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SAZETAK

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj okoliSnih faktora na kemijski sastav i bioloSki potencijal
samonikle biljke motar (Crithmum maritimum L.) te mogucnosti njene primjene u
prehrambenoj industriji. Analizirani su metanolni ekstrakti lista motra prikupljeni duz
Jadranske obale na 7 razlic¢itih lokacija. U eksperimentalnom dijelu rada spektrofotometrijski
je u uzorcima odreden udio ukupnih fenola i flavonoida, te je koriStenjem tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (HPLC; engl. High-performance liquid chromatography)
identificirana i kvantificirana klorogenska kiselina i1 njeni derivati. Antioksidacijska aktivnost
odredena je pomocu 3 razliCite metode: metodom odredivanja snage redukcije Zeljeza (engl.
Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP), ispitivanjem kapaciteta apsorpcije kisikovih
radikala (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC) te metodom redukcije 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil radikala (engl. 2,2 diphenyl-1-pycrilhydrazyl, DPPH). Dobiveni
rezultati ukazuju na utjecaj mjesta uzorkovanja na njihov kemijski sastav i bioloski potencijal.
Pjeskovito staniste, koje biljci uskracuje hranjive tvari i izlaZe je stresu, pokazalo se kao
potencijalno vazni uzro¢nik bogatog fenolnog sastava i izuzetnog bioloSkog potencijala
uzoraka. Sukladno tome, najviSi udio fenolnih komponenti (ukupni fenoli, flavonoidi,
klorogenska kiselina) i najbolja redukcijska snaga i antioksidacijski potencijal zabiljeZen je u
uzorku lista motra uzorkovanom na lokaciji Neretva, dok su uzorci prikupljeni na srednjem
Jadranu (Lokacije Split 1 DraSnice) imali najniZi udio navedenih spojeva 1 slabu

antioksidacijsku aktivnost.

Kljucne rijeci: halofit, motar, fenoli, klorogenska kiselina, antioksidacijska aktivnost,

tekuc¢inska kromatografija



ABSTRACT

The aim of this work was to investigate the influence of environmental factors on the chemical
composition and biological potential of the wild sea fennel (Crithmum maritimum L.) and the
possibilities of its application in the food industry. Methanolic extracts of sea fennel leaves
collected along the Adriatic coast at 7 different locations were analyzed. In the experimental
part of the work, the content of total phenols and flavonoids was determined
spectrophotometrically, while the concentration of chlorogenic acid and its derivatives was
identified and quantified using high-performance liquid chromatography (HPLC). Antioxidant
activity was determined using 3 different methods: the Ferric Reducing Antioxidant Power
(FRAP) method, the Oxygen Radical Absorbance Capacity (ORAC) test, and the method of
reducing 2,2-diphenyl- 1-picrylhydrazyl radical (DPPH). The obtained results indicate the
influence of the sampling site on the chemical composition and biological potential of the
samples. The sandy habitat, which deprives the plant of nutrients and exposes it to stress, can
potentially be a reason for the rich phenolic composition and exceptional biological potential
of the samples. Accordingly, the highest proportion of phenolic components (total phenols,
flavonoids, chlorogenic acid) and the best reducing power and antioxidant potential was
recorded for the sea fennel leaves sampled at the Neretva location, while the samples collected
in the central Adriatic (Split and Drasnice locations) had the lowest content of the mentioned

compounds and weak antioxidant activity.

Key words: halophyte, sea fennel, chlorogenic acid, flavonoids, antioxidation activity, liquid

chromatography
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UVOD

Motar (Critmum maritimum L.) je viSegodiSnja aromati¢na biljka koja se od davnina koristi
u narodnoj medicini 1 kulinarstvu. Prema dostupnoj literaturi, motar se istie visokim
bioloSkim i nutritivnim potencijalom, te znac¢ajnim udjelom bioaktivnih spojeva, kao §to su
polifenoli, karotenoidi, esencijalne masne kiseline, vitamini, minerali i spojevi eteri¢nih ulja.
Zahvaljuju¢i brojnim pozitivnim svojstvima povoljno djeluje na ljudsko zdravlje zbog cega
u posljednje vrijeme postaje predmetom sve veceg broja istraZivanja. Dokazana su mu brojna
bioloska svojstva poput, antioksidativne 1 antimikrobne aktivnosti, protuupalnog i
proliferativnog djelovanja, te antiskorbutivna, diureticka i1 karminativna svojstva. Prema
znanstvenim studijama ovaj halofit pokazuje visokovrijedan potencijal u prehrambenoj
industriji, kako za fermentirane tako i za nefermentirane proizvode, za biljne infuzije,
praskove, umake i zacine. Takoder, ne moZe se zanemariti ni ¢injenica da motar, uslijed
visokog sadZaja etericnog ulja i njegovog ugodnog i karakteristicnog mirisa, ima i
visokovrijedni potencijal u kozmeti¢koj industriji. Ipak, mjesta za napredak svakako ima, te
se ocekuje jo§s mnogo istrazivackih napora, za povecanje njegove primjene u prehrambenoj

1 neprehrambenoj industriji.

Kao jedan od predstavnika halofitnih biljaka, motar je izuzetno prilagodljiv mediteranskoj
klimi, pa je tako otporan na rizike 1 udare koje donose klimatske promjene. U ovom radu
dat ¢e se uvid u kemijski i bioloski potencijal lista motra uzorkovanog duz Jadranske obale.
Usporedbom rezultata i lokacije uzorkovanja pokusat ¢e se izvesti zaklju¢ak o utjecaju
okolis$nih faktora na rast, kemijski sastav i bioloski potencijal motra, te opravdati moguénost

njegove primjene u prehrambene svrhe.



1. OPCIDIO

1.1. Halofiti

Halofiti ili slanjace su biljke koje su, ovisno o tipu staniSta, razvile razli¢ite morfoloske,
fizioloSke i biokemijske prilagodbe (izlu¢ivanje vode pomocu Zlijezda, odbacivanje dijelova
biljke u kojima su natopljene soli ili nakupljene vece koli¢ine vode u stani¢nom soku), kako
bi opstale na tlima koja su ponekad visoko zasi¢ena solju. Na temelju njihove tolerancije na
sol razlikujemo obligatorne i fakultativne halofite. Da bi opstali, obligatorni halofiti kao Sto
je caklenjaca (slika 1) moraju Zivjeti na zaslanjenim staniStima, dok fakultativni halofiti
mogu Zivjeti na slanim staniStima, ali im viSe odgovaraju slatkovodna ili staniSta s niZzom
koncentracijom soli. Jedan od pripadnika fakultativnih halofita je primorski zvjezdan (slika

2). Vrste najotpornije na visoki salinitet u naSem dijelu Mediterana su omakalj, vrebina,
1,2,3

slizovina ili veliki pelin.

