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Sazetak

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je ljekovita i aromati¢na biljka. Zbog
povecane primjene u parfemskoj industriji dobilo je veliku paznju, Sto je rezultiralo sve ve¢im
interesom za njegovo sakupljanje u prirodi. Unazad nekoliko godina, u nasim krajevima
uzgaja se u priobalnim dijelovima. Uzorak smilja uzgojenog u Hrvatskoj izoliran je
destilacijom vodenom parom. Osam frakcija uzimano je svakih 15 minuta. Takoder, destiliran
je 1 uzorak istog biljnog materijala bez frakcioniranja. Kemijski sastav analiziran je plinskom
kromatografijom sa spektrometrom masa (GC-MS). Frakcije su imale razli¢iti kemijski
sastav. Identificirano je oko 90% komponenata. Dobiveni rezultati ukazuju da se sastav
etericnog ulja razlikuje tijekom destilacije. Pocetne frakcije sadrzavale su ve¢i udio
monoterpena, dok su kasnije frakcije sadrzavale viSe seskviterpena. Udio neril acetata nije se
znacajno mijenjao tijekom destilacije. Iz rezultata se moze zakljuciti da sastav eteri¢nog ulja

ovisi o vremenu destilacije i da ga je na taj nacin moguce mijenjati.

Kljuéne rije¢i: smilje, Helichrysum italicum, eteri¢no ulje, destilacija vodenom parom, GC-
MS



Changes in essential oil composition of immortelle (Helichrysum italicum
(Roth) G. Don) during steam distillation

Abstract

Immortelle (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) is a medicinal and aromatic plant.
Due to increased application in the perfume industry, it has received a lot of attention, which
has resulted in increasing interest in its collection in nature. In the last few years it has been
cultivated in the coastal parts of Croatia. A sample of immortelle cultivated in Croatia was
isolated by steam distillation. Eight fractions were taken every 15 minutes. A sample of the
same plant material without fractionation was also distilled. The chemical composition was
analyzed by gas chromatography with mass spectrometer (GC-MS). The fractions had
different chemical composition. About 90% of the components have been identified. The
results obtained indicate that the composition of the essential oil differs during distillation.
Initial fractions contained a higher amount of monoterpenes, whereas later fractions contained
more sesquiterpenes. The amount of neryl acetate did not change significantly during
distillation. From the results it can be concluded that the composition of the essential oil

depends on the time of distillation and can thus be varied.

Keywords: immortelle, Helichrysum italicum, essential oil, steam distillation, GC-MS
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1. UvVOD

Smilje (lat. Helichrysum) je biljka koja pripada porodici glavocika i rodu Helichrysum.
Postoji vise od 600 vrsta smilja rasprostranjenih diljem Sredozemlja na suhim i kamenitim
mjestima. Helichrysum italicum (Roth) G. Don je najpoznatija vrsta smilja u nasim krajevima.
Podnosi visoke ljetne temperature, suSu i visoke nadmorske visine. Ve¢ 2000 godina ima
primjenu u tradicionalnoj medicini za ljekovite svrhe, lijeCenje razliCitih infekcija, rana,
probavnih tegoba, dijabetesa, prehlade i gripe. Djeluje kao antiseptik, diuretik i antidepresiv.
Eteri¢na ulja smilja najcesce se dobivaju destilacijom vodenom parom koja traje oko dva sata.
Kemijski sastav eteri¢nog ulja smilja ovisi 0 puno faktora, npr. trajanje destilacije, klimatski i

okoli$ni uvjeti, susenje, itd, §to ¢emo detaljnije vidjeti u radu.

Cilj ovog rada bio je pratiti promjenu sastava etericnog ulje smilja ubranog u
Hrvatskoj (Helichrysum italicum (Roth) G. Don ssp. italicum) tijekom destilacije vodenom

parom.



2. OPCI DIO

2.1. Smilje

Smilje je aromati¢na biljka, koja uz ljekovite biljke, poput stolisnika, rimske i
njemacke kamilice, pripada porodici Asteraceae (glavocike) te rodu Helichrysum. Engleski
nazivi za smilje su Immortelle i Everlasting, $to znac¢i ,besmrtan”, odnosno "vjecan".
Latinsko ime Helichrysum dobiveno je od gr¢kih rije¢i helios (sunce) i chryson (zlatno), sto se
odnosi na zlatno zutu boju cvjetova smilja [1, 2]. Cvjetovi smilja ostaju iste boje i oblika
nakon berbe 1 suSenja. Zbog tih karakteristika, za smilje se kaze da je biljka koja traje

zauvijek [3-5].

Postoji nesto vise od 600 razli¢itih vrsta smilja rasprostranjenih diljem svijeta.
Vecinom raste u krSu Mediteranskih zemalja (Hrvatska, Italija, Francuska, Crna Gora, Grcka,
Cipar, Maroko, Spanjolska itd.) na suhom i siromasnom tlu gdje rijetko koja biljka moze
uspijevati. Cvate u kasno proljece, podnosi visoke ljetne temperature kamena i krsa te nakon
ljeta moze jo$ jednom cvasti (jesenska berba). Smilje mozZe opstati na visokim nadmorskim
visinama, bez prisutnosti vode te uz visoke i niske temperature [4]. Ima karakteristiCan i

intenzivan miris, a trajnost jednog grma smilja je 5 do 8 godina [5-7].

Smilje u Hrvatskoj raste po cijeloj obali te na otocima, a uzgaja se i ponegdje na

kopnu. Rasprostranjenost smilja u Hrvatskoj dana je na slici 1 [8].

Slika 1. Rasprostranjenost smilja u Hrvatskoj
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Najznacajnija vrsta smilja u naSem podneblju je Helichrysum italicum (primorsko

smilje) [1, 2, 4]. Tablica 1 prikazuje neke vrste roda Helchrysum koje rastu u Hrvatskoj i

njihove karakteristike [9].

Tablica 1. Vrste roda Helichrysum koje rastu u Hrvatskoj i njihove karakteristike.

Ime Listovi Stabljika Cvijet Staniste Rasprostranjenost
u Hrvatskoj
Helichrysum | Svjetlo- Visine do 70 | Zlatno  Zute | Suha, Jadranska obala
italicum zeleni, cm, na vrhu | boje, pjeskovita i
(Roth) G. | sjede¢i, dugi | razgranata skupljene u | kamenita tla
Don 1-3 cm, Stitast  cvat,
prekriveni oko 4 mm
dlac¢icama Siroki
Helichrysum | Prekriveni Visina 30 do | Narancaste i | Suhe livade, | Dalmatinsko
arenarium L. | gustim 50 cm, | Zute boje, 2-5 | pjeskovita tlo | obalno podrucje
Moench bijelim prekrivena mm Siroki
dladicama s | bijelim
obje strane dla¢icama
Helichrysum | Uski i | Visina do 80 | Tamno- Klisure  uz | Podrugja oko
litoreum izduZzeni, cm, snazna | naranc¢asti do | obalu Velebitskog
Guss. srebreno-sivi, | glavna zlatno-zuti kanala, otoka
rano se osusSe | stabljika Krka, Golog
i otpadnu otoka, Prvi¢a i dr.
nakon cvatnje
Helichrysum | Vrlo wuski i | Visina do 15 | Siroki 4-6 | Plaze i hridi, | Jadranska obala
stoechas (L.) | linearni, dugi | cm, mm pjeskovita tla
Moench 1-3,5cm pustenasta
stabljika

Smilje se koristi u tradicionalnoj medicini, a najvise u proizvodnji eteri¢nih ulja koja

se koriste u kozmetici, izradi parfema i njezi koze [10, 11]. Najpoznatije je upravo zbog

regenerativnog djelovanja na stanice koze. Djelotvorno je protiv starenja koZze; protiv bora i

podo¢njaka, mrlja na tijelu, popucalih kapilara, strija, oZiljaka i ostalih nepravilnosti na kozi,




poput akni, te kozi sklonoj upalama. Koristi se za suhu i osjetljivu kozu te je terapija za
psorijazu [12]. U davnoj proslosti, nasi preci su cijenili smilje kao odli¢an lijek za rane, a
danas mu je primjena u tom podruc¢ju sve veca. Potice cirkulaciju te je jedno od najboljih
sredstava za uklanjanje hematoma (modrica) kod raznih ozljeda [13]. Djeluje antioksidativno,
antimikrobno, antibakterijski te smanjuje razinu Kkolesterola. Djeluje kao antiseptik,
antialergetik, diuretik i antidepresiv [3, 5, 14, 15]. Upotrebljava se kod jetrenih tegoba,
odli¢no je za pacijente koji imaju probavne tegobe jer poti¢e protok Zzuci, pojacava lucenje
probavnih enzima iz gusterace te probavnih sokova iz zeluca [15, 16]. Takoder, djeluje na
miSice i ziv€ani sustav. Smilje se moze koristiti i u kulinarstvu, kod priprave variva, no zbog
jakog okusa potrebno ga je izvaditi prije jela [10, 13, 17]. Najcjenjenije eteri¢no ulje smilja u
aromaterapiji je ulje s Korzike (Francuska) koje ima puno vecu trzi$nu cijenu od ulja s ostalih
podru¢ja. Koristiti ga smiju svi, ¢ak i trudnice i dojilje, no u odredenim koli¢inama i za
odredenu upotrebu [18]. Smilje se ne smije piti niti koristiti dulji period. Djeci nije dozvoljeno

konzumiranje eteri¢nog ulja smilja [15, 16].
2.1.1. Helichrysum italicum

Najpoznatija i najznacajnija vrsta Smilja koja pripada rodu Helichrysum je
Helichrysum italicum (slika 2) [2, 3]. Postoje tri podvrste: Helichrysum italicum: ssp. italicum
(H. italicum (Roth) G. Don) koja je najrasprostranjenija vrsta diljem Sredozemlja, ssp.
microphyllum (H. italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman) koja najc¢escée raste u Italiji,
Gr¢koj te na Korzici, i ssp. siculum (H. italicum subsp. siculum (Jord. and Fourr.) Galbany
and al.) koja je specifi¢na za Siciliju [19]. Drugi naziv za H. italicum je pjeskovita ili vje¢na
biljka. U Hrvatskoj raste kao niski aromati¢ni grm, do visine oko 60 cm. Nalazi se duz
Jadranske obale 1 na otocima, na suncanom, kamenitom 1 pjes€anom tlu, s otpornoS¢u na niske
temperature i suSu. Ova biljka ima sposobnost prezivljavanja u okruzenju kojem nedostaje
vode, §to joj omogucéava da raste na visokim nadmorskim visinama (do 2200 m) [10, 11, 20].
Stabljika je ravna, na vrhu razgranata. Listovi su uski, sjedeci i duguljasti, prekriveni sitnim
dla¢icama. Cvjetovi su dvospolni, relativno mali (oko 4 mm), zlatno-zute boje i jakog mirisa,

slicnog curryju. Vrijeme cvatnje je kasno proljece ili rano ljeto i rana jesen [10, 20].



