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1. UVOD

Sirevi obogaceni ljekovitim i zacCinskim biljem tradicionalno se proizvode u brojnim
zemljama, koriste¢i kravlje, ov¢je, kozje ili mijeSano mlijeko. Mnoge studije ukazuju na
upotrebu razli€itih vrsta bilja i njihovih kombinacija, prilagodenih specificnostima lokalnog
podneblja. Ljekovito bilje, povrée i razni zacini prvenstveno se koriste za obogacivanje okusa
sira, ¢Cime se povecava njegova privlacnost na trzistu. Ovi aditivi takoder pridonose boji sira i
poboljsavaju njegovu prezentaciju, ¢ineé¢i ga privlacnijim za potrosace. S obzirom na to da su
¢esto u obliku praSaka ili sitno sjeckanih Cestica, obi¢no se dodaju nakon ocjedivanja sirutke
kako bi se osiguralo ravnomjerno mijesanje. Neki sirevi se premazuju zacinskim biljem ili
zacinima, dok drugi sazrijevaju u njihovoj prisutnosti. Vazno je da arome budu izvrsne
mikrobioloske kvalitete kako ne bi unijele nepozeljne mikroorganizme koji bi mogli narusiti
zeljeni okus i jedinstvenu aromu sira. Uobicajeni dodaci sirevima ukljucuju crvenu i zelenu
papriku (poput paprike, habanero, chipotle, jalapeno, cayenne), crni papar, hren, timijan,
klin¢i¢, kumin, kim, perSin, estragon, muskatni orasci¢, bosiljak, luk/CeSnjak 1 suSene rajcice.
Ostali okusi ukljucuju tekuéi i prirodni dim, ¢adu/pepeo, pivo, vino te orasaste plodove poput
badema i oraha. Dodaci se obi¢no koriste u koli¢inama manjim od 1% mase grusa, iako se u

nekim sirevima koriste i1 veée koli¢ine.

Ovaj rad se fokusira na znacaj biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji, s posebnim
naglaskom na ekstrakte lista masline 1 maj¢ine dusice. Detaljno ¢e se istraziti Cetiri inovativne
tehnike za ekstrakciju bioaktivnih komponenata, uz opis njihovog nacina funkcioniranja.
Posebna paznja bit ¢e posvecena primjeni ekstrakta lista masline (ELM) 1 maj¢ine duSice

(EMD) u mljekarstvu, uz analizu rezultata istrazivanja postojecih studija na tu temu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Znacaj biljnih ekstrakata u prehrambenoj industriji

Ekstrakcija je vazna operacija u prehrambenom inzenjerstvu, jer omogucuje dobivanje
vrijednih topivih komponenti iz sirovina. Biljni ekstrakti dobivaju se iz biljnih dijelova kao §to
su listovi, cvjetovi, plodovi, sjemenke, kore, kora i korijenje. Ekstrakti dobiveni iz razli¢itih
izvora 1 dijelova biljke imaju razliite funkcije u prehrambenoj industriji, a najcesée se
upotrebljavaju kao antioksidansi, antimikrobna sredstva, sredstva za poboljSanje okusa,
sredstva za bojenje, izvor odredenih enzima, pojacivaci hranjivih tvari i aditivi (Mir 1 sur,
2022). Zbog sve vecih troSkova energije i zabrinutosti za ocuvanje okoliSa, stru¢njaci u
prehrambenoj industriji teZze primjeni poboljSanih tehnika ekstrakcije koje zahtijevaju manje
otapala i manju potroSnje energije. Pri tome se naglasak stavlja na primjenu netermalnih
tehnika ekstrakcije, iskoriStavanje nusproizvoda kao dobrih izvora bioaktivnih komponenata,
te na ,,zero-waste* i ,,clean-label* principe s ciljem smanjenja ekoloskog otiska, ouvanja
prirodnih resursa i pruzanja sigurnijih, prirodnijih proizvoda potroSacima. Ove inovativne
metode ne samo da poboljSavaju ucinkovitost procesa, ve¢ i osiguravaju odrzivost i
odgovornost prema okoliSu u prehrambenoj industriji. Inovativne tehnike ekstrakcije, poput
ultrazvucne ekstrakcije, ekstrakcije visokim tlakom i superkriticne fluidne ekstrakcije, imaju
znaCajnu ulogu u primjeni biljnih ekstrakata u mljekarstvu. Ove tehnike omogucuju
ucinkovitiju ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz biljaka, smanjujuéi pritom upotrebu otapala
1 energiju potrebnu za proces. Primjena biljnih ekstrakata u proizvodnji mlije¢nih proizvoda
moze poboljSati nutritivna svojstva, produZiti rok trajanja i obogatiti proizvode funkcionalnim
sastojcima koji doprinose zdravlju potrosaca. Prema istraZivanju koje su proveli Chemat 1 sur.
(2017), inovativne tehnike ekstrakcije znac¢ajno doprinose odrzivosti i kvaliteti prehrambenih
proizvoda, omogucujuc¢i proizvoda¢ima da odgovore na rastue zahtjeve za prirodnim i
zdravim sastojcima . Biljke su bogati izvori bioaktivnih spojeva koji pomazu u poboljSanju
kvalitete 1 sigurnosti razli€itih vrsta prehrambenih proizvoda. Bogati su nositelji aromatskih 1
fenolnih spojeva ¢iji dodatak moze dati karakteristican okus 1 svojstva odredenim
namirnicama. Osim $to su nositelji spojeva bogatog okusa, biljni ekstrakti ¢esto djeluju 1 kao
antioksidansi, antimikrobiotici 1 mogu imati terapeutska svojstva. Bioaktivni spojevi
rasporedeni su u biljnim tkivima 1 stanicama, a njihova koncentracija i svojstva ovise o biljnoj

vrsti, koriStenom dijelu biljke, stupnju zrelosti, metodama ekstrakcije itd..



