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1. UvOD



1.1. Klasifikacija i rasprostranjenost Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Sredozemno smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don = Helichrysum
angustifolium (Lam.) DC) biljka je koja pripada rodu Helichrysum (Miller) iz porodice
glavocika (Asteraceae).

Porodica glavocika (Asteraceae) obuhvaca preko 800 rodova i preko 20 000 biljnih
vrsta koje su se prilagodile zivotu na razli¢itim staniStima, ali ipak najbolje uspijevaju na
mediteranskom podrucju (Markovi¢, 2010). Jedan od rodova ove porodice je i rod
Helichrysum (Miller) koji obuhvaca preko 600 vrsta od kojih 25 vrsta raste na mediteranskom
podru¢ju. Osim na Mediteranu, vrste ovog roda rasprostranjene su i u drugim dijelovima
svijeta i to u tri zone. Prva zona obuhvac¢a Mediteran, Srednju i Juznu Europu, Zapadnu i
Centralnu Aziju, druga obuhvaca Sjeveroistocnu i Isto¢nu tropsku Afriku, Juznu Afriku i
Madagaskar, a tre¢a Istoénu i Jugoistoénu Australiju i Novi Zeland. Sve vrste roda
Helichrysum prilagodene su zivotu na suhim stani$tima (kserofiti) te na velikome rasponu
nadmorskih visina od razine mora do 1770 m iznad razine mora (Raji¢ i sur., 2015; Perrini i
sur., 2009).

Vrsta Helichrysum italicum (Roth) G. Don samoniklo raste na suhim, kamenitim i
pjeskovitim stanistima mediteranskog podrudja (Spanjolska, Francuska, Italija Hrvatska,
Grcka, Cipar, Alzir, Maroko), a obuhvaca Sest podvrsta koje nastanjuju razlicite dijelove
Mediterana:

1.Helichrysum italicum (Roth) G. Don subsp. italicum (mediteransko podrucje)
2.Helichrysum italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman (Baleari,
Sardinija, Korzika, Kreta i Cipar)
3.Helichrysum italicum subsp. picardii Franco (Portugal, Spanjolska, Francuska,
Italija)
4.Helichrysum italicum subsp. pseudolitoreum (Fiori) Bacch. i sur. (Argentario,
Gargano and Conero u Italiji)
5.Helichrysum italicum subsp. serotinum (Boiss.) P.Fourn (lberski poluotok)
6.Helichrysum italicum subsp. siculum (Jord. & Fourr.) Galbany i sur. (Sicilija)
(Viegas i sur., 2014).

U Hrvatskoj je uz sredozemno smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) prisutno i
pjescano smilje (Helichrysum arenarium (L.) Moench) koje je prirodno rasprostranjeno u
Srednjoj, Juznoj i Isto¢noj Europi (Pohajda i sur., 2015; Bisset i Wichtl, 2001).



1.2. Morfoloske znacajke Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Sredozemno smilje (H. italicum (Roth) G. Don) je visegodisnja biljka odnosno biljka
trajnica, jakog aromati¢nog mirisa, U obliku polugrma visine do 60 cm. Stabljika smilja je
razgranata i prekrivena sitnim dlacicama, a na njoj se nalaze izmjeni¢no poredani listovi.
Listovi su uski, Siljasti i linearni, dugi do 5 cm, na rubu uvijeni, s lica zeleni, a s nali¢ja sivo-
zeleni. Kao prilagodba na suha stanista s velikim brojem suncanih sati, listovi smilja
prekriveni su debelom kutikulom i gustim dla¢icama na nali¢ju koje imaju ulogu smanjenja
transpiracije. Smilje je ipak najpoznatije po svojim zlatnozutim cvjetovima prema kojima je i
dobilo botanicki naziv (od grckih rijeci helios — sunce i chrysos — zlatan) (Pohajda i sur.,
2015; Rajic i sur., 2015; Gelencir Jo i Gelencir Ja, 1991).

Cvjetovi smilja gusto su zbijeni u cvatove kojima zavrSava svaka stabljika. Cvat je
glavica koja je s donje strane obavijena s veé¢im brojem svijetlo zutih ovojnih (pricvjetnih)
listova, a cvjetovi su cjevasti (flos tubulatus). Cjevasti cvjetovi imaju pravilno dvostruko
ocvije¢e gradeno od slabo razvijene ¢aske i peterolatiCanog vjencica Cije su latice srasle u
kratku cijev zbog Cega je cvijet i dobio naziv cjevasti (slika 1). Cvjetovi cvatu od svibnja do
kraja srpnja, a i nakon cvatnje i suSenja zadrzavaju svoju boju zbog Cega je smilje dobilo i
naziv ,besmrtno cvije¢e”. Plod je kao i kod drugih vrsta porodice Asteraceae roska
(achenium) koja je glatka ili hrapava, sitna, izduzena i gotovo crne boje (Males, 2017;

Pohajda i sur., 2015; Rajic¢ i sur., 2015).

Slika 1. Polugrm sredozemnog smilja (preuzeto s https://wyndley.com)



https://wyndley.com/

1.3. Tradicionalna primjena Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Helichrysum italicum (Roth) G. Don se zbog svojih korisnih svojstava ve¢ godinama
primjenjuje u tradicionalnoj medicini mediteranskih zemalja. Uglavnom se od cvjetova i
listova, a rjede i stabljike smilja izraduju infuzi, dekokti, prasci i eteri¢no ulje, koji se koriste
za unutarnju ili vanjsku primjenu, za lijeCenje razli¢itih poremecaja, a najce$e su to
poremecaji probavnog sustava, diSnog sustava i koze (Viegas i sur., 2014). Tako se smilje
djeluje kao koleretik (poti¢e jetru na pojacano stvaranje zuci) i kolagog (potiCe praZnjenje
Zu¢nog mjehura u dvanaesnik). Primjenjuje se i kod probavnih poremecaja (Smetnje sekrecije
zelu€anih i crijevnih zlijezda, crijevne infekcije parazitima), kod kaslja i prehlade, faringitisa,
laringitisa i bronhitisa, astme i alergija, te kod nekih koznih poremecaja poput alopecije,
koznih upala, dermatomikoza, psorijaze i za zacjeljivanja rana, a zbog svojeg
antikoagulantnog djelovanja za koje su zasluzni spojevi italidioni (B-diketoni) primjenjuje se i
kod hematoma. Osim toga, smilje se upotrebljava kod prosirenih vena, flebitisa, glavobolje,
zubobolje, bolova u trbuhu, nesanice i herpesa. Medutim, upotreba H. italicum za lijeCenje
veéine ovih stanja nije jo§ potpuno znanstveno ispitana, a to se posebno odnosi na primjenu u
analgetske svrhe (glavobolja, zubobolja, bol u trbuhu) te primjenu kod nesanice, probavnih
poremecaja i alopecije. Problem je i to Sto se ispitivanja farmakoloskog djelovanja uglavnom
provode na organskim ekstraktima H. italicum u razli¢itim otapalima, dok se u tradicionalnoj
primjeni koriste uglavnom vodeni ekstrakti odnosno infuzi i dekokti, a vrsta i koncentracija
sastavnica te posljedi¢no njihov uinak ovise o metodi pripreme ekstrakata (Viegas i sur.,

2014; Markovi¢, 2010).

1.4. Farmakolosko djelovanje Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Zahvaljuju¢i velikom broju razli¢itih skupina spojeva koje sadrzava, a od kojih su
najcesc¢i terpeni i fenolne komponente, vrsta Helichrysum italicum (Roth) G. Don ima Sirok
spektar bioloskih aktivnosti (Maksimovi¢ i sur., 2017) 1 Siroku primjenu u farmaceutskoj,

kozmetickoj i prehrambenoj industriji te u proizvodnji parfema (Nincevic¢ i sur., 2019).



1.4.1. Protuupalno djelovanje

Upala, posebno kroni¢na, je proces povezan s nastankom mnogih bolesti (autoimune
bolesti, rak, astma, ateroskleroza). Najvazniji medijatori koji posreduju upalu su
prostaglandini i leukotrieni koji nastaju metabolizmom arahidonske kiseline uz enzime
ciklooksigenazu-1 i 2 te 5-lipoksigenazu. Medutim osim posredovanja u upali, ovi medijatori
imaju 1 fizioloske uloge u gastrointestinalnom sustavu, bubrezima, krvnim zilama, mozgu,
uterusu. Upravo zbog toga, nesteroidni protuupalni lijekovi (nonsteroidal anti-inflammatory
drugs, NSAIDs) koji inhibiraju njihovu sintezu izazivaju brojne nuspojave zbog ¢ega se javlja
potreba za pronalaskom novih lijekova koji ¢e selektivnije inhibirati sintezu samo odredenih
prostaglandina i leukotriena (Bauer i sur., 2011).

Protuupalno djelovanje ispitivano je za metanolni ekstrakt H. italicum i za razli¢ite
frakcije dobivene iz metanolnog ekstrakta uparavanjem ekstrakta, otapanjem suhog ostatka u
vodi i ekstrakcijom s n-heksanom, diklormetanom, etil-acetatom i n-butanolom. Nakon
analiza frakcija tankoslojnom kromatografijom (thin layer chromatography, TLC) i
teku¢inskom  kromatografijom visoke djelotvornosti uz DAD detektor (high-
performance liquid chromatography with a diode-array detector, HPLC-DAD), utvrdeno je
kako je n-heksan frakcija sadrzavala lipidne komponente i sitosterol, dok su ostale tri
polarnije frakcije sadrzavale uglavnom flavonoide i derivate acetofenona. Ispitivanje je
provedeno na razli¢itim modelima upale inducirane kod miSeva. Pretpostavljeno je da je
protuupalno djelovanje ekstrakata posljedica antioksidativnog djelovanja, inhibicije pro-
inflamatornih citokina i u¢inaka sli¢nih kortikosteroidima (Sala i sur., 2002).

Spojevi iz H. italicum koji su pokazali protuupalno djelovanje su acetofenoni,
flavonoidi i floroglucinol a-piron arzanol (Viegas i sur., 2014).

Acetofenoni su dobiveni iz CH2Cl2, EtOAc i BuOH frakcija metanolnog ekstrakta H.
italicum. Njihovo protuupalno djelovanje se temelji na inhibiciji metabolizma arahidonske
kiseline preko inhibicije enizima 5-lipoksigenaze (5-LOX) ¢ime se smanjuje produkcija
leukotriena B4 (u neutrofilima Stakora), te na inhibiciji ciklooksigenaze-1 (COX-1) ¢ime se
smanjuje produkcija prostaglandina E2 (u humanim trombocitima). Prvo djelovanje pokazali
su  4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon i  4-hidroksi-3-(2-hidroksi-3-izopentenil)
acetofenon, dok je drugo djelovanje pokazao samo 4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)
acetofenon. Takoder, 4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon pokazao je slican analgetski

uéinak u istoj dozi kao i aspirin. Budu¢i da pokazuje dvojno, protuupalno i analgetsko



djelovanje, 4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon bi mogao posluziti kao spoj uzor za
nove antiinflamatorne lijekove i analgetike (Sala i sur., 2003b).

Flavonoidi gnafalin (metoksiflavon), pinocembrin (flavanon) i tilirozid (flavonol
(kemferol) acil-glukozid) izolirani su iz metanolnog ekstrakta H. italicum. Gnafalin i
pinocembrin smanjuju proizvodnju leukotriena B4 inhibicijom 5-lipooksigenaze, za razliku
od tilirozida koji povecava produkciju leukotriena. Pretpostavlja se da je uzrok tome to $to
tilirozid inhibira peroksidaciju masnih kiselina pa tako povecava razinu arahidonske kiseline
iz koje nastaju leukotrieni (molekule ukljucene u upalu, astmu 1 alergije kao i u druge
fizioloske i patoloske procese). U modelima upale kod miseva, sva su tri flavonoida pokazala
ucinak smanjenja edema. Takav uéinak je, pretpostavlja se, izmedu ostalog posljedica
inhibicije oslobadanja histamina i serotonina iz mastocita. Jedino je u modelu kroni¢ne upale,
koju uglavnom inhibiraju kortikosteroidi, samo tilirozid pokazao uéinkovitost u smanjenju
edema (Sala i sur., 2003a).

Arzanol, prenilirani heterodimerni floroglucinol a-piron, ipak je najvaznija
protuupalna komponenta izolirana iz H. italicum. Izoliran je iz etil-acetatne frakcije koja je
dobivena iz acetonskog ekstrakta H. italicum. Ovaj spoj snazno inhibira nuklearni faktor
kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB) koji je kljucan faktor koji regulira transkripciju
gena uklju¢enih u upalni odgovor i koji poti¢e proizvodnju citokina, kemokina, adhezijskih
molekula i proteina akutne faze koji su ukljuceni u brojna upalna stanja. Kao posljedicu
inhibicije NF-xB, arzanol je pokazao inhibitorno djelovanje na proizvodnju interleukina-1
(IL-1B), interleukina-6 (IL-6), interleukina-8 (IL-8), faktora tumorske nekroze o (TNF-a.) i
prostaglandina E» (PGE2). Osim toga, arzanol djeluje i kao inhibitor enzima 5-lipooksigenaze
(5-LOX), ciklooksigenaze-1 (COX-1) i mikrosomalne prostaglandin E> sintaze (mPGES).
Buduci da su COX-1/2 i 5-LOX zapravo dioksigenaze sa zeljezom u aktivnom mjestu koje se
tijekom katalize oksidiraju i reduciraju, pretpostavlja se da je inhibicija ovih enzima
posljedica antioksidativnog djelovanja arzanola, koje mu omogucava prekid redoks ciklusa ili
odrzavanje zeljeza u inaktivnom, reduciranom stanju. Kako ne interferira s ciklooksigenazom-
2 (COX-2) ve¢ samo s mPGES, arzanol inhibira stvaranje samo PGE>, a ne i drugih COX-2
prostanoida. Uz protuupalno, arzanol takoder posjeduje i anti-HIV-1 djelovanje (Bauer i sur.,
2011; Appendino i sur., 2007).



1.4.2. Antioksidativno djelovanje

Superoksidni anion (-O7), hidroksilni radikal (‘(OH) i vodikov peroksid (H202) su
reaktivne kisikove vrste (reactive oxygen species , ROS) koje nastaju nepotpunom redukcijom
molekulskog kisika. Poznato je da oni uzrokuju lomove molekule DNA, mijenjaju aktivnost
enzima i dovode do stani¢ne smrti. Takoder, jedan od procesa u kojem sudjeluju slobodni
radikali je i lipidna peroksidacija. Lipidnom peroksidacijom dolazi do razgradnje masnih
kiselina, koje su sastavni dio bioloSkih membrana, i posljedi¢no tome do oste¢enja membrana
stanica te do oStecenja tkiva (Rosa i sur., 2007; Schinella i sur., 2002; Hruza i Pentland,
1993).

Antioksidativno djelovanje ispitivano je za metanolni ekstrakt H. italicum i za razlicite
frakcije dobivene iz metanolnog ekstrakta na jednak nacin kao i kod ispitivanja protuupalnog
djelovanja. Svi ekstrakti osim heksanskog pokazali su sposobnost hvatanja stabilnog 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) slobodnog radikala, samo etil-acetatni i butanolni ekstrakt su
pokazali sposobnost hvatanja superoksidnog radikala, dok niti jedan ekstrakt nema
sposobnost hvatanja hidroksilnog radikala. Sposobnost hvatanja slobodnih radikala vazna je
zato jer su slobodni radikali ukljuceni u aktivaciju nuklearnog faktora «B (NFxB) i p38-
mitogen-aktivirane protein kinaze koji poticu transkripciju gena za pro-inflamatorne enzime
(poput ciklooksigenaze-2 i sintaze dusikovog oksida) i citokine (poput interleukina-1p (IL-
1B), interleukina 2 (IL-2) i faktora tumorske nekroze o (TNF-a)). Na temelju ovoga moze se
objasniti povezanost protuupalnog i antioksidativnog djelovanja ekstrakata H. italicum.
Takoder, zbog sposobnosti hvatanja slobodnih radikala ekstrakti su inhibirali inicijaciju
enzimske lipidne peroksidacije (Sala i sur., 2002).

