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Polifenoli i minerali u infuzijama listova masline — utjecaj vremena ¢uvanja listova

Sazetak

U ovom su radu istrazivani neki aspekti pripremanja biljnih infuzija od lista masline
sorte Leccino korisni u prakti¢noj primjeni, kao §to su utjecaj stupnja usitnjenosti lis¢a te
vremena i oblika ¢uvanja liS¢a na prelazak fenolnih i mineralnih tvari u vrué¢u vodenu otopinu.
Fenolne tvari odredivane su tekué¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC), a
mineralni je sastav odredivan induktivno spregnutim plazma masenim spektrometrom.
Rezultati rada pokazali su da vanilinska kiselina i diosmetin nisu detektirani ni u jednoj od
provedenih analiza. Ekstrakcija fenolnih tvari metanolom kod netom osusenih listova
ucinkovitija je od ekstrakcije vru¢om vodom za oko 33%. Ekstrakcija viu¢om vodom iz netom
osusenih mljevenih listova je oko 4 puta uinkovitija u odnosu na rezani oblik, ali nakon
dvomjesecnog ¢uvanja izmedu rezanog i cjelovitog oblika lista nema znac¢ajnih razlika. Uslijed
dvomjese¢nog Cuvanja osuSenih listova masa fenolnih tvari ekstrahiranih vru¢om vodom
smanjila se za oko 6% u odnosu na pocetne razine. Konzumiranjem jedne Salice infuzije
pripremljene s 200 mL vruce vode 1 2 do 4 g osuSenog, razliCito usitnjenog 1 do dva mjeseca
cuvanog lista masline sorte Leccino moguce je unijeti 10 do 20 puta vise bioaktivnih fenola od
minimuma (5 mg) za koji je kod djevi¢anskih maslinovih ulja odobrena zdravstvena tvrdnja o
doprinosu zastiti lipida u krvi od oksidacijskog stresa. Jedna Salica infuzije uglavnom sadrzi
manje od 1% preporuc¢enog dnevnog unosa Zeljeza, cinka 1 selenija te ne predstavlja znacajan

prehrambeni izvor ovih elemenata.

Kljuéne rijeci: fenoli, listovi maslina, infuzije, minerali



Polyphenols and minerals in infusions of olive leaves - influence of leaves storage times

Summary

In this paper, some aspects of preparation of herbal infusions from olive leaves of
Leccino variety useful in practical application are investigated, like the influence of the degree
of leaf fragmentation and time and form of leaf storage on the transition of phenolic and mineral
substances into hot aqueous solution. Phenolic substances were determined by high-
performance liquid chromatography (HPLC), and the mineral composition was determined by
inductively coupled plasma mass spectrometer. The results showed that vanillic acid and
diosmetin were undetected in any of the performed analyses. The extraction of phenolic
substances with methanol in freshly dried leaves is about 33% more efficient than hot water
extraction. Hot water extraction from freshly dried ground leaves is about four times more
efficient compared to the cut form, but after two months of storage, there are no significant
differences between the cut and whole leaf shape. Due to two months of dried leaves storage,
the mass of phenolic substances extracted with hot water decreased by about 6% compared to
the initial levels. By consuming one cup of infusion prepared with 200 mL of hot water and 2
to 4 g of dried olive leafs of the Leccino variety, variously chopped and stored for up to two
months, it is possible to ingest 10 to 20 times more bioactive phenols than the minimum (5 mg)
specified for virgin olive oils approved health claim related to the oxidative stress protection of
blood lipids. One cup of infusion generally contains less than 1% of the recommended daily

intake of iron, zinc, and selenium and is not a significant dietary source of these elements.

Keywords: phenols, olive leaves, infusions, minerals
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Maslina je funkcionalna biljka u poljoprivrednom sustavu mnogih zemalja i tijekom
stoljeca je stekla ogroman drustveno-ekonomski znacaj. Zbog svoje dugovjeCnosti i
prilagodljivosti igra veliku ulogu u stvaranju krajolika jer uspijeva i u otezanim klimatskim
uvjetima te siromasnim tlima (Cimato & Attilio, 2011). Na svijetu je zasadeno vise od osam
milijuna hektara stabala maslina, a 98% nalazi se u mediteranskom dijelu. To nam govori da
masline ¢ine jednu od najvaznijih poljoprivrednih kultura mediteranskih zemalja (Basuny &
Arafat, 2018.). Prema statistickim podacima u Republici Hrvatskoj doslo je do poveéane
proizvodnje maslina u 2019. godini u odnosu na prethodne godine (Drzavni zavod za statistiku,

2020.).

Osim tradicionalnih otpadnih materijala pri proizvodnji maslinovih ulja, vegetabilne
vode 1 komine maslina, listovi maslina takoder se smatraju nusproizvodima i danas se spaljuju
ili koriste kao hrana za zivotinje iako sadrze velike koli¢ine bioaktivnih spojeva (Casazza, et
al., 2017). Maslinovo liS¢e jo$ nije dovoljno iskoriSteno u medicinskim primjenama kao izvor
korisnih fenola. IskoriStavanjem maslinovih listova kao polazne sirovine u proizvodnji
funkcionalne hrane ili drugih medicinskih proizvoda moZe se poboljSati gospodarenje

bioloSkim otpadom (Persuri¢, et al., 2018.).

Biljni materijali izuzetno su sloZzeni matriksi. Klasiéni postupci ekstrakcije bioaktivnih
tvari iz njih ukljuuju upotrebu otapala, stoga se razvijaju ekoloski prihvatljivije metode
ekstrakcije kojima se dobivaju ekstrakti prikladni za uporabu u kozmeti¢kim 1 prehrambenim
proizvodima. Listovi masline od posebnog su znacaja jer imaju vise razli¢itih zdravstvenih

ucinaka.



U ovom su radu razmotreni neki aspekti pripremanja infuzija od lista masline korisne u
prakticnoj primjeni, kao Sto su utjecaj stupnja usitnjenosti liS¢a na prelazak fenolnih i1
mineralnih tvari u vodenu otopinu, te utjecaj Cuvanja liS¢a razlicitih stupnjeva usitnjenosti na

fenolni sastav vodenih infuzija.

1.1. Maslina

Maslina je gledajuci kroz povijest jedna od najstarijih kultiviranih vocki. Svoj vrhunac
dosegla je u 2. i 3. stolje¢u, zatim nakon pada Rimskog carstva povijesni podaci o uzgoju
maslina postaju znatno prorijedeni. Uzgoj maslina gubio je znaaj odredeni period ali je u
Europi uzgoj maslina i proizvodnja maslinovog ulja procvala tijekom 16. 1 17. stoljeca jer se
maslinovo ulje nije koristilo samo kao namirnica nego i za masaze, proizvodnju sapuna i obradu
vune (Calabrese, ef al., 2012.). U Hrvatskoj se maslina kultivira uglavnom za proizvodnju
maslinovog ulja. Ostatci nakon prerade maslina obicno se koriste kao dodatak hrani za
Zivotinje, izvor energije za ogrjev ili se odlazu kao otpad. Listovi maslina najceS¢e ostaju

neiskoriSteni iako je dokazano da sadrze visokovrijedne bioloSke spojeve.

1.1.1. Sorta maslina Leccino

Sorta Leccino je jedna od glavnih talijanskih sorti maslina koja se koristi u proizvodnji
talijanskih maslinovih ulja. Smatra se da potjece iz Toskane, a danas se uzgaja u cijelom svijetu.
Zbog svoje intenzivne arome ulje maslina sorte Leccino obi¢no se mijesa s uljima drugih sorti.
Sorta Leccino dobro raste 1 u hladnijim klimatskim podru¢jima. Raste brzo, ima gustu kro$nju
1 tendenciju da raste viSe kao stablo nego kao grm, po ¢emu se istice u odnosu na druge sorte

maslina (Kailis & Harris, 2007.)



1.1.2. Listovi maslina

Lis¢e maslina jedan je od nusproizvoda uzgoja maslina. Nakuplja se tijekom orezivanja
stabala maslina (godisnje oko 25 kg lis¢a i grancica po stablu) te tijekom prerade maslina u ulje
u operaciji odvajanja od plodova prije prerade (Basuny & Arafat, 2018.). Listovi maslina sadrze
visoke udjele fenolnih komponenti kao $to su oleuropein, verbaskozidi, apigenin-7-glukozid,
luteolin-7-glukozid, hidroksitirosol i tirosol. Posljednja istrazivanja impliciraju da ekstrakti
maslinovih listova imaju kardioprotektivna, neuroprotektivna i antioksidativna svojstva zbog

visokih koncentracija polifenolnih komponenti koje sadrze (Ferdousi, et al., 2018.).

1.2. Fenolne tvari

Fenolne su tvari u prirodi prisutne u svim biljnim namirnicama i skoro svim biljkama.
Pripadaju razli¢itim skupinama, od jednostavnih kiselina do sloZenih kemijskih spojeva kao $to
su tanini i flavonoidi. Polifenoli nastaju kao sekundarni metaboliti biljaka. To su bioloski
aktivni kemijski spojevi sastavljeni od najmanje jednog aromatskog prstena s jednom ili
nekoliko hidroksilnih skupina. S obzirom na broj prstenova koje sadrZe razlikuju se flavonoidi

i neflavonoidi (Slika 1.) (Kadoi¢, 2015.).
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Slika 1. Fenolni spojevi sadrzani u listovima masline

Slike dostupne na https://www.extrasynthese.com/




1.2.1. Fenoli u listovima masline

Listovi masline sadrze polifenole, vrstu antioksidanasa koji igraju vaznu ulogu u
prevenciji razli¢itih bolesti povezanih s oksidativnim stresom. Prema nekim istrazivanjima,
ekstrakt listova masline sadrzi ¢ak viSe antioksidacijskih tvari od ekstrakta zelenog caja
(Basuny & Arafat, 2018.). Bogati su bioaktivnim tvarima kao S§to su fenolni spojevi i
triterpenske kiseline. Glavni fenolni spoj koji se nalazi u listovima maslina je oleuropein.
Oleuropein moze Ciniti 6-9% suhe tvari lista masline. Hidroksitirosol i njegovi glukozidi druge
su najces¢e komponente listova maslina (Medina, et al., 2019.). U listovima maslina mogu se
jos nacdi 1 cimetna kiselina, benzojeva kiselina, flavonoidi, proantocijanidini, kumarini, stilbeni,
lignani i lignini (Talhaoui, et al., 2015.). Medutim, kemijski sastav maslinovih listova ovisi o
razli¢itim faktorima kao $to su klimatski uvjeti, starosti 1 sorti maslina, poljoprivrednoj praksi
te koriStenim postupcima ekstrakcije fenola (Ghomari, ef al., 2019.). Listovi maslina jo$ nisu
dovoljno iskoristeni kao izvor korisnih fenola. Fenolni spojevi iz listova takoder posjeduju
antimikrobno 1 neuroprotektivno djelovanje. Ipak, u znanstvenoj literaturi dostupni su
ogranic¢eni podaci o ucinku fenola iz maslinovog liS¢a na ljude. Naime, neke randomizirane
klini¢ke studije pokazuju da su polifenoli maslinovog lis¢a povoljni modulatori krvnog tlaka,
lipida u plazmi 1 osjetljivosti na inzulin kod ljudi s prekomjernom teZinom (PerSurié, et al.,

2018.).

