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SAZETAK RADA

Iako su eteri¢na ulja sastavni dio ljudske povijesti i kulture ve¢ dugi niz stoljeca, njihova
raznolika svojstva 1 danas omogucavaju razvoj inovativnih proizvoda u raznim industrijskim
granama, posebice u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji, Budu¢i da u
danasnje vrijeme fokus na ekoloski odrzive proizvode dobiva na zamahu, uloga eteri¢nih ulja

time postaje joS znacajnija.

Cilj ovog rada bio je provodenje kvantitativne 1 kvalitativne analize ekstrakata
dobivenih iz rizoma biljaka Zingiber officinale 1 Curcuma longa te ispitivanje antimikrobne
aktivnosti na bakterijama Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus i
Escherichia coli, 1kvascu Candida lipolytica. Provedena je karakterizacija pomocu tankoslojne
kromatografije, plinske kromatografije s masenom spektrometrijom, infracrvene
spektroskopije s Fourierovom transformacijom i1 UV/Vis spektrofotometrije. Navedenim
metodama utvrdena je varijabilnost kemijskog sastava ovisno o metodi ekstrakcije, nac¢inu

susenja 1 ekstrakcijskom otapalu.

Disk difuzijskim testom ispitivana je antimikrobna aktivnost ekstrakata dumbira i
kurkume. Utvrdeno je znacajno inhibicijsko djelovanje ekstrakata kurkume na testirane
mikroorganizme, dok su ekstrakti dobiveni iz dumbira demonstrirali znacajno inhibicijsko

djelovanje na bakteriju B. subtilis i kvasac C. lipolytica.

Kljucne rije€i: Curcuma longa, ekstrakcija, eteri¢no ulje, hidrodestilacija, Zingiber officinale



ABSTRACT

While essential oils have been an integral part of human history and culture for
centuries, their diverse properties continue to facilitate the development of innovative products
across various industrial sectors, particularly in the pharmaceutical, food, and cosmetic
industries. As the focus on ecologically sustainable products gains momentum, the role of

essential oils becomes even more significant.

The aim of this study was to conduct a quantitative and qualitative analysis of extracts
obtained from the rhizomes of Zingiber officinale and Curcuma longa plants, as well as to
investigate their antimicrobial activity against the bacteria Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and the yeast Candida lipolytica.
Characterization was carried out using thin-layer chromatography, gas chromatography-mass
spectrometry, Fourier-transform infrared spectroscopy, and UV/Vis spectrophotometry.
Through these methods, the variability in chemical composition was determined, dependent on

extraction method, drying technique, and solvent used for extraction.

The antimicrobial activity of ginger and turmeric extracts was assessed using disk diffusion
tests. A significant inhibitory effect of turmeric extracts on the tested microorganisms was
observed, while extracts derived from ginger demonstrated substantial inhibitory activity

against the bacterium B. subtilis and the yeast C. lipolytica.

Keywords: Curcuma longa, essential oil, extraction, hydrodistillation, Zingiber officinale
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UvOD

Kroz ¢itavu povijest ljudske civilizacije, biljke i njezini ekstrakti imale su veliki znacaj
u ublazavanju tegoba 1 lijeCenju bolesti. [1] Etericna ili esencijalna ulja, sekundarni metaboliti
biljaka izolirani iz cvjetova, plodova, pupova, korijena, liS¢a, gran€ica i sjemenki, vrlo su ¢esto
koriStena u razne svrhe. [2] Rije¢ je o koncentriranim hidrofobnim kapljevinama koje

karakterizira aromati¢nost, ali i raznolika ljekovita svojstva. [3]

Zapisi o biljnim ekstraktima dobivenih destilacijom datiraju unazad 4500 pr.Kr. kada
su u mnogim kulturama koriSteni u kozmeticke svrhe. Tijekom 18. 1 19. stoljeca, zabiljeZena je
prisutnost niza bioaktivnih spojeva, poput morfija, kofeina i kinina, kojima su pripisana snazna
terapeutska svojstva. Time je zapocCeta epoha intenzivnog istrazivanja sastava i svojstava
ekstrakata iz raznovrsnih biljaka. No unato¢ tisucljetnoj upotrebi ayurvedskih biljaka u
tradicionalnoj medicini, prvenstveno dumbira i kurkume, tek sredinom 20. stoljeca zapoceto je

istrazivanje njihovih sastava i ljekovitih svojstava. [4]

Ekstrakti mogu sadrzavati stotine razli¢itih spojeva, a svaki ima jedinstven profil koji
odreduje njegovu aromu i potencijalne bioloske ucinke. Stoga, istrazivanje ekstrakata dumbira
1 kurkume podrucje je velikog interesa u prehrambenoj, kozmetickoj, farmaceutskoj i
poljoprivrednoj industriji. Dodatni interes za njihovim istrazivanjem potaknuo je razvoj
principa “zelene kemije”, ali 1 sve veca rezistentnost bakterija na konvencionalne lijekove. Svi
ovi faktori potaknuli su rastuéi interes za prirodne alternativne lijekove zamjenjujuci time
konvencionalne medicinske pristupe i lijekove. Istovremeno, procjenjuje se da industrija mirisa
1 aromaima globalnu vrijednost od 15 milijardi dolara, a sve ve¢i interes kupaca za prirodnim

proizvodima doveo je do intenzivnije upotrebe eteri¢nih ulja i u ovoj industriji. [5]

Ekstrakcija je klju¢ni postupak za izolaciju i koncentriranje odredenih sastojaka iz
biljnog materijala koriStenjem selektivnih otapala i primjenom standardnih procedura. [1] U
sklopu ovog rada, provedena je ekstrakcija eteri¢nih ulja iz dumbira (lat. Zingiber officinale) i
kurkume (lat. Curcuma longa) kupljenih u maloprodajnoj trgovini, porijeklom iz Perua. Cilj je
bio istraziti u¢inak provedbe raznih metoda ekstrakcije na kvalitetu dobivenih ekstrakata te

provesti ispitivanje antimikrobnih svojstava dobivenih ekstrakata.



1. OPCI DIO

1.1. ETERICNA ULJA

1.1.1. Povijest razvoja eteri¢nih ulja

Eteri¢na ili esencijalna ulja predstavljaju koncentriranu kompleksnu mjesavinu hlapljivih
organskih spojeva koji se dobivaju iz biljnog materijala. Pohranjuju se u sekretornim
stanicama, Supljinama, kanalima, epidermalnim stanicama i Zljezdanim trihomama biljaka, iz

kojih se potom ekstrahiraju.[3]

Prva zabiljeZena upotreba eteri¢nih ulja je bila od strane drevnih Egip¢ana koji su ih
primjenjivali u razli¢ite svrhe, ukljuc¢ujuc¢i medicinske, kozmeticke, ali i u vjerskim obredima.
Istovremeno, Kinezi su koristili biljke i njihove ekstrakte u medicinske svrhe, a njihovi su
postupci s vremenom asimilirani u indijsku ayurvedsku medicinu. Pojam ,,aromaterapija“ uveo
je urjecnik francuski kemicar Gattefosse nakon incidenta u laboratoriju. Zadobivenu opekotinu
je tretirao Cistim uljem lavande, koje je ublazilo bol, a opeklina je kasnije zacijelila bez
infekcije 1 s malim ili nikakvim oZiljcima. Ova tehnika kasnije je s velikim uspjehom koriStena
u lije¢enju vojnika ranjenih u Prvom svjetskom ratu. U danasnje vrijeme, etericna ulja se
nasiroko koriste kao parfemi i arome za hranu, no mnoga njihova baktericidna 1 antipesticidna

svojstva zamijenjena su antibioticima, sintetickim pesticidima i antifungalnim sredstvima. [6]
1.1.2. Kemijski sastav eteri¢nih ulja

Bioaktivni spojevi koji se nalaze u etericnom ulju posjeduju Sirok raspon bioloskih
svojstava ukljucuju¢i antikancerogeno, antimikrobno, protuupalno, antioksidativno i
antialergijsko djelovanje. Najvaznija skupina sastojaka eteri¢nih ulja su terpeni, terpenoidi,
seskviterpeni, seskviterpenoidi i fenoli. Terpeni su velika i raznolika klasa organskih spojeva
sastavljena iskljucivo od ugljika i vodika, dok se terpenoidi definiraju kao modificirana klasa
terpena s razli¢itim funkcionalnim skupinama, najcesce oksigeniranim skupinama i mogu imati
sloZenije ciklicke strukture. [7] Terpeni su osnovna strukturna komponenta eteri¢nih ulja koja
¢ine viSe od 50 % ukupnog etericnog ulja ovisno o nacinu ekstrakcije 1 koriStenim biljnim
dijelovima. Dijele se na temelju broja n u op¢oj formuli (CsHsg), ili broja C atoma na:
hemiterpene (Cs), monoterpene (Cio), seskviterpene (Cis), diterpene (Cao), sesterpeni (Cas),
triterpene (Cao), tetraterpene (Cao), politerpene (>Cao). Seskviterpeni su podklasa terpena koja

se sastoji od tri izoprenske jedinice s 15 ugljikovih atoma, a seskviterpenoidi predstavljaju

2



oksidirane seskviterpene. Medutim, uz prisutnost fenola i alkohola, eteri¢na ulja sadrze i druge

spojeve poput aldehida, estera, etera, ketona, laktona, kumarina i raznih oksida. [5]

/\( Hemiterpen
/k/ /k/ Monoterpen

)\/ /b )\/Seskviterpeﬁ
)v /‘\/ /l\/ J\/ Diterpen
)\/ )\/ )\/ )\/ */ }/ C

Sesterpen |

Ao s
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.
» O
L ]

Antitumorski Antimikrobni Protuupalni Antioksidativni

Slika 1. Potencijalni bioloski u¢inci terpena 1 terpenoida u eteri¢nim uljima

1.2.  AROMATICNE BILJKE PORODICE ZINGIBERACEAE

Porodica dumbirovki (lat. Zingiberaceae), poznata je po razli¢itim bioaktivnim kemijskim
spojevima. Cine ju 52 roda i 1300 vrsta aromati¢nih cvjetnih visegodiinjih biljaka s
karakteristiénim gomoljastim rizomima. Siroko su rasprostranjene u Americi, Aziji i Africi, a
najznacajniji ¢lanovi ove porodice su dumbir (lat. Zingiber officinale Roscoe), kurkuma (lat.

Curcuma longa L.), javanski dumbir (lat. Curcuma zanthorrhiza Roxb.) 1 tajlandski dumbir (lat

Alpinia galanga L.). [8]

1.2.1. Pumbir

Pumbir (lat.  Zingiber officinale) je trajnica odnosno viSegodiSnja biljka iz

porodice Zingiberaceae koja potjece iz tropskih podrucja Azije. Porijeklo imena dumbir moze

se pratiti do sanskrtske rijeci "srngaveram", $to znaci "rog" ili "jelenov rog” zbog slicnosti sa

jelenovim rogovima $to se primjecuje na slici 2.



Slika 2. Rizom dumbira [9]

Karakterizira ga aromati¢ni rizom koji se koristi u svjezem ili suSenom obliku te se svrstava
medu najrasirenije zacine u svijetu, ali koristi se 1 kao lijek u narodnoj medicini zbog brojnih

ljekovitih svojstava. [10]

Njegova upotreba je zabiljezena u zapisima drevne iranske medicine, a pojedina svojstva
pripisana dumbiru ve¢ tada, potvrdena su suvremenim znanstvenim istrazivanjima. [10,11,12]
Takoder, korijen dumbira koristi se u Kini za lijeCenje glavobolje, mucnine i prehlade vise od
2500 godina, dok se u Zapadnom svijetu, koristi prvenstveno kao lijek za probavu.[13,14]
Istrazivanja provedena na demografskom uzorku stanovniStva jugoistocne Azije ukazuju na
znatno nizi rizik od razvoja gastrointestinalnih karcinoma, karcinoma debelog crijeva, dojke,
prostate 1 drugih oblika u usporedbi s zapadnim drzavama. Ova razlika u riziku moze se

vvvvv

1 dumbir, medu stanovnistvom Jugoistocne Azije. [15]

1.2.1.1. Bioaktivne komponente dumbira

Postoji vise od 200 identificiranih spojeva u dumbiru, a njegovi bioaktivni sastojci
ukljucuju tanine, antocijanine, terpene i fenolne spojeve. Svi identificirani spojevi se dijele u
dvije skupine: etericno ulje i opori spojevi/aril alkani (engl. pungent compounds). Komponente
eteri¢nih ulja Cine priblizno 1-3% biljke 1 sastoje se od seskviterpenskih spojeva, pretezno
zingeberena, kurkumena, farnezena i zerumbona. U skupinu oporih spojeva/aril alkana

svrstavaju se gingeroli, Sogaoli i paradoli, prikazani na slici 2.



O OH

9]
H:ﬁ'ﬂ@/\)’k}\/\/\ H3C_oj©/\)JW\/\
HO HO

gingerol paradol
o
o)
H3C_Oj©/\)l\9\/\/\
HO
Sogaol zerumbon

Slika 3. Shematski prikaz kemijskih struktura gingerola, paradola, Sogaola i zerumbona

Fenolni spojevi u dumbiru ukljucuju gingerole, Sogaole i paradole. U svjezem dumbiru,
gingeroli su glavni polifenoli te se tu ubrajaju 6-gingerol, 8-gingerol 1 10-gingerol. S
toplinskom obradom ili tijekom dugotrajnog skladiStenja, gingerol se transformira u Sogaol.
Nakon hidrogenacije, Sogaol prelazi u paradol. [15] Medu ostalim prisutnim komponentama
etericnog ulja nalaze se 1 B-bisabolen, a-farnesen, cineol, zingiberenol, limonen te druge tvari.

[16] Osim njih, u dumbiru su prisutni i polisaharidi, lipidi, organske kiseline i sirova vlakna.

1.2.1.2. Ljekovita svojstva dumbira

Pumbir se prvenstveno upotrebljava u svjeZzem obliku ili kao samljeveni prah, prethodno
osusenog korijena, koji se potom koristi u proizvodnji eteri¢nog ulja. Cimbenici koji utje¢u na
kvalitetu dumbira pod velikim su utjecajem okolisa u kojem se dumbir uzgaja.[16] Primjerice,
dumbir uzgojen u Kini sadrzi 43 razlicita spoja u usporedbi sa istom vrstom dumbira uzgojenog
u Indiji koji je posjedovao ukupno 80 spojeva s razli¢itim udjelima tvari. [17,18] S obzirom da
je vidljiv utjecaj lokacije i1 trajanja uzgoja na kemijski sastav etericnog ulja dumbira,

pretpostavka je da nacin uzgoja mijenja i bioloSku aktivnost etericnog ulja.

