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1. UVOD

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice Lamiaceae.
Poznata je kao zacinte je danas rasprostranjena na Sirempodrucju Mediterana, a porijeklom je
iz Indije. Biljke iz porodice Lamiaceae aromati¢ne su vrste koje se najéesce koriste kao
zaCini. Bosiljak sadrzi vitamine, minerale 1 bioaktivne spojeve koji doprinose njegovoj aromi
1 okusu te im se pripisuju snazna antioksidacijska svojstva. U proizvodnji eteri¢nih ulja ostaju
znacajne koli¢ine nusprodukata kao Sto su vodeni ostatak koji je bogat polifenolnim
spojevima te hidrolat koji je sli¢nog kemijskog sastava kao 1 etericno ulje bosiljka. Eteri¢no
ulje bosiljka sadrzi alkohole (linalol), okside (1,8-cineol), polifenole (eugenol, metil eugenol,
metil izoeugenol, timol), estere (metil cinamat) , aldehide (citral) i kamfor. 1,8-cineol, metil
cinamat, estragol i linalol sastojci su odgovorni za izrazitu aromu biljaka bosiljka
(Klimankova i sur., 2007).

Cilj ovog rada bio je izolirati eteritno ulje bosiljka metodom vodene destilacije po
Clevengeru. Vodenom destilacijom po Clevengeru dobiveni su niski prinosi eteri¢nog ulja
bosiljka te su ispitani predtretmani ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, predtretman
enzimima (ksilanaza:pektinaza:celulaza, 1:1:1), te kombinacija predtretmana ekstrakcije
potpomognute ultrazvukom, a zatim enzimima na prinos etericnog ulja. Predtretman
ultrazvu¢nom ekstrakcijom proveden je pri razli¢itom vremenu ekstrakcije (5, 10, 20, 30 1 40
minuta) kako bi se utvrdilo optimalno vrijeme ekstrakcije koje je zatim koristeno kod
kombinacije s predtretmanom enzimima. Prilikom izolacije etericnog ulja bosiljka ostaju
znacajne koli¢ine nusprodukata, vodeni ostatak i hidrolat koji su bogati bioloski aktivnim
spojevima. U vodenom ostatku i hidrolatu odredeni su ukupni polifenolni spojevi te je
odredena antioksidacijska aktivnost FRAP metodom. Cilj provedenih predtretmanana bio je
utvrditi utjecu li na povecanje prinosa etericnog ulja te na masene udjele polifenolnih spojeva

vodenog ostatka i hidrolata te na njihovu antioksidacijsku aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. BOSILJAK

Bosiljak (Ocimum basilicum L.) je je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice metvica
Lamiaceae. Bosiljak ima Cetvrtaste stabljike s liS¢em koje raste na suprotnim stranama, a
lis¢e je zaobljeno, blago ¢aSasto i zakrivljeno na vrhu. Lisée je opéenito svijetlozeleno, iako
neke sorte imaju crvenkasto ili ljubicasto liS¢e. Stabljike mogu narasti izmedu 30,5 do 125
centimetara, ovisno o sorti 1 uvjetima. Cvjetovi su mali, obi¢no bijele boje 1 rasporedeni duz
klasa koji raste s vrha stabljike. Bosiljak raste kao trajnica u tropskoj klimi, a sadi se kao
jednogodisnja biljka u umjerenim regijama, gdje se moze sijati izravno iz sjemena ili
presadivati. Budu¢i da je bosiljak vrlo osjetljiv na mraz, biljka mora biti zaStiCena od
temperatura blizu smrzavanja. Preferira rast na izravnom suncu, ali moZe rasti i u djelomicnoj
sjeni.

Bosiljak ima Siroku primjenu, posebice kao izvor aroma u prehrambenoj industriji. Koristi se
kao zacinsko, kulinarsko te ukrasno bilje. U kulinarske svrhe mogu se koristiti svjezi i
osuSeni listovi, medutim suSenjem se gube njihovi prevladavajuci okusi. Upotreba bosiljka je
raznolika 1 obilna; koristi se uz povrée, meso, ribu, umake, variva, preljeve, biljne Cajeve,
likere 1 mijeSana pica. Nadalje, brojna istrazivanja zabiljezila su da bosiljak ima i bogata
farmakoloska svojstva, pokazuju¢i protuupalno (Raina i sur., 2016) i antioksidacijsko

djelovanje (Pandey i sur., 2016) te mnoga druga.

2.2. ETERICNO ULJE BOSILJKA

Eteri¢no ulje koncentrirana je hidrofobna tekuc¢ina koja sadrzi hlapljive kemijske spojeve iz
biljaka. Mogu se ekstrahirati iz razli¢itih dijelova biljaka; liS¢a, latica, stabljike, sjemenke, pa
cak 1 korijenja. Tamo su prisutna u specijaliziranim stanicama ili zlijezdama, a biljke ih
koriste kako bi se zastitile od predatora i StetoCina,ali i za privlacenje oprasivaca. Drugim
rijeCima, eteri¢na ulja bitan su dio imunoloskog sustava biljke (Butnariu i Sarac, 2018).

Najvaznija karakteristika eteri¢nih ulja, koja im daje i posebnu ekonomsku vrijednost, je
njihov specifiCan miris. To je osnova za njihovu primjenu u parfumeriji, kozmetici 1
prehrambenoj industriji. Nadalje, farmakoloska 1 terapeutska svojstva biljaka pripisuju se

upravo eteri¢nim uljima, a povezana su s njihovim kemijskim sastavom (Raut i Karuppayil,
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2014). Nizom provedenih istrazivanja, dokazana su njihova antioksidativna, antikancerogena,
antimikrobna, protuupalna i dr. djelovanja (Wang i sur., 2013).

Poznato je da razliCite sorte bosiljka imaju genetsku sposobnost stvaranja i zadrzavanja
razli¢itih skupina kemijskih spojeva, §to dovodi do velike raznolikosti kemotipova unutar iste
vrste bosiljka.

Lawrence (1998) je imenovao Cetiri glavna kemotipa bosiljka prema zastupljenosti odredenih
kemijskih spojeva u etericnom ulju: bogat estragolom, bogat linaloolom, bogat metil
eugenolom i bogat metil cinamatom. Marotti i sur. (1996) navode da je europski bosiljak
uglavnom linalool i estragol tipa, dok tropski bosiljak ima metil cinamat kao glavni sastojak.
Bosiljak kemotipa u kojem prevladava eugenol moze se naci kako raste u sjevernoj Africi,

isto¢noj Europi 1 dijelovima Azije.

2.3. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su sekundarni metaboliti Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu s oko 8000
razli¢itih fenolnih struktura. Uklju¢eni su u procese prilagodbe biljaka tijekom stresnih stanja
kao S§to su ranjavanje, infekcija ili izlaganje UV zracenju (Ansari i sur., 2013).

S obzirom na njihovu kemijsku strukturu, fenolni spojevi sadrze najmanje jednu fenolnu
skupinu (Pefiarrieta, 2014). lako fenolni spojevi mogu biti prisutni u slobodnom obliku u
biljkama, uglavnom su prisutni vezani za Secere ili proteine (Giada, 2013).

Zanimanje za fenolne spojeve poraslo je tijekom posljednjeg desetlje¢a zbog njihove
dokazane antioksidativne aktivnosti. Njihova svojstva hvatanja slobodnih radikala pomazu u
prevenciji kroni¢nih poremecaja i poremecaja povezanih s oksidativnim stresom kao S§to su
rak, kardiovaskularne i neurodegenerativne bolesti (Bhuyan i Basu, 2017).

