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1. UvVOD

Drvo masline (Olea europaea L.) je jedno od najstarijih poznatih kultiviranih biljaka. Vise
od 8 milijuna hektara masline se uzgaja Sirom svijeta, a ¢ak 98 % otpada na podrucje
Mediterana. §panjo|ska je zemlja s najveéim brojem zasadenih drva masline. Osim na

Mediteranu, maslina se uzgaja u velikom broju i na Arapskom poluotoku te u Indiji i Aziji.

Glavni proizvod koji se dobiva od drva masline tj ploda je maslinovo ulje. Procijenjena
svjetska proizvodnja maslinovog ulja 2014./2015. je iznosila 2,39 milijuna tona, od ¢ega je 1,53
milijuna tona proizvedeno u Europskoj Uniji. Maslina i maslinovo ulje imaju Siroku primjenu u

ljudskoj prehrani, kao temelj tradicionalne mediteranske prehrane.

Tijekom uzgoja drva masline ili tijekom industrijske prerade stvara se velika koli¢ina
otpada. Tako i liS¢e masline koje predstavlja smjesu lisS¢a i grancica koje zaostaje tijekom
obrezivanja drva masline te tijekom berbe maslina. U tradicionalnoj medicini poznato je po
svojoj ljekovitosti. Znanstvenim istrazivanjima utvrdeno je prisutsvo velikog broja fenolnih
spojeva i antioksidansa u listovima masline, tako da raste interes za njegovu uporabu u hrani i
dodacima prehrani. Studije na Zivotinjama i ljudima su pokazale brojne pozitivne ucinke
sastojaka lista masline, poput antioksidativhog, antihipertenzivnog, antiupalnog djelovanja te
hipoglikemi¢nog, hipokolesterolemi¢nog i kardioprotektivhog djelovanja. Takoder, moze se
koristi i u lijeCenju pretilosti. Jedna od mogucnosti koristenja lista masline je u obliku napitka.

Do sada nisu provedena istrazivanja o stabilnosti pripremljenog napitka.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati stabilnost napitka od lista masline tijekom tromjesecnog
skladistenja na sobnoj temperaturi odredivanjem ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti,

boje, senzorskih svojstava te mikrobioloske kakvoce.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLINA (Olea europaeaL.)

Maslina (Olea europaea L.) (Slika 1.) je zimzelena biljna vrsta koja raste kao stablo do
visine od 15 metara. Pripada porodici Oleaceae. Najznacajniji rod te porodice je Olea, koji ima
oko 30-tak razli¢itih vrsta i podvrsta. Jedina vrsta koja ima jestive plodove je maslina (Olea
europaea L.). Ima veliku regenerativnu sposobnost te je vrlo prilagodljiva, a najbolje uspijeva u

podrudjima umjerene klime.

Listovi masline su parni i nasuprotno rasporedeni po grani. Sastoje se od plojke, peteljke i
drske. Lice lista je maslinasto-zeleno dok je nali¢je svijetlozelene boje. Oblik, boja, nazubljenost,
povrsina lisne plojke, broj stoma i veli¢ina lista su svojstva prema kojima se mogu determinirati
pojedine sorte. Zivotni vijek lista masline je dvije godine, dok neki listovi mogu doZivjeti i tri
godine (Striki¢, 2011).

Slika 1. Maslina (Olea europea L.) (Anonymous 1, 2016)



2.2.  LIST MASLINE — KEMIJSKI SASTAV

Kemijski sastav lista masline varira, Sto ovisi 0 mnogobrojnim cimbenicima poput
podrijetla, uvjetima skladistenja, udjelu vlage, klimatskim uvjetima te stupnju kontaminacije tla
(Martin-Garcia i sur., 2008; Delgado-Pertifiez i sur., 2000). Najveci udio lista masline cine
hemicelulozna vlakna arabinoznog tipa, dok grancice uglavnom sadrze manozu (Garcia-Maraver i
sur., 2013). Osim manoze, glukoze, vlakana te drugih ugljikohidrata u listu masline prisutni su i
Secerni alkoholi, polioli od kojih je najznacajniji manitol u koncentraciji od 3 % (Guinda i sur.,
2015). Udio sirovih proteina varira izmedu 9,5 % - 12,9 % (Delgado - Pertifiez i sur., 2000).
Prema zastupljenosti, od aminokiselina u listu mogu se istaknuti arginin, leucin, prolin, glicin,
valin te alanin, dok su siromasni na cisteinu, metioninu i lizinu (Martin - Garcia i sur., 2003). Od
esencijalnih elemenata, pronadene su visoke koncentracije klora, fosfora i kalija u mladim
listovima, dok je u starijim listovima pronadena visoka koncentracija magnezija. Sto se tice
elemenata u tragovima, razina kroma i cinka je veéa u mladim listovima, a u starijim
prevladavaju nikal i bakar jer je te elemente biljci teze izluciti (Alcazar - Roman i sur., 2014).
Prisutni su i pentaciklicki triterpeni, od kojih je najzastupljenija oleanolna kiselina u koncentraciji
3 - 3,5 % (Guinda i sur., 2015). Nedavna istraZivanja pokazuju kako oleanolna kiselina iz
prirodnog biljnog materijala inhibira proliferaciju tumorskih stanica, inducira apoptozu te
prevenira angiogenezu kao i invaziju i metastaziranje tumorskih stanica (Shanmugam i sur.,
2014). Slijede ju maslinska kiselina, te u manjim koli¢inama ursolna kiselina, eritrodiol te uvaol
(Guinda i sur., 2015).

