doi:10.14720/aas.2026.122.2.24299

Izvirni znanstveni ¢lanek/ original research article

Analiza hlapnih in fenolnih spojin v navadnem timijanu (Thymus vulgaris L.)

Tilen ZAMLJEN * 2, Mariana Cecilia GROHAR !

Analiza hlapnih in fenolnih spojin v navadnem timijanu
(Thymus vulgaris L.)

Izvlec¢ek: Navadni timijan (Thymus vulgaris L.) je eno iz-
med najbolj znanih in razdirjenih sredozemskih zelis¢, ki ima
pomembno vlogo tako v kulinariki kot tudi v tradicionalni in
sodobni medicini. Njegova vrednost izhaja predvsem iz bo-
gate vsebnosti bioaktivnih spojin, ki rastlini dajejo znacilen
vonj, okus ter Sirok spekter bioloskih u¢inkov. V raziskavi smo
s pomoc¢jo metod UHPLC-MS in GC-MS analizirali kemic-
ni profil navadnega timijana ter dolo¢ili sestavo fenolnih in
hlapnih spojin. Rezultati so pokazali, da fenolne spojine pred-
stavljajo pomemben delez bioaktivnih snovi, pri ¢emer prevla-
dujejo fenolne kisline (60 %), med katerimi sta najpogostejsi
rozmarinska in siringinska kislina. Flavonoidi (40 %) so bili
zastopani s spojinami, kot so kvercetin-3-O-rutinozid in api-
genin-6,8-di-O-glukozid, ki so pomembni pri antioksidativni
za§citi rastline. Monoterpeni predstavljajo vec¢ino (66,7 %) ce-
lotnega profila analiziranih hlapnih spojin. Najpomembnejsa
sta bila timol in karvakrol, ki sta znana po svojih protimikrob-
nih in antioksidativnih lastnostih. Poleg tega so bili identifi-
cirani §e a-pinen, -pinen, limonen, linalool ter manjse koli¢i-
ne seskviterpenov, estrov, aldehidov in etrov. Profil navadnega
timijana sestavlja kompleksen in raznolik nabor spojin, kot so
fenolne kisline, flavonoidi in monoterpeni, ki so klju¢nega po-
mena v farmacevtski in zivilska industriji.
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Analysis of volatile and phenolic compounds in common
thyme (Thymus vulgaris L.)

Abstract: Common thyme (Thymus vulgaris L.) is one
of the most well-known and widespread Mediterranean herbs,
playing an important role in both culinary practices as well as
in traditional and modern medicine. Its value derives mainly
from the rich content of bioactive compounds, which provide
the plant with its characteristic aroma, flavor, and a wide range
of biological activities. In our study, we analyzed the chemical
profile of common thyme using UHPLC-MS and GC-MS to de-
termine the composition of phenolic and volatile compounds.
The results showed that phenolic compounds represent a sig-
nificant proportion of the bioactive constituents, with phenolic
acids accounting for 60 %, among which rosmarinic and sy-
ringic acids were the most abundant. Flavonoids (40 %) were
represented by compounds such as quercetin-3-O-rutinoside
and apigenin-6,8-di-O-glucoside, both of which play an im-
portant role in the plant’s antioxidant defense. The analysis of
volatile compounds revealed that monoterpenes constitute the
majority (66.7 %) of the profile. Thymol and carvacrol were the
dominant components, known for their antimicrobial and anti-
oxidant properties. In addition, a-pinene, B-pinene, limonene,
linalool, as well as smaller proportions of sesquiterpenes, esters,
aldehydes, and ethers were identified. Common thyme contains
a complex and diverse range of compounds, including phenolic
acids, flavonoids and monoterpenes, which are crucial for the
pharmaceutical and food industries.

Key words: flavonoids, GC-MS, UHPLC-MS, monoter-
penes, metabolomics
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1 UVOD

Navadni timijan je ena izmed najbolj znanih in
pogostih rastlin v kulinariki. Rod Thymus vkljucuje
prek 300 vrst (Boga in sod., 2021). Stevilne raziskave
so pokazale, da ima rod Thymus razlicne farmakolo-
$ke ucinke. Med drugim spodbuja prebavo ter deluje
antihipertenzivno, protivnetno, protimalari¢no in pro-
tirakavo. Zaradi njegovih izrazitih antibakterijskih in
antioksidativnih lastnosti se navadni timijan pogosto
uporablja pri konzerviranju zivil za podalj$evanje nji-
hove obstojnosti (Galovi¢ova in sod., 2021). Eteri¢no
olje navadnega timijana se uporablja za lajsanje simp-
tomov dihalnih okuzb in izbolj$anje prebave (Boga in
sod., 2021).