Slika 2. Helichrysum italicum

Tradicionalnu primjenu ima kod lijeCenja zdravstvenih poremecaja poput prehlade,
kaslja, alergija, upala, infekcija, nesanice te bolesti jetre, probavnih problema i problema
diSnog sustava itd. Takoder se upotrebljava pri zacjeljivanju rana i drugih problema koze,
poput starenja koze, oziljaka i hematoma te bronhitisa, sinusitisa, astme i raznih vrsta kaslja
[14, 18, 20, 21]. Zanimljivo je kako su tradicionalne upotrebe H. italicum koje nemaju
potvrdu (npr. zubobolja, glavobolja, nesanica) puno vise u primjeni od onih koje su potvrdene
eksperimentalnim podacima. Potrebno je provesti klinic¢ka ispitivanja kako bi se u potpunosti
potvrdila priznata upotreba u tradicionalnoj medicini. Podaci o ucinkovitosti dobiveni putem
klini¢kih ispitivanja nisu dostupni [2, 20]. Znanstvene studije pokazale su da eteri¢no ulje H.
italicum ima visoku razinu toksi¢nosti za li¢inke komaraca pa je nastao prijedlog kako bi H.
italicum u kombinaciji s drugim aktivnim spojevima moglo biti zanimljivo sredstvo koje bi

trebalo biti ukljuceno u pripravke koji odbijaju komarce [2, 20].

Godinama je interes za smilje rastao zbog njegove povecane primjene u parfemskoj
industriji $to je utjecalo na znatno povecavanje cijene susene biljke, a time i na povecani
interes za sabiranje smilja [22]. Intenzivna i nepravilna berba uniStavala je stani$ta smilja.
Godine 2013. i 2014. [23, 24] pocela je sadnja i uzgajanje smilja na obradivom tlu kao
poljoprivredne kulture. Time je doslo do povecanja ponude smilja na trzistu. Cijena otkupnog



smilja 2016. godine bila je 14 kn po kilogramu, godinu poslije se prepolovila, a danasnja
cijena je od 2 kune do 5 kuna. Cijena 1 kg eteri¢nog ulja smilja je pala, a iznosila je oko 2000
eura [18, 25, 26]. Ubrano smilje je najbolje destilirati u roku 24 sata kako bi se minimizirao
gubitak eteri¢nog ulja u biljci $to nije uvijek moguce pa ga je potrebno osusiti [15]. Najéesce
se prirodno susi na zraku (6-12 dana) ili se su$i u suSarama. Zatim se tako suseno smilje
skladisti zbog moguénosti ponovne vlaznosti sve dok ne dode vrijeme destilacije [4]. Za 1 kg

suhog smilja potrebno je 3 kg svjezeg [27].

Samoniklo smilje se po izgledu moze razlikovati od uzgojenog smilja. Samoniklo raste
na kamenitim, suhim, zapu$tenim i neobradenim mjestima gdje se biljka potpuno prilagodi
okolisu. Takve biljke su najbolje za dobivanje visoko kvalitetnih eteri¢nih ulja, pogotovo ako
dolaze iz Ciste prirode, udaljeni od gradova. Uzgojeno smilje je razvijenija biljka i ima vise
vode u sebi, obzirom da je raslo na pogodnijem tlu. Zbog toga eteri¢na ulja dobivena iz tih
biljaka nisu toliko kvalitetna [7]. Kako bi smilje bilo dobre kvalitete, treba pripaziti na
odredene okolisne i klimatske uvjete: nadmorsku visinu, temperaturu, dostupnost sunceve

svjetlosti, vlagu i tlo [28]. Potrebno je izbjegavati vlazno kiselo tlo.

Kemijski sastav i sadrzaj ulja smilja je kompleksan i razli¢it. KarakteristiCan miris
potjece od brojnih hlapivih komponenata. Sastoje se od stotinjak razli¢itih komponenata [29].
Sadrzi spojeve poput angelata koji su karakteristicni za eteri¢no ulje smilja, monoterpena,
monoterpenskih alkohola, estera 1 seskviterpena koji su teze hlapive komponente.
Najzastupnjeljini spojevi karakteristicni za H. italicum su neril-acetat, limonen, a-pinen, y- i
ar-kurkumen i italiceni, koji su specifi¢ni za smilje (slika 3). Kemijski sastav ovisi 0 puno
faktora: klimatskim i okolisSnim uvjetima, zemljopisnom podrijetlu, susenju smilja, vremenu i
trajanju destilacije [10, 19]. Niza nadmorska visina i izlozenost suncu utjeCu na koli¢inu
spojeva koji sadrze kisik (u ve¢em udjelu). Postotak monoterpenskih ugljikovodika u takvim
uzorcima znatno je nizi, nego $to je u uzorcima prikupljenim s mjesta gdje dopire manje

sunca [10].
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Slika 3. Prikaz kemijskih struktura nekih komponenata iz cvijeta Helichrysum

italicum: a- pinen (1), neril acetat (2), limonen (3), ar- kurkumen (4), y- kurkumen (5).

2.1.2. Helichrysum arenarium

Helichrysum arenarium (slika 4) je srodna vrsta H. italicum-u koja je uz njega najvise
proucavana [3]. Helichrysum arenarium je trajna zeljasta biljka, drugog naziva pjes¢ano
smilje. Nalazi se u Europi, srednjoj Azije i Kini, a u Srbiji i Svedskoj ova vrsta smilja je u
potpunosti zasticena [2]. Grm je nesto niZi, naraste do 50 cm, a korijen raste duboko u zemlji.
Listovi su znatno Siri, duljine 2-5 cm, ravnog ruba. Stabljika je obi¢no u gornjem dijelu
razgranata zeleno sive boje. Listovi i stabljika prekriveni su gustim dlac¢icama. Cvjetovi su
zute i naranCaste boje, promjera 4-8 mm [2, 4, 30]. Jo§ od antickih vremena se koristi u
narodnoj i suvremenoj medicini. Tradicionalno se koristi kao diuretik, detoksikacijsko i blago
antimikrobno sredstvo, pomaze kod reume, artritisa i probavnih tegoba s naglaskom na

dugotrajnoj uporabi. H. arenarium vrlo je poznata u fitoaromaterapiji zbog svog potencijala u



lijeCenju zucnog mjehura. Povecava izlucivanje zuci i pospjesSuje protok. Potice izluCivanje

zelu¢anog soka [2, 30].

Slika 4. Helichrysum arenarium

Cvjetovi H. arenarium bogati su fenolnim spojevima. Imaju vrlo sli¢an fenolni profil
kao H. italicum. Ve¢ina literaturnih podataka potvrduje da su flavonoidi (slika 5) glavna
skupina spojeva koji su odgovorni za bioloSku aktivnost. Osim fenola, fenolne kiseline,

kumarini 1 pironi su vazne komponente u ovoj vrsti smilja.

Slika 5. Kemijske strukture karakteristi¢nih flavonoida podrijetlom iz biljke

Helichrysum arenarium: izosalipurpozid (1) i helikrizin A (2)

Sadrzaj eteri¢nog ulja H. arenarium u biljci je oko 0,04%-0,09% [2]. Kemijski sastav

razlikuje se od eteri¢nog ulja H. italicum. Eteri¢no ulje H. italicum dobiveno iz cvijeta i lista



sadrzi a-pinen u udjelu oko 21%, dok je njegov udio u eteri¢nom ulju H. arenarium 0,4-5,4%
[19]. Udio B-selinena, neril acetata i y-kurkumena u etericnom ulju H. arenarium nije
znacajan dok su te komponente glavne sastavnice etericnog ulja H. italicum. p-karoiofilen u
etericnom ulju H. areanrium prisutan je u udjelu od 6-36,2%, dok ga u eteri¢cnom ulju H.
italicum ima malo, tek oko 5%. Udio 1,8-cineola u eteri¢cnom ulju H. arenarium dobivenog iz
lista je 4,2%, a iz cvijeta 4,9% i 8,9%, dok je u eteriénom ulju H. italicum njegov udio samo
0,4%. Eteri¢no ulje H. arenarium sadrzi 1,5-8,9% a-kopaena, dok eteri¢no ulje H. italicum
sadrzi neSto manje, oko 3,6%. Bitna razlika izmedu ovih ulja je i u udjelu d-kadinena kojeg
ulje H. italicum sadrzi samo oko 1,0%, a ulje H. arenarium do 14,4%. Udio selina-3,7 (11)-
diena u ulju H. italicumu je 1,3%, a ulju dobivenom iz lista H. arenarium je 8,6%. Eteri¢no
ulje H. italicum ne sadrzi znacajan udio oktadekana, epi-a-kadinola i a-kadinola, dok eteri¢no
ulje iz lista H. arenariuma sadrzi do 22,3% oktadekana, do 6,8% epi-a-kadinola i do 5,8% a-
kadinola. Eteri¢no ulje dobiveno iz cvijeta H. arenarium sadrzi do 32% henesikosana, dok

njegov udio u etericnom ulju H. italicum nije znacajan [19, 30-32].

2.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su prirodne smjese aromati¢nih spojeva intenzivnog mirisa dobivenih iz
biljaka destilacijom ili nekim drugim postupkom. Najcesce se dobivaju destilacijom vodenom
parom. Ostali postupci dobivanja su tijeStenje, ekstrakcija supektricnim fluidom te ekstrakcija
organskim otapalima. Stariji naziv za eteri¢na ulja je esencijalna ulja. Biljke sadrze eteri¢na
ulja koja se mogu izolirati iz cvjetova biljaka, listova i plodova. Takoder, manji broj ulja
moze se dobiti iz korijena, plodova, granéica ili iz kore. Cijena nekih ulja je vrlo visoka, jer se
iz velike koli¢ine biljnog materijala dobije vrlo mala koli¢ina ulja [7, 33]. Medutim, cijena
moze varirati zbog manjka sirovina, lose berbe i slabe potraznje [34]. Udio eteri¢nog ulja u
biljci je razli¢it. Tako je, na primjer za 1 kg etericnog ulja smilja potrebno oko 1000 kg smilja,
dok je za 1 kg etericnog ulja lavandina potrebno 50 kg lavandina. Prilikom dobivanja 1 kg
etericnog ulja ruze potrebno je oko 4-5 tona ruzinih latica, a za 1 kg eteri¢nog ulja limuna

potrebno je oko 200 kg limunove kore [35, 36].

Jedna od glavnih karakteristika eteri¢nih ulja je hlapivost. Molekule koje se nalaze u
etericnom ulju mogu biti lako ili teze hlapive. Tablica 2 prikazuje temperature vrelista nekih

molekula sadrzanih u razlic¢itim eteri¢nim uljima.



