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1. UvoD

U proslosti je list masline bio vrlo cijenjeno i Cesto koristeno ljekovito sredstvo koje se
koristilo za sprjeCavanije i lijeenje razlicitih bolesti. Smatra se da su drevni Egipcani bili ti koji
su otkrili njegova ljekovita svojstva i koristili ga za lijeCenje groznice te za mumificiranje

faraona.

U danasnje vrijeme velika koli¢ina liS¢a masline zaostaje prilikom obrezivanja stabala maslina
kao i u industriji proizvodnje maslinovog ulja, nakon odvajanja plodova masline za daljnju
preradu. Upravo iz tog razloga se javlja potreba za iskoriStenjem te zaostale biomase, koja

predstavlja vrlo jeftin izvor spojeva visoke bioloske vrijednosti.

List masline je zbog prisutnog visokog udjela razlicitih skupina fenolnih spojeva privukao
interes brojnih znanstvenika te je u brojnim istrazivanjima dokazan njegov pozitivan ucinak
na zdravlje s obzirom na to da pokazuje antioksidacijsko, antimikrobno i protuupalno
djelovanje. Takoder, ima pozitivno djelovanje na odredena zdravstvena stanja, kao Sto su
kardiovaskularne bolesti, dijabetes, visoki krvni tlak, brojne bakterijske i virusne infekcije itd.
LiS¢e masline se najcesce susi i koristi za pripremu Caja, dok ekstrakt lista masline ima puno

Siru primjenu u medicini, kozmetickoj, farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.

S godinama sve viSe raste interes potrosaca za ,funkcionalnom hranom”, koja pruza vecu
dobrobit za zdravlje nego uobiCajena s obzirom na to da predstavlja znacajniji izvor
nutrijenata. Konzumiranje funkcionalnih proizvoda moze poboljSati opée zdravstveno stanje,
pa ¢ak i smanjiti rizik razvoja pojedinih bolesti (Cali¢ i sur., 2011). U porastu je i upotreba
biljnih ekstrakata, koji su bogat izvor bioaktivnih spojeva povoljnih za ljudsko zdravlje, u
proizvodniji funkcionalnih pi¢a te je u znanstvenim radovima istaknuto kako bi se i sam
ekstrakt lista masline potencijalno mogao koristiti u tu svrhu s obzirom na to da je pokazao

zadovoljavajuca bioloska i nutritivna svojstva.

Cilj ovog rada bio je ispitati utjecaj dodatka koncentriranog soka viSnje Maraske s i bez
dodatka saharoze na sastav i svojstva napitka od lista masline pri ¢emu su odredivana
fizikalno-kemijska svojstva (topljiva suha tvar, pH vrijednost i boja), koncentracija ukupnih
fenola i antioksidacijski kapacitet te senzorska svojstva (boja, miris, okus i aroma)

pripremljenih napitaka.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Maslina

Maslina (Olea europaea L.) je razgranato, zimzeleno stablo iz porodice Oleaceae, koje moze
narasti 8 do 10 metara visine. Stablo masline je sporog rasta te moze dozivjeti starost i do
tisuéu godina. Plod masline je mesnata koStunica, koja se najceSce koristi za proizvodnju
maslinovog ulja. Listovi masline su duguljasti i koznati (slika 1). PovrSina lista je sivkasto
zelene boje, dok je nali¢je dlakavo i srebrnasto bijele boje (Kantonci, 2006).

Premda se plodovi masline najvise koriste, komercijalno se sve viSe pocinju cijeniti i listovi
masline Cija su brojna ljekovita svojstva poznata josS od davnina. Na podru¢ju Mediterana
listovi masline se ve¢ nekoliko tisu¢a godina koriste u narodnoj medicini za snizavanje
temperature i lijeCenje raznih bolesti, kao Sto su primjerice gripa i malarija (Benavente-
Garcia i sur., 2000).

Slika 1. Grancica masline (Anonymous 1, 2017)

Listovi masline, jedan su od nusproizvoda u maslinarstvu, koji se gomilaju prilikom
obrezivanja stabala maslina i procjenjuje se da se godiSnje po stablu masline dobije oko 25
kg grancica i liS¢a te se isto tako mogu naci u velikim koli¢inama u proizvodnji maslinovog
ulja (Herrero i sur., 2011). Zaostalo liSce masline nije iskoristeno u industriji, nego se obic¢no
koristilo kao hrana za Zivotinje ili bacalo s preostalim otpadom, ali posljednjih godina
porastao je interes znanstvenika za iskoristenjem liS¢a masline zbog prisutnog visokog udjela
fenolnih spojeva, koji imaju veliku antioksidacijsku aktivnost. Danas su listovi masline na
trziStu kao proizvod dostupni u obliku osusenih listova masline, ekstrakta, praha i kapsula
(Abaza i sur., 2015).



2.1.1. Kemijski sastav lista masline

Kemijski sastav lista masline varira ovisno o nekoliko uvjeta kao Sto su porijeklo, raspored
grana na stablu, uvjetima skladistenja, udjelu vlage i klimatskim uvjetima (Martin Garcia i
sur., 2003).

Ibrahim i sur. (2016) odredivali su kemijski i nutritivni sastav listova masline te su dokazali
kako su listovi masline bogat izvor sirovih vlakana i minerala, od kojih je u najvecoj
koncentraciji prisutan kalcij (1575.0 mg/100 g), a nakon njega kalij (656.0 mg/100 g). Fosfor
je odreden u najmanjoj koncentraciji u odnosu na ostale glavne elemente prisutne u
listovima, a Sto se tiCe elemenata u tragovima, dokazano je kako je list masline bogat izvor
Zelijeza (19.1 mg/100 g) te su joS prisutni mangan, cink i bakar u neSto manjim

koncentracijama.

Udio sirovih proteina krece se u rasponu od 9.5 do 12.9 % (Delgado-Pertifiez i sur., 2000).
Proteini iz lista masline sadrZze sve esencijalne aminokiseline, osim metionina, a ukupna
koli¢ina prisutnih esencijalnih aminokiselina iznosi 57.51 g izrazeno na 100 g proteina.
Najzastupljenija esencijalna aminokiselina je lizin (17.12 %), zatim leucin (8.82 %),
aromatske aminokiseline (fenilalanin + tirozin) i cistein (Ibrahim i sur., 2016) .

Od ukupnih ugljikohidrata, Ciji udio u svjezim listovima masline varira od 8.74 do 32.63 %
ovisno o sorti (Cavalheiro i sur., 2015), u najvecoj koncentraciji istice se glukoza (49 %) i u
znatno manjem udjelu saharoza (6 %), te su prisutni i Secerni alkoholi, polioli od kojih je

najznacajniji manitol u koncentraciji od 41 % (Gomez Gonzalez i sur., 2010).

Takoder bogat su izvor fenolnih spojeva, od kojih je najzastupljeniji oleuropein. List masline
jos sadrzi kalkone (olivin, olivin diglukozid) i triterpene, od kojih je najzastupljenija oleanolna
kiselina (3-3,5 %), te u manjim kolicinama ursolna kiselina, eritrodiol i uvaol (Guinda i sur.,
2015; Dekanski i sur., 2011). Upravo kemijski sastav je taj koji Cini list masline jakim

prirodnim antioksidansom (Dekanski i sur., 2011).

2.1.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni biljni metaboliti prisutni u velikom broju biljaka u
znacajnim koli¢inama. Rezultati brojnih istrazivanja pokazala su kako su fenolni spojevi iz
lista masline bioloski aktivni Sto znaci da mogu smaniiti rizik nekih kroni¢nih bolesti (Abaza i
sur., 2015). U brojnim istrazivanjima dokazano je da fenolni spojevi pokazuju Sirok raspon



fizioloskih svojstava, kao Sto je antialergijsko, protuupalno, antioksidacijsko, antibakterijsko,
antikancerogeno i antiviralno (Balasundram i sur., 2006).

U listovima masline prisutne su brojne skupine fenolnih spojeva u razli¢itim koncentracijama.
Na kvalitativni i kvantitativni sastav fenolnih spojeva u listovima masline moze utjecati
vrijeme sakupljanja liS¢a, uvjeti susenja, zona uzgoja, proces ekstrakcije i sorta (Abaza i sur.,
2015). Najzastupljeniji fenolni spojevi koji su prisutni u listovima masline u viSim
koncentracijama su oleuropein, verbaskozid, ligstrozid, tirosol i hidroksitirosol. Od flavonoida
najzastupljeniji su spojevi iz skupine flavona (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid,
diosmetin-7-glukozid luteolin i diosmetin), flavonola (rutin) i flavan-3-ola (katehin) (EI i
Karakaya, 2009).

