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1.UvOD

Posljednjih godina potro$aci su razvili sve veci interes za prirodne proizvode kao alternativu
umjetnim aditivima ili farmakolo$ki relevantnim sredstvima. Aromati¢ne biljke koriste se jo$ od
antike u ljekovite svrhe i kao zacinsko bilje, a zbog svojeg kemijskog sastava i visokog udjela
bioloSki aktivnih spojeva pronalaze primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Medu
njima su veliku popularnost stekla eteri€na ulja i hidrolati koji se dobivaju iz aromati¢nih biljaka
zbog svog bogatog kemijskog sastava. Eteri€na ulja su sekundarni metaboliti koji se iz
aromati¢nih biljaka dobivaju naj¢eSée vodenom destilacijom, a paralelno kao nusprodukt
nastaje hidrolat. Hlapljivi spojevi, medu kojima monoterpeni i seskviterpeni su najzastupljeniji
u eteriCnom ulju i hidrolatu te im osiguravaju karakteristicnu aromu i bioloSku aktivnost poput

antimikrobnog i antioksidacijskog djelovanja (Turek i Stintzing, 2013).

Cilj ovoga diplomskog rada bio je odredivanje masenog udjela ukupnih fenolnih spojeva u
hidrolatima i odredivanje antioksidacijske aktivnosti u hidrolatima i eteri¢nim uljima ruzmarina,
lovora, bosiljka, kadulje i komora¢a pracenjem njihovih udjela kroz vremenski period od 90
dana ¢uvanja u staklenoj ambalazi, dobro zatvorene u mraku pri sobnoj temperaturi. Pravilno
Cuvanje hidrolata i eteri¢nih ulja je od iznimne vaznosti kako bi kroz vremenski period sacuvali

svoje bioloski aktivne spojeve i antioksidacijsku aktivnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ETERICNO ULJE

EteriCna ulja su mjeSavine hlapljivih spojeva koji se sintetiziraju sekundarnim metabolickim
putevima kod biljaka, posebice onih aromati¢nih. Dobivaju se parnom destilacijom, vodenom
destilacijom, destilacijom mikrovalovima, superkriticnim plinovima (Sadgrove i Jones, 2015) i
drugim metodama iz razli€itih dijelova biljnog materijala kao $to su lis¢e, pupoljci, plodovi,
cvijece, biljke, grancice, kore, drveta, korijenja te sjemenki. Eteri¢na ulja karakteriziraju dvije ili
tri glavne komponente koje su prisutne u priliéno visokim koncentracijama (20 — 70 %) u
usporedbi s ostalim komponentama koje su prisutne u tragovima. Prema najvecem udjelu
pojedine kemijske komponente se odreduje kemotip eteriCnog ulja. Koli€ina razlicitih
komponenti eteri€nih ulja varira medu razli€itim biljnim dijelovima i razli¢itim biljnim vrstama
(Proto i sur., 2022). Eteri¢na ulja obic¢no ukljuuju komponente izvedene iz dvije biosintetske
skupine, a to su terpeni (monoterpeni, seskviterpeni i njihovi derivati) i fenilpropanoidi
(aromati€ni prsten s propenskim repom). U alifatske spojeve niske molekulske mase pripadaju
alkani, alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri i kiseline. Komponente eteri¢nih ulja kemijski su
klasificirane prema Cetiri uvjeta: primarno biosintetsko podrijetlo, veli€ina ili broj ugljikovih
atoma, mati¢na okosnica ili "kostur" i karakter oksidacije elektronegativnim atomima, tj. drugim

atomima vec¢im od ugljika, kao §to su kisik, dusik ili sumpor (Sadgrove i sur., 2022).

2.1.1. Svojstva eteri¢nih ulja

Vazna karakteristika eteri¢nih ulja i njihovih komponenti je hidrofobnost. Eteri¢na ulja su manje
gustoce od vode, hlapljiva, tekuca, bistra tekucina, topljiva u lipidima te su rijetko obojena
(Proto i sur., 2022). Eterina ulja imaju znacajno antisepticko, antibakterijsko, antivirusno,
antioksidativno, antiparazitsko, antifungalno i insekticidno djelovanje pa se smatraju
potencijalnim izvorima novih antimikrobnih spojeva, sredstava koja promi¢u o€uvanje hrane i
alternativa za lije€enje zaraznih bolesti. Zbog svaijih ljekovitih svojstava imaju Siroku primjenu
u kozmetiCkoj industriji te u prehrambenoj industriji kao konzervansi (Proto i sur., 2022).
Zamjena za prirodno dobivena eteri¢na ulja su sinteti¢ka ulja, koja su cijenom prihvatljivija,
medutim, nedostaju im terapeutska svojstva. SintetiCka ulja su kemijski dobiveni spojevi,
dobivaju se iz nafte i petrokemijskih tvari za opona$anje prirodnih mirisa i specifi¢nih mirisa.
Toksi¢ni su, mogu imati Stetne uc¢inke na hormone, tjelesne funkcije, diSne putove, osobito kod

astmaticara, starijih osoba i djece (Lijewski, 2023).



2.1.2. Sigurnost uporabe eteri¢nih ulja

Etericna ulja su posljednjih desetlje¢a dobila sve veéu pozornost, upotrebljavajuéi se kao
arome, mirisi, lijekovi, u aromaterapiji i dr. lako se op¢enito smatraju prirodnim i sigurnim, neka
eteriCna ulja mogu izazvati znac¢ajne Stetne ucinke poput iritacije koze i kontaktnog dermatitisa,
neuroloSke toksi¢nosti ili endokrilnih promjena (De Oliveira i sur., 2020). Potreban je oprez
prilikom primjene eteri¢nih ulja te poznavanje sigurnosnog profila eteri¢nih ulja kako bi se

ispravno iskoristili njihovi razliCiti bioloski ucinci.

2.2. HIDROLAT

Hidrolat je nusprodukt prilikom postupka izolacije eteri¢nog ulja, poznat je i pod drugim
nazivima kao npr. hidrosol, cvjetna vodica, aromati¢na voda te biljna voda. Hidrolati su koloidne
suspenzije koje se sastoje od kontinuirane i disperzne faze. Kontinuiranu fazu €ini procis¢ena
voda, dok disperznu fazu Cine emulzije kapljica eteri¢nog ulja i komponenti topljivih u vodi,
odnosno spojeva koji sadrze kisik. Udio hlapljivih komponenti u hidrolatu je nizi od
pripadajuc¢eg etericnog ulja te u hidrolatima uglavnom prevladavaju spojevi koji sadrze kisik.
Stoga u hidrolatima su zastupljeniji oksigenirani monoterpeni u odnosu na hidrofobne
seskviterpene (Miljanovi¢ i sur., 2023). Osim hlapljivih komponenti hidrolati sadrze i nehlapljive
spojeve kao $to su vitamini, minerali, amonikoseline, tanini, flavonoidi, karotenoidi i alkaloidi.
Hidrolati su svoju Siroku primjenu nasli u kozmeti¢koj industriji gdje se koriste kao sastojci
mnogih proizvoda kao na primjer krema ili sami kao tonici. Takoder se mogu primijeniti u
prehrambenoj industriji, za inhibiciju razvoja patoloSkih mikroorganizama u hrani (Jakubczyk i
sur., 2021). Zbog visokog udjela bioloSki aktivnih spojeva, imaju primjenu osim u prehrambengj
industriji i kozmetiCkoj industriji i u farmaceutskoj industriji, aromaterapiji te u sektoru

agroSumarstva (A¢imovi¢ i sur., 2020).

2.2.1. Svojstva hidrolata

Hidrolati su tekuc¢ine kojima se pH vrijednost kre¢e u rasponu od 3 do 7 (Georgiev i sur., 2019).
Miris hidrolata blazi je nego miris etericnog ulja ali nekada moze biti ¢ak i slicnhog intenziteta
ovisno o vrsti biljke iz koje se izdvaja. Za razliku od eteri¢nih ulja koja su lipofilna, hidrolati su
hidrofilne tekucine, stoga izolacija eteri€nog ulja i hidrolata nakon destilacije je lak$a obzirom

da se te dvije teku¢ine medusobno ne mijeSaju (Jakubczyk i sur, 2021).

2.2.2. Sigurnost uporabe hidrolata
S obzirom da hidrolati sadrze otopljene komponente etericnog ulja u vodi, po svom mirisu su
puno blazi od eteri¢nih ulja, pa samim time i sigurniji za upotrebu. Rijetko mogu izazvati

nuspojave, poput glavobolje ili kontaktnog dermatitisa te se mogu nanijeti izravno na kozu ili



progutati (Jakubczyk i sur., 2021). Hidrolati se tradicionalno u nekim zemljama koriste u

razrijedenom obliku u osvjezavajuc¢im pi¢ima (D"Amato i sur., 2018).

2.3. CUVANJE ETERICNOG ULJA | HIDROLATA

Eteri¢na ulja prije skladiStenja potrebno je ocistiti od necisto¢a metala i vlage. Male koli€ine
vlage ucinkovito se uklanjaju primjenom bezvodnog natrijevog sulfata (Na,SO,), uz snazno
muckanije, stajanje ili centrifugiranje. Nakon toga, ulja se pohranjuju u staklene bocice izradene
od tvrdog, tamno obojenog stakla za manje koli€ine, dok se vece koliCine eteri¢nih ulja
spremaju u metalne bubnjeve. Prije hermetiCkog zatvaranja vecih spremnika, preporucuje se
upuhivanje uglji€énog dioksida ili dusika iznad povrsine ulja kako bi se sprijecila oksidacija. Ulja
se ¢uvaju u dobro zatvorenim posudama kako ne bi doslo do oksidacije, izlijevanja ili prodora
vode u bocicu, na hladnom mjestu, zasti¢ena od izravnog utjecaja zraka i svjetla, uz dodatak
antioksidansa poput vitamina E, kako bi se minimalizirale promjene u kemijskom sastavu i
kvaliteti (Kalodera i sur., 1998). Eteri¢na ulja ne ¢uvaju se u plasti¢nim bocicama, podlozna su
promjenama tijekom starenja kao $to je oksidacija terpenioda koja mozZe dovesti do promjena
u mirisu, boji i konzistenciji eteri€nog ulja, a vijek trajanja eteri¢nih ulja je oko 3 godine (Turek
i Stintzing, 2011). Hidrolati se €uvaju u zatvorenim tamnim sterilnim staklenim bocama na

tamnom mjestu radi zastite od svjetla i zraka te na sobnoj temperaturi (Jakubczyk i sur, 2021).

2.4. KEMIJSKI SASTAV ETERICNOG ULJA | HIDROLATA

2.4.1. Eteri¢no ulje i hidrolat ruzmarina

Eteri¢no ulje ruzmarina se dobiva iz listi¢a biljke ruzmarin (lat. Rosmarinus officinalis) (slika 1)
koje pripada porodici Lamiaceae, a kao nusprodukt zaostaje hidrolat (Habtemariam, 2016).
Eteri¢no ulje i hidrolat ruzmarina sli€nog su kemijskog sastava, u najvecoj koli€ini su prisutni
hlapljivi kemijski spojevi poput oksigeniranih monoterpena, seksviterpena i njihovih derivata.
Udjeli hlapljivih komponenti poput monoterpenskih i seskviterpenskih ugljikovodika zastupljeni
su u vecéoj koli¢ini u etericnom ulju nego hidrolatu, dok hidrolati sadrze veéi postotak
oksigeniranih monoterpena i oksigeniranih seskviterpena. Miljanovi¢ i sur. (2020) identificirali
su 60 komponenti u eterichom ulju ruzmarina koje je bilo najbogatije oksigeniranim
monoterpenima kao to su borneol (24 %), kamfor (18 %), linalol (6 %) i 1,8- cineol (9 %).
Medu glavnim seskviterpenima istaknuli su berbenon (22 %) i t-murolol (6 %). Olmedo i sur.
(2015) kao glavne komponente eteri¢nog ulja ruzmarina identificirali su 1,8-cineol (22,2 %), -
mircen (21,5 %) i a-pinen (11 %), a Sacchetti i sur. (2005) verbenon (21,8 %), kamfor (14,6
%), bornil-acetat (12,3 %) i borneol (10,4 %). Kemijski sastav hidrolata ruZmarina se razlikuje
od eteri¢nog ulja. Miljanovi¢ i sur. (2023) su odredili veci udio oksigeniranog monoterpena 1,8
-cineola (17 %) u hidrolatu nego u etericnom ulju. Nadalje, hidrolat ruzmarina ima veci udio
oksigeniranog seskviterpena berbenona (21 — 42 %) od etericnog ulja. Fenolni spojevi

zastupljeni su u niZzim udjelima nego hlapljivi spojevi u etericnom ulju i hidrolatu ruzmarina, dok
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je udio fenolnih spojeva znatno visi u etericnom ulju nego u hidrolatu ruzmarina. Zbog svog
polarnog karaktera fenolni spojevi prisutni su u vodenim ekstraktima ili ekstraktima dobivenim
polarnim otapalima, dok ih u ulju i hidrolatu ima vrlo malo (Tai i sur., 2012). Najzastupljeniji
fenolni spojevi u eteri¢nom ulju i hidrolatu ruzmarina su ruzmarinska kiselina, karnozna kiselina
i karnozol. Moreno i sur. (2006) odredili su primjenom tri razliCita otapala (aceton, metanol i
voda) razli¢ite udjele fenolnih kiselina i ukupnih fenola. Maseni udio ukupnih fenola izazen je
kao g ekvivalenta galne kiseline (GAE) na 100 grama ekstrakta. Primjenom acetona
koncentracija ruzmarinske kiseline iznosi 4 g/100 g ekstrakta, karnozinske kiseline 22 g/100 g
ekstrakta te karnozola 11 g/100 g ekstrakta, a ukupnih fenola 23 g GAE/100 g ekstrakta.
Primjenom metanola: udio ruzmarinske kiseline iznosi 6 g/100 g ekstrakta, karnozinske
kiseline 31 g/100 g ekstrakta, karnozola 16 g/100 g ekstrakta te ukupnih fenola 14 g GAE/100
g ekstrakta. Primjenom vode, udjeli fenola su znac¢ajno nizi: udio ruzmarinske kiseline iznosi
15 g/100 g ekstrakta, udio karnozinske kiseline i karnozola bio je vrlo nizak (ispod granice

Citanja) te udio ukupnih fenola od 4 g GAE/100 g ekstrakta.

