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1. UVOD

RuZzmarin (Rosmarinus officinalis L.) je grmolika, samonikla, zimzelena biljka koju odli-
kuju iglicasti listovi i ljubicasto-plavi cvjetovi. Ova biljka karakteristicna je za podrucje Medi-
terana te se koristi u kulinarstvu kao zacin, a ekstrakti i eteri¢na ulja ruzmarina takoder se
koriste u narodnoj medicini, prehrambenoj, kozmeti¢koj 1 farmaceutskoj industriji, uglavnom
zbog svojih antioksidacijskih 1 protuupalnih svojstava koja se pripisuju prisutnosti karnozola,

karnozne i ruzmarinske kiseline (De Macedo i sur., 2020).

Najces¢i nacin izolacije etericnog ulja ruzmarina je vodena destilacija listova, no u zadnje vri-
jeme istrazuju se metode izolacije koje ¢e skratiti vrijeme ekstrakcije uz smanjenje troskova
pripreme uzoraka s ciljem dobivanja vecih prinosa eteri¢nog ulja. Kako bi se povecao prinos
eteri¢nog ulja koriste se i razli¢iti predtretmani neposredno prije vodene destilacije biljke. Neke
od novijih metoda predtretmana koje se sve ¢eSce koriste su ekstrakcija potpomognuta enzi-
mima te ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom. Ekstrakcija potpomognuta enzimima koristi
se kako bi se olakSalo izdvajanje etericnog ulja iz stanica biljke Sto se postize djelomi¢nom ili
potpunom hidrolizom strukture stanica biljke. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom temelji
se na kavitaciji zbog koje dolazi do naruSavanja i razgradnje strukture stani¢ne stijenke te do
lakSeg izdvajanja eteri¢nog ulja. Na prinos etericnog ulja i na sastav ulja utjecu procesni para-

metri primijenjene metode ekstrakcije koja prethodi vodenoj destilaciji.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj razli¢itih predtretmana (ultrazvuc¢ni, enzimima te kombi-
nacijom ultrazvuka i enzima) neposredno prije vodene destilacije po Clevengeru na prinos i-
zoliranog etericnog ulja iz osusenih listica ruzmarina. Predtretmani koji su koristeni su pred-
tretman enzimima (ksilanaza, celulaza i pektinaza, 1:1:1) te predtretman ultrazvukom u razli-
¢itim vremenskim intervalima (5, 10, 20, 30 1 40 minuta) sa ili bez enzimske predobrade. Na-
vedeni predtretmani provedeni su u razli¢itim otapalima: u procis¢enoj vodi i puferu pH vrije-
dnosti 6,5. U proizvodnji eteri¢nih ulja zaostaju znacajne koli¢ine vodenog ostatka i hidrolata
te je u dobivenim nusproduktima ispitan utjecaj provedenih predtretmana na udio ukupnih fe-

nolnih spojeva 1 antioksidacijsku aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. RUZMARIN

Ruzmarin je viSegodiSnja, grmolika, zimzelena biljka iz porodice Lamiaceae. Moze narasti
do 3 m visine, grane mogu biti uspravne ili polegnute te na njima rastu brojni zeleni, igli¢asti,
kozasti listi¢i. Listi¢i su s gornje strane zeleni, a s donje stane sivkasto-zeleni te sadrze Zlijezde
ispunjene etericnim uljem (minimalno 1,2 %). Ljubicasto-plavi cvjetovi cvjetaju od ozujka do
listopada formirani u cvatovima u pazuscima listova. Plodovi su duguljasti, glatki i smeckasti
te sadrze slobodne sjemenke. Za razliku od drugih biljaka i porodice Lamiaceae, ruzmarin se
dijeli na samo 3 podvrste: Rosmarinus officinalis L. (najrasprostranjenija od tri podvrste,
autohtono prisutna u Hrvatskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj Gori, Portugalu, Spanjolskoj,
Francuskoj, Italiji, Grckoj, Albaniji, sjeverozapadnoj Africi, Cipru i1 Turskoj, ali moze se naci i
po srediSnjoj Americi), Rosmarinus eriocalyx Jord. i Fourr. (sjeverozapadna Afrika i
Spanjolska) i Rosmarinus tomentosus Hub. — Mor. i Maire. (Iberijski endem, porijeklom iz

Andaluzije). (Hammer i Junghanns, 2020).

U nekoliko istrazivanja utvrdeno je da ekstrakti ruzmarina pokazuju razlicite bioloske
aktivnosti poput hepaprotektivnog, antifungalnog, antivirusnog, antitumornog, protuupalnog,
insekticidnog, antioksidativnog i antibakterijskog djelovanja. Navedene aktivnosti mozemo
uvelike pripisati fenolnim spojevima te se odnose na eteri¢no ulje ruzmarina kao i na ekstrakte.
(De Macedo 1 sur., 2020; Nieto i sur., 2018). Ekstrakt ruzmarina takoder je pokazao snazan
antidijabeticki uc¢inak zahvaljujuci svojim polifenolnim komponentama kao $to su ruzmarinska
kiselina, karnozol i karnozna kiselina. (Abdel Raoof i Mohamed, 2019). Osim antidijabetickog
ucinka, ekstrakt ruzmarina moze biti dobra alternativa pri lijeCenju neurodegenerativnih bolesti
(Alvi 1 sur., 2019). Karnozna i ruzmarinska kiselina u ekstraktu ruzmarina mogu se koristiti
kao nutraceutici za potencijalno pojacavanje ucinka drugih spojeva. Takoder moze koristiti kao
alternativni dodatak hrani za odgadanje bakterijskog kvarenja hrane i za inhibiciju patogenih

bakterija kao Sto je Listeria monocytogenes. (Munekata i sur., 2020)

Zbog svojih ljekovitih svojstava ruzmarin se koristi 1 u narodnoj medicini kao oralni
pripravak za ublazavanje bubreznih kolika, dismenoreje i gréeva misica te u prehrambenoj i
kozmetickoj industriji kod proizvodnje kozmetic¢kih proizvoda koji pomazu pri sprjecavanju
starenja koze, oStecenja nastalih izlozenosti UV zracenju te kod celulita (De Macedo i sur.,

2020).



2.2. FENOLNI SPOJEVI I ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Biljke sintetiziraju razne sekundarne metabolite kao $to su fenolni spojevi, koji sudjeluju u
zaStitnom mehanizmu biljke te sluze za sprjecavanje oksidativnog stresa. Fenolni spojevi
predstavljaju jednu od najbitnijih skupina prirodnih antioksidansa te su usko povezani s
antioksidacijskom aktivnos¢u biljnih tkiva. Antioksidacijska aktivnost fenolnih spojeva
kombinacija je razli¢itih mehanizama kao §to su hvatanje slobodnih radikala, donaciju atoma

vodika i keliranje metalnih iona (Chrysargyris i sur., 2020).

Ruzmarin je bogat izvor fenolnih spojeva koji se mogu naci u biljnim ekstraktima te u manjoj
mjeri u etericnom ulju. U biljnim ekstraktima ruZzmarina su glavni polifenolni spojevi fenolne
kiseline medu kojima su: karnozna kiselina, karnozol, ruzmarinska kiselina (Nieto i sur., 2018),

te flavonoidi.

2.3. ETERICNO ULJE RUZMARINA

Eteri¢no ulje nalazi se u zlijezdama za izlucivanje koje se nalaze u cvjetovima ili
listovima ruzmarina. MoZe se ekstrahirati iz oba izvora te je etericno ulje iz listova ¢esce bolje

kvalitete (Anh i sur., 2019; Lo Presti i sur., 2005).

Etericno ulje ruzmarina ima sposobnost ublazavanja simptoma uzrokovanih
respiratornim poremecajima, stimulira rast kose, smanjuje stres 1 koristi se za lijeCenje
reumatoidnih bolesti (Anh i sur., 2019). Takoder se koristi kao zacin u mesnim jelima,
salamama i umacima te se zbog svojih aromati¢nih svojstava koristi u proizvodnji parfema i

kao komponenta dezinfekcijskih sredstava i insekticida (Lo Presti i sur., 2005).

