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Povzetek

Navadni rman, Achillea millefolium L., je ena najstarejSih znanih zdravilnih rastlin, katere
delovanje so poznali in uporabljali Ze v antiki. Njegove zdravilne lastnosti so poznali ne le
v Evropi, temvec¢ tudi v Ameriki in Aziji, kjer so rastlino uporabljali za lajSanje tezav, kot
so hitrejSe celjenje ran, vnetja in otekline, drisko, boleCine v Crevesju, menstrualne tezave,
zobobole in ugrize. Tudi dandanes je rman cenjena zdravilna rastlina zaradi protimikrobnih,
antioksidativnih in spazmoliticnih u¢inkov, cenjeno pa je tudi njegovo eteri¢no olje, saj

pomaga pri negi razdrazene, poSkodovane in vnete koze.

Kljub dolgi zgodovini uporabe pa je rman v strokovni literaturi pogosto zelo slabo
opredeljen, predvsem zaradi svoje morfoloske in kemijske raznolikosti, ki je posledica
poliploidije rastline. Zaradi tega in zaradi podnebnih raznolikosti lahko v Sloveniji in po
svetu opazimo rastline z belimi cvetovi (ki so pogostejse) ter rastline z roZnatimi cvetovi.

Rastline obeh barv ponekod rastejo celo meSano, na istem rastiscu.

Namen diplomske naloge je bil prouciti sestavo etericnega olja in hidrolata rmana v
odvisnosti od barve cvetov rastlin, nabranih na isti lokaciji. Primerjati smo zeleli tudi sestavo
etericnega olja in hidrolata cvetov enake barve, ki smo jih destilirali sveZze in posusene.
Predvsem nas je zanimalo, kako barva in vrsta rastlinske droge vplivata na vsebnost
hamazulena, ki je s farmakoloskega vidika najpomembnejSa komponenta etericnega olja
zaradi protivnetnih lastnosti. Ugotovili smo, da je v etericnem olju roznatih cvetov manjsi
delez monoterpenov in monoterpenoidov ter vecji delez seskviterpenov in seskviterpenoidov
v primerjavi z etericnim oljem belih cvetov. Prav tako je v etericnem olju suhih cvetov
manj$i delez monoterpenov in monoterpenoidvo in vecji delez seskviterpenov in
seskviterpenoidov v primerjavi z eteri¢nim oljem svezih cvetov. Najvecji delez hamazulena
smo ugotovili v etericnem olju posusSenih roznatih cvetov, najmanjsi delez pa v etericnem

olju svezih belih cvetov.

Primerjali smo tudi sestavo hidrolatov suhih belih in suhih roznatih cvetov rmana, kjer smo
ugotovili, da se hidrolata razlikujeta predvsem pri vsebnosti spojin a-tujona, kafre in
krisantemola, ki se nahajajo zgolj v hidrolatu suhih belih cvetov, hidrolat suhih roZznatih

cvetov pa ima vecjo vsebnost terpinen-4-ola.

Kljucne besede: Achillea millefolium L., analiza GC/MS, eteri¢no olje, navadni rman
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Abstract

Common yarrow, Achillea millefolium L., is one of the oldest medicinal plants whose
activity has been known and used since antiquity. Its healing properties were recognised not
only in Europe, but also in America and Asia, where people used the plant to relieve
conditions such as faster healing of wounds, inflammation and swelling, diarrhoea, bowel
pain, menstrual problems, toothache and bites. Nowadays, yarrow is valued as a medicinal
plant due to its antimicrobial, antioxidant and antispasmodic effects. Also valued is yarrow

essential oil, as it helps in the care of irritated, damaged and inflamed skin.

Despite its long history of use, yarrow is frequently poorly defined in professional literature
due to its morphological and chemical diversity, resulting from the fact that it is a polyploid
plant. Because of the aforementioned reasons and due to climate diversity, we can see plants
growing in Slovenia and throughout the world with white flowers (which are more frequent),
as well as those with pink flowers. In some places, plants with both flower colours can be

found.

The purpose of this diploma thesis was to examine the composition of yarrow essential oil
and hydrolate, depending on the flower colour, from plants sampled at the same growing
site. We also compared the composition of essential oil and hydrolyte of flowers with the
same colour, which were distilled fresh and dried. In particular, we were interested in how
the colour and type of herbal drug affect the content of hamazulene, which is the most
relevant pharmacological component of yarrow essential oil due to its anti-inflammatory
properties. We found out that there is a lower percentage of monoterpenes and a higher
proportion of sesquiterpenes in essential oil of pink flowers, compared to the white flower
essential oil. Additionaly, there is a lower proportion of monoterpenes and a higher
proportion of sesquiterpenes in essential oil of dry yarrow than in fresh yarrow. The highest
proportion of hamazulene was determined in essential oil of dried pink flowers, while the

smallest part was found in essential oil of fresh white flowers.

We also compared the composition of hydrolates from dried pink and white flowers. There
is a difference in the content of a-thujone, camphor and chrysanthemol, which have been
detected only in the hydrolate of white flowers, while in the hydrolate from pink flowers

there was a higher content of terpinen-4-ol.

Key words: Achillea millefolium L., essential oil, GC-MS analysis, yarrow
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Seznam okrajsav

GC-MS — plinska kromatografija z masno spektrometrijo
GC — plinska kromatografija
MS — masna spektrometrija

A. — Achillea
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1. Uvod

1.1 Botanika

Rman (Achillea sp.) je trajnica, avtohtona v Evropi, Zahodni Aziji in Severni Ameriki,
dandanes pa jo najdemo po celem svetu (1). V Evropi je najbolj znana in tudi razsirjena vrsta
navadni rman ali Achillea millefolium (slika 1), v katero spada enajst podvrst. Ime rodu
(Achillea) izvira iz starodavne uporabe rastline kot zdravila za celjenje ran, ki naj bi ga

uporabljal tudi grski junak Ahil, millefolium pa se nanaSa na mocno deljene liste (2).

Slika 1: Achillea millefolium oz. navadni rman (foto: K. Schoss)

1.2 Morfoloska raznolikost

Ceprav je rman e dolgo poznana in botaniéno zelo raziskana rastlina, pa se lahko veckrat
zgodi, da pride do napac¢ne opredelitve vrste. Za rman je namre¢ znacilna velika morfoloska
in kemijska raznolikost, ki je posledica poliploidije. Osnovno Stevilo kromosomov v rastlini
je 9 (n =9), vecina rastlin pa je diploidnih (2n). Najdemo tudi poliploidne vrste, in sicer
tetraploidne (4n), heksaplodine (6n) in oktaploidne (8n). Ker je rman razsirjen v veliko

razli¢nih habitatih (od pus€av, mocvirij do hribovitega sveta), kazejo nekatere vrste tudi
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veliko morfolosko variabilnost. Podvrste so si zato po videzu zelo podobne in jih tezko

razlikujemo, kar velikokrat pripelje do napacne opredelitve vrste (3, 4).

1.3 Vrste rmana v Sloveniji

Rod rman spada v druzino nebinovk (Asteraceae), ki Steje okoli 140 vrst (5). V srednjem
delu Evrope je prisotnih sedem razli¢nih vrst (4. setacea, A. asplenifolia, A. roseoalba, A.
collina, A. pratensis, A. millefolium in A. pannonica) (3), Mala flora Slovenije pa za

Slovenijo navaja prisotnost naslednjih (3, 6):

- Roznatobeli rman (Achillea roseoalba): Rastlina ima gole liste, deljene vsaj do polovice,
listno vreteno je Siroko 0,5 do 1 mm. Listi so fino razvejeni, v spodnjem delu stebla so
vecinoma sosedski. Socvetje je manjse, obarvano v razli¢nih odtenkih roZznate barve,
lahko pa je tudi belo. Raste na rahlo mocvirnatih tleh ter na travnikih centralnih, juznih
in vzhodnih Alp. Rastlina je diploidna.

- Hribski rman (Achillea collina): Je majhne do srednje velike rasti, spodnji del listov je
lahko rahlo kosmat. Listno vreteno je Siroko 0,5 do 1 mm. Po videzu se lahko
predstavniki te vrste med seboj zelo razlikujejo. Socvetje je majhno do srednje veliko z
majhnimi belimi cvetovi. Hribski rman najdemo na suhih travniskih rasti§¢ih srednje in
vzhodne Evrope. Rastlina je tetraploidna.

- Séetirastolistni rman (Achillea setacea): Raste na suhih rasti$¢ih na nekarbonatni
podlagi. Roglji prvega reda srednjih stebelnih listov so deljeni. Rastline niso svilnato
dlakave in imajo pod- ali nadzemne pritlike. Listi so zgoraj dlakavi in dva- do trikrat
pernato narezani, $iroki 0,4 do 0,6 cm. Ovojkovi listi so blizu roba puhasti. Rastlina je
diploidna.

- Navadni rman (Achillea millefolium): Je srednje velika do velika rastlina, listi so lahko
v zgodnji rasti puhasto dlakavi. Razviti listi so zgoraj dlakavi, Siroki 0,5 do 2,5 cm,
ovojkovi listi so blizu roba vefinoma skoraj goli. Stebla so lahko razvejena ali
nerazvejena. Socvetje ima ve¢ kot trideset koSkov, ki so kar veliki in v beli ter roznati
barvi. Rastlina je heksaploidna. Znacilna je za nizine, ki niso presuhe. Cveti od sredine
junija.

