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1. UVOD



Jaka alkoholna pi¢a (JAP) su pi¢a namijenjena za ljudsku potroSnju, koja imaju posebna
senzorska svojstva, a sadrze minimalno 15% vol. alkohola (Pravilnik RH, NN 61/2009).
Proizvode se direktno destilacijom prevrelih sirovina poljoprivrednog podrijetla koje sadrze
Secer ili maceracijom aromati¢nog bilja i vo¢nih plodova u etilnom alkoholu. Hrvatska je
zemlja koja ima razli¢ita i vrlo povoljna klimatska podruéja koja omoguéuju sadnju te
konzumaciju razlicitih vrsta biljaka koje se koriste u proizvodniji jakih alkoholnih pica. Za
proizvodnju se najceSée koriste vinski destilati, Sljive i razliite trave, pa tako postoje

tradicionalni hrvatski proizvodi, rakije — loza, Sljivovica i travarica.

Travarica je jako alkoholno pi¢e karakteristicno za Istru i Dalmaciju. Proizvodi se
maceracijom razli¢itih vrsta ljekovitog bilja u razrijedenom etilnom alkoholu ili u rakiji
komovici, pri ¢emu se bioloski aktivni spojevi ljekovitog i aromati¢nog bilja — eteri¢na ulja,
flavonoidi, tanini, sluzi, saponini i gorke tvari — ekstrahiraju u alkoholnu bazu pri sobnoj
temperaturi. Od bilja se najes¢e upotrebljavaju imela, ruta, ruzmarin, gospina trava, melisa,
metvica i kadulja. Svaka biljka sadrzi specifi¢ne tvari koje proizvedenom picu daju specifi¢nu
boju, miris i aromu. U proizvodniji jakih alkoholnih pi¢a mogu se koristiti svi dijelovi biljke, od

korijena, cvjetova i listova do plodova i sjemena.

Biska je tradicionalna istarska travarica aromatizirana ekstraktom Zute imele. Proizvodi se
destilacijom grozdanog dropa ili komine te sadrzi oko 40% vol. alkohola. Destilat se
obogacuje maceratom Zute imele te eventualno medom. Biska spada u skupinu vrlo
cijenjenih rakija zbog razli¢itih bioaktivnih tvari koje sadrzi te se moze kategorizirati kao
liekovita rakija (Nazaruk i Orlikowski, 2016).

Cilj ovog rada bio je opisati bisku kao jako alkoholno pi¢e te u prikupljenim uzorcima
biske odredivanjem ukupnih fenola, antioksidacijske aktivnosti i koncentracije alkohola
utvrditi razlike u kemijskom sastavu.



2. TEORIJSKI DIO



2.1. Jaka alkoholna pic¢a

Jaka alkoholna pi¢a (JAP) su pi¢a namijenjena za ljudsku potrosSnju, imaju posebna

senzorska svojstva, a sadrze minimalno 15% vol. alkohola (Pravilnik RH, NN 61/09).

Jaka alkoholna pi¢a mogu se proizvoditi na dva nacina:
e Izravnim postupkom proizvodnje jakih alkoholnih pi¢a smatra se destilacija prevrelih
sirovina poljoprivrednog porijekla, maceracija bilja u etilnom alkoholu, destilatima i/ili
JAP te dodavanje aroma, Secera ili drugih poljoprivrednih proizvoda etilnom alkoholu,
destilatima i/ili JAP.
¢ Drugi je nacin proizvodnje mijeSanje jakih alkoholnih pic¢a s jednim ili viSe drugih JAP,
etilnim alkoholom poljoprivrednog porijekla ili destilatima poljoprivrednog porijekla i/ili

drugim alkoholnim pic¢ima.

Etilni alkohol koji se koristi u proizvodnii jakih alkoholnih pi¢a i svih njihovih sastojaka
mora biti poljoprivrednog porijekla (Pravilnik RH, NN 61/09). Koristeni etilni alkohol mora
imati minimalno 96 % vol. alkohola te ne smije imati miris i okus drugaciji od onoga koji

potjeCe od upotrijebljenih sirovina.

Ovisno o vrsti sirovine i tehnolosSkom postupku te koli¢ini alkohola i Se¢era u pi¢ima,

jaka alkoholna pi¢a se mogu svrstati u 3 skupine:

» prirodna jaka alkoholna pica
* umjetna jaka alkoholna pica

= aromatizirana vina

Prirodna jaka alkoholna pi¢a proizvode se destilacijom prevrelih komina, a karakterizirana su
specificnom aromom koja potjeCe od sirovina iz kojih su pi¢a proizvedena. U njihovoj
proizvodniji nije dozvoljena upotreba Secera, Skrobnog sirupa ili sirovina na bazi skroba, kao
niti dodavanje rafiniranog etilnog alkohola i biljnih proizvoda ekstrahiranih etilnim alkoholom
te dodavanje umjetnih aroma i boja. Prirodna pi¢a se prema sirovinama iz kojih se dobivaju
dijele na vocne rakije (komovica, Sljivovica), Zitne rakije (viski, vodka) i Se¢erne rakije (rum).



Umijetna jaka alkoholna pi¢a proizvode se maceracijom sirovina u alkoholu, destilacijom
voénih sokova i/ili dodatkom rafiniranog alkohola i aromatskih supstanci. Sadrze sve
karakteristike sirovine iz koje su proizvedena te ne smiju sadrzavati nekorisne, Stetne i gorke

supstance koje se ne destiliraju.

Aromatizirana vina su pi¢a koja se proizvode maceracijom mirodija i aroma u prevrelim
voénim sokovima odnosno vinima, sa ili bez dodatka Secera i rafiniranog alkohola (Grba i
Stehlik-Tomas, 2010).

