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SAZETAK

Ekstrakcija eteri¢nog ulja jedan je od najstarijih na¢ina recikliranja biljne biomase pri
¢emu se iglice koriste kao vrijedna sirovina te se time smanjuje koli¢ina biootpada. Sastav
etericnog ulja uvelike ovisi o vrsti biljnog materijala, a za potrebe ovog istrazivanja koristeni

su crni bor, obi¢na smreka, srebrna ili bodljikava smreka te Pan¢i¢eva omorika.

Ispitivao se kemijski sastav i mikrobioloSka aktivnost uzoraka eteri¢nih ulja dobivenih
metodom hidrodestilacije po Clevengeru i Soxhlet ekstrakcijom. Kemijski sastav analiziran je
tankoslojnom kromatografijom, plinskom kromatografijom vezanom sa spektrometrom masa
te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom. Glavne komponente
etericnog ulja crnog bora (Pinus nigra) su a-pinen (34,16%) i germakaren D (29,79%).
Analizom eteri¢nih ulja dobivenih hidrodestilacijom iglica smreke (Picea pungens, Picea abies
I Picea omorika) uocena je velika sli¢nost u kemijskom sastavu pri ¢emu je dominantna
sastavnica u sva tri ispitivana uzorka bornil-acetat u udjelima izmedu 21,97 i 53,19%.
Antimikrobno djelovanje testirano je prema Gram-negativnoj i Gram-pozitivnoj bakterijskoj
kulturi te kvascu roda Candida. Intenzitet inhibirajuéeg utjecaja eteri¢nih ulja razlikovao se

ovisno o koristenoj mikrobnoj kulturi.

Kljuéne rije€i: eteri¢no ulje, hidrodestilacija, Picea abies, Picea omorika, Picea pungens,

Pinus nigra



ABSTRACT

Extraction of essential oil is one of the oldest methods of recycling plant biomass, using
pine needles as a valuable raw material and thus reducing the amount of biowaste. The
composition of essential oil mainly depends on the type of plant material. In the present study,

Black Pine, Norway Spruce, Blue Spruce and Panci¢ Spruce (Serbian spruce) were used.

The chemical composition and microbiological activity of essential oils extracted by
the method of hydrodistillation by Clevenger and Soxhlet extraction were researched. The
chemical composition was analyzed by thin layer chromatography, gas chromatography with
mass spectrometry and infrared spectroscopy with Fourier transform. The main components
of Black Pine (Pinus nigra) essential oil are a-pinene (34.16%) and germacaren D (29.79%).
The analysis of essential oils extracted by hydrodistillation of Spruce needles (Picea pungens,
Picea abies and Picea omorika) showed great similarity in chemical composition between
those three species. Dominant component in all three samples was bornyl acetate in
concentrations from 21.97 to 53.19 percent. The antimicrobial activity was tested against
Gram-negative and Gram-positive bacterial cultures and yeast of the genus Candida. The
intensity of the inhibitory effect of the essential oils used varied depending on the microbial

culture used.

Keywords: essential oil, hydrodistillation , Picea abies, Picea omorika, Picea pungens

Pinus nigra
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1.UvOD

Eteri¢na ulja su hlapljivi organski kompleksi koji mogu sadrzavati vise od sto razli¢itih
spojeva, a nalaze se u uljnim Zzlijezdama biljaka koje mogu biti povrSinske ili unutrasnje.
Trenutno je poznato oko 3000 vrsta eteri¢nih ulja od kojih oko 300 ima zna¢ajnu komercijalnu
ulogu [1]. Koriste se kao dodaci hrani, kozmetici, parfemima, farmaceutskim sredstvima,

sredstvima za ¢iS¢enje 1 poljoprivrednim proizvodima.

Prva sustavna ispitivanja sastavnica eteri¢nih ulja proveo je M. J. Dumas Koji je, u radu
objavljenom 1833. godine, predstavio rezultate analiza spojeva koji su sadrzavali
ugljikovodike, kisik, sumpor i dusik. Najznacajnija istrazivanja proveo je O. Wallach koji je
ustanovio da je nekoliko terpena kemijski identi¢no, iako su im dodijeljeni razli¢iti nazivi.
Stoga je pokuSao izolirati pojedine sastojke eteri€nih ulja frakcijskom destilacijom i prouciti

njihova osnovna svojstva [2].

Stabla Cetinjaca smatraju se izvorom bioaktivnih spojeva koji su dali vazan doprinos u
otkricu mnogih farmaceutskih proizvoda te su stoga mnoge vrste podvrgnute opseznim
fitokemijskih istrazivanjima. Nekoliko bioaktivnih spojeva izoliranih iz razli¢itih vrsta roda
Pinus imaju razlic¢ite bioloske uc¢inke poput protuupalnih, antioksidativnih i antimutagenih.
Neke se vrste Cesto koriste zbog svojih ljekovitih uc¢inaka kao diuretici, za lije¢enje pluénih 1
mokraénih poremecaja, a naj¢esce pri lijeCenju respiratornih tegoba. Zbog svog svjezeg mirisa

¢esto se mogu naci u sastavu osvjezivaca zraka, sapuna i deterdZenata.

U posljednjih nekoliko godina uocava se porast otpornosti mikroorganizama na
postojece antibiotike te je sve vece zanimanje za primjenu biljnih proizvoda kao potencijalnih
i perspektivnih izvora antimikrobnih sredstava. Dokazano je da eteri¢na ulja roda Pinus
posjeduju antibakterijska 1 antifungalna svojstva te mogu posluziti kao izvor antimikrobnih

sredstava [3].

Cilj ovog rada bio je izolirati eterina ulja porodice Pinaceae. Nakon izolacije
provedena je Kkarakterizacija uzoraka tankoslojnom kromatografijom, plinskom
kromatografijom vezanom sa spektrometrom masa te infracrvenom spektroskopijom s
Fourierovom transformacijom. Antimikrobni utjecaj eteri¢nih ulja ispitivao se disk-difuzijskim

testom.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Uzgoj ljekovitog bilja

Kemijski sastav i kvaliteta etericnog ulja uvelike ovisi o nacinu na koji biljke rastu ili
se uzgajaju. Biljke koje moZemo pronacéi na trziStu najcesc¢e imaju ovakve oznake uzgoja i rasta

[4]:

1. Divlji (samonikli) rast— ovakav nacin rasta je najbolji jer se biljka sama u potpunosti
prilagodi okoliSu i proizvodi one tvari koje su joj nuzne za opstanak u ekosustavu. Prednost
ovakvog rasta je iznimna kvaliteta eteri¢nog ulja jer uzgojene biljke ponekad daju ulja slabije
kvalitete, ali nekontroliranim branjem mogu se unistiti biljne vrste te time ugroziti ekosustav.
Takoder, koristenjem biljke s oznakom divljeg rasta ne mozemo utvrditi radi li se o staniStima

koja su udaljena od oneciS¢enja, kanalizacije, cesta i industrije.

