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POVZETEK

Plodove in etericno olje (EO) navadnega komarcka (Foeniculum vulgare Mill.)
tradicionalno uporabljamo v razli¢nih pripravkih (¢aji, kapljice, sirupi) za simptomatsko
zdravljenje blagih prebavnih tezav s kr¢i, vkljutno z napenjanjem in vetrovi, za
simptomatsko zdravljenje blazjih kréev, povezanih z menstruacijo in kot ekspektorans pri
produktivnem kaslju, povezanem s prehladom. Za zdravilne u¢inke navadnega komarcka je
odgovorno predvsem EO. Evropska farmakopeja predpisuje zahteve za vsebnost in sestavo
EO iz plodov navadnega komarcka. Vsebnost in sestava EO je odvisna od pridelovanja
zdravilnih rastlin, njihovega kemotipa in tudi od metode pridobivanja EO. Posamezne
Studije na miSkah so pokazale kancerogene ucinke estragola, zato Odbor za zdravila
rastlinskega izvora (HMPC) svetuje ¢im manjSo izpostavljenost otrok, nose¢nic in dojecih
mater estragolu.

Namen diplomskega dela je bil optimizirati metodo destilacije tako, da bi sestava in
vsebnost pridobljenega EO ustrezala farmakopejskim predpisom. Osredotocili smo se
predvsem na vsebnost estragola, ki zaradi potencialne kancerogenosti ne sme biti
previsoka. Evropska farmakopeja predpisuje maksimalno vsebnost estragola v EO za
plodove sladkega navadnega komarcka (10,0 %), za plodove grenkega navadnega
komarcka (5,0 %) in za EO plodov grenkega navadnega komarcka (6,0 %). Proucili smo
vpliv razli¢nih dejavnikov na izplen in sestavo EO (razdrobljenosti plodov, ¢asa destilacije,
razmerja voda/droga, modifikacij destilacije). Primerjali smo vsebnost in sestavo EO,
pridobljenega iz drog razli¢nih dobaviteljev. lzvedli smo ekstrakcijo in frakcionirno
destilacijo. Analizirali smo tudi komercialno dostopna EO. Analize smo izvedli z metodo
plinske kromatografije, sklopljeno z masno spektrometrijo (GC-MS).

Rezultati so pokazali, da na sestavo EO najbolj vpliva sestava komponent v vzorcu droge.
Parametri postopka pridobivanja EO imajo manjsi vpliv na sestavo. UgodnejSo sestavo
(manj estragola) in boljsi izplen smo dobili z daljSo destilacijo in z destilacijo mletih
plodov. EO grenkega komarcka v nobenem primeru ni bilo sporno glede vsebnosti
potencialno kancerogenega estragola. Metodo ekstrakcije bi lahko uporabili za hitro
ugotavljanje priblizne vsebnosti estragola v EO. S frakcionirno destilacijo smo uspeli
dobiti frakciji z estragolom, Ki bi ju v primeru previsoke vsebnosti estragola lahko izlo¢ili.
Komercialno dostopni EO grenkega navadnega komarcka sta ustrezali predpisom

Evropske farmakopeje, sladka varieteta pa je imela prenizko vsebnost anetola.

\
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ABSTRACT

Fennel fruit (Foeniculum vulgare Mill.) medicines are traditionally used in different
preparations (teas, drops, syrups) for symptomatic treatment of mild digestive problems
with cramps, including bloating and flatulence, for symptomatic treatment of minor spasm
associated with menstruation and as an expectorant in cough associated with cold.
Essential oil (EO) is in particular responsible for the therapeutic effects of fennel.
European Pharmacopoeia prescribes the requirements for content and composition of the
EO from fennel fruits. Content and composition of EO depends on cultivation of medicinal
plants, their chemotype and also the method of the production of EO. Individual studies in
mice have shown carcinogenic effects of estragole, and the Herbal medicinal Products
Committee (HMPC) advises that the exposure of children, pregnant and nursing mothers to
estragole should be minimised.

The purpose of this work was to optimise the method of distillation so that the composition
and content of the EO obtained corresponded to pharmacopoeia regulations. We focused
primarily on the content of estragole, which, should not be too high, because of the
potential carcinogenicity. European Pharmacopoeia prescribes maximum content of
estragole in EO for the fruits of sweet fennel (10.0%), for the fruits of bitter fennel (5.0%)
and for the EO of bitter fennel fruits (6.0%). The influence of various factors on the yield
and composition of EO (fragmentation of fruit, time of distillation, the ratio of water/herbal
drug, modifications of distillation) was examined and the content and composition of EO
from different drug suppliers was compared. Extraction and fractional distillation was
performed and commercially available EO were also analysed by gas chromatography-
mass spectrometry (GC-MS).

The results showed that composition of the sample drugs affect the composition of EO the
most. Parameters of the production of EO have less influence on the composition.
Favorable composition (less estragole) and higher vyield is obtained by prolonged
distillation and by distillation of crushed fruit. EO of bitter fennel in no case contained too
high levels of potentially carcinogenic estragole. Extraction could be used to quickly
determine the approximate content of estragole in the sample. By fractional distillation
fractions with estragole were obtained, which, could be eliminated in case of excessive
levels of estragole. Commercially available EO of bitter fennel corresponded to European

Pharmacopoeia regulations, but the content of anethol in sweet variety was too low.

VI
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SEZNAM OKRAJSAV

ADI sprejemljiv dnevni vnos (ang. acceptable daily intake)

BHA butiliran hidroksianisol

BHP Britanska rastlinska farmakopeja (ang. British Herbal Pharmacopoeia)

DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxiribonucleinic acid)

EO eteri¢no olje

EMA Evropska agencija za zdravila (ang. European Medicines Agency)

ESCOP European Scientific Cooperative on Phytotherapy

GC plinska kromatografija (ang. gas chromatography)

GC-MS plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (ang. gas
chromatography-mass spectrometry)

HMPC Odbor za zdravila rastlinskega izvora (ang. Herbal Medicinal Products
Committee)

IF vmesnik (ang. interface)

I.u. mednarodna enota (ang. international unit)

JEFCA Join FAO/WHO Expert Committee on Food Additives

L. Linne, Carl, $vedski botanik

LC tekocinska kromatografija (ang. liquid chromatography)

LC-GC tekocinska kromatografija, sklopljena s plinsko kromatografijo (ang. liquid
chromatography-gas chromatography)

LC-MS tekocinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo (ang. liquid
chromatography-mass spectrometry)

max. maksimalno, najvec

Mill. Miller, Philip, Skotski botanik

min. minimalno, najmanj

p tlak

p. a. analitska stopnja Cistote (lat. pro analysi)

PGE2 prostaglandin E2

Ph. Eur. Evropska farmakopeja (ang. European Pharmacopoeia)

Presl Presl, Carl Borivoj, ¢eski botanik

Vil
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Ry retardacijski faktor

subsp. podvrsta (lat. subspecies)

T temperatura

TLC tankoplastna kromatografija (ang. thin layer chromatography)
™ telesna masa

UK Zdruzeno kraljestvo (ang. United Kingdom)

uv ultravijoli¢no

\Y volumen

var. razlicek ali varieteta (lat. varietas)

WHO svetovna zdravstvena organizacija (ang. World Health Organization)
ZDA Zdruzene drzave Amerike
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1 UVvOD

1.1 NAVADNI KOMARCEK (FOENICULUM VULGARE Mill.)

a b

Slika 1: a) Navadni komarcek (1) in b) cvet navadnega komar¢ka (2).

Komarcek (slika 1) so gojili Zze v antiki zaradi njegovih zdravilnih lastnosti, v zdravilstvu
pa ga uporabljamo Se danes (3). Uporabljamo ga tudi v prehrambeni industriji. Liste in
steblo uzivamo v solatah in juhah, plodove kot disavo v pecivu in za¢imbo za ribje in
druge jedi (4, 5). Eteri¢no olje uporabljamo za izdelavo likerjev in bonbonov ter v
parfumeriji (6, 7). UpraSen komaréek naj bi odganjal bolhe, komarckovo olje pa naj bi

S¢itilo skladiséeno sadje in zelenjavo pred skodljivimi plesnimi (5).

Prvotno ime rodu je bilo Marathron, iz grske besede maraino, kar pomeni zrasti suh.

Sedanje ime Foeniculum pa izhaja iz latinske besede foenum in pomeni seno (8).

Izvira iz Juzne Evrope. V Sloveniji uspeva na omejenih bolj skalnatih podroc¢jih
submediterana, ker potrebuje dosti toplote. Drugod uspeva gojeno, na toplih in suhih legah
(9, 3, 10). Komarcek veliko gojijo v srednji in vzhodni Evropi, v Egiptu (3), v Aziji, v

zmernem pasu Afrike in Juzne Amerike (11).
1.1.1 Botani¢ni opis

Navadni komaréek je do 2 metra visoka dvoletna rastlina ali trajnica (6). V zemlji ima

omesenelo koreniko. Prvo leto pozene samo velike pritlicne liste, drugo leto pa se razvije
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Slika 2: Zgradba navadnega komarc¢ka (14).

1.1.2 Sistematika

Preglednica I: Znanstvena klasifikacija (9, 15, 16, 17).

steblo (10). Ima moc¢no razvejeno, vzdolz
drobno zlebicasto steblo. Listi so trikrat do
Stirikrat deljeni, listi¢i

peresasto So

igliGasto tenki. Spodnji listi so pecljati,
zgornji sede¢i, ob dnu imajo listno
noznico. Mali rumeni cvetovi so na koncu
stebla zbrani v goste sestavljene kobule
(slika 2). Cveti od junija do septembra

(12, 13).

slovensko latinsko
kraljestvo rastline Plantae
deblo semenke Spermatophyta
poddeblo kritosemenke Magnoliophytina
razred dvokali¢nice Magnoliopsida
red Apiales, Umbelliflorae
druzina kobulnice Apiaceae
rod komarcek Foeniculum
vrsta navadni komaréek Foeniculum vulgare
podvrsta vulgare
varieteta sladki dulce

grenki vulgare

V preglednici I je predstavljena znanstvena klasifikacija navadnega komarcka. V Evropski

farmakopeji in v EMA monografiji sta opisani dve varieteti navadnega komarcka: grenka

(Foeniculum vulgare Miller subsp. vulgare var. vulgare) in sladka (Foeniculum vulgare
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Miller subsp. vulgare var. dulce (Miller) Thellung), ki se razlikujeta zlasti v sestavi
eteri¢nega olja plodov (16). Obstaja pa Se ena varieteta: vrtna (Foeniculum vulgare var.
sativa) (12). Znanstvenemu imenu vrste sledi ime avtorja, ki je vrsto prvi¢ opisal ali
poimenoval: P. Miller (1691-1771), A. Thellung (1882-1928) (4). V rod komarcka sodi Se
vrsta poprov komarcek (Foeniculum piperitum Presl) (15). Sorodne in tudi na videz zelo
podobne vrste so koper (Anethum graveolens L.), vrtni janez (Pimpinella anisum L.),
kumina (Carum carvi, L.). Biti moramo pozorni, da gre za druge rastlinske vrste, saj

komarcek ponekod imenujejo tudi janez, koprc ali fenkelj (3).

1.2 DROGA

Za drogo (slika 3) uporabljamo
plodove navadnega komarcka v celoti
(16). Plodove nabiramo julija, avgusta,
septembra (12, 13). Nabiramo Se ne
Cisto zrele plodove. Odrezemo cele
kobule, ki jih obesene na vrvice
suSimo v suhem prostoru. Ko dozorijo,

posmukamo plodice s pecljev (3, 12).

Sladki komarcek ima vecje plodove s

Slika 3: Plodovi navadnega komarcka.

sladkastim okusom, grenki pa manjse z
bolj grenkim in pekoc¢im okusom. Bolj razsirjena je uporaba plodov sladkega komarcka.
Drogo uporabljamo zdrobljeno, za trdne in tekoCe farmacevtske oblike (16). Plod
navadnega komarcka je skoraj valjaste oblike z okroglo bazo in 0zjim vrhom. Navadno je
3-12 mm dolg in 3-4 mm Sirok. V pre¢nem prerezu lahko vidimo z lupo stiri proge na
hrbtni povrSini in dve na komisuralni povrsini, kjer sta plodica zdruzena. UpraSena droga
je sivorjave ali sivorumene barve. Pri mikroskopiranju z uporabo raztopine kloralhidrata
opazimo: rumene delce Sirokih Zleznih kanalov, pogosto zgrajene iz plasti rumenorjavih
poligonalnih zleznih celic, mrezasto tkivo mezokarpa, Stevilne snope vlaken iz grebenov z
ozkimi spiralnimi zilami, zelo Steviléne delce endosperma z alevronskimi zrni, zelo

majhnimi mikrorozetami kristalov kalcijevega oksalata in snopi vlaken iz karpofore (18).
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Uporabljamo tudi eteri¢no olje, ki ga pridobivamo z vodno ali parno destilacijo iz svezih

ali zrelih in suhih plodov. Olje ima sladek, peko¢ okus in tipicen, prijeten vonj (16, 3).