- Panonski rman (Achillea pannonica): Srednje velika do velika rastlina, ki raste v zelo
suhih podroc¢jih. Rastlina je gosto dlakava in sivozelena. Steblo je praviloma

nerazvejeno. Rozeta in spodnji listi stebla so pogosto izrazito dolgi in Siroki. Cveti v beli
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barvi. Je oktaploidna rastlina. Najdemo jo v srednji, vzhodni in zahodni Evropi. Zacveti

v drugi polovici maja (3, 6).

1.4 Uporaba v ljudski medicini

Rman je ena od najstarejSih znanih rastlin, ki jih je ¢lovek uporabljal za zdravljenje. Njegov
cvetni prah so nasli v grobu Homo Neanderthalensis v jami Shanidar v Iraku, ki je bil narejen
65.000 let pr. n. 8t. (1, 7). Zgodovinski dokazi kazejo, da so ga uporabljali v stari Gr¢iji,
Rimu, na Kitajskem in pri nekaterih plemenih v Ameriki. Uporaba pri vseh kulturah je prece;j
podobna, in sicer za hitrejSe celjenje ran, pri vnetjih in oteklinah, driski, bolecinah v ¢revesju,

menstrualnih tezavah, pri zobobolih, ugrizih in kot sedativ (1, 8, 9, 10, 11).

1.5 Sodobna uporaba v fitoterapiji in kozmetologiji

V sodobni fitoterapiji uporabljamo rman in njegove izvlecke predvsem pri blagih
gastrointestinalnih tezavah, dispepsiji, pomanjkanju apetita, bronhitisu, in sicer navadno kot
dopolnilno drogo (2, 1, 12, 13). V poskusih na Zivalih so ugotovili, da ima izvle¢ek rmana
protimikrobne (12, 14), antioksidativne (12, 14), spazmoliticne (12) in antispermatogene
(12) lastnosti.

V kozmeti¢nih izdelkih uporabljamo izvlecke rmana ali njegovo eteri¢no olje le redko.
Izvlecki na kozi delujejo protivnetno in blazilno, zato so primerni za nego razdraZene koze,
vkljuéno z nego lasis¢a s prhljajem (15). Dodatno vrednost dajejo izvleCkom tudi
protibakterijske in antioksidativne lastnosti (14, 15). Podobne lastnosti ima tudi eteri¢no olje
rmana, ki ga prav tako uporabljamo pri negi razdrazene, poskodovane in vnete koze. K temu

prispevajo predvsem adstringentno, antisepti¢no in protivnetno delovanje (12, 15).

Pri uporabi moramo biti previdni, saj lahko rman pri preobcutljivih posameznikih, ki imajo
alergijo na nebinovke, povzroci nezelene ucinke. Ti se kaZejo kot preobcutljivostne reakcije,
ki jih spremljajo koprivnica, srbenje in vnetje koze. Za take reakcije so odgovorni
gvajanolidni peroksidi, seskviterpenski laktoni in azuleni (12, 15, 16). Notranjo uporabo
odsvetujemo predvsem nose¢nicam, saj lahko rman zaradi u¢inkovanja na kréenje gladkih

miSic maternice povzroci splav (17).
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1.6 Eteri¢no olje

Eteri¢na olja so zmesi hlapnih spojin, ki jih pridobivamo
iz rastlin s procesom destilacije z vodno paro (slika 2) ali
mehanskim  stiskanjem.  Vefinoma imajo  zelo
kompleksno sestavo, obstajajo pa tudi primeri rastlin,
katerih eteri¢no olje vsebuje le eno samo sestavino.

Etericno olje rmana pridobivamo s parno destilacijo,
vsebnost eteri¢nega olja v rastlini pa se giblje med 0,1 in

1,1 % (15, 18).

Vsebnost in sestava eteri¢nega olja sta odvisni od veliko
razlicnih  dejavnikov, od genetskih in klimatskih
dejavnikov, faze rasti, delov rastlinskega materiala,
obmocja rasti itd. (19, 20, 21). Tako so pri vrsti rmana 4.
distans v etericnem olju identificirali le 69 spojin, pri 4.
millefolium pa kar 149, kar je najvecje Stevilo komponent
med vsemi etericnimi olji rastlin iz rodu Achillea. Med

monoterpeni se najve¢ pojavljajo 1,8-cineol, kafra,

borneol, alfa in beta pinen; med seskviterpeni pa
Slika 2: Pridobivanje etericnega olja

rmana s Clevengerjevo — aparaturo hamazulen in beta-kariofilen (19).
(postopek destilacije z vodno paro) (foto:
K. Schoss)

1.6.1 Uporaba etericnih olj

Etericna olja so pomemben del aromaterapije ter zivilske, kozmeticne in farmacevtske
industrije. V okviru aromaterapije jih uporabljamo neposredno za zdravljenje bolezni. V
pomembna tudi v kozmeti¢nih izdelkih, kamor pa jih vgrajujemo tudi zaradi drugih Zelenih
lastnosti, kot so antioksidativne in protimikrobne. Z vidika notranje uporabe so eteri¢na olja
oz. njihovi pripravki in rastlinske droge z etericnimi olji v farmaciji uveljavljeni kot

ekspektoranti (12, 15, 22).
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1.6.2 Sestava in delovanje eteri¢nih olj
Glede na osnovno kemijsko zgradbo se v etericnih oljih pojavljata dve skupini komponent,
v eno spadajo terpeni in terpenoidi, v drugo pa fenilpropanoidi. Terpene in terpenoide naprej

delimo Se v razli¢ne podskupine (preglednica 1) (15,18).

Preglednica 1: Razvrstitev spojin v etericnih oljih (15)

Terpeni, terpenoidi Fenilpropanoidi

Terpeni, ki se delijo glede na Stevilo izoprenskih | Osnovna enota je aromatski obro¢, na katerem se
enot: nahaja stranska veriga s tremi ogljikovimi atomi.

- Monoterpeni (dve izoprenski enoti)
- Seskviterpeni (tri izoprenske enote)
Terpenoidi (derivati terpenoidov):

- Alkoholi

- Kisline

- Fenoli

- Aldehidi

- Ketoni

- Estri

- Laktoni

Terpeni so ogljikovodiki, ki so sestavljeni iz izoprenske enote (slika 3) z molekulsko formulo
CsHs. IUPAC ime te enote je 2-metilbuta-1,3-dien. Prav zaradi te nenasi¢ene enote so

eteriCna olja podvrzena oksidacijskim procesom, predvsem ob nepravilnem shranjevanju

(18).

HaC
, _::/ CH,

Slika 3: Izoprenska enota (18)

Monoterpeni: Monoterpeni so sestavljeni iz dveh izoprenskih enot, torej imajo osnovno

molekulsko formulo CioHis. Za to skupino spojin je znacilno, da so v teko¢em agregatnem
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stanju, so brezbarvni in hitro izhlapijo. Njihov vonj ni posebno intenziven. So precej
reaktivne spojine, nagnjene k oksidaciji, zato moramo biti pri etericnih oljih z veliko
vsebnostjo monoterpenov pazljivi pri uporabi, saj so oksidacijski produkti lahko drazeci za
kozo. Pomembne farmakoloske znacilnosti monoterpenov so antisepticno, baktericidno in
protivirusno delovanje (18).

V etericnem olju rmana se v vecjih koli¢inah pojavljata monoterpena B-pinen in sabinen, pri
skoraj vseh vrstah pa je v manjsih koli¢inah prisoten tudi a-pinen (16, 22, 23). B-pinenu so
dokazali protivnetno in bronhodilatatorno delovanje, sabinenu antioksidativno in

protivnetno delovanje, a-pinen pa ima protitumorne ucinke (24).

Seskviterpeni: Seskviterpeni so sestavljeni iz treh izoprenskih enot z osnovno molekulsko
formulo CisHo4. V rastlinskem svetu so med terpeni najbolj zastopani. Zaradi vecje
molekulske mase so manj hlapni od monoterpenov. Se vedno so nagnjeni k oksidaciji, ki pa
navadno poteka pocasneje. Seskviterpeni imajo intenzivne vonje, ki dajo etericnim oljem
znacilno aromo. Z vidika farmakoloskih lastnosti so znani kot antiseptiki, imajo tudi
protibakterijske in protivnetne lastnosti, delujejo pomirjajoce in analgeti¢no (18).

V eteri¢nem olju rmana najdemo kariofilen (ima protivnetne lastnosti), v manjsih koli¢inah
pa tudi bisabolen (protivnetno delovanje) (16, 23, 22) in germakren D (protibakterijsko
delovanje (25)).

