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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak zavrSnog rada je bio istraziti fenolni sastav ekstrakata petrovca ubranog u
razli¢itim  periodima  vegetacije  koriStenjem  visoko-djelotvorne  tekucinske
kromatografije (HPLC) te njihovu antioksidacijsku aktivnost koriStenjem metoda
ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbance Capacity) 1 Briggs-Raucher oksidacijskom
reakcijom (BR).

Dobiveni rezultati su usporedeni s rezultatima istrazivanja Mihajlovski (2015) i Loncar
(2015) u cilju odredivanja utjecaja razliCitih perioda vegetacije biljke na njen sastav 1

svojstva.
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UvVOD

Petrovac (Chritmum maritimum L.) pripada biljkama iz reda Apiales, porodici
Stitarki (Apiaceae) i rodu Crithmum, a u narodu je poznatiji pod nazivima motar, matar,
S¢ulac ili biljka Sv. Petra. Petrovac je tradicionalna, samonikla, jestiva mediteranska
biljka ¢ija je upotreba u tradicionalnoj medicini i1 kulinarstvu poznata od davnina.
Ukiseljena u vinskom octu koristila se u prehrani ljudi te za prevenciju bolesti
(skorbuta, dijareje, urinarnih tegoba 1 sl.), a za vrijeme ratova i1 neimastine se
svakodnevno nalazila na jelovnicima priobalnog stanovnistva. lako je uporaba petrovca
u kulinarske svrhe poznata jo§ od davnina, ova biljka je jedno vrijeme bila u potpunosti
zaboravljena, a danas ponovno uziva u tituli "zvijezde" priobalne gastronomije.

Dosadasnja istrazivanja na biljci petrovac bila su uglavnom usmjerena na
istrazivanje kvalitativnog i kvantitativnog sastava etericnog ulja petrovca s razli¢itih
lokaliteta u Turskoj, Portugalu, Italiji, Francuskoj, Spanjolskoj i Hrvatskoj te su bile
vodene hipotezom da nekoliko razli¢itih kemotipova ove biljke raste na podrucju
Mediterana. Eteri¢no ulje petrovca je relativno dobro istrazeno. S druge strane, iako je
poznato da je dominantan spoj u ovoj biljci klorogenska kiselina podaci o polarnim
spojevima su znatno rjedi.

Kako je poznato je da razliciti abiotski i biotski ¢imbenici, kao $to su lokacija s
koje je biljka ubrana, dio biljke, vrijeme berbe, klimatske prilike, ampelotehnicke mjere
uzgoja, utjecaj suncevog zracenja, itd, imaju znacajan utjecaj na kemijski sastav
pojedine biljke, u ovom su radu istrazeni i usporedeni kemijski sastav i antioksidacijska
svojstva biljke petrovac, ubrane u razliCitim periodima vegetacije tijekom

jednogodisnjeg ciklusa.



1. OPCI DIO

1.1. HALOFITI

Halofiti (slanjace) su biljke prilagodene Zivotu na staniStima bogatim lako
topljivim solima (natrijev klorid, sulfat i karbonat). Halofiti, osim u moru te uz obalu
mora i slanih jezera, rastu i na kopnu u stepskim 1 pustinjskim podrucjima gdje dolazi
do tzv. ,iscvjetavanja“ soli iz podzemnih voda na povrSinu za vrijeme susnih razdoblja.
Stoga, prema tipu stanista razlikujemo kopnene (terestricke), mocvarne (higrohalofite) i
vodene (hidrohalofite) halofitne vrste.

Za razliku od vecine ostalih biljka, halofiti su se prilagodili zivotu na slanim
staniStima pa nagomilavajuéi sol u svojim stanicama postizu vec¢e osmotske vrijednosti
od onih u tlu ili slanoj vodi. Prema nacinu kako ove biljke reguliraju sadrzaj soli u
svojim stanicama, razlikujemo:

(1) Sukulentne halofite - nakupljaju velike koli¢ine vode - tzv. solna sukulencija

(2) Nesukulentne halofite - izlucuju suvisnu sol iz tijela ili na povrSinu listova

(3) Euhalofiti - nakupljaju soli tijekom cijelog vremena rasta.

U Hrvatskoj, osim u moru, halofiti rastu na morskoj obali u pojasu prskanja
mora, a mjestimice i podalje od mora, gdje je za snaznih vjetrova izrazena posolica pa je
tlo zaslanjeno. (/)

Na grebenastoj obali Dalmacije, halofitna vegetacija ne broji veliki broj biljnih
vrsta, a biljka petrovac, koja je pak predmet istrazivanja u ovom radu je jedna od

najrasprostranjenijih.



12. PETROVAC

Petrovac (Crithimum maritimum L.) je halofitna trajnica koja pripada porodici
Stitarki (Apiaceae). Petrovac samoniklo raste na priobalnim podru¢jima u neposrednoj
blizini mora gdje je izloZzen posolici, ali nikad u podrucju gdje doseze plima, stoga se
nerijetko kaze da petrovac raste na staniStima "od bure". Sol na liS¢u biljke Siri pore 1
tako omogucava bolji prodor vlage i jutarnje rose dok kod nizih temperatura sprjecava
smrzavanje biljke. (2,3)

Petrovac je trajnica, a izgledom je zeljasti grm koji moze narasti 1 do 50 cm.
Donji dijelovi biljke su najces¢e drvenasti, dok se na viSegodiSnjoj stabljici nalaze
plavo-zeleni listovi s vertikalno poloZenim lapovima. Listovi petrovca su obi¢no dugi
do 5 cm, a Siroki oko 6 mm. U kolovozu i rujnu biljka cvjeta tako da se na vrhu
razvijaju Stitasti cvatovi s zeleno-zutim cvjetovima koji sadrze pet latica. Cvjetovi
petrovca su dvospolni pa je biljka samooplodna. Plod je duguljast i rebrast, zu¢kaste ili
purpurne boje, a izgledom podsjeca na jeCam. Petrovac najceS¢e nastanjuje plaze ili

stijene duz obale pa je nerijetko nazivaju "cvijetom iz kamena". (3,4)

Petrovac je rasiren po cijelom obalnom pojasu Europe, od Britanije prema jugu,
duz obale Mediterana i Crnog mora. (5,6) Na nasem priobalju raste u neposrednoj
blizini mora, gdje ga u izobilju moZemo pronaci izmedu stijena (vapnenaca koje krase
obalu) i pijeska. Petrovac, iako halofitna biljka koja uglavnom svoje staniSte ne nalazi
na mjestima udaljenima od mora, je zapravo vrlo prilagodljiva na razlicite vrste tla, cak
1 na ona siromasna hranjivim tvarima. Prezivljava ¢ak i na alkalnim tlima, ali mu ne

odgovaraju mjesta zaklonjena od sunca. (2,3,7)




