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1. UVOD



1.1. MASLINA (Olea europea L.)

1.1.1. Osnovne karakteristike masline

Maslina (Olea europaea L.) je zimzelena biljka (Slika 1) iz porodice Oleaceae
(Tablica 1). Dugovje¢na je, pa njena stabla mogu dozivjeti i vise stotina godina. Pojedina
zivuéa stabla stara su preko tisu¢u godina (Benci¢ i sur., 2011). Raste na oskudnom tlu,
gotovo bez vode, ali uz obilje sunca. Zbog visokog postotka ulja (15-35%) u plodovima,
maslina je dobila ime po latinskoj rije¢i olea, $to znaci ulje. Smatra se jednom od najstarijih

namirnica, poznata je ve¢ izmedu 5 i 7 000 godina, porijeklom je s Krete.

Tablica 1. Sistematika masline (Olea europea L.)

TAKSONOMIJA
CARSTVO Plantae
PODCARSTVO Magnoliophyta
RAZRED Magnoliopsida
RED Oleales
PORODICA Oleaceae
ROD Olea
VRSTA Olea europea L.

Korijenje maslina savijeno je i s mnogo povrSinskih razgranjenja, koja obavljaju veci
dio aktivnosti upijanja vode i mineralnih tvari. Kora stabla je sivo-zelena i glatka do oko 10.
godine, kasnije postaje kvrgava, naborana, s dubokim brazdama i poprima tamnu, skoro crnu
boju, te je ¢vrsta i otporna ¢ak i na truljenje. Listovi su nasuprotni, cjeloviti, koZasti, ovalno
kopljasti, u prosjeku dugacki 5-8 cm, zelenog lica i srebrnastog nali¢ja, prosje¢nog zivotnog
vijeka oko 3 godine. Cvjetovi su mali, dvospolni, bijelo-zelenkaste boje, pojavljuju se
skupljeni u grozdove (maslinove rese). Za vrijeme cvatnje (priblizno od travnja do lipnja),
imaju karakteristican miris. Plod je mesnata kostunica, ovalnog oblika, koja se pocinje
razvijati tijekom ljeta i oko rujna postize fazu zrelosti i kod nekih kultivara mijenja boju.
Potpuna zrioba postiZe se, ovisno o regiji, u razdoblju izmedu studenog i oZujka. Maslina daje
plodove nakon sedam godina, a najveéi urod tek nakon dvadeset godina. Morfoloska svojstva

ploda masline ovise 0 djelovanju okolisnih i agrotehnickih ¢imbenika uzgoja, dok su svojstva


http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Asparagales&action=edit&redlink=1
http://hr.wikipedia.org/w/index.php?title=Alliaceae&action=edit&redlink=1

endokarpa uglavnom pod utjecajem genetskih ¢imbenika karakteristi¢nih za odredenu vrstu
(Striki¢ i sur., 2007).

Plod masline sacinjava kozica (epikarp), mesnati dio (mezokarp) koji sadrzi oko 70%
ulja, te drvenasta kostica (endokarp) iz koje se dobiva preostalih 30% ulja (Slika 2). Ovisno o
karakteristikama ploda, razli¢iti kultivari uzgojenih maslina dijele se na one za proizvodnju

maslina "za ulje" i one za proizvodnju maslina "za jelo".

Slika 1. Prikaz masline
(WEB 1)

U mediteranskim zemljama maslina je vrlo vazna poljoprivredna kultura i pokriva oko 8
milijuna hektara, ¢ine¢i gotovo 98% svjetskog usjeva (Pereira i sur., 2007). Proizvodnja
masline (Olea europea L.) ima dugu tradiciju u Hrvatskoj. U priobalnom podrué¢ju Hrvatske
maslina je najrasSirenija vo¢na kultura i zauzima povrSinu od oko 27 000 ha. U uzgoju je veliki
broj kultivara, a najzastupljeniji je kultivar Oblica, koja ¢ini 75% fonda stabala masline u
Hrvatskoj (Striki¢ i sur., 2007).



EPIKARP

MEZOKARP

ENDOKARP

Slika 2. Plod masline; A- poluzreli, B — potpuno zreli
(WEB 2)

1.1.2. Kultivari maslina

U Hrvatskoj je identificiran 31 autohtoni kultivar maslina, a introducirano je 44
kultivara, pri ¢emu je potrebno istaknuti kako nije obavljena potpuna identifikacija asortimana
masline u Hrvatskoj. Oblica je na$§ najrasprostranjeniji kultivar masline. U naSem asortimanu
masline, zastupljena je s oko 60% (Miljkovi¢, 1991), odnosno s oko 80% (Kovacevié i Perica,
1994). Najrasireniji introducirani Kultivar je talijanski kultivar Leccino. U nacionalnu sortnu
listu upisana su 32 kultivara masline (Zavod za sjemenarstvo i rasadniéarstvo, 2007; Gugi¢ i
sur., 2007). Odnos proizvodnje sadnog materijala autohtonih i introduciranih kultivara
masline postupno se mijenjao u smjeru vece zastupljenosti proizvodnje sadnog materijala
autohtonih kultivara u ukupnoj proizvodnji, a tijekom godina proizvedeno je najvise sadnica
kultivara Oblice (Gugi¢ i sur., 2007). Prema svojim gospodarskim, genetskim, selekcijskim,
kulturno-povijesnim, krajobraznim, stani$nim vrijednostima, svojoj izvornosti, ugrozenosti te
po utjecaju na opcu bioraznolikost, izdvojeno je sedam najvaznijih autohtonih kultivara:

Oblica, Lastovka, Bjelica, DuZica, Pastrica, Levantinka i Drobnica.



Kultivar: Oblica

Oblica (Slika 3) se smatra autohtonim kultivarom (Miljkovi¢, 1991; Bakari¢, 2002). Ovaj je
kultivar mjesovitih gospodarskih svojstava, odnosno od ploda Oblice se moze proizvoditi ulje
jer u plodu ima do 21% ulja (Kovacevi¢ i Perica, 1994), a zbog krupnoée i Cvrste
konzistencije (Striki¢, 2005) moze se i konzervirati. Najrasprostranjeniji je kultivar masline,
najvise zastupljen na podrucju Splita, Makarske i otoka Braca. Razvija srednje bujno stablo,
prirodno stvara kro$nju okruglog oblika. Grane rastu pod kosim kutom; ima veliki broj
listova, sivo-maslinaste boje, elipti¢nog oblika s valovitom povrsinom. U vrijeme suse, Oblica
spiralno uvija listove radi smanjivanja gubitka vode transpiracijom. Listovi pripadaju
kategoriji srednje krupnih listova. Plod Oblice je okruglastog oblika prosje¢ne mase oko 5

grama.

