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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

1) Odrediti udio ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima lis¢a i cvijeta motra
(Crithmum matitimum L.) sa tri razliCite lokacija duz Jadranske obale
koriste¢i UV/Vis spektrofotometriju

2) Odrediti koncentraciju klorogenske Kiseline i njenih derivata u ekstraktima
lis¢a 1 cvijeta motra koristeéi tekuéinsku kromatografiju visoke
djelotvornosti

3) Odrediti antioksidacijski potencijal ekstrakta 1li§¢a 1 cvijeta motra

koriStenjem razli¢itih metoda.



SAZETAK

Motar (Crithmum maritimum L.) je viSegodisnja halofitna biljka koja u Hrvatskoj raste
duz cijele Jadranske obale. Biljka je poznata od davnina, te se listovi konzumiraju kao
hrana 1 zacin, dok se u narodnoj medicini koristi kao lijek. Zbog brojnih bioloski
aktivnih tvari zastupljenih u cijeloj biljci provedena su razna istraZivanja u svrhu
stjecanja novih znanja i boljeg iskoriStenja same biljke. Tako je cilj ovog rada bio
ispitati kemijski sastav i1 antioksidacijsku aktivnost motra te usporediti razlike izmedu
ekstrakta cvijeta i ekstrakta lista. Uzorci su prikupljeni na tri razli¢ite lokacije: otoku
Pagu, otoku Korculi, te u Cavtatu. Biljnim ekstraktima odreden je udio ukupnih fenola i
flavonoida, dok je koncentracija klorogenske kiseline odredena koristenjem
visokodjelotvorne tekucinske kromatografije (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC). Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriStene su tri
metode: odredivanje antioksidacijske snage redukcije Zeljeza (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power, FRAP), metoda redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (engl.
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) i ispitivanje kapaciteta apsorpcije Kkisikovih
radikala (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity, ORAC). 1z dobivenih rezultata
moze se zakljuciti kako ekstrakti lista i cvijeta motra imaju visok sadrzaj ukupnih
fenola, flavonoida te klorogenske kiseline. Osim visokog udjela fenolnih komponenta
ekstrakti su pokazali i1 jako dobru antioksidacijsku aktivnost odredenu svim metodama.
U radu je uocen i utjecaj lokacije branja motra, pa tako uzorci s lokacije Korcula imaju
najvisi udio fenolnih komponenta i najbolju antioksidacijsku aktivnost, dok su najlosiji
rezultati zabiljezeni za uzorke s lokacije Pag. Osim toga, ekstrakti cvijeta motra
pokazali su bolje rezultate od ekstrakta lista, Sto ukazuje na izuzetan potencijal ove

biljke koji je joS uvijek nedovoljno istrazen i neiskoriSten.

Kljuéne rije¢i: motar, kemijski sastav, antioksidacijska aktivnost, klorogenska kiselina,

fenolni spojevi



ABSTRACT

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is a perennial halophytic plant that grows along
the entire Adriatic coast in Croatia. The plant has been known since ancient times and
the leaves are consumed as food and spice, while in folk medicine it is used as a
medicine. Due to the numerous biologically active substances present throughout the
plant, various researches have been carried out in order to gain new knowledge and
make better use of the plant itself. The aim of this work was therefore to investigate the
chemical composition and antioxidant activity in order to compare the differences
between the flower and leaf extracts. Samples were collected from three different
locations: on the island of Pag, on the island of Korcula and in Cavtat. The plant
extracts were used to determine the content of total phenols and flavonoids, while the
concetration of chlorogenic acid was determined by high-performance liquid
chromatography (HPLC). Three methods are used to determine antioxidant activity:
ferric reducing antioxidant power (FRAP), the method of reduction of 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl (DPPH) and the oxygen radical absorbance capacity (ORAC). From the
obtained results, it can be concluded that the extracts of sea fennel leaves and flowers
have a high content of total phenols, flavonoids and chlorogenic acid. Besides the high
content of phenolic components, the extracts also showed very good antioxidant
activity, which was determined by all methods. In the study, the influence of the
location of harvesting of the sea fennel was also observed, so that the samples from
Korcula showed the highest content of phenolic components and the best antioxidant
activity, while the samples from Pag showed the lowest results. In addition, the extracts
from the flowers of sea fennel showed better results than the leaf extracts, indicating the
extraordinary potential of this plant, which has not yet been sufficiently researched and

exploited.

Keywords: sea fennel, chemical composition, antioxidant activity, chlorogenic acid,

phenolic compounds
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UuvoD

Motar je jestiva samonikla halofitna biljka prilagodena slanim stani$tima poput
obala mora, morskih stijena i pjescanih plaza. Ova polugrmovita biljka iz porodice
Stitarki Siroko je rasprostranjena po cijelom obalnom podru¢ju Europe. Poznata je
upotreba motra u narodnoj medicini, kulinarstvu, farmaceutskoj i kozmetic¢koj industriji.
Posljednjih godina povecava se interes za iskoriStavanjem motra, obzirom da brojna
istrazivanja ukazuju na njegovu vaznu gospodarsku ulogu smatrajuci ga perspektivnom
biljkom za poljoprivredu na slanim staniStima. Cvijet kao i list ima velik potencijal za
dobivanje esencijalnih i eteri¢nih ulja vaznih za farmaceutsku i kozmeti¢ku industriju,
dok se ekstrakti ove biljke smatraju znacajni za prehrambenu industriju.

Navedenim pozitivnim svojstvima ovog halofita doprinosi njegov bogat i
raznolik kemijski sastav, kao i velik bioloski potencijal. Unato¢ navedenim
prednostima, jo§ uvijek je nedovoljno istrazen obzirom da svojstva i sastav motra ovise
o staniStu, vegetacijskom razdoblju, okoliSnim faktorima, metodama ekstrakcije 1
brojnim drugim ¢imbenicima.

lako se u kulinarstvu i brojnim znanstvenim studijama uglavnom spominje samo
list, ne treba zanemariti i cvijet koji je takoder bogat izvor bioaktivnih spojeva. Upravo
iz tog razloga cilj ovog rada je bio ispitati potencijal cijele biljke u svrhu dobivanja
novih saznanja o prednostima ove biljke i moguénosti njenog iskoriStenja u

prehrambenoj ili nekoj drugoj industriji.



1. OPCI DIO

1.1. Motar

Halofiti su biljke koje prirodno rastu na slanim staniStima poput obalnih
mocvara, obalnih dina, zemlje uniStene loSom poljoprivrednom praksom te plaza.
Obzirom da na njihov rast najveéi utjecaj ima salinitet, halofiti razvijaju posebne
strategije za prezivljavanje u uvjetima visoke slanosti. Premda pojedini halofiti ¢ak
rastu bolje u prisutnosti soli, potrebno je znati kako tolerancija halofita na sol ovisi i 0
stadiju rasta same biljke te se smatra kako je zrela biljka manje osjetljiva na sol.
Dodatna prednost je moguénost njihovog uzgoja na podru¢jima s ograni¢enom

dostupnosti slatke vode.*

U posljednje vrijeme javlja se sve veci interes za halofitnom vrstom Crithmum

maritimum L., poznatom kao motar, obalni petrovac ili morski komorac.

