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SAZETAK

Cilj istrazivanja

Cilj je ovog specijalistickog rada provesti izolaciju i identifikaciju etericnog ulja sredozemnog

smilja - Helichrysum italicum (Roth) G. Don s razli¢itih lokacija na hrvatskim otocima.

Materijali i metode

Sadrzaj eteri¢nog ulja u osusenim cvjetovima sredozemnog smilja odreden je metodom
destilacije pomoéu vodene pare. Identifikacija izoliraronog eteriénog ulja provedena je

primjenom plinske kromatografije i spektrometrije masa (GC-MS).

Rezultati

Iz cvjetova sredozemnog smilja s otoka Visa, Paga i Cresa izolirano je 2,5-4 mL/kg eteri¢nog
ulja. Identificirano je 70 sastavnica koje su Cinile 89,96-98,05% pojedinog eteri¢nog ulja.
Glavne sastavnice eteri¢nog ulja uzorka s otoka Visa bili su a-pinen (26,80 %) i y-kurkumen
(20,33 %). Uzorak s otoka Paga sadrzavo je najvise a-pinena (11,91 %) i neril-acetata (11,13
%). Najvedi udio neril-acetata (16,03 %) odreden je u eterichom ulju s otoka Cresa koje je

sadrzavalo i znacajne koli¢ine B-selinena (11,98 %).

Zakljucci

Ustanovljene razlike u udjelima i kromatografskim profilima analiziranih eteri¢nih ulja
najvjerojatnije su vezane za odredeni genotip, razvojni stadij biljke, vegetacijsko razdoblje u
kojem je prikupljen biljni materijal te su posljedica klimatskih i ekoloskih ¢imbenika na

lokacijama sabiranja kao i primijenjene metode izolacije.



SUMMARY

Objectives

The aim of this study is to isolate and identify the essential oil of immortelle - Helichrysum

italicum (Roth) G. Don from different locations on the Croatian islands.

Materials and methods

The essential oil content of the dried immortelle flowers was determined by steam distillation.
The essential oil Immortelle was identified by gas chromatography and mass spectrometry

(GC-MS).

Results

From the flowers of immortelle collected on the islands of Vis, Pag and Cres, 2.5-4 mL/kg of
essential oil was isolated. Seventy components were identified, accounting for 89.96-98.05%
of each essential oil. The main components of the essential oil sample from the island of Vis
were o-pinene (26.80 %) and y-curcumene (20.33 %). The sample from the island of Pag
contained the most a-pinene (11.91 %) and neryl acetate (11.13 %). The highest proportion
of neryl acetate (16.03 %) was found in the essential oil from the island of Cres, which also

contained significant amounts of B-selinene (11.98 %).

Conclusion

The observed differences in the yields and chromatographic profiles of the essential oils
analysed are most likely related to a specific genotype, the developmental stage of the plant
and the growing season in which the plant material was collected, and are a consequence of
the climatic and environmental factors at the place of collection and the isolation method

used.
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1. UVOD | PREGLED PODRUCIA ISTRAZIVANJA

Rod Helichrysum iz porodice Asteraceae relativno je veliki rod koji uklju¢uje oko 600 vrsta
rasprostranjenih Sirom svijeta (1). Sredozemno smilje - Helichrysum italicum (Roth) G. Don je
viSegodisnji polugrm koji raste duz mediteranske obale, a karakteristican je po svojim
aromati¢nim zlatno-zZutim cvjetovima. Bududi da cvjetovi zadrzavaju Zutu boju ¢ak i kada se
uberu i osuse, biljka je dobila ime immortelle prema rijeci francuskog podrijetla sa znacenjem
yvjecan” (2). Sredozemno smilje dugo je poznato u tradicionalnoj medicini mediteranskih
zemalja. Cvjetovi i listovi koriste se u lije€enju alergija, prehlade, kaslja, zacjeljivanja rana,
upala, infekcija, poremecaja spavanja te za ublazavanje crvenila i opeklina od sunca (3, 4).
Dosadasnja znanstvena istraZivanja posebice istiCu protuupalna, antioksidacijska i
antimikrobna svojstva eteri¢nog ulja i razli¢itih ekstrakata smilja (1, 3). Etericnom ulju pripisuju
se najvaznija farmakoloska svojstva smilja vezana za primjenu na kozZi (5). Jedno je i od
najpopularnijih etericnih ulja u kozmetici jer je dokazano da potice cirkulaciju u koZi,

regenerira kozu te umanjuje pojavu sitnih bora (6, 7).

Pored prikupljanja samoniklog biljnog materijala, sredozemno smilje se danas Siroko uzgaja.
Pokazuje veliku varijabilnost kemijskog sastava ovisno o geografskom podrijetlu, starosti biljke
i okolisnim ¢imbenicima (1), Sto znadajno utjece na kvalitetu biljne sirovine za farmaceutsku i
kozmeticku industriju. U Hrvatskoj je sredozemno smilje rasprostranjeno duz Jadranske obale
i na otocima. Raste na krSovitom, suhom i siromasnom tlu (6). U ovom radu ¢e se provesti
usporedna karakterizacija etericnog ulja izoliranog iz cvjetova prikupljenih na otocima Visu,

Pagu i Cresu.



