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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Izolirati hlapljive sumporove spojeve iz biljaka Allium commutatum, A. porrum,
A. sativum te A. sphaerocephalon hidrodestilacijom i ekstrakcijom
diklormetanom nakon izvrSene autolize.

Dobivene hlapljive smjese analizirati vezanim sustavom plinska kromatografija-

masena spektrometrija.



SAZETAK:

Metaboliti biljaka koji sadrze sumpor ukljucuju razlicite kemijske strukture pa
variraju od primarnih metabolita (aminokiseline sa sumporom) do sekundarnih
metabolita (tiosulfinati, glukozinolati itd.). Poznata su vazna bioloSka svojstva
hlapljivih sumporovih spojeva, izmedu kojih su i antioksidacijska, antibakterijska i sl. U
ovom su radu istrazivani hlapljivi sumporovi spojevi u Allium vrstama.

Allium (Amaryllidaceae) je velika i vazna skupina koja biljezi vise od 500 vrsta.
Tiosulfinati i tiosulfonati su sumporovi spojevi specifi¢ni za ovaj rod. U svrhu izolacije
hlapljivih spojeva, u aparaturi po Clevengeru, provedena je hidrodestilacija suhog bilja
A. commutatum, A. porrum, A. sativum i A. sphaerocephalon dok je samo za A.
commutatum i A. sativum provedena i ekstrakcija diklormetanom.

Hlapljivi izolati su analizirani GC-MS metodom. Na temelju hlapljivih
razgradnih produkata je utvrdeno da su u svim ispitivanim vrstama prisutni sljedeci
cistein sulfoksidi: metiin, izoaliin, propiin. Najveéi maseni udio u sastavu A. sativuma
ima dialil disulfid (39,7%) koji potjece od aliina, po ¢emu se vidno razlikuje od ostalih
vrsta..

Kljué¢ne rijeci: Hlapljivi sumporovi spojevi, Allium commutatum- divlji ili obalni luk,

A. porrum- poriluk, A. sativum- ¢esnjak, A. sphaerocephalon- glavasti luk, GC-MS



SUMMARY:

Sulphur-containing plant metabolites include a variety of chemical structures,
varying from primary metabolites such as sulphur-containing amino acids to secondary
metabolites like, thiosulfinates, glucosinolates and others. In recent years, volatile
sulphur compounds have been assigned important biological properties, including
antioxidant, antibacterial, etc. The aim of the work was to uncover sulphur containing
constituents of Allium species.

Allium (Amaryllidaceae) is a large and very important genus which comprises of
more than 500 species. Thiosulfinates and thiosulfonates are sulphuric compounds
specifically found in this genus. For the purpose of isolation, The isolation of volatile
compounds was carried out by hydrodistillation in Clevenger type apparatus from dry
plant materials A. commutatum, A. porrum, A. sativum and A. sphaerocephalon for, , but
volatile compounds from A. commutatum and A. sativum were also extracted by
dichloromethane.

Volatile isolates were analyzed by GC-MS method.Based on volatile
degradation products, it was found that all tested species contained the following
cysteine sulphoxides: Methiin, Isoaliin, Propiin. The most abundant compound in A.
sativum was diallyl disulfide (39,7%) derived from Aliin, which made the plant
different from other species.

Keywords: Volatile sulphur compounds, Allium commutatum- sea garlic, A. porrum-

leek, A. sativum- garlic, A. sphaerocephalon- drumstick allium, GC-MS
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UvOoD

Hlapljivi sumporovi spojevi predstavljaju grupu spojeva nadenih u biljkama,
zivotinjama 1 mikroorganizmima. Njihov sadrzaj u biljkama ovisit ¢e o uvjetima u

kojima se biljka nalazi, o njezinoj vrsti te o nacinu uzgoja.

Allium (Amaryllidaceae) je velika i vazna skupina koja biljezi vise od 500 vrsta
od kojih 54 raste na tlu Republike Hrvatske. Biljke roda Allium predstavljaju prirodan i
bogat izvor organosumporovih spojeva. S-alk(en)il-L-cistein sulfoksidi su bezmirisne
sumporove aminokiseline tipicne za porodicu Alliaceae te su preteCa spojeva
pronadenih u rodu Allium. Ostecenjem tkiva, enzim aliinaza hidrolizira S-alk(en)il-L-
cistein sulfokside pretvaraju¢i ih u reaktivne tiosulfinate. Ovisno o Allium wvrsti i
uvjetima rada, tiosulfinati se mogu raspasti na razlicite oblike kao §to su dialil, metil alil

i dietil mono-, di- tri-, tetra-, penta- i heksasulfide kao i vinilditiine te (E)- i (Z)-ajoene.

Allium vrste su agronomski vazni rod zbog prisutnih sumporovih spojeva, cistein
sulfoksida. Ti su spojevi dokazano ucinkoviti u prevenciji kod brojnih ljudskih bolesti,

ukljucujucéi karcinome te kardiovaskularne poremecaje i upalne procese.



1. OPCIDIO
1.1. Hlapljivi sumporovi spojevi

Hlapljivi sumporovi spojevi su grupa prirodnih spojeva pronadenih u biljkama,
zivotinjama i mikroorganizmima. Moguce ih je naéi u razli¢itim dijelovima biljke, kao
Sto su korijen, stabljika, list i cvijet. Ukupni sadrzaj sumporovih spojeva u biljkama
ovisit ¢e 0 raznim ¢initeljima poput vrste biljke, klime, uvjeta uzgoja, agronomske
prakse i sl. Unutar iste biljne vrste sadrzaj sumporovih spojeva ovisi o dijelu biljke, o

uvjetima uzgoja i razvojnom statusu.

Kemijske strukture hlapljivih sumporovih spojeva krecu se od jednostavnijih
prema slozenim. Primjer najjednostavnije strukture je dimetil sulfid, dok slozenije

strukture uz atom sumpora sadrze i druge heteroatome (O, N i sl.).

S N
HsC "~ >CH, /
S

Slika 1.1. Lijevo-dimetil sulfid (jednostavna), desno-alkiltiazol (slozena struktura)

Nadalje, alkilni sulfidi 1 izotiocijanati su Siroko rasprostranjeni u razlicitim
biljnim porodicama, dok sami elementarni sumpor, etil disulfidni derivati i ciklicki

polisulfidi se nalaze u tragovima.

Vecina organskih sumporovih spojeva imaju vrlo neugodan miris i naizgled ne
trebaju biti u etericnim uljima. Odredeni sumporovi spojevi mogu biti dominantni
spojevi u etericnim uljima, npr. etericno ulje Ce$njaka, ali su uglavnom molekule u
tragovima s funkcijom davanja specificnog mirisa eteri¢nih ulja. Ovi spojevi, takoder,
imaju vaznu ulogu bioloskog tipa, ukljucuju¢i antibakterijsku aktivnost aliicina,
antioksidacijsku aktivnost tiosulfina te inhibicijski efekt dialil disulfida na poliferaciju
tumorskih stanica. Izotiocijanati su velika grupa hlapljivih sumporovih spojeva koji

pokazuju antikancerogena svojstva. *



1.1.1.

Klasifikacija sumporovih spojeva

Hlapljivi sumporovi spojevi klasificiraju se u odnosu na broj sumporovih atoma

koji su sadrzani u njihovoj strukturi. Klasifikacijom je definirano ukupno 16 klasa

sumporovih spojeva, a dijele se na Cetiri glavne grupe i podgrupe te na dvije odvojene

grupe:

1.

5.
6.

Sumporovi spojevi s jednim atomom sumpora u svojoj strukturi (S;)
a. Sumporovi spojevi s jednim ili dva atoma dusika (S1N1())
b. Spojevi s jednim atomom dusika i jednim ili dva atoma Kkisika
(S:N104(2))
c. Spojevi s jednim ili dva atoma Kisika (S1012)
Sumporovi spojevi s dva atoma sumpora u svojoj strukturi (S,)
a. Spojevi s jednim ili dva atoma dusika i jednim kisikom (S;N12)O)
b. Spojevi s dva atoma dusika i jednim ili dva atoma Kisika (S2N2O12)
c. Spojevi s jednim ili dva atoma Kisika (S2012)
Sumporovi spojevi s tri atoma sumpora u strukturi (Ss)
a. Skupina spojeva s razli¢itim brojem atoma kisika (S3(N)O)
b. Skupina spojeva prema obliku molekule na linearne spojeve (SsL.)
C. Spojevi sumpora ciklicke strukture (S3C)
Sumporovi spojevi s Cetiri sumporova atoma u strukturi (S4)
a. Grupa spojeva prema obliku molekula na linearne spojeve (S4L)
b. Sumporovi cikli¢ki spojevi (S4C)
Tiocijanati (SCN)
Izotiocijanati (NCS)

Klasifikacijom je definirano ukupno 16 klasa sumporovih spojeva.

3
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Slika 1.2. Prva grupa sumporovih spojeva
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Slika 1.3. Druga grupa sumporovih spojeva
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Slika 1.5. Cetvrta grupa sumporovih spojeva 2
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Slika 1.6. Grupa izotiocijanata i tiocijanata



Heterocikli¢ki spojevi sa sumporom:

- aromatske molekule iz ove grupe se dijele na slijedece podgrupe:
o derivati tiofena - npr. 3-acetil-2,5-dimetiltiofen
o derivati tiazola - najvazniji su alkiltiazoli (npr. 2,4,5-trimetiltiazol);
acetiltiazoli (npr. 2-acetiltiazol) i1 hidroksimetiltiazoli (izvode se iz
tiamina (vitamina B1 ) kao npr. 4-metil-5-tiazoletanol).

