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Sazetak

pripravaka na trzistu.

Kljucne rijeci

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je tipi¢na mediteranska biljka iz porodice Asteraceae koja zbog svojih ljekovitih
svojstava ima dugogodisnju medicinsku i farmaceutsku primjenu. Cilj ovoga rada je istaknuti vaznost standardizacije postupaka
kao i definiranje raspona vrijednosti unutar kojih bi se trebali nalaziti parametri koji ¢e sluziti za procjenu kvalitete i Cistoce
eteri¢nog ulja, hidrolata i macerata smilja, uzimajuci u obzir sve veci komercijalni interes za te pripravke. Ispitivanje kakvoce
vazno je radi utvrdivanja sigurnosti, ali i u¢inkovitosti primjene eteri¢nog ulja, hidrolata i macerata smilja, Sto ujedno otvara
mogucnost njihove Sire primjene u farmaceutskoj, prehrambenoj i kozmetickoj industriji.

Odredivanje relativne gustoce, indeksa refrakcije, kiselinskog broja, pH vrijednosti, mutnoce i sadrzaja eteri¢nog ulja ve¢ se
primjenjuje kao standard za utvrdivanje kvalitete oficinalnih eteri¢nih ulja u europskoj farmakopeji. Uvodenje standardiziranih
postupaka za ispitivanje kvalitete i Cistoce eteri¢nog ulja, hidrolata i macerata smilja pomoglo bi boljoj analitickoj kontroli tih

Etericno ulje smilja, hidrolat, macerat, ispitivanje kvalitete, fizikalni i kemijski parametri

1. Uvod

Ljekovito i aromati¢no bilje ve¢ se stolje¢ima upotreblja-
va u tradicionalnoj medicini za lijecenje razli¢itih bolesti
jer sadrzi komponente koje imaju odgovarajucu terapijsku
vrijednost. Jedna od takvih biljaka je i smilje (Helichrysum
italicum (Roth) G. Don, Asteraceae), tipicna mediteranska
liekovita biljka s etericnim uljem koja je nasla primjenu u
tradicionalnoj medicini za lijecenje poremecaja probavnog
i disnog sustava te koze. Zbog svojih dokazanih pozitivnih
bioloskih ucinaka sve je veci interes farmaceutske i koz-
meticke industrije za eteri¢nim uljem i drugim pripravci-
ma smilja."? Proveden je velik broj istraZivanja, ali su ona
uglavnom usmijerena na sastav i djelovanje eteri¢nog ulja
smilja®> i ekstrakata smilja u razli¢itim organskim otapalima
(najcesce aceton, metanol i etanol),*® a s obzirom na sve
Siru primjenu eteri¢nog ulja vrste H. italicum vazno je pro-
vesti ispitivanje njegove kvalitete. Pojedine farmakopeje za
svako oficinalno eteri¢no ulje propisuju grani¢ne vrijedno-
sti za fizikalne i kemijske konstante na temelju kojih se pro-
suduju njegova kakvoca i ispravnost.® Etericno ulje smilja
nije oficinalno u europskoj farmakopeji, sto otezava ispiti-
vanje njegove kakvoce i mogucu primjenu u farmaciji, iako
postoje brojni radovi o kvaliteti eteri¢cnog ulja smilja, pa ¢ak
i pozitivno misljenje Europske agencije za lijekove (eng|.
European Medicines Agency, EMA) o cvijetu pjescarskog
smilja (Helichrysum arenarium (L.) Moench).'® Medu razli-
citim preparatima smilja vazno mjesto pripada maceratu i
hidrolatu smilja koji se primjenjuju u medicini, kozmetic-
koj industriji, industriji mirisa te u prehrambenoj industriji.
Unatoc sve vecoj uporabi macerata i hidrolata, nisu preci-
zno definirani standardi kvalitete tih proizvoda.”-"?

" Autor za dopisivanje: izv. prof. dr. sc. Suzana Ini¢
e-posta: sinic@pharma.hr

2. Dobivanje etericnog ulja smilja

Etericno ulje je smjesa hlapljivih, lipofilnih sastavnica izo-
liranih iz biljnih dijelova. Nacin dobivanja eteri¢nog ulja
ovisi o biljnom materijalu koji se upotrebljava kao sirovina
za dobivanje ulja, o prisutnosti termostabilnih ili termola-
bilnih sastavnica u etericnom ulju te o kolicini i lokalizaciji
eteri¢nog ulja."*!®

U brojnim studijama koje su provedene biljne sastavnice
vrste H. italicum izolirane su sljede¢im postupcima: vode-
nom destilacijom'"” i parnom destilacijom,'®" ekstrakci-
jom superkriticnim fluidom?*2" te ekstrakcijom s organskim
otapalom.?2

Metodom vodene destilacije, koja se najcesce primjenju-
je te parne destilacije (slika 1) izolira se eteri¢no ulje koje
uglavnom sadrzi terpenske sastavnice (a-pinen, limonen,
nerol, neril acetat, a- i B-selinen, y-kurkumen), ali i druge
spojeve medu kojima su vazni p-diketoni poznati i kao ita-
lidioni. lako su metode destilacije jednostavne i ne zahti-
jevaju dodatno prociséavanje dobivenog produkta, njihov
nedostatak je mali prinos eteri¢cnog ulja (do 0,78 %)."®

