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1. UVOD

Smokva (Ficus carica L.) se smatra jednom od najstarijih uzgajanih biljnih vrsta. Ljudi su
je stolje¢ima uzgajali zbog ukusnog ploda koji se moze jesti svjez i osusen, ali i zato jer su
znali da biljka posjeduje ljekovita svojstva. Na cijelom Mediteranskom podrucju odli¢no

uspijeva, u ¢emu ne zaostaje ni Hrvatska gdje se uzgaja u cijelom priobalnom podrucju.

Mnoga danasnja istraZivanja, radena na smokvi, usmjerena su i na list. Utvrdeno je da on
posjeduje mnoge bioaktivne spojeve zbog kojih ima poZeljan utjecaj na ljudsko zdravlje. Brojna
i raznovrsna skupina bioaktivnih spojeva su fenolni spojevi koji su predmet mnogih istrazivanja
bilo da je rije¢ o njihovoj strukturi, svojstvima poput antioksidacijske aktivnosti, utjecaju na
zdravlje i sl. U odredenoj mjeri utvrdena je pozitivna korelacija koli¢ine fenolnih spojeva i
antiokidacijske aktivnosti u razli¢itim biljkama. Takoder, pozitivan utjecaj fenolnih spojeva na

zdravlje ljudi, povezuje se s njihovom antioksidacijskom aktivnosti.

Iako se list ne koristi u velikoj mjeri, potencijalan je izvor vrijednih spojeva, kao Sto su
fenolni. Stoga bi se fenolni spojevi mogli ekstrahirati iz lista i dalje koristiti za proizvodnju
razlicitih visokovrijednih proizvoda, zbog ¢ega je posebno vazno provesti ekstrakciju uspjesno
u kvantitativnom i kvalitativnom smislu. Postoji cijeli niz ekstrakcijskih metoda koje se koriste
za ekstrakciju fenolnih spojeva, a jedna od ucinkovitijih je mikrovalna ekstrakcija. Na
uspjesnost ekstrakcije uvelike utjeCe i vrsta upotrijebljenog otapala, a uspjeSnost ekstrakcije
se, osim odredivanjem udjela fenolnih spojeva, moze ispitati i odredivanjem antioksidacijskog
kapaciteta. Jedna od cCesto koristenih je FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power)

metoda.

U skladu s navedenim, cilj ovog rada bio je ispitati kako razliCita otapala (deionizirana voda,
40%-tni i 96%-tni etanol), redom polarna s visokom dielektricnom konstantom, koja dobro
apsorbiraju mikrovalno zracenje, utjeCu na ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz lista smokve,
odnosno na antioksidacijski kapacitet dobivenih ekstrakata, mjeren spektrofotomertijskom
FRAP metodom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SMOKVA

Smokva (Ficus) je jedan od 40 biljnih rodova iz porodice dudova (Moraceae), a obuhvaca
vise od 800 vrsta koje sadrze mnogobrojne varijetete koji imaju znacajne genetske razlike i
odli¢ne farmakoloske aktivnosti koje su od komercijalne vaznosti (Chawla i sur., 2012). Smokve
se uzgajaju vise od 11,000 godina te su najstarije kultivirane biljke (Chawla i sur., 2012). Kada
se kaze smokva, obi¢no se misli na drvo smokve i njegov plod, tocnije na 'Obi¢nu smokvu'
(Ficus carica) koja potjeCe s podrucja istonog Mediterana i jugozapadne Azije, preciznije s
teritorija izmedu Grcke i Afganistana. Na cijelom podrucju na kojem se smokva uzgaja, uzgaja
se zbog svojeg jestivog ploda (Khatib i Vaya, 2010). Raste u tropskim i suptropskim regijama
(Veberic i Mikulic-Petkovsek, 2016). Smokve su listopadno drvece diji je rast vise ogranicen
niskim temperaturama kakve dolaze zimi, nego ljetnim vruéinama. Podrucja koja su najbolja
za uzgoj smokava imaju vruca i suha ljeta, nisku relativnu vlaznost i blage zime (Flaishman i
sur., 2008).

Proizvodnja smokve pocela je blago rasti u zadnjih nekoliko godina prema medunarodnoj
Organizaciji za hranu i poljoprivredu, a pet najvecih proizvodaca na svijetu su Turska, Egipat,
Maroko, Alzir i Iran. Uzevsi u obzir desetogodisnji prosjek, proizvede se oko 1,1 milijun tona
godisnje. Turska kao najvedi proizvodac, 2019. godine proizvela je 310,000 tona Sto je 23,56%
ukupne svjetske proizvodnje, a iste godine pet najvedih proizvodaca proizvelo je preko 70%
smokve na svjetskom trZistu. Smokva se najviSe uzgaja na Mediteranu i Bliskom istoku, iako
se u posljednjih dvadesetak godina sve viSe uzgaja u SAD-u, Brazilu, Kini, Indiji i Japanu gdje
je proizvodanja u kontinuiranom porastu (FAOSTAT, 2021).

U razdoblju od 3 do 5 godina od sadnje, stabla dosegnu puni kapacitet uroda, a nakon 15-
20 godina plodnost stabala opada (Flaishman i sur., 2008). Ako se stablo smokve ostavi da
raste slobodno, moze dosedi visinu od 15 metara (Flaishman i sur., 2008), izrasti u nepravilno
razgranato drvo ili veliki grm (Ali i sur., 2012). Medutim, u vocnjacima visina stabla se
obrezivanjem drzi na visini od 3 metra iz razloga lakSeg ubiranja plodova (Flaishman i sur.,
2008). Sustav korijenja je plitak i Siri se tako da moze prekriti 15 m tla. Ukoliko drvo raste na
propusnom tlu, neki od korijena mogu se spustiti i do 6 m u dubinu. Drvo smokve ima brojne
grane koje su cilindri¢nog oblika, glatke blijedosive ili crvenkaste kore (Ali i sur., 2012). Lateks

biljke je mlijecno bijele boje te sadr7i ficin, enzim koji probavlja proteine.



Plod je kuglast, a kada potpuno sazrije poprimi zeleno-zutu ili crveno-ljubicastu nijansu,
ovisno o sorti. Meso zrelog ploda je bjelkasto, Zzuto, jantarno, ruzicasto, crveno do ljubicasto.
Zrela smokva je slatka, mekana i socna, a nezrela je gumenasta s lateksom (Veberic i Mikulic-
Petkovsek, 2016). Veli¢ina ploda je 3-5 cm. Plod smokve, u botanickom smislu je maleni orasci¢
sa sjemenkom Kkoji se razvije iz plodice cvjeta. U gospodarskom smislu, plod predstavlja
kompleksnu cjelinu, nepravi, slozeni plod, u ¢ijoj unutrasnjosti se nalaze brojni cvjetovi, tocnije
cvat, te su cvjetovi i sjemenke zajedno srasli, a s vanjske strane je prekriven tankom, mekom

pokozicom (Prgomet i Prgomet, 2020).

Smokva daje jedan ili dva uroda godiSnje, prvi se razvija u proljeée iz cvjetova od prosle
godine, a plod sazrijeva pocetkom srpnja, dok se drugi urod razvija za vrijeme ljetnih mjeseci
iz cvjetova koji su se razvili tekuce godine, a zreli plodovi budu krajem kolovoza. Takoder,
plodovi prve i druge berbe mogu se razlikovati oblikom i veli¢inom (Lodhi i sur., 1969).

