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SAZETAK

Eteri¢na ulja citrusa su mjeSavina ponajvise hlapljivih komponenata poput terpena, mono- i
seskviterpena, etera, estera, aldehida i ketona, koji su zasluzni za mirisna i bioaktivna svojstva
takvih ulja. U ovom radu koriStene su 3 vrste citrusa, limun (Citrus x limon), slatka naranca
(Citrus x sinensis) i pomelo (Citrus grandis) iz kojih se pomoc¢u metode hidrodestilacije i
ekstrakcije n-heksanom izoliralo eteri¢no ulje iz kore navedenih citrusa. Sastav ovih eteri¢nih
ulja bio je analiziran tankoslojnom kromatografijom (TLC), plinskom kromatografijom s
masenom spektrometrijom (GC-MS) i infracrvenom spektroskopijom (FT-IR). Utvrdeno je da
su glavne komponente ovih ulja d-limonen, B-pinen, y-terpinen, mircen i linalol. Na temelju
rezultata d-limonen bio je glavna sastavnica ulja u postotcima od 60 do 90 posto. Sva ulja
podvrgnuta su i mikrobioloskom ispitivanju na aktivnost mikroorganizama Escherichia coli,
Bacillus subtilis i Candida lipolytica. Eteri¢no ulje izolirano iz kore limuna pokazalo je najvece
antimikrobno djelovanje na bakteriju 1 kvasac, medutim ni jedno eteri¢no ulje nije pokazalo

djelovanje na bakterijsku kulturu Escherichia coli.

Kljuéne rijeci: antimikrobno djelovanje, citrusi, d-limonen, ekstrakcija, eteri¢no ulje



ABSTRACT

Citrus essential oils are a mixture of mostly volatile components such as terpene, mono- and
sesquiterpenes, ethers, esters, aldehydes and ketones, which are responsible for the fragrant
and bioactive properties of such oils. Three types of citruses, lemon (Citrus x lemon), sweet
orange (Citrus x sinensis) and pomelo (Citrus grandis) were used in the present study. The
essential oils were extracted from the peel of these citrus fruits using the method of
hydrodistillation and extraction with n-hexane. The composition of these essential oils was
analyzed by thin layer chromatography (TLC), gas chromatography with mass spectrometry
(GC-MS) and infrared spectroscopy (FT-IR). The main components of extracted oils were
found to be d-limonene, B-pinene, y-terpinene, myrcene and linalool. Based on the results, d-
limonene was the major component of the oils ranging from 60 to 90 percent. All oils were
also put to microbiological testing for the activity against microorganisms such as Escherichia
coli, Bacillus subtilis and Candida lipolytica. The essential oil isolated from lemon peel showed
the greatest antimicrobial activity against mentioned bacteria and yeast, however no essential

oil showed activity against the bacterial culture of Escherichia coli.

Key words: antimicrobial activity, citrus fruit, d-limonene, essential oil, extraction
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1.UvOD

Eteri¢na ulja citrusa mjesavina su aromatskih spojeva koji se nalaze u kori citrusnog voca,
nastaju kao sekundarni metaboliti i smatraju se vrijednim spojevima iz prirode koji se koriste
Sirom svijeta u razliite svrhe. Njihov ugodan miris, bioloska aktivnost i nutritivna vrijednost
je ono §to ova ulja ¢ini neophodnima u farmaceutskoj, kozmetickoj, prehrambenoj i
poljoprivrednoj industriji.lY! Glavni sastojak eteri¢nih ulja citrusa je terpen d-limonen, koji ¢ini

otprilike 95% ukupnog sastava ulja.

Nakon iskoriStenja sirovine citrusa u proizvodnji soka, zaostaje neiskoriStena kora, koja ¢ini
priblizno 45% ukupne mase. lako se u proslosti kora citrusa u industriji smatrala otpadom 1
predstavljala veliki problem oneciséenja, danas se prosirila spoznaja 0 velikoj koristi ove

sirovine u industriji, pretezito zbog proizvodnje ulja.

Eteri¢na ulja postala su sve vaznija, zbog njihovog antimikrobnog djelovanja. Takvo djelovanje
eteri¢nih ulja citrusa varira ovisno o vrsti citrusa 1 nacinu ekstrakcije, zbog razli¢itih kemijskih
sastava. No, eteri¢na ulja limuna i narance pokazala su se izuzetno uc¢inkovita u inhibiciji rasta
mikroorganizama pa nailaze na Siroku primjenu u medicini i prehrambenoj industriji, kao

ekoloski prihvatljivija i zdravija varijanta aditiva.

Cilj ovog rada bio je izolirati eteri¢no ulje iz tri uzorka kore citrusa (pomelo, naranc¢a i limun),
kupljenih na hrvatskim trznicama i u trgovinama, razli¢itim postupcima separacije i donijeti
zakljucak o najboljoj metodi s obzirom na dobivenu koli¢inu ulja. Vazan kriterij takoder je i
antimikrobno djelovanje ovih eteri¢nih ulja, odnosno njihova sposobnost inhibicije rasta
razli¢itih vrsta mikroorganizama. Nakon izolacije ulja bilo je potrebno ulje analizirati
tankoslojnom kromatografijom, plinskom kromatografijom i infracrvenom spektroskopijom
kako bi se odredio njegov sastav te analizirati ulja mikrobioloski kako bi se prikazalo

djelovanje ulja na mikroorganizme.



2.0PCI DIO

2.1. Op¢enito o eteri¢nim uljima

Eteri¢na ulja su slozene, prirodne mjeSavine hlapljivih spojeva odnosno sekundarni metaboliti
biljaka koji im sluze za zastitu od raznih bolesti i kukaca biljojeda. Glavni sastojci takvih ulja
jesu mono- i seskviterpeni, kao i alkoholi, eteri, aldehidi i ketoni, koji su zasluzni za mirisna i
bioaktivna svojstva takvih ulja. Zbog svojih svojstava, eteri¢na se ulja ve¢ stoljec¢ima izoliraju
iz biljaka i upotrebljavaju kao konzervansi i arome. Ona imaju Sirok spektar pozitivnih u¢inaka,
posebnice farmakoloske ucinke, kao Sto su protuupalno, antioksidativno i antikancerogeno
djelovanje. Neka od njih su poznata i po svom biocidnom djelovanju protiv bakterija, gljivica,

virusa, insekata, protozoa i biljaka.[?

