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SAZETAK

Motar (Crithmum maritimum L.) je halofit koji je odavno poznat u mediteranskoj kuhinji,
no zadnjih godina istrazivanja sve vise ukazuju na njegov ekonomski potencijal i Siru
primjenu u prehrambene 1 medicinske svrhe. Biljku odlikuje bogat izvor bioloskih
aktivnih komponenti ukljucujuéi vitamin C, minerale, fenolne spojeve, klorogensku
kiselinu te snazna antioksidacijska mo¢. U ovom istrazivanju proucavan je utjecaj
razliCitih ekstrakcijskih otapala na izolaciju fenolnih spojeva iz motra te antioksidacijska
aktivnost ekstrakata, koriStenjem DPPH (engl. 2, 2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) 1
FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda. Vodenim 1 etanolnim
ekstraktima dobivenih primjenom ultrazvuéne ekstrakcije (60 °C, 60 Hz, 30 min) ispitan
je 1utjecaj na inhibicijsku sposobnost oksidacije sezamovog ulja Rancimat metodom (120
°C, 20 L/n). Rezultati su pokazali da odabir ekstrakcijskog otapala ima utjecaj na
ekstrakciju ukupnih fenola, ukupnih flavonoida, ukupnih tanina te na antioksidacijska
svojstva ekstrakata motra. Ekstrakt dobiven koriStenjem 50%-tnog etanola ima najvisi
udio ukupnih fenola i ukupnih flavonoida, dok ekstrakt pripravljen s 96%-tnim etanolom
sadrzi najvisi udio ukupnih tanina. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da
alkoholni ekstrakti motra pokazuju bolju antioksidacijsku aktivnost od vodenog
ekstrakta, te da se s povec¢anjem udjela alkohola produljuje vrijeme indukcije ulja. S druge
strane, vodeni ekstrakt ima negativan u¢inak na stabilnost ulja, odnosno pro oksidacijsko

djelovanje.
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ABSTRACT

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is a halophyte that has long been known in
Mediterranean cuisine, but its economic potential and uses in food and medicine have
recently become an increasing focus of research. The plant is characterized by a rich
source of bioactive components, including vitamin C, minerals, phenolic compounds,
chlorogenic acid, and potent antioxidant properties. In this study, the influence of different
extraction solvents on the isolation of phenolic compounds from sea fennel and the
antioxidant capacity of the extracts obtained were investigated using the DPPH (2,2-
diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) and FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)
methods. The impact on the oxidative stability of sesame oil was also studied using water
and ethanol extracts obtained by ultrasound-assisted extraction (60 °C, 60 Hz, 30 min) by
the Rancimat method (120 °C, 20 L/h). The results showed that the choice of extraction
solvent had an effect on the extraction of total phenols, total flavonoids, total tannins, and
antioxidant properties of sea fennel. The extract with 50% ethanol had the highest content
of total phenols and total flavonoids, while the extract with 96% ethanol had the highest
content of total tannins. The results indicate that alcohol extracts of sea fennel have better
antioxidant activity than water extract, and increasing the alcohol content in the extract
prolongs the induction time of sesame oil. The water extracts, on the other hand, had

negative effects on the oil stability and prooxidant activity.
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UVOD

Motar (Crithmum maritimum L.) je divlji, grmoliki halofit koji raste na obalnim
ekosustavima Sredozemnog i Crnog mora, te na atlanskoj obali. Zbog svog kemijskog
sastava ima znacajan ekonomski i medicinski potencijal. Motar odlikuje visok sadrzaj
bioaktivnih spojeva koji imaju nutritivna, ljekovita i brojna pozitivna bioloSka svojstva.
Ova aromatic¢na biljka od davnina je poznata po visokom udjelu vitamina C te se koristila
u lijecenju skorbuta kod mornara. Uz vitamin C, sadrZi mnostvo minerala, mnogobrojne
fenolne spojeve, karotenoide, te ulje bogato -3 1 w-6 masnim kiselinama. Na kemijski
sastav motra utjeu razni ¢cimbenici poput vrste, stanista, klime i uvjeta okoline, razdoblja
vegetacije, perioda branja 1 ostalih. Na sastav 1 svojstva ekstrakata koji su predmet brojnih
istrazivanja utjece 1 naCin obrade biljnog materijala, te Ccimbenici primijenjene metode
ekstrakcije kao Sto su koriSteno ekstrakcijsko otapalo, vrijeme ekstrakcije, temperatura,
primijenjene tehnike, itd. Ultrazvu€na ekstrakcija, jedna je od nekonvencionalnih metoda
ekstrakcije kojima se u posljednje vrijeme sve viSe pridodaje vaznost zbog energetske 1

ekonomske isplativosti, ali 1 boljeg prinosa ciljanih spojeva.



1. OPCI DIO
1.1 Halofiti

U slanjace ili halofite ubrajamo posebne biljne vrste koje su razvile mehanizme koji im
omogucuju rast i razmnozavanje na staniStima visoke koncentracije soli. Rastu na
podruc¢jima gdje se evapotransporacijom oslobada sol iz vode, §to dovodi do povecanja
koncentracije soli u tlu. Primjeri takvih stanista ukljucuju estuarije pod utjecajem plime 1
oseke, obalna podruc¢ja uz kopnena jezera, slane mocvare, poljoprivredna tla koja se

prekomjerno navodnjavaju te pustinje s visokim sadrzajem lako topivih soli.!

Ovisno o uvjetima okoline bioloska prilagodba halofita uveliko se razlikuje. Vecini
halofita, dvosupnica, pogoduje rast u uvjetima gdje se koncentracija soli kre¢e u rasponu
50-250 mM, dok ostale vrste jednosupnica pokazuju optimalan rast pri niskim

koncentracijama od 50 mM i nize.?

Zbog visokog sadrzaja natrija, kalija, magnezija, klora i sulfata, halofite odlikuje visok
osmotski tlak stani¢nog soka te su stoga sposobni uzimati vodu iz slanih stanista.
Temeljem navedenog, pepeo halofita bogat je mnoStvom minerala ¢iji sadrzaj €ini ¢ak do
50% suhe tvari. No, suocavanjem s prekomjernim nakupljanjem soli halofiti su prisiljeni
razviti posebne prilagodbe za Zivot na staniStima visokog saliniteta. Uklanjanje soli odvija
se putem razlic¢itih mehanizama poput nakupljanja iste u metabolickim neaktivnim
dijelovima biljke, odnosno izdvajanjem u korijenu ¢ime se izlucuje 99% soli. Takoder
korijen halofitinih biljnih vrsta ima sposobnost inhibicije ulaska soli u biljku
provodenjem ultrafiltracije na plazmatskim membranama. Ostali na¢ini izdvajanja soli se
postizu nakupljanjem vecée koli¢ine vode u stanicnom soku (sukulentnost), uo€avanje i
prevencija unosa Na® i CI” iona iz okolnog medija mehanizmom aktivnog transporta u
stanicnim membranama, izdvajanjem pomocu solnih zlijezda na listovima te

odbacivanjem biljnih dijelova u kojim je sol akumulirana, najéesée u listovima.>*

Uz razvijene mehanizme redukcije soli kao posljedica rasta na slanim stani$tima kod
halofita su uocene 1 morfoloSke promjene vegetativnih organa. Kada je rije¢ o
dvodomnim biljkama, povecana koncentracija soli ima utjecaj na distribuciju spolova, §to
rezultira ve¢im brojem muskih jedinki. Takoder na slanijim stani§tima uoc¢ava se povecan

broj razvijenih cvjetova (kod jednogodiSnjih biljaka), smanjenje veliCine listova te



povecanje njihove debljine. Istovremeno, dolazi do smanjenja medustani¢nog prostora i
broja puci. S druge strane, povecava se koncentracija saharoze, proteina, antocijana,

karotenoida i raznih organskih kiselina u citoplazmi.’

Osim podjele na obligatne halofite (za opstanak moraju Zivjeti na slanim stanistima) i
fakultativne halofite (viSe im odgovaraju slatkovodna zemljiSta te staniSta niskog
saliniteta), halofiti se prema tipu staniSta dijele na kserohalofite i hidrohalofite.
Hidrohalofitima je za zivot neophodna voda. Oni mogu prezivjeti samo okruzeni vodom
ili ukoliko rastu na vlaznom tlu, dok kserohalofiti ne zahtijevaju vodu za zivot, ve¢ im je
klju¢no samo slano tlo. Stoga su kserohalofiti ¢esto prisutni kao stanovnici kopnenih
pustinja. U hrvatskoj flori moze se pronaéi nekoliko desetaka vrsta halofita medu kojima

su najpoznatiji motar, morska blitva, caklenja¢a, omaklina te primorski oman (slika 1.).?

a) Caklenjaca b) Morska blitva

¢) Omaklina d) Primorski oman

Slika 1. Hrvatske halofitne vrste ¢



1.1.1 Motar

Motar, obalni petrovac ili S¢ulac (Crithumum maritimum L.) je viSegodiSnja biljka
obalnih vapnenackih grebena i stijena. Clan je porodice stitarki (Apiaceae) koja
samoniklo raste duz obala Sredozemnog mora, Crnog mora, Britanskih i Kanarskih otoka
te duz zapadnih (atlantskih) europskih obala. Prisutan je i na podru¢jima udaljenim od

obale, gdje je tlo zaslanjeno uslijed nanosenja morske vode jakim vjetrovima.'”