Antioksidativno djelovanje je ispitano za acetofenone, flavonoide i arzanol iz H.
italicum.

Acetofenoni nisu pokazali antioksidativno djelovanje pa ono vjerojatno nije uklju¢eno
u njihovu protuupalnu aktivnost, a nisu pokazali niti inhibitorno djelovanje na ne-enzimsku
(Fe?*/askorbat sustav) i enzimsku lipidnu peroksidaciju (CCl4/NADPH sustav). Jedino je 4-
hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon inhibirao enzimsku lipidnu peroksidaciju. (Sala i
sur., 2003Db).

Od flavonoida iz H. italicum, tilirozid je pokazao puno jacu antioksidativnu aktivnost,
(ima sposobnost hvatanja DPPH i superoksidnog slobodnog radikala) od gnafalina i

pinocembrina. Antioksidativna aktivnost tilirozida ujedno je i povezana S njegovim



protuupalnim djelovanjem. Osim toga, tilirozid je jedini inhibirao ne-enzimsku i enzimsku
lipidnu peroksidaciju, dok su gnafalin i pinocembrin inhibirali samo enzimsku lipidnu
peroksidaciju. Pretpostavlja se da je razlog tome S$§to mehanizam inhibicije lipidne
peroksidacije gnafalina i pinocembrina uklju¢uje inhibiciju enzima ukljucenih u inicijaciju
lipidne peroksidacije, a mehanizam tilirozida ukljucuje i hvatanje slobodnih radikala (Sala i
sur., 2003a). Takoder, utvrdeno je da tilirozid i gnafalin inhibiraju Cu?* induciranu oksidaciju
humanog lipoproteina niske gustoce (eng. low density lipoprotein, LDL) i to vjerojatno zbog
hvatanja reaktivnih kisikovih vrsta i keliranja metala uklju¢enih u produkciju slobodnih
radikala, te tako smanjuju oksidativne modifikacije LDL-a i progresiju ateroskleroze. lako je
dokazano da su za antioksidativno djelovanje flavonoida najvaznije kateholna skupina na
prstenu B, zatim 2,3-dvostruka veza konjugirana s 4-okso skupinom i 3-hidroksilna skupina
na heterociklickom prstenu, tilirozid i gnafalin pokazuju antioksidativno djelovanje unato¢
tome $to u svojoj strukturi nemaju sve navedene skupine ili su one modificirane (Schinella i
sur., 2007).

Antioksidativno djelovanje arzanola ispitivano je u nekoliko in vitro modela. U
modelu autooksidacije linolne kiseline arzanol je pokazao u¢inkovitost u hvatanju peroksilnih
radikala masnih kiselina i inhibiciji autooksidacije. Za takvo antioksidativno djelovanje
vaznim su se pokazale broj i pozicija fenolnih skupina na aromatskom prstenu koje djeluju
kao donori vodika te lipofilnost koja utje¢e na interakciju s masnom kiselinom (slika 2). | u
drugim modelima arzanol je pokazao protektivno djelovanje, a jedino je u modelu FeCls- i
EDTA- posredovane oksidacije linolne kiseline pokazao slabi u¢inak vjerojatno zbog slabih
svojstava kelatora (Rosa i sur., 2007).

Slika 2. Kemijska struktura arzanola (preuzeto s https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)



Ispitivanja antioksidativnog potencijala prirodnih spojeva iz H. italicum, ali i drugih
biljnih vrsta zanimljivo je prehrambenoj, kozmetickoj i farmaceutskoj industriji radi
pronalaska prirodnih antioksidansa koji ¢e biti sigurniji za primjenu od postojecih sintetskih
(butil-hidroksitoluen (BHT) i butil-hidroksi anisol (BHA)). Ipak, da bi se mogli primjenjivati,
za prirodne antioksidanse potrebno je ispitati njihovu uc¢inkovitost, biodostupnost i sigurnost

primjene in vivo (Rosa i sur., 2007).

1.4.3. Antimikrobno djelovanje

Neracionalna upotreba antibiotika, posebno u bolni¢kom okruzenju, dovela je do
pojave bakterija rezistentnih na viSe antibiotika odnosno multi rezistentnih (multidrug
resistance, MDR) bakterija. Jedan od nacina na koji multi rezistentne bakterije osiguravaju
otpornost na antibiotike je prekomjerna ekspresija efluksnih pumpi, proteinskih nosaca koji iz
stanice bakterije mogu izbaciti razli¢ite antibiotike i tako ih uéiniti neu¢inkovitima. Medutim,
blokiranje efluksnih pumpi uz pomo¢ inhibitora (efflux pump inhibitors, EPIs) moze povecati
ucinkovitost antibiotika (Guinoiseau i sur., 2013; Lorenzi i sur., 2009).

Stoga, napravljena je studija u kojoj se pokazalo da eteri¢no ulje H. italicum znacajno
smanjuje rezistenciju Gram-negativnih bakterija (Enterobacter aerogenes, Escherichia coli,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa) na kloramfenikol te da je ucinkovito
protiv onih sojeva koji prekomjerno eksprimiraju odredene efluksne pumpe, zbog cega je
pretpostavljeno da sadrzi jednu ili viSe sastavnica koje djeluju kao inhibitori efluksnih pumpi
(EPI). Otkriveno je da od svih sastavnica, geraniol djeluje kao snazni inhibitor efluksnih
pumpi Koji povecava osjetljivost bakterija ne samo na kloramfenikol, ve¢ i na klini¢ki
znacajnije antibiotike poput -laktama i fluorokinolona norfloksacina (Lorenzi i sur., 2009).

Napravljene su i druge studije u kojima je ispitivana ucinkovitost antimikrobnog
djelovanja eteri¢nog ulja H. italicum iz Hrvatske (Mastelic i sur., 2005), Bosne i Hercegovine
1 Francuske (Mollova i sur., 2020) te iz Alzira (Bouzid i sur., 2017). Antimikrobna aktivnost
ispitivana je na Gram-pozitivnim, Gram-negativnim bakterijama i na gljivicama koriStenjem
disk difuzijske metode i1 odredivanjem minimalne inhibitorne koncentracije (minimum
inhibitory concentration, MIC). Jafa antimikrobna aktivnost je utvrdena protiv Gram-
pozitivnih bakterija (Staphylococcus aureus, Micrococcus luteus) 1 gljivica (Candida
albicans, Saccharomyces cerevisiae), dok je slabija antimikrobna aktivnost utvrdena protiv

Gram-negativnih  bakterija (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella



pneumoniae) (Bouzid i sur., 2017; Mastelic i sur., 2005). Razlika u osjetljivosti Gram-
pozitivnih i Gram-negativnih bakterija vjerojatno je posljedica razli¢ite grade njihovog
stani¢nog zida. Tako Gram-pozitivne bakterije imaju stani¢ni zid graden od citoplazmatske
membrane i sloja peptidoglikana koji ne djeluju kao snazna barijera, dok Gram-negativne
imaju stani¢ni zid graden od citoplazmatske membrane, peptidoglikana i vanjske fosfolipidne
membrane s lipopolisaharidima koji djeluju kao barijera prolasku lipofilnih molekula
odgovornih za antimikrobnu aktivnost (Nostro i sur., 2000).

Osim eteri¢nog ulja, antimikrobnu aktivnost su pokazali i ekstrakt H. italicum
u dietil-eteru (Nostro i sur., 2002; Nostro i sur., 2001) i etanolni ekstrakt (Nostro i sur., 2004).
Ekstrakt u dietil-eteru je inhibirao rast S. aureus, inhibirao je enzimsku aktivnost
deoksiribonukleaze, lipaze, termonukleaze i koagulaze, enzima koji se smatraju odgovornim
za poveCanje virulencije, te je ve¢ pri niskim koncentracijama inhibirao proizvodnju
enterotoksina B i C (Nostro i sur., 2002; Nostro i sur., 2001). Etanolni ekstrakt je inhibirao
rast Streptococcus mutans, bakterije povezane s nastankom Karijesa, te je utjecao na njezin
kariogeni potencijal smanjujuci njezinu hidrofobnost (vjerojatno vezu¢i se na proteine na
povrsini stanice), adherenciju i agregaciju (Nostro i sur., 2004).

U nekim studijama istice se da su za antimikrobno djelovanje odgovorni flavonoidi i
terpeni (Nostro i sur., 2002; Nostro i sur., 2001; Nostro i sur., 2000) koji imaju lipofilni
karakter pa se vjerojatno nakupljaju u citoplazmatskoj membrani mikroorganizama,
narusavaju njezinu strukturu i funkciju te ona gubi svoj integritet i postaje propusna za ione
(Nostro i sur., 2001). U drugim se studijama odgovornim smatraju monoterpenske sastavnice
koje sadrze kisik kao §to su geraniol (slika 3), nerol (slika 4), geranil-acetat i neril-acetat, iako
se istice da treba uzeti u obzir i njihov sinergizam s drugim komponentama (Bouzid 1 sur.,
2017; Mastelic i sur., 2005). Takve razlike u rezultatima su posljedica razli¢itih okoli$nih i
klimatskih uvjeta koji utjecu na sastav eteri¢nog ulja te razli¢itih metoda ekstrakcije i testova
za ispitivanje antimikrobne aktivnosti (Mollova i sur., 2020; Nostro i sur., 2000). Dobivena
saznanja se mogu upotrijebiti u razvoju prirodnih konzervansa u prehrambenoj i kozmetickoj

industriji te u razvoju novih antimikrobnih lijekova (Nostro i sur., 2000).
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Slika 3. Kemijska struktura geraniola Slika 4. Kemijska struktura nerola

(preuzeto s https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/) (preuzeto s https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov)

1.4.4. Insekticidno i repelentno djelovanje

Sintetski insekticidi unato¢ svojoj uéinkovitosti, kod ponavljane primjene mogu imati
nezeljene ucinke na okolis i ljudsko zdravlje. Iz tog razloga postoji potreba za pronalaskom
alternativa koje ¢e biti jednako ucinkovite, ali ekoloski prihvatljivije i sigurnije za ljudsko
zdravlje. Mnoge komponente izolirane iz biljaka pokazale su toksi¢ni u€inak na komarce koji
su vektori mnogih bolesti (malarija, filarijaza, Zuta groznica). Stoga je istraZzena |
uc¢inkovitost etericnog ulja H. italicum protiv li¢inki komarca Aedes albopictus, a rezultati su
pokazali da etericno ulje H. italicum posjeduje veliku toksi¢nost prema li¢inkama A.
albopictus, koja je ovisna o dozi, i da pri koncentraciji 300 ppm uzrokuje stopu smrtnosti
100% (Conti i sur., 2010). Osim toga, pokazalo se da eteri¢cno ulje H. italicum posjeduje i
repelentni uc¢inak protiv komarca Aedes aegypti koji je neovisan o koncentraciji etericnog ulja
(0,1-10%), te bi se ono zato moglo koristiti kao jedna od komponenti u repelentnim
formulacijama (Drapeau i sur., 2009). Ipak, potrebno je jos istraziti aktivnost eteri¢nog ulja H.
italicum protiv drugih vrsta komaraca, kao i sastavnice odgovorne za insekticidno djelovanje
(Conti i sur., 2010).

1.4.5. Antidijabeticki u¢inak

Ucinak metanolno-vodenog ekstrakta H. italicum na smanjenje tjelesne tezine i razine
glukoze u krvi ispitan je na modelu Stakora kod kojih je, pomoc¢u prehrane bogate mastima i
Secerima, inducirano stanje inzulinske rezistencije te je znacajno povecana njihova tjelesna
tezina i razina glukoze u krvi. Uz standardnu dijetu, skupina stakora je primala i ekstrakt H.

italicum te je postigla znacajnije smanjenje tjelesne tezine od skupine koja ga nije primala.
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Takoder, ekstrakt H. italicum je zbog svog antiinflamatornog djelovanja inhibirao upalu
posredovanu s faktorom tumorske nekroze o (tumor necrosis factor «, TNF-a) i Toll -like
receptorima (toll-like receptors, TLR) smanjujuéi ekspresiju TNF-a i TLR2 u intestinalnoj
mukozi. Isto tako, zbog antioksidativnog djelovanja je smanjivao oksidativni stres koji
pridonosi oslobadanju upalnih citokina i oste¢enju tkiva koje dovodi do smanjene osjetljivosti
tkiva na inzulin. Takvo djelovanje je vazno buduci da su se upala i oksidativni stres pokazali
povezanima s pretilosti i inzulinskom rezistencijom. Protuupalno i antioksidativno djelovanje
ekstrakta pripisuje se flavonoidima, iako se ne moze iskljuciti niti uloga drugih sastavnica
ekstrakta (Garza i sur., 2015). U studiji koju su proveli Garza i sur. je pokazano kako
metanolno-vodeni ekstrakt H. italicum smanjuje razinu glukoze u krvi kod dijabetic¢kih db/db
miSeva, a za §to se pretpostavlja da je posljedica povecane ekspresije enzima glukokinaze Kkoji
fosforilira glukozu u jetri, nakon ¢ega ona u stanicama jetre podlijeze procesu glikolize ili
glikogeneze. Osim toga, opazena je smanjena ekspresija odnosna razina mRNA za nekoliko
pro-inflamatornih markera (faktora tumorske nekroze o (TNF-a), ciklooksigenaze-2 (COX-2)
I nuklearnog faktora kappa B (NFkB)) u tkivu jetre i u masnom tkivu dijabetickih db/db
misSeva, §to je vazno buduci da bi djelovanje na smanjenje kroni¢ne upale moglo pomoci u

lijecenju Secerne bolesti tipa 2 (Garza i sur., 2014).

1.4.6. Antikolagenazna i antielastazna aktivnost

U formulacijama proizvoda za njegu koZe Cesto se nalazi eteri¢no ulje smilja s ciljem
odgadanja procesa starenja koze. Starenje koZe moze biti intrinzi¢no i ekstrinzi¢no, a razlikuje
se po tome §to je intrinzi¢no starenje posljedica prirodnih procesa dok je ekstrinzi¢no rezultat
pretjerane izlozenosti sun¢evom zracenju (fotostarenje) koje dovodi do stvaranja slobodnih
radikala i lipidnih peroksida, koji oSte¢uju ekstracelularni matriks i uzrokuju gubitak
elasticnosti koze, ali i neke kozne tumore. Ono S$to je zajedniCko kod oba procesa starenja je
povecana aktivnost enzima kolagenaze, odgovornog za razgradnju kolagena, i enzima
elastaze, odgovornog za razgradnju elastina u ekstracelularnom matriksu. Stoga bi otkrice
novih prirodnih inhibitora ovih enzima, koji bi takoder imali protuupalno 1 antioksidativno
djelovanje, bilo korisno za razvoj novih formulacija proizvoda protiv starenja koze. S tim
ciljem, istrazivana je antikolagenazna i antielastazna aktivnost eteri¢nog ulja H. italicum te
aktivnost odredenih sastavnica etericnog ulja (neril-acetat, nerol, linalol, a-pinen, limonen)

iste koncentracije kao u etericnom ulju. Najjaci inhibitorni u¢inak pokazalo je eteri¢no ulje,
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vjerojatno zbog sinergistickog djelovanja sastavnica dok su slabiji u¢inak pokazali a-pinen i

limonen pojedinac¢no i u smjesi. Neril-acetat, nerol i linalol nisu imali uéinka (Fraternale i
sur., 2019).

