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1. UvoD

Uzgoj maslina poznat je od davnina, a najviSe je rasprostranjen u mediteranskim zemljama
gdje prevladava umjereno topla klima u kojoj ne dolazi do prevelikih promjena temperature.

Niska ucestalost kardiovaskularnih bolesti i karcinoma u mediteranskim zemljama privukla je
pozornost znanstvenika, a mediteranska prehrana koja se izmedu ostalog sastoji od maslina i

proizvoda od maslina, smatra se jednim od razloga tome.

Maslinovo ulje je jedno od osnova mediteranske prehrane, Siroko prouceno zbog svojeg
antioksidacijskog djelovanja, posebno zbog svog fenolnog sastava.

Pri uzgoju maslina i proizvodnje maslinovog ulja stvaraju se znatne koli¢ine otpada medu
koje pripada i liS¢e masline. Ono se gomila tijekom obrezivanja stabla i moze se naéi u
velikim koli¢inama pri proizvodnji maslinovog ulja, nakon Sto se odvoji od plodova, prije

same obrade.

Znanstvenici su u mnogim istrazivanjima pokazali kako liS¢e masline ima antioksidacijsku
aktivnost, antihipertenzivno, hipoglikemijsko, hipokolesterolemijsko, kardioprotektivno,

protuupalno djelovanje, sposobnost smanjenja koncentracije lipida itd.

Interes za upotrebom liS¢éa masline u proizvodnji funkcionalne hrane i dodataka prehrani
raste zbog navedenih pozitivnih ucinaka na zdravlje. Upotreba takvog ekstrakta u
prehrambenoj industriji moze pridonijeti poboljSanju zdravlja potrosaca i produljenju roka
trajanja prehrambenim proizvodima. LiS¢e masline Cesto se koristi kao tradicionalni lijek u

europskim i mediteranskim zemljama, najc¢esSée u obliku ekstrakta, biljnog ¢aja ili praha.

Cilj ovog rada bio je ispitati stabilnost napitka od lista masline tijekom 12 tjedana
skladistenja pri nepovoljnim uvjetima i to na temperaturi od 30°C pri ¢emu je pracena boja,

senzorska svojstva, udio ukupnih fenola, antioksidacijski kapacitet i mikrobioloSka ispravnost.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. List masline

Listovi masline su mali, duguljasti i kozasti. Lice lista je svijetlozelene boje, a nalicje je bijelo.
LiS¢e je po granama pravilno razdijeljeno tako da se po dva lista nalaze jedan nasuprot
drugom, a grana zavrSava s jednim listom. U pazuscima listova smjesSteni su pupovi, koji su

Siljasti ili okrugli. §i|jasti su pupovi drveni, a okrugli su cvjetni (Kantonci, 2006.).

Slika 1. Lis¢e masline (Anonymous, 2016.)

Tijekom uzgoja i procesiranja masline nastaje velika koli¢ina otpada. Preostala biomasa
zaostala nakon obrezivanja masline, smatrala se velikim, jeftinim i neiskoriStenim izvorom
energije i kemikalija (Nassima i sur., 2015.). LiS¢e masline obi¢no se spaljuje ili baca s
ostatkom otpada (Romero-Garcia i sur., 2014.), Sto dovodi do zagadenja okolisa (Xie i sur.,
2015).

Kada se nije bacalo, liS¢e masline koristilo se kao narodni lijek za suzbijanje groznice i drugih
bolesti poput malarije (Benavente-Garcia i sur. 2000.). Poljoprivrednici, koji su se osim
maslinarstvom bavili i sto¢arstvom, su upotrebljavali liSce kao hranu za stoku (Rahmanian i
sur., 2015.).



Termin "lisS¢e masline" odnosi se na mijeSavinu liS¢a i grana nakon obrezivanja stabla
masline, sakupljanja i ¢iS¢enja maslina (Molina-Alcaide i sur., 2008.).

List je primarno mjesto u kojem se odvija metabolizam pri ¢emu nastaju primarni i
sekundarni biljni metaboliti (Antolovich i sur., 2000.), pa se smatra potencijalnim izvorom
bioaktivnih spojeva. LiS¢e masline je vazno zbog njegovih sekundarnih metabolita kao Sto su
sekoiridoidni spojevi oleacin i oleuropein (Pereira i sur., 2007.).

Nedavne studije o maslinama su pokazale da je liS¢ée masline najbogatije fenolnim spojevima
kao Sto je oleuropein i hidroksitirosol (Benavente-Garcia i sur., 2000.). Struktura i visoki
antioksidacijski kapacitet ovih fenola omoguéuje njihovu upotrebu u medicini, kozmetici,

farmaceutskoj i prehrambenoj industriji (Erbay i Icier, 2010.).

2.2, Kemijski sastav lista masline

Kemijski sastav lista masline razlikuje se prema podrijetlu, udjelu prisutnih grancica, uvjetima
skladistenja, sadrzaju vlage i stupnju onecis¢enja tla (Martin-Garcia i sur., 2008. i Delgado-
Pertinez 2000.).

Sadrzaj sirovih proteina varira izmedu 9,5-12,9% (Delgado-Pertinez 2000.). Od aminokiselina
najvisSe sadrzi arginin, leucin, prolin, glicin, valin i alanin (Martin-Garcia i sur., 2003.). Najveci
udio hemiceluloznih vlakna sadrzi arabinozu, dok grane uglavnom sadrZze manozu (Garcia-

Maraver i sur. 2013.).

Medutim, najcjenjeniji sastojci liS¢éa masline su fenolni spojevi od kojih su u najvisem udjelu
prisutni oleuropein, hidroksitirosol, verbaskozid, apigenin-7-glukozid i luteolin-7-glukozid

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

2.2.1. Fenolni sastav lista masline

Fenolni spojevi ili polifenoli su sekundarni metaboliti koji nastaju u biljkama razliCitim
metabolickim putovima (pentoza fosfatni, put Sikimeinske kiseline i fenilpropanoidni put)
(Talhaoui i sur., 2015.). LisS¢e masline sadrzi fenolne spojeve kao i druge biljke, ali za masline
su karakteristi¢ni sekoiridoidi (iskljuCivo za obitelj Oleaceae) (Talhaouia i sur., 2015.).
Polifenoli masline nastaju kao posljedica reakcije na napad patogena i odgovor na ozljede od

insekata (Japon-Lujan i sur., 2006.).