Nakon berbe, smokve imaju kratak vijek trajanja, svega 7-10 dana. No, ako se skladiste
na niskoj temperaturi i u atmosferi obogacenoj CO,, mogu se Cuvati 2-4 tjedna. Plodovi smokve
mogu se jesti svjezi ili osuseni i Cesto se koriste u proizvodnji dzema (Khatib i Vaya, 2010), i
drugih poslastica kao Sto je kompot i salama od smokava, vino od smokava, smokvenjak ili
kruh od smokava i dr. (Prgomet i Prgomet, 2020). SuSenjem se smokvama produZuje trajnost
te su vrlo popularne kao suho voce (Veberic i sur., 2008). Od svog susenog voca, smokve

imaju najbolji sastav obzirom na hranjivu vrijednost (Khatib i Vaya, 2010).

Lisne plojke se medusobno razlikuju oblikom i veli¢inom Sto znaci da je u smokve izrazena
tzv. heterofilija (Veberic i Mikulic-Petkovsek, 2016), koja moZe biti posljedica utjecaja okoline
(inducirana) ili ontogenetickog razvoja (generativna) (Bandelj Mavsar i sur., 2008). Boja lista
moZe biti svijetlozelena, zelena ili tamnozelena, a Zile mogu biti vidljive, slabo vidljive ili
nevidljive. Takoder, mogu, ali i ne moraju biti prisutne dlacice na licu, odnosno nali¢ju lista.
Povrsina lisne plohe (duljina x Sirina) krec¢e se od manje od 250 cm? pa do preko 550 cm?. Isto
tako, rub lista moze biti ravan, nazupcan, jednakomjerno ili nejednakomjerno valovit i dr.
(Bandelj Mavsar i sur., 2008). Plojka lista razdijeljena je u tzv. lapove kojih moze biti tri, obicno
ih je pet, a ponekad i sedam (Prgomet i Prgomet, 2020). Peteljka lista, ovisno o sorti, je
razliCitih duljina i debljina te po obliku okrugla ili plosnata, a boja moze biti svijetlozelena,
zelena, roza ili smeda (Bandelj Mavsar i sur., 2008). Zbog svog vrijednog kemijskog sastava,
list smokve se koristi u narodnoj medicini, a sve viSe je i predmet brojnih znanstvenih

istrazivanja kako vezano za njegov sastav tako i za njegov utjecaj na zdravlje ljudi.



2.1.1. Kemijski sastav lista i utjecaj na zdravlje

List smokve sadrzi 67,6% vlage, a ostatak je suha tvar od ¢ega 4,3% cine proteini, 1,7%
masti, 4,7% sirova vlakna te 5,3% pepeo (Ahmad i sur., 2013). U listu smokve nalaze se
razliCiti sekundarni biljni metaboliti od kojih mnogi imaju bioaktivna svojstva. Neki od njih su
hlapivi spojevi (terpeni, alkoholi, aldehidi, ketoni, esteri), a neki nehlapljivi poput organskih
kiselina i fenolnih spojeva (fenolne kiseline, flavonoidi, kumarini). Od terpena u razli¢itim
dijelovima smokve pa tako i u listu pronadeni su mentol, T-muurolen i t-kadinen terpeni.
Takoder, u listu su od alkohola pronadeni: 2-metil-1-butanol, 1-heptanol, 1-penten-3-ol, benzil
alkohol i (E)-2-nonen-1-ol. Uobicajeni aldehidi u listu su 2-metil-butanal, 3-metil-butanal, (E)-
2-pentenal, heksanal i (E)-2-heksenal, a ketoni 3-hidroksi-2-butanon, 6-metil-5-hepten-2-on i
3-pentanon. Od estera prisutni su metil butanoat, heksil acetat, etil benzoat i metil heksanoat.
U lisSéu smokve identificirane su sljede¢e organske kiseline: Sikimska, jabucna, oksalna,
fumarna, limunska te kininska kiselina koja je zabiljezena samo u listu, a u ostalim djelovima
smokve ne. U listu su pronadeni steroli (B-sitosterol) i triterpenoidi (metil maslinat, oleanolna
kiselina, taraksasterol, w-taraksasterolski ester, kalotropenil acetat, bauerenol, 24-

metilencikloartanol, lupeol, lupeol acetat i stigmasterol).

Od razlicitih kemijskih spojeva koji su pronadeni u listu smokve, medu najvaznijima su
fenolni spojevi. U biljkama, oni imaju fizioloSku ulogu, a mnogim struénjacima su zanimljivi jer
imaju povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje. U liS¢u su pronadeni derivati hidroksibenzojeve
kiseline (di-pentozid galne kiseline, heksozid siriginske kiseline, heksozid vanilinske kiseline,
malat siriginske kiseline) i derivati hidroksicimetne kiseline (malat kava kiseline, malat
kumarinske kiseline, malat sinapinske kiseline i malat ferulinske kiseline). Koncentracija
derivata hidroksicimetne kiseline bila je visa u ekstraktima liS¢a, nego u ostalim dijelovima
smokve. U liSéu, ali i plodovima zabiljezena je hidroksibenzojeva kiselina, vanilinska kiselina,
heksozid i pentozid dihidroksibenzojeve kiseline, glukozid vanilinske kiseline, dipentozid galne
kiseline, hidroksicimetna kiselina, ferulinska kiselina, klorogenska kiselina. U listu su prisutni
su razli¢iti flavonoidi: flavonoli (kvercetin, rutin), flavoni (luteolin, apigenin), flavanoni

(naringenin), flavanoli ((+)-katehin, (-)-epikatehin) (Solana i Romano, 2020).

Kako je list smokve bogat razlic¢itim fenolnim spojevima mnoga istrazivanja usmjerena
su u tom pravcu. Ergiil i sur. (2018) dosli su do zakljucka da metanolni ekstrakt s ekstrahiranim
bioaktivnim spojevima iz suhog lista Ficus carica djeluje antioksidacijski, antidijabeticki i
antikancekogeno. Takoder, zakljucili su da postoji povezanost izmedu ukupnog sadrzaja
fenola, antioksidacijskog i antikancerogenog djelovanja, te da bi se list smokve mogao koristiti



kao sirovina za razvoj potencijalnih terapeutskih sredstava protiv kancerogenih oboljenja,

dijabetesa, pa Cak i Alzheimerove bolesti.

Nadalje, Begum i sur. (2020) utvrdili su i da etanolni ekstrakt lista smokve pokazuje dobra
antioksidacijska svojstva, a takoder i antimikrobna. Tocnije, utvrdili su da pokazuje
antibakterijsko djelovanje na odabranim bakterijskim sojevima te da bi se mogao koristiti za

lijecenje zaraznih i kroni¢nih bolesti uzrokovanih mikrobima.