List masline sadrzi i vrijedan udio fenolnih spojeva.

2.2.1. FENOLNI SPOJEVI LISTA MASLINE

Fenolni spojevi ili polifenoli se definiraju kao sekundarni biljni metaboliti. Nosioci su
karakteristicnog okusa, boje, mirisa i nutritivne vrijednosti. Ubrajaju se u skupinu fitokemikalija
vaznih za fizioloski i morfoloski razvoj biljke (Balasundram i sur., 2006). Osim toga, vazni su i u
prehrani ljudi zbog antioksidacijskih svojstava (Petti i sur., 2009). Osnovnu strukturu fenolnih
spojeva Cini benzenski ili aromatski prsten na koji se moze vezati jedna, dvije ili viSe hidroksilnih
—OH skupina. Fenolni spojevi masline se mogu podijeliti u dvije skupine — spojevi koji se

sintetiziraju tijekom normalnog rasta i razvoja biljnih tkiva te inducirani fenolni spojevi koji se
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sintetiziraju kao odgovor biljke na ozljedu ili infekciju (Talhaoui i sur., 2015). Bioticki ¢imbenici
poput starosti liS¢a, gljivica i bakterija te abioticki cCimbenici poput saliniteta, gnojidbe,
zemljopisne zone itd., kvalitativno i kvantitativno mijenjaju sastav fenolnih spojeva lista masline
(Bilgin i Sahin, 2013; Di Donna i sur., 2010; Japdn - Lujan i sur., 2006; Markakis i sur., 2010;
Papoti i Tsimidou, 2009a).

Postoji pet grupa fenolnih spojeva prisutnih u listu masline: oleuropeozidi (oleuropein i
verbaskozid); flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-glukozid, luteolin i
diosmetin); flavonoli (rutin); flavan-3-ol (katehin) i supstituirani fenoli (tirosol, hidroksitirosol,
vanilin, vanilinska i kavska kiselina). Oleuropein je najrasireniji polifenol u listu masline, prate ga
hidroksitirosol, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid i verbaskozid. Hidroksitirosol je prekursor
oleuropeina, dok je verbaskozid konjugirani glukozid hidroksitirosola i kavske kiseline

(Benavente - Garcia i sur., 2000).
2.2.2. OLEUROPEIN

Oleuropein (Slika 2) je spoj odgovoran za karakteristican gorki okus nepreradene masline.
Otkriven je 1908. godine od strane Bourquelot - a i Vintilesco - a (Benavente - Garcia i sur.,
2000). To je heterozidni ester elenolne kiseline i dihidroksifeniletanola (Benavente - Garcia i sur.,
2000). Prisutan je i u listu i u plodu masline, ali koncentracija je znatno veca u listu (1 — 14 %)
nego u ulju (0,005-0,12 %) (Japon - Lujan i sur., 2006). Glavni produkt degradacije oleuropeina
je 3,4 - dihidroksifenil etanol, poznatiji kao hidroksitirosol (Slika 2). Oleuropein je u visokim
koncentracijama prisutan u nepreradenim listovima i plodovima maslina, dok je hidroksitirosol
zastupljeniji u maslinovom ulju. Smanjenje koncentracije oleuropeina te povecanje koncentracije
hidroksitirosola se dogada kao posljedica enzimske reakcije do koje dolazi tijekom sazrijevanja
masline ili tijekom procesa prerade (na primjer, proizvodnje maslinovog ulja) (Tan i sur., 2003).
Antioksidacijska svojstva oleuropeina su povezana s njegovom kemijskom strukturom, gdje je
polovica strukture jednaka kao i hidroksitirosol, ali je sposobnost uklanjaja ABTS*+ kationskog
radikala manja kod oleuropeina nego kod hidroksitirosola zbog veée molekulske mase (Vogel i
sur., 2015).

Trenutno nema puno podataka koji govore o biodostupnosti fenolnih spojeva iz masline,
poput oleuropeina, hidroksitirosola i tirosola. Medutim, poznato je da se oleuropein slabo

apsorbira zbog njegove veliine i planarne konfiguracije. Pretpostavlja se da, obzirom da je



oleuropein glikozid, ima pristup glukoznim transporterima prisutnim na epitelnim stanicama

tankog crijeva te da na taj nacin moze uci u stanicu (El i Karakaya, 2011).

