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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

® [zolirati eteri¢no ulje sjemenki Cannabis sativa L. iz oljustenih sjemenki konoplje

aparaturom po Clevengeru.

® Analizirati dobiveno eteri¢no ulje sjemenki Cannabis sativa L. pomoc¢u plinske

kromatografije s masenim spektrometrom te identificirati njegov sastav.

e Analizirati ulje za lice za problemati¢nu koZzu, marke Kiehl's, koje sadrzi ulje sjemenki

konoplje.



SAZETAK

Sjemenke konoplje (Cannabis sativa L.) se u danaSnje vrijeme sve viSe Koriste u
prehrambenoj i kozmetickoj industriji. Osim Sto su sjemenke konoplje izvor esencijalnih
masnih kiselina 1 imaju velik udio proteina takoder su bogate mineralima i vitaminima. U
kozmetickoj industriji mogu se pronaci gelovi i razna ulja koja sadrze ulje sjemenki konoplje
upravo zato $to ima moguénost umiriti kozu lica, vidljivo smanjiti crvenilo koze te ojacati

zaStitnu barijeru.

Eteri¢na ulja su smjese hlapljivih spojeva koja sadrze na stotine kemijskih spojeva te njihovo
djelovanje na ljudski organizam jo§ uvijek nije u potpunosti istraZeno. Imaju moguénost
djelovanja na hormonski i ziv€ani sustav covjeka te intenzivnim mirisom mogu djelovati na

raspoloZenje i emocije.

Prilikom analize eteri¢nih ulja, jedna od najcesce koriStenih tehnika je plinska kromatografija
s masenim spektrometrom kao detektorom. Navedena tehnika omogucuje identifikaciju

mnogih spojeva u sloZenim smjesama koji su prisutni i u vrlo malim koli¢inama.

U ovom radu prikazana je analiza izoliranog etericnog ulja sjemenki C. sativa i analiza
komercijalnog ulja za lice za problemati¢nu koZzu, marke Kiehl's, ¢iji je jedan od glavnih
sastojaka ulje sjemenki konoplje. Navedene analize provedene su pomocu plinske

kromatografije s masenim spektrometrom.

Usporedbom rezultata analize dvaju ulja moze se potvrditi da je ulje C. sativa zaista jedan od

sastojaka kozmetickog ulja za lice Kiehl's.

Kljuéne rijedi: sjemenke konoplje (Cannabis sativa L.), eteri¢na ulja, plinska kromatografija,

maseni spektrometar, Kiehl's ulje za lice



SUMMARY

Hemp seeds (Cannabis sativa L.) are increasingly used in the food and cosmetics industry
today. In addition to being a source of essential fatty acids and having a high protein content,
hemp seeds are also rich in minerals and vitamins. Gels and various oils containing hemp seed
oil can be found in the cosmetics industry precisely because it has the ability to soothe the
facial skin, visibly reduce skin redness and strengthen the protective barrier.

Essential oils are mixtures containing hundreds of volatile chemical compounds and their
effects on the human body have not yet been fully investigated. They have the ability to act on
the human hormonal and nervous system, and with their intense scent can affect mood and

emotions.

Gas chromatography with mass spectrometer as a detector is one of the most commonly used
techniques when analysing essential oils. This technique makes it possible to identify many

compounds in complex mixtures that are present even in very small quantities.

This thesis presents analysis of the C. sativa seed essential oil and the analysis of Kiehl's
commercial facial oil for problematic skin. One of the main ingredients of this facial oil is
hemp seed essential oil. These analyses were performed by gas chromatography with a mass

spectrometer.

By comparing the results of the analyses of the two oils it was confirmed that C. sativa oil is

indeed one of the ingredients of Kiehl's cosmetic face oil.

Keywords: hemp seeds (Cannabis sativa L.), essential oils, gas chromatography, mass

spectrometer, Kiehl's face oil
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UuvOoD

Konoplja (Cannabis sativa L.) je vrsta biljke koja pripada istoimenoj porodici konoplji
(Cannabaceae). Biljka se sastoji od stabljike i listova. Stabljika je prekrivena
dlacicama, uspravna i nerazgranata te moze narasti do 150 cm u visinu. Listovi su
smjesSteni na dugim peteljkama te su u donjem dijelu stabljike nasuprotni, a u gornjem
dijelu stabljike naizmjeni¢ni. Rubovi listova konoplje su nazubljeni i na obje strane
dlakavi. Dvodomna biljka dijeli se na zenske i muske biljke, a cvjetovi biljaka su
jednospolni. Zenske cvjetove &ini tuéak s nadraslom plodnicom koja ima jedan sjemeni
zametak te se nalaze u pazuscima pricvjetnih listova. Muski cvjetovi su skupljeni u
metli¢aste cvatove i nalaze se na vrhovima stabljike. Sastavljeni su od svijetlo zelenih
listi¢a 1 imaju pet prasnika. PraSnice su smjestene na dugim prasni¢kim nitima 1 vire iz

