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Sazetak:
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1. UVOD

Biljke porodica Lamiaceae (maj¢ina duSica, kadulja) i Lauraceae (lovor) su biljke
karakteristi¢ne za mediteransko podrucje, a tijekom godina su se pokazale korisne pri lijeCenju
raznih oboljenja kao $to su respiratorne bolesti, kozna oboljenja, gastrointestinalne bolesti i dr.
Navedena djelovanja mogu se pripisati visokom udjelu razlicitih bioaktivnih molekula. Dok je
antioksidativni potencijal biljnih ekstrakata 1 eteri¢nih ulja ve¢ dobro istrazen, potencijal
hidrolata kao sekundarnih produkata vodene destilacije u posljednje vrijeme je u fokusu
istrazivanja. Hidrolati se sastoje od vode koja se kondenzira tijekom destilacije s malom
koli¢inom dispergiranog etericnog ulja koje utjece na antioksidativna i antimikrobna svojstva,
zbog Cega imaju potencijalnu primjenu u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj industriji.

Hidrolati se u kozmeti¢koj industriji primjenjuju najces¢e u proizvodnji parfema i
pripravaka za njegu koze, a u prehrambenoj industruji pronalaze primjenu za aromatiziranje i
konzerviranje minimalno procesiranog voca i povréa. U kozmetickim proizvodima, hidrolati
postaju sve popularniji i imaju Siroku primjenu u rjeSavanju razlicitih estetskih problema. lako
sadrze polarnije sastavnice eteri¢nih ulja, za razliku od njih, hidrolati se mogu primjeniti
direktno, bez razrjedivanja.

Cilj ovog istrazivanja je ispitati antioksidacijsku stabilnost hidrolata dobivenih vodenom
destilacijom po Clevenger-u iz uzoraka lovora, majcine dusSice, kadulje 1 mjeSavine navedenih
biljaka omjeru 1:1:1. Ispitivanje dinamike promjene antioksidacijske aktivnosti provedeno je
nakon 14 1 28 dana pocevsi od nultog kontrolnog uzorka, a antioksidacijska aktivnost

odredivana je primjenom FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) 1 DPPH metode.



2. TEORIJSKI UVOD

2.1. Postupci destilacije eteri¢nih ulja

2.1.1. Destilacija vodenom parom

Destilacija vodenom parom provodi se na temperaturi nizoj od tocke vreliSta komponenti.
Ova metoda je korisna za termolabilne komponente poput aromati¢nih spojeva. Toplina pare
uzrokuje lom u porama uzorka i time omogucava oslobadanje Zeljenog spoja iz matriksa.
Prema Raoultovom zakonu, tocka vrelista smjese ¢e se smanjiti ako pomijeSamo dvije tekuéine
koje se medusobno ne mijesaju. Stoga, u mjesavini hlapljivih spojeva ¢ije su tocke vrelista
izmedu 150 1 300 °C i vode, ¢ija je tocka vreliSta na oko 100 °C, tocka isparavanja smjese ¢e
biti bliza tocki isparavanja vode (Fongang i sur., 2021). Stoga, ova metoda je neSto manje
kvalitete u samom profilu aromatskih spojeva, te se koristi u industrijskim ili poluindustrijskim
pogonima. Destilacija vodenom parom se provodi u uredaju koji sadrzi kotao u kojem se
provodi destilacija, kondenzator u kojem kondenziraju vodena para i pare etericnog ulja te
florentinske boce u kojoj se izdvajaju etericno ulje i hidrolat. Ukoliko se radi o veéim
postrojenjima u kojima se vrsi destilacija vodenom parom, vodena para se generira u parnim
kotlovima izvan destilatora te se dovodi u parni kotao. Destilacija se provodi na nacin da se
zeljeni uzorak postavi na perforirano dno i tako para prolazi kroz biljni materijal i sa sobom
odnosi hlapljive komponente eteri€énog ulja. Dovodenjem hladne vode pomocu viSecijevnog
kondenzatora, vodena para s etericnim uljem se hladi i kondenzira, te posebno sakuplja u
florentinsku bocu. U florentinskoj boci, zbog razli€itosti u gusto¢i i1 topljivosti, dolazi do

razdvajanja faza od kojih gornju fazu €ini eteri¢no ulje, a donju hidrolat.

2.1.2. Vodena destilacija (hidrodestilacija) aparaturom po Clevenger-u

Vodena destilacija, kao i1 destilacija vodenom parom, je metoda koja se koristi za
ekstrakciju hlapljivih komponenti, ukljucujuéi eteri€na ulja, netopljivih u vodi, iz aromati¢nog

1 ljekovitog bilja. Za razliku od destilacije vodenom parom, kod vodene destilacije uzorak je
2



direktno uronjen u vodu. Ova metoda je korisna za provodenje ekstrakcije eteri¢nih ulja manje
gustoée jer se ovom metodom smanjuje koli¢ina spojeva etericnog ulja koja zaostaje u
vodenom ostatku destilacije (hidrolatu). Na tikvicu ispunjenu s prethodno izvaganim i
osusenim biljnim materijalom 1 dodanom odredenom koli¢inom vode da prekrije biljni
materijal se postavi aparatura po Clevenger-u (Slika 1). Na aparaturu se postavi kondenzator.
Tikvica sa sadrzajem se zagrijava do vrenja nakon ¢ega se u aparaturi sakupljaja destilat koji
sadrzi eteri¢no ulje te kondenzat, odnosno vodenu vazu ili hidrolat. Destilat 1 kondenzat se
odvajaju prema gustoci s obzirom da se te dvije faze se ne mijesaju. Pazljivo se odvoji eteri¢no

ulje, a radi boljeg iskoriStenja procesa moguce je ponoviti destilaciju s dobivenim hidrolatom.

Slika 1. Aparatura po Clevenger-u (Tutek, 2017)



2.1.3. Turbodestilacija (turboliza)

Turbodestilaciju je patentirao Martel 1983. godine, a koriStena je u nekoliko poduzeca
za izdvajanje etericnih ulja iz tvrdih materijala poput kore 1 sjemenke. Proces ekstrakcije je
slican vodenoj destilaciji, a dodane su male modifikacije procesu (Slika 2). Turbodestilacija se
temelji na ekstrakciji uz mijeSanje i istovremeno smanjenje veli¢ine Cestica. Zbog jake smicne
sile, raspad biljnih stanica dovodi do brzog otapanja aktivnih sastojaka. To rezultira kra¢im
vremenom ekstrakcije 1 biljni materijal je gotovo potpuno iskoriSten. U usporedbi s vodenom
destilacijom, kod turbodestilacije je minimizirano vrijeme ekstrakcije i potro$nja energije, te
su ocuvani hlapljivi spojevi.