2.3.1. KEMIJSKI SASTAV

Na kemijski sastav etericnog ulja ruzmarina utje¢u mnogi ¢imbenici uzgoja biljke poput
klimatskih uvjeta, geografskog polozaja, nadmorske visine te pedoloskih svojstava, a najvise
utjeCu srednja mjesecna i godiSnja temperatura, odnosno njihov raspon (Lakusi¢ i sur., 2012).
Na kemijski sastav i1 prinos eteri¢nog ulja utjece i primijenjena metoda ekstrakcije, dio biljke
iz kojeg se izolira eteri¢no ulje, razdoblje kada je biljka ubrana, starost biljke i geneticki sastav

(Anh i sur., 2019; Lo Presti i sur., 2005).

Anh 1 sur. (2019) ukazali su na to da je prinos eteri¢nog ulja znatno nizi za ekstrakciju
etericnog ulja iz osuSenih listova ruzmarina (1,2 mL/g), u odnosu na svjeze listove (3,16 mL/g),

ali da to ne mijenja krajnji sastav eteri¢nog ulja, niti njegovu antioksidacijsku aktivnost.



U eteri¢nom ulju ruzmarina su najzastupljeniji oksigenirani monoterpeni i seskviterpeni.
Glavni spojevi koji se nalaze u etericnom ulju ruzmarina su 1,8-cineol, kamfor, a-pinen, -

pinen, limonen, verbenon, kamfen te borneol (Miljanovi¢ i sur., 2020, De Macedo i sur., 2020).

Postoje tri glavna kemotipa etericnog ulja ruzmarina koji su zbog svojih kemijskih
svojstava bitni za trziSte: kamfor-borneol ulja s priblizno jednakim omjerima (20-30 %) 1,8-
cineola, a-pinena i kamfora, cineol ulja s preko 40 % 1,8-cineola te verbenon ulja koja sadrze

do 15 % verbenona. (Hammer i1 Junghanns, 2020)

2.4. METODE IZOLACIJE ETERICNOG ULJA

Etericno ulje ruzmarina naj¢es¢e se dobiva vodenom destilacijom u aparaturi po
Clevengeru koja spada u skupinu klasicnih metoda uz maceraciju, ekstrakciju organskim
otapalima, Soxhlet ekstrakciju i druge. Nedostaci klasicnih metoda su dugotrajnost metode,
moguca niska selektivnost ekstrakcije, razgradnja termolabilnih spojeva zbog nepovoljnih
temperatura i upotreba otapala visoke Cisto¢e. U novije vrijeme zbog potrebe za ekoloski i
ekstrakcije eteri¢nih ulja poput ekstrakcije ultrazvukom, mikrovalovima, enzimima, ionskim

teku¢inama ili superkriticnim fluidima (Gligor i sur., 2019).

2.4.1. CLEVENGER VODENA DESTILACIJA

Vodena destilacija po Clevengeru je tradicionalna metoda koja se koristi za izolaciju
hlapljivih spojeva kao $to su eteri¢na ulja iz biljnog materijala. Metoda se zasniva na destilaciji
1 vrenju aromati¢ne smjese biljke u rekondenziranoj vodenoj pari pri cemu se koriste velike
koli¢ine vode 1 energije. Tijekom destilacije biljke otpustaju eteri¢na ulja isparavanjem zbog
izlozenosti kipucoj vodi ili pari. Isparavanje ulja temelji se na nacelu da su tlakovi pare jednaki
tlaku okoline pri temperaturi vrenja pa tako sastojci eteri€énog ulja isparavaju na temperaturi
bliskoj temperaturi vode, dok su njihova vreliSta inace u rasponu od 200 do 300 °C. Izdvajanje
etericnog ulja olaksano je, jer destilacijom dobivamo dvije teku¢ine koje se ne mijesaju, vodu
(hidrolat) i etericno ulje koje pluta na povrsini vode zbog manje gusto¢e (Khadhraoui i sur.,
2021). Hidrolati koji nastaje kao nusprodukt u proizvodnji etericnog ulja sli¢nog je kemijskog
sastava kao 1 eteri¢no ulje. U proizvodnji eteri¢nog ulja zaostaju znacajne koli¢ine vodenog
ostatka (A¢imovi¢ 1 sur., 2020) koji sadrzi znacajne koli¢ine polifenolnih spojeva (Wollinger i

sur., 2016).



2.4.2. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ENZIMIMA

Ekstrakcija potpomognuta enzimima ili EAE (eng. enzyme-assisted extraction) koristi se
kako bi se olakSalo izdvajanje etericnog ulja iz stanica biljke $to se postize hidrolizom strukture
stanica biljke 1 oslobadanjem bioaktivnih spojeva. Temelji se na razgradnji komponenti
stani¢ne stijenke biljaka, otpustanju vezanih fenolnih spojeva ili otpustanju fenolnih spojeva iz

vakuola difuzijom. (Cascaes Teles i sur., 2020; Gligor i sur., 2019)

Hidroliticka svojstva enzimske smjese ovise o sastavu smjese, vrsti enzimske aktivnosti
sastojaka smjese te o njihovom omjeru. Efikasnost enzimske ekstrakcije uvelike ovisi o
vremenu ekstrakcije, koncentraciji enzima, temperaturi i pH vrijednosti. Vrijeme 1
koncentracija enzima usko su povezani te ¢e povecanjem koncentracije do¢i do smanjenja
vremena potrebnog za ekstrakciju. ProduZeno trajanje ekstrakcije enzimima moze uzrokovati
razgradnju bioaktivnih spojeva zbog dugotrajnog izlaganja pri poviSenim temperaturama ili
oksidativnim procesima. Enzimska aktivnost se ve¢inom proporcionalno povecava povisenjem
temperature te dolazi i do smanjenja viskoznosti §to omogucuje bolju topljivost bioaktivnih
spojeva. S druge strane izrazito povecane vrijednosti temperature mogu utjecati na enzimsku
strukturu, zaustavljanje procesa hidrolize i na razgradnju bioaktivnih spojeva. PH vrijednost je

takoder bitna jer utjeCe na efikasnost enzima i na stani¢nu stijenku biljaka.

EAE moze se koristiti u kombinaciji s drugim metodama (ionske tekuéine, ultrazvuk,
mikrovalovi, superkriti¢ni fluidi) koje se mogu provesti prije, tijekom ili nakon EAE.
Kombinacija metoda dovodi do kraceg vremena ekstrakcije, koriStenja netoksi¢nih i
nezapaljivih otapala koja se Cesto mogu reciklirati, sveukupno pojednostavljenih koraka 1
prilagodljivih procesnih parametara. U kombinaciji EAE s drugim metodama, omogucuje se
bolji kontakt izmedu enzima i supstrata, poveéano razbijanje stanica i brzi prijenos mase

(Gligor i sur., 2019).

2.4.3. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom ili UAE (eng. Ultrasound-assisted extraction)
temelji se na akusti¢noj kavitaciji, dolazi do formiranja, rasta i implozivnog uruSavanja
mjehuri¢a unutar tekucine te se oslobada velika koli¢ina lokalizirane energije. Rezultat
kavitacije su kemijske ili fizicke promjene i mijesanje koji poti¢u procese transporta i smanjuju
otpor prijenosu mase u heterogenim sustavima (Nadar i Rathod, 2017). Dolazi do razgradnje
stani¢ne stijenke biljaka te do oslobadanja sadrZaja stanica i bioaktivnih molekula. Munekata i
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sur. (2020) navode kako promjene uzrokovane kavitacijom mogu potaknuti ekstrakciju

polifenola zbog povecéanja topljivosti i difuzije.

