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1 UVOD

Motar (Crithmum maritimum L.) je aromatska jestiva halofilna biljka koja raste na
obalama Sredozemlja i Atlantskog oceana. Tradicionalno se koristi u salatama, juhama ili kao
zacin jer je bogat izvor minerala i vitamina C te se koristi i u narodnoj medicini. Na obalnim
podrudjima Sredozemlja koristi se jos od antickih vremena, ali i danas se konzumira u mnogim
podrudjima diljem Europe. Motar sadrzi fenolne spojeve, a istrazivanja vezana uz njega
uglavnom ukljuCuju organske ekstrakte u kojima se istrazuje antioksidativna i
antimikrobioloska aktivnost razli¢itih grupa bioaktivnih molekula medu kojima znacajnu ulogu
zauzimaju fenolni spojevi (Pereira i sur., 2017; Nabet i sur., 2016). Na sastav i koncentraciju
fenolnih spojeva lista motar utjeu brojni ¢imbenici kao Sto su izbor ekstrakcijskog otapala,

dodatak vode u otapalo te uvjeti provedene ekstrakcije.

Cilj ovog istrazivanja bio je spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva (ukupni
fenoli, flavonoidi, hidroksicimetne kiseline i flavonoli) lista motar te ispitati utjecaj
ekstrakcijskog otapala (voda, etanol, aceton, metanol) i vodenih otopina otapala, te smjese

otapala u jednakim omjerima na ucinkovitost izolacije fenolnih spojeva.



2 TEORIJSKI DIO

2.1 Motar

Motar (Crithmum maritimum L.) je trajna
zeljasta biljka. Stabljika je uspravna i u gornjem
dijelu razgranata, glatka, debela i okruglasta,
Zuckaste boje, Cesto odrvenjela pri dnu. Visoka je do
50 cm, a listovi su jednom ili dvaput rasperani u
linearno lancetaste 2,5-5 cm duge i do 6 mm Siroke
listice. Listi¢i su mesnati, aromaticni, sjajni,
sivkastozeleni do plavozeleni. Cvate ljeti (od srpnja
do rujna) (Kovacic¢ i sur., 2008), cvatovi su Stitasti,
zuti do Zuckastozeleni (Lesinger, 2006), okruglih i

smotanih latica sa 8-36 zraka. Plodi¢i su dugi 5-6 mm,

Carstvo: Plantae
Razred: Magnoliopsida
Red: Apiales
Porodica: Apiaceae
Rod: Crithmum

Vrsta: Crithmum maritimum

Zuckasti ili grimizni. Motar se joS moZe pronadi i pod nazivima obalni petrovac, S¢ulac, obalac,

matar, slatki kopar.

Rasprostranjen je na Sredozemlju, obalama Crnog mora, atlantskoj obali od Portugala

do sjeverne Francuske, u juznoj Engleskoj te na Kanarskim otocima. Raste duz obale, u

Skrapama, po stijenama, na grebenima, kamenjarima, uz samo more, a katkad i dalje, na

starim zidinama i kamenitim krovovima te cesto raste u ve¢im populacijama. Pogoduju mu

posolica i zaslanjeno oskudno tlo (halofit) uz puno sunca (heliofit) (Kovacic¢ i sur., 2008).

Slika 1. Crithmum maritimum L. (vlastite
fotografije, 2018)



Mesnati i Cvrsti listovi ove izuzetno halofilne Stitarke imaju slan i zacinski, aromatican
okus i dugo se upotrebljavaju za jelo (Grli¢, 2005). Prvi zapisi o motru potjecu iz grcke
mitologije, a u antici su ukiseljene listove konzumirali pomorci na dugim putovanjima (Kovaci¢
i sur., 2008), u narodnoj medicini koristi se za lijecenje brojnih tegoba (Lesinger, 2006).

Svjeze ubrani listovi motra sadrze vitamin C i karotin te ima visok sadrzaj eteri¢nih ulja,
a poseban miris biljke potjece od eteri¢nog ulja kojem je glavni sastojak dilapiol (Grli¢, 2005).

Motar je jedina vrsta svoga roda (Kovacic i sur.,2008).

2.2 Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su spojevi koji sadrze barem jedan aromatski prsten i jednu ili vise
hidroksilnu skupinu direktno vezanu na aromatski prsten. U prirodi su obi¢no prisutni spojevi
s viSe hidroksilnih skupina, zbog toga se nazivaju i polifenolni spojevi (Paixao i sur., 2007) te
se rijetko nalaze u slobodnom obliku, uglavnom su esterificirani ili konjugirani (Covi¢ i sur.,
2009.). U namirnicama, polifenoli doprinose gorcini, trpkosti, boji, okusu, mirisu i oksidacijskoj
stabilnosti proizvoda, zbog ¢ega su vrlo znacajni u prehrambenoj industriji (Shahidi i sur.,
2004).

Fenolni spojevi su jedni od najvecih i najrasirenijin sekundarnih biljnih metabolita koji
doprinose nutritivnoj i senzorskoj kvaliteti voca, povréa i drugih biljnih vrsta (Lapornik i sur.,
2005). Osnovna strukturna formula polifenola je konjugirani oblik benzenskog ili aromatskog
prstena na koji je direktno vezana hidroksilna skupina (Bravo, 1998). Polifenoli imaju razlicita
svojstva, ovisno o njihovoj kemijskoj strukturi.

Biljni polifenoli su topljivi u polarnim organskim otapalima, osim ako nisu potupno
esterificirani, eterificirani ili glikolizirani. Topljivost u vodi se povecava sa brojem hidroksilnih
grupa, uz nekoliko iznimki.

Svi fenolni spojevi intenzivno apsorbiraju u UV podruéju spektra, a oni obojani i u
vidljivom dijelu spektra. Svaka grupa fenolnih spojeva ima razliCite apsorpcijske karakteristike,
odnosno podrucje spektra u kojem pokazuje maksimalnu apsorpciju.

