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U radu je prikazan doprinos istrazivanju slobodnih i glikozidno vezanih isparljivih spojeva u raz-
doblju 2001. - 2006. koji je ostvaren radom u Zavodu za organsku kemiju Kemijsko-tehnoloskog
fakulteta, Sveuciliste u Splitu. Identificirane su mnoge terpenske strukture, fenilpropanski deriva-
ti, kao i alifatski ugljikovodici, alkoholi, karbonili, masne kiseline i dr. Aglikoni oslobodeni en-
zimskom hidrolizom glikozida isparljivih spojeva bili su alifatski, fenilpropanski derivati, mono-
terpeni, seskviterpeni i dr. Nadalje, sintetizirani su glukozidi ¢estih monoterpenskih i alifatskih
alkohola, te fenola (Koenigs-Knorrova glukozilacija, izravna glukozilacija uz FeCl;, enzimska kon-

denzacija i transglukozilacija iz celobioze).

Klju¢ne rijeci: Etericna ulja, glikozidno vezani isparljivi spojevi, sinteza O-glikozida, GC-MS

Uvod

Eteri¢nim uljima se pripisuje “ekoloska uloga” u biljnim in-
terakcijama, kao i u interakcijama biljka-Zivotinja. U kemo-
taksonomiji analiza specificnog kemijskog sastava eteri¢nih
ulja pomaze sustavnoj klasifikaciji biljnog carstva (odrediva-
nje kemotipova). Zbog korisnih svojstava, ugodnog mirisa,
antimikrobne i antioksidacijske aktivnosti predmet su inte-
resa kozmeticke, prehrambene, farmaceutske industrije i
dr. Ne osvrc¢uci se na podjelu prema funkcijskim skupinama
komponente eteri¢nih ulja dijele se na terpene, fenilpro-
panske derivate i ostale spojeve.’ Biogenetski prekursor svih
terpena je 3-izopentenil-pirofosfat (3-IPP). Najces¢i bioge-
netski put 3-IPP je preko mevalonske kiseline? iako 3-IPP
moze nastati i na druge nacine, npr. preko deoksiksiluloza-
fosfatnog puta.’ Osim eteri¢nih ulja u aromati¢nim biljka-
ma, isparljivi spojevi odgovorni su za blazi miris nearoma-
ticnog bilja, plodova voca i povréa.* To su uglavnom alifat-
ski spojevi nastali katabolizmom masnih kiselina.

Jedan dio prirodnih isparljivih spojeva vezan je u obliku
glikozida. Razliciti rezultati istrazivanja ne dopustaju pripisi-
vanje to¢no odredenog djelovanja ovih spojeva u biljkama,
kao Sto se na primjer smatralo da sudjeluju u metabolizmu
eteri¢nih ulja.s Ovi glikozidi kao neisparljivi spojevi nemaju
miris. Oslobadaju mirisne spojeve tek kada se hidroliziraju
ili piroliziraju do isparljivih mirisnih aglikona. Osobito se
B-D-glukozidi mogu lako razgraditi (za sada in vitro) u meta-
bolizmu nekoliko koznih mikroflora,®” te mogu osloboditi
isparljive spojeve, Sto sugerira korisnost ovih spojeva u
kozmetici kao prekursora mirisa s alternativno trajnijim
uc¢inkom. Posljednjih petnaestak godina ovi glikozidi se

" Rad je izlozen na XX. Jubilarnom hrvatskom skupu kemicara i kemijskih
inzenjera, Zagreb, 26. 2.—1. 3. 2007. Za istraZivanja opisana u ovom radu
. Jerkovic je dobio nagradu “Leopold Ruzi¢ka” HKD za 2005. godinu.