2.2. EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je operacija koja se danas intenzivno provodi na razli¢itim podrudcjima, kao Sto
su poljoprivredne analize, prerada hrane i dobivanje lijekova (Chan i sur., 2017). Moze se
definirati kao postupak gdje se bioaktivne tvari izdvajaju iz biljnih dijelova pomocu
odgovaraju¢eg otapala (Mukherjee, 2019). Postoje klasicne metode ekstrakcije, ali se u
posljednje vrijeme sve viSe razvijaju i primjenjuju moderne metode s ciljem da se skrati vrijeme
rada, poveca ucinkovitost ekstrakcije, smanji potrosnja otapala radi smanjenja troskova i
zagadenja okolisa (Huang i sur., 2013). Neki od tradicionalnih postupaka ekstrakcije su Soxhlet
ekstrakcija, ekstrakcija zagrijavanjem uz refluks, maceracija i ekstrakcija uz mijeSanje. Ono sto
ih karakterizira je dugo vrijeme provodenja ekstrakcije, potrebna je velika koli¢ina otapala i
uzorka, visi su troskovi i viSe je ljudskog rada (Huang i sur., 2013). Maceracija je tehnika
ekstrakcije u kojoj se kruti biljni materijal uranja u otapalo odredenog polariteta s obzirom na
spojeve iz uzorka koje se Zeli ekstrahirati. MoZe se provoditi uz zagrijavanije ili mijeSanje da bi
se povecala ucinkovitost procesa i ubrzalo vrijeme ekstrakcije (Garcia-Vaquero i sur., 2020).
Soxhlet ekstrakcija provodi se u specijalnoj Soxhlet aparaturi gdje se uzorak stavlja u ¢ahuru
koja se kontinuirano puni otapalom iz destilacijske tikvice. U jednom trenutku otapalo u ¢ahuri
dosegne razinu prelijevanja i sifon usisava otapalo s ekstrahiranim spojevima natrag u
destilacijsku tikvicu. Na taj nacin osigurava se protok otapala kroz uzorak sve dok se ne

postigne potpuna ekstrakcija (Garcia-Vaquero i sur., 2020).

Moderne metode ekstrakcije su ultrazvucna ekstrakcija, mikrovalna ekstrakcija, ekstrakcija
uz pomoc enzima, ekstrakcija superkriticnim CO,, subkriticna ekstrakcija vodom, ekstrakcija
pod visokim tlakom, pulsirajuce elektri¢no polje i dr. Za ekstrakciju potpomognutu ultrazvukom
moze se koristiti ultrazvuéna kupelj ili sonda (Lavilla i Bendicho, 2017). Ekstrakcija uz pomo¢
enzima ucinkovita je metoda jer biljne stanice imaju slozenu gradu koja se sastoji od
polisaharida, celuloze i proteina. Fenolni spojevi se lako esterificiraju sa ksilozom, arabinozom
ili galaktoznim jedinicama hemiceluloze u stani¢noj stjenki ili se mogu povezati vodikovim
vezama s Skrobom ili drugim polisaharidima. Uz pomoc¢ enzima, hidrolizom se moze olaksati
razgradnja stanicnih stjenki te pospjesiti oslobadanje fenola iz biljnog matriksa (Cheetangdee,
2019). Cesto se koristi ekstrakcija superkriti¢nim CO>, tj. ugljikovim dioksidom koji prelazi u
superkriticno stanje pri specificnim uvjetima temperature i tlaka (31,1 °C i 7,38 MPa), jer se
pokazao i kao vrlo dobro otapalo koje, takoder, sprjecava reakcije oksidacije. Ostale prednosti
CO; su Sto nije skup, netoksican je, niske je viskoznosti i velika je brzina difuzije te nije tesko
postic¢i potrebno superkriticno stanje. Pri zavrSetku ekstrakcije, otapalo se lako odvaja od

ekstrakta smanjenjem tlaka pri ¢emu se CO; vraéa u plinovito stanje (Walker i sur., 2007). Jos
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jedno jeftino i ekoloski prihvatljivo otapalo je voda. No, njezina uporaba je ograni¢ena zbog
slabe ucinkovitosti ekstrakcije organskih spojeva. Medutim, pri temperaturi od 374 °C i tlaku
od 221 bar i dalje je u tekuéem obliku, smanjen joj je polaritet, viskoznost i povrSinska
napetost. Zbog promijenjenih svojstava, subkriticna voda po svojstvima postaje sli¢nija
organskim otapalima. Tako da je ekstrakcija subkriticnom vodom jedna moderna i ,zelena"
metoda ekstrakcije koju odlikuje selektivnost i brzina ekstrakcije (Liang i Fan, 2013). Osnova
pulsirajuceg elektricnog polja je unistenje strukture stanicne membrane pri ¢emu se povecava
ucinak ekstrakcije. U staninoj membrani nalaze se dipolne molekule na koje djeluje elektricni
potencijal i razdvaja ih prema njihovom naboju. Uslijed odbijanja nabijenih molekula na
membrani se stvaraju pore Sto povecava njezinu propusnost. Na taj nacin olakSava se
ekstrakcija i povecava se koliina ekstrahiranih spojeva te se skracuje vrijeme ekstrakcije
(Azmir i sur., 2013).

2.2.1. Mikrovalna ekstrakcija

Mikrovalna ekstrakcija je ekstrakcija pri kojoj se koristi mikrovalna energija za
zagrijavanje otapala koje se nalazi u kontaktu s uzorkom kako bi zeljeni spojevi presli iz ¢vrstog
uzorka u otapalo (Mukherjee, 2019). Mikrovalne pecnice koriste neionizirajuce
elektromagnetsko zracenje, koje oscilira u rasponu frekvencija od 0,3 do 300 GHz (Saha i sur.,
2018). Pri mikrovalnom zracenja, zagrijavanje je selektivno i ciljano, a ne kao pri uobicajenim
nacinima zagrijavanja. Uz to, toplina se ne gubi u okoliS, veC se zagrijavanje odvija u
zatvorenom sustavu, odnosno ekstrakcijskoj celiji (Manousi i sur., 2019). Pri zagrijavanju
mikrovalovima elektromagnetsko polje uzrokuje brzo okretanje iona u polarnom otapalu kao i
okretanje polarnih molekula te se stvara snazno trenje zbog ¢ega dolazi do zagrijavanja (Xue
i sur., 2018). Polarne molekule nastoje se orijentirati u smjeru polja koje se mijenja, a kao
posljedica toga je poveéanje temperature. Da bi se otopina zagrijala koristi se frekvencija od
2450 MHz, a da bi zagrijavanje bilo uspjesno koriste se dielektri¢na otapala i otapala koja imaju
trajni dipol. Ako se koristi nepolarno otapalo koje nema polarizirane skupine, zagrijavanje ¢e
biti slabo (Manousi i sur., 2019). Toplina se Siri kroz cijeli sadrzaj ekstrakcijske celije, odnosno
dolazi do volumetrijskog zagrijavanja sto utjece na ucinkovitost ekstrakcije (Xue i sur., 2018).
Uslijed povecanja temperature, dolazi i do povecanja tlaka zbog ¢ega stani¢na stjenka biljnog
materijala puca, bioaktivne komponente se na taj nacin lakSe oslobadaju u ekstrakcijsku
otopinu, odnosno ubrzava se difuzijski proces (Xue i sur., 2018). Pri konvencionalnim
tehnikama ekstrakcije postoji gradijent koncentracije bioaktivnih spojeva zbog ¢ega dolazi do



njihovog difundiranja u otapalo. U tehnikama potpomognute ekstrakcije, kao Sto je ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima, ekstrakcijski mehanizam se sastoji od razbijanja biljnog
materijala uslijed ¢ega dolazi do eluacije bioaktivnih spojeva u otapalo (Xue i sur., 2018). Na
poCetku ekstrakcije dolazi do prodiranja otapala u biljni materijal. Kako pocinje rasti
temperatura u ekstrakcijskoj éeliji, stvara se tlak unutar biljne stanice u obliku unutarstanicne
vlage. Najprije se Siri vakuola koja pritiS¢e staniénu membranu do stanicne stjenke. Kada
staniCna stjenka visSe ne moze podnijeti pritisak, puca, nakon ¢ega bioaktivni sastojci eluiraju
u okolno otapalo Sto se dogada relativno brzo (Chan i sur., 2017).