Tablica 2. Temperature vreliSta za neke vaznije molekule u eteri¢énim uljima [37]

Molekula Grupa Eteri¢no ulje bogato molekulom Temperatura
vrelista/°C
a-pinen monoterpen Bor 155
1,8-cineol  monoterpenski eukaliptus globulus 176-177
oksid
linalol monoterpenski ruzino drvo 198-199
alkohol
linalil acetat /monoterpenski lavanda 220
ester
geraniol  monoterpenski palmarosa 230
alkohol
timol monoterpenskKi timijan ct. timol 232
alkohol,
aromatski
karvakrol monoterpenski mravinac 237
alkohol,
aromatski
cinamaldehid derivat kora cimetovca 248

fenilpropana
eugenol derivat Klin¢i¢evac 254

fenilpropana

Komponente sadrzane u eteriénom ulju ve¢inom su male molekulske mase, s 10-15
ugljikovih atoma u molekuli. Karakteristika im je netopivost u vodi. Voda ima veéu gustocu
od ulja tako da ulje pliva na povrSini vode. Iznimka je eteri¢no ulje njemacke kamilice koje
ima gustoéu veéu od vode. Dobro su topiva u organskim otapalima, voskovima i biljnim
uljima. Lipofilne su molekule pa zbog visoke lipofilnosti i male molekulske mase imaju

veliku sposobnost apsorpcije kroz kozu te apsorpciju u probavnom sustavu [33].
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Eteri¢cnih ulja su pri sobnoj temperaturi u teku¢em agregatnom stanju. Jedna od
iznimaka je eteri¢no ulje ruze koje prelazi u kruto stanje ako se nalazi na temperaturama

nizim 0d 20°C. Vecinom su bezbojna ili zu¢kasta dok postoje i ulja karakteristicnih boja [33].

Eteri¢na ulja imaju dugu povijest u tradicionalnoj medicini. Siroku primjenu imaju u
prehrambenoj, farmaceutskoj, kozmeti¢koj industriji i poljoprivredi [38]. Veliku primjenu
imaju u njezi koze i aromaterapiji. Dakle, koriste se u parfemima, kremama, sapunima, kao
aromatski dodatak hrani, mirisi u sredstvima za ¢iS¢enje i slino. Danas se eteri¢na ulja,
njihove glavne komponente i derivati sve viSe istrazuju kao alternativha zamjena za
antibiotike ili sredstva za lije¢enje raka i drugih bolesti. Tako je doSlo do otkrica da mogu
djelovati sinergisticki s antikancerogenim sredstvima i radioterapijom [19]. Sastav i kakvoca
etericnog ulja ovisi o nekoliko faktora: starosti i podvrsti biljke, biljnom organu ili dijelu
biljke iz kojeg je dobiveno ulje, nac¢inu dobivanja ulja, klimatskim uvjetima (temperatura,
koli¢ina oborina, broj suncanih sati, svjetlost) i okolisnim ¢imbenicima (vrsta i pH tla,
nadmorska visina, staniSte, izloZenost insektima) [18, 19, 22, 38]. Dakle, kako bi dobili
eteri¢no ulje istog sastava potrebno ga je izolirati iz biljke pod istim uvjetima, iz istog biljnog

organa koji raste na istom tlu, pod istom klimom i da je ubrano iste sezone [38].

Etericna ulja koja se primjenjuju moraju biti kemijski 1 botanic¢ki definirana te
oznacena prema medunarodnim smjernicama. Termin ,.kemijski definirano“ podrazumijeva
kemijski sadrzaj, odnosno odreden udio komponenata u ulju koji se izrazava u postocima (%),
nacin dobivanja ulja, kemotip biljke i godinu proizvodnje. Termin ,botanicki definirano*
podrazumijeva podrijetlo, odnosno odredivanje vrste i podvrste biljke iz kojeg je dobiveno
eteri¢no ulje. Odnosi se na latinsko ime biljke iz kojeg je dobiveno ulje, biljni organ ili dio
biljke iz kojeg je dobiveno ulje, na¢in i zemlju uzgoja. Osim ovih smjernica, svako eteri¢no
ulje trebalo bi na pakiranju sadrzavati: toksikoloSku oznaku 1 alergene (ako ih ima),
upozorenja (ako ih ima) i rok trajanja. Neka ulja na pakiranju nemaju napisane sve navedene
smjernice, stoga proizvodac¢i moraju imati certifikate koji daju sve potrebne informacije o ulju
[7, 33, 39].

2.2.1. Uzgoj ljekovitog bilja

Nacin na koji se ljekovite i aromati¢ne biljke uzgajaju i na koji nacin rastu od velike je

vaznosti. Njihov uzgoj i rast dijeli se na:
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e Certificirani bioloski divlji rast. lako je divlji rast, staniste gdje biljke rastu pod
stalnim je nadzorom nezavisnog kontrolnog tijela koje im daju certifikat kao siguran
dokaz rasta i uzgoja biljke daleko od zagadivaca.

e Biodinamicki uzgoj. Biljke se na ovaj na¢in uzgajaju u polikulturama oponasajuci
divlji rast. Biljke nisu zagadene, vrlo su kvalitetne, stoga im je cijena visoka.
Kvalitetu uzgoja ispituje posebna komisija dajuci certifikate o biodinamickom uzgoju.

¢ Bioloski uzgoj. Poznatiji je pod nazivom ekoloski uzgoj. Takoder, i kod ovog uzgoja
postoje sli¢ni problemi zbog uzgajanja biljaka na neprikladnim povr§inama, ve¢inom
iznajmljenim. Bioloski uzgoj je monokulturni uzgoj gdje se ne koriste umjetna
gnojiva i pesticida. Uzgoj certificiraju posebna inspekcijska tijela koja su za to
ovlastena.

e Konvencionalni uzgoj. Biljke se uzgajaju uz upotrebu umjetnih gnojiva i pesticida.
Konvencionalni uzgoj je najrizi¢niji uzgoj jer neki uzgajivaci ne postuju karencu,
vrijeme izmedu tretiranja 1 branja, $to moze rezultirati ostacima pesticida. Stoga,
biljke iz takvog uzgoja imaju nizu cijenu i loSije su kvalitete te mogu biti Stetne za
zdravlje. Proizvodaci koji postuju vrijeme izmedu tretiranja i branja te minimiziraju
koli¢ine upotrijebljenih pesticida proizvode biljke zadovoljavajuée kvalitete koje nisu

Stetne za zdravlje [7, 40, 41].

2.2.2. Nacini dobivanja eteri¢nih ulja
2.2.2.1. Destilacija vodenom parom

Najstariji nacin dobivanja eteri¢nih ulja je vodena destilacija. 1zvodi se tako da se
usitnjeni biljni materijal zagrijava u dva do Sest puta vecoj koli¢ini vode koja se zagrijava do
vrenja pretezito na atmosferskom tlaku. Vodena para zajedno s uljem izlazi iz mase. Danas se
ovaj nacin gotovo ne Kkoristi jer se kuhanjem bilja u vodi mogu unistiti vrijedni sastojci
eteri¢nog ulja, dok u otpadnoj vodi ostane znatna koli¢ina eteri¢nog ulja [7, 42].

Kada je biljni materijal mreZzicom odvojen od vode i ne dodiruje ju, govori se o
vodeno-parnoj destilaciji. Vodeno-parna destilacija je bolja i ¢eS¢e koristena od vodene
destilacije. MreZica s biljnim materijalom nalazi se iznad vode koja vrije tako da vodena para
prolazi kroz biljni materijal 1 odnosi Cestice etericnog ulja sa sobom. Kondenzacije vode 1

eteri¢nog ulja odvija se u cijevi hladenoj vodom. Prilikom skupljanja vode 1 etericnog ulja u
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posudi, dolazi do stvaranja slojeva vode i eteri¢nog ulja, jer ulje nije topivo u vodi. Eteri¢na
ulja laksa su od vode pa se skupljaju na njenoj povrSini. Navedena voda je nusprodukt

destilacije i zove se hidrolat ili ,,cvjetna vodica®.

Destilacija vodenom parom ili parna destilacija je najbolji nacin destilacije jer biljni
materijal nije u doticaju s vodom, ve¢ isklju¢ivo s vodenom parom. Ovakva vrsta destilacije
omogucava vrenje komponenata eteri¢nih ulja pri nizim temperaturama od temperatura

vrelista te se zajedno s vodom destiliraju spojevi koji imaju vreliste vise od 100°C.

Mali broj spojeva moze se destilirati vodenom parom. Tvari koje se mogu destilirati na

ovaj nadin:

1. se ne otapaju u vodi,

2. imaju do 20 ugljikovih atoma,

3. dovoljno su stabilne da izdrze procese zagrijavanja na 100°C i
4

kemijski ne reagiraju s vodom [7].

Uredaj za parnu destilaciju sadrzi sljede¢e dijelove: generator pare (za proizvodnju
vodene pare), kotao za destilaciju (u njemu se nalazi biljni materijal kroz koji prolazi para),
kondenzator (hladenjem se ukapljuju vodena para i eteri¢no ulje), separator (dio u kome se

odvajaju eteri¢no ulje i vodeni sloj, odnosno hidrolat ili cvjetna vodica) (slika 6).

Vodena para proizvodi se u generatoru pare, potom se odvodi u kotao gdje se nalazi
biljni materijal kroz koji prolazi para. Vodena para prolaskom kroz biljnu masu, u kojoj se
nalazi eteri¢no ulje, iz nje izvlac¢i hlapive komponente koje, dalje, s vodenom parom tvore
smjesu. Smjesa vodene pare i hlapivih komponenata iz biljne mase prolazi kroz hladilo i
kondenzira se. Obzirom da su etericna ulja netopiva u vodi, hladenjem i kondenzacijom
smjese para postize se njihovo medusobno odvajanje. Nakon toga smjesa izlazi u posudu gdje
se ulje i voda odjeljuju zbog razlike u gustoc¢i. Hidrolat se izvaja na donjem dijelu posude u
kojem ostaju otopljene male koli¢ine mirisnih tvari, a eteri¢no ulje se izdvaja na povrsini
hidrolata. Hidrolat je vodena otopina zasi¢ena sastavnicama eteri¢nog ulja. U njoj se pretezno
otapaju hidrofilnije tvari, tako da hidrolat ne sadrzi iste omjere sastavnica kao eteri¢no ulje.
Imat ¢e vise kiselina, nekih alkohola i aldehida, no manje terpena i seskviterpena koji su vrlo
hidrofobni [7, 42]. Velika koliCina etericnog ulja nastaje ve¢ u prvom dijelu procesa
destilacije, gdje destilacijom izlaze lakse hlapivi spojevi. Duljim trajanjem destilacije izlaze

teze hlapivi spojevi ve¢e molekulske mase koji umanjuju mirisnu kvalitetu ulja.
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1. vatra 6. hladna voda

2.voda 7. topla voda
3.para 8. voda pomijeana
4, aromaticne biljke s eteri¢nim uljem
5. para pomijesana 9. etericno ulje
s eteritnim uljem 10. hidrolat (aromati¢na voda)