2.1.3. Oleuropein

Oleuropein je glavni i najrasprostranjeniji fenolni spoj prisutan u listu i plodu masline te je
odgovoran za karakteristican gorak okus masline. Ubraja se u skupinu kemijskih spojeva
poznatih kao sekoiridoidi i prema svome kemijskom sastavu je heterozidni ester elenolne
kiseline i dihidroksifeniletanola, cCija je empirijska formula CysH32013 (Chinou, 2011).
Koncentracija oleuropeina u listu masline iznosi 60-90 mg/g suhe tvari, dok u samom plodu
masline je niza i moze biti do 14 mg/g suhe tvari (Tayoub i sur., 2011).

Sekoiridoidi su prisutni iskljucivo u biljkama koje pripadaju obitelji Oleaceae, koja ukljuCuje
Olea europaea L. (maslinu). Karakterizira ih prisutnost ili elenolne kiseline ili derivata
elenolne kiseline u molekulskoj strukturi, a najrasprostranjeniji derivati sekoiridoid glukozida
u plodovima maslina su oleuropein, demetiloleuropein, ligstrozid i nuzhen (Silva i sur., 2006;
Servili i Montedoro, 2002).

Tijekom sazrijevanja masline, pa i tijekom skladiStenja listova masline dolazi do degradacije
oleuropeina, pri ¢emu se njegova koncentracija smanjuje, a kao glavni produkt degradacije
nastaje hidroksitirosol (slika 2). Hidroksitirosol (3,4-dihidroksifenil etanol) je Siroko
rasprostranjeni fenolni spoj prisutan u biljkama u obliku oleuropein glikozida, pa tako i u
razli¢itim dijelovima masline, a najvise u maslinovom ulju. Postoji velik broj ¢imbenika zbog
kojih dolazi do hidrolize oleuropeina, a neki od njih su visoka temperatura, prisutnost zraka,
svjetla, kiselina, metalnih iona i drugi (Yuan i sur., 2015).



I' Hidroksitirosol Elenolna kiselina

Oleuropein

Slika 2. Reakcija hidrolize oleuropeina (Yuan i sur., 2015)

2.2, Utjecaj fenolnih spojeva iz lista masline na zdravlje

LiS¢ée masline kao i ekstrakt dobiven iz listova masline se sve ¢eS¢e zbog svojih brojnih
bioloskih ucinaka na cjelokupno zdravlje ¢ovjeka koriste u komplementarnoj i alternativnoj
medicini (Sudjana i sur., 2009). Benavente Garcia i sur. (2000) su u svome istrazivanju
dokazali kako je upravo visok udio fenolnih spojeva u listu masline odgovoran za brojna
fizioloSka svojstva lista masline. U brojnim studijama dokazano je da list masline ima
antioksidacijsko, antihipertenzivno, antimikrobno, antiaterogeno, anti-inflamatorno i

hipoglikemijsko djelovanje (El i Karakaya, 2009).

Antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista masline veéi je od antioksidacijskog kapaciteta
vitamina C i E, pa i oleuropeina Sto se moze objasniti time Sto oleuropein hidrolizira do
hidroksitirosola, koji je i sam prilicno jak antioksidans (Benavente-Garcia i sur., 2000).
Antioksidansi su molekule koje neutraliziraju djelovanje slobodnih radikala tako Sto doniraju
jedan elektron ili vodikov atom te na taj nacin Stite ljudski organizam od mogucih bolesti
(Markovic i Tali¢, 2013). U istrazivanju Zori¢ (2017) odredivana je antioksidacijska aktivnost
oleuropeina i hidroksitirosola iz vodenog ekstrakta lista masline pomocu tri metode (ABTS,
FRAP i CUPRAC metode). Sve tri metode su pokazale da navedene tvari imaju jako
antioksidacijsko djelovanje, pri ¢emu su za hidroksitirosol dobivene vele vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na oleuropein.

Pereira i sur. (2007) utvrdili su antimikrobnu aktivnost vodenog ekstrakta lista masline, u
kojem je oleuropein bio najzastupljeniji spoj (oko 73 % od ukupnih identificiranih fenolnih
spojeva), protiv gram-pozitivnih (Bacillus cereus, Bacillus subtilis i Staphylococcus aureus) i

gram-negativnih  bakterija (Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli | Klebsiella
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pneumoniae) te gljiva (Candida albicansi Cryptococcus neoformans). Na temelju provedenog
istrazivanja zakljucili su kako koristenje listova masline kao nutraceutika smanjuje rizik od
mikrobnih infekcija u intestinalnom i respiratornom traktu zahvaljujuci visokom udjelu

prisutnih fenolnih spojeva.

Ekstrakt lista masline s visokim udjelom oleuropeina i njegovim hidrolizatima (oleuropein
aglikon i hidroksitirosol) znacajno je smanjio razinu ukupnih kolesterola u serumu, triglicerida
i LDL-kolesterola, a povecao razinu HDL-kolesterola te se hipokolesterolemija, kao i
usporavanje procesa lipidne peroksidacije i povecanje aktivnosti antioksidacijskih enzima
moZze pripisati upravo takvim ekstraktima (Zori¢, 2017).

U radu Perrinjaquet-Moccetti i sur. (2008) provedeno je ispitivanje antihipertenzivhog
djelovanja EFLA® ekstrakta maslinova lista na ljudima (40 jednojajcanih blizanaca), koji su
uzimali dnevne doze od 500 ili 1000 mg u periodu od 8 tjedana, na sistolicki i dijastolicki
krvni tlak. Kod grupe ljudi koja je uzimala dnevnu dozu od 1000 mg zapazeno je smanjenje
sistolickog i dijastolickog krvnog tlaka. Slicne djelotvornosti u snizavanju sistolickog i
dijastolickog tlaka zapaZena su i u istraZivanju Susalit i sur. (2011), gdje su ispitanici, kojima
je dijagnosticirana blaga hipertenzija ili stadij 1, uzimali dva puta dnevno po 500 mg EFLA®

ekstrakta, Cime je dokazano antihipertenzivno djelovanje ekstrakta lista masline.

2.3. ViSnja

Visnja Maraska (Prunus cerasus var. marasca) je autohtona sorta viSnje karakteristicna za
podrucje Dalmacije, Ciji plodovi su intenzivno crvene boje, specificne arome i visoke kvalitete
(slika 3). Zbog kiselog okusa, viSnje se manje konzumiraju u svjezem stanju, te se uglavhom
preraduju u razliCite proizvode, kao Sto su sokovi, dzemovi, marmelade, koncentrati i brojni
drugi. Sok visnje najc¢eS¢e se ne konzumira kao 100 %-tni vocni sok zbog izraZzenog kiselog
okusa ve¢ se najCesce konzumira kao nektar. Nektar se uobicajeno proizvodi iz prethodno
koncentriranog soka koji se razrjeduje s vodom uz dodatak Secera kako bi se postigao

harmonicniji okus (Damar i Eksi, 2016).

Visnje su bogate fenolnim spojevima, od kojih su najzastupljeniji spojevi iz skupine
flavonoida. Osim antocijana, koji su najbrojniji iz skupine flavonoida, prisutni su i flavonoli
(kvercetin-3-glukozid, kvercetin-3-rutinozid i kamferol-3-rutinozid), flavan-3-oli (katehin i
epigalokatehin) te  fenolne  kiseline  (klorogenska  kiselina i  p-kumarinska
kiselina)(Chaovanalikit i Wrolstad, 2004; Ferretti i sur., 2010). U viSnjama su od antocijana u



najvecoj koncentraciji prisutni cijanidin-3-glukozilrutinozid, cijanidin-3-rutinozid, cijanidin-3-
soforozid i cijanidin-3-glukozid (Damar i Eksi, 2012). Jedno od najpoznatijih svojstava
antocijana je njihova jaka antioksidacijska aktivnost u metabolickim reakcijama zbog toga Sto
su sposobni neutralizirati slobodne radikale kisika i drugih reaktivnih vrsta (Kirakosyani
sur.,2009).