Navadni timijan (Thymus vulgaris L.) je trajni pol-
grm, ki izvira z obmoc¢ja Sredozemlja in spada v dru-
zino ustnatic (Lamiaceae). Rastlina dosega vi$ino med
10 in 35 cm ter raste v znacilni grmicasti obliki. Delno
olesenela stebla nosijo majhne ozke liste, z navzdol za-
vihanimi robovi. Spodnja stran listov je gosto porasce-
na z dlac¢icami, kar je tipi¢na prilagoditev na susna sre-
dozemska obmodja, za zmanjsanje izgube vode zaradi
izhlapevanja (Seyedi in sod., 2024).

Cvetovi timijana se pojavljajo v gostih, valjastih
socvetjih, njihova barva pa se razteza od nezno do te-
mno roznate. Obdobje cvetenja traja od junija pa vse do
pozne jeseni, kar omogoca dalj$e obdobje privabljanja
oprasevalcev. Listi in cvetovi oddajajo izrazito mocan
in prepoznaven vonj, ki ga povzroc¢a bogata vsebnost
eteri¢nih olj in drugih hlapnih spojin (Bistgani in sod.,
2019). Sestava aromati¢nega profila eteri¢nih olj nava-
dnega timijana je kompleksna, pri ¢emer prevladujejo
oksigenirani monoterpeni (56,53 %), sledijo monoter-
penski ogljikovodiki (28,69 %), seskviterpenski oglji-
kovodiki (5,04 %) ter oksigenirani seskviterpeni (1,84
%). Med posameznimi komponentami sta najbolj po-
gosti timol in karvakrol, ki predstavljata glavni kom-
ponenti kakovosti eteri¢nega olja (Boga in sod., 2021).
Kemic¢na sestava eteri¢nih olj navadnega timijana je
lahko zelo razli¢na. Na to variabilnost vplivajo stevil-
ni dejavniki, med drugim ¢as Zetve in razvojna faza
rastline, okoljske in podnebne razmere (susa, slanost
tal, visoke in nizke temperature), uporabljeni rastlinski
organi ter metode ekstrakcije. Ti parametri pomemb-
no doloc¢ajo tako kvantitativno kot kvalitativno sestavo
eteri¢nih olj in izvle¢kov timijana, kar je treba uposte-
vati pri njihovi farmakoloski, prehranski in gospodar-
ski uporabi (Qi in sod., 2025).

Poleg hlapnih snovi vsebuje navadni timijan tudi
Stevilne fenolne spojine, kjer prevladujejo fenolne ki-
sline (npr. rozmarinska kislina, kavna kislina) in flavo-
noidi (npr. apigenin, naringenin, hesperetin), katerim
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se pripisuje antioksidativne lastnosti (Soleimani in
sod., 2022). Kemi¢ni profil eteri¢nega olja navadnega
timijana je dobro poznan, medtem ko je kakovost ra-
stlinskega materiala manj raziskana. Ta lahko moc¢no
variira, ¢eprav je klju¢na za pridobivanje kakovostnega
eteri¢nega olja.

V raziskavi smo Zeleli z uporabo tekocinske kro-
matografije visoke lo¢ljivosti, sklopljene z masno spek-
trometrijo (UHPLC-MS) in plinske kromatografije,
sklopljene z masno spektrometrijo (GC-MS) dolo¢iti
natancen profil hlapnih in fenolnih spojin v listih in
steblih navadnega timijana (Thymus vulgaris L.).

2 MATERIALI IN METODE

Navadi timijan je bil pridelan na Biotehniski fa-
kulteti v Ljubljani. Iz vsake od 20 rastlin, je bilo pobra-
no med 100 g in 110 g svezega vzorca. SveZe porezane
vzorce (skupaj liste in stebla) se je zmlelo s pomo¢jo
terilnice in tekocega dusika v fin prah, ki se je do analiz
hlapnih in fenolnih spojin shranil na —80 °C. Analizi-
ralo se je 20 vzorcev navadnega timijana.

