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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

Zadatak ovog rada bio je utvrditi razliku i dokazati poveznicu izmedu kemijskog
sastava i antioksidacijskih svojstava motra prikupljenog sa tri razli¢ita stanista; s rije¢nog

staniSta, staniSta na uséu te s morskog stanista.



SAZETAK

Motar (Crithmum maritimum L.) je vjerojatno jedan od najpoznatijih halofita na
podruc¢ju Mediterana. Ova biljka se od davnina Kkoristi u prehrambene i ljekovite svrhe
obzirom da je odlikuje prisutnost visokih koncentracija vitamina C, polifenola, karotenoida
te ostalih bioaktivnih spojeva. Cilj ovog rada bio je istraziti razlike u kemijskom sastavu i
bioloskim svojstvima motra prikupljenog sa tri razliCite lokacije; na rijenom stanistu,
staniStu na samom uS¢u te na morskom staniStu. KoriStenjem uredaja za mikrovalnu
ekstrakciju pripravljeni su biljni ekstrakti (94°C, 500 W, 30 min) kojima je odreden udio
ukupnih fenola, flavonoida te ukupnih tanina, dok je sadrzaj klorogenske kiseline, koja je
dominantan fenolni spoj u motru, odreden primjenom visokodjelotvorne tekuéinske
kromatografije. Uzorcima je testirana i antioksidacijska aktivnost metodom odredivanja
redukcijske aktivnosti uzoraka (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) te
koristenjem dviju metoda odredivanja sposobnosti hvatanja molekula slobodnog radikala pri
¢emu je koristen dusikov monoksid (NO°) i 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal (DPPH). Na
temelju dobivenih rezulata moze se zakljuciti da lokacija uzorkovanja biljke motar ima veliki
utjecaj na kemijski sastav i antioksidacijska svojstva ekstrakata. Takoder, rezultati ukazuju
na vaznost individualnih fenolnih spojeva (klorogenske kiseline) na bioloSka svojstva

ekstrakata.

Kljucéne rije¢i: motar, mikrovalna ekstrakcija, fenolni spojevi, klorogenska kiselina,

antioksidacijska aktivnost.



SUMMARY

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is probably one of the most known halophytes
in the Mediterranean region. This plant has been used from the earliest times for nutritional
and medicinal purposes because it is characterized by a high concentration of vitamin C,
polyphenols, carotenoids, and other bioactive compounds. The aim of this
study was to explore the differences in chemical composition and biological properties of sea
fennel collected from  three different locations: river habitat,  estuarine habitat,  and
marine habitat. Extracts of sea  fennel  were prepared by  microwave-assisted
extraction (94°C, 500 W, 30 min). Obtained extracts were tested for total phenolics,
flavonoids, and tannins, while the content of chlorogenic acid, which is the dominant
phenolic compound in sea fennel, was determined by using high-performance liquid
chromatography. The antioxidant activity of the samples was also tested by Ferric Reducing
Antioxidant Power (FRAP) assay, and using two free radical scavenging methods using nitric
oxide (NO"), and 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazil radical (DPPH). From the obtained results it
could be concluded that the sea fennel harvest location has great effect on the chemical
composition and antioxidant activity of the extracts. Furthermore, the results point out the
importance of the individual phenolics (chlorogenic acid) on the overall activity of the sea

fennel extracts.

Keywords: sea fennel, microwave-assisted extraction, phenolics, chlorogenic acid,

antioxidant activity.
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Motar (Crithmum Maritimum L.) je divlja, grmolika biljka koja je u Hrvatskoj jos$
poznata i kao obalni petrovac, primorski petrovac, $¢ulac, morski komorac i obalac. Spada u
skupinu halofita, odnosno biljaka prilagodenih Zivotu na stanistima visokog saliniteta. Sastav
motra ovisi 0 brojnim ¢imbenicima poput vrste (divlji ili kultivirani), vremenu uzorkovanja,
lokaciji uzorkovanja te ostalim okolisnim ¢imbenicima. Veliki utjecaj na sastav i svojstva
ekstrakta takoder ima i koriStena tehnika ekstrakcije ciljanih spojeva pri ¢emu se u novije
vrijeme konvencionalne metode ekstrakcije sve viSe zamjenjuju novijim, brzim i pouzdanijim
tehnikama. Posljednjih godina se zahvaljujuci visokoj ucinkovitosti, kratkom vremenu
ekstrakcije te maloj potrosnji organskih otapala mikrovalna ekstrakcija pokazala posebno
znacajnom za izdvajanje bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala, a samim time i kao dobra

alternativa do sada koristenim konvencionalnim postupcima ekstrakcije.



1. OPCI DIO

1.1. Halofiti

Halofiti ili slanjace su biljke prilagodene Zivotu na staniStima koja se odlikuju visokim
salinitetom. Neka od takvih podrucja su slane moc¢vare, estuariji izlozeni djelovanju morskih
mijena, unutrasnje pustinje bogate lako topljivim solima, podru¢ja u blizini obala unutrasnjih
jezera te poljoprivredna tla koja se pretjerano navodnjavaju. U takvim podru¢jima dolazi do
velikih gubitaka vode evapotranspiracijom uslijed ¢ega se iz vode oslobada sol i na taj na¢in

poveéava njena koncentracija u tlu.!

Halofiti su biljke koje su razvile posebne prilagodbe kako bi opstali na staniStima
visokog saliniteta kao $to su nakupljanje velike koli¢ine vode u stani¢énom soku, izlu¢ivanje
vode Zlijezdama te odbacivanje odredenih dijelova u kojima se nakupljaju soli. Na temelju
tolerancije halofita, odnosno njihove potrebe za soli razlikuju se obligatni i fakultativni
halofiti. Obligatni halofiti su vrste koje za opstanak moraju zivjeti na zaslanjenim staniStima,
dok fakultativnim halofitima viSe odgovaraju slatkovodna staniSta ili staniSta s niskim

koncentracijama soli.?

