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Izvod

Etericna ulja i ekstrakti aromati¢nih biljaka predstavljaju prirodnu alternativu vjestackim
konzervansima u hrani. Njihov dodatak ekstradjevicanskom maslinovom ulju moze doprinijeti
smanjenju oksidacije masti. Ovaj master rad se bavi ispitivanjem uticaja dodatka eteri¢nih ulja i
ekstrakata ruzmarina (Rosmarinus officinalis) i divljeg origana (Origanum vulgare) na antioksidativna

I senzorna svojstva ekstradjevicanskog maslinovog ulja.

Etericna ulja i ekstrakti ruzmarina i divljeg origana dobijeni su koris¢enjem razli¢itih tehnika
ekstrakcije: hidrodestilacije, Soxhlet ekstrakcije i UV ekstrakcije. Uzorci ekstradjevi¢anskog
maslinovog ulja su flavorizovani eteri¢énim uljima i ekstraktima ruzmarina i divljeg origana i izlozeni
dejstvu fotooksidativnog stresa. Kontrolna grupa je skladiStena na tamnom mjestu i flavorizovana na
isti nacin.

Vrs$ena je analiza slede¢ih parametara u pripremljenim uzorcima maslinovog ulja: sadrzaj ukupnih
fenola, sadrzaj slobodnih masnih kiselina, vrijednost saponifikacionog broja i vrijednost peroksidnog
broja. Pripremljeni uzorci su podvrgnuti i organolepti¢koj analizi. Analize su vr$ene u intervalima od

15 dana u periodu od 45 dana.

Najve¢i sadrzaj fenolnih jedinjenja nakon 45 dana imao je uzorak flavorizovan eteri¢énim uljem
ruzmarina (EtR1) i to 46,8 mg GAE/100g a najmanji u uzorku flavorizovanim eteri¢nim uljem divljeg
origana (EtO1) 16,28 mg GAE/100g. Sadrzaj slobodnih masnih kiselina nakon 45 dana je bio najmanji
u uzorku flavorizovanom ekstraktom divljeg origana (EO1), 0,16% u a najveci u uzorku koji nije
flavorizovan (Mz1) i uzorku flavorizovanom ekstraktom ruzmarina (ER1), 0,21%. Vrijednost
saponifikacionog broja nakon 45 dana je bila najveca u uzorcima flavorizovanim eteri¢nim uljem i
ekstraktom divljeg origana (EtO: i EO1), 175 mg KOH/g a najmanja u uzorku koji nije flavorizovan
(M31), 140 mg KOH/g. Vrijednost peroksidnog broja bila najveca u uzorku koji nije flavorizovan (M1),

8,5 meq O2/kg a najmanja u uzorku flavorizovanim eteri¢nim uljem ruzmarina (EtR1), 6 meq O2/kg.

Analizom navedenih parametara, najbolja antioksidativna svojstva pokazao je uzorak flavorizovan
ekstraktom divljeg origana. Najbolja organolepticka svojstva pokazao je uzorak Kkoji je bio

flavorizovan eteri¢nim uljem divljeg origana (EtOy).

Kljucne rijeci: ekstradjevicansko maslinovo ulje, etericno ulje, ekstrakt, ruzmarin, divlji origano,

fotooksidativni stres, antioksidanti



Abstract

Essential oils and extracts of aromatic plants represent a natural alternative to artificial preservatives
in food. Their addition to extra virgin olive oil can contribute to the reduction of fat oxidation. The
aim of this master's thesis was to examine the effect of the addition of essential oils and extracts of
rosemary (Rosmarinus officinalis) and wild oregano (Origanum vulgare) on the antioxidant and

sensory properties of extra virgin olive oil.

Essential oils and extracts of rosemary and wild oregano were obtained using different extraction
techniques: hydrodistillation, Soxhlet extraction, and UV extraction. Samples of extra virgin olive oil
were flavored with essential oils and extracts of rosemary and wild oregano and exposed to

photooxidative stress. The control group was stored in a dark place and flavored in the same w

The following parameters were analyzed in the prepared olive oil samples: total phenol content, free
fatty acid content, saponification value, and peroxide value. The prepared samples were also subjected

to organoleptic analysis. The analyses were conducted at 15-day intervals over a period of 45 days.

After 45 days, the sample flavored with rosemary essential oil (EtR1) had the highest phenolic
compound content, with 46,8 mg GAE/100g, while the lowest content was found in the sample
flavored with wild oregano essential oil (EtO1), with 16,28 mg GAE/100g. The free fatty acid content
after 45 days was lowest in the sample flavored with wild oregano extract (EO1) at 0,16% and highest
in the non-flavored sample (M1) and the sample flavored with rosemary extract (ER1), both at 0,21%.
The saponification value after 45 days was highest in the samples flavored with wild oregano essential
oil and extract (EtO1 and EO1) at 175 mg KOH/g, and lowest in the non-flavored sample (M1) at 140
mg KOHY/g. The peroxide value was highest in the non-flavored sample (M) at 8.5 meq O2/kg, and
lowest in the sample flavored with rosemary essential oil (EtR1) at 6 meq O2/kg.

Based on the analysis of these parameters, the sample flavored with wild oregano extract demonstrated
the best antioxidant properties. The sample flavored with wild oregano essential oil (EtO1) exhibited

the best organoleptic properties.

Key words: extra-virgin olive oil, essential oil, extract, rosemary, wild oregano, photooxidative stress,

antioxidant
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1. UVOD

Maslinovo ulje ima dugu tradiciju upotrebe u mediteranskoj ishrani i prepoznato je po svojim
izuzetnim nutritivnim i zdravstvenim svojstvima. Zahvaljuju¢i svom jedinstvenom hemijskom
sastavu posjeduje antioksidativna, antiinflamatorna i kardioprotektivna svojstva zbog ¢ega je veoma

cijenjen prehrambeni proizvod.

Medutim, kako bi se dodatno unaprijedila organoleptiCka svojstva 1 nutritivni profil
ekstradjevicanskog maslinovog ulja a izbjeglo koriS¢enje sintetickih konzervativa, sve viSe se
istrazuje moguénost obogacivanja ovog ulja razli¢itim prirodnim dodacima. U tom kontekstu, eteri¢na
ulja i ekstrakti aromati¢nih biljaka kao $to su ruzmarin (Rosmarinus officinalis) i origano (Origanum
vulgare) postaju predmet intenzivnih istrazivanja. Ove biljke su poznate po svom bogatom sadrZzaju
fenolnih jedinjenja, antioksidativnim svojstvima i karakteristicnim aromama, §to ih ¢ini idealnim

kandidatima za poboljsanje kvaliteta maslinovog ulja.

Predmet istrazivanja ovog rada je uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina i divljeg origana
na kvalitet ekstradjevicanskog maslinovog ulja. Analiziraée se promjene u hemijskom sastavu,
antioksidativnim svojstvima, senzornim karakteristikama, kao i stabilnost ulja tokom skladistenja.
Rezultati ovog istrazivanja mogu pruZiti vazne uvide u mogucénosti kreiranja funkcionalnog proizvoda
sa poboljSanim nutritivnim i senzornim svojstvima, $to bi doprinijelo daljoj valorizaciji maslinovog

ulja na trzisStu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Maslina
2.1.1 Istorijat

Pripitomljavanje (domestikacija) biljaka i zivotinja bio je kljuc¢an korak u razvitku ljudske civilizacije
ali odredivanje istorije domestikacije je izazov [1]. Medu starim zasadima mediteranskog basena,
najpoznatija je Olea europea zbog svog kulturoloskog, ekoloskog i ekonomskog znacaja. Ova biljka
se smatra jednom od najboljih bioloskih pokazatelja mediteranske klime a njena kultivacija je pratila

nastanak ranomediteranske civilizacije [2].

Vaznost kultivisanog maslinovog drveta u svakodnevnom zivotu ljudi u anti¢kim civilizacijama
pretvorilo je ovu biljku u sveti simbol. U anti¢koj Grékoj, maslinovo drvo bilo je simbol mira a

pobjednici Olimpijskih igara bili su krunisani vjencima od masline.

Porijeklo ove vrste je Cesto predmet kontroverzi. lako je rana eksploatacija i upotreba stabala divlje
masline (olestera) dokumentovana jo$ u doba neolita od Bliskog istoka do Spanije, obi¢no se prihvata
da je domestikacija maslinovog drveta (karakteriSe je vegetativho razmnozavanje i zasnivanje

vocnjaka) pocela na Bliskom istoku prije otprilike 6000 godina [3].

Genetskim studijama utvrdeno je da sorte masline iz oblasti Mediterana mogu poticati iz viSe razliitih
izvora ali nije se moglo razjasniti da li je to usled sekundarne diversifikacije ili viSe nezavisnih

primarnih dogadaja [2].

2.1.2 Botanicke karakteristike i taksonomija

Maslina je dio familije Oleaceae koja obuhvata rodove: Fraxinus (jasen), Forsythia (kineska
forzitija), Forestiera (F. neomexicana, Kkalifornijska “divlja maslina”), Ligustrum (kalina),

i Syringa (jorgovan) kao i Olea (maslina) [4].
Olea europaea ima Sest podvrsta:

e Olea cuspidate;

e Olea laperrinei;

e Olea maroccana;

e Olea cerasiformis;



e Olea guanchica;

e Olea europaea subsp. europaea [4].
Olea europaea subsp. europaea ima dvije varijacije: sylvesteris i europaea.

Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris je tipi¢no drvo u oblasti Mediterana. Mnogi autori ga
smatraju Sumskim drvetom. S obzirom da je maslina najdugotrajnija biljna vrsta, brojna visevjekovna
stabla varijacije sylvestris prisutna su u svim evropskim mediteranskim zemljama. Procesom

urbanizacije i Cestim Sumskim pozarima Sirom Mediterana, populacija ove vrste je ugrozena [5].

Drvo masline Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris je Zbunasto, deblo je ¢esto uvijeno, a

moze dosti¢i visinu do 15 m kod monumentalnih primjeraka [6].

Kora masline je sivo-pepeljaste boje, manje-vise glatka kod mladih stabala, a kod odraslih postaje
hrapava. Za razliku od kore, listovi masline su glatki. Ploc¢a je elipti¢no - kopljastog oblika, adaksijalna
povrsina je zelena i gola, abaksijalna ima male srebrne Stitaste ljuske. Cvjetovi su bijeli, na peteljkama,
veoma brojni i grupisani u pazu$ne grozdaste cvasti. Casica cvijeta obi¢no ima &etiri jajolika lista, dok
je bijeli vjenci¢ formiran od Cetiri latice veli¢ine 2-4 mm. U cvijetu se nalaze dva prasnika. Plod je
jajasto-kuglasta bobica; pre¢nika je 5 - 7 mm i duzine 10 - 15 mm. Pulpa ploda je u pocetku zelena, a
u zrelosti braon boje [7]. 1zgled stabla stable i ploda masline Olea europaea subsp. europaea var.

sylvestris prikazan je naslici 1.

Slika 1. a) Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris; b) Plod biljke Olea europaea subsp.

europaea var. sylvestris [6]

Kultivisana maslina - Olea europaea subsp. europaea var. europaea moze dosti¢i visinu od samo

nekoliko metara do 20 m. Drvo se odupire propadanju, a kada se vrh drveta oSteti mehanickim



oStec¢enjem ili ekstremnim uslovima okoline, iz korijenovog sistema pocinje rast novog dijela biljke.
Bilo da se razmnozava sjemenom ili reznicama, korijenov sistem je uglavnom plitak, i Siri se do 0,9 -
1,2 m ¢ak i u dubokim zemljistima. Nadzemni dio stabla masline prepoznatljiv je po gustom skupu
krakova i1 kompaktnoj prirodi liS¢a. Svjetlost ne prodire lako u unutra$njost maslinovog drveta osim
ako se drvo dobro ne orezuje. Ako se ne orezuju, masline razvijaju viSe grana sa kaskadnim
krakovima. Grane su u stanju da nose velike populacije plodova na zavrSnim gran¢icama, koje su

visece i fleksibilne. Plodovi ove vrste masline se koriste u komercijalne svrhe i u ishrani ljudi [8].

Listovi su debeli i glatki, rastu tokom perioda od dvije godine. Listovi imaju stomate smjeStene u
peltatnim trihomima koji ogranicavaju gubitak vode i ¢ine maslinu relativno otpornom na susu.
Cvjetovi mogu biti bijeli ili svijetlo Zuti. Cvjetni pupoljci se nalaze u pazuhu svakog lista. Pupoljci
mogu ostati u mirovanju duZe od godinu dana, a zatim poceti da rastu, formirajuci odrZive cvasti sa
cvjetovima sezonu kasnije nego $to se ocekivalo. Svaka cvast sadrzi 15-30 cvjetova, u zavisnosti od
sorte. Cvjetna inicijacija se deSava do novembra, nakon ¢ega se dijelovi cvijeta formiraju u martu.
Induktivna faza cvjetanja u maslini moze se desiti ve¢ U julu (oko 6 nedelja nakon punog cvjetanja),

ali pocetak se moze videti tek 8 mjeseci kasnije u februaru [9].

Plod masline botanicki je slican §ljivi, bademu, kajsiji, nektarini i breskvi. Kada je plod nezreo, zelene

je boje a sazrijevanjem postepeno mijenja boju u Zutu (sli¢nu boji slame) ili svijetlo braon [8].

~

Slika 2. a) Olea europaea subsp. europaea var. europaea; b) Razlicite faze zrelosti ploda kultivisane
masline [10]



2.1.3 Uzgoj

Uzgoj maslina je znaCajna poljoprivredna praksa, posebno u Mediteranskom basenu i predmet je
opseznog naucnog istrazivanja. Drvo masline (Olea europaea L.) je dobro prilagodeno ekoloskim
uslovima Mediterana [11]. Medutim, sve ve¢a medunarodna potraznja za maslinovim uljem i stonim
maslinama dovela je do Sirenja uzgoja maslina na netradicionalne regione, ukljucuju¢i zemlje na
juznoj hemisferi poput Argentine, Cilea, Perua i Australije. Nova okruZenja imaju razli¢ite klimatske
faktore, koji mogu uticati na razli¢ite aspekte uzgoja maslina, kao $to su cvjetanje, potrebe za vodom
I kvalitet ulja [12]. Proces pripitomljavanja stabla masline, koji ukljucuje vise generacija, klonsko
razmnoZzavanje i mijeSanje sa lokalnim oblicima, tema je istrazivanja. Razumijevanje ovih procesa je

klju¢no za predvidanje odgovora usjeva na buduce globalne promjene 1 poboljSanje programa uzgoja

[11].
Klju¢ni faktori koji uti¢u na uzgoj maslina su:

1. Klimatske promjene: Klimatske promjene predstavljaju znacajnu prijetnju poljoprivrednim
sistemima Sirom svijeta. Za stabla maslina, poseban problem predstavljaju porast nivoa ugljen-
dioksida (CO.), povecanje temperature i smanjenje padavina. Ove promjene mogu uticati na
fotosintezu, disanje, fenologiju, upotrebu vode i na kraju prinos maslina. Predvidanje faza
razvoja maslinovog drveta vazno je za potrebe agronomskog upravljanja kako bi se predvidio
buduc¢i uticaj na klimu i proaktivno djelovalo u pravcu prilagodavanja i strategija ublazavanja
negativnog uticaja klimatskih promjena [13].

2. Zemljiste: Svojstva zemljista ukljucujuci nagib, dubinu i gustinu zemljista, sadrzaj organskih
materija i plodnost znacajno utiCu na prinos maslina. Razumijevanje ovih parametara
zemljista je veoma znacajno za procjenu efekata na prinose maslina [14]. Ekspanzija i povecan
trend uzgoja maslina, posebno od kraja 18. vijeka ubrzali su procese erozije. Erozija moze
dovesti do smanjenja dubine profila tla, Sto moZe uticati na prinos, posebno u nagnutim
podru¢jima gde se masline obi¢no i uzgajaju. Agroekoloske mjere koje se primenjuju od ranih
2000-ih npr. u Juznoj Spaniji smanjile su stope erozije, ali su one i dalje visoke u velikom
dijelu povrSine maslina u tom regionu [15]. Mikrobiom zemljiSta igra znacajnu ulogu u
zdravlju, produktivnosti i otpornosti stabala masline. Odredeni mikroorganizmi u zemljistu
mogu suzbiti biljne patogene, ¢ime se smanjuje ucestalost bolesti. Na primjer, poznato je da

arbuskularne mikorizne gljive i rizobakterije koje podsticu rast biljaka pobolj$avaju zdravlje i



produktivnost biljaka. Efikasno upravljanje zemljistem je klju¢no za poboljSanje uzgoja, od
faze sadnje do proizvodnje u polju [16].

Voda: Sirenje uzgoja maslina na netradicionalne regione, ukljutujuéi zemlje na juznoj
hemisferi, dovelo je do novih izazova. Nedostatak padavina u zimskom i prolje¢cnom periodu
rezultirao je hitnom potrebom da se procjene potrebe za vodom od perioda diferencijacije
cvjetova u zimskom periodu do ranog radanja ploda [12]. Dostupnost vode znacajno uti¢e na
rast maslina, razvoj plodova i kvalitet ulja. U regionima sa susnom ili polususnom klimom,
deficit vode je izazov. Zaslanjenost zemljista koja je rezultat navodnjavanja vodom niskog
kvaliteta ograniCava uzgoj maslina u mediteranskom basenu. Pravilno upravljanje
navodnjavanjem je kljuéno da bi se obezbijedilo optimalno snabdijevanje vodom bez
izazivanja stresa ili viska vlage [17].

Rizik od Stetocina: Sadnice masline ¢esto pate od Steto¢ina i bolesti koje smanjuju kvalitet
berbe, a samim tim 1 prinos masline. Na rizik od §teto€ina u uzgoju maslina uticu razli¢iti
faktori ukljucuju¢i klimatske promjene, upotreba pesticida i zdravlje zemljista. Rizik od
infekcije Steto¢inama u uzgoju maslina je multifaktorski i slozen, pri ¢emu bioloSka kontrola
igra kljuénu ulogu. Bioloska kontrola je vazna, posebno u upravljanju Bactrocera oleae (muva
masline), glavnom Steto¢inom maslinovog drveta. Efikasne strategije protiv Steto¢ina masline
fokusiraju se na smanjenje upotrebe konvencionalnih pesticida zbog $tetnih efekata kao §to su
razvoj otpornosti 1 zagadenje zivotne sredine. Tehnike kao Sto su hemijska rotacija, bioloska
kontrola i primjena biopesticida se preporucuju za rjeSavanje aktuelnih problema i ocuvanje

odrzivosti zivotne sredine [18].

2.1.4 Berba

Kvalitet ploda masline u velikom dijelu zavisi od biranja optimalnog vremena za berbu. Berba u

pravoj fazi zrelosti znacajno uti¢e na ukus, sadrzaj ulja i ukupan kvalitet. Period sazrijevanja ploda

prate Cetiri faze (kada govorimo o maslinama koje sazrijevaju u sjevernoj hemisferi):

1.