Martins 1 sur. su 2017. godine proucavali turbodestilaciju steviozida i rebaudiozida A iz
osuSenih listova bilje Stevia rebudiana, te je njihov rad pokazao obecavajuce rezultate za
ekstrakciju glikozida. Usporedujucéi s klasiénom vodenom destilacijom koja je trajala 3 sata, s

turbodestilacijom rezultate je moguce dobiti u 30 minuta (Fongang i sur., 2021).

Slika 2. Laboratorijski turbo-Clevenger: (a) shema, (b) aparatura, posuda (1); rotor (2); turbo
drobilica (3); termometar (4); kolona za destilaciju (5); kondenzator (6); prihvatni

odjeljak/separator (7) (Fongang i sur., 2021)



2.1.4. Destilacija potpomognuta mikrovalovima

Biljni materijal se natopi u vodi te se podvrgava neionizirajuéem mehanizmu
mikrovalova. Dio apsorbirane elekromagnetske energije pretvara se u toplinsku i na taj nacin
zagrijava smjesu. Ovom metodom se postize visoko iskoriStenje procesa, smanjuju se vrijeme
trajanja ekstrakcije aktivnih tvari i uporaba otapala (Nayak i sur., 2015; Mandal i sur., 2007).

Destilacija potpomognuta mikrovalovima odvija se dielektricnim zagrijavanjem
polarnog otapala ¢ime zbog naglog porasta temperature i tlaka dolazi do pucanja stani¢nih
struktura biljnog materijala ¢ime se ekstrahiraju aktivne tvari u okolinu. Ioni migriraju
elektroforetski djelovanjem izmjeni¢nog elektricnog polja; polarne molekule usmjeravaju se
ovisno o jacini elektricnog polja te uslijed nemoguénosti prilagodbe elektricnim
komponentama, djelovanjem sile trenja vibriraju pri ¢emu se razvija toplina, ¢ime je
omogucena ekstrakcija zeljenih aktivnih tvari iz biljnog materijala. Ovom metodom je vazno
posti¢i optimalnu temperaturu radi smanjenja povrSinske napetosti i viskoznosti otapala u
svrhu lakSeg prodiranja otapala kroz uzorak. Vrijeme ekstrakcije takoder igra vaznu ulogu, jer
iako se uc¢inkovitost ekstrakcije povecava s vremenom trajanja procesa, termolabilni spojevi iz
uzorka se degradiraju predugim izlaganjem poviSenoj temperaturi (Mandal 1 sur., 2007). Snaga
mikrovalova takoder mora biti regulirana kako bi se sacCuvale osjetljive komponente.
Optimalna veli¢ina €estica biljnog materijala je od 100 um do 2 mm pa se preporuca prethodno

samljeti biljni materijal u fini prah.

2.2. Hidrolati

Hidrolati su nusproizvodi nastali tijekom ekstrakcije etericnog ulja iz aromati¢nog ili
ljekovitog bilja. Nazivaju ih jo§ hidrosol, aromatska voda, takoder i cvjetni destilat jer se sastoje
od vode kondenzirane u procesu destilacije. Ta kondenzirana voda u sebi ipak sadrzi vrlo malu
koli¢inu etericnog ulja koje tom nusproizvodu daje odredena senzorska svojstva. Hlapljive
komponente eteri¢nog ulja otopljene u kondenzatu su hidrofilne i polarne molekule, Sto im
omogucava da tvore vodikove veze s vodom. Hidrolati su smjesa vode i promijenjive koli¢ine
etericnog ulja (manje od 1 g L) (Zheljazkov i Astatkie, 2011).

Za vrijeme industrijske destilacije, voda isparava istovremeno s etericnim uljem. Nakon
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kondenzacije para u dodiru s hladnim stijenkama cijevi i/ili posude, ukapljene komponente se
razdvoje u dvije faze unutar sabirne posude, odnosno florentinske boce. Te dvije faze Cine
hidrolat i etericno ulje. Medutim, mala koli¢ina dragocjenih oksigeniranih komponenti
etericnog ulja se ipak otapa u hidrolatu daju¢i hidrolatu specifi¢na organolepticka svojstva, kao
1 bioloSku aktivnost koja ih Cini korisnima u prehrambenoj, farmaceutskoj i kozmetickoj
industriji (A¢imovic i sur., 2020). Razli¢iti hidrolati se koriste na trziStu, ponajvise kao sastojci
kozmetickih pripravaka, ali takoder i u proizvodnji hrane. Njihova popularnost je i dalje u
porastu, a vrlo su trazeni u aromaterapiji. Hidrolati u aromaterapiji pronalaze primjenu zbog
svojih antibakterijskih, antifungalnih, antisepti¢nih, analgetickih i antioksidativnih svojstava.
Takoder djeluju kao afrodizijak i pokazuju umirujuéa svojstva (Baraa, 2021). Ovi prirodni
proizvodi predstavljaju obecavajuce vrijedne izvore koji imaju potencijal biti kvalitetna

sirovina za mnoge razli¢ite proizvode (A¢imovi¢ i sur., 2020).

2.2.1. Kemijska svojstva hidrolata

Hidrolati obi¢no sadrze manje od 1 g L™! (odnosno manje od 10 %) aromatskih spojeva iz
etericnog ulja topivih u vodi koji zaostaju u vodenoj fazi nakon destilacije. Hidrolati koji sadrze
oko 0,17 % aromatskih komponenti su vrlo aromati¢ni i njihov sastav se uvelike razlikuje od
sastava eteri¢nog ulja proizvedenog od istog materijala (Baydar i sur., 2013).

