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1. UVOD

Kadulja (Salvia officinalis L.) i lovor (Laurus nobilis L.) su mediteranske samonikle
biljke ¢iji se ekstrakti 1 etericna ulja uvelike koriste u farmaceutskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji. Eteri¢na ulja su aromatske hlapljive uljne tekucine i sekundarni
metaboliti dobiveni iz razli¢itih dijelova biljnog materijala: cvijeca, pupa, sjemena, lis¢a,
grana, kore, stabljike i dr., s dokazanim antifungalnim, antibakterijskim, insekticidnim,

antivirusnim i nematocidnim svojstvima (Kanizai Sarié i sur., 2014; Palfi i sur., 2019).

Najces¢i nacin dobivanja eteri¢nih ulja kadulje i lovora je vodenom destilacijom
njihovih listova, no ¢esto se koristi i ekstrakcija organskim otapalima. Medutim, u posljednjih
se nekoliko godina intenzivno istrazuju tehnike ekstrakcije koje ¢e rezultirati kra¢im trajanjem
postupka ekstrakcije, smanjenom potrebom za upotrebom organskih otapala za ekstrakciju,
smanjenjem troskova pripreme uzoraka te ve¢om kvalitetom i kvantitetom ekstrahiranih tvari.
Jedna od metoda koja se sve viSe istrazuje jest ekstrakcija potpomognuta enzimima, koja se
pokazala u¢inkovitom i ekoloski prihvatljivom metodom ekstrakcije te koja bi se u budu¢nosti
mogla koristiti za dobivanje eteri¢nih ulja (Vian i sur., 2008; Chandran i sur., 2012). Kod
ovog se postupka koriste enzimi koji djelomic¢no ili potpuno hidroliziraju stani¢ne stijenke i
tako olakSavaju izdvajanje etericnog ulja iz biljnog materijala (Hosni i sur., 2013; Chéavez-
Gonzalez 1 sur., 2016). U ovom radu ¢e se koristiti enzim ksilanaza. To je hidroliticki enzim
koji nasumce cijepa B-1,4 veze u ksilanu, sloZenom polisaharidu 1 glavnom sastojku stanicne
stijenke biljaka, pri ¢emu dolazi do razaranja zbijene strukture stanine stijenke i povecanja
dostupnosti intracelularnog materijala prilikom postupka ekstrakcije (Butt i sur., 2008;
Amudan i sur., 2011).

Osim ekstrakcije potpomognute enzimima, istrazuje se 1 mogucénost primjene
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom zbog smanjenja potroSnje energije i otapala te

poboljsanja kvalitete etericnog ulja (Allafi sur., 2013).

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj prediretmana enzimima i predtretmana
ultrazvukom uz dodatak enzima, odnosno njihov izostanak na udio etericnog ulja dobivenog
iz samoniklog bilja (kadulje i lovora). U prvom dijelu rada odredivali su se optimalni uvjeti za
enzimsku aktivnost ksilanaze pri 40 °C (vrsta otapala, odnosno njegova pH-vrijednost,

masena koncentracija enzima 1 vrijeme odvijanja enzimske reakcije), budu¢i da su dosadasnja



istrazivanja pokazala da su to parametri koji znacajno utjeCu na ucinkovitost ekstrakcije
(Zhang i sur., 2012). U drugom dijelu rada ispitivao se utjecaj tretmana enzimima i tretmana
potpomognutim ultrazvukom (snaga ultrazvuka 50 W, 10 minuta) uz dodatak enzima koji su
prethodili vodenoj destilaciji u aparaturi po Clavengeru na udio etericnog ulja kadulje i

lovora.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KADULJA

Kadulja je viSegodi$nja biljka iz porodice Lamiaceae (Tablica 1.). Rod Salvia

obuhvaca vise od 900 vrsta, medutim najznacajnije su dalmatinska (obi¢na) kadulja (Salvia

officinalis L.), gr¢ka kadulja (Salvia triloba L.) i $panjolska kadulja (Salvia lavandulifolia L.)

(Miguel i sur., 2011).

Tablica 1. Klasifikacija vrste Salvia officinalis L. prema taksonomskim kategorijama (USDA,

2020a)
Taksonomska kategorija Naziv
Carstvo Plantae
Koljeno Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Lamiales
Porodica Lamiaceae
Rod Salvia L.
Vrsta Salvia officinalis L.

Obicna ili dalmatinska kadulja (Slika 1.) raste u obliku grma s drvenastim stabljikama
i sivkastim listovima te cvjetovima c¢ija se boja kre¢e u rasponu od plave do ljubicaste.
Podrijetlom je s podru¢ja Mediterana (Dalmacija, Albanija, Turska, Italija), no danas je
kultivirana diljem svijeta (Cutillas i sur., 2017; Lemle, 2018).

Slika 1. Dalmatinska kadulja (Salvia officinalis L.) (Lemle, 2018)




2.2. ETERICNO ULJE KADULJE

Etericno ulje kadulje obicno se dobiva vodenom destilacijom listova kadulje i
upotrebljava u farmaceutskoj, kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji. Siroka upotreba
ckstrakata i eteri¢nog ulja kadulje prisutna je zbog njihovih antimikrobnih, antioksidacijskih,
hipoglikemijskih, antiupalnih, fungicidnih i drugih svojstava (Glisic i sur., 2010; Cutillas i
sur., 2017; Vosoughi i sur.,, 2018). Primjerice, etericno ulje kadulje se zbog svojih
organolepti¢kih svojstava u prehrambenoj industriji koristi kao dodatak mesnim proizvodima,
salatama 1 juhama. Antioksidativna svojstva etericnog ulja kadulje dolaze do izrazaja kod
sprjecavanja oksidacije lipida prisutnih u hrani, dok se kao antimikrobno sredstvo koristi u
inhibiciji rasta razli¢itih mikroorganizama kao $to su Escherichia coli, Bacillus subtilis,
Salmonella typhi, Salmonella enteritidis, Shigella sonei, Staphylococcus aureus i dr., a koji se

mogu naci u hrani (Bandoniene i sur., 2002; Bozin i sur., 2007; Roby i sur., 2013).

Campana 1 sur. (2017) su u svom radu opisali moguénost upotrebe sredstava na bazi
etericnog ulja kadulje u sanitaciji uredaja u industrijskim pogonima u kojima se preraduje
hrana, budué¢i da mikroorganizmi poput Staphylococcus aureus mogu na povrSinama od
nehrdajuc¢eg Celika tvoriti biofilmove i tako negativno utjecati na zdravstvenu ispravnost

hrane.

Osim u prehrambenoj industriji, eteri¢no ulje kadulje koristi se u medicini za tretiranje
upala i infekcija sluznice grla i usne Supljine (stomatitisa, gingivitisa 1 faringitisa),
dispeptickih tegoba i problema pretjeranog znojenja te mentalnih poremecaja (Miguel 1 sur.,

2011, El Euch i sur., 2018).

2.2.1. Kemijski sastav eteri¢nog ulja kadulje

Na kemijski sastav etericnog ulja kadulje znacajno utjecu razli€iti geneticki i okoliSni
¢imbenici, starost biljke, klimatski uvjeti te razdoblje u kojem je biljka ubrana (Abu-Darwish i
sur., 2013). Najzastupljeniji spojevi u eteri¢cnom ulju kadulje su kamfor i tujon te je njihova
prevladavajuca prisutnost u eteri¢cnom ulju kadulje jedan od parametara prema kojima se vrsta
S. officinalis razlikuje od drugih vrsta iz roda Salvia (Grdisa i sur., 2015). U Tablici 2.

prikazan je udio najzastupljenijih komponenata u eteri¢nom ulju kadulje.



Tablica 2. Kemijski sastav eteri¢nog ulja kadulje (Salvia officinalis L.) dobivenog vodenom

destilacijom u aparaturi po Clavengeru (Lakusi¢ i sur., 2013)

Glavne komponente Udio (%)
kamfor 21,42
cis-tujon 18,63
a-humulen 9,45
viridiflorol 7,13
manool 5,03
kamfen 491
1,8-cineol 4,78
linonen 4,28
[B-pinen 3,37
trans-tujon 3,10
a-pinen 2,62
B-kariofilen 1,58
borneol 1,36
trans-sabinen hidrat 1,11
humulen epoksid I1 1,09
y-terpinen 1,08
mircen 0,98
sabinen 0,96
p-cimen 0,91
cis-B-ocimen 0,71
a-tujen 0,67
terpinen-4-ol 0,58
cis-sabinen hidrat 0,54
bornil acetat 0,51
a-terpinen 0,48
terpinolen 0,44




2.3. LOVOR

Lovor (Laurus nobilis L.) je mediteranska biljka iz porodice Lauraceae (Tablica 3.)
koja obuhvaca vise od 2500 vrsta (Kaurinovi¢ i sur., 2010). Podrijetlom je iz Male Azije, s
prirodnim populacijama u primorskom podrucju Hrvatske 1 zemljama oko Sredozemnog mora

(Dudas i Venier, 2009).