2. Certificirani bioloSki divlji rast — takoder vrsta divljeg rasta, no takvo staniSte nadziru
posebne komisije koje utvrduju radi li se o ekoloski prihvatljivom zemljiStu za branje koje se

ne nalazi u oneciS¢enom podrucju.

3. Konvencionalni uzgoj — na zemljistu se uzgaja samo jedna vrsta, a koriste se umjetna
gnojiva, pesticidi 1 herbicidi. Najvaznije je da uzgajivaci postuju doba karence (period izmedu

zapraSivanja 1 branja) kako biljke ne bi sadrZavale opasne insekticide.

4. Bioloski uzgoj — vrsta uzgoja u monokulturama, kao i konvencionalni uzgoj, ali bez
umjetnih gnojiva i insekticida. ZemljiSta za uzgoj ne smiju biti u blizini oneciS¢enja, a posebne

komisije nadziru kvalitetu uzgoja.

5. Biodinamicki uzgoj — jedan od najtezih uzgoja jer se pokusava imitirati divlji rast, ali tako

uzgojene biljke daju vrlo kvalitetno ulje.

2.2. Eteri¢na ulja

Eteri¢na ulja su hlapljivi organski kompleksi koji mogu sadrzavati vise od sto razliitih
spojeva. Sintetiziraju se kao sekundarni metaboliti dijelova biljke kao §to su cvijece, lisce,
plodovi, sjemenke, korijenje, rizomi i stabljike [1]. Kemijski sastav ulja ovisi o biljci iz koje

su dobiveni, godisnjem dobu, zemljopisnom polozaju, tehnici Zetve, vrsti tla te genotipu [1].



Poznato je da imaju Siroku primjenu u industriji, a koriste se kao: dodatci prehrani, kozmetici,

parfemima, lijekovima te poljoprivrednim proizvodima [1].

Eteri¢na se ulja nalaze u uljnim Zlijezdama koje mogu biti povrSinske ili unutradnje,

slika 1.

Slika 1. Povrsinska (cvijet lavande) [5] i unutrasnja uljna Zlijezda [6].

2.3. Dobivanje eteri¢nog ulja

Ekstrakcija eteri¢nog ulja je jedan od najstarijih nacina recikliranja biljne biomase, ali
je vrlo malo informacija o procesu ekstrakcije iz biomase koja sadrzi mali postotak etericnog
ulja, kao §to su Pinus sylvestris i Pisea abies [4]. Eteri¢na ulja su dobivena iz biljnih materijala
razli¢itim metodama koje su prilagodene ovisno o tome iz kojeg se biljnog dijela dobiva ulje

[7]. Najcesce korisene metode za dobivanje eteri¢nog ulja su [7]:

2.3.1. Destilacija vodenom parom

2.3.2. Hidrodestilacija

2.3.3. Vodeno-parna destilacija

2.3.4. Ekstrakcija organskim otapalima
2.3.5. Ekstrakcija superkriti¢cnim fluidima
2.3.6. Maceracija

2.3.7. Hladno presanje

2.3.1. Destilacija vodenom parom
Destilacija vodenom parom je najceS¢e koriStena metoda za ekstrakciju eteri¢nih ulja

iz biljnog materijala. Eteri¢na ulja su smjese spojeva koje su sadrzane u zlijezdama biljke.



Mnogi od tih spojeva imaju vrlo visoka vrelista, izmedu 150 i 200°C te bi za njihovu izolaciju
bilo potrebno zagrijavati biljke na tu temperaturu. Umjesto destilacije biljke na tako visokim
temperaturama, kroz biljnu masu se propusta vruéa vodena para. Vodena para prolazi kroz
biljni materijal te pri tome oslobada aromatske molekule. Nakon isparavanja dolazi do
kondenzacije biljnih spojeva u kondenzatoru. Dobivena kapljevina ispusta se iz kondenzatora
te se odvodi u separator gdje se, zbog razlicite gustoce, odvajaju uljna i vodena faza. Uljna faza
je laksa pa se nalazi na povrsini, a ispod se nalazi vodena faza koja se naziva hidrolat ili cvjetna
vodica. Destilacija vodenom parom je slozen proces pri kojem je potrebno voditi racuna o
kvaliteti biljnog materijala, temperaturi, tlaku, trajanju destilacije te nac¢inu odvajanja etericnog

ulja i hidrolata.

HLADNA
VODA

== TOPLAVODA

BILINI
MATERIJAL KONDENZATOR

SEPARATOR

ETERICNO
ULJE

VODENA PARA HIDROLAT

Slika 2. Shematski prikaz procesa destilacije vodenom parom [7].

2.3.2. Hidrodestilacija

Hidrodestilcija je najpogodnija metoda ako se za dobivanje etericnog ulja koristi krhki
biljni materijal, poput ruzinih latica. Biljni materijal stavlja se u vodu i zagrijava do vrenja pri
¢emu dolazi do isparavanja hlapivih biljnih komponenata zajedno s vodom. Nakon isparavanja
dolazi do kondenzacije u kondenzatoru, a kapljevine se zatim odvajaju u separatoru. Prednost
ove metode je u tome $to se produkti medusobno ne mijeSaju pa ih je mogucée odvojiti
dekantiranjem. Dobivena vodena faza ima nekoliko imena: hidrolat, hidrosol, biljna voda,
esencijalna voda, cvjetna voda ili biljni destilat [7].
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Slika 3. Shematski prikaz procesa hidrodestilacije [7].

2.3.3. Vodeno - parna destilacija
Ova metoda se razlikuje od prethodne po tome Sto se biljni materijal nalazi u vodi unutar

spremnika koji se zagrijava, a vodena para se uvodi izvana.