Slika 3. Visnja Maraska (Anonymous 2, 2010)

U radu Repaji¢ i sur. (2015) dokazano je kako su udjeli polifenola i njihov antioksidacijski
u€inak bili uglavnom isti tijekom koncentriranja soka, odnosno tijekom prerade svjezih
plodova viSnje u sok, koji je nakon toga podvrgnut koncentriranju. Tijekom procesa
proizvodnje soka zagrijavanje i obrada enzimima pridonose ucinkovitijoj ekstrakciji i viSoj
koncentraciji antocijana u soku Sto u konacnici dovodi i do visoke koncentracije antocijana u
samom koncentriranom soku. UnatoC neznatnom smanjenju pojedinih i ukupne koli¢ine
antocijana u koncentriranom soku, njihova koncentracija je i dalje bila viSa nego u svjezim
plodovima viSnje. Uzimajuci u obzir sastav i stabilnost polifenolnih spojeva tijekom prerade
plodova visnje, dobiveni koncentrirani sok se pokazao pogodnim za upotrebu u proizvodnji

funkcionalne hrane.

2.4. Osvjezavajuca bezalkoholna pica

OsvjeZzavajuca bezalkoholna pi¢a cine vrlo raznoliku skupinu proizvoda, a dobivaju se
odgovarajuéim tehnoloskim postupkom od vode ili mineralne vode, Secera, vo¢nog soka,
koncentriranog voénog soka, voéne pulpe, vocne kase, vocne baze, biljnih ekstrakata i drugih
sastojaka, s dodatkom ili bez dodatka ugljicnog dioksida i aditiva dopustenih pravilnikom
(Pravilnik, 1997).

U brojna bezalkoholna pica dodaju se razni aditivi kao Sto su umijetna sladila, sintetske

arome, sintetske boje, pojacivaci okusa, a neki od tih sastojaka u prekomjernim koli¢éinama



mogu negativno utjecati na zdravlje. Upravo iz tog razloga javlja se potreba za proizvodnjom
napitaka koja nemaju samo osvjezavajuc¢u nego i nutritivnu vrijednost. Takvi napitci sve su
trazeniji na trziStu, nazivaju se funkcionalni napitci i ukljuuju napitke obogaéene sokovima,
vitaminima i mineralima, sportske i energetske napitke, mlijeCne napitke, biljne i vocne
napitke te nutraceutike (Kregiel, 2015). Osim navedenih veliki interes proizvodaca izazvalo je
koriStenje biljnih ekstrakata u proizvodniji funkcionalnih napitaka (Ashurst, 2005; Gruenwald,
2009; Vinatoru, 2001) s obzirom na to da biljni ekstrakti sadrze Siroki raspon bioaktivnih

komponenata, kao Sto su fenolni spojevi koji imaju visoku antioksidacijsku aktivnost.

Biljni ekstrakt moze se definirati kao smjesa spojeva dobivena razli¢itim postupkom
ekstrakcije iz svjezih ili suSenih biljaka ili dijelova biljaka (list, cvijet, sjemenke, korijen ili
kora) (Vinatoru, 2001). Za proizvodnju funkcionalnih napitaka koriste se ekstrakti biljnog
podrijetla, koji moraju biti dopusteni za ljudsku prehranu, a mogu se dobiti vodenom ili
alkoholnom ekstrakcijom, digestijom, maceracijom ili destilacijom razli¢itih dijelova biljaka
(Ashurst, 2005). Najcesce koristeni biljni ekstrakti za proizvodnju funkcionalnih napitka su
ekstrakti maticnjaka, ginsenga, biljke ginko te guarane (Gruenwald, 2009), a opcenito za
proizvodnju napitaka ekstrakt Caja (Camellia sinensis) koji predstavlja bazu za cijeli niz
napitaka poznatih pod nazivom ,ledeni ¢aj".

Kod pripreme funkcionalnih napitaka s dodatkom biljnih ekstrakta, u vedini slucajeva biljni
ekstrakt se dodaje u fazi pripreme sirupa s ostalim sastojcima kao Sto su arome, boje, Seceri
ili sladila i konzervansi. Biljni ekstrakti imaju dvije nepoZeljne karakteristike koje otezavaju
njihovu upotrebu. Imaju vlastiti karakteristiCan okus, koji nije nuzno pozeljan i moze
maskirati Zeljeni okus proizvoda i intenzivnu smedu boju. S obzirom na to da se ekstrakti
obi¢no dodaju u napitke u malim udjelima onda njihov dodatak znacajno ne utje¢e na okus i
boju konacnog proizvoda, ve¢ je boja samog ekstrakta obi¢no prekrivena narancastom,

zutom ili crvenom bojom koju ima vecina takvih proizvoda (Ashurst, 2005).

Ledeni Cajevi su osvjezavajuca pica koja ovisno o vrsti ekstrakta ¢aja mogu biti mutni ili bistri
proizvod specificnog okusa i crvenkaste do smede boje. RazliCite vrste cajeva odnosno
ekstrakata kao Sto su crni, zeleni i bijeli ¢aj, mogu se dodati vodi i time se dobiva napitak. S
obzirom na to da su brojna istrazivanja pokazala razne benefite napitaka na bazi crnog ¢aja
na zdravlje npr. Stite stanice i tkiva od oksidacijskog oSte¢enja (Gruenwald, 2009) i ona u biti
predstavljaju funkcionalne napitke. Okus ekstrakta ¢aja u njima se ne pokusava zamaskirati

ve¢ obogatiti dodatkom odredene arome.



Ako bi se Zzelio prosiriti asortiman ledenih Cajeva kao baza umjesto ekstrakta crnog caja
mogao bi se koristiti i ekstrakt lista masline koji predstavlja potencijalni sastojak u
proizvodnji funkcionalnih napitaka zbog visokog udjela fenolnih spojeva i time visokog
antioksidacijskog kapaciteta (Delgado-Pertinez i sur., 2000). Medutim, visok udio specifi¢nih
fenolnih spojeva ekstraktu lista masline daje gorkast okus.

Kranz i sur. (2010) ispitali su ucinkovitost maskiranja gorkog okusa ekstrakta lista masline
dodanog u voc¢ni smoothie dodatkom natrijevog ciklamata, natrijevog klorida i saharoze
pomocu senzorske analize u kojoj je sudjelovalo 11 panelista. Ekstrakt je s obzirom na gorak
okus dodan u niskoj koncentraciji (8,05 mg/100 g), pri ¢emu sva tri dodatka su uspjesno
maskirala gorak okus, dok pri visSim koncentracijama (20 mg/100 g) natrijev ciklamat i
saharoza su smanijili percepciju gorkog okusa za 39,9 % i 24,9 %, a natrij klorid ga nije

mogao ucinkovito maskirati.

Za maskiranje okusa i joS dodatno obogacivanje napitka na bazi lista masline potencijalno se
mogu koristiti voéni sokovi. Na taj nacin mogu se poboljsati senzorska svojstva ekstrakta lista
masline, kao na primjer gorak okus samog ekstrakta se moZe ublaZiti dodatkom
koncentriranog vocnog soka. Na taj nacin se moZe utjecati na boju, okus i aromu samog pica
bez potrebe za dodatkom umijetnih bojila, sladila i aroma. Dodatkom npr. koncentriranog
soka viSnje moZe se bitno povecati i bioloSka i antioksidacijska svojstva napitka s obzirom na

to da i sok viSnje predstavlja bogat izvor bioloski aktivnih spojeva.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Sirovine za pripremu napitaka

U ovom radu za pripremu napitaka koristen je koncentrirani sok viSnje Maraske i osuseno
lis¢e masline (Olea europaea L.), koje predstavlja mjeSavinu sorata Orkula (90 %), Leccina
(5 %), Marokanka i Garbuncela. Koncentrirani sok proizveden je iz viSnje Maraske (Prunus
cerasus var. marasca) (Maraska d.d., Zadar). LiS¢e masline prikupljeno je u masliniku u
Ravnim kotarima u studenom 2016. godine te dopremljeno na Prehrambeno-biotehnoloski
fakultet, gdje je osuseno na sobnoj temperaturi.

3.1.2. Priprema napitka od lista masline
Za pripremu napitka koristeni su osuseni listovi masline, koji su ¢uvani u kartonskoj kutiji na

sobnoj temperaturi. Listi¢i su prije samog kuhanja oprani i ponovno kratko posuseni na zraku



pri sobnoj temperaturi te usitnjeni na manje dijelove. Napitak je pripremljen prema unaprijed
odredenom omjeru 4 g listica u 100 mL destilirane vode. Listi¢i su stavljeni u destiliranu
vodu, koja je prethodno zagrijana do vrenja te kuhani 3 minute. Nakon toga listi¢i su
odstajali u vodi jos 10 minuta. Napitak je na kraju procijeden preko cjedila kako bi se uklonili
listici te profiltriran pomocu filter papira.