“Zelena” faza: Traje od avgusta do sredine septembra — spoljasnost ploda masline je
uniformno zelene boje;

“Svijetlo zelena” faza: Od sredine septembra do prve nedelje oktobra zelena boja prelazi u
svijetlo zelenu;

“Ljubicasta” faza: Od prve nedelje oktobra do poslednje nedelje novembra dolazi do

znacajnih promjena u boji ploda masline. Boja postaje crvenkasto-ljubiCasta cesto zahvatajuci



samo vrh ploda a zatim, sazrijevanjem ploda, proteze se preko cijele povrsine ploda, sa sve
tamnijim tonovima progresivno teze¢i crnoj. Prvi dio ljubicaste faze Cesto se oznacava kao
,veraison“ sto na francuskom jeziku znaci ,,pocetak zrenja“;

4. ,,Crna* faza: Kada je sva koza ujednaceno crna, a maslina se moze smatrati prezrelom [19].

2.1.5 Tehnike berbe

Rucéna berba: Tradicionalna i najSire koriS¢ena metoda. Podrazumijeva ¢upanje maslina sa stabala,
bilo ru¢no ili uz pomo¢ malih grabulja ili ¢eSlja. Ru¢na berba omogucava pazljiv odabir zrelih maslina,
a minimizira oStec¢enje stabla i njegovih grana. Predstavlja radno intenzivnu metodu koja je pozeljna
za visokokvalitetnu proizvodnju maslina jer obezbjeduje minimalno oste¢enje plodova. Prilikom

ruéne berbe maslina razlikujemo tri tehnike:
1. Sakupljanje zrelih plodova sa zemije;

2. Skidanje plodova poluotvorenim Sakama (“muzenje”). Plodovi padaju u vreée ili mreze

postavljene ispod stabla;

3. Udaranje grana pomocu Stapova u cilju odvajanja ploda od grane; plodovi takode padaju u

mreze za skupljanje [20].

Slika 3. Ru¢no branje maslina [21]

Mehanicka berba: U velikim voénjacima koriste se mehanicki kombajni. Ove masine tresu stabla
maslina, uzrokuju¢i da zrele masline padnu na povrSinu za sakupljanje (kao S§to je cerada).

Mehanizacija u poljoprivrednim operacijama moze poboljsati profitabilnost povecanjem



produktivnosti rada i smanjenjem troskova proizvodnje. Na odrzivost sistema zetve utiCu tehnicke
performanse, ekonomska procjena i procjena zivotne sredine. Troskovi rada znacajno uti€u na
troskove proizvodnje maslinovog ulja, pri ¢emu se mehanicka berba smatra rjeSenjem za smanjenje
ovih troSkova. Mehanizovana berba moze pomoc¢i u odrzavanju nivoa kvaliteta maslinovog ulja,
obezbedujuéi pristup vrhunskim trziStima i1 ekonomsku profitabilnost. SloZenost odredivanja
najpogodnijeg sistema berbe zahteva preciznu analizu uzimajuci u obzir specificne karakteristike i

uslove vocnjaka [22].

Jos jedan nacin mehaniCke berbe maslina je koriS¢enje elektricnih ru¢nih kombajna. Ove sprave rade
na principu vibracije, koriste se u onim maslinjacima gdje nisu moguci visoki nivoi mehanizacije.
Ove maSine su sposobne povecati produktivnosti radnika tri puta u odnosu na koriS¢enje ruc¢nih
metoda berbe, a takode smanjuju troSkove berbe. Upotreba vibrirajuce opreme je vrlo Cesta u
poljoprivredi za operacije berbe Sirokog spektra proizvoda. Nazalost, kada radnici koriste ove masine,
fokus je stavljen na produktivnost i vrlo ¢esto se potcjenjuje ergonomija i bezbjednosni aspekti.
Vibracija sistema Saka-ruka je vjerovatno najvazniji rizik povezan sa upotrebom prenosnih kombajna
i vibracionih alata uopste. IzloZenost vibracijama moze dovesti do nekoliko hroni¢nih poremecaja koji
ukljucuju senzorne, vaskularne i muskuloskeletorne simptome: sekundarni Raynaud-ov fenomen,
mrtvi prst, traumatska vazospasti¢na bolest i sindrom vibracije (HAVS — Hand-Arm Vibration
Syndrome eng.) [23, 24, 25].

Slika 4. Branje maslina pomocu elektri¢nih ru¢nih kombajna [25]



2.1.6 Maslina u Crnoj Gori

Masline se u Crnoj Gori uzgajaju na podrucju od 3200 ha uglavnom na crnogorskom primorju. U
2020. godini, proizvedeno je 550,2 t maslina od ¢ega je 294,9 t maslina proizvedeno na plantazama
[26].

Slika 5. Podruéja u Crnoj Gori gdje se gaje masline [27]

U Crnoj Gori se nalaze razli¢ite sorte masline, autohtone i pripitomljene. Najveci broj stabala maslina
su stabla Zutice koja je posebno zastupljena u regiji Bara, Ulcinja i Budve. U Boko-Kotorskoj
subregiji pored Zutice zastupljene su i sorte: Crnica, Sitnica, Lumbardeska, Sarulja i neke manje
zastupljene sorte. Od stranih sorti koje su zastupljene najbrojnije su: Picholine, Coratina i Leccino
[27].

Stara Maslina koja se nalazi na Mirovici, opstina Bar, jedno je od najstarijih stabala masline u regionu
1 8ire. Stara je preko 2000 godina i ukazuje na to da je maslinarstvo u Baru razvijeno dugi niz godina.
Stara Maslina ima veliki kulturoloski i istorijski znacaj. Smatra se da je mjesto Mirovica u kom se
nalazi Stara Maslina dobilo ime po tome §to su se tu organizovala okupljanja i savjetovanja u cilju
ocuvanja mira. Tokom Drugog svjetskog rata, italijani su htjeli da kupe ovo drvo po cijeni od 2,5
miliona zlatnih lira ali vlasnik imanja nije htio da ga proda. Danas je Stara Maslina vazna turisti¢ka

atrakcija i simbol grada Bara gdje se odrzavaju brojne kulturne manifestacije [28].



2.2 Maslinovo ulje

Maslinovo ulje je prehrambeni proizvod koji se dobija preradom maslina i predstavlja vazan dio
mediteranske kuhinje zbog svog jedinstvenog ukusa, karakteristika i zdravstvenih benefita. Kvalitet
maslinovog ulja zavisi od vise faktora: sorte masline, zrelosti ploda, metode berbe, vremenskog

intervala izmedu berbe i proizvodnog procesa, tipa proizvodnog procesa, nacina pakovanja i

skladistenja [29].
Maslinovo ulje je ulje koje se dobija isklju¢ivo od plodova maslina (Olea europea L.)

Djevi¢ansko maslinovo ulje je ulje koje je dobijeno u procesu koji ne dovodi do promjena u ulju i
koje nije proslo bilo kakav tretman osim pranja, dekantacije, centrifugiranja i filtracije. Djevi¢anska

maslinova ulja koja su pogodna za direktnu potro$nju ukljucuju sledece kategorije:

a) FEkstradjevicansko maslinovo ulje;
b) Djevicansko maslinovo ulje;

C) Obicno djevicansko maslinovo ulje;

Razlika izmedu ove tri kategorije djevicanskih ulja ogleda se prvenstveno u sadrzaju slobodnih
masnih kiselina. Kod ekstradjevicanskog maslinovog ulja sadrzaj slobodnih masnih kiselina
(izrazenih kao oleinska kiselina) ne smije prelaziti sadrzaj 0,8 grama na 100 grama ulja, kod
djevi¢anskog maslinovog ulja 2 grama na 100 grama a kod obi¢nog djevi¢anskog ulja 3,3 grama na

100 grama ulja [30].
Djevicanska maslinova ulja koja nisu pogodna za direktnu potro$nju ukljucuju sledece kategorije:

a) rafinisano maslinovo ulje;

b) ulje od komine masline [30].

2.2.1 Hemijski sastav maslinovog ulja

U hemijski sastav maslinovog ulja ulazi brojna grupa jedinjenja. Trigliceridi zauzimaju od 95 do 98
zapreminskih procenata maslinovog ulja. Ostatak ulja, iako samo mali dio u odnosu na trigliceride,
ukljucuje veoma veliki broj manjih jedinjenja: slobodne masne kiseline, glicerol, fosfatide, pigmente,
aromati¢na jedinjenja i sterole. Ova jedinjenja daju maslinovom ulju svoj jedinstveni ukus i u velikoj
mjeri doprinose nutritivnim vrijednostima. U rafinisanom ulju, mnoge od ovih komponenti od njih

se uklanjaju [31].
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Glicerol Tri masne kiseline
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Slika 6. Molekul triglicerola [32]

Masne kiseline koje ulaze u sastav maslinovog ulja su: stearinska, palmitinska, oleinska,
palmitoleinska, linolna i a-linolenska. Fenolna jedinjenja koja su prisutna u maslinovom ulju, iako su
zastupljena u manjoj koncentraciji, utiCu na nutritivne i senzorne karakteristike i imaju visoku

antioksidativnu aktivnost [33].

Maslinovo ulje je posebno obogaceno mononezasi¢enom oleinskom masnom kiselinom ¢&iji  je
procentualni sadrzaj od 75 do 80% ukupnih masnih kiselina. Palmitinska, stearinska, linolna i «-
linolenska kiselina su procentualno manje zastupljene. Sastav masnih kiselina maslinovog ulja varira
medu sortama. Temperatura i svjetlost tokom sazrijevanja plodova, mogu jako uticati na ravnotezu

izmedu zasicenih i nezasi¢enih masnih kiselina [34].

Sve sastavne materije maslinovog ulja mogu biti podijeljene u dvije grupe — komponente koje se mogu
saponifikovati i neosapunjive komponente. U komponente koje se mogu saponifikovati spadaju
trigliceridi, slobodne masne kiseline i fosfatidi a u neosapunjive komponente spadaju ugljovodonici,
steroli i masni alkoholi [31]. Saponifikacija je proces u kome se trigliceridi kombinuju sa jakom
bazom da bi se formirale soli metala masnih kiselina tokom procesa pravljenja sapuna [35].

2.2.2 Organolepticke karakteristike maslinovog ulja

Organolepticke karakteristike predstavljaju skup senzacija koje opazaju ¢ula. Organolepti¢ka analiza
djevicanskog maslinovog ulja ima za cilj da analizira 1 tumaci karakteristike datog uzorka ulja kako
bi ga klasifikovali. Senzorno vrednovanje treba da bude objektivno i standardizovano koliko god je
to moguce, sa ciljem minimiziranja subjektivnog tumacenja koja se mogu javiti kroz ¢ulne percepcije.
Vrednovanje Culnih atributa vrsi grupa obucenih stru¢njaka koji ¢ine test panel. Nacin izvodenja
degustacija, potreban ambijent, uslovi i sistem bodovanja su standardizovani. Ne mogu se sve vrste
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ulja senzorski analizirati ali ¢injenica da je djevicansko maslinovo ulje sok ploda omogucava njegovu
analizu kroz ¢ulno opazanje. Neosapunjiva materija u djevicanskom maslinovom ulju je izvor arome

i ukusa uprkos tome §to zauzima veoma mali procenat u ulju [36].
Pozitivni senzorni parametri koji se ispituju su:

e Voc¢nost (aroma) — osjete se mirisi karakteristi¢ni za ulje koji zavise od sorte i poticu od
zdravih, svjezih maslina (zrelih ili nezrelih); percipira se direktno ili kroz zadnji dio nosa
(retronazalno). Deskripcija voénosti (zelena ili zrela) dobija se uporedujuc¢i ukus sa

zelenom jabukom;

e Gorcina - karakteristiCan ukus ulja dobijenog od nezrelih maslina; percipira se na zadnjoj
strani jezika;

e Pikantnost (oporost) - osjecaj “grickanja” karakteristi¢an za odredene sorte maslina ili ulje

proizvedeno od nezrelih maslina; percipira se u grlu.
Deskriptori negativnih atributa na koje se treba fokusirati su:

e Vinsko-siréetni ukus - karakteristi¢an ukus odredenih ulja koji podsje¢a na vino ili sirce.
Ovaj ukus je uglavnom rezultat aerobne fermentacije u maslinama $to dovodi do stvaranja

siréetne kiseline, etil-acetata i etanola;

e Prisustvo vegetativne vode - aroma koju ulje dobija kao rezultat produzenog kontakta sa

te¢nom, neuljnom frakcijom masline;

e UZeglost — karakteristicna aroma ulja izazvana prekomjernim ili produZenim

zagrijavanjem tokom obrade [37].

Kada test panel procijeni senzorne parametre djevicanskih maslinovih ulja sa uradenom fizic¢ko-

hemijskom analizom akreditovane laboratorije vrsi klasifikacija ulja [36].

2.3 Proizvodnja ekstradjevicanskog maslinovog ulja u Crnoj Gori

U Crnoj Gori ekstradjevicansko maslinovo ulje se proizvodi na dva nacina:

1. Prerada mehanic¢kim postupkom hladnog centrifugiranja (savremena metoda);

2. Miljevenje upotrebom kamenog mlina i izdvajanje ulja presovanjem (tradicionalna metoda).
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Zajednicki korak u proizvodnji maslinog ulja u Crnoj Gori, bez obzira na metodu, je ¢iS¢enje i pranje
plodova koje se vrsi automatskim uredajima koji rade na principu usisavanja i uklanjanja grancica,
lis¢a 1 ostalih necistoca vodom. Nakon ¢isc¢enja pristupa se mljevenju ploda kako bi se dobilo tijesto

u vidu homogene smjese.

Tradicionalnim nacinom proizvodnje koriste se kameni mlinovi. Minimalna veli¢ina kapljica za
kontinuirani proces odvajanja maslinovog ulja je 30 mm, ali samo 45% kapljica ulja ima pre¢nik veci
od 30 mm nakon mljevenja. Formiranje kapi veceg pre¢nika iz kapljica ulja vr$i se malaksacijom.
Prednost ovog nacina proizvodnje je $to se ne stvara emulzija i ne zagrijava se tijesto. Malaksacija i
mljevenje su glavni koraci koji uticu na kvalitet i prinos ulja. Tijesto se zatim stavlja na hidraulicke

prese gdje se maslinovo ulje postepeno izdvaja pod pritiskom [38,39].

Plodovi masline

v

Pranje plodova

v

Miljevenje
v
Malaksacija
v
Centrifugiranje
A
Komina | Maslinovo ulje
masline i voda

v

Filtriranje —> Skladistenje

Shema 1. Tehnoloska shema proizvodnje maslinovog ulja [38]

Savremeni nac¢ina proizvodnje karakterise koriS¢enje kontinuiranih mlinovi izradenih od nerdajuceg
Celika, znatno veceg kapaciteta, brzine i1 efikasnosti rada. Ovakvim nacinom mljevenja stvara se
emulzija, koja se otklanja mijeSanjem samljevene mase. Slede¢i korak je centrifugiranje, koje se
temelji na razlici u specificnoj tezini vode, ulja i komine. Nakon centrifugiranja, dobijeno maslinovo

ulje treba da odlezi a zatim se odvodi na filtraciju i skladistenje [37].
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U d.o.o. ,Barska uljara®“, gdje su proizvedeni uzorci koristeni za analizu u ovom master radu,
maslinovo ulje se proizvodi savremenom metodom — postupkom hladnog cijedenja. Linija za preradu
maslina opremljena je sa dva vertikalna mjeSaca koja rade po vakuumskom principu ¢ime su
onemogucena eventualna kvarenja maslinovog ulja uzrokovana procesom oksidacije.
Pakovanje maslinovog ulja Barsko zlato vr$i se automatskom punilicom, ¢epilicom i etiketirkom.
Zbog kori$¢enja savremene opreme, u toku jednog ¢asa moguce je pakovati oko 500 flasa. Maslinovo

ulje se skladisti u nadzemnim i podzemnim inox bazenima.

| /T‘ [ T ——

e

Slika 7. Pogon za proizvodnju ekstradjevicanskog maslinovog ulja u d.o.o “Barska uljara” (foto:

Barska uljara)

2.4 Ruzmarin

Ruzmarin (Rosmarinus officinalis L.) je zimzelena aromati¢na biljka iz porodice Lamiaceae. Ime je

dobila od latinskih rije¢i ros $to znaci rosa i marinus sa zna¢enjem more [40].

Ruzmarin se koristi jo§ od anti¢kih vremena. Tako su Egipcani stavljali gran¢ice ruzmarina u grobnice

faraona da bi osigurali mirisan put u zagrobni zivot dok su Grei i Rimljani smatrali da ruzmarin ima
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misti¢éne moci i da ih mozZe zastititi od zlih duhova ukoliko ga budu gajili u baStama. Prema narodnim

vjerovanjima, biljka ¢e rasti samo u bastama onih koji zasluzuju biti zasticeni [41].

U prirodnim uslovima moze dostic¢i visinu od 1 do 2,5 metara. Stabljike su ¢etvorougaone, uspravne
1 gusto su prekrivene malim, gotovo igli¢astim listovima duzine oko 3,5 cm koji podsje¢aju na
Cetinare. Gornja povrsina lista je zelena dok je donja siva, pomalo vunasta zbog brojnih trihoma.
Ruzmarin cvjeta od pocetka juna do pocetka avgusta. Cvjetovi su dvousnaati, veoma mali,
svijetloplavi (mogu biti i bijeli ili ruzicasti) skupljeni u terminalne grozdaste cvasti [42]. Na slici 8

prikazan je cvijet ruzmarina.

Zbog mocnog korijenovog sistema, ruzmarin moze da uspijeva na lakim i nutritivno siromasnim

zemljiStima kao i na su$nim terenima [43].

Slika 8. Cvijet ruzmarina [44]

Vodi porijeklo iz mediteranske regije ali se uzgaja i u drugim djelovima svijeta, ukljucujuéi 1 drzave

uz obalu Crnog mora, SAD, Meksiko, Brazil, Novi Zeland itd [42].

U Crnoj Gori ruzmarin nije rasprostranjen u prirodi ve¢ se gaji u domacinstvima — U saksijama,

bastama i vrtovima [43].
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Na slici 9 prikazana je geografska rasprostranjenost ruzmarina u svijetu.
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Slika 9. Geografska rasprostranjenost ruzmarina u svijetu [45]

lako na slici 9 nije prikazano prisustvo ruzmarina u vecini zemalja Azije, ruzmarin se gaji i u tom
dijelu svijeta, samo ne u tolikoj mjeri kao u ostalim regionima prikazanim na slici 9. Budu¢i da biljka
vodi porijeklo sa Mediterana, ne ¢udi &injenica da je Spanija najveéi uzgajiva¢ ruzmarina a prate je

Francuska, Italija i Tunis [45].

2.4.1 Hemijski sastav eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina

Eteri¢no ulje ruzmarina je veoma dobro prouceno zbog Siroke primjene u raznim granama industrije

— farmaceutskoj, kozmetickoj, prehrambenoj itd [46].

Eteri¢no ulje ruzmarina je bezbojna ili blijedo Zuta viskozna te¢nost intenzivnog, karakteristicnog
mirisa. Njegova udio u teZini iznosi od 1 do 2,5 procenata ukupne tezine biljke a njegov hemijski
sastav zavisi od geograskog poloZaja biljke, klime, dijela biljke iz kog je vrSena ekstrakcija i metode

ekstrakcije koja je koriS¢ena [47].