Hamazulen, ki je odgovoren za modro barvo EO, v sami rastlini rmana ni prisoten, ampak
nastane Sele, ko proizvajamo eteri¢no olje. Tvori se iz matricina (proazulen), ki se med parno
destilacijo pretvori v hamazulen-korboksilno kislino in naprej v hamazulen (slika 4). Slednji
je odgovoren za protivnetno delovanje etericnega olja rmana (26). Zanimivo je, da se v
dolocenih eteri¢nih oljih rmana pojavlja v zelo velikih koli¢inah, v dolocenih pa sploh ne,
vsebnost variira kar od 0 do 85 %. V ve¢ raziskavah so ugotavljali, zakaj prihaja do tega.
Ugotovili so, da se v skupini millefolium hamazulen pojavlja v vrstah A. asplenifolia
(kromosomsko $t. 2n), 4. roseoalba (kromosomsko §t. 2n) in A. collina (kromosomsko St.
4n), v vrstah A. setacea (kromosomsko §t. 2n), A. millefolium (kromosomsko §t. 6n) in A.
pannonica (kromosomsko §t. 8n) pa navadno ni prisoten. Omeniti velja, da se zaradi
kemijske raznolikosti hamazulen lahko pojavi tudi v vrstah, ki ga naceloma ne vsebujejo
(19). Ugotovili so tudi, da se z ve¢anjem ploidnosti vsebnost hamazulena zmanjsuje, vendar

pa njegova prisotnost ni odvisna le od stevila kromosomov (27, 28).
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Matricin Hamazulen-korboksilna kislina Hamazulen

Slika 4: Pretvorba matricina v hamazulen pri parni destilaciji (26)

Oksidirane komponente

Oksidirane komponente delimo na terpenoide, ki so derivati terpenov, in pa fenilpropanoide,
katerih osnovna enota je benzenov obro¢. Med terpenoide spadajo alkoholi, aldehidi, kisline,
ketoni, estri in epoksidi (18). V nadaljevanju navajamo le skupine spojin, ki se pojavljajo v
etericnem olju rmana.

Alkoholni terpenoidi veljajo za manj toksiéne in imajo prijeten vonj. Ce je hidroksilna
skupina pripeta na monoterpen, taka spojina spada med monoterpenole, ¢e je pripeta na
seskviterpen, spada med seskviterpenole, ¢e pa je pripeta na diterpen pa med diterpenole
(18). Pomemben predstavnik seskviterpenola v etericnem olju rmana je (£)-nerolidol, ki je
zastopan v skoraj vseh vrstah etericnih olj rmana. (16, 22, 23).

1z skupine ketonov najdemo v eteriénem olju rmana v manjsih koli¢inah kafro (16, 22, 23).
V splosnem velja, da se ketoni v etericnih oljih pojavijo redko. Opozoriti moramo na
previdnost pri uporabi teh eteri¢nih olj, saj so v vecjih koli¢inah nevarni za zdravje in jih ne
priporocamo za uporabo skozi daljSa ¢asovna obdobja (18).

Estri so pogoste sestavine eteri¢nih olj, veCinoma so varni za uporabo in manj toksi¢ni. Imajo
sladek, saden vonj. Ugotovili so, da imajo protiglivi¢ne, protivnetne in spazmoliti¢ne u¢inke
(18). V rmanu ni estra, ki bi bil zastopan pri vseh vrstah, se pa v posameznih eteri¢nih oljih
pojavljajo npr. lavandulilacetat, krizantehilacetat in bornilacetat (16, 22, 23).

Zadnja bolje zastopana skupina molekul med terpenoidi so oksidi, katerih najbolj zastopan
predstavnik v etericnem olju rmana (pojavlja se pri skoraj vseh vrstah) je 1,8-cineol.
Ugotovili so, da deluje protivnetno (13, 16, 22, 23). Oksidi lahko drazijo kozo, zato eteri¢nih

olj, ki jih vsebujejo, ne smemo uporabljati v koncentracijah, vec¢jih od 2 % (18).
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1.7 Hidrolati

Hidrolati, pravimo jim tudi hidrosoli, rozne, zelis¢ne ali cvetne vode, so dodatni produkti
parne destilacije eteri¢nih olj. Po vonju so podobni etericnemu olju, saj se manjsi del (do 0,2
%) hlapnih spojin raztopi v vodi ob destilaciji. V hidrolatu se nahajajo tudi vodotopne snovi,
ki v hidrofobnem eteri¢nem olju niso prisotne.

Uporaba hidrolatov v zadnjem Casu narasca, priljubljeni so predvsem v obliki tonikov ali kot
zamenjava za vodno fazo v emulzijah, uveljavljajo pa se tudi kot veja aromaterapije.
Oglasujejo jih kot cenovno lazje dostopne aromatic¢ne izdelke, ki za razliko od eteri¢nih olj
ob 100-odstotni koncentraciji ne povzro¢ajo nezelenih ué¢inkov (15, 23). Ceprav so na trzig¢u
postali bolje zastopani Sele v zadnjih letih, pa je njihova uporaba znana ze dolgo, npr. v

Indiji, uporabljajo jih med drugim v kmetijstvu kot sredstva za odganjanje nezelenih Zuzelk
(23).

1.8 Plinska kromatografija z masno spektrometrijo (GC-MS)

Kombinacija plinske kromatografije (GC) za separacijo in masne spektrometrije (MS) za
detekcijo in identifikacijo komponent zmesi je ena pomembnejsih raziskovalnih metod v
analizni kemiji (slika 5). S plinsko kromatografijo lo¢imo vzorec na posamezne komponente,
le-te pa nato obdela masni spektrometer, ki nam poda podatke o posameznih fragmentih.
Samo z metodo GC ne bi mogli ugotoviti posameznih sestavin zmesi, saj dolocevanje temelji
na retencijskih Casih, ki so lahko za nekatere spojine enaki. Pri tem nam pomaga MS, ki v
vakuumu ionizira injiciran vzorec in izmeri koli¢ino vsakega iona na detektorju. Prav tako
ne bi mogli uporabiti samo metode MS, saj pri kompleksnih zmeseh ne bi mogli dolociti,
kateri ion pripada kateri komponenti. S sklopitvijo teh dveh metod se tako izognemo
pomanjkljivostim obeh posameznih metod. Zavedati pa se moramo, da za uporabo metode
GC vedno potrebujemo spojine, ki so popolnoma hlapne oz. jih lahko pretvorimo v hlapne
derivate (29, 30).
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Slika 5. Sestava GC-MS (29)

1.8.1 Sestava aparature GC-MS

Obstaja veliko razli¢nih oblik aparature GC-MS, vendar so vse sestavljene iz enakih
komponent. Injektor uporabimo za vstavitev vzorca v kromatografsko kolono (stacionarna
faza), po kateri zacne potovati po uplinjenju v termostatski pecici. Mobilna faza je inertni
nosilni plin (vodik ali helij). Komponente vzorca se lo¢ijo glede na retencijski Cas, ki je
odvisen od njihovih interakcij med mobilno in stacionarno fazo. Pecica, v kateri je kolona,
s svojim konstantnim segrevanjem oz. temperaturnim programom dodatno pripomore k
locevanju. Ti deli pripadajo GC metodi (29, 30).

Nato lo¢en vzorec potuje preko vmesnika v del MS. Vmesnik prenese komponente naprej
do MS, brez da bi se spet zmeSale. Tam vstopijo v elektronski ionizator, kjer jih
»bombardira« tok elektronov, ki povzroCijo njihov razpad v posamezne fragmente.
Fragmenti so lahko ve¢ji ali manjsi deli originalne molekule, ki jim je skupno, da imajo
naboj in dolo¢eno maso. Razmerje med maso in nabojem iona (M/Z) v vakuumu nam
omogoca pridobitev informacij o sestavi analita (30).

Fragmenti potujejo naprej do kvadrupolnega masnega analizatorja, kjer se zaradi svojega
naboja in elektromagnetnega polja razlicno usmerjajo. Kvadrupol selektivno prepusca
razli¢ne fragmente naprej do detektorja, ki prebere signale in ustvari skupno sliko v obliki
masnega spektra, ki je vedno enak za doloc¢eno spojino. Kon¢ni podatki, iz katerih lahko
razberemo, za katero spojino gre, so tridimenzionalni, sestavljeni iz ¢asa, molekulske mase
in ionske koncentracije. Tak masni spekter primerjamo s spojinami v podatkovni knjiznici,

da ugotovimo, za katero spojino gre (29, 30).
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2 Namen dela

Z eteri¢nim oljem rmana so izvedli nekaj raziskav (1, 16, 19, 20, 21, 27), v katerih so
proucevali vpliv razlicnih podvrst na sestavo etericnega olja, vendar pa niso omenjali
pomena obarvanosti cvetov rmana na sestavo in koli¢ino eteri¢nega olja. V Sloveniji na
vecini rastiS¢ rmana opazimo le bele cvetove, ponekod pa lahko vidimo travnike tako z
belimi cvetovi kot tudi z razlicnimi odtenki roznate barve. Prav tako ni bilo nikoli napisano,

kako vrsta rmana vpliva na sestavo hidrolata.

V diplomski nalogi nas bo zanimalo, ali se vsebnost komponent eteri¢nega olja in hidrolata
spreminja glede na to, ali so cvetovi rmana bele ali roZnate barve. Cvetove bomo nabrali na
rastiS¢u, kjer mesano rastejo rastline obeh barv. Rastlinam bomo dolo¢ili vrsto, nato pa bomo
destilirali sveZe in suhe cvetove obeh barv. S pomocjo Clevengerjeve aparature bomo
ugotavljali, ali je koli¢ina etericnega olja v cvetovih roZznate in bele barve razlicna. S
pomocjo analizne metode GC-MS pa bomo ugotavljali, kaksna je sestava etericnih olj in
hidrolatov, ter ali obstaja razlika v sestavi etericnega olja in hidrolata, pridobljenega iz belih

ter roznatih cvetov rmana.

