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1. UVOD

Komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je viSegodiSnja aromati¢na i ljekovita biljka iz obitelji
Apiaceae, a prema vrsti se dijeli na slatki, gorki i firentinski komoraé¢. Izvorno potjece iz
mediteranskog podneblja, ali se u danasnje vrijeme naturalizacijom i kultivacijom prosirio u
sve dijelove svijeta. Stabljika komoraca je uspravna i razgranata, liS¢e perasto, a cvjetovi su
zuti i sitni. Plodovi komoraca su sjemenke duguljasta oblika veli¢ine 4-10 mm. Zbog nutritivnih
i funkcionalnih svojstava, komoracu se pripisuje antimikrobno, antialergijsko, antiupalno,
hepatoprotektivno, antikancerogeno te antioksidativno djelovanje. Pogodan je za ublazavanje
nadutosti kod djece i dojencadi, povoljno utjeCe na stres i mucénine, a koristan je i kod problema
s bronhijalnim tkivima. lako se od davnina upotrebljavao za izradu ljekovitih kuénih
pripravaka, danas se zacinski i slatki komora¢ uzgajaju radi plodova, korijena i lis¢a koji se
koriste u kulinarske svrhe, dok se gorki komora¢ uzgaja prvenstveno radi sjemenki i eteri¢nog

ulja koje se iz njih dobiva.

Eteri¢no ulje je smjesa razlicitih hlapljivih spojeva koja ima karakteristican miris i okus. Dobiva
se iz biljnih sirovina, a sposobnost njegovog stvaranja pripada sjemenjacama, posebice obitelji
Apiaceae. KarakteristiCan miris te $irok spektar farmakoloskog djelovanja sjemenki komoraca
moze se pripisati upravo visokom sadrzaju etericnog ulja. Zbog toga ono ima Siroku primjenu
u farmaceutskoj industriji, a radi posjedovanja antimikrobnog, antifungalnog i antioksidativnog

djelovanja, moze se koristiti i u prehrambenoj i kozmetickoj industriji.

Eteri¢no ulje komorac¢a dobiva se raznim modernim 1 konvencionalnim metodama od kojih je
najcesS¢a vodena destilacija. Ono sadrzi hlapljive spojeve, a u najvi§im se koncentracijama
nalaze trans-anetol, estragol, mircen, D-limonen, a-pinen i p-anisaldehid. Na prinos eteri¢nog
ulja i njegov kemijski sastav mogu utjecati brojni faktori poput agroklimatskih uvjeta, stupnja

zrelosti sjemenke, veli¢ine Cestica, odabira metode izolacije te vremena destilacije.

Zbog toga je cilj ovog istrazivanja bio ispitati utjecaj veli¢ine Cestica i vremena destilacije na
izolaciju i kemijski sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (Foeniculum vulgare Mill.)
postupkom vodene destilacije. U tu svrhu proizvedeno je 12 uzoraka eteri¢nog ulja kojima je
odreden prinos (%), a kemijski sastav analiziran je primjenom plinske kromatografije uz

masenu spektrometriju (GC-MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMORAC

Komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je tradicionalna dvogodisnja ljekovita i aromati¢na biljka
iz obitelji Apiaceae (Badgujar i sur., 2014). Iako je porijeklom iz juznog Sredozemlja, postao
je Siroko naturaliziran 1 u mnogim drugim dijelovima svijeta poput Kine, Japana, Rusije 1 Indije
(Ahmed i sur., 2019). Komora¢ je uspravna i razgranata biljka visine do 2,5 m s pernatim,
mekanim lis¢em i zutim cvjetovima (slika 1a), dok plod predstavljaju suhe sjemenke duljine 4-
10 mm (slika 1b). Uzgaja se u poljima ili povrtnjacima, a za pravilan rast potrebna mu je
umjerena Klima u rano proljece ili zimu, drenirano tlo bogato hranjivim sastojcima te sunceva
svjetlost (Javed i sur., 2020; Badgujar i sur., 2014). Kao samoniklo bilje uglavnom se moze
naéi u blizini mora te na suhim, kamenitim i vapnenastim tlima (Javed i sur., 2020).

Najpoznatije vrste komoraca su Foeniculum vulgare Mill. var. piperitum (gorki ili divlji
komorac), Foeniculum vulgare Mill. var. dulce (slatki komorac) te Foeniculum vulgare Mill.
var. azoricum (zac¢inski komorac¢) (Seidemann, 2005). Dok se za¢inski i slatki komora¢ uzgajaju
radi plodova, etericnog ulja i lis¢a koje je jestivo i koje se koristi u kulinarske svrhe, gorki
komora¢ uzgaja se prvenstveno radi sjemenki i eteri¢nog ulja koje se iz njih dobiva (Malhotra,

2012).

Slika 1. Cvijet i stabljika (a) i sjemenke (b) komoraca (Foeniculum vulgare Mill.) (Medved i
Tonkovi¢, 2020)

Komora¢ se izuzetno koristi, kako u medicini, tako 1 u mnogim drugim industrijskim

podruc¢jima. U medicini se koristi zbog svog antikancerogenog, antimikrobnog, antiupalnog,



antialergijskog, hepatoprotektivnog, antioksidativnog, ali i drugih zaStitnih djelovanja. Od
davnina se upotrebljavao za izradu ljekovitih kuénih pripravaka u svrhu lijecenja raznih bolesti
poput gastritisa, bubreznih bolesti, artritisa, leukoreje, ulkusa u ustima, itd. Pogodan je za
ublazavanje nadutosti kod djece 1 dojencadi, ubrzava probavu masne hrane te olakSava bolove
u trbuhu. Veoma je koristan i kod prehlade i kaslja te problema s bronhijalnim tkivima. Takoder,
moze pomoci kod konjuktivitisa, a kod Zena i dojilja vrlo se ¢esto koristi kao emenagog i
galaktagog (Javed i sur., 2020). Osim u medicini, komora¢ kao jedan od vaznijih zacina ima
Siroku primjenu i u kulinarstvu. Razni dijelovi biljke poput lukovice i lis¢a mogu se konzumirati
sirovi ili kuhani te se dodavati raznim jelima, prilozima i salatama. Zbog svoje arome slicne
anisu Cesto se koristi i u prehrambenoj industriji. Dodaje se pekarskim proizvodima, ribljim i
mesnim jelima, raznim zacinskim mjeSavinama te alkoholnim pi¢ima radi aromatiziranja i

poboljSanja organoleptickih svojstva (Rather i sur., 2012).

2.2. KEMIJSKI SASTAV SJEMENKI KOMORACA

Sjemenke komoraca prosjecno sadrze 52,3 % ugljikohidrata, 39,8 % vlakana, 15,8 % proteina,
14,9 % masti te 8,8 % vode, a energetska vrijednost 100 g sjemenki iznosi 345 kcal. Od vitamina
su najzastupljeniji vitamin A (135 1U 100 g}), niacin (6,05 mg 100 g1), vitamin C (21 mg 100
gh), tiamin (0,41 mg 100 g% i riboflavin (0,35 mg 100 g), a od minerala kalij (1690 mg 100
g, kalcij (1200 mg 100 g ), Zeljezo (19 mg 100 g), fosfor (487 mg 100 g*), magnezij (385
mg 100 g1, natrij (88 mg 100 g*), mangan (6,53 mg 100 g), cink (3,7 mg 100 g?) i bakar
(1,07 mg 100 g*) (USDA, 2019; Malhotra, 2012). Medutim, kemijski sastav sjemenki moze
varirati ovisno o morfotipu, klimi i stadiju berbe (Malhotra, 2012).

Sjemenke komoraca karakteristine su zbog etericnog (0,79 %) i nehlapljivog ulja (5,82 %), a
mogu sadrzavati jos$ i sluz, Skrob, flavonoide, tanine i kumarine (Malhotra, 2012; EI-Awadi i
Hassan, 2010). Prema Balbino i sur. (2021), udio nehlapljivog ulja u sjemenkama komoraca
iznosi 7,89 %, a ono sadrzi 30,19+1,75 % zasi¢enih te 69,81+1,75 % nezasi¢enih masnih
kiselina. Najznacajnije masne kiseline su petroselinska i oleinska kiselina ¢iji zbroj iznosi
60,20£1,35 %, zatim laurinska kiselina (24,63%1,74 %) te linolna masna kiselina (8,52+0,54%).
Udio ukupnih sterola u tom ulju iznosi 492,40+22,0 mg 100 g od kojih dominiraju stigmasterol
(172,50+8,9 mg 100 g!) i p-sitosterol (140,20 +9,3 mg 100 g*) (Balbino i sur., 2021). U ulju
komorada prisutni su i pigmenti (44,74 mg 100 g), to¢nije karotenoidi i klorofili, koji

doprinose vizualnom izgledu i ljekovitim svojstvima ulja (Medved i Tonkovi¢, 2020).



2.3. ETERICNO ULJE

Eteri¢no ulje je hlapljiva smjesa razli¢itih spojeva koja ima karakteristican miris 1 okus. Uljne
je konzistencije i tesko topljivo u vodi, ali je topljivo u lipidima i organskim otapalima koja
imaju manju gusto¢u od vode (Bakkali i sur., 2008; Kalodera i sur., 1998). Eteri¢na ulja su
prirodni produkt koji se dobiva iz biljnih sirovina, a sposobnost stvaranja takvih ulja pripada
uglavnom sjemenjacama. Najvaznijim porodicama biljaka koje proizvode etericno ulje
smatraju se Apiaceae, Pinaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Lamiaceae,, Zingiberaceae,
Piperaceae i Brassicacea (Kalodera i sur., 1998).

Eteri¢no ulje nastaje u plazmi stanice te pripada skupini biljnih ekskreta, a moZze biti pohranjeno
u razli¢itim dijelovima biljke poput listova, cvjetova, kore, korijena i plodova. Uglavnom se
nalazi u istaknutim i morfoloski diferenciranim spremnicima koji su karakteristi¢ni za pojedini
rod pa je tako kod porodica Piperaceae, Lauraceae i Zingiberaceae eteri¢no ulje odloZzeno u
posebnim stanicama koje se nazivaju uljenice. Kod porodica Lamiaceae i Asteraceae, ulje se
nalazi u spremnicima izmedu stani¢ne membrane i kutikule (u Zlijezdama, Zljezdanim ljuskama
ili zljezdanim dlakama), dok se kod porodice Apiaceae ono nalazi u intrercelularnim prostorima
ili kanalima (Kalodera i sur., 1998).

U biljaka, eteri¢no ulje ima fiziolosku ulogu stvaranja mirisa koje privlaci razne kukce radi
oprasivanja, ali moze sluziti i za obranu od drugih Zivotinja. Takoder, moze smanjiti i
transpiraciju odnosno isparavanje vode iz biljaka (Kalodera i sur., 1998). S druge strane, zbog
velikog broja raznih kemijskih spojeva te znanstveno potvrdenih spoznaja o njihovoj
ljekovitosti, eteri¢na ulja nasla su Siroku primjenu i u industriji. Poznato je otprilike 3000
eteri¢nih ulja, a ¢ak ih je 300 komercijalno vazno za prehrambenu, farmaceutsku, agronomsku,
parfemsku 1 kozmeticku industriju (Bakkali 1 sur., 2008; Kalodera 1 sur., 1998). NajceSce
poznati ucinci etericnih ulja su: antimikrobni u¢inak, stimuliranje teka, poticanje luc¢enja Zuci,
diureti¢ki ucinak i ekspektorirajuéi ucinak. Zbog svog antibakterijskog, antivirusnog i
antimikoticnog djelovanja, pri izradi ljekovitih pripravaka obi¢no ne treba dodavati nikakav
konzervans ukoliko ti pripravci sadrze dovoljno eteri€nog ulja. Ono se takoder primjenjuje 1 u
aromaterapiji te za dezinfekciju zraka zatvorenih prostora u obliku aerosola. Moze pomo¢i i u
lijecenju cirkulacijskih smetnji, sportskih ozljeda ili kod reumati¢nih oboljenja zbog
sposobnosti lokalnog podraZivanja koZe. Osim toga, eteri¢na ulja mogu djelovati stimulirajuce
na tek zbog podrazivanja receptora za njuh i okus, a Sto pokrece zeluano-crijevnu sekreciju.
Upravo zbog ovog svojstva, ¢esto se koriste u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao

korigensi (Kalodera i sur., 1998). Upotrebljavaju se 1 kao dodaci okusu hrani, industrijska



otapala 1 mirisi za sredstva za CiS¢enje, a neka su etericna ulja pokazala i ljekovita svojstva
prilikom lije¢enja disfunkcija pojedinih organa (Bakkali i sur., 2008).

Medutim, potrebno je obratiti paznju i na toksi¢na i nepozeljna svojstva ulja. Stetna djelovanja
povezana su s njihovom lipofilnos¢u 1 podrazuju¢im djelovanjima, a oralnom konzumacijom
visokih doza moze do¢i do gréeva, povracanja i hemoragicnog gastroenteritisa. Dodatno, mogu
izazvati 1 alergiju na hranu izravnim (povecavanje apsorpcije alergena zbog nadrazivanja
sluznice) ili neizravnim putem (reaktivni sastojci ulja su alergeni). Zbog svoje lipofilnosti,
etericna ulja vrlo lako mogu pro¢i i krvno-mozdanu barijeru i tako izazvati vrtoglavice,

glavobolje ili ¢ak 1 prestanak disanja (Kalodera i sur., 1998).

2.4. KEMIJSKI SASTAV ETERICNIH ULJA

Eteri¢na ulja vrlo su kompleksne prirodne smjese. Poznato je vise od 500 razli¢itih kemijskih
spojeva koji ulaze u sastav eteri¢nih ulja, a pojedino ulje moze sadrzavati 20-60 komponenti
razli¢itih koncentracija. Takva ulja karakteriziraju dvije ili tri glavne komponente u visokim
koncentracijama (20-70 %), dok su ostali spojevi prisutni tek u tragovima. Komponenta koja
prevladava uvjetuje bioloska svojstva etericnog ulja odnosno fizikalna 1 kemijska svojstva te
farmakoloSko djelovanje. U sastav eteri¢nog ulja ulaze spojevi koji pripadaju razli¢itim
grupama organskih spojeva poput alkohola, fenola, ugljikovodika, aldehida, ketona itd.
Medutim, glavna podjela hlapljivih spojeva jest na terpene, fenilpropanoide te ostale spojeve

(Bakkali 1 sur., 2008; Kalodera 1 sur., 1998).