2.3.4. Ekstrakcija organskim otapalima

Organska otapala, kao §to su n-heksan i etanol, koriste se za izoliranje eteri¢nih ulja iz
biljnog materijala. Mirisne tvari ekstrahiraju se iz organskog otapala u alkohol, koji se nakon
toga uklanja destilacijom, a tvar koja ostaje naziva se apsolut [4]. Ova metoda je najprikladnija
za biljke koje daju niske prinose eteri¢nog ulja, a glavni nedostatak je to $to je dobiveno ulje
drugacijeg sastava od onog dobivenog hidrodestilacijom. Osim eteri¢nog ulja, ¢esto dolazi i do

ekstrakcije pigmenata 1 smola pa dobiveni produkt zahtjeva dodatno proc¢iS¢avanje.

VAKUUM
i m— DESTILACIJA

OTOPINA : 6

VOSKA | ULJA KONDENZATOR

BILJNI
MATERIJAL

o | 0al

APSOLUT
S
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Slika 4. Shematski prikaz procesa ekstrakcije organskim otapalima [7]



2.3.5. Ekstrakcija superkriti¢nim fluidima

Ekstrakcija superkriticnim fluidima je skuplji 1 tehnoloski zahtjevniji proces, a fluid
koji se najcesce primjenjuje je ugljikov dioksid. Kao produkt nastaju ulja vrlo visoke kvalitete
€iji sastav nije promijenjen primjenom visokih temperatura, za razliku od postupka destilacije
vodenom parom. Ekstrakcija superkriticnim ugljikovim dioksidom provodi se pri
temperaturama izmedu 35 i 38 °C, a destilacija vodenom parom provodi se izmedu 60 i 100 °C

[7]. Postupak se moze opisati u nekoliko koraka (slika 5.):

1. Superkritiéni CO2 se pumpa u komoru u kojoj se nalazi biljni materijal.
2. Ugljikov dioksid djeluje kao otapalo u kojem se otapaju sastavnice etericnog ulja.
3. Pri povratku na atmosferski tlak, CO2 ponovno prelazi u plinovito stanje, a ulje se

odvaja u separatoru.

Prednost ekstrakcije superkri¢nim ugljikovim dioksidom je ta §to se ne koriste Stetna otapala,

a ugljikov dioksid se moze lako ukloniti iz komore za ekstrakciju.

Co2

(KAPLJEVINA) VENTILI ZA
REDUKCIJU TLAKA
BILINI : \
MATERIJAL | SSEBARATR
Cco2
(KAPLJEVINA)
/AN
anlz 0
2/ A\

EKSTRAKTOR

Slika 5. Shematski prikaz procesa ekstrakcije superkriticnim CO2 [7].

2.3.6. Maceracija

Maceracija je postupak ekstrakcije djelotvornih tvari iz usitnjenog biljnog materijala
pri sobnoj temperaturi. Prije samog procesa potrebno je dobro osusiti biljni materijal kako bi
se suzbio rast mikroba. OsuSena biljka se sitno reZe, drobi ili melje u prah te stavlja u zatvorenu

posudu. Usitnjeni biljni materijal se prelije otapalom, a dobivena smjesa se ostavi da odstoji



tjedan dana uz povremeno mijesanje. Iscrpljeni biljni materijal se odvaja od otapala koje se
ostavi jo§ nekoliko dana na hladnom mjestu kako bi se izbistrilo, a nakon toga se filtrira.
Dobiveni macerat je potrebno ¢uvati na hladnom i suhom mjestu u hermeticki zatvorenoj
posudi. Vrijeme i vrsta otapala ovise o vrsti biljnog materijala koji se koristi. Tako se za
maceraciju korijena sljeza (Althea officinalis) koristi mlaka voda, a postupak traje dva do tri
sata, dok se za gospinu travu (Hypericum perforatum) koriste masna ulja te postupak moze
trajati i do nekoliko tjedana [4].

Slika 6. Shematski prikaz procesa maceracije [7].

2.3.7. Hladno presanje

Hladno presanje se Cesto koristi za dobivanje etericnog ulja iz biljaka roda Citrus.
Mehanicka obrada biljnog materijala provodi se pri sobnoj temperaturi, a dobiveni produkt se
sakuplja u sakupljacu. Centrifugiranjem se odvaja zaostali sadrzaj krute tvari, a zatim u

separatoru dolazi do odvajanja uljne i vodene faze.

SEPARATOR

s

1 | ETERIENO ULJE
|

Ben - -l

MEHANICKA OBRADA ISPIRANJE

Slika 7. Shematski prikaz procesa hladnog presanja [7].



2.4. SkladiStenje etericnog ulja
Za oCuvanje kvalitete eteri¢nih ulja bitno je voditi rauna o [8]:

1. Kontaktnom materijalu posude u kojoj se ¢uva — nekad su se eteri¢na ulja ¢uvala u
bakrenim posudama koje su bile presvucene kositrom, no danas je bakar zbog visoke
cijene zamijenjen nehrdaju¢im celikom ili aluminijem. Materijal od kojeg je
napravljena posuda mora biti inertan i ne smije reagirati s molekulama eteri¢nog ulja.

2. Temperaturi skladiStenja — preporucena temperatura skladistenja je 15 — 20 °C.
Ukoliko je temperatura skladiStenja niza od preporucene, a posuda nije do kraja
napunjena, moze do¢i do kondenzacije vode u spremniku te time do oneciS¢enja
dobivenog produkta.

3. Zastiti od kisika — atmosferski kisik spontano oksidira eteri¢na ulja, a posebno ulja
bogata ugljikovodicima kao $to su citrusna ulja te ulja ¢etinjaca. Oksidirana ulja mogu
izazvati alergijske reakcije, a kako do toga ne bi doslo, posude se pune eteri¢nim uljem

do vrha pa u posudi nema dovoljno kisika za izrazeniji proces oksidacije.

2.5. Mikrobiolo$ka analiza eteri¢nog ulja

Bakterijska rezistencija na postojece antibiotike te pad razvoja novih antibiotika
predstavlja znacajnu prijetnju ljudskom zdravlju te je stoga sve veca potreba za novim,
ucinkovitim 1 sigurnim antimikrobnim sredstvima. U posljednjih nekoliko godina raste
primjena biljnih proizvoda kao antimikrobnih sredstava za prevenciju i lijeCenje zaraznih
bolesti. Ispitivanje antimikrobne osjetljivosti koristi se u otkrivanju lijekova, epidemiologiji te

za predvidanje ishoda lijecenja [9].