Po identifikaciji spojin, prisotnih v etericnem olju, bomo teoreti¢no ovrednotili pridobljena
etericna olja ter glede na sestavo ugotavljali, ali je smiselno etericnemu olju pripisovati
protivnetno, antioksidativno in protimikrobno delovanje. Zanimala nas bo tudi potencialna

toksi¢nost.
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3 Materiali in metode

3.1 Materiali

3.1.1 Oprema za destilacijo vzorcev

- Tehtnica AX4202 (Sartorius, Nemcija)

- Grelec za kaloto in grelna kalota (Radleys TECH, Velika Britanija)
- Hladilnik (ISOLAB, Nemc¢ija)

- Clevengerjeva aparatura (Surlan, Hrvagka)

- 5 L bucka z obrusom (Boral, Hrvaska)

3.1.2 Snovi, potrebne za destilacijo
- Izopropilmiristat (Evonik Industries, Nemcija)

Heksan (za GC; Merck, Nemcija)

PreciS¢ena voda (UL, Fakulteta za farmacijo)

3.2 Metode

3.2.1 Metoda destilacije etericnega olja in hidrolata

- Delovna temperatura grelnika: 250 °C
- Cas destilacije eteri¢nega olja rmana: 2 uri

- Cas destilacije hidrolata: do volumna 500 mL

3.2.1.1 Klasicna destilacija (pridobivanje hidrolata)

300 g svezih oz. 84 g suhih cvetov rmana prelijemo s tremi litri segrete vode in zmes
segrevamo 2 uri na konstantni temperaturi grelnika 250 °C. Voda prodre v drogo in med
izparevanjem s seboj odnasa hlapne spojine navzgor po stekleni aparaturi, nato pa jih preko
hladilnika ohlajamo in s tem doseZemo kondenzacijo. Para kondenzira na stenah hladilnika

in kaplja v posodo. V posodi se zaradi razlicnih gostot locita eteri¢no olje rmana in
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aromatic¢na voda, in sicer eteri¢no olje plava na povrsini (slika aparature je v podpoglavju

42.2.1).

3.2.1.2 Destilacija s Clevengerjevo aparaturo (pridobivanje etericnega olja)

Kot pri klasi¢ni destilaciji rastlinsko drogo (300 g svezih oz. 84 g suhih cvetov) prelijemo s

petimi litri segrete vode in zmes segrevamo 2 uri na konstantni temperaturi grelnika 250 °C.

Voda prodre v drogo in med izparevanjem s seboj odnasa hlapne spojine navzgor po stekleni

aparaturi, paro preko hladilnika ohlajamo in s tem dosezemo kondenzacijo. Clevengerjeva

aparatura je narejena po sistemu, da voda kroZi in se izteka nazaj v bucko z drogo, etericno

olje rmana pa zaradi manjSe gostote plava na povrsini in se v aparaturi nabira (slika

aparature je v podpoglavju 4.2.2.2). Po koncani destilaciji etericno olje prenesemo v

steklenicko.

3.2.2 Metoda analize hlapnih spojin z GC-MS

Sistem: GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Corporation, Japonska)

Kolona: nepolarna kapilarna, Rxi-5Sil MS, 30 m x 0,25 mm, df = 0,25 pm, SF: 1,4-
bis(dimetilsiloksi)fenilendimetilpolisiloksan (Restek, Pensilvanija, ZDA)

Racunalniski program: GCMS Solution 4.2 (Shimadzu Corporation, Japonska)
Podatkovna GC-MS knjiznica: FFNSC 3 (Shimadzu Corporation, Japonska)
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4 Eksperimentalni del

4.1 DoloCevanje vrste rmana

V Sloveniji se glede na Malo floro Slovenije (28) pojavlja pet razli¢nih vrst rmana. Nekatere
vrste so si po videzu precej razlicne, druge pa se razlikujejo le po manjSih podrobnostih.
Botani¢no vrsto nabranih vzorcev rmana smo dolocili glede na rasti§¢e in videz rastline.
Rman smo nabrali v ob¢ini Trzin, na obmoc¢ju s koordinatami 46° 7' 48" N, 14° 33' 59" E in
bliznji okolici (premer 300 m). Rastisce je bil koSen travnik, blizu reke. Glede na rastisce
smo ugotovili, da rastlina ne spada med vrste 4. pannonica, A. setacea in A. collina.
Preostali sta le Se vrsti A. millefolium in A. roseoalba. Ti vrsti sta si po videzu zelo podobni,
razlika med njima je v tem, da ima A. roseoalba liste dva- do trikrat pernato nacepljene in
brez dlacic, A. millefolium pa ima liste dva- do trikratpernato narezane, Siroke 0,5 do 1,2
(izjemoma 2,5) cm, ovojkovi listi so veCinoma goli. Glede na klju¢ za dolocevanje
rastlinskih vrst v Mali Flori Slovenije smo prisli do zakljucka, da nabrane rastline spadajo

v vrsto A. millefolium oziroma navadni rman.

4.2 Pridobivanje eteri¢nega olja in hidrolata rmana

4.2.1 Priprava vzorcev
Socvetja rmana smo nabrali v drugi polovici maja 2017. Locili smo jih glede na barvo, in

sicer na bele in roznate: v skupino belih cvetov so spadali le popolnoma beli cvetovi, v

skupino roznatih pa so spadali razlicni odtenki roznate barve, od bolj bledih do temnejsih

(slika 6).

Slika 6: Bel, svetloroznat in temnoroznat rman (foto: K. Schoss)
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Stehtali smo po 300 g svezih cvetov obeh skupin, iz katerih smo izvedli destilacijo s svezimi
cvetovi, preostanek cvetov pa smo posuSili v suhem in zranem prostoru na sobni
temperaturi brez neposredne sonéne svetlobe in jih shranili za kasnejSo destilacijo. Za
destilacijo suhih cvetov smo natehtali 84 g suhih cvetov (slika 7), ki ustrezajo koli¢ini 300
g svezih cvetov. Do te mase smo prisli tako, da smo posusili 100 g svezih cvetov in jih

posusene stehtali, pri ¢emer smo dobili maso 28 g.

Slika 7: Tehtanje suhih cvetov rmana za destilacijo (foto: K. Schoss)

4.2.2 Izvedba destilacije

4.2.2.1 Pridobivanje hidrolata: 300 g svezih oziroma 84 g suhih cvetov rmana (belih in
roznatih posebej) smo natehtali v 5-litrsko bu€o z obrusom in prelili s tremi litri prec¢iscene
vrele vode. Bu€o s poparkom rastlinskega materiala smo vstavili v 5-litrsko kaloto, jo
povezali z Liebigovim hladilnikom, na koncu katerega smo zbirali hidrolat v merilni valj
(slika 8) ter 2 uri segrevali na temperaturi 250 °C. Iz vsakih 100 mL hidrolata, ki se je nabral
v merilnem valju, smo vzeli vzorec priblizno 5 mL za analizo z GC-MS.

Ker je bila analiza vzorcev teh hidrolatov neuspesna, smo postopek destilacije hidrolatov
ponovili z vecjo koli¢ino droge. Pri drugi destilaciji smo v bu€o natehtali 217 g suhih cvetov

rmana (belih in roZnatih posebe;j). Destilirali smo zgolj suhe cvetove, saj svezih nismo imeli

na voljo, 217 g pa je bila najvecja koli¢ina, ki smo jo uspeli spraviti v 5-litrsko buco. Nato
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smo drogo prelili s tremi litri precis¢ene vode ter buCo povezali na Liebigov hladilnik.
Grelnik smo nastavili na temperaturo 250 °C. Da bi bili vzorci ¢im bolj koncentrirani, smo

odvzeli petkrat po 5 mL hidrolata suhih belih in suhih roznatih cvetov.
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Slika 8: Pridobivanje hidrolata (foto: K. Schoss)

4.2.2.2 Pridobivanje etericnega olja: 300 g svezih oziroma 84 g suhih cvetov rmana (belih in
roznatih posebej) smo natehtali v 5-litrsko bu¢o z obrusom in prelili s tremi litri pre¢iscene
vrele vode. Bu€o s poparkom rastlinskega materiala smo vstavili v 5-litrsko kaloto in jo
povezali s Clevengerjevo aparaturo, v kateri se eteri¢no olje zaradi manjse gostote od vode
nabira v delu, ozna¢enim s ¢rko A (slika 9), medtem ko se voda po kroznem sistemu vraca
nazaj v buco z obrusom. Destilacija je potekala 2 uri ob konstantnem segrevanju, pri
temperaturi grelnika 250 °C. Nato smo v merilnem delu Clevengerjeve aparature odc¢itali
volumen pridobljenega eteri¢nega olja. Eteri¢no olje svezega rmana smo iz Clevengerjeve
aparature prenesli v Cisti obliki, vendar pa smo se zaradi majhnih volumnov odlo¢ili, da
bomo pri suhem rmanu dodali sotopilo, s katerim bomo povecali zacetni volumen, kar nam
bo pomagalo pri laZjem odc¢itavanju in zmanjsalo izgube vzorca.