pokusavaju biotehnoloski iskoristiti kao prekursori arome
koji hidrolizom mogu pojacati aromu namirnica. Naime,
hidroliza monoterpenil-glikozida za vrijeme fermentacije
vina je djelomic¢na, dok vecina pocetnih glikozida ostaje ne-
promijenjena i nakon zavrsetka fermentacije. Uporabom
razlicitih enzima (npr. f-glukozidaze, a-arabinofuranozida-
ze, a-ramnopiranozidaze) moguce je provesti hidrolizu in
vitro, s velikom selektivno$¢u prema razlicitim glikozidima®
i tako obogatiti aromu vina, ali i vo¢nog soka. Poznato je da
aroma crnog Caja nastaje enzimskom hidrolizom neisparlji-
vih prekursora iz svjezih listova tijekom prerade caja, a oso-
bito fermentacije. Dakle, ovi su spojevi predmet interesa
prehrambene industrije, a osobito industrije vina, vocénih
sokova i duhana. Alkil-glikozidi (osobito s ve¢im alifatskim
lancem), posebna grupa glikozida hlapljivih spojeva, su
neionski, povrsinski aktivni i biorazgradivi spojevi, pa mogu
posluziti u proizvodnji biorazgradivih detergenata i emulga-
tora. Danas je poznato preko 200 razlicitih aglikonskih
struktura.® Dijele se prema ugljikovom skeletu na alifatske
alkohole, alkilfenole, fenilpropanske derivate, C,;-norizo-
prenoide, monoterpene i seskviterpene. Vecina aglikona
koristi hidroksilnu skupinu za glikozidnu vezu eterskog tipa.
Kiseline mogu formirati estere s ugljikohidratima, aldehidi
acetale ili poluacetale. Ugljikohidrati ukljuceni u strukture
glikozida isparljivih spojeva mogu se podijeliti u dvije velike
skupine monosaharida (osobito glukoza) i disaharida, dok
su trisaharidi i acilirani ugljikohidrati rjedi.® O-glikozidna
veza izmedu ugljikohidratnog donora i neugljikohidratnog
akceptora, u zivim organizmima, nastaje reakcijom prijeno-
sa SeCernog ostatka povezanog energijom bogatom vezom s
koenzimom (najcesce uridin-difosfatom, UDP).1® Energi-
jom bogati derivati saharida sluze kao donori glikozilne gru-
pe. Dakle, sredstvo za glikozilaciju je uridin-difosfosaharid
(npr. UDP-glukoza). Glukoza od UDP-glukoze se moze
lako prenositi na nukleofilne reaktante, prije svega na spo-
jeve s hidroksilnim funkcijskim skupinama.
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U ovom preglednom radu prikazan je pregled istrazivanja
slobodnih i glikozidno vezanih isparljivih spojeva koja su
provedena u Zavodu za organsku kemiju Kemijsko-tehno-
loskog fakulteta u Splitu (2001. — 2006.), koja se nastavljaju
na prethodni pregledni ¢lanak' iz 2001. IstraZivanja obu-
hvacaju izolaciju i odredivanje kemijskog sastava slobodnih
i glikozidno vezanih isparljivih spojeva iz razlicitih biljaka, te
sintezu Cestih glukozida isparljivih spojeva i njihovu karak-
terizaciju (u obliku tetraacetata glukozida) vezanim susta-
vom GC-MS.

Slobodni isparljivi spojevi
Izolacija isparljivih spojeva

Izolacija eteri¢nih ulja provedena je destilacijskim metoda-
ma (osobito hidrodestilacija u aparaturi po Clevengeru te si-
multana destilacija-ekstrakcija u aparaturi po Likens-Nic-
kersonu).

Za izolaciju termicki nestabilnih eteri¢nih ulja razvijena je
nova metoda kodestilacije s pregrijanim parama pentana.?
Aparatura se sastoji od Claisenove tikvice A, Vigreuxove ko-
lone B, grijaca C, te hladila D i E, slika 1.

Biljni materijal i pare pentana griju se na 100 °C, a pregrija-
ne pare pentana odnose isparljive spojeve iz biljnog materi-
jala, te se hlade u hladilu D i E, dok se voda iz biljnoga
materijala sakuplja u hladilu D (kao male kapljice). Metoda
je testirana na etericnim uljima Mentha citrata i Salvia scla-
rea koja sadrze nestabilni linalil-acetat (kao glavnu kompo-
nentu), koji u uvjetima hidrodestilacije hidrolizira u lina-
lool, pregraduje se alilnom pregradnjom u geranil-acetat i
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Slika 1 — Aparatura za kodestilaciju etericnih ulja pregrijanim
parama organskih otapala
Fig. 1 — Apparatus for essential oil co-distillation by superhea-
ted vapour of organic solvents
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Slika 2 - Alilna pregradnja linalil-acetata (1a) u geranil-acetat
(2a) i neril-acetat (3a) te eliminacija uz nastanak -mircena (4a),
cis-f-ocimena (5a) i trans--ocimena (6a)

Fig. 2 - Allylic rearrangement of linalyl acetate (1a) into gera-
nyl acetate (2a) and neryl acetate (3a), and elimination with forma-
tion of B-myrcene (4a), cis-f-ocymene (5a) and trans--ocymene
(6a)

neril-acetat, a eliminacijom daje aciklicke monoterpenske
ugljikovodike, slika 2. U uvjetima hidrodestilacije moguce
su i druge pregradnje linalil-acetata.’