2.2. Travarica

Travarica je jako alkoholno pi¢e koje se tradicionalno proizvodi u Istri i Dalmaciji.
Proizvodi se maceracijom razliCitih vrsta ljekovitog bilja u razrijedenom etilnom alkoholu ili u
rakiji komovici, pri ¢emu se bioloski aktivni spojevi ljekovitog i aromati¢nog bilja — eteri¢na
ulja, flavonoidi, tanini, sluzi, saponini i gorke tvari — ekstrahiraju u alkoholnu bazu pri sobnoj
temperaturi. NajéeS¢e se kao alkoholna baza koristi rakija komovica, Cija kvaliteta uvelike

doprinosi i kvaliteti travarice.

2.2.1. Proizvodnja komovice

Grozde kao sirovina obiluje velikim brojem razlicitih spojeva arome koje rakiji daju
sortna obiljezja. Izravan utjecaj na karakteristike zavrsnog proizvoda ima tijek vodenja
tehnoloskog procesa proizvodnje. Rakije od grozda medusobno se razlikuju ovisno o tome

koji dio prefermentirane komine se destilira (vino, trop, cijedena ili necijedena komina).

Komovica je jako alkoholno pic¢e proizvedeno destilacijom prevrele grozdane komine.
Koristi se kao temeljna rakija ne samo za proizvodnju travarice, ve¢ i za orahovce i domace
likere. Nakon berbe, grozde se usitnjava ¢ime se dobiva masulj. Ukomljavanje koma se
obavlja dodatkom vode i odredene kulture kvasaca Cime se vrenje ubrzava. Za najbrze
vrenje i optimalnu aktivhost kvasca potrebne su temperature od 25 do 30 °C. Destilacija
prevrele komine obavlja se najkasnije mjesec dana nakon zavrSenog vrenja te je potrebno
kod punjenja kotla za destilaciju dodati joS do 30 % vode da komina ne bi zagorila.
Destilacijom se odjeljuje etilni alkohol od ostalih sastojaka te 0 ovom koraku ovisi kvaliteta
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rakije. Pri provodenju destilacije, grijanjem se tekuca faza prevodi u parnu te se ponovno
kondenzira u tekucu fazu. Kako voda i etanol, glavni sastojci alkoholne fermentacije, imaju
razliCite temperature vreliSta, potrebno je paziti da zagrijavanje masulja ne bude preveliko
jer ¢e samo na temperaturama nizim od vreliSta vode isparavanje etanola biti
zadovoljavajuce te Ce se dobiti destilat s ve¢im udjelom alkohola.

Uz isparavanje vode i etanola isparavaju i neki drugi hlapivi spojevi s nizim vreliStem od
etanola kao Sto su acetaldehid i esteri octene kiseline, koji isparavaju pri pocetku destilacije.
Hlapive tvari s viSim vrelistem od alkohola kao Sto su pato¢na ulja isparavaju kasnije pri visSim
temperaturama. Zbog toga se primjenjuje dvokratna destilacija gdje se mogu odvojiti

pojedine tvari kako bi se dobio kvalitetan destilat.

Komovica koja se proizvede od grozda s izrazito sortnom aromom cuva se u
staklenim posudama Cime se osigurava da aroma ostane ocuvana, a rakija bezbojna. S druge
strane, komovice dobivene od manje kvalitetnih sorti groZzda pune se u hrastove bacve u
kojima odlezavaju i aromatiziraju te poprimaju zlatno zutu boju (Luci¢, 1986). Bududi da je u
proizvodnji travarica cilj dobiti boju i aromu maceriranog bilja, za proizvodnju travarica

preferiraju se komovice bez jakih boja i aroma.

2.2.2, Proizvodnja travarice

Travarice su specijalne rakije koje se proizvode maceracijom ljekovitog i aromati¢nog
bilja u komovici ili rafiniranom alkoholu, ili destilacijom tog macerata. Maceracija je metoda
izdvajanja ili ekstrahiranja bioloski aktivnih tvari iz bilja u vodeno alkoholnoj bazi, ¢ime se
krajnjem proizvodu daje karakteristicna aroma bilja te se postize ugodan okus, a sam
proizvod zbog prisutstva alkohola ima duZi rok trajanja i ne kvari se. Osim etilnog alkohola
koncentracije od 25 — 40 %, kao baza za maceraciju mogu se koristiti i neka druga organska

otapala.

U proizvodnii travarice najc¢eSée se kombinira veci broj biljaka razlicitin karakteristika koje se
medusobno slazu i nadopunjuju. Za maceraciju se mogu koristiti cijele biljke ili njihovi
pojedini dijelovi poput listova, cvjetova, plodova, stabljike, kore i korijena, pri ¢emu je bitno
da su koristene sirovine pravilno osusene. Koristenjem svjezeg bilja dobiva se kvalitetnija

travarica (Luci¢, 1986).



2.3. Biska

Biska je tradicionalna istarska rakija aromatizirana ekstraktom Zute imele (Loranthus
europaeus). Sadrzi od 60 do 65 % vode, 36 do 40 % vol. etilnog alkohola, 0,20 do 2 % vol.
metanola, 200 do 1800 mg L™ ukupnih kiselina i male koli¢ine spojeva dobivenih

maceracijom imele (Miloti¢, 2001).

2.3.1. Proizvodnja biske

Prva faza proizvodnje biske je priprema bazne rakije - najceS¢e komovice, koja je
opisana u prethodnom poglavlju. Odredena alkoholna jakost bazne rakije odreduje se
dodavanjem destilirane vode do Zeljenog sadrzaja alkohola. Buduci da biska sadrzi oko 40 %

vol. alkohola, komovica se razrijedi na toliki postotak.

