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1.UvOD



1.1. Sredozemno smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don)

Helichrysum italicum (Roth) G. Don mediteranska je biljka koja pripada rodu
Helichrysum i porodici glavoc¢ika (Asteraceae). Sinonimi za H. italicum su Gnaphalium
glutinosum Ten., Gnaphalium italicum Roth, Helichrysum angustifolium var. numidicum
(Pomel) Maire, Helichrysum numidicum Pomel, Helichrysum rupestre subsp. glutinosum
(Ten.) Nyman i Helichrysum stoechas subsp. numidicum (Pomel) Batt. S obzirom na to da se
u biljkama otkrivaju i izoliraju nove ljekovite tvari, javlja se sve veéi interes za istrazivanjem

ljekovitog i aromati¢nog bilja poput smilja (Viegas i sur., 2014).

1.1.1. Taksonomija, rasprostranjenost i morfoloske znacajke

Rod Helichrysum (Miller) obuhvaca oko 600 grmovitih i polugrmovitih trajnica koje
su $iroko rasprostranjene na podru¢ju Mediterana, istoéne i juzne Afrike, Madagaskara,
sredisnje Azije, jugoistoéne Australije i Novog Zelanda. U flori Europe nalazi se 25 vrsta roda
Helichrysum. U Hrvatskoj su najznacajnije vrste Helichrysum arenarium (L.) Moench
(pjescano smilje) i Helichrysum italicum (Roth) G. Don (sredozemno smilje), ali od posebnog
je znacaja vrsta Helichrysum italicum (Rajic i sur., 2015; Rodrigues i sur., 2015).

Sredozemno smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je kserofitna biljka koja
nastanjuje osuncane, suhe, pjeskovite i kamenite terene razli¢itih nadmorskih visina (0 — 2200
m) (Gismondi i sur., 2020). Prirodno je rasprostranjeno u zemljama Sredozemlja (Spanjolska,
Francuska, Italija, Hrvatska, Gr¢ka, Cipar, Alzir i Maroko), a najpoznatije nalaziSte je na

Korzici. Smilje je polugrm visine 30 do 70 cm karakteristi¢énog aromati¢nog mirisa (Slika 1).

Slika 1. Polugrm samoniklog smilja s Velog LoSinja

(preuzeto s https://www.veli-losinj-croatia.com)


https://www.veli-losinj-croatia.com/

Listovi su veli¢ine 2—-37 x 0,4-1,8 mm, na dnu skupljeni u rozetu, a prema vrhu naizmjeni¢no
rasporedeni na stabljici. lzduzeni su, na licu zelenkasti, manje dlakavi i s rijetko rasporedenim
Zlijezdama, a na nali¢ju sivo-bijeli, gusto prekriveni dlacicama i zlijezdama. Na rubu su
uvijeni i linearni, a debela kutikula i dlacice osiguravaju dobru prilagodbu su$nim uvjetima
staniSta koje nastanjuju. Stabljika je takoder prekrivena dlacicama i na vrhu svake se nalazi
cvat (glavica). Glavicu ¢ine zlatno-zuti cjevasti cvjetovi. Veli¢ina glavice je 46,5 mm x 2-5
mm, cilindri¢na je do usko zvonasta oblika, heterogamna ili rijetko homogamna s cvjeti¢ima s
tuckom (1-10 cvjeti¢a) i hermafroditnim cvjeti¢cima (8-31 cvjeti¢). Plod je sitna roska
(achenium) (Pohajda i sur., 2015; Galbany-Casals i sur., 2006).

Postoji nekoliko podvrsta Helichrysum italicum: Helichrysum italicum (Roth) G. Don
subsp. italicum, Helichrysum italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman, Helichrysum
italicum subsp. picardii Franco, Helichrysum italicum subsp. pseudolitoreum (Fiori) Bacch. i
sur., Helichrysum italicum subsp. serotinum (Boiss.) P.Fourn., Helichrysum italicum subsp.
siculum (Jord. i Fourr.) Galbany i sur. (Viegas i sur., 2014). Helichrysum italicum (Roth) G.
Don subsp. italicum i Helichrysum italicum subsp. microphyllum (Willd.) Nyman su najvise
istrazivane podvrste koje se medusobno razlikuju u morfoloskim karakteristikama. Tako je H.
italicum subsp. microphyllum niza, ima manje listove, koji su na rubu valoviti, te ima veci
stupanj razgranatosti dok je H. italicum subsp. italicum visa biljka, ima vece listove, koji nisu
na rubu valoviti, te ima manji stupanj razgranatosti (Galbany-Casals i sur., 2011).

Smilje pripada kategoriji zasticenih biljaka (NN/99/09). Samonikle zasti¢ene biljke
mogu se sakupljati uz obvezno pridrzavanje sljede¢ih op¢ih mjera zastite:

— na jednom nalazi$tu mozZe se sakupiti najvise dvije trecine biljnog fonda

— pri sakupljanju biljaka kod kojeg se koriste samo odredeni nadzemni dijelovi moze
se koristiti iskljucivo tehnika rezanja, bez ostecivanja ostalih dijelova biljke

— prilikom sakupljanja samoniklih biljaka ne smije se oStec¢ivati njihovo staniSte

— jame nastale vadenjem podzemnih dijelova samoniklih biljaka moraju se ponovno

zatrpati iskopanom zemljom (NN/154/08).

1.1.2. Biokemijski sastav

Velik broj kemijskih spojeva izoliran je iz razli¢itih ekstrakata H. italicum, a svaki od
njih pojedinacno ili u sinergiji S drugima doprinosi farmakoloskoj aktivnosti smilja. Medu

najzastupljenijim su fenolne komponente koje wuklju¢uju flavonoide, acetofenone,



fluoroglucinole, kumarine, kumarate, fenolne kiseline i njihove estere te druge derivate.
Biokemijski sastav H. italicum ukljucuje:
1. Fenolne kiseline: kavena kiselina, p-kumarinska kiselina, feruli¢na kiselina,
klorogenska kiselina
2. Flavonoide: gnafalin, apigenin, naringenin, luteolin, pinocembrin, tilirozid,
halkon-2'-glukozid, naringenin-glikozid, kempferol-3-glukozid
3. Eteric¢no ulje:
-monoterpeni (a-pinen, limonen, nerol, geraniol, neril acetat, geranil acetat)
-seskviterpeni (a-selinen, S-selinen, p-kariofilen, y-kurkumen)
-p-diketoni ili italidioni
4. Kumarine: eskuletin, skopoletin i izoskopoletin
5. Acetofenone: 12-acetoksitremeton, (2,3-dihidro-2-(1-(hidroksimetil)etenil-5-
benzofuranil)etanon
6. Pirone: arzanol, metilarzanol, helipiron, mikropiron
7. Triterpene i steroide: B-sitosterol, ursoli¢na kiselina (Maksimovic i sur., 2017;

Guinoiseau i sur., 2013).

1.1.3. Farmakoloski ucinci i primjena razlicitih ekstrakata i eteri¢nog ulja

S obzirom na aromati¢na svojstva Helichrysum italicum (Roth) G. Don se primjenjuje
u medicinske svrhe (zajedno s morskom soli za smanjenje zacepljenosti disnih putova,
regeneraciju nosne sluznice i zastitu od alergena, ¢aj od smilja se u obliku infuza i dekokta
tradicionalno primjenjuje za lijeCenje crijevnih poremecaja, poremecaja jetre i Zu¢nih putova,
masti se koriste za brze zacjeljivanje rana), kozmetickoj industriji i kulinarstu kao zacin
(Pohajda i sur., 2015; Raji¢ i sur., 2015).

Primjena vrste Helichrysum italicum (Roth) G. Don u medicinske svrhe poznata je jos$
iz razdoblja starih Grka i Egip¢ana. Cvjetovi, stabljika i listovi su bogatiji bioaktivnim
sastavnicama u odnosu na podzemne dijelove te su se stoga najceSce koristili za izradu infuza
i dekokta koji su se primjenjivali kod prehlade, kaslja, nesanice (Gismondi i sur., 2020).
Biljnu drogu ¢ine cvjetne glavice koje se sastoje od sjajnih, zlatnozutih cjevastih cvjetova.
Cvjetne glavice se beru prije otvaranja cvjetova (prije cvatnje) te se suSe prirodnim putem ili
u susarama. Biljna droga se tradicionalno koristi kao koleretik (poti¢e jetru na pojacano
stvaranje zuci) 1 kolagog (poti¢e praznjenje zuci iz Zu¢nog mjehura u duodenum) kod
kroni¢nog kolecistitisa i drugih oboljenja Zu¢nih puteva te kao diuretik i ekspektorans. Osim
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navedenog, cvijet smilja se Cesto dodaje za poboljSanje izgleda razliitih industrijski
proizvedenih ¢ajeva (Pohajda i sur., 2015; Bisset i Wichtl, 2001).

1.1.3.1. Antimikrobno djelovanje

Antimikrobno djelovanje pokazali su ekstrakti Helichrysum italicum u dietil-eteru i
etanolu i acetonu. Ekstrakt u dietil-eteru, kao i eteriéno ulje, je pokazao najbolji
antibakterijski uc¢inak na Staphylococcus aureus pri ¢emu nije bilo razlike u ucinku na
meticilin rezistentni S. aureus (MRSA) u odnosu na meticilin osjetljivi S. aureus (MSSA).
Antibakterijsko djelovanje ukljucuje redukciju rasta S. aureus i aktivnosti enzima koagulaze,
DNAaze, termonukleaze i lipaze, a ¢ini se da utje¢u i na produkciju enterotoksina B i C.
Sastavnice odgovorne za antibakterijski u¢inak su vjerojatno flavonoidi i terpeni koji zbog
odredenog stupnja lipofilnosti mogu stupati u interakciju s citoplazmatskom membranom S.
aureus i na taj nacin potaknuti strukturnu i funkcionalnu destabilizaciju membrane koja gubi
integritet te postaje propusna. Antibakterijska aktivnost je opéenito izraZenija prema Gram-
pozitivnim bakterijama nego prema Gram-negativnim §to je izravno povezano s razlikom u
gradi stani¢nog zida. Naime, Gram-negativne bakterije osim citoplazmatske membrane i
tankog sloja peptidoglikana imaju i vanjsku fosfolipidnu membranu s uklopljenim
lipopolisaharidima. To sve Cini staniéni zid Gram-negativnih bakterija nepropusnim za
lipofilne komponente dok kroz porine (transmembranski proteini prisutni u vanjskoj
membrani Gram-negativnih bakterija koji djeluju kao kanali kroz koje mogu difundirati
odredene molekule) mogu pro¢i samo hidrofilne tvari odredene molekulske mase. Za razliku
od Gram-negativnih bakterija, stani¢ni zid Gram-pozitivnih bakterija sastoji se samo od sloja
peptidoglikana i citoplazmatske membrane $to ga ¢ini puno propusnijom barijerom, a time i
I sur., 2000). Nekoliko studija je proucavalo antivirusno djelovanje ekstrakata H. italicum.
Ekstrakt u dietil-eteru, dobiven od cvjetova, posjeduje znacajnu aktivnost protiv herpes
simpleks virusa tipa 1 (HSV-1) (Viegas i sur., 2014). Za inhibiciju replikacije HIV-1 u T
stanicama je odgovoran acetonski ekstrakt H. italicum, odnosno njegova aktivna komponenta,
arzanol. Arzanol snazno inhibira nuklearni faktor kappa B (NF-«B), klju¢ni faktor koji
regulira transkripciju citokina, kemokina 1 adhezijskih molekula ukljuc¢enih u upalni odgovor,
a time i produkciju faktora tumorske nekroze o (alfa) (TNF-a). Time je inhibirana TNF-a
inducirana integracija virusne DNA u genom stanice domacina uz pomo¢ LTR (long terminal
repeat), a posljedicno i replikacija HIV-1 (Appendino i sur., 2007). Zahvaljujuci
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antimikrobnom djelovanju ekstrakti Helichrysum italicum mogli bi na¢i primjenu kao prirodni
konzervansi u kozmeti¢koj i prehrambenoj industriji te bi odredeni izolirani spojevi mogli
posluziti kao modeli za razvoj novih antimikrobnih lijekova (Nostro i sur., 2000).

Za antimikrobnu aktivnost eteri¢nog ulja H. italicum vjerojatno su odgovorni spojevi
koji sadrze kisik kao $to su monoterpenski alkoholi geraniol i nerol te njihovi acetatni esteri.
Eteri¢no ulje H. italicum sadrzi komponente (geraniol) koje inhibirajuci efluksne pumpe
(proteinski nosaci koji imaju sposobnost izbacivanja antibiotika iz bakterijske stanice)
viSestruko rezistentnih bakterijskih sojeva pojaCavaju ucinkovitost antibiotika protiv tih
sojeva. Tako je primjena etericnog ulja H. italicum omogucila smanjenje minimalne
inhibitorne koncentracije (MIC) kloramfenikola protiv visestuko rezistentnih sojeva
Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, Acinetobacter baumannii i  Pseudomonas
aeruginosa. Osim antibakterijskog djelovanja, eteri¢no ulje i iz njega dobivena terpenoidna
frakcija (sastavnice koje sadrze kisik) su pokazali sposobnost inhibicije rasta Candida
albicans primjenom disk difuzijske metode i1 odredivanjem minimalne inhibitorne
koncentracije. Zona inhibicije rasta za etericno ulje je iznosila 10 mm, a za terpenoidnu
frakciju 9 mm dok je minimalna inhibitorna koncentracija za eteri¢no ulje i terpenoidnu

frakciju iznosila 5 uL/mL (Lorenzi i sur., 2009; Mastelic i sur., 2005).

