o &,
& -
Z H S Sveuciliste u Zagrebu University of Zagreb
%{ ., & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
- &

SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA I
ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA
ZACINA

DIPLOMSKI RAD

Marko Brajer

Zagreb, rujan, 2019.



FAKU,
&
A

A
University of Zagreb

’ % Sveuciliste u Zagrebu
.' & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
. - & ¢ / ¢

Mopxt

8y {_/

\O\(“{_

%

o

Diplomski studij:
Agroekologija: Mikrobna biotehnologija u poljoprivredi

SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA |
ANTIMIKROBNA AKTIVNOST EKSTRAKATA
ZACINA

DIPLOMSKI RAD

Marko Brajer

Mentor: doc.dr.sc. Jana Sic Zlabur

Zagreb, rujan, 2019.



‘j{‘/

?‘O\LON 01,
-
1oV

Sveuciliste u Zagrebu University of Zagreb
Agronomski fakultet Faculty of Agriculture

IZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Marko Brajer, IMBAG 27519735851, roden/a 27.02.1993. u Zagrebu, izjavljujem
da sam samostalno izradila/izradio diplomski rad pod naslovom:

SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA I ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
EKSTRAKATA ZACINA

Svojim potpisom jam¢im:

— da sam jedini autor ovoga diplomskog rada;

— da su svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani ili
parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— da ovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrsetka sveucilisnog ili stru¢nog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio mentor;

— da sam upoznat s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveuéilista u Zagrebu (CI. 19)

U Zagrebu, dana

Potpis studenta



FAKL,
’<<

T SveuciliSte u Zagrebu University of Zagreb
) O
., & Agronomski fa kultet Faculty of Agriculture
- ° '

1’( M XY™

) {)

L\LO\D'L/ )

1ZVJESCE
O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studenta Marka Brajera, IMBAG 27519735851, naslova

SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA I ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
EKSTRAKATA ZACINA

dana

obranjen je i ocijenjen ocjenom ,

Povjerenstvo: potpisi:
doc.dr.sc. Jana Sic Zlabur mentor
doc.dr.sc. Natasa Hulak ¢lan

prof.dr.sc. Sandra Voca ¢lan



Zahvala

Ovime zahvaljujem mentorici doc. dr. sc. Jani Sic Zlabur na korisnim savjetima,
susretljivosti, pomoci pri odabiru teme i izradi rada. Zahvaljujem se docentici Natasi Hulak $to mi
je omogucila i znacajno pomogla u izradi mikrobioloskog dijela rada. Takoder, zahvaljujem se
tehnickoj suradnici Martini Kril¢i¢ 1 asistentici Sanji Kaji¢ na pomoc¢i prilikom izrade prakticnog
dijela rada. Jedno veliko hvala Tomislavu Zivku bez kojeg ovaj diplomski rad ne bi bio potpun.
Hvala mu na pomoc¢i prilikom prikupljanja uzoraka, savjetima, velikom strpljenju i neprestanoj
podrsci. Na kraju, hvala mojoj sestri, roditeljima i baki koji su mi uvijek pruzali bezuvjetnu
podrsku.



L UVOO bbb bR bbbt bbb bt 1
I O | |- To - RSSO PO TPV UT PP URPRPRPPIN 2
2. Pregled TEEIrature. . ... ..ottt 2
2.1. Upotreba 1 ZNaCaj] ZACINA........eeiveiuririieiiiie ettt r e neenne e 2
2.1.1. Antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje zaina...........c.ceceeveereeriesieseesesieesneseeenns 4
2.1.2. Faktori koji utjeCu na sastav i primjenu ZaCiNa..........ccevveerieeesiueessreessneessnessseesssseesnnns 4
2.2 Morfoloske i kemijske karakteristike pojedinih zaCina..........cccooeviveiiiiiiinii e 5
2.2.1. Cesnjak (Allium sativum L. SUDSP. SALIVUM) .......cvverieereerceessieeeesesessesessesessssess s, 5
2.2.2. Bumbir (Zingiber officinalle L.) ..o 7
2.2.3 Kurkuma (Curcuma [oNga L.).....cueiveiiiiiiiiisieieiee e 9
2.3, EKSIITAKCIA ...ttt bbbt 11
3. MaAterifali 1 METOTE ...ttt 12
3L MALEITJAI FAAA. ...c.eeeiiesiieieee ettt 12
3.2. Metode odredivanja fizikalno-kemijskih parametara.............ccooeverenenenenicninieneeeeen, 16
3.2.1. Odredivanje gUSTOCE OLOPINE......ccuerririeiiiiiiiiie it et 16
3.2.2. Odredivanje elektroprovodljiVOSte ........cccvevuiiiiiiiiiiic i 16
3.2.3. Odredivanje topljive SUNE tVAIT.......ccoicviiiiiiiiiiiic s 16
3.2.4. Odredivanje ukupne KiSElOSTI........cueirieiiiiiieiiiiieiceec s 17
3.2.5. Odredivanje pH VIEANOSI........ociviiiieiiiiiie e 18
3.2.6. Odredivanje boje ekstrakata zacina CIELAB metodom...........ccccoeveviiiiiiiiiiiiice s 18
3.3. Metode odredivanja specijaliziranih metabolita i antioksidacijskog kapaciteta ................. 19
3.3.1. Odredivanje sadrzaja vitamina C .........c.ccooviiriiiiieiiine e s 19
3.3.2. Odredivanje ukupnih fenola............ccooiiiiiiiiiii s 20
3.3.3 Odredivanje flavonoida i neflavonoida...........cccoceiiiiiiiiiiiiiiiiice e 22
3.3.4. Odredivanje ukupnih Karotenoida...........cccccoviviiiiiiiiiiicii e 24
3.3.5. ABTS metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta.............ccoccorvviiiiiiniciininnn, 25
3.4. Metoda utvrdivanja antimikrobne aktiviiosti..........ccoeoviiiiiiiiiienc e 27
3.4.1. Priprema hranjivin POAIOQA..........cooiiiiiiiiiieiee e 27
3.4.2. Odabir i uzgoj PatOgenin SOJEVA .......ccieiiiiieie e 27
3.4.2. Pradenje rasta patogenih sojeva pri dodanoj koncentraciji ekstrakata...............cc.c....... 28
3.4.3 Odredivanje brojnosti (CFU VI1Jednost) .......cccveiiviriiiiiiiiiiiesiciese e 28

3.5. StatistiCka obrada podataka ............ccociiiiiiiiii s 28



4. REZUITALE T FASPIAVA ... .cueiiieeiitiitiitesie ettt b bbbttt e bbb bt be e e 29

4.1. Osnovni kemijski sastav i fizikalne Karakteristike ............ccoooviiieienenenc e, 29
4.2. Specijalizirani metaboliti i antioksidacijski Kapacitet .............ccocvveieiiienininiieceee, 37
4.2.1. Sadrza] vItamina C........cccoiviiiiiiiiieiie s 37
4.2.2 Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida ..........ccccoooiiiiiiiiinniiiiecceee 38
4.2.3. UKUPNT KArOtENOIAT ...cvvevveiecie ettt 41
4.2.4. AntioksidacijSKi KAPACITEL...........cccveiieiieiiee e 42

4.3. Antimikrobna aktivnost eKStrakata Zacina............cceeererereneiininieiee e 44
4.3.1. Rast patogenih sojeva pri dodanoj koncentraciji ekstrakata ............c.cccoevvvveieeieiiiennnn, 44

O, ZAKIJUCAK ... 46
6. POPIS HEBIATUIE ...ttt b ettt nns 47
T PIIIOQ ettt 52



Sazetak

Diplomskog rada studenta Marka Brajera, naslova

SADRZAJ SPECIJALIZIRANIH METABOLITA | ANTIMIKROBNA AKTIVNOST
EKSTRAKATA ZACINA

Zacini 1 opCenito aromati¢no bilje, izvor su razli¢itih specijaliziranih metabolita, bioaktivnih
komponenata, posebice polifenolnih spojeva koji pokazuju znacajno antioksidacijsko i
antimikrobno djelovanje. Izolacija navedenih spojeva iz aromati¢nog bilja predstavlja velik izazov,
ponajprije zbog postupaka koji ¢esto mogu uzrokovati i njihovu degradaciju. Stoga se danas sve
viSe primjenjuju neinvazivne metode poput ultrazvukom potpomognute ekstrakcije koja
omogucuje izolaciju relativno velike mase uzorka u kratkom vremenu. Cilj ovog rada bio je utvrditi
fizikalno-kemijska svojstva i sadrzaj specijaliziranih metabolita u ekstraktima zaina praha
ceSnjaka, kurkume i dumbira usporedujuci klasi¢nu i ultrazvuénu ekstrakciju pri tri razliéite
temperature (21,7, 40 i 70 °C). Takoder, utvrditi antimikrobnu aktivnost navedenih ekstrakata
prate¢i sposobnost preZivljavanja patogenih sojeva Salmonella, Listeria monocytogenes i
Staphylococcus aureus. Istrazivanjem su odredeni sljedec¢i fizikalno-kemijski parametri: gustoca
otopine, elektroprovodljivost otopine, topljiva suha tvar (TST), ukupne kiseline, pH vrijednost,
boja; specijalizirani metaboliti: sadrzaj vitamina C, ukupnih fenola (flavonoida i neflavonoida),
ukupnih karotenoida te antioksidacijski kapacitet i antimikrobna aktivnost ekstrakata za¢ina. Prema
dobivenim rezultatima moZze se zakljuciti da su ekstrakti c¢eSnjaka, dumbira 1 kurkume bogati
sadrzajem specijaliziranih metabolita, posebice fenolnim spojevima te visokog antioksidacijskog
kapaciteta. Nacin ekstrakcije 1 upotreba visih temperatura utjecali su na parametre osnovnog
fizikalno-kemijskog sastava i sadrzaja specijaliziranih metabolita prilikom ¢ega je primjena
ultrazvuénog tretmana (35 kHz i 140 W) i visih temperatura (40 i 70 °C) u vremenskom razdoblju
od 30 minuta dovela je do povecanja sadrzaja topljive suhe tvari, fenolnih spojeva (ukupnih fenola,
flavonoida, neflavonoida) i karotenoida u analiziranim uzorcima. S druge strane, ultrazvuk je
pozitivno utjecao na sadrzaj vitamina C u uzorcima, ali se pri vi§im temperaturama sadrzaj istog
reducirao. Dodana koncentracija ekstrakata dumbira i kurkume nije pokazala znacajan
antimikrobni u¢inak na odabrane patogene sojeve, dok je ekstrakt ¢eSnjaka pokazao potencijalni
antimikrobni utjecaj na rast i brojnost formiranih kolonija bakterije L. monocytogenes.

Kljucne rijeci: zaCini, ekstrakcija, specijalizirani metaboliti, antioksidacijski kapacitet,
antimikrobna aktivnost



Summary

Of the master’s thesis - student Marko Brajer, entitled

CONTENT OF SPECIALIZED METABOLITES AND ANTIMICROBICIAL ACTIVITY
OF SPICES EXTRACTS

Spices and generally aromatic herbs are the source of various specialized metabolites,
bioactive components, especially polyphenolic compounds, which have significant antioxidant and
antimicrobial activity. The isolation of these compounds from plant material is a great challenge,
primarily because of processes that can often cause their degradation. Therefore, non-invasive
methods such as ultrasound assisted extraction, which enables the isolation of a relatively large
sample mass in a short time, are increasingly being used today. The aim of this study was to
determine the physico-chemical properties and content of specialized metabolites in garlic,
turmeric and ginger spice extracts by comparing classical and ultrasonic extraction at three
different temperatures (21.7 , 40 and 70 °C). Also, to determine the antimicrobial activity of these
extracts by following the viability of pathogenic strains of Salmonella, Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus. The study determined the following physico-chemical parameters: solution
density, solution conductivity, total soluble solids (TST), total acids, pH value, color; specialized
metabolites: vitamin C content, total phenols (flavonoids and neflavonoids) content, total
carotenoids, antioxidant capacity and antimicrobial activity of spice extracts. According to the
obtained results, it can be concluded that garlic, ginger and turmeric extracts are rich in specialized
metabolites, especially phenolic compounds and also exhibit a high antioxidant capacity. The
extraction method and the use of higher temperatures influenced on the parameters of the basic
physico-chemical composition and content of specialized spice metabolites whereby the
application of ultrasonic treatment (35 kHz and 140 W) and higher temperatures (40 and 70 °C) in
time interval of 30 minute had increased the content of TST, phenolic compounds (total phenols,
flavonoids, neflavonoids) and carotenoids in the analyzed samples. On the other hand, ultrasound
had a positive effect on the vitamin C content of the samples, but at higher temperatures the content
significantly decreased. The added concentration of ginger and turmeric extracts did not show a
significant antimicrobial effect on selected pathogenic strains, while garlic extract showed a
potential antimicrobial effect on the growth and abundance of L. monocytogenes colonies formed.

Keywords: spices, extraction, specialized metabolites, antioxidant capacity, antimicrobial
activity



1. Uvod

Zacine 1 opcenito aromaticno bilje Covjek je od davnina iskoriStavao u razli¢ite svrhe.
Koliku su vaznost imali za¢ini kroz povijest govori nam ¢injenica da su se zbog njih organizirala
daleka putovanja u nepoznato, vodili ratovi i unistavale cijele civilizacije (Kozari¢, 2011).

Najveci broj zacina su proizvodi biljnog porijekla, svojstvenog mirisa i okusa, koji se
dodaju hrani ili prehrambenim proizvodima i pi¢ima radi postizanja odgovarajuceg mirisa, okusa i
boje. Ispoljavaju znacajno antioksidacijsko i antimikrobno djelovanje zbog Cega se upotrebljavaju
kao prirodni konzervansi (Silva i sur., 2013). Takoder, Cesti su sastojci kozmetickih preparata i
parfema zbog svog karakteristicnog mirisa, ali i ljekovitih pripravaka dokazano povoljnog
djelovanja na ljudsko zdravlje (Lesinger, 2012).