Tablica 3. Klasifikacija vrste Laurus nobilis L. prema taksonomskim kategorijama (USDA,
2020b)

Taksonomska kategorija Naziv
Carstvo Plantae
Koljeno Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Laurales
Porodica Lauraceae
Rod Laurus L.
Vrsta Laurus nobilis L.

Lovor (Slika 2.) raste u obliku grma ili drva visine od 3 do 15 metara i ima
tamnozelene listove duguljastog oblika sa sjajnom povrSinom i zaSiljenim vrhovima te

zuckaste cvjetove i malene tamne plodove (Mihovilovi¢, 2005; Duda$ i Venier, 2009; Basak i

Candan, 2013).

Slika 2. Lovor (Laurus nobilis L.) (Mihovilovi¢, 2005)




2.4. ETERICNO ULJE LOVORA

Eteri¢no ulje lovora dobiva se destilacijom iz listova lovora i upotrebljava u izradi
parfema, sapuna, detergenata, a u prehrambenoj industriji za aromatiziranje alkoholnih pica,
smrznutih deserata te pekarskih i mesnih proizvoda. Osim navedenog, postoji moguénost
koristenja etericnog ulja lovora kao konzervansa u mesnoj industriji, ¢ime bi se produljila
trajnost kobasica od mesa divlja¢i i mljevenog mesa te kroz dulje vrijeme ocuvala pozeljna
senzorska svojstva proizvoda (Vilela i sur., 2016; Kos i sur., 2017). U novije vrijeme istrazuje
se 1 mogucnost izrade jestivih prevlaka s antimikrobnim svojstvima ¢ime bi se produljila
trajnost kriski sira. Takve jestive prevlake izradivale bi se metodom elektropredenja, pri cemu
bi se u vlaknasti skelet jestive prevlake enkapsuliralo etericno ulje lovora koje pozitivno
djeluje kod suzbijanja rasta patogena kao Sto su Listeria monocytogenes i Staphylococcus

aureus (Goksen i sur., 2020).

Zbog svog antioksidacijskog, baktericidnog i fungicidnog djelovanja, osim u
farmaceutskoj i prehrambenoj industriji, svoju primjenu nalazi i u medicini. Primjerice, listovi
lovora i njegovi ekstrakti koriste se za sniZavanje poviSene razine SeCera u krvi, suzbijanje
bakterijskih i gljiviénih infekcija te tretiranje epilepsije, neuralgije, gastrointestinalnih
problema 1 simptoma Parkinsonove bolesti (El Malti i Amarouch, 2009; Dias 1 sur., 2014). Jos§
jedna moguca primjena etericnog ulja lovora jest u zaStiti poljoprivrednih usjeva od
nametnika koji se trenutno tretiraju sredstvima koji $tetno djeluju na ekosustav, odnosno
Stetnika koji su razvili otpornost na pesticide. Tako bi se sinteticki pesticidi, entomopatogene
gljive 1 nematode koje se trenutno koriste mogli zamijeniti s ekoloski prihvatljivim
pesticidima kao Sto su eteri¢na ulja biljaka (Atanasova 1 Leather, 2018). Isik 1 Goriir (2009) su
u svom radu prikazali potencijal upotrebe etericnog ulja lovora u suzbijanju Stetnog
djelovanja kupusne lisne usi (Brevicoryne brassicae L.), Stetnika kupusnjaca. Nadalje, Jemaa i
sur. (2012) ispitivali su utjecaj eteri¢nog ulja lovora protiv zitnog kukulji¢ara (Rhyzopertha
dominica) i kestenjastog brasnara (Tribolium castaneum), dva znacajna $tetnika u skladistima
zitarica 1 njihovih preradevina, dok su Ebrahimi i sur. (2013) eteri¢nim uljem lovora uspjesno
kontrolirali pamukovu lisnu u$ (Aphis gossypii), nametnika koji napada voce, povrée i

ukrasne biljke.



2.4.1. Kemijski sastav eteri¢nog ulja lovora

Antibakterijsko, antioksidacijsko, antiupalno i fungicidno djelovanje eteri¢nog ulja

lovora pripisuje se pojedinim spojevima prisutnima u njegovom kemijskom sastavu

(Marzouki i sur., 2009). Udio pojedinih bioloski aktivnih spojeva u etericnom ulju lovora

ovisi o nekoliko ¢imbenika: okoliSnim uvjetima, primijenjenim metodama ekstrakcije, dijelu

biljke iz kojeg se ekstrahira eteri¢no ulje i dr. (Fidan i sur., 2019). U Tablici 4. prikazane su

glavne komponente detektirane u etericnom ulju dobivenom vodenom destilacijom iz

osus$enih listova lovora.

Tablica 4. Kemijski sastav eteri¢nog ulja lovora (Lauris nobilis L.) dobivenog vodenom

destilacijom u aparaturi po Clavengeru (Taban i sur., 2018)

Glavne komponente Udio (%)
1,8-cineol 37,53
a-terpinil acetat 18,65
sabinen 5,93
terpinen-4-ol 4,72
a-pinen 4,11
kariofilen oksid 3,26
B-pinen 3,22
metil-eugenol 2,77
a-terpineol 2,41
linalol 1,60
trans-kariofilen 1,33
B-elemen 1,05
kariofila-4(12),8(13)-dien-5p-ol 0,88
bornil acetat 0,83
eugenol 0,83
d-terpineol 0,78
B-mircen 0,72
-eudesmol 0,73
y-terpinen 0,65
neril-acetat 0,63




2.5. POSTUPCI EKSTRAKCIJE ETERICNOG ULJA

Ekstrakcija je postupak izdvajanja i koncentriranja odredenih tvari iz biljnih i
zivotinjskih tkiva pomocu odgovarajuceg otapala primjenom standardnih postupaka. Biljni
ekstrakti dobivaju se tako da se usitnjeni dijelovi biljke, uglavnom osuSeni, dovode u kontakt
s otapalom za ekstrakciju u odgovaraju¢em uredaju (Savi¢, 2014). Na uc¢inkovitost ekstrakcije
utjecu razli¢iti parametri kao $to su upotreba odgovarajuceg otapala i njegova pH-vrijednost,
veli¢ina Cestica materijala, omjer otapala i materijala, temperatura pri kojoj se provodi
ekstrakcija i trajanje ekstrakcije (Zhang i sur., 2012). Metode ekstrakcije prirodnih sastojaka
(Slika 3.), tj. eteri¢nih ulja iz biljnog materijala mozemo podijeliti u dvije osnovne skupine:
konvencionalne (klasi¢ne) i nekonvencionalne (suvremene) metode ekstrakcije (Azmir i sur.,

2013).

Konvencionalne (klasi¢ne) metode
Vodena destilacija
Parna destilacija
Hidrodifuzija
Ekstrakcija organskim otapalima

Hladno presanje
Suha destilacija

METODE EKSTRAKCIJE
ETERICNIH ULJA

Nekonvencionalne (suvremene) metode

Ekstrakcija uz upotrebu superkriticnih fluida

Ekstrakcija subkriticnim fluidima
Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Mikrovalna hidrodifuzija
Mikrovalna parna destilacija
Mikrovalna ekstrakcija bez upotrebe otapala
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Slika 3. Metode ekstrakcije eteri¢nih ulja (Dima i Dima, 2015)



2.5.1. Konvencionalne metode ekstrakcije

Vecina konvencionalnih metoda ekstrakcije temelji se na upotrebi razlicitih otapala sa
sposobnosc¢u ekstrakcije zeljenih komponenata iz materijala, u kombinaciji s grijanjem 1/ili

mijeSanjem.

Vodena destilacija je klasi¢na metoda ekstrakcije bioaktivnih komponenata i eteri¢nih
ulja iz biljaka. Kod ove metode ne koriste se organska otapala i u sklopu ove metode
razlikujemo tri postupka: vodenu destilaciju, parnu destilaciju i vodeno-parnu destilaciju
(Azmir i sur., 2013). Parna i vodena destilacija su naj¢eS¢e koriStene metode za ekstrakciju
eterinih ulja. Proces ekstrakcije ovom metodom mozZe trajati od 1 do 10 sati, a koli¢ina
dobivenog ulja ovisi 0 vremenu trajanja ekstrakcije, temperaturi, tlaku i vrsti biljnog
materijala. Tijekom destilacije, biljni materijal je u kontaktu s kipu¢om vodom i/ili parom pri
¢emu dolazi do evaporacije eteri¢nog ulja. Nakon kondenzacije vodene pare 1 para etericnog

ulja, kondenzati se sakupljaju i razdvajaju (Stratakos i Koidis, 2016).