1.2.2. Fenoli u biljnim infuzijama

Popularnost biljnih infuzija u svijetu raste iz godine u godinu na globalnom nivou zbog
toga $to su prepoznate kao znacajan izvoru fenolnih spojeva u prehrani ljudi. Blagotvorni u€inci
biljnih infuzija i ¢ajeva pripisuju se antioksidacijskim svojstvima polifenolnih spojeva osobito
katehinskim derivatima: epikatehinu, epigalokatehin galatu, epigalokatehinu, epikatehin galatu,

galokatehinu, 1 katehinu. Poznato je da su listovi ¢ajevca vazan izvor metilksantina (kofein,



teobromin 1 teofilin) kao 1 aminokiselina (teanin) i minerala i elemenata u tragovima kao $to su
kalcij, nikal 1 cink, koji su neophodni za zdravlje Covjeka (Horzi¢, et al., 2008.). Istrazivanje
sastava polifenola i metilksantina u zelenom, oolong, bijelom i crnom c¢aju te infuzijama
kamilice i lipe pripremljenim na jednak nacin pokazalo je da zeleni ¢aj ima najvisi udio ukupnih
fenola dok infuzija lipe ima najmanji. Pokazalo se, takoder, da ekstrakcija vodom pri 100 °C
daje bolju ekstrakciju polifenola od ekstrakcije pri 60 °C 1 80 °C. Dodatak limuna znacajno ne
mijenja antioksidacijski kapacitet cajeva dok ga dodatak mlijeka znacajno smanjuje (Horzi¢, et
al., 2008.). U istrazivanju o fenolnim spojevima 1 antioksidacijskom djelovanju ¢aja od morske
heljde (Hippophaé rhamnoides) dokazano je da se razli¢itim postupcima suSenja dobivaju
znacajno razli¢ite koli¢ine fenola u napitcima te da na to utjecu i sorte morske heljde (Ma, et
al., 2018.). Istrazivanjem o utjecaju vremena cuvanja na antioksidacijski kapacitet, ukupne
fenole i boju 36 tradicionalno koristenih biljaka za infuzije i ¢ajeve u Spanjolskoj dokazano je
da zeleni ¢aj ima najveca antioksidacijska svojstva kao i sadrzaj fenola, a zatim se istice ¢aj od
maticnjaka. Pokazano je da se nakon tromjese¢nog cuvanja uzoraka na sobnoj temperaturi i na
50 °C izgubi ¢ak do 50% ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (Jiménez-Zamora, et al., 2016.).
IstraZivanje o utjecaju temperature pripreme na fenolni sastav i antioksidacijski kapacitet
infuzija maslinovog li§¢a autohtonih sorti potvrdilo je neke od teza prethodnih istraZivanja.
Kori$tenjem razlicitih sorti dobivaju zna€ajne razlike u koncentraciji fenola te da se koriStenjem
vode visih temperatura pri pripremi infuzija te koncentracije statisti¢ki znacajno povecavaju

(Previsi¢, 2019.).

1.3. Minerali

Minerali su anorganske tvari koje tijelo treba za razliCite funkcije. Oni ukljucuju
formiranje kostiju i zuba, bitni su sastojci tjelesnih tekuéina i tkiva, komponente su enzimskih
sustava i1 potrebni su za normalno funkcioniranje zivaca. Odredeni minerali kao Sto su kalcij,

fosfor, magnezij, natrij i kalij ljudskom organizmu potrebni su u ve¢im koli¢inama dok drugi
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minerali, ¢esto nazvani i minerali u tragovima potrebni su organizmu u manjim koli¢inama.
Minerali u tragovima su zeljezo, cink, jod, fluor, selenij 1 bakar. Minerali se ¢es¢e efikasnije
apsorbiraju u tijelu ako ih hrana prirodno sadrzi nego kad se unose kao dodaci prehrani (British

Nutrition Foundation, 2009).

1.3.1. Zeljezo (Fe)

Zeljezo je najzastupljeniji mineral u ljudskom organizmu. Ljuski organizam sadrzi 40-
50 mg/kg Fe, a preporuceni unos Fe je 14 mg dnevno. Bogati izvori zeljeza u prehrani ukljuc¢uju
crveno meso, jetrice, le¢u, grah, orasaste plodove, lisnato povrée i sl. Vecéina Fe u tijelu nalazi
se u eritrocitima jer mu je glavna funkcija u tijelu prijenos kisika iz plu¢a do tkiva, sadrzaj Fe
u hemoglobinu daje crvenu boju krvi. Zeljezo je bitna komponenta mioglobina, proteina koji
opskrbljuje misic¢e kisikom, te je potreban za rast, razvoj, normalno stani¢no funkcioniranje,
sintezu nekih hormona i vezivnog tkiva. Nedostatak Fe dovodi do manjka proizvodnje
hemoglobina u tijelu i nedostatne opskrbe stanica kisikom. Kada nedostatak Fe u tijelu postane
ozbiljan zdravstveni problem, stanje se dijagnosticira kao sideropeni¢na anemija. Neki od
simptoma su umor, slabost, gubitak kose, razdrazljivost i sl. Anemija uzrokovana nedostatkom
Fe lijeci se vitaminskim / mineralnim dodacima prehrani koji ukljucuju uobicajene sulfate,

fumarate 1 glukonate (Al-Fartusie & Mohssan, 2017.).

1.3.2. Cink (Zn)

Cink je jedan od zastupljenijih prehrambenih esencijalnih elemenata u ljudskom tijelu.
Nalazi se u svim tjelesnim tkivima, a najzastupljeniji je u kostima i miSi¢ima. Preporuceni unos
cinka dnevno procjenjuje se na 10 mg. Istrazivanja su pokazala da je cink kljucan u strukturi i
funkciji velikog broja makromolekula te u vise od 300 enzimskih reakcija. U organizmu se ioni
cinka nalaze najceS¢e u kompleksima s proteinima i1 nukleinskim kiselinama te kao takvi
sudjeluyju u svim aspektima funkcioniranja organizma, regulaciji ekspresije genskih
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informacija, skladiStenju, sintezi i djelovanju peptidnih hormona i sl. (Tapiero & Tew, 2003.).
Cink se nalazi u pSenici, zobi, le¢i, orasima, ribama 1 morskim plodovima. Manjak Zn pojavljuje
se najces¢e zbog nedovoljnog prehrambenog unosa te je najcesce zabiljezen u populaciji
zemalja u razvoju. Rani nedostatak Zn dovodi do oslabljene kognitivne funkcije, oslabljene
imunoloske funkcije, problema u ponasanju, pamcenju te do razlicitih neuroloskih disfunkcija.
Svjetska zdravstvena organizacija zagovara dodatke Zn kod teSke pothranjenosti 1 proljeva.
Dodaci Zn pomazu u prevenciji bolesti 1 smanjenju smrtnost, posebno medu djecom (Al-

Fartusie & Mohssan, 2017.).

1.3.3. Selenij (Se)

Selenij je esencijalni mikronutrijent Zivotinja, biljaka i ljudi. Preporuc¢eni dnevni unos
Se je 55 ng dnevno. Najbolji izvori selenija iz hrane su plodovi mora, meso i cjelovite Zitarice.
Selenij se smatra vitalnim elementom u tragovima u ljudskom organizmu. Nalazi se na
aktivnom mjestu velikog broja selenoproteina i selenocisteina te je vazan u sastavu
antioksidacijskih enzima. Manjak Se vrlo je rijedak kod zdravih ljudi ali ukoliko se dogodi
moze izazvati kognitivnho propadanje, oslabljen imunoloski sustav te Keshan bolest (Vlak,

2019.).