Hidrolati imaju pH vrijednost od 4,5 do 5,5, a kvaliteta im se odreduje na temelju njihovih
topljivih hlapljivih komponenti (Aazza 1 sur., 2012). Hlapljive komponente u hidrolatima su
uglavnom polarniji spojevi kao Sto su monoterpenski alkoholi, aldehidi i ketoni, ali i
seskviterpenski alkoholi (Slika 3). Opcenito kemijska struktura spoja odreduje sposobnost
vezanja molekule vodikovim vezama za molekulu vode, a time 1 stupanj topljivosti neke
molekule u vodi. U istraZivanju koje su proveli A¢imovi¢ 1 sur. (2020) su usporedeni kemijski
sastavi eteri¢nih ulja i hidrolata dobivenih iz istog biljnog materijala i zakljuceno je kako
podudarnost u sastavu izmedu etericnog ulja i hidrolata ovisi uglavnom o odnosu ugljikovodika
1 oksigeniranih spojeva u etericnom ulju. U uzorku u kojem dominira koncentracija
oksigeniranih spojeva u eteri¢cnom ulju, podudarnost sastava etericnog ulja i hidrolata je visoka.
Medutim, kada su ugljikovodici glavni sastojci etericnog ulja, sastav hidrolata se drasti¢no
razlikuje od sastava eteri¢nog ulja.

Kemijske komponente koje se nalaze u hidrolatima pokazuju antioksidativno djelovanje,
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iako slabije od eteri¢nih ulja. Medutim, prema razliitim istrazivanjima, hidrolati pokazuju
visok potencijal za primjenu u prehrambenoj industriji za aromatiziranje voénih napitaka,
slastica i bezalkoholnih piéa, te za konzerviranje hrane i kao prikladno sredstvo za dezinfekciju
pri pranju svjeze rezanog voca i povréa. Osim toga, mogu se koristiti za dezinfekciju drugih
prehrambenih proizoda poput ribe i fermentiranih mesnih preradevina. Nadalje, hidrolati se
Cesto koriste u kozmetici kao sastojak krema i losiona, te u parfemskoj industriji i u

aromaterapiji.

100
80
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40
20
0
L. nobilis S. officinalis S. sclarea
m Monoterpene hydrocarbons m Oxygenated monoterpenes
m Sesquiterpene hydrocarbons m Oxygenated sesquiterpene

Slika 3. Graficki prikaz udjela (%) terpenskih ugljikovodika u hidrolatima lovora i kadulje
(Ovidi i sur., 2021)



2.3. Lovor

Lovor (Laurus nobilis L.) je drvenasta viSegodisnja zimzelena biljka iz istoimene porodice
lovora (Lauraceae). Naraste do oko 15 m tvoreéi gustu kro$nju u podrucjima s toplom i
vlaznom klimom. Listovi su tvrdi, kozasti, sjajni, aromati¢ni zbog prisutnih Zlijezda s etericnim
uljem 1 zbog toga Cest dodatak jelima. Takoder, listovi su jednostavni, bez palistica, elipticnog
oblika duljine 7-12 cm. Plodovi lovora su jednosjemene tamne izduzene bobe koje dozrijevaju

u kasnu jesen (Slika 4).

Slika 4. Biljka Laurus nobilis L. (Anonymus 1)

Fidan i sur. (2019) u istrazivanju navode da list sadrzi 3,25 % eteri¢nog ulja, dok grancice
1 plodovi sadrze tek oko 0,8 % etericnog ulja. Najve¢i udio kemijskog sastava etericnog ulja
lovora ¢ine monoterpeni s kisikom (60,32 %), od kojih je najzastupljeniji 1,8-cineol

(eukaliptol) kojeg ima 19,56 % (Miljanovi¢ i sur., 2020).

2.3.1. Hidrolat lovora

U hidrolatu lista lovora, uz 1,8-cineol koji je najzastupljeniji (oko 65 %) (Ovidi i sur.,
2021), nalaze se a-terpineol (10,6-13 %) i terpinen-4-ol (7,5-7,7 %) te mnogi fenoli koji imaju
poznato antimikrobno i antioksidativno djelovanje (Lira i sur., 2008). Istrazivanje Tornuk i sur.,
(2011) navodi da neki bioloski aktivni spojevi (1,8-cineol, eugenol, linalol, B-selineol) ¢ine
hidrolat lovora dobrim dezinfekcijskim sredstvom za vrijeme pranja svjeze rezanog voca i

povrca. Prisutnost fenolnih spojeva u eteri¢nom ulju i hidrolatu lovora kao sto je 1,8-cineol u
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odredenim koncentracijama pokazuje antibakterijsko djelovanje (Baraa, 2021). Istrazivanje
koje su proveli Ghadiri i sur. (2014) pokazalo je antibakterijsku djelotvornost ekstrakta lovora
za lijeCenje infekcija uzrokovanih bakterijom Staphylococcus aureus, koja je Cest uzro¢nik
alimentarnih oboljenja. Takoder, Alejo-Armijo 1 sur. (2017) su pokazali kako lovor posjeduje
brojna bioloSka svojstva, a antimikrobno djelovanje dokazano je na Sirokom spektru ljudskih
patogenih mikroorganizama te na bakterijama kvarenja. Njegovo antimikrobno djelovanje
povezuju s visokim udjelom 1,8-cineola, koji je utvrdeno koristan protiv razvoja biofilma
formiranog sojevima otpornih na meticilin. Njegovo antibakterijsko djelovanje povecava se u

kombinaciji karvakrolom.

60 1,8-cineole L. nobilis HY

0 Time

Slika 5. HS/GC-FID kromatogram hidrolata lovora (Ovidi i sur., 2021)

2.4. Maj¢ina duSica

Majcina dusica (Thymus serpyllum L.), takoder poznata kao babja dusSica, timijan 1 divlji
bosiljak, trajni je grm iz porodice usnaca (Lamiaceae) koji naraste do 20 cm. Ova nadzemna
biljka raste samoniklo na suhim i sun¢anim podruc¢jima, ¢esto u velikim skupinama. Listovi
su unakrsno nasuprotni, sitni te jako variraju u obliku. Plod maj¢ine dusice je kalavac koji se
raspada na 4 sitna ploda (Slika 6).

Biljka se koristi za dobivanje visoko cjenjenog etericnog ulja koje je obogaceno glavnom
komponentnom timolom, monoterpenoidom koji ima znac¢ajnu klinicku primjenu (Silva 1 sur.,

2021).



Slika 6. Biljka Thymus serpyllum L. (Anonymus 2)

Majcina duSica se koristi u medicini ve¢ tisucama godina, poznata je po svom
antimikrobnom, antivirusnom, spazmolitickom i antioksidativnom djelovanju, a stari Grei su
ju smatrali simbolom ljubavi, Casti i sre¢e (Basch, 2004). Hidrolat ove biljke najvise se koristi

u njezi koze.