Slika 6. Aparatura za destilaciju vodenom parom [44]

Pri procesu destilacije vodenom parom treba paziti na kvalitetu biljnog materijala
(koli¢inu, svjezinu, ¢isto¢u), vrstu vode koja se koristi, aparaturu i izvedbu procesa, oblik
kotlova i materijal uredaja (nehrdajuéi Celik, bakar), trajanje destilacije, tlak vodene pare i

temperaturu, odvajanju i tretiranju etericnog ulja i hidrolata [7, 43].
2.2.2.2. TijeStenje

TijeStenje je jednostavan mehanicki postupak kojim se dobivaju etericna ulja iz
usploda citrusa. Sitnim se iglicama biljka ili dio biljke busi ili presa kako bi se oslobodio
sadrzaj iz Zlijezda koje se nalaze na povrsini kore. Zatim se biljni materijal mijesa s vodom, a
ulje se moze odvojiti metodama poput centrifugiranja. Tako dobivena etericna ulja nisu u
potpunosti hlapiva kao ulja dobivena destilacijom vodenom parom. Sastoje se iz hlapive i ne
hlapive frakcije. Na mjestu gdje kapnu ostavljaju trag nakon $to hlapivi dio ishlapi. Hlapiva
frakcija, ona koja dominira, sadrzi spojeve poput monoterpena, aldehida i estera, dok
nehlapiva sadrzi flavonoide, furanokumarine, masne kiseline, di-, tri-, i tetraterpene, npr. p-
karoten. Eteri¢na ulja citrusa mogu se dobiti na jo$ jedan nacin. Prilikom dobivanja citrusnog

soka, preostali materijal podvrgava se destilaciji te tako dobivena ulja nemaju isti sastav kao
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ona dobivena tijeStenjem. Postupkom tijestenja ne moze se dobiti etericno ulje smilja [7, 35,

45].
2.2.2.3. Ekstrakcija superktiricnim fluidima

Procesom ekstrakcije superktiriénim fluidima dobiva se apsolut. Jedan od najée$c¢ih
fluida koristenih pri procesu ekstrakcije superkriticnim fluidima je ugljikov (1V) oksid, COg,
gdje se dobiveni apsoluti nazivaju CO> apsoluti. Takvi apsoluti koristite se u aromaterapiji.
Ekstrakcija se provodi pri sobnoj temperaturi i visokom tlaku (oko 400 bara). U ovom slucaju,
CO:2 je fluid pri superkriticnim uvjetima i ekstrahira komponente iz biljnog materijala.
Prilikom povratka na normalne uvjete, sobnu temperaturu i tlak, fluid ispari, a eteri¢no ulje se
skuplja u posudi. Dobiveno eteri¢no ulje nema ostataka fluida s kojim je ekstrahirano jer
povratkom na sobnu temperaturu i tlak on u potpunosti ispari. Dakle, nema opasnosti za
zdravlje. Ugljikov (1V) oksid je idealno ekoloski prihvatljivo otapalo jer nije toksi¢an, lako je

dostupan i ne zagaduje okolis [7, 46, 47].
2.2.2.4. Ekstrakcija organskim otapalima

Organska otapala za ekstrakciju mogu biti, npr. pentan, n-heksan, diklormetan,
benzen, dietil-etera i slicno od kojih je najcesce koriSten n-heksan. Odabiru se prema
polarnosti i temperaturi vreliSta. Ekstrakcijom biljnog materijala nastaju konkreti, a
ekstrakcijom biljnih smola dobiju se rezinoidi. Konkreti ili rezinoidi pro¢iséavaju se etanolom
kako bio se dobilo ¢isto ulje, odnosno apsolut. Nedostatak ovog postupka je neophodno
uklanjanje otapala jer neke nehlapive komponente zaostaju i onec¢is¢uju konaéni produkt. Ulja
dobivena na ovaj nacin nisu eterina ulja i ne smatraju se prikladnima za uporabu u

aromaterapiji ve¢ u parfemskoj i kozmetickoj industriji [7, 48, 49].
2.2.3. Patvorenja etericnih ulja

Patvorenje je metoda kojom se dio ili cijelo etericno ulje zamijeni nekim drugim
jeftinijim eteri¢énim uljima, prirodnim, polusintetskim ili sintetskim tvarima, ili se dodaju
organska otapala 1 biljna ulja. Visoka cijena i1 velika potraznja glavni su razlozi patvorenja.
Ostali razlozi su losa berba i mala proizvodnja, no veinom je razlog financijske prirode.
Tablica 3 daje prikaz najcesce patvorenih ulja. Vec¢inom su to skupa ulja ili ona jeftina, no

vrlo trazena.
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Tablica 3. Prikaz naj¢e$ce patvorenih ulja [7].

Patvori se sa:
Eteri¢no ulje koje se patvori

Rosmarinus officinalis (ruzmarin) uglavnom sintetskim 1,8-cineolom

Melissa officinalis (mati¢njak) jeftinim uljima Cymbopogon vrsta (limunska trava i
razne citronele), liceom (Litsea cubeba), destiliranim
usplodem limuna (Citrus limonum); sintetskim

adlehidima

Rosa sp. (ruze) raznim vrstama geranija (Pelargonium vrste kao P. x
asperum s La Reunion-a) i palamarosom
(Cymbopogon martinii var. motia), vrlo ¢esto

sintetskim mirisima

Lippia citriodora (limunovac) liceom (Litsea cubeba) isintetskim mirisima

Santalum album (sandal) vrstama Cedrus, Juniperus virginiana i naj¢esce
vrstom Amyris balsamifera, dodavanjem otapala i

sintetskim mirisima

Lavandula officinalis  (lavanda, | uglavnom lavandinima koji sadrze kamfor

ljekovita) tesintetskim linalil acetatom

Citrus bergamia (bergamot) sintetskim linalil acetatom

Eucalyptus sp. (eukaliptusi) dodavanjem 1,8-cineola

Pinus sylvestris (bijeli bor) drugim vrstama roda Pinus koji sadrze bornil-acetat
Gaultheria sp. (zimzeleni) sintetskim metil-salicilatom

Cinammomum verum (kora i list | sintetiskim cinamaldehidom koji je vrlo toksi¢an. List
cimeta) cimeta inace sadrzi vrlo malo cinamaldehida pa se

dodavanjem pojacava toksicnost.

Cananga odorata (ylang-ylang) sintetskim mirisima
Pelargonium sp. (geraniji) sintetskim mirisima
Menta sp. (metvice) sintetskim mentolom

Patvorenje se odvija kod distributera ili kod proizvodaca. Za neka patvorena ulja teze
se primijeti da su patvorena jer su metode za otkrivanje istih skupe te nisu jednostavne i lako

dostupne. Nacini patvorenja su: dodavanje jeftinijih ulja u skuplja ulja, dodavanje sintetskih
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spojeva sliénog mirisa, dodavanje kemijski obradenih ulja, dodavanje biljnih ulja i

kombinacija navedenih nacina [33, 50].

Eteri¢no je ulje smilja prije par godina bilo jako skupo te je bilo patvorenja. No, kad je
pocela sadnja uzgojenog smilja, velika koli¢ina proizvedenog smilja utjecala je na pad cijene

eteri¢nog ulja smilja, $to je smanjilo interes za patvorenje [51].
2.2.4. SkladiStenje eteri¢nih ulja

Bitan faktor kod eteri¢nih ulja je pravilno skladiStenje. Tijekom skladiStenja potrebno
je sprijeciti moguce nezeljene kemijske procese. Eteri¢na ulja je potrebno cuvati u
standardnim EU ambalazama i bitno je paziti da materijal ne reagira s komponentama
etericnog ulja. Ambalaze su bocice ve¢inom od aluminija, nehrdajuc¢eg celika ili drugih

materijala presvuc¢enih nekim inertnim polimerima ili kositrom.

Sobna temperatura od 15°C do 20°C je pozeljna temperatura skladistenja. Potrebno je
paziti na punjenje ulja u bocice. Kako bi se sprijeilo oksidiranje etericnog ulja zbog
prisutnosti kisika, boc¢ice se moraju napuniti do kraja i dobro zatvoriti. Dakle, oksidacija se
sprjeCava minimiziranjem zraka u bocici. Bocice napunjene eteri¢nim uljima, posebno one
staklene, potrebno je Cuvati u tamnim prostorijama. Tijekom nepravilnog skladiStenja,

eteri¢na ulja s vremenom mijenjaju boju i kvalitetu, postaju gusta i kisela [7, 52, 53].
2.3. Sastavnice eteri¢nog ulja

Eteri¢na ulja su slozene smjese koje sadrze velik broj komponenata zastupljenih u
razli¢itim udjelima. Postoji viSe od 500 sastavnica eteri¢nih ulja. Neka ulja sadrze ¢ak vise od
100 razli¢itih kemijskih sastavnica s razli¢itim funkcionalnim skupinama [29]. Karakteriziraju
ith dvije do tri sastavnice s ve¢inskim udjelom, dok su ostale komponente s manjim udjelom ili
u tragovima [53]. Glavne sastavnice u ulju odreduju bioloska svojstva eteri¢nih ulja. Ve¢inom
su to glavne sastavnice s udjelom u ulju od 20-95% i sporedne s udjelom 1-20%. Ostatak
sastavnica u tragovima je manji od 1%. Sastavnice eteri¢nih ulja dijele se na tri glavne

skupine:

e terpene,
o fenilpropane i

e ostale spojeve.
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Kemijska, bioloska i botanicka klasifikacija ovisi o ¢imbenicima koji utjeu na sastav
poput Klime, tla, zemlje podrijetla, svjetlosti, perioda berbe itd. Zbog toga eteri¢na ulja iste
biljke na istom stani$tu u razli¢itim godinama nisu istog kemijskog sastava [54]. Postoje
razli¢iti kemotipovi eteri¢nih ulja biljaka. Ista vrsta daje razlicit kemijski sastav zbog genetike
biljke, odnosno enzimske aktivnosti. Medutim, latinsko ime biljke te podvrsta ostaju iste. Npr.
etericno ulje timijana ima devet razlic¢itih kemotipova, a etericno ulje ruzmarina ima tri
kemotipa s razlictim udjelima aktivnih komponenti. Tri kemotipa ruzmarina su: kemotip
verbenon/bornil-acetat (Korzika i juzna Afrika), kemotip cineol (sjeverna Afrika) i kemotip
kamfor (Spanjolska, Hrvatska, Italija i Francuska). Udio 1,8-cineola i kamfora razli¢it je u
svakom kemotipu. Kemotip verbenon/bornil-acetat sadrzi 0,7-2,5% kamfora i 0,4% cineola ;
kemotip kamfor sadrzi 13-21% kamfora i 5-15% cineola; kemotip 1,8-cineol sadrzi 16-25%
kamfora i 38-55% 1,8-cineola. Veci udio kamfora pokazuje bolje analgetsko djelovanje, dok
veci udio 1,8-cineola pokazuje bolje djelovanje na disni sustav. Kemotip kamfor je Stetan za

jetru, a kemotip verbenon se upotrebljava u aromaterapiji [55-57].

