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1. UvOD

Jaka alkoholna pi¢a obuhvacaju pi¢a s najmanjom alkoholnom jakosti od 15 % vol., a
namijenjena su ljudskoj potrosnji i imaju posebna organolepticka svojstva. Zapisi o proizvodnji
1 konzumaciji jakih alkoholnih pica potjecu jo§ od drevnih civilizacija pa sve do suvremenog
doba. Jaka alkoholna pi¢a proizvode se destilacijom fermentiranih voénih, Zitnih i Seéernih
komina, maceracijom ili slicnom preradom biljnih tvari u etanolu, dodavanjem aroma, bojila,
sladila ili drugih prehrambenih proizvoda, zasebno ili u kombinaciji, etanolu ili mijesanjem
jakih alkoholnih pi¢a, etanola i drugih prehrambenih proizvoda.

Tradicionalno jako alkoholno pice je hrvatski pelinkovac koji pripada kategoriji likera.
Proizvodi se aromatiziranjem etilnog alkohola maceratima aromatskog bilja prvenstveno
pelina (Artemisia absinthium), zatim komora¢a (Foeniculum vulgare), kadulje (Salvia
officinalis), mente (Menta piperita) te jo§ oko 20-30 drugih biljnih vrsta koje su poznate
proizvodacima, ali ne nuzno i potro$ac¢ima, s obzirom da je receptura proizvoda proizvodacka
tajna. Hrvatski pelinkovac konzumira se kao aperitiv i digestiv, a pripisuju mu se razna
ljekovita svojstva, prvenstveno jer se biljka pelin koristi u narodnoj medicini preko 3000
godina (Tehnicka dokumentacija Ministarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, 2016). Pelin
(Artemisia absinthium L.) visegodiSnja je zeljasta biljka koja na prostoru Hrvatske raste
samoniklo, a kao samonikla ili kultivirana vrsta rasprostranjena je diljem Europe, Azije i
Sjeverne Amerike (Kolak i sur., 2004).

Cilj rada je istraziti utjecaj trajanja maceracije i volumnog udjela etanola (25 %, 40 %, 55
%, 70 % vol.) u vodeno-alkoholnoj bazi na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva, antioksidacijsku
aktivnost i fizikalno-kemijske parametre macerata pelina. U vremenskom periodu od 2 tjedna,
koliko je trajala maceracija, odredeni su ukupni fenolni spojevi (TPC), antioksidacijska
aktivnost te fizikalno-kemijski parametri kvalitete macerata, odnosno pH vrijednost, ukupni
ekstrakt te kromatski parametri. Na temelju dobivenih rezultata donesen je zakljucak o utjecaju
vremena i volumnog udjela etanola u vodeno-etanolnoj bazi na kvalitetu macerata pelina te su
odredeni optimalni parametri maceracije pelina za dobivanje macerata koji se moze koristiti u

proizvodnji pelinkovca.



2. TEORIJSKI DIO

2.1.  Jaka alkoholna piéa

Prema Uredbi Europske Unije (Uredba (EU) 2019/787), jaka alkoholna pica su pi¢a nami-
jenjena za ljudsku potros$nju, imaju posebna senzorska svojstva, sadrze minimalno 15 % vol.
alkohola, a proizvedena su:

Izravno:

— destilacijom, sa ili bez dodavanja aroma, prirodno prevrelih sirovina poljoprivrednog podri-
jetla,

—maceracijom ili slicnom preradom biljnih tvari u etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla
ili u destilatima poljoprivrednog podrijetla,

— dodavanjem aroma, Secera ili drugih sladila i/ili drugih poljoprivrednih proizvoda i/ili preh-
rambenih proizvoda etilnom alkoholu poljoprivrednog podrijetla i/ili destilatima poljoprivred-
nog podrijetla

Mijesanjem jakog alkoholnog pi¢a s jednim ili vise:

— drugih jakih alkoholnih piéa,

— etilnim alkoholom poljoprivrednog podrijetla ili destilatima poljoprivrednog podrijetla,

— drugih alkoholnih pica

Etilni alkohol koji se koristi u proizvodnji jakih alkoholnih pica i svih njihovih sastojaka
mora biti poljoprivrednog podrijetla, ne smije imati okus i miris drugaciji od onoga koji potjece
od upotrijebljenih sirovina i mora imati minimalno 96,0 % vol. (Uredba (EU) 2019/787).

Podjela jakih alkoholnih pi¢a, prema navedenoj Uredbi EU (2019/787), je na prirodna
(tradicionalna) jaka alkoholna pica dobivena destilacijom odredene sirovine (pi¢a pod broje-
vima 1-14 u tablici 1) i mijeSana jaka alkoholna pi¢a dobivena dodatkom etanola, bilja, aroma-
ti¢nih tvari ili drugih dodataka u destilat, koja mogu biti obojena i zasladena (pi¢a pod broje-
vima 15-44 u tablici 1).

Prirodna jaka alkoholna pica proizvode se alkoholnom fermentacijom i destilacijom i-
skljucivo sirovina utvrdenih odgovaraju¢om kategorijom jakih alkoholnih pica, nije dozvoljen
dodatak alkohola, razrijedenog ili nerazrijedenog, nisu aromatizirana niti zasladena (osim da
bi se zaokruzio konacni okus proizvoda), bojena su samo karamelom koji se upotrebljava i-
skljucivo za prilagodbu boje tih alkoholnih pic¢a te ne sadrzavaju dodatke, osim cijelih nepre-
radenih dijelova sirovina iz kojih se taj alkohol dobiva, i koji se uglavnom koriste u dekorativne

svrhe.



Mijesana jaka alkoholna pi¢a mogu biti proizvedena od bilo koje poljoprivredne sirovine

definirane u Uredbi EU (2019/787) za pojedino jako alkoholno pic¢e, a mogu imati dodan alko-

hol te sadrzavati aromati¢ne tvari, prirodne aromati¢ne tvari, aromati¢ne pripravke i aromati-

zirane prehrambene proizvode te mogu biti obojena i zasladena.

Tablica 1. Podjela jakih alkoholnih pi¢a (Uredba EU 2019/787)

Redni
broj

10

11

12

Naziv pica

Rum

Whisky ili whiskey

Zitna rakija

Rakija od vina
Brandy ili Weinbrand

Rakija od grozdane komine ili ko-

movica

Rakija od voéne komine

Rakija od grozdica ili raisin brandy
Rakija od voca

Rakija od jabu¢nog vina, rakija od
kruSkovog vina i rakija od jabu¢nog

1 kruskovog vina

Rakija od meda

Hefebrand ili rakija od taloga

Redni
broj

23

24

25

26

27

28

29

30

31

58

34

Naziv piéa
Jako alkoholno pi¢e aromatizirano
kimom ili Kéimmel
Akvavit ili aquavit

Jako alkoholno pi¢e aromatizirano

anisom
Pastis

Pastis de Marseille

Anis ili janezevec

Destilirani anis
Gorko jako alkoholno pice ili bitter

Aromatizirana votka

Jako alkoholno pi¢e aromatizirano
divljom §ljivom ili pacharan
Liker

Krem liker od (uz dodan naziv upot-

rijebljenog voca ili druge sirovine)



Tablica 1. Podjela jakih alkoholnih pica - nastavak (Uredba EU 2019/787)