Pravilnik o razvrstitvi zdravilnih rastlin uvr§¢a navadni komar¢ek v kategorijo H, med
rastline, ki se lahko uporabljajo tudi kot Zivila (19). Navadni komaréek je z monografijo
vkljuc¢en v Evropsko farmakopejo, in sicer Ph. Eur. 7th vsebuje monografije: Etericno olje
plodov grenkega navadnega komarcka, Grenki navadni komarcek in Sladki navadni
komarcek (18). Za vse tri droge, ki so vkljucene v Evropsko farmakopejo, obstaja tudi
EMA monografija (16). Naveden je v BHP 1996 (monografiji Sladki komarcek in Grenki
komaréek) in v ESCOP (monografija Plodovi komarcka) (20). Svojo monografijo ima pri
WHO in pri Komisiji E (8, 11). Uporaba navadnega komarcka je prisotna tudi v sistemih
tradicionalne medicine, tako da je vkljuCen v Ajurvedsko, Kitajsko in Japonsko

farmakopejo (8).
1.2.1 Sestava droge in u¢inkovine

Plodovi vsebujejo 2-6 % EO, 12-18 % lipidov, 14-22 % beljakovin, 4-5 % sladkorjev,
kalcijev oksalat (7). Prisotni so vodotopni monoterpenoidni glikozidi, alifatske in
aromatske spojine, celuloza, lignin, pektini, trigliceridi s petroselinsko, oleinsko in
linolensko kislino, voski, fosfolipidi, fitosteroli (B-sitosterol in stigmasterol), flavonoidi,
hidroksikumarini, furanokumarini in vitamini (tokoferoli in tokotrienoli) (16). Vsebnost
tokoferolov je 50-60 mg/100 g olja. 100 g plodov vsebuje 28 ug joda, 139 i. u. vitamina A.
V sledeh so prisotni Al, Ba, Cu, Li, Mn, Siin Ti (5).

Za zdravilne u¢inke navadnega komarcka je odgovorno EO. Glavne sestavine EO, ki jih

omenja Ph. Eur. so prikazane na slikah 4-10.
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Slika 4: a-pinen (21). Slika 5: Limonen (21). Slika 6: Fenhon (21).
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Slika 7: Estragol (21).
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Slika 10: Anisaldehid (21).
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Slika 8: Cis-anetol (21).
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Slika 9: Trans-anetol (21).
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Poleg teh komponent EO navadnega komarcka lahko vsebuje Se p-cimen, B-pinen, [-

mircen (16), sabinen, felandren, terpinen v manjs$ih koli¢inah. V preglednici Il so prikazane

fizikalno-kemijske lastnosti glavnih komponent EO, v preglednici Il pa zahteve Ph. Eur.

za sestavo EO navadnega komarcka.

Preglednica Il: Fizikalno-kemijske lastnosti glavnih komponent EO (22).

retencijski cas logP vreli§ée pri 760 mmHg | parni tlak pri 25°C
[*C] [mmHg]
a-pinen 7,5 4,32 157,9 3,489
limonen 12,5 4,55 175,4 1,541
fenhon 19 2,09 193,5 0,463
estragol 26,5 3,15 216,0 0,210
cis-anetol 29 3,17 237,5 0,069
trans-anetol 315 3,17 2375 0,069
anisaldehid 40,5 1,64 248,0 0,025
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Preglednica Ill: Zahteve posameznih monografij Ph. Eur. za EO navadnega komar¢ka (18).

Grenki navadni Sladki navadni EO plodov grenkega
komarcek komarcek navadnega komarcka
a-pinen / / 1,0-10,0 %
limonen / / 0,9-50%
fenhon min. 15,0 % max.7,5 % 12,0-25,0 %
estragol max. 5,0 % max. 10,0 % max. 6,0 %
cis-anetol min. 60,0 % min. 80,0 % max. 0,5 %
trans-anetol 55,0-75,0 %
anisaldehid / / max. 2,0 %
a-pinen/limonen / / veé kot 1,0
vsebnost EO 40 mL/kg suhe snovi | 20 mL/kg suhe snovi | /

Zdrobljeni ali upraSeni plodovi s staranjem stopnjevano izgubljajo komponente EO. V
¢ajnih vreckah so 30 dni po odprtju izmerili 4-10 % nizjo vsebnost EO. V vzorcih so
opazili padec vsebnosti anetola in porast vsebnosti anisaldehida (16).

Sestava EO je odvisna od kemotipa. Nekateri kemotipi so poznani po niZji vsebnosti trans-
anetola (manj kot 50 %), vi§ji vsebnosti fenhona (ve¢ kot 30 %) in po vi§ji vsebnosti

estragola (vec¢ kot 30 %) (16).

Na sestavo (relativno vsebnost glavnih komponent) pridobljenega EO vpliva nacin
pridobivanja. Pri razli¢nih metodah ekstrakcije EO iz istega vzorca plodov dobimo razli¢no
relativno vsebnost glavnih komponent EO. Pri metodi socasne destilacije in ekstrakcije je
analiza z GC-MS pokazala vsebnost trans-anetola 49,21 %, fehnona 19,33 % in estragola
25,84 %. Pri ekstrakciji s superkriticnimi plini je GC-MS pokazala, da se je zvisala
vsebnost trans-anetola na 63,80 % ter znizala vsebnost fenhona na 12,71 % in estragola na
20,33 % (23). Razlikovala se je tudi sestava EO pridobljenega z vodno destilacijo iz
zdrobljenih plodov, EO v poparku, EO v dekoktu, pripravljenem s segrevanjem z

mikrovalovi iz zdrobljenih plodov, EO v ¢aju iz ¢ajne vrecke in EO v instant ¢aju (16).

1.2.2 Pripravki in odmerjanje

Pripravki iz plodov navadnega komarcka so na voljo v razli¢nih farmacevtskih oblikah za
peroralno uporabo. Izdelani so iz posusenih plodov, ki jih stremo, zdrobimo ali zmeljemo v

prah (24). Zdravilni ¢aji so sestavljeni iz ene ali vec rastlinskih drog in so namenjeni za
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pripravo peroralnih vodnih pripravkov: dekoktov, infuzov ali maceratov. Pripravek
pripravimo neposredno pred uporabo. Zdravilni ¢aji so na voljo v razsutem stanju ali v
filter vreckah (25). EO lahko uporabljamo za izdelavo sirupa. Uporabljamo tudi tekoce
ekstrakte oziroma tinkture (16). Tekoci ekstrakti so teko¢i pripravki, katerih 1 masni ali
volumski del v splosnem ustreza 1 masnemu delu droge. Ce je potrebno, so uravnani tako,
da ustrezajo zahtevam za vsebnost topila in tudi drugih sestavin, kjer je primerno. Tinkture
so teko¢i pripravki, navadno pridobljeni iz 1 dela rastlinske droge ali Zivalskega materiala
in 10 delov ekstrakcijskega topila oziroma iz 1 dela rastlinske droge ali Zivalskega
materiala in 5 delov ekstrakcijskega materiala (25). Priporocila za odmerjanje so navedena
v preglednicah 1V, V, VI in VII.

Preglednica 1V: Priporo¢ila HMPC za odmerjanje pripravkov iz plodov navadnega komar¢ka (26, 27, 28).

otroci otroci mladostniki odrasli
(pod 4 leta) (4-12 let) (12-18 let) (nad 18 let)

zeliséni se ne priporoca 3-5 g/dan (deljeno na | 1,5-2,5 g 3x/dan 1,5-2,5 g 3x/dan
¢aj 3 odmerke)

prasek se ne priporoc¢a / 400 mg 3x/dan 400 mg 3x/dan
(max 2 g/dan) (max 2 g/dan)

EO kontraindicirano kontraindicirano kontraindicirano 0,2 mL/dan

trajanje / manj kot 1 teden manj kot 2 tedna | manj kot 2 tedna

Pri otrocih je indicirana uporaba zeliS¢nega Caja samo za tezave v prebavnem traktu
(napenjanje, vetrove), pri odraslih in mladostnikih pa za vse indikacije, navedene v
poglavju 1.3.1. pod tradicionalna uporaba. Za zeli§¢ni Caj so navedeni grami sveze
razdrobljenih plodov navadnega komarcka, ki jim prilijemo vrelo vodo (26, 27). EO lahko

vzamemo v enem odmeku ali pa v ve¢ deljenih odmerkih (28) (preglednica IV).

Preglednica V: Priporocila ESCOP za odmerjanje pripravkov iz plodov navadnega komarc¢ka (29).

otroci otroci otroci odrasli in otroci
(0-1 leto) (1-4 leta) (4-10 let) nad 10 let
zdrobljeni plodovi (kot | 1-2 g/dan 1,5-3 g/dan 3-5 g/dan 5-7 g/dan
poparek)
trajanje Ni omejitev. Ce simptomi vztrajajo, se posvetujte z zdravnikom.
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Preglednica VI: Priporo¢ila Komisije E za odmerjanje pripravkov iz plodov navadnega komaré¢ka (8).

pripravek odmerek

plodovi (kot ¢aj) 5-7 g/dan

sirup ali med 10-20 g/dan

sestavljena tinktura 5-7.5 g/dan (5-7.5 mL/dan)

poparek 1-3 g v 150 mL vode 2-3x/dan

tekoci ekstrakt 1:1 (g/mL) 1-3 mL 2-3x/dan

tinktura 1:5 (g/mL) 5-15 mL 2-3x/dan

suhi ekstrakt 3.9-4.9:1 (w/w) 0.2-0.7 g 2-3x/dan

trajanje Se ne sme uporabljati ve¢ tednov brez posveta z zdravnikom
ali farmacevtom.

Preglednica VII: Priporodila WHO za odmerjanje pripravkov iz plodov navadnega komarc¢ka (11).

pripravek odmerek

plodovi (kot poparek) | 5-7 g/dan

sirup ali med 10-20 g/dan
sestavljena tinktura 5-7.5 g/dan (5-7.5 mL/dan)

trajanje Visoki odmerki (ve¢ kot 7 g plodov) se ne smejo uporabljeti ve¢ tednov
brez zdravniskega nasveta.

Komarc¢kovi plodovi so sestavina mnogih ¢ajnih meSanic proti kaslju, zelodénim in
Crevesnim teZzavam ter motnjam v delovanju jeter in Zol¢nika. Kot sredstvo proti
napenjanju in vetrovom so jih uporabljali v meSanici z vrtnim janeZem in kumino. Dodajali
so jih tudi ¢ajnim meSanicam za spomladanske in jesenske ociS€evalne kure, iz EO pa

pripravljajo tudi sirupe proti kaslju ali pa ga mesajo z medom (10).

V Sloveniji sta bila v preteklosti kot zdravilo, ki vsebuje navadni komarcek, registrirana
Caj pri dojenju Galex (sestava: plod grenkega navadnega komarcka 20 g, islandski lisaj 10 g,
plod navadne kumine 30 g, zel navadnega sporiSa 10 g, list poprove mete 20 g, zel
majarona 5 g, list navadne melise 5 g) (30) in Instant zdravilni ¢aj Plantex (suhi vodni
ekstrakt plodov navadnega komarcka in EO navadnega komarcka) (30, 31). Danes nimamo
registriranih zdravil s plodovi navadnega komarcka (30), so pa na Ministrstvu za zdravje
registrirana nekatera prehranska dopolnila z navadnim komarckom, na primer: Gas bimbi

kapljice, Lek instant ¢aj iz komarcka, Lekobeba vetrovne kapljice (32). V galenskih
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laboratorijih lekarn izdelujejo galenska zdravila z navadnim komarckom (preglednica
VIII).

Preglednica VIII: Galenski izdelki z navadnim komarékom (33, 34, 35).

Gorenjske lekarne GoriSke lekarne Celjske lekarne
Sirup za izkasljevanje za otroke | Caj za vitkost Caj za zelodec
Koprc zdravilni ¢aj Nasorelax Zepni inhalator | Caj za odvajanje
Caj dr. Fajdiga Odvajalni ¢aj Prsni ¢aj
Caj pri dojenju Koroma¢ Sirup za izkasljevanje za otroke
Caj za otroke Caj za 701¢ Caj za dojede matere
Karmelic¢anske kapljice Caj za prebavo
Caj proti napenjanju
Otroski Caj

V Celjskih lekarnah uporabljajo predvsem plodove sladkega navadnega komarcka, v

Goriskih lekarnah in Gorenjskih lekarnah pa plodove grenkega navadnega komarcka.

1.3 FARMAKOLOGIJA DROGE

1.3.1 Uporaba

Tradicionalna uporaba zdravil je omejena na dolo¢ena podrocja uporabe in praviloma so
odmerki manjsi. Varnost zagotavlja dolgo preizkusena uporaba (36). Pripravke iz plodov
navadnega komarcka tradicionalno uporabljamo za simptomatsko zdravljenje blagih
prebavnih tezav s kr¢i, vklju¢no z napenjanjem in vetrovi, za simptomatsko zdravljenje
blazjih kréev, povezanih z menstruacijo in kot ekspektorans (zdravilo za lazje
izkasljevanje) pri produktivnem kaslju, povezanem s prehladom. Tradicionalna uporaba je
opredeljena kot uporaba, ki traja najmanj 30 let od tega 15 let na obmocju Skupnosti (v
Evropi). Te uporabe so podkrepljene predvsem z empiri¢no pridobljenimi podatki iz
raziskav posameznih u¢inkovin in njihove farmakologije (26, 27, 24). EO iz plodov
grenkega navadnega komarCka se tradicionalno wuporablja kot ekspektorans pri

produktivnem kaslju, povezanem s prehladom (28).
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V domacem zdravilstvu so navadni komarc¢ek neko¢ in danes uporabljali $e pri drugih
tezavah. Komarcek so gojili ze v antiki zaradi njegovih zdravilnih lastnosti pri ledviénih in
zelod¢nih tezavah, pri obolenjih o¢i in slabem vidu (3). Nekateri anti¢ni pisci so imeli to
rastlino za zdravilo pri kacjih ugrizih, v srednjem veku pa so z navadnim komarckom
odpravljali uroke in druge carovnije (37). V ljudskem zdravilstvu uporabljajo ¢aj za
izboljSanje dojenja in za izpiranje o€i pri vnetjih veznice. Parna obrazna kopel izboljSuje
uporabljali tudi proti zolénim in jetrnim tezavam ter pri zdravljenju Cirov in Zivéne
razdrazenosti (25). Plodovi pomagajo pri odpravljanju ledvi¢nih kamnov, skupaj z zelis¢i
za razkuzevanje se¢nih poti, na primer vednozelenim gornikom, pa je dobro zdravilo proti

vnetju mehurja. Poparek ali sirup dajejo tudi dojen¢kom pri kolikah (37).
1.3.2 Delovanje, mehanizem delovanja in ucinkovitost

Etanolni ekstrakti in EO iz plodov navadnega komarcka so pokazali spazmoliti¢en ucinek
na skrcene gladke miSice razlicnih organov (dihalnih poti, ¢revesa in maternice).
Preizkus$ali so spazmoliti¢ni uc€inek etanolnih in vodnih ekstraktov ter EO iz navadnega
komarcka na bronhokonstrikcijo izoliranih bronhijev morskega prasicka, povzroceno z
metaholinom. Opazili so, da etanolni ekstrakti in EO povzro¢ijo bronhodilatacijo, kar pa
deloma pripisujejo njihovemu ucinku odprtja kalijevih kanal¢kov. Vodni ekstrakti niso
pokazali spazmoliti¢nih u¢inkov na bronhije (38). Studija je pokazala, da 30 % etanolni
ekstrakt iz grenkega navadnega komarcka v odvisnosti od koncentracije zmanjsa z
acetilholinom in histaminom povzroceno kréenje izoliranega ¢revesa morskega prasicka.
Ce odstejemo uginek etanola, je bilo znagilno samo zmanjanje kontrakcij povzrogenih s
histaminom (16). EO iz navadnega komarcka je znacilno in v odvisnosti od odmerka
zmanjsalo intenzivnost z oksitocinom povzrocenih kontrakcij izolirane maternice podgane.