Lo ]

/

]

Slika 1.7. Derivat tiofena

Aromati¢ne tvari sa sumporom su obi¢no prisutne u tragovima u odnosu na
druge komponente, medutim zbog malih granica detekcije od vitalne su vaznosti za
cjelokupnu aromu hrane kao $to je kruh (metional), meso (2-metilfuran-3-tiol), kava
(furfurilmerkaptan), pivo (prenil merkaptan), povrée (alil izotiocijanat), dimetil sulfid i

alil disulfid i voée.

1.1.2. Biosinteza i razgradnja odabranih sumporovih spojeva

Biosinteza sumporovih isparljivih spojeva je nepoznanica, kao i enzimi Kkoji su

ukljuceni u proces. IstraZivanja su uglavnom koncentrirana na:
e Diosintetske putove nastajanja glukozinolata
e Diosintezu tiosulfinata u biljkama vrste Allium

Isparljivi sumporovi spojevi su takoder odgovorni za karakteristican miris i okus
Allium vrsta. Uslijed oSteCenja tkiva prvi spojevi koji nastaju su sulfeninska kiselina i
tiosulfinati. Spomenuti produkti su meduprodukti u formiranju veéine hlapljivih
spojeva. Isparljivi tiosulfinati nastaju transformacijom iz relativno stabilnih neisparljivih

prekursora S-alk(en)il-cistein sulfoksida uz pomo¢ enzima aliinaze. 3

Na slici 1.8. opisana je konverzija aliina u alicin djelovanjem enzima.
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Slika 1.8. Aliinazom katalizirana konverzija aliina (S-alil-L-cistein-sulfoksid) u alicin

(tiosulfinat) i ostale isparljive organosumporne spojeve *

Luk (engl. onion) i ¢esnjak (engl. garlic) pripadaju Allium vrstama. Isparljivi
sumporovi spojevi su odgovorni za karakteristican miris i okus Allium vrsta.
Ostecenjem stanica enzim aliinaza reagira s aliinom (derivat aminokiseline cisteina).
Isparljivi tiosulfinati nastaju transformacijom iz relativno stabilnih prekursora S-

alk(en)il-cistein sulfoksida uz pomoc¢u enzima aliinaze. Karakteristi¢ni primjeri biljnih
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sekundarnih metabolita S-alk(en)il-cistein sulfoksida su S-metil-L-cistein sulfoksid
(metiin; prisutan u veéini vrsta Allium), S-alil-L-cistein sulfoksid (aliin, karakteristican
za ¢e$njak), S-trans-prop-1-en-1-il-cistein sulfoksid (izoaliin; karakteristi¢an za luk) i S-
propil-L-cistein sulfoksid (propiin; prisutan u luku). S-alk(en)il-cistein sulfoksidi su bez
mirisa sve dok se tkivo biljke ne osteti. Kada se ¢esnjak usitni, enzim aliinaza prisutan u
vakuolama unutar stanice se oslobodi. Opéenito, enzimi C-S liaze, kao $to su aliinaze, u
biljkama cijepaju veze izmedu sumporovih 1 ugljikovih atoma 1 dio su vece

porodice aminotransferaza. >

ﬁ NH
S \/l\t S-metil-L-cistein
H;C OOH
? NH2
HECWS\)\LOOH S-alil-1 -cistein sulfoksid
0O NH2

Il
HaC” SN S COOH S-propil-L-cistein sulfoksid

]
HiC Ry S \)\c OOH S-propenil-L-cistein sulfoksid

Slika 1.9. Cistein sulfoksidi karakteristi¢ni za Allium vrste *

Aliinaza ,S\ 1|
2 R7TOH * 2NH; + 2 C
HsC” “COOH
Sulfenska kiselina Piruvat
ﬂ NH2 l Kondenzacja g R 100°C DESTILAT
2 \)\ N 1 MijeSani isparljivi polisulfidi
R COOH R” N7 (M3 parijivi p )
S-alk(en)il cistein Tiosulfinat
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Samo ;‘;;’:n " s H Hidroliza H
o ; X R O +HyS04+ HyS
HeC” X" g _)=S\ 1504+ Hp
H:C o H;C
1-Propensulfenska kiselina 1-Propantial-S-oksid Propionaldehid

Slika 1.10. Mehanizam hidrolize S-alk(en)il-cistein sulfoksida *

S obzirom na vrste kemijskih komponenti formiranih u Allium vrstama,
priloZzena je shema koja opisuje razvoj spojeva pod razli¢itim uvjetima. Spojevi se

razlikuju prema obliku i uvjetima u kojima se uzorak obraduje.



Kategorije spojeva:

1) vrSne pare- Spojevi proizvedeni pri sobnoj temperaturi nakon rezanja ili
homogenizacije Allium tkiva;

2) produkti razgradnje nastali iz tiosulfinata pri sobnoj temperaturi;

3) uljne komponente - spojevi dobiveni termickom obradom kao S$to je parna

destilacija.’

Enzim transformira S-alk(en)il-L-cistein sulfoksid daju¢i u pocetku alk(en)il-
sulfenske kiseline, vrlo reaktivni meduprodukti iz kojih kondenzacijskim reakcijama
alil-L-cistein sulfoksida), koji pod utjecajem enzima aliin-liaze prelazi u alicin s
tipiénim mirisom ¢e$njaka. Aliin je bez mirisa i topljiv u vodi, dok je aliicin (kao i ostali
tiosulfinati) vrlo nestabilan spoj koji se dalje pregraduje pri ¢emu nastaju razliCiti
sumporovi spojevi. Aliicin se destilacijom, kako je termicki nestabilan, razgraduje na
polisulfide (dialil disulfid i dialil trisulfid) koji su odgovorni za karakteristiCan i
neugodan miris eteri¢nog ulja. Molekule aliicina mogu reagirati medusobno pri ¢emu
nastaju ajoeni. Takoder aliicin se moze razgraditi pri cemu nastaje alil sulfenska kiselina
I tioakrolein. Dvije molekule tioakroleina mogu reagirati Diels-Alder-ovom reakcijom
pri ¢emu nastaju dva tiina, 3-vinil-3,4-dihidro-1,2-ditiin i 2-vinil-4[H]-1,3-ditiin, a koji
su identificirani medu isparljivim spojevima. Lukovice luka (Allium cepa L.) sadrZe kao
glavne komponente isparljive sumporove spojeve, propilensulfonske kiseline, aliin,
metilaliin, propilaliin te cikloalein. Glavna sastavnica eteri¢nog ulja luka je alil propil
disulfid. ®

Svi identificirani kemijski spojevi u uljima se dobivaju termickom razgradnjom
tiosulfinata. Porijeklo tih komponenata sumpora najjednostavnije se moze objasniti na
primjeru alicina iz CeSnjaka. Prethodne studije su takoder pokazale da se na sobnoj
temperaturi alicin moze preurediti stvaraju¢i sumporov dioksid i dialil mono-, di- i
trisulfid. Nadalje, nastali dialil disulfid daljnjom termi¢kom razgradnjom daje najmanje
25 dodatnih reakcijskih produkata.

U svjezim ekstraktima Allium-a, osim tiosulfinata, otkriveni su i drugi
sumporovi spojevi. Prema istrazivanjima iz ekstrakta luka izoliran je 1 metil-1-
(metilsulfinil)propil disulfid. Daljnje studije pokazale su i prisutnost 6 novih spojeva
cepaena u kloroformnim ekstraktima luka, a razvijen je i mehanizam formiranja cepaena

iz meduprodukta tiosulfinata.



Nedavno je u ekstraktima Allium-a pronadena jedna rijetka grupa sumporovih
spojeva koja pokazuje bioloSku aktivnost te se moze dobiti iz bis-a-pf-nezasi¢enih
tiosulfinata. Radi se o0 2 izomera 2,3-dimetil-5,6-ditiabicikloheksa 5-oksida koji su
pronadeni u svjezim ekstraktima ljutike, luka, mladog luka 1 vlasca. Ti spojevi se
trivijalno nazivaju ‘“cis- i trans-zwiebelanes“. S obzirom da je njihova kemijska
struktura izrazito kompleksna, fokus posljednjih znanstvenih istrazivanja je na

odredivanju mehanizama sinteze spomenutih spojeva. *

1.1.3. Rasprostranjenost sumporovih spojeva u razli¢itim porodicama

Sadrzaj sumporovih spojeva u biljci ovisi o klimi, uvjetima uzgoja i razvojnom
statusu, a moze se nalaziti u listu, cvijetu, stabljici i korijenu. Neki hlapljivi sumporovi
spojevi, ukljucuju¢i metantiol, dimetil sulfid, dimetil disulfid i dimetil trisulfid, su
pronadeni u velikom broju biljaka. Njihovi analozi, kao §to su dimetil tetrasulfid i
dimetil pentasulfid, su pronadeni u rodovima Allium, Brassica, Ferula, Raphanus i
Sinapis. Takoder, propil i propilen sulfatni derivati rasprostranjeni su u mnogim biljnim

rodovima, a ponajvise u rodu Allium.

Poznato je da u rodu Allium sumporove komponente sadrze razli¢ite prefikse
sulfida, poput propilne, alilne, prop-1-enilne i metilne grupe pa se i kemotaksonomski
Allium-i mogu i podijeliti prema njima u Cetiri skupine. Isto tako postoji veliki broj
tiosulfinata, kao $to su alicin, dipropil tiosulfinat i dimetil tiosulfinat te onih kao §to su

propil metantiosulfonat i propil propantiosulfonat, pronadeni iskljucivo u rodu Allium.

Elementarni sumporovi spojevi, uklju¢ujuéi ciklookta sumpor, ciklohepta
sumpor, cikloheksa sumpor, rijetko se nalaze u eteriénim uljima. Iako postoji iznimka,
etericno ulje biljke Nuphar pumilum, koje sadrzi veliki postotak od ¢ak 13,2%
navedenih spojeva. Od spomenutih spojeva, samo je ciklookta sumpor pronaden u

eteriénom ulju Allium vrsta te u Capparis spinosa L.



