Bioaktivni spojevi iz tradicionalno koristenih biljaka u
rakiji travarici

Roncevié¢, Katarina

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:435177

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-20

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:435177
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:2588
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:2588
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:2588

SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

BIOAKTIVNI SPOJEVI IZ TRADICIONALNO KORISTENIH
BILJAKA U RAKII TRAVARICI

DIPLOMSKI RAD

Katarina Roncevic

Zagreb, rujan, 2022.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

Diplomski studij:

Hortikultura - Vinogradarstvo i vinarstvo

BIOAKTIVNI SPOJEVI IZ TRADICIONALNO KORISTENIH
BILJAKA U RAKII TRAVARICI

DIPLOMSKI RAD

Katarina Roncevic

Mentor:

doc. dr. sc. Marin Mihaljevi¢ Zulj

Zagreb, rujan, 2022.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Katarina Roncevi¢, IMBAG 0178109175, roden/a 20.9.1997. u Zagrebu, izjavljujem

da sam samostalno izradila/izradio diplomski rad pod naslovom:

BIOAKTIVNI SPOJEVI 1Z TRADICIONALNO KORISTENIH BILJAKA U RAKIJI TRAVARICI
Svojim potpisom jamdcim:

— dasam jedina autorica/jedini autor ovoga diplomskog rada;

— da su svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— daovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrsetka sveuciliSnog ili struénog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

— da sam upoznata/upoznat s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveucilista u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studenta / studentice



SVEUCILISTE U ZAGREBU
AGRONOMSKI FAKULTET

1ZVJESCE

O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenta/ice Katarina Roncevié¢, JIMBAG 0178109175, naslova

BIOAKTIVNI SPOJEVI IZ TRADICIONALNO KORISTENIH BILJAKA U RAKIJI TRAVARICI

obranjen je i ocijenjen ocjenom

, dana

Povjerenstvo:
1. doc. dr. sc. Marin Mihaljevié¢ Zulj
2. izv. prof. dr. sc. Luna Maslov Bandi¢

3. doc. dr. sc. Hrvoje Kutnjak

potpisi:

mentor

¢lan

¢lan




Zahvala

Zahvaljujem svojem mentoru doc. dr. sc. Marinu Mihaljevi¢u Zulju na iskazanom strpljenju,
razumijevanju i pomoci tijekom procesa izrade diplomskog rada. Hvala na dobroj volji i
prenesenom znanju tijekom cijelog diplomskog studija.

Zahvaljujem svim profesorima na prenesenom znanju tijekom studija.

Hvala kolegama i dragim prijateljima koji su obogatili moje iskustvo studiranja.

I na kraju, posebno zahvaljujem mojoj obitelji na podrsci tijekom cijelog skolovanja.



Sadrzaj

RN U Yo o PSPPSR 1
2. Pregled TITBIATUIE .......oo.iie ettt sttt ettt et be sttt enn s neene 2
2.1 Jaka alkohoINa PICa .....eieiuieiiiiiiiieesiee ettt ettt ettt st s e e sba e s st e e sbe e e abeesbaeenabeesabeeen 2
2.2. Opée znacajKe rakije TTAVATICE ....cccveeirveeriieriiieeiieesiieeeseeesieeesereesreesteeessbeessreeessseessesssnseessesens 3
2.3 BIOAKLIVIE TVAIT ...ttt ettt ettt et e st e e te s bt e e e beeateeeeneeneesseeneeeenees 7
I\ = e LT 0411 (oo L= PR 11
3.1. Kemijska analiza rakije KOMOVICE.........ccceriririirieieieieiiet sttt 11
3.1.1. Odredivanje alkohoINe JAKOStI......eeerueierieriiiiiriee ettt ettt saeeea 11
3.1.2. Odredivanje ukupne kiselosti rakije KOMOVICE .....cceevveiriirinieeniiiiirieeniie et 12
3.1.3. Odredivanje ukupnih estera u rakiji KOMOVICT ...ccccerireveeriiriniieeniieeniee e esreesieeesvee e ens 13

KT I -\ V7 L [0 U RS PUSRRR 14
3.2.1. Priprema biljnog Materijala........ccceiueiiieiii et 14
3.2.2. POSTUPAK MACETACIE ...ttt ettt sttt ettt sttt ens 14

3.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola Folin — Ciocalteu metodom.........cccccvvveveeveeievieseecrennens 16
3.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta primjenom metode ABTS ........cccceevcveeeeecveeeeecnnenn. 17
4. REZUIALT | FASPIAVA .....eeviiveeiiitieteetisteeteste et e st e steetesteeteetesteessesseesaessesteessessesssensesseessesseessessesseensensens 18
4.1. Analiza kemijskih parametara rakije KOMOVICE ........ceevuvevieevieiiecicce e 18
4.2. ANALIZA raKIJE TTAVANICE .....eouirtirtirtesteietet ettt ettt st sttt besb e b st e e e naennenees 20
4,21 UKUPNETENONI ..ottt sttt 21
4.2.2. AntioksidacCijski KAPACITEL .......c.eceeiiriiiierie ettt ens 25
4.3.Usporedba s literaturnim podaCima..........cceereeveeiieierii ettt eee e sre e st er et anesaeees 28

5. ZAKLJUCAK ...t b e bt st st e b bt e b e neesaneeaees 33
YT =L U 34
Popis slika, grafova i TADIICA. ........c.eoiiiiieieie e s 39

FA Lo 1o] o L3OO 40



Sazetak

Diplomskog rada studenta/ice Katarina Roncevi¢, naslova

BIOAKTIVNI SPOJEVI IZ TRADICIONALNO KORISTENIH BILJIAKA U RAKIJI TRAVARICI

U ovom radu ispitan je ukupan sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet u rakijama
travaricama. KoriStena je rakija komovica alkoholne jakosti 50 % vol. za maceraciju 11
samoniklih mediteranskih biljaka. Analizirani su: alkoholna jakost, ukupne kiseline i ukupni
esteri bazne rakije. Spektrofotometrijskim metodama odredeni su: sadrzaj ukupnih fenola
(metodom Folin-Ciocalteu) te antioksidacijski kapacitet (metodom ABTS). Najveéi sadrzaj
ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet dobiven je u maceratu gospine trave (158 GAE
mg/L; 1,089 mM TE). Macerati maj¢ine dusSice, ruzmarina i stolisnika pokazali su znacajne
udjele analiziranih bioaktivnih tvari. U maceratu smjese 11 biljaka statistickom obradom
podataka (ANOVA, SAS) dobivena je visoka pozitivna korelacija mjerenih bioaktivnih tvari
za ispitivane macerate. Rezultati rada mogu posluziti u izboru biljaka za kreiranje rakije

travarice optimalnih ljekovitih svojstava.

Kljucne rijeci: rakija, travarica, fenoli, antioksidacijski kapacitet, ljekovito bilje



Summary

Of the master’s thesis — student Katarina Roncevié entitled

BIOACTIVE COMPOUNDS OF TRADITIONALY USED HERBS IN HERB BRANDY

In this paper, the total phenol content and antioxidant capacity of herbal spirit were
examined. Pomace brandy, alcohol strength of 50% vol., was used for the maceration of 11
wild Mediterranean plants. The following were analyzed: alcoholic strength, total acidity and
total esters of base brandy. Spectrophotometric methods were used to determine: the
content of total phenols (Folin-Ciocalteu method) and antioxidant capacity (ABTS method).
The highest content of total phenols and antioxidant capacity was obtained in St. John's wort
(158 GAE mg/L; 1.089 mM TE). Macerates of thyme, rosemary and yarrow showed
significant proportions of analyzed bioactive substances. In the macerate of a mixture of 11
plants, a high positive correlation of the measured bioactive substances for the tested
macerate was obtained by statistical data processing (ANOVA, SAS). The results of the work
can be used in the selection of plants for the creation of herbal brandy with optimal
medicinal properties.

Keywords: brandy, herb brandy, phenols, antioxidant capacity, medicinal herbs



1. Uvod

Uporaba aromati¢nih biljaka u pripravi jakih alkoholnih pi¢a u mediteranskom dijelu Europe
seze jos od anti¢kih vremena. Pema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/2009) koja
su namijenjena za ljudsku potros$nju jaka alkoholna pice dijele se u nekoliko skupina: Cisti
destilati i1 likeri koji se proizvode maceriranjem biljaka 1 voca u etilnom alkoholu
poljoprivrednog podrijetla. Rakija travarica, dobiva se aromatiziranjem vinskih destilata,
komovice, loze ili vo¢nih rakija samoniklim biljem poput: maj¢ine dusice, kadulje, vrijeska,
ruzmarina 1 dr. Tradicija proizvodnje rakije travarice u Hrvatskoj njeguje se u mnogim
domacinstvima Dalmacije, Like, Istre i Gorskog kotara. Suvremena proizvodnja travarica
temelji se na dodavanju cijele 1/ili dijelova biljke u svjezem ili suhom stanju u bazni alkoholni
destilat. Prisutni bioaktivni spojevi iz aromati¢nog bilja dodanog u rakiju, umjerenom
konzumacijom mogu imati pozitivan uc¢inak na ljudsko zdravlje. Koli¢ina bioaktivnih
komponenti, odnosno kakvoca travarice ovisi o koli¢ini upotrjebljene sirovine, udjelu

alkohola, temperaturi i vremenu maceracije.

U ovom radu pripravljene su travarice postupkom maceracije odabranih ljekovitih biljaka u

rakiji komovici.

Cilj ovog rada bio je 1) odrediti sadrzaj ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet za
odabranih 11 biljaka i njihovu smjesu 2) utvrditi koje od odabranih tradicionalno koristenih
aromati¢nih biljaka nakon postupka maceracije u rakiji komovici alkoholne jakosti 50 % v.v.
pokazuju najveci sadrzaj bioloski aktivnih tvari 3) odrediti u kakvom su odnosu sadrzaj

ukupnih polifenola i antioksidacijski kapacitet.



