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Uvod

Ubrzani ritam Zivota i svakodnevne obaveze ostavljaju jako malo vremena za brigu o
pravilnoj prehrani i zdravlju, a posljedi¢no je sve veci broj kroni¢nih bolesti kao Sto su rak,
krvozilne bolesti i neurodegenerativne bolesti. Smatra se kako su ljekovite biljke ucinkovite i
sigurne za primjenu u prevenciji navedenih bolesti uz viSe od tisuéu godina iskustva u
koriStenju (Yang, 2013). Vecina ljekovitih biljnih vrsta je najbogatiji prirodni izvor bioaktivnih
spojeva u proizvodnji lijekova za tradicionalnu medicinu, funkcionalnih prehrambenih
proizvoda, farmaceutskih meduprodukata te dodataka prehrani (Handa i sur, 2008).
Porodica Lamiaceae je bogata fitokemijskim svojstvima te se mnoge vrste koriste kao
ljekovite i zacinske biljke. Neke od biljaka iz ove porodice koje se koriste u narodnoj medicini
i kao zacini su: ljekovita kadulja, lavanda, mati¢njak, menta i majcina dusica (Nikoli¢, 2013).
Proveden je velik broj istraZivanja kako bi se dokazala ucinkovitost moderne biljne medicine,
no jedan od glavnih izazova joS uvijek je koriStenje dobro definiranih i standardiziranih
biljaka i biljnih sastojaka. Izdvajanje bioaktivnih komponenti iz ljekovitog bilja je dovelo do
razvoja mnogobrojnih metoda za njihovu ekstrakciju, ali takoder i metoda za pracenje
fizikalnih i kemijskih svojstava bioaktivnih komponenata. Danas je znanstvenicima unatoc
brojnim analitickim metodama tesko odrediti standarde za odredeni proizvod dobiven od
ljekovite biljke. Razlog tome mogu biti brojne razlike u kemijskom sastavu, funkcionalna i
strukturalna raznolikost kemijskih supstanci prisutnih u biljci te nedosljedne metode za
ekstrakciju aktivnih supstanci (Cravotto, 2010). Povecanje trziSnih i potroSackih Zelja za
kvalitetom hrane s pozitivhim zdravstvenim prednostima stvorilo je potrebu za ucinkovitim i
tocnim analitickim metodama za procjenu sirovina i gotovih proizvoda. Redovno ili linijsko
mjerenje veliCine Cestica biljnih dijelova moze biti jedan od nacina za kontrolu kvalitete
odredenih proizvoda od biljaka. Jedna od metoda za pracenje fizikalnih i kemijskih svojstava
prehrambenih proizvoda je NIR spektroskopija. NIR tehnika je specificna i osjetljiva na
promjene u kemijskim i fizikalnim svojstvima uzorka koji se analizira te se na taj nacin moze
koristiti pracenje autenticnosti i podrijetla razliCitih proizvoda te kao otisak prsta (fingerprint)
u poljoprivrednoj i prehrambenoj industriji (Cozzolino, 2016).

Cilj ovog rada je bio iskoristiti neinvazivnu spektroskopiju u bliskom infracrvenom podrucju
za snimanje uzoraka pet razliCitih biljaka (kadulja, lavanda, mati¢njak, menta i majcina
dusica) pri sedam razli¢itih veli¢ina te podatke dobivene NIR spektroskopijom obraditi
analizom glavnih komponenata (PCA) kako bi ispitali mogucénost diferencijacije razlicite
usitnjenosti istih biljaka te razliCite usitnjenosti razli¢itih biljaka.



Teorijski dio

Ljekovito bilje

Potrebe Covjeka oduvijek poticu razvoj prehrambene, kozmeticke i farmaceutske industrije a
posebnu i sve veéu vaznost u tim industrijama dobivaju biljke Ciji prirodni sastojci se koriste
kao osnovne ili pomoéne sirovine za dobivanje klju¢nih proizvoda u navedenim industrijama.
Prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, ljekovito bilje je vrsta bilja Ciji jedan ili
viSe biljnih dijelova sadrze bioloski aktivnu tvar koja se moze koristiti u terapijske svrhe ili za
potrebe kemijsko-farmaceutske sinteze. Stoga ljekovito bilje ima dvostruku primjenu
(Schafner i sur., 1999):

1. U farmaceutskoj industriji se koriste kao sirovine iz kojih se izoliraju Ciste prirodne
tvari. Te dobivene tvari mogu predstavljati djelotvorni farmaceutski proizvod ili mogu
biti jedan od sastojaka za razliite kemijsko-farmaceutske sinteze.

2. U terapijske svrhe se koriste na nacin da se to ljekovito bilje nalazi u razliCitim
mjeSavinama koje mogu biti dostupne u obliku ¢ajeva, tinktura, ekstrakata ili u
obliku gotovih ljekovitih pripravaka (drazeja, kapi, pomasti)

Danas postoji veliki broj vrsta ljekovitog bilja. Divlje vrste zbog povecane potraznje za njima
prerastaju u kultivirane, a pojedine se vrste kultiviranog bilja napustaju zbog jeftinije
proizvodnje sintetickih pripravaka. Prema statistickim podacima Svjetske zdravstvene
organizacija (1971.) u farmaceutici je oko 50% aktivnih tvari biljnog podrijetla, Sto uvjetuje
sve veCu potraznju za prirodnim sirovinama. NajceS¢a podjela ljekovitog bilja je na:
jednogodidnje, dvogodisnje ili visegodidnje, drvenasto ili grmoliko (Silje$ i sur, 1992).
Zanimanje za plantazni uzgoj ljekovitog bilja kao alternative samoniklom bilju, potaknuta je
velikom potraznjom kupaca za takve proizvode te samim time i razvojem tog dijela industrije
koje koristi ljekovito bilje za proizvodnju svojih proizvoda. Usmjerenim uzgojem ljekovitog i
aromati¢nog bilja smanijila bi se nekontrolirana berba samoniklog bilja i time sprijecilo

njegovo izumiranje (Silje$ i sur. 1992).

Sakupljanje ljekovitog bilja

Za sakupljanje ljekovitog bilja nuzno je njihovo dobro poznavanje te je potrebno pridrzavati
se odredenih pravila. Ljekovite tvari nisu u biljci jednoliko rasporedene, stoga je potrebno
znati da li treba citava biljka ili samo njen odredeni dio. Koncentracija odredenih djelatnih
tvari u dijelu biljke varira ovisno o vanjskim faktorima, ali i o razvojnom stadiju u kojem se

biljni materijal prikuplja (Paradikovi¢, 2014).



Ljekovito bilje u Hrvatskoj

Republika Hrvatska nalazi se na prostoru gdje dolazi do mijeSanja viSe klimatskih utjecaja te
je upravo zbog toga jedna od europskih zemalja sa najzanimljivijom florom. Prirodno
geografski uvjeti (klimatski, pedoloski i hidrografski) iznimno su povoljni izmedu ostalog i za
ekoloski uzgoj ljekovitog bilja u svim dijelovima Republike Hrvatske. U Hrvatskoj je poznato
oko 600 samoniklih biljnih vrsta, a prikuplja se i uzgaja izmedu 160 i 170 autohtonih,
ljekovitih, aromati¢nih i medonosnih biljnih vrsta (Siljkovi¢, 2005).