Slika 2. Motar (Crithumum maritimum L.) !!

Morfoloska obiljezja motra prikazana su na slici 3. Stabljika ove Stitarke doseZe visinu
do 50 cm te je nerijetko odrvenjela. Izgledom je Zuckasta, okrugla, glatke povrSine 1
razgranata u gornjem dijelu. Razgranati dio biljke prekrivaju modrozeleni, mesnati, sjajni
1 so€ni listovi. Oni su 1-2 puta rasperani s cjelovitim linearno lancetastim listi¢ima Sirine
do 6 mm i duZzine 2,5-5 cm. U kolovozu i rujnu pojavljuju se Stitasti, zeleno-zuti cvjetovi.

Na vjen¢icu se nalazi 5 zeleno-zutih ili bijelo-zelenih okruglih latica.!>!3

Klijanje sjemena motra obi¢no se dogada od travnja do lipnja, dok sazrijevanje zapocinje
od listopada i traje do prosinca. Sjeme je veli¢ine 5 mm i Siroko 2 mm, a izgledom sli¢i

4



jec¢mu Sto opravdava naziv roda Crithmum, koji dolazi od grcke rije¢i za jeCam, krithe.

Naziv vrste maritimum znaci “od mora®, a ukazuje na podruéja na kojim biljka raste.'”
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Slika 3. Morfoloska obiljezja motra !4

Na klijanje sjemena 1 razvoj mladica utjeCu ¢imbenici poput svjetlosti, temperature,
slanosti 1 vlaznosti tla. Medusobno djelovanje ovih ¢imbenika moze poticati ili inhibirati
proces klijanja. Visoke temperature imaju inhibiraju¢i uc¢inak na klijanje, te dovode do
termodormancije. S druge strane, vrlo niske temperature uzrokuju smanjenu enzimsku
aktivnost 1 usporavaju proces klijanja. Povecavanjem temperatura raste i salinitet, koji
dostize maksimum ljeti. lako je sama biljka u vegetativnoj fazi tolerantna na povecanu
koncentraciju soli, to nije slucaj u fazi klijanja sjemena. Visoka slanost inhibira klijanje
zbog niskog vodenog potencijala povezanog sa stresom uzrokovanim solima, stoga u
prirodi nema sadnica tijekom ljeta. Vlaznost tla ovisi o padalinama 1 infiltraciji morske

vode tijekom oluja i morskih mijena.!%1¢



1.1.2 Kemijski sastav motra

Motar je biljka bogata vrijednim bioaktivnim fitokemikalijama koje imaju pozitivne
zdravstvene ucinke, stoga ima visok potencijal za uporabu u farmaceutskim, medicinskim
i prehrambenim proizvodima. Jedan od najznacajnijih i najzastupljenijih fenolnih spojeva
je klorogenska kiselina, koja ima dobru antioksidacijsku sposobnost. Uz nju i njene
derivate, prisutne su i cimetna kiselina, kafeinska kiselina i vanilinska kiselina, no u
znatno nizim koli¢inama. Izmedu istraZenih halofita, motar ima najviSu koncentraciju

fenolnih spojeva, a njihov sadrzaj varira o vegetacijskom razdoblju.!”

Tablica 1. Prosje¢an sadrzaj fenolnih kiselina u motru !’

Fenolna kiselina mg/g

Klorogenska 5,65-16,28

Kafeinska 0,10-0,20
Vanilinska 0,11-0,17
Cimetna 0,01-0,02

Iako se cijela biljka moze konzumirati, najées¢e se jedu listovi. Oni su bogat izvor
prirodnih antioksidansa, karotenoida, te ®-3 i ©-6 masnih Kiselina (tablica 2).'® Hlapljiva
ulja prisutna u sirovim listovima daju im karakteristican i blago slan okus. Njihov sadrza;j

varira od 0,15% do 0,3%, dok plodovi sadrze priblizno 0,8% ulja.'®!

Tablica 2. Prosjecan sadrzaj lipida 1 karotenoida u listovima motra, izrazen na 100 g

suhe tvari '8

Ukupni lipidi | Neutralni lipidi Glikolipidi Fosfolipidi Karotenoidi
g/100 g g/100 g g/100 g g/100 g mg/100 g
3,02 2,19 0,57 0,26 33,8




Na vaznost nutritivnog znacaja listova motra, ukazuje i Cinjenica da su ga mornari
konzumirali u lijjecenju skorbuta. Naime, osim visokih koncentracija karotenoida i
fenolnih spojeva, listovi biljke u velikim koli¢inama sadrze i vitamin C. Osim navedenog,

koristili su se u lije¢enju probavnih tegoba, nadutosti i tegoba urinarnog trakta.?°

Tablica 3. Prosjecni sadrzaj flavonoida, tanina, ukupnih fenola i vitamina C u svjezem

motru %!
Spoj Koli¢ina (mg/100 g)
Flavonoidi 230
Tanini 680
Ukupni fenoli 230
Vitamin C 76,6

Listovi se jedu svjezi, kuhani, u salatama, koriste se za aromatiziranje i bojanje umaka i
jela, konzerviraju se u ulju ili kisele u octu, a takoder se upotrebljavaju kao zacin.

Nutritivna vrijednost motra prikazana je u tablici 4. 2°

Tablica 4. Nutritivna vrijednost 100 g motra 2°

Voda 88,87 g

Bjelancevine 0,31¢g

Ugljikohidrati 2,48 g

Vlakna 570 g
Masti 0,39 ¢
Pepeo 225¢g

Na kemijski sastav motra takoder utjece i staniSte, odnosno ¢imbenici okoline. Naime
biljke koje su izlozene morskom prskanju sadrze vecu koli¢inu klorogenske kiseline od
onih koje rastu na staniStima bogatim hranjivim tvarima te su uz to i zaklonjena.
Posljedica toga je povecani stres zbog nedostatka hranjivih tvari. Kao odgovor na stres
biljka pojacava sintezu antioksidansa tj. klorogenske kiseline, ostalih fenola, peptida i

organskih kiselina.??



1.1.3 Znanstvena istraZivanja motra

lako je jedno vrijeme ova vrsta halofita bila u potpunosti zaboravljena, posljednjih
nekoliko godina intenzivno se istrazuje zbog svog specificnog kemijskog sastava i
prepoznatljivih svojstava. Obzirom da je danas sve veca potraznja za funkcionalnom
hranom 1 hranom bogatom fitokemikalijama, prepoznat je i potencijal ove biljke u tom

pogledu.

Aleman i sur. 2 istrazivali su inkapsulaciju antioksidativnih etanolnih i vodenih
ekstrakata motra u sojine liposome za dizajniranje funkcionalne hrane. Prirodni
antioksidansi koriste se u funkcionalnoj hrani radi prevencije raznih bolesti 1 inhibicije
oksidacije namirnica, no interakcijom s komponentama hrane njihovo djelovanje moze
biti ometano. Istrazivanje je pokazalo da se liposomi tretirani ekstraktima motra mogu
koristiti kao stabilizatori u cilju proizvodnje hrane poboljSane vrijednosti, zbog visokog

ucinka zadrZavanja ekstrakata u samom liposomu.

Alves-Silva i sur. 2* proveli su istrazivanje bioloskih svojstava eteri¢nog ulja motra
dobivenog hidrodestilacijom, kao i vode koja zaostaje nakon tog procesa. Koristenjem
DPPH metode utvrdeno je dobro antioksidacijsko svojstvo izolata koje se prepisuje
prisutnosti klorogenske kiseline i derivata kvercetina. Analizom visokodjelotvorne
tekucinske kromatografije s nizom diodnih detektora i spektrometrijom masa (HPLC-
DAD-MS) utvrdeno je prisustvo visokih koncentracija hidroksicimetne kiseline i
flavonoidnih glikozida. Sastav etericnog ulja istrazen je vezanom tehnikom plinska
kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS), pri cemu su kao najzastupljeniji spojevi
identificirani y-terpinen, sabinen te metil-eter-timol. Takoder, dokazano je da eteri¢no ulje
motra inhibira virulenciju gljivice Candida albicans smanjujuc¢i formiranje biofilma i

usporavajuci stvaranje zametne cijevi za vise od 50%.

U radu Atia i sur. ' istaknuta je vaznost i ekonomski potencijal biljke motra. Biljka
posjeduje visokovrijedne biomolekule s izrazenim zdravstvenim potencijalom
(antimikrobno, aromatsko, insekticidno i ljekovito djelovanje). Takoder, iznimno je
tolerantna na salinitet, Sto pridonosi njenom ekonomskom potencijalu. UspjeSno se uzgaja
na slanim staniStima te predstavlja veliki potencijal za razvoj bioslane poljoprivrede. U
tradicionalnoj europskoj kuhinji koristi se zbog bogatstva minerala, dok se u narodnoj

medicini upotrebljavao kao diuretik, sredstvo protiv crijevnih parazita, tonik, karminativ,
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protiv upala mokraénog sustava i prostate, te za ublazavanje gréeva i drugih tegoba. U
narodnoj veterini, nadzemni dijelovi su se koristili kao dodatak hrane za zeceve, dok su
listovi sluzili kao poticaj za proizvodnju mlijeka u Zivotinja. Ulje listova sadrzi visoki
udio esencijalnih masnih kiselina i pokazuje blagotvorne ucinke u prevenciji sréanih
bolesti. Autori takoder istiCu antioksidativna svojstva te antibakterijsko djelovanje
etericnog ulja kod Gram-pozitivnih bakterija Bacillus cereus 1 Micrococcus luteus.
Nepolarni ekstrakti motra pokazuju antimikrobno djelovanje prema Salmonella arizonae,
Erwinia carotovora, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, P. marginalis te gljivici C.

albicans.