Fenolni spojevi mogu se Klasificirati u fenolne kiseline, flavonoide i tanine. Jedan od nacina
jednostavne podjele fenolnih spojeva temelji se na broju fenolnih prstena i na strukturnim
elementima koji povezuju takve prstene, tako da su fenolni spojevi kategorizirani kao
flavonoidi i neflavonoidi.

Flavonoidi ¢ine glavnu skupinu fenolnih spojeva. Oni su, zajedno s karotenoidima i
klorofilima, odgovorni za plavu, ljubiastu, Zutu, narancastu i crvenu boju biljaka. Imaju
kostur C6-C3-C6 s dva aromatska prstena povezana vezom od tri ugljika (Vuolo, 2018).
Njihovo antioksidativno djelovanje ovisi o prisutnosti, broju i poloZaju hidroksilnih skupina u

kemijskoj strukturi ovih spojeva. Flavonoidi se mogu podijeliti u Sest podrazreda: flavoni,
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izoflavoni, flavonoli, antocijanini, flavanoli i flavanoni. Razlike izmedu njih su zbog
varijacija u broju i polozajima hidroksilnih skupina kao i u njihovom rasponu alkilacije i
glikozilacije (Caleja i sur., 2017).

Neflavonoidi su spojevi s manjom i jednostavnijom kemijskom strukturom od flavonoida.
Medutim, postoje i neflavonoidi slozene strukture i velike molarne mase. Ovu skupinu
uglavnom ¢ine fenolne kiseline, kumarini, stilbeni i lignani.

Polienolni spojevi nedavno su naSiroko proucavani zbog svojih bioloskih ucinaka koji su
korisni za ljudsko zdravlje. Te su prednosti uglavnom povezane s njihovim izravnim i
neizravnim antioksidativnim djelovanjem. Naime, fenoli mogu donirati elektrone
oksidativnim vrstama, hvatati slobodne radikale i kelirati metalne ione (Quifiones i sur.,
2012). Nadalje, mogu neizravno oslabiti proizvodnju reaktivnih kisikovih vrsta, bilo
poboljSanjem aktivnosti antioksidativnih enzima ili inhibicijom enzima koji induciraju pro —
oksidativno djelovanje (Ballard i Marostica, 2018). Zahvaljujué¢i tom antioksidativnom
djelovanju, fenolni spojevi imaju sposobnost razli¢itih bioloSkih ucinaka kao S$to su

antimikrobni, protuupalni, antikancerogeni i kardioprotektivni (Ballard i Mardstica, 2018).

2.3.1. Fenolni spojevi bosiljka

Bosiljak je bogat izvor fenolnih spojeva. Fenoli uklju¢uju mnogo razli¢itih kemijskih spojeva
u rasponu od fenolnih kiselina, jednostavnih ili slozenih flavonoida do obojenih antocijana.
Za pocetak, bosiljak sadrzi visoke razine fenolnih kiselina koje pridonose njegovom snaznom
antioksidativnom kapacitetu (Javanmardi i sur., 2002). Glavne fenolne kiseline odredene u
bosiljku su ruzmarinska i cikorina kiselina (Kwee i Niemeyer, 2011). RuZzmarinska kiselina,
kao prevladavajuca fenolna kiselina u ekstraktima bosiljka, vazna je fitokemikalija zbog
svojih antioksidativnih i farmakoloskih svojstava. Prinsi i sur. (2019), osim ve¢ navedenih
fenolnih kiselina, detektirali su i litospermi¢ku kiselinu A, salvianolnu Kiselinu B te 4-
hidroksibenzojevu kiselinu. Antioksidativna aktivnost fenolnih Kiselina uglavnom je
posljedica njihovih redoks svojstava, koja mogu igrati vaznu ulogu u neutralizaciji slobodnih
radikala, gaSenju singletnog i tripletnog kisika ili razgradnji peroksida (Javanmardi i sur.,
2002).

Veliki interes posvecen je antioksidativnom djelovanju flavonoida, koje je posljedica njihove
sposobnosti  redukcije slobodnih radikala. Flavonoidi izolirani iz bosiljka pripadaju

podskupini flavona i flavonola koji se javljaju kao glikozilirani derivati. IstraZivanje koje su
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proveli Grayer i sur. (2002) pokazalo je da su dominantne komponente u bosiljku bile:
kvercetin, luteolin, apigenin i kaempferol. Prinsi i sur. (2019) zabiljezili su da su glavni
flavonoidi akumulirani u bosiljku derivati cijanidina, primjerice antonijanini A, B i C.
Antocijanini imaju razli¢ite funkcije unutar biljaka, od obrambenih i zastitnih, do olakSavanja
rasta razvoja i reprodukcije.

Sadrzaj fenolnih spojeva ovisi o kultivaru bosiljka, kao i o otapalima i metodama ekstrakcije.
Teofilovi¢ i sur. (2018) su ekstrakcijom diklormetanom (10 min), kloroformom (10 min), n-
heksanom (30 min) 1 infuzijom dobili visok sadrZaj ruzmarinske kiseline 1 kvercetina, ali 1
znaCajan udio klorogenske kiseline, vanilin kiseline, naringenina, cimetne 1 ferulinske

kiseline u bosiljku.

2.4. VODENADESTILACIJA

Vodena destilacija postala je standardna metoda izolacije eteri¢nog ulja iz biljnog materijala.
Radi se 0 konvencionalnoj metodi ekstrakcije, a standardne laboratorijske aparature kojima se
ona provodi su aparatura po Ungeru, aparatura po Clevengeru i aparatura po Europskoj
farmakopeji. Uredaji se sastoje od izvora grijanja, posude, kondenzatora za pretvaranje pare u
tekucinu 1 dekantera za skupljanje kondenzata i odvajanje etericnih ulja s vodom. Da bi se
ekstrahirala ulja odvija se vrenje, kondenzacija i dekantiranje. Ove razine ekstrakcije klju¢ne
su za osiguranje kontrole kvalitete eteri¢nih ulja.

U procesu vodene destilacije biljni materijal je potpuno uronjen u vodu koja se dovodi do
toCke vrenja kako bi se razbila citoplazma biljke i oslobodile komponente eteri¢nih ulja. Ova
metoda Stiti ekstrahirana ulja do odredenog stupnja jer okolna voda djeluje kao barijera za
sprjeCavanje pregrijavanja. Organske tvari koje se s vodom ne mijeSaju imaju svojstvo
isparavanja zajedno s vodenom parom, na temperaturi nizoj od njihova vrelista. Tu ¢injenicu
objasnjava Daltonov zakon parcijalnih tlakovakoji tvrdi kako je tlak smjese plinova jednak
zbroju parcijalnih tlakova plinova koji ¢ine smjesu. Vodena para i para uljne faze odlaze u
kondenzator gdje dolazi do hladenja na temperaturi ispod 30 °C i kondenziranja u dvije
odvojene tekuce faze; jedna je faza hidrolat koji predstavlja vodenu fazu nastalu
kondenziranjem vodene pare i s njom prisutnih tvari; a druga je etericno ulje, koje se
uglavnom zadrzava iznad hidrolata. S obzirom da su te dvije faze nemijesajuce, uglavnom se
odvajaju dekantiranjem.