Slika 1. List ruzmarina (Sara$, 2021)

2.4.1.1. Antioksidacijska aktivnost etericnog ulja i hidrolata ruzmarina

Antioksidacijska aktivnost eteri€nog ulja ruzmarina pripisuje se njegovom kemijskom sastavu,
visokom udjelu hlapljivih komponenti kao §to su borneol, kamfor i verbenon. Osim hlapljivih
sastojaka, ekstrakti ruzmarina sadrze nekoliko antioksidativnih komponenti, koje uglavhom
pripadaju fenolnim kiselinama, flavonoidima i diterpenoidima (Arranz i sur., 2015). Prema
nekim autorima upravo su oksigenirani monoterpeni, seskviterpenski ugljikovodici, alkoholni
eteri te fenolni spojevi odgovorni za antioksidacijsku aktivnost ruzmarina, dok drugi tvrde da
antioksidativna aktivnost eteri¢nog ulja ruzmarina je povezana sa prisutno$c¢u spojeva, kao sto
su verbenon i borneol. Utvrdeno je da etericno ulje ruzmarina bogato mircenom ima jako
antioksidativno djelovanje, dok eteric¢no ulje ruzmarina bogato a-pinenom ima antioksidacijsko
djelovanje protiv Gram-pozitivnih i Gram-negativnih bakterija (Ojeda-Sana i sur., 2013).
Pregledom literature utvrdena je i povezanost utjecaja fenolnih spojeva na antioksidacijsku

aktivnost, gdje se istiCu karnozna kiselina i karnozol. Oba spoja su inhibitori peroksidacije lipida



u liposomalnim i mikrosomalnim sustavima, dobri su hvataci CCl;O; (peroksilnih radikala),

reduciraju citokrom c i hvataju hidroksilne radikale (Aruoma i sur., 1992).

2.4.2. Eteri¢no ulje i hidrolat lovora

Eteri¢no ulje lovora dobiva se iz listova biljke lovor (lat. Laurus nobilis) (slika 2) koje pripada
porodici Lauraceae, a kao nusprodukt nastaje hidrolat. Kemijski sastav eteriCnhog ulja i
hidrolata lovora ovisi o procesu destilacije koji se koristi za ekstrakciju, te razli€itih organa
bilike, stoga udio odredenih spojeva u ekstraktu lovora mozZe se razlikovati (Awada i sur.,
2023). Eteri¢no ulje i hidrolat lovora sli¢nog su kemijskog sastava, a kao dominantna skupina
spojeva su hlapljivi spojevi. U eteri€nom ulju dominiraju hlapljivi spojevi poput monoterpenskih
i seskviterpenskih ugljikovodika, dok u hidrolatu dominiraju hlapljivi spojevi ali u manjoj mjeri
nego u etericnom ulju poput oksigeniranih monoterpena i oksigeniranih seskviterpena. Prema
Miljanovi¢ i sur. (2020) u etericnom ulju lovora identificirana su 84 kemijska spoja.
Najzastupljeniji su monoterpeni: a-terpenil acetat (18 %), 1,8-cineol (27 %) i linalol (8 %). Medu
seskviterpenima dominiraju veridiflorol (4 %), biciklogermakren (1,4 %) i p-elemen (1,6 %).
Neki od drugih spojeva bili su eugenol (9 %) i metileugenol (10 %). Hidrolati obi¢no sadrze <
1 g/L u vodi topivih hlapivih organskih spojeva koji potjecu iz eteri¢nog ulja i ostaju otopljeni u
vodenoj fazi, ali je njihov kemijski sastav pomaknut prema dominaciji hidrofilnijih spojeva u
odnosu na sastav etericnih ulja. Prema literaturi za hidrolat lovora (Miljanovi¢ i sur., 2023)
pokazano je da hidrolat sadrzi vec¢i udio 1,8-cineola (47 %) za razliku od eteri¢nog ulja lovora
koje sadrzi 20 %. Nadalje, spojevi koji su bili dominantni u zna¢ajnoj koli€ini u etericnom ulju
lovora poput monoterpena a-terpenil acetata, seskviterpena viridiflorola, trans-kariofilena,
biciklogermakrena i B-elemena nisu bili prisutni u hidrolatu lovora ili su bili prisutni u vrlo malim
koli¢inama, ispod razine detekcije. Prema istraZzivanjima, kemijski sastav eteri¢nog ulja lovora
se razlikuje, glavne komponente eteri¢nog ulja lovora su 1,8-cineol (42,1 %), linalol (11,9 %) i
a-terpineol acetat (9,3 %) (Olmedo i sur., 2015). Udio fenolnih spojeva u hidrolatu nizi je nego
udio fenolnih spojeva u eteri¢nom ulju lovora, a od fenolnih spojeva u hidrolatu lovora istaknuli

su se eugenol i metileugenol (Miljanovi¢ i sur., 2023).

Slika 2. List lovora (Britannica, 2023)



2.4.2.1. Antioksidacijska aktivnost etericnog ulja i hidrolata lovora

Kemijski sastav eterinog ulja lovora razli€ite koncentracije ima razli€ite mehanizme inhibicije
koji mogu utjecati na raznolikost patogena promjenom propusnosti membrane, denaturacijom
proteina te inhibicijom enzima. Sinergija izmedu terpena, 1,8-cineola te monoterpena kao sto
su kamfen i a-pinen daje etericnom ulju lovora ucinkovito antibakterijsko djelovanje (Siriken i
sur., 2018). Eteri¢no ulje lovora pokazuje inhibicijski u€inak na peroksidaciju linolne kiseline.
Naime, najvaznija reakcija u peroksidaciji lipida je autooksidacija nezasi¢enih masnih kiselina,
za koju je poznato da se odvija lan€anom reakcijom radikala. Analizirana eteri¢na ulja lovora
dobivena su ekstrakcijom mikrovalovima na dvije razine snage i vodenom destilacijom kako bi
se utvrdio njihov inhibitorni u€inak na peroksidaciju linolne kiseline. EteriCna ulja lovora
ekstrahirana metodom mikrovalova pri 100 %-tnoj i 40 %-tnoj razini snage inhibirala su
peroksidaciju linolne kiseline za postotak od 70,57 + 5,89 odnosno 63,53 + 17,8. lako je
etericno ulje dobiveno metodom hidrodestilacije pokazalo veéi inhibitorni u€inak na
peroksidaciju linolne kiseline (89,18 % % 1,02 %) od onih dobivenih metodom ekstrakcije
mikrovalovima, ta razlika nije statistiCki znaCajna. Takoder, rezultati su pokazali da je 1 g
ekstrakta lovora dobivenog vodenom destilacijom jednako ucinkovit kao 212 mg Troloxa u

prevenciji peroksidacije lipida (Nehir El i sur., 2014).

2.4.3. Eteri¢no ulje i hidrolat bosiljaka

Eteri¢no ulje bosilijka dobiva se iz listova biljke bosiljak (lat. Ocimum basilicum) koja pripada
porodici Lamiaceae, odnosno porodici metvice, a nusprodukt koji nastaje naziva se hidrolat.
Najvazniji dio bosiljka je list (slika 3) koji se koristi kao zacin u kulinarstvu, kozmeti¢koj industriji
i u medicinske svrhe zbog svoga antikancerogenog, antimikrobnog, protuupalnog,
antioksidativnog, antistresnog, antidijabeti¢kog djelovanja (Shahrajabian i sur., 2020). Eteri¢no
ulje i hidrolat bosiljka sli¢nog su kemijskog sastava, iako s druge strane hidrolat ima manje
kemijskih spojeva od eteri¢nog ulja. Glavha komponenta eteri€nog ulja i hidrolata bosiljka je
linalol kojeg ima viSe u hidrolatu nego u eteriénom ulju. Prema literaturi, postotak linalola u
etericnom ulju iznosi 40,5 %, dok u hidrolatu iznosi 75,5 %. Neki od ostali spojevi detektirani u
eteri¢nom ulju su epi-a-kadinol (6,1 %), germakren D (5,3 %) B-elemen (5,3 %), y-kadinen (5,2
%), a u hidrolatu 1,8-cineol (5,5 %) i terpinen-4-ol (5,4 %) (Sovljanski i sur., 2022). Prema
drugim autorima glavne komponente etericnog ulja bosiljka su linalol (31,65 %), estragol
(17,37 %), metil-cinamat (15,14 %), eukaliptol (4,04 %), eugenol (3,59 %) te y-kadinen (2,42
%) (Ahmed i sur., 2019).



Slika 3. List bosiljka (Ollerton, 2022)

2.4.3.1. Antioksidacijska aktivnost eteri¢nog ulja i hidrolata bosiljka

Antioksidacijska aktivnost etericnog ulja i hidrolata bosiljka ovisi o njihovom kemijskom
sastavu, a ponajviSe udjelu hlapljivih spojeva gdje je glavna komponentna eteri¢nog ulja
bosiljka monoterpenski spoj linalol (da Silva i sur., 2022). Uklanjane slobodnih radikala vrlo je
vazno prilikom konzerviranja hrane i prehrambenih proizvoda. Test neutralizacije radikala
(DPPH test) najceSca je in vitro metoda za odredivanje antioksidacijske aktivnosti. U
istraZivanju koje su provodili Stanojevi¢ i sur. (2017) ispitivano je djelovanje eteri¢nog ulja
bosiljka kao donora vodikovih atoma ili elektrona u redukciji DPPH radikala. Kemijski sastav
eteriCnog ulja bosiljka sadrzavao je 31,6 % linalola, 23,8 % p-alilfenola te 0,1 % eugenola.
Rezultati su pokazali da je eteri€no ulje bosilijka uspjelo smanijiti stabilan ljubiCasto obojeni
DPPH radikal u zuto obojeni DPPH-H tijekom 90 minuta koliko je trajala inkubacija. Stupanj
neutralizacije DPPH radikala ovisi o koncentraciji eteri¢nog ulja i vremenu inkubacije. Za ne
inkubirane uzorke neutralizacija DPPH radikala pokazala je najnizi stupanj dok je najvisa
antioksidativna aktivnost eteri¢nog ulja bosiljka izmjerena nakon 90 minuta inkubacije.
Rezultati pokazuju da bi etericno ulje bosilika bila sigurna alternativa sintetiCkim
antioksidansima u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji. Pregledom literature dokazalo se
da je eteri€no ulje bosiljka sa visokim sadrzajem linalola ( 56,7 %) pokazalo vecu aktivnost
hvatanja radikala od prethodnog istrazivanja u kojem se sadrzaj linalola iznosio 31,6 %.
Rezultati pokazuju da antioksidativno djelovanje eteriCnog ulja bosiljka uglavhom ovisi o

njegovom kemijskom sastavu (Hussain i sur., 2008).

2.4.4. Eteri¢no ulje i hidrolat kadulje
Eteri¢no ulje i hidrolat kadulje dobiva se iz lista biljke kadulja (lat. Salvia officinalis) (slika 4)
koja pripada porodici Lamiaceae i aromati¢na je biljka porijeklom iz mediteranskih krajeva

(Walker i sur., 2004). Etericno ulje i hidrolat kadulje slicnog su kemijskog sastava koji Cine



hlapljivi kemijski spojevi poput oksigeniranih monoterpena, seskviterpena i njihovih derivata.
Udjeli hlapljivih komponenti poput monoterpenskih i seskviterpenskih ugljikovodika zastupljeni
su u vecoj koli¢ini u etericnom ulju, dok se u hidrolatu istiCu oksigenirani monoterpeni i
oksigenirani seskviterpeni. Miljanovic i sur. (2020) identificirali su 71 kemijski spoj u etericnom
ulju kadulje medu kojima su se najvise istaknuli oksigenirani monoterpeni poput a-tujona (23
%), B-tujona (10 %), kamfora (17 %), borneola (8 %) te 1,8-cineola (8 %). Predstavnici
seskviterpena su manol (14 %) i veridiflorol (14 %), a od fenolnih spojeva istaknuli su eugenol
(3 %) te metileugenol (2 %). U hidrolatima kadulje prema Miljanovic i sur. (2023) takoder su se
istaknuli oksigenirani monoterpeni poput kamfora (30,95 — 34,88 %), 1,8-cineola (9,20 — 17,11
%), a-tujona (6,57 — 16,48 %) i borneola (9,60 — 14,68 %). Kadulja je bogata flavonoidima i
polifenolnim spojevima kao §to su karnozinska, p-hidrobenzojeva, ruzmarinska, vanilinska,
ferulinska i kofeinska kiselina koje posjeduju snazno antioksidativno i antibakterijsko
djelovanje. Vecina fenolnih spojeva roda Salvia su derivati kafeinske kiseline koja je gradivni
blok raznih biljnih metabolita, a javlja se uglavnom u obliku dimera u formi ruZzmarinske kiseline
(Hamidpour i sur., 2014).

