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1. UvVOD

Cesnjak je jedan od za¢ina koji se koristi jo§ od vremena prije Krista. Kroz povijest uz njega
su bile vezane brojne legende, ali isto tako brojne istine koje su se tek mnogo godina kasnije
dokazale. U svim legendama ima malo istine. Pa tako se ¢esnjak nije koristio samo kao zacin,
ve¢ je imao i veliku ulogu u tadasnjoj medicini. Brojni zapisi pokazuju da je bio kultiviran prije
vise od 4000 godina te da je bio rasiren po tada poznatom svijetu iako potjece iz Srednje Azije.
Brojne stare civilizacije poput drevnih Egipcana, starih Grka i Rimljana rano su otkrile
pozitivno djelovanje ¢eSnjaka na ljude (Block, 2010). Razvojem tehnologije i znanosti, brojni
znanstvenici su korak po korak istrazivali ¢eSnjak 1 njegova djelovanja na ¢ovjeka pri cemu su

otkrivene brojne istine njegova mo¢nog djelovanja.

Zbog spoznaje o sastavu ¢eSnjaka na molekularnoj razini danas nam je jasno da on djeluje
antibakterijski, antifungalno, antimikrobno te da djeluje kao antioksidans. Brojne tvari koje
nazivamo antioksidansima su zapravo bioloski aktivne tvari koje same po sebi nemaju
nutritivnu vrijednost, u hrani se nalaze u malim koli¢inama, no zbog svoje strukture imaju
korisnu ulogu u o¢uvanju zdravlja i prevenciji bolesti (Miller i sur., 2000). To su spojevi koji
su takve strukture da mogu hvatati slobodne radikale, stvarati kelate s metalima, inhibirati
daljnje stvaranje Stetnih reaktivnih vrsta spojeva koje oSte¢uju brojne strukture u organizmu na
molekulskoj razini, aktivirati antioksidacijske enzime i inhibirati oksidaze (Kazazi¢, 2004).
Jedna od najrasirenijih skupina antioksidansa su fenolni spojevi kojih ima nekoliko tisuca te
mogu biti jednostavne strukture ili mogu biti visoko polimerizirani spojevi, uvrijeZenom
podjelom po znacajnosti u ljudskoj prehrani dijelimo ih na fenolne kiseline, flavonoide 1 tanine.

(Bravo, 1998; Balasundram i sur., 2006).

Prvi cilj ovoga rada bio je odrediti koli¢inu ukupnih fenolnih spojeva te odrediti
antioksidacijski kapacitet pomo¢u FRAP (eng, Ferric Reducing Antioxidant Power) i DPPH
(2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) metoda na razli¢itim ekotipovima ¢eS$njaka sakupljenih iz raznih
dijelova svijeta. Drugi cilj rada bio je odrediti i kvantificirati sadrzaj Secera u uzorcima ¢e$njaka
koristeci teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (eng. HPLC — High Performance

Liquid Chromatography).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. CESNJAK
2.1.1. Opc¢a morfologija i povijest

Allium sativum L., nama viSe poznat kao CeSnjak je viSegodi$nja cvjetnica koja raste iz
lukovice. Ima visoku, uspravnu cvjetnu stabljiku koja moze narasti do 1 metra. List mu je ravan,
¢vrst 1 Sirok izmedu 1,25 centimetra i 2.5 centimetra s oStrim vrhom. Lukovica je mirisna i
sadrzi vanjske slojeve tankih omotanih listova koji okruzuju unutarnju ovojnicu koja okruzuje
¢eSnjeve. Lukovica prosjecno sadrzi izmedu 10 120 ¢eSnjeva koji su asimetricnog oblika, osim
onih najblizih sredistu (WHO, 2005).

Cesnjak se uzgaja najmanje pet tisuéa godina te vrlo vjerojatno potjede iz Srednje Azije
otkuda se dalje $iri prema zapadu, jugu i istoku. Block (2010) navodi da je ¢eSnjak bio poznat
starim Indijcima, Kinezima, no isto tako starim Grcima i Rimljanima. Postoje dokazi 0 njegovoj
upotrebi na podrucju Egipta i Mediterana koji datiraju iz vremena prije Krista (Block, 2010).
Danas, ¢esnjak je nakon luka (Allium cepa L.), najkultiviranija vrsta iz porodice Alliaceae te se
uzgaja u cijelom svijetu. Azija je glavno podrucje proizvodnje, gdje je Kina najveci proizvodac,
zauzimaju¢i preko tri Cetvrtine ukupne svjetske proizvodnje. Iako je ¢eSnjak nespolno
razmnozena kultura 0dnosno razmnozava se iskljucivo vegetativnim putem, s vremenom
utvrdena je raznolikost velikih razmjera izmedu razli¢itih ekotipova u raznim podrucjima
uzgoja. Razlic¢iti ekotipovi pokazuju veliku morfoloSku raznolikost u veli¢ini lukovice 1 lista,
boji i obliku, prisutnosti stapke i njene visine te boji cvijeta i plodnosti (Wang i sur., 2014).
Osim morfoloskih razlika, daljnjim promatranjima mogu se uvidjeti i biokemijske razlike medu
ekotipovima (Baghalian i sur., 2005). Znacajan utjecaj na prinos, mineralni sastav i kvalitetu
lukovice Cesnjaka imaju fizikalna i kemijska svojstva tla kao i mikroklimatske osobitosti
lokacije, uz sortiment i tehnologiju uzgoja. Cesnjak je vrlo adaptabilna biljka koja se je
prilagodila uzgoju u razli¢itim pedolosko-klimatskim uvjetima, iako ekotipovi imaju razmjerno

slabu adaptabilnost u novim proizvodnim podru¢jima (Dumiéi¢ i sur., 2012).

2.1.2. Karakteristike ceSnjaka
Cesnjak je jedan od najvaznijih lukovica te se koristi kao zaGin i aroma za hranu. U
kucanstvu se rabi svjez ili osuSen, kao pasta ili ekstrakt. Kulinarstvo se ne bi moglo ni zamisliti
bez ovog aromati¢nog zacina ljutog okusa i intenzivna mirisa (Dumici¢ i sur., 2015). Proizvodi
od ¢esnjaka su veoma popularni posljednjih godina, te su raznovrsni kulinarski i farmaceutski

pripravci dostupni na trzistu (Baghalian i sur., 2005).



Cesnjak se uzgaja i zbog svojih liekovitih svojstava i taj se aspekt stalno povec¢ava u svijetu.
Dumici¢ i suradnici (2012) navode kako su od davnina poznata ¢eSnjakova ljekovita svojstva:
antibakterijsko, antivirusno, antifungalno, antioksidacijsko. Ljekovita svojstva ¢esnjaka opisali
su jo§ Hipokrat i Galen, a pripisivana su mu blagotvorna svojstva u lijeCenju respiratornih
problema, loSe probave i poboljSanju opéeg stanja organizma (Dumi¢i¢ i sur., 2015). Danas
nam je jo$ poznato da pomaze pri snizavanju ukupnog kolesterola u plazmi, krvnog tlaka te
smanjenju agregacije trombocita (Baghalian i sur., 2005), a Wang i suradnici (2014) k tome jo$
nadodaju da pomaZe u borbi protiv ateroskleroze, talozenja masti te kod neravnoteze
lipoproteina.

Nadalje, znanstveno je dokazano da cesnjak sadrzi pregrst ljekovitih tvari zbog kojih se
smatra jednom od najboljih namirnica u prevenciji nastajanja razli¢itih bolesti. Naime, ¢eSnjak
sadrzi viSe od 200 bioloski aktivnih tvari, ukljucujuci vitamine, minerale, aminokiseline i
enzime. Osim navedenog, iznimno je bogat manganom, selenom, fosforom, vitaminom C i
vitaminom B6, navode Dumici¢ i suradnici (2015). Eteri¢na ulja sadrze spojeve sa sumporom
koji doprinose specificnom mirisu ¢eSnjaka, posebice spoj allicin, a fenolni spojevi utjecu na
okus 1 aromu te imaju veliku antioksidacijsku aktivnost koja doprinosi ocuvanju zdravlja

(Dumici¢ i sur., 2015).

2.1.3. Allicin

Sastojci ¢esSnjaka podijeljeni su u dvije glavne skupine: spojevi koji sadrze sumpor i spojevi
koji ne sadrze sumpor. Vecina ljekovitih u¢inaka ¢esnjaka vezani su za spoj koji sadrzi sumpor
poznat kao allicin koji je po svojoj strukturi tioester sulfenske kiseline (Schulz i sur., 2004). Uz
brojne fenolne spojeve, flavonoide i druge tvari koje imaju ulogu antioksidansa, allicin se
pokazao kao najvazniji sastavni dio ¢e$njaka koji je koristen u ljudi, Zivotinja i biljaka za borbu
protiv bolesti, navode Tucak i suradnici (2009). Dakle, sadrzaj allicina bilo bi najvaznije
svojstvo kvalitete ¢eSnjaka. Koli¢ina allicina u ¢e$njaku vrlo je promjenjiva zbog agronomskih
parametara i genetskih ¢imbenika (Wang i sur., 2014). Netaknuti ¢eSanj ¢eSnjaka ne sadrzi
allicin, ve¢ njegov prekursor, ne-proteinsku aminokiselinu alliin koja je jedna od rijetkih
bioloskih molekula koja ima 2 kiralna centra, jedan na sumporu, a drugi na ugljiku (Block,
2010). Ako dode do mehanickog oSteenja lukovice aktivira se metabolicki put razgradnje

allina.



(o]

alliin ? I allinaza allicin | amonijak piruvat
st c. = st CH, o
HECA/ ~ \HH? /—\, H:c*?/}\/' \-s-’/\v’{:’ + NH, + H,c/u\(
00H o
piridoksal
fosfat

Slika 1. Reakcija pretvorbe alliina u allicin (prema Block, 2010)

Slika 1 predstavlja kemijsku reakciju razgradnje alliina u allicin, piruvat i amonijak
kataliziranu enzimom allinaza. Allinaza kao kofaktor sadrzi piridoksal fosfat koji unutar enzima
djeluje tako da omogucuje stvaranje enzim — supstrat kompleksa pomocu elektrostatskih
interakcija. Sama reakcija nije direktna, ve¢ se alliin razgraduje na alilsulfensku kiselinu, pri
¢emu se dvije molekule alilsulfenske kiseline na sobnoj temperaturi kondenziraju u allicin u
svega nekoliko sekundi. Medutim pri sobnoj temperaturi te uz prisustvo zraka i vode allicin se
razgraduje U roku od dva dana pri ¢emu nastaju dialil sulfidi, dialil disulfidi i dialil trisulfidi
koji su takoder odgovorni za ¢eSnjakov specifican miris (Suciu i sur., 2016). Do navedene
reakcije nastanka allicina dolazi jedino kada se ¢eSnjak prereze ili zdrobi odnosno u slucaju
mehanickog djelovanja (Baghalian i sur., 2005). Upravo allicin koji je nastao kao posljedica
takvog djelovanja zapravo daje miris i okus ¢es$njaka koji je svima dobro poznat. Smatra se
kako se reakcija pretvorbe alliina u allicin razvila kao obrambeni mehanizam ¢e$njaka kako bi

se biljka branila od kukaca i zivotinja (Macpherson i sur., 2005).

2.2. POLIFENOLNI SPOJEVI

Polifenoli su jedni od najbrojnijih skupina biljnih metabolita te predstavljaju integralni dio
u ljudskoj 1 Zivotinjskoj prehrani. U navedenu skupinu spadaju spojevi Sirokog raspona
molekulskih masa, od jednostavnih fenolnih spojeva poput fenolnih Kiselina do visoko
polimeriziranih spojeva s molekulskom masom ve¢om od 30.000 Daltona (Block, 2010).

Pojava ove slozene skupine tvari u biljnoj hrani izrazito varira od biljke do biljke. Za sada,
¢ovjek je spoznao preko 8000 razli¢itih struktura fenolnih spojeva (Bravo, 1998). Polifenoli su
produkti sekundarnog metabolizma biljaka koji sadrze aromatski prsten na koji je vezana jedna

ili vise hidroksilnih skupina (-OH), navode Croteau i suradnici (2000).