Osim vodene destilacije, koristi se i suha destilacija kod koje se u procesu ekstrakcije
ne koriste organska otapala ili voda. Iako se radi o konvencionalnoj metodi, ona se obi¢no
primjenjuje u kombinaciji s nekim suvremenim postupkom kao S§to je zagrijavanje

mikrovalovima (Tigrine-Kordjani i sur., 2006).

Hidrodifuzija je sli€na destilaciji, a razlika je u tome da se kod hidrodifuzije
ekstrahirani spojevi skupljaju ispod tretiranog biljnog materijala zbog djelovanja sile
gravitacije (Bousbia i sur., 2009).

Ekstrakcija organskim otapalima se ve¢ dugi niz godina koristi za izolaciju eteri¢nih

ulja iz prirodnog materijala. Kod ove metode se biljni materijal mijeSa s otapalom ili
otapalima za ekstrakciju uz blago zagrijavanje, filtrira te evaporira otapalo. Dobiveni filtrat je
mjeSavina voskova, mirisnih komponenti 1 etericnog ulja. Filtrat se mijeSa s alkoholom u
kojem ¢e se otopiti etericno ulje, nakon cCega se dobivena smjesa destilira pri nizoj
temperaturi. Tijekom destilacije alkohol apsorbira prisutne mirisne komponente i evaporira,
dok eteri¢no ulje zaostaje u posudi kao talog. UCinkovitost ove metode ekstrakcije uvelike
ovisi o odabiru otapala i pritom je polarnost komponente koju Zelimo ekstrahirati najvazniji
¢imbenik prilikom odabira pogodnog otapala za ekstrakciju. Za ekstrakciju se koriste Cista
organska otapala ili njithove mjeSavine, a najceS¢e koriStena otapala su aceton, petroleter,
heksan, metanol i etanol. Nedostaci ove metode su zaostajanje dijela organskog otapala u
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ekstraktu Sto predstavlja odredeni toksikoloski rizik, zatim dugotrajnost samog postupka i

niska selektivnost (Luque de Castro i sur., 1999; Azmir i sur., 2013; Aziz i sur., 2018).

Metodom hladnog presanja dobivaju se eteri¢na ulja iz kore agruma (npr. narance,
limuna, bergamota), budu¢i da je taj materijal vrlo osjetljiv prema postupku destilacije. Kod
postupka presanja prvo se struze kora, ¢ime se iz mehanicki oStecenih stanica oslobada ulje.
Zatim se dobivena kasa mijesa s vodom i presa rucno ili u strojevima te filtrira, pri ¢emu
dolazi do razdvajanja tekuce heterogene smjese vode i ulja od ispreSanog ostatka. U konacnici
se dobiveni filtrat razdvaja na ulje i vodu (Glavas, 1976). lako je kod ove metode udio ulja
manji, prednost hladnog presanja naspram ekstrakcije otapalima jest minimizirana degradacija
ulja (Latif i Anwar, 2009).

S obzirom na to da su konvencionalne metode ekstrakcije dugotrajni procesi Kkoji
nerijetko zahtijevaju upotrebu velikih koli¢ina organskih otapala visoke ¢istoce i imajuéi u
vidu njihovu nisku selektivnost te mogucnost termicke razgradnje termolabilnih komponenata
tretiranog materijala primjenom metoda ekstrakcije opisanih u ovom potpoglavlju, javila se
potreba za razvojem novih metoda ekstrakcije (Azmir i sur., 2013).

2.5.2. Nekonvencionalne metode ekstrakcije

Nove (suvremene) metode ekstrakcije jo§ se nazivaju i nekonvencionalnim metodama
ekstrakcije. Kod ovih se metoda primjenom razli¢itih suvremenih i ekoloski prihvatljivih

postupaka nastoji povecati udio i kvaliteta eteri¢nih ulja izdvojenih iz prirodnog materijala.

Ekstrakcija uz upotrebu superkriti¢nih fluida je metoda ekstrakcije koja se Kkoristi za
ekstrakciju 1 izolaciju bioaktivnih komponenti 1 eteri¢nih ulja biljaka. Superkriti¢ni fluidi su
tvari iznad svojih kritiénih vrijednosti temperature 1 tlaka, a koje imaju svojstva 1 plinova 1
tekucina. Oni imaju gustocu 1 svojstva otapanja kao i pojedina organska otapala, no manju
viskoznost ¢ime se omogucava bolja difuzija tvari. NajceSce korisStene tekucine i plinovi za
ovu tehniku ekstrakcije su ugljikov dioksid, etan, dusikov oksid, propan, amonijak, sumporov
heksafluorid i dr., dok se za ekstrakciju i izolaciju eteri¢nih ulja najéesée koristi ekstrakcija
superkritiénim ugljikovim dioksidom (CO). Dakle, ova tehnika ima brojne prednosti poput
mogucnosti ekstrakcije razlicitih analita, osobito nepolarnih tvari, zatim visoke selektivnosti

superkriticnih tekué¢ina, kao i nemoguénosti zagadenja okolisa do kojeg moze do¢i uslijed
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koriStenja organskih otapala. Medutim, jo§ uvijek nije u potpunosti istraZzena isplativost
primjene ovog postupka u industrijskim uvjetima (Glisic i sur., 2010; Pourmortazavi i sur.,
2019).

Za razliku od superkriticnih fluida, subkriticnim fluidima se nazivaju stlatene tekucine
poput vode ili etanola s vrijednostima temperature iznad svoje tocke vrelista i ispod kriti¢ne
vrijednosti temperatura. Karakteriziraju ih dobra svojstva otapanja §to ih ¢ini pogodnima za
ekstrakciju velikog broja komponenata iz biljnog materijala te se prema trenutnim saznanjima
subkriticna ekstrakcija vodom pokazala uspjeSnom u ekstrakciji eteri¢nih ulja. Upotrebom
subkriti¢nih fluida ublazuju se odredeni nedostatci upotrebe superkriticnih fluida, primjerice
superkriticnog CO», ¢ija je primjena ograni¢ena na ekstrakciju polarnih komponenti i koja

zahtjeva velika nov¢ana ulaganja (Srinivas i sur., 2009).

Kao $to je ve¢ navedeno, u zadnjih nekoliko godina intenzivno se istrazuju tehnike
ekstrakcije koje omogucuju skracivanje trajanja ekstrakcije, smanjenje koriStenja organskih
otapala za ekstrakciju, prevenciju onecis¢enja okolisa i smanjenje troskova pripreme uzoraka.
Imajuéi u vidu navedene zahtjeve, razvilo se nekoliko metoda ekstrakcije potpomognutih
mikrovalovima poput ekstrakcije pomoc¢u mikrovalne hidrodifuzije i1 gravitacije, mikrovalne
parne destilacije i mikrovalne destilacije bez upotrebe otapala (Vian i sur., 2008). Mikrovalovi
su dio elektromagnetskog zracenja frekvencije oko 2450 MHz. Oni imaju ogranicen
energetski potencijal pa ne uzrokuju promjene u strukturi tvari, ve¢ molekule vode uzrokuju
samo porast temperature i na tom principu rade mikrovalne peénice. Prilikom ekstrakcije,
mikrovalovi zagrijavaju cijeli volumen uzorka i oSteCuju vodikove veze te posljedi¢no
povecavaju kretanje otopljenih iona, odnosno prodiranje otapala u matriks materijala.
Mikrovalnom ekstrakcijom ili ekstrakcijom u kombinaciji ultrazvuka i mikrovalova moguce
je ekstrahirati etericna ulja kao i1 klasiénim metodama, no uz puno kraée vrijeme §to ovu
tehniku ¢ini energetski i ekonomski isplativijom. Medutim, utvrdeno je da je mikrovalna
ekstrakcija neudinkovita ako se koristi svjez i neosusen ili potpuno suh materijal uz heksan

kao ekstrakcijsko otapalo (Bleki¢ 1 sur., 2011).

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom je ekoloski prihvatljiva metoda ekstrakcije kod
koje ultrazvucni efekt poboljsava u¢inkovitost ekstrakcije tako Sto uslijed kavitacije dolazi do
dubljeg prodiranja otapala u biljni materijal i u konac¢nici veceg udjela eteri¢nog ulja. Jedna

od znacajnih prednosti ove metode jest ta da sprjeCava degradaciju ekstrakata i njihovih
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bioaktivnih komponenti (Tekin i sur., 2015). Ova metoda je detaljnije opisana u potpoglavlju

2.7. ovog rada.