2. Pregled literature

2.1 Jaka alkoholna pica
Jaka alkoholna pica su pica koja su namijenjena za ljudsku potro$nju, sadrze minimalno 15 %
vol. alkohola te imaju prepoznatljiva senzorna svojstva. Jaka alkoholna pi¢a mogu biti

proizvedena:

» destilacijom (sa ili bez dodavanja aroma) prirodno prevrelih sirovina poljoprivrednog
podrijetla

* maceracijom ili slicnom preradom bilja u etilnom alkoholu poljoprivrednog
podrijetla i/ili u destilatima poljoprivrednog podrijetla, i/ili u jakim alkoholnim pi¢ima
* dodavanjem aroma, Secera, drugih sladila ili drugih poljoprivrednih ili prehrambenih
proizvoda etilnom alkoholu ili destilatu poljoprivrednog podrijetla

* mijeSanjem jakog alkoholnog pica s jednim ili viSe: drugih jakih alkoholnih pica,
etilnim alkoholom poljoprivrednog podrijetla ili destilatima poljoprivrednog
podrijetla, drugih alkoholnih pi¢a 1/ili pi¢a (Pravilnik o jakim alkoholnim pi¢ima, NN
61/2009).

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima (NN 61/2009), podrijetlo etilnog
alkohola koji se koristi u proizvodnji jakih alkoholnih pica i svih njihovih sastojaka mora biti
poljoprivrednog podrijetla. Alkoholna pi¢a ne smiju sadrzavati alkohol sintetickog podrijetla,
niti neki drugi alkohol koji nije poljoprivrednog podrijetla. Takoder, etilni alkohol koji se
koristi za razrjedivanje ili otapanje bojila, aroma ili drugih dopustenih aditiva koji se koriste u

proizvodnji jakih alkoholnih pica treba biti poljoprivrednoga podrijetla.

Rakije su proizvodi dobiveni destilacijom prevrelog soka, masulja ili komine grozda
ili nekog drugog voc¢a na manje od 86% vol. alkohola. Dijele se na rakije od grozda (vinjak,
brandy, lozovaca, komovica, drozdenka i vinovica), voéne rakije, rakije od voéne komine i

specijalne rakije (travarica, orahovica itd) (Muji¢ 1., 2010).

U Hrvatskoj i ostalim zemljama juzne i jugoistoéne Europe postoji socioloski fenomen
ispijanja rakije. U mnogim kuéanstvima i restoranima rakija se pije kao aperitiv ili digestiv te
se vrlo ¢esto moze na¢i u ponudi prilikom obiljezavanja vaznih druStvenih dogadaja.
Fenomen se mozZe povezati uz njegovanje duge tradicije proizvodnje na ovim prostorima
(Karabegovi¢ i sur., 2012). Nakon $to je Republika Hrvatska postala jedna od zemalja ¢lanica

Europske unije 2013. godine, proizvodnja i prodaja rakije na ku¢nom pragu ipak je stroze
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regulirana (Luczaj i sur., 2019). Proizvodnja rakije na podru¢ju Hrvatske veze se uz gotovo
svako seosko domacinstvo te se svaka regija istiCe svojom karakteristicnom rakijom. U smislu
doprinosa vecoj trziSnoj vrijednosti ovakvih proizvoda bitno je istaknuti Oznaku
zemljopisnog podrijetla koja se pripisuje proizvodima osobite kvalitete i svojstava odredenog
podrucja. Primjerice, oznaku zemljopisnog podrijetla jakih alkoholnih pi¢a u Hrvatskoj imaju:
Hrvatska loza, Hrvatski pelinkovac, Zadarski maraschino, Slavonska $ljivovica, Hrvatska

stara Sljivovica i Hrvatska travarica (Web 1).

2.2. Opée znacajke rakije Travarice

U Hrvatskoj, pretezno u Dalmaciji, postoji duga tradicija dodavanja aromati¢nog bilja
najcesce rakiji komovici ili lozovaci te se takva rakija naziva ,,rakija travarica® ili ,,travarica®.
Travarica se u Hrvatskoj najceS¢e proizvodi za kuénu potro$nju. Proizvodi se u kuénoj
radinosti nestandardiziranim postupcima te takoder industrijski standardiziranim postupcima.
Biljke kojima se bazna rakija aromatizira su najces¢e samonikle. Gotovo svako domacéinstvo
radi prema vlastitoj recepturi te tradicionalno koristi vlastiti popis biljaka za rakiju travaricu.
Unato€ vrlo dugoj tradiciji proizvodnje travarice u Hrvatskoj, nisu pronadeni dokumentirani
podaci 0 povijesti proizvodnje pi¢a. Za aromatiziranje pi¢a biljkama upotrebljavaju se cijele
biljke ili neki njihovi dijelovi: korijen, list, cvijet, plod, kora i stabljika. Biljke se dodaju cesce
u suhom, rjede u svjezem stanju. Osim za proizvodnju rakije travarice aromaticne biljke
koriste se i u drugim alkoholnim pi¢ima primjerice aromatiziranim vinima i likerima. Razlika
aromatiziranih i aromati¢nih jakih alkoholnih pice je u postupku dodavanja biljaka, njihovih
dijelova ili aromati¢nih ulja. Aromatizirana alkoholna pica su alkoholna pica kojima se biljke
dodaju nakon destilacije, dok se u proizvodnji aromati¢nih alkoholnih pi¢a dodaju prije

postupka fermentacije i destilacije (Sucevi¢, 1997).

U rakiji travarici svaka biljka koja se koristi pridonosi kakvoci i senzorskim svojstvima
pica svojim specifi¢nim aromati¢nim i nearomati¢nim tvarima. Biljke koje se dodaju rakijama
sadrze farmakoloski djelatne tvari, koje osim S$to imaju svoju funkciju u organizmu biljke,

djeluju povoljno i na ljudsko zdravlje. U skupine biljnih bioaktivnih tvari ubrajaju se:

e Alkaloidi

e Eteri¢na ulja

e Flavonoidi pigmenti
e Glikozidi

e Saponini



e Tanini

e Vitamini

Dio bioaktivnih tvari podlozan je kemijskoj razgradnji tijekom suSenja biljaka. Kako bi se
bioaktivne i aromati¢ne tvari iz biljaka ocuvale, potrebno je biljni materijal pravilno preraditi
1 skladistiti. Za izradu tinktura ili macerata naj¢esce se koriste suSene biljke. Ubrani biljni
materijal u svjeZem stanju ima vrlo kratak rok upotrebe, stoga su osmisljeni nacini za
konzerviranje biljaka. Uobic¢ajeni nacin susenja biljaka je suSenje u hladu ¢ime se smanjuju

procesi foto-redukcije ili foto-oksidacije kojima su podlozni bioaktivni spojevi (Zili¢, 2014).

Za izdvajanje aroma i bioaktivnih tvari iz biljaka uobiCajene su metode maceracije,
digestije, perkolacije, infuzije, destilacije, ultrazvucne ekstrakcije, ekstrakcije superkritiénim

fluidom, vakumska mikrovalno potpomognuta ekstrakcija i slicne (Tonutti i Liddle, 2010).

Postupak maceracije jedna je od najstarijih metoda ekstrakcije biljnih tvari u proizvodnji
alkoholnih pica koja se i danas primjenjuje. Zasniva se na principima molekularne difuzije
namakanjem biljnog materijala u zatvorenoj posudi s otapalom. Kao otopinu za ekstrakciju
(otapalo) moze se koristit vodeno-alkoholna otopina, samo voda ili alkohol. Tradicionalnim
postupkom maceracije u proizvodnji alkoholnih pica biljni materijal stavlja se u tankove u
koje se ulijeva vodeno-alkoholna tekucina Uz povremeno mijesanje. Vrijeme maceracije moze
se produziti ovisno o koriStenom biljnom materijalu, primjerice za korjenasto bilje (Tonutti i
Liddle, 2010). Biljni je materijal prije namakanja pozeljno usitniti ili samljeti kako bi se
povecala dodirna povrSina materijala i otapala ¢ime se postupak moZe ubrzati te poboljSati
ucinkovitost ekstrakcije. ZavrSenom ekstrakcijom smjesa se filtrira kako bi se ekstrakt
odvojio od netopivog biljnog materijala. Kvalitetu ekstrakta odreduju vrijeme, temperatura i
omjer biljnog materijala i otapala. Maceracija vece koli¢ine biljnog materijala u industrijskoj
proizvodnji se provodi kontinuiranom cirkulacijom otapala u ekstraktoru uz pomo¢ pumpe ili
viSestupanjskom ekstrakcijom. Razvojem tehnologije doSlo je i do primjene naprednijih
postupaka za ekstrakciju bioaktivnih tvari (Tonutti i Liddle, 2010; Poljanec, 2017). Za
maceraciju u proizvodnji rakije travarice najée$¢e se uzima 0,5 — 4 kg usitnjenih biljaka na
100 | rakije. Po zavrSetku maceracije dolazi do obojenja travarice zelene ili smede boje, a s
vremenom zelena boja moze prec¢i u smedu boju (Nikicevi¢ i Paunovié, 2013). Odabrano
samoniklo ljekovito bilje za dobivanje rakije travarice macerira se u baznoj rakiji, najcesci

odabir su tradicionalne rakije lozovaca ili komovica.



Rakija lozovaca ili Hrvatska loza

Rakija loza ili lozovaca rakija je od grozda, dobivena destilacijom prevrelog grozdanog
masulja plemenite sorte vinove loze. Destilat sadrzi 60-75% vol. alkohola, estera najmanje 50
g/hL a.a, viSih alkohola najmanje 150 g/hL a.a., metanola od 80-400 g/hL a.a. Loza je jako
alkoholno pic¢e koje pripada kategoriji rakija od voca, a dobivena je destilacijom prevrelog
grozdanog masulja na 60-75% vol. alkohola. Tradicionalno je bezbojno alkoholno pice
prepoznatljivo po osebujnim senzorskim karakteristikama te se razlikuje po detektiranim
analitickim parametrima od ostalih rakija od grozda. Za proizvodnju se koristi grozde koje

sadrzi 10-15% Secera 1 6-12% Kiselina, pogodno i za proizvodnju stolnih vina.