Slika 3. Kultivar Oblica - grancica s plodovima
(WEB 3)

Kultivar: Duzica

Duzica (Slika 4) je uvezena iz Italije prije 250 godina. Ime je dobila po dugackom plodu koji
je najduzi od svih domacih vrsta maslina. Uzgaja se na cijelom uzgojnom podrucju Hrvatske,
ali u malim koli¢inama. Razvija srednje bujno stablo, srednje visokog debla i kuglaste
kros$nje. Listovi su blijedo-zelene boje, dugi i kopljastog izgleda. Prema medunarodnoj
klasifikaciji, listovi DuzZice su veliki. Plod je duguljast, blago uvijen prema vrhu, prosjecne

mase oko 9 g; zelenkaste boje u pocetku zrenja, koja postupno prelazi u crvenkasto-ljubicastu,
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te u crvenu u fazi pune zrelosti. Vrlo je otporna na napad maslinove musice i maslinovog

moljca, $to je svrstava u kvalitetne stolne kultivare masline.

Slika 4. Kultivar Duzica
(Ozimec i sur., 2009)

Kultivar: Lastovka

Lastovka (Slika 5) je autohtoni kultivar masline koji vodi porijeklo s otoka Korcule gdje je i
najviSe prosiren uzgoj. Prema Bakaricu (2005), Lastovka je drugi po gospodarskom znacenju
udomaceni kultivar masline. Stabla ovog kultivara mogu se procijeniti na starost od 250-300
godina. Razvija srednje bujno stablo s piramidalnom kro$njom koja je posljedica uspravnog
rasta grana; ima kratko i racvasto deblo. Listovi su maleni i tamnozelene boje, kopljastog
izgleda. Prema medunarodnoj klasifikaciji, Lastovka ima sitni list. Obod lista je ravan kao i
sami list. Plod je srednje krupan, elipti¢no izduzen, intenzivno zelene boje; prosjene mase
oko 3 grama. Veoma je osjetljiva na niske temperature te zbog toga ima ogranicen areal
rasprostranjenja, takoder veoma je osjetljiva na napad raka masline, ali izuzetno otporna na

dugotrajnu susu.



Slika 5. Kultivar Lastovka
(WEB 4)

Kultivar: Rosinjola

Rosinjola (Slika 6) je autohtoni kultivar masline koji uz Istarsku Bjelicu, Buzu i Crnu, jedan
od najzastupljenijih u Istri, a interes za sadnjom takvih kultivara sve viSe raste (Miloti¢ 1 sur.,
2005; Poljuha i sur., 2008); uzgaja se najvise u juznom dijelu Istre. Stablo je srednje bujno,
¢ak iu optimalnim uvjetima; kros$nja je kompaktna, okruglasta, gusta. Listovi su tamnozelene

boje, plod je simetrian, prosje¢ne mase oko 2,5 g, jajolik, u zriobi tamnoljubicaste boje.

Slika 6. Kultivar Rosinjola
(WEB 5)



Identifikacija kultivara maslina

Prirodni procesi spontanog krizanja i mutacije, kao i selekcija koju su provodili
maslinari tijekom dugog razdoblja uzgoja masline, rezultirali su velikom raznolikos$éu
morfoloskih svojstava. Dodatni problem u kvalitetnoj identifikaciji Kultivara stvara veliki broj
sinonima i homonima koji se koriste u razli¢itim i istim uzgojnim podruc¢jima (Striki¢ i sur.,
2007). ldentifikacija i1 klasifikacija genotipova masline u svrhu razjasnjavanja moguéih
slucajeva sinonimije 1 homonije od velike je vaznosti za ocuvanje biljnih genetskih izvora
masline (Satovi¢ i sur., 2011). Bioraznolikost maslina uzgajanih u podru¢ju Mediterana je
veca nego u drugim podrucjima, stoga su vazne moderne i pouzdane metode za identifikaciju
razlic¢itih kultivara maslina. Identifikacija kultivara maslina moze se temeljiti na morfologiji
(Fabbri i sur., 1995) te su kvalitativne morfoloske metode tradicionalno najkoristenije, ali
imaju niz prednosti 1 nedostataka. Izmedu ostalog, navedene metode su subjektivne i
nedovoljno standardizirane (Klepo i sur., 2012). DNA markeri, kao §to su nasumic¢no
umnozene polimorfne DNA (RAPDS), polimorfizmi duljine umnoZenih fragmenata (AFLPS) i
mikrosateliti (Carriero i sur., 2002; Cipriani i sur., 2002), koriste se za identifikaciju kultivara
maslina zbog svoje neovisnosti o okolisnim promjenama. Mikrosatelitni markeri (simple
sekvence repeats, SSRs) vazni su u identifikaciji kultivara maslina jer su prenosivi,
kodominantni, vrlo polimortni, Siroko raspodijeljeni po genomu i lako ponovljivi (Rallo 1 sur.,
2000). Dokazano je da su mikrosateliti u¢inkoviti za karakterizaciju kultivara, a nekoliko
lokusa je razvijeno za Olea europaea (Carriero i sur., 2002; Cipriani i sur., 2002; De la Rosa i
sur., 2002; Baldoni i sur., 2009). Osim DNA markera, razvijena je i metoda za klasifikaciju

kultivara maslina po sadrzaju bifenola u listovima (Japon-Lujan i sur., 2006).



1.1.3. Hranidbena i zdravstvena vrijednost

Plodovi maslina vazni su u proizvodnji ulja. Vrijeme, na¢in berbe i mljevenje maslina
vrlo su vazni za dobivanje ulja visoke kakvoce, pri ¢emu je potrebno plodove maslina mlijeti
istog dana kad su ubrane ili ih pohraniti u dobro prozraénom, hladnom prostoru, bez stranih
mirisa, u razdoblju ne duljem od 3-4 dana. Osim u proizvodnji ulja, plodovi maslina koriste se

za jelo, zbog visoke nutritivne vrijednosti (Tablica 2).

Tablica 2. Prosje¢ni kemijski sastav maslina (zrele, konzervirane) na 100 g ploda
(USDA National Nutrient Database, 2003)

sastojak jedinica
Energija keal 115
Voda g 79,99
Proteini (ukupno) g 0.84
Masti (ukupno) g 10,68
Ugljikohidrati (ukupno) g 6,26
Dijetalna vlakna g 3,2
Vitamin E mg 0,29
Vitamin B, mg 0,003
Vitamin B; mg 0,037
Vitamin Bg mg 0,009
Vitamin C mg 0,9
Vitamin E mg 1,67
Vitamin K ug 1,4
Natrij mg 735
Kalij mg 8
Kalcij mg 88
Fosfor mg 3
Magnezij mg 4
Zeljezo mg 3,30
Cink mg 0,22
Zasi¢ene masne kiseline g 1,415
Mononezasi¢ene masne kiseline g 7,888
Polinezasi¢ene masne kiseline g 0,911

Listovi masline su koriSteni u narodnoj medicini ve¢ nekoliko tisua godina na
mediteranskom podruéju (Gucci i sur., 1997). Povijesno gledano, koristili su se za lijeCenje
malarije i gripe (Benavente-Garcia i sur., 2000). Njihova ljekovitost je potvrdena mnogim
istrazivanjima. Pokazalo se da upravo maslinov list pokazuje vrlo dobra svojstva u borbi

protiv infekcija i bolesnih stanja organizma. Listovi masline imaju veliki potencijal kao



prirodni antioksidansi (Somova i sur, 2003; Skerget i sur, 2005); sadrze znacajne koliine
oleuropeina i ostalih fenola, vaznih ¢imbenika za njihovu antioksidativnu aktivnost (Lee i
sur., 2009).

