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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Izolirati eteri¢na ulja motra razli¢itim postupcima destilacije,

- Izolirati hlapive spojeve hidrolata motra mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi,

- Odrediti kemijski profil eteri¢nih ulja dobivenih razli¢itim postupcima destilacije,
- Odrediti kemijski profil hlapivih spojeva hidrolata dobivenih razli¢itim

postupcima destilacije.



SAZETAK

Cilj ovog rada bio je istraziti u¢inke razli¢itih metoda izolacije na kemijski sastav
eteri¢nih ulja motra (Crithmum maritimum L.) te na sastav hlapivih spojeva prisutnih u
hidrolatima, a koji zaostaju kao nusprodukt izolacije etericnog ulja. KoriStene su
konvencionalne metode destilacije, vodena destilacija (HD) i parna destilacija (SD) te
moderna ,,zelena“ metoda, mikrovalovima potpomognuta destilacija (MHD). Izolacija
hlapivih spojeva hidrolata izvr§ena je mikroekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (HS-SPME). Za
odvajanje 1 identifikaciju kemijskih sastojaka etericnih ulja 1 hidrolata koriSten je
spregnuti sustav plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (GC-MS). Eteri¢na ulja
dobivena parnom destilacijom imala su veéi udio terpinena-4-ol, y-terpinena i limonena
nego $to je kod vodene destilacije 1 mikrovalovima potpomognute destilacije. Sabinen je
u najviSem udjelu bio prisutan u etericnom ulju dobivenom pomocu mikrovalovima
potpomognute destilacije, dok je E-(f)-ocimen najviSe zastupljen u etericnom ulju
dobivenom pomocu vodene destilacije. U hidrolatima dobivenim vodenom destilacijom
dominantni spojevi su 10-(acetilmetil)-3-karen i benzacetaldehid, dok je terpinen-4-ol s
najviS§im udjelom =zastupljen u hidrolatima zaostalima nakon mikrovalovima
potpomognute destilacije. U hidrolatima dobivenim parnom destilacijom isticu se
terpinen-4-ol, (2)-sabinen hidrat i (E)-sabinen hidrat. Kemijski sastav hidrolata razlikuje
se od sastava etericnog ulja, kako po vrsti, tako 1 po broju razli€itih spojeva kojima
eteri¢na ulja u odnosu na hidrolate oskudijevaju. 1z ovog istrazivanja moze se zakljuciti
da je metoda izolacije imala velik utjecaj na profile etericnog ulja motra, a posebice na
profile spojeva hidrolata. Zbog svog vrijednog kemijskog sastava ovaj nusproizvod moze
biti isplativ izvor bioaktivnih spojeva koji imaju veliku potencijal za koriStenje u raznim

industrijama.

Kljuéne rijeci: motar; destilacija; eteri¢na ulja; hidrolati; hlapivi spojevi; HS-SPME;
GC-MS



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the effects of different methods of isolation on
the chemical composition of essential oils of rock samphire (Crithmum maritimum L.)
and on the composition of volatile compounds present in hydrolates, which remain as a
byproduct of essential oil isolation. Conventional distillation methods, water distillation
(HD) and steam distillation (SD) and a modern "green” method, microwave assisted
distillation (MHD), were used. Isolation of volatile compounds from hydrolates was
performed by solid phase microextraction (HS-SPME). A coupled system of gas
chromatography with mass spectrometry (GC-MS) was used to separate and identify the
chemical components of essential oils and hydrolates. The essential oils obtained by
steam distillation had a higher proportion of terpinene-4-ol, y-terpinene and limonene
than in water distillation and microwave-assisted distillation. Sabinene was present in the
highest proportion in the essential oil obtained by microwave-assisted distillation, while
E-(B)-ocimene was the most abundant in the essential oil obtained by water distillation.
In the hydrolates obtained by water distillation, the dominant compounds are 10-
(acetylmethyl)-3-carene and benzacetaldehyde, while terpinen-4-ol with the highest
proportion is present in the hydrolates remaining after microwave-assisted distillation. In
the hydrolates obtained by steam distillation, terpinen-4-ol, (Z)-sabinene hydrate and (E)-
sabinene hydrate stand out. The chemical composition of hydrolates differs from the
composition of essential oil, both in terms of type and number of different compounds
that essential oils lack, compared to hydrolates. From this research, it can be concluded
that the isolation method had a great influence on the profiles of the essential oil of rock
samphire, and especially on the profiles of the compounds from hydrolates. Due to its
valuable chemical composition, this by-product can be a profitable source of bioactive

compounds that have great potential for use in various industries.

Keywords: Rock samphire; distillation; essential oils; hydrolates; volatile compounds;
HS-SPME; GC-MS
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UvOoD

Motar (Crithmum maritimum L.), koji se naziva jo$ petrovac ili morski komorac,
samonikla je halofitna biljka izrazene arome i ugodnih senzorskih svojstava zbog Cega se
ucestalo koristi u prehrambene svrhe u veéini mediteranskih zemalja. Kao jedna od
aromaticnih i ljekovitih biljaka, koja pripada obitelji Apiceae, motar i njegovi metaboliti
su zbog svojih pozitivnih bioloskih svojstava od velikog industrijskog znacaja. Ova biljna
vrsta raste na kamenitim morskim liticama izlozenim utjecajem posolice na atlantskim
obalama Europe, Sredozemlja i Crnog mora, na otocima Azorima, Madeiri i Kanarima te
na obalama sjeverozapadne Afrike i zapadne Azije. Motar ima veliku primjenu u
kulinarstvu, narodnoj medicini te kozmetici. Budu¢i da je vrlo aromatican, Siroko se
konzumira u mnogima europskim zemljama kao predjelo, prilog, dodatak jelima ili zacin.
Takoder je poznato njegovo koristenje u narodnoj medicini kao tonik, karminativ,
diuretik, protuupalno sredstvo te u lijeCenju glista. Eteri¢na ulja su izolati hlapljivih
metabolita, obicno dobiveni destilacijom razli¢itih biljnih materijala i od davnina se
koriste za konzerviranje hrane, u tradicionalnoj medicini i kozmetici. Hidrolati, takoder
poznati kao hidrosoli, cvjetne, destilirane ili aromatske vodice nastaju kao nusproizvod
procesa izolacije eteri¢nih ulja destilacijom, te je i njihova primjena u razliCitim
industrijama poznata dugi niz godina. Motar je biljka koja obiluje eteri¢énim uljem koje
se koristi u razli¢ite svrhe. Posljednjih godina broj istrazivanja na temu eteri¢nog ulja
motra eksponencijalno raste, ali jo§ uvijek postoji mali broj studija koje se bave
karakterizacijom nusproizvoda njegove izolacije. Stoga je cilj ovog rada bio istraziti
ucinak primijene razli¢itih metoda izolacije eteri¢nog ulja motra, i to vodene destilacije
(HD), parne destilacije (SD) i mikrovalne destilacije (MHD) na kemijski profil etericnog
ulja 1 pripadajucih hidrolata.