Istrazivanje Generali¢-Mekini¢ i sur. '

obuhvatilo je analizu eteri¢nih ulja
cvjetova, listova 1 stabljike motra, kao 1 spojeva etanolnih ekstrakata. Glavni spoj koji se
nalazio u uljima bio je limonen, s udjelom 57,5-74,2%, a u ekstraktima klorogenska
kiselina s koncentracijom 0,7-8,1 mg/g suhe biljne tvari. Utvrdeno je da su ekstrakti
cvijeta motra pokazali bolju antioksidacijsku 1 vazodilatacijsku aktivnost. S druge strane,

etericna ulja su pokazala bolju u¢inkovitost u inhibiranju djelovanja kolinesteraze.

Houta i sur. %

su ispitivali fenolni profil, antimikrobno 1 antioksidacijsko
djelovanje nadzemnih dijelova biljke motra s podrucja Tunisa. Najvecu antioksidacijsku
aktivnost odredenu DPPH metodom, pokazao je ekstrakt sjemenki. Isti ekstrakt pokazao
je najvecu moc¢ inhibicije za Gram-pozitivau bakteriju Staphylococcus epidermidis.
Ekstrakt stabljike imao je najve¢i promjer inhibicije (13 mm) na Gram-negativnu

bakteriju P. aeruginosa. Svi dijelovi biljke pokazali su razli¢itu zastupljenost fenolnih

spojeva.

Chen i suradnici 2° su po prvi put identificirali osam flavonoida iz lista motra i to
5-hidroksi-7,4'-dimetoksiflavon, 5-hidroksi-7,3’,4'-trimetoksiflavon, 5,3’-dihidroksi-7,4'-
dimetoksiflavon, 5,4'-dihidroksi-7,3'-dimetoksiflavon, 5,4'-dihidroksi-7-metoksiflavon,
3,5-dihidroksi-7,3',4',5'-tetrametoksiflavon, 5,8-dihidroksi-7,3',4'-trimetoksiflavon i 5,8-
dihidroksi-7,4’-dimetoksiflavon.

Kadoglidou i suradnici ?7 istrazili su kemijski sastav i antioksidacijsku aktivnost
osamnaest genotipova motra s geografskim podrijetlom iz osam razli¢itih regija Grcke.
Rezultati su pokazali znacajne razlike u antioksidacijskoj aktivnosti, sadrzaju vitamina C
1 fenolnom sadrzaju medu analiziranim genotipovima, dok je molekularna karakterizacija

otkrila malu genetsku razliku medu analiziranim populacijama.



Istrazivanje koje su proveli Kulisi¢-Bilusi¢ i sur. *® usporedilo je kemijski sastav i
bioloska svojstva eteri¢nih ulja divljeg kapara i motra s podru¢ja Dalmacije. Pomo¢u GC-
MS analize ulja dobivenih hidrodestilacijom utvrdeno je da je eteri¢no ulje motra najvise
zasi¢eno limonenom (58,37%), te sadrzi sabinen, terpinen-4-ol te g-terpinen.
Antioksidacijska svojstva uzoraka su mjerena pomocu testa reaktivnih vrsta tiobarbiturne
kiseline (TBARS) i metode izbjeljivanja B-karotena, pri ¢emu su pokazala uéinkovito
djelovanje u inhibiciji oksidacije lipida. Takoder, po prvi put je testirano i djelovanje
etericnih ulja na inhibiciju oksidacije ljudskog lipoproteina niske gustoce (LDL), pri

¢emu se eteri€no ulje motra pokazalo djelotvornijim od ulja kapara.

Istrazivanje koje su proveli Male3 i sur. % obuhvacalo je kvantitativno odredivanje
sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida i tanina u nadzemnim dijelova motra. Uzorkovanje
se vrsilo na tri razli¢ite geografske lokacije duz hrvatske obale, u razli¢itim fazama rasta
biljke. Utvrdeno je da udio ukupnih fenola varira od 4,72 do 9,47%, dok sadrZaj tanina
iznosi izmedu 0,10 1 2,65%. Rezultati su pokazali da navedeni spojevi dosezu najvecu
koncentraciju prije cvjetanja i na samom pocetku cvjetanja. Najvisi sadrzaj flavonoida

zabiljeZen je prije samog cvjetanja, s vrijednostima od 0,08 do 0,42%.

30 proveli su usporedbu fenolnog profila i antioksidacijske

Ozcan 1 suradnici
sposobnosti svjezeg 1 fermentiranog motra, kao i njegovog eteri¢nog ulja. Rezultati su
pokazali smanjenje antioksidacijske aktivnosti fermentiranog motra sa 90 na 63%.
Vrijednost ukupnih fenola takoder se smanjila sa 259 na 78 mg/100 g, dok se vrijednost
ukupnih flavonoida smanjila s 2115 na 391 mg/100 g. U fermentiranim listovima
primije¢en je porast udjela B-felandrena, (Z)-B-ocimena, y-terpinena i terpinen-4-ola
tijekom fermentacije, dok se s druge strane sadrzaj sabinena, limonena i o-pinena

smanjio. Na sadrzaj eteri¢nog ulja fermentacija nije znacajno utjecala, no ipak je eteri¢no

ulje fermentiranog motra imalo viSe identificiranih hlapljivih spojeva.

U istrazivanju kojeg u proveli Rico i suradnici *!, proucavan je utjecaj jestive folije
na bazi hitozana formulirane s motrom i njegovim ekstraktom na produljenje roka trajanja
ribljih burgera. Rezultati analize su pokazali da ekstrakt motra u jestivim folijjama
stabilizira pH vrijednost, usporava oksidaciju ribljih lipida te uslijed sadrzaja fenola
povecava antioksidacijsku aktivnost. Medutim, dodavanje motra i njegovog ekstrakta u

folije nije imalo utjecaj na usporavanje mikrobioloskog kvarenja. Senzorska analiza je
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pak pokazala da su riblji burger oblozeni jestivom folijom od motra bolje ocjenjeni od

onih s dodatkom ekstraktom, §to se moze prepisati boljoj aromi i boji.

1.2 Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su spojevi u kojem je jedna ili viSe hidroksilnih skupina vezana na
aromatski prsten. Spojevi koji imaju dvije ili viSe fenolnih skupina nazivaju se
polifenolima, te su kao takvi najeS¢e zastupljeni u prirodi. Pojavljuju se u obliku

polimera, konjugirani ili esterificirani, rijetko u slobodnom obliku.*

Fenolni spojevi, koji su klju¢ni biljni sekundarni metaboliti, imaju Sirok raspon bioloSkih
svojstava koja ovise o njihovoj kemijskoj strukturi. Mogu se pojaviti u obliku jednostavne
strukture ili sloZenih polimera velike molekulske mase. Obavljaju vazne uloge tijekom
rasta 1 razmnoZzavanja biljaka, pruzaju zaStitu od UV zrafenja i patogena, djeluju kao
antioksidansi te privlace opraSivace. Takoder, oni su odgovorni za karakteristicnu aromu
1 boju voca i1 povréa, vina, €aja, kave i1 drugih proizvoda. Imaju Siroku industrijsku
primjenu, gdje se koriste kao prirodni konzervansi i bojila, u proizvodnji kozmetike, boja,

papira, itd.>

Fenolni spojevi imaju razlic¢ita fizikalno-kemijska svojstva. Vecina je topljiva u polarnim
organskim otapalima, dok njihova topljivost u vodi ovisi o broju i rasporedu hidroksilnih
skupina u strukturi molekule. Biljni fenolni spojevi, zbog svojih antioksidacijskih
svojstava, pokazuju izrazenu sposobnost hvatanja slobodnih radikala, vezanja metalnih
iona, doniranja elektrona ili vodikovih atoma. Imaju vaznu ulogu u zastiti biljnih stanica
od oksidativnih oStecenja koja su uzrokovana slobodnim kisikovim radikalima. Stoga,
kada biljka doZivi stresne uvjete okoline poput slanosti, suse, prevelike izloZzenosti suncu

i/ili nedostatka hranjivih tvari, poveéava proizvodnju antioksidansa.??