Poznato je kako maslinovo ulje povoljno utjee na zdravlje zbog velike koli¢ine polifenola
koje sadrzi. Medutim, istraZivanja su pokazala kako liS¢ée masline sadrzi veéu koli¢inu npr.
sadrzaj oleuropeina u maslinovo ulju je izmedu 0,005 i 0,12%, dok liS¢ée masline sadrzi od 1
do 14% (Japon-Lujan i sur., 2006.).

Popularnost fenolnih spojeva raste zbog njihove potencijalne uloge u poboljSanju ljudskog
zdravlja. Eksperimentalna istrazivanja koja su se provodila na ljudima i Zivotinjama pokazala
su kako su fenolni spojevi, iz lista Olea europeae, bioloski aktivni Sto znaci da mogu smaniiti
rizik i ozbiljnost nekih kroni¢nih bolesti (Abaza i sur., 2015.).

LiS¢ée masline sadrzi veliki broj fenolnih spojeva, a oni se mogu podijeliti na jednostavne
fenole, flavonoide (flavoni, flavanoli, flavonoli i 3-flavanoli) i sekoiridoidie Talhaouia 2015.).
Jednostavni fenoli su najceséi i najvazniji fenolni spojevi s niskom molekulskom masom.
Hidroksitirosol se opisuje kao najvazniji spoj iz skupine jednostavnih fenola lista masline
(Altiok i sur., 2008., Benavente-Garcia i sur., 2000., Bouallagui i sur., 2011., Fu i sur., 2010.,
Goulas i sur., 2009., Taamalli i sur., 2012b).

Flavonoidi su najproucavaniji i najraznovrsnija skupina polifenola (Abaza i sur., 2011, Heimler
i sur., 1992). Sadrze dva aromatska prstena povezana trima ugljikovim atomima koji Cine
oksigenirani heterocikl (Skerget i sur., 2005).

Mogu biti glikozilirani (quercetin-7-O-rutinoside, luteolin- 7-O-rutinoside, luteolin-7-O-
glucoside, luteolin-5-O-glucoside) i neglikozilirani (kvercetin, apigenin, luteolin, diosmetin)
(Briante i sur., 2002a, Laguerre i sur., 2009, Ryan i sur., 2002). Sekoiridoidi su podskupina
iridoida koji nastaju cijepanjem ciklopentanskog prstena izmedu 7 i 8 C atoma koji sadrZi
fenolni ostatak (Pérez-Trujillo i sur., 2010., Quirantes-Piné i sur., 2012; Ranalli et al., 2006.,
Ye i sur., 2014). Oleuropein je najvazniji spoj iz ove skupine (Benavente-Garcia i sur., 2000.,
Fu i sur., 2010., Kiritsakis i sur., 2010).

Na kvalitativni i kvantitativni fenolni sastav lista masline moze utjecati: vrijeme sakupljanja
liS¢a (Brahmi i sur., 2012.), uvjeti susenja (Silva i sur., 2006.), zona uzgoja (Bilgin i Sahin,
2013.), proces ekstrakcije (Bilgin i Sahin, 2013., Rafiee 2011.) i sorta (Rafiee 2011.,Japon-
Lujan 2006.).

Benavente-Garcia i sur. istrazivali su kvalitativni i kvantitativni sastav fenola u ekstraktu lista
masline i njihov antioksidacijski kapacitet (Benavente-Garcia i sur., 2000.). Prema
rezultatima, glavni fenolni spoj u liS¢u masline je oleuropein. Antioksidacijski kapacitet Cistog
oleuropeina nije toliko visok, dok antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista masline je bio vedi
od vitamina C i E i Cistog hidroksitirosola, koji se smatraju jakim antioksidansima. Ovi
rezultati ukazuju na to da se oleuropein hidrolizira u hidroksitirosol i povecava antioksidacijski
kapacitet ekstrakta ili dolazi do sinergistickog ucinka fenola u ekstraktu lista masline.



2.2.2. Oleuropein

Oleuropein je glavni sastojak liS¢a masline koji pripada u skupinu sekoiridoida (Erbay i Icier,
2010.). Oleuropein je heterozidni ester elenolne kiseline i dihidroksi fenil etanola (Pannizzi i
ur., 1960.). Sadrzi orto-difenolnu (katehol) strukturu koja djeluje kao antioksidans (Tuck i
Hayball, 2002.) i glavni je razlog visokog antioksidacijskog kapaciteta oleuropeina

(Benavente-Garcia i sur., 2000.).
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Slika 2. Kemijska struktura oleuropeina (Erbay i Icier, 2010. )

Glavni produkt metabolicke razgradnje oleuropeina je hidroksitirosol (Benavente-Garcia i sur.
2000., Ranalli i sur. 2006.), tako da njegova koncentracija u liS¢u masline raste tijekom
sazrijevanja. Njegovo glavno obiljezje je to Sto ima veliki antioksidacijski kapacitet (Erbay i
Icier 2010.).

Koncentracija oleuropeina u listu masline varira ovisno o genetskim faktorima, vremenu
berbe i zrelosti liS¢a, a kao najvazniji ¢imbenik smatra se vrsta kultivara (Ranalli i sur.,
2006.). Takoder se pokazalo da oleuropeina ima viSe u mladom liS¢u koje je zelenije i u ono
koje se bere u prolje¢e (Ranalli i sur., 2006.). Oleuropein nije naden u ljudskoj plazmi i
fecesu zato Sto se metabolizira do hidroksitirsola i druge razgradne produkte, Sto dokazuje
da se oleuropein ne moze direktno apsorbirati u ljudskom probavnom sustavu (Soni i sur.
2006. i Silva i sur. 2006.).



2.3. Zdravstvani ucinci lista masline

Visoka koncentracija fenolnih spojeva prisutnih u liSu masline izazvala je zanimanje kod
velikog broja znanstvenika. IstraZivanjima provedenim na Zivotinjama i ljudima znanstvenici
su dosli do zakljucka kako ovi spojevi imaju pozitivne zdravstvene ucinke kao Sto su:
antioksidacijski kapacitet (Benavente-Garcia i sur., 2000.), antihipertenzivho djelovanje
(Susalit i sur.,, 2011.), hipoglikemijsko djelovanje (Kontogianni i sur., 2013.),
hipokolesterolemijsko djelovanje (Jemai i sur., 2009.), kardioprotektivho djelovanje
(Nekooeian i sur., 2014.), protuupalno djelovanje (Khalatbary i sur., 2012.) i kao pomoc¢no

sredstvo kod lijecenja pretilosti (Santiago-Mora i sur., 2011.).

