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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

Zadatak ovog zavr$nog rada bio je utvrditi razliku izmedu sastava i svojstava
svjezeg i crnog CeSnjaka. Zadatak je bio homogenizirane uzorke podvrgnuti postupku
mikrovalne ekstrakcije, a u dobivenim ekstraktima odrediti udio ukupnih fenola Folin-
Ciocalteu metodom te ispitati njihovu antioksidacijsku aktivnost Briggs-Rauscher, FRAP
i DPPH metodom.



SAZETAK

Povrée iz porodice lukova (Alliaceae) odlikuje prisutnost brojnih fitokemikalija
koje pokazuju znacajnu biolosku aktivnost. Zasigurno jedna od najistrazivanijih biljnih
vrsta iz ove porodice je CeSnjak (Allium sativum L.) kojem su do danas u brojnim
studijama dokazana razlicita pozitivna svojstva. Cilj ovog rada bio je pripraviti ekstrakte
svjezeg ¢eSnjaka 1 crnog CeSnjaka (dobivenog postupkom fermentacije svjezeg ceSnjaka)
koriStenjem uredaja za mikrovalnu ekstrakciju (500 W, 94 °C, 30 min). U dobivenim
ekstraktima odreden je udio ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom te im je testirana
antioksidacijska aktivnost koristenjem razli¢itih metoda: Briggs-Rauscher oscilacijskom
metodom, sposobnos¢u hvatanja molekula slobodnog radikala 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
(DPPH) te metodom odredivanja redukcijske aktivnosti (engl. Ferric Reducing
Antioxidant Power, FRAP).

Kljuéne rije¢i: Allium sativum L., mikrovalna ekstrakcija, ukupni fenoli,

antioksidacijska aktivnost.



ABSTRACT

Vegetable from the Alliaceae plant family is characterized by the presence of
numerous phytochemicals that show significant biological activity. Probably one of the
most investigated plant species is garlic (Allium sativum L.) with large number of studies
that already proved its positive properties. The aim of this study was to prepare extracts
of fresh and black garlic (produced by the fermentation of fresh garlic) by the microwave-
assisted extraction (500 W, 94°C, 30 min). The obtained extracts were tested for total
phenolics using Folin-Ciocalteu method while the antioxidant activity was tested by
multiple method approach using Briggs-Rauscher oscillating reaction, by scavenging
ability against free 2,2-diphenyl-1-picrilhydrazil radical (DPPH), and reducing activity
determination by Ferric Reducing Antioxidant Power (FRAP) assay.

Keywords: Allium sativum L., microwave-assisted extraction, total phenolics,

antioxidant activity.
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uvoD

Upotreba dielektriénog zagrijavanja koriStenjem mikrovalova je posljednjih
godina postala jedna od najkoristenijih metoda izolacije bioaktivnih sastojaka iz biljnog
materijala. Zbog izuzetno kratkog vremena ekstrakcije, bolje u¢inkovitosti i znacajno
manje potro$nje organskih otapala, mikrovalna ekstrakcija predstavlja alternativu
tradicionalnim postupcima ekstrakcije kruto-tekude.!

U ovom radu istraZen je sastav i svojstva ekstrakata svjezeg i1 crnog cCeSnjaka
posljednjih godina javlja se sve ve¢e zanimanje za crnim ¢eSnjakom, najvise zbog njegove

neobi¢ne arome i blago slatkog okusa.?



1, OPCI DIO

1.1.  Ce$njak

Cesnjak (slika 1) je biljna vrsta koja potjece iz sredisnje Azije odakle se prosirio
po cijelom svijetu. U Republici Hrvatskoj, ¢eSnjak se uspjesno uzgaja u cijeloj zemlji
zahvaljujuéi svojoj velikoj prilagodljivosti.®