2.4.1. Hidrolat majcine dusSice

Hipertenzija je sve ¢es¢i problem s kojim se suo¢ava moderan ¢ovjek zbog svakodnevnog
izlaganja stresnim situacijama. Istrazivanja su pokazala pozitivne ucinke aromaterapije za
smanjivanje visokog krvnog tlaka. Kemijski principi prirodnog izvora kao S§to su fenoli i
flavonoidi mogu znacajno pridonijeti smanjenju visokog krvnog tlaka, Sto su dokazali
Mihailovi¢ i sur. (2013). Rezultati njihovog istrazivanja su pokazali kako hidrolat maj¢ine
dusice djeluje antihipertenzivno kod spontano hipertenzivnih i normotenzivnih $takora.

Takoder, u istrazivanju iz 2008. godine, Oral 1 sur. su ispitali antibakterijsko djelovanje
hidrolata majc¢ine duSice protiv bakterija Aeromonas hydrophila, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruoginosa 1 Pseudomonas fluorescens koje su odgovorne za kvarenje
slatkovodnih riba. Utvrdeno je da je hidrolat maj¢ine dusSice bio ucinkovit protiv svih bakterija.
Rezultati navedenog istrazivanja ukazuju na to da bi hidrolat majcine dusice mogao naci
primjenu u prehrambenoj industriji kao sredstvo za sprjeCavanje kvarenja prehrambenih

proizvoda.
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2.5. Ljekovita kadulja

Kadulja (Salvia officinalis L.) je viSegodiSnja polugrmovita biljka iz iste porodice, kao
prethodno spomenuta majcina duSica, usnaa (Lamiaceae). Ljekovitu kadulju u narodu
nazivaju i zalfija, odnosno $alvija. Ova biljka prirodno raste na kamenitim brdima priobalnog
podrucja, a naraste do 40 cm. Listovi su jednostavni, duguljasti, sivozelene boje (Slika7).
Razmnozava se sjemenom 1 vegetativno, a plod joj je kalavac koji se dijeli na manje

tamnosmede orasc¢ice.

Slika 7. Biljka Salvia officinalis L. (Anonymus 3)

Kadulja je poznata kao ljekovita i aromati¢na biljka koja ima svoju Siroku primjenu u
proizvodnji hrane, parfema te biljnih ljekova i1 proizvoda. Neka znanstvena istraZivanja su
dokazale kako brojne vrste kadulje sadrze brojne spojeve koji pripadaju uglavnom skupinama
fenolnih kiselina, fenolnih glikozida, flavonoida, antocijanina, terpenoida i dr. Ti spojevi u
ekstraktima kadulje te eteri¢nim uljima kadulje imaju snazno antiradikalno djelovanje 1 visok
antioksidativni kapacitet, a takoder i antibakterijska svojstva (Miladinovi¢, 2000). Najpoznatija
primjena hidrolata kadulje je lijeCenje problema usne Supljine, osim antibakterijskog 1
protuupalnog djelovanja, kadulja ima 1 analgeticko djelovanje koje pomaze pri zuboboljama 1

upalama grla.
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2.5.1. Hidrolat kadulje

U istrazivanju 2014. godine, Baydar i sur. su prikazali sastav hidrolata ljekovite kadulje.
Hidrolat kadulje, koji je sadrzavao 0,17 % eteri¢nog ulja kadulje zaostalog u vodenoj frakciji
nakon destilacije, pokazao se jako aromatican iako se njegov sastav uvelike razlikovao od
sastava eteri¢nog ulja dobivenog tim postupkom. Nakon destilacije parom dobiveno je eteri¢no
ulje koje je sadrzavalo ¢ak 28 komponenti, dok je hidrolat sadrzavao samo njih 8. Medu tih 8
spojeva su bili: cis-tujon, trans-tujon, 1,8-cineol, kamfor, linalol, borneol, mirtenol i
viridiflorol. Kamfor je bio dominantan spoj u hidrolatu kadulje, u udjelu od 43,38 %, Baydar i
sur. (2014) zakljucuju da je tako zbog visoke topljivosti kamfora u vodi. U nastavku je na slicii

8 prikazana tablica spojeva hidrolata ljekovite kadulje preuzeta iz spomenutog istrazivanja.

Table 1. Composition of the distilled and extracted products of sage

RI* Components Distillation and extraction products (%)
Essential oil Hydrosol Concrete Absolute
1059 a-Pinene 2.80 tr tr 0.20
1135 [B-Pinene 2.53 tr tr tr
1221 Camphene 3.52 tr 0.98 0.27
1259 1.8-Cineole 17.93 23.99 18.31 6.51
1298 Sabinene 0.11 tr tr 0.56
1324 Y- Terpinene 0.34 tr tr tr
1379 Myrcene 1.18 tr tr tr
1429 o-Terpinene 0.11 tr tr tr
1471 Limonene 1.83 tr tr tr
1691 p-Cymene 0.48 tr tr tr
1988 Camphor 19.93 43.38 27.00 19.92
2009 Linalool 1.10 2.70 6.84 11.44
2100 Linalyl acetate 0.73 tr 7.59 11.49
2163 cis-Thujone 20.06 15.46 13.97 11.16
2235 trans-Thujone 9.11 441 1.68 3.03
2275 Caryophyllene 441 tr 1.77 3.30
2498 o-Humulune 1.78 tr tr tr
2541 Borneole 4.56 7.66 1.93 8.12
2593 Terpineol 0.18 tr tr tr
2624 Bornyl acetate 1.28 tr tr 0.90
2854 Myrtenol 0.51 0.55 tr tr
2920 Verbenone 0.11 tr tr 0.71
2938 Caryophyllene oxide 0.88 tr 3.55 4.55
2956 Humulune oxide 0.43 1.12 tr 1.94
2978 Viridiflorol 221 tr 8.72 10.95
Total detected (%) 98.11 99,27 098.34 95.05
Yield (%) 0.55 0.17 1.05 68.77

Slika 8. Sastav hlapivih komponenata etericnog ulja, hidrolata, konkreta i apsoluta ljekovite
kadulje (Baydar i sur., 2014)
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2.6. Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Ovisno o kemijskim reakcijama uklju¢enima u proces, metode odredivanja antioksidacijske
aktivnosti mogu se podijeliti u dvije skupine: HAT (eng. Hydrogen Atom Transfer) koja se
temelji na prijenosu vodika te SET (eng. Single Electron Transfer) koja se temelji na prijenosu

elektrona (Munteanu i sur., 2021).