Lamiaceae (usnace)

Porodica Lamiaceae (usnace) je bogata fitokemijskim svojstvima te se mnoge vrste koriste
kao ljekovite i zaCinske biljke. Poznato je da porodica usnace ima oko 3500 vrsta unutar 210
rodova, a u Republici Hrvatskoj oko 230 vrsta unutar 37 rodova te je rasprostranjena u
gotovo svim klimatskim podrucjima. Ova porodica se vrlo lako prepoznaje po vegetativnim
organima te su biljke prisutne vec¢inom kao zeljaste biljke, a rjede kao grmovi. Stabljika je
Cetverobridna tj. kvadratnog presjeka s razvijenim uglastim potpornim stani¢jem, dok su
listovi rjede prsljenasti, a ¢eSce nasuprotni s 3 do 10 listova na prsljenu i aromatskim
mirisom. Cvjetovi su dvousnati, pojedinacni ili grade jednostavni cvat, a nakon toga nastaje
klas, pastinac, glavica i metlica (Nikoli¢, 2013).

Neke ljekovite biljne vrste u Hrvatskoj iz porodice Lamiaceae i njihov kemijski

sastav

Menta (Mentha x piperita L.)

Menta spada u porodicu Lamiaceae,a najrasSirenija i najpoznatija sorta roda Mentha je
Mentha x piperita L., poznata joS pod nazivom pepermint ili paprena metvica. Stablo joj je
razgranato i obraslo nasuprotnim ovalno jajastim listovima s nazubljenim rubom koji su
vecinom tamnozelene boje (slika 1). Glavni sastojak i aktivna tvar jest eteri¢no ulje, u kojem
nalazimo spojeve kao Sto mentol (kemijska struktura prikazana na slici 2), menton,
mentilacetat, mentofurani i pulegon. U liSéu ima 1-2% ruzmarinske kiseling,
fenolkarboksilnih kiselina, triterpenskih kiselina: oko 0,3% ursulske i oko 0,1% oleanolske
kiseline, flavonoida: rutin, hesperitin i mentozid, zatim karotenoida, betaina, kolina i 8-13%
mineralnih soli (Gursky, 1999).



Slika 1. Mentha piperita L. (Baliga, 2010)
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Slika 2. Kemijska struktura mentola (Argyropoulos, 2015)

Kadulja (Salvia officinalis L.)

Kadulja, Zalfija, kus, slavulja, pelin pitomi samo su neki od naziva za ovu ljekovitu biljnu
vrstu iz porodice Lamiaceae. To je viSegodiSnja polugrmovita biljka, koju karakteriziraju
dugacki listovi, ovalnog oblika te cvjetovi tamnoljubicaste boje (slika 3). Biljka sadrzi etericno
ulje koje sadrzava a i B tujone, cineol, borneol, kamfor i razliCite terpene te cijeli spektar
fenolnih kiselina (galna, klorogenska, ruzmarinska i kava) (Krizani¢, 2005). Iako postoji
velika varijabilnost u sastavu glavnih sastojaka etericnog ulja kadulje, generalno se moze

reCi da su tujoni i kamfor dominantni sastojci (Grdisa, 2015).

R SRS

Slika 3. Kadulja (Grdisa, 2015)



Maticnjak (Melissa officinales L.)

Maticnjak je vrsta trajne biljke iz roda Lamiaceae prirodnog staniSta u juznoj Europi i
mediteranskoj regiji. Nazubljeni, ovalni, svijetlozeleni listovi imaju jak miris po limunu, a
stoje nasuprotno u parovima uzduz Cetvrtaste, razgranate stabljike (slika 4). Kemijski sastav
ove biljke Cini etericno ulje, koje je gotovo svo sadrzano u listovima, ali u vrlo malim
koli¢inama od 0.1 - 0.3 % (Brezovec i sur, 2006). Kemijski sastav etericnog ulja Cine
citronelal (oko 40%), citral a i b (oko 30%), citronelol, linalol i geraniol. U listu ima i

triterpenskih kiselina ursolske i oleanolske, fenilkarboksilnih kiselina (klorogenska, ferula i

kavena kiselina), flavonskih heterozida i 10-12% mineralnih soli (Gursky, 1999).

Slika 4. Mati¢njak (Medved, 2015)

Majcina dusica ( Thymus pulegioides L.)

Majcina dusica je grmasta biljka koju ubrajamo u porodicu Lamiacea, a rasprostire se po
Europi i Aziji. Ima uske sivo-zelene listice s kratkim peteljkama, a na vrhovima stabljike
nalaze se rozi do lila cvjetovi (slika 5) jakog i aromaticnog mirisa. Kemijski sastav majcine
dusice ¢ini etericno ulje (0,1-0,6%), Ciji su glavni sastojci linalool (22-45%), karvakrol (3-
33%), timol (1-4%), geraniol, borneol i cineol. Usto sadrzi triterpenske kiseline (ursulna i

oleanolna), gorke tvari i tanine i brojne flavonoide (Toplak-Galle, 2005).

Slika 5. Majcina dusica (Bali¢ Svalina, 2017)



Lavandin (Lavandula x hybrida)

U rod Lavandula spada 48 vrsta aromati¢nih zimzelenih grmova podrijetlom iz suhih i
stjenovitih staniéta Sredozemlja, sjeverne Afrike i jugozapadne Azije (Kolak & Satovi¢, 2003),
a sve vrste iz ovog roda karakterizira intenzivna ljubicasto plava boja cvjetova (slika 6) ali i
prepoznatljiv miris koji potjeCe od nakupljenog etericnog ulja. Najstarija i najpoznatija
uzgojna vrsta je prava lavanda - Lavandula angustifolia Mill. Lavandini (Lavandula x hybrida)
su hibridi lavande, za koje je karakteristicno da mogu dati pet puta vise ulja od prave
lavande (Jianu i sur, 2013). Prinos etericnog ulja prave lavande i lavandina se osim po
koli¢ini, razlikuje i po zastupljenosti odredenih kemijskih komponenti i udjelu eteri¢nog ulja.
Cvijet prave lavande sadrzi od 0,5 do 1,5% eteri¢nog ulja, dok lavandin sadrzi od 0,9 do 5%
(Siljes i sur, 1992). Kemijski sastav ulja prave lavande ¢ini linalil acetat (slika 7), linalool
(slika 8), lavandulol, 1,8-cineol, lavundulil, acetat i kamfor, dok eteri¢no ulje lavandina sadrZi

linalool, linalil acetat, kamfor, 1,8- cineol i borneol (Jianu i sur., 2013).