Slika 1. Motar u prirodnom okruzenju?

Motar je viSegodisnja biljka, jedina vrsta roda Crithmum iz porodice Apiaceae
(slika 1). Ime Crithmum dolazi od gréke rijeéi ,,krithe $to u prijevodu znaci jeCam,
zbog sli¢nosti izmedu ploda ove biljke i zrna je¢ma, dok maritimum potjece od

maritime §to se povezuje s stanistem ove biljke u blizini mora.®



Rasprostranjen je diljem obale, te raste na morskim stijenama, molovima i
pjescanim plazama, a posebno je zastupljen na obalama mediteranskih zemalja, pa tako

u Hrvatskoj raste duz cijele jadranske obale.*

Motar je zeljasta biljka visine 30-60 cm. Ima snazan, debeo korijen koji se moze
radiriti i do 5 m, te razgranatu stabljiku koja je pri dnu uglavhom drvenasta. Perasto
oblikovani i mesnati listovi dugi su 2-5 cm, a Siroki 0,6 cm. PoCinju s kratkom
peteljkom, podijeljeni su na 2 ili 3 listica te imaju $iljast vrh. Sire se radijalno od
podanka tvoreci rozetu. Cvjetovi su zuckasto-bijele ili zelenkasto-bijele boje. Cvjetanje
traje od srpnja do rujna, a daje jajolike duguljaste plodove Kkoji pocinju sazrijevati u

studenom i prosincu.>®

Upotreba motra je raznolika pa se primjenjuje u kulinarstvu, narodnoj medicini i
kozmetici. lako se mogu koristiti svi biljni organi, ipak se najcesce koriste listovi motra.
U mediteranskoj kuhinji ¢esto se koristi u salatama, kiselim krastavcima te kao zacin
raznim jelima. Ima jedinstven 1 pomalo slan okus, §to ga ¢ini popularnim dodatkom
jelima od morskih plodova. Budu¢i da je iznimno aromati¢an moze se koristiti i kao
suSena biljka, te se u kulinarstvu isti¢e njegova upotreba kao zacina i bojila. Primjerice,
u zelenoj tjestenini (tagliatelle) moze se koristiti kao glavni sastojak kod bojanja. Zbog
svojih bioaktivnih spojeva u narodnoj medicini se upotrebljava u razne svrhe.
Primjerice, u Spanjolskoj se ukiseljeno lisée jede kao digestiv zbog antiskorbutskih i
diuretic¢kih svojstava. U juznoj Italiji koristi se kao lijek protiv kaslja i prehlade, dok je
u sredi$njoj Italiji poznat u lije¢enju karminativnih, stomacnih i probavnih problema.®’
Cvjetni vrhovi i stabljika mogu se Kkoristiti za pripremu biljnih ¢ajeva.® Primjenu u
kozmetici motar je pronasao zahvaljuju¢i eteri¢nim uljima koja sadrze velik broj
hlapljivih spojeva. Udio u plodovima iznosi oko 0,8%, dok se u listovima krece 0,13-

0,3%. Uz to sve, &esto se koristiti i kao ukrasna biljka u kamenjarima uz more.*

Motar je fakultativni halofit, $to znaci da pokazuje fleksibilnost za rast na slanim
1 slatkovodnim staniStima. Za optimalni rast preferira i pogodnije mu je podrucje bez
soli ili s niskom koncentracijom soli, iako pokazuje odredeni stupanj tolerancije na sol
kada je izlozen stresu od soli. Utvrdeno je da salinitet ve¢i od 50 mM NaCl inhibira

njegovo Klijanje.



Uslijed klimatskih promjena uzgoj povr¢a, ali 1 drugih kultura postaje sve teZzi.
Javljaju se problemi poput povisenja temperature, slabe dostupnosti visokokvalitetne
vode, ali i zaslanjivanja tla. Upravo zbog toga jako je vazno imati mogucnost
alternativnih usjeva kao §to su halofitne vrste. Osim Sto se bolje prilagodavaju raznim
klimatskim uvjetima poznato je da mogu rasti na slanom tlu ili ih se moze zalijevati
slanom vodom. Unato¢ svemu navedenom, motar se jo$ uvijek nedovoljno koristi, ali se

smatra vrlo perspektivnom biljnom vrstom za uzgoj.*

1.2. Kemijski sastav motra

Motar sadrzi makro- i mikronutrijente koji imaju brojne zdravstvene ucinke i
pomazu u prevenciji bolesti. Od makronutrijenata najzastupljeniji su ugljikohidrati,
zatim bjelancevine i lipidi. Ne smiju se zanemariti ni mikronutrijenti odnosno vitamini i
minerali. Primjerice, vitamin C je zasluzan za prevenciju obolijevanja od skorbuta zbog
¢ega je motar konzumiran od strane mornara kada su bili na dugim putovanjima. U

tablici 1. prikazana je energetska i nutritivna vrijednost motra.

Tablica 1. Energetska (kcal/100 g svjezeg proizvoda) i nutritivna vrijednost (g/100 g

sviezeg proizvoda) motra®

Energija 27,2

Voda 87,6

Lipidi 0,73
Bjelancevine 1,57
Ukupni ugljikohidrati 7,33
- od ¢ega vlakna 3,74

- od cdega Seceri 0,65
Pepeo 2,78



1.2.1. Fenolni spojevi u motru

Dostupna literatura i provedena istrazivanja 0 kemijskom sastavu motra isti¢u
njegova ljekovita svojstva i hranjivu vrijednost. Smatra se vrijednim izvorom
bioaktivnih spojeva, medu kojima se osobito isticu fenoli poput flavonoida i
klorogenske Kiseline. Istrazivanja takoder navode vaznost koriStenog dijela biljke
prilikom ispitivanja, kao i vrijeme uzorkovanja, kKlimatske uvjete u kojima je biljka

rasla, metode ekstrakcije te koriStena otapala pri pripremi ekstrakata.

