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ZADATAK DIPLOMSKOG RADA

1) Odrediti udjele ukupnih fenola u ekstraktima cvjetova jadranskog petrovca s deset

razliitih lokacija duz Jadranske obale;

2) Odrediti antioksidacijsku aktivnost ekstrakata petrovca koriste¢i DPPH i FRAP
metodu;

3) Identificirati i kvantificirati fenolne kiseline primjenom tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti sa UV/Vis detektorom.



SAZETAK

Obalni petrovac (Crithumum maritimum L.) je viSegodiSnja halofitna biljka iz porodice
Stitarki (Apiaceae). Raste na priobalnim podruc¢jima Mediterana, Crnog mora te Atlantskog
oceana. Kroz povijest se petrovac u narodnoj medicini koristio kao lijek, a danas predstavlja
veliki potencijal za prehrambenu i farmaceutsku industriju zbog visokog sadrzaja bioaktivnih
komponenti. Cilj ovog rada bio je odrediti spektrofotometrijski udio ukupnih fenola i
antioksidacijsku aktivnost ekstrakata cvijeta petrovca sa deset razliitih lokacija duz
Jadranske obale, pomoc¢u metode redukcije 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (engl. 2,2-
Diphenyl-1-picrylhydrazyl, DPPH) i metode odredivanja snage redukcije Zeljeza (engl. Ferric
Reducing Antioxidant Power, FRAP). Koncentracija klorogenske kiseline i njezinih derivata
odredena je teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (engl. High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) sa UV/Vis detektorom. Rezultati su pokazali da cvjetovi
petrovca sadrze visok udio ukupnih fenola te posjeduju izrazitu antioksidacijsku aktivnost §to
potvrduje potencijal iskoristivosti ne samo listova, ve¢ i cvjetova biljke. Najvisu koncentraciju
fenolnih kiselina 1 antioksidacijsku aktivnost pokazao je uzorak sakupljen na podru¢ju Senja,

a najnizu uzorci sakupljeni na podrucju Cavtata i Splita.

Kljuéne rijeci: jadranski petrovac, fenolni spojevi, antioksidacijska aktivnost, klorogenska

kiselina, tekucinska kromatografija



ABSTRACT

Sea fennel (Crithmum maritimum L.) is a perennial halophytic plant of the umbellifers family
(Apiaceae). It grows along the coastal areas of the Mediterranean, the Black Sea and the
Atlantic Ocean. Throughout history, it has been used in folk medicine, but today it represents
a great potential for the food and pharmaceutical industries due to its high content of bioactive
compounds. The aim of this work was to determine by spectrometry the content of total
phenolics and the antioxidant activity of sea fennel flower extracts from ten different locations
along the Adriatic coast using the method of reduction of 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) and ferric reducing antioxidant power (FRAP) assay. The concentrations of
chlorogenic acid and its derivatives were determined using High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) with UV/Vis detector. The results showed that sea fennel flowers
contain a high content of total phenolics and have good antioxidant activity, which confirms
the potential of use not only the leaves, but also the flowers of sea fennel. The sample
collected in Senj had the highest concentration of phenolic acids and antioxidant activity,
while the samples collected in Cavtat and Split areas had the lowest concentration.

Keywords: Adriatic sea fennel, phenolic compounds, antioxidant activity, chlorogenic acid,
liquid chromatography
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uvOoD

Obalni petrovac je jestiva, samonikla biljka prilagodena zivotu na slanom
staniStu. Raste na klifovima, kamenitom i pjes¢anom tlu. Kroz povijest se koristila u
narodnoj medicini, a u posljednje vrijeme povecéan je interes za njegovom upotrebom u
kulinarstvu, farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji. Porast zaslanjenih povrSina
predstavlja izazov za prehranu stanovniStva u buduénosti i stoga je petrovac vrlo
perspektivna biljka. Pored toga, bogat je bioaktivnim tvarima, ¢ija koli¢ina ovisi 0
stani$tu i uvjetima u kojima biljka raste, vegetacijskom periodu, dijelu biljke koji se

analizira, ekstrakcijskom otapalu i primijenjenim metodama ekstrakcije.

Vecina istrazivanja usmjerena je na proucavanje i analizu sastava listova motra,
no ova studija dokazuje vaznost cvjetova po pitanju prisustva i sadrzaja bioloski
vrijednih fitokemikalija. Bogatstvo fenola u cvjetovima potencijalno moze imati
pozitivne zdravstvene uéinke pa je provedeno istrazivanje o njihovoj varijabilnost na

populacijama sakupljenim na razli¢itim lokacijama duz Jadranske obale.



1. OPCI DIO

1.1. Halofiti

Povr§ina Zemlje prekrivena je sa otprilike 71% mora, stoga je Cetvrtina
pedosfere izlozena utjecaju soli. Zbog nepovoljnog sustava navodnjavanja i upotrebe
velike koli¢ine mineralnih gnojiva prilikom proizvodnje hrane, tla postaju izrazito slana

i alkalizirana (halomorfna) sto rezultira uniStavanjem obradivih povrSina.

Prema Organizaciji za prehranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture
Organization, FAO) ukupna povrsina halomorfnih tala na Zemlji iznosi priblizno 830
mil. ha (400 mil. ha zaslanjenih, 430 mil. ha alkalnih). Od trenutno 230 mil. ha
navodnjavanih povrSina, ¢ak 45 mil. ha su zaslanjena tla ili tla izloZzena sekundarnom
zaslanjivanju (19,5%), a od 1,5 milijardi ha u suhom ratarenju, 32 mil. ha (2,1%) je

zaslanjeno do razli¢itog stupnja ovisno o intenzitetu antropogenizacije.

Halomorfna tla u Hrvatskoj, tzv. solnjace, slatine i soloncace, nalazimo na podruc¢ju
jadranske obale 1 istocne Slavonije. Takva tla su poprilicno nepogodna za kultivaciju
klasiénih biljnih vrsta te na njima dobro uspijevaju samo halofitne biljke koje razli¢itim

prilagodbama neutraliziraju visoku koncentraciju soli u tlu.

Zaslanjivanje odnosno alkalizacija je posljedica visoke koncentracije bikarbonata
(HCO3), karbonata (COs?) i visokog pH, dok slabiji utjecaj imaju hidroksidi (borovi,
amonijevi, fosfatni, silikatni i organskih baza), kloridi (NaCl, CaCl, i MgCl,), sulfati
(Na;SO4 i MgSO,) i nitrati (NaNOs i KNOs).