1.2.  ASKORBINSKA KISELINA

Najvazniji vitamin u voéu i povréu za ljudsku prehranu je askorbinska kiselina ili
vitamin C (Lee i Kader, 2000). Askorbinska kiselina je bijela kristalna tvar kiselog okusa, bez
mirisa, lako topiva u vodi. Prvi koji je uspio izolirati askorbinsku kiselinu bio je madarski
znanstvenik Albert Szent-Gyorgyi. Tijekom 1951.g otkriveno je antivirusno i antibakterijsko
djelovanje askorbinske kiseline. Prisutna je u citosolu, kloroplastima, vakuoli, mitohondriju i
stani¢noj stijenci (Rautenkranz 1 sur., 1994). Koncentracija u kloroplastima moze biti visoka

(do 50 mmol u Spinatu) i smatra se da je povezana s njezinom ulogom u fotosintezi (Foyer,
1993).

1.2.1. Struktura i kemijska svojstva askorbinske kiseline

Po svojoj strukturi, askorbinska kiselina je ketolakton sa Sest ugljikovih atoma pa je
kemijski gledano molekula sli¢na glukozi (Slika 7). U organizmu reverzibilno oksidira do
dehidroaskorbinske Kkiseline, koja posjeduje potpunu vitaminsku aktivnost. Na zraku je
izuzetno nestabilna 1 lako gubi svojstva skladiStenjem i prokuhavanjem. Podlozna je

oksidaciji, posebno na zraku i pod utjecajem luzina, Zeljeza i bakra.

CH,OH
HO-C-H

HO OH

Slika 7. Struktura askorbinske kiseline
(WEB 6)
9
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Ljudi i zivotinje ne mogu sintetizirati askorbat zbog gubitka funkcionalnog oblika
posljednjeg enzima (I-gulono-1,4-laktonoksidaza) u biosintetskom putu. Askorbinska kiselina
je jedan od najistrazivanijih vitamina i ujedno prvi sintetski dobiveni vitamin. Oksidacijom
askorbinske kiseline nastaje monodehidroaskorbatni radikal, koji disproporcionira na
askorbinsku kiselinu i dehidroaskorbinsku kiselinu (Slika 8). Buduci da je dehidroaskorbinska
kiselina nestabilna iznad pH 7, potrebno je odrzati askorbinsku kiselinu u reduciraju¢em
stanju kako bi se sprijecio njen gubitak. Askorbinska kiselina reducira se za oko 90% pri
normalnim uvjetima (Foyer, 1993). Za odrzavanje askorbinske kiseline u reducirajuéem
obliku vazna su dva enzima: monodehidroaskorbat reduktaza (MDAR), koja Koristi
NAD(P)H kao reducens, i dehidroaskorbat reduktaza (DHAR) koja koristi glutation kao
reducens (Smirnoff, 1996). DHAR veze askorbinsku kiselinu na glutation koji je drugi glavni
topljivi antioksidans u biljnim stanicama. Te reakcije zajedno ¢ine askorbat-glutationski
(Halliwell-Asada) ciklus (Foyer, 1993). Dva enzima koja kataliziraju oksidaciju askorbinske
kiseline su askorbat oksidaza i askorbat peroksidaza (Asada, 1994).

Q O E [ 0
H N : £ < :
.JJ -
: ~— O
SN N o
HO OH 0 O
L-askorbinska kiselina monodehidro L-askorbinska Kiselina

dehidro L-askorbinska kiselina

Slika 8. Struktura askorbinske kiseline i njenih oksidiranih oblika (Smirnoff, 1996.)
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Najbolji izvori askorbinske kiseline u hrani su raznoliko vocée i povrée: crni ribiz, brokula,
kupus, grejp, paprika, kelj, limun, mango, narance, papaja, krumpir, Sipak, Spinat, jagode i

borovnice (Tablica 3).

Tablica 3. Sadrzaj askorbinske kiseline u vocu i povréu (mg)

Namirnica Vitamin C (mg)
Sok od narance 75
Sok od grejpa 60
Naranca 70
Grejp 44
Jagode 82
Rajcica 23
Brokula 58
Krumpir 26
Masline 0,9

1.2.2. Funkcija askorbinske kiseline

Askorbinska kiselina je snazan reducens te ima funkciju kao hvata¢ radikala (Zhang i
sur., 2003). Vazan je antioksidans, i u suradnji s drugim komponentama antioksidativnog
sustava, stiti biljke od oksidativnih oSte¢enja. Osim antioksidativnog djelovanja, askorbinska
kiselina ima vaznu ulogu u fotosintezi i fotoprotekciji (Smirnoff, 1996). Jedna od vrlo bitnih
uloga askorbinske Kiseline je zastita tokoferola (vitamina E) od oksidacije. Biokemijske
funkcije askorbinske kiseline mogu se podijeliti u nekoliko kategorija: (1) Antioksidativno
djelovanje gdje askorbinska Kiselina reagira brzo sa superoksidom, singletnim Kkisikom,
ozonom i vodikovim peroksidom. Tako sudjeluje u uklanjanju ovih reaktivnih oblika kisika
koji nastaju tijekom aerobnog stani¢nog metabolizma, dok se pojacano stvaraju tijekom
izlaganja biljke stresnim ¢initeljima visoke i niske temperature, susa, zagadivaci, herbicidi. (2)
MDA i DHA se reduciraju do askorbata u askorbat-glutationskom ciklusu. (3) Transport
elektrona- askorbinska kiselina je donor elektrona in vitro u transportu elektrona. Nedavni

dokazi upucuju na to da MDA moze djelovati kao akceptor elektrona iz PS 11 in vivo (Miyake
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I Asada, 1992), te moze djelovati i kao donor elektrona i akceptor elektrona u
transmembranskom transportu. (4) Sinteza oksalata i tartarata (Saito, 1996). Dosadasnja
znanstvena istrazivanja nisu obuhvatila koncentraciju askorbinske kiseline u samim listovima

maslina.

1.3. FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su velika skupina bioloski aktivnih fitokemikalija koji imaju veliku
antioksidativnu aktivnost i stoga sposobnost smanjenja nastanka ostecenja biljnih stanica
uslijed pojave oksidativnog stresa. Prisutni su u svim viSim biljkama, iako postoje velike
kvalitativne i kvantitativne razlike izmedu vrsta (Kdhkonen i sur., 1999, Macheix i sur.,
1990). Kdhkonen i sur. (1999) analizirali su ukupni fenolni sadrzaj 92 biljne vrste. Dokazali
su da se velike koli¢ine fenolnih spojeva nalaze u bobicastom vocu, dok je njihov sadrzaj

relativno nizak u Zitaricama i povréu.