1.4.7. Fotoprotektivno djelovanje

Izlaganje ultraljubicastom (UV) zracenju dovodi do povecane proizvodnje metabolita
arahidonske kiseline (prostagandina Ez, PGD2, PGF2.), a nastali metaboliti imaju istaknutu
ulogu u nastanku eritema. U nastanka eritema ulogu takoder imaju i degranulacije mastocita i
oslobadanja histamina, za koji se pretpostavlja da potic¢e sintezu prostaglandina, te stvaranje
reaktivnih Kkisikovih vrsta koje dovode do lipidne peroksidacije, povecane aktivnosti
fosfolipaze A> (PLA2) i ponovno povecane proizvodnje prostaglandina (Hruza i Pentland,
1993). Topikalnom primjenom 8% alkoholne otopine sirovog ekstrakta H. italicum i 2%
alkoholne otopine flavonoidne frakcije dobivene iz tog ekstrakta na zamorcima te primjenom
flavonoidne frakcije na ljudima, prije i nakon izlaganja UVB zracenju, dokazano je da i
ekstrakt i flavonoidna frakcija preveniraju nastanak eritema kod zamoraca i ljudi. Flavonoidna
frakcija je takoder pruzila zastitni faktor 5. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja flavonoidne
frakcije ukljucuje inhibiciju lokalne produkcije prostaglandina u iritiranoj kozi (uglavnom
posredovano s luteolinom), inhibiciju oslobadanja histamina iz mastocita 1 hvatanje slobodnih
radikala (uglavhom posredovano s apigeninom). 1z tog razloga, flavonoidi iz H. italicum bi se
mogli dodavati proizvodima za tretiranje opeklina te proizvodima za zastitu od sunca (Viegas
i sur., 2014).

1.4.8. Antispazmodicno djelovanje

Budu¢i da je poznato da se biljni ¢aj H. italicum koristi kao tradicionalni lijek za
lijeCenje probavnih tegoba, istrazeno je djelovanje etanolnog ekstrakta H. italicum na
kontrakcije gastrointestinalnog trakta in vitro te na motilitet zdravih crijeva 1 crijeva
zahvacenih upalom in vivo. Pokazalo se da etanolni ekstrakt posjeduje antispasmodi¢ni u¢inak
odnosno da inhibira kontrakcije izoliranog crijeva misa inducirane s acetilkolinom i barijevim
kloridom. Takoder, ekstrakt je inhibirao i motilitet crijeva eksperimentalnih miseva, te je

snazniji uc¢inak imao na crijeva zahvacena upalom nego na zdrava crijeva. Slian ucinak na
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motilitet crijeva opazen je i za loperamid, opioidni lijek, koji se koristi u lije¢enju poremecaja
u motilitetu crijeva. Ovakva saznanja su vazna zato jer ne samo da potvrduju tradicionalnu
upotrebu H. italicum u lijeCenju crijevnih tegoba ve¢ ostavljaju moguénost za istrazivanja
novih lijekova za lijeCenje upalnih bolesti crijeva budu¢i da trenutacno koristeni lijekovi

uzrokuju konstipaciju (Rigano i sur., 2013).

1.4.9. Antineoplasti¢no djelovanje

Eteri¢no ulje H. italicum pokazalo je antiproliferativno djelovanje na tumorskom
modelu stanica misjeg melanoma B16F10, koji brzo metastazira i vrlo je otporan na lijekove.
Uzoreci eteri¢nog ulja inhibirali su rast i smanjivali su proliferaciju tumorskih stanica ovisno o
dozi i duljini izloZenosti. Takoder, eteri¢cno ulje posjeduje i snazno antioksidativno djelovanje
koje bi moglo objasniti njegova antineoplasti¢na svojstva buduéi da je dokazano da su stanice
karcinoma sklonije prekomjernom stvaranju reaktivnih Kisikovih vrsta, koje djeluju na
signalne putove u stanici i dovode do nekontrolirane proliferacije istih. lako je napravljena
analiza sastava eteri¢nog ulja, identifikacija komponenti odgovornih za ovakvo djelovanje je
teSka zato S§to razliCite sastavnice ostvaruju takav ucinak sinergistickim djelovanjem
(Gismondi i sur., 2020).

Osim na modelu stanica mis§jeg melanoma B16F10, antiproliferativno djelovanje je
ispitano i na nekoliko humanih stani¢nih linija pri ¢emu je najjaci inhibitorni u¢inak imalo na
HelLa (stanice karcinoma cerviksa), MCF-7 (stanice karcinoma dojke) i MIA PaCa-2 (stanice
karcinoma pankreasa) stani¢ne linije. Pretpostavlja se da je kod HeLa i MCF-7 stani¢nih linija
mehanizam antiproliferativnog djelovanja indukcija apoptoze dok su kod MIA PaCa-2 stanica
ukljuc¢eni drugi mehanizmi smrti stanice poput starenja 1 nekroze. U konacnici, ovakvi
rezultati mogu posluziti kao temelj za daljnja istraZivanja etericnog ulja H. italicum kao
izvora novih antineoplasti¢nih lijekova (Malenica Staver i sur., 2018).

Na kraju se moze zakljuciti da unato¢ tome Sto postoje studije u kojima je ispitano
djelovanje eteri¢nih ulja, ekstrakata i pojedinih sastavnica H. italicum in vitro i in vivo na
zivotinjskim modelima, jo§ uvijek nedostaje kliniCkih studija na ljudima koje bi potvrdile
dobivene rezultate i tradicionalnu uporabu H. italicum i kojima bi se odredilo odgovarajuce
doziranje ekstrakata s ciljem povecanja njihove ucinkovitosti i sigurnosti primjene (Viegas i

sur., 2014).
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1.5. Eteri¢na ulja - svojstva i kemijski sastav

Eteri¢cna ulja su smjese hlapljivih, lipofilnih spojeva, intenzivnog mirisa, koji se
dobivaju izolacijom iz biljaka. Najces¢e su bezbojne ili blijedozuckaste tekucine (iako su
neka Cvrsta pri sobnoj temperaturi) koje se dobro otapaju u lipofilnim otapalima (96% etanol,
kloroform, eter, petroleter, benzen, tekuc¢i parafin, masna ulja), a teSko u vodi, ve¢inom imaju
specifi¢nu tezinu manju od vode, opticki su aktivna i jako lome svjetlost (indeks refrakcije).
Eteri¢na ulja mogu nastajati u svim ili biti ograni¢ena na odredene biljne dijelove, a najcesce
se stvaraju u listovima, cvjetovima, plodovima, korijenu, podanku i drvu, dok se rjede
stvaraju u stabljici 1 kori. Nastala etericna ulja mogu se u biljci odlagati egzogeno u
tvorevinama koje imaju oblik zlijezda i koje su karakteristi¢ne za vrste porodice Asteraceae,
ili endogeno u posebnim stanicama zvanim uljenice te u intracelularnim prostorima ili
kanalima (Kustrak, 2005). Eteri¢na ulja u biljkama imaju ulogu privla¢enja kukaca zbog
oprasivanja, zastite biljaka od Zivotinja i prevelikog isparavanja (Kovaé-BeSovi¢, 2001).

Prema kemijskom sastavu, etericna ulja su smjese velikog broja kemijski
razli¢itih sastavnica medu kojima su glavne sastavnice prisutne u koli¢ini 20-95 %, dok su
sastavnice u tragovima prisutne u koli¢ini manjoj od 1%. S obzirom na funkcionalne skupine
prisutne u molekuli sastavnice eteri¢nih ulja mogu biti alkani, alkeni, alkini, alkoholi, fenoli,
aldehidi, ketoni, eteri, karboksilne kiseline, esteri i laktoni, a s obzirom na biosintetsko
podrijetlo temeljnog skeleta spoja mogu biti derivati terpena, fenilpropanski derivati i ostali
spojevi (Kustrak, 2005).

Derivati terpena su glavne komponente eteri¢nih ulja ¢ija je gradevna jedinica izopren
(CsHg). Terpeni se mogu oksidirati, reducirati i polimerizirati ¢ime nastaje velik broj razlicitih
spojeva koji se dijele u 7 skupina, a to su hemiterpeni (Cs, predstavljaju aktivni izopren ili
izopentenil pirofosfat), monoterpeni (Cio, imaju 2 izoprenske jedinice), seskviterpeni (Cis,
imaju 3 izoprenske jedinice), diterpeni (Czo, imaju 2 monoterpenske jedinice), triterpeni (Cso,
imaju 3 monoterpenske jedinice), tetraterpeni (Cao) i politerpeni. U sastav etericnih ulja ulaze
monoterpeni kao aciklicki, monociklicki 1 biciklicki spojevi, seskviterpeni kao aciklicki,
monocikli¢ki, bicikli¢ki i tricikli¢ki spojevi te neki diterpeni i triterpeni.

Fenilpropanski derivati su spojevi €iju osnovnu strukturu ¢ini benzenska jezgra i
postrani¢ni propilni lanac (Ce-C3), @ mogu biti u obliku aldehida, fenola i feniletera.

Ostalim spojevima pripadaju lancani ugljikovodici 1 njihovi derivati s kisikom,

dusikom i sumporom (Kovac-Besovié¢ , 2001).
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Eteri¢na ulja poznata su po svojem antioksidativnom, antibakterijskom, antivirusnom,
antifungalnom i insekticidnom djelovanju zbog ¢ega su nasla svoju primjenu u farmaceutskoj

i prehrambenoj industriji, poljoprivredi, ali i u kozmetici (Xu i sur., 2011).

1.5.1. Eteri¢no ulje Helichrysum italicum (Roth) G. Don

Eteri¢no ulje H. italicum proizvodi se u zljezdanim trihomima gradenim od 12 stanica,
koji se nalaze na cvjetnim glavicama (laticama i lapovima), ovojnim listovima i listovima
stabljike. Upravo je ono, medu svim sekundarnim metabolitima H. italicum, najvise
analizirano (Perrini i sur., 2009).

Prilagodba na razli¢ite okolisne ¢imbenike, osim $to uzrokuje raznolikost morfoloskih,
kemijskih i genetskih karakteristika vrste H. italicum, takoder utjeCe i na kvalitativni i
kvantitativni sastav eteri¢nog ulja ove biljke (Melito i sur.,2016).

Leonardi i sur. su ispitivali koli¢inu i sastav eteri¢nih ulja dobivenih iz uzoraka
Helichrysum italicum ssp. italicum prikupljenih na 7 razli¢itih lokacija na otoku Elbi tijekom
razli¢itih perioda u godini (sijecanj, svibanj i listopad), te su zakljucili da su koli¢ina i sastav
etericnog ulja povezani sa staniStem na kojem biljka raste i to posebno s tipom tla. Prema
tome, eteri¢na ulja biljaka prikupljenih s razli¢itih lokacija imat ¢e razli¢itu koli¢inu eteri¢nog
ulja (0,1 do 0,6 %) i bit ¢e bogata razlic¢itim sastavnicama (Leonardi i sur., 2013).

Blazekovi¢ 1 sur. su takoder pokazali kako lokacija na kojoj smilje raste utjece i na
sadrzaj eteri¢nog ulja (koji se za uzorke s razli€itih lokacija u Dalmaciji kretao izmedu 0,08 1
0,32) i na zastupljenost pojedinih komponenti u etericnom ulju. Osim lokacije, i faza rasta
biljke utjeCe na kolic¢inu eteri¢nog ulja (0,06 do 0,35 %) i na koli¢inu pojedinih sastavnica
etericnog ulja, dok nema znacajan utjecaj na kvalitativni sastav etericnog ulja. Tako je
kolicina eteri¢nog ulja najveca u fazi prije cvjetanja, a od sastavnica, monoterpeni su
dominantni u fazi rasta biljke, dok su seskviterpeni dominantni u fazi cvjetanja i fazi nakon
cvjetanja biljke (Blazekovi¢ i sur., 1995).

Melito i sur. su istrazivali razliku u sastavu eteri¢nih ulja Helichrysum italicum ssp.
microphyllum s dva razli¢ita podrucja, obalnog (0 — 60 m nadmorske visine) i planinskog
podrucja (60 — 1250 m nadmorske visine). Pokazalo se da postoje dva glavna kemotipa,
obalni i planinski pri ¢emu obalni tip proizvodi vise monoterpenskih, a planinski tip vise
seskviterpenskih sastavnica. Dobiveni rezultati su, osim toga, ukazali na to da nadmorska

visina ima utjecaj na sastav etericnog ulja te da neki spojevi poput nerola, italicena, y-
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kurkumena 1 ar-kurkumena pokazuju pozitivnu, dok drugi poput limonena, kariofilena,
nerolidola i cis-B-guainena pokazuju negativnu korelaciju s nadmorskom visinom. Uz
nadmorsku visinu, i klimatski ¢imbenici kao §to su prosjecna zimska i maksimalna ljetna
temperatura te proljetne, ljetne i jesenske oborine povezani su s udjelom pojedinih sastavnica.
Nerolidol je pokazao najvecu pozitivnu korelaciju sa zimskom, a guaiol s maksimalnom
ljetnom temperaturom, dok su na italicen, bergamoten, nerol i kurkumen najvise pozitivho
utjecale proljetne i ljetne, a na limonen jesenske oborine (Melito i sur., 2016).

Cavar Zeljkovié i sur. su ispitali utjecaj nadmorske visine i klimatskih ¢imbenika pri
¢emu se pokazalo da eteri¢na ulja dobivena od biljaka sakupljenih na razli¢itim lokacijama u
kvalitativni sastav, ali se razlikuju prema kvantitativnom sastavu. Niza nadmorska visina i
manja izloZenost suncu utjecale Su na veéi sadrzaj oksigeniranih komponenti i manji sadrzaj
monoterpenskih ugljikovodika (Cavar Zeljkovié i sur., 2015).

Na kraju, moze se utvrditi da na sastav i koli¢inu eteri¢nih ulja zna¢ajno utjecu staniste
na kojem biljka raste, posebno tip tla, faza rasta biljke, zatim nadmorska visina i klimatski
&imbenici poput tempereture, oborina i izloZenosti suncu (Melito i sur., 2016; Cavar Zeljkovié
isur., 2015; Leonardi i sur., 2013; Blazekovi¢ i sur., 1995).

Koli¢ina i sastav etericnog ulja H. italicum iz razli¢itih podrucja Hrvatske ispitivan je
u nekoliko studija (Malenica Staver i sur., 2018; Cavar Zeljkovi€ 1 sur., 2015; Masteli¢ 1 sur.,
2005; Blazekovi¢ 1 sur., 1995). Eksperimentalni podatci 1 dobiveni rezultati koji ukljucuju
mjesto prikupljanja uzoraka, metodu identifikacije sastavnica, sadrzaj eteri¢nog ulja (%), broj
identificiranih sastavnica i glavne sastavnice prikazani su u tablici 1.