1.1. Sredozemno smilje - Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Sredozemno smilje - Helichrysum italicum (Roth) G. Don viSegodisnji je polugrm visine do 70
cm koji raste duz mediteranske obale. Biljka je karakteristicna po svojim vrlo aromati¢nim

zlatnoZutim cvjetovima (slika 1), a cvate u razdoblju od svibnja/lipnja do kolovoza/rujna (1).

Slika 1. Smilje na otoku Pagu (fotografija Marina Peldum Kusti¢, 8. rujna 2023.)

Stabljika je uspravna do uzlazno uspravna, paucinasto do gusto dlakava i prekrivena listovima.
Pri bazi i sredinom vegetativne i cvjetne stabljike, listovi su sjedeci, izmjenicni, linearni, s tupim
do blago zaobljenim vrhovima, s gornje strane zelenkasti, a s donje srebrnasti. Dugi su 2-37
mm i Siroki 0,4-1,8 mm. Listovi se veli¢inom smanjuju prema vrhu stabljike koja nosi terminalni
gronjasti cvat. Cvat se sastoji od 2-120 glavica koje su okruglaste do jajaste, valjkaste do usko
zvonaste i raznospolne. Glavice sadrze 8-39 Zutih cvjeti¢a, od kojih je 1-12 Zenskih i 7-29
dvospolnih. Pricvjetni listovi su crjepasto rasporedeni. Unutarnji su linearnog oblika,
suhokoZi¢asti i dulji od vanjskih. Vanjski pricvjetni listovi Siroko su zaobljeni, koZasti i dlakavi.

Plod je tamnosmeda cilindri¢na roska dimenzija 0,6-1.1 x 0,2—0,7 mm. Kao kserofitna biljka,
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smilje raste na suhim, pjeS¢anim i kamenitim podrucjima u Sirokom rasponu nadmorskih visina

do 2200 m (1, 4).

1.2. Etericna ulja

Eteri¢na su ulja aromaticni i vrlo hlapljivi sekundarni biljni metaboliti sastavljeni od velikog
broja razli¢itih organskih spojeva medu kojima su najzastupljenije terpenske molekule, a mogu
sadrzavati fenilpropane, lanc¢ane ugljikovodike te spojeve s dusikom i sumporom. Sposobnost
stvaranja eteri¢nog ulja imaju vrste iz odredenih biljnih porodica, primjerice Apiaceae,
Asteraceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae i dr. Biljke odlaZzu eteri¢na ulja u
posebnim spremnicima koji su histoloski lako prepoznatljivi i Cija je anatomska grada
svojstvena cijelom rodu ili porodici. To mogu biti Zljezdane dlake, uljenice te intracelularni

prostori (kanali) lokalizirani u nadzemnim i podzemnim organima (8,9).

Terpeni su prirodni spojevi Ciji se gradevni princip zasniva na molekuli izoprena (2-
metilbutadiena; CsHs). U eteri¢nim uljima koja se dobivaju destilacijom uglavnom su prisutni
monoterpeni (Cio) i seskviterpeni (Cis), dok diterpene (Cx) i triterpene (Cso) nalazimo u
eteri¢nim uljima koji se izoliraju ekstrakcijom ili mehanickim postupcima. Njihova struktura
moze biti aciklicna, mono-, bi- i triciklicna. Prema stupnju oksidacije pripadaju skupinama
ugljikovodika, alkohola, fenola, aldehida, ketona, estera, oksida i peroksida. lako se u
eteri¢nim uljima obi¢no detektira veliki broj sastavnica, samo ih je nekoliko prisutno u veéoj
koli¢ini te one odreduju mirisna, fizikalno-kemijska i bioloSka svojstva eteri¢nog ulja. Eteri¢na
ulja ve¢inom su bistre, bezbojne do blijedoZuckaste tekucine, a samo su rijetko intenzivnije

obojene. Dobro se otapaju u lipofilnim otapalima, a teSko su topljiva u vodi. Veéina ih je laksa



od vode, a njihova specifi¢na tezina u rasponu je od 0,84 do 1,18. Tocka vrelista im je relativno

visoka i kreée se u granicama od 150°C do 300 °C (8, 9).

Izolacija etericnih ulja

Izolacija eteri¢nih ulja provodi se konvencionalnim tehnikama koje ukljucuju destilaciju,
ekstrakciju otapalima i mehanicke postupke kao $to je hladno presanje (10). Medu naprednije
tehnike ubraja se mikrovalna ekstrakcija bez otapala (11, 12) i ekstrakcija ugljikovim

dioksidom u superktiricnom stanju (13, 14).

