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1. UVOD

Obic¢na smokva Ficus carica L. listopadno je stablo poznato po velikom, mirisnom liscu,
slozenom, skrivenom cvatu, so¢nim plodovima i lateksu. Od davnina se uzgaja na Mediteranu,
Bliskom istoku i zapadnoj Aziji te predstavlja jednu od najranijih uzgajanih vocki. Danas se
uzgoj prosirio po cijelome svijetu te stabla smokvi pronalazimo u Turskoj, Spanjolskoj, Grékoj,
Italiji, Brazilu, Kaliforniji i drugim mjestima na kojima prevladavaju blage zime i vruca suha

ljeta.

Plodovi smokve konzumiraju se u svjezem, susenom i preradenom obliku. Svjeza i suha
smokva sadrze bogatu nutritivnu vrijednosti zbog visokog sadrZaja minerala, masti, Secera,
vlakana i fenolnih spojeva. Plod, korijen i lis¢e se tradicionalno koriste u lijecenju
gastrointestinalnih, respiratornih, kardiovaskularnih poremecaja te je smokva uklju¢ena u

brojne farmakopeje i terapijske vodice (Mawa i sur., 2013).

Listovi smokve sadrze bogati aromatski sastav. Hlapljivi spojevi razvijaju se u lisé¢u
tijekom sazrijevanja i znacajno utjeCu na kvalitetu i sastav arome. Uzgoj kao i sorta smokve

utjecu na aromati¢ni profil lista §to potvrduju brojna provedena istrazivanja.

Cilj ovoga rada bio je odrediti aromati¢ni sastav lis¢a devet sorata smokve s podrucja
Istre te usporediti dobivene rezultate s rezultatima istraZivanja razli¢itih izvora. Aromaticni
spojevi izolirani su vodenom destilacijom, a kemijski sastav aromaticnog profila odreden je

plinskom kromatografijom s masenom spektrometrijom (GC-MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SMOKVA

Smokva je listopadno stablo iz porodice Moraceae (tablica 1). Ukljucuje veliki broj vrsta
prisutnih u tropskim i suptropskim podrué¢jima. Obi¢na smokva (Ficus carica L.) razvija jestivi
plod. Vruéa suha ljeta, niska relativna vlaznost i blage zime karakteristike su klime idealne za
uzgoj smokve. Niske temperature tijekom zime ogranicavaju¢i su faktor za prezivljavanje

smokve, pogotovo za mlada stabla koja mogu biti oSteCena mrazom (Flaishman i sur., 2008).

Tablica 1. Klasifikacija vrste Ficus carica L. prema taksonomskim kategorijama (USDA,
2020)

Taksonomska kategorija Naziv
Carstvo Plantae
Koljeno Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Urticales
Porodica Moraceae
Rod Ficus L.
Vrsta Ficus carica L.

Smokva potjece iz juzne Arabije gdje i danas mozemo pronaci stabla samonikle smokve
(Mars, 2001), odakle su odabrani oblici preneseni u druge regije osobito na podrucje
Mediterana, Bliskog istoka 1 zapadne Azije. Uzgoj smokve prisutan je ve¢ 11 000 godina te je
jedna od prvih kultiviranih vocki na svijetu. Pretpostavlja se da ime carica potjece od imena
pokrajine Karije u Maloj Aziji, danasnjem jugozapadnom dijelu Turske, poznatoj po uzgoju
smokava. Predstavljala je jedan od glavnih izvora prehrane Mediterana tijekom cijele godine
zahvaljujuéi visokoj kalorijskoj vrijednosti i lakom ocuvanju plodova susenjem (Falistocco,

2020).

Ficus carica je listopadno drvo visine od 10 do 30 m. Ima brojne rasirene grane, ali
deblo rijetko naraste do promjera veceg od 2,5 m. Kora je glatka, pepeljasto sive boje (Badgujar

I sur., 2014). Ficus carica nosi so¢an, okrugli plod, spljosten u sredini, veli¢ine od 3 do 5 cm
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(slika 1). Razlikujemo sorte zuckasto-zelene, bakrene, ljubicaste boje ploda. Karakteristi¢ni
plod smokve zapravo je cvat imena sikonij u kojemu cvjetovi i sjemenke zajedno rastu u
mesnatu, so¢nu masu (Khatib i Vaya, 2010). Sikonij je spojen s vanjskim dijelom kroz mali
otvor naziva ostiola. Osuseni plodovi su iznimne nutritivne vrijednosti zbog visokog sadrzaja
vitamina, minerala, ugljikohidrata, Secera, organskih kiselina i fenolnih spojeva. Suhe 1 svjeze
smokve sadrze veliku koli¢inu vlakana i polifenola. Takoder, svjezi plodovi smokve bogati su

proantocijanima (Mawa i sur., 2013).

Slika 1. Plodovi i lis¢e smokve Ficus carica L. (prema Pali¢, 2019)

Flashman i sur. (2008) opisuju ¢etiri tipa smokve s obzirom na opraSivanje i nastanak
ploda. Obi¢na smokva, Smyrna tip i San Pedro tip razvijaju jestivi plod, dok je plod tipa
Kaprifag nejestiv. Tip obi¢ne smokve i San Pedro tip imaju dva usjeva godi$nje, Smyrna tip
jedan usjev godiSnje, dok Kaprifag ima tri usjeva godisnje. Veliki udio kultivara, ¢ak 78 %
pripadaju obi¢nom tipu (Crisosto i sur., 2011). Sorte se razlikuju po morfologiji lista, vanjskoj
1 unutarnjoj boji ploda, obliku i okusu ploda, koli€ini topljivih tvari, karakteristikama sjemena,
debljini kozice. Plodovi obi¢ne smokve su partenokarpni, dakle plod nastaje bez oprasivanja.
Sadrzi zenske cvjetove dugog tucka koji za rast 1 sazrijevanje ne trebaju oprasivanje. Ukoliko
ipak dode do opraSivanja nastat ¢e znatno ve¢i plodovi, intenzivnijeg okusa, s promijenjenom
bojom koze i pulpe. Smyrna tip i San Pedro tip za razvoj i nastanak ploda zahtjevaju opraSivanje
uz pomo¢ smokvinih osa roda Blastophaga (Flaishman i sur., 2008). Kaprifaga tip smokve
sadrzi muske sikonije unutar kojih osa Blastophaga psenes zavrsava svoj zivotni ciklus. Kada
su zenski cvjetovi Smyrna tipa i San Pedro tipa spremni za opraSivanje, luce hlapljive spojeve

kako bi privukli smokvine ose. One izlaze iz muskog sikonija Kaprifag tipa kroz ostiole i



prenoseci pelud do Zenskih cvjetova vrse oprasivanje, odnosno kaprifakciju smokve (Crisosto

I sur., 2011).

2.2. LIST SMOKVE

Listovi smokve su duzine od 10 - 20 cm s 3 do 5 reznja nazubljenih rubova. Dlakavi su
s donje povrsine s izrazenim zilama, dok je gornja povrSina hrapava. Kod vrsta roda Ficus
uocena je prisutnost sekretornih stanica na lamini lista koje izlu¢uju lateks, mlije¢ni sok (Bercu
i Popoviciu, 2014). Lateks sadrzi proteoliticki enzim ficin koji uzrokuje svrbez i djeluje
iritabilno na upaljenu kozu. Takoder, ficin izoliran iz lateksa koristiti se u prehrambenoj
industriji za omekSavanje mesa, bistrenje bezalkoholnih pica te koagulaciju mlijeka (Mars,
2001).

Mala povrSina lisnih plojki §titi 1iS¢e od pregrijavanja tijekom ljetnih vru¢ina. Medutim,
list Ficus carica ima i do deset puta ve¢u povrSinu od zimzelenih grmova rasprostranjenih na
mediteranskom podrucju. Zbog toga lis¢e Ficus carice nije postavljeno u ravnini s tlom, nego

okomito da sunceve zrake padaju na list bo¢no (Mamoucha i sur., 2016).

2.2.1. Kemijski sastav lista smokve

Kemijski spojevi identificirani u ekstraktu lis¢a Ficus carica su: fenolni spojevi,
flavonoidi (flavonoli, flavoni i antocijani), steroli, hlapljive tvari (monoterpeni, seskviterpeni,
ketoni, alkoholi, esteri), kumarini (Solana i Romano, 2019), glikozidi, alkaloidi i sapononini
(Nebedum i sur., 2010). Prema EI-Shobaki i sur. (2010) lis¢e Ficus carica sadrzi 82,20 % vlage,
0,65 % pepela, 1 % proteina, 1,55 % vlakna te 12,90 % ugljikohidrata. List sadrzi visi ukupni
sadrzaj flavonoida (275 mg 100 g*) s obzirom na zreli plod smokve (82 mg 100 g).

Ukupni sadrzaj polifenola (32 mg 100 g?) ne razlikuje se puno od ukupnog sadrzaja
polifenola u plodu zrele smokve (40 mg 100 g). Naadem i Zeb (2018) uo¢ili su znadajne
promjene u ukupnom sadrzaju fenola tijekom sazrijevanja lis¢a. Sazrijevanjem se povecava
sadrzaj fenola te antioksidacijsko dijelovanje. Udio polifenola ve¢i je od onog u crnom vinu i
Caju, stoga lis¢e Ficus carica ima jace antioksidacijsko djelovanje (Li i sur., 2021).