Ova metoda omogucila je izolaciju monoterpena, ali i
seskviterpena kao i hidrodestilacija. Medutim, za razliku od
hidrodestilacije, nastanak artefakata je ve¢im dijelom spri-
jecen. Nadalje izolat ne sadrzi neisparljive spojeve, kao u
slucaju ekstrakcije s CO, ili organskim otapalima.

Analiza isparljivih spojeva

Nakon izolacije, eteri¢na ulja su izravno analizirana veza-
nim sustavom plinska kromatografija — spektrometrija mase
(GC-MS). U mnogim slucajevima frakcioniranje slozenijih
ulja na ugljikovodi¢nu frakciju i frakciju spojeva s kisikom,
pa GC-MS analiza frakcija, znatno je pridonijelo analizi
ukupnog ulja. Ovo frakcioniranje je provedeno na mikro-
koloni sa silikagelom primjenjujuci pentan za eluiranje ug-
liikovodika, pa dietil-eter za eluiranje spojeva s kisikom. Na
taj nacin izbjegava se kromatografsko preklapanje ugljiko-
vodika i spojeva s kisikom. Identificirane su mnoge terpen-
ske strukture, fenilpropanski derivati i ostali spojevi.

Monoterpenski fenoli timol (1) i karvakrol (2) identificirani
su u etericnom ulju mravinca (Origanum vulgare L. ssp. hir-
tum), te je na osnovi njihovog omjera odreden timol/karva-
krol kemotip mravinca. Sezonsko povecanje koncentra-
cije timola praceno je padom koncentracije karvakrola (i
obrnuto, slika 3), sto je dodatno potvrdilo medusobnu po-
vezanost biosintetskih putova nastanka timola i karvakrola
iz y-terpinena (3) preko p-cimena (4), slika 4. Na osnovi do-
bivenih rezultata moze se zakljuciti da je istrazeno ulje
slicnog sastava kao i ulje grckog mravinca, koje je poznato
po najboljoj kvaliteti, a maseni udjel ulja u biljnom materi-
jalu bitno se mijenja u ovisnosti o stupnju razvoja biljke.

Uzorci eteri¢nog ulja sezonski sakupljanog pelina (Artemisia
absinthium L.) iz Hrvatske (Dalmacija) pripadali su (2)-epo-
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ksiocimen (5) + B-tujonskom (6) kemotipu, dok su uzorci
pelina iz Francuske (Provansa) pripadali (2)-epoksiocimen
+ cis-krizantenil-acetatnom (7) kemotipu'e. (2)-epoksioci-
men + B-tujonski kemotip je uobicajen s jakim antibakterij-
skim i antigljivicnim djelovanjem. Stoga je antimikrobno te-
stiranje provedemo na uzorcima ulja francuskog pelina, te
je pokazalo da ulje inhibira rast kvasaca Candida albicans i
Saccharomices cerevisiae.
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Slika 3 — Maseni udjeli (%) Cetiri glavne komponente u ukup-
nom etericnom ulju iz sezonski sakupljanog O. vulgare ssp. hirtum:
A — svjezi biljni materijal, B — suhi biljni materijal ; B —y-terpinen,
M - p-cimen, —timol, 0 — karvakrol

Fig. 3 — Mass fractions (%) of four main components in total
essential oil from seasonally collected O. vulgare ssp. hirtum : A —
fresh oregano, B — dried oregano; B — y-terpinene, M — p-cymene,
— thymol, O — carvacrol
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Slika 4 - PredloZena shema biosinteze aromatskih monoterpe-
na (Croteau)’

Fig. 4 - Proposed scheme for biosynthesis of aromatic mono-

terpenes (Croteau)’