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

Rakija od piva

Topinambur ili rakija od jeruzalem-

ske artiCoke

Votka

Rakija (s dodanim imenom voca, bo-
bica ili oraSastog voc¢a) dobivena

maceracijom i destilacijom

Geist (s dodanim nazivom upotrijeb-

ljenog voca ili sirovine)
Encijan

Jako alkoholno pi¢e aromatizirano

borovicom
Gin

Destilirani gin

London gin

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

Sloe gin

Sambuca

Maraschino, marrasquino ili ma-

raskino

Nocino ili orehovec

Liker od jaja ili advocat ili avocat

ili advokat
Liker s jajima

Mistra

Vdkevd glagi ili spritglogg

Berenburg ili Beerenburg

Nektar od meda ili nektar od me-

dovine



2.1.1. Likeri

Prema Uredbi Europske Unije 2019/787 liker je jako alkoholno pice koje sadrzava naj-
manju koli¢inu sladila, izrazenu kao invertni Secer, od:

— 70 g L za liker od tre$nje ili vi$nje, ¢iji se etilni alkohol sastoji isklju¢ivo od rakije od
tresnje ili visnje,

— 80 g L za likere koji su aromatizirani isklju¢ivo encijanom ili sli¢cnom biljkom ili pelinom,
— 100 g L u svim drugim slu¢ajevima;

Liker je jako alkoholno pi¢e proizvedeno upotrebom etilnog alkohola poljoprivrednog
podrijetla ili destilata poljoprivrednog podrijetla ili jednog ili vise jakih alkoholnih pica ili nji-
hovom kombinacijom, zasladeno i s dodatkom jedne ili viSe aroma, proizvoda poljoprivrednog
podrijetla ili prehrambenih proizvoda. Za proizvodnju likera mogu se upotrebljavati aromati-
¢ne tvari i aromati¢ni pripravcei (slika 1). Alkoholna jakost likera iznosi najmanje 15 % vol.
(Uredba EU, 2019/787).

demineralizirana voda

it

l destilati, macerati

I

l alkohol [ arome (esencije. etericna ulja) ‘

h h
v . s
P . secemi sirup
mijesanje
l secerni kuler

| sljubljivanje |

|

| filtracija |

4

punjenje u boce |

—— ]
_1

bonifikatori ‘

Slika 1. Opc¢a shema proizvodnje likera (Grba i1 Stehlik-Tomas, 2010)



2.1.2.  Proizvodnja hrvatskog pelinkovca

Hrvatski pelinkovac je tradicionalno jako alkoholno pice koje pripada kategoriji likera.
Dobiva se aromatiziranjem etilnog alkohola poljoprivrednog podrijetla maceratima aromat-
skog bilja u kojima po sastavu i koli¢ini dominira biljka pelin (Artemisia absinthium L.) te se

zasladuje.

Karakteristike proizvoda

Boja kona¢nog proizvoda potjeée od macerata aromatskog bilja. Raspon boje krece se
od svijetlo do tamnije smede, a naj¢esce se zadrzava u granicama tople smede boje. Miris pe-
linkovca potjece od aromatskog bilja, a s obzirom da je pelin dominantna komponenta istice se
i u mirisu proizvoda. Prevladavaju travnate note pelina, a intenzivnost je izrazena. Okus hrvat-
skog pelinkovca je svjez s nazalnom taninskom notom, dugotrajan je te prevladava karakteris-
ti¢na gorcina. Udio alkohola mora biti u rasponu 27-31 % vol. alkohola, a koli¢ina dodanog
Seéera iznosi izmedu 100 i 170 g L™ (Tehni¢ka dokumentacija Ministarstva poljoprivrede Re-
publike Hrvatske, 2016).

Postupak proizvodnje

Postupak proizvodnje zapocinje proizvodnjom macerata. Macerat se proizvodi potapa-
njem odabrane smjese usitnjenog aromatskog bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog podri-
jetla. Maceracija traje od 15 do 30 dana, ovisno 0 temperaturi i aromati¢nosti bilja. Dio mace-
rata nakon maceracije se destilira. Destilat sadrzi 60-70 % vol. alkohola, a nakon destilacije se
mijesa s preostalim maceratom uz dodatak dozvoljenih prehrambenih aditiva kao §to su kara-
mel, askorbinska kiselina i sl. Tako dobiveni pripravak se upotrebljava za proizvodnju hrvat-
skog pelinkovca uz dodatak Secera i vodeno-alkoholne otopine. Harmonizacija (sljubljivanje)
svih sastojaka traje minimalno 7 dana (Tehni¢ka dokumentacija Ministarstva poljoprivrede Re-
publike Hrvatske, 2016).

Osim maceracije pelina (Artemisia absinthium L.) koji prevladava te se obi¢no dodaje u
udjelu od 20 %, mogu se dodati i dijelovi biljke komoraca (Foeniculum vulgare L.), kadulje
(Salvia officinalis L.) te mente (Menta piperita L.). Medutim, ne postoji jedinstvena receptura
tj. sastav, ve¢ dodatak ostalog aromati¢nog bilja i sama koli¢ina ovisi o podrué¢ju proizvodnje,
godisnjem dobu te individualnoj recepturi svakog proizvodaca (Tehnicka dokumentacija Mi-

nistarstva poljoprivrede Republike Hrvatske, 2016).



2.2.  Gorski pelin (Artemisia absinthium L.)

Gorski pelin visegodisnja je zeljasta biljka koja raste diljem Europe, Azije i Sjeverne A-
merike, kao kultivirana vrsta ili samoniklo. Najveéi proizvodaci pelina u svijetu su Ukrajina,
Francuska, Italija, Njemacka te Sjedinjene Americke Drzave. Na prostorima Republike Hrvat-
ske raste samoniklo, a Hrvatsko gorje bogato je gorskim pelinom koji se mozZe naéi na liva-
dama, travnjacima, oranicama, uz rubove Suma i sl. Ljekovita svojstva gorskog pelina poznata
su vec¢ vise od 3000 godina, a pronadeni su i zapisi da se koristio jo§ u doba starog Egipta.

Gorski pelin pripada rodu Artemisia L. koji zajedno sa nekim drugim rodovima kao na
primjer Aster L., Lactuca L., Gerbera L. i dr. pripada redu Asterales. Cijela je porodica poznata
po gorcini svih dijelova biljaka.

Sama biljka moze narasti u visinu do 100 cm, a korijen je drvenast i prodire na dubinu tla
od 50 do 90 cm. Zivi 4 do 12 godina. Stabljika je okruglasta, razgranata i prekrivena srebrnka-
stosivim dlacicama. Listovi su dva do tri puta perasto razdijeljeni te prekriveni dlacicama.
Cvjetovi su sitni, zu¢kasti te sastavljeni u glavice koje su metlicasto rasporedene po biljci (slika
2). Plod je roska (achenium) bez kundare (pappus), sjeme je vrlo sitno i zadrzava klijavost
jednu do dvije godine. Biljka cvate od srpnja do listopada (Kolak i sur., 2004).

Slika 2. Gorski pelin (Artemisia absinthium L.) (Marjan, 2010)

2.2.1. Fitokemijski sastav

Gorski pelin (Artemisia absinthium L.) sastoji se pretezno od terpenoida, flavonoida, ku-
marina, polifenola, sterola, acetilena te kafeoil-kine kiseline (Bhat, 2019.)

Bioloski aktivne komponente gorskog pelina su hlapljiva ulja koja ukljuc¢uju a-tujon i g-
tujon, seskviterpenski laktoni absintin, artemetin, matricin, izoabsintin i artemolin, acetileni,
flavonoidi, fenolne kiseline i lignani (Hoffman, 2003).



