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1. UVOD

Komora¢ je aromaticna mediteranska biljka koja pripada obitelji Apiaceae. Sastoji se od
modrozelene stabljike sa ZutonaranCastim cvatovima i raste u podnebljima s toplim ljetima i
hladnim zimama. Najpoznatiji varijeteti ove biljke su divlji ili gorki, slatki ili rimski komora¢
te firentinski komora¢. Upotreba komoraca u kulinarstvu i narodnoj medicini datira iz vremena
starih Rimljana, Grka i Egip¢ana. Danas je ta upotreba proSirena na farmaceutsku, kozmeticku
i prehrambenu industriju. Takoder, proizvodi od komoraca upotrebljavaju se za lijeenje
brojnih zdravstvenih stanja kao $to su probavne smetnje kod dojencadi, nesanica, konjuktivitis,
artritis, bolesti bubrega i jetre te sindrom iritabilnog crijeva. Navedena djelovanja rezultat su
antimikrobnog, antioksidativnog, protuupalnog, hepatoprotektivnog, antikancerogenog i
antialergijskog djelovanja svih dijelova biljke, ali posebice sjemenki komoraca koje su

karakteristi¢ne po tome §to, u odnosu na ostatak biljke, sadrze najveci udio etericnog ulja.

Eteri¢na ulja su smjese hlapljivih spojeva koje razliciti dijelovi biljke stvaraju primarno zbog
obrambenih svojstava. Medutim, eteri¢na ulja karakterizira niz bioloskih djelovanja zbog ¢ega
se upotrebljavaju u proizvodnji parfema, kozmetike, pica, higijenskih potrepstina i
prehrambenih proizvoda. U novije vrijeme, prepoznata je i njihova ljekovita uloga pa se
upotrebljavaju u farmaceutskoj industriji. Dobivaju se raznim konvencionalnim i modernim

postupcima izolacije, no naj¢es¢a metoda je vodena destilacija.

Eteri¢no ulje sjemenki komoraca sadrzi hlapljive spojeve kao $to su anetol, estragol, fenhon,
limonen, mircen, a-pinen i y-terpinen. Medutim, na prinos eteri¢nog ulja, kao i na njegov
kemijski sastav, utjecu brojni faktori poput klimatskih, geografskih, okoli$nih i sezonskih

uvjeta te stupnja zrelosti sjemenke, veli¢ine Cestica, odabira metode i vremena destilacije.

Cilj ovog istraZivanja bio je optimirati parametre vodene destilacije, odnosno omjer biljnog
materijala i vode te vrijeme destilacije u svrhu dobivanja maksimalnog prinosa etericnog ulja
sjemenke komoraca. U tu svrhu proizvedeno je 13 uzoraka eteri¢nog ulja, odreden je prinos
(%) te je sastav etericnog ulja analiziran primjenom plinske kromatografije uz masenu
spektrometriju (GC-MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KOMORAC

Komora¢ (Foeniculum vulgare Mill.) je aromaticna dvogodi$nja biljka koja potjeCe sa
Sredozemlja. Naziva se jos i koromaé, morac, anason, rezen i slatki kopar. Pripada carstvu
Plantae, koljenu Tracheophyta, razredu Magnoliopsida, redu Apiales, obitelji Apiaceae i rodu
Foeniculum (Grli¢, 1990). Najznacajnije vrste komoraca su divlji ili gorki komorac
(Foeniculum vulgare var. vulgare), slatki ili rimski komora¢ (Foeniculum vulgare var. dulce)
te firentinski komora& (Foeniculum vulgare var. azoricum) (Siljes i sur., 1992). Biljka se sastoji
od modrozelene okrugle stabljike koja je razgranata u gornjem dijelu i moZe narasti do 2 m te
viSestruko perastih listova koji su sastavljeni od nitastih listica (Slika 1). Komora¢ cvate od
lipnja do listopada te se u tom periodu na biljci nalaze i zutonarancasti cvjetovi koji su na vrhu
ogranka skupljeni u Sitaste cvatove. Sjemenke (Slika 1) su zelenkaste ili sivosmede boje, a
nalaze se u plodu koji je dug 6-10 mm (Pepeljnjak i Kozari¢, 2019). Povoljni uvjeti za razvoj
komoraca prisutni su u podnebljima umjerene klime s toplim ljetima i hladnim zimama, dok su
u periodu vegetacije potrebne visoke temperature. Klijanje sjemenki pocinje pri temperaturi od

6 do 8 °C, a najveca klijavost zabiljezena je pri 15-16 °C. Uz navedene klimatske uvjete, zivotni

vijek komora¢a moze biti i do 7 god. (Siljes i sur., 1992).

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



Upotreba komoraca kao zaCinske i ljekovite biljke poznata je joS od vremena starih Grka i
Rimljana, a spominje se i u egipatskim papirusima. Danas se koristi u francuskoj i talijanskoj
kuhinji, ali i u drugim dijelovima svijeta poput Afrike, Azije i Amerike gdje se rasprostranio
kao divlja i samonikla biljka. Listovi i korijen se koriste u pripremi salata, umaka i variva, dok
se plodovi koriste kao dodaci pekarskim proizvodima te jelima od mesa, ribe i morskih plodova.
Od napitaka se najvise isticu rakija od listova te ¢aj od plodova i listova komoraca. Caj se
naj¢esce upotrebljava za ublazavanje simptoma probavnih bolesti, posebice kod novorodencadi
(Pepeljnjak 1 Kozari¢, 2019). Takoder se koristi 1 za lijeCenje artritisa, bolesti bubrega 1 jetre,
nesanice, konjuktivitisa i groznice. Komora¢ je dio farmaceutske industrije jer se nalazi u
mnogim biljnim pripravcima za lijeCenje bolesti 1 tegoba, a razlog primjene je njegovo
protuupalno, antioksidativno, antimikrobno, hepatoprotektivno i antialergijsko djelovanje
(Badgujar i sur., 2014).

2.2. KEMIJSKI SASTAV SJEMENKI KOMORACA

Prema USDA (2019) podacima o kemijskom sastavu hrane , 100 g sjemenki komoraca sadrzi
8,81 g vode, 15,8 g proteina, 14,9 g masti i 52,3 g ugljikohidrata. Najzastupljeniji minerali su
kalij (1690 mg 100 g ), kalcij (1200 mg 100 g*), fosfor (487 mg 100 g*), magnezij (385 mg
100 g?) i natrij (88 mg 100 g?), a prisutni su i Zeljezo, mangan, cink i bakar. Sjemenke
komoraca sadrze i vitamine topljive u vodi poput vitamina C (21 mg 100 g), niacina (6,05 mg
100 g1), tiamina (0,408 mg 100 g?) i riboflavina (0,353 mg 100 g). Bukhari i sur. (2014)
odredivali su kemijski sastav sjemenki komoraca. Prema njihovom istrazivanju, udio vode u
sjemenkama komoraca je 6,24 + 0.24 %, udio proteina 9.38+0.39 %, a udio masti 9.76 + 0.34
%, §to su nize vrijednosti od vrijednosti USDA podataka. Takoder su naveli i nize vrijednosti
kalija (852.45 + 33.25 mg 100 g), kalcija (580.6 + 24.39 mg 100 g*) i natrija (16.21 + 0.65
mg 100 g?). U rezultatima istraZivanja Faten i sur. (2011) navedeno je da je udio ugljikohidrata
u sjemenkama komoraca 56,35 %, udio proteina 23,19 %, udio masti 9,96 % i udio vode 7,27
%. U rezultatima istraZivanja navode 1 da sjemenke komoraca sadrze fenolne spojeve ¢iji je
udio 7,55 mg GAE g*.

Sjemenke komoraca karakteristine su po tome $to, u odnosu na ostatak biljke, sadrze najveci
udio eteri¢nog ulja ¢ija vrijednost moze biti i do 6 % (Pepeljnjak i Kozari¢, 2019). Nadalje,
prema El-Awadi i Hassan (2010) sjemenke komoraca sadrze 0,79 % etericnog te 5,82 %
nehlapljivog ulja. Balbino i sur. (2021) odredivali su kemijski sastav nehlapljivog ulja sjemenki

komoraga i dobili prinos ulja od 7,89 + 0,03 %. Sto se ti¢e lipidnih sastavnica, udio



mononezasiéenih masnih kiselina je 9,91 g 100 g* sjemenki, dok je udio polinezasi¢enih
masnih Kiselina 1,69 g 100 g* sjemenki (USDA, 2019). Prosje¢ni udio sterola u dobivenom
ulju iznosio je 492,4 + 22,0 mg 100 g?. Nezasi¢ene masne kiseline ¢inile su 69,81 + 1,75 %
ukupnih masnih kiselina u ulju sjemenki komoraca, dok je udio zasi¢enih bio 30,19 + 1,75 %.
Takoder su kvantificirali pigmente klorofil a, klorofil b i ukupne karotenoide ¢iji su udjeli u
ulju iznosili 23,60 + 0,10, 8,83 + 0,09 i 12,3 + 0,02 mg 100 g*. Sjemenke komorada sadrze i
razli¢ite bioloske oblike vitamina E. Najzastupljeniji je y-tokotrienol (8,2 mg 100 g*), a potom
slijede a-tokotrienol (1,4 mg 100 g?) te y-tokoferol (0,5 mg 100 g) (Matthius i Ozcan, 2015).

2.3 ETERICNO ULJE

Etericno ulje je aromati¢na smjesa razli¢itih hlapljivih spojeva i spada u prirodne biljne
produkte. Karakteriziraju ga bezbojnost, uljasta konzistencija, topljivost u lipofilnim otapalima
te promjena boje u prisustvu svijetla ili visoke temperature. Eteri¢no ulje, ¢iji udio u biljci moze
biti i 20 %, proizvode porodice iz odjeljka sjemenjaca od kojih su najznacajnije Apiaceae,
Brassicaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae |
Zingiberaceae (Kalodera i sur., 1998). Pohrana eteri¢nog ulja ovisi o vrsti i porodici kojoj biljka
pripada pa se tako eteri¢no ulje moZe nalaziti u specijaliziranim stanicama ili uljenicama,
intercelularnim prostorima ili kanalima te u zlijezdama izmedu kutikule i staniéne membrane.
Navedena spremiSta eteri¢nog ulja su morfoloski diferencirana i mogu biti smjeStena u
plodovima, kori, listovima, cvjetovima, podancima ili korijenju (Pepeljnjak i Kozari¢, 2019).
Miris eteri¢nog ulja ima biolosku ulogu u obrani biljke od nametnika i biljojeda, a sluzi i za
privlacenje kukaca koji sudjeluju u oprasivanju biljke. Isto tako, etericno ulje smanjuje
transpiraciju i sprjecava isparavanje prevelike koli¢ine vode u nepovoljnim uvjetima. Ipak,
protektivni ucinak eteri¢nog ulja najvise se istice kroz fungicidno, baktericidno, pesticidno i
herbicidno djelovanje (Vincekovi¢ i sur., 2020).

Prisutnost fitopatogenih gljiva moze dovesti do bolesti biljke, a samim time i do bolesti njezinog
konzumenta. Sastavnice etericnog ulja mogu djelovati antifugalno putem nekoliko razli¢itih
biokemijskih puteva, a najvec¢i u¢inak postize se upravo sinergistickim djelovanjem. Moguca
djelovanja su inhibicija stvaranja spora, rada mihotondrija, sinteze proteina i nukleinskih
kiselina te inhibicija sinteze ergosterola, analoga kolesterola u biljkama (Raveau i sur., 2020).
Medutim, najvecu antifugalnu aktivnost imaju spojevi iz skupine fenola i aldehida/ketona, dok

je najslabije djelovanje zabiljezeno kod etera i ugljikovodika (Kalemba i Kunicka, 2003).