Buduci da je zakonski ograni¢ena uporaba biljaka i pro-
dukata s tujonom, bilo je korisno s analitickog i fitokemij-
skog gledista karakterizirati eteri¢no ulje biljnog materijala
Artemisia vulgaris L. S obzirom da su poznate varijacije u sa-
stavu ovog ulja ovisno o geografskom podrijetlu, analizirana
su ulja iz Hrvatske (Dalmacija) i Francuske (Provansa) saku-
pljana u Cetiri razli¢ita stadija:'” vegetativni, pupoljci, cva-
tovi i siemenje. Usporedba je pokazala kvalitativnu slicnost,
ali primjetnu kvantitativnu razliku medu uzorcima. Glavne
komponente ulja iz Francuske su bile borneol (8), 1,8-ci-
neol (9), artemisia-keton (10), kamfor (11), B-tujon i dr.,
dok su ulja iz Hrvatske uglavnom sadrzavala trans-krizant-
enil-acetat (12), B-tujon, 1,8-cineol i dr.

Promjene masenog udjela i sastava eteri¢nog ulja listova,
cvatova i plodova mirte (Myrtus communis L.) s podrucja
otoka Visa su pracene tijekom jednogodisnjeg vegetativnog
ciklusa.’® Maseni udjel i sastav ulja mirte ovisi o dijelu biljke
i terminu sakupljanja. Mirtenil-acetat (13), 1,8-cineol + li-
monen (14), linalool (15) i a-pinen (16) su bili prevlada-
vajuci terpeni u ulju lista od mirte. Ove komponente su ta-
koder detektirane u cvatovima, ali s razli¢itim proporcija-
ma. Ulja ploda i cvatova uvijek su sadrzavala manje lina-
loola u odnosu na ulje listova. Rezultati su pokazali da ulja
listova pripadaju kemotipu linalool > 6 %, a mirtenil-acetat
> 14 %. Ulje mirte interesantno je zbog antimikrobne ak-
tivnosti, a rabi se u parfumerijskoj i prehrambenoj industriji
(liker).

Listovi biljke Micromeria juliana L. sluze kao zacin umjesto
kadulje. Eteri¢no ulje ove biljke nije bilo detaljno analizira-
no za razliku od drugih vrsta Micromeria. Provedeno istraZi-
vanje'® je pokazalo da su vazni terpenski ugljikovodici ovog
ulja a- i B-pinen, B-kariofilen (17) i a-gurjunen (18). Glavni
oksidirani terpeni su bili linalool sa cis- i trans-oksidima i
borneol. Rezultati su ukazali na postojanje razlika sa sasta-
vom ulja M. juliana gr¢kog podrijetla.

Eteri¢no ulje smilja (Helichrysum italicum (Roth.) G. Don) je
frakcionirano na terpensku (ugljikovodi¢nu) i terpenoidnu
frakciju (spojevi s kisikom) radi odredivanja kemijskog sa-
stava i antimikrobne aktivnosti.20 Glavni ugljikovodici u ulju
bili su a-pinen, a-cedren (19), aromadendren (20), pB-ka-
riofilen i limonen, dok su glavni oksidirani spojevi bili neril-
acetat (21), 2-metilcikloheksil-pentanoat (22), 2-metil-
cikloheksil-oktanoat (23) i geranil-acetat (24). Testiranje an-
timikrobne aktivnosti na Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa i Candida albicans pokazalo
je kako eteri¢no ulje i terpenoidna frakcija pokazuju snazni-
je antibakterijsko djelovanje u odnosu na terpensku frakci-
ju, osobito na Staphylococcus aureus i Candida albicans.

Etericna ulja iglica i drva sekvoje (Sequoiadendron gigan-
teum (Lindl.) Buchh.) uglavhom su sadrzavala monoterpe-
ne, osobito a-pinen.?!