Kod ekstrakcije sa superkriticnim fluidom (engl. supercrit-
ical fluid, SCF) kao fluid najcesce se upotrebljava ugljikov
dioksid (engl. supercritical carbon dioxide, SC-CO,) zbog
brojnih prednosti u odnosu na druga ekstrakcijska sredstva.
Niska vrijednost kriticnih parametara (temperatura 30,9 °C
i tlak 73 800 kPa) cini ga pogodnim za izolaciju termolabil-
nih sastavnica. Osim toga, ima veliku mo¢ difuzije i nalazi
se u plinovitom stanju pri sobnoj temperaturi i tlaku, pa se
lako uklanja iz ekstrahiranog produkta. Takoder, SC-CO,
nije toksican i zapaljiv, ekoloski je prihvatljiv i prihvatljive
je cijene.?* Ekstrakcija pomocu SC-CO, osigurava vedi pri-
nos eteri¢nog ulja (do 6,31 %) te znacajniju prisutnost se-
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Slika 7 — Shematski prikaz postupka: a) vodene destilacije; b)
parne destilacije

Fig. 1 — Schematic diagram of: a) hydrodistillation; b) steam dis-
tillation
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skviterpena (a-selinen, B-selinen, ar-kurkumen, kariofilen)
i voskova (zbog povecanog tlaka) u etericnom ulju.’

Za razliku od prethodnih metoda, ekstrakcijom pomocu
organskih otapala (naj¢es¢e aceton, metanol i etanol) uz
terpene se izolira i velika skupina fenolnih komponenti
(flavonoidi, acetofenoni, floroglucinoli, tremetoni, kuma-
rini i kumarati, fenolne kiseline i esteri), zatim pironi, lipidi
i steroidi, a dobiveni prinosi su veliki (do 19,77 %) zbog
male selektivnosti organskih otapala. Nedostatci ovog po-
stupka su gubitak hlapljivih sastavnica eteri¢nog ulja prili-
kom otparavanja organskog otapala te mogu¢nost zaosta-
janja organskih otapala u eteri¢cnom ulju.”

3. Etericno ulje smilja

Etericno ulje smilja sadrzi monoterpene (a-pinen, limonen,
nerol, geraniol, neril acetat, geranil acetat), seskviterpene
(a-selinen, B-selinen, B-kariofilen, y-kurkumen) i p-dike-
tone. U nekim studijama najzastupljenija skupina spojeva
u etericnom ulju smilja bili su seskviterpenski ugljikovodi-
ci,?>2® dok su u nekim studijama to bili monoterpenski spo-
jevi.? Ipak, od pojedinacnih spojeva dominantne sastavni-
ce etericnog ulja smilja uzgojenog na podrucju Hrvatske
su a-pinen (monoterpenski ugljikovodik), a- i y-kurkumen
(seskviterpenski ugljikovodici) te neril acetat (oksigenirani
monoterpen).? Razlike u sastavu etericnog ulja vrste H.
italicum s razlicitih lokacija u Hrvatskoj i drugih mediteran-
skih podrucja prikazane su u tablici 1.

Tablica 1 - Sastav eteri¢nog ulja vrste H. italicum s razlicitih lokacija u Hrvatskoj i drugim mediteranskim drzavama

Table 1 — Composition of H. italicum essential oil from different locations in Croatia and other Mediterranean countries
Metode Broj Ukupni postotak
Lokalitet | . et identificiranih identificiranih Glavne sastavnice Literatura
identifikacije K . 8 o
omponenti komponenti/ %
a-pinen,
a-terpineol,
razlicite neril acetat,
lokacije duz = GC-FID 32 a-cedren, 2%
Jadranske GC-MS - i-italicen,
obale o-kurkumen,
y-kurkumen,
spatulenol
otok ger_amol,
e | 2| s .
Grcka -
neril acetat
a-pinen,
neril acetat,
Toskana, GC-FID B-selinen,
Sardinija, GC-MS 45 84,5 -94,2 B-kariofilen, 30
Korzika BC NMR a-selinen, neril propionat,
B-diketoni, nerol, linalol,
eudezm-5-en-11-ol
a-pinen,
Split GC-MS 52 90,6 a-cedren, aromadendren, 31
B-kariofilen, neril acetat, geranil acetat
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Tablica 1T — (nastavak)
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Table 1 — (continued)
Metode Broj Ukupni postotak
Lokalitet identifikaciie identificiranih identificiranih Glavne sastavnice Literatura
) komponenti komponenti/ %
nerol,
otoci GC-FID neril acetat, neril propionat,
toskanskog | GC-MS 49 83,6 -97,7 B'd'ketlf”'lf(e“dezm'Sfe”'1 1-ol, 32
arhipelaga | "*C NMR y-kurkumen, o=pinen,
limonen,
ar-kurkumen
neril acetat,
) a-pinen, limonen,
oktn | com | .
neril propionat,
nerol
prz]:rililgi]laelr?tlo izoitalicen epoksid,
. . GC-FID 8-cedren-13-ol,
' I\D/?zlalr?odl GC-MS 44 90,0 (2)-a-trans- bergamotol, 34
Kampanija p-kostol
nerol,
neril acetat,
eudezm-5-en-11-ol,
otok Elba, GC-FID y-kurkumen,
Toskana GC-MS 15 96,8 -99,8 a-pinen, 35
limonen,
1,8-cineol,
neril propanoat
Brac neril acetat,
Biokovo a-trans-bergamoten,
Tiiarica ! GC-MS 97 47,3 - 66,7 a-humulen, 36
Majlkarskla B-akoradien,
ar-kurkumen, rosifoliol
nerilacetat,
otok Sardinijaj  GC-MS 34 _ eudezmen-7-(11)-en-4-ol, neril propionat, 17
y-kurkumen,
a-pinen,
y-kurkumen,
Zadar neril acetat,
Eipon GC-MS 38 98,6 B-selinen, 28
Sibenik, Knin ! .
izotalicen,
B-kariofilen,
o-kurkumen
neril acetat,
a-pinen,
Botanicki vrt nerol,
Sveucilista u GC-MS 20 _ neril fenilacetat, 3
Rimu B-kariofilen,
bisabolen,
azulen