Jo§ uvijek nije u potpunosti poznat ujednacen i detaljan opis halofita i objasnjenje
njihovog nacina opstanka budu¢i da su to evolucijski relativno mlade biljke. Ipak,
smatra se da je razvijena tolerancija na sol rezultat slozene mreze koja ukljucuje
visestruke fizioloske odgovore gena i genskih produkata (slika 1). Obrambeni mehanizam
ukljucuje promjene u ionskoj homeostazi, stvaranje osmoprotektora, proizvodnju

antioksidansa te razvoj solnih zlijezda ili mjehura.2
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Slika 1. Shematski prikaz reakcije biljke na stres uzrokovan visokim salinitetom

(prilagodena shema)?

Neke biljke jednostavno ne primaju suvisak soli, dok ih druge mogu akumulirati u
vakuolama. Vrste poput Avicennia, biljke mangrove vegetacije, imaju sposobnost
izlu¢ivanja soli pomocu solnih Zlijezda na listovima (slika 2). Drugi nacin adaptacije
uocen je kod biljaka slanih pustinja, Atriplex, koje snizavaju koncentraciju soli na nacin

da odbacuju dijelove tijela kao S$to su solne dlake (slika 3).



Slika 2. Kristali soli izludeni pomocu solnih lijezda na listovima halofita Avicennia **
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Slika 3. Prikaz halofitne biljke (A), mjehuraste stanice (B) i popre¢nog prereza
epidermske solne dlake (C)°

Pored adaptacije biljaka na visoke koncentracije soli, uofena je i karakteristiCna
dvofazna obrana biljaka od soli (slika 4) kod koje u prvoj fazi dolazi do inhibicije ili ¢ak
potpunog zaustavljanja rasta biljaka zbog nastale promjene osmotskog tlaka. Ova faza
se odvija poprilicno brzo, u svega nekoliko minuta. Druga faza se povezuje sa

skupljanjem soli u listovima te traje znatno duze, ponekad i mjesecima.
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Slika 4. Dvofazna reakcija biljaka na suviak soli*

Zabiljezeno je nekoliko tipova halofita, i to: higrohalofiti, kserohalofiti i halofiti.
Higrohalofitima osim povisene koncentracije soli, odgovara i prisutnost vlage te su
specifi¢ni po visokom sadrzaju klora §to ih svrstava u kloridhalofitni tip. Kserohalofiti
predstavljaju suprotnost higrohalofitima obzirom da njima viSe odgovaraju su$na
podrucja, a zbog sadrzaja sulfata pripadaju sulfahalofitima. Halofiti, kao Sto je veé

navedeno, izlu¢uju soli medu kojima prevladava natrijev klorid.°

Broj zaslanjenih povrSina raste iz dana u dan, stoga je za prehranu stanovniStva u
buduénosti kljucna prilagodba biljaka na visoke koncentracije soli. Prisutna je i
strategija ulaganja u razvoj genetski modificiranih biljaka koje ¢e osim tolerancije na
sol, biti otporne i na susu, visoke temperature i smrzavanje, a istovremeno im nece biti
izmijenjena senzorska svojstva. Genska modifikacija zapoceta je na uzorku rajcice i
zasad nema velikih postignuca, ali napredak genetskog inzenjeringa ulijeva nadu

znanstvenicima.’

1.2. Vrste halofita na Jadranu

Jadransko tlo je uglavnom stjenovito ili pjeskovito, a biljni pokrov je izloZzen
visokim temperaturama i u bliskom je doticaju s morem. Rezultat navedenih parametara
je bogatstvo i raznolikost brojnih vrsta halofita kao $to su: petrovac, mrizica, jastucni
trputac, morska svilina, ¢vorasta morska resa, obalna zvijezda, omakalj, Stulac, vrebina,
veliki pelin, slizovina, morska blitva, primorski oman, caklenjaca i ostri sit.® U daljnjem

tekstu je opisano nekoliko najcesc¢ih halofita Jadrana.



Mrizica ili travulja (Limonium) je rod halofita koji raste na obalama mora ili na slanim
kopnenim podrucjima, a Kkoji broji vise od 200 vrsta, a neke od njih su: reSetkasta
mrizica (L. cancellatum), savitljiva mrizica (L. anfractum), obavijena mrizica (L.
vestitum) i morska lavanda (L. narbonense) koja se smatra najljepsim halofitom (Slika
5).%°

Jastu¢ni/busenasti trputac (Plantago coronopus L.) raste na pjeskovitom i slanom tlu te
je karakteristiCan po zeljastoj stabljici bez listova- batvi. Plod biljke je tobolac koji

sadrzi sj emenke. '

Omakalj (Arthrocnemum) pripada porodici Chenopodiaceae te obuhvaca dvije vrste:
grmoliki (Arthrocnemum fruticosum) i modrozeleni (Arthrocnemum macrostachyum).
Rasprostranjeni su po cijeloj Jadranskoj obali te su karakteristicni po grmolikom,

polegnutom ili blago uzdignutom izgledu &lankovite stabljike.** *2

Primorski oman ili tal¢anj (Inula crithmoides) moze narasti do visine od jednog metra u
obliku polugrma. Ima Zute cvjetove sa dlakavom roskom kao plodom. Listovi su jestivi,

a moZe se upotrebljavati i kao tonik."

A) Resetkasta mrizica

C) Modrozeleni omakalj D) Primorski oman

Slika 5. Halofitne vrste Jadrana'* *°



1.3. Petrovac (Crithmum maritimum L.)

Obalni petrovac je halofitna, viSegodisnja, jestiva i izrazito aromati¢na biljka.
Dijeli porodicu stitarki (Apiaceae) sa persinom, celerom i korijandrom, no njegova
specifi¢nost je u tome $to je jedina vrsta roda Crithmum. Naziv Crithmum je nastao od
grcke rije¢i krithe po obliku ploda koji podsjeca na jeCam, a maritimum potjece od

maritime koji aludira na staniste blizu mora.*®*’

Narodni nazivi su motar, motrika, $éulac i trava svetog Petra.'® Stanista koja mu vise
odgovaraju su klifovi i kamenita tla uz more, ali ga se moze pronaci i na pjeskovitim te
§ljun¢anim tlima (slika 6). Raste na priobalnim podru¢jima Mediterana, Crnog mora te

Atlantskog oceana.*®

19, 20

Slika 6. Petrovac na pjescanoj plazi (lijevo) i na klifu (desno)