Slika 7. Kemijska struktura linalil acetata (Anderson, 2010)
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Slika 8. Kemijska struktura linaloola (Gunaseelan, 2016)

Primjena ljekovitog bilja u narodnoj medicini

Jos od davnih vremena te u razli¢itim kulturama Sirom svijeta ljudi su koristili biljke kao
liekovita sredstva. Prvi zapisi o upotrebi ljekovitog bilja dolaze iz Kine, kada je car Shen
Nung sastavio Pen Tsao (The Great Herbal, or Chinese Materia Medica) oko 3000 g.pr. Kr.
(Guthrie, 1945). Buduci da je covjek imao malo saznanja o uzrocima razli¢itih bolesti ali i o
tome koja se bilijka moze upotrijebiti za lije¢enje odredene bolesti sve se zasnivalo na
iskustvu. Postupno su otkrivani razlozi specificne upotrebe ljekovitog bilja za odredene
bolesti, te je primjena lijekova postupno izlazila iz empirijskog okvira i zasnivala se na
¢injenicama. Smatra se kako su ljekovite biljke ucinkovite i sigurne za primjenu uz vise od
tisuéu godina iskustva u koristenju (Yang, 2013). Danas je poznato kako brojne ljekovite
biljike obiluju aktivnim komponentama kojima se moze prepisati utjecaj konzumiranja tih
biljaka na prevenciju ili razvoj razliCitih bolesti. Mnoga znanstvena istrazivanja pokazala su da
primjena pripravaka nekih ljekovitih biljaka ima protuupalni i antireumatski ucinak, uglavnom
tako Sto interferiraju s posrednicima upale (Cameron, 2009). Osim toga, postoje biljke koje
zahvaljujudi ucinku na mehanizam prijenosa boli imaju i analgetski ucinak.

Od davnina se brojni pripravci od ljekovitog bilja u obliku ¢aja koriste za brojne neuroloske
smetnje. Pa je tako od davnina mati¢njak poznat kao anksiolitik i bilika koja djeluje
umirujuée, pa se preporucuje kod nervoze, nesanice, melankolije, depresije, migrena,
neuroticnih smetnji srca, nervoze Zeluca, kod nadutosti i gréeva u zelucu i crijevima,
pomanjkanja apetita, osobito kod djece. Kadulja se jos i kod starih Grka koristila kao biljka
koja dobro djeluje na kognitivhe sposobnosti (Kennedy, 2011). U narodnoj medicini



najpoznatije je lijeCenje desni i usne Supljine jakim uvarkom kadulje te grgljanje kod
upaljenog grla. Izvrstan je lijek protiv prehlade, pomaze u lije¢enju bronhitisa, upale
mokraénog mjehura i zuéi te djeluje protiv loSe probave. NajceSce se koristi u obliku
kaduljinog lista (Salviae folium) za pripremu caja, te kao eteri¢no ulje (Grdisa, 2015). Jedna
od najpoznatijih biljaka koja se koristila u medicinske i aromaterapijske svrhe jos u antickim
vremenima je i menta. Brojna istrazivanja pokazuju kako esencijalna ulja i alkoholni ekstrakti
mente imaju analgeticku aktivnost (Moreno i suradnici, 2002). Hlapivo ulje ublazava bolove
na mjestu nanosSenja ili posredno, preko refleksa na udaljenim dijelovima koze ili ¢ak i
drugim organima. Sam mentol na kozi i sluznicama pobuduje osjecaj hladenja i djeluje blago
anesteticki (Toplak-Galle, 2005). Takoder se Cesto esencijalna ulja i ekstrakti koriste u
lijecenju razlicitih virusnih i bakterijskih oboljenja (Biswas i sur., 2014., Civitelli i sur., 2014), a
poznato je i antioksidacijsko djelovanje mente (Biswas i sur, 2014) te antitumorsko
djelovanje (Amaral i sur., 2015). U kuéanstvima se sve vise koristi u ljekovite svrhe u obliku
Caja ili etericnog ulja za lijeCenje problema s diSnim putevima i probavnih smetnji. Kod
Zelucanih tegoba, osobito kod povecanja koli¢ine Zelucane kiseline, gréevitih bolova Zeluca i
crijeva, menta vrlo djelotvorno ublazava gréeve. Majcina dusica je vrlo omiljena u narodnoj
medicini te se najceS¢e upotrebljava se u obliku ¢aja za ublazavanje kaslja i plu¢nih bolesti,
napinjanje i crijevne tegobe. Srednjovjekovne knjige o ljekovitom bilju hvale majcinu dusicu
kao »lijek za Zene«, a narodna medicina preporucuje njen €aj za menstruacijske bolove.
Osim toga, koristi se alkoholni ekstrakt, kao sredstvo za masazu kod reume i gihta. U
narodnoj medicini lavanda se cijeni zbog umirujuéeg djelovanja, pa tako jastuci¢i od lavande
nemirnoj dojenCadi donose miran san, a umiruju i majke. Radi ugodna mirisa i protiv
moljaca, u ormare se stavljaju kitice lavande. Miris lavande ugodniji je i umiruje viSe od svih
dodataka sredstvima za pranje i omeksivacima za rublje. Caj od lavande i eteri¢no ulje
poboljSavaju probavu jer istjeruju plinove (karminativ) i poticu izluCivanje zudi. Tanini

sprjecavaju proljeve. (Toplak- Galle, 2005).

Oksidacijski stres

Tijekom metabolickih proces te kontakta sa vanjskim okoliSnim ¢imbenicima u organizmu
Covjeka stvara se veliki broj slobodnih radikala. Slobodni radikali su prema strukturi razliciti
oblici atoma ili molekule, odnosno spojevi kisika u kojima atom kisika u svojoj vanjskoj
elektronskoj ljusci ima jedan nespareni elektron (Alibabi¢ i Muji¢, 2016). Nastali slobodni
radikali su reaktivne kisikove vrste koje mogu imati vaznu ulogu u metabolickim procesima
organizma ali u velikim koncentracijama mogu imati toksi¢an ucinak na ljudski organizam. U

malim koli¢inama reaktivne kisikove vrste sudjeluju u staniénim odgovorima te imaju i
8



imunolosku funkciju, dok pri visokim koncentracijama stvaraju oksidacijski stres koji uzrokuje
ostecenje stanicnih struktura (Genestra, 2007). Nastanak jednog slobodnog radikala moze
dovesti do lancane reakcije u proizvodnji drugih slobodnih radikala, a nastali slobodni radikali
predstavljaju ozbiljnu opasnost za bioloske makromolekule kao Sto su nukleinske kiseline,
proteini, masne kiseline jer mogu uzrokovati oStecenja tih makromolekula ili ¢ak uzrokovati i
ostecenja gena. Slobodni radikali u ljudskom organizmu uzrokuju oksidacijski stres,
promjenu redukcijske ravnoteze a posljedicno tome uzrokuju i brojne kroni¢ne bolesti.
Oksidacijski stres uzrokuje makromolekularna ostecenja te sudjeluje u razvoju brojnih
bolesnih stanja kao Sto su ateroskleroza, dijabetes, rak, neurodegeneracija i starenje (Gupta
i sur, 2014). Oksidacijski stres je pojam koji oznacuje neravnotezu izmedu proizvodnje
reaktivnih metabolita i obrambenog sustava organizma za njihovo uklanjanje (Halliwelland i
Gutteridge, 2015). Narusen oksido-redukcijski status, koji uzrokuje proces lipidne
peroksidacije, promjenu aktivnosti direktnih ili indirektnih antioksidativnih enzima, kao i
smanjenje sadrzaja neenzimskih antioksidanasa, moZe biti prepoznat u presimptomatskoj
fazi brojnih bolesti. U tom smislu moze biti pokazatelj izmijenjenih metabolickih i
funkcionalnih procesa (Pukic i sur.,, 2008).