1.2.1. Kemijski sastav petrovca

Petrovac je poznata aromaticna i ljekovita biljka. Izvrstan je izvor vitamina C pa
su pomorci u proslosti ukiseljene listove petrovca nosili na plovidbe kao lijek protiv
skorbuta. Petrovac obiluje i mineralnim solima, ®-3 1 ®-6 masnim kiselinama, jodom,
karotenoidima, organskim kiselinama i fenolima. (3,4, 9,10)

Mladi izboji i plodovi petrovca su bogati i hlapljivim spojevima, od kojih su
najznacajniji limonen, sabinen, dilapiol, a-pinen, y-terpinen, p-cimol, apiol, cis-fs-
ocimen, timol i terpinen-4-ol, a-tujon, kamfen, limonen, cineol, frans-$-ocimen,
terpinolen, linalol, frans-p-menten-1-ol, i miristicin. (6, 11-16)

Sadrzaj eteri€nog ulja u petrovcu znacajno varira u razli¢itim dijelovima biljke, u
liS¢u se krece oko 0,5 %, u stabljici je znatno nizi, dok udio ulja u cvijetu moze prijeci

gak 2 %. (3,6)

1.2.2. Znanstvena istraZivanja petrovca

Pateira i sur. (/7) su istrazivali fizikalna svojstva (relativnu gustocu, refrakcijski
indeks, opti¢ku rotaciju 1 sposobnost mijeSanja s etanolom) i kemijski sastav (plinskom
kromatografijom s masenom spektofotometrijom, engl. Gas Chromatography-Mass
Spectrometry, GC-MS) etericnog ulja petrovca ubranog s razli¢itih lokaliteta u
Portugalu (ukupno 44 uzorka). Takoder, biljke su ubrane u tri razliCita vegetacijska
perioda (u vegetativnom stanju, tijekom cvjetanja 1 kada se razvio plod) te su analizirana
etericna ulja dobivena iz razli¢itih dijelova biljke (nadzemnog dijela, cvata, liS¢a i
peteljki). Iako su postojale razlike u sastavu i svojstvima istrazivanih ulja, opéenito
najzastupljeniji spojevi su bili dilapiol, sabinen, y-terpinen i timol metil eter, a dobiveni
rezultati su pokazali kako u Portugalu postoje dva razli¢ita kemotipa ove biljke.

Baser i sur. (/7) su istrazivali kemijski sastav etericnog ulja petrovca s razlicitih
lokaliteta u Turskoj i1 rezultati njihove studije pokazuju kako su glavni sastojci ulja bili

sabinen (26,9 %), limonen (24,2 %), y-terpinen (19,3 %) 1 terpinen-4-ol (9,0 %).



Eteri¢no ulje petrovca istrazivali su i Ruberto i1 sur. (/2) koji su ispitivali i
njegova antioksidacijska 1 antibakterijska svojstva. Za testiranje antioksidacijske
aktivnosti u ovom istrazivanju koriStene su dvije metode koje ukljucuju lipidne medije, i
to metoda TBARS (engl. Thiobarbituric Acid Reactive Species) 1 spektrofotometijska
metoda odredivanja hidroksiperoksil-diena. Rezultati istrazivanja pokazuju da je ulje
petrovca pokazalo antioksidacijski kapacitet koji se u nekim slufajevima mogao
usporediti sa u¢inkom poznatog sintetskog antioksidansa, butil hidroksitoluena (BHT).
Antimikrobna svojstva su ispitana na dvadeset pet bakterijskih vrsta, ukljucujuci
zivotinjske 1 biljne patogene, bakterije koje uzrokuju trovanje hranom i njeno kvarenje.

Senatore 1 sur. (/3) su istrazivali eteri¢na ulja izolirana iz nadzemnih dijelova
petrovca koji raste na podrucju Antalije 1 Mersina (Turska). Kemijski sastav ulja je
analiziran GC 1 GC-MS tehnikom, a udio ulja se kretao od 0,17-0,19 %. Identificirano je
20 razlicitih spojeva; jedan uzorak je bio bogat f-felandrenom (30 %) 1 timol etil eterom
(25 %), dok je drugi sadrzavao velike koli¢ine y-terpinena (24 %) i dilapiola (21 %).
Procjena antibakterijske aktivnosti je pokazala da ulja pokazuju vrlo dobru aktivnost,
uglavnom prema gram-pozitivnim bakterijskim vrstama.

Ozcan i sur. (/4) su istrazivali sastav etericnog ulja petrovca sakupljenog s
razli¢itih lokaliteta u Turskoj. Analizirani uzorci su klasificirani u tri grupe obzirom na
glavne komponente u ulju; prva grupa sabinen, y- terpinen, metil-timol, terpinen-4-ol;
dilapiol i sabinen; druga grupa y-terpien, metil-timol i limonen te tre¢a grupa p-cimen,
metil-timol 1 y-terpinen. Pokazalo se da su uzorci koji su brani ranije imali vece koliCine
p-cimena te da zamrzavanje uzoraka nije imalo znac¢ajniji utjecaj na sastav ulja.

Males i sur. (/5) su istrazivali sadrzaj flavonoida, tanina i ukupnih polifenola u
uzorcima petrovca, sakupljenih na tri razli¢ita, geografski odvojena lokaliteta duz
Jadranske obale te u razli¢itim periodima rasta biljke. Sadrzaj flavonoida bio je 0,08-
0,42 %, a najveci je bio u periodu prije cvjetanja. Sadrzaj tanina bio je od 0,10-2,7 %,
dok je sadrzaj ukupnih polifenola varirao od 4,7-9,5 %. Najveci sadrzaj tanina i1 ukupnih
polifenola bio je u uzorcima prije i na samom pocetku perioda cvjetanja.

Ozcan i sur. (/8) su istrazivali ulja izolirana hidrodestilacijom iz svjeZih
nadzemnih dijelova petrovca. Uzorkovani su mladi listovi i stabljike petrovca,
sakupljeni na dvije razli¢ite lokacije u Turskoj te su analizirani GC-MS tehnikom.
Identificirane su 23 komponente, a ulja su sadrzavala uglavnom monoterpene (89-99

0), 1to y-terpinen 01 0), p-felandren 01 0) 1 sabinen 019 %).
%), 1 i 36 % 132 %), p-felandren (21 % i1 22 %) i sabi 13% 19 %



Meot-Duros i sur. (/9) su istrazivali polarne spojeve u uzorcima petrovca, i to u
dvije populacije koje rastu na razli¢itim stani$tima: pjes¢anom, brdovitom i stjenovitom
podrucju. Autori su dokazali da su u najvecoj koli¢ini u biljci prisutni ugljikohidrati
(saharoza, glukoza), zatim organske kiseline 1 fenolni spojevi, od kojih je
najzastupljenija klorogenska kiselina. Ukupni fenoli i klorogenska kiselina su praceni
tijekom jedne godine, kao i1 antioksidacijska aktivnost. Prema dobivenim je rezultatima
vidljivo da postoje razlike izmedu istrazivanih populacija; biljke koje rastu na
pjeskovito-brdovitom podrucju sadrze vise klorogenske kiseline od onih koje rastu na
liticama. Osim toga, prva populacija je pokazala bolju antiradikalnu aktivnost.

