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SAZETAK

Cilj ovog rada bio je izolirati etericno ulje iz klin¢i¢a postupkom vodeno-parne
destilacije te isto analizirati primjenom kromatografskih tehnika; plinske kromatografije s
plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID) i plinskom kromatografijom-spektrometrijom
masa (GC-MC). Ovim tehnikama uspje$no su razdvojeni i identificirani sastojci eteri¢nog ulja

klinc¢i¢a te potvrdena dominacija eugenola u ulju.

Kljuéne rijeci: klin¢i¢, eteri¢no ulje, kromatografija, GC-MS, GC-FID



SUMMARY

The aim of this study was to isolate the clove essential oil by steam distillation and to
analyse it using chromatographic techniques; gas chromatography with flame-ionisation
detection (GC-FID) and gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The application of
these techniques resulted with successful separation and identification of clove oil volatile
compounds and conformation of the eugenol domination.

Keywords: clove, chromatography, GC-MS, GC-FID, essential oil
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UvoD

Klin¢i¢, latinskog naziva Syzygium aromaticum L., je biljka koja pripada
porodici Myrtaceae te izvorno potjec¢e iz Indonezije. Stablo mu moze narasti i do 12
metara visine, a cvijet koji se bere prije cvatnje je isprva blijed te kasnije poprima
zelenu boju. Eteri¢no ulje klin¢i¢a specifi¢no je po tome $to je jedno od rijetkih koje je
teze od vode, a njegov kemijski sastav ponajvise Cine eugenol, eugenil acetat te f-
kariofilen. Opcéenito etericna ulja su lako hlapljiva ulja i predstavljaju kompleksnu
mjeSavinu lipofilnih organskih spojeva male molekulske mase, a to su najcesce derivati
terpena. Dobivaju se najcesce postupkom destilacije, ali mozemo ih dobiti i metodom
hladnog preSanja, ekstrakcijom organskim otapalom te ekstrakcijom eteri¢nog ulja kroz
masnoce. Sastojci dobivenog eteri¢nog ulja identificiraju se najéesée uz pomo¢ plinske
kromatografije s plameno ionizacijskim detektorom ili u kombinaciji s masenim

spektrometrom.



1. OPCIDIO

1.1.  Klinéié¢

Klin¢i¢, latinskog naziva Syzygium aromaticum L., je biljka koja pripada
porodici Myrtaceae te izvorno potjece iz Indonezije, ali ga se uzgaja i u africkim te
juzno ameri¢kim zemljama. Stablo klin¢i¢a naraste izmedu 8 i 12 metara visine, ima
velike listove, a cvijet mu je isprva blijed, ali postupno poprima zelenu boju. (1) Upravo
se cvjetni pupovi Klin¢i¢a koriste u proizvodnji za¢ina i za dobivanje etericnog ulja, a
stablo ih pocne razvijati tek Cetiri godine nakon sadnje. (2) Klin¢i¢ i njegovo eteri¢no
ulje imaju ljekovita svojstva zbog cega imaju Siroku primjenu u medicini i
farmaceutskoj industriji. (1)

1.1.1. Kemijski sastav klin¢i¢a

Kemijski sastav etericnog ulja klin¢i¢a karakteriziran je spojevima fenolne
strukture poput derivata hidroksibenzojeve kiseline, terpena, itd. Iako klin¢i¢ sadrzi
brojne spojeve, eugenol je dominantan i ¢ini 72-90% ukupnih hlapljivih spojeva
eteri¢nog ulja pa je stoga primarno zasluzan za aromu klin¢ic¢a. Od drugih spojeva koje
nalazimo u klin¢i¢u znaCajni su eugenil acetat, metil salicilat, vanilin, pinen te B-

kariofilen. (1)

HO

Slika 1. Eugenol (3)



Slika 2. Eugenil acetat (4)

1.1.2. Bioloska aktivnost klin¢i¢a

Klin¢i¢ ima dokazan izrazito dobar farmakoloski ucinak te se zbog toga
stolje¢ima primjenjuje u medicinske svrhe. (2) Neka od djelovanja klin¢ia su

antisepticki, antimutageni, protuupalni, antioksidativni, antivirusni u¢inak, itd. (1)

Nekoliko znanstvenih studija je upravo dokazalo i potvrdilo navedena djelovanja
klin¢ic¢a, njegovog eteri¢nog ulja, ali i samog eugenola kao njegovog glavnog sastojka.