1.1.3.2. Protuupalno djelovanje

U medicinske svrhe najvise je ispitano protuupalno djelovanje metanolnog ekstrakta
H. italicum i 4 ekstrakta dobivenih iz njega (dobiveni su uparavanjem metanolnog ekstrakta
pod sniZzenim tlakom, otapanjem suhog ostatka u vodi te ekstrakcijom u n-heksanu,
diklormetanu, etil acetatu i n-butanolu). Protuupalno djelovanje je ispitano na misjim
modelima. Razli¢iti ekstrakti su pokazali razli¢itu aktivnost u razli¢itim eksperimentalnim
modelima upale (edem induciran s 12-O-tetradekanoilforbol-13-acetatom (TPA); edem
induciran s etil fenilpropiolatom (EPP); edem induciran s fosfolipazom A2 (PLA2) i
serotoninom; kroni¢na upala inducirana visekratnom primjenom TPA) (Sala i sur., 2002).
Dokazano je da je za antiinflamatorno djelovanje odgovorno vise biljnih sastavnica:
acetofenoni (Sala i sur., 2003b), flavonoidi (Sala i sur., 2003a) i a-piron floroglucinol
(Appendino i sur., 2007).
1. Acetofenoni 4-hidroksi-3-(3-metil-2-butenil)acetofenon i 4-hidroksi-3-(2-hidroksi-3-

izopentenil)acetofenon su pokazali inhibitorni u¢inak na aktivnost ciklooksigenaze-1 (COX-



1) u ljudskim trombocitima te su inhibicijom 5-lipooksigenaze (5-LOX) smanjili produkciju
leukotriena B4 u leukocitima Stakora (Sala i sur., 2003b).

2. Flavonoidi gnafalin i pinocembrin inhibicijom 5-lipooksigenaze (5-LOX) snazno
reduciraju proizvodnju leukotriena B4 u leukocitima $takora te inhibiraju enzimsku lipidnu
peroksidaciju vjerojatno inhibirajuci enzime uklju¢ene u proces inicijacije (Sala i sur., 2003a).

3. Flavonoid tilirozid (slika 2) ima inhibirajué¢i ucinak na komponente sustava
komplementa. Sustav komplementa ¢ini tridesetak proteina koji se aktiviraju U postupnoj
enzimskoj reakciji tijekom imunoloskog odgovora organizma. Inhibicijom komponenti
sustava komplementa tilirozid suprimira otpustanje histamina i drugih upalnih medijatora iz
mastocita, a koje je potaknuto C3a i C5a komponentama komplementa. Za razliku od
gnafalina i pinocembrina ima sposobnost hvatanja slobodnih radikala te osim enzimske
suprimira i ne-enzimsku (inducirana s Fe2+/askorbatom) lipidnu peroksidaciju u jetrenim

mikrosomima Stakora (Sala i sur., 2003a).

Slika 2. Kemijska struktura tilirozida

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

4. Arzanol (o-piron floroglucinol) je pokazao snaznu inhibitornu aktivnost prema
nuklearnom faktoru kappa B (NF-xB) koji regulira transkripciju gena za proinflamatorne
citokine i enzime poput ciklooksigenaze-2 (COX-2). Takoder, pokazao je i inhibitorni uc¢inak
na aktivnost 5-lipooksigenaze (5-LOX) i ciklooksigenaze-1 (COX-1) (Appendino i sur., 2007;
Schinella i sur., 2002).

Stoga se protuupalno djelovanje ekstrakata H. italicum prvenstveno temelji na
inhibiciji proinflamatornih enzima i uklanjanju slobodnih radikala (budu¢i da su slobodni

radikali ukljuceni u aktivaciju nuklearnog faktora kappa B (NF- kB)) iako to¢ni mehanizmi



djelovanja nisu identificirani. S obzirom na protuupalni u¢inak razliciti pripravci dobiveni od
vrste Helichrysum italicum (naj¢esc¢e infuzi i dekokti) mogu se primjenjivati za ublaZzavanje
odredenih koznih oboljenja poput psorijaze ili ekcema te kod alergija i astme buduci da imaju
uc¢inak na inhibiciju proizvodnje leukotriena, vaznih medijatora u patogenezi alergija i astme
(Viegas i sur., 2014; Sala i sur., 2002; Schinella i sur., 2002).

1.1.3.3. Antioksidativno djelovanje

Antioksidativno djelovanje blisko je povezano s antiinflamatornim budu¢i da su
slobodni radikali ukljuceni u aktivaciju nuklearnog faktora kappa B (NF- «B) koji je
odgovoran za regulaciju transkripcije gena za proinflamatorne citokine i enzime poput
ciklooksigenaze-2 (COX-2) (Schinella i sur., 2002). Antioksidativnu aktivnost ispoljavaju
odredeni flavonoidi (gnafalin, pinocembrin, tilirozid) i arzanol, prisutni u H. italicum, a ona
ukljucuje sposobnost hvatanja slobodnih radikala uklju¢enih u proces lipidne peroksidacije.
Naime, lipidna peroksidacija je proces odgovoran za razgradnju masnih kiselina te ima vaznu
ulogu u oS$te¢enju tkiva u velikom broju patoloskih procesa, a za njezinu inicijaciju su
odgovorni reaktivni spojevi kisika (reactive oxygen species, ROS). Osim navedenih
mehanizama djelovanja antioksidativna aktivnost ukljucuje i inhibiciju enzima ukljuc¢enih u
nastanak ROS (ciklooksigenaza, lipooksigenaza, NADPH oksidaza, ksantin oksidaza i protein
kinaza C) te keliranje metala (Zeljezo, bakar) koji poti¢u nastanak ROS (Rosa i sur., 2011;
Sala i sur., 2003a).

Najveca antioksidativna aktivnost je primijecena kod tilirozida koji zna¢ajno inhibira
enzimsku i ne-enzimsku lipidnu peroksidaciju. Inhibicija lipidne peroksidacije je vjerojatno
povezana s inhibicijom enzima uklju€enih u proces inicijacije, ali i sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala (Sala i sur., 2003a). Antioksidativna aktivnost arzanola je ispitana na
primjeru inhibicije bakrom inducirane oksidacije lipoproteina niske gustoée (low-density
lipoprotein, LDL). Bakrom katalizirana oksidacija LDL-a je model koji oponasa in vivo
proces oksidacije s obzirom da ateroskleroticne arterijske stijenke sadrze tragove bakrovih
iona koji doprinose oksidaciji LDL-a. Oksidacija LDL-a ima vaznu ulogu u velikom broju
bolesti ukljucujuéi aterosklerozu, metabolicki sindrom, artritis i demenciju. Ispitivanje je
pokazalo da prethodni tretman s arzanolom znafajno doprinosi zastiti lipoproteina od
oksidativnih oSteéenja izazvanih Cu®" ionima. Antioksidativna aktivnost arzanola je
posljedica sposobnosti hvatanja slobodnih radikala i u manjoj mjeri moguénosti keliranja

metalnih iona (Rosa i sur., 2011).



1.1.3.4. Antispazmodic¢no djelovanje

Antispazmodi¢no djelovanje etanolnog ekstrakta H. italicum ispitano je na modelu
izoliranog ileuma misa u kojemu su kontrakcije bile inducirane s acetilkolinom (koji izaziva
kontrakcije glatkih miSi¢a aktivacijom muskarinskih receptora) i barijevim kloridom (koji
inducira kontrakcije bez da djeluje na odredene receptore). Pretpostavlja se da etanolni
ekstrakt ima antispazmodi¢ni u¢inak zbog direktnog djelovanja na glatke misic¢e. Takoder je
ispitan utjecaj na motilitet crijeva in vivo, na miSevima, budu¢i da su u upalnim bolestima
crijeva promjene u motilitetu prepoznate kao klinicki znacajne. Eksperiment je proveden na
zdravim miSevima i miSevima kod kojih je upala crijeva izazvana s krotonovim uljem.
Krotonovo ulje uzrokuje poremecaj intestinalne sluznice, infiltraciju limfocita u submukozu i
posljedi¢ni razvoj upale. Etanolni ekstrakt H. italicum je snaZnije inhibirao motilitet u
upaljenom crijevu dok u dozi od 3 mg/kg nije znacajnije utjecao na motilitet crijeva zdravog
misa. Inhibiraju¢i u¢inak ekstrakta na intestinalni motilitet potvrduje tradicionalnu upotrebu
smilja za lije¢enje probavnih tegoba, ali predstavlja i potencijalnu medicinsku primjenu kod

poremecaja motiliteta u upalnim bolestima crijeva (Rigano i sur., 2013).

1.1.3.5. Ostali uéinci

Antineoplasti¢na aktivnost eteri¢nog ulja H. italicum je procijenjena na stanicama
melanoma miSa. Taj modelni sustav je izabran zbog izrazite metastatske sposobnosti i
visokog stupnja rezistencije na lijekove. Stanice melanoma miSa bile su izloZene 24, 48 ili 96
h razli¢itim razrjedenjima etericnog ulja (EO 1:10, EO 1:50, EO 1:100) u dimetilsulfoksidu
(DMSO). Praceno je djelovanje eteri¢nog ulja na redukciju stani¢ne proliferacije (pracenjem
krivulje proliferacije stanica) i citotoksi¢nost eteriénog ulja (brojanjem mrtvih stanica).
Pokazano je da najmanje razrjedenje eteri¢nog ulja (EO 1:10) kao i najdulje izlaganje stanica
(96 h) ima najznaajniji uéinak odnosno da etericno ulje H. italicum posjeduje
antiproliferativna svojstva na nacin koji ovisi o dozi i vremenu. Antineoplasti¢no djelovanje
moze biti objasnjeno i time $to odredene sastavnice H. italicum imaju sposobnost hvatanja
slobodnih radikala poput reaktivnih spojeva kisika (ROS) koji djeluju, kako je dokazano u
nekoliko studija, kao sekundarni glasnici koji signaliziraju nekontroliranu proliferaciju
tumorskih stanica (Gismondi i sur., 2020).

Odredena istrazivanja su pokazala insekticidni i larvicidni ucinak razliitih etericnih

ulja, a medu njima i etericnog ulja H. italicum. Primijenjeno u najvisim dozama (300 ppm)
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eteri¢no ulje H.italicum je pokazalo visoke stope mortaliteta (od 98,3 do100%) li¢inki vrste
Aedes albopictus. Ta ¢injenica bi se mogla iskoristiti za dobivanje pesticida biljnog porijekla
koji, za razliku od danas uobiCajeno primjenjivanih organofosfata 1 drugih sintetskih
insekticida, nece Stetno djelovati na ostale organizme, ukljucujuéi ljude, te ¢e biti ekoloski
prihvatljivi i lako biorazgradivi (Conti i sur., 2010).

Za herbicidnu aktivnost etericnog ulja su vjerojatno odgovorni seskviterpeni pri cemu
eteri¢no ulje vjerojatno utjeCe na proces produljenja korijena klice, ali nema utjecaja na
proces klijanja (Mancini i sur., 2011).

Potrebno je napomenuti da su vecina istrazivanja farmakoloskih ucinaka H. italicum
provedena na organskim ekstraktima. Kod tradicionalne primjene uglavnom se koriste infuzi i
dekokti dobiveni od nadzemnih dijelova biljke pa je od iznimne vaznosti provesti ispitivanja i
na vodenim ekstraktima. Iako istrazivanja H. italicum pokazuju veliki spektar razli¢itih
farmakoloskih aktivnosti, veéina tih ispitivanja provedena su na in vitro modelima. Stoga je
vazno daljnja ispitivanja farmakoloske aktivnosti razlicitih ekstrakata i etericnog ulja
provoditi u in vivo uvjetima s ciljem utvrdivanja u¢inkovitosti i sigurnosti primjene (Viegas i

sur., 2014).

1.1.3.6. Primjena u kozmetic¢koj industriji

Primjena u kozmeti¢koj industriji temelji se na nekoliko u¢inaka vrste Helichrysum
italicum (Roth) G. Don:

1. Fotoprotektivno i antieritematozno djelovanje ekstrakata H. italicum omogucuje
njithovu primjenu u kremama za zaStitu od sunca i pripravcima za lijeCenje opeklina
uzrokovanih sun¢evim zraCenjem. Provedene su studije u kojima je ispitana aktivnost
topikalno primijenjenog ekstrakta H. italicum na zamorcima i ljudima nakon prethodnog
izlaganja UVB zracenju te je utvrdeno da je za antieritematozno i fotoprotektivno djelovanje
odgovorna flavonoidna frakcija. Flavonoidna frakcija se sastoji od tri monoglikozida (halkon-
2'-glukozid, naringenin-glikozid, kempferol-3-glukozid) i Cetiri aglikona (gnafalin, apigenin,
naringenin i luteolin).

