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SAZETAK

Listovi masline (Olea europea L.) posjeduju veliki potencijal kao prirodni antioksidansi. Danas
je sve veci broj istrazivanja koji potvrduju blagotvorne ucinke liS¢a masline na ljudsko zdravlje,
kao 1 moguénost njihove primjene u prehrambenoj industriji. Cilj ovog rada bio je ispitati
antioksidacijski kapacitet 1iS¢a masline sortiLastovka, Levantinka 1 divlje masline koriStenjem
razli¢itih spektrofotometrijskih metoda temeljenih na razli¢itim mehanizmima djelovanja: FRAP
(engl. Ferric Reducing Antioxidant Power), ORAC (engl. Oxygen Radical Absorbing Capacity) i
DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) metoda. Obzirom na sadrzaj ukupnih fenola 1
antioksidacijski potencijal odreden FRAP metodom, najbolju redukcijsku sposobnost pokazao je
ekstrakt lista divlje masline. Najve¢i antioksidacijski kapacitet i sposobnost neutralizacije
hidroperoksil radikala pokazao je ekstrakt kultivirane sorte Levantinka. Rezultati svih testiranih
uzoraka ukazuju na veliki bioloSki potencijal ekstrakta lista masline te mogucénosti njegove

primjene u prehrambenoj industriji.

Klju¢ne rijedi: list masline,ukupni fenoli, antioksidacijska aktivnost, FRAP, ORAC, DPPH



SUMMARY

Olive leaves (Olea europea L.) have great potential as natural antioxidants. Today, a growing
number of studies confirm the beneficial effect of olive leaves on human health, but also the
possibility of their use in the food industry. The aim of this study was to examine antioxidant
activity of olive leaves of Lastovka, Levantinka and wild oliveusing different spectrophotometric
methods based on different mechanisms of action: FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power),
ORAC (Oxygen Radical Absorbing Capacity) and DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay)
method. Based on the content of total phenolics and antioxidant potential determined by FRAP
method, the best reducing ability was obtained for wild olive leaf extract. The highest antioxidant
capacity and ability to neutralize hydroperoxyl radicals was shown by the extract of the
cultivated olive variety Levantinka.The obtained results for all tested samples indicate a great
biological potential of olive leaf extracts and the possibility of their application in the food

industry.

Keywords: olive leaf, total phenols, antioxidant activitiy, FRAP, ORAC, DPPH
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UvOD

Maslina (Olea europeae L.), stolje¢ima stara biljna vrsta, zbog svoje posebnosti ubraja se medu
najcjenjenije voce. Simbolika ovog zimzelenog stabla, koje najceS¢e nalazimo uz obale
Sredozemlja, znana je ljudima jo§ od davnina. Iako su plod i drvo najviSe koriSteni dijelovi
masline, dobro je poznatai primjena liS¢a masline u lije¢enju razliitih bolesti.Posljednjih godina
list masline dobiva sve viSe na vaznostiupravo zbog visokog sadrzaja bioaktivnih fenolnih

spojeva koji se smatraju odgovornim za brojne farmakoloske ucinke. (1)

Bioloski aktivne tvari mogu se definirati kao prirodni, nenutritivni, aktivni sastojci koji imaju
odredena funkcionalna svojstva u organizmu. Zbog poveéane stope krono¢nih oboljenja u
razvijenim zemljama, uloga prehrane u prevenciji zdravlja dobiva sve vece znaCenje. Pa tako
dolazi i do povecanog broja istrazivanja koja potvrduju prehrambena i ljekovita svojstva brojnih

biljnih vrsta, medu kojima se istice i maslina.

Ekstrakt lista masline, zahvaljuju¢i prisutnim fenolnim spojevima, pokazuje vrlo dobra
antioksidacijska i druga bioloska svojstva. Zbog svog pozitivhog djelovanja, osim u svrhu
lijeCenja 1 sprijeCavanja bolesti, prirodni antioksidansi postaju sve ¢eS¢a zamjena sintetskim

antioksidansima koji se primjenjuju u prehrambenoj industriji.

Svrha ovog rada je ispitati antioksidacijski potencijal ekstrakata liS¢a masline koriStenjem

razli¢itih spektrofotometrijskih metoda..



1. OPCI DIO

1.1.Maslina (Olea europea L.)

Maslina (Olea europea L.) je jedna od najstarijih poljoprivrednih, drvenastih, zimzelenih kultura,
a rasprostranjena je na svim kontinentima. (2) Zajednicka poveznica svima je simbol maslinekao
svetogdrva, slijedom Cega predstavlja simbol mira, mudrosti, snage, pobjede, napretka, vjernosti
1 cCistoce, ali 1 ljekovitosti i1 svjetlosti. Maslina je prisutna u duhovnom, kulturnom i
gospodarskom zivotu Mediterana od samih pocetaka razvoja civilizacije pa sve do danas.
Najstariji nalazi kulture masline datiraju jo$ iz 4. tisucljeca prije Krista s podrucja istocnog

Mediterana. (3)

Slika 1. Stablo masline(4)

Maslina je dugovjecno stablo zahvaljujué¢i sposobnosti razvijanja adventivnih pupova u
nepovoljnim uvjetima. Raste na podru¢jima s mediteranskom klimom, koju odlikuje vrlo malo
kiSe, a obilje sunca, zbog ¢ega je tlo na kojem maslina raste pretezno suho. (5) Ime je dobila po
latinskoj rijeci olea, §to znaci ulje jer sadrzi visoki udio ulja u plodovima (13- 28%). (6) Upravo

se zbog plodova i ulja maslina uzgaja ve¢ tisu¢cama godina.



