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1. Uvod



1.1. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja (lat. aetherolea) su smjese jace ili slabije hlapljivih, lipofilnih sastavnica
izoliranih iz biljaka ili biljnih dijelova. To su tekucine niske viskoznosti te intenzivnog,
najces¢e ugodnog mirisa, koji ovisi o njihovom kemijskom sastavu. Eteri¢na ulja mogu se
dobivati razli¢itim tehnikama, kao Sto su destilacija, ekstrakcija i tijeStenje. Svjeze izolirana
etericna ulja su najceS¢e bezbojne ili blijedozuckaste teku¢ine. Dobro se mijeSaju sa svim
lipofilnim otapalima, dok je njihova topljivost u vodi vrlo mala (1:200). Za identifikaciju 1
ispitivanje stupnja Cistoce eteri¢nih ulja novije farmakopeje propisuju tankoslojnu 1 plinsku
kromatografiju. Prednost plinske kromatografije je moguénost identifikacije svih komponenti
(i onih u tragovima), odredivanja sadrzaja 1 stupnja Cistoce u jednoj analizi, dok je nedostatak

cijena analize (1).
1.1.1. Eteri¢na ulja roda Citrus

Eteri¢na ulja roda Citrus dobivaju se destilacijom iz cvjetova 1 listova te tijeStenjem
kore plodova, a lokalizirana su u intercelularnim prostorima ili kanalima te nastaju lizigeno
(gr¢. lysis - otapati), odnosno, nastaju oblikovanjem takozvane lizigene Supljine. IshodiSte
lizigene Supljine predstavlja stanica koja ima gu§¢i sadrzaj, ¢ijom podjelom najprije nastaje
tkivo bez Supljine, u kojem postupno dolazi do otapanja stani¢nih membrana, $to dovodi do

stvaranja spremnice za ekskret (1).
1.1.2. Limonen

Limonen spada u ciklicke monoterpene te glavna je komponenta etericnih ulja
dobivenih i1z raznih agruma, kao $to su limun (Citrus limon L.), slatka naranca (Citrus sinensis

(L.) Osbeck), mandarina (Citrus reticulata Blanco), grejp (Citrus x paradisi Macfad.) 1 drugi
(1,2).

Slika 1.1. Struktura R-(+)-limonena



Bistra je 1 bezbojna tekucina na sobnoj temperaturi, ugodnog je mirisa te zbog toga
ima znacajnu industrijsku primjenu. Dobro je topljiv u organskim otapalima, a moze se
izolirati destilacijom ili ekstrakcijom. Na zraku brzo oksidira do perilne kiseline,
dihidroperilne kiseline, uroterpenola i limonen-1,2-diola (2). Njegovi oksidacijski produkti

mogu biti potencijalni kozni iritansi izazivajuci kontaktni dermatitis (3).

1.2. Kromatografija

Kromatografija je analitiCka tehnika odjeljivanja, te uz odgovarajuci detektor,
kvantifikacije 1 naknadne identifikacije komponenti (4). Kromatografija je fizikalna metoda
odjeljivanja komponenti smjese na temelju razliCite raspodjele komponenata izmedu faza,

nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) (5).
1.2.1. Podjela kromatografije

Postoji nekoliko podjela kromatografskih metoda. S obzirom na nacin ostvarivanja
kontakta izmedu nepokretne i pokretne faze, razlikujemo kolonsku i plosnu kromatografiju.
Kod kolonske kromatografije nepokretna faza se nalazi unutar kolone, a moze biti krutina ili
tekucina vezana za inertni nosac, najces¢e Si0,, dok se uzorak kojeg Zelimo analizirati stavlja
na pocetak kolone te prolazi kroz kolonu noSen pokretnom fazom. Uzorak moZe biti u
tekucem 1ili ¢vrstom stanju, no ako je u ¢vrstom stanju mora biti topljiv u pokretnoj fazi.
Komponente uzorka putuju razliitim brzinama zbog razli¢itog zadrZavanja na nepokretnoj
fazi §to Cini osnovu kromatografskog odjeljivanja. Primjeri kolonske kromatografije su
tekucinska 1 plinska kromatografija. U ploSnu kromatografiju spadaju papirna kromatografija i
tankoslojna kromatografija, pri ¢emu nepokretnu fazu predstavlja kromatografski papir,
odnosno celuloza iz papira, ili sloj sorbensa nanesen na ¢vrsti nosac, koji moze biti metalna,

staklena ili plasti¢na plocica (5).

S obzirom na agregatno stanje pokretne faze, razlikujemo plinsku, tekucéinsku te
fluidnu kromatografiju. Pokretna faza plinske kromatografije je inertan plin (plin nosilac),
najceS¢e vodik, duSik ili helij, a kod tekuc¢inske kromatografije to je tekucina niske
viskoznosti, dok je kod fluidne kromatografije pokretna faza superkriti¢ni fluid (fluid iznad

svoje kriti¢ne temperature i tlaka) (5).

Prema prirodi ravnoteze izmedu nepokretne i1 pokretne faze postoje razdjelna

kromatografija, adsorpcijska kromatografija, afinitetna kromatografija, kromatografija



isklju¢enjem te kromatografija ionskom izmjenom. Mehanizam odjeljivanja se kod razdjelne
kromatografije temelji na razlici u topljivosti pojedinih komponenti uzorka u nepokretnoj i
pokretnoj fazi. Kod adsorpcijske kromatografije ravnoteza se uspostavlja izmedu tekucine ili
plina kao pokretne faze i povrSine Cvrste nepokretne faze, gdje se komponente izravno
adsorbiraju na povrSinu pa zbog ovisnosti o jacini adsorpcije komponente putuju razliitim
brzinama. Afinitetna kromatografija se temelji na postojanju funkcionalnih skupina koje se
nalaze na povrSini ¢vrste faze za koje se specificno veze trazena komponenta iz uzorka te ju to
¢ini najselektivnijom vrstom kromatografije. Kromatografija iskljuCenjem se temelji na
odjeljivanju komponenti prema razlici u njihovim dimenzijama, odnosno molekulskoj masi i
volumenu. Nepokretna faza je u ovom slucaju materijal s porama definiranih dimenzija koji
se naziva i molekulsko sito, a najéesce je u pitanju porozan gel kroz koji prolazi tekuéa ili
plinovita pokretna faza. Kod kromatografije ionskom izmjenom nepokretnu fazu predstavlja
izmjenjivacka smola na kojoj su vezane elektricki nabijene funkcionalne skupine koje vezu

suprotno nabijene Cestice iz uzorka (5).



1.2.2. Kromatogram

Kromatogram je graficki prikaz odziva detektora ili neke druge funkcije koncentracije
analizirane tvari u ovisnosti o vremenu. Kromatografska krivulja (pik ili vrsak) predstavlja
odziv detektora pri eluiranju jedne komponente uzorka. Idealna kromatografska krivulja ima
oblik Gaussove krivulje, jer ne eluira sav uzorak u odredenom vremenu, ve¢ tada eluira
glavnina uzorka, a dio uzorka eluira neposredno prije 1 poslije tog vremena (4). Kromatogram
moze posluziti za kvalitativnu, kao i kvantitativnhu analizu. Za identifikaciju analizirane

komponente pomaze polozaj pika na vremenskoj osi, dok povrSina ispod pika sluzi za

kvantifikaciju (5).
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Slika 1.2. Primjer kromatograma za uzorak s dvije komponente (A 1 B). Na slici je
zadrzano vrijeme oznaceno kao #,,, ukupno vrijeme zadrzavanja kao ¢, prilagodeno vrijeme
zadrZavanja kao ¢, visina kromatografske krivulje kao h, polovina visine kromatografske
krivulje kao 4, Sirina kromatografske krivulje u osnovici kao w, Sirina kromatografske

krivulje u polovini visine kao wy,.