cvijeta. M

Konoplja se uzgaja kao prehrambena ili industrijska biljka koja se razmnozava
sjemenom. Za razliku od sestrinske biljke, indijske konoplje (Cannabis indica Lam.),
industrijska konoplja sadrzi tetrahidrokanabinol (THC) u tragovima zbog Cega Se sa
sigurno$¢u moze govoriti da nema psihoaktivno djelovanje. Danas se konoplja moze
koristiti u mnogim oblicima kao §to su hladno preSana ulja, eteri¢na ulja, prah ili
sjemenke. Eteri¢na ulja se naj¢e$¢e dobivaju destilacijom dok se sastav etericnog ulja
identificira plinskom kromatografijom s plameno ionizacijskim detektorom ili plinskom

kromatografijom uz maseni spektrometar. 2



1. OPCI DIO

1.1. Sjemenke konoplje

Sjemenke konoplje potje¢u od industrijske konoplje (Cannabis sativa L.) i osim §to su
izvor esencijalnih masnih kiselina, imaju mnoge zdravstvene dobrobiti. Imaju
sposobnost regulacije krvnog tlaka, smanjuju lo§ kolesterol, poboljSavaju imunitet,
povecavaju energiju te reguliraju optimalnu kontrolu Secera. Esencijalno ulje sjemenki
konoplje se u zadnjih nekoliko godina pocelo sve vise koristiti u kozmetici zbog dobrog
uéinka na suhu kozu te tretmanu protiv bora. Ljekovitost ulja lezi u a-linolenskoj

(omega-3) i y-linolenskoj kiselini. 1!

Slika 1. Sjemenke konoplje [

1.1.1. Kemijski sastav sjemenki konoplje

Konopljine sjemenke jako su bogate dvjema esencijalnim kiselinama, a to su omega-3
(a-linolenska) i omega-6 (linolna) masne kiseline. Takoder sadrze i udio p-linolenske
kiseline. Udio proteina u sjemenkama konoplje veéi je od 25 %. [ ° Sjemenke konoplje

takoder sadrze i1 esencijalne aminokiseline arginin, metionin i cistein koje nase tijelo ne



moze samo proizvesti te su proteini konoplje izvor glutaminske kiseline. Odlican su
izvor minerala kao §to su kalij, natrij, magnezij, fosfor, sumpor, kalcij, zeljezo i cink.
ZnaCajan su izvor vitamina E ¢ije je osnovno svojstvo da u tijelu djeluje kao
antioksidans, te sadrze i udio vitamina A, B1, B2, B3, B6, C i D. [ 1 Vitamin E se
koristi kao naziv za sve tokoferole i njihove derivate koji pokazuju biolos§ku aktivnost.
Tokoferoli i tokotrienoli imaju istu osnovnu kemijsku strukturu. Karakterizira ih dugi
lanac koji je pri¢vr§éen na drugom polozaju kromnog prstena te se razlikuju po broju i

poziciji metilnih skupina. (&

tokoferoli

Slika 2. Struktura tokoferola i tokotrienola %

1.2. Eteri¢na ulja

Etericna ulja su lako hlapljive uljne tekucine. Dobivaju se iz biljnog materijala
razli¢itim fizikalnim postupcima. Karakterizira ih intenzivan miris. Vrlo teSko se
otapaju u vodi, a topljiva su u alkoholu. Pretezno se sastoje od derivata spojeva terpena i
manjem udjelu fenilpropanoida. Poznati su po medicinskoj uporabi jer djeluju

antibakterijski i antivirusno te imaju antioksidacijska svojstva. !



1.2.1. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja su smjese velikog broja kemijskih spojeva koji sadrze razli¢ite funkcijske
skupine. U sastav eteri¢nih ulja spadaju brojni ugljikovodici, alkoholi, aldehidi, ketoni,
fenoli, kiseline, esteri i eteri. Spojevi ugljika, vodika i kisika su zastupljeni u najveéem
broju, dok su spojevi koji sadrze duSik i sumpor zastupljeni u znatno manjoj mjeri.
Prema grupama kemijskih spojeva koji su u uljima pretezno zastupljeni, eteri¢na ulja se
dijele na wugljikovodi¢na, alkoholna, fenolna, aldehidna, ketonska, esterska,
seskviterpenska ulja, ulja sa sumporovim spojevima i ostala eteri¢na ulja. Ovi spojevi
pojedinoj grupi eterinih ulja daju vazna svojstva tj. svojstva karakteristicna za

