prsten s bo¢nim propanskim lancem, odnosno Ce—Cs strukturni element. Mogu biti
aldehidi, fenoli i fenileteri koji se izvode iz cimetne kiseline. Nalaze se u visokim
koncentracijama u uljima nekih vrsta porodice Apiaceae, u etericnom ulju muskatnog
oras¢ica te u eteri¢nim uljima cimeta i klin¢i¢a. Kumarini(a-pironi) takoder spadaju u ovu
skupinu prirodnih organskih spojeva. Bergapten je poznati kumarin koji se nalazi u

etericnim uljima agruma.® Po koli¢ini najznacajniji fenilpropanski derivat u prirodi je



lignin, glavni sastojak drveta. Na slici 7 prikazani su karakteristicni primjeri

fenilpropanskih derivata iz eteri¢nih ulja.

o\
CH CH
3 2 HaCO.
OCH,
™ N
CHO

anetol  estragol cimetni aldehid apiol

Slika 7. Fenilpropanski derivati’

Ostali spojevi

U ostale sastojke koji ulaze u sastav etericnih ulja ubrajaju se lancasti ugljikovodici i
njihovi derivati s kisikom. Najjednostavniji spoj je n-heptan koji je prisutan u koli¢ini od 90
% u etericnom ulju Pinus vrsta. Visi ugljikovodici s 15-30 ugljikovih atoma se nazivaju
stearopteni, koji stajanjem spontano kristaliziraju. U ovu skupinu se ubrajaju i spojevi s
dusikom i sumporom. Sulfidi se javljaju u vrstama roda Ferula, derivati antranilne kiseline
i indol u eteri¢nom ulju cvijeta narance, mandarine i jasmina, a acetilenski derivati u

porodicama Asteraceae i Umbeliferae.°

1.2. Glukozinolati

Glukozinolati su sekundarni metaboliti biljaka koji su prisutni u 16 biljnih porodica reda
Capparales, od kojih je za prehranu ljudi najvaznija porodica Brassicaceae. Glukozinolati i
posebno, njihovi razgradni produkti vrlo su zanimljivi zbog svojih antikancerogenih,
nutritivnih i antinutritivnih svojstava te zbog osiguravanja arome odredenom povréu. Mogu

se upotrebljavati i kao prirodni pesticidi, jer su toksi¢ni za neke insekte. Glukozinolati su



kemijski stabilni i bioloski neaktivni spojevi sve dok su u biljnim stanicama razdvojeni od
enzima koji ih razgraduje — mirozinaze. Oste¢enjem tkiva koje se moze dogoditi tijekom
branja, procesiranja, zvakanja povréa, dolazi do kontakta izmedu enzima mirozinaze i
glukozinolata, $to dovodi do njihove hidrolize, pri ¢emu nastaje niz bioloski aktivnih,

hlapljivih spojeva kao §to su izotiocijanati, nitrili, cijanati i oksazolidintioni.!!

1.2.1. Struktura glukozinolata

Glukozinolati su vodotopljivi organski anioni, po kemijskoj strukturi p-tioglukozid-N-
hidroksisulfati kod kojih su D-glukoza i sulfatna skupina vezane na aglukon koji se
sintetizira iz aminokiselina i njihovih analoga. Struktura bo¢nog lanca glukozinolata (R), po
kojem se i glukozinolati medusobno razlikuju odredena je aminokiselinom. Na slici 8
prikazana je opca struktura i klasifikacija glukozinolata. S obzirom na strukturu bo¢nog

lanca glukozinolati se mogu podijeliti u tri osnovne grupe:

o alifatski glukozinolati koji se izvode iz metionina
e aromatski glukozinolati koji se izvode iz fenilalanina ili tirozina

e indolni glukozinolati koji se izvode iz triptofana.'?

10



OH

O
H L
O "'-.C H o S""‘C
OH Il Il
N N
"0,80" osso’
ammalsl;ki gl}ﬂmzinulﬂti,
opéa formula glukozinolata sinalbin
OH DH
HMSHCM/ HOT S<¢
OH 1] OH II!J
N o
"0,80” 0,8

alifatski glukozinolati,

e indolni glukozinolati,
SINigrin

glukobrasicin

Slika 8. Op¢a struktura glukozinolata i podjela glukozinolata ovisno o bo¢nom lancu’

1.2.2. Razgradnja glukozinolata

Glukozinolati se mogu razgraditi enzimskom ili kemijskom hidrolizom, ali i pod utjecajem

povisene temperature, odnosno toplinski. Za razliku od glukozinolata, njihovi razgradni

produkti su hlapljivi spojevi.

1.2.2.1. Neenzimska razgradnja glukozinolata

Gadamer (1897.) je bio jedan od prvih znanstvenika koji je istraZivao neenzimske reakcije

razgradnje glukozinolata na glukozinolatu sinigrinu (slika 9). U Kkiselim uvjetima,

glukozinolati se razgraduju na karboksilnu kiselinu i glukozu, a u luznatim uvjetima nastaju

aminokiseline i tioglukoza.

11



Toplinska ragradnja glukozinolata takoder spada u neenzimske procese razgradnje
glukozinolata. Posebno je vazno poznavanje neenzimskih procesa razgradnje glukozinolata
jer su to glavni naéini razgradnje glukozinolata koji se odvijaju tijekom prerade povréa iz
porodice kupusnjada koje se koristi u svakodnevnoj prehrani. Naime, glukozinolati su

prekursori spojeva arome ovog povréa kao i prekursori antikancerogenih spojeva.*?

goruiiéme oljz, alilnitnl, MH:

KOH { an) BaS(k + 5 + KOl + o5 CN
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LGN . ~_-COOH

NH.
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Slika 9. Kemijska razgradnja sinigrina'?

1.2.2.2. Enzimska razgradnja glukozinolata

Hidrolizu glukozinolata katalizira enzim mirozinaza (tioglukozid-glukohidrolaza, EC 3.2.1.
147).12 U biljnim tkivima mirozinaza je prisutna u odjeljcima odvojena od supstrata
(glukozinolata). Oste¢enjem biljnog tkiva, mirozinaza i glukozinolat dolaze u kontakt, sto
dovodi do hidrolize tioglukozidne veze te nastaje glukoza i nestabilni aglukon,
tiohidroksimat-O-sulfonat. Aglukon se spontano pregraduje pri ¢emu nastaju razliCiti
razgradni produkti (slika 10). Vrsta razgradnih produkata ovisi o strukturi bo¢nog lanca
glukozinolata (oznadeno s R u opcoj strukturnoj formuli) i uvjetima reakcije. Uvjeti

reakcije koji odreduju smjer razgradnje glukozinolata i nastanak razli¢itih razgradnih

12



produkata su pH vrijednost te prisustvo Fe?* iona, epitiospecificnog proteina (ESP) i

askorbinske kiseline.14
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HO OH
OH
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|
N
0,50”
pH 6-7 pH 3-4; pH 5-7 ESP, Fe**
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R—N=C=S§
izotiocijanat

indol A ' l l .
p-hidroksibenzil 2-hidroksi : -
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R-N=C + 5§ R—-S-C=N 4
SCN- R’ \_(\u\H nitril tiocijanat epitionitril
I

oksazolidintion

Slika 10. Op¢a shema razgradnje glukozinolata i strukture glavnih razgradnih produkata®®
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1.2.3. Razgradni produkti glukozinolata

Izotiocijanati

Izotiocijanati su tijekom povijesti smatrani “normalnim” produktima razgradnje
glukozinolata. To su hlapljivi, spojevi s jakim mirisom. Prisutnost izotiocijanata u senfu,
hrenu i gorusici odgovorna je za veéi dio njihove arome, pa se izotiocijanati ponekad
nazivaju “goruSi¢inim uljem”. lzotiocijanati nastaju tako $to pocetni nestabilni aglukon
podlijeze Losenovoj pregradnji u konfiguraciju R-N=C=S. Spontanom intramolekulskom
reakcijom izotiocijanata koji sadrzi p-—hidroksilnu skupinu (R-skupina) nastaju ciklicki
tionski spojevi. Zbog svoje toksi¢nosti izotiocijanati se Cesto smatraju kandidatima za

pesticidnu aktivnost.
Nitrili
Stvaranje nitrila (R-C=N) ne zahtijeva pregradnju meduprodukta nego samo gubitak

sumpora iz molekule. Stvaranje nitrila je favorizirano u odnosu na izotiocijanate pri niskom

pH, a prisutnost Fe?* ili tiolnih spojeva povecava vjerojatnost stvaranja nitrila.