4. Hidrolat smilja

Hidrolat ili cvjetna vodica vodena je otopina zasi¢ena poje-
dinim sastavnicama eteri¢nog ulja koja nastaje kao nuspro-
dukt destilacije biljnog materijala. Hidrolat smilja je kisela
tekucina (pH u rasponu od 3,5 do 3,8) koja obi¢no sadrzi
manje od 1 gl™" (tj. 0,10 %) hlapljivih organskih spojeva iz
eteri¢nog ulja, koji ostaju otopljeni u vodenoj fazi prilikom
destilacije eteri¢nog ulja.”337 S obzirom na to da hidrolat

sadrzi pretezno hidrofilne tvari iz etericnog ulja, u hidro-
latu smilja dominiraju oksigenirane komponente (kiseline,
monoterpenski alkoholi, aldehidi, ketoni, seskviterpenski
alkoholi i ketoni), dok su hidrofobni monoterpenski i se-
skviterpenski ugljikovodici znatno manje zastupljeni zbog
slabije topljivosti u vodi."" 33839

Hidrolati su opcenito zbog svojih bioloskih ucinaka i orga-
noleptickih svojstava pronasli primjenu u kozmetickoj in-
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dustriji gdje sve vise zamjenjuju vodu, osiguravajuci dodat-
ne aktivne sastavnice kozmetickom pripravku (primjerice,
upotrebljavaju se kao vodena faza u proizvodnji krema,
losiona i sapuna). Osim kozmeticke, upotrebljavaju se i
u industriji parfema, zatim u aromaterapiji za smanjenje
stresa i anksioznosti te kao repelenti protiv kukaca." Hi-
drolat smilja ima analgetsko, antiinfektivno, protuupalno,
antikoagulantno, ekspektorirajuce, lipoliticno, mukoliticno
i sedativno djelovanje. Posjeduje takoder regenerirajuci
ucinak pa pomaze ublaziti vidljivost svjezih oziljaka, potice
brze zacjeljivanje rana, masnica i upalnih stanja koze, a
ucinkovit je i u lijeCenju paradontoze i gingivitisa. Hidrolat
se moze primjenjivati i kao tonik za ¢iS¢enje lica te za njegu
koze lica. Zbog svojih ucinaka, mirisa i mogucénosti lokalne
primjene bez razrjedivanja, hidrolat smilja nalazi primjenu
u kozmetickoj industriji te industriji sapuna i mirisa."?”

5. Macerat smilja

Macerat je pripravak koji se dobiva postupkom maceracije,
odnosno ekstrakcije koja se odvija pri sobnoj temperaturi
i atmosferskom tlaku, ostavljanjem biljne droge odredeno
vrijeme u otapalu (slika 2). Postupak ekstrakcije sastavni-
ca iz biljne droge ukljucuje nekoliko koraka: penetraciju
otapala u ¢vrsti matriks biljne droge, otapanje sastavnica
droge u otapalu, difuziju otopljene tvari iz ¢vrstog matriksa
i skupljanje ekstrahiranih sastavnica.

tijestenje droge s ciljem
istiskivanja
preostale tekucine
i filtriranje kroz lijevak

(PR
G
usitnjena biljna droga
pomijesana s otapalom

Slika 2 — Shematski prikaz postupka maceracije
Fig. 2 — Schematic diagram of maceration procedure

Na ucinkovitost procesa ekstrakcije, odnosno na kolicinu
ekstrahiranih aktivnih biljnih sastavnica iz smilja, utjecu
brojni faktori. Odabir otapala za ekstrakciju jedan je od
najvaznijih faktora zato $to o njemu ovisi polarnost ek-
strahiranih sastavnica. Uglavnom se odabir otapala temelji
na nacelu da se slicno otapa u slicnome, pa se tako za
izolaciju hidrofilnih sastavnica upotrebljavaju polarnija
otapala (metanol, etanol, aceton, diklormetan), a za izo-
laciju lipofilnih sastavnica primjenjuju se nepolarnija ota-
pala (primjerice masna ulja). Drugi znacajni ¢imbenici su
veli¢ina Cestica biljne droge, omjer otapalo-biljna droga,
duljina trajanja ekstrakcije i temperatura. Cestice manje
veli¢ine, koje omogucuju bolju penetraciju otapala i difu-
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ziju sastavnica, ve¢i omjer otapalo-biljna droga, dulje traja-
nje ekstrakcije i veca temperatura povecavaju ucinkovitost
ekstrakcije. Ipak, produljenje postupka ekstrakcije nakon
nekog razdoblja, kad se ve¢ uspostavila ravnoteza, nece
vise imati utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije, a previsoka
temperatura pri kojoj se ekstrakcija provodi moze dovesti
do razgradnje termolabilnih sastavnica.