Istrazivanja takode pokazuju da stresovi iz zZivotne sredine, poput saliniteta, mogu uticati na hemijski
sastav ruzmarina. Na primjer, pokazalo se da povec¢ani salinitet u zemljiStu na kome se ruzmarin gaji
utiCe na smanjenje sadrzaja vlage i ugljenih hidrata u samoj biljci, dok poveéava koncentraciju
fenolnih jedinjenja, kao odgovor biljke na oksidativni stres izazvan visokim sadrZajem soli koju usvaja

iz zemljista [48].

Ruzmarinska kiselina je fenolno jedinjenje, estar kafeinske kiseline i 3,4-dihidroksifenil mlje¢ne

kiseline. Njena molekulska formula je CigHi160s i formalno je poznata kao (R)-a-[[3-(3,4-
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dihidroksifenil)-1-okso-2E-propenil]oksi]-3,4-dihidroksi-enzenpropanska kiselina. Prvi put je
izolovana iz ruzmarina po kome je i dobila ime. Njena strukturna formula prikazana je na slici 10
[49].

OH
O~__OH OH

HO
OH

Slika 10. Strukturna formula ruzmarinske kiseline [49]

Jiang i saradnici su koriste¢i gasnu hromatografiju-masenu spektrometriju (GC-MS) identifikovali 22
razli¢ite komponente u ulju od ¢ega su najzastupljenije komponente bile 1,8-cineol i a-pinen u
procentima od 26,54% odnosno 20,14%, respektivno [50]. Hemijski sastav eteri¢nog ulja ruzmarina
koje su analizirali Sienkiewicz i saradnici sastojao se od 1,8-cineola (46,4%), kamfora (11,4%) i a-
pinena (11,0%) [51]. Bendeddouche i saradnici su analizom eteri¢nog ulja ruzmarina zakljucili da su
u njemu prisutni kamfor (37,6%), 1,8-cineol (10%), p-cimen (7,8%) i borneol (5,4%) kao glavne
komponente [52].

Ekstrakt ruzmarina sadrZi veliki broj jedinjenja ukljucujuci terpene, flavonoide, fenolne kiseline itd.

Hemijski sastav ekstrakta ruzmarina zavisi od nacina ekstrakcije 1 rastvaraca koji se koriste.

Najvaznije komponente ekstrakta ruzmarina su karnozol i karnozna kiselina, uz prisustvo manje
zastupljenih jedinjenja kao $to su ruzmarinska kiselina, kumarinska kiselina, p-kumarinska kiselina,

rozmanol, apigenin i sli¢no [53].

Karnozol je fenolni diterpen molekulske formule C2oH2604. Predstavlja glavnu komponentu
ekstrakata ruzmarina (Rosmarinus officinalis L.) i zalfije (Salvia officinalis). Ovo jedinjenje posjeduje

anti-inflamatorna, antioksidativna i antikancerogena svojstva [54].
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Slika 11. Hemijska struktura karnozola nadenog u ruzmarinu i Zalfiji [54]

Karnozna kiselina, kiselina ¢iji je derivat karnozol, takode je prisutna u ruzmarinu 1 Zalfiji. Suvi listovi
zalfije i ruzmarina sadrze od 1,5-2,5% karnozne kiseline. Predstavlja jedno od termicki najstabilnijih

jedinjenja za uklanjanje slobodnih radikala i dobro se rastvara u mastima [55].
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Slika 12. Hemijska struktura karnozne kiseline [56]

Dhouibi i saradnici su istrazivali uticaj metode ekstrakcije na hemijski sastav ekstrakta ruzmarina sa
podru¢ja Tunisa. Ekstrakt dobijen ultrazvuénom ekstrakcijom pokazao je najveci sadrzaj ukupnih

fenola, najveci sadrzaj karnozne i ruzmarinske kiselina kao i najbolja antioksidativna svojstva [57].

Za odredivanje hemijskog sastava vodenog ekstrakta ruzmarina dobijenog maceracijom
Christopoulou i saradnici su koristili te¢nu hromatografiju-masenu spektroskopiju (LC-MS).
Najzastupljenije komponente bile su galokatehin i ruzmarinska kiselina sa 26,4% i 18,0%, respektivno
[58].

Blank i saradnici su odredivali hemijski sastav vodenog i etanolskog ekstrakta ruzmarina. U oba
ekstrakta otkriveno je prisustvo ruzmarinske kiseline, karnozola, kvercetina, luteolina i apigenina.
Komponenta koja se nalazila u najve¢oj koncentraciji u vodenom ekstraktu ruzmarina je ruzmarinska

kiselina (153 mg/g) dok u etanolnom ekstraktu ruzmarina ova komponenta je zastupljena u
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koncentraciji od 87 mg/g. Apigenin se u vodenom ekstraktu ruzmarina nalazi u koncentraciji od 43
mg/g dok je njegova koncentracija u etanolnom ekstraktu nesto visa i iznosi 50 mg/g. Koncentracija
luteolina je 32 mg/g u vodenom ekstraktu a u etanolnom ekstraktu iznosi 35 mg/g. Karnozol je
pronaden u vodenom i etanolnom ekstraktu ruzmarina u koncentracijama od 26 mg/g i 28 mg/qg,

respektivno [59].
2.5 Divlji origano

Divlji origano (lat. Origanum vulgare), poznat i pod nazivima planinski ¢aj i vranilova trava,
predstavlja viSegodiS$nju zeljastu biljku koja pripada porodici usnatica (Lamiaceae). Divlji origano se
koristi jo§ od antic¢kih vremena: Grei su ga upotrebljavali kao miris nakon kupanja, Rimljani su ga
koristili kao sredstvo za tjeranje mrava iz kuce a Egipcani kao lijek protiv kaslja. Danas se koristi kao

zacCinska biljka, zbog mnogih zdravstvenih benefita ukljucujuc¢i probleme sa digestivnim traktom i

prehlade [43].

Ova biljka se ponekad naziva i “princem bilja” a naziv Origanum prvi je upotrebio grcki ljekar

Hipokrat (460-370 p.n.e.) koriste¢i gréke rijeci oros - planina i ganos - sreca [60].

Origanum vulgare je mirisna, zeljasta viSegodisnja biljka koja naraste 20 do 30 ¢cm i cvjeta od maja
do oktobra. Zbog jakog korijenovog sistema moze da opstane i na zemljiStu podloZznom eroziji. Listovi
su ovalni (jajasti, sa $irim vrhom u osnovi), dugi 10-44 mm i Siroki 5-25 mm, rastu jedan naspram
drugog na stabljici. Rubovi listova su glatki, a vrhovi listova imaju oblik od ostrog (Siljastog) do tupog
(zaobljenog). Cvast se sastoji od mnogo grupisanih cvjetova. Cvjetovi su ljubiastocrvene boje, sitni

I dvousnati. Svaki cvijet ima Cetiri prasnika [61].
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Slika 13. Origanum vulgare [61]

Rod Origanum karakterise velika morfoloska i hemijska raznovrsnost. Cetrdeset devet taksona i
Cetrdeset dvije vrste podijeljeni su u deset grupa. Vecina je lokalno rasprostranjena u oblasti
Mediterana. Konkretno, tri taksona su karakteristi¢na za Maroko i jug Spanije, dva se javljaju u Alziru
1 Tunisu, tri su endemska za Kirenaiku (isto¢nu regiju Libije), devet se nalazi u Gr¢koj, Juznom
Balkanu i Maloj Aziji (Sest su lokalni gréki endemi), dvadeset jedan se nalazi u Turskoj, Kipru, Siriji
i Libanu dok je preostalih osam lokalno rasprostranjeno u Izraelu, Jordanu i Sinajskom poluostrvu.

Na slici 14 je prikazana rasprostranjenost taksona ove biljke u svijetu [62].

IX. Section Origanum I

Origanum vulgare L.
J

subsp. vulgare
N
subsp. virigulum

ubsp. virens’ g« 5 subsp. gracile
4

Slika 14. Geografska rasprostranjenost Origanum vulgare u svijetu [62]
20



2.5.1 Hemijski sastav eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana

Eteri¢no ulje origana je bezbojna ili blijedozuta viskozna tecnost intenzivnog mirisa i pikantnog
ukusa. Hemijski sastav etericnog ulja divljeg origana varira zavisno od geografskog polozaja biljke,
nacina ekstrakcije, razvitka biljke, vremena zetve itd. Etericno ulje divljeg origana je dobar izvor
monocikli¢nih monoterpena (timol, karvakrol, p-cimen), acikli¢nih monoterpena (geraniol, linalol, -
mircen), biciklicnih monoterpena a mogu se naéi i neka jedinjenja seskviterpenoida, zavisno od

hemotipa [63].

Actkhiém Monociklstni Bicikhiéna Seskviterpenoidi
monoterpeni monoterpeni monoterpeni
|

Slika 15. Hemijski sastav eteri¢nog ulja divljeg origana [63]

Karakteristi¢no je da razli¢ite podvrste mogu imati razli¢ite dominantne komponente, kao $to su timol,
karvakrol, linalol ili druge supstance. Eteri¢na ulja O. vulgare su istrazivana zbog svojih potencijalnih
benefita u mnogim oblastima, ukljucuju¢i medicinu, aromaterapiju 1 agroindustriju, zahvaljujuci

svojim antimikrobnim, antiinflamatornim i drugim svojstvima.

Najvise jedinjenja koje je identifikovano u O. vulgare eteriénom ulju je Sezdeset Cetiri. Eteri¢no ulje
se uglavnom sastojalo od oksigenovanih monoterpena (53,8%) i monoterpenskih ugljovodonika
(26,4%). U okviru oksigenovanih monoterpena karvakrol je bio najzastupljeniji (14,5%), zatim timol
(12,6%), B-fenhil alkohol (12,8%) i &-terpineol (7,5%), dok y-terpinen (11,6%) i a-terpinen (3,7%) su
bili najzastupljeniji ugljovodoni¢ni monoterpeni. Karvakrol, timol i y-terpinen poseduju jaka
antioksidativna svojstva a karvakrol i timol takode pokazuju antibakterijsku aktivnost protiv nekoliko
bakterija [64].
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Timol, takode poznat pod hemijskim nazivom 2-izopropil-5-metilfenol je prirodni monoterpenoidni
fenol, kristalan i bezbojan, sa karakteristiénim mirisom. Izomer je sa karvakrolom i pored etericnog
ulja divljeg origana (Origanum vulgare) glavni je aktivni sastojak ulja ekstrahovanog iz vrste Thymus
vulgaris, opste poznate kao timijan. Eteri¢na ulja ¢iji je glavni sastojak timol imaju antiinflamatorna,
antioksidativna, antifungalna, antimikrobna svojstva a mogu imati dejstvo i na respiratorni i digestivni

sistem kao i protiv karijesa [65].

Primjena timola nije samo na farmakoloskom nivou, posto je od trenutka kada je uvrsten na listu
supstanci prepoznatih kao sigurne za ljudsku upotrebu — GRAS (,,Generally Recognized As Safe®)
kao prehrambeni aditiv sa zanemarljivom toksi¢noscu od strane Uprave za hranu i lekove Sjedinjenih
Drzava (FDA). Istrazivanja o njegovoj aktivnosti kao prirodnog konzervansa za hranu su znac¢ajno
porasla, naglasavajuci njegovu antimikrobnu i antioksidativnu aktivnost. Zahvaljuju¢i mnogobrojnim
studijama, sada je poznato da njegova antioksidativna aktivnost poti¢e od toga Sto jedinjenja koja
sadrze fenolne grupe apsorbuju ili neutrali$u slobodne radikale i povecavaju endogene antioksidanse
[66]. Timol sprijecava ili usporava rast gljivica i bakterija u hrani. Kona¢no, medu svojim primjenama,
timol se takode isti¢e u komercijalnim formulacijama za upotrebu kao akaricid, insekticid, repelent
insekata i Zivotinja, fungicid i medicinsko dezinfekciono sredstvo i predstavlja alternativu za

smanjenje upotrebe sintetickih fungicida [66].

Karvakrol, 5-izopropil-2-metilfenol je viskozna, bezbojna ili blijedo Zuta te¢nost o$trog mirisa. Osim
u eteriénom ulju divljeg origana, prisutan je u etericnim uljima timijana (Thymus vulgaris), zute

paprike (Lepidium flavum) i bergamotske narandze (Citrus aurantium bergamia) [67].

Osim antioksidativnih svojstava koja poticu od toga Sto sadrzi fenolnu grupu koja interaguje sa
slobodnim radikalima, (kao i kod njegovog izomera timola), karvakrol posjeduje antiinflamarona,
antibakterijska i antifungicidna svojstva [68].

Nezhadali i saradnici su proucavali hemijski sastav etericnog ulja Thymus vulgaris u razli¢itim
razli¢itim fazama rasta biljaka. Utvrdili su da postoji inverzna linearna veza izmedu zivotnog vijeka
biljke 1 ukupne koli¢ine ulja sa vrednostima izmedu 0,83% 1 1,39% (v/v). Pored toga, glavne
komponente eteri¢nog ulja bili su timol 1 o-cimen, sa procentima koji su varirali izmedu 38,23% i
63,01%, odnosno 5,56% 1 15,47% respektivno, otkrivsi da se koli¢ina timola smanjuje tokom Zivota
biljke, dok je koli¢ina 0-cimena poveéana. Vazan zakljucak ove studije koji se pokazao na vecini

primjeraka biljaka je da postoji linearna zavisnost izmedu koncentracije timola 1 karvakrola. Ako je
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koncentracija timola bila visoka, koncentracija karvakrola je bila niska i suprotno — ako je

koncentracija timola niska, koncentracija karvakrola bice visoka [69].

Zavisno od tipa rastvaraca koji se koristi prilikom ekstrakcije moze do¢i do razlike u hemijskom
sastavu ekstrakata. Etanolski ekstrakti sadrze razne fenolne kiseline i diterpene, ukljucujuéi karnoznu
kiselinu, karnozol, p-kumarinsku kiselinu, ruzmarinsku kiselinu i kafeinsku kiselinu. Ova jedinjenja
doprinose antioksidativnim svojstvima ekstrakta i potencijalnim antivirusnim efektima. U vodenim
ekstraktima Origanum vulgare otkrivena je ruzmarinska kiselina, p-kumarinska kiselina, karnozna

kiselina, luteolin, apigenin, kempferol i kvercetin [70].

P-kumarinska kiselina (4-hidroksi-cimetna kiselina) predstavlja derivat cimetne Kiseline sa
molekulskom formulom CyHgOs. Jedinjenje ima veliku primjenu u farmaceutskoj industriji zbog
dokazanog antioksidativnog, antimikrobnog, neuroprotektivnog i nefroprotektivnog efekta. U prirodi

se moze naci u slobodnom ili vezanom obliku [71].

Y4

HO OH

Slika 16. Hemijska struktura p-kumarinske kiseline [71]

Blank i saradnici su u cilju odredivanja antiviralne sposobnosti etanolnog ekstrakta O.vulgare odredili
hemijski sastav pomo¢u HPLC analize. KoriS¢ena analiza je pokazala prisustvo ruzmarinske kiseline,

kvercetina, karnozola, kafeinske kiseline, p-kumarinske kiseline, karnozne kiseline i apigenina [72].

2.6 Antioksidativna svojstva ruzmarina i divljeg origana

Kada sistemi endogene detoksikacije ¢elija nisu vise sposobni za hvatanje reaktivnih vrsta kiseonika
(ROS), nastaje oksidativni stres. Ovo §tetno stanje moze dovesti do povrede makromolekula celija
kao $to su lipidi, proteini i nukleinske kiseline, §to dovodi do nepovratnih ostecenja i smrti Celije.
Veliki broj hroni¢no-degeretivnih poremecaja su povezani sa oksidativnim stresom — uglavnom

kardiovaskularne i neurodegerativne bolesti [73].
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Antioksidativna svojstva ruzmarina i divljeg origana predmet su mnogih istrazivanja tokom godina.
Ta svojstva su posledica hemijskog sastava ove dvije biljke o kom je bilo rije¢i u prethodnim
poglavljima ovog rada.

Bozin i saradnici su istrazivali antioksidativna svojstva etericnog ulja ruzmarina kroz lipidnu
peroksidaciju indukovanu Fentonovom reakcijom sa Fe*?/askrobatom i Fe*?/H,02 gdje je eteri¢no ulje

ruzmarina znacajno inhibiralo lipidnu peroksidaciju [74].

Jedan od najznacajnijih aspekata antioksidativne aktivnosti ruzmarina je veza izmedu njegovih
diterpena i aktivnosti uklanjanja radikala. Studija Munné-Bosch i Alegre opisuje antioksidativna
svojstva diterpena iz ruzmarina. Najvazniji elementi u strukturi ruzmarina su aromaticni prsten (C11-
C12) u kateholnoj grupi zajedno sa konjugacijom tri osnovna prstena. Kateholna grupa je odgovorna
za uklanjanje radikalnog elektrona nastalog kao rezultat oksidacije. Kostur formiran od tri prstena
omogucava delokalizaciju naelektrisanja. Prisustvo karboksilne grupe (u sluc¢aju karnozne kiseline)
povecava ovu konjugaciju, posebno u vodenim sistemima. Medutim, u blago polarnim medijima, kao

Sto su masti, ¢ini se da je laktonska struktura ta koja daje vecu stabilnost [75].

Neki naucnici smatraju da karnozna kiselina i karnozol ¢ine preko 90% antioksidativnih svojstava
ekstrakta ruzmarina iako to jos uvek nije sistematski potvrdeno [76]. Visok doprinos karnozne kiseline
antioksidativnim svojstvima ekstrakta ruzmarina se moZe pripisati visokom procentu karnozne
kiseline u ruzmarinu u poredenju sa drugim fenolnim diterpenima ruzmarina. PredloZeno je da
aktivnost uklanjanja radikala karnozne kiseline prati mehanizam analogan onom drugih
antioksidanata, ukljucujuci a-tokoferol, i da je uzrokovan prisustvom dvije hidroksilne grupe koje se
nalaze na Cy1 i C12 (kateholna grupa). Nakon oksidacije, karnozna kiselina i a-tokoferol pokazuju
razli¢ite antioksidativne kapacitete koji zavise od lipidnog sastava matriksa i jo§ viSe od oksidativnih

uslova [77,78].