1.3.4. Minerali u biljnim infuzijama

Bilje je neizostavna komponenta prehrane ljudi. Primarni razlog uporabe razlicitog bilja
u prehrani proizlazi iz toga da izmijene 1 poboljSaju okus hrane odnosno povecaju atraktivnost
okusa, arome, boje 1 izgleda hrane. Vaznu ulogu u prehrani imaju takoder 1 biljne infuzije 1
¢ajevi. Osim svojih antioksidacijskih, protuupalnih 1 drugih svojstava, biljne infuzije su izvor i
odredene koli¢ine minerala. Istrazivanje koje su proveli Suliburska i Kaczmarek (2012.) govori
o biljnim infuzijama iz 5 razliCitih biljaka: kamilice (cvijeta), mente (listova), kantariona
(listova 1 cvjetova), kadulje (listova) 1 koprive (listova) kao izvoru Ca, Mg, Fe, Zn 1 Cu.
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Istrazivanjem je dokazano da se makroelementi i mikroelementi ne ekstrahiraju u potpunosti u
biljnim infuzijama te da se u analiziranim infuzijama Fe najmanje ekstrahira, dok Cu postize
najvece koncentracije (Suliburska & Kaczmarek, 2012.). Istrazivanje provedeno na Tajlandu
bavilo se odredivanjem 19 elemenata u tragovima (Mg, Al, Ca, V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn,
Se, Sr, Sb, Ba, As, Cd, Hg, Pb) u Cajevima i infuzijama biljaka jiaogulanu (Gynostemma
pentaphyllum), kineski Cajevac te bijeli dud. Koncentracije razli¢itih elemenata varirale su
ovisno o vrsti biljke te se svakodnevnim unosom (tri Salice dnevno) zadovoljavaju preporuceni
dnevni unosi odredenih elemenata (Nookabkaew, ef al., 2006.). Nadalje, u istrazivanju
provedenom u Poljskoj odredivano je 12 razlicitih elemenata (Al, B, Ba, Fe, Zn, Mn, Mg, K,
Na, P, Cu, Sr, Ca) u infuzijama kamilice, metvice, melise, kadulje, koprive, lipe i kantariona.
Dokazano je da liS¢e svih biljaka sadrzi sve elemente u razli¢itim koncentracijama ovisno o
vrsti biljaka (Pytlakowska, et al., 2012.). S druge strane, cilj istrazivanja koje su proveli Ozcan
1 suradnici (2008.) o sadrzaju minerala u razli¢itim biljkama i njihovim infuzijama s ciljem bio
je odredivanja optimalnog vremena koje je potrebno za znacajan prelazak minerala u infuzije.
Dobiveni rezulatati pokazali su da je vrijeme od 10 min najbolje za prelazak vec¢ine minerala u
infuziju pa su autori zakljucili da su pojedine biljne infuzije i Cajevi dobar izvor minerala (Musa
Ozcan, et al., 2008.). Prema najnovijim spoznajama koje su dobivene u istrazivanju Theume i
Attarda (2020.) proizlazi da §to je veci sadrZaj polifenola to je veéi sadrzaj Mn i1 Cu u biljnim
materijalima i rezidualnim biljnim ekstraktima. Autori sugeriraju da bi proizvodaci trebali
testirati gotov proizvod radi utvrdivanja stvarnog sadrzaja polifenola, elemenata u tragovima te

njihovu medusobnu interakciju (Theuma & Attard, 2020.).

1.4. Zdravstveni u€inci polifenola i minerala u biljnim infuzijama

Povijesno gledajuci, ekstrakt maslinovih listova koristi se kao lijek protiv vrudice i
drugih bolesti. Nekoliko je istrazivanja pokazalo da ekstrakt maslinovih listova pokazuje velik

spektar in vitro 1 in vivo svojstava. Ta svojstva podrazumijevaju antioksidacijsko djelovanje,

9



radiozastitne ucinke, citotoksi¢ne ucinke na stanice karcinoma dojke kod ljudi i sl. Pokazalo se
da oleuropein ima antioksidacijsko djelovanje na oSte¢enu crijevnu sluznicu kod ljudi te da
oleuropein 1 hidroksitirosol imaju antiproliferacijski i apoptoticki uc¢inak na stanice karcinoma
dojke kod ljudi (Talhaoui, et al., 2015.). Neka su istrazivanja pokazala da polifenoli i minerali
u biljnim infuzijama osim antioksidacijskog djelovanja imaju utjecaj i na kontrolu tjelesne
mase, dijabetesa tipa 2, kardiovaskularnih bolesti, imunoloskog sustava te na zdravlje kostiju,
a navodi se 1 da flavonoidi u ¢aju imaju povoljan u¢inak na pamcenje, spoznaju te ublazavaju
neurodegeneraciju poboljSavanjem cerebrovaskularnog protoka krvi, iako to¢an mehanizam

njihovog djelovanja nije jos utvrden (da Silva Pinto, 2013.).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

U istrazivanju je postavljeno vise hipoteza s ciljem da se provjeri kako na

ekstraktabilnost pojedinih fenolnih i mineralnih tvari iz lista masline utjece polarnost otapala i

stupanj usitnjenosti lista, te dolazi li do promjena u sastavu fenolnih tvari lista tijekom ¢uvanja

biljnog materijala razliCitog stupnja usitnjenosti. Hipoteze s dizajnom pokusa prikazane su u

Tablici 1.

Tablica 1. Hipoteze i dizajn pokusa

Redni broj hipoteze

Varijante pokusa 3.
1. 2. 5.
a b a b
- - mljeven - mljeven - -
Oblik za Cuvanje - - - rezan | rezan rezan -
biljnog - - - - cjelovit | cjelovit -
materijala . . . . .
72 mljeven | mljeven | mljeven - mljeven - mljeven
ekstrakeiju - rezan - rezan - rezan rezan
metanol - metanol - metanol - -
Otapalo
voda voda - voda voda voda
Vrijeme Cuvanja i i 0 0 ) ) )
(mjeseci) 2 2 ) ) .
Hipoteze:
1. Ekstraktabilnost pojedinih fenolnih tvari iz lista masline ovisi o polarnosti otapala
2. Ekstraktabilnost fenolnih tvari iz lista masline ovisi o stupnju usitnjenosti lista
3. Tijekom cuvanja lista masline dolazi do degradacije pojedinih fenolnih tvari
4. Oblik Cuvanja lista utjece na stupanj degradacije pojedinih fenolnih tvari
5. Ekstraktabilnost mineralnih tvari ovisi u usitnjenosti listova masline

Budu¢i da vodeni ekstrakti predstavljaju model biljne infuzije, cilj je bio 1 utvrditi

doprinos jedne porcije takvog napitka preporu¢enom unosu pojedinih bioaktivnih fenolnih tvari

odnosno pojedinih mineralnih tvari.
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3. MATERIJALI I METODE

3.1. Materijali
3.1.1. Uzoreci listova masline

U ovom radu za pripremu infuzija koriSteni su listovi masline sorte Leccino (Slika 2.).
Listovi su uzorkovani sredinom veljace 2020. godine u ekoloSkom masliniku u blizini Zadra,
podignutom 2010. godine. Uzorak liS¢a, mase jednog kilograma, prikupljen je s 50 stabala

maslina a listovi su uzorkovani sa srednjeg izboja grancica.

Slika 2. Prikaz osuSenih listova masline sorte Leccino

3.1.2. Standardi i kemikalije

Sljedece su kemikalije koriStene za odredivanje i ekstrakciju sastava fenolnih tvari u

pripravljenim vodenim infuzijama i listovima:

e Fosforna kiselina, Sigma-Aldrich, SAD (2%-tna vodena otopina, V:V),

e Metanol, HPLC gradient grade, Merck KgaA, Njemacka (80% 1 100%, V:V),

e Acetonitril, HPLC gradient grade, Merck KgaA, Njemacka.

Za kvantifikaciju fenolnih tvari u vodenim infuzijama 1 listovima 1 identifikaciju istih

koriStene su standardne tvari:
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e Vanilin HPLC Cdisto¢e > 99%, verbaskozid HPLC c¢isto¢e > 99%, kavska kiselina
HPLC cistoce > 99%, tirosol HPLC cisto¢e > 99%, feruli¢na kiselina HPLC Cistoce >
90%, hidroksitirosol HPLC ¢isto¢e > 98%, rutin HPLC cisto¢e > 99%, katehin HPLC
¢istoc¢e > 99%, luteolin-7-O-glukozid HPLC Ccistoce > 98%, luteolin HPLC cistoce >
99%, apigenin-7-O-glukozid HPLC C¢istoc¢e > 99%, apigenin HPLC c¢istoce > 99%,
oleuropein HPLC cisto¢e > 98%, oleanoli¢na kiselina HPLC ¢istoce > 99%.
Extrasynthese (Francuska) proizvodac je standarda svih fenolnih tvari.
Odredivanje i ekstrakcija sadrzaja mineralnih komponenti u vodenim otopinama i listovima
masline provedena je sljede¢im kemikalijama:

e dusicna kiselina, Suprapur, Merck, Njemacka, (2% -tna vodena otopina, V:V),
Standardna otopina koristena za kvantifikaciju i identifikaciju mineralnih komponenti
u vodenim otopinama i listovima masline:

e standardna otopina s viSe elemenata, Perkin Elmer, SAD

3.1.3. Uredajii pribor

Sljededi su se uredaji rabili za pripravu ekstrakta minerala i fenola iz listova masline:

e aparat za mljevenje, tip 8832-D, Casa nuova, Kina,

e centrifuga, Bench-top Versatil, Electra Medical Corporation, SAD,

o clektri¢ni grijaci s kalotama, INKO, Hrvatska,

e semimikro analiti¢ka vaga, Mettler Toledo, Svicarska,

e sterilizator — suSionik ST-80, INKO, Hrvatska,

e ultrazvucna kupelj, Bandelin Sonorex Digitec, Njemacka (140/560 W, 35 kHz),

e metalno sito (Retsch, Njemacka) — promjer sita 20 cm, promjer rupica na situ 200 pm
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Uredaji koristeni za provedbu analitickih mjerenja su sljedeci:

induktivo spojeni plazma maseni spektrometar, ICP MS NexION 300X s
autouzorkivacem (Perkin Emler, USA).

tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti UltiMate 3000 (Dionex, TermoFisher
Scientific, SAD) s UV-VIS detektorom (UltiMate 3000 VWD Variable Wavelength

Detector),

Potro$ni materijal i pribor:

automatske pipete, Eppendorf Research, Njemacka,

disk filtri od celuloznog acetata (promjera 13 mm, veli¢ina pora 0,45 um), Filtres
Fioroni, Francuska,

ostali pribor 1 materijal: filtarski papir (crna vrpca), Skare za rezanje zacinskog bilja,
aluminijske posude, metalne zlice i Spatule, gumene propipete, stalci za epruvete,
termometri.

plasti¢ni pribor: samostojece Falcon epruvete od 50 mL, plasti¢ne epruvete od 15 mL s
¢epovima na navoj, Sprice s iglama od 2 mL, cjedila,

stakleni pribor: okrugle tikvice s ravnim dnom (250 mL), odmjerne tikvice (100 mL),
staklene ¢aSe (50 mL, 100 mL, 250 mL), staklene teglice (50 mL) s ¢epovima na navoj,
staklene epruvete od 15 i s PP ¢epovima na navoj (Duran, Njemacka), trbuSaste pipete
(20 mL), menzure, Pasteur pipete,

viale volumena 2 mL, PTFE/silikonske septe promjera 8 mm i polipropilenski ¢epovi s

otvorom 8 mm za viale (Restek, SAD).
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3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje oblika, duZine i Sirine listova

Svojstva lista odredena su prema metodi Medunarodnog vijeca za masline za primarnu
karakterizaciju sorti maslina (IOC, 1997). Iz homogene mase lis¢a, nasumi¢nim odabirom
izdvojeno je 100 listova. Svakom listu izmjerena je duzina i Sirina, a na temelju omjera

prosjecne duzine i Sirine lista odreden je oblik lista.