Prednosti mikrovalne ekstrakcije su jednostavnost, brzina provodenja u svega nekoliko
minuta, potrebno je manje otapala i manja je potroSnja energije za razliku od nekih
tradicionalnih metoda (Manousi i sur., 2019). Koli¢ine otapala mogu biti do 10 puta manje od
onih koje se koriste u tradicionalnim metodama (Saha i sur., 2018). PoviSene temperature
dovode do bolje ekstrakcije, ali treba obratiti paznju na termolabilne komponente koje se mogu
razgraditi na visokim temperaturama (Madej, 2009). Ucinkovitost reakcije potpomognute
mikrovalnim zracenjem ovisi o temperaturi, snazi mikrovalne pecnice, vremenu ekstrakcije,
otapalu koje se koristi za ekstrakciju, ali i omjeru otapala i uzorka koji se stavlja u ekstrakcijsku
Celiju (Cheetangdee, 2019).

Danas mnogi istrazivaCi teze k tome da zamijene tradicionalna toksi¢na i hlapljiva
organska otapala tzv. ,zelenim" otapalima kao Sto su ionske tekucine i duboka eutekticna
otapala (eng. deep eutectic solvent (DES)). Takva otapala karakterizira zanemariva hlapljivost,
kemijska i toplinska stabilnost, nezapaljivost, velika sposobnost otapanja vecine spojeva i
prilagodljivost sastava otapala. Takoder, duboka eutekticna otapala imaju vedi kapacitet
otapanja od organskih otapala jer otapanjem lignoceluloze uzrokuju ostecenja stanicnih stjenki
pa je proces difuzije brzi. UcCinkovitost ekstrakcije moze se poboljsati i koristenjem
odgovarajué¢e kombinacije komponenata s obzirom na ciljane spojeve koji se Zele ekstrahirati
(Wang i sur., 2017). Wang i sur. (2017) pripremili su duboko eutekti¢no otapalo za ekstrakciju,
bioaktivnih spojeva iz lista smokve, potpomognutu mikrovalnim zracenjem. Pripremljeni DES
sadrzi glicerol, ksilitol i D-(-)-fruktozu u molarnom omjeru 3:3:3 te je pokazao poboljSane
prinose ekstrakcije za promatrane spojeve. Zbog visokih prinosa ekstrakcije, skra¢eno je

vrijeme provodenja mikrovalne ekstrakcije.

Keskin i sur. (2012) istrazivali su fitokemijski sastav lista smokve i kakvo antimikrobno
djelovanje pokazuju ekstrakti lista smokve s obzirom na razlicita koristena ekstrakcijska otapala
(etanol, metanol i voda). Etanolni ekstrakt lista smokve pokazao je najbolju antimikrobnu



aktivnost u usporedbi s metanolnim i vodenim ekstraktom. Zbog antibakterijskih svojstava
mogao bi se iskoristiti u biljnim pripravcima protiv bakterijskih infekcija.



2.3. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti te broje vise od 8000 razlicitih
fenolnih struktura. Prirodni fenoli mogu biti jednostavni (fenolne kiseline, flavonoidi) ili sloZeni,
visoko polimerizirani (lignini, tanini). Flavonoidi su najcesc¢a i najrasprostranjenija podskupina.
Brojna istrazivanja su usmjerena prema njihovoj identifikaciji i kvantifikaciji u razlicitim
bilikama iz razloga Sto pokazuju Sirok spektar bioloskih ucinaka: antibakterijsko, antivirusno,
antialergijsko, protuupalno, hepatoprotektivno, antitromboticko, vazodilatacijsko i
antikancerogeno djelovanje. Razlog razliCitih bioloskih funkcija je njihova sposobnost

uklanjanja slobodnih radikala i antioksidativha aktivnost (Soobrattee i sur., 2005).

Fenolne spojeve karakterizira barem jedan aromatski benzenski prsten, u strukturi, na
koji je vezana najmanje jedna hidroksilna grupa (Zhou i Elias, 2013). Oni su antioksidansi, Sto
znadi da sprjecavaju oksidaciju spojeva koji su podlozni oksidaciji i onemogucuju djelovanje
slobodnih radikala, odnosno oksidansa. Fenolni spojevi reagiraju sa slobodnim radikalima koji
tada ne reagiraju sa stani¢nim dijelovima (Halliwell, 1990). Slobodni radikali sadrze nespareni
elektron u vanjskoj orbitali zbog ¢ega su vrlo reaktivni i lako ulaze u kemijske reakcije s
razli¢itim stanicnim komponentama (proteinima, lipidima, nukleinskim kiselinama i slozenim
ugljikohidratima) Sto je nepozeljno jer dolazi do peroksidacije lipida i proteina i oStecenja
nukleinskih kiselina (Madkour, 2020). Fenolni prsten, nakon Sto preda elektron slobodnom
radikalu, se moze stabilizirati i delokalizirati nesparene elektrone, odnosno rezonancijski
stabilizirati, pa prema tome, kroz razli¢ite nacine djelovanja, ima antioksidativna svojstva.
Primjerice, zaustavlja lancane reakcije uklanjanjem slobodnih radikala i reaktivnih vrsta
oduzimanjem prooksidanata (npr. ioni Zeljeza i bakra) i recikliranjem drugih antioksidanasa
poput tokoferola. Antioksidativni kapacitet fenola ovisi 0 njihovoj strukturi, ovisno koliko imaju
hidroksilnih skupina i na kojem polozaju se te skupine nalaze (Cheetangdee, 2019).

2.3.1. Metode za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta

Najcesce koristene kolorimetrijske metode za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta su:
DPPH, ABTS, CUPRAC, FRAP, PFRAP, ORAC, HORAC i TRAP metoda.

Cesto koridtena metoda procjene antioksidacijske aktivnosti u nekom ekstraktu je DPPH
metoda gdje specifini spojevi reagiraju sa slobodnim radikalom 2,2-difenil-1-pikril-hidrazilom
(DPPH) te dolazi do njegove redukcije (Brand-Williams i sur., 1995). Test se temelji na
sposobnosti uklanjanja antioksidansa u ekstraktu kojem se Zzeli izmjeriti antioksidacijski
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kapacitet. Oksidirani DPPH je tamno ljubicaste boje, a primitkom atoma vodika boja se gubi.
Intenzitet apsorpcije zracenja mjeri se na 520 nm (Kedare i Singh, 2011).

ABTS (2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) metoda, radi na principu da
se bezbojna, reducirana molekula ABTS oksidira u ABTS®* i poprimi karakteristicnu plavo-
zelenu boju. Kada se obojeni ABTS®* pomijeSa s ekstraktom u kojem se nalaze fenolni spojevi,
on se reducira preuzevsi elektrone od antioksidansa u ekstraktu i vraéa se u svoj bezbojni
ABTS oblik (Erel, 2004).