1. OPCI DIO

1.1.  Eteri¢na ulja

Vrlo je tesko definirati kada je izolirano prvo eteri¢no ulje jer drevni spisi koji
govore o ljekovitim destiliranim vodama ne opisuju to¢no postupak koji se koristio pri
njihovoj pripravi. Levey u svom radu Evidences of Ancient Distillation, Sublimation and
Extraction in Mesopatamia objasnjava kako postoje zapisi o loncu dvostrukog ruba s
kraja IV. tisu¢ljeca prije nove ere koji se mogao koristiti za destilaciju. U djelu Histoire
de la chimie, Hoefer navodi kako Zosim Panopolitski detaljno opisuje destilatore koje je
vidio u Memfisu u Egiptu i time nam ostavio prvi jasan pisani trag o upotrebi destilatora
¢iji je koncept ostao zivu¢i do dana$njih dana. U djelu De distillationibus opisuje se
napredak tehnologije destilacije jer je uveden proces polagane kondenzacije, i Sto je
najbitnije, klasi¢an izgled uzvojnice koja je omogucila bolju izmjenu topline i
uc¢inkovitiju kondenzaciju. Porta prvi spominje pojam frakcijske destilacije, odnosno
sami izlazi cijevi su bili postavljeni na nejednakim visinama, a najvisa cijev je davala
najfiniju esenciju. To je kasnije otvorilo vrata saznanjima o nejednakim svojstvima
stoljeca opisuje proces destilacije i seze iz razdoblja kada su Arapi donijeli eteri¢na ulja
u Europu.! Tek u 16. stoljeéu, pojam eteri¢nih ulja i masnih ulja, kao i metode za
odvajanje esencija od aromati¢nih voda, postali su dobro poznati. U tom su vremenu
eteri¢na ulja komercijalizirana u industrijske, terapeutske 1 kozmeticke svrhe, a do kraja
19. stolje¢a kemicari su uspjeli izolirati, odvojiti 1 reproducirati aktivne molekule
eteri¢nih ulja.? Danasnji pojam eteriénog ulje potjece iz 16. stoljeéa i proizlazi iz lijeka
Quinta Essentia, nazvan od strane Paracelsus von Hohenheim?®, koji je smatrao da cilj
svake destilacije upravo treba biti ekstrakcija 1 izolacija Quinta Essentia kao
najsublimiranije tvari.

Eteri¢na ulja su tekuéi izolati biljnog podrijetla koji sadrze slozene mjeSavine
hlapljivih i aromati¢nih spojeva. Tradicionalno se ekstrahiraju iz biljnih materijala
destilacijom gdje su biljke izloZene pari koja nastaje "in situ* ili ,,ex situ™. Tijekom ovog
procesa, spojevi etericnog ulja se oslobadaju iz biljnog materijala isparavanjem te se

izdvajaju u struji vodene pare. Nastala parna smjesa etericnog ulja i vode se potom



kondenzira, a dobiveno eteri¢no ulje se odvaja od vode na temelju njihove razlike u
gustoéi.* Eteri¢na ulja su stoga hlapljive tekuéine karakteristi¢nog mirisa, netopljive u
polarnim otapalima kao §to je voda, i topljiva u nepolarnim otapalima, poput etera i
alkohola.

Sastav eteri¢nih ulja vrlo je slozen, te se Cesto u eteri¢nim uljima nalazi vise od
200 spojeva. Obi¢no sadrze derivate fenilpropana ili terpene (koji imaju minimalne
strukturne i kemijske razlike)® te se mogu podijeliti u dvije frakcije, hlapljivu i
nehlapljivu. Hlapljiva frakcija ¢ini 90-95% ukupne tezine ulja, a od kemijskih spojeva
obi¢no sadrzi monoterpene, seskviterpene i njihove oksigenirane derivate te alifatske
alkohole, estere, aldehide i ketone. Nehlapljivi ostatak ¢ini 1-10% ukupne mase eteriénog
uljai ¢ine ga masne kiseline, ugljikovodici, steroli, voskovi, flavonoidi i karotenoidi.!?

Spojevi eteri¢nih ulja u biljkama sluze kao kemijski signali koji omogucuju da
biljka kontrolira 1 regulira svoj okoli§ (ekoloSka uloga) na nacin da odbija predatore,
privlaci kukce za opraSivanje, sprijeava klijanje sjemena i sudjeluje u komuniciranju
izmedu razli¢itih biljnih jedinki. Eteri¢na ulja posjeduju stoga insekticidna i antifugalna
svojstva te su prisutna u razli¢itim dijelovima biljke kao Sto su cvijece, lis¢e, rizomi,

korijenje, sjemenke, plod, te u drvu i kori.®

1.1.1. Metode izolacije eteri¢nih ulja

Opcenito, metode izolacije eteri¢nih ulja mogu se podijeliti u dvije skupine. Prva
skupina su konvencionalne (tradicionalne) metode u koje se ubraja HD, SD te hladno
preSanje (u slucaju ulja kore citrusa). Drugu skupinu ¢ine moderne (inovativne) tehnike
u koju spadaju MHD, mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija, superkriti¢éna tekucinska
ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i druge.”®

Od navedenih metoda izolacije eteri¢nih ulja naj¢esce se koriste HD, SD i MHD.
MHD ima brojne prednosti poput koriStenja vode kao zelenog ekstrakcijskog otapala te
je ekoloski prihvatljiva, jeftina, netoksiéna i nezapaljiva.® HD i SD su vrlo jednostavni i
jeftini postupci koji se koriste ucestalo za industrijsku proizvodnju eteri¢nih ulja. Oba
postupka su ekoloski prihvatljiva jer ne traze upotrebu organskih otapala, a negativne
znacajke su im dugo trajanje procesa izolacije i velika potrosnja energije. Osim toga,
visoke temperature i produljeno vrijeme ekstrakcije mogu potencijalno uzrokovati

gubitke ili modifikacije komponenata eteri¢nih ulja. MHD je pak skuplja tehnika zbog



troskova same opreme, ali su trajanje ekstrakcije i potro$nja energije znatno nizi, dok je
konacni prinos izoliranog ulja obi¢no visi. MHD ima smanjen utjecaj na okoli$ buduci
da ne koristi otapala i karakterizira ju niza emisija CO;, stoga se smatra prikladnijom za
laboratorijska istrazivanja.®10-12

Tijekom izolacije eteri¢nih ulja nastaju Cetiri glavna proizvoda: etericno ulje kao
glavni proizvod i nusproizvodi u koji se ubrajaju hidrolat, destilacijske rezidualne
otpadne vode i rezidualni biljni materijal (komina).t31® Otpadna voda koja zaostaje nakon
HD i MHD biljnog materijala rezultat je izravnog kontakta (uranjanja) biljke s vodom,
dok je kod SD ista rezultat kondenzacije vruce pare koja prolazi kroz nju. U svim
slucajevima, zbog karakteristicnog nac¢ina ekstrakcije, hidrolat sadrzi i razli¢ite hlapljive
komponente topljive u vodi, medu kojima su najvazniji fenoli. 131/

U posljednjih nekoliko desetljeca razvijene su nove tehnike ekstrakcije eteri¢nih
ulja koje rezultiraju njegovom vecom Kvalitetom te optimiziraju vrijeme, prinos i
troSkove proizvodnje. Slijede¢i principe zelene tehnologije obrade biljnog materijala,
MHD privukla je posebnu pozornost zbog svog jedinstvenog mehanizma zagrijavanja.
Dok se prijenos topline kod HD unutar uzoraka odvija konvekcijom i kondukcijom, kod
MHD osim kondukcijom i konvekcijom prijenos topline odvija se i zracenjem, §to

znacajno ubrzava sam proces.'?

1.1.1.1. Vodena destilacija

HD zahtijeva duze trajanje ekstrakcije, no ipak se najucestalije Koristi u
industrijskoj proizvodnji eteri¢nih ulja zbog jednostavnosti izvedbe uredaja. HD spada u
tradicionalne metode izolacije eteri¢nog ulja te je jedna od najstarijih metoda izolacije.*®
Kod HD ulja isparavaju uz zagrijavanje vode ili nekog drugog otapala i biljnog materijala
koje je praceno ukapljivanjem pare u kondezatoru.

Postrojenje za destilaciju sastoji se od kondenzatora i dekantera za skupljanje
kondezata i za odvajanje eteri¢nih ulja iz vode. Princip destilacije temelji se na izotropnoj
destilaciji, a voda i ulje se nakon kondenzacije odvajaju temeljem njihovih razli¢itih
gustoca.

Postoje tri izvedbe HD:
o uranjanjem biljnog materijala u vodu,

o izravnim ubrizgavanjem pare,



o kombinacijom navedenih postupaka.

Destilacijsko vrijeme ovisi 0 koriStenom biljnom materijalu. Produljena
destilacija vrlo Cesto rezultira neznatno visom koli¢inom izoliranog eteri¢nog ulja, ali
&esto i nezeljenim spojevima s visokim vrelistem i oksidiranim spojevima.’