Meot-Duros i sur. (20) su po prvi puta istovremeno pratili antioksidacijska i
antimikrobna svojstva razli€itih halofita medu kojima je bio i petrovac. Antimikrobna
svojstva su testirana na dvanaest bakterijskih vrsta 1 kvasaca. Sve ispitivane halofitne
vrste su imale visoku antioksidacijsku aktivnost §to omogucava potencijalnu primjenu

tih biljaka u prehrambenoj i kozmeti¢koj industriji.

Meot-Duros i sur. (27) su frakcionirali kloroformski ekstrakt liS¢a petrovca i iz
njega izolirali spojeve falkarindiol i poliacetilen koji su prisutni u biljkama iz obitelji
Apiaceae. Strukture spojeva su potvrdene pomocu nuklearne magnetne rezonance
(NMR). Dokazano je da falkarindiol snazno inhibira rast Micrococcus luteus i1 Bacillus
cereus, uz minimalne inhibitorne koncentracije (MIC) od 50 pg/mL, a ovaj spoj je
pokazao 1 citotoksi¢na svojstva. Rezultati istrazivanja ukazuju na to da bi se petrovac
osim u prehrambenim proizvodima i kozmetici, mogao koristiti i kao biopesticid ili pri
kreiranju novih antibiotika.

Kulisi¢-Bilusi¢ i sur. (/6) su takoder istrazivali etericno ulje petrovca ubranog
u Dalmaciji primjenom GC-MS tehnike. Glavni sastojci ulja bili su limonen (58,4 %) ,
sabinen (26,5 %), terpinen-4-ol (5,6 %) i y-terpinen (2,8 %). Testirana etericna ulja nisu
pokazivala antiradikalna svojstva testirana 2,2-difenil-1-pikril hidrazil (DPPH)
metodom, dok su pokazali antioksidacijsko djelovanje primjenom metoda fS-karoten i
TBARS.

Siracusa i sur. (22) su istrazivali sastav fenola i1 antioksidacijsku aktivnost
vodenih infuzija petrovca prije i nakon dvofaznog in vitro probavnog procesa. U
uzorcima je identificirana klorogenska kiselina 1 njeni opticki izomeri kao glavni
spojevi. Ekstrakti su pokazali dobro antioksidacijsko djelovanje prije in vitro probavnog

procesa, a testirani su DPPH metodom, metodom izbjeljivanja B-karotena i bakar-



induciranom oksidacijom nisko-molekularnog lipoproteina (engl. Low-Density
Lipoprotein, LDL). Sadrzaj ukupnih fenola znacajno se smanjio kod probavljenih
uzoraka, a oslabilo je i njihovo antioksidacijsko djelovanje, S§to pokazuje da odredeni
fenolni spojevi nisu stabilni pod simuliranim uvjetima probave.

Houta 1 sur. (23) su istrazivali sadrzaj fenola, antibakterijsko 1 antimikrobno
djelovanje razlicitih dijelova biljke petrovac (sjemena, stabljike, liS¢a i cvijeca) koja
raste na jugoisto¢nom podrucju Tunisa. Analizirani dijelovi biljke pokazali su razli€iti
sadrzaj ukupnih fenola (9,4-17,1 mg ekvivalenata galne kiseline (engl. Galic Acid
Equivalents; GAEFE/g), flavonoida (3,7-7,1 mg ekvivalenata epikatehina (engl.
Epicatechnin Equivalents) EC/g) 1 tanina (0,8-5,2 mg ekvivalenata katehina (engl.
Catechnin Equivalents) CE/g). Ekstrakt sjemenki je pokazao najbolju aktivnost prema
DPPH, najbolju antibakterijsku aktivnost prema gram-negativnim bakterijama je
pokazao ekstrakt stabljike, dok je prema gram-pozitivnim bakterijama bio
najucinkovitiji ekstrakt sjemenki petrovca.

Jallali 1 sur. (24) su istrazivali sastav petrovca, i to fenole i eteri¢na ulja te
antioksidacijski 1 antibakterijski potencijal tih metabolita. U sastavu ulja dominirali su
oksidirani monoterpeni, koji imaju slabo antioksidacijsko djelovanje u odnosu na
ekstrakte, ali im je antimikrobna aktivnost bolja.

Mihajlovski (7) je u zavrSnom radu ispitivala fenolni profil petrovca kroz
razliite periode vegetacije. Dobiveni rezultati pokazuju da najvisSe ukupnih fenola
sadrzi lis¢e biljke ubrane u travnju (2215 mg GAE/L), a najmanje lis¢e iz kolovoza
(1240 mg GAE/L). U svim uzorcima dominirali su neflavonoidi (94-97 %) u odnosu na
flavonoide. Rezultati odredivanja udjela klorogenske kiseline potvrduju dominaciju
ovog neflavonoidnog spoja u ekstraktima (564-1628 mg/L). Najbogatije klorogenskom
kiselinom je bilo lis¢e petrovca ubrano u travnju i listopadu, a najsiromasnije liS¢e iz
kolovoza.

Loncar (25) je ispitivala bioloSku aktivnost ekstrakta petrovca u razliitim
periodima vegetacije. Metodom FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Properties)
se odredila redukcijska aktivnost uzoraka, a najbolje djelovanje je imao ekstrakt lista
petrovca iz travnja, dok je ekstrakt iz kolovoza imao najslabije djelovanje. Metodom
DPPH se odredio antiradikalni kapacitet ekstrakta te se pratila kinetika reakcije tijekom
60 minuta. Najveci postotak inhibicije DPPH radikala imali su ekstrakt lista petrovca iz

travnja (53 %) 1 lipnja (58 %), dok su ostali ekstrakti postigli inhibiciju od oko 45 %.



Generali¢ Mekini¢ 1 sur. (6) su istrazivali kemijski profil 1 bioloski potencijal
ekstrakata i eteri€nog ulja petrovca. Utvrdeno je da su dominantni spojevi eteri¢nog ulja
i etanolnog ekstrakta, limonen (57,5-74,2 %) i klorogenska kiselina (0,7-8,1 mg/g).
Dobivenim uzorcima i njihovim glavnim komponentama su odredene antioksidacijska,
kolinesteraza inhibicijska 1 vazodilatacijska aktivnost. Antioksidacijska aktivnost
etericnog ulja je bila iznimno niska u usporedbi s ekstraktima. Ekstrakt cvijeta i
klorogenska kiselina je pokazala jace vazodilatacijsko svojstvo u odnosu na eteri¢no
ulje 1 limonen. Dobiveni rezultati ukazuju na utjecaj koli¢ine dominantnih spojeva u

ulju 1 ekstraktima na bioloska svojstva petrovca.

