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Sazetak

Sest uzoraka eteri¢nog ulja vr$nih dijelova pelina ubranih u Hrvatskoj (A. alba, A.
annua (dva uzorka), A. maritima, A. verlotiorum i A. vulgaris) izolirano je destilacijom
vodenom parom. Dobiven je razli¢it sadrzaj eteri¢nog ulja u uzorcima (0,4-0,9 mL/kg).
Kemijski sastav dobivenih eteri¢nih ulja analiziran je plinskom kromatografijom
vezanom sa spektrometrijom masa (GC-MS). Identificirano je 87 komponenata, a
dobivene su velike razlike medu uzorcima u kvalitativnom i kvantitativnom sastavu. Cak
i dva uzorka A. annua ubrana na razli¢itim lokacijama znatno se razlikuju po sastavu.
Eteri¢no ulje A. annua ubrano u Zagrebu sadrzi visoki postotak artemizia ketona (46,0%),
artemizia alkohol (1,3%), kamfor (18,7%) 1 B-selinen (8,8%). Etericno ulje A. annua
ubrano u podruéju srednjeg Velebita sadrzi puno kamfora (31,5%), B-selinena (24,6%) i
najve¢i postotak seskviterpena (30,7%), ali sadrzi malo artemizia ketona (1,9%) i
artemizia alkohol (0,1%). Sastav ulja A. vulgaris sli¢an je sastavu ulju A. annua ubrane u
podrucju srednjeg Velebita i ima najveéi udio monoterpenskih oksida (80,8%), dok ulje
A. verlotiorum ima najve¢i udio tujona. Ulje A. maritima ima najvise seskviterpenskih
oksida (22,4%), dok se ulje A. alba najvise kvalitativno razlikuje od ostalih uzoraka.
Vecina neidentificiranih komponenata pripada seskviterpenskim spojevima s kisikom

koje u znatnom udjelu sadrze svi uzorci, a tesko ih je identificirati.

Kljuéne rije¢i: Artemisia vrste, eteri¢no ulje, fitokemija, GC-MS



Determination of essential oil composition of Artemisia L. using gas

chromatography

Abstract

The essential oils of aerial parts of six Artemisia samples growing in Croatia (A.
alba, A. annua (two samples), A. maritima, A. verlotiorum i A. vulgaris) were isolated by
hydrodistillation. The oil yield varied between 0.4-0.9 (v/w). Chemical composition of
the obtained essential oils were analysed by gas chromatography-mass spectrometry (GC-
MS). A total of 87 compounds were identified. Large differences between samples were
obtained in qualitative and quantitative composition. Even two samples of A. annua
collected on different locations varied significantly in composition. Qil collected in
Zagreb was characterised by high amounts of artemisia ketone (46.0%), artemisia alcohol
(1.3%), camphor (18.7%) and B-selinene (8.8%). Oil collected in middle Velebit area
contained higher amount of camphor (31.5%) and B-selinene (24.6%) and the highest
amount of sesquiterpenes (30.7%) among all analysed samples but contained smaller
amount of artemisia ketone (1.9%), artemisia alcohol (0.1%). A. vulgaris had similar
major compounds as A. annua collected middle Velebit area having the highest amount
of monoterpene oxides (80.8%) while A. verlotiorum had the highest amount of thujones.
A. meritima had the highest amount of sesqterpene oxides (22.4%) while A. alba showed
the highest qualitative difference among samples. The most of unidentified compounds
belongs to oxygen containing sesquiterpene compounds which were contained in all

analysed samples and which are difficult to identify.

Keywords: Artemisia species, essential oil, phytochemistry, GC-MS
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1. UVOD

Pelini se kao i ostale aromati¢ne biljke ¢esto koriste u tradicionalnoj medicini protiv
bolesti uzrokovanih mikroorganizmima. Njihovo antifungalno i antibakterijsko
djelovanje dokazano je u nekoliko znanstvenih studija. Posebno su se djelotvornima
pokazala njihova eteri¢na ulja koja se dobivaju destilacijom vodenom parom. Zbog tih
svojstava pelini se uzgajaju kao poljoprivredna kultura u mnogim zemljama, a najvise u
Argentini, Bugarskoj, Kini i Indiji. Postoji oko 400 razli¢itih vrsta pelina u svijetu, ali
nisu svi jednako potentni, pa se uzgajaju one vrste koje se vise koriste u farmaceutskoj,
kozmetickoj i parfemskoj industriji. Zbog toga je potrebno odrediti udio eteri¢énog ulja u

biljci i odrediti njegov sastav.

Cilj ovog rada bio je izolirati eteri¢no ulje iz Sest uzoraka pelina ubranih u Hrvatskoj
(A. alba L., A. annua (dva uzorka), A. maritima L., A. verlotiorum L. i A. vulgaris L.).
Nakon izolacije etericna ulja su analizirana plinskom kromatografijom vezanom sa
spektrometrom masa kako bi se odredile komponente prisutne u uljima, kao i njihova
koli¢ina, radi odredivanja kemotipa dobivenih ulja, odnosno biljaka iz kojih je ulje

dobiveno.



2. OPCI DIO

2.1. Pelini

Pelini su aromati¢ne biljke koje se Cesto koriste u tradicionalnoj medicini zbog
svojega antimikrobnog djelovanja. Najvise se koriste protiv infekcija respiratornog i
probavnog trakta. Koriste se i kao antioksidansi pa se dodaju prehrambenim proizvodima
da zaustave ili uspore oksidacijsku degradaciju. Zbog toga se koriste i kod priprave jela
kao zacini [1]. Latinski naziv roda, Artemisia L., poti¢e od imena gréke boZice Artemide.
Pripadaju porodici Asteraceae (glavocika), jednoj od najvecih u biljnom svijetu, koja
sadrzi preko 20000 biljnih vrsta i 800 rodova [2]. Samih pelina ima preko 400 vrsta, a
rasprostranjeni su diljem Europe, Azije, Afrike i Sjeverne Amerike. Od njih su
najpoznatiji: Artemisia absinthium L., Artemisia annua L., Artemisia alba Turra,
Artemisia dracunculus L., Artemisia vulgaris L. i druge. Eteri¢na ulja koja se dobivaju
destilacijom vodenom parom su smjese prirodnih hlapljivih spojeva za koje je dokazano
antimikrobno i antifungalno djelovanje [3]. U nekim zemljama je dodavanje biljaka roda
Artemisia zabranjeno (npr. Belgija) jer sadrze toksi¢ne komponente. U drugim zemljama
je koli¢ina ograni¢ena. Tako, u Sjedinjenim Americkim DrZzavama ogranicena je koli¢ina
tujona u proizvodima, npr. 10 mg/kg u alkoholnim pi¢ima koja sadrze gorki pelin [4].
Uredbom Europske Unije koli¢ina tujona u alkoholnim pi¢ima ograni¢ena je na 35

mg/kg.
2.1.1. Artemisia absinthium L.

Hrvatski naziv za Artemisia absinthium L. je gorki, gorski ili pravi pelin.
Visegodisnja je u donjem dijelu drvenasta trajnica ili polugrm, aromatic¢na i jakog mirisa
te vrlo gorka okusa, visine 30-100 cm. Raste na suhom i kamenitom tlu, najcesce na
zapuStenim obradivim povrSinama, uz staze i rubove Suma, primorskim podruc¢jima, a
sadi se i u vinogradima [5]. Kao samonikla biljka rasprostranjena je u sjevernoj Africi i
juznoj Europi, Turskoj i srednjoj Aziji. Prenesen je u SAD i Novi Zeland. Stabljika je
svilenasto dlakava, uzduzno naborana svijetlom sréikom. Listovi imaju kratku peteljku,
dvostruko ili trostruko su perasto razdijeljeni do rascijepljeni, a peraste liske najcescée su
tupa vrha. S gornje strane listovi su sivozeleni, s donje sivkasti, a s obje (osobito s donje)
svilenasto dlakavi. Cvate tijekom ljeta, od lipnja do kolovoza. Male, poluloptaste zute

glavice na kratkim drS§kama su promjera oko 3 mm, a skupljene su u rastresite i
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razgranate metlice. Ovoj je dug 2-3 mm, s duguljastim, zeljastim vanjskim ovojnim
listi¢ima, dok su unutarnji listi¢i jajasti, zeljasti, sa Sirokim suhokoziCastim rubom. Os
cvata je dlakava, a cvjetovi cjevasti, plodni (rubni zenski, a ostali dvospolni), s golim,

zuc¢kastim vjenci¢em [6, 7].

Gorki pelin sadrzi 0,15-0,4% gorkih seskviterpenskih laktona od kojih su glavni
absintin i artabsin (slika 1), zatim, 0,2-1,5% eteri¢nog ulja (sastav ovisi o kemotipu),
flavonoidnih glikozida, fenolkarbonskih kiselina, kumarina i lignana. Eteri¢no ulje mora
se ¢uvati na hladnom i suhom mjestu, zasticenom od svjetlosti, u dobro zatvorenoj posudi

(ne plasti¢noj) [6].

LITTIT
SLLTTTIT ]

Absinthin

Slika 1. Struktura absintina i artabsina [6]

Gorki pelin pospjesuje lucenje zeluCanog soka i zuci. Rabi se za izradu tinktura i
ekstrakata, kao i za dobivanje etericnog ulja. Eteri¢no ulje stimulira Ziv€ani sustav i moze
se koristiti u lijeGenju depresije i stresa. Povoljno djeluje u lije¢enju kroni¢nog gastritisa,
kod bolnih i neredovitih menstruacija, dijabetesa, bolesti crijeva, jetre, bubrega i mjehura.
Pelin se rabi i u industriji alkoholnih pi¢a. U nas je poznato pi¢e naziva pelinkovac, dok
je u svijetu poznatiji liker absint koji osim gorkog pelina sadrzi anis i komora¢. U puckoj
medicini se pelinova rakija ili pelinovo vino rabi protiv crijevnih nametnika. Ako je pelin
sadrzan u vecoj koncentraciji ili se napitci uzimaju dulje vrijeme, moZze do¢i do

nezeljenih posljedica, odnosno do teskih psihickih poremecaja [5,6].
2.1.2. Artemisia annua L.

Artemisia annua L. jednogodiSnja je zeljasta biljka poznata pod nazivom slatki ili

mirisni pelin. Liske su pravilno cesljasto pilaste ili ¢esljasto rasperane, dok su cvjetovi



zuti. Ima jak, kamilici slican miris, uspravno razgranate, smede stabljike promjera 6 mm
[7, 8]. Najpoznatiji ljekoviti derivat je artemizinin prikazan na slici 2. To je spoj iz klase
seskviterpenskih ciklickih peroksida koji ima antikancerogeno djelovanje, a krajem
proSlog stoljeca artemizinin se uvrstio medu najuspjeSnije lijekove za lijeCenje
Plasmodiumfalciparum izazvane malarije. Najve¢a koncentracija nalazi se u listovima

biljke, prije cvjetanja [8].
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Slika 2. Struktura artemizinina [8]

Za artemizinin se tvrdi da je iznimno djelotvoran kod Sirokog spektra karcinoma,
posebno kod onih najagresivnijih: leukemije, raka crijeva, plu¢a i dojke, raka jajnika,
tumora na mozgu i karcinoma prostate. No, te tvrdnje smatraju se neutemeljenim jer u
znanstvenoj literaturi nije pronaden niti jedan klini¢ki pokus proveden na ljudima u
kojem je istrazena njegova djelotvornost i sigurnost za bilo koju vrstu karcinoma, raka i
tumora. Primjena slatkog pelina tradicionalno se koristi za lijeCenje tuberkuloze,
parazitskih bolesti, gljivi¢nih i virusnih infekcija, groznice, psorijaze i drugih autoimunih
oboljenja [9].