Cesnjak je povrée iz porodice Alliaceae, a ime je dobio po alicinu, spoju iz skupine
sumpornih organskih spojeva. Alicin nije prisutan u cjelovitom ¢e$njaku, ve¢ nastaje iz
aliina djelovanjem enzima alinaze nakon degradacije strukture ploda, npr. sjeckanja ili
drobljenja. Alicin ima dokazana antioksidacijska, antifugalna i antibakterijska svojstva, a
odgovoran je i za oStar miris ¢e$njaka.* Sto se morfologkih i biologkih svojstava tice,
¢eSnjak je biljka koja moze narasti do 90 cm. Dio biljke koji se najces¢e konzumira je
podzemni dio, odnosno lukovica koja se Cesto naziva i glavom ces$njaka. Lukovica
¢eSnjaka je pretezno spljostena i sadrzi od 12 do 20 ceSnjeva. Nadzemni dio biljke ¢ini
stabljika na Cijoj se donjoj polovici nalaze dugacki, linearni listovi. Na vrhu stabljike
razvija se okruglasti cvat koji ¢ini mali broj cvjetova i1 20 do 30 rasplodnih pupova.
Nadzemni dijelovi ée$njaka se takoder mogu konzumirati, osobito dok su nezreli.>®

Zahvaljuju¢i visokom udjelu razliitih bioloskih aktivnih spojeva te njihovom
pozitivnom utjecaju na ljudski organizam, ¢eSnjak se smatra funkcionalnom hranom.
Aktivni sastojci ¢eSnjaka mogu se podijeliti u dvije skupine: sumporovi spojevi i aktivne
tvari koje ne sadrze sumpor. Uz ve¢ spomenute sumporove spojeve aliin i alicin, ¢eSnjak
jos§ sadrzi 1 ajoen, dialil sulfid i s-alil cistein. Dokazano je da sumporovi spojevi pomazu
u prevenciji kardiovaskularnih bolesti, neuroloskih bolesti i bolesti jetre te takoder u
prevenciji alergija i artritisa.® Skupina aktivnih tvari koje ne sadrze sumpor ukljucuje
vitamine i minerale. Najznacajniji vitamini prisutni u ¢e$njaku su vitamin C, E i vitamini
B kompleksa, a od minerala najvazniji su kalij, kalcij i fosfor. Osim vitamina i minerala
u CeSnjaku se nalaze 1 drugi sastojci poput polisaharida, proteina 1 lipida, odnosno

fosfolipida, glikolipida i masnih kiselina.’



Slika 1. Ce$njak®

Medu bioloski aktivnim sastojcima ¢eSnjaka vazno je spomenuti i fenolne spojeve,
odnosno spojeve iz podgrupa fenolnih Kiselina i flavonoida. Antioksidacijska svojstva
fenolnih spojeva pomazu u zastiti i sprjeCavanju pojave brojnih kroni¢nih bolesti kao §to
su kardiovaskularne i cerebrovaskularne bolesti, razne vrste karcinoma te neuroloske
bolesti.’

Svi navedeni spojevi pretezno se odreduju iz podzemnog dijela biljke, odnosno
lukovice dok o njihovoj prisutnosti u ostalim dijelovima biljke (stabljika, listovi, cvijet)
postoji mali broj studija.®

Sadrzaj bioloski aktivnih spojeva u ¢eSnjaku ovisi o razliCitim ¢imbenicima od
kojih je potrebno istaknuti ekotip, klimatske uvjete prilikom uzgoja, kakvocu zemlje,

naéin uzgoja, ampelotehnicke mjere, itd.®



1.2.  Crni ¢eSnjak

Crni CeSnjak (slika 2) je zapravo preradevina odnosno proizvod bijelog (svjezeg)
povisenoj temperaturi uz visoku vlaznost zraka. Procesom fermentacije ¢eSanj ¢eSnjaka
postao je taman, slatkog okusa te ljepljive strukture.? Nagin proizvodnje crnog &esnjaka
ukljucuje Cuvanje svjezeg ceSnjaka u kontroliranim uvjetima temperature koja se obi¢no
krece od 60 do 77 °C te relativne vlaznosti ve¢e od 70 % u vremenskom razdoblju od 60
do 90 dana.®