Destilacija je najéesc¢e koristen postupak ekstrakcije eteriénog ulja iz biljnog materijala, a
odvija se uz koriStenje vrlo visoke temperature koja uzrokuje Sirenje sadrzaja i povisenje tlaka
unutar Zlijezdane dlake te posljedi¢no pucanje stani¢ne stijenke i oslobadanje eteri¢nog ulja.
Zajedno s vodenom parom, eteri¢no ulje prenosi se dalje kroz hladilo te se uslijed kondenzacije
u posudi skupljaju uljna i vodena faza koje se medusobno ne mijesaju. Ovisno o nacinu
stvaranja vodene pare postoje tri vrste destilacije. Kod vodene destilacije biljni materijal
uronjen je u kipuéu vodu. Eteri¢no ulje, zbog osmoze, difundira kroz stani¢nu stijenku uljnih
stanica u vodu koja isparavanjem prenosi eteri¢no ulje dalje kroz aparaturu. Druga vrsta je
vodenoparna destilacija kod koje se biljni materijal nalazi iznad spremnika s kipuéom vodom
te je u kontaktu samo sa zasiéenom vodenom parom, ali ne i s kipuéom vodom. Kad se
primjenjuje parna destilacija, biljni materijal nije u kontaktu s vodom, a vodena se para uvodi
u kotao iz posebnog generatora pare, ¢ime je smanjeno termic¢ko raspadanje i nastajanje
artefakata. Destilacija se mozZe provoditi i samim zagrijavanjem biljnog materijala bez dodatka
vode ili vodene pare te u odsustvu kisika iz zraka (suha destilacija). Ponekad je potrebno
podvrgnuti etericno ulje ponovljenom postupku destilacije (redestilacija), s ciljem

prociS¢avanja od artefakata (10, 14).



1.3. Etericno ulje sredozemnog smilja

Etericno ulje sredozemnog smilja nalazi se u Zljezdanim dlakama koje su prisutne na
cvjetovima i listovima. Uglavnom se dobiva vodenom i parnom destilacijom vrsnih dijelova u
ranoj cvatnji (15). Medutim, ustanovljeno je da primjena visoke temperature ipak utjece na
sastav te moZe umanijiti kvalitetu izoliranog eteri¢nog ulja (16). Prinosi eteri¢nog ulja vrlo su
mali, obi¢no manji od 0,5 %. Primjerice, jedna tona cvatucih vr$nih dijelova daje oko 0,9-1,5
kg eteri¢nog ulja. Komatgrafski profil etericnog ulja odreduje se plinskom kromatografijom, uz

detekciju temeljenu na plamenoj ionizacijii ili spektrometriji masa (15).

Sredozemno smilje pojavljuje se u nekoliko razli¢itih podvrsta od kojih su najzastupljenije H.
italicum (Roth) G. Don subsp. italicum i H. italicum subsp. mycrophyllum (Wild.) Nyman (4).
Sastav eteri¢nog ulja razlikuje se medu podvrstama. No, i brojni drugi ¢imbenici, kao Sto su
geografsko podrijetlo, ekoloski ¢imbenici, stadij razvoja biljke, uvjeti uzgoja i dr. znacajno
odreduju kromatografski profil etericnog ulja. Najzastupljenije sastavnice eteri¢nog ulja
sredozemnog smilja su a-pinen, limonen, a-terpineol, italicen, kurkumen, nerol, neril-acetat,
neril-propionat i salineni. U literaturi su opisana tri glavna kemotipa: (i) nerol i njegovi esteri;
(i) a- i B-salinen te (iii) y-kurkumen (1, 6, 15, 17). Strukture navedenih spojeva prikazane su

na slici 2.



S A

Nerol Neril-acetat y-Kurkumen
a-Salinen [-Salinen

Slika 2. Strukture glavnih sastavnica eteri¢nog ulja sredozemnog smilja

IstraZivanja hrvatskih uzoraka sredozemnog smilja takoder su pokazala veliku varijabilost u
sastavu eteri¢nih ulja. Tako je, primjerice, neril-acaetat bio glavna sastavnica uzorka iz Splita
(18), dok je analiza viSe uzoraka iz Srednje Dalmacije pokazala ovisnost sastava etericnog ulja
o mjestu prikupljanja i stadiju razvoja biljke. Monoterpeni su bili zastupljeniji prije cvatnje, dok
su seskviterpeni prevladavali tijekom i nakon cvatnje (19). Istrazivanje sredozemnog smilja s
podruéja Srednje Dalmacije proveli su Cavar Zeljkovi¢ i sur. (20). Metodom hidrodestilacije

izolirali su 0,02-0,12 % eteri¢nog ulja iz nadzemnih biljnih dijelova. Uzorci s otoka Braca,



Biokova i okolice Trilja bili su bogati seskviterpenskim ugljikovodicima, dok je uzorak iz

Makarske sadrzavao najvise oksidiranih seskviterpena.