Antihipertenzivno djelovanje

Istrazivanja su pokazala da ekstrakt lista masline (dnevna doza 1000 mg) znacajno smanjuje
sistolicki i dijastolicki krvni tlak (Pe rrinjaquer-Moccetti, 2008.).

Ucinak polifenola iz lista masline na smanjenje razine kolesterola

Polifenoli lista masline povoljno djeluju na lipidni profil tako da smanjuju ukupni kolesterol,
LDL kolesterol i trigliceride. U nekim istrazivanjima se racunao omjer LDL i HDL koji je bio
znacajno maniji kod grupe koja je konzumirala ekstrakt lista masline (Vogel i sur., 2014.).
Istrazivanja na miSevima kojima se davala hrana bogata kolesterolom, pokazalo je znacajno
smanjenje aktivnosti jetrenih enzima superoksid dismutaze (SOD) i katalaze (CAT). Medutim,
te razine su se obnovile u prisutstvu fenolnih spojeva iz ekstrakta lista masline (Jamail i sur.,
2008.). Takoder je pokazano kako ekstrakt lista masline moze znacajno popraviti
hiperkolesterolemiju povezanu s hiperglikemijom (Jamail i sur., 2009.).

Kardioprotektivni ucinci polifenola iz lista masline

Tretman oleuropeinom osigurava zastitu od akutnog infarkta miokarda, spreCavajuci razvoj
sekundarne sr€ane insuficijencije. Provedena su istrazivanja koja su proucavala zastitni
ucinak oleuropeina kod primjene nekih lijekova poput doksorubicina. Doksorubicin se koristi
protiv mnogih malignih bolesti (Singal i Iliskovicm, 1988., Booser i Hortobagyi, 1994.), no
njegova upotreba je ograniCena jer moze uzrokovati ozbiljne kardiotoksi¢ne nuspojave,
vjerojatno uzrokovane oksidacijskim stresom (Signal i sur., 1987.). Oleuropein je smanijio
lipidnu peroksidaciju induciranu doksorubicinom (Andreadou i sur., 2007.), te je sprijecio



kardiomiopatiju, nitro oksidativni stres, neravnotezu homeostaze NO i poremecaj

metabolizma miokarda (Andreadou i sur., 2014.).
Ucinak polifenola lista masline na Secernu bolest T2

Polifenoli liS¢a masline (posebno oleuropein) poznati su po hipoglikemijskom ucinku.
Predlozena su dva obrazloZzenja navedenog ucinka: potencijal da djeluje na otpustanje
inzulina izazvano glukozom i povecanje perifernog unosa glukoze (Al-Azzawie i Alhamdani,
2006.). Dodatno, dio hipoglikemijskog ucinka pripisuje se antioksidacijskom kapacitetu

oleuropeina (Sato i sur., 2007.).
Ucinak polifenola lista masline na kronicni kolitis

Istrazivanja koja su ispitivala ucinak dodataka prehrani s oleuropeinom na kronicni kolitis,
pokazala su da dolazi do smanjenja stanicne infiltracije upalnih stanica na mjestu ozljede i
smanjena oslobadanja upalnih citokina. Studija je pokazala da je koriStenje oleuropeina
ucinkovito kod ublaZavanja simptoma kroni¢nog kolitisa izazvanog natrijevim sulfatom (Giner
i sur., 2013.).

2.4, Upotreba lista masline

LiS¢e masline se koristi za ekstrakciju oleuropeina iz kojeg se sintetizira hidroksitirosol. Moze
se susiti i koristiti kao dodatak prehrani, te za ekstrakciju vrijednih spojeva. Ekstrakt liS¢a
masline moze se kapsulirati zbog stabilizacije samog ekstrakta i fenola. Takoder se moze
koristiti za obogacivanje ulja antioksidansima koje sadrzi. LiS¢e masline koje se mijeSa sa
prezrelim maslinama prije samog procesa proizvodnje maslinovog ulja utjee na izrazeniji
okus i ve¢u otpornost prema oksidaciji (Ranalli i sur., 2006.). U posljednje vrijeme, sve veéa

pozornost daje se ¢aju od lista masline.



2.4.1. Proizvodnja caja od lista masline

Proizvodnja C¢aja od lista masline zapocinje branjem same sirovine. Preporuca se branje u
rano proljece jer je liSCe tada najbogatije ljekovitim tvarima. LiS¢e se skida sa grana pomocu
stroja za odvajanje lista masline. Grancice sa kojih je skinuto liS¢e usitni se i koristi za izradu
komposta. Nakon toga je potrebno oprati i sortirati liS¢e pomocu uredaja za pranje i
probiranje/sortiranje liS¢a. Oprano i sortirano liS¢e stavlja se na police regalne susare gdje se
susSi na niskim temperaturama zraka (35-38 °C) 25-30 sati. Osuseni listovi dopremaju se do
rezacice koja ima mogucnost podeSavanja veli¢ina reza (2-10 mm), te se na kraju nalazi

vreca za prihvat izrezanog bilja (Sito i sur., 2015.)
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Slika 3. Shematski prikaz proizvodnje ¢aja od lista masline (Sito i sur., 2015.)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

3.1.1. Napitak od lista masline

LiS¢e masline, koristeno u ovom istrazivanju, prikupljeno je u masliniku u Republici Hrvatskoj
(Ravni kotari) i predstavlja mjeSavinu sorata Orkula (90%), Leccina (5%), Marokanka i
Garbuncela.

Za pripremu napitka koristen je omjer 4 g liS¢a masline i 100 mL destilirane vode. Prethodno
je lis¢e oprano, prosuseno i usitnjeno na otprilike 1 cm. LiS¢e masline kuhano je 3 minute na
temperaturi vrelista, a zatim je odstajalo joS 10 minuta u vodi. Napitak je procijeden da se
odvoje listovi te je u svrhu pasterizacije ponovno zagrijan na temperaturu 85°C i ta
temperatura je odrzavana 10 sekundi. Nakon toga je prebacen u prethodno oprane i
sterilizirane staklenke, te hermeticki zatvoren. Napitak je skladisten 12 tjedana (84 dana) pri
temperaturi od 30°C. Analize su provedene u svjeze kuhanom napitku (0. dan) te onom
skladistenom 1, 21, 42, 63 i 84 dana.

Ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet odredivali su se nakon Sto su skupljeni svi uzorci, pa
su se za 0., 1., 21., 42. i 63. dana skladiStenja, napitci smrzavali i ¢uvali na -80 °C do

analize.

A

Slika 4. Osuseno liS¢e masline Slika 5. Caj od lista masline u staklenci

(vlastita fotografija) (vlastita fotografija)



3.1.2. Otapala i reagensi

e Folin-Ciocalteu reagens (Merck, Njemacka)

e Natrijev karbonat bezvodni (Grammol, Hrvatska)
e ZasiCena otopina natrijeva karbonata (20%-tna otopina)
Priprema:
U 800 mL vruce destilirane vode otopi se 200 g anhidrida natrijeva karbonata. Nakon Sto se
ohladi na sobnu temperaturu, doda se nekoliko kristalica natrijeva karbonata, nadopuni u

odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 h filtrita.

e Metanol 100%-tni (Avantor Perfomance Materials, Poljska)

e DPPH (2,2- difenil- 1- pikrilhidrazil radikal) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Otopina 0,2mM DPPH (2,2- difenil- 1- pikrilhidrazil radikal)

Priprema:

0,0079 g DPPH radikala izvaZze se u plasticnoj ladici za vaganje te kvantitativnho prenese u

odmjernu tikvicu od 100 ml, otopi i nadopuni do oznake 100% metanolom. Pripremljenu

otopinu DPPH radikala potrebno je Cuvati u zatvorenoj tikvici na tamnome.

e Destilirana voda
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3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

e Spektrofotometar UV-1600PC (VWR, SAD)

e Tehnicka vaga K7 (Mettler, Zurich)

e Analiticka vaga AX224 (Ohaus Corporation, SAD)

e Vortex MS2 (IKA, SAD)

e Kolorimetar CM-3500d (Konica Minolta, Japan)

¢ Vodena kupelj od rotavapora B-490 (Buchi Labortechnik AG, §vicarska)

Pribor:

e Staklena kiveta

e Mikropipeta

e Menzura

e Odmijerna tikvica
e Staklena epruveta
e Stalak za epruvete

e Plasti¢na ladica za vaganje
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Princip metode

Odredivanje ukupne koncentracije fenola temelji se na kolorimetrijskoj reakciji izmedu Folin-
Ciocalteu reagensa i reduciraju¢eg reagensa (polifenoli). Folin-Ciocalteu reagens je smijesa
fosfowolframove i fosfomolibdenske kiseline koje se reduciraju u wolframov oksid i molibden
oksid uz prisutnost fenolnih tvari koje pri tome oksidiraju. Nastali plavo obojeni kompleks je
intenzivniji Sto je veci broj hidroksilnih skupina ili oksidiraju¢ih grupa u fenolnim spojevima.

Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj duljini od 765 nm (Shortle i sur., 2014).
Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se 100 uL uzorka, 200pL Folin Ciocalteu reagensa, 2 mL
destilirane vode i 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. SadrZaj epruvete se promijesa
pomocu Vortexa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta u vodenoj kupelji pri
temperaturi od 50 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija na valnoj duljini od 765 nm pomocu
spektrofotometra. Potrebno je pripremiti slijepu probu na isti nain samo Sto se umjesto

ekstrakta dodaje otapalo.
Bazdarni dijagram

Za pripremu bazdarnog pravca potrebno je izvagati 0,5 g galne kiseline i otopiti u 10 mL 96
%-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL te se nadopuni do oznake destiliranom
vodom. Pripremljena otopina galne kiseline koristi se za izradu razrjedenja u odmjernoj tikvici
od 100 mL. Za razrjedenja je potrebno otpipetirati redom 1, 2, 3, 5 i 10 mL alikvota
standardne otopine galne kiseline u svaku odmjernu tikvicu od 100 mL i nadopunit do oznake
destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i
500 mg/L. 1z svake tikvice otpipetira se po 100 uL otopine standarda u epruvete, a zatim se
dodaje redom 200 pL Folin Ciocalteu reagensa, 2 mL destilirane vode i 1 mL zasi¢ene otopine
natrijeva karbonata. Sve skupa se promijeSa pomocu Vortexa i termostatira 25 minuta na 50

°C u vodenoj kupelji od rotavapora. Potrebno je pripremiti slijepu probu na isti nacin samo
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Sto se umjesto otopine standarda dodaje 100 pL destilirane vode. Apsorbancija se mjeri pri

valnoj duljini 765 nm.

Bazdarni pravac se nacrta pomocu programa Microsoft Excel tako da se izmjerene vrijednosti
apsorbancije nanesu na ordinatu, a koncentracije galne kiseline (mg/L) na apsicu.

Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.

R%=0.9997

1.6
14
1.2

A 765 nm
[BY

0.8
0.6

0.4 /
0.2 /

Slika 6. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 765 nm o koncetraciji galne kiseline (mg/L )

JednadZzba pravca glasi:

y = 0,0035 * x [1]
pri éemu je:

y= apsorbancija pri 765 nm

x= koncentracija galne kiseline mg/L

Za svaki uzorak izmjerene su dvije apsorbancije koje su se uvrstile u formulu [1]. Od
izraCunatih koncentracija ukupnih fenola odredena je srednja vrijednost i standardna

devijacija.
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3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Princip metode

Metoda odredivanja antioksidacijskog kapaciteta pomocu DPPH radikala (2,2 — difenil — 1 —
pikrilhidrazil) temelji se na sposobnosti antioksidansa da reducira slobodan radikal tj. da
dode do sparivanja nesparenog elektrona. DPPH radikal je stabilan dusikov radikal ljubicaste
boje. Kod reakcije DPPH radikala sa fenolima (u ovom slucaju fenola iz ¢aja od lista masline)
dolazi do promijene boje iz ljubiCaste u zutu, a to se na spektrofotometru prati kao pad
apsorbancije pri 517 nm (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005).