Slika 4. List kadulje (lannotti, 2022)

2.4.4.1. Antioksidacijska aktivnost etericnog ulja i hidrolata kadulje

Prouciti kemijski sastav ljekovitog bilja koje se tradicionalno koristi u medicini vazno je za
predvidanje i tumacenje njihove potencijalne bioloSke ucinkovitosti. Fenolni spojevi u koje se
ubrajaju fenolne kiseline te flavonoidi obi¢no su odgovorni za antioksidativna svojstva kadulje
i za njezinu visoku i raznoliku biolosku aktivnost. Biljka kadulja poznata je kao prirodna i jedan
od najbogatijih izvora antioksidansa, a njezina ljekovita vrijednost izravno je povezana s tim
svojstvom (Pereira i sur., 2018). Usporedbu antioksidacijske aktivnosti eteri¢nog ulja kadulje
istrazivali su Kammoun El Euch i sur. (2019). Rezultati su pokazali da eteri¢no ulje kadulje
u€inkovito uklanja slobodne DPPH radikale s vrijedno&¢u IC50 od oko 8,31 £ 0,55 mg/L koja
se moze usporediti s onom standarda askorbinske kiseline (IC50=4,68 + 0,12 mg/L). Aktivhost
eteriCnog ulja kadulje pripisuje se njezinom kemijskom sastavu u kojem dominira 1,8-cineol
(22,22 %), te spojevi a-pinen (1,71 %), terpinen-4-ol (0,8 %) i linalol (0,28 %) koji se smatra



jednim od najjacih hvataca slobodnih radikala. Visoka antioksidacijska aktivnost eteri¢nog ulja
kadulje je od velikog interesa jer moze zastititi hranu od toksiénih u¢inaka oksidansa. Sto se
ti¢e njegove sigurnosti pri uporabi, u slu€aju produljene uporabe ili nakon predoziranja
eteri¢nim uljem kadulje mogu se pojaviti neki nezeljeni u€inci. Negativno djelovanje etericnog
ulja kadulje posljedica je njegovog izravnog ucinka (u dozama veéim od 0,5 g/kg) na ziv€ani
sustav. Kamfor, tujon i terpenski ketoni smatraju se najotrovnijim spojevima kadulje. Ovi spojevi
mogu izazvati toksi¢ne ucinke na fetus i novorodence. Stoga se konzumacija eteri¢nog ulja

kadulje ne preporucuje tijekom trudnoce i dojenja (Mills i Bone, 2005).

2.4.5. Eteri¢no ulje i hidrolat komoraca

Eteri¢no ulje komoraca dobiva se iz cvjetova biljke komorac (lat. Foeniculum vulgare) (slika 5)
koje pripada porodici Apiaceae i karakteristi¢na je za podrucje Sredozemlja, a kao nusprodukt
vodene destilacije nastaje hidrolat. Etericno ulje komoraa zbog svojih antioksidativnih,
antibakterijskih i antifungalnih svojstava koristi se u prehrani kao dodatak kruhu, ribi, salatama,
juhama i siru. Primjenu ima i u industriji parfema, proizvodnji sapuna, kozmetike te farmaciji
zbog antidijabeti¢kih, antitrombickih, kardiovaskularnih te antikancerogenih svojstava (Sarma
i sur., 2014). Eteri¢no ulje i hidrolat komoraca vrlo su sli€nog kemijskog sastava kojeg Cine
hlapljivi kemijski spojevi poput monoterpena, seskviterpena i njihovih derivata, a upravo oni su
odgovorni za njihova svojstva. Eteri¢no ulje komora&a prema studiji koju su radili Roby i sur.
(2012) sastoji se u najvecoj mjeri od oksigeniranih monoterpena trans-anetola (56,4 %),
fenkona (8,26 %), estragola (5,21 %), metil-p-alilfenola (5,2 %) i ugljikovodi€énog monoterpena
limonena (4,2 %). Prema nekim autorima sastav hidrolata komoraca u najvecoj mijeri €ine
oksigenirani monoterpeni od 86,48 %, od kojih su prisutni trans-anetol (76,82 %) i fenkon (8,09
%). Monoterpenski ugljikovodici su zastupljeni u niZzem udjelu od 13,52 % a-pinen, a-felandren
i imonen. EteriCno ulje i hidrolat komorac¢a sadrzi znatno manji udio fenolnih spojeva u odnosu
na hlapljive spojeve. Glavni fenolni spojevi eteri¢nog ulja i hidrolata komora¢a su klorogena

kiselina, kafeinska kiselina i ferulinska kiselina, te kvercetin i izokvercetin (Mahai i sur., 2023).

Slika 5. Cvijet komoraca (Pxfuel, 2024)

10



2.3.5.1. Antioksidacijska aktivnost eteri¢nog ulja i hidrolata komoraca

Biljka komora¢ poznata je kao izvrstan izvor prirodnih antioksidansa i uporabe u prehrani.
Antioksidacijska aktivnost etericnog ulja i hidrolata komoraca pripisuje se njegovom kemijskom
sastavu, visokom udjelu hlapljivih kemijskih spojeva od kojih se najviSe isti€e trans-anetol
(Mahai i sur., 2023). Etericno ulje komoraa pokazuje visoku antioksidacijsku aktivnost u
usporedbi s butilhidroksianizolom (BHA) i butilhidroksitoluenom (BHT) kao i fenolni spojevi u
koje spadaju ruzmarinska kiselina, kvercetin-3-O-galaktozid i kamferol-3-O-glukozid. Eteri¢no
ulje komoraca koje je pokazalo i antioksidativnhu aktivnost i antimikrobnu aktivnost sadrzavalo
je vecu koncentraciju trans-anetola (70,1 %) (He i Huang, 2011). U drugoj studiji eteri¢no ulje
i hidrolat komoraga pokazuju sposobnost inhibitora slobodnih radikala kao i primarnog
antioksidansa koji reagira sa slobodnim radikalima, $to moze ograniciti oSteé¢enja koja uzrokuju
slobodni radikali u ljudskom tijelu (Shahat i sur., 2011).

2.5. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST
2.5.1. Antioksidansi

Antioksidansi su spojevi prisutni u namjernicama ili ljudskom tijelu u vrlo niskim
koncentracijama, a njihova uloga je neutralizacija slobodnih radikala u biolodkim stanicama
koje imaju negativan utjecaj na Zive organizme. Oni odgadaju, neutraliziraju ili sprjeCavaju
oksidativne procese djelujuci kao donori ili akceptori slobodnih radikala stvarajuci stabilnije
radikale (Hurrel, 2003). Postoje razliite podijele antioksidansa. Prva podjela je na primarne i
sekundarne, dok je druga na enzimske i ne-enzimske antioksidanse. Uloga primarnih
antioksidansa je reakcija s lipidnim radikalima tako $to zaustavljaju lanac reakcija i pretvaraju
ih u stabilne spojeve. Primarni antioksidansi imaju uglavnom fenolnu strukturu i ukljuuju
sljedece: antioksidativne minerale, antioksidativne vitamine, flavonoide, katehine, karotenoide,
B-karoten, likopen, diterpen i njihove derivate. Sekundarni antioksidansi imaju ulogu hvatanja
slobodnih radikala i zaustavljanje lan¢ane reakcije (Ratmnam i sur., 2006). Djeluju razliitim
mehanizmima kao $to su vezanje metalnih iona, uklanjanje reaktivnih vrsta kisika, pretvaranje
hidroperoksida u neradikalne vrste, a predstavnici su butilhidroksianizol (BHA),
butilhidroksitoluen (BHT) i propil galat (PG). Neki od enzimskih i ne-enzimskih antioksidansa
endogeno se proizvode u stanicama, a uklju€uju enzime, molekule niske molekulske mase te
kofaktore. Vecéina ne-enzimskih antioksidansa se dobiva iz prehrambenih izvora kao $to su
polifenoli medu koje se svrstavaju fenolne kiseline i flavoniodi te od ostalih, vitamini,
karotenoidi, minerali. Brojna istraZivanja pokazuju da antioksidansi igraju bithu ulogu u
oCuvanju ljudskog zdravlja, prevenciji i lije€enju bolesti, zbog svoje sposobnosti smanjenja
oksidativhog stresa. U inkovitost antioksidativnih spojeva ovisi o nekoliko €imbenika, a

najvazniji su strukturna svojstva, temperatura, karakteristike supstrata podloZznog oksidaciji,
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koncentracija te kinetika reakcije. U normalnim okolnostima, brzina i amplituda stvaranja
oksidansa uravnoteZena je s brzinom njihovog uklanjanja, a gubitak te ravnoteze rezultira
oksidativnim stresom koji ima negativan utjecaj na ljudsko zdravlje uzrokujuci razne bolesti
(Moharram i Youssef, 2014).

2.5.2. Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti

Metode mjerenja antioksidacijske aktivnosti temelje se na kemijskim reakcijama, a procjena
kinetike ili postizanja stanja ravnoteze oslanja se na spektrofotometriju. Prema kemijskim
reakcijama koje mogu biti ukljuc¢ene, testovi su podijeljeni u 3 kategorije. Prva kategorija su
metode koje se temelje na reakciji prijenosa atoma vodika (engl. hydrogen atom transfer, HAT),
druga kategorija su metode koje se temelje na prijenosu jednog elektrona (engl. Single electron
transfer, SET) i treCa kategorija je kombinacija dvaju prethodno navedenih metoda (HAT/SET).
Krajnji rezultat je isti, bez obzira na mehanizam reakcije, iako su kinetika i stupnjevi reakcije

razli¢iti (Munteanu i Apetrei, 2021).

2.5.2.1. Hydrogen atom transfer

HAT testovi temelje se na prijenosu atoma vodika od antioksidansa do slobodnog radikala
kako bi neutralizirali njegovo djelovanje. Kemijska jednadzba (1) prikazuje mehanizam reakcije
gdje se atom vodika (H) fenola (ArOH) prenosi na peroksilni radikal. Arioksilni radikal (ArOv)
nastao reakcijom fenola (ArOH, antioksidans) s peroksilnim radikalom (ROO¢*) je stabiliziran
rezonancijom te zajedno sa AH ¢ini zastiéene molekule. Novi uginkoviti fenolni antioksidans
trebao bi brze reagirati od biomolekula (zastiéene molekule) sa slobodnim radikalima kako bi

dao zastitni u€inak protiv njihove oksidacije (Huang i sur., 2005).
(1) ROO- + AH/ArOH 2 ROOH + A+/ArO- (Huang i sur., 2005)

U HAT metode ubrajaju se test kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala (engl. Oxygen Radical
Absorption Capacity, ORAC), test antioksidativnog parametra hvatanja ukupnih peroksilnih
radikala (engl. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant Parameter, TRAP) i test ukupnog
kapaciteta hvatanja oksiradikala (engl. Total Oxyradical Scavenging Capacity, TOSC) (Huang
i sur., 2005).

2.5.2.1.1. Oxygen Radical Absorption Capacity test

ORAC test mjeri sposobnost cijepanja lanCane reakcije radikala pomocu antioksidansa kroz
pracenje inhibicije oksidacije peroksilnog radikala. Peroksilni radikali karakteriziraju se kao
slobodni radikali koji prevladavaju u oksidaciji lipida u bioloSkim sustavima, ali i u hrani, u
fizioloSkim uvjetima. Peroksilni radikal reagira s fluorescentnim uzorkom $to dovodi do gubitka
fluorescencije, registriranog na fluorimetru. Ova metoda koristi tehniku povrsine ispod krivulje

u prisutnosti i u odsutnosti antioksidansa. Kao referentni spoj koristi se standardni
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antioksidans, tipi¢no trolox, a ORAC vrijednosti procijenjenih antioksidansa opisane su kao

trolox ekvivalent (Huang i sur., 2005).

2.5.2.1.2. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant Parameter test

TRAP test temelji se na sposobnosti antioksidansa da inhibiraju reakciju izmedu peroksilnih
radikala i ciljine molekule, $to je u poéetku predstavljalo potroSnju O; (kao uzorka) u procesu
peroksidacije potaknutom toplinskom razgradnjom 2,2' azobis(2-amidinopropan)(ABAP).
Vrijeme usporavanja apsorpcije O, tj. period indukcije, moze se kvantitativno izmjeriti i koristiti
za izrazavanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta uzoraka kao TRAP vrijednost (Munteanu
i Apetrei, 2021).

2.5.2.1.3. Total Oxyradical Scavenging Capacity test

TOSC test temelji se na inhibiciji stvaranja etilena (kontrolna reakcija se prati plinskom
kromatografijom) u prisutnosti antioksidativnih spojeva koji se natje€u s a-keto-y-
betiolmaslatnom kiselinom (KMBA) za supstrat. Ovaj test koristi povrSinu ispod krivulje

koncentracije etilena u ovisnosti o vremenu reakcije (do 300 min) (Regoli i sur., 1999).