CUPRAC (eng. cupric ion reducing antioxidant capacity) metoda je pogodna za odredivanje
antioksdacijskog kapaciteta polifenola i vitamina C i E te koristi bakrov (II) neokuproin (Cu(II)-
Nc) reagens koji je kromogeno oksidacijsko sredstvo. Mjeri se kolika je sposobnost polifenola
da smanje koncentraciju bakrovog (II) iona pri ¢emu se promjena intenziteta obojenja mijeri

na 450 nm, a boja je stabilna neko vrijeme (Apak i sur., 2004).

PFRAP (eng. potassium ferricyanide reducing power) je metoda u koje apsorbancija raste
kako se povecava reduciraju¢a sposobnost antioksidansa u nekom uzorku. Princip se sastoji
od reakcije antioksidansa s kalijevim fericijanidom pri Cemu nastaje kalijev ferocijanid koji onda
reagira s zeljezovim trikloridom te nastaje Zeljezov ferocijanid — kompleks plave boje koji
pokazuje maksimalnu apsorbanciju na 700 nm (Pisoschi i Ngulescu, 2011).

ORAC (eng. oxygen radical absorbance capacity) metoda temelji se na smanjenju
fluorescencije proteina jer izgubi nativhu konformaciju uslijed oksidacijskog ostecenja koje
uzrokuje peroksidni radikal. Mjeri se kolika je sposobnost antioksidansa u uzorku, Ciji se
antioksidacijski kapacitet Zeli ispitati, da zastiti protein od oksidacijskih oSte¢enja (Zulueta i
sur., 2009).

Jos jedna fluorometrijska metoda je HORAC (eng. hydroxyl (HO) radical averting capacity)
metoda koja se temelji na mjerenju metal-keliraju¢eg djelovanja antioksidansa u uvjetima u
kakvima se odvija Fenton reakcija. U metodi se koristi Co (II) kompleks (Pisoschi i Ngulescu,
2011).

U TRAP (eng. total peroxyl radical prapping antioxidant parameter) metodi koristi se
kemiluminiscencija (CL) koja je pojaCana luminolom za pracenje reakcije koja ukljucuje
peroksil-radikal. Rezultat termicke razgradnje 2,2'-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorida
(AAPH) je nastanak luminol radikala koji daju kemiluminiscentni signal. Vrijeme u kojem uzorak
gasi kemiluminiscencijski signal, zbog prisutnosti antioksidansa, je TRAP vrijednost (Pisoschi i
Ngulescu, 2011).
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2.3.2. FRAP metoda

FRAP (eng. Ferric reducing ability of plazma) je jednostavan ,test" kojim se moze
odrediti antioksidacijski kapacitet u nekoj otopini. Metoda se temelji na redukciji iona Zeljeza,
tako Sto se zuti kompleks feri-tripiridiltriazin (Fe(III)-TPTZ) reducira do plavo obojenog fero-
tripiridiltriazina (Fe(II)-TPTZ), pri niskom pH. Intenzitet obojenja mjeri se spektrofotometrijski
i pokazuje apsorpcijski maksimum na 593 nm, a izravno je proporcionalan koncentraciji
antioksidansa. Dakle, pri FRAP metodi dolazi do prijenosa elektrona, gdje antioksidansi
doniraju elektron slobodnim radikalima, ali i metalima i karbonilnim spojevima (Benzie i Strain,
1996). Reakcijski uvjeti moraju biti kiseli, stoga se koristi acetatni pufer ¢iji je pH 3,6. U takvim
uvjetima osigurana je dobra topljivost zeljeza i niZi ionizacijski potencijal koji omogucuje
prijenos elektrona, uz to povecava se i redoks potencijal, koji dodatno omoguéava pomak
reakcije u smjeru prijenosa elektrona (Benzie, 1996; Benzie i Strain, 1996). Reakcija prijenosa
elektrona odvija se u trajanju od 4 do 6 minuta Sto je relativno brzo. Na taj nacin moze se
izraziti antioksidacijski kapacitet onih fenolnih spojeva koji ulaze u reakciju brzo, dok za spojeve
s duzim vremenskim pomakom u mehanizmu djelovanja, ova metoda nije izrazito prikladna.
FRAP vrijednosti naj¢eSce se izrazavaju preko FeSO4, askorbinske kiseline ili trolox ekvivalenta.
Prednosti FRAP metode su dobra ponovljivost rezultata, jednostavna priprema reagensa,
metoda nije skupa, a postupak provodenja je brz i jednostavan. Sve je to razlog zasto se
uvelike koristi za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta (Benzie i Strain, 1996).

2.3.3. Antioksidacijski kapacitet lista smokve

Pande i Akoh (2010) odredivali su ukupne fenole Folin-Ciocalteau metodom i
antioksidacijski kapacitet FRAP metodom u listu smokve. Pripremili su hidrofilne i lipofilne
frakcije. FRAP metodom u hidrofilnoj frakciji izmjeren je antioksidacijski kapacitet od 11,6 %
0,3 UM TE/ g svjezeg lista smokve, a u lipofilnoj frakciji 2,2 £ 0,3 uM TE/ g svjezeg lista
smokve. Odredivanjem ukupnih polifenola i antioksidacijske aktivnosti ne samo u listu, nego i
u kozici ploda, pulpi i siemenkama ploda te cijelom plodu, dobiveni rezultati pokazuju da postoji
odredena pozitivna korelacija izmedu koncentracije polifenolnih spojeva i izmjerenog
antioksidacijskog kapaciteta. Zanimljivo je da je u kori ploda smokve najveéa koli¢ina
polifenolnih spojeva, dok je u listu zabiljezen najveéi antioksidacijski kapacitet.

Konyalioglu i sur. (2005) odredivali su a-tokoferol, flavonoide, fenolne spojeve i
antioksidacijsku aktivnost lista smokve. Antioksidacijski kapacitet je mjeren TAC metodom u
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kojoj analit uzorka reducira Mo (VI) do Mo (V) pri ¢emu dolazi do promjene boje koja se mjeri
spektrofotometrijski. Antioksidacijski kapacitet izmjeren u ekstraktu liS¢a F. carica iznosio je
14,0 — 23,5 mM a-tokoferol ekvivalent po g suhog uzorka. Vodeni ekstrakt pokazao je najvedi
antioksidacijski kapacitet od 23,5 mM a-tokoferol ekvivalent po g suhog uzorka, dok je etanolni
ekstrakt bio 14,5 mM a-tokoferol ekvivalent po g suhog uzorka, tek nesto veci od ekstrakta n-
heksana. I oni su dosli do istog zakljucka. Lis¢e smokve sadrzi tvari koje pokazuju visoko
antioksidacijsko djelovanje te postoji povezanost koli¢ine ukupnih fenola, flavonoida i
antioksidacijskog kapaciteta. No, nije utvrdeno koji fenoli i flavonoidi imaju najveci
antioksidacijski kapacitet pa su daljnja istrazivanja usmjerena u tom pravcu.