HD se danas rijetko koristi za ekstrakciju eteri¢cnog ulja, a njena upotreba u
razvijenim zemljama je ¢esto i ograni¢ena. Kod ovog procesa moze do¢i do pregrijavanja
materijala §to rezultira proizvodnjom eteri¢nih ulja s mirisom ,,spaljenog“.? Takoder, kao
posljedica razgradnje spojeva reakcijom hidrolize, uzrokovane kombiniranim

djelovanjem vode i visoke temperature &esto nastaju i novi, nepozeljni hlapljivi spojevi.®

Slika 1. Shematski prikaz vodene destilacije®



1.1.1.2. Parna destilacija

Kod SD voda se zagrijava u zasebnom odjeljku, a nastala para prolazi kroz biljni
materijal koji se nalazi u drugom odjeljku aparature. Para djeluje kao sredstvo koje
razbija pore sirovine i oslobada eteri¢no ulje, a navedena smjesa ulja i pare se potom
kondenzira.?* SD obiéno rezultira veéim prinosom eteri¢nih ulja nego li je to slu¢aj kod
HD.

SD je tip destilacije koji se koristi za biljke osjetljive na temperaturu. Nekada je
bila popularna laboratorijska metoda za procis¢avanje organskih spojeva, a danas je jos
uvijek znacajna u odredenim granama industrije.?? SD jedna je od starih i sluzbeno
odobrenih metoda za izolaciju etericnih ulja iz razlicitih biljnih materijala. Nacelo ove
tehnike je da se kombinirani tlak pare izjednaci s tlakom okoline pri oko 100 °C tako da
hlapljive komponente s vrelistem u rasponu od 150 do 300 °C mogu ispariti. Ova tehnika

takoder se moze provoditi i pod pritiskom, ovisno o teZini ekstrakcije eteri¢nih ulja.’

L
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Slika 2. Shematski prikaz parne destilacije?®



1.1.1.3.  Mikrovalovima potpomognuta destilacija

MHD kao metoda izolacije eteri¢nih ulja temelji se na fizikalnim mehanizmima
dielektriénog zagrijavanja i rotacije dipola. Provodi se unutar mikrovalnih pecnica u
kojima djeluju elektromagnetski valovi frekvencija izmedu 0,3 i 300 GHz, dok se u
komercijalnim sustavima obi¢no koristi frekvencija od 2,45 GHz.?*% U prisutnosti
elektri¢nog polja generiranog mikrovalnim zracenjem, polarne molekule pocinju vibrirati
tako da su dipoli molekula uskladeni s elektri¢nim poljem.'® Opisana vibracija molekula
uzrokuje ravnomjerno zagrijavanje materijala.?® Zbog zagrijavanja, unutar stijenke
biljnih stanica pojavljuje se veliki pritisak koji uzrokuje njihovo pucanje. Kao rezultat
toga, oslobadaju se sastojci unutar stanica u medij za ekstrakciju, te se olakSava prodor
otapala u biljnu matricu $to dovodi do brze ekstrakcije.!® Otapala s niskom viskoznoséu
pospjesuju ekstrakciju, jer niza viskoznost medija olakSava molekularnu rotaciju koja
pogoduje mikrovalnom mehanizmu grijanja.?* Primjena MHD u postupcima separacije i
ekstrakcije rezultira skrac¢ivanjem vremena ekstrakcije i smanjenjem volumena
koriStenog otapala, §to ima i iznimno pozitivan utjecaj na okoli$ jer se smanjuje emisija
CO, u atmosferu?”? i trosi znatno manje energije.?°

Prema Ferhartu i sur. ¥ postoje dva glavna mikrovalna mehanizma uklju¢ena u
izolaciju etericnog ulja. Prvi mehanizam temelji se na selektivnom zagrijavanju vode
unutar matrice uzorka gdje mikrovalovi stupaju u interakciju sa slobodnim molekulama
vode rasporedenim u vaskularnim sustavima i biljnim zlijezdama koje se uslijed toga sire.
To dovodi do pucanja tkiva i ekstrakcije uljnih komponenti u vodenu fazu. Drugi
mehanizam povezan je s dipolnim momentima organskih spojeva etericnog ulja koji
mogu apsorbirati mikrovalnu energiju. Spojevi s visokim dipolnim momentom bit ¢e
lakSe ekstrahirani jer su u snaZnijoj interakciji s mikrovalovima u usporedbi s onima s
niskim dipolnim momentom.

Opcenito, MHD se moze izvoditi na dva nacina. Kod prvog nacina koristi se
zatvoreni spremnik u kojem se ekstrakcija vrsi pri kontroliranom tlaku 1 temperaturi, dok
se u drugom slucaju izvodi u otvorenoj posudi pri atmosferskom tlaku. Zatvoreni sustav
MHD obi¢no se koristi za ekstrakciju u intenzivnim uvjetima, kao §to je visoka
temperatura ekstrakcije i pod pritiskom. Kod ovog sustava tlak u posudi ovisi 0 volumenu
i toc¢ki vrenja otapala. S druge strane, sustav otvorenih posuda ima maksimalnu

temperaturnu to¢ku vrenja otapala pri atmosferskom tlaku.?



Prinos MHD ovisi o nekoliko ¢imbenika, kao Sto su diclektri¢na osjetljivost
otapala i matrice, koncentracija otapala, veli¢ina Cestica, temperatura, vrijeme ekstrakcije
I primjenjena snaga mikrovalova. Upotreba mikrovalnih peénica skracuje vrijeme
ekstrakcije, povecava prinos, smanjuje koli¢inu koriStenih otapala i §titi termolabilne

sastojke.?

» sustav za hladenje

-pentanska zamka
»vodena faza

e 2‘.:): >

- - -

.vodeni refluks

»stakleni reaktor

l

»mikrovalna pecnica

Slika 3. Shematski prikaz mikrovalovima potpomognute destilacije *

1.1.2. Hidrolat

Obzirom da izolirano eteri¢no ulje ostaje u kontaktu s vodom neko vrijeme,
tijekom svih navedenih metoda izolacije, razli¢iti hidrofilni hlapljivi spojevi koji imaju
sposobnost stvaranja vodikovih veza s vodom, dijelom prelaze u vodenu fazu koja se
naziva hidrolat. Sadrzaj hlapivih aromatskih spojeva eteri¢nih ulja u hidrolatima obicno
jeispod 1 g/Lioniuglavnom sadrze oksigenirane spojeve zbog njihove topljivosti u vodi.
Hidrolate stoga takoder odlikuju specifi¢an okus, miris i organoleptic¢ka svojstva,.®143!

U posljednje vrijeme hidrolati su stekli veliku popularnost u kozmetici,

prehrambenoj industriji, tradicionalnoj medicini, farmaciji i aromaterapiji.'**!* Zbog



toga je i patvorenje hidrolata vrlo ¢esto, pa je i njihova kontrola kvalitete postala od velike
vaznosti.3*3

Hidrolati se takoder tradicionalno koriste u razrijedenom obliku u proizvodnji
razli¢itih osvjezavajuéih pi¢a.® Njihova se popularnost moze pripisati njihovom bogatom
kemijskom sastavu, kao i sigurnosti uporabe. Obi¢no nemaju jak miris koji moze
uzrokovati nuspojave poput glavobolje ili kontaktnog dermatitisa, pa se smiju nanositi

izravno na kozu ili konzumirati.3®

Unato¢ njihovoj S$irokoj uporabi u mnogim
gospodarskim granama, njihov sastav i svojstva jos uvijek nisu dovoljno istrazeni.
Snazna antioksidativna svojstva hidrolata razlog su njihove ucestale primjene u
kozmetologiji, u borbi protiv starenja koze ili prirodne prevencije i lijeCenja koznih
bolesti, kao i u prehrambenoj industriji. Prepoznati su i kao ucinkoviti inhibitori
tirozinaze, glavnog enzima odgovornog za tamnjenje voca i povréa.’’ Zbog velikog
antioksidativnog potencijala, hidrolati imaju sposobnost inhibirati procese oksidacije,
¢ime se potencijalno produljuje rok trajanja hrane ili kozmeti¢kih proizvoda.®® Takoder

su se pokazali prikladnima za dezinfekciju alata, strojeva i radnih povrsina koji se koriste

u procesu pripreme hrane.53¢

1.1.3. lzolacija hlapivih spojeva iz hidrolata

Za izolaciju hlapivih spojeva iz nekog uzorka potrebno je poznavati metode koje
se mogu Koristiti kako bi se odabrala najoptimalnija. Opcenito, iste dijelimo u nekoliko

skupina, pa razlikujemo:

o ekstrakcije otapalima,
) tehnike “vrS$nih” para,
. sorpcijske tehnike.®

Ekstrakcija predstavlja metodu procis¢avanja i izolaciju neke tvari iz suspenzije,
otopine, emulzije ili krute smjese pomocu otapala, te je kod ovog postupka najvazniji
¢imbenik izbor samog otapala. Neka od najkoristenijih otapala su etanol, aceton, heksan
i dietil-eter.®