2.5.2.2. Single electron transfer metode

SET metode su testovi temeljeni na prijenosu jednog elektrona, a temelje se na sposobnosti
antioksidansa da reducira metalne ione, karbonilne skupine i slobodne radikale prvenstveno
na deprotonaciji i ionizacijskom potencijalu reaktivne funkcionalne skupine te su ovisne o pH
pri kojem se reakcija odvija. JednadZzbe (1), (2), i (3) prikazuju mehanizam na kojem se temelje
ove metode. Ariloksilni radikal (ArO+) naknadno se oksidira u odgovarajuci kinon (Ar = O). Sto
je ariloksilni radikal stabiliziraniji, to je lakS8a oksidacija iz ArOH u Ar = O zbog smanjenog
redoks potencijala. Antioksidativno djelovanje u ovim testovima €esto se simulira s prikladnim

fluorescentnim ili obojenim uzorkom umjesto peroksilnih radikala.

(1) ROO- + AH/ArOH — ROO™ + AH+*/ArOH«"*
(2) AH**/ArOH+* + Hz0 «> As/ArO+ + H30*
(3) ROO™ + H30* «» ROOH + H,0 (Apak i sur., 2016)

U SET metode ubrajaju se test feri redukcije antioksidativhe snage (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power, FRAP) i test smanjenja bakrenog antioksidativhog kapaciteta (engl.

reducing the cupric antioxidant capacity, CUPRAC) (Apak i sur., 2016).

2.5.2.2.1. Ferric Reducing Antioxidant Power metoda
FRAP metoda vrlo je jednostavna, brza i isplativa metoda kojom se mijeri antioksidacijska

aktivnost uzorka te ne zahtjeva specijaliziranu opremu. Temelji se na prijenosu elektrona sa

13



zeljezo(ll)-2,4,6-tripiridil-s-triazin  kompleksa (Fe(lll)-TPTZ) na zeljezo(ll)-2,4,6-tripiridil-s-
triazin kompleks (Fe(Il)-TPTZ) intenzivnog plavog obojenja s apsorpcijskim maksimumom pri
593 nm (Antolovich i sur., 2002). Na slici 6 prikazana je osnovna reakcija redukcije na kojoj se
temelji FRAP metoda. Za razliku od svih ostalih SET metoda FRAP metoda zahtjeva specifi¢ne
uvjete kao Sto su temperatura i kiseli medij pa se reakcija odvija pri pH 3,6 i temperaturi od 37
°C kako bi se odrzala topljivost Zeljeza, smanijio ionizacijski potencijal koji pokreée prijenos

elektrona te poveéao redoks potencijal (Hegerman i sur., 1998).

Izvorni FRAP test koristi tripiridiltriazin (TPTZ) kao vezajuéi ligand za Zeljezo ion, takoder, jedna
od alternativa je koriStenje ferozina te kalijevog fericijanida kao liganda za vezanje iona zeljeza.
Kalijev fericijanid u novije vrijeme najCesci je koriSteni ligand, a konacni plavo obojeni produkt
moze biti kvantificiran spektrofotometrijski i pokazuje reducirajuéu moc¢ antioksidansa.
Nastanak plavo obojenog produkta moze se dogoditi na dva nacina sa istim rezultatom, u
prvom slucaju antioksidansi mogu reducirati Fe3* u otopini na Fe?*, koji veze fericijanid da bi
se dobilo plavo obojenje ili u drugom slucaju reducirati fericijanid u ferocijanid, koji potom veze

Fe3* u otopini te tvori plavo obojenje (Berker i sur., 2010).

7 7
X _N ~ _N
N“ N N N
NS I ~ I
= I N l AN = | N | AN
x _N N_ _~ x _N N~
/ ArOH [ArOH*] \ /
F" ¥> Fq+
€ [

_ N/ \z N » N/ \Z N
- I N [ 2 - | N | _
| |
N_. _N N__N
N™ N
| = | =
Fe**-TPTZ Fe?*-TPTZ

Slika 6. Reakcija redukcije FRAP metode (Shi i sur., 2022)
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2.5.2.2.2. Reducing the cupric antioxidant capacity metoda

CUPRAC metoda za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta temelji se na redukciji bakra
prilikom ¢ega mu se mijenja oksidacijsko stanje iz Cu?* u Cu". Prilikom provodenja testa za
formiranje bakar-ligand koristi ligand neokuproin (2,9-dimetil-1,10-fenantrolin) kako bi se
olak$alo mjerenje apsorbancije pri 450 nm gdje kompleks postize apsorpcijski maksimum.
Primjenjiva je i za lipofilne i hidrofilne antioksidanse stoga moze nadéi Siroku primjenu (Ozyurek
i sur., 2008).

2.5.2.3. HAT/SET metode

HAT/SET testovi su mijeSani testovi koji se temelje na eliminaciji stabilnog kromofora kao Sto
su ABTS (2,2 -azinobis-3-etilbenztiazolin-6-sulfonska kiselina) i DPPH (2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil) gdje mehanizmi prijenosa elektrona s protonom mogu imati razlicite uloge u
razliCitim omjerima ovisno o reakcijskim uvjetima kao $to su otapalo i pH vrijednost. Testovi
mjeSovitog nacina rada (HAT/SET) wuglavhom ukljuuju ABTS/Trolox ekvivalent
antioksidativhog kapaciteta (TEAC, engl. The Trolox equivalent antioxidant capacity), test
neutralizacije radikala (DPPH) i test neutralizacije radikala N,N-dimetil-p-fenilendiamin
dihidroklorida (DMPD) (Munteanu i Apetrei, 2021).

2.5.2.3.1. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil metoda

DPPH metoda je brza, jednostavna, toCna i jeftina metoda za mjerenje antioksidativne
aktivnosti pojedinacnih spojeva ili njihovih smjesa. Temelji se na spektrofotometrijskom
mjerenju promjene koncentracije neizreagiranog DPPH radikala iz reakcije DPPH radikala s
antioksidansom. DPPH test temelji se na doniranju elektrona iz antioksidansa kako bi se
neutralizirao DPPH radikal. Koli¢ina neizreagiranog DPPH radikala mjera je antioksidativhe
aktivnosti spoja ili smjese. Mehanizam reakcije i promjena boje iz ljubiCaste u Zutu prikazana
je na slici 7, a maksimalna vrijednost apsorpcije DPPH radikala je pri 517 nm. Radikal je topiv
u razli¢itim organskim otapalima, ali ne i u vodi. NajCeSce koriStena otapala za odredivanje
aktivnosti hvatanja radikala prema DPPH su metanol i etanol ili njihova smjesa (Marinova i
Batchvarov, 2011).
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Ljubicasta Zuta

Slika 7. Mehanizam kemijske reakcije DPPH metode (gore) i promjena boje reakcije
(dolje) (Chimactiv, 2024)

2.6. POSTUPCI IZOLACIJE ETERICNOG ULJA
2.6.1. Postupak destilacije

NajraSirenija metoda za ekstrakciju biljinog materijala je destilacija vodenom parom (engl.
steam distillation, SD). Udio eteri¢nih ulja ekstrahiranih destilacijom vodenom parom je oko 93
%, dok se preostalih 7 % moze ekstrahirati drugim metodama. Biljni materijal iz kojeg Zelimo
ekstrahirati eteri¢no ulje ili druge aromatske spojeve stavi se u kipu¢u vodu ili se zagrijava na
pari. Primjenjena toplina glavni je uzrok pucanja i razgradnje stani¢ne strukture biljnog
materijala te se potom oslobadaju aromatski spojevi ili eteriCha ulja iz biljnog materijala.
Temperatura zagrijavanja mora biti dovoljna da se biljni materijal razgradi i oslobode Zeljene
komponente. Druga metoda destilacije je vodena destilacija (engl. hydrodistillation, HD) koja
je postala standardna metoda ekstrakcije eteri¢nog ulja iz biljnog materijala kao $to je list, drvo
ili cvijet, a Cesto se koristi za izolaciju netopivih prirodnih proizvoda s visokim vrelistem. Proces
zapocinje uranjanjem biljnog materijala u vodu, nakon ¢ega slijedi kuhanje. Ova metoda Stiti
ekstrahirana ulja do odredenog stupnja jer okolna voda djeluje kao barijera za sprjeCavanje
pregrijavanja. Para vode i para eteriChog ulja kondenziraju se u vodenu frakciju
(Tongnuanchan i Benjakul, 2014).

2.6.2. Ekstrakcija pomocu organskih otapala

Ekstrakcija pomocu organskih otapala primjenjuje se za lomljive i osjetljive cvjetne materijale
koji nemaju visoku tolerantnost na toplinu parne destilacije. Za ekstrakciju se koriste razna
otapala poput acetona, heksana, petrolej etera, metanola ili etanola. Proces zapocinje

mijeSanjem otapala s biljnim materijalom, potom se sve zagrijava kako bi se ekstrahiralo
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eteri¢no ulje nakon Cega slijedi filtracija. Filtrat se hladi i koncentrira kao posljedica isparavanja
zagrijanog otapala. Kao produkt se prvotno dobije koncentrat koji je smjesa voska, mirisa i
etericnog ulja, potom se mijeda s Cistim alkoholom kako bi se ekstrahiralo ulje, destilira na
niskim temperaturama kako bi ispario alkohol koji nosi sa sobom ostale mirise te kao krajnji
produkt se dobije aromati¢no Cisto ulje. Negativha strana metode je dugotrajnost, a ulja
dobivena ekstrakcijom organskim otapalima skuplja od ulja dobivenih drugim metodama.
Takoder, u konacnom proizvodu mogu se zadrzati ostaci otapala zbog nepotpunog uklanjanja
S§to moZe uzrokovati alergije, toksi¢nost i utjecati na imunoloski sustav (Tongnuanchan i
Benjakul, 2014).

2.6.3. Ekstrakcija mikrovalovima

Ekstrakcija mikrovalovima (engl. Solvent-free microwave extraction, SFME) brza je metoda
izolacije etericnog ulja iz aromati¢nog bilja, zacina i suhih sjemenki. Metoda je nastala radi
nedostataka konvencionalnin metoda koje su imale nisku ucinkovitost, gubitke hlapljivih
spojeva zbog povecéane temperature, dugo vrileme ekstrakcije, razgradnju nezasiéenih i
esterskih spojeva toplinskim ili hidrolitickim ucincima. Ova metoda ima nekoliko prednosti,
uklju€ujuci veci prinos i selektivnost, krace vrijeme i ekoloSku prihvatljivost. Proces se temelji
na kombinaciji zagrijavanja mikrovalovima i suhe destilacije pri atmosferskom tlaku bez
dodatka otapala ili vode. Izolacija i koncentracija hlapljivih spojeva provodi se u jednoj fazi
(Tongnuanchan i Benjakul, 2014).

2.6.4. Ekstrakcija superkritiénim CO2

Ugljikov dioksid (CO3) je naj¢esce koriStena superkriticna tekucina, koja se u uvjetima visokog
tlaka pretvara u tekuéinu. Kao takva se moze Koristiti kao vrlo inertan i siguran medij za
ekstrakciju aromatskih molekula iz sirovog materijala. U konaCnom proizvodu za razliku od
nekih ostalih metoda nema ostataka otapala jer se tekuéi CO. jednostavno pretvara u plin i
isparava pod normalnim atmosferskim tlakom i temperaturom (Tongnuanchan i Benjakul,
2014).

2.7. PRIMJENA ETERICNIH ULJA U PREHRAMBENOJ INDUSTRUJI

2.7.1. Eteri¢na ulja kao prirodni konzervansi i primjena u aromatiziranju hrane

Eteri¢na ulja su visoko hlapljive lipofilne smjese sekundarnih biljnih metabolita. Zahvaljujuci
svojim raznovrsnim bioaktivnim svojstvima, imaju snazna antimikrobna i antioksidativha
djelovanja, $to ih €ini idealnim prirodnim alternativama sintetiCkim prehrambenim aditivima u
komercijalnoj prehrambenoj industriji. Trenutno, konzumacija pakirane hrane dovodi do
povecanja bolesti prenosivih hranom zbog upotrebe sintetickih aditiva koji odrzavaju

organoleptiCku i mikrobioloSku kvalitetu hrane. Primjena konzervirajucih svojstava etericnih
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ulja smatra se prirodnim rjeSenjem ovih problema. Eteri¢ha ulja ne samo da produzuju rok
trajanja proizvoda, ve¢ sluze i kao prirodne arome. Ona se mogu koristiti samostalno ili u
kombinaciji, te se mogu ugraditi u materijale za pakiranje hrane kako bi se kontrolirali Cimbenici
koji uzrokuju kvarenje hrane (Saeed i sur., 2022). Eteri¢no ulje samostalno ili u kombinaciji
takoder se ugraduje u materijal za pakiranje hrane kako bi se kontrolirali agensi koji kvare
hranu. Koristenje biljnih ekstrakata, hidrolata i etericnih ulja ofekuje Siroku potro$nju u
buducnosti zbog Cinjenice da hlapljiva ulja se smatraju prirodnom alternativom tradicionalnim
konzervansima za hranu i mogli bi se koristiti za poveéanje sigurnost hrane i roka trajanja
(Mahai i Popa, 2013).