> S obzirom na prosjecnu:

- duzinu, list moze biti: kratak (< 5 cm), srednje dug (5 — 7 cm) 1 dug (> 7 cm),

- Sirinu, list moze biti: uzak (< 1 cm), srednje Sirok (1 — 1,5 cm) i Sirok (> 1,5 cm).

> Prema obliku definiranom omjerom prosje¢ne duzine i Sirine, list moze biti: elipti¢an

(omjer < 4), elipti¢no kopljast (omjer 4 — 6) i kopljast (omjer > 6).

3.2.2. SuSenje i odredivanje udjela suhe tvari u listovima masline
LiS¢e je podijeljeno u 13 aluminijskih posuda i suseno na 40 °C do konstantne mase.
Suseno je 1 vagano sve dok razlika izmedu dviju uzastopnih odvaga nije bila manja od 10 mg,

s 30 minutnim intervalima suSenja. Prilikom suSenja odreden je udjel suhe tvari.

3.2.3. Priprema listova masline za analiziranje

Poslije uzorkovanja 1 prijevoza u laboratorij listovi masline isprani su obi¢nom
vodovodnom vodom, nakon toga su isprani destiliranom vodom u tri navrata 1 ostavljeni da se
cijede. Oprani listovi obrisani su ubrusima od papira 1 osuseni u suSioniku. Listovi su maslina
¢uvani u vre¢icama od papira na sobnoj temperaturi (zasti¢eni od svjetla) sve dok se nisu

priredivali ekstrakti za odredivanje fenolnog sastava.
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3.2.4. Ekstrakcija fenolnih tvari iz listova masline

Prije ekstrakcije fenolnih tvari, listovi su mljeveni mlinom i prosijani preko metalnog
sita (promjer rupica sita 200 pm) kako bi se dobio materijal podjednake usitnjenosti. Sukladno
postupku opisanom od strane Marinove et al. (2005) provedena je ekstrakcija svih fenolnih
supstanci. U malu staklenu teglu s navojnim ¢epom odvagalo se je 0,50 g usitnjenih maslinovih
listova u koje se dodalo 20 mL 80 %-tnog metanola (V:V). Uzorci spravljeni na takav nacin
prebaceni su u ultrazvucnu kupelj gdje su se ekstrahrali 20 min. Nakon zavrSene ekstrakcije
temperirani su uzorci na 20 = 2 °C u vodenoj kupelji jer su se zagrijali tokom ultrazvucne
ekstrakcije. Metanolni ekstrakti (13,5 mL) prebaceni su u plasti¢ne epruvete s ¢epovima na
navoj 1 centrifugirani na 4000 o/min u trajanju 7 minuta. Ekstrakti su, nakon §to su izbistreni
centrifugiranjem pazljivo preneseni u staklene epruvete s ¢epom i pripremljeni za analizu

teku¢inskom kromatografijom.

3.2.5. Priprema vodenih infuzija listova masline

Infuzije su priredene prelijevanjem 2,00 g rezanih maslinovih listova s 100 mL vode na
100 °C u ili 1,00 g mljevenih maslinovih listova (usitnjenost materijala manja od 200 um) sa
100 mL vode na 100 °C. Poslije prelijevanja listova vodom, staklene su ¢ase poklopljene satnim
stakalcima 1 stavljene u zagrijan susionik (100 °C). Nakon $to je isteklo vrijeme pripreme od 5
minuta, vodene su infuzije filtrirane preko filtarskog papira u odmjernu tikvicu od 100 mL.
Nakon hladenja na sobnu temperaturu tikvice su dopunjene destiliranom vodom do oznake.
Svaka infuzija pripremljena je u pet ponavljanja. Izbistrene infuzije su prenesene u staklene
epruvete s cepom te su pripravljene za analizu tekucinskom kromatografijom. Infuzije iz
cjelovitih listova koji su u takvom obliku skladiSteni dva mjeseca, pripremane su na nacin da

su se listovi neposredno prije pripreme infuzije rezali te se 2,00 g takvog rezanog materijala
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prelijevalo s 100 mL destilirane vode na 100 °C. Nakon prelijevanja listova vodom postupak je
tekao identi¢no kao pripreme mljevenih te rezanih listova.
3.2.6. Priprema ekstrakta fenolnih tvarii vodenih infuzija za analizu tekuc¢inskom

kromatografijom visoke djelotvornosti

Bistri ekstrakti fenolnih tvari u metanolu te vodene infuzije profiltrirani su preko disk
filtra od celuloznog acetata, koji je pretkodno navlazen odgovaraju¢im otapalom, u viale od

stakla volumena 2 mL te su zatvorene septama i polipropilenskim ¢epovima.

3.2.7. Odredivanje sastava fenolnih tvari teku¢inskom kromatografijom visoke
djelotvornosti
Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti (eng. High performance liquid
chromatography, HPLC) s UV-VIS detektorom koristen je za provodenje analiza pojedina¢nih
fenola. U Tablici 2. prikazani su uvjeti prema kojima se uzorak gradijentno eluirao. Uredaj je
opremljen s automatskim sustavom za uzimanje uzoraka (autosampler) i binarnom pumpom
koja pokreée pokretnu fazu (eluens) koja se sastojala od dvije tekuce faze: (A) 0,2 % fosforna
kiselina (V:V) te (B) mjeSavina metanola 1 acetonitrila (1:1, V:V). Otapala su prethodno
degazirana radi uklanjanja zaostalih mjehurica zraka. Omjer otapala tijekom analize mijenjao

se gradijentno kao §to je prikazano u Tablici 2.

Tablica 2. Promjena sastava mobilne faze tijekom gradijentnog eluiranja.

Vrijeme elucije (min) Udio otapéla A (%) Udio otapala B‘("‘A))
(fosforna kiselina) (metanol:acetonitril, 1:1)

0-0,5 90 10

0,5-25 90 — 83,5 10-16,5

25-80 83,5-70 16,5 -30

80-95 70 -0 30-100

95-100 0 100

100 — 102 0-90 100 -10

102 - 105 90 10
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Deset minuta bilo je vrijeme uspostavljanja ravnoteze, a 105 minuta trajala je ukupna
analiza. Brzina protoka mobilnih faza iznosila je 0,8 mL/min. Volumen injektiranog uzorka bio
je 10 uL. Za razdvajanje fenolnih spojeva koriStena je C18 kolona obrnutih faza (Lichrospher
100 RP-18, 250 mm x 4 mm, 5 um), a ispred nje nalazila se predkolona Lichrospher 100 (4 x
4 mm, 5 um; Agilent Technologies, SAD). Temperatura tijekom analize je bila 25 °C, a
detekcija je izvrSena pomocu standardnog UV/VIS detektora pri valnim duljinama prikazanim

u Tablici 3.

Tablica 3. Valne duljine UV-VIS detekcije fenolnih spojeva.

Valna duljina
210 nm 250 nm 280 nm 305 nm 370 nm
Katehin Apigenin
. Apigenin-7-O- Feruli¢na
) Oleuropein ) .. )
Fenolni Oleanoli¢na . glukozid kiselina Luteolin
] . Luteolin-7- ) .. )
Spoj kiselina . Hidroksitirosol Kavska Rutin
O-glukozid . ..
Tirosol kiselina
Vanilin Verbaskozid

Pojedina¢ne fenolne supstance identificirale su se usporedbom s vremenom zadrZavanja
Cistih standardnih supstanci. Metodom vanjskog standarda provedena je kvantifikacija.
Standardi fenolnih tvari otopljeni su u 80%-tnom metanolu (V:V) te je za svaki pripremljeno
po pet otopina u rasponu masenih koncentracija od 0,5 mg/L do 50 mg/L. Pomoc¢u programskog
paketa Cromeleon Chromatography Data System (verzija programske podrske 7.2 SR4,
TermoFisher Scientific, SAD) izradeni su bazdarni pravci nanoSenjem poznatih koncentracija
standardnih tvari na os X i povrSine pikova na os y. Izratunavanje masenih udjela fenolnih
supstanci radeno je pomocu bazdarnih pravaca za svaku pojedinu supstancu zatim

preracunavanjem na masu listov uzetih za ekstrahiranje ili za priredivanje vodenih infuzija.

Prijelaz je fenolnih tvari iz listova u vodene infuzije prikazan u postotcima te racunat
prema formuli:
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. .o X Vs i
Yfenola u infuziji infuzija x 100;

% prijelaza = <V
Yfenola u ekstraktu ekstrakta

gdje je:

e y—masena koncentracija fenola u infuziji odnosno metanolnom ekstraktu

e V —volumen infuzije odnosno metanolnog ekstrakta.

3.2.8. Odredivanje mineralnih tvari induktivno spojenim plazma masenim
spektrometrom

Koncentracije metala u infuzijama odredene su koristenjem induktivno spojenog plazma
masenog spektrometra, ICP MS NexION 300X, opremljenog s S10 autosamplerom (Perkin
Elmer, SAD). Za pripremu kalibracijskih krivulja koriStena je standardna otopina s vise
elemenata (Perkin Elmer, SAD). Kalibracijske krivulje s R2 > 0,999 prihvacene su za proracun

koncentracije.