1.2.Sistematika masline

Maslinu ubrajamo u porodicu Oleaceaekoja broji do 30 rodova. Najznacajniji je rod Olea, a
jedina vrsta s jestivim plodovima je maslina ili Olea europea L. (5,6) Razlikujemo dvije
podvrste, divljumaslinu, Olea europaea oleaster Hoffm. i Link, te pitomu— kultiviranumaslinu,
Olea europaea sativa Hoffm. i Link. (7) Utvrdena je znacajna sli¢nost izmedu kultiviranih sorti
masline 1 divljih maslina, zbog Cega se divlje masline mogu smatrati roditeljskom grupom

kultiviranih sorti. (3)

Tablica 1. Klasifikacija roda Olea(8)

Carstvo Plantae
Odjeljak Magnoliophyta
Razred Magnoliopsida
Red Lamiales
Porodica Oleaceae

Rod Olea

Vrsta Olea europea L.

1.3.Autohtone sorte maslina u Hrvatskoj

Danas je u svijetu poznato preko 700 sorti maslina, a u Hrvatskoj ih je oko 60. Nisu sve vrste
pogodne za uzgoj u priobalnom poducju, pa se neke mogu na¢i u unutrasnjosti zemlje.
Zahvaljujuci razli¢itim tipovima klime, reljefa, tradicija te socio-ekonomskih prilika, Hrvatska
ima velik i raznolik broj sorti na cjelokupnom maslinarskom podru¢ju kojem pripada Sest
podregija uzgoja, a to su: Sjeverna, Srednja 1 Juzna Dalmacija, Unutrasnjost Dalmacije, Istra,

Hrvatsko Primorje 1 Kvarner. (5)



1.3.1. Lastovka

Lastovka je korculanska autohtona sorta masline. lako bi se po imenu sorte reklo da potjece s
otoka Lastova, stabla Lastovke ne nalazimo na tom podrucju.Jedna od teorija o podrijetlu
Lastovke kaze da jeona prirodni krizanac sorti Oblice i Drobnice, dok druga teorija kaze da je
prirodni krizanac izmedu pitome i divlje masline, zbog Cega se Cesto naziva jo§ 1 pitomi

olivaster. (3)

Stablo Lastovke je srednje bujno, razvijeno,a kroSnja poprima oblik piramide zahvaljujuc¢i
uspravnom rastu grana.List je sitan, uzak i kratak, u obliku koplja,a lice mu jetamno-zelene boje.

Ime Lastovka dobila je po izgledu grancica i ploda koji podsjeéaju na krila lastavice.(3)

Zbog velikog udjela ulja u plodu (oko 24%) i izuzetne kvalitete istog, smatra se gospodarski vrlo
vrijednom sortom. Takoder, smatra se hrvatskom sortom masline s najve¢im udjelom ulja. Boja
ulja je izrazito zelena, a okus vrlo pikantan.Najveca prednost ove sorte je otpornost na susu, dok
joj je mana osjetljivost na rak masline i niske temperature. Kupazirano ulje sorti Lastovke, Oblice
1 Drobnice jedan je od prepoznatljivih proizvoda otoka Korcule, a posebno mjesta Blata gdje se

ove tri sorte uzgajaju u konsocijaciji. (3)

Slika 2. Listovi i plodovi Lastovke(9)



1.3.2. Levantinka

Porijeklo Levantinke nije razjaSnjeno, ali se smatra domac¢om sortom masline. Ime Levantinka
podsjeca na njeno porijeklo s Levanta, kako se nekada nazivalo podrucje Bliskog istoka. Naziva

se jo§ i Soltankom jer je najveca populacija sorte na otoku Solti. (3)

Levantinka razvija vrlo bujnui okruglastu krosnju. List joj je velik, Sirok i1 dug, po duzini blago

uvijen.Lice lista je tamno-zelene boje, dok mu je nalicje bjelkasto.(3)

Prema brojnosti u ukupnoj populaciji masline u nasoj zemlji ova sorta je na Cetvrtom mjestu.
Gospodarski je veoma vrijedna u prvom redu zbog redovite i obilne rodnosti te dobre otpornosti

na rak masline,ali je slabo otporna na susu. (10)

Zbog visokog stupnja samooplodnje daje obilati rod, s tri do pet plodova smjeStenih poput
grozdova. Udio ulja u plodu je oko 20% 1 vrlo je dobre kvalitete.Slatkastog je okusa te je

umjereno pikantno,a mirisom podsjeca na svjezu travu i zgnjeceni list masline. (3)