2.1.1. Povijest upotrebe eteri¢nih ulja

Slika 1. Dobivanje etericnih ulja destilacijom u 10.stoljecu

Prvi zapisi o proizvodnji i upotrebi etericnih ulja potjecu iz Egipta, Perzije 1 Indije. Ta su
eteri€na ulja bila najvjerojatnije pripremljena stavljanjem dijelova biljaka (plodova, latica,
lis¢a) u masna ulja. Tek kasnije se razvila tehnika destilacije eteri¢nih ulja iz biljaka i to na
podruéju Arapskog poluotoka, gdje se koriste¢i etilni alkohol dobilo novo otapalo za
ekstrakciju eteri¢nih ulja.®! Kasnije, u 10. stolje¢u razvijeno je i dobivanje eteri¢nih ulja

pomocu destilacije, slika 1, a zato je zasluzan perzijski alkemicar Avicenna, €iji je postupak u



osnovi ostao nepromijenjen do danasnjeg dana, ali usavrsen i visestruko poboljsan./) Takav
postupak dobivanja ulja se tijekom srednjeg vijeka prosirio i Europom te se u europskim
ljekarnama moglo na¢i ulje ruze, cimeta, cedra, ruzmarina, kadulje i drugih. Kasnije krajem
1800-tih 1 pocetkom 1900-tih godina, prosirenjem znanja u podru¢ju kemije, doslo je i do
poboljsanja znanja o eteri¢nim uljima i njihovoj primjeni te je poceo nagli porast njihove

proizvodnije i koriStenja u industriji hrane, piéa i parfema. &
2.1.2. Opcenito o eterinim uljima citrusa

Citrusi, rod biljaka iz porodice Rutaceae, rastu u obliku srednje velikih grmova odnosno drveca
u pretezito u tropskim dijelovima Azije. Plodovi citrusa su vrsta modificirane bobice, poznate
pod imenom hesperidium sa debelom korom ¢vrs§ée strukture prekrivena uljnim Zlijezdama, a
meso u unutra$njosti je podijeljeno na segmente ispunjene sitnim mjehuri¢ima sa sokom.
Ekonomski najvaznije vrste iz ovog roda jesu limun (Citrus x limon), slatka naranca (Citrus x
sinensis), kisela naranca (Citrus % aurantium), mandarina (Citrus reticulata) i grejp (Citrus x
paradisi).[®1 Plod citrusa vrste Citrus sinensis prikazan je na slici 2. Citrusno voée prvo je na
ljestvici proizvodnje voca u cijelom svijetu, a uzgaja se u preko 50 drzava svijeta u
komercijalne svrhe. Citrusi imaju izuzetno velik doprinos svjetskoj ekonomiji (oko 10 milijardi
americkih dolara godiSnje) koji pruza posao milijunima ljudi koji brinu za njihov transport,
berbu, uzgoj i skladistenje. Uzgoj citrusa dozivio je znacajan porast u 1990-tim godinama te se

smatra da danas doseze i do 80 milijuna tona godignje.[®!

Prvenstvena upotreba citrusa u industriji je za proizvodnju svjezeg cijedenog soka ili drugih
napitaka s okusom citrusa za koje se iskoriStava samo otprilike polovina ploda, zbog ¢ega svake
godine nastaju ogromne koli¢ine otpadnog biljnog materijala. U proslosti se on koristio za
proizvodnju melase, pektina i goriva, no danas taj nusprodukt nailazi na Siroku primjenu u

industriji.["1

Slika 2. Citrus sinensis L.



Kora se Cesto koristi kao znacajna sirovina u kozmetickoj, farmaceutskoj, prehrambenoj i
poljoprivrednoj industriji. Ona predstavlja potencijalno velik izvor prirodnih flavonoida i
fenolnih spojeva kojima je izrazito bogata. Etericna ulja citrusa mjeSavina su preko 100
razli¢itih spojeva, a najveéi udio ¢ine terpeni. 81 Terpeni ¢ine 50-95% eteriénih ulja citrusa, a
najveci dio oko 95% ¢ini d-limonen ¢ija je struktura prikazana na slici 3. d-limonen je vazan

terpen koji ima specifi¢an miris citrusa.

CHs

HQC\\l\\"
CHs

Slika 3. Strukturna formula spoja d-limonena

Kora citrusa sa¢injena je od biljnih tkiva koja sadrze uljne Zlijezde u kojima se nalaze eteri¢na
ulja, slika 4. Ona nastaju kao sekundarni metaboliti biljke, a sluze za privlacenje kukaca pri
oprasivanju, odbijanje grabeZljivaca i pri zatiti biljke od raznih bolesti.®] Osim njihove
primarne funkcije u prirodi, u raznim studijama ustanovljeno je kako eteri¢na ulja imaju i

mnoge druge pozitivne ucinke na zdravlje ljudi i u svrhu konzerviranja hrane.

Uljna zlijezda

Slika 4. Uljna zlijezda u narancinoj kori

2.1.3. Antimikrobno djelovanje eteri¢nih ulja citrusa

Veliki problem dana$njice jesu kvarenje hrane i razne bolesti uzrokovane djelovanjem
mikroorganizama, S$to je u prethodnim desetlje¢ima dovodilo do sve veleg koriStenja
sintetickih aditiva u prehrambenim proizvodima. Medutim, takvi sinteti¢ki aditivi mogu

nepogodno djelovati na zdravlje ¢ovjeka, zbog svojih potencijalnih toksi¢nih svojstava, zbog



cega se pojavio snazan interes za pronalazak Sto prirodnijih alternativa za ocuvanje hrane.
Eteri¢na ulja su posljednjih godina dobila sve ViSe paZnje, zbog njihove izrazite bioloske
aktivnosti, poput antibakterijskih, antifungalnih, antivirusnih i antiinsekticidnih djelovanja.
Prisutnost razlicitih vrsta aldehida, ketona, fenola i terpena ¢ini eteri¢na ulja djelotvornima

protiv Sirokog spektra patogenih mikroorganizama.