3.2.9. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni su rezultati pokusnih mjerenja izrazeni kao srednje vrijednosti Cetiri (metanol)
odnosno pet (voda) replika postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim mjerenjem uz
pripadaju¢e standardne devijacije. Jednosmjerna analiza varijance (one-way ANOVA)
koriStena je za testiranje masenih udjela fenolnih i mineralnih tvari. Uz pomo¢ Tukey testa
znacajnih razlika — The Tukey's honest significant difference test — HSD (p <0,05) usporedivale
su se srednje vrijednosti rezultata, a procjena jednakosti varijacija medu rezultatima testirana je
Leveneovim testom. Microsoft Office Excel 2016 KoriSten je prije statistiCke obrade za pripremu
rezultata, a svi su statisticki testovi radeni uz pomo¢ programskog paketa Statistica verzija 13.3.

(TIBCO Software Inc., Palo Alto, Kalifornija — SAD).
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4. REZULTATI

Listovi masline sorte Leccino koriSteni u ovom istrazivanju bili su srednje duljine (5,3
+ 0,5 cm) i srednje Sirine (1,3 = 0,1 cm). Prema obliku definiranom omjerom listovi su bili
elipti¢no kopljasti (omjer prosjeéne duzine i Sirine 4,05 cm). Odredeni udio suhe tvari u

listovima iznosio je 55,2 = 0,5 %.

Od fenolnih tvari ukljucenih u identifikacijski postupak, vanilinska kiselina i diosmetin
nisu detektirani ni u jednoj od provedenih analiza. Stoga su te dvije fenolne tvari izostavljene

iz prikaza rezultata u svim tablicama ovog poglavlja.

4.1. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o vrsti otapala za ekstrakciju

U Tablici 4. prikazani su maseni udjeli fenolnih tvari u mljevenom listu masline utvrdeni
primjenom ekstrakcije razli¢itim otapalima (metanol, voda). Rezultati se odnose na varijantu
pokusa kojom je testirana 1. hipoteza (ekstraktabilnost pojedinih fenolnih tvari iz lista masline

ovisi o polarnosti otapala).
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Tablica 4. Maseni udio' fenolnih tvari u listu masline sorte Leccino (mg/kg suhe
tvari lista) ovisno o otapalu i uvjetima ekstrakcije

. Otapalo

Fenolne tvari
Metanol? pri 20 °C Voda? pri 100 °C

Hidroksitirosol 2224+ 1,8a 403,6 £20,6 b
Tirosol 77,1 £6,5 85,5+12,9
4-hidroksibenzoi¢na kiselina 2279+16,9 a 53,8+49b
Katehin n.d.* n. d.
Kavska kiselina 114,9 £ 0,6 112,0 + 8,9
Vanilin n. d. n. d.
Feruli¢na kiselina n. d. n. d.

Verbaskozid 1.479,9+39a 1.3329+893b
Luteolin-7-O-glukozid 9.871,3+76,6 a 7.161,7+4622b
Rutin 1.5443+41,3a 1.307,7+ 1162 b
Apigenin-7-O-glukozid 9929+ 13,8 a 719,7+43,7b
Oleuropein 57.145,1 £ 843,7 a 49.681,3+3.687,5b
Luteolin 855+11,2 n. d.
Apigenin n. d. n. d.
Oleanoli¢na kiselina 19.655,1 = 1.980,7 n. d.

Ukupne fenolne tvari®

91.416,5 +2.364,6 a

60.858,2+4.3332b

! Rezultati su srednje vrijednosti Cetiri (metanol) odnosno pet (voda) replika postupka ekstrakcije
biljnog materijala s po jednim mjerenjem + standardna devijacija. Razli¢ita slova unutar istog retka
oznacavaju statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p < 0,05) izmedu otapala.

2 Ekstrakcija provedena s 0,5 g suhog mljevenog lista u 20 mL 80 %-tnog metanola pri 20 °C / 20

min pod ultrazvukom

3 Ekstrakcija provedena s 1,0 g suhog mljevenog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min

4 n.d. — nije detektirano

5 Dobivene zbrajanjem masenih udjela pojedina¢nih fenolnih tvari

4.2. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o stupnju usitnjenosti lista

prilikom ekstrakcije

U Tablici 5. prikazane su vrijednosti fenolnih tvari utvrdene u razli¢ito usitnjenim

listovima masline podvrgnutim ekstrakciji vodom. Rezultati se odnose na varijantu pokusa

kojom je testirana 2. hipoteza (ekstraktabilnost fenolnih tvari iz lista masline ovisi o stupnju

usitnjenosti lista).
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Tablica 5. Maseni udio' fenolnih tvari u listu masline sorte Leccino (mg/kg suhe
tvari lista) ovisno o usitnjenosti biljnog materijala i uvjetima ekstrakcije

. Oblik usitnjenosti lista

Fenolne tvari
Mljeveno? Rezano®

Hidroksitirosol 403,6 £ 20,6 a 1774+ 119b
Tirosol 85,5+129a 48,1+4,6 b
4-hidroksibenzoi¢na kiselina 53,8+4,9a 13,6 £1,5b
Katehin n. d.* n. d.
Kavska kiselina 112,0+ 8,9 a 39,0£2,0b
Vanilin n. d. n. d.
Feruli¢na kiselina n. d. n. d.
Verbaskozid 1.332,9+89,3a 383,1+44,7b
Luteolin-7-O-glukozid 7.161, 7+ 4622 a 1.546,3+ 50,9 b
Rutin 1.307,7+ 1162 a 189,8+21,5b
Apigenin-7-O-glukozid 719,7+43,7 a 144,1+8,0b
Oleuropein 49.681,3 +3687,5a 13.953,7+724,9 b
Luteolin n. d. n. d.
Apigenin n. d. n. d.
Oleanoli¢na kiselina n. d. n. d.
Ukupne fenolne tvari® 60.858,2 +4.333,2 a 16.495,0 = 828,9 b

! Rezultati su srednje vrijednosti pet replika postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim
mjerenjem + standardna devijacija; n. d. = nije detektirano. Razli¢ita slova nakon brojc¢anih
vrijednosti unutar istog retka oznacavaju statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p < 0,05) izmedu

oblika usitnjenosti.

2 Ekstrakcija provedena s 1,0 g suhog mljevenog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min

3 Ekstrakcija provedena s 2,0 g suhog rezanog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min

“ n.d. — nije detektirano

5 Dobivene zbrajanjem masenih udjela pojedina¢nih fenolnih tvari

4.3. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o vremenu ¢uvanja listova
prije ekstrakcije

U Tablici 6. prikazani su maseni udjeli fenolnih tvari u listovima masline podvrgnutim

ekstrakciji neposredno nakon uzorkovanja i suSenja te nakon 2 mjeseca Cuvanja biljnog

materijala. Rezultati se odnose na varijantu pokusa kojom je testirana 3. hipoteza (tijekom

cuvanja lista masline dolazi do degradacije pojedinih fenolnih tvari).
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Tablica 6. Maseni udio' fenolnih tvari u listu masline sorte Leccino (mg/kg suhe tvari lista)
ovisno o ¢uvanju biljnog materijala prije ekstrakcije

Otapalo / vrijeme Cuvanja / oblik cuvanja

Fenolne tvari Metanol? Metanol? Voda® Voda®

0 mjeseci 2 mjeseca 0 mjeseci 2 mjeseca

Mljeveno mljeveno Rezano Rezano
Hidroksitirosol 2224+18a 333,5+7,6b 177,4+11,9 186,1 +£9,9
Tirosol 77,1 6,52 127,7 £2,7b 48,1 £4.6 ¢ 63,0+69d
;gﬁ;"ak“benmiéna 227941692 n.d?* 136+15¢ n.d.
Katehin n. d. 78,5 £13,6 b n. d. 243+7,1d
Kavska kiselina 1149+0,6 a 158 £59b 39,0£20¢ 43+2,0d
Vanilin n. d. 23,6 £0,5b n. d. 17,6 £5,5d
Feruli¢na kiselina n. d. 240 1,6 b n. d. 7,5+08d
Verbaskozid 1.479,9+39a 1.381,5+56,0b 383,1 +£44,7 341,8 +£36,6
Luteolin-7-0-glukozid 9.871,3+£76,6 a 8.906,2 £352 b 1.546,3 50,9 ¢ 1.333,7+63,0d
Rutin 1.5443+413a 883,7+472b 189,8 21,5 198,8 +7,5
gﬂfﬁ;ﬁl’7'0' 992,9+ 13,8 1463462 b 144,1+8,0 ¢ 2062+ 10,1 d
Oleuropein 57.145,1 £ 843,7 a 61.335,1+178,6 b 13.953,7+ 7249 ¢ 13.041,8 £ 666,8 d
Luteolin 855+11,2a 3208+7,6b n. d. 42,1+42d
Apigenin n.d. 225+2,1b n.d. 09+04d
Oleanoli¢na kiselina 19.655,1 +£1.980,7 20.835,6 £ 671,9 n. d. n.d.

Ukupne fenolne tvari®

91.416,5+2.364,6 a

95.754,9 + 646,4 b

16.495,0 + 8289 ¢

15.467,9 + 820,9 d

IRezultati su srednje vrijednosti Getiri (metanol) odnosno pet (voda) replika postupka ekstrakcije biljnog materijala
s po jednim mjerenjem + standardna devijacija. Razli¢ita slova u istom retku unutar pojedinog otapala oznacavaju
statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p < 0,05) uslijed ¢uvanja biljnog materijala.

2 Ekstrakcija je provedena s 0,5 g suhog mljevenog lista u 20 mL 80 %-tnog metanola pri 20 °C / 20 min pod

ultrazvukom

3 Ekstrakcija provedena s 2,0 g suhog mljevenog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min

“ n.d. — nije detektirano

> Dobivene zbrajanjem masenih udjela pojedina¢nih fenolnih tvari

23




4.4. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisi o obliku ¢uvanja listova prije

ekstrakcije

U Tablici 7 i 8 prikazani su maseni udjeli fenolnih tvari u listovima masline sorte

Leccino ovisno o obliku ¢uvanja listova prije ekstrakcije. Rezultati se odnose na varijantu

pokusa kojom je testirana 4. hipoteza (oblik Cuvanja lista utjeCe na stupanj degradacije

pojedinih fenolnih tvari).