2.6. UTJECAJ ENZIMA NA EKSTRAKCIJU ETERICNOG ULJA

Iako se konvencionalne metode ekstrakcije joS uvijek uglavnom koriste za dobivanje
etericnog ulja iz biljnog materijala, primjena tih metoda moze negativno utjecati na strukturu,
kvalitetu i kvantitetu ekstrahiranih tvari. Jo§ jedna nekonvencionalna metoda, a koja nije
navedena i opisana u prethodnom potpoglavlju jest ekstrakcija potpomognuta enzimima. Kod
te metode provodi se predtretman materijala enzimima prije same ekstrakcije (Amudan i sur.,
2011). Iako je vodena destilacija najCeSée koriStena metoda za ekstrakciju eteri¢nih ulja iz
biljaka, u posljednje vrijeme sve se viSe istrazuje mogucnost primjene ekstrakcije
potpomognute enzimima kao ucinkovite i ekoloski prihvatljive metode ekstrakcije (Chandran
1 sur., 2012). Za predtretman se koriste enzimi koji djelomic¢no ili potpuno hidroliziraju
staniCne stijenke i tako olakSavaju izdvajanje etericnog ulja iz biljnog materijala (Hosni 1 sur.,
2013; Chéavez-Gonzélez i sur., 2016). Enzimi mogu biti izolirani iz bakterija, gljiva,
zivotinjskih organa ili voéa i povréa. Klasificiraju se u nekoliko kategorija: hidrolaze,
oksidoreduktaze, ligaze, transferaze, izomeraze i liaze. Na temelju njihovih katalitickih
svojstava 1 vrsti reakcija koje Kkataliziraju, odredeni enzim veZe specifi¢an supstrat i
omogucuje njegovo prevodenje u produkt. Enzimi koji se najCeSce koriste za ekstrakciju
prirodnih komponenti iz biljaka su celulaze (egzo-1,4-B-D-glukanaze, 1,4-pB-D-glukanaze,
1,4-B-glukozidaze), pektinaze (pektin hidrolaze, pektin liaze, pektin esteraze) i hemicelulaze
(mananaze, ksilanaze) (Cheng i sur., 2015). Zbog svoje velike specifi¢nosti i djelotvornosti,
enzimi su se pokazali uéinkovitima u ekstrakciji eteri€nih ulja, pritom rezultirajuci znac¢ajnim

povecanjem udjela eteri¢nog ulja i bioaktivnih komponenata biljaka (Calinescu i sur., 2014).

Stani¢ne stijenke biljaka izgradene su od celuloze, hemiceluloze i drugih polimera koji
su medusobno isprepleteni i koji pritom otezavaju ekstrakciju. Primjenom hidrolitickih
enzima kao S§to su celulaze 1 pektinaze moZe se djelovati na stani¢ne stijenke biljnog
materijala, pri ¢emu dolazi do razaranja njihove zbijene strukture (Slika 4.) i povecanja

dostupnosti intracelularnog materijala prilikom postupka ekstrakcije (Amudan i sur., 2011).
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Slika 4. Slike stani¢nih stijenki biljaka snimljenih pomoc¢u skenirajuceg elektronskog
mikroskopa. Lijeva slika prikazuje izgled stani¢ne stijenke bez predtretmana, a desna slika

izgled stani¢ne stijenke nakon tretmana enzimima (Cheng i sur., 2015)

Za predtretman materijala moZe se koristiti samo jedan enzim ili kombinacija vise
njih, medutim potrebno je utvrditi optimalne vrijednosti temperature, pH-vrijednosti, vremena
trajanja predtretmana i koncentracije enzima, za koje se pokazalo da imaju znacajan utjecaj na
uspjesnost procesa ekstrakcije (Bich i sur., 2017). U ovom su se radu kod predtretmana
koristile ksilanaze, hidroliticki enzimi koji nasumce cijepaju -1,4 veze u ksilanu (Slika 5.),

sloZzenom polisaharidu i glavnom sastojku stani¢ne stijenke biljaka (Butt i sur., 2008).

Ksilanaza
- © . l — O — O on
CH OH OH OH
OH
COH | OH oH OH
B-1,4-ksilan

Slika 5. Struktura ksilana i djelovanje ksilanaza na -1,4 veze u ksilanu (Butt i sur., 2008)
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2.7. EKSTRAKCIJA ULTRAZVUKOM

Ekstrakcija ultrazvukom (20-100 kHz), odnosno ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom je jedna od novijih nekonvencionalnih metoda ekstrakcije. Trenutno se istrazuju
mogucnosti primjene ove metode zbog njezine visoke obnovljivosti u kracéem vremenu te u
svrhu smanjenja potroSnje energije i otapala te poboljSanja kvalitete etericnog ulja (Allaf i

sur., 2013).

Tijekom tretiranja biljnog materijala ultrazvukom niske frekvencije dolazi do pojave
kavitacije. Naime, prilikom Sirenja zvucnog vala kroz teku¢i medij nastaju longitudinalni
valovi §to dovodi do izmjeni¢nih ciklusa kontrakcije i ekspanzije te ekspanzivnih vrtloga. Kao
rezultat oscilacija tlaka u mediju, mjehuri¢i osciliraju te uvijek u fazi ekspanzije malo vise
narastu nego Sto se smanje tijekom faze kompresije. U odredenom trenutku, kada mjehuri¢
dosegne odredenu kriti¢nu veli¢inu 1 ne moze viSe ucinkovito apsorbirati energiju, a bez
ulazne energije Supljina se ne moze sama odrzavati, mjehuri¢ se uru$ava sam u sebe. Pritom
kriti¢na veli¢ina mjehuri¢a ovisi o primijenjenoj frekvenciji i mediju koji se tretira. Takve
ciklusne fluktuacije tlaka dovode do formiranja velikog broja udubljenja, koja nastaju zbog
povecane difuzije plina u mjehuricu tijekom ekspanzijskog ciklusa uslijed povecanja povrSine
mjehuri¢a. Kada energija ultrazvuka nije dostatna da se zadrzi plinska faza u mjehuri¢u dolazi
do brze kondenzacije te se kondenzirane molekule sudaraju velikom brzinom, pri ¢emu
nastaju udarni valovi. Takvi udarni valovi uzrokuju vrlo visoke temperature (do 5500 K) i
tlakove (do 100 MPa), sto dovodi do mijenjanja fizikalno-kemijskih svojstava lokalnih
molekula. Najvazniji faktor za stvaranje kavitacijskih mjehuri¢a (Slika 6.) je frekvencija
ultrazvuka. Pri frekvencijama viSim od 1 MHz male su Sanse za kavitaciju, dok iznad 2,5
MHz nema kavitacije. Osim o frekvenciji i intenzitetu ultrazvuka, pojava kavitacije ovisi 0
svojstvima poput viskoznosti medija, gusto¢i, povrSinskoj napetosti medija i dr., dok je
temperatura obrnuto proporcionalna poc¢etku kavitacije. Kavitacije uzrokuju bubrenje stanica 1
probijanje stani¢nih stijenki biljnog materijala, Sto omogucuje brzu difuziju kroz stani¢nu
stijenku te jednostavniju ekstrakciju sastojaka stanice (Drmi¢ i Rezek Jambrak, 2010; Dalla
Nora i Borges, 2017).
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Slika 6. Stvaranje, rast i implozija kavitacijskih mjehuri¢a u tekuéem mediju (Dalla Nora i
Borges, 2017)

2.8. CLAVENGER VODENA DESTILACIJA

Vodena destilacija u aparaturi po Clavengeru je klasicna metoda za izdvajanje
etericnog ulja iz biljnog materijala (Slika 7.). Aparatura se sastoji od tri osnovna dijela:
okrugle tikvice s okruglim dnom, kondenzatora i separatora. Mjesavina vodenog medija i
prirodnog materijala iz kojeg se zeli izdvojiti eteri¢no ulje nalazi se u okrugloj tikvici s
okruglim dnom koja se zagrijava pomocu grijaca tikvice do temperature vrenja. Nakon
postizanja zeljene temperature destilacija traje 2 — 2,5 sata. Za to vrijeme dolazi do
isparavanja vodenog medija i eteri¢nog ulja koji se kondenziraju u kondenzatoru te razdvajaju

u graduiranoj cijevi separatora (Clevenger, 1928; Samadi i sur., 2017).
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Slika 7. Aparatura za Clavenger vodenu destilaciju (Samadi i sur., 2017)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U provedbi eksperimenata koristile su se dvije biljke: kadulja (Salvia officinalis L.) i
lovor (Laurus nobilis L.). Osuseni listovi kadulje nabavljeni su od tvrtke Suban d.o.0. (Strmec
Samoborski, Hrvatska), dok su listovi lovora ubrani na podru¢ju Konavala (Hrvatska),
osuseni 1 Cuvani na suhom i tamnom mjestu u plasti¢nim vrecicama te usitnjeni prije provedbe

analiza.