Antioksidansi
Organizam je razvio mehanizam protiv slobodnih radikala i brojne tvari u malim koli¢inama i
kratkom vremenu neutraliziraju djelovanje slobodnih radikala, a takve tvari su antioksidansi
(Alibabi¢ i Muji¢, 2016). U ljudskom organizmu za uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta
razlikujemo one antioksidanse koji prirodno nastaju u nasem organizmu (endogeni) i one
koje unosimo hranom (egzogeni) (Gupta, 2014). Endogene antioksidanse mozemo podijeliti
na enzimske i neenzimske antioksidanse. Neki od enzimskih antioksidansa koji su direktno
ukljuceni u proces neutralizacije reaktivnih kisikovih vrsta su: superoksid dismutaza (SOD),
katalaza (CAT), glutationperoksidaza (GPx) i glutationreduktaza (GRx) (Halliwel, 2007).
Neenzimski antioksidansi su podijeljeni na metabolicke koji nastaju u organizmu i na one
koje unosimo hranom pripadaju (Gupta, 2014). Neki od metabolickih neenzimskih
antioksidanasa (nastaju u ljudskom organizmu) su glutation, lipoi¢na kiselina, L-arginin,
koenzima Q karotenoidi, koenzim Q10,melatonin, bilirubin, mokra¢na kiselina, metalno
kelirajuci proteini, transferin itd. (Willcox i sur.,, 2004). Antioksidansi koje dobivamo iz hrane
pripadaju egzogenim antioksidantima i njih nije moguce proizvesti u organizmu vec ih je
potrebno unositi hranom ili suplementima. Neki od tih antioksidanasa su vitamin E, vitamin
C, karotenoidi, tragovi metala (selenij, magnezij, cink), flavonoidi, omega-3 i omega-6
masne kiseline itd. (Gupta, 2014). Nadalje, antioksidanse mozemo podijeliti na primarne
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antioksidanse koji inhibiraju ili usporavaju oksidaciju uklanjanjem slobodnih radikala te
sekundarne antioksidanse koji djeluju mehanizmom koji ne ukljucuje direktno uklanjanje
slobodnih radikala (Antolovich i sur, 2002). Antioksidansi u organizmu svoje djelovanje
pokazuju kroz nekoliko razli¢itih mehanizama: gasenje formiranih singlet kisika (npr. beta-
karoten, retinol), uklanjanje reaktivnih kisikovih vrsta (npr. polifenoli), uklanjanje ili
smanjenje lipidnih slobodnih radikala (npr. alfa-tokoferol), uklanjanje prooksidacijskih metala
(npr. polifenoli, flavonoidi), oksidiraju¢i Zzeljezni ion (npr. ceruloplazmin, apoferitin),
inhibiranje prooksidacijskih enzima (npr. alopurinol), induciranje ili pojacavanje djelovanja
zastitnih enzima u borbi protiv kisika i oksidansa (npr. butilirani hidroksianisol), stededi ili
obnavljaju¢i intracelularne antioksidante (npr. askorbat, N-acetilcistein), stabilizirajuéi
membrane protiv lipidne peroksidacije (npr. kolesterol, 17-beta-estradiol, tamoksifen),
smanjenje oksidacijskog stresa stanica (npr. etanol, sorbitol, ksilitol), inhibiranje enzima koji
posreduju ekspresiju gena koji su rezultat oksidativnog stresa (npr. tamoksifen,
metoksibenzamid) (Cipak Gasparovi¢ i sur, 2010). Postoji i podjela na prirodne i sintetske
antioksidanse. Prvi antioksidansi koji su se koristili za konzerviranje hrane bili su zacini,
prirodni antioksidansi koji su kasnije zamijenjeni sintetskim antioksidansima. U prirodne
antioksidanse spadaju: tokoferoli, flavonoidi, fenolne kiseline, karotenoidi, aksorbinska
kiselina, a u novije vrijeme biljni ekstrakti nara, zelenog ¢aja, ruzmarina, kadulje, origana,
ekstrakt maslinovog lista i dr. Razne studije su pokazale da konzumiranje hrane bogate tzv.
prirodnim antioksidansima doprinosi jacanju obrambenog sustava ljudskog organizma. Zato
je pozornost usmjerena na razvoj i izolaciju prirodnih antioksidansa iz biljnih izvora. Skupina
autora u Norveskoj FRAP metodom istrazila je sadrzaj antioksidansa u preko 3.000 namirnica
koje su koristene diljem svijeta. Rezultat tih istrazivanja pokazuje kako su antioksidativne
komponente prosjecno viSe sadrzane u hrani biljnog podrijetla, a unutar kategorija, odnosno
skupina namirnica, najvisi udio antioksidativnih komponenata imaju ljekovito, zacinsko i
aromaticno bilje, iskljuCujuci prehrambene dodatke koje se proizvode kako bismo dobili visok

udio antioksidansa (Carlsen i sur., 2010).

Fitokemikalije

Vaznu ulogu i djelovanje kod ljekovitog bilja moZzemo prepisati i odredenim skupinama
sastojaka ili pojedinim sastojcima (Paradikovi¢, 2014). Rast i razvoj biljke, kao i njezin
opstanak te komunikacije s okolinom regulirani su velikim brojem molekula sintetiziranih u
biljci, poznatih pod nazivom biljni metaboliti. Biljni metaboliti dijele se u dvije skupine: na
primarne i sekundarne metabolite (Kliebenstein i Osbourn, 2012). Fitokemikalije ubrajamo u

sekundrane biljne metabollite, To su bioaktivni nenutritivni spojevi u vocu, povréu, cjelovitim
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Zitaricama i drugoj hrani biljnog podrijetla za koje se pretpostavija da smanjuju rizik od
kroni¢nih bolesti (Liu, 2004). Dosadasnje studije pokazuju kako fitokemikalije koje unosimo
hranom mogu imati veliku ulogu u sprjecavanju raznih bolesti kao Sto su kardiovaskularne
bolesti te sprjeCavanju razvoja raka i napredovanju Sirenja stanica raka (Sun, 2002).
Posebnu vaznost u zastiti zdravlja imaju zbog svog antioksidativnog djelovanja i sposobnosti
da doniraju elektron ili vodik slobodnim radikalima. Na taj nacin mogu utjecati na ekspresiju
gena u stanicama koje se dijele, diobu stanica, djelovati na gene supresora tumora,
inducirati zaustavljanje staniCne diobe i apoptozu, modulirati enzimsku aktivnost u
detoksikaciji, djelovati na procese oksidacije i redukcije, stimulirati imunolSki sustav te
takoder imati antibakterijski i antivirusni ucinak (Venugopal, 2012). Osim antioksidativnog
djelovanja, ostvaruju farmakoloski ucinak medudjelovanjem sa signalnim molekulama,
transkripcijskim ¢imbenicima i genima, ponasajuéi se kao regulatori unutarstani¢nih procesa
(Domitrovi¢, 2012). Fitokemikalije mogu imati i svoju ulogu u lijeenju pretilosti zbog
moguceg utjecaja na supresiju rasta stanica adipoznog tkiva, inhibicije diferencijacije
preadipocita, stimulacije lipolize i indukcije apoptoze postojecih adipocita, ¢ime se smanjuje
masa masnog tkiva (Mohamed i sur, 2014). Najvaznije skupine fitokemikalija se mogu
podijeliti u opée kategorije, koje su prikazane na slici 9., a to su: karotenoidi, fenoli,
alkaloidi, spojevi koji sadrze dusik, organosumporni spojevi (Liu, 2004).