HO

A 209
6 S " COOCH,

OGlucoside HO

OH

Oleuropein Hidroksitirosol

Slika 2. Kemijska struktrura oleuropeina i hidroksitirosola (Anonymous 2, 2014)



2.3. UTIECAJ NA ZDRAVLIE

Maslinovo ulje i listovi masline imaju bogatu povijest ljekovitih svojstava. Ekstrakt
maslinovog ulja je koristen kao narodni lijek za suzbijanje vrucice i drugih bolesti (Benavente —
Garcia i sur., 2000). Zdrastveni benefiti masline pripisuju se fenolnim spojevima i Siroko se
proucavaju posljednjih desetljeéa. Oleuropein, najzastupljeniji polifenol u listu masline, prevenira
kardiovaskularne bolesti stite¢i membrane od lipidne oksidacije (Somova i sur., 2003; Ferreira i
sur., 2007), uzrokuje vazodilataciju, to jest Sirenje krvnih Zila (Singh i sur., 2008), ubrzava
metabolizam lipida (Molina - Alcaide i Yafiez - Ruiz, 2008), posjeduje antivirusna svojstva (Soni i
sur., 2006; Pereira i sur., 2007) te mnoga druga. Hidroksitirosol, derivat oleuropeina, djeluje
slicno kao i oleuropein (Somova i sur, 2003). Prevenira aterosklerozu te dijabeticku neuropatiju
(Sato i sur., 2007).

2.3.1. ANTIHIPERTENZIVNO DJELOVANIJE

Provedena je studija s 40 jednojajCanih blizanaca koji su bili u stanju prehipertenzije.
Dobivali su dnevnu dozu od 500 odnosno 1000 mg ekstrakta lista masline, a pratio se sistolicki i
dijastolicki krvni tlak kroz 8 tjedana. Rezultati su pokazali da je dosSlo do znacajnog smanjenja i
sistolickog i dijastolickog tlaka kod grupe koja je dobivala 1000 mg. Kod grupe koja je dobivala
dnevnu dozu od 500 mg, takoder je doslo do smanjenja sistolickog i dijastolickog tlaka, ali ne
znacajno (Perrinjaquet — Moccetti i sur., 2008). JoS jedna studija koja je koristila Zivotinjski
model s dijabetesom tipa 2 i renalnom hipertenzijom pokazala je smanjenje sistolickog tlaka

uslijed antioksidacijske aktivnosti ekstrakta lista masline (Nekooeiann i sur., 2014).

Mehanizam oleuropeina odgovoran za snizenje krvnog tlaka joS uvijek nije u potpunosti
razjaSnjen. Neke studije pripisuju taj ucinak inhibiciji angiotenzin pretvaraju¢eg enzima
(Rodriguez — Rodriguez i sur., 2009), vazodilataciji (Zarzuelo i sur., 1991) te aktivnosti spojeva

koji vezu slobodne radikale (Jemai i sur., 2009).



2.3.2. ANTIOKSIDACIJSKO DJELOVANIE

Reaktivni spojevi kisika i dusika se stalno stvaraju u ljudskom tijelu, a njihova proizvodnja
je regulirana enzimima poput superoksid dismutaze (SOD), glutation preroksidaze i katalaze
(CAT). Ako dolazi do pretjeranog stvaranja takvih reaktivnih spojeva, dolazi do oksidativnog
ostecenja na stanicnoj razini. To oStecenje stanica je povezano s povecanim rizikom od kronicnih
oboljenja poput kardiovaskularnih bolesti i raka. Vjeruje se da antioksidansi mogu prevenirati ili
smanijiti oksidacijskaa osStec¢enja i posljedi¢no, smanijiti rizik od kroni¢nih bolesti (Dimitrios,
2006).

Oleuropein je u testu s DPPH (2,2 - difenil — 1 - pikrilhidrazil radikal) radikalom pokazao
antioksidacijsku aktivnost vrlo slicnu askorbinskoj kiselini (vitamin C) te a-tokoferolu (vitamin E)
(Visioli i sur., 1998.) Oleuropein stiti od oksidacije lipoproteina niske gustoce (LDL), te
koncentraciju ukupnog, slobodnog i esterificiranog kolesterola u eksperimentu sa zeCevima (Coni
i sur., 2000). Protektivan ucinak oleuropeina na lipidnu oksidaciju je dokazan smanjenom
razinom nastajanja reaktivnih spojeva tiobarbiturne kiseline te nus proizvoda lipidne
peroksidacije, poput malondialdehida (MDA) i 4 - hidroksinonenala (4-HNE) (Visioli i sur., 1995).

2.3.3. KARDIOPROTEKTIVNI UCINAK

Studija koja je istrazivala ucinak oleuropeina na ozljede miokarda je pokazala da unos od
20 mg po kg tjelesne mase prije inducirane ishemije kod Stakora rezultira sa smanjenim
otpustanjem kreatin kinaze (CK), koja je vazan marker kod odredivanja stupnja ozljede src¢anog
misSica i oksidiranog glutationa (GSSG), koji je marker izlozenosti srca oksidacijskoom stresu. Da
bi se procijenile specificne oksidacijske promjene na molekularnoj razini, mjerila se i
koncentracija reaktivnih spojeva tiobarbiturne kiseline (TBARS) koji su se znatno povedali u
srcanom misicu nakon ishemije, ukazavsi na razne oksidacijske promjene na fosfolipidnim
membranama. Studija nije pokazala znacajan porast TBARS kod miseva koji su dobivali
oleuropein u usporedbi s kontrolnom grupom (Manna i sur., 2004). U studiji koja je proucavala
kardioprotektivni ucinak oleuropeina kod miSeva pokazao se kako pred tretman oleuropeinom
pruza zastitu od akutnog sr¢anog infarkta, prevenirajuci zastoj rada srca nakon akutnog sr¢anog
infarkt (Janahmadi i sur., 2014). Druga studija je pokazala da unos oleuropeina od 10 - 20 mg



po kg tjelesne mase kroz 6 tjiedana ili 20 mg po kg tjelesne mase kroz 3 tjedana smanjuje jacinu

infarkta u usporedbi s kontrolnom grupom (p = 0,001) (Andreadou i sur., 2006).