Moguce je vezanje i drugih spojeva poput karboksilnih i organskih kiselina, amina, lipida,
¢ak i drugih fenola na hidroksilne skupine. Stoga se u prirodi nalaze u konjugiranom obliku
(Bravo, 1998).

Iako navedena strukturna raznolikost rezultira u Sirokim rasponom fenolnih spojeva koji se
javljaju u prirodi, fenolni spojevi se u osnovi mogu kategorizirati na nekoliko nacina.
Balasundram i suradnici (2006) navode da se fenolni spojevi mogu svrstati u tri skupine;
fenolne kiseline, flavonoidi i tanini. Svrstani su na ovaj nacin jer se te tri skupine smatraju
glavnim nutritivnim fenolnim spojevima. Fenolne kiseline se potom mogu podijeliti na dvije
podskupine, a to su derivati hidroksicimetne kiseline i na derivate hidroksibenzojeve kiseline
(Balasundram i sur., 2006). Preko pola poznatih struktura fenolnih spojeva pripada skupini
flavonoida, ¢inec¢i ih najvecom skupinom fenolnih spojeva. Struktura im se uglavnom sastoji
od dva aromatska prstena povezana heterociklickim prstenom. Razli¢iti supstituenti na
aromatskim prstenima rezultiraju nastankom razli¢itih podskupina flavonoida od Cega najces¢i
tanini koji imaju relativno veliku molekulsku masu te ih se moze podijeliti na hidrolizirane 1
kondenzirane tanine. Hidrolizirani tanini su u principu esteri galne kiseline, dok kondenzirani,
jo$ poznati kao proantocijanidini, jesu polimeri polihidroksiflavan-3-ol monomera, navode

Balasundram i suradnici (2006).
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Slika 2. Podjela polifenola po njihovoj strukturi (prema Berend i Grabari¢, 2008)



Prema Katalini¢ i suradnicima (2010) polifenoli su podijeljeni na temelju njihovih
kemijskih struktura na flavonoide i neflavonoide pri ¢emu u neflavonoide spadaju fenolne
kiseline, stilbeni i lignani, a u flavonoide ve¢ spomenuti flavoni, flavonoli, flavan-3-oli,

izoflavoni, flavanoni i antocijani (slika 2).

2.3. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

Djilas 1 suradnici (2002) definiraju antioksidanse kao spojeve koji pri niskim
koncentracijama sprjeCavaju oksidaciju supstrata poput npr. proteina, enzima, nukleinskih
kiselina, ugljikohidrata, lipida. Do oksidacije supstrata dolazi od strane slobodnih radikala koje
Cheeseman i Slater (1993) definiraju kao svaku molekulu koja ima sposobnost nezavisnog
postojanja u obliku u kojem ima jedan nespareni elektron u orbitali. Upravo prisutnost tog
nesparenog elektrona u orbitali jest zajedniCka znacajka koju svi radikali dijele. Mnogi radikali
su nestabilni i vrlo reaktivni te kao takvi mogu primati ili davati elektron tj. biti elektron
akceptori ili elektron donori navode Cheeseman i Slater (1993). Iz navedenog se zakljucuje da
se antioksidacijski ucinak spoja ocituje u sposobnosti stabilizacije slobodnih radikala i
sprjeCavanju lanCanih reakcija radikala s drugim molekulama u reaktivnom mediju.

Slika 3 prikazuje na¢in djelovanja antioksidansa na radikale. Radikali se stabiliziraju
delokalizacijom nesparenog elektrona stvaranjem intramolekularnih vodikovih veza jer tada

radikal viSe nema dovoljno energije za oksidacijske reakcije (Kazazi¢, 2004).

ROQ++PPH — ROOH +PPe
RO+ +PPH — ROH + PP»
ROO* + PP+ - ROOPP

RO+ +PP+ — ROPP

Slika 3. Interakcija antioksidansa i slobodnih radikala (prema Bravo, 1998)

Nedavno zanimanje za fenole u hrani povecano je zahvaljujuci njihovoj ulozi antioksidansa.
Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva je prisutno zbog njihove sposobnosti uklanjanja
slobodnih radikala, pri ¢emu struktura fenolnih spojeva jest kljuéna odrednica njihovog
antioksidacijskog djelovanja i sposobnosti tvorbe kelata. Taj odnos je jo$ naziva i 0dnos
strukture i aktivnosti (Bravo, 1998).



Osim zbog svoje strukture, fenolni spojevi imaju svojstvo hvatanja slobodnih radikala
odnosno reaktivnih kisikovih oblika zbog toga §to je redukcijski potencijal fenolnog radikala
nizi od redukcijskog potencijala reaktivnog kisikovog oblika (Mathew i sur., 2015) i zato Sto
su fenoksi radikali opc¢enito manje reaktivni od kisikovih radikala (Bors i sur., 1994).

Nadalje, fenoli pokazuju i antioksidacijska svojstva kroz stvaranje kelata tj. kroz vezanje
dvovalentnih iona zeljeza, bakra, cinka i magnezija te aktiviranje antioksidacijskih enzima,
navodi Kazazi¢ (2004), ali i kroz inhibiciju enzima poput lipooksigenaza, ciklooksigenaza,
monooksigenaza, protein kinaza i drugih Cao i sur., (1997). S obzirom na to da u bioloskim
sustavima, reaktivni duSikovi 1 kisikovi oblici oSte¢uju molekule poput DNK te uzorkuju
oksidaciju proteina i lipida, Xu i sur., (2017), smatraju da je vaznost unosa antioksidansa
hranom i viSe nego odita.

Izvori slobodnih radikala u ljudskom organizmu se prema Lobo i suradnicima (2010) mogu
podijeliti na one slobodne radikale koji nastaju endogeno tj. u organizmu i na one kojih
slobodne radikale koji dospijevaju u organizam iz okolisa odnosno vanjskih izvora. Primjeri
nekih izvora slobodnih radikala u organizmu su: ksantin oksidaza, peroksisomi, upale,
fagocitoza, tjelovjezba. Primjeri nekih vanjskih izvora slobodnih radikala su: dim cigarete,

zagadivaci okoliSa, ionizacijsko zracenje, pesticidi, industrijska otapala i ozon.

2.4. MJERENJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA
2.4.1. Diferencijacija HAT i ET mehanizma
Na temelju kemijskih reakcija koje se odvijaju, analize antioksidacijskog kapaciteta mogu
se podijeliti u dvije kategorije (Huang i sur., 2005)
e reakcije na bazi prijenosa atoma vodika (HAT; eng. Hydrogen Atom Transfer)
e reakcije na bazi prijenosa jednog elektrona (ET/SET; eng. Electron Transfer /

Single Electron Transfer)

Analize bazirane na prijenosu jednog elektrona (ET) ukljucuju redoks reakciju s
oksidansom kao pokazateljem krajnje toc¢ke reakcije. Metode temeljene na prijenosu protona
(HAT) opcenito se sastoje od sintetiCkog generatora slobodnih radikala, oksidirajuce
molekularne sonde i antioksidansa. Analize na bazi jednog i drugog mehanizma djelovanja su
u principu namijenjene mjerenju Kapaciteta za ciS¢enje radikala (ili oksidansa), umjesto
preventivnog antioksidacijskog kapaciteta uzorka, navode Huang i suradnici (2005). Kao $to je

prije navedeno, antioksidansi mogu deaktivirati radikale s dva glavna mehanizma, HAT i1 ET.



Konacni rezultat je isti, bez obzira na mehanizam, ali kinetika i potencijal za nuspojave se
razlikuju, navode Prior i suradnici (2005). Prijenos elektrona popraéen prijenosom protona i
HAT reakcije mogu se pojaviti paralelno, a mehanizam koji dominira u odredenom sustavu bit
¢e odreden strukturom antioksidansa i njegovim svojstvima, topljivosc¢u te otapalom u sustavu.
Energija disocijacije veze i ionizacijski potencijal dva su glavna ¢imbenika koji odreduju
mehanizam i u¢inkovitost antioksidanata (Llano i sur., 2019). Prior i suradnici (2005) navode
da je potreban protokol koji ukljucuje mjerenje vise od jednog svojstva jer polifenoli imaju vise
aktivnosti, a dominantna aktivnost ¢e ovisiti 0 mediju i supstratu ispitivanja. Metode temeljene
na HAT mehanizmu mjere klasi¢nu sposobnost antioksidansa da ugasi slobodne radikale
donacijom vodika (Prior i sur., 2005). Stoga mnogi znanstvenici smatraju da upravo taj
mehanizam onaj najrelevantniji za reakcije u kojima antioksidansi obi¢no djeluju. Relativna
reaktivnost u HAT metodama odredena je energijom disocijacije veze skupine koja donira
proton potencijalnom antioksidansu. Antioksidacijska reaktivnost temelji se na Kkinetici
kompeticije (Llano i sur., 2019). HAT reakcije su neovisne o otapalu i pH te su obi¢no vrlo
brze, obi¢no se odvijaju u sekundama ili minutama. Prisutnost redukcijskih sredstava,
ukljucujuéi metale, predstavlja komplikacije u HAT analizama i moze dovesti do pogresno
visoke prividne reaktivnosti, navode Prior i suradnici (2005).

Metode temeljene na ET mehanizmu otkrivaju sposobnost potencijalnog antioksidansa da
prenese jedan elektron kako bi se reducirao bilo koji spoj, uklju¢ujuc¢i metale, karbonile i
radikale, navode Llano i suradnici (2019). Slika 4 prikazuje ET i HAT mehanizme djelovanja
antioksidansa koji se gotovo uvijek zajedno odvijaju u svim uzorcima, a ravnoteza Ce biti
odredena strukturom antioksidansa i pH. Relativna reaktivnost u ET metodama temelji se
prvenstveno na deprotonaciji i ionizacijskom potencijalu reaktivne funkcionalne skupine, tako
da ET reakcije ovise o pH vrijednosti, navode Prior i suradnici (2005).

Opcenito, vrijednosti ionizacijskog potencijala se smanjuju s povecanjem pH vrijednosti,
odrazavajué¢i povecani kapacitet elektron donacije s deprotonacijom (Shang i sur., 2019) ET
reakcije su obi¢no spore i mogu zahtijevati puno vremena za dovrSiti, a izracuni
antioksidacijskog kapaciteta temelje na postotnom smanjenju produkta, a ne na Kinetici
reakcije. Prior i suradnici (2005) navode da je vazno napomenuti da komponente u tragovima i
kontaminanti, osobito metali, ometaju ET metode i mogu biti odgovorni za visoku varijabilnost
i slabu ponovljivost te konzistenciju rezultata. Sve metode koje su bile koristene tijekom izrade
ovog rada se baziraju na ET mehanizmu, §to podrazumijeva da se u sustavu koji se analizira
nalaze dvije komponente, oksidans i antioksidans navode Santos-Sanchez i Salas-Coronado
(2019).



Oksidans na sebe navlaci elektron od antioksidanta $to uzrokuje promjenu boje oksidansa.
Promjena boje oksidansa je proporcionalna koncentraciji antioksidanta pri ¢emu se reakcija
smatra gotovom kada se boja prestane mijenjati (Santos-Sanchez i Salas-Coronado, 2019).
Potom se uradi bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji antioksidanta pri ¢emu
nagib krivulje predstavlja antioksidacijski kapacitet redukcije koji se najéesce izrazava kao
ekvivalenti Trolox-a (TE) ili kao ekvivalenti galne kiseline (GAE). Kako bi korelacija bila
moguca pretpostavlja se da je antioksidacijski kapacitet jednak redukcijskom kapacitetu,

navode Huang i suradnici (2005).