Dumbiru se pripisuje analgeticko, antimikrobno, antitumorsko, protuupalno i
antioksidativno djelovanje. Stovise, istrazivanja i upotreba dumbira su posljednjih godina
usmjerena u njegovu ulogu u borbi protiv raka radi antitumorskog djelovanja, smanjenja

nuspojava izazvanih kemoterapijom, ali i opcenitog poboljsanja kvalitete ljudskog zivota. [19]

Znacajan porast istrazivanja vezanih za potencijalne zdravstvene koristi dumbira potvrduju

ucinkovitost dumbira u ocuvanju ljudskog zdravlja.



Budu¢i da je upotreba alternativne medicine istaknuta medu populacijom koja pati od
kroni¢nih bolova, provedeno je istrazivanje kako bi se dokazao ucinak ekstrakta dumbira na
navedene tegobe. Pritom je dokazana djelotvornost dumbira u lijeenju tegoba osteoartritisa.
Statisticki znacajno smanjenje simptoma osteoartritisa u koljenima kod pacijenata postignuto

je primjenom visoko proc¢is¢enog i standardiziranog ekstrakta dumbira. [20]

Razli¢ita “in vitro” istrazivanja takoder potvrduju antimikrobno svojstvo ekstrakta
dumbira. Naime, fenolni spojevi 1 njihov sinergisticki odnos s drugim prisutnim spojevima (3-
seskvifelandren, cis-kariofilen, zingiberen, a-farnezen, a- i B-bisabolen) odgovorni su za
antimikrobno djelovanje ekstrakta dumbira. S obzirom da je vecina navedenih spojeva
netopljiva u vodi, vodeni ekstrakti u pravilu postizu nizu antimikrobnu aktivnost od organskih
ekstrakata. [21] Glavni spojevi s antimikrobnim djelovanjem prisutni u etericnom ulju od
svjezeg dumbira su geranijal, o-zingiberen, (E,E)- o-farnezen, neral, ar-kurkumen, i -
seskvifelandren, dok su u uljnim smolama za taj efekt odgovnorni eugenol, zingeron i trans-
6-gingerol. [22] El-Baroty 1 sur. su proveli istrazivanje kojim je dokazano da se antimikrobno
djelovanje hlapljivih komponenti dumbira u etericnom ulju smanjuje prema sljede¢em

redoslijedu: fenolni spojevi > alkoholi > aldehidi > ketoni > eteri > ugljikovodici. [23]

Naime, hidrofobni spojevi prisutni u eteri¢nom ulju dumbira mogu reagirati s lipofilnim
dijelom stanicnih membrana i mitohondrijima, §to dovodi do naruSavanja njihove cjelovitosti
1 funkcije. To moZe rezultirati poremecajem transporta elektrona, unosa hranjivih tvari, sinteze
proteina 1 nukleinskih kiselina te aktivnosti enzima [24]. Oksigenirani spojevi takoder mogu
inhibirati stani¢no disanje 1 transport iona. Stoga, ovi spojevi na razli¢ite naine utjeCu na

mikrobne stanice.

Rak ili karcinom drugi je najve¢i uzrok smrti u svijetu usprkos velikom razvoju
kemoterapeutika i raznovrsnih metoda lijeCenja. S obzirom na Cesto ozbiljnu toksi¢nost 1
nuspojave uzrokovane nedovoljnom selektivnoséu i specificnoséu trenutno dostupnih
mogucnosti lijeCenja, znanstvenici su u potrazi za novim lijekovima. Dokazano je da zerumbon
inhibira rast i proliferaciju tumorskih stanica gusterace razli¢itim mehanizmima. Zerumbon
inducira apoptozu PANC-1 stanica, a indukcija apoptoze povezana je s regulacijom p53 i p21
proteina kao 1 proizvodnja reaktivnih kisikovih spojeva (engl. Reactive Oxygen Species, ROS)
u PANC-1 stanice tretirane zerumbonom. [25] Druga studija je pokazala da 6-gingerol regulira
proteine 1 suzbija metastaziranje stanica raka gusterace. ,,/n vitro* istrazivanjem dokazana je

indukcija apoptoze stanica raka Zeluca sa 6-gingerolom. [26]



Upala je odgovor tijela na oSteé¢enje tkiva pri ¢emu se oslobadaju proupalni medijatori.
Nekoliko stvari moze uzrokovati upalu poput bakterija, virusa, gljivica, parazita, a takoder
moze biti posljedica prisutnosti stranih proteina i oStecenja. Gingeroli mogu ublaziti upalu s
obzirom na njihovu sposobnost da inhibiraju aktivaciju signalnih putova protein kinaze B (Akt)
i nuklearnog faktora kapa B (NF-xB), uzrokuju¢i smanjenje proinflamatornih povecanje
protuinflamatornih citokina. Medutim, problem predstavlja njihova niska bioraspolozivost,

stoga je potrebno je razviti u€inkovitije metode lijeCenja gingerolima. [27]

Povecana proizvodnja slobodnih radikala rezultira oksidativnim stresom koji moze
dovesti do oSte¢enja DNK. Pumbir posjeduje snazna antioksidativna svojstva koja ublazavaju
ili sprjecavaju nastanak slobodnih radikala te se smatra sigurnim biljnim lijekom s vrlo malo
nuspojava. [28] 6-Sogaol je pokazao najjaca antioksidativna i protuupalna svojstva u dumbiru,

Sto se moze pripisati prisutnosti a, B-nezasi¢enog ketonskog dijela. [29]

1.2.2. Kurkuma

Kurkuma (lat. Curcuma longa) je ¢lan porodice biljaka Zingiberaceae kao 1 dumbir te je
porijeklom iz Juzne Azije gdje se upotrebljava ve¢ tisuéama godina. Rijec je o viSegodis$njoj
biljci koja sazrijeva 9 mjeseci te moZe narasti do 1,5 m visine iz gomoljastog rizoma
prikazanog na slici 4., koji naveliko sluzi kao zacin jelima, bojilo, ali i potencijalni lijek radi

raznolikih ljekovitih svojstava.[30]

Slika 4. Rizom kurkume [31]

Ima najmanje 6000 godina dokumentirane upotrebe kao ,,zlatnog zacina*, a od nedavno
pronalazi Siroku primjenu u industriji mirisa i aroma, kozmeti¢koj, prehrambenoj i

farmaceutskoj industriji. Kurkuma se moze koristiti u svjezem obliku ili u obliku eteri¢nog



ulja, no vecéina proizvoda se dobiva suSenjem korijena biljke, koji se potom melje u fini prah
zute boje. Sadrzi viSe od 200 razliCitih spojeva, a najvazniji je kurkumin iz skupine

kurkuminoida. [32]

1.2.2.1. Bioaktivne komponente kurkume

Kurkuma je poznata po raznolikos¢u kemijskih spojeva, pri ¢emu je dosad identificirano
235 spojeva koji ukljucuju monoterpenoide, seskviterpenoide, diterpenoide, triterpenoide,
kurkuminoide 1 konjugirane kurkuminoide, fenolne spojeve, flavonoide, saharide, steroide,

masne kiseline i alkaloide. [31,32]

[ako glavninu kurkume c¢ine ugljikohidrati (69,4%), sastoji se takoder 1 od proteina
(6,3%), masti (5,1%), minerala (3,5%) 1 vlage (13,1%), a rizom sadrzi 1,5-6% eteri¢nog ulja u
kojem dominiraju seskviterpeni. [33,34] Rizom kurkume je bogat izvor ar-turmerona, o-
turmerona i P-turmerona, dok su list i cvijet bogati izvori p-cimena, 1,8-cineola, i

terpinolena.[34]

Ipak, najvaznija skupina spojeva su kurkuminoidi kojih je do danas identificirano ¢ak
50 te se svrstavaju u 3 skupine: linearne kurkuminoide, ciklicke kurkuminoide i kurkuminoide
konjugirane s monoterpenima ili seskviterpenima. Linearni kurkuminoidi najce$¢i su
kurkuminoidi koji se nalaze u kurkumi. Tri najvaznija kurkuminoida odgovorna za intenzivnu
zutu boju pripadaju skupini linearnih kurkuminoida, a to su kurkumin, demetoksikurkumin i
bisdemetoksikurkumin. Svi kurkuminoidi dijele istu karakteristiénu strukturu sastavljenu od
dva aromati¢na prstena povezana alifatskim, naj¢esc¢e heptanskim lancem. Neki kurkuminoidi

sadrze 1,3-diketonsku grupu, koja ima najmanje dvije keto-enol tautomerne forme. [35,36]

Postoje dva strukturna izomera kurkumina, prikazana na slici 5., pri ¢emu je keto
tautomer dominantan u neutralnim 1 kiselim uvjetima, kao 1 u ¢vrstom stanju, dok je enolni
tautomer dominantan u luznatim uvjetima. Enolne forme kurkuminoida apsorbiraju UV—Vis

svjetlost na 410—430 nm, $to im daje narancasto-zutu boju. [36]

Turmeron je terpen koji je termicki nestabilan na sobnoj temperaturi i brzo se pretvara
u svoj najstabilniji dimerni spoj, ar-turmeron. Turmeron (C15sH220) je spoj blijedozuckaste boje
koji se moze detektirati pri UV svjetlosti valne duljine od 234 nm, dok ar-turmeron (C;5H200)
je bezbojan te se moze detektirati pri UV valnoj duljini od 239 nm. [37]
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Slika 5. Shematski prikaz kurkuminoida

Terpenoidi su takoder neki od glavnih komponenata u ulju kurkume te je
eksperimentalno potvrdena prisusutnost 62 seskviterpenoida i 4 norseskviterpenoida u ulju

kurkume. [35]

Kemijski sastav kurkume je pod utjecajem raznih ¢imbenika, medu kojima su uvjeti u
kojima se biljka uzgaja poput tipa tla, klime i nac¢ina gnojidbe. Osim toga, vrsta kurkume,
vrijeme branja te metode koje se koriste prilikom obrade i ¢uvanja nakon berbe, takoder mogu

znacajno promijeniti kemijski profil kurkume. [38]

1.2.2.2. Ljekovita svojstva kurkume

Povijesna pozadina kurkume pocinje na azijskom kontinentu i seze unazad 5000 godina
kada se najviSe upotrebljavala kao zacin jelima. Osim §to je zacin, kurkuma se takoder i danas
koristi kao izvor pigmenata za bojanje te kao konzervans zbog svojih antioksidativnih
svojstava. Budu¢i da su njezina ljekovita svojstva uocena u davnoj povijesti, kurkuma se ve¢
tada koristila za lijecenje raznih upalnih stanja, kod problema s jetrom i probavnim traktom te
kod zacjeljivanja rana.[30,39,40] U 1970-ima, provedeno je prvo istrazivanje o zdravstvenim
dobrobitima kurkumina. Navedeno istraZivanje, ali i sva daljnja istraZivanja su potvrdila
mnogobrojna ljekovita svojstva kurkume, to¢nije kurkumina. Veéina znanstvenih istrazivanja
je usmjerena u pravcu proucavanja bioaktivnih ucinaka kurkumina jer su utvrdena njegova

antitumorska, antioksidativna i protuupalna djelovanja.
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Antioksidativni u¢inak kurkumina je najvise istrazen te su mnoga ,,in vitro* i ,,in vivo*
istrazivanja dokazala povezanost kemijske strukture kurkumina i antioksidativnog ucinka.
Toc¢nije, kurkumin S$titi biomembrane od peroksidativhog oste¢enja. Poznato je da je
peroksidacija lipida lancana reakcija posredovana slobodnim radikalima, koja dovodi do
oStecenja stani¢nih membrana, a inhibicija peroksidacije kurkuminom uglavnom se pripisuje
uklanjanju uklju¢enih reaktivnih slobodnih radikala u peroksidaciji. Naime, vecina
antioksidansa ima ili fenolnu funkcionalnu skupinu ili diketonsku skupinu. No kurkumin je
jedinstven antioksidans jer sadrzi mnogobrojne funkcionalne skupine, ukljucujué¢i B-
diketonsku skupinu, ugljik-ugljik dvostruke veze i fenilne prstenove sa razli¢itim hidroksil i

metoksil supstituentima. [41]

S druge strane, kako kroni¢na upala moze biti uzrokovana oksidativnim stresom, tako
postaje sve jasniji odnos izmedu antioksidativnog u¢inka kurkumina i njegovog potencijala za
suzbijanje upala. Kurkumin ima sposobnost reguliranja ekspresije NF-xB, (engl. nuclear factor
kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) vrstu transkripcijskog faktora koji regulira
izrazavanje gena ukljucenih u upalne procese, imunosni odgovor i stani¢ni rast. Aktivacija NF-
kB dovodi do proizvodnje proupalnih citokina, stoga inhibicijom aktivacije NF-kB, kurkumin

smanjuje upalne procese u tijelu i na taj nacin sudjeluje u regulaciji upalnih odgovora. [42]

Istrazivanja su pokazala da kurkumin moze imati nekoliko mehanizama djelovanja koja
doprinose njegovim antitumorskim ucincima, §to obuhvacéa 1 protuupalno i antioksidativno
djelovanje. Kurkumin je u istrazivanjima pokazao da sprjec¢ava karcinogenezu utjecuci na dva
procesa: angiogenezu i rast stanica raka. [39,43] Takoder suzbija metastaziranje stanica raka i
inducira apoptozu stanica raka, odnosno programiranu stani¢nu smrt koja se normalno javlja u
tijelu s ciljem uklanjanja oStecenih ili nepotrebnih stanica. Medutim, u slucaju raka, stanice
Cesto izbjegavaju apoptozu i neprekidno se dijele, te u tom slucaju, kurkumin igra kljuénu

ulogu u njihovom uklanjanju. [44]