Epitionitrili

Formiranje epitionitrila zahtijeva iste uvjete kao i formiranje nitrila, ali uz prisustvo
epitiospecifi¢nog proteina (ESP), terminalne dvostruke veze u bo¢nom (R) lancu te Fe?*

iona. Epitiospecifi¢ni protein posjeduje rijetko svojstvo po tome S$to je enzimski kofaktor

koji alostericki usmjerava enzim da proizvede drugaciji produkt.
Tiocijanati

Tiocijanati (R-S-C=N) su najmanje zastupljeni razgradni produkti glukozinolata. Cimbenici
koji kontroliraju nastajanje tiocijanata nisu dovoljno istrazeni. Tiocijanati nastaju iz
glukozinolata koji imaju specificne boc¢ne lance (R) kao S§to su benzil 1 4-
(metiltio)butilglukozinolati. Dokazi upucéuju da je anion rezonantni hibrid s ve¢im nabojem
na atomu sumpora, medutim naboj se moze delokalizirati ili na atomu sumpora (-S-C=N) ili

na atomu dusika (S=C=N-), ovisno o okolisu. Indol i 4-hidroksibenzil glukozinolati daju
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tiocijanate za koje se smatra da nastaju zbog vrlo nestabilnog izotiocijanatnog
meduprodukta. Tiocijanati nastaju iz indolnih glukozinolata u Sirokom rasponu pH

vrijednosti, dok 4-hidroksibenzil glukozinolati samo u luZznatom pH daju tiocijanate.®
Indoli

Indolni spojevi nastaju,zajedno s tiocijanatima, hidrolizom indolnih glukozinolata. Prva dva
indolna glukozinolata, glukobrasicin i neoglukobrasicin, su izolirani i identificirani 1961. i
1962.godine. Glukobrasicin je izvorno identificiran u biljkama roda Raphanus i Brassica te
je medu najzastupljenijim od svih indolnih glukozinolata. Shema enzimske hidrolize
glukobrasicina prikazana je na slici 11. 1z nestabilnog izotiocijanata nastaje tiocijanatni ion
i indol-3-ilmetanol, koji se samokondenzira daju¢i 3,3'-diindolilmetan. Askorbinska
kiselina, ako je prisutna, reagira s indol-3-ilmetanolom te nastaje indol-3-ilaskorbigen.
Struktura nastalih produkata ovisi o uvjetima hidrolize, pa pri pH 3-4 nastaje sumpor i
indol-3-ilacetonitril, dok pri pH 7 kao produkt pregradnje nastalih izotiocijanata nastaje

tiocijanatni ion.18:7
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Slika 11. Shema enzimske hidrolize glukobrasicina: I - glukobrasicin; Il - indol-3-ilmetil-
izotiocijanat; 111 - indol-3-ilmetanol; 1V - 3,3'-diindolilmetan; V - indol-3-ilaskorbigen;

VI - indol-3-ilacetonitrilt’

1.3. Metode izolacije hlapljivih spojeva

Hlapljivi spojevi su u biljkama prisutni kao vise ili manje slozene smjese koje mogu
sadrzavati i do nekoliko stotina razlicitih sastojaka. Budu¢i da se u biljkama hlapljivi
spojevi obi¢no nalaze u niskim koncentracijama ili, ¢ak, u tragovima, ¢esto ih je potrebno,

koncentrirati za dobivanje dovoljnih koli¢ina za fizikalno-kemijske analize. Pri odabiru
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metode izolacije treba odabrati onu koja ¢e osigurati izolaciju S minimalnim gubicima i bez

nastanka artefakata.
Laboratorijske metode za izolaciju hlapljivih spojeva se dijele na:

e destilacijske metode
o ekstrakcijske metode
e tehnike vrSnih para

e sorpcijske tehnike.8

1.3.1. Destilacija

Destilacija je postupak kod kojeg se tekuéina zagrijava i prevodi u paru, a nastala para
odvodi i hladenjem kondenzira. Svrha destilacije je ¢iSéenje tekuéih tvari, razdvajanje
smjesa tekucina razlicitog vreliSta, otparavanje organskih otapala i identifikacija tekucih
tvari.’® Organske tvari, koje se ne mijeSaju s vodom, imaju svojstvo da isparavaju zajedno s
vodenom parom pri temperaturi nizoj od 100 °C. To opisuje Daltonov zakon parcijalnih
tlakova: ,, Tlak para iznad heterogene smjese jednak je zbroju parcijalnih tlakova pojedinih
komponenti za datu temperaturu, bez obzira na sastav smjese. Glavna prednost destilacije
u odnosu na ostale metode izolacije hlapljivih spojeva je Sto destilat ne sadrzi nehlapljive

tvari koje mogu interferirati i ometati daljnju analizu.
Za izolaciju hlapljivih spojeva koriste se tri vrste destilacije:

e vodena destilacija (hidrodestilacija)
e vodeno-parna destilacija

e destilacija vodenom parom (parna destilacija).

Sve tri vrste destilacije temelje se na istom teorijskom principu, a razlika je u kontaku

biljnog materijala i vode, odnosno vodene pare.!8
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1.3.1.1. Vodena destilacija

Vodena destilacija je najcesce koristena metoda za izolaciju hlapljivih spojeva iz biljnog
materijala.Usitnjeni biljni materijal se pomijesa s vodom i zagrijava do vrenja, najéesce pri
atmosferskom tlaku. Pare hlapljivih spojeva i vode se kondenziraju u hladilu i sakupljaju u
nastavku za destilaciju. Aparature se mogu razlikovati ovisno o tome koriste li se za
izolaciju eteri¢nih ulja laksih ili tezih od vode. Standardne aparature za izolaciju eteri¢nih
ulja vodenom destilacijom su: aparatura prema Ungeru, aparatura prema Europskoj
farmakopeji, aparatura prema Clevengeru. U ovom radu koristena je modificirana aparatura

po Clevengeru prikazana na slici 12.7

|- eteri¢no ulje

-_,-»- destilacijska voda
ji

[l — sifon

Slika 12. Modificirana aparatura prema Clevengeru ’
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1.3.2. Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda za izolaciju neke tvari iz otopine, suspenzije, emulzije ili krute
smjese pomocu otapala.Temelji se na razli¢itoj topljivosti tvari u dva otapala koja se ne

mijesaju, Sto opisuje Nernstov zakon razdjeljenja:
K=ci/c 1)
gdje je K koeficijent razdjeljenja, a c1 i 2 ravnotezne koncentracije tvari u dva otapala.

Ucinak ekstrakcije je bolji ako se postupak ponovi vise puta, tj. ako se ekstrakcija provede

viSe puta s manjom koli¢inom otapala nego jedanput s ve¢om.

Faktori koji utje¢u na proces ekstrakcije su: temperatura, veli¢ina Cestica, gibanje otapala i
pH-vrijednost. Povecéanje temperature pogoduje topljivosti, a usitnjavanjem se moze
olaksati proces ekstrakcije. Nuzna svojstva organskih otapala za ekstrakciju su:
selektivnost, wveliki ekstrakcijski kapacitet, nereaktivnost s biljnim sastavnicama,
neskodljivost za ljude i opremu, laka isparljivost i niska cijena. Dietil-eter, kloroform,

petroleter i diklormetan su otapala koja se najcesce koriste za ekstrakciju.
Uobicajene vrste ekstrakcija su:

e ekstrakcija hlapljivim nevodenim otapalima:

» ekstrakcija etanolom

» ekstrakcija organskim otapalima osim etanola
e ekstrakcija mastima

o ckstrakcija superkriti¢nim fluidima.”*®

1.3.3. Tehnike izolacije vr$nih para

Prikupljanje vr$nih para (engl. headspace) je najjednostavniji nacin izolacije aromati¢nih
spojeva. Pojam vrsne pare Koristi se za hlapljive spojeve koji se sakupljaju iznad uzorka

koji ih sadrzi. Metoda je idealna za uzorke s intenzivnim mirisima, a za one materijale koji
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to nisu moZe se primijeniti blago zagrijavanje. Prednost tehnika je $to ne zahtijevaju
otapalo i1 dovoljna je vrlo mala koli¢ina uzorka. Tehnike vrsnih para mogu biti staticke ili

dinamicke.8

1.3.4. Sorpcijske tehnike

Sorpcijske tehnike su tehnike koje omogucuju brzu ekstrakciju bez upotrebe otapala i
predkoncentraciju aromati¢nih spojeva. Zasnivaju se na raspodjeli organskih spojeva
izmedu vodene ili parne faze i1 tankog polimernog filma. Sorpcijske tehnike koje se najvise
koriste su mikroekstrakcija vrSnih para na krutoj fazi i1 sorpcijska ekstrakcija na

mijesajuéem Stapicu.®

1.3.4.1. Mikroekstrakcija vr§nih para na krutoj fazi

Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi (engl. headspace solid phase microextraction,
HS-SPME) je tehnika koja se ve¢inom upotrebljava za izolaciju aromati¢nih spojeva. Za
sakupljanje hlapljivih spojeva iz uzoraka ova tehnika koristi vlakno (1 ili 2 cm dugo) koje
je prekriveno polimernim filmom. Postoji mnogo vrsta vlakana od nepolarnih, mijesanih do

polarnih.

Vlakno se nalazi unutar igle koja je postavljena na SPME drzac koji sluzi za uzorkovanje i
desorpciju. Uzorak se postavlja u SPME posudu, tzv. vialicu koja se hermeticki zatvori sa
septom i zagrijava. Tijekom zagrijavanja u prostoru iznad uzorka sakupljaju se hlapljivi
spojevi, tzv. vr$ne pare. Zatim se vlakno uvodi u u prostor iznad uzorka i na njega se
adsorbiraju hlapljivi spojevi. Zatim se vlakno uvla¢i, a vr$ne pare se desorbiraju direktnim
umetanjem vlakna u injektor plinskog kromatografa. SPME vlakno se rekondicionira

zagrijavanjem u injektoru plinskog kromatografa (slika 13).
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EKSTRAKCIJA DESORPCIJA
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Slika 13. Koraci ekstrakcije i desorpcije kod mikroekstrakcije na krutoj fazi: A - busenje
septe, B — ekstrakcija hlapljivih spojeva adsorpcijom na SPME vlaknu, C — uvlacenje
vlakna u iglu, D — umetanje vlakna u GC injector, E — desorpcija vrsnih para, F — uvlacenje

vlakna u iglu®®

Prednosti HS-SPME tehnike:

e brzai laka uporaba
e ne Kkoristi se otapalo

e dobra tehnika za brzu usporedbu uzoraka ili identifikaciju nepozeljnih hlapljivih
spojeva u uzorku.