Jedno od karakteristi¢nih obiljeZja ovih spojeva je njihova boja koja potjece od pigmenata
zutih, crvenih, ljubicastih i plavih tonova. Povrh toga, svi imaju sposobnost apsorpcije
svijetlostiu UV dijelu spektra, dok obojeni fenolni spojevi apsorbiraju iu vidljivom dijelu
spektra. Razli¢ite skupine spojeva imaju i razliCite apsorpcijske maksimume, pa tako
fenoli 1 fenolne kiseline apsorbiraju u podrucju 250-290 nm, dok flavoni i flavonoli

apsorbiraju u podrucju od 250 do 350 nm. Neki fenolni spojevi imaju specifi¢ne mirise i
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okuse. Na primjer vanilin ima prepoznatljiv sladak miris, dok eugenol daje karakteristi¢an

miris klin¢ié¢a. Za veéinu fenolnih spojeva se veZe gorak i trpak okus.**

Glavna podjela fenola zasniva se prema broju aromatskih prstena i strukturnim
elementima koji ih povezuju. Stoga u najvaznije skupine ubrajamo flavonoide, fenolne

kiseline, stilbene, lignane i ostale. Na slici 4. je prikazana osnovna podjela fenolnih

spojeva.>?
Fenoli
Hidroksibenzojeve Kiseline Hidroksicimetne kiseline l Flavonoidi I Stilbeni Lignani
Protokatehinska kiselina Kumarinska kiselina Rezveratrol Sekoizolarisirezinol
Galna kiselina Kavska kiselina
Ferulinska kiselina
Hidroksibenzojeve kiseline su Kurkumin
komponente galotanina i
elagitanina
| | | | ]
Flavonoli Flavoni Izoflavoni Flavanoni Antocijanidini Flavanoli
Kampferol Apigenin Daidzein Neringenin Pelargonidin Katehini
Kvercetin Luteolin Genistein Eriodiktiol Cijanidin Galokatehin
Miricetin Hesperetin Delfinidin
Petunidin
Malvidin

Slika 4. Podjela fenola °
Flavonoidi

Flavonoidi su najzastupljeniji biljni fenoli. U ovu skupinu se ubrajaju flavoni, flavonoli,
izoflavonoli 1 antocijani. SadrZe 15 C-atoma podijeljenih u dva aromatska prstena, A i B,
koja su medusobno povezana s tri C-atoma, tvorec¢i heterociklicki prsten C. Varijacije
supstitucije u prstenu C upravo ¢ine razliku medu podskupinama flavonoida. Oni mogu
sadrzavati razne supstituente, a obi¢no sadrzi hidroksilne skupine i Secere tvoreci
glikozide ¢ija je topljivost u vodi bolja. Glavna uloga flavonoida u biljci je pigmentacija

te obrana od UV zradenja i patogena.*¢
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Slika 5. Osnovna struktura flavonoida 3’

Antocijani

U ovu skupinu glikozida spadaju cijanidin, delfinidin, malvidin, pelargonidin, peonidin 1
petunidin. Oni se medusobno razlikuju po broju 1 polozaju hidroksilnih skupina.
Antocijani su pigmentirani flavonoidi smjeSteni obi¢no u laticama i plodovima. Njithova
uloga je privuci opraSivace svojom bojom. Antocijani s metalnim kompleksima tvore ko-
pigmente kako bi §to bolje privukli oprasivace. Aglikoni ove podskupine nazivaju se

antocijanidini.*®

Slika 6. Antocijanidin >

Flavoni i flavonoli

Ove dvije skupine biljnih flavonoida, flavoni i flavonoli, prisutni su u cvjetovima,
listovima 1 stabljikama. Nevidljivi su ljudskom oko obzirom da apsorbiraju krac¢e valne
duljine od antocijana. Njihova primarna uloga je zastita biljke od UV-B zracenja i

privlacenje oprasivaca.
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Flavonoli, zajedno sa antocijanima, tvore ko-pigmente. Javljaju se kao glikozidi s
konjugacijama na 3', 4', 5' 5 i 7 C-atomu. Najzastupljeniji su kvercetin, kampferol,
izorhamnetin i miricetin. S, druge strane flavoni se razlikuju od flavonola po tome §to
nemaju hidroksilnu skupinu na tre¢em C-atomu. Oni mogu biti supstituirani alkilnim,
hidroksilnim, metilnim i glikozidnim skupinama. Iako nisu uvelike rasprostranjeni u

biljakama, daju im boju i okus. Najpoznatiji flavoni su apigenin, baikalein i luteolin.*°

0
O
| OH
0 0
a) Flavon b) Flavonol

Slika 7. Strukture flavona i flavonola *°

Flavanoli

Flavan-3-oli su najsloZenija skupina flavonoida. S jednostavnim monomerima tvore
oligomere te polimerne proantocijanidine, koji su poznati i kao kondenzirani tanini. Jedno
od specificnih obiljezja flavanola je da se u prirodi ne pojavljuju kao glikozidi, za razliku

od drugih flavonoida.

Obzirom da sadrze dva kiralna centra, na C2 1 C3 atomima, to rezultira tvorbom dvaju
izomera (+)-katehina i dvaju (—)-izomera epikatehina. Osim toga, prisutan je i trec¢i kiralni
centar, C4, koji se javlja u oligomernim i1 polimernim proantocijanidinama. Ti spojevi
mogu biti izgradeni od ¢ak 50 jedinica, a najzastupljeniji medu njima je procijanidin, koji
se sastoji od jedinica (epi)katehina. U prehrani ljudi visoke koncentracije flavan-3-ola
mogu se pronaci u zelenom c¢aju, dok je njihov sadrzaj u crnom c¢aju nesto nizi. U
proizvodnji crnog caja tijekom fermentacije listova, polifenol oksidaza djeluje na
smanjenje udjela flavan-3-ola. Pored spomenutih ¢ajeva, ¢okolada i marelice su takoder

bogat izvor flavanola.>**°
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Slika 8. Struktura flavan-3-ola *°

Izoflavonoidi

[zoflavonoidi, za razliku od flavonoida, imaju prsten B na polozaju C3. Nazivaju se i
fitoestrogeni zbog svoje strukturne sli¢nosti sa estrogenima. U hrani su prisutni uglavnom

u leguminozama, posebno u soji.**

Izoflavonoidi u biljkama imaju mnosStvo uloga. Imaju snazna insekticidna svojstva
(rotenoidi), antiestrogeni ucinak (uzrokuje neplodnost sisavaca) te djeluju kao
fitoaleskini. Fitoaleskini su antimikrobni spojevi ¢ija je uloga inhibiranje djelovanja

Stetocina, a biljka ih proizvodi kao odgovor na razne bakterijske i gljivi¢ne infekcije.*®

O

Slika 9. Struktura izoflavonoida °

Tanini

Tanini su fenolni polimeri molekulske mase od 600 do 3 000 Da. U prirodi se pojavljuju
kao kondenzirani 1 hidrozabilni tanini. Prema strukturnim svojstvima hidrolizabilni tanini
se dijele na galotanine i elagitanine. Njihova uloga u biljaka je zastita od mikroba, topline
i vode, dok se obrambeni u¢inak zasniva na njihovoj moguénosti vezanja proteina. Mogu

tvoriti komplekse s polisaharidima, proteinima i alkaloidima. Kondenzirani tanini
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sastavni su dio drvenastih biljaka. Tanini koji se mogu hidrolizirati su polimeri izgradeni
od fenolnih kiselina, najceS¢e galne, i jednostavnih Secera te se hidroliziraju u
razrijedenim kiselinama. S druge strane, kondenzirani tanini, koji ujedno imaju i vecu
molekulsku masu, se mogu hidrolizirati upotrebom jakih kiselina do antocijanidina. Kod

ljudi stvaraju trpak i o$tar okus, stezuéi usta jer vezu proteine sline.>*!

Fenolne kiseline

Molekulu fenolne kiseline ¢ini benzenski prsten, karboksilne skupine, hidroksilne 1/ili
metoksilne skupine. Fenolne kiseline nalaze se u slobodnom, esterificiranom ili
glikoziliranom obliku. Dijele se u dvije skupine: hidroksicimetne kiseline (C6-C3) i
hidroksibenzojeve kiseline (C6-C1). U hidroksibenzojeve kiseline se ubrajaju galna,
vanilna, siriginska, p-hidroksibenzojeva i protokatehinska kiselina. U hidroksicimetne

kiseline ubrajamo kaveinsku, sinapinsku, ferulinsku i p-kumarinsku kiselinu.**?

Kaveinska kiselina u obliku estera s kininskom kiselinom tvori klorogensku kiselinu.

Spomenute kiseline imaju izrazena antioksidacijska svojstva.*!