2.4.1. Terpeni

Terpeni su najveca skupina fitokemikalija koje proizvodi veliki broj biljaka i neke zivotinje, a
od iznime su vaznosti zbog razli¢itih funkcija i metabolicke kontrole (Perveen i Al-Taweel,
2018; Devappa i sur., 2011). Najvise koncentracije terpena prisutne su u liS¢u i reproduktivnim
strukturama biljaka neposredno prije cvatnje (Paduch i sur., 2007). Klasificiraju se u grupe s
obzirom na broj i strukturnu organizaciju ugljikovih atoma, a nastaju linearnim povezivanjem
izoprenskih jedinica (CsHs) po principu ,,glava-rep®, nakon ¢ega moze uslijediti ciklizacija i
preslagivanje ugljikovog kostura (Devappa i sur., 2011; Paduch i sur., 2007). Takoder, terpeni
mogu biti 1 kemijski modificirani pa se u tom slu¢aju dobiveni spojevi nazivaju terpenoidima

(Paduch i sur., 2007).



S obzirom na broj ugljikovih atoma, terpeni se dijele u sedam skupina: semiterpeni (Cs),
monoterpeni (Cio), seskviterpeni (Cis), diterpeni (Cxo), triterpeni (Cao), tetraterpeni (Cao) te
politerpeni. Medutim, u sastav eteri¢nih ulja ulaze samo skupine monoterpena, seskviterpena,
diterpena i triterpena (Perveen i Al-Taweel, 2018; Kalodera i sur., 1998). Monoterpeni (C1oH16)
su spojevi koji ¢ine 90 % etericnih ulja (Bakkali 1 sur., 2008). Nastaju spajanjem dviju
izoprenskih jedinica, a s obzirom na funkcionalnu skupinu dijele se na ugljikovodike, alkohole,
aldehide, ketone, estere, etere, perokside i fenole. Ovoj skupini spojeva pripadaju mircen,
geraniol, kamfor, karvon, timol, mentol, nerol, p-cimen, sabinen i fenhon (Bakkali i sur., 2008).
Seskviterpeni (CisH24) su posebno zanimljivi zbog svoje raznolike strukture i farmakoloske
aktivnosti (Cordell, 1976). Nastaju spajanjem tri izoprenske jedinice, a upravo produzetak lanca
omogucava povecanje broja ciklizacija pa tako postoje acikli¢ki, monocikli¢ki, biciklicki i
tricikli¢ki seskviterpeni (Bakkali 1 sur., 2008; Kalodera i sur., 1998). Neki od predstavnika ove
skupine spojeva su nerolidol, farnezol, bisabolen, a-kurkumen i santonin (Kalodera i sur.,
1998). Diterpeni (C20Hs2) i triterpeni (CsoHasg) nalaze se u uljima dobivenim ekstrakcijom s
organskim otapalima (Kalodera i sur., 1998). Diterpeni su spojevi €iji skelet sadrzava Cetiri
izoprenske jedinice. Imaju izrazito znaCajnu bioloSku aktivnost zbog antiupalnih i
antimikrobnih svojstva, a neki od spojeva poput forskolina i marubenola posjeduju i djelovanje
na kardiovaskularni sustav (Perveen i Al-Taweel, 2018). Triterpeni se nalaze u raznim
dijelovima biljaka poput pluta, kore, cvijeca i liS¢a, a za izolaciju ovih spojeva potrebna je
prethodna obrada materijala (npr. suSenje, mljevenje, prosijavanje) (Muffler i sur., 2011).
Najznacajniji spojevi iz skupine triterpena su skvalen i glicirizinska kiselina (Kalodera 1 sur.,

1998).

2.4.2. Fenilpropanoidi

Fenilpropanoidi su velika skupina biljnih fenola, a sam naziv oznacava bilo koji spoj €iji je
lanac od tri ugljikova atoma vezan na benzenski prsten (Ce-Cs) (Korkina, 2007; Seigler, 1998).
Proizvode se putem Sikiminske kiseline odnosno deaminacijom aminokiseline fenilalanin u
cimetnu kiselinu, uz prisustvo katalizatora fenilalanin amonijazne liaze. Mnogi fenolni spojevi
biljnog porijekla poput kumarina, lignana, flavonoida i izoflavonoida zapravo su sekundarni
produkti metabolizma fenilpropanoida (Korkina, 2007). Fenilpropanski derivati se u visokim
koncentracijama mogu naci upravo u uljima nekih biljnih vrsta iz porodice Apiaceae (Kalodera

i sur., 1998).



Utvrdeno je da fenilpropanoidi i njihovi derivati imaju mnoge blagotvorne u¢inke na ljudsko
zdravlje. Prvenstveno se takvi ucinci pripisuju njihovom antioksidativnom djelovanju i
mogucénosti uklanjanja slobodnih radikala. Stoga su vrlo djelotvorni u kemoprevenciji tumora
i zacjeljivanju rana, smanjuju moguénost pojave osteoporoze i kardiovaskularnih bolesti, a neki
spojevi imaju i protuupalno djelovanje. Jedan od najrasprostranjenijih fenilpropanoida u
ljudskoj prehrani jest klorogenska kiselina za koju se smatra da utjece na smanjenje ucestalosti
kemijske karcenogeneze (Korkina, 2007). Jo$ neki od predstavnika iz ove skupine spojeva su

cimetaldehid, anetol, estragol i eugenol (Burcul i sur., 2020).

2.4.3. Ostali hlapljivi spojevi

Uz terpene i fenilpropanoide, u eteri¢nim se uljima nalaze i drugi hlapljivi spojevi, lancasti
ugljikovodici te njihovi derivati s kisikom, sumporom 1 dusikom (Kalodera 1 sur., 1998). lako
je sumpor vrlo ostrog mirisa, njegovi organski spojevi prisutni u eteri¢nim uljima mogu biti
vrlo ugodni. Takvi spojevi poput alil sulfida i dimetil sulfida biljkama sluze za obranu i
detoksikaciju, a sadrze ih ¢es$njak, luk i poriluk. S druge strane, spojevi koji sadrze duSik mogu
se naci u samo nekoliko eteri¢nih ulja, prvenstveno u uljima citrusa. Predstavnici ove skupine
spojeva su metil antratil, piridin, pirazin te skatol koji se koristi kao fiksator u cvjetnim mirisima
(Zuzarte 1 Salgueiro, 2015). Jos neke skupine ostalih hlapljivih spojeva su izotiocijanati i laktoni
koji se nalaze u povrcéu poput repe, kelja, kupusa, rotkvice i celera (Zuzarte i Salgueiro, 2015;
Baser i Demirci, 2007).

2.5. ETERICNO ULJE SJEMENKI KOMORACA

Komorac je izrazito poznat po svom eteri¢cnom ulju (Badgujar i sur., 2014). Njegove sjemenke
predstavljaju Sizokarp sastavljen od dva jednosjemena merikarpa (slika 2a) (Pistelli i sur.,
2018). Etericno ulje nastaje u ekskretornim kanalima (slika 2b i 2c) koji se nalaze u
najudaljenijem sloju tkiva (tzv. perikarpu), ali isto tako kapljice ulja mogu biti lokalizirane i u
endospermu (Strehle i sur., 2004).

Sjemenke gorkog komoraca sadrze najmanje 40 ml kg, odnosno 0,6-6 % eteriénog ulja
(Malhotra, 2012; Rahfeld, 2009). U njemu je zabiljezeno do 87 hlapljivih spojeva, a glavni
spojevi ekstrahiranog ulja su trans-anetol (50-60 %) i fenhon (15-20 %) (Badgujar i sur., 2014;



Malhotra, 2012; Rahfeld, 2009). Mimica-Duki¢ i sur. (2003) kao glavne spojeve naveli su
trans-anetol (72,27-74,18 %), fenhon (11,32-16,35 %) i estragol (3,78-5,29 %).

Medutim, kemijski sastav etericnog ulja komoraca moze varirati §to pretezno ovisi o genotipu
1 podrijetlu sjemenki, uvjetima uzgoja, ali i o tehnoloSkom postupku njegove izolacije iz
sjemenki (Strehle i sur., 2004). Isto tako, postoje znacajne varijacije u sastavu S obzirom na
stupanj zrelosti ploda. Najnize koncentracije trans-anetola, cis-anetola i fenhona odredene su u
nezrelim plodovima i srednje zrelim plodovima, dok su najvise koncentracije istih spojeva imali
zreli plodovi. S druge strane, udio spojeva poput sabinena, limonena i a-pinena bio je najvisi u

nezrelim sjemenkama, a najnizi u njihovoj zreloj fazi (Anwar i sur., 2009).

EKSKRETORNI KANALI

a) (ETERICNO ULJE) ENDOSPERM

Slika 2. Shematski (a) i mikroskopski prikaz prereza sjemenke gorkog komoraca (b) i
kanalica s eteri¢nim uljem (c) (prema Rumpel i Pope, 1993; Rahfeld, 2009)

Prema Shahat i sur. (2011), eteri¢no ulje komoraca sadrzi 18 glavnih spojeva ¢ija su imena i
kemijska struktura prikazani na slici 3. Napoli i sur. (2010) u eteri¢nom su ulju identificirali
78 spojeva podijeljenih u 5 skupina: monoterpenske ugljikovodike, oksidirane monoterpene,
seskviterpene, fenilpropanoide te ostale spojeve. Najve¢i udio ulja Cinila je skupina
fenilpropanoida s estragolom kao glavnim spojem koji se kretao u rasponu od 34-89 %. Glavni
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oksidirani monoterpen bio je fenhon (2-27%), a od monoterpenskih ugljikovodika u najvisim
su koncentracijama izolirani a-pinen, limonen i y-terpinen. Najmanje zastupljene skupine

spojeva bile su seskviterpeni i ostali spojevi (Napoli i sur., 2010).
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Slika 3. Kemijska struktura hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (Shahat i
sur., 2011)

Rezultati raznih studija pokazali su kako eteri¢no ulje komoraca pokazuje antioksidativna i
antimikrobna svojstva. Ono djeluje protiv gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija, s time
da veci u¢inak ima na gram-pozitivne bakterije Staphylococcus aureus nego na gram-negativne
bakterije Escherichia coli. Pokazalo se i da visa koncentracija ulja dovodi do veceg promjera
zone inhibicije (Saber i Eshra, 2019). Snazna antimikrobna svojstva protiv bakterija, kvasaca i
parazita pripisuju se trans-anetolu (Dash, 2021; Mimica-Duki¢ i sur., 2003), dok su za
aromati¢an okus prehrambenih proizvoda zasluzni anetol, estragol i limonen (Saber i Eshra,
2019). Osim toga, dodatak etericnog ulja komora¢a hrani moze utjecati na smanjenje brzine
oksidacije, a da pri tome nema utjecaja na promjenu boje i teksture proizvoda (Saber i Eshra,

2019). Zbog toga bi proizvodnja ovog ulja te izolacija bioaktivnih komponenti iz sjemenki



komoraca mogla predstavljati potencijalni prirodni konzervans za hranu. Takoder, radi
antioksidativnih svojstva i mogucnosti uklanjanja slobodnih radikala, komora¢ se moze
razmatrati i kao funkcionalna hrana (Anwar i sur., 2009). Eteri¢no ulje sjemenki moze imati i
antitrombocitno, hepatoprotektivno i estrogeno djelovanje, a iz tog se razloga moze koristiti i

za proizvodnju farmaceutskih pripravaka (Badgujar i sur., 2014).

2.6. METODE ODREDIVANJA VELICINE CESTICA

Velicina Cestica je parametar koji ima dimenziju duljine. Postupku odredivanja veli¢ine Cestica
uglavnom prethodi postupak frakcioniranja odnosno razvrstavanja Cestica u razlicite skupine
ovisno o njihovoj veli¢ini. Naj¢e$ce koristene metode za dobivanje frakcija su prosijavanje i
sedimentacija, dok se suvremenije metode odredivanja veliine Cestica temelje na laserskoj
difrakciji, analizi slike, granulometrijskoj analizi te aerodinamicnoj analizi veliine Cestica

(Allen, 1997; Black i Day, 1965).

2.6.1. Metoda prosijavanja

Rucno prosijavanje (Slika 4) jedna je od najstarijih 1 naj¢eS¢ih metoda odredivanja veli¢ine
Cestica. Koristi se kao standard po kojem se ocjenjuje to¢nost drugih metoda. Postupak
zapocinje stavljanjem materijala u sito ¢ija koli¢ina ne smije pretrpati to sito (Washington,
1992). Sito se zatim moze tresti u vertikalnom ili horizontalnom smjeru kako bi doslo do
prolaska materijala kroz mrezicu sita (Kaye, 1999). Nakon toga, materijal se prenosi u drugo
sito i postupak se ponavlja u svrhu dobivanja frakcija. Ekvivalentni promjer sita moze se
definirati kao veli¢ina Cestice koja ¢e pro¢i kroz mrezicu nekog sita (Washington, 1992). lako
je metoda vrlo jednostavna te ne zahtijeva koriStenje skupocjene opreme, ipak ima neka
ogranicenja. Postoje sita s Cetvrtastom mrezicom i okruglim otvorima, a nerijetko su ti otvori
na sitima nejednakih veliCina. Zbog toga postoji vjerojatnost da Cestice nepravilnog oblika
imaju ograni¢enu moguénost prolaska kroz sito. Na primjer, cestica kuglastog oblika od 100
um proci ¢e Kroz sita s okruglim i Cetvrtastim oCicama ¢iji je promjer 100 um, dok cCestica od
100 um nepravilnog oblika moze proci samo kroz jedno od ta dva sita (Washington, 1992;
Black i Day, 1965). Jos$ jedan od nedostataka ove metode jest moguc¢nost pojave aglomerata

koji ulaze u otvore sita te onemogucavaju prolazak cestica manjeg promjera (Kaye, 1999).
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Slika 4. Ru¢no prosijavanje materijala u svrhu dobivanja frakcija (Anonymous 1)

2.6.2. Metoda rasprsivanja laserskog svjetla

Osim tradicionalnih metoda odredivanja veli¢ine Cestica, razvijaju se i suvremenije tehnike za
industrijsku primjenu. Medu takvim novijim metodama jest i metoda laserskog rasprsivanja
svjetlosti koja poc¢inje zamjenjivati konvencionalnu metodu sedimentacije (Fisher i sur., 2017).
Ova se metoda zasniva na laserskoj difrakciji prilikom koje Cestice, prolazeéi kroz lasersku
zraku, rasprsuju svjetlost pod kutem koji je obrnuto proporcionalan veli¢ini Cestica. Dakle, vece
Cestice proizvest ¢e manji kut rasprSenja dok ¢e manje Cestice proizvesti veci kut rasprSenja
(Galacgac i Ooi, 2018).