Slika 3. Listovi i plodovi Levantinke(11)



1.4.Divlja maslina

Divlja maslina je samonikla i rasprostranjena je po cijelom Mediteranu u sastavu makije. Kod
nas je takoder prisutna kao sastavni dio biljke cesmine (Quercetum ilicis),raste kao grm, a rjede
kao stablo. Ima vrlo sitne plodove i daje mali prirod. Koristi se kao podloga i opraSiva¢ pitome

masline, a u proslosti se ulje divlje masline Cesto se preporucavalo u medicinske svrhe. (7)

Slika 4. Listovi i plodovi divlje masline(12)

1.5.List masline

List masline podijeljen je na lisnu plojku, petelju i drSku. Dorziventralno je graden Sto znaci da
ima 1 lice i nali¢je. Nalicje sadrzi velik broj puci i zvjezdaste mrtve dladice koje mu daju bijelu
boju te su ispunjene zrakom i na taj nacin Stite od isuSivanja, minimaliziraju transpiraciju i
reflektiraju zrake Sunca. List je koZnat Sto doprinosi zastiti od isusSivanja. Najvaznija uloga lista
je fotosinteza,a ona se odvija u mezofilu lista. List masline moze biti razli¢itih oblika, boje,

veli¢ine i nazubljenosti ovisno o vrsti. (5) Takoder, list je 1 glavno mjesto odvijanja primarnog



sekundarnog metabolizma masline. Bogat je vaznim bioloskim komponentama zbog kojih se

koristi u razli¢ite svrhe (prehrambene, terapijske...).(13)

Slika 5. Izgled lista masline(14)

1.5.1. Kemijski sastav lista

List masline sadrzi veliki broj fenolnih spojeva koji su dobro poznati zbog svogantioksidacijskog
potencijala, pa mu se pripisuje i najveca antioksidacijska mo¢ od svih ostalihdijelova stablate
ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja. Od fenola najzastupljenijesu fenolne kiseline, fenolni
alkoholi (tirozol i1 hidroksitirozol), flavonoidi (luteolin 7-O-glukozid, rutin, apigenin 7-O-
glukozid, luteolin 4-O-glukozid) i sekoiridoidi (oleuropein). (15) Kemijski sastav liS¢a masline
varira ovisno o nekoliko faktora kao S§to su vrsta, podrijetlo, udio grana na stablu, uvjeti
skladistenja, klimatski uvjeti, sadrzaj vlage i stupanj oneciS¢enosti. Osim toga, strukturni sadrzaj
ugljikohidrata i1 dusika u lis¢u masline ovisi o ¢imbenicima kao $to su sorta masline, klimatski

uvjeti, godina uzgoja...(16)

Razvijene su razli¢ite metode za kvalitativnu 1 kvantitativnu analizu fenolnih i sekoiridoidnih
spojeva: tankoslojna kromatografija (TLC), teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
(HPLC), plinska kromatografija-masena spektrometrija (GC-MS) i kapilarna elektroforeza (CE).

U plodovima, fenolne kiseline, flavonoidi i sekoiridoidi zastupljeni su sa 1-3%, a u listovima



oleuropein je zastupljen s 19%, flavonoidi s 1,8%, od Cega ¢ak 0,8% otpada na luteolin 7-

glukozid. (16)

1.6.Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti koji imaju vrlo vaznu ulogu u sprjecavanju
stvaranja slobodnih radikala te u zastiti od bolesti. S ozbirom na nepovoljne uvjete (susna
podrucja, napadi kukaca i Stetnika) u kojima maslina raste, biljka sintetizira veliku koli¢inu
fenola kako bi prezivjela navedene uvjete i obranila se. (17) Upravo zbog toga jeantioksidacijsko
djelovanje fenola predmet brojnih istrazivanja.(18)

Fenolni spojevi koji se nalaze u listu masline podijeljeni su u pet skupina s obzirom na
strukturnaobiljezja:(1)

sekoiridoidi (oleuropein, dimetiloleuropein, verbaskozid, ligstrozid)

flavoni (luteolin, diosmetin, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diosmetin-7-
glukozid)

flavonoli (rutin, kvercetin, kamferol)

flavan-3-oli (katehin)

supstituirani fenoli (tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilinska kiselina, kava kiselina)

1.6.1. Oleuropein

Najistaknutiji i1 najzastupljeniji polifenol u lis¢u masline je oleuropein. Prvi puta je izoliran
pocetkom 20.stoljeca, a razli¢ite studije navode upravo oleuropein kao najvazniji bioloski aktivni

spoj u lis¢u masline. (19)

Oleuropein je heterozidni ester S-glikozilirane elenolske kiseline 1 3,4-dihidroksi-feniletanola

(hidroksitirozola). (20)



OH

OH

Slika 6. Stuktura oleuropeina(21)