Slika 1. Caklenjaca * Slika 2. Primorski zvjezdan °



Halofiti predstavljaju otprilike 1% svih kopnenih biljaka u svijetu, sa gotovo 2500 vrsta.
Obi¢no ih nalazimo na obalama diljem svijeta gdje su izloZeni abiotskim stresovima,
ukljucujuéi izloZenost promjenjivoj slanosti tla ili suSama. Iako u manjoj mjeri, halofiti
koloniziraju obalne pjescane dine te su tu podvrgnuti teSkim okoliSnim stresovima S$to
dovodi do proizvodnje sekundarnih biljnih metabolita koji posjeduju Siroki raspon
bioaktivnosti. S globalnog stajaliSta halofiti su se istaknuli kao vrlo zanimljivi usjevi s
velikim potencijalom za koristenje u tlima gdje druge vrste ne mogu uspijevati.> ® Medu
halofitima, motar je prepoznat kao potencijalni usjev za biosolnu poljoprivredu, Sto znaci da
se moZe koristiti za razvoj odrzivih agroekosustava koji zahtijevaju manje ulaganja od onih
konvencionalnih, te se time pruzaju viSestruke usluge za rjeSavanje problema koje uzrokuju

sve veée klimatske promjene.?

1.2. Motar (Crithmum maritimum L.)

Crithmum maritimum L. (obalni petrovac, motar ili $¢ulac) jedini je predstavnik roda
Crithmum (tablica 1) 1 znacajna biljka stjenovitih morskih obala Hrvatske. Motar je
rasprostranjen duz Jadranske obale, od Istre do Boke kotorske, a moZe se na¢i uz samo more
u Skrapama, po stijenama, kamenjarima, na grebenima, na pjeskovitim tlima, a katkad i dalje
na kamenitim krovovima i starim zidinama. Cesto raste u veéim zajednicama izloZen visokoj

temperaturi i zrakama sunca, ¢ime se moZe svrstati i u heliofite.’

Tablica 1. Sistematizacija motra 8

CARSTVO Plantae
ODJELJAK Magnoliophyta
RAZRED Magnoliopsida
RED Apiales
PORODICA Apiaceae
ROD Crithmum
VRSTA Crithmum maritimum L.




Ova viSegodisSnja zeljasta biljka ima uspravnu, debelu i glatku stabljiku Zuckaste boje koja
je u gornjem dijelu uglavnom razgranata dok je pri dnu odrvenjela. Rijetko doseze visinu
iznad 50 cm. Motar razvija sjajne, mesnate i aromaticne listove, slankasta okusa koji se Sire
radijalno tvore¢i rozetu. Listovi su dugi 2-5 cm te ponekad zavrSavaju bodljikavim vrhom.
Od davnih vremena se upotrebljavaju za jelo te kao tradicionalni lijek zbog svojih izuzetnih
antiskorbutivnih i diuretickih svojstava, a poznato je i da eliminiraju plinove 1 sprjecavaju
nadutost. Listovi sadrZe visoku koncentraciju spojeva eteri¢nih ulja pa svjezi ili kratko
prokuhani mogu imati izuzetno snaZan miris.’ Cvatnja se odvija od srpnja do rujna, a nastali
cvijet je Zuckaste boje, sa jajolikim plodovima koji rastu do 5-6 mm, te su tipi¢ni za
pripadnike porodica Stitarki. Plodovi su bogati lipidima (oko 44% na bazi suhe teZine) s

oleinskom kiselinom kao glavnom komponentom (78,6% ukupnih masnih kiselina).”°

Slika 3. Motar (Crithmum maritimum L.) u prirodnom stanistu '

Motar proizvodi veliku koli¢inu odrZivog sjemena koje lako klija. Ipak, unato€ ¢injenici da
ovaj halofit raste u blizini morske vode klijanje sjemena je inhibirano kada salinitet prelazi
50 mM NaCl. Stoga, iako sjemenke motra ostaju odrZive u uvjetima visoke slanosti, klijanje

pocinje tek podetkom proljeéa nakon ispiranja soli koja je posljedica zimskih oborina.” !!



Bura je takoder izuzetno bitna za razvoj motra jer donosi dragocjenu posolicu, ali i vedro
vrijeme, stoga sol ostaje dulje vremena na biljci. Sol §iri pore liS¢a i tako omogucava prodor
vlage i jutarnje rose, dok zimi $titi biljku od smrzavanja, pa nije neobicno da se velike

koli¢ine motra mogu pronaéi i na otocima uz Velebitski kanal.'?

1.3. Utjecaj okolisnih faktora na rast i razmnoZavanje motra

Motar, kao i vecina ostalih pripadnika halofita moZe rasti i razmnoZavati se u uvjetima u
kojima vecina biljaka ne bi prezivjela. Medutim, nekoliko okoli$nih ¢imbenika ipak moZe
nepovoljno utjecati na njegov rast i razmnoZavanje. Kao uvjeti okoliSa koji imaju najveci
utjecaj na ovu visegodisnju, zeljastu biljku istiCu se staniSte, temperatura, te ono najvaznije

i nezaobilazno, utjecaj soli na rast i razvitak same biljke.

1.3.1. Utjecaj soli

Provedena su razna istrazivanja kojima je pokazano i istaknuto da je motar fakultativni
halofit umjerene otpornosti na sol. Mehanizmi tolerancije na sol uglavnom se dijele u dvije
skupine: u prvom slucaju unos soli u biljku se smanjuje na minimum, dok se u drugom
aktiviraju mehanizmi koji sprjeCavaju postizanje visokih koncentracija soli u citoplazmi.
Oba mehanizma su vazne adaptivne reakcije koje omogucuju ovim biljnim vrstama da rastu
u slanim tlima. Prekomjerna slanost dovodi do oksidativnog stresa unutar biljnih tkiva, s
posljedi¢nim stvaranjem reaktivnih kisikovih vrsta (ROS, engl. Reactive oxygen species),
ukljucujuci superoksidni anion, vodikov peroksid te hidroksil radikal. To moZe poremetiti
cjelovitost stani€énih membrana 1 aktivnosti raznih enzima Sto na kraju rezultira oSte¢enjem
biljaka. Detoksikaciju i eliminaciju ROS-a provodi sloZeni antioksidativni sustav, ¢ije su
glavne komponente karotenoidi, askorbat i glutation, iako temeljnu ulogu imaju
antioksidativni enzimi. Cini se kako sposobnost eliminacije ROS-a i smanjenje njihovih
Stetnih u¢inaka na makromolekule predstavlja vitalno vaznu karakteristiku za toleranciju na

stres od soli. > 13



U plodu motra natrijev klorid se uglavnom nakuplja u vanjskim ovojnicama, odnosno
spuzvastoj ovojnici, sekretornoj ovojnici i sloju endokarpa. Ovaj fenomen je od vitalnog
eko-fizioloSkog znacaja za ovaj halofit, buduci da ¢uva vitalnost embrija ¢ak i ukoliko se
salinitet poveca. Nakon ispiranja soli zimskim kiSama, pocinje upijanje vode i moze doc¢i do