Vr$ne pare predstavljaju skupni naziv za najhlapljivije spojeve koji se nalaze u
ravnotezi s uzorkom. Tehnike izolacije (uzorkovanja) 1 analize vrSnih para su
separacijske tehnike kojima se lakohlapljivi sastojci odvajaju iz sloZzenog matriksa te se

potom analiziraju plinskom kromatografijom.*



Dvije su vrste sorpcijskih tehnika: mikroekstrakcija vrS$nih para na krutoj fazi te
sorpcijska ekstrakcija na mijeSaju¢em Stapi¢u. Obje se temelje na raspodijeli spojeva
izmedu vodene ili parne faze i tankog polimernog filma na koji se hlapljivi spojevi
skupljaju.*t

Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Microextraction, SPME) je
brza, ekonomicna i svestrana metoda pripreme uzorka bez koristenja otapala. Vlakna na
kojima su adsorbirani analiti od interesa oblozena su polimernim materijalom, u nekim
slu¢ajevima pomijesana s ¢vrstim adsorbentom. SPME ne zahtjeva uporabu otapala, a
hvata hlapljive i nehlapljive spojeve iz uzoraka. Metodu odlikuju smanjeno vrijeme
pripreme uzorka, minimilna uporaba otapala, vlakna su ekonomic¢na, viSekratna

(prosjecno 100 ekstrakcija po vlaknu) i univerzalna za bilo koju vrstu plinskog ili tekuceg

kromatografa.
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Slika 4. Princip djelovanja mikroekstrakcije na &vrstoj fazi 42
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1.2.  Analiza hlapivih spojeva eteri¢nog ulja

U hlapljive spojeve eteri¢nog ulja spadaju spojevi razli¢itih polarnosti od kojih
dominiraju terpeni (monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni i triterpeni) i terpenoidi, fenil-
propanoidi te razni drugi spojevi. Sastojke etericnog ulja razlikujemo prema molekulskoj
masi pa ih prema tome dijelimo na poluhlapive spojeve, hlapive spojeve i plinove. Oni
koji se prvi izoliraju iz biljnog materijala su lako hlapivi spojevi jer imaju nisku mole-
kulsku masu. Medutim, moguca je degradacija tih spojeva kod dugotrajnih izolacija ili
uslijed primjene visokih temperatura.*® Kako bi se povecao prinos i sama kvaliteta eteri-
¢nog ulja klju¢an dio provedbe samog procesa predstavlja optimiziranje uvjeta izola-
cije.

Instrumentna metoda koja se pokazala najboljom za analizu hlapivih spojeva je
plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS). GC-MS je analiticka metoda koja
objedinjuje plinsku kromatografiju (odjeljuje pojedine komponente uzorka i kvantificira
ih) 1 spektrometriju masa (identificira svaku od komponenata pojedinacno). Povezivanje
tih dviju tehnika povecava njihovu pojedina¢nu specifi¢nost i osjetljivost ¢ime se omo-
gucuje ucinkovita kvalitativna i kvantitativna analiza sloZzenih smjesa spojeva. Ovu teh-
niku karakterizira visoka osjetljivost, pouzdanost, preciznost, selektivnost i male koli¢ine
uzoraka potrebne za analizu, $to ju ¢ini jednom od najkoristenijih instrumentalnih tehnika
u analiti¢kim laboratorijima.

Konfiguracija GC-MS sustava sastavljena je od tri glavne komponente: jedinice
za ubrizgavanje uzorka koja zagrijava tekuci uzorak i isparava ga, kolone koja se koristi
za odvajanje spojeva te detektora koji otkriva spojeve i prikazuje njihove koncentracije u
vidu elektri¢nih signala.*® Analiza zapocinje u plinskom kromatografu, pri ¢emu se
uzorak unosi pomocu injektora (ru¢noga ili automatskoga) u kojemu se prvo prevodi u
plinovito stanje zagrijavanjem, a potom nosen strujom mobilne faze (plin-nosac) odlazi
do stacionarne faze u koloni gdje dolazi do medusobne interakcije uzorka i stacionarne
faze. Plin nosac je inertan i koristi se za prijenos uzoraka, a u vecini slucajeva je to helij.
Osnovni mehanizam masenog spektrometra ,pri analizi nekog uzorka, je stvaranje
plinovitih iona tog uzorka(elektricnom ionizacijom) te tako nastaju pozitivni ioni u
ionizacijskoj koloni. Bombardiranje snopom elektrona visoke energije dolazi do
izbacivanja elektrona iz molekule, a potom nastajanja molekulskog iona.. Nastali

pozitivni ioni se ubrzavaju te ulaze u magnetno polje koje se nalazi u polukruznoj cijevi.
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Podaci odlaze u racunalo, a rezultati se biljeZe kao funkcija omjera mase i naboja iona te

nastaje zapis koji se naziva spektrogramom masa.*®
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Slika 5. Sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa 4’

1.3.  Eteri¢no ulje motra kao predmet znanstvenog istrazivanja

Provedena su mnoga istraZivanja etericnog ulja motra prikupljenog na razlicitim

lokacijama u svrhu analize njegovog kemijskog sastava.

Pateiraisur.” analizirali su eteri¢na ulja portugalskog motra izolirana iz razlicitih
dijelova biljke tijekom tri faze zivotnog ciklus (vegetativni, cvjetanje i plodonosenje) u
istoj populaciji. Eteri¢na ulja izolirana su iz divljih jedinki koje spontano rastu na pet
lokacija diljem zapadne obale Portugala. Glavne komponente analiziranih eteri¢nih ulja
bile su dilapiol (15-47%), sabinen(7-22%), y-terpinen (17-35%) i timol metil eter (10-
18%), a najvisi prinosi eteri¢nog ulja zabiljeZeni su u razdoblju cvatnje i plodonosSenja.

Baser i sur.” analizirali su eteri¢no ulje motra iz Turske dobiveno HD. Dobiveni
rezultati pokazali su da su sabinen (26,9%), limonen (24,2%) i y-terpinen (19,3%) prisutni
kao najzastupljeniji spojevi. U usporedbi s prethodno objavljenim rezultatima drugih
autora, metil timol je bio prisutan samo u tragovima, a metil izotimol je prvi put detektiran

u etericnom ulju motra.

. 50 v . .y . P e . .
Ruberto i sur.” proucavali su eteri¢no ulja motra sa Sicilije. Kemijski sastav ulja

pokazuje da su monoterpenski ugljikovodici zastupljeni s udjelom od 56,73%, a
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oksigenirani monoterpeni sa 26,11%. Dominantni spojevi bili su timol metil eter (25,5%),
y-terpinen (22,9%) i limonen (22,3%).

Senatore i sur.”" istrazivali su kemijski sastav etericnog ulja motra prikupljenog
na dvije lokacije u Turskoj. Ulje je izolirano HD i dobiven je prinos bio izmedu 0,17 i
0,19%. Kao i u prethodnim studijama, monoterpeni su bili glavne komponente. Ulje
dobiveno iz biljaka sakupljenih u Antaliji pokazalo je da su g-felandren (30%), (2)-f-
ocimen (14%) i p-cimen (13%) najzastupljeniji monoterpenski ugljikovodici, dok je ulje
dobiveno iz biljaka koje rastu u Mersinu imalo znacajne koli¢ine p-felandrena (14%), y-
terpinena (24%) i sabinena (12%). Glavna fenolna komponenta kod biljke ubrane u
Antaliji bila je timol metil eter (25%), dok se kod motra ubranog u Mersinu isticao
dilapiol (21%).