Izmedu studija postoje razlike, pa su tako u nekim studijama najzastupljenija skupina
spojeva u eteriénom ulju H. italicum bili seskviterpenski ugljikovodici, dok su u nekim studija
to bili monoterpenski spojevi. Ipak, od pojedina¢nih spojeva dominantne sastavnice su o-
pinen (monoterpenski ugljikovodik), a- i y-kurkumen (seskviterpenski ugljikovodici) te neril
acetat (oksigenirani monoterpen). Ovakva varijabilnost kemijskog sastava eteri¢énog ulja H.
italicum, dobivenog iz biljaka prikupljenih s razli¢itih podrucja, posljedica je razlicitih
klimatskih uvjeta (temperatura, oborine, broj suncanih sati, duljina dana) i okoli$nih
¢imbenika (tip 1 pH tla, nadmorska visina) kojima su biljke izloZene (Malenica Staver i sur.,

2018).
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Tablica 1. Eksperimentalni podatci i dobiveni rezultati analize eteri¢nih ulja dobivenih iz

biljaka vrste H. italicum prikupljenih na razli¢itim podrué¢jima Hrvatske

Mjesto Metoda Sadrzaj | Broj Glavne Izvor iz
prikupljanja | identifikacije | etericnog | identificiranih | sastavnice literature
uzoraka sastavnica ulja (%) | sastavnica
Podrugje GC-MS 0,020 38 o-pinen, Malenica
gko Zadra, y-kurkumen, Staver i sur.,
Sibenika, neril acetat, 2018
Knina B-selinen,

izotalicen,

B-kariofilen,

o-kurkumen
Podrudje GC-MS 0,02- 97 neril acetat, Cavar
Braca, 0,12 a-trans- Zeljkovic i
Biokova, bergamoten, sur., 2015
Tijarice, o-humulen,
Makarske B-akoradien,

ar-kurkumen,

rosifoliol
Podrugje GC-MS 0,12 52 a-pinen, Mastelic i sur.,
oko Splita a-cedren, 2005

aromadendren,

B-kariofilen,

neril acetat,

geranil acetat
Razlidite GC 0,08- 32 a-pinen, Blazekovié i
lokacije GC-MS 0,32 a-terpineol, sur., 1995
duz neril acetat,
Jadranske a_cedren’
obale i-italicen,

o-kurkumen,

y-kurkumen,

Spatulenol

1.6. Metode dobivanja eteri¢nih ulja

Nacin dobivanja eteri¢nog ulja ovisi o biljnom materijalu koji se koristi kao sirovina
za dobivanje ulja, o koli¢ini i lokalizaciji eteriénog ulja, te o prisutnosti termostabilnih ili
termolabilnih sastavnica u etericnom ulju. Eteri¢éna ulja mogu se dobivati postupcima

destilacije, ekstrakcije i tijestenja (Kovac-Besovi¢ , 2001).
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1.6.1. Destilacija

Metoda destilacije je najéesce primjenjivana metoda za dobivanje eteri¢nih ulja, a
moze biti vodena, vodenoparna i parna destilacija (zajednicki se nazivaju hidrodestilacija) te
vakuum destilacija. Pri vodenoj destilaciji biljni materijal je uronjen u klju¢alu vodu, dok se
kod vodenoparne destilacije biljni materijal nalazi na perforiranoj podlozi iznad sloja vode i u
izravnom je kontaktu samo sa zasi¢enom vodenom parom, a ne i s klju¢alom vodom. Na taj
nacin smanjena je moguénost razgradnje i osmoljavanja sastavnica (Slika 5). Parna destilacija
razlikuje se od prethodne dvije po tome $to je biljni materijal odijeljen od izvora topline koji
sluzi za proizvodnju pare, pa je stoga manji termicki raspad sastavnica. Prilikom vakuum
destilacije biljni materijal nije u izravhom kontaktu s vodenom parom ve¢ se ona nalazi u
omotacu oko posude za destilaciju, a primjenom vakuuma mogu se snizavati tocke vrenja
sastavnica eteri¢nog ulja. Nedostatci postupaka destilacije su neprikladnost za izolaciju malih
koli¢ina etericnih ulja te za izolaciju etericnih ulja sa sastavnicama visokog vrelista,
sastavnicama dobro topljivim u vodi i osjetljivim mirisnim sastavnicama (zbog mogucée

razgradnje pri visokim temperaturama) (Kustrak, 2005; Kovac-Besovi¢ , 2001).

Ispareno etericno ulje
Kondenzator 1zlaz vodeza hladenje

-

==

ivoda

Vodena para

[ B I A |
LT

Y

Eteri¢no ulje

L
Biljni materijal f |

Coc]

Smjesa etericnog

. . -—LI uljaivode
-“I-III-III 5_ 00

&+ #+# ¢ # ¢+ |Ulaz vode za hladenje
LAY

"“}‘I‘l'ﬁ}'l
FEEFrFFEes
Hidrolat I

Eteri¢no ulje i voda
Generator pare o Separator O

Slika 5. Shematski prikaz postupka parne destilacije (preuzeto s

https://onlinelibrary.wiley.com
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1.6.2. Ekstrakcija

Metode ekstrakcije koriste se za izolaciju malih koli¢ina eteri¢nih ulja te izolaciju
etericnih ulja sa sastavnicama visokog vrelista i termolabilnim sastavnicama. Razlikuje se
nakoliko postupaka ekstrakcije, a to su ekstrakcija pomocu organskih otapala, ekstrakcija
pomocu nehlapljivih otapala i1 ekstrakcija superkriticnim fluidom.

Prvi postupak je ekstrakcija pomoc¢u organskih otapala kod koje se koriste organska
otapala razli¢ite polarnosti i temperatura vrenja, poput dietiletera, diklormetana, pentana,
izopentana, petroletera i benzena, a dobivena su ulja polu¢vrste konzistencije zato jer
sadrzavaju zaostale nehlapljive spojeve (masna ulja, voskovi) i nazivaju se konkretima
(Essences concretes). 1z njih se pro¢is¢avanjem s apsolutnim etanolom dobivaju Cista eteri¢na
ulja (Essences absolutes). Nedostatci ovog postupka su gubitak hlapljivih sastavnica etericnog
ulja prilikom otparavanja organskog otapala te moguénost zaostajanja otapala u etericnom
ulju (Kustrak, 2005; Kovac¢-Besovi¢ , 2001).

Drugi postupak je ekstrakcija pomocu nehlapljivih otapala koja se moze odvijati bez i
uz primjenu topline. Kod ekstrakcije bez primjene topline (Enfleurage a froid), izmedu
staklenih ploc¢a, S Obje strane premazanih slojem neutralne masti (govedi loj i svinjska mast)
ili nekog drugog adsorptivnog sredstva (silikagel, ugljen, esteri polialkohola), stavljaju se
cvjetovi iz kojih hlapi eteri¢no ulje i adsorbira se u masnu podlogu. Nakon nekoliko sati ili
dana, stavlja se novi sloj cvjetova i taj se postupak ponavlja sve dok se masna podloga ne
zasiti etericnim uljem. Kod ekstrakcije uz primjenu topline (Enfleurage a chaud), cvjetovi se
stavljaju u ulje (maslinovo ulje, parafinsko ulje) ili rastaljenu mast (govedi loj) temperature 50
— 80 °C. Nakon nekog vremena, stavljaju se novi cvjetovi i postupak se opet ponavlja kako bi
se eteri¢no ulje ukoncentriralo. Za oba postupka je zajednicko da se za ekstrakciju etericnog
ulja iz masnih podloga koristi 96% etanol, a nakon toga slijedi jo$ nekoliko koraka kojima se
dobiva ¢isto eteri¢no ulje (Kustrak, 2005; Kovac-Besovic, 2001).

Tre¢i postupak ekstrakcije je ekstrakcija sa superkriticnim fluidom, a najc¢esce se kao
superkriti¢ni fluid upotrebljava ugljikov dioksid (supercritical carbon dioxide, SC-CO>) zbog
svojih brojnih povoljnih svojstava. Osim §to ima niske kritiéne parametre (temperatura
30,9°C i tlak 73,8 bar) pa je pogodan za izolaciju termolabilnih sastavnica, ima veliku mo¢
difuzije i nalazi se u plinovitom stanju pri sobnoj temperaturi i tlaku pa se lako uklanja iz
ekstrahiranog produkta. Takoder, SC-CO2 nije toksican i zapaljiv, ekoloski je prihvatljiv i
prihvatljive je cijene (Xu i sur., 2011).
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1.6.3. TijesStenje

Tijestenje je postupak koji se uglavnom Koristi za dobivanje eteri¢nog ulja iz vanjskog
dijela usploda vrsta roda Citrus. Ovaj postupak moze se provoditi ru¢nim istiskivanjem
etericnog ulja ili mehanicki, pomocu strojeva s rotiraju¢im plo¢ama s puno igala koje ubadaju

usplode i omogucavaju oslobadanje eteri¢nog ulja (Kustrak, 2005; Kovac¢-Besovi¢, 2001).

1.7. Metode izolacije sastavnica iz Helichrysum italicum (Roth) G. Don

U studijama koje su provedene, biljne sastavnice iz H. italicum izolirane su uz pomo¢
tri metode izolacije: metode destilacije (vodene i parne), metode ekstrakcije superkriti¢nim
CO2 i metode ekstrakcije s organskim otapalima. Metodama vodene destilacije (najéesée se
upotrebljava) i parne destilacije izolira se etericno ulje koje uglavnom sadrzi terpenske
sastavnice, ali i druge spojeve medu kojima su znacajni B-diketoni poznati i kao italidioni.
Ipak, iako su vodena i parna destilacija jednostavne metode nedostatak im je mali prinos
eteriénog ulja (do 0,78 %). Ekstrakcija superkriticnim CO2 omogucuje takoder dobivanje
eteri¢nog ulja, u kojem ¢e uz spomenute sastavnice znacajnije biti prisutni seskviterpeni (a-
selinen, B-selinen, ar-kurkumen, kariofilen) i voskovi (zbog povecanog tlaka), a i bit ¢e puno
veéi prinos eteri¢cnog ulja (do 6,31 %). Za razliku od prethodnih metoda, ekstrakcijom
pomocu organskih otapala (najcesée aceton, metanol i etanol) uz terpene se izolira i velika
skupina fenolnih komponenti (flavonoidi, acetofenoni, floroglucinoli, tremetoni, kumarini i
kumarati, fenolne kiseline i esteri) te pironi, lipidi i steroidi. Pomocu ekstrakcije organskim
otapalima dobiveni su veliki prinosi (do 19,77 %) zbog male selektivnosti organskih otapala
(Maksimovi¢ i sur., 2017).

1.8. Macerat i postupak maceracije

Macerat je pripravak koji se dobiva postupkom maceracije. Maceracija je metoda
ekstrakcije koja se odvija pri sobnoj temperaturi i atmosferskom tlaku ostavljanjem biljne
droge odredeno vrijeme u polarnom ili nepolarnom otapalu. Postupak ekstrakcije sastavnica iz
biljne droge ukljucuje penetraciju otapala u ¢vrsti matriks biljne droge, otapanje sastavnica

droge u otapalu, difuziju otopljene tvari iz ¢vrstog matriksa i skupljanje ekstrahiranih
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sastavnica. Na ucinkovitost procesa ekstrakcije utje¢u brojni faktori kao $to su ekstrakcijsko
otapalo, veli¢ina Cestica biljne droge, omjer otapalo-biljna droga, duljina trajanja ekstrakcije i
temperatura. Odabir otapala za ekstrakciju je jedan od najvazanijih faktora zato jer o njemu
ovisi polarnost ekstrahiranih sastavnica. Uglavnom se odabir otapala temelji na principu da se
slicno otapa u slicnome, pa se tako za izolaciju lipofilnih sastavnica koriste nepolarnija
otapala (primjerice masna ulja), a za izolaciju hidrofilnih sastavnica polarnija otapala. Cestice
manje veli¢ine, koje omogucuju bolju penetraciju otapala i difuziju sastavnica, ve¢i omjer
otapalo-biljna droga, dulje trajanje ekstrakcije i povecana temperatura povecavaju
ucinkovitost ekstrakcije. Ipak, povecanje trajanja ekstrakcije nakon nekog vremenskog
perioda, kada se ve¢ uspostavila ravnoteza, nee viSe imati utjecaja na ucinkovitost
ekstrakcije, a previsoka temperatura pri kojoj se ekstrakcija provodi moze dovesti do
razgradnje termolabilnih sastavnica. Upravo zato su prednosti procesa maceracije, 0sim
jednostavnosti, i to S$to se odvija pri sobnoj temperaturi pa nema razgradnje termolabilnih
sastavnica, dok su glavni nedostatci dugo vrijeme potrebno za ekstrakciju i mala uc¢inkovitost
ekstrakcije. Aktivne komponente koje su prisutne u maceratu smilja u biljnom ulju su
monoterpeni, seskviterpeni, oksigenirani monoterpeni, fenolne komponente i karoteni (Zhang
i sur., 2018; Petersen, 2015; Markovic¢, 2010).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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U tradicionalnoj medicini vrsta Helichrysum italicum (Roth) G. Don upotrebljava se
ve¢ godinama zbog svojih korisnih svojstava za lijeCenje razli¢itih poremecaja od kojih su
najée$¢i poremecaji probavnog, disnog sustava i koze (Viegas i sur., 2014). Izmedu razli¢itih
pripravaka smilja svoju primjenu je nasao i macerat smilja koji se primjenjuje u medicinske i
kozmeticke svrhe za tretiranje suhe, oStecene i iritirane koze, akni, dermatitisa, ekcema i
psorijaze, hematoma i varikoznih vena, opeklina, oziljaka i strija te koze sklone upalama.
Takoder, koristi se i za odgadanje procesa starenja koze, protiv bora i pigmentnih mrlja
(Markovi¢, 2010). Istrazivanja koja su provedena uglavnom su usmjerena na sastav i
djelovanje etericnog ulja smilja i ekstrakata smilja u razli¢itim organskim otapalima (najcesce
aceton, metanol i etanol).

U ovome radu provedeno je odredivanje kemijskih parametara (kiselinski broj) i
fizikalnih parametara (relativna gustoca, indeks refrakcije), odredivanje pH vrijednosti i
odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja u uzorcima macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja
u maslinovom ulju. Navedena ispitivanja opcenito se primjenjuju u ispitivanju cistoce i
procjeni kvalitete eteri¢nih i masnih ulja, a u ovom radu su provedena u svrhu ispitivanja
Cisto¢e 1 procjene kvalitete uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja u
maslinovom ulju. Budu¢i da za macerat smilja nisu dostupne referentne vrijednosti u
literaturi, dobiveni rezultati usporedivani su s referentnim vrijednostima za eteri¢no ulje
smilja i maslinovo ulje, koje su dostupne u literaturi. Osim toga, ovim radom se nastoji
utvrditi postoje li razlike u izmjerenim vrijednostima, a onda i razlike u ¢isto¢i i kvaliteti

1izmedu uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Sve koristene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce.

Otopina KOH (kalijevog hidroksida), c=0,1 M

Fenolftalein (1% etanolna otopina), Kemika
Etanol (96%), Kemika

Redestilirana voda

Heksan, Kemika

Destilirana voda

Standardna puferska otopina pH 4,00 (limunska kiselina / natrijev hidroksid /

klorovodi¢na Kiselina) i standardna puferska otopina pH 7,00 (kalijev dihidrogenfosfat

/ natrijev hidrogenfosfat dodekahidrat), Kemika

NaCl (natrijev klorid), M=58,44, Kemika

3.1.2. Laboratorijski pribor

Erlenmayerove tikvice od 250 ml
Menzure od 50 ml, 100 ml

Mikropipete od 200-1000 pl

Graduirane pipete od 10 ml

Gumene propipete

Bireta od 50 ml

Piknometri od 5 ml

Laboratorijske ¢ase od 25 ml, 50 ml, 100 ml
Okrugla tikvica s ravnim dnom od 500 ml
Metalni stativ

Plamenik

Tronozac

Keramicka mrezica

Mufe
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= Hvataljke

= Liebigovo hladilo

= Laboratorijska Zlica
=  Kamenci¢i za vrenje

= Aparatura po Ungeru

3.1.3. Instrumenti

= Zavaganje je koriStena Mettler Toledo XP 205 analiti¢ka vaga s to€nos¢u odvage 0,01
mg.

» Za odredivanje indeksa refrakcije macerata koriSten je Hanon A670 automatski
refraktometar s razlu¢ivos¢u mjerenja do 0,00001 (nD). Za kalibraciju je koriStena
redestilirana voda (indeks refrakcije je iznosio 1,3329).

» Za odredivanje pH macerata koriSten je Mettler Toledo MP 220 pH-metar s

razlu¢ivos¢u mjerenja od 0,01. Za kalibraciju je koristen pufer pH 4.

3.1.4. Uzorci

Uzorci macerata smilja komercijalno su nabavljeni s lokalnih OPG-ova. Tri uzorka
macerata dobivena su od smilja uzgojenog u Dalmaciji (macerat dalmatinskog smilja 1,2,3)
dok su druga tri uzorka macerata pripravljena od smilja uzgojenog u kontinentalnom dijelu
Hrvatske (macerat kontinentalnog smilja 1,2,3). Macerati smilja pripremljeni su maceracijom

u maslinovom ulju.