Neki od nedostataka hidrodestilacije su Sto je proces spor i zahtijeva energiju za zagrijavanje,
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brzine destilacije mogu varirati ako izvor topline nije kontroliran, a izravni izvor topline

moze uzrokovati pougljenje biljnog materijala u dnu komore (Cook i Lanaras, 2016).

2.5. EKSTRAKCIJAPOTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ultrazvuk je posebna vrsta zvu¢noga vala koji je izvan dosega ljudskoga sluha, u rasponu od
20 kHz do 100 MHz. Ultrazvucni val prolazi kroz krute, plinovite i teku¢e medije te uzrokuje
pojavu nazvanu kavitacija. Postoji nekoliko mogucih hipoteza za poboljSanje ekstrakcije
bioaktivnih spojeva pomocu ultrazvuka, kao S§to su prekid stani¢ne stjenke, povecanje
penetracije i bubrenja te toplinska energija stvorena procesima hidratacije. Pod ultrazvu¢nim
valom, ¢vrste 1 tekuce Cestice vibriraju i1 ubrzavaju se, a zatim otopljena tvar iz uzorka brzo
izlazi iz C¢vrste faze u otapalo (Cares 1 sur., 2010). Intenzitet ultrazvuka smanjuje
medumolekularne sile, Sto rezultira slomom molekularne strukture. Taj se proces naziva
kavitacija i ukljuCuje proizvodnju, rast i kolaps mjehuri¢a (Baig i sur.,, 2010). Kolaps
mjehuri¢a uzrokuje prekid stanicnih membrana, ¢ime dolazi do olakSanog otpustanja spojeva
koji se mogu ekstrahirati, a takoder povecava prodor otapala u stani¢ne materijale te pojacava
prijenos mase (Cares i sur., 2010).

Opcenito, ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija dijeli se dalje na izravne 1 neizravne
metode izvedbe. U izravnoj ultrazvukom potpomognutoj ekstrakciji, primjenom sonde koja
se uranja u mjesavinu uzorka i otapala nakon cega slijedi izravna primjena ultrazvucnog
zracenja. Neizravno ultrazvucno zracenje primjenjuje se na mjeSavinu uzorka i otapala putem
ultrazvuéne kupke, koja se moze koristiti istovremeno za viSe uzoraka. Oba pristupa
zahtijevaju dodatni korak ¢iS¢enja. UobiCajeni parametri za optimizaciju ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije su temperatura, otapalo, snaga, ciklus i amplituda ultrazvu¢nog
vala, promjer sonde, granulacija i stupanj homogenizacije te vrijeme ekstrakcije.

Glavne prednosti ultrazvukom potpomognute ekstrakcije su smanjeno vrijeme ekstrakcije kao
1 manja potros$nja energije i otapala. Nadalje, energija ultrazvu¢nih valova stvara smanjene
toplinske gradijente i nize temperature ekstrakcije, ¢ime sprjecava degradaciju ekstrakata
potaknutu visokim temperaturama (Aires, 2017). Ostale prednosti uklju¢uju brzi prijenos
energije, selektivnu ekstrakciju, smanjenu veli¢inu opreme, brzo pokretanje, povecanu
proizvodnju i eliminira korake procesa. Naposljetku, ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija

daje vece prinose te vrhunsku kvalitetu ekstrakata (Richa i sur., 2020).



2.6. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ENZIMIMA

U enzimski potpomognutoj ekstrakciji, biljni materijal je prethodno tretiran enzimima kao $to
su proteaza, pektinaza, pektinesteraza, celulaza, hemicelulaza, celobijaza, a-amilaza i
fruktoziltransferaza za hidrolizu stani¢nih stjenki i oslobadanje fitokemikalija vezanih za
lipidne i ugljikohidratne lance unutar stanice (Puri i sur., 2012). Ekstrakcija potpomognuta
enzimima ovisi o sljede¢im ¢imbenicima: vrsti, dozi i potrebnom stanju enzima; kombinaciji
vremena 1 temperature procesa; svojstvima biljnog materijala kao §to su veli¢ina Cestica,
sadrzaj vode i kemijski sastav; i omjeru otapalo-krutina (Azmir i sur., 2013).

Ekstrakcija potpomognuta enzimima temelji se na sposobnosti enzima da hidroliziraju
komponente stani¢ne stjenke i remete njezin strukturni integritet, i to pod blagim procesnim
uvjetima, ¢ime se omogucuje ucinkovita ekstrakcija i oslobadanje bioaktivnih tvari (Gardossi
i sur., 2010). Kada se enzimi i supstrati povezu zajedno, oblik molekule enzima mijenja se u
optimalni oblik za interakciju sa supstratom. Promjena oblika moZe rezultirati naprezanjem
supstrata, uzrokujuci prekid njegovih veza te promicanje reakcije. Tehnologija potpomognuta
enzimima pobudila je istrazivacki interes posebice zbog nekoliko prednosti. Enzimi su vrlo
ucinkoviti i specifi¢ni. Ekstrakcija uz pomo¢ enzima moze biti alternativna metoda zbog
blagih uvjeta okoline, opcéenito bez velike koli¢ine nezeljenih proizvoda, time i manjim
utjecajem na okoliS. Uz navedene prednosti, enzimski potpomognuta ekstrakcija prirodnog
proizvoda iz biljaka dovodi i do smanjenog vremena ekstrakcije i potro$nje organskog
otapala te manjeg utroSka energije uz povecéan prinos i kvalitetu proizvoda (Puri i sur., 2012).
S druge strane, ima i potencijalna komercijalna i tehni¢ka ograni¢enja. Za pocetak, enzimi su
relativno skupi za veliku industrijsku proizvodnju te ekstrakcija potpomognuta enzimima nije
uvijek izvediva u industrijskim razmjerima jer ponasanje enzima je strogo ograniceno

okoli$nim uvjetima.



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL

U provedbi eksperimenta za izradu zavrSnog rada koriSteni su osuseni i usitnjeni listi¢i

bosiljka (Ocimum basilicum L.) (Suban, Strmec Samoborski, 2022).

3.2. KEMIKALIJE | STANDARDI

Enzimi koriSteni za ekstrakciju

e Enzim ksilanaza; Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka)
e Enzim pektinaza; Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka)
e Enzim celulaza; Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka)

Kemikalije za postupak ekstrakcije

e ProciS¢ena voda

e Citratni pufer pH= 6,5

Kemikalije za pripremu citratnog pufera

* limunska kiselina monohidrat (T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

« natrijev hidroksid (T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

Priprema: u Cistu laboratorijsku ¢asu volumena 500 mL odvaze se 4,80 g limunske kiseline,
zatim doda 400 mL procis¢ene vode te mijeSa na magnetskoj mjesalici. Sonda pH-metra
uroni se u otopinu te uz postupno dodavanje 2M otopine NaOH podesava pH-vrijednost

otopine do 6,5.

Reagensi za odredivanje ukupnih polifenola

e Folin-Ciocalteu regens (F.C. reagens) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka))
Priprema: F.C. reagens razrijedi se deioniziranom vodom u omjeru 1:2
e zasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %, w/v) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Njemacka))
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruc¢e destilirane vode u
odmjernoj tikvici volumena 1 L. Nakon hladenja na sobnu temperaturu doda se nekoliko
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kristalia natrijeva karbonata te se odmjerna tikvica nadopuni do oznake. Zasi¢ena otopina
natrijeva karbonata filtrira se nakon 24 sata.
e standardna otopina galne Kiseline (= 5 g L* ) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Njemacka))
Priprema: na analitickoj vagi (£ 0,0001 g) odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici
za vaganje te se pomoc¢u 10 mL 96%-tnog etanola kvalitativno prenese u odmjernu tikvicu

100 mL I otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni deioniziranom vodom.