2.1 ANALIZA FENOLNIH SPOJIN V NAVADNEM
TIMIJANU

Ekstrakcija fenolnih spojin je bila izvedena po po-
stopku Zamljen in sod. (2024) z manj$imi prilagodi-
tvami. Svez rastlinski material (0,2 g) se je ekstrahiralo
s 4 ml 80 % metanola s 3 % mravlji¢ne kisline v bi-
destilirani vodi. Vzorci so bili name$ceni v ultrazvoc-
no kopel za 1 uro (0 °C). Po sonifikaciji se je vzorce
centrifugiralo pri 8000 g za 7 minut ter filtriralo skozi
poliamidni filter z velikostjo por 0,25 pm (Chromafil
AO-20/25, Macherey-Nagel, Dueren, Nemcija). Vzorci
so bili nato shranjeni v 1,5 ml vialah pri -20 °C. Posa-
mezne fenolne spojine so bile identificirane po postop-
ku, ki ga opisujejo Zamljen in sod. (2023), z uporabo
tandemske masne spektrometrije (MS/MS; LTQ XL;
Thermo Scientific, Waltham, MA, ZDA) v negativhem

ionskem nadinu.

2.2 ANALIZA HLAPNIH SNOVI V NAVADNEM
TIMIJANU

Identifikacija hlapnih organskih spojin je bila
izvedena z uporabo plinske kromatografije z masno
spektrometrijo (SPME-GC-MS) po metodi Zamljen in
sod. (2024). V 20 ml vialo se je zatehtalo 1 g zmlete-
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ga vzorca ter dodalo 10 pl notranjega standarda (NS:
3-nonanone, 2,7 mg ml"' v acetonitrilu). Vzorec je bil
inkubiran pri 50 °C 5 minut ob mesanju pri 250 g. De-
sorpcija v injektorju je trajala 3 minute pri 250 °C z
delilnim razmerjem (split) 1:50.

Posamezne spojine so bile lo¢ene s sistemom Shi-
madzu GC-MS QP2020, opremljenim z enojnim kva-
drupolnim MS detektorjem in kolono ZB-wax PLUS
(30 m x 0,25 mm, debelina filma 0,5 pm). Nosilni plin
je bil helij s pretokom 1 ml min™. Ostale nastavitve so
bile enake kot poro¢ajo Zamljen in sod. (2024). Hla-
pne organske spojine so bile identificirane na podlagi
primerjave s komercialnimi spektralnimi knjiznicami
(NIST 11 in FFNSC 4).

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

3.1 FENOLNE SPOJINE V NAVADNEM TIMI-
JANU

V navadnem timijanu je bilo identificiranih 15
fenolnih spojin (Tabela 1): devet fenolnih kislin, dva
flavonola, dva flavona in dva flavanona. Dva hekso-

zida siringinske kisline sta bila dolocena, s tipi¢nim
fragmentacijskim vzorcem MS" m/z 359 in 197, kot
poro¢ajo Ahmadi in sod. (2024) v navadnem timija-
nu in Zajblju. Derivati salvianolne kisline, so bili do-
loceni s tipi¢nim fragmentacijskim vzorcem MS® m/z
493 in 359. Rozmarinska in sagerinska kislina sta bili
identificirani s tipi¢nim fragmentacijskim vzorcem
MS" m/z 359, 161 in 179 ter MS" m/z 557, 359 in 161 v
navadnem timijanu (Babota in sod., 2023). Flavonola,
kvercetin-3-O-rutinozid in kempferol-3-0O-heksozid,
sta bila identificirana s fragmentacijskim vzorcem MS
m/z 465, MS? 303 in MS m/z 447, MS? 285, flavona,
luteolin-3-O-heksorunid in apigenin-6,8-di-O-gluko-
zid, s fragmentacijskim vzorcem MS m/z 461, MS? 285
in MS m/z 593, MS? 473, 503. Flavanona sta bila iden-
tificirana v navadnem timijanu kot eriodiktiol-O-hek-
sozida, s fragmentacijskim vzorcem MS m/z 449, MS?
287 (Culina in sod., 2021).

Analiza fenolnih spojin v navadnem timijanu je
razkrila $irok spekter razli¢nih fenolnih kislin (60 %)
in flavonoidov (40 %) (Slika 1). Med fenolnimi Kkisli-
nami sta bili najpogostejsi siringinska in rozmarinska
kislina. Ti spojini sta znani po antioksidativnih lastno-
stih in zmanj$evanju negativnih u¢inkov oksidativnega

Tabela 1: Identifikacija fenolnih spojin v navadnem timijanu.
Table 1: Identification of phenolic compounds in thyme.