Postoji jo$ jedna podjela halofita, i to na ksero-halofite i hidro-halofite. Hidro-
halofitima je za Zivot potrebna voda, odnosno mogu zivjeti u vodi ili na vlaznom tlu, dok s
druge strane, ksero-halofitima je vazno samo da im je staniSte slano te su oni najceSce
stanovnici unutraS$njih pustinja. Stoga tla na kojima ove vrste rastu sadrze visoke

koncentracije Na*, Ca?*, CI', SO4% i karbonata.!

Hrvatska flora broji nekoliko desetaka halofita od kojih su najpoznatiji motar, morska

blitva, primorski oman, caklenja¢a i omaklina (slika 1).2



c) Caklenjaca d) Primorski oman

Slika 1. Najcesce halofitne vrste u Hrvatskoj

1.1.1. Motar (Crithmum maritimum L.)

Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L.) je viSegodi$nja biljna vrsta iz
porodice Stitarki (Apiaceae). Ime roda Crithmum dolazi od grcke rijeci krithe $to znaci jeCam,
a odnosi se na oblik ploda, dok ime vrste maritimum znaci od mora, a odnosi se na staniste
na kojem ova biljka obitava.® Rasprostranjen je na veéini europskih morskih obala. MoZe se
naci na jugoisto€noj 1 zapadnoj africkoj obali, na sjeveru arapskog poluotoka te na isto¢noj
obali Australije. U Hrvatskoj motar raste uzduz cijele Jadranske obale. Raste po stijenama,
klifovima te pjeS¢anom i kamenitom tlu, najceS¢e u ve¢im skupinama. MoZe se naci i na
podru¢jima udaljenijim od mora gdje je tlo zaslanjeno kao posljedica posolice uzrokovane

snaznim vjetrovima.®



Tablica 1. Sistematizacija motra®®

Carstvo Plantae
Odjeljak Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Apiales
Porodica Apiaceae
Rod Crithmum
Vrsta Crithmum maritimum L.

Slika 2. Motar (Crithmum maritimum L.)%




Slika 3. Rasprostranjenost motra po hrvatskoj obali?

Na slici 4 prikazane su morfoloSke karakteristike motra. Stabljika biljke je okrugla,
zadebljana, glatka i razgranata te moze narasti do 60 cm visine, dok mu je korijen gust i jak.
Listovi biljke su slozeni, debeli i mesnati te razdijeljeni na 2,5 — 5 cm duge segmente sivo-
zelene ili plavo-zelene boje. Cvjetovi cvatu od srpnja do rujna, mali su, skupljeni u stitaste
cvatove i imaju 5 zuckasto-zelenih ili zelenkasto-bijelih ovalnih latica. Plod motra je kalavac
duljine 5—6 mm. Sjeme mu je zelenkasto ili zu¢kasto, duljine oko 5 mm, a $irine oko 2 mm.
Klijanje se odvija od kraja travnja do kraja lipnja, dok isto dozrijeva od pocetka listopada do

prosinca.?



Slika 4. Morfoloske karakteristike motra*

lako je cijela biljka motra jestiva, naj¢e$¢e se konzumiraju listovi koji su bogati
karotenoidima, polifenolima, vitaminom C te ostalim bioaktivnim spojevima. Motar su zbog
visoke koncentracije vitamina C konzumirali mornari kao prirodni lijek za prevenciju
oboljevanja od skorbuta. Takoder, biljka se ucestalo Kkoristila za lije¢enje nadutosti i
probavnih tegoba te u lijeCenju tegoba urinarnog trakta. Listovi se mogu upotrebljavati kao

zadin u brojnim jelima, jesti u svjezem ili ukiseljenom obliku.*>®

Nutritivni sastav motra prikazan je u tablici 2.



Tablica 2. Hranidbena vrijednost motra na 100 grama svjeze biljke®

Energetska vrijednost | 26 kcal
Voda 88,87 ¢
Masti 0,399
Proteini 0,31¢g
Ugljikohidrati 2,48 ¢
Vlakna 570
Pepeo 2,25¢

Ulje dobiveno iz listova motra sadrzi visoke koncentracije -3 i -6 masnih kiselina,
dok je sastav ulja dobivenog iz sjemenki sli¢an sastavu ulja masline. Kultivacija i proizvodnja
motra predstavlja velik ekonomski potencijal jer se njegova etericna ulja zbog ljekovitih

svojstava mogu koristiti u farmaceutskoj i medicinskoj industriji.*®

U tablici 3 prikazana je usporedba sadrzaja pojedinih iona izmedu divljeg i
kultiviranog motra. Vidljivo je da je u samoniklim jedinkama visi sadrzaj natrija i kalcija, a
nizi sadrzaj kalija 1 magnezija §to moze biti rezultat toga Sto su na morskim obalnim
stanistima biljke izlozenije Na* i Ca?* ionima. lako kalij nije sastavni dio biljnih struktura
potreban je biljkama u visokim koncentracijama za razli¢ite metaboli¢ke procese. Stoga, veca
koli¢ina natrija u divljim jedinkama motra moze biti odgovor biljke za ublazavanje

negativnih u¢inaka nize razine kalija.®



Tablica 3. Prosje¢ni sadrzaj iona metala u divljem i kultiviranom motru'®

Tip motra | Na* (mg/100 g) | K* (mg/100 g) | Mg?* (mg/100 g) | Ca?*" (mg/100 g)
Divlji 291 335 28 310
Kultivirani 168 588 41 250

Tablica 4. Prosje¢ni sastav vitamina C, flavonoida, ukupnih polifenola i karotenoida u

nadzemnim dijelovima motra®*’

Spoj Mjerna jedinica Vrijednost
Vitamin C mg/100 g svjeze biljke 76,6
Flavonoidi 230,0
Tanini mg/100 g suhe biljke 680,0
Ukupni polifenoli 230,0
Karotenoidi 33,8