2.6.1. HAT metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

HAT metode su testovi temeljeni na prijenosu atoma vodika i mjere sposobnosti
antioksidansa da ukloni slobodne radikale doniranjem vodikovog atoma. HAT mehanizmi
antioksidacijskog djelovanja prikazani su u sljedecoj reakciji, gdje se atom vodika (H) iz fenola
(ArOH) prenosi na peroksilni radikal :

ROO- + AH/ArOH = ROOH + A</ArOe

pri ¢emu se formira ariloksilni radikal (ArOe) koji se stabilizira rezonancijom, a AH su
zaSticene biomolekule. Uc¢inkovit fenolni antioksidans trebao bi reagirati brze sa slobodnim
radikalima od zaSti¢enih biomolekula kako bi se postigao zasStitni ucinak protiv radikala,

odnosno njithove oksidacije.

Tipicni primjeri metoda temeljenth na HAT-u su ORAC (eng. Oxygen Radical
Absorption Capacity), TRAP (eng. Total Peroxyl Radical Trapping Antioxidant Parameter) i
TOSC (eng. Total Oxyradical Scavenging Capacity) (Munteanu i sur., 2021).

2.6.2. SET metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Ove metode, takoder nazvane ET metode (eng. Electron Transfer), temeljene su na
prijenosu jednog elektrona te identificiraju sposobnost antioksidansa da prenese elektron radi
redukcije iona metala, karbonilnih skupina te slobodnih radikala. SET mehanizmi

antioksidacijskog djelovanja mogu se sazeti sljede¢im reakcijama:
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ROO-« + AH/ArOH — ROO— + AH+"/ArOH*"
AH<*/ArOH*" + H20 < A+/ArO+ + H30"
ROO + H30" <+ ROOH + H20

Relativna reaktivnost u SET metodama temelji se prvenstveno na deprotonaciji i
ionizacijskom potencijalu reaktivne funkcijske skupine. Stoga su SET reakcije ovisne o pH.
Avriloksilni radikal (ArQe) se zatim oksidira do odgovarajuéeg kinona (Ar=0). Sto je ariloksilni
radikal stabilniji, to je lakSa oksidacija ArOH u Ar=O zbog smanjenog redoks potencijala.
Antioksidacijsko djelovanje u ovim metodama cesto je simulirano s prikladnim fluorescentnim

ili obojenim uzorkom umjesto peroksilnih radikala.

Spektrosopske SET metode, ukljucujuéi Folin-Ciocalteuov test, DPPH, FRAP (eng.
Ferric Reduction of Antioxidant Power) te testove smanjenja antioksidacijskog kapaciteta
bakrovog (1) oksida (CUPRAC), mjere kapacitet antioksidansa da reducira oksidans sto
rezultira promjenom boje. Stupanj promjene boje direktno je povezan s koncentracijom

ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (Munteanu i sur., 2021).

2.6.2.1. DPPH

DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrildirazil) je tamnoljubiCastog obojenja i sparivanje
njegovog nesparenog elektrona se ocituje promjenom boje u zutu (Slika 9), Sto se
spektrofotometrijski prati kao pad apsorbancije pri 517 nm. Topljiv je u razli¢itim organskim
otapalima ali ne i u vodi. Obi¢no se otapa u metanolu, etanolu ili vodenim otopinama ovih
alkohola. Kako bi se postigla bolja topljivost DPPH radikala, udio vode u smjesi ne smije biti
visi od 60 %. Kod visokog sadrzaja vode, tipi¢ni Kvintetni spektar otopljenog DPPHe se
pretvara u singlet, oblik tipican za radikal u ¢vrstom stanju. Takva modifikacija radikalne

topljivosti nije uvijek vidljiva.

Prednosti ove metode ocituju se u jednostavnosti izvedbe, pa se Cesto koristi za
odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (Brandwilliams i sur., 1995). Ipak, ova metoda nije
prikladna za uzorke koji sadrze spojeve kao Sto su karotenoidi, €iji se apsorpcijski maksimum

poklapa s onim DPPH radikala (Nomura i sur., 1997).
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Slika 9. Mehanizam neutralizacije DPPH radikala djelovanjem antioksidansa (AH) (Munteanu
isur., 2021)

2.6.2.2. FRAP

Kod FRAP metode zuto obojeni kompleks TPTZ (zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazin) se
reducira pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt (Slika 10) fero-tripiridintriazin intenziteta
obojenja proporcionalnog koncentraciji antioksidanasa, kojeg o€itavamo spektrofotometrijski
pri 593 nm. Ovo je tipi¢na SET metoda koja mjeri redukciju kompleksa Zeljezov (III) ion —
ligand u kompleks zeljezovog (II) iona intenzivno plave boje pomocu antioksidansa u kiselom
mediju. Antioksidacijska aktivnost odreduje se pove¢anjem apsorbancije na 593 nm, a rezultati
su izrazeni kao mikromolarni Zeljezovi (II) ioni (uM Fe?*) ili u odnosu na standardni
antioksidans. Za razliku od drugih SET metoda, FRAP metodu je nuzno provoditi u kiselim
uvjetima (pH=3,6) da bi se odrzala topljivost Zeljeza. Reakcija pri niskom pH smanjuje
ionizacijski potencijal koji pokrece prijenos elektrona i povecava redoks potencijal, uzrokujuci

pomak u dominantnom reakcijskom mehanizmu (Munteanu i sur., 2021).
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Slika 10. Kemijske strukture kompleksa uklju¢enih u kemijskoj reakciji FRAP reagensom i
promjena boje (Munteanu i sur., 2021)

2.6.3. TROLOX

Trolox (6-hidroksi-2,5,7-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina) je u vodi topljiv
analog vitamina E (a-tokoferola). Ima visoko antioksidativno djelovanje, reducira oksidativni
stres u bioloskim i biokemijskim reakcijama te se koristi kao standard pri odredivanju
antioksidacijskog kapaciteta. TEAC (eng. trolox equivalent antioxidant capacity) je mjera za

antioksidativnu vrijednost temeljena na troloxu, a izrazava se u ekvivalentima troloxa (TE).
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijal

Za proizvodnju hidrolata kao sekundarnih produkata koji nastaju pri proizvodnji eteri¢nih

ulja koriSten je osuSeni, usitnjeni biljni materijal lovora, maj¢ine duSice i1 kadulje. Lovor je

ubran u okolici Rijeke u jesen 2020. i nabavljen od tvrtke Safran d.0.0. (Zagreb, Hrvatska).