Grozde se izmulja u cijelosti, bez peteljkovine i takvo se podvrgne fermentaciji.
Fermentacija se provodi do kraja (bez ostatka Secera), a destilira se zajedno tekuci i kruti
sadrzaj masulja na uredajima za destilaciju ili koloni za destilaciju. Nakon destilacije proizvod
se uz dodatak demineralizirane vode svodi na Zeljenu ja¢inu: 30-55 % vol. alkohola (Pravilnik
0 jakim alkoholnim pi¢ima, NN 61/2009).

Rakija od groZdane komine ili komovica

Komovica je grozdana rakija dobivena destilacijom i/ili retifikacijom fermentirane komine
grozda plemenitih sorti roda Vitis vinifera. Fermentirana grozdana komina destilira se do
najvise 86% vol. etanola, neposredno s vodenom parom ili nakon dodavanja vode grozdanoj
komini. Prema Pravilniku (NN 61/2009) u proizvodnji komobvice dopusteno je dodavanje
vinskog taloga u koli¢ini ograni¢enoj do 25 kg taloga na 100 kg koristenog grozdanog koma.
Koli¢ina alkohola koja potjece od taloga ne smije prije¢i 35% ukupne koli¢ine alkohola u
gotovom proizvodu. Alkoholna jakost rakije od grozdane komine tj. komovice za stavljanje
na trziSte kao gotov proizvod moze imati najmanje 37,5% vol.. Kada se rakija komovica

stavlja na trzi§te mora udovoljavati zahtjevima:

—alkoholna jakost gotovog proizvoda mora iznositi najmanje 37,5% vol.;

— koli¢ina hlapivih tvari najmanje 140 grama na hektolitar, preracunato na 100% vol.
alkohola;

— koli¢ina metilnog alkohola najvise 1000 grama na 1 hektolitar, preracunato na 100%

vol. alkohola (Pravilnik o jakim alkoholnim pi¢ima, NN 61/2009).



Rakija komovica proizvodi se u gotovo svim vinogradarsko-vinarskim zemljama.
Najcjenjenija je u Italiji gdje je poznata pod nazivom ,grappa“, a takoder je poznata u
Francuskoj kao ,,I'eau-de-vie de marc de raisin“ , u Spanjolskoj ,,agvardiente*, u Portugalu
,bagaceiras®“, u Njemackoj ,, Tresterbranntwein®, a u Gr¢koj ,,tsipouro®. Posebna je talijanska
»~grappa“ koja se vrednuje kao nacionalno jako alkoholno pice te je njenoj proizvodnji

posvecena najveca paznja i zelja za usavrSavanjem (Nikicevic¢ i Paunovi¢, 2013).
Tradicionalno koristene biljke u izradi rakije travarice

Aromati¢no, ljekovito i zacinsko bilje koje se upotrebljava za pripravu rakije travarice treba
zadovoljavati odredene standarde kvalitete. Koriste se samo zdravi dijelovi biljke koji imaju
prirodnu boju i izgled te karakteristican miris. U ku¢noj proizvodnji rakije travarice najcesce
se upotrebljavaju samonikle biljke karakteristicne za odredeno podneblje. U industrijskoj
proizvodnji ¢esto se dodaju eteri¢na ulja koja se proizvode destilacijom iz cvjetova, listova,

uglavnom iz nadzemnih dijelova biljke.

U procesu prikupljanja bilja potrebno je pravilno provesti postupak pripreme biljnog
materijala. Berba ljekovitog bilja vr$i se u periodu kada je sadrzaj aromati¢nih i farmakoloski
vrijednih tvari najveci. Takoder, biljke se beru po suhom vremenu, ru¢no ili uz pomo¢
adekvatnog alata — kare, noz, srp i lopatica (Zili¢, 2014). Vazno je pravilno ubrati biljni
materijal, tako se primjerice nadzemni dio biljke reZe iznad povrSine tla, liS¢e se nakon branja
odmabh usitnjava, cvijece se bere u komadu, a sjeme se nakon prikupljanja prosusuje, a zatim
prosijava, korijenje se vadi rucno ili oranjem te ga je vrlo vazno ocistiti od zemlje i vr$nih

dijelova, ispire se vodom i usitnjava (Niki¢evi¢ i Paunovi¢, 2013).

Zahvaljujuéi svojem geografskom polozaju i klimi, Hrvatska je zemlja s velikom
bioraznolikos$¢u. Ispitivanje provedeno na podruc¢ju Dalmacije i Kvarnera obuhvatilo je 36
otoka te je anketiranjem populacije pronadeno kako se za aromatiziranje alkoholnih pica
koristi 114 razli¢itih biljnih vrsta iz 38 razli¢itih porodica. NajviSe biljaka pripada porodici
Lamiaceae (usnace), zatim Rosaceae (ruze), Asteraceae (glavocike) i Rutacea (rute).
Najcesce se koristi nekultivirano bilje (46%), zatim kultivirano u manjoj mjeri (38%), te neki

koriste i divlje i kultivirano (15%).

Na podrucju Hrvatske najée$¢e se dodaju: koroma¢ (Foeniculum vulgare Mill.),
ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.), kadulja (Salvia officinalis L.), maj¢ina dusica (Thymus

vulgaris L), mati¢njak (Melissa officinalis L.), ruta (Ruta graveolens L.), Smrika (Juniperus



oxycedrus L.), roga¢ (Ceratonia siliqua L.), orah (Juglans regia L.), smokva (Ficus carica L.),
lovor (Laurus nobilis L.), pravi pelin (Artemisia absinthium L.), mirta (Myrtus communis L.),
mazuran (Origanum majorana L.), paprena metvica (Mentha x piperita L.) te kora i lis¢e

agruma, najé¢escée limun (Citrus limon (L.) Burm. f.) i gorka naranca (Citrus aurantium L.).

Kolicina i sastav biljaka ovisi o lokalitetu, recepturi i vlastitom nahodenju
proizvodaca. Primjena nekih biljaka ogranicena je ovisno o lokalitetu, tako su neke biljke
specificne za odredena podrucja, primjerice morski pelin (Artemisia caerulescens L.). Koji
raste samo na otoku Cresu. Za otok Vis karakteristine su biljke crveni buSin (Cistus x
incanus L. ) i vazdazelena krkavina (Rhamnus alaternus L.). Na otoku Bracu to su primorska
bresina (Micromeria juliana (L.) Benth. Ex Rchb.) i pustenasti dubacac (Teucrium polium L.).
Na otoku Kor¢uli koristi se limunova verbena ili citronovac (4loysia citriodora Palau, dok je
za podrucje Dubrovnika i okolice karakteristitna gorka naranca (Citrus x aurantium L.).
Zabiljezeno je kako su se neke biljke poput planike, odnosno maginje (Arbutus unedo L.) na
podrucju srednje i1 juzne Dalmacije koristile za dobivanje rakije do unazad 60 godina. Danas
se koriste samo za aromatiziranje alkoholnih pi¢a. Dugu tradiciju i specifi¢nost proizvodnje
travarice na hrvatskoj obali omogucilo je neiscrpno prirodno bogatstvo domaceg bilja tog

podrucja (Luczaj i sur., 2019).

2.3 Bioaktivne tvari

Biljke kojima se pripisuje ljekovito djelovanje u svojem bio-kemijskom sastavu sadrze mnoge
farmakoloski djelatne tvari. Tvari i smjese tvari kojima se pripisuje bioaktivno djelovanje ¢ine
uglavnom sloZene organske molekule. Kao §to je prethodno navedeno, koriste se samo zdravi
dijelovi biljke u kojima je sadrzaj bioaktivnih tvari najveci. Na koli¢inu i sastav bioaktivnih
tvari utjeCu ekoloski, odnosno okoli$ni ¢imbenici: voda, temperatura, svjetlost, tlo, geografska
polozaj, alelopatija. Antropoloski ¢imbenici su: gnojidba, genotip i oplemenjivanje, vrijeme i

gustoca sjetve/sadnje, zastita, navodnjavanje te nacin i vrijeme berbe.

Opcenito, tvari ukljucene u biokemizam biljke dijele se na primarne i sekundarne
metabolite. Primarni metaboliti su ugljikohidrati, proteini, tvari nuzne biljci za rast i
reprodukciju. Sekundarni metaboliti koji se nazivaju bioaktivnim tvarima su: alkaloidi,
organske kiseline, polifenoli, eteri¢na ulja, glikozidi, biljne ljepljive sluzi, gume, smole,
tanini, vitamini 1 mnoge druge. Sekundarne tvari ne utjecu izravno na razvoj biljke iako to ne

umanjuje njihovu funkciju i vrijednost (Siljes i sur., 1992).



Polifenoli

Zbog povoljnog ucinka za ljudsko zdravlje i bolju kvalitetu Zivota, danas postoji veliki interes
iskori§tavanja bioaktivnih tvari u kozmeti¢ke, medicinske i kulinarske svrhe. Ovdje se
posebno isti¢u polifenoli zbog svojeg antioksidacijskog djelovanja. Nalaze se u sjemenkama i
plodovima mnogih kritosjemenjaca. Fenol je najjednostavniji aromatski alkohol koji sadrzi
jedan benzenski prsten i funkcionalnu hidroksilnu skupinu. Upravo zbog hidroksilnih skupina
I nezasi¢enih dvostrukih veza su osjetljivi na oksidaciju §to ih ¢ini dobrim antioksidansima.
Zbog svoje kompleksne grade podijeljeni su u brojne skupine te je jedna od podjela

polifenola:

e Fenolne kiseline (hidroksicimetne, hidroksibenzojeve)

e Flavonoide (antocijanini, flavonoli, flavanoli, flavoni)

e Tanine (kondenzirani i hidrolizirani)

e Ostale fenolne spojeve (lignani, kumarini) (Naczk i Shahidi, 2006).