Rezultati mineralnog sastava pokazuju prisutnost esencijalnih mineralnih elemenata:
Na, K, Zn, Fe, Cr, Co, Cu, Ni, Pb, Mn, Ca, Mg, Cd (Khan i sur., 2012), te vitamina C i E (Ghazi
i sur., 2012).



Brojna znanstvena istrazivanja dokazala su hipoglikemijsko, antioksidacijsko,
protuupalno, renoprotektivno i hepatoprotektivno djelovanje ekstrakta lis¢a Ficus carica (Li i
sur., 2021).

Stephen Irudayara i sur. (2017) dokazali su znacajan ucinak etil acetatnog ekstrakta lis¢a
Ficus carica na metabolicke enzime ugljikohidrata s obecavaju¢im hipoglikemijskim i
hipolipidemijskim aktivnostima u $takora s dijabetesom tipa 2. Time su potvrdili pozitivan

ucinak ¢aja od lis¢a Ficus carice u prevenciji dijabetesa koji se koristi u tradicionalnoj medicini.

2.3. AROMATICNI SPOJEVI

Hlapljivi spojevi voc¢a doprinose okusu te predstavljaju njihove karakteristicne arome.
Aromati¢nim tvarima se smatraju spojevi koji su prisutni u koncentraciji ve¢oj od pragova
osjetljivosti na miris ili okus. Spojevi s nizim koncentracijama takoder doprinose aromi kada
njihove koncentracije prijedu navedene pragove osjetljivosti. Koli¢ina hlapljivih spojeva

prisutnih u hrani iznosi od 10 do 15 mg kg? (Belitz i sur., 2004).

Razlic¢ite vrste voca €esto imaju slicne aromati¢ne karakteristike. Medutim, svako voce
ima specifi¢ni sastav aroma ovisno o kombinacijama, koncentracijama i pragu percepcije
prisutnih hlapljivih spojeva. Samo je dio hlapljivih spojeva odgovoran za aromu s obzirom na
zastupljenost i prag mirisa. Uglavnom se sastoje od alkohola, aldehida, ketona, estera, laktona
i terpenoida. Najbrojniju skupinu spojeva odgovornih za aromu predstavljaju C10 monoterpeni
i Cu1s seskviterpeni. Hlapljivi terpenoidni spojevi sintetizirani iz karotenoida, izazivaju jaki
uc¢inak na okus i miris iako su prisutni u niskim koncentracijama. Geranial, geranilaceton (slika
2), B-ciklocitral, p-damaskenon (slika 3), pseudoionon, B-ionon i teaspiron najéeS¢i su

predstavnici terpenoidnih spojeva prisutnih u plodovima voc¢a (El Hadi i sur., 2013).

O
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Slika 2. Kemijska struktura geraniala i geranilacetona (prema Solana i Romano, 2019)



Slika 3. Kemijska struktura B-ciklocitrala i 3-damaskenona (prema Ludwiczuk i sur.,
2017)

Hlapljivi spojevi nastaju tijekom zrenja i nazivaju se primarnim aromama odgovornima
za specifi¢nu aroma voca (Solana i Romano, 2019). Mogu biti prisutni u slobodnom ili vezanom
obliku. Slobodni hlapljivi spojevi izravno doprinose aromi voca, dok su vezani oblici povezani
B-glikozidnim vezama s monosaharidima ili disaharidima. Tijekom rasta i sazrijevanja plodova
dolazi do oslobadanja hlapljivih spojeva u glikoziliranom obliku te se hlapljivi spojevi mogu
koristiti kao oznaka za razlikovanje faza zrelosti (Khalil i sur., 2017). Nakupljaju se u
skladiStima biljaka te se oslobadaju s povrsine lista. Upravo je u listu Ficus carica prisutno vise

hlapljivih spojeva nego u plodu. Hlapljivi spojevi su nestabilni te podlijezu promjenama.

Tijekom prerade voca razvijaju se sekundarne arome djelovanjem topline, enzima,
kvasaca (Solana i Romano, 2019). Stupanj zrelosti, okolisni uvjeti, rukovanje, transport i

skladistenje nakon berbe utjecu na sastav hlapljivih spojeva (El Hadi i sur., 2013).

Sinteza hlapljivih spojeva zapo€inje primarnim putem metabolizma iz derivata masnih
kiselina, aminokiselina, terpenoida i ugljikohidrata. Prekursori bitni za sintezu hlapljivih
spojeva su Seceri 1 masne kiseline. Tijekom zrenja dolazi do razgradnje lipida i do nastajanja

estera i alkohola (Breitmaier, 2006).



2.3.1. Terpenoidi

......

hlapljivi nezasi¢eni ugljikovodici, netopljivi u vodi, ugodna mirisa. Terpenoidi su modificirani

terpeni s ugradenim razli¢itim funkcionalnim grupama (Ludwiczuk i sur., 2017).

Mnoge biljke proizvode hlapljive terpene kako bi privukle insekte za opraSivanje.
Monoterpenoidi linalool i epoksilinalool (slika 4), prisutni u smokvi, imaju klju¢nu ulogu u
privlacenju smokvinih osa (Solana i Romano, 2019). Terpeni izrazito gorkog okusa te otrovni

terpeni stite biljke od zivotinja.

OH OH

Slika 4. Kemijska struktura linaloola i epoksilinaloola (prema Solana i Romano, 2019)

Takoder, terpeni mogu imati ulogu regulatora rasta biljaka (Breitmaier, 2006).

Ovi spojevi su glavne komponente eteri¢nih ulja i odgovorni su za karakteristi¢an miris.
Terpenoidi prisutni u eteri¢énim uljima s obzirom na vreliSte svrstavaju Se u monoterpenoide i
seskviterpenoide. Monoterpenoidi imaju raspon vreliSta od 140 do 180 °C, dok je vreliste

seskviterpenoida 200 °C.

Izoprenska jedinica, 2-metilbuta-1,3-dien (CsHg), ¢ini glavnu gradivnu jedinicu
terpenoida. Prema pravilu izoprena, izoprenske jedinice unutar terpenoida mogu se vezati na
sljedece nacine: glava - rep, glava — glava ili glava — sredina (slika 5). lzopropilni dio 2-
metilbutana predstavlja glavu, a etilni ostatak rep izoprenske jedinice. Najc¢es¢i nacin vezanja

je glava — rep, dok je vezanje glava - glava uobi¢ajeno izmedu triterpenoida i karotenoida.



Terpenoidi mogu biti cikli¢ni ili acikli¢ni s velikim rasponom strukturnih varijacija. U
tablici 2 prikazana je podjela terpenoida s obzirom na broj izoprenskih jedinica (Ludwiczuk i
sur., 2017).
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Slika 5. Nacini vezanja terpenoida — izoprensko pravilo (prema Ludwiczuk i sur., 2017)

Tablica 2. Podjela terpenoida

Broj C atoma | Broj izoprenskih jedinica

Hemiterpenoidi 5 1
Monoterpenoidi 10 2
Seskviterpenoidi 15 3

Diterpenoidi 20 4
Sesterterpenoidi 25 5

Triterpenoidi 30 6
Tetraterpenoidi 40 8

Politerpenoidi > 40 >8




2.3.2. Biosinteza terpenoida

Biosinteza terpenoida (slika 7) moze se odvijati putem nastanka mevalonske kiseline
(MAP) i putem nastanka metileritritol-4-fosfata (MEP). Put MAP zapocinje od acetil-CoA te
dovodi do nastanka seskviterpenoida i triterpenoida. Put MEP zapocinje kondenzacijom
piruvata i D-gliceraldehid—3-fosfata pri ¢emu nastaju prekursori za sintezu hemiterpenoida,

monoterpenoida i diterpenoida (Aragiiez i Valpuesta Fernandez, 2013).

Nastanak mevalonske kiseline odvija se u citosolu te zapocinje kondenzacijom triju
molekula acetil-CoA pri ¢emu nastaje 3-hidroksi-3—metilglutaril-CoA. Nakon hidrolize i
redukcije, 3—hidroksi—3—metilglutaril-CoA prelazi u mevalonsku kiselinu. Adenozin trifosfat
(ATP) putem monofosfata predaje difosfat mevalonskoj kiselini. Fosforilirana melavonska
kiselina dalje se dekarboksilira i dehidrira pri ¢emu nastaje izopentenil pirofosfat (IPP). U
prisutnosti izomeraze, izopentenil pirofosfat se izomerizira u dimetilalilpirofosfat (DMAPP).
Kation dimetilalilpirofosfata reagira s dvostrukom vezom izopentenil pirofosfata te nastaje
geranil pirofosfat (GPP), prekursor monoterpenoida. Prekursor diterpenoida geranilgeranil
pirofosfat (GGPP), nastaje dodavanjem jo$ jedne molekule izopentenil pirofosfat na farnezil
pirofosfat. Kondenzacijom geranil pirofosfata (GPP) i izopentenil difosfata nastaje farnezil
difosfat (FPP) iz kojega se biosintetiziraju seskviterpenoidi. Povezivanje dviju molekula
farnezil pirofosfata od repa do repa dovodi do nastanke triterpenoida, dok tetraterpenoidi
nastaju dimerizacijom geranilgeranil pirofosfata od repa do repa (Breitmaier, 2006). 1z
tetraterpenoida karotenoida nastaju norizoprenoidi, odnosno terpenoidi s 13 C atoma. Glavni
predstavnici su a-ionon, B-ionon (slika 6), a-damaskenon i B-damaskenon koji su prisutni u

mnogim eteri¢nim uljima (Ludwiczuk i sur., 2017).