Stoga su prednosti procesa maceracije, osim jednostav-
nosti, i to Sto se odvija pri sobnoj temperaturi, pa ne do-
lazi do razgradnje termolabilnih sastavnica, dok su glavni
nedostatci dugo vrijeme potrebno za ekstrakciju te mala
ucinkovitost ekstrakcije. Aktivne komponente, prisutne u
maceratu smilja dobivenom ekstrakcijom s biljnim uljem
ukljucuju: monoterpene, seskviterpene, oksigenirane mo-
noterepene, fenolne komponente i karotene. Kao i hidro-
lat smilja, macerat smilja (slika 3) najcesce se primjenjuje
u medicinske i kozmeticke svrhe, i to za tretiranje suhe,
oStecene i iritirane koze, akni, dermatitisa, ekcema i pso-
rijaze, hematoma i varikoznih vena, opeklina, oziljaka i
strija te koze sklone upalama. Upotrebljava se takoder za
odgadanje procesa starenja koze, protiv bora i pigmentnih
mrlja.’340

Slika 3 — Macerat smilja
Fig. 3 - Immortelle macerate

6. Ispitivanje Cistoce i kvalitete etericnog
ulja, hidrolata i macerata smilja

Farmakopeje za svako oficinalno eteri¢no ulje propisuju
granicne vrijednosti za fizikalne parametre (relativna gu-
stoca, indeks refrakcije, opticka rotacija, krutiste, vreliste
i topljivost) i kemijske parametre (kiselinski, peroksidni i
saponifikacijski broj) na temelju kojih se prosuduju kakvo-
¢a i ispravnost etericnog ulja.”*' Razlike u vrijednostima tih
parametara ukazuju na razlike u kvaliteti pojedinog ete-
ricnog ulja, na moguce postojanje onecis¢enja i na razlike
u biljnom materijalu iz kojeg se ulje dobiva.” S obzirom
na to da etericno ulje smilja nije oficinalno u europskoj
farmakopeji, ne postoje precizno definirana ispitivanja niti
vrijednosti ispitivanih parametara koji bi predstavljali stan-
dard za kvalitetu i Cistocu etericnog ulja smilja. Takoder,
nisu toc¢no definirana niti ispitivanja kojima se procjenjuju
kakvoca i ispravnost, odnosno standardi kvalitete hidrolata
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smilja.”"? Isto vrijedi i za macerat smilja. Stoga, uzimajuci
u obzir sve Siru primjenu eteri¢nog ulja, hidrolata i macera-
ta smilja u medicinske, kozmeticke i druge svrhe, javlja se
potreba za definiranjem i standardiziranjem ispitivanja te
za odredivanjem referentnih vrijednosti fizikalnih i kemij-
skih parametara koji bi se primjenjivali u procjeni cCistoce i
kvalitete eteri¢nog ulja, hidrolata i macerata smilja. Odre-
divanje fizikalnih parametara, poput relativne gustoce i in-
deksa refrakcije, kemijskih parametara, poput kiselinskog
broja te pH-vrijednosti, mutnoce i sadrzaja eteri¢nog ulja,
moglo bi biti korisno u ispitivanju kvalitete komercijalnih
preparata smilja.

7. Relativna gustoca

Relativna gustoca je vazan kriterij Cistoce etericnih ulja,
biljnih masnih ulja (iako se za masna ulja u novijim izda-
njima farmakopeje izostavlja) i tekucih ekstrakata poput
macerata. Osim toga, na temelju relativne gusto¢e mogu
se dobiti neki podatci o kemijskom sastavu eteri¢nog ulja.
Tako je relativna gustoca za etericna ulja koja sadrze vecu
koli¢inu terpena ispod 0,900, a za ona koja sadrze vecu
koli¢inu aromati¢nih sastojaka iznad 1,000.%'>#! Relativna
gustoca predstavlja omjer mase odredenog volumena ispi-
tivane tvari na temperaturi t; i mase istog volumena vode
na temperaturi t,, a uglavnom se mijeri pri temperaturi od
20 °C (osim ako nije drugacije navedeno). S obzirom na to
da gustoca ovisi o temperaturi, bitno je navesti tempera-
turu kod koje se mjeri relativna gustoca. Relativna gusto-
¢a moze se odrediti pomocu hidrostatske vage (krutine),
hidrometra (tekucine), digitalnog mjeraca gustoce s osci-
liraju¢im transduktorom (tekucine ili plinovi) ili piknome-
tra (krutine ili tekucine).*' Piknometar je staklena bocica
s Cepom bazdarena na odredenu temperaturu (najcesce
na temperaturu od 20 °C) pri kojoj ¢e tekucina kojoj se
odreduje relativna gustoca zauzimati uvijek isti volumen
naznacen na piknometru.** Mjerenjem mase suhog pikno-
metra (p), mase piknometra s destiliranom vodom (p,) i
mase piknometra s uzorkom (p,) u gramima pri temperatu-
ri od 20 °C moze se izracunati relativna gustoca (p) uzorka
prema jedn. (1).

P, —p
= — 1
Py =P M

— P uzorka

P vode

Relativna gustoca eteri¢nog ulja smilja iznosi 0,875 — 0,925
pri temperaturi od 20 °C.** Uzorci macerata trebali bi, s
obzirom na to da sadrze biljno ulje, ali i ekstrahirane sa-
stavnice smilja, medu kojima i eteri¢no ulje, imati relativnu
gusto¢u manju od gustoce vode, a vecu od gustoce biljnog
ulja u kojem je macerat izraden. Stoga bi se u praksi, pri-
mjerice, mogle primjenjivati vrijednosti relativne gustoce
macerata smilja u maslinovom ulju izmedu 0,920 i 0,990
s obzirom na to da je vrijednost relativne gusto¢e maslino-
va ulja pri 20 °C izmedu 0,910 i 0,916, a vode je 1,000.
Vrijednosti relativne gustoce uzoraka hidrolata ocekivano
bi trebale biti vece od vrijednosti odredenih za eteri¢no
ulje smilja zbog sastava hidrolata, koji pretezno ¢ini voda,
dok je sadrzaj hlapljivih organskih spojeva iz etericnog ulja
obi¢no manji od 1 gl™" (tj. 0,10 %). Relativna gustoca hi-
drolata smilja bi, prema tome, trebala biti veca od 1,000,
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Sto se slaze i s vrijednostima relativne gustoce hidolata
ruzmarina (Rosmarinus officinalis, Lamiaceae) odnosno ti-
mijana (Thymus vulgaris, Lamiaceae), koje iznose izmedu
1,003 i 1,005 odnosno izmedu 1,010 1,015.#