KoriStenje ultrazvuka kao predtretmana moZe smanjiti vrijeme i poboljsati u¢inkovitost
ekstrakcije, povisiti razinu automatizacije, smanjiti potrosnju energije, doprinosi ocuvanju
okolisa smanjenjem potrosnje vode i otapala, uklanjanjem energije fosilnih goriva i otpadnih

voda. (Yu i sur., 2021; Chekoual i sur., 2018)

2.4.4. EKSTRAKCIJA POTPOMOGNUTA ULTRAZVUKOM I
ENZIMIMA

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom i1 enzimima ili UAEE (eng. Ultrasound-assisted
enzyme extraction) je ucinkovita i ekoloski prihvatljiva metoda koja daje visoke prinose uz
nisku potro$nju energije. Vazno je odabrati najbolje radne uvjete kako bi se postigli izvrsni

prinosi i smanjila degradacija bioaktivnih spojeva (Khadhraoui i sur., 2021).

Prinos biomolekula nakon UAEE ovisi o parametrima kao $to su koncentracija enzima,
jakost ultrazvuka, omjer otapala, frekvencija ultrazvuka, radni ciklus te vrijeme ekstrakcije.
Proces ekstrakcije biomolekula takoder se moZze poboljsati optimiziranjem uvjeta ultrazvucne
obrade $to dovodi do povecanja enzimske aktivnosti zbog povoljnih promjena konformacije te
promjene strukturnog integriteta stanica tretirane biljke (Nadar i sur., 2018), ali se mora paziti
na jakost ultrazvuka jer kod velikih snaga dolazi do depolimerizacije, degradacije i smanjenja

viskoznosti spojeva zbog ¢ega dolazi do smanjenja prinosa ekstrakcije (Gligor i sur., 2019).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za izolaciju eteri¢nog ulja koristili su se osuSeni listi¢i ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.),
ubrani u lipnju 2021. godine u Zagrebu, cuvani na suhom i tamnom mjestu, koji su odvojeni

od grancica prije same analize.

3.1.1. KEMIKALIJE I STANDARDI

Enzimi koriSteni za ekstrakciju

o Ksilanaza (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
o Pektinaza(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)
e Celulaza (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njemacka)

Kemikalije za postupak vodene destilacije

e deionizirana voda

e citratni pufer pH 6,5

Kemikalije za pripremu citratnog pufera

e limunska kiselina monohidrat (T.T.T. d.o.o0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e natrijev hidroksid (T.T.T. d.o.o., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Priprema pufera: U Cistu laboratorijsku ¢asu volumena 500 mL odvaze se 4,80 g

limunske kiseline, zatim se doda 400 mL proc¢is¢ene vode te se mijeSa na magnetskoj
mijeSalici. Sonda pH-metra uroni se u otopinu te se uz postupnim dodavanjem 2 M
otopine natrijeva hidroksida podeSava pH-vrijednost otopine do 6,5. Pripremljeni pufer

prebaci se u bocu volumena 500 mL te se ¢uva na hladnom i tamnom mjestu.

Kemikalije i standardi za spektorfotometrijsko odredivanje ukupnih fenola

e Folin-Ciocalteau reagens
o Priprema: FC reagens razrijedi se deioniziranom vodom u omjeru 1:2.

e zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %, w/v)



o Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destili-
rane vode u odmjernoj tikvici volumena 1 L. Nakon hladenja na sobnu tempe-
raturu doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata te se odmjerna tikvica na-
dopuni do oznake. Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata filtrira se nakon 24 sata.

o standardna otopina galne kiseline, y =5 g/L

o Priprema: na analiti¢koj vagi (+ 0,0001 g) odvaze se 500 mg galne kiseline u

plasti¢noj ladici za vaganje te se 10 %-tnim etanolom kvalitativno prenese u

odmjernu tikvicu od 100 mL, otopi i nadopuni do oznake deioniziranom vodom.

Kemikalije i standardi za spektorfotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti

e koncentrirana klorovodic¢na kiselina, 37 %, v/v
o klorovodi¢na kiselina, c= 40 mM
o Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira se 330 uL 37 %-tne kloro-
vodic¢ne kiseline 1 dopuni deioniziranom vodom do oznake.
o 2.4 6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), ¢ =10 mM
o Priprema: Odvaze se 0,0312 g TPTZ-a u plasti¢noj ¢aSici i kvantitativno se pre-
nese o odmjernu tikvicu volumena 10 mL te nadopuni do oznake 40 mM kloro-
vodi¢nom kiselinom.
o zeljezov (II) klorid heksahidrat (FeCls-6H>0), ¢ =20 mM
o Priprema: U plasti¢nu ¢aSicu za vaganje odvaze se 0,541 g zeljezov (I1I) klorid
heksahidrata i1 kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL te se
nadopuni deinoiziranom vodom do oznake.
e ledena octena kiselina, 99-100 %, v/v
e acetatni pufer (c = 0,3 M, pH 3,6)
o Priprema: U plasti¢nu ¢aSicu za vaganje odvaze se 3,1 g natrij-acetat trihidrata
1 kvantitativno se prenese pomocu deionizirane vode u odmjernu tikvicu od 1
L, u koju se potom otpipetira 16 mL ledene octene kiseline te se nadopuni dei-
oniziranom vodom do oznake.
e FRAP reagens
o Priprema: U staklenoj ¢asi pripremi se FRAP reagens mijeSanjem acetatnog pu-
fera (0,3 M), TPTZ reagensa i zeljezo (Ill)-klorida u omjeru 10:1:1.

o standardna otopina askorbinske kiseline, y = 100 mg/L



o Priprema: U plasti¢noj ¢aSici za vaganje odvaze se 0,100 g askorbinske kiseline
1 kvantitativno se prenese deioniziranom vodom o odmjernu tikvicu volumena

100 mL, te nadopuni deioniziranom vodom do oznake.

3.1.2. APARATURAI PRIBOR
- Clevenger aparatura
- analiticka vaga (GR-200-EC, A&D Instruments Ltd., Tokyo, Japan)
- tehnicka vaga (MK-500C, Chyo, Kyoto, Japan)
- automatske pipete volumena 2 — 1000 puL (KemoLab d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
- Erlenmeyerove tikvice volumena 250 mL i 500 mL
- graduirane pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL i 10 mL
- kapaljka
- kivete
- laboratorijska metalna zlica
- laboratorijska $patula
- laboratorijske boce volumena 500 mL
- menzura volumena 100 mL
- odmyjerne tikvice volumena 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL i 1000 mL
- propipete
- laboratorijske ¢aSe volumena 250 mL, 500 mL, 800 mL
- plasti¢ne laboratorijske ¢aSe volumena 50 mL
- staklene laboratorijske ¢ase volumena 250 mL i 500 mL
- staklene epruvete
- stakleni lijevak
- stakleni Stapici
- termometar

- vodena kupelj



- ultrazvu¢na sonda (UP200Ht, Hielscher, Njemacka)

- magnetska mijeSalica (MS-H-S, DLAB Scientific, Peking, Kina)
- vorteks tresilica (VTX, Labo Moderne, Pariz, Francuska)

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

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

- staklene falkonice od 15 mL

- plasti¢ne falkonice od 15 mL 1 50 mL

3.2. METODE

3.2.1. Izolacija eteri¢nog ulja iz biljnog materijala

Za izolaciju eteri¢nog ulja koriSteni su suhi listi¢i biljke te se njihova destilacija provodila me-

todom po Clevengeru u trajanju od 2 sata, bez predtretmana i nakon provedenih predtretmana.
Tretmani biljnog materijala koji su prethodili destilaciji po Clevengeru:

1. predtretman enzimom
a) smjesa enzima: ksilanaza, celulaza, pektinaza (1:1:1)
b) koncentracija enzima: y=0,2 g/L
c) vrijeme ekstrakcije: 4 h
d) temperatura ekstrakcije: 40 °C
e) otapalo: pufer pH 6,5
2. predtretman ultrazvukom
a) ultrazvucna sonda promjera 14 mm
b) snaga ultrazvuka: 200 W
c) vrijeme ekstrakcije: 5, 10, 20, 30 1 40 minuta
d) otapalo: procis¢ena voda
3. predtretman ultrazvukom i enzimom

a) smjesa enzima: ksilanaza, celulaza, pektinaza (1:1:1)
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b) koncentracija enzima: y=0,2 g/L

c) vrijeme enzimske ekstrakcije: 4 h

d) temperatura enzimske ekstrakcije: 40 °C
e) ultrazvucna sonda promjera 14 mm

f) snaga ultrazvuka: 200 W

g) vrijeme ultrazvucne ekstrakcije: 5 minuta

h) otapalo: procis¢ena pufer pH 6,5

Nakon provedenih predtretmana uzorci su podvrgnuti vodenoj destilaciji u aparaturi po Cle-

vengeru svrhu izdvajanja eteri¢nog ulja.