18



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Za izolaciju eteri¢nog ulja je koriSten suhi biljni materijal. Biljni materijal (ruzmarin, lovor i
komorac) brani su na podru¢ju Dalmacije te je nakon branja osuSeni na sobnoj temperaturi te
pakirani u polipropilenske vrecice, dok su bosiljak i kadulja kupljeni (Suban, Hrvatska) za

potrebe analize ovog diplomskog rada.

3.1.1. Kemikalije

Koridtene kemikalije prilikom provodenja analitiCkih metoda prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije

Kemikalija Proizvodac¢

Folin-Ciocalteu reagens Gram-mol d.o.0., Zagreb,

Hrvatska

Merck KGaA, Darmstadt,

Germany

Galna kiselina (GAE)

Natrijev karbonat Gram-mol d.o.o., Zagreb,

Hrvatska

Metanol (MeOH) Termo Fisher Scientific,

Maharashtra, Indrija

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal Sigma Aldrich, St. Louis,
(DPPH) Missouri, SAD

Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, SAD

Askorbinska kiselina (AAE)

Klorovodi€na kiselina (HCI) Carlo Erba, Cornaredo, Italy

Alfa Aesar, Massachusetts,
SAD

2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ)

Zeljezo(Il1)-klorid heksahidrat
(FeClz x 6H20)

Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Octena kiselina (ledena) Macron, Mexico
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Natrij acetat trihidrat Lach-Ner, Zagreb, Hrvatska

Ledena octena kiselina Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska

Termo Fisher Scientific,

Etanol Maharashtra, Indija

3.1.2. Aparatura i pribor

KoriStena aparatura prilikom provodenja analitiCkih metoda prikazana je u tablici 2.

Tablica 2. Aparatura

Aparatura Proizvodaé

Perkin-Elmer, Waltham,

UV/Vis Spektrofotometar Massachusetts, SAD

Analiticka vaga Libra Tehnic¢ar, Zagreb, Hrvatska

Magnetska mjesalica (Vortex MS2

Minishaker IKA) Labo moderne, Gennevilliers, France

Vodena kupelj Boeco, Hamburg, Germany

Pribor:

Aparatura po Clevengeru

Tikvica s okruglim dnom (500 mL)
Staklene kivete

Epruvete

Staklene ¢ase

Plasti¢ne ¢ase

Odmijerne tikvice (10 mL, 50 mL, 100 mL, 1000 mL)
Pipetman

Pipete (1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL)
Mikropipeta (100 yL, 200 uL)

Plasti¢na ladica za vaganje

Spatula

Stalak za epruvete
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3.2. METODE RADA

3.2.1. Izolacija eteri¢nog ulja vodenom destilacijom u aparaturi po Clevengeru

U okruglu tikvicu s okruglim dnom volumena 500 mL odvaze se 20 g usitnjenog biljnog
materijala i doda 250 mL prociS¢ene vode. Sadrzaj tikvice zagrijava se u aparaturi po
Clevengeru (slika 8) dok ne proklju¢a, nakon ¢ega vodena destilacija traje sljedeca 2 sata, uz
odrzavanje stalne temperature. Nakon zavrSetka vodene destilacije, sadrzaj u tikvici ostavi se

stajati 30 minuta te se izdvoji eteri¢no ulje i hidrolat.

Slika 8. Aparatura po Clevengeru (vlastita fotografija)

3.2.2. Cuvanje eteriénog ulja i hidrolata

Etericno ulje je nakon provedene vodene destilacije po Clevengeru preneseno u smedu

staklenu falkonicu i €uvano u mraku na sobnoj temperaturi do 90 dana. Hidrolat je prenesen u
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staklenu bocicu i Guvan na tamnom mjestu do 90 dana. Na slici 9 prikazani su uzorci dobivenih
eteri¢nih ulja i hidrolata koristenih za analizu. Ukupni fenolni pojevi i antioksidacijska aktivnost
eteri¢nih ulja i hidrolata je odredena odmah nakon izolacije eteri¢nog ulja i hidrolata (0. dan),
te nakon 7., 14., 21., 30., 60. i 90. dana.

b)

Slika 9. a) hidrolati; b) eteri¢na ulja (vlastita fotografija)

3.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje masenog udjela ukupnih fenola

Maseni udio ukupnih fenolnih spojeva hidrolata je proveden prema prethodno opisanoj metodi
(Singleton i Rossi, 1965). Odredivanje udjela ukupnih fenola temelji se na kolornoj reakciji
fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem plavog obojenja pri 765 nm u alkalnim
uvjetima. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline koje se
prilikom oksidacije fenolnih spojeva reduciraju u volframov oksid i molibdenov oksid i poprimaju

plavu boju (Waterhouse, 2002).
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Fenolni spojevi sa veéim brojem hidroksilnih skupina ili oksidirajucih grupa dat ¢e intenzivnije
plavo obojenje. Glavno mjesto redukcije smatra se sredisnji molibdenov ion u kompleksu koji
se prihva¢anjem elektrona doniranog fenolnim spojem reducira iz Mo®* iona Zute boje u Mo®*
iona plave boje. Kemijske jednadzbe (1) i (2) prikazuju reakcije redukcije i nastanak plavog
obojenja. Anionski derivati fosfomolibdene i fosfovolframove kiseline imaju tzv. a - Kegginovu

strukturu, dok plavi kompleks ima strukturu tzv. velikog kotata Mo154. (Barrows i sur., 1985).

(1)  Na;WO4/Na,MoO4 + fenol —» (fenol-MoW 11O40)*

(2) Mo (V1) (2uto obojen) + = — | NEENEENEEEEN

Za referentni standard uobi€ajeno se koristi galna kiselina, iako se mogu koristiti i kafeinska
kiselina, klorogenska kiselina, katehini te ferulna kiselina, a maseni udio ukupnih fenola izrazen

je kao ekvivalent galne kiseline na 100 g suhe biljke (Karadag i sur., 2009).

Priprema reagensa:

1) Natrijev karbonat (20 %, w/v)

2) Folin Ciocalteu reagens (1:2, v/V)

3) Galna kiselina (y=5 g/L)
Za pripremu standardne otopine galne kiseline (y = 5 g/L) izvaze se 250 mg galne
kiseline, otopi u 10 mL 96 %-tnog etanola u tikvici od 50 mL i nadopuni do oznake

destiliranom vodom.

3.2.3.3. Izrada baZdarnog dijagrama galne kiseline

Od otopine standarda galne kiseline (y = 5 g/L) se pripreme razrjedenja standardnih otopina
galne kiseline koncentracija 50, 100, 150, 200, 250 i 500 mg/L na nadin da se iz otopine
standarda galne kiseline otpipetira redom 1, 2, 3, 4, 5i 10 mL alikvot u tikvice od 100 mL koje
se potom nadopune destiliranom vodom do oznake. U staklenu epruvetu se redom otpipetira
125 uL standardne otopine galne kiseline (50 — 500 mg/L), doda se 625 uL Folin-Ciocalteu
reagensa, 10 mL destilirane vode te nakon 3 minute doda 1,9 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promjeSa pomocu Vorteksa, a potom se uzorci termostatiraju 25
minuta pri T = 50 °C u vodenoj kupelji. Za slijepu probu uzima se 125 uL destilirane vode.
Nakon termostatiranja uzoraka mjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm, a potom se
iz izmjerenih vrijednosti nacrta bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o masenoj
koncentraciji galne kiseline (slika 10). Na osi apscisa se nalaze masene koncentracije galne

kiseline, a na osi ordinata vrijednosti izmjerenih apsorbancija pri 765 nm. |z jednadzbe pravca
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izraCunaju se maseni udjeli ukupnih fenola izrazeni kao ekvivalent galne kiseline (mg GAE/100

g suhe biljke).
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Slika 10. Bazdarni dijagram galne kiseline

3.2.3.4. Postupak odredivanja ukupnih fenola

Postupak odredivanja ukupnih fenola jednak je postupku koji se koristi u izradi bazdarnog
dijagrama, razlika je jedino $to se umjesto standarda galne kiseline koristi razriedeni uzorak,
a za slijepu probu destilirana voda. Prilikom mjerenja masenog udjela ukupnih fenola u

hidrolatima ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i komoraca koriSteni su nerazrjedeni uzorci.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Antioksidacijska aktivnost eteri¢nih ulja i hidrolata je odredena FRAP i DPPH metodom.

3.2.4.1. FRAP metodom
Metoda se temelji na reakciji redukcije zuto obojenog kompleksa zeljezo-2,4,6-tripiridil-
striazina (TPTZ) pri éemu nastaje plavo obojeni produkt. Reakcija se odvija u kiselom mediju

pri pH = 3,6, a mjerenje apsorbancije pri 593 nm (Benzie i Strain, 1996).
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Priprema reagensa:

1) Askorbinska kiselina
Za pripremu standardne otopine askorbinske kiseline (y = 100 g/L) izvaze se 10 g
askorbinske kiseline te se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i
nadopuni destiliranom vodom do oznake.

2) FRAP reagens
FRAP reagens priprema se na nacin da se u ¢asi volumena 100 mL pomijeSa 50 mL
acetatnog pufera (¢ = 0,3 M), 5 mL TPTZ reagensa i 5 mL Zeljezo (lll)-klorida
heksahidrata.

3) Acetatni pufer
Za pripremu acetatnog pufera odvaze se 1,55 g natrij-acetat trihidrata te kvantitativho
prenese u tikvicu volumena 500 mL u koju se potpom otpipetira 8 mL ledene octene
kiseline i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

4) TPTZ reagens
Za pripremu TPTZ reagensa odvaze se 0,078 g TPTZ-a u tikvicu od 25 mL te

nadopuni do oznake 40 mM klorovodiénom kiselinom.

3.2.4.1.2. Izrada bazdarnog dijagrama askorbinske kiseline

Od otopine standarda askorbinske kiseline (y = 100 mg/L) pripreme se razrjedenja standardnih
otopina askorbinske kiseline koncentracija 5, 10, 20, 50 mg/L na nacin da se redom otpipetira
0,5, 1, 2, 5 mL alikvota otopine askorbinske kiseline u odmjerne tikvice od 10 mL koje se potom
nadopune destiliranom vodom do oznake. Od svakog razrjedenja otpipetira se po 250 uL
uzorka i 4250 yL FRAP reagensa, dobro promijeSa te termostatira 10 minuta pri 37 °C. Slijepa
proba umjesto uzorka sadrzi destiliranu vodu. Mjeri se apsorbancija pri 593 nm te se iz
dobivenih vrijednosti crta bazdarni dijagram koji prikazuje ovisnost masene koncentracije
askorbinske kiseline na apscisi te vrijednosti apsorbancije na ordinati (slika 11). 1z jednadzbe
pravca izratuna se antioksidacijska aktivnost izraZena kao ekvivalent askorbinske kiseline (mg
AAE/100 g suhe biljke).
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Slika 11. Bazdarni dijagram askorbinske kiseline za odredivanje antioksidacijske

aktivnosti FRAP metodom

3.2.4.1.3. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka jednak je postupku koji se koristi u
izradi bazdarnog dijagrama, razlika je jedino u tome $to se umjesto standarda askorbinske
kiseline koristi razrijedeni uzorak eteriCnog ulja i hidrolata pojedine biljke, a za slijepu probu

otapalo destilirana voda za hidrolate, a za eteri€¢no ulje 96 %-tni etanol.

3.2.4.2. DPPH metodom

Princip odredivanja temelji se na sposobnosti redukcije DPPH radikala u metanolnoj otopini,
pri Cemu dolazi do sparivanja nesparenog elektrona i prelaska stabilnog dusikovog radikala u
ljubiCastu boju. Reakcija se oc€ituje promjenom boje iz ljubiCaste u zutu, Sto se

spektrofotometrijski prati kao pad apsorbancije pri 517 nm (Brand-Williams i sur., 1995).

Priprema reagensa:

1) DPPH reagens (c = 0,094 mM)
0.094 mM DPPH reagens priprema se na nacin da se odvaze 0,0019 g DPPH u

ladicu za vaganje te kvantitativno prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te
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nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom i uva u zatvorenoj tikvici na tamnom

mjestu.