Majcina dusSica i ljekovita kadulja nabavljene su od tvrtke Suban d.o.o. (Strmec, Hrvatska).

3.2. Kemikalije i uredaji

Kemikalije

e 100 % -tni metanol (Lachner, Neratovice, Ceska)

e DPPH (2,2,-difenil-1-pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

(@]

Priprema 0,2mM DPPH otopine

0,0079 g DPPH u prahu izvagano je u plasticnu ladicu te kvantitativho
preneseno u tikvicu od 100 mL koja je nadopunjena do oznake 100 %-tnim
metanolom. Otopinu je potrebno ¢uvati u dobro zatvorenoj tikvici na tamnom
mjestu.

Priprema FRAP reagensa

0,0312 g TPTZ u prahu izvagano je u plasti¢nu ladicu te kvantitativno preneseno
u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopunjeno 20 mM otopinom klorovodi¢ne
kiseline do oznake, time dobivamo 10 mM otopinu TPTZ-a. U drugu plasti¢nu
ladicu, za dobivanje 0,3 M acetatnog pufera, se dovaze 3,1 g natrij-acetet
trihidrata te se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 1 L, u koju se
otpipetira 16 mL glacijalne octene kiseline te se nadopuni destiliranom vodom.
Takoder se pripremi 20mM otopina Zeljezo (III)-klorid heksahidrata na nacin
da se 0,541 g zeljezovog (III)-klorida heksahidrata kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu od 100 mL te nadopuni do oznake destiliranom vodom. U
staklenoj ¢asi od 50 mL se napravljeni reagensi pomijesaju za dobivanje FRAP
reagensa, u omjeru 10:1:1, 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL TPTZ reagensa i

2,5 mL otopine Zeljezovog (I11)-klorida heksahidrata.
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e 37 % -tna klorovodi¢na kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, Geel,
Belgija)

e 7eljezo(IID)-klorid heksahidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e 99-100% -tna glacijalna octena kiselina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Natrij-acetat trihidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Uredaji i pribor
e Aparatura po Clevenger-u
e Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer) (VWR, Pennsylvania, SAD)
e Vortex uredaj MS2 Minishaker IKA (IKA, Staufen, Njemacka)
e Tehnicka vaga Mettler (to¢nosti +0,01g) (Mettler Toledo, Ohio, SAD)

e Analiticka vaga Kern ABT 220-4M (Kern, Njemacka)

e Mikropipete, volumena 100 pL 1 1000 pL.

e Staklene epruvete

e Pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL 1 25 mL

e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 100 mL, 500 mLi1L
e Plasti¢na ladica za vaganje

o Staklene kivete

e Odmjerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

e Stalak za epruvete

3.3. Metode rada

3.3.1. Proizvodnja hidrolata

Proizvodnja hidrolata slijedila je upute za ekstrakciju eterucnih ulja navedene u Europskoj
farmakopeji. Pripravljena je suspenzija 20 g prethodno usitnjenog i osusenog biljnog materijala
(lovor, majcina dusica, kadulja, te mjeSavina, 1:1:1) 1 250 ml destilirane vode u okrugloj tikvici.

Tikvica sa suspenzijom je postavljena na aparaturu po Clevenger-u (Slika 11) za provodenje te
18



je zagrijavana u grijacu do pocetka vrenja vode. Vodena destilacija se provodila 2 sata s
brzinom destilacije 2-3 mL min!. Nastali hidrolat je sakupljan u Falkon kivete od 15 ml koje

su zatim omotane parafilmom i skladiStene na sobnoj temperaturi. Kivete su bile izlozene
danjem svijetlu.

Slika 11. Okrugla tikvica sa suspenzijom u aparaturi po Clevenger-u (vlastita fotografija)
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3.3.2. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost primjenom DPPH metode se odredi na nac¢in da se u epruvetu
0,75 mL hidrolata i 1,5 mL 0,2mM otopine DPPH, dok se za slijepu probu koristi 2,25 mL 100
% metanola. Epruvete se zatim inkubiraju na 20 minuta u mraku, nakon ¢ega se uzorcima

izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 517 nm. Sva su mjerenja napravljena u paraleli.

Izrada bazdarnog pravca za DPPH metodu:

Za pripravu bazdarnog pravca koristi se otopina Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). 0,025 g Troloxa se otopi u metanolu 1 nadopuni
metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Od 1mM otopine Troloxa pripreme se razrjedenja
u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125, 150 uM. U epruvetu se otpipetira 0,75 mL
odgovarajuce otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu probu u epruvetu
se otpipetira 2,25 mL 100 % metanola. Epruvete sa sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri

sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

Za odredivanje antioksidativne stabilnosti, tijekom ovog istrazivanja, mjerena je
apsorbancija te preko bazdarnih pravaca, za svaku od metoda, odredena je vrijednost koli¢ine
troloxa (um L!). Koncentracija Troloxa je u direktnoj vezi sa antioksidativnom stabilno¢u jer

trolox uzimamo kao antioksidativni standard (Huang 1 sur., 2005).
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Slika 12. Graf ovisnosti absorbancije (517 nm) o ekvivalentima troloxa za DPPH metodu
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y =-0,008 x + 1,3476
R%=0,9948

gdje je:

Y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
X = ekvivalent troloxa (TAE) (uM)

R? = koeficijent determinacije

3.4.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Metoda odredivanja antioksidativnog kapaciteta provodi se uz koriStenje FRAP
reagensa. Za pripremu uzoraka za mjerenje otpipetira se 240 pL destilirane vode, 80 pL
hidrolata (ekstrakcijskog otapala za slijepu probu) i 2080 uL. FRAP reagensa. Sadrzaj epruvete
je potrebno dobro promijeSati na uredaju Vortex, a potom na 5 min inkubirati na temperaturi
od 37°C. Nakon toga, uzorcima se mjeri apsorbancija na spektrofotometru na 593 nm. Za svaki

uzorak mjerenje je napravljeno u paraleli, te je uzeta srednja vrijednost.