Prema rezultatima predstavljenim u istrazivanju Souid i sur. (2021) listovi motra
sadrzavaju visok udio polifenola (31,7 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) po g suhe
tvari), odnosno flavonoida (25,6 mg katehin ekvivalenata (CE) po g suhe tvari) i
flavonola (17,3 mg ekvivalenata kvercetina (QE) po g suhe tvari), dok je kondenziranih
tanina bilo najmanje (0,97 mg CE/g suhe tvari). Bitno je naglasiti kako je ekstrakcija
provedena koristenjem viSe razli¢itih otapala (etanol, acetonom, metanolom), a najbolje
rezultate pokazali su etanolni ekstrakti (80%-tni etanol). Najzastupljeniji spojevi iz
skupine flavonoida, odnosno flavonola, su bili rutin i cirsiliol, odnosno kvercetin i
hiperozid. U ekstraktima su takoder potvrdene velike koli¢ine fenolnih kiselina, a
najzastupljenije su bile klorogenska (7,25 mg/g suhe tvari), neoklorogenska (2,03 mg/g
suhe tvari), trans-ferulinska (1,41 mg/g suhe tvari) i kriptoklorogenska kiselina (1,17

mg/g suhe tvari).*°

Generali¢ Mekini¢ i sur. (2018) proveli su istrazivanje na motru uzorkovanom
kroz razlicita vegetacijska razdoblja i uzorci su pripravljeni koristenjem 80%-tnog
etanola. Rezultati ukazuju na najvisi udio fenola u ekstraktima lista motra koji je
uzorkovan u travnju, odnosno prije cvatnje. Tako je u travnju vrijednost neflavonoida
iznosila 20,92 mg GAE/g te flavonoida 1,23 mg GAE/g. Koncentracija klorogenske
kiseline je takoder bila najvisa u travnju (16,28 mg/g). Najlosiji rezultati za ukupne
fenole, neflavonoide i klorogensku kiselinu bili su odredeni za mjesec kolovoz.
Usporedbom s drugim istraZzivanjima ovi autori navode ve¢i sadrzaj ukupnih polifenola

i tanina u uzorcima prije i na po¢etku cvjetanja u odnosu na druge periode vegetacije.'*
12

Houta i sur. (2011) su kvantitativno odredili kemijski sastav razli¢itih dijelova

motra. Ekstrakti svih organa biljke, stabljike, listova, cvjetova i sjemenki pripravljeni su
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koriStenjem Cistog metanola. Objavljeni rezultati pokazuju visok udio ukupnih
polifenola (13-17 mg GAE/g), flavonoida (4-7 mg CE/g) i tanina (1-5 mg CE/g) u
sjemenkama i stabljici u odnosu na druge dijelove biljke. Relativno sli¢ne vrijednosti
fenolnih spojeva sadrzavali su listovi i cvjetovi, no ipak cvjetovi su bili slabiji u odnosu
na list i druge dijelove biljke. Udio ukupnih polifenola u listu iznosio je 11,52 mg
GAE/qg, flavonoida 3,93 mg CE/g i tanina 1,38 mg CE/g. Udio ukupnih polifenola u
cvijetu iznosio je 9,43 mg GAE/g, flavonoida 3,71 mg CE/g i tanina 0,43 mg CE/qg.
Usporedbom s prethodno spomenutim istrazivanjima autori takoder zakljuc¢uju kako svi
dijelovi motra predstavljaju znacajan izvor fenolnih spojeva, pri ¢emu se posebno isti¢u

listovi.13

Kao $to je na pocetku ovog poglavlja istaknuto, kod odredivanja kemijskog
sastava ekstrakata jako vaznu ulogu imaju tehnike i uvjeti ekstrakcije. Costa i sur.
(2018) usporedivali su ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom (engl. Ultrasound-
assisted extraction, UAE) i ekstrakciju superkriti¢cnom teku¢inom (engl. Supercritical
fluid extraction, SFE). Uvjeti pod kojima se obavljala UAE bili su: temperatura 50 °C,
vrijeme ekstrakcije 20 minuta, omjer ¢vrste tvari i otapala 1:30 te koncentracija etanola
40% (v/v), dok su uvjeti za SFE bili temperatura od 50 °C, tlak od 300 bara i
koncentracija etanola 40% (v/v).}* Kao zakljucak, izdvojila se metoda UAE koja je

rezultirala oko 10 puta visom vrijednosti ekstrahiranih antioksidansa u usporedbi s SFE.

1.3. Odredivanje fenolnog sastava

1.3.1. Spektrofotometrijske (UV/Vis) metode

Ultraljubicasta-vidljiva (UV/Vis) spektrofotometrija je Cesta tehnika koja se
koristi za kvalitativnu i kvantitativnhu analizu zbog svoje jednostavnosti, brzine i
to¢nosti. Uredaj za mjerenje naziva se spektrofotometar, a osnovni dijelovi samog
uredaja su izvor svjetlosti, monokromator (rasipa zracenje) i detektor (mjeri intenzitet
propustene svjetlosti). Princip rada zasniva se na prolasku zrake svjetlosti kroz uzorak
gdje jedan dio zraka apsorbiraju molekule u uzorku, a ostatak prolazi. Monokromator
propusta svjetlost jedne valne duljine, a opti¢ka resetka ili opticka prizma razdvajaju tu

svjetlost na vrpce. Raspon valnih duljina je ve¢inom 190-1100 nm. Detektor kvantificira



propustenu svjetlost stvarajuci elektri¢ni signal koji se pretvara u apsorbanciju. Kod ove

metode uzorak je smjesten izmedu monokromatora i detektora u kiveti.'®

Spektrofotometri se najcesce dijele na jednozracne i dvozraéne. Dvozracni se
preferira zbog moguénosti mjerenja apsorbancije i referentnog i ispitivanog uzorka u
isto vrijeme, $to nije moguce kod jednozracnog gdje se moze mjeriti apsorbancija samo
jednog uzorka. To ujedno znaci da se kod dvozracnog spektrofotometra apsorbancije
automatski oduzimaju jedna od druge tako da nije potrebna naknadna obrada podataka.
U ovom istrazivanju dvozracni spektrofotometar je Koristen za odredivanje ukupnih
fenola i za odredivanje ukupnih flavonoida.”® Shematski prikaz elemenata

spektrofotometra prikazan je na slici 2.

Za odredivanje ukupnih fenola koristena je Folin-Ciocalteu metoda, koja se
¢esce koristi od drugih metoda jer ne zahtijeva puno sredstava ni opreme pa je zbog
toga jednostavna i jeftina. Zasniva se na reakciji fenolnih spojeva iz uzorka u luznatom
mediju i Folin-Ciocalteu reagensa pri ¢emu nastaje plavo obojeni kompleks Cciji
intenzitet ovisi o koli¢ini fenolnih spojeva. Apsorbancija dobivene otopine mjeri se pri

valnoj duljini od 765 nm.®

Sadrzaj ukupnih flavonoida uglavnom se odreduje kolorimetrijskom analizom
aluminijeva klorida sa ili bez natrijeva nitrita. Kada se koristi i natrijev nitrit nastaje

7uto obojenje ¢ija se apsorbancija mjeri pri 510 nm.’