Velike koli¢ine oleuropeina nalaze se u plodovima i listovima masline, dok je hidroksitirozol,
koji je razgradni produkt oleuropeina, zastupljeniji u preradenimplodovima i maslinovom ulju.
Smanjenje koncentracije oleuropeina, tj. povecanje koncentracije hidroksitirozola pripisuje se
kemijskim i enzimskim reakcijama tijekom sazrijevanja ili preradeplodova.(19) U listovima je
zastupljen s 1-14% (60-90 mg/g suhe tvari, a u mladim maslinama do 140 mg/g), dok ga u ulju
ima samo 0,005-0,12%. (16,22) Oleuropein ima nekoliko dokazanih pozitivnih farmakoloskih
ucinaka, poput antioksidativnog, antikancerogenog, antimikrobnog, antiinflamatornog ucinka, a

djeluje 1 kardioprotektivno.(18)

1.7.Primjena i pozitivno djelovanje lista masline

Lis¢e masline dobro je poznato po svojim blagotvornim uc¢incima na metabolizam kada se
koristikao tradicionalni biljni lijek. Ova svojstva pripisuju se upravo fenolnim spojevima liS¢a
masline. (16)Ve¢ od davnih vremena poznata su iscjeljujuca i zdravstvena svojstva maslinovog
lis¢a. (23)Jedno od prvih uspjesnih ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva iz listova masline bilo je
jednostavno pravljenje Caja. ZabiljeZeni su terapeutski ucinci ¢aja od listova masline protiv

obi¢nih prehlada, suhog kaslja, vrucice ili upala mokra¢nog mjehura. (24)



Oleuropein, najzastupljeniji polifenol u lis¢u masline, sprjecava sr¢ane bolesti Stite¢i membranu
od oksidacije lipida, utjecu¢i na Sirenje koronarnih krvnih zila, djelujuéi antiaritmicki,
poboljsavaju¢i metabolizam lipida, stite¢i enzime (25), sprjeCavanjem hipertenzivne smrti
stanica u pacijenata s rakom, i svojim antivirusnim svojstvima. (26) IstraZivanja polifenola
masline takoder su dovela do izolacije odredenih spojeva, poput oleokantala u maslinovom ulju,
sa zanimljivim djelovanjem slicnom djelovanjuibuprofena. (27,28)Nadalje, ekstrakt maslinovog
lista bio je koristan u tretiranju bolesti poput malarije, gripe, raznih virusnih oboljenja, proljeva,

zubnih i slu$nih problema te infekcija nakon operacijskih zahvata. (19)

Danasnja uporaba ekstrakta lista masline usmjerenaje na industrijsku upotrebu jer u proizvodnji
maslinovog ulja jako puno ostataka otpada na listove (25 kg listova i grana godiSnje po stablu)
(29)Ekstrakti lista masline se takoder koriste u kozmetickoj industriji kao ,,anti-age“proizvodi.
(19) Prilikom proizvodnje maslinovog ulja listovi se mogu dodati kako bi se povecao pozitivan
ucinak na zdravlje te poboljsao okus ulja obzirom dadodatak lis¢a povecava sadrzaj polifenola i

klorofila, ali i poboljSava organolepticka svojstva ulja. (23)

Postoji nekoliko flavonoida koje sadrzi ekstrakt lista masline, a nisu zabiljezeni u ulju ploda.
Neki od njih su apigenin i luteolin, za koje se smatra kako imaju antikancerogena svojstva.
Takoder, razlikuje se i struktura fenola ploda i lista. Smatra se da su fenoli ekstrakta lista masline
glikozilirani u vecoj mjeri te kako imaju bolju biodostupnost i bioiskoristivost upravo zbog
prisutnosti Sec¢era. U nekim istrazivanjima je prikazana moguénost koriStenja polifenola ekstrakta
lista masline u inhibirajnju proliferacije tumorskih stanica gusterace i dojke, a dokazan je i
potencijalno povoljan utjecaj na leukemiju. Vrlo bitno svojstvo oleuropeina i hidroksitirozola je
to da razlikuju tumorske stanice od normalnih, odnosno inhibiraju proliferaciju iskljucivo

tumorskih stanica. (23)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1.Biljni material

U eksperimentalnom dijelu rada koriSteni su listovi dviju kultiviranih sorti masline; Lastovka i
Levantinka te listovi divlje masline. Listovi kultiviranih sorti prikupljeni su sa jedinki u20 godina
starom standardiziranom nasadu maslina (Olive ARCHARD) u Planom pored Trogira na

nadmorskoj visini od 141 m,dok je lis¢e divlje sorte masline ubrano na podrucju Marine (Trogir).

2.2.Priprema ekstrakata

Prije postupka ekstrakcije listovi su osuSeni prirodnim putem; na sobnojtemperaturi u tami.
Pomocu elektricnog mlinca, listovi su homogenizirani do finog praha. Potom je 50 g biljnog
materijala ekstrahirano s 250 mL 50% etanola u uredaju za mikrovalnu ekstrakciju (600W, 5
minuta). Nakon ekstrakcije uzorci su filtrirani preko nabranog filtar papira, a dobiveni filtrat je

liofiliziran.