Tijekom navedene toplinske obrade pojedini kemijski spojevi iz svjezeg ¢eSnjaka
pretvaraju se u amadorijeve spojeve, odnosno kljucne intermedijarne spojeve u
Maillardovim reakcijama. Kvaliteta crnog ceSnjaka ovisi o naCinu proizvodnje, ali
provedene studije pokazuju da crni ¢e$njak sadrzi vise funkcionalnih spojeva od svjezeg.*
U usporedbi sa svjezim ¢eSnjakom, crni ¢eSnjak ne posjeduje snazan i ostar miris koji je
jedna od najznacajnijih karakteristika svjezeg CeSnjaka, a uzrok tome je smanjena
koncentracija alicina koji se procesom fermentacije pretvara u spojeve poput s-alil
cisteina, alkaloide i flavonoidne spojeve. Upravo su promjene fizikalno-kemijskih
svojstava glavni razlog pojacane bioloske aktivnosti crnog ¢eSnjaka u odnosu na svjezi.

Takoder, dosadasnje znanstvene studije koje su provedene su pokazale iznimne

antioksidacijske, antialergijske, antikancerogene i protuupalne uéinke crnog esnjaka.?

Slika 2. Crni ¢e$njak™®



U usporedbi sa svjezim ¢eSnjakom, crni ¢eSnjak je bogatiji magnezijem, kalcijem,

flavonoidima, polifenolima te ga odlikuju bolja antioksidacijska svojstva.'!

Tablica 1. Usporedba hranidbene vrijednosti sviezeg i crnog esnjaka®?

Mjerna jedinica Cenjak Crni ¢eSnjak

Energetska vrijednost Kcal 149 219
Voda 58,6 33,6
Bj el_z-lnce?’lne ) /100 g svjeZe tvari 6.4 14.2
Ugljikohidrati 1,0 39,8
Vlakna 2,1 9,8
Kalij 401 930
Kalcij mg/100 g svjeze tvari 181 13

Fosfor 153 44

Magnezij 25 52

1.3.  Ekstrakcija

Ekstrakcija je brz i uCinkovit postupak razdvajanja 1 koncentriranja tvari.
Ekstrakcija iz homogenih smjesa tvari provodi se na temelju razliCite topljivosti u
razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijeSaju. Smjesa koja se odijeli se potom
najcesce obraduje otapalom kako bi se iz nje izdvojile komponente od interesa za cije je
izdvajanje u ¢istom obliku potrebno dobivenu otopinu kristalizirati ili ispariti.

Metode ekstrakcije mogu se podijeliti na konvencionalne i nekonvencionalne. U
konvencionalne spadaju destilacija (direktna, vodenom parom ili vodom i parom),
ekstrakcija otapalima i postupak hladnog preSanja, dok su nekonvencionalne metode
turbo-ekstrakcija, ekstrakcija superkriti¢nim kapljevinama, ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom.!

Tri glavna koraka koja odlikuju postupak ekstrakcije su:*

e desorpcija s vanjske povrSine ¢estice pri konstantnoj brzini supstrata (ravnotezna
faza)
e transport mase unutarnjom difuzijom

¢ difuzija otopljene tekucine u ekstrahirano otapalo (vanjska difuzija).



1.4.  Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalovi predstavljaju dio elektromagnetskog zraenja valnih duljina u
rasponu od 0,1 mm do 30 cm i frekvencija u rasponu od 1 GHz do 300 GHz. Mikrovalovi
se primjenjuju u radarskim sustavima, komunikacijskim sustavima, bezi¢noj mrezi,
medicini, prehrambenoj industriji i dr.1* Za mikrovalove je karakteristi¢no da se odbijaju
od metala, a prolaze kroz plastiku, papir i staklo. U hrani djeluju na na¢in da zagrijavaju
vodu, a zbog ograni¢enog energetskog potencijala ne uzrokuju promjene u strukturi tvari,
$to je temelj principa rada i procesa zagrijavanja u mikrovalnim peénicama.™®

Mikrovalna ekstrakcija (engl. Microwave Assisted Extraction, MAE) je brza i
pouzdana analiticka metoda ¢iji temelj je dielektricno zagrijavanje upotrebom
mikrovalova. Dielektricno zagrijavanje ovisi o materijalu i njegovoj sposobnosti da
apsorbira mikrovalnu energiju i pretvori je u toplinu. Mikrovalovi istovremeno
zagrijavaju cijeli volumen uzorka te oste¢uju vodikove veze ¢ime se potice rotacija dipola
(slika 3). Kretanjem otopljenih iona poveéava se prodiranje otapala u matriks ¢ime se
potice otapanje.! Glavna razlika izmedu konvencionalnih metoda ekstrakcije i mikrovalne
ekstrakcije je u tome Sto se kod mikrovalne ekstrakcije proces grijanja odvija unutar
ozracenog medija, dok se kod konvencionalnih metoda toplina prenosi s medija u

unutranjost uzorka.™

Slika 3. Selektivno djelovanje mikrovalova®?