Vrijeme koje je potrebno komponenti koja se ne zadrzava (pokretna faza) za prolazak
kroz kolonu, naziva se zadrZano vrijeme te se oznacava s . Vrijeme potrebno od injektiranja
uzorka do vremena maksimalnog odziva detektora za odredenu komponentu, naziva se
ukupno vrijeme zadrzavanja, a oznacava se kao ¢. Prilagodeno vrijeme zadrzavanja (')
predstavlja razliku izmedu ukupnog vremena zadrZzavanja te zadrzanog vremena, a rauna se

prema sljedecoj formuli:



th=t— tn.

Takoder, prilagodeno vrijeme zadrZzavanja ukazuje na vrijeme u kojem je odredena

komponenta bila vezana za nepokretnu fazu (5).

Faktor zadrzavanja je parametar koji opisuje brzinu gibanja odredene komponente
kroz kolonu, a idealan faktor zadrzavanja je izmedu 1 i 5, kako eluacija ne bi bila niti prebrza
niti prespora. Faktor zadrzavanja, za komponentu A, oznacuje se kao k'y, a moze se izraCunati

iz eksperimentalnih podataka prema sljede¢oj formuli (5):

tl

-

kIA =

~
8

Faktor odjeljivanja pokazuje koliko dobro ¢e odredena kolona odjeliti dva razlicita

analita. MoZe se izraCunati iz eksperimentalnih podataka prema sljedecoj formuli (5):

_ t(B)
T rm

gdje je a faktor odjeljivanja kolone za dva analita A 1 B, ¢ (B) prilagodeno vrijeme
zadrzavanja snaznije zadrzavanog analita B, dok je ¢’. (A) prilagodeno vrijeme zadrzavanja

slabije zadrZzavanog analita A.

Visina 1 broj teorijskih tavana su dvije srodne veli¢ine koje ukazuju na djelotvornost
odvajanja u kromatografskoj koloni. Sto je veéi broj teorijskih tavana, a njihova visina manja,
to je veca djelotvornost kolone, a povezuje ih sljedeca formula (5):

N L
H
gdje je N broj teorijskih tavana, L duljina kolone, naj¢esce izrazena u cm te H visina

tavana. Visina teorijskog tavana se moze izracunati prema sljedecoj formuli (5):

L X w?
16 x t?

Broj teorijskih tavana moze se izracunali prema sljede¢im formulama (5):

t\2
N=16x(—)
w

t. \
N =554 X
Wi/2



1.3. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (engl. gas chromatography, GC) je Siroko primjenjivana
tehnika u raznim podruc¢jima, kao $to su kemija, biokemija, forenzika, toksikologija, farmacija
i druga. Krenula se razvijati pocetkom 1950-ih godina. Plinska kromatografija je neizmjerno
vazna za odjeljivanje komponenti slozenih smjesa prije analize, primjerice, masenom
spektrometrijom (MS) ili infracrvenom spektroskopijom (6). Uzorak mora biti u plinovitom
stanju pri temperaturi ispod 350 °C - 400 °C te mora biti stabilan pri temperaturi razdvajanja,
stoga su hlapljivi spojevi najpogodniji za analizu, iako oni ¢ine samo mali dio svih organskih
spojeva (7). Medutim, u pitanju su spojevi koji imaju veliku vaznost zbog svoje primjene u

prehrambenim proizvodima, kozmetici, lijekovima te naftnoj industriji (6).

Pokretnu fazu plinske kromatografije ¢ini inertan plin, takozvani plin nosilac, najcesce
dusik, vodik ili helij, koji prolazi kroz staklenu ili metalnu kolonu te raznosi uzorak.
Nepokretna faza moze biti tekuca ili Cvrsta, dok uzorak za analizu moze biti u plinovitom ili
teku¢em agregatnom stanju te se injektira Spricom kroz gumenu pregradu. Medutim, ako je
uzorak u tekucem agregatnom stanju, onda se u grijanom ulazu za injektiranje prevodi u
plinovito stanje. Pokretna faza, zajedno s uzorkom, prolazi kroz kolonu odredenom brzinom

protoka prema detektoru koji je spojen na ra¢unalo gdje se prikazuju rezultati mjerenja (6).

izlaz
szorak plina
mjektiran
kroz gumenu detektor
pregradu
—

pokretna faza
grijani ulaz za

razdjelnik
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plin
nosilac

racunalo

termostatirana pec

Slika 1.3. Shematski prikaz plinske kromatografije (5).



1.3.1. Injektori za GC

Injektor sluzi za unosSenje uzorka na pocetak kolone. Kod injektiranja uzorka, vazno je
sprijeciti rasprsivanje zone uzorka, kako bi se dobili ostri 1 definirani signali (pikovi) koji se
biljeze na detektoru (8). Takoder, vazna je i reproducibilnost rezultata, Sto se postize
minimalnim promjenama tlaka te protoka. Stoga isporuka uzorka u kolonu mora biti

kontrolirana, reproducibilna 1 brza (9).

Tekuci uzorci

U split/splitless injektor uzorak se uvodi pomocu Sprice u grijanu komoru kroz
gumenu pregradu (engl. septum), koja sprjeCava izlaz uzorka i plina nosioca iz grijane
komore. Takvi injektori se koriste za tekuce uzorke te su jedni od najstarijih i najcesce
koriStenih injektora za kapilarne kolone, a mogu se koristiti na dva nacina, ovisno o
koncentraciji analita u uzorku. Ako se analit u uzorku nalazi u relativno visokim
koncentracijama (vise od 100 pg/mL), onda se preporuca split na¢in rada (djelomicno
uno$enje uzorka), dok se kod uzoraka u kojim je analit u tragovima preporuca splitless nacin
rada (potpuno unoSenje uzorka). U oba slucaja injektor se zagrijava na zadanu temperaturu
(temperatura 50 °C viSa od temperature vreliSta najslabije hlapljive komponente uzorka) koja
mora biti dovoljna za isparavanje, kako otapala, tako 1 analita (uzorka). UobiCajeno se

injektira oko 1 pL uzorka (8).
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Slika 1.4. Shematski prikaz popre¢nog presjeka split/splitless injektora (8).



Kod split nacina rada, injektirani uzorak isparava u struju plina nosioca te se mali dio
smjese (uobicajeno izmedu 0,5 % 1 5 %) usmjerava na pocetak kolone, pa dolazi do
djelomicnog unosenja uzorka, dok se ostatak uzorka ispusta. Uobicajeni sp/it omjeri krecu se
od 10:1 do 400:1. Kod splitless metode, uzorak se injektira kada je split ispust zatvoren te se u
potpunosti prenosi na pocetak kolone. Nakon odredenog vremena (vrijeme ciS¢enja), koje
traje otprilike jednu minutu (odreduje se eksperimentalno) split ispust se otvara pa dolazi do

otpustanja ostatka otapala i malog dijela uzorka (8).