Tako su M. Viuda-Martosi i suradnicil®® u svojoj studiji 2008. godine ustanovili zna¢ajna
antifungalna svojstva vise vrsta citrusnih eteri¢nih ulja(limun, mandarina, grejp i naranca) na
odredene vrste plijesni (Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Penicillium chrysogenum i
Penicillium verrucosum) koje su zasluzne za kvarenje hrane. Eksperimentom je pokazano kako
sva eteri¢na ulja citrusa u razli¢itim koncentracijama (0,27%, 0,47%, 0,71%, 0,94%) inhibiraju
rast ispitivanih mikroorganizama, tablica 1. Prisutnost bioaktivnih tvari poput terpena,
kumarina i karotena zasluzna je za takvo antimikrobno i antioksidativno djelovanje ovih ulja
te ih u studiji predlazu kao moguce alternative kemijskim aditivima koji se koriste u

prehrambenoj industriji, a potencijalno su Stetni za ljudsko zdravlje.

Tablica 1. Postoci smanjenja rasta mikroorganizama pod utjecajem etericnih ulja citrusa

Koncentracija( Aspergillus Aspergillus Penicillium Penicillium

%) niger flavus verrucosum chrysogenum
Naranéa 0,27 29,5% 15,4% 26,1% 25,3%

0,47 36,4% 25,2% 39,9% 39,7%

0,71 48,1% 32,0% 47, 7% 48,8%

0,94 100% 100% 100% 100%
Limun 0,27 21,6% 51,1% 20,5% 22,3%

0,47 26,0% 52,9% 38,0% 38,4%

0,71 40,0% 57,2% 47,2% 47, 7%

0,94 100% 100% 100% 100%
Mandarina 0,27 5,1% 55,5% 17,2% 19,2%

0,47 14,7% 62,8% 31,2% 37,5%

0,71 31,9% 64,8% 42,6% 46,3%

0,94 100% 100% 100% 100%
Grejp 0,27 6,7% 48,6% 34,5% 35,5%

0,47 25,7% 54,4% 43,5% 41,2%

0,71 35,0% 57,4% 48,3% 48,1%

0,94 100% 100% 100% 100%

Takoder je studija K. N. Chidambara Murthy-a i suradnika iz 2012.1*¥ pruzila uvjerljive dokaze
kako kemijski spojevi (d-limonen i njegovi metaboliti) sadrzani u ulju crvene naranée imaju
znacajan utjecaj na apoptozu (mehanizam koji dovodi do unistenja genetskog materijala)

stanica karcinoma debelog crijeva u ¢ovjeku.



2.2.Metode separacije eteri¢nih ulja

Tradicionalne metode izdvajanje eteri¢nih ulja su hladno presanje i destilacija. Destilacija se
smatra jednostavnijom metodom s boljim prinosom u usporedbi s hladnim presanjem i zato se
cesce koristi. Koriste se 1 druge metode s boljim iskoriStenjem poput ekstrakcije otapalima,
mikrovalna ekstrakcija, ekstrakcija superkriticnim fluidima i ultrazvucna ekstrakcija. Metode

koriStene u ovom radu ¢e biti detaljnije opisane u nastavku teksta.

2.2.1. Hidrodestilacija

Postoje razli¢ite metode separacije eteri¢nih ulja iz kore citrusa koje se koriste u industriji 1
tradicionalnoj proizvodnji, a najeS¢e se primjenjuju hladno preSanje 1 destilacija.
Hidrodestilacija je tradicionalna metoda za ekstrakciju bioaktivnih komponenti, pogotovo
etericnih ulja iz raznih biljaka. Prilikom destilacije kore citrusa stavljaju se u posudu s

destiliranom vodom i kamenci¢ima za vrenje te se takva smjesa zagrijava do vrenja, slika 5.

Slika 5. Ekstrakcija etericnih ulja hidrodestilacijom

Vruéa voda i para glavni su ¢cimbenici koji utjecu na oslobadanje bioaktivnih spojeva iz biljnog

materijala. Smjesa pare i ulja protjece kroz hladilo te se kondenzira i slijeva u separator u kojem



se ulje odmah odvaja od vode i zbog svoje gustoée ispliva na povrsinu.[*?l Na taj nagin dobiva

se dvofazna smjesa etericnog ulja i vode iz koje se ulje vrlo lako moze ukloniti pomocu pipca.

Vodena komponenta dvofazne smjese koja zaostaje nakon odvajanja ulja, naziva se hidrolat.
Hidrolat je zapravo vodena suspenzija vrlo sitnih Cestica etericnog ulja (0,01-0,1%) i
hidrofilnih spojeva odnosno onih koji su topljivi u vodi. Hidrolati se isto kao i eteri¢na ulja
smatraju vrijednim proizvodima koji se mogu koristiti u svrhu aromaterapije i kao sastavni dio
kozmetike.[**]

Prilikom hidrodestilacije najcesce se koristi aparatura po Clevengeru, slika 6, pomocu koje je
moguce odrediti to¢an volumen dobivenog ulja.

aparatura po
. » “Clevengeru

ok

eteritno ufjie » = = =

voda - = = =

voda
: smjesa ulja i pare

Slika 6. Shematski prikaz aparature po Clevengeru

2.2.3. Ekstrakcija otapalom

Metoda koja se takoder Cesto koristi prilikom separacije eteri¢nih ulja iz biljnog materijala je
ekstrakcija pomocu otapala, slika 7. Otapala koja se najceSce koriste jesu etanol, metanol i n-
heksan. Unato¢ tome $to se odredena organska otapala smatraju otrovnim, ova je metoda

jednostavna, efikasna i relativno brza.