Kao zacini koriste se dijelovi zacinskih biljaka kao S§to su korijen, kora, list, cvjetni
pupoljak, tucak, plod ili sjeme. Koriste se u svjezem obliku, osuSeni, usitnjeni, pretvoreni u prah i
kao ekstrakti aromati¢nih sastojaka (Josipovi¢ i sur., 2016). Ekstrakti za€ina su proizvodi koji su
dobiveni razli¢itim postupcima izolacije aromati¢nih i drugih sastojaka iz zaCinskih biljaka,
odnosno njihovih pojedinih dijelova.

Kemijski sastav zacina je vrlo sloZen, a svaki za¢in posjeduje neki specifi¢an i dominantan
sastojak, bioaktivnu tvar. Sastojci kemijskog sastava zafina opcenito ukljucuju proteine, Skrob,
Secere 1 veliki broj drugih organskih molekula. Medu vaznije komponente kemijskog sastava
zacina ubrajamo grupe hlapljivih komponenata (eteri¢na ulja), smole, estere, fenole, terpene,
alkohole, organske kiseline, alkaloide i spojeve sa sumporom. Specifi¢na aroma zacina potjece od
etericnih ulja, a oStar 1 ljut okus od alkaloida i glukozida te produkata njihove hidrolize.
Antioksidacijsko 1 antimikrobno djelovanje zaCina je razli¢ito 1 ovisi o koncentraciji 1 vrsti
specijaliziranih metabolita poput fenola, flavonoida, prirodnih pigmenata i terpena (Josipovic i sur.,
2016).

Izolacija kemijskih spojeva iz zacinskog bilja predstavlja velik izazov ponajprije zbog procesa
koji izazivaju njihovu degradaciju. Danas postoji velik broj ekstrakcijskih metoda koje se koriste
za izolaciju kemijskih komponenti iz zacina. Metoda ultrazvuéne ekstrakcije jedna je od novijih
tehnika koja ima znacajne prednosti nad klasicnom ekstrakcijom (Caili i sur., 2006). Karakterizira
ju uporaba ultrazvuénih valova visokog intenziteta i nizih frekvencija, pri ¢emu uslijed djelovanja
kavitacije dolazi do degradacije stani¢nih struktura poput stjenke i membrane, a time i posljedi¢no
do oslobadanja topljivih sastojaka u okolni medij (otapalo). Ultrazvucna ekstrakcija karakterizirana
je kao brza i jednostavna metoda koja omogucuje ekstrakciju relativno velike mase uzorka u
kratkom vremenu (Drmi¢, 2010). Osim u svrhu ekstrakcije, ultrazvuk je izmedu ostalog pokazao i
ucinkovito djelovanje na inaktivaciju mikroorganizama, no u postupcima ultrazvucne sterilizacije
postoje i brojna ogranicenja, a koja prije svega ukljucuju potrebu kombinacije upotrebe ultrazvuka
i topline, termosonifikaciju, kao efikasan tretman u redukciji mikroorganizama (Sic Zlabur, 2015).



1.1. Cilj rada

Utvrditi fizikalno-kemijska svojstva i sadrzaj specijaliziranih metabolita u ekstraktima
zaCina praha cesSnjaka, kurkume i1 dumbira. Takoder, utvrditi antimikrobnu aktivnost
navedenih ekstrakata prate¢i sposobnost prezivljavanja patogenih sojeva Salmonella, Listeria
monocytogenes i Staphylococcus aureus.

2. Pregled literature

2.1. Upotreba i znacaj zacina

Zacinsko bilje pocelo se uzgajati prije vise tisu¢a godina u Egiptu, Kini, Indiji, Arabiji,
Perziji 1 Gr¢koj. Stare civilizacije su ve¢ znale da koriStenjem zacina i biljnih vrsta mogu ocuvati
trajnost hrane. Danas se u svijetu koristi viSe od stotinu poznatih zacina i razli¢itih zacinskih
mjesavina (Kozari¢, 2011).

Zacini se primjenjuju u manjim koli¢inama, pa su i s time njihove prehrambene vrijednosti
jako male ili zanemarive. No, izvor su razli¢itih kemijskih komponenti koji u odredenoj kolicini
pridonose aromi, boji 1 o€uvanju namirnica pa su zbog toga svoju primjenu nasli prvenstveno u
kulinarstvu 1 prehrambenoj industriji. Takoder, jedan ve¢i dio zacina primjenjuje se u kozmetici,
proizvodnji parfema, medicini i zastiti bilja. PoboljSavanje senzornih karakteristika hrane je jedna
od glavnih primjena zacina. Zbog porasta kulinarskih ideja 1 gastronomske ponude, danas je sve
veca potraznja za zac¢inima koji bi odredenu hranu podigli na viSu razinu. Gotovo svaki zacin je
zasluzan za kulinarski identitet u odredenim regijama u svijetu. Tako je poznato da se u Meksiku
koriste zaini poput cimeta, vanilije i Cilija. U Engleskoj se koriste dumbir, sjemenke goruSice,
klin€i¢ 1 korijandar. Francuska je pak poznata po razli¢itim za¢inima kao §to su estragon, ruZzmarin
i timijjan (De La Torre 1 sur., 2015). Indija, kao najve¢i svjetski proizvodac 1 potroSa¢ zalina,
poznata je po kurkumi, dumbiru, kimu 1 kariju. U Hrvatskoj se naj¢eS¢e koriste maj¢ina dusica,
kopar, ruzmarin, lavanda, CeSnjak, kadulja, perSin, lovorov list, bosiljak i paprena metvica
(Kamenjarin, 2002). Zacini se mogu dodavati mesu, salatama, juhama, umacima, marinadama 1
drugim jelima. Veci dio njih prakti¢nije je prilikom kuhanja upotrebljavati u osusenom i usitnjenom
obliku. Oni, osim §to jelima daju ugodan miris 1 poboljSavaju okus, pospjeSuju i luc¢enje probavnih
sokova 1 jacaju apetit. No, preintenzivno konzumiranje zaCina moZze imati 1 negativne posljedice
na ljudski organizam (Grli¢, 2005).

Primjena zacina u prehrambenoj industriji temelji se na poboljsanju senzornih i teksturalnih
svojstva kona¢nog proizvoda. Takoder, produzuje se trajnost namirnice zbog sadrzaja
specijaliziranih metabolita koji imaju dokazano antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje. Danas
na trzistu postoji veliki broj proizvoda u kojima su zacini jedni od glavnih sastojaka. To su najcesce
mlijecni 1 suhomesnati proizvodi, proizvodi od voca 1 povr¢a, razlicita pica 1 slastice.



Zacini, tako imaju visestruku ulogu u tehnologiji suhomesnatih proizvoda. Eteri¢na ulja iz
zaCina daju mesnim preradevinama karakteristican okus, a mnogi drugi spojevi djeluju
antimikrobno i1 na taj nacin sprjeavaju razvoj bakterija i kvarenje (Kozari¢, 2011). Svaki
tradicionalni suhomesnati proizvod zahtijeva odredeni sastav zadina ¢ijom se kombinacijom
dobiva karakteristican okus i miris kona¢nog proizvoda.

Tako se kod tradicionalne proizvodnje kulena usitnjenom mesu dodaje kuhinjska sol, slatka
zacinska paprika, ljuta zaCinska paprika i usitnjeni ¢eSnjak. Oni u konacnici utjecu na razvoj okusa,
aromu 1 boju proizvoda, a zacini poput zalinske paprike i ¢eSnjaka inhibiraju rast patogenih
mikroorganizama, dok neki sastojci djeluju kao antioksidansi (Roca i sur., 1990). Zacine i ekstrakte
moguce je koristiti i u proizvodnji mlije¢nih proizvoda poput tvrdih sireva, svjezeg sira, jogurta ili
sirnih namaza (Josipovi¢ i sur., 2016).

Zacini mogu ubrzati zrenje sireva, poboljSati senzorne karakteristike i inhibirati rast
patogenih mikroorganizama, uzro¢nika kvarenja hrane. Hayaloglu i Fox (2008) utvrdili su da zac¢ini
koji su dodani siru smanjuju pH vrijednost, povecavaju sadrzaj ukupnih kiselina te na taj nacin
stimuliraju rast bakterija mlijecne kiseline prisutnih u sirovom mlijeku. Time se ubrzalo zrenje i
utjecalo na senzorne karakteristike sira. Tako su i EI-Aziz i sur. (2012) utvrdili da se dodatkom
ekstrakta dumbira u meki sir smanjuje pH vrijednost sira §to dovodi do povecanja Lactococcus
bakterija i s time brzeg zrenja. Dodani ekstrakt dumbira inhibirao je rast kvasaca i plijesni te time
produzio trajnost sira.

Zbog izvora razli€itih biljnih pigmenata, zacini se u prehrambenoj industriji ¢esto koriste i
kao prirodna bojila. Za boju, najviSe su zasluzni karotenoidi kao §to su beta karoten, lutein i
neoksantin (Bartley i Scolnik, 1995). Zacini koji se naj¢escée koriste kao prirodna bojila su paprika,
kurkuma i dumbir.

Osim u kulinarstvu i prehrambenoj industriji, za¢ini se mogu upotrebljavati u medicini.
Bioaktivne komponente u nekim zac¢inima mogu imati povoljan uc¢inak na probavu, protuupalni
efekt i upotrebljavati se kao analgetici. Takoder, poznata je i primjena eteri¢nih ulja u aromaterapiji
(Peter i Shylaja, 2012).

Uloga zac¢ina u kozmetickoj industriji i proizvodnji parfema temelji sa na upotrebi eteri¢nih
ulja razli¢itih zacina ¢ime se postize karakteristi¢an i primamljiv miris parfema, sapuna, losiona,
krema i dr. (Ravindran, 2017).

Odredeni zacini, takoder imaju potencijalno insekticidno djelovanje pa se koriste u zastiti
bilja. To su uglavnom kompleksi kemijski spojevi, male molekularne mase poput terpenoida.
Nemaju negativan utjecaj na sisavce i okoli$, pa predstavljaju alternativna sredstva u suzbijanju
bolesti i Stetnika (De La Torre i sur., 2015).



2.1.1. Antimikrobno i antioksidacijsko djelovanje zacina

Kvarenje hrane danas je Cest i ozbiljan problem, a predstavlja nepovratnu promjenu u hrani
koja ju ¢ini neprikladnom za konzumaciju. Uzroci takvih promjena mogu biti fizikalni poput
temperature, svjetla ili kisika te bioloski poput enzimatske aktivnosti ili mikrobnog rasta (Bukvicki
1 sur., 2016). Danas, prehrambena industrija koristi razliite sintetske antioksidanse kako bi
sprijecila oksidaciju lipida, jedan od glavnih problema u kvarenju hrane. No, upotreba sintetskih
antioksidansa upitne je sigurnosti za ljudsko zdravlje, pa potrosaci sve vise zahtijevaju prirodnije
sastojke.

Antioksidacijska aktivnost zaCina pripisuje se razliCitim kemijskim komponentama, a
posebice fenolnim spojevima, vitaminu C, vitaminu E i karotenoidima (Priecina i Karklina, 2014).
Oni hvatanjem slobodnih radikala i njihovom neutralizacijom S§tite lipoproteine od oksidacije 1

pojacavaju aktivnost antioksidacijskih enzima §to u konacnici produzuje trajnost namirnice (Rubio
i sur., 2013).

Drugi glavni problem u sigurnosti i kvaliteti hrane predstavlja kvarenje hrane uzrokovane
mikrobnim rastom. Namirnice koje su najpogodnije za rast patogenih mikroorganizama su mlije¢ni
1 suhomesnati proizvodi. Meso i proizvodi od mesa ¢esto mogu biti kontaminirani patogenim
mikroorganizama od koji su najces¢i Escherchia coli, Salmonella, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens, Campylobacter jejuni, Staphylococcus aureus i Yersinia enterocolitica
(De La Torre i sur., 2015). Poznato je da niz za€ina danas ima dokazan antimikrobni uc¢inak koji
se uglavnom pripisuje etericnim uljima i nekim fenolnim spojevima. Najznacajniji sastojci
etericnih ulja su grupe cikli¢kih i ravnolancanih terpenskih ugljikovodika, monoterpenskih
alkohola te monoterpenskih ugljikovodika (Josipovi¢ i sur., 2016). Mehanizmi djelovanja na
mikroorganizme su razli¢iti 1 ukljucuju: poremecaj membranskih funkcija i strukture, prekid
sinteze RNA/DNA, indukciju koagulacije citoplazmatskih sastojaka i ometanje normalne funkcije
stanica (Radulovi¢ 1 sur., 2013).

2.1.2. Faktori koji utjecu na sastav i primjenu zacina

Kemijski sastav, a time 1 primjena zacina ovise o kvaliteti zac¢ina, odnosno kvaliteti biljke.
Na kvalitetu za€ina moze se utjecati pravilnim nac¢inom uzgoja. Povoljna klima, tlo 1 stru¢no znanje
mogu dati najbolje rezultate. Nadalje, zaCinsko bilje potrebno je oprezno brati, kako ne bi doslo do
smanjenog uc¢inka djelatnih tvari. Takoder, veliku ulogu ima pravilna dorada (najces¢e suSenjem)
1 skladiStenje. Tako, zbog nacina suSenja na otvorenom ili u zatvorenim susnicama pri temperaturi
od 40 °C, zacini Cesto mogu biti kontaminirani mikroorganizmima $to smanjuje njihov
antimikrobni u¢inak (Skrinjar i TeSanovié, 2007). S druge strane, ekstrakti za¢ina imaju manji broj
mikroorganizama pa je njihova primjena ¢eSc¢a. Kako bi se ocuvale arome zacini se moraju pravilno
skladistiti u suhim prostorijama, s dobrim provjetravanjem, te tijekom transporta biti pravilno
pakirani i odvojeni od direktnog djelovanja sunceve svjetlosti (Lesinger, 2012). Svi ovi parametri
utjecat ¢e u konacnici na sastav zacina, njegovo djelovanje i okus.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bukvicki%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27708620

2.2 Morfoloske i kemijske karakteristike pojedinih zac¢ina

2.2.1. Cesnjak (Allium sativum L. subsp. sativum)

Cesnjak je biljka iz porodice Alliaceac koja potjete iz sredi$nje Azije. Detaljna botanitka
pripadnost vrste ¢eSnjaka prikazana je u Tablici 1. Uzgaja se gotovo svuda, a osobito u juznoj
Europi, nasim krajevima, Tajvanu, Kini i SAD-u.