Ozcan i sur.” proucavali su sastav i sadrzaj eteri¢énog ulja motra iz Turske. Uzorci
su Klasificirani u skupine prema glavnim komponentama u kojima prevladavaju sabinen
(0,1-20,5%), y-terpinen (8,2-35,2%), metil timol (7,7-29,8%) i terpinen-4-ol (0,4-21,2%),
(2)-p-ocimen (12,2%) i spatulenol (8,4%). Rano sakupljene biljke s obzirom na
vegetaciju dale su ulje bogato p-cimenom, a smrzavanje biljke nije imalo znacajan u¢inak

na sastav ulja.

U svojoj drugoj studiji Ozcan i sur.” proucavali su sastojke etericnog ulja
prikupljenog u Turskoj na dvije lokacije te su ulja izolirana HD iz svjeze dobivenih
nadzemnih dijelova motra. Ulja su sadrzavala uglavnom monoterpene sa udjelom od
89,0% do 99,6%, te su y-terpinen (32-36%), p-felandren (21-22%) i sabinen (9-13%) bili
glavne komponente.

Kuligi¢-Bilusi¢ i sur.” su ispitivali eteri¢no ulja hrvatskog motra. Eteri¢na ulja su
izolirana HD, a rezultati su pokazali dominaciju limonena sa udjelom ve¢im od 50%, iza

kojeg slijedi sabinen sa 26,46%, terpinen-4-ol sa 5,59% i y-terpinen sa 2,81%.

Jallalii sur.” ispitivali su varijabilnost eteri¢nih ulja motra iz dvije razliCite regije
Tunisa te dokazali dominaciju monoterpenskih ugljikovodika te oksigeniranih
monoterpena. Timol metil eter na jednoj je lokaciji bio zastupljen sa udjelom od 20,62%,
dok se u motru s druge lokcije nalazio u znatno visem udjelu (40,4%). Sadrzaj y-terpinena
se kretao od 19,34 do 30,62%. Od ostalih spojeva jo$ se istakao dilapiol koji je na jednom
lokalitetu bio prisutan sa 40,25%, a na drugom lokalitetu, u kojem su u vecoj mjeri bili

prisutni timol metil eter i y-terpinen, dilapiol je bio zastupljen sa samo 14,27%.
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Nabet i sur.”® odredivali su kemijski sastav etericnog ulja motra prikupljenog u
Alziru. Eteri¢na ulja sadrzavala su oko dvije tre¢ine monoterpenskih ugljikovodika
(65,3%) i jednu tre¢inu oksigeniranih monoterpena (33,7%). Glavni spojevi ulja bili su
y-terpinen (50,5%), timol metil eter (33,6%) i p-cimen (12,6%). Eteri¢na ulja ovog
istrazivanja karakterizirala je odsutnost dilapiola. Uo¢ene varijacije u sadrzaju etericnog
ulja objasnjene su kao posljedica razlike u okolisnim ¢imbenicima i razdoblju berbe
biljnog materijala.

Ozcan i sur.”’ usporedivali su promjene kemijskog sastava etericnog ulja motra
tijekom procesa fermentacije tijekom kojeg se smanjio sadrzaj sabinena (s 22,30% na
1,32%), limonena (s 12,08% na 7,45%) i a-pinena (s 7,08% na 3,51%), dok se razina f-
felandrena (s 10,39% na 11,61%), (Z)-p-ocimena (s 8,59% na 9,17%), y-terpinena (s
28,36% na 42,05%), karvakrol metil etera (s 2,56% na 8,64%) i terpinena-4-ola (s 1,22%
na 2,81%) povecala.

Alves-Silva i sur.”’ analizirali su etericno ulje motra iz Portugala i njegovu
rezidualnu vodu. Rezultati kemijske analize su pokazali su da su y-terpinen (33,6%),
sabinen (32,0%) 1 timol metil eter (15,7%) glavni spojevi eteri¢nog ulja.

D'Agostino i sur.” bazirali su svoje istrazivanje na kemijski sastav i prinos
eteri¢nog ulja motra prikupljenog u Italiji. U uzorcima od monoterpenskih ugljikovodika
dominirao je p-mircen (13,66%), zatim je slijedio p-cimen (11,67%) te S-felandren
(6,57%). Od prisutnih oksigeniranih monoterpena najzastupljeniji je bio timol acetat
(14,38%), dok su ugljikovodici i oksigenirani seskviterpeni bili zastupljeni u jako malom

udjelu.

Zafeirpoulou i sur.” proucavali su kemijski sastav motra prikupljenog u sredisnjoj
Grckoj. Glavni spojevi uzoraka s prve lokacije bili su sabinen (17,6%), y-terpinen (17,5
%), p-cimen (16,7%), p-felandren (15,5 %), timol metil eter (9,3%), terpinen-4-ol (4,8%)
i dilapiol (2,0%). Kod drugog uzorka isticao se p-felandren (30,9%), y-terpinen (19,6%),
sabinen (15,8%), timol metil eter (7,6%), terpinen-4-ol (4,8%) i dilapiol (0,1%).

Informacije o hlapivim spojevima hidrolata motra nisu pronadene u znanstvenoj

literaturi.

14



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada koristeni su nadzemni dijelovi listova
motra (Crithmum maritimum L.) u fazi pune cvatnje, a sakupljeni su na obali otoka Ciova
(43.493389 °N, 16.272505 °E, Srednja Dalmacija, Hrvatska) krajem kolovoza 2022.
Uzorci biljnog materijala pohranjeni su u herbariju Zavoda za biokemiju, Kemijsko-
tehnoloskog fakulteta Sveucilista u Splitu. Za izolaciju eteri¢nih ulja koriSten je biljni

materijal osuSen na zraku (dva tjedna na sobnoj temperaturi, u zasjenjenom i prozranom

prostoru).

Slika 6. Uzorci, a), uzorak motra tijekom procesa susenja b) osuSeni uzorak motra

2.2.  Izolacija eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja motra izolirana su iz biljnog materijala koristenjem triju razlicitih
metoda, uklju¢ujuc¢i HD, SD i MHD.
Ostaci vode iz izoliranih eteriénih ulja izdvojeni su dodatkom bezvodnog
natrijevog sulfata. Uzorci su pohranjeni pri -20°C do analize.
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2.3. Kemikalije i aparature za destilaciju

Kemikalije:
o dietil-eter, Baker Analyzed, J.T. Baker, Fisher Scientific
e pentan, VWR chemicals, Pennsylvania, U.S.A.
e Dbezvodni natrijev sulfat, Kemika, Hrvatska

e destilirana voda

Aparature, uredaji, posude:

e modificirana aparatura po Clevengeru

e staklena aparatura za parnu destilaciju

e aparatura za mikrovalnu destilaciju, ETHOS X, Milestone, Sorisole, Italija

e Kkalote za zagrijavanje, LabHeat, Ru-Ve, Hrvatska

e plinski kromatograf, model 8890 GC (Agilent Inc., Santa Clara, Kalifornija,
SAD) sa tandemskim spektrometrom masa (MS/MS) model 7000D GC/TQ
(Agilent Inc.)

e tehnicka vaga, Kern ALS 120-4, Inscale, Kingston, Ujedinjeno Kraljevstvo

e tikvice s okruglim dnom

e kuglasta hladila

2.3.1. Vodena destilacija

HD princip je destilacije kod koje je biljni materijal uronjen u vodu. Postupak
traje 3 h, $to je najdulje od tri vrste destilacije koristene u ovom radu. Nakon §to se biljni
materijal odvaze(100 g), stavi su u tikvicu s okruglim dnom u koju se doda destilirana
voda te se spoji aparatura po Clevengeru i hladilo (Slika 7). Kada voda dosegne
temperaturu 100 °C zapocinje proces destilacije. Pare koje izlaze kondenziraju se u
hladilu 1 sakupljaju u srediSnjem dijelu aparature. SrediSnja cijev je u donjem dijelu
ispunjena destiliranom vodom, a u gornjem sloju su organska otapala (tzv. ,trap®),
odnosno smjesa otapala pentan:dietil-eter (1:3, v/v).