detektor

monokromator ()

prizmaili — b —

. resetka izlazni
ulazni

" — otvor
12vVOF uzorak i

svjetla

Slika 2. Shematski prikaz elemenata spektrometra®®



1.3.2. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) oblik je kolonske kromatografije, koja se ¢esto koristi
u analitickoj kemiji. Princip rada podrazumijeva razdvajanje komponenti iz smjese na
osnovi kemijskih i fizi¢kih interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze u
stupcu. Koristi se za njihovu identifikaciju i kvantifikaciju. Vrijeme eluiranja tvari iz
uzorka ovisi o prirodi same tvari, sastavu mobilne faze i stacionarnoj fazi, a naziva se
retencijsko vrijeme i ono je karakteristicno za odredenu tvar. Vrste tekucinske
kromatografije su kromatografija na normalnim i obrnutim fazama, a komponente
samog uredaja su rezervoar mobilne faze, pumpa, injektor, kolona, detektor i pisac.
Injektorom se uzorak u malom volumenu uvodi u instrument (0,1-100 pL), te noSen
mobilnom fazom uz pomo¢ pumpi prolazi kroz kolonu, koje predstavljaju stacionarnu
fazu, do detektora. Osjetljivost detektora predstavlja odnos visine odziva i visine bazne
linije, a odabir ovisi 0 njegovoj osjetljivosti 1 selektivnosti, linearnom radnom podrucju
i slicno. Vrste detektora u tekucinskoj kromatografiji su UV/Vis, fluorescentni (FI),
elektrokemijski (EC), detektor refrakcijskog indeksa (RI), te maseni spektrometar
(MS).2°

TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA
VISOKE DJELOTVORNOSTI

(HPLC)

3 Kolona

%, Injektor

Detektor Otpad

Rezervoar Pumpa
mobilne faze

Slika 3. Shematski prikaz visoko djelotvorne tekuéinske kromatografije®



1.4. Bioloski potencijal

Biljni izvori hrane su jako vazni te je njihov funkcionalni potencijal dosta
istrazen. Hrana biljnog podrijetla koja je obogacena esencijalnim 1 bioaktivnim
spojevima s protuupalnim, antioksidacijskim, antibakterijskim, antivirusnim i drugim
svojstvima moze se Koristiti za brojne zdravstvene dobiti. Sve ovo predstavlja bioloski

potencijal biljke te je sve ¢esce predmet istrazivanja prehrambene industrije.

Motar zbog sadrzaja raznih bioaktivnih spojeva ima dokazan cijeli niz pozitivnih
bioloskih aktivnosti. Kao posljedica toga nije iznenadujuce da je prepoznat kao
potencijalno funkcionalna hrana koja nudi brojne zdravstvene dobiti. U cilju promicanja
zdravlja 1 smanjenja rizika od nastanka bolesti radena su brojna istraZzivanja u kojima su
dokazana antioksidacijska, antimikrobna, antifungalna, protuupalna, antikancerogena i

druga svojstva motra.

Houta i sur. (2011) u svom su istrazivanju odredivali antioksidacijsku aktivnost
razli¢itih dijelova motra, te su dokazali da najvecu sposobnost hvatanja radikala DPPH
ima metanolni ekstrakt sjemenki s vrijednosti 1C50 od 406 ug/mL, zatim listovi (IC50
od 500 ug/mL), cvjetovi (IC50 od 706 ug/mL), dok je najslabiju aktivnost pokazala je
stabljika (1C50 od 726 ug/mL). Kako je sadrzaj ukupnih polifenola, flavonoida i tanina
bio najvisi upravo u sjemenkama, moze se pretpostaviti da je antioksidacijsko

djelovanje barem djelomi¢no povezano sa sadrzajem fenolnih spojeva.t®

| drugi autori su dosli do slicnih zakljuc¢aka, usporeduju¢i motar s razlicitih
stani$ta, odnosno motar ubran na liticama i motar s pjesc¢anih brda. Tijekom ljeta, motar
s obje lokacije je imao izrazito niske vrijednosti IC50 od 0,25 mg/mL. Osim ljeti, jaku
antiradikalnu aktivnost imao je i motar s pjeS¢anih brda za vrijeme jeseni S vrijednosti
IC50 od 0,146 mg/mL. Uzorci s obje lokacije su imali najjace antiradikalno djelovanje

ljeti kada je koncentracija fenolnih spojeva u biljci bila najvisa.?

Meot-Duros i sur. (2008) dokazali su dobra antimikrobna svojstva motra,
osobito u apolarnoj frakciji. Ekstrakti su ve¢inom imali minimalnu inhibicijsku
koncentraciju (MIC) od 100 mg/mL, ali su zabiljeZzeni i podaci s aktivno$¢u od 1

ug/mL. Upravo s tom vrijednosti, od 1 ug/mL, obje frakcije motra djelovale su protiv



Salmonella arizonae. Takoder su potvrdili inhibiciju rasta i drugih bakterija poput

Pesudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Micrococcus luteus i drugih.??

Antimikrobnu aktivnost testirali su Houta i sur. (2011) metodom disk difuzije i
promjeri zone inhibicije su iznosili za cvjetove 10-11 mm, za stabljiku 10-13 mm, za
listove 9-12 mm te za sjemenke 6-12 mm. Najznacajnija aktivnost zabiljezena je prema
Gram negativnoj bakteriji Pseudomonas aeruginosa, gdje je ekstrakt stabljike pokazao
promjer zone inhibicije od 13+0,1 mm. Nasuprot tome, ekstrakt sjemenki je imao
najmanji zabiljezen promjer zone inhibicije od 6+0,1 mm prema Staphylococcus
epidermidis. Osim bakterija, ekstrakti motra su pokazali aktivnost i prema kvascu
Candida albicans (10 mm). Kao zaklju¢ak autori navode dobra antibakterijska i
antifungalna djelovanja motra, uz napomenu da ono takoder ovisi o dijelu same biljke

kao i o mikroorganizmu prema kojem se testira.'?

Generali¢ Mekini¢ i sur. (2016) u svom su istrazivanju dokazali da motar
posjeduje inhibicijsku aktivnost kolinesteraze i vazodilatacijsku aktivnost. Lijecenje
Alzheimerove bolesti temelji se na inhibiciji enzima acetilkolinesteraze (AChE) koji je
detektiran u esencijalnom ulju motra i njegovim ekstraktima. Esencijalno ulje stabljike
ima inhibicijsku aktivnost AChE od ¢ak 65,2%, dok za ekstrakte najjac¢u aktivnost ima
ekstrakt lista (27,2%). Vazodilatacijsko djelovanje ispitivano je na krvnim zilama
Stakora 1 0no je pokazalo obre uéinke pri ¢emu je etanolni ekstrakt cvijeta pokazao bolju
aktivnost (44,7%) od eteri¢nog ulja cvijeta (23%). To se moze pripisati fenolnim
spojevima, posebno klorogenskoj kiselini koja je jedan od glavnih spojeva u koristenom

ekstraktu.’