Recentno istraZzivanje prinosa i sastava eteri¢nog ulja sredozemnog smilja provedeno je na
biljnim uzorcima s devet lokacija u Dalmaciji. Prinos eteri¢nog ulja nakon vodene destilacije, u
trajanju od tri sata, iznosio je 0,23-0,46 %. Neril-acetat (4,48-21,36 %) bio je glavni spoj
ispitanih eteri¢nih ulja, a udjelom su se takoder isticale i sljedeée sastavnice: limonen, a-pinen,

a-kopaen, italicen, italidoni, a-terpineol i a.-kurkumen (6).

Za usporedbu hrvatskog smilja sa susjednim podruc¢jima valja spomenuti uzorak iz
jugozapadnog dijela Crne Gore koji je bio bogat neril-acetatom (28,2 %), y-kurkumenom (18,8
%), neril-propionatom (9,1 %) i a-kurkumenom (8,3 %) (21). Nadalje, komercijalni uzorak iz
Crne Gore odlikovao se velikim udjelom seskviterpena B-eudesmena (21,65 %) i B-bisabolena
(19,90 %), a monoterpensku frakciju najveéim dijelom Cinili su a.-pinen (16,90 %) i neril-acetat

(10,66 %) (22).



1.4. Djelovanje i primjena sredozemnog smilja

Helichrysum italicum (Roth) G. Don se zbog svog Sirokog spektra djelovanja ve¢ dugi niz godina
primjenjuje u tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja. Uglavnom se od cvjetova i
listova, a rjede i stabljike smilja, izraduju infuzi, dekokti, prasci i eteri¢no ulje, produkti koji se
koriste za unutarnju ili vanjsku primjenu, za lijeCenje razli¢itih poremecaja, a najéesée su to
upale i alergije povezane s respiratornim traktom i koZom. Eteric¢no ulje smilja se od davnina
koristi u aromaterapiji, a ima antibakterijska, antivirusna, antifungalna, antioksidacijska i
protuupalna svojstva (23). Zahvaljujuéi velikom broju razli¢itih skupina spojeva koje sadrzi, a
od kojih su najces¢i terpeni i fenolne komponente, sredozemno smilje pokazuje brojne
bioloSke ucinke i Siroku primjenu u farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji te u

proizvodnji parfema (1, 16, 24).

Vrsta H. italicum bogata je fenolnim sastavnicama za koje je poznato da doprinose zdravlju
zahvaljujuéi svom antioksidacijskom ucinku te se mogu primijeniti u prevenciji razliitih bolesti
povezanih s oksidacijskim stresom kao Sto su karcinom, kardiovaskularne i
neurodegenerativne bolesti (25). lako je broj klinickih studija mali, pokazano je da dekokt i
sirup smilja imaju pozitivan ucinak na bronhitis i astmatic¢an kasalj te su primije¢ena i dokazana
poboljSanja u pacijenata sa psorijazom i artritisom. Od klinickih studija etericnog ulja
sredozemnog smilja isti¢e se ono koje su proveli Voinchet i Giraud-Robert (26). Tijekom deset
dana ispitanici su oralno uzimali dvije kapi etericnog ulja, dva puta na dan. Usporedno se
provodila i topikalna primjenjena dva do tri mjeseca post-operativno. Studija je pokazala
smanjenje upale, edema, crvenila i hematoma. Rezultati opservacijskih studija na ljudima i
neklini¢kih istraZivanja te raportirana iskustva tradicionalne primjene pokazali su da je vrsta

H. Italicum sigurna za internu primjenu (25). Po pitanju vanjske primjene, D. Pratiwi i suradnici



su ustanovili da antimikrobna i protuupalna svojstva eteri¢nog ulja smilja doprinose boljem
zacjeljivanju rana. U usporedbi s netretiranim pacijenatima, oni koji su primjenjivali eteri¢no
ulje nisu razvili sekundarne infekcije te su imali normalnu do brzu stopu zacjeljivanja rana (27).
Temeljem znanstvenih dokaza, sredozemno smilje se i danas koristi u rekonstruktivnoj

kirurgiji za zarastanje rana i smanjenje hematoma (7, 28).

Jedno in vivo istraZivanje je pokazalo da eteri¢no ulje smilja ima snazan ucinak u prevenciji
peroksidacije lipida uzrovovane onecis¢enim zrakom i UV zralenjem, u ovisnosti o
primijenjenoj dozi. Smatra se da su protuupalna i fotoprotektivna svojstva smilja posljedica
visokog udjela flavanoida koji neutraliziraju slobodne radikale, inhibiraju histamin i produkciju

proupalnih citokina i tako ostvaruju pozitivan ucinak na nadrazenu kozu (20, 29-31).