Uz lignine, hidroksicimetne kiseline izgraduju stani¢ne stijenke biljaka, pri cemu Stite
biljku od ozljeda i infekcija te UV zraCenja. Ti spojevi se povezuju sa stanicnim

komponentama i tvore netopive komplekse.*’

H
C=n~-COOH
Ry COOH R3 ﬁ
Ra R2 Ry
a) Hidroksibenzojeva kiselina b) Hidroksicimetna kiselina

Slika 10. Kemijske strukture fenolnih kiselina **
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1.3 Ekstrakcija

Tehnoloska operacija djelomi¢nog ili potpunog razdvajanja smjese tvari razliite
topljivosti koriStenjem otapala naziva se ekstrakcija. Razlikujemo ekstrakcije tekuce-
tekuce ili kruto-tekuée pri cemu se odvija prijenos tvari iz krute ili tekuce faze u otapalo.
Kod ekstrakcije ¢vrstih uzoraka, isti je potrebno §to vise homogenizirati kako bi se
povecala dodirna povrSina te omogucio bolji prijenos tvari u koriSteno otapalo. Na
trajanje ekstrakcije utjeCu parametri kao Sto su vrsta otapala (organsko ili anorgansko),
temperatura, omjer otapalo-uzorak, protok 1 veliCina Cestica. Preporuceno je provoditi
ekstrakcije pri viSim temperaturama jer se na taj nacin povecava topljivost uzorka i
ubrzava vrijeme ekstrakcije. No, ipak treba voditi raCuna da temperatura ne prelazi 100

°C kako bi se sprijec¢ila degradacija termolabilnih sastojaka.*’

Kod izbora organskih otapala vazni su sljede¢i ¢imbenici: polarnost otapala, vreliste 1
latentna toplina isparavanja, viskoznost, reaktivnost, stabilnost na kisik 1 svjetlost,
sigurnost za upotrebu, dostupnost, pristupacnost cijene te mogucénost ponovne upotrebe.
Pozeljno je da vreliste otapala bude Sto nize kako bi se nakon ekstrakcije lako uklonilo iz
uzorka, a takoder je jako vazno da kemijski ne reagira s ekstraktom. Viskoznost mora biti
niska kako bi otapalo proslo kroz sloj krutih ¢estica. Prednost imaju i nezapaljiva otapala

koja nisu toksi¢na te opasna za okolis i ljude.*®

Tehnike ekstrakcije dijele se na konvencionalne i nekonvencionalne.
Konvencionalne tehnike ekstrakcije *’:

1. Soxhlet ekstrakcija

2. Maceracija

3. Hidrodestilacija

Nekonvencionalne tehnike ekstrakcije 47

l. Ultrazvuéna ekstrakcija

2. Ekstrakcija mikrovalovima

3. Ekstrakcija elektriénim poljem

4. Ekstrakcija pomoc¢u enzima

5. Ekstrakcija visokim tlakom

6. Ekstrakcija superkriti¢nim fluidom
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Dugo vrijeme ekstrakcije 1 mala selektivnost, potreba za skupim i velikim koli¢inama
otapala, isparavanje Stetnih otapala, degradacija spojeva djelovanjem visokih
temperatura, svjetlosti i enzima samo su neki od nedostataka konvencionalnih metoda
ekstrakcije. Upravo zbog toga javlja se potreba za ucinkovitijim i zelenijim tehnikama
ekstrakcije. Nekonvencionalne metode ekstrakcije energetski su ucinkovitije, koriste
obnovljive sirovine, manje opasne kemikalije i sigurnija otapala, manje koli¢ine

organskih otapala, skraéeno je vrijeme ekstrakcije i smanjena razgradnja komponenti.*’

1.3.1 Ultrazvuéna ekstrakcija- UAE

Frekvencija ultrazvu¢nog zracenja veca od 20 kHz pospjesSuje ekstrakciju krutog uzorka
u teku¢em otapalu. Ekstrakcija bioaktivnih sastojaka potpomognuta ultrazvukom temelji
se na kavitaciji, odnosno njezinom mehani¢kom 1 toplinskom djelovanju. Kavitacijski
mjehuri¢i svojim rasprSivanjem oStecuju stani¢ne stijenke biljnog uzorka, te se ovim
mehanic¢kim djelovanjem ultrazvuka postize bolje prodiranje otapala u matricu uzorka te
povecava kontaktna povrSina izmedu krute i tekuce faze. Djelovanje sonifikacije se odvija
pri kontroliranoj temperaturi i vremenu pri ¢emu frekvencija i1 raspodjela valova utjecu
na ekstrakciju. UAE se moZe izvoditi u kupelji ili pomoc¢u sondi. Njena primjena rezultira
kra¢im vremenom ekstrakcije, ustedom energije i smanjenom potroSnjom vode (nema

refluksa) i porastom prinosa ekstrakcije.3*8

UAE je u prehrambenoj industriji od velike vaznosti, obzirom da se njenom primjenom
povecava ekstrakcija funkcionalnih spojeva u pred-tretmanima obrade namirnica.
Odli¢na je zamjena za tradicionalne metode ekstrakcije jer se jednostavno moZze povezati
s procesima u industriji, organska otapala je moguce zamijeniti sa sigurnijim otapalima
te je sama izvedba brza i u konacnici ekonomi¢nija. Njome se povecava bioraznolikost
nutrijenata biljnog i Zivotinjskog porijekla pri cemu ne dolazi do degradacije komponenti

i ne stvaraju se vodikovi i hidroksilni radikali.*’

Na randman fenolnih spojeva velik utjecaj ima i izbor otapala. U tablici 5. prikazana su
neka organska otapala koja se ucestalo koriste u ekstrakciji fenolnih pojeva. Najcesce se
koriste zakiseljeni etanol i metanol, pri ¢emu je metanol efikasniji, no, zbog njegovog

toksi¢nog djelovanja vrlo &esto se koristi ipak etanol.*’
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Tablica 5. KoriStena organska otapala za ekstrakciju fenolnih spojeva ¥

Fenolni spojevi Otapalo

Fenolne kiseline, flavonoli, antocijanini Etil-acetat

Antocijanini, fenolne kiseline, katehini, flavanoni, ) ' _
Metanol i razni vodeni

flavoni, flavonoli, procijanidini, rutin, klorogenska o
oblici (50-90%, v/v)

kiselina, elaginska kiselina

Etanol 1 razni vodeni oblici

Antocijanini, slobodne fenolne kiseline, flavonoli
(10-90%, v/v)

Flavonoli, slobodne fenolne kiseline Kloroform

Flavonoli, fenolne kiseline Dietil-eter
Proantocijanidini, fenolne kiseline Vruéa voda (80-100°C)
Tanini, vezane fenolne kiseline NaOH (2 M-10 M)
Fenolne komponente, fenolne kiseline Petrol-eter

Flavonoli, fenolne kiseline, hidroksicimetna kiselina,
Aceton/voda (10-90%, v/v)
kumarin, flavonolni ksantoni

Flavonoli, fenolne kiseline, jednostavni fenoli, n-heksan, etil-acetat,

antocijanini izooktan

Aceton,etanol i njihove
Polifenoli iz lista masline, oleuropein 1 rutin vodene smjese (10-90%,

v/v)

Flavonoli, kvercetin 3,4 -diglukozid, kvercetin 4 -
Metanol/voda (70% v/v)
monoglukozid

Razli¢ita otapala 1 njthove mjeSavine ostvaruju i razli¢ite prinose fenolnih spojeva. Pa
tako vodena ekstrakcija lista sirka ostvaruje visok prinos, dok je s druge strane za
ostvarivanje veceg prinosa kod ekstrakcije pSeni¢ne mekinje upotrjebljen 80% vodeni
etanol. U provedenom istraZivanju biljke petoprstnice 50% vodeni etanol se pokazao
ucinkovitiji pri ekstrakciji njezinih nadzemnih dijelova od €istog etanol te 50% acetona i
metanola. IstraZivanja na slatkom krumpiru su pokazala da su acidificirana organska
otapala pridonijela vecoj ekstrakciji antocijana od nezakiseljenih otapala (etanola i

metanola).>
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1.4. Rancimat metoda

Rancimat metodom automatski se odreduje oksidacijska stabilnost masti i ulja pod
definiranim uvjetima. Ona se temelji na ubrzanoj oksidaciji lipida pri ¢emu se uzorak u
epruveti propuhuje i zagrijava strujom vruéeg zraka, obi¢no na temperaturama od 110 °C
do 130 °C. Nastale sekundarne produkte oksidacije, koje najcesce ¢ine hlapljive organske
kiseline, odnosi zadani protok zraka u posude ispunjene destiliranom vodom.* To
uzrokuje promjenu elektricne vodljivosti destilirane vode, koju uredaj mjeri
konduktometrijski te na temelju podataka izraduje Rancimat krivulju. Vrijeme indukcije
(IP) moze se ocitati na krivulji i ono predstavlja mjeru oksidacijske stabilnosti uzorka, tj
vrijeme proteklo od pocetka mjerenja do pocetka oksidacije uzorka. Maksimum druge

derivacije navedene krivulje predstavlja indukcijsko vrijeme.*°

e
Usis zraka-»ﬁ’
Reakcijska cijev -» T —* Vodljiva celija
L Destilirana voda
Uzorak < usg »Sekundarni proizvodi
Grijaci blok

Slika 11. Shematski prikaz Rancimat aparature °!
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Materijali

Za izradu eksperimentalnog dijela rada uzorak biljke motra ubran je na podrucju grada
Omisa u svibnju 2021. godine. Nakon branja slijedilo je probiranje i pranje uzorka, potom
liofilizacija (FD-1D-50; Shanghai Bilon Instrument Co. Ltd, Shanghai, PRC) te

usitnjavanje svih dijelova biljke S§to je prikazano na slici 12.

Slika 12. Liofiliziran 1 usitnjen uzorak motra

2.2. Kemikalije i uredaji

U svrhu provedbe eksperimentalnog dijela rada, koriStene su otopine 1 reagensi koji su
proizvedeni od strane dviju tvrtki: Sigma-Aldrich GmbH (St. Louis, Missouri, SAD) 1
tvrtke Kemika (Zagreb, Hrvatska). Sve koriStene otopine i reagensi, bili su analiticke
Cistoce.

