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SAZETAK

Prirodni proizvodi sve viSe dobivaju na vaznosti zahvaljuju¢i porastu znacaja ,zelene
kemije”, a zbog svoje raznovrsnosti predstavljaju ogroman potencijal za razvoj novih i
naprednijih proizvoda. Posebna paznja okrenuta je prema etericnim uljima dobivenima iz
raznih biljaka. Zbog raznovrsnosti spojeva koji se u njima nalaze, te dokazanim ljekovitim
ucincima, etericna ulja su od velike vaznosti za industrije okusa i mirisa, te farmaceutsku,

prehrambenu i1 kozmeti¢ku industriju.

U ovom radu ispitivane su razlicite metode 1 uvjeti ekstrakcije na izdvajanje eteri¢nog ulja 1
koncentrata iz smilja s podru¢ja Zapadne Hercegovine. Takoder je izvrSena karakterizacija
dobivenog ulja. Koristene metode su hidrodestilacija, vakuum destilacija, soxhlet ekstrakcija,
te maceracija. Iz dobivenih rezultata utvrdeno je da je hidrodestilacija u€inkovitija metoda za
dobivanje etericnog ulja u usporedbi s vakuum destilacijom, te da je soxhlet ekstrakcija
ucinkovitija od maceracije za dobivanje koncentrata. Takoder je ustanovljeno da maseno
iskoristenje i sastav uvelike ovise o mjesecu berbe, te o koli¢ini proteklog vremena izmedu
branja i ekstrakcije ulja. Karakterizacijom dobivenog ulja utvrdeno je da se ono sastoji
prvenstveno od seskviterpena, pretezno B-Himakalena, 3-Selinena, a-Selinena i kariofilena, te
estera i alkohola, ponegdje uz manji udio monoterpena. Udio neril acetata, kao jednog od

pokazatelja kvalitete smilja opada sa starosti ubranog smilja.

Kljuéne rije€i: Immortelle, Helichrysum italicum, ekstrakcija, eteri¢no ulje, destilacija



SUMMARY

Natural products are becoming more important because of the ever increasing interest in
»green chemistry®. Because of their diversity they represent a huge potential for development
of new and advanced products. Special attention has been given to essential oils extracted
from different plants. Thanks to the diversity of the compounds found in those oils, and
proven health benefits, essential oils are of great importance to various types of industries,

pharmaceutical and cosmetic industry in particular.

In this paper, different methods of extraction have been examined in order to determine the
yield of essential oil and absolute from Helichrysum italicum from West Herzegovina under
different conditions. Characterization of essential oil and absolute has also been performed.
Methods that were used are hydrodistillation, vacuum distillation, soxhlet extraction, and
leaching. It has been determined from the results that hydrodistillation is the more efficient
method for obtaining essential oil compared to vacuum distillation, and that soxhlet extraction
is more efficient than leaching for extracting absolute. It has also been determined that mass
yield and the composition of essential oil and absolute depend on the month in which the
plant was harvested, as well as the amount of time passed between harvesting the plant and
extracting the oil or absolute from it. By characterizing the oil and absolute it has been
determined that it consists mostly of sesquiterpenes, primarily B-Himachalene, B-Selinene, a-
Selinene and Caryophyllene, with some esthers, alcohols and monoterpenes in certain
samples. The amount of neryl acetate, as one of the indicators of the quality of oil, drops with

time passed between the harvest and extraction.

Keywords: Immortelle, Helichrysum italicum, extraction, essential oil, distillation
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1. UVOD

Eteri¢na ulja su prirodni proizvodi biljaka koja se isticu ranolikim bioloskim svojstvima, te se
mogu primjenjivati na ljudima, Zivotinjama, te izmedu ostalog i biljkama." To su
koncentrirane kapljevine koje sadrze vece koliCine nestabilnih spojeva koje se dobivaju iz
raznih organa mnogih biljaka.2 Prva istrazivanja sastava etericnih ulja potjecu iz prve
polovice 19. stoljeca, kada je M. J. Dumas uspio analizirati neke spojeve koji su sadrzavali
ugljikovodike, kisik, te sumpor i dusik. Eteri¢na ulja je istrazivao i Berthelot, medutim,
najvaznija istrazivanja proveo je O. Wallach, koji je istrazivajuéi terpene ustanovio da su neki
od njih kemijski identi¢ni, iako su prethodno bili opisivani razli¢itim imenima. Nakon tog
otkrica poceo je te spojeve separirati frakcijskom destilacijom, te ih je karakterizirao

. .. . .. 1
dovodenjem u reakcije s anorganskim spojevima.

Ljekovite i aromati¢ne biljke sve viSe i1 viSe dobivaju na vaznosti na polju industrije i
medicine. Od pocetnog do konacnog proizvoda, te biljke prati vise disciplina, kao $to su
Sumarstvo, agrikultura, farmaceutska, kemijska, prehrambena, kozmeticka, te industrija
mirisa. Bilo koji dio biljke moze se koristiti kao sirovina a dobiveni se proizvodi nazivaju
prirodnim proizvodima. Medutim, prirodni proizvodi nisu nuzno i sigurni proizvodi, te

sukladno tome se razrijeduju i modificiraju da bi se mogli koristiti.’

Od najvece je vaznosti da se od tih biljaka dobivaju novi lijekovi, kao §to je to bio slucaj sa
morfijem, kininom, digitoksinom, rezerpinom, pilokarpinom i drugima, tako da te biljke
zna¢ajno doprinose farmaceutskoj industriji. * Osim antibakterijskih svojstava, eteri¢na ulja
pokazuju antivirusna, te antifungalna svojstva. lako su njihova antibakterijska svojstva
poznata ve¢ odavno, dodatni interes za istrazivanje etericnih ulja potaknuo je nagli razvoj
zelene kemije.” Smatra se da industrija mirisa, aroma i okusa vrijedi 15 milijardi dolara diljem
svijeta, te se ta industrija sve viSe 1 viSe okre¢e prema eteri¢nim uljima, zbog interesa kupaca

. . . . 6
za prirodnim proizvodima.

U ovom je radu istraZzen utjecaj metode ekstrakcije etericnog ulja i koncentrata iz smilja
(Helichrysum italicum 1ili Immortelle) te uvjeta provedbe procesa na kvalitetu dobivenog

proizvoda. Kao glavni pokazatelj kvalitete odabrana je koncentracija neril acetata.



2. OPCI DIO

2.1. HELICHRYSUM ITALICUM

Immortelle, odnosno Helichrysum italicum, spada u najistrazivanije vrste roda Helichrysum,
koji pak spada u porodicu Asteraceae. Vece koliCine immortelle biljke nalaze se na
mediteranskom podrucju, gdje uglavnom raste na kamenitom 1 pjeS€anom tlu izloZenom
suncu. Biljka moze narasti do oko 60 cm, te ima zute cvjetove i listove prekrivene
srebrenkastim dlacicama. Dijelovi iznad povrsine tla koriste se za dobivanje eteri¢nog ulja,
dok se iz cvjetnih pupoljaka prikupljenih prije perioda cvjetanja moze dobiti neobradeni

materijal za lijekove.

Immortelle je u upotrebi zbog svojih antibakterijskih,
antioksidacijskih i protuupalnih svojstava, te je trazena zbog svoje vaznosti u industriji mirisa,

te aromaterapiji.9

Sam sastav eteri¢nog ulja dobivenog od Immortelle ovisi o vise ¢imbenika, kao $to su stadij
razvoja biljke te lokacija na kojoj je biljka prikupljena.'® Tako je provedeno vise istraZivanja,
te su na temelju dobivenih rezultata , odnosno sastava eteri¢nog ulja, izdvojena 3 tipa: prvi s
velikim koli¢inama nerola i njegovih estera, drugi s velikim koli¢inama a- i -selinena, te
treéi s velikim koli¢inama y-curcumena.'' Na temelju navedenih razlika doglo se do zakljutka

da te biljke nisu samo razli¢iti ekotipovi, nego i kemotipovi.'*

Slike 1. 1 2. Biljka Helichrysum Italicum i polje smilja



2.2. ETERICNA ULJA

2.2.1. Funkcija eteri¢nih ulja u biljkama

Biljka tijekom cijelog zivotnog ciklusa apsorbira tvari iz okoline, te ih kontinuirano koristi u
svom razvoju. Medutim, neke adsorbirane tvari ostaju u biljci dok joj zbog vanjskih okolnosti
ne zatrebaju. Poznato je da biljke otpustaju i razne organske tvari u obliku ulja uz ugljikov
dioksid. Stoga se postavlja i pitanje funkcije tih ulja u biljci. Postoje razne teorije, od kojih
neke tvrde da biljka koristi ulja za da bi neke Zivotinje, odnosno insekte ili parazite odbila od
sebe, da bi neke privukla, kao §to je to slucaj s biljkama mesozderkama, te da bi sprijecila
isparavanje vode, odnosno lakse zacijelila rane. Neki pak tvrde da su ulja otpadni produkti
biljke. Medutim, mnogi smatraju da ulja u fazi formiranja mozda sadrze komponente koje
pak sudjeluju u formaciji biljke, te gube na vaznosti nakon tog stadija, te se tako i izlucuju
kao otpadni produkti, budu¢i da se sastavi ulja u velikoj mjeri razlikuju od sastava same

biljke."

2.2.2. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja su kompleksne mjesavine organskih spojeva koje daju specifi¢an miris biljci.
Najvazniji spojevi koji se mogu naci su terpenski ugljikovodici, odnosno monoterpeni i
seskviterpeni, koji se uglavnom nalaze u razli¢itim dijelovima biljke."* Medu ostale spojeve
koji se u eteri¢nim uljima pojavljuju spadaju i1 oksigenirani spojevi, tj. fenoli i alkoholi
(monoterpenski i seskviterpenski), aldehidi, esteri, eteri, ketoni, laktoni i kumarini, te razni

oksidi."

2.2.3. Monoterpeni i seskviterpeni

Monoterpeni (CioHje) su spojevi koji pridonose mirisu biljke, te se radi o aciklicnim (koji su
derivati 2,6-dimetiloktana), monocikliénim (derivati cikloheksana sa izopropilnim
supstituentom), te biciklicnim C;o spojevima. U eteri¢nim uljima oni predstavljaju jedinstvenu
grupu spojeva, zahvaljuju¢i ogromnom broju spojeva koji u tu skupinu spadaju, te
raznolikosti njihovih svojstava. U biljci se proizvode iz 2 molekule izoprena, koje bivaju
sintetizirane kao aktivirana molekula (IPPP). Monoterpeni i eteri¢na ulja su se odavno

koristila u razli¢itim kulturama u prehrani, zbog svojih antibakterijskih svojstava, kao i zbog



toga Sto djeluju kao antioksidansi. Danas imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji zbog

svojih antikarcenogenih svoj stava.'® U raznim literaturama opisano je oko 30 000 terpena.'’

Seskviterpeni (C;sHys) su podskupina terpena koji sadrze 3 jedinice izoprena. Mogu
sadrzavati prstenove ili bili acikli¢ni, te u biljkama imaju ulogu slicnu monoterpenima. Puno
je vise ciklickih seskviterpena, nego monoterpena. Razlog tome je veca duljina lanca, te

dodatna dvostruka veza.'®

2.2.4. Ostali spojevi koji se pojavljuju u eteri¢nim uljima

Medu ostale spojeve spadaju diterpeni (CooHz,) 1 tetraterpeni (koji sadrze 8 jedinica izoprena),
terpenoidi (deriviraju se iz terpena sa jednom ili vise kemijski funkcionalnih grupa), te
odredeni aromatski spojevi koji se deriviraju iz fenil propana. Ti aromatski spojevi se dijele

. .. . . . . 17
na spojeve supstituirane na jezgri, te one supstituirane na vanjskom lancu.

