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1. UvVOD

Maslina je jedna od najstarijin kultiviranih biljni vrsta s podrucja Mediterana. Zbog svog
dekorativnog izgleda, vrijednosti koju nose plodovi, ljepote drva i liS¢a, maslina je nezaobilazna
u hortikulturi mediteranskog podrucja. Maslina je od davnina poznata po svom pozitivnom
ucinku na ljudsko zdravlje jer smanjuje rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, pozitivho
utje¢e na profil lipida u krvi, pokazala je dobar utjecaj na razinu glukoze u krvi, ima izrazena
antimikrobna, antikancerogena i protuupalna svojstva. Upravo ta ljekovitost masline moze se

pripisati polifenolima, bioaktivnim spojevima koje sadrzi u najveéim koli¢inama.

Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti koji su u biljkama nosioci karakteristicne boje, okusa,
mirisa i bioloske vrijednosti. Njihov sadrzaj u biljkama varira i ovisi o vrsti biljke, uzgoju,
okolisnim uvjetima, stupnju zrelosti te uvjetima proizvodnje i prerade. Najzastupljeniji polifenol
u listu masline na kojem su provedena mnoga istrazivanje je gorki spoj oleuropein koji pripada
skupini sekoiridoida. Istrazeno je da oleuropein ima veliku antioksidacijsku mo¢ i da djeluje
kao hvatac slobodnih radikala. To znaci da ima sposobnost stabilizacije nesparenih elektrona i
neutralizacije Stetnog djelovanja slobodnih radikala u organizmu, a samim time smanjuje rizik

za razvoj mnogih kronicnih bolesti.

Infuzija od lista masline se od davnina koristila u svrhu lije¢enja najvjerojatnije zahvaljujuéi

antioksidacijskoj aktivnosti koju posjeduju polifenoli koji se nalaze u listu masline.

Cilj ovog istrazivanja bio je prouciti kako priprema napitka od lista masline i vrijeme stajanja
utjeCu na antioksidacijsku aktivnost i senzorske karakteristike napitka: boju, miris, aromu i

okus.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. MASLINA (Olea EuropaeaL.)

Maslina je kao biljka bila vrlo cijenjena kroz proSlost, pogotovo u ljudi mediteranskog
podneblja. Ona predstavlja simbol obilja, slave i mira i njezine grancice su se koristile za izradu
krune pobjednika Prijateljskih igara i krvavog rata. Plod masline, drvo, ulje i list masline nasli
su Siroku upotrebu u ljudi, joS u doba starih civilizacija kao Sto su Egipcani, Grci, Rimljani i
Zidovi. Samo podrijetlo masline joS uvijek nije poznato i o njemu postoje brojne teorije. Najveci
dio masline, ¢ak 98% stabala masline uzgaja se na podrucju Sredozemlja, iako se njezin uzgoj
danas prosirio i na podrucje JAR-a, Argentine, Cile-a, Urugvaja, Meksika i mnogi drugih zemalja
(Vecernik, 2003).

Maslina ima dugu tradiciju i u Hrvatskoj jer se njen pocetak upotrebe pripisuje dolasku Grka u

Hrvatskoj, a sam procvat proizvodnje dogodio se pocetkom XIX. stoljeca.

Pripada razredu Magnoliatae, podrazredu Asteridae, redu Pleales, porodici Oleaceae, rodu
Olea. Zimzeleno drvo, vrlo razgranatog korijena,debelog stabla i bogate krosnje raste na
mediteranskom podrucju Europe. Moze dosei visinu 3 do 13 metara, a jedno stablo moze dati
15 do 40 kg masline. Zivotni vijek masline je jako dug i ona u tom periodu prolazi kroz nekoliko
razdoblja koja se razlikuju po rodnosti same masline. Svoj vrhunac proizvodnje doseze izmedu
7.1 30. godine Zivota. Kako bi prinosi masline bili Sto vedi i stabilniji, potrebno je voditi brigu o

pravovaljanom navodnjavanju, dovoljno svjetlosti i manjoj izlozenosti vjetru.

Listovi masline su nasuprotno rasporedeni, duguljastoelipticna oblika, s vrlo kratkom lisnom
peteljkom i sa cijelim rubom. Plod je bobica kostunica, loptasto-jajasta oblika. U pocetku je

zelene boje, a poslije crvenkast, a kada dozrije tamnomodre ili crne boje.

Srednja godisnja temperatura koja odgovara zoni uzgoja masline je 15 do 20 °C, ali i

temperatura oko 40 °C nece biti Stetna za maslinu ako je drvo dovoljno opskrbljeno vodom.

Postoji oko 1275 registriranih sorti masline. Osnovna podjela sorata masline prvenstveno polazi

od njihove namjene, pa se svrstavaju u uljne i stolne sorte.

Neke od poznatih uljnih sorti su: bjelica, buza, drobnica, leccino, grozdulja, karbona,
karbuncela, lastovka, levantinka, puljka, piculja, rosinjola, rosulja, sitnica, slatka, Sarulja,
uljarica, zuzorka, zutica. U stolne sorte spadaju duzica i murgulja, dok postoje i mjeSovite sorte
kao Sto su buza, karbonera, oblica, grozdaca, slivnjaa, mezanica, Zeludarica. Jedna od

najzastupljenijih vrsta je oblica Ciji je prosjecni dio ulja 17 do 22% (Slika 1).



Slika 1. Sorta Oblica (Anonymous, 2002)

Na podrucju Republike Hrvatske uzgaja se oko 90% produktivnih stabala masline. Kod nas se
uzgaja oko 60 domacih i introduciranih sorata. Na podrucju Istre su najpoznatije bjelica, buga,
morazola, rosinjola i drobnica. Kvarner i Podvelebitsko podrucje su poznati po slivnjadi,
plominki, rosulji, slatki, drobnici i oblici. Na podrucju sjeverne i srednje Dalmacije se najvise
uzgajaju oblica, drobnica, piculja, krvavica, levantinka i lastovka. Juzna Dalmacija se isti¢e po
uzgoju oblice, uljarice, murgulje, piculje, Zeludarice, mezanice, Zutice i grozdace (Vecernik,
2003).