Kako je ve¢ navedeno, fenolnim spojevima pripisuje se antioksidacijsko,
antimikrobno i protuupalno djelovanje, no to nisu jedina djelovanja. Flavonoidi izolirani
iz motra potvrdili su antiproliferativni ucinak na stanice melanoma A375 koji su
odgovorni za nastanak raka koze.® Uz to, postoje i druga pozitivna svojstva motra poput
insekticidnog djelovanja. Esencijalna ulja iz sjemenki i nadzemnih organa motra
pokazuju letalni uc¢inak na li¢inke Spodoptera littoralis i Culex quinquefasciatus, ¢ineci
ih potencijalnim izvorom botanickih insekticida. Osim u poljoprivredi, motar se koristi i
u veterini. Nadzemni organi biljke sluze za poticanje proizvodnje mlijeka i integraciju
prehrane kod ze¢eva.?® Kao jedan od glavnih fenolnih spojeva izdvaja se klorogenska

kiselina, koja djeluje na hipertenziju, a takoder ublazava Stetne posljedice nastale
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hiperglikemijskim stanjima, bilo prije ili poslije tretmana, na stanicama humanih
hepatocita. Klorogenska kiselina pokazuje protuupalno i imunolosko djelovanje i kao
takva moze se koristiti u lijeenju autoimunih ili upalnih bolesti poput reumatoidnog

artritisa i dijabetesa melitusa.

1.4.1. Testovi antioksidacijske aktivnosti

Testovi antioksidacijske aktivnosti mogu se podijeliti u dvije kategorije, one
zasnovane na prijenosu vodika (HAT), i testovi temeljeni na prijenosu jednog elektrona
(ET). Kombinirani HAT i ET mogu se odvijati u isto vrijeme, pri ¢emu dominantan
mehanizam ovisi o strukturi i svojstvima antioksidansa, topljivosti, njegovom
koeficijentu razdjeljenja, kao i o sustavu otapala.?® Koristene metode u ovom radu se
temelje na razlicitim mehanizmima djelovanja i to su FRAP, DPPH i ORAC.

FRAP metoda sluzi za odredivanje antioksidacijske snage redukcije zeljeza (engl.
Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP). Temelji se na prijenosu elektrona te mjeri
redukciju Fe** u Fe?* uz pomo¢ antioksidansa. Reakcija se odvija u kiselom mediju a
nastaje kompleks intenzivno plave boje. Antioksidacijska snaga se odrazava kao

povecanje apsorbancije pri 592 nm.%

Metoda redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala jedna je od
vaznijih metoda za procjenu antioksidacijske aktivnosti. Zasniva se na reakciji
antioksidansa i DPPH radikala odnosno njegovoj redukciji. Buduéi da je u stabilnom
obliku ljubicast dolazi do promjene boje iz ljubiCaste u zutu. Mjerenje se provodi pri

valnoj duljini od 517 nm.?®

Ispitivanje kapaciteta apsorpcije kisikovih radikala (engl. Oxygen Radical
Absorbance Capacity, ORAC) metoda je koja mijeri sposobnost antioksidansa za
inhibiciju slobodnog peroksil radikala. Cesto koristeni generatori peroksilnih radikala su
azo spojevi poput hidrofilnog 2,2'-azobis(2-amidinopropan)-dihidroklorid (AAPH).
Raspadom ovog spoja nastaje peroksilni radikal koji reagira sa fluoresceinom pri ¢emu

dolazi do slabljenja intenziteta fluorescencije $to je temelj mjerenja.?®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Priprema ekstrakata

Uzorci biljnog materijala, cvjetovi i listovi motra (Crithmum maritimum L.),
prikupljeni su s tri razli¢ite lokacije: otocima Pagu i Korculu te u Cavtatu. Uzorkovanje
je provedeno u kolovozu 2022. godine, u fazi cvatnje biljke. Svi su uzorci ubrani u
blizini mora manjoj od 10 m. Tlo je na svakom podrucju uzorkovanja bio liticki leptosol
te nije bilo prisutnosti druge vegetacije. Uzorci s Paga i iz Cavtata su bili izloZeni
sjevernoj orjentaciji dok je uzorak s Korcule bio izlozen sjeveroistoku. Za otok Pag
zbog polozaja ispod Velebita karakteristicna je Cesta pojava sjeveroistocnog vjetra. S
vrha planine puse hladna i jaka bura koja pogada upravo otok Pag.?’” Cavtat je zbog
svoje otvorenosti takoder izloZen vjetru.?® Na Korc¢uli je dosta vjetrovito odnosno sa

sjeveroisto¢ne strane je izlozena jakim udarima bure.?
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Slika 4. Mjesta uzorkovanja motra

Ubrani uzorci su prije postupka ekstrakcijeliofilizirani, a potom usitnjeni u
mlincu te pohranjeni na sobnu temperaturu do trenutka provedbe ekstrakcije.

Ekstrakcija je provedena koriStenjem 80%-tnog metanola, na nacin da je vagano 200 mg
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usitnjenog uzorka na analitickoj vagi SAB 125i Solis (Adam, Kingston, UK). U
plasti¢nu posudicu je odvaganom uzorku dodano 8 mL vodene otopine metanola (80:20,
v/V) i smjesa je stavljena na ekstrakciju u ultrazvuénu kupelj (Bandelin electronic
GmbH & Co. KG, Berlin, Njemacka) tijekom 15 minuta, nakon cega je uslijedilo
trosatno mijeSanje u Orbital Shaker-Incubatoru ES 20 (SIA Biosan, Riga, Latvija).
Ekstrakti su ostavljeni u hladnjaku preko noci te su nakon 24 sata filtrirani koristenjem
filtera CHROMAFIL Xtra MV 45/25 i $price BD Discardit II Syringe volumena 5 mL.

Svi su uzorci za analize pripremljeni u duplikatu.

Slika 5. Pripremljen biljni ekstrakt lista motra (vlastita fotografija)

2.2. Odredivanje fenolnog sastava spektrofotometrijskim (UV/Vis) metodama

2.2.1. Odredivanje udjela ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

U kivete se pipetira 25 uL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 125 uL Folin-
Ciocalteu reagensa. Uzorci se promijes$aju, te im se nakon 1 minute doda 375 pL
otopine Na;COz (w (Na2COs) = 20%, wi/v). Uzorci se ostave 2 sata na sobnoj
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temperaturi u mraku, nakon ¢ega im se spektrofotometrijski izmjeri apsorbancija pri
valnoj duljini od 765 nm.

Za izradu bazdarnog pravca koriStene su otopine galne 1 klorogenske kiseline
koncentracije 50-1000 mg/L (6 toc¢aka koncentracija 50 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L,
500 mg/L, 700 mg/L i 1000 mg/L), a rezultati su izrazeni u mg ekvivalenata galne
odnosno klorogenske kiseline po L ekstrakta (mg GAE/L, odnosno mg CA/L).