Eteri¢na ulja mogu sadrzavati i fenole, alkohole (monoterpenske i seskviterpenske), aldehide,
ketone, estere, laktone, kumarine, etere i okside. Fenoli, aldehidi, ketoni i laktoni mogu biti
dosta toksi¢ni, te se ulja moraju razrijediti ovisno o koncentraciji tih tvari u njima. Svi ti
spojevi u odredenim koli¢inama pridonose ljekovitim svojstvima eteri¢nih ulja. Neki djeluju

antibakterijski, neki antisepti¢ki, neki dezinficiraju ili pak imaju antifungalna svojstva."
2.3. METODE IZDVAJANJA ETERICNIH ULJA IZ BILJAKA

Postoji viSe metoda dobivanja eteri¢nih ulja iz sirovog materijala biljke. Te metode se dijele

na konvencionalne (klasi¢ne) i napredne (inovativne) metode.
Klasi¢ne metode su:

1. Hidrodestilacija
2. Odnosenje vodenom parom
2.1. Parna hidrodestilacija
2.2. Parna destilacija
2.3. Hidrodifuzija
3. Ekstrakcija organskim otapalom
3.1. Soxhlet ekstrakcija

4. Hladno presanje’



2.3.1. Hidrodestilacija

Hidrodestilacija je najée$é¢e koristena metoda izdvajanja eteriénih ulja iz biljaka.”® Biljni
materijal se stavi u posudu s vodom. Materijal u posudi se zagrijava to tocke vrenja, pri cemu
biljne komponente isparavaju zajedno s vodom, te se zatim kondenziraju u kondenzatoru, te
se kapljevita smjesa odvodi u dekanter. Prednost metode je u tome $to se eteri¢na ulja ne
mijeSaju s vodom, te je stoga etericno ulje moguce odvojiti jednostavnim dekantiranjem.
Metoda takoder ima i odredene nedostatke. Vrijeme trajanja destilacije je od 3-6 sati, moguce
je da dode do promjene nekih terpenskih molekula u dodiru s vrelom vodom, te moze do¢i do

pregrijavanja i gubitka nekih polarnih molekula pri vodenoj ekstrakciji. 19
2.3.2. OdnoSenje vodenom parom

Kod parne hidrodestilacije biljni materijal se stavlja na reSetku iznad vode, tako da nije u
dodiru s vodom. Zagrijavanjem vode ona isparava, te ta para prolazi kroz biljni materijal, te sa
sobom odnosi komponente u biljnom materijalu. Biljni materijal mora biti jednoliko
rasporeden na reSetki. I voda i biljni materijal se nalaze u istoj posudi, za razliku od parne
destilacije. Kod parne destilacije para se dovodi iz vanjskog izvora, tako da u samoj koloni
nema vode. Kondenziranje i razdvajanje se provodi kao 1 kod hidrodestilacije.21 Kod

hidrodifuzije para ide prema dolje pod utjecajem gravitacije."
2.3.3. Ekstrakcija organskim otapalom

Kod ekstrakcije organskim otapalom, odnosno, ekstrakcije kruto-tekuce, naj€eSce koriStena
otapala su etanol, heksan, dietil eter, metanol i aceton. Metoda se popularno naziva i leaching,
te se provodi maceracijom. Ta metoda se koristi uglavnom kada se ocekuje da se u biljci
nalaze tvari koje se raspadaju pri visokim temperaturama. Kod ove metode biljni materijal se
stavi u posudu s otapalom, te se u toj posudi ostavi uz povremeno mijesanje. Nakon toga
smjesa se filtrira, te se filtrat dalje koncentrira isparavanjem otapala. Nakon isparavanja filtrat

se mijesa s Gistim alkoholom, nakon &ega se alkohol isparava pri niskim temperaturama.”
2.3.4. Soxhlet ekstrakcija

Iako se maceracija dosta Cesto koristila za izdvajanje komponenata iz krutina, sam proces
traje jako dugo, tako da je 1879. von Soxhlet razvio novu metodu, koja se danas smatra

standardnom metodom koja sluzi kao referentna metoda leachinga.



Uzorak se stavi u posudu smjeStenu iznad tikvice s otapalom zagrijanim do temperature
vreliSta. Otapalo vrije a nastala para kondenzira i natapa uzorak. Kada kapljevina dospije do
razine u sifonu na kojoj se prelijeva, otopina izdvojenih komponenata i otapala prelazi iz
posude u tikvicu. Postupak se ponavlja sve dok uzorak sadrzi komponente topjive u
odabranom oatapalu. Glavne prednosti soxhlet ekstrakcije su kontinuirano dovodenje uzorka
u kontakt s otapalom, sustav ostaje na visokoj temperaturi, te na kraju procesa nije potrebna
filtracija, a sama je oprema jeftina. Glavni nedostatak je prevelika potroSnja otapala, koje je
skupo i Stetno za okolis, te sam proces dosta dugo traje u usporedbi s modernim metodama.

Takoder, moze do¢i do toplinske razgradnje odredenih spojeva.

Kondenzator

Ekstraktor

—

Uzorak -

Destilacijska ¥
tikvica

|l

| ®| «—lzvortopline

Slika 3. Soxhlet uredaj

Danas konvencionalna soxhlet ekstrakcija moze biti potpomognuta mikrovanim zracenjem 1i

ultrazvukom, te moze biti automatizirana ili pod visokim tlakom.**
2.3.5. Hladno preSanje

Ova tehnika se koristi uglavnom za dobivanje eteri¢nih ulja iz biljaka iz porodice Citrus. Radi
se o mehanickom procesu gdje se biljka preSa na sobnoj temperaturi, pri ¢emu dolazi do
otpustanja eteri¢nih ulja koja se zatim odnose hladnom vodom. Ulje se odvaja dekantiranjem
ili centrifugiranjem. Glavni nedostaci ove metode su to Sto dolazi do hidrolize zbog velikih
koli¢ina vode, dolazi do prijenosa mikroorganizama, te otapanja nekih oksigeniranih
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spojeva.

Postoje 1 druge konvencionalne metode, kao $to su turbo-destilacija, vakum-destilacija,

kontinuirana destilacija, suha destilacija, te molekularna destilacija.21



Pod napredne metode spadaju:

1. Superkriticna fluidna ekstrakcija

Ekstrakcija sa subkriticnom vodom
Ekstrakcija sa subkriticnim CO,

Ekstrakcija pomocu ultrazvuka

Ekstrakcija pomo¢u mikrovalova

Ekstrakcija pomoc¢u mikrovalova bez otapala

Mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija

® N A WD

Mikrovalna parna destilacija
9. Trenutni kontrolirani pad tlaka'

2.3.6. Superkriti¢na i subkriti¢na ekstrakcija

Superkriticna ekstrakcija je ekstrakcija superkriticnim fluidima, odnosno fluidima iznad

superkriti¢ne temperature i tlaka.

Superkritiéni

Pc

Krutina Kapljevina

/ Plin

Tc T

Slika 4. Trofazni dijagram®*

Radi se o brzoj metodi koja smanjuje toplinsku degradaciju i zagadenje otapalom.” Glavne
prednosti te metode su niska viskoznost, te visok koeficijent difuzivnosti. Superkriticni fluid
moze lako u¢i u pore biljnog materijala, te jako brzo izvuéi potrebne komponente. Vrijeme
trajanja procesa se stoga u usporedbi s konvencionalnim metodama smanjuje s par sati ili
dana do par desetaka minuta. Jedna od prednosti je 1 visoka selektivnost koja se moze
podeSavati mijenjanjem tlaka ili temperature. Superkriti¢ni fluidi su sposobni u potpunosti
izvuéi potrebne komponente jer se kontinuirano propustaju kroz biljni materijal. Proces se

uglavnom provodi pod nizim temperaturama, tako da ne dolazi do toplinske razgradnje
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nestabilnih spojeva. Otopljene tvari lako se odvajaju mijenjanjem tlaka.?® Najéesée koristeni
fluidi su ugljikov dioksid (zbog toga §to mu je kriti¢na temperatura na 31,3 °C) i voda.
Ugljikov dioksid takoder se moze na industrijskoj razini reciklirati, odnosno ponovno vracati
u proces da se smanje gubitci. Subkriticna ekstrakcija je ekstrakcija na nizim temperaturama
i/ili tlakovima. Subkriti¢na ekstrakcija vodom provodi se pri temperaturi vode od 100 do 374
°C, te na povisenom tlaku koji se moze kretati od 10 do 60 bara. Radi se o metodi koja ne
oneciscuje okolis, te moze biti ucinkovitija od tradicionalnih metoda pri ekstrakciji iz ¢vrstog
materijala. Mijenjanjem temperature mijenja se dielektri¢na konstanta vode, ¢ime se mijenja

.. v . . . . 24
njezina polarnost, tako da se ona moze modificirati ovisno o tome kakvo otapalo trebamo.

Subkriticnom ekstrakcijom s ugljikovim dioksidom mogu se ukloniti laganija ulja, medutim,
razni parafini i voskovi zaostaju u biljnom materijalu. Sama metoda traje dulje od
superkriti¢ne ekstrakcije ugljikovim dioksidom, te je i prinos manji, medutim, tom metodom
se mogu izvuéi temperaturno osjetljivi spojevi, jer je sam ugljikov dioksid na nizoj,

subkriti¢noj temperaturi. >’

2.3.7. Ekstrakcija pomocu ultrazvuka

Ultrazvuéni valovi su visokofrekventi mehanic¢ki valovi koji mogu pro¢i kroz plinove,
kapljevine i krutine. Oni stvaraju negativan pritisak na kapljevinu, koji ako nadjac¢a vlac¢nu
¢vrstocu kapljevine, dovodi do stvaranja mjehuria pare, pri ¢emu dolazi do kavitacije.
Kavitacija na granici faza kapljevito-Cvrsto dovodi do stvaranja mlazova kapljevine, koji
dovode do guljenja, erozije i raspada Cestica, pri ¢emu dolazi do oslobadanja bioaktivnih tvari
iz materijala. Radi se o jeftinoj i jednostavnoj metodi koja se koristi kod oslobadanja tvari
osjetljivih na toplinu.”® Ultrazvuk pridonosi uniitavanju stanica, poboljsava kapilarne efekte,

dovodi do boljeg prodiranja otapala te poboljsava prijenos mase.”