2.1.3. Artemisia vulgaris L.

Hrvatski naziv za Artemisia vulgaris L. je divlji pelin. Kod nas ga jo$ nazivaju i
komonjika ili metljika. Zeljasta je trajnica uspravne i razgranate stabljike sivo zelenkaste
boje, a naraste do 150 cm visine. Ima perasto razdijeljene listove, koji su odozgo
tamnozeleni i goli, a odozdo bijelo pusteni. Cvjetovi su zuckasti ili crvenkasto-smedi te
tvore grozdaste cvatove. Ovojni listi¢i su sivkasto maljavi. Divlji pelin ima vrlo dlakave
listove, ¢ime se bitno razlikuju od gorkog pelina. Izgledom i mirisom djeluje kao gorki
pelin, ali je manje gorak od njega [7]. Cvatu od lipnja do rujna, a jedna biljka moze dati i
do 700000 sjemenki koje klijaju ve¢ u jesen. Raste na sunCanim i suhim mjestima,
zapustenim obradivim povrSinama. Najbolje mu odgovara hranjivo i pjeskovito tlo.

Skromnih je zahtjeva 1 otporan je na susu 1 hladnocu.



Divlji pelin ima Siroku primjenu u prehrambenoj i kemijskoj industriji te medicini.
Blagotvorno djeluje na zivce, smiruje gréeve, olakSava probavljanje masnoéa, pomaze
kod Zutice i anemije te neredovite menstruacije kod koje je, takoder, dobro popiti 2-3

puta dnevno po 20-ak kapi rakije od divljeg pelina [10, 11].
2.1.4. Artemisia alba L.

Narodni naziv za Artemisia alba L. je bijeli ili pustinjski pelin. Raste na suhim
povrSinama koje sadrze nitrate, te na kamenjarima kao visegodi$nji grm zeleno-sivih do
bijelih listova. Naraste otprilike 40-90 cm, a odlikuje se dobrom otporno$¢u na susu, U
prvom redu zbog oblika lista i korijena. Rasprostranjen je u pustinjskim podrucjima
Bliskog Istoka i Sjeverne Afrike te u juznim dijelovima Spanjolske [12]. Ova biljka se
koristi za pripremu aromaticnog ¢aja koji pomaze kod probavnih problema i protiv

dijabetesa.
2.1.5. Artemisia verlotiorum L.

Artemisia verlotiorum L. takoder je mirisni, odnosno aromati¢ni pelin. Zeljasta je,
aromatic¢na trajnica visine do oko 2 m. Stabljika je u pocetku gusto maljava, a kasnije
Cesto gotovo gola. Listovi su jednostruko perasto razdijeljeni do rascijepljeni, s gornje
strane zeleni i ve¢inom goli, s donje bjelkasto pusteni. Cvate od rujna do studenog.
Cvjetovi su svi plodni, skupljeni u gotovo sjedece, uspravne ili malo pognute glavice koje

tvore bogati metlicasti cvat. Vanjski listi¢i cvatnog ovoja su linearni, pauc¢inasto maljavi.

2.1.6. Artemisia maritima L.

Hrvatski naziv za Artemisia maritima L. je primorski pelin. Zeljasta je trajnica ili
polugrm visine do 60 cm. Donji listovi stabljike su dvostruko do Cetverostruko perasto
rascijepljeni, dok su najgornji cjeloviti ili samo pri osnovici slabije reznjasti. Cvate u
rujnu i listopadu. Cvatne glavice su duguljasto jajolike, skupljene u metlicaste, katkada
gotovo grozdaste cvatove. Vanjski listi¢i ovoja su pusteni, elipticni. Najcesce raste uz
more. Caj od lis¢a ovog pelina se u tradicionalnoj medicini koristi kod problema s

probavom, dok se ¢aj od stabljike koristi kod eritremije [7, 13].



2.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na, esencijalna ulja biljke sadrze u posebnim zlijezdama ili su dio stanice
omeden membranom. Smjese su lako hlapljivih spojeva koji su Cesto bioloski aktivni.
Dobivaju se iz cvjetova, listova ili plodova biljaka, a rjede iz kore ili korijena. Destilacija
vodenom parom najée$ci je postupak izolacije eteri¢nih ulja iz biljnog materijala, a 0sim
toga koriste se tijestenje i direktno zagrijavanje biljnog materijala. Etericna ulja imaju
poseban status medu biljnim ekstraktima, zbog cijene, mirisnih osobina te ¢injenice da se

iz velike koli¢ine biljnog materijala dobije tek mala koli¢ina etericnog ulja.

Vecéina etericnih ulja slabo je viskozna, posebno slabije od biljnih ulja 1 vode.
Takoder, vecina eteri¢nih ulja manje je gustoce od vode, stoga plivaju na povrsini vode te
se na taj nacin izdvajaju kod destilacije vodenom parom. Jedna od glavnih karakteristika
etericnih ulja je hlapljivost koja omoguéuje jednostavnu medicinsku primjenu
inhalacijom. Slabo su topljiva u vodi, ali se dobro otapaju u biljnim uljima, voskovima,
koncentriranom etanolu i slicnim otapalima. Dobra topljivost u biljnim uljima, a laka
apsorpcija kroz kozu omoguéuje im primjenu u medicinskoj masazi. Komponente
etericnih ulja male su molekulske mase s 10-15 ugljikovih atoma u molekuli [14].

Temperature vreliSta nekih vaznijih molekula u eteri¢nim uljima dane su u tablici 1.

Tablica 1. Temperature vrelista za neke vaznije molekule u eteri¢nim uljima [15]

Molekula Grupa Eteri¢no ulje bogato molekulom Temperatura
vrelista/°C
etil butanoat | alifatski ester miris ananasa
a-pinen mnoterpen 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 monoterpenski 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

Sva eteri¢na ulja za primjenu u aromaterapiji moraju biti botani¢ki i kemijski
definirana. Botanic¢ki definirana zna¢i da mora biti toéno oznac¢ena vrsta, eventualno i
podvrsta te dio biljke iz kojega su dobivena, jer botani¢ke karakteristike imaju veliki
utjecaj na kemijski sastav ulja. Kemijsko definirano ulje ima to¢no definiran udio
pojedinih molekula u etericnom ulju, izraZen u postocima, a odreden kemijskom
analizom plinskom kromatografijom. Takoder, etericno ulje mora biti pravilno oznaceno,

prema medunarodnim smjernicama.
Eteri¢nim uljima smiju se nazivati samo oni ekstrakti koji su dobiveni:
1. destilacijom vodenom parom (vecina eteri¢nih ulja)
2. tijeStenjem (ulja usploda citrusa)

3. direktnim zagrijavanjem biljnog materijala bez destilacije vodenom parom

(iznimno rijetko, ponekad za ulje kore cimetovca)

Svi drugi mirisni ekstrakti dobiveni na drugaciji nacin nazivaju se prema nacinu
dobivanja, primjerice n-heksanski ekstrakt i ekstrakt dobiven ugljicnim dioksidom pri
superkritiénim uvjetima, 1 ne smiju se nazivati etericnim uljima. Sintetske smjese ili
mjeSavine sintetskih mirisa s prirodnim etericnim uljima ne smiju se nazivati eteri¢nim

uljima, ve¢ samo mirisima [14].



2.2.1. Metode uzgoja ljekovitog bilja

Za kvalitetu 1 kemijski sastav eteri¢nih ulja vrlo je bitan nacin na koji se biljke

uzgajaju i rastu. Na trziStu se mogu naci biljke s ovakvim oznakama uzgoja i rasta:

e Divlji (samonikli) rast. Biljka se potpuno prilagodi okolisu. Ovo je najbolji nacin
rasta biljke, a eteri¢na ulja koja su proizvedena iz ovakvih biljaka iznimno su
visoke kvalitete. Biljka proizvede upravo one tvari koje su joj potrebne kako bi
funkcionirala u ekosustavu.

e Certificirani bioloSki divlji rast. Iako je divlji rast, staniste ovakvih biljaka
pregledavaju posebne komisije koje daju certifikat da je ono pogodno za branje i
da se ne nalazi u blizini zagadenog okolisa.

e Konvencionalni uzgoj. Biljke samo jedne vrste uzgajaju se na odredenom
zemljistu 1 rastu uz upotrebu umjetnih gnojiva, pesticida i herbicida. Zbog toga
§to neki uzgajivaci ne posStuju doba izmedu branja i zaprasivanja, 0vaj uzgoj je
najriziniji, Sto pridonosi tome da biljke na sebi 1 u sebi sadrze opasne
insekticide.

e Bioloski uzgoj. Poznat kao ekoloski uzgoj; takoder, i kod ovog uzgoja postoje
problemi zbog uzgajivaca koji uzgajaju biljke na neprikladnoj zemlji. Kao i kod
konvencionalnog uzgoja, ovdje se, takoder, uzgajaju biljke u monokulturama.
Prednost je $to se ne koriste insekticidi i umjetna gnojiva. Kvalitetu uzgoja
ispituje posebna komisija, obracaju¢i paznju da je zemljiSte udaljeno od
zagadivaca 1 proizvodaca koji koriste umjetna gnojiva, herbicide 1 insekticide.

e Biodinamicki uzgoj. Jedan je od najtezih uzgoja. Biljke se uzgajaju u
polikulturama te se oponaSa divlji rast. Uzgojem se bave iskljuc¢ivo ljudi, ne
koriste¢i mehanicka sredstva. Kvaliteta biljaka je visoka jer nisu zagadene, ali su

I pripravci takvih biljaka skupi [2].
2.2.2. Patvorenja eteri¢nih ulja

Patvorenje eteri¢nih ulja podrazumijeva da se dio ili cijeli volumen originalnog
etericnog ulja odredene vrste zamijeni drugim tvarima prirodnog, polusintetskog ili
sintetskog podrijetla, no deklarira se kao originalno eteri¢no ulje. Dakle, etericna ulja
koja se patvore nisu prirodna. Vise je razloga zbog kojeg se etericna ulja patvore, a

patvorenje se moze odvijati na dva mjesta; kod proizvodaca ili kod distributera. Glavni



razlog je cijena, odnosno novac. Neki od razloga patvorenja su nedostatak sirovine, losa

berba, mala proizvodnja, no i velika potraznja odredenog etericnog ulja. Najcesce se

patvore skupa ulja te jeftina eteri¢na ulja koja imaju veliku potraznju. U tablici 2.

prikazana su naj¢e$c¢e patvorena ulja [2, 16].

Tablica 2. Prikaz najc¢esce patvorenih ulja [2].

Eteri¢no ulje koje se patvori

Patvori se s(a)...