Slika 6. Pripremljene otopine za odredivanje fenola u uzorcima cvijeta; 11 -

Cavtat cvijet, 12 — Korc¢ula cvijet, 13 — Pag cvijet (vlastita fotografija)

Slika 7. UV/Vis spektrofotometar UV-1900i (Shimadzu, Kyoto, Japan)®!
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2.2.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

U kivete se doda 0,25 mL uzorka, 1,25 mL vode te 0,075 mL NaNO2 (w (NaNO,)
= 5%, w/v). Nakon 5 minuta doda se 0,15 mL AICIs (w (AICIl3) = 10%, w/v), potom
nakon 6 minuta, doda se jo§ 0,5 mL NaOH (c (NaOH) = 1 mol/L) 1 0,775 mL vode.
Tako pripremljenom uzorku izmjeri se apsorbancija pri valnoj duljini od 510 nm. Za
izradu bazdarnog pravca koriStene su otopine rutina raspona koncentracija 50-1000
mg/L (6 tocaka koncentracija 50 mg/L, 100 mg/L, 250 mg/L, 500 mg/L, 700 mg/L i
1000 mg/L). Rezultati su izrazeni u mg rutina po L ekstrakta (mg RU/L).

Slika 8. Priprema otopina rutina za izradu bazdarne krivulje (vlastita fotografija)

2.2.3. Odredivanje klorogenske kiseline i njenih derivata HPLC metodom

Fenolne kiseline: neoklorogenska, klorogenska i kriptoklorogenska kupljene su od
Sigma Aldrich (St. Louis, MO, SAD); acetonitril i metanol od VWR (Radnor, PA,
SAD) i 85%-tna orto-fosforna kiselina od Honeywell Fluka (Charlotte, NC, SAD). Svi

reagensi su bili HPLC kvalitete, a ultra Cista vode dobivena je iz Millipore sustava.
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Za fenole, standardne krivulje konstruirane su u Sest tocaka razrjedivanjem radne
standardne otopine upotrebom metanola/vode (80:20, v/v). Kalibracijske krivulje za
neoklorogensku i 4-O-kafeoilkini¢nu kiselinu postavljene su u rasponu koncentracija
0,1-50 pg/mL, dok je za klorogensku kiselinu raspon bio 5-500 pg/mL. Koncentracije

uzoraka izrazene su kao mg ispitivanog spoja po litri ekstrakta (mg/L).

Fenolni  spojevi ekstrakta lista 1 cvijeta motra kvantificirani su
visokodjelotvornom tekuéinskom kromatografijom spojenom s UV-VIS detektorom
(Shimadzu Nexera LC-40, Shimadzu, Kyoto, Japan) prema postupku opisanom u
Politeo i sur. (2023), uz male modifikacije. Ukratko, odvajanje i kvantifikacija uzoraka
provedeno je koristenjem stupca obrnute faze C18 dimenzija 250 mm 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 elucije s
otapalom A (ultracista voda/85%-tna o-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, izokratski 15% B;
37,5-50 min, 15-35% B; 50-60 min, 35% B, i 62 min 4% B, s ponovnim ekvilibriranjem
od 3 minute. Ukupno vrijeme rada bilo je 65 min, ukljucujuéi vrijeme za ponovno
ekvilibriranje. 20 pL uzorka ubrizgano je u HPLC sustav, u duplikatu. Spojevi su
praceni pri 220 i 320 nm pomocéu UV-Vis detektora. Pikovi su identificirani
usporedbom vremena zadrzavanja s onima autenti¢nih standarda i obogacéenih uzoraka.
Podaci su prikupljeni, obradeni i integrirani pomoc¢u softvera LabSolution (Shimadzu,
Kyoto, Japan). Koncentracije komponenata ispitivanih uzoraka izrazene su u mg po L

ekstrakata (mg/L).
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Slika 9. Primjer izgleda tekuéinskog kromatografa®
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2.3. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

2.3.1. FRAP metoda

FRAP reagens je napravljen mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera (¢ (C2HaNaO2 x
3H20) = 300 mmol/L, pH = 3,6), 2,5 mL otopine FeClz (c (FeCls) = 20 mmol/L) i 2,5
mL otopine TPTZ-a (¢ (TPTZ) = 10 mmol/L u 40 mmol/L HCI). Za izradu bazdarne
krivulje koriStene su otopine Troloxa. U mikrotitarsku plocicu otpipetira se 300 pL
otopine FRAP reagensa te se odmah ocita apsorbancija. Zatim se doda 10 pL uzorka te
se olitava promjena apsorbancije nakon 4 minute koriStenjem Microplate Reader
Sunrise (Tecan, Minnedorf, Svicarska). Rezultati se izrazavaju u uM Trolox

ekvivalenata (uM TE).

Slika 10. Microplate Reader Sunrise®

2.3.2. DPPH metoda

I ova metoda je provedena koriStenjem uredaja Microplate Reader Sunrise.
Postupak se sastoji od pipetiranja 290 uL otopine DPPH (C1gH12NsOs) u otvore
mikrotitarske ploCice kojoj se odmah ocita apsorbanca. Nakon toga doda se 10 uL

uzorka te nakon jednog sata ponovno mjeri promjena apsorbance.
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Dobiveni rezultati su izraZzeni kao % inhibicije DPPH radikala, koji se racuna

AC (0)—AA (©)
AC (0)

preko izraza: Inhibicija (%) = ( ) * 100

Slika 11. I1zgled mikrotitarske plocice (Vvlastita fotografija)

2.3.3. ORAC metoda

Kod ove metode su se za izradu bazdarnog pravca koristile otopine Troloxa. U
mikrotitarsku ploc¢icu otpipetira se 150 uL fluoresceina (c (C20H120s5) = 0,08 uM) i 25
uL uzorka odnosno fosfatnog pufera (c = 0,075 M) za slijepu probu te otopine Troloxa
za izradu bazdarnog pravca. Otopine se prvo termostatiraju pri 37 °C kroz 30 minuta, a
zatim im se dodaje 25 uL AAPH (c (2,2'-azobis (2-amidinopropan)-dihidroklorid) =
0,15 mol/L). Slijedi mjerenje promjene intenziteta fluorescencije svake minute tijekom
80 minuta i to na valnim duljinama od 485 i 520 nm. Rezultati su analizirani pri
razrjedenjima 1:100 i izrazeni kao uM Trolox ekvivalenata. ORAC metoda radena je na
Multimode Reader BioTek Synergy HTX (Agilent, Kalifornija, SAD).
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Slika 12. Multimode Reader BioTek Synergy HTX3*
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3. REZULTATI | RASPRAVA