Tujon

Tujon (1-izopropil-4-metilbiciklo[3.1.0]heksan-3-on) je biciklicki ketonski terpen koji je
jedna od glavnih aktivnih komponenata gorskog pelina. Moze se naci u dva epimerna oblika —
(-)-a-tujon i (+)-p-tujon (slika 3). U¢inku tujona pripisano je halucinogeno i problemati¢no
ponasanje potrosaca apsinta. Medutim, istrazivanja su pokazala da apsint ne sadrzi dovoljne
koli¢ine tujona koje bi mogle izazvati takve posljedice, ve¢ da je uzrok takvog ponasanja pre-
tjerana konzumacija alkohola. Potvrdeno je da tujon nema posljedice na fizicko i psihi¢ko

zdravlje ukoliko se ne kozumira u ekstremno velikim dozama (Bhat, 2019).

@) : O

a-tujon B-tujon

Slika 3. Kemijska struktura a-tujona i f-tujona (Padosch 1 sur., 2006)

Seskviterpenski laktoni

Seskviterpenski laktoni daju karakteristicnu gorku aromu pelinu. Glavni gorki konstitu-
ent je absintin (slika 4), a gor¢ini doprinose i anabsin, ketopelenolid-b te anabsintin
(Bhat,2019).

Slika 4. Kemijska struktura absintina (Lachenmeier, 2007)



Polifenoli

Polifenoli su medu najistrazivanijim fitokemikalijama zadnjih godina s obzirom na
njihovu Siroku distribuciju u biljnom carstvu te svakodnevnu ljudsku konzumaciju. Polifenoli
su spojevi koji u svojoj strukturi imaju vise od jedne hidroksilne skupine koja je vezana na
jedan ili viSe benzenskih prstenova. Pripisuje im se potencijalna uporaba kao profilakticki ili
terapeutski agensi zbog njihovih antioksidacijskih svojstava. Distribucija fenolnih spojeva u
biljnoj strukturi nije jednoli¢na, ali je njihova uloga neophodna za normalno funkcioniranje
biljaka i biljnih stanica. Funkcija fenola u biljkama je svestrana, neki sudjeluju u formiranju
strukture biljaka i biljnih stanica, neki su zasluzni za pigmentaciju, rast, rezistenciju na
biljozdere ili patogene organizme itd. Ovisno o strukturnim karakteristikama mogu se podijeliti

na fenolne kiseline, flavonoide, stilbene i lignane (Vladimir-Knezevi¢ i sur.,2012).

Flavonoidi

Flavonoidi predstavljaju najvecu skupinu polifenolnih spojeva s vise od 6000
identificiranih struktura. Njihovu strukturu sacinjavaju dva benzenska prstena (A i B) povezana
sa linearnim propanskim lancem (CsC3Cs). Taj centralni lanac naj¢esce formira piranski prsten
(C) s jednim od dva benzenska prstena (slika 5). Flavonoidi se, ovisno o strukturi, mogu jo$
podijeliti u 6 podskupina: flavoni, flavonoli, flavanoni, flavanoli, antocijanidini te
izoflavonoidi (Vladimir-KneZevi¢ 1 sur., 2012). S povecanjem broja hidroksilnih skupina

povecava se antioksidacijska aktivnost flavonoida (Kurtagi¢, 2017).

Slika 5. Opca struktura flavonoida (Panche 1 sur., 2016)
Fenolne kiseline
Fenolne kiseline su najviSe zastupljeni ne-flavonoidi medu fenolnim spojevima. Sadrze
hidroksicimetnu ili hidroksibenzojevu strukturu, a raznolikost sacinjavaju brojevi i pozicije
hidroksi- 1 metoksi- skupina na benzenskim prstenima (slika 6). Mala koli¢ina fenolnih kiselina
nalazi se u slobodnoj formi, ve¢ina je vezana esterskim, eterskim ili acetalnim vezama za

strukturne komponente biljaka (Vladimir-Knezevi¢ i sur., 2012). Fenolne kiseline posjeduju



snaznu antioksidacijsku, antimikrobnu, protuupalnu te antikancerogenu aktivnost (Kurtagic,

2017).

R, R,
;:> f ; 6_\4
R; Rz 0
N
OH
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a) b)

Slika 6. Opc¢a struktura hidroksibenzojeve a) 1 hidroksicimetne b) kiseline (Rocha i sur.,
2012)

2.2.2. Ucinak na zdravlje

Gorski pelin (Artemisia absinthium L.) poznat je u tradicionalnoj medicini jos$ od anti¢kih
civilizacija. U Europskoj tradicionalnoj medicini koristi se za lije¢enje razlicitih tegoba, pose-
bno za parazitske infekcije, zelu¢ane tegobe te kod pojave vrucice. Prema tradicionalnim zapi-
sima, lis¢e biljke se koristi za snizavanje temperature, a cvijet pomaze kod zelucanih tegoba i
infekcija. Tinktura A. absinthium koristi se kao tonik i pomo¢ pri poboljsanju probave (Szopa
i sur., 2020).

U suvremeno doba gorski pelin ostao je u fokusu raznih istrazivanja s obzirom na Sirinu
primjene i terapeutski potencijal. S obzirom da moderan stil Zivota ¢esto ukljucuje ubrzan ri-
tam, stresne uvjete, konzumaciju brzo dostupne i ¢esto nezdrave hrane, smanjeno kretanje te
oneciS¢en okoli§ 1 okruzenje, zapaZeno je povecanje koli¢ine slobodnih radikala u ljudskom
tijelu 1 samim time sve ucestalija pojava bolesti kao Sto su zlo¢udni tumori (Koyuncu, 2018).
Antioksidacijska aktivnost spojeva prisutnih u gorskom pelinu omoguéava zastitu stanica od
slobodnih radikala, nestabilnih molekula koje neizbjezno nastaju u ljudskom tijelu. Prirodni
antioksidansi neizbjeZni su za normalno funkcioniranje organizma, a fenoli prisutni u biljci
pokazuju potencijal za terapiju bolesti povezanih sa oksidacijskim stresom (Sharifi-Rad i sur.,
2022). S obzirom da su tumori ¢esto smrtonosne bolesti, a terapija zraGenjem je invazivna i
dugotrajna metoda, biljke koje sadrze antioksidanse, kao §to je gorski pelin, intenzivno se is-
trazuju kao antitumorski agensi. Prema istrazivanju koje su proveli Lai i Singh (2001), meha-
nizam antitumorskog djelovanja A. absinthium temelji se na reakciji artemisinina ili bilo kojeg
njegovog derivata sa ionima zeljeza pri ¢emu dolazi do kemijske reakcije u kojoj nastaju slo-
bodni radikali. S obzirom da stanice trebaju ione Zeljeza za replikaciju DNA molekula, a tu-

morske stanice su karakterizirane nekontroliranom diobom stanica, onda tumorske stanice zah-
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tijevaju vece koli¢ine zeljeza za diobu nego zdrave stanice. Stoga, kada su tumorskim stani-
cama dodane vece koli¢ine zZeljeza, a zatim i artemisinin, doslo je do selektivnog izazivanja
stani¢ne smrti tumorskih stanica. Pretpostavlja se da bi agresivniji tumori kao $to je pankreasna
ili akutna leukemija mogli jo§ bolje reagirati s artemisininom, s obzirom da ih karakterizira
ubrzana stani¢na dioba i samim time prisutnost vecih koli¢ina Zeljeza.