Motar sadrzi i velike koliCine eteri¢nog ulja koje mogu znacajno varirati izmedu

razli¢itih dijelova biljke pa je tako sadrzaj etericnog ulja u lis¢u oko 0,5%, u stabljici je znatno

nizi, dok udio ulja u cvijetu moZze biti visi i od 2%.8

Motar u usporedbi s ostalim halofitima ima znatno visi sadrzaj fenolnih spojeva od

kojih dominiraju klorogenska kiselina i ostale fenolne kiseline. Ipak, sadrzaj ukupnih fenola

u biljci moze znacajno varirati ovisno o razdoblju vegetacije. Utvrdeno je da je tijekom

travnja ekstrakt motra sadrzi najvecu koli¢inu fenola i navisu koncentraciju klorogenske

kiseline u odnosu na ostale mjesece u kojima je biljka uzorkovana.®




1.1.2. Motar kao predmet znanstvenih istraZivanja

Posljednjih godina provedena su razli¢ita znanstvena istrazivanja na motru u kojima
je ispitan kemijski sastav pojedinih dijelova biljke tijekom razli¢itih perioda vegetacije,
sastav njegovog eteri¢nog ulja te antimikrobno i antibakterijsko djelovanje pojedinih dijelova
biljke ili biljnih izolata.

Generali¢ Mekini¢ i sur.®

su ispitivali kemijski profil etanolnih ekstrakata i etericnog
ulja motra te je potvrdeno je da su dominantni spojevi u ulju limonen (58 — 74%), a u
ekstraktima klorogenska kiselina (0,7 — 8,1 mg/g). Dobivenim uzorcima je testirana
sposobnost inhibicije acetilkolinesteraza, antioksidacijska i vazodilatacijska aktivnost te je
dokazana poveznica izmedu testiranih aktivnosti 1 koncentracije dominantnih spojeva, 1 u

ulju i u ekstraktu.

Males i sur.?° su ispitivali sastav flavonoida, tanina i ukupnih polifenola u uzorcima
motra uzorkovanim na tri geografski odvojene lokacije duz Jadranske obale te u razli¢itim
periodima vegetacije. Sadrzaj flavonoida u istrazivanim uzorcima se kretao od 0,08 do
0,42%, sadrzaj tanina od 0,1 do 2,7%, dok je sadrzaj ukupnih polifenola iznosio od 4,7 do
9,5%. Najveci sadrzaj flavonoida pronaden je u uzorku branom prije cvatnje, dok je najveéi

sadrzaj tanina i ukupnih polifenola dokazan prije i na samom pocetku cvatnje.

Istrazivanja su pokazala da motar zajedno sa ostalim halofitima pokazuje visoku
antioksidacijsku aktivnost §to omogucuje potencijalnu primjenu halofita u prehrambenoj i
kozmeti¢koj industriji. Medutim, Meot-Duros i sur.?* su dokazali da postoje razlike izmedu
populacija motra koje rastu na razli¢itim staniStima. Motar koji raste na pjes¢ano-brdovitom
podrucju ima veci sadrzaj klorogenske kiseline u odnosu na motar koji raste na stjenovitom
podrucju. Ocekivano, populacija motra sakupljena sa pjes¢ano-brdovitog podruéja pokazala

je vecu antioksidacijsku aktivnost.

Mihajlovski?® je ispitala fenolni profil ekstrakta motra tijekom razli¢itih perioda
vegetacije uslijed ¢ega se pokazalo da najmanje ukupnih fenola sadrzi liS¢e motra ubranog u

kolovozu (1240 mg GAE/L), a najviSe liS¢e motra ubranog u travnju (2215 mg GAE/L).



Lonc¢ar®® je koristenjem dviju antioksidacijskin metoda, metode DPPH i FRAP
metode, ispitala biolosku aktivnost ekstrakta motra iz razlicitih perioda vegetacije. FRAP
metodom je najbolju redukcijsku snagu pokazao ekstrakt motra iz travnja, dok je ekstrakt
motra iz kolovoza imao najslabije djelovanje. Najbolju inhibiciju DPPH radikala su pokazali
ekstrakti iz travnja (53%) i lipnja (58%).

Dokazano je da eteri¢no ulje motra sadrzi nekoliko znacajnih hlapljivih spojeva kao
Sto su limonen, a-pinen, sabinen, terpinen, timol i karvakrol koji su zasluzni za aromati¢ne
note koje podsjecaju na celer, komorac¢ i koru zelenih agruma. Takoder, etericno ulje motra
je pokazalo i dobro antibakterijsko djelovanje. Ipak, sadrzaj etericnog ulja motra moze
varirati ovisno o razliitim ¢imbenicima pa tako koli¢ina eteri¢nog ulja iz sjemenki motra
iznosi oko 0,8%, dok se ista u lis¢u krece od 0,15 do 0,3%. Velik utjecaj na karakteristike

eteri¢nog ulja ima i podrijetlo same biljke, faza njenog Zivotnog ciklusa i period branja.?42°

Senatore i sur.?® su ispitivali eteri¢na ulja izolirana iz svjezih nadzemnih dijelova
motra Kkoji raste na podrucju Turske i u njihovom istrazivanju udio ulja bio je 0,17 —0,19%,
a u uzorcima je identificirano oko 20 razli¢itih komponenata. U jednom uzorku dominantan
su bili p-felandren (30%) i timol etil eter (25%), dok su u drugom prevladavali y-terpinen
(24%) i dilapiol (21%). Vrlo dobra antibakterijska aktivnost, posebice prema gram-

pozitivnim vrstama je takoder dokazana u ovom istrazivanju.

Ozcan i sur.?’ su istrazivali eteri¢na ulja izolirana iz nadzemnih dijelova motra
sakupljenih na dvije lokacije na podru¢ju Turske. Kemijski profil ulja analiziran je tehnikom
plinske kromatografije te su u njima identificirana 23 razli¢ita spoja od kojih su
najzastupljeniji bili spojevi iz grupe monoterpena (89 — 99%), i to y-terpinen, p-felandren i

sabinen.