3.1.3. Priprema napitaka od lista masline i koncentriranog soka visnje

Prethodno pripremljen napitak od lista masline je ohladen i koristen za pripremu napitaka od
lista masline i koncentriranog soka viSnje. Pripremljena su 4 napitka volumena 250 mL svaki
tako Sto je napitak od lista masline direktno pomijeSan s razli¢itim volumenima
koncentriranog soka viSnje. Dodani volumeni koncentriranog soka viSnje za 100 mL napitka

od lista masline iznose 2, 4, 6 i 8 mL.

Na isti nacin pripremljena su 4 napitka kao mjeSavina napitka od lista masline i
koncentriranog soka visnje uz dodatak Secera (saharoze). Koncentrirani sok visnje i saharoza
dodani su u omjeru 1:1, odnosno tako da je volumen dodanog koncentriranog soka
dvostruko umanjen, te je dodana saharoze tako da u konacnici topljiva suha tvar
pripremljenih napitaka sa saharozom bude jednaka topljivoj suhoj tvari napitaka bez
saharoze. U tablici 1 prikazan je popis svih uzoraka prema oznakama koriStenim u ovom
radu. Pripremljeni napitci su pohranjeni u prethodno oprane i osuSene staklenke te

skladisteni u hladnjaku sve do provedbe analize.

Tablica 1. Popis uzoraka s pripadajué¢im oznakama

OZNAKA UZORCI
M Napitak od lista masline
K Koncentrirani sok viSnje
PRIPREMA NAPITAKA
Vi 98 mL napitka od lista masline + 2 mL koncentriranog soka visnje
V2 96 mL napitka od lista masline + 4 mL koncentriranog soka visnje
V3 94 mL napitka od lista masline + 6 mL koncentriranog soka viSnje
v4 92 mL napitka od lista masline + 8 mL koncentriranog soka visnje
V5 98,20 mL napitka od lista masline + 1 mL koncentriranog soka visnje + 0,80 g saharoze
V6 96,40 mL napitka od lista masline + 2 mL koncentriranog soka viSnje + 1,60 g saharoze
V7 94,85 mL napitka od lista masline + 3 mL koncentriranog soka visnje + 2,15 g saharoze
V8 92,80 mL napitka od lista masline + 4 mL koncentriranog soka viSnje + 3,20 g saharoze
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3.1.4. Otapala i reagensi
e destilirana voda
e Folin-Ciocalteu reagens (Merck, Njemacka)

e Zasi¢ena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)

Priprema otopine: Odvaze se 200 g anhidrida natrijeva karbonata i otopi u 800 mL vruce
destilirane vode te ostavi da se ohladi na sobnu temperaturu. Nakon toga doda se nekoliko
kristalica natrijeva karbonata i nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL. Nakon 24 sata

pripremljena otopina se filtrira.

e 100 %-tni metanol (Avantor Performance Materials, Poljska)
e DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)(Sigma-Aldrich, Njemacka)
e 0,2 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema otopine: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
radikala te se kvantitativho prenese i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake
100 %-tnim metanolom u odmjernoj tikvici od 100 mL. Pripremljenu otopinu DPPH potrebno

je Cuvati u zatvorenoj tikvici na tamnom mjestu.

3.1.5. Aparatura i pribor
Aparatura
e Tehnicka vaga K7 (E. Mettler, Ziirich)
e Analiticka vaga AX224 (Ohaus Corporation, SAD)
¢ Digitalni refraktometar (ATAGO, PAL, Japan)
e SevenEasy pH-metar (Mettler Toledo, Svicarska)
e Vortex MS2 (IKA, SAD)
e Spektrofotometar UV — 1600 PC (VWR, SAD)
o Vodena kupelj od rotavapora B 490 (Buchi Labortechnik AG, Svicarska)
e Spectrophotometer CM-5, Chroma meter CR-5 (Konica Minolta)

Pribor

e Menzure volumena 50 mL i 100 mL

Filter papir

Stakleni lijevak

Stakleni Stapic¢
Odmijerna tikvica od 100 mL
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e Staklene kivete

e Plasti¢na ladica za vaganje

e Metalna Spatula

e Staklene epruvete

e Metalni stalak za epruvete

e Mikropipete, volumena 200 i 1000 pL

e Laboratorijske case

3.2. METODE RADA

Pripremljeni napitci su prije provedbe analize temperirani na sobnu temperaturu. U ovom
radu odredivana su fizikalno-kemijska svojstva (topljiva suha tvar, pH vrijednost i boja),
koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet (DPPH metodom) pripremljenih
napitaka, samog koncentriranog soka visnje i napitka od lista masline. Takoder, provedena je
i senzorska analiza napitaka primjenom kvantitativne deskriptivne analize (QDA). Sve analize

su provedene u dva paralelna odredivanja.

3.2.1. Odredivanje topljive suhe tvari
Princip odredivanja

Topljiva suha tvar ispitivanih uzoraka odredivana je pomocu ru¢nog digitalnog refraktometra
direktnim ocitavanjem vrijednosti s uredaja. Refraktometar je baZdaren prema destiliranoj
vodi na 20 °C, prema kojoj mu je utvrdena 0 (nula) na skali za oCitavanje. Refraktometrija je
analiticki postupak, koji se temelji na fizikalnom zakonu loma (refrakcije) svjetla. Prema tome
zakonu zraka svjetla se lomi pod odredenim kutom na razdjelnoj grani¢noj ravnini u kojoj se
dvije tvari razli¢ite koncentracije dodiruju. Taj kut, nazvan indeks loma, mjeri se u kutnim

stupnjevima (Bradley, 2010).

Postupak odredivanija

Refraktometar je prije poCetka mijerenja potrebno izbazdariti s destiliranom vodom na
vrijednost 0 (nula). Zatim se nanese dio uzorka na opticko okno te se na refraktometru
pritiskom na tipku ,start” direktno ocita vrijednost topljive suhe tvari ispitivanog uzorka.
Odredivanje topljive suhe tvari pojedinog uzorka provodi se u dva ponavljanja. Dobivene

vrijednosti iskazane su u stupnjevima Brix-a (°Brix) Sto je tezinski %.
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3.2.2. Odredivanje pH vrijednosti
Princip odredivanija

Mjerenje pH vrijednosti ispitivanih uzoraka provodi se pomocu pH-metra uranjanjem

kombinirane elektrode u uzorak te direktnim ocitavanjem vrijednosti s ekrana uredaja.

Postupak odredivanija

Prije samog mjerenja elektroda pH-metra se ispere s destiliranom vodom i osusi. Elektroda
se zatim uroni u ¢asu s ispitivanim uzorkom te se ocita pH vrijednost s uredaja. Nakon
svakog mjerenja elektroda je ponovno isprana destiliranom vodom. Mjerenje pH vrijednosti

svakog uzorka provodi se u dva ponavljanja.

3.2.3. Odredivanje boje
Princip odredivanja

CIELab prostor boja (slika 4) definiran je L*, a*, b* vrijednostima koji su parametri
trodimenzionalnog spektra bojei koriste se za objektivno mjerenje boje (Mihoci, 2015).
Parametar L* je mjera svjetline, koja daje skalu boje od crne do bijele. Pri ¢emu vrijednost 0
oznacava crnu boju, a vrijednost 100 bijelu boju. Parametar a* iskazuje spektar od crvene
(pozitivne vrijednosti) do zelene (negativne vrijednosti) boje. Vrijednost b* parametra
ukazuje na spektar nijansi izmedu Zzute (pozitivhe vrijednosti) i plave boje (negativne
vrijednosti). Veca pozitivna vrijednost parametra b* oznacava izraZzenost zutog dijela spektra
(McGuire, 1992.). Iz izmjerenih vrijednosti parametara a* i b* mogu se izraCunati parametri

He i C prema formulama [1]i[2].

crna

Slika 4. CIELAB prostor boja (Mihoci, 2015)
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Postupak odredivanija

Prije mjerenja uredaj je bazdaren crnom plocicom isporu¢enom s instrumentom. Dio uzorka
ulije se u kivetu, koja se zatim stavi na posebno predvideno mjesto u uredaju te se ocitaju

vrijednosti parametara L*, a* i b*. Isti postupak ponovi se sa svakim uzorkom.