Reagensi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
e Klorovodi¢na kiselina, 37%-tna (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka))

e Klorovodiéna kiselina, 40mM
Priprema: otpipetira se 339 uL 37%-tne klorovodi¢ne kiseline i nadopuni destiliranom vodom
u odmjernoj tikvici od 100 mL.

e TPTZ(2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka))
Priprema: odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ladici za vaganje 1 kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake s 40 mM klorovodi¢nom Kiselinom

e Zeljezo (IT)-klorid heksahidrat (FeClz-6H20), 20 mM otopina

e Priprema: odvaze se 0,541 g zeljezo (III)-klorid heksahidrata u plasti¢noj ladici za

vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do
oznake destiliranom vodom.

e Ledena octena kiselina, 99%-tna (Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Njemacka))

e Acetatni puffer. 0,3 M, pH=3,6
Priprema: odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata u plasti¢noj ladici za vaganje i1 kvantitativno
prenese pomocu destilirane vode u odmjernu tikvicu volumena 1 L, u koju se potom
otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline i nadopuni destiliranom vodom do oznake

e FRAP reagens
Priprema: u staklenoj ¢asi volumena 50 mL pripremi se FRAP reagens tako da se pomijesa 25
mL 0,3 M acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ reagensa I 2,5 mL Zeljezo (II)- klorida u omjeru
10:1:1

e Standard askorbinske kiseline (100 mgL™?) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Njemacka))

Priprema: potrebno je prirediti otopinu askorbinske kiseline koncentracije 100 mgL™. Odvaze

9



se 0,100 g askorbinske kiseline u plasticnoj ladici za vaganje i kvantitativno prenese s

destiliranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te nadopuni do oznake.

3.3. APARATURAI PRIBOR

e Analiticka vaga (GR-200-EC, A&D Instruments Ltd., Tokyo, Japan)

e Automatske pipete volumena 2 — 1000 ul (kemolab d.o.o., Zagreb, Hrvatska)

e UV/VIS Spektrofotometar (Lambda 1, perkinelmer, Waltham, Massachusetts, SAD)
e Clavenger aparatura za vodenu destilaciju

e Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL i 500 mL

e Falcon epruvete za ¢uvanje uzoraka volumena: 5, 15 i 50 mL

e Filter papir

e Graduirane pipete volumena 1, 2, 5110 mL
o Kapaljka

o Kivete

e Laboratorijska metalna Zlica

e Laboratorijska Spatula

e Laboratorijske boce volumena 500 mL

e Laboratorijske ¢ase volumena 250 mL 1 500 mL

e Magnetska mijesalica (MS-H-S, DLAB Scientific, Peking, Kina)
e Menzura volumena 100 mL

e Odmijerne tikvice volumena 25, 50 i 100 mL

e Ph-metar (LAB 860, SCHOTT Instruments, Mainz, Njemacka)
e Plasti¢ne epruvete volumena 1,5 mL

e Propipete

e Staklene laboratorijske ¢ase volumena 250 1 500 mL

e Stakleni lijevak

e Stakleni Stapici

e Stalak za epruvete

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

e Termometar

e Ultrazvuc¢na sonda (UP200Ht, Hielscher, Njemacka)
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e UV/VIS Spektrofotometar (Lambda 1, perkinelmer, Waltham, Massachusetts, SAD)
e \odena kupelj

e \orteks tresilica (VTX, Labo Moderne, Pariz, Francuska)

34. METODE

3.4.1. Izolacija eteri¢nog ulja iz biljnog materijala

Za izolaciju etericnog ulja koriSteni su usitnjeni i osuSeni listovi biljke. Uzorak je nakon
provedenih predtretmana podvrgnut vodenoj destilaciji po Clevengeru u trajanju od dva sata.
Tretmani biljnih materijala koji su prethodili vodenoj destilaciji su:

a) predtretman enzimom (ksilanaza-pektinaza-celulaza, 1:1:1)

b) predtretman ultrazvukom (ultrazvu¢na sonda promjera 14 mm, izlazna snaga

ultrazvuka 200 W, vrijemetrajanja 5, 10, 20, 30, 40 min)

c) predtretman kombinacijom enzima i ultrazvuka
Vodena destilacija po Clevengeru provedena je u svrhu dobivanja etericnog ulja bosiljka te su
dobiveni i nusprodukti: hidrolat, vodeni ostatak i biljni ostatak. Eteri¢no ulje bosiljka i
hidrolat odvojeni su za daljnje GC/MS analize, a vodeni ostatak za HPLC analizu. Vodeni
ekstrakt odvojen je od biljnog ostatka filtriranjem. U izdvojenim vodenim ekstraktima i
hidrolatima, spektrofotometrijskim su metodama odredeni maseni udjeli ukupnih polifenola

te je odredena antioksidacijska aktivnost.

3.4.2. Predtretman enzimima
Odvagano je 50 mg svakog od enzima (pektinaza, celulaza, ksilanaza; 1:1:1) i prebaceno u
tikvicu te otopljeno u 250 mL pufera pH=6,5. Posebno je odvagano 20 g prethodno osusenih i
usitnjenih listica bosiljka te su prebaceni u tikvicu s puferom i enzimima. Predtretman
enzimima provoden je na magnetskoj mijeSalici, uz konstantno mijeSanjepri 40 °C kroz 4
sata. Nakon provedenog predtretmana, sadrzaj tikviceprenesen je na aparaturu po Clevengeru

1 zapocCeta je vodena destilacija u trajanju od 2 sata.

3.4.3. Predtretman ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom
Predtretman ekstrakcije potpomognute ultrazvukom provoden je primjenom ultrazvucne
sonde promjera 14 mm, izlazne snage ultrazvuka 200W u trajanju od 5, 10, 20, 30 i 40

minuta. U suhu laboratorijsku casuodvagano je 20 g listica bosiljka i dodano 250 mL
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procis¢ene vode. Sadrzaj ¢ase dobro je promijesan pomocu staklenog Stapi¢a nakon ¢ega je u
¢aSu uronjena ultrazvu¢na sonda. Po zavrSetku ekstrakcije sadrzaj ¢ase prenesen je u okruglu
tikvicu od 500 mL i sve zajedno stavljeno je na vodenu destilaciju po Clevengeru u svrhu

dobivanja etericnog ulja.

3.4.4. Kombinacija predtretmana ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i dodatkom
enzima

U suhu laboratorijsku ¢asu odvagano je 20 g listi¢a bosiljka i dodano 250 mL pufera pH=6,5.
Prvo je provedena ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom pri prethodno odredenom
optimalnom vremenu ekstrakcije (t=5 min), primjenom ultrazvu¢ne sonde promjera 14 mm,
izlazne snage ultrazvuka 200W. Nakon zavrSenog ultrazvu¢nog predtretmana, sadrzaj u ¢asi
je ohladen na sobnu temperaturu, dodano je 50 mg svakog od enzima (pektinaza, celulaza,
ksilanaza; 1:1:1) i sve zajedno dobro je promijesano. Predtretman enzimima provoden je na
magnetskoj mijesalici, uz konstantno mijeSanje pri 40 °C kroz 4 sata. Nakon provedenog
predtretmana, sadrzaj tikvice prenesen je na aparaturu po Clevengeru i1 zapoceta je vodena

destilacija u trajanju od 2 sata.