Petrovac moze dosti¢i visinu rasta od 50 do 60 cm, a odlikuje ga ¢vrst korijen koji se
moze rastegnuti do pet metara i drvenasta, razgranata stabljika. Listovi su debeli i
mesnati te se dijele na dva ili tri segmenta. Cvjetovi petrovca su blijedo Zuti sa pet latica
i ¢ine Stitaste cvatove (slika 7). Period cvjetanja biljke je od lipnja do rujna, a cvjetovi
sadrze i plod kalavac zuckaste ili ljubiCaste boje, veli¢ine oko 6 mm. Proces zrenja
ploda zapo€inje u studenom, a zavrSava u prosincu. Proces klijanja ne zahtjeva posebne
uvjete te petrovac moze biti uvelike plodonosan, ali salinitet preko 50 mM natrijevog

klorida ipak moze djelovati inhibitorno na injanje.lG' 21-23



Slika 7. Morfoloske karakteristike petrovca®

1.3.1. Nutritivni sastav petrovca

Bogatstvo obalnog petrovca hranjivim i bioaktivnim komponentama ovisi 0
vegetacijskom periodu, lokalitetu i uvjetima rasta biljke. Samim tim razlikuje se

nutritivni sastav divljeg i kultiviranog petrovca (tablica 1).

Tablica 1. Nutritivni sastav divljeg petrovca;”® (s.u.—suhi uzorak biljke; v.u.—vlazni
uzorak biljke)

Divlji petrovac Kultivirani petrovac
Proteini 3,8-6,29/100 g s.u. 10,2 g/100 g s.u.
Lipidi 49 -7,5mg/g v.u. 9,6 mg/g v.u.
Ukupni fenoli 30,2 - 48 mg/g s.u. 6,1 mg/g s.u.

Iz tablice 1 vidljivo je da je sadrzaj proteina i lipida veci kod kultiviranog petrovca u
optimalnim uvjetima rasta, dok je sadrzaj fenolnih tvari znacajno nizi §to se povezuje sa
nizim abiotickim stresom. Postoji znatna razlika u sadrzaju iona metala kod divljeg i
kultiviranog petrovca (slika 8). Uzrok tome su razli¢iti uvjeti rasta kojima je izlozen,
primjerice divlji petrovac izlozen je zapljuskivanju valova 1 soli prenoSene vjetrom te

stoga ima vis$i sadrzaj natrija.



Visi udio natrija se objasnjava i kao odgovor biljke na nedovoljnu koli¢inu kalija koji je
vazan za metabolicke procese biljke. Takoder, zastupljenost Ca?* iona u biljkama je

o . . v, 2
visa na obalnim, morskim stanistima.?®

Sadrzaj iona metala(mg/ 100g) u Sadrzaj iona metala(mg/100g) u
divljem petrovcu kultiviranom petroveu
Kalcij: Natrij

16%

Kalcij; Naﬁo'i.j; 24%
32% 30%
Magnezij;
4%
Magnezij;
3%
Kalij: Kalij; 56%
35% B - } -
m Natrij =Kalij =Magnezij = Kalcij ® Natrij =Kalij =Magnezij = Kalcij

Slika 8. Graficki prikaz razli¢itog sadrzaja iona metala u divljem i kultiviranom

petrovcu®

1.3.2. Upotreba obalnog petrovca

Petrovac je jo§ od davnina poznat po svojim ljekovitim svojstvima, a s
vremenom se prosirila paleta njegove primjene. U proslosti su moreplovci Cesto
obolijevali od skorbuta, bolesti nastale zbog loseg nacina ishrane i nedovoljnog unosa
askorbinske kiseline (vitamina C). Simptomi su bili umor, malaksalost, poremecaj rada
Ziv€anog sustava te u najgorem slucaju smrtni ishod. U prevenciji i lije€enju je uvelike
pomoglo konzumiranje petrovca buduci da je dobar izvor vitamina C. Takoder,
upotrebljavao se kao tonik, diuretik, digestiv, karminativ (sredstvo protiv nadutosti),
vermifug (uklanja parazite crijeva) i depurativ.'® %

U mnogim zemljama petrovac se tradicionalno konzumira kao jestiva biljka zbog svojih
specificnih senzorskih svojstava. Ima blagi, slani okus koji podsje¢a na okus celera, ali
pikantan okus nakon gutanja (engl. aftertaste). Listovi i stabljike se najceSce
konzumiraju u svjezem stanju ili blanSirani u salatama, juhama i raznim umacima.
Mogu se ¢uvati i kao ukiseljeno povrée u octu, maslinovom ulju i slanoj vodi. Postoje i

zapisi 0 njegovoj primjeni u spravljanju biljnih likera.?®



Budu¢i da je petrovac aromati¢na biljka, osim upotrebe u svjezem stanju moze se
upotrijebiti kao suhi zacin. Prema istrazivanjima koje su proveli Renna i Gonnella
(2012)%® petrovac se moze izloziti razli¢itim nadinima suSenja kako bi se povecala
njegova gastronomska iskoristivost. Prva metoda je podvrgavanje petrovca procesu
suSenja vru¢im zrakom (65 °C), a druga suSenje smrzavanjem. U ovom istrazivanju
Uocene su znatne razlike izmedu dobivenih proizvoda. Naime, metoda suSenja
smrzavanjem rezultirala je proizvodom sa izrazenijom bojom koja podsje¢a na boju
svjezeg petrovca, dok je proizvod podvrgnut visokoj temperaturi imao tamniju zelenu
boju, ali znatno izraZeniju aromu.

Konzumiranje petrovca kao jestive biljke i upotreba u neprehrambene svrhe mogla bi
biti jo§ veca obzirom da predstavlja unosnu kulturu za inovacije u gastronomiji i
proizvodnju nutraceutika, ali je i dalje u znanstveno-istrazivaCkom smislu prili¢no

neistrazen.

1.3.3. Bioloske aktivnosti petrovca i njegovih pripravaka

Antioksidacijska aktivnost petrovca proporcionalna je udjelu fenolnih spojeva.
Prema istrazivanju Mekini¢ i sur. (2016)?” upotrebom FRAP (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power) i DPPH (2,2- difenil-1-pikrilhidrazil) metode dokazano je da
etericno ulje i etanolni ekstrakt imaju dobra antioksidacijska svojstva. Politeo i sur.
(2023)"" su odredili visok udio fenolnih spojeva u zaostaloj vodi nakon ekstrakcije
eteriénog ulja Sto potvrduje snaznu bioloski potencijal nusproizvoda izolacije ulja
petrovca. Males i sur. (2003)?* navode da je petrovac kao izvor bioaktivnih komponenti
neupitan, ali da njegov potencijal izrazito ovisi o lokalitetu prikupljanja biljke i
vegetacijskom periodu. Analizom antioksidacijske aktivnosti razlicitih dijelova biljke,
Houta i sur. (2011)® su utvrdili da metanolni ekstrakt sjemenki ima najizraZeniju
inhibiciju DPPH radikala. Navedeni ekstrakt je imao i dobar antibakterijski uc¢inak na

Gram-pozitivnu bakteriju Staphylococcus epidermidis.