Rosmarinus officinalis (ruzmarin)

uglavnom sintetskim 1,8-cineolom

Melissa officinalis (mati¢njak)

jeftinim uljima Cymbopogon vrsta (limun 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) i sintetskim mirisima

Santalum album (sandal)

vrstama Cedrus, Juniperus virginiana i naj¢esce
vrstom Amyris balsamifera; dodavanjem otapala i

sintetskim mirisima

Lavandula officinalis (lavanda,

ljekovita)

uglavnom lavandinima koji sadrze kamfor te

sintetskim 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

cimeta)

sintetiskim cinamaldehidom koji je vrlo toksican.
List cimeta inace sadrZi vrlo malo cinamaldehida pa

se dodavanjem pojacava toksi¢nost

Cananga odorata (ylang-ylang)

sintetskim mirisima

Pelargonium sp. (geraniji)

sintetskim mirisima

Menta sp. (metvice)

sintetskim mentolom




2.2.2.1. Nacini patvorenja etericnih ulja

Neka patvorenja eteri¢nih ulja su gruba, a neka toliko dobro patvorena da i
najiskusniji distributeri po mirisu ne prepoznaju patvorinu. SloZenost i trud oko
patvorenja govori nam 0 skupoci ulja. Neka ulja su toliko jeftina, poput palmarose,
narance ili citronele, da bi bio skuplji pokuSaj patvorenja. Eteri¢na ulja patvore se na

sljedece nacine:

1. Patvorenje organskim otapalima i biljnim uljima (jeftin i ¢est nacin
patvorenja),

2. Dodavanje kemijski obradenih etericnih ulja (jeftina eteriCna ulja
acetiliranjem prelaze u estere ¢ime im se poveéa volumen, a miris je “meksi” S
kojima se patvore ulja bogata esterima),

3. Dodavanje jeftinih u skupa ulja (npr. umjesto prave lavande prodaju se ulja
lavandina),

4. Dodavanje izoliranih prirodnih spojeva u etericna ulja (konverzacija

kemotipa patvorenjem),

Dobivanje sintetskih spojeva identi¢nim prirodnim tvarima,

Dodavanje sintetskih spojeva sli¢énog mirisa,

Kombinacija navedenih nacina patvorenja,

© N o’

Prodavanje eteri¢nih ulja dobivenih iz biljaka iz konvencionalnog uzgoja za

ona iz organskog uzgoja [16].
2.2.3. Dobivanje eteri¢nog ulja

Biljka je kompleksan Zivi organski sustav koji sadrzi stotine tisuca razliCitih spojeva,
neki od tih spojeva prisutni su u velikim koli¢inama u biljci, poput celuloze, dok drugih

spojeva ima manje, ispod 0,1% ukupne mase biljke.

Dobivanje eteri¢nih ulja je izolacija odredenih grupa spojeva iz biljke i njihovo

koncentriranje.

Glavni nacini dobivanja eteri¢nog ulja su destilacija vodenom parom i tijestenje, dok

se direktno zagrijavanje biljnog materijala za dobivanje eteri¢nog ulja manje koristi [2].
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2.2.3.1. Destilacija vodenom parom

Mnoge komponente eteri¢nih ulja imaju vrelista izmedu 150-200 °C. Teoretski, sva
eteri¢na ulja mogli bismo dobiti zagrijavanjem biljnog materijala na vise temperature i
njihovom kondenzacijom. Medutim taj proces se rjede Kkoristi jer pri visokim
temperaturama dolazi do oksidacije molekula $to mijenja kemijski sastav ulja koje bi
time bilo uniSteno. Proces destilacije vodenom parom nam omogucava vrenje
komponenata eteri¢nih ulja pri nizim temperaturama ¢ime se znatno smanjuje oksidacija.
Vodena para povecava ukupni tlak u destilacijskom sustavu koji omogucuje da zajedno s
njom destiliraju tvari koje imaju vreliste vise od 100 °C. Vrijedi pravilo da se uz pomo¢

vodene pare destiliraju tvari koje:

1. se ne otapaju u vodi,

2. imaju do 15 ili maksimalno 20 ugljikovih atoma,

3. dovoljno su stabilne da izdrZe procese zagrijavanja na 100 °C,
4

kemijski ne reagiraju s vodom [2].

Neovisno o tehnoloskoj izvedbi destilatora, svaki uredaj za destilaciju ima ove osnovne

dijelove:
1. parogenerator - dio za proizvodnju vodene pare,
2. kotao za destilaciju - dio s biljnim materijalom kroz koji prolazi para,
3. kondenzator - dio u kojem se ukapljuju vodena para i eteri¢no ulje hladenjem,
4. separator - dio u kome se odvajaju etericno ulje i vodeni sloj - hidrolatili

cvjetna vodica [2, 15].

Hidrolat je vodena otopina zasi¢ena sastavnicama etericnog ulja. U njoj se otapaju
pretezno hidrofilnije tvari, tako da hidrolat ne sadrZi iste omjere sastavnica kao eteri¢no
ulje. Bit ¢e vise kiselina, nekih alkohola i aldehida, no manje terpena i seskviterpena koji

su vrlo hidrofobni [2].

Vodena destilacija je postupak u kojem se vodena para ne proizvodi zasebno, nego se
generira u kotlu za destilaciju, tako da biljni materijal kuha, zagrijava do vrenja, u dva do
Sest puta vecoj koli¢ini vode. Ako se iznad vode biljni materijal odvoji na mrezicu i ne
dolazi u dodir s njom, tada je to vodeno-parna destilacija. Voda ne dotice biljni materijal,

nego vodena para prolazi kroz njega, odnosi Cestice eteri¢nog ulja sa sobom, prolazi kroz
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cijev koja je hladena vodom prilikom ¢ega dolazi do kondenzacije vode i eteri¢nih ulja.
Oni se zajedno skupljaju u posebnu posudu, a s obzirom da se esencijalno ulje ne otapa u
vodi, slojevi se odjeljuju, eteri¢na ulja su lakSa od vode pa se skupljaju na povrsini.
Najbolji na¢in proizvodnje je da se vodena para generira u posebnom dijelu odvojeno od
kotla koji sadrzi biljni materijal. To je parna destilacija. Na taj nacin smanjuje se doticaj
vode s biljnim materijalom i hidroliticko djelovanje vode na pojedine spojeve kao Sto su
esteri (hidrolizom se razlazu na alkohol i kiselinu). Time se postize bolja kvaliteta 1
stabilnost ulja. Hladenje 1 separacija esencijalnog ulja i hidrolata je identicna u oba
postupka. Treba paziti na tvrdo¢u vode, temperaturu vodene pare, vrijeme trajanja
destilacije, tlak, izvedbu i oblik kotlova, materijal (inox, bakar), ali i pripremu biljnog
materijala. Katkad biljke trebaju i¢i bez obrade, poput cvijeta lavande koja ima Zlijezde
na povrsini pa se eteri¢na ulja lako oslobadaju iz njih, a katkad se biljni materijal mora
samljeti kako bi vodena para efikasnija prodrla do Zlijezda s etericnim uljem kao S$to je
slu¢aj s ruzinim drvom ili cimetovcem. Neke se biljke striktno destiliraju svjeze, bas kao

§to je slucaj s lavandom, a neke mogu i u suhom ili polusuhom obliku [2, 15, 17].
Pri destilaciji vodenom parom potrebno je voditi racuna o:

e kuvaliteti biljnog materijala (koli€ina, svjeZina, Cistoca),
e vrsti vode koja se koristi,
e aparaturi,

e trajanju destilacije, tlaku vodene pare, temperaturi te

odvajanju i tretiranju eteri¢nog ulja i hidrolata [2].

Tijekom destilacije moze do¢i do kemijskih reakcija, najée$¢e su hidroliza i
oksidacija. Najzanimljiviji je primjer etericnog ulja kamilice. Kamazulen, jedan od
glavnih sastojaka eteri¢nog ulja kamilice, nije prisutan u biljci, nego nastaje iskljuc¢ivo
tijekom procesa destilacije. Etericnom ulju daje antialergijsko djelovanje i intenzivnu
plavu boju [2, 17].

2.2.3.2. Tijestenje

Proces tijestenja vrlo je jednostavan; u njemu se biljka ili dio biljke busi sitnim
iglama ili presa da se oslobodi sadrZaj iz zlijezda. Materijal se mijeSa s vodom, a ulje se
odvaja od ostatka biljne mase metodama kao S$to je centrifugiranje. Taj ekstrakt, etericno
ulje, ustvari je nepromijenjen sadrzaj zlijezde. Ovakav nacin dobivanja primjenjuje se za
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usploda plodova roda Citrus, kod kojih se Zlijezde nalaze na povrSini kore. Tako
dobiveno eteri¢no ulje sastoji se iz hlapljive i nehlapljive frakcije. Hlapljiva frakcija
(dominantna) sadrzi spojeve kao Sto su esteri, monoterpeni i aldehidi, dok nehlapljiva
frakcija sadrzi flavonoide, neke furanokumarine, masne kiseline, di-, tri-, i tetraterpene

kao sto je B-karoten [2].
2.2.3.3. Drugi nacini proizvodnje eteri¢nih ulja

lako se gotovo sva aromati¢na ulja mogu dobiti destilacijom i tijeStenjem, postoje i
drugi nacini dobivanja etericnih ulja poput ekstrakcije superkriticnim plinovima 1

ekstrakcije organskim otapalima [2].
2.2.2.3.1. Ekstrakcija superktiri¢nim plinovima

Ekstrakcijom superkritiénim plinovima dobiva se tzv. apsolut. Plin pri visokim tlaku
razara tkivo biljke i ekstrahira sastojke, odnosi njihov sadrzaj. Padom tlaka, plin
evaporira tako da eteri¢no ulje ostaje bez primjesa plina. Najces¢i plin koji se koristi je
ugljikov dioksid, CO,. Nedostatak prilikom koristenja plina CO2 je $to se stvara kiselina
u kontaktu CO2 i vode koja moze ostetiti neke sastojke, npr. estere. Nastali apsoluti

nazivaju se COz apsoluti. Vrlo su skupi te se primjenjuju jedino u aromaterapiji [2, 6].
2.2.3.3.2. Ekstrakcija organskim otapalima

Otapala se biraju prema polarnosti i temperaturi vrelista, kao npr. n-heksan, benzen,
izopentan, dietil-eter itd. Eteri¢no ulje izolira se izravno iz biljnog materijala. Prvom
ekstracijom lako hlapljive komponente mogu se izgubiti prilikom otparavanja otapala, a
neki spojevi koji ne isparavaju mogu zaostati u ekstraktu. Takva ulja su polu¢vrste mase
pa se nazivaju konkreti. Nastaju prvom ekstrakcijom, npr. n-heksanom. U drugom koraku
mirisne tvari iz n-heksana ekstrahiraju u alkohol koji se ukloni destilacijom, dok je
mirisna tvar koja zaostaje apsolut. Dobiveni konkreti i apsoluti nisu eteri¢na ulja te se ne
primjenjuju u aromaterapiji jer organska otapala onecis¢uju kona¢ni produkt. Jedan od
glavnih nedostataka je taj Sto je dobiveni sastav potpuno drugaciji od onog dobivenog

prilikom destilacije [2, 6].
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2.2.4. Obrada eteri¢nih ulja nakon proizvodnje

Aromaterapiji pogoduju etericna ulja koja se nakon destilacije nisu posebno
preradila, niti su im uklonjene frakcije pojedinih spojeva. Eteri¢na ulja su ¢esto znala biti
deterpenirana, kako bi se uklonili ugljikovodici, no zbog njihovog doprinosa bioloskom
djelovanju ne koriste se u aromaterapiji. Razlog uklanjanja ugljikovodika je povecavanje
udjela mirisne frakcije, npr. u procesu deterpeniranja etericnog ulja citrusa dobiva se ulje
obogaceno oksigeniranim spojevima (alkoholi, aldehidi, esteri itd), povecanje udjela
aktivne frakcije, npr. kod lavande povecava se udio linalola i linalila acetata, te povecanje
stabilnosti ulja zbog sklonosti ugljikovodika da oksidiranju i polimeriziraju.
Deterpenizacija se moze provesti pranjem alkalnim Iuzinama (natrijeva luzina) i

ekstrakcijom smjesom etanola i vode.