Mehanizam djelovanja flavonoida ukljucuje inhibiciju lipidne peroksidacije i
stabilizaciju membrane mastocita. Najznacajniji inicijatori lipidne peroksidacije su reaktivni
spojevi Kisika (reactive oxygen species, ROS) odnosno toc¢nije, hidroksilni (OH-) i

hidroperoksil (HOO-) radikali. Ovi radikali reagiraju s polinezasi¢enim masnim kiselinama
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(polyunsaturated fatty acids,PUFA) prisutnim u membranama i time iniciraju proces lipidne
peroksidacije. Pri tome nastaju lipidni (Re), alkoksi (RO¢) i peroksil radikali (ROO¢) koji su
ukljueni u proces propagacije i odrzavanja lanCane reakcije koja dovodi do ostecenja
staniéne membrane i stanica, a time u konacnici i do oSteéenja kozne barijere. In vitro
ispitivanja su pokazala da flavonoidi prisutni u H.italicum u vecoj mjeri inhibiraju lipidnu
peroksidaciju u jetrenim mikrosomima Sprague-Dawley Stakora nego hidroksilne i
hidroperoksil radikale. To upucuje na cinjenicu da uklanjanje radikala odgovornih za
inicijaciju (hidroksilni i hidroperoksil radikali) nije jedini nacin djelovanja flavonoida. Stoga
je vjerojatno da flavonoidi uklanjanju i radikale ukljucene u proces propagacije (lipidni,
alkoksi i peroksil radikale), te dodatno keliraju i metalne ione ukljuene u nastanak
hidroksilnog radikala (OH‘) u Fentonovoj i Haber-Weiss reakciji. Ovi dodatni mehanizmi
doprinose znacajnijoj inhibiciji lipidne peroksidacije. Moguc¢i mehanizam kojim lipidna
peroksidacija potice upalni proces je aktivacija fosfolipaze A2 (phospholipase A2, PLA2) i
fosfolipaze C (phospholipase C, PLC) nakon izlaganja UV zraenju. Povecana aktivnost
PLA2 rezultira pove¢anim koli¢inama slobodne arahidonske kiseline koja je supstrat za
sintezu prostaglandina, uklju¢enih u upalne procese izazvane UV zraCenjem. Povecana
aktivnost PLC doprinosi povecanom nastanku diacilglicerola koji je kofaktor enzima protein
kinaze C, odgovornog za pojacanu staniénu proliferaciju i karcinogenezu uzrokovanu UV
zracenjem. Osim inhibicije lipidne peroksidacije, flavonoidi mogu djelovati i kao stabilizatori
membrane mastocita sprjeCavajuéi tako oslobadanje histamina iz mastocita, histaminom
stimuliranu proizvodnju prostagladina i razvoj upale (Hruza i Pentland, 1993; Maffei Facino i
sur., 1990).

2. Sprjecavanje depolimerizacije hijaluronske kiseline, izazvane reaktivnim kisikovim
vrstama (ROS), omogucuje primjenu flavonoida vrste H. italicum u kozmetici.
Depolimerizacija hijaluronske kiseline je prisutna u odredenim patoloSkim degenerativnim
procesima na kozi, ali i tijekom normalnog procesa starenja koze. Smanjenje razine
hijaluronske kiseline, s obzirom da je odgovorna za vezanje 1 zadrzavanje vode, dovodi do
suhoce (dehidracije), atrofije i gubitka elastiCnosti Sto i jesu karakteristike ostarjele koze.
Stoga bi flavonoidni ekstrakti H. italicum, budu¢i da imaju antioksidativno djelovanje, mogli
naéi primjenu u kozmetickim proizvodima protiv starenja koze te za njegu suhe, zrele koze
(Papakonstantinou i sur., 2012; Maffei Facino i sur., 1990).

3. Eteri¢no ulje H. italicum djeluje kao cikatrizant pa se moze primjenjivati U svrhu
regeneracije koze te za zacjeljivanje rana. Proces zacjeljivanja rana potpomaze i

antioksidativno djelovanje eteri¢énog ulja kojim se preveniraju oksidativna ostecenja tkiva
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uzrokovana slobodnim radikalima. Terapijski ucinak etericnog ulja ve¢ nalazi primjenu u
kozmetici (pripravci za tretiranje oziljaka i drugih nepravilnosti na kozi), a mogao bi se
koristiti i u rekonstruktivnoj kirurgiji. Italidioni, prisutni u eteric(nom ulju, djeluju kao
flebotonici. Flebotonici jacaju stijenke krvnih zila, povecavaju venski tonus i limfnu drenazu.
Zbog flebotoni¢nog djelovanja eteriéno ulje se primjenjuje za ublazavanje crvenila i
teleangiektazija (sitne prosirene krvne zile koze i sluznica) prisutnih kod rozacee, hematoma
(modrica), proSirenih i upaljenih vena (Guinoiseau i sur., 2013).

Fraternale i sur. su usporedili u¢inak etericnog ulja H. italicum i oleanolne kiseline,
pentaciklickog triterpena s protektivnim ucinkom na kozu, na in vitro inhibiciju aktivnosti
kolagenaze i elastaze. Oleanolna kiselina se koristila kao standard (pozitivna kontrola).
Ispitivanje je pokazalo da eteri¢no ulje ima antikolagenaznu i antielastaznu aktivnost, a isto su
pokazale i odredene komponente eteri¢nog ulja, individualno i u smjesi. Tako je utvrdeno da
a-pinen i limonen zasebno, ali i u smjesi inhibiraju aktivnost kolagenaze i elastaze. Inhibicija
je znacajnija kada su u smjesi $to upucuje na sinergisticki u¢inak. Aktivnost eteri¢nog ulja je
veca od aktivnosti smjese a-pinena i limonena vjerojatno zbog prisutnosti drugih komponenti
koje djeluju u sinergiji s a-pinenom i limonenom. Kolagenaza je enzim odgovoran za
razgradnju kolagena, a pripada matriksnim metaloproteinazama (matrix metalloproteinases,
MMPs). Poznato je da je njezina aktivnost pojacana kod prekomjernog izlaganja UV zracenju
Sto dovodi do povecane razgradnje kolagena i prijevremenog starenja koZe. Elastaza je
proteoliticki enzim koji je odgovoran za razgradnju elastina, ¢iji gubitak dovodi do smanjenja
elasti¢nosti koZe i nastanka bora. Te spoznaje omogucuju primjenu etericnog ulja H. italicum
u razli¢itim kozmetickim preparatima protiv nastanka bora i prijevremenog Starenja koze

(Fraternale i sur., 2019).

1.2. Eteri¢no ulje smilja (Helichrysum italicum)

Eteri¢no ulje je smjesa hlapljivih, lipofilnih sastavnica izoliranih iz biljnih dijelova.
Intenzivnog je mirisa, dobro topljivo u lipofilnim otapalima, a tesko topljivo u vodi. Opticki
je aktivno i jako lomi svjetlost (Kustrak, 2005). Sintetizira se i odlaze u zljezdanim dlakama
koje su prisutne na povrsSini cvjetova (latice, lapovi) 1 listova (pricvjetni i listovi stabljike)
(Rodrigues i sur., 2015). Lokalizirano je egzogeno, izmedu vanjske stijenke zljezdane stanice
I kutikule (Kustrak, 2005). Kod H. italicum subsp. italicum gustoca zljezdanih dlaka je velika

na podrucju vjencica, a smanjuje se na pricvjetnim listovima dok je kod H. italicum subsp.
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microphyllum gusto¢a Zzljezdanih dlaka uglavnom konstantna na svim biljnim organima
(Morone-Fortunato i sur., 2010).

Koli¢ina etericnog ulja u cvjetnim glavicama je vrlo mala (manje od 0,05%) (Raji¢ 1
sur., 2015), a prinos eteri¢nog ulja, izmedu ostalog, ovisi 0 stadiju rasta biljke. Tako je prinos
eteri¢nog ulja najveci prije cvjetanja (0,21%) i u fazi kasnih ljetnih izbojaka (0,35%) nakon
velikih koli¢ina kise, a najmanji u fazi formiranja cvata (0,06%) (Blazekovi¢ i sur., 1995).
Berba smilja za proizvodnju eteri¢nog ulja odvija se u vrijeme cvatnje kada je otvoreno 50%
cvjetova u nasadu. Smilje se bere u ranim jutarnjim satima kada je koncentracija eteri¢nog
ulja u cvjetovima najveca, a cvjetovi se moraju destilirati unutar 24 sata jer se nakon branja
koncentracija etericnog ulja pocinje smanjivati (Pohajda i sur., 2015; Raji¢ 1 sur., 2015).
Biljke uzgojene u kontinentalnim podrucjima u fazi cvjetanja sadrze 50% vlage 1 0,15% ulja,

a nakon cvjetanja 30% vlage 1 0,13% eteri¢nog ulja (Raji¢ i sur., 2015).

1.2.1. Kemijski sastav

Eteri¢na ulja su smjese velikog broja kemijski razli¢itih sastavnica (20 — 200). No,
uvijek je samo nekoliko sastavnica prisutno u vecoj koli¢ini dok su ostale prisutne u
tragovima (< 1%). Od svih spojeva u etericnom ulju je najvise terpena. Za identifikaciju
sastavnica etericnog ulja te za odredivanje njihovog sadrzaja posebno je prikladna plinska
kromatografija (Kustrak, 2005).

Plinska kromatografija (eng. gas chromatography, GC) je separacijska tehnika koja
omogucava razdvajanje sastavnica uzorka na temelju njihove razlike u distribuciji izmedu
dviju faza, mobilne (pokretne) i stacionarne (nepokretne) faze. Prikladna je za analizu
termostabilnih i hlapljivih tvari. Mobilnu fazu ¢ini plin nositelj, a to je odredeni kemijski
inertni plin (helij, argon, dusik, vodik). U plinskoj kromatografiji koriste se punjene i
kapilarne kolone. Punjene kolone su izradene od staklenih, metalnih ili teflonskih cijevi
(duljine 1-3 m i unutarnjeg promjera 2-4 mm) koje sadrze punilo odnosno ¢vrsti nosac,
velike specificne povrsine, na koji je nanesen tanki sloj tekuce stacionarne faze. Kapilarne
kolone su izradene od izvucenog kvarca, a unutrasnja stijenka je presvucena tankim slojem
tekuce stacionarne faze. Kapilarne kolone su duljine 5-60 m, a unutarnjeg promjera 0,1-0,5
mm.

Plinski kromatograf se sastoji od sustava za dovod i regulaciju tlaka plina nositelja,

injektora (sustav za ustrcavanje uzorka), pe¢nice, kromatografske kolone i detektora (slika 3).
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Slika 3. Shematski prikaz plinskog kromatografa

(preuzeto s https://cnx.org)

Bitni kromatografski uvjeti u GC-u su protok plina nosaca, koji mora biti konstantan, i
temperatura kolone, koja mora biti kontrolirana. Analiza se moZe provoditi uz konstantu
temperaturu (izotermalna GC) ili uz programirano povisenje temperature (temperaturno
programirana GC). Izotermalna GC je prikladna za uzorke s malim rasponom komponenti
vreliSta za razliku od temperaturno programirane GC koja je prikladna za uzorke Sireg
raspona vrelista.

Za analizu se u injektor unosi mala koli¢ina uzorka. Uzorak trenuta¢no isparava jer je
temperatura na ulazu u kolonu za oko 50 ° C veca od vreliSta najmanje hlapljive komponente,
a tijekom analize sastavnice uzorka nosene plinovitom mobilnom fazom prolaze kroz kolonu.
Odjeljivanje sastavnica uzorka temelji se na:

1. razlici u isparljivosti sastavnica koje imaju razli¢ito vreliSte pri ¢emu ¢e sastavnica
nizeg vreliSta prije eluirati od sastavnice viSeg vreliSta

2. razlici u interakciji sastavnica sa stacionarnom fazom (ukoliko sastavnice imaju isto
vreliste) pri cemu Ce sastavnica koja se duze zadrzava na stacionarnoj fazi sporije eluirati u
odnosu na onu sastavnicu koja se krace zadrzava na stacionarnoj fazi.