Tablica 1. Sistematika ¢esnjaka (Paradikovi¢, 2009)

CARSTVO Plantae
PODCARSTVO Magnoliophyta
RAZRED Liliopsida
RED Asparagales
PORODICA Alliaceae

ROD Allium

VRSTA Allium sativum L.

Zeljasta je trajnica koja moze narasti do 70 cm visine. Razmnozava se reznjevima lukovice iz kojeg
u proljecée izraste okrugla duga stabljika. Na vrhu stabljike razvijaju se crvenkasto bijeli cvjetovi
tvoredi Stitasti cvat, iz kojeg se razvijaju rasplodne lucice. Listovi su plosnati i $iroki, plavkasto
zelene boje (Kolovrat, 2006). Podzemna lukovica sastavljena je od manjih ¢eSnjeva obavijenih
ovojnicom. Kao zacin upotrebljava se lukovica. (Borovac, 2005, Kozari¢, 2011).
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Slika 1. Morfologija ¢eSnjaka (www.luminescents.net)



Utvrdeno je da CeSnjak sadrzi viSe od 200 aktivnih tvari u koncentriranom obliku, a najvise
ih ima u lukovici. Bogat je vitaminima, mineralnima i metabolitima poput adenozina, alicina,
biljnih vlakana i masti, vitamina A, vitamina Bl i B2, vitamina C, Zzeljeza, enzima, eteri¢nih ulja,
joda, kalcija, selena, sumpora i fosfata (Paradikovi¢, 2009). Izvor je razli¢itih specijaliziranih
metabolita, odnosno tvari koje se sintetiziraju sekundarnim reakcijama iz primarnih metabolita
biljke. Najvazniji sekundarni metaboliti su fenolni spojevi, terpeni i aldehidi.

Fenolni spojevi su najbrojnija skupina sekundarnih metabolita i prema strukturi spojeva
dijele se na fenolne kiseline, flavonoide i neflavonoide. Oni su vazni zbog svog antioksidacijskog
djelovanja i sposobnost hvatanja slobodnih radikala (Balasundram i sur., 2006). Od fenolnih
kiselina u ¢esnjaku su najzatupljenije p-kumarinska, ferulinska, sinapinska i kafeinska kiselina. Od
flavonoida utvrdeni su mirecitin, apigenin, kemferol 1 apigenin (Gorinestein i sur., 2008).

Karakteristi¢an miris i okus ¢eSnjaka potjece od alina, alicina, ajoena i drugih organskih
sumpornih spojeva (Tiwari, 2011). Alicin je ujedno odgovoran za antimikrobno djelovanje
¢e$njaka. Nastaje hidrolizom alina, a moze savladati barijeru gram-pozitivnih i gram-negativnih
bakterija, kvasaca i plijesni, uéi u stanicu i inhibirati njen rast. Za djelovanje alicina odgovornim
se smatraju njegove reakcije sa cisteinom, te nekim enzimima sa tiolnom skupinom. (Josipovi¢ i
sur., 2016). Dokazano je da su razliciti ekstrakti c¢eSnjaka, kao i1 prah djelotvorniji u suzbijanju
mikroorganizama od svjezeg ceSnjaka. Ekstrakti ¢eSnjaka pokazali su se pouzdani u suzbijanju
gram pozitivnih bakterija Staphylococcus aureus, Staphylococcus pneumoniae i gram negativnih
bakterija Escherichia coli, Enterobacter, Pseudomonas (Rainy i sur., 2014).



2.2.2. Bumbir (Zingiber officinalle L.)

Pumbir je trajnica iz porodice Zingiberaceae (Tablica 2) i smatra se da potjece s
Bismarckova otoc¢ja. NajviSe se uzgaja na Jamajci, Indiji i u zapadnoj Africi (Kozari¢, 2011).

Tablica 2. Sistematika dumbira (Plantea, 2019.)

CARSTVO Plantae
PODCARSTVO Magnoliophyta
RAZRED Liliopsida

RED Zingiberales
PORODICA Zingiberaceae

ROD Zingiber

VRSTA Zingiber officinalle L.

U tlu se nalazi kao debeo, dugacak, vodoravno poloZen i Cesto razgranat podanak. 1z podanaka
izbijaju visoke stabljike do 1 m s kopljastim zelenim listovima. Na vrhu stabljike nalazi se cvat
koji je sastavljen od zutih ljevkastih cvjetova. Ispod cvata nalaze se izduzeni zeleni ili Zuti listovi
(Kozari¢, 2011). Plod je kapsula koja je podijeljena na tri dijela te sadrzi brojne sjemenke.
Razmnozava se dijeljenjem podanaka (rizoma) u prolje¢e. Kao zacin koriste se ¢lanci podanaka
koji se prvo kuhaju, a nakon toga suse na suncu (Plantea, 2016).

Slika 2. Morfologija dumbira (www.pinterest.com)



Bumbir sadrzi preko 400 razlicitih kemijskih spojeva, od kojih su glavnih sadrzani u rizomu
i to ugljikohidrati, lipidi, terpeni i fenolni spojevi (Grzanna i sur., 2005). Najzastupljeniji polifenoli
u dumbiru, ujedno odgovorni za aromati¢an i ljut okus dumbira su gingeroli (Slika 3), paradoli,
shogali i1 zingeroni. Takoder, utvrdeni su vitamini poput nikotinske kiseline, vitamina A, vitamina
C kao 1 razli¢itih minerala (Prasad i Tyagi, 2015).
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Slika 3. Struktura gingerola (www.scienceofcooking.com)

Osim §to pridonose aromi, fenolni spojevi u dumbiru pokazuju znaajno antimikrobno i
antioksidacijsko djelovanje. Shogalu se tako pripisuje znacajan antioksidacijski ucinak, dok se
paradolu, zingeronu pripisuje antimikrobni 1 antioksidacijski u¢inak (Chung i sur., 2001; Masuda 1
sur., 2004; Park i sur., 2006; Manjunatha i sur., 2013). Brojna istrazivanja potvrduju antimikrobni
ucinak dumbira na patogene mikroorganizme, uzro¢nike kvarenja hrane (Thongson i sur., 2005;
Grace Santo 1 sur., 2017; Njobdi 1 sur., 2018). No, utvrdeno je da visa temperatura, koncentracija
ekstrakta dumbira i vrsta otapala ima znacajan utjecaj na antimikrobnu aktivnost fenolnih spojeva
dumbira. Tako su Nas i sur. (2018) prateci zonu inhibicije ekstrakta dumbira na Salmonella typhi,
Shigella sp, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Staphylococcus aureus utvrdili puno
manju inhibiciju pri manjim koncentracijama u usporedbi s veéim koncentracijama ekstrakta.
Takoder, utvrdeno je da se kao ekstrakcijsko otapalo najbolje pokazao heksan, dok najlosije
destilirana voda.  Pankaj i sur. (2012) utvrdili su da ekstrakti dumbira gube svoju antimikrobnu
aktivnost nakon tretmana viS§im temperaturama.



2.2.3 Kurkuma (Curcuma longa L.)

Kurkuma je viSegodiSnja biljka, po izgledu slicna dumbiru. Pripada u porodicu
Zingiberaecae (Tablica 3). Pronadena je u Indiji, a u Europu je dospjela joS u srednjem vijeku.
Danas raste i uzgaja se u Indiji, Kini, Tajvanu, Indoneziji, Filipinima i Vijetnamu (Kozari¢, 2011).

Tablica 3. Sistematika kurkume (Plantea, 2016)

CARSTVO Plantae
PODCARSTVO Magnoliophyta
RAZRED Liliopsida

RED Zingiberales
PORODICA Zingiberaceae
ROD Curcuma
VRSTA Curcuma longa L.

Biljka je zeljaste stabljike koja moze doseé¢i visinu od 1 ma. Listovi izbijaju iz podanka 1
naizmjeni¢no su rasporedeni u dva reda, duljine i do dva metra. U njenom srediSnjem dijelu nalazi
se zuto-bijeli obojeni cvat sastavljen od mnosStva cvjetova na 10 do 15 cm dugim cvjetnim
stapkama. Podanak je cilindri¢énog oblika, zuto-narancaste boje i zavrsava sa ¢upavim Kkorijenjem.
Kao zacin koristi se osuseni podanak (Car, 2018).

Slika 4. Morfologija kurkume (www.pinterest.com)



U kemijskom sastavu podanka kurkume nalaze se ugljikohidrati, proteini i masti. Od vitamina
dominira provitamin A iz skupine karotenoida, vitamin C, vitamin B6 te minerali: magnezij, kalij,
natrij i zeljezo (Car, 2018). Dva najvaznija specijalizirana metabolita kurkume su fenolni
kurkuminoidi i etericna ulja. Kurkuminoidi su zasluzni za zutu boju rizoma kurkume, dok su
etericna ulja zasluzna za aromu i okus (Stanojevi¢ i sur., 2015). Najpoznatiji kurkuminoidi su
kurkumin (Slika 5), demetoksikurkumin i bisdemeteoksikurkumin (Niranjan i Prakash, 2008).

HO OH
OCH, OCH

Slika 5. Struktura kurkumina (izvor: Farazuddin i sur. 2014)

Kurkuminoidi pokazuju znacajna antioksidacijska svojstva mehanizmom hvatanja slobodnih
radikala i inhibicijom lipidne peroksidacije (Sreejayan i sur., 1997). Osim antioksidacijih svojstva,
kurkuminoidi pokazuju i antimikrobni ucinak koji se najces¢e pripisuje kurkuminu (Naz i sur.,
2010). Tako su Niamsa i Sittiwet (2009) istrazivali antimikrobnu aktivnost vodenog ekstrakta
kurkume na sojeve gram pozitivnih bakterija Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Bacillus subtillis, Micrococcus luteus, Lactobacillus plantarum i sojeve gram negativnih bakterija
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salomonella typhimurium. Utvrdili su zonu inhibicije, ali
samo kod vecih koncentracija ekstrakta, dok kod manjih koncentracija ekstrakta nije utvrdena
inhibicijska zona. | ostali autori utvrdili su antimikrobnu aktivnost ekstrakta kurkume pri ve¢im
koncentracijama (Kim i sur., 2005; Gul i Bakht, 2015).
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2.3. Ekstrakcija

Ekstrakcija je proces izdvajanja neke tvari iz ¢vrste ili tekuce smjese pomocu prikladnog
otapala u kojem je ta tvar topljiva ili ima bolju topljivost od ostalih sastojaka smjese (Lovrié, 2003).
Ekstrakcijom se mogu izolirati kemijske komponente iz svih dijelova biljaka u odredenom
vremenu. Vrijeme potrebno za ekstrakciju ovisi o topljivosti komponente u otapalu, temperaturi
ekstrakcije, viskoznosti i volumnom protoku otapala te povrSini tvari izloZenoj otapalu (Drmi¢,
2010). Ekstrakcijska otapala koja se najvise primjenjuju su voda, etanol, metanol, aceton 1 biljna
ulja. Izbor otapala ¢e ovisiti o polarnosti kemijskih komponenata koje se zele izolirati. Visa
temperatura moze poboljsati topljivost komponente i brzinu difuzije u otapalu, no previsoke
temperature mogu uzrokovati degradaciju ili ekstrakciju nepozeljnih komponenti. Cilj svake
ekstrakcije je skratiti vrijeme trajanja, povecati prinos i smanjiti degradaciju izoliranih
komponenata. ITako su se klasi¢ne metode ekstrakcije pokazale ucinkovite, danas se sve vise
primjenjuju relativno novije metode ekstrakcije, poput primjene ultrazvuka.

Metoda ultrazvucne ekstrakcije nastoji smanjiti upotrebu otapala, ograniciti poviSenje
temperature tijekom tretmana te u konacnici dobiti ve¢i prinos ekstrahiranih tvari. Mehanizam
djelovanja ultrazvuéne ekstrakcije temelji se na primjeni ultrazvuka visokog intenziteta od 1 W/cm?
1 frekvencija izmedu 18 1 100 kHz. Ultrazvuk visokog intenziteta smatra se snaznim ultrazvukom
jer uzrokuje pojavu prijelazne kavitacije. Kavitacija ukljucuje nastajanje, rast i nagli raspad
mjehurica u tekucini. Uslijed djelovanja kavitacije na stanicu, dolazi do pucanja stani¢ne stjenke
Sto potice oslobadanje topljivih sastojaka iz uzorka u otapalo. Na taj nacin se ubrzava ekstrakcija 1
povecava njena efikasnost (Drmi¢, 2010).
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3. Materijali i metode

3.1. Materijal rada

Za ovo istrazivanje koriSteni su prah ¢es$njak iz ekoloskog uzgoja u blizini Zagreba te prah
dumbira i kurkume iz specijalizirane trgovine zac¢inskog bilja u Zagrebu. Koristeni ¢eSnjak posaden
je u rujnu 2015. godine, a berba je obavljena pocetkom kolovoza 2016. godine. Odmah nakon
berbe, ceSnjak je s imanja dostavljen u Zavod za poljoprivrednu tehnologiju, skladiStenje i transport
Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, gdje je ociS¢en te nozem ru¢no narezan na tanke
ploske. Susen je konvekcijskim postupkom u laboratorijskom susioniku ,,INKO*“ ST40 (Hrvatska)
na temperaturi od 60 °C do postizanja konstantnog sadrzaja suhe tvari od 89,8 %. Osuseni ¢eSnjak
usitnjen je laboratorijskim mlinom ,JIKA* MF-10 (Njemacka) do praskaste konzistencije te
skladiSten u staklenoj ambalazi.

Prahovi dumbira i kurkume su odmah nakon kupnje u svibnju 2019. dostavljeni na Zavod za
poljoprivrednu tehnologiju, skladistenje 1 transport Agronomskog fakulteta, SveuciliSta u Zagrebu.
Prah dumbira porijeklom je iz Pakistana, dok prah kurkume iz Indije.

Ekstrakti su pripremani na nacin da je na analitickoj vagi ,,Sartorius® BP221S odvagan prah
¢eSnjaka, dumbira i kurkume u koli¢ini od 4 g, te je prah stavljen u laboratorijsku ¢asu volumena
300 mL. U ¢asu je zatim kao otapalo dodano 250 mL destilirane vode sobne temperature (21,7 °C),
te ugrijane na 40 °C i 70 °C. Dizajn eksperimenta klasi¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije prikazan je u
Tablici 4.