odredenu grupu eteri¢nih ulja po kojima se razlikuju od drugih. ™

1.2.2. Metode dobivanja eteri¢nih ulja

Postoji nekoliko metoda dobivanja eteri¢nih ulja iz biljnih materijala. Medu njih se
ubrajaju postupci destilacije, postupci hladnog presanja i postupci ekstrakcije. Pod
metode destilacije ubrajaju se destilacija s vodom, destilacija s vodenom parom i
vodeno parna destilacija. Destilacija s vodom je postupak dobivanja eteri¢nih ulja pri
kojem se sirovina kuha u vodi te pare koje izlaze se ukapljuju u hladilu, a destilat se
nakuplja u dijelu gdje se voda i ulje odvajaju. Danas se destilacija s vodom Koristi za
preradu materijala koji bubri i postaje kaSast. Drugi postupak destilacije je destilacija
vodenom parom. Ovo je ujedno 1 najrasirenija metoda proizvodnje etericnih ulja. Kroz
materijal se propusta vodena para te se smjesa vodene pare i etericnog ulja, pri izlasku
iz destilacijske tikvice s materijalom, ukapljuje i razdvaja kao i pri destilaciji vodom. 1z
materijala kao $to su kora narance ili limuna, etericna ulja se dobivaju postupkom
hladnog preSanja. Pri postupku preSanja kora materijala se struZze pri ¢emu se oslobada
eteri¢no ulje. Dobivena kasa se mijeSa s vodom i presa ru¢no ili uz pomo¢ strojeva te se
filtriranjem odvaja tekuca heterogena smjesa ulja i vode od ispresanog ostatka. Smjesa
se potom razdvoji na ulje i vodu. Postupci ekstrakcije dijele se na ekstrakciju s
lakohlapljivim otapalima 1 ekstrakciju uz pomo¢ masti. Za dobivanje eteri¢nih ulja iz
lis¢a, plodova, mahovina i dr. koristi se ekstrakcija lakohlapljivim otapalima. Otapala su
najcesSce benzen, petroleter, alkohol, aceton ili smjese otapala. Iz cvijeca se eteri¢na ulja

ekstrahiraju uz pomo¢ masti u postupcima zvanim anfleriranje i maceracija. (1



1.3. Kromatografija

Kromatografija je metoda odvajanja na temelju razlicite raspodjele komponenata uzorka
izmedu dvije faze. Komponente uzorka se razli¢itom brzinom kre¢u kroz nepokretnu
fazu pod utjecajem pokretne faze i tako se razdvajaju. Jedna faza je nepokretna (
stacionarna), dok je druga faza pokretna ( mobilna). Stacionarna faza moze biti ¢vrsta ili
tekuca, a mobilna faza moze biti tekuca ili plinska. S obzirom na vrstu faze razlikuju se

tekuéinska i plinska kromatografija. *%

Dvije osnovne vrste tekucinske kromatografije su tankoslojna kromatografija i
kromatografija na stupcu. Tankoslojna kromatografija kao stacionarnu fazu koristi tanak
sloj na aluminijskoj ili staklenoj podlozi, dok se mobilna faza krece kroz stacionarnu
djelovanjem kapilarnih sila. Plo¢ica s uzorkom se jednim dijelom uroni u mobilnu fazu
koja se naziva eluens. Kod kromatografije na stupcu stacionarna faza se nalazi u
kromatografskoj koloni kroz koju tece tekuca (mobilna) faza. Za brze analize smjesa
ceSce se koristi tankoslojna kromatografija, a za procis¢avanje raznih spojeva u uporabi
je ceSc¢e kromatografija na stupcu. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti je
tip kromatografije kod koje se koriste posebne kolone koje sadrze prethodno ubacenu
stacionarnu fazu. Mobilna faza se provodi kroz kolone pod povisenim tlakom te se time
skracuje vrijeme analize 1 povecava se mo¢ razdvajanja pojedinih komponenata. Kod
plinske kromatografije stacionarna faza su organski polimeri ili teku¢ine s visokim

vrelistima, a mobilne faze su najéesée dusik, helij ili vodik. &%

1.3.1. Tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography, TLC)

Tankoslojna kromatografija se temelji na adsorpciji, razdjeljenju, ionskoj izmjeni,
iskljuenju po wvelicini ili kombinaciji ovih mehanizama odjeljivanja. Ova
kromatografija se Cesto primjenjuje u preliminarnim ispitivanjima u industrijskim,
kemijskim, farmaceutskim i raznim drugim laboratorijima. Stacionarna faza je tanki sloj
dispergiranih Cestica koji je nanesen na staklenu ili plasticnu plocicu. Uz tanki sloj
stacionarne faze se kre¢e mobilna faza (otapalo) uz pomo¢ kapilarnih sila ili silom
gravitacije. Za nepokretnu fazu se najcesce koristi silika gel. Uzorak se u vrlo maloj
koli¢ini nanese na 1-2 cm udaljenosti od ruba plo€ice iznad razine otapala. PloCica se

zatim stavi u zatvorenu posudu koja je zasi¢ena parama otapala. Otapalo se tijekom

5



odredenog vremena dize uz pomo¢ kapilarnih sila i kreé¢e se uzduz plocice. Razvijanje
je zavrSeno kada je otapalo preslo otprilike 2/3 plocice te se plocica izvadi iz komore.
[14] Kromatogram tankoslojne kromatografije naziva se plosni kromatogram te se kao
vrijednost zadrzavanja koristi faktor zaostajanja, Ry Faktor zaostajanja predstavlja

omijer puta analita (uzorka) i puta mobilne faze (otapala). **

poklopac

podloZna
ploca

otapalo
- (razvijad)

Slika 3. Shema tankoslojne kromatografije **!