Tablica 7. Maseni udio' fenolnih tvari u listu masline sorte Leccino (mg/kg suhe tvari lista)
ovisno o obliku ¢uvanja biljnog materijala (ekstrakcija metanolom nakon 2 mjeseca ¢uvanja?)

. Oblik cuvanja
Fenolne tvari - -
Mljeveno Rezano Cjelovito
Hidroksitirosol 3335+7,6+76a 336,1+9,1 a 3272+72a
Tirosol 127,7£2,7b 140,6 £33 a 1372+25a
4-hidroksibenzoi¢na kiselina n.d3 n. d. n. d.
Katehin 78,5+ 13,6 a 85,0+ 157 a 89,9+ 18,6 a
Kavska kiselina 15,8+59a 16,0+£5,1 a 179+ 1,8 a
Vanilin 26,6 £0,5a 26,0+2,1 a 26,1+£1,0a
Feruli¢na kiselina 240+1,6a 25,0+3,1a 257+19a
Verbaskozid 1.381,5+56,0b 1.481,0+£27,6 a 779,8 £ 10,3 ¢
Luteolin-7-O-glukozid 8.906,2 £352 a 7.927,0+110,3 ¢ 8.480,3+102,1b
Rutin 883,7+47,2 a 675,3+51,2b 851,5+43,5a
Apigenin-7-O-glukozid 1.463,4+6,2a 1.345,5+ 183 ¢ 1.400,6 £30,4 b
Oleuropein 61.335,1£178,6a 62.173,6 £299,2 a 62.816,5+763,6 ¢
Luteolin 320,8+ 7,6 a 330,3+134a 322,6+39a
Apigenin 225+21a 19,4+ 03 b 16,9+ 0,4 b

Oleanoli¢na kiselina

20.835,6 £671,9 a

20.680,8 +1040,1 a

23.633,5+852,3 ¢

Ukupne fenolne tvari*

95.754,9 £ 646,4 a

95.261,6 £+ 963.,8 a

98.925,9 +£1308,4 ¢

! Rezultati su srednje vrijednosti &etiri replike postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim mjerenjem =
standardna devijacija. Razli¢ita slova unutar istog retka oznacavaju statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p <
0,05) izmedu oblika ¢uvanja biljnog materijala.

2 Ekstrakcija je provedena s 0,5 g suhog mljevenog biljnog materijala u 20 mL 80 %-tnog metanola pri 20 °C / 20
min pod ultrazvukom

3n.d. — nije detektirano

4 Dobivene zbrajanjem masenih udjela pojedina¢nih fenolnih tvari
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Tablica 8. Maseni udio' fenolnih tvari u listu masline sorte Leccino (mg/kg suhe
tvari lista) ovisno o obliku ¢uvanja biljnog materijala (ekstrakcija vodom nakon 2
mjeseca cuvanja)

. Oblik cuvanja

Fenolne tvari

Rezano? Cjelovito?
Hidroksitirosol 186,1 £9,9 198,1 £ 11,8
Tirosol 63,0+6,9 70,9 +6,9
4-hidroksibenzoi¢na kiselina n.d.’ n. d.
Katehin 243+7,1 20,8+ 1,5
Kavska kiselina 43+20 501+14
Vanilin 17,6 £5,5a 87+x1,1b
Feruli¢na kiselina 7,5+0,8 73+1,2
Verbaskozid 341,8 + 36,6 353,0+ 88,6
Luteolin-7-O-glukozid 1.333,7+ 63,0 1.367,8 £ 84,4
Rutin 198,8+7,5 197,0 £ 10,0
Apigenin-7-O-glukozid 206,2 + 10,1 2152+79
Oleuropein 13.041,8 = 666,8 13.583,8 £ 772,2
Luteolin 42,1 +4,2 37,8+3,5
Apigenin 0,9+04 0,6 +0,1
Oleanoli¢na kiselina n. d. n. d.
Ukupne fenolne tvari* 15.467,9 + 740,5 16.066,0 + 725,4

! Rezultati su srednje vrijednosti pet replika postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim
mjerenjem + standardna devijacija. Razli¢ita slova nakon broj¢anih vrijednosti unutar istog retka
oznacavaju statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p < 0,05) izmedu oblika ¢uvanja biljnog
materijala.

2 Ekstrakcija je provedena s 2,0 g suhog rezanog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min nakon
¢uvanja u rezanom obliku, odnosno s 2,0 g suhog rezanog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min
nakon ¢uvanja u cjelovitom obliku.

3 n.d. — nije detektirano

4 Dobivene zbrajanjem masenih udjela pojedina¢nih fenolnih tvari
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4.5. Nutritivne karakteristike vodenih infuzija maslinovog liS¢a sorte Leccino

Tablica 9 prikazuje masene koncentracije hidroksitirosola 1 njegovih derivata
(oleuropeina i verbaskozida) u jednoj Salici (200 mL) razli¢itih infuzija maslinovog lis¢a sorte
Leccino koje su pripremane u ovom istrazivanju, dok Tablica 10 sadrzi masene koncentracije
minerala (Fe, Zn, Se) u jednoj Salici. U obje tablice naveden je doprinos jedne Salice unosu
fenolnih tvari sa zdravstvenim ufinkom odnosno doprinos dnevnom preporu¢enom unosu
zeljeza, cinka i selenija.

Tablica 9. Masene koncentracije! hidroksitirosola i njegovih derivata (oleuropeina i

verbaskozida u infuzijama sorte Leccino pri razli¢itim uvjetima pripreme, s usporedbom
prema minimalnom unosu za postizanje zdravstvenog ucinka

P .. Visekratnik unosa iz pojedine infuzije u odnosu na
. Derivati hidroksitirosola . . T . .
Infuzije minimalni unos putem djevi¢anskog maslinovog ulja
(mg/200 mL) S . 3
za isticanje zdravstvene tvrdnje
1. 102,84 + 7,59 20,6 + 1,5
2. 56,03 + 3,08 11,6 £0,6
3. 54,28 £2,70 10,9+0,5
4. 56,54+ 2,93 11,3+0,6

! Rezultati su srednje vrijednosti pet replika postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim mjerenjem +
standardna devijacija.

2 Infuzija 1. Ekstrakcija je provedena s 1,0 g suhog mljevenog lista/ 100 mL destilirane vode bez ¢uvanja biljnog
materijala.

Infuzija 2. Ekstrakcija je provedena s 2,0 g suhog rezanog lista / 100 mL destilirane vode bez ¢uvanja biljnog
materijala.

Infuzija 3. Ekstrakcija je provedena s 2,0 g suhog rezanog lis¢a / 100 mL destilirane vode, materijal za
ekstrakciju je rezan i ¢uvan 2 mjeseca u rezanom obliku.

Infuzija 4. Ekstrakcija je provedena s 2,0 g suhog rezanog lis¢a / 100 mL destilirane vode, materijal za
ekstrakciju je rezan nakon ¢uvanja u cjelovitom obliku 2 mjeseca.

3 Polifenoli maslinovog ulja doprinose zastiti lipida u krvi od oksidacijskog stresa“ - ulja moraju sadrzavati
minimalno 5 mg hidroksitirosola i njegovih derivata u uobicajenoj dnevnoj porciji (20 g ulja)
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Tablica 10. Mase' Fe, Zn, Se sadrzane u jednoj $alici (200 mL) infuzija lista masline
sorte Leccno, s udjelom doprinosa preporu¢enom dnevnom unosu?® (PDU)

Infuzija pripremljena iz:
Minerali Mljevenog lista® Rezanog lista’
Mljeveno % PDU Rezano % PDU
Fe 0,028 £ 0,006 mg a 0,21 0,047 £ 0,006 mg b 0,36
Zn 0,084 + 0,016 mg a 0,80 0,352+ 0,104 mg b 3,50
Se 0,076 £ 0,003 pg a 0,14 0,085 + 0,006 ug b 0,15

! Rezultati su srednje vrijednosti pet replika postupka ekstrakcije biljnog materijala s po jednim
mjerenjem + standardna devijacija. Razli¢ita slova nakon brojCanih vrijednosti unutar istog retka
oznacavaju statisticke znacajne razlike (Tukeyev test, p < 0,05) izmedu oblika ¢uvanja biljnog
materijala.

2Prema Uredbi (EU) 1196/2011, DPU za navedene minerale iznosi: Fe — 14 mg, Zn — 10 mg, Se — 55 ug
3 Ekstrakcija provedena s 1,0 g suhog mljevenog lista u 100 mL vode pri 100 °C / 5 min, odnosno s
2,0 g suhog rezanog lista u 100 mL vode pri 100 °C /5 min
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5. RASPRAVA

U ovom radu istrazen je fenolni sastav vodenih infuzija lista masline sorte Leccino, te
fenolni sastav lista u ovisnosti o vrsti otapala za ekstrakciju, stupnju usitnjenosti listova
prilikom ekstrakcije te vremenu i obliku ¢uvanja listova prije ekstrakcije. Listovi su ubrani
jednokratno u istom masliniku i ¢uvani do pripreme ekstrakata pod istim uvjetima da bi ostali

izvori varijacija bili svedeni na najmanju mogucu mjeru.