Kao sekundarni biljni metaboliti, polifenoli, su najvise ukljuceni u zastitu od UV zracenja
i patogena. Takoder, neka istrazivanja su pokazala da njihova uloga nije samo zastitni
mehanizam protiv biotickog i abiotickog stresa, ve¢ da su dio molekularnog programa koji
doprinosi normalnom rastu i razvoju biljke.

Fenolni spojevi se manifestiraju uglavnom kao zuti, crveni, plavi i ljubicasti pigmenti,

ali i kao razliciti spojevi koji doprinose okusu hrane (BelS¢ak-Cvitanovic i sur., 2018).



Slika 2. Podjela polifenola (Han i sur., 2007)

2.2.1 Flavonoidi

Flavonoidi su najrasprostranjenija podskupina polifenolnih spojeva te su prisutni u svim
dijelovima biljke: korijenu, lis¢u, stabljici i plodovima i dio su ljudske prehrane. Medusobno se
razlikuju po strukturi i karakteristikama, a identificirano je preko 4000 razli¢itih flavonoida
unutar nekoliko kategorija (Cook i Samman, 1996.). To su niskomolekularni spojevi sa 15
ugljikovih atoma koji sadrze difenilpropanski kostur povezan s piranskim prstenom u sredini
(Pietta, 2000) te se razlikuju s obzirom na povezanost B i C prstena, ali i prema stupnju
nezasicenosti, stupnju oksidacije i prema broju i polozaju hidroksilne skupine u C prstenu (He
i Giusti, 2010; Ignati sur., 2011).



Slika 3. Opca strukturna formula flavonoida (Balasundram i sur., 2006)

Flavonoli su najrasireniji flavonoidi u hrani, a najistaknutiji su kamferol i kvercetin te
su uglavnom prisutni u relativno malim koncentracijama. Uglavhom su prisutni u obliku
glikozida te se najc¢esSce vezu s glukozom i ramnozom, ali mogu i s galaktozom, arabinozom i
ksilozom (Erdman i sur., 2007). Siroko su rasprostranjeni u carstvu biljaka i do sada je u
biljkama identificirano oko 200 razlicitih flavonola. Imaju nezasi¢enu vezu izmedu C; i C; atoma

C prstena te vezanu hidroksilnu skupinu na Cs atomu C prstena (Castillo-Mufioz i sur., 2007).

3!

4!

Slika 4. Kemijska struktura flavonola (Robards i sur., 1999)

Flavanoli su sloZena podvrsta flavonoida, poznati su i kao katehini, a glavni predstavnik
je flavan-3-ol. Ova skupina spojeva razlikuje se od drugih flavonoida, jer se ne pojavljuju u
obliku glikozida, ali javljaju se u Cetiri izomerna oblika, medu njima je katehin najrasireniji i

sV ..

su njegov izvor. Medusobnim povezivanjem, odnosno polimerizacijom tvore procijanidine



(kondenzirane tanine) koji su odgovorni za trpkost voca i pi¢a (Santos-Buelga i Scalbert,
2000).
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Slika 5. Kemijska struktura flavanola (Robards i sur., 1999)

Flavoni su u vocu i povréu zastupljeni u znatno manjim koli¢inama. Za razliku od
flavonola nemaju hidroksilnu skupinu na Cs-atomu C prstena (Macheix i sur., 1990). U kori
citrusa nalaze se velike koli¢ine polimetoksiliranih flavona: tangeretin, nobiletin i sinensetin
(Shahidi i Naczk, 1995) koji spadaju u najhidrofobnije flavonoide. Iako je vise od 100 flavona

identificirano u biljkama, te kemijske spojeve ne nalazimo Cesto u vocu.

Slika 6. Kemijska struktura flavona (Robards i sur., 1999)

Antocijani su derivati 2-fenilbenzopirilijevih (flavilijevih) soli koje se nalaze u biljkama
u obliku glikozida, poznati pod nazivom antocijani, dok se njihovi aglikoni nazivaju
antocijanidini. U prirodi je pronadeno vise od 20 razli¢itih antocijanidina, a najvazniji su
cijanidin, pelargonidin, delfinidin, peonidin, petunidin imalvidin (Fennema, 1985). Prisutni su
u crvenom, plavom i ljubi¢astom vocu i cvijeéu te sluze kao obrambeni mehanizam biljaka od

UV ostecenija.



Slika 7. Kemijska struktura antocijanida (Robards i sur., 1999)

2.2.2 Fenolne kiseline

Fenolne kiseline su polifenolni spojevi malih molekulskih masa koji se nalaze u hrani
biljnog porijekla, a dijele se u dvije osnovne skupine: hidroksicimetne i hidroksibenzojeve
kiseline (Belitz i sur., 2004).

Osnovna struktura hidroksicimetnih kiselina je Ce-Cs. Najvaznije hidroksicimetne
kiseline su: kafeinska kiselina, ferulinska, p-kumarinska i sinapinska kiselina (Bravo, 1998), a
u prirodi se uglavhom nalaze u obliku estera (Macheix i sur., 1990). Zbog svog
antioksidacijskog djelovanja fenolne kiseline imaju pozitivno djelovanje na zdravlje ljudi (Lafay
i Gil-Izquierdo, 2008).

H
/ COO

R, R,

Slika 8. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina (Robards i sur., 1999)

Osnovna struktura hidroksibenzojevih kiselina je Cs-C; te nastaju direktno iz benzojeve
kiseline. U hidroksibenzojeve kiseline ubrajaju se: galna, p-hidroksibenzojeva,

protokatehinska, siringinska, vanilinska, elaginska i salicilna kiselina (Bravo, 1998). U prirodi



se nalaze uglavnom u slobodnom obliku, ali se povezuju i s konjugiranim Seéerima i organskim

kiselinama.

