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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavr$nog rada bio je identificirati i kvantificirati tokoferole prisutne u

cvijetu i listu motra sa 10 razlicitih lokaliteta.



SAZETAK

Motar (Crithmum maritimum L.) je jedna od najpoznatijih halofitnih vrsta
jadranske obale koji zbog svog bogatog kemijskog profila i moguénosti prilagodbe ima
bitnu ulogu u prehrambenoj i kemijskoj industriji te medicini. Znacajni spojevi motra
su hlapljivi spojevi etericnog ulja, masne kiseline, fenoli, minerali, vitamini,
karotenoidi i drugi. Cilj ovog istrazivanja je bio identificirati i kvantificirati tokoferole
(a-, B- 17y-) prisutne u uzorcima motra pri ¢emu su koriStene metode direktne acetonske
ekstrakcije 1 saponifikacije te tekucinska kromatografija (HPLC). Istrazivanje se
provodilo na 13 razli¢itih uzoraka (10 uzoraka lista 1 3 uzorka cvijeta) sa 10 lokaliteta
duz jadranske obale. Nakon analize rezultata, utvrdeno je da je najviSa koncentracija
ukupnih tokoferola zabiljeZena u listovima ubranim na PeljeScu te u cvjetovima
ubranim na Pagu. U svim uzorcima je dominirao a- tokoferol s koncentracijama koje su
se kretale od 3,87 pg/mL u uzorku iz Sibenika do 21,57 pg/mL u uzorku s Peljeica.
Uzorak motra sa PeljeSca je imao najvisi udio 1 P-tokoferola, dok je najvisa

koncentracija y-tokoferola pronadena u uzorku ubranom u Sibeniku.

Kljucéne rije¢i: halofiti; motar; ekstrakcija; tokoferoli; HPLC metoda



ABSTRACT

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is one of the best known halophytic
species of the Adriatic coast, which plays an important role in the food, chemical
industry and medicine due to its rich chemical profile and adaptability. The most
important constituents of sea fennel include volatile components of essential oils, fatty
acids, phenolics, minerals, vitamins, carotenoids, and others. The aim of this study was
to identify and quantify tocopherols (a-, B- and y-) present in sea fennel samples using
direct acetone extraction and saponification methods followed by high performance
liquid chromatography (HPLC). The study was conducted on 13 different samples (10
leaf samples and 3 flower samples) from 10 locations along the Adriatic coast. After
analyzing the results, it was found that the highest concentration of total tocopherols
was obtained from the leaves harvested on PeljeSac and the flowers harvested on Pag.
a-tocopherol was the dominating chemical species in all samples with concentrations
ranging from 3.87 pg/mL in the sample from Sibenik to 21.57 pg/mL in the sample
from PeljeSac. The sea fennel sample from PeljeSac had the highest content of f-
tocopherol, while the highest content of y-tocopherol was found in the sample collected

in Sibenik.

Keywords: halophytes; sea fennel; extraction; tocopherols; HPLC method
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UvoD

Halofiti su slanjace kojima za rast i opstanak pogoduje visoki salinitet. U posljednje
vrijeme znacajan je porast zanimanja za istrazivanja halofitnih biljnih vrsta pri ¢emu se
posebna vaznost posvecuje motru. Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L.)
je jestiva biljka koja pripada porodici Stitarki (Apiaceae), a koju karakterizira bogat i
raznolik kemijski profil. Upravo zbog svoje nutritivne vrijednosti motar se smatra
vrstom sa znacajnim potencijalom iskoriStenja za dobivanje novih proizvoda razli¢itim
obradama kao §to su fermentacija, pasterizacija, susenje i1 sl. Bogat je izvor eteri¢nih
ulja, masnih kiselina, karotenoida, minerala, ugljikohidrata, fenolnih spojeva i vitamina
Sto ga ¢ini I vaznim prehrambenim resursom. Pored vitamina C, ¢ija je uloga u zastiti
od bolesti dobro poznata, istrazivanja motra se usmjeravaju i prema proucavanju
prisutnosti vitamina E. Vitamin E ¢ine tokoferoli i tokotrienoli koji ukljucuju a-, B-, y- i
8- spojeve. Glavni znac¢aj vitamina E je njegovo antioksidativno djelovanje, pa unos
namirnica koje su njime bogate doprinosi boljem funkcioniranju metabolizma, dok se

deficit javlja rijetko, te obi¢no kod ljudi koji imaju probavne tegobe.

Cilj ovog istrazivanja je bio identificirati i kvantificirati tokoferole prisutne u cvijetu i

listu motra.



1. OPCI DIO

1.1. Halofiti

Halofiti su biljke koje prirodno rastu u sredinama visokog saliniteta. Neka od podneblja
kojima su ove biljke prilagodene su pjescane dine, slane pustinje i mo¢vare, morske
litice i mangrove.! Obzirom da su ove biljke izlozene teskim okoli§nim stresovima, kao
Sto su osmotski i prehrambeni stres, znacajnu ulogu u njihovom rastu i opstanku imaju

sekundarni metaboliti koji imaju zastitnu funkciju.??