Yanishlieva i saradnici su izucavali mehanizam antioksidativnog dejstva timola i karvakrola
(najzastupljenijih sastojaka divljeg origana) dodavajuéi razli¢ite koncentracije ova dva jedinjenja
tokom autooksidacije svinjske masti i suncokretovog ulja. Inhibicija lipidnih supstrata je postignuta
pomoc¢u dodavanja rastvora antioksidansa u prec¢is¢enom acetonu u izmjereni uzorak lipida, a zatim
uklanjanjem rastvarac¢a. Uvodenje antioksidansa (inhibitor, InH) u oksidacioni lipidni sistem dovodi
do promjene mehanizma procesa. Efekat inhibitora InH zavisi od uc¢es¢a njegovih molekula i radikala
formiranih u seriji reakcija. Na shemama 2 i 3, LH je oksidirajuci lipidni supstrat, LO>* je peroksidni
radikal, a InH je inhibitor [79].
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(0) 2LH+0; — 2L*+H,0,

(1) L*+0, — LOS

(2) LO$+LH — LOOH+L*

(3) LOOH — LO*+°*0H

(¥) 2LOOH — LO3+LO*+H,0
(3") LOOH+LH — LO*+L*+H,0
(4) L*+L*— L-L

(5) L*+LO$— +LOOL

(6) LO3+LO% —produkti

Shema 2. Neinhibirana oksidacija [79]

(7) LO3+InH — LOOH +In*®
(=7) In*+LOOH — InH+ LO?2
(8) In*+LO3 — In-OOL

(9) In*+ In* — produkt

(10) In*+LH — InH +L*

(11) InH+ LOOH - produkti
(12) InH+ Oy = In*+HO3
(13) InOOL — InO*+LO*
(14) In*+0O; — InOO*

Shema 3. Inhibirana oksidacija [79]
Opisane su posebnosti djelovanja inhibitora po dvije kineticke karakteristike:

1. Efikasnost, koja predstavlja mogucnost blokiranja procesa radikalnog lanca interakcijom sa
peroksidnim radikalima (prikazano reakcijom (7) koja odreduje duzinu trajanja indukcionog
perioda)

2. Snaga, izrazava mogucnost da inhibitorske grupe ucestvuju u drugim reakcijama npr.
reakcijama (-7), (10), (11), (12), (14) koje dovode do promjene brzine oksidacije tokom
indukcionog perioda [79]

2.7 Eteri¢na ulja u prehrambenoj industriji

Hrana je esencijalna za zivot te je logi¢no zakljuciti da je bezbjednost hrane jedno od glavnih pitanja
kako za potroSace, tako i1 za industriju hrane. Svjetska zdravstvena organizacija je iznijela podatak da

se jedna od deset osoba godisnje razboli zbog unoSenja pokvarene hrane [80].
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Produzen rok trajanja za Sirok spektar proizvoda postize se dodavanjem antioksidanata da bi se

sprije¢ila uzeglost izazvana oksidacijom nezasi¢enih masti i za o€uvanje nutritivne vrijednosti hrane

[81].

Antioksidansi se ne koriste samo kao konzervansi za hranu, ve¢ i kao jedinjenja koji imaju znacajan
uticaj na biohemiju organizma ¢ovjeka, suzbijajuci oksidacione procese i sprijeavajuéi hroni¢ne

bolesti povezane sa oksidativnim stresom [81].

Za konzervaciju hrane dugo su se koristili sinteticki konzervanski poput butilhidroksianizola (BHA),
butilhidroksitoluena (BHT), tetrabutilhidrokinona (TBHQ) ali istrazivanja ukazuju da ove supstance
mogu biti kancerogene i njihova upotreba je smanjena [82]. Poslednjih godina medu potrosacima raste
potraznja za potpuno prirodnim prehrambenim proizvodima te proizvodaci posebnu paznju posvecuju

eteriénim uljima u cilju prezervacije hrane zbog njihovih izrazenih antioksidativnih sposobnosti [83].

Dodatak eteri¢nih ulja kao prirodnih antioksidanata ima razli¢ite benefite i to: imaju antimikrobna,
antisepticka i senzorna svojstva, smatraju se sigurnima, prihvacéeni su od strane potroSaca, dolaze iz

prirodnih izvora, sigurni su za zivotnu sredinu [84, 85].

2.7.1 Antimikrobno dejstvo eteri¢nih ulja u prehrambenoj industriji

Intenzivna primjena antibiotika u sto¢arskoj proizvodnji dovela je do rezistencije izmedu komenzalne
flore, oportunistic¢kih patogena i patogena koji se prenose hranom [85]. Stalna potraznja potrosaca za
hranom zasti¢enom prirodnim aditivima dovela je do toga da upotreba etericnih ulja kao
antibakterijskih aditiva uspjesno sti¢e vecu popularnost u prehrambenoj industriji buduci da efikasno
ucestvuju u upravljanju patogenima koji se prenose hranom, kao sto su plijesni, bakterije i povezani

toksini, bez podsticanja sticanja rezistentnosti [86].

Mehanizam dejstva eteri¢nih ulja zavisi od viSe faktora ali najvise od njihovog hemijskog sastava.
Antimikrobna aktivnost povezana je sa lipofilnim ili lipofobnim osobinama komponenti eteri¢nog
ulja, sastavom celijskog zida bakterija i vrstom mikroorganizma [87]. Kod bakterija dolazi do razlika
u mehanizmu djelovanja zavisno od toga da li je bakterija Gram (+) ili Gram (-) buduci da se one

razlikuju po strukturi ¢elijske membrane [88].

Prema Al-Magtari i saradnicima eteri¢na ulja su manje efikasna protiv Gram (-) bakterija u poredenju
sa Gram (+) bakterijama zbog prisustva hidrofilne spoljne membrane koja djeluje kao barijera za
hidrofobna jedinjenja. Stavige, spoljna granica ove éelije je naelektrisana, pa ima hidrofilnu prirodu
[89].
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S druge strane, eteri¢na ulja mogu lako prodrijeti u ¢elije a zatim raditi na ¢elijskom zidu i stupiti u
interakciju sa ¢elijskom membranom, $to se lako moze prenijeti na citoplazmu. Nakon ulaska u ¢eliju,
ova jedinjenja mijenjaju permeabilnost celije i ometaju enzime koji doprinose proizvodnji energije

Sto postepeno dovodi do smrti ¢elije [90].

Zbog svih navedenih faktora, tacan mehanizam dejstva jos nije pretpostavljen ve¢ se dejstvo pripisuje

pojedina¢nim komponentama koje eteri¢no ulje sadrzi [85].

Stepen antimikrobne aktivnosti koje pokazuju eteri¢na ulja moze uticati na njihovu sposobnost
prodiranja kroz bakterijske membrane i ispoljavanje aktivnosti koja inhibira funkcionalna svojstva
¢elije. Kao rezultat toga, poremecaj celijske membrane eteri¢nih ulja moze uticati na mnoge
biohemijske procese, lu¢enje regulatora rasta, sintezu strukturnih molekula i manipulaciju hranljivim

materijama [90].

2.7.2 Antioksidativno dejstvo eteri¢nih ulja u prehrambenoj industriji

Oksidacija hrane je prirodna biohemijska pojava. To je proces na koji uti€u parametri kao Sto su
svjetlost 1 temperatura koji ga mogu inhibirati ili ubrzati. U biologiji, antioksidant se definiSe kao
svaka supstanca koja, u maloj dozi u poredenju sa oksidovanim supstratom, inhibira ili znacajno

odlaze oksidaciju [91].

Eteri¢na ulja imaju razlicite mehanizme (direktne ili indirektne) za usporavanje reakcija oksidacije,
ukljucuju¢i prevenciju iniciranja lancanih reakcija i aktivnosti uklanjanja slobodnih radikala.
Medutim, hemijski sastav eteri¢nih ulja odreduje njihova svojstva, a samim tim i njihov nacin rada.
Aktivnost eteri¢nih ulja kao antioksidanata odvija se u tri faze: inicijacija, propagacija i terminacija,

kako je prikazano na slici 17 [90].

RH
Inicijacija R+ ROOH
RH R+ H

Propagacija

ROO + H

G R*+R —* RR
Terminacija R'+ ROO' = ROOR

ROO+ ROO" —* ROOR+ O
Produkti

Slika 17. Mehanizam dejstva eteri¢nih ulja kao antioksidanata [90]
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2.8 Buduéi pravci razvoja

Postoji potreba da se pronadu alternativne strategije za suocavanje sa infekcijama zbog porasta broja
bakterija otpornih na antibiotike i nedostatka novih antibiotika na trziStu. Alternative su kombinacija
antibiotika sa drugim ljekovima Kkoji nisu antibiotici ili kombinacija antibiotika sa antimikrobnim

sredstvima odabranim iz prirodnog rezervoara bioaktivnih jedinjenja [92].

Interakcija izmedu antimikrobnih sredstava moze dovesti do tri razli¢ita mehanizma: sinergisticki,
aditivni i antagonisti¢ki. Sinergija se dobija kombinovanjem dva antimikrobna jedinjenja koja
proizvode antibakterijsku aktivnost ve¢u od zbira antibakterijske aktivnosti pojedina¢ne komponente.
Aditivni efekat se proizvodi kombinovanjem antimikrobnih sredstava i dovodi do antimikrobnog
efekta koji je jednak zbiru antimikrobnih efekata pojedinacnih jedinjenja. Antagonisticki efekat
dovodi do smanjene antimikrobne aktivnosti dva jedinjenja u kombinaciji u poredenju sa njihovom

individualnom antimikrobnom aktivno$c¢u [92].

Sinergijski efekti se mogu proizvesti ako sastojci ekstrakta utiCu na razli€ite ciljeve ili medusobno
djeluju kako bi se poboljsala rastvorljivost 1 time poboljSala biodostupnost jedne ili viSe supstanci
ekstrakta. Takode, kada se antibiotici kombinuju sa agensom koji antagonizira mehanizme otpornosti

bakterija moze doci do sinergije [93].
1. Sinergija izmedu komponenti etericnih ulja

Antimikrobna aktivnost etericnog ulja moze zavisiti od jednog ili dva glavna sastojka ali, prema sve
vec¢em broju studija, zastupljenost glavnih aktivnih sastojaka mozda nije jedini faktor odgovoran
aktivnost eteri¢nih ulja ve¢ su i interakcije izmedu manje zastupljenih Sastojaka u uljima takode vazne.
Na primjer, kombinacija eugenola sa linalolom ili mentolom pokazuje sinergijski efekat [94]. Garcia-
Garcia i saradnici otkrili su da kombinacija karvakrola i timola, kao i njihova kombinacija sa

eugenolom, pokazuje najbolju aktivnost protiv L. innocua [95].
2. Sinergija izmedu razlicitih etericnih ulja

Hossain i saradnici proucavali su sinergisticki efekat razlicitih eteri¢nih ulja protiv gljivica, otkrivsi
da kombinacija origana i timijana poboljsava aktivnost protiv A. flavus, A. parasiticus i P.
chrysogenum [96]. Kombinacija razli¢itih ulja moze rezultirati sinergizmom, $to otezava

patogenima da razviju otpornost na vise komponenti [97].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Priprema biljnog materijala

Sirovina za flavorizaciju koja je koriS¢ena je ekstradjevicansko maslinovo ulje Barsko zlato®,
proizvod “Barske uljare” DOO. Ruzmarin koji je koris¢en za ekstrakciju etericnog ulja i ekstrakata
uzorkovan je na podrucju Dajbaba, opstina Podgorica a divlji origano je uzorkovan u selu Vodno,
opstina Pljevlja. Da bi se biljni materijal sacuvao od spoljasnjeg uticaja do vremena predvidenog za
analizu, Cuvan je u papirnim kesama na tamnom mjestu. Osuseni materijal je usitnjen da bi se dobila
homogena, praskasta smjesa koja ¢e se podvrgnuti ekstrakciji. Za prosijavanje usitnjenog materijala
koriséen je set sita ERWEKA (2mm, 1mm, 0,2mm i 0,2mm) i odreden je stepen usitnjenosti. Stepen

usitnjenosti odreduje se pomocu veli¢ine srednjeg precnika Cestica (d) prema slede¢em izrazu:

100 _m,
TR

gdje je: mi — maseni procenat i-te frakcije; di — pre¢nik otvora sita.

3.2 Metode ekstrakcije

Ekstrakcija eteri¢nih ulja moze se vrsiti razli¢itim metodama ekstrakcije u zavisnosti od dijela biljke
iz kog se vrsi ekstrakcija, strukture i sastava ulja. Poznato je da neodgovarajuci postupak ekstrakcije
moze dovesti do promjene hemijskog sastava etericnog ulja Sto moZe rezultirati gubitkom
bioaktivnosti i nekih prirodnih karakteristika. Zbog toga se metoda ekstrakcije smatra jednim od
glavnih faktora koji odreduju kvalitet eteri¢nih ulja. Metoda ekstrakcije utie na boju, miris, ukus,
viskozitet [98].

Metode ekstrakcije koriS¢ene u ovom radu su hidrodestilacija, Soxhlet ekstrakcija 1 ultrazvucna

ekstrakcija.

Hidrodestilacija predstavlja konvencionalnu metodu ekstrakcija koja koristi vodu ili vodenu paru za
ekstrakciju bioaktivnih jedinjenja, uglavnom eteri¢nih ulja. Ova tehnika se mozZe izvoditi pomocu
instalacije poznate pod nazivom Clevenger aparat. U Clevenger aparatu, prethodno usitenjeni uzorak
potopljen u vodu se zagrijava pomocu grijata. Smjesa etericnog ulja i vodene pare isparava i

kondenzuje se u kondenzatoru. Iz kondenzatora se mjesavina vode i eteri¢énog ulja spusta u graduisanu
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cijev a usled razlike u gustini izmedu eteri¢nog ulja i vode, pomocu graduisane skale mjeri se
zapremina izdvojenog eteri¢nog ulja. Etericno ulje se otpusta iz graduisanog nastavka pomocu slavine.
Sa ekonomskog stanovista, ova tehnika ne zahteva upotrebu organskih rastvaraca, $to je cini

pozeljnom opcijom kada su troskovi ekstrakcije vazni [99].
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Slika 18. Hidrodestilacija pomoc¢u Clevenger aparature: 1) elektri¢ni grijac, 2) balon za destilaciju,
3) kondenzator, 4) otpustanje pritiska, 5) graduisana cijev za mjerenje zapremine eteri¢nog ulja, 6)

slavina sa nastavkom [100]

Za dobijanje etericnog ulja ruzmarina kori$¢ena je metoda hidrodestilacije na slede¢i na¢in: Odvagano
je 100 g ruzmarina (Rosmarinus officinalis) koji je zatim usitnjen pomoc¢u blendera i prosijan kroz
sistem sita ¢ije su veli¢ine otvora 2; 1; 0,2 1 0,1 mm. IzraCunat je srednji pre¢nik Cestica. Nakon toga
pristupljeno je hidrodestilaciji. Kao rastvara¢ kori$¢ena je destilovana voda (600 ml) koja se zajedno
sa usitnjenim materijalom nalazi u balonu. Balon se postavi u grija¢ i spoji sa Clavenger-om,

komponentom destilacionog aparata ¢ija je uloga odvajanje 1 prikupljanje destilata.

Eteri¢no ulje divljeg origana je takode ekstrahovano metodom hidrodestilacije. Odvagano je 113 g
divljeg origana (Origanum vulgare) koji je zatim usitnjen pomocu blendera i prosijan kroz sistem sita
nakon Cega je izracunat srednji precnik Cestica. Kao rastvarac prilikom hidrodestilacije koris¢eno je
600 ml destilovane vode koja se zajedno sa usitnjenim materijalom nalazi u balonu koji se zagrijava

pomocu grijaca.
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Soxhlet ekstrakcija je jedna od tradicionalnih tehnika koje se intenzivno Kkoriste za ekstrakciju
bioaktivnih jedinjenja iz brojnih prirodnih izvora ve¢ nekoliko decenija. Jedna od glavnih prednosti
Soxhlet ekstrakcije je ekstrakcija jedinjenja sa niskom rastvorljivos¢u. Da bi se postigao
zadovoljavajuci prinos pomocu ove tehnike, kao i da bi se sprijeCio gubitak isparljivih jedinjenja,
najvaznije je napraviti pravi izbor rastvaraca. Period ekstrakcije je obi¢no dug, Sto dovodi do

degradacije nekih termolabilnih jedinjenja i to predstavlja manu ove metode [101].

Soxhlet ekstrakcija koristi princip refluksa rastvaraca i sifona za kontinuiranu ekstrakciju ¢vrste
materije Cistim rastvaraem, ¢ime se postize visoka efikasnost. Usitnjeni uzorak se stavlja u filter papir
u obliku fiseka koji se postavlja u Soxhlet ekstraktor. Rastvara¢ se dodaje u balon i postavlja na grijac.
Nakon zagrijavanja, kondenzovana para rastvarac¢a dolazi u kontakt sa uzorkom. Kada zapremina
rastvaraca premasi maksimalnu visinu sifona, rastvara¢ koji sadrzi ekstrakt se vraca sifonom. Proces
se ponavlja, ekstrahujuci dio materijala svaki put, tako da se za ekstrakciju ¢vrstog materijala stalno

koristi Cist rastvara¢ [102].

Z . Kondenzator
‘L\ 7 = ... Komora za ekstrakciju
= . Filter papir u obliku fiSeka
E " . Sifon
Para T -

.~ Rastvara¢

... Balon koji se
zagrijava

Slika 19. Aparatura po Soxhletu [102]

Prema Pereiri 1 saradnicima, najveca koncentracija polifenolnih jedinjenja divljeg origana dobija se
ekstrakcijom pomocu Soxhlet aparature [103]. Zengin 1 saradnici su koristec¢i aparaturu po Soxhletu
dobili ekstrakt origana sa sadrzajem ukupnih fenola 120,64 + 0,08 mg GAE/100g, dok je prilikom
koriS¢enja ultrazvuéne ekstrakcije njihov sadrzaj iznosio 77,92 + 0,66 mg GAE/100g. Ukupni fenoli
prisutni u biljkama zna€ajno doprinose njihovim antioksidativnim svojstvima. Zbog njihove
sposobnosti neutralizacije slobodnih radikala, bitno je da se ova jedinjenja nalaze u vecéim

koncentracijama kako bi se osigurala maksimalna antioksidativna aktivnost biljnih ekstrakata [104].
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Aparatura po Soxhletu koris¢ena je prilikom dobijanja ekstrakta divljeg origana (Origanum vulgare).
Na pocetku je napravljena ¢aura od filter papira u koju je stavljeno 11,7 g divljeg origana. Balon je
napunjen sa 500 ml etanola i zagrijavan pomocu grijaca. Pare rastvaraca se kre¢u navise i nakon nekog
vremena kondenzovani rastvara¢ natopi uzorak (ekstrakcija kontaktom), dolazi do dostizanja nivoa
sifona i ekstrakt prelazi u balon. IzvrSeno je 10 sifoniranja. Nakon zavrSene ekstrakcije, dobijeni
ekstrakt je prebacen na uparavanje u rotacioni vakuum upariva¢. Temperatura vode kao grejnog tijela

je podesena na 40 °C a broj obrtaja u minuti balona sa ekstraktom iznosio je 60.