2.2. INFUZIJA LISTA MASLINE

Porijeklom iz Kine, infuzija je postala popularna u posljednjih 2000 godina kao jedna od

najpopularnijih bezalkoholnih napitaka. Pripada skupini tekucih ekstrakata.

Tekuci ekstrakti pripremaju se potapanjem biljaka u odredeno otapalo koje moze biti alkohol,
glicerol, etanol, smjesa vode i etanola i/ili glicerola. Svrha dobivanja tekucih ekstrakata je

izolacija aktivni tvari iz biljke te uklanjanje balastnih tvari.

U tekuce ekstrakte ubrajamo infuzije, dekokte, macerate, glicerinske ekstrakte, perkolate i
digeste.

Infuzije tj. Cajevi su tekudi ekstrakti u kojima se aktivne tvari ekstrahiraju vru¢éom vodom kojom
se preliju osuseni dijelovi biljke. Vazno je provesti susenje prije pripreme infuzije jer se tim

nacinom koncentriraju ljekovite tvari.

Postupak pripreme infuzije je jednostavan. Voda se zagrije do vrenja, te se njom prelije
osusena i/ili usitnjena biljka i to se ostavi pokriveno da stoji 5 do 15 min. Potom se talog odvoji

od tekucine.

Infuzije se najceSce dobivaju od dijelova kao Sto su list, cvijet, cijeli nadzemni dio zeljaste
biljke.
Polifenoli su bioloski aktivna skupina komponenti c¢aja, koja imaju antioksidacijske,

antimutagene i antikancerogene ucinke (Karak i Bhagat, 2010). U ¢aju, postoje i drugi spojevi

koji su korisni za ljudsko zdravlje poput fluorida, kofeina i esencijalnih minerala.

Pijenje infuzije povezano je s redukcijom serumskog kolesterola, prevencijom oksidacije
lipoproteina niske gustoce, smanjenim rizikom od kardiovaskularnih bolesti i raka. U infuziji
postoje i drugi spojevi koji su korisni za ljudsko zdravlje poput fluorida, kofeina i esencijalnih
minerala. Nedavna studija pokazala je prisutnost elemenata u tragovima (metala s visokom
relativnom atomskom masom) u ¢aju. Sadrzaj elemenata u tragovima ¢aja moze imati i korisne

i Stetne ucinke na zdravlje ljudi (Karak i Bhagat, 2010).



2.3. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su kemijski spojevi u kojima je hidroksilna skupina (OH) direktno vezana na
benzenski ili aromatski prsten. Nosioci su karakteristicne boje, mirisa i bioloSke vrijednosti u
bilikama, a sadrzaj polifenola u biljkama ovisi o vrsti biljke, nacinu uzgoja, stupnju zrelosti,
okoliSnim uvjetima te uvjetima prerade i skladiStenja. Dijele se prema kemijskoj strukturi na
flavonoide i ostale fenolne spojeve kao Sto su fenolne kiseline i ostali srodni spojevi (Slika 2).
U prirodi ih rijetko mozemo naéi u slobodnom obliku. Najéesée su esterificirani s malim

organskim kiselinama, konjugirani sa Se¢ernim jedinicama ili se nalaze u polimernom obliku.
FLAVONOIDI

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva koji se nalaze u mnogim biljkama i pokazuju izrazita
antioksidacijska i antiradikalska svojstva. Imaju zastitnu ulogu u bioloSkim sustavima jer imaju
sposobnost hvatanja elektrona slobodnog radikala, kelatho mogu vezati ione prijelaznih

metala i aktivirati antioksidacijske enzime i inhibirati oksidaze (Shortle i sur., 2014).

Flavonoidi se dijele ovisno o strukturi koja je prikazana na slici 3, o broju i polozaju hidroksilnih

skupina, stupnju nezasicenosti te stupnju oksidacije centralnog C-prstena.

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida

Nalaze se u mnogim biljkama, koncentrirani u sjemenkama, kozi ili kori voéa, kori
drveca, lis¢u i cvijecu. Flavonoidima se pripisuju i mnoga terapijska djelovanja, kao Sto su
antibakterijska, protuupalna, antialergijska, antimutagena, antiviralna i antikancerogena
(Kazazi¢, 2014) te povoljno utjecu na mnoge bolesti, ukljucujuéi karcinogene i

kardiovaskularne bolesti te neurodegenerativne poremecaje.

2.3.1. POLIFENOLI U MASLINAMA



Mediteransko podrucje, podrucje gdje se masline uglavnom uzgajaju, karakteriziraju
produljena razdoblja sunceve svjetlosti i visoke stope insekata i razliciti patogenih organizama.
Upravo za borbu protiv tih stresora, stabla masline sintetiziraju velike koli¢ine polifenola koji
su uglavnom pohranjeni u njihovom debelom liS¢u. Mnogi ¢imbenici kao Sto su zemljopisni
polozaj, kultivar stabla i starost biljke Ce utjecati na koncentraciju i raznolikost polifenola
prisutnih u listovima (Abaza i sur., 2015). Polifenoli se pretezno pojavljuju u konjugiranom
obliku, s jednim ili nekoliko Se¢era vezanih za hidroksilnu skupinu. Do sada je jako puno studija

bilo napisano i proucavano upravo na temu polifenola iz masline i njihovog ucinka na zdravlje.

Broj i struktura tih fenolnih prstenova u polifenolnoim spojevima odreduje njihova bioloska
svojstva i koristi se za klasifikaciju polifenola. Polifenoli prisutni u listovima maslina su:
oleuropeozidi (oleuropein i verbaskosid); flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid,
diosmetin-7-glukozid, luteolin i diosmetin); flavonoli (rutin); flavan-3-ol (katehin) i supstituirani
fenoli (tirosol, hidroksitrosol, vanilin, vanilliskana kiselina i kavska kiselina) (Karakaya i sur.,
2016).