5.1. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o vrsti otapala za ekstrakciju

Dosadasnja istrazivanja pokazala su da ekstrakcija fenola iz biljnog materijala ovisi o
vrsti 1 koncentraciji koriStenih otapala, kao npr. u slucaju ekstrakcije iz dumbira koriStenjem
metanola, acetona i kloroforma (Ghasemzadeh, ef al., 2011.). Prilikom odredivanja fenolnih
tvari u biljnom materijalu, te za pripremu fenolnih ekstrakata iz biljnog materijala, ¢esto se kao
otapala koriste metanol ili etanol (Previsi¢, 2019.; Ma, et al., 2018.; Dent , et al., 2013.; Mujié,
et al., 2011.) Stoga su i za ovo istrazivanje, radi usporedbe otapala za ekstrakciju, odabrani
metanol odnosno voda, a rezultati su prikazani u Tablici 4. Postupak s metanolom, potpomognut
ultrazvukom, pokazao se statisticki znacajno ucinkovitiji u ekstrakciji ve¢ine identificiranih
fenolnih komponenti, s izuzetkom tirosola 1 kavske kiseline. Udio ukupnih fenolnih tvari
ekstrahiranih vru¢om vodom bio je za 33% manji u odnosu na metanol. Nadalje, u metanolnom
ekstraktu identificirana je oleanoli¢na kiselina u znacajnoj koli¢ini (oko 20 g/kg s.t. lista), dok

u vodenoj infuziji uopce nije identificirana.

Sli¢no istrazivanje provele su PerSuri€ i suradnice (2019.) na listovima maslina sorti
Leccino, Istarska bjelica i Buza, te su takoder utvrdile vecu efikasnost metanola potpomognutog
ultrazvukom u odnosu na vru¢u vodu (u prosjeku za 62%). Ghomari i suradnici (2019.) su u

svrhu ekstrakcije fenolnih tvari macerirali listove maslina 4 h u 80%-tnom etanolu, 20%-tnom
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acetonitrilu, te hladnoj 1 vrucoj destiliranoj vodi (60 °C). U njihovom se istrazivanju najboljom
pokazala ekstrakcija etanolom, te neSto manje ucinkovita ekstrakcija vru¢om destiliranom
vodom. Theuma i suradnici (2020.) navode da se ucinkovitost vruc¢e vode moze pripisati vecoj
dostupnosti fenolnih tvari uslijed razaranja stani¢nih stjenki i stani¢nih komponenti. Ovi autori
takoder isticu da ekstrakcija fenolnih tvari ovisi o biljnom matriksu i specificnim kemijskim
svojstvima fenola (molekularna struktura, polarnost, koncentracija i broj aromatskih prstena te
broj hidroksilnih skupina) karakteristicnih za pojedine biljne vrste. S druge strane, ekstrakcija
fenolnih tvari vruéom vodom moZe biti otezana zbog stvaranja kompleksa s drugim

metabolitima sadrzanim u biljnom matriksu, kao $to su bjelancevine 1 ugljikohidrati.

5.2. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o stupnju usitnjenosti lista
prilikom ekstrakcije

Istrazivanjem ucinka stupnja usitnjenosti lista cajevca ili lista masline na ekstrakciju
fenolnih tvari bavilo se do sada nekoliko skupina istrazivaca (Kopjar, et al., 2015.; Dmowski,
et al., 2014.; Kovaci¢, et al., 2017; Casazza, et al., 2017). Dmowski i suradnici (2014.) utvrdili
su da prilikom pripreme infuzije crnog ¢aja stupanj fragmentacije listova (cijeli listovi, granule
1 fino usitnjen materijal) nije imao znacajan utjecaj na koncentraciju fenolnih tvari u infuzijama.
Medutim, u ostalim trima navedenim istraZivanjima stupanj usitnjenosti bio je znacajan faktor
povecanja u¢inkovitosti ekstrakcije fenolnih tvari, $to je potvrdeno i u ovom istrazivanju listova
masline sorte Leccino. Tako su Kopjar i suradnice (2015.), usporedujuci ekstrakciju fenolnih
tvari metanolom iz cjelovitih i1 fino usitnjenih listova zelenog, zutog i crnog ¢aja, utvrdile
dvostruko veée vrijednosti dobivene iz usitnjenog materijala. Kovaci¢ i suradnice (2017.)
pripremale su infuzije iz fino usitnjenih (promjer 0,15 mm), grubo usitnjenih (promjer 4 mm) i
cjelovitih listova tri razli¢ite sorte maslina (Rosinjole, BuZe 1 Istarske bjelice). Utvrdile su
izrazite 1 statisticki znaCajne razlike u koncentraciji fenolnih tvari u korist fino usitnjenog

materijala nakon 5 minuta ekstrakcije, ali su se razlike izmedu cjelovitih 1 usitnjenih listova
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uocljivo smanjile nakon 15 1 30 minuta pripreme infuzija. Casazza i suradnici (2017.) istrazivali
su ovisnost usitnjenosti listova masline sorte Taggiasca 1 fenolnog sastava infuzijski te
dekokcijski dobivenih otopina fenolnih tvari. Koristili su Cetiri frakcije fino usitnjenih listova
(pribliznih promjera 2-5 mm, 1-2 mm, 0,8-1 mm te 0,6-0,8 mm). Utvrdili su da kod infuzijskog
nacina pripreme (3 minute odlezavanja materijala prelivenog kipu¢om vodom) koncentracija
fenolnih tvari raste gotovo linearno sa smanjenjem veli¢ine Cestica, ali da se kod dekokcijskog
postupka (15 minuta kuhanja) glavni u¢inak u povecanju koncentracije postize izmedu
promjera Cestica 2-5 mm i 1-2 mm, a da se koncentracija daljnjim smanjenjem promjera cestica

bitno ne mijenja.

Rezultati o utjecaju stupnja usitnjenosti listova proizasli iz istrazivanja u okviru ovog
diplomskog rada prikazani su u Tablici 5, a usporedivi su s obzirom na uvjete pripreme
(ekstrakcija vodom 3 min na 100 °C) s rezultatima za sortu Taggiasca (Casazza, et al., 2017).
Uocava se da veci stupanj usitnjenosti listova masline sorte Leccino znacajno doprinosi
povecanju koli¢ine ekstrahiranih ukupnih fenolnih tvari. Maseni udio ukupnih fenola
ekstrahiranih iz mljevenih listova je za oko 4 puta ve¢i u odnosu na vrijednost dobivenu iz
rezanih listova. Tomu doprinose sve identificirane komponente, a osobito slozene molekule
(rutin, apigenin-7-O-glukozid, luteolin-7-O-glukozid, oleuropein i verbaskozid).

5.3. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisno o vremenu ¢uvanja listova
prije ekstrakcije

Postavljanje hipoteze o degradaciji pojedinih fenolnih tvari tijekom cuvanja lista
masline prije ekstrakcije temeljilo se na spoznajama iz nekoliko prethodno objavljenih
istrazivanja. Jiménez-Zamora i suradnici (2016.) istraZili su promjene fenolnih tvari nakon tri 1
Sest mjeseci cuvanja kod 36 biljnih vrsta koje se tradicionalno konzumiraju u obliku vodenih
infuzija u Spanjolskoj, medu njima i listova maslina. Utvrdili su da je kod dvije treéine

ukljucenih biljnih vrsta glavni gubitak ukupnih fenola nastao nakon tri mjeseca ¢uvanja pri
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sobnoj temperaturi, u prosjeku za oko 33% te u rasponu od 7 do 77%. Friedman 1 suradnici
(2010.) promatrali su promjene katehina tijekom skladiStenja komercijalnih listova zelenog Caja
(1 tjedan te 1, 2, 4 1 6 mjeseci) u suhom stanju pri sobnoj temperaturi. Prve statisticki znacajne
gubitke (u prosjeku za oko 30%) uocili su nakon 2 mjeseca cuvanja. Stoga smo se i u ovom
istrazivanju odlucili promatrati promjene fenolnog sastava osusenih uzoraka listova masline
sorte Leccino nakon 2 mjeseca ¢uvanja pri sobnoj temperaturi.

Rezultati prikazani u Tablici 6. ukazuju na statisticki znaCajne razlike u koli¢ini
ekstrahiranih fenolnih tvari kod obje vrste otapala 1 oblika ¢uvanja biljnog materijala (,,metanol
/ mljeveno* odnosno ,,voda / rezano*). Kod mljevenog materijala ¢uvanog dva mjeseca,
metanolnom ekstrakcijom dobivena je za 4,5% veca vrijednost ukupnih fenolnih tvari, dok se
kod rezanog materijala primjenom vruce vodene ekstrakcije ta vrijednost smanjila za 6,2% u
odnosu na pocetne razine, u oba slucaja statisticki zna¢ajno. Smanjenju razine ukupnih fenola
kod varijante ,,voda / rezano* doprinijelo je pet od ukupno 15 identificiranih komponenti, od
kojih u najve¢oj mjeri glukozidi oleuropein i luteolin-7-O-glukozid. Budu¢i da se kod ove
varijante uocava porast aglikonskog oblika tj. luteolina te porast ili pojava jednostavnih
fenolnih tvari (hidroksitirosol, tirosol, katehin, vanilin, ferulicna kiselina), moZe se pretpostaviti
da je tijekom Cuvanja te uslijed mljevenja rezanog materijala prije ekstrakcije doslo do hidrolize
sloZenijih fenolnih tvari pod utjecajem endogenih enzima, u prvom redu 8-glukozidaze (De
Leonardis, ef al., 2015.) Ipak, smanjenje razine ukupnih fenola znatno je manje od ocekivanog
s obzirom na 30%-tno smanjenje koje su u sli¢nim istrazivanjima uocili Friedman i suradnici
(2010.) za listove Cajevca te Jiménez-Zamora i suradnici (2016.) kod vise biljnih vrsta (za list
masline od ¢ak 62%). Stoga je porast razine ukupnih fenola kod varijante ,,metanol / mljeveno*
za 4,5% sasvim neocekivan. Takvom porastu statisticki je znacajno doprinijelo 9 komponenti,

medu kojima u najvecoj mjeri oleuropein.
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5.4. Fenolni sastav listova masline sorte Leccino ovisi o obliku ¢uvanja listova prije

ekstrakcije

Zanimljivo je istaknuti da pretrazivanjem literature nisu pronadena istraZivanja ovog
aspekta cuvanja biljnog materijala namijenjenog pripremi infuzija. Za listove ¢ajevca Kosinska
i Andlauer (2014.) navode samo da su glavni ¢imbenici koji utjeCu na kvalitetu tijekom
skladiStenja svjetlost, kisik 1 temperatura, a da se stabilnost katehina najbolje moze o€uvati pri
sobnoj temperaturi uz vlaznost zraka ispod 43% ili u zamrzivacu uz vlaznost zraka ispod 60%
(Kosinska & Andlauer, 2014.).