1.1.4. BioloSko djelovanje

Sumporovi spojevi su vrlo rasprostranjeni u prirodi, a raznoliko biolosko
djelovanje ih ¢ini zanimljivim za istrazivanja. Uglavnom imaju neugodan miris zbog
razgradnje organskih tvari. Nalaze se i u opasnim podru¢jima, kao $to su vulkani, na
mjestima gdje izlazi vulkanska para. U eteri¢nim uljima mogu biti dominantni spojevi
iako su zbog svog neugodnog mirisa ondje nepozeljni i neocekivani. Primjerice,
etericno ulje ¢e$njaka sadrzi di-prop-2-enil trisulfid, di-prop-2-enil disulfid, metil-prop-
2-enil trisulfid, koji su ujedno i njegovi glavni spojevi. Zbog bioloskog djelovanja
navedenih spojeva, neki od dodataka prehrani koji se koriste u regulaciji metabolizma

masti te kod hipertenzije (poviseni krvni tlak), sadrze eteri¢no ulje ¢eSnjaka.

U ovom slucaju se susrecemo s pravilom kako spojevi vrlo neugodnog mirisa u
malim koncentracijama naglasavaju i daju posebnu mirisnu ljepotu molekulama

ugodnog mirisa, kojeg nalazimo u tradicionalnoj parfumeristici. *

1.1.4.1. Vaznost sumporovih spojeva u lije¢enju

Kako bi se utvrdili potencijalni blagotvorni ucinci Allium vrsta na ljudsko
zdravlje, potrebno je usporediti niz podataka in vivo i in vitro studija. S tim znanjem

moze se cijeniti potencijalna uloga Allium vrsta u pobolj$anju ljudskog zdravlja.*

Opcenito, sumporovi spojevi pokazuju antikancerogena, antioksidacijska,
antibakterijska svojstva te utjeCu na imunoloski sustav i snizavanje lipida u krvi. Vjeruje
se da konzumacija biljaka, koje sadrze sumporove spojeve, Smanjuje rizik od nastanka

tumora. *

e Antikancerogena svojstva: konzumacija alkohola, unos masti te pusenje
povecavaju rizik od karcinoma. U istraZivanjima na ljudima koja su ukljucivala
konzumaciju Allium vrsta, osobito luka i ¢eS$njaka, zakljuCeno je da spomenute
vrste smanjuju rizik od karcinoma. Pregledom epidemioloske literature zaklju¢eno
je kako je povecani unos svjezeg ili kuhanog ¢esSnjaka obrnuto proporcionalan
ucestalosti pojave karcinoma Zeluca i debelog crijeva.

e Antioksidacijska svojstva: antioksidansi su od velike vaznosti zbog njihove
inhibicije razarajueg ucinka uzrokovanog slobodnim radikalima, ukljucujuci

reaktivne vrste kisika, dusika 1 klora (ROS, RNS, RCIS). Istrazivanjem je pokazano
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kako ekstrakti A. sativuma i aliina posjeduju snazne sposobnosti inhibicije kada su
ispitivani pomocu analize pufera slobodnog radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila.

e Antibakterijska svojstva: u narodnoj medicini Allium vrste se primjenjuju kod
infekcija. Terapeutski ucinak Allium vrsta, posebno njihovog antimikrobnog
djelovanja, rezultat je prisutnost cistein-sulfoksida. U prosSlom stoljecu ¢e$njak se
koristio za tretiranje Gram-(+) i Gram-(-) bakterija, ukljucuju¢i Pseudomonas,
Proteus, Escherichiu coli, Staphylococcus aureus, Klebsiellu, Salmonellu,
Micrococcus, Bacillus subtilis, Mycobacterium te Clostridium.

e Antifungalna i antiparazitska svojstva: mnoge gljive su se pokazale osjetljive na
Allium-e, posebno na ¢es$njak. To uklju¢uje Candidu, Trichophyton, Torulopsis,
Rhodotorulu, Cryptococcus, Aspergillus i Trichosporon.

e Kardiovaskularne bolesti: ekstrakt ¢esnjaka, kao i neki drugi organosumporovi
sastojci Allium vrsta, pokazali su efekt snizavanja razine kolesterola u krvi prilikom

. . .. - .. 4
ispitivanja na ljudima i zivotinjama.

1.1.4.2. Vaznost sumporovih spojeva u biljkama

U biljkama sumpor sudjeluje u gradi mnogih enzima, sadrze ga vitamini biotin
(vitamin H), tiamin (vitamin B1), zatim razliciti antibiotici i1 biljna ulja te sudjeluje u
gradi aminokiselina (cistein, metionin). Takoder sudjeluje u gradi aromati¢nih spojeva
(npr. u ¢eSnjaku). Smatra se da sumpor ima vaznu ulogu u otpornosti biljaka prema
niskim temperaturama i susi. Sumpor je kao biljno hranjivo izuzetno vazan u formiranju
endosperma zitarica koji ima znacajan utjecaj na prinos i kvalitetu zitarica i sadrzaj ulja
u uljaricama (uljane repice, uljnih bundeva, suncokreta). U proizvodnji povrca najvise

sumpora imaju kupus, cvjetada i luk. °

kontrola

Slika 1.11. Nedostatak sumpora u biljkama (desna biljka na svakoj slici)
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1.2. Metode izolacije isparljivih spojeva

Hlapljivi spojevi su nepolarni i slabo topljivi u vodi pa se na tome zasnivaju
metode njihove najceS¢e izolacije. U te metode ubrajamo destilaciju, ekstrakciju,
tijeStenje, metodu direktnog uzimanja hlapljivih spojeva iz plinske faze koja je u

ravnoteZi s uzorkom, odnosno metodu analize vrinih para (HSA- Headspace analysis). *

1.2.1. Destilacija

Destilacija je postupak odvajanja smjesa tekuéina na temelju razli¢itih
temperatura vrenja. Tekuéina se zagrijava i prevodi u paru, a nastala para se odvodi
hladenjem (kondenzacijom) pri ¢emu se ukapljuje. Destilat se sakuplja u drugoj posudi.

Svrha destilacije je:

e c(iSc¢enje tekucih tvari,

razdvajanje smjesa tekucina razli¢itog vrelista,

otparavanje organskih otapala,

identifikacija tekucih tvari (odredivanje vrelista).°

Postoji viSe vrsta destilacije, a neke od njih su jednostavna, frakcijska 1
destilacija vodenom parom te destilacija pri snizenom tlaku, odnosno vakuum
destilacija. U ovom sluéaju, destilacija je postupak izolacije etericnog ulja iz
aromati¢nog bilja. Prednost ove metode je to Sto destilat predstavlja smjesu isklju¢ivo
hlapljivih spojeva. Razlikuju se tri vrste destilacija: vodena destilacija, parna destilacija
i vodeno-parna destilacija. Sve metode temelje se na istom teorijskom principu, ali
osnovna razlika izmedu navedenih destilacija je kontakt biljnog materijala s vodom

odnosno vodenom parom.

U aparaturi po Clevenger-u biljni materijal je uronjen u destiliranu vodu.
Zagrijavanjem vode, hlapljivi spojevi iz biljke pri odredenoj temperaturi destiliraju
zajedno s vodenom parom. Kondenzirane kapljice ulja se spustaju kroz sredi$nju cijev
aparature i sakupljaju u trapu, odnosno organskom otapalu, dok se one vodene pare
vracaju natrag u tikvicu s biljnim materijalom. Organski sloj (eteri¢no ulje) se odvoji i
susi u bezvodnom Na,SO,4. Ukoliko je prisutno veliko pjenjenje u tikvici pri destilaciji,
postoji opasnost otapanja pjene u etericnom ulju koje je izolirano. Pjena sadrzi
visokomolekularne nepolarne povrSinski aktivne tvari koje bi otapanjem u ulju
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promijenile izvorni kemijski sastav ulja. U slu¢aju otapanja ulja u trapu, lako isparljivo

otapalo se oprezno ukloni isparavanjem laganom strujom dusika do stalne mase. ’

1.2.2. Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda koju ubrajamo u metode prociS¢avanja i za izolaciju neke
tvari iz otopine, suspenzije, emulzije ili krute smjese pomocu otapala. Postoje odredeni
uvjeti koje organsko otapalo koje se koristi za ekstrakciju iz tekuce ili ¢vrste faze treba
zadovoljiti:

e mora biti kemijski inertno prema prisutnim tvarima

e tvar koja se ekstrahira mora imati $to bolju topljivost u tom otapalu

e otopina iz koje se ekstrahira zeljena tvar i otapalo se moraju razlikovati u gustoci

e otapalo ne smije imati previsoko vreliSte kako bi se, nakon ekstrakcije moglo lako
ukloniti

e otapalo mora biti §to manje zapaljivo, otrovno i jeftino.

Najcesce koristena organska otapala za ekstrakciju su dietil eter, kloroform,
petroleter, diklormetan itd.

Ekstrakcija se temelji na razlicitoj topljivosti tvari koju Zelimo izdvojiti iz
otopine 1 primjesa koje prate tvar u dva otapala koja se medusobno ne mijeSaju. Pri tom
dolazi do razdijeljenja tvari izmedu dva otapala. Ekstrakcija je bolja ako se postupak

ponovi vise puta s manjom koli¢inom otapala. ’

|

Slika 1.12. Lijevak za odjeljivanje ®
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Moderniji pristupi izolacije ukljucuju: ultrazvuénu ekstrakciju (ekstrakcija otapalom
potpomognuta ultrazvukom), mikrovalnu ekstrakciju (ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima), mikrovalnu ekstrakciju bez otapala i ubrzanu ekstrakciju otapalom
(ekstrakcija kod povisene temperature i tlaka) te ekstrakciju aromati¢nog bilja sa

subkriticnim fluidima (primjer je ekstrakcija s CO,).