Antimikrobne sastavnice etericnog ulja djeluju na nacin da se vezu za povrSinu stanice i potom
prolaze kroz fosfolipidni dvosloj staniéne membrane. To dovodi do razaranja unutarstani¢énog
sadrzaja i izlaska stanicnog materijala. Navedeno djelovanje uzrokuje promjene u stani¢nom
metabolizmu te posljedicno dovodi do smrti bakterije. Etericno ulje ima jace antimikrobno
djelovanje na Gram pozitivne bakterije koje, za razliku od Gram negativnih bakterija, sadrze
dodatnu vanjsku membranu bogatu lipopolisaharidima (Chouhan i sur., 2017).

Herbicidno djelovanje etericnog ulja ocituje se kroz alelopatiju, odnosno biokemijsku
interakciju biljaka koja utjece na njihov rast i razvoj. Hlapljive tvari eteri¢nog ulja djeluju kao
alelokemikalije i inhibiraju klijanje drugih biljaka koje konkuriraju za rast na istom tlu
(Ramezani i sur., 2008).

Etericno ulje karakterizira i pesticidno djelovanje jer njegove sastavnice mogu imati
neuromodulatorno i toksi¢no djelovanje na StetoCine koje napadaju biljku. S obzirom da je
ve€ina eteri¢nih ulja sigurna za sisavce, ptice 1 ribe, njthova primjena predstavlja ekoloski
prihvatljiviju opciju za obranu biljke u budu¢nosti (Koul i sur., 2008).

Eteri¢no ulje koristi se u fitoterapiji i lijeCenju brojnih bolesti poput atopijskog dermatitisa
(Masako i sur., 2005), sindroma iritabilnog crijeva (Portincasa i sur., 2016), osteoartritisa (Yip
i sur., 2008), karijesa (Wiwattanarattanabut i sur., 2017), dismenoreje (Ostad i sur., 2001),
dojenackih kolika (Alexandrovich i sur., 2003), miSi¢nog spazma 1 brojnih drugih bolesti (Baser
i Buchbauer, 2009).

Industrijska upotreba etericnog ulja ukljucuje izradu parfema, kozmetickih proizvoda,
higijenskih potrepstina, sredstava za CiS¢enje i proizvoda za aromaterapiju. U prehrambenoj
industriji, etericna ulja se upotrebljavaju kao pojaCivaci okusa, a najceS¢e se koriste u
proizvodnji alkoholnih i gaziranih pi¢a, pekarskih i konditorskih proizvoda te sladoleda i umaka
(Baser i Buchbauer, 2009).

2.4. KEMIJSKI SASTAV ETERICNIH ULJA

Istrazivanja etericnih ulja rezultirala su identificiranjem oko 500 razli¢itih sastavnica
(Pepeljnjak i1 Kozari¢, 2019). Etericna ulja obi¢no sadrze 20-60 razli¢itih kemijskih spojeva, a
visok udio (20-70 %) u ulju odnosi se na svega nekoliko glavnih sastavnica, dok su ostali
hlapljivi spojevi prisutni u tragovima. S obzirom na kemijsku strukturu, hlapljivi spojevi
spadaju u ugljikovodike ili kisikove derivate, a odredeni spojevi mogu sadrzavati sumpor ili
dusik. Terpeni su najzastupljenija skupina spojeva u eteriénim uljima, a manji udio Cine

fenilpropanoidi i ostali spojevi (Slika 2) (Bakkali i sur., 2008). Isto tako, hlapljivi spojevi mogu
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biti alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri, laktoni, karboksilne kiseline, fenoli, eteri itd. (Burcul i
sur., 2020)

Slika 2. Podjela hlapljivih spojeva (Kalodera i sur., 1998)

2.4.1. Terpeni

Terpeni su spojevi koji se sastoje od jedne ili viSe izoprenskih jedinica (CsHs) vezanih po
principu “glava-rep*. Dijele se na monoterpene, seskviterpene, diterpene i triterpene, odnosno
spojeve od 2, 3, 4 i 6 izoprenskih jedinica. Terpeni mogu biti derivirani s jednom ili viSe
funkcionalnih grupa pa se u tom slu¢aju nazivaju terpenoidi.

U eteri¢nim uljima, monoterpeni su najzastupljenija podskupina terpena i mogu imati ciklicku
ili acikli¢ku strukturu (Hammer i sur., 1999). S obzirom na funkcionalnu skupinu, mogu biti
aldehidi, ketoni, laktoni, alkoholi, esteri, fenoli, oksidi i laktoni (Lambert i sur., 2001). Ciklicki
monoterpeni uklju¢uju mono-, di- i triciklicke terpene. Osim §to se takvi spojevi razlikuju po
stupnju ciklizacije, mogu se razlikovati i po prisutnosti aromatske strukture koja znatno utjece
na biolosku aktivnost etericnog ulja. Neki od hlapljivih spojeva koji spadaju u skupinu
monoterpena su geraniol, nerol, sabinen, B-mircen, B-pinen, a-pinen, limonen, a-, B- i y-
terpinen, p-cimen, timol, mentol i karvakrol (Janssen i sur., 1987).

Seskviterpeni predstavljaju skupinu spojeva s najraznovrsnijim strukturama koje mogu biti
linearne, razgranate i ciklicke, a ujedno su i najzastupljeniji spojevi u eteriénim uljima nakon
monoterpena. Istaknuti predstavnici ove skupine su nerolidol, a-bisabolen, B-kariofilen i
santalol. Diterpeni i triterpeni takoder mogu biti aciklicki ili mono-, di- i tricikli¢ki spojevi.
Osim $to je njihova zastupljenost u eteri¢nim uljima manja u odnosu na ostale terpene, ujedno
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imaju vecu molekulsku masu pa je njihova izolacija iz biljnog materijala zahtjevnija (Morris i
sur., 1979).

2.4.2. Fenilpropanoidi

Fenilpropanoidi su aromati¢ni produkti deaminacije fenilalanina, esencijalne aminokiseline.
Sastavljeni su od fenilpropanske jedinice (Ce-Cs), odnosno od benzenskog prstena povezanog
s pobo¢nim lancem od 3 ugljikova atoma. Fenilpropanoidi jednostavnije strukture sadrze samo
jednu fenilpropansku jedinicu, a u njih spadaju hidroksicimetne kiseline i monolignoli.
Kompleksniji spojevi nastaju kondenzacijom fenilpropanske jedinice i acetata i Cine ih
flavonoidi, izoflavonoidi i stilbeni. Isto tako, fenilpropanoidi mogu nastati vezanjem na fenilni
prsten ili propansku skupinu. Rasprostranjenost fenilpropanoida u eteri¢nim uljima nije velika,
no odredena ulja ih mogu sadrzavati u visokim koncentracijama (70-90 %) (Dixon i sur., 2002).
U ovu skupinu spada oko 50 kemijskih spojeva poput anetola, eugenola, cimetaldehida,

estragola i miristicina (Burcul i sur., 2020)

2.4.3. Ostali spojevi

Skupinu ostalih sastojaka etericnog ulja ¢ine lancasti ugljikovodici i njihovi derivati s kisikom
te spojevi sa sumporom ili dusikom. Spojevi sa sumporom ili dusikom mogu biti prisutni u ulju
u obliku aglikona, glukozinolata ili produkata njihove razgradnje. Iako nisu ¢este komponente
etericnih ulja, moZze ih se na¢i u porodicama Brassicaceae i Alliaceae u visokim
koncentracijama (Fahey i sur., 2001). Ostali spojevi mogu imati i aromatsku strukturu pa tako
postoje aromatski aldehidi kao §to su kuminaldehid, benzaldehid, cimetaldehid, vanilin i
anisaldehid (de Groot i Schmidt, 2016).

2.5. ETERICNO ULJE SJEMENKI KOMORACA

Sjemenke komoraca sadrze 1,1- 3,38 % eteri¢nog ulja (Anwar i sur., 2009a; Mimica-Dukic i
sur., 2003), a prema Pepeljnjak i Kozari¢ (2019) prinos ulja moze rastiido 6 %. Udio eteri¢nog
ulja ovisi o stupnju zrelosti sjemenke pa se tako u nezrelim sjemenkama nalazi 2,8 % eteri¢nog
ulja, a u zrelim 3,5 % iz ¢ega se moze zakljuciti da porastom stupnja zrelosti sjemenke raste i

udio etericnog ulja (Anwar i sur., 2009b). Medutim, prema rezultatima istrazivanja koje su
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proveli Telci i sur. (2009) najveci prinos ulja (5,8 %) dobiven je iz nezrelih sjemenki. Na prinos
ulja utjeCe i vrsta uzgoja komoraca. Prema Abdellaoui i sur. (2017), sjemenke divljeg komoraca
sadrze 3,67 = 0,13 mL 100 g? eteri¢nog ulja, dok je ta vrijednost niza za kultiviranu vrstu
komoraéa (2,13 + 0,07 mL 100 g). Autori su zaklju¢ili da niske temperature i ve¢a nadmorska
visina povoljno utje¢u na akumulaciju eteri¢nog ulja.

Eteri¢no ulje sjemenki komorac¢a moze sadrzavati i do 80 razli¢itih hlapljivih spojeva (Badgujar
i sur., 2014). Spojevi koji ¢ine najveci udio ulja (Slika 3) spadaju u oksidirane monoterpene ili
terpenoide (87,3 %), a slijede ih skupina monoterpena (7,88 %) i seskviterpena (0,35 %).
Najzastupljeniji terpenoidi su trans-anetol, fenhon i estragol, dok je najzastupljeniji
monoterpen limonen (Anwar i sur., 2009a). Prema Faten i sur. (2011), najzastupljeniji hlapljivi
Spoj u etericnom ulju sjemenke je trans-anetol ¢iji udio iznosi 92,5 %. Osim trans-anetola,
identificirani su i cineol, fenhon, a-pinen, anisaldehid i limonen s udjelima od 4,09, 1,2, 0,26,
0,951 0,085 %. Diao i sur. (2014) navode kako je udio trans-anetola u etericnom ulju 68,53 %,
a slijede ga estragol (10,42 %), limonen (6,24 %) i fenhon (5,45 %). Mimica-Dukic i sur. (2003)
takoder su istrazivali sastav etericnog ulja komoraca. Prema njihovim rezultatima, udio trans-
anetola u eteri¢nom ulju sjemenke komoraca je 74,18 %, fenhona 11,32 %, estragola 5,29 %,
limonena 2,53 % i a-pinena 2,77 %.

Sastav eteritnog ulja ovisi o klimatskim, vremenskim, geografskim, okolisnim i
poljoprivrednim uvjetima u kojima biljka raste te o genetici same biljke (Telci i sur., 2006;
Marcetic¢ i sur., 2017) Shahat i sur. (2011) su odredivali sastav eteri¢nog ulja sjemenki slatkog,
gorkog 1 firentinskog komoraca. Izolirali su etericno ulje postupkom vodene destilacije.
Navedeni varijeteti su se razlikovali u udjelu trans-anetola i estragola, dok su vrijednosti udjela
ostalih hlapljivih spojeva u eteri¢nom ulju bile slicne. Udio trans-anetola u etericnom ulju bio
je sljedeci: 61 % u firentinskom, 46 % u slatkom i 5 % u gorkom komoracu. Sukladno tome,
udio estragola u etericnom ulju sjemenke gorkog komoraca iznosio je 58 %, dok je ta vrijednost
u firentinskom i slatkom komoracu bila niza (12 i 6 %) zbog ¢ega njihovo eteri¢no ulje ima
slabiju antioksidacijsku aktivnost. Telci i sur. (2009) istrazivali su utjecaj stupnja zrelosti
sjemenke na sastav eteri¢nog ulja. Zakljucili su da se udio trans-anetola u etericnom ulju
statisticki znacajno ne razlikuje medu sjemenkama razli¢itog stupnja zrelosti. Medutim, udio
ukupnih monoterpena i estragola znacajno pada s porastom stupnja zrelosti sjemenke.