U ovom radu ispitivala se antimikrobna osjetljivost dobivenih uzoraka eteri¢nog ulja
disk-difuzijskim testom, a koriStene su bakterijske kulture Escherichia coli (3001) i Bacillus

subtilis (3020) te kvasac Candida lipolytica (59), koji su izolirani iz okolisa.

E. coli (slika 8) iz porodice Enterobacteriaceae je Gram-negativni Stapic¢ koji raste na
jednostavnim kulturama s minimalnim hranjivim tvarima. MoZe rasti u aerobnim, ali i u
anaerobnim uvjetima te biti pokretljiva ili nepokretljiva. Zauzima posebno mjesto u
mikrobioloSkom svijetu jer izaziva teSke infekcije u ljudskom i Zivotinjskom organizmu.

Uzrokuje sepsu, neonatalni meningitis, gastroenteritis te je najceS¢i uzrocnik infekcija



mokra¢nog sustava. Bakterijske infekcije lijecCe se antibioticima, a njihova pretjerana upotreba
dovela je do znacajnog porasta otpornosti, posebno na lijekove poput aminopenicilina i ko-
trimoksazola, koji su se u proslosti ¢esto koristili. Porast antimikrobne rezistencije E. coli
smatra se jedim od glavnih izazova u lijeenju bolesti ljudi i zivotinja te predstavlja velik

javnozdravstveni problem.

Slika 8. Escherichia coli (3001)

B. subtilis (slika 9.) je Gram-pozitivna bakterija Stapi¢astog oblika koja se nalazi u tlu.
Moze rasti u mediju s minimalnim hranjivim tvarima koji sadrZi potrebne soli, ugljik, dusik 1
fosfor. Kada se nalazi u mediju s ograni¢enim hranjivim tvarima mozZze stvoriti ¢vrstu, zastitnu

endosporu zbog koje prezivljava ekstremne vremenske uvjete.

Slika 9. Bacillus subtilis (3020)



Mnoge vrste i sojevi roda Bacillus proizvode velik broj tvari koje imaju antimikrobno
djelovanje. B. subtilis je bakterija koja proizvodi mnoge metabolite s antifungalnim i
antibakterijskim djelovanjem koji su vazni u borbi protiv brojnih fitopatogenih

mikroorganizama.

Candida lipolytica (slika 10.) je askomicetni kvasac koji je Siroko rasprostranjen u
okoliSu, mesnim i1 mlijenim proizvodima. Ima Siroku primjenu u prehrambenoj i
farmaceutskoj industriji gdje se koristi za proizvodnju aromatskih spojeva, organskih kiselina,

polialkohola, emulgatora te povrsinski aktivnih tvari [10].

Slika 10. Candida lipolytica (59)

2.6. Aromati¢na biljna porodica Pinaceae

Biljna porodica Pinaceae pripada podrazredu Cetinjaca. Poznato je oko 250 razlicitih
vrsta, a sve su zimzelene biljke visine od 3 do 50 metara prepoznatljive po uskim, iglicastim

listovima. Najpoznatiji rodovi su [4]:

e Abies - sibirska jela (Abies sibirica), jela (Abies alba)

e Cedrus - atlaski cedar (Cedrus atlantica), himalajski cedar (Cedrus deodara),
libanski cedar (Cedrus libani)

e Larix - ari§ (Larix decidua)

e Picea - obi¢na smreka (Picea excelsa), crna smreka (Picea mariana)

e Pinus - bijeli bor (Pinus sylvestris), crni bor (Pinus nigra).

10



Po kemijskom sastavu najéeS¢e sadrzavaju terpene, estere te seskviterpenske ketone.
Karakterizira ih ravno i cilindricno deblo te iglicasti listovi. Deblo se najces¢e koristi za
proizvodnju papira, a nakon sjeCe se vecina stabla odbacuje, uklju¢ujuéi grancice i iglice.
Proizvodnjom eteri¢nog ulja iglice se koriste kao vrijedna sirovina te se time smanjuje koli¢ina
biootpada. Sastav eteri¢cnog ulja uvelike ovisi o vrsti biljnog materijala, a za potrebe ovog
istrazivanja koristeni su crni bor, obi¢na smreka, srebrna ili bodljikava smreka te Panci¢eva

omorika.

2.6.1. Crni bor (Pinus nigra)

Crni bor je crnogori¢no stablo rasprostranjeno diljem Europe, sjeverozapadne Afrike i
Male Azije. Oblik kroSnje ovisi o starosti biljke, u pocetku je Sirokog jajolikog oblika
(slikall.), a u kasnijoj dobi postaje Siroka s gotovo vodoravnim vrhom. Starost biljke utjece i
na oblik kore koja s vremenom postaje raspucana u mnostvo nepravilnih ljuski te luci obilje

smole. Za pripravu etericnih ulja koriste se tamnozelene iglice koje mogu biti dugacke od 10

do 15cm.

Eteri¢no ulje bora koristi se u aromaterapiji zbog njegova pozitivnog utjecaja na
raspoloZenje, uklanjanje stresa i umora te povecanje koncentracije [11]. Cesta je primjena i u
zdravstvene svrhe jer podiZze imunitet, Cisti respiratorni sustav, otklanja simptome prehlade,
kaslja, astme te gripe [11]. Osim navedenih primjena, eteri¢no ulje bora se koristi se i za [11]:
ublazavanje svrbeza i upala na kozi, kontroliranje prekomjernog znojenja, sprjeavanje
gljivienih infekcija, usporavanje znakova starenja te poboljSanje cirkulacije. Zbog svog mirisa
1 antibakterijskog svojstva, borovo ulje se koristi i u kozmetickim proizvodima, sapunima i

deterdZentima.

Slika 11. Pinus nigra
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2.6.2. Obicna smreka (Picea abies)

Obicna smreka je rasprostranjena u sjevernoj Europi i na planinskim podru¢jima srednje
1 juzne Europe. Koristi se za sprjecavanje erozije tla, ali ovoj vrsti smreke pripisuje se 1 vazan
ckonomski znacaj jer se koristi kao gradevinski materijal, a deblo se, zbog svoje kvalitete i
stupnja glatkoce, Cesto koristi i za izradu gudackih instrumenata i namjestaja te za proizvodnju
papira. Mlade iglice primjenjuju se u medicinske svrhe za pripremu ¢aja ili sirupa i u

aromaterapiji za izolaciju eteri¢nog ulja s mnogim ljekovitim svojstvima.