Anti-age ucinak je najpoznatiji razlog za primjenu smilja. Stimulacijom cirkulacije u koZi potice
se regeneracija koZe i sprije¢ava se pojava sitnih bora, sto eteri¢no ulje smilja Cini izrazito
pozeljnim u kozmetickim pripravcima. a-Pinen je istaknut kao spoj iz eteri¢énog ulja smilja koji
najvise doprinosi inhibiciji kolagenaze i elastaze. UV zracenje, izmedu ostalog, inducira
kolagenazu - enzimski proces koji smanjuje razinu kolagena u koZzi, sto rezultira smanjenom
elasti¢nosti i vidljivim posljedicama starenja koze. Eteri¢no ulje smilja povecava proizvodnju
lipida u koZi, doprinosi stvaranju kozne barijere i diferencijaciji keratinocita te sintezi ceramida.
Tijekom procesa starenja koZze smanjuje se udio ceramida, kolesterola i masnih kiselina, sto
pojacava suhodu koZe, smanjuje imunosni odgovor i usporava zarastanje rana. Ustanovljeno
je da neril-acetat jaca funkciju zastitne barijere koze, ¢ime doprinosi boljoj hidrataciji zbog
zadrzavanja vode, a dodatno smanjuje i ulazak nepozeljnih egzogenih spojeva koje mogu imati
negativan ucinak na koZu. Disfunkcija epiderme povecava osjetljivost, suhodu i infekcije koze.

Eteri¢no ulje smilja povoljno utje¢e na diferencijaciju stanica epidermisa, produkciju lipida i



ceramida te tako potice jacanje zastitne barijere, a upravo su o€uvanje funkcije koZne barijere

i odrzavanje vlaznosti koze preduvjet za mladoliki izgled koze (17, 31, 32).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Sredozemno smilje - Helichrysum italicum (Roth) G. Don vaZna je ljekovita biljka u
tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja. Zbog svojih protuupalnih, antioksidacijskih i
antimikrobnih svojstava, eteri¢no ulje i razliciti ekstrakti sredozemnog smilja primjenjuju se u
lije¢enju rana, modrica, koznih i respiratornih bolesti. Eteri¢no ulje sredozemnog smilja jedno
je od najpopularnijih eteri¢nih ulja u kozmetici zbog sposobnosti poticanja cirkulacije u kozi,

regeneracije stanica i poboljSanja teksture koze.

Ovisno o geografskom podrijetlu, starosti biljke i okoliSnim c¢imbenicima, etericno ulje
sredozemnog smilja pokazuje veliku varijabilnost kemijskog sastava, Sto znacajno utjece na
kvalitetu biljne sirovine za farmaceutsku i kozmeti¢ku industriju. Stoga je cilj ovog
specijalistickog rada odrediti kromatografski profil eteri¢cnog ulja samoniklog sredozemnog

smilja s hrvatskih otoka Visa, Paga i Cresa.
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3. MATERUALI | METODE

3.1. Biljni materijal

Cvatudi vrini dijelovi sredozemnog smilja - Helichrysum italicum (Roth) G. Don prikupljeni su
na tri hrvatska otoka: Visu, Pagu i Cresu. Biljni materijal sakupljen je u blizini grada Komize 2.
lipnja 2023., zatim u mjestu Metajna na otoku Pagu 30. lipnja 2023. te u mjestu Martinscica
na otoku Cresu 26. lipnja 2023. Prikupljeni biljni material osu$en je na sobnoj temperaturi u

zastiti od svjetlosti (slika 3).

Slika 3. Osuseni cvjetovi sredozemnog smilja prikupljeni na otoku Pagu

3.2. Odredivanje i izolacija etericnog ulja

Osuseni cvjetovi sredozemnog smilja podvrgnuti su postupku destilacije pomoéu vodene pare
u aparaturi koju propisuje Europska farmakopeja (33). U tikvicu za destilaciju od 1000 mL

stavljeno je 60 g osuSenih cvjetova koji su preliveni s 500 mL destilirane vode te podvrgnuti

dobiveno je parnom destilacijom u aparaturi koja je prikazana na slici 5. U postupku je 140 kg
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biljnog materijala podvrgnuto tijekom 90 minuta pari generiranoj parogeneratorom, pri brzini

pare od 70 kg/min.

Slika 4. Aparatura za odredivanje i izolacija eteri¢nog ulja iz cvjetova sredozemnog smilja
s otoka Paga i Visa
(Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta)
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Slika 5. Aparatura za parnu destilaciju za izolaciju eteri¢nog ulja iz cvjetova sredozemnog
smilja s otoka Cresa (OPG Kuci¢ Guerino)
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3.3. Analiza etericnog ulja u vezanom sustavu: plinski kromatograf —

spektrometar masa

Eteri¢no ulje izolirano iz cvjetova sredozemnog smilja podvrgnuto je analizi u spregnutom
sustavu plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (slika 6). Uzorak za analizu
pripremljen je otapanjem eteri¢nog ulja u heksanu te je 1 uL uzorka injektiran u split modu
(1:50), pri temperaturi 250 °C. Kao plin nositelj koristen je helij s protokom 1 mL/min.
Sastavnice etericnog ulja odijeljene su u kapilarnoj koloni HP-5ms (5 % fenil-metilpolisiloksan)
duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma 0,25 um, uz sljededi temperaturni
program: pocetna temperatura kolone 60 °C (1 min), zagrijavanje 3 °C/min do 300 °C te
zadrzavanje temperature kolone 10 min na 300 °C. Odijeljene sastavnice analizirane su na
masenom spektrometru (ElI 70 eV, m/z 40-400). U svrhu izra¢una retencijskih indeksa pod
istim je uvjetima analizirana i smjesa n-alkana od C-8 do C-30. Obrada rezultata provedena je
koristenjem racunalnog paketa Agilent GC/MSD ChemStation verzija F.01.03. Sastavnice
eteri¢nog ulja identificirane su usporedbom spektara masa u bazi NIST 14, Wiley 9 i HPCH
2205. Identifikacija je takoder provedena na temelju linearnog retencijskog indeksa (RI) koji je

izraCunat za svaku odijeljenu sastavnicu prema sljedeéem izrazu:

(tr)x — (tr)c

RI =100x C + 100
(tr)c+1 — (tr)c

gdje je C broj C atoma n-alkana, tg retencijsko vrijeme za pojedinu sastavnicu, a X komponenta

za koju se racuna retencijski indeks.
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Slika 6. Spregnuti sustav plinske kromatografije sa spektrometrijom masa u kojem je
napravljena analiza eteri¢nog ulja
(Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja u cvjetovima sredozemnog smilja

Odredeno je da osuseni cvjetovi sredozemnog smilja s otoka Paga sadrze 4 mL/kg eteri¢énog
ulja, a uzorak s otoka Visa 2,8 mL/kg (slika 7). Eteri¢no ulje iz biljnog uzorka s otoka Cresa

izolirano je parnom destilacijom s prinosom od 2,5 mL/kg (slika 8).

Slika 7. Eteri¢no ulje sredozemnog smilja izolirano u aparaturi prema Europskoj farmakopeji

Slika 8. Eteri¢no ulje sredozemnog smilja izolirano parnom destilacijom
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4.2. Kromatografski profil etericnog ulja cvjetova sredozemnog smilja

Istrazen je sastav eteri¢nog ulja sredozemnog smilja prikupljenog na otocima Visu, Pagu i
Cresu. Uzorci etericnog ulja s otoka Visa i Paga dobiveni su iz cvjetova postupkom vodene
destilacije u Clevenger aparaturi, dok je etericno ulje s otoka Cresa izolirano parnom
destilacijom. Kvalitativna i kvantitativna analiza eteri¢nih ulja provedena je u vezanom
sustavu: plinski kromatograf-spektrometar masa (GC-MS), uz uvjete navedene u poglavlju 3.2.
Rezultati su prikazani na slici 9 i u tablici 1 koja prikazuje identificirane sastavnice prema
redosljedu zadrzavanja u koloni HP-5ms. Sastavnice eteri¢nog ulja identificirane su na temelju
linearnog retencijskog indeksa (Rl) koji je izracunat za svaku odijeljenu sastavnicu, kao i
usporedbom njihovih spektara masa sa spektrima dostupnim u bazama spojeva. U
analiziranim uzorcima ukupno je identificirano 70 sastavnica koji su Cinile od 89,96 % do 98,05
% pripadajuéeg etericnog ulja. Najzastupljenije sastavnice etericnog ulja s otoka Visa su a-
pinen (26,80 %), y-kurkumen (20,33 %) i B-selinen (9,59 %). Eteri¢no ulje s otoka Paga
sadrzavalo je najvise a-pinena (11,91 %) i neril-acetata (11,13 %). Najveci udio neril-acetata
(16,03 %) odreden je u eteriénom ulju s otoka Cresa koje je sadrzavalo i znacajne koli¢ine B-
selinena (11,98 %), a-pinena (9,59 %), y-kurkumena (8,95 %) i italicena (6,42 %). Usporedni

kromatografski profili analiziranih eteri¢nih ulja prikazani su na slici 9.
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Slika 9. Usporedni prikaz kromatografskog profila eteri¢nih ulja sredozemnog smilja
s otoka Visa, Cresa i Paga
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Tablica 1. Sastav eteri¢nog ulja sredozemnog smilja s otoka Visa, Paga i Cresa

RI Udio (%)