Rs X _~COOH

Rs
R1

Slika 9. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (Robards i sur., 1999)

2.2.3 Fenolni spojevi biljke motar

Motar je bogat fenolnim spojevima, sadrzi flavonoide, flavonole, hidroksicimetne
kiseline i kondenzirane tanine, koji su sadrzani u svim dijelovima biljke: cvijetu, listu i stabljici,
ali u razlicitim udjelima (Pereira sur., 2017), koliCine fenolnih spojeva ovise o primjenjenoj

ekstrakcijskoj metodi (Jallali i sur., 2012; Pereira i sur., 2017; Meot-Duros i Magne, 2008).

2.3 Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija podrazumijeva postupak izdvajanja jednog ili veéeg broja sastojaka iz
otopine, suspenzije ili ¢vrstog materijala pomocu otapala, odnosno radi se o prijenosu tvari iz
krute ili tekuce faze u otapalo (Albu i sur., 2004). Osnovni cilj ekstrakcije je izolacija Sto vece
koli¢éine Zeljene tvari, a da pritom izolirana tvar ima Sto vecu kvalitetu. Za ucinkovito
provodenje ekstrakcije potrebno je odrediti optimalne uvjete, pri cemu se moraju pratiti brojni
faktori kao Sto su: veli¢ina Cestica, znacajke samog otapala, vrste spojeva koje se ekstrahiraju
kao i vrijeme i temperatura ekstrakcije (Putnik i sur., 2016). Vodene smjese etanola ili acetona
pokazale su se osobito ucinkovite, kod ekstrakcije fenolnih spojeva iz razli¢itih biljnih
materijala, u usporedbi s Cistim otapalima (Lapornik i sur., 2005; Sun i Ho, 2005; d’Alessandro



i sur., 2012). Osim odgovarajuceg otapala, za uspjesno provodenje ekstrakcije treba uzeti u
obzir i druge ¢imbenike poput molekularnog afiniteta otapala i otopljene tvari, prijenosa mase
u odgovarajuéem otapalu, sigurnosti okolisa, toksi¢nosti za ljude i financijskoj isplativosti.
Takoder, vaznu ulogu ima i primjena odgovaraju¢e metode ekstrakcije. One se dijele na

konvencionalne (klasi¢ne) i nekonvencionalne (nove, suvremene) (Azmir i sur., 2013).

e Soxhlet ekstrakcija e ekstrakcija potpomognuta
» ekstrakcija refluksiranjem ultrazvukom

e maceracija » ekstrakcija potpomognuta
» destilacija mikrovalovima

e ekstrakcija potpomognuta
visokim tlakom

e ekstrakcija pomocu enzima

e ekstrakcija pomocu
elekti¢nog polja

» ekstrakcija superkriticnim
fluidima

Slika 10. Ekstrakcijske metode (Azmir i sur., 2013)

2.3.1 Ekstrakcija refluksiranjem

Refluksiranje je postupak prevodenja otapala u paru i ponovno kondenziranje nastalih
para u tekucinu koja se vraca u reakcijsku smjesu. NajéeS¢e se primjenjuje kod ekstrakcije
¢vrstog materijala tekué¢im otapalom (ekstrakcija ¢vrsto - tekuce) pri ¢emu se tvari iz Cvrste
faze izdvajaju i prelaze u tekuéu fazu odnosno u otapalo. Metoda podrazumijeva zagrijavanje

uzorka sa otapalom u aparaturi sa povratnim hladilom (Rapi¢, 1994).



2.4 Spektrofotometrija

Najcesce se primjenjuje spektrofotometrija u ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom (VIS)
podrucju elektromagnetskog zracenja zbog svoje jednostavnosti i niskih troskova (Liu i sur.,
2008).

Apsorpcijska spektroskopija koja se temelji na ultraljubi¢astom (UV) i vidljivom (VIS)
zracenju najkoristenija je tehnika u kvantitativnoj kemijskoj analizi zbog svoje Siroke
primjenjivosti, velike osjetljivosti, prihvatljive tocnosti, te jednostavnosti i brzine izvodenja.
Podrucje ultraljubicastog dijela elektromagnetskog spektra odnosi se na valne duljine od 200
do 400 nm, dok se podrucje vidljivog dijela elektromagnetskog spektra odnosi na valne duljine
od 400 do 800 nm. UV/VIS zracenje u molekuli uzrokuje prijelaz valentnih elektrona u vise
nepopunjene energetske orbitale, a dio molekule koji apsorbira UV/VIS zraCenje naziva se
kromofor (nezasiceni dio molekule). Metoda se zasniva na propustanju zrake svjetlosti kroz
uzorak, mjerenju intenziteta svjetla koje je proslo kroz uzorak te usporedivanju tog intenziteta

sa intenzitetom ulaznog svjetla. Apsorpcija zraenja dana je Lambert - Beerovim zakonom:

pri Cemu je A apsorbancija, Ip intenzitet ulaznog svjetla, 7 intenzitet svjetla propustenog kroz
uzorak, &£ molarni apsorpcijski koeficijent, ¢ mnozinska koncentracija i 4 debljina sloja otopine.
Iz Lambert-Beerovog zakona proizlazi zakljuak da je apsorbancija linearno proporcionalna
koncentraciji analita Sto omogucuje jednostavno racunanje koncentracije iz izmjerene

apsorbancije.

Za mjerenje apsorbancije koristi se spektrofotometar (Slika 11) koji se sastoji od:
izvora svjetla (zraCenja), selektora valnih duljina (monokromator), spremnika za uzorak

(kiveta), detektora i procesora signala.