Podjela se temelji na broju sadrzanih fenolnih prstena te na temelju strukturnih elemenata
koji medusobno povezuju te prstene (Jedrejci¢ 2017). Imaju sposobnost prelaska u fenoksil —
radikale otpustajuci vodikov atom, koji se veze na slobodne radikale te zahvaljujuci tome
imaju antioksidacijsko djelovanje. Zbog svojih strukturnih karakteristika polifenoli su u
mogucnosti donirati vodikov atom koji reagira sa slobodnim radikalom s jednim nesparenim
elektronom. Reakcijom radikala s vodikovim atomom, dolazi do njihove inaktivacije, a
polifenolna komponenta koja je donirala vodikov atom postaje polifenol radikal koji je manje
reaktivan te ima mogucnost stabilizacije. Stabilizacija je moguca jer dolazi do delokalizacije
nesparenog elektrona preko aromatskog prstena hiperkonjugacijskim efektom. Za taj
mehanizam vazno je djelovanje disocijacijske energije veze kisika i vodika u hidroksilnoj
skupini. Sto je veza slabija laksi je i prijenos vodika te je time polifenol potentniji. Moguée je
izravno vezivanje reaktivnih kisikovih oblika kao Sto su superoksid radikal, hidroksil radikal,
peroksil radikal, vodikov peroksid te kisikov singletni oblik. Osim sposobnosti sparivanja
elektrona slobodnih radikala, polifenolne spojeve karakterizira i sposobnost vezanja iona
metala: Fe2+ , Cu2+, Zn2+, Mg2+ te aktiviranja antioksidacijskih enzima i inhibiranja
oksidaza (Lic¢anin, 2016; Jedrejéi¢, 2017).

X o + ArOH — XH + ArOe

X e predstavlja slobodni radikal
ArOe predstavlja polifenolni stabilni slobodni radikal



Na ovaj nacin polifenoli neutraliziraju slobodne radikale u organizmu te pokazuju

antioksidacijsko djelovanje.

Antioksidansi i antioksidacijski kapacitet

Antioksidansi tvari koje svojom prisutno$¢u u malim koli¢inama odgadaju ili u potpunosti
sprjeCavaju proces oksidacije supstrata (proteina, lipida, ugljikohidrata, DNA, itd.) do kojeg
dolazi pod utjecajem atmosferskog kisika ili reaktivnih kisikovih vrsta (eng. reactive oxygen
species, ROS) (Halliwel B., 2002).

Mnoge ljekovite biljake sadrze veliku koliCinu antioksidansa kao Sto su fenolne
kiseline, flavonoidi, terpeni, tokoferoli, vitamin C (askorbinska Kkiselina), te skupinu
karotenoida (B-karoten, itd.), koji mogu igrati vaznu ulogu u adsorpciji i neutralizaciji
slobodnih radikala. Glavna funkcija antioksidansa, u bioloSkom smislu, je zastita tijela od
destruktivnih efekata i Stete koju mogu nanijeti slobodni radikali. Sposobnost antioksidansa
da neutralizira radikale naziva se ukupni antioksidacijski kapacitet. Ukupni antioksidacijski
kapacitet nekog uzorka ovisi 0 vrsti antioksidansa, koncentraciji, molekulskoj masi i
njihovom medusobnom sinergistickom djelovanju. Slobodni radikali uzro¢nici su mnogih
negativnih promjena za ljudsko zdravlje. Povezuju se s nastankom tumora, kardiovaskularnim
problemima, Alzheimerovom bolesti te ostalim poremec¢ajima u radu vitalnih organa (Sharma

i sur., 2013).

Za ispitivanje antioksidacijskog kapaciteta ne postoji univerzalna metoda, ve¢ se
koriste razli¢ite metode koje se temelje na razliCitim reakcijskim mehanizmima. Danas su
razvijene brojne metode za odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta. Mogu se
podijeliti u tri kategorije: spektrofotometrijske, elektrokemijske i kromatografske metode.
Spektrofotometrijske metode koje su najcesce u primjeni su: ABTS, DPPH, FRAP i ORAC
(Pérez-Jiménez 1 Saura-Calixto, 2006).  Spektrofotomtrijske metode imaju nekoliko
ogranicenja kao Sto su: dugotrajna priprema uzoraka $to produljuje vrijeme analize, potreba za
promjenom pH vrijednosti, niska stabilnost nekih od reagenasa, visok limit detekcije, niska

osjetljivost 1 interferencije uzorkovane mutno¢om i bojom uzorka.

Najcesce koristene elektrokemijske metode su: voltametrija, amperometrija,
potenciometrija i kulometrija. U primjeni su joS i kromatografske metode: plinska
kromatografija (GC) i tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC). Odabir

metode prvenstveno ovisi o dostupnosti potrebnih alata, prirodi uzorka, jednostavnosti
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primjene, trajanju analize, izvedbi metode (osjetljivost, preciznost, to¢nost granica detekcije)

(Pregiban, 2017). Za spektrofotometrijske metode potreban je UV/VIS spektrofotometar.

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta polifenola upotrebljava se vise od 20

metoda. Metode se temelje na hvatanju razli¢itih radikala:

e peroksil radikala— ORAC, TRAP

e redukcija metala — FRAP, CUPRAC

e hidroksil radikala - deoksiriboza-metoda

e organskih radikala - ABTS, DPPH

o kvantifikaciji produkata nastalih tijekom oksidacije lipida - TBARS, LDL

oksidacija itd.

Od ovih metoda, najces¢e su u primjeni ABTS, FRAP, DPPH i ORAC metode (Pérez-
Jiménez i Saura-Calixto, 2006).

Metoda ABTS

Spektrofotometrijska metoda, ABTS, u literaturi jo§ pod nazivom TEAC Test (Trolox-
Equivalent Antioxidant Capacity), zasniva se na reakciji izmedu antioksidansa i slobodnog
radikala ABTS"e (Amorati i Valgimigli, 2015). Drugim rije¢ima, metoda ABTS zasniva se
na sposobnosti antioksidanata da hvataju dugozivu¢i radikal-kation 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonat (ABTS*e). Reakcijom ABTS i kalijeva peroksisulfata (K,S,0s)
nastaje plavozeleno obojeni radikal ABTS™ koji ima apsorpcijske maksimume pri valnim
duljinama 645 nm, 734 nm i 820 nm. Radikal ABTS"« stabilan je najmanje dva dana uz uvjet
da je ¢uvan u tami na sobnoj temperaturi. Dodatkom antioksidansa dolazi do redukcije
radikala ABTS*e. Reakcija ovisi 0 antioksidacijskoj aktivnosti i koncentraciji ispitivanog
antioksidansa te o trajanju reakcije. Udio reduciranog radikala ABTS"e mjeri se prac¢enjem
apsorbancije radikala, a antioksidacijska aktivnost se izraZzava kao postotak inhibicije radikala
ABTS"e (Matasi¢, 2008; Re R. i sur., 1999). Metoda je primjenjiva za ispitivanje lipofilnih i
hidrofilnih antioksidansa ukljucuju¢i fenole, hidroksicinamate, karotenoide i plazmatske
antioksidanse. Pokazala se prikladnom za analizu alkoholnih pi¢a i hrane. Primjenjuje se za

odredivanje sposobnosti uklanjanja radikala pomoc¢u flavonoida i fenola (Halliwel B., 2002).
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3. Materijali i metode

Pri izvodenju kemijskih analiza za potrebe izrade ovog diplomskog rada koriSteni su
laboratorijski materijali s detaljnim uputama o pripremi uzoraka za svaku analizu. Pokus je
proveden u laboratoriju Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo Agronomskog fakulteta

SveuciliSta u Zagrebu.

3.1. Kemijska analiza rakije komovice

Analiza kemijskog sastava destilata (alkoholna jakost, titracijska kiselost i ukupni esteri)
provedena je metodama propisanim Pravilnikom o analitickim metodama za jaka alkoholna i
alkoholna pi¢a (N.N. 138/2005). Analizirani destilat, rakija komovica, predstavlja kontrolni

uzorak za istrazivanje.

3.1.1. Odredivanje alkoholne jakosti

Stvarna alkoholna jakost izrazena volumenom je broj litara etanola sadrzanog u 100 litara
mjeSavine vode i1 alkohola koja ima istu gustoéu kao i alkohol ili alkoholno pi¢e nakon
destilacije. Izrazava se simbolom ,,% vol“. Referentne vrijednosti za alkoholnu jakost po
volumenu (vol. %) na 20 °C u odnosu na gusto¢u na 20 °C za razli¢ite mjesavine vode i
alkohola koje se moraju koristiti su one vrijednosti koje su dane u medunarodnoj tablici koju
je usvojila Medunarodna organizacija za zakonsko myjeriteljstvo (International Legal

Metrology Organisation) u svojoj Preporuci br. 22.

Za mjerenje alkoholne jakosti koriSten je prenosivi digitalni denzitometar (Slika 1).
Instrument koji natemelju titranja Suplje staklene cijevi u obliku sova“U* automatski mjeri

gustocu tekuceg uzorka,zatim automatski pretvara izra¢unatu vrijednost u alkoholni postotak.

Slika 1. Digitalni denzitometar
Izvor: slika autora rada
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3.1.2. Odredivanje ukupne Kiselosti rakije komovice
Ukupna 1ili titracijska kiselost pokazatelj je koli¢ine organskih kiselina u rakiji. Primjenom
metode titriranja odreduje se koli¢ina kiselina. Za neutralizaciju se koristi standardna otopina

NaOH. Ukupna kiselost izrazava se u mg/L ili mg/L a.a. (izrazena kao octena kiselina).

U 50 mL uzorka dodano je 10-20 mL destilirane vode koja je kvantitativno prenesena
u tikvicu od 200 mL. Kako bi se dobili precizniji rezultati, je zagrijana u vodenoj kupelji 10
minuta uz povratno hladenje. Na taj nain odstranjen je CO,. Nakon hladenja pod hladnim
mlazom vode u tikvicu su dodane 2 kapi fenolftaleina te uzorak titriran s 0,1 M NaOH do

pojave ruziCaste boje, obojenje je vidljivo na Slici 2.
Ukupna kiselost destilata preracunava se prema formuli:
Ukupna kiselost (mg/L) = 6 x mL 0,1 M NaOH x 1000/mL uzorka

U provedenoj analizi utrosak 0,1 M NaOH iznosi 1,42 mL.
1 mL 0,1 m NaOH neutralizira 6 mg octene kiseline.