2.3.1. Terpeni

Terpeni su strukturno i funkcionalno razliciti spojevi gradeni od kombinacije osnovnih

jedinica, izoprena (2-metil-butadiena), molekulske formule CsHsg (slika 7).

=

Slika 7. Strukturna izoprena

Postoji vise od 30 000 terpena. Ovi jednostavni uljikovodici dijele se prema broju

izoprenskih jedinica, odnosno broju C- atoma kako je prikazano u tablici 4.
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Tablica 4. Podjela terpena prema broju izoprenskih jedinica.

Naziv Broj izoprenskih jedinica Broj C-atoma
Monoterpeni (CsHg)2 10
Seskviterpeni (CsHs)3 15
Diterpeni (CsHs)4 20
Triterpeni (CsHs)s 30
Tetraterpeni (CsHs)s 40
Politerpeni (CsHs)n N

Glavni terpeni u eteri¢nim uljima su monoterpeni (Cio) i seskviterpeni (Cys). Diterpeni
(C20) se tesko destiliraju vodenom parom jer imaju vrlo visoko vreliste, stoga je njihov udio u
ulju relativno nizak. Svi terpenski spojevi formiraju se prema tzv. izoprenskom pravilu.

Povezuju se u linearne lance ili prstenove na razliite nacine: glava-rep, rep-rep, rep-sredina
(slika 8) [7, 58].

A

Slika 8. Nacini povezivanja terpena: rep-glava (1), rep-rep (2), rep-sredina (3) [59]

Ovisno o funkcijskoj skupini, terpeni su ugljikovodici, alkoholi, fenoli, aldehidi,
ketoni, kiseline i esteri [7, 37, 60].

Monoterpeni (C10) nastaju spajanjem dvije izoprenske jedinice i sastoje se od 10 C-
atoma. Glavni su sastojci eteri¢nih ulja s udjelom u ulju od 90%. Dijele se na aciklicke (nema
prstenastu strukturu), monociklicke (jedna prstenasta struktura) i biciklicke monoterpene.

Slika 9 prikazuje neke od predstavnika monoterpena [37, 60].
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Slika 9. Prikaz monoterpena: monocikli¢ki (1), bicikli¢ki (2) i acikli¢ki (3) monoterpen

Seskviterpeni (Cis) nastaju spajanjem tri izoprenske jedinice (sastoje se od 15 C-
atoma) i1 ¢ine najvecu skupinu terpena. Produljenjem lanca povecava se broj ciklizacija §to
omogucuje veliku raznolikost struktura. Imaju sli¢nu strukturu i funkciju kao monoterpeni, no

manje su ispraljivi pa izlaze pri viSim temperaturama. Dijele se na aciklicke, monociklicke,

bicikli¢ke i triciklicke seskviterpene (slika 10) [37, 60].

|

germakren D O-kadinen trans-B-farnezen

Slika 10. Strukturne formule seskviterpena: monocikli¢ki germakren D, biciklicki &-kadinen i

aciklicki tras-p-fernazen

2.3.2. Fenilpropani

Fenilpropani su aromatski spojevi koji imaju Ce-Cs strukturu ugljikovodika. Eugenol
(C10H1202) je derivat fenil propanoida. Predstavnici su safrol, vanilin, izoeugenol, estragol i

dr. Najrasprostranjeniji fenilpropanski spoj je eugenol (slika 11).

I

H,C
€ \\Q/\\\Qio
X OH

Eugenol

Slika 11. Struktura eugenola
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2.3.3. Ostali spojevi

Kemijski sastav etericnih ulja osim terpenskih i fenilpropanskih spojeva sadrzi
ravnolancane ugljikovodike i njihove derivate s Kisikom (ruza, gospina trava), dusSikove
spojeve (nerolij, gorka naranca, jasmin) i sumporove spojeve (muskatna kadulja, luk,
Cesnjak). Navedeni spojevi rijetko se pojavljuju u eteriénim uljima i ve¢inom su
karakteristi¢ni za odredeno bilje [7, 37]. Tablica 5 prikazuje sastavnice eteri¢nih ulja i njihove

kemotipove.

Tablica 5. Prikaz sastavnica eteri¢nih ulja i njihovih kemotipova [61]

Sastavnice eteri¢nih ulja

Kemotipovi

Acikli¢ki monoterpeni

mircen,cimen

Aciklicki monoterpenski alkoholi

linalol, nerol, citronelol, geraniol

Monocikli¢ki monoterpeni

kamfen, karen, limonen, pinen, felandren,

sabinen, terpinen, terpinolen

Monociklicki monoterpenski alkoholi

alkohol, pulegol, terpineol,karveol, mentol,

neomentol, perilil

Biciklicki monoterpenski alkoholi

borneol, mirtenol, sabinol

Fenol i alkohol

timol, karvakrol, anetol, eugenol

Ketoni

menton, piperiton, karvon, pulegon, tujon

Aldehidi, oksidi, peroksidi

citral (geraniol, neral), citronelal, kuminal,

safranol, askaridol, eukaliptol (cineol)

Biciklicki monoterpeni

pinen, tujen, kamfen

Monoterpenski ketoni — monociklicki

menton, piperiton, pulegon

Monotropenski ketoni — bicikli¢ki

kamfor, fenhon, santenon, tujon, verbenon

Seskviterpeni

nerolidol, bisabolen, zingiberen,
kurkumen,kadinen, kariofilen, kumulen,

santalan, selinan (biciklicki)

Seskviterpenski alkoholi — alifatski

farnesol, nerolidol

Seskviterpenski alkoholi — bicikli¢ki

kadinol, santalol

Seskviterpenski ketoni

jonon, iron

Diterpeni

kamforen, kamazulen

Fenilpropanski derivati

anetol, metilkavikol, eugenol, apiol,bergapten
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2.4. Plinska kromatografija

Kromatografija je separacijska tehnika odjeljivanja komponenata iz sloZzenih smjesa
zasnivana na razli¢itoj raspodjeli komponenata izmedu dvije faze, pokretne (mobilne) i
nepokretne (stacionarne). Pokretna faza moze biti u plinovitom (plinska kromatografija) ili
teku¢em (tekucinska kromatografija) stanju, nosi sastojke smjese i kre¢e se kroz ili iznad
nepokretne faze. Pri tome, dolazi do razdiobe analita izmedu pokretne i nepokretne faze i
uspostavlja se dinamicka ravnoteza. Zadrzavanje komponenti uzorka u pokretnoj ili
nepokretnoj fazi ovisi o afinitetu komponente prema tim fazama. S obzirom da razlicite tvari
imaju razliciti afinitet prema nepokretnoj fazi, one i putuju razli¢itim brzinama kroz
kromatografsku kolonu §to dovodi do razdvajanja sastojaka ispitivane smjese. Veci afinitet
prema nepokretnoj fazi imaju komponente koje su joj kemijski sli¢nije te takve komponente
sporije putuju kroz kolonu. To je temelj kromatografskog odjeljivanja [62, 63].

Plinska kromatografija je najces¢e koriStena kromatografska tehnika odjeljivanja
smjesa hlapivih spojeva. Koristi se u analitickoj kemiji za kvalitativnu i kvantitativnu analizu.
Pokretna faza je plin (dusik, helij ili vodik), a nepokretna faza je teSko hlapiva tekuéina velike
viskoznosti ili selektivna krutina koja je adsorpcijom ili kemijskim vezanjem nanesena na
povrsinu ¢vrstog nosaca. Odjeljivanje se zasniva na razli¢itom vreliStu komponenata smjese i
kod nepolarnih kolona to je osnovni princip razdvajanja. Polarnost kolona poveéava se
dodatkom polarnih skupina u polimerni lanac nepokretne faze. Time se povecava utjecaj
polarne interakcije izmedu komponenata i nepokretne faze pa se razdvajanje temelji na oba
mehanizma: temperaturi vreli$ta i polarnim interakcijama. Obzirom da eteri¢na ulja sadrze
hlapive komponente, ovo je najucinkovitija i najé¢e$¢a metoda analize komponenata eteri¢nog
ulja [7, 64].

2.4.1. Dijelovi instrumenta
2.4.1.1. 1zvor plina nosioca

Plinovi koji se korite u plinskoj kromatografiji su helij, dusik ili vodik. Izvor plina
nosioca su obi¢no cilindri i boce s plinom. Obzirom na eksplozivnost, boca s vodikom ne

smije biti u zatvorenom prostoru pa se ceS¢e koristi generator vodika koji ima ugradeni
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sigurnosni sustav protiv curenja plina u prostoriju. Kvaliteta plina nosioca moze utjecati na

analizu, stoga se koriste plinovi ¢istoce > 99,999% [62, 65].
2.4.1.2. Injektor

Injektor je dio plinskog kromatografa koji sluzi za unoSenje uzorka za analizu. Uzorak
se moze injektirati ru¢no ili automatski pomocu autosamplera. Injektor se zagrijava na
odredenu temperaturu koja treba biti 20°C visa od temperature vreliSta najmanje hlapive
komponente. Nakon injektiranja, hlapive komponente analiziranog uzorka prelaze u plinovito
stanje te ih plin nosioc nosi u kromatografsku kolonu. Nehlapive komponente i komponente
koje se raspadaju na temperaturi vrelista nisu pogodne za analizu plinskom kromatografijom i
zaostaju u injektoru. Koli¢ina injektiranog uzorka je od 0,5-10 pL. Prevelika koli¢ina
komponenata naneSena na kolonu moze nepovoljno utjecati na izgled kromatograma, a time i
na to¢nost rezultata. Zbog toga se Cesto koristi injektor s razdjeljenjem uzorka, ,,split-
splitless injektor (SSL), koji samo dio injektiranog uzorka nanosi na kolonu, dok ve¢i dio

uzorka izlazi iz instrumenta [62-66].
2.4.1.3. Kromatografska kolona

Kromatografska kolona je staklena ili rjede metalna kapilara na ¢ije stjenke je nanesen
sloj nepokretne faze. Unutarnji promjer moze biti od 0,10 mm do 0,53 mm i 0 njemu ovisi
protok plina nosioca koji se koristi. Debljina sloja nepokretne faze takoder utjee na analizu i
za lakse hlapive komponente se koriste kolone sa debljim slojem nepokretne faze kako bi se
komponente duze zadrzale na koloni, a time i postiglo bolje odvajanje komponenata. DuZina
kolone je od 15 m do 100 m i ovisi o tome koliko je zahtjevna separacija koju zelimo postic¢i.
Najveéi utjecaj na separaciju ima kemijska struktura nepokretne faze. Nepokretna faza je
nehlapiva selektivna tekucina, stabilna na visokim temperaturama i1 kemijski inertna prema
komponentama u uzorku. Nepolarne nepokretne faze bolje odvajaju nepolarne komponente, a
temperatura vreliSta komponenata glavni je faktor koji utjece na izlazenje komponenata.
Povecanjem polarnosti kolone dolaze viSe do izraZaja polarne interakcije nepokretne faze i
analiziranih komponenata. Takoder, postoje i posebne nepokretne faze koje se koriste za
razdvajanje specificnih komponenata. Kolona je smjeStena u termostatiranom prostoru i osim
izborom nepokretne faze na separaciju mozemo utjecati temperaturom kolone. Razdvajanje

komponenata analiziranog uzorka moze biti izotermno, bez promjene temperature tijekom
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analize, §to se rjede koristi, ili programirano, uz programiranu promjenu temperature tijekom
analize [64, 67].