Glavni koraci kojima se moZe opisati postupak mikrovalne ekstrakcije koja se
provodi s otapalom su:*3
e prodiranje otapala u ¢vrstu tvar
e solubilizacija i/ili razgradnja komponenti

e transport otapala unutarnjom difuzijom



e migracija ekstrahirane topline s povrsine ¢vrste tvari u rasutu otopinu vanjskom
difuzijom
e kretanje ekstrakta u odnosu na ¢vrstu tvar

e odvajanje i ispustanje ekstrakta i ¢vrste tvari.

Postoje dvije vrste sustava mikrovalne ekstrakcije:®
e ekstrakcija u zatvorenim posudama pri kontroliranoj temperaturi i tlaku

e cekstrakcija u mikrovalnim peénicama pri atmosferskom tlaku.

Ucinkovitost mikrovalne ekstrakcije ovisi o razli¢itim parametrima kao §to su
izbor otapala, temperatura, veli¢ina Cestica 1 raspodjela veliina, vrijeme ekstrakcije,
primijenjena snaga mikrovalova i dr.*

Veli¢ine Cestica ekstrahiranih tvari najéesée su u rasponu od 100 um do 2 mm, a
veca kontaktna povrSina omogucuje vecu ucinkovitost ekstrakcije jer se na taj nacin
ostvaruje bolji kontakt izmedu otapala i materijala. Ipak, nedostatak u koriStenju Cestica
malih dimenzija je otezano odvajanje otapala i biljnog materijala nakon postupka
ekstrakcije.! Pri izboru otapala vazno je voditi raduna o topljivosti Zeljenog ekstrakta, o
svojstvima otapala da upijaju mikrovalove te o potencijalnoj interakciji izmedu matriksa
i otapala. Otapalo koje se koristi treba dobro upijati energiju mikrovalova te imati visoku
dielektri¢nu konstantu, kao na primjer metanol, etanol i voda.l” Iako se ucinkovitost
ekstrakcije povecava povecanjem temperature, u slucaju termolabilnih spojeva moze doci
do njihove razgradnje pa treba voditi racuna o snazi mikrovalova koja se primjenjuje.*®
Vrijeme predstavlja jo§ jedan vazan parametar ekstrakcije, a ovisi o karakteristikama
uzorka te svojstvima otapala. Ekstrakcija najéesée traje od 15 do 20 minuta.'® Na slici 4

je prikazan uredaj za mikrovalnu ekstrakciju.
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Slika 4. Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju®®

1.4.1. Prednosti koriStenja mikrovalne ekstrakcije

Mikrovalna ekstrakcija je bolja, uc¢inkovitija i pouzdanija metoda ekstrakcije od
konvencionalnih metoda zbog kra¢eg vremena trajanja ekstrakcije, znatno manjeg rizika
od termicke degradacije spojeva prisutnih u matriksu, znatno nize potrebe za otapalom 1
samim time povecane prevencije od onecCiS¢enja. Ukoliko se mikrovalnu ekstrakciju
usporedi s uobi¢ajenom Soxhlet ekstrakcijom, koja se u svrhu izolacije fitokemikalija
najcesce upotrebljava posljednjih godina, mikrovalna ekstrakcija ima znacajne prednosti.
Postupak ekstrakcije Soxhletom traje izrazito dugo (8-24 h) $to zahtijeva veliki utroSak
energije. S druge strane, zagrijavanje kod mikrovalne ekstrakcije dogada se na selektivan
nacin u zatvorenom sustavu te ne dolazi do gubitka energije Sto znatno skracuje vrijeme
ekstrakcije (30 minuta). Jo§ jedna prednost mikrovalne ekstrakcije je moguénost
izdvajanja malih koli¢ina sastojaka koji su u materijalu prisutni u tragovima (npr. teski
metali, pesticidi, itd.).! Takoder, mikrovalna ekstrakcija omoguéuje koristenje polarnih i

nepolarnih otapala.*®



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Biljni materijal i postupak ekstrakcije