Na kraju kolone odijeljene sastavnice se detektiraju uz pomo¢ plamenoionizacijskog detektora

(eng. Flame lonization Detector, FID), detektora toplinske vodljivosti, detektora apsorpcije

elektrona (eng. Electron Capture Detector, ECD) ili masenog detektora (Skoog i sur., 1999).
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Masena spektrometrija (eng. Mass spectrometry, MS) je spektroskopska tehnika koja
plinovite molekule analita ionizira, a potom nastale ione razdvaja prema masi u analizatoru
primjenom elektricnog ili magnetskog polja. Dobiveni spektar masa prikazuje ovisnost
relativne zastupljenosti razlic¢itih ionskih vrsta 0 omjeru mase i pozitivnog ili negativnog
naboja iona (m/z). Na temelju masenog spektra mogu se pouzdano identificirati sastavnice
uzorka odijeljene plinskom kromatografijom pa te dvije metode zajedno Cine spregnutu
GC/MS tehniku (Council of Europe, 2013).

Mastelic i sur. su ispitivali kvalitativni i kvantitativni sastav eteri¢nog ulja hrvatskog
smilja pomo¢u GC/MS analize. Biljni materijal je sakupljen u okolici Splita te je eteri¢no ulje
izolirano postupkom hidrodestilacije u aparaturi po Clevengeru. Prinos eteri¢nog ulja je
iznosio 0,12%. Pojedine komponente etericnog ulja identificirane su na temelju usporedbe
vremena zadrzavanja (retencijskog vremena) ispitivane komponente eteri¢nog ulja i standarda
te na temelju usporedbe masenog spektra ispitivane komponente s masenim spektrom
standarda dostupnim u literaturi. Sadrzaj etericnog ulja odreden je iz povrsina pikova. GC/MS
analizom su odijeljene 54 komponente pri ¢emu su 52 komponente identificirane.
Identificirane komponente i njihov kvantitativni sastav u eteri¢cnom ulju su prikazani u tablici
1.

Tablica 1. Identificirane komponente i njihov postotni sadrzaj u etericnom ulju Helichrysum
italicum (Roth) G. Don

Sastavnice Postotak (%) u etericnom ulju
a-Pinen 10,2
S-Pinen 0,6
Limonen 3,8

a-Terpinen 0,3

y-Terpinen 0,7

Terpinolen 0,3
p-Cimen 0,2

a-Kopaen 0,2
a-Bergamoten 0,7
S-Kariofilen 4,2

a-Humulen 1,6

a-Selinen 0,4
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p-Selinen 1,6
ar-Kurkumen 2,3
o-Kadinen 0,5
allo-Aromadendren 0,2
Aromadendren 4,4
a-Cedren 9,6
a-Amorfen n.d.
a-Paculen 0,5
y-Gurjunen 1,0
2,3,4,7,8,8a-Heksahidro-1H-3a,7- 3,0
metanoazulen
Tridekan 0,4
Tetradekan 0,2
1,8-Cineol 0,3
Linalol 1,4
Nerol oksid 0,1
Nerol 0,2
Neril acetat 11,5
Geraniol 0,2
Geranil acetat 4,7
a-Terpineol 1,4
trans-Nerolidol 0,6
Guaiol 0,6
a-Bisabolol 0,8
S-Eudesmol 0,5
Timol 1,1
Toreiol 11
trans-Pinokarveol 0,2
Fenkol 0,2
Feniletil tiglat 0,9
trans-2-Metil-2-but-3-en kiselina 0,1
cis-3-Heksen-1-ol n.d.
6-Metil-3-heptanon 0,2
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2-Metilcikloheksilpentanoat 8,3
2-Metilcikloheksiloktanoat 4,8
Dekanska kiselina 0,6
Undekanska kiselina n.d.
Dodekanska kiselina 0,7
S-Kostol n.d.
Tridekanska kiselina 0,2
Tetradekanska kiselina 0,3

n.d. — nije detektirano (postotak sastavnice nije odreden jer je sastavnica prisutna u uzorku

etericnog ulja u koli¢ini manjoj od 0,1%)

Najzastupljenije komponente medu monoterpenskim ugljikovodicima su a-pinen (10,2%) i
limonen (3,8%) dok su najzastupljeniji seskviterpenski ugljikovodici a-cedren (9,6%),
aromadendren (4,4%), p-kariofilen (4,2%), 2,3,4,7,8,8a-heksahidro-1H-3a,7-metanoazulen
(3,0%) i ar-kurkumen (2,3%). Od oksigeniranih komponenti u najvecoj koli¢ini su prisutni
neril acetat (11,5%), 2-metilcikloheksilpentanoat (8,3%), geranil acetat (4,7%) i

2-metilcikloheksiloktanoat (4,8%) (Mastelic i sur., 2005). a-Pinen je bioaktivna sastavnica
prisutna u brojnim eteri¢nim uljima, a i najzastupljenija je sastavnica eteri¢nog ulja hrvatskog
smilja. a-Pinen ima antimikrobno (modulira bakterijsku rezistenciju na antibiotike
djelovanjem na efluksne pumpe), antioksidativno (smanjuje nastanak ROS uzrokovan UVA
zraCenjem), antitumorsko djelovanje (stimulira apoptozu tumorskih stanica) i
gastroprotektivno djelovanje (smanjuje alkoholom stimulirano oStecenje sluznice Zeluca i

nastanak peptickog ulkusa) (Salehi i sur., 2019).

1.2.2. Cimbenici koji utjetu na sastav eteri¢nog ulja

Kemijski sastav eteriénog ulja je pod utjecajem nekoliko ¢imbenika, a to su uvjeti
okolisa koji biljka nastanjuje (tlo, osuncanost, nadmorska visina, klima), geografski polozaj,
genetska varijabilnost i stadij razvoja biljke (Persic¢ i sur., 2019).

Morone-Fortunato i sur. su analizirali dvadeset genotipova H. italicum ssp. italicum s

razli¢itih lokacija u Italiji i na Korzici. Pri tome je odredeno nekoliko kemotipova eteri¢énog
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ulja te je na taj nacin potvrdena varijabilnost u kemijskom sastavu eteri¢nih ulja ovisno o
geografskom porijeklu. Potvrdena su tri glavna kemijska profila:

1) genotip koji sadrzi velike koli¢ine nerola i njihovih estera

2) genotip koji sadrzi velike koli¢ine a-selinena i S-selinena

3) genotip koji sadrzi velike koli¢ine p-kurkumena (Morone-Fortunato i sur., 2010).
Sastav eteri¢nog ulja s devet razli¢itih lokacija duz Jadranske obale je kvalitativno bio vrlo
slican, ali se razlikovao postotni sadrzaj pojedinih komponenti. Unato¢ zamjetnoj razlici u
udjelu pojedinih komponenti u ispitivanim uzorcima zajedni¢ko obiljeZje svih uzoraka bio je
visoki udio seskviterpena (Blazekovi¢ i sur., 1995).

Sastav etericnog ulja ovisi i o stadiju razvoja biljke. Blazekovi¢ i1 sur. su proveli
ispitivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava eteri¢énog ulja H. italicum ubranog u Veloj
Luci na Kor¢uli u razli¢itim fazama razvoja biljke: rani izbojci, formiranje cvata, prije
cvjetanja, za vrijeme cvjetanja, nakon cvjetanja i kasni ljetni izbojci. Kvalitativni sastav
etericnog ulja u razli¢itim stadijima rasta biljke je bio gotovo isti, ali kvantitativni sastav se
znacajno razlikovao. Primije¢eno je da je a-pinen, kao jedan od glavnih predstavnika
monoterpena, najzastupljeniji u fazama ranih izbojaka (24,58%) i prilikom formiranja cvata
(28,86%) dok je u maloj koli¢ini prisutan za vrijeme cvjetanja (4,15%) 1 nakon cvjetanja
(4,36%). S druge strane, a-kurkumen, jedan od najzastupljenijih seskviterpena, prisutan je u
vrlo maloj koli¢ini u fazi ranih izbojaka (0,44%) dok je u fazi cvjetanja najzastupljeniji spoj
(28,06%). Zakljuceno je da u ranom stadiju razvoja biljke prevladavaju monoterpeni dok su
seskviterpeni dominanti u fazi cvjetanja i u fazi nakon cvjetanja biljke (Blazekovi¢ i sur.,
1995).

Cavar Zeljkovié i sur. su analizirali 4 uzorka eteri¢nog ulja, dobivena
hidrodestilacijom nadzemnih dijelova H. italicum s razli¢itih lokacija (Bra¢, Biokovo,
Tijarica, okolica Makarske), i utvrdili da su razlike u koli¢ini i sastavu eteri¢nog ulja rezultat
razlike u parametrima kojima je biljka izlozena, kao §to su nadmorska visina i izlozenost
suncu. To za posljedicu ima 1 razlike u bioloskim svojstvima uzoraka. Sva 4 uzorka su imala
slican kemijski sastav, ali su znacajne razlike u postotnom sadrzaju pojedinih komponenti.
Tako je postotak oksigeniranih monoterpena i seskviterpena bio veci u uzorcima s Biokova i
iz okolice Makarske ¢ime je pokazano da je razina oksigeniranih monoterpena 1 seskviterpena
u etericnom ulju veéa na ve¢im nadmorskim visinama (uzorak s Biokova) i pri vecoj
izloZenosti suncu (uzorak iz okolice Makarske). Za razliku od oksigeniranih komponenti,

razina monoterpenskih ugljikovodika pokazuje suprotan trend (Cavar Zeljkovi¢ i sur., 2015).
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1.2.3. Toksi¢nost eteri¢nog ulja

Malo je provedenih studija toksi¢nosti etericnog ulja H. italicum. Citotoksi¢nost
eteri¢nog ulja H. italicum je proucavana na kvascu Saccharomyces cerevisiae te je pokazano
da etericno ulje ima minimalni u¢inak na prezivljavanje stanica kvasca. Studije
genotoksi¢nosti su provedene na Saccharomyces cerevisiae i Drosophila melanogaster, ali u
oba slucaja etericno ulje nije pokazalo niti jednu vrstu znacajne genotoksi¢nosti ve¢ je,
naprotiv, pokazalo antigenotoksi¢no djelovanje. Naime, kada je eteri¢no ulje pomijesano S
promutagenom poliuretanom, smanjen je broj somatskih mutacija u vinskoj musici izmedu
54% i 57% (Viegas i sur., 2014). Topikalna primjena nerazrijedenog eteri¢nog ulja Se obi¢no
ne preporuca. Ono je pokazalo blago iritiraju¢e djelovanje na zamorcima, ali ne i na miSevima
fototoksi¢no djelovanje (Tisserand i Young, 2014). Ustanovljeni kontaktni alergeni kod ljudi,
koji su ujedno prisutni u smilju, su B-kariofilen, geraniol, limonen, linalol, a-pinen, B-pinen,
a-terpineol i terpinolen (SCCS/1459/11). Sistemski ué¢inci nakon oralne primjene ispitani su
na Stakorima i zamorcima. Eteri¢no ulje nije akutno toksi¢no jer LD50 (doza koja uzrokuje
smrt 50% ispitivanih zivotinja) oralno kod $takora iznosi >5 g/kg. Subakutna toksi¢nost je
ispitana prilikom oralne primjene 2% otopine etericnog ulja kod zamoraca u dozi od 5
mL/kg/dan tijekom 14 dana. Pri tome je doslo do povremene pojave gastricnih ulceracija
(Tisserand i Young, 2014). Ukoliko se eteri¢no ulje proguta i ude u diSne putove moze

uzrokovati o$te¢enje pluca (www.nhrorganicoils.com).

1.3. Hidrolat

Hidrolat ili cvjetna vodica je vodena otopina zasicena pojedinim sastavnicama
etericnog ulja. Kisela je tekucina (pH u rasponu od 4,5 do 5,5). Obi¢no sadrzi manje od 1 g/L
(j. 0,10%) hlapljivih organskih spojeva iz etericnog ulja koji ostaju otopljeni u vodenoj fazi
prilikom destilacije eteri¢nog ulja. Hidrolat sadrzi pretezno hidrofilnije tvari iz etericnog ulja
pa stoga ne sadrzi iste omjere sastavnica kao i eteri¢no ulje. U hidrolatu je viSe oksigeniranih
komponenti (kiseline, monoterpenski alkoholi, aldehidi, ketoni, seskviterpenski alkoholi i
ketoni), a puno manje hidrofobnih monoterpenskih i seskviterpenskih ugljikovodika koji su

slabije topivi u vodi. Stoga su eteri¢na ulja u kojima dominiraju oksigenirani spojevi sli¢nijeg
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sastava hidrolatu od etericnih ulja u kojima su glavne sastavnice monoterpenski i
seskviterpenski ugljikovodici (Aé¢imovi¢ i sur., 2020; Markovi¢, 2010).

Kvaliteta hidrolata se odreduje na temelju koli¢ine hlapljivih organskih spojeva
prisutnih u hidrolatu te se prilikom kontrole kvalitete preporucuje apsolutna kvantifikacija
kako bi se otkrile eventualne patvorine nastale razrjedivanjem hidrolata vodom. U veéini
farmakopeja nedostaju standardi kvalitete za hidrolate odnosno nisu definirane vrijednosti
fizikalnih (relativna gustoca, indeks refrakcije, opticka rotacija, KrutiSte i topljivost) i
kemijskih (kiselinski broj, peroksidni broj, saponifikacijski broj) parametara na temelju kojih
bi se moglo zakljuciti o kvaliteti i ¢isto¢i hidrolata kao §to je to slucaj za eteri¢na ulja (Politi i

sur., 2020; Kustrak, 2005).