F l |

» Transduktor

! Ultrazvuéna sonda

Generator
ultrazvuka i

: . . | | *h-uronjenost sonde u
[l & *kapljevinu

& <« |
Obloiena staklena posuda

Slika 5. Dijagram ekstrakcije potpomognute ultrazvukom?®



2.3.8. Ekstrakcija pomoc¢u mikrovalova

Kod mikrovalne ekstrakcije dolazi do promjene stani¢ne strukture pod utjecajem
mikrovalova. Proces ekstrakcije mikrovalovima je brzi i ima veéi prinos od konvencionalnih
metoda. Razlog tome je Sto i1 toplinski 1 maseni gradijent rade u istom smjeru. Kod
konvencijalnih metoda to nije slucaj, jer se prijenos mase odvija iznutra prema van, a toplina
dolazi iz vanjskog izvora. Kod mikrovalnog zracenja toplina se volumetrijski generira unutar
biljnog materijala.® Ekstrakcija moZe biti sa ili bez otapala. Mikrovalna ekstrakcija bez
otapala namjenjena je laboratorijskoj primjeni za odvajanje etericnih ulja. U ovoj metodi
biljni materijal se stavlja u mikrovalni reaktor bez otapala ili vode. Mikrovalovi zagrijavaju
vodu unutar biljnih organa, §to dovodi do njihovog pucanja, pri ¢emu se etericno ulje
oslobada. To ulje zatim isparava, te se izvan reaktora kondenzira i odvaja.?’ Kod mikrovalne
ekstrakcije s otapalom, mikrovalovi takoder uzrokuju pucanje biljnih organa, pri ¢emu
oslobadaju etericno ulje, koje onda dolazi u kontakt s otapalom. Otapalo mora imati visoku
dielektricnu konstantu. Kod konvencionalnih metoda otapalo mora samo difundirati u biljni

materijal.*

2.3.9. Mikrovalna hidrodifuzija i gravitacija

Ova tehnika moze se koristiti ne samo u laboratoriju, nego i industriji za ekstrakciju eteri¢nih
ulja iz biljaka. Biljni materijal se stavlja u mikrovalni reaktor bez otapala i vode.
Zagrijavanjem vode mikrovalovima unutar biljaka dovodi do pucanja organa koji sadrze
eteri¢na ulja, pri ¢emu se ona oslobadaju, te pod utjecajem gravitacije padaju s biljke kroz
perforirani Pyrex disk. Voda i ulje se skupljaju, te se odvajaju u Florentinskoj posudi. Ovom
metodom eteri¢na ulja se odvajaju bez destilacije i isparavanja.”> Metoda je posebno prikladna

za ekstrakciju ulja iz onih biljaka koje imaju visok udio Vlage.3 4
2.3.10. Mikrovalna parna destilacija i parna difuzija

Mikrovalna parna destilacija, u sporedbi s konvencionalnom parnom destilacijom, traje puno
kra¢e (u 6 minuta se dobije jednaka koli¢ina etericnog ulja kao i kod 2 sata parnom
destilacijom), te se dobije ¢iS¢i proizvod. Mikrovalna parna difuzija funkcionira na istom
principu kao i1 mikrovalna parna destilacija, medutim, pare teku kroz biljni materijal prema
dolje."” Treba razlikovati parnu destilaciju potpomognutu mikrovalovima kod koje se samo
voda izvan biljke zagrijava mikrovalnim zraenjem, te mikrovalnu parnu destilaciju, kod koje

se zagrijava sama biljka.3 >



2.3.11. Trenutni kontrolirani pad tlaka

Metoda se zasniva na naglom smanjenu tlaka do vakuuma, nakon ¢ega bi slijedio tvz. HTST
tretman, odnosno tretman visokom temperaturom i visokim tlakom. Naglim isparavanjem

dobiva se veéa koli¢ina ekstrahiranih molekula, te se temperatura znatno brze snizi."’
24. METODE ANALIZE ETERICNIH ULJA

Za analizu eteri¢nih ulja koriste se kromatografske metode. Kromatografija je tehnika koja se
koristi za odvajanje komponenata u smjesi, 1 temelji se na razliitoj razdiobi tvari izmedu
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mobilne i stacionarne faze sustava.

Kromatografija na stupcu
Tankoslojna kromatografija
Plinska kromatografija

Spektrometrija masa

A

Plinska kromatografija uz masenu spektrometriju (GC/MS)

2.4.1. Kromatografija na stupcu

Radi se o kromatografskoj tehnici u kojoj mobilna faza (otapalo) protjece kroz kolonu
punjenu krutim sorbensom pod utjecajem gravitacije. Kao kruti sorbens koristi se inace
silikagel ili aluminij-oksid. Oba spoja su polarna, te se zbog toga polarne tvari jace
adsorbiraju od manje polarnih. Otapalo moZe biti polarno ili nepolarno. Polarno se koristi
kada je potrebno eluirati polarne tvari, dok kod nepolarnih otapala nepolarne tvari putuju
brze, a polarne putuju sporije, ili se vezu na stacionarnu fazu. Na redoslijed eluiranja utjece i

37
molekulska masa.

2.4.2. Tankoslojna kromatografija (TLC)

Kod tankoslojne kromatografije stacionarna faza je tanki sloj sorbensa koji je nanesen na
aluminijsku ili silikatnu podlogu. Nakon §to se uzorak nanese na dno TLC plocice, plocica se
postavi u posudu koja se zatvori, da bi se volumen mogao ispuniti parama otapala. Ta posuda
sadrzi mobilnu fazu (otapalo), s tim da otapalo mora biti ispod tocke na koju se nanio uzorak.
Otapalo se uzdize uz plocu kapilarnim silama. Plocica se vadi iz posude nakon Sto otapalo
dode do vrha plocice. Ponekad tocke nije moguce vidjeti, te je potrebno nanijeti neku otopinu

koja reagira s komponentama koje se odvajaju, te daju obojeni spoj. Moguce je i koristiti
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posebne plocice koje fluoresciraju pod UV svjetlom. Radioaktivne komponente odvojene na

plo¢icama moguce je identificirati koriste¢i Geigerov brojag.™

2.4.3. Plinska kromatografija

Kod plinske kromatografije mobilna faza je inertan plin (dusik, helij, argon), a stacionarna
faza moze biti kapljevina ili krutina na krutom nosacu. Plinskom kromatografijom se
razdvajaju plinovi i hlapljive tvari. Hlapljive komponente koje ulaze u kolonu imaju razlicite
koeficijente razdvajanja, te pri razli¢itim vremenima izlaze iz kolone. Na temelju retencijskog
vremena odreduju se spojevi koji izlaze iz kolone. Plinska kromatografija je jako osjetljiva
metoda i jako pogodna za kvantitativnu analizu (povrsine ispod pikova proporcionalne su
koli¢ini tvari). Medutim, metoda nije pogodna za kvalitativnu analizu, te se zbog toga cesto
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kombinira s spektrometrijom masa.

2.4.4. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa analiticka je metoda koja razdvaja komponente na temelju odnosa
njihove mase i naboja (m/e). Prvi korak je ionizacija spoja, koja moZe biti elektronska ili
kemijska. Kod elektronske spoj se bombardira visokoenergetskim elektronima, koji se
ubrzavaju prema anodi, te se tako sudaraju s molekulama spoja, §to dovodi do nastanka
molekulskog kationa, koji se zatim razbija u fragmente iona. To fragmentiranje ponekad
sprijecava detekciju molekularnog iona. Kod kemijske ionizacije proizvode se ioni s manjim

y . .. .. .. . . v 41
viskom unutarnje energije, tako da fragmentacija nije toliko izrazena.

Ioni nastali u ionskom izvoru zatim putuju do analizatora masa, koji razdvaja te ione prema
omjeru mase i1 naboja. Analizatori masa mogu biti magnetski 1 Cetveropolni. Magnetski su

precizniji, ali i sporiji. Kod GC-MS analize koristese uglavnom &etveropolni analizatori.*

Nakon §to ioni produ kroz analizator masa, dolaze do detektora, gdje se prevode u signal
proporcionalan elektri¢noj struji, koja je pak proporcionalna njihovoj koli¢ini. Postoji vise
vrsta detektora, od kojih su najpoznatiji fotografska ploca, Faradayeva Salica, elektronski
multiplikatori, te elektro-opticki ion detektori. Spektar koji dobije naziva se maseni spektar, te

on prikazuje ovisnost intenziteta o vrsti kationa.*’
2.4.5. Plinska kromatografija uz masenu spektrometriju (GC/MS)

Radi se o vezanoj tehnici koja se ve¢ nasiroko i1 uspjesno koristi. Analize spojeva se kod obje

zasebne metode provode u parnom stanju, te su spojevi koje analizira GC (oni niske
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molekulske mase, srednje ili niske polarnosti, te u malim koncentracijama) kompatibilni i s
MS tehnikom. Jedini problem s ovom tehnikom bio je nekompatibilnost razlic¢itih radnih
tlakova oba uredaja, medutim, taj problem je rijeSen uvodenjem vakuumske pumpe i

kromatografskih kapilarnih kolona.

Sto se ti¢e analize podataka, postoje dva nadina. Prvi je koristenje referentnih materijala, §to
moze biti problem jer oni nisu uvijek dostupni, dok je drugi na¢in kombinacija viSe razliitih
pristupa, odnosno koriStenjem retencijskog vremena u kombinaciji s eksperimentalnih
masenim spektrom, koji se potom usporeduju s onim retencijskim vremenima u bazama
podataka i standardnih masenih spektara.*> Ovaj sustav se naveliko koristi u analizi eteri¢nih

. . . . 44
ulja, te je tamo skoro nezamjeniv.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. PLANIPROVEDBA EKSPERIMENTA

Cilj ovog rada bio je istraziti efikasnost ekstrakcije etericnog ulja iz smilja koriste¢i razne
ekstrakcijske tehnike, te provesti karakterizaciju etericnog ulja. Eksperimenti su provedeni u

studenom (druga berba u godini), svibnju i lipnju (prva berba u godini). Plan rada je bio:

= Ekstrahirati eteri¢no ulje hidrodestilacijom

»  Ekstrahirati eteri¢no ulje maceracijom

= Ekstrahirati eteri¢no ulje pomocu Soxhlet uredaja

» Ekstrahirati eteri¢no ulje vakuum destilacijom

* Provesti analizu etericnog ulja kombinacijom plinske kromatografije i

masene spektrometrije

3.2. KEMIKALIJE
Za provedbu eksperimenata koristene su sljede¢e kemikalije:
Otapala:

e pn-heksan, HiPerSolv CHROMANORM
e  96% etilni alkohol (etanol), KEFO

e Dietil eter, Honeywell, Riedel-de Haém
Pomoc¢ne kemikalije:
e Destilirana voda
Radni materijal:

e Smilje (lat. Helichrysum italicum), ubrano na mijestu Uzari¢i, Siroki Brijeg (Bosna i

Hercegovina)
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3.3.

34.

INSTRUMENTI

Vezni sustav plinski kromatograf-spektrometar masa, GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu
o AOC-20i, Auto Injector, Shimadzu

o GC-2010, plinski kromatograf, Shimadzu

o Rotacijski isparivag, IKA RV 10

Slika 6. Vezni sustav plinski kromatograf-spektrometar masa GCMS-QP2010 Plus,
Shimadzu
ANALITICKE METODE

Plinska kromatografija u kombinaciji s masenom spektrometrijom — koriSten je uredaj
GCMS-QP2010 Plus, Shimadzu, a metoda se koristi kad postoje hlapljivi spojevi koje
treba razdvojiti, te koji se isparavaju prije ulaska u kolonu kroz koju ih potiskuje inertni
plin, nakon ¢ega se kvalitativno analiziraju u spektrometru masa.