3.4.5. Clevenger vodena destilacija
Odvagano je 20 g biljnog materijala i dodano u tikvicu, zatim je dodano 250 mL otapala i
tikvica je stavljena na vodenu destilaciju u trajanju od 2 sata uz zagrijavanje.
Nakonprovedene vodene destilacije, odvojeno je eteri¢no ulje i hidrolat, a biljni ostatak je
profiltriran preko lijevka i filter papira.lzdvojeni vodeni ostatak spremljen je za daljnje

analize.

35. SPEKTROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE

3.5.1. Odredivanje masenog udjela ukupnih polifenola u vodenom ostatku bosiljka

Spektrofotometrijsko odredivanje masenog udjela ukupnih polifenola provedeno je u
vodenim ostacima i hidrolatima bosiljka nakon provedene vodene destilacije po Clevengeru.
Metoda se temelji na kolornoj reakciji polifenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem
nastalog plavog obojenja pri 765 nm (Singleton i Rosi, 1965). Folin-Ciocalteu reagens smjesa
je fosfovolframove i fosofmolibdenske kiseline, koje se pri oksidaciji fenolnih tvari u blago

alkalnim uvjetima reduciraju u volfram oksid i molibden oksid, plave boje. Redukcija ovih
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kiselina, odnosno tvorba relativno stabilnog plavo obojenog kompleksa biti ¢e intenzivnija
§to je prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u polifenolnim spojevima
(Jakopic€ i sur., 2009).

Priprema uzorka

Za potrebe odredivanja ukupnih polifenola uzorke je potrebno prethodno razrijediti. Za
potrebe odredivanja ukupnih polifenola u vodenom ostatku nakon provedene Clevenger
vodene destilacije uzorci su razrijedeni (1:4). Kod odredivanja ukupnih polifenola u

hidrolatima uzorci nisu razrijedeni.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetirano je redom 125 pL prethodno razrijedenog uzorka, 625 puL
Folin-Ciocalteu reagensa i 10 mL deionizirane vode. Nakon 3 minute dodano je 1,9 mL
zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve zajedno pomijeSano je pomocu Vortexa, a potom
su uzorci termostatirani 25 minuta pri T=50°C u kupelji. Nakon toga je mjerena apsorbancija
pri valnoj duljini 765 nm. Na isti naCin pripremljena je i slijepa proba, ali je umjesto uzorka

uzeto otapalo za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca odvagano je 250 mg galne kiseline. Odvaga je otopljena u 10
mL 96%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 50 mL, koja je nadopunjena deioniziranom
vodom do oznake. Od te otopine galne kiseline napravljena su razrjedenja u odmjernim
tikvicama od 100 mL tako da je otpipetirano redom 1, 2, 3, 4, 5i 10 mL alikvota standardne
otopine galne kiseline. Koncentracije kiseline u tikvicama iznose 50, 100, 150, 200, 250 i 500
mgL*.0d svakog razrjedenja otpipetirano je 125 pL standarda u staklene epruvete, 625 pL
F.C. reagensa (1:2) i 10 mL deionizirane vode. Nakon 3 minute dodano je 1,9 mL zasi¢ene
otopine natrijeva karbonata. Sadrzaj epruvete promijesan je na Vorteks mijesalici, a potom su
uzorci termostatirani 25 minuta pri T=50°C u kupelji. Za slijepu probu uzeto je 100 pL
destilirane vode. Naposlijetku je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija (tablica 1) nacrtan je baZzdarni pravac ovisnosti
apsorbancije pri 765 nm o masenoj koncentraciji galne kiseline (mgL™?) pomoéu programa
Microsoft Excel (slika 1). Prema dobivenoj jednadzbi pravca izracunat je maseni udio
ukupnih polifenola. Maseni udjeli ukupnih polifenola izrazeni su kao ekvivalent galne

kiseline (mg GAE 100 g suhe biljke).
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Tablica 1. Masene koncentracije standardnih otopina galne kiseline i pripadajuce vrijednosti

apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 765 nm

remth  ACEm

v(galna kiselina)/(mg L1 )

0 0
100 0,103
150 0,160
200 0,199
250 0,256
500 0,495
0.6
y = 0.001x + 0.006
0.5 2 =0.999
<
0.4
0.3
0.2
0.1
0
0 100 200 300 400 500 600

Slika 1. Bazdarni pravac standardne otopine galne kiseline

3.5.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta u ekstraktu bosiljka FRAP metodom

Metoda se temelji na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-

striazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks fero-tripiridiltriazin koji ima
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apsorpcijski maksimum pri 593 nm (Shortle i sur., 2014).

FRAP metoda priprada skupini metoda koje se temelje na prijenosu elektrona pri ¢emu
antioksidansi doniraju elektron ne samo slobodnim radikalima, ve¢ i metalima i karbonilnim
spojevima. Reakcija je popracena smanjenjem intenziteta obojenja koji je izravno
proporcionalan koncentraciji antioksidansa. Reakcija se odvija u kiselom mediju, pri pH 3,6
¢ime se osigurava dobra topljivost zeljeza 1 nizi ionizacijski potencijal koji omogucuje
prijenos elektrona, a ujedno se povecava i redoks potencijal koji dodatno omoguc¢ava pomak

reakcije u smjeru prijenosa elektrona (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996).

Priprema uzorka
Za potrebe odredivanja antioksidacijskog kapaciteta uzorke je potrebno prethodno razrijediti.
Uzorci vodenog ostatka su razrijedeni (1:250). Kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti u

hidrolatima dio uzoraka bilo je potrebno razrijediti 10 puta.

Postupak odredivanja

U staklene epruvete redom je otpipetirano 1 mL prethodno razrjedenog ekstrakta i 7,5 mL
FRAP reagensa. Sadrzaj epruveta dobro je promijeSan na Vortex mijesalici te je 10 minuta
termostatiran na temperaturi od 37 °C. Naposljetku je mjerena apsorbancija pri valnoj duljini
593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka.

Antioksidacijska aktivnost vodenih ostataka i hidrolata izraZzena je kao ckvivalent
askorbinske kiseline (mg AAE 100 g? suhe biljke).

Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremljena je otopina askorbinske kiseline u koncentraciji
100 mgL™ od koje su pripremljena razrjedenja u koncentracijama 5, 10, 20 i 50 mgL™ na
nacin da je u odmjerne tikvice redom otpipetirano: 0,5, 1, 2 i 5 mL alikvota otopine
askorbinske Kiseline te je tikvica do oznake napunjena destiliranom vodom. U staklene
epruvete redom je otpipetirano 300 puL otopine standarda i 2250 pL FRAP reagensa. Sadrzaj
epruveta dobro je promijes$an te su 10 minuta termostatirane na temperaturi od 37°C. Zatim
jemjerena apsorbancija pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg je
dodana destilirana voda. Pomocu programa Microsoft Excel, iz izmjerenih vrijednosti
apsorbancija (tablica 2) nacrtan je bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o

masenoj koncentraciji askorbinske kiseline (mgL?). Iz pripadajuée jednadzbe pravca
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izraCunata je antioksidacijska aktivnost uzoraka (slika 2).
S obzirom da u reakciji askorbinska kiselina moze primiti dva elektrona, a za reakciju
redukcije Zeljeza Fe** u Fe?* je potreban jedan elektron, dobivene ekvivalente askorbinske

kiseline (AAE) potrebno je pomnoziti sa dva.