Meot-Duros i sur. (2008, 2010)*% su potvrdili antioksidacijsku moé biljnog ekstrakta
te je u usporedbi sa jo§ dva halofita, petrovac sadrzavao najvisi udio ukupnih fenola.
Dvije godine kasnije identificirali su falkarindiol iz ekstrakta lista, za koji se tvrdi da

ima citotoksi¢no i protuupalno djelovanje. Falkarindiol, kao bioaktivni spoj, pripada
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skupini poliacetilena te se smatra da je njegov utjecaj na lipidni metabolizam zasluzan

za citotoksi¢ni efekt (slika 9).

Djelovanje petrovca:
Antioksidacijsko
Antibakterijsko
Antifungalno
Citotoksicno
Insekticidno

Slika 9. Bioloska aktivnost petrovca (autorska slika)

Biljni ekstrakt petrovca ima i snazan antibakterijski u¢inak na Micrococcus luteus,
Salmonella arizonae, Erwinia carotovora, Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, P.

marginalis, Bacillus cereus i Candida albicans.?®

Prema Atia i sur. (2011)*" ekstrakt petrovca antifungalno djeluje na C. albicans te ima
antibakterijski u¢inak na Salmonella arizonae, Erwinia carotovora, P. fluorescens, P.
aeruginosa, P. marginalis. Znacajno antibakterijsko djelovanje pokazalo je i eteri¢no

ulje prema Bacillus cereus i Micrococcus luteus.

Prema Glamocliji i sur. (2009)*? eteri¢no ulje petrovca, dobiveno hidrodestilacijom
pokazalo je antifungalno djelovanje protiv patogena Mycogone perniciosa. Komponente
koje su se koristile za testiranje antifungalne aktivnosti su a-pinen i limonen, ujedno su
to i najzastupljenije komponente u ulju zastupljene s gotovo 58%. Djelovanje eteri¢nog

ulja pokazalo se znatno uc¢inkovitijim nego upotreba komercijalnog fungicida.

Insekticidno i repelentno djelovanje etericnog ulja testirano je na mravima. Repelentna
aktivnost oCitovala se kroz niske vrijednosti koncentracije ulja motra, koje su natjerale
mrave da zaobilaze ,kontaminirano® podrucje. Znacajna je i insekticidna aktivnost

budu¢i da je smrtnost mrava kroz period od 3 dana bila 90%-tna.*
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1.3.4. Potencijal i iskoristivost petrovca

Za procjenu potencijala i iskoristivosti petrovca prigodna je SWOT analiza.
SWOT (engl. Strengths, Weaknesses, Opportunities, Threats) predstavlja analizu snaga

i slabosti odredenog proizvoda te potencijalne prilike i prijetnje (slika 10).

* Visoka nutritivna * Nedovoljna istraZenost i
vrijednost manjkavost informacija

* Zdravstveni benefiti * Slab marketing

* Jednostavan uzgoj

» Otpornost na surove,
vanjske uvjete

Mogucnosti

Prijetnje

¢ Inovativni prehrambeni *Lo# odziv kod potroaca na

proizvodi trzistu
* Poboljsanje okusa *Nezainteresiranost
tradicionalnih jela poljoprivrednika

X )

Slika 10. Prikaz SWOT analize obalnog petrovca (prilagodena shema)®

1.4. Kemijski spojevi u petrovcu

Obalni petrovac je biljka sa visokim udjelom fitokemikalija i bioaktivnih
komponenti od kojih se najvise isticu fenoli. Upravo zbog toga postaje vazna karika

mediteranske prehrane poznata po brojnim pozitivnim u¢incima na ljudsko zdravlje.

Biljni metaboliti se dijele na primarne i sekundarne. Primarni su zasluzni za osnovno
funkcioniranje biljke i upotrebu vode, ugljikovog dioksida i minerala iz okoline za
nastanak komponenti nuznih za rast i razvoj (Seceri, aminokiseline, masne kiseline).
Sekundarni metaboliti se nazivaju jo$ i specijalni metaboliti zato $to biljci pruzaju

e e . g . 34
odgovor na bioticki i abioticki stres.

Sekundarnim metabolitima pripadaju fenolni spojevi, a kemijski su to spojevi koji na

aromatskom prstenu imaju vezanu bar jednu hidroksilnu skupinu. Biljni fenoli su vrlo
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raznovrsni spojevi od koji su neki topivi u vodi, neki isklju¢ivo u organskim otapalima,
a neki su veliki netopivi polimerni spojevi. Vrlo su brojni i zasad ih je otkriveno preko
8000.* Rijetko se mogu naéi u slobodnom obliku veé su uglavnom u interakciji sa
Secernim jedinicama i organskim kiselinama procesom konjugacije i esterifikacije.
Poznati su po izrazitoj bioloSkoj aktivnosti i antioksidacijskim, antimikrobioloskim,
antiupalnim i antikancerogenim svojstvima. Takoder, dragocjeni su u prevenciji

kardiovaskularnih bolesti, dijabetesa i bolesti uzrokovanih oksidacijskim stresom.*

Analiza fenola moze se izvrSiti pomocu razli¢itih metoda kao Sto su masena
spektrometrija (MS), plinska kromatografija (GS), visoko djelotvorna tekucinska
kromatografija (HPLC), ultraljubicasta (UV) i ultraljubicasta/vidljiva spektrometrija
(UV/IVI1S).®® Pri izolaciji fenolnih spojeva vazno je posvetiti paznju i izboru metode
ekstrakcije kako bi stabilnost spojeva i njihova ué¢inkovitost bila maksimalna. Zelene
metode, odnosno metode povoljnije za okoli§ su: mikrovalna ekstrakcija (MAE),
ultrazvucna ekstrakcija (UAE), ekstrakcija superkritiénim fluidom (SFE), ekstrakcija

pulsiraju¢im elektri¢nim poljem (PEF) i ekstrakcija potpomognuta enzimima (EAE). %3