Potencijal gorskog pelina kao terapeutika nije striktno vezan samo uz antitumorsko djelo-
vanje ve¢ se proucava u razlicite svrhe kao $to je antidijabeticko djelovanje, utjecaj na pobolj-
Sanje imunosnog sustava i imuniteta, antimikrobno djelovanje, upotreba u terapiji gastrointes-
tinalnih tegoba, utjecaj na srediSnji zivCani sustav i epilepsiju, a zabiljeZen je 1 utjecaj na re-

produktivni sustav (Bhat, 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1.  Materijali

3.1.1.  Biljni materijal

Za provedbu eksperimentalnog dijela ovog rada kao biljni materijal koriSteni su osuseni
1 usitnjeni dijelovi biljke pelin (Artemisia absinthium L.) proizvodaca ,,Suban“ (Strmec,

Hrvatska).

3.1.2. Kemikalije i oprema

Za postupak pripreme macerata pelina te provedbu analiza koriStene su navedene
kemikalije i oprema:
- Folin-Ciocoalteu reagens — Kemika (Zagreb, Hrvatska)
- natrijev karbonat bezvodni — Gram mol (Zagreb, Hrvatska)
- destilirana voda
- etanol 96 % vol.- Kefo (Ljubljana, Slovenija)
- galna kiselina - Sigma-Aldrich (Steinheim, Njemacka)
- ABTS (2,2"-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) - Sigma-Aldrich (Steinheim,
Njemacka)
- DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) — Fluka (Offenbach, Njemacka)
- kalijev persulfat — Fluka (Offenbach, Njemacka)
- etanol 100 % vol. - Gram — mol (Zagreb, Hrvatska)
- spektrofotometar Specord 50 Plus - Analytik Jena (Jena, Njemacka )
- pH metar Schott CG 842 — Schott (Mainz, Njemacka)
- laboratorijski suSionik ST-01/02 - Instrumentaria (Sesvete, Hrvatska)

- analiticka vaga OHAUS Adventurer AX224 — OHAUS (Nnikon, Svicarska )

3.2. Metode

3.2.1. Postupak pripreme macerata pelina

Maceracija biljnog materijala provedena je tako da je odvagano 10 g biljnog materijala
koji je prebacen u posudu s ¢epom te preliven sa 250 mL vodeno-etanolne baze (slika 7).
Koncentracija biljnog materijala u uzorcima tijekom maceracije bila je 40 g L™!, dok je volumni

udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi bio 25 %, 40 %, 55 %, 70 % (tablica 2). Vodeno-etanolna

baza pripremljena je razrijedivanjem odgovaraju¢eg volumena 96 %-tnog etanola sa
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destiliranom vodom. Postupak maceracije provodio se pri sobnoj temperaturi, a uzorci su se
cuvali na suhom i tamnom mjestu uz povremeno mijesSanje. Svakih tjedana dana odredena je
koncentracija ukupnih fenolnih spojeva te je kraj maceracije odreden ustaljenjem koncentracije
navedenih spojeva. Nakon zavrSetka maceracije dobiveni macerat je profiltriran kroz filter
papir kako bi se uklonio zaostali biljni materijal, a uzorci su ¢uvani na +4 °C do provedbe

analiza.

Slika 7. Uzorci macerata pelina (vlastita fotografija)

Tablica 2. Uvjeti maceracije

Uzorak Koncentracija Volumni udio Trajanje
pelina (g L") etanola (%) maceracije (dan)
1 25
2 40
3 55
4 70
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3.2.2. Odredivanje ukupnih fenolnih spojeva (TPC)

Princip metode

Ukupni sadrzaj fenola (TPC) odreden je kolorimetrijskom metodom pomocu Folin-
Ciocalteu reagensa tj. smjese fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline (Singleton i Rossi,
1965). U reakciji s fenolnim tvarima dolazi do redukcije fosfovolframove i fosfomolibdene
kiseline u wolframov oksid i molibdenov oksid, pri ¢emu fenolne tvari oksidiraju i dolazi do
pojave plavog obojenja. Nakon toga se spektrofotometrijski odreduje intenzitet nastalog plavog
obojenja na 760 nm. Uporabom standardnih otopina galne kiseline izraden je bazdarni pravac,
iz kojeg se pomocu dobivene jednadzbe izracuna koncentracija ukupnih fenola u svakom

uzorku. Rezultat se izrazava kao mg L' ekvivalenata galne kiseline (GAE).

Postupak rada

Prethodno pripremljeni uzorci s koncentracijom biljnog materijala od 40 g L™! razrijedeni
su 5 puta. U odmjernu tikvicu od 10 mL odpipetira se 300 pL uzorka, 500 pL Folin-Ciocalteu
reagensa 1 6 mL destilirane vode. Sastojci u odmjernoj tikvici se promijesaju i ostave se da
odstoje 5 minuta. Nakon toga dodaje se 1,5 mL natrijevog karbonata te se odmjerna tikvica
nadopuni destiliranom vodom do oznake. Odmjerna tikvica se ostavi na tamnom mjestu pri
sobnoj temperaturi u vremenskom periodu od 2 sata nakon ¢ega se spektrofotometrijski mjeri
apsorbancija na 760 nm na spektrofotometru Helios Gamma UV-Vis Spectrophotometer
(Thermo Electron Corporation). Slijepa proba priprema se na isti nacin kao 1 uzorak, ali se

umjesto 300 uL uzorka dodaje 300 pL destilirane vode. Svaki uzorak mjeri se u 2 paralele.

Izrada bazdarnog pravca

Kako bi se dobila otopina za izradu standardnih otopina u odmjernu tikvicu od 50 mL
1zvaze se 0,5 g galne kiseline 1 tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Od dobivene
otopine naprave se standardne otopine od 100, 150, 200, 250 i 300 mg L' galne kiseline u
odmjernim tikvicama od 50 mL. U odmjernu tikvicu od 10 mL odpipetirano je 300 pL otopine
pojedinacne koncentracije te 500 uL Folin-Ciocalteu reagensa i 6 mL destilirane vode nakon
cega se sastojci promijesaju i tikvica se ostavi da odstoji 5 minuta. Nakon toga doda se 1,5 mL
natrijevog karbonata te se tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake. Postupak se ponovi
za svaku standardnu otopinu. Odmjerne tikvice ostave se na tamnom mjestu pri sobnoj
temperaturi u vremenskom periodu od 2 sata te se zatim mjeri apsorbancija na 760 nm pomocu
spektrofotometra. Slijepa proba priprema se po istom postupku kao 1 uzorci, ali se umjesto 300

puL uzorka dodaje 300 uL destilirane vode.
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Racun
Iz pravca ovisnosti apsorbancije standardnih otopina galne kiseline o njihovoj
koncentraciji dobiven je bazdarni pravac te jednadzba pravca iz koje se izraCunava

koncentracija ukupnih fenola u uzorku:
y=0,0041x + 0,0204  [1]

U dobivenoj jednadzbi y je vrijednost apsorbancije izmjerene pri 760 nm, a X je masena
koncentracija ukupnih fenola izrazenih u mg L. Dobiveni rezultati uzoraka s masenom
koncentracijom biljnog materijala od 40 g L' pomnoZeni su s 5 s obzirom da se metoda

provodila s uzorcima razrijedenim 5 puta.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti
3.2.3.1. DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil radikal) metoda

Princip metode

Odredivanje antioksidativne aktivnosti pomo¢u DPPH metode temelji se na redukciji
DPPH radikala (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) koja je prac¢ena kolorimetrijskom reakcijom.
DPPH radikal zbog nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu spektra
(517 nm). U prisutnosti elektron donora-AH (antioksidans koji gasi slobodne radikale) dolazi
do sparivanja elektronskog para DPPH radikala te do promjene ljubicaste boje u Zutu, §to se

prati mjerenjem apsorbancije u opadanju (slika 8) (Brand-Williams i sur., 1995).