Nedostatci HS-SPME tehnike:

e profil sakupljenih hlapljivih spojeva ovisan je o vrsti, debljini 1 duzini koriStenog

vlakna kao i temperaturi i vremenu uzorkovanja.!®
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1.4. Metode analize hlapljivih spojeva

Glavna metoda analize hlapljivih spojeva je plinska kromatografija uz plameno-ionizacijski
detektor ili spektrometar masa kao detektor. U slucaju eteri¢nih ulja analiza ¢esto zapocinje
odredivanjem osnovnih fizikalnih i kemijskih vrijednosti ulja, §to daje djelomic¢an uvid u
osnovni sastav. Takoder se moze odrediti i topljivost ulja u brojnim organskim otapalima.
Daljnja analiza ukljucuje instrumentalne tehnike i to najée$e vezani sustav plinska
kromatografija — spektrometrija masa (engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-
MS). Za jo§ detaljniju analizu ponekad je, prije GC-MS analize, potrebno izvrsiti

predobradu uzorka, veé¢inom frakcioniranje, koje moze biti kemijsko ili kromatografsko.’

1.4.1. Kromatografija

Naziv kromatografija potjece od ruskog kemicara Mihaila Semjonovi¢a Cveta (Tswett) koji
ju je uveo 1906. godine za odjeljivanje biljnih boja. Kromatografske metode odjeljivanja se
zasnivaju na razdiobi komponenata smjese izmedu stacionarne i mobilne faze. Stacionarna
faza je nepokretna te ona moze biti ¢vrsta ili tekuca, a mobilna faza je fluid koji moze biti
tekuéi (tekucinska kromatografija) ili plinoviti (plinska kromatografija). Mobilna faza
putuje preko ili uzduz stacionarne faze pod utjecajem kapilarnih sila, sile teze, razlike
tlakova, itd. Kromatografski proces se temelji na uspostavljanju dinamicke ravnoteze nekog
spoja izmedu stacionarne i mobilne faze, a kako se mobilna faza kre¢e naruSava se
ravnoteza 1 molekule putuju u smjeru gibanja mobilne faze. Budu¢i da svaki spoj ima
specifiCnu interakciju s mobilnom 1 stacionarnom fazom, razliiti spojevi ¢e putovati

razli¢itim brzinama i tako se odjeljivati.

Proces odjeljivanja zasniva se na nacelima kao Sto su: adsorpcija, razdjeljenje, difuzija,
ionska izmjena, kiralnost i dr. Velika mo¢ razluc¢ivanja kromatografskih metoda temelji se
na uzastopnom ponavljanju primarnog postupka razdjeljivanja tvari izmedu mobilne i
stacionarne faze. Male razlike u razdjeljivanju izmedu stacionarne i mobilne faze te

uspostavljanje ravnoteZe koje se neprestano ponavlja dovode do dobrog odjeljivanja tvari.
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Podjela kromatografije s obzirom na agregatno stanje stacionarne i mobilne faze, nainu

izvedbe, te fizikalno-kemijskim procese tijekom razdvajanja je na:

e adsorpcijsku kromatografiju kod koje je stacionarna faza kruti adsorbens, a mobilna
faza moze biti kapljevina (tekucinska adsorpcijska kromatografija, engl. Liquid
Solid Chromatography, LSC) ili plin (plinska adsorpcijska kromatografija, engl.
Gas Solid Chromatography, GSC)

e razdjelnu kromatografiju kod koje je stacionarna faza kapljevina vezana za sorbens
ili fino zrnatu inertnu krutinu, a mobilna faza moZze biti kapljevina (tekucinska
razdjelna kromatografija, engl. Liquid Liquid Chromatography, LLC) ili inertni plin
(plinska razdjelna kromatografija, engl. Gas Liquid Chromatography, GLC)

e ionsko-izmjenjivacka kromatografija koja se temelji na interakciji naboja izmedu
molekula uzorka i naboja stacionarne faze. Stacionarna faza je ionski izmjenjivac

¢ afinitetnu kromatografiju koja se temelji na sposobnosti proteina da vezu odredene
male molekule

e kromatografiju isklju¢enjem kod koje je stacionarna faza polisaharidni gel koji
djeluje kao molekulsko sito

e kiralnu kromatografiju koja se koristi za odjeljivanje enantiomera na kiralnoj

stacionarnoj fazi u koloni.?

1.4.1.1. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je naj¢es¢e koriStena metoda za
odjeljivanje hlapljivih organskih spojeva iz smjese. Upotrebljava se za kvalitativnu i
kvantitativnu analizu tvari koje su prisutne u malim koli¢inama, za izolaciju komponenata

smjese, za detekciju okolisnih onecis¢enja i utvrdivanje Cistoce tvari.

Instrument na kojem se komponente odvajaju i odreduje njihov sastav u uzorku, naziva se
plinski kromatograf (slika 14). Plinski kromatograf se sastoji od izvora plina s manometrom

za kontrolu protoka plina, injektora (mjesto za unosenje uzorka), kolone kroz koju struji
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plinovita faza, termostata koji odrzava temperaturu kolone, detektora koji registrira izlaz

pojedine komponente iz kolone te jedinice za obradu podataka.?

trjerad
protoka
T Eptica
-~
et ot 4|7_'7 sustav
injektor sepium — podatak
deteldor pocataka
//

regulacija tlaka i

/,ﬁ' regulator
protoka
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il

spremuik plina |
nosafa kolonska ped

Slika 14. Shematski prikaz plinskog kromatografa?

Uzorci za plinsko-kromatografsku analizu moraju biti hlapljivi i stabilni pri temperaturi
zagrijavanja kromatografske kolone. Mobilna faza je plin nositelj, a koriste se helij, dusik,
vodik, argon, koji ne dolaze u interakciju ni sa analiziranom tvari ni sa stacionarnom
fazom, te ne daje signal na detektoru. Kao stacionarna faza koriste se organski polimeri ili
tekucine visih vreliSta koje su nanesene na unutarnju stijenku kolone kapilarnih dimenzija.
Danas se upotrebljavaju kapilarne kolone velikih duljina (25-120 m) i malih promjera
(0,25-0,5 mm). Zbog velike duljine kolone ostvaruje se velika osjetljivost metode, koja
moze detektirati i nanogramske koli¢ine uzorka. Uzorak se unosi u injektor gdje trenutno
ispari i struja plina nositelja ga nosi u kolonu. U koloni dolazi do otapanja ili adsorpcije
uzorka na nepokretnu fazu te isparavanja tvari u mobilnu fazu. Komponente smjese se
razlikuju po hlapljivosti zbog Cega ¢e razlicitim brzinama putovati kolonom te se
razdvajati. Nakon izlaska iz kolone idu do detektora koji je spojen s racunalom na kojem se

prikazuje kromatogram.t9:20
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U plinskoj kromatografiji se koristi vise vrsta detektora, a mogu biti: plameno-ionizacijski
detektor (engl. Flame lonization Detector, FID), detektor toplinske vodljivosti (engl.
Thermal Conductivity Detector, TCD), detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron
Capture Detector, ECD), infracrveni detektor (engl. InfraRed detector, IR), spektrometar

masa (engl. Mass Spectrometer, MS).?°

1.4.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka tehnika za proucavanje masa atoma, molekula ili
fragmenata molekula. Najmo¢niji je detektor za kromatografiju, pruza i kvalitativne i
kvantitativne informacije te nudi visoku osjetljivost i1 razlikuje razliCite tvari s istim
retencijskim vremenom. Da bi se dobio maseni spektar, plinovite vrste desorbirane iz
kondenziranih faza se moraju ionizirati. Ioni se ubrzavaju elektricnim poljem i potom
odvajaju prema omjeru mase i naboja, m/z. Na slici 15 prikazan je maseni spektrometar,
koji koristi magnetsko polje kako bi omogucio ionima odabranog m/z prijeci od izvora iona

do detektora.??

25



Neutralne molekule

Uzorak u
plinovitom
stanju AP QOdbijajuéa plota
-
- a I
l PR Elektronski snop
-
- Zarna nit |
-~ 4 —_—
Izvor _/ [P~ Plote za fokusiranje
iona PloZe za iona
ubrzanje
iona
& Teni

//Eleklroni Dinaode

| Katoda Anoda
I
)

Smjer magnetskog
analizatora; Prorez za Vig
]

. . ’
izlaz iona .~

Tezi ioni Odvojeni
ionski snop

Detektor
elektrona

Slika 15. Shematski prikaz spektrometra masa®

Molekule u plinovitom stanju ulaze u ionizator gdje se bombardiraju elektronima koji su
emitirani iz vruée Zarne niti energije 50-70 eV. Molekule se ioniziraju i nastaje pozitivni
ion M* (molekulski kation). Nakon ionizacije molekulski kation obi¢no ima dovoljno
unutarnje energije da se razbije u fragmente. Struktura molekule odreduje koji c¢e
fragmentni ioni nastati i u kojem intenzitetu. Mali pozitivni potencijal na odbijajucoj ploci
izvora iona gura ione prema cijevi analizatora, a mali potencijal na plo¢ama za fokusiranje
iona stvara fokusiranu zraku. Visoki napon izmedu ploca za ubrzavanje iona daje ionima
veliku brzinu dok se izbacuju u cijev analizatora, gdje nailaze na magnetsko polje okomito
na njihov smjer kretanja. Cijev se odrzava pod visokim vakuumom (10~ Pa), kako ioni ne
bi skrenuli zbog sudara s molekulama pozadinskog plina. Magnet skre¢e ione prema
detektoru na udaljenom kraju cijevi. Teski ioni ne skre¢u dovoljno, a laki ioni skrecu

previSe da bi dosli do detektora. Na elektronski multiplikator koji se koristi kao detektor,
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svaki pristigli ion velikom brzinom udara o metalnu povr§inu katode i uzrokuje emisiju
elektrona. Niz dioda mnoZi broj elektrona s 10° prije nego $to dodu do anode gdje se mjeri
struja. Kao rezultat analize u spektrometru masa dobije se spektar masa koji se prikazuje
kao linijski dijagram s odnosom intenziteta i omjera mase i naboja (m/z) nastalih

fragmenata.”?