HAT mehanizam ET mehanizam
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Slika 4. Razlika medu mehanizmima djelovanja antioksidansa (prema Prior i sur., 2005)

2.4.2. Odredivanje ukupnih fenola
TPC (eng. Total Phenolic Content) je metoda koja je razvijena 1927. godine te je u pocetku

bila namijenjena analizi proteina, zbog afiniteta Folin-Ciocalteu (FC) reagensa prema
tirozinskom ostatku u proteinu zato $to tirozin sadrzi fenolnu skupinu. Za oksidaciju fenola na
tirozinskim ostatcima koristi se molibden volframski reagens koji daje obojeni produkt pri
valnoj duljini od 745-750 nm. Prednost metode je ta Sto je jednostavna, osjetljiva i precizna.
Medutim, pri kiselom pH reakcija je spora i nedostaje joj specifi¢nosti. Navedeni problem
rijesen je koristenjem modificiranog reagensa koji je reducirao fenole puno specifi¢nije (Prior
i sur., 2005). Mnogo godina kasnije Singleton i suradnici prosirili su ovu metodu na analizu
ukupnih fenola u vinu, a od tada je metoda pronasla puno drugih aplikacija. Takoder, Singleton
i suradnici su nametnuli obvezne korake i uvjete za dobivanje pouzdanih i predvidljivih
podataka (Huang i sur., 2005):

e omjer pravilnog volumena alkalnog i F-C reagensa

e optimalno vrijeme reakcije i temperatura za razvoj boje

e upotreba galne kiseline kao referentnog standarda za fenole



Valja pripaziti da ne dode do kontaminacije reducensa jer navedeno dovodi do zelene boje,
ali dodatkom oksidansa kao $to je brom moze se vratiti zeljena zuta boja. Reakcijama redukcije
jednog ili dva elektrona dolazi do nastanka plavih vrsta, moguée (PMoW1:04)*, navode Huang
i suradnici (2005). Takoder, Huang i suradnici (2005) navode da FC reagens nije $tetan za
fenolne spojeve jer se moze reducirati mnogim ne fenolnim spojevima, poput vitamina C.
Disocijacija protona s fenola dovodi do nastanka fenoksid iona kroz ET mehanizam. Plavi
spojevi nastali izmedu fenoksid iona i FC reagensa neovisni su o strukturi fenolnih spojeva,
stoga iskljuuju moguénost koordinacijskih kompleksa nastalih izmedu metalnog sredista i
fenolnih spojeva (Huang i sur., 2005).

TPC metoda je stekla popularnost i opcenito je poznata kao test ukupnih fenola ili fenolnih
spojeva. TPC zapravo mjeri reduciraju¢i kapacitet uzorka, ali to se ne odrazava u nazivu "test
ukupnih fenola". No, uvijek postoje kontroverze oko onoga §to se otkriva odredivanjem
ukupnog antioksidacijskog kapaciteta; samo fenoli ili fenoli plus redukcijska sredstva plus
eventualno kelati, navode Prior i suradnici (2005). No, unato¢ nedefiniranoj kemijskoj prirodi
FC reagensa, test ukupnih fenola je zgodan, jednostavan i ponovljiv. Nedostaci ove metode su
ti Sto pati od brojnih smetnji od strane drugih tvari, bile one organskog ili anorganskog

porijekla.

2.4.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

DPPH odnosno 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil, kako prikazuje slika 5, jedan je od rijetkih
stabilnih organskih dusikovih radikala. Komercijalno je dostupan te karakteristicne duboko
ljubicaste boje. Ova metoda se temelji na mjerenju sposobnost redukcije antioksidansa prema
DPPH. Literatura navodi da su ovaj Siroko koristeni kolorimetrijski test prvi izvijestili Brand-
Williams i suradnici (1995). Santos-Sanchez i Salas-Coronado, (2019) navode da se
antioksidacijska ispitivanja temelje na mjerenju gubitka boje DPPH pri 515 nm nakon 30
minuta reakcije s uzorkom, a reakciju se prati pomocu spektrometra. Postotak preostalog DPPH
nakon 30 minuta je proporcionalan koncentraciji antioksidansa te koncentracija antioksidansa
koja uzrokuje smanjenje koncentracije DPPH za 50 % je definirana kao ECso. Huang i suradnici
(2005) navode da je potrebno definirati jo§ jedan parametar kako bi se izrazio antioksidacijski
kapacitet, antiradikalna u¢inkovitost. Pojam je definiran kao omjer vremena potrebnog da se
koncentracija DPPH smanji za 50 % i koncentracije antioksidansa koji uzrokuje to isto

smanjenje za 50 %. Rezultati se najcesce prikazuju kao ekvivalenti Trolox-a.
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Iako se DPPH metoda obi¢no klasificira kao ET reakcija, ovaj radikal zapravo moze biti
reduciran ili izravnom redukcijom putem prijenosa elektrona ili prijenosom atoma vodika
(Shang i sur., 2019). Mehanizam reakcije je stoga tesko interpretirati bez njih detaljnih
informacija o sastavu i strukturi antioksidansa koji se testiraju. Tumacenje je posebno tesko
kada su male molekule redukcijskog agensa, kao §to je askorbinska kiselina, prisutni u
ekstraktima fenola, navode Prior i suradnici (2005). Premda novija istrazivanja pokazuju da se
ova metoda bazira na ET mehanizmu, a da mehanizam prijenosa protona je u principu
zanemariv jer se ispoljava samo u odredenim uvjetima reakcije (Prior i sur., 2005).

Prednost ove metode je $to je jednostavna i brza te §to je za njeno izvodenje, 0sim DPPH,
potreban samo spektrofotometar (Santos-Sanchez i Salas-Coronado, 2019). Sto se tite
nedostataka, ova metoda ima nekoliko znacajnih nedostataka naspram drugih metoda. Jedan od
nedostataka je to Sto je DPPH kao molekula istovremeno i1 radikal i oksidans §to znaci da do
gubitka boje moze do¢i bez djelovanja od neke u potpunosti nepovezane reakcije (Prior i sur.,
2005). Nadalje, steri¢ka dostupnost je veliki odredujuci faktor reakcije. Stoga, manje molekule
mogu puno lakSe pri¢i mjestu na kojem se nalazi nesparen elektron nego vece molekule Sto za
posljedicu ima da mnogi jaki antioksidansi koji inae brzo reagiraju s peroksil radikalom, s

DPPH reagiraju puno sporije ili su ¢ak inertni prema DPPH, navode Prior i suradnici (2005).
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Slika 5. Reakcija redukcije DPPH (prema Dureja i Dhiman, 2012)

2.4.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom
FRAP metodu izvorno su razvili Benzie i Strain za mjerenje redukcijske snage u plazmi, ali
metoda se naknadno prilagodila za koriStenje u svrhu ispitivanja antioksidansa kod botanickih
produkata. Reakcija redukcije zeljezne soli u potpunosti je bazirana na ET mehanizmu, a
ocitava se kao promjena boje pri ¢emu nastaje obojeni produkt (Prior i sur., 2005). Kao oksidans
koristi se zeljezna sol Fe(III)(TPTZ)2Cls.
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Slika 6 prikazuje strukturu i reakciju redukcije TPTZ odnosno 2,4,6-tripiridil-s-triazina. Uz
dodatak drugih otopina, poput klorovodi¢ne kiseline (HCI), acetatnog pufera i zeljezovog(I1I)
klorida hidrata u otopinu zeljezne soli, nastaje otopina koju se naziva FRAP reagens, navode
Huang i suradnici (2005). FRAP ispitivanje se provodi na kiselom pH (3,6) radi odrzavanja
topljivosti zeljeza te se mjeri apsorbancija razvijene boje pri 593 nm (Santos-Sanchez i Salas-
Coronado, 2019).
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Slika 6. Reakcija redukcije Fe(111)(TPTZ).Clz (prema Huang i sur., 2005)

Prior i suradnici (2005) navode da je FRAP mehanizam u potpunosti elektronski prijenos,
a ne kombinacija ET i HAT mehanizma. Stoga FRAP metoda u tandemu s drugim metodama
moze biti vrlo korisna u razlikovanju dominantnih mehanizma s razli¢itim antioksidansima.
Prior i suradnici (2005) navode kako bi bilo zanimljivo procijeniti jesu li visoke FRAP
vrijednosti u korelaciji s tendencijom polifenola da postanu prooksidansi u odredenim uvjetima,
budu¢i da su reducirani metali aktivni propagatori radikalnih lanaca putem redukcije
hidroperoksida. Navedeno je dokazano na nekim flavonima i flavononima koji pokazuju visoke
FRAP vrijednosti. Nadalje, iz provedenih istrazivanja izgleda da je redukcijska snaga u nekoj
mjeri povezana s hidroksilacijom i konjugacijom polifenola, navode Prior i suradnici (2005).

FRAP metoda se oslanja na hipotezu da se redoks reakcije odvijaju tako brzo da su sve
reakcije potpune u roku od nekoliko minuta, ali zapravo to nije uvijek istina. Rezultati se mogu
uvelike razlikovati ovisno o vremenu provodenja analize, navode Santos-Sanchez i Salas-
Coronado (2019). Brzo reagirajuéi fenoli koji vezu Zeljezo ili se razgraduju na spojeve s nizom
ili razli¢itom reaktivnoS¢u najbolje se analiziraju kratkim vremenima reakcije. Medutim, neki
polifenoli reagiraju sporije i zahtijevaju dulje vrijeme reakcije, navode Prior i suradnici (2005).

Dakle, krajnja tocka apsorbancije u jednoj tocki ne predstavlja dovrSenu reakciju.
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FRAP zapravo mjeri samo sposobnost redukcije na temelju Zeljeznog iona, §to nije
relevantno za antioksidacijsko djelovanje niti mehanisticki niti fizioloski, navode Prior i
suradnici (2005). Medutim, za razliku od drugih testova ukupnog antioksidacijskog kapaciteta,
FRAP test je jednostavan, brz, jeftin i robustan te ne zahtijeva specijaliziranu opremu (Prior i
sur., 2005)

2.5. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI (HPLC)

HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography) odnosno visoko djelotvorna
tekucinska kromatografija je najsire koristena kromatografska metoda te predstavlja suvremenu
metodu tekucinske kromatografije. Koristi se kao metoda za razdvajanje i odredivanje raznih
organskih, anorganskih i bioloskih sastojaka iz najkompleksnijih uzoraka, navode Skoog i
suradnici (2013). Princip rada HPLC uredaja jest da se u protok mobilne faze injektira mali
volumen uzorka te da se sastojci u uzorku, prolaskom kroz kromatografsku kolonu koja je
ispunjena Cesticama stacionarne faze, razdvajaju na temelju specifi¢nih kemijskih i fizikalnih
interakcija, ¢ime posljedi¢no dolazi do razli¢itog vremena zadrzavanja Sastojaka uzorka na
stacionarnoj fazi (Skoog i sur., 2013). HPLC metode se dijele uglavnom po tipu stacionarne
faze ili po separacijskom mehanizmu pa stoga od najceS¢e koriStenih razlikujemo
kromatografiju normalnih faza, kromatografiju obrnutih faza, ionsku kromatografiju,
kromatografiju iskljucenja, bioafinitetnu kromatografiju (Bansal i sur., 2009). Ovisno o metodi,
ako je sastav mobilne faze stalan i ne mijenja se tijekom vremena tada govorimo o izokrathom
eluiranju, a ako se sastav mobilne faze mijenja s vremenom tada govorimo o gradijentnom
eluiranju. Gradijentno eluiranje daje bolju razlu¢ivost odnosno bolje razdvajanje sastojaka, ali

nije primjenjivo na sve uzorke kao §to je izokratno eluiranje (Dong, 2006).

2.5.1. Sastavni dijelovi HPLC uredaja

Sama instrumentacija se sastoji od injektora za unoSenje uzroka, pumpe koja omogucuje
protok mobilne faze kroz sustav, kolone, pecnice koja omogucuje odrzavanje definirane
temperature analize, spremnika otapala, razli¢itih vrsta detektora te uredaja s programom za
obradu dobivenih podataka, kako prikazuje slika 7. Ovo poglavlje ¢e detaljnije objasniti
dijelove uredaja, njihovu funkciju te neke bitne karakteristike.

Najces¢e koriStena metoda uvodenja uzorka u tekucoj kromatografiji temelji se na
injektiranju uzroka u petlju (eng. loop). Injektor je neizbjezan dio aparature, a velika prednost
je Sto se petlja moze lako zamijeniti drugom pri ¢emu se moze i birati volumen petlje koji moze

biti od 1 pL do 100 pL pai vise.
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Uz navedeno, danas mnogi HPLC uredaji imaju automatski uzorkivac tj. posebnu izvedbu
injektora koji automatski ubrizgava uzorak u petlju i koji moze kontinuirano uvoditi
promjenjive koli¢ine uzorka u sustav, navode Cazes i Ewing (2005).