Suliman i sur. (2021) istrazivali su fenolni sastav, inhibiciju enzima i antioksidacijski
kapacitet lista i petelike Ficus sycomorus. OsuSeni biljni materijal su samljeli i pripremili
ekstrakte maceracijom u dva otapala: nepolarnom heksanolu i smjesi polarnih otapala
diklormetan:etanol (DE) (1:1). U listu je utvrden znatno veli sadrzaj polifenola i flavonoida,
dok je u peteljci pronadeno najvise tanina. Antioksidacijski kapacitet izmjeren FRAP metodom
pokazuje znatno vedi kapacitet u DE ekstraktu, nego u heksan ekstraktu i za list i za stabljiku
F. sycomorus. Za usporedbu, u heksan ekstraktu lista izmjereno je 23,35+0,88 mg TE/g suhog
uzorka, a u DE ekstraktu lista 37,46+0,52 mg TE/g suhog uzorka. Ficus sycomorus prirodan
je i bogat izvor bioaktivnih molekula koje imaju antioksidacijska svojstva, zakljucak je njihove

studije prema dobivenim rezultatima.

13



3. MATERIJALI I METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci lista smokve

Uzorci lista 9 razliCitih vrsta smokve ( Ficus sp.) ubrani su u okolici Rovinja u listopadu 2020.
godine (tablica 1). Isti su suSeni u zracnoj susari na temperaturi 40-50 °C. Osuseni listovi i
petelike bili su pohranjeni u plasti¢ne vredice do daljnje analize kako ne bi apsorbirali vlagu iz

zraka.

LIST PETELIKA
Miljska figa
Zimica
Tiger
Fico della Madonna

Petrovaca bijela Peteljke nepoznate sorte
Susioka
Bjelica

Petrovaca crna

Saraguja

Tablica 1. Popis analiziranih uzoraka, odnosno sorti smokve

3.1.2. Kemikalije

Za mikrovalnu ekstrakciju fenolnih spojeva iz lista smokve (Ficus sp.) i odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta FRAP (eng. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodom,

upotrijebljene su sljedece kemikalije:

= Etilni alkohol, 96%-tni, Lach-Ner, Neratovice, Ce$ka Republika

= Klorovodicna kiselina, 37%-tna, CARLO ERBA Reagents, Milano, Italija

»  2,4,6-tripiridil-s-triazin (TPTZ), Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, SAD

= Zeljezov (III) klorid heksahidrat, Gram-mol d.0.0., Zagreb, Hrvatska

» Glacijalna octena kiselina, 99-100%-tna, CARLO ERBA Reagents, Milano, Italija
* Natrijev acetat trihidrat, Kemika, Zagreb, Hrvatska

= Deionizirana voda
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3.1.3. Uredaji

= Mikrovalni ekstraktor - Ethos EASY — Advanced Microwave Digestion System, Milestone
Srl, Sorisole, Italija

= UV/VIS spektrofotometar - UV-1600PC Spectrophotometer, VWR, Radnor,
Pennsylvania, SAD

» Analiticka vaga (£0,0001 g), Sartorius analytic A200S, Sartorius, Gottingen, Njemacka

» Vortex mijeSalica — MS2 Minishaker, IKA, Staufen, Njemacka

= Vodena kupelj — Heating Bath B-490, Biichi, Flawil, Svicarska

» Mlinac za mljevenje — GT110838, Tefal, Rumilly, Francuska

3.1.4. Laboratorijski pribor

= Automatske pipete, 10 UL - 5 mL, Eppendorf, Hauppauge, New York, SAD
= Odmijerne tikvice od 50 mL, 100 mLi 1L

» Menzure od 50 mL i 100mL

» Laboratorijske ¢ase od 50 mL i 200 mL

» Staklene epruvete

» Stakleni lijevci

» Filter papir
= magneti
» kapaljke

» Plasticne kivete s poklopcem od 50 mL
» Jednokratne plastic¢ne kivete

» Metalna Spatula

» Plasti¢na ladica za vaganje

» Stanicevina

3.2. METODE

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz osusenih i usitnjenih listova smokve provedena je pomocu
mikrovalova pri ¢emu su za ekstrakcija koriStena tri razlicita otapala: deionizirana voda, 40%-
tni i 96%-tni etanol. U dobivenim ekstraktima, spektrofotometrijski, se odredivao ukupni
antioksidacijski kapacitet FRAP metodom (Benzie i Strain, 1996; Benzie, 1996).
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3.2.1. Mikrovalna ekstrakcija

Priprema uzorka

Neposredno prije ekstrakcije osuseni listovi (bez peteljke) su usitnjeni, pomocu mlinca
za mljevenje, kako bi ekstrakcija bila ucinkovitija. Odvojeno je samljevena i peteljka da bi se
iz nje ekstrahirali bioaktivni spojevi i na isti nacin odredio antioksidacijski kapacitet.

Mikrovalna ekstrakcija

Na analitickoj vagi izvagan je 1 g (£0,1 g) usitnjenog lista smokve. Potom je u
ekstrakcijsku celiju dodano oko 40 mL otapala: deionizirane vode, 40%-tni etanol, odnosno
96%-tni etanol i magnet za mijeSanje. Ekstrakcijske Celije se zatvore i stave na pozicije u
samom uredaju (slika 1). Mikrovalna ekstrakcija se provodi 10 min na 55 °C. Od 10 minuta, u
prvoj minuti je zagrijavanje do 55 °C, a u zadnjoj minuti hladenje. Snaga mikrovalnog
ekstraktora postavljena je na 800 W. Po zavrSetku ekstrakcije, svaki od 9 uzoraka lista i
peteljka u tri razliCita otapala filtrirani su pomocu obicnog filter papira i razrijedeni na volumen
od 50 mL u odmjernoj tikvici (slika 2). Do daljnje analize, uzorci su pohranjeni u plasti¢nu

kivetu na hladnom i tamnom mjestu.

Slika 1. Mikrovalni ekstraktor - Ethos EASY — Advanced Microwave Digestion System (vlastita
fotografija)
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Slika 2. Filtracija (vlastita fotografija)

3.2.2. Antioksidacijski kapacitet FRAP metodom
3.2.2.1. Princip metode

FRAP metodom se moze odrediti ukupna antioksidacijska snaga jer antioksidansi prisutni
u ekstraktu reduciraju kompleks Fe3*-TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) u kiseloj sredini i pritom
nastaje Fe?*-TPTZ kompleks koji je intenzivne plave boje. Spektrofotometrijski izmjeren
intenzitet obojenja proporcionalan je koncentraciji antioksidansa u uzorku. Apsorpcijski
maksimum mjeri se ha 593 nm (Benzie i Strain, 1996).

3.2.2.2. Priprema FRAP reagensa

FRAP reagens sadrzi acetatni pufer (0,3 M), TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) reagens (10
mM) i vodenu otopinu Zeljezova (III) klorida (20 mM) u omjeru 10:1:1.

40 mM Kklorovodi¢na kiselina pripremi se tako da se otpipetira 330 YL 37%-tne
klorovodi¢ne kiseline u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni do oznake deioniziranom
vodom. Nakon toga, moze se pripremiti TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin), 10 mM. Odvaze se
0,1560 g u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od 50 mL
te nadopuni 40 mM klorovodi¢nom kiselinom do oznake. Vodena otopina zeljezova (III) klorida
heksahidrata (FeCls x 6H.0), 20 mM, priprema se iz 0,541 g zeljezova (III) klorida heksahidrata
koji se izvaze u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100
mL te nadopuni do oznake deioniziranom vodom. 0,3 M acetatni pufer, Ciji je pH 3,6, priprema
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se tako da se 3,1 g natrijevog acetata trihidrata, odvaganog u plasti¢noj ladici kvantitativno
prenese u odmijernu tikvicu od 1 L pomoc¢u deionizirane vode. Potom se otpipetira 16 mL

glacijalne octene kiseline i tikvica se nadopuni do oznake deioniziranom vodom.