Etericno ulje obi¢ne smreke ima S$iroku primjenu zbog svog antiseptickog i
antibakterijskog djelovanja. U aromaterapiji se koristi za opustanje, uklanjanje umora i osjecaja
tjeskobe. U zdravstvene svrhe se koristi kao dobar saveznik protiv gripe i prehlade, podize
imunoloski sustav te olakSava disanje pri inhalaciji s vru¢om vodom [12]. U narodnoj medicini
Cesto se koristi ¢aj od mladih iglica za lijeenje kaslja i bronhitisa. Zbog svog svjezeg mirisa

koristi se za pripremu osvjezivaca zraka, deterdzenata i sapuna.

Slika 12. Picea abies

2.6.3. Srebrna ili bodljikava smreka (Picea pungens)

Srebrna smreka ili bodljikava smreka je crnogori¢no stablo rasprostranjeno u Sjevernoj
Americi te Europi. Iznimno je otporna na gradska oneciscenja i ljetne suse pa se ¢esto koristi
kao ukrasno stablo u parkovima. Karakteristicna je po plavkastozelenim ostrim iglicama

ugodnog mirisa.

Eteri¢no ulje bodljikave smreke ima dugu povijest uporabe u sauni, parnoj kupelji te
kao dodatak kupkama i masaznim uljima zbog svog opustajuceg djelovanja. Osim Sto opusta
tijelo i smiruje upale, koristi se i za umirivanje kaslja i bronhitisa te ¢iS¢enje i zarastanje rana

na kozi.
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Slika 13. Picea pungens

2.6.4. Panci¢eva omorika (Picea omorika)

Panci¢eva omorika je zimzeleno stablo koje je u 19. stolje¢u otkrio botanicar Josip
Panci¢ na planini Tari. Vitko deblo raste do 30 metara visine s uskom, piramidalnom kro$njom.
Cesto se uzgaja kao dekoracija u parkovima zbog svoje otpornosti na mraz, susu i gradska

onecis¢enja.

Eteri¢no ulje ima vrlo ugodan miris zbog ¢ega se Cesto nalazi u sastavu osvjezivaca
zraka 1 deterdZenata. U aromaterapiji se koristi kao dodatak kupkama za opuStanje miSica, a

pokazalo se djelotvornim i u medicinske svrhe u pripravcima protiv kaslja i prehlade.

P TS T ™
- e B > ey

Slika 14. Picea omorika
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada bio je izolirati eteri¢na ulja porodice Pinaceae te nakon izolacije provesti
karakterizaciju uzoraka tankoslojnom kromatografijom, plinskom kromatografijom vezanom
sa spektrometrom masa te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom.

Mikrobioloska aktivnost eteri¢nih ulja analizirana je disk-difuzijskim testom.
3.2. Biljni materijal

U ovom radu kori$teno je 6 uzoraka prikazanih u tablici 1..

Tablica 1. Vrste i lokacije koristenih uzoraka.

Lokacija Vrsta Oznaka uzorka
Zagreb Picea pungens uz1
Pinus nigra Uz2, UZ6
Pinus nigra UZz3
Slavonski brod
Picea omorika uz4
Picea abies uz5

Biljni materijal je ubran i suSen 10-15 dana na sobnoj temperaturi. Prije provodenja

eksperimenta iglice su usitnjene na komadice duljine oko 5 mm.
3.3. Izolacija eteri¢nog ulja

3.3.1. Hidrodestilacija

Dobivanje eteri¢nog ulja hidrodestilacijom provedeno je u aparaturi po Clevengeru
(slika 15.). U tikvicu s okruglim dnom dodan je usitnjeni biljni materijal, 500 mL destilirane
vode te kamencici za vrenje. Sadrzaj se zagrijavao grijatem, a destilacija se provodila 2 sata
od pada prve kapi. Na graduiranom dijelu aparature ocitana je koli¢ina dobivenog ulja koje je

zatim sakupljeno u zatvorenu posudicu s bezvodnim natrijevim sulfatom i cuvano u hladnjaku.
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Slika 15. Aparatura za hidrodestilaciju

3.3.2. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija provodila se pomocu aparature prikazane na slici 16. Osuseni i
usitnjeni biljni materijal se stavlja u posudu iznad tikvice u kojoj se zagrijava otapalo. Pare
otapala kondenziraju i natapaju biljni materijal. Kao otapalo se koristio n-heksan, a vrijeme
trajanja procesa je 2 sata. n-heksan se uklanja isparavanjem pri snizenom tlaku, slika 17, a

dobiveni produkt ¢uva se u hladnjaku.

Slika 16. Aparatura za Soxhlet ekstrakciju
15



Slika 17. Rotacijski vakuum ispariva¢

3.4. Plinska kromatografija vezana sa spektometrom masa (GC-MS)

Uzorci eteri¢nih ulja dobiveni metodom hidrodestilacije podvrgnuti su analizi u
spregnutom sustavu plinske kromatografije sa spektrometrijom masa (Agilent 7890B/5977A),
slika 18. Uzorci su pripremljeni za analizu otapanjem eteri¢nog ulja u n-heksanu u omjeru
1:100 nakon ¢ega je po 1 mL uzorka injektirano u split modu (1:50). Kao plin nositelj koristen
je helij, uz protok 1 mL/min. Sastavnice eteri¢nog ulja odijeljene su u kapilarnoj koloni HP-
5ms (5% fenil-metilpolisiloksan) duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma
0,25 mm. Za analizu kori$ten je sljedeci temperaturni program: poc¢etna temperatura kolone 60
°C/1 min, nakon toga slijedi zagrijavanje 3 °C/min do 200 °C te zadrzavanje temperature
kolone 10 min na 200 °C. Odjijeljene sastavnice analizirane su na masenom spektrometru (EI
70 eV, m/z 40-400), a obrada dobivenih rezultata provedena je kori$tenjem ra¢unalnog paketa
Agilent GC/MSD ChemStation verzija F.01.03. Sastavnice eteri¢nog ulja identificirane su
usporedbom spektara masa u bazi NIST14, Wiley 9iHPCH 2205.
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Slika 18. Plinski kromatograf sa spektrometrijom masa (GC-MS).

3.5. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

FTIR spektri uzoraka eteri¢nih ulja snimljeni su, bez prethodne pripreme, u podrucju

valnih brojeva od 4000 do 400 cm™na uredaju prikazanom na slici 19.