Slika 6. Kemijska struktura a-ionona i -ionona (prema Ludwiczuk i sur., 2017)
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Slika 7. Biosinteza terpenoida (prema Ludwiczuk i sur., 2017)

2.3.3. Biosinteza ostalih spojeva

Hlapljivi spojevi dobiveni iz masnih kiselina su alkoholi, kiseline, ketoni, esteri i
laktoni. Nastaju tijekom procesa o-oksidacije 1 P-oksidacije te reakcijama kataliziranim
lipoksigenazom. Nezasi¢ene, linolna ili linolenska, masne kiseline u prisutnosti lipoksigenaze
se oksidiraju te nastaju krajnji produkti hlapljivi aldehidi, alil alkoholi i oksokiseline. Nastaju
aldehidi vazni za aromu: heksanal, 2-heksenal, 3-heksenal, 2-nonenal, 3-nonenal, 2,6-
nonadienal i 3,6-nonadienal. Dio alil alkohola oksidira do odgovarajucih ketona (Belitz i sur.,
2004).

Spojevi vazni za aromu kao $to su benzenoidi (Ce - C1) 1 fenilpropanoidi (Cs - Ca),

sintetizirani su iz aminokiseline L-fenilanin. Prvi korak u biosintezi navedenih spojeva
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katalizira L-fenilalanin amonijak liza, te nastaje meduprodukt trans-cimetna Kkiselina.

Skrac¢ivanjem bo¢nog lanca za dvije ugljikove jedinice nastaje benzenoid.

Katabolizam aminokiselina pokre¢u enzimi. Aminotransferaze dovode do stvaranja o-
keto kiselina. One mogu posluziti kao supstrati za reakcije dekarboksilacije nakon ¢ega slijede
redukcije, oksidacije ili esterifikacije. Dakle, sintetiziraju se aldehidi, alkoholi, esteri i kiseline
(Araguez i Valpuesta Fernandez, 2013).

Alkoholi, ketoni i esteri doprinose 41 % ukupne arome u plodovima zrele smokve
(Solana i Romano, 2019).

2.3.4. Aromati¢ni sastav lista smokve

Brojni hlapljivi aromati¢ni spojevi identificirani su u istrazivanjiima o aromati¢nom
profilu lis¢a Ficus carica. Uoceni su spojevi skupina aldehida, alkohola, ketona, kiselina,

estera, seskviterpenoida, monoterpenoida, norizoprenoida, diterpenoida i drugih skupina.

Prema literaturi (Oliveira i sur., 2010) u lis¢u portugalske smokve identificirani su: 3-
metil-butanal, 2-metil-butanal, (E)-2-pentenal, heksanal, (E)-2-heksenal, 1-penten-3-ol, 3-
metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, 1-heptanol, benzil alkohol, (E)-2-nonen-1-ol, feniletil
alkohol, 3-pentanon, metil butanoat, metil heksanoat, heksil acetat, etil benzoat, metil salicilat,
limonen, mentol, o-kubeben, B-kubeben, a-guaien, a-ylangen, kopaen, B-bourbonen, 3-elemen,
o-elemen, a-gurjunen, a-kariofilen, p-kariofilen, aloaromadendren, a-muurolen, 3-muurolen,

germakren D, (+)-leden, 3-kadinen, B-ciklocitral, psoralen i 5-nonalakton.

Ayoub 1 sur. (2010) identificirali su u lis¢u egipatske Ficus carica spojeve: (E)-2-
heksenal, a-pinen, n-oktanal, 1,8-cineol, 1-oktanol, nonanal, etil benzoat, (E)-2,6-dimetilokta-
1,5,7-trien-3-ol, metil salicilat, non-1-en-3-ol, dileter, dodekanal, mirtenal, 3-damaskenon, 3-
tujen-10-al, 4-izopropilcikloheksanol, B-kariofilen, nerilaceton, cis-eudesma-6,11-dien, f-
ionon, cis-muurola-4(15),5-dien, (E,E)-a-farnesen, (Z)-3-heksenil benzoat, spatulenol,
viridiflorol, n-pentadekan, n-heptadekan, n-tetradekanoi¢na kiselina, n-oktadekan, 7,11-
dimetilheptadekan, heksahidrofarnesilaceton, nonadekan, metil palmitat, n-heksadekanoi¢na
kiselina, etil heksadekanoat, fitol, heptakosan, neofitadien, n-pentakosan, fitan, n-dokosan,

farnesan, n-tetrakosan i n-heneikosan.

Prema literaturi (Nafis i sur., 2019) u lis¢u Ficus carica uzgajanoj u Maroku

identificirani su sljede¢i aromatski spojevi: 1-(2-metil-1-ciklopenten-1-il)etanon, 3-furfural,
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(E)-2-heksenal, acetilfuran, benzaldehid, sulkaton, 4-etilcikloheksanol, (E,E)-2,4-heptadienal,
benzil alkohol, nonanal, 6-metil-3,5-heptadien-2-on, 3-etil-4-metil-1H-pirol-2,5-dion, 1,7-
oktanediol, 3,7-dimetil, metil salicilat, 2,3-dihidrobenzofuran, 1-ciklopentiletilester-2-
furankarboksilna kiselina, safranal, 2-metoksi-4-vinilfenol, geranilaceton, 1,5-naftalendiol, -
ionon, cikloheksankarboksilna kiselina, heksahidro-8a-metill-1,8(2H,5H)-naftalendion,
5,6,7,7a-tetrahidro-4,4,7a-trimetil-2(4H)-benzofuranon, benzenetanamin, 5,8,11,14-
eikosatetranoi¢na Kkiselina, kariofilen oksid, humulen oksid, (1R,7S,E)-7-izopropil-4,10-
dimetilenciklodek-5-enol, heptadekan, fikusin, bis(2-metilpropil)ester-1,2-

benzendikarboksilna kiselina, bergapten i fitol.

Nafis i sur. (2019) su razlike u aromati¢nom profilu pripisali varijabilosti biljnih sorti i

postojanju razli¢itih kemotipova unutar vrste.

Ayoub i sur. (2010) eteri¢no ulje lis¢a smokve izolirali su vodenom destilacijom te
analizirali GC-MS analizom. U izdvojenom ulju prevladavaju oksigenirani spojevi razli¢itih
skupina, zatim slijede masne kiseline uz najve¢i udio heksadekanoi¢ne kiseline te
seskviterpenoidi. Nafis i sur. (2019) takoder su izolirali eteri¢no ulje lis¢a smokve vodenom
destilacijom te kvalitativnu i kvantitativnu analiza proveli primjenom GC-MS. Identificirano je
najviSe furokumarina, zatim seskviterpenoida, alkohola, ketona i aldehida. Za razliku od
navedenih istrazivanja, Oliveira i sur. (2010) izolirali su hlapljive spojeve lis¢a smokve
metodom mikroekstrakcije vr$nih para na krutoj fazi (HS-SPME) te analizirali pomocu GC-
MS. Izdvojeno je najvise seskviterpenoida, zatim alkohola, aldehida, estera, monoterpenoida i

ketona.
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2.4. VODENA DESTILACIA

Postoji vise metoda izdvajanja eteri¢nog ulja iz biljnog materijala. Prvo Cisto eteri¢no
ulje ruze izolirano je upravo vodenom destilacijom. Navedenu metodu karakterizira kontakt
biljnog materijala i vode unutar tikvice. Tijekom zagrijavanja pri atmosferskom tlaku, molekule
vode 1 molekule eteri¢nih ulja tvore heterogenu smjesu s temperaturom vreliSta nizom od 100
°C, dok je vreliste samih etericnih spojeva znatno viSe. Smjesa vode i eteri¢nih ulja zatim se

destilira istodobno (EI Asbhani i sur., 2015).

Standardna aparatura za izolaciju eteri¢nih ulja je aparatura po Clevengeru (slika 8).
Sastoji se od tri osnovna dijela: tikvice s okruglim dnom, separatora i kondenzatora. Pri
destilaciji biljni materijal se zagrijava u vodi unutar tikvice s okruglim dnom do temperature
isparavanja. Oslobodene pare uzrokuju pucanje i raspadanje stani¢ne strukture biljnog
materijala te se oslobadaju hlapljivi sastojci eteri¢nih ulja. Nastale pare zajedno s oslobodenim
hlapljivim sastojcima eteri¢énog ulja provode se duz cijevi kondenzatora gdje se hlade i
kondenziraju, a hlapljive komponente hvataju se unutar graduirane cijevi separatora. Destilacija
se treba provoditi dovoljno sporo kako bi se sprijecilo isparavanje para oko kondenzatora i
gubitak hlapljivih sastojaka. VVoda ne reagira s hlapljivim sastojcima eteri¢nih ulja te se nakon

kondenzacije eteri¢na ulja mogu lagano odvojiti od izdvojenog destilata (Clevenger, 1298).