Analiza uzoraka provedena je na plinskom kromatografu kombiniranom s masenim
spektromentrom, na fakultetu Prehrambene biotehnologije. Etanol je koriSten kao otapalo
za sve uzorke, s tim da su uzorci iz 6. mjeseca otapani i u dietil eteru. Injekcijska
temperatura kod plinske kromatografije iznosila je 250 °C, dok je temperatura kolonske
pecnice iznosila 45 °C. Tlak je iznosio 25 kPa, kolonski protok 0,68 mL/min, a ukupni
protok 51,5 mL/min.
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3.5. PRIPREMA UZORAKA

Berba smilja se vrsi tako da se biljka odreze oko 10 cm iznad povrSine tla. Tako dobivene
stabiljke bilo je potrebno jos usitniti da bi se s njima moglo raditi. Svaka biljka usitnjena je na
komadi¢e duljine oko 5 cm, te je u tom stanju stavljana u posude u kojima se provodio

eksperiment. Prvi eksperiment bi uvijek bio isti dan nakon ubiranja biljke.
3.6. HIDRODESTILACIJA

Hidrodestilacija u 11. mjesecu 2016. godine provedena je na tri uzorka. Eksperimenti su
provedeni u aparaturi na slici 10. Tikvica od 2L u koju su uzorci stavljani bila je postavljena
na grijac, te napunjena vodom do oko polovice svog volumena. Destilacija prvog uzorka (150
g uzorka) provodila se 4 sata, a drugog i treceg 3 sata. Masa drugog i treceg uzorka iznosila je
po 100 g. Drugi uzorak sastojao se samo od cvjetova biljke smilja. Vrijeme trajanja destilacije
racunalo se od pada prve kapi destilata do vremena gaSenja grijaca. Prvi uzorak bio je star

jedan dan, drugi dva dana, a tre¢i tri dana.

Slika 7. Aparatura za provedbu hidrodestilacije u studenom 2016. godine

Hidrodestilacija u 5. mjesecu provodila se takoder na 3 uzorka, od kojih je prvi uzorak smilja
bio star jedan dan, drugi uzorak dva dana, a tre¢i uzorak tri dana. Sve tri hidrodestilacije
trajale su po tri sata, a uzorci su se stavljali u tikvicu od 5L, koja je do oko polovice bila
napunjena vodom. Masa stavljenih uzoraka iznosila je 700 g. Destilat se nakon Sto bi napunio

Erlenmeyerovu tikvicu prelijevao u lijevak za odijeljivanje, te bi se prije svakog prelijevanja
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odvojio dio destilirane vode koji bi se zatim vratio natrag u sustav. Kod ove hidrodestilacije

cvjetovi nisu zasebno destilirani.

Hidrodestilacija u 6. mjesecu takoder je provodena na 3 uzorka, od kojih je prvi bio star jedan

dan, drugi dva dana, a tre¢i tri dana.

'

Slika 8. Prikaz eteri¢nog ulja u lijevku za odjeljivanje dobivenog hidrodestilacijom

Slika 9. Cvjetovi smilja prije procesa hidrodestilacije

Kod prvog i tre¢eg uzorka provodila se destilacija cijele biljke, a kod drugog uzorka provodila

se destilacija samo cvjetova od biljke. Uvjeti su isti kao 1 kod hidrodestilacije u 6. mjesecu.
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3.7. MACERACIJA

Maceracija u 11. mjesecu provodila se na 3 uzorka. Prvi uzorak sastojao se od 61,3 g cvjetova
smilja, te je stavljen u posudu koja se potom napunila heksanom. Ekstrakcija je trajala 3 dana,
uz povremeno mijeSanje. Masa drugog uzorka smilja iznosila je 200 g, koji je stavljen u
posudu koja se opet napunila heksanom, te je ekstrakcija takoder trajala 3 dana. Uvjeti
ekstrakcije tre¢eg uzorka identi¢ni su uvjetima prva dva, s tim da je kao otapalo koriSten

etanol umjesto heksan.

Mase uzoraka za maceraciju u 5. i 6. mjesecu iznosile su po 200 g. Maceracija je trajala 3

dana, uz povremeno mijesanje, s tim da je kao otapalo koriSten heksan.

Slike 10.1 11. Maceracija u heksanu 1 etanolu

3.8. EKSTRAKCIJA POMOCU SOXHLET UREPAJA

Slika 12. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija provodila se na 2 uzorka mase 40 g. Za odvajanje eteri¢nog ulja iz prvog

uzorka koristio se heksan kao otapalo, a za odvajanje drugog uzorka etanol. Ekstrakcija se
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provodila sve do obezbojenja otapala. Nakon provedene ekstrakcije otapalo je ispareno u

rotavaporu.
3.9. EKSTRAKCIJA VAKUUM DESTILACIJOM

Vakuum destilacija provedena je na 3 uzorka, svaki mase 100 g. Vrijeme trajanja destilacije
bilo je 3 sata. Prvi uzorak destiliran je na temperaturi od 50 °C (destilacija cvjetova smilja),
drugi 70, a tre¢i 90. KoriSteni su uzorci iz 11. mjeseca, te je pri 70 i 90 °C destilirana cijela

biljka. Tlak je bio ispod vrijednosti tlaka para kapljevite smjese.

Slika 13. Vakuum destilacija

3.10. PARNA DESTILACIJA

Parnom destilacijom smilja u Sarznom destilatoru kapaciteta 510 L izradenog po narudzbi, iz
1370 kg smilja dobiveno je 890 g etericnog ulja. Destilirano smilje ubrano je 26. Lipnja 2017.
Godine. Maseno iskoriStenje iznosilo je 0,0650 %. Firentinska posuda koristila se za
odvajanje etericnog ulja od vode, a sam reaktor u kojem se nalazila voda zagrijavan je plinom.
Smilje je bilo postavljenu na stalak iznad vode, tako da je para nastala zagrijavanjem mogla

prolaziti izravno kroz biljku.
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Slika 15. Firentinska posuda za odvajanje eteri¢nog ulja

4. REZULTATI

Provedena je ekstrakcija etericnog ulja i koncentrata (absoluta) smilja koriste¢i razne tehnike,
te je provedena i karakterizacija dobivenih produkata. Dobiveni rezultati usporedeni su ovisno
o mjesecu berbe smilja, na temelju starosti ubranog smilja, te na temelju uvjeta ekstrakcije i

analize.
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4.1. HIDRODESTILACIJA

Tablica 1. Usporedba masenih iskoriStenja hidrodestilacije

Starost . Vﬁjeme . .
berba uzorka, Ugzorak m(uzorka), | m(ulja), | trajanja Ucmkovtost
dan g mg procesa, | separacije, %

h

1 cvijet 100 30,0 3 0,030

studeni 1 stabiljka 100 140,0 3 0,140

3 stabiljka 150 230,0 4 0,153

1 cijela biljka 700 2584 3 0,037

svibanj 2 cijela biljka 700 150,7 3 0,022

3 cijela biljka 700 138,2 3 0,020

1 cijela biljka 700 269,1 3 0,038

lipanj 2 cvijet 700 6739 3 0,963

3 cijela biljka 700 441,3 3 0,630

Limonen Linalol

021% \_0,21%

Kariofilen
3%

Neril propionat
1%

1-Heksakozen

6%
7(11)-Selinen-4a-ol
0,
3% B-Eudesmol
Humulan-1,6-dien-3-ol B-Selinen
2% a-Selinen 7%

(Z,E)-Farnesol _/ Tetrahidroedulan
2% 0,39% 4%

Slika 16. Sastav eteri¢nog ulja smilja dobivenog hidrodestilacijom stabiljki smilja starosti

jedan dan (studeni 2016.)
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Linalol

Limonen Neril tat
0’055% 0,18% er|43ce a Kopaen
% 1%
Neril propionat
1%
Diisoamilen

a-Selinen
4%

B-Selinen °%
6%

Tetrahidroedulan

1%
Gvaiol
B-Eudesmol 1% Rosifoliol
3% 1%
Skvalene 7(11)-Selinen-4a-ol
2% 2%

Slika 17. Sastav etericnog ulja smilja dobivenog hidrodestilacijom stabiljki smilja starosti tri

dana (studeni 2016.)

Uzorak cvjetova smilja takoder je destiliran, medutim, rezultati dobiveni GC/MS analizom

nisu pokazali da se radi o etericnom ulju.

Neril acetat
17%

B-Himakalen

Bisabolan 11%

5%
B-Eudesmol
1% B-Selinen
Humulan-1,6-dien-3-ol 8%
1%

Selina-6-en-4-ol Rosifoliol
3%Globulol Neril propionatKariofilen  a-Selinen5%
3% 1% 5% 5%

Slika 18. Sastav etericnog ulja dobivenog iz smilja starog jedan dan (otapalo za GC/MS

analizu: etanol)
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B-Himakalen

6% B-Selinen
(o]

5%

Humulan-1,6-dien-3-ol
5%

Tetrahidroedulan
4%

a-Selinen
3%

Neril acetat
2%

Kariofilen oksid
2%

B-Bisabolol
2%

a-Bisabolol
1%

Selina-6-en-4-ol
1%

Bisabolan
3%

Slika 19. Sastav etericnog ulja dobivenog iz smilja starog dva dana (otapalo za GC/MS

analizu: etanol)

ar-Kurkumen
10%

B-Selinen
7%

Rosifoliol
6%
Selina-6-en-4-ol
6%

a-Selinen
4%

B-Eudesmol Tetrahld:oedulan
2% 4%

Bisabolan

Kariofilen Kariofilen oksid
% 0,
3%

3%  Gvaiol K
arotol .
1% 2% Neril acetat Humulan-1,6-dien-3-ol
P 2% 2%
Eudesmol B-Bisabolol °
1% B-Himakalen 2%
1%

Slika 20. Sastav etericnog ulja dobiveno iz smilja starog tri dana (otapalo za GC/MS analizu:

etanol)
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a-Kariofilen
1%

Neril propionat
2% Neril acetat

ar-Kurkumen 7%

2%
4,11-Selinadien a-Cedren Cariofilen
2% a- 3% 5% 5%
Longipinen
2% a-Selinen
5%

Slika 21. Sastav etericnog ulja dobivenog od smilja starosti dva dana (otapalo za GC/MS

analizu: dietil eter)

Neril propionat
2%
Di-epi-a-cedren
2%
Tetrahidroedulan
3%

Neril acetat
7%

Kariofilen

0,
5% B-Selinen
D-Limonen 6%
5%

a-Selinen
4%

Slika 22. Sastav eteri¢nog ulja dobiveno od smilja starosti tri dana (otapalo za GC/MS

analizu: dietil eter)
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B-Himakalen
9%

Skvalen
8%
Bisabolan
3%

B-Selinen
1%

Kariofilen
1%

Humulan-1,6-dien-3-ol

2%

Slika 23. Sastav etericnog ulja smilja starosti jedan dan (otapalo za GC/MS analizu: etanol)

a-Bergamoten Ostali spojevi

1%
Neril propionat
1%
6-Kadinen

2% Selina-6-en-4-ol
3% Rosifoliol
3% B-Selinen
Kopaen o 7%
3% Kariofilen Bisabolan

4%

a-Selinen 6%

Humulan-1,6-dien-3-ol 5% Tetrahidroedulan
4%

5%

Slika 24. Sastav eteri¢nog ulja cvijeta smilja starosti dva dana(otapalo za GC/MS analizu:

etanol)
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B-Selinen
6%

Neril propionat
5%

Neril propionat Tetrahidroedulan

Oktakozil 1% 5%
heptafl butirat
epta u;/ro utira Humulan-1,6- a-Selinen
) dien-3-ol 4% Neril acetat
3% 5%

Selina-6-en-4-ol
3%

Slika 25. Sastav etericnog ulja smilja starosti tri dana (otapalo za GC/MS analizu: etanol)

a-Kadinol
1%
o-Amorfen
1%
t-Kadinol
0,
1% 6-Kadinen Tetrahidroedulan
2% 9%
Kubenol
6%
B-Selinen
y-Kadinen 4% 5%
Kariofilen Kariofilen oksid