Zbog visokog sadrzaja -3 i ®-6 masnih kiselina konzumacija motra bi mogla imati
blagotvorne uéinke u prevenciji koronarnih sréanih bolesti. Motar pokazuje i citotoksi¢no
djelovanje na odredene stanice tumora te vrlo dobro antimikrobno djelovanje protiv

patogenih bakterija. U istrazivanju antifungalnog djelovanja etericnog ulja motra protiv
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mikropatogene gljive Mycogone perniciosa, isto je pokazalo bolju antifungalnu aktivnost u

usporedbi s komercijalnim fungicidom.%2

Kao $to je prethodno spomenuto, motar se kao halofitna biljka svojom gradom
prilagodava slanim uvjetima, a karakterizira ga i visoka tolerantnost na vodeni stres te visoke
i niske temperature. Medutim, u literaturi je dostupno malo podataka o moguc¢im tehnikama
uzgoja. Poznato je da ¢imbenici poput temperature, saliniteta i svjetlosti imaju znacajan
utjecaj na proces klijanja sjemena i proizvodnju presadnica motra. Utvrdeno je da upotreba
crvenog svjetla 1 spojeva na bazi duSika moze zna€ajno potaknuti i ubrzati proces klijanja te
da prethodna obrada sjemena L-askorbinskom kiselinom ili etanolom moze poboljsati
Klijavost sjemena za 30%. Kultivacija i uzgajanje motra na zaslanjenim tlima je vrlo laka, a
preporucuje se uzgajanje iz presadnica. Mladi motar mora se navodnjavati morskom vodom
ili blago slanom vodom. Utvrdeno je da proizvodnja sadnica motra in vitro tehnikama nema

negativnog utjecaja na performance rasta korijena i biljke. 10152
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1.2.  Ekstrakcija

Ekstrakcija je tehnoloski postupak potpunog ili djelomi¢nog razdvajanja smjese

tvari.3°

Postoje konvencionalne i nekonvencionalne metode ekstrakcije. Konvencionalne
metode ekstrakcije (destilacija, postupak hladnog presanja i ekstrakcija otapalima) su skupi i
dugotrajni procesi koji su vrlo Cesto slabe ucinkovitosti te SU popraceni nepozeljnim i
degradacijskim reakcijama. Osim toga zbog brojnih ekoloskih ¢imbenika i smanjenja Stetnih
utjecaja otapala na zdravlje sve CeSce se koriste nekonvencionalne metode, odnosno tzv.

“zelene” tehnike ekstrakcije.!

Ove metode ekstrakcije ubrzavaju sam proces, ali zahtijevaju i veéa investicijska
ulaganja. Neke od nekonvencionalnih metoda ekstrakcije su ekstrakcija superkriticnim
kapljevinama, ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija potpomognuta enzimima, ekstrakcija pod
visokim tlakom, ekstrakcija na ¢vrstoj fazi, mikrovalna ekstrakcija, itd., a neki od ovih
postupaka se ve¢ uspjesno koriste za izolaciju bioaktivnih spojeva iz razli¢itih materijala u

farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.3%3?

1.2.1. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalovi su dio elektromagnetskog zracenja u frekvencijskom rasponu 1 — 300
GHz. Mikrovalovi imaju $iroku primjenu u razli¢itim granama industrije; mobilnoj industriji,
radarskoj tehnici, beZzi¢noj mrezi, prehrambenoj industriji i drugdje. U procesu zagrijavanja
hrane u mikrovalnim pe¢nicama koje rade na principu energije mikrovalova, mikrovalovi
zagrijavaju vodu, a da pritom ne dolazi do promjena u strukturi hrane sto je moguée zbog

njihovog ograni¢enog energetskog potencijala.33%*
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Mikrovalna ekstrakcija (engl. Microwave Assisted Extraction, MAE) je
nekonvencionalna tehnika koja se temelji na dielektriénom zagrijavanju matriksa upotrebom
mikrovalova. Apsorpcija mikrovalne energije ovisi o dielektricnim konstantama kemijskih
spojeva tako da veca vrijednost dielektricne konstante zna¢i vecu vrijednost apsorpcije i
samim time bolju pretvorbu mikrovalne energije u toplinu. Za razliku od konvencionalnih
metoda kod kojih se na uzorak energija prenosi zracenjem iz vanjskog medija, kod MAE
energija mikrovalova ima izravnu interakciju s elektromagnetskim poljem ¢ime dolazi do
zagrijavanja. Stoga se moze zakljuéiti da kod klasi¢énih metoda toplina prelazi s medija za

zagrijavanje u unutrasnjost materijala, dok se kod mikrovalne ekstrakcije proces zagrijavanja

34,35

odvija unutar ozracenog medija.

Slika 5. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju®
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Mikrovalno zagrijavanje se temelji na dva mehanizma, a to su ionska vodljivost i
rotacija dipola. lonska vodljivost predstavlja migraciju iona pod djelovanjem promjene
elektri¢nog polja pri ¢emu nastaje otpor koji uzrokuje trenje, dok se rotacija dipola odnosi na
poravnanje polova molekule i elektriénog polja koje se brzo mijenja. Kretanjem otopljenih

iona dolazi do poveéanja prodiranja otapala u materiju ¢ime se potice otapanje.®®

Slika 6. Mehanizam mikrovalnog zagrijavanja®’

Postupak MAE koja se provodi s otapalom moZe se opisati pomo¢u 6 koraka:®

o Prodiranje otapala u krutu maticu

o Solubilizacija i/ili razgradnja sastavnica

. Transport otapala ¢vrste tvari unutarnjom difuzijom
o Migracije ekstrahirane topline vanjskom difuzijom
o Kretanje ekstrakta u odnosu na krutu tvar

o Odvajanje i ispustanje ekstrakta i krute tvari.