Ekstrakcija pomocu otapala je separacijski proces kod kojeg se uklanja jedna ili vise
komponenti iz smjese pomocu selektivnog otapala. U eksperimentalnom dijelu koristi se n-
heksan, otapalo niske temperature vrelista (68°C) koje se kasnije lako uklanja. Prethodno
odredena i smljevena (zbog povecanja specificne povrsine) masa kore citrusa stavlja se u
staklenu posudu koja se zatim do vrha napuni n-heksanom, zatvara se poklopcem i ostavlja
priblizno 48h dok traje proces. Po zavrsetku procesa n-heksan se ispari i u posudi zaostaje

dobiveno ulje.l'

Slika 7. Ekstrakcija etericnog ulja otapalom

2.2.4. Soxhlet ekstrakcija

n-heksan se takoder koristi pri Soxhlet ekstrakciji, gdje se ¢vrsti osuseni uzorak stavlja u
porozni tuljac unutar uredaja, slika 8. Otapalo se tada upari, kondenzira pomocu hladila i zatim
propusta kroz usitnjeni uzorak, otapalo se cijedi kroz uzorak i vraca se natrag u tikvicu. Po
zavrSetku ekstrakcije otapalo se stavlja na isparivanje i dobiva se ulje. Nedostaci ove metode
jesu dugo trajanje samog procesa (oko 10 sati) 1 potencijalno zagadenje okolisa, zbog upotrebe

velikih koli¢ina lako hlapljivog organskog otapala.
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Slika 8. Soxhletov ekstaktor

2.3. Ispitivanje sastava eteric¢nih ulja

2.3.1. Plinska kromatografija

Kromatografija je naziv za fizikalne metode koje se temelje na adsorpciji i/ili podijeli molekula
izmedu mobilne i stacionarne faze. Separacija je rezultat razli¢itih jacina adsorpcije molekula
odnosno razlicite podijele molekula izmedu dvije faze. Kao stacionarna faza ¢esto se koriste
kruti anorganski adsorbensi poput silika-gela, dok su pokretne faze plinovi i kapljevine.
Kromatografske su metode podijeljene na temelju karaktera stacionarne i mobilne faze te

prema pokretackoj sili razdvajanja molekula.

Jedna od najc¢esce koristenih metoda je plinska kromatografija (Gas Chromatography), gdje je
stacionarna faza krutina, a mobilna faza je plin. Raspodjela molekula izmedu faza definira se
koeficijentom raspodjele, koji je omjer izmedu koncentracije molekula otopljenih u

stacionarnoj fazi i onih u mobilnoj fazi.

Instrument za provodenje plinske kromatografije naziva se kromatograf, a sastoji se od sustava
za dovod plina nositelja, sustava za injektiranje uzorka, plinske kromatografske kolone,

detektora i jedinice za obradu podataka. Na slici 10 je shematski prikaz plinskog kromatografa.
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Slika 10. Shematski prikaz kromatografa

mobilna faza ( plin)

Kromatografske tehnike razvijene su za brzo i pouzdano razdvajanje molekula sa sli¢énim
kemijskim karakteristikama. Zbog velikog kapaciteta odvajanja molekula, kromatografske
tehnike su jedne od najkoristenijih u industriji za kvantitativnu analizu sastojaka u odredenim

proizvodima.™*!

2.3.2. Tankoslojna kromatografija

Tankoslojna kromatografija (Thin Layer Chromatography) je kromatografska tehnika s dvije
faze, ¢vrstom, stacionarnom fazom i kapljevitom, pokretnom fazom. Komponente u uzorku
raspodjeljuju se izmedu pokretne i stacionarne faze, a separacija se temelji na njihovim
razliitim vrijednostima zadrzavanja i raspodijele. Analiza se provodi na staklenoj plocici
oblozenoj tankim slojem adsorbensa, a to su naj¢eS¢e aluminijev oksid, celuloza ili silika-gel.
Na plocicu se stavlja uzorak i uranja se u pogodno otapalo, slika 11. Po zavrSetku razdvajanja,
svaka od komponenti uzorka pojavljuje se kao odvojena tocka. Svaka tocka ima svoj faktor
zaostajanja, koji se definira kao omjer udaljenosti koju je putovao analit i udaljenost koju je

putovala pokretna faza.

Tankoslojna kromatografija je jedna od najbrzih, najjeftinijih i najjednostavnijih

kromatografskih tehnika, §to su i njezine prednosti s obzirom na kolonsku kromatografiju. !¢
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Slika 11. Shematski prikaz tankoslojne kromatografije
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3.EKSPERTIMENTALNI DIO

3.1. Cilj rada

Cilj ovog rada je izdvojiti eteri¢no ulje iz tri vrste citrusa, razli¢itim metodama ekstrakcije te
usporediti koli¢inu dobivenog ulja na temelju koriStene metode i vrste citrusa. Nakon
izdvajanja, ulje analizirati kromatografskim i spektroskopskim tehnikama i utvrditi glavne
sastavnice eteri¢nih ulja. Svrha ovog rada je takoder ispitati antimikrobnu aktivnost dobivenih

eteri¢nih ulja na razlicite vrste mikroorganizama.

3.2. Materijali

3.1.1. Citrusi

U ovom radu koristena su 3 uzorka citrusa, a to su slatka naraca (Citrus sinensis), pomelo
(Citrus grandis) i limun (Citrus limon). Uzorci su kupljeni u velja¢i 2020. Narance su uzgojene
u Hrvatskoj, u dolini rijeke Neretve, kupljene na trznici u Zagrebu. Limun i pomelo kupljeni
su u trgovini Konzum, podrijetlom iz Spanjolske. Nakon kupovine, kora citrusa je oguljena i
osuSena na zraku, otprilike 10 dana. Nakon suSenja, kora je usitnjena u elektricnom mlincu

neposredno prije postupka izdvajanja eteri¢nog ulja.

3.1.2. Kemikalije

Kemikalije koristene u ovom radu su n-heksan (CesHi4), etanol (CoHsOH) i natrijev sulfat
bezvodni (Na2SOa).
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3.2. Instrumenti i aparature

3.2.1. Uredaji za destilaciju vodenom parom

Eteri¢na ulja izolirana su pomocu aparature za hidrodestilaciju (slika 12) i aparature za
destilaciju vodenom parom po Clevengeru (slika 13). Etericna ulja limuna i naranc¢ne

ekstrahirana su metodom hidrodestilacije po Clevengeru.

Slika 13. Aparatura za hidrodestilaciju po Clevengeru
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3.2.2. Soxhlet ekstraktor

Eteri¢no ulje izolirano je uz koristenje Soxhletova ekstraktora. Slika aparature prikazana je na
slici 14.

Slika 14. Prikaz Soxhletova ekstraktora

3.2.3. Ekstrakcija n-heksanom

Eteri¢na ulja su izdvojena koriStenjem otapala n-heksana.