3.2.4.2.2. Izrada bazdarnog dijagrama askorbinske kiseline

Od otopine standarda askorbinske kiseline ( y = 100 mg/L) pripreme se razrjedenja standardnih
otopina askorbinske kiseline masenih koncentracija 20, 40, 60, 80 i 100 mg/L na nadin da se
redom otpipetira 2, 4, 6, 8 i 10 mL alikvot otopine askorbinske kiseline u odmjerne tikvice od
10 mL te se do oznake nadopune destiliranom vodom. Od svakog razrjedenja uzme se po 100
WL otopine i 3,9 mL 0,094 mM otopine DPPH. Slijepa proba umjesto uzorka sadrZi isti volumen
100 %-tnog metanola. Pripremljeni uzorci ostave se 30 minuta u mraku na sobnoj temperaturi
nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm te se iz dobivenih vrijednosti apsorbancije radi
bazdarni dijagram ovisnosti masene koncentracije askorbinske kiseline na apscisi i
vrijednostima izraCunatim kao razlika slijepe probe i apsorbancije na ordinati (slika 12). Iz
jednadzbe pravca izraCuna se antioksidacijska aktivnost izrazena kao ekvivalent askorbinske
kiseline (mg AAE/100 g suhe biljke).
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Slika 12. Bazdarni dijagram askorbinske kiseline za odredivanje antioksidacijske

aktivnosti DPPH metodom
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3.2.4.2.3. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzoraka jednak je postupku koji se koristi u
izradi bazdarnog dijagrama, razlika je jedino u tome $to se umjesto standarda askorbinske
kiseline koristi razrijedeni uzorak etericnog ulja i hidrolata pojedine biljke, a za slijepu probu

metanol.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Nakon provedene izolacije eteri¢nih ulja ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i komoraca
odvojena su eteri¢na ulja i hidrolati. Uzorci eteri¢nih ulja navedenih biljaka Cuvani su u smedim
staklenim boc¢icama, a hidrolati u staklenim bo€icama pri sobnoj temperaturi u mraku. Tijekom
vremenskog perioda od 90 dana, nakon odredenog broja dana ¢uvanja (0., 7., 14., 21., 30.,
60. i 90. dan) odredeni su spektrofotometrijski maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva u
hidrolatu i antioksidacijska aktivnost (FRAP i DPPH metodom) u eteri€nim uljima i hidrolatima.
Tijekom istraZivanja kemijske analize eteri¢nih uljai hidrolata ruzmarina, lovora, bosilja, kadulje
i komoraca cilj je bio utvrditi mijenja li se maseni udio ukupnih fenola i antioksidacijska aktivnost
eteriCnih ulja i hidrolata kroz period Cuvanja od 90 dana, skladiStenjem pri sobnoj temperaturi

u mraku.

Rezultati su prikazani redom za svaku biljku (ruzmarin, lovor, bosiljak, kadulja, komorac),
spektrofotometrijskom metodom su odredeni: maseni udijeli ukupnih fenolnih spojeva u
hidrolatu, antioksidacijska aktivhost FRAP metodom i antioksidacijska aktivhost DPPH
metodom u hidrolatu i etericnom ulju kroz period ¢uvanja od 90 dana, nakon 0., 7., 14., 21,
30., 60. i 90. dana ¢uvanja pri sobnoj temperaturi u mraku. Dobiveni rezultati masenog udjela
ukupnih fenolnih spojeva u hidrolatima pojedine biljke izrazeni su kao mg ekvivalenta galne
kiseline (GAE) na 100 g suhe biljke, a vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP i
DPPH metodom za eteri¢no ulje i hidrolat pojedine biljke izrazeni su kao mg ekvivalenta
askorbinske kiseline (AAE) na 100 g suhe biljke.
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4.1. RUZMARIN

U hidrolatu ruzmarina su odredeni ukupni fenolni spojevi i rezultati su prikazani grafi¢ki na slici

13, a rezultati odredene antioksidacijske aktivnosti na slikama 14 i 15.

4.1.1. Hidrolat ruzmarina
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Slika 13. Grafi¢ki prikaz rezultata masenog udjela ukupnih fenola (mg GAE/100 g suhe

biljike) u hidrolatu ruzmarina u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 14. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) FRAP metodom u hidrolatu ruzmarina u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
bilike) DPPH metodom u hidrolatu ruzmarina u vremenskom periodu od 90 dana.

4.1.2. Eteri¢no ulje ruzmarina

U eteri¢nom ulju ruzmarina odredena je antioksidacijska aktivnost, a rezultati su prikazani na
slikama 16§ 17.
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Slika 16. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

mg AAE / 100 g bilike
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biljike) FRAP metodom u etericnom ulju ruzmarina u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 17. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljke) DPPH metodom u eteri€nom ulju ruzmarina u vremenskom periodu od 90 dana.

U hidrolatu ruzmarina su odredeni ukupni fenolni spojevi od 2,7 do 1,1 mg GAE/100 g suhe
bilijke kroz vremenski period od 90 dana, nakon 0., 7., 14., 21., 28., 60. i 90. dana (slika 13). 0.
dan maseni udio ukupnih fenolnih spojeva u hidrolatu ruzmarina iznosi 2,3 mg GAE/100 g suhe
bilike, 14. dan je odreden maksimum od 2,7 mg GAE/100 g suhe biljke te 90. dan je odreden
najmanji maseni udio ukupnih fenolnih spojeva od 1,1 mg GAE/100 g suhe biljke. Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti hidrolata ruzmarina odredene FRAP metodom smanijuje se od 3 mg
AAE/100 g suhe biljke (0. dan) do 0,5 mg AAE/100 g suhe biljke (90. dan) u vremenskom
intervalu od 90 dana. Iz dijagrama (slika 14) se vidi da vrijednost antioksidacijske aktivnosti
hidrolata ruzmarina odredenog FRAP metodom opada nakon 14 dana Cuvanja na 2 mg
GAE/100 g suhe biljke, odnosno nakon 60 dana na 1 mg GAE/100 g suhe biljke. Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti hidrolata ruzmarina odredene DPPH metodom smanjuju se od 3 mg
AAE/100 g suhe biljke do 1 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana, a
prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan Cuvanja. Iz dijagrama (slika 15) se
vidi da vrijednosti antioksidacijske aktivnosti izmjerene DPPH metodom opadaju nakon 30
dana ¢uvanja. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteriénog ulja ruzmarina odredene FRAP
metodom smanijuju se od 33 mg AAE/100 g suhe bilike do 8 mg AAE/100 g suhe biljke u
vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan
Cuvanja. |z dijagrama (slika 16) se vidi da vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja
ruzmarina odredene FRAP metodom znatno opada nakon 7 dana Cuvanja. Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti eteri€nog ulja ruzmarina odredene DPPH metodom smanjuju se od
16 mg AAE/100 g suhe biljke do 10 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90
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dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja. |1z dijagrama (slika
17) se vidi da vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteri¢nog ulja ruzmarina odredene DPPH
metodom smanjuju nakon 14 dana te daljnjim Cuvanjem do 90 dana imaju stalnu vrijednost od
11 mg AAE/100 g suhe biljke. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP i DPPH
metodom u hidrolatu ruZzmarina imaju vrlo sli¢ne vrijednosti i postepen pad antioksidacijske
aktivnosti. Rezultati antioksidacijske aktivnosti eterichog ulja ruzmarina odredene FRAP
metodom 0. dan analize duplo su vec¢e (33 mg AAE/100 g suhe biljke) od onih odredenih
DPPH metodom (16 mg AAE/100 g suhe biljke), dok nakon 14 dana analize dobivene
vrijednosti ove dvije metode vrlo su sli¢ne. Za detaljniju usporedbu trebala bi se provesti barem
jo§ jedna dodatna metoda mijerenja antioksidacijske aktivnosti kako bi lakSe usporedili
dobivene rezultate te utvrdivanje koja metoda pokazuje to€nije vrijednosti antioksidacijske

aktivnosti.

Lahmar i sur. (2023) odredili su maseni udio ukupnih fenolnih spojeva Folin-Ciocalteu
metodom i dobili vrijednost od 55,76 ug GAE/ mL hidrolata. Wojdylo i sur. (2007) odredili su
maseni udio ukupnih fenola €ija vrijednost iznosi 1,71 mg GAE/100 g suhe bilike iz ¢ega
mozemo zaklju€iti da su dobivene vrijednosti masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu
ruzmarina dobivene za 0. dan usporedive s drugim autorima. Zbog manjka literaturnih
podataka masenog udjela fenolnih spojeva kroz vremenski period, vrijednosti su usporedene
s 0. dan mjerenja. Dobiveni rezultati pokazuju pad masenog udjela fenolnih spojeva kroz
period od 90 dana. U literaturnim podacima o antioksidacijskoj aktivnosti etericnog ulja i
hidrolata ruzmarina su prikazani rezultati u drugim ekvivalentnim mjernim jedinicama ovih
rezultata i sve spomenute vrijednosti su usporedene s 0. danom mjerenja. Hiregoudar i sur.
(2023) odredili su antioksidacijsku aktivhost etericnog ulja ruzmarina. Rezultati
antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom iznose IC50 = 48,17 + 0,16 %, a za
FRAP metodu IC50 = 49,19 + 0,16 %. Prema Zaouali i sur. (2010) vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti eteri¢nog ulja ruzmarina odredene DPPH metodom iznose IC50 = 26,5 + 1,1 yL/mL
ekstrakta, a vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom 17,76 mmol/L
ekstrakta. Pregledom literature, sliénu metodu odredivanja vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti koristili su Christaki i sur. (2022). Razlika je u tome Sto se rezultati u ovom radu
referiraju na askorbinsku kiselinu (AAE) za odredivanje vrijednosti antioksidacijske aktivnosti,
dok u prethodno spomenutom radu prema ekvivalentu Troloxa (TE). Vrijednost
antioksidacijske aktivnhosti odredene FRAP metodom u radu iz 2022. godine iznosi 32,21 +
0,70 mg TE/g ekstrakta, a vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredena DPPH metodom
47,87 + 0,70 mg TE/g ekstrakta. Vrijednost antioksidacijske aktivnosti hidrolata ruzmarina u
literaturnim podacima nije nadena za FRAP metodu dok vrijednost antioksidacijske aktivnosti
odredena DPPH metodom prema Gaspar-Pintiliesc i sur. (2022) iznosi 11,80 + 0.59 uM TE/g
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suhe biljke. Dakle, moze se zakljuciti da hidrolat i eteri¢no ulje ruzZmarina posjeduje snaznu

antioksidacijsku aktivnost to je potvrdeno i dobivenim rezultatima.

Iz prikazanih rezultata odredenog masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu ruzmarina, s
vremenom C¢uvanja hidrolata maseni udio fenolnih spojeva se smanjuje narocito nakon 60.
dana ¢uvanja (od 2.3 do 1,1 mg GAE/100 g suhe biljke).

Iz prikazanih rezultata odredene antioksidacijske aktivnosti FRAP i DPPH metodom u hidrolatu
ruzmarina, s vremenom cuvanja hidrolata antioksidacijska aktivnost se smanjuje narocito
nakon 30. dana ¢uvanja (od 3 do 1 mg AAE/100 g suhe biljke). U eteriénom ulju ruzmarina
takoder dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivhosti FRAP i DPPH metodom. FRAP
metodom odredena antioksidacijska aktivnost se smanjuje ve¢ 7. dan (od 33 do 23 mg
AAE/100 g suhe biljke), nakon 14. dana pada na 12 i do 90. dana lagano pada (od 12 do 11
mg AAE/100 g suhe biljke). DPPH metodom odredena antioksidacijska aktivnost se smanjuje

ve¢ 7. dan (od 16 do 12 mg AAE/100 g suhe biljke) i daljnjim uvanjem se znacajnije ne mijenja.

4.2. LOVOR
4.2.1. Hidrolat lovora

U hidrolatu lovora su odredeni ukupni fenolni spojevi i rezultati su prikazani grafi¢ki na slici 18,
a rezultati odredene antioksidacijske aktivnosti na slikama 19 i 20.
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Slika 18. Graficki prikaz rezultata masenog udjela ukupnih fenola (mg GAE/100 g suhe

bilike) u hidrolatu lovora u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 19. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljke) FRAP metodom u hidrolatu lovora u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 20. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljike) DPPH metodom u hidrolatu lovora u vremenskom periodu od 90 dana.
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4.2.2. Eteri¢no ulje lovora

U eterichom ulju lovora odredena je antioksidacijska aktivnost, a rezultati su prikazani na
slikama 21 i 22.
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) FRAP metodom u etericnom ulju lovora u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 22. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) DPPH metodom u etericnom ulju lovora u vremenskom periodu od 90 dana.
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U hidrolatu lovora su odredeni ukupni fenolni spojevi od 27,3 do 18,5 mg GAE/100 g suhe
biljke u vremenskom periodu od 90 dana, mjerenjem nakon 0., 7., 14., 21., 30., 60. i 90. dana.
Iz dijagrama (slika 18) se vidi da maseni udio ukupnih fenola u hidrolatu lovora blago pada
nakon 60. dana, a najmanja odredena vrijednost je 18,5 mg GAE/100 g suhe biljke nakon 90.
dana ¢uvanja. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti hidrolata lovora odredene FRAP metodom
smanijuju se od 23 mg AAE/100 g suhe biljke do 0,5 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom
intervalu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene 0. i 90. dan ¢uvanja. Nagli
pad antioksidacijske aktivnosti hidrolata lovora odredene FRAP metodom vidljiv je nakon 14
dana analize, dolazi do smanjenja od 23 do 2 mg AAE/100 g suhe biljke (slika 19). Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti hidrolata lovora odredene DPPH metodom smanjuju se od
maksimalne 27 mg AAE/100 g suhe biljke do 3 mg AAE/100 g suhe bilijke u vremenskom
periodu od 90 dana, gdje je maksimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti hidrolata lovora
izmjerena 7. dan Cuvanja. Pad vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu lovora
izmjerene DPPH metodom vidljiv je nakon 21. dana, dolazi do smanjenja od 21 do 13 mg
AAE/100 g suhe biljke (slika 20). Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja lovora
odredene FRAP metodom smanjuju se od 213 mg AAE/100 g suhe biljke do 64 mg AAE/100
g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene
su 0. 90. dan €uvanja. |1z dijagrama se vidi da vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteri¢nog
ulja ruzmarina odredene FRAP metodom postepeno opadaju, a najveci pad zabiljeZzen je
nakon 21 dana €uvanja, kada dolazi do smanjenja od 213 do 108 mg AAE/100 g suhe biljke
(slika 21). Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja lovora odredene DPPH
metodom smanjuju se od 132 mg AAE/100 g biljke do 75 mg AAE/100 g biljke u vremenskom
periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja. Iz
dijagrama (slika 22) vidi se da vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja lovora
odredene DPPH metodom blago opadaju nakon 14 dana ¢uvanja. Rezultati antioksidacijske
aktivnosti odredene FRAP i DPPH metodom za hidrolat lovora blago se razlikuju, ali u obje je
vidljiv pad antioksidacijske aktivnosti. Rezultati antioksidacijske aktivhosti odredene FRAP i
DPPH metodom eteriCnog ulja lovora prate istu crtu trenda s razlikama u pocetnim
vrijednostima antioksidacijske aktivnosti gdje je vrijednost antioksidacijske aktivnosti izmjerene
FRAP metodom za 60 % vec¢a nego vrijednosti antioksidacijske aktivnosti izmjerena DPPH
metodom. Za bolju validaciju rezultata trebala bi se uvesti dodatna metoda kako bi se bolje

moglo usporediti dobivene vrijednosti ovih dvaju metoda i procijeniti koja metoda je tocnija.