Kada kondenzirana smjesa vode i komponente etericnog ulja prolazi kroz
organsko otapalo, komponente etericnog ulja se zadrzavaju u njemu, a voda prolazi

natrag u tikvicu. Vrijeme destilacije mjeri se od trenutka kada se prva kap destilata
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kondenzira na vodenom hladilu. Nakon §to je destilacija gotova, pomocu pipca se iSpusti

hidrolat, te eteri¢no ulje izdvojeno u trap-u.

Slika 7. Vodena destilacija po Clevengeru
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2.3.2. Parna destilacija

| za potrebe provedbe SD odvagan biljni materijal(100 g) se stavi u tikvicu s
okruglim dnom paze¢i da se prethodno stavi zastitna mrezica kako isti ne bih dospio u
kontakt s vodom. Na dno aparature postavi se podiza¢, zatim kalota tzv. grijaca posuda u
koju se postavi tikvica napunjena destiliranom vodom. Na aparaturu se postavi premosni
most te hladilo. Doda se ponovno mala koli¢ina smjese pentan i dietil-eter u omjeru 1:3
(trap) kako bi ulje lakse izdvojilo po zavrSetku destilacije. Proces destilacije traje pola

sata.

Slika 8. Parna destilacija
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2.3.3. Mikrovalovima potpomognuta destilacija

Kod ove destilacije izvagani biljni materijal(100 g) stavio se u tikvicu s okruglim
dnom i dodala mu se mala koli¢ina vode. Zatim se na tikvicu povezao sustav za refluks
i hladilo. U desnu se vertikalnu cijev napunila voda sve dok se ne poc¢ne prelijevati te se
doda trap u kojem ¢e se prikupiti eteri¢no ulje. Proces destilacije zapoceo je nakon 10
min. Kod ove izolacije koristena je laboratorijska mikrovalna pe¢nica Milestone 'ETHOS
X', opremljena viSestranim mikrovalnim reaktorom od 2,45 GHz. Temperatura unutar
peénice pratila se vanjskim infracrvenim senzorom, destilacija se provodila pri
atmosferskom tlaku tijekom 35 min pri 500 W (98 °C). Destilat je sakupljen u bo¢nu

cijev, a po zavrsetku destilacije su odvojeni eteri¢no ulje i hidrolat.

Slika 9. Mikrovalovima potpomognuta destilacija
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2.4. lzolacija hlapivih spojeva hidrolata

U staklene viale od 20 mL doda se 10 mL hidrolata i 0,5 g NaCl te se iste zapecate
magnetskim poklopcem sa silikonskim septumom. Koristeno je SPME vlakno
DVB/Carbon WR/PDMS/10, 50/30um (Agilent Technologies, Palo Alto, Santa Clara,
SAD) koje je umetnuto tijekom 30 min u prazni prostor viale nad hidrolatom prethodno

zagrijanim na 40 °C u vodenoj kupelji.

Slika 10. Mikroekstrakcija na ¢vrstoj fazi

2.5.  Odredivanje profila hlapivih spojeva plinskom

kromatografijom- spektrometrijom masom

Hlapivi spojevi u uzorcima odredeni su pomocu plinskog kromatografa. Za
odvajanje uzoraka koriStena je nepolarna kolona HP-5MS UI, dimenzija 30 m duZine,
unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine stacionarne faze 0,25 pm (Agilent Inc.).
Pocetna temperatura analize hlapljivih spojeva iz eteri¢nih ulja bila je 60 °C tijekom tri
minute, nakon Cega se povisila na 246 °C brzinom 3 °C min-1 te je ostala izotermalna

tijekom 25 minuta. Ukupno trajanje analize iznosilo je 90 minuta.
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Analiza hlapljivih spojeva u hidrolatu je provedena pomocu vlakna koje je

umetnuto u GC injekcijski otvor za toplinsku desorpciju 3 minute. Pocetna temperatura
pecnice zapocela je 3-minutnom izotermom na 40 °C nakon ¢ega je uslijedilo poveéanje
temperature do 80 °C brzinom od 3 °C min-1, te je nakon toga uslijedilo daljnje poveéanje
temperature brzinom od 10 °C min sve do 220 °C, gdje je drzano 5 min. Ukupno trajanje
ove analize iznosilo je 60 minuta. Svaki uzorak je analiziran tri puta.
Helij se koristio kao plin nosioc u obje analize, s brzinom protoka od 1 mL min. loni-
zacijski potencijal na ionizacijskom izvoru spektrometra masa bio je 70 eV. Spojevi su
identificirani usporedbom vremena zadrzavanja pikova (u odnosu na standardnu seriju n-
alkana C9-C30 za VF-5MS kolonu) s podacima iz literature.®

\!

RN

—]

Slika 11. Plinski kromatograf sa spektrometrom masa (GC-MS)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu koriStene su tri vrste destilacije (HD, SD i MHD) za izolaciju
etericnog ulja i hidrolata motra te su identificirani najzastupljeniji spojevi u uzorcima
koristenjem GC-MS tehnike.

3.1.  Profili identificiranih spojeva eteri¢nih ulja

U tablici 1. prikazani su rezultati GC-MS analize eteri¢nog ulja listova motra
poredani po vremenu zadrzavanja odredenog spoja koji su dobiveni procesima HD,SD i
MHD. Vidljivo je da su kao dominatni spojevi identificirani sabinen, limonen, (E)-f-
ocimen, y-terpinen te terpinen-4-ol. Limonen je prisutan u najvisem udjelu, kod ulja iz
svih triju vrsta destilacija s vise od 50%. Najkrace vrijeme zadrzavanja na koloni imao
je sabinen, dok se terpinen-4-ol zadrzavao najduze. Vrijeme zadrzavanja odnosi se na
vrijeme koje pojedini spoj provede na koloni plinskog kromatografa nakon s$to je
ubrizgan u injekcijski otvor. Svaki spoj nekog uzorka provodi razli¢itu koli¢inu vremena
unutar stupca u skladu sa svojim kemijskim sastavom to jest svaki spoj ima razliito
vrijeme zadrzavanja. Kao i u drugim izvjes¢ima o hrvatskom motru ®* dominantne
komponente bili su nepolarni monoterpenski spojevi, od kojih se limonen (51,4-54,85%)
I sabinen (12,6-27,8%) nalaze u najvisem udjelu, a od oksigeniranih monoterpena istice
se terpinen-4-ol (1,3-14,14%). Obzirom da u hrvatskom motru dominiraju
neoksigenirani spojevi, koji ¢ine 0ko 91% ukupnih spojeva eteri¢nog ulja ne uocavaju se
znacajne razlike u profilima dobivenih ulja. Visi sadrZaj oksigeniranih spojeva 1 manji
broj ugljikovodika nalazi se u eteriénom ulju izoliranom MHD,naspram eteri¢nog ulja
dobivenog HD, $to se moze objasniti ve¢im dipolnim momentom oksigeniranih spojeva
i jacim djelovanjem mikrovalova na njih te posljedi¢no lakSom ekstrakcijom u odnosu na
monoterpenske ugljikovodike sa slabim dipolni momentom.>* Politeo i sur.®? ispitivali
su eteri¢no ulje hrvatskog motra i potvrdili prisutnost 14 spojeva od kojih dominiraju
sabinen (42,55-51,47%) i limonen (36,28-43,58%). Ispitivanjem hrvatskog motra
Generali¢-Mekini¢ i sur.%® dokazali su prisutnost monoterpenskih ugljikovodika od kojih

su najve¢im djelom zastupljeni limonen (57,5-74,2%), y-terpinen (4,6-13,8%) i sabinen
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(8,1-13,4%). Od oksigeniranih monoterpena najveéim je djelom bio prisutan terpinen-4-

ol (2,0-6,9%).