Racun

Parametar H° (eng. Hue angle) predstavlja ton boje, odnosno vizualni dozivljaj boje, a
racuna se prema formuli:

H® = arctg(b*/a*) [1]
Parametar C (eng. Chroma, Saturation) predstavlja zasi¢enost ili intenzitet boje.
Udaljavanjem od ishodista, koje je okomito s osi L*, raste zasi¢enost boje, odnosno visa je
vrijednost parametra C, dok priblizavanjem ishodistu raste udio sive boje i zasi¢enost boje se
smanjuje Sto pokazuje niza C vrijednosti. Vrijednost C racuna se prema formuli:

C = (a*? + b*?)1/2 [2]

3.2.4. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Princip odredivanija:

Ukupni fenoli odredeni su primjenom spektrofotometrijske metode koja se temelji na
oksidaciji fenolnih skupina dodatkom Folin-Ciocalteu-ova reagensa te mjerenjem intenziteta
nastalog obojenja pri valnoj duljini 765 nm. Folin-Ciocalteu-ov reagens je smijesa
fosfovolframove i fosfomolibdenske kiseline, koje se pri oksidaciji fenolnih skupina do kinona
reduciraju u plavo obojene okside volframa i molibdena. Boja nastalog relativho stabilnog
plavo obojenog kompleks ¢e biti intenzivnija Sto je prisutan veéi broj hidroksilnih skupina ili

oksidirajucih grupa u fenolnim spojevima (Shortle i sur., 2014).

Postupak odredivanija:

Za potrebe odredivanja koncentracije ukupnih fenola uzorci su prethodno razrijedeni. Uzorci
napitaka su razrijedeni 10 puta, a koncentriranog soka visnje 50 puta. U staklenu epruvetu
otpipetira se redom 100 pL razrijedenog ekstrakta, 200 uL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL
destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te se
sve skupa pomijeSa pomocu Vortexa. Pripremljeni uzorci se zatim termostatiraju 25 minuta
na temperaturi 50 °C. Uzorcima se nakon toga mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.
Slijepa proba se priprema na isti naCin kao i uzorci, ali umjesto ekstrakta dodaje se 100 L

destilirane vode.
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Izrada bazdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca odvaze se 0,5 g galne kiseline i otopi u 10 mL 96 %-tnog
etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL te se tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Od tako pripremljene otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od
100 mL tako da se otpipetira redom 1, 2, 3, 5i 10 mL alikvota standardne otopine galne
kiseline u svaku tikvicu i potom se nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom.

Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg/L.

1z svake tikvice otpipetira se 100 pL otopine standarda u staklene epruvete. Potom se dodaje
redom 200 pL Folin-Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1
mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata te se sve skupa pomijeSa pomocu Vortexa.
Pripremljeni uzorci se zatim termostatiraju 25 minuta na temperaturi 50 °C. Slijepa proba se
priprema na isti nacin, ali umjesto ekstrakta dodaje se 100 L destilirane vode. Uzorcima se
nakon toga mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 765 nm.

Na temelju dobivenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel. Na apscisi (x-0s) nanesene su koncentracije galne kiseline (mg/L), a na
ordinati (y-os) izmjerene vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini 765 nm (slika 5).

A 765 nm

v

1
y =0,0035x
R?=0,9995
0.5 /

0 200 400 600

koncentracija galne kiseline [mg/L]

Slika 5. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline
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Racun

Iz dobivenih apsorbancija pri izradi baZzdarnog pravca u Excelu se izraCuna jednadzba pravca
koja u ovom radu glasi:
Y =0,0035* X [3]

gdje je: Y — apsorbancija pri 765 nm
X — koncentracija galne kiseline (mg/L).
Izracunata koncentracija galne kiseline (x) ovisno o uzorku pomnozi se s faktorom

razriedenja te se dobivena vrijednost dijeli s 1000 kako bi se dobila vrijednost ukupnih

fenola u mg/mL.

3.2.5. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta
Princip odredivanja

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta koristena je DPPH metoda. Ova metoda temelji
se na redukciji stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (DPPH radikal), pri ¢emu dolazi do
sparivanja nesparenog elektrona u prisutnosti elektron donora (antioksidansa) i promjene
boje iz ljubiCaste u Zutu Sto prikazuje reakcija:
DPPH* + AH «— DPPH-H + A®

DPPH radikal radi nesparenog elektrona pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu
elektromagnetskog spektra (Bondet i sur., 1997). Sparivanjem nesparenog elektrona dolazi
do smanjenja intenziteta apsorpcije koje se prati pri valnoj duljini 517 nm (Prior i sur., 2005).

Postupak odredivanija

Uzorci napitaka su prije same analize razrijedeni 10 puta, a koncentrirani sok viSnje 50 puta.
U staklenu epruvetu se otpipetira 0,75 mL ekstrakta i 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH, koja je
pripremljena prema ranije opisanom postupku. Pripremljene otopine uzoraka stoje 20 minuta
pri sobnoj temperaturi na tamnom mjestu nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm. Za

slijepu probu otpipetira se 2,25 mL 100 %-tnog metanola.

Izrada bazdarnog pravca za trolox (0,2 mM DPPH)

Za pripremu bazdarnog pravca 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 i otopi u 100 %-
tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom u odmjernoj tikvici od 100

mL. Od pripremljene otopine Troloxa pripreme se razrjedenja u koncentracijama od 10, 25,
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50, 100, 125, 150 pM. U epruvete 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 sadrzajem stoje 20 minuta u mraku pri sobnoj temperaturi. Nakon
toga se mjeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu. Na temelju dobivenih
vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa Microsoft Excel.

Bazdarni pravac za otopinu troloxa prikazan je na slici 6.

14

A 517 [nm]l.2 \
1 \
0.8

R
0
0 50 100 150 200
HM y =-0,008x + 1,3476
R?=0,9948

Slika 6. Prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji Troloxa

Racun

Iz dobivenih apsorbancija pri izradi bazdarnog pravca u Excelu se izracuna jednadzba pravca
koja u ovom radu glasi:
y = —0,008x + 1,3476 4]

pri Cemu je: y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
x = ekvivalent troloxa (TAE) [uM]

IzraCunata vrijednost za ekvivalent Troloxa (x) mnozi se s faktorom razrjedenja ovisno o

uzorku te dijeli s 1000 kako bi se dobila vrijednost antioksidacijskog kapaciteta u pmol/mL.

3.2.6. Odredivanje senzorskih svojstava

Princip odredivanija

Senzorsko ocjenjivanje napitaka provedeno je pomocu kvantitativne deskriptivne analize

(QDA). Deskriptivne senzorske analize su postupci opisivanja i procjenjivanja intenziteta
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izrazenosti pojedinog senzorskog svojstva proizvoda od strane panel grupe senzorskih
analiticara. To je u potpunosti osjetilni opis koji pri ocjenjivanju proizvoda uzima u obzir svaki

zapazeni osjet (vizualni, olfaktorni, auditivni...)(Vahci¢ i sur., 2000).

Postupak odredivanija

Napitci su prije odredivanja senzorskih svojstava temperirani na sobnu temperaturu. U
senzorskom ocjenjivanju sudjelovala je panel grupa od 10 ocjenjivaca. Uzorci napitaka
servirani su u prozirnim plasticnim ¢asama volumena 50 mL. Ocjenjivana su sljedeéa
senzorska svojstva napitaka: intenzitet boje, miris (na list masline, na viSnju, strani), okus
(slatko, kiselo, gorko, na list masline, na visnju, harmonicni, strani) i aroma (na list masline,
na visnju, strana). Ispitivana senzorska svojstva ocjenjivanja su skalom od 0 (neizrazeno
svojstvo) do 10 (maksimalno izraZzeno svojstvo). Svaki ocjenjivac je svoja zapazanja biljezio u
pojedinacni ocjenjivacki listi¢ (slika 7).

Ocjenjivat: Datum:
BOJA MIRIS OKLUS AROMA
Uzorak n - -
Na list N Na list N Na list N
Intenzitet 2 !s ..a. Strani Slatko Kiselo Gorko 2 I.E a Harmoniéni | Strani . !5 ..a. Strana
masline | vidnju masline | wvifnju masline | wignju

0
Vi1
V2
V3
W
V5
Vi
V7
Va

Skala: 0-10 (0-neizraieno svojstvo; 10-max. lzraZeno svojstvo)

Slika 7. Ocjenjivacki listi¢ koristen za senzorsku analizu pripremljenih napitaka

3.3. REZULTATI I RASPRAVA

Rezultati odredivanja topljive suhe tvari i pH vrijednosti napitka od lista masline,
koncentriranog soka visnje i pripremljenih napitaka od lista masline i koncentriranog soka
visSnje s i bez dodatka saharoze prikazani su u tablici 2 i 3. Vrijednosti parametara boje L*, a*
i b*, te C* i H° napitka od lista masline, koncentriranog soka viSnje i pripremljenih napitaka
prikazane su u tablici 4. Koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet uzoraka
samog napitka od lista masline i koncentriranog soka visSnje prikazani su u tablici 5. Rezultati
mjerenja koncentracije ukupnih fenola pripremljenih napitaka od lista masline i

koncentriranog soka viSnje s i bez dodatka saharoze prikazani su na slici 8, a rezultati
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mjerenja antioksidacijskog kapaciteta na slici 9. Rezultati senzorske analize pripremljenih
napitaka primjenom kvantitativne deskriptivne analize prikazani su graficki u obliku paukove
mreze (slika 10). Svi rezultati provedenih analiza prikazani su kao srednje vrijednosti i

standardne devijacije dvaju paralelnih mjerenja.