Etericno olje suhega rmana smo destilirali dvakrat, enkrat z dodatkom 0,5 mL
izopropilmiristata, drugi¢ pa z dodatkom 1 mL heksana. Za dodatek izopropilmiristata smo
se odlocili, ker je inertna snov, ki se dobro mesa z etericnim oljem, a se ne mesa z vodo. Po
farmakopejskem predpisu bi morali uporabiti ksilen, vendar pa se le-ta pogosto ne izkaze
kot dobra izbira zaradi prevelike hlapnosti. [zopropilmiristat smo pred zacetkom destilacije

s pipeto nalili na gladino vode v delu A (slika 9).
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Pri drugi destilaciji nismo dodajali sotopil, po kon¢ani dvourni destilaciji pa smo eteri¢nemu
olju dodali 1 mL heksana, da ob vzorCenju nismo imeli prevelikih izgub (pri iztakanju
eterinega olja iz Clevengerjeve aparature se slednje pogosto »razmaze« po steni steklene
cevke). Eteri¢no olje smo na ta nacin hkrati tudi razred¢ili, tako da je bilo primerno za

takoj$njo analizo z GC-MS.
| e

Slika 9: Pridobivanje etericnega olja rmana (foto: K. Schoss)

4.3 Potek analize GC-MS

Z aparaturo GC-MS smo analizirali eteri¢no olje v naslednjih razmerah:

- nosilni plin: helij,

- pretok plina: I mL/min (linearna hitrost),

- nacin injiciranja: »split« 1 : 10,

- temperaturni program: 40 °C do 200 °C (3 °C/min), nato 200 °C (5 min),
- temperatura injektorja: 250 °C,

- temperatura ionskega izvora: 200 °C,
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- temperatura vmesnika: 250 °C,

- koncentracija vzorcev: 5 pL/mL (heksan),

- volumen injiciranja: 1 pL,

- napetost na detektorju: 1 kV,

- nacin ionizacije: EI,

- energija ionizacije: -70 eV,

- frekvenca zajemanja podatkov: 5 Hz,

- obmocje merjenja relativne molekulske mase (m/z): 40 do 400,
- zacetek snemanja: pri 3,0 min,

- vklop filamenta: pri 2,8 min,

- celoten Cas analize: 58,3 min.
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5 Rezultati in razprava

5.1 Vsebnost eteri¢nega olja v rmanu

Destilacijo etericnega olja svezega rmana smo izvedli enkrat, destilacijo suhega rmana pa
dvakrat, zato smo za primerjavo volumnov vzeli pri svezih cvetovih volumen ene destilacije,
pri volumnu eteri¢nega olja suhih cvetov pa smo vzeli povprec¢je obeh destilacij.

Ob primerjavi volumnov eteri¢nih olj, ki smo jih dobili iz roznatih oz. belih cvetov, smo
ugotovili, da je vsebnost eteri¢nega olja v belih cvetovih nekoliko vecja, in sicer znasa 0,40
mL/kg pri svezih belih cvetovih in 0,33 mL/kg pri svezih roznatih cvetovih (preglednica 2).
Podobna razlika je pri suhi rastlinski drogi, suhi beli cvetovi vsebujejo 0,42 mL/kg
etericnega olja, suhi roznati cvetovi pa 0,38 mL/kg etericnega olja, preracunano na svezo
rastlinsko drogo.

Susenje ne vpliva bistveno na vsebnost etericnega olja, saj se volumni eteri¢nih olj (in s tem
vsebnost, preracunana na svezo maso rastlinske droge) med suhimi in svezimi cvetovi skoraj
ne razlikujejo. 1z 300 g svezih cvetov (svezi beli cvetovi — 0,12 mL, sveZi roznati cvetovi —
0,10 mL) smo namre¢ dobili volumne, primerljive tistim iz 84 g suhe rastlinske droge (suhi
beli cvetovi — 0,125 mL, suhi roznati cvetovi — 0,115 mL). To pomeni, da so bile izgube

eteriCnega olja med susenjem rastlinske droge zelo majhne oz. jih ni bilo.

Preglednica 2: Z destilacijo pridobljeni volumen in vsebnost etericnega olja v rmanu (mL/kg)

Vsebnost
Volumen [mL] Povprecje [mL/kg]
. . Svezi 0,12 / 0,12 0,40
Beli cvetovi
Suhi 0,14 0,11 0,125 0,42*
L. } Svezi 0,10 / 0,10 0,33
RozZnati cvetovi
Suhi 0,11 0,12 0,115 0,38*

*preracunano glede na svezo drogo; 300 g sveze droge ustreza 84 g suhe droge

5.2 Sestava eteri¢nih olj

Iz sestave etericnih olj rmana (preglednica 3) lahko vidimo veliko razliko v sestavi in

vsebnosti posameznih spojin glede na to, ali smo rastlino destilirali iz sveZzih ali posusenih

cvetov ter cvetov bele ali roznate barve. V eteri¢nih oljih svezih cvetov je prisotnih ve¢ lahko
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hlapnih monoterpenov in monoterpenoidov. Seskviterpeni in seskviterpenoidi so tezje hlapni
in koli¢insko bolje zastopani v eteri¢nih oljih suhih cvetov. To nakazuje na spreminjanje
vsebnosti in profila posameznih spojin po tem, ko rastlino utrgamo, in sicer zaradi
izhlapevanja lazje hlapnih komponent in najverjetneje tudi zaradi encimskih procesov v

rastlini, ki potekajo Se nekaj ¢asa po nabiranju.

Koli¢insko bolje zastopani monoterpeni in monoterpenoidi v eteri¢nih oljih so sabinen, -
pinen, evkaliptol, y-terpinen, kafra, borneol, terpinen-4-ol, a-terpineol, lavandulilacetat in
cis-geranilacetat. Skupna vsebnost nastetih spojin je pri etericnem olju svezih roZznatih
cvetov 20,96 %, pri etericnem olju svezih belih cvetov 39,56 %, pri etericnem olju suhih

roznatih cvetov 8,55 % in pri eteri¢nem olju suhih belih cvetov 12,67 %.

Koli¢insko bolje zastopani seskviterpeni in seskviterpenoidi v etericnih oljih so E-kariofilen,
a-humulen, germakren D, a-zingiberen, a-elemol, kariofilen oksid, kopaborneol, y-
evdesmol, a-bisabolol oksid, kadin-4-en-10-ol in hamazulen. Skupna vsebnost nastetih
spojin je pri etericnem olju svezih roznatih cvetov 69,88 %, pri etericnem olju svezih belih
cvetov 37,43 %, pri etericnem olju suhih roznatih cvetov 84,37 % in pri eteri¢nem olju suhih
belih cvetov 76,29 %. Skupna vsebnost nastetih seskviterpenov se je povecala, vendar pa se
to ni zgodilo pri vseh nastetih spojinah. Vsebnost je v etericnem olju suhih cvetov vecja pri
E-kariofilenu, a-humulenu, a-zingiberenu, kariofilen oksidu in hamazulenu, manjsa pa pri
germakrenu D, a-elemolu, y-evdesmolu in kadin-4-en-10-olu. Kopaborneol in a-bisabolol

oksid sta se pojavila le v eni vrsti eteriCnega olja.

S farmakoloskega vidika najpomembnej$a spojina v rmanu, ki daje etericnemu olju tudi
modro barvo, je hamazulen. Ta se nahaja v vseh §tirih vzorcih etericnega olja, a v razlicnih
koli¢inah. Njegova vsebnost je ve¢ja v eteri¢nih oljih suhih cvetov, in sicer 54,57 % pri
eteri¢nem olju suhih roznatih cvetov ter 44,48 % pri eteriénem olju suhih belih cvetov.
Najverjetneje je to posledica sprememb v rastlini po nabiranju. Eteri¢no olje roznatih cvetov
vsebuje glede na bele cvetove ve¢ hamazulena tako pri svezi kot tudi suhi rastlinski drogi,
kar lahko ozna¢imo za pomembno razliko med rastlinama. Izpostaviti velja tudi ugotovitev,
da se je v eterinem olju svezih belih cvetov hamazulen pojavil v veliko manjsi koli¢ini (4,33
%) kot pri ostalih treh eteri¢nih oljih (38,52 % pri svezih roznatih cvetovih in 54,57 % pri
suhih roznatih cvetovih ter 44,48 % pri suhih belih cvetovih).
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Zgolj v eteri¢nem olju belih cvetov (tako svezih kot suhih) sta se pojavili tudi spojini a- in
B-tujon. Pri eteri¢nih oljih moramo biti na ti spojini zelo pozorni, saj sta v vecjih koli¢inah
strupeni (nevrotoksicni (38)). Njuna vsebnost v nasih eteri¢nih oljih rmana ni bila velika
(32). Opazili pa smo razliko med vsebnostjo teh dveh spojin glede na suhe oz. sveze cvetove,
in sicer lahko vidimo, da je v eteri¢nem olju svezih cvetov ve¢ B-tujona (1,21 %) ter manj o-
tujona (0,14 %), v etericnem olju suhih cvetov pa se nahaja ve¢ a-tujona (0,52 %) in manj

B-tujona (0,18 %).