Za daljnju analizu ulje je izdvojeno u viale, hidrolati su sakupljani u falkonice od 15 mL, a

vodeni ostaci sakupljani su u falkonice od 50 mL.

3.2.1.1. Ekstrakcija potpomognuta enzimima

U Erlenmeyerovu tikvicu volumena 250 mL odvaze se 20 g uzorka biljke te se doda 250 mL
pufera pH 6,5. Odvaze se 50 mg enzima ksilanaze, 50 mg enzima celulaze 1 50 mg enzima
pektinaze (y= 0,2 mg/L) i doda u Erlenmeyerovu tikvicu sa uzorkom. Sadrzaj tikvice dobro se
promijesa, tikvica se stavi na magnetsku mijeSalicu, doda se magnet i ukljuci se mijesanje.
Temperatura na mijesalici podesi se na 40 °C te se uzorak ostavi 4 sata na mijesalici. Na tikvicu
se stavi vodeno hladilo i uklju¢i se voda. Po zavrSetku enzimske ekstrakcije sadrzaj
Erlenmeyerove tikvice kvantitativno se prenese u okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena
500 mL te se zapocinje vodena destilacija po Clevengeru. Kao negativna kontrola na

magnetsku mijeSalicu stavlja se uzorak biljke od 20 g u 250 mL proci§¢ene vode, na 40°C, 4h.
3.2.1.2. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Predtretman ekstrakcije potpomognute ultrazvukom provodi se primjenom ultrazvu¢ne sonde
snage 200 W u trajanju od 5, 10, 20, 30 i 40 minuta. U laboratorijsku ¢asu od 250 mL odvaze
se 20 g biljke i doda se 250 mL prociS¢ene vode. Sadrzaj ¢ase dobro se promijesa pomocu
staklenog Stapica te se nakon toga u ¢asu uroni ultrazvu¢na sonda. Nakon provedene ekstrakcije
sadrzaj caSe se kvantitativno prenese u okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL te

se zapocinje vodena destilacija po Clevengeru.
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3.2.1.3. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom uz dodatak enzima

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom provodi se na nacin da se uzorak prvo obradi
primjenom ultrazvu¢ne sonde izlazne snage ultrazvuka od 200 W, 5 minuta. U laboratorijsku
¢asSu od 250 mL odvaze se 20 g biljke 1 doda se 250 mL pufera pH 6,5. Sadrzaj ¢ase dobro se
promijesa pomocu staklenog Stapica te se nakon toga u ¢asu uroni ultrazvucna sonda. Nakon
provedene ekstrakcije ultrazvukom sadrzaj ¢ase se kvantitativno prenese u Erlenmeyerovu
tikvicu od 250 mL, doda se mjesavina enzima (50 mg enzima ksilanaze, 50 mg enzima celulaze
1 50 mg enzima pektinaze, 1:1:1), sadrzaj se dobro promijesa i stavi na magnetsku mijesSalicu
4 sata na 40 °C. Nakon zavrSetka ekstrakcije uzorak se kvantitativno prenese u okruglu tikvicu
s okruglim dnom i krece vodena destilacija po Clevengeru i izdvajanje etericnog ulja. Kao
negativna kontrola radi se pred obrada ultrazvukom, uzorka od 20 g u 250 mL procis¢ene vode,

te se tako obradeni uzorak stavlja na magnetsku mijesalicu 4 sata na 40 °C, bez enzima.
3.2.1.4. Vodena destilacija po Clevengeru

U okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL odvaze se 20 g suhih listi¢a ruzmarina
te se doda 250 mL prociséene vode. Sadrzaj tikvice zagrijava se na aparaturi po Clevengeru
(slika 1) dok ne zavrije te nakon toga destilacija traje 2 sata. Nakon zavrSene vodene destilacije
sadrzaj tikvice potrebno je ostaviti da se ohladiti, nakon Cega se izdvaja eteri¢no ulje te hidrolat.

Filtracijom biljnog ostatka dobije se vodeni ostatak.

Slika 1. Aparatura za vodenu destilaciju po Clevengeru (vlastita fotografija)
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3.2.2. Spektofotometrijsko odredivanje masene koncentracije ukupnih fenola

Princip odredivanja

Metoda se temelji na kolornoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau reagensom pri ¢emu nastaje
plavo obojenje €iji je apsorpcijski maksimum na 765 nm. Folin-Ciocalteau reagens smjesa je
fosfovolframove 1 fosfomolibdene kiseline koje se oksidacijom fenolnih tvari u alkalnim uvje-
tima reduciraju u volframov 1 molibdenov oksid koji su plave boje. Nastali intenzitet plavog
obojenja proporcionalan je koncentraciji ukupnih fenola koja se izrazava kao ekvivalent galne

kiseline.
Na;WO4/Na;MoOs + fenol —> (fenol-MoW1040)*
Mo(VI) + - —> [ Il (Prior i sur., 2005)

Priprema uzoraka

Za potrebe odredivanja ukupnih fenola uzorci vodenih ostataka dobivenih nakon provedene

Clevenger vodene destilacije razrijedeni su (1:9). Uzorci hidrolata nisu razrijedeni.

Postupak odredivanja ukupnih fenola

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 125 pL ekstrakta ruzmarina, kojeg smo prethodno
razrijedili po potrebi, 625 pL FC reagensa i 10 mL deionizirane vode. Nakon 3 minute dodaje
se 1,9 mL zasi¢ene otopine natrijevog karbonata, uzorak se mijeSa pomocu vorteks tresilice te
se uzorci zatim termostatiraju 25 minuta pri temperaturi od 50 °C u kupelji. Nakon toga mjeri
se apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Slijepa proba priprema se na isti nacin, ali se
umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju (proc¢is¢ena voda, pufer pH 6,5). Iz bazdarnog
pravca racuna se masena koncentracija ukupnih fenola izrazena kao ekvivalent galne kiseline

mg GAE/100 g suhog lista ruzmarina.

Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti standardnu otopinu galne kiseline, masene
koncentracije 5 g/L, otapanjem 250 mg galne kiseline u 10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj
tikvici od 50 mL i nadopunjavanjem deioniziranom vodom do oznake. Od te otopine galne
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kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da koncentracije galne
kiseline iznose 50, 100, 150, 200, 250 1 500 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se 125 pL otopine
standarda u staklenu epruvetu te se dodaje 625 pL FC reagensa i 10 mL deionizirane vode.
Nakon 3 minute dodaje se 1,9 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata, uzorak se mijesa po-
mocu vorteks tresilice te se uzorci zatim termostatiraju 25 minuta pri temperaturi od 50 °C u
kupelji. Za slijepu probu uzima se 100 pL deionizirane vode. Nakon kupelji mjeri se apsorban-
cija uzoraka pri valnoj duljini od 765 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baz-
darni pravac ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o masenoj koncentraciji galne kiseline (mg/L),

uz pomoc¢ programa Microsoft Excel (tablica 1, slika 2).