Tablica 1. GC-MS analiza eteri¢nog ulja listova motra dobivenih hidrodestilacijom

(HD), mikrovalnom destilacijom (MHD) i parnom destilacijom (SD)

Redr_1i Spojevi Vrijeme zgdriavanja HD SD MHD
broj (min) (%) (%) (%)

1 Sabinen 74 25,24 12,6 27,81

2 Limonen 9,3 51,38 54,85 53,05
3 (E)-B-Ocimen 9,7 4,04 0,78 2,96

4 y-Terpinen 10,4 7,12 10,53 6,54

5 Terpinen-4-ol 15,5 1,76 14,14 1,30

Na Slici 12. prikazan je ogledni kromatogram eteri¢énog ulja motra. Razlic¢iti

spojevi prisutni u eteriénom ulju hlape na razliitim temperaturama te se u jedinici

vremena razdvajaju na koloni plinskog kromatografa, $to mozemo vidjeti u vidu

razdvojenih spojeva tj. pikova na kromatogramu. O kojem se spoju radi mozemo znati

tek identifikacijom koristenjem spektra masa.
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Slika 12. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja motra

Na Slici 13. prikazan je maseni spektar limonena koji je ciklicki monoterpen te ga
pronalazimo u dva oblika enantiomera, a oba imaju specifi¢nu i lako prepoznatljivu
aromu. Spektrometar masa sastoji se od ionskog izvora u kojim se bombardira svaki
pojedinacni spoj snopom elektrona, kako bi se spojevi mogli detektirati u ioniziranom
obliku. 1z masenog spektra limonena uo¢avamo da osnovi pik iznosi 68 m/z, a molekulski
pik iznosi 136 m/z. Pik s najve¢im intezitetom u spektru masa naziva se osnovni pik i
njemu se pripisuje intezitet od 100%. Molekulski pik je onaj koji zaostane nakon
ionizacije snopom elektrona te ima pozitivan naboj zbog jednog nesparenog elektrona.
Limonen se upotrebljava prilikom proizvodnje mnogih proizvoda poput sapuna,
deterdzenata, parfema te prehrambenih napitaka. Nastaje biosintezom iz geranil
pirofosfata, jedan je od zastupljenijih terpena u citrusima i drugi je najceséi terpen u biljci
kanabis.®* U eteriénom ulju motra limonen je bio najvise zastupljen kod uzorka ulja
dobivenog SD s udjelom od 54,85%, zatim u MHD sa udjelom 53,05%, a sa najnizim
udjelom, ali i dalje jakim visokim bio je prisutan u HD uzorku (51,38%).
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Slika 13. Maseni spektar limonena

Na Slici 14. prikazan je maseni spektar sabinena, koji se osim u motru jo$ nalazi
i u mazuranu, stolisniku, crnom kardamomu i smreci. On je bicikli¢ki monoterpen koji
je izoliran iz eteri¢nih ulja raznih biljnih vrsta te ima ulogu biljnog metabolita.®®

Iz masenog spektra sabinena uo¢avamo da osnovni pik iznosi 93 m/z, zbog toga
§to ima najveéi intezitet na masenom spektru, a molekulski pik mu je 136 m/z. U
etericnim uljima nasih uzoraka sabinen je najviSe bio zastupljen u MHD uzorku sa
27,81%, zatim HD sa udjelom od 25,24%, dok je s sa najniZim udjelom bio zastupljen u

etericnom ulju motra dobivenom primjenom SD (12,6%).
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Slika 14. Maseni spektar sabinena
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3.2

Profili identificiranih hlapivih spojeva hidrolata

U Tablici 2. prikazani su rezultati analize hidrolata koji su nusprodukt izolacije

eteri¢nog ulja postupcima HD, SD i MHD. Prikazano je pet najdominantnijih spojeva

hidrolata poredanih po vremenu zadrzavanja. Uocljivo je da postoje velika odstupanja u

udjelu spojeva ovisno o koristenoj metodi ekstrakcije. Najhlapljiviji identificirani spoj,

koji ima najkrace vrijeme zadrzavanja na koloni, bio je benzacetaldehid. Najdulje vrijeme

zadrzavanja, odnosno najmanju hlapljivost, imao je spoj 10-(Acetilmetil)-3-karen. Spoj

koji se isti¢e svojim udjelom u sva tri uzorka je terpinen-4-ol (13,86-17,45%). Kemijski

sastav hidrolata motra znacajno se razlikovao od sastava eteri¢nog ulja, sto je bilo 1

o¢ekivano. Od vecine identificiranih spojeva hidrolata samo ih nekoliko nije bilo

oksigenirano i bili su prisutni u relativno malim koli¢inama.

Tablica 2. HS-SPME/GC-MS analiza hidrolata listova dobivenih hidrodestilacijom

(HD), parnom destilacijom(SD) i mikrovalnom destilacijom (MHD)

Redni broj | Spojevi Vrijeme zadrZavanja HD SD MHD
(min) (%) (%) (%)
1 Benzacetaldehid 15,3 5,34 0,37 1,15
2 (2)-Sabinen hidrat 16,5 1,54 4,02 3,95
3 (E)-Sabinen hidrat 18,2 2,37 5,39 4,72
4 Terpinen-4-ol 22,2 13,86 15,77 17,45
5 10-(Acetilmetil)-3-karen 22,9 13,45 5,64 0,00

Na Slici 15. prikazan je ogledni kromatogram hidrolata motra na kojem je

oznaceno pet znacajnih spojeva.
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Slika 15. Kromatogram ukupne ionske struje hidrolata motra

Benzacetaldehid je spoj molekulske formule C10H100, i molekulske mase 146,19.
On je prirodni, organski spoj koji se nalazi u razli¢itim organizmima poput gljive
smrdljivi strsak (Phallus impudicus), zimzelenom stablu kakaovac (Theobroma cacao),
virginijskom duhanu (Nicotiana tabacum), itd. Ovaj spoj u teku¢em obliku bojom varira
od bezbojne do blago zute te sadrzava cvjetne 1 drvenaste mirisne note. Benzacetaldehid
nije topljiv u vodi dok mu je topljivost jako dobra u uljima. Sto se okusnog profila spoja
tice, podsjeca na rum, kakao 1 pecenje. Upravo iz toga razloga u prehrambenoj industriji
ga koriste kao pojaciva¢ okusa. Isto tako mozemo ga Cesto pronaci U sastavu razliitih
parfema, osvjezivaca zraka, itd. Benzacetaldehid prisutan je i u duhanskoj industriji kao
jedan od sastojaka koji se koristi u pripremi cigareta. U velikim koncentracijama moze
uzrokovati iritaciju koze, o¢iju te disnog sustava.®®

(2)-Sabinen i (E)-sabinen hidrati su strukturni izomeri s molekulskom formulom
C10H180. E i Z izomeri opisuju stereo aspekte atoma ugljika vezanih dvostrukim vezama.
E izomer se sastoji od supstituiranih skupina na suprotnim stranama dvostruke veze, dok
Su u Z izomeru supstituirane skupine na istoj strani. Z izomer jo$ biljezimo sa cis dok E
izomer obiljezavamo kraticom trans. Molekuske mase navedenih izomera su iste te iz-

nose 154,25. Oba izomera se koriste u prehrambenoj industriji kao sredstva za poboljSa-
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nje okusa obzirom da ovaj spoj ima postojan, osvjezavaju¢ okus koji podsjeca na peper-
mint. Sabinen hidrat je zapaljiva teku¢ina koja moze otpustati lako zapaljive pare te stoga
s ovom supstancom treba oprezno rukovati; drzati ju podalje od izvora topline, vrucih
povrsina i iskri. Sabinen hidrat je prirodni, organski spoj koji se nalazi u razli¢itim bilj-
kama poput timijana (Thymus vulgaris) i srebrnastog pelina (Artemisia argyi), a u¢estalo
se koristi u industriji mirisa te proizvodnji parfema.®’