Fitokemikalije
|
[ | [ I | |
Fenoli Alkaloidi Spojevi koji sadrie Organosumporni Fitosteroli Karotenoidi
dusik spojevi
1
l_l Kofein | .
l lzotiocijanati, ::::t::?:‘mr
l ! l l l I idol stigr:asteroli a:karoten,
Fenolne Stilbeni Flavonoidi Lignani Kumarini Tanini | [flkilne strukture siostanal £ B-karoten,
kiseline sd sumpaorom, p 4 ! | B-kriptoksantin,
| sulfarafani .len’!pES N0 likapen,
stigmastanol =
lutein,
Pterostllbs;n, Sekoizolaricirezinaol Kur"narm, Hidrolizirani Kondenzirani tanini zeaksantin
resveratro matairezinol vartarin tanini (proantocijanidini)
| | | | | | | ]
Hid_r aks.l H'droks_b Havanol Hlavonl Flavanoli Flavanoni Antocijanidini lzoflavonoidi
derivati derivati (katehini)
benzojeve kis. cimetne kis.

_ _ p-kumarinska, _ Katehin Naringenin o2 L
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vanilinska, ferulna i miricetin, apigenin Ep'_Ealok?tEhm’ hesperetin cijanidin, daidzein
galna, sinapinska lkvercetin ep:lkate:!ngalat, pelargonidin,
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Slika 9. Podjela fitokemikalija (Liu, 2004)



Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundrni biljni metaboliti koji se pojavljuju u gotovo svim dijelovima
velikog broja vaskularnih biljaka te je danas poznato vise od 8000 razlicitih fenolnih spojeva
(Tsao, 2010). Kemijski gledano fenolni spojevi su spojevi kojima je hidroksilna skupina (OH)
direktno vezana na benzenski ili aromatski prsten, a obuhvadaju spojeve kao Sto su: fenolne
kiseline, flavonoidi, stilbeni, kumarini i tanini (Liu, 2004). Iako se fenolni spojevi najcesce
spominju kao spojevi s fenolnim prstenom oni su zapravo veoma raznolika skupina
sekundarnih metabolita zbog ¢ega su u literaturi prisutni mnogi nacini njihove klasifikacije:
prema strukturi, na temelju broja ugljikovih atoma u molekuli, na temelju bioloske
aktivnosti, biosintetskog puta i sl. (Tsao, 2010). Kao bioaktivni biljni produkti imaju vaznu
ulogu u biljkama , pa su tako odgovorni za boju, okus i aromu biljke, takoder pruzaju
potporu i zastitu tkiva, a mogu sudjelovati razli¢itim metabolickim procesima kao signalne
molekule (Boudet, 2007). Voce, povrce, cjelovite Zitarice te druga vrsta hrane kao Sto su
Cokolada, vino, Cajevi i ljekovito bilje dobar su izvor fenolnih spojeva. Posljednjih nekoliko
godina sve se veta pozornost posvecuje fenolnim spojevima i njihovim konzumiranjem u
prehrani ljudi te povoljnim utjecajem na zdravlje. Razlog tome je njihova antioksidativna
aktivnost zahvaljujuci kojem pokazuju raznovrsne bioloske ucinke na zdravlje, te stoga ovi
spojevi mogu imati zastitini ucinak od razvoja raznih karcinoma, kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti. (Boudet, 2007). Fenolni spojevi kao antioksidanski koje
nalazimo u hrani mogu sprijeciti oksidaciju spojeva podloznih oksidaciji, doniranjem
elektrona ili vodikova atoma, Cime u biolSkim sustavima onemogucuju djelovanje slobodnih
radikala (oksidansa). Antioksidansi inaktiviraju djelovanje slobodnih radikala i sprjecavaju
njihovo Stetno djelovanje. Na sastav i koli¢inu fenolnih spojeva u biljkama imaju utjecaja
uvjeti u okolisSu: svjetlost, temperatura, agrotehnicke mjere te uvjeti skladiStenja i obrade.
Koli¢ine nekih fenola se mogu povecati u uvjetima stresa, povecanog UV zracenja, patogenih

stanja, ostecenja, zagadenja zraka i u ekstremnim uvjetima (Zobel, 1997).

Fenolni spojevi kao dodaci prehrani

Dodatak prehrani je svaki proizvod koji je namijenjen nadopuni prehrane a sadrzi jednu od
slijedec¢ih komponenti - vitamine, minerale, bilje ili ljekovito bilje, njihove koncentrate ili
ekstrakte ili pak njihove smjese.! Upotrebom dodataka prehrani se pobolj$ava se otpornost

! Definicija prema (Dietary Health andEducationAct objavljen 1994 god) koju je izdao Nacionalni institut za

zdravlje SAD (National Institute of Health) tj. njihov ured za suplemente (Office ofDietarySuplements)



organizma na stresne vanjske uvjete i pomaze u odrzavanju pravilnih fizioloskih funkcija
organizma. Dodaci prehrani (suplementi) se prezentiraju trziStu kao meke ili tvrde kapsule,
prasci, tablete, kapi, Cajevi, tekuéine i u drugim oblicima i mogu se pakirati posebno ili
dodavati konvencionalnoj hrani (Jasi¢, 2010).

Ekstrahirani fenolni spojevi iz ljekovitog bilja su ve¢ dugo u upotrebi kao prehrambeni aditivi,
poboljSivaci okusa, mirisa i boje te kao antioksidansi (Alu'Datt, 2015). Takoder sve cCeSce
svoju primjenu nalaze na trzistu kao dodaci prehrani zbog svojih dobrobiti na zdravlje.
Medutim teSko ih je ukljuciti u prehranu zbog njihovih loSih karakteristika topljivosti,
kemijske nestabilnosti te niske bioloske raspolozivosti. Ovaj se problem moze rijesiti
inkapsuliranjem bioaktivnih komponenata kao nanocestice. Bioloska raspolozivost izvedbe
zatvorenih bioaktivnih tvari Cesto se povecava kada se veli¢ina Cestica koje ih sadrze
smanjuje, zbog brze probave, mogucnosti penetriranja u mukoznu sluznicu ili zbog direktnog
unosa od strane stanica. Nanocestice mogu prezivjeti prolaz kroz specifi¢ne regije probavnog
trakta, a zatim otpustiti bioktivne tvari na odredenom mijestu, ¢ime se povecava njihova
potencijalna zdravstvena dobrobit (Jafari, 2017).

O drogama

Droge su osusene biljke ili dijelovi biljaka, koje odredeno vrijeme mozemo Cuvati za kasniju
preradu i uporabu. Sastojci i aktivne tvari mogu biti ravhomjerno rasporedene po cijeloj
bilici, a mogu biti i nagomilani u odredenim dijelovima biljke. Mogu se upotrebljavati u
farmaceutskoj, kozmetickoj ili prehrambenoj industriji. Od njih najéeSce pravimo razlicite
pripravke. Odredeni sastojci u gotovu pripravku koncentrirani su s obzirom na spravljanje i
vrstu upotrebljena otapala (Toplak-Galle, 2005). NajceS¢i pripravi su: ¢aj, tekuci ekstrakt,
infuzije, tinkture, destilati. Svi pripravci su standardizirani, tj. dobivaju se od odredene
koli¢ine bilja koje je ubrani u odgovarajuée vrijeme, osuseno i ¢uvano na predvideni nacin.
Nadalje, u pripravcima se mora nalaziti odgovarajuéa koncentracija djelatnih tvari, cije

odredivanje podlijeZze standardnoj analizi (Krizani¢, 2005).