10



Slika 11. UV/Vis spektofotometar (vlastita fotografija, 2018)
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3 MATERIJALI I METODE

3.1 Materijal

Motar je ubran na podrucju Dalmacije (otok Pag) tijekom srpnja 2017. Nakon branja

je osusen te neposredno prije provodenja analiza je usitnjen.

3.2 Kemikalije

e Aceton (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Aluminijev klorid, 99% (Acros Organics, New Jersey, SAD)
e Etilni alkohol, 96% (Kefo, Slovenija)

e Folin-Ciocalteu reagens (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

e Galna kiselina (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e Kafeinska kiselina (Acros Organics, New Jersey, SAD)

¢ Kalijev acetat (Acros Organics, Nizozemska)

« Klorovodi¢na kiselina, 37% (Panreac, Spanjolska)

e Kvercetin, 95% (Acros Organics, New Jersey, SAD)

e Metanol (J. T. Baker, Nizozemska)

¢ Natrijev karbonat (Gram-mol, Zagreb, Hrvatska)

3.3 Aparaturai pribor

e Analiticka vaga (A&D Instruments Ltd, GR-200-EC, Ujedinjeno Kraljevstvo)
e Automatska pipeta

e Falcon kivete za Cuvanje uzoraka, 50 mL

e Filter papir (Papir crna vrpca Munktell 125mm/388, Filtrak, Njemacka)

e Graduirane pipete volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL

e Grijac (Tehtnica, Zelezniki, Jugoslavija)

e Menzura

e Odmijerne tikvice volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL, 1000 mL
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e Povratno hladilo

e Propipeta

e Staklene Case

e Staklene epruvete

e Staklene kivete

e Stakleni lijevci

e Tikvica s okruglim dnom

e UV/VIS Spektrofotometar (PERKIN-ELMER, Lambda 1, Massachusetts, USA)

e Vortex mjesalica (Metron, Zagreb, Hrvatska)

3.4 Metode rada

Iz lista motar su postupcima ekstrakcije refluksiranjem na temperaturi kljucanja
otapala kroz 1 sat dobiveni ekstrakti u kojima se potom spektrofotometrijski odredivao maseni

udio fenolnih spojeva (ukupni fenoli, flavonoidi, hidroksicimetne kiseline i flavonoli).

3.4.1 Ekstrakcija refluksiranjem

Ekstrakcija fenolnih spojeva refluksiranjem provedena je na uzorcima osusenih i
usitnjenih listova motara. 1 g uzorka ekstrahiran je s 25 mL otapala kroz 1 h, na temperaturi
kljutanja otapala. KoriStena otapala su: voda, etanol (96%), etanol-voda (1:1), aceton
(100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-metanol-aceton

(1:1:1) i etanol-aceton-metanol-voda (1:1:1:1).

Nakon zavrsene ekstrakcije uzorci su profiltrirani preko lijevka i filter papira (Papir crna
vrpca Munktell 125 mm/388, Filtrak, Germany) u odmjerne tikvice koje su nadopunjene do
oznake otapalom koriStenim za ekstrakciju. Priredeni ekstrakti su ¢uvani u zamrzivacu pri

temperaturi od -18°C do provodenja analiza.
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Slika 12. Ekstrakcija refluksiranjem (vlastita fotografija, 2018)

3.4.2 Spektrofotometrijsko odredivanje fenolnih spojeva lista motar

Odredivanje fenolnih spojeva lista motar je provedeno u ekstraktima dobivenim
ekstrakcijom refluksiranjem primjenom sljedecih otapala: voda, etanol (96%), etanol-voda
(1:1), aceton (100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-

metanol-aceton (1:1:1) i etanol-aceton-metanol-voda (1:1:1:1).

3.4.2.1 Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli se odreduju sprektrofotometrijski, a metoda se temelji na kolornoj
reakciji fenola s Folin-Ciocalteu reagensom te mjerenjem nastalog plavog obojenja pri 765 nm
(Singleton i Rossi, 1965). Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i fosfomolibdene
kiseline, a pri oksidaciji fenolnih tvari u blago alkalnim uvjetima ove kiseline se reduciraju u
volframov i molibdenov oksid koji su plave boje. Redukcija ovih kiselina, odnosno tvorba
relativno plavo obojenog kompleksa bit ¢e intenzivnija Sto je prisutan veci broj hidroksilnih

skupina ili oksidirajucih grupa u fenolnim spojevima (Jakopic i sur., 2009).
Na;WO4/Na;Mo04 + Fenol — (fenol-MoW11040)*

+ e — Mo(V)
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Izrada bazdarnog dijagrama galne kiseline

Za pripremu bazdarnog dijagrama pripremi se standardna otopina galne kiseline, masene
koncentracije 5 g L'%. Od te otopine galne kiseline rade se razrijedenja u odmjernim tikvicama
od 100 mL tako da koncentracije standardnih otopina galne kiseline iznose 50, 100, 150, 250,
500 mg L. Iz svake tikvice otpipetira se u odmjernu tikvicu od 25 mL: 250 yL standardne
otopine galne kiseline, 1,25 mL F.C. reagensa i 15 mL deionizirane vode. Nakon 3 minute doda
se 3,75 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijeSa, a potom uzorci
stoje u mraku 2 h. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 765 nm. Iz izmjerenih
vrijednosti apsorbancija i masenih koncentracija galne kiseline nacrta se bazdarni dijagram, a

potom se koncentracija ukupnih fenola izracuna prema dobivenoj jednadzbi pravca.
Aparatura i pribor

e Spektrofotometar

e Analiticka vaga

e Odmijerne tikvice volumena 25 mL, 100 mL i 1000 mL
e Automatska pipeta

e Graduirane pipete volumena 1 mL, 2mL, 5mL

e Propipeta
Kemikalije

e Folin-Ciocalteu reagens (F. C. reagens)
F. C. reagens se razrijedi deioniziranom vodom u omjeru 1:2.