Ucinkovitost MAE ovisi 0 temperaturi, izboru otapala, veli¢ini i raspodjeli Cestica,
vremenu ekstrakcije, primijenjenoj snazi mikrovalova i drugim ¢imbenicima.*® U procesu
mikrovalne ekstrakcije mora se to¢no definirati temperatura kako ne bi doslo do razgradnje
termo-osjetljivih spojeva. Ako je optimalna temperatura koja se koristi uvjetovana dobro
odabranom snagom mikrovalova, bolji ucinak ekstrakcije postize se povecanjem

temperature.>>®
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Veli¢ina Cestica medija koji se podvrgava postupku mikrovalne ekstrakcije najcesce
je u rasponu od 100 pum do 2 mm. Iako se povecCanjem kontaktne povrSine povecava
ucinkovitost ekstrakcije, Cestice malih dimenzija uzrokuju otezano odvajanje biljnog
materijala i otapala nakon postupka ekstrakcije.®® Izbor otapala temelji se na topljivosti
ekstrakta, sposobnosti otapala da upija mikrovalove i 0 mogucoj interakciji izmedu otapala i
matriksa. Pogodna otapala su metanol, voda i etanol jer imaju visoku dielektri¢nu konstantu
i dobro upijaju energiju mikrovalova. Trajanje ekstrakcije ovisi 0 svojstvima uzorka i otapala,

a postupak najéesée traje od 15 do 20 minuta.®

1.2.2. Prednosti ekstrakcije potpomognute mikrovalovima

Dostupne su dvije vrste sustava MAE, a to su ekstrakcija u mikrovalnim pe¢nicama
pri atmosferskom tlaku i ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranoj temperaturi i
tlaku.394° Ekstrakcija u zatvorenoj posudi zbog poveéanja tlaka unutar posude omoguéava
razvoj visih temperatura Sto smanjuje vrijeme trajanja procesa. Kod ove vrste sustava
potrebna je i manja koli¢ina otapala, a izbjegnuta je opasnost od kontaminacije i gubitak
hlapljivih tvari. Negativne karakteristike zatvorenog sustava su ogranicenje koli¢ine uzorka,
opasnost od eksplozije uzrokovane poviSenjem tlaka, negativan u¢inak visokih temperatura
na konstrukcijske materijale i nemoguénost dodatka reagensa tijekom procesa. S druge strane,
ekstrakcija u otvorenoj posudi omogucava koriStenje posuda od razli¢itih materijala,
uklanjanje viska otapala, dodatak reagensa tijekom procesa te obradu vece koli¢ine uzorka.
Rad u ovim sustavima je najces¢e potpuno automatiziran, a cijena opreme niza. Nedostatci
su manja preciznost zbog potencijalnih gubitaka, nemoguénost obrade viSe uzoraka

istovremeno i dulje trajanje procesa.®

Opcenito, osnovni ¢imbenici koji ekstrakciju potpomognutu mikrovalovima cine
boljom i uc¢inkovitijom od ostalih metoda ekstrakcije bioaktivnih spojeva su manji rizik od
termicke degradacije spojeva prisutnih u matriksu, uporaba manjih koli¢ina otapala, krace

vrijeme trajanja ekstrakcije te bolja prevencija od onecis¢enja.
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Prednosti mikrovalne ekstrakcije u usporedbi sa Soxhlet ekstrakcijom su znatno krece
trajanje mikrovalne ekstrakcije (obi¢no 30 minuta) Sto rezultira manjim utroskom energije.
Takoder, ne dolazi do gubitka energije zbog ciljanog i selektivnog nacina zagrijavanja. Kod
mikrovalne ekstrakcije ne postoje ograni¢enja kod odabira otapala, 0dnosno mogu se koristiti
i polarna i nepolarna otapala te se mogu izdvojiti i sastojci koji su u uzorku prisutni u

tragovima.®03®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu ovog rada su koristeni uzorci motra prikupljeni u svibnju
2021. godine na tri razli¢ite lokacije na podruc¢ju Omisa (slika 7). Prvi biljni materijal (Zuto)
je uzorkovan na najdaljem nalazistu biljke uz tok rijeke Cetine, drugi materijal (crveno) je
uzorkovan na samom uscu rijeke Cetine, dok je tre¢i materijal (zeleno) prikupljen na izrazito

morskom stanistu.

Slika 7. Podrugja uzorkovanja motra*!
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a) b) c)

Slika 8. Uzorci motra prikupljeni uz rijeku (a), na us¢u (b) i uz more (c)

2.2. Postupak ekstrakcije

Uzorci motra su u laboratoriju prije postupka ekstrakcije podvrgnuti postupku
predobrade koji je ukljuéivao ¢is¢enje i odvajanje suhih listova i drvenastih dijelova biljke te

uklanjanje razli¢itih neéistoca s biljnog materijala njegovim ispiranjem vodovodnom vodom.

Prije ekstrakcije uzorci motra su liofilizirani (FD-1D-50; Shanghai Bilon Instrument
Co. Ltd, Shanghai, PRC) te je za svaki postupak ekstrakcije odvagano po 20 ¢
homogeniziranog biljnog materijala. Biljni materijal je zatim prebacen u tikvicu s okruglim
dnom te mu je dodana destilirana voda tako da je omjer uzorka i vode u konaénici bio 1:10.
Na taj nadin pripravljeni uzorci podvrgnuti su postupku ekstrakcije potpomognute
mikrovalovima (MAE Ethos X, Milestone Srl, Italy, slika 9).
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Slika 9. Koristeni uredaj za mikrovalnu ekstrakciju

Za ekstrakciju potpomognute mikrovalovima postavljeni su sljede¢i parametri:
temperatura 94°C, snaga mikrovalova 500 W te vrijeme trajanja ekstrakcije 30 minuta.
Nakon zavrSetka ekstrakcije smjesa zaostala u tikvici je profiltrirana, a dobiveni bistri

ekstrakt je skladiSten na temperaturi od +4°C do analiza.
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2.3.  Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu metoda zasniva se na oksidaciji fenolnih grupa do kinona dodatkom
Folin-Ciocalteu reagensa pri ¢emu se stvara plavo obojeni produkt. Intenzitet nastalog
obojenja mjeri se spektrofotometrijski pri 765 nm i direktno je proporcionalan udjelu fenolnih

spojeva u uzorku.*?

Reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens.
e ZasiCena otopina natrijevog karbonata; w (Na.CO3) = 20%.

e Otopine klorogenske kiseline, ¢ = 1000 mg/L.

Izrada umjernog pravca:

Za izradu umjernog pravca prema opisanom postupku odredivanja testiraju Se otopine

klorogenske kiseline koncentracija 50 — 1000 mg/L.