1.3.1. Dobivanje hidrolata

Hidrolat nastaje kao nusprodukt destilacije biljnog materijala. Razlikuju se tri
destilacijska postupka: destilacija pomoc¢u vodene pare (vodena destilacija), vodenoparna
destilacija i parna destilacija. Pri vodenoj destilaciji biljni materijal je uronjen u vodu koja se
zagrijava do vrenja te prilikom isparavanja vode, vodena para odnosi Cestice eteri¢nog ulja.
Pri prolasku kroz hladilo dolazi do kondenzacije vode i etericnog ulja koji se zajedno
skupljaju u posudu. Buduéi da se eteri¢no ulje ne otapa u vodi i lakSe je od vode ono se
skuplja na povrsini, a voda koja se skuplja ispod ulja predstavlja hidrolat (slika 4). Kod
vodenoparne destilacije biljni materijal se nalazi na perforiranoj podlozi iznad sloja vode i u
izravnom je dodiru samo s vodenom parom. Kod parne destilacije je izvor topline gdje se
stvara vodena para prostorno odijeljen od biljnog materijala te se vodena para uvodi u kotao s
biljnim materijalom (Markovi¢, 2010; Kustrak, 2005).
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Slika 4. Shematski prikaz postupka vodene destilacije

(preuzeto s https://onlinelibrary.wiley.com)

1.3.2. Primjena hidrolata

Zbog svojih bioloskih u¢inaka i organoleptickih svojstava hidrolati se primjenjuju u
kozmeti¢koj industriji i industriji parfema, prehrambenoj industriji, aromaterapiji te kao
repelenti protiv insekata. U kozmetickoj industriji hidrolati sve viSe zamjenjuju vodu
osiguravaju¢i dodatne aktivne sastavnice. Koriste se kao vodena faza u proizvodnji krema,
losiona, sapuna. U prehrambenoj industriji mogu se koristiti za aromatiziranje voénih
napitaka i bezalkoholnih pica, za ¢uvanje hrane te kao sredstva za dezinfekciju tijekom pranja
svjeze rezanog voca i povréa, ali i za dezinfekciju ostalih prehrambenih proizvoda poput
slatkovodne ribe i fermentiranih mesnih proizvoda. U aromaterapiji se primjenjuju za

smanjenje stresa i anksioznosti (A¢imovic i sur., 2020).

1.3.2.1. Hidrolat smilja (Helichrysum italicum)

Kao i etericno ulje, hidrolat smilja ima izrazena odredena terapijska svojstva. Njegovo
djelovanje ukljucuje analgetski, antiinfektivni, protuupalni, antikoagulantni, ekspektorirajudi,
lipoliti¢ni, mukoliticni i sedativni ucinak. Ima i regeneriraju¢i ucinak pa pomaze ublaziti
vidljivost svjezih oziljaka, poti¢e brze zacjeljivanje rana, masnica i upalnih stanja koze.
Hidrolat smilja uc¢inkovit je u tretiranju paradontoze i gingivitisa. MoZe se primjenjivati kao
tonik za CiS¢enje lica te za njegu koze lica. Zbog svojih u¢inaka, mirisa i mogucnosti lokalne
primjene bez razrjedivanja, hidrolat smilja nalazi primjenu u kozmetickoj industriji te

industriji sapuna i mirisa (Raji¢ i sur., 2015; Catty, 2001).
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Ljekovito i aromati¢no bilje poput smilja ve¢ se stolje¢ima koristi za tretiranje
razlicitih bolesti jer sadrzi komponente koje imaju odgovarajuéu terapijsku vrijednost. Danas
sve vise raste interes farmaceutske i kozmeticke industrije za eteri¢nim uljem smilja zbog
njegovih brojnih pozitivnih farmakoloskih djelovanja (Raji¢ i sur., 2015). S obzirom na sve
Siru primjenu eteri¢nog ulja vazno je ispitati njegovu kvalitetu. Farmakopeje za svako
oficinalno eteri¢no ulje propisuju grani¢ne vrijednosti za fizikalne (relativna gustoca, indeks
refrakcije, opticka rotacija, krutiSte, vreliSte i topljivost) i kemijske konstante (kiselinski broj,
peroksidni broj, saponifikacijski broj) na temelju kojih se prosuduju njegova kakvoca i
ispravnost (Kustrak, 2005). Razlike u vrijednostima tih konstanti vazne su jer ukazuju na
razlike u kvaliteti pojedinog eteri¢nog ulja, na moguce postojanje necisto¢a i na razlike u
biljnom materijalu iz kojeg se ulje dobiva (Kovac¢-BeSovi¢, 2001). Eteri¢no ulje smilja nije
oficinalno u Europskoj farmakopeji Sto otezava ispitivanje njegove kakvoce i moguéu
primjenu u farmaciji iako postoje brojni radovi o kvaliteti etericnog ulja smilja, pa cak i
misljenje Europske agencije za lijekove (European Medicines Agency, EMA) o cvijetu
pjescarskog smilja (Helichrysum arenarium (L.) Moench).

Hidrolat, kao nusprodukt destilacije smilja, zbog svojih terapijskih ucinaka i
organolepti¢kih svojstava, nalazi sve vecu primjenu u razli¢itim podru¢jima, od medicine
preko kozmeticke industrije i industrije mirisa sve do prehrambene industrije. Unato¢ sve
vecoj uporabi hidrolata u razli¢ite svrhe, nisu precizno definirana ispitivanja kojima se
procjenjuju kakvoca 1 ispravnost hidrolata odnosno standardi kvalitete hidrolata opcenito, pa
tako ni hidrolata smilja (Aé¢imovi¢ i sur., 2020; Politi i sur., 2020).

Cilj ovoga diplomskog rada je ustvrditi postoji li razlika u kvaliteti i ¢isto¢i hidrolata
smilja uzgojenog u Dalmaciji (dalmatinskog hidrolata) i hidrolata smilja uzgojenog u
kontinentalnoj Hrvatskoj (kontinentalnog hidrolata) s obzirom na lokaciju i uvjete u kojima
biljka raste. Uzorcima dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja su izmjerene odredene
fizikalne (relativna gustoc€a, indeks refrakcije) 1 kemijske vrijednosti (kiselinski broj) te pH,
mutnoca i sadrzaj etericnog ulja. Budué¢i da u literaturi nema definiranih vrijednosti za
procjenu kvalitete hidrolata, u ovom su radu dobivene vrijednosti usporedene s dostupnim

podacima za ispitivanje Cistoce i kvalitete eteri¢nih ulja.
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3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

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

hidroksid/klorovodi¢na kiselina), Kemika

= Standardna puferska otopina pH 7,00 (kalijev dihidrogenfosfat/natrijev hidrogenfosfat

dodekahidrat), Kemika
» Redestilirana voda
= Destilirana voda
= Etanol (96%), Kemika
= NaCl (natrijev klorid), Kemika, Mr=58,44
= Otopina KOH (kalijev hidroksid), c=0,1 M
» Fenolftalein (1% etanolna otopina), Kemika

Sve koristene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce.

3.1.2. Laboratorijski pribor

» Laboratorijske ¢ase od 25 mL, 50 mL, 100 mL
= Okrugla tikvica s ravnim dnom od 500 mL
= Menzure od 50 mL, 100 mL

= Graduirane pipete od 10 mL

= Gumene propipete

= Kamenciéi za vrenje

» Laboratorijska Zlica

= Metalni stativ

= Tronozac

= Plamenik

=  Keramicka mrezica

= Mufe

= Hvataljke

= Aparatura po Ungeru
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= Liebigovo hladilo

= Erlenmayerove tikvice od 250 mL
= Biretaod 50 mL

= Mikropipeta od 200-1000 uL.

= Piknometri od 5 mL

3.1.3. Instrumenti

= Za vaganje je koriStena Mettler Toledo XP 205 analiticka vaga s to¢no$¢u odvage 0,01
mg.

» Za odredivanje pH hidrolata koristen je Mettler Toledo MP 220 pH-metar s razlu¢ivoscéu
mjerenja od 0,01. Za kalibraciju je koristen pufer pH 4,00 i pH 7,00.

» Za odredivanje indeksa refrakcije hidrolata 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 mutnoce hidrolata koristen je Hach 2100P turbidimetar (slika 5).

Slika 5. Hach 2100P turbidimetar
(preuzeto s https://uk.hach.com)

3.1.4. Uzorci

Uzorci hidrolata smilja prikupljeni su s lokalnih OPG-ova. Tri uzorka hidrolata
dobivena su od smilja uzgojenog u obalnom podru¢ju Dalmacije (dalmatinski hidrolat smilja
1, 2 i 3), a druga tri uzorka hidrolata su dobivena od smilja uzgojenog u kontinentalnoj
Hrvatskoj (kontinentalni hidrolat smilja 1, 2 i 3).
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3.2. Metode

3.2.1. Relativna gustoca

Relativna gustoca je omjer mase odredenog volumena ispitivane tvari na temperaturi t
I mase istog volumena vode na temperaturi to. S obzirom da gustoca ovisi 0 temperaturi bitno
je navesti temperaturu kod koje se mjeri relativna gustoc¢a. Ukoliko nije drugacije navedeno
relativna gusto¢a odreduje se na temperaturi od 20 ° C. Odreduje se pomocu hidrostatske vage
(krutine), hidrometra (tekucine), digitalnog mjeraca gustoce s osciliraju¢im transduktorom
(tekucine ili plinovi) ili piknometra (krutine ili tekucine) (Council of Europe, 2013).
Piknometar je staklena bocica s c¢epom koji dobro prianja uz grli¢ bocice. Ima oznaku pomocu
koje mozemo uvijek naliti isti volumen tekucine u piknometar (Winterhalter i sur., 1990).
Relativna gustoéa je vazan kriterij za ¢istocu eteri¢nog ulja te za eteri¢na ulja iznosi izmedu
0,690-1,118 (Kustrak, 2005). Osim toga, na temelju relativne gusto¢e mogu se dobiti neki
podaci 0 kemijskom sastavu eteri¢nog ulja. Tako je relativna gustoca za eteri¢na ulja koja
sadrze vecu koli¢inu terpena ispod 0,900, a za ona koja sadrze vecu koli¢inu aromati¢nih

sastojaka iznad 1,000 (Kovac¢-Besovié, 2001).

3.2.1.1. Postupak mjerenja

Relativne gustoce dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata su odredene pomocéu
piknometra. Volumen piknometra je poznat i iznosi 5 mL. Taj volumen odgovara volumenu
uzorka hidrolata (Vuzorkahidrolatay) 0dnosno volumenu vode (Vyode). Cisti i suhi piknometar se
izvaze na analitickoj vagi (p) s to€nosS¢u odvage 0,01 mg. Potom se piknometar napuni s
hidrolatom tako da se kapilara u ¢epu ispuni do vrha. Visak tekucine koji izlazi iz kapilare se
obrise jer piknometar prilikom vaganja mora biti potpuno suh, a masa piknometra s
hidrolatom se izmjeri na analitickoj vagi (p2). Gusto¢a uzorka (hidrolata) je odredena prema
sljede¢em izrazu:

P uzorka(hidrolata) = P2 — P / Vuzorkahidrolata)

Piknometar se potom isprazni, ispere s obi¢nom, a zatim i destiliranom vodom. Napuni se s
destiliranom vodom te se na isti na¢in odredi masa piknometra s vodom (p1). Gusto¢a vode je

odredena prema sljede¢em izrazu:
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P vode=P1—P | Vvode

Relativna gustoca hidrolata je odredena na temperaturi od 20 ° C prema sljede¢em izrazu:

Relativna gustoca = p uzorka(hidrolata) /p vode = P2 — P/ p1— P

3.2.2. Indeks refrakcije

Indeks refrakcije ili loma nekog sredstva u odnosu na zrak je jednak omjeru sinusa
kuta upada zrake svjetlosti u zraku (a1) i sinusa kuta loma prelomljene zrake u tom sredstvu
(02) (Council of Europe, 2013):

N12=sin o1/ sin o
Ovaj omjer predstavlja relativni indeks loma (n12) odredenog sredstva i zraka (Winterhalter i
sur., 1990). Svjetlost mijenja smjer rasprostiranja odnosno lomi se na granici dva sredstva (I i

I1) kao posljedica razlike u brzini rasprostiranja u ta dva sredstva (slika 6).
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Slika 6. Lom svjetlosti na granici dva sredstva
(preuzeto iz Winterhalter i sur., 1990)

Ukoliko su te brzine c1 i c2 onda je:

N12 = Ci/C2
Kako bi se opticki karakterizirala pojedina sredstva koristi se apsolutni indeks loma (n: za
sredstvo | i n2 za sredstvo I1). Apsolutni indeks loma nekog sredstva odreduje se u odnosu na

vakuum pa je tako jednak omjeru sinusa kuta upada zrake svjetlosti u vakuumu i sinusa kuta
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loma prelomljene zrake u tom sredstvu. Iz apsolutnih indeksa loma dva sredstva moze se lako
izraCunati relativni indeks loma dva sredstva (Winterhalter i sur., 1990):
Ni2 = nz2/ Ny

Vrijednost indeksa refrakcije ovisi o temperaturi i valnoj duljini. Sto je temperatura
vecéa, veca je brzina svjetlosti u odredenom sredstvu te je manji indeks loma tog sredstva.
Indeks loma je veéi za kratkovalnu, a manji za dugovalnu svjetlost (Winterhalter i sur., 1990).
Ukoliko nije drugacije propisano indeks loma se mjeri na temperaturi od 20 + 0,5 ° C s
obzirom na valnu duljinu D-linije natrijevog spektra (A = 589,3 nm). U tim uvjetima indeks
loma (n) Cesto se zapisuje kao nD (Council of Europe, 2013).