Plinoviti uzorci

Uzorak koji je u plinovitom stanju, moze se uvesti u injektor plinski nepropusnom
$pricom ili se moze uvesti u struju plina nosioca kroz rotirajuci ventil za unosenje plinovitog

uzorka koji je prikazan na slici 1.5. (9). Uobiajeno se injektira oko 1 mL plinovitog uzorka.

()

petlja za
plinovite uzorke

rotirajudi ventil s
10 otvora

Slika 1.5. Prikaz rotiraju¢eg ventila za unoSenje plinovitog uzorka s 10 otvora i petlje
za plinovite uzorke. Jezgra ventila nalazi se u unutrasnjosti te se rotira kako bi promijenila
smjer protoka u ventilu. Na lijevoj strani je prikazana petlja za plinovite uzorke, koja se moze

ugraditi na ventil, a omogucuje prijenos poznate koli¢ine plina na kolonu (8).

Ventil za unoSenje plinovitog uzorka uobiCajeno je postavljen na vrh instrumenta u
svom vlastitom termostatiranom prostoru, u kojem se posebno kontrolira temperatura.
Najéescée se koriste ventili s 4-10 otvora. Cesto se koristi s petljom za plinovite uzorke za

uvodenje uzorka na pocetak kolone, a najéesce se koriste petlje od 0,5 mL, 1 mL i 2 mL (8).



Automatski uzorkivacé

Automatski uzorkivac€i postaju sve vise zastupljeni kao dio uredaja za plinsku
kromatografiju. Omogucavaju zadano injektiranje tocno odredenog volumena u zadanoj
brzini injektiranja, Sto ¢ini mjerenje preciznijim i brzim u usporedbi s ru¢nim injektiranjem.
Sve navedeno omogucuje izvrsnu reproducibilnost injektiranja. Takoder, prednost
automatskih uzorkivaca je moguénost programiranja te samostalnog rada, bez obveze ru¢nog

injektiranja u odredeno vrijeme (8).

s Technologies
Agilest
a961»,*!"""‘

Slika 1.6. Slika koriStenog automatskog uzorkivaca
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1.3.2. Kolone za GC

Kod plinske kromatografije, razdvajanje komponenti u uzorku se odvija unutar
zagrijane kolone koja sadrzi nepokretnu fazu. Ovisno o afinitetu pojedinih komponenti za
nepokretnu fazu, neke komponente eluiraju s kolone brze, a neke sporije (10).
Kromatografske kolone se nalaze u peéi kojoj se moze programirati temperatura (9).
Temperatura peci, u kojoj se nalazi kolona, obic¢no se povecava za 4 °C - 20 °C po minuti
kako bi se otpustile jace zadrzane komponente sa nepokretne faze. Kolone mozemo podijeliti

na punjene i kapilarne (10).

Punjene kolone

Punjene kolone (engl. packed columns) izraduju se od bakra, aluminija, nehrdajuceg
Celika ili stakla te se pune malim Cesticama inertne ¢vrste tvari (inertni nosac), najcesce
dijatomejskom zemljom ili staklenim kuglicama. Na inertni nosa¢ se nanosi tanki sloj tekuce
nepokretne faze (razdjelna kromatografija), odnosno polimer s visokim vreliStem (10).
Odabrana nepokretna faza mora biti kemijski stabilna na temperaturi mjerenja te selektivna za
komponente uzorka (7). Ovakve kolone se koriste kod uzoraka koji su na sobnoj temperaturi u
tekucem ili ¢vrstom stanju. Takoder, kolone mogu biti punjene malim cesticama ¢vrstog
polimera (adsorpcijska kromatografija) ili takozvanim molekulskim sitom (kromatografija
iskljucenjem), koji predstavljaju nepokretnu fazu. Molekulsko sito je materijal s porama koje
su definiranih dimenzija te se Cesto koristi aluminijev silikat. Navedene kolone namijenjene

su plinovitim 1 lako hlapljivim uzorcima (10).

smjer b.:.u [
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punjena kolona

Slika 1.7. Shematski prikaz punjene kolone
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Punjene kolone obi¢no imaju unutarnji promjer od 2 mm do 4 mm, a dugacke su od 1
do 3 m (11). Zbog prirode punjene kolone, potreban je visok potisni tlak kako bi plin nosilac

uspjesno prolazio kroz kolonu (10). Prednost punjenih kolona je vec¢i kapacitet uzorka (7).

Kapilarne kolone

Kapilarne kolone (engl. capillary/open-tubular columns) otvorene su cijevi unutarnjeg
promjera od 0,1 mm do 0,53 mm, a duljine od 5 m do 60 m. Debljina filma tekuce nepokretne
faze je obicno 0,1 um do 5 um (11). Postoji viSe vrsta kapilarnih kolona, ovisno o izvedbi

nepokretne faze (10).

Prve izradene kapilarne kolone bile su kapilarne kolone s oblozenom stjenkom (engl.
wall-coated open-tubular columns, WCOT). U pocetku su se izradivale od stakla te zbog
svoje krhkosti nisu bile Siroko koriStene. Nakon toga, izradene su kolone od taljenog kvarca
(engl. fused silica columns), koje sadrze silicijev(IV) oksid visoke ¢istoce oblozen slojem
poliimida (slika 1.8.), kako bi se povecala mehanicka izdrzljivost i elasticnost kolone (10).
Taljeni kvarc, odnosno silicijev(IV) oksid, dobiva se spaljivanjem silicijeva(IV) klorida u
prisutnosti kisika (9). Unutarnja povrSina WCOT kolone oblozena je tankim slojem tekuce
nepokretne faze, koja takoder mora imati visoko vreliSte te kemijsku stabilnost na visokim

temperaturama (10).

nepokretna faza

taljeni kvarc

sloj poliimida

Slika 1.8. Prikaz WCOT kolone od taljenog kvarca. Vanjska povrsSina oblozena je

slojem poliimida, a unutarnja nepokretnom fazom.

Druga vrsta kapilarnih kolona su kapilarne kolone s poroznim slojem (engl. porous-
layer open-tubular columns, PLOT). Nepokretnu fazu predstavlja ¢vrsti porozni sloj polimera,
¢ime se povecava kontaktna povrSina s analitom, a nalazi se na unutraS$njoj stjenci kolone.

Kapilarne kolone s oblozenim nosacima (engl. support-coated open-tubular columns, SCOT),
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sli¢ne su prethodno navedenim kolonama, a njihova razlika je u agregatnom stanju nepokretne
faze. Kod SCOT kolona, na unutra$nju stranu stjenke nanesen je ¢vrsti inertni nosa¢ u obliku
sitnih Cestica, najcesce, dijatomejske zemlje. Na ¢vrsti nosa¢ nanesena je tekuca nepokretna
faza, ¢ime je takoder povecana kontaktna povrsina, u usporedbi s WCOT kolonama. Na slici

1.9. nalazi se shematski prikaz svih navedenih kapilarnih kolona (10).