3.2. KEMIKALIJE | STANDARDI
Kemikalije za pripremu citratnog pufera

e limunska kiselina monohidrat (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e natrijev hidroksid (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Kemikalije i standardi za spektrofotometrijsko odredivanje

e ksilanaza (Sigma-Aldrich, Sgborg, Danska)

e ksiloza (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e ksilan (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e 3,5-dinitrosalicilna kiselina (DNSA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e kalijev natrijev tartarat tetrahidrat (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

Priprema otopine K-Na-tartarata:

Odvaze se 20 g kalijevog natrijevog tartarata tetrahidrata u laboratorijsku ¢asu, doda
50 mL procis¢ene vode i mijeSa na magnetskoj mijesalici dok se kalijev natrijev tartarat ne

otopi.
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3.3. APARATURA | PRIBOR

analiticka vaga (GR-200-EC, A&D Instruments Ltd., Tokyo, Japan)
e automatske pipete volumena 2 — 1000 pL (KemoLab d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
e centrifuga (Z 216 MK, Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen, Njemacka)
e Clavenger aparatura

e clektri¢cni mlinac (GT 1108, Tefal, Bratislava, Slovacka)

e Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL i 500 mL

e graduirane pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL i 10 mL

o kapaljka

e Kkivete

e laboratorijska metalna Zlica

e laboratorijska Spatula

e laboratorijske boce volumena 500 mL

e laboratorijske ¢ase volumena 250 mL i 500 mL

e magnetska mijeSalica (MS-H-S, DLAB Scientific, Peking, Kina)

e menzura volumena 100 mL

e odmjerne tikvice volumena 25 mL, 50 mL i 100 mL

e pH-metar (LAB 860, SCHOTT Instruments, Mainz, Njemacka)

e plasti¢ne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf)

e propipete

e spektrofotometar (Lambda 1, Perkin-Elmer, Waltham, SAD)

e staklene laboratorijske ¢aSe volumena 250 mL i 500 mL

e stakleni lijevak

e stakleni Stapici

e tehnicka vaga (MK-500C, Chyo, Kyoto, Japan)

e termometar

e tresilica s grijacem (TS-100, Biosan, Riga, Latvija)

e ultrazvucna sonda (UP200Ht, Hielscher, Njemacka)

e vodena kupelj

e vorteks tresilica (VTX, Labo Moderne, Pariz, Francuska)



3.4. METODE RADA

Izrada bazdarnog pravca za ksilozu:

Za pripremu bazdarnog pravca za ksilozu pripreme se standardne otopine ksiloze
razli¢itih koncentracija. Prvo se odvaze 100 mg ksiloze koja se otopi u 80 mL prociscene
vode u odmjernoj tikvici od 100 mL i nadopuni proc¢is¢enom vodom do oznake kako bi se
dobila standardna otopina ksiloze masene koncentracije 1 mg mL™. Potom se rade razrjedenja
tako da se u odmjerne tikvice od 25 mL otpipetiraju redom 20 mL, 15 mL, 10 mL i 5 mL
alikvota standardne otopine ksiloze (1 mg mL™) te tikvice nadopune pro¢iséenom vodom do
oznake kako bi u konacnici koncentracije tih otopina iznosile 0,8 mg mLt, 0,6 mg mL?, 0,4
mg mL? i 0,2 mg mL™. Zatim se iz svake odmjerne tikvice otpipetira 600 pL otopine
standarda u epruvetu i doda 600 uL DNSA. Za izradu slijepe probe se umjesto standardne
otopine uzima 600 pL procis¢ene vode. Sadrzaj epruveta se promijeSa pomocu vorteksa i
potom inkubira u tresilici s grijacem 15 minuta pri temperaturi od 95 °C. Nakon inkubacije, u
epruvete se doda po 200 pL K-Na-tartarata te sadrzaj hladi 5 minuta. Zatim se mjeri
apsorbancija pri valnoj duljini od 575 nm (Tablica 5.).

Tablica 5. Koristene masene koncentracije standardnih otopina ksiloze i njihove izmjerene

vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 575 nm

Masena koncentracija ksiloze Apsorbancija
(mg mL1) (575 nm)
0,0 0,000
0,2 0,198
0,4 0,593
0,6 0,970
0,8 1,283
1,0 1,419

Bazdarni pravac ovisnosti izmjerenih vrijednosti apsorbancija pri 575 nm o masenoj

koncentraciji ksiloze (mg mL™) nacrta se pomo¢u programa Microsoft Excel (Slika 8.).
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Slika 8. Bazdarni pravac ksiloze

Priprema otopine enzima:

U Cdistu laboratorijsku ¢asu volumena 250 mL izvaze se 100 mg enzima ksilanaze i
otopi u 100 mL procis¢ene vode kako bi se dobila otopina enzima masene koncentracije 1 mg
mL™?. Zatim su se razrjedivanjem pripremljene otopine enzima masene koncentracije 1 mg
mL? pripremale otopine enzima manjih masenih koncentracija: 0,20 mg mL™?, 0,10 mg mL™,
0,05 mg mL™ti 0,02 mg mL™.

Postupak odredivanja enzimske aktivnosti:

Enzimska aktivnost ksilanaze odredivala se prema protokolu za odredivanje celulazne
i hemicelulazne aktivnosti enzima pomocu 3,5-dinitrosalicilne kiseline (DNSA) (Kracher i
sur., 2014). Prema tom postupku, prvo se u plasti¢noj epruveti volumena 1,5 mL (Eppendorf)
pomijesa 5-10 mg supstrata (ksilan) i 1000 pL otopine enzima ksilanaze. Potom se sadrzaj
epruvete vorteksira i epruvete se inkubiraju u tresilici s grijatem. Inkubacija traje 1 sat (kod
ispitivanja optimalnog vremena trajanja reakcije i vise (vidi Potpoglavlje 3.4.1.3.)) i provodi
se na temperaturi od 40 °C. Nakon inkubacije, uzorci se centrifugiraju (10000 rpm, 5 minuta).

Nakon centrifugiranja, u nove plasticne epruvete volumena 1,5 mL (Eppendorf) izdvoji se
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600 pL supernatanta i doda 600 uL DNSA. Epruvete se ponovo inkubiraju, no ovoga puta
inkubacija traje 15 minuta i provodi se na temperaturi od 95 °C. Nakon druge inkubacije, u
epruvete se doda po 200 pL K-Na-tartarata, sadrzaj epruveta se vorteksira i zatim se epruvete
hlade 5 minuta u hladnjaku. Nakon hladenja, uzorcima se mjeri apsorbancija na

spektrofotometru pri valnoj duljini od 575 nm.

Izracun enzimske aktivnosti:

Od vrijednosti apsorbancija izmjerenih pri valnoj duljini od 575 nm oduzme se
izmjerena vrijednost apsorbancije slijepe probe. Dobivena razlika uvrsti se u formulu
bazdarnog pravca ksiloze (Slika 8.) te se dobivena vrijednost pomnozi s faktorom konverzije
za ksilozu koji iznosi 6,6609 pmol. Nakon izracuna oslobodene koli¢ine Secera, enzimska

aktivnost ksilanaze izracuna se prema sljedecoj formuli:

Oslobodeni secer [umol]

Enzimska aktivnost ( UmL! ) = X faktor razrjedenja

Vrijeme inkubacije [min] x 1 mL

3.4.1. Odredivanje optimalnih uvjeta za enzimsku aktivnost ksilanaze

U svrhu dobivanja maksimalnog udjela eteriénog ulja i optimizacije postupka
ekstrakcije uz predtretman enzimima odredivali su se optimalni uvjeti za enzimsku aktivnost
enzima ksilanaze. Ksilanaze su proizvodi razlic¢itih vrsta plijesni iz rodova Aspergillus i
Trichoderma. S obzirom na to da se dobivaju iz razli¢itih izvora, imaju optimalnu aktivnost
pri razli¢itim vrijednostima temperature, pH-vrijednosti i dr. (Butt i sur., 2008), stoga se u
ovom radu odredivala optimalna vrsta otapala, koncentracija enzima 1 vrijeme provodenja
enzimske reakcije, odnosno predtretmana ksilanazama dobivenima iz plijesni Aspergillus

oryzae.