NO, NO,
. H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
Ljubicasto Zuto

Slika 8. Reakcija redukcije DPPH radikala (prema Al-Kufaishi i sur., 2020)
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Postupak rada

DPPH reagens pripremi se otapanjem 0,03943 grama DPPH s 96 %-tnim etanolom u
odmyjernoj tikvici od 10 mL. Od ove se otopine tokom rada pripremi svjeza 0,1 mM otopina
DPPH reagensa tako da se uzme 0,5 mL originalne otopine 1 nadopuni se 96 %-tnim etanolom

do oznake u tikvici od 50 mL.

U kivetu se odpipetira 2 mL 96 %-tnog etanola, a zatim se doda 200 pL ispitivanog
uzorka koji je prethodno razrijeden 20 puta te se na kraju doda 2 mL prethodno pripremljene
otopine DPPH. Slijepa proba pripremi se na isti nacin, ali se umjesto 200 uL uzorka dodaje
200 pL etanola. Sadrzaj kivete se promijeSa te se ostavi na tamnom mjestu u vremenskom
periodu od 30 minuta. Nakon toga se spektrofotometrijski odredi antioksidacijska aktivnost

mjerenjem apsorbancije na 517 nm.
Racun
Postotak inhibicije DPPH radikala uzoraka ra¢una se prema sljede¢oj jednadzbi :
% inhibicije = [(Ao—A¢) / Ao] - 100 [2]
Ao — apsorbancija otopine DPPH radikala

A¢— apsorbancija reakcijske smjese

3.2.3.2.  ABTS (2,2"-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) metoda

Princip metode

ABTS metoda temelji se na ,utiSavanju® plavo-zelenog ABTS radikal-kationa (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonske kiseline) koji se formira kemijskom ili enzimskom oksidacijom
otopine ABTS-a nekoliko sati prije analize. Reakcijom ABTS-a s kalijevim persulfatom nastaje
kromoforni ABTSe radikal koji daje plavo-zelenu boju otopine s maksimumom apsorpcije pri
valnim duljinama od 415, 645, 734 1 815 nm. Antioksidansi dodani u pripremljenu otopinu
reduciraju ABTSe ¢ime se gubi obojenje (slika 9). Razina obezbojenja odrzava postotak
inhibicije ABTSe radikala i odreduje se kao funkcija koncentracije i vremena te usporeduje sa
standardom ekvivalenta. Metoda je primjenjiva za tvari topljive u vodi i mastima, za Ciste tvari

1 ekstrakte prehrambenih proizvoda (Re i sur., 1999).
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ABTS radikal (plavo-zelena boja) ABTS
Slika 8. Reakcija ABTS radikala s antioksidansom (prema Becker i sur., 2015)

Postupak rada

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka potrebna je 7 mM otopina ABTS
reagensa koji se priprema otapanjem 0,0384 g ABTS-a u odmjernoj tikvici od 10 mL koja se
zatim nadopuni do oznake destiliranom vodom te 140 mM otopina kalijeva persulfata koja se
pripremi otapanjem 0,37846 g kalijeva persulfata (K2S20sg) u odmjernoj tikvici od 10 mL koja
se zatim nadopuni do oznake destiliranom vodom.

89 uL kalijeva persulfata pomijesa se sa 5 mL ABTS-a, zatim se tikvica oblozi
aluminijskom folijom i ¢uva se u mraku 12 do 16 sati. Ovako pripremljen reagens stabilan je
dva dana. Sljede¢i dan potrebno je pripremiti 1 %-tnu otopinu ABTS-a tako da se 1 mL ABTS-
a otopi u 96 %-tnom etanolu i nadopuni destiliranom vodom do oznake u tikvici od 100 mL.
Daljnjim dodavanjem ABTS-a ili 96 %-tnog etanola potrebno je posti¢i apsorbanciju pri 734
nm u iznosu od 0,700 £ 0,02.

Uzorci se pripremaju dodavanjem 20 pL uzorka te 2 mL ABTS-a. Reakcija se odvija 6

minuta u mraku te se na kraju mjeri apsorbancija uzoraka na 734 nm.

Izrada bazdarnog dijagrama
Zaizradu bazdarnog dijagrama koriSten je standard Trolox u rasponu koncentracija 0,25-

2,0 mM.

Racun
Antioksidacijski potencijal uzoraka raCuna se prema jednadzbi bazdarnog pravca, a

rezultati su izrazeni kao mM Troloxa :
y =0,3009x — 0,0052 (R*=0,992) [3]
y — apsorbancija pri 734 nm
x — koncentracija Troloxa (mM)
R? - koeficijent determinacije
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3.2.4. Fizikalno-kemijski parametri

3.2.4.1.  Odredivanje pH vrijednosti

Princip metode
pH vrijednosti uzoraka macerata pelina mjerene su pomocu pH metra Schott CG 842
(Mainz, Njemacka) uranjanjem pH elektrode u uzorke. Prije pocetka provedbe analize

elektroda pH metra kalibrirana je puferom.

3.2.4.2.  Odredivanje ukupnog ekstrakta

Princip metode

Ukupni ekstrakt jakog alkoholnog pica ¢ini ukupna koli¢ina tvari koja ne isparava pri
odredenim uvjetima. Ekstrakt ¢ine minerali i organska tvar dok se isparavanjem gube voda i
hlapive tvari. Ukupni ekstrakt odreden je uparavanjem uzorka i suSenjem do konstantne mase.
U prethodno izvaganu ohladenu posudicu dodan je 1 mL macerata pelina koji se zatim susi u
susioniku pri 105 °C do konstantne mase. Nakon susenja uzorak se prenese u eksikator, a zatim

se nakon hladenja posuda ponovno vaze (Luci¢, 1987).

Racun

Ukupni ekstrakt racuna se pomoc¢u navedene formule:
ukupni ekstrakt (g L™') = (My — M) - 1000 “ Vipporka — [4]
M — masa posudice nakon susenja (g)

Mo — masa posudice prije susenja (g)

3.24.3.  Odredivanje kromatskih parametara

Princip metode

Kromatski parametri dobivenih macerata odredeni su spektrofotometrijskom metodom
pomocu CIELab sustava. Boja vina ili nekog drugog pi¢a moze se opisati pomocu 3 specifi¢na
faktora: tonalitet, svjetlina 1 kromati¢nost (slika 10). Tonalitet tj. sama boja je
najkarakteristi¢nija osobina, a moze biti crvena, Zuta, zelena ili plava. Svjetlina je faktor kojim
se ¢ini da je neko pice viSe ili manje blistavo, a kromati¢nost ili razina obojenja je povezana s
ve¢im ili manjim intenzitetom boje. Kombinacija ova tri faktora omogucava definiranje

viSestrukih nijansi boje koje vina ili druga pica predstavljaju (OIV, 2022).

18



-a* .
+a
zelena crvena

Slika 10. CIE Lab prostora boja (prema Mouw, 2018)

Postupak rada

Kromatski parametri dobivenih macerata mjereni su pomocu spektrofotometra Specord
50 Plus (Analytik Jena, Jena, Njemacka) sa izvorom svjetlosti D65. Mjerene su vrijednosti
transmitancije svakih 10 nm na podrucju valnih duljina od 380 do 780 nm. U tablici 3 prikazani
su kromatski parametri koji su odredeni na temelju dobivenih vrijednosti i njihovo znacenje.