E stjenka kapilarne kolone
0 tekuéa stacionarna faza
©  ¢&vrsti porozni nosaé
©  ¢&vrsti porozni nosaé obloZen tekuéom stacionarnom fazom

Slika 1.9. Shematski prikaz WCOT, PLOT i1 SCOT koloni

Tablica 1.1. Usporedba punjene i kapilarne kolone.

bolje
velika
mali

manji
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1.3.3. Detektori za GC

Kada eluat prode kroz kolonu, na kraju kolone prolazi kroz detektor, koji tada
signalizira izlazak odredene komponente iz uzorka te se signal prenosi do racunala. Glavni
kriterij odabira detektora su osjetljivost i selektivnost. Osjetljivost detektora predstavlja
najnizu koncentraciju analita koju moze detektirati, dok se selektivnost odnosi na razliku
izmedu odziva detektora kod razliCitih analita u istoj koncentraciji. Uz to, odabir detektora se

temelji 1 na njegovom linearnom radnom podrucju (7).

Detektore mozemo podijeliti na kvantitativne te kvantitativne i kvalitativne (5).
Kvantitativni detektori temeljem fizikalnih ili kemijskih promjena otkrivaju prisutnost
eluirane komponente uzorka i njihovu koli¢inu, a radi se o detektoru toplinske vodljivosti
(engl. thermal conductivity detector, TCD), plamenoionizacijskom detektoru (engl. flame
ionization detector, FID) te detektoru apsorpcije elektrona (engl. electron capture detector,
ECD). Kod ovih detektora, moguca je neizravna identifikacija komponenti uzorka iz
specifiénog vremena zadrZavanja kod uzoraka s prethodno definiranim sastavom (9). Prednost
kvalitativnih detektora je mogucnost direktne identifikacije komponenti uzorka te dobra
selektivnost. Predstavnici ove vrste detektora su maseni spektrometar (engl. mass
spectrometer, MS) 1 infracrveni spektrometar s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier
transformtion infrared spectrophotometer), a tehnika mjerenja im se temelji na principu

spektroskopije (7,11).

Detektor toplinske vodljivosti

Rad detektora toplinske vodljivosti temelji se na promjeni toplinske vodljivosti plina

nositelja, koja nastaje uslijed prisutnosti analita (5).

TCD pec¢

—l
—
kolona iZlaz ol

TCD izlaz eluata
jedinica

—
E— |
referentni plin izlaz referentnog

plina

Slika 1.10. Shematski prikaz TCD detektora (10)
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Detektor toplinske vodljivosti (slika 1.10.) sastoji se od TCD jedinice koja ima dva
ulaza plina nositelja. Jedan ulaz namijenjen je plinu koji eluira s kolone i sadrzi uzorak, a
drugi referentnom plinu, odnosno ¢istom plinu nositelju. Unutar TCD jedinice nalazi se most
okruzen s 4 niti (otpornika). Na jednoj strani, eluat s kolone prolazi preko dvije niti, a s druge,
referentne strane, preko niti prolazi Cisti plin nositelj. Kada s obje strane prolazi Cisti plin
nositelj, odnosno u trenutku odsutnosti analita, otpor s obje strane je jednak te nema signala.
Medutim, u trenutku prisutnosti analita dolazi do promjene otpora niti te temperature
detektora, zbog razlike u brzini provodenja topline. Tada dolazi do odziva signala koji je
proporcionalan razlici toplinske vodljivosti te koncentraciji analita. Prednost TCD detektora
lezi u Sirokom spektru uzoraka koji se mogu analizirati, kao i ¢injenici da uzorci nakon
analize ostanu oc¢uvani (nedestruktivna tehnika) pa se analit moze proslijediti u drugi detektor,

Sto omogucava prikupljanje vise informacija o uzorku (10).

Plamenoionizacijski detektor

Plamenoionizacijski detektor jedan je od najcesce koriStenih detektora, a temelji se na
detekciji C-H veze. FID detektor zahtjeva prisutnost zraka i vodika u omjeru 10:1
(optimalno). Princip rada ovog detektora je sagorijevanje analita u struji navedenih plinova pri
¢emu nastaju ionski meduspojevi 1 elektroni koji daju elektricni signal te se on detektira
pomocu sabirne elektrode. Jedak kraj plamenika predstavlja polarizacijsku elektrodu, dok
sabirna elektroda okruZuje plamen, a izmedu njih struje elektroni (10). Prednosti FID
detektora su velika osjetljivost (~10™"° g/mL), §iroko podrugje linearnog odziva (6 - 7 redova
veli¢ine) te jednostavno rukovanje (5), dok njegov nedostatak predstavlja uniStavanje uzorka -
destruktivna tehnika (10).

T

elektroda :1:‘_| ~ | | ‘

signalna sonda
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A
sonda za
L g plamen zapaljivanje
=3 [ 55
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vodik 1 »makeup” plin N JI
N
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Slika 1.11. Shematski prikaz poprec¢nog presjeka FID detektora (10)
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Detektor apsorpcije elektrona

Detektor apsorpcije elektrona najbolji je za elektrofilne analite, za koje ima vrlo nisku
granicu dokazivanja. U ECD detektoru nalazi se radioaktivna folija, najéesée od *Ni, koji
predstavlja izvor f-Cestica, odnosno radioaktivni spoj koji emitira elektrone, a sluzi za
ionizaciju eluata. Kada kroz detektor prolazi Cisti plin nositelj, izmedu elektroda se javlja
stalna struja zbog ionizacije. Medutim, kod prisutnosti elektrofilnog analita nastala struja se
smanjuje, jer analiti ,,hvataju® elektrone te se nastali anioni krecu sporije od elektrona.
Nedostatak ECD detektora je usko podrudje linearnog odziva (10° - 10%) i ograniena vrsta

uzoraka koja je pogodna za detekciju (10).
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2. Cilj istrazivanja

17



Razvoj 1 optimizacija metode odredivanja limonena u komercijalnim etericnim uljima
mandarine, grejpa, slatke narance i limuna plinskom kromatografijom.

Skratiti vrijeme analize, bez izostanka kvalitete rezultata, radi uStede vremena i
resursa.

Optimizacija odabranog parametra metode — brzine porasta temperature peci u kojoj se
nalazi kolona.

Usporediti pentan i metanol kao otapala za koriStene uzorke.

Nakon optimizacije metode, potvrditi identitet analita standardom limonena.
Odredivanje linearnog dinamickog podrucja, jednadzbe regresijskog pravca,

koeficijenta linearne regresije te ratunanje granice dokazivanja i granice odredivanja.
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3. Materijali i metode
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U istrazivanju je koriStena tehnika plinske kromatografije za analizu eteri¢nih ulja, kao

najprikladnija i opéeprihvacena tehnika za odjeljivanje sastojaka eteri¢nih ulja (12).
3.1. Priprema uzoraka

Tijekom istrazivanja promijenjeno je otapalo za pripremu uzoraka. Pocetno je koriSten
pentan, a kasnije, zbog lakSeg rukovanja 1 preciznije pripreme standardnih otopina, metanol.