Rezultati Tablica 7 i 8 ovog istrazivanja pokazuju utjece li oblik cuvanja listova masline
sorte Leccino na promjene u sastavu i koli¢ini fenolnih tvari ¢uvanog biljnog materijala. U
Tablici 7 (ekstrakcija metanolom) moze se uociti da je udio ukupnih fenolnih tvari bio statisti¢ki
znacajno veci kod cjelovitih listova, 1 to za 3,7% visi u odnosu na rezani te 3,2% visi u odnosu
na mljeveni oblik. Tome je u najve¢oj mjeri doprinio veéi udio oleanoli¢ne kiseline u cjelovitim
listovima. Budu¢i da je oleanoli¢na kiselina komponenta oleuropeina koja se iz njega moze
osloboditi hidrolizom, to moze biti povezano s boljom ocuvanosti endogenih hidrolitickih
enzima u cjelovitim nego u mljevenim ili rezanim listovima. Izmedu mljevenog i1 rezanog
oblika, kod jednostavnih fenolnih tvari tj. fenolnih alkohola 1 fenolnih kiselina nije bilo
statisticki zna€ajnih razlika. Male razlike izmedu mljevenog i1 rezanog oblika, iako statisticki
znacajne, zabiljezene su kod pojedinih slozenih komponenti, ali ne 1 kod oleuropeina kao
prevladavajue fenolne komponente. Stoga izmedu mljevenog 1 rezanog oblika nije bilo
statisticki znacajnih razlika ni u masenom udjelu ukupnih fenolnih tvari. U Tablici 8 prikazani
su rezultati dobiveni ekstrakcijom vru¢om vodom nakon dva mjeseca Cuvanog biljnog
materijala. Evidentno je da je samo kod jedne komponente (vanilin) postojala statistiCki
znacCajna razlika: udio u cjelovitom listu bio je za oko 50% manji nego u rezanom. Medutim,

budud¢i da je vanilin jedna od najmanje zastupljenih komponenti u sastavu fenolnih tvari lista
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masline, u masenom udjelu ukupnih fenolnih tvari dvaju oblika ¢uvanja biljnog materijala nije

bilo statisticki znacajnih razlika.

5.5. Nutritivne karakteristike vodenih infuzija maslinovog li§¢a sorte Leccino

Tablica 9 prikazuje sumu masenih koncentracija hidroksitirosola i njegovih derivata
(oleuropeina i1 verbaskozida) u jednoj Salici (200 mL) infuzija maslinovog lis¢a sorte Leccino
ovisno o razli¢itim uvjetima pripreme infuzija. Za djevi¢anska je maslinova ulja odobrena
zdravstvena tvrdnja ,,Polifenoli maslinovog ulja doprinose zastiti lipida u krvi od oksidacijskog
stresa® - ulja moraju sadrzavati minimalno 5 mg hidroksitirosola i njegovih derivata u
uobicajenoj dnevnoj porciji (20 g ulja) (Provedbena uredba Komisije (EU) br. 492/2012,2012.).
Konzumiranjem jedne Salice infuzije pripremljene od 1,0 g netom osuSenog i mljevenog lista u
100 mL vruée vode bilo je moguce unijeti 20 puta vise bioaktivnih fenola u odnosu na minimum
(5 mg) uz koji se kod djevicanskih maslinovih ulja moze isticati odobreni zdravstveni ucinak.
Ostale tri infuzije bile su pripremane od rezanog liS¢a, netom osusenog ili dva mjeseca ¢uvanog
u rezanom ili cjelovitom obliku. Kao §to je ve¢ istaknuto u tocki 5.2., ekstrakcija fenolnih tvari
1z rezanog materijala viSestruko je manje u¢inkovita od ekstrakcije iz mljevenog materijala.
Stoga je kod infuzija dobivenih iz rezanog materijala bilo moguce unijeti manje bioaktivnih
fenola konzumiranjem jedne Salice, ali joS uvijek 10 do 12 puta viSe od minimuma za odobrenu
zdravstvenu tvrdnju kod djevi¢anskih maslinovih ulja. Uzimajuéi to u obzir, listovi maslina
namijenjeni pripremi infuzija mogli bi se razmotriti za isticanje slicne zdravstvene tvrdnje

prilikom stavljanja na trZiste.

Drugi nutritivni aspekt koji bi mogao biti zanimljiv kod biljnih infuzija je doprinos
unosu elemenata u tragovima. Elementi u tragovima su anorganske tvari u prirodi koje su
ljudskom organizmu potrebne u koli¢inama manjim od 100 mg dnevno (Al-Fartusie &

Mohssan, 2017.), medu kojima smo u Tablici 10 izdvojili Zeljezo, cink i selenij sadrzan u jednoj
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Salici (200 mL) infuzija masline lista sorte Leccino. Sadrzaj ovih triju elemenata je statisticki
znacajno veci u infuzijama dobivenim od rezanih listova u odnosu na mljevene listove. Razlog
tomu najvjerojatnije je dvostruko ve¢a masa rezanih listova koriStenih za pripremu infuzije (2
g u odnosu na 1 g), bez obzira na to $to se iz mljevenih listova ocekuje bolja ekstrakcija
mineralnih tvari. Najveci doprinos Salice infuzije lista masline preporu¢enom dnevnom unosu
zabiljeZen je kod cinka (3,5% iz rezanog lista), dok je doprinos u svim ostalim sluc¢ajevima i za
sva tri razmatrana elementa bio ispod 1%. Suliburska i Kaczmarek (2012.) su u istrazivanju
minerala u biljnim infuzijama zakljucili da se u infuzijama pripremljenim od 2 g biljnog
materijala na 100 mL vode ekstrahira najmanje Fe te zanemarive koli¢ine Zn i Se te da jedna
Salica (200 mL) biljne infuzije nije dovoljna za zadovoljavanje dnevnih potreba tih elemenata
u organizmu. Treba istaknuti da je istrazivanje Pytlakowske i suradnika (2012.) na infuzijama
sedam razli¢itih biljnih vrsta pokazalo da se mineralne tvari ekstrahiraju razli¢itom brzinom te
su ih podijelili u tri skupine: visoko ekstraktabilne >55% (K), umjereno ekstraktabilne 20-55%
(Mg, Na, P, B, Zn i Cu) te nisko ekstraktabilne <20% (Al, Fe, Mn, Ba, Ca i Sr). To djelomicno
moze objasniti viSe koncentracije cinka u odnosu na koncentracije Zeljeza i selenija dobivene u
ovom istrazivanju. Takoder treba naglasiti da je u nasem slu¢aju vrijeme ekstrakcije od 5 minuta
bilo kra¢e od onog kojeg su Ozcan i suradnici (2008.) utvrdili kao optimalno (10 minuta) za
ekstrahiranje ve¢ine mineralnih tvari iz 19 razli€itih biljnih vrsta, medu kojima ipak nije bilo
lista masline. Na temelju navedenog moze se zakljuciti da su razine Zeljeza, cinka 1 selenija u
listovima masline sorte Leccino preniske da bi se moglo razmisljati o isticanju prehrambenih
tvrdnji tipa ,,izvor odredenog minerala® na eventualnim komercijalnim napicima od lista
masline. Naime, prema Uredbi (EZ) br. 1924/2006 o prehrambenim i zdravstvenim tvrdnjama
na hrani, da bi se takva tvrdnja istaknula na nekom teku¢em prehrambenom proizvodu, 200 mL
takvog proizvoda trebalo bi zadovoljiti minimalno 15% preporu¢enog dnevnog unosa

odredenog minerala.
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6. ZAKLJUCCI

Na osnovu rezultata i provedene rasprave u ovom radu, za listove masline sorte Leccino

proizlaze sljede¢i zakljucci:

1.) Postupak ekstrakcije metanolom netom osuSenih listova statisticki je znacajno ucinkovitiji
u ekstrakceiji vec¢ine identificiranih fenolnih komponenti iz mljevenog lista od postupka s
vru¢om vodom (za oko 33%).

2.) Kod ekstrakcije vrucom vodom, stupanj usitnjenosti netom osuSenih listova znacajno
doprinosi koli¢ini ukupnih ekstrahiranih fenola - iz mljevenog oblika oko 4 puta viSe nego
iz rezanog oblika, dok nakon dvomjese¢nog Cuvanja osusSenih listova uglavnom nema
statisticki znacajnih razlika izmedu stupnjeva usitnjenosti.

3.) Kod ekstrakcije metanolom, stupanj usitnjenosti osuSenih listova ¢uvanih dva mjeseca
blago ali znacajno utjee na udio ekstrahiranih fenolnih tvari - iz ¢uvanih cjelovitih pa
rezanih listova ekstrahira se za 3,7% viSe u odnosu na ¢uvani rezani oblik te za 3,2% vise u
odnosu na ¢uvani mljeveni oblik.

4.) Uslijed dvomjesecnog Cuvanja osuSenog biljnog materijala, u odnosu na pocetne vrijednosti
javljaju se blage ali znacajne varijacije mase ekstrahiranih fenolnih tvari - smanjenje za 6%
kod ekstrakcije vru¢om vodom, odnosno povecanje za 4% kod ekstrakcije metanolom.

5.) Jednom Salicom infuzija lista masline moguce je unijeti 10 do 20 puta viSe fenolnih tvari
od minimuma za koji je kod djevi¢anskih maslinovih ulja odobrena zdravstvena tvrdnja o
doprinosu zastiti lipida u krvi od oksidacijskog stresa.

6.) Jedna Salica infuzije lista masline ne predstavlja znacajan izvor Zeljeza, cinka i selenija,

budu¢i da uglavnom sadrzi manje od 1% preporuc¢enog dnevnog unosa za ove elemente.
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