1.4.3. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

Plinska kromatografija-masena spektrometrija (engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS) (slika 16) koristi se za razdvajanje i strukturnu analizu smjesa
hlapljivih spojeva, uz koristenje minimalne koli¢ine uzoraka. Plinska kromatografija je jako
uspjeSna metoda za odjeljivanje i kvantizaciju smjesa, ali nepouzdana za kvalitativno
odredivanje, dok je spektrometrija masa jako pogodna za kvalitativnu analizu pa sluzi kao
osjetljiv detektor za plinski kromatograf. Obje metode su jako osjetljive te se njihovom
kombinacijom moze posti¢i osjetljivost instrumenta u redu pikogramskih, a cak i

femtogramskih koli¢ina uzoraka (1 pikogram = 1072 g; 1 femtogram = 10-° g).?3
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Slika 16. Shematski prikaz vezanog sustava plinska kromatografija-spektrometrija masa
(GC-MS)’

Brzina snimanja spektara masa je vazan ¢imbenik u radu ovog vezanog sustava, zbog toga
Sto odijeljene komponente ulaze u detektor masa jedna za drugom. U spektrometru masa se
najéeSce koristi Cetveropolni (kvadropolni) analizator koji omogucava brzo snimanje
spektara. Kvadropolni filter masa se sastoji od cetiri elektrode koje su postavljene paralelno
s ionskim snopom. Kroz njega mogu pro¢i samo oni ioni koji postizu stabilnu putanju, a
ostali se uklanjaju. Kada se pomo¢u GC-MS odvoji slozeni uzorak, proizvest ¢e mnogo
razli¢itih pikova u plinskom kromatogramu, a svaki pik stvara jedinstveni maseni spektar
koji se koristi za identifikaciju spoja. Snimljeni spektri se usporeduju saspektrima masa
poznatih spojeva pohranjenim u racunalnoj banci podataka. Racunalo odreduje postotak

slaganja spektara, a time i pouzdanost identifikacije.”?*
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1.5. Biljni materijal

1.5.1. Kapari

Znanstveni naziv roda Capparis dolazi od arapske rije¢i kapar ili kappar. U hrvatskom
jeziku ima viSe naziva poput kapar, kapara, kapra, kapri i grumac. Vrste roda Capparis
prisutne u mediteranskom dijelu Europe su: Capparis spinosa L. s varijatetima spinosa,

inermis, parviflora i aegyptia te C. ovate Desf. var. sicula.

U Hrvatskoj samoniklo raste vrsta Capparis orientalis Veill. (slika 17), koji je podvrsta
vrste Capparis spinosa L. Grmolika je trajnica. Prizemno deblo je drvenasto iz ¢ijih se
bazalnih pupova granaju brojni jednogodisnji prutovi koji mogu dose¢i 1 do 3 m duljine.
Listovi su na peteljkama 3-10 mm duljine, liska je ovalna, na bazi odsjeCena ili lagano
srcolika. Cvjetovi su samostalni u pazuscima vrsnih listova, na peteljkama 3-8 cm duljine.
Pupovi su veli¢ine 8-15 mm. Cvjetovi imaju 4 lapa ruzicasto-purpurne boje 2-3 cm duljine
te 4 vrlo njezne, bijele latice s ruzicastim zilama. Cvjetovi su hermafroditni. Prasnika ima
mnogo, a filamenti su na vrhu ljubicasti. Plod je monolokularna boba, u po¢etku zelena, a
kasnije ruzicasta, sadrzi do 200 sjemenki. Cvate od travnja do rujna, a cvjetovi se otvaraju

samo jednom, izmedu jutra i popodneva.

Samoniklo raste kao sastavni dio mediteranske makije i kao ruderalna korovna vrsta na
starim kamenim ku¢ama duz morskih obala i na otocima. Bez problema prezivaljava duga,
suha ljeta 1 visoke temperature. Podnosi velike nadmorske visine te je otporan na hladnocu.

Podnosi i visi sadrzaj aktivnog vapna te posolicu i slana tla.

Cvjetni pupoljci su jestivi, a beru se kada su jo$§ potpuno zatvoreni. KarakteristiCan okus
razviju tek kada se konzerviraju u octu. Bogati su vitaminom C, kiselog, slanog i gorkastog

su okusa. Sirovi plodovi (kaparuni) su takoder jestivi i mogu se konzervirati.?
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Slika 17. Capparis orientalis Veill.

1.5.2. Motar

Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L.) (slika 18) je trajna zeljasta biljka iz
porodice Stitarki (Apiaceae). Latinsko ime roda Crithmum potje¢e od grcke rijeci krithe
(jeGam), zbog oblika ploda. Ime vrste maritimum zna¢i morski te se 0dnosi na staniste.
Stabljika je razgranata, okrugla, glatka, zadebljana, pri osnovi drvenasta, a u gornjem dijelu
razgranata. Moze narasti do 50 cm visine. Listovi su debeli, slozeni, mesnati perasto
razdijeljeni na izduzene, oko 2,5-5 cm duge, mesnate segmente sivkastozelene ili
plavkastozelene boje. Cvjetovi su mali, Zuckastozeleni i skupljeni u $titaste cvatove. Cvatu

od srpnja do rujna.

Raste po stijenama, po kamenitom 1 pjeS¢anom tlu uz more, obi¢no u veéim skupinama.
Polozaj punog sunca i slano tlo mu odgovaraju. Listovi su jestivi, so¢ni i slanog okusa.
Sadrze oko 20 mg/100 g vitamina C i oko 2 mg/100 g karotena. Koriste se kao zacin u

salatama ili se kisele kao krastavci. Zbog sadrzaja eteri¢nih ulja snaznog su mirisa koji nije
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mnogima drag, pa ih treba prije kiseljenja ostaviti par dana da malo uvenu kako bi dio

eteri¢nih ulja ishlapio.?®

Slika 18. Crithmum maritimum L.26
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

Biljni materijal je sabran na podru¢ju Makarske tijekom ljeta 2022. godine. U istrazivanju

je koriSten svjezi biljni materijal.

2.2. Kemikalije i aparatura

Kemikalije:

pentan, p.a., Kemika, Zagreb, Hrvatska

Aparature koristene u radu:

aparatura za vodenu destilaciju (modificirana aparatura po Clevenger-u), Deotto
Lab d.o.0., Hrvatska

magnetska mijeSalica, model EKT 3001 s termostatom i temperaturnom probom
MRHei-Standard, Heidolph, Njemacka

aparatura za mikroekstrakciju vrsnih para na krutoj fazi (HS-SPME) sa SPME
vlaknom divinilbenzen/carboxen/polidimetilsiloksan, DVB/CAR/PDMS, Supelco,
SAD

vezani sustav plinska kromatografija-spekrometrija masa (GC-MS), Agilent
Technologies, SAD: plinski kromatograf model 8890 i spektrometar masa
model 5977E.
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2.3. Izolacija hlapljivih spojeva

2.3.1. Vodena destilacija

Iz svjezeg biljnog materijala su vodenom destilacijom u modificiranoj aparaturi po
Clevengeru (slika 19) izolirani hlapljivi spojevi. Biljni materijal je stavljen u okruglu
tikvicu od 2000 mL u koju je dodano oko 1000 mL destilirane vode. Tikvica je postavljena
na grija¢i blok za okruglu tikvicu od 1000 mL koji je postavljen na magnetsku mijesalicu.
Na tikvicu je vertikalno postavljen sredi$nji dio aparature po Clevengeru. U sredi$nji dio
aparature je dodana destilirana voda i organsko otapalo pentan. Pentan sluzi za ekstrakciju
hlapljivih spojeva ¢ime se umanjuje moguc¢nost njihovog gubitka zbog djelomicne
topljivosti u vodi. Na aparaturu je postavljeno vodeno hladilo po Allinhu. Nakon
sastavljanja aparature uspostavljen je odgovarajuéi protok vode i ukljuceno je grijanje i
mijesSanje. Destilacija je trajala 2 sata.Tijekom destilacije hlapljivi spojevi su se, zajedno sa
vodenom parom, uzdizali kroz bo¢ne cijevi aparature do hladila gdje su se kondenzirali i
sakupljali u sredisnjem dijelu aparature. Po zavrsetku destilacije i nakon hladenja aparature,
s aparature je uklonjeno hladilo. Organski sloj je, pazljivo, pomoc¢u kapaljke odijeljen od
vodenog sloja. Uzorak je koncentriran, odnosno otapalo je otpareno te je uzorak ¢uvan u

hermeticki zatvorenoj bocici u hladnjaku pri temp. od -20 °C do GC-MS analize.
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Slika 19. Aparatura za vodenu destilaciju

2.3.2. Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi

Za mikroekstrakciju vr$nih para koristeno je sivo vlakno ¢iji je adsorpcijski sloj polimerni
film sastava divinilbenzen/carboxen/polidimetilsiloksan debljine 50/30 pm. Prije
ekstrakcije vlakno je kondicirano prema uputama proizvodaca, 60 min pri temperaturi od

270 °C postavljanjem SPME igle u injektor plinskog kromatografa.

Mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi provedena je za sve uzorke biljnog materijala na
isti nacin: bocica s uzorkom stavljena je u vodenu kupelj zagrijanu na 60 °C (slika 20);
vodena kupelj zagrijavana je preko magnetske mijesalice. Tijekom 15 minutnog
termostatiranja hlapljivi spojevi iz uzorka, tzv. vr§ne pare, ispare u prazni prostor iznad

uzorka, tzv. headspace prostor. U prazni prostor iznad uzorka potom je uvedena SPME igla
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s vlaknom radi adsorpcije vr$nih para. Adsorpcija vrSnih para vrSena je 40 minuta. Nakon
adsorpcije SPME vlakno vraceno je u iglu, igla je izvucena iz bocice sa uzorkom i odmah
umetnuta u GC-MS injektor gdje je provedena toplinska desorpcija (10 minuta)

ekstrahiranih spojeva izravno u GC kolonu.

Slika 20. Kondicioniranje uzorka: vialica s uzorkom u vodenoj kupelji postavljenoj na

magnetskoj mijesalici

2.4. GC-MS analiza hlapljivih spojeva

Analiza dobivenih uzoraka hlapljivih spojeva, eteri¢nih ulja i vr$nih para, provedena je

plinskom kromatografijom — spektrometrijom masa (GC - MS). Pri tome je koristen vezani
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sustav GC-MS proizvodaca Agilent Technologies. Uredaj se sastoji od plinskog
kromatografa 8890 i spektrometra masa 5977E (slika 21).

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

Analize su izvrSene na koloni s nepolarnom stacionarnom fazom (HP-5MS, 5% difenil-
95% dimetilpolisiloksan), proizvodac¢a Agilent Technologies dimenzija 30 m x 0,25 mm,
debljine stacionarne faze 0,20 um. Plin nositelj je helij protoka 1 mL/min, omjer cijepanja
1:50, temperatura injektora iznosila je 250 °C, temperatura detektora 280 °C, a energija
ionizacije 70 eV. Temperatura peci je programirana kako slijedi: 3 min izotermno pri 70
°C, zatim zagrijavanje od 70 °C do 200 °C brzinom od 3 °C/min i zadrZavanje od 2 min pri
200 °C. Identifikacija pojedinacnih spojeva provedena je usporedbom masenih spektara tih
spojeva smasenim spektrima iz komercijalnih biblioteka masenih spektara (Wiley9 i

NIST17) i/ili usporedbom s masenim spektrima iz literature.
Za svaki uzorak analiziran GC-MS sustavom dobiveni su sljedeci rezultati:

e kromatogram ukupne ionske struje
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vrijeme zadrzavanja svakog sastojka (na kromatogramu predstavljeno
pikom)

relativni udio pojedinog sastojka izrazen u postotcima (udio povrsine pika u
ukupnoj povrsini)

.....

komponente (sli¢nosti spektara koji su usporedeni izrazeni su u postotcima).

37



3. REZULTATI

3.1. GC-MS analiza hlapljivih spojeva

Hlapljivi spojevi kapara (Capparis orientalis Veill.) i motara (Crithmum maritimum L.)
izolirani su dvjema metodama, vodenom destilacijom i mikroekstrakcijom vrsnih para na
krutoj fazi (HS-SPME) (poglavlje 2.3). Na taj su naéin dobivene dvije vrste smjesa
hlapljivih spojeva, eteri¢na ulja (vodena destilacija) i vrsne pare (HS-SPME). Uzorci su
analizirani vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa, GC-MS.
Rezultati GC-MS analiza su prikazani u tablicama 2-6. Spojevi u tablicama poredani su
prema redoslijedu eluiranja (vremenu zadrzavanja, tr) sa kolone sa nepolarnom
stacionarnom fazom, HP-5MS. Maseni udio svakog spoja u uzorku (u %) predstavlja udio
povrsine pika tog spoja u ukupnoj povrSini svih pikova na kromatogramu ukupne ionske

struje.

Znacenje simbola u tablicama je:
tr - vrijeme zadrzavanja u minutama
/ - spoj nije identificiran u uzorku
* - tocan izomer nije odreden

& — gpoj identificiran samo na temelju masenog spektra, odnosno usporedbom masenog

spektra sa spektrima iz Wiley 9 i/ili NIST 17 biblioteka masenih spektara.

3.1.1. Hlapljivi spojevi kapara

U sljede¢im tablicama prikazan je kemijski sastav i sadrzaj (udio) hlapljivih spojeva u
etericnom ulju i vr$nim parama listova (tablica 2), cvjetnih pupova (tablica 3) i plodova

kapara (tablica 4).
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Tablica 2. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u listovima kapara

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)

etericnoulje  vrdne pare

1. metil-izotiocijanat 2,32 / 87,3
2. etil-izotiocijanat 2,89 / 0,1
3. heks-2-enal* 3,47 / 1,9
4, (E)-heks-3-en-1-ol* 3,52 0,8 0,5
5. izobutil- izotiocijanat 5,48 tr. 0,1
6. (E,E)-hepta2,4-dienal* 7,04 / 0,1
7. limonen 7,65 2,4 /
8. 1,8-cineol 7,73 tr. /
9. metil-N,N-dimetilleucinat? 9,44 0,4 /
10. nonanal 10,24 39 0,4
11. dekanal 14,25 0,4 /
12. indol 18,02 1,0 /
13. metil-4-metilsalicilat? 18,88 2,3 0,5
14, benzil-izotiocijanat 20,89 0,4 /
15. 3-metilindol? 21,83 0,4 0,2
16. benzil-izovalerat? 21,54 / 0,2
17. (E)-p-jonon* 25,48 / 0,6
18. (2)-heks-3-enil-benzoat* 29,12 13 0,3
19. cikloheksasumpor? (Sg) 38,02 2,7 /
20. ciklooktasumpor? (Sg) 44,37 147 0,7
21. fitol 47,70 62,9 /
22. oktadekanal 52,52 0,9 /

Ukupno identificirano (%) 94,5 92,9




Tablica 3. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u cvjetnim pupovima kapara

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)

etericnoulje  vrdne pare

1. metil-izotiocijanat 2,32 / 96,2
2. etil-izotiocijanat 2,89 / 0,1
3. izopropil-izotiocijanat 3,25 / tr.
4, klorbenzen? 3,47 2,9 /
5. nonan 4,24 5,7 /
6. sec-butil-izotiocijanat 4,92 / tr.
7. izobutil-izotiocijanat 5,48 / tr.
8. 5-metilfurfural 5,73 1,2 /
9. dipropilen-glikol®* 7,41 0,9 /
10. 1,8-cineol 7,73 0,5 /
11. benzil-alkohol 7,84 1,3 /
12. fenilacetaldehid 8,13 1,8 /
13. metil-N,N-dimetilleucinat? 9,44 1,3 /
14. linalol 10,11 0,5 /
15. fenilacetonitril 11,60 0,5 /
16. kamfor 11,82 tr. /
17. 2,3-dihidrofuran? 15,04 15 /
18. 4-metoksibenzaldehid 16,27 1,0 /
19. indol 18,02 2,0 /
20. cinamil-alkohol 18,50 2,1 0,3
21. metil-4-metilsalicilat?® 18,88 6,7 0,4
21. 3-metilindol? 21,83 / 0,3
22. cikloheksasumpor? (Se) 38,02 4,1 /
23. diizobutil-ftalat® 39,71 2,3 /
24. ciklooktasumpor? (Sg) 44,37 24,0 0,8



25. ravnolanéani CH 47,18 1,7 /
(heneikosan, C21)

26. fitol 47,70 24,3 /

27. ravnolan¢ani CH 56,94 10,7 /

(trikosan, C23)

Ukupno identificirano (%) 97,0 98,1

Tablica 4. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u plodovima kapara

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)

etericno ulje  vrSne pare

1. metil-izotiocijanat 2,32 / 96,4
2. izopropil-izotiocijanat 3,25 / tr.
3. klorbenzen? 3,47 1,0 /
4, nonan 4,24 14 /
5. sec-butil-izotiocijanat 4,92 / 0,2
6. izobutil-izotiocijanat 5,48 / 0,4
7. limonen 7,65 0,5 /
8. dipropilen-glikol®* 8,12 0,3 /
9. fenilacetaldehid 8,13 1,8 /
10. dipropilen-glikol®* 8,90 0,8 /
11. linalol 10,11 0,4 /
12. oktanska kiselina 14,51 0,4 /
13. y-oktalakton? 17,19 0,7 /
14. indol 18,02 0,9 /
15. metil-4-metilsalicilat?® 18,88 0,9 0,4
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16. benzil-izotiocijanat 20,89 / 0,8

17. dekanska kiselina 22,80 14 /
18. 3-metilindol? 21,83 10,6 /
19. (E)-p-jonon* 25,48 tr. 0,2
20. d-dekalakton? 27,08 0,5 /
21. dodekanska kiselina 30,77 38,7 /
22. d-dodekalakton? 35,15 0,4 /
23. tetradekanska kiselina 37,83 24,7 /
24. dibutil-ftalat® 43,75 59 /
25. heksadekanska kiselina 44,33 3,6 /
Ukupno identificirano(%o) 94,9 98,4

3.1.2. Hlapljivi spojevi motara

U sljede¢im tablicama prikazan je kemijski sastav i sadrzaj (udio) hlapljivih spojeva

u eteri¢cnom ulju i vr$nim parama listova (tablica 5) i cvjetova motara (tablica 6).