Prav tako se je zmanjsala intenzivnost in pogostnost s PGE2 povzrocenih kontrakeij (39).

V klini¢ni $tudiji, ki so jo izvedli pri 30 Zenskah z zmernimi do mo¢nimi menstrualnimi
bolec¢inami, so merili intenzivnost bolecine z linearno analogno lestvico tri zaporedne cikle
(kontrola, mefenaminska kislina, 2 % EO navadnega komarcka). Rezultati so pokazali
znacilno zmanjSanje bolecine pri zdravljenju z mefenaminsko kislino in EO v primerjavi s
kontrolo. EO navadnega komarcka se je izkazalo kot varno in ucinkovito zdravilo pri

primarni menstrualni bole¢ini z nekoliko manjSo ucinkovitostjo (pri uporabljenih
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odmerkih) kot mefenaminska kislina (40). Ceprav je bila raziskava preliminarna in
izvedena na majhnem vzorcu, verjetnost rezultatov podpirajo posamezne in vitro studije, ki
kazejo spazmoliticen uCinek EO in etanolnih ekstraktov navadnega komarcka na gladke

miSice maternice (16).

Randomizirana, s placebom kontrolirana klini¢na Studija, izvedena pri 121 dojenckih,
starih od 2 do 12 tednov je pokazala, da je 0,1 % emulzija EO navadnega komarcka v vodi
znaCilno zmanj$ala intenzivnost ¢revesnih kréev v primerjavi s placebom. Popuscanje

¢revesnih kréev so merili z zmanj$anjem joka na manj kot 9 ur na teden (41).

Protivnetni u¢inek so dokazovali v Studiji na podganah. 80 % etanolni ekstrakt iz
sladkega navadnega komarcka (peroralno dajanje) v odmerku 100 mg/kg TM je inhibiral s
karagenom povzro¢en edem okoncin za 36 %. Indometacin v odmerku 5 mg/kg pa je

zmanjSal edem okoncin za 45 % (16).

V $tudiji pri kuncih so opazili sekretoliticen in ekspektorantni ucinek sestavin EO
(fenhona in anetola). Inhalacija anetola je v odvisnosti od koncentracije zmanjSala
relativno gostoto respiratorne sluzi. Inhalacija fenhona pa je poleg zmanjSanja relativne
gostote povecala koli¢ino izlo¢ene sluzi iz dihal (16). Opazili so povecano hitrost
mukociliarnega transporta v izoliranem ciliarnem epiteliju Zabjega poziralnika po aplikaciji
poparka iz grenkega komarcka (42). Komarckovi vodni ekstrakti so povecali izloanje

zelod¢ne kisline v Zelodcu anesteziranih podgan (43).

Ekstrakti iz plodov navadnega komarcka so izkazali estrogensko delovanje. Dvojno slepa,
s placebom kontrolirana $tudija pri Zenskah, ki so imele idiopatski hirsutizem je pokazala
znacilno zmanjSanje obrazne porascenosti in zmanjSanje lasnega premera po zdravljenju s
kremo, ki je vsebovala etanolni ekstrakt iz plodov navadnega komarcka (44). Po dajanju
komarckovega ekstrakta podganam brez izvedene ovarektomije so opazili povecanje mase
mlecnih zlez. Trans-anetol, ki so ga dajali peroralno neodraslim sami¢kam podgan, je

povzrocil znacilno povecanje mase maternice (16).

Komarckovi ekstrakti, EO in nekatere komponente EO in vitro moé¢no zavirajo rast
Sirokega spektra patogenih bakterij in gliv. Z uporabo agar dilucijske metode so
dokazali, da EO inhibira rast mikroorganizmov Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium in Candida albicans. Komar¢kovo EO je zmanjsalo aktivnost

bakterij Campylobacter jejuni, Salmonella enterica, Escherichia coli in Listeria
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monocytogenes. Estragol je pokazal podoben vzorec protibakterijskega ufinka kot EO,
limonen je pokazal inhibitorni u¢inek samo na rast Campylobacter jejuni in Listeria
monocytogenes, trans-anetol pa je inhibiral samo Campylobacter jejuni. V drugi $tudiji pa
so ugotovili, da je za antibakterijsko delovanje EO odgovoren trans-anetol. Trans-anetol in
EO (koli¢ina trans-entola v obeh primerih podobna) sta pokazala podoben inhibitorni
ucinek na rast stirih sevov Streptococcus (16).

Nekatare studije so pokazale tudi hepatoprotektivni, hipotenzivni, hipoglikemi¢ni,

lokalno anesteti¢ni u¢inek pripravkov iz navadnega komarcka (16).

1.3.3 Toksi¢nost in posebna opozorila

EO navadnega komarcka je pokazalo mutageno aktivnost. Vodni in metanolni ekstrakt
nista pokazala mutagene aktivnosti v  Ames testu na sevih Salmonella typhimurium.
Predklini¢ne Studije na laboratorijskih Zivalih (glodalcih) so pokazale Sibek mutagen
potencial anetola. Hepatotoksi¢ne ucinke pri podganah povzroca citotoksi¢en metabolit
anetol epoksid. Uporaba anetola pri ljudeh je zaradi druga¢nih metabolnih poti in
metabolitov varna pri vnosu 54 pg/kg TM/dan. JEFCA priporoc¢a, da ADI anetola ne sme
prese¢i 2 mg/kg TM/dan. Posamezne $tudije na miskah so pokazale kancerogene ucinke
estragola in nekaterih njegovih metabolitov (1°-hidroksiestragola), ki se kazejo predvsem
v hepatocelularnih karcinomih in jetrnih tumorjih. Metabolne poti, metabolna aktivacija in
vezava estragola na DNA so odvisni od odmerka. Pri niZjih odmerkih estragola je glavna
metabolna pot O-demetilacija in vodi do konénega metabolita. Pri vi§jih odmerkih pride v
ospredje 1’-hidroksilacija in kovalentna vezava metabolita na DNA. Glede na nizko
vsebnost estragola v EO je uporaba EO pri odraslih varna pri priporo¢enih odmerkih.
HMPC v Javni izjavi o uporabi rastlinskih pripravkov, ki vsebujejo estragol priporoca, da
naj bo izpostavljenost obcutljivih skupin (otroci, nosecnice in dojeCe matere) estragolu
minimalna. Uporaba EO navadnega komarcka pri otrocih in mladostnikih pod 18 let je
kontraindicirana. Predpisovanje Cajev iz navadnega komarcka dojenckom in otrokom

mlajsim od 4 let je dovoljeno pediatrom (16).

Nekatere $tudije so pokazale protitumorno aktivnost anetola. Studija na albino miskah,
ki so imele Erlich ascites tumor v tackah, je po peroralnem dajanju anetola pokazala
zmanjSanje mase in volumna tumorja, zmanjSanje telesne mase in podaljSanje prezivetja

(45). V vecih studijah so ugotovili tudi antioksidativno aktivnost ekstraktov iz navadnega
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komarcka, ki je primerljiva oziroma vecja od antioksidativne aktivnosti BHA in
askorbinske kisline. Glede na to kratkotrajna uporaba pripravkov iz plodov navadnega

komarcka prakti¢no nima znacilnega tveganja za kancerogenost (16, 46).

EO navadnega komar¢ka draZi nosedo maternico in lahko povzro¢i splav. Studija na
podganah je pokazala, da peroralno dajanje trans-anetola sami¢kam podgan v zgodnjih
dneh nosecnosti prepreuje vsaditev oziroma deluje abortivno (16, 47). Po izpostavitvi
kultiviranih mati¢nih celic zarodkov podgan EO navadnega komarcka so opazili znacilno
znizanje Stevila diferenciranih zariS¢ kot posledica izgube celic. Rezultati kazejo, da ima
EO toksi¢ne ucinke na zarodne celice (48). HMPC, ESCOP, WHO in Komisija E
odsvetujejo jemanje EO navadnega komarcka v nosec¢nosti, HMPC odsvetuje tudi uporabo
drugih pripravkov zaradi pomanjkanja podatkov in Studij. Pri doje¢ih materah ESCOP
odsvetuje uporabo EO in etanolnega ekstrakta, HMPC pa odsvetuje tudi uporabo drugih
pripravkov (16, 8, 11, 29).

Nekatere Studije na poskusnih zivalih so pokazale akutno toksi¢nost po peroralnem dajanju
visokih odmerkov EO in ekstraktov iz navadnega komarcka, ki se kaze kot izérpanost,
sedacija, respiratorne motnje, motnje v gibanju, neodzivnost na zunanje drazljaje,
oslabelost udov, tremor in fascikulacije hrbtnih miSic. Pri nekoliko nizjih odmerkih je
bil najpogostejsi stranski ucinek sedacija. Anetol aktivira centralni Zivéni sistem, njegova
zloraba lahko vodi do konvulzij (16). EO navadnega komarcka je pri ljudeh povzrodilo
pljuéni edem, respiratorne tezave ter epilepticno zmedenost in halucinacije (5). WHO ne
dovoljuje dajanje Cistega EO dojenckom in majhnim otrokom zaradi nevarnosti spazma

grla, dispneje in ekscitacije centralnega zivénega sistema (11).

Dolgotrajno dajanje visjih odmerkov anetola je pri podganah povzrocilo edem jeter,

pocasnejse pridobivanje telesne mase in zmanjsanje mascobnih zalog (16).

Ljudje, ki so preob¢utljivi na zdravilno u¢inkovino, kobulnice ali anetol, ne smejo jemati
pripravkov iz navadnega komarcka. V redkih primerih se lahko pojavi alergi¢na reakcija
na koZi ali respiratornem sistemu ali kontaktni dermatitis (16). Porocali so o
navzKkrizni reaktivnosti med komarékom, zeleno, jenezem, kumino, koriandrom in

koprom (49).

Navadni komarcek vsebuje tudi derivate kumarina, ki lahko zavirajo u¢inke vitamina K

in bergapten (furanokumarin), ki je lahko fototoksicen. (16, 50)
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EO navadnega komarcka z estrogenskim delovanjem lahko vpliva na hormonsko terapijo
(peroralna kontracepcija in hormonska nadomestna terapija) (16). Isto¢asno dajanje
navadnega komarcka in ciprofloksacina podganam je izkazalo zmanjS$anje ucinkovitosti
ciprofloksacina. Navadni komaréek namre¢ vsebuje Stevilne kovinske katione, Ki tvorijo
kelate s ciprofloksacinom, kar vpliva na absorpcijo, porazdelitev in eliminacijo
ciprofloksacina. Vendar pri ljudeh teh interakcij niso opazili (51). Raziskave na Zivalih SO
pokazale, da komponente EO navadnega komarcka (trans-anetol, limonen, B-mircen)

inducirajo jetrne encime in tako pove¢ajo moznost interakcij z drugimi zdravili (16).

1.4 ETERICNO OLJE

EO so produkti rastlin, navadno zelo kompleksne sestave. So zmes razli¢nih hlapnih
spojin. Te spojine so ze prisotne v rastlini, lahko pa nastanejo po predhodni obdelavi
rastlinskega materiala. EO so znacilna za vi§je rastline (semenke), izjemoma pa so prisotna
tudi v nizjih rastlinah (hrastov lisaj). Vsebujejo jih predvsem vrste iz redov Lamiales,
Rutales, Asterales, Laurales in Magnoliales, pri golosemenkah pa druzini Pinaceae in
Cupresaceae. EO nastajajo v vseh rastlinskih organih: cvetu, listu, skorji, lesu, korenini,
koreniki, plodu, semenu. Ista rastlinska vrsta lahko vsebuje EO v ve¢ organih, sestava EO
iz razliénih organov pa je lahko razli€na. Vsebnost EO je ponavadi nizka, manj kot 1 %,
redkeje nekaj % in izjemoma vec kot 15 %. EO se pri razli¢nih vrstah sintetizira ali nabira
v razli¢nih histoloskih strukturah. Lahko je na povrSini epiderme (v zlezastih dlakah ali
Zlezah) ali pa v notranjosti (v posameznih celicah, v celicah hipoderme ali v §izogenih oz.