Jedan od uredaja zasnovan na ovoj metodi jest Malvern Panalytical Mastersizer 2000 (slika 5).
Uredaj se sastoji od optickog instrumenta, jedinice za dispergiranje uzoraka Scirocco te
racunala sa odgovaraju¢im programskim paketom (Stojanovi¢ i sur., 2010). Mjerenje na
takvom uredaju obuhvaca snimanje snopa svjetlosti koji se odvaja od Cestica, a potom se vraca
u detektor. Rezultati se izra¢unavaju odabirom jednog od algoritama i odgovarajuce teorije
(Mieove teorije rasprSenja ili Fraunhoferove difrakcijske teorije) (Ryzak i Bieganowski,
2011).

Neke od prednosti primjene ove metode su vrlo kratko vrijeme analize, $irok raspon frakcija,
ponovljivost te mala koli¢ina potroSenog uzorka, dok je jedan od glavnih nedostataka visoka

cijena instrumenta za analizu (Eshel i sur., 2004).
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Slika 5. Uredaj za odredivanje veli¢ine Cestica Malvern Panalytical Mastersizer 2000
(Anonymous 2)

2.7.1ZOLACIJA ETERICNIH ULJA

Izolacija, koncentriranje i proc¢is¢avanje eteri¢nih ulja jedni su od vaznijih tehnoloskih procesa
danasnjice zbog sve $ire primjene tih ulja (Luque de Castro i sur., 1999). Za njihovu izolaciju
mogu sluziti razliciti dijelovi biljaka poput plodova, kore, liS¢a 1 cvjetova. Ovisno o vrsti,
kvaliteti 1 koli¢ini etericnog ulja u njima, biljne sirovine mogu se obradivati u svjezem obliku,
poluosusene ili osuSene. Dakako, vazno je uzeti u obzir i promjene koje mogu nastati suSenjem
biljnog materijala te koje u konacnici mogu utjecati na kvalitetu i kemijski sastav tog ulja.
Prinos etericnog ulja najviSe ovisi o uvjetima i nacinu berbe, transportu te bioloSkoj zrelosti.
Odabir metode za izolaciju ovisit ¢e o vrsti biljnog materijala, ali i o svojstvima ulja koja zelimo
dobiti (Kalodera i sur., 1998). Uobicajene metode koje se uglavnom koriste za izolaciju temelje
se na preSanju, destilaciji i ekstrakciji otapalom (Zhang i sur., 2018). Najpopularnije
konvencionalne metode su vodena i1 parna destilacija, maceracija te perkolacija. Medutim,
danas se sve viSe primjenjuju moderne 1 zelene metode u svrhu niZe potroSnje otapala te kraceg
vremena ekstrakcije. Suvremene metode obuhvacaju ekstrakciju superkriticnim fluidima,
ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima, ubrzanu ekstrakciju otapalima pri poviSenom tlaku,
ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom, ekstrakciju potpomognuta enzimima i mnoge druge
(Zhang i sur., 2018).

Opcenito, ekstrakcija je prvi korak odvajanja Zzeljenih prirodnih produkata iz sirovine.

Najrasirenija metoda je ekstrakcija otapalom. Na nju uvelike utjeCu omjer otapala i krute tvari,
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veli¢ina Cestica sirovine, svojstva otapala te temperatura i vrijeme same ekstrakcije. Smatra se
da manja veli¢ina Cestica sirovine doprinosi boljem rezultatu ekstrakcije, a razlog tome je
povecano prodiranje otapala i difuzija otopljenih tvari. Osim toga, visoka temperatura
omogucava povecanu topljivost i difuziju Cestica, ali previsoka temperatura moze uzrokovati
raspad termolabilnih komponenti. Isto tako, u¢inkovitost ekstrakcije raste s povec¢anjem njezine
duljine trajanja u odredenom vremenskom intervalu. Medutim, povecanje vremena ekstrakcije
ne¢e imati nikakvog utjecaja nakon Sto se uspostavi ravnoteza otopljenih tvari unutar i izvan
materijala (Zhang i sur., 2018).

Ekstrakcija ulja jedan je od bitnijih ¢imbenika koji utjecu na kvalitetu etericnog ulja, a
neodgovaraju¢a metoda moze dovesti do promjene kemijskog sastava ulja, gubitka njegovih
prirodnih karakteristika kao i gubitka bioaktivnih spojeva. Takoder, moze do¢i i do promjene
boje, pojave neugodnog okusa i mirisa ili odredenih fizickih promjena poput povecane
viskoznosti (Tongnuanchan, i Benjakul, 2014). Zbog toga je potrebno odabrati najprikladniji
materijal, metodu i uvjete ekstrakcije kako ne bi doslo do gubitaka bioloski aktivnih spojeva te

promjene kemijskog sastava i kvalitete ulja (Reyes-Jurado i sur., 2015).

2.7.1. Vodena destilacija

Vodena destilacija jedna je od najce$ée koriStenih konvencionalnih metoda ekstrakcije
etericnog ulja, a najpogodnija je za ekstrakciju ulja iz praskastog ili mljevenog biljnog
materijala (Stratakos i Koidis, 2016; Rao i Pandey, 2007). Postupak obuhvaca zagrijavanje
materijala potpuno uronjenog u vodu na temperaturama visim od vrelista (slika 6). Prilikom
toga dolazi do proizvodnje mjeSovitih plinova i isparavanja, a samim time do oslobadanja
eteri¢nog ulja iz uljnih zlijezda u biljnome tkivu (Stratakos i Koidis, 2016; Sadgrove i Jones,
2015). Nastala vodena i uljna para se Sire i skupljaju u kondenzatoru gdje se neizravno hlade
vodom te se kondenziraju u dvije odvojene faze koje se ne mijeSaju. Jedna faza predstavlja
eteri¢no ulje, a druga hidrolat te se nakon kondenziranja gravitacijom dovode u separator gdje
je najéesce uljna faza iznad hidrolata (Sadgrove i Jones, 2015). Proces destilacije moze trajati
od 1 - 10 h, a koli¢ina ekstrahiranog ulja ovisi o duljini trajanja destilacije, tlaku, temperaturi i
vrsti biljnog materijala (Stratakos i Koidi, 2016). Isto tako, ulje ekstrahirano ovom metodom je
tamnije boje te ima puno jace mirisne note nego ulja dobivena nekim drugim metodama

(Tandon, 2008).
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Mimica-Dukic¢ i sur. (2003) istrazili su utjecaj vodene destilacije na ekstrakciju etericnog ulja
sjemenki komoraca pri razli¢itim uvjetima. Iz dobivenih su rezultata zakljucili da omjer
materijala i vode nije imao signifikantan utjecaj na sastav ulja. Medutim, ono Sto je uvelike
utjecalo na kvantitativni i kvalitativni sastav jest dulje vrijeme destilacije, koje je ujedno
utjecalo i na povecanje antifungalne aktivnosti ulja protiv nekih gljivica. No, doslo je do gubitka
odredenih spojeva iz skupine monoterpena i oksidiranih monoterpena. S druge strane,
Hammouda i sur. (2014) ispitivali su utjecaj tri razli¢ite metode ekstrakcije etericnog ulja
komoraca. Najve¢i prinos ulja bio je postignut primjenom ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima. Takoder, ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima kao 1 superkriticnom
fluidnom ekstrakcijom izolirana je visa koncentracija odredenih spojeva poput fenhona.
Medutim, vodenom destilacijom dobivena je najviSa koncentracija limonena i pinena
(Hammouda i sur., 2014).

Dakle, vodena se destilacija joS uvijek najcesce koristi u svrhu dobivanja eteri¢nog ulja usprkos
razvoju novih suvremenih metoda. Jedna od njezinih prednosti jest $to ne ukljucuje koristenje
kemijskih otapala. U¢inkovita je za ekstrakciju eteri¢nog ulja iz zacina i zacinskog bilja iz kojih
se takva ulja teSko izoliraju. Takoder, pogodna je za izolaciju ulja koja su bogata spojevima
netopljivim u vodi i termicki stabilnim spojevima. S druge strane, produljeno vrijeme vrenja
biljnog materijala u vodi moze potaknuti hidrolizu estera, polimerizaciju aldehida ili gubitak
hlapljivih spojeva osjetljivih na toplinu (Roohinejad i sur., 2017). Drugi nedostaci su dugo

trajanje procesa kao i teSka regulacija topline (Tandon, 2008).
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Slika 6. Shematski prikaz vodene destilacije (prema Roohinejad i sur., 2017)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sjemenke gorkog komoraca

U svrhu provodenja eksperimentalnog dijela rada koristene su suhe sjemenke gorkog komoraca
(Foeniculum vulgare Mill.) nabavljene od tvrtke Agristar d.o.0. (Visnjevac, Hrvatska).
Sjemenke su uzgojene u naselju Zel¢in koje se nalazi u sastavu grada Valpova (Osjecko-
baranjska zupanija), a njihova sjetva obavljena je zitnom sijac¢icom u ozujku 2020. godine.
Agrotehnic¢ke mjere koje su provedene prilikom uzgoja sjemenki bile su: oranje, predsjetvena
priprema (tanjuranje i roto-drljanje), suzbijanje korova kosenjem te Zetva zitnim kombajnom
koja se odvila 30. rujna 2020. godine. SuSenje sjemenki komoraca provedeno je na podnim
suSarama za kamilicu na nacin da je suSen sloj sjemenki debljine 30 cm pri temperaturi 42 °C
te u vremenskom razdoblju od 20 h. Kao energent je koristen plin. Neposredno prije izvodenja
eksperimenta, sjemenke komoraca usitnjene su pomocu elektri¢cnog mlinca te se tako dobiveni

uzorak Kkoristio za prosijavanje i ekstrakciju eteri¢nog ulja.

3.1.2. Kemikalije i standardi

e 96 %-tni etanol (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Bezvodni natrijev hidrogensulfat (Lach-Ner, d.o.o, Neratovice, Ceska)

e Destilirana voda

e Interni standard, nerol, ¢=10,6500 mg mL? (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Priprema: Odvaze se 532,50 mg nerola u odmjernu tikvicu od 50 mL 1 zatim nadopuni
n-heksanom do oznake.

e n-heksan, HPLC ¢istoce (Lach-Ner, d.0.0, Neratovice, Ce§ka)

e Standardna smjesa C7 — Cso alkana (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
3.1.3. Aparatura i pribor

e Analiticka vaga (OHAUS, Parsippany, SAD)

e Aparatura za izolaciju eteri¢nog ulja po Clevengeru (Europska Farmakopeja, 2008)
e Elektri¢ni grija¢ (LabHEAT, Baden-Wiirttemberg, Njemacka)

e Elektri¢ni mlinac (Waring Commercial, Stamford, SAD)

e Menzure, volumena 5i 100 mL
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e Malvern Panalytical Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, Malvern, Velika
Britanija) opremljen s:
* racunalni software Mastersizer 2000 (verzija 5.61)
e Uredaj za plinsku kromatografiju, Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD) opremljen s:
» maseni detektor tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector
* racunalni software ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)
e Metalna Spatula
e Metalna Zli¢ica za vaganje
e Mikropipete Eppendorf, volumena 10 pL, 100 pL i 1000 pL
e Viala, volumena 1,5 mL (navoj N9, ravno dno, 11,6 x 32 mm grad.)
e Plasti¢ni ¢ep sa septom za vialu
e Plasti¢ne posude
e Sita, promjer o¢ica 1,6 mm, 1 mm i 450 um
e Staklene ¢ase, volumena 1001250 mL
e Stakleni ¢ep za tikvicu s okruglim dnom
e Stakleni lijevak

e Tikvice s okruglim dnom, volumena 250 i 500 mL

3.2. METODE RADA

3.2.1. Frakcioniranje uzorka prema veli¢ini Cestica

U svrhu frakcioniranja prema veli€ini Cestica, odvagano je otprilike 500 g sjemenki gorkog
komoraca, a nakon toga iste su samljevene u elektricnom mlincu. S obzirom na veli¢inu Cestica
uzorka, prije samog pocetka bilo je potrebno odabrati sita odgovarajucih veli¢ina. Postupak se
izvodi rucno, viSekratnim prosijavanjem kroz sita ¢iji je promjer o€ica bio 1,6 mm, 1 mm te
0,45 mm, a zapocinje tako da se usitnjene sjemenke istresu na sito s najve¢im promjerom ocica
(1,6 mm). Materijal koji je zaostao na situ nakon prosijavanja predstavljao je uzorak Cestica
veli¢ine >1,6 mm (slika 7d), a Cestice koje su prosle kroz to sito prosijavane su kroz sito manjeg
promjera o¢ica (1 mm). Zatim su sjemenke zaostale na manjem situ predstavljale uzorak cestica
veli¢ine 1-1,6 mm (slika 7c), dok je ostatak Cestica opet prosijavan kroz sito manjeg promjera
o¢ica (0,45 mm). Na kraju, sjemenke zaostale na situ s najmanjim promjerom ocica

predstavljale su uzorak cestica veli¢ine 0,45-1 mm (slika 7b), a Cestice koje su prosle kroz
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mreZicu tog sita predstavljale su uzorak veli¢ine <0,45 mm (slika 7a). Dakle, ovim postupkom
dobivene su ¢etiri frakcije sjemenki razli¢ite veli¢ine Cestica: <0,45 mm, 0,45-1 mm, 1-1,6 mm

te >1,6 mm.