8. Indeks refrakcije

Indeks refrakcije sluzi kao jednostavan pokazatel;j Cistoce i
kvalitete eteri¢nih i masnih ulja.*" Indeks refrakcije eteric-
nih ulja nije karakteristicna vrijednost za pojedino eteri¢no
ulje, vec je karakteristi¢na vrijednost za pojedine sastav-
nice etericnog ulja, odnosno na iznos indeksa refrakcije
utjece kemijski sastav eteri¢nog ulja. Indeks refrakcije ma-
snih ulja takoder ovisi o kemijskom sastavu ulja, odnosno
o udjelu nezasic¢enih masnih kiselina u tom ulju. Opéenito,
trigliceridi u masnim uljima imaju veci indeks refrakcije od
odgovarajuc¢ih masnih kiselina.” Indeks refrakcije eteri¢nog
ulja smilja pri 20 °C iznosi 1,470 — 1,490.** Za indeks re-
frakcije hidrolata ocekuje se da ¢e biti blizak vrijednosti
indeksa refrakcije vode s obzirom na to da vise od 99 %
sastava hidrolata cini voda. Vrijednosti indeksa refrakcije
za hidrolat ruzmarina iznose izmedu 1,334 i 1,336, a za
hidrolat timijana iznose izmedu 1,335 i 1,338, Sto po-
kazuje da su vrijednosti indeksa refrakcije hidrolata vece
od indeksa refrakcije vode, koji pri 20 °C iznosi 1,3330.*
Stoga bi i vrijednosti indeksa refrakcije hidrolata smilja u
praksi trebale biti vece od 1,3330. Indeks refrakcije ma-
cerata smilja ovisit ¢e ponajprije o sastavu biljnog ulja u
sastavu macerata te o sastavnicama smilja ekstrahiranim u
tom maceratu. Kako indeks refrakcije maslinova ulja pri
20 °C iznosi izmedu 1,4677 11,4705, u praksi bi se mogle
primjenijivati vrijednosti indeksa refrakcije macerata smilja
u maslinovom ulju izmedu 1,4690 i 1,4745, $to je uspore-
divo i s vrijednostima indeksa refrakcije macerata gospine
trave (Hypericum perforatum, Hypericaceae) u maslino-
vom ulju, koji iznosi izmedu 1,4670 i 1,4693.*> Indeks re-
frakcije odreduje se uz pomoc refraktometra, a najcesce se
odreduije relativni indeks loma nekog sredstva u odnosu na
zrak, pa je tako, prema farmakopeji, indeks loma ili refrak-
cije (n,) nekog sredstva u odnosu na zrak jednak omjeru
sinusa kuta upada zrake svjetlosti i sinusa kuta loma zrake
svjetlosti pri prelasku zrake svjetlosti iz zraka u dani me-
dij.*" S obzirom na to da vrijednost indeksa refrakcije ovisi
o temperaturi i valnoj duljini, bitno je definirati pri kojoj se
temperaturi i valnoj duljini indeks refrakcije odreduje. Ako
nije drugacije propisano, indeks loma mjeri se na tempe-
raturi od 20 * 0,5 °C s obzirom na valnu duljinu D-linije
natrijeva spektra (A = 589,3 nm).*’

Refraktometar mjeri grani¢ni kut totalne refleksije. Granic-
ni kut (&) je kut upada zrake svjetlosti za koji kut loma
iznosi 90°. Pri tome svjetlost uopée ne prelazi u drugo
sredstvo, vec se u potpunosti reflektira, a ta se pojava na-
ziva totalna refleksija. Refraktometar (slika 4) se sastoji od
izvora svjetlosti, interferencijskog filtra, le¢a, prizme i CCD
detektora (engl. charge-coupled device). Izvor emitira svje-
tlost koja prolazi kroz interferencijski filtar, koji osigurava
svjetlost to¢no odredene valne duljine. Konvergentne lece
usmjeravaju zrake svjetlosti prema prizmi poznatog indek-
sa refrakcije, koja je u kontaktu s ispitivanom tekué¢inom
kojoj se odreduje indeks refrakcije. Zrake svjetlosti koje
na granicu tih dvaju sredstva (prizme i ispitivane tekudi-
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ne) upadnu pod kutom vedim od grani¢nog kuta potpuno
Ce se reflektirati. CCD detektor mjeri intenzitet reflektira-
ne svjetlosti i na taj nacin odreduje granicni kut totalne
refleksije. Budu¢i da grani¢ni kut ovisi o indeksima loma
prizme i ispitivane tekucine, uz pomo¢ poznatog indeksa
refrakcije prizme, refraktometar odreduje indeks refrakcije
ispitivane tekucine.*

rizma
uzorak P

refrakcija

]

lece

interferencijski

filtar

refleksija

izvor svjetlosti
CCD detektor

Slika 4 —  Shematski prikaz refraktometra
Fig. 4 — Schematic diagram of refractometer