Parametri C i 4 odreduju ton boje (OIV, 2022).
Tablica 3. Prikaz oznaka kromatskih parametara (OIV, 2022)

Naziv kromatskog parametra Oznaka Interval i znacenje

Svjetlina L 0-100;

0 — crno, 100 — prozirno

Komponenta crvene/zelene boje a Nema intervala

>0 crvena boja, <0 zelena boja

Komponenta zute/plave boje b Nema intervala

>() zuta boja, <0 plava boja
Zasicenje boje C

Kut boje h 0 -360°
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3.2.5. StatistiCka obrada podataka

StatistiCka obrada izmjerenih podataka provedena je pomoc¢u Microsoft Excel (Microsoft
365) softvera. Statisticka obrada ukljucivala je izracun srednje vrijednosti uzoraka ukoliko su
mjereni u vise paralela te izracun standardne devijacije. Podaci koji su prikazani graficki (u

obliku dijagrama) isto su tako obradeni u Microsoft Excel programu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istrazeni je utjecaj trajanja maceracije i volumnog udjela etanola (25 %, 40
%, 55 %, 70 % vol.) u vodeno-alkoholnoj bazi na sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva,
antioksidacijsku aktivnost 1 fizikalno-kemijske parametre macerata pelina. Postupak
maceracije trajao je 2 tjedna, odnosno do ustaljenja sadrzaja ukupnih fenolnih spojeva, a svakih
7 dana izuzeti su uzorci macerata na kojima su provedene analize. Osim ukupnih fenola
odredena je antioksidacijska aktivnost macerata primjenom ABTS i DPPH metode te fizikalno-

kemijski parametri: pH vrijednost, ukupni ekstrakt i kromatski parametri.

4.1. Rezultati odredivanja koli¢ine ukupnih fenolnih spojeva (TPC)
Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima odreden je spektrofotometrijski pomocu
Folin-Ciocalteu reagensa. Na slici 11 prikazane su prosjecne vrijednosti koncentracije ukupnih

fenola u dobivenim maceratima tijekom 2 tjedna maceracije.

700,00

600,00
500,00
, T . I
400,00 I
300,00 M 1 tjedan
2 tjedna
200,00
100,00
0,00
25 40 55 70

Volumni udio etanola [%]

Ukupni fenoli [mg L' GAE]

Slika 9. Koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u uzorcima macerata pelina tijekom 2 tjedna
maceracije

Koncentracije ukupnih fenola krecu se u rasponu od 395,49 + 15,00 do 643,78 + 6,90 mg
L' GAE. U svim uzorcima izmjerena je odredena koncentracija ukupnih fenola $to potvrduje
da se tijekom maceracije polifenoli iz pelina ekstrahiraju u vodeno-etanolnu bazu (Mrv¢ic 1
sur., 2012). Prema Lee i sur. (2013), identificirano je 20 polifenolnih spojeva u lis¢u biljke

pelina (Artemisia absinthium L.). Salicilna kiselina dominantna je u ekstraktu lis¢a navedene
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biljke, nakon nje slijede miricetin, kava kiselina, galna kiselina i ferulinska kiselina.

Opc¢enito, na koncentraciju fenola ekstrahiranih iz biljke utjece koncentracija bilja,
vrijeme maceracije, temperatura te koncentracija etanola u vodeno-etanolnoj bazi.

Vrijeme maceracije bitan je faktor koji utjeCe na ekstrakciju polifenola, a prema
dobivenim rezultatima za koncentraciju bilja od 40 g L' dovoljna je kratka maceracija od 1
tjedna. Ukoliko se maceracija produzi zabiljezena je niza koncentracija fenolnih spojeva u svim
uzorcima. Za odredivanje pribliznog vremena zavrSetka maceracije trebalo bi ponoviti
mjerenja u kra¢im vremenskim razmacima, npr. svaka 2 dana dok se ne zapazi ustaljenje
koli¢ine ukupnih fenola. Kod uzorka s najnizim udjelom etanola u vodeno-etanolnoj bazi (25
% vol.) zabiljezen je najveci pad koncentracije fenolnih spojeva tijekom produzene maceracije
(2 tjedna), dok je kod uzoraka sa vi§im udjelom etanola u vodeno-etanolnoj bazi (55 % 1 70 %
vol.) zabiljezen manji pad koncentracije fenola. Na temelju toga se moze zakljuciti da je
ekstrakcija fenolnih spojeva u uzorku s najniZim udjelom etanola (25 % vol.) tijekom
maceracije najkrace trajala, ali moguce je i da je degradacija fenolnih spojeva brza od njihove
ekstrakcije pa je zbog toga uocen najveéi pad koncentracije fenolnih spojeva u tom uzroku.

Do ekstrakcije fenola tijekom maceracije dolazi zbog difuzije polifenolnih spojeva u
odgovaraju¢i ekstrakcijski medij, a sama difuzija moze biti ogranicavajuci faktor uspjesnosti
ekstrakcije s obzirom da ovisi o veliini Cestica, odnosno biljnog materijala. Zbog toga se
koristi usitnjeni biljni materijal kako bi se povecala aktivna povrSina koja dolazi u kontakt s
medijem (Jovanovi¢ i sur., 2017). Op¢enito, difuzija je prijenos tvari u plinovima, kapljevinama
1 ¢vrstim tvarima, a nastaje zbog razlike u koncentracijama koje se spontanim gibanjem Cestica
izjednacuju (Hrvatska enciklopedija, 2021). Zbog navedenog razloga, ekstrakcija polifenolnih
spojeva brze se odvija na pocetku maceracije s obzirom na veliku razliku u koncentraciji
polifenola u biljnom materijalu u odnosu na onu u vodeno-etanolnoj bazi. Difuzijom se
koncentracija polifenola u vodeno-etanolnoj bazi povecava, a samim time i viskoznost medija
Sto usporava proces difuzije. Ekstrakcija traje sve dok se ne postigne ravnoteza u koncentraciji
polifenola unutar i izvan biljnog materijala, odnosno vodeno-etanolnog medija.

Sam odabir medija, kao i njegov sastav, jednako je vazan faktor koji utjeCe na maceraciju.
U smjesi, jedno otapalo moze povecati topljivost polifenola, dok drugo moze poboljsati
desorpciju. Takoder, dodatak male koli¢ine vode u binarnim smjesama, kao $to je vodeno-
etanolna baza, ima znacajan utjecaj na ekstrakciju jer se na taj nacin stvara viSe polarni medij,
a pucanje vodikovih veza olakSava ekstrakciju polifenola (Jovanovi¢ 1 sur., 2017).

Prema istrazivanju provedenom od Senica i Mikulic-Petkovsek (2019) u kojem je

istrazivan utjecaj vremena trajanja maceracije na ekstrakciju maksimalne koli¢ine fenolnih
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spojeva iz 8 razliCitih biljaka medu kojima je 1 Artemisia absinthium L., potvrdeno je da je
najveci sadrzaj fenola ekstrahiran nakon 7 dana maceracije. Hidroksicimetna kiselina i derivati
kava kiseline najviSe su pridonijeli sadrzaju ukupnih fenola u tom istazivanju. Ove komponente
sadrze vise hidroksilnih skupina zbog cega se bolje otapaju na pocetku maceracije.