U drugoj fazi proizvodnje, u komovicu se stavlja liS¢e imele koje se prethodno dobro
osusilo. Ako se lis¢e susilo u hladu, boja gotovog proizvoda je zelenkasta, a ako se susilo na
suncu, boja lis¢a, kao i krajnjeg proizvoda, je smeda. Za litru gotovog proizvoda dodaje se 5
g suhog lis¢a. Maceracija traje minimalno 30 dana, ovisno o koli¢ini dodanog lis¢a te je rakiju
potrebno svakodnevno mijeSati. Koli¢éinom bilja koje se macerira utjeCe se na koli¢inu
spojeva koji se ekstrahiraju u rakiju, posebno pigmenata pa se tako duzom maceracijom
dobiva biska tamnije boje. U rakiju se nakon maceracije moze dodati do 50 g L meda ili 3
% Secera. Homogenizacija svih dodanih sastojaka traje od 40 do 60 dana, nakon ¢ega se
rakija filtrira te po potrebi lijeva u boce do 1 L.

2.3.2.  Zuta imela (Loranthus europaeus)

Zuta imela je listopadna biljka iz porodice imela (Loranthaceae) koja raste kao
poluparazit na granama hrasta, pitomog kestena, a rijede na bagremu i jasenu te cvate u
travnju i svibnju. Listovi su joj tamnozeleni, cvjetovi Zutozeleni, a plod je meka zuta bobica
ispunjena sluzavom, ljepljivom masom. Dok su plodovi Zute imele otrovni, njezina stabljika i

listovi poznati su po svojim izrazitim ljekovitim svojstvima (Vicas i sur., 2011).

Zuta imela moze sintetizirati odredene kemijske spojeve, ali takoder dobiva razlicite
nutrijente drveéa na kojima raste. Tijekom klijanja imela razvija posebni organ za

pri¢vrséivanje bilijke za granu domacina. Zatim se razvije sisaljka koja izluCuje enzime koji
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rastvaraju stanice kore i dolazi do prodiranja u tkivo domadina. Razli¢itim istraZivanjima
(Vicas i sur., 2011) dokazano je da imela sadrZi visoke udjele bioloski aktivnih tvari, a njihova

koli¢ina ovisi o0 tome na kojoj vrsti drveta imela raste te o dijelovima biljke.

Neki od najpoznatijih bioloski aktivnih spojeva su lektini i viskotoksini koji su u niskoj
koncentraciji znacajni zbog svojeg apoptotic¢nog i citotoksi¢nog utjecaja na stanice zbog cega
se koriste u lijeenju karcinoma te fenolne kiseline, fenilpropanoidi i flavonoidi koji imaju
izrazenu antioksidacijsku aktivnost (Nazaruk i Orlikowski, 2016). Takoder, poznati su

fitosteroli, oligosaharidi, polisaharidi i netopivi triterpeni.

Bududi da se biska proizvodi maceracijom kroz duzi period uz mijeSanje, topivi spojevi
koje zuta imela sadrzi se iz liS¢a ekstrahiraju u alkoholnu bazu Sto bisku cini ljekovitom

rakijom.

2.3.3. Polifenolni spojevi

Polifenolni spojevi Cine skupinu sekundarnih biljnih metabolita koji doprinose
nutritivnoj i senzorskoj kvaliteti biljnih vrsta. Ovi spojevi posjeduju aromatski prsten na koji
je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina i Cija struktura varira od onih jednostavnijih
(fenolne kiseline, fenilpropanoidi, flavonoidi) do visoko polimeriziranih molekula (lignini,
melanini, tanini). Polifenoli su izrazito vazni u biljci jer ju Stite od djelovanja patogena, daju
joj pigmentaciju te imaju iznimna antioksidacijska svojstva zahvaljujuéi kojima pomazu u

prevenciji mnogih poremacaja u organizmu.
Prema Naczk i Shahidi (2006) polifenoli se dijele na :

» Fenolne kiseline (hidroksicimetne, hidroksibenzojeve)
» Flavonoide (antocijanini, flavonoli, flavanoli, flavoni)

= Tanine (kondenzirani i hidrolizirani) i ostale (lignani, kumarini).

Polifenoli reagiraju kao antioksidansi zahvaljujuci sposobnosti prelaska u fenoksil — radikale
otpustajuéi vodikov atom, koji se veze na slobodne radikale. Osim sposobnosti sparivanja
elektrona slobodnih radikala, polifenolne spojeve karakterizira i sposobnost vezanja iona
prijelaznih metala (Fe** , Cu®**, Zn**, Mg®* ) te aktiviranja antioksidacijskih enzima i

inhibiranja oksidaza (Kazazi¢, 2004).

Razli¢itim istrazivanjima dokazano je kako zuta imela sadrZi velik broj polifenola.

Istrazivanjem Vicas i sur. (2011), HPLC analizom odredeni su udjeli bioloski aktivnih tvari u
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imeli s obzirom na vrstu drveta na kojem raste, vremenu berbe i dijelu biljke koji se
ekstrahira. Dokazano je da najvecu koncentraciju ukupnih fenola sadrze uzorci listova imele

koji su ubrani u svibnju sa stabla bagrema.