Na kraju, FRAP reagens se pripremi u staklenoj laboratorijskoj ¢asi volumena 200 mL
tako da se pomijesa 100 mL acetatnog pufera (0,3 M), 10 mL TPTZ reagensa i 10 mL Zeljezova
(III) klorida.

3.2.2.3. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

U staklene epruvete otpipetira se 240 pL deionizirane vode, 80 pL uzorka i 2080 L
prethodno pripremljenog FRAP reagensa. Sadrzaj u epruveti se dobro pomijeSa pomocu Vortex
mjesalice te se epruvete stave u vodenu kupelj na termostatiranje 5 min na 37 °C. Potom se
mjeri apsorbancija na 593 nm (Slika 3). U slijepu probu se umjesto 80 uL uzorka dodaje isti
volumen ekstrakcijskog otapala: deionizirana voda, 40%-tni, odnosno 96%-tni etanol. Svako
mjerenje radeno je u duplikatu.

Slika 3. UV/VIS spektrofotometar — VWR UV-1600PC Spectrophotometer (vlastita fotografija)

3.2.2.4. Izracun antioksidacijskog kapaciteta

Antioksidacijski kapacitet se izracunava pomocu bazdarnog pravca koji pokazuje
linearnu ovisnost apsorbancije mjerene na 593 nm o koncentraciji 6-hidroksi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karboksilne  kiseline (Troloxa). Izrada bazdarnog pravca pocinje
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pripremom 2 mM otopine Troloxa, tako Sto se izvaze 0,0501 g Troloxa i odvaga se kvantitativho
prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja se zatim nadopuni 96%-tnim etanolom, do oznake.
U odmjernim tikvicama od 10 mL rade se razrjedenja od pripremljene otopine Troloxa. Redom
se u tikvice otpipetira 0,125, 0,5, 0,625, 1,25, 2,5 5 mL alikvota standardne otopine Troloxa
te se tikvice nadopune do oznake 96%-tnim etanolom. Koncentracije Troloxa u tikvicama
iznose: 25, 100, 125, 250, 500 i 1000 pmol/L. Priredenim otopinama izmjeri se apsorbanicija
na 593 nm. Jednadzba bazdarnog pravca glasi:

Y = 0,0013 x X (R? = 0,9995)
Gdje je:
Y — apsorbancija pri 593 nm
X — ekvivalent Troloxa (TE) (umol L)
R? — koeficijent determinacije

X (umol L™Y) V(L)
= ' je X M -1
X(mgg™) 1000 X m ) X razrjedenje X M (mg mmol™")

M (Trolox) = 250,29 mg mmol™?!

Dobivene apsorbancije (Y) uzoraka uvrste se jednadzbu bazdarnog pravca te se izracuna
antioksidacijski kapacitet kao Trolox ekvivalent (TE) u pmol/L. Dobivena koncentracija pomnozi
se s brojem razrjedenja i podijeli s koeficijentom 1000 pri ¢emu se dobije koncentracija u
mmol/L koja se podijeli s masenom koncentracijom da bi se koncentracija izrazila po gramu
suhog lista. Masena koncentracija ekvivalentna je omjeru mase (m) samljevenog suhog lista
smokve koristenog za ekstrakciju i kona¢nog volumena (V) na koji je razrijeden ekstrakt. Na
kraju se koncentracija u mmol po gramu suhog lista pomnozi s molarnom masom Troloxa (M)
te je u konacnici antioksidacijski kapacitet (X) izrazen u mg TE po g osuSenog lista smokve kao

srednja vrijednost dvaju mjerenja.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati provedenog pokusa prikazani su graficki (Slika 4. — 6.).
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Slika 4. Graficki prikaz antioksidacijskog kapaciteta (mg TE / g s. tv.) dobivenog ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima iz osusenog lista smokve uz deioniziranu vodu kao otapalo

Rezultati izmjerenog antioksidacijskog kapaciteta u vodenim ekstraktima (slika 4) kre¢u
se od 8,12 mg TE / g suhog lista pa do 24,78 mg TE / g suhog lista. Najveci antioksidacijski
kapacitet pokazuje sorta Zimica, a druga po redu je Fico della Madonna sorta. S druge strane,
najmaniji antioksidacijski kapacitet izmjerena je u sorti SusSioka te nesto veci u Bijelici. Zimica

ima tri puta veci antioksidacijski kapacitet od Susioke.
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Slika 5. Graficki prikaz antioksidacijskog kapaciteta (mg TE / g s. tv.) dobivenog ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima iz osusenog lista smokve uz 40%-tni etanol kao otapalo

U ekstraktu 40%-tnog etanola (slika 5) izmjerena vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta krece se od 10,41 mg TE / g suhog lista pa sve do 27,99 mg TE / g suhog lista.
Najveci antioksidacijski kapacitet izmjeren je u ekstraktu Zimice, a nesto nizi u ekstraktu Fico

della Madonna sorte. Najmanji antioksidacijski kapacitet ima Bjelica, a nesto visi Susioka.

U 96%-tnom etanolnom ekstraktu (slika 6) najveci antioksidacijski kapacitet je izmjeren
u sortama Fico della Madonna te Zimica, a najmanji kod Tiger i neSto veci u SusSioki. Vrijednosti

izmjerenog kapaciteta kre¢u se od 2,93 pa do 7,38 mg TE / g suhog lista.
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Slika 6. Graficki prikaz antioksidacijskog kapaciteta (mg TE / g s. tv.) dobivenog ekstrakcijom
potpomognutom mikrovalovima iz osusenog lista smokve uz 96%-tni etanol kao otapalo

U vodenom ekstraktu i 40%-tnom etanolnom ekstraktu najveéi antioksidacijski
kapacitet pokazuju sorte Zimica i Fico della Madonna, samo Sto su vrijednosti u vodenim
ekstraktima nesto nize. Slicno je i u 96%-tnom etanolnom ekstraktu, uz razliku Sto Fico della
Madonna pokazuje veci antioksidacijski kapacitet od Zimice. S druge strane, najmanji
antioksidacijski kapacitet u vodenom i 40%-tnom etanolnom ekstraktu izmjeren je u Susioki i
Bjelici, s tim da je u vodenom ekstraktu manja vrijednost odredena u SusSioki, a u 40%-tnom
etanolnom ekstraktu u Bjelici. Iznenaduje podatak da u 96%-tnom etanolnom ekstraktu
najmanji antioksidacijski kapacitet pokazuje sorta Tiger koja u vodenom i 40%-tnom
etanolnom ekstraktu pokazuje neku srednju vrijednost antioksidacijskog kapaciteta. Tek nesto

veca vrijednost od Tiger sorte je odredena u sorti Susioka.