3.4.1.1. Odredivanje optimalnog otapala za enzimsku aktivnost

Za odredivanje optimalnog otapala za provodenje enzimske reakcije ispitivala se
enzimska aktivnost ksilanaze u prisutnosti tri razli¢ita otapala — proc¢is¢enoj vodi, puferu 1

(pH =5,5) i puferu 2 (pH =6,5).
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Postupak pripreme pufera:

U Cdistu laboratorijsku ¢asu volumena 500 mL odvaze se 4,80 g limunske kiseline,
zatim doda 400 mL procis¢ene vode te mijeSa na magnetskoj mijesalici. Sonda pH-metra
uroni se u otopinu te uz postupno dodavanje 2M otopine NaOH podeSava pH-vrijednost
otopine do 5,5 (pufer 1), odnosno 6,5 (pufer 2). Pripremljeni pufer prebaci se u bocu
volumena 500 mL i nadopuni proc¢is¢enom vodom do oznake te ¢uva na hladnom i tamnom

mjestu.

3.4.1.2. Odredivanje optimalne koncentracije enzima

Nakon odredivanja optimalnog otapala u kojem ¢e se provoditi predtretman biljnog
materijala enzimom, potrebno je odrediti optimalnu koncentraciju enzima ksilanaze.
Enzimska aktivnost se ispitivala pri koncentracijama enzima od 0,02 mg mL™, 0,05 mg mL™,
0,20 mg mL*i0,20 mg mL™,

3.4.1.3. Odredivanje optimalnog vremena trajanja enzimske reakcije

Zadnji parametar koji se odredivao je vrijeme trajanja enzimske reakcije kako bi se
odredilo optimalno vrijeme trajanja predtretmana biljaka i istovremeno smanjili energetski
troSkovi. Ispitivao se utjecaj razli¢itih vremena inkubacije tijekom 24 sata (0, 1, 2,4, 6, 8, 16 1

24 sata) na enzimsku aktivnost ksilanaze.

3.4.2. Izolacija eteri€nog ulja iz biljnog materijala

Za izolaciju etericnih ulja koriSteni su usitnjeni listovi kadulje i lovora. Vodena
destilacija usitnjenih biljnih materijala provodila se metodom po Clavengeru, bez
predtretmana i nakon provedenih predtretmana odnosno razli¢itih metoda ekstrakcije.
Tretmani biljnih materijala (kadulje i lovora) koji su prethodili vodenoj destilaciji po

Clavengeru su:

a) ekstrakcija potpomognuta enzimom (ksilanaza);
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b) ultrazvucna ekstrakcija (snaga ultrazvuka 50 W, 10 minuta) uz dodatak enzima

(ksilanaza).

Nakon provedenih predtretmana, uzorci su podvrgnuti vodenoj destilaciji u aparaturi po

Clavengeru u svrhu izdvajanja eteri¢nog ulja.

3.4.2.1. Ekstrakcija potpomognuta enzimima

Ekstrakcija potpomognuta enzimima (ksilanaza) provodila se u puferu 2 (pH = 6,5)
kao predtretman vodenoj destilaciji po Clavengeru. U Erlenmeyerovu tikvicu odvaze se 20 g
usitnjenog biljnog materijala (kadulje ili lovora) i 50 mg enzima te doda 250 mL pufera 2.
Sadrzaj tikvice se promijesa i potom se provodi predtretman enzimima na vodenoj kupelji
(Slika 9.). Predtretman se provodio pri temperaturi od 40 °C i u trajanju od 4 sata. Nakon
predtretmana, sadrzaj Erlenmeyerove tikvice se kvantitativno prenese u okruglu tikvicu s
okruglim dnom volumena 500 mL i potom zapo¢ne s vodenom destilacijom u aparaturi po

Clavengeru radi izdvajanja eteri¢nog ulja.

Slika 9. Predtretman enzimom ksilanazom na vodenoj kupelji (vlastita fotografija)
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3.4.2.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom uz dodatak enzima

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provodila se primjenom ultrazvucne sonde
snage 50 W u trajanju od 10 minuta. U laboratorijsku ¢asu od 250 mL odvaze se 20 g
usitnjenog biljnog materijala (kadulje ili lovora) 1 doda 250 mL pufera 2. Sadrzaj ¢aSe se

dobro promijesa pomocu staklenog Stapi¢a nakon ¢ega se u nju uroni ultrazvuéna sonda (Slika
10.).

N

Slika 10. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (vlastita fotografija)

Nakon tretiranja materijala ultrazvukom, u ¢asu je dodano 50 mg enzima, a sadrzaj
¢aSe promijesan i zatim kvantitativno prebacen u Erlenmeyerovu tikvicu od 250 mL. Zatim je
uslijedio tretman enzimom na vodenoj kupelji koji se provodio pri temperaturi od 40 °C i u
trajanju od 4 sata. Nakon provedene ekstrakcije, sadrzaj Erlenmeyerove tikvice je prebacen u
okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL radi provedbe vodene destilacije u

aparaturi po Clavengeru i izdvajanja eteri¢nog ulja.
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3.4.2.3. Clavenger vodena destilacija

U okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL odvaze se 20 g usitnjenog
biljnog materijala i doda 250 mL pufera 2 (pH = 6,5). Sadrzaj tikvice se zagrijava u aparaturi
po Clavengeru dok on ne provrije, nakon ¢ega destilacija traje sljedeca 2,5 sata, uz odrzavanje
stalne temperature (Slika 11.). Nakon zavrsetka vodene destilacije, sadrzaj tikvice se hladi 30

minuta i potom se izdvaja eteri¢no ulje.

Slika 11. Vodena destilacija u aparaturi po Clavengeru (vlastita fotografija)
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu ispitivao se utjecaj predtretmana, odnosno njegov izostanak na udio
eteri¢nog ulja dobivenog iz samoniklog bilja (kadulje i lovora) primjenom vodene destilacije
po Clavengeru. Tretmani koji su prethodili vodenoj destilaciji ukljucivali su primjenu
ekstrakcije potpomognute enzimima i ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom uz dodatak
enzima. Prvo su se odredivali optimalni uvjeti za enzimsku aktivnost ksilanaze dobivene iz
plijesni Aspergillus oryzae. Nakon odredivanja optimalnog otapala, koncentracije enzima i
vremena provodenja enzimske reakcije, pristupilo se izolaciji eteri¢nog ulja kadulje i lovora.
Nakon provedenih predtretmana i vodene destilacije u aparaturi po Clavengeru, analizirao se
udio eteri¢nog ulja te utjecaj predtretmana i vrste osusenog i usitnjenog biljnog materijala na

koli¢inu izdvojenog eteri¢nog ulja.
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4.1. ODREDIVANJE ENZIMSKE AKTIVNOSTI KSILANAZE

Kako bi se odredili optimalni uvjeti procesa ekstrakcije, ispitivao se utjecaj otapala i
njegove pH-vrijednosti, koncentracije enzima ksilanaze te vremena odvijanja enzimske
reakcije na djelotvornost enzimski potpomognute ekstrakcije ksilanazom i povecanje udjela
etericnog ulja te bioloski aktivnih spojeva. Enzimske reakcije provodile su se pri 40 °C,
buduci da se pokazalo da je enzim ksilanaza dobiven iz vrste Aspergillus oryzae termostabilan
u rasponu temperature 37 — 50 °C, odnosno ima optimalnu aktivnost pri mezofilnim
temperaturama (Tuyen i sur., 2016; Walia i sur., 2017). Aktivnost enzima ksilanaze odredena
je spektrofotometrijski, pri valnoj duljini od 575 nm. Napravljena su dva mjerenja za svaki
uzorak, a rezultati prikazani kao njihova srednja vrijednost + SD te su izra¢unate enzimske
aktivnosti (U mL™Y).