Ukupna kiselost rakije komovice iznosi 170,4 mg/L, odnosno 239,3 mg/L a.a.

Vrijednost hlapivih kiselina izraZenih kao octena kiselina (mg/L a.a.) unutar je dopusStenih
granica prema Pravilniku o jakim alkoholnim i alkoholnim pi¢ima (1. Rakije od grozda,
Clanak 15.).

Slika 2. Mjerenje ukupne kiselosti destilata
Izvor: slika autora rada
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3.1.3. Odredivanje ukupnih estera u rakiji komovici

Metoda za analizu estera u rakiji komovici temelji se na prethodno provedenoj neutralizaciji

kiselina i saponifikaciji estera koji su prisutni u ispitivanom uzorku destilata.

Neutraliziranom uzorku dodaje se NaOH u suviSku (10 mL) nakon ¢ega se uzorak
zagrijava uz povratno hladilo 30 minuta. Tijekom zagrijavanja esteri hidroliziraju i
oslobodene kiseline reagiraju s NaOH koji je dodan u suvisku. Preostala koli¢ina NaOH
odreduje se titracijom standardnom otopinom kiseline 0,1 M HCI. Koli¢ina estera iskazuje se
u miligramima estera izrazenih kao etil-acetat (raCunato po litri apsolutnog alkohola).
Koli¢ina dodanog NaOH u suvi$ku mora biti tolika da se za titraciju upotrijebi najmanje 3
mL, a najvise 10 mL 0,1 M HCI.

Formula za izraCunavanje estera:

Esteri mg/L a.a. = [8,8 x (a— b) x 1000/mL uzorka] x 100/A
= [8,8 x (10— 7,4) x 1000/ 50] x 100/71,2
=457,6x1,4
=642,7 mg/L a.a.

a—mL 0,1 M NaOH dodanog u suvisku = 10 mL
b —utro$eni mL 0,1 M HC1 =74 mL
A — alkoholna jakost destilata = 71,2 vol. %

Koli¢ina uzorka = 50 mL

*1 mL 0,1 M NaOH saponificira 8,8 mg etil-acetata
~

Slika 3. Mjerenje ukupnih estera
Izvor: slika autora rada
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3.2. Travarica

3.2.1. Priprema biljnog materijala
Biljni materijal koriSten za potrebe ovog diplomskog rada prikupljen je na podru¢ju Zadarske
zupanije. KoriSteno je 11 razli¢itih vrsta biljaka prethodno suSenih tradicionalnim postupkom

na zraku kroz 10 dana.

U svrhu izrade ovog diplomskog rada koriSteno je jedanaest aromati¢nih biljaka:
Salvia officinalis L. (kadulja), Satureja montana L. ( primorski vrisak), Rosmarinus officinalis
L. (ruzmarin), Thymus vulgaris L. (maj¢ina duSica), Melissa officinalis L. (mati¢njak),
Mentha x piperita L. (paprena metvica), Foeniculum vulgare Mill. (koromac), Ruta
graveolens L. (ruta), Hypericum perforatum L. (gospina trava), Achillea millefolium L.
(stolisnik) i Malva sylvestris L. (sljez). Bioaktivne tvari iz odabranog suhog mediteranskog
samoniklog bilja ekstrahirane su postupkom maceracije u vodeno-alkoholnoj otopini. Za

svaku biljku koriSteni su razli¢iti biljni dijelovi izvagane mase 0,2 grama (Tablica 1.).

3.2.2. Postupak maceracije

Prije maceracije izvrSena je priprema bazne rakije komovice za izradu travarice. Rakija
komovica alkoholne jakosti 71,2 % v.v prethodno je razrijedena s 442 ml destilirane vode
kako bi se dobila bazna rakija alkoholne jakosti 50 % vol. U Elenmeyerovu tikvicu
ispipetirano je po 100 mL razrijedene rakije komovice te je postupak ponovljen za svih 11
biljaka. Maceracija 0,2 g odabranih biljaka u 100 mL destilata alkoholne jakosti 50 % vol.
trajala je 14 dana, a uzorci su ¢uvani u laboratoriju Zavoda za vinogradarstvo i vinarstvo
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu na temperaturi 20°C (Slika 4.). Po zavrSetku
maceracije uzorci su profiltrirani koriste¢i sito za grubu filtraciju te filter papir za finu
filtraciju. Nakon filtracije uzoraka uslijedila je analiza za odredivanje ukupnog sadrzaja

polifenola.

Slika 4. Maceracija
Izvor: slika autora rada
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Tablica 1. Koristeni biljni materijal

Hrvatski naziv

Latinski naziv biljke

Porodica

(lat. Familia)

Dio biljke koriSten za

pokus

Koli¢ina

[q]

Ljekovita Salvia officinalis L. Usnace List 0,2
kadulja (Lamiaceae)
Primorski Satureja montana L. Usnace Cvijet i list 0,2
vrisak (Lamiaceae)
RuZmarin Rosmarinus Usnace List 0,2
officinalis L. (Lamiaceae)
Majc¢ina dusica ~ Thymus vulgaris L. Usnace Nadzemni dio biljke 0,2
(Lamiaceae) (u cvatnji)
Mati¢njak Melissa officinalis L. Usnace List 0,2
(Lamiaceae)
Paprena Mentha x piperita L. Usnace List 0,2
metvica (Lamiaceae)
Koroma¢ Foeniculum vulgare Stitarke Sjemenke 0,2
Mill. (Apiaceae)
Ruta Ruta graveolens L. Rute List 0,2
(Rutaceae)
Gospina trava Hypericum Kantarioni Nadzemni dio biljke 0,2
perforatum L. (Hypericaceae (u cvatnji)
)
Stolisnik Achillea millefolium Glavocike Nadzemni dio biljke 0,2
L. (Asteraceae) (u cvatnji)
Sljez Malva sylvestris L. Slijezovke Cvijet i list 0,2
(Malvaceae)
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3.3. Odredivanje ukupnog sadrzaja fenola Folin — Ciocalteu metodom

Za odredivanje ukupnog sadrzaja fenola u svakom uzorku travarice primijenjena je metoda

Folin — Cicalteu. Sadrzaj ukupnih fenola u travarici odreden je spektrofotometrijski pri valnoj

duljini 765 nm.

Koristen je prethodno pripremljen reagens zasi¢ene otopine natrijevog karbonata.
Metoda se provela po protokolu za analizu bijelih vina, bez razrjedenja. U odmjerenu tikvicu
od 10 mL otpipetirano je 100 pL uzorka te je dodano 6 mL destilirane vode 1 50 pL FC
reagensa. Reakcijska smjesa mijeSala se 8'30" te je u nju dodano 2 mL 20% otopine natrijeva
karbonata. Odmjerene tikvice napunjene su destiliranom vodom do oznake te su se u vodenoj
kupelji zagrijavale na temperaturu 50° u trajanju 16'. Dobiveni uzorak se potom ulijeva u
kivete te se apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm is¢itava na spektrofotometru (Slika 5.).
Rezultat se izrazava u ekvivalentima galne kiseline, GAE mg/L. Za slijepu probu korisSten je 1

mL destilirane vode.

HET

Slika 5. Spektrofotometar Perkin Elmer, Lambda XLS +
Izvor: slika autora rada
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3.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta primjenom metode ABTS

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta rakije travarice i njezinih sastavnica, u ovom
pokusu koristena je spektrofotometrijska metoda ABTS. Metoda se zasniva na reakciji
slobodnog  radikal-kationa  2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat ~ (ABTS*e) i
antioksidansa. Slobodni radikal kation ABTS"e plavo-zelene boje pripremljen je prethodno.

Dodatkom antioksidansa radikal kation blijedi.

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka otopina ABTS'e radikala je
pripremljena oksidacijom vodene otopine ABTS reagensa (7 mM) s Kkalijevim
peroksidsulfatom (140 mM) do kona¢ne koncentracije otopine kalijevog peroksidsulfata od
2,45 mM. Za pripremu ove otopine promijesano je 88 pL otopine kalijevog peroksidsulfata
(140 mM) te nadopunjeno s otopinom ABTS (7 mM) reagensa do volumena 5 mL. Budu¢i da
ABTS i kalijev persulfat reagiraju u stehiometrijskom odnosu 1:0,5, ne dolazi do potpune
oksidacije, stoga se pripremljenu otopinu omotanu folijom ostavlja stajati preko no¢i (12-16
h) na sobnoj temperaturi. Na dan analize otopina je razrijedena etanolom (96%-tnim) do
konac¢ne koncentracije ABTS*e radikala od 1 %, apsorbancija te otopine iznosi 0,70 + 0,02.
Volumen od 40 uL uzorka pomijeSa se s 4 mL otopine ABTS*e radikala u tamnoj epruveti te
se nakon tocno 6 minuta mjeri apsorbancija na 734 nm. Prije mjerenja uzoraka potrebno je
izmjeriti apsorbanciju slijepe probe koja se priprema na nacin da se 40 pL vode pomijeSa s

istom koli¢inom reagensa.
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4. Rezultati 1 rasprava

U ovom istrazivanju provedena je kemijska analiza rakije komovice koja je koriStena kao
bazna rakija za izradu rakije travarice. U komovici je macerirano 11 razlicitih biljaka. Biljke
Su macerirane zasebno te svaka predstavlja jedan uzorak. Po zavrSetku maceracije, uzorci su
filtrirani te je provedena analiza ukupnih polifenola i antioksidacijskog kapaciteta ,,finalnog

produkta®, odnosno rakije travarice i njezinih 11 sastavnica.

4.1. Analiza kemijskih parametara rakije komovice
Kemijskom analizom rakije komovice izmjerena je alkoholna jakost destilata koja je iznosila
71,2 % vol. Odredena je ukupna kiselost rakije koja je iznosila 239,3 mg/L a.a. te je takoder

odredena ukupna koli¢ina estera u iznosu 642,7 mg/L a.a.