3.2.4. Plinski kromatograf

Ulja su analizirana na plinskom kromatografu sa spektrometrijom masa (Agilent 7890B/5977)

prikazanom na slici 15.
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Slika 15. Plinski kromatograf sa spektrometrijom masa (GC-MS)

3.2.5. Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala

Sastavnice eteri¢nih ulja izolirane razli¢itim postupcima ekstrakcije, identificirane su pomocu
infracrvenog spektrofotometra s Fourierovom transformacijom signala (BrukerVertex 70).
Spektrofotometar prikazan je naslici 16.

Slika 16. Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala

3.3. Metode rada

3.3.1. Destilacija vodenom parom

Osuseni 1 usitnjeni uzorci kore od citrusa stavljeni su u tikvicu zajedno s vodom i kamenci¢ima

za vrenje te se ukljuci grija¢. Tijekom vrenja, uz vodu isparavaju i hlapive komponente

15



eteri¢nog ulja. Postupak je trajao dva sata. Kondenzat se sakupljao u Erlenmeyerovoj tikvici, a
smjesa hidrolata i etericnog ulja prebacena je u lijevak za odjeljivanje. Ovom metodom nije
moguce izravno odrediti koli¢inu izdvojenog eteri¢nog ulja. Zaostalo eteri¢no ulje na stijenki
lijevka za odjeljivanje otopljeno je u apsoluthom etanolu. Otapalo se uklanja vakuum

isparavanjem.

Aparatura po Clevengeru omogucava izravno o€itavanje ekstrahiranog eteri¢nog ulja. Pomocu
graduiranog dijela aparature ocitan Se koli¢ina etericnog ulja koja je nastala prilikom
destilacije, slika 17. Ulje je skupljeno u staklenu bocicu, uz dodatak bezvodnog natrijevog

sulfata i stavljeno u hladnjak na ¢uvanje do analize.

Slika 17. Kolicina ulja nastala prilikom destilacije

3.3.2. Soxhlet ekstrakcija

Ekstrakcija eteri¢nog ulja pomoc¢u Soxhletovog ekstraktora provedena je na nacin da je u
aparaturu u tuljcu stavljeno 25,57 g usitnjenog i osuSenog uzorka pomela. U tikvicu s okruglim
dnom stavljeno je 1000 mL otapala n-heksana. Otapalo se zatim zagrijavao do vrenja i poc¢elo
isparavati, a nastala para ulazi u kondenzator gdje se kondenzira. Kondenzat je kapao po uzorku
pomela koji se nalazio u tuljcu. Uljne komponente otapaju se u n-heksanu a nastala otopina
vracala se natrag u tikvicu. Kako je vreliste n-heksana nize od vrelista ulja, Cisti n-heksan iz

tikvice ponovno je ispario i prolazio kroz uzorak. Postupak je trajao sve dok kapljevina koja se
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vracala natrag u tikvicu, nije bila skroz prozirna. Na kraju postupka, kapljevina u tikvici bila je
zute boje i karakteristicnog mirisa. Otopina n-heksana i ulja nakon zavrsetka ekstrakcije

stavljena je na isparavanje, gdje se ispario n-heksan, a u tikvici je zaostalo dobiveno ulje.

3.3.3. Ekstrakcija n-heksanom

Definirana masa suhog usitnjenog uzorka kore citrusa (limun i naranca) potopljena je n-
heksanom. Posuda je zatvorena poklopcem i ostavljena tjedan dana na sobnoj temperaturi uz
povremeno mijesanje. Cvrsta je faza nakon toga izdvojena filtriranjem, a n-heksan je iz

kapljevite smjese uklonjen isparavanjem pri sniZenom tlaku.

3.3.4. Mikrobioloska analiza eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja dobivena razli¢itim postupcima ekstrakcije, bila su podvrgnuta i mikrobioloskoj
analizi. Analizirao se ucinak eteri¢nih ulja na bakterijske kulture Escherichia coli (3001) i
Bacillus subtilis (3020) te kvasac Candida lypolitica (59). Hranjive podloge za uzgoj bakterija
(hranjivi agar) i kvasca (malt agar), priredene su u Erlenmeyer-ovim tikvicama prema uputama
proizvodaca (Biolife Manual, second edition, Ingraf, Italija 1991.). Mueller Hinton Broth
podloga Kkoristila se za ispitivanje testa osjetljivosti navedenih mikroorganizama prema
odabranim eteri¢nim uljima. Podloge su homogenizirane, zagrijane do vrenja i sterilizirane 15
minuta u autoklavu pri 120 °C 1 1,1 atm. Nakon pripreme suspenzije bakterija, odredivao se
prijenos antimikrobnih sastojaka odnosno difuzijski test (METODA-NCCLS disc diffusion
method (CLSI, 2012)). Na hranjivu podlogu (Mueller Hinton Broth) izlivenu u Petrijevoj
zdjelici, otpipetiralo se 0,1 cm? priredene suspenzije mikoroorganizama 10° st cm? i
homogeniziralo se pomocu Stapi¢a po Drigalskom. Na hranjivu podlogu stavili su se diskici
(promjera 6 mm) na koje se zatim poluautomatskom pipetom otpipetiralo 0,02 cm? priredenog
etericnog ulja. Tako pripremljene Petrijeve zdjelice stavile su se na inkubaciju na temperaturu
od 37 °C za bakterije i 28 °C za kvasac. Vrijeme inkubacije bilo je 3 dana, a nakon inkubacije

odredile su se zone inhibicije odnosno izmjerio se promjer.
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3.3.5. Kemijska analiza eteri¢nih ulja pomocu TLC-a

Nekoliko razli¢itih uzoraka etericnih ulja, dobivenih razli€itim postupcima separacije
analiziralo se pomoc¢u tankoslojne kromatografije. Za ispitivanje koristila se plocica silikagela
(Silikagel60 F2s4) kao nepokretna faza, dok je pokretna faza smjesa etil-acetat : toluen (5 : 95).
Ispitivana otopina pripremala se na na¢in da se 20 uL uzorka etericnog ulja otopi u 1 mL
toluena, a poredbena otopina tako da se otopi 10 puL limonena u 1 mL toluena. Ispitivane
otopine nanesu se na tanki sloj plo€e i razvijaju u kadama s odgovaraju¢im sustavom otapala.
Kada se dostigla fronta otapala od 8 cm, razvijanje je bilo prekinuto, a ploca se susila strujom

zraka.