4.1.1. Odredivanje optimalnog otapala za enzimsku aktivnost

Jedan od glavnih ¢imbenika koji utjeCe na aktivnost enzima ksilanaze je pH-
vrijednost, budu¢i da ona znacajno utjece na trodimenzionalnu strukturu enzima te ako nije
optimalna moZe uzrokovati njegovu denaturaciju i inaktivaciju. S obzirom na to da je u
rasponu pH-vrijednosti od 4,5 do 6,5 zabiljeZena najveca enzimska aktivnost ksilanaze
dobivene iz Aspergillus vrsta (He i sur., 2015; Ling Ho, 2017), u ovom radu se ispitivala
enzimska aktivnost enzima u tri medija s razli¢itim pH-vrijednostima unutar navedenog
raspona. Prilikom odredivanja optimalnog otapala za provodenje enzimske reakcije ispitivala
se enzimska aktivnost ksilanaze u prisutnosti tri razlicita otapala: proc¢iS¢enoj vodi, puferu 1
(pH =5,5) i puferu 2 (pH = 6,5). 1z Tablice 6. vidljivo je da je koriStenjem pufera 2 (pH = 6,5)
dobivena najveca enzimska aktivnost, dok je najmanja enzimska aktivnost zabiljezena u
procis¢enoj vodi. Buduéi da ksilanaze fungalnog podrijetla pokazuju optimalnu aktivnost u
blago kiselom mediju (Walia i sur., 2017), dobiveni rezultati podudaraju se s rezultatima
autora navedenih u ovom potpoglavlju, stoga se u daljnjim eksperimentima s enzimom

ksilanazom u ovom radu kao otapalo koristio isklju¢ivo pufer 2.
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Tablica 6. Enzimska aktivnost ksilanaze (¢ = 0,05 mg mL™) u razli¢itim medijima

. Prosje¢na enzimska aktivnost
Medij
(UmL?1)+£SD
ProciSéena voda 0,01065 + 0,00102
Pufer 1 (pH =5,5) 0,02044 + 0,00154
Pufer 2 (pH =6,5) 0,04073 = 0,00205

4.1.2. Odredivanje optimalne koncentracije enzima

Nakon odredivanja optimalnog otapala u kojem ¢e se provoditi predtretman biljnog
materijala enzimom, potrebno je bilo odrediti optimalnu koncentraciju enzima ksilanaze u
rasponu od 0,02 mg mL* do 0,20 mg mL™. 1z rezultata prikazanih u Tablici 7. vidljivo je da
je najveca enzimska aktivnost dobivena pri najvecoj ispitivanoj masenoj koncentraciji enzima
koja je iznosila 0,20 mg mL™, odnosno da je enzimska aktivnost rasla s pove¢anjem masene
koncentracije enzima. U sklopu ovog rada nisu se ispitivale koncentracije enzima veée od
0,20 mg mL™?, budué¢i da koli¢ina upotrebljenog enzima znacajno utjeSe na ekonomske
troSkove procesa dobivanja zZeljenog proizvoda, u ovom slucaju etericnog ulja. Nadalje, s
obzirom na to da jo$ nije razvijen novi postupak proizvodnje ovog enzima koji bi bio
ekonomski isplativiji od onoga koji se trenutno koristi te rezultirao komercijalno dostupnijim
ksilanazama (Walia i sur., 2017), upotreba vecih koncentracija enzima dovela bi u pitanje
isplativost procesa izolacije eteri¢nog ulja koji uklju¢uju predtretmane potpomognute

enzimima.

Tablica 7. Enzimska aktivnost ksilanaze u puferu 2 pri razli¢itim masenim koncentracijama

enzima
Masena koncentracija enzima Prosjecna enzimska aktivnost
(mg mL?) (UmL?1)+SD
0,02 0,00444 + 0,00021
0,05 0,04073 £ 0,00205
0,10 0,08207 + 0,00128
0,20 0,09367 + 0,00512
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4.1.3. Odredivanje optimalnog vremena trajanja enzimske reakcije

Zadnji parametar koji se odredivao je vrijeme trajanja enzimske reakcije kako bi se

odredilo optimalno vrijeme trajanja predtretmana biljaka i istovremeno smanjili ekonomski i

energetski troskovi. Ispitivala su se razli¢ita vremena inkubacije tijekom 24 sata, pri cemu je

najveéa enzimska aktivnost dobivena nakon 4 sata inkubacije (Tablica 8.). Ovaj rezultat

ukazuje na to da je najveéi utjecaj enzima na biljni materijal zabiljezen nakon provodenja

enzimske reakcije u trajanju od 4 sata te ¢ée se u sklopu ovog rada kod ekstrakcija

potpomognutim enzimima, odnosno ekstrakcija potpomognutim ultrazvukom uz dodatak

enzima, predtretmani enzimima provoditi u trajanju od 4 sata.

Tablica 8. Enzimska aktivnost ksilanaze (y = 0,20 mg mL™) u puferu 2 pri razli¢itim

vremenima inkubacije

Vrijeme inkubacije (h)

Enzimska aktivnost (U mL?) £ SD

0 0,00000 * 0,00000
1 0,13914 + 0,00512
2 0,11577 +0,00384
4 0,26415 + 0,00769
6 0,09711 + 0,00341
16 0,03614 + 0,00576
24 0,08221 + 0,00480
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4.2. IZOLACIJA ETERICNOG ULJA

Izolacija eteri¢nog ulja provodila se postupkom vodene destilacije u aparaturi po
Clavengeru. Kadulja i listovi lovora koji su se koristili za dobivanje eteri¢nih ulja bili su
prethodno osuSeni 1 usitnjeni te skladiSteni na tamnom mjestu, buduéi da se pokazalo da
svjetlost i vlaga znacajno utjeCu na udio etericnog ulja (Manhaes i sur., 2012). Nakon

provedene destilacije, o¢itan je volumen izdvojenog etericnog ulja (Slika 12.).

=

D L

(i

—

b)

Slika 12. Prikaz izdvojenog eteri¢nog ulja nakon vodene destilacije po Clavengeru (bez

d)

predtretmana (a i ¢) i nakon predtretmana enzimima (b i d)). Crnim uglatim zagradama su
pod a) i b) oznacene izdvojene kolicine etericnog ulja kadulje (vlastite fotografije), a pod c) i
d) lovora (foto: Andela Miljanovi¢)
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Kod kadulje se izmjereni volumen etericnog ulja kretao u rasponu od 0,20 do 0,25
mililitara na 20,0000 grama osusene i usitnjene biljke. Na temelju dobivenih rezultata vidljivo
je da u usporedbi s lovorom nije zamijecen znacajan porast U volumenu dobivenog eteri¢nog
ulja kadulje primjenom predtretmana enzimima ili predtretmana ultrazvukom i enzimima u
usporedbi s udjelom ulja dobivenim nakon provedene vodene destilacije po Clavengeru bez
predtretmana. Kod lovora je zabiljezen veéi udio etericnog ulja, gdje su se izmjereni volumeni
eteri¢nog ulja kretali u rasponu od 0,25 do 0,40 mililitara na 20,0000 grama biljnog materijala
(Tablica 9.).

Tablica 9. Utjecaj predtretmana na dobivenu koli¢inu eteri¢nog ulja

B Volumen eteri¢nog ulja (mL)
Metoda ekstrakcije -
Kadulja Lovor
Ekstrakcija bez predtretmana 0,20 0,25
Ekstrakcija potpomognuta enzimima 0,25 0,40
Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
. . . . 0,20 0,30
visokog intenziteta uz dodatak enzima

Na temelju volumena eteri¢nih ulja (mL) prikazanih u Tablici 9., izracunat je udio
etericnog ulja u 100 g osuSenog 1 usitnjenog biljnog materijala, a rezultati graficki prikazani
na Slici 13. Kod eteri¢nog ulja kadulje je primjenom predtretmana enzimima dobiven 25 %
veci udio u usporedbi s udjelima dobivenima nakon ekstrakcije bez predtretmana, odnosno
ekstrakcije potpomognute ultrazvukom uz dodatak enzima. Kod eteri¢nog ulja lovora je
najvece povecanje udjela zabiljezeno takoder nakon predtretmana enzimima. Udio je bio 60
% veéi u usporedbi s udjelom eteri¢nog ulja dobivenim bez prethodno tretiranih listova
lovora. Za razliku od kadulje, u slucaju eteri¢nog ulja lovora zamijeceno je povecanje udjela
od 20 % nakon ekstrakcije potpomognute ultrazvukom uz dodatak enzima u usporedbi s

udjelom dobivenim nakon ekstrakcije bez predtretmana.
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2.5

m Ekstrakcija bez
predtretmana

m Ekstrakcija potpomognuta
enzimima

Udio eteri¢nog ulja (%)

Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom visokog

intenziteta uz dodatak
Kadulja Lovor enzima

Biljni materijal

Slika 13. Razlike u udjelu eteri¢nog ulja kadulje i lovora izrazenog u postotcima 0ViSN0 0

primijenjenoj metodi ekstrakcije

Postoji vise mogué¢ih uzroka razlika u udjelima etericnih ulja. Naime, biosinteza
eteri¢nih ulja uvjetovana je razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima koji znacajno utjeCu na udio
eteri¢nih ulja. Neki od tih ¢imbenika su intenzitet svjetlosti, klimatski uvjeti i dostupnost
hranjivih tvari u tlu (Ben Taarit i sur., 2009). Nadalje, Lakusi¢ i sur. (2013) su u svom radu
naveli da razlike u udjelima i kvaliteti eteri¢nih ulja ovise o razli¢itim ¢imbenicima kao §to su
razlike prisutne izmedu biljnih vrsta, zatim koriStenje razli¢itih dijelova biljaka, stadij razvoja
u kojem je ubrana, kao i moguénost uzgoja biljaka na razli¢itim lokacijama pri ¢emu dolazi
do promjena u kemijskom sastavu biljaka uslijed njihove prilagodbe na razli¢ite okoliSne
uvjete. Primjerice, Bolari¢ i sur. (2019) su u svom radu analizirali udio eteri¢nih ulja lovora s
razli¢itih lokacija u Hrvatskoj i najvec¢i udio je zabiljezen kod listova lovora s podrucja
Konavala koji su i koristeni u ovom radu. S druge strane, Raal i sur. (2007) su u svom radu
usporedili udjele eteri¢nih ulja kadulje iz razli¢itih europskih zemalja te se pokazalo da se oni

razlikuju od drZave do drzave.