Ultrazvuéna ekstrakcija predstavlja jednu od savremenijih metoda ekstrakcije 1 ukljucuje upotrebu
ultrazvuka sa frekvencijama u rasponu od 20 kHz do 2000 kHz [102]. Ove frekvencije dovode do
pojave kavitacionih mjehura. Pucanjem kavitacionih mjehura dolazi do poveéanja propustljivosti
¢elijske membrane §to omogucava lakSe prodiranje rastvaraca u bioloski materijal i lakSu ekstrakciju
zeljenih komponenti [105]. Prednosti ultrazvucne ekstrakcije ukljuuju povecanje prinosa ekstrakcije,
brzu kinetiku i smanjenje radne temperature §to omogucava ekstrakciju termolabilnih jedinjenja.
Koriste se male koli¢ine uzoraka §to potros$nju rastvaraca dovodi na minimum. Metoda ultrazvuc¢ne
ekstrakcije je efikasna u pre¢iséavanju aktivnih sastojaka. U poredenju sa drugim savremenim
metodama ekstrakcije, ultrazvuéni aparat je jeftiniji i laks$i za rad. Jedan od nedostataka ove procedure
je mogucénost Stetnog dejstva ultrazvuka na aktivne sastojke ljekovitog bilja kroz formiranje slobodnih

radikala i posledi¢no nezeljenih promjena u molekulima uzoraka [105].
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Slika 20. Ultrazvuc¢na ekstrakcija [106]

Prema Lesniku i saradnicima, metoda ultrazvuc¢ne ekstrakcije ruzmarina pokazuje vecu efikasnost u
ekstrakciji polifenolnih jedinjenja u odnosu na Soxhlet metodu ekstrakcije, zbog Cega je ruzmarin
ekstrahovan upravo ovom metodom. Ovi autori navode da prilikom ekstrakcije koriste¢i Soxhlet
aparaturu dolazi do razgradnje termolabilnih materija usled dugog izlaganja visokim temperaturama

[45]. Za dobijanje ekstrakta ruzmarina metodom ultrazvuéne ekstrakcije odvagano je 30 g ruzmarina
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koji je zatim usitnjen pomocu blendera i odreden je srednji pre¢nik Cestica. Nakon toga ruzmarin je
stavljen u ¢asu koja je napunjena sa 150 ml etanola koji se koristio kao rastvara¢. Ekstrakcija je vrsena
u ultrazvu¢nom kupatilu, 30 minuta na temperaturi od 30 °C. Nakon zavrSene ultrazvucne ekstrakcije
uzorak je profiltriran a zatim prebacen u rotacioni vakuum uparivac i pristupljeno je uparavanju. Voda
u koju je bio uronjen balon imala je ulogu grejnog tijela na temperaturi od 45 °C a broj obrtaja u

minuti koje je balon sa ekstraktom imao je iznosio 60.

Slika 21. a) Ruzmarin u etanolu prije ekstrakcije b) Ekstrakt ruzmarina prije uparivanja
c) Uparavanje ekstrakta origana pomocu rotacionog uparivatéa KNF RC600

d) Sakupljanje ekstrakta ruzmarina nakon uparavanja (Autor: Ivana Puki¢)

3.3 Hemikalije, instrumenti i aparatura

Za ispitivanje antioksidativnih svojstava flavorizovanog maslinovog ulja koriS¢ene su sledece
hemikalije: etanol, destilovana voda, Folin-Ciocalteu reagens (FCR), natrijum-karbonat (Na.COs;
20%), hloroform, glacijalna siréetna kiselina, kalijum-jodid (KI), skrob (1% rastvor), natrijum-
tiosulfat (Na2S203: 0,01 M), kalijum-hidroksid (KOH; 0,5 M), hlorovodoni¢na kiselina (HCI; 0,5 M).

Od instrumenata koris¢en je BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar (slika 22), ultrazvu¢no
kupatilo SONIC ViIMS 4GT (slika 23), aparatura za Soxhlet ekstrakciju, Clevenger aparatura za
hidrodestilaciju, KNF RC 600 rotacioni upariva¢, CDR OxiTester (slika 24).
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Slika 22. BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar (Autor: Ivana Dukic)

Slika 23. Ultrazvu¢no kupatilo SONIC VIMS 4GT (Autor: Ivana Pukic)

Slika 24. CDR OxiTester (Autor: Ivana Pukic)
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3.4 Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u maslinovom ulju radeno je spektrofotometrijski pomocu
metode koja se zasniva na kolorimetrijskoj reakciji fenola s Folin-Ciocalteau reagensom prema
protokolu Corbo i Pordevi¢. Folin-Ciocalteau metoda je antioksidativni test koji se zasniva na
transferu elektrona i mjeri redukcione sposobnosti antioksidanta. Fenolna jedinjenja sa Folin-
Ciolcateu reagensom grade plavo obojen kompleks a koncentracija fenolnih jedinjenja je
proporcionalna intenzitetu boje [107]. Metoda je jednostavna i Siroko rasprostranjena za odredivanje
ukupnih fenola u bioloskim uzorcima i hrani biljnog porijekla [108]. Koli¢ina od 1 ml uzorka
maslinovog ulja pomijesana je sa 15 ml destilovane vode, 5 ml Folin-Ciolcateu reagensa i 15 ml 20%
rastvora Na,COs. Uzorci su ¢uvani na tamnom mjestu u intervalu od 2 h nakon ¢ega je mjerena

apsorbanca na 765 nm koriste¢i BUCK Scientific 105 UV-VIS spektrofotometar.

Slijepa proba je pripremljena na isti na¢in, ali umjesto uzorka maslinovog ulja dodat je koris¢eni
rastvara¢ [109]. Rezultati su izraZzeni pomocu standardne krive. Kao standard za izradu kalibracione
krive kori$cena je galna kiselina a rezultati ukupnog sadrzaja fenola su prikazani kao ekvivalent galne
kiseline u miligramima po 100 grama uzorka (mg GAE/100g) prema dobijenom izrazu y=0,9332x +
0,4129 i koeficijent korelacije R?=0,995.
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Grafik 1. Kalibraciona kriva za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola
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3.5 Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina

Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina vrSeno je pomocu instrumenta CDR OxiTester-a.
Sadrzaj slobodnih masnih kiselina (SMK) izrazava se kao procenat oleinske kiseline u uzorku i
predstavlja jedan od najvaznijih parametara maslinovog ulja. Odreduje stepen hidroliticke razgradnje
triglicerida u digliceride 1 monogliceride uz oslobadanje slobodnih masnih kiselina ¢ime se
procjenjuje kvalitet ulja [37]. Uzorak pripremljenog maslinovog ulja se pipetira i otpusti u reagens
bocicu koja se postavi u instrument. Instrument obezbjeduje rezultate u skladu sa referentnim
metodama i nakon 3 minuta na ekranu se prikazuje sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorku u

procentima kao $to je prikazano na slici 25.

Slika 25. CDR OxiTester sa reagens boc¢icama (Autor: Ivana Dukic)

3.6 Odredivanje saponifikacionog broja

Vrijednost saponifikacionog broja je indikacija molekulske tezine triglicerida u ulju. Veca vrijednost
saponifikacnog broja ukazuje na veéi udio nizih masnih kiselina [110]. Saponifikacioni broj (Sbr) se
odreduje prema standardizovanoj metodi EN ISO 6885:2002 sa modifikacijama. U erlenmajer se
dodaje 2 ml uzorka maslinovog ulja i 25 ml 0,5 M alkoholnog rastvora KOH. Na erlenmajer se
postavlja povratni kondenzator i smjesa se lagano zagrijava, da blago kljuca 20-25 minuta, dok rastvor
ne izbistri. Vrué rastvor se titriSe sa 0,5 M rastvorom HCI uz fenolftalein kao indikator. Slijepa proba

se priprema 1 titriSe na isti nacin, uz odsustvo uzorka.

Saponifikacioni broj se racuna prema jednacini:
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_ (ega x (V—V;) X 56)

mulja

Sbr

gdje je:
Sbr — saponifikacioni broj;
Chol — koncentracija hlorovodoni¢ne kiseline;

V — broj utrosSenih ml rastvora HCI za slijepu probu;

V1 — broj utroSenih ml rastvora HCI za uzorak.

3.7 Odredivanje peroksidnog broja

Peroksidni broj (Pbr) predstavlja jedan od naj¢es¢e mjerenih parametara kvaliteta maslinovog ulja
tokom proizvodnje i skladistenja. Pbr je ukupna peroksidna vrijednost maslinovog ulja izraZzena kao
meq Oz/kg ulja i odreduje koli¢inu hidroperoksida prisutnih u ulju kao proizvod primarne oksidacije.
Odreduje se standardnom jodometrijskom metodom (SRPS EN ISO 3960: 2011) uz manje
modifikacije. Metoda se zasniva na reakciji izmedu hidroksida i peroksida sa jodovodoni¢nom
kiselinom koja se u kiseloj sredini oslobada iz kalijum-jodida. Kao proizvod reakcije oslobada se
elementarni jod c¢ija je koli¢ina proporcionalna koli¢ini hidroksida koji je prisutan u uzorku ulja
[111,112]. U tikvicu se dodaje 2 ml ulja i otapa dodatkom 50 ml smjeSe glacijalne siréetne kiseline i
hloroforma (3:2). Doda se 0,5 ml zasi¢enog rastvora KI (svjeze napravljenog), tikvica se zatvara i
promucka 1 minut. Nakon toga doda se 30 ml destilovane vode i uzorak se ostavlja na tamnom mjestu
5 minuta. Poslije 5 minuta, doda se 75 ml destilovane vode, titrise sa 0,01 M Na2S203 uz konstantno
mijeSanje dok zuta boja ne izblijedi. Tada se doda 0,5 ml 1% rastvora skroba i titrise dok se ne izgubi

plava boja. Slijepa proba se radi na isti na¢in uz odsustvo uzorka ulja.

Peroksidni broj raCuna se prema sledec¢oj jednacini:

_(V=Vp) x5

Py
g mulja
gdje je:

Por — peroksidni broj;
V — broj utroSenih ml Na2S>03 za uzorak;

Vo — broj utrosenih ml Na>S>03 za slijepu probu.
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3.8 Organolepticka analiza

Organolepticka analiza sprovodi se po standardizovanoj i ustaljenoj proceduri i sluzi za svrstavanje
maslinovog ulja u odredene kategorije. Maslinovo ulje se sipa u ¢asu za degustaciju koja se mora
pokriti poklopcem. Casa se zagrijava dlanovima da bi ulje dostiglo temperaturu predvidenu za
degustaciju (28 °C) i tada se poklopac odstranjuje. Ulje se pomiriSe i obrati se¢ paznja na senzacije.
Zatim se maslinovo ulje poklopi, nakon ¢ega se jo§ jednom pristupa mirisanju ulja ali ovog puta se
senzacije zapisuju. U ovom koraku se obi¢no zapaze pozitivne ili negativne note ulja, kao i njegova
voénost. Vocnost se karakteriSe kao zelena ako podsjeca na zeleno voce a kao zrela ukoliko podsjeca
na zrelo voce. U slede¢em koraku uzima se gutljaj ulja, ono se mulja kroz usta i nakon nekoliko
sekundi se proguta. Nakon ovog koraka, ocjenjuje se gor¢ina i pikantnost ulja. Maslinovo ulje se ne

smije progutati odmah nakon uzimanja gutljaja inace se nece stvoriti prava slika o pikantnosti [36].
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4. REZULTATI I DISKUSIJA

4.1 Nomenklatura uzoraka

U tabeli 1 prikazane su oznake za uzorke ispitivanog maslinovog ulja.

Tabela 1. Oznake uzoraka ispitivanog maslinovog ulja

Oznaka uzorka Opis pripreme uzorka
My Neflavorizovani uzorak maslinovog ulja
1zloZen fotooksidativhom stresu
EtO: Uzorak flavorizovan eteri¢énim uljem divljeg
origana izlozen fotooksidativnom stresu
EO: Uzorak flavorizovan ekstraktom divljeg
origana izlozen fotooksidativnom stresu
EtR: Uzorak flavorizovan eteri¢nim uljem
ruzmarina izlozen fotooksidativnom stresu
ER: Uzorak flavorizovan ekstraktom ruzmarina
izlozen fotooksidativnom stresu
M2 Neflavorizovani uzorak maslinovog ulja
¢uvan na tamnom mjestu
EtO; Uzorak flavorizovan eteri¢nim uljem divljeg
origana ¢uvan na tamnom mjestu
EO: Uzorak flavorizovan ekstraktom divljeg
origana ¢uvan na tamnom mjestu
EtR Uzorak flavorizovan eteri¢nim uljem
ruzmarina ¢uvan na tamnom mjestu
ER: Uzorak flavorizovan ekstraktom ruzmarina
¢uvan na tamnom mjestu

Cilj ovog master rada je ispitivanje uticaja dodatka eteri¢nih ulja i ekstrakata aromati¢nih biljnih vrsta
divljeg origana 1 ruzmarina na smanjenje fotooksidativnog stresa i na poboljSanje kvaliteta
ekstradjevicanskog maslinovog ulja. Prema literaturnim podacima, najbolja antioksidativna i
organolepti¢ka svojstva pokazali su uzorci flavorizovani sa 0,05% eteri¢nog ulja ili ekstrakta te je u
uzorke je dodato 0,125 pl etericnog ulja, odnosno ekstrakta ruzmarina i divljeg origana na zapreminu
od 250 ml maslinovog ulja. Analize parametara svih uzoraka izvrSene su u intervalima od 15 dana.
Vrsene su analize sadrzaja ukupnih fenola kao i ispitivanje kvaliteta maslinovog ulja preko vrijednosti
peroksidnog i saponifikacionog broja i sadrZaja slobodnih masnih kiselina. VrSene su i organolepticke

analize dobijenih uzoraka.
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Prva analiza izvrSena je 27.12.2023., druga analiza 12.01.2024. dok je tre¢a analiza vrSena
27.01.2024. godine. Prije prve analize (27.12.2023. godine) maslinovo ulje je uzorkovano 12.12.2023.
iizvrSene su analize svih potrebnih parametara prije flasiranja u tamne boce zapremine 250 ml. Uzorci
Mz, EtO1, EOq, EtR1 i ER1 su bili izloZeni fotooksidativnom stresu dok su uzorci M2, EtOz, EO», EtR>
i ER2 bili ¢uvani na tamnom mjestu i kori$¢eni su kao kontrolna grupa. Uzorak M1 nije flavorizovan

pa se moze koristiti kao kontrolni uzorak za flavorizovane uzorke izlozene fotooksidativnom stresu.

Stepen usitnjenosti (srednji pre¢nik) biljnog materijala, koji je koris¢en za pripremu eteri¢nih ulja i

ekstrakata, prikazan je u tabeli 2.

Tabela 2. Stepen usitnjenosti (srednji pre¢nik) biljnog materijala

Biljni materijal / Metoda ekstrakcije Stepen usitnjenosti (mm)
Ruzmarin / Hidrodestilacija 0,75
Ruzmarin / Ultrazvucna ekstrakcija 1,51
Divlji origano / Hidrodestilacija 0,78
Divlji origano / Soxhlet ekstrakcija 1,30

4.2 Odredivanje sadrZaja ukupnih fenola

Ukupni fenoli odredivani su Folin-Ciocalteu metodom. U po¢etnom uzorku vrijednost ukupnih fenola
iznosila je 37,76 mg GAE/100g. Ait Taleb i saradnici primjetili su da fenolna jedinjenja ruzmarina
dodata u ekstradjevi¢ansko maslinovo ulje stite od autooksidacije tokom skladistenja [113]. Eteri¢na
ulja ruzmarina 1 origana su efikasna u o€uvanju proizvoda zbog visokog sadrzaja fenola. Medutim,
etericno ulje ruzmarina ima nesto vecu koncentraciju fenolnih jedinjenja, $to mu moze pruziti

odredenu prednost u prehrambenoj industriji prema Barrecca i saradnicima [114].

4.2.1 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na sadrzaj ukupnih fenola
maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena u uzorcima M1, EO1 i EtO1 prikazana je na grafiku
2.
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Zavisnost ukupnih fenola od vremena
(uzorc1 M1, EtO1, EO1)
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Grafik 2. Zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena u uzorcima My, EO1 i EtO;

Vrijednosti ukupnih fenola koje je uzorak M; imao su 31,08 mg GAE/100g, 37,08 mg GAE/100g i
24,4 mg GAE/100g respektivno. Koncentracija ukupnih fenola u uzorku EtO; iznosila je 62,16 mg
GAE/100g, 27,16 mg GAE/100gi 16,28 mg GAE/100g nakon 15, 30 i 45 dana respektivno. U uzorku
EO: koncentracije ukupnih fenola nakon 15,30 i 45 dana od uzorkovanja iznose 68 mg GAE/100g,
52,25 mg GAE/100g i 45,6 mg GAE/100g.

Na grafiku 2, posmatrajuci krivu koja pripada uzorku M1, primjecen je pad u koncentraciji ukupnih
fenola izmedu 0 1 15 dana od uzorkovanja §to je i o€ekivano budu¢i da se uzorak nalazio pod dejstvom
fotooksidativnog stresa. Izmedu 15-0g i 30-0g dana primjetan je neznatan skok u koncentraciji fenola
u vrijednosti od 5,99 mg GAE/100g koji se moze objasniti time da je prilikom uzorkovanja
maslinovog ulja za analizu pipetirana neka od neistaloZenih Cestica u maslinovom ulju koja je uticala
da prikazani rezultat bude ve¢i u odnosu na prethodni. Budu¢i da ovaj uzorak nije flavorizovan ni
eteri¢nim uljima ni ekstraktima ruzmarina ili divljeg origana, dolazi do pada u koncentraciji ukupnih
fenola $to nam dokazuje 1 vrijednost izmjerena nakon 45 dana od uzorkovanja koja iznosi 24,4 mg

GAE/100g.

U intervalu od 0 do 15 dana od uzorkovanja primjetan je veliki skok u koncentraciji ukupnih fenola u
uzorku EtO:1. To se moZe objasniti time §to je uzorak EtO; flavorizovan eteriénim uljem divljeg
origana koje je bogato fenolnim jedinjenjima i njegovim dodatkom dosSlo je do povecanja u
koncentraciji ukupnih fenola u uzorku. Izmedu 15-0g i 30-og dana doslo je do pada u koncentraciji

ukupnih fenola buduci da je uzorak bio izlozen fotooksidativnom stresu. Kada se uzorak EtO; uporedi
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sa uzorkom M;j vidi se da je veéi pad u koncentraciji ukupnih fenola prisutan u uzorku EtO1, iako to
nije u skladu sa hipotezom ovog rada budu¢i da uzorak M1 nije flavorizovan. lako je izmedu 30-09 i
45-0g dana zabiljezen manji pad u koncentraciji ukupnih fenola u uzorku EtO; nego u uzorku My,

koncentracija ukupnih fenola posle 45 dana je manja kod uzorka EtO; nego kod uzorka M;.

U uzorku EO: primjecen je rast u koncentraciji ukupnih fenola izmedu nultog i petnaestog dana od
uzorkovanja. Ovaj rast se moze objasniti flavorizacijom uzorka ekstraktom divljeg origana koji je
bogat fenolnim jedinjenjima. Izmedu 15-0g i 30-0g kao i 30-0g i 45-og dana primjecen je skoro
linearan pad u koncentraciji fenolnih jedinjenja koji se objasnjava uticajem fotooksidativnog stresa na
uzorak. Kada se uporedi koncentracija fenolnih jedinjenja u uzorku M1 i uzorku EO; dolazi se do
zaklju¢ka da je pad u koncentraciji fenolnih jedinjenja znatno manji kod uzorka EO;: i da je
koncentracija fenolnih jedinjenja nakon 45 dana mnogo veca u uzorku EO1 nego u uzorku My $to
ukazuje da dodatak ekstrakta origana ima pozitivan uticaj na koncentraciju fenolnih jedinjenja u

maslinovom ulju i kada je uzorak izlozen fotooksidativnom stresu.