1.3.1. Struktura i kemijska svojstva fenolnih spojeva

Fenolni spojevi imaju jedan ili viSe aromatskih prstenova, s jednom ili vi$e hidroksilnih
skupina. Heterogena su skupina spojeva, od kojih su neki topivi samo u organskim otapalima,
neki u vodi, a neki su netopivi polimeri.

Sinteza biljnih fenola moze se odvijati na nekoliko nac¢ina. Dva najvaznija puta biosinteze
ukljuuju: put Sikiminske kiseline i put jabuéne Kiseline (acetil-malatni put). Kroz put
Sikiminske kiseline sintetizira se vecina biljnih fenola. Put jabu¢ne kiseline ima neznatnu
ulogu u sintezi biljnih fenolnih spojeva, ali je znacajan za sintezu fenola kod gljiva i bakterija.
U visim biljkama vec¢ina sekundarnih fenola nastaje uglavnom iz fenilalanina, produkta puta
Sikiminske kiseline. Put Sikiminske kiseline po¢inje od jednostavnog ugljikohidrata i nastavlja
se do aromatskih aminokiselina. Jedan od meduspojeva je Sikiminska kiselina, po kojoj je taj
put nazvan.

Fenolni spojevi mogu se na temelju aglikonske strukture podijeliti u nekoliko podskupina.
Aglikoni se obi¢no dalje modificiraju konjugacijom sa SeCerima i karboksilnim kiselinama.
Tako je ukupan broj moguc¢ih struktura velik. Trenutno je poznato vise od 8 000 fenolnih
struktura u rasponu od jednostavnih molekula kao §to su fenolne kiseline, do visoko
polimernih spojeva, kao §to su kondenzirani tanini (Urquiaga i sur., 2000). Biljni polifenoli

ukljucuju fenolne kiseline, flavonoide i tanine, ali i manje uobicajene lignane i stilbene (Dai i
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Mumper, 2010). Fenolne kiseline podijeljene su u 2 skupine: hidroksicimetna (Slika 9) i
hidroksibenzojeva kiselina (Slika 10).

HO \_/ / OH HO / OH

H4CO HO

(A) (B)
Slika 9. Kemijska struktura hidroksicimetnih kiselina:

ferulinska kiselina (A) i kavina kiselina (B)

Oy, -OH

-

Sy

1
=
HO™ ‘“‘*] OH
OH
Slika 10. Kemijska struktura hidroksibenzojeve kiseline: galna kiselina
(Dai i Mumper, 2010)

Flavonoidi (Slika 11) su jedna od najvecih i najée$¢e proucavanih skupina biljnih
fenola. Siroko su rasprostranjeni u biljkama. Gradeni su od 2 benzenska prstena (Pietta,
2009). Osnovni kostur flavonoida moZe imati brojne supstituente: hidroksilne skupine
(najcesce na polozajima 4, 5 i 7) te Secere (vecina flavonoida prirodno postoje kao glikozidi).
Dok hidroksilne skupine i Seceri povecavaju topivost flavonoida u vodi, drugi supstituenti,
npr. metil eteri ¢ine ih lipofilnima. U biljkama imaju razli¢ite uloge, npr.u pigmentaciji i
obrani od napada patogenih mikroorganizama. Nalaze se u voéu, povréu, mahunarkama,
Zitaricama, oraSastim plodovima, ljekovitom bilju, za¢inima i piu (pivo, vino, C¢aj).
Flavonoidi se klasificiraju na osnovi stupnja oksidacije sredisnjeg C-prstena u 6 skupina:

flavone, flavonole, flavonone, izoflavone i antocijanine (Dai i Mumper, 2010).
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Flavoni sadrze jednu karboksilnu skupinu. Najpoznatiji su apigenin i luteolin. Najvazniji
izvori flavona su masline, perSin i celer (Manach i sur., 2008). Flavonoli su najces¢i tip
flavonoida. Najrasireniji flavonoli su kvercetin, kempferol i miricetin. Vazni izvori flavonola
su luk, kelj, jabuke i crveno vino (King i Young, 1999; Manach i sur., 2008). Flavanoli se
mogu naéi u obliku monomera kao katehini i polimera kao proantocijanidini (Manach i sur.,
2008). Izoflavoni su flavonoidi strukturno sli¢ni estrogenima, iako nisu steroidi. Zahvaljujuci
ovoj sli¢nosti, izoflavoni se vezu za estrogenske receptore (Manach i sur., 2008). Tanini su
fenolni polimeri, a mogu biti hidrolizabilni i kondenzirani. Hidrolizabilni tanini sadrze
srediSnju srz polihidroksilnih alkohola, kao Sto je glukoza i hidroksilne grupe, koje su
djelomiéno ili potpuno esterificirani te od galne kiseline (galotanini) ili elaginske kiseline
(elagitanini). Kondenzirani tanini su oligomerni derivati flavonola (flavon-3-oli, flavon-3,4-
oli ili oboje) kao $to su katehin i epikatehin. Slozeniji su nego hidrolizabilni tanini. Nalaze se

u vocu i povréu, posebno mahunarkama (Manach i sur., 2008).

©) (D)

Slika 11. Kemijska struktura flavonoida: flavon (A), flavonol (B), flavanol (C), izoflavon (D)
(Dai i Mumper, 2010)
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1.3.2. Funkcija fenolnih spojeva

Jednostavni fenolni spojevi imaju vazne uloge u biljnim stanicama. Flavonoidi
posjeduju mnoge biokemijske 1 farmakoloske ucinke, ukljucujuc¢i antioksidativna i
antialergijska svojstva (Rice-Evans i sur., 1995). Kavina i ferulinska kiselina mogu inhibirati
Kklijanje i rast susjednih biljaka. Salicilna kiselina ¢esta je u mnogim biljkama, a uklju¢ena je u
otpornost biljaka na patogene. Neki fenolni spojevi, poput lignina mogu pruziti mehanicke
barijere koje imaju ulogu u sprjeCavanju napada razli¢itih patogena (Nicholson i
Hammerschmidt 1992), dok drugi imaju antimikrobno djelovanje (Cowan 1999).