Caj

Najcesci pripravak od ljekovitog bilja je ¢aj koji se priprema na vise nacina, ovisno o dijelu
biljke koji se koristi, aktivnim tvarima koje biljka sadrzi i ucincima koje ¢ajem Zelimo postici.
Tako ¢aj moze biti pripravljen kao oparak, uvarak, provarak i naljev. (vZajeve uglavnom
spravljamo kao oparak (infuz). Ako nema drugih uputa, dvije cajne Zli¢ice suhe biljke
prelijemo sa 200 ml vrele vode, promijeSamo i ostavimo da pokriveno odstoji deset minuta.

Zajedno s vodenom parom u zrak isparavaju i hlapiva ulja. Kad je posuda pokrivena, vodena
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para i hlapivo ulje na poklopcu se kondenziraju i kapaju natrag u ¢aj. Time ¢uvamo veéu
koli¢inu aktivnih tvari u ¢aju.

Za uvarak ili dekokt ¢ajnu zlicu suhe biljke stavimo u 2,5 dl hladne vode, promijeSamo,
lagano zagrijemo do vrenja, maknemo s vatre i ostavimo poklopljeno jo$ desetak minuta. Na
ovaj nacin pripravljamo cajeve od biljaka iz kojih se aktivne tvari teze ekstrahiraju.

Provarak koristimo za pripravijanje ¢aja od biljaka koje sadrze termostabilne tvari (npr.
saponini) ili kod kojih se ljekovite tvari tesko ekstrahiraju (korijen, kora). 1-2 cajne Zlice
stavimo u 2,5 dI hladne vode i kuhamo na laganoj vatri 10-15 min. ili prema uputi.

Naljev je nacin pripreme koji se koristi kod biljaka koje sadrze sluzi ili neke druge sastojke
osjetljive na toplinu. Dvije Cajne Zlice droge prelijemo hladnom vodom, promijeSamo i
ostavimo poklopljeno oko 6 sati (Toplak-Galle, 2001).

Ekstrakti

Pod biljnim ekstraktima podrazumijevaju se koncentrirani pripravci osusenog biljnog
materijala (Griinwald i Janicke, 2006) a dobivaju se postupkom ekstrakcije. Ekstrakcija je
tehnoloska operacija kojom se iz droga biljnog i Zivotinjskog porijekla ekstrahiraju, odnosno
izdvajaju aktivne komponente pomocu odredenog otapala. Upotrebljeno otapalo se nakon
ekstakcije, potpuno ili djelomi¢no odstrani. Ekstrakti mogu biti tekuéi, praskasti ili
granulirani. Danas se tezi da svi ekstrakti budi standardizirane i kontrolirane kvalitete. Uz
ujednacenu kvalitetu droge, opremu i ustaljen nacin izvodenja procesa ekstrakcije trebalo bi
dobivati i ekstrakte standardne kvalitete (Radojkovi¢, 2012). Prije ekstrahiranja biljke se
obi¢no usitnjuju, a katkad je potrebna inaktivacija enzima koji su odgovorni za odredene

postupke u biljci ili odmaséivanje droge (Griinwald i Janicke, 2006).

Usitnjenost biljnog materijala pri pripremi pripravka

Kako se za ekstrakciju najCesSce koriste droge, a rijetko svijezi biljni dijelovi, izdvajanje
aktivnih supstanci iz droge, uvjetovano je anatomskim podrijetlom droge. Za uspjesnu
ekstrakciju aktivnih supstanci iz kore, korijena, plodova i sjemenki glavni vrlo je bitan faktor
usitnjenosti polaznog materijala. Usitnjavanjem se povecava specificna povrsina materijala, a

time i mogucnost kontakta pojedinih Cestica sa otapalom za ekstrakciju (Radojkovi¢, 2012).

Blisko infracrvena spektroskopija - NIR
Blisko infracrvena spektroskopija (NIR) u posljednjih nekoliko godina zauzima znacajno
mjesto medu ostalim spektroskopskim metodama koje koriste kao mjerni signal

elektromagnetsko zracenje materijala. Obuhvaca malo podrucje elektromagnetskog spektra
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od 780 do 2500 nm ili od 4000 cm™ do 12 500 cm™ (Ozaki i sur. 2007). To je
nedestruktivha metoda koja pokazuje dobre moguénosti za odredivanje kemijskih i fizikalnih
svojstava hrane i prehrambenih proizvoda. Zbog osjetljivosti na CH, NH i OH apsorpciju
komponenata hrane, brzinu odgovora, jednostavnu pripremu uzorka i ¢injenice da je metoda
nedestruktivna te da je cijena instrumenata i opreme niske, ova metoda se sve ¢eSée koriste
u istrazivanjima i analizama u znanosti o prehrani i prehrambenoj tehnologiji (Ozaki i sur.,
2007). Ova tehnika omogucava pracenje fizikalnih i kemijskih procesa /n situ. Takav pristup
ima mnogo prednosti, od kojih treba spomenuti manje izlaganje opasnim materijalima,
snimanje u realnom vremenu te manju mogucnost kontaminacije ili uniStavanja uzorka
(Findlay, 1998). NIR spektroskopija se uspjesno primjenjuje za kvalitativnu i kvantitativnu
analizu. Ciljevi kvalitativne multivarijatne analize su identifikacija sastojaka u uzorku,
utvrdivanje razlika izmedu pojedinih uzoraka te njihovo grupiranje. Postupak identifikacije
ukljuCuje klasifikaciju sastojaka prema vrijednostima mijerenih varijabli. U kvantitativnoj
analizi, u kombinaciji s multivarijantnim metodama analize podataka, ova tehnika se moze
primijeniti za klasifikaciju uzoraka prema koliCini djelatne tvari (Jednacak i Novak, 2013).

NIR spektroskopija in-line se vrlo uspjesno primjenjuje za praéenje i kontrolu razlicitih biljnih
ekstrakata. Postoji u nekoliko izvedbi, od kojih se najviSe primjenjuje transmisijska NIR
spektroskopija in-line. Mjeri se intenzitet elektromagnetskog zraCenje sa povrSine mjerenog
objekta na dvije ili viSe posebno odabranih valnih duZina. Navedenom tehnikom moguce je
pratiti procese u realnom vremenu, pomocu sonde koja je optickim vlaknima povezana sa
spektrometrom (Jednacak i Novak, 2013). Infracrveno zracenje iz izvora prenosi se optickim
vlaknom do sustava le¢a te usmjerava prema uzorku gdje dolazi do njegove djelomicne
apsorpcije. Propusteno zracCenje se zatim pomocu optickog vlakna prenosi natrag do
detektora. Safirni prozori i obloga od kemijski inertnog metala Stite sondu od vanjskih

utjecaja tijekom mjerenja u realnim uvjetima.

Kemometrija

NIR spektroskopija se temelji na elektromagnetskom zraCenju u bliskom infracrvenom
podrucju ali analiza sprektra se vrsSi uz pomo¢ razli¢itih kemometrijskih tehnika, kao Sto su
multi linearna regresijska analiza ,MLRA, analiza glavnih komponenti, PCA i kanonska analiza
varijabli, CVA (Ding i Xu, 1999; Alishahi i sur, 2010). Metode multivarijantne analize
podataka su kemometrijske metode koje se primjenjuju za dobivanje informacija iz kemijskih
podataka pomocu statistickih postupaka. U kombinaciji s metodama /n-/ine kao sto je NIR
spektroskopija omogucavaju bolje razumijevanje fizickih i kemijskih procesa te dobivanje
proizvoda s optimalnim svojstvima (Jednacak i Novak, 2013).