Sekoiridoidi su skupina spojeva koji se nalaze iskljucivo u biljkama obitelji Olearaceae i Cine
vecinu polifenola masline i to oko 85% polifenola u maslinovom listu. Oleuropein je najvise
zastupljen polifenol iz te skupine, dok su njegovi derivati oleuropein aglikon, oleozid i ligstroid
aglikon takoder prisutni, ali u neSto manjim koncentracijama. Gorak spoj oleuropein,
dominantni sekoiridoid u stablu masline, snazan je antioksidans sa protuupalnim svojstvima
(Boss i sur., 2016). Obilje je istrazivanja koja su upravo proucavala utjecaj oleuropeina na
ljudsko zdravlje i njegove prednosti, ukljuujuéi sposobnost: snizavanja krvnog tlaka kod
Stakora (Nekooian i sur., 2015), smanjenja koncentracije glukoze u plazmi kod Stakora (Jemai
i sur., 2009), inhibiranja rasta mikroorganizama uzgojenih na plo¢ama agara (Lee i sur., 2010),
inhibiranja kultiviranih parazitskih protozoa i takoder je pokazala sposobnost izazivanja
apoptoze u modelima raka karcinoma: kolorektalni (Cardeno i sur., 2013), grudi (Han i sur.,
2009) i prostate.

Ekstrakt lista masline se sastoji od brojnih flavonoida ukljucujuéi luteolin, apigenin, rutin,
katehin i diosmetin. Flavonoidi i drugi biljni fenoli, kao Sto su fenolne kiseline, tanini, lignani i
lignini, posebno su vazni antioksidansi jer oni obi¢no imaju visok redoks potencijal (Lee i Kader,
2000).

2.4. ANTIOKSIDANSI



Antioksidansi su skupina razlicitih prirodnih spojeva koji imaju sposobnost sprijecavanja
oksidacije drugih tvari, a u bioloskim sustavima sluze za neutralizaciju slobodnih radikala. Oni
stabiliziraju nesparene elektrone i neutraliziraju potencijalno Stetno djelovanje slobodnih

radikala, a da pri tome sami ne postanu nestabilni (Slika 4).

Slobodni radikali su molekule koje imaju nespareni elektron i stoga su izuzetno reaktivni i
jako nestabilni jer reagiraju s drugim tvarima u okolini. Reaktivni kisik i dusik, vrste su bitne
za opskrbu energijom, detoksikaciju, kemijsku signalizaciju i imunoloSku funkciju. Oni se u
nasem tijelu kontinuirano proizvode u normalnim fizioloskim procesima kao Sto je proces
dobivanja energije. i njihova je proizvodnja kontrolirana endogenim enzimima kao Sto su
superoksid dismutaze, glutation peroksidaze i katalaze (Karakaya i sur., 2016). Isto tako mogu
nastati kao posljedica loSih Zivotnih navika ili kao rezultat vanjskih ¢imbenika kao Sto su:
izloZenost stresu, pretjerano izlaganje suncu (UV-zracenje), pretjeran fizicki napor, izlozenost
ionizirajuéem zracenju i zagadeni zrak.Uslijed izloZzenosti vanjskim oksidacijkim tvarima ili zbog
pogresSaka koje nastaju u obrambenim mehanizmima, ostecenjem vrijednih biomolekula kao
Sto su DNA, lipidi i proteini povecava se rizik za razvoj kardiovaskularnih bolesti, raka i drugih
kroni¢nih bolesti. Kroni¢na bolest povezana je s oksidacijskim stresom pa se preporuca
povecani unos antioksidansa ili unos spojeva koji poboljSavaju vlastiti antioksidacijski sustav,
¢ime se smanjuje rizik od tih bolesti i upravo zato postoji sve veci interes za prirodne

antioksidanse kao bioaktivhe komponente hrane(Tangvarasittchai, 2015).
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Slika 4. Prikaz ravnoteze antioksidansa i slobodnih radikala u organizmu (Dragovi¢ Uzelac,
2013)

Antioksidansi mogu biti jednostavni enzimi ili neke male molekule koje su dobro topljive u

lipidima i dobro topljive u vodi. To su brojne jednostavne ili sloZzene molekule koje pretvaraju
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nezasicene oblike (vrlo aktivne molekule slobodnih radikala) u kemijski zasi¢ene, inaktivne

oblike koji nisu opasni za normalnu aktivnost organizma (Landeka, 2016).

Dva su izvora antioksidansa: na$ vlastiti organizam je sposoban proizvesti antioksidanse kao
Sto su primjerice glutation i SOD. Drugi, vanjski izvor antioksidansa je hrana. Podijeljeni su u
2 skupine: primarni i sekundarni. Primarni antioksidansi inhibiraju ili usporavaju oksidaciju
uklanjanjem slobodnih radikala dok sekundarni antioksidansi djeluju mehanizmom koji ne
ukljucuje direktno uklanjanje slobodnih radikala. Neki od egzogenih antioksidansa koje

unosimo hranom su vitamin A, vitamini B skupine i vitamin E (Hamid i sur., 2010).

Antioksidansi su odgovorni za zastitu biljnih stanica u kojima su prisutni, za odrzavanje
kvalitete voca i povrca te za pozitivan ucinak na zdravlje ljudi koji konzumiraju voce i povrce
bogato antioksidansima. Antioksidansi i enzimski sustavi ukljueni u njihovu sintezu i obnovu,
Stite stanicne membrane i organele od ostecenja uzrokovanih Stetnim ucincima reaktivnih
kisikovih jedinki (ROS). ROS nastaju i tijekom normalnog stanicnog metabolizma, dok se
pojacano stvaraju u uvjetima stresa uslijed nepovoljnog djelovanja razlicitih biotickih i
abiotickih cimbenika. ROS uzrokuju oksidacijskaa ostecenja lipida, proteina i nukleinskih
kiselina (Pietta, 2000).