Mnoga etericna ulja sadrZze male otopljene koli¢ine vode zbog koje dolazi do
hidrolize estera i brze oksidacije nekih ugljikovodika. Te malene koli¢ine prisutne su
zbog neregularnog dekantiranja, odnosno odvajanja eteri¢nog ulja od hidrolata. Kako bi
se uklonila vlaga iz eteri¢nih ulja, dozvoljeno je da se suSe bezvodnim natrijevim
sulfatom. No, ne smiju se upotrebljavati sredstva za suSenje poput kalcijevog klorida ili
natrijevog hidroksida koja reagiraju s molekulama etericnog ulja. Natrijev sulfat ne

reagira s uljem i ne mijenja njegova kemijska svojstva.

Redestilacija, tj. ponovljen proces destilacije vodenom parom, koristi se kod ponekih

eteri¢nih ulja kako bi se ono obogatilo glavnim aktivnim spojevima.

Vinerizacija je proces pri kojem se etericno ulje (npr. citrusovo ulje dobiveno
tijeStenjem) tijekom tjedan dana drzi na -20 °C kako bi doslo do talozenja voskova.
Nakon filtracije eteri¢énog ulja dobije se tijesteno ulje koje sadrzi nizi udio suhog ostatka
nakon uparivanja Sto sprjecava nastanak taloga tijekom skladiStenja eteri¢nih ulja.
Vinerizacija je dozvoljena u aromaterapiji, no samo za etericna ulja dobivena tijeStenjem,

jer se u uljima dobivenim destilacijom ne nalaze voskovi [15].
2.2.5. Skladistenje eteri¢nih ulja

SkladiStenje eteri¢nih ulja vrlo je bitno za njihovu kvalitetu. Eteri¢na ulja moraju se
¢uvati u posudama od nehrdajuceg celika, aluminija ili posudama presvuc¢enim inertnim

polimerima, koji ne reagiraju s molekulama etericnog ulja. PoZeljna temperatura
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skladistenja je 15-20 °C, dok se ¢uvanje na temperaturama nizim od 10 °C ne preferiraju.
Na nizim temperaturama, ako posuda nije do kraja napunjena, moze do¢i do kondenzacije
vode unutar spremnika i kontaminacije etericnih ulja vodom. O ovim uvjetima treba

voditi racuna i kod distributera, proizvodaca, ali i u ku¢noj uporabi.

Zastita od kisika vrlo je bitna jer kisik prisutan u zraku, spontano oksidira etericna
ulja (bogata ugljikovodicima). Ona povecavaju mogucnost nastanka alergijskih reakcija
te su iritiraju¢i za sluznicu i kozu. Stoga je potrebno eteriCna ulja napuniti do kraja

posude kako bi prisutnost kisika bila manja .

Problem predstavlja prelijevanje odredene koliCine etericnog ulja u manje bocice.
Ako ulje potrosimo do pola, npr. etericno ulje od 100 mL potroSimo do pola, tada se
preostala koli¢ina prebaci u boc¢icu od 50 mL. Da se sprije¢i oksidiranje, zrak kojim je
ispunjena bocica potrebno je zamijeniti inertnom atmosferom (ugljikov dioksid, argon,
dusik) tako da se u tank s eteri¢nim uljem stavi mala koli¢ina suhog leda (kristaliziranog
COy). Posto je ugljikov dioksid tezi od zraka prekrije eteri¢no ulje zaStitnim inertnim

slojem te ispari istiskujuci zrak [15].
2.2.6. Kontrola kvalitete eteri¢nih ulja

Ulja aromaterapijeske kvalitete moraju pro¢i kontrolu kvalitete kako bi dobila
certifikat koji jamci njihovu zdravstvenu ispravnost i prisutnost farmakoloski aktivnih

komponenata. Takav certifikat trebao bi sadrzavati slijedece podatke:

1. Tocan latinski naziv biljke, s precizno navedenim imenom vrste i podvrstom
ako je ima,

2. Biljni organ, dio biljke ili biljni produkt iz kojeg se dobilo eteri¢no ulje (list,
korijen, kora, usplode, drvo, cvijet, nadzemni dio biljke ili cijela bilja),

3. Nacin dobivanja (destilacija vodenom parom, tijestenje),

4. Vrsta uzgoja (organski uzgoj, konvencionalna kultura, bioloski uzgoj,
biodinamicki uzgoj, samonikli rast, certificirani bioloski samonikli rast),

5. Kemijski sastav etericnog ulja: prisutnost karakteristi¢nih spojeva Kkoji
definiraju kvalitetu ulja. Kemijski sastav pojedinog ulja moze biti propisan
npr. u europskoj farmakopeji ili propisima francuske agencije za normizaciju
(AFNOR),

6. Geografsko podrijetlo, odnosno zemlja podrijetla,
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7. Neke fizikalne karakteristike (npr. broj kapi u mililitru koji ovisi o viskoznosti

ulja, boja, indeksi loma svjetlosti, zakretanje polarizirane svjetlosti...) [2].

Bez tih oznaka ne mozemo govoriti o kvalitetnom ulju. S obzirom da vecina
eteri¢nih ulja dolazi iz zemalja Europske unije, laboratoriji koji rade analize moraju imati
poseban certifikat kvalitete rada, kao §to je GLP certifikat ili evenutualno certifikat neke
europske ovlastene regulatorne agencije. Tek tada mozemo prihvatiti vrijednosti tih
analiza. Mnoga ulja na trzi$tu ne ispunjavaju ovakvu strogu kontrolu i ne smiju se

primjenjivati u aromaterapiji. Takva ulja mogu biti:

razrijedena organskim otapalima i masnim (baznim) uljima,
patvorena sintetskim kemijskim spojevima,
patvorena manje vrijedim eteri¢nim uljima,

onecisc¢ena prevelikom koli¢inom pesticida ili herbicida,

1

2

3

4

5. deterpenizirana,
6. frakcionirana,

7. loSeg kemijskog sastava zbog neprikladnih uvjeta proizvodnje,
8

oksidirana ili na neki drugi nac¢in kemijski modificirana zbog skladiStenja.

Najosjetljivija eteri¢na ulja su ona bogata terpenima, kao sto su ulja iz porodice
Pinaceae i Rutaceae. Nepravilnim skladistenjem u prevelikim bocama, s loSim ¢epovima i
na poviSenoj temperaturi nastaju oksidi 1 peroksidi terpena koji smanjuju aktivnost
eteri¢nih ulja 1 mogu im povecati toksi¢nost. Drzanjem na svjetlu i u prozirnim bocicama,

neki spojevi kao ftalidi mogu posve promijeniti konfiguraciju i postati neaktivni.
U kontroli kvalitete eteri¢nih ulja koriste se razne analiticne tehnike, poput:

1. tankoslojne kromatografije (TLC),
2. plinske kromatografije (GC),

3. refrakcija i polarizacija te
4

nuklearno-magnetska rezonancija (NMR) [2].
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2.3. Sastavnice eteri¢nog ulja

Eteri¢na ulja su smjese velikog broja spojeva razlicitih kemijskih struktura. Poznato
je vise od 500 sastavnica eteri¢nih ulja, a u pojedinim uljima njihov broj moze biti veéi 1
od 100. Medutim, uvijek je samo nekoliko sastavnica prisutno u vecoj koli¢ini, tako da
one odreduju organolepticke, fizikalne 1 kemijske osobine te farmakoloski ucinak
eteri¢nih ulja, odnosno glavna obiljezja. Koncentracija glavne sastavnice je u rasponu od

20-95%, sporedne 1-20% dok je koncentracija sastavnica u tragovima manja od 1% [6].

U sirokom smislu kemotip oznacava razli¢itost kemijskog sastava biljaka iste vrste u
izdvojenim zajednicama, koji ne mozemo objasniti pripadnoséu drugacijim podvrstama,
varijetetima i formama. Sastavnice pripadaju razli¢itim skupinama organskih spojeva, a

prema skeletu ugljikovodika dijele se na terpene, fenilpropane i ostale spojeve [6, 18].

Na sastav eteri¢nog ulja utjeCe vise faktora i nemoguce je svake godine dobiti ulje
potpuno identi¢nog sastava, iako je s iste plantaZze i iz genetski identi¢nih biljaka. Stoga
su postavljene norme, koje govore o rasponu pojedinih glavnih spojeva u odredenom
etericnom ulju. Rasponi, odnosno udjeli komponenata u eteri¢nim uljima dovoljno su
veliki da postuju varijacije ovisno o mjestu rasta, godiSnjim uvjetima rasta i drugim

faktorima koji definiraju kemijski sastav [18].

2.3.1. Terpeni

Najveci broj sastavnica etericnih ulja su terpeni kojima pripadaju prirodni spojevi Ciji
se gradevni princip zasniva na molekuli izoprena (2-metil-butadiena; CsHsg). Prema broju
ugljikovih atoma mogu se svrstati u sedam skupina: semiterpeni (Cs), monoterpeni (C1o),
seskviterpeni (Cis), diterpeni (Coo), triterpeni (Cao), tetraterpeni (Cao) 1 politerpeni.
Semiterpen je 3-izopentenil-pirofosfat (“aktivni izopren”), iz kojeg se formiraju svi

terpenski spojevi prema tzv. izoprenskom pravilu.

U eteriénim uljima prisutni su monoterpeni, seskviterpeni, diterpeni i triterpeni.
Monoterpeni (Cio) su derivati 2,6-dimetiloktana, odnosno geraniola. Poznato je oko 150
razli¢itih monoterpenskih sastavnica koje mogu biti acikli¢ni, mono- i bicikli¢ni spojevi.
Najvecu skupinu unutar terpena Cine seskviterpeni (Cis) kao derivati 2,6,10-trimetil-n-
dodekana, odnosno farnezola. Diterpene (Czo) i triterpene (Cazo) nalazimo u etericnim

uljima dobivenim ekstrakcijom organskim otapalima (slika 3).
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acikli¢ni monoterpeni monocikliéni monoterpeni

SRR

menton timaol
geraniol octmen limonen
(trans)
bicikli¢ni monoterpeni seskviterpeni
0
OH =
. CH,OH
a-pinen kamfor
tujol bisabolen

Jarnezol

Slika 3. Primjeri seskviterpena i aciklickih, monociklickih i bicikli¢kih monoterpena

2.3.2. Fenilpropani

Fenilpropanski derivati prirodni su spojevi Ce-C3 strukture ugljikovodika. Mogu biti

aldehidi, fenoli i fenileteri koji se odvode od cimetne kiseline (slika 4).