Zbog polarnosti medija se 1 ocekuje veca koncentracija ukupnih fenola u uzorcima s
veé¢im volumnim udjelom etanola u vodeno-etanolnoj bazi s obzirom da do najbolje ekstrakcije
fenolnih spojeva dolazi u otapalima koja su manje polarna nego voda (Haminiuk i sur., 2012).
Najveéa koncentracija fenola izmjerena je u uzorku sa 40 % etanola (643,78 + 6,90 mg L!
GAE), te zatim sa 55 % etanola (587,62 + 0,43 mg L' GAE) $to ukazuje da je za ekstrakciju
fenolnih spojeva iz pelina optimalan omjer koli¢ine vode i etanola priblizno jednak omjeru 1:1

kao §to je to sluaj i s nekim drugim biljkama u proizvodnji macerata (Hanousek Ciga, 2022).

4.2.  Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti macerata pelina

Antioksidacijska aktivnost macerata ispitana je primjenom DPPH (1,1-difenil-2-
pikrilhidrazil) metode i1 ABTS (2,2"-azinodi-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) metode.

Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti macerata pelina DPPH 1 ABTS
metodom

Macerat ) Macerat )
) 1 tjedan _ 2 tjedna
pelina pelina
Volumni Volumni
udio DPPH ABTS udio DPPH ABTS
etanola (% inhibicije) (mM Troloxa) etanola (% inhibicije) (mM Troloxa)
(%) (%)
25 37,68+349  36,74+0,33 25 20,42 +498  37,14+0,52
40 49,30+1,49 35,97 +0,66 40 4965+7,97 36,34+0,33
55 52,64 +9,21  33,75+3,81 55 56,87 +4,73 35,64 +0,28
70 4419+2,74 36,87 + 0,61 70 51,23 +3,24 35,97+ 0,00
Standard
0,025 mM 0,025 mM
37,26 + 1,25 - 37,26 1,25 -
Trolox Trolox
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Postotak inhibicije DPPH radikala odreden DPPH metodom krece se u rasponu od 20,42
+4,98 % do 56,87 = 4,73 %. Rezultati su usporedeni sa standardnim antioksidacijskim spojem
0,025 mM Trolox-om, koji je uzrokovao 37,26 + 1,25 % inhibicije DPPH radikala. Najveci
postotak inhibicije zabiljezen DPPH metodom je u uzorku koji sadrzi 55 % volumnog udjela
etanola nakon 2 tjedna maceracije, dok je najmanji postotak inhibicije zabiljezen u uzorku s
najmanjim udjelom etanola (25 % vol.). Antioksidacijska aktivnost odredena ABTS metodom
kre¢e se u rasponu od 33,75 + 3,81 mM Troloxa do 37,14 + 0,52 mM Troloxa. Najveca
antioksidacijska aktivnost odredena pomocu ABTS metode zabiljezena je u uzorku s
najmanjim udjelom etanola (25 % vol.) nakon 2 tjedna maceracije, dok je najmanja
koncentracija zabiljezena u uzorku s 55 % vol. etanola. Razlike u vrijednostima
antioksidacijske aktivnosti mogu se objasniti razli¢itim principima na kojima se pojedine
metode temelje (Juki¢ 1 sur., 2021). Opcenito je, za in vitro odredivanje antioksidacijske
aktivnosti, najbolji pristup koriStenje veceg broja razvijenith metoda koje se temelje na
razli¢itim mehanizmima zbog velikog broja razli¢itih antioksidacijskih molekula razli¢itih
kemijskih struktura te mehanizama njihovog djelovanja na razlicite ciljne molekule (Juki¢ i
sur., 2021). U istraZivanju koje su provele Juki¢ 1 sur. (2021) odredivao se utjecaj svjetlosti i
razli¢itog sastava baze (vodena baza, baza s 30 %, 50 % 1 70 % vol. etanola) u kojoj se provodila
ekstrakcija biljke Achillea millefolium na koli¢inu ukupnih fenola, flavonoida te
antioksidacijsku aktivnost tijekom 12, odnosno 24 sata. Primijenjene su FRAP 1 DPPH metode,
te su isto tako dobivene vrijednosti bile razliCite 1 nije bilo moguce donijeti konkretan
zaklju¢ak. Medutim, u uzorku koji je sadrzavao 50 % etanola izmjerena je i najveca
koncentracija ukupnih fenola, a samim time 1 antioksidacijska aktivnost. Isto tako, u svim
analiziranim uzorcima u tom istraZzivanju, zabiljeZzena je odredena antioksidacijska aktivnost,
Sto dokazuje da su prisutni bioloski aktivni spojevi.

Kada se uzmu u obzir rezultati obje koriStene metode u ovom radu, moze se zapaziti da je
najveca antioksidacijska aktivnost zabiljezena u uzorcima sa 40 1 55 % volumnog udjela
etanola. Nadalje, moze se zakljuciti da sa povecanjem koli¢ine ekstrahiranih fenolnih spojeva
dolazi do povecanja antioksidacijske aktivnosti macerata pelina te samim time da su za
antioksidacijsku aktivnost macerata pelina odgovorni fenolni spojevi. S druge strane,
antioksidacijska aktivnost macerata pelina ne moze se pripisati samo fenolnim spojevima veé

je ona rezultat sinergisti¢kog ucinka svih ekstrahiranih bioloski aktivnih spojeva pelina.
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4.3. Rezultati odredivanja fizikalno-kemijskih parametara macerata pelina
4.3.1. Rezultati pH vrijednosti macerata pelina

pH vrijednosti uzoraka izmjerene su pomoc¢u pH metra uranjanjem pH elektrode u uzorke

te su dobivene vrijednosti prikazane u tablici 5.

Tablica S. pH vrijednosti dobivenih macerata pelina

1. tjedan 2. tjedan
Volumni udio Volumni udio
pH pH
etanola (%) etanola (%)

25 5,84 25 5,70
40 6,00 40 5,96
55 6,15 55 6,12
70 6,19 70 6,20

pH vrijednosti uzoraka nakon 1 tjedna vise su nego nakon 2 tjedna maceracije $to ukazuje
da se ekstrakcijom spojeva iz biljnog materijala pH uzoraka mijenja. Isto tako je najnizi pH
zabiljezen u uzorcima s najnizim udjelom etanola (25 % vol.), te pH raste s porastom volumnog
udjela etanola u uzorku. Ve¢i volumni udio vode prema tome, stvara kiseliji medij dok ve¢i
volumni udio etanola stvara neutralniji medij $§to ukazuje na vaznost sastava medija u kojem
se provodi maceracija za ekstrakciju odredene vrste spojeva kao 1 njihove koli¢ine (Hanousek
Cica, 2022). U radu Hanousek Cica i sur. (2022) u kojem su se pratili parametri maceracije s
ciljem proizvodnje macerata biske izmjerene pH vrijednosti slaZzu se s dobivenim rezultatima.
pH vrijednosti uzoraka s najmanjim udjelom etanola bile su niZe te se njihova vrijednost

povecavala s povecanjem volumnog udjela etanola u vodeno-etanolnoj bazi.
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4.3.2. Rezultati odredivanja ukupnog ekstrakta macerata pelina
Dobivene vrijednosti ukupnog ekstrakta u uzorcima macerata pelina prikazane su u

tablici 6.