Halofiti su klasificirani temeljem uvjeta u kojima rastu kao obligatni i fakultativni
halofiti, te temeljem stanista kao halofiti otporni na sol i halofiti koji za svoj rast trebaju
sol. Obligatni halofiti rastu isklju¢ivo na vrlo slanim podrucjima, dok su fakultativni
halofiti adaptirani rastu na podrué¢jima gdje vladaju normalni uvjeti kada se Kklasificiraju

kao glikofiti, dok pri nakupljanju soli postaju halofiti.*®®

Halofiti ¢ine 1-2% svjetske flore, odnosno poznato je vise od 1500 halofitnih biljnih
vrsta od kojih su na jadranskoj obali najpoznatiji motar (Crithmum maritimum), morska
blitva (Beta vulgaris), omaklina (Halimione portulacoides), primorski oman (Inula
crithmoides), caklenjaca (Salicornia europea), ostri sit (Juncus acutus) i reSetkasta

mrizica (Limonium cancellatum).t®’



1.2. Motar

Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L., detaljnja sistematizacija dana je u
Tablici 1) je samonikla biljka koja raste u pukotinama stijena uz more, na stjenovitim
obalama 1 pjesCanim plazama (Slika 1). Ova slanjaca je rasprostranjena duz
mediteranske, pacificke i atlantske obale. Osim §to ima toleranciju na visoku slanost i
opstaje pri ekstremnim uvjetima, motar ima bogat kemijski profil te je poznat kao izvor

vitamina C, minerala, lipida i eteri¢nih ulja.>’

Tablica 1. Sistematizacija motra®

Carstvo Plantae
Podcarstvo Tracheobionta
Divizija Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Podrazred Rosidae
Red Apiales
Porodica Apiaceae
Rod Crithmum
Vrsta Crithmum maritimum L.

Slika 1. Motar®



1.2.1. Morfologija, rast i razmnoZzavanje

Motar je razgranata, viSegodi$nja biljka koja moze narasti od 30 do 60 cm. Korijen
biljke je debeo, jak i kvrgav, a mesnati listovi dugi su 2 do 5 cm, Siroki 0,6 cm, Sivo-
zelene do plavo-zelene boje. Od kraja srpnja do sredine kolovoza razvija se stabljika, sa
2 do 3 manja listi¢a, te zavrSava s pupom s 10 do 20 zraka. Cvjetovi cvatu od lipnja do
rujna, a plodovi sazrijevaju u studenom i prosincu. Cvjetovi su zuti ili zeleno-bijeli, a
plodovi maslinasto-zeleni do ljubicasti, dugi 5 — 6 mm, $iroki 1,5 — 2,5 mm, plutastog

oblika 81011

Iako slana podruc¢ja pogoduju rastu motra, istrazivanjima se dokazalo da salinitet veéi
od 50 mM NaCl inhibira njegovo klijanje.'?® Negativan utjecaj na klijanje motra imaju
magnezijeve i natrijeve soli (MgCl,, MgSO4, NaCl, NaSOs) koje pri niskim
osmotskim potencijalima pokazuju toksi¢ne uc¢inke Sto rezultira gubitkom hranjivih
tvari iz sjemena. Takoder, utvrdeno je da klijanju motra pogoduju kisnice. Nakon
ispiranja soli kiSama, pocCinje upijanje vode te je omoguceno klijanje sjemena.
Tolerancija motra na sol pripisuje se njegovoj uspjesSnosti odrzavanja opskrbe kalijem 1
vodom. Veliku vaznost u tome imaju i morfoloske prilagodbe biljke kao $to su so¢nost

ligéa, debeli sloj kutikule, obilje palisadnog parenhima i drugi ¢imbenici.?

Najveca klijavost motra je u destiliranoj vodi, ali je dokazano i da nitrati i drugi
dusikovi spojevi takoder potiCu klijanje. RazmnoZzavanje biljke moze se provoditi
reznicama mekog drveta tako $to se uzima dio biljnog tkiva te sadi kako bi se razvila
nova biljna vrsta. U posljednje vrijeme su provedena istrazivanja za provedbu in vitro
uzgoja koja se odnosi na kontrolirane laboratorijske uvjete kojima se postize povecanje

broja plodova.?