Pumpe moraju zadovoljiti nekoliko zahtjeva, poput moguénosti stvaranja tlakova do 400
bara, mogucnost brzine protoka u rasponu 0od 0,1 do 10 mL/min, otpornost raznih otapala na
koroziju. Visoki tlakovi koje stvaraju pumpe ne predstavljaju opasnost od eksplozije jer se
tekucine ne mogu jako stla¢iti. Dakle, ruptura pumpe rezultira samo istjecanjem otapala, navode
Skoog i suradnici (2013).

‘ i i Uzorak
Pumpa Injektor
Kolona

Mobilna Prikupljanje podataka
faza

Otpad
Slika 7. Osnovni dijelovi HPLC uredaja (prema Czaplicki, 2013)

U HPLC instrumentima Kkoriste se dvije glavne vrste pumpi: tip Strcaljke na vijak i povratna
pumpa. Povratni tipovi koriste se u gotovo svim komercijalnim instrumentima. Povratna pumpa
se sastoji od male cilindricne komore koja se puni, a zatim prazni pokretom klipa naprijed-
natrag.. Pulsiranje protoka ima Stetan utjecaj na performanse detektora koji su ovisni o protoku,
kao npr. detektor indeksa loma (Ahuja & Dong, 2005). Moderni HPLC instrumenti koriste
dvostruke glave pumpi ili elipticne bregove kako bi smanjili pulsiranje. Prednosti povratnih
crpki ukljucuju mali unutarnji volumen, 35 do 400 pL te visoki izlazni tlak do 700 bara i
konstantne brzine protoka, koje su uglavnom neovisne o povratnom tlaku klipa i viskoznosti
otapala. Moderni HPLC uredaji opremljeni su sustavom za mjerenje brzine protoka
odredivanjem pada tlaka preko grani¢nika koji se nalazi na izlazu pumpe. Svaka razlika u
signalu od unaprijed postavljene vrijednosti zatim se koristi za povecanje ili smanjenje brzine
motora pumpe. Vecina instrumenata takoder ima ventil za promjenu sastava otapala (Skoog i
sur., 2013).
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Kolone za tekucinsku kromatografiju obicno su izradene od nehrdajuceg celika, iako se
ponekad koriste staklene i polimerne cijevi. Cijena standardnih kolona koje nisu posebne krecu
se 0od 200 dolara pa do vise od 500 dolara, dok specijalizirane kolone, kao Sto su kiralne kolone,
mogu kostati i vise od 1000 dolara, navode Skoog i suradnici (2013). Vecina kolona duljine je
od 5 do 25 cm i ima unutarnje promjere od 3 do 5 mm. Valja napomenuti da se uvijek koriste
ravne kolone. Kolone su najéesc¢e duge 10 ili 15 cm, unutarnjeg promjera 4,6 mm te su punjene
s ¢esticama manjim od 5 mm. Osamdesetih godina proslog stoljeca su se pojavile mikrokolone
s unutarnjim promjerima od 1 do 4,6 mm te duljine od 3 do 7,5 cm. Takve kolone imaju prednost
nad prijas$nje spomenutim kolonama u smislu brzine protoka otapala te minimalne potrosnje
otapala (Ahuja & Dong, 2005).

Valja napomenuti da osim kolona u kojima se odvija sama separacija, postoje i kolone koje
se nazivaju predkolonama koje sluze kao pomoc¢no sredstvo za bolju separaciju i dulji vijek
trajanja analiticke kolone. Skoog i suradnici (2013) navode da se koriste dvije vrste predkolona.
Predkolona koje se stavlja izmedu spremnika mobilne faze 1 injektora koristi se za
kondicioniranje pokretne faze i naziva se kolona za ¢iS¢enje. Otapalo djelomi¢no otapa Cestice
silicijeva dioksida unutar predkolone i time se osigurava da je mobilna faza zasi¢ena silicijskom
kiselinom prije ulaska u analiticku kolonu. Zasi¢enost minimizira gubitke stacionarne faze iz
analiticke kolone (Skoog i sur., 2013). Druga vrsta predkolone je zastitna kolona, smjestena
izmedu injektora i analiticke kolone. Takva predkolona je kratka i prepuna Cesticama sli¢énim
Cestica stacionarne faze u analitickoj koloni. Svrha zastitne kolone je sprijeCiti da neéistoce,
kao $to su visoko zadrzani spojevi i Cestice, dodu do analiticke kolone i kontaminiraju je,
navode Capparella i suradnici (1995).

Skoog i suradnici (2013) navode kako danas gotovi svi HPLC uredaji dolaze za ugradenom
kontrolom temperature kolone. Kod nekih analiza temperiranje kolone nije potrebno dok kod
nekih to je neizbjezan uvjet za kvalitetnu analizu. Medutim, ¢esto se bolji kromatogrami
dobivaju odrzavanjem konstantne temperature kolone. Temperatura kolone snazno utjece na
retencijsko vrijeme uzoraka i na selektivnost kolone, navode Ahuja i Dong, (2005).

Nadalje, detektor mora biti takve izvedbe da je u skladu s vrstom kromatografije tj. analize
koja se izvodi. Dong (2006) navodi da za tekucinsku kromatografiju visokih performansi nije
dostupan vrlo osjetljiv sustav univerzalnih detektora kao S$to je to slucaj kod plinske

kromatografije kada se koristi plameno — ionizacijski detektor.
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Stoga, koriSteni detektor ovisit ¢e o prirodi uzorka. NajceS¢e koriSteni detektori za
tekucinsku kromatografiju temelje se na apsorpciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja, a to
su fotometrijski, spektrofotometrijski, fluorescentni detektori i detektor indeksa loma (Skoog i
sur., 2013).

Fotometri i spektrofotometri, posebno dizajnirani za uporabu s kromatografskim kolonama,
komercijalno su lako dostupni. Fotometri ¢esto koriste u podrucju elektromagnetskog zracenja
od 254 1280 nm iz izvora zive jer se mnoge organske funkcionalne skupine apsorbiraju u toj
regiji. Spektrofotometrijski detektori znatno su svestraniji od fotometara 1 takoder se Siroko
koriste u instrumentima visokih performansi, navode Skoog i suradnici (2013). Princip rada
fluorescentnog detektora zasniva se na sposobnosti fluorescentnih sastojaka da emitiraju dio
svjetla apsorbiranog od strane izvora ekscitacije i takav detektor je selektivniji u odnosu na
spektrofotometrijski. Detekcija indeksa loma temelji se na svojstvu molekule da zakrecu
ravninu polarizirane svjetlosti. Bitno je napomenuti da se detektor indeksa loma koristi

iskljucivo uz izokratnu eluciju, navode Ahuja i Dong (2005).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
U ovome radu analizirani su ukupni fenoli, antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH i FRAP

metodama te sadrzaj inulina i saharoze pomo¢u HPLC metode u 77 ekotipa ¢e$njaka u tri

bioloska ponavljanja, te su ukupno provedene 924 analize.

3.1. MATERIJALI | METODE

3.1.1. Kemikalije

Za provodenje kemijskih analiza potrebne su kemikalije, koje je potrebno prethodno

pripremiti. Popis koristenih kemikalija pri izradi analiza prikazan je u tablici 1.

Tablica 1. Koristene kemikalije

Ime kemikalije Cistoéa Proizvodac
Folin-Ciocalteu reagens pro analysi Sigma
Galna kiselina 98 % Acros
Natrijev acetat trihidrat pro analysi Lach- Ner
(i)-6-hidroksi-zkg;&)Sk-;ﬁtr:ZmetiIkroman-2- o7 % Aldrich
Kiselina (TROLOX)
2,4,6-Tris(2-piridil)-1,3,5-triazin (TPTZ) 98 % Alfa Aesar
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) Aldrich
Octena kiselina (ledena) 99,5 % Macron
Metanol (MeOH) HPLC J. T. Baker
Cistoca
Klorovodi¢na Kiselina (HCI) 37 % Carlo Erba
Zeljezov (111) klorid heksahidrat (FeCls x 6H20) pro analysi Kemika
Natrijev karbonat (bezvodni) pro analysi Gram-Mol
Inulin 99,5 % Extrasynthese
D-(+)-Saharoza 99,5 % VWR
Voda za HPLC 99,5 % VWR




3.1.2. Koristeni uredaji

Kako bi se mogli pripremiti reagensi, uzorci te u konacnici provesti analize potrebni su

uredaji prikazani u tablici 2.

Tablica 2. Koristeni uredaji

Vrsta uredaja

Proizvodac i model

Analiticka vaga

Shimadzu AUW?220D

Liofilizator ScanVac CoolSafe
Mlin Retsch ZM 200
Tresilica GFL 3005
Centrifuga Tehtnica Centric 350

Ultrazvucna kupelj

MRC DCG-250H

Cita¢ mikrotitarskih plo¢ica

Tecan Infinite M Nano™

HPLC

Shimadzu Nexera




3.1.3. Uzorci

U tablici 3 nalazi se popis svih uzoraka koristenih u ovom istrazivanju s pripadaju¢om

internom Sifrom i porijeklom.

Tablica 3. Interne Sifre ekotipova i podrucje porijekla

kontinentalna Dalmacija Istra Izvan granica
Hrvatska Hrvatske
IPT189 IPT191 IPTO010 IPT206
IPT249 IPT192 IPTO11 IPT219
IPT250 IPT193 IPTO12 IPT220
IPT252 IPT195 IPTO13 IPT222
IPT253 IPT196 IPT014 IPT265
IPT254 IPT199 IPTO15 IPT283
IPT272 IPT200 IPTO16 IPT284
IPT273 IPT204 IPTO17 IPT285
IPT308 IPT255 IPTO19 IPT287
IPT310 IPT259 IPT020 IPT288
IPT317 IPT260 IPT337 IPT293
IPT360 IPT266 IPT338 IPT296
IPT361 IPT268 IPT340 IPT299
IPT364 IPT269 IPT341 IPT301
/ IPT270 IPT342 IPT302
/ IPT276 IPT343 IPT322
/ IPT306 IPT344 IPT324
/ IPT309 IPT345 IPT326
/ IPT351 IPT346 IPT329
/ / IPT347 IPT330
/ / IPT348 IPT339
/ / IPT349 IPT354
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3.2. PRIPREMA EKSTRAKTA UZORKA ZA ODREDIVANJE
ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA

Lukovice ¢esnjaka koriStene u ovom istrazivanju Kultivirane su tijekom 2020. godine na
pokusnom imanju Instituta za poljoprivredu i turizam (N 45°13'20.30", E 13°36'6.49") te su dio
ex situ kolekcije Nacionalnog programa ocuvanja i odrzive uporabe biljnih genetskih izvora za
hranu i poljoprivredu u Republici Hrvatskoj kroz Nacionalnu banku biljnih gena.

Lukovice ¢eSnjaka su ociS¢ene od vanjske opne, smrznute u tekué¢em dusiku (Uljanik
tehnicki plinovi, d.o.0.) te liofilizirane (ScanVac CoolSafe). Nakon zavrSenog procesa
liofilizacije uzorci su samljeveni na veli¢inu Cestica od 0,2 mm (Retsch ZM 200).

Priprema ekstrakta uzorka je radena prema internoj metodi razvijenoj u laboratoriju.
Izvagano je 0,075 g + 0,001 g prethodno liofiliziranog 1 samljevenog uzorka ceSnjaka te je
uzorak prenesen u mikro tube od 1,5 mL. Uzorku je zatim dodano 1,5 mL 50 %-tnog metanola
u deioniziranoj vodi te je potom uzorak homogeniziran u ultrazvu¢noj kupelji kroz 30 minuta s
temperaturnim programom od 22 °C. Nakon ultrazvuéne kupelji uzorak je mijesan na tresilici
30 minuta pri brzini od 225 okretaja u minuti. Nakon tresilice, uzorak je centrifugiran na 17000

G tijekom 5 min. Nakon priprave ekstrakta uzorci su bili cuvani u zamrzivacu na -80 °C.