Dakako, s obzirom da se oksidativna oStecenja povezuju sa mnogim drugim patoloskim
stanjima, kurkumin, uz sve navedeno, ima ucinak i na proces starenja, neurodegenerativne
bolesti i aterosklerozu. Kao rezultat toga, u primjeni kurkumina najvazniju ulogu ima
farmaceutska industrija, posebice sektor usmjeren na razvoj antitumorskih lijekova, dok je
slijede prehrambena i kozmeti¢ka industrija. Kurkumin se koristi u mnogim kozmeti¢kim

pripravcima protiv starenja, a smatra se da ¢e upotreba ayurvedskih proizvoda za njegu lica tek
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dozivjeti svoj globalni 1 ekonomski uspjeh. Istrazivanje Grand View Researcha, Inc., predvida

rast globalne veli¢ina trziSta kurkumina na 1,30 milijardi USD do 2024. godine. [45,46]

Antimikrobno

Hepatoprotektivno Antioksidativno

Bioloska

Antireumatsko SVOj StV a Neuroprotektivno
kurkumina
Antitumorsko Kardioprotektivno
Protuupalno

Slika 6. Shematski prikaz potencijalnih bioloskih svojstava kurkumina

1.3. METODE EKSTRAKCIJE ETERICNIH ULJA

Postoji nekoliko metoda ekstrakcije koje se koriste za dobivanje eteri¢nih ulja iz biljnih
sirovina. Vazno je napomenuti da odabir metode ekstrakcije znatno ovisi o biljnoj sirovini,
specificnim svojstvima spojeva 1 zeljenoj kvaliteti eteri¢nog ulja. Ove metode se mogu

podijeliti u dvije kategorije:

e Konvencionalne ili klasi¢ne metode: metode ekstrakcije koristene ve¢ duze
vrijeme i tradicionalno primjenjivane u proizvodnji eteri¢nih ulja, a pod njih se

svrstavaju navedene metode:

11



o Hidrodestilacija

o Odnosenje vodenom parom

o Parna hidrodestilacija

o Parna destilacija

o Hidrodifuzija

o Ekstrakcija organskim otapalom
o Soxhlet ekstrakcija

o Hladno presanje

e Napredne ili inovativhe metode: s razvojem tehnologije, razvijene su nove
metode ekstrakcije koje omogucuju poboljSanu ucinkovitost 1 povecanu

kvalitetu eteri¢nih ulja, a pod njih se svrstavaju sljede¢e metode:

o Ekstrakcija superkriticnim fluidima

o Ekstrakcija subkriticnim fluidima

o Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

o Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

o Trenutni kontrolirani pad tlaka

1.3.1. Hidrodestilacija

Hidrodestilacija je jedna od najcesc¢e upotrebljavanih metoda ekstrakcije biljnih spojeva
1 dobivanje eteri¢nog ulja iz biljne sirovine. Ova metoda koristi princip destilacije i vodu kao
otapalo. Usitnjena biljna sirovina se postavlja u tikvicu s vodom 1 staklenim kamenci¢ima
ukoliko je vrenje burno te se zagrijava do tocke vrenja. Zagrijavanje uzrokuje isparavanje
biljnih komponenti iz tikvice zajedno s vodom. Kao rezultat toga, nastaje para koja sadrzi
aromati¢ne spojeve. Nakon toga slijedi kondenzacija u kondenzatoru, a potom se kapljevita
smjesa preusmjerava u dekanter ili separator. Postoje brojne izvedbe aparatura za
hidrodestilaciju, a standardne laboratorijske aparature za izolaciju eteri¢nih ulja vodenom
destilacijom su: aparatura prema Ungeru, aparatura prema Europskoj farmakopeji aparatura i

prema Clevengeru. [47]
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Slika 7. Shematski prikaz aparature po Clevengeru

1.3.2. OdnoSenje vodenom parom

Odnosenje vodenom parom je metoda koja se cesto upotrebljava u industriji te po¢iva na
slicnom principu poput hidrodestilacije, no ne ostvaruje se izravni kontakt izmedu vode i biljne
sirovine. Biljna sirovina se postavlja na reSetku iznad vode, a zatim se voda zagrijava do tocke
vrenja. Isparavanjem vode i njezinim prolaskom kroz biljnu sirovinu ravnomjerno rasporedenu
na reSetci, dolazi do vezanja aromatskih spojeva za paru. U kondenzatoru potom slijedi

kondenzacija vodene pare, pri ¢emu se tvari povezane s parom vracaju u tekucu fazu. [48]
Postoje tri nac¢ina odnosenja vodenom parom, a to su:

e Parna hidrodestilacija
e Parna destilacija

e Hidrodifuzija

1.3.3. Ekstrakcija organskim otapalom

Ekstrakcija organskim otapalom primjenjuje se za izdvajanje biljnih spojeva iz biljne
sirovine pomocu organskog otapala polarnog ili nepolarnog karaktera. Usitnjenu biljnu
sirovinu potapa se u otapalo kako bi se ostvario $to bolji kontakt i time bolja ekstrakcija te se
potom sadrzaj posude zagrijava. Nakon toga potrebno je provesti filtraciju, a potom se filtrat

koncentrira ispravanjem otapala. U ovoj metodi vazan korak je odabir pogodnog otapala za
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ekstrakciju zeljenih tvari iz biljnog materijala. NajcesS¢a otapala za ekstrakciju su aceton, n-
heksan, metanol , etanol i petrolejski eter. Unato¢ tome Sto se odredena organska otapala
smatraju otrovnim, ova je metoda jednostavna, efikasna i jeftina te radi toga i Siroko

primijenjena u raznim industrijskim granama.

1.3.4. Soxhlet ekstrakcija

Soxhlet ekstrakcija, ime je dobila po svom izumitelju Franzu von Soxhletu 1897. godine,
¢ijim doprinosom je ekstrakcija znatno poboljSana te je danas neophodna tehnika u raznim
industrijskim postrojenjima i kemijskim laboratorijima za izdvajanjefitokemikalija. Vrlo je
korisna za izolaciju organskih spojeva slabo topivih u organskim otapalima pri sobnoj

temperaturi.

Osnovni princip Soxhlet ekstrakcije je kontinuirani ciklus isparavanja i kondenzacije otapala
kako bi se izolirale klju¢ne tvari iz uzorka. Soxhlet aparatura se sastoji od tikvice na dnu,
staklenog spremnika sa sifonom 1 poroznim tuljcem, hladila 1 grija¢a. Uzorak se postavlja u
porozni tuljac, a u tikvicu je potrebno staviti odgovarajuce otapalo. SadrZaj tikvice se potom
zagrijava do temperature vrenja $to rezultira isparavanjem otapala. Nastala para kondenzira u
hladilu i natapa uzorak. Nakon odredenog vremena, ciklus zavrSava povratom otapala i
ekstrahiranih komponenata nazad u tikvicu. Proces se kontinuirano nastavlja odvijati, $to
povecava ucinkovitost same metode. Uz navedeno, postupak provedbe je vrlo jednostavan,
aparatura je relativno jeftina i ne zahtijeva kontinuirano nadgledanje jer sustav ostaje na visokoj

temperaturi 1 omogucuje samostalno odvijanje ekstrakcije.

hladilo

tikvica sa otapalom za
ekstrakciju

Slika 8. Soxhletov uredaj
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1.3.5. Hladno preSanje

Hladno preSanje je proces ekstrakcije ulja iz sjemenki ili plodova biljaka bez upotrebe
visokih temperatura i otapala u svrhu ocuvanja hranjivih sastojaka, a time 1 kvalitete ulja. Rijec¢
je o mehanickoj metodi karakteristi¢noj za ekstrakciju eteri€nog ulja iz kore agruma. [47] Biljni
materijal se preSa pri sobnoj temperaturi kako bi se izdvojilo eteri¢no ulje koje se potom odnosi
hladnom vodom. Centrifugiranjem dolazi do odvajanja ulja od vode. Glavna prednost ove
metode je Sto ne zahtijeva upotrebu organskih otapala i1 drugih kemikalija, ¢ime je dobiveni

produkt u skladu sa nacelima “zelene” kemije.

1.3.6. Ekstrakcija superkriticnim fluidima

Superkriticni fluidi se odlikuju viskoznos¢u bliskom plinovima i gusto¢om bliskom
kapljevinama. Takoder mogu difundirati kroz porozne strukture poput plinova i imaju
sposobnost otapanja raznovrsnih tvari. [48] Navedene spoznaje su iskoriStene u svrhu
unaprjedenja ekstrakcije, odnosno razvitka ekstrakcije superkriticnim fluidima. Ekstrakcija
superkriticnim fluidima (SFE) je metoda koja se temelji na koriStenju otapala na
temperaturama 1 tlakovima iznad njihovih kritiénih to¢aka. Provodi se pomocu ekstraktora
prikazanog na slici 9. Rije¢ je o brzoj, selektivnoj i uc¢inkovitoj metodi koja je prigodna za

ekstrakciju biljnih spojeva iz biljnog materijala. [49]
Ekstrakcijski postupak se dijeli u 3 faze:

1. fazadifuzije - superkriticno otapalo difundira u matricu i smanjuje otpor prijenosu tvari.
U ovoj fazi superkriti¢no otapalo dolazi u kontakt s materijalom te prodire u njega.

2. faza otapanja - topljive komponente se otapaju u superkriticnom fluidu i dalje se
prenose difuzijom, prvo na povrsinu ¢vrstog materijala, a zatim u volumen tekuce faze
superkriti¢nog fluida.

3. faza uklanjanja iz ekstraktora - proces ekstrakcije zavrSava transportom otopljene tvari

1 superkriti¢nog fluida iz ekstraktora na daljnju obradu ili koriStenje. [49]

lako sve tvari imaju kriticnu tocku, nisu sve pogodne za opisanu ekstrakciju. Ugljikov
dioksid je nedvojbeno najcesce koristen u ekstrakeiji superkriticnim fluidima zbog niske cijene
i ekoloske prihvatljivosti. Uz navedeno, prednost mu je i $to je u plinovitom stanju pri sobnoj

temperaturi, kemijski je inertan, nezapaljiv te se lako postizu kriti¢ni uvjeti. [48,49,50]
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Prednost ove metode ekstrakcije je jednostavna promjena radnih uvjeta ¢ime se kontrolira
otapanje tvari, odnosno selektivnost metode. Uz to, manja energetska potreba u odnosu na
tradicionalne metode ekstrakcije, i obnovljivost koristenog CO2 ovu metodu ¢ini vrlo

popularnom u prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji.

tlak

Pk

35 I ©
b I
plin :
:
1

Slika 9. Shema tipi¢nog ekstraktora superkriti¢ne tekudine preklapa se s faznim dijagramom

temperatura

COz. Razliciti dijelovi SFE oznaceni su kao cilindar s teku¢im CO; (A), pumpa za CO> (B),
grijana Celija za ekstrakciju (C), staticki/dinamicki ventil (D), spremnik za sakupljanje 1 (E),
spremnik za sakupljanje 2 (F), sustav za recikliranje CO2, te spremnik za modifikator (H).

[49]

1.3.7. Ekstrakcija subkriticnim fluidima

Subkriti¢no stanje je stanje u kojem je tlak fluida viSi od kriticnog tlaka, ali je
temperatura niza od kriti¢ne temperature, ili obrnuto. U ovom stanju, najcesce se za ekstrakciju
koristi voda ili ugljikov dioksid. Subkriti¢ni fluidi imaju nisku viskoznost, gusto¢u blisku
gustoci kapljevine te difuzivnost izmedu plina i kapljevine, §to ih ¢ini pogodnim za ekstrakciju

etericnih ulja. [48,50]

Budu¢i da ova metoda koristi nize temperature i tlakove, proces je energetski manje
zahtjevan, stoga je moguce smanjiti troSkove proizvodnje odabirom navedene metode. Osim
toga, subkriti¢ni fluidi nisu toksicni ni Stetni za okoli§ za razliku od konvencionalnih otapala

te se radi toga smatraju vrlo korisnom zelenom alternativhom metodom ekstrakcije. Ipak,
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najvaznije prednosti ove metode u odnosu na tradicionalne tehnike ekstrakcije obuhvacaju

krace vrijeme ekstrakcije, vecu kvalitetu ekstrakta i nisku potro$nju otapala. [51]

1.3.8. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom razvijena je 1950. godine, a danas se svrstava
u inovativne metode ekstrakcije za ucinkovito izdvajanje tvari primjenjuju¢i kombinaciju
ultrazvucnih valova i ekstrakcijskih otapala. Naime, ultrazvuk omogucuje intenzivniju i
selektivniju ekstrakciju etericnog ulja te ubrzava njegovo oslobadanje iz biljnog materijala.