1.4. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je instrumentalna tehnika za
razdvajanje 1 odredivanje hlapljivih organskih spojeva i anorganskih plinova iz smjese
na koloni. Ova tehnika se upotrebljava za kvalitativnu i kvantitativnu analizu tvari koje
su prisutne u malim koli¢inama, za detekciju oneis¢enja u okoliSu, izolaciju
komponenata u smjesi i utvrdivanje Cisto¢e tvari. Uzorci za ovu analizu moraju biti

hlapljivi i stabilni na temperaturi pri kojoj se zagrijava kromatografska kolona.

Metoda je danas Siroko rasprostranjena U modernoj kemijskoj analizi zbog svoje
jednostavnosti, brzine, vrlo malenih volumena uzoraka i osjetljivosti za razdvajanje
pojedinih hlapljivih sastojaka iz vrlo slozene smjese. Prve primjene ove tehnike
zabiljezene su prije vise od 60 godina. ! Za analizu je potrebno samo nekoliko minuta
zbog toga Sto se plin kao mobilna faza kre¢e velikom brzinom kroz kromatografsku

kolonu. Dvije su osnovne vrste plinske kromatografije, a to su adsorpcijska i razdjelna.
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Razlika je u tome Sto je kod adsorpcijske kromatografije pokretna faza plin te je
nepokretna faza ¢vrsta, a kod razdjelne kromatografije pokretna faza je plin, dok je

nepokretna faza nehlapljiva tekucina. [18]

1.4.1. Instrument za plinsku kromatografiju

Instrument za odredivanje pojedinih komponenata u uzorku ovom metodom zove se
plinski kromatograf (engl. Gas Chromatograph, GC). Plinski kromatograf se sastoji od
izvora plina s manometrom za kontrolu protoka plina, mjesta za unoSenje uzorka
(injektor), kolone kroz koju struji plinovita faza, termostata koji odrzava temperaturu
kolone, detektora za registriranje izlaza pojedinih komponenata iz kolone, jedinice za
obradu podataka i pisaca. *¥ Instrument se sastoji od mobilne (pokretne) i stacionarne
(nepokretne) faze. Mobilna faza (plin nosac) je kemijski inertan plin odnosno argon,
helij, ugljikov dioksid ili dusik koji eluira sastojke smjese koji se zatim odjeljuju na
koloni i odlaze do detektora. Kao stacionarna faza rabe se organski polimeri ili
nehlapljive tekucine koje su nanesene na kruti nosa¢. Stacionarna faza je u obliku

tankog sloja nanesena na unutarnju stijenku dugih, uskih kapilara (kapilarne kolone). 2

Danas su u uporabi kapilarne kolone velikih duljina (25 - 120 m) i malih promjera (0,25
- 0,5 mm) koje su s unutra$nje strane presvucene aktivnom komponentom visokog
vrelista. Velika duljina kolone pridonosi boljem razdvajanju i visokoj osjetljivosti ove
tehnike. ™! Uzorak se injektira kroz gumenu pregradu u kolonu. Kolona se nalazi u
termostatiranom prostoru te temperatura kolone nije konstantna tijekom analize zbog
boljeg razlu€ivanja smjese. Mjesto za injektiranje uzorka i detektor su zagrijani vise od
kromatografske kolone da bi se osiguralo brzo uplinjavanje uzorka pri injektiranju te
sprijecila kondenzacija dolaskom na detektor. Volumeni uzoraka u tekuc¢em stanju
iznose 0,1 do 1 mikrolitra, a volumeni uzoraka u plinovitom stanju iznose 1 do 10
mililitara pri injektiranju. Odjeljivanje na koloni se odvija raspodjelom komponenata u
plinovitom stanju izmedu pokretne i nepokretne faze. Komponente uzorka se nakon

eluiranja iz kolone odreduju na detektoru. [*#



Detektor je uredaj koji na temelju fizikalnih ili kemijskih promjena ima moguénost
registriranja prisutnosti eluirane komponente. Od velike je vaznosti pravilno odabrati

detektor za analizu. Oni mogu biti:

e Plamenoionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID)

e Plamenofotometrijski detektor (engl. Flame Photometric Detector, FPD)

e Detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector, TCD)
e Detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD)

e Fotoionizacijski detektor (engl. Photo-lonization detector, PID)

e Maseni spektrometar (engl. Mass Spectrometer, MS).