1.2.2. Uporaba i novi proizvodi od motra

Motar zbog svojih moguénosti prilagodbe i kemijskog sastava ima bitnu ulogu u
prehrambenoj industriji i medicini. Koristi se u tradicionalnoj kuhinji, a mnogi ga
koriste i kao za¢in obzirom da sadrzi visoke koncentracije soli. Motar je u povijesti bio

glavni dodatak prehrani pomoraca u svrhu zastite od skorbuta. Lis¢e motra se moze



jesti sirovo, kuhano ili ukiseljeno. U medicini motar se smatra diuretikom, purgativom i

vermicidom.®10

Svjezi motar se od davnih vremena koristi u mnogim mediteranskim zemljama kao $to
su Grcka, Italija i Francuska kao sastavni dio salata. Kod toplinskih obrada dolazi do
zna¢ajnog smanjenja njegove nutritivne vrijednosti, primjerice degradacije vitamina C.
Stoga su provedena brojna istrazivanja usmjerena prema utjecaju fermentacije, blage
pasterizacije i1 suSenja na nutritivni sastav motra kako bi se sacuvala njegova hranjiva

vrijednost i stvorili novi, inovativni i funkcionalni proizvodi od motra.'*

Ideja jednog od mnogih istrazivanja bila je proizvesti fermentirani motar (Slika 2a), a
analiza proizvoda je potvrdila visok sadrZaj polinezasi¢enih masnih kiselina 1 vlakana,
dominantne arome p-cimena i o-pinena, slani okus i hrskavu konzistenciju.
Fermentacija je snizila sadrzaj fenola, antioksidacijsku aktivnost i koncentraciju

vitamina C, djelomi¢no zbog prisutnosti kisika u fermentacijskom spremniku.*1°

Motar je prepoznat kao obecavajuci sastojak za inovativhu nemlijeCnu probioticku
hranu. Znanstvenici su ispitivali prezivljavanje i stabilnost probiotickih sojeva tijekom
produljenog skladistenja uz dodatak konzerviranog motra. Klice motra su blanSirane,
pasterizirane 1 zatim inokulirane probiotickim sojevima. Rezultati su pokazali da su
probioticki sojevi odrzali visok broj bakterija tijekom skladiStenja, Sto ukazuje na
sposobnost prilagodbe probiotika okruzenju motra te dovodi do zakljucka da motar ima

potencijal za razvoj novih nemlije¢nih probioti¢kih proizvoda.#1°

Motar je koriSten i kao sastojak za razvoj novih i dugotrajnih zelenih umaka (Slika 2b).
U eksperimentima su testirane dvije razli¢ite toplinske obrade, 85°C tijekom 2 minute i
95°C tijekom 5 minuta, kako bi se osigurala mikrobioloska stabilnost umaka. Rezultati
su pokazali da su oba umaka zadrzala stabilnost tijekom jednog mjeseca skladistenja u
uvjetima poviSene temperature. Mikrobioloski testovi su pokazali da blage toplinske
obrade, 1 ili 2 minute na 75°C, mogu eliminirati vegetativne stanice patogena S.
aureus. Takoder, tijekom skladistenja pri 37°C, primijecena je inhibicija rasta patogena
B. cereus u pa je zaklju¢eno da se motar moZe koristiti kao klju¢ni sastojak za

stabilizaciju i produljenje trajnosti zelenih umaka.41®

Provedeno je istrazivanje suSenja motra na zraku i liofilizacijom, kako bi se dobio
zacinski prah (Slika 2c). Liofilizirani prah zadrzava sli¢nu boju kao svjezi listovi, dok

je prah susen na zraku imao tamniju boju. Povecanje temperature susenja s 40°C na

5



60°C rezultira tamnijom bojom praha, dok su koristenjem mikrovalnog susenja ili
susenja zamrzavanjem, promjene boje smanjene. Takoder, razlike u mirisu i okusu
primije¢ene su kod zacina pripremljenim razli¢itim toplinskim obradama. Liofilizirani
prah je imao miris bilja i svjezine koje su presle u okus celera s malo soli. Nasuprot

tome, prah susen vru¢im zrakom je imao manje izrazen biljni okus sa sitnom koli¢inom
s0lj.1417.18.19

a) ukiseljeni motar b) umak od motra ¢) prah motra

Slika 2. Prikaz novih proizvoda motra'*

1.2.3. Kemijski sastav motra

Motar je bogat izvor brojnih hidrofilnih i lipofilnih bioaktivnih tvari s primjenom u
prehrambene, medicinske, terapeutske i kozmeticke svrhe. Hidrofilni spojevi motra
ukljucuju fenole i vitamin C, a od lipofilnih se isti¢u karotenoidi, spojevi eteri¢nih ulja i
masne  kiseline. Osim navedenih spojeva, motar obiluje mineralima i

ugljikohidratima.®4

1.2.3.1. Eteri¢no ulje

Za specifican miris motra zasluzno je etericno ulje kojeg ima oko 0,8%. Glavni sastojci
ulja su dilapiol, sabinen, a-pinen, y-terpinen, apiol, p-cimol, cis-p-ocimen, timol i
terpinen-4-ol, a ulja ekstrahirana iz listova biljke pokazala su prisutnost i visokih