Sizolizigenih votlinicah ali kanalckih) (52).

Pomen EO za rastline ni povsem znan. Predvidevajo, da ima ekoloSki pomen, saj
nekatere raziskave kazejo, da nekateri terpenoidi zavirajo kalitev okoliskih rastlin, da same
lahko uspevajo. V interakcijah z Zivalmi imajo zas¢itno vlogo pred zajedalci, predvsem pa
privlacijo oprasevalce. Nekateri menijo, da omogocajo prenos selektivnih bioloskih
sporocil (glede na selektivnost komponent v EO razli¢nih rastlin). Predvidevajo tudi, da
EO s&¢iti rastlino pred infekcijami in z ustvarjanjem mikroklime pred izhlapevanjem vode
(52). Hlapne komponente EO lahko delujejo kot notranji obvescevalci ali kot obrambne

snovi proti rastlinojedcem (53).
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EO so pri sobni T navadno tekoca, so hlapna in mo¢nega vonja. Imajo navadno nizjo
gostoto kot voda. Imajo visok lomni koli¢nik in vecina je opti¢no aktivnih. Raztapljajo se v
etanolu in lipofilnih topilih, v vodi pa so slabo topni, vendar dovolj, da dajejo blago aromo
aromati¢énim vodam. Destilirajo z vodno paro. Kemijsko so zelo kompleksne zmesi
spojin, ki spadajo v dve skupini: terpenoide in fenilpropide. Med terpenoidi EO vsebujejo
terpene z nizjo molekulsko maso, ki so dovolj hlapni. To so monoterpeni in seskviterpeni
(52). Glavne komponente so izpeljane po treh biosinteznih poteh. Mevalonatna pot vodi do
seskviterpenov, metil-eritritolna pot vodi do monoterpenov in diterpenov, pot Sikimatne
kisline pa vodi do fenilpropenov (53). Terpenoidi so lahko acikli¢ni, monocikli¢ni, bicikli¢ni
ali tricikli¢ni, lahko so ogljikovodiki, alkoholi, fenoli, aldehidi, etri, estri ali peroksidi. Med
fenilpropidi srecamo C6-C3 spojine in C6-C1 spojine. K EO v $irS§em pomenu spadajo tudi

izotiocianatna olja in olja iz cianogenih glikozidov, ki pa so enokomponentna (52).

Aktivnost EO je lahko druga¢na od aktivnosti droge, iz katere je pridobljeno in drugaéna
od aktivnosti posameznih komponent EO. Splosne aktivnosti EO so antisepti¢no delovanje,
spazmoliti¢no in sedativno delovanje, iritirajo¢ uéinek na kozi in sluznicah, ekspektorantno
delovanje. Vec¢ino drog z EO uporabljamo za izdelavo infuzov in tinktur, redkeje
ekstraktov, sama EO uporabljamo kot aromatike, zunanje antiseptike in rubefaciente. EO
uporabljajo tudi v parfumeriji in kozmetiki, za aromatiziranje prostorov. V prehrambeni

industriji uporabljajo droge z EO kot za¢imbe in diSavnice (52).
1.4.1 Pridobivanje eteri¢nega olja

EO je pridobljeno iz botani¢no definirane rastlinske vhodne snovi (25). Gojenje
zdravilnih rastlin ima pomembno vlogo. Z nadzorovano pridelavo je rastlinski material
to¢no doloCen in homogen. Poleg tega je moznost pomot in ponarejanj s tem bistveno
manjSa. Enoumno oznacevanje rastline in pretezno standardizirani pogoji rasti in zetve
omogocajo proizvodnjo primerljivih serij skozi daljSe obdobje. Pri rastlinah, katerih
uc¢inkovine poznamo, se z namenskim gojenjem lahko doseze obogatitev teh sestavin (32).
Na koli¢ino in kakovost EO, ki nastane v rastllini, vplivajo genske variacije in kriZzanje
rastlin. Za optimalni izkoristek EO je potrebno pozeti prave dele rastline ob pravem c¢asu.
Nastajanje EO v rastlinah je odvisno od podnebnih razmer (dolzine dneva, temperature,
son¢nega obsevanja, padavin), kultivacije (kvalitete zemlje, kolobarjenja, gnojenja,

zalivanja...), mikrobioloske kontaminacije in kontaminacije s tezkimi kovinami ter €asa in
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tehnike zetve. Pomembno je tudi rokovanje s poZetimi rastlinami (transport, pranje,
susenje) in shranjevanje (53). Vhodna snov za pridobivanje EO je lahko sveza, ovenela,

posusena, cela, zdrobljena ali zmleta (18).

Preglednica IX: Metode pridobivanja EO (18, 52, 25).

Farmakopejske metode

destilacija z vodno
paro

EO pridobivamo s prehajanjem pare skozi rastlinsko vhodno snov v
ustrezni napravi. Paro lahko uvajamo iz zunanjega vira ali jo ustvarimo z
vrelo vodo pod vhodno snovjo ali z vrelo vodo, v katero potopimo vhodno
snov. Vodna para in hlapi olja kondenzirajo. Vodo in EO lo¢imo z
dekantiranjem.

suha destilacija

EO pridobivamo s segrevanjem stebel ali skorje pri visoki temperaturi v
ustrezni napravi brez dodatka vode ali pare.

mehanski postopek

Brez segrevanja pridobimo EO, navadno poznano kot hladno stiskano.
Mehanski postopek vecinoma uporabljamo za plodove vrst citrus in
vkljucuje stiskanje olja iz perikarpa in kasnejSe fizikalno loCevanje.

Druge metode

ekstrakcija z
mascobnim oljem
ali mastjo

Svezo rastlino ali drogo stisnemo med dve plosci, ki sta premazani z
mastjo in pustimo stati do nekaj dni. EO se raztopi v mas¢obi. Dobimo
pomado, Ki jo uporabimo samostojno, Se veckrat pa kot diSeco lipofilno
fazo v kozmeti¢nih izdelkih. EO lahko izlo¢imo iz mas¢obe z etanolom
(»hladna enfleraza«) ali pa ga ekstrahiramo z maceriranjem v segreti
mascobi (»topla enfleraza«). Oba nacina se uporabljata predvsem za
rastline nezne strukture in z malo EO, ki pa je v parfumeriji zelo cenjeno
(jasmin, hiacinte, vrtnice...).

ekstrakcija z
organskim topilom

Izvajamo jo s petroletrom pri priblizno 50°C po Soxhlet principu. Ker
topilo ekstrahira tudi druge v njem topne spojine (npr. lipide), ima dobljeni
produkt konsistenco masla. EO lahko iz njega izlo¢imo z absolutnim
etanolom.

ekstrakcija s
superkriti¢nimi
plini

Najveckrat jo izvajamo s CO, zaradi ve¢ prednosti: je naraven, lahko
dostopen, inerten, nevnetljiv in selektiven. Njegova kriti¢na tocka je pri
73,8 barih in 31.1°C. S spreminjanjem p in T v obmo¢ju njegovega
tekoCega stanja se spreminjajo njegove lastnosti kot topila (npr. polarnost).
Tako lahko dokaj selektivno izoliramo posamezne spojine (tudi EO) pri
nizkih temperaturah in tako prepre¢imo nastajanje artefaktov. Slaba stran
te metode je zelo zahtevna in draga aparatura.

Preglednica IX prikazuje metode pridobivanja EO. Pridobljeno EO lahko pozneje ustrezno
obdelamo. Tako je lahko trzno poznano EO brez terpenov, brez seskviterpenov,
rektificirano ali brez ostalih specifi¢nih spojin. EO brez terpenov je EO, iz katerega so
delno ali v celoti odstranjeni monoterpenski ogljikovodiki. EO brez terpenov in
seskviterpenov je EO, iz katerega so delno ali v celoti odstranjeni mono- in seskviterpenski

ogljikovodiki. V rektificiranem EO so s frakcionirno destilacijo odstranjene dolocene
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sestavine ali pa je prilagojena vsebnost teh sestavin. EO brez specifi¢nih spojin je EO, iz katerega

je delno ali v celoti odstranjena ena ali vec sestavin (npr. fototoksi¢ni furanokumarini) (18, 25).
1.4.2 Analiza eteri¢nega olja

Pridobivanje EO se je industrializiralo v prvi polovici 19. stoletja in posledi¢no se je
pojavila potreba po sistemati¢nih raziskavah in analizi sestave EO. Ugotovili so, da je
sestava EO odvisna od metode pridobivanja EO. Z modernimi analiznimi metodami je bila
omogocena sledljivost ponaredkov. Kot posledica ponaredkov v proizvodnji EO se je
pojavila potreba po uradnih standardih, EO pa so bila vklju¢ena v farmakopeje in posebno
farmakopejo Martindale. Razli¢ni mednarodni predpisi dolo¢ajo lastnosti specifi¢nih EO.
Prve analizne metode v raziskavi EO so bile osredotoc¢ene na kakovost, in sicer identiteto
in Cistost. Klasi¢ne analizne tehnike so najpogosteje ocenjevale fizikalne lastnosti
(specifi¢no tezo in relativno gostoto, opti¢no suénost, lomni koli¢nik, topnost, talisCe,
vrelisée, kapljisce, ostanek po izparevanju, Kislinsko in saponifikacijsko stevilo), kemijske
lastnosti (prisotnost halogeniranih ogljikovodikov in tezkih kovin, ugotavljanje estrov
ftalne kisline, ugotavljanje alkoholov, aldehidov in ketonov) in organolepti¢ne lastnosti EO
(kakovost in intenziteta vonja). Kvantitativna ocena pa je pridobljena s pomocjo titracij.
Klasicna metoda analize EO je tudi planarna kromatografija (TLC in papirna
kromatografija). TLC je hitra metoda za ugotavljanje identitete in Cistote, Siroko uporabna
kot preliminarna tehnika za pridobitev dragocenih informacij za nadaljnje analize. Klasi¢ne
metode za ugotavljanje identitete EO ne uporabljamo kot samostojne metode, ampak v

kombinaciji z modernimi metodami, predvsem z GC (53).

Moderne metode analize EO temeljijo na kromatografiji, ki omogoca lo¢itev komponent
in njihovo identifikacijo. Za zanesljivo identifikacijo so potrebni dodatni dokazi. Napredek
v instrumentalni analizni kemiji, predvsem na podro¢ju kromatografije, je omogocil
poglobljena spoznanja o sestavi kompleksnih EO. Za optimizacijo procesa in razvoj novih
metod je potrebno dobro teoreti¢no znanje kromatografije. Cilj kromatografskih metod je
locitev vseh komponent, ki nas zanimajo v ¢im krajSem ¢asu. Komponente zaznamo in
posnamemo signale v odvisnosti od ¢asa (kromatogram). Iz retencijskih ¢asov pridobimo
identiteto EO, iz povrSine pod krivuljo signala pa vsebnost posamezne komponente.

Moderne analizne metode so: GC in linearni retencijski indeks, GC-MS, hitra GC, GC-
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olfaktometrija, GC ugotavljanje enantiomerov, LC in LC-MS, multidimenzionalne GC
tehnike, multidimenzionalne LC tehnike in LC-GC (53).

Evropska farmakopeja predpisuje identifikacijo EO s kromatogrami plinske

kromatografije, Ki jih primerjamo s standardi in z drugimi potrebnimi testi (npr. TLC) (18).

Farmakopejska metoda za ugotavljanje vsebnosti EO v rastlinskih drogah je parna
destilacija, izvedena v posebni aparaturi (slika 11) in pri dolo¢enih pogojih. Destilat
zbiramo v merilni cevki. EO ujamemo v ksilen, vodna faza pa se avtomati¢no vrne v
destilacijsko bucko. Aparatura vsebuje: bucko s kratkim vratom iz motnega stekla, bucki
tesno prilegajo¢ hladilnik iz stekla z nizkim koeficientom raztezanja, ustrezno grelno
napravo z natan¢no kontrolo dovajanja toplote in navpi¢no podporno stojalo z vodoravnim
obro¢em. Uporabljamo popolnoma ¢isto aparaturo. Poskus izvedemo glede na naravo
ocenjevane rastlinske droge. V bucko damo predpisan volumen destilirne tekoc¢ine in nekaj

kosckov poroznega porcelana ter pritrdimo

hladilnik. Skozi polnilni lijak (N) uvedemo
vodo. Odstranimo zamasek (K) in s pipeto
uvedemo predpisano koli¢ino ksilena. Ponovno
namestimo zamasek (K), tako da ustje sovpada
z izlivom. Segrejemo tekoc¢ino v bucki do vretja

in uravnamo hitrost destilacije na 2-3 mL/min,

razen, ¢e je drugaCe predpisano. Po 30 min

destilacije ustavimo segrevanje in po 10

minutah odéitamo volumen ksilena v merilni

cevki. V bucko uvedemo predpisano koli¢ino
droge in nadaljujemo destilacijo pri predpisani
hitrosti in za predpisan cas. 10 minut po
ustavitvi segrevanja od¢itamo volumen tekocine

zbrane v merilni cevki (EO in ksilen). Odstejemo

volumen predhodno dolo¢enega ksilena in

dobimo koli¢ino EO v masi droge, ki smo jo

uporabili. Preracunamo na mL EO/kg droge

Slika 11: Aparatura za ugotavljanje EO v (18).
rastlinskih drogah (18).
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2 NAMEN DELA

Namen naSega dela bo primerjava vsebnosti in sestave EO, pridobljenega iz droge (plodov
navadnega komarcka, Foeniculi fructus) razlicnih dobaviteljev. Posvetili se bomo

predvsem vsebnosti estragola zaradi potencialne kancerogenosti.