Isparljivi spojevi svjezih i susenih pupoljaka topole (Populus
nigra L.) uglavnom su bili seskviterpenski alkoholi a- i B-eu-
desmol (25), y-selinen (26), 8-kadinen (27) i dr.22 U uzorci-
ma su identificirani sljedeci semiterpeni: 2-metilbut-3-en-
-2-ol, 3-metilbutan-1-ol, (E)-2-metilbut-2-en-1-ol i (F)-2-
-metilbut-2-enska kiselina. Esteri semiterpenskih alkohola i
cis/trans-ferulicne kiseline, izoferuli¢cne i kava-kiseline su
prethodno pronadeni u ekstraktima vrste P. nigra.
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Za razliku od prethodnih biljnih uzoraka, uzorci pajasena i
raseljke ne sadrze terpene kao glavne isparljive spojeve, a
njihov kemijski sastav je po prvi puta analiziran. Clavne
komponente isparljivih spojeva pajasena? (Ailanthus altissi-
ma (Mill.) Swingle) bili su alifatski C¢-spojevi (alkoholi, al-
dehidi, kiseline, esteri), uz seskviterpenske ugljikovodike
(kariofilen, humulen, kadinen, kalaren), oksidirane mono-
terpene (linalool, geraniol, a-terpineol) i dr. Alifatski hlaplji-
vi spojevi (alkoholi, karbonili, esteri) potjecu iz katabolizma
masnih kiselina. Te vrste reakcija ukljucuju lipoksigenaze,
hidroksidperoksid-liaze, alkohol-dehidrogenaze i druge en-
zime. Cg-alkoholi i aldehidi mogu potjecati od linolenske
kiseline ((Z,Z,7)-oktadeka-9,12,15-trienske kiseline) i linol-
ne kiseline ((Z,Z)-oktadeka-9,12-dienske kiseline. Enzim-
ska razgradnja 13-hidroperoksida vodi nastanku (Z)-heks-3-
-enala i drugih spojeva. Djelovanjem enzima ili neenzim-
ski (Z)-3-dvostruka veza u aldehidima se obicno izomerizira
u konjugiranu (E)-2-dvostruku vezu. Ovi spojevi se mogu
reducirati do (Z)-heks-3-en-1-ola, (E)-heks-2-en-1-ola, hek-
sanala i heksanola djelovanjem alkohol-dehidrogenaze
(ADH), prema shemi na slici 5.

Isparljivi spojevi cvatova, listova, kore i drva raseljke (Prunus
mahaleb L.) izolirani su parnom destilacijom.2* Alifatski ug-
ljikovodici, alkoholi, karbonili, masne kiselini, terpeni, C;;-
-norizoprenoidi i fenilpropanski derivati su identificirani.
Kumarin (28) je bio glavna komponenta isparljivih spojeva
kore. Heksadekanska kiselina bila je glavna komponenta u
drvu, a takoder je pronadena u listovima i kori. Alkani he-
neikosan i oktakosan su identificirani kao glavni spojevi u cva-
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Slika 6 - Identificirane strukture glavnih isparljivih spojeva

Fig. 6 - Identified structures of the main volatile compounds

tovima, dok je eikosan detektiran u drvu. Fitol (29) je pro-
naden u listovima. Dodekanska, tetradekanska i linolna kise-
lina bile su u svim uzorcima medu glavnim komponentama.

Glikozidno vezani isparljivi spojevi

Glikozidno vezani isparljivi spojevi izolirani su iz biljnog
materijala Origanum vulgare L. ssp. hirtum, Mentha aquati-
ca L. i Mentha longifolia L. ekstrakcijom kljuc¢alom vodom ili
etil-acetatom.25-27 Ekstrakti su procisceni talozenjem s eta-
nolom, dodatkom NH; u aps. etanolni ekstrakt i kromato-
grafijom na stupcu silikagela. Clikozidna frakcija je uparena
do suha, otopljena u citratnom puferu (pH 5,5), te je otopi-
na ekstrahirana pentanom do negativnog dokaza (GC-MS)
na postojanje isparljivih spojeva. Zatim je provedena hidro-
liza B-glukozidazom 48 h na 37 °C. Oslobodeni aglikoni su
ekstrahirani pentanom, te su nakon koncentriranja analizi-
rani (GC-MS). Identificirani alifatski alkoholi, 2-feniletanol
(30), benzil-alkohol (31), eugenol (32), linalool (33), gera-
niol (34), nerol (35), a-terpineol (36), terpinen-4-ol (37), ti-
mol (38), karvakrol (39) i dr. mogu se smatrati uobicajenima
u aglikonskoj frakciji biljaka porodice Lamiaceae. Clavni is-
parljivi aglikon mravinca? bio je timokinon (40), a on moze
biti povezan na glukozu sli¢no kao i naftokinon. Naftokinon
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se moze javiti u glikozidnom obliku kao hidrojuglon-B-D-
-glukopiranozid. Tako je vjerojatno timokinol (5-izopropil-
-2-metil-1,4-hidrokinon) glikozidno vezani aglikon koji se
oksidira u timokinon za vrijeme enzimske hidrolize. Euge-
nol i drugi p-hidroksifenilpropanski aglikoni se mogu po-
vezati s biogenezom lignina preko sustava prekosidaza —
vodik peroksid. Alifatski spojevi-aglikoni potjecu od kata-
bolizma masnih kiselina, a aromatski isparljivi spojevi-agli-
koni (alkoholi, kiseline, karbonili) potjecu od katabolizma
cimetne kiseline. U biogenezi glikozida glukoza iz UDP-
-glukoze moze se lako prenositi na nukleofilne reaktante,
prije svega na spojeve s hidroksilnim funkcijskim skupina-
ma, pri cemu nastaje O-glukozidna veza.