Slika 6. Odvagani uzorci praha ¢esnjaka, dumbira i kurkume
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Tablica 4. Dizajn eksperimenta klasi¢ne 1 ultrazvu¢ne ekstrakcije praha ¢eSnjaka

ek;\tll?:liléije Otapalo \Qgggg n Vrijeme  Temperatura (°C) Ultiﬁé‘é‘;jé“a Uzorak
(mL)
Klasiéna dH.0 250 30 min 21,7 - CK1
Klasiéna dH,0 250 30 min 40 - CK2
Klasiéna dH.0 250 30 min 70 - CK3
Klasi¢na dH,0 250 30 min 21,7 - DK
Klasi¢na dH.0 250 30 min 40 - PK2
Klasi¢na dH,0 250 30 min 70 - PK3
Klasi¢na dH,0 250 30 min 21,7 - KK1
Klasi¢na dH.0 250 30 min 40 - KK2
Klasi¢na dH,0 250 30 min 70 - KK3
uzv dH.0 250 30 min 21,7 35 kHz 140 W Cul
uzv dH.0 250 30 min 40 35 kHz 140 W Cu2
uzv dH.0 250 30 min 70 35 kHz 140 W Cu3
uzv dH,0 250 30 min 21,7 35 kHz 140 W 15]0)!
uzv dH,0 250 30 min 40 35 kHz 140 W pU2
uzv dH.0 250 30 min 70 35 kHz 140 W pU3
uzv dH.0 250 30 min 21,7 35 kHz 140 W KU1
uzv dH,0 250 30 min 40 35 kHz 140 W KU2
uzv dH,0 250 30 min 70 35 kHz 140 W KU3

Uzorci ekstrahirani klasicnom ekstrakcijom ostavljeni su stajati uz povremeno mijeSanje pri
variranim temperaturama (sobnoj 21,7, 40 i 70 °C) u vremenskom razdoblju od 30 minuta. Nakon
30 minuta svi uzorci su profiltrirani preko obicnog, Whatmanovog filter papira kako bi se odvojila
kruta faza i dobio tekuci ekstrakt zacina.

Uzorci ekstrahirani ultrazvuénom ekstrakcijom pripremani su na isti na¢in kao i uzorci kod
klasi¢ne ekstrakcije. Odmah nakon dodatka otapala uzorci su uronjeni u ultrazvuénu kupelj
(,,Bandelin“ RK 103H, Njemacka) frekvencije 35 kHz i nominalne maksimalne snage uredaja od
140 W (Slika 7). Ultrazvucna ekstrakcija provodila se u ultrazvuénoj kupelji, a tijekom koje se
infracrvenim termometrom (,,Uni-trend technology,”“ UT 3000C, Kina) svakih 30 sekundi od
pocetka ekstrakcije mjerila temperatura uzoraka. Vrijeme trajanja ultrazvu¢nog tretmana bilo je
isto kao 1 kod klasi¢ne ekstrakcije, 30 minuta. Uzorci su takoder profiltrirani preko Whatmanovog
filter papira.
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Slika 7. Ultrazvuéna kupel;j (foto: Brajer, 2019)

Promjene temperature uzoraka praha za¢ina za vrijeme ultrazvuénog tretmana prikazane su u
Grafikonima 1-3.

Promjena temperature tijekom ultrazvucne ekstrakcije
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Grafikon 1. Promjena temperature (°C) ekstrakata praha ¢esnjaka, kurkume i dumbira tijekom
ultrazvucnog tretmana od 30 minuta pri pocetnoj temperaturi od 21,7 °C
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Promjena temperature tijekom ultrazvucne ekstrakcije
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Grafikon 2. Promjena temperature (°C) uzoraka ekstrakata praha ¢eSnjaka, kurkume i dumbira
tijekom ultrazvuénog tretmana od 30 minuta pri pocetnoj temperaturi od 40 °C
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Grafikon 3. Promjena temperature (°C) uzoraka ekstrakata praha ¢esnjaka, kurkume 1 dumbira

tijekom ultrazvuénog tretmana od 30 minuta pri pocetnoj temperaturi od 70 °C
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3.2. Metode odredivanja fizikalno-kemijskih parametara

Istrazivanjem su se odredili sljede¢i fizikalno-kemijski parametri: gustoéa otopine,
elektroprovodljivost otopine, topljiva suha tvar (TST), ukupne kiseline, pH vrijednost i boja.

3.2.1. Odredivanje gustoce otopine

Gustoca otopine (g/cm®) istraZivanih ekstrakata zac¢ina odredena je digitalnim denziometrom
(Mettler Toledo, Densito 30PX, Svicarska) direktnim o¢itanjem na prethodno bazdarenom uredaju.

Slika 8. digitalni denziometar (foto: Brajer, 2019.)

3.2.2. Odredivanje elektroprovodljivosti

Elektroprovodljivost uzoraka odredena je uredajem za mjerenje elektroprovodljivosti ,,Mettler
Toledo“ SevenEasy Conductivity (Svicarska).

3.2.3. Odredivanje topljive suhe tvari

Sadrzaj topljive suhe tvari (%) odreden je pomocu digitalnog refraktometra (Mettler Toledo,
Refracto 30PX, Svicarska) izravnim oéitanjem s uredaja.
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3.2.4. Odredivanje ukupne kiselosti

Ova metoda temelji se na potenciometrijskoj titraciji otopinom natrijeva hidroksida, a

primjenjuje se za odredivanje ukupne kiselosti u vocu i povréu te njihovim proizvodima (AOAC,
1995).

Aparatura i pribor:

Graduirana pipeta, volumena 25 mL i 100 mL

Odmjerna tikvica, volumena 250 mL

Analiticka vaga (Sartorius)

Potenciometar sa staklenom elektrodom (Mettler Toledo, SevenMulti)
Bireta, volumena 100 mL

Filter papir

Reagensi:

Natrijev hidroksid, otopina ¢ (NaOH)=0,1 mol/L
Puferna otopina poznate pH vrijednosti

Priprema uzoraka:

Uzorak se homogenizira i odvagne se 10 g. Uzorak se prenese u odmjernu tikvicu volumena
250 mL, tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake. Sadrza;j tikvice dobro se promucka 1
profiltrira. Potenciometar se bazdari pomocu puferne otopine. Ovisno o ocekivanoj Kiselosti
otpipetira se 20 mL uzorka 1 prenese u ¢aSu s magnetom koji pospjesSuje mijeSanje. Mjesalica se
pusti u rad te se iz birete dodaje otopina natrijevog hidroksida dok se ne postigne pH od oko 7,9 —
8,1.

VXFXG

Formula: Ukupna kiselost (%) = X 100

Gdje je:
V (mL) — volumen utrosene NaOH pri titraciji
F — faktor otopine NaOH

G (g/mL) — faktor najzastupljenije kiseline u uzorku

D (g) — masa uzorka u tekucini
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3.2.5. Odredivanje pH vrijednosti

Mjerenje pH vrijednosti odreduje se pH-metrom, uranjanjem kombinirane elektrode u
homogenizirani uzorak i o€itanjem vrijednosti (AOAC, 1995).

Aparatura i pribor:

Casa, volumena 25 mL

Magneti za mijeSanje

Magnetska mijeSalica (MM-510)
pH-metar (Mettler Toledo, SevenMulti)
Analiticka vaga (Sartorius)

Priprema uzoraka:

Homogenizirani uzorak se izvaze, prenese u odmjernu tikvicu, nadopuni destiliranom
vodom te profiltrira.

Postupak odredivanja:

pH-metar se prije mjerenja bazdari pufernom otopinom poznate pH vrijednosti pri SObnoj
temperaturi. Odredivanje pH vrijednosti vrs$i se direktnim uranjanjem elektrode u ispitivani uzorak.

3.2.6. Odredivanje boje ekstrakata zacina CIELAB metodom

Intenzitet boje utvrdivao se pomoc¢u ColorTec PCM+ kolorimetra, odnosno CIELAB
metodom. Ovom metodom se energija iz uzorka pomocu filtera pretvara u psihofizikalno
funkciju, odnosno boju. Kolorimetar je fotolektri¢ni tristimulusni uredaj §to znaci da se boje na
njemu opisuju pomoéu tri brojéane vrijednosti: L™, a" i b".

Vrijednost L* oznac¢ava intenzitet svjetla ili tame. Ako je vrijednost L™ = 0 tada nema
refleksije §to upuéuje na prisutnost crne boje, a ako je L™= 100 tada se radi o bijeloj boji i
refleksija je najveéa. Vrijednost a~ oznacava intenzitet crvene ili zelene boje, stoga negativne
vrijednosti (-a") ukazuju na prisutnost zelene boje, a pozitivne vrijednosti (+a”) ukazuju na
prisutnost crvene boje. Vrijednost b* ozna¢ava intenzitet Zute ili plave boje, stoga negativne
vrijednosti (-b*) ukazuju na prisutnost plave boje, a pozitivne vrijednosti (+b”) ukazuju na
prisutnost Zute boje.

Na kromatskom dijagramu (Slika 9) se moze o¢itati H" vrijednost (vizualni dozivljaj, ton
boje) i C vrijednost (zasi¢enost boje) preko o¢itanih vrijednosti a” i b™ na Hunterovom
kolorimetru.
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White
L=100

Yellow
90° PN

Slika 9. Kromatski dijagram (Kulcu, 2018)

3.3. Metode odredivanja specijaliziranih metabolita i antioksidacijskog
kapaciteta

Istrazivanjem je odreden sadrzaj sljede¢ih specijaliziranih metabolita: sadrZaj vitamina C,
sadrzaj ukupnih fenola (flavonoida i neflavonoida), sadrzaj ukupnih karotenoida i antioksidacijski
kapacitet.

3.3.1. Odredivanje sadrzaja vitamina C

2,6-p-diklorindofenol oksidira L-askorbinsku kiselinu u dehidroaskorbinsku kiselinu, dok boja
reagensa ne prijede u bezbojnu leukobazu, pa istovremeno sluzi i kao indikator ove redoks reakcije.
Ova se metoda primjenjuje za odredivanje sadrzaja askorbinske kiseline u proizvodima od voca 1
povréa (AOAC, 2002).

Aparatura i pribor:

Homogenizator (Zepter International)
Analiti¢ka vaga (Sartorius)

Odmijerna tikvica, volumena 100 mL
Case, volumena 100 mL

Bireta, volumena 50 mL

© 0k wn
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Reagensi:

e 2,6-p-diklorindofenol
e 2%-tna oksalna kiselina

Priprema uzoraka:

Na tehnickoj vagi odvaze se 2,5 g uzorka. Uzorak se kvantitativno uz dodatak 2%-tne
otopine oksalne kiseline prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL, te se oksalnom kiselinom
nadopuni do oznake.

Postupak odredivanja:

Pripremljeni se uzorak profiltrira te se otpipetira 10 mL za potrebe analize. Uzorak se titrira
otopinom 2,6-p-diklorindofenola do pojave ruzicaste boje, postojane minimalno pet sekundi.
Nakon titracije izracuna se koli¢ina L-askorbinske kiseline koja se izrazava u mg/100 g svjeze
mase.

VXF

Formula:Vitamin C (mg/100 g) = x 100

Gdje je:
V (mL) — volumen 2,6-p-diklorindofenola utrosenog titracijom
F — faktor normaliteta 2,6-p-diklorindofenola

D (g) — masa uzorka u tekucini

3.3.2. Odredivanje ukupnih fenola

Ukupni fenoli odreduju se spektrofotometrijski u etanolnom ekstraktu uzorka mjerenjem
nastalog intenziteta obojenja pri valnoj duljini 750 nm. Metoda se osniva na bojanoj reakciji fenola
s Folin-Ciocalteu reagensom. Folin-Ciocalteu reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibdenove kiseline. Kod oksidacije fenolnih spojeva ove se kiseline reduciraju u plavo
obojeni volfram oksid i molibden oksid (Ough i Amerine, 1988).

Aparatura i pribor:

Spektrofotometar (Schimadzu UV 1650 PC)
Tehnicka vaga

Odmjerne tikvice, volumena 50 mL i 100 mL
Tikvica s okruglim dnom, volumena 100 mL
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Pipete

Kivete

Stakleni lijevci
Filter papir
Povratno hladilo

Kemikalije:

80% etanol
Folin-Ciocalteu reagens
Zasicena otopina natrijevog karbonata (Na2CO3)

Priprema uzoraka:

Na tehnickoj vagi odvaze se 10 g uzorka sa to¢nos¢u £0,01 g te se homogenizira sa 40 mL
80%-tnog etanola. Homogena smjesa kuha se 10 minuta uz povratno hladilo, a zatim se dobiveni
ekstrakt filtrira u odmjernu tikvicu volumena 100 mL. Zaostali talog zajedno s filter papirom
ponovno se prebaci u tikvicu sa §lifom, u koju se dodaje 50 mL 80%-tnog etanola i dodatno se
kuha uz povratno hladilo jos 10 minuta. Dobiveni ekstrakt spoji se s prethodnim ekstraktom i
nadopuni 80%-tnim etanolom do oznake.

Postupak odredivanja:

U odmjernu tikvicu volumena 50 mL otpipetira se 0,5 mL ekstrakta te se redom dodaje: 30
mL destilirane vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa (razrijedenog vodom u omjeru 1:2) 1 7,5 mL
otopine zasi¢enog natrijevog karbonata. Sadrzaj tikvice zatim se dobro promucka i nadopuni
destiliranom vodom do oznake. Nakon §to su uzorci odstajali 2 sata na sobnoj temperaturi izmjeri
se apsorbancija (opticka gustoca otopine) pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu
probu.

Slika 10. uzorci ekstrakata spremni na mjerenje apsorbancije ( foto: Brajer, 2019)
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Izrada bazdarnog pravca:

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je odvagati 500 mg galne kiseline i otopiti je u 80%-
tnom etanolu, zatim nadopuniti odmjernu tikvicu volumena 100 mL do oznake. Od pripremljene
otopine galne kiseline pripreme se razrijedenja u odmjernim tikvicama volumena 100 mL, na nacin
da se otpipetira redom 0, 1, 2, 3, 51 10 mL standarda (,,stock® otopina) u svaku tikvicu koje se
potom nadopunjavaju do oznake 80%-tnim etanolom. Koncentracije galne kiseline u tikvicama
iznose 0, 50, 150, 250 i 500 mg/L.