Maseni spektrometar omogucuje najveci broj podataka koji su potrebni za identifikaciju
1 odredivanje strukture slozenih organskih molekula te se najcesce koristi u kombinaciji
s plinskim kromatografom. Ova kombinirana tehnika plinska kromatografija -
spektrometrija masa (GC-MS) pruza analitiarima vrlo to¢nu i brzu analizu pojedinih
slozenih uzoraka. ®% Danas je GC-MS sustav prisutan u gotovo svim prehrambenim,
ekoloSkim, petrokemijskim, farmaceutskim 1 raznim drugim analiti¢kim laboratorijima.
GC-MS sustav zahtijeva samo male koli¢ine uzorka da bi identificirao nepoznate
spojeve i odredio njihovu strukturu. ®Y Moguée je kvalitativno odredivanje spojeva
mjerenjem vremena zadrZavanja u usporedbi s vremenom zadrzavanja standarda Cistih
standarda. Povrsina ispod kromatografske krivulje je proporcionalna koncentraciji

odredene komponente i kvantitativan je signal.

|

T mjektor
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phin
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Slika 4. Shematski prikaz plinskog kromatografa #?



1.5. Masena spektrometrija (MS)

Masena spektrometrija (MS) je instrumentalna analiticka tehnika koja karakterizira
pojedine tvari u nekom uzorku. Temelji se na odredivanju relativne mase i odredivanju
koli¢ine iona koji su nastali ionizacijom atoma i molekula te karakteristicnim raspadom
ioniziranih molekula pojedinog uzorka. Maseni spektrometar se sastoji od Cetiri
osnovna dijela: sustava za unoSenje uzorka, ionskog izvora koji stvara ione pogodne za
ispitivani uzorak te ih u elektricnom polju ubrzava, analizatora koji savija putanje
ionima i na taj naéin ih razdvaja ovisno o njihovom omjeru mase i naboja (m/z), i
detektora u kojem se skupljaju razdvojeni ioni i karakteriziraju. Maseni spektar za
odredeni kemijski spoj nastaje mijenjanjem jakosti magnetskog polja prilikom cega se
redom registriraju ioni razli¢itih masa. MS tehnika Se primjenjuje za vrlo to¢no
odredivanje relativnih atomskih i1 molekulskih masa, elementarnog sastava uzorka,
kemijskih spojeva, izotopnog sastava, strukture pojedinih molekula i dr. Pri analizi
slozenih smjesa maseni spektrometar se povezuje s plinskim ili tekucinskim

kromatografom u kojem se sastojci smjese prvo razdvajaju, a zatim mjere i analiziraju.
[23]

o i S 2

MASEMNA SPEKTROMETRIA, maseni spektrometar s magnetskim
analizatorom - 1. sustav za unosenje uzorka; 2. ionski izvor; 3. katoda;
4. anoda; 5. elektronski snop; 6. elektricno polje; 7. ionski snop; 8.
magnetsko polje; 9. detektor; 10. elektroni¢ka obradba signala; 11.
zapis spektra

Slika 5. Shematski prikaz masenog spektrometra 12!



1.6. Mikroekstrakcija vr$nih para na ¢vrstoj fazi - SPME

Priprema uzorka je vazan korak u razdvajanju komponenata. Danas se mogu ispitati
brojne vrste slozenih smjesa uzoraka, ukljucujuéi hlapljive, poluhlapljive i nehlapljive
spojeve, koriste¢i prikladne analiticke i separacijske metode. Istrazivanja pokazuju da se
80% vremena analize provodi na uzorkovanju i pripremi samog uzorka. Kvalitetna
priprema pojedinog uzorka rezultira uspjeSnijim rezultatima analiticke metode.
Mikroekstrakcija vrsnih para na ¢vrstoj fazi (engl. Solid-Phase Microextraction, SPME)
je jednostavna, vrlo brza i uinkovita tehnika pripreme uzorka bez koriStenja otapala.
Tehnika se sastoji od tri glavna koraka: adsorpcija otopljene tvari iz uzorka na sloj
kemijski maodificiranog silicija ili srodnog adsorpcijskog materijala, postizanje
ravnoteze adsorbiranih otopljenih tvari i vlakana te prijenos analita u kromatografski
sustav. Ova ucinkovita tehnika omogucuje pripremu uzorka bez koristenja otapala ili
aparata za koncentriranje hlapljivih, poluhlapljivih i nehlapljivih spojeva, prirodnih

proizvoda te kemijskih i1 bioloskih makromolekula u uzorcima.

Pripremljeni uzorci pomoéu SPME spremni su za daljnju analizu putem plinske
kromatografije s detekcijom pomoc¢u masene spektrometrije. Shematski prikaz SPME
uredaja za injektiranje uzorka je prikazan na slici 6. Vlakno, dugacko 1-2 cm, od
taljenog silicijevog dioksida je oblozeno polimerom te je spojeno na utor od
nehrdajuceg Celika ugraden u drza¢. Analiti¢ar uvlaci vlakno u iglu, prolazi iglom kroz
¢ep koji zatvara bocCicu s uzorkom te pritisne klip kako bi vlakno izloZio uzorku.
Organski analiti se zatim adsorbiraju na prevlaku na vlaknu. Nakon postizanja
adsorpcijske ravnoteze, 2-30 min, vlakno se uvlaci u iglu koja se izvlaci iz bocice s
uzorkom i uvodi u GC injektor. Adsorbirani analiti se termicki desorbiraju i nastavlja se

mjerenje u plinskom kromatografu. ?°!