2.4.1. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST INFUZIJE LISTA
MASLINE



Zahvaljujuci svojem kemijskom sastavu, maslina se kroz povijest koristila kao tradicionalan
lijek u medicini Sirom svijeta. Upravo ta sposobnost se pripisuje oleoruopeinu, najvise
zastupljenom polifenolu u listu masline. U proslosti napitak od suhog liS¢a koristio se oralno za
lijecenje bolesti crijeva i zeludca te bolesti Zucnih kamenaca. Dekokti susenog liSéa i ploda
konzumirani su kako bi se ublazili simptomi infekcija diSnih puteva, mokra¢nog sustava te
smanjile neugodnosti vezane uz dijareju i bolove u trbuhu. Ekstrakt koji se dobio preljevanjem
vruée vode preko suhog liS¢a koristio se za lije¢enje hipertenzije i izazivanje diureze te za
lijeCenje bronhijalne astme. KoriStenje ljekovitih svojstava listova maslina potjece jos
pocetkom 1800-ih kada su ekstrakti koristeni za lije¢enje malarije (Khayyal i sur., 2002). Isto
tako maslinovo ulje se koristilo kao lijek. Prvenstveno se koristilo u problemima s kosom te se
u tu svrhu stavljalo na samo vlasiste, a drugi dan je sluZilo kao Sampon. Bila je poznata i
njegova uloga laksativa kod gastrointestinalnih bolesti. Sam plod masline se koristio za vanjsku
upotrebu, stavljao se na ozlijedene udove ili kao sredstvo za ciScenje koze. Infuzije svjezeg

lis¢a koristene su kao protuupalni lijekovi (Qasem i sur., 2015).

Zbog potencijalnog utjecaja antioksidansa na zdravlje ljudi, znanstvenici su pokusavali povecati
sadrzaj fenolnih spojeva u bilijkama te istraziti nove ucinke i razjasniti kvantitativne odnose

strukture i aktivnosti razliCiti vrsta fenola (Karakaya i sur., 2009).

Medutim postoje odredena ograni¢enja kada su u pitanju antioksidansi i njihov utjecaj na
slobodne radikale. Antioksidacijsko sredstvo mora dosegnuti te radikale u aktivnom obliku kako
bi ih inaktiviralo, a istovremeno radikali mogu reagirati s drugim bioloskim molekulama kao Sto
konzumirati veliku koli¢inu polifenola kako bi oni mogli imati ikakav utjecaj na ljudsko zdravlje
(Salem i sur., 2014).

Postoji teorija da antioksidacijski spojevi, kao Sto su polifenoli, mogu aktivirati faktore
transkripcije i time transkribiraju gene za zastitne enzime koji imaju pozitivan ucinak na ljudsko

zdravlje (Forman i sur., 2014).

Tablica 1. Antioksidacijska aktivnost (mmol/L) polifenola prisutnih u listu masline

SASTAV POLIFENOLA
Ekstrakt maslinovog lista 1.58+0.06
Rutin 2.75+0.05




Katehin 2.28+0.04
Luteolin 2.25+0.11
Hidroksitirosol 1.57+0.12
Diosmetin 1.42+0.07
Kavska kiselina 1.37+0.08
Verbaskozid 1.02+0.07
Oleuropein 0.88+0.09
Luteolin-7-glukozid 0.71+0.04
Vanilinska kiselina 0.67+0.09
Diosmetin-7-glukozid 0.64%£0.09
Apigenin-7-glukozid 0.42+0.03
Tirozol 0.35+0.05
Vanilin 0.13+0.01

Gorki spoj oleuropein, glavni sastojak sekoiridoidnih spojeva masline, pokazao se kao snazan
antioksidans s protuupalnim svojstvima. Proucavani su i identificirani svi fenolni spojevi
masline i odredena je njihova antioksidacijska aktivnost (Abaza i sur., 2015). Cijeli ekstrakt
maslinovog liS¢a pokazuje 72% vecu antioksidacijsku aktivhost s obzirom na teoretsku
vrijednost aktivnosti dobivene iz zbroja prosjecnih pojedinacnih vrijednosti aktivnosti svih
fenolnih spojeva prisutnih u maslin To pokazuje da fenoli masline pokazuju sinergisticko
djelovanje kada se izmijesaju, Sto se dogada u samom ekstraktu od lista masline i samim time
njihova antioksidacijska aktivnost je veca. Isto tako, moze se vidjeti u tablici 1 da bez obzira
Sto je oleuropein najviSe zastuplien polifenol u ekstraktu lista masline nema tako veliku
antioksidacijsku aktivnost, a s druge strane ostali polifenoli Cija je zastuplienost manja
pokazuju puno vecu antoksidacijsku aktivnost i tako svi polifenoli pridonose antioksidacijskoj

aktivnosti (Karakaya i sur.,2009).

Benavente-Garcia i suradnici (1997) su zakljucili da su flavonoli, flavan-3-oli i flavoni bili

Ve

najucinkovitiji ,hvataci* radikala, a ta aktivnost je bila veca ako je bilo prisutno vise slobodnih
hidroksilnih skupina u flavonoidnoj strukturi. Sposobnost oleuropeina da sprijeci stvaranje
slobodnih radikala temelji se i na njegovoj moguénosti da ukloni metalne ione kao Sto su bakar
i Zeljezo jer oni inace kataliziraju reakcije generiranja slobodnih radikala. Isto tako oleuropein
pokazuje sposobnost inhbiranja nekih upalnih enzima kao Sto su lipooksigenaze. Osim toga,
otkrili su da oleuropein, hidroksitrosol, kavska kiselina i tirosol sprijecavaju stvaranje reaktivnih
vrsta kisika. Oleuropein i njegovi metaboliti, hidroksitrosol, oboje posjeduju strukturu,
(kateholnu grupu) koja je potrebna da bi imali optimalnu antioksidacijsku aktivnost i da bi

mogli djelovati kao ,Cistaci®.
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Antioksidacijska aktivnost oleuropeina je proucavana koristenjem in vivo metoda. Listovi
maslina poznati su kao tradicionalni antidijabetici i antihipertenzivna biljni lijek. PredloZzena su
dva mehanizma koja objasnjavaju hipoglikemijski ucinak oleuropeina, a to su potencijalni
utjecaj na oslobadanje inzulina uzrokovanog visokim dozama glukoze tj. olakSano otpustanje

inzulina i povecani periferni unos glukoze (Castro i sur., 2006).