Indeks refrakcije za eteri¢na ulja iznosi izmedu 1,43 i 1,61 te sluzi kao pokazatelj
Cistoce 1 kvalitete (Kovac-BeSovi¢, 2001). Odreduje se uz pomo¢ refraktometra koji mjeri
grani¢ni kut totalne refleksije. Grani¢ni kut (ag) je kut upada zrake svjetlosti za koji kut loma
iznosi 90°. Pri tome svjetlost uopée ne prelazi u drugo sredstvo ve¢ se u potpunosti reflektira,
a ta pojava se naziva totalna refleksija. Do totalne refleksije dolazi samo kada svjetlost prelazi
iz sredstva veceg indeksa loma u sredstvo manjeg indeksa loma (n:> nz). Glavni dio
refraktometra predstavlja prizma poznatog indeksa loma koja dolazi u dodir s teku¢inom ¢iji
se indeks refrakcije odreduje. Odredivanjem grani¢nog kuta upada, uz poznatu vrijednost kuta
loma (90°) i indeksa loma prizme (n1), moze se odrediti indeks loma ispitivane tekucine (nz)
prema sljede¢em izrazu (Winterhalter i sur., 1990):

Sin ag/sin90° = n12 = n2/ ny

3.2.2.1. Postupak mjerenja

U ovom radu indeksi refrakcije hidrolata su odredeni pomocu automatskog
refraktometra. Za kalibraciju je koriStena redestilirana voda (indeks refrakcije redestilirane
vode je iznosio 1,3329) , a mjerenje je provedeno na temperaturi od 20 ° C i pri valnoj duljini
od 589,3 nm.

Indeks refrakcije uzoraka se mjeri tako da se mala koli¢ina uzorka stavi na mjernu
prizmu pri cemu svjetlost putuje iz izvora kroz mjernu prizmu u uzorak. Svjetlost se potpuno
reflektira na granici prizme i uzorka kada upadni kut prijede odredenu vrijednost (granic¢ni
upadni kut), a tako reflektiranu svjetlost prepoznaje CCD (Charge Coupled Device) senzor
koji odreduje vrijednost grani¢énog kuta. Uz poznatu vrijednost grani¢nog kuta i indeksa loma

prizme, refraktometar izrauna vrijednost indeksa refrakcije uzorka (www.gpsil.co.uk).
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Postupak se ponovi za sve uzorke pri ¢emu se izmedu dva uzorka mjerna prizma

ispere s destiliranom vodom.

3.2.3. Kiselinski broj

Kiselinski broj oznac¢ava masu kalijevog hidroksida (KOH) u miligramima potrebnu
za neutralizaciju slobodnih kiselina prisutnih u jednom gramu ispitivane tvari (Council of
Europe, 2013). Mnoga eteri¢na ulja sadrze male koli¢ine slobodnih kiselina, a njihov sadrzaj
se moze izraziti kao kiselinski broj. Kiselinski broj odnosno sadrzaj slobodnih kiselina je veci
ukoliko je eteri¢no ulje starije ili ukoliko je nepravilno skladiSteno pa stoga vrijednost
kiselinskog broja ukazuje na kakvocéu. Povecanje slobodnih kiselina moze biti posljedica
oksidacije aldehida ili hidrolize estera (Kustrak, 2005).

3.2.3.1. Postupak mjerenja

U Erlenmayerovu tikvicu se stavi 1,00 mL uzorka hidrolata, doda se 30 ml 96%
etanola i 2 kapi fenoftaleina kao indikatora. Potom se smjesa titrira s 0,1 M KOH do pojave

ruziCaste boje koja se zadrzava barem 15 sekundi. Kiselinski broj se moze odrediti iz izraza:

Kiselinski broj = 5,610 x mL (0,1 M KOH) / m(uzorka)

pri ¢emu je masa 1,00 mL uzorka (m(uzorka)) izmjerena na analitickoj vagi s to¢no$cu

odvage 0,01 mg.

3.2.4. pH-vrijednost

pH-vrijednost je negativni logaritam aktiviteta hidronijevih iona:
pH = -log a (H30")
pH ispitivane otopine odreduje se u usporedbi s pH-vrijednosti standardne otopine (pHs)
prema sljedecoj jednadZbi:

pH = pHs — (E — Es) / k
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pri ¢emu je E potencijal ¢lanka (V) s ispitivanom otopinom, Es je potencijal ¢lanka
(V) sa standardnom otopinom poznatog pH dok je k promjena potencijala po jedinici
promjene pH izrazena u voltima (V). Kk je dobivena iz Nernstove jednadzbe (k = 2,3026 RT/F),
a s obzirom da k ovisi o temperaturi i pH-vrijednost ovisi 0 temperaturi pa je bitno navesti
temperaturu pri kojoj je odreden pH (Council of Europe, 2013).

Potenciometrijsko mjerenje pH temelji se na mjerenju razlike potencijala izmedu dviju
elektroda uronjenih u ispitivanu otopinu. Jedna elektroda je radna ili indikatorska elektroda
(obi¢no je to staklena elektroda) koja je osjetljiva na vodikove ione odnosno ¢iji potencijal
ovisi o aktivitetu H* iona u ispitivanoj otopini. Druga elektroda je referentna elektroda
(kalomel ili Ag/Ag" elektroda) ¢iji je potencijal konstantan te ona sluZi kao standard prema
kojem se mjeri potencijal radne elektrode. Ukoliko su staklena i referentna elektroda
sastavljene zajedno onda ¢ine kombiniranu pH-elektrodu (Skoog i sur., 1999.). Prilikom
mjerenja pH prvo se odredi potencijal ¢lanka standardne otopine (Es) koja ima poznati
aktivitet hidronijevih iona na odredenoj temperaturi (pufer). Zatim se odredi potencijal ¢lanka
s ispitivanom otopinom (E), a uz poznatu pH-vrijednost standardne otopine i uz poznatu

vrijednost k na odredenoj temperaturi pH-metar izrauna i prikaze pH-vrijednost ispitivane

otopine (www.mt.com).

3.2.4.1. Postupak mjerenja

Elektroda se ¢uva uronjena u otopinu KCI (kalijevog klorida). Najprije se ispere s
redestiliranom vodom i obrise te se pH-metar kalibrira s puferom pH 4,00 i pH 7,00 pri 20 °
C. Potom se elektroda ponovno ispere s redestiliranom vodom i obrise. Elektroda se uroni u
uzorak hidrolata te se priceka onoliko koliko je potrebno da se elektroda stabilizira 1 ocita
ispravnu pH-vrijednost. Nakon mjerenja elektroda se ispere, a isti postupak se ponovi i za

ostale uzorke hidrolata. pH je odreden pri temperaturi od 20 °C.

3.2.5. Mutnoéa

Mutno¢a (eng. turbidity) je mjera zamucenosti tekucina te sluzi kao jednostavan
pokazatelj kakvoée vode. Instrumentalne metode koje omogucuju mjerenje mutnoce su
turbidimetrija i nefelometrija. Turbidimetrija je opticka analiticka metoda kojom se odreduje

mutnoca uzorka na temelju mjerenja intenziteta svjetlosti propustene kroz uzorak. Intenzitet
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propustene svjetlosti ovisi o koncentraciji Cestica u uzorku, veli¢ini i obliku Cestica te o
omjeru indeksa loma Cestice i okolnog medija. Za razliku od turbidimetrije, nefelometrija se
temelji na mjerenju intenziteta svjetlosti raspriene na Cesticama uzorka (Bolf, 2020).

Mjerenje mutnoce zasniva Se na slanju snopa upadne svjetlosti definiranih
karakteristika prema uzorku. Dio svjetlosti se apsorbira, dio prolazi kroz uzorak, a dio
svjetlosti se rasprSi na Cesticama uzorka. RasprSenje svjetlosti na sitnim lebde¢im Cesticama
disperznih sustava naziva se Tyndallov efekt. Mutno¢a se mjeri uz pomo¢ turbidimetra.
Turbidimetar se sastoji od izvora svjetlosti, le¢e koja usmjerava snop svjetlosti kroz uzorak i
fotoelektri¢nih detektora koji mjere intenzitet propustene svjetlosti i svjetlosti rasprsene pod
kutom od 90° (slika 7).

90° detektor

—

| | : Detektor
- - propusitene
svjetlosti

Lece Uzorak

Izvor svjetlosti

Slika 7. Shematski prikaz turbidimetra

(preuzeto s https://www.researchgate.net)

Razlikuju se standardni turbidimetar (eng. non-ratio turbidimeter) i turbidimetar omjera (eng.
ratio turbidimeter). Standardni turbidimetar ima samo detektor koji mjeri intenzitet rasprsene
svjetlosti pod kutom od 90° u odnosu na upadnu svjetlost, dok turbidimetar omjera ima dva
detektora: detektor koji mjeri intenzitet rasprSene svjetlosti i detektor koji mjeri intenzitet
propustene svjetlosti. Rezultati mjerenja izrazavaju se u NTU (eng. Nephelometric Turbidity
Units) jedinicama. Vrijednost NTU se kod standardnog turbidimetra dobije na temelju
izmjerenog intenziteta rasprSene svjetlosti pod kutom od 90° a kod turbidimetra omjera iz
omjera raspriene svjetlosti pod kutom od 90° i intenziteta propustene svjetlosti (Bolf, 2020).
Za kalibraciju turbidimetra koriste se standardi koji imaju poznatu vrijednost
mutnoce. Kao standard za mjerenje mutnoce se koristi suspenzija formazina koja se priprema
mijesanjem jednakih volumena otopine hidrazin sulfata i otopine heksametilentetramina te

ima poznatu vrijednost mutno¢e od 4000 NTU. Formazin je polimer s razli¢itom duljinom
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lanaca koja rezultira razli¢itom veli¢inom 1 oblikom cestica, §to je u skladu i sa stvarnim
uzorcima, pa je stoga pogodan kao standard. 1z suspenzije formazina kao primarnog standarda
pripremaju se druge referentne suspenzije koje imaju vrijednost mutnoce od 3 NTU, 6 NTU,
18 NTU i 30 NTU (Council of Europe, 2013).

Mjerenjem mutno¢e moze se odrediti i koncentracija &vrste tvari u suspenziji. Sto je
koli¢ina Cestica u uzorku veéa to je veée rasprsenje upadne svjetlosti i time je mutnoéa veca.
Linearna ovisnost mutnoce i1 koncentracije se dobiva kada su sve Cestice u uzorku priblizno

jednake veli€ine i oblika te su homogeno rasporedene u uzorku (Council of Europe, 2013).

3.2.5.1. Postupak mjerenja

Uredaj se kalibrira sa standardima koji imaju poznatu vrijednost mutnoce te stoga
moze automatski odrediti mutnocu ispitivanog uzorka. Uzorak hidrolata se ulije u okruglu
kivetu do oznacene linije, a kiveta se zatvori ¢epom. Kiveta se obriSe izvana uz pomoc
tkanine bez dlacica kako bi se uklonile mrlje tekucine i otisci prstiju. Zatim se umetne u
turbidimetar tako da se Kiveta pravilno orijentira s obzirom na smjer upadnog snopa svjetlosti.
Turbidimetar odredi vrijednost mutnoée u NTU jedinicama na temelju omjera signala
detektora koji biljezi intenzitet raspr§ene svjetlosti pod kutom od 90° i signala detektora koji
biljezi intenzitet propustene svjetlosti. Postupak se ponovi za ostale uzorke hidrolata pri ¢emu

se izmedu dva mjerenja Kiveta ispere s destiliranom vodom.