B-Himakalen

2% 3% 3%

Slika 26. Sastav eteri¢nog ulja smilja starosti jedan dan (otapalo za GC/MS analizu: dietil

eter)
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ar-Kurkumen

Neril acetat
12%

Ostali spojevi
38%

6-Kadinen
1%
Tetrahidroedulan

7%
a-Bergamoten B-Ss!;nen
iofi 1% a-Selinen *”
Kariofilen oksid 2%
1% . .
Rosifoliol

3%
Smrekin kamfor

1% B-Himakalen
1% (-)-1zolongifolol,
Linalil izovalerat acetat Kopaen
a-Longipinen 2% Kariofilen 2% 3%
2%

2%

Slika 27. Sastav etericnog ulja cvijeta smilja starosti dva dana (otapalo za GC/MS analizu:

dietil eter)

Pentadec-7-en, 7-
0% bromometil-
= 12%

Ciklopentan, 2-(1-
hidroksi-2-propil)-1,3-
dimetil-

12%

Diisoamilen
6%
Neril propionat
5%

Smrekin kamfor B-Selinen

2% Kubenol 5%
39% 6,10,13-
. Trimetiltetradekanol
a-Selinen 9%
3% Neril acetat
5%

Slika 28. Sastav eteri¢nog ulja od smilja starosti tri dana (otapalo za GC/MS analizu: dietil

eter)
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Slika 29. Usporedba koncentracija komponenti etericnog ulja dobivenog iz cvjetova smilja u

lipnju u etanolu i dietil eteru

25 A

20 A
£
& 15 1 i Studeni
@
5 # Svibanj
3
2 10 17 # Lipanj
N

5 -

0 - —

Neril acetat B-Himakalen Kariofilen a-Selinen B-Selinen

Slika 30. Usporedba koncentracija komponenti etericnog ulja dobivenog prvi dan nakon

branja smilja po mjesecima

27




18 - -
16 - ,
14 -
g2 |
2 10 - = 1. dan
‘E ‘;. # 2. dan
§ 8 - , = 3. dan
o = %
X g - :E: 2
4 B ;
0 a . 2= . . A . .
Neril acetat B-Himakalen B-Selinen a-Selinen Kariofilen
Slika 31. Usporedba koncentracija komponenti eteri¢nog ulja iz svibnja dobivenog prvi, drugi
i tre¢i dan nakon berbe smilja
4.2. MACERACIJA
Tablica 2. Usporedba ucinkovitosti separacije maceracijom
Starost Vrijeme
berba | uzorka, Ugzorak otapalo m(uzorka), | m(ulja), | trajanja Uc1nkoY1tost
dan g mg procesa, | separacije, %
dan
1 stabiljka n-heksan 200 2740 3 1,370
studeni 1 cvijet n-heksan 61,3 450 3 0,734
2 stabiljka etanol 200 2570 3 1,285
svibanj 1 cijela biljka | n-heksan 200 1290 3 0,645
lipan;j 1 cijela biljka | n-heksan 200 2435 3 1,218

28




Kopaen

6-Kadinen B-Himakalen
2% 7%

B-cis-Kariofilen
8%
trans-a-Bergamoten
1%
y-Gurjunen
1%

Slika 32. Sastav koncentrata stabiljki smilja dobivenog maceracijom u n-heksanu (otapalo za

GC/MS analizu: etanol)

B-Mircen
4%

trans-B-Bergamoten
4%

cis-a-Farnesen
5%

Slika 33. Sastav koncentrata stabiljki smilja dobivenog maceracijom u etanolu (otapalo za

GC/MS analizu: etanol)
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Kopaen
6-Kadinen 4% : 4%
1% —
a-Zingiberen
1%

B-Himakalen
3%

trans-a-Bergamoten
2%

Humulen-(v1)

7%
trans-a-Bergamoten
2%

3%

Slika 34. Sastav koncentrata smilja dobivenog maceracijom cvjetova smilja u n-heksanu

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)

B-Selinen
7%

Rosifoliol
6%

Selina-6-en-4-ol
6%

Tetrahidroedulan
4%
Kariofilen oksid
3%
Kariofilen
2%

B-Eudesmol
2% Karotol

2%

Humulan-1,6-dien-
Neril acetat 3-0l
2% 2%

B-Eudesmol
2%

B-Bisabolol
1%

B-Him?kalen Dotriakontan
1% 1%

Slika 35. Sastav koncentrata smilja dobivenog maceracijom u n-heksanu (otapalo za GC/MS

analizu: etanol)
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Ostali spojevi

B-Selinen
6%
Bisabolan
- ()
a-Bergamoten Kariofilen 5%
1% o
o-Selinen 4%
0,

Linalol
L 2%

Di-epi-a Globulol

cedren 39%
2% 1R-a-Pinen ?

20
% Neril propionat
3%

Slika 36. Sastav koncentrata od smilja dobivenog maceracijom (otapalo za GC/MS analizu:

dietil eter)
4.3. VAKUUM DESTILACIJA
Tablica 3. Usporedba uc¢inkovitosti separacije vakuum destilacijom
Starost Vrijeme
berba uzorka, Uzorak OT, m(uzorka), | m(ulja), | trajanja U01nkoY1tost
C g mg procesa, | separacije, %
dan h
1 stabiljka 50 100 10,0 3 0,010
studeni 2 stabiljka 70 100 - 3 -
3 stabiljka 90 100 40,0 3 0,040
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Propan, 2-nitro-
3%

Etilamin
3%

1,4-Dioksan-2,6-dion
3%

Aziridin, 1-metil-
7%

Oksalna kiselina,
ciklobutil heptil ester

4%
Oksalna kiselina,
ciklobutil etil ester

2%

Slika 37. Sastav etericnog ulja dobivenog vakuum destilacijom stabiljki smilja pri 50 °C

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)

Sllané;netll- Oksalna kiselina, dialil 2-Akrilna kiselina,
° Propan ester etenil ester
Etan, 1.1- Cljanamld 1% 1% 1%
dietoksi- 1% Ciklopropan Etanol, 2-nitro-, nitrat
5%  Etilamin Keten 1% (ester)
1% 1% 1%
Acetatna kiselina,
cijano-
o-Alilhidroksilamin 1%
1% 1,3-Propanediol, 2-

metil-2-nitro-, dinitrat

2%
1,4-Dioksan-2,6-dion

3%

1,2-Propanediol, 3,3'-
oksidi-, tetranitrat
1%
1,2-Propanediol, Etanol, 2-nitro-, )
dinitrat nitrat (ester) 1,2-Pr99aned|ol,
2% 2% dinitrat
2%

Slika 38. Sastav etericnog ulja dobivenog vakuum destilacijom stabiljki smilja pri 70 °C

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)
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o-Alilhidroksilamin
1%

1,3-Propanediol, 2-
metil-2-nitro-, dinitrat
1%

Maslacna
kiselina, 1,1-
dimetiletil estergmporasta kiselina,

1%

2-Akrilna kiselina,
etenil ester

Pirimidin-2,4(1H,3H)-
dion, 5-amino-6-

Acetatna kiselina, % izobutil pentil ester nitrozo-
cijano- 5%
1% 2-Akrilna kiselina,
etenil ester
2%

Oksalna kiselina,
ciklobutil etil ester

2%
Nonan, 3,7-dimetil-

6%

1-Pentanol, 4-metil-2-
propil-
10%
L-Prolin, etil ester
2%

Slika 39. Sastav eteri¢nog ulja dobivenog vakuum destilacijom stabiljki smilja pri 90 °C

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)

44. SOXHLET EKSTRAKCIJA
Tablica 4. Usporedba uc¢inkovitosti separacije soxhlet ekstrakcijom
Starost Vrijeme
berba | uzorka Ugorak Otapalo m(uzorka), | m(ulja), | trajanja | Ucinkovitost
dan ’ P g mg procesa, | separacije, %
h
. 2 stabiljka n-heksan 40 810 3 2,025
studeni —
2 stabiljka etanol 40 2710 3 6,775
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Kopaen B-Himakalen

2% 8%

6-Kadinen

2% a-Gurjunen
(o]

4%

Slika 40. Sastav koncentrata dobivenog iz stabiljki smilja soxhlet ekstrakcijom n-heksanom

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)

B-Mircen Kopaen a-Longipinen
3%

Izokariofilen
7%

trans-a-Bergamoten

1%

6-Kadinen
2%

Aromadendren
8%

Seikelen
3%
Humulen-(v1)
13%
ar-Kurkumen
5%

Slika 41. Sastav koncentrata dobivenog iz stabiljki smilja soxhlet ekstrakcijom etanolom

(otapalo za GC/MS analizu: etanol)
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4.5. PARNA DESTILACIJA

Globulol
2%
Kopaen

0,
3% a-Selinen

3%
a-Cedren
3%

Kariofilen
4% B-Selinen
4%

Neril acetat
4%

Slika 42. Sastav etericnog ulja smilja dobivenog destilacijom parom (otapalo za GC/MS

analizu: etanol)

a-Bergamoten .
1% Neril acetat

5%

Globulol

Kopaen 3%

3%

Kariofilen

a-Selinen Bisabolan 4%
3% 4%
a-Cedren
4%

Slika 43. Sastav etericnog ulja smilja dobivenog destilacijom parom (otapalo za GC/MS

analizu: dietil eter)
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5. RASPRAVA

U ovom je radu istraZzen utjecaj metode dobivanja etericnog ulja i koncentrata (absoluta)
smilja ubranog u studenom, svibnju i lipnju na sastav, odnosno kvalitetu dobivenog
proizvoda. S obzirom da je sirovina biljnog porijekla vrlo nestabilna i sklona truljenju istrazen
je 1 utjecaj starosti ubrane biljke na sastav i1 kvalietu etericnog ulja odnosno koncentrata

smilja.
Hidrodestilacija

U tablici 1 prikazani su rezultati utjecaja vremena prikupljanja i starosti uzoraka na masu ulja
koje se moze dobiti hidrodestilacijom. Usporedbom masenih iskoriStenja hidrodestilacije u
studenom, svibnju 1 lipnju vidljivo je da se najvece iskoriStenje dobilo u studenom, dok je
najmanje iskoriStenje dobiveno u svibnju. Razlog tome je Sto se etericno ulje prvenstveno
nalazi u cvjetovima biljke koji nisu bili u potpunosti razvijeni u svibnju. Iz usporedbe
masenih iskoriStenja u lipnju vidljivo je da se najviSe etericnog ulja dobilo iz cvjetova biljke.
Pregledom literature ovisno o lokalitetu s kojeg je smilje prikupljano iskoriStenja se krecu u
intervalu od 0,02 do 0,60 % za svibanj; 0,03 % (stabiljka), 0,11 % (cvijet) te 0,21 % (cijela

11. 12 ... . .12 . g . N . .
891112 Anojoni i suradnici 2, objavili su da je koli¢ina ekstrahiranog ulja

biljka) za lipan;.
bila najveca u rujnu (u odnosu na berbe u lipnju 1 srpnju), da cvijet sadrzi vise ulja te da je
udio neril acetata kao osnovne komponente vec¢i u stabiljci nego u cvijetu. S druge strane,
Leonardi i suradnici ® objavili su da je najviSe ulja ekstrahirano iz uzoraka prikupljenih u
svibnju (u odnosu na berbe u sijecnju i listopadu). Na temelju objavljenih rezultata nije
moguce predvidjeti koliko se ulja moZe ekstrahirati te koje su osnovne komponente s obzirom
da na iskoriStenje 1 sastav ulja u velikoj mjeri utjecu lokalitet s kojeg je smilje ubrano, vrijeme

berbe, vrsta uzorka (cvijet, stabiljka ili cijela biljka) te starost uzorka.