(2)

Shan i suradnici (2005) su istrazivali 26 razli¢itih zacina ¢ije fenolne sastojke su
identificirali i kvantificirali primjenom tekucinske kromatografije, a metodom ABTS su
analizirali njihovu antioksidacijsku aktivnost. Klin¢i¢ je bio zac¢in koji je pokazao
visoku antioksidacijsku aktivnost kao i sadrzaj polifenola te je istaknut kao vrlo dobar

hvatac radikala i vrijedni komercijalni izvor polifenola. (5)

Pérez-Jiménezu i suradnicima (2010) cilj je bio identificirati 100 najbogatijih
prehrambenih izvora polifenola. Rezultati njihove studije su pokazali da su upravo
zacini hrana koja sadrzi najvise polifenolnih spojeva. Upravo je klin¢i¢ izmedu svih

testiranih zacina bio najbogatiji polifenolima i antioksidansima. (6)



Sofia i suradnici (2007) su testirali antimikrobna djelovanja razlicitih biljaka
poput cimeta, senfa, dumbira i klin¢i¢a. Od svih ispitanih uzoraka jedino je 3% vodeni
ekstrakt klin¢i¢a pokazao potpuno baktericidno djelovanje protiv svih testiranih
patogenih organizama koje se prenose hranom. Ispitivanje se provodilo na bakterijskim

vrstama Escherichia coli, Staphylococcus aureus i Bacillus cereus. (7)

Kurokawa i suradnici (1998) su iz klin¢ica izolirali eugenin ¢iji u¢inak je testiran
protiv sojeva herpes simpleks virusa (HSV-a). U¢inkovita koncentracija od 5 pg/mL

eugenina pokazala je zna¢ajno antivirusno djelovanje na herpes simplex virus tip 1. (8)

1.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su lako hlapljive i kompleksne mjesavine lipofilnih organskih
spojeva male molekulske mase, a to su naj¢esce derivati terpena. To su tekucine, obi¢no
manje gustoce od vode, $to olaksava njihovo odvajanje od vode u procesu destilacije,
jakog su mirisa i slabo topive u vodi, ali se zato dobro otapaju u organskim otapalima,

biljnim uljima, voskovima, itd. (10, 12)

Eteri¢na ulja su obi¢no bezbojna, stabilna u prisutnosti zraka, svjetla i topline.
(12) Koriste se u proizvodnji sapuna, parfema, insekticida, kozmetike, pica
(bezalkoholnih i jakih alkoholnih pi¢a) te u farmaceutskoj industriji. (9) Vazno je
naglasiti da se pod etericnim uljima smatraju samo ekstrakti koji su dobiveni
destilacijom vodenom parom, tijeStenjem 1 direktnim zagrijavanjem biljnog materijala
bez destilacije vodenom parom. Svi ostali nacini koji se koriste za dobivanje mirisnih
ekstrakta, kao produkt ne daju eteri¢na ulja, ve¢ samo ekstrakt koji najéesc¢e nosi naziv

po metodi kojom je dobiven. (10)

1.2.1. lIzvori eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja se naj¢eSc¢e dobivaju iz raznih dijelova biljke kao $to su:

= Jatice (ruza, jasmin, ruzmarin, lavanda)

= lisc¢a (menta, bosiljak, limunska trava)



» li¢a i stabljike (cimet, paculija)

= kore (cimet)

= korijena (andelika)

= sjemenke (korijandar, muskatni oras¢ic¢)

= voca (najcesce se koriste citrusi kao $to su naranca i limun odnosno njihova kora.

(9)

Obzirom lokaciju gdje se ulja u biljci nalaze, razlikujemo povrsinska i potkozna
ulja sto ovisi 0 samoj vrsti, stoga je izuzetno vazno paziti na biljku pri branju kako se ne
bi ostetila, jer ukoliko je rije¢ o povrSinskom ulju doé¢i ¢e do gubitaka. Osim nacina
rukovanja na prinos ulja jo$ utjecu vrijeme berbe, koli¢ina vlage, vjetar i temperatura.

©)

1.2.2. Komponente eteri¢nih ulja

Etericna ulja su kompleksne smjese koje mogu sadrzavati nekoliko stotina
razli¢itih spojeva. Pojedini spojevi koji su u uljima prisutni u vecoj koli¢ini obi¢no
odreduju njegove fizikalno-kemijske i organolepticke osobine te njihov farmakoloski
uc¢inak. (10) Osnovni spojevi prisutni u vecini eteri¢nih ulja su uglavnom ugljikovodici,
esteri, terpeni, fenoli, aldehidi, ketoni, kiseline, laktoni i alkoholi. Od nabrojanih
spojeva alkoholi, esteri, aldehidi, ketoni, laktoni te fenoli su izvori mirisa, a takoder su
stabilniji od ostalih i nisu skloni oksidaciji kao nezasi¢eni monoterpeni i seskviterpeni
koji u prisutnosti zraka i svijetla lako oksidiraju. Zato je vrlo bitno znati od kojih
spojeva se sastoji eteri¢no ulje kako bismo znali njegovu temperaturu vrelista, stabilnost
ulja pri razli¢itim temperaturama i tlakovima te samim time pogodan nacin izolacije i
skladiStenja.(9)