No. Sastavnica

(HP-5ms) Vis Pag Cres
1. a-pinen 933 26,87 11,91 9,59
2. a-fenhen 946 0,33 0,30
3. kamfen 948 0,17 0,19 0,18
4. B-pinen 976 0,23 0,23 0,25
5. a-felandren 1004 0,06
6. a-terpinen 1017 0,26 0,26 0,07
7. p-cimen 1024 0,21 0,26
8. limonene 1028 1,02 2,82 2,09
9. 1,8-cineol 1031 2,79 0,21
10.  izobutil-angelat 1051 0,11 0,31
11. y-terpinen 1058 0,36 0,63 0,27
12. terpinolen 1088 0,29 0,33 0,12
13.  2,4-dimetil-heptan-3,5-dion 1099 0,07
14. | linalol 1101 0,17 1,29 0,72
15. 2-metilbutil-2-metilbutanoat 1105 0,15 0,29
16. fenhol 1112 0,16
17.  3-acetoksi-okten 1113 0,16
18. menton 1153 1,43
19. 2-metilbutil-angelat 1154 0,33 0,63
20. borneol 1165 0,31 0,26 0,07
21. terpinen-4-ol 1177 0,30 0,74 0,16
22.  4,6-dimetilokta-3,5-dion 1187 0,90 0,64
23. a-terpineol 1190 0,87 2,16 0,23
24. nerol 1229 1,78 1,91
25.  bornil-acetat 1286 0,10
26. timol 1294 0,10
27. neril-acetat 1366 1,17 11,13 16,03
28. oa-ilangen 1369 0,26 0,36
29. a-kopaen 1374 2,26 4,00 3.05
30. izoitalicen 1397 0,31
31. italicen 1401 1,29 0,78 6,42
32. cis-a-bergamoten 1414 0,28 0,44 1,34
33. PB-kariofilen 1417 3,19 1,15 3,96
34, trans-a-bergamoten 1434 0,38 0,46 1,14
35. 4,6,9-trimetildeka-8-en-3,5-dion 1441 6,75 5,85 1,39
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36.
37.
38.
39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54,
55.
56.

57.

58.
59.
60.

61.

62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.

a-humalen

neril-propionat

trans-B-farnezen

alo aromadendren

a-akoradien

[-akoradien

y-murolen

selin-4-11-dien

y-kurkumen

B-selinen
2,4,6,9-tetrametildeka-8-en-3,5-dion
a-selinen

o-murolen

d-amorfen

y-kadinen

d-kadinen

italicen eter

a-kadinen

a-kalokoren

trans-nerolidol

spatulenol
3,5,7,10-tetrametilundek-9-en-4,6-
dion

neril-izovalerat

viridiflorol

gvajol
5-izopropil-1,7-dimetiloktahidro-1,4-
metanoinden-8-ol

rosifoliol

nerolidol oksid
epi-a-kadinol
[-eudesmol
neointermedeol
a-eudesmol
bulnesol
B-epibisabolol
a-bisabolol

ukupno identificirano

1451
1455
1457
1458
1462
1464
1475
1473
1479
1483
1489
1493
1498
1505
1512
1522
1532
1535
1541
1563
1575

1580
1584
1589
1596

1601
1604
1629
1639
1647
1652
1655
1665
1668
1682

0,18
0,14
0,31

1,12
20,33
9,59
4,69
2,24
0,47

2,42

1,29
0,29

0,23

3,61

0,27

0,76

1,55

1,26

0,64
98,05

1,25

0,32

1,21

6,04
5,44
2,40
1,39
0,92
0,48
1,95
2,48
0,21
0,15
0,27
0,13
1,45
1,92

0,35
0,83

3,35
0,63
1,30
0,73
1,67
0,26
0,27
0,49
0,12
89,96

0,37
3,50

0,50
0,45

1,76
8,95
11,98
1,19
4,45
0,54
0,35
1,52
0,93
0,50

0,36

0,60
0,97

0,48

0,44

1,52
0,21

0,25

0,47

0,14

95,86
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U tablici 2 navedeni su usporedni udjeli pojedinih skupina spojeva u analiziranim eteri¢nim
uljima. Osnovu eteri¢nih ulja cine seskviterpeni (38,90-52,66 %) i monoterpeni (32,16-38,34
%), dok su alifatski spojevi manje zastupljeni (4,86-15,54 %). Medu seskviterpenima
prevladavaju ugljikovodici, posebice u uzorcima s Cresa (48,74 %) i Visa (45,35 %), dok ih je u
etericnom ulju s otoka Paga neSto manje (27,74 %). Paski je uzorak bogatiji seskviterpenskim
alkoholima (10,95 %) u odnosu na ostala dva uzorka (3,42-4,71 %). Ugljikovodici su takoder
najzastupljeniji monoterpeni (13,19-29,20 %), a najviSe ih je prisutno u etericnom ulju s otoka
Visa. Monoterpenskim esterima najbogatije je eteri¢no ulje sa Cresa (20,11 %). Njihov udio u
uzorku s Paga iznosi 12,38 %, dok etericno ulje s Visa sadrzi samo 1,31 % monoterpenskih
estera. Alifatski spojevi su najvise prisutni u viSkom (15,54 %) i paskom uzorku (11,96 %), dok
ih je u etericnom ulju s otoka Cresa znadajno manje (4,86 %). Alifatski ugljikovodici
prevladavaju u uzorku s Paga, dok su ostala dva uzorka bogatija alifatskim di-ketonima

poznatih po nazivu italidoni.
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Tablica 2. Usporedni udjeli pojedinih skupina spojeva u etericnom ulju sredozemnog smilja s

otoka Visa, Paga i Cresa

Udio (%)
Sastavnice etericnih ulja
Vis Pag Cres
MONOTERPENI 32,16 36,10 38,34
Ugljikovodici 29,2 16,91 13,19
Alkoholi 1,65 6,39 3,09
Fenoli - - 0,10
Ketoni - - 1,43
Oksidi - 3,42 0,42
Esteri 1,31 12,38 20,11
SESKVITERPENI 50,35 38,90 52,66
Ugljikovodici 45,35 27,74 48,74
Alkoholi 4,71 10,95 3,42
Oksidi 0,29 0,21 0,50
ALIFATSKI SPOJEVI 15,54 11,96 4,86
Ugljikovodici 0,16 11,07 -
Alkoholi 3,61 - -
Ketoni 7,83 0,89 4,26
Esteri 3,94 - 0,60