Fenolni spojevi su sadrZzani u raznom vocu, povrcéu, orasastim plodovima, zitaricama 1
zacinima. Utjecu na boju, okus i kvalitetu hrane. Smatra se da ih ¢ovjek dnevno u
organizam unese oko 1 g, §to varira ovisno o na¢inu prehrane te o dodacima prehrani
kao §to su kava, vino ili ¢aj. Prevencije raznih bolesti se povezuju upravo s
antioksidacijskim djelovanjem fenola. Takoder fenoli kao §to su epigalokatehin galat,
resveratrol, katehin, kvercetin, procijanidini i antocijanini pomazu u borbi protiv
pretilosti. Zbog svega navedenog, raste zanimanje za fenolima kao prirodnim

terapijskim sredstvima.3¥4°

1.4.1. Klasifikacija fenolnih spojeva

Prema kemijskoj strukturi fenoli se dijele na flavonoide i neflavonoide (slika
11). Neflavonoide ¢ine fenolne kiseline, stilbeni, kumarini i lignani. Najistaknutiji
stilben je resveratrol buduci da se povezuje sa antikancerogenim uc¢inkom. Kumarin se
upotrebljava u prehrambenoj industriji kao aditiv ili dodatak prehrani zbog mirisa koji

podsje¢a na vaniliju, a lignani su fitoestrogeni ¢ija je koncentracija najveca u
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sjemenkama lana. Imaju antiestrogensko djelovanje $to zna¢i da moze inhibirati rizik od
raka dojke.*’

Flavonoidi su najbrojnija i najraznolikija skupina fenolnih spojeva te su zasluzni

uglavnom za boju biljaka i interakciju s okolinom (slika 12).

FENOLNI SPOJEVI
Fenolne Kiseline 1
Flavonoidi
Hidroksibenzojeve '
kiseline Stilbeni
Hidroksicimetne I
Kiseline Kumarini
1
Lignani

Slika 11. Klasifikacija fenolnih spojeva*
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. Naringenin
Flavanoni /’_/ S

Epikatehin
Katehin

Flavamoli | __—— |Epigalokatehin

Galokatehin

Apigenin

Flavoni /__’_——— Luteolin

Tangeretin

’ Kamferol

o Kvercetin
FLAVONOIDI / Flavonoli / Mircetin

Cijanidin
. Delfinidin

jjanidi / Pelargonidin
Antocijanidini Malvidin

Pentumdin

Daidzein

Izoflavoni / S

Flavan- 3- oli

Flavani | —|pavan 34 ol

Slika 12. Klasifikacija flavonoida*

1.4.2. Fenolne kiseline

Petrovac je poznat po visokom sadrzaju fenolnih kiselina koje se dijele na dvije
podgrupe: hidroksicimetne i1 hidroksibenzojeve kiseline. Pripisuju im se brojne bioloske

funkcije zbog antioksidacijskog djelovanja.®®

Hidroksibenzojeve kiseline su fenoli kod kojih je karboksilna skupina direktno vezana
za fenolni prsten. Hidroksilna skupina u hidroksibenzojevim kiselinama moze biti
vezana na tri razliita polozaja: ortho (0), meta (m) i para (p). Najznacajniji
predstavnici su salicilna (o- hidroksibenzojeva kiselina) i galna kiselina (3,4,5-
trihidroksibenzojeva kiselina) koja se i naj¢esée koristi kao standard za odredivanje
ukupnih fenola (Slika 13).*’

Prehrambene namirnice koje obiluju hidroksibenzojevim kiselinama su kava, zitarice,
crni ribiz, borovnica i kupina.
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Slika 13. Opc¢a kemijska struktura hidroksibenzojeve kiseline (A), salicilna (B) i galna
kiselina (C)***

Kod hidroksicimetnih kiselina karboksilna skupina je dvostrukom vezom (C=C)
odvojena od fenolnog prstena. Najpoznatije su kafeinska, ferulinska, kumarinska i
sinapska kiselina (slika 14). Kafeinska kiselina i klorogenska kiselina (ester kafeinske i
kininske kiseline) su znac¢ajne po dobrim zdravstvenim u¢incima na ljudsko zdravlje jer
imaju kardioprotektivna svojstva. lzvori hidroksicimetnih kiselina u hrani su kava,

Zitarice, vis$nje, §ljive, breskve, bademi, raj¢ice, krumpir, épinat.36’ 8

A
y 2
R; 7> COOH
HacoD/\)k HsCOJQ/\)L

OCH;

Slika 14. Opc¢a kemijska struktura hidroksicimetne kiseline (A), kafeinska (B),

ferulinska (C), sinapska kiselina (D)’
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1.5. Metode za odredivanje fenola i antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola najce$¢e se koristi Folin-Ciocalteu
metoda (FC) koja se po dodatku uzorka u reakcijsku smjesu ocituje nastankom plavo
obojenog kompleksa koji nastaje kao rezultat reakcije fenolnih spojeva i FC reagensa u
alkalnim uvjetima. Sto je uzorak bogatiji fenolima, to ¢e plava boja biti izraZenija te se

njen intenzitet mjeri spektrofotometrijski pri valnoj duljini od 765 nm.*

Jedna od najéesce koristenih metoda za odredivanje individualnih fenolnih spojeva je
teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC (engl. High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC), analiticka metoda za separaciju, identifikaciju i kvantifikaciju
spojeva u teku¢em mediju. Kromatograf se sastoji od spremnika mobilne faze koja se
prenosi dalje pumpom, zatim se injektorom unosi uzorak koji u HPLC koloni prolazi
kroz proces separacije. Nakon prolaska kroz kolonu, odvojene komponente se ocitavaju

na detektoru i na racunalu se obraduju podaci, dok ostatak ide u spremnik za otpad

(slika 15).*

Injektor
e Prikupljanje
etektor .
Tumpa HPLC kolona podataly |
Rty ‘ ) ' s
i ':[- a @ — i I ==
—‘ 'T. - - \ LN\
$
3
L g ‘
.
— Mobilna faza i
Odvajanje
komponenti

Otpad

Slika 15. Shematski prikaz principa rada HPLC uredaja*®

Metode za odredivanje antioksidacijske aktivnosti temelje se na prijenosu vodika
(engl. Hydrogen atom transfere, HAT) kao §to je DPPH metoda i na prijenosu elektrona
(engl. Electron transfere, ET) kao §to je FRAP metoda.
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Metoda DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) se koristi za odredivanje antioksidacijske
aktivnosti uzoraka i zasniva se na redukciji DPPH slobodnog radikala, koji mijenja boju
iz ljubicaste u svijetlo zutu reakcijom sa antioksidansima iz uzorka (slika 16). Kod ove
metode intenzivnija promjena boje proporcionalna je boljoj antioksidacijskoj aktivnosti

uzorka, a absorbancija reakcijske smjese o€itava se spektrofotometrijski pri 517 nm.*’