Bazna rakija razrijedena je destiliranom vodom do 50% vol. alkohola. Iz prijasnjih
istrazivanja utvrdena je razlika ekstrakcije bioaktivnih spojeva ovisno o alkoholnoj jakosti
bazne otopine (Chizzola i sur., 2008; Sori¢ M., 2021). Vec¢im postotkom etilnog alkohola u
vodeno-alkoholnoj otopini veéa je koncentracija tvari topivih u alkoholu. Utvrdeno je takoder
da se dodatkom biljaka u otopine alkoholne jakosti do 40% vol. pH otopine povecava.
Suprotno tome, dodatak biljaka alkoholnim otopinama vecih koncentracija, 55 — 70% vol.,
smanjuje pH otopine $to znaci da ekstrakcijski medij znacajno utje¢e na vrstu i koli¢inu

ekstrahiranih spojeva (Hanousek Ci¢a K. i sur., 2022).

Ukupna kiselost

Kemijskom analizom rakije komovice odredena je ukupna kiselost rakije 239,3 mg/L a.a
Ukupna kiselost destilata prema literaturi krece se unutar granica 200 — 1000 mg/L a.a
(Tsakiris, 2013). Odredena kiselost rakije komovice odgovara donjoj granici ukupne kiselosti.
Nize koncentracije ukupne kiselosti vinskih destilata su pozeljne i smatraju se pokazateljem
kvalitete. Ukupna kiselost destilata povezana je s koncentracijom hlapljivih kiselina.
Najzastupljenija kiselina u destilatima je octena kiselina, vise od 90%, dok su ostale kiseline

zastupljene u manjim koncentracijama.

Octena kiselina nastaje kao nusproizvod alkoholne fermentacije ili moze nastati
prilikom katabolizma SeCera uz prisutnost kisika i kvasaca Saccharomyces cerevisiae.
Koncentracija octene kiseline povecava se uslijed oksidacije acetaldehida (Spaho i sur.,
2017). Do stvaranja acetaldehida dolazi oksidacijom etanola tj. ovisno o uvjetima odvijanja

fermentacije: temperatura, prisutnost kisika, pH, soj kvasaca te prisutnost SO, (Paianoa V i
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sur., 2014). Veca koncentracija octene kiseline u alkoholnim pi¢ima ovisi 0 soju kvasaca koji
provode fermentaciju. Takoder, kontaminacija vina octenim bakterijama iz roda Acetobacter
uzrokuje povecane koncentracije octene kiseline, dok se koncentracija alkohola smanjuje.
Zbog visoke tocke vrelista (117 °C) octena kiselina se tijekom postupka destilacije najvise

izdvaja u tre¢em toku destilata, tzv. ,,rep* destilata (Spaho i sur., 2017).

Kod vinskih destilata predvidenih za duze dozrijevanje u drvenim ba¢vama ukupna
kiselost s viemenom se povecava (Spaho i sur., 2017). Takoder, ¢uvanjem destilata u drvenim
posudama dolazi do otapanja tanina te se u destilatu povecava ukupna Kkiselost, a to se
odrazava na pH vrijednost destilata. Tijekom dozrijevanja mladih destilata, poveanom
ekstrakcijom tanina dolazi do promijene pH vrijednosti, koja se smanjuje sa 4 - 5,5 do 3,5 pH
jedinica (Tsakiris, 2013).

Ostale hlapljive kiseline koje su prisutne u destilatima u znatno manjim
koncentracijama su: karbonilne kiseline i masne kiseline poput: propionske kiseline, masla¢ne
kiseline, izomaslacne kiseline, kapronske kiseline, valerijanske Kkiseline, izovalerijanske
kiseline, 2-metilmasla¢ne kiseline i pelargonske Kiseline. Masne kiseline znacajno utje¢u na
senzorna svojstva destilata te s vi§im alkoholima grade estere. Masne kiseline kratkog lanca
imaju neugodan miris koji podsjea na uzegli maslac i truli sir te su njihove visoke

koncentracije indikator lose kvalitete voénog masulja (Spaho, 2017).
Ukupni esteri

Kemijskom analizom rakije komovice odredena je vrijednost ukupnih estera u iznosu 642,7
mg/L a.a. Prema literaturi (Tsakiris i sur., 2013), vrijednost ukupnih estera u destilatima kre¢u
se od 400 do 800 mg/L a.a., stoga je odredena vrijednost ukupnih estera unutar granica. Esteri
su spojevi koji svojom koncentracijom znacajno utjeu na okus i miris destilata. Imaju nizak
prag detekcije te se najcesce nositelji ugodnih cvjetnih i voénih aroma. Formiraju se tijekom
alkoholne fermentacije u stanicama kvasaca, a koncentracija estera u destilatu ovisi o
primijenjenoj destilacijskoj tehnici (Tsakiris i sur., 2013). Povecana koncentracija estera visih

masnih kiselina mogucéa je ukoliko primijenjena destilacija vina s talogom (Léauté R., 1990).
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4.2. Analiza rakije Travarice

Za proizvodnju rakije travarice u Hrvatskoj Pravilnikom o proizvodnji jakih alkoholnih pi¢a
(NN 61/2009) nije definiran ili ograni¢en broj biljaka koje se smiju koristiti za dobivanje
rakije travarice.

U $panjolskom herberu (Herbero de la Sierra de Mariola) minimalno moze biti tri do
maksimalno 15 biljaka za aromatiziranje bazne rakije. Ovisno o broju dodanih biljaka
mijenjaju se i senzorna svojstva pica. Ekstrakcijom fenola, minerala i kiselina iz biljaka,
dolazi do promjene boje, odnosno obojenja otopine (Issa Issa i sur., 2019). Na Slici 6. vidljivo
je obojenje za svaku travaricu posebno. Obojenje je fotografirano 15. dan nakon pocetka
maceracije te su uzorci prethodno filtrirani. Obojenje travarica varira ovisno o vrsti koristenog
bilja te su vidljive nijanse Zute, zelene i crvene boje (Slika 6.). Uzorak travarice u kojoj je
macerirana gospina trava isti¢e se svojim narancasto-crvenim obojenjem. Travarice mente i
rute dale su intenzivno zeleno obojenje, dok je travarica sljeza blijedo zelene boje. Travarica
ruzmarina je zeleno-smede boje. Bilje vrisak, maj¢ina duSica, kadulja, mati¢njak i stolisnik
dale su travarice zutih do Zuto-zelenih blagih nijansi. U svrhu dobivanja travarice
intenzivnijeg i oku privlacnog obojenja prikladne su biljke gospina trava, ruta i menta. Za
travarice njeznijeg obojenja zutih nijansi prikladne su biljke: majéina duSica, kadulja,

mati¢njak, stolisnik, vrisak i sljez.

Slika 6. Obojenje macerata
lzvor: slika autora rada
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4.2.1. Ukupni fenoli
Nakon S§to su uzorci filtritani provedena je analiza ukupnih polifenola. U ovom pokusu

odreden je sadrzaj ukupnih polifenola za 11 biljaka ekstrahiranih u vodeno-alkoholnoj
otopini, alkoholne jakosti 50 % vol. Ukupan sadrzaj polifenola utvrden je metodom Folin-
Ciocalteu za svaki uzorak posebno te za uzorak smjese ,,Mix“ u kojem su svi ekstrakti
pomijesani u jednakom omjeru. U Tablici 2. prikazani su rezultati za svih 11 uzorkovanih
biljaka te uzorak sa svim ekstraktima pod nazivom ,,Mix“. Za svaki uzorak mjerenje sadrzaja
ukupnih polifenola ponovljeno je dva puta te su u Tablici 2. iskazane srednje vrijednosti
provedenih mjerenja. U Tablici 2. poredani su rezultati pocevsi s uzorkom koji je pokazao
najvecu vrijednost ukupnog sadrzaja polifenola, gospina trava (Hypericum perforatum L.) 158
GAE mg/L. Uzorak koromaca (Foeniculum vulgare Mill.), pokazao je najmanju vrijednost
ukupnog sadrzaja polifenola 7,7 GAE mg/L. Pomocu izracunatih srednjih vrijednosti za
analizirane spojeve unutar uzoraka napravljena je analiza varijance (ANOVA) u programu
SAS on Demand for Acdemics (SAS INSTITUE INC.). Prikazane srednje vrijednosti oznacene
razli¢itim slovima u tablici znacajno se medusobno razlikuju prema Tukey-evom testu

(p<0.05).
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Tabela 2. Rezultati odredivanja ukupnih polifenola

UZORAK

Gospina trava
(Hypericum
perforatum L.)
Majcina duSica
(Thymus vulgaris L.)
RuzZmarin
(Rosmarinus
officinalis L. )
Stolisnik
(Achillea millefolium
L.)
Kadulja
(Salvia officinalis L.)
Menta
(Mentha x piperita
L)

Crni sljez
(Malva sylvestris L.)
Vrisak
(Satureja montana
L)
Mati¢njak
(Melissa officinalis
L)

Ruta
(Ruta graveolens L.)
Koroma¢
(Foeniculum vulgare
Mill.)

Mix

2

UKUPNI
POLIFENOLI
(GAE mg/L),

prosjecna vrijednost

158 a

103,15b

89,15 bc

82,6 ¢

52,2 de

38,5de

37 ef

35,5 ef

32,4 ef

20,8 f

7,7 of

49,65

APSORBANCIJA

0,156

0,102

0,088

0,0815

0,0515

0,038

0,0365

0,035

0,032

0,1105

0,0075

0,049

STD. DEV.