Tablica 5. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u listovima motara

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)

etericnoulje  vrSne pare

1. metil-izotiocijanat 2,32 / 0,1
2. heks-2-enal* 3,47 / 0,3
3. (E)-heks-3-en-1-ol* 3,52 tr. /
4, nonan 4,24 tr. /
5. a-tujen 4,90 tr. 1,3

42



© © N o

11.
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.

a-pinen

kamfen

sabinen

S-pinen

mircen

oktanal

a-terpinen

p-cimen

limonen
cis-ocimen*
[-ocimen®
y-terpinen
sabinen-hidrat*
a-terpinolen

linalol
p-ment-2-en-1-ol*
aloocimen
trans-limonen-oksid®*
(E)-non-2-enal®*
terpinen-4-ol
p-cimen-8-ol
a-terpineol
(E)-dec-2-enal®*
[-elemen?
y-elemen?
trans-a-bergamoten *
trans-g-farnezen®*
germakren D?
ar-kurkumen
biciklogermakren @

S-himahalen?

5,08
5,45
6,08
6,17
6,48
6,82
7,26
7,50
7,65
8,10
8,34
8,69
8,99
9,74
10,11
10,69
11,22
11,53
12,37
13,17
13,52
13,72
16,59
22,03
23,74
23,77
24,65
25,62
25,71
26,22
26,36

3,2
0,1
7,2
0,2
1,7
0,1

50,0
5,9
1,0
04
0,1
2,7
0,1
0,1
0,2

0,7
0,1
0,2
0,3
0,4
2,8

0,1
0,5
0,2
1,0
0,1

0,3

26,4

1,6
0,2
0,3
0,2
56,5
8,1
0,5
1,2

0,2

0,3

0,7

0,1

0,2

0,1

0,2

0,1

0,1
0,2
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37. kuparen®* 26,60 0,2 /

38. fS-bisabolen 26,73 0,4 0,2
39. fS-seskvifelandren 27,34 0,6 0,2
40. S-himahalen? 27,63 0,8 /
41. germakren B 28,71 10,4 0,4
42. spatulenol 29,40 0,1 /
43. dilapiol® 31,19 0,4 /
44, farnezol®* 32,89 0,4 /
45, ciklooktasumpor? (Sg) 44,37 0,3 /
46. fitol 47,70 0,3 /
Ukupno identificirano (%) 93,3 100

Tablica 6. Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u cvjetovima motara

Red. Spoj tr Udio
broj (min) (%)

etericnoulje  vrsne pare

1. metil-izotiocijanat 2,32 / 0,7
2. nonan 4,24 0,1 /

3. a-tujen 4,90 0,4 0,5
4, a-pinen 5,08 8,8 53
5. kamfen 5,45 0,7 0,3
6. sabinen 6,08 17,3 17,1
7. mircen 6,48 4,3 1,4
8. oktanal 6,82 0,5 0,4
9. a-terpinen 7,26 0,1 0,1
10. limonen 7,65 47,4 62,8
11. cis-ocimen* 8,10 19 5,3
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12. S-ocimen* 8,34 0,5 0,2
13. y-terpinen 8,69 1,7 0,5
14. trans-sabinen-hidrat®* 8,99 0,7 0,1
15. a-terpinolen 9,74 0,3 0,1
16. linalol 10,11 1,2 0,3
17. p-ment-2-en-1-ol* 10,69 0,6 0,2
18. aloocimen 11,18 0,1 0,2
19. cis-limonen-oksid®* 11,20 0,2 0,3
20. trans-limonen-oksid®* 11,39 0,6 0,8
21. (E)-non-2-enal®* 12,30 / 0,1
22. borneol 12,41 0,6 0,2
23. terpinen-4-ol 13,14 2,7 0,2
24. p-fenhol®* 13,80 / 0,7
25. a-terpineol 13,72 2,2 /
26. trans-karveol? 15,01 0,2 0,1
27. karvona* 15,84 0,2 0,1
28. (E)-dec-2-enal®* 16,59 0,3 0,2
29. bornil-acetat 17,48 0,2 /
30. trans-a-bergamoten * 23,77 0,3 0,2
31. trans-g-farnezend* 24,65 0,1 /
32. ar-kurkumen 25,71 0,3 0,2
33. biciklogermakren @ 26,22 0,5 0,5
34. p-bisabolen 26,73 0,4 0,4
35. [S-seskvifelandren 27,34 0,5 0,4
36. germakren B 28,71 0,7 /
37. spatulenol 29,40 0,2 0,1
Ukupno identificirano (%) 96,8 100
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4. RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je istraziti profil hlapljivih spojeva dviju samoniklih ljekovitih biljaka
koje su rasprostranjene u mediteranskom dijelu Hrvatske, kapara (Capparis orientalis
Veill.) i motara (Crithmum maritimum L.). Obje odabrane biljke su jestive, a u Hrvatskoj se
obi¢no konzumiraju ukiseljeni pupoljci kapara i ukiseljeni listovi motara. Istrazivanje
profila hlapljivih spojeva podrazumijeva odredivanje kemijskog sastava i sadrzaja
hlapljivih spojeva u biljnom materijalu. Odredivanje profila hlapljivih spojeva je sastavni
dio istrazivanja aroma hrane i prehrambenih proizvoda. Naime, aroma (engl. flavor) se
definira kao kombinirana impresija okusa i mirisa, a kemijski spojevi koji je Cine se dijele
na one koji su odgovorni za okus i one koji su odgovorni za miris. Spojevi nositelji mirisa
se uobicajeno nazivaju spojevima arome (engl. aroma compounds ili aroma substances).
Spojevi odgovorni za okus su opéenito nehlapljivi pri sobnoj temperaturi, dok Su Spojevi

arome su hlapljivi.?’

Za izvrSenje postavljenog zadatka upotrijebljene su dvije metode izolacije hlapljivih
spojeva iz pojedinih biljnih dijelova. Kod kapara hlapljivi spojevi su izolirani posebno iz
listova, pupova i plodova, a kod motara koristeni su posebno listovi, odnosno cvjetovi.
Metode izolacije hlapljivih spojeva su bile vodena destilacija i mikroekstrakcija vr$nih para
na krutoj fazi. Vodena destilacija je klasicna metoda izolacije hlapljivih spojeva u
laboratorijskom mijerilu. Smjese hlapljivih spojeva dobivene vodenom destilacijom se
nazivaju etericnim uljima. Naime po definiciji eteri¢na ulja su smjese aromatic¢nih spojeva
dobivene isklju¢ivo destilacijom iz biljnog materijala (i presanjem kore Citrusa).?®
Mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (HS-SPME) je brza metoda za izolaciju spojeva
arome, a velika prednost je Sto se za izolaciju ne koriste organska otapala. Metoda je
vezana uz plinsku kromatografiju-masenu spektrometriju (GC-MS) kojom se, odmah po
izolaciji, hlapljivi spojevi analiziraju. Uobicajena skracenica za navedenu kombinaciju
izolacije i analize hlapljivih spojeva je HS-SPME/GC-MS. Kombinacija HS-SPME/GC-
MS se najcesce koristi u istrazivanju spojeva arome i jako aromati¢nih, mirisnih spojeva

npr. iz cvije¢a.?®
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Dakle, u istrazivanju su izolirane dvije vrste smjesa hlapljivih spojeva, eteri¢na ulja koja su
dobivena vodenom destilacijom, i vrSne pare koje su dobivene mikroekstrakcijom na

¢vrstoj fazi.

Eteri¢na ulja i vrSne pare listova, pupova i plodova kapara te listova i cvjetova motara
analizirani su vezanim sustavom plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS), a

rezultati analiza prikazani su u tabli¢no.

4.1. Hlapljivi spojevi kapara

Kemijski sastav i udio hlapljivih spojeva u listovima kapara dan je u tablici 2. U etericnom
ulju identificirano je 16 spojeva koji ¢ine 94,5 % od ukupnog etericnog ulja, dok je u
vr$nim parama identificirano 13 spojeva (92,9 %). Kemijski sastav ova dva uzorka
hlapljivih spojeva je vrlo razli¢it. Glavni sastojak eteri¢nog ulja je diterpenski alkohol fitol
(62,9 %) koji nije identificiran u vr$nim parama (slika 22). Interesantan sastojak eteri¢nog
ulja je sumpor koji se u eteri¢cnom ulju nalazi u dva oblika, kao ciklooktasumpor, Sg (14,7
%) i cikloheksasumpor, Se (2,7 %) (slika 22). Udio sumpora u vr$nim parama je znatno
manji, a identificiran je samo ciklooktasumpor (0,7 %). Od ostalih sastojaka eteri¢nog ulja
koji su identificirani u koli¢inama iznad 1,0 % treba spomenuti aldehid nonanal (3,9 %),
monoterpenski ugljikovodik limonen (2,4 %) i fenolni spoj, derivat metil-salicilata, metil-4-
metilsalicilat (2,3 %). U etericnom ulju identificirana su dva razgradna produkta

glukozinolata, benzil-izotiocijanat (0,4 %) i izobutil-izotiocijanat (u tragovima, < 0,1 %).