Spektrofotometrijska odredivanja provodila su se na spektrofotometru SPECORD 200
Plus, Edition 2010 (Analytik Jena AG, Jena, Njemacka), dok je oksidacijska stabilnost

odredivana na Rancimat 743 (Metrohm, Herisau, Svicarska) uredaju.
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Slika 13. Spektrofotometar SPECORD 200 Plus

2.3. Ultrazvu¢na ekstrakcija

Usitnjeni uzorak motra ekstrahiran je sa pet razli¢itih otapala u omjeru 1:10 (w/).
KoriStena otapala su:

1 Destilirana voda

2 96%-tni etanol

3. 75%-tni etanol

4 50%-tni etanol

5. 25%-tni etanol

U svaku epruvetu stavljeno je 1 g usitnjenog motra 1 10 mL otapala, potom su epruvete
stavljene u ultrazvu¢nu kupelj. Uzorci su podvrgnuti temperaturi od 60 °C, frekvenciji 60
Hz u vremenskom periodu od 30 minuta. Po zavrSetku ultrazvucne ekstrakcije (Ultrasonic
cleaner JP-010S, Nuolux) izvrSena je filtracija ekstrakta, te su isti skladiSteni na

temperaturi + 4 °C.

2.4. Odredivanje ukupnih fenola

Folin-Ciocalteu analiza jedna je od najkoriStenijih metoda za odredivanje ukupnog
sadrzaja fenola u biljnim ekstrakatima. Folin-Ciocalteu reagens ¢ini smjesa
volframofosfatnih i molibdofosfatnih aniona, te se njegovim dodatkom postize oksidacija
fenolnih grupa do kinona, koja je u luznatom mediju popra¢ena plavim obojenjem.
Nastalo obojenje proporcionalno je koncentraciji fenolnih spojeva u uzorku te se
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spektrofotometrijski mjeri pri valnoj duljini 765 nm. Kao standard kod Folin-Ciocalteu

analize najée$c¢e se upotrebljava galna kiselina.>

Reagensi:
1. Folin-Ciocalteu reagens

2. Zasi¢ena otopina natrijevog karbonata; w (NaxCO3) = 20% (w/v)

Postupak odredivanja:

U kiveti se pomijesa 25 pL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 125 pL Folin-Ciocalteu
reagensa. Nakon 1 minute doda se 375 uL otopine natrijevog karbonata i nastala otopina
ostavi se 2 sata na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega joj se o€ita absorbancija pri 765 nm.
Prema opisanom postupku izraduje se bazdarni pravac za otopine razli¢itih koncentracija
galne kiseline. Uz pomo¢ jednadzbe dobivenog bazdarnog pravca izracuna se koli¢ina

ukupnih fenola izrazena u mg ekvivalenata galne kiseline (GAE) po 1 L ekstrakta.

1,20
y =0,001x + 0,0524
1,00 R2 = 0,9968 e L J
0,80 e .
< 0,60 .~
0140 e oo
.."“.
0,20 e
o'®
0,00
0 200 400 600 800 1000 1200
v, mg/L

Slika 14. BaZdarni pravac galne kiseline za odredivanje ukupnih fenola
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2.5. Metoda odredivanja ukupnih flavonoida

Za odredivanje ukupnih flavonoida koristi se kolorimetrijska metoda u kojoj nastaje
produkt zutog obojenja pri dodatku reagensa, aluminijevog klorida i natrijevog nitrita.

Intenzitet nastalog obojenja mjeri se pri valnoj duljini 510 nm.>

Reagensi:

1. Otopina natrijeva nitrita, w (NaNO>) = 5% (w/v)

2. Otopina aluminijeva klorida, w (AICl3) = 10% (w/v)
3. Otopina natrijevog hidroksida, ¢ (NaOH)=1 M

Postupak odredivanja:

U kivetu se otpipetira 250 puL uzorka, 1,525 mL destilirane vode i 75 uL otopine natrijeva
nitrita. Nakon 6 minuta pripremljenoj otopini se doda 150 pL otopine aluminijeva klorida
te se ponovo ostavi 5 minuta da odstoji. Potom se doda 500 uL otopine natrijevog
hidroksida i 775 uL destilirane vode te se odmah po dodatku vode mijeri absorbancija
uzorka.

Pomocu jednadzbe bazdarnog pravca dobivenog za otopine rutina izracuna se sadrzaj

ukupnih flavonoida izrazen u mg kvercetina po 1 L ekstrakta (mg QE/L).

0,30
y = 0,0005x + 0,0092 o
0,25 R? =0,9993
0,20
<
0,15
0
0,10
»
0,05 o
.0
®
0,00
0 100 200 300 400 500 600
v, mg/L

Slika 15. Bazdarni pravac rutina za odredivanje ukupnih flavonoida
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2.6. Metoda odredivanja ukupnih tanina

Odredivanje ukupnih tanina vrs$i se metodom s vanilinom. Obojenje nastaje reakcijom
vanilina s floroglucinolnim skupinama flavonoida, a mjerenja se rade pri valnoj duljini

od 500 nm.>*

Reagensi:

1. Otopina vanilina, w (vanilin) = 4% (w/v)

Postupak odredivanja:

U kivetu se otpipetira 50 uL uzorka, 1,5 mL otopine vanilina i 750 pL koncentrirane
klorovodi¢ne kiseline. Prije mjerenja absorbancije nastala otopina ostavi se u tami 20
minuta.

Pri izradi bazdarnog pravca testiraju se otopine katehina razli¢itih koncentracija po
opisanom postupku, a rezultati se iskazuju u miligramima ekvivalenata katehina po 1 L

ekstrakta (mg KE/L).

0,50
0,45 y =0,0009x +0,0167
0,40 R2 = 0,9994

0,35

0,30
< 0,25 .

0,20 -

0,15
0,10 .
005 | o
0,00

0 100 200 300 400 500 600
v (mg/L)

Slika 16. BaZdarni pravac katehina koriSten za odredivanje ukupnih tanina
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2.7. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

2.7.1. DPPH metoda

DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl-hydrate) metoda je medu najrasirenijim
metodama odredivanja antioksidacijske aktivnosti uzorka kod koje antioksidans u
reakcijskoj smjesi donira elektron stabilnom i slobodnom radikalu 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazilu pri ¢emu dolazi do promjene boje iz ljubi¢aste u zutu §to se ocituje u

snizavanju absorbancije otopine te je razmjerno aktivnosti prou¢avanog antioksidansa.>®

Reagensi:

1. Etanolna otopina DPPH radikala absorbancije 1,2 £+ 0,05

Postupak odredivanja:

2 mL alkoholne otopine DPPH radikala otpipetira se u kivetu i izmjeri se absorbancija
otopine pri 517 nm (Ac)). Potom se otpipetira 50 uL uzorka, a absorbancija reakcijske
smjese (Aaq) izmjeri se 1 sat nakon dodatka pri istoj valnoj duljini. Postotak inhibicije

DPPH radikala odreduje se prema izrazu:

Inhibicija (%) = [(Aa®)/Acw] * 100
gdje je,
Ac() — absorbancija otopine DPPH radikala kod vremena t = 0

Aa(y— absorbancija reakcijske smjese nakon vremena t.

2.7.2. FRAP metoda

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metoda je metoda kojom se odreduje
antioksidativna mo¢ uzorka (antioksidansa) da reducira Fe*" u Fe?" §to se prati pri 593
nm. Glavna reakcija zasniva se na redukciji zuto obojenog reagensa Zzeljezo-2,4,6-

tripiridil-s-tirazinom (TPTZ) u plavo obojeni kompleks u kiselom mediju.>®
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Reagensi:

1 Acetatni pufer, ¢ (C2H3NaO>x3H>0) =300 mmol/L, pH=3,6

2 Otopina klorovodi¢ne kiseline, ¢ (HCl) =40 mM

3. Otopina 2,4,6-tripiridil-s-tirazin (TPTZ) u 40 mM HCI

4 Otopina zeljezovog (III) klorida, ¢ (FeCl3) = 20 mM

FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera, 2,5 mL otopine FeCls i1 2,5 mL otopine TPTZ-a

Postupak odredivanja:

3 mL FRAP reagensa otpipetira se kivetu 1 izmjeri se absorbancija pri 593 nm. Naknadno
se doda 100 pL uzorka 1 se ostavi u tami Cetiri minute te se potom ocita absorbancija
nastalog plavog obojenja. Dobivena razlika absorbancije koristi se za racunanje FRAP
vrijednost ekstrakta koriStenjem jednadzbe bazdarnog pravca izradene testiranjem

otopina Fe(IT) iona. Kona¢ne FRAP vrijednosti izraZzene su u uM ekvivalenata Fe(ll).

08
07
06
05

<04
03 ‘
02 .
01 | e

Cad

0 200 400 600 800 1000 1200

c (uM)

y=00007x +0,0037 e
R =1,0000 .