Slika 7. Liofilizirani uzorci
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Masa od 40 mg liofiliziranog ekstrakta otopljena je u 2 mL destilirane vode i tako pripremljeni
uzorci koristili su se za daljnje analize. Do ispitivanja, uzorci su ¢uvani u zamrzivacu pri

temeperatuti od -18 C.

Slika 8. Vodeni ekstrakti lista masline

2.3.Kemikalije i uredaji

Koristene kemikalije u eksperimentalnom dijelu radu su:

enatrijev fosfat dihidrat, NaH,PO4x 2H,O (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri,
SAD)

» dinatrijev hidrogenfosfat, Na,HPO, (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, SAD)

* fluorescein (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Germany)

* AAPH, 2,2-azobis (2-metilpropionamid) — dihidroklorid (Sigma-Aldrich Corporation, St.
Louis, Missouri, SAD)

* Trolox, (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilchroman-2-karboksilna kiselina) C4H;3504, Mr=250,29
g/mol, 97% cistoce (Sigma-Aldrich GmbH, Steinheim, Njemacka)

« natrijev acetat, CH;COONa x H,O (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

» glacijalna octena kiselina, C,H40,; (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

« klorovodiéna kiselina, 37% (Panreac, Barcelona, Spanjolska)

* TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazin) CsH,N¢ (Fluka, Sigma-Aldrich, Njemacka)
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» zeljezo (III) klorid, FeCl; (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

* etanol p.a. (Alkaloid AD-Skopje, Skopje, Makedonija)

* DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil, slobodni radikal) C;gH,,N5O¢ (Sigma-Aldrich, Steinhem,
Njemacka)

Koristeni uredaji u radu su:

*Mlinac za kavu, Joy Delimano, Hrvatska

* Uredaj za mikrovalnu ekstrakciju, ETHOS X, Milestone Srl, Sorisole, Italija

* Analiticka vaga, Kern, Model ALS 120-4, Kingston, UK

* Liofilizator, FreeZone 2,5L, Labconco, Kansas City, SA

*Tecan MicroPlates Reader, model Sunrise, Tecan Group Ltd, Mannedorf, Svicarska
* Tecan BioTek, model: Synergy HTX, Inc., Winooski, VT

» Mikrotitarske plocice, nesterilne, Sarsted, Njemacka

2.4.Metode odredivanja antioksidacijske aktivnosti

2.4.1. FRAP metoda

FRAP (engl. Ferric Reducing Antioxidant Power) metodom odreduje se sposobnost uzorka, tj.
antioksidansa da reducira Fe’" u Fe*" u kiselom mediju pri pH= 3,6. Nastali ioni reagiraju s
TPTZ reagensom (2,4,6-tripiridil-s-triazin) prilikom c¢ega dolazi do redukcije zuto obojenog

kompleksa u plavi Sto se prati pri 595 nm. (30)

Reagensi:
* Acetatni pufer, ¢ (C;H3NaO,x3H,0)=300 mmol/L, pH= 3,6.
» Otopina klorovodicne kiseline, ¢ (HCI)=40 mmol/L.
* Otopina 2,4,6-tripiridil-s-tirazin (TPTZ) u 40 mmol/L HCI
* Otopina Zeljezovog(IIl) klorida, ¢ (FeCl;)=20 mmol/L.
* FRAP reagens: 25 mL acetatnog pufera,2,5 mL otopine FeCls i 2,5 mL TPTZ-a
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Postupak:

FRAP reagens je pripravljen mijeSanjem 25 mL acetatnog pufera (300 mmol/ L), 2,5 mL otopine
zeljezovog(I1l) klorida (20 mmol/L)i 2,5 mL otopine 2,4,6-tripiridil-s-tirazin (TPTZ) u HCI (40
mmol/L).U jazice mikrotitarske plociceje otpipetirano 300 pL pripravljene otopine FRAP
reagensa te se oCita absorbancija reagensa pri592nm. Zatim se doda 10 pL uzorka koji uzrokuje
pojavu plavog obojenja koje se ocita nakon Cetiri minute. Razlika izmedu konacne vrijednosti 1
vrijednosti absorbancije ocitane prije dodatka uzorka predstavlja promjenu absorbancije pomocu
koje se racuna FRAP vrijednost uzorka. Kao standard koriSten je sintetski antioksidans (analog
vitamina E topiv u vodi) pod nazivom Trolox, a rezultati su izrazeni kao uM Trolox ekvivalenata
(TE). Sva mjerenja uradenasu tri puta, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +

standardna devijacija (SD).