9. Kiselinski broj

Odredivanje kiselinskog broja primjenjuje se u ispitivanju
kakvoce etericnih ulja i biljnih masnih ulja, a moglo bi se
primjenjivati i u ispitivanju kakvoce macerata zato sto uka-
zuje na sadrzaj slobodnih kiselina prisutnih u uzorku.*' Ki-
selinski broj, odnosno sadrzaj slobodnih kiselina, veéi je
ako je uzorak dulje stajao skladisten, buduéi da stajanjem
dolazi do oksidacije aldehida i hidrolize estera prisutnih u
uzorku ili ako je uzorak nepravilno skladisten, primjerice
ako je izlozen utjecaju vlage, pri ¢emu dolazi do hidrolize
estera prisutnih u uzorku.>™ Kiselinski broj maslinova ulja
ne smije biti veéi od 0,4, odredivano na 1,0 g uzorka. Za
macerat smilja u maslinovom ulju vrijednosti kiselinskog
broja bile bi nesto vece (0,5) zbog sadrzaja eteri¢nog ulja
i ostalih sastavnica macerata. To je u skladu i s vrijedno-
$¢u kiselinskog broja macerata gospine trave u maslinovom
ulju koji iznosi 0,5.4

Kiselinski broj oznac¢ava masu kalijeva hidroksida (KOH) u
miligramima potrebnu za neutralizaciju slobodnih kiselina
prisutnih u jednom gramu ispitivane tvari, a odreduje se
titracijom propisane kolicine ispitivanog uzorka (m,o.),
otopljenog u smijesi jednake koli¢ine 96 % etanola i pe-
troletera (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 fenolftalein kao
indikator. Kiselinski broj izracuna se iz utrosenog volumena
KOH ili NaOH u mililitrima te iz mase uzorka u gramima
prema jedn. (2).*

5610V,
kiselinski broj = 01M KOHMNSOH 2)
m

uzorak
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10. pH-vrijednost

Mjerenje pH-vrijednosti ispitivanih uzoraka primjenjuje
se za odredivanje njihove kiselosti ili luznatosti, odnosno
za odredivanje prisutnosti kiselih i luznatih onecis¢enja u
uzorcima. Kisela i luznata onecis¢enja mogu, medu osta-
lim, potjecati od razgradnje sastavnica uzorka zbog cega se
odredivanje pH-vrijednosti primjenjuje u ispitivanju cisto-
¢e uzoraka, a ukazuje i na kemijsku stabilnost uzoraka.*!

pH-vrijednost predstavlja negativni dekadski logaritam ak-
tiviteta vodikovih (H*) iona. pH-vrijednost otopine odre-
duje se potenciometrijski, mjerenjem razlike potencijala
izmedu dviju elektroda koje su uronjene u ispitivanu oto-
pinu. Jedna elektroda je indikatorska ili radna elektroda
(obi¢no staklena elektroda) koja je osjetljiva na vodikove
ione, odnosno njezin potencijal ovisan je o aktivitetu H*
iona u ispitivanoj otopini. Druga elektroda je referentna
elektroda (obi¢no zasi¢ena kalomel elektroda) ¢iji je po-
tencijal konstantan te ona sluzi kao standard prema ko-
jem se mjeri potencijal radne elektrode.*” Ako su staklena
i referentna elektroda sastavljene zajedno, one cine kom-
biniranu pH-elektrodu. Razlika potencijala mjeri se uz po-
mo¢ voltmetra koji mora imati nekoliko desetaka puta veci
otpor od otpora ¢lanka kojemu se mjeri potencijal. Takvi
voltmetri s velikim unutarnjim otporom od 10" do 10" Q
nazivaju se pH-metrima.*’ Prije mjerenja pH-vrijednosti is-
pitivanih uzoraka, pH-metar se mora kalibrirati uz pomoc¢
standardnih otopina pufera poznatih pH-vrijednosti. Iz iz-
mjerenog potencijala standardne otopine (Es) izrazenog u
voltima (V) i njezina poznatog pH (pH;), mjerenjem po-
tencijala ispitivanog uzorka (E), pH-metar moze odrediti
nepoznati pH uzorka (pH) prema sljedecoj jednadzbi:

pH = pH, -

(3)

gdje je k konstanta koja oznacava promjenu potencijala
po jedinici promjene pH izrazenu u voltima. S obzirom
na to da k ovisi o temperaturi kao i pH-vrijednost, vazno
je navesti temperaturu pri kojoj se provode mjerenja pH,
a najcesce je to temperatura izmedu 20 i 25 °C (osim ako
nije drugacije navedeno).”'

Hidrolati su kisele tekucine i njihova se pH-vrijednost kre-
¢e izmedu 4,5 i 5,5, premda pH hidrolata moze varirati
ovisno o vrsti biljne droge iz koje se dobiva. Tako se, pri-
mijerice, pH-vrijednost hidrolata smilja krece izmedu 3,5 i
3,8. Osim sto ukazuje na prisutnost kiselih i luznatih one-
Cis¢enja, pH-vrijednost hidrolata utjeCe i na njegove tera-
pijske ucinke, posebice na inhibitorni u¢inak na bakterije,
koji je izrazeniji Sto je hidrolat kiseliji.""*”

11. Mutnoca

Mutnoca (engl. turbidity) je mjera zamucenosti tekucina
koja sluzi kao jednostavan pokazatelj kakvoce vode. Mje-
renjem mutno¢e moze se odrediti i koncentracija Cvrste
tvari u suspenziji. Osim o suspendiranim Cesticama, mut-
noca ovisi i o prisutnosti organskih tvari i ostalih plutajucih
ostataka te mjehurica zraka. Mjerenje mutnoce jednosta-
van je pokazatelj kakvoce vode pa tako i kakvoce hidro-



B. BILANDZIJA et al.: Metode dobivanja i parametri procjene kakvoce eteri¢nog ulja, hidrolata..., Kem. Ind. 72 (1-2) [2023) 45-54 51

lata. Osim Sto prisutnost zamucenja nije prihvatljiva zbog
estetskog izgleda, ona ukazuje i na mogucu prisutnost ke-
mijskih i mikrobnih onecis¢enja.*® Vrijednosti mutnoce za
hidrolat smilja nisu dostupne u literaturi, ali prema podat-
cima Svjetske zdravstvene organizacije vrijednost mutnoce
pitke vode trebala bi iznositi < 5 NTU, a u idealnom sluca-
ju < 1 NTU.* S obzirom na to da sastav hidrolata pretezno
¢ini voda, vrijednosti mutnoce za hidrolat smilja trebale bi
iznositi < 5 NTU.