Istrazivanja in vitro dokazala su antimikrobno djelovanje fenolnih spojeva u borbi
protiv humanih patogenih bakterija (Puupponen-Pimia i sur., 2001), ¢ak i virusa (KnoX i sur.,
2003). Antimikrobno djelovanje fenola utvrdeno je na bakterijama kao $to su: Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Bacillus aereus, Salmonela typhi i
Vibrio parahaemolyticus (Markin i sur., 2003). Prema Sudjana i sur. (2009), ekstrakt
maslinovih listova ima znac¢ajnu antimikrobnu aktivnost na Heliobacter pylori. Stoga, fenolni
spojevi imaju potencijal za sprjecavanje kroni¢nih upalnih infekcija (Ames i sur., 1993).
Antimikrobna svojstva fenolnih spojeva temelje se na njihovoj sposobnosti da narusavaju
strukturu membrane i denaturiraju proteine (Cowan 1999). Fenolni spojevi inhibiraju enzime
poput prostaglandin sintaze, lipoksigenaze i ciklooksigenaze, usko povezanih s
tumorogenezom (Laughton i sur., 1991); inhibiraju rast tumora ukljucuju¢i modulaciju

onkogena i tumor supresorskih gena, prijenos signala, kao i apoptozu (Scalbert i sur., 2005).
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1.3.3. Fenolni spojevi maslina

Flavonoidi i ostali fenolni spojevi dobiveni iz maslinovog lista imaju razli¢ite bioloske
aktivnosti, a takoder mogu biti odgovorni za u¢inkovito farmakolosko djelovanje maslinovih
listova (Abaza i sur., 2007). Dokazano je da kombinacija fenola u ekstraktu maslinova lista
ima antioksidativno i antimikrobno djelovanje (Lee i Lee, 2010; Sudjana i sur., 2009). lako
pojedina¢ni fenolni spojevi imaju jaku aktivnost in vitro; pokazalo se da antioksidativna i
antimikrobna aktivnost fenolnih spojeva u kombinaciji, ima sli¢ne ili bolje ucinke nego
pojedinacni fenoli (Lee i Lee, 2010). Ekstrakt maslinovih listova (OLE) tamnosmede je boje i
gorkog okusa. Glavni polifenolni spojevi u ekstraktu maslinova lista su: oleuropein,
verbaskozid, luteolin-7-O-glukozid, hidroksitirosol, i tirosol (Hayes i sur., 2011). Najaktivniji
spoj u listovima masline, sa snaznim antioksidacijskim djelovanjem je oleuropein (Mazziotti i
sur., 2007) (Slika 12). Oleuropein, pripada vrlo specifi¢énoj skupini spojeva poput kumarina,
pod nazivom sekoiridoidi (Bendini i sur., 2007). Bourquelot i Vintilesco otkrili su ovaj spoj
1908. godine (Benevente-Garcia i sur., 2000). Uglavnom je prisutan u plodu masline, dok ga
u ulju ima vrlo malo. Takoder se nalazi i u listovima masline (Markin i sur., 2003; Benevente-
Garcia i sur., 2000). Atiok i sur. (2008) su utvrdili da je oleuropein (29%) najzastupljeniji
fenol u sirovom ekstraktu listova masline. Pereira i sur. (2007) takoder su dokazali da su
oleuropein i luteolin-7-O-glukozid najzastupljeniji fenolni spojevi u liofiliziranom ekstraktu
maslinova lista (Tablica 4). Antioksidativna aktivnost fenolnih hidroksilnih spojeva, kao $to
su oleuropein, hidroksitirosol i luteolin-7-O-glukozid, rezultat je prisutnosti hidroksilnih

skupina u njihovoj strukturi (Benavente-Garcia i sur., 2000).

Slika 12. Struktura oleuropeina
(Aytul i sur., 2010; Al-Azzawie i sur., 2006)
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Oleuropein ima mnoge zdravstvene prednosti: smanjuje intenzitet lipidne
peroksidacije, poboljsava metabolizam lipida, ima vaznu ulogu u sprjecavanju sr¢anih bolesti
i pretilosti (Gilani i sur., 2005), te u snizavanju krvnog tlaka i razine Sec¢era u krvi (Gonzalez i
sur., 1992). Oleuropein ima brojna djelovanja: antiaritmijsko, spazmoliti¢no, hipoglikemijsko
i antivirusno (Lee-Huang 1 sur., 2003; Ranalli i sur., 2006), te imunostimulacijsko, i
kardioprotektivno (inhibiraju¢i oksidaciju lipoproteina niske gustoce). SprjeCava nastanak
slobodnih radikala, zahvaljuju¢i sposobnosti vezanja metala poput bakra i Zeljeza, koji
kataliziraju reakcije kao Sto je lipidna peroksidacija. Oleuropein moZe izravno neutralizirati
slobodne radikale (Galli i Visioli, 1999). Osim oleuropeina, i kavina kiselina pokazuje
inhibicijske ucinke protiv mikroorganizama, dok apigenin-7-glukozid, takoder pronaden u

maslinovom listu djeluje protiv Alzheimerove bolesti i bolesti jetre (Japon-Lujan i sur., 2006).

Tablica 4. Fenolne skupine u ekstraktu lista masline (OLE), njihovi primjeri, i relativni

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

Ime skupine Primjeri spoja % sadrzaj u OLE

Oleuropein 24,54
Oleuropeozidi
Verbaskozid 1,11
Luteolin-7-glukozid 1,38
Diosmetin-7-glukozid 1,37
Flavoni

Luteolin 0,54
Diosmetin 0,21
Flavonoli Rutin 0,05
Flavan-3-oli Katehin 0,04
Tirosol 0,71
Supstituirani fenoli Hidroksitirosol 1,46
Kavina kiselina 0,34
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1.4. ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Antioksidansi (Slika 13) su skupina razli¢itih prirodnih spojeva koji igraju vaznu ulogu u
zaStiti od Stetnog djelovanja slobodnih radikala, na nafin da neutraliziraju veé nastale
slobodne radikale ili sprjeGavaju njihovo nastajanje. Antioksidansi mogu biti enzimi ili
razli¢ite male neenzimatske molekule kao Sto su npr. fenoli, glutation, askorbinska kiselina.
Vitamini i polifenoli su vazne komponente u voc¢u i povréu koje posjeduju antioksidativnu
aktivnost (Shi i sur., 2001).

Antioksidansi djeluju na 2 nacina:
1. HAT (Hydrogen Atom Transfer)- hvataju slobodne radikale, donirajuci atom vodika
2. SET (Single Electron Transfer) - prenose 1 elektron, da bi reducirali metalne ione,
radikale i karbonile (Antolovi¢ i sur., 2002).

Dva su izvora antioksidansa: na$ vlastiti organizam je sposoban proizvesti antioksidanse,
uz pomo¢ vitamina i minerala. Drugi, vanjski, izvor antioksidansa je hrana. Podijeljeni su u 2
skupine: primarni i sekundarni (Antolovi¢ i sur., 2002). Primarni antioksidansi inhibiraju ili
usporavaju oksidaciju uklanjanjem slobodnih radikala, dok sekundarni antioksidansi djeluju

mehanizmom koji ne ukljucuje direktno uklanjanje slobodnih radikala.