8,485

8,273

5,728

2,121

0,707

0,000

2,121

0,000

1,414

0,707

0,569

4,313
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U svrhu bolje preglednosti rezultati su prikazani graficki na Slici 7.
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Slika 7. Grafi¢ki prikaz sadrzaja ukupnih fenola

Za uzorak smjese odreden je ukupan sadrzaj polifenola 49,65 GAE mg/L. Izra¢unata
je prosjecna vrijednost 11 uzoraka koja iznosi 59,72 GAE mg/L. Dobivena vrijednost uzorka
smjese 1 prosjecna vrijednost medusobno se razlikuju za 17 %. Tocnost koristene UV/VIS
spektrofotometrijske metode dozvoljava maksimalna odstupanja u odnosu na standardni
uzorak do 5 %. Uzevsi u obzir izvodenje mjerenja, uzorak smjese moze se u ovom slucaju
razmatrati kao standardni iz Cega proizlazi da je odstupanje znacajno. Uz pretpostavku kako
je doSlo do medusobnih reakcija bioaktivnih spojeva prilikom mijeSanja mozZe se izvesti
zaklju¢ak o mogucem antagonistickom djelovanju te stoga i manjoj mjerenoj vrijednosti
ukupnih polifenola u smjesi u odnosu na otopine pojedinac¢nih biljaka. Za bolji uvid u
medusobne antagonisticke ili sinergisticke reakcije potrebno je provesti detaljnije istrazivanje
koriste¢i napredne metode, primjerice NMR (Nuklearna magnetska rezonancija), HPLC

(Teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti) ili GC (Plinska kromatografija).
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Statisticki znacajno razlikuje se rezultat sadrzaja fenola u uzorku macerata gospine

trave, prikazano na Slici 8.

Ukupni fenoli Comparisons for Naziv uzorka
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Slika 8. Statisti¢ki prikaz medusobnih odstupanja vrijednosti ukupnih fenola
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4.2.2. Antioksidacijski kapacitet

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta 11 zasebnih uzoraka i uzorka smjese travarica
primijenjena je metoda ABTS, a rezultati su izracunati iz kalibracijske krivulje uz Trolox
standard. Pomocu izracunatih srednjih vrijednosti za analizirane spojeve unutar uzoraka
napravljena je analiza varijance (ANOVA) u programu SAS on Demand for Acdemics (SAS
INSTITUE INC.). Prikazane srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima u Tablici 3.

znacajno se medusobno razlikuju prema Tukey-evom testu (p<0.05).

Tablica 3. Rezultati odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet
BILIJKA Std. Dev.
(mM TE)
Gospina trava
) 1,089 a 0,005
(Hypericum perforatum L.)
Majcina duSica
0,771 b 0,002
(Thymus vulgaris L.)
Stolisnik
) ) ) 0,647 c 0,007
(Achillea millefolium L. )
RuZmarin
) o 0,559d 0,002
(Rosmarinus officinalis L. )
Menta
0,407 f 0,016
(Mentha x piperita L.)
Kadulja
0,344 e 0,002
(Salvia officinalis L.)
Mati¢njak
) o 0,317 f 0
(Melissa officinalis L.)
Sljez
) 0,312 f 0,002
(Malva sylvestris L.)
Vrisak
. 0,302 f 0,002
(Satureja montana L.)
Ruta
0,204 g 0,007
(Ruta graveolens L.)
Koroma¢
. . 0,118 h 0,005
(Foeniculum vulgare Mill.)
Mix 0,491
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Iz Tablice 3. vidljivo je kako se antioksidacijski kapacitet uzoraka razlikuje znacajno za sve

uzorke osim grupe biljaka: mati¢njak, sljez, vrisak i menta. Dobivene vrijednosti prikazane su

graficki na Slici 9. Takoder su prikazani rezultati analize varijance (ANOVA) u programu
SAS on Demand for Acdemics (SAS INSTITUE INC.), Slika 10.
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Slika 9. Grafi¢ki prikaz odredenog antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet Comparisons for Naziv uzorka
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Slika 10. Statisti¢ki prikaz medusobnih odstupanja mjerenih antioksidacijskih kapaciteta
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Rezultati dobiveni analizom sadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta ispitivanih

uzoraka medusobno su usporedeni. Usporedba je prikazana Slikom 11.
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Slika 11. Usporedba sadrZzaja ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta

Statistickom analizom utvrdena je visoka pozitivna korelacija izmedu izmjerenog sadrzaja
ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti. KoriSten je Pearsonov koeficijent korelacije
koji je iznosio 0,9846 (Slika 12).
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4.3.Usporedba s literaturnim podacima
Gospina trava (Hyperricum perforatum)

U ovom pokusu najveci sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet pokazao je uzorak
travarice gospine trave (158 GAE mg/L i 1,089 mM TE). Za ovaj pokus koristen je vr$ni dio
biljke u cvatnji. Prethodno provedenim istrazivanjima utvrdeno je kako je sadrzaj ukupnih
polifenola u nadzemnom dijelu biljke najveéi upravo u tom vegetacijskom periodu (Ayan, A 1
sur, 2004). BioloSki aktivne tvari gospine trave s najve¢om medicinskom aktivnos$¢u su:
hipericin (naftodiantron) i hiperforin (lipofilni floroglucinol). Hipericin je pigment koji daje
crveno obojenje rakiji travarici. Hipericin mozZe imati toksi¢no djelovanje, stoga je potrebno
pripaziti na koli¢inu i duzinu ekstrakcije prilikom dodavanja gospine trave u macerate
(Tonutti i Liddle, 2010). Bioaktivne tvari izolirane iz ekstrakata gospine trave su:
naftodiantroni, floroglucinoli, flavonoidi, biflavoni, fenilpropani i proantocijanidini. Uz to,
izolirane su i manje koliine tanina, ksantona, esencijalnih ulja. Od flavonoida: hiperozid,
rutin, Kkvercetin, izokvercetin, kempferol, luteolin i mangiferin. Zbog Sirokog spektra
djelovanja na ljudsko zdravlje (antivirusno, antibakterijsko, protuupalno, antioksidacijsko,
neuroprotektivno, antitumorsko itd.) gospina trava tradicionalno se koristi u medicini te je

predmet mnogih istrazivanja (Knezovi¢, 2020).

Wojdyto i sur. (2007) proveli su pokus u kojem su odredili sadrzaj polifenola i
antioksidacijski kapacitet 32 biljke iz 21 razli¢ite porodice. U tom radu gospina trava
pokazala je tre¢i po redu najveci antioksidacijski kapacitet medu analiziranim uzorcima. Vece
vrijednosti izmjerene su kod klin¢i¢a i (Syzygium aromaticum) iz porodice mitrovki
(Myrtaceae) te kod ¢upave vrbolike (Epilobium hirsutum) iz porodice pupoljki (Onagraceae).
I u ovom radu potvrdeno je da gospina trava ima najveci sadrzaj ukupnih polifenola i

antioksidacijski kapacitet.
Porodica usnace (Lamiaceae)

Takoder, u istom radu Wojdyto i sur. (2007) , pokazali su da biljke iz porodice usnaca
(Lamiaceae) imaju vrlo visok antioksidacijski kapacitet. Za biljke iz porodice usnaca
karakteristi¢na je ruzmarinska kiselina kao glavni antioksidans. Uz ruZmarinsku kiselinu,
biljke ove porodice sadrze jos kafeinsku i hidroksikafeinsku kiselinu. Najveée koncentracije
fenolnih kiselina pronadene su kod uzoraka vrati¢a (Tanacetum vulgare), mati¢njaka (Melisa
officinalis) i maj¢ine dusice (Thymus vulgaris). Prijasnjim istraZivanjima takoder je utvrdeno

kako eteri¢na ulja timol i rozmanol biljaka iz porodice usnaca (Lamiaceae) kao Sto su maj¢ina
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dusica, ruzmarin i kadulja pokazaju visoku antioksidacijsku i antimikrobnu aktivnost (Shan et
al., 2005; Wang, 2003; Chizzola i sur., 2008).

U ovom radu takoder su koriStene biljke iz porodice usnaca i dobiveni rezultati su
usporedivi s onima objavljenim u navedenim radovima. Primjerice, maj¢ina dusSica pokazala
je maksimalne vrijednosti od 103,15 GAE mg/L, odnosno 0,771 mM TE; ruzmarin 89,15
GAE mg/L, 0,559 mM TE; kadulja 52,2 GAE mg/L, 0,407 mM TE ; menta 38,5 GAE mg/L,
0,344 mM; vrisak 35,5 GAE mg/L, 0, 312 mM TE te mati¢njak 32,4 GAE mg/L, 0,317 mM
TE.

Na sadrzaj bioaktivnih tvari utjeCu biotski ¢imbenici poput: klimatskih uvjeta i
geografskog polozaja, nadmorske visine, oborine i insolacije te abiotski ¢imbenici poput
uzgoja, vegetacijskog razdoblja u kojem se vrsi berba, odabir dijelova biljke s najvecom
koncentracijom bioaktivnih tvari, na¢in suSenja i skladiStenja te otapalo u kojem se tvari
ekstrahiraju. Promjena sadrzaja bioaktivnih tvari u ovisnosti o vremenskim prilikama i biotipu

gospine trave utvrdena je u radu Carrubba i sur. (2021).

Primjerice, u radu Issa-Issa i sur. (2019) istrazivane su razlike u koncentraciji ukupnih
fenola, flavonoida, fenolnih kiselina i hlapljivih spojeva u 16 uzorka. Utvrdene su
signifikantne razlike u koncentraciji spojeva. U istrazivanju je promatrano 4 uzorka
komercijalne travarice 1 12 uzoraka ljekovitog bilja (maj¢ina duSica, paprena metvica,
ljekovita kadulja, primorski vrisak, obi¢ni komora¢, kamilica, blaZzeni c¢kalj, ocist, obi¢na
turica, mirisna metvica, ljekoviti mati¢njak i citronovac). Najveca koncentracija ukupnih
fenola zabiljezena je kod uzoraka u koje je dodan primorski vrisak (Satureja montana, 658
mg GAE mg/L).

Primorski vrisak (Satureja montana L.)