1.2.3. Terpeni

Trenutno je poznato preko 30 000 razlic¢itih vrsta terpena. Njihova osnovna
struktura je kod svih spojeva ista i sastoji se od molekule izoprena (Cs)n koja ¢ine skelet



terpena. Molekule koje nastaje spajanjem izoprena po tzv. pravilu izoprena otkrili su
Ruzic¢ka i Wallach. Ovisno o broju izoprenskih podjedinica razlikujemo hemiterpene
(Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene (Czo), triterpene (Cao), i Svi oni

su prisutni u eteri¢nim uljima. (11)

acikliéni monoterpeni monocikliéni monoterpeni
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Slika 3. Primjer seskviterpena i aciklickih, monociklickih, biciklickih monoterpena (10)

1.2.4. Metode dobivanja eteri¢nih ulja

Postoji nekoliko tehnika dobivanja eteri¢nih ulja, a to su: hidrodestilacija u koju
spadaju destilacija vodenom parom, vodena destilacija, destilacija vodom. Uz
hidrodestilaciju postoje jo§ metode hladnog presanja, ekstrakcija organskim otapalom,

ekstrakcija eteri¢nog ulja kroz masnoce itd.

Pojam hidrodestilacija je prvi upotrijebio Von Rechenberg nakon ¢ega se taj

pojam uvrijezio u industriji eteri¢nih ulja.(9, 12)

1.2.4.1. Destilacija parom

Destilacija parom je najc¢e$ce koriStena metoda ekstrakcije eteri¢nog ulja iz
biljnog materijala. Odvija se na nacin da se biljka postavi u destilator, u kojem, zbog

prolaska vruée pare koja ne smije biti zagrijana na vecu temperaturu od 100°C, hlapljive

6



komponente izlaze iz biljnog materijala i zajedno s parom prolaze kroz hladilo gdje se
kondenziraju, a dobiveni destilat se sakuplja. (9, 12)

Nakon zavrSenog postupka, destilat sadrzi vodu pomije$anu s uljem, no zbog njihovih
razli¢itih svojstava (topljivosti i polarnosti) obi¢no ih je vrlo lako odvojiti. lako se ovim
na¢inom voda odvaja od ulja, ulje ponovno prolazi kroz postupak dekantiranja kako ne
bi zaostali ostaci vode u ulju. (12) Prednosti destilacije parom je to $to omogucuje
kontrolu koli¢ine pare koja ¢e prolaziti kroz kolonu, a $to je najvaznije ne dolazi do
termiCke razgradnje sastojaka. Glavni nedostatak postupka destilacije s parom je

njegova visoka cijena. (9)

1.2.4.2. Vodeno-parna destilacija

Vodeno-parna destilacija provodi se na nacin da je biljni materijal odvojen od
vode, a to se najc¢esce postize da je biljni materijal postavljen na nekakvu mreZicu iznad
kapljevine koja vrije. Na taj nain vodena para odnosi hlapljive spojeve koji ulaze u
hladilo gdje se kondenziraju. Prikupljeni kondenzat je opet smjesa vode i ulja, ali zbog
toga Sto je ulje u vecini sluCajeva lakSe od vode ono se skuplja sa povrsine. (13)
Prednost vodeno-parne destilacije je Sto rezultira ve¢im prinosom ulja, sami postupak
destilacije je brzi nego kod vodene destilacije te je zbog toga energetski ucinkovitija.
Glavni nedostatak vodeno-parne destilacije je taj $to nizak tlak dizanja pare te ulje

visoke tocke vrelista zahtjeva vecu koli¢inu pare za isparavanje. (9)

1.2.4.3. Vodena destilacija

Vodena destilacija u postupku ekstrakcije eteri¢nih ulja se cesée koristi u
laboratoriju, a vrlo malo u industrijskim pogonima. Kod vodene destilacije biljka je u
kontaktu s kipu¢éom vodom, za razliku od parne destilacije gdje na biljku djeluje samo
para. Kipuca voda otvara stanice biljke iz kojih isparavaju komponente koje zapravo
predstavljaju eteri¢no ulje. Nakon $to su hlapljive komponente isparile iz biljke, one se
kondenziraju pri ¢emu dobivamo destilat koji se sastoji od ulja i vode, koji su

rasporedeni u dvije vidljive faze koje je potom lako odvojiti. (12) Prednost vodene