2.3.4. PRIMJENA U LIJECENJU PRETILOSTI

Studija je pokazala da oleuropein smanjuje diferencijaciju pred adipocitnih stanica u
adipocitne te lipidnu akumulaciju i na taj nacin regulira veli¢inu adipocita (Drira i sur., 2011). Jos
jedna studija je pokazala da oleuropein inhibira aktivnhost PPARy (peroksisom proliferator-
aktivirani receptor gama) koji je esencijalan za formiranje i funkciju adipocita (Svobodova i sur.,
2014).



2.4.  NAPITAK (VODENI EKSTRAKT) LISTA MASLINE

Posljednjih godina raste interes za biljnim ¢ajevima zbog zdravstvenih benefita. éaj od lista
masline je jedan od biljnih ¢ajeva koji je tradicionalno koristen diljem Mediterana za lijecenje
raznih bolesti te Cija popularnost naglo raste. Ekstrakt listova masline tamnosmede je boje i

gorkog okusa (Sito i sur., 2015).
2.4.1. PROIZVODNJA CAJA OD LISTA MASLINE

LiS¢ée masline za proizvodnju ¢aja najbolje je brati u rano proljece jer tada sadrzi najvise
liekovitih tvari. Kada se lis¢e skine s grancica potrebno ga je oprati i probrati samo mlade,
zdrave i neostecene listove. Oprani i probrani listovi podvrgavaju se susenju bilo prirodnim
putem na zraku tijekom nekoliko dana ili umjetnim putem u susarama. U oba slucaja listove
treba u tankom sloju poloziti na prozracne lese. U regalnim suSarama stavljaju se na police i
suSenje se odvija na niskim temperaturama zraka, od 35 do 38 °C kako bi se sacuvali svi
liekoviti sastojci lista. Proces suSenja, u prosjeku, traje 25 - 30 sati, a duljina susenja ovisi o
debljini sloja liS¢a na policama, vanjskoj temperaturi zraka, rezimu susSenja i drugim
¢imbenicima. Nakon susenja, listovi se rezu na manje komadiée za Sto sluze strojevi rezacice na
kojima se moze podeSavati veli¢ina reza. Radi ujednacavanja veli¢ine komadi¢a izrezani listici
prelaze preko sita i sakupljaju se u platnenim ili papirnatima prozracnim vreCama. Prema

potrebi, liSCe se moze samljeti u prah u za to posebno izradenom mlinu (Sito i sur., 2015).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERDALI

3.1.1. SIROVINA

Za pripremu napitka koristeni su listi¢i masline ubrani u Ravnim kotarima u jesen 2016.
godine i predstavljali su mjeSavinu nekoliko sorti i to oko 90 % sorte Orkula, 5 % sorte Leccina,
te ostalo sorte Marokanka i Garbuncela. Listi¢i su dopremljeni u laboratorij na PBF-u gdje su bili
rasireni u tankom sloju po stolovima i tijekom nekoliko dana pri sobnoj temperaturi su ostavljeni
kako bi se osusili. Nakon toga su odvojeni od grancica, ocis¢eni te su samo ispravni cijeli listii
izdvojeni za provedbu pokusa. Listi¢i su do provedbe pokusa ¢uvani u kartonskoj kutiji pri sobnoj
temperaturi. Prije pokusa listi¢i su oprani teku¢om hladnom vodom i ponovno kratko na zraku

prosuseni te izrezani.
3.1.2. PRIPREMA NAPITKA OD LISTA MASLINE

Za potrebe pokusa pripremilo se oko 2500 mL napitka, pri ¢emu je omijer listica i vode bio
4 g u 100 mL. Odvaze se odredena masa prethodno opranih, osusenih te usitnjenih listova
masline te se stavi u odgovarajucu koli¢inu prethodno do vrenja zagrijane destilirane vode.
Listi¢i su se kuhali 3 minute, a zatim su jo$ stajali u toj vodi 10 minuta. Nakon toga napitak je
procijeden kako bi se uklonili listi¢i te se provela pasterizacija pri 85° C 10 sekundi. Napitak je
napunjen u prethodno oprane i sterilizirane staklenke od 200 mL, koje su hermeticki zatvorene
te su stavljene na skladistenje 12 tjedana pri sobnoj temperaturi, 22° C. Za svaki uzorak se
pripremi 400 mL caja, to jest dvije staklenke. Svaka 3 tjedna provodene su analize i to mjerenje
boje te mikrobioloska i senzorska analiza, a za odredivanje ukupnih fenola te antioksidacijske
aktivnosti uzorci su sakupljani i svi zamrzavani na -80° C, osim uzorka skladistenog 12 tjedana

te su analize provedene za sve uzorke isti dan.
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3.1.3. REAGENSI

e Metanol 100% - tni (Avantor Performance Materials, Poljska)
e Folin — Ciocalteu reagens (Merck, Njemacka)
e Natrijev karbonat bezvodni (Grammol, Hrvatska)

e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20%-tna)

Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata se otopi u 800 mL vruce destilirane vode, a zatim
se ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni se do

oznake u odmijernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 sata filtrira.

e DPPH (2,2 - difenil — 1 - pikrilhidrazil radikal) (Sigma — Aldrich, Njemacka)
e 0,2 mM otopine DPPH (2,2 — difenil — 1 - pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,0079 g 2,2 — difenil — 1 - pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici te
kvantitativno prenese i otopi u 100%-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100% - tnim
metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. DPPH je potrebno Cuvati na tamnome u zatvorenoj

tikvici.

3.1.4. APARATURA I PRIBOR

e Spektrofotometar UV — 1600 PC (VWR, SAD)

e Analiticka vaga AX224 (Ohaus Corporation, SAD)
e Tehnicka vaga K7 (Mettler, Ziirich)

e Vortex MS2 (IKA, SAD)

o Vodena kupelj od rotavapora B 490 (Buchi Labortechnik AG, Svicarska)
e Kolorimetar CM - 3500d (Konica Minolta, Japan)
e Staklene kivete

e Stakleni lijevak

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Staklene epruvete

e Stalak za epruvete

e Odmijerne tikvice od 100 mL i 1000 mL
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e Mikropipete

e Laboratorijska ¢asa

3.2. METODE

3.2.1. SPEKTOROFOTOMETRIJSKO ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA
Princip metode:

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin - Ciocalteu reagensom te
mjerenjem intenziteta nastalog obojenja. Folin - Ciocalteu reagens je smjesa fosofovolframove i
fosfomolibden kiseline. Pri oksidaciji fenolnih spojeva u blago alkalnim uvjetima dolazi do
redukcije kiselina u volframov oksid i molibden oksid koji daju plavo obojenje. Redukcija kiselina,
odnosno tvorba plavog kompleksa bit ¢e intenzivnija Sto je veci broj hidroksilnih ili oksidirajucih
grupa u fenolnim spojevima. Nastali intenzitet obojenja se mjeri spektrofotometrijski pri valnoj
duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).

Postupak odredivanja.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 uL ekstrakta, 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa
i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijeSa pomocu Vortexa te se uzorci termostatiraju 25 minuta na 50° C u vodenoj
kupelji od rotavapora. Nakon toga se mjeri apsorbancija pri 765 nm. Na isti nacin se pripremi i

slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju, odnosno voda.
Izrada baZdarnog pravca:

Odvaze se 0,5 g galne kiseline te se odvaga otopi u 10 mL 96% - tnog etanola u

odmijernoj tikvici od 100 mL i nadopuni do oznake destiliranom vodom.

Od tako napravljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od
100 mL tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline
u svaku tikvicu i potom se nadopune destiliranom vodom do oznake. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L. Iz svake tikvice otpipetira se 100
ML otopine standarda u staklene epruvete te se redom dodaje 200 pL Folin - Ciocalteu reagensa
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i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijeSa pomocu Vortexa te se uzorci termostatiraju 25 min na 50° C u vodenoj
kupelji od rotavapora. Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga se mijeri

apsorbancija pri 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu Microsoft Excela pri
¢emu se na apscisu nanesu koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinatu izmjerene
vrijednosti apsorbancije. Koncentracija ukupnih fenola se izracuna prema dobivenoj jednadzbi

pravca.

3
2,5
2
£ y =0,0035x
" R*=0,9995 /
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~
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mg/L

Slika 3: Bazdarni pravac za galnu kiselinu
Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y=0,0035 * X
gdje je:
Y - apsorbancija pri 765 nm

X - koncentracija galne kiseline (mg/L)
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Racun:

Za svaki uzorak napitka izmjerene su dvije vrijednosti apsorbancije te su uvrstene u
formulu kao parametar Y i na taj nacin su dobivene vrijednosti X te je uzeta njihova srednja
vrijednost, odnosno koncentracija fenola u pojedinom uzorku napitka izraZzena je kao ekvivalent

galne kiseline.

3.2.2. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI DPPH METODOM
Princip metode:

DPPH (2,2 — difenil — 1 - pikrilhidrazil) je stabilan dusSikov radikal, tamno ljubicastog
obojenja. Zbog nesparenog elektrona princip odredivanja temelji se na sposobnosti redukcije
DPPH radikala pri ¢emu dolazi do sparivanja nesparenog elektrona s vodikom antioksidansa.
Reakcija se oCituje u promijeni boje iz ljubiaste u Zutu, Sto se prati spektrofotometrijski kao pad
apsorbancije pri 517 nm (Brand - Williams i sur., 1995). Promjena boje je u stehiometrijskom

odnosu s brojem sparenih elektrona (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005).
Postupak odredivanja.