Slika 7. Frakcije sjemenki komoraca (a) <0,45 mm, (b) 0,45-1 mm, (c) 1-1,6 mm i (d) >1,6

mm dobivene ru¢nim prosijavanjem (vlastita fotografija)

3.2.2. Odredivanje veliCine Cestica

Velicina cCestica Cetiri frakcije sjemenki komoraca analizirana je laserskom difrakcijom na
uredaju Malvern Panalytical Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, Malvern, UK). Mjerenje
veli¢ine Cestica na ovom uredaju temelji se na metodi rasprsivanja laserskog svjetla u podrucju
od 20 nm do 2 mm te obradom rezultata pomocu software-a Mastersizer 2000 (verzija 5.61), a
provodi se pomoc¢u suhe (Scirocco) disperzijske jedinice. Prije poCetka mjerenja, metalnom
zli¢icom uzme se potrebna koli¢ina sjemenki 1 stavi se u kadicu unutar mjerne Celije, a nakon
toga pokrece se programski paket. Mjerenje je odradeno u dva ponavljanja za svaku frakciju

nakon Cega je izraCunata srednja vrijednost.
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3.2.3. Vodena destilacija

Izolacija etericnog ulja iz sjemenki komoraca postupkom vodene destilacije izvedena je u
aparaturi po Clevengeru (slika 8). Uvjeti koji su prilikom destilacije bili varirani su veli¢ina
Cestica 1 vrijeme destilacije, ¢ime je dobiveno 12 uzoraka (tablica 1). Prema prethodno
definiranim optimalnim uvjetima destilacije sjemenki komoraca za dobivanje maksimalnog
prinosa etericnog ulja omjer biljnog materijala i vode iznosio je 1:10 (Tonkovi¢, 2021). Pomocu
analiticke vage odvaze se 20 g svake frakcije sjemenki te se one kvantitativno prenesu u tikvicu
s okruglim dnom volumena 500 mL. Zatim se u tikvicu s uzorkom doda 200 mL destilirane
vode. Sadrzaj tikvice se promijesa te se tikvica postavi u elektri¢ni grijac, a na nju se vertikalno
sloZi aparatura po Clevengeru u koju je dodana destilirana voda. Nakon sastavljanja aparature,

ukljucen je odgovarajuci protok vode, a tikvica se kontinuirano zagrijava.

Slika 8. Aparatura po Clevengeru (vlastita fotografija)

Vrijeme destilacije mjeri se od trenutka kada se prva kap destilata kondenzira u vodenom
hladilu. Tijekom procesa, hlapljivi spojevi zajedno s vodenom parom uzdizu se kroz cijevi do

hladila gdje se kondenziraju i potom se sakupljaju u srediSnjem dijelu aparature. Nakon isteka
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vremena destilacija, tikvica se odvoji od aparature, a nakon hladenja (otprilike 20 min) ocita se
volumen izdvojenog eteri¢nog ulja u graduiranom separatoru. Iz separatora se potom najprije
ispusti hidrolat, a potom se eteri¢no ulje sakupi u vijalu u koju se doda ~1 g bezvodnog
natrijevog sulfata radi uklanjanja mogucih ostataka vode. Zatim se pipetom izdvoji eteri¢no ulje
u ¢istu vijalu te se ono skladisti pri -18 °C do provodenja analize hlapljivih spojeva. Nakon
destilacije potrebno je isprati aparaturu na nac¢in da se provede destilacija etanola (96 %-tni), a
potom destilirane vode. Postupak vodene destilacije proveden je u dva ponavljanja za svaki

uzorak.

Tablica 1. Plan eksperimenta i popis uzoraka

SIFRA UZORKA v VELICINA VRIJEME
CESTICA (mm) DESTILACIJE (min)
A40 <0,45 40
A80 <0,45 80
A120 <0,45 120
B40 0,45-1 40
B80 0,45-1 80
B120 0,45-1 120
C40 1-1,6 40
C80 1-1,6 80
C120 1-1,6 120
D40 >1,6 40
D80 >1,6 80
D120 >1,6 120
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3.2.4. Odredivanje prinosa eteri¢nog ulja

Prinos etericnog ulja raCuna se prema jednadzbi [1]:

V(eteri(:nog ulja)

x 100

prinos (%) =
m(uzorka)

[1]
gdje je:
V (eteri¢nog ulja) = volumen eteri¢nog ulja (ML)

m (uzorka) = masa usitnjenih sjemenki komoraca (g)

3.2.5. Analiza hlapljivih spojeva

Princip metode:

Analiza hlapljivih spojeva provedena je primjenom plinske kromatografije uz masenu
spektrometriju (GC-MS). Sastavnice eteri¢nog ulja se unutar plinskog kromatografa prevode u
plinovito stanje nakon ¢ega se raspodjeljuju izmedu stacionarne i mobilne faze u koloni. Kroz
kolonu se transportiraju pomocu intertnog plina, a kvalitativna analiza provodi se u masenom

spektometru.

Priprema uzorka:
U vialu se otpipetira 10 pL eteri¢nog ulja, 100 pL otopine internog standarda (nerol) i 890 pL

n-heksana.

Postupak odredivanja:

Prethodno pripremljen uzorak ulja analizira se na plinskom kromatografu Agilent Technologies
6890N Network GC System (Santa Clara, SAD) s masenim detektorom tipa Agilent
Technologies 5973 inert Mass Selective Detector (MS) (slika 9). Uvjeti kromatografske analize

prikazani su u tablici 2.
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Tablica 2. Uvjeti analize za odredivanje hlapljivih spojeva na plinskom kromatografu

Kolona

Volumen injektiranog uzorka
Omjer razdjeljenja (eng. split ratio)
Plin nosioc

Protok plina nosioca

Temperaturni program kolone

Trajanje analize

Temperatura injektora

Temperatura premosnice

Temperatura MS izvora

Temperatura kvadripola

Energija elektrona za ionizaciju molekula

uzoraka
Nacin rada

Brzina oditanja (maseni spektrometar)
Opseg razdvajanja mase i naboja (m/z)

(maseni spektrometar)

kapilarna Agilent HP-5MS [(5%-fenil)-
metilpolisiloksan; 30 m x 0,25 mm x 0,25 pm
1,0 uL
100:1
helij
1 mL min*
pocetna temperatura 60 °C
60 - 145 °C (3 °C min')

145 - 250 °C (30 °C min™)
zadrzavanje 3 min na maksimalnoj temperaturi
(250 °C)

34,83 min
250 °C
280 °C
230 °C
150 °C

70 eV

pracenje odabranih iona (eng. selected ion
monitoring, SIM)

1 ocitanje s (scan s1)

30550
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Slika 9. Plinski kromatograf Agilent Technologies 6890N Network GC System
s masenim detektorom tipa 5973 inert Mass Selective Detector (Medved i Tonkovié, 2020)

Identifikacija i kvantifikacija hlapljivih spojeva:

Identifikacija hlapljivih spojeva se provodi usporedbom retencijskih vremena i masenih
spektara (m/z) ispitivanih spojeva s retencijskim vremenima i masenim spektrom komercijalnih
standarada kao i usporedbom dobivenih masenih spektara s onima u NIST bazi podataka uz
pomo¢ softvera MSD ChemStation Data Analysis. Za potvrdu identificiranih spojeva dodatno
se izraCunava njihov retencijski indeks koji se usporedi s dostupnim podacima u literaturi. Da
bi se izracunao retencijski indeks izdvojenih hlapljivih spojeva, potrebno je pripremiti
standardnu smjesu C7 — Cgo alkana i analizirati ju pod istim kromatografskim uvjetima kao i
uzorke. Za pojedinac¢ne hlapljive spojeve kvantitativne vrijednosti izracunavaju se iz jednadzbi
bazdarnih pravaca standardnih spojeva (tablica 3) pri ¢emu se u obzir uzima faktor razrjedenja
(FR=100), a spojevi za koje nisu dostupni standardi kvantificiraju se preko spoja najsli¢nije

kemijske strukture iz iste kemijske skupine spojeva.
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Tablica 3. Jednadzbe bazdarnih pravaca za hlapljive spojeve eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

Spoj Jednadzba baZdarnog pravca R?
a-pinen y =1,4289x + 0,0277 0,999
kamfen y =0,5818x - 0,0023 0,998
B-pinen y =2,4216x - 0,0104 0,998
mircen y = 0,784x - 0,0169 0,996

a-felandren y = 3,0566x - 0,0485 0,999
3-karen y =2,05x - 0,0075 0,999
a-terpinen y =0,436x - 0,0005 0,998
p-cimen y = 5,5476x - 0,0472 0,999
limonen y =1,2779x - 0,0094 1,000
eukaliptol y =0,5776x - 0,0018 0,998
y-terpinen y = 2,0663x - 0,0247 0,998
fenhon y = 2,5055x + 0,0883 0,999
kamfor y = 1,3539x - 0,0054 0,998
estragol y=2,3108x + 0,0337 0,998
karvon y =1,5493x - 0,0162 0,998
p-anisaldehid y =1,0737x - 0,0397 0,998
trans-anetol y =2,4576x + 0,9618 0,999

Analiticka mjerenja provode se u tri paralelna odredivanja, a rezultati analize izrazavaju se

kao mg mL™? eteri¢nog ulja.

3.2.6. Eksperimentalni dizajn i statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statisticku obradu podataka koriSten je programski sustav
XLSTAT 2021.23.2.1141.0 (Addisoft, Pariz, Francuska). Eksperimenti su dizajnirani kao puni
faktorijalni dizajn na tri (vrijeme destilacije) odnosno cetiri razine (veli¢ina Cestica sjemenki
komoraca). S ciljem optimiranja izolacije etericnog ulja sjemenki komoraca postupkom vodene
destilacije ispitan je utjecaj veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vrijeme destilacije na prinos i
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sastav etericnog ulja. Za usporedbu uzoraka koriStena je multifaktorska analiza varijance
(MANOVA), a svi marginalni prosjeci usporedeni su s Tukey HSD testom. Statisticki znacajna

razlika razmatrana je na razini p<0,05 (95 %-tni interval pouzdanosti).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj veli¢ine Cestica i vremena destilacije na izolaciju
etericnog ulja sjemenki komoraca (Foeniculum vulgare Mill.) postupkom vodene destilacije.
Prije provodenja destilacije, usitnjene sjemenke prosijane su kroz sita razli¢itih promjera o€ica
te su dobivene 4 frakcije: (A) <0,45 mm, (B) 0,45-1 mm, (C) 1-1,6 mm i (D) >1,6 mm. Dodatno,
mjerenje veliCine Cestica frakcija provedeno je na uredaju Malvern Panalytical Mastersizer
2000. Izolacijom etericnog ulja primjenom vodene destilacije te variranjem parametara
(veli¢ine Cestica i vremena destilacije) dobiveno je 12 uzoraka eteri¢nog ulja sjemenki
komoraca. Za svaki je uzorak odreden prinos eteri¢nog ulja te je analiziran njegov kemijski
sastav primjenom GC-MS analize. Na kraju, statistickom analizom ispitane su razlike izmedu
uzoraka te utjecaj veli¢ine Cestica samljevenih sjemenki komoraca i vremena destilacije na

prinos i sastav eteri¢nog ulja.

4.1. VELICINA CESTICA

Prije provedbe vodene destilacije, postupkom laserske difrakcije izmjerena je veli¢ina Cestica
Cetiri frakcije dobivenih konvencionalnom metodom prosijavanja kroz sita. Rezultati su

prikazani na slikama 10, 11, 12 i 13.
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Slika 10. Distribucija veli¢ine Cestica usitnjenih sjemenki komoraca u frakciji A (<0,45 mm)
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Slika 11. Distribucija veli¢ine Cestica usitnjenih sjemenki komoraca u frakciji B (0,45-1 mm)
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Slika 12. Distribucija veli¢ine Cestica usitnjenih sjemenki komorac¢a u frakciji C (1-1,6 mm)
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Slika 13. Distribucija veli¢ine Cestica usitnjenih sjemenki komoraca u frakciji D (>1,6 mm)

Prva frakcija (A) predstavljala je sjemenke veli¢ine Cestica <0,45 mm (slika 10) iako je njihova
stvarna veli¢ina bila u rasponu od 3,8 do 1095,5 um. Srednja vrijednost veli¢ine 50 % Cestica
te frakcije, d (0,5), iznosila je 235,5 um. Distribucija veli¢ine Cestica za frakciju B (0,45-1 mm)
prikazana je naslici 11. Izmjereni raspon tog uzorka bio je od 10,0 do 1905,5 um, dok je srednja
vrijednost, d (0,5), iznosila 824,5 um. Na slici 12 vidljivo je da se veli¢ina Cestica frakcije C
(1-1,6 mm) kretala izmedu 8,7 i 1905,5 um, ali 50 % ¢estica bilo je veli¢ine 1192,0 um. Zadnja
frakcija, D (>1,6 mm), imala je raspon veli¢ine Cestica od 4,4 do 19055 pum (slika 13).
Medutim, srednja vrijednost veli¢ine 50 % cCestica iznosila je 1013,7 pum, ali je 90 % cestica, d
(0,9), bilo veli¢ine 1590,8 wm. Analiza laserskom difrakcijom dodatno je potvrdila veli¢inu

Cestica svake od frakcija dobivenih prosijavanjem kroz sita.
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4.2. PRINOS ETERICNOG ULJA

Tablica 4. Prinos eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

T— Veli¢ina ¢estica Vrijeme d-estilacije Prinos (%)
(mm) (min)

A40 <0,45 40 11,50+0,07
A80 <0,45 80 12,25+0,07
A120 <0,45 120 12,50+0,01
B40 0,45-1 40 3,85+0,09
B80 0,45-1 80 4,70+0,03
B120 0,45-1 120 4,90+0,06
C40 1-1,6 40 1,55+0,08
C80 1-1,6 80 1,85+0,07
C120 1-1,6 120 2,05+0,07
D40 >1,6 40 1,50+0,07
D80 >1,6 80 1,80+0,05
D120 >1,6 120 2,15+0,07

Prosjecna vrijednost 5,05+4,31

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

U tablici 4 prikazani su rezultati prinosa etericnog ulja sjemenki komoraca (%) koji su odredeni
u rasponu od 1,50+0,07 do 12,50+0,01 %, dok je prosje¢na vrijednost iznosila 5,05+4,31 %.
Najvisi prinos eteri¢nog ulja (12,50+0,01 %) zabiljezen je u uzorku A120 ¢ija je veliCina Cestica
bila najmanja (<0,45 mm), a vrijeme destilacije najdulje (120 min). Suprotno tome, najnizi
prinos ulja (1,50+0,07 %) dobiven je u uzorku D40 ¢ija je veli¢ina Cestica bila najveéa (>1,6
mm), a vrijeme destilacije najkrace (40 min).