Slika 17. Bazdarni pravac otopine Fe(II) iona
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2.7.3. Rancimat metoda

Utjecaj ekstrakata motra na oksidacijsku stabilnost sezamovog ulja ispitan je Rancimat
metodom. Ovom metodom uzorci ulja podvrgnuti su visokim temperaturama i struji
vruceg zraka koji odnosi hlapljive produkte oksidacije u posudu s destiliranom vodom.
Uredaj mjeri promjenu, odnosno porast vodljivosti destilirane vode, a krajnji rezultat

izrazen je u satima kao indukcijsko vrijeme.*>°

Slika 18. Rancimat uredaj

Postupak odredivanja:

U svaku od 6 epruveta se doda 3 g sezamovog ulja. Dvije epruvete sadrze samo uzorak
ulja te sluze kao slijepa proba, a u preostale epruvete je dodano 100 pL ekstrakta motra
te je sve zajedno homogenizirano staklenim Stapicem. Uzorci su podvrgnuti temperaturi

od 120 °C i protoku zraka 20 L/h. Za svaki uzorak radena su po tri mjerenja.
Izrada Rancimat krivulje

Uredaj automatski mjeri promjenu brzine oksidacije ulja pomocu podataka koji se
kontinuirano mjere u posudi napunjenom destiliranom vodom te ih prikazuje u obliku
krivulje. Krivulja oksidacije izraduje se za svaki uzorak , a tocka infleksije koja se javlja
na krivulji oznacava indukcijsko vrijeme. Pra¢enje indukcijskog vremena radeno je u cilju
odredivanja koliko se oksidacijska stabilnosti ulja produljila ili skratila po dodatku

ekstrakta u odnosu na vrijeme stabilnosti ¢istog ulja (slijepe probe).
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Uz indukcijsko vrijeme odreden je i oksidacijski indeks stabilnosti (OSI) prema izrazu:

OSI = vrijeme indukcije ulja s uzorkom / vrijeme indukcije ¢istog ulja

Unit 1
Block A
Channel 2 User

Serial number 03146
Cell constant 1
Administrator

Printing date
Determination date

10.05.2022 13:11:25
10.05.2022 10:20:49

D1
EtOH 96%

ID 2

Induction time

247h

25

20,0

uSiem

247

0,0

Method name

Rancimat 120, 20LM

Creator Administrator Creation date 02.06.2020 12:10:33
Temperature 120¢C Stop time 0,00 h
Delta T 1,60 T Stop at conductivity 0 pSfem
Gas flow 20 L Stop at endpoint
Start delay 0 min Delta Kappa 0 pSfem
Start mode (® per channel Evaluation delay 0,00 h

(O per 2 channels Evaluation suppression start 0,00 h

(3 per block Evaluation suppression end 0,00 h

Rend tn file

Slika 19. Rancimat krivulja sezamovog ulja sa dodatkom alkoholnog ekstrakta motra

29



3. REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu odreden je fenolni profil vodenih i alkoholnih ekstrakata motra te njihova
antioksidacijska sposobnost pomo¢u DPPH i FRAP metoda, te Rancimat metodom.
Analizirani uzorci oznaceni su sljede¢im oznakama:

A - vodeni ekstrakt motra

B - alkoholni ekstrakt motra, (25%-tni EtOH)

C - alkoholni ekstrakt motra, (50%-tni EtOH)

D - alkoholni ekstrakt motra, (75%-tni EtOH)

E - alkoholni ekstrakt motra, (96%-tni EtOH)

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Koncentracija ukupnih fenola u ekstraktima motra odredena je primjenom Folin-
Ciocalteu metode, a konacni rezultati izraCunati preko jednadzbe bazdarnog pravca
otopine galne kiseline (u mg GAE/g). Na slici 20. prikazani su rezultati iz kojih se moze
vidjeti gotovo jednak sadrzaj ukupnih fenola u alkoholnim ekstraktima B 1 D , dok je u
uzorku A koncentracija ukupnih fenola nesto niza 1 iznosi 90,65 mg GAE/g suhe tvari.
Najveci sadrzaj ukupnih fenola detektiran je u uzorku C (140,47 mg GAE/g), a najnizi u
uzorku E (45,29 mg GAE/g).

16000
14000

12000

10000
8000
6000
4000
2000 I
0
A B C D E

*mg GAE/L — miligrami ekvivalenta galne kiseline po 1 L ekstrakta

Ukupni fenoli (mg GAE/L)

Slika 20. Usporedni prikaz rezultata odredivanja udjela ukupnih fenola u ekstraktima
motra
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Sari i sur. °7 su u svom istrazivanju takoder zakljuéili da razli¢ite koncentracije otapala
igraju vaznu ulogu kod ucinkovitosti ekstrakcije ukupnih fenola. Kod ekstrakcije biljke
Centella asiatica otapalo koje je sadrzavalo najveéi udio ukupnih fenola je 70%-tni
etanol, dok je 96%-tni etanol sadrzavao manji udio. Autori pretpostavljaju da polarna

9 suu

otapala rezultiraju boljom topljivosc¢u fenolnih spojeva. Generali¢ Mekini¢ i sur.
80%-tnom vodenom etanolu ekstrahirali 35,1 mg GAE/g ukupnih fenola iz lista motra,
dok su Meot-Duros i sur. 2> kao otapalo koristili metanol i vodu pomije$ane u omjeru 1:1
te su iz motra ekstrahirali najvise 33 mg GAE/g ukupnih fenola. Houta i sur. % su &istim
metanolom iz listova motra ekstrahirali 11,52 mg GAE/g ukupnih fenola. Razlog
razli¢itih udjela ukupnih fenola moze biti posljedica koriStenja razli¢itih metoda
ekstrakcije ili pak upotrebe razlicitih otapala, medutim 1 ostali ¢imbenici kao Sto su faza
rasta biljke, period branja, dio biljke koji se analizira, staniSte, predobrada biljnog
materijala, trajanje ekstrakcije, odnos biljnog materijala i otapala, itd., takoder znacajno
utjecu na dobivene rezultate. U istrazivanju Souid i sur. > su zakljuéili da iste vrste motra
u razli¢itim vegetativnim stadijima i s razli¢itih klimatskih regija sadrze razlicite fenolne
spojeve 1 njihove udjele, te da ekstrakcijsko otapalo ima vaznu ulogu u tome. Dokazali su
da listovi motra ekstrahirani u vodenom etanolu sadrze 31,7 mg GAE/g suhe tvari

ukupnih fenola, znatno vecu koncentraciju od iste biljke uzorkovane na istom mjestu, ali

ekstrahirane s acetonom 1 metanolom.

Versi¢ Bratindevié i sur. > su dokazali da je kod sadrzaja ukupnih fenola motra
najzastupljeniji spoj klorogenska kiselina te njeni derivati kriptoklorogenska (cCGA) 1
neoklorogenska kiselina (nCGA). U listovima motra ekstrahiranim s 80% tnim etanolom
detektirano je 8,1 mg/g klorogenske kiseline, 0,22 mg/g cCGA, 0,15 mg/g sinapinske
kiseline te 0,09 mg/g nCGA. Isto su dokazali i Souid i sur. *® u svom istrazivanju, gdje
udio najzastupljenije klorogenske kiseline u 80% etanolnom ekstraktu iznosio 7,25 mg/g.
Osim njezinih derivata cCGA (1,17 mg/g) 1 nCGA (2,03 mg/g), u vecim koli¢inama
identificirane su trans-ferulinska kiselina (1,41 mg/g), te p-kumarinska kiselina (1,02
mg/g). U skladu sa spomenutim istrazivanjima Piatti i sur. ®° su takoder dokazali da je u
70% etanolnom ekstraktu motra najzastupljenija klorogenska kiselina (5,99-15,82 mg/g)

i njeni derivati cCGA i nCGA.
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3.2. Rezultati odredivanja ukupnih flavonoida

Rezultati odredivanja koncentracija ukupnih flavonoida u ekstraktima motra izrazenih u

mg rutina po litri ekstrakta prikazani su na slici 21.
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*mg RE/L — miligrami ekvivalenta rutina po 1 L ekstrakta

Slika 21. Usporedni prikaz rezultata odredivanja udjela ukupnih flavonoida u

ekstraktima motra

Iz rezultata je vidljivo da se koncentracije ukupnih flavonoida u 25%-tnom alkoholnom
ekstraktu, B, neznatno razlikuju od 75%-tnom alkoholnom ekstraktu, D. Vodeni uzorak
ekstrakta A pokazuje blago nizi sadrzaj ukupnih flavonoida. Najveca koncentracija se
nalazi u 50%-tnom alkoholnom ekstraktu C 1 iznosi 318,48 mg RE/g, $to je priblizno dva
puta viSa koncentracija u odnosu na 96%-tni alkoholni ekstrakt E, koji ima najnizu

25 gy utvrdili da metanolni

koncentraciju ukupnih flavonoida. U istraZivanju Houte i sur.
ekstrakti listova motra sadrze 3,93 mg CE/g, dok je studija Kadoglidou i sur. ?” kod 18
gré¢kih genotipova motra izvijestila da se sadrzaj ukupnih flavonoida u metanol/voda
(70:30, v/v) ekstraktima krece 2,25-15,08 mg CE/g. Najve¢i udio ukupnih flavonoida
ekstrahiran je u hidroetanolnom ekstraktu u istrazivanju Souidi i sur. *® u iznosu od 25,6

mg CE/g.