????@?

Slika 7 — Ceste identificirane aglikonske strukture

Fig. 7 - Identified ubiquitous aglycone structures

Maseni udjel glikozidno vezanih isparljivih spojeva bio je
viSestruko manji od masenog udjela etericnih ulja. Uspo-
redbom slobodnih i glikozidno vezanih isparljivih spojeva
utvrdena je samo djelomic¢na sli¢nost u kemijskog sastavu,
sto djelomic¢no podrzava Svendsenovu hipotezu?? kako se
glikozidno vezani hlapljivi spojevi pojavljuju neovisno o
etericnom ulju.

ROHar  CaS0y AgCO, 7 Agd
* PhOHar
Phithia ap. ather 7 THF
Pba i
ap. E1OH

Sinteza glikozida isparljivih spojeva

Cesti glikozidi isparljivih spojeva pripravljeni su kemijskom i
enzimskom sintezom, radi bolje karakterizacije.?? Prirodni
B-glukopiranozidi benzil- alkohola, (+)-mentola, (+)-borne-
ola, timola, karvakrola i eugenola sintetizirani su po Koe-
nigs-Knorr-ZempIenovoj metodi*® (iskoriStenje: 19,5-52,2
%-tno), slika 8.

Njihova B-glukopiranozna struktura odredena je jednodi-
menzijskom i dvodimenzijskom homo- i heteronuklear-
nom "H i 3C NMR-spektroskopijom na temelju specifi¢nih
kemijskih pomaka, te konstanti sprege spinova H-H i C-H.
B-konfiguracija dodatno je potvrdena hidrolizom B-gluko-
zidazom. Tetraacetil-B-glukopiranozidi, kao intermedijari,
analizirani su sustavom GC-MS, slika 9. Za mentil-glukozid
podaci NMR su pokazali da postoje dva S-dijastereomera,
bududi da je u sintezi uporabljen (+)-mentol. GC-MS anali-
za tetraacetata mentil-glukozida je to takoder potvrdila. Di-
jastereomerni tetraacetati B-glukozida (+)-mentola bili su
dobro odijeljeni na koloni HP-101, slika 10. Spektri masa
tetraacetata glukozida usporedeni su medusobno i sa spek-
trima svojih aglikona.

B-D-glukopiranozidi pentan-1-ola, (*)-pentan-2-ola, hek-
san-1-ola, oktan-1-ola, benzil-alkohola, 2-feniletanola, (*)-
-2-fenil-propan-1-ola, 3-fenil-propan-1-ola, geraniola i ne-
rola sintetizirani su reverznom hidrolizom i transgluko-
zilacijom odgovarajucih alkohola rabeci B-glukozidazu iz
badema.2932 Reakcija je provedena u acetonitrilu s acetat-
nim puferom (volumni omjer ¢ = 9:1), s iskoristenjem y =
14,4-45,0 %, slika 11.