Postupak odredivanja:

U Kivetu se doda 25 pL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 125 pL Folin-Ciocalteu
reagensa. Smjesa se dobro promijesa te joj se nakon 1 minute doda 375 uL otopine Na,COs
nakon Cega se otopina ostavi stajati tijekom 2 sata na sobnoj temperaturi. Apsorbancija
reakcijske smjese se oc€ita pri valnoj duljini od 765 nm, a konac¢ni rezultat ratuna se preko
jednadzbe umjernog pravca dobivene za otopine klorogenske kiseline (y=0,0007x-0,0026) i

izrazava kao mg ekvivalenata klorogenske kiseline po 1 L ekstrakta (mg CA/L).
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2.4.  QOdredivanje ukupnih tanina

Ukupni tanini odreduju se vanilin metodom prema Julkunen-Titto (1985). Kod ove
metode flavonoidi s reaktivnom floroglucinol strukturom reagiraju s vanilinom pri ¢emu

nastaje obojeni produkt koji se odreduje kolorimetrijski.*®

Reagensi:

e Otopina vanilina, w (vanilina) = 4%.

Izrada umjernog pravca:
Za izradu umjernog pravca prema opisanom postupku odredivanja testiraju se otopine

katehina koncentracija 25 — 500 mg/L.
Postupak odredivanja:

U kivetu se doda 50 pL uzorka, 1,5 mL otopine vanilina i 750 puL koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline. Sve se dobro promijesa i ostavi na mra¢nom mjestu 20 minuta, nakon

Cega se oCita apsorbancija pri valnoj duljini od 500 nm.

Udio tanina se raCuna preko jednadzbe umjernog pravca (y=0,0009x+0,0167)
dobivene testiranjem otopina katehina razli¢itih koncentracija (25 — 500 mg/L) prema
postupku odredivanja. Konac¢ni rezultat se izrazava u miligramima ekvivalenata katehina po

1 L ekstrakta (mg KE/L).
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2.5.  Odredivanje ukupnih flavonoida

Udio ukupnih flavonoida odreden je pomocu kolorimetrijske metode. Reagensi
koriSteni u metodi su natrijev nitrit i aluminijev klorid pri ¢emu dolazi do nastanka Zutog

obojenija ¢&iji se intenzitet mjeri pri 510 nm.**

Reagensi:

e Otopina aluminijeva klorida, w (AICI3) = 10%.
e Otopina natrijeva nitrita, w (NaNO>) = 5%.

e Otopina natrijevog hidroksida, ¢ (NaOH) =1 mol/L.

Izrada umjernog pravca:
Za izradu umjernog pravca prema opisanom postupku odredivanja testiraju Se otopine

kvercetina koncentracija 25 — 500 mg/L.
Postupak odredivanja:

U Kivetu se otpipetira 250 pL uzorka, 1,525 mL vode i 75 pL otopine natrijevog
nitrita. Otopina odstoji 6 minuta nakon ¢ega joj se doda 150 uL otopine AICl;. Otopina
ponovno odstoji 5 minuta nakon Cega se doda 500 pL otopine NaOH i odmah mjeri

apsorbancija pri valnoj duljini od 510 nm.

Ukupni flavonoidi se ra¢unaju preko jednadzbe umjernog pravca (y=0,002x+0,027)
dobivenog testiranjem otopina kvercetina prema opisanom postupku, a konaé¢ni rezultat

izrazava se U mg kvercetina po 1 L ekstrakta (mg QE/L).
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2.6.  Odredivanje klorogenske Kiseline

Klorogenska kiselina u uzorcima je odredena primjenom visokodjelotvorne
tekucinske kromatografije u kombinaciji s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD Ultimate
3000, Termo Fisher Scientific, Wathman, MA, SAD). Separacija fenolnih spojeva je
provedena koriStenjem Syncronis™ C18 kolone (250x4,6 mm, 5 um, Termo Fisher
Scientific, Wathman, MA, SAD), dok su kao otapala koristene smjese 0,2% otopine mravlje
Kiseline (A), acetonitrila (B) i metanol (C). Trajanje metode je 80 min, a program gradijentne
eluacije je prikazan u tablici 5. Temperatura kolone je 25°C, protok otapala 0,8 mL/min, a

volumen injektiranog uzorka 10 pL.

Tablica 5. Program gradijentne eluacije

t, min Otapalo A, % Otapalo B, % Otapalo C, %
0 96 2 2
40 50 25 25
45 40 30 30
60 0 50 50
68 0 50 50
70 96 2 2
80 96 2 2

Klorogenska kiselina je identificirana usporedbom retencijskog vremena spoja s onim
dobivenim za standard kao i usporedbom UV-Vis spektra spoja, dok je kvantifikacija uradena

preko jednadZbe bazdarnog pravca dobivenog za standard (y=1,7907x+0,7715, R?>=0,9996).
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2.7.  Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

2.7.1. DPPH metoda

DPPH metoda je jedna od najkoriStenijih metoda za odredivanje antioksidacijske,
odnosno antiradikalne aktivnosti razlicitih uzoraka. Metoda se temelji na redukciji 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil slobodnog radikala koji u prisutnosti antioksidansa, odnosno elektron
donora, mijenja boju iz ljubiCaste u Zutu. Navedeni proces prati se spektrofotometrijski pri
517 nm.*

Reagensi:

e Etanolna otopina DPPH radikala apsorbancije 1,2 £ 0,05.