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Rezultati sadrzaja ukupnih fenola analizirani Folin-Ciocalteu metodom prikazani
su na slikama 13 i 14. Slika 13 prikazuje rezultate ukupnih fenola izrazene u mg
ekvivalenta galne kiseline po litri ekstrakta (mg GAE/L), dok slika 14 pokazuje
rezultate izrazene u mg ekvivalenta klorogenske kiseline po litri ekstrakta (mg CA/L).
Iz dobivenih rezultata mozemo =zakljuéiti kako je udio ukupnih fenola najvisi u
ekstraktu cvijeta motra s lokacije Cavtat (655,33 mg GAE/L; 1058,56 mg CA/L), zatim
u ekstraktu cvijeta motra s lokacije Kor¢ula (510,67 mg GAE/L; 817,44 mg CA/L) i
nakon toga u ekstraktu lista motra takoder s lokacije Korcula (468,67 mg GAE/L;
747,44 mg CA/L). Ostala tri uzorka pokazala su znatno nizu koli¢inu ukupnih fenola (>
200 mg GAE ili CA/L) te su u usporedbi sa prva tri uzorka njihove vrijednosti bile dva
do tri puta manje. Iz ovih rezultata takoder mozemo zakljuciti kako ekstrakti cvijeta
motra sa lokacije Kor¢ula i Cavtat imaju visi udio ukupnih fenola u odnosu na ekstrakte
lista motra sa iste lokacije, u usporedbi sa lokacijom Pag gdje je visi udio fenola bio u

listu.

700,00
600,00 —

500,00 —

400,00 —

300,00 —

200,00 —

100,00 j I B
0,00 - : : :

Ukupni fenoli (mg GAE/L)

Pag list Korcula Cavtat Pag Korcula Cavtat
list list cvijet  cvijet  cvijet

Slika 13. Graficki prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima lista i

cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije
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Slika 14. Grafic¢ki prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima lista i

cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije

Usporedbom rezultata s drugim studijama uoceno je da su ekstrakti lista U
studijama koje su proveli Meot-Duros i sur. (2008) te Houta i sur. (2011) pokazali visi
sadrzaj fenola u odnosu na cvijet §to nije bio sluc¢aj u ovom radu. Houta i sur. (2011) u
svojim rezultatima navode udio ukupnih polifenola u ekstraktu lista 11,52 mg GAE/g,
dok je u ekstraktu cvijeta udio iznosio 9,43 mg GAE/g.®* Meot-Duros i sur. (2008) su
dokazalinesto vise vrijednosti ukupnih polifenola u ekstraktu lista, 31,93 mg GAE/g.?
Generali¢ Mekini¢ 1 sur. (2018) su analizirali ukupne fenole u razli¢itim periodima
vegetacije odnosno prije cvjetanja, na pocetku cvjetanja i u punom cvjetanju. Dosli su
do rezultata koji pokazuju najve¢i udio ukupnih fenola prije cvjetanja (mjesec travanj),
zatim na pocetku cvjetanja (mjesec lipanj) i na kraju u punom cvjetanju (mjesec

kolovoz).1!
3.2. Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida

Na slici 15 prikazani su rezultati odredivanja ukupnih flavonoida analiziranih
kolorimetrijskom metodom. Najvecu vrijednost ukupnih flavonoida imao je ekstrakt

cvijeta motra s podrucja Cavtata (1485,60 mg RU/L), zatim slijede ekstrakti motra s
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Korc¢ule i to s izmjerenim vrijednostima za list 1334,93 mg RU/L i za cvijet 1116,27 mg
RU/L. Za uzorke s lokacije Pag, kao i kod ukupnih fenola, izmjerene su nesto nize
vrijednosti u odnosu na ostale uzorke. Rezultati pokazuju da ekstrakti cvijeta motra
pokazuju visoku koli¢inu ukupnih flavonoida, izuzev ekstrakta cvijeta s Paga koji je

pokazao najnizu vrijednost od svih testiranih uzoraka.

Kao i kod rezultata za ukupne fenole i ovdje su se uzorci sakupljeni sa lokaliteta
otoka Korc¢ule pokazali najvisi udio ukupnih flavonoida, dok su uzorci s otoka Paga

imali najnize vrijednosti.
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Slika 15. Graficki prikaz rezultata odredivanja ukupnih flavonoida u ekstraktima

lista i cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije

Usporedba dobivenih rezultata s drugim istrazivanjima je u ovom slucaju nesto
teza, jer drugi autori koriste razli¢ite standarde preko kojih izrazavaju sadrzaj ukupnih
flavonoida (katehin — CE ili kvercetin — QE). Tako npr. Costa i sur. (2018) u svojim
rezultatima navode sadrzaj flavonoida u etanolnim ekstraktima motra od 3,7 mg QE/g,**
dok je u radu Houta i sur. (2011) udio ukupnih flavonoida u ekstraktu lista bio 3,93 mg
CElg, a u ekstraktu cvijeta 3,71 mg CE/g.'® Ono $to mozemo ponovno primijetiti je da

je cvijet imao bolje rezultate u ovom radu u odnosu na druge navedene studije.
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3.3. Rezultati HPLC metode

Uz pomo¢ HPLC metode izmjerene su koncentracije nekih od najzastupljenijih
fenolnih kiselina (neoklorogenska, klorogenska i kriptoklorogenska) u ekstraktima lista

i cvijeta motra, a rezultati su prikazani u tablici 2.

U svim testiranim uzorcima najzastupljenija kiselina je bila klorogenska, zatim
kriptoklorogenska i na kraju neoklorogenska kiselina. Najvisu koncentraciju
klorogenske kiseline imao je ekstrakt cvijeta motra s lokacije Cavtata dok je najnizu
koncentraciju imao ekstrakt cvijeta motra s lokacije Pag. Uzorci s lokacije Korcula
(cvijet i list) ponovno se isticu s visokim sadrzajem klorogenske kiseline, ali i
neoklorogenske i kriptoklorogenske kiseline. Usporedujuéi rezultate ukupnog sadrzaja
fenola i flavonoida s koncentracijom derivata klorogenske kiseline, jo§ jednom je
potvrdeno kako je motar s podruc¢ja Korcule bogat izvor bioloski aktivnih spojeva, dok
je ekstrakti s podru¢ja Paga najsiromasniji. MoZemo jo$ izdvojiti i zakljuak kao su
uzorci s lokacije Pag i Korc¢ula imali visi udio kiselina u uzorcima lista u odnosu na
cvijet, dok je kod uzoraka s lokacije Cavtat cvijet imao visi udio fenolnih Kiselina u

odnosu na list.
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Slika 16. Kromatogram klorogenske kiseline i njenih derivata u ekstraktu li§¢a motra

uzorkovan na otoku Kor¢uli HPLC tehnikom
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Tablica 2. Rezultati odredivanja koncentracije najzastupljenijih spojeva u ekstraktima

lista i cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije uz pomo¢ HPLC metode

PAG KORCULA CAVTAT

Fenolni spojevi
(mg/L) List Cvijet List Cvijet List Cvijet

Neoklorogenska

o 2,96 0,28 30,05 4,58 5,57 7,30
kiselina

Klorogenska kiselina 32,40 7,50 248,44 199,67 82,04 @ 331,82

Kriptoklorogenska 4,70 0,40 42,06 7,20 8,92 10,09

U odnosu na rezultate koji su ve¢ spomenuti u opéem dijelu ovog rada, Souid i sur.
(2021) takoder navode kao najzastupljeniji fenolni spoj klorogensku kiselinu (7,25 mg/g
suhe tvari), dok je udio neoklorogenske kiseline bio 3,5 puta manji (2,03 mg/g suhe
tvari). Ono $to se posebno istice u ovom radu je visi udio klorogenske kiseline u odnosu
na neoklorogensku kiselinu, i to je 8-14 puta kod ekstrakata lista i 25-45 puta visi udio u

uzorcima cvijeta.*

3.4. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom
Antioksidacijska aktivnost odredena je koriStenjem tri razliCite metode a
rezultati su prikazani na slikama 17-19.