OCHg4 o—'\O
H5CO
OCH3
. NS
#°
SH
cimetaldehid anetol apiol

Slika 4. Prikaz nekih fenilpropanskih derivata

2.3.3. Ostali spojevi

U sastavu eteri¢nih ulja pojavljuju se takoder acetogenini, lan¢ani ugljikovodici i
njihovi derivati s kisikom te spojevi s duSikom 1 sumporom: sulfidi, derivati antranilne
kiseline, indol, acetilenski derivati. Ovi spojevi se rjede pojavljuju u sastavu eteri¢nih ulja

i uglavnom su karakteristi¢ni za pojedine biljne vrste.

U tablici 3 dan je prikaz sastavnica eteri¢nih ulja 1 njihovih kemotipova.
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Tablica 3. Prikaz sastavnica eteri¢nih ulja i njihovih kemotipova [19]

Sastavnice etericnih ulja

kemotipovi

Acikli¢ki monoterpeni

mircen, cimen

Acikli¢ki 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,

jasmon, fenkon

Aldehidi, oksidi, peroksidi

citral (geraniol, neral), citronelal, kuminal,

safranol, askaridol, eukaliptol (cineol)

Biciklicki monoterpeni

pinen, tujen, kamfen

Monoterpenski ketoni — monociklic¢ki

menton, piperiton, pulegon

Monotropenski ketoni — biciklicki

kamfor, fenhon, santenon, tujon, verbenon

Seskviterpeni

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

santalan, selinan (biciklicki)

Seskviterpenski alkoholi — alifatski

farnesol, nerolidol

Seskviterpenski alkoholi — biciklicki

kadinol, santalol

Seskviterpenski ketoni

jonon, iron

Diterpeni

kamforen, kamazulen

Fenilpropanski derivati

anetol, metilkavikol, eugenol,

apiol,bergapten, cimetni aldehid

2.4. Plinska kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci razdjeljuju izmedu
dviju faza, od kojih je jedna nepokretna, stacionarna, dok se druga, pokretna, odnosno

mobilna, giba u odredenom smjeru [20]. Kromatografski sustav ¢ini uz to i ispitivane
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tvari, analizirani uzorak, koji je tijekom kromatografskog procesa u dinamickoj ravnotezi
izmedu pokretne i nepokretne faze. Pokretna faza kod plinske kromatografije je inertni
plin (npr. helij, dusik ili vodik), a kod tekucinske kromatografije i kromatografije na
tankom sloju moze biti bilo koje otapalo ili smjesa otapala, kao $to su metanol ili voda.
Tvar se jace ili slabije veze za nepokretnu fazu. Ako se veze slabo, onda je pokretna faza
brzo odnosi. Ako se veze jako, onda je odnosi polako ili uopée ne odnosi. Smisao
kromatografije u analitici je dokazivanje ¢istoce neke tvari i utvrdivanje Spojeva u smjesi

neke tvari kao $to je eteri¢no ulje [21,22].

Plinska kromatografija je kromatografska separacijska tehnika za kvalitativno i
kvantitativno odredivanje komponenata analiziranog uzoraka u kojoj se kao pokretna faza
koristi plin pa je po tome dobila i ime [21]. Nepokretna faza je selektivna tekuéina velike
viskoznosti ili selektivna krutina. Obzirom da je pokretna faza plin, pri analizi
komponente smjese se moraju prevesti u plinsku fazu [22]. Tesko hlapljive tvari se
kemijskim reakcijama (npr. esterifikacijom, siliranjem i sli¢cno) mogu prevesti u oblik

pogodan za analizu plinskom kromatografijom [2, 21].

Plinska kromatografija je najce$¢e primjenjivana i najefikasnija tehnika analize
eteri¢nih ulja. Jedan od glavnih uvjeta da bi se plinskom kromatografijom tvar mogla
analizirati je njena hlapljivost, tj. da na odredenoj temperaturi prijede u plinovito stanje. S
obzirom da su spojevi u etericnim uljima hlapljivi, plinska kromatografija idealan je

nacin analize takve smjese [2].
2.4.1. Dijelovi instrumenta
2.4.1.1. Izvor plina nosioca

Najcesce se upotrebljavaju helij ili dusik, a moZze se koristiti 1 vodik uz nuzne mjere
opreza. Kao izvor plina nosioca koriste se boce s plinom odgovarajuée kvalitete.
Kvaliteta odnosno Cisto¢a plina nosioca moze znacajno utjecati na kvalitetu analize te je
potrebno koristiti plinove Cisto¢e >99,999%. Regulator tlaka na boci s plinom nosiocem

namjesti se tako da je ulazni tlak u instrument do 6 bara [21].
2.4.1.2. Injektor

Injektor je dio plinskog kromatografa koji se nalazi na pocetku kromatografa, a sluzi

za isparavanje analiziranog uzorka i njegovo mijeSanje s plinom nosiocem koji nosi
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komponente na kolonu. Termostatiran je na temperaturu odredenu metodom analize, koja
je najmanje 20 °C visa od temperature vreliSta najmanje hlapljive komponente smjese.
Nakon §to se uzorak unese kromatografskom iglom u injektor, dolazi do isparavanja te
mijeSanja s plinom nosiocem koji “tjera” molekule uzorka duz kolone [20]. Sto se tvar
slabije veze za stacionarnu fazu, to je plin brze iznese s kolone. Ukoliko uzorak sadrzi
nehlapljive komponente, one zaostaju u cjevcici injektora. Injektori za rada s kapilarnim
kolonama su opremljeni uredajem za djelomi¢no unosenje uzorka pri ¢emu se samo dio
uzorka nanese na kromatografsku kolonu. Injektor moze biti opremljen i uredajem za
elektronsku kontrolu protoka plina nosioca $to omogucava rad pri uvjetima konstantnog
protoka [20, 21, 22].

2.4.1.3. Kromatografska kolona

Kromatografska kolona je dugacka staklena ili metalna cijev razliitih dimenzija
kojoj je na stjenci ili na ispuni od krutog nosaca nanesen sloj nepokretne faze.
Komponente smjese noSene plinom nosiocem se razdvajaju na osnovi njihove razlicite
topljivosti u tekucoj nepokretnoj fazi, razli¢itoj adsorpciji na krutoj nepokretnoj fazi ili na

razlici u veli¢ini molekula [20, 21].

Kromatografska kolona smjestena je u termostatiranom prostoru jer razdvajanje
komponenata smjese, odnosno afinitet komponenata prema nepokretnoj fazi ovisi o
temperaturi. Razdvajanje moze biti bez promjene temperature tokom analize (izotermno)

ili uz programiranu promjenu temperature tokom analize (programirano).

Na razdvajanje komponenata takoder utjece polarnost nepokretne faze, dimenzije
kolone i protok plina nosioca. Nepokretne faze mogu biti polietilenglikolnog tipa, koje su
sve polarne, ili silanolnog tipa ¢ija polarnost ovisi o polarnosti skupina vezanih na
silanolni lanac. Ako su na silanolni lanac vezane samo metilne skupine kolona je

nepolarna.

Kapilarne kolone imaju unutrasnji promjer od 0,10 mm do 0,53 mm, duzinu 5-60 m i
vise te debljinu sloja nepokretne faze 0,1-5 um. Punjene kolone imaju unutrasnji promjer
2-4 mm duzinu 1-3 m uz razli¢it postotak nanesene nepokretne faze u odnosu na kruti

nosac (1-15%).
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Optimalne brzine protoka helija koriStenog kao plin nosilac za razli¢ite unutrasnje

promjere kolona dane su u tablici 4 [21].

Tablica 4. Optimalne brzine protoka helija za razli¢ite unutrasnje promjere kolona

Tip kolone | Unutra$nji promjer | Optimalna brzina protoka
kolone (mm) (He) (mL/min)
0,25 1
Kapilarne 0,32 2
0,53 4
2 15
Punjene
4 60

2.4.1.4. Detektor

Detektor je uredaj koji na temelju nekog fizikalnog ili kemijskog svojstva tvari biljezi
njenu prisutnost u plinu nositelju. Komponente smjese nakon odjeljivanja na koloni plin
nosilac nosi na detektor, koji daje signal za svaku komponentu ovisno o masi ili
koncentraciji komponente [20]. Tvari kemijski sli¢nih svojstava daju jednaku povrSinu
pikova za istu masu ili koncentraciju, tj. jednak odgovor detektora. Ako je odgovor
detektora razli¢it povrSina se korigira mnozenjem s faktorom odziva za pojedinu

komponentu [20, 21].

Vrijeme potrebno da komponenta prode kroz kromatografski sustav do detektora
zove se vrijeme zadrzavanja ili retencijsko vrijeme [2]. Svaka tvar u etericnom ulju ima
svoje vrijeme zadrzavanja i U jednoj analizi moguce je vidjeti nekoliko desetaka sastojaka
etericnog ulja 1 odrediti njihov postotak. Vrijeme zadrzavanja karakteristi¢an je parametar
za svaku komponentu, pod odredenim kromatografskim uvjetima i osnovni je parametar

za kvalitativnu i kvantitativnu analizu [2, 20, 21].
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2.4.1.5. Uredaj za primanje i pohranu podataka

Impulsi detektora prenose se preko pojacala na ra¢unalo koji nam daje kromatogram.
PovrSina pika odreduje se integriranjem povrSine ispod pika pomocu raCunala i
odgovaraju¢eg racunalnog programa. Dobiveni podaci mogu sluziti za kvalitativnu i

kvantitativnu analizu sastava smjese.

Kvalitativna i kvantitativna analiza bilo kojom kromatografskom tehnikom osniva se
na usporedbi uzorka sa smjesom standarada. Metoda normalizacije podataka osniva se na
sumiranju ukupne povrsine svih komponenata iz smjese ta odredivanju postotka povrsine
pojedine komponente uzevsi u obzir odgovor detektora za pojedinu komponentu. Ova
metoda se najviSe koristi za analizu eteri¢nih ulja jer nije jednostavno napraviti smjesu

pojedina¢nih komponenata za svako eteri¢no ulje [20,21].

Metoda vanjskog standarda je najcescée koristena metoda u kromatografiji, a zasniva
se na usporedbi povr§ine komponente u uzorku i povrSine komponente u jednoj ili vise
smjesa poznate koncentracije iz kojih se mozZe konstruirati umjerni pravac. Princip
metode unutarnjeg standarda je isti kao i kod metode vanjskog standarda, s time da se u
uzorak 1 standard dodaje komponenta koju uzorak ne sadrzi. Ta nam komponenta sluzi za
kompenzaciju eventualnih pogresaka u pripravi uzoraka i analizi, a za raCunanje se koristi
omjer povrSina analizirane komponente i komponente koja je dodana kao unutarnji

standard [21].