Uporedujuci uzorke EtO1 1 EO1, primjecuje se da je koncentracija ukupnih fenolnih jedinjenja veca u
uzorku EO1 nakon 15, 30 i 45 dana te se moze zakljuciti da ekstrakt divljeg origana pokazuje bolja
antioksidativna svojstva u maslinovom ulju pod dejstvom fotooksidativnog stresa od etericnog ulja

divljeg origana.

Prema Baiano i saradnicima, nakon devet mjeseci skladistenja, vrijednost ukupnih fenolnih jedinjenja
u maslinovom ulju flaorizovanom eteri¢nim uljem origana iznosila je 23 + 0,4 mg/kg, dok je poc¢etna
vrijednost iznosila 52 + 1,4 mg/kg [115]. U uzorku EtO; pocetna vrijednost je bila veca od pocetne
vrijednosti ovog uzorka ali se u kra¢em vremenskom intervalu desio ve¢i pad u sadrzaju ukupnih

fenola u uzorku EtO1 nego u uzorku analiziranom od strane Baiano i saradnika.

4.2.2 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na sadrzaj ukupnih fenola
maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa

Zavisnost ukupnih fenola od vremena za uzorke My, EtR1 i ER; prikazana je na grafiku 3.
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Zavisnost ukupnih fenola od vremena
(uzorci M1, EtR1, ER1)
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Grafik 3. Zavisnost ukupnih fenola od vremena u uzorcima My, EtR1i ERy

Koncentracija fenolnih jedinjenja u uzorku EtRy nakon 15, 30 i 45 dana iznosi 67,71 mg GAE/100g,
62,95 mg GAE/100g i 46,8 mg GAE/100g, respektivno. U uzorku ER1 koncentracija ukupnih fenola
iznosi 63,13 mg GAE/100g, 42,86 mg GAE/100g i 26 mg GAE/100g nakon 15, 30 i 45 dana

respektivno.

U uzorku EtR; primjecen je rast u koncentraciji fenolnih jedinjenja od 0-og do 15-og dana koji je
objasnjiv dodatkom eteri¢nog ulja ruzmarina koje je bogato fenolnim jedinjenjima i time je doprinijelo
porastu koncentracije ukupnih fenola u maslinovom ulju. Od 15-og do 30-og dana primjetan je
neznatan pad u koncentraciji ukupnih fenola a od 30-og do 45-og dana takode je primjecen pad u
koncentraciji ukupnih fenola. To se moze objasniti uticajem fotooksidativnog stresa na uzorak EtRj.
Kada se uporedi koncentracija ukupnih fenola u uzorku My i uzorku EtR:1 primjecuje se da je
koncentracija ukupnih fenola posle 15, 30 i 45 dana mnogo veca u uzorku EtR1 nego u uzorku My i
dolazi se do zakljucka da dodatak eteri¢nog ulja ruzmarina pozitivno uti¢e na povecanje koncentracije

fenolnih jedinjenja u maslinovom ulju.

Nakon dodatka ekstrakta ruzmarina i perioda od 15 dana primjecen je porast u koncentraciji ukupnih
fenola u uzorku ER:. U periodu od 15-0g do 45-og dana primjecen je linearan pad u koncentraciji
fenolnih jedinjenja u uzorku ER;: $to se objasnjava dejstvom fotooksidativnog stresa na uzorak.
Uporedivanjem uzorka Mj i uzorka ER1 moze se vidjeti da je koncentracija fenolnih jedinjenja veca
kod uzorka ER;: posle 15-o0g i 30-0g dana ali da je nakon 45 dana razlika u koncentraciji fenolnih
jedinjenja gotovo neprimjetna.
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Uporedujuci uzorke EtR1 i ERz1 u periodu nakon 15 dana, razlika u koncentraciji ukupnih fenola je
neznatna. Posmatrajuci grafik 3, moze se primjetiti pad u koncentraciji fenola u oba uzorka nakon 30
dana. Nakon 45 dana, koncentracija ukupnih fenola u uzorku EtR; je gotovo dvostruko veca od
koncentracije fenola u uzorku ER; $to ukazuje na to da je ekstrakt ruzmarina podlozniji dejstvu

fotooksidativnog stresa od eteri¢nog ulja ruzmarina.

Prema Baiano i saradnicima sadrzaj ukupnih fenola u uzorku flavorizovanom eteri¢énim uljem
ruzmarina nakon devet mjeseci skladiStenja iznosio je 15,7 £ 1,2 mg/kg dok je pocetna vrijednost
iznosila 36,3 £ 0,6 mg/kg [115]. U uzorku ER1 sadrzaj ukupnih fenola prije skladistenja bio je veci
nego u datom uzorku, ali s obzirom da je uzorak ER1 skladiSten 45 dana a dati uzorak 9 mjeseci, moze

se primjetiti da je u uzorku ER1 primjecen veci pad u sadrzaju ukupnih fenola.

4.2.3 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na sadrzaj ukupnih fenola
maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Na grafiku 4 prikazana je zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena u uzorcima My, EtO; i
EO..

Zavisnost ukupnih fenola od vremena
(uzorc1 M2, EtO2, EO2)

70
60
50
40

E\!_.
;:;
5
5 &30
a3
=410
= 0 15 30 45
S Vrijeme [d]
S
(=]
M2 EtO2 EO2

Grafik 4. Zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena u uzorcima M2, EtO. | EO>

U uzorku M2 koncentracija ukupnih fenola nakon 15, 30 i 45 dana iznosi 38,2 mg GAE/100g, 37,5
mg GAE/100g i 34,7 mg GAE/100g, respektivno. Nakon 15, 30 i 45 dana koncentracija ukupnih
fenola u uzorku EtO: iznosi 62,96 mg GAE/100g, 49,82 mg GAE/100g i 35,6 mg GAE/100g
respektivno. U uzorku EO2 koncentracija fenolnih jedinjenja nakon 15, 30 i 45 dana iznosi 65,05 mg

GAE/100g, 56,6 mg GAE/100g i 55,93 mg GAE/100g, respektivno.
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Uporedivanjem uzorka M1 sa uzorkom iz kontrolne grupe, uzorkom M2 primjeéuje se veci pad u
koncentraciji fenolnih jedinjenja kod uzorka M; dok je kod uzorka M. pad u koncentraciji u
vremenskom intervalu od 45 dana neznatan. To se objasnjava dejstvom fotooksidativnog stresa na
uzorak M1. Uzorak M ¢uvan je na tamnom mjestu i na njega nije djelovao fotooksidativni stres te je

njegova koncentracija ukupnih fenola ostala gotovo nepromjenjena.

Koncentracija fenolnih jedinjenja u uzorku M je znatno manja nakon 15, 30 i 45 dana nego u uzorku
EtO, iako se moze primijetiti da je pad u koncentraciji fenolnih jedinjenja u uzorku M2 gotovo
zanemarljiv, dok je pad u koncentraciji fenolnih jedinjenja u uzorku EtO: veliki, posmatrajuci

izmjerene vrijednosti nakon 15 i 45 dana.

Uporedujuci koncentraciju fenolnih jedinjenja u uzorcima Mz i EO2, moze se zakljuciti da je ekstrakt
origana bogat fenolnim jedinjenjima buduéi da se u uzorku EO> koncentracija fenolnih jedinjenja
nakon 15 i 45 dana razlikuje za svega 10 mg GAE/100g. Mali padovi u koncentracijama fenolnih
jedinjenja posledica su toga §to se ovi uzorci ne nalaze pod dejstvom fotooksidativnog stresa i ukazuju
na to da u odgovaraju¢im uslovima skladistenja, ekstrakt origana moze produziti rok trajanja
maslinovog ulja kao prehrambenog proizvoda. Kada uporedimo uzorak EO> sa ostalim uzorcima,

moze se uociti da posjeduje najvecu koncentraciju fenolnih jedinjenja nakon 45 dana.

Kada se uporede koncentracije ukupnih fenola u uzorcima EtO: i EtO2 nakon 15 dana od
flavorizovanja vrijednosti su gotovo identi¢ne. Posle 30-og dana vidi se razlika u koncentraciji
izazvana fotooksidativnim stresom — koncentracija ukupnih fenola u uzorku EtO: je skoro duplo
manja od koncentracije ukupnih fenola u uzorku EtO>. Sli¢an odnos vrijednosti moze se primjetiti i
nakon 45 dana. Ovi podaci nam ukazuju na to da fotooksidativni stres znatno uti¢e na sadrzaj fenolnih

jedinjenja u maslinovom ulju flavorizovanom eteri¢nim uljem divljeg origana.

Uporedujuci uzorke EO1 i EO2 moze se primjetiti da nakon 30-0g dana sadrzaj fenolnih jedinjenja u
oba uzorka je i dalje visok iako je uzorak EO; izloZen fotooksidativnom stresu. Veca razlika u
koncentracijama ukupnih fenola izmedu ova dva uzorka vidi se nakon 45-0g dana kada sadrzaj
fenolnih jedinjenja u uzorku EOz iznosi 45,6 mg GAE/100g a u uzorku EO> - 55,93 mg GAE/100g
Sto nam opet ukazuje na to da fotooksidativni stres negativno utice na koncentraciju fenolnih

jedinjenja u ispitivanom maslinovom ulju.
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4.2.4 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na sadrzaj ukupnih fenola
maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena za uzorke M2, EtR2 i ER; prikazana je na grafiku
5.

Zavisnost ukupnih fenola od vremena
(uzorci1 M2, EtR2, ER2)
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Grafik 5. Zavisnost koncentracije ukupnih fenola od vremena u uzorcima My, EtR2 i ER>

Koncentracija ukupnih fenola u uzorku EtR> je 62,18 mg GAE/100g, 51,13 mg GAE/100g i 43,52
mg GAE/100g nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno. Nakon 15, 30 i 45 dana od uzorkovanja
koncentracije ukupnih fenola u uzorku ER:2 su 52 mg GAE/100g, 49,76 mg GAE/100g i 48,17 mg
GAE/100g, respektivno.

Koncentracija fenolnih jedinjenja u uzorku EtR> u periodu od dana flavorizacije do 15-o0g dana je rasla
kao posledica dodatka etericnog ulja ruzmarina. Nakon 15 dana, dolazi do gotovo linearnog pada u
koncentraciji fenolnih jedinjenja dok u uzorku M2 tokom perioda od 45 dana, koncentracija fenolnih

jedinjenja se gotovo ne mijenja.

Posmatrajuéi koncentraciju ukupnih fenola u uzorku ER2 u periodu od 15-0g do 45-og dana primjecuje
se mali pad Sto ukazuje da se u adekvatnim uslovima skladiStenja ekstrakt ruzmarina moze koristiti

da unapredi rok trajanja maslinovog ulja.

Uporedujuci koncentracije ukupnih fenola u uzorcima EtR1 i EtR2 primjecuje se neznatna razlika.
Nakon 30 dana primjecuje se veca razlika u koncentracijama dok je nakon 45 dana koncentracija

znatno veca u uzorku EtR1 nego u uzorku EtR: iako se on nalazi pod dejstvom fotooksidativnog stresa.
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Posmatranjem vrijednosti koncentracije ukupnih fenola u uzorcima ER; i ER2> nakon 15 dana
primjecena je veca koncentracija ukupnih fenola u uzorku ER1 nego u uzorku ER; iako je uzorak ER>
izlozen fotooksidativnom stresu. Ovo se moze objasniti time da je tokom vrSenja analiza pipetirana
neka od Cestica koje se nisu istalozile te su uticale na brojnu vrijednost. Ipak, nakon 30 dana primjecen
je manji pad u koncentraciji ukupnih fenola u ER2 nego u ER1 kao i ve¢a koncentracija ukupnih fenola
u ER2 u odnosu na uzorak ER31. Nakon 45 dana koncentracija fenolnih jedinjenja je vise nego duplo
veca u uzorku ER> nego u uzorku ER;: §to se moze objasniti dejstvom fotooksidativnog stresa na

uzorak ER1.

4.3 Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina

Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina vrSeno je CDR OxiTester-om. Pocetna vrijednost
slobodnih masnih kiselina izrazena kao procenat oleinske kiseline prije izvrSene flavorizacije iznosila
je 0,13%. Studija Barrecca i saradnika je pokazala da dodavanje eteri¢nih ulja origana i ruzmarina u
ekstradjevicansko maslinovo ulje koje je potom izloZeno dejstvu fotooksidativnog stresa utice
pozitivno na sadrzaj SMK budu¢i da ne dolazi do promjene u procentima oleinske kiseline prije i
posle dejstva fotooksidativnog stresa [114]. Mulagi¢ i saradnici su dodali razli¢ite koncentracije
ruzmarina, bosiljka i nane u ekstradjevic¢ansko maslinovo ulje koje su zatim izlozili fotooksidativnom
stresu. Dodavanje eteri¢nog ulja ruzmarina efikasno smanjuje nivoe slobodnih masnih kiselina u
uljima, poboljsavajuci njihovu oksidativnu stabilnost. Pocetna vrijednost SMK je iznosila 0,06 + 0,00
a nakon 24h najveca vrijednost je iznosila 0,20 + 0,04 sa dodatkom 2% eteri¢nog ulja ruzmarina te se
dolazi do zakljucka da nije bilo znacajnijih promjena. Koncentracije od 0,5% i 1,0% su optimalne za
odrzavanje niskog sadrzaja SMK, dok vece koncentracije mozda neée pruziti dodatne koristi i mogu
dovesti do povecanih pokazatelja kvarenja [116]. U radu da Cruz i saradnika ekstradjevicansko
maslinovo ulje flavorizovano je etericnim uljima ruzmarina, origana, lovora i limuna i sadrzaj
slobodnih masnih kiselina u ovim uzorcima kretao se od 0,46 do 0,64% dok je kontrolna grupa koja
predstavlja neflavorizovani uzorak imala sadrzaj slobodnih masnih kiselina u vrijednosti od 0,80%

[117].

4.3.1 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na sadrzaj slobodnih
masnih kiselina maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Zavisnost sadrzaja slobodnih masnih kiselina od vremena u uzorcima M1, EO;: i EtO; prikazana je na

grafiku 6.
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Grafik 6. Zavisnost sadrzaja SMK od vremena u uzorcima My, EO1 i EtO;

SadrZaj slobodnih masnih kiselina koje je M1 imao su 0,12% , 0,16% 1 0,21% respektivno. Sadrzaj
slobodnih masnih kiselina u uzorku EtO; iznosio je 0,16%, 0,15% i 0,18% nakon 15, 30 i 45 dana od
dodatka eteri¢nog ulja origana, respektivno. U uzorku EO1 sadrzaj slobodnih masnih kiselina iznosio

je 0,12%, 0,15% i 0,16% nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije, respektivno.

Primjecen je rast u sadrzaju SMK u uzorku M; koji se moze objasniti time Sto se uzorak nalazio pod
dejstvom fotooksidativnog stresa koji izaziva razgradnju triglicerida u digliceride i monogliceride i

oslobadanje slobodnih masnih kiselina ¢ime se povecava njihova koncentracija u uzorku.

Iako je primjeéen rast u koncentraciji SMK u uzorku EtO: od dana flavorizovanja do dana kada je
izvrSena prva analiza parametara (nakon 15 dana), u periodu od 15 do 30 dana dolazi do neznatnog
smanjenja u koncentraciji slobodnih masnih kiselina. U periodu od 30 do 45 dana od flavorizacije
doslo je do porasta u koncentraciji slobodnih masnih kiselina usled dejstva fotooksidativnog stresa
kojem je uzorak bio izlozen. Kada se uporedi procentualni sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorku
M1 i uzorku EtO1 moze se primjetiti da veéi sadrzaj SMK postoji u uzorku M1 (osim 30 dana nakon
flavorizacije). To se moze objasniti time Sto je uzorak EtO: flavorizovan eteri¢nim uljem divljeg
origana koje je bogato fenolnim jedinjenjima koja ga Stite od fotooksidativnog stresa $to nije slucaj

kod uzorka M.

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina u periodu od 15 do 45 dana u uzorku EO: je imao gotovo linearan

rast. Prilikom uporedivanja rezultata u uzorku EO1 sa uzorkom M opet se dolazi do zakljucka da zbog
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prisustva fenolnih jedinjenja u iz ekstrakta divljeg origana u uzorku EO1, sadrzaj slobodnih masnih

kiselina je manji nego u uzorku M.

Assensio 1 saradnici su posmatrali promjenu u sadrzaju slobodnih masnih kiselina tokom 28 dana od
dana flavorizovanja. Pocetna vrijednost SMK iznosila je 0,25% $to je znacajno veéi procenat u odnosu
na sve uzorke analizirane u ovom radu, ¢ak i nakon dejstva fotooksidativnog stresa. Nakon perioda
od 28 dana, sadrzaj SMK u maslinovom ulju flavorizovanom eteri¢nim uljem origana izlozenom
dejstvu fotooksidativnog stresa iznosio je 0,32% Sto je gotovo dvostruko veéa vrijednost od one

izmjerene prilikom analize uzorka EtO: koja je iznosila 0,18% [118].

4.3.2 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na sadrzaj slobodnih masnih
kiselina maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Zavisnost sadrzaja slobodnih masnih kiselina od vremena u uzorcima Mi, EtR1 i EO; prikazana je na

grafiku 7.
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Grafik 7. Zavisnost sadrzaja SMK od vremena u uzorcima My, EtR1 i1 EO;

U uzorku EtR; sadrzaj slobodnih masnih kiselina 15, 30 i 45 dana nakon flavorizacije iznosi 0,12%,
0,16% i 0,17%, respektivno. U uzorku ER; sadrzaj slobodnih masnih kiselina iznosi 0,16%, 0,18% i
0,21% nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno.

Rezultati dobijeni prilikom analize uzorka EtR1 sli¢ni su kao i rezultati kod uzorka EtO: i EO1. Kada

se sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorku EtR1 koji je flavorizovan etericnim uljem ruzmarina
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uporedi sa uzorkom M;: jasno je da je uticaj fenolnih jedinjenja na spreCavanje dejstva

fotooksidativnog stresa i u ovom uzorku uticao na sadrzaj slobodnih masnih kiselina.

Dobijeni rezultati pokazuju da prema ovom parametru najslabiju zastitu od fotooksidativnog dejstva
pokazuje uzorak ER:. Uporedujuci rezultate dobijene za uzorak Mi i uzorak ER: primjeceno je da
nakon 15 i 30 dana uzorak M1 ima manji sadrzaj slobodnih masnih kiselina od uzorka ER1 dok je

nakon 45 dana sadrzaj slobodnih masnih kiselina u oba uzorka je identi¢an.

Prema Benkhoud i saradnicima, sadrzaj slobodnih masnih kiselina u periodu od 12 mjeseci u
kontrolnom uzorku su se promijenile od 0,23 + 0,01% do 1,17 + 0,01%. Nakon skladistenja, vrijednost
sadrzaja SMK u maslinovom ulju flavorizovanom eteri¢nim uljem ruzmarina iznosila je 0,58 + 0,02%
[119]. Ova vrijednost je znatno veca od vrijednosti dobijene za uzorak EtR; ali treba se uzeti u obzir

da je uzorak EtR;: skladisten u kraCem vremenskom intervalu.