Tablica 2. Rezultati mjerenja topljive suhe tvari

UZORCI Topljiva suha tvar (%)
M 0,21+0,0
K 66,6+0,4

Vi 1,9+0,0
V2 3,610,0
V3 4,5+0,2
v4 6,610,4
V5 2,0+0,1
V6 3,510,1
v7 4,61+0,0
V8 6,310,1

Izmjereni udjeli topljive suhe tvari u napitcima od lista masline i koncentriranog soka viSnje
sa saharozom krecu se u rasponu od 1,9 do 6,6 %. Prilikom pripreme napitaka polazilo se od
toga da topljiva suha tvar napitaka sa saharozom bude jednaka topljivoj suhoj tvari napitaka
bez dodane saharoze, pa upravo iz tog razloga su i dobiveni rezultati napitaka s i bez
saharoze priblizno jednaki. Dodatkom soka viSnje i saharoze u napitak od lista masline kao

glavnu sirovinu povecala se topljiva suha tvar konacnih napitaka.

Topljiva suha tvar napitka od lista masline iznosi 0,2 %. Dobivene niske vrijednosti topljive
suhe tvari u skladu su s ocekivanim s obzirom na to da su u biljnim ekstraktima
ugljikohidrati, koji Cine najveci udio topljive suhe tvari, zastupljeni u niskim udjelima (Cataldi
i sur., 2000). U istrazivanju Kapo (2017) topljiva suha tvar ekstrakta lista masline, dobivenog
kuhanjem na povratnom hladilu, iznosi 0,6 % Sto je tri puta veca vrijednost od vrijednosti
dobivene u ovom radu zbog toga Sto je vrijeme provodenja ekstrakcije bilo duze, pa je stoga

i provedena ekstrakcija iscrpnija.

Izmjerena topljiva suha tvar koncentriranog soka viSnje iznosi 66,6 %. Najveéi udio suhe

tvari svjezeg ploda visSnje opcenito Cine Seéeri od kojih su najzastupljeniji glukoza i fruktoza.
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U istrazivanju Damar i Eksi (2016) odredivana topljiva suha tvar 23 razli¢ita koncentrirana
soka viSnje, mjerena s Abbe refraktometrom (NOW, Japan) pri 20 °C, kretala se u rasponu
od 64,8-65,3 °Brixa Sto je priblizno jednako dobivenoj vrijednosti topljive suhe tvari
odredivane u ovom radu. U istrazivanju Kust (2014) izmjerene vrijednosti topljive suhe tvari
koncentriranih sokova proizvedenih iz dviju sorti viSnje, Maraske i Obladinske manje su u
odnosu na odredenu topljivu suhu tvar koncentriranog soka u ovom radu i kre¢u se oko 60
% Sto je uobicajeni udio suhe tvari u bistrim koncentriranim sokovima s obzirom na to da je

proizvodnja oba koncentrirana soka bila standardizirana.

Tablica 3. Rezultati mjerenja pH vrijednosti

UZORCI pH

M 5,40£0,00

K 3,36+0,00
Vi 3,80+0,00
v2 3,66+0,00
V3 3,61+0,00
v4 3,57+0,00
V5 3,9210,00
V6 3,77%0,00
V7 3,71%0,00
V8 3,67+0,00

Napitak od lista masline ima viSu pH vrijednost u usporedbi s pH vrijednosti pripremljenih
napitaka. Izmjerena pH vrijednost samog Caja bez dodataka iznosi 5,40. Visa pH vrijednost
biljnih ekstrakata uvjetovana je niskim udjelom organskih kiselina u samim biljnim vrstama iz
kojih su ekstrahirani (Haciseferogullari i sur., 2007). Dodatkom koncentriranog soka visnje u
napitak od lista masline pH vrijednost se smanijila u odnosu na pocetnu pH vrijednost. U
istrazivanju Kapo (2017) dobivena je priblizno jednaka vrijednost pH ekstrakta lista masline,
koja iznosi 5,35.

Izmjerena je pH vrijednost napitaka bez dodatka saharoze u rasponu od 3,57 (V4) do 3,80
(V1), a napitaka sa saharozom u rasponu od 3,67 (V8) do 3,92 (V5). pH vrijednost napitaka
se postupno smanjivala dodatkom sve veceg volumena koncentriranog soka. Iz dobivenih

rezultata je vidljivo da napitci sa saharozom imaju nesto visi pH u odnosu na napitke bez
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saharoze zato Sto je dodan manji udio koncentriranog soka visnje, ali dodatak saharoze ne
utjeCe znacajno na promjenu pH napitaka.

Koncentrirani sok viSnje ima najmanju pH vrijednost Sto je ocekivano zbog kiselosti samog
ploda viSnje. Najzastupljenija organska kiselina u svjezem plodu viSnje je jabucna kiselina
(Cini 85-90 % ukupne koliCine kiselina) te manje zastupljena limunska kiselina (Tanner,
1979). Navedene kiseline su odgovorne za kiselost viSnje te se viSnja zbog svoje kiselosti
uglavnom i preraduju u razliite proizvode. Izmjerena pH vrijednost koncentriranog soka
iznosi 3,36 Sto je u skladu s podacima Naderi i sur. (2015) koji navode pH vrijednosti od 3,30
do 3,40, takoder u koncentriranom soku visnje.

Tablica 4. Vrijednosti parametara boje napitka od lista masline, koncentriranog soka visnje i
pripremljenih napitaka

UZORCI L* a* b* H° C

M 96,83+0,01 -1,89+0,00 13,51+0,01 97,99+0,00 13,64+0,01
K 0,14+0,06 0,44+0,01 0,09+0,11 10,78+13,25 0,46+0,04
vl 63,08+0,00 32,71+0,00 29,33+0,01 41,88+0,01 43,93+0,01
V2 42,70+0,01 47,69+0,04 41,22+0,06 40,84+0,08 63,03+0,01
V3 33,82+0,00 50,56+0,00 46,26+0,00 42,46+0,00 68,53+0,00
v4 24,15+0,02 49,51+0,10 40,40+0,06 39,22+0,01 63,90+0,12
V5 76,55+0,00 19,41+0,00 22,24+0,00 48,89+0,00 29,52+0,00
V6 63,65+0,00 32,48+0,00 29,06+0,00 41,82+0,00 43,58+0,00
V7 55,67+0,00 39,71+0,02 33,75+0,02 40,36+0,04 52,11+0,00
V8 47,37+£0,00 45,97+0,03 38,93+0,04 40,26+0,01 60,24+0,04

Parametar L* je mijera svjetlosti iskazana vrijednostima od 0 do 100, pri ¢emu nize
vrijednosti ukazuju na tamnije obojenje, a vise vrijednosti na svjetlije obojenje ispitivanog
uzorka. Vrijednosti parametra L* za napitke dobivene u ovom radu krecu se u rasponu od
24,15 (V4) do 76,55 (V5). Vrijednosti se razlikuju ovisno o udjelu dodanog koncentriranog
soka viSnje, koji daje tamnije obojenje napitcima. Koncentrirani sok viSnje ima najmanju
vrijednost jer je najtamnije obojen, a napitak od lista masline ima najvecu vrijednost s

obzirom na to da je najsvijetliji medu ispitivanim uzorcima, odnosno zuto obojen.
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Parametar a* iskazuje spektar od crvene (pozitivne vrijednosti) do zelene boje (negativne
vrijednosti). Sve vrijednosti parametra a* napitaka su pozitivne i kreCu se u rasponu od
19,41 (V5) do 49,51 (V4) Sto ukazuje na crvenu boju napitaka. Medutim kod vrlo tamnih
uzoraka kao Sto je u ovom radu koncentrirani sok viSnje vizualni dozivljaj crvene boje je
smanjen, pa su zato i izmjerene nize a* vrijednosti. Jedino vrijednost za napitak od lista

masline je negativna Sto ukazuje na zelenkastu boju samog napitka.