Slika 8. Aparatura po Clevengeru (prema Bicchi i Maffei, 2012)
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Nedostatci destilacije vodenom parom su: dugo vrijeme ekstrakcije, gubitak polarnih
molekula tijekom izdvajanja vode iz destilata, kemijske promjene sastojaka eteri¢nih ulja,
gubitak hlapljivih spojeva te veliki utroSak energije (Asbhani i sur., 2015). lako su za uklanjanje
navedenih nedostataka primjenjive druge metode destilacije, vodena destilacija se navodi kao
najcesca metoda izolacije eteri¢nih ulja u laboratorijima. Primjerice Soxhlet metoda i metoda
ubrzane ekstrakcije otapala (ASE) pokazale su se ucinkovitije na prinos etericnog ulja te su
rezultirale manjim gubitkom hlapljivih komponenata. Medutim, navedene metode su

nepozeljne zbog uporabe organskih otapala (Samadi i sur., 2020).

2.5. PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (GC) je tehnika razdvajanja slozenih smjesa na temelju razlike
vrelista, tlaka pare i polariteta (Stauffer i sur., 2008). Predstavlja glavnu kromatografsku
tehniku za razdvajanje i analizu hlapljivih uzoraka s molekulskom masom manjom od 1000 Da
koji su pri temperaturi razdvajanja stabilni. Hlapljivi analiti iz uzorka razdvajaju se izmedu
mobilne i stacionarne faze. Mobilnu fazu ¢ini plin nosioc prenose¢i molekule uzorka od
injektora, kroz kolonu, sve do detektora. Zbog razlike u raznotezi izmedu plinovitog uzorka
noSenog plinom i ¢vrste povrSine stacionarne faze dolazi do odjeljivanja. S obzirom na
stacionarnu fazu, plinsku kromatografiju moZemo podijeliti na dvije tehnike razdvajanja:
plinovito — ¢vrstu (GSC) i plinovito — tekuéu (GLC). Prednosti GC s obzirom na druge
kromatografske metodu su: brzina analize obi¢no mjerena u minutama, nedestruktivnost
analize, visoka rezolucija, visoka osjetljivost, zahtjeva unosenje male koli¢ine uzorka (uL),
preciznost analize s RSD-om od 1 do 5 %. Glavni nedostatci su ograni¢enost metode na
hlapljive uzorke te onemogucuje razdvajanje velikih uzoraka. Stoga se GC koristi za analizu

uzoraka, a ne za prociS¢avanje i prikupljanje (McNair i sur., 2019).
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Slika 9. Shematski prikaz plinskog kromatografa (prema Harvey, 2000)

Osnovni dijelovi plinskog kromatografa prikazani na slici 9 su: plin nosioc, uredaj za
regulaciju tlaka i protoka plina, injektor, kromatografska kolona, peénica i detektor.
Pripremljena otopina uzorka ili plinoviti uzorak injektira se preko injektora u struju plina
nosioca. Uzorak se moze uvesti u kolonu na dva nacina, pomocu ,,split™ ili ,,splitless injektora.
U kapilarnoj plinskoj kromatografiji prednost imaju ,,split* injektori, pri ¢emu se dio smjese
plina nosioca i uzorka uvodi u kolonu, dok se ostatak ispusta. Omjer izmedu protoka koji ulazi
u kolonu i protoka koji izlazi iz kolone naziva se ,,Split ratio* te je u rasponu od 20:1 do 80:1.
Koristenjem ,,split* injektora sprje¢ava se Sirenje pikova na kromatogramu i preopterecenje
kolone. Inertni plin nosioc visoke Cistoce prolaze¢i kroz kolonu ne stupa u interakciju s
analitima. lIzbor inertnog plina ovisi o izabranoj vrsti detektora. Za kapilarnu plinsku
kromatografiju najces¢e se koriste plinovi helij, vodik ili dusik. Helij je jeftin te omogucuje
prihvatljivo vrijeme analize omoguéujuéi rad brzinom u rasponu od 30 cm s (Stauffer i sur.,

2008) te je koristen kao inertni plin u ovom diplomskom radu.

Za analizu aroma i eteri¢nih ulja koriste se kapilarne kolone duljine od 50 do 100 m.
Povecanjem duljine kolone, poveéava se razlika tlakova na ulazu i izlazu iz kolone (Stashenko

i Martinez, 2014). S obzirom da su arome i eterina ulja mjeSavine spojeva razliCitih
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molekulskih masa potrebno je razdvajanje provesti pri odgovarajuéem temperaturnom
programu. Pri izotermnoj temperaturi od 60 °C, komponente smjese ne odvajaju se jedna od
druge te su na kromatogramu prikazane kao Siroki pik uz dugo vrijeme eluacije. S druge strane,
pri izotemnoj temperaturi od 200 °C, nastaju uski pikovi na kromatogramu uz krac¢e vrijeme
od 10 C atoma (monoterpenoidi). Zatim se temperatura povisuje za 5 do 10 °C te se postize
temperatura od 200 °C, pri kojoj se odvajaju najmanje hlapljivi ugljikovodici od 15 C atoma

(seskviterpenoidi) (Chamorro i sur., 2012).

Selektivnost i osjetljivost su glavni Kkriteriji prilikom odabira detektora. Komponente
uzorka prolaskom kroz detektor stvaraju odredenu aktivnost koja se na odgovarajuci nacin
registrira. Postavljanjem detektora na izlazu iz kolone dobiva se kromatogram, graf ovisnosti
koncentracije uzorka o vremenu. Na kromatogramu se ocitava vrijeme 0d trenutka injektiranja
uzorka u kolonu do pojave maksimuma pika (tr), odnosno vrijeme zadrzavanja analita u

mobilnoj fazi (tm) te vrijeme zadrZavanja u stacionarnoj fazi (tr’).

2.5.1. GC-MS

GC je kvalitativna metoda te se pomoc¢u nje odreduje vrijeme zadrzavanja spojeva na
koloni. Stoga je potrebno na plinski kromatograf spojiti maseni spektrometar kako bi se ti isti
spojevi identificirali. GC kao i spektrometrija masa provode se na analitima niske molekulske
mase, srednjeg ili niskog polariteta te u ppb ili ppm koncentracijama. Takoder, obje metode
analize provode se u plinovitom stanju. Jedina razlika je u razli¢itim radnim tlakovima.
Uvodenjem vakuumske pumpe i1 kromatografskim kapilarnim kolonama navedena razlika je
uklonjena. U GC-MS analizi postoje dvije osnovne tehnike za identifikaciju spojeva. Prva je
koriStenje certificiranih referentnih materijala. Medutim, nisu svi referentni materijali dostupni.
Stoga se Ce$¢e primjenjuje druga tehnika, odredivanje retencijskog indeksa (RI) zajedno sa
eksperimentalnim spektrima masa te njihovom usporedbom s vremenima zadrzavanja u bazama

podataka (Stashenko i Martinez, 2014).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIAL

3.1.1. Uzorci

Kao materijal koristeni su osusSeni uzorci listova smokve (Ficus carica L.) 9 razlicitih
sorti (tablica 3). Listovi su ubrani u okolici Rovinja u listopadu 2020. god. Nakon branja uzorci
su osuSeni u zra¢noj susari pri temperaturi 40 - 50 °C. Osuseni listovi bili su pohranjeni u
plasti¢ne vreéice do daljnje analize kako ne bi apsorbirali vlagu iz zraka. Prije provodenja

vodene destilacije, osuSeni uzorci listova smokve usitnjeni su pomocu elektri¢cnog mlinca.

Tablica 3. Popis analiziranih uzoraka listova smokve

OZNAKA UZORKA SORTA
1 Fico della Madonna
2 Bjelica
3 Zimica
4 Miljska figa
5 Tiger
6 Saraguja
7 Susioka
8 Petrovaca bijela
9 Petrovaca crna

3.1.2. Kemikalije, standardi i plinovi
e n-heksan p.a. (Fisher Scientific, Loughborough, UK)

e n-heksan HPLC distoce (Fisher Scientific, Loughborough, UK)
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Interni standard, nerol (10,650 mg mL™) (Fluka Chemika, Buchs, Svicarska)

Priprema: 0,533 g nerola otopi se u 50 mL n-heksana HPLC cistoce.