Takoder je odreden udio pojedinih fenolnih kiselina i fenilpropanoida u imeli.
Najznacajniji fenilpropanoidi su koniferin i siringin detektirani u liSéu i stabljici. Najvise
fenolnih kiselina sadrzi imela koja je rasla na jasenu, a to su protokatehinska, klorogenska,
p-hidroksibenzojeva, siringinska, salicilna, p-kumarinska, ferulinska, sinapinska te kava
kiselina. Od ostalih fenolnih kiselina detektirane su jos galna kiselina na imeli koja je rasla na
bagremu (uz ferulinsku i sinapinsku kiselinu) te trans — cimetna kiselina na imeli koja je rasla
na javoru (uz klorogensku, p-hidroksibenzojevu, salicilnu, ferulinsku, sinapinsku i kava
kiselinu) (Vicas i sur., 2011).

2.3.4. Lektini

Lektini su obrambeni biljni proteini koji imaju sposobnost vezanja na ugljikohidrate ili
na proteine koji sadrze ugljikohidrate, a nalaze se prvenstveno u sjemenkama (Pevalek-
Kozlina, 2003). Sudjeluju u prenosenju Secera u biljci, djeluju kao antitijela protiv razlicitih
nametnika te reguliraju rastezljivost stanicne stijenke zbog nekovalentnih veza koje tvore sa

polisaharidima stani¢ne stijenke.

Lektini zute imele (ML I, ML II, ML III) klasificirani su kao tip II ribosom —
inaktivirajuci proteini. Sastoje se od dva peptidna lanca, A — lanac koji se sastoji od tri
razli¢ite domene te B — lanac koji se sastoji od dvije domene sli¢nih konfiguracija. Zuta imela
koja raste na listopadnom drve¢u sadrzi uglavnom lektine ML I, Ciji se B — lanac specifi¢no
veze na D — galaktozu, a kad raste na zimzelenom drvecu poput jela i borova, sadrzi lektine
ML III koji se specificno vezu na N — acetil — D — galaktozamin. Lektini su u visokim
koncentracijama toksi¢ni za sisavce, no pri niskim koncentracijama djeluju povoljno na
organizam te se zbog svoje citotoksic¢nosti sve Cesce koriste u lijeCenju tumora (Nazaruk i
Orlikowski, 2016).



2.3.5. Viskotoksini

Viskotoksini su amfipatski proteini male molekulske mase koji se nalaze u listovima i
stabljikama biljaka. Ovisno o redoslijedu 46 aminokiselina koje sadrze te o rasporedu
disulfidnih mostova razlikuje se Sest izomera ovih polipeptida. Najpoznatiji izomeri su
viskotoksin A2, A3 koji pokazuje najvecu i B koji ima nesto slabiju citotoksi¢nu aktivnost, dok
su ostali poznati pod nazivima Al, 1-PS i U-PS. Izomerni oblik viskotoksina ovisi o stablu

domadcinu na kojem imela raste.

Prema istraZivanju Nazaruk i Orlikowski (2016), u Zutoj imeli prevladavaju viskotoksini
A2 i A3 te je primjecena odsutnost PS-V, koji je kombinacija 1-PS i U-PS viskotoksina.

2.3.6. Terpeni

Terpeni su organski spojevi netopivi u vodi, a sintetiziraju se iz izopentenskih jedinica
koje sadrze pet C atoma. Imaju vrlo vaznu ulogu u rastu i razvitku biljaka kao komoponente
stanicne membrane, pomocni pigmenti (karotenoidi) te kao prenositelji Secera u stani¢noj
stijenci (dugolancani politerpenski alkoholi). Medutim, neki su biljni terpeni sekundarni

metaboliti ukljuceni u obranu biljaka jer su otrovni za brojne kukce i sisavce.

Triterpeni izolirani iz imele su B-amirin acetat, oleanoli¢na kiselina, betulinska kiselina
te smijesa fitosterola i njihovih glukozida. Navedeni su spojevi vrlo vazni u obrani imele od
kukaca te unatoC slaboj topljivosti imaju izrazeno antikancerogeno djelovanje (Nazaruk i
Orlikowski, 2016). .



3. MATERIJALI I METODE



3.1. Materijali

3.1.1. Uzorci biske

U ovom radu odredeni su ukupni fenoli, antioksidativha aktivnost te volumni udio
alkohola u razli¢itim uzorcima biske — tradicionalne istarske travarice. Ukupno je koristeno 20

uzoraka biske koji su na osnovi proizvodnje podijeljeni u dvije skupine:

e Domaca proizvodnja (tablica 1)

e Industrijska proizvodnja (tablica 2).

Tablica 1. Uzorci domace proizvodnije

Tablica 2. Uzorci industrijske proizvodnje

Broj uzorka Proizvodac
8 P.T.O SOSIC
9 VINOGRADI BENCIC
10 AURA
11 VINA NOVAK
13 MARIS
14 VINOGRADI BENCIC




3.1.2. Kemikalije

U eksperimantalnom dijelu rada koristene su sljedece kemikalije:
e Destilirana voda
e 96 % vol. etanol - Kefo
¢ Folin-Ciocalteu reagens - Kemika
e Galna kiselina - Sigma-Aldrich
e Natrijev karbonat bezvodni - Gram-mol
e 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) - Fluka
e 2,4,6-Tris(2-piridil)-s-tirazin (TPTZ) - Fluka
e Zeljezo (III) klorid - Kemika
e Trolox - Sigma-Aldrich
e Kalijev bikromat - Kemika
e Kalijev jodid - T.T.T.
¢ Natrijev tiosulfat — Kefo
o Skrob, topljiv— Kemika
e Natrijev hidroksid — Kemika
e Sumporna kiselina
¢ Natrijev acetat bezvodni - Gram-mol

o Klorovodic¢na kiselina - Fisher Scientific.
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje ukupnih fenola spektrofotometrijski pomocu Folin —
Ciocalteu reagensa

Princip metode

Folin — Ciocalteu reagens je smjesa fosfowolframove i fosfomolibdene kiseline. Pri
oksidaciji fenolnih tvari, ove kiseline se reduciraju u wolframov oksid i molibdenov oksid,
¢ime se dobije plavo obojenje otopine. Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji u kojoj
svi fenolni spojevi izreagiraju s Folin — Ciocalteu reagensom. Nakon toga,
spektrofotometrijski se odredi intenzitet nastalog plavog obojenja na 760 nm, pri ¢emu je
intenzitet obojenja direktno proporcionalan udjelu fenolnih spojeva u ispitivanom uzorku. Kao

standard se koristi galna kiselina (Singleton i Rossi, 1965).