7



destilacije je to Sto omogucuje ekstrakciju hlapljivin komponenata iz fino mljevenog
praha i dijelova biljke koji bi kod destilacije s parom stvarali prepreke preko kojih para
ne bi mogla prolaziti. Druga vazna prednost je njezina jednostavna primjena i isplativost
zbog niske cijene opreme koju ovaj postupak zahtjeva. Vodena destilacija nam ne moze
omoguciti potpunu ekstrakciju hlapljivih komponenata §to zapravo predstavlja jedini
nedostatak ovog postupka. (9)

Slika 4. Laboratorijska aparatura za vodenu destilaciju (14)

1.2.4.4. Ekstrakcija eteri¢nog ulja kroz hladnu mast ,.enfleurage* metoda

Ekstrakcija etericnog ulja kroz hladnu mast smatra se najstarijom metodom
ekstrakcije etericnih ulja, koristi se jo§ od davnina te se sam postupak usavrSavao kroz

generacije.(9, 12)

Za ekstrakciju su potrebne biljne ili Zivotinjske masnoce koje sluze kao
apsorbens. Sloj svjezih latica cvijeca ili drugi dijelovi biljke se postavljaju na masnocu,
a izmedu latica i masnoca se nalazi nekakva tkanina. Ova metoda zahtjeva promjenu
latica nakon 24 sata sve dok se ne dobije zadovoljavajuca koncentracija etericnog ulja.
(12) Kako bi se ekstrahiralo izolirano ulje iz masnoce, obi¢no se Koristi ekstrakcija
alkoholom. (9) Zbog postupka zamjene starih latica sa onim svjezim postupak je
izuzetno dug, no koristi se za dobivanje vrlo nestabilnih ulja koji bi primjenom drugih
metoda izgubili svoja aromati¢na svojstva. Ovaj postupak se obic¢no koristi u industriji

parfema za izolaciju eteri¢nog ulja iz cvjetnih latica. (12)



1.2.45. Postupak hladnog preSanja

Hladno presanje je postupak koji se najcesce koristi za dobivanje eteri¢nog ulja
iz citrusa. Voce se izravno postavlja u hidraulicku presu, koja skuplja sok i ulje prisutno
u kori citrusa. Nakon $to se zavrsi postupak preSanja, pripravlja se emulzija soka i ulja u
koju se dodaje voda. Tako pripravljenu emulziju potrebno je razdvojiti, a to se radi
postupcima centrifugiranja, dekantiranja ili frakcijske destilacije. (12) Eteri¢no ulje
dobiveno na ovakav nacin koristi se u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao

aditiv ili aroma. (15)

1.2.4.6. Ekstrakcija eteri¢nog ulja organskim otapalom

Ukoliko je rije¢ o izrazito nestabilnim uljima koja ne podnose velike promjene
temperature Koristi se ekstrakcija s organskim otapalima. Kao organska otapala mogu
posluziti heksan, benzen, metanol, etanol, propanol, aceton i drugi, a izbor otapala

uglavnom ovisi o njegovoj polarnosti i temperaturi vrelista. (10, 12)

Postupak se provodi na nacin da se biljka uroni u odgovarajuée otapalo te se
ostavlja u toj otopini neko vrijeme, tj. dok ne dode do odvajanja tekuce od krute faze.
Ulje se dobije tek nakon Sto ispari organsko otapalo u kojem je ulje otopljeno. (13)
Glavni nedostatak ove metode je §to je sastav ulja u potpunosti drugaciji od onog
dobivenog destilacijom, pa se ulja dobivena na ovaj nacin ne mogu primjenjivati u
aromaterapiji, prehrambenoj i farmaceutskoj industriji zbog oneciS¢enja organskim

otapalima. (10)

1.3. Kromatografija

Kromatografija sluzi za separaciju tj. odjeljivanje, identifikaciju te kvantitativno
odredivanje sastojaka koji su prisutni u smjesi. Kromatografski sustav se sastoji od dvije
faze: pokretne i nepokretne, a odjeljivanje sastojaka se temelji na brzini kretanja

sastojaka kroz stacionarnu tj. nepokretnu fazu. (16-18)