3.2. Metode

3.2.1. Kiselinski broj

Kiselinski broj (Ia) oznacava miligrame (mg) kalijevog hidroksida (KOH) koji su
potrebni za neutralizaciju slobodnih kiselina u 1 gramu (g) tvari. Kiselinski broj odreduje se

titracijom propisane koli¢ine ispitivanog uzorka otopljenog u smyjesi jednake koli¢ine 96%
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etanola i petroletera (koji su prethodno neutralizirani s 0,1 M KOH ili 0,1 M NaOH) s 0,1 M
kalijevim hidroksidom (KOH) ili 0,1 M natrijevim hidroksidom (NaOH) uz fenoltftalein kao
indikator. Odredivanje kiselinskog broja koristi se za ispitivanje Cistoce eteri¢nih ulja i za
ispitivanje Cistoce biljnih masnih ulja poput maslinovog ulja, €iji je macerat analiziran
(Council of Europe, 2013). Eteri¢na ulja ve¢inom sadrze male koli¢ine slobodnih kiselina, a

povecanje vrijednosti njihovog kiselinskog broja Cesto je posljedica starenja eteri¢nih ulja, pri
kojem dolazi do oksidacije i hidrolize estera. Isto je i sa masnim uljima koja, dok su svjeza,

imaju mali kiselinski broj budu¢i da sadrze malo slobodnih masnih kiselina (Kustrak, 2005).

3.2.1.1. Postupak mjerenja

U Erlenmayerovu tikvicu se uz pomo¢ mikropipete otpipetira 1,00 ml uzorka macerata
smilja, a zatim se menzurom doda 30 ml 96% etanola. Potom se dodaju 2 kapi fenolftaleina
koji sluzi kao indikator. Titracija se provodi s 0,1 M otopinom KOH do pojave ljubicaste boje
koja se zadrzava barem 15 sekundi. 1z utroSenog volumena 0,1 M otopine KOH (Vkon) U
mililitrima te iz mase uzorka (Muyzorak) u gramima izracuna se kiselinski broj (Ia) prema izrazu:

Ia= 5,610 VkoH / Muzorak
Mase uzoraka (Muzorak, g) vVolumena 1,00 ml izmjerene su na analiti¢koj vagi. Postupak se

ponovi za svih Sest uzoraka macerata smilja.

3.2.2. Relativna gustoca (specifi¢na teZina)

Relativna gusto¢a (di') je omjer mase odredenog volumena ispitivane tvari pri
temperaturi t; i mase jednakog volumena vode pri temperaturi to. Uglavnom se izrazava kao
omjer mase odredenog volumena ispitivane tvari pri 20°C i mase jednakog volumena vode pri
20 °C ili 4 °C odnosno kao dz0? ili ds®°, osim ukoliko nije druga¢ije propisano (Council of
Europe, 2013). Budu¢i da predstavlja omjer, relativna gusto¢a nema mjernu jedinicu.
Relativna gusto¢a odreduje se uz pomo¢ piknometra. Piknometar je staklena bocica koja ima
¢ep koji dobro prianja uz grli¢ boce i u kojem se nalazi kapilara. Kapilara treba biti do vrha
ispunjena teku¢inom kako bi se osiguralo da volumen tekuéine kojoj se odreduje gustoca
odgovara volumenu naznadenom na piknometru. Budu¢i da gustoca opcenito ovisi o

temperaturi, svaki piknometar je bazdaren na odredenu temperaturu, a uglavnom je to
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temperatura od 20 °C na kojoj se najcesce provode mjerenja. To znai da ¢e odredena
tekuc¢ina zauzimati volumen naznacen na piknometru pri temperaturi od 20 © C (Winterhalter i
sur., 1990). Odredivanje relativne gustoe koristi se za ispitivanje stupnja Cistoce eteri¢nih
ulja, biljnih masnih ulja (iako se za masna ulja, u novijim izdanjima farmakopeje, ono
izostavlja) i tekuéih ekstrakata poput macerata.. Vrijednost relativne gustoe vazan je kriterij
kakvoce eteri¢nih ulja i iznosi izmedu 0,690 i 1,118 (Council of Europe, 2013; Kustrak,
2005).

3.2.2.1. Postupak mjerenja

Volumen piknometra je poznat i iznosi 5 ml. Volumen piknometra odgovara
volumenu uzorka macerata (Vmacerat) 1 Volumenu vode (Vvoda). Na analitickoj vagi izvaze se
Cisti i suhi piknometar te se zabiljezi se njegova masa (p). Zatim se piknometar napuni s
uzorkom macerata smilja, paze¢i pri tome da se kapilara u ¢epu piknometra u potpunosti
ispuni s maceratom. Visak tekuéine koja izade iz kapilare piknometra obrise se pomocu filter
papira kako bi piknometar bio potpuno suh prije vaganja. Prilikom punjenja i brisanja
piknometra, piknometar treba drzati za grlo kako ne bi doSlo do zagrijavanja tekucine u
piknometru te posljedi¢ne promjene volumena i gustoce tekucine. ZabiljezZi se izmjerena masa
piknometra s maceratom (p2) u gramima. Gustoca uzorka macerata odreduje se prema izrazu:

pmacerat = (P2 — P) / Vmacerat
Nakon toga, piknometar se opere, zatim se ispere, osusi i napuni s destiliranom vodom.
Vaganjem se dobiva masa piknometra s destiliranom vodom (p1) u gramima. Gustoc¢a vode
odreduje se prema izrazu:
pvoda = (P1 — P) / Vvoda
Relativna gusto¢a uzorka macerata u odnosu na destiliranu vodu, pri temperaturi od 20 °C
(d20%°), izraduna se prema izrazu:
d20% = pmacerat/ poda = (P2-p) / (P1-p)

Postupak se ponovi za svih Sest uzoraka macerata smilja.
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3.2.3. Indeks refrakcije

Indeks loma nekog sredstva moze se iskazati kao apsolutni i relativni indeks loma ili
refrakcije. Apsolutni indeks loma nekog sredstva 1 (n1) jednak je omjeru sinusa kuta upada
(sin ao) i sinusa kuta loma (sin a1) zrake svjetlosti pri prelasku svjetlosti iz vakuuma u
sredstvo 1, odnosno jednak je omjeru brzine svjetlosti u vakuumu (co) i brzine svjetlosti u
sredstvu 1 (c1) prema izrazu:

ni=(sinoo/sinai)=(co/C1)
Relativni indeks loma (ny2) sredstva 2 u odnosu na sredstvo 1 jednak je omjeru sinusa kuta
upada (sin au) i sinusa kuta loma (sin o) zrake svjetlosti pri prelasku zrake svjetlosti iz
sredstva 1 (apsolutnog indeksa ni1) u sredstvo 2 (apsolutnog indeksa n.), odnosno omjeru
brzine svjetlosti u sredstvu 1 (vi1) i u sredstvu 2 (v2) prema izrazu:
Ni2=(sinoa/sinaz)=(vi/v2)=(n2/n1)

Ipak, najcesce se izrazava relativni indeks loma nekog sredstva u odnosu na zrak, pa je tako
prema farmakopeji, indeks loma ili refrakcije (n »") nekog sredstva u odnosu na zrak jednak je
omjeru sinusa kuta upada zrake svjetlosti i sinusa kuta loma zrake svjetlosti pri prelasku zrake
svjetlosti iz zraka u dani medij. Budu¢i da ovisi o temperaturi i valnoj duljini svjetlosti,
standardni uvjeti pri kojima se mjeri indeks refrakcije (n p?°) su temperatura od 20+0,5 °C i
valna duljina D - linije natrijevog spektra (A = 589,3 nm), osim ukoliko nije drugacije
propisano (Council of Europe, 2013, Winterhalter i sur., 1990).

Pojava loma svjetlosti, odnosno promjene smjera Sirenja svjetlosti pri prelasku
svjetlosti 1z jednog u drugo sredstvo, posljedica je razliCite brzine svjetlosti u tim dvama
sredstvima. Pri prijelazu svjetlosti iz sredstva manjeg indeksa loma (opticki rjedeg sredstva) i
vece brzine Sirenja u sredstvo veceg indeksa loma (opticki guSée sredstvo) i manje brzine
Sirenja svjetlosti, kut upada je vec¢i od kuta loma odnosno svjetlost se lomi prema okomici na
granicu ta dva sredstva, dok je pri prijelazu svjetlosti iz sredstva veceg u sredstvo manjeg
indeksa loma obrnuto. Uz lom, pri prijelazu svjetlosti iz jednog u drugo sredstvo, dolazi i od
parcijalne (djelomicne) refleksije svjetlosti. Udio parcijalno-reflektirane svjetlosti ovisi o
indeksima loma oba sredstva te o kutu upada. Sto je kut upada veéi, veéi je i intenzitet
parcijalno reflektirane svjetlosti (Winterhalter i sur., 1990).

Pri prijelazu svjetlosti iz opticki guSceg sredstva indeksa loma ni u opticki rjede
sredstvo indeksa loma nz uz parcijalnu moze dolaziti i do totalne refleksije. Tako za kutove

upada zrake svjetlosti koji su manji od grani¢nog kuta (a<ag) dolazi do loma svjetlosti
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(prelaska u drugo u sredstvo i promjene smjera Sirenja) i do parcijalne (djelomicne) refleksije
koja je slabijeg intenziteta, dok za kutove upada koji su jednaki ili ve¢i od grani¢nog kuta
(o>=0,g) dolazi do totalne refleksije svjetlosti koja je puno jaceg intenziteta. Grani¢ni kut (o)
je kut upada za koji kut loma iznosi 90 ° odnosno kut za koji svjetlost ne prelazi u drugo
sredstvo nego se potpuno reflektira. Grani¢ni kut je manji $to je razlika u indeksu loma dva
sredstva veca (Winterhalter i sur., 1990).

Uredaj koji mjeri grani¢ni kut totalne refleksije te tako omogucuje odredivanje indeksa
refrakcije naziva se refraktometar. Rad refraktometra temelji se na fizikalnom principu loma
svjetlosti odnosno na Snellovom zakonu prema kojem se odnos sinusa kuta upada (sin o) i
sinusa kuta loma (sin a2) zrake svjetlosti koja prelazi iz sredstva 1 indeksa loma n1 u sredstvo
2 indeksa loma n> iskazuje se kao:

sinow/sinoz=nz2/ny
Budu¢i da za graniéni kut upada (og) kut loma iznosi 90 °, odredivanjem grani¢nog kuta uz
poznati indeks refrakcije sredstva 1 (ni1) moze se izraunati nepoznati indeks refrakcije
sredstva 2 (n2) prema izrazu:
sinog/sin 90°=n2/ Ny
N2 = N1 SiN oy

Refraktometar se sastoji od izvora svjetlosti, interferencijskog filtera, le¢a, prizme i CCD
detektora (eng. Charge-coupled device) (slika 6). lzvor emitira svjetlost koja prolazi kroz
interferencijski filter, koji osigurava svjetlost to¢no odredene valne duljine, Sto je vazno zato
jer je indeks refrakcije nekog sredstva razliCit za svjetlost razli¢itih valnih duljina. Zrake
svjetlosti se zatim uz pomo¢ konvergentnih le¢a usmjeravaju prema prizmi poznatog indeksa
refakcije, koja je u kontaktu s ispitivanom teku¢inom kojoj se odreduju nepoznati indeks
refrakcije. Na granicu ta dva sredstva zrake svjetlosti dolaze pod razli¢itim upadnim kutovima
pri ¢emu cCe se zrake koje upadaju pod kutom manjim od grani¢nog kuta djelomi¢no lomiti, a
djelomi¢no reflektirati, dok ¢e se zrake koje padaju pod kutom veéim od grani¢nog kuta
potpuno reflektirati. CCD detektor myjeri intenzitet reflektirane svjetlosti 1 na taj nacin
odreduje grani¢ni kut totalne refleksije. Buduéi da grani¢ni kut ovisi o indeksima loma prizme
1 ispitivane tekucine, uz pomo¢ poznatog indeksa refrakcije prizme odreduje se indeks
refrakcije ispitivane tekuéine. KoriStenje CCD detektora omogucuje tocnije i pouzdanije
mjerenje indeksa refrakcije. Osim valne duljine, vazno je kontrolirati i stabilizirati
temperaturu tijekom procesa mjerenja indeksa refrakcije buduc¢i da i temperatura utjece na

izmjereni indeks refrakcije (https://wiki.anton-paar.com).
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Uzorak Prizma Potpuna refleksija

| l Refrakcija

|

Interferencijski filter

Lece

[ Graniéni kut
. CCD detektor
Lece

Izvor svjetlosti .
Parcijalna refleksija

Slika 6. Shematski prikaz dijelova refraktometra (preuzeto s https://wiki.anton-paar.com)

Odredivanje indeksa refrakcije koristi se u svrhu ispitivanja ¢istoce i procjene kvalitete
eteri¢nih ulja i masnih ulja. Opcéenito, indeks refrakcije eteri¢nih ulja krece se izmedu 1,450 i
1,590, a indeks refrakcije masnih ulja iznosi izmedu 1,45 i 1,49 (Kustrak, 2005).

3.2.3.1. Postupak mjerenja

Refraktometar se prije mjerenja indeksa refrakcije ispitivanih uzoraka mora kalibrirati
uz redestiliranu vodu tako $to se redestilirana voda stavlja na mjernu prizmu te se priceka
kako bi se oc€itao rezultat. [zmjereni indeks refrakcije redestilirane vode iznosi 1,3329. Mjerna
prizma se zatim obri$e uz pomo¢ vate kako bi se s nje uklonila redestilirana voda i na mjernu
prizmu se stavlja uzorak macerata smilja kojemu se odreduje nepoznati indeks refrakcije. Na
temelju izmjerenog grani¢nog kuta totalne refleksije (og) i poznatog indeksa loma prizme
(Nprizma) dobiva se nepoznati indeks loma uzorka macerata smilja (Nmacerat) prema izrazu:

Nmacerat = Nprizma SINOLg .
Mjerenje se izvodi pri standardnim uvjetima, temperaturi od 20+0,5 °C 1 pri valnoj duljini
svjetlosti D — linije natrijevog spektra (A = 589,3 nm) buduci da izmjereni indeks refrakcije
ovisi o temperaturi i valnoj duljini. Izmedu dva mjerenja mjerna prizma se obrise pomocu
vate namocene s heksanom. Postupak se ponovi za svih Sest uzoraka macerata smilja. Na

i i jamj i oCisti 0 )
kraju mjerenja mjerna prizma se ti s 96% etanolom
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3.2.4. pH-vrijednost

pH vrijednost predstavlja negativni logaritam aktiviteta vodikovih (H*) iona prema

izrazu:

pH =—log a(H").
pH vrijednost otopine odreduje se potenciometrijski, mjerenjem razlike potencijala izmedu
dvije elektrode uronjene u ispitivanu otopinu, pri ¢emu je jedna indikatorska elektroda koja je
osjetljiva na vodikove ione (obi¢no staklena elektroda), a druga je referentna elektroda
(obicno zasi¢ena kalomel elektroda) (Council of Europe, 2013).

Referentna elektroda je elektroda ¢iji je potencijal Ers Stalan, poznat i potpuno
neovisan o aktivitetu iona analita i drugih iona prisutnih u ispitivanoj otopini. Primjeri
referentnih elektroda su zasi¢ena kalomel elektroda i srebro/srebrov klorid elektroda. Zasi¢ena
kalomel elektroda sastoji se od unutrasnje cijevi ispunjene smjesom zive i zivina (I) klorida
(Hg/Hg2Cl2) u zasi¢enoj otopini kalijevog klorida (KCI), te vanjske cijevi ispunjene sa
zasi¢enom otopinom kalijevog klorida (KCI) koja je preko malog otvora povezana s
unutarnjom cijevi, a preko porozne membrane s ispitivanom otopinom. Elektrodni potencijal
ove elektrode iznosi 0,244 V pri temperaturi od 25 °C. Srebro/srebrov klorid elektroda sastoji
se od Zice srebra (Ag zice) uronjene u zasi¢enu otopinu kalijevog klorida (KCI) i1 srebrovog
klorida (AgNOs) koja je preko porozne membrane povezana s ispitivanom otopinom, a
potencijal ove elektrode iznosi 0,199 V pri temperaturi od 25 °C (Skoog i sur., 1999).