Za analizu su koriStena Pranarom eteri¢na ulja, navedena u tablici 3.1., otopljena u pentanu te

metanolu.

Tablica 3.1. Prikaz podataka Pranarom eteri¢nih ulja koriStenih za pripremu uzoraka

Citrus reticulata Blanco limonen

tijeStenje usploda ploda
y-terpinen

Citrus x paradisi Macfad. tijeStenje usploda ploda limonen

Citrus sinensis (L.) Osbeck  tijestenje usploda ploda limonen

Citrus limon L. tijeStenje usploda ploda limonen

B =
=)
B o=
<
il Z
o8| <L
fat,

Slika 3.1. Slika koristenih Pranarom eteri¢nih ulja te pripremljenih standardnih otopina

limonena
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3.2. Priprema standardnih otopina limonena

Kao standard je koristen R-(+)-limonen (>99,0%, 62118, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany) od kojeg je pripravljena pocetna otopina masene koncentracije 10 mg/mL
dodavanjem 42,5 mg navedenog standarda 1 4,25 mL metanola, iz koje su daljnjim
razrjedivanjem dobivene standardne otopine razli¢itih koncentracija (tablica 3.2.a 1 3.2.b) za

izradu krivulje umjeravanja.

Tablica 3.2.a. Prikaz pripreme standardnih otopina limonena masenih koncentracija od

10 mg/mL do 1 mg/mL.

0,000

1,000 y,

0,750y, 0,250 1
0,500y, 0,500 1
0,300y, 0,700 1
0,100y, 0,900 1

v1 (limonen) = 10 mg/mL

Tablica 3.2.b. Prikaz pripreme standardnih otopina limonena masenih koncentracija od

1 mg/mL do 1x10” mg/mL.

1,000 vy, 0,000

0,500 > 0,500 1
0,100 vy3 0,900 1
0,100 4 0,900 1

v, (limonen) = 1 mg/mL; y3 (limonen) = 5x10™" mg/mL; v, (limonen) = 510 mg/mL
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3.3. Instrumenti
U istraZivanju su koriSteni sljedeci instrumenti:

e plinski kromatograf: Agilent Technologies 7890A

e detektor: FID detektor

e injektor: split/splitless injektor

e uzorkivac: automatski uzorkiva¢ Agilent Technologies 7683B
e kolona: Agilent HP-5 19091J-413

e generator vodika: Precision Hydrogen 200 cc, Peak Scientific

e racunalo

Slika 3.2. Sustav instrumenata kori$tenog tijekom istrazivanja. Desno na slici se nalazi
plinski kromatograf s automatskim uzorkivacem, lijevo se nalaze generator vodika i ra¢unalo,

redom.
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3.4. Radni uvjeti GC-a

Tijekom istrazivanja mijenjana je brzina porasta temperature pec¢i u kojoj se nalazi
kolona, kako bi se skratilo vrijeme analize, bez izostanka kvalitete rezultata. Brzina porasta
temperature peéi vazan je parametar koji odreduje trajanje analize pa je odabran kao glavni

promjenjivi parametar ovog istrazivanja, dok su se ostali radni uvjeti odrzavali konstantnim.
3.4.1. Plinovi

Kao pokretna faza koristen je helij (Cistoce 5,0 — 99,999 %, Messer, OmiS). Za
sagorijevanje analita u FID detektoru koriSteni su zrak (sintetski zrak, Messer, Omis§ ) i vodik
(generator vodika), dok je duSik (Cistoce 5,0 — 99,999 %, Messer, OmiS) koriSten kao
takozvani ,,makeup® plin, koji sluzi za ujednacavanje i stabilizaciju bazne linije. U sljedecoj

tablici prikazane su brzine protoka plinova:
Tablica 3.3. Prikaz brzina protoka koristenih plinova u analizi.

Plin  Brzina protoka (mL/min)

helij 1,0

zrak 400,0
vodik 30,0
dusik 25,0

3.4.2. Injektor

U istrazivanju je koristen automatski uzorkiva¢ s volumenom Sprice od 10 pL, a uzorci
su se injektirali u volumenu od 1 pL. Prije injektiranja uzorka, Sprica se automatski, prema
zadanom programu (tablica 3.4.), ispire u Cistom otapalu i uzorku koje ispusta u bocicu
namijenjenu za otpad. Zatim se Sprica kondicionira u uzorku (Sprica uzima maksimalnu
koli¢inu uzorka), kako bi se potisnuli mjehuri¢i zraka 1 radi zasi¢enja stjenki Sprice uzorkom.
Nakon injektiranja uzorka, Sprica se ispire u ¢istom otapalu koje ispusta u bocicu za otpad,

kako bi se ocistila od zaostalog uzorka.
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Tablica 3.4. Tabli¢ni prikaz programiranog ispiranja Sprice koriStenog u metodi.

5 8
/ 5
/ /

Uzorci su injektirani u spl/it nacinu rada u omjeru 100:1, a ukupni protok kroz grijani
ulaz iznosi 104 mL/min. Za ¢iS¢enje gumene pregrade (septum) koristen je protok od 3

mL/min. Temperatura injektora postavljena je na 250 °C.
3.4.3. Kolona

Za istrazivanje je koriStena Agilent HP-5 19091J-413 kapilarna kolona (slika 3.3.)
duljine 30 metara, unutarnjeg promjera 0,32 mm te debljine nepokretne faze 0,25 um.
Nepokretna faza je nepolarna, a sastavljena je od mjeSavine fenilpolisiloksana i
metilpolisiloksana u omjeru 5 : 95 (slika 3.4.). Temperaturni raspon rada ove kolne je od

-60 °C do 325 °C (13).

Slika 3.3. Slika koriStene kapilarne kolone Agilent HP-5 19091J-413
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Slika 3.4. Prikaz kemijske strukture nepokretne faze HP-5 kolone

3.4.4. Detektor

U istraZivanju je koriSten FID detektor koji je zagrijan na temperaturu od 300 °C.

Signal je ocitavan frekvencijom od 50 Hz.

3.5. Ostali instrumenti

e automatska pipeta 100 - 1000 pL (Capp, Nordhausen, Njemacka)

e automatska elektronska pipeta: 10 - 100 puL (Sartorius, Goettingen, Njemacka)
e nastavci za automatske pipete (engl. tips): 0,5 - 2001 100 - 1000 pL

e bocice (engl. vial) zauzorke (0 -210 - 10 mL)
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4. Rezultati
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4.1. Metoda 1

Kod metode 1 analiza zapocCinje temperaturom pec¢i od 60 °C koja se odrzava 3 min, a
nakon toga raste do 246 °C brzinom 3 °C/min. Zatim se 25 min odrzava temperatura od
246 °C. Analiza uzoraka metodom 1 traje 90 minuta, a analizirani su uzorci etericnih ulja

mandarine, grejpa, slatke narance i limuna otopljeni u pentanu.