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL ekstrakta te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu
probu u epruvetu se doda 2,25 mL 100 % - tnhog metanola.

Epruvete sa sadrZzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon cega se

mjeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu.
Izrada baZdarnog pravca za Trolox (0,2 mM DPPH):

Pripremi se 1 mM otopina Troloxa (6 - hidroksi - 2,5,6,7,8 - tetrametilkroman - 2 -
karbonska kiselina) tako da se odvaze 0,025 g Troloxa, odvaga se otopi u metanolu i nadopuni

metanolom do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL.

Od 1 mM otopine Troloxa pripreme se razrjedenja u koncentracijama 10, 25, 50, 100, 125
i 150 uM.

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL odgovarajuce otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM otopine

DPPH. Za slijepu probu u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100%-tnog metanola. Epruvete sa
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sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri

517 nm, uz metanol kao slijepu probu.

1,4

1,2 L)

y =-0,008x + 1,3476
R*=0,9948
1

N \
v \
N \

0,2
Y
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THY)|

517 nm

A=

Slika 4: Bazdarni pravac za Trolox
JednadZzba pravca glasi:
Y =-0,008 x + 1,3476
gdje je
Y — apsorbancija uzorka pri 517 nm
X — ekvivalent Troloxa (TAE) (uM)
Racun:

Za svaki uzorak napitka izmjerene su dvije vrijednosti apsorbancije te su uvrstene u
formulu kao parametar Y i na taj nacin su dobivene vrijednosti X te je uzeta njihova srednja
vrijednost, odnosno antioksidacijska aktivnost pojedinog uzorka napitka izrazena kao ekvivalent

Troloxa.
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3.2.3. MJERENJE BOJE

Mjerenje boje temelji se na parametrima trodimenzionalnog spektra boja (L*, a*, b*)
koriStenjem kolorimetara koji rade na principu mjerenja stupnja reflektirane svjetlosti od mjerne
povrsine. Parametar L* je svjetlo¢a boje ili luminacija iskazana vrijednostima od 0 do 100 (0 =
crno, 100 = bijelo). Vrijednost a* je iskazana vrijednostima od -60 do 60, a iskazuje spektar od
crvene (pozitivne vrijednosti) do zelene (negativne vrijednosti) boje. Veca pozitivna vrijednost
parametra a* karakterizira crveniju boju. Parametar b* ukazuje na spektar nijansi izmedu zute i
plave boje, a njegova veca vrijednost oznacava izrazenost zutog dijela spektra (McGuire, 1992).
Kombinacijom parametara a* i b* dobiva se boja uzorka, a L* oznacuje svjetlinu te boje. Iz a* i
b* se mogu izraCunati vrijednosti za H ili ton boje te C ili zasi¢enost boje prema sljedeéim

formulama:
H = arc tan b/a
C = (az + b2)1/2
gdje je:
a* - udio zelene (- a*) i crvene (+ a*) komponente
b* - udio zute (- b*) i plave (+ b*) komponente

U svrhu pracenja razlike boje u odnosu na neku ishodisnu boju, racuna se ukupna razlika
obojenosti AE. Ukupna razlika obojenosti odreduje se iz razlika svih triju dimenzija neke boje u

odnosu na referentni uzorak (pocCetni napitak):

AE = \/(4L)* + (4a)? + (4b)?

U uzorcima napitaka izmjereni su L*, a*, b* parametri pomocu kolorimetra.
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3.2.4. SENZORSKA SVOISTVA

Za odredivanje pojedinih senzorskih svojstava u napitaka provedena je kvantitativna
deskriptivna analiza (QDA) (Stone i sur. 2012.). Senzorska ispitivanja provodila je grupa od 10
panelista. Ispitivano je 12 senzorskih svojstava. Intenzitet pojedinog svojstva se izrazava skalom
od 1 (neizrazeno svojstvo) do 10 (maksimalno izrazeno svojstvo). Uzorci napitaka servirani su u
plasticnim ¢asSicama. U literaturi nisu pronadeni radovi o senzorskim svojstvima napitka od lista
masline tako da je ovaj ocjenjivacki listic kreiran u okviru izrade ovog rada uz koriStenje
odredene terminologije prema radu Cerretani i sur. (2008).

1. uzorak Ocjenjivac: Datum
Intenzitet boje Miris Okus Aroma
S
©
% | Temp [—
S Zuta Smeda | Miris lista | Strani | Trpki | Gorki | Okus na | Strani | Harmonicni | Svojstveno | Na Strana
Qa
sklad. [ boja | boja masline | miris | okus | okus | list okus | okus na list | zeleno | aroma
22°C masline masline

Slika 5: Listi¢ za senzorsku analizu
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3.2.5. MIKROBIOLOSKA ANALIZA

MikrobioloSka ispitivanja provodila su se prema standardnim metodama u akreditiranom
laboratoriju PBF-a, u Centru za kontrolu namirnica, Jagi¢eva 31. Ispitivani su sljedeéi

mikroorganizmi prema navedenim metodama:

e aerobne mezofilne bakterije (metoda HRN EN ISO 4833:2008)
e kvasci (metoda HRN EN ISO 21527:2008)

e plijesni (metoda HRN EN ISO 21527:2008)

e bakterije Saimonella vrste (metoda HRN EN ISO 6579:2003)

e Enterobacteriaceae (metoda HRN EN ISO 21528-1:2008)
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA I ANTIOKSIDACIISKE AKTIVNOSTI

Na slici 6 su prikazane srednje vrijednosti dvaju mjerenja te standardna devijacija.