Postupak odredivanja

U epruvetu je potrebno otpipetirati 0,75 ml uzorka i 1,5 mL 0,2 mM prethodno svjeze
pripremljene otopine DPPH radikala (priprema opisana u popisu kemikalija). Slijepa proba se
pripremi tako da se u epruvetu otpipetira 2,25 mL 100% metanola. Epruvete s navedenim
sadrzajem stoje 20 minuta u mraku na sobnoj temperaturi. Nakon toga mjeri se apsorbancija

pri 517 nm.
Bazdarni dijagram

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti 1 mM otopinu Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina). Odvaze se 0,025 g Troloxa, otopi se u
metanolu i njime nadopuni do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL. Od 1 mM otopine

Troloxa pripreme se razrjedenja u koncentracijama od 10, 25, 50, 100, 125i 150 M.

U epruvetu se otpipetira redom 0,75 ml odgovarajuée otopine Troloxa te 1,5 mL 0,2 mM
otopine DPPH. Kod pripreme slijepe probe u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 %
metanola. Nakon 20 minutnog stajanja sadrZaja u mraku pri sobnoj temperaturi, mjeri se

apsorbancija pri 517 nm.
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Slika 7. Prikaz ovisnosti apsorbancije pri 517 nm o koncetraciji Troloxa (uM)

Jednadzba pravca glasi:
y=-0,008x + 1,347

pri éemu je:

Y= apsorbancija uzorka pri 517 nm

X=ekvivalent troloxa TAE uM

Za svaki uzorak napitka od lista masline izmjerene su dvije apsorbancije koje su se uvrstile u

formulu [2]. Od izracunatih koncentracija odredena je srednja vrijednost i standardna

devijacija.
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3.2.3. Odredivanje boje CIELAB metodom

Boja je jedna od najvaznijih organoleptickih svojstva ¢aja (Liang i sur. 2016). Skladistenom
napitku od lista masline odredivale su se L*,a*,b*, H® i C vrijednosti CIELAB metodom (CIE,
1976.).

L*,a* i b* vrijednosti su parametri trodimenzionalnog spektra boje. Koriste se za objektivno

mjerenje boje. Princip rada je mjerenje stupnja reflektirane svjetlosti od mjerne povrsine.
Vrijednost L* je mjera svjetline iskazana vrijednostima od 0 (crno) do 100 (bijelo).

Vrijednost a* je parametar koji iskazuje spektar od crvene (pozitivhe vrijednosti) do zelene

(negativne vrijednosti). Vrijednosti se iskazuju od -60 do 60.

Vrijednost b* je parametar koji ukazuje na spektar nijansi izmedu Zute i plave boje (McGuire,
1992).

Pomocéu a* i b* mogu se izracunati vrijednosti za ton boje odnosno vizualni dozivljaj boje

(H°) i zasi¢enost boje (C).
H°= arc tan b/a 3]
C= (a2 + b2)"? (4]

AE ili ukupna razlika obojenosti prikazuje razliku boje u odnosu na neku ishodnu tocku

(boju). Kao referentna vrijednost koristila se poCetna boja ¢aja (0. dan skladistenja).

AE=\/(AL)? + (Aa)? + (Ab)? [5]
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3.2.4. Odredivanje senzorskih svojstva napitka

Senzorsko ocjenjivanje provedeno je pomocu kvantitativne deskriptivne analize (QDA). Pri
senzorskom ispitivanju sudjelovao je panel od 10 ocjenivaca. Koristen je upitnik koji je
sadrzavao opis pojedinih senzorskih svojstva: intenzitet boje (zuta i smeda boja) , miris
(miris na list masline i strani miris), okus (trpki, gorki, okus na list masline, strani okus i
harmonicni okus) i aromu (svojstveno za list masline, na zeleno i strana aroma) (Cerretani i
sur., 2008. i Stone i sur., 2012.). Uzorci su prethodno temperirani na sobnu temperaturu i
servirani u plasti¢nim ¢asicama. Ocjenjivaci su upitnik ispunjavali s vrijednostima od 1 do 10,
pri ¢emu je 1 oznaCavalo neizrazeno svojstvo, a 10 maksimalno izrazeno svojstvo.

Ocjenjivacki listi¢ se nalazi u Prilogu.

3.2.5. Odredivanje mikrobioloske aktivnosti

Ispitivanje mikrobioloske aktivnosti provedeno je prema standardnim metodama u

akreditiranom laboratoriju PBF-a, Centar za kontrolu namirnica, Jagiceva 31.

Odredivala se prisutnost aerobnih mezofilnih bakterija, kvasaca i plijesni te bakterije
Salmonellae i Enterobacteriaceae. Metode koje su se koristile su HRN EN ISO 6579:2003 za
bakteriju Salmonellac, HRN ISO 21528-1:2008 za Enterobacteriaceac, HRN EN ISO 4833-
1:2013 za aerobne mezofilne bakterije te ISO 21527-1:2008 za kvasce i plijesni.

Tablica 1. Kriteriji za ispitivanje mikrobioloske aktivnosti

Mikrobioloska ispitivanja Kriteriji *
Salmonella Nije izolirana
Enterobacteriaceae <1

Aerobne mezofilne bakterije <10

Kvasci <1

Plijesni <1

* Ministarstvo poljoprivrede, Vodi¢ za mikrobioloske kriterije za hranu, 3. izmijenjeno izdanje,
ozujak, 2011.)
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3.3. Rezultati i rasprava

Ukupni fenoli i antioksidacijski kapacitet

Sadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet odredeni su spektrofotometrijski te su
rezultati prikazani na slici 8. Na slici su prikazane srednje vrijednosti dva mijerenja i

standardna devijacija.
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Slika 8. Koncentracije ukupnih fenola (mg/mL) i antioksidacijski kapacitet (umol/mL) u
napitku od lista masline skladistenog na 30 °C

Ukupni fenoli

Koncentracije ukupnih fenola, odredene u ovom istrazivanju (Slika 8.) kretale su se u
rasponu od 0,213 mg/mL do 0,276 mg/mL. Vrijednosti su padale do 63. dana skladistenja,
dok je vrijednost za 84. dan porasla i bila priblizno jednaka koncentraciji za 0. dan

skladistenja.

Sadrzaj ukupnih fenola u pripremljenom dekoktu od lista masline, kojeg su odredivali
Buyukbalcy i sur., iznosio je 70 mg CE/L (Buyukbalcy i sur., 2008.). To je gotovo tri puta
manja vrijednost od onih odredenih u ovom istraZivanju. Za pripremu dekokta koristili su 5 g
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lis¢a masline i 100 mL vode. Lisce je kuhano 15 minuta, te je nakon toga odstajalo u vodi 10

minuta.