Proucili bomo vpliv razli¢nih dejavnikov na izplen in sestavo EO:
- razdrobljenosti plodov (celi, strti, mleti plodovi),

- Casa destilacije,

- razmerja voda/droga,

- modifikacij destilacije (destilacija z vodno paro, destilacija iz zmesi voda/droga).

Drogo bomo najprej ustrezno pripravili: zmleli, strli ali pustili cele plodove. Nato bomo
izvedli destilacijo (parna destilacija ali destilacija iz zmesi voda/droga v razli¢nih
razmerjih) in izmerili volumen pridobljenega EO v dolo¢enem ¢asu. Poskusili bomo
identificirati sestavo EO s TLC. Nato bomo sestavo EO analizirali z bolj natan¢no in

zmogljivo metodo GC-MS.

Izvedli bomo ekstrakcijo, saj je bolj enostavna metoda in nas zanima, ¢e lahko najdemo

korelacijo, da bi ekstrakcija v hitrih testih nadomestila destilacijo.

S frakcionirno destilacijo bomo poskusili najti in izlo¢iti frakcijo z estragolom oziroma z
najveC estragola, kar je uporabno, ¢e imamo EO s presezeno maksimalno dovoljeno

vsebnostjo estragola.

Analizirali bomo tudi komercialno dostopna EO in ugotavljali njihovo ustreznost

predpisom Ph. Eur.
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3 MATERIALI IN METODE

3.1 MATERIALI

3.1.1 Vzorci

Uporabili smo razliéne vzorce plodov navadnega komarcka in EO iz plodov navadnega

komarcka:

- plod sladkega navadnega komarcka (Farmex), kontrolna st.: 0670910-Ph. Eur. 6.8

(Farmex d.o.0., Nova Gorica, Slovenija),

- plod grenkega navadnega komarcka (LG), iz zbirke Fakultete za farmacijo,

- plod sladkega navadnega komarcka (LS1), §t. vzorca: 168/11/0 (Martin Bauer Group,

Witaszyce, Poljska),

- plod sladkega navadnega komarcka (LS2), §t. vzorca: 24066 (Christof Peter GmbH & Co.
KG, Schwebheim, Nemcija),

- EO sladkega navadnega komarcka (SAFC), serija: 04113ME-497, kataloSka St.:
W248207 (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nem¢ija),

- EO grenkega navadnega komarcka (BaccaraRose), serija: K00064 (BaccaraRose,

Sonsbeck, Nemcija),

- EO grenkega navadnega komarcka (Lex), Ph. Eur. 6, serija: 546843 (Lex, Koper,

Slovenija).
3.1.2 Reagenti

Preglednica X: Seznam uporabljenih reagentov.

reagent proizvajalec kataloSka Stevilka
precis¢ena voda Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani

aceton, p. a. Panreac (Barcelona, Spanija) 131007

etilacetat, p. a. Panreac (Barcelona, Spanija) 131318

metanol, p. a. Panreac (Barcelona, Spanija) 131091
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toluen, p. a. Riedel de Haén (Seelze, Nemcija) 32249

anetol CarlRoth (Karlsruhe, Nemcija) 5131.1

estragol Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija) W241105

vanilin Fluka (Buchs, Svica) 94750

zveplova kislina Merck (Darmstadt, Nemcija) 100731

etanol, p. a. Panreac (Barcelona, Spanija) 131085

heptan, p. a. Sigma-Aldrich (Steinheim, Nemcija) 51745

pentan, p. a. Carlo Erba (Milano, Italija) 46815

3.1.3 Aparature in laboratorijska oprema

Preglednica XI: Seznam uporabljenih aparatur in laboratorijske opreme.

aparatura, oprema tip proizvajalec
tehtnica Mettler PC 2000 Mettler (Greifensee, Svica)
mlincek 8010EB Waring (Torrington,Connecticut,ZDA)
destilacijska aparatura | v skladu s Ph. Eur.
kalota EMX 5000/SCE Barnstead Elektrotermal (Rochford,
Essex, UK)
TLC plosce 1.05729, silikagel 60 | Merck (Darmstadt, Nemcija)
F254, 10x20 cm
UV detektor UV-cabinet Il Camag (Muttenz, Svica)
parni razvijalec Monster household Euroflex (South Hampton, UK)
appliances
rotavapor R 200 Biichi (Flawil, Svica)

avtomatske pipete

Proline (1 puL, 1 mL)

Biohit (Helsinki, Finska)

lipofilni filter Millex FG (PTFE) Millipore (Billerica, MA, ZDA)
GC-MS Shimadzu QP 2010 Shimadzu (Kyoto, Japonska)

Ultra
GC kolona Restek RTX - F&F, Restek (Bellefonte, Pansilvanija, ZDA)

30 m, 0,25 mm, 0,25
um,
dimetilpolisiloksan
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3.2 METODE

3.2.1 Destilacija iz zmesi voda/droga

Destilacija je metoda, pri kateri lo¢ujemo komponente na osnovi njihovih razli¢nih

hlapnosti, izrazenimi s temperaturo vrelisc.

Za ugotavljanje vsebnosti EO po Ph. Eur. uporabimo 500 mL bucko, 200 mL destilirane
vode in 5,0 g sveze mletih plodov grenkega navadnega komarcka. Pri sladkem navadnem
komarc¢ku uporabimo 10,0 g plodov. Uvedemo 0,50 mL ksilena v merilno cevko

destilacijske aparature. Destiliramo 2 uri s hitrostjo 2-3 mL/min (18).

Destilacijo smo izvedli po modificiranem farmakopejskem predpisu: Povecali smo
koli¢ino uporabljene droge, da bi bila manjSa napaka pri od¢itanem volumnu pridobljenega
EO. Sorazmerno smo povecali tudi koli¢ino vode in velikost buc¢ke. Nismo uporabili
ksilena, saj je bilo etericnega olja veliko. Podaljsali smo ¢as destilacije, da bi bil boljsi

izplen EO.

Najprej smo primerjali izplen in sestavo EO glede na to, ali destiliramo iz mletih, strtih ali
celih plodov. Plodove smo torej pred destilacijo ustrezno pripravili (zmleli v mlincku, strli
s pestilom v terilnici ali pa pustili cele). Uporabili smo 100 g plodov sladkega navadnega
komarc¢ka (Farmex), 2 L destilirane vode in 4 L bucko. Destilirali smo skupaj 4 ure. Cas
destilacije smo zaceli Steti, ko je voda v bucki zavrela. Stalno smo regulirali dovod toplote,
da je destilacija ves ¢as enakomerno potekala. Po dolocenem ¢asu destilacije (1 h, 2 h, 3 h,
4 h) smo izmerili volumen EO v cevki in ga lovili v plasti¢no epruveto. Nato smo EO

prenesli v temno vialo in hranili v hladilniku.

Primerjali smo, kako na izplen in sestavo EO vpliva razmerje voda/droga. V dveh
eksperimentih smo uporabili razli¢no koli¢ino droge, ohranili pa smo volumen vode. Prvi¢
smo uporabili 50 g plodov sladkega navadnega komarcka (LS1), 1 L destilirane vode in 2 L
bucko, drugi¢ pa smo povecali koli¢ino droge na 100 g. Podoben eksperiment smo opravili
tudi s plodovi grenkega navadnega komarcka (LG). Prvi¢ smo uporabili 25 g droge, 1 L

destilirane vode in 2 L bucko, drugi¢ smo povecali koli¢ino droge na 50 g.
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3.2.2 Tankoplastna kromatografija

Tankoplastna kromatografija (TLC) je kromatografska tehnika, ki jo uporabljamo za
loCevanje zmesi na plosci iz stekla, plastike ali aluminijeve folije, ki je prekrita s tanko
plastjo adsorpcijskega materiala. Ta material je po navadi iz silikagela, aluminijevega
oksida ali celuloze. Ta plast adsorpcijskega materiala se imenuje stacionarna faza. Po
nanosu vzorca se na plos¢o doda topilo ali mesanica topil (poznan kot mobilna faza) in
potuje po ploséi s pomocjo kapilarnega gibanja. Ker razli¢ni vzorci potujejo po TLC-plosci

z razli¢nimi hitrostmi, posledi¢no dosezemo lo¢bo le-teh.

Pripravili Smo orositvena reagenta :

- reagent 1: 5 % zveplova kislina v etanolu (95 mL etanola, 5 mL Zveplove kisline)

- reagent 2: 1 % vanilin v 96 % etanolu (100 mL etanola, 1 g vanilina)
Reagenta smo pripravili v erlenmajerici. Za oroSevanje sSmo uporabili nastavek s prsilko.
Najprej smo orosili z 10 mL reagenta 1, nato s 5-10 mL reagenta 2. TLC-plos¢o smo
segrevali 5-10 minut pri 110°C do pojava obarvanja.
Pripravili smo vzorec EO za TLC analizo. V vialo smo odpipetirali 1 uL vzorca EO in 99 uL

etilacetata. Na enak nac¢in smo pripravili tudi standarda anetola in estragola.

Pripravili smo mobilne faze:
- 93 % toluena, 7 % etilacetata
- 99 % toluena, 1 % metanola
- 97 % toluena, 3 % metanola
Mobilno fazo smo nalili v kadicko, vlozili filter papir in pokrili, da se je kadicka nasitila z

mobilno fazo.

Pripravili smo TLC-plosce. Najprej smo jih narezali na ustrezno velikost. Na plos¢o smo
oznacili zaCetek in konec potovanja s ¢rto. S kapilaro smo toCkovno nanesli vzorec in
standarde. Nanos smo preverili pod UV lucko. Tako pripravljeno plos¢o smo razvili v
pripravljeni mobilni fazi. Ko je mobilna faza pripotovala do ¢rte, smo plosco vzeli iz
kadicke, posusili s fenom in zopet pogledali pod UV svetlobo. Orosili smo z reagentoma 1

in 2 ter segrevali do obarvanja lis.
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3.2.3 Parna destilacija

Za parno destilacijo smo sestavili
destilacijsko  aparaturo s pomocjo
razvijalnika pare, kolone s frito,
hladilnika in drugih pomoZznih delov
steklovine (slika 12). Destilat smo lovili
v erlenmajerico. Treba je bilo skrbno
nadzorovati in regulirati dovod vodne

pare. V kolono smo dali 20 g strte droge

(plodovi grenkega navadnega komarcka

Slika 12: Sestavljena aparatura za parno destilacijo.

LG, plodovi sladkega navadnega
komarcka Farmex, plodovi sladkega navadnega komarcka LS2). Kolono smo ovili z vato

in aluminijsko folijo, da smo ¢im bolj preprecili kondenzacijo pare v koloni.

Destilat, pridobljen pri parni destilaciji, smo ekstrahirali dvakrat s 50 mL pentana v liju

lo¢niku.

Pentan smo odstranili z uparevanjem pri znizanem tlaku (rotavapor). Uporabili smo 100 mL
bucko. Odparevali smo topilo pri priblizno 700 mbar in pri temperaturi 40 °C. Nato smo
vzorec prenesli v manj$o merilno bucko s koni¢astim dnom in pri zniZzanem tlaku in
temperaturi 40°C odparili ves pentan. Izmerili smo volumen EO s pipeto in ga prenesli v

temne viale in shranili v hladilnik.

3.2.4 Ekstrakcija

Ekstrakcija ali izluZzevanje je kemijska metoda, ki omogoc¢a prenos molekul Zelene snovi iz

trdne zmesi ali raztopine v drugo tekoco fazo s pomocjo topila.

V erlenmajerice z obrusom smo dali 1 g mletih plodov navadnega komarcka (sladki
navadni komaréek LS2, sladki navadni komar¢ek Farmex, grenki navadni komaréek LG)

in 10 mL heptana, zaprli z zamaskom ter pustili 1 dan, da je potekla ekstrakcija.
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3.2.5 Frakcionirna destilacija

Pripravili smo EO tako, da smo 100 mL etericnega olja sladkega navadnega komarcka
SACF dodali 30 mL estragola. Sestavili smo aparaturo: 500 mL bucka, termometer,
Vigreaux-ova kolona (15 cm), hladilnik, ¢rpalka, 50 mL bucke za zbiranje frakcij in druga
pomozna steklovina. Bu¢ko z EO smo segrevali s pistolo na vro¢i zrak in meSali z
magnetnim meSalom. Tlak v sistemu je bil 1 mbar. Spremljali smo potek destilacije in
temperaturo ter zbirali po volumnu priblizno enake frakcije. Frakcije EO smo prenesli v

temne steklenicke.
3.2.6 Plinska kromatografija, sklopljena z masno spektrometrijo

GC-MS je metoda, ki povezuje plinsko kromatografijo in masno spektrometrijo.
Uporabljamo jo za identifikacijo spojin v testnem vzorcu. GC-MS je sestavljen iz
plinskega kromatografa in masnega spektrometra. Sistem GC-MS sestavljajo (slika 13):

Sample
injector
T regulated oven

izvor nosilnega plina, jeklenka,

- regulatorji tlaka in pretoka plina,

- injektor za vnos vzorca, @'
- kolona

Mass
spectrometer
i Column: detector
- detektor (masni spektrometer). Gas: ou
packed or
He. Ny, H;

open tubular

(capillary)

Slika 13: Shema GC-MS (54).