Prema dobivenim rezultatima najveci antioksidacijski kapacitet za veéinu sorti smokve
izmjeren je u 40%-tnom etanolu koji je koristen kao ekstrakcijsko otapalo. No, valja
napomenuti da izmjeren antioksidacijski kapacitet, ako je koristena voda nije bitno manji od
onog u 40%-tnom etanolu. Isto tako, u ekstrakcijskim otapalima deionizirana voda i 40%-tni
etanol izmjeren je daleko veci antioksidacijski kapacitet koji iznosi od 8,12 mg TE / g suhog
lista pa sve do 27,99 mg TE / g suhog lista, za razliku od vrijednosti koje su izmjerene ukoliko
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je kao ekstrakcijsko otapalo koriSten 96%-tni etanol, gdje vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta ne prelaze 7,38 mg TE / g suhog lista smokve.
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Slika 7. Graficki prikaz prosjecne vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta (mg TE / g s. tv.)
ekstrakta listova za sve sorte za pojedina otapala prikazane zajedno s vrijednostima
antioksidacijskog kapaciteta (mg TE / g s. tv.) izmjerene za peteljku u pojedinim otapalima.

Graficki (slika 7) je najbolje vidljivo koliko je 40%-tni etanol koji se pokazao kao najbolje
ekstrakcijsko otapalo bolji u odnosu na 96%-tni etanol koji se pokazao kao dosta lose otapalo.
Gotovo Cetiri puta veci antioksidacijski kapacitet izmjeren je u 40%-tnim etanolnim, nego u
96%-tnim etanolnim ekstraktima lista. S druge strane, u ekstraktima peteljke odreden je oko
dva puta vedi antioksidacijski kapacitet u vodenom i 40%-tnom etanolnom ekstraktu, nego u

96%-tnom etanolnom ekstraktu.

Kao Sto je mjeren antioksidacijski kapacitet u osusenim listovima, mjeren je i u suhim
peteljkama listova. Vrijednosti su znacajno niZe od onih koje su izmjerene u listovima smokve,
ali su, takoder, izmjerene vele vrijednosti u ekstrakcijskim otapalima voda i 40%-tni etanol
(3,72 i 3,50 mg TE / g suhe petelike), nego u 96%-tnom etanolu (1,70 mg TE / g suhe
peteljke). Prema tome, jasno je vidljivo da se petelijka ne odlikuje velikim antioksidacijskim

kapacitetom u usporedbi s listovima bilo koje u ovom radu analizirane sorte smokve.

Fenolni spojevi u najve¢oj su mijeri odgovorni za antioksidacijski kapacitet koji je

odreden FRAP metodom. S obzirom na njihovu strukturu koja sadrzi viSe hidroksilnih skupina,
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topljivi su u vodi i polarnim otapalima, a slabije topljivi u etanolu sto je vidljivo prema nizem
izmjerenom antioksidacijskom kapacitetu u 96%-tnim etanolnim ekstraktima. Etanol je, s
druge strane, dobro otapalo za klorofil zbog ¢ega su ekstrakti s etanolom bili zeleniji od Cistih
vodenih ekstrakata (slika 2) (Derrien i sur., 2017).

Pande i Akoh (2010) dobili su rezultate antioksidacijskog kapaciteta koji su dosta nizi u
odnosu na one dobivene u ovom radu. Vrijednost koju su dobili najblize je onima u 96%-tnom
etanolu. Jedan od razloga moZe biti razlicita metoda ekstrakcije fenolnih spojeva. Ako se
usporeduje koje je otapalo najbolji odabir s obzirom na najveci izmjereni antioksidacijski
kapacitet prema Konyalioglu i sur. (2005) to je deionizirana voda, dok se etanol pokazao kao
dosta losim. Do sli¢nog zakljucka doslo se i u ovom istrazivanju, iako su Konyalioglu i sur.
(2005) koristili klasicnu maceraciju kao metodu ekstrakcije, a antioksidacijski kapacitet
odredivali TAC metodom. Suliman i sur. (2021) proucavali su Ficus sycomorus, koja spada u
isti rod kao i Ficus carica koja se koristila u ovom istrazivanju. Kako se ovdje nije radilo s
nepolarnim ekstrakcijskim otapalom, moze se usporediti vrijednost antioksidacijskog
kapaciteta izmjerene FRAP metodom u polarnom otapalu. Antioksidacijski kapacitet izmjeren
u diklormetan:etanol (1:1) otapalu je za 25 % vedi od najveceg antioksidacijskog kapaciteta
izmjerenog u ovom istrazivanju u sorti Zimica u 40%-tnom etanolnom ekstraktu. Alcantara i
sur. (2020) su pokazali u svojem istrazivanju da vodeni ekstrakt liS¢éa smokve ima tri puta vedi
antioksidacijski kapacitet od 50%-tnog etanolnog ekstrakta dobivenog konvencionalnom
ekstrakcijom te Cetiri puta veci antioksidacijski kapacitet vodenog, u odnosu na 50%-tni
etanolni ekstrakt koji je dobiven ultrazvu¢nom ekstrakcijom. U ovom istrazivanju se pokazalo
da vodeni i 40%-tni etanolni ekstrakti dobiveni mikrovalnom ekstrakcijom imaju podjednake
vrijednosti te je Cak izmjeren neSto veci antioksidacijski kapacitet u 40%-tnom etanolnom
ekstraktu. Nepodudarnost rezultata vjerojatno je posljedica koristenih razlicitih metoda

ekstrakcije.
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5.

ZAKLIUCAK

Na temelju dobivenih rezultata, proizlaze sljedeci zakljucci:

U ekstrakcijskom otapalu deionizirana voda najveéi izmjereni antioksidacijski kapacitet
iznosi 24,78 mg TE / g suhog lista (sorta Zimica), a najmanji antioksidacijski kapacitet
je 8,12 mg TE / g suhog lista (sorta Susioka).

U ekstraktu 40%-tnog etanola najveéi antioksidacijski kapacitet iznosi 27,99 mg TE / g
suhog lista (sorta Zimica), a najmanji izmjeren antioksidacijski kapacitet je 10,41 mg
TE / g suhog lista (sorta Bjelica).

U ekstrakcijskom otapalu 96%-tnog etanola najvedi zabiljezen antioksidacijski kapacitet
izmjeren FRAP metodom iznosi 7,38 mg TE / g suhog lista (sorta Zimica), a najmaniji
2,93 mg TE / g suhog lista (sorta Tiger).

Peteljka ima znatno nizi antioksidacijski kapacitet od lista smokve pri ¢emu su vrlo
slicne vrijednosti odredene u vodenom (3,72 mg TE / g suhe peteljke) i 40%-tnom
etanolnom ekstraktu (3,50 mg TE / g suhe peteljke), a dvostruko manje u 96%-tnom
etanolnom ekstrakti (1,70 mg TE / g suhe peteljke).

Najveci antioksidacijski kapacitet lista smokve izmjeren je u ekstraktu 40%-tnog
etanola, nesto nizZe vrijednosti su u deioniziranoj vodi, dok su znatno nize vrijednosti
antioksidacijskog kapaciteta izmjerene u 96%-tnom etanolnom ekstraktu. Dakle, kao
najbolje otapalo pokazao se 40%-tni etanol.

FRAP metodom, izmjeren je najvedi antioksidacijski kapacitet u sortama Zimica i Fico

della Madonna u svim otapalima.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem 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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