Postupak rada

Za odredivanje ukupnih fenola u uzorcima biske, u odmjernu tikvicu od 10 mL
odpipetira se 300 pL uzorka, 500 uL Folin — Ciocalteu reagensa i 6 mL destilirane vode.
Sadrzaj tikvice se promijesa te se nakon 5 minuta doda 1,5 mL natrijeva karbonata nakon
Cega se tikvica do oznake nadopuni destiliranom vodom. Odmjerna tikvica stavi se na tamno
mjesto, na sobnoj temperaturi te se nakon 2 sata spektrofotometrijski mjeri apsorbancija na
760 nm. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao uzorak, ali se umjesto 300 uL uzorka

doda 300 ML destilirane vode.
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Slika 1. Bazdarni pravac za odredivanje fenolnih spojeva spektrofotometrijski pomocu Folin -

Ciocalteu reagensa

3.2.2. Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Princip metode

FRAP metoda temelji se na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) u prisutnosti uzorka, pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt.
Reakcija se odvija u kiselom mediju pri pH = 3,6 kako bi se zadrzala dobra topljivost Zeljeza.
Pri nizim pH vrijednostima smanjuje se ionizacijski potencijal koji omogucuje prijenos
elektrona, a ujedno se povecava redoks potencijal, koji dodatno omogucava pomak reakcije

u smjeru transfera elektrona (Benzie i Strain, 1999).
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Slika 2. Reakcija redukcije zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ)

Redoks potencijal redukcije Fe(III)/Fe(II) iznosi 0,77 V te Ce svi spojevi s nizim
redoks potencijalom ulaziti u reakciju redukcije Zeljeza te tako doprinijeti konacnom rezultatu
antioksidacijskog kapaciteta. Metoda se temelji na sposobnosti ekstrakta da reducira Fe ** u
Fe 2* ione u otopini 2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri nizem pH. Rezultati su prikazani kao

umol Fe * ekvivalenta (Fe)/mL uzorka.

Postupak rada

Za dokazivanje antioksidativne aktivnosti koristenih uzoraka biske, prvo je potrebno
pripremiti FRAP reagens. FRAP reagens dobiva se mijeSanjem 50 mL 0,3 M acetatnog pufera,
5 mL 10 mM otopine TPTZ reagensa i 5 mL 20 mM otopine Zeljezovog (III) — klorida. 10 mM
TPTZ reagens priprema se tako da se odvaze 0,0312 g TPTZ-a u tikvicu od 10 mL te se do
oznake nadopuni s 40 mM HCI. Otopina Zeljezovog (III) — klorida priprema se vaganjem
0,0541 g Zzeljezovog (III) — klorida u odmjernoj tikvici od 10 mL koja se zatim do oznake
nadopuni destiliranom vodom. Acetatni pufer dobije se otapanjem 0,93 g bezvodnog
natrijevog acetata u 8 mL ledene octene kiseline u tikvici od 500 mL, nakon cega se tikvica
do oznake nadopuni destiliranom vodom.

U odmjernu tikvicu od 10 mL odpipetira se 240 uL destilirane vode, 80 puL uzorka i
2080 pL prethodno pripremljenog FRAP reagensa. Sadrzaj tikvice se dobro promijesa i nakon
5 minuta termostatiranja na 37°C mijeri se apsorbancija na 595 nm. U slijepu probu se

umjesto 80 pL uzorka dodaje 80 pL etanola.
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Slika 3. BaZdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

3.2.3. Ispitivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Princip metode

Za odredivanje antioksidativhog kapaciteta odredenog spoja DPPH metodom, prati se
reakcija izmedu stabilnog radikala 1,1-difenil-2-pikrilhidrazila i uzorka u kojem se mijeri
antioksidativna aktinost. Redukcija DPPH radikala u metanolnoj otopini popracena je
kolorimetrijskom reakcijom. DPPH radikal zbog nesparenog elektrona pokazuje jako
apsorpciju u viljivom dijelu spektra (517 nm). U prisutnosti elektron donora — AH
(antioksidans koji gasi slobodne radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH
radikala te do promjene ljubiCaste boje u zutu, Sto se prati mjerenjem apsorbancije u
opadanju (Blois, 1958; Brand — Williams i sur., 1995).

O,N N

Slika 4. Mehanizam reakcije DPPH radikala s antioksidansom
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Postotak inhibicije DPPH radikala u uzorcima racuna se prema jednadzbi (1):

% inhibicije = “—

x 100 [1]

A, — apsorbancija otopine DPPH radikala
A — apsorbancija reakcijske smjese

Priprema reagensa

DPPH reagens dobije se otapanjem 0,03943 g DPPH s 96 % - tnim etanolom u tikvici
od 10 mL. Od ove otopine se svaki dan tokom rada pripremi svijeza 0,1 mM otopina DPPH
reagensa tako da se uzme 0,5 mL originalne otopine i nadopuni do oznake sa 96 % - tnim

etanolom u tikvici od 50 mL.