klijanja sjemena $to omoguéuje motru da se nastani u slanim biotipima.'*

1.3.2. Utjecaj staniSta

Meot-Duros i sur. (2009)"° su u svom nedavnom istraZivanju ispitivali antioksidativnu
aktivnost biljaka sa razli¢itih staniSta, posebno se osvréuci na razliku izmedu pjeScanih i onih
na liticama morskih obala. Rezultati njihove studije pokazali su da se u motru sa pjeS¢anih
brezuljaka akumuliralo viSe klorogenske kiseline od onih sakupljenih ispod litica (do 9 puta
vise). To bi se moglo objasniti utjecajem raznih ¢imbenika okolisa koja se razlikuju kod ova
dva tipa staniSta. Biljke koje rastu na pjeS¢anim brdima vjerojatno su pod ve¢im stresom od
onih ispod litica zbog nedostatka hranjivih tvari. Sukladno tome, pokazalo se da Sirok raspon
okoliSnih stresova, ukljucuju¢i nedostatak bora i duSika, povecava razine klorogenske
kiseline u biljkama. Stovise, biljke u pijesku patile su i od vodenog stresa (zbog prirode
pjesc¢anog staniSta) i od ionskog stresa, za razliku od biljaka koje Zive ispod litica. Stoga je
moguce da su biljke koje Zive u stresnom okruZenju pjeS€anih brda proizvele vise ROS-a,
Sto zauzvrat aktivira sintezu antioksidansa kao Sto je klorogenska kiselina ili drugih sustava
za hvatanje radikala kako bi se sprijecila smrt stanica. Aktivnost hvatanja radikala
razlikovala se izmedu dviju populacija, Sto je povezano i sa godiSnjim dobima. Ekstrakti
lis¢a imali su jacu aktivnost hvatanja radikala ljeti, kada je prirodno zraCenje na svom
maksimumu. Stovise, sposobnost hvatanja DPPH radikala pokazuje dobru korelaciju s
razinom fenolnih spojeva, posebno s klorogenskom kiselinom. Tako su obje biljne
populacije najvecu koncentraciju ukupnih fenola imale ljeti, dok su zimi imale najniZu razinu
ukupnih fenola i klorogenske kiseline, te samim time i1 najslabiju sposobnost hvatanja

radikala.



1.3.3. Utjecaj temperature

Iako velika koli¢ina soli moZe negativno utjecati na motar, morska voda bogata solju pruza
i odredene prednosti. Morska voda nastoji sprijeciti ozljede sjemena pri visokoj temperaturi
smanjujuci, ako ne i u potpunosti potiskujuci propadanje spuzvaste ovojnice merikarpa. Ovo
djelovanje morske vode moZze biti od ekoloske vaznosti jer pomaze sjemenkama koje nisu
uspjele proklijati u prolje¢e da se vezu tijekom vruceg ljetnog razdoblja kako bi mogle
proklijati iduce jeseni. Istrazivanje znanstvenika provedeno u juznoj Engleskoj vodi do
zakljucka kako bi motar mogao klijati tokom cijele godine. Medutim, neuspjeh klijanja zimi
mozZe se pripisati visokoj slanosti tla, a ne temperaturi (u radu navode temperaturu od 9°C)
koja je dovoljno visoka za klijanje. Takoder, visoke ljetne temperature sprjeCavaju njegovo
klijjanje. Niska klijavost u jesen moZe se objasniti brzim porastom slanosti tla i padom
temperature, dok se visoka klijavost u proljeCe moZe objasniti smanjenjem slanosti tla i

povisenjem temperature, kao i povoljnim u¢inkom dnevne temperature. '°

Slika 4. Sjeme motra !



1.4. Kemijski sastav liS¢a motra

Svakim danom sve viSe istrazivanja donosi nova saznanja o blagotvornom djelovanju motra
na ljudsko zdravlja, te njegovu primjeni u ljudskoj prehrani. Tome uvelike pridonosi i bogat

kemijski sastav liS¢a, sa izrazito vrijednim bioaktivnim komponentama.

List motra predstavlja bogat izvor hidrofilnih (polifenoli, vitamin C) te lipofilnih
(karotenoidi, etericna ulja, masne kiseline) bioaktivnih spojeva. Bioaktivni spojevi su
uglavnom sekundarni biljni metaboliti koje biljka proizvodi, akumulira 1 koristi za
privlacenje ili odbijanje Stetnika, te pri odredenim uvjetima, kao $to su nedostatak hranjivih
tvari, slanost, napadi Stetnika i sl. Sukladno tome, sastav fenola moZe jako varirati ovisno o
tome u kojoj se fazi nalazi biljka, da li je u vegetativnoj fazi (tokom lipnja) ili fazi cvatnje
(tokom kolovoza). Fenolni profil lista uglavnom je Kkarakteriziran prisutnoScu
hidroksicimetnih kiselina, od kojih je najzastupljenija klorogenska kiselina (slika 5) i

flavonoida kao $to su rutin i kvercetin.'®

HO, ,COH

OH
OH

Slika 5. Kemijska struktura klorogenske kiseline !°

Dobro je poznato da fenolni spojevi posjeduju snazno antioksidacijsko, protuupalno
1 antiproliferativno djelovanje na stanice raka. Klorogenska kiselina, kao najzastupljeniji
antioksidativni spoj u motru, pokazuje razli€ita autoimuna svojstva za suo¢avanje sa raznim
hipoglikemijskim i hipolipidemijskim uzro¢nicima bolesti, kao $to su reumatoidni artritis i

dijabetes. '



U uvjetima visoke slanosti biljka proizvodi i jako veliku koli¢inu nezasi¢enih masnih
kiselina, posebice oleinske 1 linoleinske kiseline. Nadalje, Sto se ti¢e masnih kiselina, list
motra je jako dobar izvor omega-3 i omega-6 masnih kiselina, te bi njegova upotreba kao

hrane mogla imati blagotvoran u¢inak prema koronarnim bolestima srca.'! 18

Motar je takoder bogat i dijetalnim vlaknima (3-6,2 g/100g biljke). U pravilu visok unos
dijetalnih vlakana negativno utjeCe na apsorpciju ugljikohidrata pa dovodi do sniZavanja
razine glukoze i inzulina u krvi. Medutim, prekomjeran unos dijetalnih vlakana takoder
moZe smanjiti asimilaciju minerala 1 pogodovati razvijanju gastrointestinalnih bolesti zbog

fermentacije i stvaranja plinova.'®

Sto se ti¢e minerala, natrij je najzastupljeniji element u 1i§¢éu motra. U halofitima, a tako i u
motru, natrij se obi¢no nakuplja u biljnim tkivima kao izravna posljedica saliniteta tla. Natrij
je esencijalni nutrijent za ljudska bi¢a, medutim prekomjeran unos ovog elementa povezan

je sa povecanjem krvnog tlaka, a time i s pove¢anim rizikom od kardiovaskularnih bolesti.
1