1.2.3. Kromatografske metode

Kromatografija dolazi od gr¢kih rije¢i chroma (boja) i graphein (pisati).
Kromatografija je metoda odjeljivanja koja se zasniva na razli¢itoj razdiobi tvari izmedu
mobilne i stacionarne faze sustava. Mobilna faza moze biti plin (plinska kromatografija)
ili tekuéina (tekuc¢inska kromatografija).

Dvije su faze sustava izmedu kojih dolazi do raspodjele, a to su:

1. kruto-tekuée (kromatografija na koloni; tankoslojna kromatografija;
kromatografija na papiru)
2. tekuce-tekuce

3. tekuce-plinovito (plinska kromatografija).

Kromatografske metode se takoder dijele prema prirodi stacionarne faze. Tako se
plinska kromatografija dijeli na kromatografiju plin-teku¢e (GLC) i plin-kruto (GSC).
Razlikuju se dva tipa teku¢inske kromatografije, tankoslojna (TLC) i papirna

kromatografija, odnosno ona na stupcu i tehnike plosne kromatografije.

Kromatografiju je prvi primijenio ruski istraziva¢ Mihail Cvet, pocetkom 20.
stolje¢a. Upotrijebio ju je prilikom analize smjese biljnih pigmenata na stupcu
ispunjenim krutim kalcijevim karbonatom koju je ispirao eterom. Kako su se biljni
pigmenti razdvojili 1 obojili razli¢itim bojama kolonu, novu metodu je nazvao

kromatografija. S

1.2.3.1. Plinska kromatografija

Ova vrsta kromatografije predstavlja vrlo brzu analiticku metodu odjeljivanja.
Svrha metode je odjeljivanje komponenata iz smjese na osnovi njihovog razliitog

afiniteta prema stacionarnoj fazi. Kao stacionarna faza upotrebljava se tekucina,
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nehlapljiva pri radnoj temperaturi kromatograma, nanesena na povrsinu ¢vrstog nosaca
adsorpcijom ili kemijskim vezanjem. Kao mobilna faza koristi se inertni plin koji kao
nositelj mora biti kemijski inertan kako nebi doslo do reakcije s uzorkom i materijalom
kojim je punjena kolona. Inertni plinovi su najc¢esce helij, dusik, vodik ili argon.

Razlikuju se dvije vrste kromatografskih kolona, kapilarne i punjene. Izraduju se od
razli¢itih materijala, a najéesée su u upotrebi kolone od taljenog kvarca, nehrdajuéeg

Celika, bakra, plasti¢nih masa ili aluminija.

Uredaj za plinsku kromatografiju se sastoji od injektora, kromatografske kolone,
detekcijskog dijela i pisaca. Pomocu mikrolitarske Strcaljke, mala koli¢ina uzorka unosi
se u zagrijani dio uredaja koji je smjeSten na vrhu Kkolone, tzv. injektor. Uzorak se
injektira brzo i u malim obrocima kako bi se smanjilo Sirenje eluiranog sastojka u
kolonu. Temperatura u injektoru mora biti iznad temperature vreliSta najmanje hlapljiva
sastojka 1 to 50°C viSe. Zbog toga ¢e uzorak tijekom unoSenja u kolonu trenutacno
ispariti. Plin nositelj s uzorkom prolazi kroz kolonu ispunjenu stacionarnom fazom, gdje
dolazi do odjeljivanja pojedinih komponenata uzorka. Vrijeme zadrzavanja komponente
u koloni ovisi kako o njenoj prirodi tako i o stacionarnoj i mobilnoj fazi. Visoki tlak
povecava linearnu brzinu zbog ¢ega se komponente kra¢e zadrzavaju, $to poboljSava
rezoluciju kromatograma. Prisutnost odijeljenih komponenata smjese u plinu nositelju
po izlasku iz kolone utvduje se detektorom koji registrira koli¢inu sastojka kao funkciju
vremena. Vrste detektora koji se koriste kod ovog tipa kromatografije su MS, UV-VIS

detektor, elektrokemijski detektor, detektor indeksa loma.

M|er;c protoka
T

Dio za unosenje uzorka / Detekeiiski dio
etekcijski dio

\
Razdjeljiva toka (iniektor) L o

Regulator tiaka Kontrola protoka

\ : - >
™ ao | . - —‘—'ﬁm - Y
-
—

ll—.
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/ ~
Spremnik plina | 2908
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™~ Termostatirani

A prostor
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Slika 1.13. Shematski prikaz plinske kromatografije °
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1.3.  Metode identifikacije razgradnih produkata sumporovih spojeva

1.3.1. Spektroskopija

Spektroskopija je metoda koja omogucava odredivanje strukture organskih

spojeva brzo i precizno. Sadrzi razli¢ite tipove instrumentne analize.
Spektroskopske metode se dijele na:

1. spektrometriju masa (MS)
2. infracrvenu spektroskopiju (IR)
3. spektroskopiju nuklearne magnetske rezonancije (NMR)

4. ultraljubicastu i vidljivu spektroskopiju (UV/VIS)

1.3.1.1. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (MS) je analiticka metoda kojom se odreduje relativna
molekulska masa nekog spoja/molekule. Molekule c¢istog spoja se ioniziraju i
fragmentiraju u ione. Ioni se potom medusobno odjeljuju i svrstavaju prema njihovoj

masi i intenzitetu. Tako nastaje spektar masa. Uredaj se zove spektrometar masa.

Tri su osnovne funkcije prema kojima MS radi:

®,

% lonizacija uzorka, uglavnom kation gubitkom jednog elektrona
% Razvrstavanje i odjeljivanje iona prema njihovoj masi i naboju

“+ Mijerenje odijeljenih iona i prikazivanje rezultata u obliku dijagrama.

Svaka funkcija moze se odviti na razli¢ite naCine, a uobicajena procedura je da
se molekula bombardira snopom elektrona visoke energije. Molekula spoja gubi vanjski
elektron pri ¢emu nastaje mati¢ni ion, radikal (Me"). Mati¢ni ion fragmentira na
fragmentne ione manjih masa. Kation, molekulski ion i fragmentni ioni se ubrzavaju
pomocu negativno nabijenih ploca (elektroda) pri ¢emu se formira u ionski snop. Ionski
snop zatim ulazi u dio instrumenta s promjenjivim magnetskim poljem, ioni skrecu s
putanje ovisno 0 svojoj masi i naboju te brzini. U analizatoru se dobiveni ioni
razvrstavaju prema razli¢itom omjeru mase i naboja (m/z), ¢esto i (m/e). Analizom

fragmentnih iona moze se spoznati strukturu ispitivanog spoja. 10
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Dijelovi MS-a:
= |onski izvor

=  Analizator masa

ey

uzorak (=7 -:

= Detektor
akeeleratorske
elektrode <
P filament /pukoﬁnom
odbijajuds | | newsmjereni teski ioni
elektrode 1 .
magnetsko polje

ionski izwor I

neustjereni laki ioni

Py detektor
s jEreni
ionski snop

Slika 1.14. Shematski prikaz masenog spektrometra *°

1.3.1.2. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)

Od razlicitih kombinacija koje su nastale sprezanjem kromatografskih tehnika sa
spektroskopskim, osobito mjesto pripada vezanom sustavu plinska kromatografija-
spektrometrija mase. Navedene dvije metode se medusobno dopunjuju,
komplementarne su i predstavljaju jedan instrument GC-MS. Dok je plinska
kromatografija metoda odjeljivanja, ali nepouzdana za identifikaciju sloZenih organskih
spojeva, masena spektrometrija je pouzdana za identifikaciju. Obje metode koriste
uzorak u plinovitoj fazi te su obje osjetljive pa se njihovom kombinacijom moze posti¢i
osjetljivost instrumenta u redu pikogramskih koli¢ina spoja (1 pikogram=10"? g).

Ova metoda pruza vise specificnih informacija po jedinici koli¢ine materijala
uzorka od ostalih analitickih metoda. Zbog toga se upotrebljava kad je koli¢ina uzorka
ograniCena ili kad je potrebno odrediti i identificirati izuzetno niske koncentracije
pojedinih spojeva u uzorku. U kombinaciji GC-MS, spektrometrija masa ima ulogu

osjetljivog i specifi¢nog detektora za plinski kromatograf.
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Navedena se tehnika primjenjuje u petrokemijskoj, farmaceutskoj, prehrambenoj
industriji 1 industriji plasticnih masa. Nadalje, koristi se kod farmakokinetickih i
metabolickih studija lijekova, zastite okoliSa, odredivanja sastava 1 strukture razlicitih
prirodnih produkata, kontrole dopinga sportasa, toksikoloske analize te kontrole i1

] v - . 11
pracenja slozenih procesa u industriji.

Injektor

Termostatirani prostor

Detektor
spektrometrije masa

\

Spremnik plina Kolona

(He, N2, H2)
Slika 1.15. Shema vezanog sustava GC-MS *2

1.4. Opce karakteristike biljnih vrsta roda Allium

Biljna porodica Allium predstavlja mnogobrojne biljne rodove viSegodisnjih
zeljastih biljaka iz porodice sunovrata (Amaryllidaceae) rasprostranjenih u podru¢jima s
umjerenom klimom. Najvazniji predstavnik u prehrani je crveni luk (A. cepa)
podrijetlom iz Azije. Ostale poznatije vrste su: ¢eSnjak ili bijeli luk (A. sativum), luk
vlasac (A. schoenoprasum), zimski luk (A. fistulosum) te poriluk (A. porrum). Lukovima

je podzemna lukovica zastiGena ovojnim listovima kako bi se sprijecio gubitak vode. **

1.4.1. Allium sativum L. (¢e$njak ili bijeli luk)

Cesnjak je jo§ od davnina cijenjen i kao lijek i kao za¢in. Nasi su preci vjerovali
kako ¢eSnjak tjera zle demone 1 §titi od zmijskih ugriza. U srednjem vijeku stanovnici
Europe njime su se barem djelomi¢no $titili od zaraze kugom. Danas se on smatra

najdjelotvornijim sredstvom protiv ovapnjena zila i mnogih drugih civilizacijskih

-18 -



bolesti. Miris ¢eSnjaka kod velike veéine ljudi u visokorazvijenim zemljama i dan-danas

pobuduje otpor. 4

Cesnjak je zeljasta trajnica niskog rasta. Stabljiku okruzuju zeleni kopljasti
listovi, a u doba cvatnje na njezinu se vrhu nalazi cvat u obliku kiSobrana. Lukovica se
¢esnjaka sastoji od 10-15 CeSnjeva, od kojih je svaki obavijen bjelkastom papirastom

ljuskom (ovojnicom). Cednjevi tvore podzemno spremiste hrane.