Uslijed utjecaja temperature, svijetla, metala i kisika, eteri¢no ulje moZe biti podvrgnuto
procesima oksidacije i polimerizacije sto dovodi do degradacije hlapljivih spojeva. Zbog toga

je vazno odabrati metodu izolacije pomocu koje ¢e se dobiti §to veci prinos eteri¢nog ulja uz



§to vece oCuvanje njegovih sastavnica, a potom dobiveno ulje treba skladistiti u adekvatnim

uvjetima (Turek i Stintzing, 2013).
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Slika 3. Hlapljivi spojevi eteri¢nog ulja sjemenke komorac¢a (Shahat i sur., 2011)

2.5.1. Svojstva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

Eteri¢no ulje sjemenki komoraca karakterizira antioksidativno, antibakterijsko (Ben Abdesslem
i sur., 2021), citotoksi¢no, antikancerogeno (Ghasemian i sur., 2020), antifugalno (Soylu i
Incekara, 2017), antivirusno i antialergijsko djelovanje (Badgujar i sur., 2014). Isto tako, i
odredeni hlapljivi spojevi u eteri¢cnom ulju imaju karakteristino djelovanje. Trans-anetol ima
antitromboidno i antikancerogeno (Tognolini i sur., 2007), B-mircen i limonen
hepatoprotektivno djelovanje (Al-Snai i sur., 2019), a p-cimen potencira antimikrobno
djelovanje karvakrola (Bakkali i sur., 2008). Nadalje, eteri¢no ulje sjemenki komoraca ima 2-4

puta jace antimikrobno djelovanje na bakterije Staphylococcus aureus, Esherichia coli i
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Candida albicans u odnosu na referentne antibiotike. Navedeno antimikrobno djelovanje
proporcionalno je s udjelom trans-anetola u etericnom ulju, ali i s udjelom limonena te estragola
(Aprotosoaie i sur., 2008). He i Huang (2011) utvrdili su da trans-anetol, estragol, fenhon i
kamfor sprjecavaju rast plijesni Cladosporium cladosporoides, Penicillium ochrochloron,
Puccinia helianthi i Trichophyton mentagrophytes, a upravo navedeni spojevi daju specifi¢an

miris etericnom ulju.

2.6. IZOLACIJA ETERICNIH ULJA

Odabir pravilne metode izolacije etericnog ulja predstavlja bitan dio planiranja eksperimenta.
Temelj odabira metode je biljni materijal, odnosno dio biljke iz kojeg se izolira eteri¢no ulje
(list, cvijet, korijen, plod, sjemenka i/ili gomolj), ali i sastav samoga ulja. Eteri¢na se ulja
razlikuju po udjelu, strukturi te fizikalnim i kemijskim svojstvima hlapljivih spojeva. Odabrana
metoda treba biti Sto ucinkovitija kada se radi o izolaciji etericnog ulja s termolabilnim
komponentama ili komponentama koje su podlozne oksidaciji. Zbog toga se sve CeSce
upotrebljavaju klasi¢ne metode koje koriste ,,zelena otapala“ te nekonvencionalne metode koje
skracuju vrijeme postupka, a samim time i degradaciju termolabilnih komponenata (Behl i sur.,
2021; Putnik i sur., 2019).

Postoje razne tehnike izolacije eteri¢nih ulja i mogu se podijeliti na konvencionalne i
nekonvecionalne metode. U konvencionalne metode spadaju vodena destilacija, destilacija
vodenom parom, direktna parna destilacija, ekstrakcija organskim otapalima, ekstrakcija
nehlapljivim otapalima, perkolacija, maceracija i preSanje. U novije, nekonvencionalne metode
spadaju ekstrakcija potpomognuta enzimima, ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima,
ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom, ekstrakcija superkritiénim fluidima, ekstrakcija
potpomognuta hladnom atmosferskom plazmom, ekstrakcija potpomognuta pulsirajuéim
elektricnim poljem, ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku te kombinacije
navedenih metoda (Handa, 2008., Sadgrove i Jones, 2015). Od svih navedenih tehnika za
izolaciju eteri¢nog ulja, najcesce se upotrebljava vodena destilacija (Turek i Stintzing, 2013).
Eteri¢na ulja sadrZe hlapljive spojeve razli¢ite polarnosti. Primjerice, za u¢inkovitiju izolaciju
terpena potrebno je koristiti nepolarna otapala, dok su polarna otapala pogodna za izolaciju
terpenoida. Prema literaturnim podacima, postoji razlika u djelovanju eteri¢nih ulja koja su
dobivena istom metodom izolacije, ali upotrebom razli¢itih otapala. Naime, u istrazivanju koje
su proveli Sarikurkcu i sur. (2009), pokazalo se da je upotreba vode kao otapala rezultirala

najvecom antioksidacijskom aktivnoscu etericnog ulja u odnosu na heksan, diklormetan, etil
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acetat i metanol. Isto tako, ukoliko odredena otapala poput etanola zaostanu u kona¢nom
produktu izolacije, njihova primjena moze imati toksi¢ne posljedice na konzumente pa se
primjena otapala poput vode smatra sigurnijom za upotrebu, a ujedno doprinosi ekonomicnosti
Benjakul, 2014).

Komponente etericnog ulja razlikuju se po molekulskoj masi pa se sukladno tome mogu
podijeliti u plinove, hlapljive spojeve i poluhlapljive spojeve. Lako hlapljivi spojevi imaju nisku
molekulsku masu 1 prvi se izoliraju iz biljnog materijala. Medutim, primjena dugotrajne
izolacije ili metode s visokim temperaturama moZze uzrokovati degradaciju takvih komponenata
(Marriott i sur., 2001). Zbog toga optimiranje uvjeta izolacije predstavlja klju¢an dio provedbe

procesa kako bi se dobio §to veci prinos eteri¢nog ulja (Sadgrove i Jones, 2015).

2.6.1 Vodena destilacija

Vodena destilacija (Slika 4) ukljucuje zagrijavanje biljnog materijala u prisutnosti vode do
temperatura koje su vise od tocke vrelista. To rezultira stvaranjem plinova koji se sastoje od
vodene pare 1 para eterinog ulja. Plinovi se, nakon stvaranja, Sire do kondenzatora u kojem se
odvija hladenje do temperature ispod 30 °C. Ohladene pare se kondenziraju i prevode u tekuce
stanje. S obzirom da se radi o uljnim 1 vodenim parama, nastaju dvije tekuce faze koje se
medusobno ne mijeSaju. Po zavrSetku vodene destilacije, u separatoru se najcesc¢e nalazi gornja
faza, odnosno eteri¢no ulje i donja faza koju ¢ini hidrolat, no postoje i eteri¢na ulja koja su teza
od vode pa se takva ulja nalaze ispod faze u kojoj je hidrolat (Sadgrove i Jones, 2015).

Prema rezultatima istrazivanja Pourmortazavi i Hajimirsadeghi (2007), vodenom se
destilacijom izolira ve¢i udio a-pinena, B-pinena, mircena, 0-cimena, limonena, y-terpinena i
kuminaldehida u odnosu na superkriti¢énu fluidnu ekstrakciju. Isto tako, p-cimen i kuminol su
se izolirali isklju¢ivo vodenom destilacijom. Mohammed i sur. (2019) istrazivali su utjecaj
razli¢itih metoda ekstrakcije na prinos i sastav eteri¢nih ulja odredenih vrsta obitelji Apiaceae.
Prema njihovim rezultatima, najveci prinosi etericnih ulja kima, anisa i kopra dobiveni su
vodenom destilacijom. Isto tako, udio monoterpena i seskviterpena u eteri¢nim uljima koja su
izolirana vodenom destilacijom bio je vec¢i u odnosu na eteri¢na ulja dobivena destilacijom
vodenom parom.

Prednost vodene destilacije je smanjenje gubitaka eteriénog ulja, odnosno gubitka hlapljivih
komponenata vece polarnosti koje se kondenziraju u vodenoj, a ne uljnoj fazi. To se postize

provodenjem destilacije na aparaturi po Clevengeru koja omogucava vrac¢anje vodene pare u
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aparaturu tijekom procesa (Sadgrove i sur., 2014). Isto tako, postupkom vodene destilacije
moguce je izolirati etericno ulje iz praskastih materijala, dok primjerice parna destilacija
uzrokuje stvaranje nakupina biljnog materijala kroz koje vodena para ne moze prodrijeti. Ostale
prednosti su ekonomicnost industrijskih dijelova aparature, njihova jednostavna konstrukcija te
prikladnost za rad u pogonima ili na terenu (Handa, 2008).

Nedostaci vodene destilacije su provodenje iste na visokim temperaturama pri kojima dolazi do
frakcioniranja etericnog ulja u separatoru. Naime, visoka temperatura u aparaturi za vodenu
destilaciju uzrokuje previsoku temperaturu vodene faze prilikom kondenziranja pa se ulje, pri
ulasku u separator, razdvaja. Isto tako, eteri¢no ulje koje se kondenziralo moze ponovno poceti
isparavati. Osim frakcioniranja ulja, visoka temperatura vodene destilacije moze uzrokovati
visok udio tesko hlapljivih komponenata u etericnom ulju, a manju zastupljenost lako hlapljivih
spojeva (Sadgrove i Jones, 2015). Odredena ulja sadrze visok udio metil eugenola i safrola,
pripadnika skupine fenilpropanoida. Takva eteri¢na ulja imaju vecu gusto¢u od vode pa se
mogu izolirati postupkom vodene destilacije samo u modificiranoj aparaturi po Clevengeru
(Baser i Demirci, 2007).
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Slika 4. Shematski prikaz vodene destilacije (Tongnuanchan i Benjakul, 2014)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

Za provodenje eksperimentalnog dijela rada koriStene su sjemenke gorkog komoraca

(Foeniculum vulgare Mill.) (AGRISTAR d.o.o., Visnjevac, Hrvatska) uzgojene u Osjecko-

baranjskoj Zupaniji u Slavoniji (Hrvatska). Sjetva komoraca odradena je 1. ozujka 2020.

Prilikom uzgoja provedene su sljedece agrotehicke mjere: oranje, tanjuranje i roto-drljanje kao

dio predsjetvene pripreme, suzbijanje korova koSenjem te zetva zitnim kombajnom koja je

odradena 30. rujna 2020. Potom je provedeno suSenje komoraca na podnim suSarama pri

temperaturi od 42 °C. Tijekom susenja, sjemenke komoraca su bile rasporedene u sloju debljine

30 cm, a kao energent je koriSten plin. Neposredno prije izvodenja eksperimentalnog dijela,

sjemenke komoraca su usitnjene pomocu elektricnog mlinca.

Aparatura i pribor:

Staklene ¢ase, volumena 100 1 250 mL
Metalna zli¢ica za vaganje
Stakleni lijevak
Tikvice s okruglim dnom, volumena 250 i 500 mL
Stakleni ¢ep za tikvicu s okruglim dnom
Menzura, volumena 5 mL i 100 mL
Viala, volumena 1,5 mL (navoj N9, ravno dno, 11,6 x 32 mm grad.)
Plasti¢ni ¢ep sa septom za vialu
Metalna Spatula
Mikropipete Eppendorf, volumena 10 uL, 100 uL i 1000 pL
Aparatura za izolaciju eteri¢nog ulja po Clevengeru (Europska Farmakopeja, 2008)
Elektri¢ni mlinac (Waring Commercial, Stamford, SAD)
Analiticka vaga (OHAUS, Parsippany, SAD)
Malvern Panalytical Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, Malvern, Velika
Britanija)
Elektricni grija¢ (LabHEAT, Baden-Wiirttemberg, Njemacka)
Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, Malvern, UK) opremljen s:
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o racunalni software Mastersizer 2000 (verzija 5.61)
e Uredaj za plinsku kromatografiju, Agilent Technologies 6890N Network GC System
(Santa Clara, SAD) opremljen s:
o maseni detektor tipa Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector

o racunalni software ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

Otapala i reagensi:

e n-heksan, HPLC ¢istoée (Lach-Ner, d.o.o0, Neratovice, Ceska)

e Interni standard, nerol (10,518 mg mL) (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Priprema: Odvaze se 525,90 mg nerola u odmjernu tikvicu od 50 mL i zatim nadopuni
n-heksanom do oznake.