OH
OH HO

OH 0O OH
OH (CH;

Slika 13. Kemijska struktura antioksidanasa
(Aytul i sur., 2010; Pokorny, 2007)
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1.4.1. Uloga i znacaj antioksidanasa

Antioksidansi su odgovorni za zaStitu biljnih stanica u Kojima su prisutni, za
odrZavanje kvalitete voca i povréa ta za pozitivan u¢inak na zdravlje ljudi koji konzumiraju
voce 1 povrée bogato antioksidansima. Postoje jasni epidemioloski dokazi koji povezuju
prehranu bogatu antioksidansima sa smanjenim rizikom od razvoja bolesti (Kaur i Kapoor
2001). Antioksidansi i enzimski sustavi uklju¢eni u njihovu sintezu i obnovu, $tite stani¢ne
membrane i organele od oStecenja uzrokovanih Stetnim u¢incima reaktivnih kisikovih jedinki
(ROS). ROS nastaju i tijekom normalnog stani¢nog metabolizma, dok se pojacano stvaraju u
uvjetima stresa uslijed nepovoljnog djelovanja razli¢itih biotickih i abioti¢kih Cinitelja. ROS
uzrokuju oksidativna ostec¢enja lipida, proteina i nukleinskih kiselina. Stoga, antioksidansi,
koji mogu neutralizirati slobodne radikale, mogu biti od srediSnji vaZnosti u prevenciji tih
bolesti.

Flavonoidi i drugi biljni fenoli, kao §to su fenolne kiseline, tanini, lignani i lignini,
posebno su vazni antioksidansi jer oni obi¢no imaju visok redoks potencijal (Kahkonen i sur.,
1999).

Od ne-enzimskih antioksidanasa, koji su op¢enito male molekule, askorbinska kiselina
igra vaznu ulogu u uklanjanju ROS-a, a glutation je bitan za obnavljanje dehidroaskorbinske
kiseline (DHAA), koja nastaje u procesu uklanjanja ROS-a askorbat-glutationskim ciklusom
(Lee i Kader 2000).

Enzimski antioksidativni sustavi ukljucuju Sirok spektar enzima, kao $to su superoksid
dismutaza, askorbat peroksidaza, katalaza i dr., imaju vaznu ulogu u nastajanju i razgradnji
H,0,, atime i u aklimatizaciji biljaka na nepovoljne bioticke i abioti¢ke uvjete u okolisu (Lee
i Kader 2000).
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1.5. CILJ ISTRAZIVANJA
Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati razlike u koncentraciji askorbinske kiseline, ukupnih

fenola, ukupne antioksidativne aktivnosti ekstrakta listova Cetiri kultivara maslina (Oblica,

Duzica, Lastovka i RoSinjola) te utvrditi postojanje korelacija izmedu tih parametara.
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2. MATERIJALI | METODE



2.1. MATERIJALI

U istrazivanju su koristeni listovi 4 kultivara dvogodi$njih sadnica maslina: Oblica,
Duzica, Lastovka i RoS$injola. Sadnice su uzgajane u stakleniku pri kontroliranim uvjetima
uzgoja. Sva laboratorijska mjerenja napravljena su u Laboratoriju za biokemiju na Odjelu za
biologiju u Osijeku.

Uzorkovani su dvogodiS$nji listovi masline. Nakon §to su ubrani, listovi su oprani
destiliranom vodom te suSeni u suSioniku 48h na 37 °C. Suhi listovi usitnjeni su u prah, te je
napravljena ekstrakcija sa 70%-tnim etanolom u omjeru 1:4. Ekstrakti su zatim stavljeni u
vodenu kupelj 30 minuta na 40 °C, zatim 4h u na tresilicu na 40 °C i 30 min na sonikaciju u
vodenoj kupelji na 60 °C. Supernatant je od taloga odvojen pomocu Biichnerovog lijevka.
Ekstrakt je profiltriran prvo kroz obi¢ni filtar papir, a zatim kroz fini filtar papir veli¢ine pora

45 um. Etanolni ekstrakti drzani su na -20 °C do mjerenja.

2.2. METODE RADA

Tijekom istrazivanja u ekstraktu maslinovih listova odredeni su:
e Ukupna askorbinska kiselina
e Ukupni fenolni spojevi

e Ukupna antioksidativna aktivnost

2.2.1. Odredivanje koncentracije askorbinske Kiseline

SvjeZe ubrani listovi masline usitnjeni su pomocu tucka i tarionika u teku¢em dusiku.
0,1 g tog finog praha odvagano je u plasti¢nu tubu od 15 mL i na prah je dodano 10 mL
destilirane vode. Nakon centrifugiranja 15 minuta na 3 500 g supernatant je koriSten za
spektrofotometrijsko odredivanje ukupne askorbinske kiseline prema Benderitter i sur.
(1998). Na 500 ul reakcijske smjese koja se sastoji od 300 ul vodenog ekstrakta maslinovog
lista, 100 pl 13,3% trikloroctene kiseline i 25 pul destilirane H,O dodaje se 75 pl otopine 2,4-
dinitrofenilhidrazina (DNPH) otopine. Reakcijske smjese se inkubiraju 3 h na 37 °C i nakon

toga se u njih dodaje 500 pl 65% H,SO4. Slijepe probe se procesiraju na isti nacin kao i
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uzorci, ali se u njih otopina DNPH dodaje nakon inkubacije u vodenoj kupelji. Apsorbancija
tako priredenih uzoraka se odreduje pri 520 nm, a koncentracija ukupne askorbinske kiseline
u vodenim ekstraktima listova maslina se racuna iz bazdarnog pravca u kojem se askorbinska

kiselina koristi kao standard.

2.2.2. Odredivanje koncentracije fenolnih spojeva

Koncentracija fenolnih spojeva iz dobivenih etanolnih ekstrakata listova masline
odredena je spektrofotometrijski, metodom po Folin-Ciocelteu (Singleton i Rossi, 1965). Ova
metoda se bazira na reakciji Folin-Ciocalteu (FC) reagensa (kompleks fosfomolibdenske-
fosfovolframske kiseline) s reduciraju¢im reagensom (fenolni spoj) pri ¢emu dolazi do
nastanka plave boje. U reakcijsku smjesu dodano je 20 ul etanolnog ekstrakta masline
(ekstrakt je razrijeden 2 puta), 1,58 ml destilirane H,O i 100 ul Folin-Ciocalteu reagensa uz
mijeSanje na rotacijskoj mijesalici. Nakon toga u periodu od najmanje 30 sekundi, a najviSe 8
minuta dodano je 300 ul zasi¢ene otopine Na,COs3 i dobro promijesano. Uzorci su zatim
inkubirani u vodenoj kupelji 1 h na 37 °C. Apsorbancija tako priredenih uzoraka se odreduje
pri 765 nm, a sadrzaj ukupnih fenola u ekstraktima masline se racuna iz bazdarnog pravca u

kojem se galna kiselina koristi kao standard.

2.2.3. Odredivanje ukupne antioksidativne aktivnosti

Ukupna antioksidativna aktivnost ekstrakata listova maslina odredena je metodom po
Brand-Williamsu (Brand-Williams i sur., 1995). Metoda se zasniva na redukciji DPPH (2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil) radikala. Uklanjanje radikala se prati smanjenjem apsorbancije na 515

nm, do kojeg dolazi zbog smanjenja koli¢ine antioksidansa (AH) ili reakcije s radikalima (R").