Standardna smjesa C7 - Cazo alkana (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
Dusik cistoc¢e 5,0 (Messer Croatia Plin d.o.o., Zapresi¢, Hrvatska)
Dusik cistoc¢e 4,6 (Messer Croatia Plin d.o.o., Zapresi¢, Hrvatska)
Etilni alkohol 96 %-tni (Lach-Ner, Neratovice, Ceska Republika)

Destilirana voda

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Analiticka vaga (AX224, Ohaus corporation, New York, SAD)
Aparatura za izolaciju etericnog ulja po Clevengeru (Europska Farmakopeja, 2008)
Elektri¢ni mlinac (GT11, Tefal, Rumilly, Francuska)

Plinski kromatograf (GC) 6890N s 5973 inert masenim spektrometrom (MS) (Agilent
Technologies, Santa Clara, SAD)

Staklene laboratorijske ¢ase (150 mL)
Menzura (100 mL)

Lijevak

Okrugle tikvice s okruglim dnom (1000 mL)
Mikropipeta Eppendorf (100 i 1000 uL)
Staklene bocice (viale) (41 1,5 mL)
Plasti¢ni ¢ep s PTFE septom

Spatula
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3.2. METODE

3.2.1. Vodena destilacija

U tikvicu s okruglim dnom od 1000 mL odvaze se 30 g samljevenog uzorka lista smokve
I doda se 200 mL destilirane vode. Sadrzaj tikvice se promijesa i doda se 100 mL destilirane
vode kako bi se isprao zaostatak uzorka sa stijenki tikvice. Tikvica s mjeSavinom uzorka i vode
spoji se na aparaturu po Clevengeru (slika 10). Separator aparature se ispuni destiliranom
vodom, a zatim se doda 1 mL n-heksana p.a. Sadrzaj tikvice se kontinuirano zagrijava, a vrijeme
destilacije se mjeri od trenutka vrenja, odnosno od trenutka kada se prva kap destilata
kondenzira na vodenom hladilu. Destilacija traje 2 h uz odrzavanje stalne temperature
zagrijavanja. Po zavrSetku vodene destilacije, najprije se ispusti destilat, a zatim se eteri¢no ulje
uhvaceno u sloju n-heksana pazljivo izdvoji u vialu. Potom se n-heksan upari iz viale s uzorkom
u struji dusika kako bi zaostalo samo eteri¢no ulje. Prije sljedece destilacije aparatura se ispire
destilacijom etanola (96 %-tni) te potom destilacijom destilirane vode. Postupak vodene

destilacije proveden je u dva ponavljanja za svaki uzorak.

Slika 10. Vodena destilacija u aparaturi po Clevengeru (vlastita fotografija)
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3.2.2. Odredivanje prinosa

Prinos se rac¢una prema jednadzbi [1]:

. m v .
pTlTlOS (%) — (eteritnog ulja) 100 [1]
Muzorka)

gdje je:
m (eteri¢nog ulja) = masa eteri¢nog ulja (Q)

m (uzorka) = masa usitnjenih listova smokve (g)

3.2.3. Analiza hlapljivih spojeva GC-MS analizom

Priprema uzorka za plinsku kromatografiju:

Pomoc¢u mikropipete u vialu s eteri¢nim uljem doda se 30 uL otopine internog standarda i 70

ML n-heksana HPLC ¢istoce te se sadrzaj prenese u vialu s insertom od 150 pL.

Postupak odredivanja:

Pripremljeni uzorak analiziran je na plinskom kromatografu (GC) 6890N s 5973 inert
masenim spektrometrom (MS), koji je spojen na racunalo s instaliranim softverom MSD
ChemStation Data Analysis. Analiza se provela na kapilarnoj koloni Agilent HP-5MS [(5%-
fenil)-metilpolisiloksan; 30 m x 0,25 mm % 0,25 um] uz sljedece uvjete: volumen injektiranog
uzorka 1 uL, omjer razdjeljenja (eng. split ratio) 100:1 te helij kao plin nosioc uz konstantan
protok 1 mL min. Tijekom analize koristio se sljedeé¢i temperaturni program kolone: pocetna
temperatura 40 °C, zatim 40 - 250 °C (3 °C min?) te zadrzavanje 3 min na maksimalnoj
temperaturi (250 °C). Ukupno vrijeme trajanja kromatografske analize bilo je 73 min.
Temperatura injektora bila je 250 °C, dok su temperature premosnice, MS izvora i kvadripola
iznosile 280, 230 i 150 °C. Energija elektrona za ionizaciju molekula uzoraka bila je 70 eV, a
na¢in rada postavljen je kao snimanje ukupnog ionskog kromatograma (eng. total ion
chromatogram, TIC). Parametri masenog spektrometra bili su postavljeni na brzinu ocitanja 1
ocitanje s, a opseg razdvajanja mase i naboja (m/z) u rasponu 30 - 550. Analiza je provedena

u dva paralelna odredivanja.
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Identifikacija i kvantifikacija:

Identifikacija hlapljivih spojeva provedena je usporedbom masenih spektara (m/z)
ispitivanih spojeva s onima dostupnim u literaturi i NIST bazi podataka. Takoder, izraunat je
retencijski indeks (RI) analiziranih spojeva i usporeden s podacima u dostupnoj literaturi. Kako
bi se izracunao retencijski indeks izdvojenih hlapljivih spojeva pripremi se standardna smjesa
C7 — Cao alkana i analizira pod istim kromatografskim uvjetima kao i uzorci. RI je izra¢unat

prema formuli [2]:

Rlx= 100" Cy + 1000 - (Cz—Cy) ' log [2]
gdje je:
Rlx - retencijski indeks analiziranog spoja

Cv - broj ugljikovih atoma alkana nizeg broja ugljikovih atoma ¢ije je retencijsko vrijeme

najblize retencijskom vremenu analiziranog spoja

Cz - broj ugljikovih atoma alkana viseg broja ugljikovih atoma ¢ije je retencijsko vrijeme

najblize retencijskom vremenu analiziranog spoja

log - logaritam retencijskih vremena izracunat prema formuli [3]:

__ log RT(X) — log RT(Y)
" log RT(Z) — log RT(Y)

[3]
gdje je:

RT(X) - retencijsko vrijeme analiziranog spoja

RT(Y) - retencijsko vrijeme odgovarajuceg alkana nizeg broja ugljikovih atoma

RT(Z) - retencijsko vrijeme odgovarajuceg alkana viseg broja ugljikovih atoma

Udio (%) analiziranog spoja u uzorku izracunat je prema formuli [4]:

udio (%) = % 100 [4]

gdje je:

A/Ais — omjer povrsine ispod pika analiziranog spoja i povrsine ispod pika internog standarda
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Provedenim istrazivanjem vodenom destilacijom izolirano je eteri¢no ulje listova 9
razli¢itih sorti smokve (Fico della Madonaa, Bijelica, Zimica, Miljska figa, Tiger, Saraguja,
Susioka, Petrovaca bijela i Petrovaca crna) ubranih u okolici Rovinja u 2020. godini. Eteri¢no
ulje podvrgnuto je GC analizi te je detektirano oko 200 razli¢itih spojeva u svakom uzorku.
Medutim, u radu je prikazano 46 spojeva za svaki uzorak koji su u provedenom istrazivanju bili
prisutni u udjelu ve¢em od 0,5 % s obzirom na ostale detektirane spojeve u tom uzorku. Od tih
46 spojeva 8 ih je neidentificirano, dok 38 identificiranih spojeva pripada skupinama: alkana,
aldehida, estera, terpenoida (monoterpenoida, norizoprenoida, seskviterpenoida, diterpenoida)

I ostalim skupinama.
Na slici 11 prikazan je prinos (%) eteri¢nog ulja izoliranog iz listova smokve 9 sorti.

U tablici 4 prikazano je izdvojenih 46 spojeva s pripadajué¢im retencijskim vremenima

1 izraCunatim retencijskim indeksima.

Rezultati pojedinih spojeva prikazani su kao udio spoja (%) u ukupnoj povrsini svih
detektiranih spojeva pojedinog uzorka, a prikazani su kao srednja vrijednost + standardna

devijacija dva paralelna mjerenja i razvrstani po skupinama (tablice od 5 do 10).

Zbroj udjela svih spojeva prisutnih u uzorcima listova smokve pojedinih sorti u udjelu

vec¢em od 0,5 % s obzirom na ostale detektirane aromati¢ne spojeve prikazan je na slici 12.

Na slici 13 prikazan je broj spojeva koji pripadaju pojedinim skupinama (alkana,
aldehida, estera, terpenoida, fenola i ostalih spojeva) prisutnih u svakom uzorku zasebno, dok

su na slici 14 prikazani udjeli navedenih skupina u svakom uzorku.

U tablici 11 prikazana su tri najzastupljenija spoja u svakom uzorku lista smokve.
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Bjelica | Zimica Tiger | Saraguja | Susioka

Slika 11. Prinos (%) dobivenog eteri¢nog ulja u listovima smokve razlicitih sorti

Na slici 11 navedeni su izracunati prinosi dobivenog ulja uzoraka 9 sorti smokve.
Najveci prinos dobiven je iz sorte Tiger (6,47 %), zatim slijede redom sorte Petrovaca bijela,
Miljska figa, Bjelica, Zimica, Susioka, Petrova¢a crna, Saraguja i Fico della Madonna s

najmanjim prinosom (0,76 %).
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Tablica 4. Spojevi prisutni u uzorcima listova 9 sorti smokve u udjelu vecem od 0,5 % s

obzirom na ostale detektirane aromati¢ne spojeve s pripadajué¢im retencijskim vremenima (RT)

i izraCunatim retencijskim indeksima (RI)