[52]

Mehanizam ekstrakcije ukljucuje dvije vrste fizi¢kih fenomena: difuziju kroz stani¢ne
stjenke 1 ispiranje sadrzaja stanice nakon §to su stjenke ostecene, slika 10. Ultrazvuéni valovi
znacajno utjecu na oba fenomena. Osim toga, ultrazvuk olaksava ekstrakciju jer biljni materijal
sadrzi Zlijezde ispunjene etericnim uljem i obavijene tankom stijenkom koju je vrlo lako unistiti

sonifikacijom.
difuzija

Tt

dluerrdst

Slika 10. Shematski prikaz difuzije kroz stanicne stijenke i ispiranje sadrzaja stanice

Ucinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom moze se povecati usitnjavanjem
biljnog materijala. Usitnjavanje rezultira povecanjem kontakta izmedu povrSine biljnog
materijala 1 otapala, ali i boljom interakcijom izmedu ultrazvu¢nih valova i tvari unutar

materijala, omogucavajuci time brzu i u¢inkovitiju ekstrakciju zeljenih tvari. [53]
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Vazna pojava u ultrazvucnoj potpomognutoj ekstrakciji je kavitacija. Kavitacija je
pojava u ultrazvucnoj ekstrakciji u kapljevitoj fazi kojom nastaju kavitacijski mjehuric¢i zbog
promjene tlaka i temperature. Cim dosegnu kritiénu vrijednost, dolazi do implozije mjehuriéa
Sto rezultira porastom temperature, tlaka i brzine strujanja. Dakle, nastaje lokalno turbulentno
strujanje ¢ime se povecava prijenos tvari. Isti efekt moze nepovoljno utjecati na termicki
nestabilne tvari. Stoga, optimizacija radnih uvjeta ima vaznu ulogu za efektivno izdvajanje

tvari. [54]

1.3.9. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalovi predstavljaju segment elektromagnetskog spektra s frekvencijom izmedu
300 MHz 1 30 GHz, te valnim duljinama u rasponu od 1 cm do 1 m. Najces¢e koriStena

frekvencija u praksi je 2450 MHz, §to odgovara valnoj duljini od priblizno 12,2 cm. [48]

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima je metoda za ekstrakciju aktivnih
komponenti iz biljnog materijala koriStenjem mikrovalne energije za zagrijavanje otapala koja
sadrZze uzorke, ¢ime analiti iz matrice uzorka prelaze u otapalo. U€inkovitost navedene metode
ovisi o svojstvima otapala, biljnom materijalu i komponentama koje se ekstrahiraju, posebice

njihovim dielektricnim konstantama. [54]

1.3.10.Trenutni kontrolirani pad tlaka

Trenutni kontrolirani pad tlaka (francuski akronim: DIC, za “Détente Instantané
Contrélée”) izumili su znanstvenici Allaf 1 Vidal 1981. godine. Ovaj postupak zapocinje brzim
zagrijavanjem na visoku temperaturu, nakon Cega slijedi naglo smanjenje tlaka prema
vakuumu. Naglim smanjenjem tlaka, plinovite komponente poput eteri¢nih ulja, imaju
tendenciju da ekspandiraju i izlaze iz biljnog materijala. Prednosti trenutnog kontroliranog

pada tlaka su sljedece:

e brzaiucinkovita ekstrakcija

e visok prinos

e selektivna ekstrakcija

e smanjenje degradacije termicki nestabilnih spojeva

e smanjenje koli¢ine koriStenog otapala
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1.4. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST ETERICNOG ULJA

Ispitivanje antimikrobne aktivnosti etericnih ulja jedan je od klju¢nih postupaka u
kemijskoj industriji. Disk difuzijski test je esto koriStena metoda za procjenu antimikrobne
aktivnosti tvari da inhibiraju rast mikroorganizama, ukljucujuci eteri¢na ulja. U ovom radu,
provedeno je ispitivanje antimikrobne aktivnosti etericnog ulja koriste¢i sljedece
mikroorganizme:

e bakterije Escherichia coli (E. coli), Enterococcus faecalis (E. faecalis),
Staphylococcus aureus (S. aureus), Bacillus subtilis (B. subtilis),
Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa)

e kvasac Candida lipolytica (C. lipolytica) .

1.4.1. Escherichia coli

Escherichia coli (slika 11.) je gram-negativna Stapicasta bakterija koja pripada skupini
Enterobacteriaceae. Fakultativni je anaerob, pokretna je i ne stvara spore te obitava u
probavnom traktu sisavaca. Dio je normalne crijevne flore te sudjeluje u probavi, no u
odredenim slucajevima moze biti patogena. [55] Postoje dvije glavne skupine sojeva bakterije
E. coli. Prva skupina obuhvaca komenzalne sojeve koji se normalno nalaze u crijevnoj flori te
ne predstavljaju prijetnju zdravoj jedinci. Drugu skupinu Cine patogeni sojevi koji mogu
izazvati crijevne 1 izvancrijevne infekcije. [56] U uobic¢ajene nacine zaraze bakterijom E. coli
svrstava se konzumacija kontaminirane hrane, posebno sirovo ili nedovoljno termicki obradeno

meso, konzumacija kontaminirane vode i nepridrzavanje higijenskih mjera.

Slika 11. Escherichia Coli [57]
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1.4.2. Enterococcus faecalis

Enterococcus faecalis (slika 12.) je gram-pozitivna bakterija kuglastog oblika te je dio
crijevne mikroflore, osobito probavnog trakta Zivotinja 1 Iljudi. Pronalaze se u
beskraljesnjacima, kukcima i sisavcima §to ukazuje na sposobnost enterokoka da prezivi
raznolike wuvjete. Enterokoki posjeduju rezistenciju na cefalosporine, klindamicin 1
kombinaciju trimetoprima i sulfametoksazola, dok imaju nizak stupanj rezistencije na
penicilin, ampicilin 1 aminoglikozide. Osim toga, enterokoki imaju visoku sposobnost

razvijanja novih mehanizama rezistencije pa je potrebno kontrolirati upotrebu antibiotika. [58]

Slika 12. Enterococcus faecalis [59]

1.4.3. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (slika 13.) je gram-pozitivna bakterija Siroko rasprostranjena u
prirodi i moze se pronaéi na kozi i sluznicama ljudi i Zivotinja. Ova bakterija je fakultativni
anaerob 1 stanovnik je normalne flore, ali i uzro¢nik razlicitih infekcija. S. aureus moze
uzrokovati niz bolesti, od manjih koznih infekcija do opasnih bolesti kao §to su upala pluca,

meningitis, osteomijelitis, endokarditis, sindrom toksi¢nog Soka, bakterijemija i sepsa. [60]
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Slika 13. Staphylococcus aureus [61]

1.4.4. Bacillus subtilis

Bacillus subtilis (slika 14.) je aerobna gram-pozitivna bakterija koja se Cesto nalazi u tlu,
ali i u drugim prirodnim okruzenjima. Prepoznatljivog su Stapic¢astog oblika, a krecu se
peritrihijalnim bicevima. Ove bakterije imaju mogucénost stvaranja spora radi ¢ega mozZe
prezivjeti nepovoljne uvjete, ali su nepatogene. Koristi se kao modelni organizam zahvaljujuci
svojoj prirodnoj sposobnosti da unese izvanstanicnu DNA koja omogucuje jednostavnu
genetsku modifikaciju. [62] B. subtilis se smatra sigurnom bakterijom za ljudsku upotrebu, te
je koriStena u probioticima 1 dodacima prehrani zbog svojih potencijalnih zdravstvenih

dobrobiti.

Slika 14. Bacillus subtilis [63]

1.4.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (slika 15.) je aerobna, gram-negativna bakterija koja se ¢esto

nalazi u vodenim okoli§ima. Poznata je kao oportunisticki patogen, §to znaci da uzrokuje
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infekcije kod osoba s oslabljenim imunoloskim sustavom. P. aeruginosa je posebna zbog
otpornosti 1 sposobnost prezivljavanja u nepovoljnim uvjetima, kao §to je primjerice nedostatak
hranjivih tvari. Vazno je napomenuti da je takoder jedna od najcesce izoliranih bolnickih

patogena koji uzrokuje brojne infekcije povezane s visokom stopom smrtnosti. [64]

Slika 15. Pseudomonas aeruginosa [65]

1.4.6. Candida lipolytica

Candida lipolytica ili Yarrowia lipolytica (slika 16.) je kvasac iz roda Candida koja obitava
u razli¢itim okoli§ima i prehrambenim proizvodima. Ova vrsta je poznata po svojoj sposobnosti
razgradnje lipida, Sto je korisno u razli¢itim industrijskim primjenama. lako se C. lipolytica
ranije smatrala nisko virulentnom, sve je viSe zabiljeZenih slucajeva infekcije ¢iji uzroénik je
upravo navedeni kvasac, posebno kod osoba s oslabljenim imunoloSkim sustavom. C.
lipolytica najbolje raste u uvjetima s visokim sadrzajem masti 1 lipida te na umjerenim

temperaturama, u rasponu od 20 do 30 ° C. [66,67]

Slika 16. Candida lipolytica [68]
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  PLANIPROVEDBA EKSPERIMENTA

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj kvalitete dumbira 1 kurkume i metode provedbe
ekstrakcije na kvalitetu dobivenih ekstrakata. Dobiveni ekstrakti podvrgnuti su kvalitativnoj i
kvantitativnoj karakterizaciji primjenom tankoslojne kromatografije, plinske kromatografije
spojene s masenom spektrometrijom, infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom, UV-Vis spektroskopijom te je provedeno ispitivanje antimikrobne aktivnosti

disk-difuzijskom metodom. Plan rada je obuhvacao:

e Ekstrakciju eteri¢nog ulja dumbira i kurkume hidrodestilacijom

e Dobivanje ekstrakata dumbira 1 kurkume maceracijom

e Dobivanje ekstrakata dumbira i kurkume pomocu Soxhlet uredaja

e Dobivanje ekstrakata dumbira i kurkume ultrazvu¢nom maceracijom

e Dobivanje ekstrakata dumbira 1 kurkume pomoc¢u magnetske mijesalice

e Provodenje kvalitativne i kvantitativne analize uzoraka ekstrakata kromatografskim 1
spektroskopskim metodama

e Provodenje ispitivanja antimikrobne aktivnosti uzoraka ekstrakta disk-difuzijskim

testom

2.2. KEMIKALIJE
Za izvodenje eksperimenta koriStene su sljedece kemikalije:
Otapala:

e p-heksan, HiPerSolv CHROMANORM
e 96% etanol, KEFO

Pomoc¢ne kemikalije:

e Destilirana voda

e Bezvodni Na;SOq4
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Radni materijal:

e Dumbir (lat. Zingiber officinale), kupljen u maloprodajnoj trgovini Garden u Zagrebu,
uvezen iz Perua
e Kurkuma (lat. Curcuma longa), kupljena u maloprodajnoj trgovini Garden u Zagrebu,

uvezen 1z Perua

2.3.  INSTRUMENTI

e Plinski kromatograf sa spektrometrijom masa, Agilent 7890B/5977
e UV/VIS spektrometar, Shimadzu UV-1280

e Ultrazvucna kupelj

e Magnetska mijeSalica, Witeg MSH-20D

e Infracrveni suSionik, Kern

e Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala, Bruker Vertex

70

2.4. PRIPREMA UZORAKA

DPumbir i kurkuma su kupljeni u maloprodajnoj trgovini u Zagrebu te je prije izvodenja
eksperimenta bilo potrebno temeljito oprati biljni materijal pod mlazom hladne vode, potom
obrisati 1 jednoli¢no usitniti pomocu ribeza. Biljni materijal bilo je potrebno usitniti kako bi se
povecala povrsina izloZena ekstrakcijskom otapalu. Time je omoguceno efikasnije izdvajanje
aktivnih komponenti iz dumbira i kurkume. Usitnjeni komadi¢i koriSteni su izravno u

metodama ekstrakcije ili su prethodno podvrgnuti infracrvenom suSenju ili suSenju na zraku.

2.5. HIDRODESTILACIJA

Ekstrakcija eteri¢nih ulja dumbira i kurkume hidrodestilacijom provedena je na 4 uzorka
dumbira 1 3 uzorka kurkume sluze¢i se aparaturom prema Clevengeru, prikazanoj na slici 17.
Hidrodestilacija se provodila na svjezem biljnom materijalu, suSenom na zraku 24 sata te
suSenom u infracrvenom suSioniku. Nakon dodavanja zadanih masa uzoraka prikazanih u
tablici 1., potrebno je bilo nadopuniti tikvicu sa 750 mL destilirane vode te ubaciti staklene

kamencice radi smanjenja burnog vrenja. Takoder je provedena jedna hidrodestilacija svjezeg
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dumbira sa 500 mL destilirane vode u tikvici zapremnine 1 L. Tikvica zapremnine 2 Lili 1 L
postavljena je na elektrini grija¢ te je obavijena aluminijskom folijom kako bi se sprijecio
gubitak topline. Postupak hidrodestilacije se provodio 4 (dumbir) ili 3 sata (kurkuma), s time
da se vrijeme pocelo biljeziti od vremena pojave prve kapi destilata. Nakon zavrSene
destilacije, volumen ekstrahiranog ulja se oitavao na graduiranom dijelu aparature, a zatim se
ulje prenosilo u epruvetu. Da bi se uklonio eventualni visak vode, bilo je potrebno dodati malu

koli¢inu bezvodnog natrijevog sulfata. Nakon toga, uzorci su se pohranili u hladnjak.

Tablica 1. Metode obrade biljnog materijala, mase uzoraka i volumen destilirane vode

koriStene u hidrodestilaciji

Metoda Masa Masa Volumen
obrade dumbira, g kurkume, g destilirane
biljnog vode, mL
materijala

Svjezi 100 100 750

Susen na 56,73 56,73 750

zraku 24 h

OsuSeni 38,36 38,36 750

Svjezi 200 / 500

Slika 17. Aparatura po Clevengeru za hidrodestilaciju
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2.6. SOXHLET EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija pomocu Soxhlet uredaja, prikazanog na slici 18., provodila se na 3 uzorka
dumbira 1 3 uzorka kurkume u trajanju od 3 h od pojave prve kapi destilata. Primijenjen je
proces ekstrakcije na svjezem dumbiru koriste¢i etanol i n-heksan, dok je za suhi dumbir
upotrijebljen samo n-heksan. Kurkuma je takoder bila podvrgnuta ekstrakcijskom postupku u
identi¢nim uvjetima. KoriStene mase biljnog materijala prikazane su u tablici 2. Biljni materijal
je postavljen u posudu za ekstrakciju iznad tikvice sa 250 mL odabranog otapala. Nakon
provedene ekstrakcije dumbira, potrebno je bilo profiltrirati dobivenu otopinu i provesti

isparavanje otapala u rotavaporu.

Slika 18. Ekstrakcija dumbira (lijevo) 1 kurkume (desno) pomocu Soxhlet uredaja

Tablica 2. Metode obrade biljnog materijala i mase u odabranim otapalima prilikom Soxhlet

ekstrakcije
Metoda obrade Masa dumbira, g Masa kurkume, g Otapalo za
biljnog materijala ekstrakciju
Svjezi 60 60 n-heksan
Svjezi 60 60 etanol
Osuseni 20 20 n-heksan
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2.7. MACERACIA

Maceracija se provodila na 2 uzorka dumbira i 2 uzorka kurkume, slika 19. Prvi uzorak
svjezeg dumbira imao je masu od 60 g te je stavljen u posudu sa 250 mL etanola kao
ekstrakcijskog otapala. Drugi uzorak se sastojao takoder od svjezeg dumbira mase 60 g, ali je
koristeno otapalo bilo n-heksan u tom slucaju. Maceracija kurkume je provedena pri istim
uvjetima. Trajanje maceracije iznosilo je 72 h uz povremeno mijesanje, ¢ime se omogucio bolji
kontakt biljnog materijala i otapala, poticuci time efikasniju ekstrakciju. Nakon maceracije,

slijedila je filtracija preko filter papira.