koncentracija masnih kiselina, »-3 i »-6.2°



Analizom cvjetova, stabljike i listova motra, Generali¢ i suradnici?’ u istraZivanju
kemijskog profila motra dokazali su prisutnost eteri¢nih ulja, a usporedbom rezultata s
rezultatima motra iz Portugala,?? dolaze do zakljucka kako je najveéi sadrzaj eteri¢nih
ulja u cvjetovima, zatim liS¢u te stabljici. U svojim istrazivanjima otkrivaju
najzastupljenije spojeve, a to su na prvom mjestu sabinen s udjelom od 42,55 do
51,47%, limonen od 36,28 do 43,58% i y-terpinen od 2,79 do 5,28%.

1.2.3.2. Masne kiseline

Atia i suradnici® u svom istrazivanju navode prisutnost masnih kiselina u listu motra.
Istaknute masne kiseline, ®-3 1 ®-6, imaju vaZznu ulogu u ljudskom metabolizmu 1
zadtiti organizma od sréanih oboljenja.'” Na osnovu Guil-Guerrerovih i Rodriguevih
istrazivanja,?® Atia® navodi da na osnovi suhe mase udio masnih kiselina iznosi 2,85%,
navode¢i oleinsku (78,6%), palmitinsku (4,8%) i linolnu (15,4%) Kkiselinu kao
najzastupljenije. Usporedbom zastupljenosti i profila masnih kiselina u ulju motra i

maslinovom ulju, Slika 3, vidljiva je sli¢nost u njihovom sastavu.??

Masne kiseline u maslinovom ulju i ulju motra
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Slika 3. Graficki prikaz usporedbe sadrzaja masnih kiselina u maslinovom ulju i ulju

motra



1.2.3.3. Karotenoidi

Aktivni oblici vitamina A mogu se nac¢i u hrani zivotinjskog podrijetla u obliku
retinoida, dok su u hrani biljnog podrijetla prisutni kao karotenoidi.?* Za boju listova
motra zasluzni su karotenoidi i klorofili.}* Ipak, tijekom toplinske obrade, karotenoidi
se razgraduju, izomeriziraju i oksidiraju, ali do degradacijskih reakcija klorofila dolazi i
suSenjem na zraku pri ¢emu obi¢no dolazi do Smanjenja intenziteta zelene boje

listova.226

Dominantni karotenoidi prisutni u listovima i stabljici motra su lutein i neoksantin, dok
se violaksantin nalazi u nizoj koncentraciji. Prema istraZivanjima, koncentracija
navedenih karotenoida dvostruko je veéa u listovima nego li u stabljici motra.?’ U
istrazivanju Nabeta i sur.?® u nadzemnim dijelovima motra dokazan je sadrzaj ukupnih
karotenoida od 62,6 + 3,8 mg B-karotena/kg.

1.2.3.4. Vitamini

Poznato je da su halofitne vrste bogate lipofilnim vitaminima, vitaminima A i E, te
hidrofilnim, vitaminom C i vitaminima B kompleksa. Ovi mikronutrijeni, neophodni su
za normalnu funkciju i aktivnosti organizma doprinose nutritivnoj vrijednosti halofitnih

vrsta.

Dugotrajni nedostatak vitamina C uzrokuje bolest skorbut koja je nekada predstavljala
ozbiljan zdravstveni problem. Mnoga istrazivanja potvrduju da je sadrzaj vitamina C u
motru visok, pri ¢emu je utvrdeno da 100 g lis¢a motra sadrzi prosjec¢no 76,6 mg
askorbinske Kkiseline i dehidroaskorbinske kiselin, a prema dostupnim podatcima,
minimalna koli¢ina vitamina C koja §titi organizam od skorbuta iznosi 75 mg.? Vazno
je napomenuti da je odstupanje u koli¢ini vitamina C u motru prili¢éno malo, $to ukazuje
na relativno stabilan kemijski sastav biljke.*Istrazivanja Nartea i sur.?® pokazuju da je
motar izrazito bogat vitaminom C, u rasponu koncentracija od 39 do 76,6 mg/100 g
svjeze biljke. Nadalje, dokazana je prisutnosti vitamina B, odnosno vitamina B6 —
piridoksina, te je zaklju¢eno da motar ima visi sadrzaj piridoksina nego li §paroge koje

su poznate po visokom udjelu ovog spoja.