U uzorcima divljeg motra odreden je nizZi sadrzaj vode, kao i vec¢i sadrzaj ukupnih lipida i
proteina, u usporedbi s kultiviranim motrom. Ispitivanjem sadrzaja kationa, Bianco i sur.
(2018)* su dokazali da je divlji motar ima viSu koli¢inu natrija i kalcija, a niZu koli¢inu

magnezija i kalija u odnosu na uzgojeni motar. 2

Tablica 2. Ionski sastav divljeg i kultiviranog motra 2

Tip motra Na* K* Mg Ca*
(mg/100g) (mg/100g) (mg/100g) (mg/100g)

Divlji 2901 335 28 310

Kultivirani 168 588 41 250

Listovi motra takoder sadrze znacajnu koliCinu drugih spojeva kao Sto su askorbinska
kiselina, tanini i flavonoidi. Houta i sur. (2011.)*' odredili su sadrzaj ovih spojeva u
razli¢itim organima biljke. Usporedujuc¢i nadzemni dio biljke, i to iskljucivo list i cvijet
motra, listovi su imali ve¢u koli¢inu ovih spojeva, dok je najveca razlika bila u koncentraciji

tanina; u listovima je odredena vrijednost od 1,38 mg CE/g, a u cvjetovima od 0,43 mg CE/g.
21



1.5. Upotreba liS¢a motra: pregled znanstvene literature

U proslosti se motar koristio u narodnoj medicini za prevenciju skorbuta, a danas u nekim
mediteranskim regijama 1 dalje uZiva dobar glas kao tradicionalni lijek. Primjerice, u
Spanjolskoj se ukiseljeno lisée jede kao digestiv, u sjevernim krajevima uvarak od motra
koristi se za njegu urogenitalnog trakta i jetre, dok se u Italiji isti uvarak smatra korisnim
lijekom za lijeCenje hripavca i prehlade. Nadalje, za stanovnike sredisSnje Italije, sok od lis¢a
motra tradicionalno se koristi zbog svog diuretickog i karminativnog ucinka, dok se infuzija

od ploda koristi radi blagotvornog u¢inka na Zelu¢ani i probavni sustav.!!

U mnogim zemljama svjeZi listovi motra koriste se za pripremu juha, umaka i salata, ili se
preraduju poput kapara u octu. Konzervirani motar upisan je u ,,Popis tradicionalnih
poljoprivredno-prehrambenih proizvoda“ talijanskog Ministarstva poljoprivrede. Takoder,
Britansko otoc¢je posjeduje tradicionalno jelo koje se priprema koriStenjem lisS¢a motra

pomijesanog sa ukiseljenim krastavcima i kaparima. !

Vecina komercijalno dostupnih konzervi i umaka (ukljucujuci i one sli¢ne pestu) proizvode
se u industrijskim razmjerima te se Cesto pasteriziraju. Takav toplinski proces, koji jam¢i
sigurnost kona¢nog proizvoda, znacajno utjece na sadrzaj termo-tolerantnih hranjivih tvari
poput vitamina C. Sukladno tome, posljednjih godina su istraZivacki napori usmjereni na
valorizaciju ove prehrambene kulture primjenom blagih tehnologija prerade, kao Sto su
fermentacija, blaga pasterizacija u spremniku i susenje, koje vise postuju bioloski i nutritivni

potencijal motra.'8

Maoloni i sur. (2022) su proveli istrazivanje gdje je motar predloZen kao idealan sastojak za
proizvodnju industrijskih prototipova dva nova zelena umaka. U toj studiji, provedeni su
testovi roka trajnosti, te mikrobioloske stabilnosti dvaju umaka stabiliziranih toplinskim
tretmanima koji se obi¢no primjenjuju u industrijskim razmjerima za inaktivaciju
vegetativnih stanica mikroorganizama i1 patogena kvarenja. Dobiveni rezultati pokazali su
stabilnost oba umaka tijekom jednog mijeseca skladiitenja. StoviSe, testovi mikrobne
stabilnosti provedeni na listu prema Staphylococcus aureus otkrili su da su oba blaga
toplinska tretmana uspjela ubiti vegetativne stanice ovog patogena. Osim toga, uocena je

inhibicija rasta Bacilus cereus tijekom skladistenja pri 37 °C. '8
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Slika 6. Stabilni umaci spravljeni od motra '8

Nadalje, joS je jedno istraZivanje dovelo do novih spoznaja gdje je motar prepoznat kao
obecavajudi sastojak za formuliranje inovativne ne-mlije€ne probioticke hrane. Maoloni i
sur. (2023)'8 su procjenjivali preZivljavanje i stabilnost komercijalno dostupnih formulacija
ljudskih probiotika SYNBIO i Lactiplantibacillus plantarum IMC 509 tijekom produljenog
skladiStenja konzerviranog motra u uvjetima hladenja. Ukratko, blanSirani izbojci motra
namakani su u salamuri (koja sadrzi 7% NaCl-a; 1% fruktoze umjetno zakiseljene s 0,5%
mlijecne kiseline), pasterizirani pri 95 °C tijekom 5 minuta u kipu¢oj vodi, ohladeni u ledenoj
vodi, te ¢uvani 4 tjedna na sobnoj temperaturi (18 °C) kako bi se pH uravnoteZio. Broj
mezofilnih bakterija mlijecne kiseline koji je bio sposoban za Zivot bio je visoko iznad
preporucenog praga za blagotvorno djelovanje na ljudsko zdravlje. Autori su ovo otkrice
potkrijepili sposobnosc¢u testiranih probioti¢kih sojeva da se prilagode prianjanjem na tkivo
motra, te navikavanjem na ovu osebujnu okolinu. Stoga je motar naveden kao dobar supstrat

za formuliranje novih ne-mlije¢nih probiotika. '8
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2.  EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Priprema ekstrakata

Uzorci biljnog materijala, listovi motra (Crithmum maritimum L.) prikupljeni su duz
obale Jadrana sa razliCitih lokacija - otoka, poluotoka i obalnog podruc¢ja. Uzorkovanje je
obavljeno na sjevernom Jadranu (otok Krk i Senj), srednjem Jadranu (Jadrija, Split i
DraSnice), te na juznom Jadranu (uS¢e rijeke Neretve i poluotoku PeljeScu). Svi uzorci
listova motra ubrani su na udaljenosti manjoj od 10 m od mora. Tlo na mjestima uzorkovanja
sa podru¢ja Krka, Jadrije, DraSnica te PeljeSca je liticki leptosol te nije prisutna druga
vegetacija. U Senju je osim motra na tlu rasla niska trava. Na podruc¢ju Splita uz motar je
bila prisutna i druga halofitna biljka, primorski oman (Inula crithmoides), dok je uzorak iz
Neretve prikupljen sa pjeskovitog tla te su osim motra prisutne ostale biljne vrste otporne na

slanu vodu.