Nakon susenja ploca se poprskala reagensom anisaldehid (0,5 mL anisaldehida pomijesano s
10 mL ledene octene kiselina, 85 mL metanola i 5 mL sulfatne kiseline) te se stavila u susionik

na 100 = 5 °C, 5-10 minuta te se odmah promotrila na dnevnom svjetlu.

3.3.6. Odredivanje sastavnica eteri¢nih ulja pomocu plinske kromatografije

Eteri¢na ulja izolirana metodom destilacije podvrgnuta su analizi u spregnutom sustavu plinske
kromatografije sa spektrometrijom masa (Agilent 7890B/5977). Uzorci za analizu pripremljeni
su otapanjem eteri¢nog ulja u n-heksanu (1:100) te je po 1 uL uzorka injektiran u split modu

(1:50). Heljj je koristen kao plin nositelj 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 pm, uz
sljede¢i temperaturni program: pocetna temperatura kolone 60°C (1 min), zagrijavanje
3°C/min do 200°C te zadrZavanje temperature kolone 10 min na 200°C. Odjijeljene sastavnice

analizirane su na masenom spektrometru (EI 70eV, m/z 40-400).

Obrada rezultata provedena je koristenjem racunalnog paketa Agilent GC/MSD ChemStation

verzija F.01.03. Sastavnice etericnog ulja identificirane su usporedbom spektara masa u bazi

NIST 14, Wiley 9 i HPCH 2205.
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3.3.6. Infracrvena spektroskopija

Infracrvena spektroskopija provedena je pomocu Bruker Vertex 70 spektrometra. Uzorci
etericnog ulja za analizu su, bez posebne prethodne pripreme, stavljeni u uredaj nakon
pokretanja programa na racunalu. Nakon pokretanja programa, snimio se spektar pozadine,

unijeta je oznaka uzorka i prilagodeno podruéje valnih brojeva (4000 do 400 cm™2).
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4. REZULTATI RADA | RASPRAVA

4.1. Udio eteri¢nog ulja

Razli¢itim postupcima separacije eteri¢nih ulja iz kore citrusa, dobivena su ulja od svijetlo Zute
do narancaste boje. Koli¢ina dobivenog etericnog ulja znatno je varirala ovisno o koristenoj
metodi i vrsti citrusa. Najveci udio ulja dobiven je iz limuna. Koli¢ine dobivenih eteri¢nih ulja
prikazane su u tablici 3. Razlog varijacije u koli¢ini dobivenog ulja uvelike ovisi o metodi
separacije, najboljom metodom pokazala se ekstrakcija n-heksanom, obzirom na koli¢inu

dobivenog ulja/produkta.

Tablica 2. Kolicina etericnog ulja ekstrahiranog hidrodestilacijom prikazana u mL/g

VRSTA | LOKACIJA METODA KOLICINA
ULJA(mL/g)
Naranca | Trznica (D.Neretve) | Hidrodestilacija 0,0323
Limun Spanjolska(Konzum) | Hidrodestilacija 0,0303
Pomelo | Spanjolska(Konzum) | Hidrodestilacija 0,0002

Tablica 3. Kolicina produkta ekstrahiranog n-heksanom prikazana u g ulja/g uzorka

VRSTA | LOKACIA METODA KOLICINA
ULJA(g/9)
Naranca | Trznica (D.Neretve) | Ekstrakcija 0,0133
heksanom
Limun Spanjolska Ekstrakcija 0,0478
(Konzum) heksanom

Amorim i suradnici™ su u svom istrazivanju dobili prosje¢nu vrijednost od 1,4% ulja na 150
g uzorka, prilikom hidrodestilacije kore limuna s Clevengerovom aparaturom. Njihov su
rezultati manji od rezultata dobivenih u ovom radu pri istim uvjetima, gdje je vrijednost

dobivenog ulja limuna hidrodestilacijom 2,79% na 30 g uzorka.

Sikdar i suradnici®® u svom istrazivanju tvrde kako je prosje¢na vrijednost izdvojenog ulja
naran¢e pomocu hidrodestilacije 2,4 mL ulja na 100 grama kore, ukoliko se destilacija provodi
jedan sat. No, u ovom radu izdvojeno je malo viSe ulja, 3,23 mL na 100 grama kore s

provodenjem hidrodestilacije dva sata.
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4.2. Karakterizacija uzorka

Uzorci dobivenog etericnih ulja analizirani su pomoéu metoda tankoslojne kromatografije
(TLC), plinske kromatografije s masenom spektrometrijom(GC/MS) i infracrvene
spektroskopije (FT-IR). Pomoc¢u navedenih tehnika analize, dobivene su glavne sastavnice svih

eteri¢nih ulja i njihovi spektri.

4.2.2. Analiza pomocu tankoslojne kromatografije

Slika 18. Analiza eteric¢nih ulja pomocu TLC-a

Oznake uzorka: 1. ekstrakt (konkret) limuna izdvojeno n-heksanom (L.Hex), 2. eteri¢no ulje
limuna izdvojeno hidrodestilacijom (U.L.), 3. ekstrakt (konkret) narance izdvojeno n-
heksanom (N.O.), 4. ulje narance izdvojeno hidrodestilacijom (N.U.), 5.ulje narance izdvojeno

n-heksanom (5), 6. d-limonen
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1z slike 18 vidljiva je prisutnost komponente d-limonena u gotovo svim uzorcima eteri¢nih ulja
I konkreta, a najveci intenzitet boje vidljiv je u 3. uzorku s oznakom N.O. koji predstavlja
eteri¢no ulje naran¢e. TLC analizom pokazana je prisutnost d-limonena, kao komponente s
najve¢om koncentracijom, u svim etericnim uljima ekstrahiranih iz citrusa, s najve¢om

koncentracijom kod ulja narance.