Al-Azzawie i Alhamdani (2006) proucavali su hipoglikemijski i antioksidacijski ucinak
oleuropeina u Alzaksan-dijabetickih zeCeva. Zecevi su tretirani s 20 mg/kg tjelesne mase
oleuropeina tijekom 16 tjedana. Kod tih zecCeva, razina glukoze u krvi znacajno je smanjena.
Nakon pocetka lijecenja, doslo je do smanjenja razine glukoze u krvi Sto je vidljivo u 8. tjednu
u usporedbi s nalazima kontrolnih zeceva, koji su i dalje imali poviSene razine glukoze tijekom
cijelog razdoblja pracenja. Time je utvrdeno da oleuropein moze doprinijeti inhibiciji

hiperglikemije i oksidacijskom stresu induciranom dijabetesom.

Prirodni antioksidansi, isto tako ukljuCujuci oleuropein, mogu pomoéi u prevenciji
kardiovaskularnih bolesti  kroz smanjenu tvorbu ateroskleroznih plakova inhibiranjem

oksidacije lipoproteina niske gustoce.

Ispitivanja na zivotinjama pokazala su da je oleuropein konzumiran u Stakora u dozi od 100
do 1000 mg/kg kroz 2 do 6 tjedana znacajno snizio srednju vrijednost arterijskog tlaka.
(Khayyal i sur., 2002). Jos jedno istrazivanje na zivotinjama ukazalo je da kod genetski
hipertenzivnih Stakora koriStenje oleuropeina u koli¢ini 60 mg/kg tjelesne mase tijekom 6
tjedana sprijecilo razvoj teSke hipertenzije i ateroskleroze i poboljSala se inzulinska rezistencija
(Khayyal i sur., 2002).

Takoder je utvrden anti-ateroskleroticki ucinak oleuropeina ispitivanjem na kuni¢ima koji su
bili na visoko lipidnoj dijeti i onima kojima je ta visoko lipidna dijeta bila obogacena
oleuropinom kroz 6 tjedana. Kuniéi u skupini koji su konzumirali visoku lipidnu hranu imali su

viSe razine kolesterola, triglicerida i LDL kolesterola, kao i debeli lipidni sloj na Zilama, u
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usporedbi s onima Cija je hrana bila obogacena oleuropeinom. Ti rezultati su potvrdili anti-
arteroskleroti¢ni ucinak lista maslina, najvjerojatnije povezano sa sprjeCavanjem upale
(Poudyal i sur., 2010).

Oleuropein takoder posjeduje protuupalna svojstva. Pokazuje sposobnost inhibicije mnogih
gram negativnih i gram pozitivnih bakterija, kvasaca i parazita. Smatra se da se njegovo
antibakterijsko djelovanje temelji na inaktivaciji stanicnih enzima kljucnih za bakterijsku
replikaciju ili na izravhom djelovanju na staniénu membranu mikroorganizma Sto rezultira

»zbacivanjem" unutarstani¢nih komponenata, kao sto je glutamat, kalij i fosfor.

Ono sto se pokazalo u istrazivanjima je da apigenin i luteolin, flavoni prisutni u maslini, mogu
djelovati kao tumorski supresori kroz smanjenu DNA replikaciju. Luteolin bi takoder mogao

imati protuupalni ucinak (Bianco i sur., 2006).

2.5. Senzorska analiza
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Senzorska analiza je znanstvena disciplina koja prikazuje reakcije na one znacajke hrane koje
se opazaju osjetilima vida, mirisa, okusa i sluha. Ona mijeri, analizira i interpretira upravo te
reakcije. Za odredivanje senzorskih svojstava proizvoda koriste se iskljucivo ljudska osjetila jer
za to ne postoje tehnicki mjerni instrumenti. Pri odredivanju senzorske analize proizvoda

koriste se 3 skupine metoda:

o opisne ili deskriptivne metode, koje ukljuCuju detekciju i opis svih kvalitativnih i
kvantitativnih obiljezja proizvoda od strane treniranih panelista
o razlikovne metode ili metode diferencijacije,

o metode sklonosti ili preferencije.

Senzorska procjena primjenjuje se kada se Zeli utvrditi najbolji postupak prerade, izvrsiti
odgovarajudi izbor sirovina, ispitati utjecaj zamjene jednog sastojka drugim ili odabrati najbolji
postupak skladistenja. Informacije dobivene senzorskim ispitivanjem potrebne su kako bi se

donijele odluke o kakvoci samog proizvoda.

U deskriptivnoj metodi panelisti slucajnim redoslijedom identificiraju i kvantitativno odreduju
osjetilna svojstva proizvoda ili svojstva dodataka, ¢ime panelisti ne odreduju samo $to, nego i
koliko ¢ega ima u proizvodu. Kvalitativni elementi deskriptivne analize su: vanjski izgled,
karakteristike arome, karakteristike okusa, tekstura u ustima i karakteristike koje se osjete
dodirom. Trening ukljucuje veliki broj uzoraka i sastojaka, da bi se osim stjecanja osjetljivosti

na razliite koncentracije razvila i terminologija koja je od neizostavne vaznosti.

Vrijeme- intezitet opisna analiza je metoda koja prati kako se intezitet osjeta mijenja tijekom
vremena (Vahdi¢, 2016).

3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. MATERIJALI:

Istrazivanje je provedeno na biljnoj mjesavini viSe sorata masline iz maslinika u Rastevicu.

MjeSavina sadrzi sorte Orkulu (90%), Leccino (5%) i ostalo su sorte Marokanka i Garbuncela.

Sirovina je transportirana u kartonskim kutijama do labaratorija na Prehrambeno-
biotenoloskom fakultetu nakon cega su listi¢i rasporedeni u tankom sloju po stolovima i
ostavljeni nekoliko dana da se posuse na zraku. Potom su listi¢i ociS¢eni od grancica, odvojeni
su nezdravi dijelovi i potom su dobro oprani. Tako oprani i ponovno osuseni na zraku usitnjeni

su (narezani su) na manje komadice, veli¢ine 1 cm.