1.2.3.5. Fenolni spojevi

Fenoli su Siroko rasprostranjeni u biljnom carstvu i najobilniji su sekundarni metaboliti
biljaka. Zbog svojih snaznih antioksidativnih svojstava i izrazenih u¢inaka u prevenciji
razli¢itih bolesti povezanih s oksidativnim stresom smatraju se klju¢nima za
sprjecavanje oboljenja.*’3! Provodenjem raznih istrazivanja na motru opazeno je da je
on biljka izrazito bogata fenolnim spojevima. Do danas su provedena brojna
istrazivanja identifikacije fenolnih spojeva u motru.?® Najeesce identificirani spojevi su
galna, 3,4-dihidrobenzojeva, vanilinska, cimetna, p-kumarinska, kaveinska,
klorogenska, neoklorogenska i kriptoklorogenska Kkiselina, te kvercetin, katehin,

epikatehin i rutin,>:27.2832-37

1.2.3.6. Minerali

Prema podacima razli¢itih istrazivanja najzastupljeniji mineralni elementi u motru su
Ca, Mg, K i P. Od njih se posebno isticu Ca i Mg zbog svog posebnog znacaja za
ljudski organizam u razvoju kostiju i razvitku tijela.}*® Srednja vrijednost sadrzaja Ca
se krece u rasponu 2,2 do 3,7 g/100 g dok je sadrzaj Mg i K je ne$to nizi, u rasponu od
0,4-0,6 ¢/100 g i 1,8-0,6 ¢g/100 g. Osim navedenih elemenata isti¢e se i prisutnost
mikroelemenata, kako slijedi: Fe, Mg, Zn, Cu i Cr, ¢iji sadrzaj varira ovisno o vrsti

stanista i uvjetima rasta.>"38

Nartea i sur.?® su utvrdili da je koli¢ina Na u listu motra 14,7 g/kg. Obzirom da
halofitne vrste karakteriziraju stanista visokog saliniteta, u stanicama halofita dolazi do
nakupljanja Na. Ipak, prekomjeran unos navedenog elementa ima Stetno djelovanje na

ljudski organizam te povecava rizik od pojave bolesti.

Svaka pojedina halofitna vrsta podnosi odredenu koncentraciju soli koja nece utjecati
na njen vegetativni i reproduktivni rast.®® Dok neke vrste pokazuju toleranciju na
koncentracije soli od priblizno 80 mM NaCl, pojedina istrazivanja potvrdila su da neke
vrste mogu preZivjeti ¢ak 1 pri koncentracijama soli ve¢im od 200 mM NaCl ili ¢ak
visim. Ova otkri¢a sugeriraju da svaki halofit razvija individualnu toleranciju ovisno o

unosu Na*, K+ i Cl.740



Dokazano da je motar razvio otpornost na sol kao posljedicu ograni¢avanja ulaska iona

preko korijena te sprje¢avanja transporta ClI- do nadzemnih dijelova.

1.3. Tokoferoli

Vitamin E je vitamin topiv u mastima ¢ije najvaznije uloge su biokataliticko i
antioksidativno djelovanje.** Vitamin E se sastoji od dvije skupine (Slika 4) koje sadrze
osam razli¢itih spojeva: a-, B-, y- i d-tokoferoli te a-, B-, y- i d-tokotrienoli. lako je
prisutno osam razli¢itih spojeva, samo se a-tokoferol smatra korisnim za potrebe ljudi
obzirom da se apsorpcija svih oblika vitamina E dogada se u tankom crijevu, nakon
cega jetra metabolizira samo a-tokoferol. Preostale oblike vitamina E jetra izlucuje 1

uklanja iz organizma.*?

tokoferoli

Slika 4. Struktura tokotrienola i tokoferola®®

Nedostatak vitamina E kod ljudi se javlja jako rijetko, uglavnom kod ljudi koji imaju
probleme s apsorpcijom ili metabolizmom masti u prehrani. Najve¢i pozitivni ucinak
ovog vitamina je njegovo antioksidativno djelovanje, uéinak na smanjenje
ateroskleroze i rizika od sréanih bolesti.* Vitamin E igra klju¢nu ulogu u prevenciji, ali
1 lijeCenju razli¢itih oboljenja i poremecaja kao §to su rak, kardiovaskularne bolesti,
upale, bolesti imunoloSkog sustava i starenje, ne samo kao antioksidans, ve¢ i kao

modulator prijenosa signala i regulator genske ekspresije.*®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.  Biljni materijal

U eksperimentalnom dijelu ovoga rada vrSili smo istrazivanja trinaest razli¢itih uzoraka
motra (10 listova i 3 cvijeta). Uzorci su prikupljeni krajem kolovoza 2022. godine duz

Jadranske obale na 10 lokacija prikazanih i na Slici 5, i to:

Krk — list biljke (uzorak 1)

Senj — list biljke (uzorak 2)

Pag — list i cvijet biljke (uzorak 31 4)
Sibenik — list biljke (uzorak 5)

Split — list biljke (uzorak 6)

Sibenik — list biljke (uzorak 7)

Kor¢ula — list i cvijet biljke (uzorak 8 i9)
Neretva — list biljke (uzorak 10)

Peljesac — list biljke (uzorak 11)