Versi¢ Bratincevi¢ i sur. >° dokazali su da je rutin (0,32 mg/g) najzastupljeniji flavonoid
motra, dok su Souid i sur. °® dokazali da je uz rutin (1,75 mg/g) najzastupljeniji cirsiliol

(1,31 mg/g) u 80% etanolnom ekstraktu motra. Osim spomenuta dva flavonoida Souid i
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sur. °® su potvrdili visoke koncentracije hiperozida (1,12 mg/g) i kempferola (0,72 mg/g).
Visok udio rutina (1,60-4,33 mg/g) te kempferol-3-O-ramnozida (0,07-0,33 mg/g),

potvrduju i Piatti i sur. % u analiziranom 70% etanolnom ekstraktu motra.

3.3. Rezultati odredivanja ukupnih tanina

Na slici 22. prikazani su rezultati odredivanja ukupnih tanina vanilin metodom iskazanih

u mg ekvivalenata katehina po litri ekstrakta.
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Slika 22. Usporedni prikaz rezultata odredivanja udjela ukupnih tanina u ekstraktima

motra

Iz dobivenih rezultata vidljivo je da sadrZaj ukupnih tanina raste s pove¢avanjem udjela
etanola u ekstraktima, no svih pet ekstrakcijskih otapala pokazuju slicne koncentracije
izolirane skupine spojeva. Naime, ekstrakti A, C 1 D sadrZze gotovo jednaku masenu
koncentraciju tanina ekstrahiranog iz motra koja se kretala izmedu 31,93 1 34,33 mg
KE/g. Blagi porast sadrzaja ukupnih tanina vidljiv je u ekstraktu E (38,09 mg KE/g), dok
se u ekstraktu B (31,93 mg KE/g) biljezi niza koncentracija.

Visoku koncentraciju ukupnih tanina vodenog i etanolnih ekstrakata motra dokazali su

Versi¢ Bratincevi¢ i sur. *°, gdje su vodeni i 100% etanolni ekstrakti dali najveéi prinos
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ukupnih tanina. Suprotno visokom sadrzaju ukupnih tanina vodenog ekstrakta motra,

rezultati istraZivanja Mimice 2! pokazuju odsutnost tanina u vodenim ekstraktima motra.

3.4. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti
3.4.1. DPPH metoda

Konacni rezultati antioksidacijske aktivnosti analiziranih uzoraka odredeni metodom
DPPH prikazani su na slici 23. Iz rezultata je vidljivo da svi ekstrakti imaju visok postotak
inhibicije DPPH radikala. Ekstrakt D pokazuje najvec¢i postotak inhibicije DPPH radikala
u iznosu od 90%, dok najnizi postotak pokazuje vodeni ekstrakt A. Tako ima najslabiju
antioksidacijsku aktivnost, ekstrakt A i1 dalje pokazuje dobar oksidacijski kapacitet.
Uzorci B, C 1 E imaju jednaku antioksidacijsku aktivnost, s postotkom inhibicije DPPH
radikala od 87%. U istrazivanju Generali¢ Mekini¢ i sur. !” 80% vodeni etanolni ekstrakt
motra pokazao je 50,1% inhibicije DPPH radikala, dok je drugo istraZzivanje Generali¢

1

Mekini¢ i sur. '° pokazalo da je isto otapalo iz listova motra postiglo 61,8% inhibicije

DPPH radikala §to je opet nize od aktivnosti ekstrakta motra ispitanih u ovom radu.

6

Istrazivanje Guerreiro Pereria i sur. ®' pokazalo je da vodeni ekstrakti listova motra

rezultiraju s 86,5% inhibicije DPPH radikala.
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Slika 23. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata motra odredeni

Inhibicija DPPH radikala (%)

koriStenjem DPPH metodom
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3.4.2. FRAP metoda

Rezultati FRAP metode izrazeni kao uM ekvivalenata Fe(ll) prikazani su na slici 24.
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Slika 24. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata motra odredenih

koristenjem FRAP metode

Na temelju rezultata prikazanih na slici 25, moze se primijetiti da ekstrakti A (51 493 uM
Fe(Il)) 1 C (51 409 uM Fe(Il)) pokazuju najvisu antioksidacijsku aktivnost, dok se
ekstrakt B isti¢e s nesto nizom FRAP vrijednos¢u. Uoceno je da kod ekstrakcije uz pomoc¢
otapala 75% 196% etanola porast postotka alkohola dovodi do smanjenje antioksidacijska
aktivnost ekstrakata. Ovo je vidljivo kod uzorka D 1 E , koji pokazuju najnize FRAP
vrijednosti, redom u iznosu od 38 050 uM Fe(Il) te 18 888 uM Fe(ll). Cisti etanolni
ekstrakt motra pokazao je slicnu FRAP vrijednost kao i 80% vodeni etanolni ekstrakt
listova motra iz istraZivanja Generali¢ Mekini¢ i sur. !°. S druge strane u radu Mimice *!

vodeni ekstrakti motra su pokazali nize FRAP vrijednosti, ¢ak 3 puta nize od vodenog

ekstrakta koriStenog u ovom radu.
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3.4.3. Rancimat metoda

Na slici 25. prikazani su rezultati utjecaja ekstrakata motra na vrijeme indukcije, to¢nije

na produljenje/skrac¢enje oksidacijske stabilnosti sezamovog ulja, izrazenog u satima.

Sezam ulje Sezamulje+ A Sezamulje+B Sezamulje+C Sezamulje+D Sezam ulje + E
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Slika 25. Rezultati odredivanja inhibicijske sposobnosti ekstrakata motra na oksidaciju

sezamovog ulja

U tablici 6. prikazani su rezultati utjecaja vodenog i alkoholnih ekstrakata motra na

oksidacijski indeks stabilnosti (OSI) sezamovog ulja.

Tablica 6. Utjecaj ekstrakata motra na oksidacijski indeks stabilnosti sezamovog ulja

Uzorak OSI
Ulje sezama 1
Ulje sezama + A 0,93
Ulje sezama + B 1,12
Ulje sezama + C 1,36
Ulje sezama + D 1,51
Ulje sezama + E 1,50
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Kao slijepa proba koriSteno je sezamovo ulje koje ima indukcijsko vrijeme 1,72 h. 1z
rezultata je vidljivo, da je kao ekstrakcijsko otapalo za izolaciju spojeva iz motra koji
pozitivno utjeCu produljenje oksidacijske stabilnosti ulja pogodniji etanol od vode.
Proporcionalno s povecavanjem postotka alkohola u ekstraktima motra produljuje se i
vrijeme indukcije, odnosno vrijeme oksidacijske stabilnosti sezamovog ulja. Najdulje
indukcijsko vrijeme postignuto je dodatkom ekstrakta D, i ono iznosi 2,6 h. Potom slijedi
ekstrakt E (2,57 h) sa vrlo sli¢nim vremenom produljenja oksidacijske stabilnosti ulja. Od
alkoholnih ekstrakata motra najkrac¢e vrijeme inhibicije ulja postignuto je dodatkom
ekstrakta B. Medutim ulje u koje je dodan vodeni ekstrakt biljke, A, ima indukcijsko

vrijeme 1,6 h §to je krac¢e od vremena indukcije samog ulja, odnosno slijepe probe.
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i rasprave provedenog istrazivanja moze se zakljuciti da
izbor ekstrakcijskog otapala uvelike utjece na fenolni sastav i antioksidacijska svojstva
ekstrakata motra. Najveci sadrzaj ukupnih fenola zabiljezen je u ekstraktu motra
pripravljenom koriStenjem 50% etanola, dok je najnizi sadrzaj dobiven u ekstraktu
pripravljenom koriStenjem Cistog etanola. Sadrzaj flavonoida prati trend rasta, tocnije
pada sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima, dok sadrzaj ukupnih tanina pokazuje
suprotne vrijednosti, te je najveci udio ukupnih tanina zabiljeZzen kod ¢istog etanolnog
ekstrakta, a najnizi u 25%-tnom etanolnom ekstraktu. Ispitivanja antioksidacijske
aktivnosti pokazuju velik antioksidacijski potencijal kod svih ekstrakata motra. Rezultati
dobiveni ispitivanjem DPPH 1 Rancimat metodom pokazuju rast antioksidacijske
aktivnosti s porastom udjela etanola u ekstraktima, dok rezultati odredeni metodom
redukcije zeljeza pokazuju najvecu antioksidacijsku sposobnost u vodenom ekstraktu.
Zahvaljujuéi iznimnom kemijskom sastavu 1 bioloskim svojstvima, motar sve vise
privlaci paznju prehrambenih i farmaceutskih industrija te dobiva na vaznosti, ¢emu u

prilogu idu i rezultati ovog istrazivanja.
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5. POPIS KRATICA I SIMBOLA

CGA

cCGA

nCGA

DPPH

FRAP

GC-MS
HPLC-DAD-MS

LDL
TBARS
TPTZ
UAE
UV-VIS

klorogenska kiselina
kriptoklorogenska kiselina
neoklorogenska kiselina
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
antioksidativna mo¢ redukcije Zeljeza

plinska kromatografija - spektrometrija masa

visoko djelotvorna tekucinska kromatografija-detektor s nizom

dioda- spektrometrija masa

lipoprotein niske gustoce

test reaktivnih vrsta tiobarbiturne kiseline
2,4,6- tripiridil-s-triazin

ultrazvucéna ekstrakcija otapalom

spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju
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