0,300

0,250 -

0,200 -

0,150 -

0,100 -

0,050 -

0,000 -

0. dan-22°C

1.dan-22°C

3tj-22°C

6 j-22°C

9j-22°C

12 tj-22°C

® Ukupni fenoli (mg/mL)

0,276

0,226

0,239

0,213

0,186

0,223

B Antioksidacijska aktivnost

0,146

0,148

0,149

0,149

0,144

0,146

(umol/mL)

Slika 6: Koncentracije ukupnih fenola (mg/mL) i antioksidacijska aktivhost (pmol/mL) napitka od

lista masline skladistenog pri sobnoj temperaturi

Koncentrcije ukupnih fenola (UF) u napitku od lista masline kre¢u se u rasponu od 0,276
mg GAE/mL do 0,186 mg GAE/mL. Najveca koncentracija UF 0,276 mg GAE/mL je odredena 0.
dan u svjeze pripremljenom napitku i najvece smanjenje zabiljezeno je izmedu 0. i 1. dana dok
se ostale dane koncentracija smanjuje pa ponovno raste. Najmanja koncentracija 0,186 mg
GAE/mL je odredena u 9. — om tjednu skladistenja. Antioksidacijska aktivnost (AA) se krece u
rasponu od 0,144 umol TAE/mL do 0,149 pmol TAE/mL. 0. dana te zadnjeg dana skladistenja je
jednaka AA 0,146 pmol TAE/mL, a najveca AA je u 3. — em i 6. — om tjednu skladistenja 0,149
pumol TAE/mL. Promjene tijekom skladistenja ni koncentracije ukupnih fenola niti antioksidacijske
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aktivnosti ne pokazuju odredeni jedinstveni trend niti kontinuiranog smanjenja niti povecanja

vrijednosti.

Jiménez — Zamora i sur. (2016) odredivali su UF i AA u listu masline kojeg su skladistili
tijekom tri i Sest mjeseci na sobnoj temperaturi. 0. dan je odredena koncentracija UF 0,094+1
mg GAE/mL, a nakon tri mjeseca skladistenja 0,058+3 mg GAE/mL. AA 0. dan iznosila
1,29+0,12 pmol TAE/mL, a nakon tri mjeseca se smanijila te je iznosila 0,50+£0, 07 pmol
TAE/mL.

U usporedbi s rezultatima Jiménez — Zamora i sur., koncentracija UF dobivenih u ovom
radu je oko tri puta veca. Sto se ti¢e AA, ona je znacajno veca kod Jiménez — Zamora i sur., ali
skladiStenjem se AA dvostruko smanijila, a prema rezultatima ovog rada AA je postojana tijekom

skladistenja.
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4.2.

MJERENJE BOJE

Tablica 1: Rezultati parametara boje u napitku od lista masline skladiStenog na sobnoj

temperaturi
0.dan 1.dan 3t 6 tj 9 tj 12 tj
L 91,14+0,49 92,85+0,06 91,93+0,11 90,52+0,10 88,9+0,06 88,92+0,15
a -1,98+0,12 -1,24+0,03 -0,07+0,1 0,34%0,02 0,89+0,01 0,69+0,03
b 19,18+0,14 20,43+0,08 23,28+0,19 25,73+0,21 28,64+0,09 26,9340,13
C 19,29+0,15 20,4610,08 23,28+0,19 25,73+0,02 28,65+0,09 26,94+0,13
h 95,89+0,3 93,48+0,08 90,19+0,02 89,25+0,03 88,22+0,01 88,52+0,06
AE - 2,25 4,59 6,97 10,13 8,49

U tablici su prikazane srednje vrijednosti triju mjerenja te standardna devijacija.

L, a, b su mjereni parametri, a C, h i AE su izraCunati parametri.

Skladistenjem se povecava ukupna razlika obojenosti (AE) u odnosu na 0. dan Sto je

moguca posljedica neenzimskog posmedivanja u kojem dolazi do reakcije izmedu amino skupine

aminokiselina, peptida ili proteina te karbonile skupine reducirajucih Secera. AE se povecava

skladistenjem do 9. — og tjedna (10,13), a u 12. - om tjednu skladistenja ta razlika je nesto

manja u odnosu na 9. — ti tjedan (8,49). Dolazi do porasta parametra a, to jest on prelazi iz

negativnih u pozitivne vrijednosti, kao i parametra b. Parametar L raste do 6. — og tjedna, nakon

¢ega pada (88,9) ispod pocetne vrijednosti (91,14). Zasic¢enost boje (C) raste, a ton boje (h) se

smanjuje.
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4.3.  SENZORSKA SVOISTVA