3.3. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA

3.3.1. Priprema reagensa i standardnih otopina za analizu
Metoda je radena prema metodi koju su objavili Singleton i Rossi (1965) uz modifikacije.
Za provedbu analize pripremljena je 6 %-tna otopina (w/v) natrijevog karbonata. Navedena
otopina je napravljena u odmjernoj tikvici od 1 L otapanjem 60 g bezvodnog natrijevog
karbonata u 1 L deionizirane vode. Uz navedenu otopinu, priredena je bila otopina galne
kiseline u deioniziranoj vodi, koncentracije 250 ug/mL koja je sluzila kao mati¢na otopina iz
koje se razrjedenjem napravilo 5 otopina (125; 100; 75; 25; 12,5 pg/mL) koje su se koristile

kao standardi za izradu bazdarnog dijagrama (Singleton i Rossi, 1965).

3.3.2. Postupak odredivanja ukupnih fenolnih spojeva
Za provedbu analize koristene su jednokratne mikrotitarske plocice ¢iji volumen jazica
iznosi 300 pL. Iz ekstrakta koji se nalazi u mikro tubama, otpipetirano je 10 pL uzorka u
odgovarajucu jazicu na mikrotitarskoj plo¢i. Nakon §to su svi uzorci otpipetirani u jazice, u
svaku je dodano po 10 pL deionizirane vode. Potom se multikanalnom pipetom u jazice
otpipetira 140 pL 0,2M FC reagensa ¢ime zapocinje reakcija te ista protjece sljedecih 60

minuta.
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Nakon jedne minute u jazice se otpipetira multikanalnom pipetom 140 pL prethodno
pripremljene otopine 6 % natrijevog karbonata, kako prikazuje slika 8. Nakon isteka 60 minuta,
na ¢itacu plocica se ocita apsorbancija pri 750 nm. Sva mjerenja su provedena u 3 repeticije
(Singleton i Rossi, 1965).

3.3.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za odredivanje ukupnih fenolnih spojeva
Postupak izrade bazdarnog dijagrama je identi¢an protokolu za odredivanje ukupnih fenola

u ekstraktima cesnjaka, pri cemu se umjesto uzorka u jazicu pipetira pripremljena otopina
standarda. Ukupni volumen reakcije iznosi 300 puL od ¢ega 280 uL otpada na reagense, a
preostalih 10 uL na deioniziranu vodu i 10 uL na pripremljeni standard. Umjesto uzorka dodaje
se otopina galne kiseline te su mjerenja provedena na 5 razli¢itih koncentracijskih razina u 4
repeticije. Uz ocitanje uzoraka i standarda provodi se i o¢itanje slijepe probe koju ¢ine samo

reagensi i deionizirana voda (Singleton i Rossi, 1965).

Slika 8. Mikrotitarska plo€ica s uzorcima i reagensima za odredivanje ukupnih fenola

(vlastita fotografija)
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3.4. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA DPPH METODOM
3.4.1. Priprema kemikalija i reagensa za analizu

Metoda je radena prema metodi koju su objavili Brand-Williams i suradnici (1995), uz
modifikacije. Za provedbu analize obavezno je pripremljena svjeZza otopina DPPH reagensa
u metanolu, koncentracije 40 pg/mL. Uz otopinu DPPH, napravljena je mati¢na otopine
Trolox-a u metanolu koncentracije 100 umol/L iz koje se pripremilo 6 otopina (100; 80; 60;
40; 20; 10 umol/L) koje su se koristile kao standardi za izradu bazdarnog dijagrama (Brand-
Williams i sur., 1995).

3.4.2. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom
Za provedbu analize potrebne su jednokratne mikrotitarske plocice €iji volumen jazZica
iznosi 300 pL. Iz ekstrakta koji se nalazi u mikro tubama, otpipetirano je 10 uL uzorka u
odgovarajucu jazicu na mikrotitarskoj plo¢i. U svaku jazicu je zatim otpipetirano 90 pL
deionizirane vode. Reakcija se pokrece pipetiranjem pripremljene otopine DPPH slobodnog
radikala u volumenu 200 pL te traje 30 minuta (slika 9.). Ploc¢ica se ¢uva na mraénom mjestu
te nakon §to vrijeme od 30 minuta istekne, na ¢itacu plocica se o¢ita apsorbancija pri 517 nm.

Sva mjerenja su provedena u 3 repeticije (Brand-Williams i sur., 1995).

3.4.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za DPPH metodu
Postupak izrade bazdarnog dijagrama je identican protokolu za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom u ekstraktima ¢eSnjaka, ali se umjesto ekstrakta
uzorka pipetira prethodno pripremljena otopina standarda. Ukupni volumen reakcije iznosi 300
uL od ¢ega je 200 pL pripremljena otopina DPPH slobodnog radikala, 90 puL deionizirana voda
i 10 uL otopina standarda. Mjerenja su provedena na 6 razli¢itih koncentracijskih razina u 4
repeticije. Uz ocitanje uzoraka i otopina standarda, oCitava se i slijepa proba koju ¢ine samo

otopina DPPH slobodnog radikala i deionizirana voda (Brand-Williams i sur., 1995).
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Slika 9. Mikrotitarska plo€ica s uzorcima i reagensima za DPPH metodu (vlastita
fotografija)

3.5. ODREDPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA FRAP METODOM
3.5.1. Priprema kemikalija i reagensa

Metoda koriStena u analizama je radena prema metodi koju su objavili Benzie i Strain,
(1996) uz modifikacije. Za provedbu analize pripremljen je FRAP reagens koji je bio sastavljen
bio mijesanjem 100 mL acetatnog pufera, 10 mL otopine TPTZ-a otopljenog u 10 mL 40 mM
HCl-a i 10 mL otopine Zeljezo(III) klorida heksahidrata (omjer 100:10:10). Uz FRAP reagens,
pripremljena je mati¢na otopina Trolox-a u metanolu koncentracije 100 umol/L iz koje se
pripremilo 6 otopina koncentracije (100; 80; 60; 40; 20; 10 umol/L) koje su se Koristile kao

standardi za izradu bazdarnog dijagrama (Benzie i Strain, 1996).
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3.5.2. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom
Za provedbu analize koristene su jednokratne mikrotitarske plocice ¢iji volumen jazica
iznosi 300 pL. Iz ekstrakta koji se nalazi u mikro tubama, otpipetirano je 10 uL uzorka u
odgovarajucu jazicu na mikrotitarskoj plo¢i. Nakon uzoraka, u jazice je otpipetirano po 90 uL
deionizirane vode. Potom je multikanalnom pipetom otpipetirano 200 pL prethodno
pripremljenog FRAP reagensa ¢ime je zapoceta reakcija te se plocica Cuva na tamnom mjestu.
Nakon isteka 10 minuta na ¢itacu mikrotitarskih plocica se ocita apsorbancija pri 593 nm (slika

10.). Sva mjerenja su provedena u 3 repeticije (Benzie i Strain, 1996).

3.5.3. Postupak izrade bazdarnog dijagrama za FRAP metodu

Postupak izrade bazdarnog dijagrama je identian protokolu =za odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom u ekstraktima Ce$njaka, s time da se umjesto
uzorka u jazicu pipetira otopina standarda. Ukupni volumen reakcije iznosi 300 uL od Cega je
200 uL FRAP reagens, 90 uL deionizirana voda i 10 pL pripremljena otopina standarda.
Mjerenja su provedena na 6 razli¢itih koncentracijskih razina u 4 repeticije. Uz uzorke i
standard, ocitava se i slijepa proba koju ¢ine FRAP reagens i deionizirana voda (Benzie i Strain,
1996).

Slika 10. Mikrotitarska plo¢ica s uzorcima i reagensima za FRAP metodu (vlastita

fotografija)
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3.6. ODREPIVANJE SECERA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM
VISOKE DJELOTVORNOSTI (HPLC)
3.6.1. Priprema uzoraka
Kako bi zastitili HPLC uredaj od krutih Cestica uzorci se filtriraju kroz filter s malom
veli¢inom pora. Metanolni ekstrakt se filtrira pomoc¢u Chromafil Xtra PTFE 45/25 filterskih

nastavaka za Sprice, s veli¢inom pora od 45 um, u HPLC vijale volumena 1,5 mL.

3.6.2. Priprema standarda za odredivanje Secera
Mati¢na otopina je pripremljena tako da je u odmjernu tikvicu od 10 mL odvagano 0,2 g
saharoze i 0,2 g inulina. Zatim je odmjerna tikvica napunjena do oznake deioniziranom vodom
te je provedeno homogeniziranje otopine u ultrazvu¢noj kupelji. Za izradu bazdarnog dijagrama
pripremljene su otopine standarda u osam masenih koncentracija (0,60, 1,00, 1,60, 2,00, 500,
10,00, 15,00, 20,00 g/L)

3.6.3. Postupak odredivanja Secera HPLC uredajem
Analiza sadrzaja inulina i saharoze provedena je pomo¢u HPLC sustava koji se sastoji od
pumpe (Shimadzu Nexera LC-40DX3, Kyoto, Japan), automatskog uzorkovaca (Shimadzu
Nexera SIL-40CX3, Kyoto, Japan), pe¢nice za kolonu (Shimadzu Nexera CTO-40C, Kyoto,
Japan) i detektora indeksa loma (Shimadzu RID-20A, Kyoto, Japan), kako prikazuje slika 11.
Kromatografska separacija postignuta je ubrizgavanjem 10 uL uzorka na kolonu koja sadrzi
kalcijeve ione (Repromer Ca Dr. Maisch), veli¢ine 300 x 8 mm, 9 um veli¢ine Cestica,
temperiranu na 80 °C koriste¢i deioniziranu vodu za HPLC kao mobilnu fazu. Protok mobilne
faze iznosi 1 mL/min te se sastav mobilne faze nikako ne smije mijenjati jer se za detekciju
sastojaka koristi detektor indeksa loma koji za dobivanje valjanih rezultata izri€ito zahtjeva
izokratnu eluciju. Vrijeme elucije uzorka je 15 minuta. Vrijeme retencije i povrsina ispod pika
ispitivanih Secera usporedeni su s analitickim standardima za identifikaciju te kvantifikaciju

(Major i sur., 2020).
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Slika 11. HPLC uredaj i njegovi sastavni dijelovi: A — automatski uzorkiva¢, B — jedinice za
otapala / pumpe, C — peénica za kolonu, D — detektor indeksa loma, E — upravljacka jedinica
(vlastita fotografija)
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3.7. OBRADA PODATAKA

Dobiveni eksperimentalni podaci obradeni su primjenom deskriptivne statistike, ¢ime je
izraunata srednja vrijednost i standardna pogreska, koristenjem programa MS Excel 2019.

Statisticki znacajne razlike izmedu pojedinih podrucja porijekla ekotipova ceSnjaka
utvrdene su analizom varijance (ANOVA). ANOVA je vrsta statisticke analize kojom se grupe
podataka testiraju kako bi se utvrdilo ima li razlike u varijanci izmedu i unutar grupa
(Rutherford, 2001).