U odmijerne tikvice od 50 mL zatim se otpipetira 0,5 mL uzorka iz tikvica i dodaje se 30
mL destilirane vode, 2,5 mL Folin-Ciocalteu reagensa i nakon 3 minute 7,5 mL otopine zasi¢enog
natrijevog karbonata. Sadrzaj tikvica dobro se promijesa, nadopuni do oznake te ostavi 2 sata na
sobnoj temperaturi. Nakon $to su uzorci odstajali izmjeri se apsorbanca otopine spektrofotometrom
pri valnoj duljini 750 nm uz destiliranu vodu kao slijepu probu. Iz izmjerenih vrijednosti nacrta se
baZzdarni pravac tako da na apscisi budu koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinati
izmjerene vrijednosti apsorbance.

Racun:

Bazdarni pravac nacrta se na racunalu u programu Microsoft Excel, te se izrauna
jednadzba pravca prema kojoj se izracuna koncentracija ukupnih fenola.

Formula:y = 0,001x + 0,0436
Gdje je:
y — apsorbancija na 750 nm

X — koncentracija galne kiseline (mg/L)

3.3.3 Odredivanje flavonoida 1 neflavonoida

Za taloZenje flavonoidnih fenolnih spojeva preporuca se upotreba formaldehida. Formaldehid
reagira s C-6 ili C-8 pozicijom na 5,7-dihidroksi flavonoidu stvaraju¢i metilol derivate koji dalje
reagiraju s drugim flavonoidnim spojevima isto na C-6 ili C-8 poziciji. Pri tome nastaju
kondenzirane molekule koje se uklone filtriranjem. Ostatak neflavonoidnih fenola odreduje se po
metodi za ukupne fenole (Ough i Amerine, 1988). Razlika ukupnih fenola i neflavonoida daje
koli¢inu flavonoida.

Aparatura i pribor:

e Analiticka vaga
e Spektrofotometar (Schimadzu UV 1650 PC)
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e Kivete
e Filter papir
e Erlenmeyer-ova tikvica sa Slifom i ¢epom, volumena 25 mL
e Pipete, volumenal mL,2 mL,5mL, 10 mLi25mL
e  Stakleni lijevci
Kemikalije:

e Klorovodi¢na kiselina, HCI 1:4 (koncentracija HCI razrijedi se s vodom u omjeru
1:4)

Formaldehid (13 mL 37%-tnog formaldehida u 100 mL vode)

Dusik za propuhivanje uzoraka

Zasic¢ena otopina natrijeva karbonata

Folin-Ciocalteu reagens

80% etanol

Priprema uzoraka:

Ekstrakt ukupnih fenola (opisan u poglavlju 3.2.7.) koristi se i za odredivanje flavonoida i
neflavonoida.

Postupak odredivanja:

U tikvicu volumena 25 mL otpipetira se 10 mL uzorka te doda 5 mL otopine HCI (1:4) i 5 mL
formaldehida. Smjesa se zatim propuse dusikom, zatvori i ostavi u mraku na sobnoj temperaturi.
Nakon 24 sata uzorak se profiltrira i zatim slijedi isti postupak kao kod odredivanja ukupnih fenola.

Racun:

Koncentracija neflavonoida izraCunava se na nacin jednak izraCunavanju koncentracije
ukupnih fenola uzimajuéi u obzir dodatna razrijedenja. Koli¢ina ukupnih flavonoida odredi se
izratunom razlike koli¢ine ukupnih fenola i neflavonoida.
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3.3.4. Odredivanje ukupnih karotenoida

U ovoj vjezbi prirodni pigmenti (ukupni karotenoidi) odredivat ¢e se spektrofotometrijski
metodom po Holmu (1954) i Wetstteinu (1957). Cilj ove metode je odrediti koncentraciju
pigmenata u acetonskom ekstraktu biljnog materijala, te preracunati koncentracije na mg/g svjeze
tvari.

Aparatura i pribor:
e Vaga, tarionik i pistil
e Biichnerov lijevak
e Erlenmeyerova tikvica (300 mL)
e vakuum pumpa na vodeni mlaz
e odmjerna tikvica od 25 mL
e spektrofotometar (Shimadzu UV 1650 PC)

Kemikalije:
e aceton (p.a.)

e magnezijev karbonat (MgCO3)
e kvarcni pijesak

Postupak odredivanja:

Postupak ekstrakcije 1 odredivanja pigmenata treba izvoditi brzo, u zamrac¢enim uvjetima.
Odvagati uzorak voca ili povréa mase 6 g i prenijeti u tarionik. Na uzorak dodati oko pola Zli¢ice
kvarcnog pijeska, pola zli¢ice praha MgCO3 (zbog neutralizacije kiselosti) i 10 mL acetona. Smjesu
usitniti tuckom u tarioniku, te kvantitativno acetonom prenijeti na Biichnerov lijevak. Uzorak
ekstrahiran acetonom filtrirati preko vakuuma. Nakon $to se macerat profiltrira filtrat kvantitativno
prenijeti u odmjernu tikvicu od 25 mL, koja se nadopuni do oznake acetonom. Spektrofotometrom
o€itati apsorbancu u dobivenom filtratu pri valnim duljinama 662, 644 i 440 nm koriste¢i aceton
kao slijepu probu.

Dobivene vrijednosti apsorpcije (A662, A644 i A440) uvrstiti u Holm- Weststtainove
jednadzbe za izraCunavanje koncentracije pigmenata u mg/dm?:

klorofil a = 9,786 X A662 — 0,990 X A644 [mg/dm3]
klorofil b = 21,426 X A644 — 4,65 X A662 [mg/dm3]
ukupni klorofil = 5,134 X A662 + 20,436 X A644 [mg/dm3]
ukupni karotenoidi = 4,695 x A440 — 0,268 x (ukupni klorofil) [mg/dm3]
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Brojevi u jednadzbama su molarni apsorpcijski koeficijenti po Holmu i Wetstteinu. Formula za
izracunavanje koncentracije pigmenata na mg/g svjeze tvari ploda glasi:

c(mg/g)=C, XV xm
Gdje je:
€ — masena koncentracija pigmenata izraZena u mg/g svjeze tvari ploda
€1 — masena koncentracija pigmenata izrazena u mg/L
V —volumen filtrata (odmjerne tikvice) mL

M — masa uzorka izrazena u mg

3.3.5. ABTS metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Metoda se temelji na gasenju stabilnog plavo-zelenog radikal-kationa 2,2 -azinobis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonsa kiselina) (ABTS + radikal-kationa) koji se oblikuje bilo kemijskom ili
enzimatskom oksidacijom otopine ABTS-a ¢iji je karakteristiCan adsorpcijski maksimum pri
valnoj duljini od 734 nm. U prisutnosti antioksidansa ABTS+ kation se reducira u ABTS, s reakcija
se ocituje obezbojenjem plavo-zelene otopine. Udio uklonjenih ABTS radikala koji ,,gase* razli€iti
antioksidansi mjeri se pra¢enjem smanjenja apsorbancije ABTS radikala te se usporeduje sa
smanjenjem apsorbancije koju uzrokuje dodatak odredene koli¢ine Troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-

tetrametilkroman-2-karbonska kiseline) pri istim uvjetima (Miller i sur., 1993; Re i sur., 1999).
Priprema reagensa:
1. dan:

140 mM otopine kalijeva persulfata, K2S>Og (0,1892 g K2S20g izvaze se i otopi u 5 mL
destilirane vode u odmjernoj tikvici od 10 mL)

7 mM ABTS otopina (0,0192 g ABTS reagensa otopi se u 5 mL destilirane vode u
odmjernoj tikvici od 10 mL)

Stabilna ABTS+ otopina (88 pL K2S20g otopine (140 mM) prenese se u tikvicu u kojoj se
nalazi 5 mL otopine ABTS-a. Sadrzaj tikvice se dobro promijesa, zatvori, oblozi aluminijskom
folijom i ostavi stajati 12-16 sati na sobnoj temperaturi. Stajanjem intenzitet plavo-zelene boje se
pojacava).

2. dan:

Na dan provodenja svih analiza priprema se 1%-tna otopina ABTS+ (1 mL ABTS+ otopine
otpipetira se u odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopuni 96%-tnim etanolom do oznake). Nakon
toga mjeri se apsorbanca 1%-tne otopine ABTS+ pri 734 nm koja mora iznositi 0,70 = 0,02. Ako
apsorbanca otopine ne iznosi 0,734 onda ju je potrebno namjestiti, odnosno ako je apsorbanca
premala u tikvicu od 100 mL pripremljene 1%-tne otopine ABTS+ treba dodati jos par kapi stabilne
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ABTS+ otopine, a ako je apsorbanca prevelika onda treba razrijediti odnosno u tikvicu od 100 mL
dodati jo§ 96%-tnog etanola.

Postupak odredivanja (spektrofotometrijski):

160 pL uzoraka pomijesa se sa 2 mL 1 %- tne otopine ABTS+ te se nakon 5 minuta mjeri
apsorbanca pri 734 nm. Za slijepu probu se koristi 96%-tni etanol.

Izrada umjernog (kalibracijskog) pravca:

Za izradu umjernog (kalibracijskog) pravca u ATBS metodi Koristi se Trolox koji uzrokuje
smanjenje boje ABTS+ otopine. Tocke odredene za izradu bazdarnog pravca su sljedece: 0, 100,
200, 400, 1000, 2000 i 2500 mol/dm?3. Najprije se pripremi stock otopina i to tako da se u odmjernoj
tikvici od 25 mL izvaze 0,0156 Trolox-a, a tikvica se 80%-tnim etanolom nadopuni do oznake. 1z
stock otopine uzimaju se sljede¢i volumni Trolox-a za pripremu daljnjih razrjedenja koja se
pripremaju u odmjernim tikvicama od 25 mL;

0 — 0 mL Troloxa (samo EtOH)
100 — 0,4 mL

200 — 0,8 mL

400 — 1,6 mL

1000 — 4 mL

2000 — 8 mL

2500 — 10 mL

Nakon pripreme navedenih koncentracija Trolox-a iz svake tikvice u kojoj je navedena
koncentracija Trolox-a uzima se 160 puL otopine Trolox-a i dodaje 2 mL 1%-tne ABTS+ otopine
podesene apsorbance (0,70 £ 0,02). Nakon $to pomijeSamo dodanu koncentraciju Trolox-a i 1%-
tne ABTS+ otopine izmjeri se apsorbanca pri 734 nm. | tako za svaku to¢ku koncentracije Trolox-
a. Temeljem izmjerenih vrijednosti apsorbanca za svaku tocku izradi se umjerni (kalibracijski)
pravac.
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3.4. Metoda utvrdivanja antimikrobne aktivnosti

Ovom metodom determinirana je sposobnost prezivljavanja patogenih mikroorganizama
Salmonella, Listeria monocytogenes i Staphylococcus aureus u bogatom teku¢em mediju (BHI)
koji je sadrzavao odredene koncentraciju ekstrakata ¢eSnjaka, dumbira i kurkume. Utvrduje se
brojnost mikroorganizama (CFU) na ¢vrstim hranjivim podlogama kao i validan broj kolonija.

Aparatura i pribor:

e Petrijeve zdjelice
e Epruvete
e Pipete
e Ependorfice
e Falcon posudice od 50 ml
e Stalci za ependorfice
e Sterilne kuglice
e L Stapi¢
e Sterilna plasti¢na eza
Vorteks
Kemikalije:

Agar (Biolife, Italija)
70 % etanol

3.4.1. Priprema hranjivih podloga

BHI tekuca hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 37 g podloge u 1
L destilirane vode, pH reakcija podloge je 7,4 + 0,2. Sterilizacija je izvrSena u autoklavu na 121°
C kroz 15 minuta.

BHI kruta hranjiva podloga pripremljena je otapanjem BHI (Biolife, Italija) kruta podloga
je pripremljena otapanjem 37 g BHI podloge i 15 g agara (Biolife, Italija) u 1 L destilirane vode.
Podloga ima pH reakciju 7,4 + 0,2. Sterilizirana je autoklaviranjem na 121°C kroz 15 minuta.

3.4.2. Odabir i uzgoj patogenih sojeva

U istrazivanju koriSteni su izolati Salmonella, Listeria monocytogenes i Staphylococcus
aureus, prethodno identificirani i karakterizirani na temelju molekularno-bioloskih metoda.
Uzgojeni su na krvnom agaru i za dugotrajno ¢uvanje pohranjeni na temperaturi od -20°C uz
dodatak sterilne otopine glicerola. Kulture su potom precijepljene na krute BHI podloge i
inkubirane 48 h pri 30 °C. Izrasle kolonije koriStene su za ispitivanje rasta u dodanim
koncentracijama razliCitih vrsta ekstrakta zacina.
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3.4.2. Pracenje rasta patogenih sojeva pri dodanoj koncentraciji ekstrakata

Za pradenje rasta patogenih sojeva u koncentraciji ekstrakata ¢eSnjaka, dumbira i kurkume
koriStena je teku¢a BHI podloga kojoj je dodano 5 mL ekstrakta. 1z smjese je zatim pipetirano 1
mL te je sadrzaj epruvete vorteksiran, nakon ¢ega je u inokulum uronjena sterilna eza pomocu
kojeg je kultura svakog patogenog soja nanesena u smjesu. Takoder, koriStene su i pozitivna i
negativna kontrola, pozitivna kontrola sadrzavala je bakterijski soj sa teku¢om hranjivom
podlogom bez ekstrakta, a negativnu kontrola predstavljala je smjesu ekstrakta i teku¢e hranjive
podloge bez bakterijskog soja. Uzorci su inkubirani 24 sata na temperaturi od 37 °C, nakon ¢ega
je pracen rast (zamucenje).