DPPH" + AH — DPPH-H + A’
DPPH" + R* — DPPH-R

U zatvorene mikroepruvete dodano je 5 pl ekstrakta maslina 1 950 pl otopine DPPH.
Reakcija se odvija u ¢vrsto zatvorenim mikroepruvetama uz lagano mijeSanje pri 20 °C
tijekom 15 minuta. Nakon zavrSene reakcije, sadrzaj mikroepruveta prebacen je u kivetu, te je

mjerena apsorbancija pri 515 nm, ukljucujuéi apsorbanciju slijepe probe. Ukupna
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antioksidativna aktivnost odredena je iz bazdarnog pravca u kojem se Trolox (6-hidroksi-
2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) koristio kao standard 1 izrazava se u

ekvivalentima Troloxa.

2.2.4. Statisticka obrada podataka
U okviru statisticke obrade podataka napravljena je analiza varijance (ANOVA) uz post

hoc LSD (eng. least significant difference) test na razini zna¢ajnosti 5% (p<0,05) koriStenjem

statistiCkog paketa Statistica 8.
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3. REZULTATI



3.1. UKUPNA KONCENTRACIJA ASKORBINSKE KISELINE

Najvecu koncentraciju askorbinske kiseline imali su listovi kultivara Rosinjola (7,95
mg askorbinske kiseline/ g svjeze tvari) i ta vrijednost se statisticki znacajno razlikovala od
koncentracije askorbinske kiseline u listovima kultivara Duzice (7,16 mg askorbinske
kiseline/ g svj.tv.). Listovi Lastovke imali su nesto nizu koncentraciju askorbinske kiseline
(6,81 mg askorbinske Kiseline/ g svj.tv.) koja se statisti¢ki znacajno razlikovala od vrijednosti
kod ve¢ navedenih kultivara. Listovi Oblice su imali najnizu koncentraciju askorbinske
kiseline u odnosu na listove ostalih kultivara (6,51 mg askorbinske kiseline/g svj.tv.) (Slika
14).

9.00
8.00 b
7.00 a
6.00
5.00 A
4,00 -
3.00 A

2,00 A

askorbinskakiselina /mg x g svj.tv,

1.00 A

0.00
OBLICA DUZICA LASTOVEKA ROSINJOLA

Kkultivari maslina

Slika 14. Ukupna koncentracija askorbinske kiseline u listovima ¢etiri kultivara maslina.

Prosjecne vrijednosti oznacene istim slovom (a,b,c) se ne razlikuju prema LSD testu; p<0,05.
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3.2. UKUPNA KONCENTRACIJA FENOLNIH SPOJEVA

Listovi Oblice imali su najveéu koncentraciju fenolnih spojeva (72,20 mg galne
kiseline/g suh.tv.), ali ta vrijednost nije se statisticki znac¢ajno razlikovala od koncentracije
fenolnih spojeva u listovima Duzice (70,13 mg galne Kiseline/g suh.tv.). Najmanju
koncentraciju fenolnih spojeva imali su listovi Lastovke (52,62 mg galne kiseline/g suh.tv.),
no ta se vrijednost nije statisticki znacajno razlikovala od vrijednosti koncentracije fenolnih

spojeva u listovima Rosinjole (57,08 mg galne kiseline/g suh.tv.) (Slika 15).
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Slika 15. Ukupna koncentracija fenolnih spojeva u listovima Cetiri kultivara maslina.

Prosje¢ne vrijednosti oznacene istim slovom (a,b,c) se ne razlikuju prema LSD testu; p<0,05.
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3.3. UKUPNA ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST

Najvecu antioksidativnu aktivnost etanolnih ekstrakata listova imao je kultivar Oblica
(801,63 mM Trolox/g suh.tv.) te se ta vrijednost statisticki znacajno razlikovala u odnosu na
antioksidativnu aktivnost ekstrakta lista Duzice (694,69 mM Trolox/g suh.tv.). Izmedu ostala
dva kultivara nije bilo statisticki znacajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti etanolnih
ekstrakata: Rosinjola (650,66 mM Trolox/g suh.tv.) te Lastovka s najmanjom
antioksidativnom aktivnosti (627,56 mM Trolox/g suh.tv.) (Slika 16).
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Slika 16. Ukupna antioksidativna aktivnost u listovima ¢etiri kultivara maslina. Prosje¢ne

vrijednosti oznacene istim slovom (a,b,c) se ne razlikuju prema LSD testu; p<0,05.
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4. RASPRAVA



U ovom radu cilj je bio ispitati razlike u koncentraciji, ukupnih fenola i askorbinske
kiseline, te razlike u vrijednostima ukupne antioksidativne aktivnosti u ekstraktima listova
Cetiri kultivara maslina (Oblica, Duzica, Lastovka i RoSinjola). Listovi masline imaju veliki
potencijal kao prirodni antioksidansi (Somova i sur, 2003; Skerget i sur, 2005) jer sadrze
znacajne koli¢ine oleuropeina i ostalih fenola, vaznih ¢imbenika za njihovu antioksidativnu
aktivnost (Lee i sur., 2009). Fenolni spojevi ekstrahirani iz maslinovih listova osim §to imaju
antioksidativno djelovanje (Somova i sur., 2003; Skerget i sur., 2005; Visioli i sur., 1998;
Benavente-Garcia i sur., 2000); pokazuju i antimikrobna svojstva (Sudjana i sur., 2009;
Markin i sur., 2003), ukljucuju¢i antibakterijsko (Owen i sur., 2003) i antivirusno djelovanje
(Fredrickson, 2000). Visok sadrzaj oleuropeina, i drugih fenolnih spojeva identificiranih u
ekstraktu moze pridonijeti njihovom antimikrobnom djelovanju (Pereira i sur., 2007).
Hidroksitirosol i oleuropein su fenolni spojevi za koje je dokazano da sprjecavaju ili odgadaju
stopu rasta nekoliko patogena, koji uzrokuju infekcije diSnog i1 probavnog sustava
(Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Vibrio cholerae i Vibrio alginolyticus) (Bisignano i sur., 1999), a antimikrobnu aktivnost
pokazala je i kavina kiselina (Lee i Lee, 2010). Oleuropein smanjuje visoki krvni tlak, ali i
ima ulogu u sprjeCavanju pojave visokog krvnog tlaka. Djeluje tako da opusta krvne Zile,
takoder sprjeCava nakupljanje plaka na povrSini krvnih Zzila koji dovodi do ateroskleroze.
Mnoga istrazivanja dokazala su da ekstrakt maslinova lista ima hipotenzivni u¢inak (Zarzuelo
i sur., 1991; Cherif i sur., 1996; Khayyal i sur., 2002). Postoje razni modeli mehanizama
hipotenzivne aktivnosti maslinovih listova. Prema Zarzuelo i sur. (1991), oleuropeozid je
komponenta odgovorna za vazodilatacijsku aktivnost, Petkov i Manolov (1972) utvrdili su da
se hipotenzivni u¢inak maslinovih listova pripisuje oleuropeinu te je takoder dokazano da
triterpenske kiseline (oleanolna i ursolna kiselina) iz maslinovih listova sprje¢avaju porast
krvnog tlaka (Somova i sur., 2003). Scheffler i sur. (2008) dokazali su da maslinovi listovi
djeluju kao ACE inhibitori, §to znai da inhibiraju aktivnost angiotenzin-konvertirajuéeg
enzima (ACE), ¢ime se sprjecava pretvorba angiotenzina I u angiotenzin II. Na taj nacin se
postize vazodilatacijski u¢inak te dolazi do smanjenja krvnog tlaka.