U ovom su radu koristeni uzorci svjezeg i crnog ¢esnjaka koji su kupljeni od OPG
Kralj (Zagreb, Hrvatska). Za postupak ekstrakcije je homogenizirano u mikseru po 100 g
svjezeg CesSnjaka 1 185 g crnog ¢eSnjaka te su uzorci potom preneseni u tikvicu s okruglim
dnom i dodana im je destilirana voda tako da je u konacnici omjer biljnog materijala i
vode bio 1:1. Tako homogenizirani uzorci podvrgnuti su postupku MAE u uredaju

prikazanom na slici 5.

Slika 5. Koristeni uredaj za mikrovalnu ekstrakciju Ethos X (Milestone Srl, Italy)



a) b)

Slika 6. Pripremljeni uzorci crnog (a) i svjezeg (b) ¢eSnjaka

U svrhu brzeg vremena ekstrakcije te boljeg ekstrakcijskog prinosa iz biljnog
materijala koriStena je metoda ekstrakcije pod utjecajem mikrovalova. Dio aparature
prikazan na slici 5. je gornji dio aparature koji predstavlja sustav za destilaciju (engl.
fragrance) pomocu kojeg se prikupljalo eteri¢no ulje koje nije bilo predmet ovog rada,
ve¢ je u ovom istrazivanju koriSten ekstrakt zaostao u tikvici s okruglim dnom dobiven
nakon tretmana mikrovalovima (slika 6).

Parametri ekstrakcije bili su sljede¢i: snaga mikrovalova 500 W, vrijeme trajanja
ekstrakcije 30 minuta te temperatura 94 °C. Homogenizirani biljni materijal stavljen je u
stakleni reaktor u mikrovalnoj pe¢nici, a zatim sastavljen ostatak gornjeg sustava za
hvatanje hlapljivih komponenti. Nakon zavrSene ekstrakcije vodeni ekstrakt koji je
zaostao u staklenoj tikvici s okruglim dnom (reaktoru) je profiltriran i kao takav ¢uvan na

+4°C do analiza.
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2.2. Odredivanje ukupnih fenola Folin-Ciocalteu metodom

Folin-Ciocalteu metoda se temelji na oksidaciji fenolnih grupa do kinona
dodatkom Folin-Ciocalteu reagensa (smjese molibdofosfatninh i volframofosfatnih
aniona) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt. Metoda je spektrofotometrijska pa se
odredivanjem absorbancije pri 765 nm mjeri intenzitet obojenja i samim time udio

fenolnih spojeva u uzorku.*®

Reagensi:
e ZasiCena otopina natrijevog karbonata; w (Na;COs) = 20 %

e Folin-Ciocalteu reagens

Postupak odredivanja:

U Kivetu se otpipetira 0,25 mL uzorka, 1,975 mL destilirane vode i 1,25 mL Folin-
Ciocalteu reagensa. Otopina se potom promijes$a i nakon 1 minute se doda 3,75 mL
otopine natrijevog karbonata, a nakon $to ista odstoji 2 sata na sobnoj temperaturi ocita

joj se absorbancija pri 765 nm.

Sadrzaj ukupnih fenola racuna se preko jednadzbe umjernog pravca dobivene za
otopine galne kiseline (slika 7), a konac¢ni rezultati se izrazavaju u ekvivalentima galne
Kiseline (GAE) po 1 L ekstrakta.
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Tablica 2. Koncentracije galne kiseline i o¢itane absorbancije reakcijske smjese

pri 765 nm koristene za izradu umjernog pravca za odredivanje ukupnih fenola

Koncentracija galne kiseline Absorbancija
(mg/L) (765 nm)
50 0,08 + 0,00
100 0,14+ 0,00
250 0,33+0,01
500 0,59+ 0,00
1000 1,17 £0,01
1,40
y =0,0011x + 0,0305
e 120 R2 = 0,9993
5> 1,00
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Slika 7. Umjerni pravac galne kiseline za odredivanje ukupnih fenola
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2.3. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