Tablica 2. Masene koncentracije standardnih otopina askorbinske kiseline i pripadajuce

vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 593 nm

vy (mgL™) A (593 nm)

0 0
1 0,333
2 0,708
5 1,560

1.8

1.6 !

=0.3124x + 0.0212 y
<ia Mo e pd
1.2
1
0.8
L 3
0.6
0.4
e
0.2 /
0
0 1 2 3 4 5 6
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Slika 2. Bazdarni pravac standardne otopine askorbinske kiseline
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti utjeu li provedeni predtretmani ultrazvu¢nom
ekstrakcijom, enzimima te kombinacijom oba predtretmana na prinos eteri¢nog ulja bosiljka.
U nusproduktima vodene destilacije, hidrolatima i vodenim ostacima, spektrofotometrijskim
su metodama odredeni udjeli ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti FRAP
metodom. Dobivene vrijednosti usporedene Su S negativhim kontrolama koje  nisu
ukljucivale predtretman (bez enzima i bez predtretmana). Provedeni su predtretmani:

a) ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom pri vremenu trajanja ekstrakcije (5, 10, 20, 30 i 40
min)

b) Predtretman enzimima (ksilanaza-pektinaza-celulaza, 1:1:1) u puferu pH=6,5

c) kombinacija predtretmana ekstrakcije potpomognute ultrazvukom od 5 min i predtretman

enzimima (ksilanaza-pektinaza-celulaza, 1:1.1) u puferu pH=6,5

4.1. ETERICNO ULJE

4.1.1. Prinos eteri¢nog ulja

Prinos eteri¢nog ulja

=

mL ulja 100 g biljke
o O O O
O N B O OO FL DN

& & S & &
é}é& @’»{\’\ @ﬁ‘\" @6\} &
S 4 N X
Q@@ QP ¥
F N

Slika 3.Prinos eteri¢nog ulja bosiljka nakon razli¢itih predtretmana (bez predretmana; bez
enzima; ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom; predtretman enzimima, predtretman

kombinacije ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i enzimima)
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Prinos etericnog ulja
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Slika 4. Prinos eteri¢nog ulja bosiljka nakon predtretmana ultrazvukom

Na slici 3 prikazani su rezultati udjela eteri¢nog ulja bosiljka nakon provedene vodene
destilacije po Clevengeru kojoj su prethodili predtretmani (ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija, ekstrakcija enzimima te kombinacija predtretmana ultrazvukom i enzimima) kao
I negativne kontrole. MozZe se zakljuciti da neovisno o primjenjenom predtretmanu vodenoj
destilaciji po Clevengeru ne dolazi do povecanja prinosa etericnog ulja bosiljka. Prinos svih
uzoraka, ukljucujuéi i onog koji nije podvrgnut predtretmanu iznosio je 1 mL 100 g* suhe
biljke. Dobiveni je rezultat u skladu s literaturom Miljanovi¢ i sur. (2020) koji nisu postigli
znacajnije povecanje prinosa nakon predtretmana enzimima (ksilanaza, celulaza, pektinaza) u
odnosu na negativnu kontrolu (bez enzima) u provedenom istrazivanju izolacije etericnog
ulja kadulje, lovora i ruzmarina. S druge strane, Mahmoudi i sur. (2020) u svojem su
istrazivanju povecali prinos etericnog ulja bosiljka koriste¢i predtretman enzimima za ¢ak
478 %. Slicni rezultati zabiljeZeni su 1 u prinosu eteritnog ulja sjemenki korijandera
(Coriandrum sativum L.), gdje je primjenom enzima pobolj$ana ekstrakcija eteri¢nih ulja za
44,2 140 % (Abbassi i sur., 2018).

Na slici 4 prikazani su rezultati udjela etericnog ulja bosiljka nakon provedene vodene
destilacije po Clevengeru kojoj su prethodili predtretmani (ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija u trajanju 5, 10, 20, 30 i 40 min). Predtretman ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom nije doprinio povecanju prinosa etericnog ulja bosiljka bez obzira na produzetak

vremena ekstrakcije do 40 minuta. Ovi rezultat nisu u skladu s istrazivanjem Miljanovic i sur.
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(2020), koji su predtretmanom ultrazvukom povecali prinos eteri¢nog ulja kadulje i lovora za
50 %, a ruzmarina za 60 %. Isto tako, predtretman ultrazvukom povecao je prinos etericnih
ulja peperminta, mazurana i rimske kamilice za 12 % (Kowalski i sur., 2015).

Kombinacija predtretmana ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i enzimima nije rezultirala
povecanjem prinosa etericnog ulja bosiljka. Suprotno tome, ultrazvuéno potpomognuta
enzimska ekstrakcija ulja sjemenki perile pokazala se vrlo uéinkovitom, sa prinosom od
81.74 %, dok je negativna kontrola koja je ukljucivala samo ultrazvuk rezultirala prinosom
0d 50.56 % (Li i sur., 2013).

Na temelju postignutih rezultata nakon provednih predtretmana ultrazvukom potpomognute
ekstrakcije, ekstrakcije enzimima te kombinacije predtretmana ultrazvukom i enzimima,
moze se zakljuCiti da u provodenim uvjetima ovi predtretmani nemaju ekonomsku
opravdanost jer, osim $to zahtijevaju dodatnu potro$nju energije i vremena, cijena enzima je
relativno visoka, a djelovanje predtretmana na prinos etericnog ulja bosiljka

nezadovoljavajuce.

4.1.2. Boja eteri¢nog ulja bosiljka

e {

Slika 5. Boja eteri¢nog ulja bosiljka nakon provedenih predtretmana: a) bez predtretmana; b)

ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija; c) predtretman enzimima; d) ultrazvukom

potpomognuta ekstrakcija uz dodatak enzima

Na slici 5 prikazana je promjena boje eteri¢nog ulja bosiljka nakon provedenog predtretmana
ultrazvukom te enzimima. Na slici 5a je prikazano eterino ulje bosiljka izolirano bez
predtretmana koje je svjetlo narancaste boje. Nakon predtretmana ultrazvukom od 5 minuta,
boja se promijenila te je prozirno zute boje (5b). Na slici 5c je prikazano etericno ulje nakon
predtretmana enzimima te je uocljiva prilino drasticna promjena boje ulja u neprozirno
smedu. Ista boja zapaZena je kod predtretmana kombinacije ultrazvuka i enzima (5d). Dakle,
iako primjenom predtretmana ne dolazi do povecanja prinosa eterinog ulja bosiljka, razliiti
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predtretmani rezultiraju promjenom boje etericnog ulja, Sto su uocili i Yoswathana 1 sur.
(2012) u istrazivanju utjecaja predtretmana na prinos etericnog ulja agara (Aquilaria
Crassna). Kada je uzorak agara prije vodene destilacije namocen u razliCita otapala, nije
doslo do promjene boje, ve¢ je ona ostala prozirno Zuta. Predtretmanom enzimima dobiveno
je smede-zuto ulje, a predtretmanom ultrazvukom neprozirno Zzuto ulje. S obzirom da metoda
ekstrakcije moze utjecati na kemijski sastav eteri¢nog ulja (Messaoudi i sur., 2021), moze se
zakljuciti da su odredeni predtretmani pogodovali oslobadanju nekih kemijskih komponenti
koje dovode do razli¢itog obojenja.