Slika 19. A) maceracija kurkume u heksanu (lijevo) 1 etanolu (desno) i B) maceracija

dumbira u etanolu (lijevo) 1 heksanu (desno)

2.8. EKSTRAKCIJA UZ MAGNETSKO MIJESANJE

Ekstrakcija pomocu magnetske mijeSalice, prikazana na slici 20., provodila se pri dvije
temperature: sobnoj temperaturi i temperaturi od 50 °C. Koristena su dva razli¢ita otapala,
etanol 1 n-heksan. U svaku posudu stavljeno je 17,91 g svjezeg dumbira ili kurkume 1 50 mL
odabranog otapala. Vrijeme ekstrakcije iznosilo je 30 minuta. Nakon ekstrakcije, slijedila je

filtracija dobivene suspenzije.
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Slika 20. A) Ekstrakcija svjeze kurkume u n-heksanu pri 50 °C i B) ekstrakcija svjezeg

dumbira u n-heksanu pri 50 °C u n-heksanu (lijevo) i u etanolu pri 50 °C (desno)

2.9. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provodila se u etanolu pri 25 °C i 50 °C u trajanju
od 30 minuta te je prikazana na slikama 21 1 22. Ekstrakcija je provedena sa svjezim i suhim
uzorcima dumbira i kurkume. Svjezi dumbir je nariban na sitne komadice, izvagana je masa od
17,91 g te je stavljen u posudu sa 50 mL etanola. Isti postupak je ponovljen za suhi dumbir, sa
iznimkom pri uzorku suhog dumbira namjenjenog za 50 °C. U tom slucaju je koriStena manja
masa uzorka, ali je zadrzan omjer otapala i uzorka. Kurkuma je takoder podvrgnuta istom

postupku. Nakon postupka ekstrakcije uz pomo¢ ultrazvuka, uslijedila je filtracija suspenzija.

Slika 21 i 22. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
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2.10. ANALITICKE METODE

2.10.1. Tankoslojna kromatografija (TLC)

Analizirano je nekoliko ekstrakata dumbira i kurkume dobivenih razli¢itim metodama
ekstrakcije koriSte¢i tankoslojnu kromatografiju kao metodu kvalitativne kemijske analize. Za
nepokretnu fazu koriStena je Kieselgel 60 Fzs4 TLC ploca, a za pokretnu fazu kod
kromatografiranja kurkume koriStena je smjesa toluena i etilacetata u volumnom omjeru 93:7.
Pokretna faza za dumbir €inio je heksan i eter u volumnom omjeru 40:60. Pripremljen je uzorak
za kromatografiranje otapanjem 20 pl eteri¢nog ulja u 1,0 mL toluena. Nakon toga, potrebno
je bilo pripremiti referentne sastavnice etericnog ulja otapanjem u toluenu. Eukaliptol je
pripremljen na isti nac¢in kao i uzorci ekstrakata, a referentna otopina za dumbir pripremljena
je otapanjem 10 pl citrala 1 10 mg rezorcinola u 10 ml prethodno pripremljene otopine

metanola.

Uzorke i referentne sastavnice potom se nanosilo na plocu i postavilo u kadu sa prikladnim
otapalima do dostizanja fronte otapala. Plocu je bilo potrebno ostaviti na susenju nekoliko
minuta, a zatim poprskati prethodno pripremljenim reagensima za detekciju. KoriStena je
smjesa anisaldehida i sumporne kiseline, mijesanjem 0,5 mL anisaldehida s 10 mL ledene
octene kiseline, 85 mL metanola i 5 mL koncentrirane sulfatne kiseline te vanilin-sulfatna
kiselina. Nakon prskanja zadanim otopinama, plocu je potrebno staviti u susionik na 110 °C do

razvitka kromatograma.

2.10.2. Plinska kromatografija s masenom spektroskopijom (GC-MS)

Eteri¢na ulja dobivena metodom destilacije podvrgnuta su analizi u spregnutom sustavu
plinske kromatografije sa spektrometrijom masa koriste¢i se uredajem Agilent 7890B/5977A.
Za analizu, uzorci su pripremljeni otapanjem etericnog ulja u n-heksanu u omjeru 1:100, a
zatim je 1 pL uzorka injektirano u split modu s omjerom 1:50. Kao plin nosioc koristio se heljj

s protokom od 1 mL/min.

Sastojci etericnog ulja razdvojeni su koriste¢i kapilarnu kolonu HP-5ms (s 5% fenil-
metilpolisiloksana) duljine 30 m, unutarnjeg promjera 0,25 mm i debljine filma od 0,25 pm.
Tijekom analize primijenjen je sljede¢i temperaturni program: pocetna temperatura kolone
iznosila je 60 °C u trajanju od 1 minute, nakon cega je slijedilo zagrijavanje brzinom od 3

°C/min do 200 °C. Temperatura kolone je potom odrzavana na 200 °C tijekom 10 minuta.
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Nakon odvajanja, sastojci etericnog ulja su analizirani na masenom spektrometru pri energiji
udara od 70 eV 1 rasponu m/z od 40 do 400. Obrada rezultata provedena je koriStenjem
racunalnog paketa Agilent GC/MSD ChemStation verzija F.01.03. Identifikacija komponenti
etericnog ulja provedena je usporedbom masenih spektara s bazama podataka NIST 14, Wiley

9 1 HPCH 2205. Na slici 23. prikazan je spomenuti uredaj.

Slika 23. Plinski kromatograf sa spektrometrijom masa (GC-MS)

2.10.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

Analiza infracrvenom spektroskopijom s Fourierovom transformacijom za uzorke
ekstrakata dumbira 1 kurkume provedena je snimanjem na uredaju Bruker Vertex 70 u rasponu
od 4000 do 400 cm™'. 1z dobivenog spektra identificiraju se odredene funkcionalne skupine
karakteristicne za ispitivani uzorak. Na slici 24. prikazan je spomenuti uredaj koriSten za

snimanje spektara.

Slika 24. Infracrveni spektrofotometar s Fourierovom transformacijom signala
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2.10.4. UV/Vis spektrofotometrija

Za analizu uzorka spektrometrijskom metodom koristio se Shimadzu UV-1280 UV/Vis
spektrofotometar, prikazan na slici 25. Provedeno je snimanje spektara ekstrakta dumbira u
rasponu valnih duljina od 190-350 nm, a kurkuminih ekstrakata u rasponu valnih duljina od
300-500 nm. Za odredivanje koncentracije aktivnih spojeva u ekstraktu dumbira, pripremljene
su standardne otopine i izradena je kalibracijska krivulja na temelju apsorpcijskih vrijednosti

pripremljenih otopina.

Slika 25. UV/Vis spektrofotometar

2.11. ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

U sklopu ovog rada, napravljena je mikrobioloska analiza odabranih ekstrakata dumbira 1
kurkume disk-difuzijskim testom. Za analizu su upotrijebljene bakterijske kulture Bacillus
subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus 1 Escherichia coli, kao 1 kvasac
Candida lipolytica. Navedeni mikroorganizmi su izolirani iz okoli$a i1 koriteni za procjenu

sposobnosti inhibicije ekstrakta.

Prvi korak u provedbi disk difuzijskog testa je priprema sterilne hranjive podloge u
Erlenmeyerovim tikvicama. Za bakterijski uzgoj koristen je hranjivi agar, dok je za kvasac
koriSten malt agar. Priprema hranjivih podloga provodila se prema uputama proizvodaca
Biolife Manual, drugo izdanje, Ingraf, Italija, 1991. Za testiranje osjetljivosti koriStena je
Mueller Hinton Broth podloga. Nakon pripreme podloga, uslijedila je homogenizacija prije
zagrijavanja do vrenja. Podloge su sterilizirane u autoklavu pri temperaturi od 120 °C i tlaku

od 1,1 atm u trajanju od 15 minuta.
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Disk-difuzijski test provodi se prema standardom postupku NCCLS disc diffusion method
(CLSI, 2012). Potrebno je bilo otpipetirati 0,1 cm?® pripremljenih suspenzija kulture
mikroorganizma u Petrijevu zdjelicu na Mueller Hinton Broth podlogu i i homogenizirati
pomocu Stapic¢a po Drigalskom. Nakon toga postavljeni su diskovi promjera 6 mm na povrsinu
hranjive podloge na koje se potom otpipetira 25 pL ekstrakta. Petrijeve zdjelice s agarovim
podlogama 1 diskovima zatim su postavljene u inkubator s optimalnim uvjetima za rast
mikroorganizama, odnosno na temperature od 37 °C u trajanju od 24 sata. S druge strane,
Petrijeva posuda koja sadrzi kulturu kvasca podvrgnuta je inkubaciji u trajanju od 48 sati na

temperaturi od 28 °C.

Slika 26. Postupak homogenizacije pripremljenih suspenzija kultura pomocu stapic¢a po

Drigalskom
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3. REZULTATI I RASPRAVA

U sklopu ovog rada provedeni su eksperimenti s kurkumom i dumbirom kako bi ustanovila
kvaliteta dobivenih ekstrakata prilikom primjene razli¢itih postupaka predobrade, razlicitih
ekstrakcijskih otapala, kao i metoda ekstrakcije. Nakon provedenih eksperimenata, prikupljeni
su rezultati koji ukljucuju kvantitativne podatke o sadrZaju bioaktivnih spojeva u ekstraktima,
kao i1 njihovu kvalitativnu analizu putem spektrometrijskih i kromatografskih tehnika.
Rasprava ¢e dati uvid u optimalnu kombinaciju postupaka obrade, odabranih otapala i metoda

ekstrakcije kako bi se postigla Sto veca kvaliteta ekstrakata.

3.1. HIDRODESTILACIJA

3.1.1. Prinos etericnog ulja

Tablica 3. Karakteristike 1 rezultati hidrodestilacije za kurkumu i dumbir

Vrsta Udio Metoda Masa Masa Vrijeme Prinos
biljnog vlage  predobrade uzorka,g suhe destilacije, h eteri¢nog
materijala tvari, g ulja
(mL/100 ¢
suhe tvari)
lat. Svjezi 100 23,32 4 1,72
Zingiber
officinale 76,86
o, SuSen na 56,73 13,23 4 3,90
zraku 24 h
OsuSeni 38,36 8,95 4 2,79
Svjezi 200 g 46,28 4 2,59
lat. Svjezi 100 20,09 3 5,97
Curcuma
longa 79,91 Susena na 56,73 11,40 3 15,79
% zraku 24 h
Osuseni 38,36 7,71 3 15,56
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Tablica 3. prikazuje detaljne informacije o procesu hidrodestilacije 1 karakteristikama
uzoraka kurkume 1 dumbira. Eteri¢no ulje je ekstrahirano postupkom hidrodestilacije koriste¢i
aparaturu prema Clevengeru, u skladu s metodom preporu¢enom od strane Europske
farmakopeje. Biljni materijal izloZen je razli¢itim metodama obrade prije postupka ekstrakcije,

¢ime se direktno utjecalo na prinos eteri¢nog ulja.

3.1.1.1.  Zingiber officinale

Iz tablice 3. vidljivo je da najveci prinos eteri¢nog ulja dumbira dobiven iz uzorka koji
je suSen na zraku 24 sata (3,90 ml/100g), zatim suhog dumbira (2,79 ml/100g), a najmanji
prinos ima svjeZzi dumbir (1,72 ml/100g). Iz tablice 3. takoder se moZe uociti da isti redoslijed
vrijedi 1 za kurkumu, odnosno obrada uzorka rezultirala je jednakim poretkom po veli€ini
prinosa eteri¢nog ulja. Eteri¢no ulje je prisutno u kanalima u meristematskom dijelu rizoma
koji prilikom ribanja biva oste¢en te moze do¢i do hlapljenja i gubitka eteri¢nog ulja. U ovom
radu, svi uzorci su usitnjeni na isti na¢in, stoga usitnjavanje ne bi trebalo imati ulogu u promjeni

prinosa eteri¢nog ulja. [69]

S obzirom da su uzorci suSeni na razli¢ite nacine, kljuénu ulogu ima suSenje jer
termi¢ka obrada moze uzrokovati promjene u strukturi biljnog materijala, to¢nije oStecenja
sekretornih struktura koja sadrze etericno ulje. Rezultat toga je povecana dostupnost eteri¢nog
ulja za ekstrakciju $to se odrazava kroz veci prinos etericnog ulja. Hasmita i sur. proucavali su
utjecaj trajanja hidrodestilacije i suSenja na zraku na prinos eteri¢nog ulja dumbira te su donijeli
zakljuc€ak da prinos raste s pove¢anjem vremena susenja od 1 do 2 dana, medutim, smanjuje se
s daljnjim povecanjem vremena suSenja, $to je u skladu sa nasim rezultatima.[70] Huang i sur.
dokazali su da suSenje dumbira na temperaturi nizoj od 70 °C povecéava prinos ulja od dumbira.
[71] Ghasemzadeh 1 sur. su takoder pratili prinos etericnog ulja. Najveca koli¢ina eteri¢nog ulja
dobivena je iz uzoraka susenih na zraku. S druge strane, povecanjem temperature susenja od
34 °C do 150 °C, koli¢ina eteri¢nog ulja znacajno je opala zbog razgradnje i isparavanja
etericnog ulja. U naSem slucaju, povecanje temperature na 100 °C odnosno primjena

infracrvenog susenja rezultirala je smanjenjem prinosa etericnog ulja. [72]
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Slika 27. Prinos eteri¢nog ulja dobivenog hidrodestilacijom A) suhog dumbira, B) susenog

24 h na zraku i C, D) svjezeg dumbira

Pored varijacija u prinosu eteri¢nog ulja dumbira, primje¢uju se i promjene boje i
prozirnosti dobivenog ulja prikazanog na slici 27., $to ukazuje na razli¢it kemijski sastav.
Tijekom procesa susenja, moze do¢i do degradacije termicki nestabilnih spojeva i nastajanja
novih spojeva, §to zatim rezultira promjenama u boji 1 kemijskom sastavu etericnog ulja.
Primjerice, gingerol koji je prisutan u svjezem dumbiru moze se transformirati u Sogaol i
zingiberen tijekom procesa susenja. 6-gingerol je jedan od vaznijih fenola u etericnom ulju
dumbira te zajedno sa njegovim dehidriranim analogom, 6-Sogaolom, pripada dumbirovoj
skupini primarnih biaoktivnih spojeva. Sogaol nastaje uklanjanjem hidroksilne skupine na
gingerolu, dok zingiberen nastaje uklanjanjem molekule vode iz gingerola pod djelovanjem
topline. Huang i sur. su uz prinos etericnog ulja, pratili transformaciju 6-gingerola u 6-Sogaol
do 70 °C, u ¢ijem rasponu transformacija nije zamije¢ena, dok temperatura visa od 70 °C potice
transformaciju 6-gingerola u 6-Sogaol. [71] To potvrduje promjenu kemijskog sastava

dobivenih ulja koja se odrazava na boju i prozirnost.