3.4.3 Odredivanje brojnosti (CFU vrijednost)

Iz svakog uzorka je pipetirano 100 pL i naneseno na krute BHI podloge koje su anaerobno
inkubirane 48 sati pri temperaturi od 30 °C. Nakon toga utvrdena je CFU vrijednost i vizualno je
praéena inhibicija usporedbom s pozitivnom i negativnom kontrolom. Broj mikroorganizama koji
formiraju kolonije (CFU/mL ili g) je izracunat prema formuli:

CFU - broj kolonija y L. iednost decimal iedeni
= V (apotrijebljenog uzorka) reciprocna vrijednost decimalnog razrijedenja

3.5. Statisticka obrada podataka

Podaci istrazivanja statisticki su obradeni u programskom sustavu SAS, verzija 9.3
(SAS/STAT, 2010). Sve laboratorijske analize klasi¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije uzoraka s
dodanim prahom c¢eSnjaka, dumbira i kurkume provedene su u tri ponavljanja. Rezultati su
podvrgnuti jednosmjernoj analizi varijance (ANOVA). Srednje su vrijednosti usporedene t-testom
(LSD) i smatraju se znacajno razli¢itim pri p<0,0001. U tablicama uz rezultate prikazani su
eksponenti razlicitih slova koja oznacavaju grupe uzoraka. Takoder, uz rezultate i eksponente u
tablicama izrazena je i standardna devijacija (s) kojom je prikazano prosje¢no odstupanje rezultata
od srednje vrijednosti za pojedini kemijski parametar.
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4. Rezultati i rasprava
4.1. Osnovni kemijski sastav i fizikalne karakteristike

U Tablici 5 (Prilog rada) prikazani su rezultati fizikalno-kemijskih svojstava ekstrakata zacina,
a obuhvacaju: gustoéu otopine (g/cm?), elektroprovodljivost (uS/cm), sadrzaj topljive suhe tvari
(%), sadrzaj ukupnih kiselina (%), pH vrijednost i boju. Statistickom obradom podataka utvrdene
su visoko signifikantne razlike (p<0,0001) za sve analizirane parametre izmedu svih analiziranih
uzoraka.

Vrijednosti gustoce ekstrakata za¢ina (Grafikon 4) tretiranih klasi¢no kretale su se ovisno
o temperaturi u rasponu od 0,9990 g/cm? (uzorak PK2) do 1,0035 g/cm® (uzorak CK3). Tako su
vece vrijednosti utvrdene pri viSoj temperaturi ekstrakcije od 70 °C, dok su nize vrijednosti
utvrdene kod 40 °C 1 21,7 °C. Takoder, kod uzoraka koji su ekstrahirani ultrazvukom, utvrden je
porast vrijednosti gusto¢e uzoraka s povecanjem temperature. Tako se povecanjem temperature
povecavala 1 gustoca otopina kod svih vrsta zacina, pa je najvisa utvrdena vrijednost gustoce pri
temperaturi od 70 °C iznosila 1,0354 g/cm® (uzorak CU3), dok je najniza vrijednost od 0,9990
g/cm? utvrdena pri temperaturama od 21,7 °C i 40 °C (uzorak DU1 i DU2).

Vrijednosti gustoce ekstrakata utvrdene klasicnom i ultrazvuénom ekstrakcijom nisu se
znacajno statisticki razlikovale. Moze se zakljuciti da pri vi$oj temperaturi ekstrakcije, i tijekom
klasi¢nog 1 ultrazvu¢nog tretmana gusto¢a uzoraka je bila visa, a §to je i ocekivano s obzirom na
istrazivanu fizikalnu veli¢inu.
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Grafikon 4. Gustoéa analiziranih uzoraka za¢ina (g/cm®) klasi¢nom i ultrazvu¢nom
ekstrakcijom pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C
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Elektriéna provodljivost uzoraka (Grafikon 5) ekstrahiranih klasi¢no, povecavala se s
porastom temperature. Tako je najveca vrijednost od 1402,33 uS/cm kod uzoraka praha kurkume
pripremljenog klasi¢no utvrdena pri temperaturi ekstrakcije od 70 °C (uzorak KK3) , dok je pri
temperaturi od 21,7 °C utvrdena najniza vrijednost od 1277,76 uS/cm (uzorak KK1). Elektri¢na
provodljivost neke otopine prije svega ovisi 0 udjelu mineralnih tvari, a s obzirom da su dobri
vodici elektricne struje upravo disocirane kiseline i minerali, povecanjem temperature medija
ioni dobivaju vecu kineticku energiju kako bi prevladali medumolekularne sile i1 lakSe se kretali
(Lazaridou i sur., 2004).

Kod uzoraka ekstrahiranih ultrazvukom, vrijednosti elektri¢ne provodljivosti takoder su
rasle s porastom temperature sustava. Medutim, u usporedbi s uzorcima ekstrahiranim klasi¢no
utvrdene su vece vrijednosti elektriéne provodljivosti kod svih uzoraka ekstrahiranih ultrazvukom.
To se moze pripisati oslobadanju minerala i ostalih iona koji su ultrazvuénom ekstrakcijom
znacajno brze oslobodeni iz biljnih stanica ili koloidnih ¢estica uslijed djelovanja kavitacije na
stani¢ne strukture (Zou i sur., 2016).
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Grafikon 5. Elektri¢na provodljivost ekstrakata za¢ina (uS/cm) tretiranih klasi¢no i ultrazvukom
pri temperaturama od 21.7, 40 1 70 °C

Na sadrzaj topljive suhe tvari, TST (Grafikon 6) zna¢ajno je utjecala viSa temperatura (40
i 70 °C), nacin ekstrakcije i vrsta za¢ina. Usporedbom uzoraka ¢e$njaka, dumbira i kurkume
ekstrahiranih klasi¢no pri sobnoj temperaturi najveci sadrzaj TST utvrden je za ekstrakt ceSnjaka i
iznosio je 1,39 % (uzorak CK1), dok je najmanji sadrzaj utvrden za ekstrakt dumbira i iznosio je
0,34 % (uzorak bK1).
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Pri oba nacina ekstrakcije pove¢anjem temperature s 21,7 na 70 °C povecao se sadrzaj
TST i to kod klasi¢ne ekstrakcije ¢esnjaka za 0,14% , ultrazvucne za 0,09 % , dumbira za 0,06 %
kod klasiéne te 0,05 % kod ultrazvuka i kurkume za 0,04 % klasi¢nom te za 0,07 % ultrazvuénom
ekstrakcijom. Takoder, utvrdene su vece vrijednosti sadrzaja TST svih uzoraka zac¢ina kod tretmana
ultrazvukom pri 21,7 °C. Tako se sadrzaj TST ekstrakta ¢eSnjaka 1 dumbira u usporedbi s utvrdenim
vrijednostima klasi¢ne ekstrakcije povec¢ao za 0,05 % 1 kurkume za 0,01 %. Veci sadrzaj TST
prilikom ultrazvucne ekstrakcije u usporedbi s klasi¢nom utvrdili su i Fonteles i sur. (2012). Naime,
prilikom djelovanja ultrazvuka na stanicu, dolazi do razaranja struktura stani¢ne stjenke i

membrane, te topljiva suha tvar koju ¢ine ugljikohidrati lakse probija u okolni medij (Zou i sur.,
2016).

Sadrzaj topljive suhe tvari
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Grafikon 6. Sadrzaj topljive suhe tvari (%) analiziranih uzoraka zacina klasi¢nom i ultrazvu¢nom
ekstrakcijom pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C

Na sadrzaj ukupnih kiselina (Grafikon 7), naCin ekstrakcije 1 temperatura nisu imali
znacajan utjecaj. Vrijednosti su se kretale u rasponu od 0,29 do 0,48 %, a usporedujuci ekstrakte
razli¢itih zacina ekstrahirane klasi¢no pri sobnoj temperaturi (21,7 °C), najve¢i sadrzaj ukupnih
kiselina (0,48 %) utvrden je kod dumbira (uzorak PK1), dok je najmanji sadrzaj (0,33 %) utvrden
kod praha kurkume (uzorak KK1).
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Sadrzaj ukupnih kiselina
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Grafikon 7. Sadrzaj ukupnih kiselina (%) analiziranih uzoraka za¢ina klasi¢nom i ultrazvuénom
ekstrakcijom pri temperaturama od 21,7, 40 i 70 °C

Utvrdene pH vrijednosti (Grafikon 8) ekstrakata zac¢ina kretale su se u rasponu od 5,29 do
6,36. Nije utvrdena znacajna razlika u pH vrijednostima dobivenim klasi¢nom 1 ultrazvu¢nom
ekstrakcijom. Najvisu utvrdenu pH vrijednost (6,36) klasi¢no ekstrahiranih zacina pri sobnoj
temperaturi imao je prah kurkume, dok najnizu (5,48) prah ¢esSnjaka. Utvrdene vise pH vrijednosti,

od blago kiselog do luznatog podrucja su o¢ekivane i u skladu s nizim sadrzajem ukupnih kiselina
u svim ekstraktima zacina.
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Grafikon 8. pH vrijednost analiziranih uzoraka za¢ina klasi¢nom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri
temperaturama od 21,7, 40 1 70 °C

Mjereni kromatski parametri ekstrakata zacina prema CIELAB sustavu prikazani su u
Tablici 6 (Prilog rada). Prema rezultatima klasi¢ne ekstrakcije utvrdeno je smanjenje L* vrijednosti
(Grafikon 9) pri visSim temperaturama (40 1 70 °C) kod svih ekstrakata zaCina, Sto ukazuje na
povecanje crne boje. Ultrazvucnom ekstrakcijom utvrdeno je suprotno, vece L* vrijednosti pri
viSim temperaturama, $to ukazuje na porast svjetline uzoraka. Moze se zakljuciti da se pri klasi¢noj
ekstrakciji i porastom temperature povecava udio crne boje, odnosno uzorci svih analiziranih vrsta
zacina su potamnili, dok se ultrazvucnom ekstrakcijom i porastom temperature povecava udio
bijele boje, odnosno uzorci su bili svjetliji.
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L* vrijednost

25

20

0 |‘ |‘ I‘ I| || || || ‘l |‘

¢22°C ¢ao°c ¢70°C  B22°C  P40°C  D70°C K22°C K40°C K70°C

1

(6]

L*

1

o

wv

H Klasicno ® Ultrazvuk

Grafikon 9. L* vrijednosti uzoraka analiziranih uzoraka zacina klasi¢nom i ultrazvu¢nom
ekstrakcijom pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C

Sve utvrdene a* vrijednosti (Grafikon 10) su pozitivne §to ukazuje na vece prisustvo crvene
boje u odnosu na zelenu. Za nedostatak zelene boje u uzorcima odgovoran je manjak klorofila,
posto su za ekstrakciju koriSteni prah ceSnjaka dobiven iz lukovice, prah dumbira i kurkume
dobiven iz rizoma. Vise a* vrijednosti za prah dumbira i kurkume utvrdene su kod klasi¢ne
ekstrakcije, Sto ukazuje na veéi porast crvene boje u odnosu na vrijednosti dobivene kod
ultrazvucne ekstrakcije. Kod praha ¢eSnjaka utvrdeno je suprotno, vise a* vrijednosti kod
ultrazvucne ekstrakcije pri istim temperaturama.
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Grafikon 10. a* vrijednosti analiziranih uzoraka zacina klasi¢énom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom
pri temperaturama od 21,7, 40 1 70 °C
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Kod klasi¢ne ekstrakcije svih uzoraka zacina utvrdeno je smanjenje b* vrijednosti s
porastom temperature sustava, $to ukazuje na smanjenje zute boje. Sli¢no, kod ultrazvucne
ekstrakcije utvrdeno je da se b* vrijednosti smanjuju pri temperaturi od 40 °C, no pri temperaturi
od 70 °C b* vrijednost pocinje rasti i postize puno vecu vrijednost od vrijednosti utvrdenih pri
sobnoj temperaturi. Za Zutu boju kod kurkume i dumbira zasluzni su kurkuminoidi iz skupine
fenolnih spojeva.
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Grafikon 11. b* vrijednosti analiziranih uzoraka zac¢ina klasi¢nom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom
pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C

Usporedbom klasi¢ne i ultrazvucne ekstrakcije, vrijednosti C znacajno veca kod svih
uzoraka ekstrahiranim klasi¢no. Vrijednost C oznafava zasi¢enost boje, a porast zasi¢enosti
ukazuje na porast crne boje, moze se zakljuciti da klasi¢nom ekstrakcijom uzorci brze tamne. To
mozemo i potvrditi s rezultatima L* vrijednosti za koje smo utvrdili smanjenje kod klasi¢ne
ekstrakcije, a §to oznacCava porast crne boje, odnosno tamnije nijanse uzoraka.
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Grafikon 12. C vrijednosti analiziranih uzoraka za¢ina klasi¢nom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri
temperaturama od 21,7, 40 1 70 °C

Sli¢no kao kod b* vrijednosti, H vrijednost se kod klasi¢ne ekstrakcije svih uzoraka zac¢ina
smanjuje s porastom temperature. To ukazuje na porast crvene boje. Kod ultrazvuéne ekstrakcije
H vrijednost se porastom temperature do 40 °C svih uzoraka zacina smanjuje. No, pri temperaturi
od 70°C H vrijednost poéinje rasti i postize puno vecu vrijednost od vrijednosti pri sobnoj
temperaturi, Sto ukazuje na smanjenje crvene boje.
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Grafikon 13. H vrijednosti analiziranih uzoraka zac¢ina klasi¢nom i ultrazvu¢nom ekstrakcijom
pri temperaturama od 21,7, 40 1 70 °C
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4.2. Specijalizirani metaboliti i antioksidacijski kapacitet

U Tablici 7 (Prilog rada) prikazan je sadrzaj analiziranih bioaktivnih komponenata,
specijaliziranin metabolita i antioksidacijski kapacitet ekstrakata razliCitih zacina tretiranih
klasi¢no i ultrazvukom. Za sve analizirane komponente utvrdene su visoko signifikantne statisticke
razlike (p<0,0001) s obzirom na nacin ekstrakcije 1 primijenjenu temperaturu.

4.2.1. Sadrzaj vitamina C

Sadrzaj vitamina C varirao je ovisno o temperaturi, nac¢inu ekstrakcije i vrsti zacina
(Grafikon 14). Usporedbom vrsta zac¢ina, odnosno ekstrakata praha ¢eSnjaka, dumbira i kurkume
ekstrahiranih klasi¢no pri sobnoj temperaturi (21,7 °C), najveci sadrzaj vitamina C (12,35 mg/100
g) utvrden je za ekstrakt kurkume (uzorak KK1), dok je najmanji sadrzaj (6,62 mg/100 g) utvrden
za ekstrakt ¢esnjaka (uzorak CK1).