Slika 19. Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala BrukerVertex
70, ZAKTN, FKIT
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3.6. Tankoslojnakromatografija (TLC)

Uzorci su analizirani tankoslojnom kromatografijom (TLC analiza), pri ¢emu se kao
stacionarna faza koristila plocica silikagela (Silikagel 60 F254), a kao pokretna faza smjesa
etil-acetata i toluena u omjeru 5:95 V/V. Uzorci eteri¢nih ulja pripremljeni su otapanjem 20 puL
ulja u 1 mL toluena, a poredbena otopina pripremljena je otapanjem 10 pL bornil-acetata i 2
mg borneola u 1 mL toluena. Na tanki sloj plo¢ice naneseno je 10 uL ispitivane otopine u liniji
te je sustav stavljen u €aSu s odgovaraju¢im sustavom otapala. Razvijanje je prekinuto kada je
dostignuta fronta otapala u visini od 8 cm nakon ¢ega se plocica susila na zraku. Nakon suSenja,
razvijena plocCica se poprska s anisaldehid reagensom koji je dobiven mijeSanjem 0,5 mL
anisaldehida s 10 mL ledene octene kiseline, 85 mL metanola i 5 mL sulfatne kiseline. Sustav
se zagrijava u susioniku na 100-105 °C u trajanju 5-10 minuta te odmah promotri na dnevnom

svjetlu.

3.7. Mikrobioloska analiza

3.7.1. Bakterijske kulture
Za ispitivanje antimikrobne osjetljivosti koriStene su bakterijske kulture Escherichia
coli (3001) i Bacillus subtilis (3020) te kvasac Candida lipolytica (59), koji su izolirani iz

okolisa.

3.7.2. Priprema hranjive podloge

U Erlenmeyer-ovim tikvicama su, prema uputama proizvodaca (Biolife Manual, second
edition, Ingraf, Italija 1991.), pripremljene hranjive podloge za uzgoj bakterija (hranjivi agar)
i kvasca (malt agar). Za ispitivanje testa osjetljivosti koristila se Mueller Hinton Broth podloga.
Priredene podloge su homogenizirane, zagrijane do vrenja te nakon toga sterilizirane u

autoklavu pri 120 °C i 1,1 atm u trajanju od 15 minuta.

3.7.3. Priprava suspenzija bakterija

Navedene kulture uzgojene su na kosoj hranjivoj podlozi dan prije postavljanja pokusa
te stavljene na inkubaciju na temperaturu od 37 °C (E. coli i B. subtilis) odnosno 28°C (C.
lipolytica). Nakon inkubacije u trajanju od 24 sata, sterilnom mikrobioloSkom usicom prenijela
se mala koli¢ina dobivene kulture u 10 cm? sterilne fizioloske vode i homogenizirala. Pocetan
broj stanica ispitivanih mikroorganizama prilagoden je gustoc¢i suspenzije od 0.5 McFarland

radi postizanja 10° stcm™.
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3.7.4. Odredivanje prijenosa antimikrobnih sastojaka—difuzijski test

Ispitivanje antibakterijskog djelovanja eteri¢nih ulja provedeno je disk-difuzijskim
testom prema standardnom postupku NCCLS disc diffusion method (CLSI, 2012). 0,1 cm?®
pripremljenih suspenzija otpipetiralo se na Mueller Hinton Broth podlogu u Petrijevoj zdjelici
i homogeniziralo sa Stapi¢em po Drigalskom. Na hranjivu podlogu postavili su se diskiéi
promjera 6 mm na koje se otpipetiralo po 0,02 cm? dobivenih uzoraka eteriénog ulja. Petrijeve
zdjelice u kojima su se nalazile bakterije (E. coli i B. subtilis) inkubirane su na temperaturu od
37 °C u trajanju od 24 sata, a zdjelica s kvascem (C. lipolytica) inkubirana je na temperaturi od

28 °C u trajanju od 3 dana. Nakon inkubacije izmjerena je zona inhibicije.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Izolacija eteri¢nih ulja u ovom radu provedena je postupcima hidrodestilacije i Soxhlet
ekstrakcije. Dobivena su eteri¢na ulja svijetlo zute boje ¢iji se prinos razlikovao ovisno o vrsti
biljnog materijala i metodi izolacije. Karakterizacija dobivenih uzoraka provedena je
tankoslojnom kromatografijom (TLC), plinskom kromatografijom vezanom sa spektrometrom
masa (GC-MS) te infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom (FTIR).

Mikrobiolo§ka aktivnost uzoraka analizirana je disk-difuzijskom metodom.
4.1. Prinos etericnog ulja

U tablici 2. prikazan je prinos uzoraka eteri¢nih ulja vrste Picea pungens (UZ1), Picea
omorika (UZ4), Picea abies (L.) H. Karst (UZ5) i Pinus nigra J. F. Arnold (UZ6) u mL/100g

osus$enog biljnog materijala, dobivenih metodom hidrodestilacije po Clevengeru.

Tablica 2. Prinos eteri¢nih ulja iskazana u mL/100g osusenog biljnog materijala.

Vrsta Uzorak Prinos (mL/100g)
Picea pungens Uzl 0,03
Picea omorika uz4 0,34
Picea abies (L.) H. Karst Uz5 0,32
Pinus nigra J. F. Arnold UZz6 0,79

Slika 20. Dobiveno eteri¢no ulje vrste Picea omorika (UZ4),

Picea abies (L.) H. Karst (UZ5) i

Pinus nigra J. F. Arnold (UZ6)
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Usporedbom rezultata prikazanih u tablici 2. vidljivo je da je najveci prinos eteri¢nog
ulja dobiven hidrodestilacijom vrste Pinus nigra sto je u skladu s rezultatima koje su dobili
Sezik i suradnici [13] za biljne materijale prikupljene u ljetnim mjesecima. Hidrodestilacijom
100g iglica vrste Picea abies (L.) H. Karst dobiveno je 0,32 mL $to je mnogo veci prinos od
oc¢ekivanog prema literaturnim izvorima. Kartnig i suradnici [12] dobili su 4,7 mL ulja, a

hidrodestilaciju su provodili s 10 kilograma biljnog materijala.
4.2. Kemijski sastav etericnog ulja

4.2.1. Tankoslojna kromatografija

Slika 21. TLC — analiza uzoraka Picea omorika (UZ4, 1), Picea abies (UZ5, 2), Pinus nigra
(UZ6, 3) i Picea pungens (UZ1, 4)