Slika 4.1. Kromatogram eteri¢nog ulja mandarine (pentan, metoda 1)
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Slika 4.2. Kromatogram etericnog ulja grejpa (pentan, metoda 1)
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Slika 4.4. Kromatogram eteri¢nog ulja limuna (pentan, metoda 1)
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4.2. Metoda 2

Kod metode 2 analiza zapocCinje temperaturom pec¢i od 60 °C koja se odrzava 3 min, a
nakon toga raste do 246 °C brzinom 5 °C/min. Zatim se 10 min odrzava temperatura od
246 °C. Analiza uzoraka metodom 2 traje 50 minuta i 12 sekundi, a analizirani su uzorci

eteri¢nih ulja mandarine i limuna otopljeni u pentanu.
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Slika 4.5. Kromatogram eteri¢nog ulja mandarine (pentan, metoda 2)
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Slika 4.6. Kromatogram eteri¢nog ulja limuna (pentan, metoda 2)
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4.3. Metoda 3

Kod metode 3 analiza zapocCinje temperaturom pec¢i od 60 °C koja se odrzava 3 min, a

nakon toga raste do 246 °C brzinom 7 °C/min. Zatim se 5 min odrzava temperatura od 246 °C.

Analiza uzoraka metodom 3 traje 34 minute i 34 sekunde, a analizirani su uzorci eteri¢nih ulja

mandarine i limuna otopljeni u pentanu.
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Slika 4.7. Kromatogram eteri¢nog ulja mandarine (pentan, metoda 3)
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Slika 4.8. Kromatogram eteri¢nog ulja limuna (pentan, metoda 3)
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4.4. Metoda 4

Kod metode 4 analiza zapocinje temperaturom peci od 60 °C koja se odrzava 3 min, a

nakon toga raste do 150 °C brzinom 7 °C/min. Zatim se temperatura zadrZzava na 150 °C 1 min

pa podize od 150 °C do 250 °C brzinom od 50 °C/min. Nakon toga, temperatura se odrzava 5

min na 250 °C. Analiza uzoraka metodom 4 traje 23 minute i 51 sekundu, a analizirani su

uzorci eterinih ulja mandarine, grejpa, narance i limuna otopljeni u pentanu, a zatim su

analizirana navedena eteri¢na ulja otopljena u metanolu.

Tablica 4.1. Prikaz temperaturnog programa peci koriStenog u metodi 4.

60 60
60 150
150 150
150 250
250 250

3 min
12miniSls
1 min

2 min

5 min
Ukupno:

23 miniSls
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Slika 4.9. Kromatogram eteri¢nog ulja mandarine (pentan, metoda 4)
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Slika 4.10. Kromatogram eteri¢nog ulja mandarine (metanol, metoda 4)
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Slika 4.11. Kromatogram etericnog ulja grejpa (pentan, metoda 4)
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Slika 4.12. Kromatogram eteri¢nog ulja grejpa (metanol, metoda 4)
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Slika 4.14. Kromatogram eteri¢nog ulja slatke narance (metanol, metoda 4)
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Slika 4.15. Kromatogram etericnog ulja limuna (pentan, metoda 4)
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Slika 4.16. Kromatogram eteri¢nog ulja limuna (metanol, metoda 4)
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4.5. Vrednovanje metode 4

S ciljem vrednovanja metode, odredeno je linearno dinamicko podrucje, granica

dokazivanja te granica odredivanja.
4.5.1. Krivulja umjeravanja i linearno dinamic¢ko podrudje

Linearno dinamicko podru¢je (LDP) predstavlja podrucje razlicitih koncentracija
odredenog analita u kojem signal linearno raste porastom koncentracije analita. Omedeno je
granicom odredivanja i gornjom granicom LDP-a (14). Graficki se prikazuje kao pravac

ovisnosti povrsine ispod odgovarajuéeg pika o masenoj koncentraciji limonena.

Iz dobivenih rezultata, uoceno je podrucje linearnog odziva signala koje obuhvaca
masene koncentracije limonena od 5x10~° mg/mL do 10 mg/mL. Krivulja umjeravanja za

odredivanje limonena prikazana je na slici 4.17.

1800 -

1600 { Yy=165,31x+3,9731
R?=0,9949

Signal

1400 -+

1200 -

1000 -+

800 -

600 -

400 -

200 -+

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Y (mg/mL)

Slika 4.17. Krivulja umjeravanja za odredivanje limonena. Na slici su prikazane
izmjerene povrsine ispod kromatografskih pikova za masene koncentracije limonena 10
mg/mL, 7,5 mg/mL, 5 mg/mL, 3 mg/mL, 1 mg/mL, 5x10" mg/mL, 5107 mg/mL, 5x107
mg/mL.

U dobivenoj jednadzbi pravca y = 165,31x + 3,9731, y predstavlja povrSinu ispod
kromatografskog pika, a x masenu koncentraciju limonena. Pripadajuci koeficijent linearne

regresije (R?) iznosi 0,9949.
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4.5.2. Granica dokazivanja i granica odredivanja

Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) i1 granica odredivanja (engl. /imit
of quantitation, LOQ) kljuni su parametri odredene metode kod ispitivanja uzoraka pri
niskim koncentracijama analita (15). LOD je najniza koncentracija analita ¢ije se prisustvo
moze dokazati primijenjenom metodom, dok LOQ predstavlja najnizu koncentraciju analita

koja se moze odrediti (14).

Prema odabranom nacinu racunanja iz krivulje umjeravanja te standardne devijacije

bazne linije, LOD se tada racuna prema sljedecoj formuli:

3 XS,
b

LOD =

gdje je S, standardna devijacija bazne linije, a b nagib krivulje umjeravanja (16).
Standardna devijacija bazne linije iznosi 0,025632, a nagib krivulje umjeravanja 165,31 te

uvritavanjem podataka u prethodnu formulu granica dokazivanja iznosi 4,7x10™* mg/mL.

LOQ se rac¢una prema formuli (16):

10 X S,
b

LOQ =

pa uvrtavanjem podataka u navedenu formulu granica odredivanja iznosi 1,6x107

mg/mL, koja ujedno predstavlja i donju granicu LDP-a.
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5. Rasprava
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Cilj diplomskog rada je razvoj metode odredivanja limonena u komercijalnim
etericnim uljima mandarine, grejpa, narance i limuna plinskom kromatografijom, koja ¢e
skratiti vrijeme analize, bez izostanka kvalitete rezultata. Takoder, uz ustedu vremena, metoda

treba doprinositi ustedi plinova.

Metode se Cesto programiraju s malom brzinom porasta temperature peci, $to znac¢ajno
utjeCe na vrijeme analize, a ¢esto to nije potrebno jer se ve¢om brzinom porasta temperature
takoder mogu dobiti kvalitetni rezultati, odnosno dobro odjeljivanje i brza analiza (10). U
literaturi se cCesto spominje pojam brze plinske kromatografije (17), koja se osim
programiranjem brzeg porasta temperature peci, moze posti¢i i odabirom kapilarne kolone
(umjesto punjene), pogotovo ako je manje duljine te sadrzi tanji film nepokretne faze (18).
Osim toga, moze se povecati i protok pokretne faze (19). Medutim, povecan protok pokretne
faze znatno bi povecao troSkove analize, stoga je kao promjenjivi parametar odabrana brzina
porasta temperature peci, dok su ostali parametri metode ostali nepromijenjeni. Uz to, za

analizu je koristena prikladna kapilarna kolona, koja takoder doprinosi brzoj analizi.