Slika 7. Prikaz lokaliteta uzorkovanja li$¢a motra 2
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Uzorci lista osuSeni su postupkom liofilizacije nakon ¢ega su homogenizirani u mlincu.
Ekstrakcija je provedena u plasti¢noj epruveti u kojoj je odvagano 200 g uzorka i dodano 8
mL 80%-tnog metanola. Tako pripremljeni uzorci stavljeni su u ultrazvu¢nu kupelj
(Sonorex, BANDELIN electronic GmbH & Co. KG, Berlin, Njemacka) tijekom 15 minuta
pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega su uzorci prebaceni na mijeSanje u trajanju od 3 sata u
Orbital Shaker-Incubator ES-20 (SIA Biosan Riga, Latvija). i ostavljeni preko no¢i u
hladnjaku. Nakon 24 sata filtirani su pomocu filtera CHROMAFIL Xtra MV 45/25 i Sprice

BD Discardit II Syringe volumena 5 mL. Svi su uzorci pripremljeni u duplikatu.

2.2. Postupci odredivanja ukupnih fenola i flavonoida UV/Vis spektrofotometrijom

Za odredivanje ukupnih fenola i flavonoida najcesce se koristi UV/Vis spektrofotometrijske
metode kojima se mjeri absorbancija. Kada kroz otopinu ispitivane molekule prolazi svjetlo,
dio se propusta, a dio apsorbira od strane molekule. Spektrofotometar tada mjeri propusteno
ili neapsorbirano zracenje, odnosno mjeri intenzitet svjetla koje je proslo kroz analizirani
uzorak, te ga usporeduje sa ulaznim svjetlom. Time je omoguéeno mjerenje apsorbancije,
transmitacije (izraZzene u %) te odredivanje koncentracije analita u ispitivanim uzorcima.
Mjerenja se vrSe na sobnoj temperaturi, a uzorak mora biti pripremljen u obliku otopine.
Uzorak se u uredaj stavlja u staklenoj ili plasticnoj kiveti za mjerenja u vidljivom dijelu

spektra, ili u kvarcnoj kiveti za mjerenje u UV dijelu spektra.?® 24

Kolimator Selektor valnih duljina Detcletor
(Leca) (Uzak otvor) (Fotodelija)
- A i I | -
Digitalni prikaz il
Izvor svjetlosti Moenokromator Otopina uzorka ureda) za mjerenje
{ Prizma ili Redatka) (u kiveti)

Slika 8. Shematski prikaz osnovnih dijelovi UV/Vis spektrofotometra 23
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2.2.1 Postupak odredivanja ukupnih fenola

Za odredivanje ukupnih fenola koriStena je Folin-Ciocalteu metoda. Zasniva se na oksidaciji
fenolnih skupina dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa, pri ¢emu dobivamo smjesu
reduciranih plavih oksida. Dobiveno plavo obojenje ima maksimalnu apsorpciju pri 765 nm
i direktno je proporcionalno ukupnoj koli¢ini izvorno prisutnih fenolnih spojeva. Ova

metoda se najéeSée koristi jer je brza, jednostavna i jeftina.?
Postupak odredivanja:

U kivete se doda 25 pL biljnog uzorka te 1,975 mL destilirane vode i 125 pL Folin-Ciocalteu
reagensa. Smjesa se pomijesa i nakon 1 minute doda 375 puL otopine Na>xCOs (w (Na2CO3)
= 20%) i1 smjesa ostavi stajati 2 sata na sobnoj temperaturi u mraku. Za svaki uzorak
napravljena su tri ponavljanja. Za izradu bazdarnog pravca koriStena je otopina galne (c
(CeH2(OH);COOH) = 100 mg/L) i klorogenske kiseline (¢ (CigHisO9) = 1000 mg/L).
Rezultati su izraZeni u mg ekvivalenata galne, odnosno klorogenske kiseline po L ekstrakta

(mg GAE/L, odnosno mg CGA/L).

Slika 9. UV/Vis spektrofotometar UV-1900i (Shimadzu, Kyoto, Japan) 2°
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2.2.2. Postupak Odredivanja ukupnih flavonoida

Metoda odredivanja ukupnih flavonoida je takoder kolorimetrijska i provodi se dodatkom
aluminijeva klorida sa ili bez natrijevog nitrita. Koriste¢i 1 natrijev nitrit nastaje Zuto

obojenije ¢iji se intenzitet mjeri pri 510 nm.>’

Postupak odredivanja:

U plasticne kivete pipetira se po 0,25 mL uzroka, 1,25 mL vode 1 0,075 mL otopine NaNO>
(w (NaNO2) = 5%). Potom se nakon 5 minuta doda 0,155 mL otopine AICl3 (w (AICI3) =
10%) i pri¢eka 6 minuta. Zatim se doda 0,5 mL NaOH (¢ (NaOH) = 1 mol/L) i 0,775 mL
vode. Absorbancija se mjerila pri valnoj duljini od 510 nm. Za svaki uzorak uradena su po
3 ponavljanja. Za izradu baZdarnog pravca koriStena je otopina rutina u rasponu

koncentracija 50-1000 mg/L.

Slika 10. Metoda odredivanja apsorbancije rutina (vlastita fotografija)
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2.3. Odredivanje klorogenske Kiseline i njenih derivata HPLC metodom

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid
Cromatography, HPLC) je analiticka metoda koja se koristi za razdvajanje komponenti iz
smjese na temelju interakcija tvari koja se analizira i stacionarne faze u stupcu. Dijeli se na
kromatografiju na normalnoj i obrnutoj fazi. Uredaj za teku¢insku kromatografiju sastoji se
od rezervoara mobilne faze, pumpe, injektora, kolone (stupca), detektora i pisaca (slika 11).
Uzorak se injektorom uvodi u sustav, te mobilnom fazom prolazi kroz kolonu, u kojoj dolazi
do odjeljivanja komponenti na temelju njihovog razli¢itog afiniteta prema stacionarnoj fazi.
Odvojeni uzorci se zatim eluiraju s kolone i idu do detektora koji dobivene rezultate pretvara
u prepoznatljiv signal za racunalo. Poseban ra¢unalni program stvara jasan rac¢unalni zapis,
kromatogram, koji prikazuje ovisnost koncentracije o volumenu ili vremenu eluacije (slika
12). Najcesc¢e koriSteni detektori su UV/Vis s nizom dioda (engl. Diode array detector,
DAD), fluorescencijski detektor (engl. fluorescence detector, FLD), elektrokemijski
detektor (engl. electrochemical detector, ED), detektor indeksa loma (engl. refractive index
detector, RID), detektor rasprSenja svjetla u uparenom uzorku (engl. evaporative light-
scattering detector, ELSD) 1 detektor masene spektrometrije (engl. mass spectrometry

detector, MSD).?®

Detektor

!.:.l!-_l.':,_-,l

Fec kolone K
(hemostaiicans [
Bl komora 28 kolonw)
Elar Unodene urorka CHpacd
{mobilna faza} (AP

\"- Obvada podalaka
Oiplinjac
(Drgaszsar)

Lr]

Slika 11. Shematski prikaz osnovnih dijelova tekué¢inske kromatografije 2°
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Slika 12. Shematski prikaz kromatograma uzorka *°

Svi koriSteni standardi (neoklorogenska kiselina, klorogenska kiselina i1 kriptoklorogenska
kiselina) bili su od proizvodaca Sigma Aldricha (St. Louis, MO, SAD); acetonitril i metanol
od VWR (Randor, PA, SAD), 85%-tna orto-fosforna kiselina od Honeywell Fluka
(Charlotte, NC, SAD). Reagensi su HPLC kvalitete, a ultra Cista voda dobivena je od

Millipore sustava.