Parametar b* ukazuje na spektar nijansi izmedu zute (pozitivhe vrijednosti) i plave boje
(negativne vrijednosti). U ovom radu vrijednosti parametra b* pokazuju isti trend promjena
kao i a* vrijednosti. Sve vrijednosti b* za pripremljene napitke su pozitivne i kre¢u se u
rasponu od 22,24 (V5) do 46,26 (V3).

Parametar C oznacava CistoCu ili zasi¢enost boja, a moZe se izraCunati preko dobivenih
vrijednosti parametara b* i a*. Vrijednosti C za pripremljene napitke kre¢u se u rasponu od
29,52 (V5) do 68,53 (V3). Sto su vrijednosti parametra C nize, to je zasi¢enost boje slabija
jer priblizavanjem ishodistu raste udio sive boje, dok udaljavanjem od ishodiSta zasi¢enost
boje raste. NiZa vrijednost parametra C upucuje na povecanje tona boje (Goncalves i sur.,
2007).

Parametar H° ukazuje na ton boje, odnosno vizualni dozivljaj boje i moZe se izraCunati
pomoc¢u formule [2] ako su poznate vrijednosti parametara b* i a*. Definirane vrijednosti
parametra H° su: 0°/360° crveno—ljubicasta boja, 90° Zuta boja, 180° plavo-zelena boja i
270° plava boja (McGuire, 1992). Vrijednosti za parametar H® krecu se u rasponu od 39,22°
(V4) do 48,89° (V5). Prema definiranim vrijednostima za parametar H° dobivene vrijednosti
ulaze u crveno-narancasti dozivljaj boje. H® vrijednost napitka od lista masline je najveca i

iznosi 97,99° sto odgovara definiranoj vrijednosti za Zutu boju.

Tablica 5. Koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet napitka od lista masline i

koncentriranog soka visnje

UZORCI UKUPNI FENOLI ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET
[mg/mL] [pmol/mL]
M 0,117+0,001 0,154+0,001
K 5,050+0,414 6,279+0,027
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|lUkupnifeno|img/mL 0.387 | 0.629 | 0.671 | 0.970 | 0.351 | 0.381 | 0.456 | 0.533

Slika 8. Koncentracija ukupnih fenola (mg/mL) napitaka od lista masline i koncentriranog
soka viSnje s i bez dodane saharoze

Iz rezultata je vidljivo da je u pripremljenim napitcima koncentracija ukupnih fenola veca u
odnosu na koncentraciju u napitku od lista masline. U napitcima je utvrdena pravilnost,
odnosno povecanje koncentracije ukupnih fenola s porastom volumena dodanog
koncentriranog sok viSnje u napitak od lista masline. Vrijednosti ukupnih fenola (slika 8)
izmjerenih u ovom radu kre¢u se u rasponu od 0,387 do 0,970 mg/mL za napitke bez
dodane saharoze, a za napitke sa saharozom u rasponu od 0,351 do 0,533 mg/mL. Najvecu
koncentraciju ukupnih fenola od svih napitaka ima napitak V4 s obzirom na to da je u njega
dodan najveci volumen koncentriranog soka visSnje, koji je prema dobivenim rezultatima

mjerenja puno bogatiji fenolnim spojevima u odnosu na sam napitak od lista masline.

Repaji¢ i sur. (2015) odredivali su koncentraciju ukupnih fenola u koncentriranom soku visnje
(sorte Maraska i Oblacinska) neposredno nakon proizvodnje. Ukupni fenoli odredivani su
pomocu Folin-Ciocalteu reagensa uz neke modifikacije metode, pri ¢emu odredena
koncentracija ukupnih fenola iznosi 17.9+0.8 mg GAE/g (sorta Maraska) Sto je dvostruko
veci od rezultata dobivenog u ovome radu s obzirom na to da je koristen koncentrirani sok

nakon duljeg skladistenja na temperaturi od -18 °C.

U napitku od lista masline odredena je najmanja koncentracija ukupnih fenola, koja iznosi
0,117 mg GAE/mL zbog toga Sto napitak nije koncentriran vec je prireden iz 4 g lista masline

na 100 mL vode. U istrazivanju Hajdinjak (2017) dobivena vrijednost ukupnih fenola u
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napitku od lista masline prije skladistenja iznosi 0,276 mg GAE/mL, a nakon skladiStenja
0,272 mg GAE/mL. U ovom radu izmjerena je dvostruko manja vrijednost ukupnih fenola sto
je i ocekivano s obzirom na to da su u oba rada koristeni isti listi¢i masline, ali s godinu dana
razlike. U brojnim istrazivanjima je dokazano kako skladistenjem biljaka na sobnoj
temperaturi 3 mjeseca dolazi do smanjenja i antioksidacijskog kapaciteta i fenolnog sastava,
Sto moze biti povezano s oksidacijom spojeva koji pokazuju antioksidacijsku aktivnost, dok
produzenjem skladistenja ne dolazi do znacajnih promjena u odnosu na prva 3 mijeseca

(Jiménez-Zamora i sur., 2016).

Khalig i sur. (2014) usporedivali su antioksidacijski kapacitet i odredivali fenolne spojeve u
listovima razliCitih sorti maslina (Gemlik, Frantio, Doleca-Agogia, Moriolo, Mission, Uslu,
Leccino i Carotina). Listovi su oprani i posuseni na vruéem zraku pri 40 °C te samljeveni u
fini prah. 5 g uzorka prelili su s 250 mL kipuée vode i ostavili na sobnoj temperaturi 30
minuta, nakon ¢ega se otopina profiltrirala te pohranila na -20 °C. Dobivene vrijednosti
ukupnih fenola su vece (109,6+3,68 do 161+1,9 mg GAE/g) nego u nasem radu, ali
koriSteno je duze vrijeme ekstrakcije i analizirane su druge sorte maslina. Prema dobivenim
rezultatima najmanja koncentracija fenola odredena je kod sorte Leccino, a najveca kod

masline Gemlik, koja je ujedno imala i najveci antioksidacijski kapacitet.

1.800
1.600
1.400
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200
0.000

V1 V2 V3 V4

1 Antioksidacijski kapacitet

umol/mL 1.326 | 1.373 | 1.531 | 1.506 | 1.054 | 1.293 | 1.518 | 1.546

Slika 9. Antioksidacijski kapacitet (umol/mL) napitaka od lista masline i koncentriranog soka

viSnje s i bez dodane saharoze
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Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, izmjerene u ovom radu, kre¢u se u rasponu od
1,326 do 1,531 pymol/mL za pripremljene napitke bez saharoze, a sa saharozom u rasponu
od 1,054 do 1,546 pmol/mL. U napitcima je utvrdena pravilnost, odnosno povecanje
antioksidacijskog kapaciteta s porastom volumena dodanog koncentriranog soka uz mala
odstupanija.

Uzorak koncentriranog soka viSnje ima najvedi antioksidacijski kapacitet u odnosu na
pripremljene napitke Sto je prikazano u tablici 5. ViSnje sadrze znacajan udio antocijana koji
su jedni od glavnih spojeva koji doprinose antioksidacijskoj aktivnosti u viSnjama stoga je i
oCekivano da ¢e dodatkom soka viSnje porasti antioksidacijski kapacitet u pripremljenim
napitcima. U radu Kust (2014) antioksidacijski kapacitet uzorka koncentriranog soka visnje
maraske uzetog neposredno nakon procesa koncentriranja iz tvornice ,Dona d.0.0." iznosio
je 0,1177 mmol TE/mL Sto je puno veca vrijednost u odnosu na vrijednost dobivenu u ovom
radu s obzirom na to da je uzorak skladisten duzi period i koriStene su razliCite metode
odredivanja.

Najmanji antioksidacijski kapacitet odreden je u uzorku napitka od lista masline i iznosi
0,154+0,001 pymol/mL. Za visok antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista masline odgovoran
je glavni razgradni produkt oleuropeina, hidroksitirosol (Erbay i Icier, 2010). U istraZivanju
Hajdinjak (2017) dobivena je priblizno jednaka vrijednost antioksidacijskog kapaciteta
napitka od lista masline, koja iznosi 0,146 pmol/mL. Napitak od lista masline skladisten je na
temperaturama 8, 22 i 30 °C pri ¢emu su vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta bile
priblizno podjednake u svim uzorcima tijekom skladistenja, tj. nije doSlo do znacajnih
promjena (Hajdinjak, 2017; Ivankovi¢, 2017; Loncari¢, 2017). Jiménez-Zamora i sur. (2016.)
pratili su skladiStenje liS¢éa masline tijekom 3 i 6 mjeseci pri temperaturi od 50 °C. Prema
dobivenim rezultatima prva 3 mjeseca doSlo je do smanjenja antioksidacijskog kapaciteta,

koji se onda nije znacajno promijenio tijekom sljedeca 3 mjeseca skladistenja.