Ispitivani dumbir je porijeklom iz Perua te su zabiljezeni prinosi u rasponu od 1,72-

3,90 ml/100g. Jayasundara i sur. su u istrazivanju dobili prinose ¢ija se vrijednost kretala u
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rasponu od 1- 3% za vrste uzgajane na Sri Lanki, dok su prinosi dobiveni iz dumbira uzgajanih
u Indiji iznosili priblizno 0,28%. [73] Na temelju navedenih informacija, moZe se zakljuciti da

geografsko podrijetlo dumbira moze imati znacajan utjecaj na prinos eteri¢nih ulja.

Prikazani podaci ukazuju na to da je vodenje procesa susenja, ukljucujuci kontrolu
temperature i vremena susenja, klju¢no za smanjenje gubitka hlapljivih spojeva i povecanje
prinosa etericnog ulja dumbira. Osim toga, geografsko podrijetlo biljke utjeCe na prinos
etericnih ulja, Sto je potvrdeno razlikama u prinosima biljaka uzgojenih u razliCitim

geografskim regijama.

3.1.1.2.  Curcuma longa

Slika 28. A) Prinos eteri¢nog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjeze kurkume, B) kurkume

suSene 24 h na zraku i1 C) suhe kurkume

Rizom kurkume kojima je slijedila razlicita termi¢ka obrada proizveli su blijedo Zuto
etericno ulje. Prinos eteri¢nog ulja kurkume prikazan na slici 28., mijenjao se promjenom
postupka obrade iz Cega se zakljuCuje da razli€iti tretmani predobrade imaju znacajan utjecaj
na prinos etericnog ulja, kao i kod dumbira. 1z podataka prikazanih u tablici 3., najveéi prinos
je dobiven hidrodestilacijom kurkume suSene na zraku (15,79mL/100g), potom suhom
kurkumom (15,56 mL/100g) , a najmanji prinos dobiven je iz svjeze kurkume (5,97 mL/100g).
Povecanje prinosa kao posljedica suSenja zabiljezena je kod nekoliko biljaka, primjerice lat.
Mentha Longifolia , Thymus daenensis subsp. daenensis. Celak 1 lat. Salvia officinalis L.
[74,75,76]. Rezultati navedenih istrazivanja objasnjavaju se ¢injenicom da visoke temperature
uzrokuju promjenu sekretornih struktura biljaka, ¢ime se povecava propusnost ulja iz Zlijezda.
[77]
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Kurkuma na kojoj je provedeno istrazivanje je takoder uvezena iz Perua, a vrijednosti
prinosa etericnog ulja krecu se u rasponu od 5,97-15,79 mL/100g. Mc Gaw i sur. su u svom
istrazivanju provodenjem hidrodestilacije dobili prinos etericnog ulja svjeze kurkume uvezene
iz Trinidada u vrijednosti od 6,1 mL/100 g. [78] Ova vrijednost se poklapa s dobivenim
rezultatima prinosa za svjezu kurkumu (5,97mL/100g). Analiza eteri¢nog ulja kurkume koja
je uzgojena u Indiji, provedena od strane Ray 1 sur., pokazala je prinos etericnog ulja u rasponu
od 0,35 do 1,7 ml/100g [77]. Na temelju navedenih podataka, zakljucuje se da geografsko

podrijetlo utjece znacajno na prinos eteri¢nog ulja.

. Prikazani podaci ukazuju na to da je vodenje procesa susenja, ukljuujuéi kontrolu
temperature 1 vremena suSenja, klju¢no za smanjenje gubitka hlapljivih spojeva i povecanje
prinosa etericnog ulja kurkume. Osim toga, geografsko podrijetlo biljke utje¢e na prinos
etericnih ulja, Sto je potvrdeno razlikama u prinosima biljaka uzgojenih u razliitim

geografskim regijama.

3.2.  KEMIJSKI SASTAV

Kvalitativna karakterizacija dobivenih ekstrakata dumbira i kurkume izvedena je pomocu
tankoslojne kromatografije (TLC), plinske kromatografije sa masenom spektroskopijom
(GC/MS), infracrvene spektroskopije sa Fourierovom transformacijom (FTIR) i UV/Vis
spektroskopije.

3.2.1. Tankoslojna kromatografija (TLC)

3.2.1.1.  Zingiber officinale

Upotrebom tankoslojne kromatografije, istraZzena je prisutnost rezorcinola, citrala,
gingerola i1 Sogaola u dobivenim ekstraktima dumbira i kurkume. Na slici 29. prikazani su

ispitivani dumbirovi ekstrakti:

e Macerat svjezeg dumbira u n-heksanu - 1
e Ekstrakt svjezeg dumbira u n-heksanu dobiven Soxhlet ekstrakcijom - 2
o Ekstrakt svjezeg dumbira u n-heksanu na 25° C pomocu magnetske

mijesalice- 3

37



Ekstrakt svjezeg dumbira u n-heksanu na 50° C pomocu magnetske

mijesalice - 4

e Eteri¢no ulje suhog dumbira - 5

e Eteri¢no ulje svjezeg dumbira - 6

e Etericno ulje dumbira susenog na zraku 24 h - 7

e Eteri¢no ulje svjezeg dumbira uz 500 ml destilirane vode - 8

e Macerat svjezeg dumbira u etanolu — nema rezultata

e Ekstrakt svjezeg dumbira u etanolu dobiven Soxhlet ekstrakcijom- nema
rezultata

e Ekstrakt svjezeg dumbira u etanolu na 25°C potpomognut ultrazvukom -

nema rezultata

Slika 29. Ispitivani ekstrakti dumbira

Kromatogram dobiven u skladu s uputama Europske farmakopeje, s referentnom
otopinom pokazuje intenzivnu crvenu zonu koja predstavlja rezorcinol u donjoj polovici i dvije
ljubicaste zone koje predstavljaju citral u gornjoj polovici. Kromatogram dobiven testnom
otopinom pokazuje ispod zone rezorcinola dvije intenzivne ljubicaste zone, odnosno gingerole,
1 u sredini, izmedu zona rezorcinola 1 citrala, dvije druge manje intenzivne ljubiCaste zone,
odnosno Sogaole. Mogu biti prisutne i druge zone. Na slici 30. prikazan je kromatogram sa
uzorcima ekstrakata dumbira 1 usporedbenom otopinom. Uocljiva je crvena zona u donjoj
polovici kromatograma u vecini uzoraka, osim u tri uzorka koja nisu pokazala prisutnost
ispitivanih spojeva. Takoder, na kromatogramu su vidljive dvije ljubiCaste zone u gornjoj
polovici, §to oznafava prisutnost citrala. Uz navedeno, dokazana je prisutnost Sogaola u

uzorcima 5.-8., dok se za ostale ne moze sa sigurnoséu odrediti jer je prisutno preklapanje
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drugih zona. Vazno je napomenuti da broj 8 predstavlja eteri¢no ulja svjezeg dumbira, s tim da
je koriStena ve¢a masa dumbira i manji volumen destilirane vode. Opc¢enito, povecanje mase
dumbira i smanjenje volumena koriStene vode moze rezultirati pove¢anom koncentracijom

etericnog ulja u ekstraktu dumbira. To objaSnjava jaci intenzitet boja kod dobivenih zona.

-
g -
=

Slika 30. TLC analiza uzoraka Zingiber officinale

3.2.1.2.  Curcuma longa

Slika 31. prikazuje kromatogram kojim je potvrdena prisutnost eukaliptola tj. 1,8-cineola
u etericnim uljima dobivenim hidrodestilacijom kurkume susene na zraku (1) , svjeze kurkume
(2) 1 suhe kurkume (3). Crveno-smeda obojena zona potvrduje prisustvo 1,8-cineola u svim
analiziranim uzorcima, a intenzitet obojenja upucuje na priblizno jednako koncetraciju u svim

uzorcima.
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Slika 31. TLC analiza uzoraka Curcuma longa
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3.2.2. Plinska kromatografija s masenom spektroskopijom (GC/MS)

3.2.2.1.  Zingiber officinale

U ovom istrazivanju provedena je analiza ekstrakata dumbira i kurkume pomocu plinske
kromatografije spojene s masenom spektrometrijom. Rezultati ove analize pruzaju detaljan

uvid u kemijski sastav i kvantifikaciju klju¢nih spojeva prisutnih u ekstraktima.

U ekstraktima dumbira identificirano je ukupno 16 spojeva koje ¢ine 72,154 - 86,192%
svih ispitivanih ekstrakata. Dobiven kemijski sastav ekstrakata i njihov postotak prikazan je u
tablici 4. a-zingiberen se nalazi u najve¢em postotku (13,601-34,329%) u svim ispitivanim
ekstraktima. Ostale klju¢ne komponente koje dominiraju u ekstraktima su p-felandren (3,819-
12,551%), B-bisabolen (6,047-11,621%), B-seskvifelandren (5,076-9,786%), geranial (2,044-
17,813%), neral (1,39-7,269%) i kamfen (1,654-9,709%).

Prema dobivenim rezultatima, najve¢a koncentracija o-zingiberena zabiljeZzena je u
heksanskom ekstraktu koji je dobiven koristenjem magnetske mijesalice na sobnoj temperaturi.
Ostali heksanski ekstrakti takoder su pokazali visoku koncentraciju a-zingiberena. Na temelju
tih rezultata moze se zakljuciti da je a-zingiberen bolje topljiv u heksanu nego u etanolu i vodi.
Budu¢i da nema dostupnih eksperimentalnih istrazivanja, nije moguce sa sigurnosc¢u potvrditi
tu tvrdnju. Takoder, vazan bioaktivni spoj zingeron je identificiran u dva uzorka: heksanskom
estraktu dobivenom koriStenjem magnetske mijesalice pri 25 °C 1 pri 50 °C. Iz rezultata se
moze zakljuciti da je gingerol bio prisutan u navedena dva uzorka buduci da kuhanje ili suSenje

dumbira dovodi do transformacije gingerola u zingeron putem retro-aldolne reakcije. [79]

Analizirani ekstrakti sadrze hlapljive spojeve koji se svrstavaju u sljede¢e skupine:
seskviterpene (41,939-64,312%), monoterpene (2,635-15,188%), monoterpenske okside
(9,394-31,665) te ketone (0,546-1,219%) 1 fenole (3,026-7,865). Seskviterpeni su u svim
analiziranim ekstraktima zastupljeni u najvecoj mjeri, a najvise ih ima u heksanovom maceratu
(64,312%), slijedi heksanov ekstrakt uz mijesalicu pri 25 °C (64,237%) i1 heksanov ekstrakt uz
mijesalicu pri 50 °C (59,336%). Zaklju€uje se da ekstrakciji seskviterpena pogoduje n-heksan

kao otapalo.
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Tablica 4. Kemijski sastav uzorka Zingiber officinale
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Monoterpeni su najzastupljeniji u eteri¢nom ulju dumbira susenog na zraku (15,188 %),
potom u etericnom ulju svjezeg dumbira (10,414%) te etericnom ulju suhog dumbira
(10,363%). Iz navedenih rezultata moze se zakljuciti da metoda hidrodestilacije omogucuje
najucinkovitiji ekstrakciju monoterpena, dok monoterpenski oksidi dominiraju u heksanskom

ekstraktu koji je dobiven pomocu Soxhlet uredaja.

Varijacije u prinosu etericnog ulja mogu se pripisati geografskim uvjetima, ali istovremeno,
geografsko porijeklo ima presudan utjecaj na raznolikost kemijskog sastava biljke. Literaturni
podaci koji potvrduju navedenu tvrdnju nalaze se u priloZenoj tablici 5. Osim lokacije 1
okolisnih uvjeta, kemijski sastav eteri¢nih ulja dumbira takoder ovisi 1 o vrsti, svjezini ili

susenju te metodama ekstrakcije.

Tablica 5. Literaturni rezultati za kemijski sastav uzoraka etericnog ulja Zingiber officinale

Sastavnica

Kamfen 3.8-15.8% 4,9-7,6% 0,068 0,025
Geranial 6,7- 13,9% 7,4-12% 0,308 0,012
B-zingiberen 0- 14.2% 10,5-16,6% 0,171 <0,1%
B- 2.3-12.2% 5,8-7,2% 0,059 /
seskvifelandren

p-felandren 12.4 -15.6% 3,4-4,2% / /
B-bisabolen / / 0,031 0,041
Literaturni Jayasundara i sur. Kumar 1 sur. Meliani i sur. Stoyanova i sur.
podaci [73] [66] [80] [81]
Porijeklo Sri Lanka Indija Alzir Vijetnam
Metoda obrade SuSen na zraku SuSen na zraku Svjezi Suhi

3.2.2.2.  Curcuma longa

Analizom uzoraka eteri¢nih ulja dobivenih hidrodestilacijom identificirano je ukupno
8 spojeva koji ¢ine 79,050-84,312% svih sastojaka ulja. Detalji su prikazani u priloZenoj tablici
6.
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Tablica 6. Kemijski sastav uzorka eteri¢nog ulja Curcuma longa

Sastavnica SuSena  OsuSena Svjeza  Klasa Vrijeme
na organskih zadrZavanja
zraku spojeva
24 h

o-felandren 2,174%  2,143%  2,383%  seskviterpen 7.757

1,8-cineol 1,328%  1,160%  1,322%  monoterpenski 8.674

oksid

Kurkumen 0,639%  0,729%  1,076%  diketon 27.150

Zingiberen 0,761%  0,805%  1,741%  seskviterpeni  27.656

B- 0,650%  0,656%  1,294%  seskviterpeni  28.762

seskvifelandren

Turmeron-ar 26,299% 27,980% 23,551% seskviterpeni  34.272

Turmeron 33,319% 27,813% 34,361% seskviterpeni  34.417

Kurlon 19,142% 17,764% 18,401% seskviterpeni ~ 35.518

Spojevi koji ¢ine najveci udio eteri€nog ulja su turmeron (55,793-59,618%), kurlon
(17,764-19,142%) i o-felandren (2,143-2,383%). Prethodna istrazivanja Raya i sur. takoder su
pokazala slicne rezultate te potvrduju pouzdanost dobivenih rezultata.[77] Najvaznije
bioaktivne komponente u hlapljivom ulju su ar-turmeron, a-turmeron i B-turmeron. Udio
turmerona je najvisi u etericnom ulju suSenom na zraku (59,618%), zatim u ulju svjeze
kurkume ( 57,912%), a najmanji je u ulju suhe kurkume (55,793%). a-turmeron i B-turmeron
su najzastupljeniji u svjezoj kurkumi (34,361%), a najmanje zastupljeni u suhoj kurkumi
(27,813%), dok za udio ar-turmerona vrijedi suprotno. Razlog tome moze biti oksidacija
nestabilnog a-turmerona i B-turmerona u stabilni ar-turmeron. [82] Razgradnjom o-turmerona
1 B-turmerona doslo je do porasta udjela ar-turmerona u suhoj kurkumi (27,980%) 1 kurkumi
susenoj na zraku (26,299%) u odnosu na svjezu kurkumu (23,551%). 1z toga se zakljucuje da
navedenoj reakciji stabilizacije turmerona pogoduju visoke temperature Sto rezultira

povecanim udjelom ar-turmerona.