Za fenole, standardne krivulje su konstruirane u Sest tocaka razrjedivanjem radne standardne
otopine uporabom metanola/vode (80:20, v/v). Kalibracijske krivulje za neoklorogensku 1
kriptoklorogensku kiselinu postavljene su u rasponu koncentracija 0,1-50 pg/mL, a za
klorogensku 5-500 ug/mL. Koncentracije uzoraka su izraZzene kao mg ispitivanog spoja po

gramu suhog ekstrakta (mg/g).

Fenolni spojevi iz ekstrakta lista kvantificirani su visokodjelotvornom tekuéinskom
kromatografijom u kombinaciji sa UV/Vis detektorom (Shimadzu Nexera LC-40, Shimadzu,
Kyoto, Japan) prema postupku koji su opisali Politeo i sur. (2023), uz male modifikacije.
Ukratko, odvajanje i kvantifikacija uzoraka provedena je koriStenjem stupca reverzne faze
C18 dimenzija 250mm x 4,6 mm x 5 um (Phenomenex, Torrance, AC, SAD) pri 35 °C.
Kromatografsko odvajanje fenolnih spojeva provedeno je pri brzini protoka od 1 mL/min
koriStenjem gradijentne eluacije s otapalom A (ultra Cista voda/ 85%-tna orto-fosforna
kiselina; 99,8:0,2, v/v) i otapalom B (metanol/acetonitril, 1:1, v/v): 0-16 min, 4-15 % B; 16-
37,5 min, izokratno 15% B; 37,5-50 min, 15-35 % B; 50-60 min, 35 % B 162 min 4 % B, s

ponovnim ekvilibriranjem od 3 minute. Ukupno vrijeme rada bilo je 65 minuta, ukljucujuci
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vrijeme za ponovno ekvilibriranje. U HPLC sustav je ubrizgano po 20 pL uzorka, u

duplikatu.

Spojevi su praceni na 220 i 320 nm pomocu UV/Vis detektora. Pikovi su identificirani
usporedbom vremena zadrZavanja s onima autenticnih standarda i obogacenih uzoraka.
Podaci su prikupljeni, obradeni i integrirani pomoc¢u softvera LabSolution (Shimadzu,
Kyoto, Japan). Koncentracije spojeva iz ispitivanih uzoraka izraZzene su u mg spoja po L

ekstrakta (mg/L).

Slika 13. Tekuéinski kromatogram®!

2.4. Postupci odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Testove antioksidacijske aktivnosti dijelimo u dvije grupe: one zasnovane na prijenosu
vodika (HAT) i testove prijenosa jednog elektrona (ET). Kombinirani HAT i ET testovi se
mogu odvijati istovremeno, ali ¢e u tom slu¢aju dominantni mehanizam ovisiti o strukturi i
svojstvima antioksidanta, njegovom koeficijentu razdvajanja, topljivosti te o sustavu

otapala.®?
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2.4.1. FRAP metoda

FRAP metodom myjeri se antioksidacijski potencijal uzorka, a reakcija se ocituje redukcijom
Fe** iona koji je Zute boje u Fe?* oblik koji je plave boje $to ovisi i o koncentraciji dodanog
antioksidanta. Reakcija se odvija pri pH 3,6 dok se samo mjerenje apsorbancije vrsi pri 592

nm.*?

Postupak odredivanja:

FRAP reagens je napravljen mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera (c (C2H3NaO2 x 3H20) =
300 mmol/L, pH =3,6), 2,5 mL otopine FeCl; (c (FeCls) = 20 mmol/L) i 2,5 mL otopine
TPTZ-a (c (TPTZ) = 10 mmol/L u 40 mmol/L HCI). U otvore mikrotitarske plo¢ice doda se
300 uL svjeze pripremljene otopine FRAP reagensa te se ocita apsorbancija pri 592 nm.
Zatim se doda 10 pL uzroka te se nakon 4 minute prati promjena apsorbancije. Promjena
apsorbancije racuna se kao razlika izmedu konac¢ne vrijednosti nakon 4 minute i apsorbancije
FRAP reagensa prije dodatka samog uzroka. Dobivene vrijednosti se usporede s
vrijednostima dobivenih za otopinu standarda, a to je u naSem slucaju Trolox. Analiza je

odradena u 4 ponavljanja, a rezultati su izraZzeni u uM Trolox ekvivalenata (TE).

Slika 14. Izgled mikrotitarske ploc¢ice nakon dodatka antioksidansa (vlastita fotografija)
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2.4.2. DPPH metoda

DPPH metoda se koristi kada se Zeli procijeniti antioksidacijska aktivnost spojeva prisutnih
u ekstraktima ili drugim bioloSki vaznim izvorima, a temelji se na sposobnosti uklanjanja
radikala djelovanjem antioksidanta. DPPH radikal je stabilan zbog delokalizacije elektrona
te ne dimerizira kao ostali radikali, a takoder uzrokuje i ljubicasto obojenje. Apsorpcija se
mjeri pri 517 nm, a reakcijom DPPH radikala i antioksidansa dolazi do redukcije koja dovodi

do gubitka ljubicaste boje pri ¢emu nastaje blijedo Zuto obojenje.*’
Postupak odredivanja:

U otvore mikrotitarske plocice otpipetira se 290 uL otopine DPPH i izmjeri se apsorbancija
na 517 nm. Zatim se doda 10 pL uzorka te se nakon sat vremena opet izmjeri apsorbancija.
Analiza se provodi u 4 ponavljanja, a rezultati se prikazuju kao % inhibicije DPPH radikala

koji se racuna prema izrazu:

AC(0)—-AA(t)

Inhibicija (%) = ( Ac(0)

) x 100
gdje je:
AC(O) apsorbancija DPPH radikala prit =0

AA(t) apsorbancija nakon vremena t (1h)

Slika 15. Mikrotitarski ¢ita¢ absorbancije **
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2.4.3. ORAC metoda