Tankoslojnom kromatografijom utvrdeno je da uzorci eteri¢nih ulja vrste Picea
omorika i Picea abies sadrze bornil-acetat i borneol, $to se slaze s rezultatima istrazivanja koje
su proveli Nikoli¢ i suradnici [14] te Radulescu i suradnici [15], koji su u sva Cetiri ispitivana
uzorka dokazali prisutnost bornil-acetata i borneola. Uzorak vrste Pinus nigra ne sadrzi
promatrane sastavnice §to se slaze s literaturnim izvorom [13]. U istrazivanju koje su proveli
Bonikowska i suradnici [16] uoceno je da eteri¢no ulje vrste Picea pungens dobiveno iz
sjemenki ne sadrzi bornil, dok se bornil-acetat nalazi u sastavu ulja u udjelu manjem od 1%.
Uzorak dobiven hidrodestilacijom iglica sadrzi obje analizirane sastavnice pri cemu dolazi do

odstupanja od literaturnog primjera [16].
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4.1.2. Plinska kromatografija vezana sa spektometrom masa
Kromatogrami uzoraka eteri¢nih ulja prikazani su na slikama 22, 23., 24. 1 25., a

sastavnice s pripadaju¢im vremenom zadrzavanja i udjelom u tablicama 3., 4., 5. i 6..

Abundance TIC: Borove iglice.D\data.ms
3e+07
2 8e+07
2 Ge+07.
2 de+07
2 2e+0T
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Slika 22.Kromatogram uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea pungens (UZ1)

Tablica 3. Kemijski sastav uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea pungens (UZ1)

Sastavnica Vrijeme zadrZavanja Postotak

a-pinen 5,69 1,71
kamfen 6,10 3,92
mircen 7,32 2,25
limonen 8,59 5,28
kamfor 13,02 4,41
kamfen hidrat 13,18 3,31
borneol 13,92 4,40
a-terpineol 14,97 1,33

bornil-acetat 19,19 53,19

? 28,73 1,10
? 33,70 2,42

Eteri¢no ulje vrste Picea pungens dobiveno je hidrodestilacijom iglica, a po sastavu se
razlikuje od literaturnog primjera [16] gdje je etericno ulje dobiveno iz sjemenki.

Karakterizacijom eteri¢nog ulja koje su dobili Bonikowska i suradnici [16] utvrdeno je da su
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dominantne sastavnice limonen (43,8%), B-pinen (23,3%) te a-pinen (16,4%). U ulju
dobivenom iz iglica najzastupljenija sastavnica je bornil-acetat (tablica 3.), dok se u ulju

dobivenom iz sjemenki bornil acetat nalazi u udjelu manjem od 1%.
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Slika 23. Kromatogram uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea omorika (UZ4)

Tablica 4. Kemijski sastav uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea omorika (UZ4)

Sastavnica Vrijeme zadrZavanja Postotak
santen 453 1,49
a-pinen 5,69 8,38
kamfen 6,10 9,27
B-pinen 6,89 1,55
d-karen 8,60 2,62
borneol 13,88 1,54
bornil-acetat 19,06 28,79
kariofilen E 24,52 1,15
germakaren D 27,03 591
muurolen 27,82 2,28
kadinen y 28,35 2,31
? 28,75 10.62
? 33,22 3,63
? 33,69 4,39
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Hidrodestilacijom 100g iglica vrste Picea omorika dobiveno je 0,34mL eteri¢nog ulja
Cije su sastavnice prikazane u tablici 4.. Dominantne sastavnice su monoterpeni: bornil-acetat
(28,29%), kamfen (9,27%), a-pinen (8,38%) i germakaren D (5,91%), $§to je u skladu s
publiciranim ¢lancima [14]. Ostale identificirane sastavnice su udjela manjeg od 3%. U
istrazivanju koje su proveli Nikoli¢ i suradnici [14] usporedivao se sastav eteri¢nih ulja vrste
Picea omorika s razli¢itih geografskih podrucja pri ¢emu je dobiven visok stupanj sli¢nosti u
kemijskom sastavu. Usporedbom dobivenih rezultata uocljivo je da endemske vrste, kao §to je
Picea omorika, pokazuju manju genetsku raznolikost u usporedbi s ostalim vrstama Cetinjaca,
ali je i dalje uocljiv karakteristiCan sastav s obzirom na lokalitet na kojem je uzorak

sakupljen[14].
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Slika 24. Kromatogram uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea abies (L.) H. Karst (UZ5)

Kemijskom analizom uzorka vrste Picea abies (L.) H. Karst identificirano je 61,98%

sveukupnog udjela sastavnica od Cega je najveéi udio bornil-acetata (21,97%), kamfena
(7,91%), limonena (5,23%), borneola (4,23%) i a -pinena (4,15%), tablica 5.
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Tablica 5. Kemijski sastav uzorka eteri¢nog ulja vrste Picea abies (L.) H. Karst (UZ5)

Sastavnica Vrijeme zadrZavanja Postotak
a-pinen 5,70 4,15
kamfen 6,10 7,91
mircen 7,31 1,50
limonen 8,57 5,23

1,8 cineol 8,67 2,42
kamfor 13,01 2,56
? 13,16 1,48
borneol 13,89 4,23

a-terpineol 14,96 1,27

bornil-acetat 19,03 21,97

kariofilen E 24,52 3,04

a-humulen 25,90 3,65

germakren D 27,02 1,91
muurolen 27,82 1,23
I'-kadinen 28,35 1,01

? 28,73 5,74
? 33,22 4,38
? 33,70 6,50
? 47,03 7,17

Izolacija eteri¢nog ulja vrste Pinus nigra J.F. Arnold provodila se Soxhlet ekstrakcijom
(UZ2) i hidrodestilacijom (UZ6). Metodom hidrodestilacije dobiveno je eteri¢no ulje, dok je
Soxhlet ekstrakcijom dobiven tamni smolasti produkt koji nije analiziran na GC-MS-u. U
tablici 6. prikazan je kemijski sastav eteri¢nog ulja. Dominantna komponenta u uzorku
dobivenom hidrodestilacijom po Clevengeru je a-pinen (34,16%). Usporedbom kemijskog
sastava etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom uoceno je slaganje s istraZivanjima iz
centralne Italije [13]. Macchioni i suradnici [13] su kao glavne komponente istaknuli a-pinen
(28,4%), germakaren D (21,2%) i B-pinen (6,2%).
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Slika 25.Kromatogram uzorka eteri¢nog ulja vrste Pinus nigra J. F. Arnold (UZ6)