1.3. SLOBODNI RADIKALI, OKSIDACIJSKI STRES I ANTIOKSIDANSI

Slobodni radikal je nestabilna kemijska cestica, atom, molekula ili dio
molekule, koja je sposobna samostalno postojati, a koja posjeduje jedan ili vise
nesparenih elektrona. (26,27) U Zivom se organizmu slobodni radikali proizvode pri
normalnim fizioloSkim procesima te imaju vaznu ulogu u odvijanju brojnih stani¢nih
funkcija. Kada se slobodni radikali u stanici nadu u suvisku, oni narusavaju stabilnost
drugih molekula u okolini da bi postigli vlastitu ravnotezu tako da pokrecu nepozeljne
lancane reakcije koje dovode do oksidacijskog stresa. Uslijed ove pojave dolazi do
osteCenja biomolekula, tkiva, smrti stanica i razvoja razliCitth bolesti. (28-31)
Oksidacijski stres uzrokuju reaktivni kisikovi oblici (engl. Reactive Oxygen Species,
ROS) 1 reaktivni duSikovi oblici (engl. Reactive Nitrogen Species, RNS). ROS su
metaboliti molekularnog kisika koji imaju viSu reaktivnost od molekularnog kisika 1
generirani su kao nusprodukti normalnog aerobnog organizma. Do oksidacijskog stresa
dolazi onda kad je stanica izlozena ROS viSe no $to moze trenutno primiti. U vecoj
mjeri ROS se proizvode u patoloskim uvjetima i tijekom izloZenosti stresu, ali mogu se
unijeti u organizam 1 iz vanjskog okruzenja (nepravilna prehrana, pusenje, konzumacija
alkohola, UV zracenje, zagadenje okolisa, itd.). Glavna posljedica oksidacijskog stresa
je oStec¢enje na bazama nukleinskih kiselina, masti i proteina §to moze ozbiljno naStetiti
funkciji stanice 1 njenoj odrzivosti. Oksidacijski stres se moze javiti 1 kao rezultat
razli¢itih degenerativnih bolesti ili moze biti uzrocni ¢imbenik u njithovom razvoju.

Stani¢ni enzimi (katalaza, glutation peroksidaza i superoksid dismutaza) §tite stanice od
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oksidacijskog stresa. (32) Ipak, obrana tijela protiv slobodnih radikala osim endogenog
(enzimatskog ili neenzimatskog), moZze biti i egzogenog (prehrambenog) podrijetla
(karotenoidi, vitamini...). (28,31)

Radikali se obi¢no stabiliziraju delokalizacijom elektrona, stvaranjem
intramolekularnih vodikovih veza ili daljnjom reakcijom s drugim radikalom pri cemu
postaju neaktivni i lanCane reakcije se prekidaju. (28) Antioksidansi su tvari koje pri
malim koncentracijama sprjeCavaju ili usporavaju oksidaciju lako oksidiraju¢ih
molekula. Tvari koje imaju sposobnost djelovanja kao antioksidansi su ve¢ spomenuti
enzimi (superoksid dismutaza, glutation peroksidaza, katalaza i dr.), velike molekule
(albumin, ceruloplazmin, feritin te drugi proteini), male molekule (askorbinska kiselina,
glutation, uri¢na kiselina, tokoferol, karotenoidi, polifenoli i dr.) te neki hormoni
(estrogen, angiotesin, melatonin 1 dr.). Prema topljivosti, antioksidanse dijelimo na
hidrofilne (npr. vitamin C, neki fenolni spojevi 1 sl.) 1 hidrofobne (npr. vitamin E,
karotenoidi, i sl.). (32)

Antioksidansi najceS¢e neutraliziraju slobodne radikale doniraju¢i im svoj
elektron te na taj nacin prekidaju lancanu reakciju stvaranja novih radikala i sprjecavaju
njihovo daljnje Stetno djelovanje. Doniraju¢i svoj elektron, antioksidansi ne postaju
nestabilni. Osim Sto sprjeavaju nezeljene procese oksidacije, antioksidansi mogu

doprinijeti smanjenju oStecenja nastalih djelovanjem slobodnih radikala. (32,33)

1.3.1. Metode odredivanja antioksidacijske sposobnosti

Antioksidansi sprje¢avaju lancane reakcije slobodnih radikala preko dva glavna
mehanizma: SET (engl. Single Electron Transfer) i HAT (engl. Hydrogen Atom
Transfer) pa se upravo na temelju toga razlikuju metode odredivanja antioksidacijskih

svojstava i dijele se na: (6,30,34,35)

1) Metode koje se temelje na mehanizmu prijenosa elektrona (SET)
2) Metode koje se temelje na mehanizmu prijenosa atoma vodika (HAT)
3) Ostale metode koje se zasnivaju na nekom drugom mehanizmu ili kombinaciji ovih

dvaju navedenih.



Metode koje spadaju u prvu skupinu tj. SET metode su: FRAP (engl. Ferric
Reducing Antioxidant Power); CUPRAC (engl. Cupric Ion Reducing Antioxidant
Capacity); DPPH (prema nazivu radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil); ABTS (prema
nazivu radikala 2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazoline-6-sulfonske kiseline); FC (Folin-
Ciocalteu metoda odredivanja fenolnih spojeva), itd.

Metode koje se temelje na mehanizmu prijenosa atoma vodika (HAT) su metoda
ORAC (engl. Oxygen Radical Apsorbance Capacity), TRAP (engl. Total Radical
Trapping Antioxidant Parameter), 3-karoten (metoda izbjeljivanja [-karotena), SASA
(engl. Scavenging Activity of Superoxide Anion), dok u stale metode spadaju metoda
TOSC (engl. Total Oxidant Scavenging Capacity), BR (inhibicija Briggs-Rauscher
oscilacijske reakcije), kelatiranje (sposobnost stvaranja kelata s ionima metala), CL
(kemilumiscencija), PCL (fotokemiluminiscenija), itd.

SET metode opisuju sposobnost potencijalnog antioksidansa da prijenosom
jednog elektrona reducira neku tvar ukljucujuéi metale, karbonile i radikale. Kod ovih
metoda ukljucene su dvije komponente u reakciji i to antioksidans i oksidans, a reakcija
neutralizacije oksidansa se opisuje sljede¢im izrazom:

Oksidans + e (iz antioksidansa) — reducirani oksidans + oksidirani antioksidans

Izdvajanje elektrona iz molekule antioksidansa naj¢es¢e uzrokuje promjenu boje
otopine koja je proporcionalna koncentraciji antioksidansa u reakcijskoj smjesi. (29)
HAT metode mjere sposobnost antioksidansa (AH) da spari nespareni elektron
slobodnog radikala (X") doniraju¢i mu proton (H), Sto se moze prikazati reakcijom:
(30,34,36)
X'+AH—> XH+ A"