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

e Bezvodni natrijev hidrogensulfat (Lach-Ner, d.0.0, Neratovice, Ceska)

e 96 %-tni etanol (T.T.T. d.o.o0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Destilirana voda

3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje raspodjele velic¢ine Cestica

Mijerenje se temelji na metodi laserskog rasprSenjana, a provodi se na uredaju Malvern
Panalytical Mastersizer 2000 (Malvern Panalytical, Malvern, UK) pomoc¢u software-a
Mastersizer 2000 (verzija5.61). Veli¢ina ¢estica odreduje se tako da se odredena odvaga uzorka
postavi na predvideno mjesto na uredaju. Mjerenje se provodi pomocéu suhe (Scirocco)

disperzijske jedinice.

3.2.2. Vodena destilacija

Izolacija eteri¢nog ulja iz sjemenki komoraca provedena je postupkom vodene destilacije uz
varijaciju sljede¢ih uvjeta: omjer biljnog materijala i vode te vrijeme destilacije prema
centralno-kompozitnom dizajnu s 5 centralnih tocaka. Na ovaj nacin dobiveno je 13 uzoraka

etericnog ulja, a eksperimentalni plan pokusa prikazan je u Tablici 1.
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Na analitickoj vagi, u staklenoj ¢asi, odvaze se potrebna odvaga prethodno usitnjenih sjemenki
komoraca tako da se postuje zadani omjer biljnog materijala i vode te se uzorak kvantitativno
prenese u tikvicu s okruglim dnom. Zatim se u tikvicu doda 200 mL destilirane vode te se
sadrzaj tikvice polako promijesa. Tikvica s mjesavinom uzorka i vode Spoji se na aparaturu po
Clevengeru (Slika 5). Tikvica se zatim kontinuirano zagrijava, a vrijeme destilacije se mjeri od
trenutka vrenja, odnosno od trenutka kada se prva kap destilata kondenzira na vodenom hladilu.
Nakon isteka zadanog vremena, zaustavlja se zagrijavanje tikvice te se tikvica odvoji od
aparature. Nakon 20 min u graduiranom separatoru o€ita se volumen izdvojenog eteri¢nog ulja.
Potom se pomocu pipca iz separatora prvo ispusti hidrolat, a zatim eteri¢no ulje koje se sakupi
u vialu. U vialu s eteri¢nim uljem doda se ~1 g bezvodnog natrijevog sulfata kako bi se uklonili
moguci ostaci vode te se nakon 15 min pipetom izdvoji etericno ulje, prebaci u Cistu vialu 1
skladisti pri -18 °C do provodenja analiza. Prije sljedece destilacije, provede se destilacija
etanola (96 %-tni) te potom destilirane vode u svrhu ispiranja aparature. Postupak vodene

destilacije proveden je u dva ponavljanja za svaki uzorak.

Tablica 1. Popis uzoraka i plan eksperimenta

SIFRA OMJER BILJNI VRIJEME
UZORKA  MATERIJAL:VODA DESTILACIJE (min)

ETUlL 1:20 80
ETU2 1:20 80
ETU3 1:10 120
ETU4 1:30 40
ETUS 1:34,1 80
ETUG 1:10 40
ETU7 1:5,9 80
ETUS8 1:20 80
ETU9 1:20 80
ETU10 1:20 80
ETU11 1:20 136,6
ETU12 1:20 23,4
ETU13 1:30 120
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Slika 5. Aparatura po Clevengeru (vlastita fotografija)

3.2.3. Odredivanje prinosa eteri¢nog ulja

Prinos eteri¢nog ulja ra¢una se prema jednadzbi [1]:

V(eteriénog ulja) X 100
Muzorka)

prinos (%) =
gdje je:
V (eteri¢nog ulja) = volumen eteri¢nog ulja (mL)

m (uzorka) = masa usitnjenih sjemenki komoraca ()

[1]
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3.2.4. Analiza hlapljivih spojeva

Princip metode:

Analiza hlapljivin spojeva provodi se primjenom GC-MS analize. Unutar plinskog
kromatografa, sastavnice etericnog ulja prevode se u plinovito stanje i raspodjeljuju se izmedu
stacionarne i mobilne faze u koloni. Kroz kolonu ih transportira inertni plin, a potom se

kvalitativno analiziraju u masenom spektometru.

Priprema uzorka:
Za pripremu uzorka u vialu se otpipetira 10 uL etericnog ulja, 100 puL otopine internog
standarda (nerol) i 890 uL n-heksana.

Postupak odredivanja:

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 6). Analiza se provodi na kapilarnoj koloni
Agilent HP-5MS [(5%-fenil)-metilpolisiloksan; 30 m x 0,25 mm % 0,25 um] uz sljedece uvijete:
volumen injektiranog uzorka 1 pL, omjer razdjeljenja (eng. split ratio) 100:1 te plin nosioc helij
uz konstantan protok 1 mL min™. Tijekom analize koristi se sljede¢i temperaturni program
kolone: podetna temperatura 60 °C, zatim 60 - 145 °C (3 °C min?), 145 - 250 °C (30 °C min™)
te zadrzavanje 3 min na maksimalnoj temperaturi (250 °C). Ukupno vrijeme trajanja
kromatografske analize je 34,83 min. Temperatura injektora je 250 °C, dok temperature
premosnice, MS izvora i kvadripola iznose 280, 230 1 150 °C. Energija elektrona za ionizaciju
molekula uzoraka je 70 eV, a nacin rada postavljen je kao pracenje odabranih iona (eng. selected
ion monitoring, SIM). Parametri masenog spektrometra postavljeni su na brzinu ocitanja 1

ocitanje s (scan s), a opseg razdvajanja mase i naboja (m/z) u rasponu 30 — 550.
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Slika 6. Plinski kromatograf Agilent Technologies 6890N Network GC System

s masenim detektorom tipa 5973 inert Mass Selective Detector (vlastita fotografija)

Identifikacija i kvantifikacija hlapljivih spojeva:

Identifikacija hlapljivih spojeva provodi se usporedbom retencijskih vremena i masenih
spektara (m/z) ispitivanih spojeva s retencijskim vremenom i masenim spektrom komercijalnih
standarada te usporedbom dobivenih masenih spektara s onima u NIST bazi podataka
koristenjem softvera MSD ChemStation Data Analysis. Dodatno, za potvrdu identificiranih
spojeva izracuna Se njihov retencijski indeks i usporedi 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. Kvantitativne
vrijednosti za pojedina¢ne hlapljive komponente izracunaju se iz jednadzbi bazdarnih pravaca
standardnih spojeva (Tablica 2) uzimajuci u obzir faktor razrjedenja (FR = 100), pri ¢emu su
spojevi za koje nisu bili dostupni standardi kvantificiraju preko spoja najslicnije kemijske

strukture iz iste kemijske skupine.
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Tablica 2. 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 provedena su u tri paralelna odredivanja, a rezultati analize izrazeni su u

mg mL™* eteri¢nog ulja.

3.2.5. Eksperimentalni dizajn 1 statisticka obrada podataka

Za eksperimentalni dizajn pokusa 1 statistiCku obradu podataka koristeni su programski sustavi
Design-Expert 10.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD) i XLSTAT 2021.23.2.1141.0
(Addisoft, Pariz, Francuska).

Za dizajn eksperimentalnog plana pokusa koristen je centralno-kompozitni dizajn (eng. central
composite design, CCD) s dva faktora.

Prema Khuri i Mukhopadhyay (2010), centralno-kompozitni dizajn (CCD) se sastoji od tri

dijela: puni 2k faktorijalni dizajn (dizajn prvog reda), osni dio sastavljen od 2k broja tocaka
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smjestenih tako da su dvije tocke poloZene na osima kontrolnih varijabli na istoj udaljenosti a
od centra te od centralne tocke i replikacije u istoj.

Utvrdene su gornje i donje granice ispitivanih parametara kako slijedi: omjer biljnog materijala
i vode od 1:10 do 1:30 te vrijeme destilacije od 40 do 120 min. Svaki ispitivani parametar
promatran je na pet razina (-o, -1, 0, 1, o) $to je ukupno 13 pokusa ukljucujuci faktorske,
aksijalne i centralnu tocku s pet ponavljanja (Tablica 1).

Za utvrdivanje signifikantnih razlika izmedu uzoraka obzirom na prinos (%) etericnog ulja i
udio hlapljivih spojeva prema kemijskim skupinama (%) provedena je jednosmjerna analiza
varijance (ANOVA) i post-hoc Tukey test na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti.

Za analizu 1 statistiCku obradu dobivenih podataka koriStena je metodologija odzivnih povr§ina
— RSM (eng. Response Surface Methodology). Regresijski model za promatranu ovisnu

varijablu (prinos, %) izracunat je u skladu sa sljede¢om jednadzbom [2]:

3 3 3
Y =p,+ Z.Bixi + Zﬁiixiz + Z.Bijxixj
=1 =1 =]

[2]
gdje je:
Y- predvideni rezultat odnosno vrijednost ovisne varijable,
Bo- fiksni koeficijent, a Bi, Bii i Bij linearni, kvadratni i koeficijent interakcije,

Xi...Xj- vrijednost neovisne, kontrolirane varijable

Da bi se utvrdila signifikantnost utjecaja provedenih parametara vodene destilacije koriStena je
analiza varijance (ANOVA). Valjanost empirijskog modela za predvidanje prinosa etericnog
ulja ispitana je metodom ANOVA na 95 %-tnoj razini vjerojatnosti.

Optimiranje parametara vodene destilacije u svrhu ostvarenja maksimalnog prinosa eteri¢nog
ulja provedena je metodom pozeljnosti, gdje je prinos etericnog ulja obiljezen faktorom

vaznosti 5.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je optimirati uvjete izolacije etericnog ulja sjemenki komoraca
(Foeniculum vulgare Mill.) postupkom vodene destilacije. Prije provodenja vodene destilacije
izmjerena je veliCina Cestica usitnjenih sjemenki komoraca. Tijekom izolacije eteri¢nog ulja
postupkom vodene destilacije varirani su omjer biljnog materijala i vode te vrijeme destilacije
te je na taj naCin dobiveno 13 uzoraka etericnog ulja sjemenki komoraca. Za svaki uzorak
odreden je prinos etericnog ulja te je analiziran kemijski sastav primjenom GC-MS analize.
Statistickom analizom ispitane su razlike izmedu uzoraka te je ispitan utjecaj parametara
vodene destilacije (omjer biljnog materijala i vode te vrijeme destilacije) na prinos eteriénog
ulja. Na kraju, provedeno je optimiranje parametara vodene destilacije u svrhu dobivanja

maksimalnog prinosa etericnog ulja.

4.1. VELICINA CESTICA

Prije provedbe vodene destilacije, izmjerena je veli¢ina Cestica usitnjenih sjemenki komoraca i
dobiveni rezultati prikazani su na Slici 7. Veli¢ina Cestica izmjerena je u rasponu od 0,1 do
1905,5 um, a srednja vrijednost veli¢ine 50 % cestica, d (0,5), iznosila je 658,4 um.

8,0
7.0
6,0
5,0
4,0
3,0

2,0

VOLUMNI UDIO (%)

1,0

0,0

SIS IA e e R S I S-SR T P I ISR I S-S R A S I S-S SR S
QDY QDD QDD QD QDTDNQDDNTN g \\\r\?@@o?ff’é@

VELICINA CESTICA (um)

Slika 7. Distribucija veli¢ine ¢estica usitnjenih sjemenki komoraca
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4.2. PRINOS ETERICNOG ULJA

Tablica 3. Prinos eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

PRINOS ETERICNOG ULJA (%)

UZORAK

p < 0,001*

ETU1 5,00 + 0,01°
ETU2 5,12 + 0,03
ETU3 5,50 + 0,012
ETU4 5,10 + 0,03
ETUS 5,46 + 0,012
ETUG 4,60 + 0,03°
ETU7 5,02 + 0,02
ETUS 5,10 + 0,07°
ETU9 5,15+ 0,07°
ETU10 5,05+ 0,07°
ETU11 5,10 £ 0,07°
ETU12 4,40 +0,07¢
ETU13 5,40 + 0,032
Prosjecna vrijednost 5,08 + 0,30

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
*Statisticki znacajna varijacija kod p < 0,05. Srednje vrijednosti unutar kolone
oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,05.