Rezultate dobiveni FRAP metodom izrazeni su u uM ekvivalenta Troloxa (uM
TE) i prikazani na slici 17. Najvecu redukcijsku sposobnost imao je ekstrakt cvijeta s
lokacije Cavtat od 2493,59 uM TE, potom ekstrakt cvijeta (1901,28 uM TE) i lista
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(1508,97 uM TE) s lokacije Korcula. Ostali ekstrakti pokazali su 5-30 puta lo$iju

aktivnost.

Kao i kod fenolnog sastava i ovdje mozemo izdvojiti uzorke s lokacije Korc¢ula s
najboljim redukcijskim sposobnostima u odnosu na uzorke s lokacije Pag koje su imale

najslabiji fenolni sastav i1 najlosiju redukcijsku sposobnost.
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Slika 17. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP

metodom u ekstraktima lista i cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije

Generali¢ Mekini¢ i sur. (2018) u svom znanstvenom istrazivanju takoder su pratili
redukcijsku sposobnost etanolnih ekstrakata motra uzorkovanog tijekom vegetacijskog
perioda i navode najveéu aktivnost za ekstrakte lista iz travnja (35,1 mM TE) dok je
najslabija aktivnost odredena za uzorke iz kolovoza i prosinca gdje je vrijednost iznosila
19,9 mM TE. Ovi autori navode FRAP vrijednosti za uzorke u 8 mjesecu u iznosu od
19,9 mM TE $to je znacajnije vise u usporedbi s rezultatima dobivenim u ovom radu

gdje su se te vrijednosti kretale od 0,2-2,5 mM TE.!!
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3.5. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Druga metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti je DPPH metoda ¢iji
rezultati su prikazani na slici 18. Najveci postotak inhibicije DPPH radikala odreden je
za ekstrakte cvijeta s lokacije Cavtat i Korcula, a iznosio je 90-91%. Nesto nizi, ali i
dalje jako visok antioksidacijski kapacitet imao je ekstrakt lista s lokacije Korcula s
80,2% inhibicije. U ostalim ekstraktima antioksidacijski kapacitet je bio ispod 40%.
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Inhibicija DPPH radikala (%)

0 1 T T T T T 1
Pag list Korcula Cavtat Pag cvijet Kor¢ula Cavtat
list list cvijet  cvijet

Slika 18. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH

metodom u ekstraktima lista i cvijeta motra s 3 ispitivane lokacije

U istrazivanju provedenom od strane Generalic Mekini¢ 1 sur. (2016)
antioksidacijski kapacitet etanolnog ekstrakta cvijeta motra iz kolovoza iznosio je 61%,
dok je za list, takoder iz kolovoza, imao postotak inhibicije DDPH radikala 61,8%." U
usporedbi s rezultatima ovog rada metanolni ekstrakti cvijeta s lokacije Korcula i Cavtat

su bili bolji za 30%, odnosno ekstrakti lista s lokacije Korcula za 20%.
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3.6. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ORAC metodom

Tre¢a metoda kojom se mjerila antioksidacijska aktivnost je ORAC metoda, a
rezultati ove analize su prikazani na slici 19. Svi ekstrakti su razrjedenja 1:100 prije
pocetka analize, a dobiveni rezultati su izrazeni u uM TE. Najvisu vrijednost, kao i u
svim ostalim metodama, imao je ekstrakt cvijeta s lokacije Cavtat (14,90 uM TE) dok je
ekstrakt cvijeta s lokacije Pag imao najnizu vrijednost od svih uzoraka (3,10 uM TE).
Uz ekstrakt cvijeta s lokacije Korcula, ponovno se izdvajaju ekstrakti lista i cvijeta s

lokacija Korc¢ula ¢ije su ORAC vrijednosti iznosile 8,90 uM TE odnosno 10,00 uM TE.
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Slika 19. Graficki prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti ORAC

metodom u ekstraktima lista i cvijeta motra razrijedenim 1:100 s 3 ispitivane lokacije

U istrazivanju Souid i sur. (2021) etanolnom ekstraktu lista motra takoder je
odredena ORAC vrijednost koja je iznosila 15,84 uM TE/g suhe tvari.?® U istrazivanju
Generali¢ Mekini¢ i sur. (2018) za etanolni ekstrakt motra u mjesecu kolovozu ORAC
vrijednosti je iznosila 17,7 mM TE.!* U usporedbi s rezultatima prezentiranim u ovom
radu navedeni autori su dokazali bolji antioksidacijski potencijal u svojim ekstraktima

lista motra u odnosu na one ispitivane u ovom radu.
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4. ZAKLJUCAK

Temeljem opisanih rezultata mozemo izvesti nekoliko zakljucaka. Pregledom
literature uoceno je kako vrijeme uzorkovanja kao i vegetacijski period ima znacajan
utjecaj na kemijski sastav i bioloski potencijal motra §to je u ovom radu i uzeto u obzir.
Kako se u literaturi navodi da je fenolni profil motra najbolji prije cvatnje ili na poéetku
cvatnje, u ovom istrazivanju motar je uzorkovan ubrani u fazi cvatnje tijekom mjeseca
kolovoza. Odredivanjem fenolnog sastava utvrden je visok udio fenola, flavonoida, a
osobito klorogenske kiseline u svim testiranim uzorcima. Osim utjecaja vegetacijskog
razdoblja na sadrzaj fenolnih spojeva u ovom radu je uocen i utjecaj lokacije branja
motra, pa tako uzorci s lokacije Korc¢ula pokazuju najvisi udio fenolnih komponenta, ali
1 najbolju antioksidacijsku aktivnost odredenu svim metodama, dok su najlosiji rezultati
zabiljezeni za uzorke s lokacije Pag. Takoder, na osnovu rezultata se moze zakljuciti
kako su ekstrakti cvijeta lista motra pokazali jako dobre rezultate, u nekim slucajevima
bolje od ekstrakta lista, Sto ukazuje na izuzetan potencijal ove biljke koji je jo§ uvijek

nedovoljno istrazen 1 neiskoristen.
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