Tablica 1. Masene koncentracije standardne otopine galne kiseline i pripadajuce vrijednosti

apsorbancija izmjerenih pri 765 nm

7y (galna kiselina)/ A (765 nm)

(mg/L)
50 0,051
100 0,099
150 0,153
200 0,201
250 0,255
500 0,508
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Slika 2. Bazdarni pravac standardne otopine galne kisleine

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP

metodom

Princip odredivanja

FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-
s-triazina (TPTZ), u prisustvu antioksidansa pri pH 3,6, pri ¢emu nastaje plavo obojeni kom-
pleks fero-tripiridiltriazin ¢iji apsorpcijski maksimum iznosi 593 nm. Promjena intenziteta o-
bojenja proporcionalna je koncentraciji antioksidansa, koja se prema tome racuna iz vrijednosti
izmjerenih apsorbancija. Dobivene FRAP vrijednosti mogu se izraziti preko FeSO4, askorbin-

ske kiseline ili trolox ekvivalenta. (Benzie i Strain, 1999.; Benzie i Strain, 1996.)

Priprema uzorka

Za potrebe odredivanja antioksidacijske aktivnosti vodenih ostataka dobivenih nakon prove-
dene Clevenger vodene destilacije uzorci su razrijedeni (1:999). Uzorci hidrolata nisu razrije-

deni.
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Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

U staklene epruvete redom se otpipetira 1 mL ekstrakta ruzmarina i 7,5 mL FRAP reagensa,
dobro se promijesa te se termostatira 10 minuta na temperaturi od 37 °C. Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm. U slijepu probu se umjesto ekstrakta dodaje otapalo
za ekstrakciju (procis¢ena voda, pufer pH 6,5). Ako izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost
1,0 ekstrakte uzoraka potrebno je razrijediti na nacin da izmjerene apsorbancije razrjedenih
ekstrakata iznose izmedu 0,1 1 0,9. Iz bazdarnog pravca izracuna se antioksidacijska aktivnost

izrazena kao ekvivalent askorbinske kiseline mg AAE/100 g suhog lista biljke.

Napomena: Prilikom racunanja potrebno je uzeti u obzir da u reakciji askorbinska kiselina
mozZe primiti dva elektrona, a za reakciju redukcije Zeljeza Fe** u Fe?" potreban je jedan elek-
tron. Zbog toga je dobivene ekvivalente askorbinske kiseline (AAE) potrebno pomnoziti sa 2

(Fegredo i sur., 2009).

Izrada bazdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca pripremi se otopina askorbinske kiseline koncentracije 100 mg/L
od koje se pripreme razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da koncentracije a-
skorbinske kiseline iznose 5, 10, 20 1 50 mg/L. U staklene epruvete redom se otpipetira 600 pL
otopine standarda 1 4500 pL FRAP reagensa, dobro se promijesa te se termostatira 10 minuta
na temperaturi od 37 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 593 nm. U
slijepu probu se umjesto standarda dodaje deionizirana voda. Iz izmjerenih vrijednosti apsor-
bancija nacrta se bazdarni pravac ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o masenoj koncentraciji

askorbinske kiseline (mg/L) (tablica 2, slika 3).
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Tablica 2. Masene koncentracije standardne otopine askorbinske kiseline 1 pripadajuce vrije-

dnosti apsorbancija izmjerenih pri 593 nm

A (593 nm)

2,0
1,8
1,6
1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

y (askorbinska Kiselina)/ A (593 nm)
(mg/L)
5 0,160
10 0,333
20 0,708
50 1,560

00 &=

y =0,0309x +0,0343
R? =0,9962
=)
°.
Lo
e
0 10 20 30 40 50

y (askorbinska kiselina) (mg/L)

Slika 3. Bazdarni pravac standardne otopine askorbinske kiseline

60
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu provodila se izolacija etericnog ulja iz listia ruzmarina destilacijom po
Clevengeru te je ispitan utjecaj razli¢itih predtretmana na prinos izoliranog eteri¢nog ulja.
Tretmani koji su provedeni prije vodene destilacije bili su ekstrakcija potpomognuta enzimima
(ksilanaza, celulaza, pektinaza, 1:1:1) u puferu pH 6,5, ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom
(5, 10, 20, 30 1 40 min) te ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom od 5 minuta uz dodatak
enzima (ksilanaza, celulaza, pektinaza, 1:1:1) u puferu pH 6,5. Ovi predtretmani provedeni su
u svrhu utvrdivanja metode koja ¢e pospjesiti postupak izolacije 1 povecati prinos izoliranog
etericnog ulja. Takoder su provedene vodene destilacije uzoraka koji su sluzili kao negativna
kontrola, bez enzima i bez predtretmana.

Nakon provedenih predtretmana uzorci su podvrgnuti vodenoj destilaciji u aparaturi po
Clevengeru u svrhu izdvajanja eteri¢nog ulja. Osim izdvojenog ulja dobiveni su i nusprodukti:
hidrolati i vodeni ostaci. U uzorcima hidrolata i vodenih ostataka odredivani su ukupni fenoli

te antioksidacijska aktivnost, a dobiveno eteri¢no ulje spremljeno je za daljnju analizu.

4.1. 1ZZOLACIJA ETERICNOG ULJA
Izolacija eteri¢nog ulja provodila se vodenom destilacijom po Clevengeru za koju su koristeni
suhi listi¢i ruzmarina. Nakon destilacije o€itani su volumeni izoliranog eteri¢nog ulja. Rezultati
prinosa eteri¢nog ulja prikazani su u tablici 3 1 izrazeni kao mililitar etericnog ulja izoliranog
iz 100 g suhe biljke te su se kretali u rasponu od 0,75 do 1,50 mL ulja na 100 g suhe biljke. Na
slici 4 graficki su prikazani udjeli eteri¢nog ulja izraZeni u postocima ovisno o primijenjenoj

metodi.

Rezultat prinosa etericnog ulja nakon enzimskog predtretmana poklapao se sa ne-enzimskom
kontrolom pri ¢emu je uzorak podvrgnut istom tretmanu kao i uzorci s enzimom (obrada na
magnetskoj mijesalici 4h, na 40 °C). Ulje dobiveno enzimskim predtretmanom pokazalo je 25
% veci prinos u odnosu na kontrolu bez predtretmana.

Povecanje prinosa etericnog ulja ruzmarina nakon enzimske predobrade podudara se s
rezultatima dobivenim u radu Hosni i sur. (2013) iako su koriSteni drugi enzimi. Koristili su
enzime celulazu, hemicelulazu 1 mjeSavinu oba enzima S$to je rezultiralo povecanjem prinosa
ulja ruzmarina za 5, 50 1 20 % u odnosu na kontrolu koja nije tretirana enzimima. Koriste¢i iste
enzime za predobradu timijana, u radu Hosni i sur. (2013), povecanje prinosa iznosilo je 63,55,

23,721 109,32 %, iz ¢ega mozemo vidjeti da isti enzimi ne djeluju jednako na razliite biljke
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zbog razliCite strukture 1 svojstava biljnog materijala te da su celulaza i/ili kombinacija enzima
koji sadrze celulazu nedovoljno ucinkoviti za poboljSanje prinosa etericnog ulja ruzmarina.
Nadalje, Hosni i sur. (2013) objaSnjavaju kako relativno manji prinos eteri¢nog ulja ruzmarina
dobiven tretiranjem celulazom u odnosu na hemicelulazu moze biti objasnjen nedostupnoscu

celulaze supstratu ili njegovom inhibicijom vlastitim produktima.

Predtretman ultrazvukom proveden je pri razli¢itim vremenima izlaganja ultrazvuku te su
dobiveni prinosi bili u rasponu od 0,75 do 1,50 mililitara ulja na 100 grama suhe biljke.
Ultrazvu¢nim predtretmanom nakon 5 1 10 minuta doslo je do povecanja prinosa etericnog ulja
ruzmarina do 50%. Daljnjim povec¢anjem vremena trajanja ultrazvuka nije doslo do povecéanja
prinosa etericnog ulja ve¢ je doslo do smanjenja, a najveci prinos pokazali su uzorci dobiveni
nakon 5 1 10 minuta izlaganja ultrazvuku. Sukladno tome, daljnji predtretman ultrazvukom 1
enzimom provodio se pri 5 minuta trajanja ultrazvuka. Ovi rezultat su u skladu s istrazivanjem
Miljanovi¢ i sur. (2020), koji su predtretmanom ultrazvukom povecali prinos etericnog ulja
kadulje i lovora za 50 %, a ruzmarina za 60 %.