Prinos eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (%) prikazan je u Tablici 3 gdje je vidljivo da je prinos
eteri¢nog ulja svih uzoraka odreden u rasponu 4,40 + 0,07 do 5,50 + 0,01 %. Najvisi prinos
etericnog ulja odreden je u uzorku ETU3 (5,50 + 0,01 %), u kojem je koristen omjer biljnog
materijala i vode 1:10, a vrijeme destilacije iznosilo je 120 min. Najnizi prinos zabiljeZen je u
uzorku ETU12 (4,40 + 0,07 %), gdje se vodena destilacija provodila 23,5 min uz omjer biljnog
materijala i vode 1:20. StatistiCka analiza je takoder pokazala signifikantne razlike izmedu
uzoraka obzirom na dobiveni prinos eteri¢nog ulja pa su se tako prinosi uzoraka ETU3, ETU5
I ETU13 izdvojili kao signifikantno najvisi, dok su signifikantno najnize vrijednosti prinosa

obiljezile uzorke ETUG6 i ETU12. Ostali uzorci nisu se medusobno signifikantno razlikovali u
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vrijednostima prinosa etericnog ulja (Tablica 3). Ovi rezultati upucuju na zakljucak da se visi

prinos postize uz dulje vrijeme destilacije.

4.3. SASTAV ETERICNOG ULJA

Sastav svih uzoraka eteri¢nog ulja analiziran je primjenom GC-MS analize kako bi se utvrdilo
postoje li razlike u sastavu obzirom na varijaciju parametara vodene destilacije. U svim
uzorcima identificirano je 18 spojeva koji pripadaju skupinama monoterpena, oksidiranih
monoterpena, fenilpropanoida te aromatskih aldehida. Najvise zastupljeni bili su
fenilpropanoidi (71,09 %), a slijede oksidirani monoterpeni (18,51 %) i monoterpeni (9,92 %),
dok su aromatski aldehidi prisutni u najnizem udjelu (0,48 %) (Slika 8).

9,920, 0:48%

18,51%
tenilpropanoidi

oksidirani monoterpeni
monoterpeni

® aromatski aldehidi

71,09 %

Slika 8. Prosjecan sastav (%) eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

Najveci broj identificiranih spojeva pripada skupini monoterpena: a-pinen, kamfen, sabinen, -
pinen, mircen, a-felandren, a-terpinen, p-cimen, D-limonen, y-terpinen i cis-sabinen hidrat. 1z
skupine fenilpropanoida identificirani su estragol i trans-anetol, a iz skupine oksidiranih
monoterpena eukaliptol, L-fenhon, kamfor i karvon. 1z skupine aromatskih aldehida

identificiran je p-anisaldehid (Tablica 4).
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Tablica 4. Sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca

Uzorak

ETU1
ETU2
ETU3
ETU4
ETUS
ETUG
ETU7
ETUS8
ETU9
ETU10
ETU11
ETU12
ETU13

Prosje¢na

vrijednost

a-pinen

28,85+0,21
27,20+0,20
29,52+0,33
20,86+0,31
30,51+0,19
33,76+0,44
40,80+0,52
24,93+0,86
32,48+0,51
28,18+0,50
31,24+0,29
31,63+0,71
32,18+0,61

30,16 4,72

Kamfen

5,43%0,05
5,14+0,14
5,3540,26
4,330,13
5,75%0,15
6,24+0,27
7,42+0,17
4,91£0,10
6,260,07
5,5420,16
5,9040,11
5,87+0,39
6,05+0,05

5,71+ 0,75

Sabinen

1,36+0,02
1,30+0,03
1,41£0,01
1,16+0,02
1,370,02
1,46+0,00
1,63+0,01
1,20+0,03
1,43+0,03
1,35+0,02
1,35+0,04
1,43+0,02
1,37+0,02

1,37 0,12

B-pinen

1,41+0,00
1,34+0,01
1,44+0,03
1,2240,02
1,47+0,01
1,54+0,01
1,75+0,03
1,26+0,02
1,51+0,03
1,44+0,01
1,45+0,02
1,51+0,01
1,49+0,02

1,45+ 0,13

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Monoterpeni (mg mL™)

Mircen

18,43+0,06
17,7620,06
19,91+0,07
16,09+0,18
18,92+0,17
20,79+0,22
23,63+0,27
16,39+0,24
20,35+0,26
19,2040,26
18,4120,17
19,79+0,27
19,2340,33

19,15 + 1,94

a-felandren

3,90+0,03
3,83+0,01
4,08+0,01
3,6040,03
4,04+0,04
4,18+0,03
4,60+0,01
3,63+0,03
4,12+0,05
4,02+0,03
3,9620,02
4,16+0,07
4,10+0,03

4,02 +0,26

a-terpinen

0,400,03
0,37+0,06
0,33+0,06
0,36+0,07
0,38+0,04
0,410,02
0,45+0,15
0,24+0,07
0,400,08
0,35+0,04
0,34+0,05
0,410,02
0,39+0,05

0,37 £ 0,05

p-cimen

1,18+0,01
1,18+0,01
1,22+0,01
1,17+0,00
1,21£0,01
1,2240,01
1,28+0,02
1,15+0,01
1,2140,01
1,23+0,00
1,21+0,01
1,23+0,01
1,2140,01

1,21+ 0,03

D-limonen

12,77+0,11
12,55+0,18
14,01£0,15
11,60+0,08
13,66+0,25
14,57+0,15
16,71£0,21
11,89+0,30
14,54+0,18
14,23+0,40
13,32+0,25
14,40+0,26
14,25+0,27

13,73 £ 1,35

v-terpinen

5,88+0,02
5,79+0,05
6,25+0,04
5,59+0,05
6,22+0,09
6,45+0,08
7,24+0,10
5,35+0,12
6,34+0,10
6,36+0,13
5,98+0,05
6,41+0,12
6,07+0,10

6,15+ 0,47

cis-sabinen
hidrat

0,69+0,02
0,70+0,01
0,77+0,01
0,71+0,01
0,72+0,00
0,80+0,01
0,85+0,01
0,73+0,02
0,81+0,03
0,80+0,00
0,73+0,03
0,81+0,01
0,77+0,00

0,76 £ 0,05
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Uzorak

ETU1
ETU2
ETU3
ETU4
ETUS
ETUG
ETU7
ETUS8
ETU9
ETU10
ETU11
ETU12
ETU13
Prosjecna

vrijednost

Eukaliptol
0,86+0,03
0,90+0,03
1,00+0,01
0,77+0,16
0,91+0,02
1,05+0,08
1,09+0,01
0,85+0,04
0,96+0,01
0,93+0,02
0,91+0,01
0,99+0,03
0,92+0,03

0,93 + 0,09

Tablica 4. Sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (nastavak)

Oksidirani
monoterpeni
(mg mL™)

L-fenhon Kamfor
134,71+0,88 3,03+0,04
135,714+0,54 3,07+0,03
157,81+1,08 3,52+0,03
137,92+1,18 3,13+0,04
143,23+1,56 3,17+0,03
162,31£2,18 3,56+0,04
182,04+2,23 3,95+0,04
135,67+2,34 2,94+0,05
163,11+3,31 3,55+0,05
162,15+3,84 3,56+0,06
141,36+2,07 3,08+0,02
161,49+3,25 3,53+0,05
151,70+3,52 3,29+0,04

151,48 + 14,65

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

3,34 +0,30

Karvon
1,16+0,02
1,134+0,03
1,124+0,03
1,09+0,04
1,13+0,01
1,10£0,05
1,14+0,02
1,14+0,00
1,13£0,02
1,11£0,02
1,13+0,04
1,12+0,04
1,15+0,01

1,13 £0,02

Fenilpropanoidi

(mg mL™)

Estragol
19,79+0,12
19,79+0,05
21,7940,11
19,15+0,16
21,8140,25
21,35+0,34
24,03+0,21
18,63+0,30
23,10+0,38
23,28+0,47
19,88+0,31
22,64+0,44
19,90+0,26

21,16 +1,75

Trans-anetol
580,72+2,68
513,14+0,81
605,88+4,34
556,64+5,82
579,16+8,83
566,22+8,38
646,56+8,78
525,57+8,83
619,43+13,67
647,11+13,61
567,00+9,88
618,53+14,80
597,27+13,22

586,40 + 41,58

Aromatski
aldehidi
(mg mL™)

p-anisaldehid

4,07+0,01
3,93+0,10
4,31+0,03
3,99+0,01
4,03+0,02
3,88+0,07
4,08+0,13
4,03+0,02
4,06+0,03
4,12+0,03
4,04+0,13
3,9240,02
4,08+0,01

4,04 £0,11
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Obzirom na udio pojedinac¢nih spojeva, najzastupljeniji spojevi bili su trans-anetol (prosje¢na
vrijednost 586,40 + 41,58 mg mL?) i L-fenhon (prosje¢na vrijednost 151,48 + 14,65 mg mL"
1. Slijede a-pinen (prosjeéna vrijednost 30,16 + 4,72 mg mL™), estragol (prosje¢na vrijednost
21,16 + 1,75 mg mL™), mircen (prosje¢na vrijednost 19,15 + 1,94 mg mL™), D-limonen
(prosje¢na vrijednost 13,73 + 1,35 mg mL™?), y-terpinen (prosje¢na vrijednost 6,15 + 0,47 mg
mL?) i kamfen (prosje¢na vrijednost 5,71 + 0,75 mg mL™), dok su eukaliptol, kamfor, karvon,
p-anisaldehid, sabinen, PB-pinen, o-felandren, a-terpinen, p-cimen i cis-sabinen hidrat
detektirani u udjelima nizim od 5 mg mL™.

Udio najzastupljenijeg hlapljivog spoja u etericnom ulju, trans-anetola, kretao se u rasponu
513,14 £ 0,81 do 647,11 = 13,61 mg mL™. Najvisi i najnizi udjeli trans-anetola dobiveni su pri
istom vremenu destilacije koje je iznosilo 40 min. Medutim, najvisi udio dobiven je
postavljanjem veceg omjera biljnog materijala i vode (1:30), dok je najnizi udio dobiven s
omjerom 1:10. Nadalje, povecanje vremena destilacije nije utjecalo na povecanje udjela trans-
anetola u etericnom ulju. Uz isti omjer biljnog materijala i vode (1:30), primjena vodene
destilacije u trajanju od 120 min rezultirala je smanjenjem udjela trans-anetola za 1,5 % u
odnosu na uzorak koji se destilirao u trostruko kra¢em vremenu. Ipak, u uzorcima u kojima je
omijer iznosio 1:20 zabiljeZen je porast udjela trans-anetola s pove¢anjem vremena destilacije.
Povecanjem vremena destilacije s 23,4 (ETU12) na 80 min (ETU10), povecan je i udio trans-
anetola sa 618,53 + 14,80 na 647,11 + 13,61 mg mL™. Medutim, u uzorku ETU11, zabiljezen
je pad udjela trans-anetola na 567,00 + 9,88 mg mL™. Na temelju dobivenih rezultata ovog
istrazivanja, moze se zaklju€iti kako udio trans-anetola u eteri¢nom ulju raste s pove¢anjem
omjera biljnog materijala i vode. Poveéanje vremena destilacije utjeCe na porast udjela trans-
anetola pri nizim omjerima, dok pri viSim omjerima taj udio pada. U eteri¢nim uljima, anetol
Isto tako, izomeri anetol i estragol produkti su niza biokemijskih reakcija biljnog metabolizma,
a prekursor im je cimetna kiselina zbog ¢ega ova dva hlapljiva spoja imaju sli¢nu strukturu
(Baser i Buchbauer, 2009).