Tablica 6. Kemijski sastav uzorka eteri¢nog ulja vrste Pinus nigraJ. F. Arnold (UZ6)

Sastavnica Vrijeme zadrZavanja Postotak
a-pinen 571 34,16
B-pinen 6,90 6,22

d -3-karen 8,58 1,54
ocimen 9,27 1,01

terpinolen 10,78 1,27

kariofilen E 24,53 8,97

humulen o 25,90 1,52

? 26,89 1,32
germakren D 27,06 29,79
? 28,73 2,81

4.2.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)
Na slici 26. prikazani su usporedbeni spektri uzoraka vrsta Picea pungens, Picea abies
i Picea omorika, a na slici 27. usporedbeni spektri vrste Pinus nigra dobiveni Soxhlet

ekstrakcijom i hidrodestilacijom.
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Slika 26. FTIR spektri uzoraka vrste Picea pungens, Picea abies i Picea omorika.

Pinus nigra - Soxhlet ekstrakeija R';’MW

Pinus nigra - hidrodestilacija

"l

4400 400 3600 LRl 2800 2400 D00k 1600 1 20 R00 600 400

Valni broj, cm*

Slika 27. FTIR spektri uzoraka vrste Pinus nigra J.F. Arnold.
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Na FTIR spektru eteri¢nog ulja crnog bora (Pinus nigra) mogu se uociti pikovi
karakteristiéni za a-pinen pri valnim brojevima: 1445,88 cm™, 1014,45 cm™, 884,31 cm™ i
787,16 cm™. FTIR spektri produkata dobivenih Soxhlet ekstrakcijom i hidrodestilacijom bitno
su razliciti. [ako se uljna tvar ekstrahira iz biljnog materijala pomocu n-heksana, osim etericnog
ulja ocito je da su se u n-heksanu otopile i neke druge komponente prisutne u iglicama crnog
bora. Navedeni pikovi ne nalaze se na smolastom produktu dobivenom Soxhlet ekstrakcijom.
Pikovi na valnim brojevima: 1644,54 cm™, 1461,57 cm™ i 1385,48 cm™ upuéuju na prisutnost
kariofilena i a-pinena, a pikovi u intervalu 1730 do 1700 cm™ i pri valnom broju 1241,32cm™

na prisutnost estera i masnih Kiselina [17].

S obzirom na rezultate GC-MS analize kojima je u uzorcima eteri¢nih ulja dobivenih
hidrodestilacijom iglica smreke (Picea pungens, Picea abies i Picea omorika) na snimljenim
FTIR spektrima identificirani su pikovi karakteristi¢ni za najzastupljeniju sastavnicu, odnosno
bornil acetat, koji se nalaze na sljedeé¢im valnim brojevima: 1736 cm™, 1454 cm™?, 1362 cm™ i
1244 cm™. FTIR spektri eteriénih ulja smreke vrlo su sli¢ni §to upuéuje na to da uglavnom
sadrze iste komponente. Razlikuju se u koncentraciji pojedine sastavnice §to za posljedicu ima

pikove razli¢itog intenziteta.

4.3. Mikrobioloska analiza

Na slikama 28., 29., 30. i 31. prikazan je utjecaj dobivenih uzoraka eteri¢nih ulja na
bakterijske kulture Escherichia coli (3001) i Bacillus subtilis (3020) te kvasac Candida
lipolytica (59). Zone inhibicije izmjerene u mm prikazane su u tablici 7..

Slika 28. Utjecaj eteri¢nih ulja vrste Pinus nigra J.F. Arnold na bakterijske kulture E. coli i
B. subtilis.
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Slika 29. Utjecaj eteri¢nih ulja vrste Pinus nigra J.F. Arnold na kvasac C. lipolytica.

Slika 30. Utjecaj eteri¢nih ulja vrste Picea omorika i Picea abies (L.) H. Karst na bakterijske

kulture E. coli i B. subtilis.

Slika 31. Utjecaj eteri¢nih ulja vrste Picea omorika i Picea abies (L.) H. Karst na kvasac C.
lipolytica.
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Tablica 7. Antimikrobna aktivnost uzoraka eteri¢nih ulja.

Pinus Picea Picea Pinus

nigra | omorika | abies nigra

(Uz2) (Uz4) (Uz5) (UZ6)
d(E. coli) / mm - 2 - -
d(B. subtilis) / mm 3 3 4 2
d(C. lipolytica) / mm 3 10 10 7

Od ispitanih uzoraka u ovom radu jedino je uzorak etericnog ulja Picea omorika

pokazao blagi inhibirajuci utjecaj prema bakterijskoj kulturi E. coli (slika 30.). Sva Cetiri

analizirana uzorka pokazala su inhibirajuci utjecaj prema Gram-pozitivnoj bakteriji B. subtilis,

a najveci utjecaj uocen je prema kvascu C. lipolytica (slike 29. i 31.). Takva mikrobioloska

aktivnost ulja moze se pripisati visokoj koncentraciji bornil-acetata [15] i terpena, posebice a. i

B-pinena, germakrena D i limonena [3], koji se nalaze u uzorcima u visokim koncentracijama.

Uocene razlike u osjetljivosti mogu ovisiti o0 mehanizmu djelovanja sastavnica eteri¢nih ulja

na razliCite bakterijske kulture [3].
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ZAKLJUCAK

Izolacijom eteri¢nog ulja Cetinjaa dobiveni su razliCiti prinosi ovisno o vrsti biljnog
materijala koji se koristio, a najvec¢i prinos dobiven je hidrodestilacijom iglica crnog bora
(Pinus nigra). Uzorci eteri¢nih ulja dobiveni hidrodestilacijom iglica smreke sadrze uglavnom
iste sastavnice, ali u razli¢itim koncentracijama. Dominantna sastavnica u sva tri analizirana
uzorka (Picea pungens, Picea abies i Picea omorika) je bornil-acetat (21,97-53,19%).
Mikrobiolo§kom analizom utvrdeno je da jedino uzorak vrste Picea omorika pokazuje blagi
inhibiraju¢i utjecaj prema Gram-negativnoj bakterijskoj kulturi. Svi uzorci su pokazali
inhibirajuéi u¢inak prema Gram-pozitivnoj bakteriji, a najintenzivniji utjecaj imali su na kvasac

C. lipolytica.
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