Kopjar i sur. ispitivali su sadrzaj polifenola kod maceriranih voc¢nih ¢ajeva, te su maceraciju
naknadno ponovili pomoc¢u prethodno koristenog materijala (Kopjar i sur., 2013.). Najveca
koncentracija polifenola bila je u ¢aju od brusnice i iznosila je 0,428 mg/mL, dok je najmanja
vrijednost odredena za ¢aj od Sumskog voca od 0,323 mg/mL. Usporedujuci rezultate Kopjar
i sur. sa rezultatima iz ovog istrazivanja, moze se zakljuciti kako macerirani vocni cajevi
sadrze vecu koncentraciju polifenola. Kod ponovljenih maceracija, najvecu koncentraciju
polifenola, od 0,109 mg/mL, imao je ¢aj od brusnice, a najmanju ¢aja od Sumskog voca koja

je iznosila 0,061 mg/mL.

Kozak i sur. odredivali su koncentraciju ukupnih polifenola kod biljnih ¢ajeva mati¢njaka,
kamilice i kadulje u obliku granuliranog praha, te su ih usporedivali sa instant biljnim
Cajevima. Koncentracija polifenola bila je manja kod onih Cajeva koji su se kuhali dulje (10
minuta, naspram 3 minute ). To moze biti zbog osjetljive strukture bilja, Sto dovodi do brzeg
prijenosa polifenola u infuziju i do razgradnje zbog duljeg vremena kuhanja. Takoder, uodili
su da su viSe koncentracija ukupnih polifenola kod usitnjenijih sirovina, sto znaci da se iz njih

polifenoli lakse ekstrahiraju (Kozak i sur., 2017.).

Jiménez-Zamora i sur. (2016.) odredivali su koncentraciju ukupnih fenola u dcaju
pripremljenom od lista masline koji se skladistio 3 i 6 mjeseci, na 50 °C. Koristili su 2 g liS¢a
masline kojeg su prelili sa 150 mL kipuée vode i ostavili na sobnoj temperaturi 7 minuta.
Koncentracija ukupnih fenola, na dan pripreme ¢aja, bila je 94 mg GAE/L, Sto je gotovo tri
puta manja vrijednost od one odredene u ovom istrazivanju, Sto se moze objasniti i
razli¢itom pripremom c¢aja/napitka. Nadalje, skladistenjem 3 mjeseci vrijednost je pala na 67
mg GAE/L, dok je nakon 6 mjeseci vrijednost bila 75 mg GAE/L. Sli¢an trend smanjenja, pa
povecanja koncentracije fenola tijekom skladistenja uocen je i u ovom istrazivanju, iako je u
ovom istrazivanju praéeno skladistenje napitka, a Jiménez-Zamora i sur. (2016.) su pratili

skladistenje liS¢éa masline.

Antioksidacijski kapacitet

Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta, odredene u ovom istrazivanju, kretale su se u
rasponu od 0,146 pmol/mL do 0,149 pmol/mL. Vrijednosti su bile priblizno podjednake u

svim uzorcima tijekom skladistenja tj. nije doslo do znacajnih promjena (Slika 8.).
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BelS¢ak-Cvitanovi¢ i sur. (2014) kod infuzije i dekokta lista masline odredivali su
antioksidacijski kapacitet pomocu drugih metoda te se ti rezultati ne mogu direktno
usporedivati s nasim rezultatima. Metodom redukcije Fe (III) antioksidacijski kapacitet je
iznosio 0,81 + 0,07 mM Fe (II), a pomocu ABTS metode 0,30 + 0,02 mM Troloxa.
Antioksidacijski kapacitet dekokta lista masline odreden pomocu redukcije Fe (III) iznosio je
2,14 + 0,13 mM Fe (II), a pomocu ABTS metode 1,68 + 0,04 mM Troloxa .

Kopjar i sur. ispitivali su antioksidacijski kapacitet maceriranih vo¢nih ¢ajeva ABTS i DPPH
metodom. Materijal upotrebljen za prvu maceraciju, koristen je kod ponovljene maceracije.
Najmanja vrijednost , odredena ABTS metodom, bila je kod ¢aja od brusnice i iznosila je 0,67
Mmol TE/100 mL (0,0067 umol/mL). Kod ponovljene maceracije, najmanja vrijednost je
takoder bila kod ¢aja od brusnice i iznosila je 0,10 pmol TE/100 mL (0,0010 pmol/mL).
Najveca vrijednost zabiljezena je za Caja od Sumskog voca, te je iznosila 0,84 pumol TE/100
mL (0,0084 pmol/mL). Kod ponovljene maceracije, najveca vrijednost bila je za ¢aj od

borovnice, te je iznosila, 0,29 pmol TE/100 mL (0,029 pmol/mL).

Najmanja vrijednost, odredena DPPH metodom, bila je za ¢aj od brusnice i iznosila je 0,26
pmol TE/100 mL. Za isti ¢aj zabiljeZena je najmanja vrijednost kod ponovljene maceracije, te
je iznosila 0,05 pmol TE/100 mL . Najveca vrijednost zabiljeZena je za ¢aj od Sumskog voca,
te je iznosila 0,53 pmol TE/100 mL. Kod ponovljene maceracije, najveca vrijednost bila je za

¢aj od borovnice, te je iznosila 0,20 pmol TE/100 mL (Kopjar i sur., 2013.).

Jiménez-Zamora i sur. odredivali su antioksidacijski kapacitet DPPH metodom caju od lista
masline koji se skladistio 3 i 6 mjeseci, na 50 °C. Koristili su 2 g liS¢a masline kojeg su prelili
sa 150 mL kipuce vode i ostavili na sobnoj temperaturi 7 minuta. Antioksidacijski kapacitet,
na dan pripreme Caja bio je 1,29 mmol TE/L, Sto je puno veca vrijednost od one odredene u
ovom istrazivanju. Antioksidacijski kapacitet, izmjeren nakon 3 mjeseci skladiStenja na 50 °C,
bio je 0,48 mmol TE/L, dok je nakon 6 mijeseci vrijednost porasla na 0,63 mmol TE/ L
(Jiménez-Zamora i sur., 2016.).
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Boja

Vrijednosti L*,a* i b*, odredeni su se kolorimetrijski, a vrijednosti C,H® i AE su izraCunate
prema prethodno navedenim formulama [3,4, 5]. U tablici su prikazane srednje vrijednosti tri

mjerenja i standardna devijacija.