2.4.2. ORAC metoda

ORAC (engl. Oxygen Radical Apsorbance Capacity) metoda je naSiroko koriStena metoda
odredivanja antioksidacijske aktivnosti sprjeCavanjem lanc¢anih reakcija radikala. Ova metoda
spada u HAT skupinu antioksidacijskih metoda i njom se mjeri sposobnost antioksidansa da
inhibira peroksil radikale. Kao izvor radikala se najCeSc¢e koristi spoj AAPH (2,2'-azobis(2-
amidinoproionamid)-dihidroklorid) koji se pri temperaturi od 37°C raspada stalnom brzinom.
Kod ORAC metode, antioksidansi djeluju na nacin da doniraju proton radikalu, a nastali radikal
AAPH reagira s fluoresceinom pri ¢emu dolazi do pada fluorescencije. Ukoliko u smjesi nema
antioksidansa slobodni radikali ¢e brzo "ugasiti" flourescenciju medija jer antioksidans Stiti
fluorescentnu molekulu od razgradnje i na taj nacin odrzava intenzitet flourescencije.(31)
Antioksidacijska aktivnost se odreduje iz razlike povrSina ispod krivulje koja prati pad
flourescencije reakcijske smjese u vremenu za uzorak (antioksidans), a kao standardna otopina

koristen je Trolox.
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Reagensi:

* Fosfatni pufer, pH=7, ¢c=0,2 M

* Fosfatni pufer, pH=7,4, c=0,075 M

* Fluorescein: Stock otopina (c=4,2 mM)

* Radna otopina fluoresceina (¢=0,8 uM)

* AAPH: 0,207 g AAPH otopi se u 5 ml 0,075 M pufera. Svaki dan se priprema svjezi reagens,
do mjerenja se ¢uva u ledenoj kupelji i stabilan je 8 h

* Otopina standarda — Trolox: ¢=5-50 uM

Postupak:

U svaku jazicu mikrotitarske plocice doda se 150 pL fluoresceina i 25 pL uzorka. Uzorak
predstavljaju 0,075 M fosfatni pufer za slijepu probu (blank), otopina standarda Trolox-a za
izradu bazdarne krivulje i uzorci ekstrakata liS¢a maslina (pri odgovarajuéem razrjedenju,
1:1000). Tako pripremljene otopine se termostatiraju 30 minuta pri 37 °C. Potom se dodaje 25
uL AAPH, te se svake minute mjeri promjena intenziteta fluorescencije pri Aeks = 485 nm 1 Aem

= 520 nm. Sva mjerenja su uradena tri puta, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD.

2.4.3. DPPH metoda

DPPH (engl. 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay) metoda je jedna od najkoriStenijih metoda
odredivanja antioksidacijske aktivnosti koja se temelji na redukciji stabilnog, slobodnog radikala
2,2-difenil-1-pikrilhidrazil koji u prisutnosti elektron donora, tj. antioksidansa, mijenja boju iz

ljubicaste u zutu, Sto se prati pri valnoj duljini od 492 nm.(32)
Reagensi
* Otopina DPPH radikala, ¢c=0,04 mg/mL

* Radni DPPH pripravlja se razrjedivanjem otopine DPPH radikala etanolom, sve dok se ne

postigne absorbancija otopine 1,2 (+0,002) pri 492 nm i to neposredno prije mjerenja.
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Postupak:

U jazice mikrotitarskih plo¢ica dodano je 290 pL radne otopine DPPH reagensa te mu je o€itana
absorbancija prije dodatka uzorka (AC(0)), nakon cega se doda 10 pL uzorka prethodno
razrjedenog s vodom u omjerima 1:2, 1:10 1 1:20 te se ocCita absorbancija pri 517 nm nakon 60

minuta(AA(t)). Sva mjerenja uradenasu tri puta, a rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
SD.

Postotak inhibicije DPPH radikala ra¢una se prema sljede¢em izrazu:

Inhibicija (%) = [(AC(0) - AA(1))/AC(0)] x 100
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3. REZULTATII RASPRAVA

Danas je veliki broj metoda kojima se odreduje antioksidacijska aktivnost razli¢itih uzoraka,
ukljucujuéi 1 antioksidacijsku aktivnost razliCitih ekstrakata. Obzirom na razli¢it mehanizam
djelovanja odredene metode, Cesto se primjenjuje veéi broj razliCitih analiza kako bi se odredio

ukupni antioksidacijski potencijal.

U ovom radu, za odredivanje antioksidacijskog djelovanja ekstrakata liS¢a razli¢itih sorti
maslina, koriStene su metode koje se temelje na prijenosu atoma vodika (HAT) i metode koje se

temelje na prijenosu elektrona (ET).

Metode koje se temelje na HAT mehanizmu mjere sposobnost antioksidansa da 'hvata' slobodne
radikale doniraju¢i im vodikov atom, a metode ORAC i DPPH pripadaju toj skupini. ET metode

mjere redukcijsku sposobnost antioksidansa, a baziraju se na redoks reakciji:
Oksidans + e- (iz antioksidansa) — reducirani oksidans + oksidirani antioksidans

ET skupini metoda pripada koriStena FRAP metoda. (33)

3.1.Rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti liS§¢a masline

Redukcijska sposobnost ispitanih uzoraka liS¢a masline odredena FRAP metodom prikazana je
na slici 7. Usporedbom dobivenih FRAP vrijednosti moze se primjetiti da najbolju redukcijsku
sposobnost imao ekstrakt lis¢a divlje masline s FRAP vrijednosti 8,44 mM TE. Medutim, i
ekstrakti liS¢a Lastovke (FRAP vrijednost 7,0lmM TE)i ekstrakti lis¢a Levantinke(FRAP
vrijednost 7,09mM TE) ne odstupaju znacajnosa svojom antioksidacijskom aktivnos¢u u

usporedbi s divljom maslinom.
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Slika 7. Usporedni prikaz rezultata redukcijske sposobnosti ekstrakata lis¢a masline odredene
FRAP metodom