1.3.1.1. ORAC metoda

ORAC (engl. Oxygen Radical Apsorbance Capacity) metoda je naSiroko
koriStena metoda odredivanja antioksidacijske aktivnosti sprjeCavanjem lancanih
reakcija radikala. Ova metoda spada u HAT skupinu antioksidacijskih metoda i njom se
mjeri sposobnost antioksidansa da inhibira peroksil radikale. Kao izvor radikala se
najces¢e koristi spoj AAPH (2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)-dihidroklorid) koji se

pri temperaturi od 37°C raspada stalnom brzinom. (30)
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Kod ORAC metode, antioksidansi djeluju na nac¢in da doniraju proton radikalu,
a nastali radikal AAPH reagira s fluoresceinom pri ¢emu dolazi do pada fluorescencije.
(37-40)

Ukoliko u smjesi nema antioksidansa slobodni radikali ¢e brzo "ugasiti"
flourescenciju medija jer antioksidans stiti fluorescentnu molekulu od razgradnje i na taj
nacin odrzava intenzitet flourescencije. Antioksidacijska aktivnost se odreduje iz razlike
povrsina ispod krivulje koja prati pad flourescencije reakcijske smjese u vremenu za
uzorak (antioksidans) i krivulje dobivene za slijepu probu, a ORAC vrijednosti se
najcesc¢e izrazava preko Trolox ekvivalenta. (30,37-41)

ORAC metoda je vrlo jednostavna, osjetljiva, pouzdana, ima u potpunosti
definirani mehanizam 1 finalnu to¢ku mjerenja te su moguca ispitivanja hidrofilnih i
lipofilnih antioksidansa, medutim zahtjeva posebne uredaje sa sposobnoS¢u mjerenja

fluourescencije.

1.3.1.2. Briggs-Raucher metoda

Briggs-Rauscher oscilacijskom metodom (BR) se mjeri antioksidacijska
aktivnost uzorka tako Sto se prati vrijeme inhibicije oscilacija u sustavu tijekom reakcije
antioksidansa s hidroperoksil radikalom (HOO"). (6,42) Oscilacijski BR sustav sastoji
se od zakiseljenog jodata, vodikovog peroksida, manganovih iona i malonske kiseline.
Smjesa ovih reagensa mijenja boju naizmjence iz bezbojne u zutu te u plavu (u
prisustvu Skroba), a dodatkom antioksidansa oscilacije se zaustavljaju. Smatra se da je

uzrok zaustavljanja oscilacija reakcija izmedu antioksidansa i hidroperoksil radikala

(HOO"). (6,36,42-44)

11



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. KEMIKALIJE I UREDAJI

Kemikalije:

Fosfatna kiselina, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Metanol (HPLC), Fluka, Buchs, Svicarska

Acetonitril (HPLC) Fluka, Buchs, Svicarska

Vanilinska kiselina, Merck, Darmstat, Njemacka

Kafeinska kiselina, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka
Cimetna kiselina, Merck, Darmstat, Njemacka

Klorogenska kiselina Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka
Natrijev fosfat dihidrat, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka
Dinatrijev hidrogenfosfat, Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka
Flourescein R.G,, p.a., Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka

2,2'-Azobis (2-metilpropionamidin) dihidroklorid granularni, 97 %; Sigma
Aldrich, Steinheim, Njemacka

Trolox, 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina, Sigma

Aldrich, Steinheim, Njemacka

Malonska kiselina, Merck, Darmstad, Njemacka

Kalij-jodat, p.a. Kemika, Zagreb, Hrvatska

Mangan(II) sulfat monohidrat, p.a. Kemika, Zagreb, Hrvatska
Sulfatna kiselina, Merck, Darmstad, Njemacka

Vodikov peroksid, Kemika, Zagreb, Hrvatska

Skrob, Kemika, Zagreb, Hrvatska.
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Uredaji:
=  HPLC Perkin Elmer Series 200, s UV-Vis detektorom

» Analiticka Vaga Kern Model ALS 120-4, Kingston, Ujedinjeno Kraljevstvo

» Mikrotitarski ¢ita¢ plocica, Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek

Instruments, Inc., Bad Friedrichshall, Njemacka).

3.2. HPLC analiza

Identifikacija i kvantifikacija fenolnih spojeva provedena je primjenom HPLC
tehnike. HPLC sustav na kojem je provedena analiza je Perkin Elmer Series 200
opremljen UV-Vis detektorom. (7) Uredajem se upravlja preko programske podrske

Total Chrom Workstation preko kojeg se radi i obrada kromatograma.

Reagensi:

Otapala koriStena za odredivanje spojeva u ekstraktima primjenom HPLC
tehnike, fosfatna kiselina, metanol i acetonitril su odgovaraju¢e HPLC cistoce.

Opisanom HPLC metodom identificirane su i kvantificirane sljedece fenolne
kiseline u uzrocima petrovca: vanilinska kiselina, kafeinska kiselina, cimetna kiselina 1

klorogenska kiselina. Strukture istrazivanih spojeva prikazane su na slici 2.
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o)
HO
o CHs = OH
OH HO
vanilinska kiselina kafeinska kiselina
HQ, COH
o ' 0
HO"" 7o =
S OH OH o
OH
cimetna kiselina klorogenska kiselina

Slika 2. Strukture istrazivanih fenolnih kiselina (45,46)
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Tablica 1. Glavne karakteristike HPLC metode koristene za identifikaciju i

kvantifikaciju klorogenske kiseline. (7)

Kolona Ultra Aqueous Cig Sum, Restek
Duljina kolone x unutarnji promjer 250 x 4.6

Protok 0,8 mL/min
Temperatura kolone 30°C

Volumen injektiranja 20 pL

otapalo A (0,2 % fosfatna kiselina, v/v)

Eluenti
otapalo B (metanol/acetonitril, 50:50, v/v)
Vrijeme Otapalo A Otapalo B
(minute) (%) (%)
0,5 96 4
.. .. 40,0 50 50
Program gradijentne eluacije 45.0 20 60
60,0 0 100
68,0 0 100
70,0 96 4
80,0 96 4
Valna duljina detekcije 280 nm
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33. ORACMETODA

Ovom se metodom odreduje antioksidacijski kapacitet uzorka pracenjem
inhibicije djelovanja slobodnog radikala 2,2'-azobis(2-metilpropionamid)-dihidroklorida

(AAPH) na fluorescentni spoj fluorescein. (38)

Reagensi:

a) Fosfatni pufer,pH 7,¢=0,2 M

Odvaze se 6,242 g natrijevog fosfata dihidrata (NaH>PO4%x2H>0) i otopi u 200 mL
destilirane vode. U drugoj tikvici se u istoj koli¢ini vode otopi 5,687 g dinatrijevog
hidrogenfosfata (Na,HPO4). U novoj tikvici od 200 mL se pomijesa 61 mL 0,2 M
otopine NaHPO4 1 39 mL 0,2 M otopine NaH,PO4%x2H>0 te se nadopuni destiliranom
vodom do oznake.

b) Fosfatni pufer, pH 7, ¢ = 0,075 M

U odmjernu tikvicu od 100 mL se doda 37,5 mL 0,2 M otopine fosfatnog pufera te se
ista nadopuni destiliranom vodom do oznake. Svaki dan se pripravlja svjeza otopina.