Organski spojevi su u vecini sluc¢ajeva kompleksne molekule, od koji se neke
medusobno jako malo razlikuju tj. imaju iste molekulske formule, te one mogu biti
kontinuirani izomeri i stereo-izomeri. Upravo zbog toga, odjeljivanje komponenti moze
biti veliki problem, pa se stoga za razdjeljivanje antibiotika, vitamina, terpena, alkaloida
I mnogih drugih spojeva koriste kromatografske tehnike. Kromatografiju kao pojam
uveo je ruski kemicar Tsvet koji je koristi za odjeljivanje biljnih pigmenata tj. klorofila,
a kasnije se pojam kromatografija po¢eo upotrebljavati za sve postupke odjeljivanje
smjesa kod kojih se komponente razdvajaju izmedu stacionarne i mobilne faze. (19)

Razlikujemo dvije vrste kromatografskih metoda:

- kolonska kromatografija i
- plo$na kromatografija.

Kod kromatografije na stupcu stacionarna faza ispunjava usku kolonu kroz koju
protjeCe mobilna faza na temelju gravitacijske sile, dok je kod plosne kromatografije
stacionarna faza nanesena na ravnu plohu, a mobilna faza kroz nju prolazi pomoc¢u
kapilarnih sila. (16)

Opca podjela kromatografije na stupcu je sljedeca: tekucinska kromatografija
(LC), plinska kromatografija (GC) te kromatografija sa superkritinom tekuc¢inom
(SFC) kod koje je mobilna faza tekuéina pri superkriti¢cnim uvjetima.(16)

U plosnu kromatografiju se ubrajaju: papirna kromatografija, tankoslojna
kromatografija i elektrokromatografija. (16)

Kromatografske metode dijelimo i obzirom na prirodu ravnoteze izmedu
pokretne i nepokretne faze na:

- Razdjelnu kromatografiju

- Adsorpcijsku kromatografiju

- Afinitetnu kromatografiju

- Kromatografija isklju¢enjem

- lonsko-izmjenjivacku kromatografiju

- Kiralnu kromatografiju. (17, 19)
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1.3.1.1. Tankoslojna kromatografija (TLC)

Kod tankoslojne kromatografije odvajanje se zasniva na adsorpciji ili
razdijeljenju. Puno ¢eS¢a je upotreba adsorpcijske kromatografije na tankom sloju
adsorbensa koji predstavlja stacionarnu fazu i koji je nanesen je na staklenu ploc¢u, a
njegova debljina ovisi o namjeni. Kao adsorbens korist se uglavnom silikagel i
aluminijev oksid. (19) Razlikujemo dvije metode tankoslojne kromatografije, a to su
uzlazna kromatografija 1 kromatografija u komori za vodoravno razvijanje

kromatograma. (16)

' '
| '
' ) |
4
i
TLC plo¢icau TLC plocica nakon TLC plocica nakon
pocetku razvijanja razvijanja razvijanja i susenja

Slika 5 Prikaz tankoslojne kromatografije (19)

Slika 6 Nacini razvijanja tankoslojne kromatografije: a) komora za uzlazno razvijanje
kromatograma, b) komora za vodoravno razvijanje kromatograma (20)
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1.3.1.2. Papirna kromatografija

Papirna kromatografija se zasniva na istim principima odjeljivanja kao i
tankoslojna. Papiri koji se koriste za papirnu kromatografiju napravljeni su od vrlo Ciste
celuloze te prolaze stogu provjeru poroznosti i debljine. Stacionarnom fazom se moze

smatrati voda jer papiri za papirnu kromatografiju je sadrze u dovoljnoj koli¢ini.(16)

1.3.1.3. Plinska kromatografija (GC)

Plinska kromatografija pada u najces¢e koristene kromatografske metode, a
koristi se za odjeljivanje hlapljivih komponenata u smjesama. Sluzi za kvantitativno i
kvalitativno analiziranja vec¢ine sastojaka u slozenim smjesama, a znatno je brza nego li
ostale analiticke tehnike. (17) Upravo zbog hlapljivosti komponenata eteri¢nih ulja, ista
se naj¢esce analiziraju plinskom kromatografijom dok su se ostale metode uglavnom
prestale koristiti zbog svoje sloZenosti izvodenja te zastarjelosti. (18) Razlog Siroke
uporabe plinske kromatografije u identifikaciji komponenata etericnog ulja je upravo

njezina u¢inkovitost u separaciji individualnih hlapljivih sastojaka. (10)

1.3.2. Uredaj za plinsku kromatografiju

Plinski kromatograf je uredaj koji se koristi za analizu pojedinih sastojaka
smjese. Uredaj radi na principu da se smjesa koju ispitujemo unosi u kolonu pomocéu
mikrolitarske Strcaljke kojom uzorak injektiramo u injektor. Mjesto unoSenja uzorka
mora biti zagrijano, najcesce je to 50°C iznad temperature vreliSta najmanje hlapljivih
sastojaka, kako bi uzorak trenuta¢no ispario pri ulazu u kolonu. (16) Smjesa sastojaka se
odvaja u koloni, dok se detekcija sastojaka dogada na detektoru. (18)