Nadalje, pri sobnoj temperaturi utvrdene su vise vrijednosti vitamina C i kod klasi¢ne 1
ultrazvucne ekstrakcije za sve analizirane vrste zacina. Pri viSim temperaturama (40 1 70 °C) doslo
je do degradacije vitamina C u svima analiziranim uzorcima zacina. Tako je kod uzoraka praha
ceSnjaka ekstrahiranih klasi¢no pri temperaturi od 40 °C utvrden pad sadrzaja vitamina C za 23,1
%, kod dumbira za 9,9 % i kod kurkume za 12,46 %, dok je pri temperaturi od 70 °C utvrdena
daljnja degradacija sadrzaja i to kod praha ¢eSnjaka za ¢ak 48,6 %, dumbira za 20 % i kod kurkume
za 29,4 %.

Takoder, utvrdeno je da je upotreba ultrazvuka pogodovala ekstrakciji vitamina C kod nekih
uzoraka zafina, s obzirom da je ve¢i sadrZaj vitamina C kod uzoraka praha kurkume i dumbira
utvrden prilikom ultrazvu¢nog tretmana u usporedbi s klasi¢nim. Tako je na primjer u ekstraktu
dumbira tretiranog ultrazvukom pri sobnoj temperaturi utvrden porast sadrzaja vitamina C za 26,6
%, dok kod kurkume za ¢ak 38,4 % u usporedbi sa sadrzajem utvrdenim kod klasi¢ne ekstrakcije
pri istoj temperaturi. No, za razliku od ekstrakata dumbira 1 kurkume, kod ekstrakta ¢esnjaka pri
sobnoj temperaturi utvrden je pad vrijednosti vitamina C za 4 % prilikom tretmana ultrazvukom.

Slicne rezultate pozitivnog utjecaja ultrazvuka na sadrzaj vitamina C utvrdili su i drugi
autori. Sic Zlabur i sur. (2017) utvrdili su poveéanje vitamina C jabuénog soka s dodatkom praha
aronije za 49 % kod uzoraka tretiranim ultrazvukom u usporedbi s klasicnom ekstrakcijom, Aadil
i sur. (2013) su takoder utvrdili povecanje sadrzaja vitamina C jabu¢nog soka za 28,45 % prilikom
primjene ultrazvuka. No takoder, suprotno, postoje i druga istraZivanja u kojima je utvrdeno
smanjenje sadrzaja C vitamina prilikom tretmana ultrazvukom, a ¢emu kao mogu¢ razlog navode
utjecaj kavitacijskog mehanizma (Adekunte i sur., 2010; Dias i sur., 2015; Ordofiez-Santos i sur.,
2017).
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Grafikon 14. Sadrzaj vitamina C (mg/100 g) analiziranih uzoraka za¢ina klasi¢nom i
ultrazvuénom ekstrakcijom pri temperaturama od 21,7, 40 i 70 °C

4.2.2 Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida

Najveci sadrzaj ukupnih fenola (Grafikon 15) s obzirom na vrstu zacina utvrden je za
ekstrakt dumbira (PK1) i iznosio je 146,02 mg GAE/100g, dok je najmanji sadrzaj utvrden za
ekstrakt esnjaka (CK1) i iznosio je 43,67 mg GAE/100 g. Nadalje, kod klasi¢ne ekstrakcije
utvrden je veéi sadrzaj ukupnih fenola pri temperaturi od 40 °C u usporedbi s ekstrakcijom pri
sobnoj temperaturi (21,7 °C). Pri viSoj temperaturi ekstrakcije (70 °C) sadrzaj ukupnih fenola u
ekstraktu ¢eSnjaka smanjio se za 43,5 %, kod dumbira za 24,5 % i kod kurkume za 26,4 % u
usporedbi sa sadrzajem utvrdenim pri temperaturi od 40 °C. Sli¢ne rezultate utvrdili su Akowuah
i sur. (2009) prateéi utjecaj klasi¢ne ekstrakcije na sadrzaj ukupnih fenola aromati¢ne biljke Gynura
procumbens pri temperaturama: 40, 50, 60, 70, 80 i 100 °C. U navedenom istrazivanju, sadrZaj
ukupnih fenola povecavao se do temperature od 50 °C, nakon ¢ega je utvrden blagi pad vrijednosti
(od 1 %), te nagli pad vrijednosti do ¢ak 50 % pri temperaturama visim od 80 °C. lako povecanje
temperature sustava pogoduje ekstrakciji, na nacin da se povecava topljivost spoja u otapalu,
fenolni spojevi podlozni su hidrolizi i oksidaciji pri temperaturama visim od 60 °C (Spigno i De
Faveri, 2007.) Iz toga razloga Tan i sur. (2013), Dent i1 sur. (2015) predlazu da temperatura
ekstrakcije fenolnih spojeva ne bi trebala biti visa od 60 °C.
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Ultrazvuénom ekstrakcijom takoder je utvrden porast sadrzaja ukupnih fenola pri
temperaturi od 40 °C u usporedbi s uzorcima ekstrahiranih pri sobnoj temperaturi. Za razliku od
klasi¢ne ekstrakcije, kod ultrazvuénog tretmana pri temperaturi od 70 °C nije utvrden pad veé
porast vrijednosti ukupnih fenola i to kod dumbira za 21,6 % i kurkume za 15,4 % u usporedbi sa
sadrzajem utvrdenim pri temperaturi od 40 °C. Temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti
kako je kavitacija pogodovala brzem oslobadanju fenolnih spojeva u okolni medij.

Sadrzaj ukupnih fenola
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Grafikon 15. Sadrzaj ukupnih fenola (mg GAE/100 g) ekstrakata za¢ina tretiranih klasi¢no i
ultrazvukom pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C

Sli¢ni rezultati utvrdeni su i za sadrzaj ukupnih flavonoida (Grafikon 16). Naime, i kod
klasi¢ne i ultrazvuéne ekstrakcije utvrden je veci sadrzaj ukupnih flavonoida pri temperaturi od 40
°C u usporedbi od onih ekstrahiranim pri sobnoj temperaturi. Pri temperaturi od 70 °C kod klasi¢ne
ekstrakcije utvrden je pad vrijednosti ukupnih flavonoida od 82,5 % u ekstraktu ¢esnjaka, 32 % u
ekstraktu dumbira i 32,6 % u ekstraktu kurkume. No, jednako kao kod sadrzaja ukupnih fenola,
ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri temperaturi od 70 °C utvrden je porast sadrzaja ukupnih flavonoida.
Pa je tako kod praha ¢eSnjaka utvrden porast ukupnih flavonoida od 30 % u usporedbi sa sadrzajem
utvrdenim pri temperaturi od 40 °C. Sadrzaj flavonoida praha dumbira povecao se za 18 %, dok
kod praha kurkume za 17,7%. Takoder, ultrazvucna ekstrakcija pri sobnoj temperaturi doprinijela
je povecanju sadrzaja ukupnih flavonoida kurkume za 11,67 % u usporedbi s uzorcima
ekstrahiranim klasic¢no.
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Grafikon 16. Sadrzaj ukupnih flavonoida (mg GAE/100g) ekstrakata zacina tretiranih klasi¢no
i ultrazvuknom pri temperaturama od 21,7, 40 i 70 °C

Sadrzaj ukupnih neflavonoida prikazan je u Grafikonu 17. Kao i za sadrZaj ukupnih fenola i
flavonoida, poviSena temperatura sustava od 40 °C pozitivno je pogodovala ekstrakciji te su
utvrdene viSe vrijednosti ukupnih neflavonoida u usporedbi sa sobnom temperaturom. Pri
temperaturi od 70 °C utvrden je pad vrijednosti ukupnih neflavonoida praha ¢esnjaka za 34,5 % 1
kurkume 13,9 %. Iznimka je ekstrakt dumbira u kojem je utvrden blagi porast vrijednosti od 9,44
%. Za razliku od klasi¢ne, ultrazvucnom ekstrakcijom utvrden je porast sadrzaja ukupnih
neflavonoida pri viS§im temperaturama. Tako su najvece utvrdene vrijednosti neflavonoida u
ekstraktim dumbira i kurkume utvrdene ultrazvu¢nom ekstrakcijom pri temperaturi od 70 °C
(uzorak DU3 i KU3). Iznimka je c&esnjak gdje se sadrzaj ukupnih neflavonoida porastom
temperature blago smanjivao.
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Sadrzaj ukupnih neflavonoida
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Grafikon 17. Sadrzaj ukupnih neflavonoida (mg GAE/100g) ekstrakata zacina tretiranih klasi¢no
i ultrazvukom pri temperaturama od 21,7, 40 i 70 °C

4.2.3. Ukupni karotenoidi

Rezultati sadrzaja ukupnih karotenoida prikazani su u Grafikonu 18. Kod ekstrakata
¢eSnjaka nije analiziran sadrzaj karotenoida s obzirom da navedena povrtna kultura nije
karakteristi¢na po sadrzaju navedenih pigmenata. Najmanji sadrzaj ukupnih karotenoida pri sobnoj
temperaturi utvrden je kod dumbira, dok najve¢i kod kurkume. Takoder, dobiveni rezultati
istrazivanja su pokazali da se pri vi§im temperaturama ekstrakcije (40 1 70 °C) neovisno o nac¢inu
ekstrakcije (klasi¢no i1 ultrazvukom), sadrzaj ukupnih karotenoida povecava. Tako su najvece
vrijednosti ukupnih karotenoida praha dumbira i kurkume utvrdene pri temperaturi od 70 °C.
Takoder, utvrdeno je da ultrazvuk znacajno pozitivno utjece na ekstrakciju ukupnih karotenoida.
Tako su uzorci praha dumbira ekstrahirani pri temperaturi od 70 °C imali 18,1 % veci sadrzaj
ukupnih karotenoida od uzoraka ekstrahinih klasi¢no pri istoj temperaturi, dok uzorci praha
kurkume i do 69,4 % vecéi pri navedenoj temperaturi. Porast ukupnog sadrZzaja karotenoida
ultrazvucnim tretmanom utvrdili su i1 drugi autori (Zou i sur., 2010; Abid i sur., 2013).
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Grafikon 18. Sadrzaj ukupnih karotenoida (mg/g) ekstrakata dumbira i kurkume tretiranih
klasi¢no i ultrazvukom pri temperaturama od 21,7, 401 70 °C

4.2.4. Antioksidacijski kapacitet

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata dumbira i kurkume prikazan je na Grafikonu 19, dok
antioksidacijski kapacitet ekstrakta ¢eSnjaka nije determiniran. Pumbir, koji je imao utvrden
najveci sadrzaj ukupnih fenola, ujedno je i imao najveci antioksidacijski kapacitet.

Nadalje, utvrdeno je da se kod klasi¢ne ekstrakcije pri temperaturi od 40 °C antioksidacijski
kapacitet praha kurkume povecavao za 5,8 % u usporedbi s uzorcima ekstrahiranim pri sobnoj
temperaturi. To Se moze pripisati veCem sadrzaju fenola zbog povecane topljivosti i veéeg
koeficijenta difuzije pri temperaturi od 40 °C (Dvorackova i sur., 2015). Pri temperaturi od 70 °C,
antioksidacijski kapacitet praha kurkume smanjio se za 0,66 %, a ¢emu je pak razlog hidroliza i
oksidacija fenolnih spojeva pri temperaturama visim od 60 °C (Spigno i1 De Faveri, 2007.)

Kod ultrazvucne ekstrakcije pri 70 °C antioksidacijski kapacitet se kod uzoraka praha
dumbira povecao za 8,76 % i1 kurkume za 4 % u odnosu na vrijednosti utvrdene pri temperaturi od
40 °C, a §to je i oCekivano s obzirom da su pri navedenoj temperaturi u ultrazvucnoj ekstrakciji
utvrdene i viSe vrijednosti ukupnih fenola.
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Grafikon 19. Antioksidacijski kapacitet (umol TE/L) ekstrakata zacina tretiranih klasi¢no 1
ultrazvukom pri temperaturama od 21,7, 40 1 70 °C
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4.3. Antimikrobna aktivnost ekstrakata zacina
4.3.1. Rast patogenih sojeva pri dodanoj koncentraciji ekstrakata

U svim uzorcima, nakon inkubacije (osim negativne kontrole) uocen je gotovo jednak rast
(zamucenje) u usporedbi s pozitivnom kontrolom. Jedina iznimka su uzorci patogenog soja Listeria
monocytogenes koji su rasli s dodanim ekstraktom ce$njaka ekstrahiranim ultrazvukom gdje je
uocen slabiji rast u usporedbi s pozitivnim kontrolom.

4.3.2. Brojnost (CFU vrijednost)

CFU vrijednost svih uzoraka bila je ve¢a od 300 tako da validan broj kolonija patogenih
sojeva Salmonella, L.monocytogenes i S. aureus nije bilo moguce odrediti.

Dodana koncentracija ekstrakata dumbira i kurkume nije znacajno utjecala na smanjenje
brojnosti odabranih patogenih mikroorganizama. Sli¢ne rezultate za kurkumu utvrdili su Lourenco
i sur. (2013) prate¢i antimikrobni u¢inak kurkume na brojnost bakterija Staphylococcus aureus i
Escherichia coli u pilecem mesu. Rezultati nisu pokazali nikakvu znacajnu redukciju patogenih
sojeva dodatkom kurkume. S druge strane Bader i sur. (2016) utvrdili su antimikrobnu aktivnost
kurkume na patogene sojeve S.aureus i L.monocytogenes ali koriste¢i drugaciju metodologiju
(metodu minimalne inhibitorne koncetracije) i ve¢e koncentracije ekstrakata u rasponu od 5 do 30
mg/mL. Za dumbir, sli¢ne rezultate utvrdili su Tagoe i Gbadgo (2009) koriste¢i metodu minimalne
inhibitorne koncetracije. Prvi svim dodanim koncentracijama (50-500 mg/mL) nisu utvrdili
antimikrobnu aktivnost dumbira na patogene sojeve Salmonella, Bacillus cereus, Escherichia coli
i Shigella. Sli¢no, Nas i sur. (2018) utvrdili su puno manju inhibiciju patogenih sojeva pri manjim
koncentracijama ekstrakta dumbira. S druge strane Khazal i sur. (2014) utvrdili su visoku
antimikrobnu aktivnost ekstrakata dumbira na gram pozitivne 1 gram negativne bakterije medu
kojima su bili i patogeni sojevi S.aureus i Salmonella. Nadalje, utvrdeno je da ekstrakti dumbira
gube svoju antimikrobnu aktivnost pri viS§im temperaturama, te da sadrZaj antimikrobnih
komponenata u ekstraktu ovisi i 0 vrsti otapala. Tako se kao najbolje otapalo pokazalo heksan,
dok najlosije destilirana voda (Pankaj i sur., 2012). MozZe se zakljuciti da na antimikrobna svojstva
kurkume i1 dumbira znac¢ajno utjee sama priprema ekstrakata te dodana koncentracija zacina.