2.4.2. Spektrometar masa

Spektrometar masa koristi se kao detektor u plinskoj i tekuéinskoj kromatografiji.
Komponente nakon razdvajanja na koloni ulaze u ionizator koji je u visokom vakuumu.
Molekule uzorka se bombardiraju elektronima pri ¢emu nastaju ioni koji se ubrzavaju u
magnetskom dijelu instrumenta. Pri prolasku kroz magnetsko polje ioni dobivaju otklon
razmjeran njihovoj brzini, masi i naboju. Velicina otklona obrnuto je proporcionalna masi
fragmenta. Ioni zatim ulaze u detektor gdje dobivaju signal i potom se odreduju putem
spektrometra masa. On nam pokazuje omjer mase i naboja s obzirom na relativni intezitet
pojedinog fragmenta, odnosno udio iona. Prednost ovog detektora je u tome da osim
povrsine pikova dobivamo i spektar masa u svakoj tocki kromatograma koji nam moze

posluziti za kvalitativnu analizu uzorka.
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Spektrometrija masa je izrazito korisna kada u uzorku nademo pojedine molekule za
koje nemamo standarde, kada analiziramo nepoznati uzorak kojem ne znamo sastav
(kvalitativna analiza) [2]. Korisna je kod odredivanja strukture molekula promatrajuci
fragmentaciju molekula, odredivanje molarne mase, te odredivanje fizikalnih i kemijskih

svojstava tvari, odredivanje izotopnog sastava uzorka [21].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Pelini

U ovom radu koristeno je 6 uzoraka pelina a lokacije branja su prikazane u tablici 5.

Tablica 5. Popis lokacija branja uzoraka

UZORAK

VRSTA

LOKACNA

uz1

Artemisia annua

Farmaceutski
botanicki vrt "Fran
Kusan"
Farmaceutsko-
biokemijskog
fakulteta u Zagrebu

uz2

Artemisia vulgaris

Mala Kapela

uz3

Artemisia alba

Sjeverni Velebit

uz4

Artemisia annua

Srednji Velebit

uzs

Artemisia verlotiorum

Farmaceutski
botanicki vrt "Fran
Kusan"
Farmaceutsko-
biokemijskog
fakulteta u Zagrebu

uz6

Artemisia maritima

Farmaceutski
botanicki vrt "Fran
KuSan"
Farmaceutsko-
biokemijskog

fakulteta u Zagrebu

25



Uzorci su brani tijekom rujna 2014. godine i to gornji dijelovi biljke: stabljika, list i
cvijet. Nakon branja suseni su na zraku, zastic¢eni od direktnog utjecaja suncevih zraka.
Nakon 15-20 dana suSenja uzorci su usitnjeni i ¢uvani na suhom i hladnom mjestu do
analize. Identifikaciju biljaka napravio je dr. sc. Dario Kremer, voditelj — upravitelj
Farmaceutskog botanickog vrta "Fran KuSan" Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta

Sveucilista u Zagrebu.
3.1.2. Kemikalije

Sve koriStene kemikalije su p.a. Cistoe. Popis koriStenih kemikalija nalazi se u
tablici 6.

Tablica 6. Popis koristenih kemikalija

NAZIV MOLEKULSKA PROIZVODAC CISTOCA
FORMULA
Dietil eter C2Hs0C2Hs Sigma- Aldrich, p.a.
Njemacka
Natijev sulfat, Na2SO4 Kemika, Hrvatska p.a.
bezvodni

3.2. Instrumeni i aparature
3.2.1. Uredaj za destilaciju vodenom parom

Eteri¢na ulja izolirana su aparaturom za destilaciju vodenom parom tipa Clevenger
koji je u skladu sa zahtjevima Europske farmakopeje [23]. Shema aparature dana je na

slici b.
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Slika 5. Shema aparature za destilaciju vodenom parom
3.2.2. Plinski kromatograf

Izolirana eteri¢na ulja analizirana su na plinskom kromatografu Ultra GC (Thermo
Scientific, Palo Alto, SAD) vezanim sa spektrometrom masa DSQ Il (Thermo Scientific,

Palo Alto, SAD) prikazanom na slici 6.

Slika 6. Plinski kromatograf Ultra GC vezan sa spektrometrom masa DSQ 11
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3.3. Metode rada

3.3.1. Destilacija vodenom parom

Izolacija eteri¢nih ulja na aparaturi prikazanoj na slici 5. radena je tako da je u
tikvicu s okruglim dnom volumena 1000 mL odvagano 50 g usitnjenog biljnog
materijala, dodano 500 mL vode te kamencic¢i za vrenje. Sadrzaj u tikvici zagrijan je do
vrenja plinskim plamenikom i lagano je vrio 3 sata uz povremeno prelijevanje vodenog
destilata natrag u tikvicu. Nakon §to se aparatura ohladila pomocu pipca na aparaturi
doveden je nivo ulja u graduirani dio aparature i ocitana koli¢ina ulja. Nakon toga
pazljivo je ispusSten vodeni destilat, a dobiveno etericno ulje skupljeno je u posudicu.
Tragovi vode su uklonjeni dodatkom bezvodnog natrijevog sulfata i ¢uvani u zamrzivacu

do analize.

3.3.2. Odredivanje glavnih sastavnica eteri¢nog ulja plinskom kromatografijom vezanom

sa spektrometrom masa.
3.3.2.1. Uvjeti analize na GC-MS

Plinski kromatograf Ultra GC vezan sa spektrometrom masa DSQ Il opremljen je s
uredajem za djelomi¢no unoSenje uzorka (engl. split injector). Obzirom na veliki udio
analiziranih komponenata u uzorcima eteri¢nih ulja omjer razdjeljenja (engl. split ratio)
je 50:1, a temperatura injektora je bila 260 °C. Injektiran je 1 uL razrijedenog uzorka (10
uL u 1 mL dietil etera). Uzorci su analizirani na kapilarnoj koloni ZB-5ms (Phenomenex,
Torrance, SAD) duljine 30 m i unutarnjeg promjera 0,25 mm. Nepokretna faza sastojala
se od 5% fenil silikona i 95% metil silikona, a debljina sloja nepokretne faze bila je 0,25
um. Tijekom analize koristen je sljede¢i temperaturni program kolone: pocetna
temperatura je bila 60 °C/1 min, nakon toga se temperatura podizala 4 °C u minuti do 250
°C. Temperatura premosnice je bila 270 °C, a temperatura masenog detektora je bila 230
°C. Snimano je podrucje omjera mase i naboja m/z=42-350. Racunalni program Xcalibur
(Thermo Scientific, Palo Alto, SAD) koriSten je za obradu dobivenih podataka i

kvantifikaciju komponenata.
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3.3.2.2. Kvalitativna analiza

Komponente eteri¢nih ulja su identificirane na osnovu njihovih spektara masa i na
osnovi njihovih vremena zadrzavanja, odnosno retencijskih indeksa. Svaka tocka na
kromatogramu osim vremena zadrZavanja i intenziteta sadrzi i spektar masa. Dobiveni
spektri masa na vrhovima kromatografskih pikova usporedeni su s bazom podataka NIST
2.0 i s bazom koja je kreirana na instrumentu tijekom prijasnjih analiza eteri¢nih ulja.
Obzirom da su spektri masa komponenata eteri¢nih ulja jako sli¢ni i ovise o instrumentu i
uvjetima snimanja, dodatni kriterij za identifikaciju su retencijski indeksi komponenata
koji se izracunavaju usporedbom vremena zadrzavanja komponenata s vremenom
zadrzavanja ravnolancanih ugljikovodika. Iz tog razloga je analizirana smjesa
ravnolancanih ugljikovodika C8-C20 priredena u laboratoriju prema istim uvjetima
analize. Odredena su vremena zadrzavanja pojedinih ravnolancanih ugljikovodika te su

izraCunati retencijski indeksi komponenata eteri¢nih ulja prema jednadzbi:

lﬂg( ':-{unknown:l) o lﬂg(f;{”))
log(t)(x)) — log(t7,))

I'=100x |n+

gdje je:

I = retencijski indeks zadrzavanja,

1t = broj ugljikovih atoma u manjem n-alkanu,
N = broj ugljikovih atoma u ve¢em n-alkanu,
tr

r — prilagodeno vrijeme zadrzavanja.

Dobiveni retencijski indeksi usporedeni su s literaturom i dodatno potvrdili

identifikaciju komponenata.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Udio eteri¢nog ulja

Destilacijom vodenom parom vr$nih dijelova biljaka dobivena su ulja svjetlo-zute do
zute boje. Dobiveni udjeli eteri¢nih ulja su znatno varirali medu analiziranim uzorcima.
Najveéi udio je dobiven u uzorku A. annua ubranom u Zagrebu u Farmaceutskom
botanickom vrtu "Fran Kusan" Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveudilista u
Zagrebu (Zagreb). Za razliku od ulja pelina ubranih u Zagrebu, ulja pelina ubranih na
Velebitu sadrzavala su manje eteri¢nog ulja 0,4-0,5%. Razlog tome mozZe biti u tome §to
su biljke ubrane u Zagrebu bile bolje razvijene od onih ubranih na Velebitu. Koli¢ina ulja

u uzorcima dobivena u mL/kg prikazani su u tablici 7.

Tablica 7. Koli¢ina eteri¢nog ulja u uzorcima prikazana u mL/kg

KOLICINA
UZORAK VRSTA LOKACIJA ULJA (mL/kg)
uz1 Artemisia annua Bv FBF 0,9
uz2 Artemisia vulgaris Mala Kapela 0,4
uz3 Artemisia alba sjeverni Velebit 0,5
uz4 Artemisia annua srednji Velebit 0,4
uz5 Artemisia verlotiorum | Bv FBF 0,6
UZ6 Artemisia maritima Bv FBF 0,6

Rajeswara i suradnici [24] su u svojem istrazivanju dobili 0,30-0,35% (v/w)
etericnog ulja destilacijom vodenom parom uzoraka A. annua. Njihov rezultat je nesto
manji od rezultata dobivenih u ovom radu, ali navode prema literaturnom pregledu da je
udio eteri¢og ulja u A. annua 0,11 — 0,88%. Bilia i suradnici [25] u svom preglednom
radu navode da je sadrzaj etericnog ulja u A. annua 0,3-0,4%, ali da se moze dobiti i do
4,0%. Opisali su i distribuciju eteri¢nog ulja u biljci. Prema njihovim podacima 36% ulja
se nalazi u gornjoj trecini biljke, 47% u srednjoj trecini, a samo 17% u donjoj trecini
biljke. Navode i podatak da je prinos A. annua 85 kg suhe biljke po hektaru. Ukoliko se

bere za proizvodnju artemizinina, seskviterpenskog laktona koji se koristi za lijecenje
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malarije, biljka ne smije procvasti, a ukoliko se bere radi proizvodnje eteri¢nog ulja biljka
se bere u sredini cvatnje. Lopes-Lutz i suradnici [1] su proucavali udio i sastav etericnog
ulja sedam vrsta pelina. Udio etericnog ulja kod A. absinthium, A. biennis, A.
dracunculus, A. longifolia i A. ludoviciana je bio 0,3%-0,5%, dok je znatno viSe
postignuto kod A. cana i A. frigida, od 1,3% do 1,5%. Mohsen i Ali [12] su proucavali
udio i sastav etericnog ulja 21 uzorka A. alba sakupljenih u razli¢itim dijelovima Tunisa.
Dobili su 0,7%-1,9% eteri¢nog ulja Sto je vise od udjela koje smo mi postigli za uzorak A.

alba.