Za analizu sastojaka je potreban plin nositelj koji mora biti kemijski inertan, a
najcesce se upotrebljavaju helij, argon, dusik i vodik. (16) Takoder plin nositelj ne smije

reagirati sa stacionarnom fazom. Cisto¢a plina nositelja je takoder vrlo bitna jer
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necistoc¢e poput kisika i vode mogu kemijski napasti tekucu fazu i kolonu te ju unistiti.
(18)

Odvajanje komponenti smjese se temelji na njihovoj ravnotezi izmedu plina
nositelja i stacionarne faze. Sto se komponenta kraée zadrzi u koloni to ¢e brze eluirati.
(18) Nakon §to se uzorak unese U injektor on ulazi u kolonu. Ranih pedesetih godina
kolonu za plinsku kromatografiju je predstavljala punjena kolona kod koje je sloj
tekucine bio zadrzan na povrSini sitno mljevenog, inertnog, ¢vrstog nosaca. Kako je
njegova upotreba bila neprakti¢na pocele su se upotrebljavati Suplje kolone debele samo
nekoliko desetinki milimetara. Bez obzira §to su Suplje kolone bili prakti¢nije i
djelotvornije od punjenih, one se nisu odmah pocele upotrebljavati zbog njihove
sklonosti lomljenju, malog kapaciteta za uzorak, mehanickih potesko¢a vezanih uz
unosenje uzorka i spajanje kolone na detektor, kratkog vijeka trajanja te moguénost

zacepljenja.

Punjena 1 kapilarna kolona
Kruto punjenje

Slika 7 Prikaz kolone: lijevo punjena kolona;, desno suplja kolona (21)
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Slika 8 Injektor za ubacivanje uzorka u plinski kromatograf (20)

Danasnje punjene kolone izradene su od staklenih, metalnih ili teflonskih cijevi, duljina
im je obi¢no 2-3 metra, a unutarnji promjer 2-4 mm. U njih se stavlja ¢vrsti nosa¢ na
koji je nanesen jako tanki sloj stacionarne tekuce faze. Idealan ¢vrsti nosa¢ sastoji se od
malih, kuglastih zrna specificne povr§ine i mehanicke ¢vrstoce. Dok kod kapilarnih
kolona razlikujemo dvije vrste, prva je kapilarna kolona presvucena s tankim slojem

stacionarne faze, a druga vrsta je mikropunjena kolona.(16)
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Nakon prolaska kroz kolonu uzorak eluira i na detektor dolaze samo odredeni
spojevi. Bitno je da detektor ima brz odziv na male promjene koncentracije sastojaka.
Pozeljna svojstva detektora su linearni odziv, jednoliki odziv za vise razli¢itih kemijskih
spojeva te stabilnost. Razlikuju se tri vrste detektora koje se koriste u plinskoj

kromatografiji i to su: detektor toplinske vodljivosti, plameno-ionizacijski detektor,

mjerad
protoka
F Sprica

"
.. sustav
injektor ;iptmn deteltor — podataka
regulacija tlaka \\\\
/ﬁ regulator
protoka

detektor apsorpcije elektrona.(16)

| —

kolona

- |

spremuik plina ‘
nogafa kolonska pec

Slika 9. Prikaz plinskog kromatografa (22)

Izvor mobilne fare

Eromatogram

W

Slika 10. Shema kromatografskog sustava i prikaz dobivenog kromatograma (23)
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1.4. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (MS) predstavlja analiticku tehniku karakterizacije
pojedinih tvari u uzorku, a ona se temelji na odredivanju atomske ili molekularne mase
pojedinih vrsta prisutnih u uzorku. Stalna poboljSanja su omoguéila da masena
spektrometrija bude prilagodljiva, najosjetljivija te najSire koristena analitiCka metoda
danas, zbog ¢ega je naSla svoje mjesto u brojnim analitickim laboratorijima npr. u
laboratorijima s hranom i okusima, aromama i mnogim drugim. Takoder igra bitnu
ulogu i u farmaceutskoj industriji. (21, 23) Plinska kromatografija kao Sto je veé
navedeno omogucava razdvajanje hlapljivih komponenata, ali sama plinska
kromatografija nam ne omogucava identifikaciju komponenti u smjesi. Masena
spektrometrija nam u drugu ruku omogucava identifikaciju nepoznatih komponenti