Yu i sur. (2021) navode kako snaga i trajanje ultrazvuka uvelike utjece na prinos eteri¢nog ulja
te povecanjem oba parametra prvo dolazi do povecanja, a zatim do pada prinosa ulja, §to se
podudara s dobivenim rezultatima, te da prekomjerno izlaganje jakom ultrazvuku tijekom
duzeg perioda negativno utjeCe na prinos. Negativan utjecaj moze se pripisati pucanju veceg
broja stani¢nih stijenki §to dovodi do suspendiranja necistoca te smanjenja propusnosti otapala
u stani¢ne strukture i prijenosa otopljenog ulja izvan stani¢ne strukture. Yu 1 sur. (2021) iz
svojih rezultata zakljucili su da je optimalna snaga ultrazvuka 210 W te da je optimalno vrijeme
30 minuta. Njihovo istrazivanje provedeno je na kori kumkvata te je zbog razlicite strukture i
svojstava biljnog materijala mogu¢e da je bilo potrebno dulje trajanja predtretmana

ultrazvukom, u usporedbi s ruzmarinom pri ¢emu je optimalno vrijeme iznosilo 5 minuta.

Prinos izoliranog etericnog ulja nakon predtretmana ultrazvukom i enzimom jednak je
prinosima dobivenim enzimskim predtretmanom. Kombinirani predtretman nije se pokazao
kao bolja metoda pri izolaciji etericnog ulja Sto nije u skladu s oCekivanjima jer se ocekivalo
da ¢e se primjenom dvije razli¢ite metode predtretmana dobiti veci udio etericnog ulja u odnosu
na primjenu samo jednog predtretmana ili bez predtretmana, jer se primjenom ultrazvuka prije
enzimske obrade omogucuje bolji kontakt izmedu enzima i supstrata te koriStenje obje metode

dovodi do povecanog razbijanja stanica zbog Cega se oslobadaju sastojci biljke.
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Tablica 3. Rezultati prinosa etericnog ulja (izraZzeno kao mililitar ulja na 100 grama suhe biljke)
dobivenog vodenom destilacijom po Clevengeru nakon provedenih predtretmana ultrazvukom,

enzimima te kombinacijom ultrazvuka i enzima

Prinos ulja (mL ulja/100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 1
Bez enzima 1,25
Enzimski predtretman 1,25
5 min 1,5
10 min 1,5
seeutst omin |
30 min 0,75
40 min 1
Ultrazvuéni i enzimski predtretman 1,25

Ultrazvucni i enzimski predtretman _ 1,25
Ultrazvucni predtretman _ 1/5
Enzimski predtretman _ 1,25
Bezenzima |
Bez predtretmana _ 1

0 0,2 04 06 08 1 1.2 14 1,6
Udio eteri¢nog ulja (%)

Slika 4. Graficki prikaz udjela eteri¢nog ulja izraZenog u postocima ovisno o primijenjenoj
metodi ekstrakcije koja je prethodila vodenoj destilaciji: ekstrakcija potpomognuta enzimima
(ksilanaza, pektinaza, celulaza, 1:1:1), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom pri optimalnom
vremenu ekstrakcije (5 minuta) te kombinaciji predtretmana ekstrakcije potpomognute
ultrazvukom pri optimalnom vremenu ekstrakcije (5 minuta) 1 ekstrakcije potpomognute
enzimima (ksilanaza, pektinaza, celulaza, 1:1:1)
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4.2. VODENI OSTACI
U uzorcima vodenih ostataka odredivan je maseni udio ukupnih fenola te antioksidacijska ak-
tivnost FRAP metodom. Uzorke vodenih ostataka bilo je potrebno razrijediti prije provodenja
samih metoda odredivanja masenog udjela ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti. Dobi-
vene vrijednosti prikazane su u tablicama 4 i 5. Vrijednosti masenih udjela izrazene su kao
miligram ekvivalenta galne kiseline na 100 grama osuSene biljke, dok su vrijednosti antioksi-
dacijske aktivnosti izrazene kao miligram ekvivalenta askorbinske kiseline na 100 grama osu-

Sene biljke.

Iz dobivenih rezultata moze se vidjeti da vodeni ostaci sadrze puno ve¢i maseni udio ukupnih
fenola 1 vecu antioksidacijsku aktivnost, u odnosu na hidrolate. Dobivene vrijednosti masenog
udjela ukupnih fenola za uzroke vodenih ostataka kretale su se u rasponu od 3175,00 do
4268,75 mg GAE/100 grama biljke (Tablica 4). Uzorak vodenog ostatka tretiranog enzimom
imao je nesto nizu vrijednosti ukupnih fenola u odnosu na kontrolni uzorak na kojem se nije
provodila predobrada. Za uzorke tretirane ultrazvukom 5, 10 i 30 minuta dobivene vrijednosti
masenih udjela ukupnih fenola bile su najblize vrijednosti kontrolnog uzorka, dok je rezultat
masenog udjela za uzorak tretiran ultrazvukom i enzimom bio neSto manji od kontrolne

vrijednosti.

Tablica 4. Rezultati masenog udjela ukupnih fenola u uzorcima vodenih ostataka

w(ukupni fenoli) = SD (mg GAE/100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 4268,75 £ 247,00

Bez enzima 3175,00 + 123,74

Enzimski predtretman 3656,25 + 97,23

5 min 4150,00 + 17,68

10 min 4231,25 + 132,58

[ﬂ';;i‘rz(;‘:lf:; 20 min 3881,25 + 26,52
30 min 4237,50 + 35,36
40 min 3537,50 £ 106,07
Ultrazvu¢ni i enzimski predtretman 3850,00 = 106,07
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Antioksidacijska aktivnost uzoraka vodenih ostataka kretala se u rasponu od 6205,50 do
65226,54 mg AAE/ 100 g suhe biljke, pri ¢emu je najveca antioksidacijska aktivnost dobivena
u uzorku koji nije tretiran predtretmanima (Tablica 5). U odnosu na kontrolni uzorak koji je
imao najvecu antioksidacijsku aktivnost, svi ostali uzorci tretirani predtretmanima imali su re-
lativno nisku antioksidacijsku aktivnost. Unato¢ niskim vrijednostima, najvecu vrijednost an-
tioksidacijske aktivnosti imao je uzorak vodenog ostatka tretiran predtretmanom ultrazvukom
u trajanju od 30 minuta (32944,98 + 629,30 mg AAE/ 100 g suhe biljke). Isti uzorak pokazao
je 1 najve¢i maseni udio ukupnih fenola (4237,50 + 35,36 mg GAE/ 100 g suhe biljke). Uzorak
vodenog ostatka tretiranog ultrazvukom i enzimom pokazao je najnizu vrijednost antioksida-
cijske aktivnosti (6205,50 + 228,84 mg AAE/ 100 g suhe biljke), Sto je relativno nisko s obzi-
rom na masenu koncentraciju ukupnih fenola tog uzorka (3850,00 £ 106,07 mg GAE/ 100 g
suhe biljke) prema kojoj bi antioksidacijska aktivnost trebala biti sli¢nija uzorku tretiranom

enzimom.