Kod svih metoda pocetna temperatura peéi u kojoj se nalazi kolona iznosi 60 °C te se
navedena temperatura zadrzava 3 min kako bi doslo do fokusiranja otapala, odnosno kako bi
otapalo eluiralo s kolone bez ometanja odjeljivanja ostalih komponenti uzorka. Uzorci
eteri¢nih ulja u svim metodama (1-4) su pripremljeni otapanjem u pentanu, dok se pomocu

metode 4, analiziraju dodatno i uzorci otopljeni u metanolu.

Cilj metode 1 je utvrditi kako izgleda kromatogram eteri¢nih ulja mandarine, grejpa,
slatke narance i limuna, odnosno uvidjeti koliko je vrijeme zadrzavanja komponenti od
interesa te koliko zapravo treba vremena da sve komponente uzorka eluiraju s kolone. Stoga
je metoda 1 programirana na najmanju brzinu porasta temperature od 3 °C/min kojom
temperatura u peci raste do 246 °C. Nakon toga se temperatura zadrzava 25 min na 246 °C
kako bi se eluirale eventualne necisto¢e iz uzorka ili drugih izvora, kao Sto je gumena
pregrada. Analiza metodom 1 traje 90 min, a iz slika 4.1., 4.2., 4.3. 1 4.4. vidi se kako je
znacajno manje vremena potrebno za eluiranje analita, otprilike 10 - 20 min. Takoder, na
navedenim slikama se moZe primijetiti kako oko 12,6 min (slika 4.1. — 12,637 min, slika 4.2.
— 12,651 min, slika 4.3. — 12,651 min, slika 4.4. — 12,645 min) eluira analit koji evidentno ima
najvisi udio u sastavu koristenih eteri¢nih ulja. Sukladno deklaraciji koriStenih eteri¢nih ulja,
moze se zakljuciti, odnosno pretpostaviti da je rije¢ o limonenu sa srednjom vrijednosti
vremena zadrzavanja od 12,646 min. Takoder, ovom metodom postignuto je zadovoljavajuce
odjeljivanje komponenti.
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Kod metode 2, u usporedbi s metodom 1, povecana je brzina porasta temperature peci
na 5 °C/min kako bi se utvrdilo ima li odstupanja u rezultatima kod promjene brzine porasta
temperature. Takoder, vrijeme zadrZzavanja na konacnoj temperaturi od 246 °C skraceno je s
25 min na 10 min, jer kod prve analize nisu uoceni naknadni pikovi nastali od necistoca
(takozvani ghost peaks) (10). Zbog pojednostavljenja, za analizu metodom 2 nasumice su
odabrana 2 uzorka eteri¢nih ulja - mandarine i limuna. Na slikama 4.5. 1 4.6. vidi se kako je
ponovno potrebno otprilike 15-20 min za eluiranje analita. Srednje vrijeme zadrzavanja
limonena ovom metodom je, o¢ekivano, nesto manje - 10,973 min (slika 4.5. — 10,970 min,
slika 4.6. — 10,975 min). Takoder, ovom metodom postignuto je zadovoljavajuce odjeljivanje
komponenti. Analiza metodom 2 traje 50 minuta i 12 sekundi pa se iz prilozenog moze

zakljuciti da je vrijeme analize znacajno skra¢eno uz oCuvanje kvalitete rezultata.

Metodu 3, od metode 2, razlikuje veca brzina porasta temperature pe¢i od 7 °C/min,
dok je vrijeme zadrzavanja na kona¢noj temperaturi jednako. Takoder, analizirana su eteri¢na
ulja mandarine te limuna. Otprilike 15 min je potrebno za eluiranje analita, $to se moze vidjeti
na slikama 4.7. 1 4.8. Srednje vrijeme zadrZavanja limonena metodom 3 iznosi 9,949 min
(slika 4.7. — 9,948 min, slika 4.8. — 9,950 min), a odjeljivanje komponenti uzoraka je
zadovoljavajuce. Analiza u ovom slucaju traje 34 minute 1 34 sekunde te se ponovno moze
zakljuciti da se povecanjem brzine porasta temperature vrijeme analize smanjilo, a kvaliteta

rezultata o¢uvala.

Metodu 4 karakteriziraju dvije razliCite brzine porasta temperature peci. PoSto se
brzina porasta temperature (7 °C/min) u metodi 3, proucavanjem dobivenih rezultata, Cini
optimalnom za odjeljivanje komponenti ulja, zadrzana je i u metodi 4 tijekom vremena
eluiranja analita. Iz prethodne metode, mozZe se zakljuciti da sve komponente ulja eluiraju s
kolone nakon cca. 15 min. U tom vremenu temperatura pe¢i u metodi 3 iznosi 144 °C. Stoga
se u metodi 4, poCetna temperatura od 60 °C, takoder zadrzava 3 min, a nakon toga
temperatura prvotno raste brzinom od 7 °C/min do 150 °C te se na toj temperaturi zadrzava 1
min (analiza u ovom trenutku traje ukupno 16 min i 51 s). Zatim se temperatura povecava
brzinom od 50 °C/min do krajnje temperature od 250 °C, kako bi se dodatno skratilo vrijeme
analize. Takoder, na kraju se temperatura od 250 °C zadrzava 5 minuta. Cjelokupna
temperaturna rampa koriStena u metodi 4, kao i vrijeme trajanja pojedinog temperaturnog
segmenta, prikazani su u tablici 4.1. Ukupno vrijeme analize metodom 4 iznosi 23 minute i 51

sekundu.
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Metodom 4 analizirani su uzorci eteri¢nih ulja mandarine, grejpa, slatke narance i
limuna. Najprije su analizirani uzorci otopljeni u pentanu, a potom u metanolu, kako bi se
utvrdilo ima 1i razlike u rezultatima koriStenjem metanola kao otapala. Razlog koriStenja
metanola je lakSe rukovanje te preciznija priprava standardnih otopina s ciljem dobivanja
tocnijih rezultata mjerenja. Analizom uzoraka otopljenih u pentanu, srednja vrijednost
vremena zadrzavanja limonena metodom 4 iznosi 9,953 min (slika 4.9. — 9,951 min, slika
4.11. - 9,955 min, slika 4.13. — 9,955 min, slika 4.15. — 9,950 min). Kod uzoraka otopljenih u
metanolu srednja vrijednost vremena zadrzavanja limonena iznosi 9,955 min (slika 4.10. —
9,955 min, slika 4.12. — 9,954 min, slika 4.14. — 9,956 min, slika 4.16. — 9,953 min). Na
pripadaju¢im kromatogramima navedenih uzoraka, jasno se vidi da kod primjene i pentana i

metanola kao otapala dolazi do jasnog odjeljivanja pikova.