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20%-tna otopina)
200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane vode, a potom
ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva karbonata,
nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrira.

e Standard galne kiseline
Odvaze se 500 mg galne kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL
96%-tnog etanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi

u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni deioniziranom vodom.
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Postupak odredivanja ukupnih fenola
Za potrebe odredivanja ukupnih fenola ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti.

U odmijernu tikvicu od 25 mL otpipetira se redom: 250 pL ekstrakta, 15 mL deionizirane vode
i 1,25 mL F. C. reagensa. Nakon 3 minute doda se 3,75 mL zasi¢ene otopine natrijeva
karbonata. Sve skupa se promijeSa, a potom uzorci stoje u mraku 2 h. Nakon toga se mijeri
apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm. Maseni udjeli ukupnih fenola izrazeni su kao ekvivalent

galne kiseline mg GAE g suhog lista motar.

3.4.2.2 Odredivanje ukupnih flavonoida

Odredivanje flavonoida provodi se spektrofotometrijskom metodom koja se temelji na
kolornoj reakciji flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom te mjerenjem nastalog

intenziteta obojenja pri 415 nm (Chang i sur., 2002).
Izrada bazdarnog dijagrama kvercetina

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg L. Od te otopine
standarda rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da koncentracije
standardnih otopina kvercetina iznose: 10, 25, 50 i 75 mg L!. Takoder se za analizu uzima i
alikvotna otopina standarda koncentracije 100 mg L. Iz svake tikvice otpipetira se redom 0,5
mL otopine standarda, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL 10%-tnog alumijevog klorida, 0,1
mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti nacin se priprema i slijepa proba,
ali se umjesto ekstrakta uzima 100%-tni metanol te se umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida
dodaje isti volumen destilirane vode. Reakcijska smjesa potom stoji 30 min, nakon ¢ega se
izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija i masenih
koncentracija kvercetina nacrta se bazdarni dijagram, a potom se koncentracija ukupnih

flavonoida izracuna prema dobivenoj jednadzbi pravca.
Aparatura i pribor

e Spektrofotometar
e Staklene epruvete
e Analiticka vaga

e Graduirane pipete volumena 2 mL, 5 mL
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e Automatska pipeta
e (Odmijerne tikvice volumena 10 mL i 100 mL
e Propipeta

e Vortex mjesalica
Kemikalije

e Etanol, 96%

e Metanol, 100%

e Aluminijev klorid, 10%
1 g aluminijevog klorida (aluminij-klorid-heksahidrat, p. a.) otopi se sa 5 mL destilirane
vode te kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu od 10 mL i nadopuni do oznake
destiliranom vodom.

e Kalijev acetat, 1 M
9,845 g kalijevog acetata otopi se u 10 mL destilirane vode te kvantitativho prenese u
odmijernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

e Standard kvercetina
Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomoc¢u 5
mL 100%-tnog metanola kvantitativho prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL

i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.
Postupak odredivanja flavonoida

Ekstrakti se prije analize trebaju razrijediti otapalom koristenim za ekstrakciju. U staklenu
epruvetu otpipetira se redom: 0,5 mL ekstrakta, 1,5 mL 96%-tnog etanola, 0,1 mL 10%-tnog
aluminijeva klorida, 0,1 mL 1 M kalijeva acetata i 2,8 mL deionizirane vode. Na isti nacin se
pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se umjesto
10%-tnog aluminijeva klorida dodaje isti volumen deionizirane vode. Reakcijska smjesa stoji
potom 30 minuta, nakon Cega se izmjeri apsorbancija pri valnoj duljini od 415 nm. Maseni

udjeli flavonoida izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g suhog lista motar.

3.4.2.1 Odredivanje hidroksicimetnih kiselina

Odredivanje hidroksicimetnih kiselina se provodi spektrofotometrijskom metodom pri

c¢emu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm (Howard i sur., 2003).
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Izrada bazdarnog dijagrama kafeinske kiseline

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kafeinske kiseline koncentracije 100 mg L. Od te
otopine standarda rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da koncentracije
standardnih otopina kafeinske kiseline iznose: 10, 25, 50 i 66,7 mg L. Takoder se za analizu
uzima alikvotna otopina standarda. U staklenu epruvetu otpipetira se redom: 250 pL otopine
standarda, 250 pL 1 g L' HCl u 96%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L'! HCl. Za odredivanje
ukupnih hidroksicimetnih kiselina apsorbancija se mjeri na 320 nm. Iz izmjerenih vrijednosti
apsorbancija i masenih koncentracija kafeinske kiseline nacrta se bazdarni dijagram, a potom
se koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izraCuna prema dobivenoj jednadzbi

pravca.
Aparatura i pribor

e Spekrofotometar

e Staklene epruvete

e Analiticka vaga

e Graduirane pipete volumena 5 mL

e Automatska pipeta

e Propipeta

e (Odmijerne tikvice volumena 10 mL i 100 mL

e Vortex mjesalica
Kemikalije

e Koncentrirana klorovodicna kiselina, 37%

e Etanol, 96%

¢ Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g L* HCI (u 96% etanolu)
0,227 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu tikvicu
od 100 mL te nadopuni etanolom (96%) do oznake.

¢ Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g L* HCI
0,454 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu tikvicu
od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard kafeinske kiseline (100 mg L)
Odvaze se 10 mg standarda kafeinske kiseline u plasti¢noj ladici za vaganje te se

pomocu 5 mL 80%-tnog metanola kvantitativnho prenese u odmjernu tikvicu
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volumena 100 mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni 80%-

tnim metanolom.
Postupak odredivanja hidroksicimetnih kiselina

Ekstrakte je prije mjerenja potrebno razrijediti. U staklenu epruvetu otpipetira se redom: 250
WL ekstrakta, 250 pL 1 g L'* HCl u 96%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L! HCI. Apsorbancija se
mjeri na 320 nm. Maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina izraZeni su kao ekvivalent kafeinske

kiseline mg CAE g suhog lista motar.