Terpinen-4-ol je spoj molekulske formule C10H180, a njegova molekularna tezina
iznosi 154,25. Terpinen-4-ol je molekula u kojoj 1-menten (C1oH1s) nosi hidroksi supsti-
tuent na poziciji broj 4. Ima ulogu biljnog metabolita, antibakterijskog agensa, antioksi-
dansa, protuupalnog agensa, antiparazitskog agensa, antineoplasti¢nog agensa i induktora
apoptoze. Rije¢ je o tercijarnnom alkoholu. Koristi se u biljnoj industriji proizvodnje e-
teri¢nih ulja, a najpoznatije je ulje Cajevca u kojem je terpinen-4-ol glavni sastojak. Ova
molekula ima vrlo Sirok antimikroban spektar djelovanja i s time je neizostavni sastojak
u aromaterapiji. Djeluje protiv raznih bakterija, virusa i gljivica te se koristi kao preparat
za jaanje imuniteta. ®8

Terpinen-4-ol je uljasta tekuc¢ina kojoj bojom varira od bezbojne do blijedo Zute.
Sto se spektra mirisa ti¢e, opisan je kao toplo papreni, blago zemljani, pljesnivo drveni,
a okusom podsjeca na biljnu aromu papra. Terpinen-4-ol je slabo topljiv u vodi, ali dobro
topljiv u uljima i etanolu. Koristi se kao pojaciva¢ okusa, dodatak u proizvodnji razli¢itih
namirnica (pekarski proizvodi, zvaka¢e gume, smrznuti mlije¢ni proizvodi, umaci itd.),
u parfemskoj industriji, industriji mirisa, te proizvodnji sredstava za ¢iscenje i njegu
kucéanstva. Terpinen-4-ol mozemo pronaci u grékom origanu (Origanum onites), majci-
noj dusici (Thymus capitatus), gorkoj narangi (Citrus aurantium) itd.®

10-(Acetilmetil)-3-karen je terpenski organski spoj molekulske formule C13H200,
a njegova molekularna teZina iznosi 192,30. Terpeni su spojevi iz klase ugljikovodika
koji se siroko pojavljuju u biljkama i Zivotinjama izgradeni od izoprena, ugljikovodika
koji se sastoje od pet atoma ugljika povezanih sa osam atoma vodika CsHg. Bezbojna je
tekucina slatkastog mirisa koji podsjeca na terpentin. Gusto¢a mu je manja od vode, te
stoga pluta na povrsini vode. Okusom podsjeca na citrusnu, voénu aromu limuna.
Netopljiv je u vodi, ali mu je topljivost jako dobra u benzenu, dok je slabo topljiv u
etanolu. Koristi se kao sredstvo za poboljsanje okusa te pojacivac¢ okusa u prehrambenoj
industriji, u sredstvima za ciS¢enje, njegu kucanstva te u proizvodnji dezinfekcijskih
sredstava. 10-(Acetilmetil)-3-karen mozemo pronaci kao sastojak u osvjezivacima zraka

te mirisnim svijeCama. Moze se pronaci i U sastavu raznih pesticida (agrokemikalije).
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Udisanje para ovog spoja uzrokuje glavobolju, zbunjenost i respiratorni stres, dok gutanje
iritira ¢itav probavni sustav i moze dovesti do oSte¢enja bubrega. Dodir s kozom i o¢ima
izaziva iritaciju. Jako je zapaljiv, a njegove pare mogu stvoriti eksplozivne smjese sa
zrakom. 10-(Acetilmetil)-3-karen mozemo prona¢i u jabuci (Malus domestica),
limunskoj travi (Cymboppgon citratus) te kadulji (Salvia brandegeei). *°

Na Slici 16. prikazan je maseni spektar monoterpena terpinena-4-ola koji je jedan
od primarnih aktivnih sastojaka i eteri¢énog ulja ¢ajevca. Nalazi se u raznim aromati¢nim
biljkama poput naranc¢e, mandarine, origana, novozelandskog drva limuna, crnog papra i

dr.’0

Terpinen-4-ol moéno je baktericidno™ i antifungalno sredstvo.”? Posebno je
zanimljiva in vitro aktivnost protiv S. aureus i C. albicans™"™, a pokazalo se da
kombiniranje ove prirodne tvari i konvencionalnih lijekova moze pomoéi u lijeCenju
rezistentnih kvasnica i bakterijskih infekcija. 1z ovog masenog spektra vidljivo je da
osnovni pik iznosi 71 m/z, a molekulski pik koji odgovara relativnoj molekulskoj masi
terpinen-4-ola, koja iznosi 154 m/z. U nasem uzorku hidrolata motra, terpinen-4-ol je bio
najzastupljeniji kod MHD hidrolata sa 17,45%, zatim u SD uzorku sa udjelom od 15,77%

te sa najnizim udjelom kod hidrolata dobivenog HD postupkom sa 13,86%.
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Slika 16. Maseni spektar terpinen-4-ola

Kemijski sastav hidrolata razlikuje se od sastava etericnog ulja. U eteri¢nom ulju
identificirano je ukupno 15 spojeva, od cega oko 98% pripada neoksigeniranim
spojevima, a oko 2% pripada oksigeniranim spojevima. U hidrolatima je identificirano
50 spojeva, od ¢ega oksigeniranim spojevima pripada nesto vise od 90% spojeva, dok su
ostatak neoksigenirani. U hidrolatu se ¢esto nalaze spojevi koji se nalaze u ulju, ali u

oksigeniranom obliku. U eteri¢cnom ulju motra nalazi se sabinen, dok se u hidrolatu nalazi
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njegov hidrat. Sabinen se nalazi u visem udjelu kao nepolarni spoj eteri¢nog ulja, za
razliku od polarnog sabinena hidrata ¢iji je udio u hidrolatu mnogo nizi. Udio limonena
u etericnom ulju je visi (4,42-53,05%), dok se u hidrolatima nalazi u znatno manjem
udjelu (0,02-1,61%). Takoder, sabinen i limonen imaju jednak molekulski pik, ali ono po
¢emu se razlikuju jest osnovni pik te vrijeme zadrzavanja na koloni. Molekulski pik i
sabinena i limonena iznosi 136, a osnovni pik sabinena iznosi 93, dok je kod limonena
68. Sabinen ima krac¢e vrijeme zadrzavanja na koloni od limonena. Za razliku od

limonena i sabinena, terpinen-4-ol vise je zastupljen u hidrolatima nego li u etericnom

ulju.
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4. ZAKLJUCAK

Broj istrazivanja aromati¢nog i ljekovitog bilja u svakodnevnom je porastu zbog
rastuée popularnosti koristenja prirodnih proizvoda u razli¢itim industrijama. Dok su
sastav, svojstva i primjena etericnog ulja motra opsezno prouceni, ovo istrazivanje
potvrduje veliki kemijski potencijal tekuceg nusproizvoda izolacije etericnog ulja
(hidrolata), koji se obicno tretira kao otpad. Proces izolacije bitan je element za
poboljsanje prinosa i ukupne kvalitete eteri¢nog ulja. Analiza eteri¢nog ulja motra,
dobivenog trima razli¢itim vrstama destilacije, pokazala je dominaciju dva spoja,
limonena (51,38-54,85%) i sabinena (12,6-27,81%). Analiza hidrolata listova motra
pokazala je najveci udio terpinen-4-ola (13,86-17,45%). Kod eteri¢nog ulja sabinen se
vremenom zadrzavanja. Spoj koji najteze hlapi kod eteri¢nog ulja motra bio je terpinen-
4-ol, dok je kod hidrolata motra to bio 10-(acetilmetil)-3-karen. Generalno gledajudi,
zbog znatno kraceg vremena trajanja destilacije i nize potrosnje energije, MHD je dobra
alternativa za HD, dok koriStenje SD rezultira ve¢im prinosom ulja te manjom hidrolizom
pojedinih spojeva nego li je slu¢aj kod HD. Utjecaj razli€itih postupaka destilacija manje
je izrazen kod profila hlapivih spojeva etericnog ulja motra, dok je iznimno velik kod

profila hlapivih spojeva hidrolata.
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