Broj pika | RT (min) RI Spoj
1 11,855 1010 (2E,4E)-hepta-2,4-dienal
2 16,133 1104 Nonanal
3 20,167 1192 Metil salicilat
4 21,376 1220 B-Ciklocitral
5 21,94 1233 Z-ocimenon
6 23,509 1268 Neindentificirani spoj
7 25,526 1312 2-metoksi-4-vinilfenol
8 25,674 1316 (2E,4E)-deka-2,4-dienal
9 28,608 1384 B-Damaskenon
10 30,014 1418 B-Kariofilen
11 30,406 1427 Trans-B-ionon
12 31,11 1445 (+)-Sativen
13 31,408 1452 Humulen
14 31,48 1454 Geranilaceton
15 32,545 1480 Germakren D
16 32,78 1485 B-lonon
17 33,175 1494 Biciklogermakren
18 33,892 1513 2,4-ditert-butilfenol
19 34,076 1518 Neidentificirani spoj
20 34,317 1524 6-Kadinen
21 35,882 1565 1,5-epoksisalvial-4(14)-en
22 36,308 1576 Spatulenol
23 36,524 1581 Kariofilen oksid
24 36,845 1589 (+)-y-Gurjunen
25 36,963 1592 Neindetificirani spoj
26 37,861 1616 1-metil-2-(3-metilbenzil)benzen
27 38,137 1624 Aromadendren
28 38,268 1628 Neidentificirani spoj
29 38,367 1918 Farnesilaceton
30 38,783 1642 y-Elemen
31 39,524 1662 Neidentificirani spoj
32 40,092 1677 6-vinil-7-metoksi-2,2-dimetilkromen
33 40,334 1683 Neidentificirani spoj
34 40,582 1690 3-fenoksibenzaldehid
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Tablica 4. Spojevi prisutni u uzorcima listova 9 sorti smokve u udjelu vecem od 0,5 % s

obzirom na ostale detektirane aromati¢ne spojeve s pripadajué¢im retencijskim vremenima (RT)

1 izraCunatim retencijskim indeksima (RI) — nastavak

Broj pika | RT (min) RI Spoj
35 41,445 1714 Pentadekanal
36 42,556 1746 2-benzildeneoktanal
37 43,156 1764 Neidentificirani spoj
38 43,346 1769 Neidentificirani spoj
39 44,943 1815 2H-furo[2,3-H]-1-benzopiran-2-on
40 45,966 1846 Heksahidrofarnesilaceton
41 46,698 1868 Ftalna kiselina izobutil oktil ester
42 47,518 1892 Metil(11E,14E,17E)-ikosa-11,14,17-trienoat
43 54,417 2113 Fitol
44 61,461 2399 Tetrakosan
45 65,068 2499 Pentakosan
46 69,975 2699 Heptakosan
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Tablica 5. Udio identificiranih alkana i estera (%) u listovima 9 sorti smokve

ikosa-11,14,17-
trienoat

Fico della - . Miljska . % . v Petrovaca | Petrovaca
Madonna Bjelica Zimica figa Tiger Saraguja SuSioka bijela crna
ALKANI
Tetrakosan nd nd nd 1,03+1,01 nd nd 0,91+0,69 nd 0,75+0,71
Pentakosan nd 0,57+0,03 nd nd nd nd 0,48+0,04 nd 0,56+0,08
Heptakosan nd 1,54+0,02 | 0,61+0,06 | 2,44+0,06 nd 1,02+0,09 | 0,61+0,05 0,75+0,22 3,10+0,06
ESTERI
Metil salicilat nd nd nd nd nd 0,52+0,02 nd 0,78+0,07 nd
Ftalna kiselina
izobutil oktil nd nd nd 0,56+0,01 | 0,81+0,01 @ 0,69+0,01 nd 1,03+0,03 0,81+0,01
ester
Metil-
(L1E14E17E)- 1 (6ei004 | 278+000  821+012  1,76+0,01 nd 154+0,02 | 1,91+0,00 nd nd

nd - nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Tablica 6. Udio identificiranih aldehida i fenola (%) u listovima 9 sorti smokve

Fico della . - Miljska . & . - Petrovaca | Petrovaca
Madonna Bjelica Zimica figa Tiger Saraguja SuSioka bijela orna
ALDEHIDI
(2E,4E)-hepta-2,4-dienal nd nd nd nd nd nd 1,27+0,02 = 1,11+0,20 @ 1,70+0,01
(2E,4E)-deka-2,4-dienal nd nd nd nd nd 0,77+0,02 | 0,52+0,00 @ 1,00+0,10 | 0,77+0,02
Nonanal nd 0,97+0,02 | 0,73+0,00 @ 1,09+0,01 | 0,74+0,07 @ 1,52+0,04 @ 0,81+0,01 | 2,03+0,29 @ 1,61+0,01
3-fenoksibenzaldehid nd 1,19+0,05 nd nd nd nd nd nd nd
Pentadekanal nd 0,73+0,01 | 1,28+0,01 | 0,57+0,01 nd 1,26+0,03 @ 0,73+0,00 | 0,81+0,10 | 0,68+0,00
2-benzildeneoktanal nd 0,58+0,01 nd nd nd nd nd 1,08+0,05 ' 1,03+0,01
FENOLI
2-metoksi-4-vinilfenol 0,90+0,02 nd 1,95+0,04 @ 3,53+0,10 | 6,23+1,59 nd 0,77+0,00 | 0,91+0,07 @ 1,99+0,01
2,4-ditert-butilfenol 1,56+0,03 @ 2,51+0,07 | 1,67+0,01 | 1,93+0,05 @ 1,89+0,08 | 2,42+0,04 | 2,63+0,12 @ 1,94+0,04 | 1,43+0,02

nd - nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Tablica 7. Udio identificiranih monoterpenoida, norizoprenoida i diterpenoida (%) u listovima 9 sorti smokve

Fico della - I Miljska . & . v Petrovaca | Petrovaca
Madonna Bjelica Zimica figa Tiger Saraguja Susioka bijela crna
MONOTERPENOID
Z-ocimenon nd nd nd 0,79+0,01 nd nd nd nd nd
NORIZOPRENOIDI
-Damaskenon nd nd nd nd nd 0,56+0,00 nd nd nd
B-Ciklocitral nd nd 1,154+0,04 | 1,34+0,04 nd 1,07+£0,03 | 0,66+0,01 @ 1,21+0,21 @ 0,84+0,01
Trans-B-ionon nd 0,64+0,02 nd nd nd nd 1,09+0,02 nd nd
B-lonon 1,21+0,01 | 1,98+0,06 | 1,18+0,01 | 2,46+0,08 | 1,94+0,06 @ 2,75+0,13 | 3,76%£0,11 @ 2,41+0,16 @ 3,46+0,07
Geranilaceton 0,66+0,01 = 1,12+0,10 nd 1,49+0,03 | 0,72+0,02 | 1,25+0,05 | 0,75+0,02 | 1,53+0,08 @ 1,12+0,02
DITERPENOID
Fitol 3,75+0,17 | 11,39+0,00 @ 8,56+0,00 @ 6,96+0,03 | 5,95+2,00 14,14+0,32  13,79+0,18 | 13,43+0,63  14,20+0,02

nd - nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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Tablica 8. Udio identificiranih seskviterpenoida (%) u listovima 9 sorti smokve

SESKVITERPENOIDI Eg%gﬁ:}': Bjelica | Zimica M]Ei'ézka Tiger  Saraguja | SuSioka Pegjf’evlzéa Petcrr"nvaf‘éa
B-Kariofilen 11,39+0,22 | 2,01+0,15 @ 7,83+0,23 | 1,25+0,04 ' 14,58+2,83 1,82+0,08 | 6,00+0,17 | 1,58+0,15 | 3,45+0,08
(+)-Sativen 0,58+0,00 nd nd 1,83+0,06 nd nd nd nd nd

Humulen 0,72+0,00 nd nd nd nd nd nd nd nd
Germakren D nd nd nd 2,81+0,08 | 1,25+0,01 | 0,93+0,03 nd 0,65+0,01 nd
Biciklogermakren nd nd nd nd 2,50+0,33 nd nd nd nd
d-Kadinen nd 2,22+0,09 nd nd nd nd nd nd nd
1'5'9p°k5i§:"ia"4(14)' nd nd nd 0,55+0,02 nd 0,86+0,06 nd nd nd
Kariofilen oksid 27,64+0,44 ' 1,97+0,05  12,18+0,33 | 1,18+0,04 | 10,61+1,93 | 1,32+0,04 | 14,05+0,50 0,71+0,00 | 6,61+0,13
(+)-y-Gurjunen nd nd 0,64 £ 0,00 nd 0,86 £ 0,04 nd nd nd nd
Aromadendren nd nd 0,61+0,01 nd nd nd nd nd nd

nd — nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija
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Tablica 8. Udio identificiranih seskviterpenoida (%) u listovima 9 sorti smokve - nastavak

SESKVITERPENOIDI | Hie0della g | Zimica |~ Miliska
Madonna figa
v-Elemen nd nd 1,01+0,01 nd
Spatulenol nd nd nd 0,70£0,00
Farnesilaceton nd nd 0,60+0,01 | 0,89+0,00
Heksahidrofarnesilaceton | 0,72+0,01 &= 0,94+0,03 @ 1,01+0,01 @ 1,25+0,01

nd - nije detektiran
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Tiger
nd
3,63+0,33
nd

1,17+0,14

Tablica 9. Udio identificiranih spojeva ostalih skupina (%) u listovima 9 sorti smokve

SPOJEVI OSTALIH | Fico della Bielica Zimica Miljska
SKUPINA Madonna | ) figa
2H-Auro[2,3-H]-1- g og 4 7 nd 0,64%0,01 = 1,92+005
benzopiran-2-on
1-metil-2-(3-
metilbenzil)benzen nd 1,33+0,05 nd nd
6-vinil-7-metoksi-2,2- nd nd nd 2.83+0.06

dimetilkromen
nd - nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost * standardna devijacija.