Analiza glavnih komponenti (PCA)

Metoda PCA omogucava kvalitativhu analizu i grupiranje podataka bez postavljenog fizickog
modela. Koristi se i za brzu procjenu strukture podataka prije detaljne analize ili
kvantifikacije fizickog ili kemijskog procesa (Jednacak, 2013). Specificni su ciljevi analize
glavnih komponenti dobivanje glavnih obrazaca odnosa izmedu promatranih varijabli,
svodenje velikog broja promatranih varijabli na manji broj faktora, dobivanje operacijske
definicije (regresijske jednadzbe) za temeljni proces uporabom promatranih varijabli ili
testiranje hipoteze o prirodi temeljnih procesa. Analiza glavnih komponenti od znacajne je
koristi jer svodi brojne varijable na nekoliko faktora. Matematicki gledano, ove analize daju
nekoliko linearnih kombinacija promatranih varijabli, od kojih je svaka linearna kombinacija
faktor. Faktori sumiraju obrasce korelacija u promatranoj korelacijskoj matrici i mogu se, s
razli¢itim stupnjevima uspjeha, koristiti za reprodukciju promatrane korelacijske matrice
(Rajaci¢, 2015). Ova metoda temelji se na odredivanju korelacija izmedu pojedinih varijabli
pri ¢emu grupira uzorke u glavne komponente i opisuje odnos izmedu pojedinih varijabli te
omogucuje vizualizaciju njihovog odnosa, tj. da li su one slicne ili razliCite. Objekti koji su

sli¢ni jedan drugome grupirat e se zajedno, dok ce oni razliciti biti udaljeniji.



MATRIJALI I METODE

Materijali:

Biljke:

U ovom radu kao ljekovite biljne vrste za ispitivanje usitnjenosti NIR analizom koriSteni su
dijelovi biljnih vrsta kadulje (Salvia officinalis L.), majCine dusice (Thymus serpyllum L.),
lavande (Lavandula x hybrida L.), mati¢njaka (Melissa officinalis L.), mente (Mentha piperita
L.). Dijelovi ovih biljaka kupljeni su u osusenom obliku od proizvodaca ljekovitih biljnih

¢ajeva (Suban d.o.0.).

Uredaji i software:
e mlin: Ika Tube Mill.
o laboratorijska tresilica Analysette 3 Pro (Fritsch, Njemacka)
e NIR-128-1.7-USB/6.25/50um skeniraju¢i monokromator Control Development,Inc.
e STATISTICA v. 10 (StatSoft Inc., USA)

Metode rada

Usitnjavanje
Da bi se dobile razliCite frakcije veli¢ine Cestica zeleni ovih biljaka, provodi se mljevenje
upotrebom mlina pri brzini okretaja ostrice 15000 rpm. Vrijeme mljevenja se prilagodava u

skladu sa veli¢inom cestica koje se zeli dobiti (t=10-40 s).

Prosjjavanje

Nakon usitnjavanja slijedi prosijavanje. Prosijavanje se provodi upotrebom standardiziranih
DIN sita (Fritsch, Njemacka) promjera pora 1000, 800, 500, 355, 250 i 100 ym. Sita se
poslazu na laboratorijsku tresilicu Analysette 3 Pro (Fritsch, Njemacka) te se provodi tresenje
u trajanju 10 minuta u intervalima od 3 sekunde i amplitudom od 2,5 mm. Nakon

prosijavanja frakcije se maknu sa sita i svaka se pakira u zasebnu ambalazu.



NIR analiza

Za snimanje NIR spektra (podrucje izmedu 904 nm do 1699 nm) ljekovitog bilja razliite
velicine koristena je opremu koja je ukljucivala: laptop, NIR-128-1.7-USB/6.25/50um
skeniraju¢i monokromator Control Development,Inc.,, opremljen sa Spec32 softverom,
polikromatski izvor svijetla, opticki kablovi i hemisferna posudica u koju se stavlja uzorak
(prikazano na slici 10). Nije potrebna nikakva mehanicka ili kemijska obrada uzoraka koji se
koristi za mjerenje. Za svaku odredenu frakciju uzorka (1000, 800, 500, 355, 250 i <100
Mm), napravljeno je pet mjerenja.

Slika 10. NIR instrument povezan sa laptopom

(1) Laptop sa Spec32 programom, (2) NIR instrument, (3) izvor svijetla, (4) opticki
kabel, (5) mjerenje , (6) uzorak

NIR spektri zabiljezeni su u EXCEL formatu i u takvom formatu su iskoristeni za obradu
podataka u STATISTICA v. 10 (StatSoft Inc., USA) programu.

Statisticka analiza glavnih komponenata (PCA metoda)

Analiza glavnih komponenti (PCA) koriStena je za prepoznavanje obrazaca u podacima i
prikazivanju podataka na nacin da se isticu njihove slicnosti i razlike. Njezin je cilj izvudi
vazne podatke iz snimljenih spektara i izraziti te informacije kao skup novih ortogonalnih
varijabli nazvanih glavnim komponentama ili ¢imbenicima. PCA takoder predstavlja uzorak

sli¢nosti promatranja i varijabli tako Sto ih prikazuje kao tocke na dijagramu (Saporta i
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Niang, 2010). Snimljeni neobradeni spektri u EXCEL formatu koriSteni su za izradu analize
glavnih komponenata pomocu statistickog programa Statistica v. 10 (StatSoft Inc., USA).

Mikroskopiranje

Kako bi dokazali da pojedine frakcije ljekovitog bilja NIR nije uspio razlikovati zbog
prisutnosti vecih Cestica u manjim frakcijama, napravili smo mikroskopske slike. Uzorci su
pregledani BTC tip LCD-35 (Bresser, Rhede, Germany) mikroskopom na povecanju 40X i

uslikani su integriranom mikroskopskom kamerom.



Rezultati i rasprava

Upotrebom NIR instrumenta za svaku veli¢inu cestica (<100 pm, 100 ym, 250 pm, 355 pym,
500 pm, 800 pm i 1000 pm) napravljeno je 5 snimaka spektara, odnosno 35 snimaka za
svaku ljekovitu biljku (kadulja, lavanda, mati¢njak, majc¢ina dusSica, menta), Sto ukupno
iznosi 175 spektara. Svi spektri su digitalno snimljeni kao EXCEL datoteke radi kasnije analize
podataka. Primjer spektara razlicitih veliina Cestica za jednu ljekovitu biljku (lavandu)
prikazan je na slici 11.