ORAC (kapacitet apsorpcije kisikovih radikala) metoda je jedna od najkoriStenijih metoda
za mjerenje antioksidacijskog potencijala. Mjeri se inhibicija AAPH peroksil radikala, gdje
je izvor radikala, naj¢esc¢e azo-spoj 2,2'-azobis(2-amidino-proionamid)-dihidroklorid
(AAPH) koji se raspada stalnom brzinom pri 37 °C tvoreci peroksil radikale. Kod ove
metode se mjeri slabljenje fluorescencije pri ¢emu antioksidansi usporavaju reakcije
prijenosom atoma vodika i inhibiraju razgradnju fluoresceinskog signala. Kao kontrola se

koristi Trolox otopina.®
Postupak odredivanja:

U otvore mikrotitarske plocice doda se 150 pL fluoresceina (¢ = 0,08 uM) i 25 pL uzorka (c
= 0,075M fosfatnog pufera za slijepu probu / otopine Troloxa za izradu bazdarne krivulje).
Mjerenje se provodi u spektrofotometru pri valnim duljinama od 485 nm i 520 nm.
Pripremljene otopine se prvo termostatiraju 30 minuta na 37 °C te se nakon toga doda 25 uLL
AAPH (c = 0,15 mol/L) i svake minute se mjeri promjena intenziteta fluorescencije u
razdoblju od 80 minuta. Analiza je provedena na uzorcima razrjedenjima 1000 puta i
rezultati su izraZeni u uM Trolox ekvivalenata. Metoda je radena na Multimode Reader

BioTek Synergy HTX (Agilent, Kalifornija, SAD).
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3. REZULTATIIRASPRAVA

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredivani Folin-Ciocalteu metodom prikazani su na slikama 161 17. Uzorci
lisS¢a motra sakupljeni na podrucju Splitsko-dalmatinske Zupanije, na lokacijama Split i
Drasnice, pokazali su znatno niZe vrijednosti ukupnih fenola u odnosu na ostale ispitivane
uzorke. Uzorci sa lokacija Krk, Senj, Jadrija 1 PeljeSac pokazali su priblizno iste rezultate,
dok je znatno visok udio fenola potvrden u ekstraktima lista motra prikupljenog sa podrucja
rijeke Neretve (312,67 mg GAE/L). Kako je ve¢ prethodno navedeno, motar nakuplja vece
kolic¢ine fenola, kada raste na pjesCanim staniStima, pa to moZe biti i jedan od objaSnjenja
najveceg udjela fenola. Uzorak iz Neretve je prikupljen nedaleko od mjesta ulijevanja rijeke
u more, odnosno u samoj delti rijeke. Rijecne delte formiraju se kao rezultat akumulacije
sedimenta na usScu rijeke, odnosno, delta nastaje taloZzenjem sedimenta (Sljunak, pijesak,
glina) kada rijeka donosi viSe materijala nego $to morski procesi to mogu odnijeti dalje od
usc¢a.3® MoZemo pretpostaviti da su razlog niskim vrijednostima sadrZaja fenola u uzroku iz
Splita prisustvo drugih biljnih vrsta koje rastu na mjestu uzorkovanja motra, kao $to je
primorski oman (Inula crithmoides L.) budué¢i da je i ova biljka takoder halofit te mu
pogoduje odredena koli¢ina soli koju i upija. Stoga je za ocekivati da motar nece biti izloZen
visokim koncentracijama soli kao ostali uzorci koji rastu na mjestima gdje nije zabiljeZena

nikakva druga vegetacija.
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Slika 16. Usporedni prikaz sadrZaja ukupnih fenola u li§¢u motra s razli¢itih lokacija
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Slika 17. Usporedni prikaz sadrZaja ukupnih fenola u li§¢u motra s razli¢itih lokacija
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3.2. Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida

Rezultati sadrZaja ukupnih flavonoida svih ispitivanih uzoraka prikazani su na slici 18 te su
izrazene u mg ekvivalenata rutina po litri ekstrakta (mg RU/L). Kao i kod sadrzaja ukupnih
fenola, najnizi udio flavonoida pronaden je u uzorcima s lokacije Split $to moZemo prepisati
¢injenici prisustva drugih halofitnih vrsta na mjestu uzorkovanja. Najvisi udio flavonoida
prisutan je u uzorcima lista motra s lokacije Neretva. Osim uzoraka prikupljenim na lokaciji
Split (290,27 mg RU/L), 1 uzorci s lokacije DraSnice (322,27 mg RU/L) su imali nisku
koli¢inu ukupnih flavonoida. Ekstrakt motra s lokacije Neretva imao je najviSi udio
flavonoida u iznosu od 690,93 mg RU/L, a slijedili su ga ekstrakti s lokacija Krk (550,93 mg
RU/L) i Peljesac (529,60 mg RU/L). I u sadrZaju flavonoida uo¢avamo niske vrijednosti za
uzorke s lokacija srednjeg Jadrana u odnosu na uzorke s lokacija juznog Jadrana (Neretva i

Peljesac). Takoder, kako smo spomenuli i kod ukupnih fenola, sli¢no vrijedi i za flavonoide.
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Slika 18. Prikaz vrijednosti ukupnih flavonoida u listu motra
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3.3. Rezultati HPLC metode

U ekstraktima liS¢a motra kvantificirani su najzastupljeniji fenolni spojevi, odnosno fenolne
kiseline, klorogenska 1 njeni derivati, koriste¢i tekucinsku kromatografiju visoke
djelotvornosti, te su dobiveni rezultati prikazani u tablici 3. Klorogenska kiselina se pokazala
najdominantnijom od navedene tri fenolne kiseline u svim analiziranim uzorcima. NajviSa
koncentracija klorogenske kiseline (154,653 mg/L) odredena je u ekstraktu lista motra s
lokacije Neretva, dok je najniza koncentracija klorogenske kiseline odredena u uzorku iz
DrasSnica (24,65 mg/L). U usporedbi s drugim uzorcima, ekstrakti lista motra s lokacije
Neretva imao je od 1,5-6 puta visi udio klorogenske kiseline. Takoder zanimljivo je istaknuti
da je udio klorogenske kiseline bio u rasponu od 73-86%, i to u uzorcima s lokacije Neretva
je bila najzastupljenija dok je najniZi udio prisutan u uzorcima s lokacije Split. Najvise
vrijednosti neoklorogenske kiseline izmjerene su u ekstraktu liS¢a s lokacije Peljesac (9,71
mg/L) dok je najviSa koncentracija kriptoklorogenske kiseline takoder odredena u uzorku

uzorkovanom na lokaciji Neretva (15,93 mg/L).