Tablica 6. Ukupni ekstrakt macerata pelina

1. tjedan 2. tjedan
Volumni udio ) Volumni udio )
Ukupni ekstrakt (g L™) Ukupni ekstrakt (g L™)
etanola (%) etanola (%)

25 8,5 25 8,7
40 8,6 40 8,9
55 9,5 55 9,2
70 7,1 70 1,7

Koli¢ina ukupnog ekstrakta povecala se u svim uzorcima nakon 2 tjedna maceracije, osim
u uzorku u kojem se ekstrakcija provodila u bazi s volumnim udjelom od 55 % etanola, gdje
se koli¢ina smanjila nakon 2 tjedna maceracije. Povecanje koli¢ine ukupnog ekstrakta
oc¢ekivano je s obzirom da se kroz duzi vremenski period vise komponenata ekstrahira. Najveca
koli¢ina ukupnog ekstrakta (9,5 g L") izmjerena je u uzorku s 55 %-tnim udjelom etanola
nakon 1 tjedna maceracije. Najmanja koli¢ina ukupnog ekstrakta (7,1 g L!) izmjerena je u
uzorku s najve¢im udjelom etanola u vodeno-etanolnoj bazi (70 % vol.). Dobiveni rezultati
ukazuju da na koli¢inu ukupnog ekstrakta koji se ekstrahira utjece sastav baze u kojoj se
provodi ekstrakcija. Ugljikohidrati sadrze hidroksilne skupine, a ugljikohidrati sa 5 ili 6
hidroksilnih skupina bolje se otapaju u vodi nego u etanolu. Prema tome visoka koncentracija
etanola smanjuje topljivost ugljikohidrata te time i koli¢inu ukupnog ekstrakta (Hanousek Ci¢a

isur., 2022).
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4.3.3. Rezultati kromatskih parametara macerata pelina
Kromatski parametri odredeni su spektrofotometrijski prema CIELab metodologiji.
Izmjerene vrijednosti kromatskih parametara u uzorcima nakon 1 tjedna maceracije prikazane

su u tablici 7, a nakon 2 tjedna maceracije u tablici 8.

Tablica 7. Kromatski paramteri macerata pelina nakon 1 tjedna maceracije

Oznaka 25 % vol. 40 % vol. 55 % vol. 70 % vol.
L 84,6829 77,7267 66,5738 58,7816
a 2,3728 2,8350 2,3997 1,0188
b 55,0680 67,8390 72,9709 83,5272
C 55,1191 67,8982 73,0103 85,5334
h 1,5277 1,5290 1,5379 1,5586

Tablica 8. Kromatski parametri macerata pelina nakon 2 tjedna maceracije

Oznaka 25 % vol. 40 % vol. 55 % vol. 70 % vol.
L 84,5232 75,1309 64,7093 57,0824
a 2,8292 4,8717 4,5177 4,5969
b 54,9475 66,9511 68,5412 78,0950
C 55,0203 67,1281 68,6899 78,2286
h 1,5194 1,4982 1,5050 1,5123

Oznaka L oznacava svjetlinu ekstrakta, vrijednost 0 ukazuje na crno dok vrijednost 100
prozirno. Prema tome, vidljivo je da ekstrakti s nizim volumnim udjelom etanola (25 % vol.,
40 % vol.) pokazuju vise vrijednost parametra L, odnosno vise su bistri, dok ekstrakti s viSim
volumnim udjelom etanola (55 % vol., 70 % vol.) pokazuju niZe vrijednosti parametra L,
odnosno manju bistro¢u. Zapazeno je i da nakon 2 tjedna maceracije svi uzorci pokazuju blagi
pad vrijednosti parametra L, odnosno smanjenje bistroce uzoraka. Naime, s povecanjem udjela
etanola u vodeno-etanolnoj bazi dolazi do povecanja koli¢ine komponenti koje su topljive u
etanolu ¢ime se smanjuje prozirnost uzorka (Hanousek Ci¢a i sur., 2022). Parametri a i b
pokazuju komponentu crvene/zelene boje, odnosno zute/plave boje. U svim uzorcima prisutna
je komponenta crvene boje (parametar a > 0), medutim nakon 2 tjedna maceracije doslo je do
porasta vrijednosti parametra a, odnosno povecanja koliCine komponenata crvene boje.
Parametar b ukazuje da je u svim uzorcima prisutna komponenta zute boje, ali se vrijednost
parametra smanjuje nakon 2 tjedna, odnosno prisutnost komponenata Zute boje. Isto tako treba

istaknuti da u uzorcima prevladavaju komponente zute boje s obzirom da su vrijednosti
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parametra b znatno vece od onih parametra a. Parametar C pokazuje vrijednost zasi¢enja boje
te se ta vrijednost povecava s poveéanjem volumnog udjela etanola, medutim isto tako dolazi
do blagog pada zasi¢enja boje nakon 2 tjedna maceracije. Parametar /4 ukazuje na kut boje u
CIELab prostoru boja. U istrazivanju Hanousek Ci¢a i sur. (2020) u kojem su promatrani
fizikalno-kemijski parametri koji utjeCu na maceraciju rogaca dobiveni su vrlo sli¢ni rezultati.
Naime, i u uzorcima u kojima se provodila maceracija rogaca s duzim vremenom maceracije
se smanjuje prozirnost uzoraka, a prisutne komponente boje na kraju maceracije pripadaju
zutim 1 crvenim nijansama. Jedina zapazena razlika je da su uzorci rogaca na pocetku
maceracije sadrzavali komponente zelene boje (a < 0) dok su uzorci pelina sadrzavali

komponente crvene boje i na pocetku maceracije (a > 0).
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5. ZAKLJUCCI

1. Trajanje maceracije i volumni udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi utjeCu na ekstrakciju
ukupnih fenola u maceratima pelina. Najveca koli¢ina ukupnih fenola (643,78 + 6,90 mg L™
GAE) izmjerena je u uzorku s 40 % volumnog udjela etanola. Ekstrakcija fenola tijekom

maceracije pelina zavrsSila je nakon 1 tjedna maceracije.

2. Antioksidacijska aktivnost macerata pelina ovisi o koli¢ini ekstrahiranih fenolnih spojeva, a
s povecanjem koli¢ine ekstrahiranih fenolnih spojeva povecava se antioksidacijska aktivnost
uzoraka. Antioksidacijska aktivnost macerata pelina rezultat je sinergistickog ucinka fenolnih

spojeva i svih ostalih ekstrahiranih bioloski aktivnih spojeva pelina.

3. pH vrijednosti macerata pelina ovise o volumnom udjelu etanola u vodeno-etanolnoj bazi i

trajanju maceracije. S produljenjem trajanja maceracije dolazi do blagog pada pH vrijednosti.

4. Trajanje maceracije 1 volumni udio etanola u vodeno-etanolnoj bazi utjecu na koncentraciju
ukupnog ekstrakta u uzorku. Najveéa koncentracija ukupnog ekstrakta izmjerena je u uzorku s
55 % volumnog udjela etanola. S produljenjem trajanja maceracije povecava se 1 koncentracija

ukupnog ekstrakta u uzorku.

5. Vrijednost kromatskih parametara ovisi o trajanju maceracije i volumnom udjelu etanola u
vodeno-etanolnoj bazi. U svim uzorcima zabiljeZena je prisutnost Zute 1 crvene komponente
boje, te smanjenje bistroce (L) uzoraka s povecanjem udjela etanola u vodeno-etanolnoj bazi.
Odredivanje kromatskih parametara bitno je kako bi se osigurala Zeljena boja i bistroca
kona¢nog proizvoda Sto naposljetku utjeCe 1 na Zelju za konzumacijom takvih proizvoda od

strane potrosSaca i na prodaju proizvoda.

6. Preporudeni optimalni parametri maceracije pelina (40 g L) su trajanje maceracije 1 tjedan

i 40 % vol. etanola u vodeno-etanolnoj bazi.
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