Absorbanca (A U)

T T T T T T T 1
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700

valna duljina (nm)

Slika 11. NIR spektri razlicitih veliina Cestica (<100 pm, 100 pm, 250 pum, 355 pum, 500
pMm, 800 um i 1000 pm) lavande

Koriste¢i kemometrijsku metodu analize glavnih komponenata (PCA) napravljene su analize
svih veliCina Cestica za svaku pojedinu biljku. Na slikama 12, 13, 14, 15 i 16 prikazani su
primjeri analize glavnih komponenata prikazane kao omjer prva dva faktora za frakcije svih
veli¢ina biljka.
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Slika 16. Analiza glavnih komponenata prikazana kao omjer prva dva faktora za frakcije

svih velicina biljke mente
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Slike (12, 13, 14, 15 i 16) pokazuju kako NIR moZze razlikovati frakcije razliCitih veliCina istih
biljaka kod nekih biljaka uspjesnije (mati¢njak i majCina dusSica i menta) dok kod nekih
biljaka (lavanda i kadulja) manje uspjesno. Slicni rezultati dobiveni su i u radu Valinger i
sur., 2016. u kojem je takoder ispitivana raspodjela razlicitih veli¢ina Cestica osuSenih
ljekovitih biljaka (maslacak, kamilica, neven, trputac i stolisnik) i rezultati su pokazali
uniformnu raspodjelu veli¢ine Cestica za vrlo sitne Cestice dok je za vece Cestice
mirkoskopskom analizom dokazano prisustvo Cestica dvije do tri razliite veli¢ine. 1z tog
razloga u ovom radu su napravljene mikroskopske slike pojedinih veli¢ina Cestica i na
primjeru lavande (slika 17A) i kadulje (slika 17B) takoder je vidljiva prisutnost vecih i manjih
Cestica od 800 pm. Ukoliko je raspodjela veliCine cestica uniformna pomocu NIR
spektroskopije moguce je potpuno odvaijiti frakcije razliCitih veliina Cestica Sto je takoder
prikazano u spomenutom radu jer zbog osjetljivosti uredaja ukoliko postoji samo par Cestica
razliCite veli¢ine unutrar odredene frakcije NIR ¢e uspjesno izdvojiti taj uzorak kao zaseban
¢ime se i pokazuje njegova korist u primjeni kontrole kvalitete i patvorenosti prehrambenih
proizvoda (Ruzickova i Sustova, 2006).

Slika 17. Mikroskopska slika Cestica lavande (17A) i kadulje (17B) veli¢ine 800 pm.

Kako bi se vidjelo da je NIR spektroskopija vrlo pozeljna u razlikovanju istih velicina Cestica
razli¢itih biljaka napravljena je analiza za svaku velicinu Cestica (<100 pm, 100 pm, 250 um,
355 pm, 500 pm, 800 pm i 1000 um) svih 5 biljaka i rezultati su prikazani na Slikama 18, 19,
20, 21, 22, 23 i 24.
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Slika 20. Analiza glavnih komponenata
prikazana kao omjer prva dva faktora za
frakcije veliCine Cestica 250 um pet
ljekovitih biljaka (K - kadulja, L -
lavanda, MD - maijcina dusica, ME —

melisa, MT — menta)
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Slika 19. Analiza glavnih komponenata
prikazana kao omjer prva dva faktora za
frakcije velicine Cestica 100 pm pet
liekovitih biljaka (K - kadulja, L - lavanda,

MD - majcina dusica, ME — melisa, MT —

menta)
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Slika 21. Analiza glavnih komponenata
prikazana kao omjer prva dva faktora za
frakcije veliCine Cestica 355 pm pet
liekovitih biljaka (K - kadulja, L - lavanda,
MD - majcina dusica, ME — melisa, MT —

menta)
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Slika 22. Analiza glavnih komponenata
prikazana kao omjer prva dva faktora za
frakcije veli¢Cine Cestica 500 pm pet
liekovitih biljaka (K - kadulja, L - lavanda,
MD - majcina dusica, ME — melisa, MT -

menta)
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Slika 23. Analiza glavnih komponenata
prikazana kao omjer prva dva faktora za
frakcije veliCine cCestica 800 pm pet
liekovitih biljaka (K - kadulja, L - lavanda,
MD - majcina dusica, ME — melisa, MT -

menta)
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Slika 24. Analiza glavnih komponenata prikazana kao omjer prva dva faktora za frakcije

veli¢ine Cestica veéih od 1000 um pet ljekovitih biljaka (K - kadulja, L - lavanda, MD -

majcina dusica, ME — melisa, MT — menta)

Na temelju slika 18, 19, 20, 21, 22, 23 i 24 vidljivo je da za pojedinu veliCinu Cestica NIR

spektroskopija pomocu analize glavnih komponenata razlikuje razlicite biljke istih veli¢ina

Cestica. Posebno je zanimljiva lavanda koja je u svim slucajevima dosta izdvojena od ostalih

biljaka Sto bi se moglo pripisati odredenim fizikalno-kemijskim svojstvima koja bi trebalo jos

istraziti.

Primjenom PCA analize i usporedbom omjera prva dva faktora moze se dogoditi da dode do

preklapanja uzoraka i tu svrhu u novije vrijeme koristi se trodimenzionalni prikaz kako bi se
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ukljucio i treci faktor te u prostoru vidjelo da iako u dvije dimenzije dolazi do preklapanja, u
tri dimenzije ipak ne postoji preklapanje jer su podaci grupirani jedni ispod drugih. Jedan
primjer trodimenzionalne PCA analize prikazan je za istu veli¢inu Cestica (<100 pm) svih pet
biljaka prikazan je na slici 25.

00 Faktor 3

0.0 Faktor 2

Faktor 1

Slika 25. 3D prikaz veli¢ine Cestica manjh od 100 um pet ljekovitih biljaka ( e - kadulja,

e -lavanda, ¢ - majCina dusica, ¢ — melisa, ¢ — menta)
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Zakljucak

1. NIR spektroskopija predstavija analiticku tehniku koja uziva sve vecu popularnost u
prehrambenoj industriji zbog svojih niskih troskova rada, te ne zahtijeva prethodni tretman

uzorka.

2. Snimanje NIR instrumentom zahtjeva vrlo kratko vrijeme ukoliko se snimaju pojedini
uzorci i ne dolazi do narusavanja strukture i svojstava mjerenih uzoraka, a takoder postoji i

mogucnost kontinuiranog mjerenja.

3. Za uspjesnu ekstrakciju aktivnih supstanci iz kore, korijena, plodova i sjemenki vrlo je

bitan faktor usitnjenosti polaznog materijala koji je istrazivan u ovom radu.

4. Za uzorke iste usitnjenosti razliCitih biljaka dobiveni rezultati upucuju na mogucnost

pracenja usitnjenosti razlicitih biljaka koja bi se mogla primijeniti u proizvodnom procesu.

5. Zbog visoke osjetljivosti NIR spektroskopije Sto je vidljivo na uzorcima iste usitnjenosti
pojedine ljekovite biljke moguce je otkriti postoji li u tim uzorcima vise razlicitin velicina

Cestica ili se radi o homogenoj smijesi.

6. Iako obrada podataka zahtjeva poznavanje kemometrije kalibrirani sustav se moze
koristiti kao kontinuirani bez potrebne dodatne obrade podataka (primjer je u prehrambenoj

industriji mjerenje vlage uzoraka na pokretnoj traci).

7. Redovno ili linijsko mjerenje usitnjenosti ljekovitog bilja NIR spektroskopijom moze biti
jedan od nacina za kontrolu kvalitete odredenih proizvoda u kojima se kao sirovina za
njihovu proizvodnju koristi ljekovito bilje te takoder i prilikom razvoja novih prehrambenih

proizvoda.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam
koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.

Antonela Rezan
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