Izrada bazdarnog pravca za FRAP metodu:

Pripremi se otopina 2 mM Troloxa (6-hidroksi-2,5,7,8- tetrametilkroman tako da se
odvaze 0,0501 g Troloxa. Odvaga se kvantitativno prenosi u odmjernu tikvicu od 100 mL i
nadopuni do oznake 96 % EtOH. Od pripremljene otopine Troloxa rade se razrjedenja u
odmjernim tikvicama od 10 mL tako da se otpipetira redom: 0,125, 0,5, 0,625, 1,25,2,5,5
mL alikvota standardne otopine Troloxa u svaku tikvicu. Odmjerne tikvice zatim se
nadopunjavaju 96 % EtOH do oznake. Koncentracije Troloxa u tim tikvicama iznose: 25, 100,
125,250, 5001 1000 uM. Nakon toga u staklene epruvete se otpipetira 240 pL destilirane vode,
80 uL otopine standarda iz prethodno pripremljenih tikvica i 2080 pL FRAP reagensa. Potom
slijedi mijeSanje pomocu Vortexa i termostatiranje pri 37 °C u kupelji rotavapora. Apsorbancija
se mjeri pri 593 nm. Slijepa proba sadrzi sve osim uzorka, gdje se umjesto uzorka dodaje 96 %

etanol. Iz izmjerenih vrijednosti izraduje se bazdarni pravac pomoc¢u programa Microsoft Excel
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pri demu se na apscisu nanose koncentracije troloxa (um L), a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancije pri 593 nm. Antioksidacijski kapacitet odreden FRAP metodom racuna

se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 13. Graf ovisnosti apsorbancije (593 nm) o ekvivalentima troloxa za FRAP

metodu

y =0,0013x
R*=10,9995

gdje je:
Y = apsorbancija pri 593 nm
X = umol L ekvivalent askorbinske kiseline (AAE)

R? = koeficijent determinacije

3.3.3. Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka provedena je u programu Microsoft Excel gdje su izracunate
srednje vrijednosti 1 standardne devijacije mjerenja antioksidacijske aktivnosti DPPH i FRAP
metodom te izradeni graficki prikazi rezultata i bazdarni pravci, dok je korelacija rezultata
dobivenih odredivanjem DPPH i FRAP metodom izraunata u programu Statistica 10.0

(StatSoft Inc., Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Antioksidacijska aktivnost izvornih hidrolata odredena DPPH i FRAP metodom

Nakon sto je spektrofotometrijski odredena absorbancija za svaki uzorak, preko bazdarnih
pravaca (slike br. 12 i 13) odredena je antioksidacijska aktivnost izrazena u uM ekvivalenata
Troloxa (TE) za svaki uzorak. Uzeta je srednja vrijednost dvaju mjerenja za svaki uzorak
hidrolata. Rezultati su prikazani u tablici 1 kao srednja vrijednost dvaju mjerenja + standardna

devijacija.

Tablica 1. Antioksidacijska aktivnost uzoraka hidrolata biljaka Laurus nobilis L. , Thymus

serpyllum L. , Salvia officinalis L. i mjeSavine na 0. dan (izvorni uzorak)

Laurus nobilis L.~ Thymus serpyllum L. Salvia officinalis L. MjeSavina 1:1:1
metoda uM TE =+ st. dev.
DPPH 667,56 + 11,9324 111,08 + 1,0606 68,45 £ 4,0658 621,63 + 19,4454
FRAP  2028,85 + 78,8696 371,15+ 8,1589 58,46 £ 3,2635 1065,39 £ 5,4393

Hidrolat lovora 0. dan pokazao je najvecu antioksidacijsku aktivnost, a slijedili su ga
mjeSavina biljaka, maj¢ina duSica i kadulja. Moguce je da je za visoku antioksidacijsku
aktivnost lovora odgovoran sadrZzaj 1,8-cineola koji je u hidrolatu prisutan u visokoj
koncentraciji za razliku od antioksidanasa dominantnih u drugim uzorcima, poput kamfora 1
timola koji su slabije topljivi u vodi od 1,8-cineola (Males 1 sur., 2022). Antioksidacijska
aktivnost hidrolata se zbog svog sastava i topljivih komponenti razlikuje od etericnog ulja iste
biljke, odnosno pokazuje nize vrijednosti (Ojeda-Sana i sur., 2013). U istrazivanju iz 2022.
godine, Males 1 sur. su proucavali hlapljive 1 nehlapljive komponente u ekstraktima lovora,
majcine duSice 1 ljekovite kadulje. Monoterpeni su bili najc¢es¢i izolirani hlapljivi organski
spojevi u proucavanim ekstraktima. Oksigenirani monoterpeni poput a- i B-tujona, 1,8-cineola
1 kamfora su bili dominantne komponente u vodenim ekstraktima, $to se takoder moze povezati
1 sa sastavom hidrolata tih biljaka. U hidrolatu lovora, u najvec¢oj koncentraciji je prisutan 1,8-

cineol, dok se u etericnom ulju lovora nalaze 1 linalol i metil eugenol u visokim
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koncentracijama ali zbog svoje netopljivosti u vodi ne zaostaju u hidrolatu. U hidrolatu
ljekovite kadulje zaostaju 1,8-cineol i kamfor, u puno vecoj koncentraciji nego u etericnom
ulju upravo zbog svoje dobre topljivosti u vodi. [ako je u ekstraktu majcine dusice dominantna
komponenta karvakrol koji je slabo topljiv u vodi, u hidrolatu biljke dominira timol. Razlika u
antioksidacijskoj stabilnosti izmedu hidrolata kadulje i maj¢ine duSice se moze objasniti jacim
antioksidacijskim djelovanjem timola u usporedbi s kamforom, §to su uocili Lin i sur. (2009)
prilikom usporedbe antioksidacijske aktivnosti glavnih komponenti razli¢itih eteri¢nih ulja
DPPH metodom gdje se timol pokazao boljim antioksidansom od kamfora.

Prema Males i sur. (2022), dominantne komponentne vodenog ekstrakta mjeSavine lovora,
maj¢ine dusice i kadulje u jednakom omjeru su B-tujon i 1,8-cineol. S obzirom na to da su
tujoni slabo topljivi u vodi, glavna komponenta hidrolata mjesavine je 1,8-cineol §to objasnjava

njegovu visoku antioksidacijsku stabilnost.