Z vidika uporabe etericnih olj v kozmeti¢nih izdelkih lahko zaklju¢imo, da je najbolj
primerno etericno olje cvetov suhega roznatega rmana, saj vsebuje najmanj spojin iz
monoterpenske skupine in najve¢ spojin iz seskviterpenske skupine. To je zaZeleno iz
staliSCa stabilnosti etericnega olja, saj so monoterpeni manj stabilni in hitreje oksidirajo, kot
taki pa lahko povzrocijo drazenje koze, seskviterpeni pa so na oksidacijo bolj odporni in zato
podaljsajo stabilnost olja. Eteri¢no olje cvetov suhega roznatega rmana je najbolj primerno
za uporabo tudi zaradi najvecje vsebnosti hamazulena (54,57 %), ki je najpomembnejsa

spojina s protivnetnim delovanjem.
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Preglednica 3: Vsebnost posameznih spojin v analiziranih vzorcih etericnih
seskviterpeni, 3-fenolpropanoidi, / - spojine nismo detektirali)

olj (1 - monoterpeni, 2-

Rman Rman Rman Rman
Spojina roza svez roza suh bel svez bel suh
Tujen <alfa->! 0,11 / 0,08 /
Pinen <alfa->! 0,46 0,04 1,37 0,05
Kamfen' 0,08 / 0,71 /
Sabinen'! 3,92 0,92 4,08 0,62
Pinen <beta->! 6,49 1,2 6,15 0,94
Mircen' 0,15 0,04 0,05 /
Terpinen <alfa->! 0,67 0,16 0,45, 0,09
Felandren <alfa->! 0,06 / / /
Vinil amil karbinol / / 0,07 /
Meta-1(7),8-dien <p->! / / 0,44 /
Heks-(3Z)-fenilacetat? / / 0,1 /
Cimen <para->! 0,06 / 0,06 /
Limonen' 0,2 0,06 0,13 0,08
Felandren <beta->! 0,1 / / /
Evkaliptol ali 1,8-Cineol' 1,59 0,79 6,46 0,86
Ocimen <(Z)-, beta->! 0,06 / / /
Ocimen <(E)-, beta->! 0,43 0,17 0,14 0,13
Terpinen <gamma->' 1,5 0,47 0,95 0,28
Sabinen hidrat <cis->! / 0,11 0,04 0,09
Terpinolen' 0,35 0,13 0,22 0,07
Sabinen hidrat <trans->' / 0,09 0,11 0,1
Nonanal <n-> 0,07 0,07 0,11 /
Tujon <alfa->! / / 0,14 0,52
Tujon <beta->! / / 1,21 0,18
Menth-2-en-1-ol <cis-, para->! 0,1 0,09 0,1 0,05
Pinokarveol <trans->! 0,06 0,06 / 0,08
Hasmigon, <(E)->! / / 0,04 /
Ment-2-en-1ol<trans-para->! 0,09 0,06 0,13 0,05
Kafra' 0,21 0,13 4,4 1,07
Krisantemol <trans->! / / 0,09 0,09
Pinokarvon' 0,03 / 0,63 0,1
Lavandulol' / / 0,57 /
Borneol! 2,71 2,31 6,73 4,94
Terpinen-4-ol' 3,22 1,97 2,49 1,59
Terpineol <alfa->! 0,58 0,56 2,08 0,94
Izociklogeraniol' / / / 0,08
Piperitol <trans->! 0,1 / 0,07 /
Dihidrokarveol <1,6->! / 0,09 / /
Karveol <trans->' / / 0,06 /
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Menta-1(7),8-dien-2-ol <cis-para->! / / 0,08 /
Karveol <cis->! / / 0,1 /
Kuminaldehid? 0,06 0,07 0,05 0,06
Krisantenilacetat <cis->! / / 0,07 /
Mirtanol <cis->! 0,06 0,06 / 0,07
Mirtanol <trans->! / / 0,07 0,32
Lavandulil acetat! 0,25 0,09 4,08 0,56
Karvilacetat <trans->! / / 0,08 /
Elemen <delta->2 / / 0,05 /
Benzil izobutirat? 0,06 / / /
cis-Geranilacetate! 0,49 0,11 0,79 0,17
Ciklosativen® / / 0,13 /
Kopaen <alfa->2 / / 0,12 0,04
Bourbonen <beta->! 0,1 0,11 0,08 0,14
Jasmon <(Z)->! 0,03 0,04 0,06 0,05
Izovalerat <benzil->! / / 0,09 /
Kariofilen <(E)->2 10,41 14,74 4,13 13,08
Farnesen <(E)-, beta->? 0,06 / / /
Humulen <alfa->? 1,2 1,67 0,54 1,6
Germakren D? 12,52 4,61 11,16 3.94
Zingiberen <alfa->2 2,38 3,84 / 223
Kalamenen <10,11-epoksi->? / / 0,06 /
Neokalitropsen <alfa->2 / / 0,1 /
Biciklogermakren? / / 1,13 /
Murolen <alfa->? 0,05 / 0,12 /
Farnesen <(E,E)-, alfa->? 0,15 / 0,1 /
Kubebol? / / 0,2 /
Kadinen <delta->? 0,34 0,17 1,35 0,28
Seskvifelandren <beta->2 0,32 0,62 / 0,36
Elemol <alfa->2 0,2 0,15 4,47 0,37
Nerolidol <(E)->?2 0,07 / 1,38 0,29
Spatulenol® 0,05 0,22 0,25 0,34
Kariofilen oksid? 3,38 43 3,75 5,19
Salvial-4(14)-en-1-on? / 0,04 / 0,08
Humulen epoksid II? 0,18 0,26 / /
Longiborneol? / 0,13 / /
Kopaborneol? / / / 0,62
Guaiol? / / 0,23 /
Viridiflorol? / / 0,16 /
Kopaborneol? / / 2,34 /
Rosifoliol? / / 0,11 /
Eudesmol <gamma->2 0,35 0,27 3,39 0,41
Epikubenol? / / 1,49 /
Kariofil-4(12),8(13)-dien-5-beta-ol? 0,54 0,67 1,17 0,79
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Kadinol <epi-alfa->2 / / 0,45 0,08
Aromandendren epoksid <allo->? 0,45 0,41 / 0,78
T-Murolol? 0,24 / 0,55 /
Guaia-3,9-dien-11-ol<cis->2 0,83 0,39 1,26 0,14
Kariofilen <14-hidroksi-(Z)->? / / / 0,64
Kariofilen <14-hidroksi-9-epi-(E)->2 / 0,75 / 0,44
Bisabolon oksid A <alfa->? / / / 4,58
Bisabolol<epi-alfa->2 / / / 0,41
Majuron® 0,18 0,21 / 0,24
Heksadekanol <n->2 / / / 0,07
Kadin-4-en-10-ol? 0,92 0,22 3,32 /
Bergamotol <alfa-(Z)-, trans->? / 0,09 / /
Hamazulen? 38,52 54,57 433 44,48
Bulnesol? / / 0,37 /
Germakra-4(15),5,10(14)-trien-1-alfa-ol® / / 0,6 /
Siobunol? / / 0,34 /
Cedren-13-olacetate<8->2 / / / 0,06
Tetradekanoat <izopropil->2 / / / 0,26
Fiton? / 0,05 / 0,05

5.3 Teoretic¢no vrednotenje farmakoloskih ucinkov eteri¢nega olja rmana

Etericnemu olju rmana pripisujemo protivnetne, antioksidativne in protimikrobne lastnosti
(14, 15), vendar pa se vsebnost in vrsta posameznih spojin navadno mocno razlikujeta glede
na klimatske in genetske dejavnike, zato je smiselno ob vsakem pridobivanju eteri¢nega olja

preveriti vsebnost posameznih komponent, ki jim pripisujemo farmakolosko delovanje.

Pri pregledu literaturnih podatkov smo ugotovili, da so etericnemu olju rmana dokazali
zmerno in vitro protimikrobno aktivnost proti bakterijama Streptococcus pneumoniae in
Clostridium perfringens in glivi Candida albicans ter manjSo protimikrobno aktivnost proti
bakterijama Mycobacterium smegmatis in Acinetobacter lwoffii ter glivi Candida krusei
(14). V eteri¢nih oljih rmana, ki smo jih pridobili v okviru nase raziskave, so se pojavile
naslednje spojine, ki so jim v raziskavah dokazali protimikrobno delovanje: 1,8-cineol (14,
34), kafra (14, 34), borneol (14, 36) in germakren D (25). Skupna vrednost nastetih spojin je
v eterinem olju sveZzih roZnatih cvetov 18,23 %, pri eteriénem olju suhih roznatih cvetov
9,51 %, pri svezih belih cvetovih 29,29 % ter pri suhih belih cvetovih 12,41 %. Iz tega lahko

sklepamo, da imajo v nasi raziskavi pridobljena eteri¢na olja potencial za protimikrobno
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aktivnost, pri ¢emer lahko zaradi ve¢je vsebnosti navedenih spojin pri¢akujemo mocnejse

protimikrobno delovanje pri etericnem olju svezih belih in svezih roznatih cvetov.

Pri pregledu literaturnih podatkov smo ugotovili, da ima najmoc¢nejSe antioksidativno
delovanje in hkrati tudi najmocnejse protivnetno delovanje v etericnem olju rmana spojina
hamazulen (31). Raziskave so pokazale, da sta antioksidativno in protivnetno delovanje pri
tej spojini povezana (31).

Antioksidante lahko razdelimo glede na mehanizem delovanja na prave antioksidante,
reducirajoce spojine in kelirajoCe spojine. Pravi antioksidanti delujejo tako, da lovijo
radikale in z njimi tvorijo stabilne produkte, ki se ne morejo vkljuciti v verizno reakcijo
avtooksidacije. Reducirajoce spojine delujejo tako, da se same avtooksidirajo in na ta nacin
porabijo kisik, ki posledicno ni na voljo za druge, neZelene reakcije. Kelatorji pa delujejo
tako, da vezejo kovinske ione, le-ti namre¢ pospesijo nekatere oksidativne procese (15).
Hamazulen spada med prave antioksidante in reducirajoce spojine, in sicer so merili tako
njegovo reducirajo¢o mo¢ kot tudi neposredno antioksidativno aktivnost v primerjavi z a-
tokoferolom, BHT in askorbinsko kislino. Ugotovili so, da je reducirajo¢a mo¢ hamazulena
vecja od reducirajoCe moci oa-tokoferola ter primerljiva z reducirajoco mocjo BHT in
askorbinske kisline, neposredna antioksidativna aktivnost pa je bila pri hamazulenu najvecja
(32).