Eteri¢na ulja dobivena hidrodestilacijom karakterizirana su GC/MS analizom pri ¢emu su
uzorci eteri¢nih ulja otapani u etanolu 1 dietil eteru. Broj detektriranih spojeva u uzorcima
kretao se od 125 do 680 a identificiranih je bilo znatno manje. U prilogu se nalaze tablice s
rezultatima GC/MS analiza uzoraka koje sadrze spojeve ¢ija je koncentracija veca od 1% te
neke dodatne spojeve koji bi se trebali nalaziti u etericnom ulju smilja ¢ija je koncentracija
manja od 1%. Karakterizacijom uzoraka eteri¢nih ulja dobivenih u studenom (slike 16 i 17),
svibnju (slike 18 — 22) i lipnju (slike 23 — 28) hidrodestilacijom vidljivo je da je za ovo ulje
karakteristiCan visok udio seskviterpena. Osim seskviterpena, u uljima se pojavljuju i

alkoholni derivati terpena i1 seskviterpena, te esteri. Seskviterpeni koji se pretezito pojavljuju
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su B-Himakalen, koji u koncentraciji od 31% djeluje kao insekticid, te B-Selinen, a-Selinen i
kariofilen (koji se veze na kanabinoidne CB; receptore). Kariofilen se moze koristiti pri
lijeCenju mnogih upalnih poremecaja, te takoder djeluje kao antikancerogeno sredstvo, i
smanjuje tjeskobu i depresiju. Od estera najucestaliji je neril acetat. Udio komponenata
prisutnih u najve¢im koncentracijama u svim usporedenim spojevima ovisno o otapalu u
kojem se uzorak otapao za GC/MS analizu prikazan je na slici 29. lako su koncentracije nekih
spojeva priblizno jednake dobiveni se rezultati znatno razlikuju u broju detektiranih spojeva.
Dakle, vrlo je vazno definirati koje se otapalo koristi za analizu jer se dobivaju razliciti
rezultati. Utjecaj vremena prikupljanja uzoraka na sastav etericnog ulja prikazan je na slici 30.
Koncentracija B-himakalena, odnosno komponenete koja je prisutna u najvecoj mjeri u
etericnom ulju, opada od studenog do lipnja, a koncentracija neril acetata je najveca u uzorku
prikupljenom u svibnju. S obzirom na prethodno objavljene rezultate bilo je za ocekivati da ¢e
najvecu koncentraciju neril acetata sadrzavati uzorak prikupljen u srpnju. Tu je potrebno
naglasiti da ne postoje objavljeni rezultati za eteri¢no ulje smilja prikupljenog na lokaciji s
koje je uzorak analiziran u ovom radu. Utjecaj starosti biljke nakon branja na sastav eteri¢nog
ulja prikazan je na slici 31. Iz prikazanih rezultata moze se zakljuciti da se sastav etericnog
ulja, a posebice koncentracija neril acetata u velikoj mjeri mijenja. Publicirani radovi
uglavnom ne navode koliko je proSlo vremena izmedu branja biljke i ekstrakcije etericnog

ulja, Sto takoder moze biti razlog razli¢itim sastavima etericnog ulja.
Maceracija

U tablici 2 prikazan je utjecaj vrste uzorka (stabiljka, cvijet, cijela biljka) i koriStenog otapala
na masu koncentrata (absoluta) dobivenog maceracijom. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da
su najveca masena iskoriStenja dobivena iz smilja branog u studenom, a najmanja u svibnju,
kada biljka joS§ uvijek nije bila potpuno narasla. Opcéenito se moZe re¢i da se koncentrata
dobiva viSe nego etericnog ulja. Karakterizacijom koncentrata dobivenih maceracijom (slike
32 — 36) vidljivo je da je za koncentrat dobiven u studenom karakteristican visok udio a-
Longipinena (biljka u heksanu), te a-Bergamotena (biljka u etanolu). Osim visokih udjela tih
spojeva, kao 1 kod hidrodestilacije, pojavljuju se jo$ i B-Himakalen, B-Selinen, te neril acetat.
Kod koncentrata dobivenih u svibnju i lipnju ne postoji jedan spoj koji znacajno po udjelu
odstupa od ostalih, kao §to je to bio slucaj u studenom, nego su pronadeni spojevi po svojem
udjelu 1 tipu znacajno blizi spojevima pronadenim u uzorcima dobivenim hidrodestilacijom,
odnosno, pretezito se pojavljuju neril acetat, f-Himakalen, B-Selinen, a-Selinen, kariofilen, te

ar-Curcumene. Maceracijom je detektriran manji broj spojeva GC/MS analizom (studeni:
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145-253; svibanj: 552; lipanj: 539) u usporedbi s hidrodestilacijom. Kako se radi o
drugacijom metodi separacije i dobivanju druge vrste proizvoda, o€ito je i da sastav mora biti

drugaciji.
Vakuum destilacija

Vakuum destilacijom nisu dobiveni terpeni niti njihovi derivati tako da ova metoda nije
pogodna za ekstrakciju kvalitetnog eteri¢nog ulja iz smilja. Maseno iskoristenje opadalo je s

porastom temperature.
Soxhlet ekstrakcija

U tablici 4 prikazano je kako vrsta otapala utjeCe na u€inkovitost ekstrakcije ulja iz stabiljki
smilja prikupljenih u studenom 2016. Usporedbom masenih iskoriStenja soxhlet ekstrakcije
moze se zakljuciti da je etanol kod soxhlet ekstrakcije bolje otapalo (iskoristenje ekstrakcije
etanolom 6,775 %, a iskoriStenje heksanom 2,025 %). Spojevi koji se pretezito nalaze u
koncentratima su seskviterpeni (slika 40 1 41). Koncentrat dobiven soxhlet ekstrakcijom
etanolom karakterizira visok udio o-Longipinena, dok se ekstrakcijom heksanom dobio

koncentrat visokog udjela B-Himakalena.
Destilacija vodenom parom

Usporedbom masenog iskoriStenja hidrodestilacije provedene u laboratoriju u lipnju, te
destilacije provedene u Sarznom destilatoru vidljivo je da se radi u prosjeku o priblizno istim
vrijednostima. Medutim, destilacijom u Sarznom destilatoru dobiven je visok udio

monoterpena, konkretno a-Pinena.
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6. ZAKLJUCAK

U ovom radu ispitane su metode i uvjeti ekstrakcije na ucinkovitost ekstrakcije eteri€énog ulja
i koncentrata iz smilja, te je izvrSena karakterizacija dobivenih uzoraka. Utvrdeno je da je
hidrodestilacija od koriStenih metoda najpogodnija za ekstrakciju etericnog ulja. Ustanovljeno
je da vrijeme berbe, kao i starost ubranog smilja utjecu na maseno iskoristenje, te na dobiveni
sastav etericnog ulja. Eksperimentima je takoder utvrdeno da je najvece iskoriStenje dobiveno
u studenom, zatim u lipnju, te najmanje u svibnju, kada biljka joS nije bila u cvatu, Sto pak
ukazuje na to da se eteri¢no ulje prvenstveno dobiva iz cvjetova biljke. Ustanovljeno je da
udio neril acetata, kao jednog od glavnih pokazatelja kvalitete eteri¢nog ulja, u etericnom ulju
znacajno opada sa vremenom pocetka destilacije nakon berbe. Osim navedenog, za preciznu

karakterizaciju uzoraka od velike je vaZznosti 1 otapalo koje se koristi u GC/MS analizi.
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8. PRILOZI

Tablica 5. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja dobivenog hidrodestilacijom smilja starosti tri

dana u studenom

t, min A, % Spoj M(g/mol)

17,281 0,054759 | Limonen 136,24 Monoterpen
21,158 | 0,179269 | Linalol 154,25 Alkohol
23,802 1,288796 1-metilcikloakrilna kiselina etil ester 128,169 Ester

33,608 4,232026 | Neril acetat 196,29 Ester

34,335 1,081733 Kopaen 204,3511 Seskviterpen
36,778 3,233815 2-(2,5-Dimetilciklopentil)-1-propanol 156,269 Alkohol
37,462 | 0,925044 | Neril propionat 210,317 Ester

38,541 4,593985 | Diisoamilene 140,2658 | Alken
38,710 14,37256 B-Himakalen 204,3511 Seskviterpen
39,113 6,141792 B-Selinen 204,3511 Seskviterpen
39,416 4,491169 o-Selinen 204,3511 Seskviterpen
39,786 1,073082 | Tetrahidroedulan 196,334 Alkan
43,419 ]0,708303 | Gvaiol 222,37 Alkohol
44,004 1,074385 | Rosifoliol 222,372 Alkohol
45,603 | 2,534855 | B-Eudesmol 222,372 Alkohol
45,711 2,034495 | 7(11)-Selinen-4a-ol 222,372 Alkohol
68,422 1,996814 Skvalene 410,718 Triterpen
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Tablica 6. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja dobivenog hidrodestilacijom smilja starosti

jedan dan u studenom

t, min | A% Spoj M, g/mol
17,270 | 0,206637 | Limonen 136,24 Monoterpen
21,153 | 0,210085 | Linalol 154,25 Alkohol
23,799 | 2,818139 | 1-metilcikloakrilna kiselina etil ester 128,169 Ester
33,610 | 10,11769 | Neril acetat 196,29 Ester
34,333 | 2,111456 | Kopaen 204,3511 | Seskviterpen
36,197 | 3,428558 | Kariofilen 204,3511 | Seskviterpen
36,779 | 3,731749 | 2-(2,5-Dimetilciklopentil)-1-propanol 156,269 Alkohol
37,464 | 1,192713 | Neril propionat 210,317 | Ester
38,538 | 5,843276 | 1-Heksakozen 364,702 Alken
38,703 | 21,56313 | B-Himakalen 204,3511 | Seskviterpen
39,109 | 6,904263 | B-Selinen 204,3511 | Seskviterpen
39,414 | 4,221954 | a-Selinen 204,3511 | Seskviterpen
39,779 | 0,393999 | Tetrahidroedulan 196,334 | Alkan
42,228 | 2,051669 | Tridekan, 7-cikloheksil- 266,505 | Alkan
42,801 | 1,553315 | (Z,E)-Farnesol 222.366 Alkohol
43,424 | 0,335149 | Gvaiol 222,37 Alkohol
43,879 | 2,270531 | Humulan-1,6-dien-3-ol 222,37 Alkohol
44,011 | 2,184094 | Rosifoliol 222,372 | Alkohol
44,903 | 0,743785 | B-Eudesmol 222,372 | Alkohol
45,717 | 3,251458 | 7(11)-Selinen-4a-ol 222,372 | Alkohol
71,367 | 7,624496 | 6,6-Dimetil-4,5-tetrametilen-2-fenil-5,6-dihidro-4H-1,3- | 243,35

oksazin
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Tablica 7. GC/MS analiza eteri¢nog ulja dobivenog vakuum destilacijom pri 90 °C

t, min A, % Spoj

38.525 1,280369 Acetatna kiselina, cijano-

38.933 3,666901 1,3-Propanediol, 2-metil-2-nitro-, dinitrat

43.275 1,340542 o-Alilhidroksilamin

43.608 1,338738 Maslac¢na kiselina, 1,1-dimetiletil ester

50.692 1,282728 2-Akrilna kiselina, etenil ester

50.941 2,062346 Sumporasta kiselina, izobutil pentil ester

60.528 1,693532 2-Akrilna kiselina, etenil ester

64.442 4,662574 Pyrimidin-2,4(1H,3H)-dion, 5-amino-6-nitrozo-

71.100 1,928049 Oksalna kiselina, ciklobutil etil ester

71.921 5,4517 Nonan, 3,7-dimetil-

72.543 9,686467 1-Pentanol, 4-metil-2-propil-

72.642 2,421721 L-Prolin, etil ester

Tablica 8. GC/MS analiza eteri¢nog ulja dobivenog vakuum destilacijom pri 50 °C

t, min A, % Spoj

19.058 3,130151 Etilamin

23.567 2,848916 Propan, 2-nitro-

27.758 2,946724 Ciklopropan

28.367 2,459766 1,4-Dioksan-2,6-dion

71.217 2,225651 Diazirin

71.551 7,170939 Aziridin, 1-metil-

72.551 4,019639 Oksalna kiselina, ciklobutil heptil ester
72.658 2,37266 Oksalna kiselina, ciklobutil etil ester