Uparjen vzorec potuje po koloni s pomocjo inertnega plina (mobilna faza). Za zmogljivost
metode so pomembne dimenzije kolone (dolzina, premer, debelina filma) in lastnosti
stacionarne faze. Ko vzorec potuje po koloni, razli¢ne lastnosti posameznih molekul
omogocajo lo¢bo molekul. Posamezne molekule se razlicno dolgo zadrZzujejo na koloni in
potem eluirajo ob razli¢nih Casih (retencijski ¢as). To omogoca masnemu spektrometru, da
ulovi, ionizira in detektira posamezne molekule. Masni spektrometer razgradi molekule na
ionizirane fragmente in jih detektira na podlagi razmerja mase in naboja. Kombinacija

obeh metod moc¢no zmanjSa moznost napak, saj je zelo majhna verjetnost, da bi se dve
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razlicni molekuli enako obnaSali v plinskem kromatografu in masnem spektrometru.

Identiteto spojin Se dodatno potrdimo s primerjavo z referen¢nimi spojinami (54).

Vsebnost anetola, estragola in fenhona po Ph. Eur. testiramo s plinsko kromatografijo.
Testno raztopino pripravimo tako, da razred¢imo zmes EO in ksilena, pridobljeno pri
ugotavljanju EO na 5 mL s spiranjem destilacijske aparature s ksilenom. Referen¢no
raztopino pripravimo tako, da raztopimo 5 mg standarda (anetola, estragola, fenhona) v 0,5
mL ksilena. DolZina kolone je 30-60 m, premer je 0,3 mm, stacionarna faza je makrogol
20000. Nosilni plin je dusik, pretok plina je 0,40 mL/min. Delitev plina je 1:200.
Temperaturni program: 60°C (4 min), do 170°C (5°C/min), 170°C (15 min). Temperatura
injiciranja je 220°C, temperatura detektorja pa 270°C. Volumen injiciranja je 1 pL,

detekcija je plamenska ionizacija (18).

Za analizo smo najprej pripravili vzorce EO. 1 uL EO smo raztopili v 1 mL heptana.
Vzorce smo pripravili z avtomatskimi pipetami v temnih vialah. Vzorce iz ekstrakcije smo
pridobili tako, da smo filtrirali zmes droge in heptana skozi lipofilni filter. Tako
pripravljene vzorce smo dali v analizo. Farmakopejsko metodo smo posodobili. Uporabili
smo krajSo kolono s stabilno stacionarno fazo, detekcijo z masnim spektrometrom in

helijem kot nosilnim plinom (preglednica XII).

Preglednica XI1: Razmere analiz na GC-MS Shimadzu QP 2010 Ultra.

kolona Restek RTX - F&F, 30 m, 0,25 mm, 0,25 um,
dimetilpolisiloksan (Bellefonte, Pansilvanija, ZDA)

T injiciranja 220°C

pretok plina (He) 1 mL/min

delitev plina 1:10

koncentracija vzorcev | 1 uL/mL

V injiciranja 1uL

temperaturni program | 60°C (4 min), do 170°C (5°C/min), 170°C (5 min)
T ionskega izvora 200°C

IF temperatura 250°C
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA

4.1 ANALIZA VZORCEV ETERICNEGA OLJA S TANKOPLASTNO
KROMATOGRAFIJO

Poskus identifikacije sestave EO s TLC ni bil uspeSen. Poskusili smo lo€iti estragol in
anetol, tako da smo na TLC plos¢o nanesli standard estragola in anetola ter nas vzorec EO.
Najprej smo uporabili razvijalec toluen : etilacetat = 93:7. Dobili smo enak Ry za vse tri
lise (anetol, estragol in nas§ vzorec EO). Zamenjali smo razvijalec z bolj polarnim, toluen :
metanol = 99:1 in nato $e toluen : metanol = 97:3. Se vedno smo dobili za vse tri lise enak
Rt. Molekuli anetola in estragola sta si preve¢ podobni, da bi ju lahko lo¢ili s TLC. Vse

nadaljne analize, opisane v rezultatih smo delali z GC-MS.

4.2 VSEBNOST IN SESTAVA ETERICNEGA OLJA 1Z DROG
RAZLICNIH DOBAVITELJEV

EO, pridobljeno z destilacijo iz razli¢nih vzorcev drog (Farmex, LS1, LS2, LG) smo
analizirali z GC-MS metodo. V preglednici XIII je prikazana vsebnost posameznih
komponent EO v razli¢nih vzorcih drog. Razpolagali smo z omejeno koli¢ino vzorcev, zato

smo izvedli samo eno paralelo za vsak vzorec.

Preglednica Xl111: Povrsine vrhov [%] komponent EQO iz vzorcev drog razli¢nih dobaviteljev.

komponenta EO | Farmex LS1 LS2 LG
a-pinen 1,06 1,64 0,20 4,35
limonen 9,37 4,48 5,35 2,54
fenhon 3,08 0,65 2,43 20,24
estragol 14,16 6,96 6,64 3,79
cis-anetol 0,18 0,25 0,20 0,16
trans-anetol 67,37 80,04 80,85 67,25
anisaldehid 3,50 3,90 2,77 0,61
a-pinen/limonen | 0,11 0,37 0,037 1,71
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Pri vzorcu Farmex (preglednica XIIl) smo pridobljeno EO odvzeli po vsaki uri, tako da
nismo imeli enotnega vzorca EO po 4 urah destilacije kot za druge vzorce. Vrednosti smo

izraCunali iz podatkov za posamezne frakcije kot utezno povprecje.

Rezultati so pokazali (preglednica XII1), da EO, pridobljeno iz vzorca Farmex ni ustrezalo
predpisom farmakopejske monografije za sladki navadni komaréek (preglednica III).
Vsebovalo je prevec estragola (ve¢ kot 10,0 %) in premalo anetola (manj kot 80,0%).
Vsebnost fenhona je bila ustrezna. EO iz vzorca LS1 in LS2 je bilo ustrezno. EO iz vzorca
LG je ustrezalo farmakopejskim predpisom za grenki navadni komarc¢ek in predpisom Ph.
Eur. za EO plodov grenkega navadnega komarcka. Slike 14-16 prikazujejo kromatograme
EO nekaterih vzorcev (LS1, LS2, LG). Za EO vzorca Farmex nimamo kromatograma, saj

smo EO odvzeli vsako uro in vsako frakcijo EO posebej tudi analizirali.

457
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2] l anisaldehid
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Slika 14: Kromatogram EO iz vzorca LS1.
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Slika 15: Kromatogram EO iz vzorca LS2.
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Slika 16: Kromatogram EO iz vzorca LG.

Ce primerjamo sestavo EO (preglednica XIII, slike 14-16) iz razli¢nih vzorcev, lahko
vidimo, da se je med seboj razlikovala. Razlikovala se je sestava EO grenkega navadnega
komarcka od EO vzorcev sladkega navadnega komarcka, kar je posledica razli¢ne
varietete. Sladka in grenka varieteta navadnega komarcka se namre¢ razlikujeta predvsem
v sestavi EO plodov (16). Razlikovala pa so se tudi EO razli¢nih vzorcev sladkega
navadnega komarcka. EO vzorca Farmex se je predvsem po vsebnosti estragola in trans-
anetola razlikovalo od EO vzorcev LS1 in LS2, med katerima razlika ni bila tako velika.
Razli¢na sestava EO bi lahko bila posledica razli¢énega kemotipa rastlin. Ugotovili so, da
so nekateri kemotipi poznani po nizji vsebnosti trans-anetola, visji vsebnosti fenhona in po
vi§ji vsebnosti estragola (16). Na sestavo EO, ki nastane v rastlini, vplivajo genske
variacije in kriZanje rastlin, prav tako tudi podnebne razmere, kultivacija, mikrobioloska
kontaminacija, kontaminacija s teZzkimi kovinami, ¢as in tehnika Zetve, rokovanje s
pozetimi rastlinami in shranjevanje (53, 55). Vsebnost komponent EO se spreminja tudi s
staranjem droge. V ¢ajnih vreckah so 30 dni po odprtju izmerili padec vsebnosti anetola in
porast vsebnosti anisaldehida (16). Tudi pri naSem vzorcu Farmex smo opazili nizko
vsebnost trans-anetola in vi§jo vsebnost anisaldehida. Upostevati moramo, da so v Cajnih
vreCkah upraSeni plodovi, mi pa smo hranili cele plodove, zato je vpliv staranja droge
manj$i, saj se iz celih plodov EO manj izgublja. Pri mletih plodovih je EO bolj
izpostavljeno izhlapevanju. Pri primerjavi sestave EO se moramo zavedati, da razmere
pridobivanja EO iz drog niso bile pri vseh vzorcih enake (preglednica XIV). Tega nismo
mogli zagotoviti, saj smo razpolagali z omejeno koli¢ino vzorcev. Razlikoval se je vzorec

LS2, kjer smo izvedli parno destilacijo in uporabili strte plodove. Cas odvzema EO (vzorec
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Farmex) na samo sestavo EO ni imel vpliva, saj smo vsebnosti posameznih komponent
izraCunali iz podatkov za posamezne frakcije kot utezno povprecje. Tudi masa uporabljene

droge na samo sestavo EO ni vplivala.

V nadaljnih poskusih smo ugotovili, da so imeli razli¢ni pogoji destilacije manjsi vpliv na
sestavo EO, torej ima sestava komponent v vzorcu droge poglavitni vpliv na sestavo

pridobljenega EO.

Preglednica X1V: Pogoji destilacije EO iz drog razli¢nih dobaviteljev.

razmere destilacije Farmex LS1 LS2 LG

vrsta destilacije iz zmesi iz zmesi parna iz zmesi
voda/droga voda/droga | destilacija voda/droga

¢as odvzema EO 1h,2h,3h,4h [ 4h 4h 4h

razdrobljenost plodov | mleti mleti strti mleti

masa droge [g] 100 50 20 25

Preglednica XV: Izplen EO iz vzorcev drog razli¢nih dobaviteljev.

Vvzorec Farmex LS1 LS2 LG
izplen [mL/100g] | 1,65 1,96 1,675 4,36

Izplen smo prerac¢unali na mL EO/100 g droge. Rezultati (preglednica XV) so pokazali
ustrezno vsebnost EO po farmakopejskem predpisu za vzorec LG, ostali vzorci niso
vsebovali dovolj EO. Na koli¢ino nastalega EO v rastlini vplivajo genske variacije in
krizanje rastlin. Za optimalni izkoristek EO je potrebno poZeti prave dele rastlin ob pravem
Casu. Nastajanje EO v rastlinah je odvisno od podnebnih razmer, kultivacije,
mikrobioloSke kontaminacije, kontaminacije s tezkimi kovinami, €asa in tehnike Zetve,
rokovanja s pozetimi rastlinami in shranjevanja (53). Ugotovili so, da zdrobljeni ali
upraseni plodovi s staranjem stopnjevano izgubljajo EO. V ¢ajnih vreckah so 30 dni po
odprtju izmerili 4-10 % nizjo vsebnost EO (16). Mi smo hranili cele plodove, ki smo jih
zmleli oziroma zdrobili tik preden smo jih uporabili za destilacijo, tako da je bila izguba
EO zaradi staranja manjsa. Upostevati moramo, da je destilacija pri razlicnih vzorcih
potekala v razliénem merilu (uporabili smo razlicne mase droge (preglednica XI1V)), zato
je pri vzorcih, kjer smo uporabili manjse mase (LS2, LG) lahko prislo do vecje napake pri

odc¢itanju volumna EO. Do vecje napake je lahko prislo tudi pri vzorcu Farmex, ko smo
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EO odvzeli po vsaki uri in volumne sesteli (preglednica XIV). Zavedati se moramo tudi, da
smo za vzorec LS2 izvedli parno destilacijo in uporabili strte plodove (preglednica XI1V),
kar lahko ima vpliv na izplen EO. V nadaljevanju smo ugotovili, da je za strte plodove in

parno destilacijo znacilen manjsi izplen EO, kar smo pri vzorcu LS2 tudi opazili.

4.3 VPLIV RAZDROBLJENOSTI PLODOV NA SESTAVO IN IZPLEN
ETERICNEGA OLJA

Za analizo smo uporabili vzorec Farmex, ki je bil edini na razpolago v ve¢ji koli¢ini.
Plodove smo pred destilacijo ustrezno pripravili: zmleli v mlincku, strli v terilnici s
pestilom, pustili cele plodove. Destilirali smo 4 ure iz zmesi voda/droga. Po vsaki uri

destilacije smo odvzeli EO in ga analizirali z GC-MS.

80 o © >
70 8 8 5
W a-pinen
1)
X limonen
)
)
c H fenhon
3
4 M estragol
H cis-anetol

H trans-anetol

M anisaldehid

celi strti mleti

razdrobljenost plodov

Slika 17: Vsebnost posameznih komponent EO iz celih, strtih in mletih plodov po 4 urah destilacije.

Celokupno sestavo EO, pridobljenega iz celih, strtih ali mletih plodov v 4 urah destilacije
(slika 17), smo izracunali iz podatkov za sestavo in izplen EO po vsaki uri kot utezno
povprecje. Razlike med celimi, strtimi in mletimi plodovi so bile majhne. Opazimo, da so
imeli najbolj ugodno sestavo mleti plodovi, saj so imeli najnizjo vsebnost estragola, vendar
Se vedno previsoko za ustreznost po Ph. Eur. Mleti plodovi so imeli najvi§jo vsebnost

limonena in a-pinena. Celi plodovi so imeli najvisjo vsebnost fenhona in estragola. Strti
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plodovi so vsebovali najve¢ trans-anetola, vendar Se vedno premalo za ustreznost po Ph.
Eur. Za ugotovitev, ali so razlike v sestavi EO iz mletih, strtih in celih plodov nakljuéne ali

statisti¢no znacilne, bi bilo potrebno narediti ve¢ ponovitev in jih statistiéno ovrednotiti.

=

£

o M celi

[¥7]

> W strti
H mleti

1.ura 2.ura 3.ura 4. ura skupaj v 4h

Slika 18: Izplen EO iz celih, strtih in mletih plodov v vsaki uri destilacije in skupaj v 4 urah.