U upotrebi se koriste brojne vrste vlakana. Pri izboru vlakana bitno je obratiti pozornost
o0 vrsti uzorka, molekulskoj masi, strukturi i polarnosti molekula analita te polarnosti
vlakna. *®! Najpoznatija vlakna danas u uporabi su plavo i sivo vlakno. Plavo vlakno
sadrzi divinilbenzen 1 polidimetilsiloksan, dok sivo vlakno sadrzava oba spoja

ukljucujuéi jos i karboksen. 2]
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Slika 6. Shematski prikaz SPME uredaja za injektiranje uzorka *®!
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Uredaji

e Analititka vaga AT261 DR (Mettler Toledo, Svicarska)

e Aparatura za vodenu destilaciju po Clevenger

e Uredaj za uparavanje uzorka EC-1V-130 (VLM, Njemacka)

e SPME sivo vlakno (Restek, PA, SAD)

e GC-MS: 8890 GC System, 7000D GC/TQ (Agilent, CA, SAD)

e Kolona HP-5MS (30 m x 0,25 mm, 0,25 um debljina nepokretne faze, Agilent,
CA, SAD)

2.2. Biljni materijal

Eteri¢no ulje je izolirano iz oljustenih sjemenki konoplje Nutrigold kupljenih u Splitu u
Tvornici zdrave hrane. Za analizu komercijalnog ulja za lice koji sadrZi ulje sjemenki

konoplje koriSteno je Kiehl's ulje za lice za problemati¢nu kozu.

Slika 7. Oljustene sjemenke konoplje, Nutrigold

12



Slika 8. Ulje za lice za problemati¢nu koZu, Kiehl's

2.3. Postupak izolacije eteri¢nog ulja

Odvagane oljustene sjemenke konoplje (100,03 g) prenesu se u tikvicu u koju se ulije
voda te se spoji na aparaturu po Clevengeru za vodenu destilaciju (slika 9.). Pare se
prilikom vrenja penju prema gore te se u hladilu hlade, kondenziraju i prelaze u tekuce
stanje nakon Cega kapaju prema dolje. U dijelu dietil-etera i pentana zadrzava se
nepolarno eteri¢no ulje, dok ostatak (voda) kapa natrag. Uzorak se destilira 2,5 - 3 h od
pocetka destilacije (prva kap u hladilu). Dobiveno ulje oljustenih sjemenki konoplje se
odvoji pomoc¢u duge kapaljke u prethodno odvaganu bocicu (11,1703 g). Preostali
tragovi vode u ulju uklonjeni su pomocu natrij sulfata. Ulje se zatim upari skoro do suha
(slika 10.), bocica se odvaze (11,1729 @) te analizira plinskim kromatografom s

masenim spektrometrom. Iskoristenje iznosi 0,0026 %.
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Slika 9. Aparatura za vodenu destilaciju po Clevengeru

Slika 10. Uredaj za uparavanje uzoraka EC-1V-130 (VLM, Njemacka)
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2.4. Analiza eteri¢nog ulja

Dobiveno eteri¢no ulje oljustenih sjemenki konoplje je analizirano na GC-MS-u.

Slika 11. GC-MS uredaj

GC-MS instrument koriSten pri ovoj analizi sastoji se od plinskog kromatografa model
8890 GC i trostrukog kvadropolnog spektrometra masa 7000D (Agilent Technologies
Inc., Santa Clara, CA, SAD). Za odjeljivanje spojeva koristena je nepolarna kolona HP-

5MS (30m x 0,25mm, 0,25um debljina nepokretne faze, Agilent, CA, SAD).
Radni uvjeti plinskog kromatografa:

e Plin nosioc: He

e Protok plina nosioca: 1 mL/min

e Volumen injektiranog uzorka: 1 pL

e Temperatura injektora (mjesto ubacivanja uzorka u kromatograf): 250 °C

e Omijer raspodijele (engl. split mode): 1:10

e Pocetna temperatura: 60 °C, izotermno zadrZzana 2 min, nakon Cega slijedi
povecéanje temperature brzinom 3 °C/min do 246 °C i izotermno Se odrzava 25
min

e Temperatura ,transfer line*: 280 °C

e Ukupno trajanje mjerenja: 89 min

15



Radni uvjeti spektrometra masa:

e Temperatura ionskog izvora: 230 °C
e lonizacijski potencijal: 70 eV

e Raspon masa: 40-450 m/z

Pikovi dobiveni na kromatogramu su odredeni usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja s vremenima zadrzavanja standardne serije n-alkana Cg-Cs; za koristenu
kolonu, te usporedbom vremena zadrzavanja spojeva iz ,kuéne“ baze podataka i
literature. BY Pojedini pikovi i njihovi spektri masa su takoder usporedivani i s
komercijalnim bazama podataka: NIST 17 (Gaithersburg, MD, SAD) i Wiley 9 MS
(Wiley, New York, SAD) te literaturom. (9] Kuéna“ baza podataka napravljena je
koriste¢i komercijalne standarde ¢istih spojeva te sadrzava glavne spojeve mnogih

eteri¢nih ulja iz dosadasnjih istrazivanja.