Altiok i sur. (2008) odredivali su antioksidacijski kapacitet u ekstraktu lista masline pomocu
ABTS/K,Ss0, metode koristeéi razliCita otapala za ekstrakciju (70 %-tni etanol, 50 %-tni
etanol i vodu), a apsorbancije su izmjerene pri 734 nm. Ekstrakt s izmjerenim najvecim
antioksidacijskim kapacitetom (4,36 mmol TEAC/g) i najve¢om koncentracijom oleuropeina je
dobiven koriste¢i 70 %-tni etanol kao otapalo za ekstrakciju, dok su s drugim otapalima
dobivene dvostruko manje vrijednosti, ali puno veée od vrijednosti antioksidacijskog

kapaciteta izmjerenog u ovome radu. Dobivene su vece vrijednosti zbog duzeg vremena
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provodenja ekstrakcije, ali i koriStenja razli¢itog otapala, koje se pokazalo puno efikasnije u
odnosu na vodu te je i iz toga razloga provedena ekstrakcija iscrpnija. U radu Altiok i sur.
(2008) ekstrakt lista masline dobiven je tako Sto su listi¢i masline osuseni i samljeveni u fini
prah, a nakon toga provedena je ekstrakcija pomocu razli¢itih otapala i njihovih vodenih
otopina te je dobiveni ekstrakt koristen u analiticke svrhe kako bi se pokazalo koje otapalo je
efikasnije za ekstrakciju polifenola.

Senzorsko ocjenjivanje provedeno je samo za uzorke pripremljenih napitaka od lista masline
obogacenih koncentriranim sokom viSnje s i bez dodane saharoze. Svojstva koja su
ocjenjivana senzorskom analizom bila su: boja, okus, miris i aroma. Ispitivana senzorska
svojstva ocjenjivanja su skalom od 0 do 10, pri cemu ocjena 0 oznacava neizrazeno svojstvo,

a ocjena 10 oznacCava maksimalno izrazeno svojstvo.

Rezultati svih ocjenjivaca su obradeni u programu Excel te su srednje vrijednosti ocjena za
pojedino svojstvo graficki prikazane na slici 10 u obliku tzv. "paukove mreze". NajniZza ocjena
odredenog svojstva nalazi se u centru dijagrama, a ocjene se povecavaju prema obodu
polarnog dijagrama. Dijagram ima 14 krakova i svaki od njih predstavlja jedno senzorsko
svojstvo, a linije izmedu krakova predstavljaju ocjene (Vahcic i sur., 2000).

MIRIS NA LIST
MASLINE

AROMA NA Y ——\/1

VIENJU MIRIS NA VISNJU
——-\/2
AROMIVLAS SICEUST STRANIMIRIS V3
—m\/4
—=l=\/5
STRANI OKUS SLATKI OKUS V6
V7

HARMONICN

OKUS KISELI OKUS V8

OKUS NA LIST
MASLINE

Slika 10. Rezultati senzorske analize pripremljenih napitaka
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Kao baza pripremljenih napitaka koristen je napitak od lista masline u koji su dodani razliciti
volumeni koncentriranog soka viSnje. Zuta boja napitka od lista masline promijenila se
dodatkom soka viSnje u tamnocrvenu. Intenzitet boje ispitivanih uzoraka pripremljenih
napitaka odreden je u rasponu od 3,9 (V5) do 8,5 (V4). Dodatak veceg volumena
koncentriranog soka daje intenzivnije obojenje napitcima.

Intenzitet mirisa na list masline u pripremljenim napitcima odreden je u rasponu od 4,3 (V4)
do 6,2 (V1), a mirisa na viSnju u rasponu od 1,7 (V1) do 5,3 (V4). U napitku s najve¢im
dodanim volumenom koncentriranog soka visnje (V4) miris na list masline je najslabije
izrazen, ali zato je miris na viSnju najjace izrazen u odnosu na ostale napitke Sto je u skladu

s dobivenim rezultatima. Strani miris nije utvrden u pripremljenim napitcima.

Intenzitet slatkog okusa u ispitivanim napitcima odreden je u rasponu od 1,2 (V1) do 5,7
(V8), a kiselog okusa u rasponu od 1,7 (V8) do 3,7 (V4). Bududi da koncentrirani sok visSnje
ima nizi pH u odnosu na sam napitak od lista masline zbog veéeg udjela kiselina doslo je do
povecanija kiselosti u konacnom pripremljenom napitku. U napitcima gorak okus odreden je u
rasponu od 2,2 (V4) do 4,2 (V1). Gorak okus pripremljenih napitaka potjeCe od samog
napitka od lista masline i njegov intenzitet se smanjio dodatkom soka viSnje i saharoze.

Najintenzivniji okus na list masline ima napitak V5 s obzirom na to da je u njega dodan
najmanji volumen koncentriranog soka visnje, a najintenzivniji okus na viSnju ima napitak V4
jer je u njega dodan najvedi volumen soka visSnje. Intenzitet okusa na list masline kretao se u
rasponu od 3,1 (V4, V8) do 5,0 (V5), a za okus na visnju u rasponu od 1,8 (V5) do 5,9 (V4).
Harmonicnost okusa pripremljenih napitaka odredena je u rasponu od 3,2 (V5) do 5,8 (V8).
NajviSe izraZzen harmonican okus imaju napitci V4 i V8, a najmanje izraZen ima napitak V5.

Strani okus u ispitivanim napitcima nije utvrden.

Dodatak koncentriranog soka viSnje utjecao je na smanjenje intenziteta arome na list
masline u pripremljenim napitcima te je u napitku s dodanim najve¢im volumenom soka
najizrazenija aroma na visnju. U napitcima aroma na list masline odredena je u rasponu od
3,1 (v4) do 5,4 (V1), a aroma na visnju u rasponu od 2,1 (V5) do 6,0 (V4). Strana aroma

nije utvrdena u ispitivanim napitcima.
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4. ZAKLIUCAK

Na temelju dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuditi:

= Topljiva suha tvar napitka od lista masline iznosi 0,2 %, a pH vrijednost 5,40. Sukladno
dodatku soka viSnje povecala se topljiva suha tvar (1,9-6,6 %), a smanjila pH vrijednost

(3,57-3,92) pripremljenih napitaka u odnosu na sam napitak od lista masline.

= U napitku od lista masline odredena je koncentracija ukupnih fenola 0,117 mg/mL i
dodatkom koncentriranog soka viSnje povecala se sukladno koli¢ini dodanog soka te je

odredena u rasponu od 0,351 do 0,970 mg/mL.

= U napitku od lista masline odreden je antioksidacijski kapacitet 0,154 pmol/mL i dodatkom
koncentriranog soka viSnje povecao se sukladno koli¢ini dodanog soka te je odreden u
rasponu od 1,054 do 1,546 pmol/mL.

= Boja napitka od lista masline promijenila se dodatkom koncentriranog soka visnje iz zute u
tamnocrvenu. Napitci s dodanim vecim udjelom soka viSnje imaju intenzivnije obojenje i
dolazi do smanjenja L* i povecanja b* vrijednosti te prelaska a* vrijednosti iz negativne u
pozitivhu vrijednost Sto ukazuje na tamnije i crvenije obojenje napitaka. Takoder, smanijila se
He vrijednost Sto oznacava intenzivniju crvenu boju napitaka, te se povecala zasi¢enost boje,

odnosno C vrijednost.

= Senzorskom analizom utvrdeno je da dodatkom veceg udjela koncentriranog soka visnje u
napitak od lista masline miris, okus i aroma na list masline se smanjuju. Slatki okus je
najizraZeniji u napitku s najvec¢im udjelom saharoze (V8), a kiseli okus u napitku s najvedim
udjelom koncentriranog soka visnje (V4). Harmonicni okus je najizrazeniji u napitku s
najvedim udjelom soka visnje i saharoze (V8). Uzevsi u obzir sva svojstva najbolje ocijenjen

je napitak V4, a zatim V8. Strani miris, okus i aroma nisu zamijeceni u ispitivanim napitcima.

= S obzirom na udio fenolnih spojeva i provedene senzorske analize ispitivanih uzoraka
moze se zakljuCiti da napitak od ekstrakta lista masline obogacen koncentriranim sokom
viSnje Maraske s i bez dodane saharoze predstavlja napitak bogat fenolnim spojevima, visoke

antioksidacijske aktivnosti i poZeljnih senzorskih svojstava.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam

koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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