Sastav ¢esnjaka dijelimo na one koji se izvorno nalaze u biljci (genuini) i one
koji nastaju djelovanjem enzima i drugih reakcija razlaganja. U pocetku su u ¢esnjaku
prisutni  glutamilpeptidi i cistein sulfoksidi (aminokiselina sa sumporom). Pri
enzimskom razlaganju cistein sulfoksida aliina s enzimom aliinazom, preko

meduprodukata, nastaje alicin (tiosulfinat).

Tiosulfinati se nalaze samo u svjezim pripravcima. Zbog nestabilnosti, iz njih pri
daljnjim reakcijama nastaju sekundarni sulfidi, ajoeni i vinilditiini. Sulfidi, osobito dialil

soN v . c v .1
sulfidi, Ce$njaku daju karakteristi¢an miris. =

Djelovanje ¢eSnjaka:

Najstariji i ujedno lako dostupan borac protiv upala i viroza. Ljut i peckav okus
¢eSnjaka (Allium sativum) potjeée od alil sulfida u osnovi kojih je makroelement
sumpor. Upravo taj aromaticni peckavi okus po ¢emu je ¢eSnjak prepoznatljiv zasluZan
je za blagotvorni ucinak na organizam, popravlja prokrvljenost, ubrzava metabolizam,
detoksicira te ima povoljan u¢inak na imunoloski sustav. Ce$njak povoljno djeluje na
bolesti krvozilnog sustava: sprjeCava ovapnjenje krvnih Zila (snizava ukupni i LDL
kolesterol), pomaZe u sniZzavanju krvnog tlaka, sprjeCava nakupljanje krvnih plocica i
stvaranje ugruSaka te poboljSava izmokrivanje (djeluje kao diuretik). Sadrzi i
supstancije sli¢ne prirodnom inzulinu koje pomaZzu regulaciju povisenog Secera u krvi.
Iz Cesnjaka je izoliran spoj alicin koji djeluje kao prirodni antibiotik. Poznat je povoljan
ucinak cesSnjaka kod upala uzrokovanih ne samo bakterijama nego i virusima,

gljivicama i parazitima.
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1.4.2. Allium commutatum Guss. (divlji luk ili obalni luk)

Obalni luk je biljka iz porodice sunovrata (Amaryllidaceae) koja spada u
jednosupnice. Kao tipi¢no mediteransko bilje raste na otvorenim kamenitim staniStima,

na otocima te obali blizu mora. Vrijeme cvatnje je od svibnja do srpanja. *’

1.4.3. Allium porrum L. (poriluk)

Dvogodisnja biljka koja se uzgaja kao jednogodisnja, zbog bijelih baza listova.
Naraste do 45 cm, a moze biti do 15 cm Sirine. Dobar je izvor kalija 1 zeljeza, manje

koli¢ine p-karotena i vitamina C, pogotovo u zelenim dijelovima listova.

Poriluk se nazalost po pitanju koli¢ine znanstvenih istrazivanja nasao drasti¢no
zapostavljen, ali postoje pojedina istrazivanja koja pokazuju kako njegova konzumacija
moze smanjiti opasnost od pojave kardiovaskularnih oboljenja te smanjiti mogucénost

pojave raka jajnika u Zena i za do 40%.

1.4.4. Allium sphaerocephalon L. (glavasti luk)

Glavasti luk ljeti ima jajasti oblik cvijeta zelene boje, nakon cega se cvijet
razvija i mijenja boju u ruzicastu do crveno-ljubicaste.

Biljka izgleda vrlo atraktivno na cvjetnim gredicama, pogotovo ako je smjestena
da "proviruje" izmedu drugih cvjetova poput ruza, tako da njeni neugledni listovi ostanu
skriveni. Ljepota cvjetova Allium sphaerocephalona je dobrodosla kao dodatak svakom

vrtu, a lako se 1 prilagodava u novom okruzju. 18
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Biljni materijal

2.1.1. Allium sativum L. (¢eSnjak ili bijeli luk)

Red: Asparagales
Porodica: Amaryllidaceae (sunovratke)
Rod: Allium (luk)

Narodna imena: cesnjak, luk, luk bili, luk ¢eSan, Cesan, luk

Gesan, GeSanj, Gesnjak, GeSanj pasji, Ceenj, luk Eesnoviti, bijeli luk *°

Slika 2.1. Allium sativum (CeSnjak)

Vrijeme berbe: veljaca

StaniSte: uspijeva u svim vrtovima, a zbog velike potrebe uzgaja se i na
orani¢nim povrSinama.
Cesnjak koristen u eksperimentalnom dijelu pribavljen je komercijalno, a podaci s
deklaracije istaknute na pakiranju su sljedeci:
e Zemlja porijekla: Italija
e Kiasa: | klasa

e Dobavlja¢: Ecor, Via Palu 23, San Vendemiano, Italija.

-21 -



2.1.2. Allium commutatum (divlji luk ili obalni luk)

Red: Asparagales
Porodica: Amaryllidaceae (sunovratke)
Rod: Allium

Narodna imena: zamjenjivani luk *°

Slika 2.2. Allium commutatum (svjezi 2, suhi, usitnjeni)

Staniste: priobalje
Biljni materijal je sabrao i identificirao doc. dr. sc. Mirko Rus¢i¢ s

Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta u Splitu, 20. srpnja 2016. g. na Rogaci¢u na

otoku Visu. Biljke su susene u sjeni, na prozratnom mjestu pri sobnoj temperaturi.

2.1.3. Allium porrum L. (poriluk)

Red: Asparagales Link

Porodica: Amaryllidaceae (sunovratke)

Rod: Allium (luk)

Narodna imena: veliki luk, luk divlji, puri¢, lucac, luéec, luk vinogradski,

porjak vinogradski, puri¢ divlji vinogradski 19

-22 -



Slika 2.3. Allium porrum (svjezi, osuseni, usitnjeni-domaci uzgoj)

Poriluk je sabran na obiteljskom imanju u Gatima u blizini Splita 10. travnja

2017. godine te je susen do svibnja.

2.1.4. Allium sphaerocephalon L. (glavasti luk)

Red: Asparagales Link
Porodica: Amaryllidaceae (sunovratke)
Rod: Allium (luk)

Narodna imena: glavasti luk *°

Slika 2.4. Allium Sphaerocephalon (svjezi *®, suhi, usitnjeni- domaci uzgoj)
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Biljni materijal sakupljen je u travnju na podru¢ju Dugopolja, u blizini Splita, a doc. dr.

sc. Mirko Rusci¢ ga je identificirao.

2.2. Kemikalije i aparatura

2.2.1. Kemikalije:

a) Pentan, Lach-Ner, Neratovice, Ceska republika

b) Dietil eter, Panreac Quimica S.L.U., Barcelona, Spanjolska
c¢) Diklormetan, T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska

d) Natrijev sulfat, bezvodni, AnalaR Normapur, Leuven, Belgija
e) Natrijev klorid, T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska.

2.2.2. Aparatura:

a) Tehnicka vaga — KERN 572, Njemacka

b) Elektricki mlinac za kavu — Sencor SCG 3050SS, Prag, Ceska
c) Modificirana aparatura po Clevengeru

d) Pipeta

e) GC-MS uredaj — model 2100T, Varian Inc.

f) Upariva¢ s dusikom — TECHNE, Dri-Block DB100/3

g) Vodena kupelj — Julabo SW22

h) Kalote — Thermo 2000

i) Tresilica— Vibromix 314EVT

J) Lijevak za odijeljivanja, 100 mL.

2.3.  Priprema materijala i izolacija hlapljivih spojeva

Priprema biljnog materijala za izolaciju vrsi se prethodnim suSenjem biljke na

suhom, sjenovitom mjestu pri sobnoj temperaturi te usitnjavanjem u mlincu za kavu.

=24 -



2.3.1. Destilacija

Usitnjeni biljni materijali su odvagani i stavljeni u okrugle tikvice za destilaciju (2L).
Za uzorke su upotrebljene lukovice (svih analiziranih Allium vrsta), stabljike (A.

commutatum, A. porrum te A. sphaerocephalon) i cvijet (A. commutatum).

Tikvice s uzorkom se ispune destiliranom vodom do pola nakon ¢ega se postavi
aparatura za destilaciju (modificirana aparatura po Clevengeru). Aparatura se sastoji od
tikvice s okruglim dnom, nastavkom za modificiranu destilaciju po Clevengeru te
hladila. U sredi$nju cijev aparature ulije se destilirana voda do razine preljevne cijevi te
se doda trap, smjesa pentana i dietil etera (3:1). Tikvica se zagrijava na kaloti.

Destilacija traje 2,5h, a destilacija poc¢inje s padom prve kapi.