Indikatorska elektroda je elektroda ¢iji potencijal Eing OVisi 0 aktivitetu iona analita ili
skupine iona analita. Postoji nekoliko indikatorskih elektroda koje su vrlo selektivne za
odredene ione. Tako je primjerice, staklena elektroda osjetljiva i selektivna prema H* ionima.
Staklena elektroda sastoji se staklene cijevi debelih stijenki, ispunjene s 0,1 M otopinom
klorovodic¢ne kiseline (HCI) zasi¢ene sa srebrovim kloridom (AgCl), u koju je uronjena
srebrna Zica (Ag zica), koja predstavlja unutarnju referentnu elektrodu, koja nije osjetljiva na
promjene aktiviteta H* iona. Na kraju staklene cijevi smjeStena je tanka staklena membrana
osjetljiva na promjene aktiviteta H* iona odnosno na promjene pH otopine (Skoog i sur.,
1999).

Staklena membrana sastoji se od mreze SiOs* skupina u kojoj je svaki atom silicija
vezan na Cetiri atoma kisika, a svaki atom kisik na dva atoma silicija. Atomi kisika unutar te
mreze koji nisu vezani na dva atoma silicija posjeduju negativni naboj, na koji se mogu ionski

vezati kationi poput Na* iona (https://chem.libretexts.org). Kako bi bila osjetljiva na promjene

pH vazno je da povrSina staklene membrane s obje strane bude stalno hidratizirana (Skoog i
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sur., 1999) zato jer ¢e se tada na njezinoj povrSini, s obje strane, stvarati tanak sloj
hidratiziranog gela u koji mogu migrirati H" ioni. Budu¢i da je staklena membrana s unutarnje
strane u kontaktu s 0,1 M otopinom klorovodi¢ne kiseline (HCI), a s vanjske strane je
uronjena u ispitivanu otopinu kojoj se odreduje pH, H* ioni iz unutarnje referentne i vanjske
ispitivane otopine migrirat ¢e u sloj gela staklene membrane i ionski se vezati za negativne
naboje, dok ¢e Na' ioni iz staklene membrane difundirati u otopinu. Na taj nacin, na
unutarnjoj strani staklene membrane uspostavit ¢e se ravnoteza izmjene iona koja ¢e ovisiti 0
aktivitetu H* u unutra$njoj referentnoj otopini, dok ¢e se na vanjskoj strani membrane
uspostaviti ravnoteZa izmjene iona koja ¢e ovisiti o aktivitetu H* iona u vanjskoj ispitivanoj
otopini. Sto je veéi aktivitet H* iona u otopini, to ¢e se vise H* iona ionski vezati u sloju gela
staklene membrane. Razlika u aktivitetima H* iona s obje strane staklene membrane dovest ¢e
do neravnoteZze u povrSinskom naboju izmedu hidratiziranih slojeva $to ¢e rezultirati
membranskim potencijalom koji ovisi o pH i moze se opisati Nernstovom jednadzbom:
Emembrana = Eunutarnji— Evanjski = 0,0592 109 [(aunutam;i) / (avanjski)]-

Eunutamji T Evanjski su povrsinski potencijali s unutarnje i vanjske strane membrane izrazeni u
voltima, a auwnutamji | avanjski predstavljaju aktivitet H* iona u unutarnjoj referentnoj i vanjskoj
ispitivanoj otopini. Teoretski se potencijal staklene membrane mijenja za 59,2 mV za svaku
jedinicu promjene pH otopine. Pri vrlo visokom pH (pH> 10) veéina staklenih membrana
postaje osjetljiva i na H" i Na* ione pa je izmjereni pH nizi od stvarnog pH, dok pri niskom
pH (pH<1) staklena membrana podlozna zasi¢enju s H" ionima pa je izmjereni pH visi od

stvarnog pH (https://chem.libretexts.org).

Danas se najées¢e za mjerenje pH koristi kombinirana pH elektroda (slika 7) koja je
sastavljena od staklene i referentne zasi¢ene kalomel elektrode smjeStene u istom kucistu

(https://chem.libretexts.org). Kombinirana pH elektroda uroni se u ispitivanu otopinu, a preko

vanjske referentne kalomel elektrode i unutarnje referentne srebro/srebrov klorid elektrode
spoji se na prikljucke uredaja za mjerenje potencijala. Razlika potencijala mjeri se uz pomoc¢
voltmetra koji mora imati nekoliko desetaka puta veci otpor od otpora ¢lanka kojemu se mjeri
potencijal kako bi se potencijal mogao to¢no mjeriti. Takvi voltmetri s velikim unutarnjim
otporom od 10* do 102 Q nazivaju se pH metrima. O¢itavanje rezultata s pH metra moze biti

digitalno ili analogno, a to¢nost iznosi najmanje 0,05 pH jedinica (Skoog i sur., 1999).
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= Elektriéni izvodi (prikljuceni

na pH metar)
OtopinaKCl =~
Unutarnja referentna Vanjska referentna
Ag/AgCl elektroda =L ———kalomel elektroda

_—
-
_ Porozna membrana
i

1 — —— 0,1 M otopina HCI

—

Staklena membrana

Slika 7. Shematski prikaz kombinirane pH elektrode (preuzeto s https://chem.libretexts.org)

Prije mjerenje pH ispitivane otopine, potrebno je provesti kalibraciju uz pomo¢
standardnih otopina pufera poznatih pH vrijednosti. pH ispitivane otopine mjeri se u odnosu
na pH standardne otopine prema izrazu:

pH = pHs — ((E — Es) / k).
pHs je pH vrijednost standardne otopine, E je potencijal ispitivane otopine kojoj se odreduje
pH izrazen u voltima (V), Es je potencijal standardne otopine poznatog pH izrazen u voltima
(V), a k je konstanta koja oznacava promjenu potencijala po jedinici promjene pH izraZzenu u
voltima (V). Budu¢i da konstanta k ovisi o temperaturi i pH vrijednost se mijenja s
promjenom temperature pa se mjerenja provode pri temperaturi izmedu 20 1 25 ° C, osim

ukoliko nije drugacije propisano (Council of Europe, 2013).

3.2.4.1. Postupak mjerenja

pH elektroda ¢uva se uronjena u otopinu kalijevog klorida (KCl) i prije mjerenja pH
vrijednosti ispitivanih uzoraka mora se kalibrirati uz pomo¢ standardnih otopina poznatog pH.
Kalibracija se provodi kako bi se na temelju izmjerenog potencijala standardnih otopina (Es) i
njihovog poznatog pH (pHs) mogao odrediti nepoznati pH uzoraka macerata (pHmacerat) Smilja
mjerenjem njihovog potencijala (Emacerat) prema izrazu:
PHmacerat = PHs — ((Emacerat — Es) / K).
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pH elektroda najprije se ispere s redestiliranom vodom i pazljivo se obriSe sa stani¢evinom, a
zatim se uroni u standardnu pufersku otopinu pH 7,00 (kalijev dihidrogenfosfat / natrijev
hidrogenfosfat dodekahidrat). Priceka se nekoliko sekundi kako bi se potencijal stabilizirao i
pohranio. Elektroda se potom ponovno ispere, obriSe i postupak mjerenja se ponovi sa
standardnom puferskom otopinom pH 4,00 (limunska kiselina / natrijev hidroksid /
klorovodi¢na kiselina). Nakon kalibracije, elektroda se ponovno ispere, obriSe i uroni u
uzorak macerata nepoznatog pH. Opet je potrebno pricekati kako bi se potencijal membrane
stabilizirao i kako bi se o¢itala to¢na pH vrijednost uzorka macerata. Mjerenja se izvodi pri
temperaturi od 20 °C. Izmedu dva mjerenja pH uzoraka macerata elektroda se ispere s 96%

etanolom i redestiliranom vodom. Postupak se ponovi za svih Sest uzoraka macerata smilja.

Na kraju mjerenja pH elektroda se ponovno uroni u otopinu KCI.

3.2.5. Sadrzaj eteri¢nog ulja

Sadrzaj eteri¢nog ulja u biljnim drogama odreduje se metodom destilacije (slika 8), a
odredivanje se temelji na svojstvu hlapljivosti eteri¢énih ulja s vodenim parama. Smjesa
etericnog ulja i vode vriti ¢e kada se tlak pare smjese (koji je prema Daltonovom zakonu
jednak zbroju parcijalnih tlakova plinova koji ¢ine smjesu, pod uvjetom da plinovi
medusobno ne reagiraju) izjednaci sa atmosferskim tlakom, i pri temperaturi koja je niza od
temperature vrenja one komponente smjese koja ima najnize vreliSte. Kako je u ovom slucaju
ta komponenta voda, do vrenja ¢e dolaziti ispod 100 °C (Kustrak. 2005; Kovac-BeSovic |,

2001).

Shematski prikaz aparature za odredivanje eteri¢nih ulja po Ungeru

(preuzeto s https://pmi-lab.odoo.com)
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Sam postupak destilacije moze se provesti na nekoliko nacina, ovisno o svojstvima
eteriénog ulja, o njegovoj relativnoj gusto¢i i kemijskom sastavu. Kod volumetrijskog
odredivanja sadrzaja etericnih ulja lakSih od vode navedena koli¢ina propisane droge
pomijesa se u tikvici za destilaciju sa 400 ml vode i zagrijava se preko keramicke mrezice do
kljuCanja, a potom se destilira 2,5 sata. Nakon S$to destilacija zavrsi, ocita se volumen
etericnog ulja 1iizracuna se njegov postotak prema izrazu:

Vol % eteri¢nog ulja =100 (b / a)

pri ¢emu je b volumen eteri¢nog ulja u mililitrima, dok je a odvaga droge u gramima. Za
razliku od eteri¢nih ulja laksih od vode, kod volumetrijsko odredivanje eteri¢nih ulja tezih od
vode najprije destilira smjesa 1 ml ksilena i 400 ml vode kako bi se odredio volumen ksilena
u graduiranoj cijevi za mjerenje. Nakon toga provodi se destilacija smjese propisane koli¢ine
biljne droge i vode kako bi se odredio volumen etericnog ulja otopljenog u ksilenu. 1z razlike
volumena etericnog ulja otopljenog u ksilenu i volumena predestiliranog ksilena, izracuna se
volumen eteri¢nog ulja u mililitrima u 100 grama droge (Kovaé-Besovi¢ , 2001).

Cvijet smilja sadrzi vrlo malu koli¢inu etericnog ulja pa je za proizvodnju male
koli¢ine etericnog ulja potrebno ubrati veliku koli¢inu cvjetova. Od priblizno 750 kg smilja
moze se dobiti svega 1 kg destilata etericnog ulja. Osim toga, za dobivanje etericnog ulja,
biljka u cvatu se mora destilirati vodenom parom u roku 24 h nakon branja jer u slucaju
duljeg stajanja moze do¢i do truljenja i smanjenja kvalitete etericnog ulja. (Pohajda i sur.,

2015; Raji¢ i sur., 2015).

3.2.5.1. Postupak mjerenja

Sadrzaj etericnog ulja u maceratu smilja odreduje se metodom vodene destilacije po
Ungeru. Postupak se provodi tako da se u okruglu tikvicu s ravnim dnom od 500 ml uz pomo¢
graduirane pipete doda odredeni volumen uzorka macerata smilja. Zatim se u tikvicu
menzurom dolije oko 160 ml destilirane vode (1/3 volumena tikvice) te se dodaju dvije zlicice
natrijevog klorida (NaCl) i kamencié¢i za vrenje. Uloga NaCl je povisenje vreliSta vode kako
prilikom zagrijavanja ne bi sva voda isparila, a uloga kamenci¢a za vrenje je osiguravanje
ravnomjernog zagrijavanja. Napunjena tikvica se potom spoji s aparaturom po Ungeru. Upali
se plamenik i otvori se voda koja prolazi kroz hladilo. Zagrijavanjem tikvice dolazi do
isparavanja eteri¢nog ulja iz uzorka macerata te do isparavanja vode. Pare etericnog ulja 1

vode se zatim kondenziraju u hladilu, a nastali kondenzat se skuplja u graduiranoj cijevi.
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Eteri¢no ulje smilja zadrzava se u gornjem dijelu graduirane cijevi, iznad vode, buduéi da ima
gustocu manju od gustoce vode. Voda se skuplja ispod sloja eteri¢nog ulja i slijeva se natrag u
tikvicu. Destilacija se provodi 90 min. Nakon 10 minuta od zavrSetka destilacije ocita se
volumen sakupljenog etericnog ulja tako $to se broj crtica koje ono zauzima pomnozi s
volumenom od 20 mikrolitara (ul) jer razmak izmedu dvije crtice iznosi 20 ul. Postotak (%
v/v) etericnog ulja u uzorku macerata smilja izraCuna se prema iz dobivenog volumena
eteriénog ulja (Veterizno wje) U Mililitrima i uzetog volumena uzorka macerata (Vmacerat) U
mililitrima prema izrazu:
% eteri¢nog ulja = 100 (Veterieno ulje / Vmacerat)

Postupak se ponovi za svih Sest uzoraka macerata smilja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Odredivanje kiselinskog broja

Kiselinski broj (l1a) predstavlja miligrame (mg) kalijevog hidroksida (KOH) koji su
potrebni za neutralizaciju slobodnih kiselina u 1 gramu (g) tvari. Odredivanje vrijednosti
kiselinskog broja koristi se u ispitivanju Cistoce te na taj nacin u procjeni kakvoce etericnih i
masnih ulja (Council of Europe, 2013).

Kiselinski brojevi uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja odredeni su
titracijom s 0,1 M KOH uz fenolftalein kao indikator prema postupku opisanom u poglavlju

Materijali i metode. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Kiselinski broj uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja

Uzorak macerata Kiselinski broj (mg KOH/qg)
Macerat dalmatinskog smilja 1 2,84
Macerat dalmatinskog smilja 2 2,88
Macerat dalmatinskog smilja 3 1,80
Macerat kontinentalnog smilja 1 1,75
Macerat kontinentalnog smilja 2 1,71
Macerat kontinentalnog smilja 3 2,06

1z dobivenih rezultata vidi se kako nema znacajnih razlika u vrijednostima kiselinskog
broja izmedu uzoraka macerata dalmatinskog 1 kontinentalnog smilja te se one kre¢u izmedu
1,71 i 2,88 mg KOH/g. Najvecu vrijednost kiselinskog broja ima uzorak dalmatinskog
macerata smilja 2, dok najmanju vrijednost ima uzorak kontinentalnog macerata smilja 2.
Ovakvi rezultati potvrduju da na vrijednosti kiselinskog broja prvenstveno utjecu starost
uzoraka 1 nacin njihovog skladiStenja, a ne razliciti klimatski 1 geografski uvjeti kojima je
smilje, Ciji je macerat analiziran, bilo izloZeno. Dobiveni rezultati usporedeni su sa zahtjevom
iz Europske farmakopeje za vrijednost kiselinskog broja maslinovog ulja (kiselinski broj ne
smije biti veci od 2,0 odredivano na 5,0 g uzorka (Council of Europe, 2013), odnosno veci od
0,4 odredivano na 1,0 g uzorka) buduc¢i da podatci o vrijednostima kiselinskog broja etericnog
ulja smilja i macerata smilja nisu dostupni u literaturi. Kada bi se usporedivale dobivene
vrijednosti Kiselinskog broja uzoraka macerata smilja sa zahtjevom iz farmakopeje za
maslinovo ulje, moglo bi se zakljuciti kako maslinovo ulje u uzorcima macerata smilja ne

odgovara zahtjevima farmakopeje (<= 0,4). Medutim, treba uzeti u obzir da vrijednosti
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kiselinskog broja vjerojatno pridonose i slobodne kiseline prisutne u smilju ekstrahiranom u
maceratu i slobodne masne kiseline prisutne u maslinovom ulju. Masteli¢ i sur. tako navode
kako su slobodne masne kiseline ((E)-2-metil-2-butenska, oktanska, dekanska, undekanska,
dodekanska i tetradekanska kiselina) prirodno prisutne u etericnom ulju smilja u koli¢ini od
3,7%, a jos§ veci broj njih pronaden je nakon hidrolize estera prisutnih u eteri¢nom ulju s
KOH/H2SO4 (octena, propanska, izobutanska, izovalerijanska, dekanska i dodekanska
kiselina) (Masteli¢ i sur., 2008). Takoder, maslinovo ulje sadrzi smjesu triglicerida oleinske,
palmitinske, linolne, a u manjim koli¢inama i miristinske, stearinske i arahidonske kiseline
(Kustrak, 2005) c¢ijom hidrolizom uslijed starenja i nepravilnog skladiStenja dolazi do

oslobadanja masnih kiselina, koje zatim uzrokuju povecanje vrijednosti kiselinskog broja.