2.4.1.4. Detektor

Nakon separacije na kromatografskoj koloni plin nosioc nosi komponente na detektor
¢iji odziv ovisi 0 masi ili koncentraciji komponente. NajéeSc¢e koriSteni detektor u plinskoj
kromatografiji je plameno-ionizacijski detektor. Komponente separirane na koloni mijeSaju se
s vodikom, obi¢no iz generatora vodika, i izgaraju u struji zraka. Dio molekula se ionizira i
mjeri se struja koja je dobivena tom ionizacijom, koja je proporcionalna koli¢ini komponente
u smjesi. Plameno-ionizacijski detektor je univerzalni detektor jer se gotovo sve komponente
ioniziraju u plamenu. Elektri¢ni signal dobiven na detektoru prenosi se preko pojacala na
racunalo koje ga dalje prevodi u digitalni oblik, kromatogram s karakteristi¢nim pikovima za
odredene komponente. Retencijsko vrijeme (RT) isto je pri istim komatografskim uvjetima za
odredenu komponentu, stoga se na osnovu retencijskog vremena i usporedbom sa
standardnom odredi sastav komponenata analiziranog uzorka koji se biljezi u obliku pika na
kromatogramu. To je osnovni parametar za kvantitativnu i kvalitativnu kromatografsku
analizu [62-65].

Spektrometar masa se sve vise koristi kao detektor u plinskoj kromatografiji. Osim
kvantitativne informacije, u svakoj tocki kromatograma dobijemo spektar masa koji nam
omogucava identifikaciju komponenata. Koristi se pri odredivanju i identificiranju niskih
koncentracija pojedinih komponenata u uzorku ili kod prilicno male koli¢ine uzorka.
Komponente se ioniziraju u ionskom izvoru, nastali ioni putuju kroz analizator masa i tamo se
razdvajaju prema njihovim omjerima mase i naboja. Nakon toga signal se pojacava na
elektromultiplikatoru, detektira i biljezi na rac¢unalu. Plinski kromatograf sa spektrometrom
masa idealan je nacin za kvantitativnu i kvalitativnu identifikaciju komponenata sadrzanih u

eteri¢nim uljima [7, 63, 67].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali
3.1.1. Smilje

Uzgojeno cvijeée smilja (Helichrysum italicum (Roth) G. Don ssp. italicum) koristeno
u ovom radu ubrano je na privatnoj parceli u Miljevcima kod DrniSa. Berba smilja bila je
pocetkom srpnja 2018. godine. Brani su gornji dijelovi biljke: stabljika, list i cvijet. Nakon
branja suseni su 12 dana na zraku i zasticeni od direktnog utjecaja suncevih zraka. Osuseni
uzorci ¢uvani su na suhom i hladnom mjestu do destilacije. Slika 12 prikazuje smilje

pripremljeno za punjenje u kotao za destilaciju.

Slika 12. Smilje pripremljeno za punjenje u kotao za destilaciju

Identifikaciju biljaka napravio je dr.sc. Dario Kremer, voditelj — upravitelj
Farmaceutskog botanickog vrta "Fran KuSan" Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.
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3.1.2. Kemikalije

Sve koristene kemikalije su p.a. Cisto¢e. Popis korisStenih kemikalija prikazan je u
tablici 6.

Tablica 6. Popis koristenih kemikalija

NAZIV MOLEKULSKA PROIZVODAC CISTOCA
FORMULA
Heksan CeHua Sigma- Aldrich, p.a.
Njemacka
Natijev sulfat, Na2SO4 Kemika, Hrvatska p.a.
bezvodni

3.2. Instrumeni i aparature

3.2.1. Uredaj za parnu destilaciju

Eteri¢na ulja izolirana su u postrojenju za destilaciju prikazanom na slici 13.

Slika 13. Postrojenje za destilaciju vodenom parom
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Postrojenje za destilaciju sastoji se od ¢etiri jednaka kotla za destilaciju napravljena od

nehrdajuéeg celika, promjera 1,4 m i kapaciteta 2000 litara.
3.2.2. Plinski kromatograf

GC-MS analiza provedena je na plinskom kromatografu QP 2010 plus (Shimadzu,

Kyoto, Japan) sa spektrometrom masa prikazanom na slici 14.

Slika 14. Plinski kromatograf QP 2010 plus sa spektrometrom masa

3.3. Metode rada

3.3.1. Destilacija vodenom parom

Biljni materijal sloZen je izvan kotla na perforirano dno (futer) kotla s plastem (300 kg
susenog smilja). Mehanicki je preneseno u kotao te je izvaden plast. Nakon toga, kotao se
zatvara i prikljuCuje se boca za sakupljanje destilata (florentinska boca). Vodena para se
generira parogeneratorom (Viessmann Steam Generator, Allendorf, Njemacka) S
trostupanjskim plamenikom (Weishaupt burner, Schwendl, Njemacka). Prije ulaza u
parogenerator voda se omeksava prolaskom kroz ionski izmjenjivac te se u predgrijacu dodaje
sredstvo za uklanjanje kisika Nalco BT 58 (Promat-Woda, Gdansk, Poljska) koje se dozira
preciznom pumpom u maloj koli¢ini. Kapacitet proizvodnje pare je 600-1400 L/h, tlak je 0,3-
0,5 bara, a temperatura 103-105°C.

Vodena se para dovodi s donje strane kotla cijevnim sustavom te para prolazi kroz
biljni materijal i odnosi sa sobom hlapive komponente. Nakon toga smjesa vodene pare i
hlapivih komponenti iz biljne mase prolaze kroz hladilo u kojem se odvija kondenzacija.
Eteri¢no ulje i hidrolat skupljaju se u florentinskoj boci. Ulje pocinje izlaziti ve¢ nakon pet
minuta od pocetka procesa. Vrijeme trajanja destilacije bilo je 120 minuta, a uzorci eteri¢nog

ulja za analizu sakupljani su svakih 15 minuta. Ukupno je sakupljeno osam uzoraka, a deveti
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uzorak je eteri¢no ulje smilja dobiveno iz istog biljnog materijala u istom postrojenju bez
odvajanja frakcija. Dobivene frakcije ocis¢ene su od tragova vode dodatkom bezvodnog
natrijevog sulfata uz konstantno mijesanje dok se ne ukloni sva voda, odnosno dok se ulje ne
razbistri. Uzorak je nakon toga profiltriran u boc¢ice od smedeg stakla i cuvan u hladnjaku do

analize.

3.3.2. Odredivanje glavnih sastavnica etericnog ulja plinskom kromatografijom sa

spektrometrom masa.
3.3.2.1. Uvjeti GC-MS analize

GC-MS analize provedene su na plinskom kromatografu QP 2010 plus (Shimadzu,
Kyoto, Japan) sa spektrometrom masa. Uzorci su analizirani na kapilarnoj koloni ZB-5 ms
(Phenomenex, Torrance, SAD) duljine 60 m i unutarnjeg promjera 0,32 mm, debljine filma
0,25 um. Sastav nepokretne faze bio je 5% fenil silikona i 95% metil silikona. Temperaturni
program kolone bio je: pocetna temperatura bila je 60°C (1 min), nakon toga se podizala 4°C
u minuti do 250°C i drzala konstantna pet minuta. Helij je koristen kao nosa¢ plina s brzinom
protoka od 2,2 mL/min. Temperatura injektora bila je 260°C uz omjer razdjeljenja od 1:50,
temperatura premosnice bila je 280°C, temperatura izvora iona je 250°C, a napon detektora
postavljen je na 1,2 kV. Uzorci su otopljeni u heksanu (1:100, v/v) te je ru¢no injektiran 1 uL
razrijedenog uzorka. Snimano je podru¢je omjera mase i naboja m/z=43-350. Za obradu
podataka i kvantifikaciju komponenata koriSten je racunalni program LabSolutions verzije
2.72 (Shimadzu, Kyoto, Japan). AMIDIS program inacice 2.62 koristen je za GC-MS obradu
podataka koriste¢i NIST biblioteku verzije 2.0 (Nacionalni institut za standarde i tehnologiju,
MD, SAD). Spektri i dobiveni retencijski indeksi usporedivani su s literaturom (Adams, 2001

1 interna knjiZnica).
3.3.2.2. Kvalitativna analiza

Komponente eteri¢nog ulja identificirane su na osnovi njihovih vremena zadrzavanja,
odnosno retencijskih indeksa (RI) prema smjesi n-alkana C8-C20 koja je pripremljena u
laboratoriju. Vremena zadrzavanja komponenata usporedena su s vremenima zadrzavanja n-
alkana C8-C20 iz ¢ega Su izracunati retencijski indeksi komponenata eteri¢nih ulja. Takoder,
dobiveni spektri masa usporedeni su s NIST bibliotekom i vlastitom tablicom spektara masa

skupljenih u laboratoriju tijekom prijasnjih analiza.
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4. REZULTATI

Destilacijom vodenom parom dobiveno je osam frakcija eteri¢nog ulja smilja koje su
analizirane plinskom kromatografijom sa spektrometrom masa radi utvrdivanja promjene u
sastavu etericnog ulja tijekom destilacije. Takoder, analiziran je uzorak istog smilja
destiliranog pri istim uvjetima koji nije razdvajan u frakcije. Na slici 15. prikazan je

kromatogram uzorka smilja bez frakcioniranja gdje je vidljiva kompleksnost uzoraka.
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Slika 15. Kromatogram uzorka smilja bez frakcioniranja

Nadeno je 75 komponenata, od kojih je identificirano ukupno 37. Velik broj
komponenata je iz skupine seskviterpena 1 seskviterpenskih oksida Sto je otezavalo
identifikaciju. Neidentificirane komponente svrstane su u grupe na osnovi karakteristicnih
iona nadenih u spekrtu. Kemijski sastav dobivenih frakcija eteri¢nog ulja smilja (UZ 1 - UZ

8) i eteri¢nog ulja smilja bez frakcioniranja (UZ 9) prikazan je u tablici 7.