4.2. Antioksidacijska stabilnost hidrolata tijekom 28 dana odredena DPPH i FRAP
metodom

DPPH

600

500
p 20 M Lovor
g 300 i
= 200 l I I I B Majcina dusica

100 Kadulja

0 H Mjesavina
14 28
Dan

Slika 14. Graficki prikaz antioksidacijske stabilnosti hidrolata prema DPPH metodi

Uzorak hidrolata lovora 0. dan pokazuje vrijednost antioksidacijske aktivnosti
od 667,56 uM TE koja nakon 28 dana pada na 284,65 uM TE. Uzorak hidrolata maj¢ine duSice
pokazuje vrijednost antioksidacijske aktivnosti ¢ak Sest puta manju nego hidrolat lovora,
111,08 uM TE prvog dana, a koja nakon 28 dana pada na 61,51 uM TE. Najmanju vrijednost

antioksidacijske aktivnosti ima uzorak hidrolata ljekovite kadulje koja prvog dana iznosi 68,45
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uM TE te se nakon 28 dana smanjuje na 38,70 uM TE.
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Slika 15. Graficki prikaz antioksidativne stabilnosti hidrolata prema FRAP metodi

Uzorak hidrolata lovora 0. dan pokazuje vrijednost antioksidacijskog kapaciteta od
2028,85 uM TE koja nakon 28 dana pada na 990,0 uM TE. Uzorak hidrolata maj¢ine duSice
pokazuje vrijednost antioksidacijske aktivnosti ¢ak pet puta manju nego hidrolat lovora, 371,15
uM TE prvog dana koja nakon 28 dana pada na 168,46 uM TE. Najmanju vrijednost
antioksidacijske aktivnosti ima uzorak hidrolata ljekovite kadulje koja prvog dana iznosi 58,46

uM TE te na kraju eksperimenta pada na 31,15 uM TE.

Prema dobivenim rezultatima, primjetno je da svi uzorci slijede isti trend.
Antioksidacijska aktivnost hidrolata se smanjuje do otprilike 50 % pocetne vrijednosti nakon
28 dana Sto upucuje na degradaciju odredenih spojeva prisutnih u hidrolatima. Hidrolatima je
mjerena antioksidacijska stabilnost 14. dana kada se vecini uzoraka antioksidacijska aktivnost
smanjila za 20 %, osim kod uzorka hidrolata maj¢ine dusSice ¢ija se antioksidacijska aktivnost
smanjila za 40 %. Kod ostalih uzoraka veci gubitak antioksidacijske aktivnosti se dogada
izmedu 14. 1 28. dana. U istrazivanju koje su proveli Kayahara i sur. (2000) pokazalo se kako
tijekom prvih nekoliko dana skladiStenja dolazi do degradacije spojeva zasluznih za
antioksidacijsku aktivnost te gubitka hlapivih spojeva odgovornih za aromu hidrolata razli¢itih
zacinskih biljaka, ukljucujuéi Salvia officinalis L. Slicne rezultate dobili su Katalini¢ i sur.
(2006) dok su koriste¢i se FRAP metodom ispitali ukupan broj fenola i antioksidacijski

kapacitet kod 70 vrsta ljekovitog bilja, uklju¢uju¢i maj¢inu dusSicu i ljekovitu kadulju. Moguce
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je da je za degradaciju hlapivih spojeva zasluzan nacin skladiStenja kiveta koje nisu bile
izolirane od djelovanja sunceve svjetlosti, Sto je takoder moglo dovesti do degradacije
antioksidativnih komponenti hidrolata (Vrbikova i sur., 2014) zbog ¢ega se s vremenom
smanjila antioksidativna stabilnost. To je naj¢es¢i nacin skladiStenja hidrolata na policama u
trgovinama te bi pakiranje hidrolata u zatamnjenim bocama potencijalno moglo produziti

vrijeme antioksidacijske stabilnosti hidrolata.

4.3. Korelacija rezultata dobivenih DPPH i FRAP metodom
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Slika 16. Graf korelacije rezultata antioksidacijske aktivnosti dobivenih DPPH i1 FRAP
metodama

Koeficijent determinacije R? iznosi 0,8591, koeficijent korelacije r je 0,9269. Statisticka
znacajnost koeficijenta korelacije je p < 0,05, zbog Cega se moze re¢i da je koeficijent
korelacije statisticki znacajan i da se radi o jakoj pozitivnoj korelaciji (0,8 <r < 1). To znaci da
obje metode pokazuju isti trend u rezultatima. Jednak trend zabiljeZili su Ahoua i sur. (2012)
te Clarke 1 sur. (2013) prilikom odredivanja antioksidacijske aktivnosti razli¢itih vrsta fikusa 1

biljaka malazijske Sume DPPH i FRAP metodama.
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5. ZAKLJUCAK

1. Medu ispitivanim hidrolatima najvecéa antioksidacijska aktivnost primjenom obje
metode odredena je u hidrolatu lovora i iznosila je oko 2000 uM TE. Hidrolat biljne
mjeSavine ovih biljaka pomijeSanih u omjeru 1:1:1 imao je duplo manju
antioksidacijsku aktivnost, dok je hidrolat maj¢ine dusice imao pet puta, a hidrolat
kadulje ¢ak tridesetak puta manju antioksidacijsku aktivnost.

2. Nakon 28 dana skladiStenja hidrolata pri sobnoj temperaturi, antioksidacijska
aktivnost svih hidrolata smanjila se na priblizno 50% pocetne vrijednosti.

3. Rezultati dobiveni DPPH i FRAP metodama pokazuju statisticki znacajan
koeficijent korelacije, tj. obje metode pokazuju isti trend promjena antioksidacijske
aktivnosti hidrolata lovora, maj¢ine duSice, kadulje i1 biljne mjeSavine navedenih
biljaka tijekom skladiStenja.

4. Budu¢i da je antioksidacijska aktivnost hidrolata lovora i nakon 28 dana
skladiStenja pri sobnoj temmperaturi bila visoka, hidrolat pokazuje potencijal za
primjenu u prehrambenoj industriji, primjerice u minimalnoj preradi svjezeg voéa i

povréa radi prevencije kvarenja te produljenja roka trajanja.
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