4.2. Odredivanje relativne gustoce

Relativna gustoca (do™) predstavlja omjer mase odredenog volumena ispitivane tvari
pri temperaturi t; i mase jednakog volumena vode pri temperaturi t2, a najée$¢e se mjerenje
provodi pri temperaturi ispitivane tvari od 20°C i pri temperaturi vode od 20 °C ili 4 °C.
Mjerenje relativne gustoce koristi se za ispitivanje Cistoce eteri¢nih ulja, biljnih masnih ulja i
tekucih ekstrakata poput macerata (Council of Europe, 2013; Kustrak, 2005).

Relativne gustoce uzoraka macerata dalmatinskog 1 kontinentalnog smilja odredene su
uz pomo¢ piknometra pri temperaturi od 20 °C prema postupku opisanom u poglavlju

Materijali i metode. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 3.

Tablica 3. Relativna gustoca uzoraka macerata dalmatinskog 1 kontinentalnog smilja pri 20 °C

Uzorak macerata Relativna gustocéa
Macerat dalmatinskog smilja 1 0,920
Macerat dalmatinskog smilja 2 0,905
Macerat dalmatinskog smilja 3 0,965

Macerat kontinentalnog smilja 1 0,931
Macerat kontinentalnog smilja 2 0,922
Macerat kontinentalnog smilja 3 0,988
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Dobiveni rezultati pokazuju kako se vrijednosti relativne gustoée uzoraka macerata
dalmatinskog i kontinentalnog smilja kre¢u u rasponu od 0,905 do 0,988 odnosno da svi
uzorci macerata smilja imaju gusto¢u manju od gusto¢e vode. Najmanju vrijednost relativne
gusto¢e ima uzorak dalmatinskog macerata smilja 2, dok najvecu vrijednost ima uzorak
kontinentalnog macerata smilja 3. Na temelju nepostojanja vec¢ih razlika izmedu relativne
gustoce uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja, moze se zakljuciti kako nema
znaCajnijeg utjecaja klimatskih ¢imbenika kojima je smilje bilo izlozeno i1 geografskog
polozaja na kojem je raslo na vrijednosti relativne gusto¢e uzoraka. Usporedbom dobivenih
vrijednosti relativne gustoce uzoraka s podatcima Koji su dostupni u literaturi, a to su relativna
gustoca etericnog ulja smilja koja pri 20 °C iznosi izmedu 0,875 i 0,925
(https://www.nhrorganicoils.com) te relativna gusto¢a maslinovog ulja koja pri 20 °C iznosi
izmedu 0,910 i 0,916 (CODEX STAN 33-81), vidi se kako su dobivene vrijednosti bliske

referentnim vrijednostima. Ipak, uzorci macerata dalmatinskog smilja 3 te kontinentalnog

smilja 1 1 3 imaju relativnu gusto¢u malo vecu od relativne gustoce samog etericnog ulja
smilja, a svi uzorci osim macerata dalmatinskog smilja 2 imaju nesto vecu relativnu gustocu
od maslinovog ulja, vjerojatno zato jer macerat u svom sastavu sadrzi maslinovo ulje kao

ekstrakcijsko sredstvo i ekstrahirane sastavnice smilja medu kojima i eteri¢no ulje smilja.

4.3. Odredivanje indeksa refrakcije

Indeks loma ili refrakcije (n ) nekog sredstva u odnosu na zrak jednak je omjeru
sinusa kuta upada zrake svjetlosti u zraku i sinusa kuta loma zrake svjetlosti tom sredstvu, a
najces¢e se mjeri pri standardnim uvjetima, temperaturi od 20+0,5 °C 1 valnoj duljini D —
linije natrijevog spektra od 589,3 nm, osim ukoliko nije drugaéije propisano (Council of
Europe, 2013). Izmjereni indeksi refrakcije koriste se u procjeni Cistoce i kvalitete etericnih
ulja i masnih ulja (Kustrak, 2005).

Indeksi refrakcije uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja odredeni su
uz pomo¢ automatskog refraktometra pri standardnim uvjetima (temperatura od 20 °C 1 valna
duljina od 589,3 nm) i prema postupku opisanom u poglavlju Materijali i metode. Dobiveni

rezultati prikazani su u tablici 4.
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Tablica 4. Indeksi refrakcije uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja pri 20 °C

I valnoj duljini 589,3 nm

Uzorak macerata Indeks refrakcije
Macerat dalmatinskog smilja 1 1,4740
Macerat dalmatinskog smilja 2 1,4739
Macerat dalmatinskog smilja 3 1,4743

Macerat kontinentalnog smilja 1 1,4693
Macerat kontinentalnog smilja 2 1,4691
Macerat kontinentalnog smilja 3 1,4742

S obzirom na dobivene vrijednosti indeksa refrakcije, moze se zakljuciti kako se
uzorci macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja ne razlikuju medusobno viSe nego
uzorci macerata dalmatinskog smilja medusobno odnosno uzorci macerata kontinentalnog
smilja medusobno, te da na vrijednost indeksa refrakcije znacajno ne utjece geografsko
podrijetlo smilja ¢iji je macerat analiziran. Dobivene vrijednosti indeksa refrakcije kre¢u se
izmedu 1,4691 (najmanji izmjereni indeks refrakcije koji pripada uzorku macerata
kontinentalnog smilja 2) i 1,4743 (najveci izmjereni indeks refrakcije koji pripada uzorku
macerata dalmatinskog smilja 3). Kako u literaturi nisu pronadeni podatci o vrijednostima
indeksa refrakcije macerata smilja, izmjerene vrijednosti usporedene su s vrijednostima
dostupnima u literaturi, a to su vrijednost indeksa refrakcije eteri¢nog ulja smilja i vrijednost
indeksa refrakcije maslinovog ulja. Indeks refrakcije eteri¢nog ulja smilja pri 20 °C iznosi od
1,470 do 1,490 (https://www.nhrorganicoils.com), dok indeks refrakcije maslinovog ulja pri

istoj temperaturi iznosi izmedu 1,4677 i 1,4705 (CODEX STAN 33-81). Dobiveni indeksi

refrakcije nekih uzoraka macerata smilja malo su veci od vrijednosti propisanih za indeks
refrakcije maslinovog ulja, ali svi uzorci, osim uzoraka macerata kontinentalnog smilja 1 i 2,
se nalaze se unutar referentnog raspona za eteri¢no ulje smilja. Pri analizi vrijednosti indeksa
refrakcije, vazno je znati da indeks refrakcije eteri¢nih ulja nije karakteristicna vrijednost za
pojedino eteri¢no ulje, ve¢ je karakteristicna vrijednost za pojedine sastavnice eteri¢nog ulja i
da na njegov iznos utje¢e kemijski sastav eteri¢nih ulja (Kustrak, 2005). Tome u prilog ide 1
to da se indeks refrakcije etericnih ulja izrazava kao zbroj indeksa refrakcije pojedinih
sastavnica eterinog ulja pomnozenih s njihovim molarnim udjelom (Ospina i sur, 2016).
Takoder, 1 indeks refrakcije masnih ulja, pa tako 1 maslinovog ulja, ovisi o kemijskom sastavu

ulja odnosno o udjelu nezasi¢enih masnih kiselina. Opcenito, trigliceridi u masnim uljima
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imaju vedi indeks refrakcije od odgovaraju¢ih masnih kiselina (Kustrak, 2005). Prema tome,
moze se pretpostaviti i da indeks refrakcije macerata smilja u maslinovom ulju ponajprije

ovisi o sastavu maslinovog ulja i o ekstrahiranim sastavnicama smilja.

4.4. Odredivanje pH vrijednosti

pH vrijednost predstavlja negativni logaritam aktiviteta vodikovih (H") iona prema

izrazu:
pH =—log a(H").

Mjerenje pH vrijednost ispitivanih uzoraka koristi se za odredivanje njihove kiselosti ili
luznatosti odnosno za odredivanje prisutnosti kiselih i luznatih onec¢is¢enja u uzorcima.
Kisela i luznata onecis¢enja mogu, izmedu ostalog, potjecati od razgradnje sastavnica uzorka
zbog cega se odredivanje pH vrijednosti koristi u ispitivanju Cisto¢e uzoraka (Council of
Europe, 2013).

pH vrijednosti uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja odredene su uz
pomo¢ pH metra pri temperaturi od 20 °C prema postupku opisanom u poglavlju Materijali i

metode. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 5.

Tablica 5. pH vrijednosti uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja pri 20 °C

Uzorak macerata pH vrijednost
Macerat dalmatinskog smilja 1 4,74
Macerat dalmatinskog smilja 2 4,70
Macerat dalmatinskog smilja 3 4,40

Macerat kontinentalnog smilja 1 4,80
Macerat kontinentalnog smilja 2 5,25
Macerat kontinentalnog smilja 3 4,96

Izmjerene pH vrijednosti uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja
iznose izmedu 4,40 i 5,25, pri ¢emu najmanju pH vrijednost ima uzorak dalmatinskog
macerata smilja 3, a najvecu pH vrijednost ima kontinentalni macerat smilja 2. Svi uzorci
macerata pokazuju vrijednosti pH u kiselom podrucju. Srednja pH vrijednost uzoraka
macerata dalmatinskog smilja iznosi 4,61 i nesto je niza od srednje pH vrijednosti uzoraka

macerata kontinentalnog smilja koja iznosi 5,00. Medutim, takve razlike u izmjerenim pH
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vrijednostima izmedu uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja nisu velike te
iznose manje od jedne pH jedinice. Osim sastavnica smilja ekstrahiranih maslinovim uljem i
sami medij za maceraciju odnosno sastavnice prisutne u maslinovom ulju vjerojatno utjeCu na
pH vrijednosti uzoraka. Ipak, dobivene vrijednosti nije moguée usporediti s literaturnim

podatcima buduéi da u literaturi nisu pronadeni podatci o pH vrijednostima macerata smilja.

4.5. Odredivanje sadrzaja eteri¢nog ulja

Sadrzaj etericnog ulja u biljnim drogama odreduje se metodom destilacije, a
odredivanje se temelji na svojstvu hlapljivosti eteri¢nih ulja s vodenim parama. (KuStrak,
2005; Kovac-Besovic , 2001)

Sadrzaj eteri¢nog ulja (%) u uzorcima macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja
odreden je metodom vodene destilacije po Ungeru prema postupku opisanom u poglavlju

Materijali i metode. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 6.

Tablica 6. Sadrzaj etericnog ulja (%) u uzorcima macerata dalmatinskog i kontinentalnog

smilja
Uzorak macerata Sadrzaj eteri¢nog ulja (%)
Macerat dalmatinskog smilja 1 <0,24
Macerat dalmatinskog smilja 2 0,51
Macerat dalmatinskog smilja 3 <0,10
Macerat kontinentalnog smilja 1 <0,08
Macerat kontinentalnog smilja 2 <0,08
Macerat kontinentalnog smilja 3 <0,14

Sadrzaj etericnog wulja u analiziranim uzorcima macerata dalmatinskog i
kontinentalnog smilja iznosi izmedu <0,08 i 0,51%. Dobiveni rezultati pokazuju kako se u
maceratu smilja nalaze odredene koli¢ine eteri¢nog ulja smilja koje su postupkom maceracije
presle u biljno ulje, §to je i ocekivano buduci da su eteri¢na ulja smjese hlapljivih, lipofilnih
spojeva, koje se dobro otapaju u lipofilnim otapalima poput masnih ulja (Kustrak, 2005). Pri
tome, uzorci macerata dalmatinskog smilja imaju vecu srednju vrijednost sadrzaja eteri¢nog
ulja (0,28%) u usporedbi s uzorcima macerata kontinentalnog smilja (0,10). Od svih uzoraka,

najveci sadrzaj eteri¢nog ulja ima macerat dalmatinskog smilja 2 (0,51%), vjerojatno zbog
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sadrzaja etericnog ulja ruzmarina Koji je naveden u sastavu macerata, a najmanji sadrzaj
etericnog ulja imaju macerati kontinentalnog smilja 1 i 2 (<0,08%). Ovakve razlike u sadrzaju
eterinog ulja izmedu uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja mogu biti i
posljedica razli¢itog geografskog podrijetla smilja (dalmatinsko i kontinentalno) i razli¢itih
okolisnih uvjeta (temperatura, oborine, izlozenost suncu) kojima je smilje bilo izloZeno.
Istrazivanja koja su provedena pokazala su utjecaj staniSta na kojem biljka raste i to posebno
tipa tla (Leonardo i sur., 2013), zatim stadija razvoja biljke (Blazekovi¢ i sur., 1995),

nadmorske visine i klimatskih ¢imbenika (Melito i sur., 2016; Cavar Zeljkovi¢ i sur., 2015) na
koli¢inu i sastav eteri¢nog ulja smilja. Takoder, osim navedenih parametara moguce je da su
razlikama u sadrzaju etericnog ulja izmedu uzoraka macerata smilja medusobno pridonose i
razliciti uvjeti pri kojima se provodio proces maceracije (iako je ekstrakcijsko otapalo isto
(maslinovo ulje), moguée su razlike u veli¢ini Cestica biljne droge, omjeru otapalo-biljna
droga, duljini trajanja ekstrakcije i temperaturi). Dobivene vrijednosti sadrzZaja eteri¢nog ulja
u uzorcima macerata usporedene su s vrijednostima sadrzaja etericnog ulja dobivenog
vodenom destilacijom nadzemnih dijelova smilja, prikupljenog na razli¢itim lokacijama u
Hrvatskoj, iz nekoliko istrazivanja (Malenica Staver i sur., 2018; Cavar Zeljkovié i sur., 2015;
Masteli¢ i sur., 2005; Blazekovi¢ i sur., 1995). Sadrzaj etericnog ulja smilja u navedenim
istrazivanjima iznosi od 0,02% do 0,32 %, a izmjereni sadrzaji etericnog ulja za uzorke
macerata dalmatinskog smilja 1 i 3 te uzorke macerata kontinentalnog smilja 1, 2 i 3 nalaze
se unutar navedenog raspona. Jedino uzorak macerata dalmatinskog smilja 2 ima vecu

vrijednost sadrzaja eteri¢nog ulja (0,51%).
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5. ZAKLJUCCI
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U Sest uzoraka macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja odredene su vrijednosti
fizikalnih i kemijskih konstanti, pH vrijednosti i sadrzaj eteri¢nog ulja u svrhu procjene
Cistoce 1 kakvoce ispitivanih macerata. Vrijednosti Kiselinskog broja iznosile su izmedu 1,71 i
2,88 mg KOH/g, vrijednosti relativne gusto¢e su bile izmedu 0,905 i 0,988 a vrijednosti
indeksa refrakcije su bile izmedu 1,4691 i 1,4743. Izmjerene pH vrijednosti uzoraka macerata
smilja su bile izmedu 4,40 i 5,25. Sadrzaj eteri¢nog ulja smilja u analiziranim uzorcima
iznosio je od <0,08 do 0,51% pri ¢emu su vecée vrijednosti izmjerene u uzorcima macerata
dalmatinskog smilja Sto se moze povezati s geografskim podrijetlom i klimatskim uvjetima
kojima je smilje bilo izlozeno. Dobivene vrijednosti usporedene su s dostupnim literaturnim
podacima za ispitivanje CistoCe i1 kvalitete etericnih i masnih ulja. Provedene analize su
pokazale da nema znacajnih razlika u ¢&isto¢i i kvaliteti izmedu uzoraka macerata
dalmatinskog i kontinentalnog smilja. Budu¢i da pripravci smilja, medu kojima i macerat
smilja, imaju sve ve¢u medicinsku i kozmeti¢ku primjenu, postoji potreba za uvodenjem
referentnih vrijednosti kemijskih i fizikalnih parametara koji ¢e se koristiti u ispitivanju

Cistoce i procjeni kvalitete macerata smilja.