Postupak rada
Za spektrofotometrijsko odredivanje antioksidacijske aktivnosti koriStenih uzoraka, u

kivetu se odpipetira 200 pL ispitivanog uzorka te se doda 2 mL etanola i 2 mL prethodno
pripremljene otopine DPPH. Slijepa proba se priprema na isti nacin, osim sto se umjesto 200
WL uzorka, dodaje 200 WL etanola. Sadrzaj kivete se promijeSa te se nakon 30 minuta mijeri

apsorbancija na 517 nm.

3.2.4. Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin —
Dietrichu

Princip metode

Metoda se temelji na oksidaciji alkohola u prisutnosti sumporne kiseline sa kalijevim
bikromatom u octenu kiselinu. Oksidacija obi¢no ne ide dalje jer je octena kiselina u tim
uvjetima stabilna. Preostali kalijev bikromat uz dodatak kalijeva jodida izluCuje elementarni
jod. Elementarni jod se titrira natrijevim tiosulfatom, uz Skrob kao indikator (Kretschmar,
1955).

Postupak
10 mL alkalne vode doda se 1 mL uzorka u kojem se odreduje alkohol. Spoji se

aparatura tako da je "most” uronjen u 20 mL otopine kalijeva bikromata. Prati se promjena
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boje uzorka u zelenosmedu te se nakon toga mijeri vrijeme, 1 minuta i 30 sekundi, kada se
prekida destilacija. Nakon hladenja do sobne temperature, uzorku se dodaje kalijev jodid na
vrhu Spatule i 1 mL otopine Skroba, te se otopina retitrira natrijevim tiosulfatom do pojave
plavozelene boje uzorka. Volumni udio alkohola se izraCunava se prema dolje navedenoj
formuli (2) gdje je V; utroSak (mL) natrijevog tiosulfata za slijepu probu, V, utrosak (mL)
natrijevog tiosulfata za uzorak, Vo« Uzeti volumen uzorka (mL), r razrijedenje uzorka, a 7
faktor 0,146.

EtOH (%) = L1227 . [2]

uzorka
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4. REZULTATII RASPRAVA



Biska je travarica koja se od davnina proizvodi maceracijom liS¢a Zute imele na
podrucju Istre. Tijekom procesa proizvodnje iz imele se u alkoholnu bazu ekstrahiraju razliciti
spojevi za koje se smatra da pridonose pozitivnim zdravstvenim ucincima konacnog
proizvoda. Neki od istrazenih ucinaka su snizavanje krvnog tlaka i Seéera u krvi te
pojacavanje imunoloskog sustava i inhibicija rasta tumorskih stanica kao rezultat djelovanja
lektina i viskotoksina koji se u niskim koncentracijama ekstrahiraju iz imele (Nazaruk i
Orlikowski, 2016). Takoder je poznato da je ovo jako alkoholno pi¢e bogato antioksidansima
koji ulaze u reakcije sa slobodnim radikalima u organizmu, pritom ih oslabljujuci i

deaktivirajudi.

Prilikom provedenog istrazivanja spektrofotometrijski su odredeni ukupni fenoli i
antioksidacijska aktivnost koristenih uzoraka FRAP i DPPH metodama. Uzorcima je takoder

odredena koncentracija prisutnog etanola, odnosno njihova alkoholna jakost.

Cilj rada bio je ispitati razlike u sadrzaju ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti u
dvadeset razliCitih uzoraka istarske biske te utvrditi postojanje korelacija izmedu ta dva

parametra.

4.1, Odredivanje ukupnih fenola spektrofotometrijski pomocu Folin —
Ciocalteu reagensa

Ukupni fenoli odredeni su spektrofotometrijski mjerenjem intenziteta nastalog
obojenja pri valnoj duljini od 760 nm. Dobivene su apsorbancije zatim preracunate u
koncentracije ukupnih fenola, Sto je prikazano na slici 5. Koncentracije su izrazene kao

ekvivalenti galne kiseline (GAL) u mg L™.
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Slika 5. Koncentracije ukupnih fenola u uzorcima biske (1-20) odredene pomocu Folin —

Ciocalteu reagensa

MrvCi¢ i suradnici (2012) su spektrofotometrijskim odredivanjem u uzorku istarske
biske odredili koncentraciju ukupnih fenola od 640 mg GAE L™, sa ¢ime se moZe usporediti
rezultat dobiven analizom uzorka broj 18 koji iznosi 672,195 mg GAE L. Takoder, Katsarou i
suradnici (2012) su u alkoholnom ekstraktu liS¢a zute imele dobili koncentraciju od 161 mg
GAE po gramu lis¢a. Buduci da se u proizvodniji biske za 1 litru gotovog proizvoda macerira 5
grama suhog lis¢a imele, prethodno navedena vrijednost preracunata iznosi 805 mg GAE na
1 litru biske.

Iz rezultata prikazanih na slici 5 vidljivo je da uzorak broj 15 sadrzi najvecu
koncentraciju ukupnih fenola, 863,659 mg GAE L' koja se moZe usporediti sa rezultatima
koje su dobili Katsarou i suradnici (2012), a koji iznosi 805 mg GAE L™. Uzorak broj 16 sadrzi
najmanju koncentraciju spektrofotometrijski odredenih ukupnih fenola, koja iznosi 60,00 mg
GAE L. Prosjena koncentracija ukupnih fenola u svih dvadeset uzoraka biske iznosi

285,691 mg GAE L, Sto dokazuje da je biska jako alkoholno pi¢e bogato fenolima.
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4.2, Ispitivanje antioksidacijske aktivhosti FRAP metodom