Belabdelli i sur. (2020) postupkom su vodene destilacije u trajanju od 5 h izolirali 1,42 %
eteri¢nog ulja iz samljevenih sjemenki, dok su Napoli i sur. (2010) sjemenke podvrgli vodenoj
destilaciji u trajanju od 3 h te su u 56 uzoraka dobili 0,4 do 7,5 % eteri¢nog ulja.
Mimica-Dukic¢ i sur. (2003) istrazivali su utjecaj razli¢itih uvjeta vodene destilacije na prinos i
kemijski sastav etericnog ulja. Njihovi rezultati potvrduju da dulje vrijeme destilacije utje¢e na

povecani prinos ulja jer su destilacijom samljevenih sjemenki u trajanju od 6 h dobili 2,82+0,23
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% eteri¢nog ulja, dok je destilacija od 12 h rezultirala visim prinosom ulja (3,38+0,19 %).
Miguel i sur. (2010) takoder su dobili visi prinos ulja duljim vremenom destilacije. Tako su
destilacijom cijelih sjemenki u trajanju od 30 min dobili 0,31 %, a destilacijom od 3 h 0,87 %
eteri¢nog ulja. Medutim, velike su razlike u prinosu ulja dobivenom u ovome radu u usporedbi
s rezultatima u literaturi, Sto se moze pripisati razli¢itoj veli¢ini Cestica sjemenki, vremenu

destilacije i porijeklu sjemenki.

Tablica 5. Rezultati statisti¢ke analize utjecaja veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena

destilacije na prinos eteri¢nog ulja

Izvor varijacije Prinos (%)
Veli¢ina ¢estica (mm) p<0,001*
<0,45 12,08+0,06a
0,45-1 4,48+0,06b
1-1,6 1,82+0,06¢
>1,6 1,83+0,06¢
Vrijeme destilacije (min) p<0,001*
40 4,61+0,05c
80 5,15+0,05b
120 5,40+0,05a

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = standardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene
razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

Prinosi ulja dobiveni u sklopu ovog istrazivanja statisticki su se znacajno razlikovali ovisno o
veli¢ini Cestice i vremenu destilacije (tablica 5). Signifikantno najvise prosjec¢ne Vvrijednosti
prinosa odredene su u uzorcima veli¢ine Cestica <0,45 mm (12,08+0,06 %), dok su najnize
prosjecne vrijednosti imali uzorci veli¢ine Cestica 1-1,6 mm te >1,6 mm (1,82+0,06 te
1,83+0,06 %). Dulje vrijeme destilacije utjecalo je na visi prinos ulja pa je tako on najvisi u
uzorcima Cija je destilacija trajala 120 min (prosje¢na vrijednost 5,40+0,05 %), a najnizi prinosi
dobiveni su destilacijom u trajanju od 40 min (prosje¢na vrijednost 4,61+0,05 %). Zakljucak
ovih rezultata jest da se visi prinos ulja postize destilacijom sjemenki manje veli¢ine Cestica i

duljim vremenom destilacije. Utvrdeno je da mljevenje biljnog materijala rezultira
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ucinkovitijom ekstrakcijom ulja kao i1 viSim prinosom zbog povecane kontaktne povrSine
izmedu biljnog materijala i vode (Ili¢ i sur., 2020). Kako je eteri¢no ulje lokalizirano u uljnim
kanalima od kojih se njih 4 nalazi na dorzalnoj, a 2 na ventralnoj strani merikarpa (Khan i
Musharaf, 2014), mljevenjem sjemenki dolazi do razbijanja stani¢nih stijenki ¢ime ulje postaje
dostupnije i vodena para efikasnije prodire do njega (Guenther i Althausen, 1948). Smallfield
I sur. (2001) istrazivali su utjecaj mljevenja i vremena destilacije na prinos eteri¢énog ulja
sjemenki korijandera. Njihovi su rezultati potvrdili da viSim stupnjem mljevenja dolazi do
razbijanja veceg broja uljnih kanala ¢ime se postize visi prinos ulja. Takoder, Bernath i sur.
(1999) navode da veliki utjecaj na prinos ulja imaju i strukturne promjene koje se dogadaju
tijekom razvoja merikarpa sjemenke komoraca. Sadrzaj ulja poprili¢no je visok u ranim fazama
razvoja ploda §to potvrduje prinos od 11,59 % kojeg su dobili u svojem istrazivanju. Medutim,
sazrijevanjem i intenzivnim rastom volumena ploda dolazi do stiskanja stani¢ne stijenke kao i
do nakupljanja asimilata ¢ime se povec¢ava volumen endosperma, a Smanjuje se povrsina uljnih
kanala. Zbog toga se prinos ulja daljnjim dozrijevanjem sjemenki smanjuje pa je tako on iznosio
7,58 % za fazu vostanih plodova i 6,61 % za zrele plodove (Bernath i sur., 1999). Prinos
etericnog ulja dodatno moze ovisiti i 0 vremenu destilacije. S obzirom da su takva ulja lako
hlapljiva, veca je vjerojatnost njihovog isparavanja duljim vremenom ekstrakcije (Akhihiero i

sur., 2013).

4.3. KEMIJSKI SASTAV ETERICNOG ULJA
4.3.1. Zastupljenost hlapljivih spojeva po kemijskim skupinama

Kemijski sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca analiziran je primjenom GC-MS analize.
Identificirano je ukupno 18 hlapljivih spojeva (a-pinen, kamfen, sabinen, B-pinen, mircen, a-
felandren, a-terpinen, p-cimen, D-limonen, y-terpinen, cis-sabinen hidrat, eukaliptol, L-fenhon,
kamfor, karvon, estragol, trans-anetol i p-anisaldehid) koji su svrstani u 4 skupine kemijskih
spojeva: monoterpene, oksidirane monoterpene, fenilpropanoide i aromatske aldehide.
Zastupljenost hlapljivih spojeva po kemijskim skupinama kao i rezultati statisticke analize
utjecaja veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena destilacije na zastupljenost hlapljivih

spojeva po kemijskim skupinama prikazani su u tablicama 6 i 7.
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Tablica 6. Zastupljenost hlapljivih spojeva po kemijskim skupinama u eteri¢cnom ulju sjemenki komoraca izoliranom postupkom vodene destilacije

Uzorak \gzlsitéiicl;a d\e/srtiijlzr;?e Monooterpeni Oksidirani monoterpeni Fenilpropanoidi Aromatski aldehidi
(mm) (min) (%) (%) (%) (%)

A40 <0,45 40 3,98+0,06 16,02+0,06 79,58+0,13 0,41+0,02
A80 <0,45 80 4,00+0,04 15,9740,04 79,57+0,04 0,45+0,00
A120 <0,45 120 4,01+0,03 16,18+0,03 79,33+0,05 0,48+0,00
B40 0,45-1 40 2,69+0,01 16,68+0,04 80,22+0,04 0,41+0,00
B8O 0,45-1 80 2,83+0,04 15,36+0,02 81,35+0,06 0,45+0,00
B120 0,45-1 120 2,91+0,03 14,88+0,05 81,76+0,06 0,45+0,01
C40 1-1,6 40 2,81+0,03 16,74+0,02 80,07+0,07 0,38+0,02
C80 1-1,6 80 2,91+0,04 15,91+0,04 80,77+0,06 0,41+0,02
C120 1-1,6 120 2,75+0,04 14,76+0,01 82,08+0,05 0,41+0,01
D40 >1,6 40 2,82+0,04 15,7740,03 81,06+0,07 0,35+0,01
D80 >1,6 80 2,84+0,02 15,87+0,02 80,88+0,06 0,40+0,01
D120 >1,6 120 2,90+0,05 15,58+0,02 81,13+0,05 0,40+0,01
Prosjecna vrijednost 3,12+0,52 15,81+0,59 80,65+0,87 0,42+0,04

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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kemijskim skupinama u eteri¢nom ulju sjemenki komoraca izoliranom postupkom vodene destilacije

lzvor Monoterpeni Oksidirani monoterpeni Fenilpropanoidi Aromatski aldehidi
varijacije (%) (%) (%) (%)
Veli¢ina * * * *
Ny p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
<0,45 4,00+0,02a 16,06+0,15a 79,49+0,15b 0,45+0,00a
0,45-1 2,81+0,02b 15,64+0,15a 81,11+0,15a 0,44+0,00a
1-1,6 2,82+0,02b 15,80+0,15a 80,97+0,15a 0,40+0,00b
>1,6 2,85+0,02b 15,74+0,15a 81,02+0,15a 0,38+0,00c
Vrijeme * - * *
destilacije (min) p<0,001 p<0,001 p<0,001 p<0,001
40 3,07+0,02b 16,30+0,13a 80,23+0,13b 0,39+0,00b
80 3,15+0,02a 15,78+0,13b 80,64+0,13ab 0,43+0,00a
120 3,14+0,02a 15,35+0,13b 81,07+0,13a 0,43+0,00a

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna pogreska.

*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

Tablica 7. Rezultati statisticke analize utjecaja veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena destilacije na zastupljenost hlapljivih spojeva po
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Daleko najvisi udio u analiziranim uzorcima eteri¢énog ulja ¢inili su fenilpropanoidi, s
prosjecnom vrijednosti od 80,65+0,87 %. Slijede ih oksidirani monoterpeni (15,81+0,59 %) i
monoterpeni (3,12+0,52 %), dok su aromatski aldehidi prisutni u najnizem udjelu (0,42+0,04
%) (tablica 6).

Udio najzastupljenije skupine, fenilpropanoida, kretao se u rasponu od 79,33+0,05 do
82,08+0,05 %. Najvisi i najnizi udio dobiveni su destilacijom u trajanju od 120 min. Medutim,
najvisi je udio dobiven u uzorku veli¢ine Cestica 1-1,6 mm (C120), dok je najnizi udio
zabiljezen u uzorku ¢ija je veli¢ina Cestica bila <0,45 mm (A120). Takoder, u uzorcima veli¢ine
Cestica 0,45-1 mm (frakcija B) i 1-1,6 mm (frakcija C) zabiljeZen je trend porasta udjela
fenilpropanoida s duljim vremenom destilacije. Najvisi i najnizi udio oksidiranih monoterpena
dobiveni su u uzorcima veli¢ine Cestica 1-1,6 mm, s time da je najvisi udio (16,74+0,02 %)
dobiven destilacijom od 40 min, a najnizi (14,76+0,01 %) destilacijom od 120 min. Kod ove je
skupine takoder zabiljezen trend porasta udjela u frakcijama B i C. Medutim, u ovome sluéaju
udio raste primjenom kra¢eg vremena destilacije. U skupinama monoterpena i aromatskih
aldehida, najvisi udjeli (4,01+£0,03 % za monoterpene i 0,48+0,00 za aromatske aldehide)
zabiljeZeni su u uzorcima najmanje veli¢ine Cestica (<0,45 mm) i najduljeg vremena destilacije
(120 min). Najnizi udio monoterpena (2,69+0,01 %) bio je u uzorku ¢ije je vrijeme destilacije
bilo 40 min, a veli¢ina Cestica 0,45-1 mm (B40), dok je najnizi udio aromatskih aldehida
(0,35+0,01 %) bio u uzorku D40 koji je imao najveéu veli¢inu ¢estica (>1,6 mm) te najkrace
vrijeme destilacije (40 min). Trend porasta koncentracije primjenom duljeg vremena destilacije
zabiljeZen je unutar svake od frakcija za aromatske aldehide, dok je kod monoterpena taj trend
zabiljezen u frakciji A (veli€ina Cestica <0,45 mm) 1 frakciji D (veli€ina Cestica >1,6 mm).
Mimica-Dukic¢ i sur. (2003) pri razli¢itim su uvjetima omjera biljnog materijala i vode te
vremena destilacije u etericnom ulju sjemenki komoraca identificirali 76,05-79,47 %
fenilpropanoida, 11,94-16,8 % oksidiranih monoterpena te 6,19-8,4 % monoterpena. Dulje
vrijeme destilacije (12 h) rezultiralo je pove¢anjem udjela fenilpropanoida i monoterpena dok
se udio oksidiranih monoterpena smanjio. Osim toga, doslo je i do promjena kemijskog sastava,
gubitaka odredenih spojeva iz skupina monoterpena i oksidiranih monoterpena, ali i do pojave
dugolancanih ugljikovodika. U usporedbi s rezultatima ovog rada i prosje¢nim vrijednostima
skupina spojeva, Mimica-Duki¢ i sur. (2003) dobili su visi udio monoterpena te nesto nizi udio
fenilpropanoida. Kemijski se sastav moze razlikovati radi primjene razli¢itog omjera biljnog
materijala i vode, duljeg vremena destilacije te razli¢ite veli¢ine Cestica samljevenog uzorka.
Marotti i Piccaglia (1992) u svom su istrazivanju ispitali utjecaj veliine Cestica 1 uvjeta

destilacije na kemijski sastav etericnog ulja sjemenki komoraca. Udio oksidiranih spojeva
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povecavao se §to je veli¢ina Cestica bila veca te je on iznosio 91,96 % za sjemenke samljevene
u prah, 95,07 % za zgnjecene sjemenke i 97,89 % za cijele sjemenke. Nasuprot tome, udio
ugljikovodikovih spojeva povecavao se §to je veli¢ina Cestica bila manja (1,82 % kod cijelih
sjemenki, 4,8 % kod zgnjecenih sjemenki te 7,55 % kod samljevenih sjemenki). Jednaki su
rezultati dobiveni i u ovome radu gdje je udio oksidiranih spojeva (fenilpropanoida i oksidiranih
monoterpena) Visi $to je veca veli¢ina Cestica, dok je udio monoterpena najvisi pri najmanjoj
veli¢ini Cestica (tablica 7).

Ispitivanjem utjecaja vremena destilacije (30 min, 1 h, 2 h i 3 h) na kemijski sastav sjemenki
komoraca, Miguel i sur. (2010) dobili su najvisi udio fenilpropanoida (79,8-88,6 %), a slijede
ih monoterpeni (7,8-15,9 %) te oksidirani monoterpeni (3,6-4,3 %). Vrijeme destilacije u
trajanju od 30 min rezultiralo je najvisim udjelom fenilpropanoida u eteri¢nom ulju, dok se
najnizi udio dobio destilacijom od 2 h. Suprotno tome, udio monoterpena bio je najvisi prilikom
destilacije od 2 h, a najnizi je udio zabiljeZen destilacijom u trajanju od 30 min. Takoder, udio
oksidiranih monoterpena povecéavao se duljim vremenom destilacije. U ovome su radu dobiveni
drugaciji rezultati jer se udio fenilpropanoida povecavao, dok se udio oksidiranih monoterpena
smanjivao duljim vremenom destilacije (tablica 7). Isto tako, u ovome je radu destilacijom od
120 min dobiveno 81,07+0,13 % fenilpropanoida, 15,35+0,13 % oksidiranih monoterpena te
3,14+0,02 % monoterpena (tablica 7). Pri jednakom vremenu destilacije, Miguel i sur. (2010)
dobili su podjednak rezultat za fenilpropanoide (79,8 % fenilpropanoida), dok je udio
monoterpena i oksidiranih monoterpena bio 15,9 i 4,2 %. Razlike u zastupljenosti pojedinih
kemijskih skupina mogu se objasniti razli¢itim varijetetima i porijeklom sjemenki kao i
destilacijom cijelih odnosno samljevenih sjemenki.