48



6. LITERATURA

49



Appendino G, Ottino M, Marquez N, Bianchi F, Giana A, Ballero M, Sterner O, Fiebich BL,|
Munoz E. Arzanol, an Anti-inflammatory and Anti-HIV-1 Phloroglucinol r-Pyrone from
Helichrysum italicum ssp. microphyllum. J Nat Prod, 2007, 70, 608-612.

Basics of refractometry, 2019., https://wiki.anton-paar.com, pristupljeno 8.5.2021.

Bauer J, Koeberle A, Dehm F, Pollastro F, Appendino G, Northoff H, Rossi A, Sautebin L,
Werz O. Arzanol, a prenylated heterodimeric phloroglucinyl pyrone, inhibits eicosanoid
biosynthesis and exhibits anti-inflammatory efficacy in vivo. Biochem Pharmacol, 2011, 81,
259-268.

Bisset NG, Wichtl M. Herbal Drugs and Phytopharmaceuticals: A Handbook for Practice on a
Scientific Basis, 2th Edition. Stuttgart, Medpharm Scientific Publishers, 2001, str. 257-260.

Blazekovi¢ N, Petri¢i¢ J, Stanié G, Male§ Z. Variations in yields and composition of
immortelle (Helichrysum italicum, Roth Guss.) essential oil from different locations and
vegetation periods along Adriatic coast. Acta Pharm, 1995, 45, 517-522.

Bouzid D, Nouioua W, Soltani E, De Haro JP, Angeles Esteban M, Zerroug MM. Chemical
constituents of Helichrysum italicum (Roth) G. Don essential oil and their antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, filamentous fungi and Candida
albicans. Saudi Pharm J, 2017, 25, 780-787.

Conti B, Canale A, Bertoli A, Gozzini F, Pistelli L. Essential oil composition and larvicidal
activity of six Mediterranean aromatic plants against the mosquito Aedes albopictus (Diptera:
Culicidae). Parasitol Res, 2010, 107, 1455-1461.

Council of Europe. European pharmacopeia (Ph. Eur.) 8th edition, 2013, str. 24, 25, 26, 155,
743, 745, 2900.

Cavar Zeljkovi¢ S, Soli¢ ME, Maksimovi¢ M. Volatiles of Helichrysum italicum (Roth) G.
Don from Croatia. Nat Prod Res, 2015, 29(19), 1874-1877.

Drapeau J, Frohler C, Touraud D, Krockel U, Geier M, Rose A, Kunz W. Repellent studies
with Aedes aegypti mosquitoes and human olfactory tests on 19 essential oils from Corsica,
France. Flavour Fragr J, 2009, 24, 160-169.

Fraternale D, Flamini G, Ascrizzi R. In Vitro Anticollagenase and Antielastase Activities of
Essential Oil of Helichrysum italicum subsp. italicum (Roth) G. Don. J Med Food, 2019,
22(10), 1041-1046.

50


https://wiki.anton-paar.com/

Garza AL, Etxeberria U, Haslberger A, Aumueller E, Martinez JA, Milagro FI. Helichrysum
and Grapefruit Extracts Boost Weight Loss in Overweight Rats Reducing Inflammation. J
Med Food, 2015, 18(8), 890-898.

Garza AL, Etxeberria U, Palacios-Ortega S, Haslberger AG, Aumueller E, Milagro FI,
Martinez JA. Modulation of hyperglycemia and TNFa-mediated inflammation by helichrysum
and grapefruit extracts in diabetic db/db mice. Food Funct, 2014, 5, 2120-2128.

Gelencir Jo, Gelencir Ja. Atlas ljekovitog bilja. Zagreb, Prosvjeta, 1991, str. 370.

Gismondi A, Di Marco G, Canini A. Helichrysum italicum (Roth) G. Don essential oil:
Composition and potential antineoplastic effect. S Afr J Bot, 2020, 133, 222-226.

Guinoiseau E, Lorenzi V, Luciani A, Muselli A, Costa J, Casanova J, Berti L. Biological
properties and resistance reversal effect of Helichrysum italicum (Roth) G. Don. U: Microbial
pathogens and strategies for combating them: science, technology and education. Méndez
Vilas A, urednik, Badajoz, Formatex Research Center, 2013, str. 1073-1080.

Hruza LL, Pentland AP. Mechanisms of UV-Induced Inflammation. J Investig Dermatol,
1993, 100(1), 35-41.

Kova¢-Besovi¢c E. Metode u farmakognoziji. Sarajevo, Sarajevo Publishing, 2001, str. 109-
120, 130-133.

Kustrak D. Farmakognozija fitofarmacija. Zagreb, Golden marketing — Tehnic¢ka knjiga,
2005, str. 181, 195, 219-226.

Leonardi M, Ambryszewskaa KE, Melai B, Flamini G, Cioni PL, Parri F, Pistelli L. Essential-
Oil Composition of Helichrysum italicum (Roth) G.Don ssp. italicum from Elba Island
(Tuscany, Italy). Chem Biodivers, 2013, 10, 343-345.

Lorenzi V, Muselli A, Bernardini AF, Berti L, Pages JM, Amaral L, Bolla JM. Geraniol
Restores Antibiotic Activities against Multidrug-Resistant Isolates from Gram-Negative
Species. Antimicrob Agents Chemother, 2009, 53(5), 2209-2211.

Maksimovic S, Tadic V, Skala D, Zizovic I. Separation of phytochemicals from Helichrysum
italicum: An analysis of different isolation techniques and biological activity of prepared
extracts. Phytochemistry, 2017, 138, 9-28.

51



Malenica Staver M, Gobin I, Ratkaj I, Petrovic M, Vulinovic A, Dinarina-Sablic M, Broznic
D. In vitro Antiproliferative and Antimicrobial Activity of the Essential Oil from the Flowers
and Leaves of Helichrysum italicum (Roth) G. Don Growing in Central Dalmatia (Croatia). J
Essent Oil-Bear Plants, 2018, 21(1), 77-91.

Male§ Z. Farmaceutska botanika, predavanja, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb,
2017.

Markovi¢ S. Fitoaromaterapija: monografije esencijalnih ulja i ljekovitih biljaka: temelji

fitoaromaterapije, 2. izdanje. Zagreb, Centar Cedrus, 2010, str. 77, 176, 238, 245-247.

Masteli¢ J, Politeo O, Jerkovi¢ 1. Contribution to the Analysis of the Essential Oil of
Helichrysum italicum (Roth) G. Don. — Determination of Ester Bonded Acids and Phenols.
Molecules, 2008, 13, 795-803.

Mastelic J, Politeo O, Jerkovic I, Radosevic N. Composition and antimicrobial activity of
Helichrysum italicum essential oil and its terpene and terpenoid fractions. Chem Nat Compd,
2005, 41(1), 35-40.

Melito S, Petretto GL, Podani J, Foddai M, Maldini M, Chessa M, Pintore G. Altitude and
climate influence Helichrysum italicum subsp. microphyllum essential oils composition. Ind
Crop Prod, 2016, 80, 242-250.

Mollova S, Fidan H, Antonova D, Bozhilov D, Stanev S, Kostova I, Stoyanova A. Chemical
composition and antimicrobial and antioxidant activity of Helichrysum italicum (Roth) G.Don
subspecies essential oils. Turk J Agric For, 2020, 44, 371-378.

Nindevié¢ T, Grdisa M, Satovi¢ Z, Jug-Dujakovié¢ M. Helichrysum italicum (Roth) G. Don:
Taxonomy, biological activity, biochemical and genetic diversity. Ind Crop Prod, 2019, 138,
111487.

Nostro A, Bisignano G, Cannatelli MA, Crisafi G, Germano MP, Alonzo V. Effects of
Helichrysum italicum extract on growth and enzymatic activity of Staphylococcus aureus. Int
J Antimicrob Agents, 2001, 17, 517-520.

Nostro A, Cannatelli MA, Crisafi G, Musolino AD, Procopio F, Alonzo V. Modifications of
hydrophobicity, in vitro adherence and cellular aggregation of Streptococcus mutans by
Helichrysum italicum extract. Lett Appl Microbiol, 2004, 38, 423-427.

52



Nostro A, Cannatelli MA, Musolino AD, Procopio F, Alonzo V. Helichrysum italicum extract
interferes with the production of enterotoxins by Staphylococcus aureus. Lett Appl Microbiol,
2002, 35, 181-184.

Nostro A, Germano MP, D'Angelo V, Marino A, Cannatelli MA. Extraction methods and
bioautography for evaluation of medicinal plant antimicrobial activity. Lett Appl Microbiol,
2000, 30, 379-384.

Organic Helichrysum Essential Oil (Helichrysum italicum), 2007.,

https://www.nhrorganicoils.com, pristupljeno 21.5.2021.

Ospina JD, Grande Tovar CD, Menjivar Flores JC, Sanchez Orozco MS. Relationship
between refractive index and thymol concentration in essential oils of Lippia origanoides
Kunth. Chilean J Agric Anim Sci, 2016, 32(2), 127-133.

Perrini R, Morone-Fortunato I, Lorusso E, Avato P. Glands, essential oils and in vitro
establishment of Helichrysum italicum (Roth) G. Don ssp. microphyllum (Willd.) Nyman. Ind
Crop Prod, 2009, 29, 395-403.

Petersen D, Immortelle Essential Oil and Extract: Are Two Preparations Better than One?. J
Am Herb Guild, 2015, 13(1), 21-27.

pH Electrodes, 2020., https://chem.libretexts.org, pristupljeno 15.5.2021.

Pohajda I, Dragun G, Puhari¢ Viskovi¢ L. Smilje. Zagreb, Savjetodavna sluzba, 2015, str. 1-
15.

Raji¢ M, Bili¢ M, Aladi¢ K, Simunovié D, Pavkovié¢ T, Joki¢ S. Od tradicionalne uporabe do
znanstvenog znacaja: Cvijet smilja. Glasnik Zastite Bilja, 2015, 38(6), 16-26.

Rigano D, Formisano C, Senatore F, Piacente S, Pagano E, Capasso R, Borrelli F, 1zzo AA.
Intestinal antispasmodic effects of Helichrysum italicum (Roth) Don ssp. italicum and

chemical identification of the active ingredients. J Ethnopharmacol, 2013, 150, 901-906.

Rosa A, Deiana M, Atzeri A, Corona G, Incani A, Melis MP, Appendino G, Dessi MA.
Evaluation of the antioxidant and cytotoxic activity of arzanol, a prenylated o-pyrone—
phloroglucinol etherodimer from Helichrysum italicum subsp. microphyllum. Chem-Biol
Interact, 2007, 165, 117-126.

53


https://www.nhrorganicoils.com/
https://chem.libretexts.org/

Sala A, Recio MC, Giner RM, Manez S, Tournier H, Schinella G, Rios JL. Anti-inflammatory
and antioxidant properties of Helichrysum italicum. J Pharm Pharmacol, 2002, 54, 365-371.

Sala A, Recio MC, Schinella GR, Manez S, Giner RM, Cerda -Nicolas M, Rios JL.
Assessment of the anti-inflammatory activity and free radical scavenger activity of tiliroside.
Eur J Pharmacol, 2003a, 461, 53-61

Sala A, Recio MC, Schinella GR, Manez S, Giner RM, Rios JL. A new dual inhibitor of
arachidonate metabolism isolated from Helichrysum italicum. Eur J Pharmacol, 2003b, 460,
219-226.

Schinella GR, Tournier HA, Mafiez S, Buschiazzo PM , Recio MC, Rios JL. Tiliroside and
gnaphaliin inhibit human low density lipoprotein oxidation. Fitoterapia, 2007, 78, 1-6.

Schinella GR, Tournier HA, Prieto JM, Mordujovich de Buschiazzoa P, Rios JL. Antioxidant
activity of anti-inflammatory plant extracts. Life Sci, 2002, 70, 1023-1033.

Skoog DA, West DM, Holler FJ. Potenciometrijske metode. U: Osnove analiticke kemije.
Beseni¢ D, urednica, Zagreb, Skolska knjiga, 1999, str. 381-385, 388-391, 404, 406.

Standard For Olive Oils And Olive Pomace Qils, 1981, New York, Codex alimentarius, broj
33 (CODEX STAN 33-81).

Viegas DA, Palmeira-de-Oliveira A, Salgueiro L, Martinez-de-Oliveira J, Palmeira-de-
Oliveira R. Helichrysum italicum: From traditional use to scientific dana. J Ethnopharmacol,
2014, 151, 54-65.

Winterhalter D, Sliepcevi¢ A, Kuntari¢ A, Kempni K. Vjezbe iz fizike za studente
medicinskog, veterinarskog i farmaceutsko-biokemijskog fakulteta. Zagreb, Skolska knjiga,
1990, str. 31-32. i 102-105.

Xu L, Zhan X, Zeng Z, Chen R, Li H, Xie T, Wang S. Recent advances on supercritical fluid
extraction of essential oils. Afr J Pharm Pharmacol, 2011, 5(9), 1196-1211.

Zhang QW, Lin LG, Ye WC. Techniques for extraction and isolation of natural products: a
comprehensive review. Chin Med, 2018, 13(20), 1-26.

54



7. SAZETAK/SUMMARY
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Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je tipicna mediteranska biljka iz porodice
Asteraceae koja zbog svojih ljekovitih svojstava ima dugogodisnju medicinsku i
farmaceutsku primjenu. U ovom diplomskom radu izmjereni su kemijski (kiselinski broj) i
fizikalni (relativna gustoca, indeks refrakcije) parametri, pH vrijednost i sadrzaj etericnog ulja
macerata dalmatinskog i kontinentalnog smilja u maslinovom ulju (n=6) u svrhu ispitivanja
Cistoce 1 kvalitete macerata smilja. 1zmjerena vrijednost kiselinskog broja iznosila je izmedu
1,711 2,88 mg KOHY/qg, relativna gustoca iznosila je izmedu 0,905 i 0,988, indeks refrakcije je
bio izmedu 1,4691 i 1,4743. Izmjerena pH vrijednost iznosila je izmedu 4,40 i 5,25, a sadrzaj
eteri¢nog ulja je bio od <0,08 do 0,51 %. Dobivene vrijednosti usporedene su s referentnim
vrijednostima za etericno ulje smilja 1 maslinovo ulje budu¢i da referentne vrijednosti za
macerat smilja u maslinovom ulju nisu dostupne u literaturi. Dobiveni rezultati pokazuju da
nema znacajnih razlika izmedu uzoraka macerata dalmatinskog i macerata kontinentalnog
smilja. S obzirom na sve veéu upotrebu pripravaka smilja u medicinske i kozmeti¢ke svrhe,
postoji potreba za definiranjem referentnih vrijednosti kemijskih i fizikalnih parametara za

procjenu Cistoce 1 kvalitete macerata smilja.
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Immortelle (Helichrysum italicum (Roth) G. Don), belonging to the family of Asteraceae, is a
typically Mediterranean plant that has a long-lasting medicinal and pharmaceutical use. In this
thesis, chemical (acid value) and physical (relative density, refractive indeks) parametres, pH
value and essential oil content of Dalmatian and continental immortelle olive oil macerates
were measured in order to investigate the purity and the quality of immortelle oil macerates.
The measured acid value was between 1,71 i 2,88 mg KOH/g, the relative density was
between 0,905 and 0,988, the refractive index was between 1,4691 and 1,4743. The measured
pH value was between 4,40 and 5,25 and the essential oil content was from<0,08 to 0,51 %.
The obtained values were compared with the reference values for immortelle essential oil and
for olive oil because the reference values for immortelle olive oil macerate are not available in
the literature. The obtained results showed that there are no significant differences between
the samples of Dalmatian immortelle oil macerates and continental immortelle oil macerates.
Considering the increasing use of immortelle preparations for medicinal and cosmetic
purposes, there is a need to define the reference values of chemical and physical parameters to

assess purity and quality of immortelle oil macerates.
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