Spojina Rt (min) [M-H] (m/z)  MS* (m/z) MS? (m/z)

Siringinska kislina heksozid 1 7,84 395 359 (100) 197 (100)

Siringinska kislina heksozid 2 9,73 359 197 (100) —

Kvercetin-3-O-rutinozid 11,40 465 303 (100) —

Apigenin-6,8-di-O-glukozid 14,96 593 473 (100), 503 (70) —

Eriodiktiol-O-heksozid 1 16,93 449 287 (100) —

Rozmarinska kislina 17,00 377 359 (100) 161 (100), 179 (26), 197 (23),
223 (14)

Kaempferol-3-0O-heksozid 19,09 447 285 (100) —

Eriodiktiol-O-heksozid 2 20,17 449 287 (100), 269 (24) —

Luteolin-3-0O-heksorunid 22,66 461 285 (100) —

Sagerinska kislina 24,45 719 557 (100), 359 (30) 359 (100), 161 (80), 179 (29),
197 (23), 223 (15)

Salvianolna kislina A 26,01 537 493 (100) —

Salvianolna kislina 26,83 493 359 (100) —

Dimer salvianolne kisline A 27,81 555 493 (100), 359 (29) —

Izomer salvianolne kisline 1 28,04 569 537 (100), 493 (24) —

Derivat salvianolne kisline B 30,29 717 519 (100), 537 (52), 673 (43), —

493 (7)

Rt = retenzijski ¢as; [M-H] = glavna masa spojine v negativnem ionskem nacinu; MS” = prva fragmentacija; MS® = druga fragmentacija; MS* = tretja
fragmentacija.
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Slika 1: Delez skupin fenolnih spojin v navadnem timijanu.
Figure 1: Ratio of phenolic compounds in thyme.

stresa v rastlinah (Guan in sod., 2022). Poleg omenje-
nih kislin tudi derivati salvianolne Kkisline (salvianol-
na kislina A, B in njeni derivati) prispevajo k zmanj-
$evanju oksidativnega stresa v rastlini (Zhou in sod.,
2014). Med flavonoidi so bili identificirani kvercetin-
3-O-rutinozid, kaempferol-3-O-heksozid, luteolin-3-
O-heksorunid, apigenin-6,8-di-O-glukozid ter erio-
diktiol-O-heksozid. Funkcija flavanoidov v rastlinah je
obramba pred negativnimi vplivi okolja. Njihova sin-
teza se okrepi predvsem ob pojavu razli¢nih stresnih
dejavnikov, kot so UV sevanje, mo¢na svetloba, ozon,
tezke kovine, previsoke ali prenizke temperature, sla-
nost tal ter su$ne razmere (Tattini in sod., 2004). Fla-
vonoidi se v ve¢jih koli¢inah kopicijo v vr$ickih, pelo-
du ter v hipodermisu stebel in listov. V rastlini imajo
za$citno vlogo, saj absorbirajo in filtrirajo UV sevanje.
Abiotski stres povzroc¢a nastanek oksidativnega stanja
(Khalid in sod., 2019). Oksidativni stres je sekundarni
stres, ki nastane kot posledica oblik primarnega stresa,
kot so susa, visoke ali nizke temperature, UV sevanje
ipd. Pri tem se za¢nejo pospeseno kopiiti reaktivne ki-
sikove spojine (ROS), kot so vodikov peroksid (H,O5),
singletni kisik (*O,), superoksidni radikal (O,e’) in
hidroksilni radikal (OHe) (Hasanuzzaman in Fuji-
ta, 2022). ROS so zelo reaktivne in toksi¢ne za celice,
saj povzrocajo oksidacije beljakovin, peroksidacije li-
pidov in poskodbe DNK, kar lahko na koncu privede
do celi¢ne smrti in kasneje propada celotne rastline
(Hasanuzzaman in sod., 2019). Zaradi tega so rastline
razvile mehanizme v obliki fenolnih spojin, s katerimi
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preprecujejo negativne vplive okolja in s tem povecajo

sposobnost prezivetja.