Prema literaturnim podacima maseni udio ukupnih fenolnih spojeva u hidrolatu lovora iznosi
2,272 mg GAE/g bilike prema Male$ i sur. (2022) Sto je veca vrijednost u usporedbi sa
dobivenim u ovom radu koji iznosi 25,7 mg GAE/100 g suhe bilijke §to moze biti razlog sam

postupak destilacije ali i priroda samog biljnog materijala kao i geografsko podrijetio.
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Vrijednosti masenog udjela ukupnih fenolnih spojeva usporedene su 0. dan mjerenja obzirom
da nema navedene literature kroz vremenski period. Vrijednost antioksidacijske aktivnosti u
etericnom ulju lovora prema Chrysargyris i sur. (2020) za DPPH metodu iznosi 32,51 + 5,53
mg TE/g biljike, dok za FRAP metodu iznosi 15,59 + 1,22 mg TE/g biljke. Nisu nadeni
znanstveni radovi koji su ekvivalentni usporedbi s dobivenim podacima obzirom na razli€iti
nacin izrazavanja mijernih jedinica, takoder nema dostupnih podataka o vrijednostima
antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP i DPPH metodom kroz odredeni vremenski period
te vrijednosti antioksidacijske vrijednosti odredene FRAP i DPPH metodom za hidrolat lovora.
Medutim, u literaturnim navodima je dokazana antioksidacijska aktivnost hidrolata i eteri¢nog
ulja lovora $to je potvrdeno dobivenim rezultatima provedenih analiza prikazanih u ovom radu.
Podaci dobiveni u ovom radu pokazuju pad vrijednosti antioksidacijske aktivnosti kroz

vremenski period od 90 dana i za hidrolat i eteri¢no ulje lovora.

Iz prikazanih rezultata odredenog masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu lovora, s
vremenom Cuvanja hidrolata maseni udio fenolnih spojeva do 60 dana Cuvanja se kre¢e u
rasponu od 27,3 do 24,2 mg GAE/100 g suhe biljke, s nesto ve¢im smanjenjem nakon 90.
dana od 18,5 mg GAE/100 g suhe biljke.

Iz prikazanih rezultata odredene antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom u hidrolatu lovora,
s vremenom ¢uvanja hidrolata antioksidacijska aktivnost se smanjuje narocito nakon 14 dana
¢uvanja (od 23 do 2 mg AAE/100 g suhe biljke) te nakon 90 dana od 0,5 mg GAE/100 g suhe
biljike. DPPH metodom, antioksidacijska aktivhost se smanijuje tek nakon 21 dana od 21 do 13
mg GAE/100 g suhe biljke, s znacajnijim padom nakon 90 dana od 3 mg GAE/100 g suhe
bilike. U etericnom ulju lovora takoder dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti FRAP i
DPPH metodom. FRAP metodom odredena antioksidacijska aktivnost se postepeno smanijuje,
s znacajnim padom nakon 21. dana od 213 do 108 mg AAE/100 g suhe bilike, a DPPH
metodom od 132 do 75 mg AAE/100 g suhe biljke, s zna¢ajnim padom nakon 14. dana od 88
mg AAE/100 g suhe biljke.
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4.3. BOSILJAK
4.3.1. Hidrolat bosilika

U hidrolatu bosiljka su odredeni ukupni fenolni spojevi i rezultati su prikazani grafi¢ki na slici
23, a rezultati odredene antioksidacijske aktivnosti na slikama 24 i 25.
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Slika 23. Grafi¢ki prikaz rezultata masenog udjela fenola (mg GAE/100 g suhe biljke) u
hidrolatu bosiljka u vremenskom periodu od 90 dana.

40 36
35
30
25
20
15

10

12 12

mg AAE / 100 g bilike

ol
)]

- .
14 21

dani 90

Slika 24. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
bilike) FRAP metodom u hidrolatu bosiljka u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 25. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljike) DPPH metodom u hidrolatu bosiljka u vremenskom periodu od 90 dana.

4.3.2. Eteri¢no ulje bosiljka

U eteri€¢nom ulju bosiljka odredena je antioksidacijska aktivnost, a rezultati su prikazani na

slikama 26 i 27.
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Slika 26. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

bilike) FRAP metodom u eterichom ulju bosiljka u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 27. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

bilike) DPPH metodom u eteri¢nom ulju bosiljka u vremenskom periodu od 90 dana.

U hidrolatu bosiljka su odredeni maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva od 21,3 do 11,6 mg
GAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana, nakon 0., 7., 14., 21., 28., 60. i 90.
dana. Rezultati (slika 23) pokazuju blagi pad masenog udjela ukupnih fenolnih spojeva nakon
90 dana ¢uvanja. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu bosiljka odredene FRAP
metodom smanijuju se od 36 mg AAE/100 g suhe biljke do 5 mg AAE/100 g suhe bilijke u
vremenskom periodu od 90 dana, prilikom ¢ega su prethodno navedene vrijednosti izmjerene
0. 90. dan ¢uvanja. Nagli pad antioksidacijske vrijednosti hidrolata bosiljka odredene FRAP
metodom vidljiv je ve¢ nakon 7. dana ¢uvanja (12 mg AAE/100 g suhe biljke), dok najmanja
izmjerena vrijednost od 1 mg AAE/100 g suhe biljke odredena je 60. dan (slika 24). Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu bosiljka odredene DPPH metodom kre¢u se od 14 mg
AAE/100 g suhe biljke do 16 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana,
prilikom €ega su prethodno navedene vrijednosti izmjerene 0. i 90. dan Cuvanja. Rezultati
pokazuju (slika 25) konstantne vrijednosti bez pada antioksidacijske aktivnosti. Usporedbom
rezultata antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu bosiljka FRAP i DPPH metodom vidljivo je da
se rezultati uvelike razlikuju, stoga je potrebno napraviti dodatno ispitivanje sa jo$ jednom
metodom kako bi rezultati bili usporedivi. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteri¢nog ulja
bosiljka odredene FRAP metodom smanjuju se od 23 mg AAE/100 g suhe biljke do 11 mg
AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti
izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja. Pad antioksidacijske aktivnosti eteri€cnog ulja bosiljka
odredene FRAP metodom vidljiv je 7. dan analize (14 mg AAE/100 g suhe biljke) (slika 26).
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Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eterichog ulja bosiljka odredene DPPH metodom
smanjuju se od 25 mg AAE/100 g bilike do 7 mg AAE/100 g biljke u vremenskom periodu od
90 dana (slika 27), a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja.
Usporedbom rezultata antioksidacijske aktivnosti eteriCnog ulja bosiljka odredene FRAP i
DPPH metodom vidljiva je sli¢nost izmedu pocetne i konacne vrijednosti s najve¢om razlikom

u vrijednostima 21. i 30. dan analize.

Uyoh i sur. (2013) odredili su maseni udio ukupnih fenola u ekstraktu bosiljka podrijetiom iz
Nigerije Cija vrijednost iznosi 27,41 mg GAE/g suhe biljke, Sto iznosi viSe nego u hidrolatu
bosiljka s obzirom da su u hidrolatu prisutni i drugi spojevi kao npr. hlapljivi spojevi. Vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti u etericnom ulju bosiljka odredili su Skrypnik i sur. (2019) DPPH
metodom od 11.59 + 0.44 mg TE/g ekstrakta, te FRAP metodom od 20.75 + 0.93 mg TE/g
ekstrakta. U literaturi nisu pronadeni rezultati drugih autora izraZenih u ekvivalentnim mjernim
jedinicama obzirom na rezultate dobivene u ovom radu. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti
u hidrolatu bosilika FRAP metodom odredivali su Dragicevic i sur. (2024) te dobili vrijednost
antioksidacijske aktivnosti od 392 + 16.299 mmol Fe?*/L hidrolata. Takoder, sli¢no istrazivanje
proveli su Xylia i sur. (2024) koji su ispitivali vrijednost antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu
bosilijka DPPH i FRAP metodom Cije vrijednosti analize iznose 7.92 + 1.07 mg TE/g biljke za
DPPH metodu te 10.75 £ 1.24 mg TE/g biljke za FRAP metodu. lako su rezultati prikazani u
drugim ekvivalentnim mjernim jedinicama, vidljivo je da hidrolat i etericno ulje bosiljka
posjeduje snaznu antioksidacijsku aktivhost Sto je potvrdeno provedenim analizama i

rezultatima prikazanim u ovom radu.

Iz prikazanih rezultata odredenog masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu bosiljka, s
vremenom Cuvanja hidrolata maseni udio fenolnih spojeva do 60. dana ¢uvanja se kreée u
rasponu od 21,3 do 17,9 mg GAE/100 g suhe biljke, s nesto ve¢im smanjenjem nakon 90.
dana od 11,3 mg GAE/100 g suhe biljke.

Iz prikazanih rezultata odredene antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom u hidrolatu
bosiljka, s vr.emenom €uvanja hidrolata antioksidacijska aktivnost se smanjuje narocito nakon
7 dana ¢uvanja (od 36 do 12 mg AAE/100 g suhe biljke) te nakon 90 dana od 5 mg GAE/100
g suhe biljke. DPPH metodom, antioksidacijska aktivnost se kretala od 16 do 14 mg GAE/100
g suhe biljke te bi svakako trebalo provesti odredivanje antioksidacijske aktivnosti jos jednom
metodom kako bi se sa sigurno$¢u mogli potvrditi dobiveni rezultati. U etericnom ulju bosiljka
takoder dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivhosti FRAP i DPPH metodom. FRAP
metodom odredena antioksidacijska aktivhost se postepeno smanjuje, s znaajnim padom
nakon 7. dana od 23 do 14 mg AAE/100 g suhe biljke, a DPPH metodom od 25 do 7 mg
AAE/100 g suhe biljke, s zna€ajnim padom nakon 21. dana od 2 mg AAE/100 g suhe biljke.
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4.4. KADULJA

4.4.1. Hidrolat kadulje

U hidrolatu kadulje su odredeni ukupni fenolni spojevi i rezultati su prikazani graficki na slici

28, a rezultati odredene antioksidacijske aktivnosti na slikama 29 i 30.
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Slika 28. Grafi¢ki prikaz rezultata masenog udjela ukupnih fenola (mg GAE/100 g suhe

bilijke) u hidrolatu kadulje u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 29. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

bilike) FRAP metodom u hidrolatu kadulje u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 30. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) DPPH metodom u hidrolatu kadulje u vremenskom periodu od 90 dana.

4.4.2. Eteri¢no ulje kadulje

U etericnom ulju kadulje odredena je antioksidacijska aktivnost, a rezultati su prikazani na
slikama 31 i 32.
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Slika 31. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
bilike) FRAP metodom u eteri€nom ulju kadulje u vremenskom periodu od 90 dana.

44



50
45
40
35
30
25

46
23
21
20
15 13
10
5
0
0
7
14 21

dani

mg AAE / 100 g bilike

: : 8'
30
60 90

Slika 32. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljke) DPPH metodom u eteri¢nom ulju kadulje u vremenskom periodu od 90 dana.