Tablica 7. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Frakcije
Komponente RT RI |UZ1 |UZ2 |UZ3 |UZ4 Uz5 |UZ6 (UZ7 |UZ8 |UZ9
Metil angelat 338 802 014 012 0,10 0,07 0,05 000 005 000 0,12
2-Metil-2-hepten 399 840 0116 011 0,08 007 006 000 005 000 0,13
a-Pinen 6,29 938 2589 17,79 14,94 12,38 10,06 9,30 840 659 21,01
Fenhen 667 950 058 042 0,35 028 022 021 019 015 046
Kamfen 670 952 021 012 0,10 0,0 0,09 009 009 006 0,18
B-Pinen 766 979 047 032 0,27 023 019 019 0,118 0,14 0,39
Mircen 8,16 992 0111 009 0,09 009 0,08 009 010 009 0,10
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Frakcije

Komponente RT RI |{UZ1 |UZ2 |UZ3 |UZ4 Uz5 |UZ6 |(UZ7 |UZ8 |UZ9
a-Felandren 8,60 1003 0,08 0,06 0,06 0,06 005 000 000 000 0,08
a-Terpinen 918 1018 0,16 0,11 0,10 009 008 008 008 006 0,13
p-Cimen 952 1027 016 012 0,11 0,0 0,09 009 009 008 0,13
Limonen 9,70 1031 455 2,99 257 237 204 189 185 152 355
1,8-Cineol 9,78 1033 036 029 021 017 015 011 011 009 0,28
Izobutil angelat 10,73 1054 035 023 021 019 017 016 016 013 0,30
y-Terpinen 11,06 1061 040 027 0,24 023 019 020 020 016 0,34
Terpinolen 12,51 1089 0,19 0,14 0,12 012 011 012 012 010 0,17
Linalol 13,09 1100 082 055 0,47 043 038 034 036 029 065
MT 13,33 1105 021 018 0,17 017 015 015 016 014 0,20
Izoamil angelat 16,07 1157 119 076 0,70 0,72 067 063 064 053 1,00
MTOL1 17,33 1178 021 017 0,15 013 011 009 010 0,08 0,20
a-Terpinol 17,98 1188 048 044 045 049 050 058 062 0,63 048
MTOL2 18,12 1190 0,26 027 0,24 022 018 015 016 013 027
Nerol 20,44 1230 057 068 0,68 066 059 054 059 051 0,63
MTOL3 20,68 1234 0,00 016 0,16 017 017 020 021 021 0,17
Heksil angelat 2407 1288 0,32 027 0,26 025 022 022 023 019 0,32
Nepoznato 28,74 1365 0,37 032 0,23 026 028 021 023 020 027
Neril acetat 29,00 1369 601 7,32 7,16 704 648 603 613 567 622
a-Kopaen 29,39 1375 3,03 255 2,35 233 218 213 211 1,97 2,78
Italiceni 31,02 1399 361 339 3,26 317 306 306 300 297 334
CIS-a-

Bergamoten+p- 31,98 1416 521 519 5,09 518 4,81 474 470 456 523
kariofilen

trans-o-

Bergamoten 33,09 1436 1,04 103 0,99 1,00 091 094 094 091 1,05
Italidion | 3351 1443 1,60 225 260 284 286 267 298 288 1,79
SQ1 3399 1451 032 039 0,39 043 044 041 035 041 0,37
a-Humulen+neril

oropionat (200) 3442 1458 105 141 150 159 169 153 153 155 1,23
SQ2 3465 1462 029 036 0,36 036 038 033 025 028 0,30
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Frakcije

Komponente RT RI |{UZ1 |UZ2 |UZ3 |UZ4 Uz5 |UZ6 |(UZ7 |UZ8 |UZ9
SQ3 34,84 1465 038 041 048 046 052 047 026 036 041
y-Selinen 3541 1474 156 178 1,87 1,70 197 1,90 193 1,82 1,69
y-Kurkumen 3588 1481 1454 1833 1838 1935 19,84 17,41 17,20 18,76 14,87
ar-Kurkumen 36,06 1484 896 10,70 11,57 11,98 10,90 1351 14,12 1329 10,91
Italidion II 36,42 1490 154 192 2,36 189 252 215 254 211 1,39
B-Selinen 36,60 1493 3,68 434 461 468 494 502 483 471 4,02
a-Selinen 36,92 1498 035 044 0,56 042 068 061 051 042 031
SQ4 37,32 1504 022 035 0,52 034 072 060 051 070 046
SQ5 37,49 1508 000 0,18 0,22 000 038 029 017 036 0,25
B-Kurkumen 37,78 1513 1,20 184 2,14 188 225 219 213 235 161
&-Kadinen 38,30 1522 0,98 145 159 169 178 168 1,64 1,83 1728
y-Kadinen 38,79 1531 025 046 0,54 054 070 068 066 071 044
SQ6 39,23 1539 0,16 029 0,34 032 050 050 044 048 0,29
SQ7 39,48 1543 009 016 0,18 015 020 017 015 015 0,15
SQ8 40,74 1565 0,14 024 0,29 030 032 050 047 047 0,25
SQ9 41,38 1576 0,47 058 0,77 092 094 093 125 1,06 0,59
Italidion 111 4169 1581 1,01 1,27 133 1,99 227 275 2,65 318 145
SQOL1 4252 1595 026 024 0,27 035 038 048 049 053 0,33
SQOL2 42,76 1599 0,36 047 0,60 093 1,16 1,59 1,58 2,02 0,57
SQOL3 42,98 1602 0,68 059 0,66 086 098 124 122 140 0,83
SQOL4 4328 1608 0,18 0,15 0,23 031 036 038 048 055 025
SQOLS 4356 1613 009 005 0,11 017 019 016 028 035 0,12
SQOL6 43,80 1618 0,07 0,07 0,10 041 0,07 007 011 010 0,08
SQOLY 4415 1625 014 015 0,21 030 027 037 046 054 0,18
SQOL8 4435 1628 029 035 044 065 063 080 084 1,02 0,39
SQOLI 4449 1631 025 019 0,22 025 034 044 049 052 0,32
SQOL10 4487 1638 0,13 015 0,19 029 036 051 049 062 0,19
SQOL11 4529 1646 026 025 0,28 038 046 061 061 072 034
SQOL12 4554 1650 0,65 064 0,76 102 140 163 156 211 085
SQOL13 4574 1654 0,08 009 0,10 011 000 019 019 0,00 0,11
SQOL14 46,30 1664 0,00 000 0,06 005 009 082 007 009 0,06
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Frakcije

Komponente RT RI Uzl |UzZ2 |(UZ3 |UZ4 Uzs5 |UZ6 |UZ7 |UZ8 |UZ9
SQOL15 4654 1668 021 026 0,33 047 061 031 076 1,01 0,32
SQOL16 4730 1682 0,00 0,08 0,10 008 022 021 030 034 0,00
SQOL1Y 48,06 1695 008 010 0,12 017 0,18 006 024 027 012
SQOL18 49,08 1714 0,00 0,07 0,10 014 018 0,19 022 031 0,08
SQOL19 4953 1723 0,00 0,07 0,08 012 013 015 015 0020 0,08
SQOL20 4999 1732 0,18 020 0,24 035 039 044 048 060 0,27
SQOL21 50,15 1735 0,00 0,06 0,07 010 0,11 0,12 013 0,16 0,07
SQOL22 51,63 1763 0,06 0,07 011 007 017 019 023 0,22 0,08
SQOL23 5358 1799 0,00 0,00 0,06 005 007 007 006 010 0,00
SQOL24 5587 1846 0,09 0,07 0,08 010 013 017 016 021 012
100 100 100 100 100 100 100 100 100

% identificiranih
‘ . 92,80 91,58 8998 88,36 8583 83,82 8368 81,01 90,06
omponentl
Monoterpeni 33,00 22,60 19,11 16,22 13,36 1241 1145 9,09 26,75
Monoterpenski

. 235 228 215 209 193 190 204 1,83 239
alkoholi
Monoterpenski

. 036 029 0721 017 015 011 011 009 0,28
oksidi
Monoterpenski

. 601 732 7,16 704 648 6,03 613 567 6,22
esteri
MT ukupno 41,72 32,50 28,63 2551 2192 20,46 19,73 16,69 35,65
Angelati ukupno 200 127 1,18 1,16 1,06 1,01 1,03 085 1,62
Seskviterpeni 4754 5588 5798 5878 60,11 5957 5915 60,10 51,80
Seskviterpenski

. 406 437 551 743 888 11,18 1160 13,98 578
alkoholi
Seskviterpenski

L 415 544 6,29 671 765 757 8,17 817 4,64
oksidi
SQ ukupno 5574 6569 69,78 72,93 7663 7832 7892 8226 6221
Ostali spojevi 054 054 041 040 039 021 032 020 052

Neidentificirane komponente su oznacene: Monoterpen- MT; Monoterpenski alkohol- MTOL1-
MTOL3; Seskviterpen- SQ1-SQ9; Seskviterpenski alkohol- SQOL1-SQOL24.
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Slike 16-22 prikazuju promjenu udjela pojedinih grupa spojeva tijekom destilacije.

Prikazane su i jednadzbe pravca i koeficijenti determinacije.

35
2
30 y-=-0.1953x +30.339
R?=0.8583
25
. 4
e\i 20 ®
S 15 *
10 L
5
0
0 20 40 60 80 100 120

Vrijeme (min)

Slika 16. Graficki prikaz monoterpena U ovisnosti 0 vremenu destilacije
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Slika 17. Graficki prikaz monoterpenskih alkohola u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 18. Graficki prikaz udjela monoterpenskih oksida u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 19. Graficki prikaz udjela monoterpenskih estera u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 20. Graficki prikaz udjela seskviterpena u ovisnosti 0 vremenu destilacije
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Slika 21. Graficki prikaz udjela seskviterpenskih alkohola u ovisnosti o vremenu destilacije

35



10
9
8 o
0/0/
7
X
S e v = 0.037x + 4.2743
2 5 R?=0.9094
> 4 ¢
3
2
1
0
0 20 40 60 80 100 120
Vrijeme (min)

Slika 22. Graficki prikaz udjela seskviterpenskih oksida u ovisnosti o vremenu destilacije

Slike 23-26 prikazuju promjene udjela pojedinih grupa komponenata tijekom

destilacije. Prikazane su i jednadzbe pravca i koeficijenti determinacije.
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Slika 23. Graficki prikaz udjela ukupnih monoterpena u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 24. Graficki prikaz udjela ukupnih seskviterpena u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 25. Graficki prikaz udjela ukupnih angelata u ovisnosti o vremenu destilacije
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Slika 26. Graficki prikaz udjela ostalih spojeva u ovisnosti 0 vremenu destilacije
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5. RASPRAVA