Tablica 9. GC/MS analiza eteri¢nog ulja dobivenog vakuum destilacijom pri 70 °C

t, min | A% Spoj M(g/mol)
3,739 | 4,663245 | Etan, 1,1-dietoksi- 118,1742
10,270 | 1,208632 | Etilamin 45,08
11,890 | 1,799525 | Silan, metil- 46,1438
37,000 | 1,487133 | Cijanamid 42,04
37,333 | 1,056355 | Keten 42,037
38,584 | 1,357028 | Propan 44,1
38,775 | 1,167217 | Oksalna kiselina, dialil ester 170,164
41,414 | 1,184321 | Ciklopropan 42,08
63,408 | 1,076627 | 2-Akrilna kiselina, etenil ester 98,0999
63,583 | 1,278 Acetatna kiselina, cijano- 85,0614
63,883 | 1,462505 | Etanol, 2-nitro-, nitrat (ester) 136,0636
64,303 | 1,034737 | o-Alilhidroksilamin 73,095
65,267 | 2,049044 | 1,3-Propanediol, 2-metil-2-nitro-, dinitrat 135,12
71,104 | 2,73314 | 1,4-Dioksan-2,6-dion 116,0722
72,275 | 1,019137 | 1,2-Propanediol, 3,3'-oksidi-, tetranitrat 346,1626
72,654 | 2,001848 | 1,2-Propanediol, dinitrat 166,0895
72,982 | 1,514056 | Etanol, 2-nitro-, nitrat (ester) 136,0636
73,543 | 2,191976 | 1,2-Propanediol, dinitrat 166,0895
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Tablica 10.

GC/MS analiza eteri¢nog ulja dobivenog soxhlet ekstrakcijom heksanom

t, min A, % Spoj

34.200 1,861027 Kopaen Seskviterpen

35.465 8,090818 B-Himakalen Seskviterpen

36.065 11,96911 Kariofilen Seskviterpen

38.357 3,799107 a-Gurjunen Seskviterpen

38.564 20,11011 B-Himakalen Seskviterpen

38.680 3,31681 ar-Kurkumen Seskviterpen

38.971 16,80447 Gvaia-10(14),11-dien Seskviterpen

39.278 10,15568 o-Gvaiene Seskviterpen

40.214 2,116784 d-Kadinen Seskviterpen

Tablica 11. GC/MS analiza eteri¢nog ulja dobivenog soxhlet ekstrakcijom etanolom

t, min A, % Spoj
33.494 | 5,257233 | B-Mircen Monoterpen
34.204 | 2,559123 | Kopaen Seskviterpen
35471 | 3,361261 | a-Longipinen Seskviterpen
36.070 | 7,33728 | Izokariofilen Seskviterpen
36.703 | 1,136095 | trans-o-Bergamoten Seskviterpen
38.362 | 2,865666 | Seikelen Seskviterpen
38.568 | 29,69225 | a-Longipinen Seskviterpen
38.683 | 5,011339 | ar-Kurkumen Seskviterpen
38.976 | 12,56881 | 1R,3Z,9s-4,11,11-Trimetil-8-metilenbiciklo[7.2.0Jundec-3-en | Seskviterpen
39.283 8,080511 | Aromadendren Seskviterpen
40.219 1,94472 0-Kadinen Seskviterpen
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Tablica 12. GC/MS analiza koncentrata smilja dobivenog maceracijom u heksanu u studenom

t, min | A% Spoj M(g/mol)

33,565 | 3,668746 | B-Mircen 136,238 Monoterpen
34,283 | 5,078855 | Kopaen 204,3511 | Seskviterpen
35,548 | 7,126236 | B-Himakalen 204,3511 | Seskviterpen
36,148 | 7,695963 | B-cis-Kariofilen 204,3511 | Seskviterpen
36,778 | 1,083759 | trans-a-Bergamoten 204,3511 | Seskviterpen
38,437 | 3,662625 | y-Gurjunen 204,3511 | Seskviterpen
38,642 | 30,22194 | a-Longipinen 204,3511 | Seskviterpen
39,053 | 16,31013 | B-Selinen 204,3511 | Seskviterpen
39,359 | 10,23069 | 1R,3Z,9s-4,11,11-Trimetil-8- 204,3511 | Seskviterpen

metilenbiciklo[7.2.0Jundec-3-en
40,292 | 1,792908 | 6-Kadinen 204,3511 | Seskviterpen

Tablica 13. GC/MS analiza koncentrata smilja dobivenog maceracijom u etanolu u studenom

t, min A, % Spoj M(g/mol)

33,565 4,056759 B-Mircen 136,238 Monoterpen
35,549 3,704278 trans-B-Bergamoten 2043511 Seskviterpen
36,150 5,454365 cis-o-Farnesen 204,3511 Seskviterpen
38,641 24,09801 trans-o-Bergamoten 204,3511 Seskviterpen
39,051 17,14326 o-Selinen 204,3511 Seskviterpen
39,359 9,747546 0-Guaien 204,3511 Seskviterpen
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Tablica 14

heksanu u studenom

. GC/MS analiza koncentrata smilja dobivenog maceracijom cvjetova smilja u

t, min | A,% Spoj M(g/mol)

33,544 | 3,779776 | B-Mircen 136,238 Monoterpen
34,257 | 3,894544 | Kopaen 204,3511 | Seskviterpen
35,525 | 3,491746 | B-Himakalen 204,3511 | Seskviterpen
35,907 | 1,962547 | trans-a-Bergamoten 204,3511 | Seskviterpen
36,124 | 8,426859 | B-cis-Cariofilen 204,3511 | Seskviterpen
36,757 | 2,107751 | trans-a-Bergamoten 204,3511 | Seskviterpen
38,415 | 2,567353 | a-Gvaien 204,3511 | Seskviterpen
38,621 | 40,98264 | a-Longipinen 204,3511 | Seskviterpen
39,029 | 10,7784 | B-Selinen 204,3511 | Seskviterpen
39,336 | 6,863359 | 1R,3Z,95-4,11,11-Trimetil-8- 204,3511 | Seskviterpen

metilenbiciklo[7.2.0Jundec-3-en

39,934 | 1,092616 | a-Zingiberen 204,3511 | Seskviterpen
40,269 | 1,506205 | 6-Kadinen 204,3511 | Seskviterpen
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Tablica 15. Eteri¢no ulje otopljeno u etanolu dobiveno iz smilja starog jedan dan (svibanj)

t, min A, % Spoj

33,584 17,45932 Neril acetat Ester

38,661 9,237423 B-Himakalen Seskviterpen
39,071 7,771994 B-Selinen Seskviterpen
43,973 5,156184 Rosifoliol Alkohol
39,378 4,780172 a-Selinen Seskviterpen
36,746 4,726894 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
36,166 4,554709 Kariofilen Seskviterpen
37,432 3,746487 Neril propionat Ester

38,387 3,116555 Globulol Alkohol
45,674 3,107283 Selina-6-en-4-ol Alkohol
35,567 2,054227 B-Himakalen Seskviterpen
43,82 1,39078 Humulan-1,6-dien-3-o0l Alkohol
44,863 1,176291 B-Eudesmol Alkohol
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Tablica 16. Eteri¢no ulje otopljeno u etanolu dobiveno iz smilja starog dva dana (svibanj)

t, min A, % Spoj

38,624 5,478245 B-Himakalen Seskviterpen
39,031 5,311688 B-Selinen Seskviterpen
43,785 5,12354 Humulan-1,6-dien-3-ol Alkohol
38,459 3,626773 Tetrahidroedulan Alkan
39,339 3,141689 a-Selinen Seskviterpen
36,708 3,122065 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
33,542 1,942707 Neril acetat Ester

55,132 1,489477 Palmitinska kiselina, metil ester Ester

42,154 1,464269 6,10,13-Trimetiltetradecil izovalerat Ester

4273 1,418453 Kariofilen oksid Oksid
46,139 1,395268 B-Bisabolol Alkohol
46,706 1,331423 o-Bisabolol Alkohol
60,753 1,30371 Metil elaidat Ester

44,111 1,164604 Selina-6-en-4-ol Alkohol
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Tablica 17. Eteri¢no ulje otopljeno u etanolu dobiveno iz smilja starog tri dana (svibanj)

t, min A, % Spoj

38,768 10,29489655 | ar-Kurkumen Seskviterpen
39,065 6,938737646 | B-Selinen Sesquiterpen
43,97 5,632557157 | Rosifoliol Alkohol
45,673 4,302827671 | Selina-6-en-4-ol Alkohol
39,372 3,764129096 | a-Selinen Seskviterpen
38,489 3,537961894 | Tetrahidroedulan Alkan
42,766 2,91576717 | Kariofilen oksid Oksid

36,74 2,861980646 | Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
42,185 2,730926474 | Oktakozil heptafluorobutirat Ester

36,161 2,494542087 | Kariofilen Seskviterpen
43,818 2,181090655 | Humulan-1,6-dien-3-ol Alkohol
33,574 1,752658187 | Neril acetat Ester

44,796 1,69478494 | Karotol Alkohol
46,173 1,657610014 | B-Bisabolol Alkohol
44,146 1,246979943 | Selina-6-en-4-ol Alkohol
71,977 1,22787438 Dotriakontan Alkan
35,562 1,150978527 | B-Himakalen Seskviterpen
39,759 1,120198014 | 5,9-Dimetil-2-(1-metiletil)-1-ciklodekanon Keton
45,556 1,115961215 | B-Eudesmol Alkohol
43,381 1,070011788 | Gvaiol Alkohol
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Tablica 18. Eteri¢no ulje otopljeno u dietil eteru dobiveno od smilja starosti dva dana

(svibanj)
t, min A, % Spoj
38,75 13,23171491 | B-Himakalen Seskviterpen
12,062 10,70980542 | 3-Karen Monoterpen
39,127 7,424341684 | B-Selinen Seskviterpen
33,626 7,108831824 | Neril acetat Ester
36,201 5,315235408 | Cariofilen Seskviterpen
35,597 4,70586348 o-Cedren Seskviterpen
39,425 4,678174945 | a-Selinen Seskviterpen
36,773 3,407916388 | 7-1zopropenil-4,4,8,8-tetrametilbiciklo[4.2.0]octan-1,5-diol Alcohol
17,283 3,294144016 | D-Limonen Monoterpen
34,328 2,306285888 | a-Longipinen Seskviterpen
38,556 2,164943875 | Oktadecil heptafluorobutanoat Ester
38,475 1,947791121 | 4,11-Selinadien Seskviterpen
38,831 1,806648057 | ar-Kurkumen Seskviterpen
37,453 1,800668721 | Neril propionat Ester
23,791 1,725051266 | 2-Krotonska kiselina, 3-metil-, pentil ester Ester
37,678 1,177663549 | o-Kariofilen Seskviterpen
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Tablica 19. Eteri¢no ulje otopljeno u dietil eteru dobiveno od smilja starosti tri dana (svibanj)

t, min A, % Spoj

12,057 17,30339351 | 3-Karen Monoterpen
38,708 13,83263929 | B-Himakalen Seskviterpen
33,608 7,277544602 | Neril acetat Ester