Mnogi ¢imbenici poput Klime, genetskih faktora, temperature i postupaka ekstrakcije,
pridonose raznolikosti u kemijskom sastavu ekstrakata maslinovih listova (Ryan i sur., 1998).
OkoliSni ¢imbenici imaju velik utjecaj na sadrzaj fenolnih spojeva. Utvrdeno je da
temperatura zraka, temperatura tla, ukupna radijacija i intenzitet svjetlosti, utje¢u na
koncentraciju fenolnih spojeva i antioksidativnu enzimsku aktivnost (Roussos i sur., 2007).

Roussos i sur. (2007) su pokazali znacajnu pozitivnu korelaciju sadrzaja ukupnih fenola s
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navedenim okoli$nim ¢imbenicima. Okoli$ni stres, kao Sto je UV zracenje i relativno visoke
temperature koje su tipi¢ne za podrucje Mediterana, poticu sekundarni metabolizam u vocu i
povréu, ukljuéujuéi i masline (Zanetié i sur., 2011).

U ovom istrazivanju, ukupna koncentracija fenola varirala je od 52,62-72,20 mg galne
kiseline/g suhe tvari. Najvecu ukupnu koncentraciju fenola u listovima (72,20 mg galne
kiseline/g suhe tvari) imao je kultivar Oblica, a najmanju koncentraciju fenola imao je
kultivar Lastovka (52,62 mg galne kiseline/g suhe tvari). Koncentracija ukupnih fenola u
listovima razlikuje se s obzirom na kultivare maslina i koriSteno ekstrakcijsko otapalo
(Gotovac, 2012). Takoder, Molina Alcaide i Nefzaoui (1996) dokazali su da koncentracija
ukupnih fenola u svjezim listovima varira ovisno o kultivaru.

Osim o genetskim faktorima, sadrzaj fenolnih spojeva u ekstraktu mijenja se ovisno o
koriStenim metodama ekstrakcije i pripremi biljnog materijala. Ukupna koncentracija fenola
razlikuje se u suhim 1 svjeZim listovima maslina, §to pokazuje da suSenje ima znacajan
utjecaj. Ukupna koncentracija fenola suhih listova maslina bila je ve¢a u odnosu na svjeze
(Boudhrioua i sur., 2009). U listovima kultivara Chemlali, koncentracija fenola povec¢ana je s
1,38+0,02 (svjezi listovi) na 2,13+0,29 (listovi suSeni na 40°C) i 5,14+0,60 g kavine
kiseline/100g suhe tvari (listovi suseni na 70°C). Ukupni sadrzaj flavonoida i fenola znacajno
je visi u ekstraktima ekstrahiranim 80%-tnom etanolnom, butanolom i etilacetatom nego
heksanom, kloroformom i vodom. Koncentracija ukupnih flavonoida i fenola u 80%-tnom
etanolnom ekstraktu maslinovog lista je 148 mg TAE/g (Lee i sur., 2009). Prema Gotovac
(2012), metanolni i etanolni ekstrakti bili su najbogatiji fenolnim spojevima, te su stoga
pokazali i bolju antioksidativnu aktivnost od vodenih ekstrakata.

Koncentracija oleuropeina u alkoholnim ekstraktima takoder je bila znatno vecéa, nego
u vodenim ekstraktima. Najveca koli¢ina oleuropeina pronadena je u metanolnom, odnosno
etanolnom ekstraktu Lastovke (Gotovac, 2012). Statisticki je dokazana povezanost izmedu
sadrzaja oleuropeina u ekstraktima i njihove antioksidativne aktivnosti, $to je dokaz velikog
doprinosa ovog fenolnog spoja antioksidativnim svojstvima listova masline (Gotovac, 2012).
Muji¢ i sur. (2011) su utvrdili znac¢ajnu pozitivnu korelaciju izmedu koncentracije fenola u
ekstraktu lista masline i ukupne antioksidativne aktivnosti (kultivari RoSinjola, Buza i Istarska
bjelica). U ovom istrazivanju dobivena je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije
fenola i ukupne antioksidativne aktivnosti (r’=0,75).

Askorbinska kiselina je jedan od vaznih ne-fenolnih antioksidanasa prisutnih u
listovima maslina. Sadrzaj askorbinske kiseline u vocu i povréu ovisi o razli¢itim faktorima

kao $to su razlike u genotipu, klimatski uvjeti tijekom uzgoja, razli¢iti na€ini berbe 1 uvjeti
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skladistenja (Lee i Kader, 2000). Kultivari maslina su se medusobno statisti¢cki znacajno
razlikovali u odnosu na koncentraciju askorbinske kiseline. Koncentracije askorbinske
kiseline u listovima kretale su se od 6,51 do 7,95 mg askorbinske kiseline/g svj.tv., pri cemu
je najvecu koncentraciju imao kultivar RoSinjola, a najmanju Oblica. U ovom istrazivanju
dobivena je znacajna pozitivna korelacija izmedu koncentracije askorbinske kiseline i ukupne
antioksidativne aktivnosti (r’=0,61). U istraZivanju koje su proveli Bahorun i sur. (2004) na
povréu (brokula, cvjetaca, kupus, zelena salata, mrkva, rajcica, crveni luk), dokazano je da
nema znaCajne korelacije izmedu koncentracije askorbinske Kkiseline i antioksidativne
aktivnosti, dok su Kalt i sur. (1999) dokazali su da askorbinska kiselina ¢ini mali doprinos
(0,4-9,4%) ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti u vocu.

Provedeno istrazivanje pokazuje da su listovi Cetiri autohtona kultivara maslina bogat
izvor polifenolnih spojeva sa snaznim antioksidativnim djelovanjem, pri ¢emu su listovi
kultivara Oblica imali najvecu antioksidativnu aktivnost i ujedno i najveéu koncentraciju
ukupnih fenola, §to pokazuje da je ekstrakt lista kultivara Oblica ima najveci potencijal kao

prirodni dodatak prehrani.
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5. ZAKLJUCCI



Ukupna antioksidativna aktivnost bila je u pozitivnoj korelaciji s koncentracijom
ukupnih fenola u listova istrazivanih kultivara maslina te s koncentracijom

askorbinske kiseline.

Koncentracije ukupnih fenola, askorbinske kiseline te vrijednosti ukupne

antioksidativne aktivnosti su kultivar specificne.
Ekstrakt lista kultivara Oblica pokazuje najve¢i potencijal kao prirodni dodatak

prehrani buduéi da ima najvecu antioksidativnu aktivnost i najvecu koncentraciju

ukupnih fenola koji iznimno povoljno djeluju na zdravlje ljudi 1 Zivotinja.
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