Prema Kalleli i sur. (2019), najzastupljenija skupina spojeva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca
dobivena vodenom destilacijom od 4 h bili su fenilpropanoidi (80,64-89,06 %). Slijede ih
oksidirani monoterpeni (3,21-12,62 %) i monoterpeni (5,50-7,76 %). Takoder, kemijski sastav
ovih ulja razlikuje se s obzirom na sortu sjemenki pa je tako udio monoterpena (6,8 %) visi od
udjela oksidiranih monoterpena (3,21 %) u sjemenkama sorte Marseille, dok je kod sorte
Villeneuve i tuniskih sorti bio obrnuti slucaj gdje je udio oksidiranih monoterpena bio visi od
udjela monoterpena. Isto tako, u sorti Marseille zabiljezen je i najvisi udio fenilpropanoida te
najnizi udio oksidiranih monoterpena. Jedan od razloga zbog kojeg se kemijski sastav ovih
eteri¢nih ulja razlikuje jest taj da tuniSke sorte sjemenki pripadaju vrsti Foeniculum vulgare
var. dulce (slatki komorac), a francuske sorte Foeniculum vulgare var. vulgare (gorki komorac).
lako nisu iste vrste, najslicniji rezultati u usporedbi s ovim radom dobiveni su u uzorku

porijeklom iz Korbe (slatki komorac¢) gdje je udio fenilpropanoida bio 80,64 %, oksidiranih
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monoterpena 12,62 % te monoterpena 6,49 %. Razlike u kemijskom sastavu vrsta Foeniculum
vulgare var. vulgare koje su Kkoristili Kalleli i sur. (2019) te one koristene u ovome radu mogu
biti radi razlic¢itog geografskog porijekla i uvjeta kultivacije sorti te primjene razli¢itog vremena
destilacije.

Abdellaoui i sur. (2020) analizirali su eteri¢éno ulje sjemenki kultiviranog i samoniklog
komoraca dobiveno destilacijom vodenom parom u trajanju od 3 h. Kultivirani je komora¢ imao
82,54 % fenilpropanoida, 8,66 % oksidiranih monoterpena te 6,22 % monoterpena, dok je u
samoniklom komoracu zabiljezeno 87,92 % fenilpropanoida, 5,65 % oksidiranih monoterpena
i 4,85 % monoterpena. Dakle, divlji je komora¢ imao visi udio fenilpropanoida u odnosu na
kultivirani komora¢ koji je s druge strane imao viSi udio monoterpena i oksidiranih
monoterpena. U odnosu na rezultate ovog rada, udio fenilpropanoida izoliranih iz kultiviranog
komoraca priblizno je jednak. Medutim, udio monoterpena otprilike je dvostruko nizi, a udio
oksidiranih monoterpena otprilike dvostruko visi u ovome radu u usporedbi s rezultatima koje
su dobili Abdellaoui i sur. (2020). Moguce razlike kemijskog sastava mogu biti zbog razli¢itog
geografskog porijekla sjemenki, primjene razli¢itih metoda destilacije kao i vremenskog
trajanja destilacije.

Ili¢ i sur. (2020) u eteri¢nom su ulju sjemenki, koje su nabavili u Novom Sadu, dobili znatno
nizi udio fenilpropanoida (67,57 % iz ulja samljevenih i 72,74 % iz ulja nesamljevenih
sjemenki). Udio oksidiranih monoterpena u njihovom je istrazivanju iznosio 23,1-23,64%, a
udjeli monoterpena i aromatskih aldehida 2,68-6,82 % te 0,14-0,36 %. Prema tome, detektirali
su visi udio monoterpena i oksidiranih monoterpena te niZzi udio aromatskih aldehida u
usporedbi s rezultatima ovoga rada. Nadalje, mljevenje sjemenki imalo je signifikantan utjecaj
na izolaciju monoterpena. Visi udio oksidiranih monoterpena takoder je zabiljeZzen u ulju
ekstrahiranom iz samljevenih sjemenki, dok je udio aromatskih aldehida kao i fenilpropanoida
bio visi u ulju ekstrahiranom iz cijelih sjemenki. Razlike u udjelima u usporedbi s rezultatima
u ovom radu moguce su zbog razlicitih varijeteta komoraca, lokacije uzgoja i kultivacije biljke
kao 1 razlicitog stupnja mljevenja sjemenki, veli¢ine Cestica 1 primjene duljeg vremena
destilacije.

Velicina Cestica i1 vrijeme destilacije imali su signifikantan utjecaj (p<0,001) na izolaciju
pojedinih skupina spojeva (tablica 7). Najmanja veli¢ina Cestica rezultirala je izolacijom
najviSeg udjela oksidiranih monoterpena (4,00+£0,02 %), monoterpena (16,06+0,15 %) i
aromatskih aldehida (0,45+0,00 %). lako su se najvisi udjeli oksidiranih monoterpena dobili u
uzorcima velicine Cestica <0,45 mm, udjeli oksidiranih monoterpena u ostalim frakcijama nisu

se znacajno razlikovali. Za ekstrakciju najviseg udjela fenilpropanoida, najveci je utjecaj imala
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veli¢ina Cestica 0,45-1 mm (81,11+0,15 %), dok je najnizi udio od 79,49+0,15 % dobiven
upravo kod Cestica najmanje veli¢ine (<0,45 mm). Medutim, izmedu frakcija B, C i D nisu
zabiljezene znacajne razlike u udjelima fenilpropanoida. Takoder, kod fenilpropanoida
zabiljezen je trend povecanja udjela duljim vremenom destilacije pa je tako destilacijom od 120
min dobiven najvisi udio fenilpropanoida (81,07+0,13 %). Trend porasta koncentracije
zabiljezen je i kod skupine oksidiranih monoterpena, ali taj trend raste sa smanjenjem vremena
destilacije. Stoga je najvisi udio te skupine spojeva (16,30+0,13 %) dobiven destilacijom od 40
min. Jednako najvisi udjeli od 0,43+0,00 % dobiveni su u skupini aromatskih aldehida
destilacijom od 80 i 120 min, dok su pri istim uvjetima vremena destilacije dobiveni i
podjednaki udjeli monoterpena (3,15+0,02 % za 80 min te 3,14+0,02 % za 120 min).
Zaklju¢no, manja veli¢ina Cestica bila je efikasnija za izolaciju monoterpena (<0,45 mm) i
aromatskih aldehida (<0,45 i 0,45-1 mm), dok se visi udio fenilpropanoida dobio u frakciji s
ve¢om veli¢inom Cestica (>0,45 mm). lako je najvisi udio oksidiranih monoterpena dobiven u
uzorcima veli¢ine Cestica <0,45 mm, udjeli u ostalim frakcijama bili su priblizno jednaki i nisu
se statisti¢ki znacajno razlikovali od dobivenog najveceg udjela. Najkrace vrijeme destilacije
(40 min) rezultiralo je izolacijom najviseg udjela oksidiranih monoterpena, dok je najdulje
vrijeme destilacije (120 min) bilo najefikasnije za izolaciju viseg udjela fenilpropanoida. Na
ekstrakciju monoterpena i aromatskih aldehida, vrijeme destilacije od 80 i 120 min imalo je
priblizno jednak utjecaj. Prema Roohinejad i sur. (2017), duljim vremenom destilacije dolazi
do povecanja udjela fenilpropanoida te do nizeg stupnja razgradnje nekih monoterpena i
oksidiranih monoterpena. Takoder, uljne komponente se najprije moraju otopiti u vodi da bi
mogle u¢i u parnu fazu i na taj nacin biti destilirane. Zbog toga izolacija pojedinih komponenti
nece ovisiti samo o temperaturi vrelista, ve¢ i o njihovoj topljivosti u vodi (Smallfield i sur.,
2001).

4.3.2. Hlapljivi spojevi sjemenki komoraca

Rezultati GC-MS analize sastava etericnog ulja sjemenki komoraca te koncentracije 18
identificiranih spojeva prikazane su u tablici 8. Statisticka analiza utjecaja veliCine Cestica
sjemenki komoraca i vremena destilacije na koncentraciju pojedinih hlapljivih spojeva

prikazana je u tablici 9.
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Tablica 8. Rezultati GC-MS analize sastava eteri¢nog ulja sjemenki komoraca izoliranog postupkom vodene destilacije

Veli¢ina | Vrijeme Monoterpeni (mg mL")
Uzorak | destica | destilacije cis-
(mm) (min) a-pinen  Kamfen  Sabinen  p-pinen Mircen felar‘:élren tergi-nen p-cimen  D-limonen tergi_nen Sﬁi?ji?:tn

A40 <0,45 40 6,00£0,05 1,93+0,10 0,83t0,00 0,87£0,03 | 12,99+0,04 3,06+0,02 0,27£0,06 @ 1,21+0,00 10,75+0,03 5,46+0,04 0,93+0,03
A80 <0,45 80 6,31+0,11 1,93+0,13 0,82+0,04 0,85+0,01 @ 12,20+0,25 3,03x0,01 0,26+£0,05 @ 1,20+0,01 10,74+0,06 5,49+0,08 0,86+0,01
A120 <0,45 120 5,84+0,04 1,80+0,04 0,80+0,01 0,82+0,01 @ 11,50+0,14 2,94+0,03 0,23+0,05 @ 1,19+0,01 10,21+0,14 5,21+0,03 0,85+0,01
B40 0,45-1 40 3,46+0,11 = 1,30+0,06 0,63+0,02 0,71+0,01 8,14+0,09 2,51+0,01 0,13+0,03 1,21+0,00 7,69+0,06 @ 4,28+0,03 1,00+0,02
B80 0,45-1 80 4,04+0,09 @ 1,36+0,03 0,64%+0,02 0,71+0,01 8,22+0,10 2,56+0,01 0,11+0,00 1,23+0,01 7,74+0,07 @ 4,32+0,06 0,91+0,03
B120 0,45-1 120 5,10+0,16 @ 1,51+0,08 0,67+0,02 0,76+0,01 9,03%0,10 2,69+0,02 0,19+0,09 1,29+0,00 8,45+0,16 @ 4,77+0,03 | 0,93+0,03
C40 1-1,6 40 5,75+0,20  1,65+0,07 0,67+0,01 0,73+0,01 7,88+0,09 2,48+0,01 0,15+0,06 @ 1,16%£0,01 7,26+0,05 @ 3,92+0,03 @ 0,92+0,05
C80 1-1,6 80 5,37+0,01  1,62+0,02 0,64+0,02 0,69+0,01 7,20%0,10 2,39+0,01 0,15+0,03 1,12+0,01 6,28+0,10 @ 3,55+0,01 @ 0,78+0,03
C120 1-1,6 120 6,08+0,16 @ 1,73+0,04 0,67+0,01 0,72+0,02 7,44%0,04 2,43+0,02 0,11+0,00 1,16%0,01 6,55+0,10 @3,69%+0,07 0,82+0,01
D40 >1,6 40 7,77£0,23 = 1,95+0,04 0,70£0,01 @ 0,76%0,01 8,16+0,12 2,49+0,02 = 0,11+0,00 1,12+0,01 6,96+0,04 @ 3,70+0,04 0,89+0,02
D80 >1,6 80 6,80+0,16 = 1,79+0,08 0,67+£0,02 0,72+0,01 7,24+0,09 2,35+0,01 @ 0,15+0,03 1,08+0,00 6,12+0,15 3,26+0,05 0,79+0,02
D120 >1,6 120 7,28+0,16 = 1,96+0,12 0,68+0,03 @ 0,75+0,00 7,76+0,07 2,46+0,02 = 0,13+0,03 1,12+0,01 6,60+0,07 @ 3,54+0,04 0,81+0,03

Prosjecna vrijednost 582+1,20 1,71+£0,23 0,70+£0,07 0,76+£0,06  8,98+1,99 2,62+0,25 0,17£0,07 1,17+£0,06 7,95t1,67  4,27+0,77 0,87%0,07

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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Tablica 8. Rezultati GC-MS analize sastava eteri¢nog ulja sjemenki komoraca izoliranog postupkom vodene destilacije (nastavak)

e . Oksidirani monoterpeni Fenilpropanoidi Aroma_ts!d
\iellc.lna Vri jeme (mg mL) (mg mL") aldehld_l1
Uzorak Cestica destilacije (mg mL™)
(i) (i) Eukaliptol L-fenhon Kamfor Karvon Estragol Trans-anetol p-anisaldehid
A40 <0,45 40 0,96+0,05 172,01+2,64 4,35+0,01 1,10+0,03 30,13+0,51 856,02+17,37 4,59+0,22
A80 <0,45 80 0,85+0,04 168,23+0,63 4,18+0,04 1,11+0,03 29,09+0,19 839,55+2,38 4,94+0,05
A120 <0,45 120 0,82+0,04 161,16+1,68 3,91+0,08 1,07+0,01 27,05+0,48 791,33+8,76 4,92+0,04
B40 0,45-1 40 0,7610,01 186,01+1,97 4,64+0,06 1,10+0,05 32,49+0,34 893,58+6,77 4,73+0,04
B80 0,45-1 80 0,73+0,02 166,65+2,14 4,14+0,09 1,10+0,03 31,00+0,33 883,36+12,90 5,10+0,03
B120 0,45-1 120 0,77+0,02 174,75+3,37 4,42+0,05 1,10+0,05 33,55+0,46 960,99+17,92 5,49+0,03
C40 1-1,6 40 0,70+0,08 187,63+3,39 4,80+0,08 1,09+0,04 33,31+0,45 895,44+17,19 4,40+0,17
C80 1-1,6 80 0,63+0,05 157,00+2,85 4,03+0,06 1,15+0,03 28,72+0,44 798,02+£13,42 4,25+0,25
C120 1-1,6 120 0,62+0,07 162,65+3,83 4,13+0,07 1,11+0,02 32,46+0,57 904,61+21,37 4,70+0,01
D40 >1,6 40 0,73+0,03 187,08+4,33 4,81+0,06 1,1240,01 34,21+0,55 961,84+23,66 4,32+0,04
D80 >1,6 80 0,71+0,04 167,13+3,57 4,15+0,13 1,09+0,02 29,50+0,81 852,48+19,60 4,41+0,02
D120 >1,6 120 0,73+0,04 171,87+4,66 4,30+0,12 1,14+0,02 31,82+0,81 895,29+23,46 4,53+0,00
Prosjec¢na vrijednost 0,75+0,10 171,85+10,35 4,32+0,29 1,11+0,03 31,11+2,20 877,71+54,18 4,70+0,37