Za destilacijo smo uporabili 100 g plodov. Rezultati so prikazani kot mL EO/100 g droge
(slika 18). V 1. uri destilacije smo pridobili najve¢ EO iz mletih plodov, sledijo strti
plodovi in najmanj EO smo pridobili iz celih plodov, kar je posledica tega, da imajo mleti
plodovi raztrgano ovojnico in manjse delce, kar omogoca lazje in hitrejse izhlapevanje EO.
Pri celih plodovih se mora najprej zmehcati ovojnica, da lahko pridobimo hlapne
komponente iz notranjosti plodov, zato je destilata na zacetku malo v primerjavi z mletimi
plodovi. V 4. uri smo dobili najmanj EO iz mletih plodov in najve¢ EO iz celih plodov. Pri
celih plodovih destilacija poteka pocasneje in zato dalj casa, zato je bil v 4. uri vecji izplen
EO kot pri mletih plodovih. Celokupni izplen EO v 4 urah destilacije je bil najvecji pri
mletih plodovih, sledijo strti plodovi in nato celi plodovi. Pri celih plodovih in tudi pri

strtih plodovih bi destilacija najverjetneje potekala Se dalj Casa.
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4.4 VPLIV CASA DESTILACIJE NA SESTAVO IN IZPLEN
ETERICNEGA OLJA

Isti eksperiment kot zgoraj smo predstavili Se tako, da je viden vpliv Casa destilacije na
sestavo in izplen EO. EO smo odvzeli po vsaki uri destilacije in ga analizirali z GC-MS.
Slike 19-21 prikazujejo vsebnost posameznih komponent EO v 1., 2., 3. in 4. uri

destilacije. Poskus smo izvedli za cele, strte in mlete plodove.

80

M a-pinen
9 limonen
=]
3 B fenhon
S5
Q M estragol
> .

M cis-anetol

H trans-anetol

M anisaldehid

1.ura 2.ura 3.ura 4. ura

Slika 19: Vsebnost posameznih komponent EO iz celih plodov v 1., 2., 3. in 4. uri destilacije.

Pri EO iz celih plodov (slika 19) opazimo najvecjo vsebnost estragola v 1. uri destilacije. V
2. uri destilacije je precej padla in se nato pocasi zmanjsevala do 4. ure. Rezultati kazejo
najvecjo vsebnost fenhona v 1. uri destilacije. Nato se je postopoma in pocasi znizevala do
4. ure. Estragol in fenhon imata nizje vrelis¢e (preglednica II), zato destilirata bolj na
zaCetku, njuna vsebnost se s ¢asom destilacije znizuje. Vsebnost trans-anetola je s ¢asom
destilacije narascala, prav tako vsebnost anisaldehida. Trans-anetol in anisaldehid imata
vi§je vreliSce, zato destilirata pozneje. Lahko bi rekli, da je s ¢asom destilacije postajalo
EO ustreznejse za Ph. Eur., saj se je vsebnost estragola in fenhona znizevala, vsebnost

trans-anetola pa narascala.
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Slika 20: Vsebnost posameznih komponent EO iz strtih plodov v 1., 2., 3. in 4. uri destilacije.

Pri EO iz strtih plodov (slika 20) je bila vsebnost estragola najvisja v 2. uri destilacije, nato
je pocasi padala. Vsebnost fenhona se je s ¢asom destilacije znizevala, prav tako vsebnost
limonena. Vsebnost trans-anetola je bila najnizja v 2. uri destilacije, nato je narascala.
Vsebnost anisaldehida je s ¢asom destilacije narascala. Tudi pri strtih plodovih opazimo,
da je vsebnost estragola in fenhona padala s ¢asom destilacije, vsebnost trans-anetola in

anisaldehida pa narasc¢ala, kar bi bilo lahko posledica T vrelis¢a posameznih komponent.

W a-pinen
T limonen
L4
3 ® fenhon
5
9 M estragol
>
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M trans-anetol
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Slika 21: Vsebnost posameznih komponent EO iz mletih plodov v 1., 2., 3. in 4. uri destilacije.
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Pri EO iz mletih plodov (slika 21) je vsebnost estragola s casom destilacije padala.
Vsebnost fenhona se je s ¢asom destilacije znizevala. Opazimo zniZevanje vsebnosti o-
pinena s ¢asom destilacije. VVsebnost limonena se je znizevala s casom destilacije do 4. ure,
nato je narasla. Vsebnost trans-anetola je s ¢asom destilacije narasc¢ala, v 4. uri destilacije
se je naraS¢anje ustavilo. Vsebnost anisaldehida je narascala s ¢asom destilacije. Tudi pri
mletih plodovih smo potrdili odvisnost hlapnosti oziroma casa destilacije komponent EO

od temperature vrelisca.

V vseh treh poskusih (mleti, strti in celi plodovi) smo ugotovili, da je s casom destilacije
postajalo EO ustreznejSe po Ph. Eur., saj se je vsebnost estragola in fenhona znizevala,
vsebnost trans-anetola pa naraS¢ala. Na slikah 19-21 je prikazana sestava EO v
posameznih urah destilacije. Sestava EO v 4. uri izgleda precej bolj ugodna kot v 1. uri
destilacije. Sestavo EO po 4 urah destilacije izracunamo kot utezno povprecje vseh $tirih
izplenov posameznih ur. S podalj$evanjem casa destilacije dodajamo EO z bolj ugodno
sestavo, ki ga je sicer vedno manj (slika 22), vendar pripomore k bolj ugodni sestavi

celokupnega EO.

1,2
1
0,8
T
£ 1.ura
o 0,6
S W2 ura
04 1— m3.ura
0,2 +— W4, ura
0 -
celi strti mleti
razdrobljenost plodov

Slika 22: Izplen EO v 1., 2., 3. in 4. uri destilacije iz celih, strtih in mletih plodov.

Opazimo razliko v poteku destilacije pri celih, strtih in mletih plodovih (slika 22).
Rezultati pokazejo, da je pri celih plodovih izplen EO s ¢asom destilacije enakomerno

padal. Pri strtih plodovih opazimo najvecji izplen EO v 1. uri destilacije, nato se je
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zmanj$eval s ¢asom destilacije. Pri mletih plodovih je izplen EO $e bolj strmo padel s
casom destilacije. V vseh treh primerih (mleti, strti in celi plodovi) smo najve¢ EO
pridobili v 1. uri destilacije. V nadaljnih urah destilacije se je izplen EO znizeval. Na
zaCetku imamo v drogi najve¢ EO. Ko to izhlapi, ga je manj na razpolago za destilacijo v

nadaljevanju.

4.5 VPLIV RAZMERJA VODA/DROGA NA SESTAVO IN IZPLEN
ETERICNEGA OLJA

Za analizo smo uporabili vzorca LS1 in LG. V dveh poskusih smo uporabili razli¢no

koli¢ino droge, ohranili smo volumen vode (preglednica XVI). Uporabili smo mlete plodove.

Preglednica XVI: Uporabljena koli¢ina vode in droge.

LS1 LG

1.razmerje | 2.razmerje | 1.razmerje | 2. razmerje
V vode [L] 1 1 1 1
m droge [0] 50 100 25 50

V obeh primerih nismo imeli enotnega vzorca EO po 4 urah destilacije iz 2. razmerja
voda/droga. EO smo odvzeli dvakrat, ker smo pri¢akovali, da ga bo ve¢, kot ga lahko
izmerimo z merilno cevko na aparaturi za destilacijo. Vsebnost posameznih komponent v

celokupnem EO smo izracunali iz obeh frakcij kot utezno povpreéje.
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Slika 23: Sestava EO, pridobljenega pri dveh razli¢nih razmerjih voda/droga iz vzorca LS1.

Slika 23 prikazuje, da s spremembo razmerja voda/droga, ki ga predpisuje Ph. Eur. (1.
razmerje), v 2. razmerje, pridobljeno EO ni ve¢ ustrezalo predpisom Ph. Eur, kljub temu da
so bile razlike v sestavi EO iz 1. in 2. razmerja zelo majhne. Vsebnost trans-anetola je bila
prenizka (manj kot 80,0 %). Zvisala se je vsebnost estragola, vendar je bila se vedno
ustrezna (manj kot 10,0 %). Tudi vsebnost fenhona se je minimalno zvisala, vendar je se
vedno ustrezala (manj kot 7,5 %). Povecanje koli¢ine droge ob nespremenjenem volumnu

vode je neugodno vplivalo na sestavo EO, vendar je bil ta vpliv zelo majhen.
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Slika 24: Sestava EO, pridobljenega pri dveh razli¢nih razmerjih voda/droga iz vzorca LG.
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Slika 24 prikazuje, da se je s spremembo 1. razmerja v 2. razmerje znizala vsebnost
fenhona (manj kot 15 %), tako da EO ni bilo ve¢ ustrezno po Ph. Eur (Grenki navadni
komarcek). Zvisala se je vsebnost estragola, vendar je bila $e vedno ustrezna (manj kot 5,0
%). Vsebnost trans-anetola se je povecala in je bila e vedno ustrezna (ve¢ kot 60,0).
Razlike v sestavi EO iz 1. in 2. razmerja so bile zelo majhne. Povec¢anje koli¢ine droge ob
nespremenjenem volumnu vode je neugodno vplivalo na sestavo EO. Ta vpliv je bil zelo
majhen. EO je po spremembi razmerja voda/droga Se vedno ustrezalo monografiji EO

plodov navadnega grenkega komarcka.

Razlike v sestavi EO iz obeh razmerij so bile zelo majhne, vsebnost fenhona se je enkrat
povecala (LS1), drugi¢ znizala (LG). Tudi vsebnost trans-anetola se je enkrat povecala
(LG), drugi¢ znizala (LS1). Do teh razlik je verjetno prislo slu¢ajno. Razmerje voda/droga

je imelo majhen vpliv, ki pa je lahko pomemben pri mejnih vrednostih komponent EO.

4,36 4,32

4,5

3,5
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H 1. razmerje
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1,5 - _— 2. razmerje

0,5 -

LS1 LG
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Slika 25: Izplen EO iz vzorcev LS1 in LG pri dveh razli¢nih razmerjih voda/droga.

Izplen smo preracunali na mL EO/100 g droge. Rezultati pokazejo, da Smo S povecanjem
koli¢ine droge ob nespremenjem volumnu vode le malo vplivali na izplen EO (slika 25).
Ta se je zmanjsal. Rezultati sicer nakazujejo, da je farmakopejsko razmerje voda/droga
optimalno za ¢im vecji izplen EO, vendar je bil vpliv razmerja voda/droga na izplen EO
zelo majhen in verjetno slucajen. Smiselno bi bilo narediti ve¢ paralel za obe razmerji in

preveriti, Ce se statisticno znacilno razlikujeta.
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4.6 VPLIV MODIFIKACIJ DESTILACIJE NA SESTAVO IN IZPLEN
ETERICNEGA OLJA

Za analizo smo uporabili vzorca Farmex in LG. Primerjali smo destilacijo iz zmesi

voda/droga in parno destilacijo.

Za destilacijo vzorca Farmex iz zmesi voda/droga nismo imeli enotnega vzorca EO po 4 h
destilacije. Vsebnost posameznih komponent EO smo izra¢unali iz posameznih frakcij kot
utezno povprecje. Za izplen smo sesteli volumne EO po vsaki uri. Razlikovala se je masa
uporabljene droge pri destilaciji iz zmesi voda/droga in parni destilaciji. Posledica je

manjsa natan¢nost pri izraéunu volumna EO. Uporabili smo strte plodove.

68,76
7101

M destilacija iz zmesi
voda/droga

vsebnost [%]

M parna destilacija

komponente EO

Slika 26: Sestava EO, pridobljenega z destilacijo iz zmesi voda/droga in parno destilacijo iz vzorca Farmex.

Iz grafa na sliki 26 vidimo, da smo s parno destilacijo uspeli znizati estragol pod kriti¢no
mejo (manj kot 10,0 %), tako da je glede wvsebnosti estragola EO ustrezalo
Farmakopejskim predpisom. Nekoliko se je zvisala vsebnost trans-anetola, vendar ne
dovolj, da bi bila ustrezna (manj kot 80 %). Nad dovoljeno mejo se je zvisala vsebnost
fenhona (vec kot 7,5 %).

Za vzorec LG tudi nismo imeli enotnega vzorca EO. Razlika je bila v razdrobljenosti
plodov, zato primerjava ni ravno relevantna. Za destilacijo iz zmesi voda/droga smo

uporabili mlete plodove, za parno destilacijo pa strte plodove. To lahko ima majhen vpliv
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na sestavo in izplen EO. Prav tako se je razlikovala masa uporabljene droge pri destilaciji
iz zmesi voda/droga in pri parni destilaciji. Posledica je manj$a natan¢nost pri izracunu

volumna EO.
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Slika 27: Sestava EO, pridobljenega z destilacijo iz zmesi voda/droga in parno destilacijo iz vzorca LG.

Iz rezultatov na sliki 27 vidimo, da se je s parno destilacijo minimalno zvisala vsebnost
estragola, vendar je bila $e vedno ustrezna po Ph. Eur. (manj kot 5,0 %). Zvisala se je
vsebnost trans-anetola, tako da je po monografiji za EO plodov grenkega navadnega
komarcka presegla dovoljeno vrednost (ve¢ kot 75,0 %). Vsebnost fenhona se je mo¢no
znizala, tako da ni bila ve¢ ustrezna (manj kot 15,0 %). Neustrezno je bilo razmerje med a-

pinenom in limonenom (manj kot 1).