2.5. Priprema uzorka za analizu SPME-om

Mala koli¢ina Kiehl's ulja za lice koje sadrzi ulje sjemenki konoplje zagrijavana je u
bocici do 60 °C u trajanju od 15 min. Pri mikroekstrakciji vr$nih para na ¢vrstoj fazi,
vr$ne pare uzorka se dizu u bocicu (slika 12.) te se nakon zagrijavanja adsorbiraju na
sivo vlakno. Postupak adsorpcije na sivo vlakno (slika 13.) traje 40 min te se vlakno

(zajedno s uzorkom) odnosi na mjerenje GC-MS-om gdje desorpcija uzorka traje 7 min.
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Slika 12. Zagrijavanje uzorka

Slika 13. Aparatura za adsorpciju uzorka na sivo vlakno
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Na slici 14. je prikazano dobiveno eteri¢no ulje oljustenih sjemenki konoplje. Dobiveno

ulje je bezbojno i vrlo intenzivnog mirisa.

Slika 14. Eteri¢no ulje sjemenki Cannabis sativa L.

Prije same analize 1 pL dobivenog ulja je razrijedeno s 1 mL heksana te je takvo
stavljeno na analizu GC-MS nakon ¢ega su dobiveni rezultati. Uradena je i analiza
Kiehl's ulja za lice koje sadrzi ulje sjemenki konoplje, za usporedbu s analizom
dobivenog ulja. Kromatogram eteri¢nog ulja oljustenih sjemenki konoplje prikazan je

na slici 15.

2m T [+3 TIC San ctamno

..........................................
mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Slika 15. Kromatogram GC-MS analize eteri¢nog ulja sjemenki Cannabis sativa L.
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Rezultati GC-MS analize ocitani iz kromatograma sa slike su prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Rezultati GC-MS analize eteri¢nog ulja sjemenki Cannabis Sativa L.

R.br. Ime spoja HP-5 MS % NI

1 heksanal - 1,0 MS

2 1-heksanol 866 0,9 MS,KI
3 a-pinen 937 2,8 MS,KI,St
4 benzaldehid 962 0,5 MSKI
5 [S-pinen 979 2,0 MS,KI,St
6 2-pentil-furan 992 4,3 MS,KI
7 0-3-karen 1011 1,0 MS,KI1,St
8 p-cimen 1027 0,3 MS,KI,St
9 limonen 1031 2,2 MS,KI1,St
10 benzenacetaldehid 1046 0,5 MS KI
11 trans-S-ocimen 1051 0,7 MS,KI
12 a-terpinolen 1086 15 MS,KI
13 p-cimen-8-ol 1186 1,3 MS,KI
14 dihidro-5-pentil-2(3H)-furanon 1363 1,2 MSKI
15 trans-kariofilen 1419 6,6 MS,KI1,St
16 aristolene 1444 0,2 MS, KI
17 a-humulen 1454 2,5 MS,KI
18 alloaromadendren 1461 0,7 MS KI
19 y-muurolen 1477 1,0 MSKI
20 S-selinen 1485 2,3 MS,KI
21 a-selinen 1494 2,1 MS,KI
22 [-bisabolen 1509 1,0 MS KI
23 BHT 1514 58 MS,KI*
24 y-kadinen 1520 1,0 MS,KI
25 o-kadinen 1524 0,8 MS,KI
26 y-selinen 1535 4,1 MS,KI
27 a-kadinen 1538 0,6 MS,KI
28 selina-3,7(11)-diene 1541 4,7 MS,KI
29 trans-a-bisabolen 1544 1,1 MSKI
30 germacren B 1557 1,7 MS,KI
31 kariofilen oksid 1582 3,8 MS,KI,St
32 alloaromadendren oksid 1608 1,3 MS,KI
33 a-bisabolol 1684 1,4 MS,KI
34 a-tetradekalakton 1919 1,0 MS,KI
35 metilni ester heksadekanske kiseline 1927 0,8 MS,KI
36 heksadekanska kiselina 1967 6,7 MS,KI
37 (Z,2)-metilester-9,12-oktadekadienska kiselina 2094 3,1 MSKI
38 (Z,Z,2)-metilester-9,12,15-oktadekatrienska kiselina 2099 1,9 MSKI
39 (Z,2)-9,12-oktadekadienska kiselina 2136 8,4 MSKI
40 (2,2,2)-9,12,15-oktadekatrienska kiselina 2142 5,7 MSKI
41 (2,2)-etilester-9,12-oktadekadienska kiselina 2162 1,8 MSKI
42 (Z,Z,2)-¢etilester-9,12,15-oktadekatrienska kiselina 2169 1,0 MSKI