Slika 16. Shematski prikaz DPPH metode™®

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power, FRAP) je metoda koja se koristi za
utvrdivanje redukcijske mo¢i uzorka, to¢nije antioksidansa iz uzorka da reducira Fe** u
Fe?* (slika 17). Reakcijska smjesa kod ove metode mijenja boju iz Zute u plavu prilikom
reakcije nastalih iona sa TPTZ reagensom (2,4,6-tripiridil-s-tirazin). Absorbancija se

mijeri pri valnoj duljini od 593 nm.*

: Slijepa proba  m—
bﬁ —

#
3 Fe?*
- ** -

Uzorak sa
antioksidansom

Slika 17. Shematski prikaz FRAP metode®
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal

Za potrebe eksperimentalnog dijela ovog rada koriSteni Su uzorci petrovca
prikupljeni u periodu cvjetanja 2023. godine sa podrucja Paga, Korcule, Cavtata,
Neretve, Jadrija, PeljeSca, Drasnica, Splita, Krka i Senja. Prikupljeni su i analizirani
iskljuéivo cvjetovi motra koji su nakon branja osuSeni procesom liofilizacije i

neposredno prije analize homogenizirani i usitnjeni pomoc¢u ru¢nog mlinca (slika 18).

2 Qe

palnt 5oy AN

Slika 18. Usitnjeni uzorci cvijeta obalnog petrovca (autorska slika)

2.1.1. Postupak ekstrakcije

Za ekstrakciju je odvagano 200 mg uzorka svakog cvijeta u falcon epruvetu od
15 mL i dodano je 8 mL 80%-tnog metanola. Tako pripravljeni uzorci stavljeni su u
ultrazvucnu kupelj tijekom 15 minuta, a potom u orbitalnu tresilicu-inkubator (slika 19)
koja se koristi za postupke homogenizacije, ekstrakcije i inkubacije uzoraka s rasponom
temperature od 25 °C do 42 °C te rasponom brzine treSnje od 50 do 250 okretanja po
minuti. Parametri postavljeni za naSe uzorke petrovca bili su temperatura od 25 °C i
kruzno vibracijsko kretanje/frekvencija osciliranja od 140 okr/min u trajanju od 3 sata.
Ekstrakcija je nastavljena preko noc¢i u hladnjaku pri 4 °C pri ¢emu su uzorci bili

zasticeni od svjetla.
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Slika 19. Orbitalna tresilica-inkubator ES-20 (Biosan) (autorska slika)

2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Najpouzdanija metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola je Folin-Ciocalteu

metoda (FC), koja je koriStena i ovom istrazivanju.

Reagensi:

e Folin-Ciocalteu reagens

e Otopina natrijevog karbonata, w (NaCOgz) = 20%.

Postupak odredivanja:

U Kivetu se otpipetira 25 pL prethodno filtriranog uzorka, 1,975 mL destilirane vode i
125 uL. FC reagensa. Smjesa se dobro promijesa te joj se nakon 5 min doda 375 uL
zasi¢ene otopine natrijevog karbonata. Ponovo se promijesa radi bolje ujednacenosti,
nakon Cega se ostavi u taman prostor na sobnoj temperaturi tijekom 2 h. Za svaki
uzorak napravljeno je 5 ponavljanja te se absorbancija ocitava pri valnoj duljini od 765
nm pomoc¢u UV/Vis spektrofotometra (slika 20). Konaé¢ni rezultat o udjelu ukupnih
fenola racuna se prema jednadzbi bazdarnog pravca galne kiseline (y= 0,001x+0,0107) i

izrazava kao mg ekvivalenta galne kiseline po 1 L ekstrakta (mg GAE/L).
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Slika 20. Uzorci ispitivanih cvjetova za odredivanje ukupnih fenola i UV/Vis
spektrofotometar UV-1900i (Shimadzu) (autorska slika)

2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

U ovom radu za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ekstrakata motra upotrijebljene
su metode DPPH i FRAP.

2.3.1. DPPH metoda

Reagensi:

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

Postupak odredivanja:

U kivetu se doda 2 mL otopine DPPH i ocita se absorbancija pri 517 nm (Ac(). Zatim
se u kivetu doda 50 uL cistog uzorka i tako pripremljena reakcijska smjesa mora
odstajati 1 sat prije ponovnog mjerenja absorbancije (Aag). Konaéni rezultat rauna se

prema izrazu:

Inhibicija (%) = [(AA(t))/AC(O)] x 100
gdje je,
Ac(o) — absorbancija otopine DPPH radikala kod vremenat =0

An) — absorbancija reakcijske smjese nakon vremena t.
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Slika 21. Promjena boje uzoraka otopine DPPH u ovisnosti o antioksidacijskoj

aktivnosti (autorska slika)

2.3.2. FRAP metoda

Reagensi:

e Otopina klorovodi¢ne kiseline, ¢ (HCI) =40 mM

e Acetatni pufer, ¢ (C,H3NaO,x3H,0) = 300 mM, pH = 3,6
e Otopina zeljezovog (I11) klorida, ¢ (FeCl3) =20 M

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

Postupak odredivanja:

Za odredivanje redukcijske sposobnosti potrebna nam je razlika izmedu konacne (Ayg) i
pocetne (Ao) vrijednosti absorbancije, to jest absorbancije ocitane prije dodatka uzorka.
U kivetu se otpipetira 3 mL FRAP reagensa te se absorbancija ocita pri valnoj duljini od
593 nm (Ay). Zatim se otpipetira 100 uL uzorka uz popratnu pojavu plavog obojenja, a
absorbancija se ocitava nakon 4 minute (A4). Konacni rezultat ratuna se pomocu
jednadzbe bazdarnog pravca (y=0,007x+0,0037) otopine Troloxa, a izrazava se u uM

Trolox ekvivalenata (UM TE).
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Slika 22. Uzoreci ispitivanih cvjetova za odredivanje antioksidacijske aktivnosti i
spektrofotometar (SPECORD 200 PLUS) (autorska slika)