Za razliku od trenda trans-anetola, udio D-limonena u eteri¢nom ulju raste sa smanjenjem
omijera biljnog materijala i vode. Za vrijeme destilacije od 80 min, u uzorku ETU10 dobiveno
je 14,23 £ 0,40 mg mL* D-limonena, a u uzorku ETU7 16,71 + 0,21 mg mL™. Nadalje, raspon
udjela L-fenhona iznosi 17,10 + 0,05-19,07 + 0,04 %. Najvisi udio dobiven je destilacijom od
40 min uz omjer biljnog materijala i vode 1:10 (ETU6). Najnizi udio dobiven je duljom
destilacijom i ve¢im omjerom biljnog materijala i vode pa je izolacija L-fenhona efikasnija uz

krace vrijeme destilacije i manji omjer biljnog materijala i vode. Isto tako, smanjenjem omjera
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biljnog materijala i vode s 1:34,1 na 1:5,9 uz isto vrijeme destilacije (80 min) dobiva se 1,68 %
vise L-fenhona. Najnizi udjeli a-pinena i mircena dobiveni su primjenom destilacije od 40 min
uz omjer biljnog materijala i vode 1:30. Povecanjem vremena destilacije na 80 min uz
smanjenje omjera biljnog materijala i vode postize se najefikasnija izolacija ta dva spoja (uzorci
ETU1 za mircen i ETU7 za a-pinen). Medutim, smanjenje omjera biljnog materijala i vode nije
rezultiralo efikasnijom izolacijom p-anisaldehida. Uz vrijeme destilacije od 80 min, smanjenje
omjera biljnog materijala i vode s 1:20 na 1:5,9 dovelo je do smanjenja udjela ovog spoja za
0,12 %.

U uzorku ETU7 u kojem je omjer biljnog materijala i vode bio 1:5,9, a vrijeme destilacije 80
min. zabiljeZen je najvisi udio a-pinena, kamfena, a-terpinena, i D-limonena. Nadalje, eteri¢no
ulje dobiveno pri ETUL uvjetima sadrzi najvise udjele sabinena, B-pinena, mircena, o-
felandrena, p-cimena, y-terpinena, estragola, karvona i p-anisaldehida. Vrijeme destilacije za
uzorak ETU1 iznosi 80 min, a omjer biljnog materijala i vode 1:20. Moze se zakljuciti da se
provedbom destilacije od 80 min uz manji omjer biljnog materijala i vode dobiva veci udio lako
hlapljivih spojeva u etericnom ulju, ali poveanjem tog omjera Uz isto vrijeme destilacije
zabiljeZen je i ve¢i udio srednje i teze hlapljivih spojeva. U uzorku ETU4 zabiljeZen je najnizi
udio a-pinena, kamfena, sabinena, f-pinena i mircena pa se moze zakljuéiti da kombinacija
niskog vremena destilacije i visokog omjer biljnog materijala i vode ne pogoduje izolaciji lako
hlapljivih spojeva iz sjemenki komoraca. Isto tako, navedeni spojevi izolirani su u vi$im
koncentracijama u uzorcima s duljim vremenom destilacije.

Prema istrazivanju Bedini i sur. (2016), eteri¢no ulje sjemenki komoraca iz talijanske pokrajne
Arezzo sadrzi 78,4 % trans-anetola, 8 % estragola, 6,2 % limonena i 3,1 % fenhona. U istom
istrazivanju, analiziran je kemijski sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca iz Alzira. U tom je
ulju dobiveno 85,5 % estragola, 7,5 % limonena, 3,8 % fenhona i 0,9 % trans-anetola. lako su
eteri¢na ulja dobivena istim postupkom izolacije, razlikuju se zbog geografskih i klimatskim
uvjeta uzgoja. Takoder, moze se zakljuéiti da etericno ulje sjemenki komoraca karakterizira
kemijski polimorfizam. Na kemotip eteri¢nog ulja utjeu klimatski, sezonski i okoli$ni uvjeti,
ali stupanj zrelosti biljke. Mota i sur. (2015) navode kako prema kemijskom sastavu, etericno
ulje sjemenki komoraca moze biti klasificirano u 4 kemotipa: anetol, estragol, anetol/estragol i
anetol/fenhon. U ovom istrazivanju dobiveno je eteri¢no ulje sjemenki komoraca koje se moze
klasificirati kao anetol kemotip. Bedini i sur. (2016) karakterizirali su ispitivane sjemenke
komoraca kao anetol te estragol kemotip.

Stefanini i sur. (2006) istrazivali su utjecaj stupnja zrelosti i sezonskih uvjeta na kemijski sastav

etericnog ulja sjemenki komoraca. Etericno ulje izolirali su postupkom vodene destilacije na
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aparaturi po Clevengeru u trajanju od 3 h. Identificirali su a-pinen, mircen, limonen, fenhon,
estragol, trans-anetol i y-terpinen u eteri¢cnom ulju dobivenom iz sjemenki uzgojenih u ljetnim
mjesecima, dok je eteri¢no ulje sjemenki uzgojenih u jesen sadrzavalo i fenhil-acetat. Udio
trans-anetola u etericnom ulju rastao je s poveéanjem stupnja zrelosti sjemenke, s tim da je
najvisa vrijednost zabiljezena kod sjemenki iz ljetnog uzgoja. Raspon udjela trans-anetola u
etericnom ulju sjemenki iz ljetnog uzgoja kretao se izmedu 73,81 i 78,25 %, dok je raspon za
sjemenke iz jesenskog uzgoja iznosio 69,67-77,26 %. Sljedeca najzastupljenija komponenta
bila je fenhon &iji se raspon udjela kretao izmedu 13,98-15,14 % u ulju sjemenki uzgojenih na
ljeto, dok je kod sjemenki iz jesenskog uzgoja uocen pad udjela s porastom stupnja zrelosti, a
iznosio je od 4,03-16,98 %. y-terpinen izoliran je samo iz nezrelih sjemenki u udjelu od 0,57 %
(ljetni uzgoj) te 0,56 % (jesenski uzgoj). Rasponi udjela a-pinena, mircena, limonena, estragola
i fenhil-acetata bili su sljede¢i: 0,29-1,27 %, 0,41-0,95 %, 2,32-6,70 %, 2,45-3,57 % i 3,35-4,35
%. U ovom radu, dobiveno je eteri¢no ulje s visim udjelom a-pinena i mircena, ali s nizim
udjelom ostalih komponenata u odnosu na istrazivanje Stefanini i sur. (2006) koji su proveli
dulju destilaciju pa se u njihovim eteri¢nim uljima izdvojio visi udio srednje i teze hlapljivih
spojeva.

Yamini i sur. (2002) ispitivali su utjecaj razli¢itih metoda izolacije i lokacije uzgoja na kemijski
sastav eteri¢nog ulja sjemenki komoraca iz Irana. Identificirali su 16 spojeva iz ulja dobivenog
vodenom destilacijom, a 9 spojeva iz ulja dobivenog superkriticnom ekstrakcijom CO..
Eteri¢no ulje dobiveno vodenom destilacijom od 4 hsadrzavalo je 69,1 % trans-anetola, 11 %
fenhona, 10 % limonena, 4,45 % estragola, 0,96 % o-cimena, 0,89 % a-pinena i 0,72 % v-
terpinena. Superkriticnom ekstrakcijom izolirano je 90,4 % anetola, 9,93 % fenhona, 9,78 %
limonena i 3,15 % estragola. Autori su usporedili rezultate s istrazivanjem Gamiz-Gracia i De
Castro (2000) koji su ispitivali kemijski sastav sjemenki komoraéa iz Spanjolske. Identificirali
su 10 spojeva, a izolirali su trans-anetol, limonen i a-felandren kao najzastupljenije hlapljive
spojeve ¢iji su udjeli iznosili redom 27,93, 21,18 te 7,67 %. Superkriticnom se ekstrakcijom
izolirao visok udio trans-anetola zbog njegove dobre topljivosti u CO2 pod utjecajem visokog
tlaka i temperature. Medutim, tom se metodom izoliralo manje hlapljivih spojeva zbog moguce
degradacije uslijed uvjeta ekstrakcije ili je nizi udio spojeva posljedica razlike u geografskom
podrijetlu.

Prema Najdoska-Bogdanov i sur. (2015), eteri¢no ulje sjemenki slatkog komorac¢a sadrzi 86,3
% trans-anetola, 5,12 % estragola, 4,05 % limonena, 0,68 % a-pinena, 0,49 % B-pinena, 1,28
% o-cimena, 0,69 % y-terpinena, 0,50 % fenhona i 0,26 % p-anisaldehida. Ulje je dobiveno

vodenom destilacijom u trajanju od 3 h. Omijer biljnog materijala i vode bio je 1:10. Autori su
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takoder istrazivali utjecaj skladiStenja sjemenki komoraca na kemijski sastav eteri¢nog ulja.
Zakljucili su da se s vremenom smanjuje udio hlapljivih spojeva jer se, zbog enzimske
aktivnosti, stvaraju sekundarni nehlapljivi produkti oksidacije. Nakon 5 god. skladiStenja
sjemenki, udio trans-anetola smanjio se na 77 %, a udio p-anisaldehida pove¢ao na 4,25 %. Isto
tako, zabiljeZena je prisutnost karvona i karveola, ali i poveéan udio fenhona i estragola. Mircen
i a-felandren su degradirali, a udio limonena i a-pinena se smanjio. U ovom radu, koristene su
usitnjene sjemenke gorkog komoraca i krace vrijeme destilacije pa su udjeli hlapljivih spojeva
nizi u odnosu na udjele iz rada od Najdoska-Bogdanov i sur. (2015).

U istrazivanju koje su proveli Marotti i Piccaglia (1992), analizirano je eteri¢no ulje usitnjenih
sjemenki gorkog komoraca koje je dobiveno vodenom destilacijom od 2 h uz variranje omjera
biljnog materijala i vode te vremena destilacije. 1zolirani su trans-anetol (85,49-86,66 %),
fenhon (5,95-6,26 %), limonen (3,92-4,39 %), estragol (1,79-2,45 %), a-pinen (0,35-0,42 %) i
mircen (0,21-0,30 %), a u manjim su udjelima identificirani i kamfen, sabinen, B-pinen, o-
felandren, p-cimen, eukaliptol, y-terpinen, kamfor i anisaldehid. U usporedbi s rezultatima
njihovog istraZivanja, u ovom radu izoliran je nizi udio trans-anetola i limonena, dok je udio
fenhona, a-pinena i mircena visi. Isto tako, eteri¢no ulje sjemenki gorkog komoraca sadrzavalo
je visi udio limonena i fenhona te nizi udio trans-anetola 1 estragola u odnosu na eteri¢no ulje
sjemenki slatkog komoraca. Zakljuéili su da omjer biljnog materijala i vode nije statistic¢ki
znacajno utjecao na kemijski sastav ulja za razliku od usitnjavanja sjemenki i vremena
destilacije. Medutim, povecanje vremena destilacije na 4 h utjecalo je na izolaciju viseg udjela
limonena (4,85 %) i fenhona (10,21 %), a nizeg udjela trans-anetola (81,86 %). Usitnjavanje
sjemenki utjecalo je na povecanje udjela limonena i smanjenje udjela trans-anetola. U ovom
radu, smanjenje omjera biljnog materijala i vode utjeCe na porast udjela D-limonena i fenhona
te na smanjenje udjela trans-anetola. Isto tako, povecanje vremena destilacije utjeCe na porast
udjela trans-anetola, ali samo pri niZim omjerima biljnog materijala i vode.