Destilacija se provodi na na¢in da voda koja isparava u tikvici, odlazi bo¢nim
cijevima do hladila, gdje se kondenzira. Vodena para sa sobom nosi i odredene hlapljive
spojeve. Hlapljivi se spojevi nakupljaju u srediSnjem dijelu aparature, to¢nije u trapu
koji se po zavrsetku destilacije pipetom odijeli te stavlja u ¢asu s bezvodnim natrijevim
sulfatom. Bezvodni natrijev sulfat je sredstvo za suSenje, odnosno veze zaostale tragove
vode. Uzorak se odekantira u Ciste 1 suhe, prethodno izvagane, bocice te cuva U

zamrzivacu do GC-MS analize.

Slika 2.5. Modificirana aparatura po Clevengeru za hidrodestilaciju
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Destilacija lukovice A. commutatum te A. porrum nije bila uspjeSna te nije trajala
zadano vrijeme. Razlog tome je pjenjenje uzorka tijekom procesa, najvjerojatnije zbog

prisutnih saponina u ljuskama lukovice.

Slika 2.6. Pjenjenje tijekom destilacije

2.3.2. Autoliza

Lukovice (A. sativum i A. commutatum) te stabljika i cvijet (A. commutatum) se
usitne u mlincu za kavu, odvazu i prenesu u staklene tikvice s ¢epom. Tikvica mora biti
zatvorena ¢epom ucvrs¢enim parafilmom kako bi se zadrzali slobodno hlapljivi spojevi
vazni za daljnju analizu. U tikvicu s uzorkom doda se destilirana voda u kolicini
dovoljnoj za prekrivanje biljnog materijala. Pripremljene tikvice stave se u vodenu
kupelj pri 37°C, 24 sata.

Slika 2.7. Autoliza u vodenoj kupelji
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2.3.3. Ekstrakcija

Nakon provedene autolize, u tikvice s biljnim materijalom dodano je 10mL

diklormetana te se tikvice postave na tresilicu, 10 min.

Slika 2.8. Ekstrakcija potpomognuta mijeSanjem na tresilici

Sadrzaj tikvice se filtrira preko filtar papira i lijevka za odjeljivanje. Smjesa u
lijevku se dobro izmijeSa potresanjem, nakon ¢ega se kratko ostavi kako bi se slojevi
odijelili. Budu¢i da se slojevi nisu dobro odijelili, odnosno doslo je do stvaranja
emulzije, smjesi je dodana zasi¢ena otopina natrijeva klorida u destiliranoj vodi u svrhu
isoljavanja. U ¢istu ¢asu ispusta se donji sloj koji sadrzi diklormetan (CH,CI,) jer je
vece gustoce od vode. U ¢asu se dodaje bezvodni natrijev sulfat kako bi vezao zaostalu
vodu. Ekstrakcija se ponovi jo§ jedan put, a odijeljeni slojevi se zdruze i pohranjuju u

boc¢icama u zamrzivacu.

Slika 2.9. Lijevak za odjeljivanje (lukovica, cvijet, stabljika)
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2.4.  Priprema uzoraka za mjerenje

Uzorci za analizu se pohranjuju u sterilne i suhe bocice. Prije GC-MS mjerenja,
uzorci u bo¢icama stavljaju se na uparavanje u struji dusika. Razlog tome je sto je dusik
inertan i on ubrzava proces. Dusik uklanja organsko otapalo (lako hlapljive
komponente), dietil eter i pentan, nakon ¢ega ostaje samo hlapljiva smjesa potrebna za

analizu.
BN

Slika 2.10. Uparivac u struji dusika

2.5.  Analiza dobivenih spojeva

Hlapljivi spojevi dobiveni iz biljnih materijala Allium-a analizirani su plinskim
kromatografom (model 3900, Varian Inc., Lake Forestt CA, SAD) s
plamenoionizacijskim detektorom (FID), spektrometrom masa (MS) Varian Inc.,
(model 2100T) s nepolarnom kolonom VF-5MS dimenzija: 30 m duZine, unutarnjeg

promjera 0,25 mm te debljine stacionarne faze 0,25 um.

Temperaturni program za kolonu programiran je da pocetna temperatura bude
60°C 1 to 3 min. Nakon toga se povecava do 246°C brzinom 3°C/min, nakon cega se

postavlja izotermalno 25 min.

Plin nositelj je helij koji tece brzinom od ImL/min. Mala koli¢ina tekuceg
uzorka injektira se kroz septum u zagrijani dio uredaja, smjeStenog na vrhu, pomocu
mikrolitarske Strcaljke. Temperatura injektora je 250°C ¢ime se omogucava trenutacno
isparavanje uzorka. Volumen unesenog uzorka je 1uL. lonizacijski potencijal u MS-u je
70eV, a temperatura ionskog izvora 200°C. Podrucje skeniranja je 40-350 masenih
jedinica. Pikovi su identificirani njihovim vremenima zadrzavanja (u odnosu na

standardnu seriju n-alkana C9-C30 za VF-5MS kolonu) s onim iz literature (Adams,
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2007) i/ili vremenima zadrzavanja komercijalnih standarda. Maseni spektri su takoder
21

usporedivani s literaturom.

Slika 2.11. Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa (GC-MS)
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Rod Allium broji oko 500 vrsta, medu kojima je 54 prisutno na podruc¢ju
Republike Hrvatske. Sumporovi spojevi poznati su po antikancerogenim,
antioksidacijskim, antibakterijskim svojstvima i pozitivnom utjecaju na imunoloski
sustav i1 snizavanje lipida u krvi. Vrlo intenzivan miris 1 okus prilikom mehanicke
obrade ovih vrsta potjeCe od prisutnih hlapljivih spojeva nastalih hidrolizom

nehlapljivih prekursora S-cistein sulfoksida djelovanjem enzima aliinaze.

U diplomskom radu izvrSena je izolacija spomenutih hlapljivih spojeva iz
nekoliko vrsta roda Allium, to¢nije komercijalno pribavljenog ¢eSnjaka (A. sativum),
uzgojenog poriluka (A. porrum) te samoniklog glavatog luka (A. sphaerocephalon) i
obalnog luka (A. commutatum). Eteri¢na ulja su dobivena hidrodestilacijom biljnog
materijala u modificiranoj aparaturi po Clevengeru u trajanju od 2,5 do 3h. Uzorci A.
sativuma i A. commutatuma su stavljeni nasjeckani (lukovice) i samljeveni (stabljika i
cvijet) te ostavljeni 24h na autolizi pri 37 °C i brzini potresanja od 120 okretaja u
minuti, kako bi se omogucio §to bolji kontakt izmedu enzima i nehlapljivih S-alk(en)il-
cistein sulfoksida. U konacnici, dobivena hlapljiva smjesa je ekstrahirana
diklormetanom. Hlapljivi izolati analizirani su vezanim sustavom plinska
kromatografija - masena spektrometrija (GC-MS). Dobiveni rezultati predstavljeni su i

interpretirani u sljede¢im poglavljima.
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3.1.  Kemijski sastav biljnog materijala odreden tehnikom GC-MS

3.1.1. Allium sativum

Dobiveni kromatogrami za istrazivani biljni materijal prikazani su na slici 3.1.

gdje crveni kromatogram predstavlja etericno ulje, a =zeleni kromatogram

diklormetanski ekstrakt.
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Slika 3.1. Kromatogram ukupne ionske struje za A. sativum

U tablici 1. prikazan je sastav hlapljivin sumporovih spojeva u ¢eSnjaku. Na temelju

razgradnih produkata pretpostavljeni su nehlapljivi prekursori i uvrSteni u tablicu.

Tablica 1. Kemijski sastav zastupljenih komponenata A. sativum

S-alk(en)il-cistein sulfoksidi: |
Aliin, Metiin, Propiin Lukovica
Vrijeme Maseni udio- | Maseni udio-
Produkti razgradnje: zadrZavanja destilacija ekstrakcija
(min) (%) (%)
Dialil sulfid 5,0 2,7 0,1
Alil metil disulfid 7,0 8,6 15,2
1,3-Ditian 7,7 1,1 0,1
Dialil disulfid 14,3 39,7 22,9
3-Vinil-[4H]-1,2-ditiin 19,3 2,0 1,2
2-Vinil-[4H]-1,3-ditiin 20,5 1,8 1,9
Dialil trisulfid 24,2 2,8 0,2
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Vecina hlapljivih sumporovih spojeva u A. sativum nastaje hidrolizom S-alil-L-cistein
sulfoksida (slika 1.8.), preko meduprodukta alicina (tiosulfinata). Alicin
samokondenzacijskom reakcijom, kao $to je Diels-Alderova reakcija daje zanimljive
ciklicke spojeve, 3-Vinil-[4H]-1,2-ditiin i 2-Vinil-[4H]-1,3-ditiin. Pretpostavlja se da
neobicni zasiceni ciklicki spoj, 1,3-ditian, nastaje reakcijom
S-propil-L-cistein sulfoksida i S-metil-L-cistein sulfoksida, prema slicnom, prethodno

opisanom principu.
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3.1.2. Allium commutatum

Dobiveni kromatogram za eteri¢no ulje A. commutatum prikazan je na slici 3.2.,

dok je naslici 3.3. prikazan kromatogram diklormetanskog ekstrakta.
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Slika 3.2. Kromatogram ukupne ionske struje za eteri¢no ulje A. commutatum

dobivenog destilacijom (1. stabljika, 2. cvijet, 3. lukovica)
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Slika 3.3. Kromatogram ukupne ionske struje za diklormetanski ekstrakt
A. commutatum (1. stabljika, 2. cvijet, 3. lukovica)
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U tablici 2. prikazan je sastav etericnog ulja ove biljne vrste, buduci je
usporedbom prikazanih kromatograma uoceno kako diklormetanski ekstrakt ne
sadrzava hlapljive sumporove spojeve koji su prisutni u etericnom ulju dobivenom

hidrodestilacijom.