Pronadeno je kako vrisak sadrzi fenolne spojeve: rutin, kvercetin, kafeinsku, p-kumarinsku,
elaginsku, protokatehuinsku, ruzmarinsku 1 siringinsku kiselina (Kremer 1 sur., 2015). U
ovom radu izmjeren je manji sadrzaj ukupnih polifenola kod uzorka primorskog vriska
(Satureja montana, 35,5 GAE mg/L). Razlog tomu moze se pronaé¢i u navedenim biotskim i

abiotskim ¢imbenicima.
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Majéina duSica (Thymus vulgaris L.)

Listovi maj¢ine duSice sadrze 1-2,5 % etericnog ulja u kojem su glavne fenolne sastavnice
timol (36,0-55%) i karvakrol (1-4 %) (Juri¢, 2018). Maj¢ina duSica vrlo je pogodna za
proizvodnju aromatiziranih rakija destilacijom, ali i maceracijom. Okus i miris koji daje je

tipi¢an, a boja je izrazito svijetlo zuta (Sucevi¢, 1997).
RuZmarin (Rosmarinus officinalis L.)

Spojevi u ruzmarinu su: flavonoidi genkvanin, cirsimaritin i homoplantaginin; fenolne
kiseline: ruzmarinska, klorogenska i kafeinska kiselina i fenolni diterpeni : karnosol,
karnosolna kiselina i rozmanol (Begum i sur., 2013). Ruzmarinska kiselina, karnosol i
karnosolna Kiselina su najznacajniji fenolni spojevi ruzmarina, izrazenih antioksidacijskih
svojstava (Erkan i sur., 2008; Borras-Linares i sur., 2014). Ruzmarin u maceratima daje blagu

gorcinu te svjetlo zelenu boju, dok u destilatima daje njezan okus (Sucevi¢, 1997).
Ljekovita kadulja (Salvia officinalis L.)

Poznato je antisepticko djelovanje kadulje za Sto je zasluzan glavni sastojak tujon uz cinol,
borneol i bornilacetat. Tujon moze izazvati i brojne tegobe ovisno o konzumiranoj koli¢ini
stoga treba paziti pri doziranju i primjeni pripravaka (Kersek, 2004). Ljekovito djelovanje
kadulje pripisuje se fenolnim Kkiselinama, fenolnim glikozidima, diterpenoidima i
flavonoidima (Capek i Hrtibalova, 2004). Pizzale i sur. (2002) proucavali su antioksidacijski
kapacitet dvaju varijeteta kadulje te su na temelju dobivenih rezultata donijeli zakljucak kako
je sadrzaj bioaktivnih tvari vec¢i u grékoj kadulji (Salvia fruticosa) nego u ljekovitoj (Salvia
officinalis). U  Hrvatskoj se grcka kadulja moze naéi na otoku Visu

(https://www.plantea.com.hr/grcka-kadulja/). Kadulja destilatima daje ugodnu, ali specifi¢nu

aromu. U maceratima je izraZenija goréina te stoga treba pripaziti na koli¢inu. Obojenje rakije
je svijetlo zuto. U radu Sucevié¢ (1997) preporuka je dodavati kadulju destilatima u koli¢ini
300 g na 100 I rakije.

Paprena metvica (Mentha x piperita L)

Eteri¢cno ulje mente sadrzi mentilacetat, menton, pulegon i mentofuran. Ljekoviti dijelovi
mente, listovi sadrze ruzmarinsku Kiselinu, fenolkarbonske Kiseline i triterpenske Kiseline
(Kersek, 2004). Menta ima specifi¢an okus po mentolu u maceratima i destilatima te se treba

pripaziti da ne prevlada ostale arome (Sucevi¢, 1997).
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Mati¢njak (Melissa officinalis L.)

Mati¢njak, poput ostalih uzoraka iz porodice usnaca u svojim listovima sadrzi flavonoide
kvercitrin 1 ramnocitrin, te ruzmarinsku kiselinu (Sari¢ I., 2020). Osuseni listovi mati¢njaka
prilikom dodavanja u macerate ne smije biti prestaro, odnosno ne bi trebalo biti starije od dva
mjeseca zbog manjeg intenziteta okusa. Listovi mati¢njaka maceratima i destilatima daju
zelenkastu boju, osvjezavajuéi miris i okus, ali takoder i kiselkast okus koji podsje¢a na limun

okus (Sucevic, 1997).

Biljke iz porodice usnafa pokazale su takoder antibakterijsko djelovanje. Primorski
vrisak, paprena metvica te kamilica (porodica Asteraceae ) za gram pozitivne bakterije (B.
cereus, L. monocytogenes, and S. aurea), dok su za gram negativne bakterije poput
(Escherichia coli, Salmonella enterica, and Yersinia enterocolitica) najbolji antibakterijski

ucinak imali uzorci kamilice 1 vriska (Issa Issa i sur., 2019).
Ruta (Ruta graveolens L.)

Bioaktivne tvari rute koje su utvrdene istrazivanjem Melenyk i sur. (2018) flavonoidi:
apigenin, rutin, kvercetin, luteolin, izokvercetin i hiperozid, hidroksicimetne Kkiseline:
klorogena, ruzmarinska, kafeinska i p-kumarinska te tanini: galna i elaginska kiselina,
galokatehin, epigalokatehin i epikatehin. Rutin, po kojemu su vrste roda Ruta dobile ime, ima
utvrdeno jako antioksidacijsko djelovanje (Flacer, 2017). Prilikom aromatiziranja rakija mogu
se koristiti korijen 1 liS¢e rute koji daju zelenu boju. Listovi u maceratima daju ugodan okus.
Dodavanje korijena maceratima nema znacajan utjecaj na okus, dok kod destilata ipak
pridonosi okusu s ugodnim aromama. Zbog otrovnosti eteri¢nog ulja rute vazno je pripaziti na
koli¢inu koja se dodaje za aromatiziranje destilata (Sucevi¢, 1997). U ovom radu macerirani
su listovi rute te je izmjerena vrijednost ukupnih fenola 20,8 GAE mg/L, dok je
antioksidacijski kapacitet 0,204 mM TE.

Crni sljez (Malva sylvestris L.)

U radu DellaGreca i sur. (2009) pronadeno je 11 bioaktivnih sastavnica crnog sljeza koje su
pokazale antioksidacijsko djelovanje, a sadrzaj polifenola najveci je u listovima prema Barros
i sur. (2014). Ljekovito djelovanje sljeza poznato je jo§ od davna, spominje se u Bibliji te
literatura navodi kako je prije 5000 godina u kineskoj medicini pod imenom ,,tung-kuei-zze

bio koriSten za razliCite zdravstvene tegobe poput probavnih i diSnih smetnji (Keresek, 2004).
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U ovom radu izmjerena je vrijednost ukupnih fenola sljeza 37 GAE mg/L, te antioksidacijski
kapacitet 0,312 mM TE.

Koromac (Foeniculum vulgare Mill.)

lako je u ovom radu koromac¢ pokazao najmanji ukupan sadrzaj polifenola i antioksidacijski
kapacitet (7,7 GAE mg/L, odnosno 0,118 mM TE), u dalmatinskim rakijama redovno se moze
naci u recepturi. Tradicionalno se dodaje radi povoljnog utjecaja na okus travarice (Sucevic,
1997). U sjemenkama koromaca koncentracija bioaktivnih tvari veéa je nego u cvjetovima i
listovima (Ferioli i sur., 2017). Sjemenke koromaca sadrze: fenolne kiseline poput
ruzmarinske kiseline,kafeinske i klorogenske kiseline kao glavne te flavonoide kvercetin i
apigenin (Badgujar, S.i sur., 2014). Razlika u sadrzaju bioaktivnih tvari takoder je utvrdena
ovisno o geografskom polozaju te u divljem i kultiviranom koromacu (Faudale i sur., 2008;

Ferioli i sur., 2017).

U skladu s gore navedenim literaturnim podacima koji navode utjecaj razlicitih sadrzaja na
bioaktivne tvari i antioksidacijsko djelovanje mogu se razmatrati i rezultati dobiveni u ovom
radu. Zamije¢ena odstupanja u odnosu na literaturom opisane vrijednosti mogu se pripisati
utjecaju biotskih i abiotskih ¢imbenika, nacinu susenja, skladistenja i ekstrahiranja uzoraka.
Za jasniji uvid u sinergisticka i antagonisticka djelovanja biljaka u priredenim rakijama
travaricama u buducim istrazivanjima trebalo bi ukljuciti napredne analitiCke metode. Na taj
nacin dobio bi se bolji uvid u komponente kao $to su fenolne kiseline, flavonoidi i spojevi

koji pridonose antioksidacijskom potencijalu.
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5. Zakljucak
U ovom radu ispitan je ukupan sadrzaj bioaktivnih tvari u rakijama travaricama nakon
provedene maceracije 11 odabranih samoniklih mediteranskih biljaka koje se tradicionalno

koriste za aromatiziranje rakije.

Ispitani su op¢i kemijski parametri rakije komovice, koja je koristena kao baza za maceraciju,

kao sto su alkoholna jakost, ukupna kiselost 1 ukupni esteri.

Metodom Folin-Ciocalteu odreden je sadrzaj ukupnih fenola, a metodom ABTS

antioksidacijski kapacitet pripravljenih macerata.

Najveci sadrzaj ukupnih fenola dobiven je iz macerata gospine trave. Statistickom analizom
utvrdeno je znacajno odstupanje od rezultata ostalih uzoraka. Dobivena vrijednost uzorka
smjese 1 prosjeCna vrijednost pojedinacnih macerata medusobno se razlikuju za 17 %.
ZakljuCeno je da na zamjeCenu razliku utjeCe sinergistiCka i1 antagonisticka djelovanja

bioaktivnih tvari u otopini.

Najveci antioksidacijski kapacitet odreden je za macerat gospine trave, a slijede ga macerati

majcine dusice, stolisnika i ruzmarina.

Statistickom usporedbom rezultata ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta utvrden je

visoki stupanj pozitivne korelacije ispitivanih macerata.

Dobiveni rezultati ovog rada mogu posluziti u svrhu kreiranja rakije travarice dodatkom
aromaticnog bilja koje uz umjerenu konzumaciju mogu imati pozitivan ucinak na ljudsko

zdravlje.
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