Postupak odredivanja:

U kivetu se doda 2 mL otopine DPPH reagensa te se ocita apsorbancija otopine pri
valnoj duljini od 517 nm (Ac()). Potom se u kivetu otpipetira 50 pL uzorka. Reakcijska
smjesa odstoji 1 sat nakon ¢ega joj Se ponovno izmjeri apsorbancija (Aaw). Konaéni rezultat,

odnosno inhibicija slobodnog radikala racuna se prema izrazu:

Inhibicija (%) = [(Ac) — Aaw)/Ac)] x 100
gdje je,
Ac(0) — apsorbancija otopine DPPH radikala bez dodatka uzorka, t = 0 minuta
A — apsorbancija reakcijske smjese nakon sat vremena od dodatka uzorka, t =1 h.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom koristeni ekstrakti su

razrijedeni 10 puta.
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2.7.2. FRAP metoda

Metoda FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) sluzi za odredivanje
redukcijske sposobnosti uzorka, odnosno antioksidansa da reducira Fe* u Fe?*. loni nastali
u reakciji reagiraju s 2,4,6-tripiridil-s-triazin reagensom (TPTZ) pri ¢emu dolazi do promjene

bolje reakcijske smjese iz zute u plavu $to se prati pri 593 nm.*

Reagensi:

e Otopina klorovodic¢ne kiseline, ¢ (HCI) = 40 mmol/L.

e Acetatni pufer, ¢ (C2H3NaO2x3H,0) = 300 mmol/L, pH = 3,6.
e Otopina Zeljezovog(III) klorida, ¢ (FeCls) = 20 mol/L.

e Otopina 2,4,6-tripiridil-s-tirazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI.

FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine FeClz i 2,5 mL otopine TPTZ-a.

Izrada umjernog pravca:
Za izradu umjernog pravca prema opisanom postupku odredivanja testiraju Se otopine

Fe(I1) iona koncentracija 25 — 1000 mg/L.
Postupak odredivanja:

U kivetu se doda 3 mL FRAP reagensa, a zatim se ocita apsorbancija reagensa pri
valnoj duljini od 593 nm. Otpipetira se jo§ 100 UL uzorka pri ¢emu se pojavljuje plavo
obojenje kojemu se ocita apsorbancija nakon 4 minute. Razlika izmedu kona¢ne vrijednosti
apsorbancije i vrijednosti apsorbancije ocitane prije dodatka uzorka ozna¢ava promjenu

apsorbancije.

Konacni rezultat racuna se preko jednadzbe umjernog pravca (y=0,0007x+0,0037)

dobivene za otopinu Fe (II) iona, a izrazava se kao UM ekvivalenata Fe (I1).
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2.7.3. NO® metoda

Kod NO* metode dusikov oksid se u vodenoj otopini kod fizioloskog pH spontano
stvara iz nitroprusida. Oksid koji nastaje u ovoj reakciji reagira s kisikom pri ¢emu nastaju
nitritni ioni koji se odreduju pomocu Griessovog reagensa. TzV. hvataci, 0dnosno
antioksidansi, natjecu se s kisikom $to u konac¢nici rezultira Smanjenjem nastanka nitritnih

iona i direktna je mjera antioksidacijskog potencijala uzoraka.*®

Reagensi:

e Otopina natrij-nitroprusida, ¢ = 10 mmol/L

e Griess reagens

Postupak odredivanja:

U epruvetu se doda 0,5 mL ekstrakta i 0,5 mL otopine natrij-nitroprusida te se sve
stavi na inkubaciju pri 37 °C nakon Cega se stavi na mracno mjesto tijekom 20 minuta. Po
zavrSetku prethodnih koraka se u otopinu uzorka doda 1 mL Griess reagensa i nakon 40

minuta izmjeri apsorbancija pri 546 nm.

% inhibicije NO" = [(Asp- Ag)/Asp] x 100
gdje je,
Asp — apsorbancija slijepe probe
Ae — apsorbancija uzorka.

Prilikom odredivanja antioksidacijske aktivnosti NO* metodom koristeni su ekstrakti

razrijedeni 10 puta.
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2.8.  StatistiCka obrada podataka

U ovom radu svi rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Za odredivanje odnosa izmedu varijabli koriSten je Pearsonov korelacijski koeficijent i
statisticki program GraphPad InStat3 package (Version 4.03 for Windows, GraphPad
Software, San Diego, SAD).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog diplomskog rada bio je istraziti razliku u sadrzaju ukupnih fenola, ukupnih
tanina, ukupnih flavonoida te klorogenske kiseline kao i razliku u antioksidacijskoj aktivnosti
testiranoj koristenjem tri metode (FRAP, NO* i DPPH metoda) izmedu ekstrakata motra

prikupljenog na tri razli¢ita podruéja. U radu su analizirani sljedeci uzorci:
A — vodeni ekstrakt motra prikupljenog uz rijeku Cetinu
B — vodeni ekstrakt motra prikupljenog na uscu rijeke Cetine

C — vodeni ekstrakt motra prikupljenog uz more.
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3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Na slici 10 prikazani su rezultati odredivanja ukupnih fenola koriStenjem Folin-
Ciocalteu metode izrazeni u mg CA/L ekstrakta iz kojih se moze primijetiti neznatna razlika
u sadrzaju ukupnih fenola kod uzorka A (3051 mg CAJ/L) i uzorka B (2991 mg CA/L), dok
je kod C uzorka detektirana koncentracija fenola dosta niza (2551 mg CAJ/L).
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mg CA/L- miligrami ekvivalenta klorogenske kiseline po 1 L ekstrakta

Slika 10. Usporedni prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima motra

prikupljenog na tri razli¢ita podrucja
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3.2.  Rezultati odredivanja ukupnih tanina

Sadrzaj tanina odreden je vanilin metodom, a koncentracija je izraCunata koristenjem
umjernog pravca dobivenog za katehin. Rezultati odredivanja ukupnih tanina pokazali su

odsutnost ove grupe spojeva u svim uzorcima.