Antioksidacijska aktivnost u koriStenim uzorcima odredena je spektrofotometrijski
nakon tretiranja uzoraka FRAP reagensom. Prisutni antioksidansi reduciraju Zuto obojeni
kompleks Zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) pri ¢emu nastaje plavo obojeni produkt, cija
se apsorbancija mjeri spektrofotometrom pri 595 nm. Rezultati su izraZzeni kao mM Trolox-a
(Slika 6).

mM Trolox-a
=

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Uzorci

Slika 6. Antioksidacijska aktivnost uzoraka biske (1-20) odredena FRAP metodom

Iz rezultata prikazanih na slici 6 moze se vidjeti da uzorak broj 15 pokazuje najvecu
antioksidacijsku aktivnost koja iznosi 8,13 mM Trolox-a dok uzorak broj 16 ima najmanju
sposobnost redukcije TPTZ-a koja iznosi 0,44 mM Trolox-a Sto je u skladu s pretpostavkom
da ¢e onaj uzorak koji sadrzi najvecu ili najmanju koncentraciju ukupnih fenola pokazivati
najve¢u odnosno najmanju antioksidacijsku aktivnost. IstraZivanjima Mrvéi¢ i suradnika
(2012) odredeno je da biska sadrzi 4 mM Trolox-a, Sto je vise od prosjecne vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti analiziranih uzoraka koja iznosi 2,81 mM Trolox-a. Na slici 7
prikazana je ovisnost antioksidativne aktivnosti izmjerene FRAP metodom o kolicini ukupnih
fenola u uzorcima biske. Utvrdena je pozitivna korelacija (koeficijent korelacije R? iznosi

0,8392) izmedu ta dva parametra Sto upucuje na Cinjenicu da prisutnost ukupnih fenola
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znacajno doprinosi i antioksidativnoj aktivnosti uzoraka biske. Medutim, antioksidativna
aktivnost uzoraka biske ne ovisi samo o koli¢ini ukupnih fenola, vec i o prisutnim drugim

kemijskim spojevima.
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Slika 7. Ovisnost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom o koncentraciji

ukupnih fenola (TPC) u uzorcima

4.3. Ispitivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom

Antioksidacijska aktivnost koristenih uzoraka odredena je spektrofotometrijski
mjerenjem intenziteta nastalog ljubicastog obojenja pri valnoj duljini od 517 nm. Obojenje je
posljedica redukcije stabilnog radikala DPPH u prisutnosti antioksidansa. Kao standard
koristen je 0,05 mM Trolox koji pokazuje 48,34 %-tnu inhibiciju DPPH radikala. Rezultati su
izrazeni kao postotak inhibicije DPPH radikala (Slika 8).
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Slika 8. Antioksidacijska aktivnost uzoraka biske (1-20) i Troloxa odredena DPPH metodom

Vicas i suradnici (2012) su kao rezultat analize etanolnog ekstrakta imele koja je rasla
na bagremu dobili 11,49 %-tnu inhibiciju DPPH radikala, Sto se moze usporediti s uzorkom
broj 14 (Slika 8) koji pokazuje 12,07 %-tnu inhibiciju. Onay-Ucar i suradnici (2006) su
istrazivanjima antioksidacijske aktivnosti metanolnog ekstrakta imele sa bagrema dobili
rezultat od 73,44 % inhibicije. Velika razlika u postotku inhibicije kod Vicas i suradnika te kod

Onay-Ucar i suradnika moguca je zbog koristenja razli¢itih otapala.

1z prilozene slike 8 moze se vidjeti da uzorak broj 16 daje najmanji postotak inhibicije
DPPH radikala od 2,02 %, dok uzorak broj 18 pokazuje najvecu antioksidacijsku aktivnost
koja iznosi 58,33 %. Prosjecna antioksidacijska aktivnost iznosi 27,96 %. Na slici 9 prikazana
je ovisnost antioksidativne aktivnosti izmjerene DPPH metodom o kolicini ukupnih fenola u
uzorcima biske. Iako je i u ovom slucaju utvrdena pozitivna korelacija (koeficijent korelacije

R%iznosi 0,4355) izmedu ta dva parametra, bolja korelacija postignuta je FRAP metodom.
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Slika 9. Ovisnost antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom o koncentraciji

ukupnih fenola (TPC) u uzorcima

Rezultate dobivene analizom antioksidacijske aktivnosti FRAP i DPPH metodama moze
se usporediti sa rezultatima dobivenim odredivanjem ukupnih fenola u uzorcima biske, Sto je
prikazano na slikama 7 i 9. Naime, koncentracija ukupnih fenolnih spojeva trebala bi
odgovarati njihovom antioksidacijskom kapacitetu, iz ¢ega proizlazi da bi onaj uzorak koji
sadrzi najve¢u koncentraciju ukupnih fenola trebao imati najjacu antioksidacijsku aktivnost.
Iz prilozenih rezultata moze se vidjeti da se je za vedinu uzoraka ova tvrdnja pokazala
totnom. Kao primjer se najvise istice uzorak broj 15 koji pokazuje najvec¢u koncentraciju
spektrofotometrijski odredenih ukupnih fenola te pokazuje najjacu antioksidacijsku aktivnost
odredenu FRAP metodom. S druge strane, uzorak broj 16 u svim primjenjenim metodama
pokazuje najmanju koncentraciju ukupnih fenola te najslabiju antioksidacijsku aktivnost.
Uzorci koji najbolje potvrduju postavljenu pretpostavku su uzorci 3, 5, 18 i 19 kod kojih je
koncentracija ukupnih fenola proporcionalna antioksidacijskom kapacitetu i kod FRAP i kod
DPPH metoda.