4.2.3. Analiza sastavnica eteri¢nog ulja pomocu plinske kromatografije s masenom

spektrometrijom

Nakon analize GC/MS metodom izvucene su komponente ulja razli¢itih vrsta citrusa s
koncentracijom vecom od 1%. Sastavi ulja prikazani su u tablicama 5, 6, 7 i 8, a pripadajuci

kromatogrami na slikama 19-22.
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Slika 19. Prikaz spektra konkreta narance ekstrahiranog n-heksanom
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Slika 20. Prikaz spektra ulja narance ekstrahiranog hidrodestilacijom
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Slika 21. Prikaz spektra ulja limuna ekstrahiranog hidrodestilacijom
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Slika 22. Prikaz spektra konkreta limuna ekstrahiranog heksanom
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Tablica 4. Prikaz glavnih sastavnica konkreta vrste Citrus sinensis (L.) Osbeck ektrahirano

n-heksanom

SASTAVNICA VRIJEME POSTOTAK
ZADRZAVANJA

Mircen 7,31 1,11

Limonen 8,61 88,02

Linalol 11,25 2,72

Tablica 5. Prikaz glavnih sastavnica etericnog ulja vrste Citrus sinensis (L.) Osbeck,

ekstrahirano hidrodestilacijom

SASTAVNICA VRIJEME POSTOTAK
ZADRZAVANJA

Mircen 7,31 2,50

Limonen 8,68 90,11

Linalol 11,25 1,57
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Tablica 6. Prikaz glavnih sastavnica etericnog ulja vrste Citrus limon (L.) Burm. f.,

ekstrahirano hidrodestilacijom

SASTAVNICA VRIJEIyIE POSTOTAK
ZADRZAVANJA

a-pinen 5,70 1,66
Sabinen 6,80 1,60
B-pinen 6,90 10,26
Mircen 7,31 1,38
Limonen 8,60 60,66
y-terpinen 9,66 8,03
a-terpineol 14,97 1,43
Nerol 16,59 1,32
Neral 17,12 1,86
Geranial 18,39 2,43
Bisabolen 3 28,18 1,09

Tablica 7. Prikaz glavnih sastavnica konkreta Citrus limon (L.) Burm. f., ekstrahirano n-

heksanom
SASTAVNICA VRIJEME POSTOTAK
ZADRZAVANJA

a-pinen 5,69 1,11
Sabinen 6,80 1,58
B-pinen 6,90 8,27
Mircen 7,31 1,23
Cimen o/p 8,43 1,37
Limonen 8,60 61,20
y-terpinen 9,66 8,64
Neral 17,12 1,12
Geranial 18,39 1,79
Kariofilen E 24,52 1,22
Bergamoten 25,23 1,84
Bisabolen 3 28,17 3,06
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Iz navedenih tablica je vidljivo kako je dominantna komponenta u svim eteri¢nim uljima
limonen, koji ¢ini od 60-90% ukupnog kemijskog sastava ulja. Vazne sastavnice uz limonen
su i B-pinen, y-terpinen, bisabolen [, mircen, geranial, linalol, sabinen i neral koji takoder
pripadaju skupini terpena. Iz tablica se takoder moze uvidjeti razlika u prisustvu pojedinih
kemijskih spojeva kod ulja limuna ekstrahiranog razli¢itim metodama. Kod ekstrakta limuna
ekstrahiranog n-heksanom uo¢avamo pojavu spojeva cimen 0/p, karfiofilen E i bergamonten u
usporedbi s uljem ekstrahiranim pomocu hidrodestilacije. Navedeni spojevi takoder pripadaju
skupini terpena. Do razlike u sastavu dolazi zbog ¢injenice da navedeni spojevi nisu hlapljivi,
zbog Cega se ne mogu izdvojiti pomoc¢u metode hidrodestilacije, koja se zasniva na hlapljivosti

komponenata koje se izdvajaju.

Bozkurt i suradnici™ su u svom istraZivanju dobili sli¢ne rezultate prilikom analize ulja
GC/MS tehnikom iste vrste limuna i1 naranc¢e kao i u ovom radu. Ulja su izolirali pomocu
hidrodestilacije s aparaturom po Clevenger-u. U njihovom istrazivanju su glavne sastavnice
ulja limuna takoder limonen (66,58%), B-pinen (9,50%), a-pinen (2,03%), mircen (1,67%) i
sabinen (1,56%). Analizirali su 1 ulje narance, gdje takoder prevladava limonen s 93,32%, a

zatim slijedi micerin s 2,46%.

4.2.4. Analiza sastavnica ulja infracrvenom spektroskopijom

Fourierovom transformiranom infracrvenom spektroskopijom analizirani su produkti tri vrste
citrusa, ekstrahiranih razli¢itim metodama. Ova tehnika sluzila je za identifikaciju
funkcionalnih skupina prisutnih u ulju odnosno komponenata ulja. Slike od 23 do 27 pokazuju

infracrveni spektar i karakteristi¢éne vrpce uocene u uljima naranc¢e, limuna i pomela.

Na FTIR spektru etericnog ulja narance ekstrahiranog metodom hidrodestilacije po
Clevengeru, uocavaju se pikovi karakteristi¢ni za glavne sastavnice etericnog ulja, limonen,
mircen i linalol $to se poklapa s rezultatima dobivenim GC-MS analizom. FTIR spektar
etericnog ulja limuna dobivenog hidrodestilacijom po Clevengeru sadrzi pikove karakteristi¢ne
za najzastupljenije komponente eteri¢nog ulja: limonen, B-pinen i y-terpinen. Usporedujuci
FTIR spektre eteri¢nog ulja limuna, prikazane u radu Boughendjioua i Djeddi-al?%, sa spektrom
dobivenom u ovom radu moze se zakljuciti kako su spektri jako sli¢ni, S obzirom da se

karakteristi¢ni pikovi glavnih sastavnica nalaze na priblizno istim valnim brojevima.
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Slika 25. FTIR spektar ulja pomela, ekstrahiranog hidrodestilacijom

Produkt hidrodestilacije pomela bio je gusta smolasta smjesa koja nije analizirana plinskom
kromatografijom. FTIR spektar produkta dobivenog hidrodestilacijom kore pomela prikazan
je na slici 25. Na spektru su naznaceni pikovi koji odgovaraju limonenu i mircenu. Osim tih

pikova mozZe se uo¢iti pik karakteristi¢an za estersku skupinu na 1740,33 cm™.