Protivnetno delovanje hamazulena so ugotavljali ob proucevanju njegovega vpliva na 5-
lipoksigenazno pot sinteze levkotrienov pri nevtrofilcih podgan. V in vitro raziskavi so
ugotovili, da je hamazulen povzrocil od koncentracije odvisno inhibicijo sinteze levkotriena
B4. 5-lipoksigenaza je kljucni encim v sintezi levkotrienov, slednji pa so vkljuceni v zacetek
in vzdrZevanje razlicnih vnetnih bolezni. Zato je smiselno trditi, da zaviranje sinteze
levkotrienov, ki jo povzro¢i hamazulen, pomembno prispeva k protivnetnemu delovanju
etericnega olja rmana (31). Poleg tega je smiselno poudariti tudi, da so za aktivacijo 5-
lipoksigenaze nujno potrebni peroksidni radikali, ki nastanejo iz arahidonske kisline, zato
lahko hamazulen s svojim antioksidativnim delovanjem $e dodatno vpliva na zmanjSano
nastajanje radikalov in posledi¢no na zmanjSano sintezo levkotrienov.

V nasi raziskavi pridobljena eteri¢na olja vsebujejo veliko hamazulena, in sicer nad 30 %
(razen etericno olje svezih belih cvetov rmana), zato lahko pricakujemo, da imajo tako

antioksidativne kot protivnetne lastnosti.
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Sestava eteri¢nega olja rmana lahko v odvisnosti od klimatskih in genetskih dejavnikov zelo
variira, zato je zelo pomembno, da preverimo, koliko potencialno toksi¢nih komponent
vsebuje posamezno etericno olje. Potencialno toksi¢ni spojini v nasih eteri¢nih oljih sta o-
in B-tujon, ki v vec¢jih koncentracijah povzrocata epilepticne konvulzije (33, 37). Najvecji
sprejemljivi dnevni vnos je najve¢ 3 do 7 mg/kg dnevno, kar pomeni 180 do 420 mg za
odraslo osebo (33, 37).

Najvecja celotna vsebnost tujona v etericnem olju je bila v etericnem olju svezih belih
cvetov, in sicer 1,35 %. Ce bi v kozmeti¢nem izdelku uporabili enoodstotno koncentracijo
tega eteri¢nega olja, bi to pomenilo, da se v izdelku nahaja 0,0135 % tujona, in ¢e bi 100 g
takega izdelka vsak dan nanesli po telesu, bi nase nanesli dnevno 13,5 mg tujona. Tudi ¢e
predpostavimo, da bi se ves tujon iz izdelka absorbiral skozi kozo, bi bila to veliko manjsa
koli¢ina od najvecjega Se sprejemljivega dnevnega vnosa. Zato lahko zaklju¢imo, da je
eteri¢no olje iz tega stalis¢a varno za uporabo, vendar ob upostevanju koncentracij eteri¢nih

olj, primernih za uporabo v kozmeti¢nih izdelkih.

V nasih eteri¢nih oljih sta se pojavila tudi dva potencialna alergena, in sicer limonen ter
izociklogeraniol. Limonen sam po sebi ni problematiCen v etericnih oljih, so pa
problemati¢ni njegovi oksidacijski produkti, ki lahko drazijo kozo. Zato moramo po
standardu IFRA etericnim oljem z znatno vsebnostjo limonena dodajati antioksidante, ki
preprecujejo nastanek peroksidov (35). Limonen se je pojavil v vseh §tirih vrstah etericnega
olja, in sicer v najvecji koncentraciji 0,2 % v etericnem olju svezega roZnatega rmana.
Predvidevamo, da glede na veliko vsebnost hamazulena v etericnem olju, ki ima
antioksidativne lastnosti, najverjetneje niso potrebni dodatni antioksidanti za stabilizacijo
limonena. Raziskav, ki bi proucevale vplive hamazulena na oksidacijo limonena, ni.

Izociklogeraniol se je pojavil le v etericnem olju suhih belih cvetov rmana, in sicer v
koncentraciji 0,08 %. Po standardu IFRA se lahko izociklogeraniol pojavlja v razli¢nih tipih
kozmeti¢nih izdelkov v koncentracijah od 0,3 % do 2,8 % (35). Ce bi eteri¢no olje belega
suhega rmana vkljucili v kozmeti¢ni izdelek v koncentaciji 1 %, bi to pomenilo, da bi se v
izociklogeraniol nahajal v izdelku v koncentraciji 0,008 %, kar je koncentracija, ki je
dovoljena v wvseh tipih kozmeti¢nih izdelkov (najvecja dovoljena koncentracija
izociklogeraniola npr. v kremi za roke, ki sodi v kategorijo 1 (35), je 0,5 %). Zato smo
zakljucili, da vsebnost izociklogeraniola v etericnem olju suhih belih cvetov rmana ni

problemati¢na.
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5.4 Sestava hidrolata

Opravili smo analizo hidrolatov svezih belih cvetov, suhih belih cvetov, svezih roZznatih
cvetov in suhih roznatih cvetov (300 g svezih oz. 84 g suhih cvetov), vendar pa je bila
koncentracija hlapnih spojin v vseh $tirih hidrolatih premajhna in jih pri analizi z GC-MS
nismo uspeli detektirati. Zato smo destilacijo suhih belih in suhih roZznatih cvetov rmana
ponovili s koli¢ino cvetov, ki smo jo imeli na voljo (217 g suhih cvetov, kar ustreza 775 g

svezih cvetov).

Pri proucevanju sestave hidrolatov smo opazili, da so B-pinen, mircen, kariofilen, germakren
D in zingiberen prisotni le v prvih 5 mL hidrolata. To pomeni, da ob pridelovanju vecjih
koli¢in hidrolata te spojine ne bi bile zaznavne. Pomembnejsa razlika v sestavi je prisotnost
a-tujona, kafre in krisantemola v hidrolatu suhih belih cvetov ter vecja vsebnost terpinen-4-
ola v hidrolatu suhih roznatih cvetov. Vsebnost bolje zastopanih spojin, kot so evkaliptol,

sabinen hidrat, borneol in a-terpineol, je bila primerljiva.

Na podlagi obstojeCe literature o sestavi hidrolatov v primerjavi z eteriCnimi olji smo
pri¢akovali razliko, ki nastane zaradi razli¢ne topnosti spojin v hidrofilnem (hidrolat) oz.
lipofilnem (etericno olje) okolju (39, 40), kar smo ob primerjavi sestave etericnega olja in
hidrolata suhih belih in suhih roZnatih cvetov potrdili. Ugotovili smo, da se vse snovi, ki so
v hidrolatu bolje zastopane, pojavijo tudi v etericnem olju. Tako so v hidrolatu bolje
zastopani evkaliptol, sabinen hidrat, kafra, krisantemol, borneol, terpinen-4-ol in a-terpineol.
Ob primerjavi njihovih koncentracij v hidrolatu s koncentracijami v etericnem olju, smo
opazili, da je deleZ nastetih spojin v hidrolatu precej vecji od deleza v etericnem olju. Taksna
sprememba se je zgodila zaradi odsotnosti nekaterih spojin (hamazulen; kariofilen in
germakren D sta prisotna zgolj v enem vzorcu) v hidrolatu, ki so v etericnem olju bolje
zastopane zaradi svoje lipofilne narave.

V hidrolatu pa so se pojavile tudi spojine, ki v nobenem etericnem olju niso bile prisotne,
npr. 3-metilbutanal, 2-metilbutiraldehid, pentanal in heksanal. Te spojine so po strukturi bolj
polarne in se zato v etericnem olju niso pojavile, v hidrolatu pa.

Zgolj v hidrolatu suhih belih cvetov so se pojavili a- in B-tujon, krisantemol, pinokarvon in

bisabolon oksid A, kar se sklada s sestavo eteri¢nega olja suhega belega rmana.
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Ker je sestava hidrolata precej razli¢na od sestave etericnega olja, za sam hidrolat ne moremo
trditi, da ima antioksidativno in protivnetno delovanje, ki smo ga pripisali hamazulenu v
etericnem olju. Se pa v hidrolatu pojavijo spojine evkaliptol, borneol in terpinen-4-ol, ki
imajo protimikrobne lastnosti. Vendar pa se moramo zavedati, da je v hidrolatu suhih belih
cvetov rmana v povprecju raztopljenih 0,462 mL/L, v hidrolatu suhih roznatih cvetov pa
0,259 mL/L hlapnih spojin (preglednica 5). V primerjavi z etericnimi olji so hidrolati zaradi
velike vsebnosti vode bistveno manj protimikrobno zas¢iteni. Za izracun vsebnosti hlapnih
spojin v hidrolatu smo uporabili enac¢bo na sliki 10. Pri izracunu smo uporabili podatke za
vsebnost evkaliptola, ki je bil za izracun najprimernejsi zaradi prisotnosti v vseh vzorcih

hidrolata kot tudi v vzorcih eteri¢nega olja.