S—S
/7N S
o R
S S S S
AN / N
S—S
fitol ciklooktasumpor cikloheksasumpor

Slika 22. Glavni sastojci eteri¢nog ulja listova kapara
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Glavni sastojak vr$nih para listova kapara je metil-izotiocijanat (87,3 %). Metil-
izotiocijanat je razgradni produkt glukozinolata trivijalnog imena glukokaparin (slika 23).
Jedini spoj koji je u vr$nim parama prisutan u udjelu iznad 1,0 % je aldehid heks-2-enal
(1,9 %). Svi ostali sastojci vr$nih para prisutni su u znatno manjim koli¢inama, <1 %. Osim
metil-izotiocijanata, u vrSnim parama identificirana su jo§ dva razgradna produkta

glukozinolata, etil-izotiocijanat i izobutil-izotiocijanat (oba 0,1 %).

g OH
H_o
HO
HO . S\'/
H OH |
N
H H /

70,80

GLUKOKAPARIN

\_A D-glukoza

- HSO;

HSO4J pH 7 e 50
Lossenova
pregradnja

\ +S
N~ -C7 5 RN
N N
metil-izotiocijanat etanonitril

Slika 23. Shematski prikaz razgradnje glukokaparina

U tablici 3 dan je kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva u eteriénom ulju i vr$nim
parama cvjetnih pupova kapara. U etericnom ulju identificirana su dvadeset i dva spoja.

Vrs$ne pare cvjetnih pupova su znatno siromasnije s obzirom na broj sastojaka,
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identificirano je devet spojeva. Sastojci eteriénog ulja cvjetnih pupova kapara, kao i
etericnog ulje listova kapara, spadaju u razli¢ite skupine prirodnih organskih spojeva.
Glavni sastojak etericnog ulja cvjetnih pupova je diterpenski alkohol fitol (24,3 %), a
slijede ciklooktasumpor (24,0 %) i ravnolancani ugljikovodik, vjerojatno trikosan (10,7 %).
Ostali kvantitativnho znacajniji sastojci ovog etericnog ulja su fenolni spoj metil-4-
metilsalicilat (6,7 %), ugljikovodik ravnog lanca nonan (5,0 %), cikloheksasumpor (4,1 %),
derivat benzena klorbenzen (2,9 %), ester diizobutil-ftalat (2,3 %) i fenilpropanski derivat
cinamil-alkohol (2,1 %). U eteri¢cnom ulju identificiran je jedan razgradni produkt

glukozinolata, fenilacetonitril (0,5 %).

Metil-izotiocijanat (96,2 %) je dominantan sastojak vrSnih para cvjetnih pupova kapara.
Ostali sastojci vr$nih para prisutni su u vrlo malim koli¢inama, < 1 %, ¢ak i u tragovima, <
0,1 %. Iz skupine razgradnih produkata glukozinolata identificirani su etil-izotiocijanat

(0,1%) i, u tragovima, izobutil-izotiocijanat, sec-butil-izotiocijanat i izopropil-izotiocijanat.

U etericnom ulju plodova kapara identificirano je dvadeset spojeva, a u vrsnim parama
sedam spojeva (tablica 4). Eteri¢no ulje plodova kapara se po kemijskom sastavu jako
razlikuje od eteri¢nih ulja listova i cvjetnih pupova. Glavni sastojci etericnog ulja plodova
kapara su masne kiseline (slika 24), dodekanska ili, trivijalno, laurinska kiselina (38,7 %) i
tetradekanska ili miristinska kiselina (24,7 %). ldentificirane su i heksadekanska ili
palmitinska kiselina (3,6 %), dekanska ili kaprinska kiselina (1,4 %) i oktanska ili kaprilna
kiselina (0,4 %). Ukupni udio masnih Kkiselina u ovom etericnom ulju je 68,8 %. Masne
kiseline nisu identificirane u etericnim uljima listova i cvjetnih pupova. Kvantitativno
znacajan sastojak eteri¢nog ulja plodova je 3-metilindol (10, 6 %) (slika 24). Trivijalno ime
3-metilindola je skatol. Sa stajalista spojeva arome (spojeva nositelja mirisa) skatol je vrlo
interesantan spoj. Naime skatol je spoj vrlo neugodnog mirisa, po fekalijama sisavaca. Ali,
u niskim koncentracijama skatol ima cvjetni miris, nalazi se u etericnim uljima i drugim
mirisnim pripravcima npr. jasmina i cvijeta narance, i koriste se u kreiranju razli¢itih

mirisnih kompozicija.
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Slika 24. Glavni sastojci eteri¢nog ulja plodova kapara

Kemijski sastav vrsnih para plodova kapara je slican sastavu vrsnih para listova i cvjetnih
pupova kapara. Dominantan sastojak vrSnih para je razgradni produkt glukokaparina, metil -
izotiocijanat (96,4 %). U vrSnim parama su identificirana joS§ Cetiri razgradna produkta
glukozinolata, benzil-izotiocijanat (0,8 %), izobutil-izotiocijanat (0,4 %), sec-butil-

izotiocijanat (0,2 %) i izopropil- izotiocijanat (tragovi).

Biljka kapar (Capparis orientalis Veill.) spada u porodicu Capparidaceae za koju je
poznato da sadrzi spojeve iz skupine glukozinolata. Glukozinolati su glikozidi, to¢nije S-
glukozidi. To su nehlapljivi spojevi koji se, kao i svi glikozidi, razgraduju na glukozu
(glikon) 1 druge razgradne produkte (aglikone). Razgradnja glukozinolata moze biti
enzimska, kemijska ili toplinska. Razgradni produkti glukozinolata su, za razliku od
intaktnih glukozinolata, hlapljivi spojevi. Uobicajeni i najzastupljeniji razgradni produkti
glukozinolata su izotiocijanati, a slijede nitrili. Metoda izolacije etericnih ulja iz
aromaticnog bilja, vodena destilacija, je metoda kojom se istovremeno glukozinolati
termicki razgraduju, a nastali hlapljivi razgradni produkti izoliraju zajedno s ostalim
hlapljivim spojevima prisutnim u biljnom materijalu. Stoga je bilo za ocekivati da se u
etericnom ulju identificiraju i razgradni produkti glukozinolata. Takoder, iz literature je
poznato da je glavni sastojak eteri¢nog ulja raznih biljnih vrsta roda Capparis, bez obzira
na biljni organ iz kojeg je ono izolirano, metil-izotiocijanat, razgradni produkt
glukozinolata trivijalnog imena glukokaparin. Najvise istrazena vrsta kapara je Capparis

spinosa L. Tako su Kulisi¢-Bilusi¢ i suradnici u etericnom ulju listova i cvjetnih pupova
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samoniklih kapara vrste C. spinosa L. iz Hrvatske identificirali metil-izotiocijanat kao
glavni sastojak (92,06 %) uz manje udjele benzil-izotiocijanata, fenilacetonitrila, butil-
izotiocijanata i sec-butil-izotiocijanata.3’3! U eteri¢nim uljima listova, cvjetnih pupova i
plodova kapara, vrsta C. orientalis Veill., izoliranim i analiziranim u ovom radu metil-
izotiocijanat nije identificiran. Identificirana su dva razgradna produkta glukozinolata,
izobutil-izotiocijanat (tragovi, < 0,1 %) i benzil-izotiocijanat (0,4 %) u eteri¢nom ulju
listova i fenilacetonitril (0,5 %) u etericnom ulju cvjetnih pupova. Razlog tomu je $to je
GC-MS analiza etericnog ulja provedena na koloni sa nepolarnom stacionarnom fazom
(HP-5MS) na kojoj se polarni spoj metil-izotiocijanat kratko zadrzava, 2,32 minute, a to je
unutar tzv. solvent delaya. Metoda GC-MS analize na ovoj koloni je postavljena uz tzv.
solvent delayod 3 minute. Solvent delay je vrijeme za koje otapalo prode kroz kolonu bez
ulaska u spektrometar masa (detektor). Ono ovisi o vrsti kolone, odnosno stacionarne faze,
duljini i promjeru kolone te o primijenjenom temperaturnom programu. Uzorci za GC-MS
analizu, pa tako i eteri¢na ulja, se injektiraju kao otopine u organskom otapalu, najcesce
pentanu, heksanu, diklormetanu, dietil-eteru ili njihovim smjesama. U ovom radu koristen
je pentan. Za pentan i HP-5MS kolonu, duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i ostale

parametre analize navedene u odjeljku 2.4. solvent delay je 3,00 min.

Druga metoda izolacije hlapljivin spojeva primijenjena u ovom radu bila je
mikroekstrakcija vrsnih para na krutoj fazi (HS-SPME). Pretpostavka je bila da ¢e, nakon
Sto se biljni materijal usitni i time uspostavi kontakt glukozinolata i enzima mirozinaze,
do¢i do hidrolize glukozinolata, tzv. autolize. Nakon autolize oslobodeni hlapljivi
hidroliticki produkti gukozinolata zajedno s ostalim hlapljivim spojevima, bit ¢e izolirani
HS-SPME metodom i analizirani GC-MS-om. Rezultati GC-MS analiza vr$nih para listova,
cvjetnih pupova i plodova kapara pokazali su da je kombinacija HS-SPME/GC-MS
pogodna za ovakvo istrazivanje. U vr$nim parama kapara, za razliku od eteri¢nog ulja,
identificiran je metil-izotiocijanat koji je ujedno i dominantan sastojak vrs$nih para. Osim
metil-izotiocijanata identificirani su i drugi razgradni produkti glukozinolata, ali u znatno
manjim udjelima: etil-izotiocijanat, butil-izotiocijanat, sec-butil-izotiocijanat, izopropil-
izotiocijanat i benzil-izotiocijanat. Slian sastav vr$nih para u razli¢itim dijelovima vrste

Capparis spinosa L. iz Gréke objavili su M. Grimalt i suradnici.®?
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Vodena destilacija i mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi su metode istrazivanja
profila hlapljivih spojeva kapara koje se dobro nadopunjuju i omogucéuju potpuniji uvid u

kemijski sastav i sadrzaj hlapljivih spojeva ove biljke.
Prijedlog za nastavak istrazivanja bio bi:

- promijeniti kolonu za GC-MS analizu, umjesto nepolarne, kao §to je HP-5MS, upotrijebiti

kolonu sa polarnom stacionarnom fazom

- promijeniti parametre HS-SPME metode: upotrijebiti vlakno sa drugim adsorbensom,
promijeniti temperaturu, vrijeme oslobadanja vr$nih para te vrijeme adsorpcije vr$nih para

na vlakno te povecati masu biljnog materijala za analizu.