3.3.  Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida

Na slici 11 prikazani su rezultati odredivanja koncentracije ukupnih flavonoida
izrazenih u mg QE/L. Vidljivo je da kod ekstrakata B 1 C nema znacajne razlike izmedu
koncentracija ukupnih flavonoida, dok je kod ekstrakta A koncentracija ukupnih flavonoida
nesto veca. Koncentracija ukupnih flavonoida za ekstrakt motra prikupljenog uz rijeku Cetinu
iznosi 225,7 mg QE/L, za ekstrakt motra prikupljenog na us¢u Cetine iznosi 171,0 mg QE/L,
a za ekstrakt motra prikupljenog uz more 167,5 mg QE/L.
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mg QE/L — miligrami ekvivalenta kvercetina po 1 L ekstrakta

Slika 11. Usporedni prikaz rezultata odredivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima motra

prikupljenog na tri razli¢ita podrucja
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3.4.  Rezultati odredivanja klorogenske Kkiseline

Na slici 12 prikazani su rezultati odredivanja koncentracije klorogenske kiseline
izrazene u mg/L. 1z rezultata je vidljivo da ekstrakt motra prikupljenog na uséu rijeke Cetine
sadrzi najvecu koncentraciju klorogenske kiseline (163,5 mg/L), zatim ekstrakt motra
prikupljenog uz rijeku Cetinu (133,7 mg/L), a najmanju koncentraciju klorogenske kiseline

ima ekstrakt motra prikupljenog uz more (102,9 mg/L).
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Slika 12. Usporedni prikaz rezultata odredivanja koncentracije klorogenske kiseline u

ekstraktima motra prikupljenog na tri razli¢ita podrucja

Naslici 13 je prikazan kromatogram HPL.C analize ekstrakta motra iz kojeg je vidljiva
dominacija klorogenske kiseline (izlazi na retencijskom vremenu od 21 min) u uzorku

(najvisi pik kromatograma) u odnosu na ostale spojeve koji su prisutni.
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a Uzorci_Prima_B #112 [manually integrated] Petrovac - Cetina UWV_VIS_2 WWL:320 nm
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Slika 13. Kromatogram HPLC analize motra
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3.5.  Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti

DPPH metoda

Na slici 14 su prikazani rezultati antioksidacijske aktivnosti istrazivanih uzoraka
dobiveni DPPH metodom iz kojih je vidljivo da su ekstrakti A i C pokazali priblizno jednaku
antioksidacijsku aktivnost ovom metodom, dok je kod B uzorka aktivnost bila nesto bolja.
Postotak inhibicije DPPH radikala za motar prikupljen uz rijeku Cetinu je iznosio 30,5%, za

motar prikupljen na uscu rijeke Cetine 36,5%, a za motar prikupljen uz more 29,8%.

40
35
30
25
20
15
10

ol

Inhibicija DPPH radikala (%)

o

Uzorak

Slika 14. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti koriStenjem

DPPH metode u ekstraktima motra prikupljenog na tri razli¢ita podrucja

FRAP metoda
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Rezultati dobiveni FRAP metodom izrazeni su kao puM Fe(ll) i prikazani na slici 15
iz koje je vidljivo da su ekstrakti A i B imali priblizno jednake vrijednosti antioksidacijske
aktivnosti, dok je kod C uzorka zabiljezena aktivnost neSto manja. Za uzorak motra
prikupljen uz rijeku Cetinu FRAP vrijednost je iznosila 13565 puM Fe(l1), za uzorak motra
prikupljen na uséu rijeke Cetine 14361 pM Fe(ll) te za uzorak motra prikupljen uz more
12001 pM Fe(ll).
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Slika 15. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti koriStenjem

FRAP metode u ekstraktima motra prikupljenog na tri razli¢ita podrucja

NO*® metoda
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Rezultati dobiveni NO* metodom izrazeni su preko inhibicije NO*® radikala (u
postotcima) i prikazani na slici 16. Sa slike je vidljivo da je ekstrakt motra prikupljenog uz
rijeku Cetinu pokazao postotak inhibicije NO* radikala 44,9%, onaj prikupljen na uséu rijeke

Cetine 46,6% te uzorak motra prikupljenog uz more 48,7%.
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Slika 16. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti koriStenjem

NO* metode u ekstraktima motra prikupljenog na tri razli¢ita podrucja
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3.6.

Rezultati statisticke obrade podataka

U tablici 6 prikazani su Pearsonovi korelacijski koeficijenti za istrazivane parametre.

lako je kod svih relacija dokazana korelacija, zbog malog broja uzoraka (n = 3) niti jedan

korelacijski odnos nije znacajan na razini 95% vjerojatnosti (p > 0,05). Zanimljivo je

primijetiti da se kod odnosa ukupnih fenola s ostalim parametrima javlja negativna korelacija,

dok u svim drugim slu¢ajevima ima pozitivan predznak.

Tablica 6. Pearsonovi korelacijski koeficijenti za istrazivane parametre ekstrakata

motra
Ukupni - Inhibicija Inhibicija Klorogenska
fenoli Flavonoidi DPPH FRAP NO* Kiselina
Ukupni fenoli - -0,9273 -0,9362 -0,9323 -0,9484 -0,9093
Flavonoidi - - 0,9525 0,9810 0,9672 0,9473
Inhibicija
DPPH - - - 0,9913 0,9782 0,9891
FRAP - - - - 0,9847 0,9869
Inhibicija
NO" - - - - - 0,9521
Klorogenska i ) ) ) i i
kiselina
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezulata moze se zakljuciti da lokacija uzorkovanja biljke motar
ima utjecaj na kemijski sastav i antioksidacijska svojstva ekstrakata. 1z dobivenih rezultata
vidljivo je da motar prikupljen na stani$tu koje je najmanje izlozeno posolici i utjecaju
visokog saliniteta sadrzi najveéu koli¢inu fenolnih spojeva i spojeva iz skupine flavonoida,
medutim ne odlikuju ga i najbolja antioksidacijska svojstva. Uzorak ubran na usc¢u rijeke ima
najveéi sadrzaj klorogenske kiseline i pokazao je najbolja antioksidacijska svojstva
primjenom DPPH i FRAP metode sto potvrduje pretpostavku da je ovaj fenolni spoj klju¢an
za biolosku aktivnost petrovca. Zahvaljujuci pozitivnim bioloSkim svojstvima i bogatom
fenolnom sastavu motra, §to je dokazano i u ovom istrazivanju, moze se zakljuciti da ova
biljka posjeduje veliki ekonomski potencijal kao i opravdanost uporabe u farmaceutskoj,

medicinskoj i prehrambenoj industriji.
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