3.4.2.2 Odredivanje flavonola

Odredivanje flavonola se provodi spektrofotometrijskom metodom pri ¢emu se

intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 360 nm (Howard i sur., 2003).
Izrada bazdarnog dijagrama kvercetina

Potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije 100 mg L. Od te otopine
standarda rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL tako da koncentracije
standardnih otopina kvercetina iznose: 2.5, 5, 10, i 50 mg L. Takoder se za analizu uzima
alikvotna otopina standarda. U staklenu epruvetu otpipetira se redom: 250 pL otopine
standarda, 25 pL 1 g L* HCI u 96%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L! HCI. Apsorbancija se mjeri
na 360 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija i masenih koncentracija kvercetina nacrta
se bazdarni dijagram, a potom se koncentracija flavonola izraCuna prema dobivenoj jednadzbi

pravca.
Aparatura i pribor

e Spektrofotometar

e Staklene epruvete

e Analiticka vaga

e Graduirane pipete volumena 5 mL

e Odmijerne tikvice volumena 10 mL, 100 mL
e Propipeta

e Automatska pipeta

e Vortex mjesalica
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Kemikalije

e Koncentrirana klorovodicna kiselina, 37%

e Etanol, 96%

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g L't HCl (u 96% etanolu)
0,227 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni etanolom (96%) do oznake.

e Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g L'* HCI
0,454 mL koncentrirane klorovodicne kiseline (37%) se otpipetira u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni destiliranom vodom do oznake.

e Standard kvercetina (100 mg L?)
Odvaze se 10 mg standarda kvercetina u plasti¢noj ladici za vaganje te se pomocu
5 mL 100%-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100

mL i otopi u datom volumenu, a potom se do oznake nadopuni metanolom.
Postupak odredivanja flavonola

Ekstrakte je prije mjerenja potrebno razrijediti. U staklenu epruvetu otpipetira se redom: 250
WL ekstrakta, 250 pL 1 g L't HCl u 96%-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g L'* HCl. Apsorbancija se
mjeri na 360 nm. Maseni udjeli flavonola izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g suhog

lista motar.
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4 REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu prikazani su rezultati spektrofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola,
flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola u pripremljenim ekstraktima lista motar
ekstrakcijom refluksiranjem provedenom pri temperaturi klju¢anja otapala kroz 1 h. Koristena
otapala su: voda, etanol (96%), etanol-voda (1:1), aceton (100%), aceton-voda (1:1),
metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-metanol-aceton (1:1:1) i etanol-aceton-metanol-
voda (1:1:1:1).

4.1 Ukupni fenoli

Za odredivanje ukupnih fenola u listu motar bilo je potrebno izraditi bazdarni dijagram.
Tablica 1 prikazuje vrijednosti masenih koncentracija galne kiseline s pripadajucim izmjerenim
vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram (Slika 13). Iz
regresijskog pravca izracunate su vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija ukupnih fenola
u ekstrahiranim uzorcima. Maseni udjeli ukupnih fenola izraZeni su kao mg galne kiseline na

g suhog lista motar (Tablica 2).

Tablica 1. Masene koncentracije standardnih otopina galne kiseline i pripadajucih
vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 765 nm

STANDARDNA

OTOPINA ¥/(mg L) A

0

0

50 0,184
100 0,382
150 0,425
200 0,721
300 1,021
500 1,689
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Slika 13. Bazdarni dijagram galne kiseline

Tablica 2. Rezultati spektofotometrijskog odredivanja ukupnih fenola lista motar. Maseni
udjeli ukupnih fenola su izrazeni kao mg galne kiseline (GAE)/g suhog lista motar.

OTAPALA w (mg GAE/g)+SD

voda 54,15+12,09
S etanol (96%) 35,97+1,44
é etanol-voda (1:1) 77,05+7,88
% aceton (100%) 4,26+0,68
Z aceton-voda (1:1) 76,74+2,91
g metanol (100%) 35,36+4,25
§ metanol-voda (1:1) 73,84+4,37
E etanol-aceton-metanol (1:1:1) 30,66+4,02

etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1) 67,54+1,01

Iz dobivenih rezultata vidimo da se maseni udio ukupnih fenola kre¢e od 4,26 mg GAE
g! do 77,05 mg GAE g'. Najveci maseni udjeli ukupnih fenola iz lista motar su dobiveni

primjenom vodenih otopina etanola i acetona, dok su primjenom vodene otopine metanola i
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etanol-metanol-aceton-voda nesto nizi. Primjenom vode kao ekstrakcijskog otapala je izoliran
nesto nizi maseni udio ukupnih fenola (54,15 mg GAE g') lista motar. Dodatak vode u
ekstrakcijsko otapalo povecava ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih fenola iz lista motar u
odnosu na primjenu Cistog otapala (etanol, metanol, aceton). Primjenom ekstrakcijskih
otapala (etanol, metanol, aceton) bez dodatka vode su ekstrahiranni znacajno nizi maseni
udjeli ukupnih fenola (4,26 — 35,97 mg GAE g!) iz lista motar.

4.2 Ukupni flavonoidi

U tablici 3 su prikazane vrijednosti masenih koncentracija kvercetina s pripadajuéim
izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram (Slika
14). Iz regresijskog pravca izraCunate su vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija
ukupnih flavonoida u ekstrahiranim uzorcima. Maseni udjeli ukupnih flavonoida izraZeni su kao

mg kvercetina na g suhog lista motar (Tablica 4).