Transglukozilacija i reverzna hidroliza nisu bile enantiose-
lektivne. Produkti su karakterizirani GC-MS-analizom pri-
pravljenih tetraacetilglukozida. Fragmentni ioni karakteri-
sticni za aglukonski dio nalaze se u svim spektrima masa,
pored fragmenata dobivenih iz acetilirane glukoze, slika 12.
Acetilirani glukozidi su odjeljivi na koloni HP-101 (¢ak i di-
jastereomerni tetraacetil-o-glukozidi enantiomernih alko-
hola).
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Slika 8 — Koenigs-Knorrova metoda sinteze tetracetil-f-glukopiranozida benzil-alkohola (1a), (+)-mentola (1b i 1b’), (+)-borneola (1c),
timola (1d), karvakrola (1e) i eugenola (1f). Odgovarajuci glukopiranozidi (2a-2f) se dobiju nakon deacetiliranja prema Zemplénovoj metodi

Fig. 8 - Koenigs-Knorr method for the synthesis of tetracetyl-f-glucopyranosides of benzyl alcohol (1a), (+)-menthol (1b and 1b),
(+)-borneol (1c), thymol (1d), carvacrol (1e) and eugenol (1f). Corresponding glucopyranosides (2a—2f) are obtained after deacetylation ac-

cording to the Zemplén method
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Slika 9 - Kromatogram ukupne ionske struje tetraacetata glu-
kozida na koloni HP-101 (simboli na ovoj slici su jednaki kao na sli-
ci 8)
Fig. 9 - Total ion chromatogram of glucoside tetraacetates on
the HP-101 column (the symbols in this figure are identical to those
in Fig. 8)
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O-glukozilacija pentan-1-ola, oktan-1-ola, 2-feniletanola,
benzil-alkohola, (+)-pentan-2-ola i (+)-mentola u 1,4-di-
oksanu, rabe¢i bezvodni FeCl;, dala je odgovarajuce gluko-
furanozide kao glavne i glukopiranozide kao sporedne pro-
dukte s ukupnim prinosima 20-52 %, slika 13.

Prakticne prednosti GC-MS za karakterizaciju pripravlje-
nih glukofuranozida u Zaristu ovoga rada.’? Spektri tetra-
acetata glukofuranozida sadrze karakteristi¢ne signale glu-
kona (acetilirane glukoze) zajedno s fragmentima aglukon-
skoga dijela, slika 14. Interval pracenja masa bio je 50-600
masenih jedinica, tako da je acetil-ion bio isklju¢en iz spek-
tara, Sto je olaksalo razlikovanje glukofuranozidnih od glu-
kopiranozidnih tetraacetata.

Zakljucak

[dentificirani kemotipovi mravinca, pelina i mirte pridonose
istrazivanju bioraznolikosti aromaticnih biljaka, kao i pro-
ucavanje do sada neistrazenih ili nedovoljno istrazenih
biljnih vrsta (mikromerija, sekvoja, pajasen, topola, raseljka
i dr.). Razvijena nova metoda kodestilacije omogucuje izo-
laciju nestabilnih isparljivih spojeva bez stvaranja artefaka-
ta. Glikozidno vezani isparljivi spojevi pokazali su djelo-
micnu sli¢nost s kemijskim sastavom slobodnih isparljivih
spojeva, sto samo djelomi¢no potvrduje hipotezu o njiho-
voj ukljucenosti u biogenezu etericnih ulja. Radi potpunije
karakterizacije, uspjesno su sintetizirani uobicajeni glikozi-
di isparljivih spojeva kemijskim i enzimskim metodama.
Glukozilacija nije bila enantioselektivna za racemicne glu-

pEundance Bcan 7108 (27.050 min)
@
»o00 | 1b
|
8000 | |
|
1nuu-i .
€000 §
5000 | | |
aooo | |
1000 | |
| [
| y 135 120
20001 1 | 157
| |
1008 | | { 242
| L l 200
{ 1 239 e
ol LA LUA MM UL, | 2ol 3 am L1
Kz = - — ] 150 300 3%0 s 350 |
Abundance Ecan 2305 (306.177 min)
@

’
sml:mlI 1b
wooe
1000

81
rees|
|
5000
wrm‘
1000 | =
{ o, ™
| 118
2008 { ! | X ey
1008 | | |; J‘ 200 12
| 'Yy AN | l | |
ol lALBANB ALY AL, faa | 3w 3
kiz - 50 o0 1% _100 280 300

Slika 10 - Plinski kromatogram i spektri masa dijastereomernih tetraacetata mentil-f-glukozida dobiveni iz (+)-mentola: 1b, (+) ili
(=)-mentil-B-glukozid tetraacetat; 1b’, (<) ili (+)-mentil-B-glukozid tetraacetat