4.2. Hlapljivi spojevi motara

Eteri¢no ulje i vrine pare izolirani su posebno iz listova, odnosno cvjetova motara. Profil
hlapljivih spojeva listova i cvjetova motara dan je u tablici 5, odnosno 6. Odmah se uocava
da i eteri¢na ulje 1 vrSne pare motara sadrZe viSe sastojaka od etericnog ulja i vrs$nih para
bilo kojeg dijela kapara. Tako je u eteri¢cnom ulju listova motara identificirano trideset
devet spojeva, a u vr$nim parama dvadeset Sest spojeva. U etericnom ulju cvjetova motara
identificirana su trideset Cetiri spoja, a u vrSnim parama trideset dva spoja. Sastojci
etericnog ulja 1 vr$nih para motara su gotovo isklju¢ivo terpeni, za razliku od etericnog ulja
1 vrsnih para kapara u kojima su identificirani spojevi iz razli¢itih skupina prirodnih

organskih spojeva.

Glavni sastojak eteri¢nog ulja listova motara je monoterpenski ugljikovodik limonen (50,0
%) (slika 25). Ostali kvantitativno znacajni sastojci su seskviterpenski ugljikovodik
germakren B (10, 4 %) te monoterpenski ugljikovodici sabinen (7,2 %) i cis-ocimen (5,9
%) (slika 25). Od ostalih spojeva, odnosno spojeva koji ne spadaju u dvije glavne skupine
spojeva koji ulaze u sastav eteri¢nih ulja, terpene i fenolne spojeve, u etericnom ulju su
identificirani aldehidi oktanal i (E)-dec-2-enal, ciklooktasumpor, ravnolanéani ugljikovodik

nonan i alkohol (E)-heks-3-en-1-ol. Ukupni udio ovih spojeva u ulju je 0,7 %.
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cis-ocimen

germakren B .
sabinen

limonen
Slika 25.Glavni sastojci eteri¢nog ulja listova motara

Glavni sastojak vrsnih para listova motara je takoder limonen (56,5 %), a slijede sabinen
(26,4 %) i cis-ocimen (8,1 %). U vr$nim parama identificirana su Cetiri aldehida heks-2-
enal, oktanal, (E)-non-2-enal i (E)-dec-2-enal sa ukupnim udjelom od 0,7 % te metil-

izotiocijanat (0,1 %). Svi ostali sastojci vr$nih para su terpeni.

Kao i u etericnom ulju listova motara, glavni sastojak etericnog ulja cvjetova je limonen
(47,4%). Ostali kvantitativno znacajni sastojci su sa sabinen (17,3 %), a-pinen (8,8 %), i
mircen (4,3 %). Svi navedeni spojevi su monoterpenski ugljikovodici. 1z skupine ostalih
spojeva identificirani su ugljikovodik nonan te aldehidi oktanal i (E)-dec-2-enal, a njihov

ukupni udio u eteri¢cnom ulju je 0,9 %.

Vrs$ne pare cvjetova motara su kvalitativno slicne etericnom ulju. Glavni sastojak vr$nih
para je takoder limonen (62,8 %), a slijede sabinen (17,1 %) i a-pinen (5,3 %). Od ostalih
spojeva identificirani su aldehidi oktanal, (E)-non-2-enal i (E)-dec-2-enal s ukupnim

odjelom od 0,7 % te, kao i u vr$nim parama listova, metil-izotiocijanat (0,7 %).

Eteri¢no ulje motara iz raznih dijelova Mediterana je dobro istrazeno. Rezultati istrazivanja
pokazali su da kemijski sastav eteri¢nog ulja motara ovisi o lokalitetu, a vjerojatno postoje i
razli¢iti kemotipovi motara. Ali bez obzira na razlike u kemijskom sastavu, glavni sastojci
eteri¢nog ulja motara su uvijek monoterpeni kao §to su limonen, sabinen, a-pinen, S-pinen,
y-terpinen, terpinen-4-ol. Kulisi¢-Bilusi¢ i suradnici navode da su glavni sastojci eteri¢nog
ulja listova i cvjetova motara iz Hrvatske monoterpenski ugljikovodici limonen i sabinen te
monoterpenski alkohol terpinen-4-0l.3° Male§ i suradnici su proucavali kemijski sastav

eteri¢nog ulja nadzemnih dijelova motara iz Hrvatske u razli¢itim fazama razvoja. Glavni
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sastojci u svim uzorcima etericnog ulja bili su monoterpeni limonen, sabinen, y-terpinen i

metil-timil-eter.3® Rezultati ovog istraZivanja slazu se prethodno navedenim.
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5. ZAKLJUCAK

¢ Glavni sastojak eteri¢nog ulja listova kapara je diterpenski alkohol fitol (62,9 %), a
identificiran je 1 elementarni sumpor koji se u eteriénom ulju nalazi u dva oblika, kao
ciklooktasumpor, Sg (14,7 %) i cikloheksasumpor, Se (2,7 %). Glavni sastojak vrsnih para
listova kapara je metil-izotiocijanat (87,3 %), razgradni produkt glukozinolata trivijalnog

imena glukokaparin.

¢ Glavni sastojak etericnog ulja cvjetnih pupova kapara je fitol (24,3 %), a slijede
ciklooktasumpor (24,0 %) i ravnolan¢ani ugljikovodik, vjerojatno trikosan (10,7 %). Metil -

izotiocijanat (96,2 %) je dominantan sastojak vrsnih para cvjetnih pupova kapara.

¢ Kemijski sastav eteri¢nih ulja listova i cvjetnih pupova kapara je slican. Sastojci
etericnog ulja listova i cvjetnih pupova kapara spadaju u razli¢ite skupine prirodnih
organskih spojeva. U eteri¢cnim uljima listova i cvjetnih pupova kapara nije identificiran
glavni sastojak vr$nih para, metil-izotiocijanat. Od razgradnih produkata glukozinolata
identificirani su izobutil-izotiocijanat i benzil-izotiocijanat u etericnom ulju listova te

fenilacetonitril u etericnom ulju cvjetnih pupova.

¢ Eteri¢no ulje plodova kapara se po kemijskom sastavu jako razlikuje od eteri¢nih ulja
listova i cvjetnih pupova. Glavni sastojci eteri¢nog ulja plodova kapara su masne kiseline
dodekanska ili laurinska kiselina (38,7 %) i tetradekanska ili miristinska kiselina (24,7 %),
a identificirane su i heksadekanska ili palmitinska kiselina, dekanska ili kaprinska kiselina i
oktanska ili kaprilna kiselina. Masne kiseline nisu identificirane u eteri¢nim uljima listova i
cvjetnih pupova kapara. Kvantitativno znacajan sastojak etericnog ulja plodova je 3-

metilindol ili skatol (10, 6 %).

¢ Kao i u vr$nim parama listova i cvjetnih pupova kapara dominantan sastojak vrsnih para
plodova kapara je razgradni produkt glukokaparina, metil-izotiocijanat (96,4 %). U vr$nim
parama su identificirana jo§ Cetiri razgradna produkta glukozinolata, benzil-izotiocijanat,

izobutil-izotiocijanat, sec-butil-izotiocijanat i izopropil-izotiocijanat.
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¢ Rezultati GC-MS analiza eteri¢nih ulja i vr$nih para listova, cvjetnih pupova i plodova
kapara pokazali su da su vodena destilacija i mikroekstrakcija vr$nih para na krutoj fazi
metode istrazivanja profila hlapljivih spojeva kapara koje se dobro nadopunjuju i

omogucuju potpuniji uvid u kemijski sastav 1 sadrzaj hlapljivih spojeva ove biljke.

¢ Glavni sastojak eteri¢nog ulja listova motara je monoterpenski ugljikovodik limonen
(50,0 %), a ostali kvantitativno znacajni sastojci su seskviterpenski ugljikovodik germakren
B (10, 4 %) te monoterpenski ugljikovodici sabinen (7,2 %) i cis-ocimen (5,9 %). Limonen
je glavni sastojak (56,5 %) i vr$nih para listova motara, a slijede sabinen (26,4 %) i cis-
ocimen (8,1 %).

¢ Etericno ulje i vrS$ne pare cvjetova motara su kvalitativno i kvantitativno sli¢ni. Glavni
sastojci etericnog ulja i vrSnih para su monoterpenski ugljikovodici. U etericnom ulju
cvjetova to su limonen (47,4%), sabinen (17,3 %), a-pinen (8,8 %) i mircen (4,3 %), a u

vr$nim parama takoder limonen (62,8 %), sabinen (17,1 %) i a-pinen (5,3 %).

¢ Sastojci etericnog ulja i vr$nih para motara su gotovo isklju¢ivo terpeni, za razliku od
etericnog ulja i vr$nih para kapara u kojima su identificirani spojevi iz razlicitih skupina

prirodnih organskih spojeva.
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