Prema istrazivanju Mimica-Dukic¢ 1 sur. (2003), vrijeme vodene destilacije ima znacajan utjecaj
na kemijski sastav eteri¢nog ulja komoraca. Medutim, variranje omjera biljnog materijala i vode
nije pokazalo znacajnu razliku u udjelima hlapljivih spojeva, a najzastupljenije komponente
bile su trans-anetol (72,2-74,18 %), fenhon (11,32-16,35 %) i estragol (3,87-5,29 %). U ovom
radu, u nizim udjelima izolirani su trans-anetol i estragol, dok je u vi$im udjelima izoliran
fenhon. Mimica-Duki¢ i sur. (2003) proveli su dulju destilaciju (6-12 h) koja je rezultirala
izolacijom veceg udjela teze hlapljivih spojeva, trans-anetola i estragola. Spoj srednje
hlapljivosti, fenhon, izoliran je u nizem udjelu zbog potencijalne degradacije uslijed dulje

destilacije. U istrazivanju Kosar i sur. (2007) ispitivala se razlika u kemijskom sastavu
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etericnog ulja usitnjenih 1 neusitnjenih sjemenki komoraca dobivenog vodenom destilacijom
tijekom 3 h i vodenom destilacijom potpomognutom mikrovalovima u vremenu 1 h.
Usitnjavanje sjemenki rezultiralo je dvostrukim pove¢anjem udjela limonena u ulju izoliranom
vodenom destilacijom potpomognutom mikrovalovima, dok kod ostalih spojeva nije
zabiljezena znacajna razlika u udjelu. Vodenom destilacijom usitnjenih sjemenki izolirano je 4

% limonena, dok se u ovom istrazivanju navedeni udio krec¢e od 1,54 + 0,01 do 1,72 + 0,00 %.

Tablica 5. Udio (%) hlapljivih spojeva po kemijskim skupinama u eteriénom ulju sjemenki

komoraca
Monoterpeni Oksidirani Fenilpropanoidi Aromatski
Uzorak monoterpeni aldehidi
p < 0,001* p < 0,001* p < 0,001* p < 0,001*
ETU1 10,69 + 0,04° 18,62 + 0,02° 70,15 + 0,03 0,54 + 0,00
ETU2 10,22 + 0,03¢ 18,65 + 0,02° 70,60 + 0,00" 0,52+ 0,01%°
ETU3 9,58 + 0,039 18,58 + 0,02 71,35 + 0,04° 0,49 + 0,00%%
ETU4 8,45 + 0,03 18,10 + 0,03¢ 72,94 + 0,032 0,51 + 0,00°
ETU5 10,06 + 0,05° 17,72 + 0,059 71,74 +0,10° 0,48 + 0,01%f
ETUG6 10,75 + 0,05° 19,75 + 0,042 69,05 + 0,04 0,46 + 0,00M"
ETU7 10,97 + 0,022 19,42 + 0,02° 69,19 + 0,03 0,42 +0,01°
ETUS8 9,43 + 0,06" 18,49 + 0,029 71,56 + 0,04 0,53 +0,01%
ETU9 9,89 + 0,09° 18,65 + 0,05° 71,01 + 0,139 0,45 + 0,019
ETU10 8,94 + 0,041 18,13 + 0,04° 72,48 + 0,03° 0,45 + 0,019
ETU11 10,22 + 0,05° 17,84 + 0,05 71,46 + 0,10% 0,49 + 0,02%%
ETU12 9,74 + 0,02 18,57 + 0,05 71,25 + 0,08 0,44 + 0,01M
ETU13 10,07 + 0,079 18,15 + 0,05¢ 71,31 + 0,05¢f 0,47 + 0,01°

Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

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

Dodatno, kako bi se utvrdilo postoje li signifikantne razlike u sastavu eteri¢nog ulja dobivenog
pri razli¢itim parametrima vodene destilacije, provedena je statisticka analiza rezultata udjela
(%) pojedinih kemijskih skupina u uzorcima etericnih ulja. Dobiveni rezultati prikazani su u
Tablici 5, a upucuju na postojanje signifikantnih razlika u sastavu eterinog ulja obzirom na

primijenjene parametre vodene destilacije U ovom istrazivanju izolirano je 8,45 + 0,03-10,97
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+ 0,02 % monoterpena, 17,72 + 0,05-19,75 + 0,04 % oksidiranih monoterpena, 69,05 + 0,04-
72,94 + 0,03 % fenilpropanoida i 0,42 £ 0,01-0,54 &= 0,00 % aromatskih aldehida.

Najvisi 1 najnizi udio fenilpropanoida dobiveni su primjenom istog vremena destilacije koje je
iznosilo 40 min. Medutim, omjer biljnog materijala i vode u uzorku sa signifikantno najvisim
udjelom fenilpropanoida iznosio je 1:30 (ETU4), dok je taj omjer bio nizi za uzorak ETU6
(1:10) u kojem je zabiljezen signifikantno najnizi udio ove skupine spojeva. Navedeni zakljucci
su u korelaciji s udjelima trans-anetola koji su prethodno opisani. Nadalje, u uzorku ETU4,
izolirano je najvise fenilpropanoida, a najmanje monoterpena. Suprotno, u uzorku ETUG6
izolirano je najmanje fenilpropanoida, a najviSe oksidiranih monoterpena. Veéi udio
monoterpena dobiva se primjenom duljeg vremena destilacije i manjeg omjera biljnog
materijala i vode, dok je za izolaciju oksidiranih monoterpena ucinkovitije krace vrijeme
destilacije uz manji omjer biljnog materijala i vode. Najvisi i najnizi udio aromatskih aldehida
dobiveni su destilacijom od 80 min s tim da je najviSi udio dobiven uz ve¢i omjer biljnog
materijala 1 vode (1:20), dok je kod najnizeg udjela taj omjer nizi (1:5,9). Moze se zakljuciti da
izolaciji aromatskih aldehida pogoduje primjena duljeg vremena destilacije 1 ve¢eg omjera
biljnog materijala i vode.

Prema istrazivanju Mimica-Duki¢ i sur. (2003), povecanje vremena destilacije sa 6 na 12 h
rezultiralo je povecanjem udjela monoterpena, smanjenjem udjela oksidiranih monoterpena, ali
i izolacijom dugolancanih ugljikovodika. Udio monoterpena iznosio je 6,19-8,4 %, dok je udio
oksidiranih monoterpena bio 11,94-16,80 %. Takoder je uocen porast fenilpropanoida sa 77,49
% na 79,47 %. U ovom radu, zabiljezen je veéi udio monoterpena i oksidiranih monoterpena,
ali i manji udio fenilpropanoida u svim uzorcima. Razlike u kemijskom sastavu mogu se
objasniti kroz primjenu duljeg vremena destilacije u istrazivanju Mimica-Duki¢ i sur. (2003)
Sto je pospjesilo izolaciju fenilpropanoida koji su teze hlapljivi spojevi u odnosu na ostale
spojeve iz tog istrazivanja.

Rezultati istrazivanja Kosar i sur. (2007) pokazali su da je za efikasniju izolaciju oksidiranih
spojeva pogodna dulja vodena destilacija neusitnjenih sjemenki ili destilacija usitnjenih
sjemenki u kra¢éem vremenu. Naime, oksidirani spojevi, koji se izoliraju kasnije u odnosu na
ugljikovodike, imaju veéi afinitet za vezanje vode. Prilikom zagrijavanja, biljni materijal se
omeksava i to omogucuje laksu izolaciju oksidiranih komponenata koje hlape zajedno s
vodenom parom. No, ukoliko se primjenjuje destilacija u kracem vremenu, izolacija ovih
komponenata je efikasnija ako se sjemenke usitne. Zbog navedenih svojstava, vodena

destilacija predstavlja bolji izbor za metodu izolacije oksidiranih monoterpena.
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Ahmad i sur. (2018) analizirali su kemijski sastav eteri¢nog ulja sjemenki slatkog komoraca.
Ulje je dobiveno metodom vodene destilacije u trajanju od 180 min. Prema njihovim
rezultatima, eteri¢no ulje sadrzi 6,20 % monoterpena, 11,40 % oksidiranih monoterpena, 74,37
% fenilpropanoida te 7,89 % ostalih spojeva. U ovom radu dobiven je nizi udio fenilpropanoida
i ostalih spojeva, ali visi udio monoterpena i oksidiranih monoterpena. Takoder, svi su se uzorci
destilirali u vremenu kracem od 180 min. Razlike u udjelima mogu biti rezultat analiziranja
razli¢itih varijeteta komoraca, lokacije uzgoja ili kultivacije biljke.

Hassan 1 Elhassan (2017) izolirali su eteri¢no ulje iz sjemenki komoraca postupkom vodene
destilacije u trajanju od 4 h. Komora¢ je uzgojen u Sudanu. U dobivenom ulju, izolirano je
98,06 % monoterpena od ¢ega je 80,67 % spadalo u skupinu oksidiranih monoterpena. Osim
toga, izolirali su i 0,66 % seskviterpena. Bedini i sur. (2016) izolirali su 86,5 % fenilpropanoida,
9,2 % monoterpena i 4,2 % oksidiranih monoterpena iz sjemenki komoraca kemotipa anetol.
Sli¢ne vrijednosti dobivene su analizom etericnog ulja kemotipa estragol koje je sadrzavalo
86,4 % fenilpropanoida, 7,9 % monoterpena i 4,7 % oksidiranin monoterpena. U ovom
istrazivanu dobiveni je niZi udio fenilpropanoida, ali 1 viSi udio monoterpena 1 oksidiranih

monoterpena.

4.4. UTJECAJ PARAMETARA VODENE DESTILACIJE NA PRINOS ETERICNOG ULJA

Obzirom da prinos predstavlja jedan od klju¢nih faktora proizvodnog procesa, statisticki je
ispitan utjecaj parametara vodene destilacije (omjer biljnog materijala i vode te vrijeme
destilacije) na prinos etericnog ulja sjemenki komoraca te je provedeno optimiranje tih
parametara u svrhu postizanja maksimalnog prinosa etericnog ulja.

Signifikantnost utjecaja omjera biljnog materijala i vode te vremena destilacije na prinos

eteri¢nog ulja ispitana je metodom ANOVA, a dobiveni rezultati su prikazani u Tablici 6.
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Tablica 6. Utjecaj parametara vodene destilacije na prinos (%) etericnog ulja sjemenki

komoraca
- Prinos (%)
Izvor varijacije
F-omjer p-vrijednost
X1 19,635 0,001*
X2 8,557 0,022*
X2 12,170 0,010*
X2 10,538 0,014~
X1 X2 8,362 0,023*
Nedostatak modela 5,781 0,062
R? 0,933
Model 3,6300955813331 — 0,0032291477374184X; + 0,001150625X,> +
ode

0,027112342167691X, — 0,000079804687499998X,” — 0,000375X; X,

Xi1-omjer biljnog materijala i vode, Xz-vrijeme destilacije
*Statisticki znacajna varijacija kod p < 0,05.

Temeljem dobivenih rezultata, omjer biljnog materijala i vode te vrijeme destilacije imali su
statistiCki znacCajan utjecaj na prinos etericnog ulja sjemenki komoraca, kao i kombinacija tih
dvaju parametara.