¢) Fluorescein

Otopina 1: 15 mg fluoresceina se otopi u 100 mL 0,075 M fosfatnog pufera.

Otopina 2: Od otopine 1 se uzme 100 pL te se nadopuni s 10 mL 0,075 M fosfatnog
pufera.

Otopina 3: Od otopine 2 se uzme 50 pL te se nadopuni s 50 mL fosfatnog pufera.

Svaki dan se pripravljaju svjeza razrjedenja otopina flouresceina.

d) AAPH (2,2'-azobis(2-metilpropionamid)-dihidroklorid)

Otopi se 0,207 g AAPH u 5 mL 0,075 M fosfatnog pufera. Svaki dan se priprema svjezi

reagens.
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e) Otopina standarda - Troloxa

Stock otopina Troloxa, pocetne koncentracije 0,5 mM se pripravi otapanjem 6,26 mg
Troloxa u 50 mL 0,075 M fosfatnog pufera. Iz pripremljene 0,5 mM otopine Troloxa
pripremi se 6 razrjedenja (0-25 uM).

Postupak odredivanja:

Mjerenja se provode na spektrofluorimetru pri Aeks =485 nm i Aem =520 nm, a
uredaj se prije mjerenja termostatira na temperaturu 37°C.

U poru mikrotitarske plocice se doda 225 pL fluoresceina i 37,5 puL uzorka
(0,075 M fosfatnog pufera za slijepu probu ili otopine standarda Troloxa za izradu
bazdarnog pravca). Pripremljene otopine se inkubiraju 30 minuta pri 37°C. Nakon
inkubacije se dodaje 0,375 mL AAPH te se svake minute mjeri promjena intenziteta

fluorescencije.

Izrada bazdarnog pravca:
Za izradu bazdarnog pravca se testiraju otopine Troloxa razliCitih koncentracija,

od 0-25 pM.

Trolox Curve

25,000+

20,000

A\

15,000-
10,000-
5,000 t

0,000 /

45,000 : : . . . . |
5,000 0,000 5,000 10,000 15,000 20,000 25,000 30,000

Concentrations (uM)

Net Area Under the Curve (AUC)
4‘

Slika 3. Bazdarni pravac za ORAC metodu za otopine standarda (Troloxa)
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34. BRIGGS-RAUSCHER OSCILACIJSKA METODA

Ovom se oscilacijskom metodom mjeri antioksidacijska aktivnost uzorka
prac¢enjem vremena njegove inhibicije oscilacija u BR sustavu djelovanjem reakcije

antioksidansa s hidroperoksil radikalom. (6,42-44)

Reagensi:
a) Otopina 1: Otopi se 4,28 g kalijeva jodata u 50 mL destilirane vode i 0,45 mL
H2S04, w (H2SO4) = 96 %. Nadopuni se destiliranom vodom do oznake.

b) Otopina 2: U 50 mL destilirane vode otopi se 1,561 g malonske kiseline 1 0,338
g manganovog sulfata. 0,03 g Skroba otopi se u vodi uz kuhanje i zatim prelije u

tikvicu s otopinom kiseline i sulfata te nadopuni do 100 mL vodom.

) Otopina vodikova peroksida w (H202): 15 % vodikov peroksid i destilirana

voda se pomijesaju u omjeru 1:1.

Postupak odredivanja:

U otvor mikrotitarske ploc¢ice se prenese po 100 puL otopine 1 i 2. Oscilacijska
reakcija se pokrene kad dodamo 100 pL otopine vodikova peroksida nakon ¢ega dolazi
do promijene boje iz bezbojne preko zute u modru. Takva smjesa predstavlja BR
oscilacijski sustav bez dodatka antioksidansa. Kako bi se odredila antioksidacijska
oscilacijska aktivnost, prije nego se doda otopina peroksida, doda se 10 pL otopine
uzorka te se nakon toga mjeri apsorbancija pri 620 nm. Dodatkom antioksidansa
oscilacije prestaju, otopina se obezboji te se mjeri vrijeme do ponovne pojave oscilacija.
Vrijeme od trenutka kad je dodan ispitivani uzorak antioksidansa do vremena kad su se
ponovno pojavile oscilacije, se naziva vrijeme inhibicije BR oscilacijske reakcije i

predstavlja mjeru antioksidacijske snage uzorka.
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3.5. STATISTICKA OBRADA REZULTATA

Za statisticku obradu eksperimentalnih podataka koriSteni su paketi Graph Pad
Instat3 (GraphPad Software Inc., San Diego California, SAD), a za izradu grafova
koristen je Microsoft Office Excel 2007. Odnos izmedu pojedinih parametara je ispitan i
opisan Pearsonovim korelacijskim koeficijentom "r". Razlike kod kojih je p < 0,05

smatrane su statisticki znacajnima.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Ideja zavrSnog rada je bila nastaviti istrazivanja na ekstraktima biljke petrovac

ubrane u razli¢itim vegetacijskim periodima na lokalitetu Seget Donji. Biljka je brana

svaka dva mjeseca (veljaca, travanj, lipanj, kolovoz, listopad, prosinac) tijekom

jednogodisnjeg ciklusa 2014. godine.

Zadatak je bio istraziti sastav fenolnih kiselina u uzorcima petrovca ubranog u

razli¢itim periodima vegetacije primjenom HPLC tehnike te

antioksidacijsku aktivnost primjenom ORAC i BR metode.

istraziti njihovu

Prvi dio rada je bio ispitati prisutnost i kvantificirati spojeve iz grupe fenolnih

kiselina u istraZzivanim ekstraktima. Poznato da je klorogenska kiselina dominantna u

petrovcu te je ista istrazena u radu Mihajlovski (7). U ovom istrazivanju je ispitana

prisutnost i ostalih fenolnih kiselina, i1 to spojeva iz grupe derivata cimetne i benzojeve

kiseline. Iako je testiran veci broj spojeva, u ekstraktima su identificirane samo sljedece:

vanilinska, kafeinska, cimetna 1 klorogenska kiselina. Rezultati dobiveni ovim

istrazivanjem prikazani su u tablici 2, a zbog lakSe usporedbe rezultata izraZzeni su u mg

spoja po 1 g suhe biljke (mg/g).