Dodana koncentracija ekstrakata ¢eSnjaka takoder nije pokazala znacCajan antimikrobni
ucinak na patogene sojeve Salmonella i S. aureus. No, za razliku od ekstrakta kurkume i dumbira
uocen je slabiji rast kolonija bakterije Listeria monocytogenes koja je prethodno rasla zajedno s
ekstraktom ¢eSnjaka ekstrahiranim ultrazvukom pri temperaturi od 21,7 °C i 40 °C u usporedbi S
pozitivnom 1 negativnom kontrolom (Slika 11). Dodana koncentracija praha ¢esSnjaka nije bila
dovoljna da vise ili potpuno inhibira patogeni soj kako bi se mogao odrediti validan broj formiranih
kolonija. Sli¢ne rezultate utvrdili su Yetgin i sur. (2018) prateci antimikrobni u¢inak dva razli¢ita
uzorka ¢esnjaka na odabrane patogene sojeve. Koriste¢i metodu disk difuzije, dodatkom 303,75 pg
jednog od uzorka ¢esnjaka u diskove, nisu utvrdili zonu inhibicije na patogene sojeve Salmonella
i Staphylococcus aureus, dok su za drugi uzorak ¢esnjaka utvrdili inhibicijsku zonu i antimikrobno
djelovanje na patogeni soj Listeria monocytogenes. Povecanjem koli¢ine ekstrakta u diskove
(607,5 pg - 1155 pg) utvrdili su i vecu inhibiciju na sva tri patogena soja.
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Prema Josipovicu 1 sur. (2016) glavni spoj odgovoran za antimikrobnu aktivnost ¢eSnjaka
je alicin. Kao organska komponenta, alicin je podlozan degradaciji pri viSim temperaturama. Tako
su Mathialagan i sur. (2017) utvrdili optimalnu temperaturu ekstrakcije alicina pri 25 °C. Takoder,
utvrdili su da je tretman ultrazvukom znacajno povecao ekstrakciju alicina iz cesSnjaka.
Antimikrobni uc¢inak ¢esnjaka potvrdili su Jolly i Menon (2015) prateéi ucinak ekstrakta ¢eSnjaka
na rast bakterije L.monocytogenes. Utvrdili su da se pove¢anjem koncentracije ekstrakta povecava

1 inhibicija. Sli¢ne rezultate utvrdili sui Yehia 1 sur. (1993) prateci nekoliko ekstrakta zacina, medu
kojima je bio i prah ¢es$njaka.

Slika 11. formirane kolonije bakterije Listeria monocytogenes koja je prethodno rasla zajedno sa
ekstraktom ¢eSnjaka ekstrahiranim ultrazvukom pri temperaturi od 21,7 °C (gore desno) i 40 °C
(gore lijevo), pozitivna kontrola (dolje lijevo), negativna kontrola (dolje desno)
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5. Zakljucak

Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti da su ekstrakti ¢eSnjaka, dumbira i
kurkume bogati specijaliziranim metabolitima, odnosno bioaktivnim komponentama.

Takoder, temeljem dobivenih rezultata moze se zakljuciti da su nacin ekstrakcije i upotreba
visSih temperatura utjecali na parametre osnovnog fizikalno-kemijskog sastava 1 sadrzaja
bioaktivnih komponenti za¢ina. Vrijednosti gustoce i elektri¢ne provodljivosti uzoraka povecavale
Su se s porastom temperature neovisno o nacinu ekstrakcije. Takoder, povecanje temperature
sustava kao i primjena ultrazvuka utjecali su na povecéanje sadrZaja topljive suhe tvari u ekstraktima
svih analiziranih vrsta zacina. Porastom temperature i klasi¢nom ekstrakcijom uzorci svih
analiziranih vrsta za¢ina su potamnili, dok su ultrazvu¢nom ekstrakcijom i porastom temperature
uzorci bili svjetilji. Kod svih uzoraka ekstrakata zaCina utvrdene su pozitivne a* vrijednosti $to
ukazuje na vece prisustvo crvene u odnosu na zelenu boju. Ultrazvu¢nim tretmanom pri viSim
temperaturama u uzorcima kurkume i dumbira utvrden je porast b* vrijednost, Sto ukazuje na veéi
udio Zute boje, koja potjece od fenolnih spojeva kurkuminoida.

Od analiziranih za¢ina, kurkuma sadrZi najviSe vitamina C, dok ¢eSnjak najmanje. Takoder,
ultrazvucna ekstrakcija doprinijela je povecanju sadrzaja vitamina C, dok je poviSena temperatura
negativno utjecala na sadrzaj istog. Najveéi sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida i neflavonoida
utvrden je u ekstraktu dumbira. Takoder, temperatura od 40 °C pogodovala je ekstrakciji fenolnih
spojeva svih uzoraka zacina te je utvrden pozitivan utjecaj ultrazvuka i pri temperaturi od 70 °C na
sadrzaj istih.

Od pigmentnih spojeva utvrden je sadrZaj karotenoida dumbira 1 kurkume koji se pod
utjecajem visih temperatura povecavao. Takoder, utvrden je pozitivan utjecaj ultrazvuka na sadrzaj
ukupnih karotenoida u uzorcima.

Najveci antioksidacijski kapacitet utvrden je u ekstraktu dumbira koji se pod utjecajem
temperature od 70 °C i ultrazvu¢nim tretmanom povecavao.

Dodana koncentracija ekstrakata dumbira i kurkume nije pokazala znacajan antimikrobni
ucinak na odabrane patogene sojeve. Za razliku od dumbira i kurkume, dodana koncentracija
ekstrakta ceSnjaka ipak je utjecala na rast i brojnost formiranih kolonija bakterije L.
monocytogenes, ali nije bila dovoljna da viSe ili potpuno inhibira patogeni soj kako bi se mogao
odrediti validan broj formiranih kolonija. Prema dobivenim rezultatima moze se zakljuciti kako je
potrebna veca koncentracija zacina u ekstraktu kako bi antimikrobna aktivnost bila
zadovoljavajuca.

Dobiveni rezultati ovog istrazivanja dobar su temelj za daljnja istrazivanja utjecaja
ultrazvucne ekstrakcije 1 temperature na prinos dobivenih specijaliziranih metabolita zacina,
posebice spojeva koji pokazuju antioksidacijski i antimikrobni u¢inak.
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7. Prilog

Tablica 5. Osnovni kemijski sastav i fizikalne karakteristike ekstrakata praha ¢eSnjaka, dumbira i

kurkume
UZORAK GUSTOCA EL. PROV. TST UK. KIS. pH
(glcm?®) (nS/em) (%) (%)
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
KLASICNA EKSTRAKCIJA
CK1 1,0033°+0,01 546,66°+1,52 1,399+0,01 0,35P9¢+0,01 5,481+0,12
CK2 1,0031%+0,01 550,66°+3,21 1,40%+0,01 0,482 + 0,10 5,521+0,03
CK3 1,0035%+0,01 568,33+0,57 1,53%£0,01 0,46%+0,05 5,481+0,01
PK1 0,9991i+0,01 988,33%+1,15 0,34'+0,02 0,482+0,14 5,80+0,13
PK2 0,99904+0,01 1011,00/+4,00 0,32'+0,02 0,422¢+0,03 6,14+0,09
PK3 0,9992i"+0,01 1067,33%1,15 0,40K+0,01 0,33¢+0,02 6,13%+0,05
KK1 0,9994%+0,01 1277,67%+1,52 0,427+0,01 0,32¢9+0,05 6,36%£0,08
KK2 0,99931%£0,01 1303,33%+0,58 0,43"+0,01 0,35%4+0,01 6,04°°£0,06
KK3 0,9994%+0,01 1402,33%1,15 0,46™0,01 0,34<0+0,01 6,29%+0,03
ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA

CUl 1,0031%0,01 544,67°+0,57 1,44%£0,01 0,34<9+0,01 5,569+0,14
Cu2 1,0032°+0,01 563,00+0,01 1,48°+0,01 0,3724+0,03 5,361+:0,06
Cu3 1,0034°+0,01 568,00°+0,01 1,53%£0,01 0,35¢+0,05 5,291+0,06
pUl 0,9990%+0,01 1016,66'+0,58 0,39%+0,01 0,30¢%+0,03 5,92%+0,02
pU2 0,9990%+0,01 1035,00"+0,01 0.421+0,01 0,31¢9+0,05 5,70%%+0,09
PU3 0,9992"+0,01 1092,66'+0,58 0.44%+0,01 0,30%+0,05 5,924+0,09
KU1 0,9991i+0,01 1302,679+0,58 0,43"+0,01 0,33¢+0,02 5,84¢+0,02
KU2 0,9992"+0,01 1321,67°+0,57 0,459+0,01 0,29%+0,05 5,84¢+0,05
KU3 0,9993%+0,01 1377,33°+0,57 0,50°+0,01 0,309+0,05 5,95%+0,12

EL. PROV. — elektroprovodljivost; TST — topljiva suha tvar; UK. KIS. — ukupne kiseline
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Tablica 6. Parametri boje uzoraka ekstrakata praha ¢eSnjaka, dumbira i kurkume

UZORAK L* a* b* C H°
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
KLASICNA EKSTRAKCIJA
CK1 21,95 2,421 10,769 11,72¢ 77,30
CK2 22,242 2,46° 10,422 10,71" 76,74
CK3 17,34 2,59° 4,85% 5,11m 71,63¢
PK1 16,93" 10,702 10,339 14,88 43,99
PK2 15,60/ 9,840 6,06! 11,56 31,64°
PK3 14,577 4,10 1,58¢ 4,390 21,017
KK1 17,279 9,55¢ 12,65 15,85 52,93"
KK2 16,67 9,411 10,88° 14,38 49,14
KK3 14,90 4,43 3,38™ 5,157% 37,31m
ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA

CUl 19,619 3,20™ 10,41° 10,899 72,89°
Cu2 17,88¢ 2,59° 717" 7,621 70,14
Cu3 19,83¢ 3,87 11,93° 12,544 72,01¢
pU1 14,577 4,209 1,67° 4,52° 21,700
pU2 14,577 2,98" 1,447 3,31" 25,74°
pU3 15,43' 3,21 2,940 4,35¢ 42,45
KU1 15,12m 3,32k 4,22 5,37' 31,84"
KU2 14,82° 3,49 2,97" 4,58" 40,40

KU3 15,58k 4,50° 6,47 7,88 55,229




Tablica 7. Sadrzaj bioaktivnih komponenti ekstrakata praha ¢eSnjaka, dumbira 1 kurkume

VITAMIN C UK_FENOL FLAV NFLV UK_KAR  ANT_KAP

UZORAK (mg/100g) (mgGAE /100g) (mgGAE/10g) (mgGAE/10g) (mg/g) (uwmol TE/L)
p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001 p<0,0001
KLASICNA EKSTRAKCIJA
CK1 8,61¢+0,68 43,67'+4,24 10,54%+3,64 33,111+0,57 ND ND
CK2 6,62f 41,67M+1,17 6,45+0,96 35,24"+1,84 ND ND
CK3 4,42"+0,33 23,520+1,91 1,84"+0,56 23,19'+0,42 ND ND
DKl 6,62f 146,02¢+1,15 94,58+0,98 51449+0,96  0,0006%+0,1 2301,31%18,73
bK2 5,9619+0,88 166,80°+0,50 110,582£1,07 56,16°£0,51  0,0007£0,1  2265,402+53,52
bK3 5,29 9"+0,01 125,86°+0,60 63,84¢+1,01 62,02°£0,65  0,0009":0,1 2282,09%15,14
KK1 12,35¢+0,77 67,571+ 0,50 48.81i+1,11 23,76+0,61 0,0011%0,1  2166,48%+40,0
KK2 10,819+0,38 77,86'£0,64 49,54"+0,43 28,32¥+0,83  0,00179+0,1  2300,54%+7,27
KK3 8,84°+0,33 57,24%+0,40 32,88140,15 24,3740,28  0,0041°+0,3 2285,24%17,67
ULTRAZVUCNA EKSTRAKCIJA

CUl 8,26°+0,33 39,11M+0,74 5,32'M+0,68 33,61h+0,48 ND ND
Cu2 8,07¢ 34,48"+0,80 3,41™+1,04 30,951+0,62 ND ND
Cus 5,76 0 23,65°+0,99 4,87'm+1,06 18,79™+0,16 ND ND
buU1 9,03¢+0,33 115,51%0,45 66,57%+0,46 48,94°£0,56  0,0011%+0,1  2102,00%+25,69
bu2 8,84¢+0,33 138,939+1,96 75,82¢+1,99 63,10°+0,11 0,00125+0,1  1989,69¢+91,12
bu3 6,537+0,67 177,322+0,67 92,53+0,61 84,88%+1,14  0,0011%+0,1  2180,28%+27,7
KU1l 17,10240,33 97,92M+1,15 55,269+1,64 42,66%+0,77  0,0115+0,1  2247,602+1,87
KU2 15,79°+0,33 108,799+0,43 62,07+0,47 46,73+0,79  0,0134%0,1  2099,90%+47,42
KU3 14,41°+0,58 128,67¢+1,11 67,179+0,22 63,50°+2,32  0,0134%0,1 2189,42b°+19.3

UK_FENOL - ukupni fenoli; FLAYV - flavonoidi; NFLV - neflavonoidi; UK-KAR - ukupni karotenoidi; ANT_KAP
- antioksidacijski kapacitet; ND - nije definirano
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