4.3.3 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na sadrzaj slobodnih
masnih Kiselina maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa

Zavisnost sadrzaja slobodnih masnih kiselina od vremena u uzorcima M», EtO; i EO> prikazana je na

grafiku 8.
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Grafik 8. Zavisnost sadrzaja SMK od vremena u uzorcima Mz, EtO. i EO;

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorku M3 iznosi 0,12%, 0,14% i 0,15% nakon 15, 30 i 45 dana,

respektivno. U uzorku EtO> sadrzaj slobodnih masnih kiselina iznosio je 0,13%, 0,15% i 0,16%. U
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uzorku EO2 ovaj parametar ima vrijednosti 0,12%, 0,13% i 0,15%, nakon 15, 30 i 45 dana,

respektivno.

Uzorak M2 tokom perioda od 45 dana nije imao znacajnih promjena u sadrzaju slobodnih masnih
kiselina budué¢i da se nije nalazio pod dejstvom fotooksidativnog stresa. Uporedujuéi rezultate
dobijene za uzorke M2, EtO2 i EO, primjecuju se neznatne razlike u sadrzaju SMK §to se moze
objasniti time $to nijedan od uzoraka nije bio izlozen dejstvu fotooksidativnog stresa te nije doslo do
razgradnje triglicerida u digliceride i monodigliceride u tolikoj mjeri kao kod uzoraka koji se nalaze
pod dejstvom fotooksidativnog stresa. Uzorak EtO: zbog dejstva fotooksidativnog stresa na

trigliceride ima ve¢i sadrzaj SMK od uzorka EtOs..

Analizom rezultata predstavljenih na graficima 6 i 8 primjeceno je da ekstrakt divljeg origana ima
pokazuje veoma dobra antioksidativna svojstva pod dejstvom fotooksidativnog stresa buduéi da se

sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorcima EO: i EO2 neznatno razlikuje.

U radu Assensio i saradnika, maslinovo ulje flavorizovano eteri¢nim uljem origana koje se nije
nalazilo pod dejstvom fotooksidativnog stresa nije imalo promjena u sadrzaju SMK u periodu od 28
dana i ta vrijednost iznosila je 0,25% §to je znatno veca vrijednost u odnosu na onu dobijenu u uzorku

EtO2 nakon 45 dana skladiStenja koja je iznosila 0,16% [118].

4.3.4 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na sadrzaj slobodnih masnih
kiselina maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Na grafiku 9 prikazana je zavisnost sadrzaja slobodnih kiselina od vremena u uzorcima Mz, EtR2 i
ERo.
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Grafik 9. Zavisnost sadrzaja SMK od vremena u uzorcima My, EtRz2 i ER>

Uzorak EtR: sadrzi je 0,13%, 0,14% i 0,15% slobodnih masnih kiselina nakon 15, 30 i 45 dana.
Sadrzaj slobodnih masnih kiselina u uzorku ER2 iznosi 0,15%, 0,19% i 0,22%, nakon 15, 30 i 45 dana

respektivno.

Posmatrajuc¢i grafik 9, primjecuju se neznatne razlike u procentualnom sadrzaju slobodnih masnih

kiselina za uzorke Mz i EtR».

Uporedujuci rezultate dobijene za uzorke EtR1 i EtR2 zakljucuje se da eteri¢no ulje ruzmarina ima
dobra antioksidativna svojstva i da moze da Stiti proizvod od fotooksidativnog stresa buduci da se

rezultati dobijeni za uzorak EtR1 ne razlikuju bitno od rezultata dobijenih za uzorak EtRo.

Posmatrajuci grafik 9 moze se zakljuciti da ekstrakt ruzmarina pokazuje najslabija antioksidativna
svojstva budu¢i da uzorak ER2 koji nije bio izlozen fotooksidativnom stresu ima visok procentualni

sadrzaj slobodnih masnih kiselina nakon 45 dana od flavorizovanja.

4.4 Odredivanje saponifikacionog broja

Saponifikacioni broj za ekstradjevi¢ansko maslinovo ulje prema IOC-u nalazi se u opsegu od 182-193
mg KOH/g [30]. Pocetna vrijednost saponifikacionog broja prije flavorizacije iznosila je 172,2 mg
KOHY/g. Prema literaturnim podacima, o¢ekivano je smanjenje saponifikacionog broja. Méndez i
Falqué su u periodu od 6 mjeseci skladiStenja analizirali vrijednosti saponifikacionog broja
ekstradjevicanskog maslinovog ulja. Ovaj parametar se kretao od pocetne vrijednosti 190,45 + 0,16
mg KOH/g do 185,75+0,12 mg KOH/g u tamnim staklenim flaSama, bez dejstva fotooksidativnog
stresa [120].

4.4.1 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na vrijednost
saponifikacionog broja maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa

Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtO: i EO; prikazana je na grafiku 10.
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Grafik 10. Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtO; i EOy

Vrijednost saponfikacionog broja u uzorku M1 nakon 15, 30 i 45 dana iznosila je 172,2 mg KOH/qg,
150,15 mg KOH/g i 140 mg KOH/g. U uzorku EtO: vrijednost saponifikacionog broja iznosila je
201,6 mg KOH/g, 189 mg KOH/g i 175 mg KOH/g a u uzorku EO; 236,35 mg KOH/g, 189 mg
KOH/g i 175 mg KOH/mg nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno.

Posmatraju¢i grafik 10 primjetan je pad u vrijednosti saponifikacionog broja u uzorku M; u
vremenskom periodu od 15-og do 30-o0g dana kao i u periodu od 30-o0g do 45-og dana. Ocekivane su
najniZze vrijednosti saponifikacionog broja u ovom uzorku budué¢i da se nalazio pod dejstvom

fotooksidativnog stresa i nije bio flavorizovan.

Vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima EtO: i EO: su mnogo vece nakon 15 dana od
flavorizacije od vrijednosti saponifikacionog broja u uzorku M i moze se pretpostaviti da je ovaj
rezultat posledica flavorizacije ova dva uzorka - komponente koje se nalaze u etericnom ulju i
ekstraktu divljeg origana (fenoli, terpeni i druga jedinjenja) mogu reagovati sa masnim kiselinama u
maslinovom ulju i tako povecati saponifikacioni broj. U periodu nakon 30 i 45 dana, u sva tri uzorka
primjec¢en je pad u vrijednosti saponifikacionog broja a ono $to je posebno zanimljivo je da je
vrijednost saponifikacionog broja u uzorcima EtO; i EO:1 nakon 45 dana veéa od vrijednosti
saponifikacionog broja u uzorku Mz nakon 15 dana od dana flavorizacije i izlaganja fotooksidativnom
stresu. Iz ovog podatka zakljuCuje se da eteri¢no ulje 1 ekstrakt divljeg origana dobro uticu na

povecanje kvaliteta maslinovog ulja.

U dostupnoj literaturi ne postoje podaci sa kojima bi se dobijeni podaci mogli uporedivati.
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4.4.2 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na vrijednost saponifikacionog
broja maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima Mz, EtR:1 i ER1 prikazana je na grafiku 11.
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Grafik 11. Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtR1 i ER:

U uzorku EtR1 vrijednost saponifikacionog broja nakon 15, 30 i 45 dana od dana flavorizacije iznosi
233,33 mg KOH/g, 175 mg KOH/g i 168 mg KOHY/g respektivno. Vrijednost saponifikacionog broja
u uzorku ER1 iznosi 240 mg KOH/g, 175 mg KOH/g i 154 mg KOH/mg, nakon 15, 30 i 45 dana,
respektivno.

Nakon dodatka etericnog ulja 1 ekstrakta ruzmarina primje¢en je veliki rast u vrijednosti
saponifikacionog broja u uzorcima EtR: i ER1 kako je i prikazano na grafiku 11. Nakon 30 i 45 dana,
primjetan je znatan pad u vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima EtR; i ER; ali ako se te
vrijednosti uporede sa vrijednostima saponifikacionog broja u uzorku M1, moze se primjetiti da

eteri¢no ulje 1 ekstrakt ruzmarina pokazuju odredena antioksidativna 1 fotoprotektivna svojstva.

4.4.3 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na vrijednost
saponifikacionog broja maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtO i EO; prikazana je na grafiku 12.
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Grafik 12. Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima Mg, EtO2 i EO>

U uzorku Mz, vrijednosti saponifikacionog broja iznose 172,2 mg KOH/g, 159 mg KOH/g i 141,4 mg
KOH/g, respektivno. Nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije vrijednosti saponifikacionog broja u
uzorku EtO> iznosile su 175 mg KOH/g, 161 mg KOH/g i 157,5 mg KOH/g a u uzorku EO»: 213,85
mg KOH/g, 197,4 mg KOH/g i 189 mg KOH/g.

Uporedujuci vrijednosti dobijene u uzorcima M1 i M2 dolazi se do zaklju¢ka da uzorak M1 zbog
dejstva fotooksidativnog stresa i nedostatka flavorizacionog agensa ima nize vrijednosti

saponifikacionog broja od uzorka M3 koji se nije nalazio pod dejstvom fotooksidativnog stresa.

Uporedujuci vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima M2 i EtO2 nisu primjecene velike razlike
Sto dovodi do zakljucka da eteri¢no ulje origana, po ovom parametru, ne uti¢e znatno na produzZenje
roka trajanja prehrambenog proizvoda. U uzorku EtO> nije doSlo do velikog povecéanja
saponifikacionog broja §to ukazuje na to da je povecanje u uzorku EtOs, koji je flavorizovan istim

agensom, podstaknuto dejstvom fotooksidativnog stresa.

Kada se uporede vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima M i EO», primjecuje se da su

vrijednosti saponifikacionog broja u uzorku EO2 znatno vece nego u uzorku Ma.

Dodatak ekstrakta divljeg origana u uzorke EO: i EO2 uticao je na znatno povecanje saponifikacionog
broja. Primjecen je veci pad vrijednosti saponifikacionog broja u uzorku EO1 nego u uzorku EO3 §to

se moze objasniti dejstvom fotooksidativnog stresa na taj uzorak.
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4,44 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na vrijednost saponifikacionog
broja maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtR2 i ER; prikazana je na grafiku 13.
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Grafik 13. Zavisnost saponifikacionog broja od vremena u uzorcima My, EtR2 i ER>

U uzorku EtR: vrijednosti saponifikacionog broja su iznosile 231 mg KOH/g, 182 mg KOH/g i 140
mg KOH/g a u uzorku ER> 180,73 mg KOH/g, 163 mg KOH/g i 140 mg KOH/g nakon 15, 30 i 45
dana od dana flavorizacije, respektivno.

Uporedujuci vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima M», EtR2 i ER2 primje¢ene su neznatne
razlike, osim u periodu nakon 15 dana od dana flavorizacije kada je vrijednost saponifikacionog broja
u uzorku EtR> bila znatno veca nego u druga dva uzorka. Nakon toga u uzorku EtR> primjecen je
veliki pad u vrijednosti saponifikacionog broja i nakon 45 dana, sva tri uzorka su imala gotovo istu

vrijednost ovog parametra.

Posmatranjem dobijenih vrijednosti saponifikacionog broja u uzorcima EtR1 i EtR2, nakon 30 dana
od flavorizovanja primjecen je veci pad u vrijednosti saponifikacionog broja u uzorku EtR; dok nakon
45 dana u uzorku EtR2 vrijednost saponifikacionog broja je bila znatno niza od vrijednosti
saponifikacionog broja u uzorku EtR:. Dobijeni podaci ukazuju na to da etericno ulje ruzmarina,

posmatrajuéi ovaj parametar, nije pouzdan antioksidant buduéi da se rezultati ne mogu predvidjeti.

U uzorku ER1 nakon flavorizacije doslo je do znatnog povecanja u vrijednosti saponifikacionog broja

Sto nije slucaj za uzorak ER> gdje se vrijednost saponifikacionog broja povecala za 8,53 mg KOH/g
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u odnosu na 67,8 mg KOH/g u uzorku ER1. Nakon 30 dana od flavorizovanja, u uzorku ER1 doslo je
do velikog pada u vrijednosti saponifikacionog broja i taj trend se nastavio i posle 45 dana. U uzorku
ER., pad vrijednosti saponifikacionog broja je gotovo linearan. Ipak, uporedivsi krajnje vrijednosti
saponifikacionog broja uzoraka, moze se =zakljuéiti da eckstrakt ruzmarina posjeduje dobra
antioksidativna svojstva budu¢i da je razlika izmedu krajnjih vrijednosti saponifikacionih brojeva ova

dva uzorka mala a da se uzorak ER1 nalazio pod dejstvom antioksidativnog stresa.

4.5 Odredivanje peroksidnog broja

Prema I0C-u vrijednosti peroksidnog broja za ekstradjevicansko maslinovo ulje nalaze se u opsegu
od 0 do 20 meq Oz/kg [30]. Pocetna vrijednost peroksidnog broja uzoraka iznosila je 5,22 meq O2/Kg.
Prema Mulagi¢ i saradnicima peroksidni broj je varirao od 2,18 + 0,25 meq O2 /kg do 12,50 + 0,70
meq O /kg. U koncentracijama do 1,0%, utvrdeno je da etericno ulje ruzmarina poboljSava
oksidativnu stabilnost maslinovog ulja, odrzavajuci nize peroksidne brojeve. Koncentracija od 2,0%
dovela je do povecanja peroksidnog broja, sto ukazuje na prezasicenost. Posle 24 sata izlaganja
fotooksidativnom stresu, peroksidni broj za ekstradjevicansko maslinovo ulje flavorizovano eteri¢nim
uljima ruzmarina je u prosjeku iznosio oko 9,65 meq O2/kg, §to je blizu prihvatljivih granica [115].
Benkhoud i saradnici istrazivali su uticaj Sest eteri¢nih ulja na senzorne karakteristike i volatilna
jedinjenja maslinovog ulja — eteri¢na ulja crne papricice, ruzmarina, komoraca, timijana, pomorandze
I Brazilskog drva bibera. Peroksidni broj se kretao od 15,61 + 0,6 meq O2/kg na pocetku do 22,5 +
1,4 meq O2/kg ulja nakon 12 mjeseci u kontrolnom uzorku [119]. da Cruz i saradnici Koristili su
etericna ulja ruzmarina, origana, lovora i limuna i posmatrali promjenu u peroksidnom broju.
Peroksidni broj kontrolnog uzorka iznosio je 20 meq O /kg ulja a kod flavorizovanih ulja varirao je
od 9,59 do 12,16 meq O /kg ulja [117].

45.1 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na vrijednost peroksidnog
broja maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke My, EtO; i EO; prikazana je na grafiku
14.
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Grafik 14. Zavisnost peroksidnog broja od vremena u uzorcima My, EtOy i EO1

Vrijednost peroksidnog broja u uzorku My iznosila je 5,2 meq O2/kg, 6,75 meq O2/kg i 8,5 meq O2/kg
nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije. Vrijednost peroksidnog broja u uzorku EtO; iznosila je 3,5
meq O2/kg, 4 meq O2/kg i 6,25 meq O2/kg a u uzorku EO1 3 meq O2/kg, 3,5 meq O2/kg i 5,25 meq
O2/kg nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije.

U uzorku Mz primjecen je najveci rast peroksidnog broja od svih uzoraka tokom vremena $to se
objasnjava time S§to ovaj uzorak nije flavorizovan nijednim od agenasa 1 bio je izloZen
fotooksidativnom stresu. Nakon 45 dana, vrijednost peroksidnog broja u uzorku My iznosi ¢ak 8,5
meq O2/kg §to je 1 najveca izmjerena vrijednost peroksidnog broja u svim uzorcima i poklapa se sa
hipotezom ovog rada da eteri¢na ulja i ekstrakti ruzmarina i divljeg origana imaju antioksidativna

svojstva 1 Stite od fotooksidativnog stresa.

Vrijednost peroksidnog broja u uzorku EtO: se smanjila nakon flavorizovanja eteri¢nim uljem
origana. Tokom vremenskog perioda od mjesec dana, peroksidni broj je rastao do 6,25 meq O2/kg sto

je znacajno manja vrijednost u odnosu na vrijednost peroksidnog broja u uzorku M.

Nakon flavoziracije ekstraktom origana, vrijednost peroksidnog broja u uzorku EO; je pala sa 5,2 meq
O2/kg na 3 meq O2/kg a nakon 45 dana, vrijednost peroksidnog broja u ovom uzorku je dostigla
vrijednost koju je uzorak M: imao nakon 15 dana od dana flavorizacije S$to ukazuje na dobra

antioksidativna svojstva divljeg origana.
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U radu Assensia i saradnika navodi se da se vrijednost peroksidnog broja tokom vremenskog intervala
od 28 dana nije mijenjala u uzorku maslinovog ulja flavorizovanog eteri¢nim uljem origana izloZenog
fotooksidativnom stresu i iznosila je 10,91 meq Oz/kg. Ova vrijednost je znatno veéa od vrijednosti

izmjerene za uzorak na$ uzorak EtO; koja je iznosila 6,25 meq O2/kg [118].

452 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta ruzmarina na vrijednost peroksidnog
broja maslinovog ulja pod dejstvom fotooksidativnog stresa
Na grafiku 15 prikazana je zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke M1, EtR; i
ER;.

Zavisnost peroksidnog broja od vremena
(uzorci M1, EtR1, ER1)
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Grafik 15. Zavisnost peroksidnog broja od vremena u uzorcima My, EtR1 i ERy

Vrijednost peroksidnog broja u uzorku EtR1 iznosila je 5,5 meq O2/kg, 5,8 meq O2/kg i 6 meq O2/kg
nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije a u uzorku ER1 vrijednost peroksidnog broja iznosila je 2,5

meq O2/kg, 4 meq O2/kg i 6 meq O2/kg nakon 15, 30 i 45 dana od flavorizacije, respektivno.

Vrijednosti peroksidnog broja u uzorku EtR1 su znatno niza nego u uzorku M; §to nam ukazuje da je
dodatak etericnog ulja ruzmarina u uzorak EtR: pokazao odredena fotoprotektivna svojstva. Ipak,
nakon dodatka eteri¢nog ulja ruzmarina u uzorak, vrijednost peroksidnog broja se nije smanjila u

uzorku koji se nalazio pod dejstvom fotooksidativnog stresa.

lako je nakon 15 dana od dana flavorizovanja, u uzorku ER:1 izmjerena najmanja vrijednost
peroksidnog broja, tokom iducih 30 dana primjecen je rapidan rast u vrijednosti peroksidnog broja §to

dugoroc¢no gledano nije pozitivan rezultat. Ipak, vrijednosti peroksidnog broja u uzorku ER1 su znatno
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manji od vrijednosti peroksidnog broja u uzorku Mz $to pokazuje antioksidativna svojstva ekstrakta

ruzmarina pod dejstvom fotooksidativnog stresa.