Tiger
0,68+0,10

nd

nd

Saraguja
nd
0,69+0,02
0,98+0,02

1,56+0,04

Saraguja
0,70+0,02

nd

nd

Susioka

nd

nd

nd

2,39+0,06

SuSioka

0,67+0,02

nd

1,12+0,00

Petrovaca
bijela
nd
nd

0,89+0,07

2,69+0,11

Petrovaca
bijela
nd

nd

nd

Petrovaca
Crna

1,13+0,03

nd

1,03+0,01

2,27+0,04

Petrovaca
Crna

nd

nd

2,21+0,03
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Tablica 10. Udio neidentificiranih spojeva (%) u listovima 9 sorti smokve

NEIDENTIFICIRANI

Fico della Bjelica Zimica Mi!jska Tiger Saraguja = SuSioka Pet'ff’vaéa Petrovata
SPOJ Madonna figa bijela crna

1. nd nd nd 1,03£0,00 & 1,22+0,03 nd nd nd nd
2. nd nd 0,68+0,05 | 1,12+0,03 | 0,76+0,15 | 0,83+0,02 | 0,69+0,00 @ 0,94+0,01 | 0,87+0,01
3. nd nd 0,61+0,01 | 1,14+0,00 nd 0,84+0,02 nd nd nd
4. nd nd nd 1,43+0,04 nd 0,99+0,07 nd nd nd
5. nd nd 0,61+0,00 | 0,68+0,00 | 0,63+0,12 | 0,71+0,01 nd 0,89+0,03 | 0,88+0,01
6. nd nd nd 0,98+0,02 nd nd nd nd nd
7. nd nd nd nd 0,68+0,22 nd nd 1,14+0,05 @ 0,92+0,02
8. nd nd 0,58+0,02 nd 1,12+0,16 nd nd 1,49+0,15 @ 1,34+0,00

nd - nije detektiran

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost * standardna devijacija.
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Uzorci

Slika 12. Ukupni udio spojeva prisutnih u uzorcima listova 9 sorti smokve u udjelu ve¢em od

0,5 % s obzirom na ostale detektirane aromati¢ne spojeve

Iz grafickog prikaza (slika 12) vidljivo je kako je ukupni udio aromati¢nih spojeva u
uzorcima listova smokve Ficus carica izmedu 40 i 60 % s obzirom na ukupni broj detektiranih
spojeva u uzorku. Jedino je u sorti Bjelica prisutan manji udio hlapljivih aromati¢nih spojeva
udjela veceg od 0,5 % i iznosi 34,45 %. Najveéi udio izdvojenih aromati¢nih spojeva udjela
veéeg od 0,5 % prisutan je u sorti Tiger 57,96 %. U navedenoj sorti prisutno je 20 spojeva te
seskviterpenoidi B-kariofilen s udjelom od 14,58 + 2,83 % i kariofilen oksid s udjelom od 10,61
+ 1,93 % zauzimaju najvece udjele. U sorti Miljska figa izdvojeno je najvise spojeva, 29 te je
diterpenoid fitol prisutan u najvecem udjelu 6,96 + 0,03 %. U sorti Fico della Madonna
izdvojeno je samo 12 spojeva, medu kojima je 5 seskviterpenoida. Medutim, udio aromati¢nih
spojeva udjela veceg od 0,5 % iznosi 50,44 %, a kariofilen oksid zauzima najve¢i udio od 27,64
+ 0,44 %. Takoder, izdvaja se udio B-kariofilena u iznosu 11,39 + 0,22 %. U sorti Bjelica
izdvojeno je 17 spojeva, a najveéi udio od 11,39 + 0,00 zauzima fitol, dok ukupni udio
aromati¢nih spojeva udjela veceg od 0,5 % iznosi 34,45 %. U sorti Zimica izdvojen je 21 spoj,
a ukupni udio aromati¢nih spojeva udjela veceg od 0,5 % iznosi 52,27 %. Kariofilen oksid s
udjelom 12,18 £+ 0,33 % zauzima najve¢i udio uz fitol s udjelom 8,56 + 0,00 % i metil
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(11E,14E,17E)-ikosa-11,14,17-trienoat s udjelom 8,21 + 0,12 %. U sorti Saraguja izdvojeno je
25 aromaticnih spojeva s ukupnim udjelom aromati¢nih spojeva udjela veéeg od 0,5 % iznosa
41,74 %. Fitol s udjelom od 14,14 £ 0,32 % zauzima najvec¢i udio izmedu izdvojenim
spojevima. U sorti SusSioka izdvojen je 21 spoj s ukupnim udjelom aromati¢nih spojeva udjela
veéeg od 0,5 % iznosa 55,62 %. Najvece udjele zauzimaju kariofilen oksid 14,05 £+ 0,50 % i
fitol 13,79 + 0,18 %. U sorti Petrovaca bijela izdvojena su 23 aromati¢na spoja koji zauzimaju
ukupni udio aromati¢nih spojeva udjela ve¢eg od 0,5 % od 47,00 %. Takoder, najveci udio
pripada fitolu 13,43 £ 0,63 % kao i u sorti Petrovaca crna u kojoj udio fitola iznosi 14,10 + 0,02
%. U sorti Petrovaca crna izdvojeno je 25 spojeva s ukupnim udjelom aromati¢nih spojeva
udjela veceg od 0,5 % iznosa 54,75 %.

Kariofilen oksid, B-kariofilen, B-ionon, 2,4-ditert-butilfenol, heksahidrofarnesilaceton i
fitol detekrirani su u svim uzorcima. 3-fenoksibenzaldehid, &-kadinen i 1-metil-2-(3-
metilbenzil)benzen detektirani su jedino u sorti Bjelica, dok je Z-ocimenon detektiran jedino u
sorti Miljska figa, p-damaskenon u sorti Saraguja, humulen u sorti Fico della Madonna,

aromadendren u sorti Zimici te biciklogermakren u sorti Tiger.
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Slika 13. Broj pojedinih spojeva s obzirom na kemijske skupine prisutne u uzorcima listova 9

sorti smokve
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Slika 14. Udio aromati¢nih spojeva s obzirom na kemijske skupine prisutne u uzorcima
listova 9 sorti smokve

1z grafickog prikaza (slika 13) vidljivo je kako su terpenoidi najbrojnija skupina spojeva
detektiranih u uzorcima provedenog istrazivanja. U uzorcima je detektiran 21 terpenoid, od
kojih su monoterpenoid (Z-ocimenon), norizoprenoidi (B-damaskenon, B-ciklocitral, trans-f3-
ionon, B-ionon i geranilaceton), diterpenoid (fitol) prikazani u tablici 7, te seskviterpenoidi (-
kariofilen, (+)-sativen, humulen, germakren D, biciklogermakren, 3-kadinen, 1,5-epoksisalvial-
4(14)-en, kariofilen oksid, (+)-y-gurjunen, aromadendren, y-elemen, spatulenol, farnesilaceton
I heksahidrofarnesilaceton) prikazani u tablici 8. Seskviterpenoidi su najbrojniji detektirani
spojevi u gotovo svim sortama te sorte Fico della Madonna, Zimica i Tiger sadrze znacajnije
udjele seskviterpenoida s obzirom na udjele ostalih skupina izdvojenih spojeva (slika 14). Sorta
Petrovaca bijela isti¢e se s obzirom na visoki udio diterpenoida, Sto se pripisuje vec¢em udjelu

fitola s obzirom na ostale spojeve. Takoder sorta Fico della Madonna isti¢e se s najvec¢im
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udjelom seskviterpenoida, a ve¢ je navedeno kako kariofilen oksid u navedenom uzorku sadrzi
najveci udio izmedu ostalih spojeva. Takoder, sorta Zimica (12,18 + 0,33 %), Tiger (10,61 +
1,93 %) i Susioka (14,05 + 0,05 %) sadrze znacajne udjele kariofilen oksida, dok Petrovaca
bijela sadrzi tek 0,71 £+ 0,00 %, a Bjelica 1,97 = 0,05 %.

Nafis i sur. (2019) su identificirali 35 spojeva u listu Ficus carice uzgajane u Maroku,
takoder pomocu GC - MS analize. Kariofilen oksid je prevladavajuci spoj u izdvojenom ulju,
uz fikusin i bergapten. Prema Oliveira i sur. (2010), seskviterpenoidi su takoder najbrojnija
skupina spojeva detektiranih u pet razlicitih sorata lis¢a portugalske Ficus carica. Germakren
D, B-kariofilen i o-elemen glavni su seskviterpenoidi detektirani u navedenom istrazivanju.
Takoder, detektiran je i monoterpenoid B-ciklocitral kao i u ovom istrazivanju. Osim u
listovima, u navedenom istrazivanju odreden je aromati¢ni sastav pulpe i kore plodova. Najvise
spojeva detektirano je u listovima, zatim u pulpi i kori plodova. Za razliku od listova, u pulpi i
kori plodova najbrojniju skupinu detektiranih spojeva predstavljaju aldehidi. Germakren D i -
kariofilen detektirani su i u pulpi i kori plodova.