10. Cavtat — list i cvijet biljke (uzorak 12 i 13)

© o N o g B~ w DN E
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Slika 5. Lokaliteti branja uzoraka motra

2.2. Postupak ekstrakcije

Ekstrakcija tokoferola iz uzoraka motra provedena je prema postupku objavljenom u
istrazivanju Knecht i sur.*® gdje su tokoferoli odredeni direktnom acetonskom
ekstrakcijom i saponifikacijom. Na analitickoj vagi se odvaze 0,4 g uzorka te mu se
doda askorbinska kiselina (1 g), natrijev sulfat (0,1 g), etanol (20 mL) te 60%-na
otopina NaOH (4 mL). Zatim se suspenzija saponificira u vodenoj kupelji na 85°C
tijekom 30 minuta uz povremeno mijesanje, nakon ¢ega se ohladi i doda joj se 12 mL
vode. Potom se smjesa ekstrahira tri puta sa n-heksanom (10 mL) i centrifugira nakon
svakog dodavanja heksana tijekom 2 minute pri 3600 okretaja/minuti radi boljeg
odvajanja faza. 1zdvojene organske faze se sjedine, isperu 4 puta vodom (10 mL), upare
od otapala u rotavaporu pri 35°C, a dobiveni sirovi ostatak potom se otopi u n-heksanu
(Slika 6).
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Slika 6. Dobiveni lipofilni ekstrakti uzoraka motra

2.3. Identifikacija i kvantifikacija tokoferola

Sadrzaj tokoferola u uzorcima je odreden primjenom visokodjelotvorne tekucéinske
kromatografije (engl. High-Performance Liquid Chromatography, HPLC) koriStenjem
HPLC sustava (Perkin Elmer Series 200, Walthamn, Massachusetts, USA) koji je
opremljen fluorescentnim detektorom (FLD, Perkin Elmer Series 200) i kolonom Ultra-
silica (250x4,6 mm, 5 um, Restek Corporation, USA). Injektiran volumen uzorka je bio
20 pL. Uradena je linearna eluacija otapalom A (heksan) i otapalom B (izopropanol) u
omjeru 94:4 pri brzini protoka od 0,8 mL/min. Temperatura kolone je bila konstantna i
iznosila je 25°C. Odredivanje se vrsilo pri valnim duljinama pobude i emisije od 290
nm do 330 nm, a a-, B-, y- tokoferoli su identificirani na temelju vremena zadrzavanja
standarda. Kalibracijska krivulja je koriStena za odredivanje koncentracije (ug/mL) a-
tokoferola, dok su koncentracije - i y-tokoferola ra¢unane prema podacima i

kalibracijskoj krivulji dobivenoj za a-tokoferol.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

Cilj ovog zavr$nog rada bio je dokazati prisutnost i odrediti sadrzaj a-, - i y- tokoferola
u motru (Crithmum maritimum L.) primjenom HPLC sustava. Istrazivanje Se
obuhvacalo trinaest uzoraka prikupljenih sa deset razli¢itih lokacija. Analizirani su

uzorci cvijeta (3 uzorka) i lista (10 uzoraka) biljke.

3.1.  Ukupni tokoferoli

Na Slici 7 prikazani su rezultati sadrzaja ukupnih tokoferola u uzorcima lista (7a) i

cvijeta (7b) sakupljenih na razli¢itim lokacijama duz jadranske obale.

Iz rezultata analize uzoraka lista dobivenih istrazivanjem, jasno je da je najvisa
koncentracija ukupnih tokoferola zabiljezena u uzorku lista ubranom na Peljescu -
23,12 pg/mL, a viSe koncentracije su primijeene 1 u uzorcima ubranim na otocima
Krku 1 Korculi. S druge strane, najnizi sadrzaj ukupnih tokoferola pronaden je u
uzorcima s Paga (7,44 pg/mL), te iz Sibenika (8,39 pg/mL) i Senja (8,4 ug/mL) (Slika
7a).

Kada se radi o sadrzaju ukupnih tokoferola u cvjetovima, primjecujemo znacajne
razlike. NajviSa koncentracija ukupnih tokoferola zabiljezena je u uzorku cvijeta S
Paga. Nasuprot tome, koncentracije tokoferola u uzorcima cvjetova s Korcule i iz
Cavtata su priblizno jednake, ali su Cak deset puta manje u usporedbi s uzorkom
ubranim na Pagu (Slika 7b). Razlike koncentracija ukupnih tokoferola sa sjevernih i
juznih lokaliteta u listu ne pokazuju neke znacajne varijacije ili poveznicu dok je kod
uzoraka cvijeta vidljivo da su oba uzorka s juznijih lokaliteta imala znacajno nize

koncentracije tokoferola od uzorka s sjevera.
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Slika 7. Graficki prikaz sadrZaja ukupnih tokoferola u uzorcima lista (a) i cvijeta (b)