Seskviterpeni su klasa organskih spojeva koja ¢ini najve¢i udio eteri¢nog ulja (77,161-
82,345%), a najviSe su zastupljeni u kurkumi susenoj na zraku (82,345%), zatim svjezoj

kurkumi (81,731%), dok najnizi udio seskviterpena ima suha kurkuma (77,161%). U znatno
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manjoj mjeri su zastupljeni monoterpenski oksidi (1,160-1,328%), ¢iji redoslijed smanjivanja
udjela je jednak redoslijedu smanjivanja seskviterpena. U uzorcima su jo§ identificirani
diketoni kojih je najviSe u uzorku svjeze kurkume (1,076%), zatim u suhoj kurkumi (0,729%)

1 najmanje u kurkumi suSenoj na zraku (0,639%).

Tablica 7. Literaturni rezultati za kemijski sastav uzoraka etericnog ulja Curcuma longa

Zemlja Literaturni Glavne komponente ulja

porijekla podaci

Nigerija Oyemitan i sur. Turmeron (35.9%), B-turmeron (12.9%), ar-turmeron
[83] (10.0%), a-felandren (15.5%)

Koreja Hwang 1 sur. o-zingiberen (27-36%) ar-turmeron (19-32%), -
[84] seskvifelandren (13-18%), o-turmeron (3- 6.5%), pB-

turmeron (2 — 5%)

Banglades Chowdhury 1 Ar-turmeron (27.78%), turmeron (17.16%), kurlon
sur. [85] (13.82%), 2-karen (4.78%), zingiberen (4.37%) and B-
seskvifelandren (5.57%).

Primijeceno je da je doSlo do smanjenja koncentracije kemijskih spojeva u etericnom
ulju C. longa, pri ¢emu je stupanj smanjenja ovisio o primijenjenom postupku susenja. lako
razlike u kemijskom sastavu nisu znatno razli¢ite, suSenjem na zraku se ostvaruje najbolje
ocuvanje hlapljivih spojeva 1 najudinkovitija ekstrakcija. Razlike u kemijskom sastavu
kurkume razlicite obrade rezultat su oksidacije, hidrolize, esterifikacije velike koli¢ine spojeva
1 brojnih drugih procesa. U prilog tome idu literaturni podaci koji pokazuju da opcenito postoji
velika varijacija u kemijskom sastavu hlapljivog ulja dobivenog razli¢itim metodama susenja
iste zaCinske biljke ili aromaticne biljke. Te varijacije obi¢no su kvantitativne prirode, ali mogu

biti 1 kvalitativne.[86]

Ispitivana kurkuma je uvezena iz Perua, a opée poznato je da sastav etericnog ulja
kurkume, ali i drugih biljaka varira ovisno o lokaciji. Ova tvrdnja potvrdena literaturnim

podacima prikazanim u tablici 7.
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3.2.3. Infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (FTIR)

3.2.3.1.  Zingiber officinale

FTIR spektroskopija je u€inkovit analiti¢ki alat za detekciju funkcionalnih skupina i1
karakterizaciju kovalentnih veza u bioloskim sustavima. FTIR spektri eteri¢nih ulja su sloZeni,
Sto je rezultat preklapanja spektara pojedina¢nih komponenti i kombinacije razlicitih vibracija.

[87]

Nasslici 32. prikazan je spektar etericnog ulja dumbira dobivenog hidrodestilacijom svjezeg
dumbira snimljen u rasponu valnih duljina 400-3800 cm™', a na slici 34. se nalaze FTIR spektri
etericnog ulja kurkume dobivenog hidrodestilacijom svjeze, osuSene i1 kurkume suSene na

zraku 24 h snimljeni u rasponu valnih duljina 500-1700 cm™.

£0.02

Fo.01

F0.00

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
valni broj, cm-1

Slika 32. FTIR spektar etericnog ulja dumbira dobivenog hidrodestilacijom svjeZzeg dumbira
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Slika 33. Usporedbeni FTIR spektar eteri¢nog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjezeg
dumbira [88]
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Pik na 3473,3 cm™! predstavlja signal karakteristi¢an za vibraciju istezanja O-H veze,
Sto je svojstveno za molekule vode, alkohole i karboksilne funkcionalne skupine. Osim
navedenog pika koji se slaze sa literaturnim FTIR spektrom, u oba slucaja su prisutna 4
intenzivna vrha na vrijednostima od 3090, 2959.86,2925.15 i 2871.15 cm™ koji odrazavaju
vibracije karboksilne funkcionalne skupine ili su povezane sa simetricnim CH3, asimetri¢nim
CHaz i simetri¢énim CH> istezanjem. [88,89] Dva pika na valnim duljinama od 1678.33 1 1634.46
cm’' ukazuju na prisutnost karbonilnih skupina te se takoder poklapaju sa literaturnim
podacima. [88] Pik koji se opaza na 1448.83 cm™! odgovara vibracijama savijanja CH» i CH;
alifatskih skupina. Stoga pikovi na 1376.51 i 1448.83 cm™' mogu predstavljati 1,8-cineol. [88,
89] Uz navedene pikove, prisutni su i pikovi srednjeg intenziteta una 1376.51, 1194.26, 729.48
i 876.05 cm’!, &ija prisutnost sugerira na istezanje aromatskih prstena, alkene, etere i fenole, a

istezanje C-O grupe vidljivo je od 1300-1100 cm™.

3.23.2.  Curcuma longa

Fourierovom transformiranom infracrvenom spektroskopijom analizirano je etericno ulje
dobiveno hidrodestilacijom svjeze kurkume, suSene na zraku i osuSene. Ova tehnika sluzila je
za identifikaciju funkcionalnih skupina prisutnih u ulju. Slika 34. prikazuje usporedbu FTIR
spektara u navedena tri slucaja, dok slika 35. prikazuje usporedbu FTIR spektara eteri¢nog ulja

kurkume 1 praha kurkume.