Tablica 3. Masene koncentracije standardnih otopina kvercetina i pripadajucih vrijednosti
apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 415 nm

STANDARDNA

OTOPINA ¥/(mg L™) A
0 0

10 0,045

25 0,113

50 0,212

75 0,340

100 0,442
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Slika 14. Bazdarni dijagram kvercetina

Tablica 4. Rezultati spektofotometrijskog odredivanja ukupnih flavonoida lista motar.
Maseni udjeli ukupnih flavonoida su izraZzeni kao mg kvercetina (QE)/g suhog lista motar.

OTAPALA w (mg QE/g)+SD

voda 24,09+3,07
E etanol (96%) 31,00+1,86
g etanol-voda (1:1) 34,21+0,47
% aceton (100%) 11,09+0,35
Z aceton-voda (1:1) 34,01+3,10
g metanol (100%) 38,13+1,85
§ metanol-voda (1:1) 30,21+3,01
E etanol-aceton-metanol (1:1:1) 27,79+£3,92

etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1) 34,25+0,59

Dobiveni rezultati pokazuju da se maseni udio flavonoida krece od 11,09 mg QE g do
38,13 mg QE g'. Najve¢i maseni udio flavonoida postignut je primjenom metanola kao
ekstrakcijskog otapala, dok vodene otopine etanola i acetona pokazuju nesto nizi ekstrakcijski
ucinak, kao i primjena vodenih otopina svih otapala. Primjenom acetona kao ekstrakcijskog
otapala je ekstrahiran znacajno nizi maseni udio flavonoida (11,09 mg QE g) iz lista motar.
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Kod ekstrakcije flavonoida iz lista motar primjena Cistog ekstrakcijskog otapala metanola
pokazuje najveéi ekstrakcijski kapacitet dok kod primjene drugih otapala (etanol, aceton) se
dodatkom vode u ekstrakcijsko otapalo postize veci ekstrakcijski u¢inak u odnosu na Cisto

otapalo.

4.3 Hidroksicimetne kiseline

U tablici 5 su prikazane vrijednosti masenih koncentracija kafeinske kiseline s
pripadajuéim izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni
dijagram (Slika 15). Iz regresijskog pravca izracunate su vrijednosti nepoznatih masenih
koncentracija hidroksicimetnih  kiselina u ekstrahiranim uzorcima. Maseni udjeli
hidroksicimetnih kiselina izrazeni su kao mg kafeinske kiseline na g suhog lista motar (Tablica
6).

Tablica 5. Masene koncentracije standardnih otopina kafeinske kiseline i pripadajuéih
vrijednosti apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 320 nm

STANDARDNA

OTOPINA ¥/(mg L) i
0 0

10 0,103

25 0,272

50 0,529

66,7 0,675

100 0,820
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Slika 15. Bazdarni dijagram kafeinske kiseline

Tablica 6. Rezultati spektofotometrijskog odredivanja hidroksicimetnih kiselina lista motar.
Maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina su izrazeni kao mg kafeinske kiseline (CAE)/g suhog

lista motar.

OTAPALA c A‘I’_:"/meD

voda 41,39+5,48

S etanol (96%) 31,18+0,07
é etanol-voda (1:1) 53,49+6,29

% aceton (100%) 7,65+0,33
Z aceton-voda (1:1) 53,41+1,22
g metanol (100%) 32,36%0,27
§ metanol-voda (1:1) 49,55+2,24
E etanol-aceton-metanol (1:1:1) 23,89+1,83
etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1) 49,41+4,20

Iz dobivenih rezulata vidimo da se maseni udio hidroksicimetnih kiselina kre¢e od
7,65 mg CAE g do 53,49 mg CAE g'. Najve¢i maseni udjeli hidroksicimetnih kiselina dobiveni
su primjenom vodenih otopina etanola i acetona, a primjenom vodene otopine metanola i

etanol-metanol-aceton-voda je nesto nizi, dok je primjenom vode kao otapala izolirano 41,39
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mg CAE g hidroksicimetnih kiselina lista motar. Mozemo zakljuciti kao i kod ukupnih fenola,
dodatak vode u ekstrakcijsko otapalo povecava ekstrakcijski kapacitet izolacije

hidroksicimetnih kiselina iz lista motar u odnosu na primjenu cistih otapala.

4.4 Flavonoli

U tablici 7 su prikazane vrijednosti masenih koncentracija kvercetina s pripadaju¢im
izmjerenim vrijednostima apsorbancija na temelju kojih je izraden bazdarni dijagram (Slika
16). Iz regresijskog pravca izraCunate su vrijednosti nepoznatih masenih koncentracija
flavonola u ekstrahiranim uzorcima. Maseni udjeli flavonola izrazeni su kao mg kvercetina na

g suhog lista motar (Tablica 8).

Tablica 7. Masene koncentracije standardnih otopina kvercetina i pripadajucih vrijednosti
apsorbancija izmjerenih spektrofotometrom pri valnoj duljini od 360 nm

STANDARDNA ]
OTOPINA ¥/(mg L™) 8

0 0
2,5 0,023

5 0,037
10 0,046
25 0,102
50 0,197
100 0,404
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Slika 16. Bazdarni dijagram kvercetina

Tablica 8. Rezultati spektofotometrijskog odredivanja flavonola lista motar. Maseni udjeli
flavonola su izrazeni kao mg kvercetina (QE)/g suhog lista motar.