Iz priloZenih rezultata, moze se zakljuciti da je metoda 4 optimalna metoda za
odredivanje limonena u koriStenim etericnim uljima plinskom kromatografijom. Primjenom

navedene metode znacajno se smanjuje vrijeme analize, $to se moze vidjeti na slici 5.1.

pA

100
50 a)

100

50 b)

pA
100

50 c)

100

d)

Slika 5.1. Prikaz razli¢itog trajanja analize ovisno o koriStenoj metodi na primjeru
dobivenih kromatograma eteri¢nog ulja mandarine: a) metoda 1; b) metoda 2; ¢) metoda 3; d)

metoda 4

Analizom standarda limonena utvrdeno je da se vrijeme zadrzavanja standarda
limonena 1 najveceg pika dobivenih kromatograma poklapa, stoga mozemo potvrditi da se

radi o limonenu kao glavnoj sastavnici svih istrazivanih eteri¢nih ulja.
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Takoder, sukladno ocekivanjima, vrijeme zadrzavanja limonena se smanjilo
povecanjem brzine porasta temperature, Sto se vidi na slici 5.2., ali nije utjecalo na kvalitetu

rezultata.
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Slika 5.2. Prikaz usporedbe vremena zadrzavanja limonena mjerenog razlic¢itim
metodama na primjeru dobivenih kromatograma eteri¢nog ulja mandarine: a) metoda 1; b)

metoda 2; ¢) metoda 3; d) metoda 4

Optimalna metoda vrednovana je odredivanjem linearnog dinamickog podrucja,
granice dokazivanja te granice odredivanja. Krivulja umjeravanja konstruirana je za
koncentracije limonena od 5x10° mg/mL do 10 mg/mL koristenjem odabrane optimalne
metode. Analizom rezultata uocen je linearni porast signala u podru¢ju koncentracija od 10
mg/mL do 5x10° mg/mL s pripadajuéom jednadZbom pravca y = 165,31x + 3,9731 te
koeficijentom linearne regresije 0,9949. Pripadaju¢a granica dokazivanja iznosi 4,7x10™

mg/mL, a granica odredivanja 1,6x10~ mg/mL.
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6. Zakljuéci
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1. Plinska kromatografija je primjenjiva metoda za kvalitativno i kvantitativno
odredivanje limonena u komercijalnim eteri¢nim ulja mandarine, grejpa, slatke narance i

limuna.

2. Vrijeme analize moze se znacajno skratiti primjenom brze plinske kromatografije,

konkretno ve¢om brzinom porasta temperature peci u kojoj se nalazi kolona.

3. Odabirom porasta temperature peci kao glavnog parametra za brzu plinsku
kromatografiju (metoda 4) dolazi do smanjenja troskova analize u usporedbi s klasi¢nom

metodom (metoda 1).

4. Vrijeme zadrzavanja limonena se primjenom vece brzine porasta temperature peci
smanjuje, ali je ponovljivo kod koriStenja iste metode te ne dolazi do smanjenja kvalitete

odjeljivanja.

5. Nema razlike u kvaliteti rezultata primjenom pentana ili metanola kao otapala, stoga
je kao otapalo izbora koriSten metanol radi lakSeg rukovanja i to¢nijih rezultata mjerenih

koncentracija standarda limonena za izradu krivulje umjeravanja.
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Cilj istrazivanja: Razvoj 1 vrednovanje metode za kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje limonena u komercijalnim etericnim uljima mandarine, grejpa, slatke narance 1
limuna plinskom kromatografijom, s ciljem smanjenja trajanja analize radi uStede vremena 1

plinova.

Materijali i metode: U istrazivanju su koristeni uzorci Pranarom eteri¢nih ulja, koja su
otopljena u pentanu 1 metanolu, te standardne otopine limonena otopljenog u metanolu s
rasponom masenih koncentracija od 10 do 5x10~ mg/mL. Brzina porasta temperature peéi u
kojoj se nalazi kolona se mijenjala, dok su ostali radni uvjeti odrzavani konstantnim. Za
analizu je koriSten split/splitless injektor, zagrijan na 250 °C, sa split omjerom 100:1, dok je
kao pokretna faza koristen helij s brzinom protoka 1,000 mL/min. U istrazivanju je koriStena
kapilarna kolona s teku¢om, nepolarnom nepokretnom fazom. Za sagorijevanje analita u
plamenoionizacijskom detektoru koristeni su zrak i vodik, dok je dusik koristen kao ,,makeup*

plin.

Rezultati: Na dobivenim kromatogramima vidi se kako unato¢ koriStenju razlicite
brzine porasta temperature peci, dolazi do dobrog odjeljivanja komponenti uzorka. Svim
komponentama je potrebno oko 15 min za eluiranje s kolone, stoga je kao optimalna metoda
odabrana metoda s dvije razli¢ite brzine porasta temperature pe¢i. Kao §to je i ocekivano,
povecanjem brzine porasta temperature peci, vrijeme zadrZzavanja limonena se skratilo, ali je
ponovljivo koriStenjem iste metode. Nema znacajne razlike u rezultatima uporabom metanola
kao otapala, u usporedbi s pentanom, stoga je kao otapalo izbora odabran metanol radi lakSeg

rukovanja.

Zakljucci: Primjenom vecCe brzine porasta temperature peci vrijeme analize se
znacajno smanjuje - s 90 minuta prvom metodom na 23 minute 1 51 sekundu zadnjom
metodom. Bez obzira na brzinu, zadrzana je kvaliteta rezultata, odnosno dobro odjeljivanje
komponenti te ponovljivo vrijeme zadrZavanja limonena. Primjenom optimizirane metode

smanjuju se 1 troskovi analize zbog manje potrosnje plinova.

Klju¢ne rije¢i: limonen, brza plinska kromatografija, vrijeme zadrZavanja, brzina

porasta temperature peci
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9. Summary
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Diploma Thesis Title: Qualitative and quantitative determination of limonene in

commercial samples of essential oil using gas chromatography

Objectives: Development and validation of the method for qualitative and quantitative
determination of limonene in tangerine, grapefruit, sweet orange and lemon commercial
essential oils, using gas chromatography, with the aim of reducing the analysis duration in

order to save time and gasses.

Material and Methods: Samples of Pranarom essential oils were used in the research,
dissolved in pentane and methanol, and standard solution of limonene dissolved in methanol
with mass concentrations ranging from 10 to 5x10~ mg/mL. Column oven temperature rate
was altered, while other operating conditions were kept constant. A split/splitless injector,
heated to 250 °C and with a 100:1 split ratio, was used for the analysis, with helium at
constant flow rate of 1,000 mL/min as mobile phase. A capillary column with liquid, non-
polar stationary phase was used. Oxygen and hydrogen were used as a fuel in the flame

ionization detector, whereas nitrogen was used as makeup gas.

Results: The obtained chromatograms show a good separation of sample components
despite the variety of oven program rates applied. All the components take about 15 minutes
to elute from the column, which is why the method involving two different oven program
rates was selected as optimal. As expected, an increase in the oven temperature rate resulted
in reduced retention time of limonene, but was reproducible by using the same method. It was
demonstrated that there is no significant difference in results obtained by the use of methanol
as solvent as opposed to the use of pentane, which is why methanol, due to the fact it is easier

to handle, was selected as the solvent of choice.

Conclusions: An increase in the oven program rates was shown to lead to a significant
reduction of the duration of analysis - from 90 minutes in the first method down to 23 minutes
and 51 seconds in the last. Regardless of the program rate, the quality of the results was kept,
i.e. good separation of components and reproducible limonene retention time. Due to reduced

gas consumption, the application of the optimal method results in a decrease of analysis costs.

Key words: limonene, fast gas chromatography, retention time, oven temperature increase
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