4.2. Sastav eteri¢nog ulja

Na slici 7 prikazan je kromatogram Artemisie annue iz kojega se moze uociti

slozenost ispitivanih uzoraka.
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Slika 7. Kromatogram Artemisie annue

U uzorcima je nadeno vise od sto komponenata od kojih je identificirano 87
komponenata. Obzirom da su ulja pelina karakterizirana velikim brojem komponenata
naroCito seskviterpena 1 seskviterpenskih oksida, nije neocekivan velik broj
neidentificiranih komponenata. Dio tih neidentificiranih komponenata je svrstan u grupe
na osnovu karakteristicnih iona. Kemijski sastav dobivenih etericnih ulja analiziran

plinskom kromatografijom vezanom sa spektrometrijom masa prikazan je u tablici 8.
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Tablica 8. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

RT RI Uz | UzZ2 | UzZ3 | UZ | UZ5 | UZ6
1 4

santolina trien 4,59 902 0,1 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0
triciklen 51 927 0,1 0,0 0,0 tr 0,0 0,0
a-pinen 5,34 938 0,1 0,0 04 | 00| 01 0,0
kamfen 5,75 955 2,1 2,9 tr 0,6 tr 0,1
sabinen 6,29 976 0,0 0,0 00 | 00| 01 0,0
1-okten-3-ol 6,43 981 0,0 0,0 00 | 00 | 0,2 0,0
b-pinen 6,43 981 0,2 0,0 1,0 | 0,0 tr 0,0
mircen 6,68 990 0,4 0,0 00 | 01| 02 0,0
dehidro-1,8-cineol 6,73 991 0,0 0,0 00 | 00| 01 0,0
yomogi alkohol 6,83 996 0,6 0,0 0,0 tr 0,0 11
3-oktanol 6,88 997 0,0 0,0 00 | 00| 01 0,0
p-cimen 7,7 1028 0,0 0,0 0,3 | 0,0 | 05 0,1
1,8-cineol 7,94 1036 0,0 0,0 24 | 0,0 | 32 2,2
artemizija keton 8,65 1060 46,0 | 56,9 00 | 19 | 0,0 | 436
g-terpinen 8,7 1061 0,0 0,0 tr 0,0 tr 0,0
onl 9 1071 0,1 0,0 00 | 00| 00 0,1
cis-sabinen hidrat 91 1074 0,0 0,0 tr 00 | 0,2 0,0
artemizija alkohol 9,36 1082 1,3 0,6 00 | 01| 00 1,1
3-metil-2-butenil 3- 9,61 1089 0,1 0,0 00 | 00| 00 0,0
metil-2-butanoat
fenhon 9,7 1091 0,0 0,0 00 | 00| 00 0,0
trans sabinen hidrat 9,99 1099 1,3 0,4 0,0 12 | 04 0,0
unknownl 10,13 1104 0,0 0,0 00 | 01| 00 0,0
mtox1 10,22 1108 0,0 0,0 00 | 00| 00 0,1
a-tujon 10,29 1110 tr 0,0 02 | 00 |225| 05
izociklocitral?? 10,55 1118 0,0 0,0 24 | 0,0 | 00 0,4
b-tujon 10,62 1121 tr 0,0 00 | 0,0 | 50 0,0
krizantemon 10,7 1123 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,0 0,0
trans-p-menta-2,8- 10,72 1124 0,2 0,0 0,0 | 0,0 | 0,2 0,4
dienol
trans rose oksid 10,82 1127 0,0 0,0 0,4 0,0 tr 0,1
mtox2 11,18 1138 0,0 0,0 0,1 | 00| 00 tr
onl 11,25 1141 0,7 0,0 00 | 03| 04 0,0
nopinon 11,27 1141 0,0 0,0 16 | 00 | 0,0 0,1
trans-pinokarveol 11,38 1145 0,3 0,0 18 | 0,7 | 04 0,8
trans-verbenol 11,52 1149 0,0 0,0 0,8 0,0 tr 0,1
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kamfor 11,56 1150 18,7 | 235 00 |315]| 03 0,1
b-pinenoksid 11,84 1158 1,2 tr tr 10 | 04 0,0
pinokarvon 12,06 1165 0,2 0,0 66 | 08 | 0,3 1,3
izopulegol?? 12,33 1173 0,0 0,0 0,1 | 00 | 00 0,0
borneol 12,41 1175 0,2 3,1 0,0 05| 0,2 tr
cis-pinokamfon 12,53 1178 0,0 0,0 136 | 0,0 | 0,0 2,4
terpinen-4-ol 12,69 1183 0,3 0,0 05 | 02| 03 0,4
p-cimen-8-ol 12,74 1184 0,0 0,0 06 | 00 | 00 0,0
a-terpinol 12,93 1189 tr 0,0 0,4 tr 0,2 0,0
mirtenal+mirtenol 13,16 1195 0,2 tr 2,8 0,8 tr 0,5
verbenon 13,56 1207 0,2 0,0 00 | 00 | 00 0,0
trans-piperitol 13,64 1210 0,0 0,0 0,2 tr tr 0,1
elsholtzia keton 13,9 1218 0,1 0,0 0,0 03| 0,0 0,0
trans-karevol 13,97 1220 tr 0,0 0,2 tr 15 0,0
cis-karveol 14,31 1231 tr 0,0 0,0 01| 0,0 0,0
cis-p-menta-1(7),8- 14,32 1231 0,0 0,0 04 | 00| 01 tr
dien-2-ol

n-heksil 2- 14,47 1236 0,1 0,0 00 | 00 | 00 0,0
metilbutirat

izoamil heksanoat 14,65 1242 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 0,0
karvon 14,79 1246 0,0 0,0 00 | 00 | 06 0,1
karvoton aceton 15,13 1256 0,0 0,0 16,8 | 0,0 | 0,0 2,5
geraniol 15,13 1256 0,3 0,0 0,0 | 0,6 tr 0,0
krizantemil acetat 15,21 1258 0,0 0,0 06 | 00| 00 0,0
geranial 15,58 1269 0,2 0,0 00 | 00| 00 0,0
etil fenil acetat 15,84 1276 0,3 0,0 00 | 0,7 | 0,7 0,0
(benzenacetaldehid)

unknown2 15,93 1279 0,0 0,0 0,1 | 00| 00 0,0
trans-pinokarvil 16,5 1294 tr 0,0 0,4 00 | 0,0 0,0
acetat

unknown3 16,66 1299 0,0 0,0 0,1 | 00| 00 0,0
perila alkohol 16,66 1299 0,0 0,0 00 | 00| 03 0,0
mirtenil acetat 17,4 1323 0,0 0,0 04 | 00 | 00 0,0
a-kubaben 18,21 1348 0,0 0,0 0,1 | 00 | 00 0,0
eugenol 18,36 1353 0,1 0,0 00 | 01 | 07 0,0
sgl 18,92 1369 0,0 0,0 0,2 | 00| 00 0,0
a-kopaen 19,15 1376 0,0 0,0 08 | 10 | 04 tr
izobutil fenilacetat 19,44 1384 0,9 0,0 00 | 0,7 | 00 0,0
b-kubaben 19,54 1387 0,0 0,0 00 | 02| 00 0,0
cis-jasmon 19,9 1397 0,0 0,0 02 | 00| 00 0,0
b-kariofilen 20,57 1420 3,5 1,7 00 | 22 | 16,9 tr
unknown4 20,87 1430 0,0 0,0 0,2 0,0 | 0,0 0,0

33




b-farnezen 21,59 1453 0,1 0,0 0,0 09 | 04 0,0
a-humulen 21,68 1456 0,1 0,0 0,0 01 | 3,0 0,0
allo-aromadendren 21,83 1460 0,0 0,0 0,7 0,0 | 0,0 0,3
sgl 22,24 1473 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 tr
germakren D 22,48 1480 0,0 0,0 0,1 16 | 58 0,1
4-kamfenil butan-2- 22,72 1488 0,0 0,0 0,0 00 | 0,0 2,2
on

b-selinen 22,74 1488 8,8 9,2 0,0 | 246 | 0,0 0,0
sQ2 22,81 1490 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,0 0,0
biciklogermakren 22,93 1494 0,0 0,0 0,0 00 | 1,7 0,0
epi-kubenol 22,94 1494 0,0 0,0 2,7 00 | 0,0 0,4
unknown5 23,47 1512 0,0 0,0 0,4 0,0 tr 0,1
kubenol 23,54 1514 0,0 0,0 3,3 0,0 | 0,1 0,1
d-amorfen 23,62 1517 0,0 0,0 1,7 tr 0,8 0,3
sg3 23,71 1520 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,2
trans-kalamener 23,71 1520 0,0 0,0 0,6 00 | 0,0 0,0
unknown6 23,92 1528 0,0 0,0 0,0 0,1 | 0,0 0,0
a-kalakoren 24,11 1534 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,3
izo-kalakoren 24,3 1541 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,0 0,0
citronelil butanoat 2457 1550 0,2 0,0 0,0 00 | 05 0,0
sgepox1 24,61 1551 0,0 0,0 0,0 0,0 | 05 0,0
sgoll 24,74 1555 0,0 0,0 0,0 011 0,1 0,0
sgolepox1 24,84 1559 0,0 0,0 0,0 04 | 0,0 0,0
nerolidol 24,92 1561 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,3 0,0
sgepox2 25,08 1567 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,1
sgol?2 25,1 1567 0,1 0,0 0,0 0,4 | 0,0 0,0
ledol 25,18 1570 0,0 0,0 0,5 0,0 | 0,0 0,3
spatulenol 25,4 1577 0,3 0,0 2,2 14 | 51 2,6
kariofilen oksid 25,54 1582 1,8 tr 0,4 3,4 | 13,6 0,1
sgol3 25,61 1584 0,0 0,0 0,0 06 | 0,0 0,1
a-kopaen-4-ol 25,71 1587 0,0 0,0 1,8 0,0 | 0,0 0,0
viridiflorol 25,9 1593 0,0 0,0 47 00 | 0,0 2,3
sgonl 26,02 1597 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 0,0
sqdionl 26,15 1601 0,0 0,0 0,0 0,2 | 0,0 0,0
sqol4 26,2 1603 0,0 0,0 1,6 0,0 | 0,0 0,8
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sgolepox2 26,3 1607 0,0 0,0 0,0 0,9 | 0,0 0,0
sqol5 26,34 1608 0,0 0,0 04 | 0,0 | 00 0,4
sgon2 26,35 1608 0,0 0,0 0,0 00 | 1,2 0,0
sqol6 26,41 1611 0,0 0,0 0,0 04 | 0,0 0,0
sgol7 26,52 1615 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,3 0,0
sqol8 26,57 1616 tr 0,0 0,0 0,6 | 0,0 0,0
sqon3 26,67 1620 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 1,7
sqon4 26,68 1620 0,2 0,0 0,3 04 | 04 0,0
1,10-diepikubenol, 26,86 1627 0,0 0,0 2,5 0,8 | 05 1,6
220, 202, 187, 162,

135

sgon5 27,02 1633 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,7 0,0
b-cedren-9-on, 27,03 1633 0,0 0,0 14 | 00 | 0,0 0,0
218, 202, 176, 175,