motra sa razli¢itih lokaliteta
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Koncentracije ukupnih tokoferola u uzorcima lista i cvijeta prikupljenih na istim
lokalitetima, pokazale su znacajne varijacije u sadrzaju tokoferola. U slucaju uzoraka
prikupljenih na Kor¢uli i u Cavtatu dvostruko visi sadrzaj tokoferola je pronaden u listu
u odnosu na cvijet, dok uzorci motra prikupljeni na Pagu pokazuju obrnuto.
Koncentracija ukupnih tokoferola u cvijetu prikupljenom na Pagu iznosila je 31,72
pug/mL, predstavljajuéi istodobno najvisu dobivenu koncentraciju medu svim
analiziranim uzorcima. Za razliku od cvijeta, u listu s istog lokaliteta pronaden je tri

puta nizi sadrzaj tokoferola (Slika 8).
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Slika 8. Graficki prikaz usporedbe sadrzaja ukupnih tokoferola u listu i cvijetu motra s
istih lokaliteta

3.2. Rezultati odredivanja a-tokoferola

a-tokoferol je ujedno i najrasireniji oblik vitamina E koji se javlja u zelenim dijelovima
biljaka, dok je drugi uobicajeni oblik y-tokoferol, koji Cesto dominira u uljima

sjemenki.242545

Na Slici 9. prikazani su rezultati odredivanja a-tokoferola u uzorcima lista motra
izrazeni u pg/mL. U listovima motra prisutnost a-tokoferola se kretala od 3,87 do 21,57
pg/mL od Cega je najveca zabiljeZzena vrijednost u listu prikupljenom na Peljescu, a

najniza u listu motra prikupljenom u Sibeniku.
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Slika 9. Graficki prikaz koncentracije a-tokoferola u listu motra sa razli¢itih lokaliteta

Podatci dobiveni odredivanjem a-tokoferola cvijeta motra s tri razli¢ite lokacije
pokazali su neznatnu razliku u njihovom sadrzaju u cvijetu ubranom u Cavtatu (0,97
pug/mL) i cvijetu ubranom na Korculi (1,02 pg/mL), dok je daleko najvisi sadrzaj a-
tokoferola pronaden u uzorku cvijeta motra prikupljenom na Pagu i iznosio je 29,45
ug/mL (Slika 10).
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Slika 10. Graficki prikaz sadrzaja a-tokoferola u cvijetu motra sa razli¢itih lokaliteta
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Na temelju dobivenih rezultata moze se izvesti zaklju¢ak da je sadrzaj a-tokoferola u
listovima nizi, a cvijetu visi kod uzoraka sakupljenih na sjevernim podrucjima.
Suprotno od toga na juznim lokacijama u uzorcima cvjetova su pronadene jako niske

koncentracije ukupnih tokoferola, dok su u listovima iste bile relativno visoke.

Uvidom u graficki prikaz usporedbe koncentracije a-tokoferola lista i cvijeta (Slika 11)
moze se zakljuciti da je u uzorcima s otoka Paga bila znacajno visa njihova
koncentracija u cvijetu nego u listu, dok je u uzorcima ubranim na Korc¢uli i u Cavtatu
bilo suprotno, odnosno zabiljezena je deset puta niza koncentracija a-tokoferola u

cvjetovima nego li u listovima s istih lokaliteta branja.
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Slika 11. Graficki prikaz usporedbe koncentracije a-tokoferola lista i cvijeta s istih
lokaliteta

3.3.  Rezultati odredivanja p-tokoferola

Na Slici 12 prikazani su rezultati identifikacije p-tokoferola. Najvisu koncentraciju -
tokoferola imao je list prikupljen na lokaciji Sibenik (4,04 pg/mL), a najnizu list ubran
na Peljescu (0,89 pg/mL). Odmah iza uzorka ubranog u Sibeniku najveéi sadrzaj p-
tokoferola imao je list motra sa podruc¢ja Neretve dok su niske te priblizno slicne

koncentracije B-tokoferola sadrzavali uzorci iz Senja, Paga i Cavtata.
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz sadrzaja -tokoferola u listu motra sa razli¢itih lokaliteta

Dok su kod a-tokoferola bile prisutne velike razlike u koncentracijama iz cvijeta motra
s tri razli¢ita lokaliteta kod pB-tokoferola nisu bile vidljive znaCajne razlike u
koncentracijama (Slika 13). Sadrzaj B-tokoferola iz uzorka cvijeta motra prikupljenog u
Cavtatu iznosio je 1,78 pg/mL, s Korcule 1,73 pg/mL te s Paga 1,63 pg/mL.
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Slika 13. Graficki prikaz sadrzaja B-tokoferola cvijeta motra sa razli¢itih lokaliteta
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Kod koncentracija p-tokoferola nisu primjetne znacajne razlike izmedu sjevernih i
juznih podrucja kada je rije¢ o listu, medutim ukoliko promatramo rezultate dobivene

za cvjetove moze se uociti porast kada se krece od sjevernih prema juznim podrucjima.