Benkhoud i saradnici su nakon 12 mjeseci skladistenja izmjerili vrijednost peroksidnog broja u uzorku
flavorizovanom eteri¢nim uljem origana koja je iznosila 20,15 £ 1,2 meq O2/kg, $to je neznatno iznad
dozvoljene vrijednosti za ekstradjevi¢anska maslinova ulja [119]. Ova vrijednost je znatno veca od
one dobijene u uzorku EtR; ali je potrebno napomenuti da je vremenski interval skladiStenja uzorka
EtR1 mnogo kra¢i i da ukoliko bi se trend rasta u peroksidnom broju ovog uzorka nastavio, ocekuje

se da bi vrijednosti nakon 12 mjeseci bile priblizne.

45.3 Uticaj dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana na vrijednost peroksidnog
broja maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke My, EtO i EO> prikazana je na grafiku
16.
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Grafik 16. Zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke My, EtO2 i EO>

U uzorku M2 vrijednosti peroksidnog broja su iznosile 5,2 meq O2/kg, 5,5 meq O2/kg i 5,9 meq O2/kg
nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno. U uzorku EtO> vrijednosti peroksidnog broja su iznosile 3 meq
0O2/kg, 3,75 meq O2/kg i 4 meq O2/kg a u uzorku EO2 3 meq O2/kg, 4,35 meq O2/kg i 5,1 meq O2/kg
nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno nakon 15, 30 i 45 dana, respektivno.

Uporedujuci vrijednosti peroksidnog broja u uzorcima My i Mz jasno se vidi dejstvo fotooksidativnog

stresa na uzorak M1 u odnosu na njegov kontrolni uzorak, uzorak M2 koji se nije nalazio pod dejstvom
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fotooksidativnog stresa. lako nakon prvih 15 dana od dana flavorizacije, uzorci My i M2 imaju istu
vrijednost peroksidnog broja, 5,2 meq O2/kg, u uzorku M> tokom perioda od 15 dana peroksidni broj
raste na 5,5 meq O2/kg, dok u uzorku M1 njegova vrijednost iznosi 6,75 meq O2/kg.

U uzorku EtO., koji je predstavljao kontrolnu grupu za uzorak EtO1, peroksidni broj se smanjio nakon
dodavanja eteri¢nog ulja divljeg origana i u periodu od prve do poslednje analize porastao sa 3 meq
O2/kg do 4 meq O2/kg. Uporedujuéi ove rezultate sa rezultatima dobijenim za uzorak M, primjetno
je da dodatak etericnog ulja pozitivno uti¢e na produzenje roka trajanja maslinovog ulja kao

prehrambenog proizvoda kao i na njegov kvalitet.

Uporedujuci vrijednosti peroksidnog broja nakon 45 dana za uzorke EO1 i EO2 moze se primjetiti da
su one veoma blizu §to ukazuje na to da pod dejstvom fotooksidativnog stresa ekstrakt divljeg origana

pokazuje dobra antioksidativna svojstva i §titi proizvod.

Uzorak maslinovog ulja flavorizovan etericnim uljem origana koji nije bio izloZzen dejstvu
fotooksidativnog stresa u periodu od 28 dana pokazao je male promjene u vrijednosti peroksidnog
broja koja je iznosila 10,63 meq O2/kg, navode Assensio i saradnici [118]. Ova vrijednost je znatno

veca od vrijednosti izmjerene u uzorku EtO; ali se nalazi u okviru dozvoljenih parametara.

45.4 Uticaj dodatka eteriCnog ulja i ekstrakta ruzmarina na vrijednost peroksidnog
broja maslinovog ulja bez dejstva fotooksidativnog stresa
Zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke M2, EtR: i ER2 prikazana je na grafiku
17.
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Grafik 17. Zavisnost promjene peroksidnog broja od vremena za uzorke My, EtR2 i ER>
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U uzorku EtR> vrijednosti peroksidnog broja su iznosile 3,25 meq O2/kg, 4,9 meq O2/kg i 5,4 meq
O2/kg a u uzorku ER2 3,5 meq O2/kg, 3,8 meq Ox/kg i 4,25 meq Oz/kg nakon 15, 30 i 45 dana,
respektivno.

Nakon dodatka etericnog ulja i ekstrakta ruzmarina u uzorke EtR2 i ER2 doslo je do smanjenja
peroksidnog broja. Tokom vremenskog perioda od 45 dana, uzorci EtR2 i ER2 su imali manje
vrijednosti peroksidnog broja od uzorka M2 §to ukazuje na to da eteri¢no ulje i ekstrakt ruzmarina

pozitivno uti¢u na produzenje roka trajanja i kvalitet maslinovog ulja.

4.6 Organolepticka analiza

Dodatak eteri¢nih ulja i ekstrakata divljeg origana i ruzmarina prema hipotezi treba pozitivno da utice
na senzorna svojstva ekstradjevi¢anskog maslinovog ulja. U po¢etnom uzorku voénost je iznosila 4,0

(zelena), gor¢ina 4,0 a pikantnost 5,0.

U tabeli 3 prikazane su vrijednosti vo¢nosti, gor€ine i pikantnosti za uzorke neflavorizovane uzorke (
M1 i My)

Tabela 3. Voénost, gor¢ina i pikantnost u uzorcima M1 i M»

Uzorak M1 27.12.2023. 12.01.2024. 27.01.2024.
Voénost 4,0 (zelena) 4,0 (zelena) 3,8-4,0 (zelena)
Gordina 4,0 4.2 3,5

Pikantnost 55 6 5

Uzorak M:

Voénost 4,0 (zelena) 4,0 (zelena) 4,0 (zelena)
Gorc¢ina 4.0 4.2 3,8
Pikantnost 55 6 9,5

Prilikom analize uzorka Mi nisu primjeene mane. Vocnost u uzorcima M i M2 je bila gotovo

identi¢na.

Kada se uporeduje gorc¢ina, U uzorku M2 je nakon 45 dana stepen gor€ine bio blago uvecan u odnosu

na uzorak Mj.

Prilikom analize pikantnosti nema velikih razlika osim nakon 45 dana kada je pikantnost uzorka M»
uvecana u odnosu na uzorak M1. Takode, uzorak M> se nakon degustacije osjeca retronazalno, $to nije

slucaj kod uzorka M.
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U tabeli 4 prikazane su vrijednosti vo¢nosti, goréine i pikantnosti za uzorke flavorizovane eteri¢nim

uljem divljeg origana (EtO: i EtO,).

Tabela 4. Voénost, gor¢ina i pikantnost u uzorcima EtO; i EtO>

Uzorak EtO: 27.12.2023. 12.01.2024. 27.01.2024.
Vocénost 3,6 (zelena) 4,0 (zelena) 3,5 (zelena)
Gorc¢ina 3,1 3,0 2,8

Pikantnost 3,3 3,8 3,6

Uzorak EtO2
Voénost 4,0 (zelena) 4,0 (zelena) 3,8 (zelena)
Gord¢ina 3,8 3,8 4.0

Pikantnost 5,0 4,0 4,6

Organoleptickom analizom dos$lo se do zakljucka da je uzorak EtO; komercijalno upotrebljiv zbog
svog harmoni¢nog ukusa i da to $to se divlji origano blago osje¢a pozitivno uticalo na njegova
senzorna svojstva. Voénost uzorka EtO; je varirala u intervalu od 3,6 do 4,0, gor¢ina se smanjila sa

3,3 na 2,8 dok se pikantnost povecala sa 3,3 na 3,6.

U uzorku EtO; prisustvo eteri¢nog ulja divljeg origana je takode poboljsalo karakteristike ali se ovaj
uzorak osjecao blago retronazalno zbog povecane pikantnosti u odnosu na uzorak EtO:1. Voénost i

gorcina su takode bile uveéane u odnosu na uzorak EtOs.

Assensio 1 saradnici vrSili su senzornu analizu ekstradjevicanskog maslinovog ulja flavorizovanog
eteri¢nim uljem origana. Ispitivana je vo¢nost, gor¢ina i pikantnost kao i negativne karakteristike ulja
svakih 21 dan tokom 126 dana skladistenja. Nakon 126 dana, vo¢nost je iznosila 4,03 + 0,25, gor¢ina
2,62 £ 0,2 a pikantnost 2,73 = 0,0. Pocetne vrijednosti su iznosile 5,5 + 0,13 za voénost, 3,67 + 0,2 za
gor¢inu i 3,72 + 0,2 za pikantnost [84]. Primjecene su male promjene u parametrima $to se podudara

sa rezultatima dobijenim za EtO; i EtOo.

U tabeli 5 prikazane su vrijednosti vo¢nosti, gor¢ine i pikantnosti za uzorke flavorizovane ekstraktom

divljeg origana (EO: i EO).

Tabela 5. Voénost, gorc¢ina i pikantnost u uzorcima EO; i EO>

Uzorak EO: 27.12.2023. 12.01.2024. 27.01.2024.
Vocénost 3,5 (zrela) 4,0 (zrela) 3,7 (zrela)
Gord¢ina 3,3 3,0 2,8

Pikantnost 3,6 3,1 3,0

Uzorak EO2
Voénost 3,2 (zrela) 3,2 (zrela) 3,5 (zrela)
Gorcina 3,7 3,7 3,3
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Pikantnost 4.3 4.2 4.2

Prilikom organolepticke analize uzorka EO; primjec¢eno je da se ekstrakt divljeg origana osjeca blaze
od eteri¢nog ulja divljeg origana dodatog u ekstradjevi¢ansko maslinovo ulje. Uzorak EO1 svojim
karakteristikama je blizi djevicanskom maslinovom ulju nego ekstradjevi¢anskom maslinovom ulju
zbog svoje smanjene pikantnosti u odnosu na druge uzorke. Uzorak EO2, kontrolni uzorak za uzorak
EO:, zadrzao je sve karakteristike ekstradjevicanskog maslinovog ulja i moze se koristiti u

komercijalne svrhe.

Akgar 1 Glimiiskesen ispitivali su senzorna svojstva maslinovog ulja flavorizovanog origanom, ljutom
papri¢icom i bosiljkom kao i ekstraktima navedenih biljaka. Cilj istrazivanja je bio odredivanje
koncentracije dodatog agensa sa najboljim senzornim svojstvima. Poc¢etne vrijednosti uzoraka prije
flavorizacije iznosile su: voénost 4,0 (zelena), goréina 4,0 i pikantnost 5,5 [121]. Ove vrijednosti se
ne razlikuju od pocetnih vrijednosti u uzorcima analiziranih za potrebe ovog master rada. Nakon
organolepti¢ke analize, autori su dosli do zakljucka da je najbolja senzorna svojstva pokazao 20%

ekstrakt origana.

U tabeli 6 prikazane su vrijednosti vo¢nosti, gor¢ine i pikantnosti za uzorke flavorizovane eteri¢nim

uljem ruzmarina (EtRz i EtR>).

Tabela 6. Voénost, gor€ina i pikantnost u uzorcima EtR1 i EtR2

Uzorak EtR1 27.12.2023. 12.01.2024. 27.01.2024.
Voénost 3,5 (zelena) 4,2 (zelena) 4,5 (zelena)
Goréina 4,0 3,6 3,2

Pikantnost 7,0 3,5 4,0

Uzorak EtR2
Voénost 4,0 (zelena) 4,5 (zelena) 4,3 (zelena)
Gorc¢ina 4,0 4,2 42

Pikantnost 6,7 5,8 6,0

Prema organoleptickoj analizi uzorka EtR; radenoj 15 dana od flavorizovanja ekstradjevi¢anskog
maslinovog ulja etericnim uljem ruzmarina, osjeca se prisustvo ruzmarina nazalno 1 retronazalno i
kroz ukus te etericno ulje ruzmarina prevazilazi note maslinovog ulja (Sto se moze zakljuciti po
pikantnosti koja iznosi 7). Nakon 30 dana od flavorizovanja, pikantnost se drasticno smanjila
(vjerovatno kao posledica sedimentacije) i note maslinovog ulja se osjecaju bolje naspram eteri¢nog

ulja ruzmarina.
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U uzorku EtR», 27.12.2023., tekstura ulja je vodenkasta ali u odnosu na uzorak EtR1, ruzmarin se
blaze osjeca. Nakon 30 dana od dana flavorizovanja, uzorak EtR: je pikantan uz dozu gorcine ali

boljih opstih karakteristika od uzorka EtRj.

Kacalova i Jarosova ispitivale su senzorna svojstva maslinovog ulja flavorizovanog eteri¢nim uljem
ruzmarina tokom Sest mjeseci skladiStenja. Nakon Sest mjeseci, vocnost je iznosila 3,99 + 2,89,
gor¢ina 3,44 + 2,74 a pikantnost 3.43 + 2,94 [122]. Posmatraju¢i vrijednosti dobijene za uzorke EtR1

i EtR2 nakon 45 dana, moze se primjetiti da su priblizne.

U tabeli 7 prikazane su vrijednosti vo¢nosti, gor¢ine i pikantnosti za uzorke flavorizovane ekstraktom

ruzmarina (ER1 i ERy).

Tabela 7. Voénost, gor¢ina i pikantnost u uzorcima ER1 i ER>

Uzorak ER1 27.12.2023. 12.01.2024. 27.01.2024.
Voénost 3,8 (zelena) 4,0 (zelena) 4,2 (zelena)
Gord¢ina 4,0 4.0 3,8

Pikantnost 4,5 4,6 4,5

Uzorak ER>
Voénost 3,8 (zelena) 4,0 (zelena) 4,0 (zelena)
Gorc¢ina 4.4 4.3 3,8

Pikantnost 4,2 4.6 4,0

U uzorku ER1, vo¢nost ruzmarina Se 0sjec¢a slabije u odnosu na uzorak EtRi. Ekstrakt ruzmarina se
osjeca blago retronazalno tokom analize 27.12.2023. Nakon mjesec dana, uzorak ER: je harmoni¢an

i izbalansiran.

U uzorku ER> osjeca se prisustvo vegetativne vode (jedan od desktiptora) na dan prve analize. Posle
tre¢e analize ovog uzorka (27.01.2024.), ulje je izbalansirano i moZe se primjenjivati u ishrani iako

mu tekstura nije dovoljno sloZena $to moZe biti posledica ostataka vegetativne vode.

Arafat i saradnici su u maslinovo ulje dodali 2% ekstrakt ruzmarina. OrganoleptiCkom analizom
dobijene su sledece vrijednosti: vo¢nost 7,0 + 0,2, gor¢ina 3,5 £ 0,0 i pikantnost 2,0 + 0,0 [123].
Poredivsi ove vrijednosti sa vrijednostima dobijenim za uzorke ER1 i ER2, moze se primjetiti da je

vocnost ovog uzorka mnogo veéa od vocnosti uzoraka ER1 i ER2, dok je pikantnost mnogo manja.
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5. ZAKLJUCAK

Iz rezultata dobijenih ispitivanjem uticaja dodatka eteri¢nih ulja i ekstrakata ruzmarina (Rosmarinus
officinalis) i origana (Origanum vulgare) na kvalitet ekstradjevi¢anskog maslinovog ulja mogu se

izvesti slede¢i zakljucci:

Prilikom analize sadrzaja ukupnih fenola nakon 45 dana pod dejstvom fotooksidativnog stresa,
najveca koncentracija pronadena je u uzorku flavorizovanim eteri¢énim uljem ruzmarina (46,8 mg
GAE/100g). Zbog visoke koncentracije fenolnih jedinjenja i nakon 45 dana, moze se zakljuciti da ovaj
uzorak pokazuje dobra antioksidativna i fotoprotektivna svojstva. Najmanji sadrzaj fenolnih
jedinjenja pronaden je u uzorku flavorizovanom etericnim uljem divljeg origana (16,28 mg
GAE/100g). U ovom uzorku zabiljeZen je najveci pad u sadrzaju fenolnih jedinjenja $to ukazuje na
mogucée smanjenje stabilnosti i kvaliteta flavorizovanog maslinovog ulja usled degradacije fenolnih
jedinjenja.

Najmanja vrijednost u sadrzaju slobodnih masnih kiselina pronadena je u uzorku flavorizovanim
ekstraktom divljeg origana (0,16%). Sadrzaj SMK u ovom uzorku nije mnogo varirao $to ukazuje da
je uzorak bio stabilan a kvalitet skoro nepromijenjen. Najveéa vrijednost u sadrzaju slobodnih masnih
Kiselina nadena je u uzorcima flavorizovanim ekstraktom ruzmarina i neflavorizovanom uzorku
(0,21%). Prisustvo ekstrakta ruzmarina nije pozitivno uticalo na smanjenje sadrzaja slobodnih masnih

kiselina te se moze zakljuciti da ektrakt ruzmarina ne poboljSava kvalitet ulja, prema ovom parametru.

Posmatraju¢i vrijednosti saponifikacionog broja, najvec¢a vrijednost nadena je u uzorcima
flavorizovanim ekstraktom i eteri¢nim uljem divljeg origana (175 mg KOH/g). Najmanja vrijednost
izmjerena je u neflavorizovanom uzorku (140 mg KOH/g). Oc¢ekivano je smanjenje saponifikacionog
broja ali nakon dodatka eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana, doslo je do povecanja vrijednosti
saponifikacionog broja $to se objasnjava time da komponente eteri¢nog ulja i ekstrakta divljeg origana
reaguju sa masnim kiselinama u maslinovom ulju i povecavaju saponifikacioni broj. Uporedujuci
dobijene vrijednosti sa vrijednostima u neflavorizovanom uzorku primjetno je da dodatak eteri¢nog

ulja i ekstrakta divljeg origana pozitivno utice na kvalitet i stabilizaciju maslinovog ulja.

Vrijednost peroksidnog broja bila je najmanja u uzorku flavorizovanom eteri¢énim uljem ruzmarina (6

meq O2/kg). U neflavorizovanom uzorku vrijednost peroksidnog broja je bila najveca (8,5 meq O2/kg).
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Manja vrijednost peroksidnog broja ukazuje na bolji kvalitet maslinovog ulja te se moze zakljuciti da

je prema ovom parametru, najbolja zastitna svojstva pokazalo eteri¢no ulje ruzmarina.

Organoleptickom analizom uzoraka primje¢eno je povecanje u vocénosti, a smanjenje u goréini i
pikantnosti, Sto ukazuje na poboljSanje organoleptickih karakteristika. Najbolja organolepticka
svojstva pokazao je uzorak flavorizovan eteri¢cnim uljem divljeg origana koji se moze komercijalno

upotrebljavati.

Dodatak eteri¢nih ulja i ekstrakata ruzmarina i divljeg origana doprinio je smanjenju peroksidnog
broja i sadrzaja slobodnih masnih kiselina koji predstavljaju dva osnovna parametra za procjenu
kvaliteta maslinovog ulja. Iako literaturni podaci sugeriSu da su najbolja antioksidativna svojstva
postignuta u uljima flavorizovanim eteri€énim uljem ruzmarina, ovo istraZzivanje je pokazalo da su
uzorci flavorizovani divljim origanom ostvarili bolja antioksidativna ali i organolepticka svojstva.
Pored toga, senzorna analiza je pokazala da dodavanje ekstrakata i eteri¢nih ulja ove dvije biljke stvara
slozeniji i intenzivniji ukus koji je privlacan za potroSace i komercionalno upotrebljiv. Stabilnost ulja
tokom skladistenja takode je bila poboljSana, ¢ime se produzava njegov rok trajanja i unapreduje

kvalitet.
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