Udjeli eteri¢nog ulja kadulje dobivenog nakon vodene destilacije po Clavengeru kojoj
nisu prethodili tretmani bilja enzimima ili ultrazvukom i enzimima podudaraju se s
rezultatima Couladis i sur. (2002) te Arraiza i sur. (2012) kod kojih se udio etericnog ulja
kadulje kretao oko 1 %. Nasuprot tome, udjeli eteri¢nog ulja lovora dobivenog nakon vodene

destilacije po Clavengeru bez predtretmana bili su nesto nizi (1,25 %) u usporedbi s eteriénim

33



uljem lovora dobivenim primjenom istih metoda u radu Taban i sur. (2018). Razlike u
udjelima mogu biti rezultat drugacijih okoli$nih uvjeta, buduci da su listovi lovora koriSteni u

radu njihovom radu ubrani na podrucju Irana.

Kod obje je biljke najveéi volumen, odnosno udio eteri¢nog ulja zabiljeZen nakon
vodene destilacije po Clavengeru kojoj je prethodio tretman enzimima, tj. ekstrakcija
potpomognuta enzimima. No, u slucaju lovora je zabiljezen porast udjela ulja u usporedbi s
kaduljom. Osim toga, vodena destilacija po Clavengeru kojoj je prethodila ekstrakcija
potpomognuta enzimima rezultirala je veé¢im udjelom etericnog ulja lovora od onog
dobivenog u radu Boulila i sur. (2015), $to bi se opet moglo pripisati drugacijoj lokaciji

uzgoja biljaka (Tunis) i okolisnim uvjetima.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom uz dodatak enzima u slucaju etericnog ulja
kadulje nije pridonijela povecanju njegovog udjela, dok je kod eteriénog ulja lovora
zabiljeZzen veéi volumen u usporedbi s ekstrakcijom bez predtretmana. NO, u oba slucaja
rezultati nisu u skladu s ocekivanjima jer se oc¢ekivalo da ¢e se primjenom dvije vrste
predtretmana (prvo ultrazvuka, pa zatim i enzima) dobiti veéi udjeli eteri¢nih ulja u usporedbi
s koriStenjem samo jedne vrste predtretmana ili bez provodenja predtretmana. Buduéi da
ucinkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom ovisi 0 primijenjenoj frekvenciji,
intenzitetu, temperaturi i vremenu trajanja tretmana te vrsti i volumenu koriStenog otapala,
kao i karakteristikama uzorka (udio vlage i veli¢ina Cestica), bitno je ovu vrstu ekstrakcije
provoditi pri optimiziranim uvjetima (Xu i sur., 2017). Stoga je potrebno provesti dodatna
istrazivanja u svrhu optimiziranja parametara pri kojima ¢e se provoditi ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom uz dodatak enzima, a koja ¢e u konacnici rezultirati veéim

udjelima eteri¢nih ulja.

U konacnici, manji udio eteri¢nih ulja kadulje u usporedbi s udjelom eteri¢nih ulja
lovora je o¢ekivan s obzirom na to da se radi o biljkama iz razli¢itih porodica. Sli¢an trend
zamijecen je 1 U radu Loizzo i sur. (2007) gdje je udio eteri¢nog ulja kadulje bio manji u
usporedbi s udjelom eteri¢nog ulja lovora nakon primjene istih metoda ekstrakcije, tj. nakon

provedene vodene destilacije u aparaturi po Clavengeru.

Osim na udio etericnog ulja, razli¢ite metode ekstrakcije imaju utjecaj i na udio
pojedinih komponenti eteri¢nih ulja. Osim komponenata koje su topljive u vodenom mediju, u

biljkama su prisutne i bioloski aktivne komponente koje su vezane za stani¢nu stijenku ¢ime
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je dodatno otezana njihova ekstrakcija primjenom klasicnih metoda. Jedna od mogucih
alternativa konvencionalnim metodama ekstrakcije uz upotrebu otapala jest ekstrakcija
potpomognuta enzimima (Nadar i sur., 2018). Pokazalo se da primjena enzima za izdvajanje
bioloski aktivnih spojeva ne utjeCe na kvalitetu komponenata eteri¢nog ulja, ve¢ rezultira
ve¢im varijacijama u udjelima najzastupljenijih bioloski aktivnih spojeva u ulju, osobito
oksigeniranih  monoterpena poput 1,8-cineola, kamfora, terpinen-4-ola i dr., ¢ime su
poboljsana antioksidacijska svojstva eteri¢nih ulja (Hosni i sur., 2013; Boulila i sur., 2015).
Nadalje, Cheng i sur. (2015) ispitivali su u¢inkovitost ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
uz dodatak enzima na udio izdvojenih bioloski aktivnih spojeva iz biljnog materijala, buduci
da ultrazvu¢ni valovi mogu poboljsati ucinkovitost enzima. Pokazalo se da primjena
ultrazvuka i enzima zajedno rezultira ve¢im udjelima proteina ekstrahiranima iz listova
masline te izoflavona iz soje u usporedbi s klasiénim metodama ekstrakcije, Sto ukazuje na
potencijal primjene ove metode za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva iz listova lovora i

kadulje.

Rezultati prikazani u ovom radu su obecavaju¢i imajuci u vidu trend porasta potraznje
za primjenom ekoloski prihvatljivih metoda ekstrakcije eteri¢énih ulja i bioloski aktivnih
spojeva iz biljaka, medu njima i ekstrakcije potpomognute enzimima. Osim toga, rezultati
ukazuju na mogucénost industrijske primjene enzima za ekstrakciju eteri€nih ulja, osobito
lovora, budué¢i da se enzimi poput pektinaza, celulaza i hemicelulaza (pod koje se ubraja i
enzim ksilanaza koristen u ovom radu) ve¢ koriste u prehrambenoj industriji u proizvodnji
piva i vo¢nih sokova (Puri i sur., 2012). No, potrebno je ispitati ekonomsku isplativnost
njihove primjene u ekstrakciji veéih koli¢ina eteri¢nih ulja. Nadalje, potrebna su daljnja
istrazivanja metoda ekstrakcije i optimalnih uvjeta u kojima bi se biljke trebale uzgajati kako
bi se dobila ujednacena kvaliteta sirovine, tj. biljnog materijala iz kojeg se zeli izdvojiti

eteri¢no ulje.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu moze se zakljuciti sljedece:

1. Udjeli eteri¢nog ulja kadulje su kod svih primijenjenih metoda u ovom radu bili manji
(1,00 — 1,25 %) u usporedbi s udjelima etericnog ulja lovora (1,25 — 2,00 %).

2. Primjena ekstrakcije potpomognute enzimima (ksilanazama) je kod obje biljke
rezultirala najveéim porastom udjela etericnog ulja. Kod eteriénog ulja kadulje
zabiljezeno je povecanje udjela od 25 %, a kod eteri¢nog ulja lovora povecanje udjela
od 60 % u usporedbi s udjelima eteri¢nih ulja dobivenima iz prethodno netretiranog
biljnog materijala.

3. Primjena ekstrakcije potpomognute ultrazvukom uz dodatak enzima nije znacajnije
utjecala na povecanje udjela eteri¢nog ulja u usporedbi s udjelom etericnog ulja
dobivenog nakon provedene vodene destilacije po Clavengeru bez predtretmana.
Stoga je potrebno provesti daljnja istrazivanja i dodatno optimizirati parametre pri
kojima ¢e se provoditi ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom uz dodatak enzima.

4. Rezultati prikazani u ovom radu su obecavajuéi s obzirom na rastuci trend potraznje za
primjenom ekoloski prihvatljivih metoda ekstrakcije etericnih ulja i bioaktivnih

spojeva iz biljaka te sve vecu potraznju za eteri¢nim uljima.
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