Tablica 2. Rezultati odredivanja fenolnih kiselina u uzorcima primjenom HPLC tehnike

Period Vanilinska Kafeinska Cimetna Klorogenska
vegetacije kiselina kiselina kiselina kiselina
Veljaca 0,1235+0,0120 | 0,0706 £ 0,0272 | 3,7495 + 0,0026 | 7,4760 = 0,1745
Travanj 0,1242 +0,0032 | 0,2002 + 0,0025 | 0,0188 +0,0001 | 16,2839 +0,1501
Lipanj 0,1065+0,0149 | 0,1609 + 0,0052 | 0,0175+0,0023 | 6,6398 £0,7167
Kolovoz 0,1180 £+ 0,0090 | 0,0950 +0,0045 | 0,0137+0,0010 | 5,6465 +0,1558
Listopad 0,1066 + 0,0033 | 0,1077 +0,0817 | 0,0100 +0,0012 | 5,9252 +0,0766
Prosinac 0,1726 +0,1726 | 0,1170+0,1170 | 0,0163 +0,0163 | 7,0073 +7,0073
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Prema prikazanim rezultatima u tablici 2 vidljivo je da je najveca koncentracija
vanilinske kiseline (0,1242 £+ 0,0032 mg/g), kafeinske (0,2002 + 0,0025 mg/g) i
klorogenske kiseline (16,2839 + 0,1501 mg/g) pronadena u uzorcima petrovca koji su
brani u travnju, dok je cimetnom kiselinom bio najbogatiji uzorak iz veljace (3,7495 +
0,0026 mg/g).

Metoda ORAC je prva metoda u ovom istrazivanju kojom je testirana
antioksidacijska aktivnost ekstrakata petrovca. Dobiveni rezultati su prikazani u tablici
3 ina slici 3. Testirani su uzorci razrijedeni ¢ak 500 puta, s tim da je razrjedenje uzeto u

obzir kod racunanja ORAC vrijednosti ekstrakata.

Tablica 3. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata petrovca ORAC

metodom
Period vegetacije ORAC vrijednost (mM TE)
Veljaca 19,06 + 0,72
Travanj 20,24 £ 0,73
Lipanj 17,91 £ 1,53
Kolovoz 17,67 £ 0,97
Listopad 19,57 £ 0,40
Prosinac 16,85+ 0,28

* TE- Trolox ekvivalenti

2517
~ 20’
8
8
= 151
2
Q >
S5 % 10+
Sl
e 59
I
2 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
= Veljaca Travanj Lipanj Kolovoz Listopad Prosinac
Period vegetacije

Slika 4. Usporedni prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti ekstrakata petrovca iz

razli¢itih vegetacijskih perioda primjenom ORAC metode
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U ovom je radu Briggs-Raucher metodom mjerena antioksidacijska aktivnost
uzoraka pracenjem vremena inhibicije oscilacije u BR sustavu djelovanjem
antioksidansa s hidroperoksil radikalom. Testirani su uzorci prethodno razrijedeni 10
puta, a iz dobivenih rezultata vidljivo je da je najvecu inhibiciju pokazao uzorak iz

travnja (42 min), a najmanju uzorci iz veljace i prosinca (27 min) (tablica 4, slika 5).

Tablica 4. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti

ekstrakata petrovca Briggs-Rauscher metodom

Period vegetacije Inhibicija oscilacija
(minute)
Veljaca 27
Travanj 42
Lipanj 30
Kolovoz 35
Listopad 36
Prosinac 27
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Slika 5. Usporedni prikaz rezultata antioksidacijske aktivnosti ekstrakata petrovca iz

razli¢itih vegetacijskih perioda primjenom Briggs-Rauscher metode
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Drugi dio rada je usmjeren na usporedbu dobivenih rezultata s rezultatima
dobivenim u istrazivanjima Mihajlovski (7) 1 Loncar (25), posto je rije¢ o istim biljnim
ekstraktima.

U radu Mihajlovski (7) je istrazen sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida,
neflavonoida 1 klorogenske kiseline. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da najvise
ukupnih fenola sadrzi liS¢e biljke ubrane u travnju, a gotovo dvostruko manje lis¢e iz
kolovoza. U svim uzorcima dominirali su neflavonoidi (94-97 %), a najvece
koncentracije klorogenske kiseline su pronadene u uzorcima iz travnja i listopada.

Rezultati za ukupne fenolne spojeve te za glavne podgrupe (flavonoidnu i
neflavonoidnu frakciju) dobiveni u radu Mihajlovski (7) su izrazeni u mg po 1 g suhe

biljke i prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Rezultati odredivanja sadrzaja ukupnih fenola, flavonoida 1 neflavonoida u

ekstraktima petrovca izrazeni na jedini¢nu masu suhog biljnog materijala

Ukupni fenoli | Flavonoidi | Udio (%) | Neflavonoidi | Udio (%)
Veljaca 13,99 £ 0,25 0,70 5,1 13,29 £0,15 94,9
Travanj 22,15+0,21 1,23 5,6 20,92 +£0,25 94,4
Lipanj 14,12 £ 0,43 0,39 2,8 13,73 £ 0,15 97,2
Kolovoz 12,47 £0,51 0,31 2,7 12,16 £ 0,20 97,3
Listopad 15,49 £0,51 0,55 3,6 14,94 £ 0,32 96,4
Prosinac 14,03 £ 0,27 0,82 5,8 13,21 £ 0,50 94,2

* mg GAE/g - miligrami ekvivalenata galne kiseline po 1 gramu suhog biljnog materijala

Male$ i sur (/5) su istrazivali nadzemne dijelove biljke petrovac ubrane s
razlicitih lokaliteta (Zadar, Punat, Korcula) u razli¢itim stadijima razvoja biljke; prije
cvjetanja, na pocetku cvjetanja, u punom cvatu i u fazi razvoja ploda. U tom istrazivanju
je vidljivo da biljka ima najnizi udio ukupnih fenola i flavonoida (ali i tanina) u fazi

razvoja ploda.
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Udio ukupnih fenola je najveci prije samog pocetka procesa cvjetanja te kada je
biljka u punom cvatu, dok je udio flavonoida u uzrocima branim prije pocetka cvjetanja
bio znatno veéi nego li u ostalim. Rezultati naSeg istrazivanja pokazuju da je najmanje
fenola i1 flavonoida prisutno u uzorcima iz kolovoza. U rezultatima koji su dobiveni u
istrazivanju Meot Duros 1 Magné (5) takoder je vidljivo da period branja biljke, uz
takoder utjecaj lokacije rasta iste, ima znaCajan utjecaj na njen sastav i svojstva. Iz
rezultata njihovog istrazivanja je vidljivo da je udio ukupnih fenola najveé¢i u biljci
ubranoj u ljetnim mjesecima, a znatno nizi kod uzoraka branih zimi. Takoder, udio
fenola u uzorcima branim u jesen je imao znacajniju razliku izmedu uzoraka biljke koji
rastu na stjenovitim i pjes€anim stanistima (veéi kod uzoraka s pjescanih stanista), dok
je u ostalim periodima branja ta razlika bila drasticno manja. Velike su razlike takoder
primije¢ene kod odredivanja klorogenske kiseline gdje su uzorci biljke s pjes¢anih
staniSta u proljetnom, ljetnom 1 jesenskom periodu bili znatno bogatiji ovim spojem (2-6
puta), dok je u zimskom periodu znatno veca koncentracija pronadena u uzorcima sa
stjenovitih staniSta. Ipak, najveci udio klorogenske kiseline je pronaden kod uzoraka iz
ljetnog branja biljke, dok rezultati naSeg istrazivanja pokazuju upravo suprotno; ti
uzorci (lipanj, kolovoz, listopad) sadrze najnize koli¢ine klorogenske kiseline dok su
njom najbogatiji uzorci iz travnja.