S5 levkaliptolav H y (evkaliptola v EQ
¢ (HSv H) =~ p ) w( i )

¥ ¢ (EQ v heksanu
5 (evkaliptola v EQ)  w (evkaliptola v H) ( “)

Slika 10: Enacba za izracun vsebnosti hlapnih spojin v hidrolatu (c — koncentracija, S — povrsina, @ — delez, EO — etericno
olje, H— hidrolat)
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Preglednica 4: Vsebnost posameznih spojin v petih zaporednih vzorcih suhega belega (SB) in suhega roznatega (SR) rmana

Sestavina SB1 SB2 |SB3 |SB4 |SB5 |SR1 |SR2 |SR3 |SR4 |RS5

3-metil butanal 0,49 0,47| 042| 032| 029 0,17| 0,95| 0,83 / /
2-metil butiraldehid 0,391 0,35| 0,29 03] 021] 0,12 0,84| 0,72 / /
3-hidroksipenten 0,21 / / / / / / / / /
Pentanal <n-> 031 034| 029] 0,29 /] 0,13 0,73 / / /
Izopentil alkohol 0,171 0,19 / / / / / / / /
Karbinol <sec-butil-> 0,34 031| 03] 0,26 / / / / / /
Pentil alkohol 0,19 / /1 0,53 / / / / / /
Heksanal <n-> 0,75| 0,65 0,59| 0,71| 047| 032| 141| 1,18| 131 /
Heks-(2E)-enal 0,79 0,78] 0,71 /| 0,69] 029 1,59 / / /
Heks-(3Z)-enol 0,23 / / / / / / / / /
Heksanol <n-> 0,35 / / / / / / / / /
Tujen <alfa-> / / / / /| 03 / / / /
Pinen <alfa-> 0,18 / / / /] 1,15 / / / /
Benzaldehid 06| 0,63| 0,61| 0,57 / / / / / /
Sabinen 1,84| 0,87 / / /120,42 / / / /
Pinen <beta-> 2] 086 / / /115,29 / / / /
Mircen / / / / /|l 0,29 / / / /
Terpinen <alfa-> / / / / /| 024 / / / /
Limonen / / / / /| 04 / / / /
Vinil amil karbinol 0,36 / / / / / / / / /
6-metilhept-5-en-2-on 0,21 / / / / / / / / /
Jomogi alkohol 0,2 / / / / / / / / /
Evkaliptol 3561|2541 | 17,7|15,43|14,58 20,54 |32,27| 28,17 |26,56 | 25,43
Ocimen <(E)-, beta-> / / / / /| 0,64 / / / /
Terpinen <gama-> / / / / /| 043 / / / /
Fenilacetaldehid 0,36 / / / / / / / / /
Sabinen hidrat <cis-> 1,76 1,03| 0,79 / /| 147] 2,54| 232 / /
Sabinen hidrat <trans-> 18] 152 1,34| 1,15] 1,24 1,3] 3,26 3,53| 2,79| 2,35
Tujon <alfa-> 22| 281 2,54| 2,21| 1,99 / / / / /
Tujon <beta-> 0,42 0,65 / / / / / / / /
Ment-2-en-1-ol <cis-, para-> 0,24 / / / / / / / / /
Pinokarveol <trans-> 0,49 0,67| 0,66| 0,71 0,74| 035 / / / /
Kafra 12,05 16,14 | 18,47 | 18,68 | 18,79| 0,69 / / / /
Krisantemol <trans-> L21] 155| 1,66 1,96 1,9 / / / / /
Pinokarvon 0441 06| 0,69| 089| 063 / / / / /
Lavandulol 0,3 / / / / / / / / /
Borneol 24,59 31,57(37,58(39,13 | 40,27 | 8,37|30,31| 33,01|34,57 35,99
Terpinen-4-ol 3.82| 599| 7,65| 8,64 93| 4,13|1848| 222 253]27,63
Terpineol <alfa-> 419| 543| 6,58| 6,87| 7,3| 2,02| 7,62| 8,04| 947| 86
Ment-3-en-7-al <para-> / / / / /| 0,22 / / / /
Kariofilen <(E)-> 091 1,18 / / /112,88 / / / /
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Humulen <alfa-> / / / / /| 1,07 / / / /
Germakren D / / / / /| 3,22 / / / /
Zingiberen <alfa-> / / / / /| 2,51 / / / /
Seskvifelandren <beta-> / / / / /| 038 / / / /
Kariofilen oksid / / / / /| 0,66 / / / /
Bisabolon oksid A <alfa-> / /| L13| 1,35 1,6 / / / / /

Preglednica 5. koncentracije hlapnih spojin v vzorcih hidrolatov ter podatki za izracun le-teh (S — povrsina, w — delez)

koncentracija
hlapnih spojin | S evkaliptola v S evkaliptola v o evkaliptolav | ® evkaliptola v
Vzorec (mL/L) hidrolatu etericnem olju eteri¢nem olju hidrolatu

SB1 0,875 9981836 1377409 0,86 35,61
SB2 0,529 4307834 1377409 0,86 25,41
SB3 0,350 1996776 1377409 0,86 17,70
SB4 0,300 1478311 1377409 0,86 15,43
SBS 0,256 1197549 1377409 0,86 14,58
SR1 0,941 6302405 1288123 0,79 20,54
SR2 0,116 1224696 1288123 0,79 32,27
SR3 0,095 868335 1288123 0,79 28,17
SR4 0,075 648836 1288123 0,79 26,56
SRS 0,068 565057 1288123 0,79 25,43
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6 Sklep

V diplomski nalogi smo primerjali sestavo in vsebnost eteri¢nih olj rmana vrste Achillea
millefolium, in sicer so nas zanimale podobnosti in razlike med etericnim oljem belih in

roznatih cvetov ter svezih in suhih cvetov.

Vsebnost eteri¢nih olj, ugotovljena pri destilaciji s Clevengerjevo aparaturo, je bila nekoliko
vecja pri belih cvetovih, in sicer 0,40 mL/kg (svezi beli cvetovi) in 0,42 mL/kg (suhi beli
cvetovi) ter 0,33 mL/kg (svezi roznati cvetovi) in 0,38 mL/kg (suhi roZnati cvetovi); vsi

rezultati so podani glede na maso sveze rastlinske droge.

Sestavo etericnih olj smo dolocali s plinsko kromatografijo, sklopljeno z masno
spektrometrijo, kjer smo ugotovili, da se etericna olja po sestavi razlikujejo tako glede na
svezo in suho rastlinsko drogo kot tudi barvo cvetov. Manjsi delez monoterpenov in
monoterpenoidov ter vecji delez seskviterpenov in seskviterpenoidov smo opazili v
etericnem olju roznatih cvetov glede na bele cvetove ter v etericnem olju suhih cvetov glede
na sveze cvetove, in sicer smo ugotovili 24,26 % monoterpenov in monoterpenoidov v
roznatih svezih cvetovih, v roznatih suhih cvetovih 9,88 %, v svezih belih cvetovih 45,70 %,
v suhih belih pa 14,31 %. Delezi seskviterpenov in seskviterpenoidov so bili naslednji: v
svezih roznatih cvetovih 73,34 %, v suhih roznatih 88,38 %, v svezih belih cvetovih 49,15
%, v suhih belih cvetovih pa 81,85 %. Z vidika uporabe v kozmetiki je bolj ugodno, ¢e se v
etericnem olju nahaja manj monoterpenov in monoterpenoidov, saj le-ti hitreje oksidirajo,
kot taki pa lahko povzrocajo drazenje koze. Zato smo zakljucili, da bi bilo najbolj primerno
za uporabo etericno olje cvetov roznatega suhega rmana, ki je imelo najmanj monoterpenov

in monoterpenoidov.

V proucevanju sestave smo se posebej osredotocili na hamazulen, ki je nosilec protivnetnih
lastnosti eteri¢nega olja rmana. V najve¢ji koncentraciji (54,57 %) smo ga ugotovili v
etericnem olju posusSenih roznatih cvetov, ki je s tega vidika med naSimi vzorci najbolj
kakovostno. Na podlagi rezultatov lahko izpostavimo pomembni dejstvi, da je vsebnost
hamazulena v etericnem olju vecja ob destilaciji posuSenih cvetov kot ob destilaciji svezih
ter vecja ob destilaciji roZnatih cvetov kot ob destilaciji belih, kar bi bilo smiselno upostevati

ob pridelavi eteri¢nega olja.

V teoreticnem delu diplomske naloge, v katerem smo vrednotili farmakoloske ucinke

etericnega olja rmana glede na sestavo pridobljenih eteri¢nih olj, smo ugotovili, da
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pridobljena etericna olja vsebujejo vse spojine, zaradi katerih etericnemu olju rmana
pripisujemo protivnetne, antioksidativne in protimikrobne lastnosti. Ocenili smo tudi, da
uporaba eteri¢nega olja v kozmeti¢nih izdelkih ne bi mogla povzrocati nezelenih u¢inkov
zaradi vsebnosti nevrotoksi¢nih spojin o- in [B-tujona ter alergenov limonena in

izociklogeraniola.

Pri sestavi hidrolatov smo ugotovili, da se hidrolata posuSenih roznatih cvetov in posusenih
belih cvetov rmana razlikujeta predvsem pri vsebnosti spojin a-tujona, kafre in krisantemola,
ki se nahajajo zgolj v hidrolatu suhih belih cvetov, hidrolat suhih roznatih cvetov pa vsebuje
vecjo kolic¢ino terpinen-4-ola. Poleg tega smo ugotovili, da se vse sestavine, ki so bolje

zastopane v hidrolatih, pojavijo tudi v eteri¢nem olju suhega rmana.
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