Sestava EO, ki smo ga pridobili s parno destilacijo se je nekoliko razlikovala od EO, Ki
smo ga pridobili z destilacijo iz zmesi voda/droga. VVsebnost posameznih komponent EO se
je enkrat povecala, drugi¢ znizala in to za razliéne vrednosti, tako da ne moremo
napovedati logicne povezave med obema metodama. Smiselno bi bilo narediti vec

ponovitev za posamezn vzorec in ugotoviti, s katero metodo dobimo bolj ustrezno EO.

V nasem primeru Smo za vzorec Farmex bolj ugodno sestavo EO dobili s parno destilacijo,
saj se je mo¢no znizala vsebnost estragola, za vzorec LG pa je bila parna destilacija slabsa

izbira.

40



Valentina Vivod Diplomsko delo

M destilacija iz zmesi
voda/droga

V EO [mL]

B parna destilacija

vzorec

Slika 28: Izplen EO iz vzorcev Farmex in LG pri destilaciji iz zmesi voda/droga in pri parni destilaciji.

Izplen smo preracunali na mL EO/100 g droge. Izplen EO je bil pri parni destilaciji precej
manjsi kot pri destilaciji iz zmesi voda/droga (slika 28). Pri vzorcu LG moramo upoStevati,
da smo pri parni destilaciji uporabili strte plodove, pri destilaciji iz zmesi voda/droga pa

mlete plodove. Uporaba strtih plodov vpliva na manjsi izplen pri parni destilaciji.

Metodo parne destilacije bi lahko za boljSe rezultate Se optimizirali. Uporabiti bi morali
vecjo povrsino, na katero damo drogo. Droga bi bila tako v nizjem stolpcu, kar bi

omogocilo lazji prehod pare in boljSo destilacijo.
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4.7 SESTAVA EKSTRAKTA IN PRIMERJAVA Z ETERICNIM
OLJEM, PRIDOBLJENIM Z DESTILACIJO

Izvedli smo ekstrakcijo v heptan. Zanimala nas je povezava med ekstrakcijo in destilacijo.
Ekstrakte vzorcev Farmex, LS2 in LG smo primerjali z EO, pridobljenim s parno

destilacijo iz istih vzorcev.

vsebnost [%]

M ekstrakcija

M parna destilacija

komponente EO

Slika 29: Sestava EO, pridobljenega z ekstrakcijo in parno destilacijo iz vzorca Farmex.

vsebnost [%]

M ekstrakcija

M parna destilacija

komponente EO

Slika 30: Sestava EO, pridobljenega z ekstrakcijo in parno destilacijo iz vzorca LS2.

42



Valentina Vivod Diplomsko delo

90
80
70
60
50

40
30 M ekstrakcija

vsebnost [%]

20 M parna destilacija

10 ' Z 3
m . - c o o o
O_ T T T 1

komponente EO

Slika 31: Sestava EO, pridobljenega z ekstrakcijo in parno destilacijo iz vzorca LG.

Rezultati (slike 29-31) kazejo, da bi metodo ekstrakcije lahko uporabili za hitro
ugotavljanje priblizne vsebnosti estragola v EO. V vseh treh poskusih opazimo, da sta
metodi ekstrakcije in parne destilacije pokazali podobno vsebnost estragola. Vendar je
vseeno smotrno vsebnost estragola potrditi z destilacijo, sploh kadar je vsebnost estragola
malo nad mejo dovoljene. Pri metodi ekstrakcije so rezultati pokazali minimalno visje
vsebnosti estragola kot pri parni destilaciji. Za vzorec LG je metoda ekstrakcije pokazala
previsoko vsebnost estragola (ve¢ kot 5,0 %), s parno destilacijo pridobljeno EO pa je
imelo ustrezno vsebnost estragola. Metoda ekstrakcije je pokazala visjo vsebnost a-pinena
in limonena ter nizjo vsebnost trans-anetola kot parna destilacija v vseh treh poskusih. Za
potrditev teh povezav med metodama, bi bilo potrebno narediti ve¢ ponovitev in jih

statisti¢no ovrednotiti.

Po literaturnih podatkih sta sestava in izplen EO odvisna tudi od metode pridobivanja. V
narejeni Studiji se je razlikovala sestava EO, pridobljenega z vodno destilacijo iz
zdrobljenih plodov, EO v poparku, EO v dekoktu, pripravljenem s segrevanjem z

mikrovalovi iz zdrobljenih plodov, EO v ¢aju iz ¢ajne vrecke in EO v instanst ¢aju (16).

Zanimivo bi bilo primerjati tudi izplen EO pri ekstrakciji in destilaciji.
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4.8 FRAKCIONIRNA DESTILACIJA

S frakcionirno destilacijo smo Zeleli dobiti frakcijo (frakcije) z najvec estragola, ki bi jo
(jih) izlo¢ili v primeru previsoke vsebnosti estragola v EO. Uporabili smo 100 mL vzorca

EO sladkega navadnega komarcka (SAFC) z dodatkom 30 mL standarda estragola.

Preglednica XVII: Vreli§¢a posameznih komponent EO (56).

vrelis¢e pri normalnem vrelisce prip = 15
tlaku [°C] mm Hg [°C]
a-pinen 155-156 45-46
limonen 175-176 62-63
fenhon 192 -194 76-78
estragol 215-216 95-96
cis-anetol 234-237 111-113
trans-anetol
anisaldehid 248 122

Frakcionirno destilacijo smo izvajali pri zniZanem tlaku (p = 1 mbar). Za orientacijo pri
poskusu smo pridobili podatke za vrelis¢e posameznih komponent pri tlaku p = 15 mm Hg
(preglednica XVII). Analizirali smo zacetni vzorec (slika 32), kjer se lepo vidi visoka
vsebnost estragola, ki smo ga dodali. Nato smo analizirali Se 8 frakcij (slike 33-39), ki

smo jih lovili pri destilaciji ter ostanek (slika 40), ki ni destiliral.
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N
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E W cis-anetol
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Slika 32: Sestava EO sladkega navadnega komarcka SAFC (100 mL) z dodatkom estragola (30 mL).
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Slika 33: Sestava 1. frakcije EO sladkega navadnega komarcka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 34: Sestava 3. frakcije EO sladkega navadnega komarcka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 35: Sestava 4. frakcije EO sladkega navadnega komarcka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 36: Sestava 5. frakcije EO sladkega navadnega komar¢ka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 37: Sestava 6. frakcije EO sladkega navadnega komar¢ka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 38: Sestava 7. frakcije EO sladkega navadnega komaréka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 39: Sestava 8. frakcije EO sladkega navadnega komarcka SAFC z dodatkom estragola.
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Slika 40: Sestava ostanka EO sladkega navadnega komarcka SAFC z dodatkom estragola.

Rezultati kazejo prisotnost limonena, fenhona, estragola in trans-anetola v 1. frakciji (slika
33). Najverjetneje se je na zaCetku vzorec pregrel, zato so v 1. frakciji destilirale tudi
komponente z visjim vrelis¢em. V 2. frakciji nismo opazili nobene od iskanih komponent
EO. Graf ni prikazan, ker bi bil prazen. Prisotne pa so bile komponente z nizjim vrelis¢em,
ki jih nismo identificirali. V 3. frakciji (slika 34) so destilirali a-pinen, limonen in fenhon.
V 4. frakciji (slika 35) sta bila prisotna limonen in fenhon v manjsih koli¢inah ter estragol
in trans-anetol. Verjetno se je ponovno pregrel vzorec, da smo dobili trans-anetol zZe v tej
frakciji, saj ga v naslednjih 2 frakcijah ni bilo. V 5. frakciji (slika 36) in 6. frakciji (slika
37) je prevladoval estragol. V 7. frakciji (slika 38) je bilo Se tudi kar precej estragola,

prevladoval pa je trans-anetol. V 8. frakciji (slika 39) in v ostanku (slika 40) je prevladoval
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trans-anetol. Glede na rezultate bi morali odvzeti 5. in 6. frakcijo, da bi dobili nizjo, bolj
ustrezno vsebnost estragola v EO.

Preglednica XVIII: Temperatura, pri Kateri je destilirala posamezna frakcija.

Frakcija | 1. 2. 3. 4. S. 6. 7. 8.
T[°C] [63-65 |71-72 |84-89 |60 63-65 |63 63 63

Pri izvedbi frakcionirne destilacije smo imeli kar precej tezav z nadzorovanjem tlaka in
temperature. Najverjetneje je tlak do 4. frakcije nenadzorovano nara$cal, potem se je
znizal, zato se pri 4. frakciji zniza tudi temperatura destilacije (preglednica XVIII). Boljso
in bolj nadzorovano lo¢bo bi dosegli pri vi§jem tlaku (20 mbar) in z uporabo daljse

Vigreauxove kolone.

4.9 SESTAVA KOMERCIALNO DOSTOPNIH ETERICNIH OLJ

Zanimala nas je sestava komercialno dostopnih EO (predvsem vsebnost estragola) in
njihova ustreznost Ph. Eur. Analizirali smo 3 razlicne vzorce EO: Lex (s certifikatom

ustreznosti Ph. Eur.), BaccaraRose in SAFC.
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Slika 41: Sestava EO grenkega navadnega komar¢ka Lex.
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Slika 42: Sestava EO grenkega navadnega komarcka BaccaraRose.
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Slika 43: Sestava EO sladkega navadnega komarcka SAFC.

Rezulatati so pokazali, da sta obe grenki varieteti ustrezali predpisom Ph. Eur. za

monografijo grenki navadni komarcek in EO plodov grenkega navadnega komarcka (slika

41 in slika 42). Sladka varieteta je imela premajhno vsebnost anetola in ni ustrezala

farmakopejski monografiji za sladki navadni komarcek (slika 43). Potrdili smo, da je

vzorec Lex res ustrezal zahtevam Ph. Eur., za kar je imel certifikat. Noben vzorec ni

presegal dovoljene vsebnosti estragola. Vsebnot estragola je bila v vseh treh vzorcih zelo

majhna v primerjavi z EO, ki smo jih pridobili v nasih poskusih. Mogoce je bilo EO

pridobljeno iz rastlin, ki so ze same po sebi imele nizko vsebnost estragola. Mozno je tudi,
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da so EO kasneje obdelali, tako da so izvedli frakcionirno destilacijo in odstranili frakcijo z

estragolom, kar sicer predstavlja dodaten postopek v pridobivanju EO in s tem tudi dodaten

strosek.
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5 SKLEP

Poskus identifikacije sestave EO s TLC ni bil uspesen. Molekuli anetola in estragola sta si
preve¢ podobni, tako da ju tudi z optimizacijo mobilne faze nismo mogli loc¢it s TLC. Za

analizo vzorcev EO smo uporabljali metodo GC-MS.

Rezultati so pokazali, da na sestavo EO najbolj vpliva sestava komponent v vzorcu droge.
Izmed treh preiskusenih vzorcev sladkega komarcka sta imela ugodnejSo sestavo vzorca
LS1 in LS2, precej manj ugodno sestavo pa je imel vzorec Farmex (prevec estragola in
premalo anetola). Vsebnost EO je bila v vseh vzorcih sladkega navadnega komarcka
prenizka. Vzorec grenkega navadnega komarcka LG je imel ugodno sestavo, tudi vsebnost

EO je bila ustrezna.

Parametri postopka pridobivanja etericnega olja imajo manjsi vpliv na sestavo EO.
UgodnejSo sestavo (manj estragola) smo dobili z destilacijo mletih plodov, z daljso
destilacijo ter s parno destilacijo za sladki navadni komarcek in z destilacijo iz zmesi
voda/droga za grenki navadni komarcek. EO grenkega komarcka (vzorec LG) v nobenem
primeru ni bilo sporno glede vsebnosti potencialno kancerogenega estragola. Vecji izplen
EO smo dobili pri mletih plodovih, z daljSo destilacijo in z destilacijo iz zmesi voda/droga.

Metodo ekstrakcije bi lahko uporabili za hitro ugotavljanje priblizne vsebnosti estragola v
EO. Metodi ekstrakcije in parne destilacije sta pokazali podobno vsebnost estragola.
Vendar je vseeno smotrno vsebnost estragola potrditi z destilacijo, sploh kadar je vsebnost
estragola malo nad mejo dovoljene. Pri metodi ekstrakcije so rezultati pokazali minimalno

vi$je vsebnosti estragola kot pri parni destilaciji.

S frakcionirno destilacijo smo uspeli dobiti frakciji z estragolom, ki bi ju v primeru
previsoke vsebnosti estragola lahko izlo¢ili. Pri izvedbi frakcionirne destilacije smo imeli
kar precej tezav z nadzorovanjem tlaka in temperature. BoljSo in bolj nadzorovano lo¢bo bi

dosegli pri visjem tlaku (20 mbar) in z uporabo daljSe Vigreauxove kolone.

Komercialno dostopni EO grenkega navadnega komarcka sta ustrezali predpisom Ph. Eur.
za monografijo grenki navadni komarcek in EO grenkega navadnega komarcka. Sladka
varieteta je imela premajhno vsebnost anetola in ni ustrezala farmakopejski monografiji za

sladki navadni komarcek. Vsebnost estragola v vseh treh EO je bila zelo nizka.
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Za doseganje ustrezne sestave in izplena EO iz plodov navadnega komarcka v
industrijskem merilu je priporocljivo stalno uporabljati drogo istega dobavitelja, za katero
vemo, da se nadzorovano pridobiva in ima vedno isto, ustrezno sestavo. Frakcionirna
destilacija in izloCanje frakcij z estragolom tako ni potrebno. Parametri postopka
pridobivanja etericnega olja (destilacije) imajo manjsi vpliv na sestavo EO. Ko enkrat

izberemo optimalno metodo pridobivanja EO za izbran vzorec, je ne spreminjamo.
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