(struktura, molekulsku tezini i elementarni sastav) te njihovu koli¢inu. (21)

Ularak
uzorka
[zvoriona Maseni
== anatizator ==| Detektor
} Valanm

Maseni speltar | |

| ' | Prikaz
ol f‘b| podataka

miz

Slika 11 Shematski prikaz masene spektrometrije (21)

Nakon §to uzorak prode kroz kromatografski dio analize koji je zagrijan i nalazi
se pri atmosferskom tlaku, dolazi do njegove ionizacije. Postoje mnoge ionizacijske
tehnike, ali elektronska ionizacija je najstarija, najceS¢e KkoriStena, a uz to i
najjednostavnija tehnika. Potom se nastale nabijene Cestice Salju u zatvoreni prostor,
koji je pod visokim vakuumom, na koje djeluje elektri¢no i/ili magnetsko polje, ovisno

o0 vrsti instrumenta. Ovisno o tome kolika je sila potrebna za odjeljivanje iona, moze se
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zakljuciti koliki je omjer njihovih masa i naboja. Takav postupak uniStava unesene

komponente, ali srecom ne zahtjeva velike koli¢ine uzorka.(21, 23)

CgHas

Molarna masa = 86

00 -

. ®D
Relativni
intenzitet go
0o

40

20

1]

Slika 12 Maseni spektogram heksana (21)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Uredaji

e Analiticka vaga ALS 120-4 (Kern, Inscale, Kingston, UK)

e Plinski kromatograf sa plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID) 7890A GC
System (Agilent Technologies, Santa Clara, Kalifornija, SAD)

e Plinski kromatograf s masenim spektrometrom: GC model 3900,MS model
2100T (Varian Inc., Lake Forest, CA, SAD)

e Kolona za GC-MS VF-5MS (30 m x 0.25 mm, 0,25 um) (Varian)

e Kolona za GC-FID HP-5 (30 m x 0,32 mm, 0,25 pm ) (Agilent)

e Aparatura za parnu destilaciju

2.2. Biljni materijal i postupak izolacije eteri¢nog ulja

Za ovaj rad koristeni su suhi pupoljci klinéi¢a kupljeni u trgovini Bio&Bio u

Splitu iz kojih je izolirano eteri¢no ulje.

Koristen odvagani biljni materijal, pupovi klin¢i¢a se odvazu (226,09 g) te se
prebace u tikvicu za destilaciju koja se spoji na aparaturu za parnu destilaciju. Uzorak se
stavi na destilaciju tijekom 3 sata. Dobiveno ulje klin¢i¢a se odvoji od vode u lijevku za
odjeljivanje postupkom ekstrakcije sa dietil eterom pri ¢emu su komponente ulja presle
u dietil eterski ekstrakt, a otapalo je nakon toga otpareno. Preostali tragovi vode u ulju

su uklonjeni dodatkom natrij sulfata.
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2.3. Analiza eteri¢nog ulja

Dobiveno ulje klinc¢i¢a je analizirano na GC-FID-u i GC-MS-u.

Kod GC-FID analize injektor, odnosno mjesto ubacivanja uzorka u kromatograf
bilo je zagrijano na 250°C kako bi uzorak u potpunosti ispario. Koristena mobilna faza
je bila helij (1 mL/min). Temperatura sustava je namjeStena na na¢in da je pocetna
temperatura bila 60°C te izotermno zadrzana u trajanju od 3 min. Nakon toga je
brzinom od 7 °C/min rasla do 150 °C gdje je izotermno zadrzana u trajanju od 1 min,
nakon cega je opet rasla brzinom od 50 °C/min do 250 °C gdje je izotermno zadrzana u
trajanju od 5 min. Volumen uzorka injektiranog uzorka je 1 uL, a tj. omjer raspodjele je
1:100. Temperatura FID detektora je 300°C.

Slika 13. GC-FID

Kod GC-MS analize vladaju jednaki uvjeti u plinskom kromatografu kao i kod
GC-FID-a, ali uzorak ne ide na plameno- ionizacijski detektor ve¢ na maseni
spektometar (MS). Uvjeti koji vladaju u MS-u su: ionizacijski potencijal je 70 eV;
temperatura ionskog izvora je 200°C; raspon masa za pretrazivanje bio je od 40-350

masenih jedinica.
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Slika 14. Vezani sustav GC-MS