Tablica 2. Najzastupljenije komponente u uzorku A. commutatum (cvijet i lukovica)

S-alk(en)il-cistein sulfoksid
Izoaliin, Aliin, 1zoaliin
Metiin, -
Propiin Metiin, Propiin
Vrijeme Cvijet Stabljika Lukovica
Produkti razgradnje zadrzavan | (maseni (maseni (maseni
ja (min) udio/%) | udio/%) udio/%)
Alil metil disulfid 6,9 - - 2,3
Metilpropil disulfid 7,4 - - 0,8
1,3-Ditian 1,7 6,5 - 1,1
Dimetil trisulfid 9,0 2,5 - 7,1
trans-Propenil propil disulfid 14,1 7,0 - 0,4
Dipropil disulfid 15,0 - - 0,6
Metil(metilsulfanil)metil
disulfid 16.2 ' ] 08
Dipropil tetrasulfid 20,3 - - 0,2
I\/_Ietll-_l-(metlIsulfanll)propll 220 i i 0.1
disulfid
Dipropil trisulfid 25,5 7,3 - 0,7

Iz tablice se uocava kako je u cvijetu najzastupljeniji dipropil trisulfid (koji
potjece od S-propil-L-cistein sulfoksida - propiin), dok je u lukovici najzastupljeniji
metil(metilsulfanil)metil disulfid (iz S-metil-L-cistein sulfoksida - metiin). U stabljici A.

commutatuma nisu identificirani nikakvi sumporovi spojevi.
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3.1.3. Allium porrum

Kromatogram etericnog ulja A. porrum prikazan je na slici 3.4., gdje crveni

kromatogram predstavlja nadzemni dio, a zeleni lukovice.

4003 4
2003 ‘

2004/

tYmin

Slika 3.4. Kromatogram ukupne ionske struje uzorka A. porrum

Rezultati analize dani su u tablici 3. kao i predloZeni prekursori.

Tablica 3. Najzastupljeniji spojevi A. porrum

S-alk(en)il-cistein sulfoksid
Isoaliin, Metiin, | Isoaliin, Metiin,
Propiin Propiin
Vrijeme Stabljika Lukovica
Produkti razgradnje zadrZavanja (maseni (maseni
(min) udio/%o) udio/%o)
2,4-dimetil tiofen 6,7 2,4 0,3
Metilpropil disulfid 7,5 0,8 2,3
1,3-Ditian 7,7 2,8 1,6
Dimetil trisulfid 9,0 4,6 5,0
Dipropil disulfid 15,2 1,1 2,9
trans-Propenil-propil disulfid 15,64 0,9 2,6
Metil(metilsulfanil)metil disulfid 16,65 1,2 1,1
Dimetil tetrasulfid 20,67 1,2 0,6
(Metilsulfanil)(metilsulfinil)metan 24,76 0,4 2,1
Dipropil trisulfid 25,34 1,7 6,1
trans-Propenilpropil trisulfid 26,03 1,2 3,1
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3.1.4. Allium sphaerocephalon

Na slici 3.5. prikazan je kromatogram dobiven mjerenjem destilacijskog uzorka

biljke A. sphaelocephalon gdje je prvi kromatogram eteri¢no ulje lukovice prikazan

crvenom bojom, a drugi, zeleni kromatogram ukljucuje eteri¢no ulje nadzemnog dijela.
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Slika 3.5. Kromatogram ukupne ionske struje eteri¢nog ulja A. sphaerocephalon

Tablica 4. Najzastupljeniji spojevi vrste A. sphaerocephalon

Produkti razgradnje

2,4-Dimetil tiofen

Metilpropil disulfid

1,3-Ditian

Dimetil trisulfid

Dipropil disulfid

trans-Propenil propil disulfid
Dimetil tetrasulfid
(Metilsulfanil)(metilsulfinil)metan
Dipropil trisulfid
trans-Propenilpropil trisulfid

Vrijeme
zadrZavanja
(min)

6,7
7,5
7,8
8,9
15,1
15,7
20,7
25,2
25,4
26,1
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S-alk(en)il cistein-sulfoksid

] ‘ Izoaliin, Metiin,

Propiin
Stabljika Lukovica
(maseni

(maseni
udio/%o) udio%o)
- 0,5
- 0,9
- 2,5
- 1,2
- 4,9
- 4,0
- 0,1
- 0,8
- 1,3
- 1,2



S-alk(en)il-cistein_sulfoksidi: ALIIN (S-alkil-L-cistein sulfoksid); IZOALIIN
(S-propenil-L-cistein sulfoksid); METIIN (S-metil-L-cistein sulfoksid); PROPIIN (S-
propil-L-cistein sulfoksid).

Identifikacija pojedinih razgradnih produkata cesto nije tako jednostavna zbog
nedostupnih odgovarajucih standarda te zato $to se ne nalaze u komercijalnim bazama
podataka. U svrhu identifikacije se zato Cesto koriste objavljeni maseni spektri dostupni

u literaturi.

Iz tablica najzastupljenijinh hlapljivihn komponenata biljnih wvrsta Allium,
primjecuje se znatna razlika u kemijskom sastavu vrste Allium sativum, u odnosu na
ostale analizirane vrste. Naime, Allium sativum sadrzi odredene hlapljive spojeve koji
nisu identificirani u ostala tri biljna uzorka. Jedna od tih, koja u A. sativum ¢ini najveci
udio je dialil disulfid (39,7%). Upravo je ta komponenta odgovorna za ljekovita

svojstva (antioksidacijsko, antimikrobno...) te za karakteristi¢an miris ¢eSnjaka.
Slike od 3.6-3.23 prikazuju MS spektre identificiranih hlapljivih sumporovih spojeva.

» Sljedecih 5 spektara predstavljaju spojeve nadene samo u A. sativum:
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= Match 1 of 9 3,3 -thiobis-1-propene
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Slika 3.6. Maseni spektar dialil sulfida (2,7%)- crveni spektar je spektar dobiven

mjerenjem; zeleni spektar je spektar iz literature za navedeni spoj.

Spoj je identificiran u destilatu biljke A. sativum. Uocava se pik pri m/z=114 te
predstavlja molekulski ion (M+), odnosno relativnu molekulsku masu. Takoder se

uocava pik pri m/z=116 (jedva vidljiv) koji ukazuje na prisutnost sumpora (M+2). Pik
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na m/z=41 predstavlja cijepanje C-S veze, [CH,CHCH,]". Isto cijepanje predstavlja pik
pri m/z=73 ([SCH,CHCH]"). Osnovni pik je pri m/z=45.
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] 297119
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T T
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Slika 3.7. Maseni spektar dialil disulfida (39,7%)

Iz navedenog spektra se primje¢uje pik pri m/z=145,8, koji bi trebao

predstavljati molekulski pik (m/z=146). Osnhovni pik se nalazi na m/z=113. Pik pri
m/z=105 predstavlja cijepanje S-C veze, [SSCH,CHCH,]".
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Slika 3.8. Maseni spektar dialil trisulfida (2,8%)

Na spektru se moze uociti osnovni pik, m/z=113. Molekulski pik (m/z=178) na

spektru nije vidljiv. Pik na m/z=73 objasnjava cijepanje S-S veze.
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Na spektru se vidi intenzivan pik pri m/z=143,8, §to predstavlja molekulski pik
(m/z=144). Gubitkom SH (Am=33) nastaje osnovni pik pri m/z=111. Primarno cijepanje
C-C veze pored S vjerojatno prati gubitak C3Hs, a koji objasnjava nastali pik m/z=103.

Slika 3.9. Maseni spektar 3-Vinil-[4H]-1,2-ditiin (2,0%)

100%
76%
50%
259%

0%

Match 1 of 2
BP: 71.0 (999=100%). #13 in ALIUM

2-:anyl-[4H]-1, 3-dithin

100%-]

Relativni intezitet

75%
50%

25%

0%4—!

71.0

Molekulski pik je pri m/z=144. Osnovni pik nalazi se na m/z=71 (Am=73,

Slika 3.10. Spektar masa 2-Vinil-[4H]-1,3-ditiin (1,8%)

gubitak C3HsS).
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» Samo u A. commutatum moze se prona¢i metil-1-(metilsulfanil)propil disulfid i to

samo u njegovoj lukovici.
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Slika 3.11. Maseni spektar metil-1-(metilsulfanil)propil disulfid (0,1%)

Molekulski pik na spektru (m/z=168) nije vidljiv. Vidljiv je m/z=89 pik,

odnosno osnovni pik kojeg objasnjava cijepanje C-S veze, [CH;SCHCH,CHs]".

» Spoj alil metil disulfid moze se pronaé¢i samo u A. sativum i A. commutatum:

Relativni intezitet
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Slika 3.12. Maseni spektar alil metil disulfida (8,6%-A. sativum; 2,3%-A.

commutatum)

Pik na m/z=120 predstavlja molekulski pik koji je ujedno i osnovni pik. Pri

m/z=73 moze se vidjeti cijepanje S-S veze, [SCH,CHCH,]". Cijepanje S-C veze se

moze vidjeti u piku pri m/z=14, [CH,CHCH,]".
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» Ostali spektri od 3.13. slike do 3.20. slike predstavljaju spojeve identificirane u svim
vrstama analiziranih Allium vrsta, osim A. sativum (samo je 1,3-ditian svima

zajednicki).

=y
=}
o
£
ﬁ

=
=]
w

1

75%3 3

50% 3

\cilllllll
|

25%

09 N ll.Hl 1L L b

Match 6 of 7 1,3-Dithiane (CAS)
BP: 120.0 (999=100%). #15215 in wiley7¥ CAS Mo. 505-23-7, C4H3S2. MWW 120
120.0 E

gpo E

5% 450 =
599 E
509 =

25%3 [ —

T T I 7- YT -7 T -7

Slika 3.13. Spektar masa 1,3-ditiana

Relativni intezitet
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Iz spektra se vidi molekulski pik, m/z=120, koji predstavlja relativnu
molekulsku masu spoja. Molekulski pik je ujedno i osnovni pik. Signal na m/z=45

predstavlja cijepanje S-C veze i C-S veze u prstenu, [CH,S]".
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Slika 3.14. Spektar masa dimetil trisulfida
Molekulski pik nalazi se pri m/z=126 i predstavlja relativnu molekulsku masu

identificiranog spoja, a ujedno je i osnovni pik. Pri m/z=79 se vidi cijepanje S-S veze,
za [CH5SS]".