Tablica 5. Rezultati antioksidacijske aktivnosti u uzorcima vodenih ostataka

Antioksidacijska aktivnost = SD (mg AAE/ 100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 65226,54 + 629,30

Bez enzima 19312,29 + 114,42

Enzimski predtretman 21254,05 + 228,84

5 min 20242,72 + 400,47

10 min 26715,21 + 514,88

lg,let;i'rzevt‘l‘;:; 20 min 31326,86 + 514,88
30 min 3294498 + 629,30

40 min 19797,73 + 800,93

Ultrazvu¢ni i enzimski predtretman 6205,50 +£ 228,84

U svom radu Munekata i sur. (2020) navode kako ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom
ne dolazi do povecanja masene koncentracije ukupnih fenola i vrijednosti antioksidacijske ak-
tivnosti u ekstraktu, Sto se podudara s dobivenim vrijednostima koje su nesto nize od masenih
udjela ukupnih fenola u uzorku bez predtretmana. lako ekstrakcija u radu Munekata 1 sur.
(2020) nije provedena vodenom destilacijom, ve¢ ekstrakcijom vodom, odnosno mjesavinom
vode 1 etanola, dobiveni su sli¢ni rezultati gledajuci utjecaj ultrazvuka. Calderon-Oliver i

Ponce-Alquicira (2021) takoder navode kako je metoda ekstrakcije potpomognute ultrazvukom
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manje efikasna od konvencionalne metode kod ekstrakcije polifenolnih spojeva zbog intenzi-

teta kavitacije, Sto takoder utjece na antioksidacijsku aktivnost.

Dobiveni rezultati ukupnih fenola u vodenom ostatku ruzmarina dobivenog nakon enzimske
predobrade nisu se podudarali s rezultatima dobivenim u radu Pontillo 1 sur. (2021). Pontillo 1
sur. (2021) provodili su konvencionalnu ekstrakciju otapalima (mjesavina etanola i vode) kojoj
je prethodila enzimska predobrada pektinazom te je dobivena koncentracija ukupnih fenola u
dobivenom ekstraktu ruzmarina bila veca nego nakon ekstrakcije kojoj nije prethodila enzim-
ska obrada. Duze trajanje enzimske obrade (5 sati) rezultiralo je manjom koncentracijom uku-
pnih fenola u odnosu na kracu enzimsku obradu u trajanju od jednoga sata. Suprotno tome,
duZze trajanje enzimske predobrade rezultiralo je ve¢om antioksidacijskom aktivnoséu, ali su
dobivene vrijednosti bile nize u odnosu na uzorak bez enzimskog predtretmana, sto se podudara
s dobivenim rezultatima. Rezultati se razlikuju od onih dobivenih u radu Pontillo i sur. (2021)

zbog vremena trajanja enzimske predobrade, koriStenih otapala te koriStenja razli¢itih enzima.

Gorglic 1 sur. (2019) ispitivali su utjecaj predtretmana ultrazvukom i enzimom na prinos prote-
ina, ukupnih fenola 1 antioksidacijsku aktivnost ekstraktima mekinja sezama. Vrijednosti ma-
sene koncentracije ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti bile su najve¢e nakon obrade
ultrazvukom i enzimom, u odnosu na zasebno provedene predtretmane ultrazvuka i enzima.
Ovo nije u sladu s dobivenim rezultatima u kojima je antioksidacijska aktivnost dobivena u
uzorku vodenog ekstrakta ultrazvukom 1 enzimom bila najniza od svih dobivenih vrijednosti
(6205,50 + 228,84 mg AAE/100 g suhe biljke). Maseni udio ukupnih fenola uzorka tretiranog
ultrazvukom i enzimom bila je nesto veca od vrijednosti dobivenih za uzorak tretiran samo
enzimom 1 uzorak tretiran ultrazvukom u trajanju od 40 minuta, dok je bila nesto manja u od-
nosu na ostale uzorke tretirane ultrazvukom. Do razlike u rezultatima dolazi zbog analize raz-
li¢itih biljnih materijala te zbog potencijalno razli¢itih parametara obrade ultrazvukom i enzi-

mom, kao §to su vrsta i koncentracija enzima te trajanje i intenzitet ultrazvuka.

Moze se zakljuciti da vodeni ostaci sadrze znacajne koli¢ine fenolnih spojeva §to je u skladu s
literaturom (Wollinger i sur., 2016), u vodenim ostacima su najvec¢oj mjeri zastupljene fenolne
kiseline s najve¢im udjelom ruzmarinske kiseline. Odredeni su visoki maseni udjeli ukupnih
fenola bez obzira na primijenjeni predtretman obrade ruzmarina neposredno prije vodene des-

tilacije po Clevengeru. Ultrazvu¢nim predtretmanom, produljenjem vremena ekstrakcije od 5
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do 40 minuta ne dolazi do povecanja masenog udjela ukupnih fenola u vodenim ostacima ruz-
marina. Takoder, primijenjeni predtretmani ultrazvukom, enzimima te kombinacijom ultraz-
vuka i enzima ne doprinose povecanju masenih udjela izoliranih fenolnih spojeva u vodenim
ostacima ruzmarina. Antioksidacijska aktivnost vodenih ostataka ruzmarina najveca je u ne
tretiranom uzorku, $to znaci da primijenjeni predtretmani ultrazvukom, enzimima te kombina-
cijom ultrazvuka i enzima ne doprinose povecanju antioksidacijske aktivnosti vodenih ostataka
ruzmarina. Vodeni ostaci, dobiveni kao nusprodukt u izolaciji etericnog ulja ruzmarina preds-
tavljaju vrijedan izvor fenolnih spojeva te se ne bi trebali smatrati otpadom ve¢ nac¢i primjenu

u prehrambenoj industriji zbog dokazane antioksidacijske aktivnosti.

4.3. HIDROLATI
Osim eteri¢nog ulja i vodenog ostatka, vodenom destilacijom po Clevengeru dobiveni su i hi-
drolati. U uzorcima hidrolata odredivan je maseni udio ukupnih fenola, izraZzena kao miligram
ekvivalenta galne kiseline na 100 grama osuSene biljke te antioksidacijska aktivnost FRAP
metodom, izraZzena kao miligram ekvivalenta askorbinske kiseline na 100 grama osuSene

biljke. Dobivene vrijednosti prikazane su u tablicama 6 1 7.

Vrijednosti masenog udjela ukupnih fenola kretale su se u rasponu od 15 do 95 mg GAE/100
grama suhe biljke (Tablica 6.). Uzorak hidrolata tretiranog enzimom imao je neSto nizu
vrijednosti ukupnih fenola u odnosu na kontrolni uzorak na kojem se nije provodila predobrada,
ujedno ima i najnizi maseni udio ukupnih fenola u odnosu na sve analizirane uzorke (15,00 +
0,00 mg GAE/ 100 g suhe biljke). Uzorci tretirani ultrazvukom 10, 20 i 40 minuta te uzorak
tretiran ultrazvukom 5 minuta i enzimom imali su ve¢i maseni udio ukupnih fenola u odnosu
na kontrolni uzorak, pri ¢emu je uzorak tretiran ultrazvukom 40 minuta imao najveéi maseni

udio (95,00 + 26,52 mg GAE/100 g suhe biljke).
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Tablica 6. Rezultati masenog udjela ukupnih fenola u uzorcima hidrolata

w(ukupni fenoli) = SD (mg GAE/100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 18,13 £4,42

Bez enzima 18,13 £ 0,88

Enzimski predtretman 15,00 = 0,00

5 min 17,50 £ 0,00

10 min 35,00 + 0,00

lﬂ':;i‘f;‘g::l 20 min 23,75 + 3,54
30 min 15,63 + 0,88

40 min 95,00 + 26,52

Ultrazvu¢ni i enzimski predtretman 23,13+ 0,88

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti kretale su se u rasponu od 10,33 do 19,59 mg AAE/100
g suhe biljke (Tablica 7.). Najnizu vrijednost antioksidacijske aktivnosti imao je kontrolni u-
zorak (10,33 + 0,57 mg AAE/100 g suhe biljke), dok je najvisu vrijednost imao uzorak obraden
ultrazvukom 1 enzimom (19,59 £+ 1,20 mg AAE/100 g suhe biljke). Medu uzorcima tretiranim
ultrazvukom, najvecu antioksidacijsku aktivnost pokazao je uzorak tretiran ultrazvukom u tra-
janju od 5 minuta (14,34 + 0,74 mg AAE/100 g suhe biljke). Svi uzorci tretirani predtretmanima
imali u antioksidacijsku aktivnost ve¢u od kontrolnog uzorka, isto ne mozemo rec¢i za maseni

udio ukupnih fenola.