Usporedbom sadrzaja ukupnih fenola s dobivenim FRAP vrijednostima, moze seuociti
povezanost izmedu dobivenih rezultata. Naime, ekstrakt lista divlje masline imao je najvec¢i udio
ukupnih fenola (2080,56 mg ekvivalenata galne kiseline (GAE/L) u odnosu na ekstrakt lista
Levantinke (1906,25 mg GAE/L) i ekstrakt lista Lastovke (1505,56 mg GAE/L). Ekstrakt lista
divlje masline s najve¢im sadrzajem ukupnih fenola pokazao je najbolju redukcijsku sposobnost,
dok je ekstrakt listaLastovke s najmanjim sadrzajem fenola pokazao najslabiju redukcijsku

sposobnost.
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Slika 8. Usporedni prikaz antioksidacijske aktivnosti ekstrakata liS¢a masline odredene ORAC

metodom

Antioksidacijska aktivnost ekstrakata liS¢a masline ORAC metodom odredena je pri razrjedenju

1:1000, a dobiveni rezultati su prikazani na slici 8.

Usporedbom rezultata dobivenih ORAC metodom moze se uociti da najbolju sposobnost
neutraliziranja slobodnih radikala ima ekstrakt lis¢a sorte Levantinka s ORAC vrijednoscu 42,40
uM TE. Nesto slabiju antioksidacijsku aktivnost pokazao je ekstrakt liS¢a sorte Lastovka s

ORAC vrijednosti 36,10 uM TE i ekstrakt lis¢a divlje masline s 34,45 uM TE.

Antioksidacijski kapacitet ekstrakata liS¢a masline DPPH metodom odredena je pri razrjedenju
1:10, a dobiveni rezultati su prikazani na slici 9. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene
DPPH metodom ukazuju na vrlo dobar antioksidacijski kapacitet svih testiranih ekstrakata.
Ekstrakt lista Levantinke pokazao je najbolju aktivnost, tj. postigao je 50,6% inhibicije DPPH
radikala. Slijedi ga ekstrakt lista divlje masline koji je ovom metodom postigao 49,9% inhibicije
DPPH radikala. Ekstrakt lista Lastovke s najmanjim udjelom ukupnih fenola je uhvatiogotovo
44% molekula slobodnih DPPH radikala §to pokazuje da i ovaj ekstrakt takoder ima dobar

antioksidacijski potencijal.
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Slika 9.Usporedni prikaz antioksidacijskog kapaciteta ekstrakata liS¢a masline odredenog DPPH

metodom

Usporedbom rezultata dobivenih DPPH i ORAC metodom moze se uociti da je ekstrakt lista
Levantinke pokazao najbolju antioksidacijsku aktivnost u ovim dvjema metodama. Rezultati ovih
dviju metoda su sli¢ni, $to je 1 oCekivano budu¢i da se obje metode temelje se na istom
mehanizmu djelovanja (HAT; prijenost atoma vodika).Dok s druge strane, FRAP metoda
pokazujedrugaciji rezultat gdje je Levantinka imala najslabiji antioksidacijski potencijal, §to je

znak da ovaj esktrakt ima najnizu redukcijsku aktivnost.

Kiritsakis 1 sur. (2009) proucavali su sastav i antioksidacijsku aktivnost ekstrakata liS¢a tri
razli¢ita gr¢ka kultivara maslina. Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenjena je
DPPH metoda,a koriStena su i razli¢ita otapala. UoCene su neznatne razlike u djelovanju medu
ekstraktima lista masline razli¢itih sorti. Istrazivanje je pokazalo pozitivnu korelaciju izmedu

antioksidacijskog djelovanja ekstrakta lista masline 1 udjela ukupnih fenola. (34)

Takoder, Muji¢ 1 sur. (2011) promatrali su povezanost antioksidacijskog potencijala i1 sadrzaja

fenola u ekstraktima lic¢a razliCitih istarskih kultivara maslina. Svi ispitivani uzorci pokazali su
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visoku sposobnost ,,hvatanja* DPPH radikala te je antioksidacijsko djelovanje bilo u korelaciji sa

sadrzajem ukupnih fenola. (35)

Hayes i sur. (2012) proveli su istrazivanje na ekstraktu lista maslinekoriste¢i FRAP, ORAC 1
DPPH metodu te su odredivali sadrzaj ukupnih fenola. Ekstrakt lista masline pokazao je visok
udio ukupnih fenola (oko 160 mgGAE/g) te vrlo dobru antioksidacijsku aktivnost kod svih
prethodno navedenih metoda. Time je dokazana veza izmedu ukupnih fenola i antioksidacijskog
kapaciteta. U njthovom istrazivanju, korelacije izmedu dobivenih rezultata pokazuju da se
antioksidacijski kapacitet ekstrakta masline moze predvidjeti s obzirom na provedena ispitivanja,
no isto se ne moze zakljuciti za rezultate ovog diplomskog rada obzirom da su koriSteni drugaciji

standardi za izraZzavanje rezultata. (36)