Zuta boja

= () dan
1. dan

—3 {j

— G tj
—O tj
—12 ]

okus na list masline

Slika 7: Rezultati senzorskog ocjenjivanja napitka od lista masline skladiStenog na sobnoj

temperaturi

Zuta boja je najizraZenija 0. — og te 1. — og dana skladidtenja. Intenzitet Zute boje se
smanjuje s vremenom skladiStenja, a smeda boja raste s vremenom skladistenja te je
najizrazenija od 3. — eg tjedna pa do kraja skladistenja ostaje ista. Miris na list masline je najjaci
0. i 1. dan, a daljnjim skladiStenjem se smanjuje. Strani miris nije prisutan 0. ni 1. dan, ali od 3.
— eg tjedna se poveCava, a zadnji tjedan skladiStenja se smanjio. Gorki i trpki okus su
najizrazeniji 0. dan te se smanjuju s vremenom. Okus na list masline je najizrazeniji 0. — ti i 1.
dan, a ostale dane je postojan te se ne mijenja. Strani okus vrlo niskog intenziteta se pojavljuje
od 3. — eg tjedna, a zadnji tjedan se smanjio. Harmonicni okus je najizrazniji u 6. — om tjednu,
odnosno sredinom perioda skladistenja. Aroma na list masline je stabilna tijekom skladistenja, a
najizrazenija je u 3. — em tjednu. Aroma na zeleno se smanjuje s vremenom, a strana aroma se

pojavljuje od 3. — eg tjedna te nije znacajno prisutna.
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4.4.

Tablica 2: Rezultati mikrobioloskog ispitivanja napitka od lista masline skladistenog na sobnoj

MIKROBIOLOSKA ANALIZA

temperaturi
0.dan 1.dan 3t 6 tj 9tj 12 KRITERUI
Aerobne mezofilne 1,00 mL 30 30 20 35 20 20 <10
bakterije
Kvasci 1,00 mL <10 <10 <1 <1 <1 <1 <1
Plijesni 1,00 mL <10 <10 <1 <1 <1 <1 <1
Bakterije Salmonella | 25,00 mL - - Nije Nije Nije Nije Nije
vrste izolirana | izolirana | izolirana | izolirana izolirana
Enterobacteriaceae 1,00 mL - - <1 <1 <1 <1 <1

0. i 1. dan skladistenja je odredena veca koncentracija aerobnih mezofilnih bakterija te

kvasaca i plijesni nego ostale dane skladistenja. U 3. — em, 6. —om, 9. — om te 12. - om tjednu

odredena je dopustena koncentracija kvasaca, plijesni te Enterobacteriaceae (<1), dok bakterije

vrste Salmonella nisu izolirane. Koncentracija aerobnih mezofila je iznad dopustene granice

tijekom cijelog perioda skladistenja, ali ne dolazi do jasnog povecanja, Sto prije upuéuje na

odredenu neispravnost prilikom punjenja i zatvaranja staklenki nego na nestabilnost napitka

tijekom skladiStenja. UzevsSi u obzir sve rezultate mikrobioloSke analize moZe se primijetiti

zadovoljavajuca mikrobioloSka stabilnost napitka tijekom skladistenja.
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5. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenih analiza na uzorcima napitka od lista masline tijekom vise

mjesecnog skladistenja i dobivenih rezultata proizlaze sljedeci zakljucci:

1.

Udio ukupnih fenola u napitku kre¢e se od 0,276 mg GAE/mL (0. dan) do 0,186 mg
GAE/mL (9. tj), a tijekom skladiStenja nije uocen jedinstveni trend promjena.
Antioksidacijska aktivnost napitka tijekom skladiStenja je vrlo stabilna i kre¢e se od
0,144 — 0,149 umol TAE/mL, ali takoder bez jasnog trenda promjena.

Skladistenjem napitak poprima tamniju boju Sto proizlazi iz svih izmjerenih parametara
boje. Dolazi do porasta L* i b* vrijednosti te a* prelazi iz negativhe u pozitivne
vrijednosti, poveCava se ukupna razlike obojenosti, smanjuju se vrijednosti za ton boje
(H°) (Sto ukazuje na vedi udio crvenih nijansi) te dolazi do porasta zasi¢enosti boje (C).
Senzorskim ocjenjivanjem uoceno je da se Zuta boja napitka smanjuje skladiStenjem, a
smeda boja povecava. Miris na list masline je najizrazeniji prvi dan, a ostale dane se
smanjuje. Vrlo blagi strani miris i okus se pojavljuju tek od 3. — eg tjedna skladistenja, .
Gorki i trpki okus se smanjuju skladiStenjem, a okus na list masline je postojan tijekom
skladiStenja, kao i aroma na list masline. Strana aroma nije prisutna.

Tijekom skladiStenja napitka ne dolazi do povecanja koncentracije aerobnih mezofila iako
su tijekom cijelog perioda skladistenja neznatno iznad dopustenih vrijednosti, a kvasci,
plijesni te Enterobacteriaceae su u dopustenim koncentracijama te bakterije Sa/monella
vrste nisu izolirane.

Svi prikazani rezultati ukazuju da je napitak na bazi lista masline prilino stabilan tijekom

skladistenja pri sobnoj temperaturi.
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Izjava o izvornosti

Izjavijuiem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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