Utjecaj kombinacije oba parametra na prinos etericnog ulja prikazan je na Slici 9. MozZe se
zakljuciti kako se prinos eteri¢nog ulja povecava s duzim trajanjem destilacije za sve ispitivane
omjere biljnog materijala i vode, gdje se najvisi prinosi postizu pri omjeru 1:10 i 1:30 uz 120
min destilacije. Isto tako, vidljivo je da se veci prinos eteri¢nog ulja moze postici 1 u krace
vrijeme destilacije ukoliko se ujedno poveca omjer biljnog materijala i vode. Dakle, pri kracem
vremenu trajanja destilacije, prinos eteri¢nog ulja raste s pove¢anjem omjera biljnog materijala
1 vode. Medutim, pri duljem vremenu destilacije, uoceno je smanjenje prinosa ulja ukoliko je
omjer biljnog materijala i vode manji od 1:20, ali se porastom omjera ponovno moze ocekivati
veci prinos ulja. Takoder se moze zaklju€iti da je za postizanje veceg prinosa ulja pri nizim
omjerima biljnog materijala i vode potrebno dulje trajanje vodene destilacije, dok se ve¢i prinos
etericnog ulja s manjim omjerom biljnog materijala i vode postigne u kra¢em vremenskom

periodu.
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Design-Expen® Software Prinos (%)
Factor Coding Actual

Prinos 120
o Design Points
I 55
44
X1 = Omjer biljni materyjal:voda 100
X2 = Vrijeme

Vrijeme (min)

10 15 20 25 30

Omjer biljni materijal:voda

Slika 9. Utjecaj omjera biljnog materijala i vode te vremena destilacije na prinos eteri¢nog

ulja sjemenki komoraca

Mimica-Duki¢ i sur. (2003) proveli su sli¢no istrazivanje u kojem su varirali vrijeme vodene
destilacije te omjer biljnog materijala i vode za izolaciju eteri¢nog ulja iz sjemenki komoraca.
Prinos ulja iznosio je 2,82-3,38 % $to je nize od dobivenih vrijednosti u ovom radu. Medutim,
sukladno rezultatima dobivenim u ovom radu, autori su zakljucili da se prinos eteri¢nog ulja
povecava uz manji omjer biljnog materijala i vode te duze vrijeme destilacije. Sintim i sur.
(2015) istrazivali su eteri¢no ulje sjemenki kopra (Anethum graveolens L.), pripadnika obitelji
Apiaceae. Proveli su postupak vodene destilacije u trajanju od 195 min, a tijekom postupka
destilacije odredivali su prinos sakupljenog ulja nakon odredenih vremenskih perioda.
Zakljucili su da se 23,28 % od ukupnog eteri€nog ulja izoliralo u prve 2 min destilacije, 51,53
% etericnog ulja izoliralo se od 2. do 75. min, 9,77 % od 75. do 135. min, a preostalih 2,44 %

tijekom zadnjih 60 min destilacije.
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Prema istrazivanju Saharkhiz i Tarakeme (2011), razlike u prinosu etericnog ulja mogu biti
povezane sa stupnjem zrelosti sjemenki komoraca. Navedeni autori odredivali su prinos
etericnog ulja dobivenog vodenom destilacijom na aparaturi po Clevengeru, a vrijeme
destilacije iznosilo je 3 h. Vrijednosti prinosa eteri¢nog ulja za nezrele, srednje zrele i zrele
sjemenke komoraca iznosile su 1,31, 1,18 1 1,26 %. Anwar i sur. (2009b) dobili su nesto vece
vrijednosti koje su iznosile 2,8 % za nezrele 1 3,5 % za zrele sjemenke. Navedeni rezultati nizi
su od rezultata dobivenih u ovom radu u kojem su se ispitivale zrele sjemenke, a moguci razlozi
su geografsko porijeklo, vrijeme destilacije, klimatski uvjeti i vrsta tla.

Hammouda i sur. (2014) istrazivali su sjemenke divljeg gorkog komoraca (podvrsta piperitum)
i ispitivali utjecaj tehnike izolacije na prinos eteri¢nog ulja. Proveli su vodenu destilaciju na
aparaturi po Clevengeru u trajanju od 3 h, ekstrakciju superkriticnim CO> koja je takoder trajala
3 h te vodenu destilaciju potpomognutu mikrovalovima u trajanju od 60 min. Najveci prinos
eterinog ulja dobiven je mikrovalnom ekstrakcijom (2,28 %), a najnizi vodenom destilacijom
(0,98 %). Ekstrakcijom superkriticnim CO2 dobiveno je 2,2 % eteri¢nog ulja. Kosar 1 sur.
(2007) proveli su izolaciju etericnog ulja iz sjemenki komoraca uzgojenih u Turskoj. Koristili
su vodenu destilaciju na aparaturi po Clevengeru i vodenu destilaciju potpomognutu
mikrovalovima. Takoder, ispitivali su i1 utjecaj usitnjavanja sjemenki na prinos ulja. Prema
njihovim rezultatima, prinos etericnog ulja dobiven vodenom destilacijom bio je isti za cijele 1
usitnjene sjemenke, a iznosi 1,9 %. Prinosi ulja dobiveni vodenom destilacijom
potpomognutom mikrovalovima nizi su od prethodno navedenih 1 iznose 1,2 % za cijele
sjemenke 1 1,6 % za usitnjene sjemenke. Moze se zakljuciti da vecu efikasnost na izolaciju ulja
iz cijelih i usitnjenih sjemenki ima vodena destilacija. Isto tako, vodena se destilacija provodila
trostruko duze od destilacije potpomognute mikrovalovima, $to je moglo doprinijeti duljem
zagrijavanju biljnog materijala i boljem oslobadanju hlapljivih komponenti iz istog.

Marotti i Piccaglia (1992) ispitivali su prinos etericnog ulja sjemenki komoraca iz pokrajne
Emilia Romagna u Italiji. Istrazivali su utjecaj sljede¢ih parametara: omjer biljnog materijala i
vode, varijetet sjemenke komoraca i stupanj usitnjavanja sjemenke. Vrijeme vodene destilacije
na aparaturi po Clevengeru iznosilo je 120 min. Ve¢i prinos ulja zabiljeZen je pri manjem
omjeru biljnog materijala i vode (1:6,67) u odnosu na ve¢i omjer (1:20) za sve ispitivane
varijetete i stupnjeve usitnjavanja. Najveéi prinos ulja imali su uzorci sjemenki gorkog
komoraca, a prinos se kretao u rasponu 1,83-2,83 %. Prinos je rastao sa stupnjem usitnjavanja
sjemenki, a taj trend je zabiljeZzen 1 u ostalim varijetetima. Raspon prinosa etericnog ulja
sjemenki slatkog komoraca iznosio je 1,50-2,20 %, dok je taj raspon bio nizZi za sjemenke

fiorentinskog komoraca (1,33-2,17 %). U ovom radu, uzorak ETU4 imao je iste uvjete izolacije
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(Tablica 1) kao i uzorak sjemenki gorkog komoraca s omjerom otapala 1:6,67. Iako je na uzorku
ETUA4 provedena vodena destilacija u trajanju od 40 min, dobiveno je 5,10 + 0,03 % eteri¢nog
ulja, Sto je gotovo dvostruko vise od prinosa kojeg su dobili Marotti i Piccaglia (1992).

U Tablici 6 prikazana je jednadzba regresijskog modela uz pripadajuéi koeficijent determinacije
(R? i vrijednost nedostataka modela (eng. lack of fit). Jednadzba regresijskog modela
omogucuje predvidanje prinosa eteri¢nog ulja za svaku vrijednost omjera biljnog materijala i
vode te vremena destilacije, dok pripadaju¢i R? pokazuje kolika je preciznost modela. Sto je
njegova vrijednost bliza 1 to je model precizniji. Sukladno tome, dobivena R? vrijednost (0,933)
ukazuje na vrlo dobru to¢nost modela. Takoder, valjanost modela potvrdena je i vrijednos$éu

nedostatka modela koja nije bila statisticki znacajna (Tablica 6).

] | T

10 30 40 120
Omyjer biljni materijal:voda =10 Vrijeme = 120
—/.ji Pozeljnost = 0,879
4.4 5.5
Prinos = 5,37

Slika 10. Rezultati optimiranja parametara vodene destilacije za izolaciju eteri¢nog ulja

sjemenki komoraca

Na Slici 10 prikazani su rezultati optimiranja parametara vodene destilacije za izolaciju
etericnog ulja sjemenki komoraca prema metodi poZeljnosti. Optimalni omjer biljnog materijala
1 vode za vodenu destilaciju sjemenki komoraca je 1:10, dok optimalno vrijeme vodene
destilacije iznosi 120 min. Uvrstavanjem ovih vrijednosti parametara u jednadzbu regresijskog
modela predvida se prinos eteri¢nog ulja od 5,37 %. Provedbom izolacije eteri¢nog ulja
vodenom destilacijom pri optimalnim parametrima dobiven je eksperimentalni prinos eteri¢nog

ulja od 5,50 % sto je u skladu s vrijednostima predvidenim modelom.
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5. ZAKLJUCCI

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

1. Tijekom optimiranja procesa vodene destilacije za izolaciju eteri¢nog ulja sjemenki
komoraca odreden je prinos u rasponu 4,40 + 0,07 do 5,50 + 0,01 %. Signifikantno
najvisi prinos etericnog ulja odreden je u uzorku u kojem je koriSten omjer biljnog
materijala i vode 1:10, a vrijeme destilacije iznosilo je 120 min. Signifikantno najnizi
prinos zabiljezen je u uzorku gdje se vodena destilacija provodila 23,5 min uz omjer
biljnog materijala i vode 1:20. Rezultati su pokazali da se visi prinos eteri¢nog ulja

sjemenki komoraca postize duljim vremenom destilacije.

2. Primjenom GC-MS analize u svim uzorcima etericnog ulja sjemenki komoraca
identificirano je ukupno 18 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 aldehda (p-anisaldehid).

3. Najzastupljeniji hlapljivi spojevi etericnog ulja sjemenki komoraca bili su
fenilpropanoidi (prosje¢na vrijednost 71,09 %), a slijede oksidirani monoterpeni
(prosjecna vrijednost 18,51 %) i monoterpeni (prosje¢na vrijednost 9,92 %) dok su

aromatski aldehidi prisutni u najnizem udjelu (prosjecna vrijednost 0,48 %).

4. Najzastupljeniji pojedinacni hlapljivi spojevi bili su trans-anetol (prosje¢na vrijednost
586,40 + 41,58 mg mL™?) i L-fenhon (prosje¢na vrijednost 151,48 + 14,65 mg mL™).
Slijede a-pinen (prosje¢na vrijednost 30,16 + 4,72 mg mL™), estragol (prosje¢na
vrijednost 21,16 £ 1,75 mg mL ™), mircen (prosje¢na vrijednost 19,15 + 1,94 mg mL™),
D-limonen (prosje¢na vrijednost 13,73 + 1,35 mg mL™), y-terpinen (prosje¢na
vrijednost 6,15 + 0,47 mg mL™?) i kamfen (prosje¢na vrijednost 5,71 + 0,75 mg mL™?),
dok su eukaliptol, kamfor, karvon, p-anisaldehid, sabinen, B-pinen, a-felandren, a-

terpinen, p-cimen i cis-sabinen hidrat detektirani u udjelima nizim od 5 mg mL™.
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5. Rezultati statisticke analize pokazali su signifikantne razlike u sastavu etericnog ulja

sjemenki komoraca obzirom na primijenjene parametre vodene destilacije. Najvisi i
najnizi udio fenilpropanoida dobiveni su destilacijom od 40 min. Omjer biljnog
materijala i vode u uzorku sa signifikantno najvisim udjelom fenilpropanoida iznosio je
1:30, dok je taj omjer iznosio 1:10 za uzorak u kojem je zabiljezen signifikantno najnizi
udio ove skupine spojeva. Veé¢i udio monoterpena dobiven je primjenom duljeg
vremena destilacije uz manji omjer biljnog materijala i vode, dok je za izolaciju
oksidiranih monoterpena uc¢inkovitije krace vrijeme destilacije i manji omjer biljnog
materijala i vode. lzolaciji aromatskih aldehida pogoduje primjena duljeg vremena

destilacije uz ve¢i omjer biljnog materijala i vode.

Omjer biljnog materijala i vode te vrijeme destilacije imali su statisti¢ki znacajan utjecaj
na prinos eterinog ulja sjemenki komoraca, kao 1 kombinacija tih dvaju parametara.
Provedenim optimiranjem definirani su sljede¢i optimalni parametri za dobivanje
maksimalnog prinosa etericnog ulja sjemenki komoraca postupkom vodene destilacije:

omijer biljnog materijala i vode 1:10 te vrijeme vodene destilacije 120 min.
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Prilog 1. Primjer kromatograma hlapljivih spojeva eteri¢nog ulja sjemenki komoraca (uzorak ETU3)
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