39,101 5,999274611 | B-Selinen Seskviterpen
36,189 5,033030745 | Kariofilen Seskviterpen
17,285 4,88223257 | D-Limonen Monoterpen
35,589 4,275070446 | B-Himakalen Seskviterpen
39,404 3,836039172 | a-Selinen Seskviterpen
38,522 3,282921511 | Tetrahidroedulan Alkan
36,763 2,954761395 | Ciklopentan, 2-(1-hydroksi-2-propil)-1,3-dimetil- Alkohol
23,795 2,329176451 | 2-Krotonska kiselina, 3-metil-, pentil ester Ester

34,328 2,162623169 | Di-epi-a-cedren Seskviterpen
37,448 1,368099763 | Neril propionat Ester
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Tablica 20. GC/MS analiza koncentrata smilja otopljenog u etanolu, dobivenog maceracijom

u heksanu (svibanj)

t, min A, % Spoj

38,768 10,2949 ar-Kurkumen Seskviterpen
39,065 6,938738 B-Selinen Seskviterpen
43,97 5,632557 Rosifoliol Alkohol
45,673 4,302828 Selina-6-en-4-ol Alkohol
39,372 3,764129 o-Selinen Seskviterpen
38,489 3,537962 Tetrahidroedulan Alkan
42,766 2,915767 Kariofilen oksid Oksid

36,74 2,730926 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
42,185 2,494542 Oktakozil heptafluorobutirat Ester

36,161 2,181091 Kariofilen Seskviterpen
43,674 1,752658 Humulan-1,6-dien-3-ol Alkohol
33,574 1,694785 Neril acetat Ester

44,796 1,65761 Karotol Alkohol
46,173 1,24698 B-Bisabolol Alkohol
44,146 1,227874 Selina-6-en-4-ol Alkohol
71,977 1,150979 Dotriakontan Alkan
35,562 1,120198 B-Himakalen Seskviterpen
39,759 1,115961 5,9-Dimetil-2-(1-metiletil)-1-ciklodekanon Keton
45,556 1,070012 B-Eudesmol Alkohol
43,381 1,043642 Gvaiol Alkohol
44,857 1,038863 B-Eudesmol Alkohol
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Tablica 21. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja starosti jedan dan, otopljenog u etanolu

(lipanj)

t, min A, % Spoj

38,628 7,679847 B-Himakalen Seskviterpen
62,084 7,636436 Skvalen Triterpen
36,713 2,753876 Bisabolan Seskviterpen
43,785 1,868967 Humulan-1,6-dien-3-ol Alkohol
39,032 1,566562 B-Selinen Seskviterpen
36,13 1,127269 Kariofilen Seskviterpen
35,531 1,014368 B-Himakalen Seskviterpen

Tablica 22. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja starosti dva dana, otopljenog u etanolu

(lipanj)
t, min A, % Spoj
38,55 19,33292 B-Himakalen Seskviterpen
33,442 10,05807 Neril acetat Ester
38,942 6,652457 B-Selinen Seskviterpen
36,617 6,234729 Bisabolan Seskviterpen
38,317 5,494617 Tetrahidroedulan Alkan
39,258 4,719546 o-Selinen Seskviterpen
43,508 4,230275 Humulan-1,6-dien-3-ol Alkohol
36,033 3,759832 Kariofilen Seskviterpen
34,15 2,91709 Kopaen Seskviterpen
43,875 2,904805 Rosifoliol Alkohol
45,417 2,666384 Selina-6-en-4-ol Alkohol
40,192 1,785687 6-Kadinen Seskviterpen
35,408 1,628303 B-Himakalen Seskviterpen
37,292 1,550844 Neril propionat Ester
35,825 1,028493 a-Bergamoten Seskviterpen
39,592 1,023274 5,9-Dimetil-2-(1-metiletil)-1-ciklodekanon Keton
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Tablica 23. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja starosti tri dana, otopljenog u etanolu (lipanj)

t, min A, % Spoj

38,63 13,47533 B-Himakalen Seskviterpen
36,716 12,02038 Bisabolan Seskviterpen
39,037 6,454878 B-Selinen Seskviterpen
42,718 5,178051 Neril propionat Ester

38,465 5,033387 Tetrahidroedulan Alkan
33,549 4,51525 Neril acetat Ester

39,344 3,664738 o-Selinen Seskviterpen
45,645 2,848449 Selina-6-en-4-ol Alcohol
43789 2,829962 Humulan-1,6-dien-3-ol Alcohol
42,159 2,774283 Oktakozil heptafluorobutirat Ester

37,404 1,508889 Neril propionat Ester
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Tablica 24. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja starosti jedan dan, otopljenog u dietil eteru

(lipanj)
t, min A, % Spoj
38,729 17,54943 ar-Kurkumen .
Seskviterpen
36,701 12,77684 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Alkohol
38,451 6,296697 Tetrahidroedulan
Alkan
43,768 5,584987 Kubenol Alkohol
39,022 5,11799 B-Selinen Seskviterpen
33,530 3,589198 Neril acetat
Ester
35,521 3,148866 B-Himakalen Seskviterpen
34,254 2,964186 Kopaen Seskviterpen
42,714 2,561828 Kariofilen oksid Oksid
39,328 2,537032 o-Selinen ..
Seskviiterpen
39,714 2,331185 Tetrahidroedulan
Alkan
36,118 2,26551 Kariofilen )
Seskviterpen
40,036 1,890065 v-Kadinen Seskviterpen
40,263 1,735231 6-Kadinen )
Seskviterpen
42,360 1,673802 2-Hidroksi-(Z)9-pentadecenil propanoat Ester
45,047 1,39583 t-Kadinol Alkohol
39,462 1,179528 o-Amorfen )
Seskviterpen
44,228 1,176928 Geranil tiglat
Ester
45,545 1,029912 o-Kadinol Alkohol
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Tablica 25. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja starosti dva dana, otopljenog u dietil eteru

(lipanj)
t, min A, % Spoj
38,717 12,69784 ar-Kurkumen Seskviterpen
33,533 11,95459 Neril acetat Ester
38,447 7,177235 Tetrahidroedulan Alkan
39,021 6,565858 B-Selinen Seskviterpen
36,698 6,014627 Ciklopentan, 2-(1-hidroksi-2-propil)-1,3-dimetil- Alkohol
39,329 4,138414 o-Selinen Seskviterpen
39,715 2,661043 5,9-Dimetil-2-(1-metiletil)- 1-ciklodekanon Keton
43919 2,585061 Rosifoliol Alkohol
34,252 2,539481 Kopaen Seskviterpen
43,767 2,449804 (-)-Izolongifolol, acetat Ester
36,118 2,348855 Kariofilen Seskviterpen
37,389 2,173899 Linalil izovalerat Ester
38,078 1,644942 a-Longipinen Seskviterpen
35,520 1,463537 B-Himakalen Seskviterpen
45,622 1,296722 Smrekin kamfor Alkohol
42,716 1,284181 Kariofilen oksid Oksid
35,903 1,057394 a-Bergamoten Seskviterpen
40,262 1,010149 6-Kadinen Seskviterpen
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Tablica 26. GC/MS analiza eteri¢nog ulja od smilja starosti tri dana, otopljenog u dieti eteru

(lipanj)
t, min A, % Spoj
38,703 12,37624 Pentadec-7-en, 7-bromometil-
36,719 11,45177 Ciklopentan, 2-(1-hidroksi-2-propil)-1,3-dimetil- Alkohol
38,464 6,208514 Diisoamilen Alken
37,399 5,101144 Neril propionat Ester
39,034 4,826267 B-Selinen Seskviterpen
42,370 4,519849 6,10,13-Trimetiltetradekanol Alkohol
33,543 4,46345 Neril acetat Ester
42,151 3,314064 6,10,13-Trimetiltetradekanol Alkohol
39,342 3,112733 o-Selinen Seskviterpen
42,710 2,952299 Maslacna kiselina, 3-metil-, 3,7-dimetil-2,6-oktadienil ester | Ester
38,035 2,833087 5,9-Dimetil-2-(1-metiletil)- 1-ciklodekanon Keton
43,781 2,611666 Kubenol Alkohol
45,631 2,369603 Smrekin kamfor Alkohol
42,505 1,493283 6,10,13-Trimetiltetradekanol Alkohol
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Tablica 27. GC/MS analiza koncentrata od smilja dobivenog maceracijom, otopljenog u dietil

eteru (lipanj)

t, min A, % Spoj

38,800 16,73991883 | B-Himakalen Seskviterpen
33,667 11,35693415 | Neril acetat Ester

39,150 5,864817048 | B-Selinen Seskviterpen
36,892 4,5560587 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
36,233 4,216569736 | Kariofilen Seskviterpen
39,425 3,7544571 o-Selinen Seskviterpen
37,467 3,073274804 | Neril propionat Ester

38,525 2,57034579 | Globulol Alkohol
34,350 2,539229281 | Kopaen Seskviterpen
12,067 2,390269541 | 1R-a-Pinen Monoterpen
21,192 1,811318891 | Linalol Alkohol
35,617 1,71841541 Di-epi-a-cedren Seskviterpen
35,992 1,087597448 | a-Bergamoten Seskviterpen

Tablica 28. GC/MS analiza etericnog ulja smilja dobivenog u Sarznom destilatoru, otopljenog

u etanolu (lipanj)

t, min A, % Spoj

11,806 35,33713 a-Pinen Monoterpen
38,473 13,46608 B-Himakalen Seskviterpen
33,39 4,222242 Neril acetat Ester

38,873 4,132382 B-Selinen Seskviterpen
35,971 3,668571 Kariofilen Seskviterpen
35,372 3,372559 0-Cedren Seskviterpen
17,061 3,220986 Ciklobutan, 1,2-bis(1-metiletenil)-, trans- Monoterpen
39,182 2,661195 o-Selinen Seskviterpen
34,113 2,627078 Kopaen Seskviterpen
36,561 2,451994 7-1zopropenil-4,4,8,8-tetrametilbiciklo[4.2.0]oktan-1,5-diol Alkohol
38,293 2,079211 Globulol Alkohol
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Tablica 29. GC/MS analiza eteri¢nog ulja smilja dobivenog u Sarzno destilatoru, otopljenog u

dietil eteru (lipanj)

t, min A, % Spoj

11,801 19,50981 a-Pinen Monoterpen
38,473 15,05957 B-Himakalen Seskviterpen
33,382 5,488806 Neril acetat Ester

38,869 4,587649 B-Selinen Seskviterpen
35,961 3,98796 Kariofilen Seskviterpen
35,362 3,657687 0-Cedren Seskviterpen
36,546 3,543493 Cikloheksan, 1-(1,5-dimetilheksil)-4-metil- Seskviterpen
39,176 3,096693 o-Selinen Seskviterpen
38,295 3,031219 Globulol Alkohol
34,098 2,909272 Kopaen Seskviterpen
17,048 2,495753 Ciklobutan, 1,2-bis(1-metiletenil)-, trans- Monoterpen
35,748 1,057046 a-Bergamoten Seskviterpen
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