Na tehnickoj vagi izvagana su po 4g listica koji su bili potrebni za rad. Izvagani listi¢i prebaceni
su u labaratorijske ¢age u koje je dodano 100 mL destilirane vode temperature 100 °C, . Case
su potom pokrivene i ostavljene stajati 5, 10 i 15 min Sto predstavlja vrijeme kontakta listica i

vode.

Nakon isteka vremena kontakta, infuzija je procijedena u nove labaratorijske Case. Za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti bilo je potrebno svaki uzorak raditi u triplikatu, tj. u tri
paralelne probe. Nakon toga su se pratile promjene koje su nastale tijekom stajanja infuzije

kroz 7 h. Mjerenja su se provodila nakon 15, 30, 60, 240 i 420 min.

3.2. METODE RADA:
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3.2.1. Odredivanje antioksidacijske aktivhosti DPPH metodom
Princip rada:

Ova metoda razvijena je za odredivanje antioksidacijske aktivnosti spojeva u hrani uporabom
stabilnog 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala. DPPH radikal (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je
stabilan dusikov radikal, tamno ljubi¢astog obojenja. Zbog nesparenog elektrona princip
odredivanja temelji se na sposobnosti redukcije DPPH radikala, pri ¢emu dolazi do sparivanja
nesparenog elektrona. Reakcija se oCituje promjenom boje iz ljubiCaste u Zutu, Sto se
sprektrofotometrijski prati kao pad apsorbancije pri 517 nm. Promjena boje je u

stehiometrijskom odnosu s brojem sparenih elektrona (Prior i sur., 2005).

Antioksidacijska aktivnost danas se najceSce opisuje TEAC vrijednoS¢u (Trolox ekvivalent
antioksidacijske aktivnosti od eng. , Trolox equivalent antioksidant activity") koja je definirana
kao koncentracija otopine, izraZzena u mmol/L, u vodi topljivog analoga vitamina E, Troloxa (6-
hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska  kiselina) ekvivalentne antioksidacijske
aktivnosti kao i 1 mmol/L otopina ispitivanog fenolnog spoja (Rice-Evans i Miller, 1996). U tu

svrhu potrebno je napraviti bazdarni pravac s Troloxom.

Aparatura i pribor:

Spektrofotometar (VWR UV-1600PC Spectrophotometer)
Staklene kivete

Tehnicka vaga Mettler (to¢nosti + 0,019)

Analiticka vaga Kern ABT 220-4M

Odmijerne tikvice, volumena 10 mL i 100 mL

Epruvete

Stalak za epruvete

© N o g ~ w N P

Plasti¢na ladica za vaganje

Kemikaljje i reagensi:
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1. 100 %-tni metanol
2. 0,5 mM otpina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje
te kvantitativno preko staklenog lijevka prenese u odmjernu tikvicu od 100 ml i otopi u 100
%-tnom metanolu tako da se tikvica do oznake napuni 100% metanolom. DPPH je potrebno

Cuvati na tamnom mjestu u zatvorenoj tikvici.

Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL uzorka 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu probu u

epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 % metanola.

Epruvete sa sadrzajem stoje 30 minuta u mraku, pri sobnoj temperaturi nakon cega se mijeri

apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu probu. Mjerenja se provode u triplikatu.

Izrada bazdarnog pravca za odredivanje ukupnih fenola:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 100 mL 0,02 M otopine Troloxa (6-hidroksi-
2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) iz koje se pripreme razrijedenja u
koncentracijama 0, 25, 50, 100, 200 i 300 UM na nacin da se u odmjerne tikvice volumena 50
mL redom otpipetira 0; 6,25; 125; 250; 500 i 750 pL alikvot otopine troloxa te do oznake

nadopuni 100%-tnim metanolom.

U epruvetu se otpipetira redom 200 pL odgovarajuée otopine Troloxa, 3,8 mL metanola i 1 mL
0,5 mM otopine DPPH. SadrZzaj se promijeSa i ostavi stajati 20 minuta u mraku na sobnoj

temperaturi nakon cega se mjeri apsorbancija na 517 nm uz metanol kao slijepu probu.

Izracunavanje: 1z izmjerenih vrijednosti apsorbancije otopina Troloxa nacrta se bazdarni
pravac pomocu racunala (program Microsoft Office Excel) s vrijednostima koncentracije

Troloxa (MM) na apscisi i vrijednostima apsorbancije nanesenim na oordinati.

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
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Y =-0,00123814 x X + 1,2031

R% = 0,9965

gdje je:
Y = apsorbancija uzorka pri 517 nm
X = ekvivalent Troloxa (pmol/L)

1,2031 = odsjecak pravca na osi Y

Iz pripadajuée jednadzbe pravca izracuna se antioksidacjski kapacitet (X) uzoraka na temelju

izmjerenih apsorbancija odredenih DPPH metodom.

3.2.2. SENZORSKA ANALIZA
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Materijali i pribor:
Staklene boce od 1L

Jednokratne plasti¢ne casice

Princip rada:

Prije samog ocjenjivanja definirala su se svojstva i opisni pojmovi koji najbolje karakteriziraju
proizvod te skala intenziteta pojedinog svojstva (od 1 do 10). Ocjenjivala su se sljedeca

svojstva:

1. boja (intenzite Zute ili smede boje),

2. miris (miris lista masline, strani miris),

3. aroma (svojstvena na list masline, na zeleno, strana aroma)

4. okus (trpki okus, gorki okus, okus na list masline, strani okus, harmonican okus).
Pojmovi moraju biti jasni i razumljivi, jer je vazno da svi panelisti pod odredenim opisom
misle isto.ToCne opise utvrduju panelisti prije ocjenjivanja i na temelju toga izraduje

se ocjenjivacki upitnik koji moze obuhvadati viSe uzoraka.