Brahni i sur. (2012) istrazivali su antioksidacijski potencijal DPPH metodom te sadrzaj ukupnih
fenola u lisS¢u masline branom u veljaci i listopadu. Prilikom pripremanja ekstrakata koristena su
razli¢ita otapala za ekstrakciju $to moze utjecati na antioksidacijsko djelovanje pripremljenjih
ekstrakata. Ocekivano, uoceno je kako vrsta otapala i vrijeme berbe utjecu na rezultate. Rezultati
navedenog istrazivanja podudaraju se s drugim dostupnim izvjes¢ima koji ukazuju da je visoki

sadrzaj polifenola bio znacajno povezan s antioksidacijskom aktivnoscu. (37)

U istrazivanju koje su proveli Generali¢ Mekini¢ 1 sur. (2014), Lastovka je pokazala veci udio
ukupnih fenola 1 bolji antioksidacijski kapacitet u usporedbi sa Levantikom u usporedbi
srezultatima dobivenim uovomradu. No nuzno je istaknuti i ¢injenicu da su autori koristili
potpuno drugaciju metodu ekstrakcije, kao i otapala tijekom pripreme ekstrakta Sto znacajno

moze utjecati na dobivene razlike. (38)

Yancheva 1 sur. (2016) istrazivali su i usporedili sadrzaj ukupnih fenola 1 antioksidacijsku
aktivnost liS¢a masline razliCitih sorti. Za odredivanje ukupnih fenola koristen je Folin-Ciocalteu
reagens, a za ispitivanje antioksidacijskeaktivnosti FRAP i DPPH metoda. Ustanovljena je

poveznica izmedu visokog sadrzaja ukupnih fenola i antioksidacijskog kapaciteta uzoraka. (39)

Kovaci¢ i sur. (2017) istrazivali su fenolni sastav i antioksidacijsku aktivnost liS¢a istarskih sorti
maslina. Sorta koja je pokazala najvecu vrijednost antioksidacijskog kapaciteta izmjerenog
FRAP metodom imala je i najve¢i sadrzaj ukupnih fenola. Time je dokazana povezanost

izmeduantioksidacijskog kapaciteta i udjela ukupnih fenola. (40)
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Goldschmidt Lins i sur. (2018) odredili su antioksidacijsku aktivnost liS¢a masline FRAP i
DPPH metodom kao isadrzaj ukupnih fenola. Rezultati FRAP i DPPH analiza potvrdeni su ve¢
provedenim studijama, a odstupanja u rezultatima mogu se pripisati koriStenju razlicitih
metodologija 1 postupaka ekstrakcije. Bioloski ucinci liS¢a maslina pripisuju se fenolnim
spojevima, a oni mogu varirati od sorte do sorte. Proucavali su razliCite fenolne spojeve ekstrakta
lista maslina koji su pripremljeni razli¢itim metodama ekstrakcije. I ova studija sugerira da
fenolni spojevi imaju sinergijski ucinak na antioksidacijski potencijal, posebice kad djeluju

zajedno,a ne kad se gleda ucinak svakog spoja zasebno. (41)

Pregledom dostupne literature i radova koji su se bavili fenolnim profilom i antioksidacijskim
potencijalom lis¢a masline moZemo uociti da svi autori povezuju dobro antioksidacijsko

djelovanje ekstrakata liS¢a masline sa bogatim sadrzajem fenolnih spojeva u liscu.
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4. ZAKLJUCCI

Na osnovu provedenih istrazivanja i dobivenih rezultata, moze se zakljuciti sljedece:

e FRAP metodom ekstrakt lista divlje masline pokazao je najvecu, a ekstrakt lista Lastovke
najmanju redukcijsku sposobnost.

¢ ORAC metodom najvecu antioksidacijsku aktivnost pokazao je ekstrakt lista Levantinke,
dok je ekstrakt lista divlje masline imao najslabiju sposobnost neutralizacije radikala.

e Najbolju inhibiciju slobodnog DPPH radikala imao je ekstrakt lista Levantinke, s vise od
50%, dok je ekstrakt lista Lastovke pokazao najslabiju antiradikalnu aktivnost

e ORAC i DPPH metoda koje se temelje na istom mehanizmu djelovanja pokazale su
slicne rezultate, kod kojih je ekstrakt lista Levantinke imao najbolju antioksdacijsku
aktivnost.

e Ukupna antioksidacijska aktivnost listova masline je povezana s udjelom ukupnih fenola,
a osobito se isticu rezultati dobiveni zalis¢e divlje masline.

e Obzirom na sadrzaj ukupnih fenola i antioksidacijski potencijalsvi testirani uzorci
ukazuju na veliki bioloski potencijal ekstrakta lista masline te mogucénost njegove

primjene u prehrambenoj industriji.
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