3.2.6. Sadrzaj eteri¢nog ulja

Za odredivanje sadrZaja eteri¢nog ulja najceSce se koristi vodena destilacija. Vodena
destilacija ukljucuje uranjanje biljnog materijala u vodu koja se zagrijava do vrenja. Pri tome
dolazi do isparavanja vode i eteri¢nog ulja ¢ije se pare kondenziraju u hladilu te se skupljaju
zajedno. S obzirom da je eteri¢no ulje smilja lakse od vode ono se skuplja na povrsini
(Markovi¢, 2010). Budu¢i da se eteri¢no ulje i voda ne mijesaju, njihovi parcijalni tlakovi se
zbrajaju i1 kada njihov zbroj bude jednak atmosferskom tlaku smjesa ¢e poceti kljucati. Stoga
¢e takva smjesa uvijek kljucati na temperaturi nizoj od toc¢ke vrenja komponente s manjim
vrelistem (vode) odnosno kljucat ¢e ispod 100 ° C. Ta ¢injenica omoguéuje izolaciju eteri¢nih
ulja, koja predstavljaju sloZzene smjese komponenti s vrlo visokim vreliStem, pri niZim

temperaturama, a time i bez razgradnje (https://chem.libretexts.org). Sadrzaj eteri¢nog ulja se
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moze odrediti volumetrijski (oCitava se volumen izoliranog eteri¢nog ulja) ili gravimetrijski

(odreduje se masa izoliranog eteri¢nog ulja) (Kovaé-Besovi¢, 2001).

3.2.6.1. Postupak mjerenja

Sadrzaj eteri¢nog ulja u uzorcima hidrolata je odreden volumetrijski. Uz pomoc¢
graduirane pipete uzet je odredeni volumen uzorka hidrolata (V(uzorak)) i prenesen je u
okruglu tikvicu s ravnim dnom. Potom je u tikvicu dodano 160 mL destilirane vode te natrijev
klorid kako bi se povecalo vreliSte vode. Na kraju se dodaju kamenci¢i za vrenje koji
osiguravaju ravnomjerno zagrijavanje uzorka. Tikvica se spoji s aparaturom po Ungeru i
Liebigovim hladilom te se voda pusti kroz hladilo. Pripremljeni uzorak se zagrijava na
plameniku preko keramicke mrezice, a kada poéne kljucati destilira se 1,5 sat. Voda i eteri¢no
ulje isparavaju, njihove pare se kondenziraju u hladilu te se kondenzat skuplja u graduiranoj
cijevi koja omogucuje ocitavanje volumena izoliranog eteri¢nog ulja. Kada destilacija zavrsi,
nakon 10 minuta se ocita volumen etericnog ulja koje se, s obzirom da je lakse od vode,
zadrzava na vrhu graduirane cijevi. Graduirana cijev ima ljestvicu koja je podijeljena
crticama, a svaka crtica predstavlja volumen od 20 pL. Kako bi se odredio volumen eteri¢nog
ulja (V(eteri¢no ulje)), broj ocitanih crtica ulja pomnozi se s 20 pL, a postotni sadrzaj

eteri¢nog ulja u uzorku hidrolata se odredi prema sljede¢em izrazu:

% (eteri¢no ulje) = (V(eteri¢no ulje) (mL) / V(uzorak) (mL)) x 100
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1. Odredivanje relativne gustoce

Relativna gustoc¢a predstavlja omjer mase odredenog volumena ispitivane tvari na
temperaturi t; i mase istog volumena vode na temperaturi t> (Council of Europe, 2013).
Relativne gusto¢e uzoraka hidrolata su odredene pomocu piknometra pri temperaturi

od 20 ° C prema sljede¢em izrazu:

Relativna gustoca = p uzorka(hidrolata) /P vode = P2 — P/ P1— P

pri ¢emu je p masa praznog piknometra, p1 je masa piknometra s vodom, a p2 je masa
piknometra s uzorkom hidrolata. Postupak mjerenja relativne gustoce je opisan u poglavlju
Materijali i metode. Relativna gusto¢a nema jedinicu jer predstavlja omjer gustoca. lzracunate
vrijednosti relativne gusto¢e uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja su

prikazane u tablici 2.

Tablica 2. Relativne gusto¢e uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja odredene

pomocu piknometra pri temperaturi od 20°C

Uzorak hidrolata smilja Relativna gustoéa
Dalmatinski hidrolat 1 0,9995
Dalmatinski hidrolat 2 0,9850
Dalmatinski hidrolat 3 1,0490
Kontinentalni hidrolat 1 0,9834
Kontinentalni hidrolat 2 0,9834
Kontinentalni hidrolat 3 1,0750

Raspon relativne gustoce u tri uzorka dalmatinskog hidrolata je od 0,985 do 1,049, au
tri uzorka kontinentalnog hidrolata je od 0,983 do 1,075. Stoga se moze zakljuCiti da se
vrijednosti relativne gustoce dalmatinskog i kontinentalnog hidrolata medusobno ne razlikuju
visSe nego vrijednosti uzoraka dalmatinskih hidrolata medusobno odnosno uzoraka
kontinentalnih hidrolata medusobno.

Kod eteri¢nih ulja relativna je gustoca vazan kriterij kvalitete i istoCe, a za eteri¢no
ulje smilja iznosi izmedu 0,875 — 0,925 pri temperaturi od 20 ° C $to ukazuje da je eteri¢no

ulje smilja manje gustoce od vode pa stoga pluta na povrSini vode (www.nhrorganicoils.com).
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Vrijednosti relativnih gustoca uzoraka hidrolata su vec¢e od vrijednosti odredenih za
etericno ulje smilja Sto je u skladu sa sastavom hidrolata koji pretezno ¢ini voda dok je sadrzaj

hlapljivih organskih spojeva iz eteri¢nog ulja obi¢no manji od 1 g/L (tj. 0,10%).

4.2. Odredivanje indeksa refrakcije

Indeks refrakcije ili loma nekog sredstva najc¢esce se izrazava U odnosu na zrak pa je
jednak omjeru sinusa kuta upada zrake (o) i sinusa kuta loma zrake (o2) pri prijelazu
svjetlosti iz zraka u to sredstvo:

N12=Sin a1/ sin a2

Odredivanje indeksa refrakcije sluzi kao jednostavan pokazatelj Cistoce i kvalitete
(Council of Europe, 2013). Vrijednost indeksa refrakcije nije karakteristi¢éna za odredeno
etericno ulje, ali se u farmakopeji ipak propisuje za svako pojedino eteri¢no ulje zato jer je ta
vrijednost karakteristicna za pojedine sastavnice etericnog ulja. Stoga se moze zakljuciti da
indeks refrakcije ovisi o kemijskom sastavu etericnog ulja (Kustrak, 2005). Indeks refrakcije
etericnog ulja smilja pri 20 ° C iznosi izmedu 1,470 — 1,490 (www.nhrorganicoils.com).
Vrijednosti indeksa refrakcije hidrolata smilja nisu dostupne u literaturi.

Vrijednosti indeksa refrakcije uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja
su odredene uz pomo¢ automatskog refraktometra pri temperaturi od 20 ° C i pri valnoj duljini
od 589,3 nm. Za kalibraciju je koriStena redestilirana voda ¢ija je vrijednost indeksa refrakcije
iznosila 1,3329. Postupak mjerenja je opisan u poglavlju Materijali i metode. lzmjerene
vrijednosti indeksa refrakcije uzoraka hidrolata prikazane su u tablici 3.

Tablica 3. Indeksi refrakcije uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja odredeni

pomocu automatskog refraktometra pri 20 °C i 589,3 nm

Uzorak hidrolata smilja Indeks refrakcije
Dalmatinski hidrolat 1 1,3330
Dalmatinski hidrolat 2 1,3329
Dalmatinski hidrolat 3 1,3329
Kontinentalni hidrolat 1 1,3329
Kontinentalni hidrolat 2 1,3330
Kontinentalni hidrolat 3 1,3328
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Izmjerene vrijednosti indeksa refrakcije dalmatinskog hidrolata 2, dalmatinskog
hidrolata 3 1 kontinentalnog hidrolata 1 su jednake indeksu refrakcije redestilirane vode dok
se indeksi refrakcije ostalih uzoraka hidrolata razlikuju od indeksa refrakcije redestilirane
vode za najvise =+ 0,0001. Dobivene vrijednosti indeksa refrakcije uzoraka hidrolata se slazu s

¢injenicom da vise od 99% sastava hidrolata ¢ini voda.

4.3. Odredivanje kiselinskog broja

Kiselinski broj oznacava masu kalijevog hidroksida (KOH) u miligramima potrebnu
za neutralizaciju slobodnih kiselina prisutnih u jednom gramu ispitivane tvari (Council of
Europe, 2013):

Kiselinski broj = 5,610 x mL (0,1 M KOH) / m(uzorka)

Kiselinski broj je pokazatelj kakvoée uzorka (u ovome radu hidrolata) jer ukazuje na
sadrzaj slobodnih kiselina prisutnih u uzorku. Sadrzaj slobodnih kiselina je veci Sto je uzorak
stariji ili ukoliko je nepravilno skladisten (primjerice pod utjecajem vlage dolazi do hidrolize
estera prisutnih u uzorku).

Kiselinski broj uzoraka dalmatinskih i1 kontinentalnih hidrolata smilja odreden je
titracijom s 0,1 M KOH uz fenolftalein kao indikator prema postupku opisanom u poglavlju
Materijali i metode. Dobivene vrijednosti kiselinskih brojeva uzoraka hidrolata prikazane su u
tablici 4.

Tablica 4. Vrijednosti kiselinskog broja uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja

Uzorak hidrolata smilja Kiselinski broj (mg KOH/qg)
Dalmatinski hidrolat 1 0,581
Dalmatinski hidrolat 2 0,589
Dalmatinski hidrolat 3 0,553
Kontinentalni hidrolat 1 0,577
Kontinentalni hidrolat 2 0,562
Kontinentalni hidrolat 3 0,540

Vrijednosti kiselinskog broja uzoraka hidrolata nisu vec¢e od 0,589 mg KOH/g te se

vrijednosti kiselinskog broja izmedu uzoraka hidrolata znacajno ne razlikuju. Najvecu
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vrijednost kiselinskog broja ima dalmatinski hidrolat 2 S§to ukazuje na najveéi sadrzaj
slobodnih kiselina, koji moze biti posljedica starosti uzorka. S obzirom da u literaturi nisu
dostupne vrijednosti kiselinskog broja eteri¢cnog ulja smilja dobivene vrijednosti ne mogu se

usporediti s vrijednostima za eteri¢no ulje.

4.4. Odredivanje pH-vrijednosti

Hidrolati su kisele tekucine ¢iji se pH krec¢e izmedu 4,5 i 5,5 iako pH hidrolata varira
ovisno o vrsti iz koje se hidrolat dobiva. pH-vrijednost hidrolata utje¢e na njegove terapijske
uc¢inke, posebice na inhibitorni u¢inak na bakterije, koji je izrazeniji Sto je hidrolat kiseliji
(Ac¢imovié i sur., 2020; Acheampong i sur., 2015).

Za odredivanje pH-vrijednosti uzoraka hidrolata koristen je pH-metar s razlu¢ivoscéu
mjerenja od 0,01 pH jedinicu. Za kalibraciju je koristena standardna puferska otopina pH 4,00
i pH 7,00. Postupak mjerenja pH je opisan u poglavlju Materijali i metode. Izmjerene
vrijednosti pH pri temperaturi od 20 ° C uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja

prikazane su u tablici 5.

Tablica 5. Vrijednosti pH uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja izmjerene

pomoc¢u pH-metra pri 20 °C

Uzorak hidrolata smilja pH
Dalmatinski hidrolat 1 3,81
Dalmatinski hidrolat 2 3,59
Dalmatinski hidrolat 3 3,52
Kontinentalni hidrolat 1 3,77
Kontinentalni hidrolat 2 4,66
Kontinentalni hidrolat 3 3,43

Iz dobivenih rezultata se moze zakljuciti da se pH-vrijednosti hidrolata dalmatinskog i
kontinentalnog smilja ne razlikuju vise nego pH-vrijednosti dalmatinskog hidrolata
medusobno odnosno kontinentalnog hidrolata medusobno. Svi uzorci hidrolata su kiseli i

imaju pH-vrijednosti u rasponu od 3,43 do 3,81 osim kontinentalnog hidrolata 2 ¢iji je pH
malo veci i iznosi 4,66. Catty (2001) navodi da se pH hidrolata Helichrysum italicum krece
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izmedu 3,5 1 3,8, Sto se slaze s vrijednostima dobivenim u ovome radu uz prethodno

spomenutu iznimku uzorka kontinentalnog hidrolata 2.

4.5. Odredivanje mutnoce

Mutnoca (eng. turbidity) je mjera zamucenosti tekuéine. Sto je koli¢ina estica u
uzorku veca to je vece rasprSenje upadne svjetlosti, a time je i mutnoca veéa (Bolf, 2020).
Linearna ovisnost mutnoce i1 koncentracije suspendiranih Cestica se dobiva kada su sve Cestice
u uzorku priblizno jednake veli¢ine i oblika te su homogeno rasporedene u uzorku (Council of
Europe, 2013). Osim o suspendiranim ¢esticama mutnoc¢a ovisi i o prisutnosti organskih tvari
1 ostalih plutajucih ostataka te mjehurica zraka. Mjerenje mutnoce je jednostavan pokazatelj
kakvoce vode pa tako i kakvoce hidrolata. Osim $to prisutnost zamucenja nije prihvatljiva
zbog estetskog izgleda ona ukazuje i na mogucu prisutnost kemijskih i mikrobnih onecis¢enja
(Bolf, 2020).