2.3.1. DPPH metoda

DPPH metoda je jedna od najkoriStenijih metoda odredivanja antioksidacijske
aktivnosti koja se temelji na redukciji stabilnog, slobodnog radikala 2,2-difenil-1-
pikrilhidrazil koji u prisutnosti elektron donora, tj. antioksidansa, mijenja boju iz

ljubi¢aste u zutu, $to se prati pri valnoj duljini od 517 nm.?°

Reagensi:

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

Postupak odredivanja:

U kivetu se doda 2 mL otopine DPPH reagensa te se ocita absorbancija otopine
pri 517 nm (Ac()), nakon ¢ega se u kivetu doda 50 pL uzorka. Nakon jednog sata ponovno
se mjeri absorbancija uzorka (Aa), a postotak inhibicije DPPH radikala racuna se prema

sljede¢em izrazu:

Inhibicija (%) = [(Ac() - Aaw)/Aco)] % 100
gdje je,
Ac(o) - absorbancija otopine DPPH radikala kod vremena t=0 minuta

A - absorbancija reakcijske smjese nakon nekog vremena t.
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2.3.2. Briggs-Rauscher oscilacijska metoda

Oscilacijska Briggs-Rauscher metoda temelji se na pracenju vremena inhibicije
oscilacija u sustavu nakon dodatka antioksidansa. Do prekida oscilacija dolazi prilikom
reakcije antioksidansa s hidroperoksil radikalom, a vrijeme inhibicije je u linearnoj

ovisnosti s koncentracijom dodanog uzorka.?

Reagensi:

e Otopina A (sumporna kiselina, kalijev jodat)
e Otopina B (malonska kiselina, $krob, manganov sulfat)

e Otopina vodikova peroksida, w(H202)=15 %

Postupak odredivanja:

U ¢asu se otpipetira 1 mL otopine A i I mL otopine B, a oscilacijska reakcija koja
je vidljiva promjenom boje otopine iz bezbojne preko zute u plavu pokrece se dodatkom
1 mL otopine peroksida. S pojavom tre¢eg plavog obojenja u smjesu se doda 100 puL
uzorka $to uzrokuje obezbojenje otopine, odnosno zaustavljanje oscilacija. Kod ove
metode mijeri se vrijeme inhibicije, odnosno vrijeme do ponovne pojave oscilacija koje je

mjera antioksidacijske aktivnosti uzorka.
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2.3.3. FRAP metoda

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodom odreduje se
sposobnost uzorka, tj. antioksidansa da reducira Fe®* u Fe?*. Nastali ioni reagiraju s TPTZ
reagensom (2,4,6- tripiridil-s-triazin) prilikom ¢ega dolazi do redukcije Zuto obojenog

kompleksa u plavi §to se prati pri 593 nm.?°

Reagensi:

e Acetatni pufer, ¢ (C2HzNaO2x3H20)=300 mmol/L, pH= 3,6.
e Otopina klorovodi¢ne kiseline, ¢ (HCI)=40 mmol/L.

e Otopina 2,4,6-tripiridil-s-tirazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI

e Otopina zeljezovog(l11) Klorida, ¢ (FeClz)=20 mol/L.

FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera i po 2,5 mL otopine FeClzi TPTZ-a

Postupak odredivanja:

U kivetu se otpipetira 3 mL FRAP reagensa te se ocita absorbancija reagensa pri
593 nm. Zatim se doda 100 puL uzorka koji uzrokuje pojavu plavog obojenja koje se ocita
nakon Cetiri minute. Razlika izmedu konacne vrijednosti i vrijednosti absorbancije ocitane
prije dodatka uzorka predstavlja promjenu absorbancije pomoc¢u koje se racuna FRAP

vrijednost uzorka.