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna devijacija.
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Tablica 9. Rezultati statistiCke analize utjecaja veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena destilacije na koncentracije hlapljivih spojeva

eteri¢nog ulja sjemenki komoraca izoliranog postupkom vodene destilacije

Izvor
varijacije

Veli¢ina
cestica (mm)

<0,45
0,45-1
1-1,6

>1,6
Vrijeme
destilacije
(min)

40
80

120

Monoterpeni
(mg mL™)

a-pinen Kamfen Sabinen B-pinen Mircen o-felandren  a-terpinen p-cimen D-limonen y-terpinen ms;]sigkr);r:en

p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*
6,05+0,15b 1,89+0,03a 0,82+0,01a 0,85+0,01a 12,23+0,14a = 3,01+0,02a = 0,25+0,02a 1,2040,01b 10,5640,11a 5,39+0,06a 0,88+0,01b
4,20+0,15¢ 1,39+0,03c 0,65c+0,01c 0,73+0,01bc 8,46+0,14b 2,59+0,02b = 0,15+0,02b 1,24+0,01a 7,96+0,11b 4,46+0,06b 0,94+0,01a
5,73+0,15b 1,67+0,03b 0,66+0,01bc 0,71+0,01c 7,51+0,14c 2,43+0,02c = 0,14+0,02b 1,15+0,01c 6,70+0,11c 3,72+0,06¢c 0,84+0,01c
7,2940,15a 1,90+0,03a 0,68+0,01b 0,74+0,01b 7,72+0,14c 2,43+£0,02c = 0,13+0,02b 1,11+0,01d 6,56+0,11c 3,50+0,06¢ 0,83+0,01c

p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001*
5,75+0,13ab 1,71+0,03a 0,71+0,01a 0,77+0,01a 9,2940,12a 2,64+0,02a = 0,17+0,0l1a 1,18+0,01ab 8,16+0,10a 4,3440,05a 0,94+0,01a
5,63+0,13b 1,68+0,03a 0,69+0,01a 0,74+0,01b 8,72+0,12b 2,58+0,02a = 0,17+0,01a 1,16+0,01b 7,72+0,10b 4,15+0,05b 0,83+0,01b
6,08+0,13a 1,75+0,03a 0,71+0,01a 0,76+0,0lab = 8,93+0,12ab = 2,63+0,02a = 0,17+0,0la 1,19+0,01a 7,95+0,10ab 4,3040,05ah 0,85+0,01b

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.
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Tablica 9. Rezultati statistiCke analize utjecaja veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena destilacije na koncentracije hlapljivih spojeva

eteri¢nog ulja sjemenki komoraca izoliranog postupkom vodene destilacije (nastavak)

o ) ) o Aromatski
Oksidirani monoterpeni Fenilpropanoidi o
lzvor aldehidi
— (mg mL) (mg mL+)
varijacije (mg mL™Y)
Eukaliptol L-fenhon Kamfor Karvon Estragol Trans-anetol p-anisaldehid
Veli¢ina
p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,504 p<0,001* p<0,001* p<0,001*
¢estica (mm)
<0,45 0,88+0,02a 167,14+1,79b 4,14+0,05b 1,09+0,01a 28,76+0,42b  828,97+12,31b 4,82+0,06b
0,45-1 0,75+0,02b 175,80+1,79a 4,40+0,05a 1,10£0,01a 32,35+0,42a  912,65+12,31a 5,11+0,06a
1-1,6 0,65+0,02c  169,09+1,79ab  4,32+0,05ab 1,12+0,01a 31,50+0,42a 866,02+12,31ab 4,45+0,06¢
>1,6 0,72+0,02b 175,36+1,79%a 4,42+0,05a 1,1240,01a 31,84+0,42a  903,20+12,31a 4,42+0,06¢
Vrijeme
destilacije p<0,001* p<0,001* p<0,001* p=0,504 p<0,001* p<0,001* p<0,001*
(min)
40 0,79+0,01a 183,18+1,55a 4,65+0,04a 1,1040,01a 32,53+0,36a  901,72+10,66a 4,51+0,05b
80 0,73+0,01b 164,76+1,55b 4,12+0,04b 1,11+0,01a 29,58+0,36c = 843,35+10,66b 4,68+0,05b
120 0,73+0,01b 167,61+1,55b 4,19+0,04b 1,11+0,01a 31,22+0,36b  888,05+10,66a 4,91+0,05a

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednosttstandardna pogreska.
*Statisticki znacajna varijacija kod p<0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone oznacene razlicitim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p<0,05.

40



U najveéem su broju identificirani spojevi iz skupine monoterpena: a-pinen, kamfen, sabinen,
B-pinen, mircen, a-felandren, a-terpinen, p-cimen, D-limonen, y-terpinen i cis-sabinen hidrat.
Iz skupine oksidiranih monoterpena identificirani su eukaliptol, L-fenhon, kamfor i karvon, dok
su iz skupine fenilpropanoida identificirani estragol i trans-anetol. 1z najmanje zastupljene
skupine aromatskih aldehida identificiran je p-anisaldehid (tablica 8).

Najzastupljeniji spojevi bili su trans-anetol ¢ija je prosjecna vrijednost iznosila 877,71+54,18
mg mL? te L-fenhon s prosje¢nom vrijednosti 171,85+10,35 mg mL™. Slijede ih estragol
(prosje¢no 31,11+2,20 mg mL™), mircen (prosje¢no 8,98+1,99 mg mL™), D-limonen
(prosje¢no 7,95+1,67 mg mL?), a-pinen (prosjeéno 5,82+1,20 mg mL™?), p-anisaldehid
(prosje¢no 4,70+0,37 mg mL™?), kamfor (prosjeéno 4,32+0,29 mg mL™?) i y-terpinen (prosje¢no
4,27+0,77 mg mL™). Ostali su spojevi identificirani u koncentracijama nizim od 3 mg mL™.
Trans-anetol je, kao najzastupljeniji spoj, identificiran u rasponu od 791,33+8,76 do
961,84+23,66 mg mL™. Najvisa koncentracija ovog spoja dobivena je U uzorku D40 najvede
veli¢ine Cestica (>1,6 mm) i primjenom najkraceg vremena destilacije (40 min). Suprotno tome,
najniza koncentracija dobivena je u uzorku A120 najmanje veli¢ine Cestica (<0,45 mm) |
primjenom najduljeg vremena destilacije (120 min). Medutim, najvisi udio trans-anetola
dobiven je uuzorku B120 (79,29 %) ¢ija je velic¢ina Cestica bila 0,45-1 mm, a vrijeme destilacije
120 min, dok je u uzorku D40 dobiveno 78,28 % trans-anetola. U usporedbi s tim, u uzorcima
jednakog vremena destilacije, ali manje veliCine Cestica dobiveno je 1,08 % (C40), 0,87 %
(B40) i 1,4 % (A40) manje trans-anetola. Dakle, manja veli¢ina Cestica nije imala utjecaja na
izolaciju viSeg udjela trans-anetola. S druge strane, uzorak s najnizom koncentracijom ujedno
je i uzorak s najnizim udjelom trans-anetola (76,71 %). Nadalje, trend povecanja udjela ovoga
spoja duljim vremenom destilacije postoji samo u frakcijama B (veli¢ina Cestica 0,45-1 mm) i
C (velic¢ina Cestica 1-1,6 mm).

Udio L-fenhona kretao se u rasponu od 157,00+2,85 do 187,63+3,39 mg mL™. Najvisa se
koncentracija dobila vodenom destilacijom u trajanju od 40 min, a najniza destilacijom u
trajanju od 80 min. Obje su koncentracije dobivene u uzorcima veli¢ine ¢estica 1-1,6 mm
(frakcija C). Uzorak s najvisom koncentracijom ovog spoja (C40) ujedno je i uzorak s najvisim
udjelom L-fenhona (16,18 %). Medutim, njegova najniza koncentracija dobivena je u uzorku
C80, dok je najnizi udio zabiljezen u uzorku C120. U frakcijama B i D, ¢ija je veli¢ina Cestica
bila 0,45-1 mm te >1,6 mm, najvisa koncentracija L-fenhona dobivena je destilacijom od 40
min (186,01+1,97 mg mL* u uzorku B40 i 187,08+4,33 mg mL"* u uzorku D40), dok je najniza
koncentracija dobivena dvostruko duljom destilacijom (166,65+2,14 mg mL™ u uzorku B80 i
167,13+3,57 mg mL™ u uzorku D80). Unatoc tome, visi udio L-fenhona dobiven je destilacijom
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u trajanju od 80 min (15,33 %) u uzorku D80, za razliku od uzorka D40 gdje je dobiveno 0,1
% manje ovoga spoja. U svim su uzorcima, osim u onima veli¢ine ¢estice <0,45 mm, dobivene
najnize koncentracije L-fenhona pri destilaciji od 80 min dok se njegova koncentracija u frakciji
A smanjuje duljim vremenom destilacije. Suprotno tome, najvisi je udio L-fenhona u frakciji A
dobiven najduljim vremenom destilacije.

Jednako trans-anetolu, pri najkratem vremenu destilacije (40 min) uzoraka s najvecom
veli¢inom cestica (>1,6 mm) u najvisim su koncentracijama identificirani i spojevi estragol
(34,21+0,55 mg mL™Y) te kamfor (4,81+0,06 mg mL™). NajniZe koncentracije istih spojeva
(27,05+0,48 mg mL™ za estragol i 3,91+0,08 mg mL* za kamfor) dobivene su najduljim
vremenom destilacije (120 min) uzoraka najmanje veli¢ine Cestica (<0,45 mm). Medutim,
najvisi udjeli ovih spojeva zabiljezeni su u uzorku C40 (2,87 % za estragol i 0,41 % za kamfor).
S druge strane, najmanji udio estragola (2,62 %) bio je u uzorku A120 u kojem je ujedno
identificirana i njegova najniZa koncentracija, dok je najmanji udio kamfora (0,36 %) zabiljeZen
u uzorcima B120 i C120.

U uzorku A40 veli¢ine Cestica <0,45 mm i vremena destilacije 40 min, zabiljezena je najvisa
koncentracija mircena (12,99+0,04 mg mL™t), D-limonena (10,75+0,03 mg mL™), a-felandrena
(3,06+0,02 mg mL™), B-pinena (0,87+0,03 mg mL™?), sabinena (0,83+0,00 mg mL?), a-
terpinena (0,27+0,06 mg mL™) i eukaliptola (0,96+0,05 mg mL™). 1z uzorka C80 (veli¢ina
Cestica 1-1,6 mm i vrijeme destilacije 80 min) izolirane su najnize koncentracije mircena, p-
anisaldehida, cis-sabinen hidrata i f-pinena.

Postoji nekoliko kemotipova etericnog ulja koji oznacavaju kemijsku karakterizaciju populacije
jedne vrste koja se nalazi na odredenom geografskom podrucju, a razlikuju se prema dominaciji
glavnih spojeva (Kriiger i Hammer, 1999). Iz tog razloga postoji nekoliko kemotipova
eteri¢nog ulja: anetol, estragol, anetol/estragol i anetol/fenhon (Mota i sur., 2015; Cavaleiro i
sur., 1993). Eteri¢no ulje komoraca dobiveno u ovome istrazivanju moze se klasificirati kao
anetol kemotip.

Marotti i Piccaglia (1992) ispitali su utjecaj veli¢ine ¢estica na izolaciju pojedinih hlapljivih
spojeva sjemenki komoraca. Za istraZivanje su koristili cijele i zgnjecene sjemenke te sjemenke
samljevene u prah. Najzastupljeniji spoj u svim uzorcima etericnog ulja bio je trans-anetol
(81,78-89,52 %). Njegov je udio bio najvisi u cijelim sjemenkama, a najmanji u sjemenkama
samljevenima u prah. Od ostalih su spojeva u ve¢em udjelu identificirali fenhon (5,49-10,21%),
estragol (1,72-2,66 %) i limonen (1,33-6,65 %). Udio fenhona i limonena bio je najvisi kod
samljevenih sjemenki, dok je udio estragola, ovisno o omjeru biljnog materijala i vode, bio

najvisi u cijelim i zgnje¢enim sjemenkama. Udio spojeva u ovome radu dobivenim destilacijom
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od 120 min moze se usporediti s udjelom kojeg dobili Marotti i Piccaglia (1992). Tako je u
ovome istrazivanju, U uzorku D120, koji bi veli¢inom cestica odgovarao veli¢ini cijelih
sjemenki, dobiveno manje trans-anetola (78,36 %) i D-limonena (0,58 %), a vise L-fenhona
(15,04 %) i estragola (2,79 %). Uzorak C120 veli¢ine ¢estica 1-1,6 mm moze se usporediti s
rezultatima zgnjecenih sjemenki jer su Marotti 1 Piccaglia (1992) utvrdili da je 61,4 % cestica
bilo veli¢ine >1 mm. Tako je u uzorku C120 identificirano 79,23 % trans-anetola, 14,25 %, L-
fenhona, 2,84 % estragola i 0,57 % D-limonena. I u ovome je slucaju kod Marotti i Piccaglia
(1992) identificirano viSe trans-anetola i limonena te manje fenhona i estragola, a jednaki su
rezultati dobiveni usporedujué¢i uzorak najmanje veli¢ine Cestica (A120) sa sjemenkama
samljevenima u prah. Eteri¢na ulja dobivena iz uzoraka najmanje veliine Cestica sadrzavala su
vise koncentracije limonena u oba istrazivanja. Medutim, u ovome je radu koncentracija trans-
anetola, estragola i limonena bila najvisa u uzorcima veli¢ine ¢estica 0,45-1 mm.