3.2 HLAPNE SPOJINE V NAVADNEM TIMIJANU

Analiza hlapnih organskih spojin listov navad-
nega timijana je razkrila $irok spekter monoterpenov
in seskviterpenov ter posameznih estrov, alkoholov,
aldehidov in etrov. Med monoterpeni so prevladova-
li a-pinen, B-pinen, limonen, y-terpinen in linalool,
ki skupaj predstavljajo glavni delez skupne vsebnos-
ti hlapnih komponent (66,7 %) (Slika 2). Sinteza in
spro$¢anje monoterpenov sta odvisni od ¢asa in inten-
zivnosti abiotskih in biotskih dejavnikov, kot so tempe-
ratura, jakost svetlobe ter napad $kodljivcev in bolez-
ni. Rastline lahko monoterpene shranjujejo v celicah
ali v strukturah kot so trihomi (Nagalingam in sod.,
2023). Najar in sod. (2021) porocajo, da monoterpeni
kot glavna skupina hlapnih snovi v navadnem timijanu
predstavljajo do 90 %. Tudi v nasi raziskavi so mono-
terpeni predstavljali glavnino vseh hlapnih snovi. Med
posameznimi spojinami sta timol in karvakrol izstopa-
la kot glavna monoterpena.

Dolocena sta bila $e dva seskviterpena (E-kario-
filen in germakren D), dva estra (metil 2-metilbutirat
in bornil acetat), dva aldehida (heksanal in 2E-hekse-
nal) ter eter (timol metil eter) in alkohol (3-oktenol), ki
dodatno dopolnjujeta kemi¢ni profil rastline.

Skupna sestava hlapnih organskih spojin in
specifi¢en aromatski profil rastline sta v skladu z dose-
danjimi porocili o metabolnem profilu navadnega
timijana. Koli¢ine in razmerja posameznih komponent

33%

33%

O Monoterpeni OSeskviterpeni OEstri O Aldehidi @Alkoholi OEtri BOgljikovodiki
Slika 2: Delez posameznih skupin hlapnih spojin v navadnem
timijanu.

Figure 2: Ratio of volatile compounds in thyme.
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Tabela 2: Identifikacija hlapnih spojin v navadnem timijanu.
Table 2: Identification of volatile compounds in thyme.

Spojina Rt (min) CAS st. Klasifikacija
Metil-ciklopentan 1,823 96-37-7 ogljikovodik
Metil 2-metilbutirat 6,295 868-57-5 ester
a-Pinen 6,544 80-56-8 monoterpen
a-Tujen 6,682 2867-05-2 monoterpen
Kamfen 7,848 79-92-5 monoterpen
Heksanal 8,457 66-25-1 aldehid
B-Pinen 9,203 127-91-3 monoterpen
Sabinen 9,667 3387-41-5 monoterpen
§-3-Karen 10,63 13466-78-9 monoterpen
Mircen 11,143 123-35-3 monoterpen
a-terpinen 11,698 99-86-5 monoterpen
Limonen 12,376 138-86-3 monoterpen
B-flandren 12,707 555-10-2 monoterpen
2E-Heksenal 13,148 6728-26-3 aldehid

y- terpinen 14,066 99-85-4 monoterpen
B-okimen 14,246 3779-61-1 monoterpen
4-pentenil propionat 14,702 30563-30-5 ester
p-cimen 14,938 99-87-6 monoterpen
Terpinolen 15,389 586-62-9 monoterpen
3-oktenol 21,183 3391-86-4 alkohol
Trans-sabinen hidrat 21,744 17699-16-0 monoterpen
Linalool 24,270 78-70-6 monoterpen
Bornil acetat 25,392 92618-89-8 ester
E-kariofilen 25,849 13877-93-5 seskviterpen
Timol metil eter 26,020 1076-56-8 eter
4-terpineol 26,122 562-74-3 monoterpen
Borneol 29,113 507-70-0 monoterpen
Germakren D 29,197 23986-74-5 seskviterpen
Timol 36,870 89-83-8 monoterpen
Karvakrol 37,278 499-75-2 monoterpen

so odvisne od genetskih, okoljskih in tehnoloskih de-
javnikov (Malik in sod. 2023).

4 ZAKLJUCEK

Metabolna analiza navadnega timijana (Thymus
vulgaris L.) je potrdila, da gre za rastlino z bogatim na-
borom bioaktivnih spojin, ki pomembno prispevajo k
njenim farmakolo$kim, prehranskim in gospodarskim
lastnostim. Ugotovili smo, da ve¢ino hlapnih organskih
spojin predstavljajo monoterpeni, med fenolnimi spoji-

nami pa prevladujejo fenolne kisline in flavonoidi. Raz-
iskava potrjuje pestro metabolno sestavo listov in stebel
navadnega timijana.
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