Velike razlike u rezultatima izmedu pojedinih uzoraka mogu biti posljedica razlicitog
stanista imele odnosno razlika izmedu domacina na kojima je imela rasla. Znanstveno je
dokazano da imela apsorbira nutrijente koje proizvodi stablo na kojem raste te da njezin

kemijski sastav ovisi upravo o domacinu (Vicas i sur., 2011). Kod proizvodnje biske takoder
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je vrlo bitno u koje je vrijeme imela ubrana te koji su njezini dijelovi macerirani jer se osim
liS¢a mogu macerirati i stabljike. Marvibaigi i suradnici (2014) u svom istrazivanju su koristili
ekstrakte lista i stabljike imele u razrijedenom acetonu. Dokazali su da najvecu koncentraciju
ukupnih fenola kao i najvecu antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom, pokazuju
upravo stabljike imele. Nadalje, Katsarou i suradnici (2012) proveli su DPPH analizu
metanolnih ekstrakata grancica i stabljika Zute imele. Ekstrakti grancica pokazivali su 92 %-
tnu, dok su ekstrakti stabljika dali 88 %-tnu inhibiciju DPPH radikala.

Vedina koriStenih uzoraka biske iz domace je proizvodnje gdje proizvodaci proizvoljno,
prema razliCitim receptima, proizvode bisku. Stoga je moguce da se u alkoholnoj bazi
macerira manja koli¢ina suhog lis¢a imele kroz kraci vremenski period Cime se u krajnjem
proizvodu dobiva i manja koncentracija fenola i ostalih spojeva koji se ekstrahiraju prilikom
maceracije imele. Osim toga, na razli¢itu koncentraciju fenolnih spojeva u uzorcima biske
moze utjecati razliCita jakost alkoholne baze, temperatura na kojoj se provodila maceracija i
dodatak Secera tokom maceracije. Dodatkom Secera povisuje se osmotski tlak te se time

pospjesuje izvlaCenje vode i arome iz liS¢a koje se macerira.

4.4, Odredivanje volumnog udjela alkohola metodom po Martin — Dietrichu

Volumni udio alkohola (%) u ispitivanim uzorcima biske odreden je na temelju
oksidacije alkohola u prisutnosti sulfatne kiseline sa kalijevim bikromatom u octenu kiselinu,
nakon Cega je preostalom kalijevom bikromatu dodan kalijev jodid. IzluCeni elementarni jod
je uz Skrob kao indikator, titriran natrijevim tiosulfatom (Kretschmar, 1955). Rezultati su

izrazeni kao volumni postoci etanola (% EtOH) u uzorcima (Slika 10).
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Slika 10. Volumni udio alkohola u uzorcima biske (1-20) odreden metodom po Martin -

Dietrichu

Biska je definirana kao specijalna rakija dobivena maceracijom aromati¢nog bilja u
komovici. Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima, Clanku 39., specijalne rakije prilikom
stavljanja na trziSte kao gotovi proizvodi moraju imati alkoholnu jakost najmanje 37,5 % vol.

alkohola.

U skupini domadih biski najmanju alkoholnu jakost od 31,03 % ima uzorak broj 18,
dok najvedu pokazuje uzorak broj 20 sa 41,25 % vol. alkohola. Prosjecna alkoholna jakost
biski iz domace proizvodnje iznosi 35,38 % vol. alkohola Sto je ispod zakonom propisane
vrijednosti od 37,5 % vol. alkohola. U skupini industrijskih biski najmanju alkoholnu jakost od
28,1 % vol. alkohola pokazuje uzorak broj 13, a najvecu uzorak broj 11 sa 43,8 % vol.
alkohola. Prosjecna alkoholna jakost koristenih industrijskih biski je 37,88 % vol. alkohola Sto

je u skladu sa Pravilnikom o jakim alkoholnim pi¢ima RH.
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5. ZAKLJUCAK



Biska je prirodno jako alkoholno pice koje spada u travarice, a proizvodi se

maceracijom lis¢a zute imele (Loranthus europaeus) u rakiji komovici.

. Zuta imela ovisno o stablu na kojem raste sadrzi visoke koncentracije polifenolnih
spojeva, od kojih najvise fenilpropanoida — koniferin i siringin i fenolnih kiselina —
sinapinske, ferulinske, p-hidroksibenzojeve i kava kiseline. Osim polifenolnih spojeva
imela sadrzi lektine i viskotoksine koji sprje¢avaju rast tumorskih stanica, netopive
triterpene, fitosterole te oligosaharide i polisaharide. Bioloski aktivni spojevi

maceracijom prelaze u bisku ¢ime se ona svrstava u ljekovite rakije.

Koli¢ina fenolnih spojeva u uzorcima biske se znatno razlikuje zbog razliCitog
tehnoloskog procesa proizvodnje odnosno parametara kao Sto su koli¢ina, podrijetlo i
kvaliteta liSa koje se macerira, zbog jakosti alkoholne baze ili duljine same

maceracije.

Koncentracija ukupnih fenola u biski kre¢e se od 60 do 863,659 mg GAE L' i u

pozitivnoj je korelaciji s antioksidacijskom aktivnoscu.

. Analiza uzoraka FRAP metodom pokazala je da najvecu antioksidacijsku aktivnost od
8,13 mM Trolox-a pokazuje uzorak broj 15 dok je DPPH analizom najvecu
antioksidacijsku aktivnost od 58,33 % inhibicije DPPH radikala pokazao uzorak broj
18.

Prema Pravilniku o jakim alkoholnim pi¢ima biska mora imati minimalno 37,5 % vol.

alkohola. Prosje¢na jakost industrijskih uzoraka je 37,88 % vol. dok je prosjecna

jakost domacih uzoraka biske 35,38 % vol. alkohola.
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Izjava o izvornosti

Izjavijujem 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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