Ovo svojstvo promjene boje moglo bi se iskoristiti u prehrambenoj ili kozmetickoj industriji,
gdje su eteri¢na ulja Siroko koriStena. Dodaju se razli¢itim proizvodima kao izvori prirodnih
aroma i boja, a zbog svojih aktivnih sastojaka pridonose i antimikrobnom djelovanju te

konzerviranju hrane.
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4.2. ODREDIVANJE MASENOG UDJELA UKUPNIH POLIFENOLA
NAKON PROVEDENIH PREDTRETMANA | VODENE
DESTILACIJE PO CLEVENGERU

4.2.1. Vodeni ostatak bosiljka

Tablica 4. Spektrofotometrijsko odredivanje masenog udjela polifenolnih spojeva u vodenom

ostatku bosiljka nakon provedenih predtretmana te Clevenger vodene destilacije

w+ SD (mg GAE 100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 1418,75 + 97,23

5 min 2118,75 £ 22,10

10 min 2750,00 + 291,681
Predtretman -

20 min 2621,88 + 212,13
ultrazvukom

30 min 3062,50 + 114,91

40 min 3018,75+ 662,913
Bez enzima (negativna kontrola) 1718,75 £ 106,07
Predtretman enzimom 3565,63 + 137,00
Predtretman ultrazvukom i enzimom 3965,63 + 384,50

U tablici 4 prikazani su rezultati masenog udjela ukupnih polifenola u vodenim ostacima
nakon vodene destilacije koji se kreéu od 1418,75 do 3965,63 mg GAE 100 g* suhe biljke.
Mahmoudi 1 sur. (2020) u svojem su istrazivanju postigli neSto viSe vrijednosti masenih
udjela ukupnih polifenola u vodenim ostacima bosiljka. Ispitivali su utjecaj predtretmana
razli¢itih enzima, a najvisa vrijednost ukupnih polifenola postignuta je predtretmanom
celulazom i iznosila je 47090,00+28,16 mg GAE 100 g* suhe biljke. Poveéane vrijednosti
ukupnih polifenola u uzorcima tretiranim enzimima vjerojatno su posljedica pojacane
degradacije struktura stani¢ne stjenke, posebno glikozidne veze izmedu fenolnih spojeva i

polisaharida stani¢ne stjenke, $to u konacnici pridonosi pojatanom razaranju komponenti
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stani¢ne stjenke te rezultira boljim otpustanjem fenolnih spojeva (Ennigrou i sur., 2017). S
obzirom da su Mahmoudi i sur. (2020) takoder provodili ekstrakciju vodenom destilacijom,
razlike u vrijednostima mogle su proizaci iz razliCitih uvjeta provedbe ekstrakcije i

predtretmana, razli¢ite provedbe analitickih metoda te razlika u sorti biljke.

Najmanji maseni udio polifenola (1418,75 mg GAE 100 g suhe biljke) odreden je u uzorku
koji nije podvrgnut ni jednoj od metoda predtretmana, predtretman kombinacije ultrazvuka i
enzima rezultira najve¢im masenim udjelom ukupnih polifenola (3965,63 mg GAE 100 g’
suhe biljke). U istrazivanju Tchabo i sur. (2015) kombinacija ultrazvuéno-enzimske
ekstrakcije takoder je rezultirala povecanim udjelom polifenolnih spojeva (flavonoida,
polifenola, antocijana itd.) u odnosu na samo ultrazvu¢nu ekstrakciju. Isto su zapazili Nag i
Sit (2018), zakljucujuéi da ultrazvuéna obrada pomaze u razgradnji stani¢nih stjenki kore
nara, Cime supstrat postaje pristupacnijim za enzime S$to pridonosi lakSem oslobadanju
polifenola.

Predtretman ultrazvukom od samo 5 minuta rezultirao je povecanjem masenog udjela
ukupnih polifenola, a $to je vrijeme ultrazvuka bilo dulje, to je maseni udio ukupnih
polifenola bio veéi, iako uz blaga odstupanja. Kod ultrazvu¢nog predtretmana u trajanju 40
minuta postignut je najveci ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih polifenola (3018,75 mg
GAE 100 g* suhe biljke). Razumljivo je da produZeno vrijeme ekstrakcije pogoduje
ekstrakciji polifenolnih spojeva (Santos-Buelgai sur., 2012). Medutim, produljenje vremena
ultrazvuka ne rezultira uvijek povecanjem udjela ukupnih polifenola kao npr. u provedenom
istraZzivanju u crnom kimu (Moghimii sur., 2018).

Predtretman enzimom je takoder pokazao znaCajno povecanje masenog udjela ukupnih
polifenola (3565,63 mg GAE 100 g! suhe biljke) te se pokazao ucinkovitijim od
predtretmana ultrazvukom u bilo kojem vremenskom intervalu. Nusprodukti vodene
destilacije sjemenki korijandera, tretirani enzimima, takoder su pokazali znacajne vrijednosti

ukupnih polifenola (Abbassi i sur., 2018).
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4.2.2. Hidrolati bosiljka

Tablica 5. Spektrofotometrijsko odredivanje masenog udjela polifenolnih spojeva u hidrolatu
bosiljka nakon provedenih predtretmana te Clevenger vodene destilacije

w+ SD (mg GAE 100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 37,50 £ 3,54
Predtretman 5 min 71,25 + 3,54
ultrazvukom
10 min 32,50 +1,77
20 min 46,25+ 3,54
30 min 105,00+ 6,19
40 min 152,50+ 4,42
Bez enzima (negativna kontrola) 35,63+ 0,88
Predtretman enzimom 101,88+ 0,88
Predtretman ultrazvukom i enzimom 130,62+ 4,42

U Tablici 5 prikazani su maseni udjeli ukupnih polifenola hidrolata bosiljka koji se kre¢u od
32,50 + 1,77 do 152,50 * 4,42 mg GAE 100 g suhe biljke. Ove vrijednosti zna¢ajno su nize
od udjela ukupnih polifenola u vodenim ekstraktima bosiljka. Turrini i sur. (2021) su takoder
zabiljezili vrlo niske vrijednosti udjela ukupnih polifenola u hidrolatima lavande.

Ipak, primjenom predtretmana postignute su nesto vise vrijednosti ukupnih polifenola u
hidrolatima bosiljka. Najvisa vrijednost masenog udjela ukupnih polifenola (152,50 mg GAE
100 g?suhe biljke) postignuta je ultrazvukom od 40 minuta u odnosu na krade vrijeme
ekstrakcije. Predtretman ultrazvukom od 40 minuta pokazao se boljim i od predtretmana
enzimom (101,88 mg GAE 100 g suhe biljke). Pregledom literature, ultrazvu¢na ekstrakcija

takoder se pokazala ucinkovitijom od enzimske na ekstrakciju vitamina C i ukupnih
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polifenola iz acerole (Malpighia glabralL.) (Le, H.V. i Le, V.W.M., 2012). Predtretman
enzimom i kombinacije ultrazvuka enzima takoder su se pokazali uspjesni pri ekstrakeiji
fenolnih spojeva u hidrolatu bosiljka (130,62 mg GAE 100 g* suhe biljke) $to je znacajno
vise od kontrolnog uzorka (37,50 mg GAE 100 g* suhe biljke). Moze se zakljuiti da
provedeni predtretmani, naroCito ultrazvu¢nom ekstrakcijom znacajno pridonose povecanju

masenog udjela ukupnih polifenola u hidrolatu bosiljka.