Rezultati naseg istraZzivanja pokazali su da eteri¢no ulje s otoka Visa sadrzi jako malo neril-
acetata i drugih estera nerola, za razliku od ostala dva uzorka, posebice creskog koji je izrazito
bogat neril-acetatom. Nadalje, visko eteri¢no ulje ima dvostruko viSe a-pinena i y-kurkumena
u usporedbi s uzorcima prikupljenim na Pagu i Cresu. Medusobne razlike izmedu paskog i
creskog uzorka su ipak znacajno manje. U paskom etericnom ulju odreden je manji udio
ukupnih seskviterpena, posebice ugljikovodika, dok je udio seskviterpenskih alkohola vedi.
Pored toga, eteri¢no ulje s Paga sadrzi vise alifatskih spojeva, ponajvise ugljikovodika koji nisu
prisutni u creSkom uzorku u kojem prevladavaju alifatski di-ketoni (italidoni). Analizirana
eteri¢na ulja s otoka Cresa i Paga bogata su neril-acetatom te su sli¢nija vecini ispitanih uzoraka
sredozemnog smilja podrijetlom iz Hrvatske i susjednih podrucja (6, 21, 34). Na podrudju
Sardinije pronadeni su uzorci s vrlo visokim udjelom neril-acetata koji je dosezao vise od 70 %
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(35). Znacajno vise je rasprostranjen kemotip s manjim ali opet visokim udjelom neril-acetata
u Italiji (36-40), Francuskoj (41), Crnoj Gori (42) i Hrvatskoj (43). Viski uzorak je izrazito bogat
o-pinenom i y-kurkumenom. Prethodnim istrazivanjima je ustanovljeno da je smilje bogato a-
pinenom rasprostranjeno u lItaliji (38), Hrvatskoj (19) i Portugalu (44), dok su uzorci bogati y-

kurkumenom pronadeni na podrudju Italije, Crne Gore i SAD-a (45).
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5. ZAKLJUCAK

U okviru ovog rada provedeno je usporedno fitokemijsko istrazivanje etericnog ulja
sredozemnog smilja - Helichrysum italicum (Roth) G. Don prikupljenog na tri hrvatska otoka:
Visu, Pagu i Cresu. Iz cvjetova prikupljenih na otoku Pagu izolirano je 4 mL/kg eteri¢nog ulja,
dok su prinosi eteri¢nog ulja u uzorcima s Visa i Cresa bili znacajno manji (2,8 mL/kg i 2,5

mL/kg).

Analizom izoliranog eteri¢nog ulja u vezanom sustavu plinske kromatografije i spektrometrije
masa identificirana je 70 sastavnica, Sto predstavlja 89,96-98,05 % ispitanih eteri¢nih ulja.
Osnovu analiziranih eteri¢nih ulja cinili su monoterpenski ugljikovodici (13,19-32,16 %) i
seskviterpenski ugljikovodici (27,74-49,74 %), dok su uzorci s otoka Cresa i Paga sadrzavali i
znacajne koli¢éine monoterpenskih estera (20,11 % i 12,38 %). Italidoni, alifatski diketoni

karakteristi¢ni za eteri¢no ulje smilja, bili su najzastupljeniji u viSkom i paskom uzorku.

Eteri¢no ulje s otoka Visa sadrZavalo je najviSe a-pinena (26,80 %), y-kurkumena (20,33 %) i B-
selinena (9,59 %). U eteri¢cnom ulju s otoka Cresa odreden je najvedi udio neril-acetata (16,03
%), aliiznacajni udjeli B-selinena (11,89 %), a-pinena (9,59 %), y-kurkumena (8,95 %) i italicena
(6,42 %). a-Pinen (11,91 %) i neril-acetat (11,13 %) bile su glavne sastavnice eteri¢nog ulja s

otoka Paga.

Ustanovljene razlike u kromatografskim profilima analiziranih eteri¢nih ulja najvjerojatnije su
vezane za odredeni genotip, razvojni stadij biljke, vegetacijsko razdoblje u kojem je prikupljen
biljni materijal te su posljedica klimatskih i ekoloskih ¢imbenika na lokacijama sabiranja kao i
primijenjene metode izolacije. Varijabilnost kemijskog sastava etericnog ulja sredozemnog
smilja potrebno je uzeti u obzir pri njegovoj primjeni u praksi bududi da ucinak znacajno ovisi

o kromatografskom profilu eteri¢nog ulja.
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