Usporedbom FTIR spektara produkata dobivenih razli¢itim metodama ekstrakcije mogu se
uociti znatne razlike, slika 26 i 27. Na spektru ekstrakta (konkreta) naranc¢e dobivenog
ekstrakcijom s n-heksanom primjecuju se dodatni pikovi, u usporedbi s uljem dobivenim
hidrodestilacijom, koji odgovaraju funkcionalnim skupinama estera (1736 cm™) i masnih
kiselina (1710 cm™). Razlika se takoder primjecuje i kod spektara limuna. Uzrok razli¢itim
spektrima, jesu razli¢ite metode dobivanja ulja koje rezultiraju razli¢itim produktima. Metoda
ekstrakcije n-heksanom izolirat ¢e viSe spojeva iz ulja citrusa, zato Sto otapa i nehlapljive

komponente, dok se hidrodestilacijom izoliraju samo hlapljive komponente ulja.
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4.2.5. Mikrobioloska analiza ulja i konkreta citrusa

Izolirani produkti citrusa podvrgnuta su mikrobioloskoj analizi, gdje se ispitivala njihova
sposobnost inhibicije rasta mikroorganizma. KoriSteni mikroorganizmi su bakterijske kulture
Escherichia coli (3001) i Bacillus subtilis (3020) te kvasac Candida lipolytica (59). Navedeni

mikroorganizmi izolirani su iz okolisa.

Slika 28. Escherichia coli Slika 29. Bacillus subtilis

Slika 30. Candida lipolytica
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Slika 32. Utjecaj ulja narance i pomela na E.coli (lijevo) i B.subtilis (desno)
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Slika 34. Utjecaj ulja narance i pomela na C. lipolytica
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Tablica 8. Prikaz zona inhibicija etericnih ulja na razlicite mikroorganizme

Escherichia coli Bacillus subtilis Candida lipolytica
Ulje limuna LS1 LS2 LS1 LS2 LS1 LS2
- 9mm /mm 8mm 17mm
Ulje narance N1 N3 N1 N3 N1 N3
- - 3mm - 4mm 2mm
Ulje pomela N2 N2 N2
- - 9mm

Rezultati difuzijskog testa svih etericnih ulja prikazani su u tablici 9. Prema rezultatima,
konkret limuna dobiven ekstrakcijom s n-heksanom pokazao je najvecu antimikrobnu aktivnost
na C. lipolyticu (17 mm), dok je zona inhibicije ulja ekstrahiranog hidrodestilacijom 8 mm, §to
je cak 50% manja aktivnost. Ulje narance nije pokazalo znacajnu aktivnost na niti jednu
kulturu, ali se primjecuje kako ekstrakt narance izoliran pomocu n-heksana ima vecu
antimikrobnu aktivnost na B. subtilis (3mm) i C. lipolytica (4 mm) od eteri¢nog ulja izoliranog
hidrodestilacijom. Ulje pomela pokazalo je aktivnost na kvasac sa zonom inhibicije 9 mm. Niti
jedan produkt nije pokazao aktivnost na bakterijsku kulturu Escherichia coli, iz ¢ega se moze

utvrditi da je E. coli najotpornija kultura koristena u ovom radu.

Produkti ekstrahirani pomoc¢u n-heksana pokazali su veée antimikrobno djelovanje na
mikroorganizme nego eteri¢na ulja ekstrahirana hidrodestilacijom. Ekstrakcija pomocu n-
heksana temelji se na izdvajaju komponenata koje su topljive u danom otapalu, dok se
hidrodestilacijom izdvajaju hlapljive komponente ulja, §to znaci da ulje izolirano n-heksanom
moze sadrzavati viSe kemijskih spojeva. Uzrok vecoj inhibiciji ekstrakata izoliranih n-
heksanom moze biti upravo veca koli¢ina prisutnih kemijskih spojeva koji mogu imati

inhibicijsko djelovanje.

Glavna komponenta ovih ulja, d-limonen ujedno je i najodgovornija za antimikrobno
djelovanje eteri¢nih ulja citrusa. Kako navode Han i suradnici®! u svom istrazivanju, d-
limonen je monoterpen s dobrim antibakterijskim djelovanje protiv patogena koji su zasluzni
za kvarenje hrane. U svojoj studiji proucavali su djelovanje d-limonena na bakterijsku kulturu
Listeria monocytogenes, gdje su utvrdili kako d-limonen pokazuje znacajnu antimikrobnu
aktivnost prema navedenoj bakteriji. Rezultati su takoder pokazali kako d-limonen inhibira rast
L. monocytogenes te potencijalno unistava njezinu stani¢nu stijenku i membranu, $to dovodi

do smrti bakterije.
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Zbog svoje antimikrobne aktivnosti navedena ulja mogla bi se Koristiti kao alternativa
sintetskim aditivima u prehrani, za poboljSanje okusa i mirisa te za sprjecavanje kvarenja hrane

uslijed djelovanja mikroorganizama.
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5ZAKLJUCAK

- Eteri¢na ulja citrusa nailaze na Siroku primjenu u razli¢itim granama industrije poput
prehrambene, kozmeticke i farmaceutske, ponajvise zbog svog mirisa i antimikrobnog

djelovanja.

- Najbolja metoda za ekstrakciju etericnih ulja citrusa je hidrodestilacija, s obzirom na

jednostavnost postupka, potrebnu aparaturu i ¢istocu ulja.

- Glavne sastavnice eteri¢nih ulja citrusa (naranca, limun i pomelo) jesu d-limonen s najveéim

udjelom u svim uljima, zatim B-pinen, y-terpinen, mircen i linalol.

- Primijenjena metoda ekstrakcije utjeCe na sastav dobivenih produkata. Produkti izolirani
ekstrakcijom pomocu n-heksana sadrzavat ¢e viSe razli¢itih kemijskih spojeva, nego ulja
izolirana hidrodestilacijom.

- Eteri¢no ulje limuna pokazalo je najve¢u antimikrobnu aktivnost na mikroorganizme
Bacillus subtilis i Candida lipolytica, dok ostala ulja nisu pokazivala znacajniju

antimikrobnu aktivnost na navedene mikroorganizme.

- Niti jedan produkt nije pokazao antimikrobnu aktivnost na bakteriju Escherichia coli.
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