Ukupno: 93,3

HP5 MS - Kovatsevi indeksi za kolonu HP-5 MS, NI - nacin identifikacije: MS - baze podataka, KI -

Kovatsev indeks, St — standard. *BHT se ne nalazi kao sastavni dio ulja sjemenki C. sativa - ve¢ kao

stabilizator pentana koriStenog prilikom izolacije ulja.
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Prema dobivenim podatcima moze se zakljuciti da ulje oljustenih sjemenki konoplje
sadrzi velik broj spojeva od kojih je uspjesno identificirano 42 spoja. Od identificiranih
spojeva najzastupljeniji u ulju su (Z,2)-9,12-oktadekadienska Kiselina udio 8,4 %,
heksadekanska kiselina udio 6,7 % te trans-kariofilen udio 6,6%. U znatno manjim
udjelima javljaju se aristolen udio 0,2 %, p-cimen 0,3%, benzenacetaldehid udio 0,5 % i
benzaldehid udio 0,5 %.

Na slici 16. je prikazan kromatogram Kiehl's ulja za lice koji je dobiven analizom putem
plinske kromatografije s masenim spektrometrom te prethodnom mikroekstrakcijom

vr$nih para na ¢vrstoj fazi uz koriStenje sivog vlakna.

+E1 TIC Bean oSS _gray 0

Slika 16. Kromatogram GC-MS analize Kiehl's ulja za lice

Prema dobivenim rezultatima analize komercijalnog ulja na kromatogramu je vidljivo
da je jedan pik izrazajno veci od ostalih. Radi se o znatnoj koli¢ini dikaprilil etera u ulju
kojeg oznaCuje najveci pik. Postotak dikaprilil etera iznosi 94,26 %. Uvecanjem

kromatograma (slika 17.) vidljivi su ostali pikovi ¢ija je analiza prikazana u tablici 2.

Slika 17. Uve¢ani prikaz kromatograma GC-MS analize Kiehl's ulja za lice
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Tablica 2. Rezultati GC-MS analize Kiehl's ulja za lice

R.br. | Ime spoja HP-5 MS % NI
1 CO2 - 0,10 MS,KI
2 1,2-propandiol - 0,10 MS,KI
3 2,4-heptadienal 996 0,11 MS,KI,St
4 p-cimen 1026 0,57 MS,KI
5 menton 1156 0,36 MS,KI1,St
6 iISoO-menton 1166 0,26 MS,KI,St
7 mentol 1174 0,30 MS,KI,St
8 2-fenoksi-etanol 1219 0,23 MS,KI
9 citronelol 1230 0,25 MS,KI
10 geraniol 1257 0,26 MS,KI
11 geranial 1272 0,37 MS,KI
12 citronelil format 1277 0,24 MS,KI
13 mentol acetat 1294 0,11 MS,KI,St
14 karvakrol 1301 1,29 MS,KI
15 aristolen 1444 0,14 MS,KI
16 dicaprilil ether 1673 94,26 MS,KI
Ukupno: 98,95

HP5 MS - Kovatsevi indeksi za kolonu HP-5 MS, NI - na¢in identifikacije: MS - baze podataka, KI -

Kovatsev indeks, St — standard

Uspjesno je identificirano 16 spojeva. Dobiveni rezultati analize Kiehl's ulja ukazuju na
prisutnost nekoliko spojeva koji se podudaraju s onima iz ulja oljustenih sjemenki
konoplje. Spojevi nadeni u oba analizirana ulja su p-cimen udio u komercijalnom ulju
0,57 % i aristolen udio 0,14 %.
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4. ZAKLJUCAK

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da se etericno ulje oljustenih sjemenki
konoplje sastoji ponajviSe od raznih spojeva derivata terpena te brojnih masnih kiselina.
Od ukupno 42 identificirana spoja u etericnom ulju C. sativa u najve¢em postotku
nalaze se (Z,2)-9,12-oktadekadienska Kkiselina (8,4 %) i heksadekanska Kkiselina
(palmitinska kiselina, 6,7 %).

Identifikacijom spojeva Kiehl's ulja identificirani su spojevi p-cimen i aristolen kao kod
ulja sjemenki konoplje s§to ukazuje na prisutnost ulja sjemenki konoplje u ovom
komercijalnom ulju. p-Cimen je aromatski ugljikovodik koji je ¢esto prisutan u sastavu

eteri¢nih ulja, dok je seskviterpen aristolen manje rasprostranjen.

Velika koncentracija dikaprilil etera u komercijalnom ulju (94,26 %) otezala je
identifikaciju preostalih sastavnica prisutnih u iznimno niskim koncentracijama. Ovaj
spoj se u velikoj mjeri koristi kao otapalo u kozmeti¢kim proizvodima zbog olakSavanja

razmazivanja brojnih sastojaka koji se teze razmazuju.
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