Dobiveni rezultati prikazani u tablici 7 ukazuju na znaCajne promjene u sastavu
eteri¢nog ulja tijekom destilacije. Najveca razlika pojedina¢nih komponenata dobivena je kod
a-pinena Ciji se udio smanjio s 25,89% na 6,59%. Nakon njega slijedi limonen Sa Smanjenjem
udjela s 4,55% na 1,2%. Obje komponente su monoterpeni ¢iji se udio u odnosu na grupe
komponenata u etericnom ulju najvise smanjuje tijekom destilacije. Udio angelata tijekom
destilacije se, takoder, znac¢ajno smanjuje. Ove dvije grupe komponenata su hlapivije, stoga je
oc¢ekivano da su vise zastupljene u prvim frakcijama jer laksSe isparavaju. Seskviterpeni i
seskviterpenski oksidi su teze hlapivi pa se njihovi udjeli povecavaju prema kraju destilacije s
time da su manje promjene u udjelu lakSe hlapivih seskviterpena. Tako se udio italicena
smanjio s 3,61% na 2,97%, dok se udio y-kurkumena povecao s 14,53% na 18,76%. Tablica 7
pokazuje da udio neril acetata varira tijekom destilacije, ali te varijacije nisu znacajne.
Najveca vrijednost udjela dobivena je u drugoj frakciji, a najmanja vrijednost u zadnjoj. To je
ocekivano, obzirom da je hlapivost neril acetata izmedu monoterpena i seskviterpena.
Gledajuéi grupe komponenata vidljivo je da se prema kraju destilacije smanjuje udio ukupnih
monoterpena (slika 23), a udio ukupnih seskviterpena se povecava (slika 24). 1z ovoga slijedi
da vrijeme destilacije moZze znafajno utjecati na sastav etericnog ulja. Primjenom blazih
uvjeta destilacije ili kra¢im vremenom destiliranja, ulja bi mogla biti bogatija udjelom
monoterpena. S druge strane, ukoliko bi se biljni materijal predugo destilirao, obogacivao bi
se udjelom seskviterpena viSeg vreliSta, narocito seskviterpenskih oksida koji mogu negativno
utjecati na miris eteri¢énog ulja. Prikazani koeficijenti korelacije pokazuju da promjene udjela
pojedinih komponenata i grupa komponenata u etericnom ulju tijekom destilacije nisu linearni
(slika 16-slika 26). Najvece promjene uocene su izmedu prve i druge frakcije. Dobiveni
koeficijenti determinacije bez prve frakcije su znatno bolji. Tako je za a-pinen dobiveni
koeficijent determinacije R?=0,9544, za italicene je R?=0,9239, a za ukupne italidione
R?=0,922. Koeficijent determinacije za monoterpene je R?=0,955, za monoterpenske estere je
R?=0,946, a za seskviterpne je R?=0,922. Koeficijent determinacije bez prve frakcije za
ukupne monoterpene i ukupne seskviterpene je R?=0,961.

Uzorak 9 predstavlja eteri¢no ulje dobiveno destilacijom iz istog biljnog materijala
pod istim uvjetima bez frakcioniranja. Usporedbom tog uzorka s uzorcima dobivenim
frakcioniranjem iz tablice 7 vidljivo je da se udio pojedinih komponenata nalazi izmedu

udjela prve i druge frakcije jer je veéina etericnog ulja destilirala u tom periodu.
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Autori koji su istrazivali smilje identificirali su 40 i vise komponenata. Uglavnom, svi
su nasli a-pinen kao najzastupljeniji monoterpen i neril acetat kao monoterpenski ester.
Velike razlike u sastavu seskviterpenske frakcije eteri¢nog ulja smilja prikazane su u literaturi
[1]. Rezultati naseg istraZivanja pokazuju da je najzastupljeniji seskviterpen y-kurkumen, a
zatim slijede ar-kurkumen i B-selinen. Sli¢ne rezultate dobili su Blazevié i suradnici [63] Koji
su proucavali sastav eteri¢nog ulja tijekom rasta biljke. Glavna komponenta bila je a-pinen
koji je u samom pocetku cvatnje imao udio u eteri¢cnom ulju od 28,86%. Kako je biljka bila u
sve ve¢em cvatu udio se smanjivao. U samom pocetku cvatnje udio y-kurkumena u eteri¢cnom
ulju bio je 16,65%, a u vrijeme punog cvata pao je na 12%. Za razliku od njih, u pocetku
cvatnje udio ar-kurkumena u etericnom ulju smilja bio je nizak dok je u punom cvatu postigao
udio od 28,06%. Udio neril acetata takoder je bio najve¢i u punom cvatu smilja. Odak i
suradnici [12] ispitivali su utjecaj uvjeta Cuvanja na promjene sastava eteri¢nog ulja borovice i
smilja na uljima koja su destilirana u Hercegovini. Rezultati pokazuju da je udio a-pinena u
etericnom ulju vrlo visok, 29,4%. Takoder, ulje ima visok udio limonena, 5,2%. Obzirom na
to, druge komponente imaju nesto manji udio u ulju u usporedbi s rezultatima u ovom radu.
Od sesvkiterpena u etericnom ulju smilja najvise je bilo y-kurkumena, ar-kurkumena i f-
selinena $to je u skladu s naSim rezultatima. Malenica Staver i suradnici [19] ispitivali su
antimikrobno djelovanje etericnog ulja smilja. U svojem istrazivanju dobili su visok udio a-
pinena, 21,6%, u uzorku divljeg smilja, no bili su prisutni i y-kurkumen, ar-kurkumen i B-
selinen u visokim udjelima. Udio neril acetata bio je 7,6%. Kladar i suradnici [3] ispitivali su
biokemijske karakteristike etericnog ulja smilja iz Crne Gore. Udio neril acetata u ulju bio je
cak 28,2%, dok je udio y-kurkumena 7,8%, a ar-kurkumena 8,3%. Udio a-pinena u etericnom
ulju bio je tek 0,4%. Morone-Fortunato i suradnici [6] ispitivali su sastav razli¢itih genotipova
smilja. 1z njihovih rezultata vidi se da neril acetat varira izmedu 0,7% i 32,0%, y-kurkumen
izmedu 0,3% i 41,0%, a ar-kurkumen izmedu 1,1% i 8,3%. Udio a-pinena bio je vrlo nizak. U
nekim genotipovima udio a-pinena bio je manji od granice kvantifikacije. Antimikrobno
djelovanje eteri¢nog ulja smilja ispitivali su Stupar i suradnici [69], a koriSten je komercijalni
uzorak smilja (Herba d.o.o., Beogad, Srbija). Sastav etericnog ulja kojeg su prikazali vrlo je
slican uzorku 9 iz ovog rada. Udio a-pinena u ulju je 15,91%, neril acetata 7,85%, a y-
kurkumena 22,45%. Udio italicena bio je, takoder, sli¢an udjelu ulju analiziranom u ovom
radu. Autori u sastavu eteri¢nog ulja smilja ne spominju italidione [69]. Cui i suradnici [70]
ispitivali su antimikrobni ucinak etericnog ulja smilja, a u eksperimentu su koristili
komercijalno eteri¢no ulje kupljeno kod J.E. International (Caussols, Francuska). Kemijski

sastav njihovog ulja pokazivao je da su najzastupljenije komponente neril acetat od 32,65% i
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y-kurkumen od 11,64%. Visok udio imali su italidioni (I, Il, II1) te neril propionat. Ulje je
kupljeno u Francuskoj, a sastav njihovog ulja bio je sli¢an ulju smilja s Korzike koje su
opisali Perrini i suradnici [11]. Za razliku od navedenih radova, neki autori navode znatno
razli¢ite komponente u seskviterpenskoj frakciji etericnog ulja smilja. Masteli¢ 1 suradnici
[71] u analiziranom eteri¢énom ulju smilja iz Hrvatske navode glavne seskviterpene a-cedren,
aromadendren i B-kariofilen, dok y-kurkumen, koji prevladava u ulju analiziranom i
dobivenom u ovom radu, uopée ne spominju. Takoder, navode i veliki udio timola od 5,5%.
Cavar Zeljkovi¢ i suradnici [10] u svom radu o hlapivim komponentama eteriénog ulja smilja
iz Hrvatske kao glavne navode seskviterpenske komponente trans-a-bergamoten u udjelu od

10,2% i p-akoradien od 10,1% koja nije identificirana u ulju dobivenom u ovom radu.

Utjecaj vremena destilacije na sastav etericnog ulja smilja nije opisan u literaturi.
Drugi autori proucavali su isti utjecaj na razli¢itim biljkama. Cannon i suradnici [72]
proucavali su utjecaj promjene vremena destilacije na sastav eteri¢nih ulja mente (Mentha x
piperita L), limunske trave (Cymbopogon flexuosus Steud.) i palmarose (Cymbopogon
martinii Roxb.). Zaklju¢ili su da se duljim vremenom destilacije dobiva viSe ulja. Obzirom na
energiju, to ne mora biti financijski povoljno jer se u sve duljom destilacijom trosi puno
energije, a dobivena koli¢ina ulja je mala. Takoder, zakljucili su da se razlikama u vremenu
destilacije moZe modificirati 1 sam konacni produkt, pa nam vrijeme destilacije moze sluziti
kao alat za postizanje specificnog sastava eteri¢nih ulja. Jeliazkova i suradnici [73] proucavali
su utjecaj vremena destilacije na sastav eteri¢nog ulja hmelja (humulus lupulus L) i njihov
utjecaj na prinos ulja i mikrobiolosku aktivnost. Kao i u ovom radu, eteri¢no ulje je bilo
sakupljano u osam razli¢itih frakcija koja nisu uzeta u istim vremenskim intervalima. Ukupno
destilacijsko vrijeme trajalo je 240 minuta. Za promjene u sastavu koristili su nelinearni
regresijski model. Njihovi rezultati pokazuju da prve frakcije sadrze viSe monoterpena dok
zadnje frakcije sadrze viSe seskviterpena. Mircen i linalon bili su glavni monoterpeni. U prvoj
frakciji koja je sakupljana dvije minute, udio mircena i linalola bio je najveéi. Njihovi
rezultati u potpunosti se slazu s rezultatima eteri¢énog ulja smilja u ovom radu $to potvrduje da
bi se sastav etericnog ulja smilja mogao modificirati ovisno o potrebama u primjeni eteri¢nog

ulja za razlicite svrhe.
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6. ZAKLJUCAK

Rezultati ove studije potvrduju promjene u sastavu etericnog ulja smilja tijekom
destilacije. Prema tome, destilacijom pod uvjetima blazim od idealne ili kra¢im vremenom
destilacije u eteri¢cnom ulju smilja moguce je dobiti vecu koli¢inu a-pinena, $to nije pozeljno
za kvalitetu etericnog ulja smilja, a posljedi¢no i1 otkupnu cijenu istog. Takoder, promjenama
u vremenu destilacije etericnog ulja smilja, moguée je modificirati sastav prema zahtjevima
kupaca i ovisno o namjeni. Sastav eteri¢nog ulja uzorka koji nije frakcioniran u skladu je s

veéinom literaturnih navoda.
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