-4] -



1009563 1481 7
. IORET ]
75% R
] 452 1
] 14656 -
L 106.2 ]
. 9195
T 25%] 3
R ]
‘E 0% bl || I||| ||| |!||||. L., ot L ||.
= Match 1 of 2 trans-Propenyl propyl disutide
= BP: 148.0 (399=100%), #4 in ALIUM
E
2 100% 148.0 B
& ] aha ]
75%] 106.0 W:\E/\\// ]
] 569 1
] 41.0 & 1
50%7 405 7
25% ‘ ‘ e
PO I 71 1Y W | : ! ]
S ——— ———————r—r———
50 75 100 125 150 175 . . 200
mfz

Slika 3.15. Maseni spektar trans-propenil-propil disulfida

Na spektru se moze uociti molekulski pik i osnovni pik na m/z=148. Pik pri

m/z=41 opisuje cijepanje =C-S veze u lancu, [CH3CHCH]".
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Slika 3.16. Maseni spektar dipropil trisulfida

Osnovni pik na masenom spektru nalazi se pri vrijednosti m/z=182, §to je i
molekulski pik, dok je na masenom spektru iz literature osnovni pik pri m/z=43,
[CH3CH,CH,]*. Pik pri m/z=75 odnosi se na cijepanje S-S veze u lancu,
[CH3CH,CH,S]".
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Slika 3.17. Maseni spektar metilpropil disulfida

Pri m/z=122 vidi se molekulski pik koji predstavlja i osnovni pik. Gubitak RSS'

dovodi do nastanka alkil kationa koji daje [CHsSSH]" koji odgovara m/z=80.
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Slika 3.18. Spektar masa dipropil disulfida

M/z=150 pik predstavlja molekulski pik i osnovni pik. Cijepanje S-C veze
predstavlja pik pri m/z=43, [CH3sCH,CH,]" te fragment [CH3CH,CH,SS]" za pik pri

m/z=107.
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Slika 3.19. Spektar masa metil(metilsulfanil)metil disulfid

Molekulski pik se nalazi pri m/z=140. Osnovni pik opisuje cijepanje C-S veze i
nastajanje fragmenta [CHsSCH,]", pri m/z=61.
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Slika 3.20. Maseni spektar dimetil tetrasulfid

Molekulski ion nalazi se pri m/z=158, koji ujedno pokazuje i osnovni pik. Pri

m/z=79 uocava se cijepanje S-S veze, [CH3SS]".
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» Sljedeci spojevi nalaze se samo u vrstama A. porrum i A. sphaerocephalon.
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Slika 3.21. Spektar masa 2,4-dimetil tiofena

Molekulski pik nalazi se pri m/z=112. Cijepanje veze C-CHj3 opisuje pik pri m/z=97.
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Slika 3.22. Spektar masa (metilsulfinil)(metilsulfanil)metana

Na spektru se ne uoc¢ava molekulski pik koji bi trebao biti pri m/z=124. Vidljiv

je osnovni pik pri m/z=61 koji objasnjava cijepanje =S-C veze i nastajanje fragmenta
[CH3SCH,]™.
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Slika 3.23. Maseni spektar trans-propenil propil trisulfida

Molekulski i osnovni pik nalaze se pri vrijednosti m/z=180. Pik na 116 odgovara
gubitku S, $to je karakteristi¢no za ciklicke, nezasicene i aromatske disulfide. Signal pri

m/z=74 odgovarao bi nastanku fragmenta [C3HsSH]".

Od svih identificiranih spojeva moze se zakljuciti da je kod A. sativum
najzastupljeniji  dialil ~ disulfid  (39,7%), dok je u A. commutatum
metil(metilsulfanil)metil disulfid najzastupljeniji (9,8%). Zanimljivo je da su
destilacijom i ekstrakcijom lukovica A. sativum dobiveni isti hlapljivi sumporovi
spojevi, iako su masenim udjelom bili zastupljeniji u destilatu. Poznato je da termickom
razgradnjom cistein sulfoksida nastaju sulfidi pa je to vjerojatno uzrok viSeg postotka
dialil disulfida u destilatu, u odnosu na ekstrakt (22,9%). Za A. porrum se moze reé¢i da
prevladava dipropil trisulfid (6,1%), dok je to kod A. asphaerocephalon dipropil
disulfid (4,9%). Jedini identificirani spoj koji je zajednicki u svim analiziranim Allium
vrstama je 1,3-ditian, koji je svoj najveci udio nasao u cvijetu Allium commutatum vrste
(6,5%). Razlika izmedu Allium commutatum i A. porrum te A. sphaerocephalon je ta sto
A. commutatum ne sadrzi komponente (metilsulfinil)(metilsulfanil)metan, 2,4-
dimetiltiofen i trans-propenil propil trisulfid koje druge dvije vrste sadrze. Komponentu

metil-1-(metilsulfanil)propil disulfid se moze na¢i samo u A. commutatum-u (0,1%).
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4.

ZAKLJUCAK

» Allium vrste vazne su zbog prisutnih hlapljivih sumporovih spojeva. Provedenom

analizom destilata se moze primjetiti razlika u kemijskom sastavu analiziranih
Allium vrsta.

U diplomskom radu izvrSena je izolacija spomenutih hlapljivih spojeva iz nekoliko
vrsta roda Allium, to¢nije komercijalno pribavljenog ceSnjaka (A. sativum),
uzgojenog poriluka (A. porrum) te samoniklog glavatog luka (A. sphaerocephalon)
i obalnog luka (A. commutatum). S obzirom na naéin obrade biljnog materijala,
produkti se razlikuju. Eteri¢na ulja su dobivena hidrodestilacijom biljnog materijala
u modificiranoj aparaturi po Clevengeru. Kako je ve¢ spomenuto, termickom
obradom pri 100 °C kod hidrodestilacije, dobije se etericno ulje bogato
polisulfidima. Iste spojeve se pokusalo izolirati i ekstrakcijom diklormetanom

nakon 24h autolize. Svi hlapljivi izolati su podvrgnuti GC-MS analizi.

» Najvecu razliku u sastavu Cini komercijalni ¢e$njak, Allium sativum koji sadrzi

dialil disulfid (39,7%), zasluzan za poznate bioloske aktivnosti ¢e$njaka. Drugi spoj
u ovoj vrsti s najvecim udjelom je alil metil disulfid (8,6%). Navedeni spojevi
pripadaju aliinima i metiinima, grupi spojeva S-alk(en)il-cistein sulfoksida,
odnosno S-alkil-L-cistein sulfoksidu te S-metil-L-cistein sulfoksidu. U uzorku A.
sativuma takoder su identificirani spojevi ditiini (2-vinil-[4H]-1,3-ditiin i 3-vinil-
[4H]-1,3-ditiin), koji nastaju daljnim samokondenzacijskim reakcijama alicina.

Kod A. commutatuma u lukovici najve¢i udio ¢ini metil(metilsulfanil)metil disulfid
sa svega 9,8%, dok je sljede¢i dimetil trisulfid (7,1%). Spojevi pripadaju metiinu
(S-metil-L-cistein sulfoksidu). U cvijetu samoniklog luka identificiran je dipropil
trisulfid s najve¢im udjelom (7,3%) te trans-propenil propil disulfid (7,0%), dok
nesto manje ima 1,3-ditiana (6,5%). U stabljici A. commutatuma nisu identificirani
sumporovi spojevi. Hlapljivi sumporovi spojevi u lukovici nastaju hidrolizom
S-metil-L-cistein sulfoksid (metiin), dok oni u cvijetu nastaju cijepanjem propiina i
izoaliina (S-propil-L-cistein sulfoksid i S-propenil-L-cistein sulfoksid).

Analizom A. porruma uoceni su dipropil trisulfid (6,1%) i dimetil trisulfid (5,0%) u
lukovici te dimetil trisulfid (4,6%) u stabljici. Navedeni spojevi ¢ine najveci udio
sastava lukovice i stabljike poriluka. Dipropil trisulfid je razgradni produkt propiina
(S-propil-L-cistein sulfoksida), dok dimetil trisulfid potje¢e od metiina (S-metil-L-

cistein sulfoksida).
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» U vrsti A. sphaerocephalon su u lukovici identificirani dipropil disulfid (4,9%)-
propiin i trans-propenil propil disulfid (4,0%)-izoaliin, koji takoder ¢ine najveci
udio sadrzaja glavastog luka. U stabljici navedene vrste nisu identificirani nikakvi
sumporovi spojevi.

» Iz navedenog se moze zakljuciti kako se dialil disulfid samo u A. sativumu nalazi u
najveéem postotku te u nijednoj drugoj analiziranoj vrsti nije identificiran. Upravo
se zbog toga ¢esnjak razlikuje od drugih Allium vrsta.

» Isto tako se moze zakljuciti kako su A. commutatum i A. porrum po kemijskom
sastavu najsli¢niji bas zbog zajednickih spojeva koji ¢ine najveéi udio sastava
(dimetil trisulfid, dipropil trisulfid i 1,3-ditian).

» Hlapljivi ekstrakt A. sativuma sadrzi iste spojeve kao i eteri¢no ulje s neSto manjim
masenim udjelima, primjerice maseni udio najzastupljenijeg dialil disulfida iznosi
22,9%. S druge strane, analizom hlapljivih izolata A. commutatuma utvrdeno je
kako nema prisutnih sumporovih spojeva, odnosno ekstrakcija uz otapalo nije

pogodna metoda za izolaciju sumporovih spojeva u ovoj vrsti.
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