Mutnoca se mjeri uz pomo¢ turbidimetra, a rezultati mje-
renja izrazavaju se u NTU (engl. Nephelometric Turbidity
Units) jedinicama. Turbidimetar se sastoji od izvora svje-
tlosti, le¢e koja usmjerava snop svjetlosti kroz uzorak i fo-
toelektri¢nih detektora koji mjere intenzitet propustene
svjetlosti i svjetlosti rasprsene pod kutem od 90° (slika 5).

90° detektor

*.

1

1
| l H detektor

(N — propustene
| | svjetlosti
izvor svjetlosti lece uzorak

Slika 5 — Shematski prikaz turbidimetra
Fig. 5 — Schematic diagram of turbidimeter

Mjerenje mutnoce turbidimetrom zasniva se na slanju
snopa upadne svjetlosti definiranih karakteristika prema
uzorku, pri ¢emu se dio svjetlosti apsorbira, dio prolazi
kroz uzorak, a dio svjetlosti se rasprsi na ¢esticama uzorka.
Kod standardnog turbidimetra (engl. non-ratio turbidime-
ter) detektor mjeri samo intenzitet rasprsene svjetlosti pod
kutem od 90° u odnosu na upadnu svjetlost, dok turbidi-
metar omjera (engl. ratio turbidimeter) ima dva detektora:
detektor koji mjeri intenzitet rasprsene svjetlosti i detektor
koji mijeri intenzitet propustene svjetlosti. Za kalibraciju
turbidimetra primjenjuju se standardi koji imaju poznatu
vrijednost mutnoce, kao sto je, primjerice, suspenzija for-
mazina. Vrijednost mutnoce suspenzije formazina iznosi
4000 NTU, a ona sluzi kao primarni standard iz kojeg se
pripremaju druge referentne suspenzije s manjim vrijedno-
stima mutnoce (3, 6, 18 i 30 NTU).4148

12. Sadrzaj etericnog ulja

Sadrzaj eteri¢nog ulja u biljnim drogama odreduje se me-
todom destilacije, a odredivanje se temelji na svojstvu hla-
pljivosti eteri¢nih ulja s vodenim parama. Sam postupak
destilacije moze se provesti na nekoliko nacina, ovisno o
svojstvima etericnog ulja, o njegovoj relativnoj gustoci i ke-
mijskom sastavu, a sadrzaj eteri¢nog ulja moze se odrediti
volumetrijski (ocitava se volumen izoliranog eteri¢nog ulja)
ili gravimetrijski (odreduje se masa izoliranog eteri¢nog
ulja).”> Prinos eteri¢nog ulja smilja najveci je prije cvje-
tanja (0,21 %) i u fazi kasnih ljetnih izbojaka (0,35 %), a

najmanji u fazi formiranja cvata (0,06 %). Stoga se biljni
materijal za dobivanje eteri¢nog ulja bere u vrijeme cvat-
nje kad je otvoreno 50 % cvjetova u nasadu, jer je tad
koli¢ina eteri¢nog ulja najveca.’*

Odredene kolicine eteri¢nog ulja ocekuju se i u hidrolatu i
u maceratu smilja. Hidrolat je zasi¢en hidrofilnijim, a ma-
cerat obi¢no lipofilnijim sastavnicama eteri¢nog ulja, $to
proizlazi iz razlic¢itog nacina dobivanja tih pripravaka.’

Sadrzaj eteri¢nog ulja u biljnim drogama kao i u hidrolatu i
maceratu smilja moze se odrediti volumetrijski, metodom
vodene destilacije po Ungeru. Shematski prikaz aparatu-
re za odredivanje eteri¢nih ulja po Ungeru prikazan je na
slici 6.

Slika 6 — Shematski prikaz aparature po Ungeru za odredivanje
sadrzaja eteri¢nih ulja

Fig. 6 - Schematic diagram of Unger’s apparatus for determina-
tion of essential oils content

Kod odredivanja sadrzaja etericnog ulja u biljnom mate-
rijalu, postupak vodene destilacije ukljucuje zagrijavanje
bilinog materijala u vodi. Za odredivanje sadrzaja eteric-
nog ulja u hidrolatu ili maceratu, zagrijava se odredeni vo-
lumen uzorka (hidrolata ili macerata) i vode.

Zagrijavanjem dolazi do isparavanja etericnog ulja i vode.
Nastale pare kondenziraju se u hladilu te se dobiveni kon-
denzat skuplja u graduiranoj cijevi, pri cemu se etericno
ulje smilja zadrzava u gornjem dijelu graduirane cijevi,
iznad vode, bududi da ima gusto¢u manju od gustoce
vode.