OTAPALA w (mg QE/g)+SD

voda 26,98+3,74
E etanol (96%) 30,67+0,54
é etanol-voda (1:1) 38,24+4,81
% aceton (100%) 8,74+0,83
2 aceton-voda (1:1) 37,60+0,12
% metanol (100%) 30,17+0,77
§ metanol-voda (1:1) 33,54+2,08
E etanol-aceton-metanol (1:1:1) 24,91+1,07

etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1) 37,64+2,46

Dobiveni rezultati pokazuju da se maseni udio flavonola kre¢e od 8,74 mg QE g* do
38,24 mg QE g. Najvedi maseni udjeli flavonola dobiveni su primjenom vodenih otapala
etanola, acetona i etanol-metanol-aceton-voda, a primjenom vode izolirano je 26,98 mg QE

g! flavonola iz lista motar. Primjenom Cistih otapala (etanol, metanol, aceton) su dobiveni
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samo nesto nizi maseni udjeli flavonola u odnosu na primjenu vodenih otopina istih otapala.
Iz dobivenih rezultata, odredenih masenih udjela flavonola iz lista motar, moze se zakljuciti
da dodatak vode u ekstrakcijsko otapalo povecava ekstrakcijski kapacitet izolacije flavonola iz

lista motar.

U provedenome istrazivanju ispitivan je utjecaj razliCitih otapala na ekstrakciju fenolnih
spojeva iz lista motar (Crithmum maritimum L.). Klasi¢na ekstrakcija refluksiranjem fenolnih
spojeva provedena je primjenom otapala razli¢ite polarnosti: voda, etanol (96%), etanol-voda
(1:1), aceton (100%), aceton-voda (1:1), metanol (100%), metanol-voda (1:1), etanol-
metanol-aceton (1:1:1) i etanol-metanol-aceton-voda (1:1:1:1). Opcenito, svi dobiveni
ekstrakti bogat su izvor fenolnih spojeva, ali njihov maseni udio znacajno ovisi o uvjetima
ekstrakcije, odnosno o primjenjenom otapalu i njegovoj polarnosti, Sto su potvrdili i drugi
autori (Pereira i sur., 2017; Jallali i sur., 2012; Meot-Duros i Magne, 2009; Nabet i sur., 2016).
Takoder, prisustvo i udio vode u organskoj fazi otapala ima znacajnu ulogu, jer voda pojacava
proces difuzije i olakSava ekstrakciju fenolnih spojeva iz biljnog materijala. Provedenim
istrazivanjem je utvrdeno da je najveéi maseni udio ukupnih fenola, u iznosu od 77,05 mg
GAE g, dobiven upravo postupkom ekstrakcije refluksiranjem, primjenom vodene otopine
etanola, dok su primjenom vodenih otopina metanola, acetona i etanol-metanol-aceton-voda
dobiveni samo nesto nizi maseni udjeli ukupnih fenola. Primjenom vode kao ekstrakcijskog
otapala ekstrahiran je visoki maseni udio ukupnih fenola iz lista motar. Takoder, kod
ekstrakcije hidroksicimetnih kiselina i flavonola su najveci maseni udjeli ekstrahirani upravo
primjenom vodenih otopina etanola, metanola, acetona i etanol-metanol-aceton-voda.
Primjenom Cistih otapala (etanol, metanol, aceton) odredeni su znacajno nizi maseni udijeli
hidroksicimetnih kiselina i flavonola. Iznimka su flavonoidi, gdje je primjenom cistog metanola
ekstrahiran najveéi maseni udio flavonoida, dok primjenom drugih otapala (etanol, aceton,
etanol-metanol-aceton-voda) su se boljim pokazale vodene otopine otapala. Primjenom vode
kao ekstrakcijskog otapala dobiveni su visoki maseni udjeli ukupnih fenola i hidroksicimetnih
kiselina iz lista motar. Naposljetku se moze zakljuciti da na maseni udio ekstrahiranih fenolnih
spojeva vedi utjecaj ima udio vode odnosno organske faze u otapalu od izbora samoga
otapala, dobiveni rezultati pokazuju da se bolji ekstrakcijski kapacitet postize primjenom
binarnog sustava otapala tj. vodenih otopina etanola, metanola i acetona osim kod flavonoida.
Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju pokazuju da maseni udio fenolnih spojeva znacajno
varira ovisno o dodatku vode u ekstrakcijsko otapalo (etanol, metanol i aceton), sto je u skladu
s istrazivanjima drugih autora prema kojima ekstrakcijski kapacitet fenolnih spojeva u raznim
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biljnim vrstama ovisi o vrsti i udjelu otapala (Aerias i sur., 2000; Meot Duros i Magne, 2009;
Nabet i sur., 2016). Na temelju dobivenih rezultata masenih udjela fenolnih spojeva iz lista
motar, moze se zakljuciti da list motar ima visoke masene udjele fenolnih spojeva, ovisno o
primjenjenom ekstrakcijskom otapalu, te kao takav predstavlja nov i zanimljiv izvor fenolnih

spojeva u prehrambenoj industriji.
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5 ZAKLJUCAK

Na temelju rezultata dobivenih u okviru provedenog istrazivanja moze se zakljuciti

sljedece:

1. Ekstrakti lista motar (Crithmum maritimum L.) bogat su izvor fenolnih spojeva,
spektrofotometrijski su odredeni visoki maseni udjeli ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina,
flavonola i flavonoida te kao takav predstavlja nov i zanimljiv izvor fenolnih spojeva u

prehrambenoj industriji.

2. Najvedi ekstrakcijski kapacitet izolacije ukupnih fenola, hidroksicimetnih kiselina i flavonola
postignut je primjenom vodene otopine etanola, dok flavonoida primjenom cistog otapala

metanol.

3. Dodatak vode u otapalo doprinosi vecem ekstrakcijskom kapacitetu izolacije fenolnih

spojeva (ukupnih fenola, flavonoida, hidroksicimetnih kiselina i flavonola) iz lista motar.

4. Primjenom vode kao ekstrakcijskog otapala, maseni udjeli fenolnih spojeva u vodenim
ekstraktima su samo nesto niZi u odnosu na dobivene ekstrakte primjenom vodenih otopina

etanola, metanola, acetona i etanol-metanol-aceton-voda.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam Koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,
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