Kosar i sur. (2007) ispitivali su utjecaj mljevenja sjemenki komorac¢a na kemijski sastav
etericnog ulja dobivenog vodenom destilacijom od 3 h te vodenom destilacijom
potpomognutom mikrovalovima u trajanju od 1 h. U najveéem su udjelu identificirali trans-
anetol, estragol, limonen i L-fenhon. Usitnjavanje sjemenki nije imalo signifikantnog utjecaja
na povecanje koncentracije spojeva, osim na limonen ¢iji se udio povecao dvostruko u ulju koje
je izolirano vodenom destilacijom potpomognutom mikrovalovima. Takoder, udio vecine
spojeva izoliranih vodenom destilacijom cijelih sjemenki bio je visi u odnosu na destilaciju
samljevenih sjemenki. Jedina iznimka bio je trans-anetol ¢iji je udio bio visi u ulju dobivenim
destilacijom sjemenki najmanje veli¢ine Cestica. Kosar i sur. (2007) navode kako vru¢a voda
omekSava biljni materijal 1 prodire u sjemenku pa komponente obogacene kisikom difundiraju
na povrSinu materijala 1 hlape zajedno s vodenom parom. Stoga je za izolaciju oksidiranih
spojeva efikasnije krace vrijeme destilacije.

Utjecaj mljevenja sjemenki na prinos, kemijski sastav i antimikrobnu aktivnost eteri¢nog ulja
komoraca istrazivali su i Ili¢ i sur. (2019). U njihovom je radu eteri¢no ulje dobiveno vodenom
destilacijom cijelih i usitnjene sjemenki u trajanju od 180 min. Kvalitativni sastav bio je
identian, dok se Kvantitativni sastav etericnog ulja razlikovao ovisno o tome je li ulje
ekstrahirano iz cijelih ili usitnjenih sjemenki. Identificirali su 14 hlapljivih komponenti, a
najzastupljeniji spoj bio je trans-anetol. Njegov je udio bio visi u ulju ekstrahiranom iz cijelih
sjemenki (69,89 + 0,06 %), u odnosu na usitnjene sjemenke (64,87 + 0,07 %). Udio fenhona
bio je za 0,55 % visi, dok je udio limonena bio dvostruko, a udio a-pinena ¢ak Cetverostruko
vi$i u ulju dobivenom iz usitnjenih sjemenki. Dodatno, eteri¢no ulje usitnjenih sjemenki

pokazalo je znatno vecu antimikrobnu aktivnost. U ovome su radu gotovo jednaki rezultati
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dobiveni su za spojeve fenhon i D-limonen. Udio fenhona bio je za 0,58 % visi, a udio D-
limonena gotovo dvostruko visi u uzorku najmanje veli¢ine Cestica (A120), u usporedbi s
uzorkom najveée veli¢ine Cestica (D120). S druge strane, udio trans-anetola bio je najvisi u
uzorku B120 (veli¢ina ¢estica 0,45-1 mm i vrijeme destilacije 120 min) te je on iznosio 79,29
%. Jednakim vremenom destilacije, u ostalim frakcijama dobiveno je 79,23 % (C120), 78,36 %
(D120) i 76,71 % (A120) trans-anetola. Takoder, manja veli¢ina Cestica nije imala utjecaj na
dobivanje viseg udjela a-pinena pa je tako visi udio dobiven u uzorku D120 (0,61 %) u odnosu
na uzorak najmanje veli¢ine Cestica (0,57 %). Razlike u dobivenim rezultatima mogu se
pripisati razli¢itom porijeklu i stupnju zrelosti sjemenki te razli¢itom vremenu destilacije.
Anwar i sur. (2009) analizirali su kemijski sastav eteri¢nog ulja sjemenki gorkog komoraca
razli¢itog stupnja zrelosti. Prije ekstrakcije eteri¢nog ulja, sjemenke su usitnili u prah, a one su
zatim podvrgnute vodenoj destilaciji u vremenskom razdoblju od 3 h koriStenjem aparature po
Clevengeru. Identificirali su 35 spojeva, od kojih su u najve¢em udjelu bili trans-anetol (65,2-
72,6 %), fenhon (8,81-10,99 %), estragol (6,68-7,17 %) i limonen (3,52-7,81 %). Stupanj
zrelosti sjemenki imao je signifikantan utjecaj na izolaciju veéine spojeva, §to se moze pripisati
promjenama u eteri¢cnom ulju zbog metabolizma biljke. Najvisi udjeli trans-anetola, cis-anetola
i fenhona zabiljeZeni Su u etericnom ulju zrelih sjemenki, dok je najvisi udio limonena,
sabinena, o-pinena i a-ocimena bio u sjemenkama najnizeg stupnja zrelosti. Varijacije u
kemijskom sastavu etericnog ulja komorata mogu se pripisati razli¢itim agroklimatskim
uvjetima, regiji u kojoj se biljka uzgajala te njenom adaptivnom metabolizmu (Anwar i sur.,
2009).

Miguel i sur. (2010) vodenom su destilacijom u aparaturi po Clevengeru izolirali eteri¢no ulje
sjemenki komoraca, a vrijeme trajanja destilacije bilo je 30 min te 1, 2 i 3 h. U najveéim su
udjelima izolirali estragol (79,3-88 %) i limonen (6,9-12,3 %). Udio estragola se, za razliku od
udjela limonena, smanjivao duljim vremenom destilacije. Najvisi udio limonena dobiven je
vodenom destilacijom u trajanju od 2 h. Takoder, koncentracija a-pinena, mircena i fenhona
povecavala se duljim vremenom destilacije.

Prema istrazivanju Kalleli i sur. (2019), kemijski sastav etericnog ulja uvelike se razlikovao
ovisno o porijeklu sjemenki. Trans-anetol bio je najzastupljeniji spoj u sjemenkama
kultiviranima u Tunisu (63,41-78,26 %), dok je u sjemenkama porijeklom iz Francuske isti bio
identificiran u udjelima od 36,31 te 0,14 %. Dodatno, u tuniskom su etericnom ulju u vi§im
udjelima zabiljezeni i L-fenhon (10,64-12,09 %), estragol (4,67-17,06 %) te limonen (3,88-4,67
%). Ostali su spojevi identificirani u udjelima nizim od 0,5 %. U eteri¢nom ulju francuskog

porijekla, najdominantniji spoj bio je estragol (44,721 88,92 %). L-fenhon izoliran je u udjelima

44



od 2,821 9,47 %, dok je udio limonena bio 5,65 i 6,32 %. Spojevi poput eukaliptola, karveola,
cis-limonen oksida i trans-limonen oksida identificirani su samo u francuskom eteri¢nom ulju.
Nadalje, rezultati provedene statistiCke analize pokazali su da postoje signifikantne razlike
(p<0,001) s obzirom na utjecaj veli¢ine Cestica sjemenki komoraca i vremena destilacije na
koncentracije hlapljivih spojeva etericnog ulja, osim za spoj karvon (p=0,504) (tablica 9).
Najvise trans-anetola dobiveno je u uzorcima veli¢ine Cestica 0,45-1 mm (912,65+£12,31 mg
mL?) i >1,6 mm (903,20+12,31 mg mL™) te primjenom vremena destilacije od 40 min
(901,72+10,66 mg mL1) i 120 min (888,05+10,66 mg mL™Y). Jednaki su uvjeti bili efikasni i za
izolaciju L-fenhona gdje je kod cestica veli¢ine 0,45-1 mm kao i >1,6 mm dobiveno
175,80+1,79 odnosno 175,36+1,79 mg mL?, dok je najpogodnije vrijeme destilacije bilo 40
min (183,18+1,55 mg mL™). Veli¢ina &estica imala je signifikantan utjecaj na izolaciju
kamfena, sabinena, B-pinena, mircena, a-felandrena, a-terpinena, D-limonena, y-terpinena i
eukaliptola ¢ije su najvise koncentracije detektirane u uzorcima veli¢ine ¢estica <0,45 mm, dok
je veli¢ina Cestica 0,45-1 mm bila najpogodnija za izolaciju p-cimena, cis-sabinen hidrata i p-
anisaldehida. S druge strane, najvisa koncentracija a-pinena dobivena je u uzorcima veli¢ine
Cestica >1,6 mm, a za izolaciju kamfena najefikasnije su se pokazale najmanja (<0,45 mm) i
najveca velicina Cestica (>1,6 mm). Jednako tako, najvise koncentracije kamfora dobivene su
u frakcijama B (0,45-1 mm) i D (>1,6 mm), a estragola u frakcijama B (0,45-1 mm), C (1-1,6
mm) i D (>1,6 mm).

Nadalje, najkra¢im vremenom destilacije (40 min) dobivene su najvise koncentracije p-pinena,
mircena, D-limonena, y-terpinena, cis-sabinen hidrata, eukaliptola, kamfora i estragola.
Najdulje vrijeme destilacije (120 min) bilo je efikasnije za izolaciju a-pinena i p-anisaldehida,
dok su podjednake koncentracije kamfena, sabinena, a-felandrena, a-terpinena i karvona
dobivene tijekom sva tri vremena destilacije.

Prema ovim rezultatima moze se zakljuciti da manja veliina Cestica (<0,45 mm) rezultira
izolacijom veceg udjela lako i srednje hlapljivih spojeva. S druge strane, iz uzoraka veli¢ine
Cestica 0,45-1 mm i1 >1,6 mm efikasnije se izoliraju teze hlapljivi spojevi. Takoder, najvise se
koncentracije hlapljivih spojeva izoliraju destilacijom u trajanju od 40 i 120 min. Kosar i sur.
(2007) navode da, iako manje hlapljivi, oksidirani spojevi ulja u cijelim sjemenkama imaju veci
afinitet prema vodi te se stoga pojavljuju u destilatu ranije nego drugi ugljikovodici. Ova
¢injenica moze objasniti zbog cega se u ovome radu teSko hlapljivi spojevi efikasnije izoliraju

1z uzoraka vece veliCine Cestica.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Primjenom vodene destilacije te variranjem parametara (veli¢ine Cestica i vremena
destilacije) odreden je prinos eteri¢nog ulja sjemenki komoraca u rasponu od 1,50+0,07
do 12,50+0,01 %. Veli¢ina Cestica i vrijeme destilacije pokazali su statisticki znacajan
utjecaj na prinos ulja ¢iji se visi udio postize manjom veli¢inom cestica i duljim
vremenom destilacije. Signifikantno najvisi prinos eteri¢nog ulja odreden je u uzorcima
najmanje veli¢ine Cestica (<0,45 mm) te primjenom najduljeg vremena destilacije (120
min). Signifikantno najnizi prinosi ulja zabiljezeni su u uzorcima veli¢ine ¢estica 1-1,6

te >1,6 mm te primjenom destilacije od 40 min.

2. Kemijski sastav etericnog ulja sjemenki komoraca analiziran je primjenom GC-MS
analize. Identificirano je ukupno 18 hlapljivih spojeva iz skupine monoterpena (a-pinen,
kamfen, sabinen, B-pinen, mircen, a-felandren, a-terpinen, p-cimen, D-limonen, y-
terpinen i cis-sabinen hidrat), oksidiranih monoterpena (eukaliptol, L-fenhon, kamfor i

karvon), fenilpropanoida (estragol i trans-anetol) i aromatskih aldehida (p-anisaldehid).

3. Najzastupljenija skupina hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca bili su
fenilpropanoidi (prosjec¢na vrijednost 80,65+0,87 %). Slijede ih oksidirani monoterpeni
(prosjecna vrijednost 15,81+0,59 %) i monoterpeni (prosjec¢na vrijednost 3,12+0,52 %),
dok su aromatski aldehidi bili prisutni u najnizem udjelu (prosjecna vrijednost
0,42+0,04 %).

4. Najzastupljeniji pojedinacni hlapljivi spojevi bili su trans-anetol (prosjecna vrijednost
877,71+54,18 mg mL™?) i L-fenhon (prosje¢na vrijednost 171,85+10,35 mg mL™).
Slijede ih estragol (prosje¢na vrijednost 31,1142,20 mg mL™), mircen (prosje¢na
vrijednost 8,98+1,99 mg mL1), D-limonen (prosje¢na vrijednost 7,95+1,67 mg mL™Y),
o-pinen (prosje¢na vrijednost 5,82+1,20 mg mL™?), p-anisaldehid (prosje¢na vrijednost
4,70+0,37 mg mL™), kamfor (prosjecna vrijednost 4,32+0,29 mg mL™) i y-terpinen
(prosjeéna vrijednost 4,27+0,77 mg mL™1). Kamfen, sabinen, p-pinen, a-felandren, o-
terpinen, p-cimen, cis-sabinen hidrat, eukaliptol i karvon identificirani su u

koncentracijama nizim od 3 mg mL™,
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5. Rezultati statisticke analize utjecaja veliCine Cestica sjemenki komoraca i vremena
destilacije pokazali su signifikantne razlike u zastupljenosti pojedinih skupina hlapljivih
spojeva. Za izolaciju fenilpropanoida efikasnijom se pokazala veca veli¢ina Cestica te
dulje vrijeme destilacije. Najvise koncentracije monoterpena i aromatskih aldehida
dobivene su u uzorcima manje veli¢ine Cestica te primjenom duljeg vremena destilacije.
Priblizno jednake koncentracije oksidiranih monoterpena dobivene su u svim
frakcijama, ali signifikantno visi udio ove skupine spojeva izoliran je primjenom

najkraceg vremena destilacije.

6. Rezultati statisticke analize utjecaja veliCine Cestica sjemenki komoraca i vremena
destilacije pokazali su signifikantne razlike u zastupljenosti pojedinacnih hlapljivih
spojeva. Manja veli¢ina Cestica (<0,45 mm) bila je efikasnija za izolaciju lako i srednje
hlapljivih spojeva, a veli¢ina Cestica 0,45-1 mm i >1,6 mm za izolaciju teze hlapljivih
spojeva. Vrijeme destilacije od 40 i 120 min bilo je podjednako efikasno za izolaciju

najvisih koncentracija pojedinacnih hlapljivih spojeva.
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7. PRILOZI
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Prilog 1. Kromatogram hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (uzorak A120)
(1=a-pinen, 2=kamfen, 3=sabinen, 4=B-pinen, 5=mircen, 6=a-felandren, 7=a-terpinen, 8=p-cimen, 9=D-limonen, 10=eukaliptol, 11=y-terpinen,
12=cis-sabinen hidrat, 13=L-fenhon, 14=kamfor, 15=estragol, 16=nerol (1S), 17=karvon, 18=p-anisaldehid, 19=trans-anetol)



IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja, Ana Marija Medved, izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da

se u njegovoj izradi nisam Kkoristio/la drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

| f l
AM AN\ VN[
d \ ‘/Zi,") % ,’\V\ U ‘.j/h\

Vlastoruc¢ni potpis