2.4. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Za identifikaciju i kvantifikaciju klorogenske kiseline i njezinih derivata koristen
je visokodjelotvorni tekucinski kromatograf (Shimadzu Nexera LC-40, Shimadzu,
Kyoto, Japan) spojen sa UV/Vis detektorom (slika 23). Fenolne komponente su
odvojene pomocu kolone obrnute faze C18 dimenzija 250 mmx4,6 mmx5 pm
(Phenomenex, Torrance, AC, SAD) pri temperaturi od 35 °C i brzini protoka 1 mL/min.
Za vodenu mobilnu fazu (A) koriStena je 0,2% fosforna kiselina sa ultra-¢istom vodom,
a za organsku mobilnu fazu (B) metanol/acetonitril u omjeru 1:1, v/v. Elucija je
zapocCeta izokratno sa 4% B, a gradijent je postavljen na sljede¢i nacin: 0-16 min
(linearni gradijent do 15% B), 16-50 min (linearni gradijent do 35% B), 50-62 min
(linearni gradijent do 4% B) i 62-65 min (4% B). Pocetni uvjeti su uspostavljeni u 2

minute i odrzavani 10 minuta radi uravnoteZivanja kolone.®

Standardne krivulje su konstruirane u Sest tocaka pomocu otopine metanol/voda (80:20,
v/v). Injektirano je 20 pL uzorka u HPLC uredaj u duplikatu. Rezultati su se mjerili pri

valnoj duljini od 220 i 320 nm te su izrazeni u mg/L.
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Slika 23. Primjer HPLC uredaja®*
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Zadatak ovog diplomskog rada bio je istraziti razliku u sadrzaju ukupnih fenola
te antioksidacijske aktivnosti izmedu ekstrakata cvijeta petrovca prikupljenih sa deset

razli¢itih lokacija na jadranskoj obali (tablica 2).

Takoder, pomo¢u HPLC-a je izvrSena identifikacija i kvantifikacija individualnih

fenolnih spojeva, odnosno dominantne klorogenske kiseline i njenih derivata.

Tablica 2. Popis sakupljenih i analiziranih uzoraka cvjetova petrovca sa razli¢itih

lokacija duz Jadranske obale

Uzorak Lokacija
1 Pag

Korc¢ula

Cavtat

Neretva

Jadrija

Peljesac

Drasnice
Split
Krk

©O©| O N O O | WO DN

RN
o

Senj

3.1. Ukupni fenoli cvjetova petrovca

Primjenom Folin-Ciocalteu metode odreden je udio ukupnih fenola (UF) u
ekstraktima petrovca. 1z grafickog prikaza (slika 24) vidljivo je da uzorci s podrucja
Paga i Korcule, te s podru¢ja Drasnica i Krka imaju gotovo jednake udjele ukupnih
fenola u testiranim ekstraktima. Najvisi udio UF imao je uzorak sa podrucja Senja
(33,58 mg GAE/L), dok je najnizi, dva puta manji udio odreden u uzorku sa podrucja
Cavtata (14,96 mg GAE/L). Nisku koncentraciju fenola imao je i uzorak s podrucja
Splita (15,78 mg GAE/L), dok je koncentracija UF u ostalim uzorcima bila u pravilu
veca od 20 mg GAE/L (20,31-25,16 mg GAE/L).
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* mg GAE/L — miligrami ekvivalenta galne kiseline po 1 L ekstrakta

Slika 24. Usporedni prikaz rezultata odredivanja udjela ukupnih fenola u ekstraktima

petrovca

Na osnovu provedenih studija moze se pretpostaviti da i u ovom istrazivanju utjecaj na
sadrzaj fenola najvjerojatnije imaju razni c¢imbenici poput abiotiCkog stresa,
vegetacijskog perioda, stanista, dijela biljke koji se analizira, pripreme i stupnja
homogenizacije biljnog materijala, odabranog otapala i postupka ekstrakcije.
Istrazivanja Nougerol i sur. (2022)® pokazala su da staniste uvelike utjete na udio
fenolnih komponenti. Analizirani su listovi petrovca, a za otapalo odabran je 80%-tni
metanol. U usporedbi uzoraka petrovca prikupljenog sa podrucja klifa, pjescane i
kamenite plaze te kultiviranog petrovca, najveéi udio fenola (48 mg GAE/L) sadrzavao
je petrovac sa klifa zbog snaznijeg utjecaja vjetra, soli i nedostatka hranjivih tvari.
Kultivirani petrovac koji je rastao pod optimalnim uvjetima sadrzavao je tek 7 mg
GAE/L. Gil i suradnici (2019)°* su utvrdili razligitost sadrzaja UF izmedu divljeg
petrovca koji raste u unutrasnjosti i divljeg petrovca koji raste blizu obale. Upotrijebljen
je supernatant vodene otopine listova petrovca te je sadrzaj fenola veéi kod petrovca uz
obalu zbog izraZenijeg utjecaja soli. Prema istraZivanju Jallali i sur. (2014)>* udio
ukupnih fenola takoder je prilicno varijabilan ovisno o lokalitetu uzorkovanja.
Nadzemni dijelovi petrovca ekstrahirani u acetonu, sa subhumidnog podruc¢ja sadrzavali
su 7,9 mg GAE/L, a sa semiaridnog 4,1 mg GAE/L.

Souid i sur. (2021)** su zakljugili da koli¢ina detektiranih fenola uvelike ovisi o otapalu

te da je ekstrakcija bolja u vodeno etanolnom otapalu, nego u acetonu ili metanolu.
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Listovi petrovca u vodeno etanolnom otapalu sadrzavali su 32 mg GAE/L. Calvo i sur.
(2023)*° su iz listova i stabljike petrovca upotrebom vodeno etanolnog ekstrakta (1:1),
ekstrahirali 24 mg GAE/L ukupnih fenola. Nabet i sur. (2017)*° su prikupili nadzemne
dijelove petrovca u periodu cvjetanja. Analizirali su ekstrakte pripravljene 80%-tnim
metanolom te odredili vrijednost fenola od 47,1 mg GAE/L. Meot-Duros i sur. (2009)°’
su analizom listova petrovca, koriste¢i kao otapalo 50%-tni metanol, utvrdili porast
fenolnih komponenti u periodu izmedu prolje¢a i ljeta u rasponu od 23 do 33 mg
GAE/qg.