Tablica 2. Parametri boje odredeni za napitak od lista masline skladistenog na 30 °C

Dan

skladistenja | L* a* b* C He° AE
t=30°C

0. dan 91,14+0,49 -1,98+0,12 | 19,18+0,14 19,29+0,15 | 95,89+0,30 | -

1. dan 92,71+ 0,04 | -1,07+0,01 | 20,48+0,08 20,51+0,08 | 93,00+0,02 | 2,23
21. dan 90,58+ 0,02 | 0,56+ 0,01 | 27,16+0,07 27,16+0,06 | 88,81+0,03 | 8,39
42. dan 88,79+ 0,21 1,01+ 0,09 | 29,47+0,54 29,49+0,55 | 88,05+0,13 | 10,97
63. dan 87,49+ 0,08 1,41+ 0,03 | 31,54+0,19 31,57+0,19 | 87,43+0,04 | 13,33
84. dan 87,11+ 0,27 1,32+ 0,08 | 30,60+0,40 30,62+0,41 | 87,52+0,12 | 12,55

Vrijednosti za L* kretale su se u rasponu od 87,11 do 92,71. Najveca vrijednost zabiljezena
je kod 1. dana skladistenja, a kod svakog sliede¢eg mjerenja doslo je do pada vrijednosti
(Tablica 2.). Pri 63. i 84. danu skladiStenja taj pad je bio manje izrazen. Smanjenje L*

vrijednosti ukazuje na tamnjenje napitka tijekom skladistenja.

Vrijednosti za a* kretale su se u rasponu od -1,98 do 1,41. Sa svakim mjerenjem doslo je do
porasta vrijednosti. Najveca vrijednost zabiljeZzena je kod 63. dana skladistenja dok je kod
84. dana doslo do blagog pada (Tablica 2.). Promjene a* vrijednosti u skladu su s
promjenom svjetline jer iz blago zelenih nijansi (- a* predstavlja udio zelene boje) prelazi u

crvenkaste (+ a* predstavlja udio crvene boje) Sto, takoder, ukazuje na potamnjivanie.
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Vrijednosti za b* (udio Zute boje) kretale su se u rasponu od 19,18 do 31,54. Sa svakim
mjerenjem, vrijednosti su se povecavale sto znaci da se povecavao udio Zute boje, Sto isto u
odredenom smislu moze ukazivati na tamnjanje napitka. Moze se uoCiti nagli porast
vrijednosti izmedu 1. i 21. dana skladistenja, dok je kod 84. dana doSlo do blagog pada
(Tablica 2.).

Kozak i sur. odredivali su parametre boje L, a i b prema CIE Lab ljestvici za biljne Cajeve
maticnjaka, kamilice i kadulje u obliku granuliranog praha, te su ih usporedivali sa instant
Cajevima. L vrijednosti bile su najve¢e kod ¢ajeva kuhanih 3 minute (47,76 za maticnjak,
56,10 za kamilicu i 51,28 za kadulju) Sto znaci da su oni bili najsvijetliji, dok su ¢ajevi kuhani
10 minuta bili tamniji (40,20 za mati¢njak ,49,84 za kamilicu i 49,28 za kadulju). Sve
vrijednosti parametra a bile su negativne (zelena boja), a parametra b pozitivne (zuta boja)
(Kozak i sur., 2017.).

Jiménez-Zamora i sur. odredivali su parametre boje (L, a i b) razliCitim biljnim cajevima koji
su se skladistili na 50 °C 3 i 6 mjeseci. Doslo je do smanjenja L vrijednosti kod 47% uzoraka,
vjerojatno zbog visoke temperature skladistenja. Kod 80% uzoraka, doslo je do povecanja
vrijednosti parametra a, vjerojatno zbog Maillardove reakcije. Vrijednost parametra b
smanjio se skladistenjem, te je doSlo do povecanja parametra E (Jiménez-Zamora i sur.,
2016.).

Vrijednosti za C (zasi¢enost boje) kretale su se u rasponu od 19,29 do 31,57. Sa svakim
mjerenjem doslo je do povecanja vrijednosti, gdje je najveca vrijednost postignuta kod 63.

dana skladistenja, a kod 84. dana doslo je do blagog pada (Tablica 2.).

Vrijednosti za H (vizualni dozivljaj boje) kretale su se u rasponu od 87,43 do 95,89. Sa
svakim mjerenja doslo je do pada vrijednosti gdje je za 63. dan zabiljezena najmanja

vrijednost. Kod mjerenja za 84. dana skladistenja doslo je do blagog porast (Tablica 2.).

Ukupna razlika obojenosti ili AE kretala se u rasponu od 2,23 do 13,33. Vrijednosti za AE
rasle su do 63. dana skladiStenja gdje je zabiljezena najveca vrijednost. Kod 84. dana

skladistenja izraCunata je vrijednot 12,55 (Tablica 2.).

Svi ti podaci ukazuju na odredenu promjenu boje napitka tijekom skladiStenja, medutim te

promjene nisu bitno negativne.
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Senzorska svojstva

Rezultati senzorskih svojstva prikazani su graficki pomocu tkz. paukove mreze na slici 9.

Zuta boja

Miris lista

Na zeleno .
masline

Svo;st\{en Strani
o na list L
. miris
masline
Ha.rmonlc Trpki okus
ni okus —0—0. dan
=fl=1. dan
=fe=21. dan
=>e=42. dan
Okus na ==}e=63. dan
list =@=84. dan

masline

Slika 9. Rezultati senzorskog ocjenjivanja napitka od lista masline skladistenog na 30°C

Zuta boja napitka od lista masline najizrazenija je kod 0. dana skladistenja. Kako su se
povecavali dani skladistenja doslo je do pada vrijednosti, te do ponovnog rasta za 63. i 84.
dan skladistenja.

Za razliku od zute, smeda boja je bila najmanje izrazena kod 0. dana skladistenja. S
povecanjem dana skladiStenja doslo je do porasta smede boje, te su najvece vrijednosti bile
zabiljezene kod 21., 42., 63. dana. Kod 84. dana skladistenja doslo je do blagog pada smede
boje. Senzorski zamije¢ene promjene boje u skladu su s izmjerenim vrijednostima za boju.
Porast smede boje uocen senzorski tj. posmedivanje/potamnjivanje napitka u skladu je s

nizim L* i H* vrijednostima, a veéim a* i b* te u odredenom smislu i AE vrijednostima.
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Miris na list masline najizraZeniji je u napitku 0. i 1. dana skladistenja, dok se najmanje
osjetio 63. dana skladistenja. Vrijednosti za 21., 42. i 84. dan rastu prema navedenom

slijedu.