Na rezultatima koji su pokazali statisticki znacajne razlike medu analiziranim grupama
proveden je Fischer-ov LSD (eng. Least Significant Difference) post hoc test. LSD testom
utvrdena je najmanja signifikantna razlika izmedu testiranih grupa u udjelu ukupnih fenolnih
spojeva, u antioksidacijskom kapacitetu mjerenim FRAP i DPPH metodama, u sadrZaju inulina
te u sadrzaju saharoze. Za ANOVA i Fischer post hoc testove koristen je program Statistica
13.4 (TIBCO Inc, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome radu provedene su analize 77 uzoraka razli¢itih cesnjaka koji potjecu s 4 razlicita
podrucja; Kontinentalne Hrvatske, Dalmacije, Istre i podrucja izvan granica Republike
Hrvatske. Svaki uzorak Cesnjaka je raden u 3 repeticije. Uzorci su pripremljeni tako da su
liofilizirani te samljeveni. Na tako pripremljenim uzorcima provedena je ekstrakcija metanolom
te daljnje analize koje ukljuuju odredivanje udjela ukupnih fenolnih spojeva, odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta pomocu 2 metode, DPPH 1 FRAP te analiza sadrZaja Secera
pomocu tekuéinske kromatografije visokih performansi. Rezultati provedenih analiza prikazani

su tabli¢no.
4.1. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLNIH SPOJEVA

Za prikazivanje rezultata udjela ukupnih fenolnih spojeva koristen je ekvivalent mase galne
kiseline na masu od 1 grama suhe tvari uzorka. Slika 12 prikazuje bazdarni dijagram ovisnosti
apsorbancije o masi galne Kkiseline koji je koristen za kvantifikaciju udjela ukupnih spojeva u
obliku ekvivalenata galne kiseline. 1z prikazane jednadzbe krivulje (y = 0,0514x — 0,0024) i

koeficijenta determinacije R? > 0,999, vidljivo je kako je bazdarna krivulja linearna.

y = 0,0514x - 0,0024

R2=0,999

0.14
0.12
0.1

E o008

o

Lo

™~ o006

j -

o

S 004

(&)

C

I3+

2 002

o

)

o

< 0

0 0.5 1 15 2 25 3

-0.02

Masa galne kiseline u reakciji (ug)

Slika 12. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 750 nm o masi galne kiseline
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U ovome je radu istrazivano 14 lokalnih ekotipova uzoraka ce$njaka s podrucja
kontinentalne Hrvatske, 19 s podruc¢ja Dalmacije, 22 ekotipa s podrucja Istre te 22 ekotipa koji
potjeCu izvan granica Republike Hrvatske. Prema podrucju s kojeg dolaze ekotipovi ¢esnjaka
napravljene su tablice koje sadrze podatke provedenih analiza. Tako tablica 4 pokazuje da se
sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva s podruéja kontinenta kretao izmedu 3,27 mg GAE /g ST u
ekotipu IPT250 do 7,01 mg GAE / g ST u ekotipu IPT189 . Kod ekotipova iz Dalmacije, kako
predocuje tablica 5, vidljivo je da se sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva kretao izmedu 3,79 mg
GAE /g ST u ekotipu IPT193 do 8,81 mg GAE / g ST u ekotipu IPT309. Takoder, iz tablice 6,
koja se odnosi na ekotipe s podrucja Istre, vidljivo je kako se sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva
kretao od 3,48 mg GAE / g ST u ekotipu IPT338 pa sve do 11,36 mg GAE / g ST u ekotipu
IPT019. Nadalje, iz tablice 7, koja sadrzi podatke ekotipova ¢eSnjaka koji dolaze izvan granica
Republike Hrvatske, vidljivo je kako sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva varira od 3,24 mg GAE
/g ST u ekotipu IPT329 do 10,39 mg GAE / g ST u ekotipu IPT2109.

Slika 13 prikazuje kako su u prosjeku ekotipovi ¢eSnjaka s podrucja kontinentalne Hrvatske
imali 4,93 mg GAE / g ST, ekotipovi s podru¢ja Dalmacije 5,72 mg GAE / g ST, s podruéja
Istre imali su 6,11 mg GAE / g ST, dok su ekotipovi s podrucja izvan granica Republike
Hrvatske sadrzavali 6,23 mg GAE / g ST. Analiza varijance, kako pokazuje slika 13, prikazuje
kako ekotipovi s podrucja kontinentalne Hrvatske imaju znacajno nizi sadrzaj ukupnih fenolnih

spojeva u odnosu na ekotipove s ostalih podrucja ukljucenih u istrazivanje.

7

a a
a
6
b

5
1
0

Kontinentalna Hrvatska Dalmacija Istra lzvan RH

Podrucje ekotipa

mg GAE /g ST
w B

N

Slika 13. ANOVA test rezultata mjerenja udjela ukupnih fenolnih spojeva
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Istrazivanjem provedenim u ovome radu, rezultati gledani sveukupno pokazuju kako se
sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva prosje¢no kretao izmedu 4,93 mg GAE / g ST 16,23 mg GAE
/ g suhe tvari (ST), sto se slaze s rezultatima istrazivanja koje su proveli Beato i suradnici
(2011). U njihovim uzorcima, sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva kretao se izmedu 3,4 mg GAE
/ g ST 110,8 mg GAE / g ST, s prosjekom od 6,5 mg GAE / g ST. Naspram istrazivanja koje
su proveli Nuutila i suradnici (2003) istrazivanje u sklopu ovoga rada je dalo znacajno vece
rezultate za udio ukupnih fenolnih spojeva. Nuutila i suradnici (2003) navode kako se izmjereni
udio ukupnih fenolnih spojeva kretao izmedu 0,075 mg GAE / g ST 10,12 mg GAE / g ST, §to
je gotovo 5,5 puta manje nego Sto je izmjereno u ovome istrazivanju. Nadalje, prema
istrazivanjima koje su proveli Queiroz i suradnici (2009) sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva
varirao je izmedu 6,99 mg GAE / g ST 1 8,70 mg GAE / g ST §to se u potpunosti slaze s
rezultatima ovog istrazivanja ¢iji Se rezultati, kroz sve primke, kre¢u od 3,24 mg GAE / g ST
do 11,36 mg GAE / g ST. Istrazivanje koje su proveli Gorinstein i suradnici (2009) prikazuje
rezultate unutar gotovo istih granica. Ispitani uzorci ¢e$njaka pokazali su sadrzaj ukupnih
fenolnih spojeva u rangu od 6,36 mg GAE / g ST do 9,00 mg GAE / g ST. Navedeni rezultati

se takoder slazu s rezultatima mjerenja provedenih TPC metodom u sklopu ovog istrazivanja.
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4.2. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA DPPH METODOM

Slika 14 prikazuje dobiveni bazdarni dijagram za antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH
metodom. Jednadzba pravca (y = -0,0654x + 0,9966) i koeficijent determinacije R? > 0,999

upucuju na linearnu ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o mnozini Trolox-a u reakciji.
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Slika 14. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o mnozini Trolox-a za DPPH metodu

Tablica 4 pokazuje da se antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH metodom, ekotipova s
podrucja kontinenta kretao izmedu 6,25 umol TE / g ST u ekotipu IPT250 do 9,71 umol TE / g
ST u ekotipu IPT189. Kod ekotipova iz Dalmacije, kako predocuje tablica 5, vidljivo je da se
antioksidacijski kapacitet kretao izmedu 4,24 umol TE / g ST u ekotipu IPT192 do 11,23 umol
TE / g ST u ekotipu IPT269. Takoder, iz tablice 6, koja se odnosi na ekotipe s podrucja Istre,
vidljivo je kako se antioksidacijski kapacitet kretao od 6,48 pumol TE / g ST u ekotipu IPT014
pado 9,77 umol TE / g ST u ekotipu IPT016. Nadalje, iz tablice 7, koja sadrzi podatke ekotipova
CeSnjaka koji dolaze izvan granica Republike Hrvatske, vidljivo je kako antioksidacijski
kapacitet varira od 6,09 umol TE / g ST u ekotipu [PT284 do 11,40 umol TE / g ST u ekotipu
IPT288.
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Slika 15 prikazuje kako su u prosjeku ekotipovi ¢eSnjaka s podrucja kontinentalne Hrvatske
imali 8,45 umol TE / g ST, ekotipovi s podru¢ja Dalmacije 8,17 umol TE / g ST, s podrucja
Istre imali su 8,61 umol TE / g ST, dok su ekotipovi s podrucja izvan granica Republike
Hrvatske sadrzavali 8,96 umol TE / g ST. Analiza varijance (slika 15), prikazuje kako ekotipovi
s podrucja izvan Republike Hrvatske imaju znacajno visi antioksidacijski kapacitet u odnosu
na ekotipove s ostalih podrucja ukljucenih u istrazivanje, dok znacajno nizi kapacitet pokazuju

ekotipovi s podrué¢ja Dalmacije u odnosu drugih ekotipova uklju¢enih u istrazivanje.
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Slika 15. ANOVA test rezultata mjerenja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Rezultati mjerenja antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom, gledani kroz sva 4
podrucja s kojeg dolaze ekotipovi, krecu se od 4,24 umol TE / g ST do 11,40 umol TE / g ST
Sto se slaze s rezultatima istrazivanja koje su proveli Bhusal i suradnici (2019). lako su Bhusal
i suradnici (2019) rezultate izrazili na gram svjezeg uzorka, pri ¢emu se rezultati krecu od 0,90
umol TE / g svjezeg uzorka 1 18,88 pmol TE / g svjeZeg uzorka. Rezultati dobiveni u ovome
istrazivanju su i dalje unutar raspona koji su naveli Bhusal i suradnici (2019) bez obzira na to
Sto su rezultati ovoga istrazivanja izrazeni na gram suhe tvari, premda su dobiveni rezultati
nizih vrijednosti nego oni koje su dobili Bhusal i suradnici (2019). Osim $to antioksidacijski
kapacitet varira sa ekotipom, do razlike u rezultatima vjerojatno dolazi zbog razliitog

volumena koriStenog pri samoj analizi.
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4.3. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA FRAP METODOM

Slika 16 prikazuje bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije pri 593 nm o mnozini Trolox-
a, dobiven mjerenjem antioksidacijskog kapaciteta pripremljenih standarada. Bazdarna krivulja
je linearna na $to ukazuju i jednadzba krivulje (y=0,111x — 0,0124) i koeficijent determinacije,
R?>0,999.
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Slika 16. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o mnozini Trolox-a za FRAP metodu

Tablica 4 pokazuje da se antioksidacijski kapacitet mjeren FRAP metodom ekotipova s
podrucja kontinenta kretao se izmedu 1,39 pmol TE / g ST u ekotipu IPT308 do 3,78 umol TE
/ g ST u ekotipu IPT273. Kod ekotipova iz Dalmacije, kako predocuje tablica 5, vidljivo je da
se kapacitet antioksidacije kretao izmedu 2,06 umol TE / g ST u ekotipu IPT268 do 4,72 pmol
TE / g ST u ekotipu IPT269. Takoder, iz tablice 6, koja se odnosi na ekotipe s podrucja Istre,
vidljivo je kako se antioksidacijski kapacitet kretao od 1,52 umol TE / g ST u ekotipu IPT337
pado 3,69 umol TE / g ST u ekotipu IPT341. Nadalje, iz tablice 7, koja sadrzi podatke ekotipova
cesnjaka koji dolaze izvan granica Republike Hrvatske, vidljivo je kako antioksidacijski
kapacitet varira od 1,66 pumol TE / g ST u ekotipu IPT329 do 6,25 umol TE / g ST u ekotipu
IPT288.
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Slika 17 prikazuje kako u prosjeku ekotipovi ¢eSnjaka s podrucja kontinentalne Hrvatske
imali su 2,22 pmol TE / g ST, ekotipovi s podruc¢ja Dalmacije 2,64 pmol TE / g ST, s podrucja
Istre imali su 2,47 pmol TE / g ST, dok su ekotipovi s podrucja izvan granica Republike
Hrvatske sadrzavali 3,18 umol TE / g ST. Analiza varijance, kako pokazuje slika 17, prikazuje
kako ekotipovi s podrué¢ja izvan Republike Hrvatske imaju znacajno visi antioksidacijski
kapacitet u odnosu na ekotipove s ostalih podrucja ukljucenih u istrazivanje, dok znacajno nizi

kapacitet pokazuju ekotipovi kontinentalne Hrvatske.
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Slika 17. ANOVA test rezultata mjerenja antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom

Mjerenjem antioksidacijskog kapaciteta FRAP metodom, u ovome istrazivanju, dobiveni
su rezultati koji se kre¢u od 1,39 pmol TE / g ST do 6,25 umol TE / g ST ¢e$njaka. Navedeni
raspon se odnosi na sve ekotipove zaprimljene u ovome istrazivanju. Istrazivanje koje su proveli
Bhusal i suradnici (2019) pokazalo je kako se vrijednosti kapaciteta antioksidacije krecu

izmedu 2,26 umol TE / g svjezeg uzorka i 12,32 pmol TE / g svjezeg uzorka.
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Tablica 4. Sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP i DPPH
metodama ekotipova CeSnjaka s podrucja Kontinentalne Hrvatske. Rezultati su izraZeni kao
prosjecna vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Ukupni fenoli Antioksidacijski kapacitet
Interna Sifra FRAP metoda DPPH metoda
ekotipa mg GAE /g ST pumol TE /g ST pumol TE /g ST
IPT189 7,01 +1,17 2,65 + 0,08 9,71+0,92
IPT249 4,55 + 0,08 1,64 £ 0,04 7,75+ 0,29
IPT250 3,27 +£0,04 1,52 + 0,02 6,25 + 0,38
IPT252 5,10+ 0,13 2,78 + 0,04 9,25+ 0,44
IPT253 4,72 + 0,10 1,57 £0,01 7,91 +0,23
IPT254 3,82 + 0,09 2,10 £ 0,15 8,52+ 0,18
IPT272 6,95+ 0,24 3,09 +0,21 8,94 + 0,25
IPT273 6,03 = 0,06 3,78 + 0,02 8,08 + 0,46
IPT308 3,84 + 0,01 1,39 £ 0,01 8,37 + 0,07
IPT310 5,00 + 0,09 2,67+0,12 9,18 + 0,37
IPT317 6,48 + 1,67 2,00 + 0,08 8,34 + 0,21
IPT360 4,77 +0,10 2,15+ 0,04 8,84 + 0,03
IPT361 3,60 + 0,10 1,95 + 0,06 8,70 + 0,18
IPT364 3,85+ 0,05 1,82+0,14 8,51+0,11
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Tablica 5. Sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP i DPPH
metodama ekotipova CeSnjaka s podrucja Dalmacije. Rezultati su izrazeni kao prosjecna
vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Ukupni fenoli Antioksidacijski kapacitet
Interna Sifra FRAP metoda DPPH metoda
ekotipa mg GAE /g ST pumol TE /g ST pmol TE /g ST
IPT191 5,81+0,15 2,31+0,08 8,07 £ 0,26
IPT192 5,33+0,33 2,54 + 0,04 4,24 + 1,52
IPT193 3,79+0,14 2,22 +£0,08 8,58 + 0,45
IPT195 4,69 +0,11 2,21+ 0,09 8,82+0,11
IPT196 5,01 + 0,07 2,31 +0,07 7,35+ 0,28
IPT199 5,65+ 0,19 3,09 + 0,07 9,75+ 0,74
IPT200 4,32 +0,14 2,64 +0,12 8,65+ 0,01
IPT204 5,01 +0,04 2,95+0,01 7,73+0,39
IPT255 6,74 + 0,19 2,29 + 0,06 5,44 + 0,33
IPT259 5,72 + 0,07 2,91 +0,07 7,712 +0,52
IPT260 5,99 +0,19 3,06 + 0,04 5,86 + 0,15
IPT266 6,10 + 0,27 2,37 +0,09 9,01 +0,15
IPT268 5,80 + 0,07 2,06 + 0,04 7,58+1,31
IPT269 8,15+ 0,19 4,72 + 0,05 11,23 + 0,41
IPT270 5,82 +0,10 2,85+ 0,04 9,14 + 0,06
IPT276 5,57 +0,20 2,86 + 0,14 9,34 + 0,06
IPT306 5,62 + 0,02 2,24 + 0,09 8,79 + 0,46
IPT309 8,81 +0,15 2,32 +0,02 8,84 + 0,05
IPT351 4,81 + 0,02 2,30 + 0,04 9,06 + 0,28
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Tablica 6. Sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP i DPPH
metodama ekotipova Cesnjaka s podrucja Istre. Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost +
standardna pogreska (N = 3)

Ukupni fenoli Antioksidacijski kapacitet
Interna Sifra FRAP metoda DPPH metoda
ekotipa Mg GAE /g ST pumol TE /g ST pmol TE /g ST
IPT010 7,46 £0,14 2,38 £ 0,08 8,46 £ 0,34
IPTO11 5,00 + 0,02 2,12 + 0,05 8,71+ 0,23
IPT012 6,67 0,19 2,76 £ 0,09 9,29 £ 0,20
IPTO13 5,44 + 0,14 2,17 £ 0,05 8,56 + 0,36
IPT014 6,34 £ 0,13 2,14 £ 0,09 6,48 £ 0,39
IPT015 6,54 + 0,14 2,26 £ 0,06 8,16 £ 0,32
IPTO16 7,02 £ 0,04 2,91 + 0,07 9,77 + 0,68
IPTO17 7,85+0,35 2,24 + 0,05 7,92 +1,02
IPTO19 11,36 + 0,13 3,28 + 0,06 9,27 +0,11
IPT020 6,62 + 0,82 2,57 +0,09 8,00 + 0,81
IPT337 3,67 +0,10 1,52 £0,10 8,10 + 0,05
IPT338 3,48 + 0,16 1,54 +£ 0,08 8,64 + 0,03
IPT340 5,48 + 0,06 2,62 + 0,06 8,92 + 0,08
IPT341 8,97 + 0,15 3,69 +0,10 9,54 +0,12
IPT342 5,99 + 0,08 2,45+ 0,04 8,71+ 0,58
IPT343 7,54 0,15 3,21 + 0,06 8,89 + 0,06
IPT344 4,71 +0,17 2,48 + 0,08 8,67 + 0,05
IPT345 4,15+ 0,08 2,31 +0,06 8,12 + 0,35
IPT346 3,89 +0,15 2,84 + 0,03 8,92 +0,12
IPT347 6,70 = 0,07 3,20 £ 0,03 8,95+ 0,18
IPT348 4,04 + 0,02 1,64 £ 0,02 8,65+ 0,16
IPT349 5,50 + 0,10 2,00 + 0,08 8,80 + 0,07
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Tablica 7. Sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijskog kapaciteta mjerenog FRAP i DPPH
metodama ekotipova CeSnjaka s podrucja izvan granica Hrvatske. Rezultati su izrazeni kao

prosje¢na vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Ukupni fenoli Antioksidacijski kapacitet
Interna Sifra FRAP metoda DPPH metoda
ekotipa Mg GAE /g ST pumol TE /g ST pmol TE /g ST
IPT206 5,01 +0,10 2,97 £ 0,03 9,47 +0,17
IPT219 10,91 + 0,12 4,31 +0,01 8,77 £ 0,22
IPT220 4,86 + 0,38 3,09 +0,03 8,68 + 0,36
IPT222 7,81+0,12 5,18 + 0,08 10,18 + 0,36
IPT265 5,56 £ 0,18 2,31+0,05 9,26 + 0,50
IPT283 557 +0,14 3,21 £0,05 8,73 +0,40
IPT284 4,48 + 0,17 2,30+ 0,04 6,09 + 0,93
IPT285 8,12 + 0,06 494 +0,11 10,34 £ 0,22
IPT287 5,56 + 0,01 2,60 + 0,05 8,21 + 0,03
IPT288 9,62 + 0,10 6,25+ 0,04 11,40 £ 0,18
IPT293 6,95+ 0,21 4,04 +£0,15 9,80 + 0,07
IPT296 497 +0,13 2,62 +0,07 8,44 + 0,16
IPT299 6,14 + 0,08 2,76 + 0,03 9,31 +0,27
IPT301 5,50 +0,01 1,79 £ 0,02 8,47 + 0,08
IPT302 7,63 = 0,07 2,64 +0,12 8,53 + 0,08
IPT322 3,57 +0,23 2,00+0,12 8,81 + 0,05
IPT324 7,92 + 0,04 4,58 + 0,06 9,80+0,21
IPT326 5,90 +0,11 2,43 +0,03 8,28 +0,12
IPT329 3,24 + 0,03 1,66 £ 0,11 8,14 + 0,08
IPT330 3,59 + 0,09 1,87 £ 0,06 8,91 +0,41
IPT339 6,15+ 0,18 2,59+0,12 8,65 + 0,43
IPT354 8,09 + 0,04 3,72 + 0,08 8,84 + 0,08
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4.4. ODREPIVANJE SECERA TEKUCINSKOM KROMATOGRAFIJOM
VISOKE DJELOTVORNOSTI

Kako bi se Seéeri separirani pomoc¢u HPLC uredaja mogli kvantificirati potrebno je
napraviti bazdarne dijagrame po prethodno navedenom propisu. Nakon izrade bazdarnih
dijagrama, njihove jednadzbe se ucitaju u program HPLC-a te se daljnjim obradivanjem
dobivenih pikova definira povrSina ispod pika pomocéu koje se u konacnici kvantificira
detektirani Secer. Slike 18 i 19 prikazuju bazdarne dijagrame koji su koriSteni za kvantifikaciju
udjela SeCera u uzorcima CeSnjaka. Slika 18 prikazuje kako je odnos povrsine ispod pika
proporcionalan masenoj koncentraciji $ecera tj. inulina sto dodatno potvrduju jednadzba pravca
(y = 781,6x — 339,7) i koeficijent determinacije (R? = 0,999). Za navedeni analit izracunato je
i iskoriStenje (100,4 £ 0,2 %) koje pokazuje da je metoda primjerena za njegovo odredivanje.
Slika 19 prikazuje bazdarni dijagram saharoze, koji pokazuje linearnu ovisnost povrSine ispod
pika o masenoj koncentraciji saharoze. Jednadzba krivulje (y = 1353,9x — 614,69) i koeficijent
determinacije (R? = 0,999) pokazatelji su linearnog odnosa. Iskoristenje za navedeni analit (99,9

+ 2,3 %) upucuje na primjerenost metode za njegovu analizu.
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Slika 18. Bazdarni dijagram ovisnosti povrsine ispod pika o masenoj koncentraciji inulina
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Slika 19. Bazdarni dijagram ovisnosti povr$ine ispod pika o masenoj koncentraciji saharoze

U ovome radu, osim odredivanja udjela ukupnih fenolnih spojeva i1 antioksidacijskog
kapaciteta, odredivani su Seceri te njihov udio. Tablica 8 pokazuje kako se kod ekotipova s
kontinenta, koli¢ina inulina kretala izmedu 33,8 g/ 100 g ST u ekotipu IPT271 do 46,0 g/ 100
g ST u ekotipu IPT189. Kod ekotipova iz Dalmacije, kako predocuje tablica 9, vidljivo je da se
sadrzaj inulina kretao izmedu 28,6 g/ 100 g ST u ekotipu IPT306 do 45,7 g/ 100 g ST u ekotipu
IPT196. Takoder, iz tablice 10, koja se odnosi na ekotipe s podrucja Istre, vidljivo je kako se
koli¢ina inulina kretala od 31,3 g/ 100 g ST u ekotipu IPT349 pado 48,1 g/ 100 g ST u ekotipu
IPT019. Nadalje, iz tablice 11, koja sadrzi podatke ekotipova ¢e$njaka koji dolaze izvan granica
Republike Hrvatske, vidljivo je kako udio inulina varira od 31,2 g / 100 g ST u ekotipu IPT301
do 45,2 g /100 g ST u ekotipu IPT285.
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Slika 20 prikazuje kako su u prosjeku ekotipovi ¢eSnjaka s podrucja kontinentalne Hrvatske
imali inulina u vrijednosti od 39,0 g / 100 g ST, ekotipovi s podrucja Dalmacije 40,9 g/ 100 g
ST, s podru¢ja Istre imali su 40,8 g / 100 g ST, dok su ekotipovi s podrucja izvan granica
Republike Hrvatske sadrzavali 39,7 g / 100 g ST izvan Republike Hrvatske. Analiza varijance,
kako prikazuje slika 20, pokazuje kako ekotipovi s podru¢ja kontinentalne Hrvatske imaju

znacajno nizu razinu inulina u odnosu na ekotipove s ostalih podrucja ukljucenih u istrazivanje.