134

sgol9 27,03 1633 0,0 0,0 0,0 14 | 0,0 0,8
sgon6 27,15 1637 2,0 1,0 0,0 05 | 0,0 0,0
sq4 27,28 1642 0,1 0,0 0,0 0,0 | 0,3 0,0
cis-metil-jasmonat 27,28 1642 0,0 0,0 0,0 03| 0,0 0,0
a-murolol?? 27,33 1644 0,0 0,0 160 | 0,3 | 04 0,9
sgon? 27,4 1646 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,3 0,0
sqon8 27,47 1649 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 0,0
sgol10 27,58 1653 0,0 0,0 0,3 0,0 | 0,0 0,0
a-kadinol 27,66 1655 0,1 0,0 0,0 04 | 15 0,0
sgol1l 27,74 1658 0,0 0,0 0,0 05 | 0,0 11
sgolepox3 27,8 1660 0,0 0,0 0,3 0,0 | 0,0 0,0
sgol12 27,95 1665 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 0,0
sgon9 28,01 1667 0,2 0,0 0,0 1,2 | 0,0 0,0
sgolepox4 28,1 1671 0,8 0,0 0,4 1,0 | 05 0,2
sgolepox5 28,3 1677 0,0 0,0 0,0 0,2 | 0,0 0,0
sgolepox6 28,38 1680 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,2
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sgolepox? 28,47 1683 0,4 0,0 0,2 34 | 05 | 125
sqol13 28,64 1689 00| 00 00 | 03|05 | 02
sqol14 28,75 1693 00| 00 00 | 00 | 22 | 0,0
sqolepox8 28,83 1695 01| 00 00 | 02 | 00 | 01
unknown? 28,91 1698 00| 00 00 | 02| 00 | 00
sgolepox8 29 1701 0,0 0,0 0,0 00 | 0,0 0,4
sqon10 29,04 1703 00| 00 00 | 00 | 03 | 0,0
sgonepoxl 29,1 1705 0,2 0,0 0,0 04 | 0,0 0,1
sqonll 29,38 1716 0,2 0,0 0,0 1,1 | 0,2 2,0
sqon12 29,58 1723 00| 00 00 | 00 | 02 | 0,0
sgolepox9 29,64 1726 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 01
sqol15 29,72 1729 0,8 tr 00 | 03|00 | 00
iz0-1729 29,86 1734 04 | 00 00 | 00 | 00 | 0,0
sqonl3 30,13 1744 00| 00 00 | 00 | 00 | 1,0
ester5 30,16 1745 01| 00 00 | 00 | 00 | 0,0
sgonepox2 30,43 1755 0,0 0,0 0,0 04 | 0,0 0,0
sqol16 30,6 1761 00| 00 00 | 02 | 00 | 01
sgolepox10 30,68 1764 0,0 0,0 0,2 0,0 | 0,0 0,0
sgesterl 30,76 1767 0,3 0,0 0,0 1,5 | 0,0 0,0
sqdioll 30,79 1768 00| 00 01 | 00 | 00 | 01
sgester2 30,99 1775 0,2 0,0 0,0 0,7 | 0,0 0,2
sqonl4 31,07 1778 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,4
sqonl5 31,35 1788 00| 00 00 | 01| 00 | 00
sgolepox11 31,6 1797 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,2 0,0
sgolepox12 31,87 1805 0,0 0,0 0,0 | 0,0 | 0,2 0,1
sgester3 32,1 1817 0,0 0,0 02 | 00 | 0,0 0,1
sgester4 32,38 1828 0,0 0,0 0,2 0,0 | 0,0 0,1
sqdion2 32,8 1844 00| 00 00 | 00 | 00 | 65
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unknown8 33,25 1862 0,1 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0
sgolepox13 33,57 1874 0,2 0,0 tr 02 | 0,0 0,0
sklareol oksid 33,8 1883 0,0 0,0 0,0 00 | 0,1 0,0
sqdion3 34,52 1911 0,3 0,0 0,0 1,0 | 0,0 0,0
sqdion4 35,22 1940 0,3 0,0 0,0 0,4 | 0,0 0,0
sgesterd 35,46 1949 0,0 0,0 0,0 01| 01 tr
sqgdion5 36,34 1985 0,1 0,0 0,0 0,1 | 0,0 0,0
manoil oksid 36,47 1990 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,2 0,0
epimanoil oksid 36,99 2010 0,0 tr 0,0 00 | 0,3 0,1
sgester6 37,02 2011 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,1
unknown9 37,13 2016 0,0 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,1
diterpl 37,92 2046 0,0 0,0 0,1 0,0 | 0,0 0,0
ester2 39,04 2088 0,0 0,0 tr 04 | 0,2 tr
unknown10 41,61 2179 0,0 0,5 0,0 0,0 | 0,0 0,0
ester3 43,6 2246 0,4 0,0 tr 04 | 00 0,1
ester4 44,21 2266 0,5 0,0 0,0 0,0 | 0,0 0,0
neidentificirani unknownl % 91,1 98,4 | 74,0 | 79,0 | 90,0 | 66,9
-unknown | identificiranih
10 komponenti
monoterpenski mtox1- monoterpeni | 3,0 2,9 16 | 0,7 | 0,7 0,2
oksid mtox
keton onl monoterpenski | 3,4 3,7 7,6 31| 39 4.6
alkoholi

ester esterl- monoterpenski | 68,7 | 80,8 | 44,0 | 37,0 | 33,3 | 53,5

esters oksidi
seskviterpen sgl-sq4 monoterpenski | 1,6 0,0 1.4 15 | 1,3 0,0

esteri
seskviterpenski sgepox1- | seskviterpeni | 12,6 | 10,9 43 30,7290 | 11
epoksid Sgepox2
seskviterpenski sgol1- seskviterpensk | 0,6 0,0 36,1 | 6,7 | 10,8 | 11,6
alkohol sgol16 i alkoholi
seskviterpenski sgolepox1 | seskviterpensk | 6,3 1,0 11 |143 172 | 224
alkohol epoksid - i oksidi
sgolepox1
3

seskviterpenski sgonl- seskviterpensk | 1,0 0,0 04 | 10| 03 0,4
keton sgon15 i esteri
seskviterpenski di- sqdionl- diterpeni 0,0 0,5 0,2 00 | 04 0,1
ketoni sqdion5
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seskviterpenski sgonepox1 ostalo 0,0 0,0 0,0 00 | 0,3 0,0
keton epoksid -
sgonepox2
seskviterpenski sgesterl- zbroj 97,1 | 100,0 | 96,8 | 949 | 97,2 | 93,9
ester sgester6
diterpen diterpl
seskviterpenski di- sqdioll
alkohol

Tablica 8 pokazuje velike razlike medu uzorcima u kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu. Cak i dva uzorka A. annua ubrana na razli¢itim lokacijama su znatno razligita po
sastavu. Ulja A. annua ubrane u Zagrebu i A. vulgaris karakterizirana su visokim udjelom
artemizia ketona, kamfora i seskviterpena f-selinena. A. maritima sadrzi artemizia keton.
Za razliku od prva dva uzorka, ne sadrzi znatnije koli¢ine kamfora ni 3-selinena. Manju
koli¢inu artemisia ketona sadrzi i uzorak A. annua ubran na srednjem Velebitu. Udjeli
artemizia alkohola su proporcionalni s udjelima artemizia ketona. Uzorak A verlotiorum
sadrzi najviSe tujona, a-izomera, od svih uzoraka. Jo§ jedino uzorak A. alba sadrzi
znatniju koli¢inu tujona, P-izomera. Prema identificiranim komponentama, uzorak A.
alba najvise se razlikuje od ostalih uzoraka. Sadrzi pinokarvon, cis-pinokamfon i
karvoton aceton koje niti jedan uzorak ne sadrzi u znatnijoj koli¢ini. Gledajuéi grupe
komponenata taj uzorak sadrzi najviSe seskviterpenskih alkohola, ali i najmanje
seskviterpenskih oksida, dok uzorci A. verlotiorum i A. maritima sadrze priblizne koli¢ine
seskviterpenskih oksida i alkohola. Najvecu koli¢inu monoterpenskih oksida i oksida
opcenito sadrzi uzorak A. vulgaris. Uzorak A. alba sadrzi najvise monoterpenskih
alkohola, iako se uzorci znatnije ne razlikuju po udjelu monoterpenskih alkohola i
monoterpena. Fenilpropionski derivati nisu znatnije izrazeni. NajviSe je eugenola u
uzorku A. verlotiorum iako su one karakteristicne za neke vrste pelina, npr. A.

dracouculus [1].

Dobivena su zadovoljavaju¢a slaganja s literaturnim podacima o retencijskim
indeksima koji su posluzili za dodatnu potvrdu identifikacije, a u nekim sluc¢ajevima i
samu identifikaciju. Najvise radova obraduje slatki pelin A. annua, $to je dijelom 1 zbog
sadrzaja artemizinina. Nibert i Wink [26] su proucavali utjecaj ekstrakta A. annue i jos tri
vrste pelina na bolest Trypanosoma koja je dosta rasirena u Etiopiji. Sastav dobivenog
ekstrakta A annue pokazuje visoki udjel kamfora, saskviterpena i spojeva kao npr.

palmitinske kiseline koji nisu uobicajeni za eteri¢no ulje. Nisu identificirali artemizija
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keton koji je glavna komponenta naSeg uzorka A. annue. Rajeswara i suradnici [24]
takoder nisu postigli visoke udjele artemizija ketona i alkohola u svojoj studiji, a glavne
komponente ulja A annua su im mircen, 1,8-cineol i kamfor. Mohsen i Ali [12] su
identificirali oko sto komponenata u uzorcima ulja A. alba, a postigli su visoke koli¢ine
1,8-cineola, tujona i kamfora, $to nije bilo slu¢aj kod naseg uzorka. 1z njihovih rezultata
za ulje A. albe vidljive su velike razlike izmedu uzoraka iste vrste. | u ovom istrazivanju

uocene su razlike izmedu dva uzorka A. annue ubrane na razli¢itim lokacijama.

Opcenito u usporedbi s literaturom, udio 1,8-cineola u eteri¢nim uljima pelina je bio
znatno razli¢it od naseg. Neki autori isticu da analizirani uzorci pelina sadrze 1,8-cineol u
koli¢ini da se moze govoriti 0 kemotipu 1,8-cineol [12, 24, 25]. Vecina neidentificiranih
komponenata pripada seskviterpenskim spojevima s kisikom koje u znatnom udjelu
sadrze svi uzorci i koje je tesko identificirati. Na osnovi karakteristi¢énih omjera m/z za
veliki dio identificiranih komponenata pretpostavljeno je kojoj grupi pripadaju, pa su
njihovi udjeli dodani u te grupe.
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5. ZAKLJUCAK

Uzorci eteri¢nih ulja razlicitih vrsta pelina izoliranih destilacijom vodenom parom
znatno se kvalitativno i kvantitativno razlikuju. Takoder dva analizirana uzorka Artemisie
annue pokazuju znatne razlike, $to potvrduje da na koli¢inu i sastav eteri¢nog ulja, 0Sim
vrste, utjecu i uvjeti okoliSa u kome je biljka rasla. Najkarakteristi¢nije komponente ulja
bile su artemizija keton i kamfor, a 1,8-cineol nije prevladavao niti u jednom od
analiziranih uzoraka, iako je njegova prisutnost u uljima pelina opisano u literaturi. Sva
analizirana ulja imaju visok sadrzaj seskviterpenskih alkohola i oksida, §to je uzrokovalo

veci broj neidentificiranih komponenata.
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