Na Slici 14 usporedene su koncentracije p-tokoferola u listovima i cvjetovima s istih
lokaliteta. Uzorci ubrani u Cavtatu sadrzavali su jednaku koncentraciju -tokoferola u
listu i cvijetu, koja je iznosila 1,78 pg/mL. S druge strane, uzorci ubrani na Pagu
pokazali su neznatnu razliku u koncentraciji: koncentracija u cvijetu iznosila je 1,63
ug/mL, dok je u listu bila nesto niza i iznosila je 1,58 pg/mL. Za razliku od uzoraka s
ostala dva podrucja, uzorci s Korcule pokazali su znacajnije razlike, pri ¢emu je
koncentracija P-tokoferola u cvijetu bila niza u usporedbi s listom. Konkretno,
koncentracija u cvijetu iznosila je 1,73 ug/mL, dok je koncentracija u listu iznosila 2,56

pg/mL.
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Slika 14. Graficki prikaz usporedbe koncentracije B-tokoferola lista i cvijeta s istih

lokaliteta

3.4. Rezultati odredivanja y-tokoferola
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U uzorcima je odreden i sadrzaj y-tokoferola. Sa Slike 15 vidljivo je da je razlika u
koncentracijama y-tokoferola sadrzanih u listu motra ubranog sa razli¢itih lokaliteta
bila neznatna. Na Slici se takoder uocava da je najvisu koncentraciju y-tokoferola imao
uzorak lista motra prikupljenog na podrucju Neretve (0,97 ug/mL), a najnizu uzorak
lista prikupljenog na podruéju Sibenika (0,48 pg/mL).
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Slika 15. Grafi¢ki prikaz sadrzaja y-tokoferola lista motra sa razlicitih lokaliteta

Kod uzoraka cvjetova najvisa koncentracija iznosila je 1,2 ug/mL (Korcula), skoro
dvostruko niza pronadena je u uzorku cvijeta ubranom na Pagu (0,64 pg/mL), dok je
sadrzaj y-tokoferola u uzorku cvijeta motra prikupljenog u Cavtatu iznosio 1,02 pg/mL
(Slika 16).

Dok je koncentracija y-tokoferola u liS¢u relativnho malo varirala izmedu razli¢itih
lokacija, u slucaju cvjetova, primjetna je znaCajna razlika medu uzorcima s juga i
uzorcima s sjevera pri ¢emu su uzorci cvjetova s juga imali znatno vise koncentracije y-

tokoferola.
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Slika 16. Graficki prikaz sadrzaja y-tokoferola cvijeta motra sa razli¢itih lokaliteta

Usporedujuc¢i koncentraciju y-tokoferola u listovima i cvjetovima s razlicitih lokacija,
mogu se primijetiti znacajne razlike. U Cavtatu i na Korculi, koncentracija y-tokoferola
u cvjetovima je bila znacajno visa u usporedbi s koncentracijom u listovima. Iako su i
na otoku Pagu viSe koncentracije zabiljezene u cvijetu nego li u listu, ta razlika nije
toliko izraZzena. Konkretno, na Pagu koncentracija y-tokoferola u cvjetovima je iznosila

0,64 ug/mL, a u listovima 0,54 ug/mL.
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Slika 17. Grafi¢ki prikaz usporedbe koncentracije y-tokoferola lista i cvijeta s istih
lokaliteta

3.5.  Rezultati odredivanja d-tokoferola

d-tokoferoli su odredivani istom metodom kao i prethodne tri skupine spojeva, medutim

nije dokazano njihovo prisustvo u uzorcima.
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata prikazanih u radu, jasno se moze zakljuCiti da je uspjesno
postignut glavni cilj istrazivanja, a to je identifikacija i kvantifikacija tokoferola
prisutnih u analiziranim uzorcima motra s razli¢itih lokaliteta pri ¢emu je potvrdena
prisutnost tri razlicita tokoferola, i to a-tokoferola koji je koncentracijom dominirao u
uzorcima, te B-tokoferola i y-tokoferola. Takoder je potvrdena razlika u sadrzaju
istrazivanih spojeva izmedu uzoraka cvijeta i lista, kao 1 vaznost 1 utjecaj lokacije
branja na isto. Ovi rezultati takoder imaju dublje implikacije za razumijevanje sastava
motra i njegove vaznosti u kontekstu prehrane, obzirom da prisustvo ovih spojeva u
motru nije prethodno dokazano. Stoga, dobiveni rezultati istrazivanja potencijalno
otvaraju nove perspektive za budu¢u primjenu motra, daljnja istrazivanja i razvoj novih

proizvoda.
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