U hidrolatu kadulje su odredeni maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva od maksimalne
vrijednosti 5,1 mg GAE/100 g suhe biljke izmjerene 0. dan do 1,5 mg GAE/100 g suhe biljke
izmjerene 90. dan analize. Pad vrijednosti masenog udjela fenolnih spojeva u hidrolatu kadulje
vidljiv je 7. dan analize. Vrijednosti antioksidacijske vrijednosti u hidrolatu kadulje izmjerene
FRAP metodom smanijuju se od 11 mg AAE/100 g suhe biljke do 0,3 mg AAE/100 g suhe bilike
u vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90.
dan. Nagli pad vrijednosti antioksidacijske aktivnost izmjerene FRAP metodom u hidrolatu
kadulje vidljive su 7. dan analize. Vrijednosti antioksidacijske vrijednosti u hidrolatu kadulje
izmjerene DPPH metodom smanijuju se od 68 mg AAE/100 g suhe bilijke do 3 mg AAE/100 g
suhe biljke, a najveci pad vidljiv je 7. dan analize. Usporedbom rezultata FRAP i DPPH analize
za odredivanje antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu kadulje razlikuju se u pocCetnim
vrijednostima gdje je vrijednost antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu kadulje izmjerene DPPH
metodom Sest puta veca nego vrijednost antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu kadulje
izmjerena FRAP metodom. Oba dijagrama pokazuju pad vrijednosti 7. dan analize te sli¢ne
vrijednost do 90. dana analize. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteri€nog ulja kadulje
odredene FRAP metodom smanjuju se od 24 mg AAE/100 g suhe bilike do 2 mg AAE/100 g
suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene
su 0. 90. dan Cuvanja. Pad antioksidacijske vrijednosti u etericnom ulju kadulje vidljiv je nakon
30 dana ¢uvanja (9 mg AAE/100 g suhe biljke). Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog
ulja kadulje odredene DPPH metodom smanjuju se od 46 mg AAE/100 g biljke do 8 mg

AAE/100 g bilike u vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti
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izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja. Pad vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u etericnom ulju
kadulje izmjerene DPPH metodom vidljiv je 30. dan analize (4 mg AAE/100 g suhe biljke).
Usporedbom rezultata FRAP i DPPH metode za odredivanje vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti u etericnom ulju kadulje vidljivo je da su sli¢ni rezultati, jedina razlika je u vrijednosti

antioksidacijske aktivnosti odredene 0. dan analize.

Vrijednost masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu kadulje prema Wojdylo i sur. (2007)
iznosi 8,25 mg GAE/100 g suhe biljke to je priblizno dobivenom rezultatu od 5,1 mg GAE/100
g suhe biljke. Prema drugim autorima (Chrisaki i sur., 2022) koji su kao ekvivalent koristili
kafeinsku kiselinu (CAE) te se prema njoj izrazili maseni udio fenolnih spojeva u hidrolatu
kadulje iznosi 325,49 + 17,05 mg CAE/100 g suhe biljke. Obzirom da nema literaturnih
podataka za vrijednosti masenog udjela fenolnih spojeva kroz vremenski period, rezultati se
usporeduju na temelju 0. dana mjerenja. Takoder odredili su i vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti u etericnom ulju kadulje DPPH metodom i FRAP metodom. Rezultati DPPH metode
pokazuju vrijednost od 49,61 + 0,52 mg TE/g suhe biljke, a FRAP metode 30,07 £ 1,84 mg
TE/g suhe bilike. Vrijednost antioksidacijske aktivnosti hidrolata kadulje odredene DPPH
metodom prema Gaspar-Pintiliesc i sur. (2022) iznosi 11,77 £ 0,63 uM TE/g suhe biljke, dok
su Boualam i sur. (2024) dobili vrijednost za DDPH metodu IC50 = 87,194 + 2,72 pg/mL.
Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti hidrolata kadulje odredene FRAP metodom nisu
pronadeni u literaturi. lako prema literaturnim podacima nisu pronadeni rezultati iskazani u
mjernim jedinicama u kojim su iskazani u ovome radu gdje se kao standard Kkoristila
askorbinska kiselina, moze se zakljuciti da hidrolat i etericno ulje kadulje posjeduju snaznu

antioksidacijsku aktivnost.

Iz prikazanih rezultata odredenog masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu kadulje, s
vremenom c¢uvanja hidrolata maseni udio fenolnih spojeva do 90 dana €uvanja se krec¢e u
rasponu od 5,1 do 1,2 mg GAE/100 g suhe biljke, s nesto ve¢im smanjenjem nakon 60. dana
od 1,2 mg GAE/100 g suhe biljke.

Iz prikazanih rezultata odredene antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom u hidrolatu
kadulje, s vremenom ¢uvanja hidrolata antioksidacijska aktivnost se smanjuje narocito nakon
7. dana ¢uvanja (od 11 do 2 mg AAE/100 g suhe biljke) te nakon 90. dana od 0,3 mg GAE/100
g suhe biljke. DPPH metodom, antioksidacijska aktivnost se kretala od 68 do 3 mg GAE/100
g, s padom nakon 7. dana (6 mg AAE/100 g suhe biljke). U etericnom ulju kadulje takoder
dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti FRAP i DPPH metodom. FRAP metodom
odredena antioksidacijska aktivnost se postepeno smanjuje, s znac¢ajnim padom nakon 30.
dana od 24 do 9 mg AAE/100 g suhe biljke, a DPPH metodom od 46 do 8 mg AAE/100 g suhe
biljke, s znacajnim padom nakon 30. dana od 4 mg AAE/100 g suhe biljke.
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4.5. KOMORAC
4.5.1. Hidrolat komoraca

U hidrolatu komoraca su odredeni ukupni fenolni spojevi i rezultati su prikazani graficki na slici
33, a rezultati odredene antioksidacijske aktivnosti na slikama 34 i 35.
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Slika 33. Graficki prikaz rezultata masenog udjela ukupnih fenola (mg GAE/100 g suhe
biljke) u hidrolatu komoraca u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 34. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) FRAP metodom u hidrolatu komora€a u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 35. Grafi¢ki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
bilike) DPPH metodom u hidrolatu komorac¢a u vremenskom periodu od 90 dana.

4.5.2. Eteri¢no ulje komoraca

U etericnom ulju komora¢a odredena je antioksidacijska aktivnost, a rezultati su prikazani na
slikama 36 i 37.
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Slika 36. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe
biljke) FRAP metodom u eterichom ulju komoraca u vremenskom periodu od 90 dana.
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Slika 37. Graficki prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti (mg AAE/100 g suhe

biljke) DPPH metodom u etericnom ulju komora¢a u vremenskom periodu od 90 dana.

U hidrolatu komoraca su odredeni maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva od 3,9 do 1,5
mg GAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana. Blagi pad vrijednosti masenog
udjela fenolnih spojeva u hidrolatu komoraga vidljiv je 14. dan analize. Vrijednosti
antioksidacijske vrijednosti u hidrolatu komorac¢a izmjerene FRAP metodom smanjuju se od 8
mg AAE/100 g suhe biljke do 2 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90 dana,
a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan. Iz dijagrama je vidljivo da
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu komoraca pada ve¢ nakon 7 dana. Vrijednosti
antioksidacijske vrijednosti u hidrolatu komorac¢a izmjerene DPPH metodom smanjuju se od
81 mg AAE/100 g suhe biljke do 1 mg AAE/100 g suhe biljke u vremenskom periodu od 90
dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan. Znatni pad vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti zabiljezen je 7. dan analize (36 mg AAE/100 g suhe biljke).
Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja komorata odredene FRAP metodom
smanjuju se od 20 mg AAE/100 g suhe biljke do 4 mg AAE/100 g suhe bilijke u vremenskom
periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan ¢uvanja. Iz
dijagrama se moze ocitati pad antioksidacijske aktivnosti u etericnom ulju komorac¢a nakon 60.
dana analize. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteriénog ulja komorac¢a odredene DPPH
metodom smanjuju se od 180 mg AAE/100 g suhe biljke do 6 mg AAE/100 g suhe biljke u
vremenskom periodu od 90 dana, a prethodno navedene vrijednosti izmjerene su 0. i 90. dan

¢uvanja. Znatni pad vrijednosti antioksidacijske aktivnosti zabiljeZzen je 21. dan analize (2 mg
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AAE/100 g suhe biljke). Usporedbom rezultata vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u
etericnom ulju komora¢a odredene FRAP i DPPH metodom vidljiva je velika razlika u
dobivenim vrijednostima gdje je pocetna vrijednost antioksidacijske aktivnosti etericnog ulja
komoraca odredenog DPPH metodom deset puta ve¢a od one odredene FRAP metodom.
Obzirom da se rezultati razlikuju potrebno je napraviti tre¢u referentnu metodu kako bi vidjeli

koji rezultati su relevantniji.

Pocetna vrijednost masenog udjela fenolnih spojeva u hidrolatu komoraca koja iznosi 3,02 mg
GAE/100 g biljke te se u velikoj mjeri ne razlikuje u usporedbi s drugim autorima. Bano i sur.
(2016) odredili su ukupni maseni udio fenolnih spojeva u hidrolatu komorac¢a od 3,48 + 4,2 mg
GAE/100 g suhe bilike, a Roby i sur. (2013) su dobili sliénu vrijednost koja iznosi 3,0 £ 2,6 mg
GAE/100 g biljke. Prethodno navedene vrijednosti usporedene su 0.dan mjerenja obzirom da
nema dostupnih literaturnih podataka za maseni udio fenolnih spojeva hidrolata komoraéa kroz
vremenski period. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti eteri¢nog ulja komora¢a odredene
DPPH i FRAP metodom objavljene su u radu Sharopov i sur. (2017). Za DPPH metodu
vrijednost iznosi ICso = 15,6 + 1,1 g/L, a za FRAP metodu 194 + 18 uM Fe?*'mg ekstrakta.
Prema drugim autorima, vrijednost antioksidacijske aktivnosti u etericnom ulju komoraca
odredene FRAP metodom iznosi 1,11 + 0,08 uM Fe?*/L, DPPH metodom 2,00 + 0,17 %
inhibicije. Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu komoraa odredene FRAP
metodom iznosi 1,16 + 0,15 uM Fe?*/L, DPPH metodom 2,17 + 0,13 % inhibicije. U literaturi
nisu pronadene vrijednosti antioksidacijske aktivhosti odredene DPPH i FRAP metodom
usporedive s dobivenim vrijednostima eteri¢nog ulja i hidrolata komora¢a odredene u ovom
rada zbog razli€itih izrazavanja mjernih jedinica, ali prikazom dobivenih rezultata dokazana je

antioksidacijska aktivnost eteri¢nog ulja i hidrolata komoraca.

Iz prikazanih rezultata odredenog masenog udjela ukupnih fenola u hidrolatu komoraca, s
vremenom c¢uvanja hidrolata maseni udio fenolnih spojeva do 90 dana €uvanja se krec¢e u
rasponu od 3,9 do 1,5 mg GAE/100 g suhe biljke, s nesto ve¢im smanjenjem nakon 21. dana
od 1,5 mg GAE/100 g suhe biljke.

Iz prikazanih rezultata odredene antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom u hidrolatu
komora€a, s vremenom ¢€uvanja hidrolata antioksidacijska aktivhost se smanjuje narocito
nakon 7 dana Cuvanja (od 8 do 1 mg AAE/100 g suhe biljke) te nakon 60 i 90 dana od 2 mg
GAE/100 g suhe biljke. DPPH metodom, antioksidacijska aktivnost se kretala od 81 do 1 mg
GAE/100 g, s padom nakon 7 dana (36 mg AAE/100 g suhe biljke) i nakon 21 dana (1 mg
AAE/100 g suhe bilike). U etericnom ulju komoraCa takoder dolazi do smanjenja
antioksidacijske aktivnosti FRAP i DPPH metodom. FRAP metodom odredena antioksidacijska

aktivnost se postepeno smanjuje, s znacajnim padom nakon 30 dana od 20 do 11 mg AAE/100
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g suhe biljke. DPPH metodom odredena antioksidacijska aktivnost se kretala od 180 do 2 mg
GAE/100 g, s padom nakon 7 dana (106 mg AAE/100 g suhe biljke) i nakon 14 dana (24 mg
AAE/100 g suhe biljke).
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja i dobivenih rezultata moze se zakljuciti sliedece:

1.

Hidrolati ruZmarina, lovora, bosiljka, kadulje i komoraca sadrze fenolne spojeve koji su
odredeni Folin-Ciocalteu metodom.

Vrijednosti masenih udjela fenolnih spojeva u hidrolatu ruzmarina, lovora, bosiljka,
kadulje i komora¢a smanijuje se kroz vremenski period od 90 dana, do znacéajnijeg pada
dolazi nakon 21. dana ¢uvanja dok kod kadulje je pad zabiljezen vec¢ 7. dan.

Hidrolat i etericho ulje ruZmarina, lovora, bosiljka, kadulie i komora¢a ima
antioksidacijsku aktivnost koja je potvrdena FRAP i DPPH metodom.

Eteri¢no ulje ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i komora¢a pokazuje vece vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti od njihovih hidrolata.

Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u hidrolatu ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i
komora€a smanjuju se kroz vremenski period od 90 dana, ve¢ nakon 7 dana ¢uvanja
dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti, a veéi pad vidljiv je nakon 21 dana.
Vrijednosti antioksidacijske aktivnosti u etericnom ulja ruzmarina, lovora, bosiljka,
kadulje i komora¢a smanjuje se kroz vremenski period od 90 dana, ve¢ nakon 7 dana
cuvanja dolazi do smanjenja antioksidacijske aktivnosti, a veéi pad vidljiv je nakon 21
dana kod bosiljka i nakon 30 dana kod kadulje.

S obzirom da se rezultati antioksidacijske aktivnosti metodama DPPH i FRAP ne
podudaraju kod svih dobiveni rezultata odredene antioksidacijske aktivnosti hidrolata i
etricnih ulja analiziranih u ovom radu, za detaljniju procjenu rezultata odredene
antioksidacijske aktivnosti hidrolata i eteri¢nih ulja ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i
komoraca treba provesti barem jo$ jedan test odredivanja antioksidacijske aktivnosti.
Za daljnju upotrebu eteri¢nih ulja i hidrolata ruzmarina, lovora, bosiljka, kadulje i
komoraga vazno je pravilno ¢uvanje u prikladnoj ambalazi, dobro zatvoreno i pri

odgovarajucéoj temperaturi.
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