Tablica 7. Rezultati antioksidacijske aktivnosti u uzorcima hidrolata
Antioksidacijska aktivnost + SD (mg AAE/ 100 g suhe biljke)

Bez predtretmana 10,33 £ 0,57
Bez enzima 14,13+ 0,34
Enzimski predtretman 15,67 £ 0,11
5 min 14,34 £ 0,74
10 min 13,73 £0,23

Ultrazvuc¢ni )
20 min 11,79 £ 0,00

predtretman

30 min 13,97 £ 0,11
40 min 13,65 £ 0,00
Ultrazvucni i enzimski predtretman 19,59+ 1,20
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Moze se zakljuciti da su u hidrolatima ruzmarina ukupni fenoli zastupljeni u nizim udjelima
nego u vodenim ostacima §to se slaze s literaturom (Aéimovi¢ i sur., 2020), u hidrolatima su
u najvecoj mjeri su zastupljeni monoterpeni (1,8-cineole, borneol, kamfor) i seskviterpeni s
najvec¢im udjelom verbenona (Miljanovi¢ i sur., 2020). Hidrolati ruzmarina su po svome ke-
mijskom sastavu sli¢ni njihovim etericnim uljima (A¢imovi¢ i sur., 2020). Ipak, provedenim
predtretmanima postizu se nesto ve¢i maseni udjeli izoliranih fenolnih spojeva, predtretman
ultrazvukom pridonosi povecanju masenog udjela ukupnih fenola u ve¢oj mjeri nego prim-
jena enzima. Primijenjeni predtretmani ultrazvukom, enzimima te kombinacijom ultrazvuka i
enzima doprinose povecanju antioksidacijske aktivnosti hidrolata ruzmarina. Hidrolati kao 1
vodeni ostaci, dobiveni kao nusprodukti u izolaciji etericnog ulja ruzmarina predstavljaju vri-
jedan izvor fenolnih spojeva te se ne bi trebali smatrati otpadom ve¢ naci primjenu u preh-

rambenoj industriji zbog dokazane antioksidacijske aktivnosti.

4.4. KORELACIJA IZMEDU MASENOG UDJELA UKUPNIH FENOLA I
ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI
U nekoliko istrazivanja utvrdena je snazna pozitivna korelacija izmedu koncentracije ukupnih
fenola (flavonoida i flavonola) i antioksidacijske aktivnosti §to upucuje na to da su fenolni
spojevi jaki antioksidansi u ispitanim ekstraktima zacina, ukljucujuci i ruzmarin (Chrysargyris
1 sur., 2020; Assefa i sur., 2018). Pozitivnu korelaciju izmedu antioksidacijske aktivnosti i

sadrzaja polifenola otkrili su 1 Kiselova 1 sur. (2006) u vodenim ekstraktima bugarskog bilja.

Chrysargyris 1 sur. (2020) napominju kako ova korelacija varira ovisno o vrsti biljke 1 o
uvjetima rasta (nadmorskoj visini). Takoder navode kako eteri¢na ulja ruzmarina mogu
pokazati vecu antioksidacijsku aktivnost od izoliranih komponenti zbog prisutnosti

sinergistickog djelovanja izmedu komponenti.

U svom istrazivanju Joo i sur. (2012) zakljucili su da je pojacana antioksidacijska aktivnost
rezultat izravnog djelovanja povecanog sadrzaja fenolnih spojeva i neizravnog djelovanja

pozitivnih agensa kao Sto se sadrzaj aminokiselina, u ekstraktima lista ¢aja.

U tablici 8. prikazani su koeficijenti korelacije izmedu masenog udjela ukupnih fenola i
antioksidacijske aktivnosti za uzorke vodenih ostataka i hidrolata koji su izraCunati prema

Pearsonovoj jednadzbi za koeficijent korelacije:
_ Iax-H0-)
(EG-2750 -7
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Koeficijent korelacije pokazuje nam stupanj povezanosti izmedu dvije varijable Cije se vrijed-

nosti nalaze u rasponu od -1 do 1 (Asuero i sur., 2006).

Tablica 8. Koeficijenti korelacije izmedu vrijednosti masenog udjela ukupnih fenola i antio-

ksidacijske aktivnosti dobivenih u uzorcima vodenih ostataka i hidrolata

Uzorci Vodeni ostatci Hidrolati
Pearsonov koeficijent korelacije, r 0,078 -0,065

Uzimajuéi u obzir dobivene koeficijente korelacije i rezultate iz tablica 4 1 5 te tablica 6 1 7
vidljivo je da nema striktne korelacije izmedu antioksidacijske aktivnosti i masenog udjela u-
kupnih fenola, Sto je u skladu s rezultatima dobivenim u radu Munekata i sur. (2020) koji u
svom radu navode kako njihovo istrazivanje, u kojem su proucavali utjecaj ultrazvuka na bio-
loski sastav i aktivnost ekstrakata ruzmarina i timijana, nije pokazalo zna¢ajnu povezanost iz-

medu masene koncentracije ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti slijedece:

1.

Predtretman ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom u trajanju od 5 i 10 minuta, koji je
prethodio destilaciji po Clevengeru, pokazao je najveci prinosa etericnog ulja od 1,5 mL
ulja/100 g suhe biljke. Ultrazvucéni predtretman moze se koristiti samostalno jer daje naj-
vece prinose ulja, ve¢ nakon 5 minuta ultrazvu¢nog predtretmana dolazi do povecanja pri-
nosa etericnog ulja za 50%.

Primjenom predtretmana ekstrakcijom potpomognutom enzimima (ksilanaza, pektinaza,
celulaza, 1:1:1) te ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom i enzimima (ksilanaza, pek-
tinaza, celulaza, 1:1:1) dolazi do neSto manjeg povecanja prinosa etericnog ulja u odnosu
na kontrolu u iznosu od 25 %.

Vodeni ostaci kao nusprodukt proizvodnje eteri¢nih ulja imaju visoke masene udjele uku-
pnih fenola, ¢ije su vrijednosti varirale ovisno o primijenjenom predtretmanu te su se kre-
tale u rasponu od 3175 do 4268,75 mg GAE/100 g suhe biljke. Niti jedan od primijenjenih
predtretmana nije doveo do povecanja vrijednosti masenog udjela ukupnih fenola kao ni do
povecanja antioksidacijske aktivnosti u vodenim ostacima ruzmarina u odnosu na kontrolni
uzorak. Ipak, uzorci tretirani predtretmanom ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom
pokazali su nesto vece masene udjele fenolnih spojeva kao i antioksidacijsku aktivnost u
odnosu na ostale tretirane uzorke.

Hidrolati kao nusprodukt proizvodnje eteri¢nih ulja imaju znatno nize masene udjele uku-
pnih fenola u odnosu na vodene ostatke te sukladno tome i relativno nisku antioksidacijsku
aktivnost. Najvec¢i maseni udio ukupnih fenola dobiven je u uzorcima nakon predtretmana
ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom, dok je najveca antioksidacijska aktivnost od-
redena u uzroku nakon predtretmana ekstrakcijom potpomognutom ultrazvukom i enzi-
mima (ksilanaza, pektinaza, celulaza, 1:1:1).

Vodeni ostaci 1 hidrolati ruzmarina, kao nusprodukti u proizvodnji eteri¢nog ulja su dobar
izvor fenolnih spojeva te predstavljaju potencijal primjene u prehrambenoj industriji zbog

svoje dokazane antioksidativne aktivnosti.
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Izjava o izvornosti

Ja Lucija Nikin izjavljujem da je ovaj zavrs$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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