U istrazivanju je sudjelovao panel od 10 clanova. Ispitivanje senzorskih karakteristika se
provodilo na Zavodu za poznavanje i kontrolu sirovina i prehrambenih proizvoda. Clanovima
panela bila su ponudena tri uzorka koja su se razlikovala u vremenu kontakta listi¢a i vode.
Redom je kontakt u uzorcima bio 5 min, 10 min i 15 min. Uzorci su bili sobne temperature jer
je prvo kusanje bilo nakon 15 min stajanja tako da su bili prihvatljive temperature za
konzumiranje. Svaki panelist je dobio Cistu plasti¢nu ¢aSicu kojom je isprobavao redom uzorke.
Uzorci su isprobavani nakon 30, 60, 240 i 420 min stajanja. Nakon kusSanja svakog uzorka

panelisti su ocjenjivali intezitet ispitivanih karakteristika prema bodovnoj ljestvici od 0 do 10.

4. REZULTATI I RASPRAVA
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4.1. Rezulati odredivanja ukupne antioksidacijske aktivnosti

U ovom radu cilj je bio ispitati antioksidacijsku aktivhost i senzorska svojstva napitka od lista
masline u ovisnosti o pripremi napitka i vremenu stajanja. Predstavljena su tri uzorka infuzije
lista masline gdje je vrileme kontakta listi¢a i tekuéine za svaki uzorak bio redom 5, 10 i 15
min. Mjerene su vrijednosti antioksidacijske aktivnosti za sva tri uzorka nakon 5, 15, 30, 60,
240, 420 min.

© 500 - o

£ . I

2400 { I l % Y =5 min
g 300 - == 10 min

200 - 15 min

5 15 30 60 240 420

Vrijeme stajanja (min)

Slika 5. Graficki prikaz ovisnosti antioksidacijske aktivnosti infuzije lista masline o vremenu

stajanja

Jasno je vidljivo kako kontakt listica masline i vode znacajno utjeCe na vrijednosti
antioksidacijske aktivnosti (Tablica 2). Kod drugog uzorka infuzije u kojem je kontakt listic¢a i
vode trajao samo 10 min vrijednosti antioksidacijske aktivnosti su najveée, dok kod treceg
uzorka gdje je kontakt trajao 15 min. vrijednosti antioksidacijske aktivnosti su najmanje (Slika
5).

Tablica 2. Podaci dobiveni analizom varijance

Izvor varijacije F P vrijednost
Vrijeme stajanja | 0,803923 | 0,571871458
Vrijeme kontakta | 8,028591 | 0,008324589

Nadalje, treba uvidjeti da vrijeme stajanja infuzije nije imalo znacajan utjecaj na promjenu
vrijednosti antioksidacijske aktivnosti, ali vidljivo je iz grafa da ona varira tijekom odredenog

vremena.
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Tako pri vremenu kontakta od 5 min aktivnost je najmanja na samome pocetku pa dozivljava
lagani porast do 30 min te pad i u 240 min stajanja ima najmanju vrijednost, a zatim opet

lagano raste

Uzorak gdje je kontakt bio 10 min ima najvecu antioksidacijsku vrijednost na samom pocetku
i zatim lagano pada i u 60. minuti je najmanja pa ponovno raste i nakon 7h stajanja ponovno

pada.

Pri kontaktu od 15 min antioksidacijska aktivnost je najmanja na samom pocetku, a daljnim

stajanjem lagano raste i nakon 7 sati stajanja pokazuje najvecu vrijednost.

4.2.2. Rezultati senzorske analize infuzije lista masline
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Cilj ove senzorske analize bilo je utvrditi kako vrijeme kontakta listi¢a i vode, a nakon toga i
vrijeme stajanja utjeCe na neke karakteristike napitke lista masline kao Sto su boja, okus, miris
i aroma. Senzorskom analizom od strane 10 panelista tijekom 7 sati zabiljeZena je znacajna
promjena boje, okusa i arome u infuziji lista masline. Osjetne karakteristike infuzije lista
masline uglavnom ovise o njezinom sadrzaju poput fenolnih i hlapivih spojeva. Svaka pojedina

komponenta moze pridonijeti razli¢itim osjetilima percepcije (Ceretani i sur., 2008).
BOJA

Iz dobivenih rezultata jasno je vidljivo da intezitet Zute boje opada u sva tri uzorka neovisno
o tome koliko je bilo vrijeme kontakta, tj. vrijeme stajanja infuzije nakon cijedenja znacajno
utjeCe na intenzitet (Tablica 3) i on je nakon 7 sati stajanja najmanii, tj. zuta boja lagano
blijedi (Slika 6).

Sto se smede boje tice, ona je opcenito ocijenjena niskim ocjenama upravo iz tog razloga jer
je na prvi pogled kod infuzije puno jace vidljiva Zuta boja. Tek stajanjem 4 i 7 sati malo se

zamjecuje smedkasta boja infuzije (Slika 7).
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Slika 6. Graficki prikaz promjene inteziteta zute boje infuzije lista masline tijekom vremena

stajanja
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Slika 7. Graficki prikaz promjene inteziteta smede boje infuzije lista masline kroz vrijeme
MIRIS

Strani miris je od strane svih panelista bio ocijenjen najnizom ocjenom Sto znaci da nitko nije
mogao identificati nikakav drugi miris osim mirisa masline (Slika 8). Kao Sto je vidljivo na slici
9, vrijeme stajanja znacajno utjece na miris masline (Tablica 3) koji polako slabi sa stajanjem
same infuzije i on je nakon 7h stajanja najslabiji, @ na samom pocetku je najizrazeniji. U
istrazivanju koje je provedeno na ¢aju od zelenog medunca isto je vidljivo kako se kroz vrijeme

smanjuje intezitet biljnog mirisa, tj mirisa svojstvenog toj biljci. (Alexander i sur., 2017).
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Slika 8. Graficki prikaz promjene inteziteta stranog mirisa kroz vrijeme
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Slika 9. Graficki prikaz promjene inteziteta mirisa po maslini kroz vrijeme