S obzirom na brojna pozitivna terapijska svojstva eteri¢nog
ulja smilja, pozeljna je njegova prisutnost u hidrolatu i ma-
ceratu smilja. Razlike u sadrzaju eteri¢nog ulja u uzorcima
hidrolata i macerata mogu biti posljedica razlika u biljnom
materijalu koji je upotrijebljen za njihovo dobivanje te
razlika u uvjetima pri kojima se provodi postupak desti-
lacije odnosno postupak maceracije (primjerice, koli¢ina
eteri¢nog ulja u maceratu ovisi o ekstrakcijskom otapalu,
veli¢ini Cestica biljne droge, omjeru otapalo-biljna droga,
duljini trajanja ekstrakcije i temperaturi). Razlike u sadr-
zaju eteri¢nog ulja i drugih sastavnica smilja u hidrolatu
i maceratu nastaju i kao posljedica razli¢itog geografskog
podrijetla smilja i razlicitih okolisnih uvjeta (temperature,
oborina, izlozenosti suncu) kojima je smilje bilo izlozeno.
Istrazivanja koja su provedena pokazala su utjecaj stanista
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na kojem biljka raste i to posebno vrste tla,** zatim stadi-
ja razvoja biljke,* nadmorske visine i klimatskih cimbeni-
ka'”%¢ na kolicinu i sastav eteri¢nog ulja smilja. U literaturi
su dostupni podatci iz nekoliko studija o sadrzaju eteri¢nog
ulja smilja prikupljenog na podrucju Hrvatske. Sadrzaj ete-
ricnog ulja smilja prema Malenica Staver i sur. iznosio je
0,02 %,% prema Cavar Zeljkovic i sur. bio je izmedu 0,02 i
0,12 %,*® prema Mastelic i sur. iznosio je 0,12 %,*" a prema
Blazekovi¢ i sur. bio je od 0,08 do 0,32 %.*® Kako hidro-
lat i macerat sadrze manju koli¢inu etericnog ulja, moze
se ocekivati da ¢e sadrzaj etericnog ulja u navedenim pri-
pravcima biti manji od prethodno navedenih vrijednosti iz
provedenih studija.

13. Zakljucak

Smilje (Helichrysum italicum (Roth) G. Don) je aromatic-
na mediteranska biljka koja zbog svojih ljekovitih svojstava
ima stoljetnu primjenu u tradicionalnoj medicini. Danas
pripravci smilja, u obliku etericnog ulja, hidrolata i macera-
ta, nalaze sve Siru primjenu u farmaceutskoj, kozmetickoj i
prehrambenoj industriji. Stoga postoji potreba za definira-
njem referentnih vrijednosti kemijskih i fizikalnih veli¢ina
za procjenu Cistoce i kvalitete etericnog ulja, hidrolata i
macerata smilja koji bi ukljucivali relativau gustocu, indeks
refrakcije, kiselinski broj, pH-vrijednost, mutnocu i sadrzaj
eteri¢nog ulja.

Svi se navedeni parametri ve¢ primjenjuju za ispitivanje
kakvoce eteri¢nih ulja biljnih droga koje su oficinalne u eu-
ropskoj farmakopeji, a njihova standardizacija za eteri¢no
ulje, hidrolat i macerat smilja pridonijela bi vecoj kvaliteti
tih pripravaka na trzistu.

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

EMA — Europska agencija za lijekove

— European Medicines Agency
SCF — superkriti¢ni fluid
— supercritical fluid

SC-CO, — superkriticni ugljikov dioksid
— supercritical carbon dioxide
p — relativna gustoca
— relative density
p — masa suhog piknometra, g
— mass of dried pycnometer, g
P — masa piknometra s destiliranom vodom, g
— mass of pycnometer with distilled water, g
P2 — masa piknometra s uzorkom, g
— mass of pycnometer with sample, g
Purorka — gustoca uzorka, gcm™3
— density of sample, gcm™
Puode — gustocéa vode, gcm ™3
— density of water, gcm™?
ny — indeks refrakcije

— refractive index
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A - valna duljina, nm
— wavelength, nm
o, — granicni kut, °
—critical angle, °

M orak — masa ispitivanog uzorka, g
— mass of sample, g
KOH — kalijev hidroksid
— potassium hydroxide
NaOH — natrijev hidroksid

- sodium hydroxide

Vo1 mkormaor— Yolumen 0,1 M KOH ili NaOH, cm?
—volume of 0.1 M KOH or NaOH, cm?

pHs — pH standardne otopine
— pH of standard solution

E — potencijal ispitivane otopine, V
— potential of test solution, V

Es — potencijal standardne otopine, V
— potential of standard solution, V

k — konstanta promjene potencijala po jedinici
promjene pH, V
— constant of the change in potential per pH

change, V
NTU — nefelometrijska jedinica zamucenja
— Nephelometric Turbidity Unit
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SUMMARY

Methods for Obtaining Immortelle Essential Oil, Hydrolate, and
Macerate, and Parameters for their Quality Assessment
Barbara BilandZija,? Lucija BilandZija,? Lea Pollak,® and Suzana Inic®”

Immortelle (Helichrysum italicum (Roth) G. Don), belonging to the family of Asteraceae, is typically
a Mediterranean plant that has a long-lasting medicinal and pharmaceutical use. The aim of this
paper was to emphasise the importance of standardising procedures, as well as defining the value
range within which the parameters for assessing the quality and purity of essential oils, hydrolates,
and macerates should be, considering the growing commercial interest in these preparations.
Quality testing is important to determine the safety, but also the effectiveness of the application of
immortelle essential oil, hydrolate, and macerate, which also opens the possibility of their wider
use in the pharmaceutical, food, and cosmetics industries.

Determination of relative density, refractive index, acid value, pH value, turbidity, and essential oil
content has already been used as a standard for determining the quality of officinal essential oils in
European Pharmacopoeia. The introduction of standardised procedures for testing the quality and
purity of immortelle essential oil, hydrolate, and macerate would help better analytical control of

these preparations on the market.
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