Dobivene rezultate moZemo usporediti i povezati s istrazivanjem koje su proveli Meot-Duros
i sur. (2019) 5 gdje je dokazano da biljke pjeskovitih stanita razvijaju veée koli¢ine
antioksidanata kao Sto je klorogenska kiselina, u odnosu na one koje rastu na liticama uz

more.
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Tablica 3. Koncentracije (mg/L) klorogenske kiseline i njenih derivata u ekstraktima li§¢a

Fenolni spoj (mg/L) Krk Senj | Jadrija | Split | DraSnice | Neretva | Peljesac
Klorogenska kiselina 81,15 | 48,38 | 43,93 | 27,04 24,65 154,65 97,08
Neoklorogenska Kkiselina 7,47 4,26 3,85 4,27 2,63 9,54 9,71
Kriptoklorogenska kiselina | 10,43 | 6,73 6,05 5,94 4,35 15,93 13,67

mV

250%
200%
150%
1ooé

50|

16,099 / neoklorogenska kiselina

23,255 / klorogenska kiselina

24,381 | 4-O-kafeoil kinicna kiselina

1 Detector A Channel 1 220nm
2 Detector A Channel 2 320nm
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Slika 19. Ukupni ionski kromatogram ekstrakta lista iz Kor€ule analiziranog HPLC

tehnikom, s karakteristicnim retencijskim vremenima (R Theokiorogenska kiselina= 16.099,

RTklorogenska kiselina= 23.25 5, RT 4 kafeoil kini¢na kiselina= 24.381 mll’l)
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3.3. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti

3.3.1. Rezultati FRAP metode

Na slici 20. prikazani su rezultati redukcijske sposobnosti ekstrakata motra odredeni FRAP
metodom. Rezultati analize pokazuju izuzetno dobru aktivnost ekstrakata s lokacije Neretva
u usporedbi s drugim lokalitetima. Uzorci s lokacije Neretva pokazali su viSe od dvostruko
bolju redukcijsku sposobnost (1029,49 uM TE) u odnosu na ekstrakte s lokacije Krk (549,1
uM TE), Senj (548,72 uM TE), Jadrija (517,05 uM TE), Peljesac (601,67 uM TE), Split
(394,29 uM TE) ili Dras$nice (413,72 uM TE). Navedene razlike u aktivnosti su jako dosta

u korelaciji sa sadrzajem ukupnih fenola i ukupnih flavonoida.
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Slika 20. Prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti koriStenjem FRAP

metode u listovima motra prikupljenih duz obale Jadrana

U istrazivanju Generali¢ Mekini¢ i sur. (2018) takoder je pracena antioksidacijska aktivnost
te su ekstrakti motra pokazali redukcijsku sposobnost od 19,9 mM TE. Usporedujuci s

rezultatima u ovom radu vidimo da su vrijednosti niZe odnosno 0,3-1 mM TE. ¥’
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3.3.2. Rezultati DPPH metode

Na slici 21 prikazani su rezultati oksidacijskog kapaciteta ispitivanih uzoraka dobiveni
koriStenjem DPPH metode. 1z grafickog prikaza moZze se uociti da je samo uzorak s lokacije
Neretva postigao viSe od 50% inhibicije DPPH radikala. Kao i u prethodnim metodama,
uzorci s lokacije srednjeg Jadrana (Jadrija, Split i DraSnice) pokazali su najslabiji
oksidacijski kapacitet koji se kretao od 24-35%. Vrlo visoku antioksidacijsku aktivnost
pokazao je i1 uzorak lista motra s lokacije Krk (48,75%). Razlike u antioksidacijskoj
aktivnosti moZemo opet pripisati staniStu, obzirom da motar koji je izloZen vrlo visokim

razinama stresa zbog nedostatka hranjivih tvari, pokazuje bolju aktivnost.
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Slika 21. Prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti listova motra DDPH

metodom prikupljenih s razli¢itih lokacija duz obale Jadrana

U istom istraZzivanju Generali¢ Mekini¢ i sur. (2018) ekstrakt motra pokazao je inhibiciju od
44.5 %, $to je priblizna vrijednost rezultatima ovog rada. Vidimo kako ima niZih vrijednosti

(Split, Dragnice 24%), ali i puno visih vrijednosti (Neretva 55%) ovisno o samoj lokaciji. *’
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3.3.3. Rezultati ORAC metode

Rezultati dobiveni ORAC metodom uvelike se razlikuju od prethodnih antioksidacijskih
metoda. Kod ove metode vrijednosti svih analiziranih uzoraka su priblizno iste. Ono $to
privlaci paznju je uzorak prikupljen na lokaciji Split (24,2 uM TE) koji pokazuje najviSu
antioksidacijsku aktivnost, dok najniZu ima uzorak prikupljen na lokaciji Krk (18 uM TE).
Cinjenica da su svi uzorci prije provedbe ove metode razrijedeni 100 puta ukazuje na jako
dobar antioksidacijski potencijal lista motra bez obzira na lokaciju na kojoj su uzorkovani.
Obzirom da su razlike izmedu najboljeg i najslabijeg uzorka zanemarive mozemo zakljuciti

da svi uzorci imaju dobar kapacitet apsorpcije kisikovih radikala.
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Slika 22. Prikaz rezultata dobivenih ORAC metodom prikupljenih listova s razlicitih

lokacija duz obale Jadrana

Souid 1 sur. (2021) u svom su istrazivanju za ekstrakt lista motra dobili vrijednost od 15,84

umol TE/g suhe tvari, dok su se vrijednosti u ovom radu kretale od 18 do 24 uM TE.*8
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4. ZAKLJUCCI

Na temelju prikazanih rezultata moZemo izvesti nekoliko zakljucaka:

odredivanjem udjela ukupnih fenola i flavonoida najvisi sadrzaj zabiljezen je u
uzorku lista motra s lokacije Neretva dok su uzorci prikupljeni na srednjem Jadranu
imali najniZi udio navedenih spojeva,

uzorak s lokacije Neretva pokazuju takoder i najvisi sadrZaj fenolnih kiselina, osobito
klorogenske (86%), ali i najbolju antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP i DPPH
metodama,

najslabiji rezultati sadrzaja fenola i1 antioksidacijske aktivnosti zabiljeZzeni su za
uzorke s lokacija Split 1 DraSnice,

ORAC metodom najbolji antioksidacijski potencijal pokazao je ekstrakt lista motra
s lokacije Split,

rezultati potvrduju hipoteze drugih autora koji pjeskovito staniSte, koje biljci
uskracuje hranjive tvari 1 izlaZe je stresu, navode kao glavni razlog za bogat fenolni

sastav motra i izuzetan bioloski potencijal.

Takoder, na osnovu rezultata se moZe zakljuciti kako motar prikupljen na razli¢itim

lokacijama duZ Jadranske obale posjeduje dobar fenolni sastav i bioloSki potencijal zbog

¢ega se moZe opravdati njegova veca upotreba u prehrambenoj industriji. Potencijal ove

biljke je joS uvijek nedovoljno istrazen, te bi trebalo posvetiti viSe paznje detaljnijim i

opseznijim ispitivanjima utjecaja staniSta i klimatskih uvjeta na kemijski 1 bioloSki

potencijal, Sto bi uvelike doprinijelo njegovoj vecoj iskoristivosti u prehrambene svrhe.
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