OKUS

Strani okus je na pocetku ocijenjen najnizom ocjenom. Trpki okus je ocijenjen nesto viSom
ocjenom i vidljivo je da je njegov intezitet najvedi nakon 7 sati stajanja infuzije (Slika 10) Sto
pokazuje da vrijeme stajanja znacajno utjece na intezitet trpkosti (Tablica 3). Ocigledno je da
najviSe, prema ocjeni panelista prevladava gorki okus, koji je najjaci na samom pocetku, ali ta
gorcina se stajanjem infuzije smanjuje i najmanja je nakon 7 sati stajanja Sto pokazuje slika
11. Uz gorki okus, dosta je izrazen i okus lista masline koji je dobio najvece ocjene od strane
panelista. Ali isto je jasno sa slike 12 da je jaCina tog okusa najmanja nakon sto je infuzija
odstajala 7h. Tu treba naglasiti da osim Sto vrijeme stajanja znacajno utjece na njegovu jacinu,
isto tako znacajno utjece i vrijeme kontakta i moZze se uvidjeti da je u uzorku tri gdje je vrijeme
kontakta listi¢a i vode najduZe i okus po listu masline najizrazeniji (Tablica 3). Harmonican
okus je ocijenjen nekom srednjom ocjenom i njegova jacina varira kroz vrijeme tako je najbolje
ocijenjen onaj nakon 4 h stajanja, dok ve¢ nakon 7 sati stajanja njegov se intezitet smanjuje
(Slika 13).

Neki fenoli uglavnom izazivaju percepciju okusa gorcine, a neki mogu izazvati iosjeéaj trpkosti
jer neke fenolne molekule mogu potaknuti slobodne zavrsetke trigeminalnog zivca koji se
nalaze u nepcu, kao i u gustativnim pupoljcima, sto dovodi do kemijske percepcije pungenciije,
astringencije i metalnih svojstava. Upravo se gorak okus masline pripisuje oleuropeinu aglikonu
Sto dovodi i do pretpostavke da i u napitku od masline je oleuropein odgovoran za osjecaj

gorcine (Bendini i sur., 2007).
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Slika 10. Graficki prikaz promjene jacine trpkog okusa kroz vrijeme
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Slika 11. Graficki prikaz promjene jacine gorkog okusa kroz vrijeme
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Slika 12. Graficki prikaz promjene jacine okusa po maslinovom listu tijekom vremena stajanja
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Slika 13. Graficki prikaz promjene jacine harmonijskog okusa tijekom vremena stajanja
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AROMA

Strana aroma je opet i ovdje ocijenjena najmanjom ocjenom (Slika 14) dok je najviSe izraZzena
aroma na maslinu i kao Sto i rezultati na slici 15 pokazuju njezin intezitet je jednak kroz cijelo
vrijeme stajanja. I vrijeme stajanja infuzije, ali i vrijeme kontakta listi¢a i vode prije cijedenja
znacajno utjecu na jacinu (Tablica 3) i samim time ta aroma se najvise osjeti u uzorku 3 kod
kojeg je kontakt listica i vode prije cijedenja najdulje trajao. Sto se arome na zeleno tice,
najviSe je nekako prepoznata na samom pocetku u prvih sat vremena stajanja infuzije, a
daljnim stajanjem njezin intezitet se smanjuje i najmaniji je nakon 7h stajanja. Isto se moze
vidjeti i iz rezultata da je opet najizrazenija u uzorku 3 Sto znadi i da vrijeme kontakta ima
utjecaj na razinu inteziteta (slika 16).
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14. Graficki prikaz promjene inteziteta strane arome tijekom vremena stajanja
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Slika 15. Graficki prikaz promjene inteziteta arome na maslinu tijekom vremena stajanja
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Slika 16. Graficki prikaz promjene inteziteta aroma na zeleno tijekom vremena stajanja
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Tablica 3. Statisticki podaci za senzorska svojstva

ANOVA P vrijednost
Zuta boja Vrijeme stajanja 5,853597 0,03248
Vrijeme kontakta 4,943583 0,053866
Miris masline Vrijeme stajanja 35,44918 0,000326459
Vrijeme kontakta 0,852289 0,472288321
Trpki okus Vrijeme stajanja 42,72983 0,000192
Vrijeme kontakta 1,66826 0,265399

Harmonican okus | Vrijeme stajanja 109,9585404 1,23862E-05

Vrijeme kontakta 1,450882648 0,306214205

Aroma na maslinu | Vrijeme stajanja 28,20743 0,000619

Vrijeme kontakta 6,073539 0,036144

Aroma na zeleno Vrijeme stajanja 586,0195 8,6E-08
Vrijeme kontakta 6,390087

0,03261
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ZAKLIUCCI

1. Iz dobivenih rezultata vidljivo je da je vrijeme kontakta (5, 10, 15 min) parametar koji
znacajno utjece na antioksidacijsku aktivnost. Vrijeme stajanja napitka od lista masline
nema bitan utjecaj na promjenu antioksidacijske aktivnosti, ali njezine vrijednosti
variraju kroz vrijeme stajanja .

2. Na senzorske karakteristike (boju, okus, aromu i miris) vrijeme stajanja ima znacajijin
utjecaj nego vrijeme kontakta listi¢a i vode. Vrijeme kontakta najviSe utjeCe na gorki
okus i okus na list masline koji su najveéi u uzorku u kojem je kontakt bio 15 minuta.

3. Vrijeme stajanja znacajno utjeCe na smanjenje intenziteta Zute boje napitka i povecanja
intenziteta smede boje.

4. Stajanjem na zraku intezitet mirisa na list masline slabi. Strani miris u napitku lista
masline nije prisutan.

5. Aroma na maslinu s vremenom stajanja se malo smanjuje, a aroma na zeleno pokazuje
vece smanjenje. Strana aroma nije prisutna.

6. U napitku prevladavaju dva okusa, gorki i okus na list masline. S vremenom stajanja
gorki okus i okus na list masline napitka se smanjuje.

7. Stajanjem na zraku trpkost napitka od lista masline je sve izrazenija.

8. Temeljem svih rezultata 15 minuta je najpovoljnije vrijeme kontakta listi¢a i vode, a
unato¢ navedenim promjenama tijekom 7 sati stajanja napitak ipak zadrzava senzorske

osobine svojstvene napitku od lista masline.
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Zadnija stranica zavrsnog rada

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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ime i prezime studenta
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