Strani miris najmanje se osjetio u napitku 0. i 1. dana skladiStenja. Vrijednosti za 21., 42. i
84. dan priblizno su jednake i nesto su vece od onih za 0. i 1. dan. Najveée odstupanje
pokazalo se za 63. dana skladistenja kada je vrijednost bila najveca, tj. najviSe se osjetio

strani miris.

Trpki okus najizrazeniji je u napitku 0. dana skladistenja, te se postepeno smanjuje kako se
povecava vrijeme skladiStenja. Najmanje je izrazen 84. dana skladistenja. Iznimka je 63.

dan skladistenja koji odskace od slijeda postepenog pada vrijednosti.

Gorki okus najizrazeniji je 0. dan skladistenja, nesto je manji za 1. dan, dok je gorki okus za

21., 42., 63. i 84. najmanje izrazen i priblizno jednak.

Okus na list masline najviSe se osjeti u napitku 0. dana senzorskog ispitivanja, za 1. dan
skladistenja je neSto maniji, dok su vrijednosti za 21., 42., 63. i 84. dan skladiStenja najmanije

(najmanije izrazen okus na list masline).

Strani okus je relativno nisko ocijenjen. Najmanje vrijednosti su zabiljezene za 0. i 1. dan

skladistenja, dok su vrijednosti za ostale dane skladiStenja minimalno porasle.

Harmonicni okus bio je najmanje izrazen kod 0. i 1. dana skladistenja, te je bio u porastu

prema sljede¢em redoslijedu : 84. < 21. < 63. < 42. dan skladiStenja.

Aroma svojstvena za list masline najmanje se osjetila 63. dan skladistenja, dok su vrijednosti

za ostale dane rasle sljedeéim redoslijedom 21. < 84. < 1. < 42. < 0. dan skladistenja.

Aroma na zeleno najmanje se osjetila 21. dan skladiStenja, te je postepeno rasla prema

sljedecem redoslijedu: 63. < 84. < 42. < 0. < 1. dan skladistenja.

Strana aroma je relativno nisko ocijenjena i sve su vrijednosti priblizno jednake.
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Mikrobioloska ispitivanja

Tablica 3. Rezultati mikrobioloske analize napitka od lista masline skladistenog na 30 °C

Mikrobioloska
oL 0. dan 1. dan 21l.dan |42.dan | 63.dan | 84.dan
ispitivanja

Nije Nije Nije Nije
Salmonella - -

izolirana izolirana izolirana izolirana
Enterobacteriaceae | - - <1 <1 <1 <1
Aerobne mezofilne

2

bakterije 30 10 10 50 7 7
Kvasci <10 <10 <1 <1 <1 <1
Plijesni <10 <10 <1 <1 <1 <1

Vedéina rezultata mikrobioloskih ispitivanja ispunjava navedene kriterije (Tablica 1.) o
prisutnosti odredenih mikroorganizama. Kriterij za aerobne mezofilne bakterije je <10,
medutim u svim uzorcima je odredena nesto veca vrijednost koja tijekom skladistenja varira
bez jasne pravilnosti Sto upuéuje na odredenu neispravnost prilkom punjenja i zatvaranja
napitka u staklenke, a ne na negativan utjecaj skladistenja. Slicno se moze zakljuciti i za

rezultate kvasaca i plijesni.
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4. ZAKLIJUCAK

Ukupni fenoli

Prilikom skladiStenja napitka od lista masline odredeni su ukupni fenoli od 0,276 mg/mL na
pocetku skladistenja do 0,213 mg/mL 63. dana te 0,272 mg/mL 84. dana skladiStenja Sto
upucuje da skladistenje na +30 °C nema posebno negativan utjecaj na koncentraciju

ukupnih fenola.
Antioksidacijski kapacitet

Antioksidacijski kapacitet bio je priblizno jednak kod svakog odredivanja i kretao se od 0,146
do 0,149 pmol/mL, Sto upucuje da skladistenje pri +30 °C ne utjeCe na promijenu

antioksidacijskog kapaciteta.
Boja

Skladistenjem napitka dolazi do tamnjenja boje, na Sto upuduju promjene svih parametara
boje i to porast L* i b* vrijednosti te prelazak a* iz negativhe u pozitivhe vrijednosti,
povecanje ukupne razlike obojenosti, pad vrijednosti za ton boje (H°) (Sto ukazuje na vedi

udo crvenih nijansi) te porast zasi¢enosti boje (C).
Senzorska svojstva

Skladistenje Caja smeda boja dolazi viSe do izrazaja. Prisutan je miris na list masline koji se
smanjuje skladistenjem. Okus na list masline, trpki i gorki okus najizrazeniji su na pocetku,
dok se skladistenjem smanjuju. Harmonicni okus najmanje je izrazen na pocetku, a najvise
na kraju skladiStenja. Aroma svojstvena na list masline i na zeleno najviSe su prisutne na

pocetku skladiStenja. Strani miris, okus i aroma su manje zastupljeni ili ih uopce nema.
Mikrobioloska ispitivanja

Skladistenje nije negativno utjecalo na mikrobiolosku sliku napitka.

Svi rezultati analiza provedenih tijekom 84 dana skladiStenja i to koncentracije fenolnih
spojeva, antioksidacijski kapacitet, boja, senzorska svojstva i mikrobioloska slika upuéuju na

zadovoljavajucu stabilnost napitka od lista masline unato¢ primjenjenoj temperaturi 30°C.
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PRILOZI

Prilog 1. Ocjenjivacki listi¢

1. uzorak Ocjenjivac: Datum
Intenzitet boje | Miris Okus Aroma
Temp. [

) Zuta [ Smeda | Miris Strani | Trpki | Gorki | Okus Strani [ Harmonic | Svojstve | Na Strana
g sklad. | boja | boja lista miris | okus |okus |[na list | okus niokus | no na list | zeleno |aroma
(9]
= masline masline masline
)

1. 30




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.

ime i prezime studenta