Fig. 10

— Cas chromatogram and mass spectra of diastereomeric menthyl-B-glucoside tetraacetates obtained from (+)-menthol: 1b,

(+) or (-)-menthyl-B-glucoside tetraacetate; 1b’, (=) or (+)-menthyl-f-glucoside tetraacetate
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S ik a 11— Reakcija transglukozilacije celobioze s alifatskim
alkoholima koristeci -glukozidazu: pentan-1-ol (1); pentan-2-ol
(2); heksan-T-ol (3); oktan-1-ol (4); benzyl- alkohol (5); 2-fenileta-
nol (6); 2-fenil-propan-1-ol (7); 3-fenil-propan-1-ol (8); geraniol
(9); nerol (10)

Fig. 11 - Transglycosylation reaction of cellobiose with alipha-
tic alcohols using -glucosidase: pentan-1-ol (1); pentan-2-ol (2);
hexan-1-ol (3); octan-1-ol (4); benzyl alcohol (5); 2-phenylethanol
(6); 2-phenyl-propan-1-ol (7); 3-phenyl-propan-1-ol (8); geraniol
(9); nerol (10)
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Slika 12 - Fragmentacija tetraacetata $-D-glukopiranozida (70
eV) prema fragmentaciji -D-glukopiranozida®

Fig 12 - Fragmentation of 3-D-glucopyranoside tetraaceta-
tes (70 eV), according to the fragmentation of

p-D-glucopyranosides?°
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Slika 13 - Izravna glukozilacija iz nezasticene glukoze koristeci
FeCl,
Fig. 13 - Direct glucosylation from unprotected glucose
using FeCl,

kozil-akceptore, a dobiveni dijastereomerni tetraacetati f3-
-glukozida racemicnih alkohola odjeljuju se plinskom kro-
matografijom na nepolarnoj stacionarnoj fazi. Podrobna
analiza tetraacetata svih pripravljenih glukozida isparljivih
spojeva uspjesno je provedena vezanim sustavom GC-MS.
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Slika 14 - Fragmentiranje tetraacetata glukofuranozida (70 eV) prema fragmentiranju gluko-
piranozida i dobivenim spektrima

Fig. 14 - Fragmentation of glucofuranoside tetraacetates (70 eV) according to the fragmen-
tation of glucopyranosides and the obtained spectra
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SUMMARY

Contribution to the Research of Free and Glycosidically Bound Volatiles
from 2001 to 2006

1. Jerkovi¢

This review paper presents a contribution to the research of free and glycosidically bound volati-
les in the 2001-2006 period obtained by work in the Department of Organic Chemistry, Faculty
of Chemistry and Technology, University of Split, Croatia. Many terpene structures, phenylpropa-
ne derivatives (Fig. 6), as well as aliphatic hydrocarbons, alcohols, carbonyls, fatty acids and ot-
hers were identified (Fig. 5). The chemotypes of Origanum vulgare ssp. hirtum, Artemisia
absinthium and Myrtus communis were determined and some uninvestigated or insufficiently in-
vestigated plants (Micromeria juliana, Sequaoiadendron giganteum, Populus nigra, Prunus maha-
leb, Ailanthus altissima and others) were analyzed. A newly developed method of co-distillation
enabled isolation of unstable volatile compounds without formation of artefacts (Fig. 1).

The volatile aglycones liberated by enzymatic hydrolysis of the corresponding glycosides were
aliphatic and phenylpropanoic derivatives, as well as monoterpenes, sesquiterpenes and others
(Fig. 7). Only partial similarity was observed in the composition of volatile aglycones and corre-
sponding free volatiles of the same plant.

Furthermore, glucosides of ubiquitous monoterpene and aliphatic alcohols and phenols were
prepared by Koenigs-Knorr glucosylation (Fig. 8), by enzymatic condensation and transglucosida-
tion from cellobiose (Fig. 11) and by direct glucosylation with FeCl, (Fig. 13). The products were
characterized by GC-MS analysis of prepared tetraacetyl glucosides. Fragment ion characteristics
of the aglucone moiety were present in all mass spectra, along with the fragments obtained from
acetylated glucose (Fig. 12 and Fig. 14). Acetylated glucosides were separable on the HP-101 co-
lumn, Fig. 9 (even diastereomeric tetraacetyl 8-glucosides of enantiomeric alcohols, Fig. 10).
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