Generali¢ Mekini¢ i sur. (2016)?” su uzorkovali nadzemne dijelove petrovca u periodu
cvjetanja te iz 80%-tnog ctanolnog ekstrakta odredili sadrzaj UF u iznosu od 33 mg
GAE/L iz cvijeta i 35 mg GAE/L iz listova. Houta i sur. (2011)?® su takoder analizirali
razlicite dijelove biljke iz Cistog metanolnog ekstrakta. Iz cvjetova je ekstrahirano 9.4
mg GAEI/L, iz sjemenki 17,1 mg GAE/L, a iz listova 11,5 mg GAE/L. Males§ i sur.
(2003)? su iz nadzemnih dijelova biljke odredivali sadrzaj UF u razli¢itim fazama rasta:
prije cvjetanja, pocetak cvjetanja, bujno cvjetanje i faza fruktifikacije. Ekstrakti su
pripravljeni pomoc¢u metanol-etil acetat-acetilne kiseline. Uzorak sa Korcule prikupljen
2001. godine sadrzavao je najvise UF prije cvjetanja (6,4%), gotovo jednak udio na
pocetku i u fazi bujnog cvjetanja (5,4% i 5,8%), a najmanje tijekom fruktifikacije
(4,7%).

3.2. Antioksidacijska aktivnost cvjetova petrovca

U svrhu odredivanja antioksidacijske aktivnosti primijenjena je DPPH metoda, a
rezultati su prikazani na slici 25. Uzorak sa podrucja Senja je pokazao najvisi postotak
inhibicije DPPH radikala u iznosu od 67,6%, a uzorak s podrucja Splita najnizi (28,3%).
Znacajniji postotak inhibicije, odnosno preko 50%, imali su uzorci sa podrucja Jadrije,

Drasnica i Krka, dok je kod ostalih uzoraka bio nizi od 50%.
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Slika 25. Usporedni rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata

petrovca odredeni koriStenjem DPPH metode

Istrazivanje Generali¢ Mekini¢ i sur. (2016)* pokazalo je inhibiciju DPPH radikala u
iznosu od 61% u etanolnim ekstraktima cvijeta petrovca prikupljenog tijekom perioda
cvjetanja na podrucju Splita. Usporedujuéi s uzorcima ovog rada, uzorak s podrucja
Senja pokazao je visu antioksidacijsku aktivnost za 7%, a uzorci sa podru¢ja Cavtata i
Splita nizu za ¢ak 30%. Ostali uzorci su imali pribliZzno izraZenu inhibiciju DPPH

radikala (38,4-57,9%).

Rezultati FRAP metode prikazani su na slici 26 i vidljivo je da je uzorak sa
podrucja Senja pokazao najvisu redukcijsku snagu (2045 uM TE), dok je najnizu
vrijednost ima uzorak sa podrucja Cavtata (648 uM TE). Izrazeniju antioksidacijsku
aktivnost ima 1 uzorak s podrucja Drasnica (1661 uM TE), dok ostali uzorci imaju
vrijednost nizu od 1500 uM TE.
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Slika 26. Usporedni rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata

analiziranih cvjetova petrovca odredenih koristenjem FRAP metode

Generali¢ Mekinié i sur. (2018)"® su u etanolnom ekstraktu nadzemnih dijelova petrovca
prikupljenog u kolovozu, dokazali antioksidacijsku aktivnost od 20 mM TE, $to je deset

do dvadeset puta visa vrijednost od testiranih ekstrakata ovog rada.

3.3. Fenolne kiseline cvjetova petrovca

Metodom HPLC-a izvrsena je identifikacija i kvantifikacija fenolnih kiselina u

ekstraktima cvijeta petrovca te su rezultati prikazani na slikama 27 i 28.

Kod vecine uzoraka dominantna je klorogenska kiselina, osobito kod uzoraka s
podrucja Neretve (27 mg/L). Znacajan je i udio kriptoklorogenske osobito kod uzoraka
sa sjevernog podru¢ja Jadranske obale, Krka 1 Senja (14,7 i 92,2 mg/L).
Neoklorogenska se pokazala kao najmanje zastupljena kod svih uzoraka s udjelima

manjim od 0,9 mg/L.
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Slika 27. Koncentracija fenolnih kiselina (mg/L) u uzorcima cvijeta petrovca

Generali¢ Mekini¢ i sur. (2016)?” su u istrazivanju kvantificirali 7,7 mg/g klorogenske
kiseline u ekstraktu cvijeta petrovca s podruja Splita. Souid i sur. (2021)** su takoder
potvrdili da je klorogenska kiselina najzastupljenija (7,3 mg/g), ali i da neoklorogenske
ima vise (2 mg/g) nego kriptoklorogenske (1,2 mg/g) u listu petrovca. Versic
Bratintevié¢ i sur. (2023)* su analizom nadzemnih dijelova petrovca ekstrahiranih
pomoc¢u mikrovalne ekstrakcije odredili njenu koncentraciju u uzorcima od 10 mg/L.
Zakljucak je da staniste, dio biljke koji se analizira i izbor ekstrakcijske metode znatno

utjeCu na fenolni sastav pripravljenih ekstrakata.
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Slika 28. Uvecani kromatogram uzorka cvijeta petrovca dobiven HPLC analizom
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju prikazanih rezultata moze se izvesti zaklju¢ak da staniSte uvelike
utjeCe na fenolni sastav obalnog petrovca. Ekstrakti uzoraka sa podrucja Senja, Krka 1
Drasnica pokazali su najvisi udio ukupnih fenola te najizrazajniju antioksidacijsku
aktivnost, dok su rezultati dobiveni za uzorke sa podrucja Cavtata i Splita pokazali
najnize vrijednosti za mjerene parametre. Pored klorogenske kiseline koja je bila
najzastupljenija u ekstraktima wuzorka iz Neretve, kriptoklorogenska kiselina
kvantificirana je u visokom udjelu kod ekstrakata petrovca ubranih na podrucju Senja i
Krka. Sve navedeno potvrduje veliki potencijal ove biljke, i to i njenih cvjetova koji do
sada nisu toliko bili istrazeni, kako zbog bogatog kemijskog sastava i dobre bioloske
aktivnosti, tako i zbog njene sposobnosti adaptacije na vece koncentracije Soli i

otpornosti na klimatske Sokove.
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5. POPIS KRATICA I SIMBOLA

DPPH

EAE

FC

FRAP

GS

HPLC

LDL

MAE

MS

PEF

SFE

TPTZ

UAE

UF

uv

UVIVIS

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

ekstrakcija potpomognuta enzimima
Folin-Ciocalteu metoda

antioksidativna mo¢ redukcije Zeljeza
plinska kromatografija

tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
lipoprotein niske gustoce

mikrovalna ekstrakcija

masena spektrometrija

ekstrakcija pulsiraju¢im elektri¢nim poljem
ekstrakcija superkritiénim fluidom

2,4,6- tripiridil-s-triazin

ultrazvucna ekstrakcija

ukupni fenoli

ultraljubicasta spektrometrija

spektroskopija u ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju
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