Soltana i sur. (2017) u istrazivanju su naveli aromatski profil listova i plodova Ficus
carice s podrué¢ja Tunisa. Kao i u istrazivanju kojeg su proveli Oliveira i sur. (2010), veci broj
spojeva je detektiran u listovima nego u plodovima. Takoder, najviSe detektiranih spojeva
pripada skupini terpenoida. B-kariofilen, aromadendren, humulen, biciklogermakren, o-
kadinen, spatulenol, kariofilen oksid, p-ciklocitral, p-damaskenon detektirani su u listovima

sorata Ficus carica s podrué¢ja Tunisa kao i u 0vom provedenom istrazivanju.

Sorta Petrovaca crna sadrzi najveéi udio detektiranih alkana te su prisutna sva tri
identificirana alkana (tetrakosan, pentakosan i heptakosan) kao i u sorti Susioka. U sorti Fico
della Madonna i sorti Tiger nisu detektirani navedeni alkani. U istrazivanju koje su proveli
Ayoub i sur. (2010), naveden je upravo alkan tetrakosan kao jedan od glavnih identificiranih
spojeva s najve¢im udjelom u izoliranom ulju listova egipatske Ficus carice. Jedino 3-heksenil
benzoat u navedenom istrazivanju sadrzi ve¢i udio od tetrakosana. Takoder, fitol i nonanal su
navedeni kao glavne komponente. Kao i u ovom istrazivanju detektirani su spojevi: metil
salicilat, PB-damaskenon, [-kariofilen, B-ionon, spatulenol, heptakosan, pentakosan i

heksahidrofarnesilaceton.

U uzorcima je identificirano 6 aldehida: (2E,4E)-hepta-2,4-dienal, (2E,4E)-deka-2,4-
dienal, nonanal, 3-fenoksibenzaldehid, pentadekanal i 2-benzildeneoktanal. U sorti Fico della

Madonna nije izdvojen niti jedan aldehid, dok u sorti Petrovaca bijela i Petrovaca crna nije
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detektiran samo 3-fenoksibenzaldehid. Najveé¢i udio navedenih aldehida u provedenom
istrazivanju detektiran je u sorti Petrovaca bijela. Nonanal nije detektiran samo u sorti Fico
della Madonna, te je nonanal jedini aldehid detektiran u sorti Tiger. Soltana i sur. (2017) navode

pentadekanal kao jedan od glavnih spojeva u listovima Ficus carice iz Tunisa.

Jun i sur. (2012) odredili su aromatski sastav kineske Ficus carica. Psoralen, B3-
damaskenon, benzil alkohol, behenska kiselina i bergapten su glavni spojevi. (2E,4E)-hepta-
2,4-dienal, (2E,4E)-deka-2,4-dienal, metil salicilat, geranilaceton, [-ionon,
heksahidrofarnesilaceton, tetrakosan, pentakosan, heptakosan, ftalna kiselina izobutil oktil
ester, fitol, Z-ocimenon i 2H-furo[2,3-H]-1-benzopiran-2-on identificirani su u lis¢u kineske

Ficus carica kao i u ovom istrazivanju.

U tablici 10 navedeno je i 8 neidentificiranih spojeva. Najvise neidentificiranih spojeva
sadrzi sorta Miljska figa. Sorta Fico della Madonna i sorta Bjelica ne sadrze neidentificirane

spojeve, dok je u sorti Susioka izdvojen jedan neidentificirani spoj.

Tablica 11. Prikaz tri najzastupljenija spoja u svakom uzorku lista smokve

Fico - I Miljska | . & Petrovaca
della Bjelica | Zimica . Tiger | Saraguja SuSioka -
figa bijela
Madonna
B-Kariofilen ++ +++ +
Kariofilen oksid +++ +++ ++ +++
Metil-(11E,14E,17E)- it N
ikosa-11,14,17-trienoat
Fitol + +++ ++ +++ +++ ++ +++
2 4-ditert-butilfenol + +
2-metoksi-4-vinilfenol ++ +
Germakren D +
B-lonon ++ +
Heksahidrofarnesilaceton ++

+++ - najzastupljeniji spoj u uzorku, ++ - drugi najzastupljeniji spoj u uzorku, + - treci
najzastupljeniji spoj u uzorku
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S obzirom na 46 detektirana aromati¢na spoja, U tablici 11 izdvojeni su najzastupljeniji
aromati¢ni spojevi u svakom uzorku zasebno. Fitol je najzastupljeniji spoj u uzorcima Bijelica,
Miljska figa, Saraguja, Petrovaca bijela i Petrovada crna, dok je u uzorcima Fico della Madonna
i SuSioka najzastupljeniji kariofilen oksid, a u uzorku Tiger B-kariofilen. Ester metil-
(11E,14E,17E)-ikosa-11,14,17-trienoat u uzorcima Bjelica 1 Zimica spada medu
najzastupljenije spojeve, kao i fenol 2,4-ditert-butilfenol u uzorcima Bjelica i Saraguja te fenol
2-metoksi-4-vinilfenol u uzorcima Miljska figa i Tiger. Seskviterpenoid germakren D medu
zastupljenijim je spojevima u uzorku Miljska figa, dok je seskviterpenoid
heksahidrofarnesilaceton medu zastupljenijim spojevima u uzorku Petrovaca bijela. U

uzorcima Saraguja, Petrovacda bijela i Petrova¢a crna, p-ionon je jedan od zastupljenijih spojeva.

37



5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene diskusije, mogu se izvu¢i sljedeéi zakljucci:

1.

Izolirano je eteri¢no ulje listova 9 razlicitih sorti smokve. Najveéi prinos dobiven je iz
sorte Tiger, zatim slijede redom sorte Petrovaca bijela, Miljska figa, Bjelica, Zimica,
Susioka, Petrovaca crna, Saraguja i Fico della Madonna.

U izoliranom ulju detektirano je oko 200 razlicitih spojeva u svakom uzorku, a 46
spojeva je bilo prisutno u udjelu ve¢em od 0,5 % s obzirom na ostale detektirane spojeve
u tom uzorku te su detaljnije analizirani.

Od detektiranih 46 aromati¢nih spojeva, najveé¢i udio prisutan je u sorti Tiger (57,96
%), dok je u sorti Bjelica zabiljezen najmanji udio (34,45 %).

Od 46 spojeva identificirana su tri alkana: tetrakosan, pentakosan, heptakosan; tri estera:
metil salicilat, ftalna kiselina izobutil oktil ester, metil (11E,14E,17E)-ikosa-11,14,17-
trienoat; Sest aldehida: (2E,4E)-hepta-2,4-dienal, (2E,4E)-deka-2,4-dienal, nonanal, 3-
fenoksibenzaldehid, pentadekanal, 2-benzildeneoktanal; dva fenola: 2-metoksi-4-
vinilfenol,  2,4-ditert-butilfenol; jedan  monoterpenoid:  Z-ocimenon;  getiri
norizoprenoida: p-damaskenon, trans-fB-ionon, B-ionon, geranilaceton; jedan
diterpenoid: fitol; cetrnaest seskviterpenoida: B-kariofilen, (+)-sativen, humulen,
germakren D, biciklogermakren, &-kadinen, 1,5-epoksisalvial-4(14)-en, kariofilen
oksid, (+)-y-gurjunen, aromadendren, y-elemen, spatulenol, farnesilaceton,
heksahidrofarnesilaceton; te spojevi 2H-furo[2,3-H]-1-benzopiran-2-on, 1-metil-2-(3-
metilbenzil)benzen, 6-vinil-7-metoksi-2,2-dimetilkromen te je medu njima bilo i 0sam
neidentificiranih spojeva.

Kariofilen oksid, B-kariofilen, B-ionon, 2,4-ditert-butilfenol, heksahidrofarnesilaceton i
fitol detekrirani su u svim uzorcima.

3-fenoksibenzaldehid, 6-kadinen i 1-metil-2-(3-metilbenzil)benzen detektirani su jedino
u sorti Bjelica. Z-ocimenon detektiran je jedino u sorti Miljska figa. p-damaskenon
detektiran je jedino u sorti Saraguja. Humulen je detektiran jedino u sorti Fico della
Madonna. Aromadendren je detektiran jedino u sorti Zimica. Biciklogermakren je

detektiran jedino u sorti Tiger.
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7. Seskviterpenoidi su najbrojnija skupina aromati¢nih spojeva veéini ispitivanih sorti
Ficus carica te sorta Fico della Madonna sadrzi najveci udio seskviterpenoida s obzirom
na ostale uzorke.

8. Kariofilen oksid u sorti Fico della Madonna je identificirani spoj najvec¢eg udjela (27,64
+ 0,44 %) u ovome istrazivanju. Zatim slijede B-kariofilen (14,58 + 2,83 %) identificiran
u sorti Tiger te fitol (14,14 + 0,32 %) u sorti Saraguja.

9. Opcenito sorta Tiger se istakla kao sorta u kojoj je odreden najveci udio etericnog ulja
i analizirani spojevi predstavljali su najve¢i udio u odnosu na ostale detektirane spojeve,
medu kojima su seskviterpenoidi bili najbrojnija i najzastupljenija skupina, a [-

kariofilen najzastupljeniji spoj.
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Ja, Ana Ljubas izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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