Pojedini pikovi su odredeni usporedbom njihovih vremena zadrzavanja (u
odnosu na standardnu seriju n-alkana Cg-Czo za kolone VF-5MS s onim iz "kuéne" baze
podataka, literature i/ili vremenima zadrzavanja komercijalnih standarda. Maseni
spektri pojedinih pikova su takoder usporedivani s komercijalnim bazama podataka:
Wiley 7 MS (Wiley, New York, SAD) 1 NIST02 (Gaithersburg, MD, SAD), "ku¢nom"
bazom podataka te literaturom. "Kuéna" baza podataka (vremena zadrzavanja i masenih
spektara) nacinjena je koriStenjem komercijalnih standarda cistih spojeva i od glavnih
sastojaka mnogih eteri¢nih ulja dobivenih u prija$njim istraZivanjima. Kvantitativni
sastav pojedinih sastojaka je izracunat kao srednja vrijednost povrSine pojedinog pika tri
GC-MS analize.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Na slici 15 prikazano je eteri¢no ulje klin¢ic¢a koje je dobiveno postupkom parne
destilacije. Kao $to je vidljivo, dobiveno ulje je tamno-zute boje, te vrlo intenzivnog

mirisa.

Slika 15. Ulje klinciéa

Dobiveno ulje je netom prije analize razrijedeno u metanolu (1 pL uljau 1 mL
MetOH) te na taj nacin pripremljeno za GC-FID analizu te su rezultati priloZeni u
nastavku. Kako bismo primjenom GC-FID tehnike potvrdili prisutnost eugenola u
uzorku, uradena je i analiza Cistog eugenola (slika 16). Kromatogram ulja klin¢i¢a

prikazan je na slici 17.
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Slika 17. Kromatogram GC-FID analize etericnog ulja klincic¢a
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Prema dobivenim rezultatima analize ulja na kromatogramu su vidljiva tri pika;
prvi na retencijskom vremenu od 16,728 min, udio spoja u uzorku 88,16%, drugi na
17,768 min, udio spoja 1,09% i treci pik na 18.631 min, udio spoja 10,75%. Obzirom da
se primjenom GC-FID tehnike ne dobiva kvalitativna analiza ve¢ samo kvantitativna za
identifikaciju spojeva potrebno je injektiranje standarda kako bi se potvrdilo retencijsko
vrijeme na kojima oni izlaze. U ovom radu to je bio slucaj s eugenolom koji je
injektiran sam i izlazi na istom retencijskom vremenu kao i komponenta 1 ulja
(Rt=16,728), stoga sa relativnom sigurnos¢u mozemo reci da je pik koji se javlja 16.728

minuta eugenol te da je njegov udio u analiziranom ulju 88,16%.

Dobivene rezultati odgovaraju onima koje su u svom istraZivanju dobili Jirovetz
i suradnici (2006) gdje je analizom eteri¢nog ulja klin¢i¢a potvrden udio eugenola od
76,8%, 17,4% kariofilena te 1,2% eugenil acetata. Sli¢ne rezultate dobili su i Santini i
suradnici (2011); 89,6% udio eugenola, 8,6% udio kariofilena te 1,7% eugenil acetat.

Rezultati GC-MS analize ocitani iz kromatograma sa slike 17. prikazani su u
tablici 1.

Tablica 1. Rezultati GC-MS analize etericnog ulja klincica

Redni | Retencijsko % KI Naziv spoja Ni

broj vrijeme / min
1. 27,130 77,8 | 1364 Eugenol MS, KI, st
2. 28,607 2,9 1411 t-Kariofilen MS, KI, st
3. 30,162 0,2 1449 a-Humulene MS, Kl
4. 33,33 13,7 | 1524 Eugenil acetat MS, KI
5. 35,52 0,2 1579 Kariofilen oksid MS, KI, st
6. 61,634 0,7 | 2375 | Di (2-etilheksil) adipate MS, KI

Ukupno: 95,5

Ni - nacin identifikacije: MS - baze podatka, KI - Kovatsev index, st — standard
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Slika 18. Kromatogram GC-MS analize etericnog ulja klincica

Provedbom GC-MS analize te usporedbom dobivenih vrijednosti sa bazama
podataka moze se zakljuéiti da je udio eugenola u naSem ulju 77,8%, t-kariofilena 2,9%,
eugenil acetata 13,7% te se u manjim udjelima javljaju kariofilen oksid udio 0,2% , a-
humulen udio 0,2% te di (2-etilheksil) adipate u udjelu od 0,7%.
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4. ZAKLJUCAK

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da je eteri¢no ulje klin¢i¢a koje
je dobiveno postupkom parne destilacije najbogatije eugenolom i eugenil acetatom, dok

su ostali spojevi prisutni u nizim koncentracijama.
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