Mutno¢a uzoraka hidrolata je izmjerena pomocu turbidimetra kako je opisano u
poglavlju Materijali i metode te je izrazena u NTU jedinicama. Za kalibraciju turbidimetra
koristili su se standardi koji imaju poznatu vrijednost mutnoce. 1zmjerene vrijednosti mutnoce

za uzorke hidrolata prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Mutnoce uzoraka dalmatinskih i1 kontinentalnih hidrolata smilja izmjerene pomocu

turbidimetra

Uzorak hidrolata smilja Mutnoca (NTU)
Dalmatinski hidrolat 1 1,66
Dalmatinski hidrolat 2 2,89
Dalmatinski hidrolat 3 1,49
Kontinentalni hidrolat 1 5,20
Kontinentalni hidrolat 2 1,18
Kontinentalni hidrolat 3 1,69

Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti da uzorak kontinentalnog hidrolata 1 ima
najvecu koli¢inu suspendiranih Cestica s obzirom na izmjerenu vrijednost mutnoce (5,20
NTU). Uzorak kontinentalnog hidrolata 2 ima najmanju mutnocu (1,18 NTU) pa time sadrzi i

najmanju koli¢inu suspendiranih Cestica. S obzirom na izmjerene vrijednosti nisu primije¢ene
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razlike u mutno¢i uzoraka hidrolata ovisno o porijeklu (dalmatinski odnosno kontinentalni
hidrolat smilja) odnosno izmjerene vrijednosti razlikuju se medu uzorcima neovisno o
geografskom porijeklu biljke iz koje je hidrolat dobiven. Prisutne razlike mogle bi biti
posljedica razlika u postupku dobivanja i ¢uvanja hidrolata. Vrijednosti mutnoc¢e za hidrolat
smilja nisu dostupne u literaturi, ali prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije
vrijednost mutnoce pitke vode bi trebala iznositi < 5 NTU, a u idealnom sluc¢aju < 1 NTU
(www.who.int). Uzorci hidrolata smilja su, uzevs$i u obzir te vrijednosti, prikladne kakvoce

izuzev uzorka kontinentalnog hidrolata 1.

4.6. Odredivanje sadrZaja eteri¢nog ulja

Prinos eteri¢nog ulja, izmedu ostalog, ovisi o stadiju rasta biljke, geografskoj lokaciji,
klimatskim uvjetima i naCinu skupljanja biljnog materijala. S obzirom da je koli¢ina etericnog
ulja u cvjetnim glavicama smilja manja od 0,05%, i u uzorcima hidrolata se oc¢ekuje mali
sadrzaj etericnog ulja.

Prinos eteri¢nog ulja je najveci prije cvjetanja (0,21%) i u fazi kasnih ljetnih izbojaka
(0,35%), a najmanji u fazi formiranja cvata (0,06%) (Blazekovi¢ i sur., 1995). Blazekovi¢ i
sur. su pokazali kako prinos eteri¢nog ulja varira i ovisno o geografskoj lokaciji pa je tako
prinos bio najvec¢i za uzorak smilja prikupljen u Ljubuskom, a najmanji za uzorak smilja
prikupljen u Benkovcu. Biljke uzgojene u kontinentalnim podru¢jima u fazi cvjetanja sadrze
0,15% ulja, a nakon cvjetanja 0,13% etericnog ulja (Raji¢ i sur., 2015). Biljni materijal za
dobivanje eteri¢nog ulja i hidrolata se bere u vrijeme cvatnje kada je otvoreno 50 % cvjetova
u nasadu jer je tada koli¢ina eteri¢nog ulja najveca (Pohajda i sur., 2015; Raji¢ i sur., 2015).

Sadrzaj eteri¢nog ulja u uzorcima hidrolata odreden je vodenom destilacijom pomocu
aparature po Ungeru. Postotni sadrzaj etericnog ulja odreden je volumetrijski prema

sljede¢em izrazu:

% (eteri¢no ulje) = (V(eteri¢no ulje) (mL) / V(uzorak) (mL)) x 100

pri ¢emu su volumen eteri¢énog ulja i volumen uzorka odredeni kako je opisano u poglavlju

Materijali i metode. Sadrzaji eteri¢nog ulja u uzorcima hidrolata su prikazani u tablici 7.
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Tablica 7. Sadrzaji etericnog ulja u uzorcima dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja

odredeni vodenom destilacijom

Uzorak hidrolata smilja Sadrzaj eteri¢nog ulja (%)
Dalmatinski hidrolat 1 <0,14
Dalmatinski hidrolat 2 <0,11
Dalmatinski hidrolat 3 0,07

Kontinentalni hidrolat 1 <0,08
Kontinentalni hidrolat 2 <0,08
Kontinentalni hidrolat 3 < 0,12

Sadrzaj eteri¢nog ulja u uzorcima dalmatinskih hidrolata iznosi izmedu 0,07 i <
0,14%. Srednja vrijednost sadrZaja etericnog ulja u uzorcima dalmatinskih hidrolata iznosi
0,107%. Sli¢no kao i u uzorcima dalmatinskih hidrolata, sadrzaj eteriénog ulja u uzorcima
kontinentalnih hidrolata se kre¢e izmedu < 0,08 i < 0,12%, ali je srednja vrijednost sadrzaja
eteri¢cnih ulja manja i iznosi 0,093%. Iz izmjerenih sadrzaja eteri¢nog ulja hidrolata smilja
moze se zakljuéiti da su razlike u sadrzaju etericnog ulja koje postoje izmedu uzoraka,
porijeklom iz Dalmacije i s kontinenta, ali i uzoraka pojedinaéno posljedica razli¢itih uvjeta
kojima je biljka bila izlozena (klima, tlo, osunc¢anost), razlika u nacinu prikupljanja biljnog

materijala te razlika u stadiju razvoja biljke za vrijeme prikupljanja.
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5. ZAKLJUCCI
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U Sest uzoraka dalmatinskih i kontinentalnih hidrolata smilja izmjerene vrijednosti za
relativnu gusto¢u su iznosile izmedu 0,9850 i 1,0750, za indeks refrakcije su bile izmedu
1,3328 i 1,3330, vrijednosti kiselinskog broja su bile u rasponu izmedu 0,540 i 0,589 mg
KOH/g, a vrijednosti za mutno¢u su bile izmedu 1,18 i 5,20 NTU. Dobivene vrijednosti
usporedene sSu s dostupnim podacima za ispitivanje Cistoée i1 kvalitete eteri¢nih ulja.
Vrijednosti za relativnu gusto¢u uzoraka hidrolata su vece u odnosu na relativnu gustocu
eterinog ulja smilja (0,875 — 0,925) S§to ukazuje na Cinjenicu da je u sastavu hidrolata
dominantan sastojak voda. Izmjerene vrijednosti indeksa refrakcije manje su u odnosu na
vrijednosti indeksa refrakcije etericnog ulja smilja (1,470 — 1,490), a jednake su ili se vrlo
malo razlikuju od indeksa refrakcije vode (1,3330). Razlike u mutnoc¢i uzoraka su vjerojatno
posljedica razlike u dobivanju i ¢uvanju hidrolata.

pH-vrijednosti uzoraka hidrolata smilja su bile izmedu 3,43 i 4,66 §to je u skladu s
dostupnim literaturnim pH-vrijednostima za hidrolate (3,5 — 3,8) uz iznimku uzorka
kontinentalnog hidrolata 2 (pH = 4,66).

Sadrzaj eteri¢nog ulja u uzorcima je velik (od 0,07% do < 0,14%) s obzirom na
¢injenicu da je sadrzaj hlapljivih organskih spojeva iz eteri¢nog ulja u hidrolatu obi¢no manji
od 0,10%.

Provedena ispitivanja nisu pokazala znacajnije razlike u izmjerenim parametrima
izmedu dalmatinskog i kontinentalnog hidrolata smilja iz ¢ega se mozZe zakljuciti da nema
bitne razlike u ¢isto¢i 1 kvaliteti hidrolata dalmatinskog i1 kontinentalnog smilja. Uzimaju¢i u
obzir sve S$iru primjenu hidrolata u medicinske i kozmeticke svrhe, postoji potreba za
definiranjem i standardiziranjem ispitivanja kojima ¢e se utvrdivati kvaliteta i Cistoca

hidrolata.
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Smilje (Helichrysum italicum) (Roth) G. Don je mediteranska biljka koja se zbog
svojih ljekovitih svojstava koristi u farmaceutske i kozmeticke svrhe. U ovome radu
usporedeni su dalmatinski i kontinentalni hidrolati smilja (n=6) na temelju mjerenja razlicitih
parametara: relativne gustoce koja je bila izmedu 0,9850 i 1,0750, indeksa refrakcije koji je
iznosio izmedu 1,3328 i 1,3330, kiselinskog broja koji je bio u rasponu izmedu 0,540 i 0,589
mg KOHY/g, pH koji je bio izmedu 3,43 i 4,66, mutnoce koja je bila izmedu 1,18 1 5,20 NTU i
sadrzaja eteri¢nog ulja koji je iznosio izmedu 0,07% i < 0,14%. Budu¢i da nema referentnih
vrijednosti ovih parametara za hidrolate, izmjerene vrijednosti su usporedene s dostupnim
podacima za etericno ulje smilja. Provedena ispitivanja nisu pokazala znacajnije razlike u
izmjerenim fizikalnim i kemijskim vrijednostima izmedu dalmatinskog i kontinentalnog
hidrolata smilja. S obzirom na sve vecu primjenu hidrolata u kozmeticke i farmaceutske svrhe

potrebno je uvesti i standardizirati metode za utvrdivanje njihove kvalitete i ¢istoce.
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Immortelle (Helichrysum italicum) (Roth) G. Don is a Mediterranean plant that is used
for pharmaceutical and cosmetic purposes due to its medicinal properties. In this thesis,
Dalmatian and continental immortelle hydrolates (n=6) were compared based on
measurements of different parameters: relative density which was between 0.9850 and
1.0750, refractive index which was between 1.3328 and 1.3330, acid number which was
between 0.540 and 0.589 mg KOH/g, pH which was between 3.43 and 4.66, turbidity which
was between 1.18 and 5.20 NTU and essential oil content which was between 0.07% and <
0.14%. Since there are no reference values of these parameters for hydrolates, the measured
values were compared with the available data for immortelle essential oil. The obtained
results did not show significant differences in the measured physical and chemical values
between Dalmatian and continental immortelle hydrolates. Considering increasing use of
immortelle hydrolates for pharmaceutical and cosmetic purposes, it is necessary to introduce

and standardize methods for determining their quality and purity.
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temelju mjerenja razlicitih parametara: relativne gustoce koja je bila izmedu 0,9850 i 1,0750, indeksa refrakcije koji je
iznosio izmedu 1,3328 i 1,3330, kiselinskog broja koji je bio u rasponu izmedu 0,540 i 0,589 mg KOH/g, pH koji je
bio izmedu 3,43 i 4,66, mutnoce koja je bila izmedu 1,18 i 5,20 NTU i sadrzaja eteri¢nog ulja koji je iznosio izmedu
0,07% 1 < 0,14%. Budu¢i da nema referentnih vrijednosti ovih parametara za hidrolate, izmjerene vrijednosti su
usporedene s dostupnim podacima za eteri¢no ulje smilja. Provedena ispitivanja nisu pokazala znacajnije razlike u
izmjerenim fizikalnim i kemijskim vrijednostima izmedu dalmatinskog i kontinentalnog hidrolata smilja. S obzirom na
sve ve¢u primjenu hidrolata u kozmeticke i farmaceutske svrhe potrebno je uvesti i standardizirati metode za

utvrdivanje njihove kvalitete i Cistoce.
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Comparison of quality and purity of Dalmatian and continental immortelle hydrolate

Lucija BilandZija
SUMMARY

Immortelle (Helichrysum italicum) (Roth) G. Don is a Mediterranean plant that is used for pharmaceutical and
cosmetic purposes due to its medicinal properties. In this thesis, Dalmatian and continental immortelle hydrolates
(n=6) were compared based on measurements of different parameters: relative density which was between 0.9850
and 1.0750, refractive index which was between 1.3328 and 1.3330, acid number which was between 0.540 and
0.589 mg KOH/g, pH which was between 3.43 and 4.66, turbidity which was between 1.18 and 5.20 NTU and
essential oil content which was between 0.07% and < 0.14%. Since there are no reference values of these parameters
for hydrolates, the measured values were compared with the available data for immortelle essential oil. The obtained
results did not show significant differences in the measured physical and chemical values between Dalmatian and
continental immortelle hydrolates. Considering increasing use of immortelle hydrolates for pharmaceutical and

cosmetic purposes, it is necessary to introduce and standardize methods for determining their quality and purity.
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