J\A‘AMW\/\/W HD-DC

I I | o
J b} KJL/\J‘ LUV W\/(UMJ\WJ HD-24
HD-FC

©o o 9o o o
]

~~~~~~~~~~~~

283 =
Apsorbancija

ANt

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
valni broj, em-1

Slika 34. FTIR spektri eteri¢nog ulja kurkume dobivenih hidrodestilacijom: HD-FC — svjeza

kurkuma; HD-24 — kukruma suSena na zraku 24 h; HD-DC osuSena kurkuma
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3296 eteri¢no ulje 1616 1020

Apsorbancija C. longa

'
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4000 3000 2000 1000
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Slika 35. Usporedbeni FTIR spektri etericnog ulja kurkume i kurkuminog praha [90]

Pikovi na 2965.16 1 2931.41 odgovaraju vibracijama istezanja C-H veza u metil (CH3)
i metilen (CHz) skupinama. Pikovi na 144546 cm™ i 1376.51 odgovaraju asimetri¢nim i
simetri¢nim vibracijama savijanja CH» i CHz alifatskih skupina te mogu predstavljati 1,8-
cineol jer ima molekularnu strukturu koja ukljucuje metil 1 metilen skupine. Na spektralnoj
duljini blizu 2200 cm’!, detektirani su suptilni signali koji su rezultat vibracija istezanja
aromatske C=C veze. Pik na 1686.05 cm™! sugerira na prisustvo karbonilne skupine (C=0).
Pikovi koji se nalaze u rasponu izmedu 1100 i 1300 cm™ obi¢no su rezultat vibracija istezanja
C-0 veze. Dakle, pojava pikova unutar ove domene implicira prisutnost C-O veze.

FTIR apsorpcijski spektri ispitivanih eteri¢nih ulja pokazuju oc¢ekivane karakteristicne
pikove C-H istezanja (~2900 cm '), C=0 istezanje (~1700 cm™!), §iroko O-H istezanje (~3400
cm ) koje nije vidljivo kod kurkume i C-O istezanje (~1100 cm™!) terpenoidnih komponenti

prisutnih u eteri¢énim uljima. [88]

3.2.4. UV/Vis spektrofotometrija

UV/Vis spektrofotometrija je tehnika koja se koristi u kemijskoj analizi za identifikaciju
razli¢itih tvari, ukljucujuci i etericna ulja. Aktivni sastojci ovih ulja, kao §to su kurkumin u
kurkumi i gingerol i Sogaol u dumbiru, pokazuju specifi¢ne apsorpcijske vrhove na odredenim
valnim duljinama. Ove karakteristicne apsorpcije mogu se koristiti za potvrdu prisutnosti ovih

spojeva u uzorcima.
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3.2.4.1.  Zingiber officinale

Gingeroli 1 Sogaoli su aktivni spojevi u dumbiru koji imaju karakteristicne apsorpcije u
UV/Vis spektru. Literaturni podaci potvrduju da gingeroli obi¢no pokazuju maksimalne
apsorpcijske vrhove oko 225 nm 1 280 nm, dok Sogaoli takoder pokazuju apsorpciju na sli¢énim
valnim duljinama. [93] Stoga se pikovi u UV/Vis spektru na navedenim valnim duljinama

mogu koristiti za identifikaciju dumbirovog ekstrakta.

Na slici 35. prikazan je UV/Vis spektar etanolnih ekstrakata dobivenih iz svjezeg i

osusenog dumbira na 100 °C, uz pomo¢ ultrazvuka.

—svjezi - 25 °C (UZV) -
0,3 mL

> ——svjezi - 50 °C (UZV) -
2 0,3 mL
5 —— suhi - 25 °C (UZV) -
<5 0,1 mL
—— suhi - 50 °C (UZV) -

0,1 mL

190 210 230 250 nm270 290 310 330 350

Slika 35. UV/Vis spektri etanolnih ekstrakata dumbira dobivenih uz pomo¢ ultrazvuka

Dva izrazena pikova na 230 i 280 nm, karakteristi¢na za gingerole i Sogaole, prisutna su u
spektru etanolnog ekstrakta dumbira. Ova opazanja potvrduju identifikaciju ekstrakta kao
derivata dumbira. Pojacan intenzitet pikova u ekstraktima suSenog dumbira moze biti
posljedica procesa susenja, tijekom kojeg se konverzija gingerola u Sogaol pocinje dogadati
ve¢ na 60 °C. [91] Ve¢i intenzitet spektralnih pikova ukazuje na povecanu efikasnost

ekstrakcije Sogaola u odnosu na gingerol.

Slika 36. prikazuje UV/Vis spektre razlicitih etanolnih ekstrakata dumbira. Svaki
spektar jasno izrazava prepoznatljive pikove specificne za dumbirov ekstrakt. Takva
dosljednost u detekciji ovih karakteristicnih pikova potvrduje uspjesnu ekstrakciju komponenti

dumbira u svim uzorcima.
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magetska
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Slika 36. UV/Vis spektri etanolnih ekstrakata dumbira dobivenih primjenom razli¢itih

metoda ekstrakcije

Na slici 37. prikazani su UV/Vis spektri razli¢itih heksanskih ekstrakata dumbira.

Prisutni su karakteristi¢ni pikovi dumbirovog ekstrakta na valnim duljinama 230 i 280 nm.

Medu razli¢itim metodama ekstrakcije, postupak ekstrakcije svjezeg dumbira uz magnetsku

mijesalicu na 50 °C rezultirao je najintenzivnijim spektralnom krivuljom. Ovaj intenzitet moze

ukazivati na vecéu koncentraciju bioaktivnih spojeva u ekstraktu u odnosu na Soxhlet

ekstrakciju, magnetsku ekstrakciju na 25°C i maceraciju.

190 210 230 ), nm 250

270

soxhlet

magnetska
25°C
magnetska 50
OC .
maceracija

y

290

Slika 37. UV/Vis spektri heksanskih ekstrakata dumbira dobivenih primjenom razli¢itih

metoda ekstrakcije

Bazdarni pravac, prikazan na slici 38., u ovom slucaju je dobiven mjerenjem

apsorbancije UV/Vis svjetla standardnih otopina dumbirovog etericnog ulja u heksanu s

poznatim koncentracijama. Izradeni bazdarni pravac za eteri¢no ulje dumbira se moze koristiti
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u kvantitativnoj analizi jer omogucava odredivanje koncentracije odredenih komponenti (npr.
gingerola ili Sogaola) u uzorcima ulja dumbira. Spektri standardnih otopina snimani su u
rasponu od 190-290 nm te se moze pretpostaviti da su se spektralni pikovi za gingerole i

Sogaole nalazili unutar tog raspona.

35
> y=00468x-0.0644 . .
2.5 R?=0.9984 Y
> e
- e
2 s o
A
0.5 P
0
0 10 20 300’ ug/mIf‘O 50 60 70

Slika 38. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije gingerola i Sogaola u heksanu

putem UV/Vis spektroskopije

UvrStavanjem vrijednosti apsorbancije u jednadzbu bazdarnog pravca, moguce je

odrediti koncentraciju gingerola i Sogaola u uzorcima te su prikazane u tablici 10.

Tablica 10. Koncentracija standardnih otopina, odgovaraju¢e apsorbancije i izracunate

koncentracije gingerola 1 Sogaola

c(e.u.), ABS c(Q g.+8.),

pg/mL pg/mL
10,53 0,392 9,75
31,59 1,471 32,81
52,65 2,451 53,75
63,18 2,848 62,23
73,71 3,188 69,50

Provedena je 1 UV/Vis spektroskopija na eteri¢nom ulju dumbira otopljenom u etanolu,

od kojeg su potom pripremljene standardne otopine razlicitih koncentracija. Kao rezultat
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dobiven je bazdarni dijagram prikazan na slici 39. i koncentracija gingerola i Sogaola prikazana

u tablici 11.

3.5
3 y=0.0431x +0.0419 '
25 R=0999 e
n o
m 2
<
1.5 .
1
0.5 c
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
¢, pg/mL

Slika 39. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije gingerola i Sogaola u etanolu

putem UV/Vis spektroskopije

Tablica 11. Koncentracija standardnih otopina, odgovarajuce apsorbancije i izraCunate

koncentracije gingerola i Sogaola

c(e.u.), ABS c(Q g.+8.),

pg/mL pg/mL
10,13 0,463 9,77
30,39 1,395 31,34
50,65 2,181 49,56
60,78 2,657 60,67
70,91 3,111 71,14

3.2.4.2.  Curcuma longa

UV/Vis spektroskopija koristila se za identifikaciju kurkuminih ekstrakata dobivenih
razli¢itim metodama ekstrakcije. Kurkumin, glavni sastojak kurkume, ima maksimalni
apsorpcijski vrh (Amax) 0oko 425 nm u etanolu, te je stoga provedeno snimanje u rasponu valnih
duljina od 300-500 nm. Razli¢ite metode ekstrakcije mogu rezultirati razli¢itim koli¢inama

ekstrahiranog kurkumina, a time 1 razliCitim intenzitetima apsorpcijskih pikova na UV/Vis
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spektru. Stoga, usporedbom UV/Vis spektara moguce je dobiti uvid u ucinkovitost pojedinih

metoda u ekstrakciji kurkumina iz kurkume.

Slika 40. prikazuje karakteristicki Siroki pik na 425 nm u ekstraktima svjeze i suhe kurkume

pri 25150 ° C.

——UZV - suha
| kurkuma - 25 °C
——UZV - suha
0.9 kurkuma - 50 °C
08 ~ ——UZV - svjeza
0.7 kurkuma - 25 °C
0.6 —UZV - svjeza
A 0.5 kurkuma - 50 °C
< .
0.4
0.3
0.2
0.1
0
300 350 A, nm 400 450 500

Slika 40. UV/Vis spektri etanolnih ekstrakata kurkume dobivenih uz pomo¢ ultrazvuka

Ovaj pik sugerira na prisutnost kurkumina, no da bi se sa sigurno$¢u mogla potvrditi
prisutnost, potrebno je provesti dodatnu analizu. Primjecuje se znatno intenzivniji pik kod

ekstrakata suhe kurkume, §to moze biti posljedica vece koncentracije kurkumina.

Naslici41.142. prikazani su UV/Vis spektri etanolnih i heksanskih ekstrakata kurkume
dobivenih razli¢itim metodama ekstrakcije. Karakteristi¢ni Siroki pik na 425 nm vidljiv na svim
spektrima sugerira prisutnost kurkuminog ekstrakta. Medutim, zapaza se da se kod heksanskih
ekstrakata karakteristi¢ni pik pojavljuje na 405 nm, $to ukazuje na mogucénost pomaka spektra
prema kra¢im valnim duljinama. Ova promjena moZe biti posljedica interakcije kurkumina s
heksanom, Sto utjeCe na elektronsku strukturu i stoga mijenja spektralne karakteristike

kurkumina.
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08 | ——magnetska mijesalica,etanol, 50°C

——maceracija u etanolu
magnetska mijesalica, etanol, 25°C

06 ——soxhlet, etanol
2 04
3 0.
0.2
0
300 350 A, nm 400 450 500

Slika 41. UV/Vis etanolni ekstrakti svjeze kurkume dobiveni razli¢itim metodama ekstrakcije

0.4

—Soxhlet,
0.35 heksan,
03 suSena
0.25
7]
2 02 ——magnetska
0.15 mijesalica,
01 heksan, 25°
C, svjeza
0.05
0 —
300 350 Aonm 400 450 500

Slika 42. UV/Vis spektri heksanskih ekstrakata kurkume dobivenih razli¢itim metodama

ekstrakcije

3.3.  ANTIMIKROBNA AKTIVNOST

Disk difuzijski test je Cesto koriStena metoda za ispitivanje antimikrobne aktivnosti
tvari, ukljucujuéi etericna ulja. Postupak je relativno jednostavan i jeftin, Sto ga ¢ini idealnim
za preliminarna ispitivanja.

Ekstrakti kurkume dobiveni hidrodestilacijom kurkume suSene na zraku te svjeze i suhe
kurkume podvrgnuti su ispitivanju antimikrobne aktivnosti, usredotocujuci se na potencijalnu
inhibiciju rasta odabranih mikroorganizama. Bakterijske vrste na kojima su ispitivani uzorci
ukljucivale su Escherichia coli, Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginos, Enterococcus

faecalis 1 Staphylococcus aureus, te kvasac Candida lipolytica.
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3.3.1. Zingiber officinale

Ekstrakti dumbira podvrgnuti su ispitivanju antimikrobne aktivnosti na prethodno

navedenim mikroorganizmima. Rezultati su prikazani u tablici 12.

Tablica 12. Promjeri zona inhibicija ekstrakata Zingiber officinale za ispitivane
mikroorganizme, 1- maceracija u heksanu, 2- hidrodestilacija suhog dumbira, 3-
hidrodestilacija svjezeg dumbira, 4- hidrodestilacija svjezeg dumbira, 5- hidrodestilacija
dumbira suSenog na zraku, 6- Soxhlet ekstrakcija svjeZzeg dumbira u heksanu, 7- ekstrakcija

svjezeg dumbira uz magnetsko mijesanje na 25 °C.

Uzorak E. coli B. subtilis Paeruginosa C.lipolytica E. faecalis S. aureus
1 nema inhibicije 11 mm nema 8 mm nema nema
inhibicije inhibicije  inhibicije
2 nema inhibicije ~ 25mm nema 10 mm nema nema
inhibicije inhibicije  inhibicije
3 nema inhibicije 8 mm nema 21 mm nema nema
inhibicije inhibicije  inhibicije
4 9 mm 24 mm nema 14 mm nema 9 mm
inhibicije inhibicije
6 11 mm 26 mm nema 23 mm nema nema
inhibicije inhibicije  inhibicije
/ 10 mm / / / /
/ 12 mm / nema / /
inhibicije

Dumbir ne pokazuje antibakterijsko djelovanje na P. aeruginosa, E. faecalis 1 S. aureus,
osim u sluc¢aju koncentriranijeg etericnog ulja svjeZzeg dumbira dobivenog hidrodestilacijom (9
mm). Uzorci dumbira su pokazali dobra antifungalna svojstva za C.lipolyticu, s iznimkom
heksanskog ekstrakta dobivenog pomocu magnetske mijeSalice na sobnoj temperaturi.
Najbolje antifungalno djelovanje prema kvascu C. lipolytica pokazalo je ulje dumbira susenog
na zraku sa zonom inhibicije od 23 mm, dok je ulje svjezeg dumbira prikazalo neznatno nizu

ucinkovitost, s zonom inhibicije od 21 mm. Antifungalno djelovanje dumbira potvrdeno je i na
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drugim vrstama poput 7. rubrum (72 mm), M. gypseum (69 mm), A. niger (14 mm) i A.
Sfumigatus (15 mm). [92,93]

Ekstrakti dumbira pokazali su inhibitorni ucinak prema B. subtilis, a ulje dumbira
suSenog na zraku je pokazalo najvecu zonu inhibicije od 26 mm, zatim slijedi ulje suhog
dumbira sa zonom inhibicije od 25 mm te ulje svjezeg dumbira sa zonom od 24 mm. Navedeni
rezultati su u skladu sa rezultatima Meliani i sur. u ¢ijem radu je dumbirov ekstrakt takoder
imao inhibitorni u¢inak na B. subtilis (13 mm). Mnoga istrazivanja potvrduju da umjereno
antimikrobno djelovanje proizlazi iz monoterpenskih oksida, seskviterpena, fenolnih spojeva,

konkretno gingerola i Sogaola. [80]

3.3.2. Curcuma longa

Tablica 13. Promjeri zona inhibicija eteri¢nih ulja Curcuma longa za ispitivane

mikroorganizme

Uzorak E.coli B.subtilis P. C. E. S. aureus
aeruginosa lipolytica faecalis

HD FC 10 10 mm 9 mm 9 mm 9 mm 10 mm
svjeza mm
HD DC 9mm 12 mm 9 mm 44 mm 8 mm 10 mm
osuSena
HD 24 9mm 15 mm 9 mm 9 mm 12 mm 9 mm
suSena na
zraku
prosjek 9,33 12,33 9,00 20,67 9,67 9,67

Rezultati difuzijskog testa svih eteri¢nih ulja prikazani su u tablici 13. Antimikrobnim
ispitivanjem disk difuzijskom metodom dokazana je osjetljivost svih ispitivanih
mikroorganizama na eteri¢na ulja kurkume. Goncalves 1 sur. te Kamazeri i sur. su dobili sli¢ne
rezultate za E.coli 1 Paeruginosa. [94,95] To je vazan rezultat jer odredene bakterije iz

navedene grupe, primjerice P. aeruginosa, karakterizira multirezistencija Sto otezava lijeCenje.
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Prema rezultatima, ekstrakt suhe kurkume dobiven hidrodestilacijom (HD DC) pokazao
je ujedno 1 najvecu stopostotnu antimikrobnu aktivnost na C. /ipolyticu sa zonom inhibicije od
44 mm, dok je zona inhibicija ostalih ekstrakata iznosila 9 mm, §to je ¢ak 5x puta manja
antimikrobna aktivnost. Provedena su istrazivanja antimikrobne aktivnosti na gljivicama
Fusarium moniliforme, Aspergillus niger, Fusarium oxysporum 1 Aspergillus flavus te je
potvrdeno antifungalno djelovanje kurkuminog ulja na odredenim koncentracijama. [96,97]
Inhibitorni u¢inak u navedenim literaturama objasnjava se sinergistickim djelovanjem manjih

komponenata prisutnih u etericnom ulja, ali je mehanizam nepoznat.

Etericno ulje kurkume suSene na zraku (HD 24) pokazalo je malo povecéanje
antimikrobne aktivnosti u odnosu na ulje svjeze kurkume te je najveca zona inhibicije od 15
mm dobivena za B. subtilis. Iz navedenih rezultata, moZze se zakljuciti da je postignuta neznatno
veca zona inhibicije kod gram-pozitivnih bakterija u odnosu na gram-negativne. Razlicit
stupanj osjetljivosti ekstrakata kurkume na bakterijske sojeve mogao bi biti posljedica razlika
u strukturi stani¢ne stjenke gram-pozitivnih i gram-negativnih bakterija. Chouhan i sur. u svom
istrazivanju pojaSnjavaju da gram-negativne bakterije poput E. coli i P. aeruginosa imaju ¢vrstu
lipopolisaharidnu vanjsku membranu, $to ograni¢ava difuziju hidrofobnih spojeva kroz nju.
[98] Osim toga, Kwiatkowski i sur. spominju da gram-pozitivne bakterije mogu olaksati
infiltraciju hidrofobnih spojeva eteri¢nih ulja zbog lipofilnih krajeva lipoteihonske kiseline

prisutne u stani¢noj membrani. Ovi spojevi imaju kljucne procese u stanici zbog povecane

propusnosti membrane, Sto posljedi¢no dovodi do izlaska iona i vaznih stani¢nih sastojaka, Sto

na kraju vodi do smrti stanica. [99]
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4. ZAKLJUCAK

Rizomi biljaka Zingiber officinale 1 Curcuma longa ekstrahirana su raznim metodama
ekstrakcije te je provedena karakterizacija dobivenih uzoraka. Eksperimentima je potvrdeno da
se susenjem na zraku ostvaruje najveéi prinos etericnog ulja dumbira i kurkume, odnosno
najucinkovitija ekstrakcija. Kontrola parametara susenja, poput temperature i trajanje procesa,

pokazala se klju¢nom komponentom za optimizaciju ekstrakcije kurkume i dumbira.

Kemijski sastav eteri¢nih ulja odredivao se pomocu tankoslojne kromatografije, plinske
kromatografije s masenom spektrometrijom, infracrvene spektroskopije s Fourierovom
transformacijom 1 UV/Vis spektrofotometrije. Potvrdeno je da seskviterpeni €ine vecinu
organskih spojeva prisutnih u ekstraktima dumbira i kurkume. Seskviterpenski oksid a-
zingiberen prisutan je u najve¢im koli¢inama u ekstraktima dumbira, dok seskviterpenski
turmeroni ¢ine vec¢inu kemijskog sastava eteri¢nog ulja kurkume. Zakljuceno je da sastav

etericnih ulja varira ovisno o metodi ekstrakcije, nacinu susenja i vrsti ekstrakcijskog otapala.

Ispitivanjem antimikrobne aktivnosti dokazana je osjetljivost svih ispitivanih
mikroorganizama na eteri¢no ulje kurkume, dok su ekstrakti dumbira pokazali znatno manju

osjetljivost, sa najve¢im inhibitornim u¢inkom prema B. subtilis i C. lipolytici.
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Slika 43. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjeZeg dumbira na bakteriju
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Slika 44. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom dumbira suSenog 24 h na zraku
na kvasac C.lipolytica
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Slika 45. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjezeg dumbira na bakteriju E.
coli
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Slika 46. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjezeg dumbira na bakteriju S.
aureus
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Slika 47. Utjecaj eteri¢nog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjeze kurkume na bakteriju P.
aeruginosa
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Slika 48. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom kurkume susene 24 h na zraku
na bakteriju E. coli
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Slika 49. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom osusene kurkume na bakteriju S.
aureus

Slika 50. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom svjeze kurkume na bakteriju E.
faecalis
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Slika 51. Utjecaj etericnog ulja dobivenog hidrodestilacijom kurkume susene 24 h na zraku
na kvasac C. lipolytica
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