Rezultati FRAP vrijednosti racunaju se preko jednadzbe umjernog pravca
(y=0,0007x+0,0037) dobivene testiranjem otopina Fe(ll) iona i izrazenih kao uM

ekvivalenata Fe(ll).
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3. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog zavr$nog rada bilo je istraziti razliku u antioksidacijskoj aktivnosti 1
sadrzaju ukupnih fenola izmedu ekstrakata svjezeg i crnog ceSnjaka pripravljenih
postupkom mikrovalne ekstrakcije. U radu su analizirani sljedeci uzorci:

A — vodeni ekstrakt svjezeg ceSnjaka
B — vodeni ekstrakt crnog ¢esnjaka

Za odredivanje ukupnih fenola koriStena je Folin-Ciocalteu metoda, a za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriStene su tri metode: metoda DPPH, Briggs-

Rauscher metoda i FRAP metoda.

3.1. Rezultati odredivanja ukupnih fenola

Na slici 8 prikazani su rezultati odredivanja ukupnih fenola Folin-Ciocalteu
metodom izraZzeni u mg GAE/L ekstrakta i kao §to je vidljivo postoji znacajna razlika u
koncentraciji fenola izmedu uzoraka. Koncentracija fenola u ekstraktu svijezeg ceSnjaka
iznosi 361 mg GAE/L, dok je kod crnog ¢esnjaka ona 3520 mg GAE/L, §to je 9,8 puta

veca vrijednost.
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Ukupni fenoli (mg GAE/L)

A B

mg GAE/L- miligrami ekvivalenta galne kiseline po 1 L uzorka
Slika 8. Usporedni prikaz rezultata odredivanja ukupnih fenola u ekstraktima svjezeg i

crnog ¢eSnjaka
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3.2. Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti uzoraka DPPH metodom koristeni su
ekstrakti razrijedeni 100 puta, a dobiveni rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti
DPPH metodom izrazeni su u vidu inhibicije DPPH radikala (u postotcima).

Na slici 9 vidljivo je da je antioksidacijska aktivnost crnog ¢eSnjaka priblizno 2
puta vec¢a u odnosu na svjezi ¢eSnjak jer je dobiveni postotak inhibicije DPPH radikala za

svjeZzi ¢eSnjak iznosio 6,87 %, a za crni ¢eSnjak 12,15 %.

Inhibicija DPPH radikala (%)
—

Slika 9. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH

metodom u ekstraktima svjezeg i crnog CeSnjaka
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Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti Briggs-Rauscher metodom koristeni su
ekstrakti razrijedeni dva puta, a rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti u ovom
su slucaju izrazeni kao vrijeme inhibicije oscilacijskih reakcija (u minutama). Dobiveni
rezultati ukazuju na to da kod svjezeg ¢esnjaka vrijeme inhibicije iznosi 7,5 minuta, dok
je kod crnog ¢esnjaka ono 47,9 minuta (slika 10). Rezultati stoga pokazuju priblizno 6,5

puta vecu antioksidacijsku aktivnost crnog ¢esnjaka od onog svjezeg.

Vrijeme inhibicije (min)
S
o

Slika 10. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti Briggs-

Rauscher metodom u ekstraktima svjezeg i crnog ¢eSnjaka
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Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom koristeni su ekstrakti
razrijedeni 10 puta. Antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom iskazuje se u
vidu uM Fe(II) te za uzorak svjezeg ¢esSnjaka iznosi 1850,7 uM Fe(Il), a za uzorak crnog
cesnjaka 8657,9 uM Fe(Il) (slika 11). Ponovno se uocava skoro 5 puta bolja

antioksidacijska (redukcijska) aktivnost crnog ¢e$njaka u odnosu na svjezi ¢eSnjak.
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Slika 11. Usporedni prikaz rezultata odredivanja antioksidacijske aktivnosti FRAP

metodom u ekstraktima svjeZzeg i crnog ¢eSnjaka
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4. ZAKLJUCAK

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da crni ceSnjak nedvojbeno ima
znatno bolju antioksidacijsku aktivnost i vecu koncentraciju ukupnih fenola u odnosu na
svjezi ¢esnjak Sto potvrduje rezultate dosadasnjih istrazivanja te Cinjenicu da u postupku
prerade tj. tijekom fermentacije ¢eSnjaka dolazi do fizikalno-kemijskih promjena u kojima

nastaju komponente koje imaju snazniju biolosku aktivnost.
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