4.3. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI NAKON
PROVEDENIH PREDTRETMANA | VODENE DESTILACIJE PO
CLEVENGERU

4.3.1. Vodeni ostatak bosiljka

Tablica 6.Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti u vodenom ostatku
bosiljka

w+ SD (mg AAE 100 g* suhe biljke)

Bez predtretmana 134,75+ 0,00

5 min 100,39+ 0,02

10 min 382,13+ 0,00
Predtretman )

20 min 516,88 + 0,03
ultrazvukom

30 min 462,58 + 0,00

40 min 524,93 + 0,01
Bez enzima (negativna kontrola) 117,66 £ 0,03
Predtretman enzimom 701,92 + 0,00
Predtretman ultrazvukom i enzimom 852,76 + 0,06

U Tablici 6 prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti vodenog ostatka zaostalog nakon

provedene destilacije po Clevengeru kojoj su prethodili predtretmani biljnog materijala
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ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom, enzimima te kombinacijom ultrazvuka i enzima.
Antioksidacijska aktivnost vodenog ostatka bosiljka krec¢e se u rasponuod 100,39 do 852,76
mg AAE 100 g suhe biljke. 1z prikazanih rezultata moze se zaklju¢iti da na poveéanje
antioksidacijske aktivnosti u najve¢oj mjeri utjeCu predtretmani provedeni enzimima.
Mahmoudi i sur. (2020) takoder su zabiljezili pozitivan utjecaj enzima na antioksidacijsku
aktivnost vodenog ostatka bosiljka, a isto je zamijeeno i u vodenim ostacima sjemenki
korijandera (Abbassi i sur.,, 2018). Nakon predtretmana enzimima (ksilanaza-pektinaza-
celulaza) dolazi do znacajnog povecanja antioksidacijske aktivnosti vodenog ostatka bosiljka
(701,92 mg AAE 100 g*' suhe biljke, a priklju¢imo li predtretman ultrazvukom,
antioksidacijska aktivnost se jo§ dodatno poveéala (852,76 mg AAE 100 g suhe biljke) u
odnosu na kontrolni uzorak (134,75 AAE 100 g suhe biljke). Uslijed provedenog
predtretmana ekstrakcije potpomognute ultrazvukom, dolazi do povecanja antioksidacijske
aktivnosti ve¢ nakon 10 minuta odnosu na negativnu kontrolu (bez predtretmana). Rezultati
su skladu s istrazivanjem Sandhu i sur. (2021), koji su, koriste¢i ekstrakciju potpomognutu
ultrazvukom, zabiljezili znac¢ajan porast antioksidacijske aktivnosti u nuspordukatima vodene
destilacije kore citrusa.

Moze se primijetiti da uzorak vodenog ostatka koji je podvrgnut kombinaciji predtretmana
ultrazvukom uz dodatak enzima ima najve¢i maseni udio ukupnih polifenola te najjac¢u
antioksidacijsku aktivnost, a slican trend uocljiv je i u drugim uzorcima. Brojna istraZivanja
pokazuju kako je antioksidativna aktivnost biljnih materijala, ukljucuju¢i voce i povrce,
Snazno povezana sa sadrzajem ukupnih polifenola (Huang i sur., 2012). SnaZna korelacija
antioksidacijske aktivnosti i fenolnih spojeva uocena je i u nusproduktima vodene destilacije

bosiljka, sugeriraju¢i da su upravo fenolni spojevi glavni izvor antioksidacijske aktivnosti

(Mahmoudi i sur., 2020).
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4.3.2. Hidrolat bosiljka

Tablica 7.Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu bosiljka

w+ SD (mg AAE 100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 3,15+ 1,02

5 min 3,56 £ 0,02

10 min 4,02 +0,01
Predtretman -

20 min 4,04 £0,01
ultrazvukom

30 min 4,04 +£0,01

40 min 4,29 + 0,08
Bez enzima (negativna kontrola) 3,43+ 0,05
Predtretman enzimom 10,13 + 0,07
Predtretman ultrazvukom i enzimom 17,79 + 0,96

U Tablici 7 prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti hidrolata bosiljka nakon
provedene vodene destilacije po Clevengeru kojoj su prethodili predtretmani biljnog
materijala ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom, enzimima te kombinacijom ultrazvuka
i enzima. Antioksidacijska aktivnost hidrolata bosiljka kre¢e se u rasponu od 3,15 do 17,79
mg AAE 100 g? suhe biljke. 1z prikazanih rezultata moZe se zakljuditi da na povecanje
antioksidacijske aktivnosti u najvecoj mjeri utjeCu provedeni predtretmani enzimima. Nakon
predtretmana enzimima (ksilanaza-pektinaza-celulaza) dolazi do =znacajnog povecanja
antioksidacijske aktivnosti hidrolata bosiljka (10,13 mg AAE 100 g suhe biljke), a
priklju¢imo 1i predtretman ultrazvukom antioksidacijska aktivnost se jo§ dodatno povecala
(17,79 mg AAE 100 g* suhe biljke) u odnosu na kontrolni uzorak (3,15 mg AAE 100 g* suhe
biljke). Uslijed provedenog pretretmana ekstrakcije potpomognute ultrazvukom ne dolazi do
znacajnijeg povecanja antioksidacijske aktivnosti hidrolata bosiljka bez obzira na produZenje

vremena ekstrakcje sa 5 na 40 minuta u odnosu na negativnu kontrolu (bez predtretmana).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1.

Predtretmani koji su prethodili vodenoj destilaciji po Clevegeru — predtretman
ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom, enzimima (ksilanaza-pektinaza-
celulaza, 1:1:1) te kombinacijom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i
enzimima, nisu doveli do povecanja prinosa eteri¢nog ulja bosiljka. Udio izoliranog
etericnog ulja bosiljka bez obzira na provedeni predtretman i negativnu kontrolu
iznosi 1 mL 100 g suhe biljke.

Iako nije doSlo do povecanja prinosa eteri¢nog ulja bosiljka nakon provedenih
predtretmana koji su prethodili vodenoj destilaciji po Clevengeru, doslo je do
promjene boje etericnog ulja nakon pretretmana enzimima (ksilanaza-pektinaza-
celulaza, 1:1:1) i predtretmana ultrazvukom u odnosu na kontrolni uzorak.
Predtretmani ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom te enzimima (ksilanaza-
pektinaza-celulaza, 1:1:1), kao i kombinacija ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom 1 enzimima,nisu imali u¢inak na povecanje prinosa etericnog ulja
bosiljka, ali pozitivno su utjecali na masene udjele ukupnih polifenola i
antioksidacijske aktivnosti vodenih ostataka i hidrolata bosiljka. Naju¢inkovitijim
se pokazao predtretman kombinacije ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i
enzimima.

lako nusprodukti u izolaciji eteriénog ulja bosiljka predstavljaju otpad, vodeni
ostatak i hidrolat vrijedan su izvor polifenola kojima je dokazana antioksidacijska
aktivnost.

Nusprodukti vodene destilacije bosiljka, posebice vodeni ostaci, zahvaljujuci
visokim udjela ukupnih polifenola i dokazanom antioksidacijskom aktivnosti, imaju
znacajan farmakoloski potencijal koji se moze iskoristiti u prehrambenoj ili

kozmetickoj industriji.
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Ja Katja Blazevi¢ izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih

koji su u njemu navedeni.
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