Drugo istrazivanje, Loncar (25), za zadatak je imalo istraziti antioksidacijsko
djelovanje ekstrakta i1 to primjenom metoda FRAP i DPPH. Dobiveni rezultati su
ukazali na to da je najjacu redukcijsku snagu pokazao ekstrakt iz travnja, a najmanju
onaj iz kolovoza, Sto je obzirom na fenolni sastav tih uzoraka bilo i za ocekivati.
Drugom metodom, najveéi postotak inhibicije DPPH radikala je postignut dodatkom
ekstrakta petrovca iz travnja 1 lipnja. Jedino je kod ova dva uzoraka postignuta 50 %-tna
inhibicija molekula radikala, dok je kod ostalih ista bila neSto niza (47,1-49,0 %). 1z
rezultata istrazivanja Meot Duros 1 Magné (5) je vidljivo da antioksidacijska aktivnost
uzoraka s razli¢itih staniSta takoder pokazuje znacajne razlike. Najbolja antiradikalna
aktivnost uzoraka s pjescanih stanista je zabiljezena za uzorke iz jeseni (studeni), dok je
kod uzoraka biljke sa stjenovitih stanista najbolja aktivnost, i to do 6 puta, dokazana za
uzorke ubrane u ljetnim mjesecima (kolovoz). Vazno je napomenuti da nisu samo
lokacija i period branja klju¢ni ¢imbenik kod odredivanja sastava i svojstava neke
biljke, ve¢ na to utjecu i brojni drugi ¢imbenici kao Sto su dio biljke koji se analizira,
klimatski uvjeti kojima je biljka bila izlozena (temperatura, svjetlo, oborine, vjetar, itd.),

razvojni stadij biljke, starost biljke, postupak priprave ekstrakata, itd.
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Tablica 6. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti ekstrakata petrovca

odredene metodom FRAP i DPPH (25)

FRAP (uM TE) Inhibicija DPPH (%)
Veljaca 20962 + 1124 45,5
Travanj 35128 £765 50,1
Lipanj 21795 + 521 46,4
Kolovoz 19864 + 327 44,5
Listopad 23187 £ 819 46,3
Prosinac 19933 + 282 447

* Uzorci kod DPPH metode koji su bili testirani prethodno razrijedeni 2 puta

Rezultati ovog, ali i prijaSnjih istraZivanja ekstrakata petrovca (7, 25) su statisticki
obradeni koriStenjem Graph Pad Instat3 programskog paketa. Dobiveni rezultati

(korelacijski odnosi) prikazani su u tablici 7.

Rezultati oCekivano ukazuju na izrazito ili vrlo znacajnu korelaciju izmedu
sadrzaja fenola i1 neflavonoida, odnosno klorogenske kiseline, posto je dokazano da na
klorogensku kiselinu i1 njene derivate otpada glavnina sadrzaja fenola u petrovcu (6,22).
Takoder se moze primijetiti da ukupni fenoli, neflavonoidna frakcija te sadrzaj
dominantne klorogenske kiseline uglavnom direktno utjecu na antioksidacijska svojstva
uzoraka testirana metodom FRAP i DPPH, odnosno na redukcijski kapacitet ekstrakata i
sposobnost hvatanja molekula slobodnog DPPH radikala, dok u niti jednom slucaju ne
utjeCu na svojstva dokazana metodom BR i ORAC. Razlog tome se moze kriti u
¢injenici da se antioksidacijska aktivnost kod ove dvije metode temelji na sposobnosti
antioksidansa da reagira (stabilizira) molekule hidrogenperoksil radikala te da
antioksidansi odnosno spojevi u istrazivanim ekstraktima zaista nemaju sposobnost

hvatanja molekula tih radikala.
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Ukupni
fenoli

Flavonoidi

Neflavonoidi

Klorogenska
kiselina

FRAP

DPPH

BR

ORAC

Ukupni
fenoli

Tablica 7. Prikaz korelacijskih odnosa izmedu dobivenih rezultata istrazivanja

Flavonoidi

r=0,8589
p=0,0284
znaéajno

X

Neflavonoidi

r=0,9985
p=<0,0001
izrazito
znaéajno
r=0,8296
p=0,0411
znacajno

Klorogenska

Kiselina

r=0,9541
p=0,0031
vrlo znaéajno

r=0,8926
p=0,0167
znacajno

r=0,9455
p=0,0044
vrlo znacajno

FRAP

r=0,9889
p=0,0002
izrazito
znacajno
r=0,7995
p=0,0563
ne tako
znacajno
r=0,9931
p=<0,0001
izrazito
znacajno
r=0,9566
p=0,0028
vrlo znadajno

X

DPPH

=0,9666
p=0,0017
vrlo znacajno

r=0,7329
p=0,0975
ne tako

znacajno
r=0,9755
p=0,0009
izrazito

znaéajno
r=0,9129
p=0,0110
znaéajno

r=0,9768
p=0,0008
izrazito

znacajno

X

BR

r=0,2729
p=0,6569
nije znacajno

=0,3896
p=0,4452
nije znacajno

r=0,7668
p=0,0753

ne tako
znaéajno
=0,6451
p=0,1666
nije znacajno

r=0,8000
p=0,0560
ne tako

znacajno
r=0,7391
p=0,0932
ne tako

znaéajno

X

X

ORAC

r=0,7449
p=0,0893
ne tako

znacajno

r=0,5117
p=0,2995
nije znacajno
r=0,7578
p=0,0809
nije tako
znacajno
r=0,6276
p=0,3938
nije znacajno

r=0,7577
p=0,0809
ne tako
znacajno
r=0,7823
p=0,0659
ne tako
znacajno
r=0,6741
p=0,1420
nije znacajno

X
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u ovom radu, ali i onih dobivenih u prijasnjim
istrazivanjima moze se zakljuciti da vrijeme branja biljke petrovac ima znacajan utjecaj
na kemijski sastav ekstrakata, a samim time i1 na njihovu antioksidacijsku aktivnost.
Kako je ovo istrazivanje obuhvacalo uzorke prikupljene na istoj lokaciji tijekom
jednogodisnjeg ciklusa biljke, iz dobivenih rezultata je vidljivo da je fenolima
najbogatiji bio uzorak iz travnja. Upravo je taj uzorak, koji je najbogatiji i
klorogenskom kiselinom, pokazao i najbolja antioksidacijska svojstva i to primjenom
svih koriStenih metoda. Smatra se da bi petrovac zbog bogatog fenolnog sastava i
pozitivnih bioloskih svojstava zasigurno mogao pronaci jos kakvu primjenu u

prehrambenoj, farmaceutskoj 1 kozmetickoj industriji.
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