. a
40.5
40.0
39.0 b
38.5
38.0
37.5

Kontinentalna Hrvatska Dalmacija Istra Izan RH

g/1009g ST
w
(o)
(9]

Podrucje ekotipa

Slika 20. ANOVA test rezultata mjerenja koli¢ine inulina HPLC-om

Sadrzaj inulina U ekotipovima ¢es$njaka, gledano kroz sve primke, varira od 28,6 g / 100 g
ST do 48,1 g/ 100 g ST, $to se vrlo dobro slaZe s rezultatima iz istraZivanja koje su proveli
Kinalski i Norefia (2019). Njihove vrijednosti koje opisuju sadrzaj inulina u uzorcima ¢e$njaka
kre¢u se 0od 31,35 g/ 100 g ST do 42,9 g/ 100g ST. U ovome istraZivanju, prosjecne vrijednosti
inulina po regijama iznose 39,0 g / 100 g ST za kontinentalnu Hrvatsku, 40,9 g/ 100 g ST za
podrucje Dalmacije, 40,8 g / 100g ST za podrucje Istre te 39,7 g/ 100 g ST za podrucja van
granica Republike Hrvatske te se slazu u potpunosti s rezultatima istrazivanja koje su proveli
Kinalski i Norefia (2019), pri ¢emu prosjek njihovih rezultata sadrzaja inulina je zanemarivo

nizi od prosjeka izracunatog po regijama (slika 20).
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Tablica 8 pokazuje kako se kod ekotipova s kontinenta, koli¢ina saharoze kretala izmedu
0,4 g /100g ST u ekotipu IPT308 do 2,78 g / 100 g ST u ekotipu IPT252. Kod ekotipova iz
Dalmacije, kako predocuje tablica 9, vidljivo je da se sadrzaj saharoze kretao izmedu 0,70 g /
100 g ST u ekotipu IPT306 do 2,80 g/ 100 g ST u ekotipu IPT204. Takoder, iz tablice 10, koja
se odnosi na ekotipe s podrucja Istre, vidljivo je kako se koli¢ina saharoze kretala od 0,5 g/ 100
g ST u ekotipu IPT346 pa do 3,41 g/ 100 g ST u ekotipu IPT011. Nadalje, iz tablice 11, koja
sadrzi podatke ekotipova ¢eSnjaka koji dolaze izvan granica Republike Hrvatske, vidljivo je
kako udio saharoze varira od 0,36 g/ 100 g ST u ekotipu IPT296 do 3,44 g/ 100 g ST u ekotipu
IPT222.

Slika 21 prikazuje kako su u prosjeku ekotipovi ¢esnjaka s podruéja kontinentalne Hrvatske
imali sadrzaj saharoze od 1,26 g/ 100 g ST, ekotipovi s podrué¢ja Dalmacije 1,27 g /100 g ST,
s podrucja Istre imali su 1,73 g/ 100 g ST, dok su ekotipovi s podrucja izvan granica Republike
Hrvatske sadrzavali 1,16 g / 100 g ST izvan Republike Hrvatske. Analiza varijance, kako
prikazuje slika 21, pokazuje kako ekotipovi s podru¢ja Istre imaju znacajno visu razinu saharoze

u odnosu na ekotipove s ostalih podrucja ukljucenih u istrazivanje.

Kontinentalna Hrvatska Dalmacija Istra Izan RH

Podrucje ekotipa

Slika 21. ANOVA test rezultata mjerenja koli¢ine saharoze HPLC-om

42



Udio saharoze u ekotipovima ¢eSnjaka, neovisno iz kojeg podruéja potjecu, krece se izmedu
0,36 g/ 100 g ST 13,44 g/ 100 g ST. Prosjecno gledano, kada se u obzir uzmu sva 4 podrucja
s kojih dolaze ekotipovi, razina saharoze u ¢es$njaku varira od 1,16 g/ 100 g ST do 1,73 g /100
g ST. Rezultati istrazivanja provedenog u ovome radu donekle se slazu s rezultatima
istrazivanja koje je proveo Kang (2016). Sadrzaj saharoze koji je dobio Kang (2016) se
uglavnom krece pri donjoj granici za sadrzaj saharoze dobiven u ovom istrazivanju. Vrijednosti
saharoze iz istrazivanja koje je proveo Kang (2016) se kre¢u izmedu 0,18 g/ 100 gST 10,31 g
/ 100 g ST. Dok s druge strane, Atashi i suradnici (2011) navode kako sadrzaj saharoze u
¢eSnjacima koje su ispitivali iznosi 2,3 g / 100 g ST. Takve vrijednosti predstavljaju gornju
granicu rezultata dobivenih u ovome istrazivanju, jer se po regijama gledano, gornje granice

sadrZaja saharoze krecu od 2,78 g/ 100 g ST do 3,44 g/ 100 g ST (tablice 8, 9, 10 11).
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Tablica 8. Sadrzaj inulina i saharoze ekotipova ¢esnjaka s podrucja kontinentalne Hrvatske.

Rezultati su izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Inulin Saharoza
Interna Sifra ekotipa g/100g ST g/100g ST
IPT189 46,0+ 0,4 2,24 + 0,06
IPT249 42,6 £0,5 1,49 £ 0,09
IPT250 40,7+£0,3 1,24 £ 0,01
IPT252 35,6 +0,2 2,78 £0,01
IPT253 43,405 1,36 £ 0,03
IPT254 39,6 0,3 1,31+£0,01
IPT272 33,8+0,6 1,50 £ 0,04
IPT273 35,9+0,2 2,47 £0,01
IPT308 445+ 13 0,4 +0,02
IPT310 39,0+1,0 0,48 £ 0,01
IPT317 359+0,3 0,49 £0,01
IPT360 36,4+0,4 0,61 0,02
IPT361 36,3+1,0 0,57 £0,01
IPT364 35,705 0,62 £ 0,02
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Tablica 9. Sadrzaj inulina i saharoze ekotipova ¢e$njaka s podrucja Dalmacije. Rezultati su

izrazeni kao prosjecna vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Inulin Saharoza
Interna Sifra ekotipa

g/1009g ST g/1009g ST
IPT191 44,1 +0,3 1,04 £0,01
IPT192 43,2+0,2 1,21 £ 0,03
IPT193 425+0,1 1,02 £ 0,03
IPT195 416+0,2 0,80 + 0,01
IPT196 457+0,1 1,11 £ 0,02
IPT199 43,1+0,1 1,03 £ 0,02
IPT200 434+04 1,20 £ 0,02
IPT204 44,3 +0,2 2,80 + 0,09
IPT255 413+11 2,65 + 0,04
IPT259 41,2+0,2 1,01 £ 0,03
IPT260 42,5+0,2 1,18 £ 0,03
IPT266 44,7+ 0,2 0,77 +0,01
IPT268 414+04 1,91 +£0,02
IPT269 41,7+ 0,6 1,74 £ 0,05
IPT270 39,3+0,2 0,91 + 0,07
IPT276 41,7+0,3 0,79+0,11
IPT306 28,6 £ 0,7 0,70+ 0,01
IPT309 329+0,2 1,30 £ 0,02
IPT351 349+04 0,98 + 0,01
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Tablica 10. Sadrzaj inulina i saharoze ekotipova ¢esnjaka s podrucja Istre. Rezultati su izrazeni

kao prosjecna vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Inulin Saharoza
Interna Sifra ekotipa

g/1009g ST g/1009g ST
IPTO010 439+24 3,07 £ 0,62
IPTO11 445+ 0,3 3,41 + 0,07
IPTO12 44,6 +0,3 3,24 + 0,03
IPT013 40,6 + 0,6 3,19 £ 0,05
IPTO14 44,6 £ 0,2 3,13+0,10
IPTO15 44,7+ 0,2 1,55 £ 0,02
IPTO16 442+ 0,4 3,42 + 0,18
IPTO17 45,2+0,2 3,31 +0,06
IPTO19 48,1+0,3 1,59 £ 0,01
IPT020 40,4 +£0,2 3,05+ 0,09
IPT337 42,8+ 1,6 0,80 + 0,00
IPT338 36,5+1,6 0,63 + 0,04
IPT340 41,2+18 1,20 £ 0,01
IPT341 43,8 +£0,7 0,83 + 0,03
IPT342 33,8+1,9 0,65 + 0,04
IPT343 38,0+0,8 0,82 + 0,02
IPT344 39,4+0,3 0,54 + 0,02
IPT345 376+11 0,54 +0,01
IPT346 35,6 +0,6 0,50 + 0,02
IPT347 38,1+0,8 1,02 +£ 0,02
IPT348 39,1+0,7 0,57 £ 0,02
IPT349 31,3+0,5 0,98 + 0,03
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Tablica 11. Sadrzaj inulina i saharoze ekotipova ¢esnjaka s podrucja izvan granica Republike

Hrvatske. Rezultati su izrazeni kao prosje¢na vrijednost + standardna pogreska (N = 3)

Inulin Saharoza
Interna Sifra ekotipa

g/1009g ST g/1009g ST
IPT206 41,7+0,3 2,41 + 0,07
IPT219 43,8+ 04 2,18 + 0,02
IPT220 414+0,2 2,64 + 0,04
IPT222 44,7 +0,3 3,44 + 0,04
IPT265 43,0+0,3 0,87 £0,00
IPT283 39,5+1.2 1,03+0,16
IPT284 37,0+ 0,9 1,22 £ 0,04
IPT285 45,2+1,8 1,10 £ 0,03
IPT287 42,4 +0,7 0,56 + 0,02
IPT288 38,8+0,4 0,70 +£0,01
IPT293 36,3+0,4 1,03 £ 0,05
IPT296 43,1+0,2 0,36 + 0,03
IPT299 38,8 +0,7 0,88 + 0,01
IPT301 31,2+0,9 0,62 + 0,03
IPT302 445+ 13 0,52 +0,01
IPT322 39,8 +0,3 1,01 £ 0,02
IPT324 41,2+04 0,79 £ 0,02
IPT326 32,3+0,5 0,65+ 0,01
IPT329 37,5+17 0,70 £ 0,02
IPT330 35,8 +0,7 0,85+ 0,05
IPT339 38,7+0,7 1,10 £ 0,04
IPT354 37,0+ 0,6 0,90 + 0,02
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. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih ispitivanja moze se zakljuciti sljedece:

. Sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva kretao se izmedu 3,24 mg GAE / g ST u ekotipu IPT 329
s podrucja izvan Republike Hrvatske i 11,36 mg GAE / g ST u ekotipu IPT019 s podrucja
Istre, a ukupno gledano najmanji udio fenolnih spojeva sadrze ekotipovi s podrucja

kontinentalne Hrvatske.

. Antioksidacijski kapacitet mjeren DPPH metodom, kretao se izmedu 4,24 umol TE / g ST
u ekotipu IPT192 s podru¢ja Dalmacije do 11,40 umol TE / g ST u ekotipu IPT288 s
podru¢ja izvan Republike Hrvatske. Sveukupno gledano, najmanji antioksidacijski
kapacitet imaju ekotipovi s podru¢ja Dalmacije, a najvec¢i kapacitet ekotipovi s podrucja

izvan Republike Hrvatske.

. Antioksidacijski kapacitet mjeren FRAP metodom iznosio je izmedu 1,39 pmol TE / g ST
u ekotipu IPT308 s podrucja kontinentalne Hrvatske do 6,25 umol TE / g ST u ekotipu
IPT288 s podrucja izvan Republike Hrvatske. Najmanji antioksidacijski kapacitet mjeren
FRAP metodom imaju ekotipovi s podru¢ja kontinentalne Hrvatske, dok najve¢i imaju

ekotipovi s podrucja izvan granica Hrvatske.

. Sadrzaj inulina u ekotipovima ¢eSnjaka kretao se od 28,6 g / 100 g ST u ekotipu IPT306 s
podru¢ja Dalmacije do 48,1 g / 100 g ST u ekotipu IPT019 s podrucja Istre. Ekotipovi s
podruc¢ja kontinentalne Hrvatske, nakon analize varijance, pokazuju zna¢ajno nizi sadrzaj

inulina naspram ekotipova s drugih podrucja.

Udio saharoze u ekotipovima ¢es$njaka kretao se izmedu 0,36 g/ 100 g ST u ekotipu IPT296
i 3,44 g/ 100 g ST u ekotipu IPT296, oba s podruéja izvan Republike Hrvatske, premda
ekotipovi s podrucja Istre, sveukupno gledano, pokazuju znacajno veéi udio saharoze

naspram svih drugih ekotipova.
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