2.1.1. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi obuhvacaju raznovrsne kemijske strukture koje sadrze fenolnu ili
hidroksilnu skupinu vezanu na aromatski prsten. Ovi spojevi ¢esto se nalaze u biljkama u
obliku sekundarnih metabolita poput glikozida ili estera Secera, a smjesteni su u vakuolama.
Fenolni spojevi su usko povezani sa senzornom i nutritivnom kvalitetom svjeze 1 preradene
biljne hrane. U biljkama se formira veliki broj fenolnih sekundarnih metabolita, a medu njima
su 1 spojevi koji se otapaju u organskim otapalima, dok su neki rastvorljivi u vodi, a neki se

pojavljuju u obliku velikih, netopivih polimera (Slika 1).
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Slika 1. Meduodnosi primarnog i sekundarnog metabolizma u biljaka (Reis Giada, 2013).

Fenolni spojevi variraju u strukturi, od jednostavnih molekula poput vanilina, galne i
kofeinske kiseline, do sloZenih polifenola kao Sto su stilbeni, flavonoidi i razli¢iti polimeri. Ovi
spojevi rasporedeni su u tkivima i stanicama biljaka, a njihova brojnost ovisi o vrsti biljke,

dijelu biljke koji se koristi za ekstrakciju, stupnju zrelosti, izloZenosti svjetlosti, 1 brojnim



drugim faktorima. (Cheynier, 2012). Najc¢eSce zastupljena skupina fenolnih spojeva su
flavonoidi koji biljci sluze kao UV zastitnici u obrani patogena, za komunikaciju biljaka 1
mikroorganizama i regulaciju reaktivnih vrsta kisika (Ferreyra i sur., 2021). Mnogi fenolni
spojevi u biljkama su dobri izvori prirodnih antioksidansa. Veliki je znacaj otkri¢a posljednjih
godina da mnogi fenolni spojevi u hrani imaju inhibitorne ucinke na mutagenezu i

karcinogenezu (Shahidi 1 sur., 2015).

2.1.2. Antioksidacijska svojstva fenolnih spojeva

Oksidacija hrane, koja rezultira uzeglos¢u, pored mikrobnog kvarenja drugi je najvazniji
uzrok kvarenja hrane. Prirodni antioksidansi u vocu i povréu hvataju $tetne slobodne radikale
te tako djeluju zastitno od oksidacije, poboljSavaju hranjivu vrijednost i sprjeCavaju kvarenje
hrane. Osim toga, oksidativni stres je ukljucen, kao uzrok ili posljedica, u nastanak i razvoj
preko 100 ljudskih bolesti, kao Sto su kardiovaskularne bolesti, dijabetes, starenje, rak i
neurodegenerativne bolesti. Unosom antioksidansa moze sprijeciti unutarstani¢nu oksidaciju,
odnosno smanjiti oksidativni stres i potencijalno prevenirati nastanak ve¢ine degenerativnih
bolesti (Poljsak i sur, 2021). Prema Tu i sur. (2017) antioksidansi mogu imati dihotomne uloge
u proizvodnji reaktivnih kisikovih vrsta (ROS). Lako se oksidiraju i mogu djelovati kao
oksidansi uzrokujuéi ostecenja kada su prisutni u velikim koncentracijama. Medutim,
oksidirani oblici prirodnih antioksidansa relativno su inertni prema biomolekulama. Na
primjer, oksidirani oblici askorbata (askorbatni radikal i dehidroaskorbat), fenoksilni radikali,
tokoferoksilni radikali 1 likopenski radikali relativno su stabilni 1 nereaktivni te ne uzrokuju
ostecenje stanica niti iniciraju peroksidaciju lipida. Stetni slobodni radikali mogu nastati
Fentonovim i Haber-Weissovim reakcijama kada reducirani oblici redoks-aktivnih metalnih
iona 1 vodikovog peroksida u prisutnosti antioksidansa proizvode reaktivne hidroksilne
radikale. Ograni¢avaju¢i faktor unutar stanica je vodikov peroksid koji nastaje tijekom
autooksidacije sintetskih antioksidansa poput vitamina C, E 1 drugih. MoZe reducirati slobodno
Zeljezo Fe?" i druge metalne ione (krom, kobalt, bakar i vanadij), koji pokreéu stvaranje

slobodnih radikala kroz Fentonove reakcije.

U svijetu postoji veliki interes za fitokemikalije kao bioaktivnhe komponente hrane jer
njihova konzumacija moZe prevenirati neke bolesti zahvaljuju¢i visokoj antioksidacijskoj
aktivnosti istih. Biljni ekstrakti ne sadrze samo jednu fenolnu komponentu, ve¢ su mjesavina
razli¢itih spojeva, pri ¢emu koncentracija svakog spoja utjeCe na ukupnu antioksidacijsku

aktivnost, koja je, pak, odredena specificnim sastavom ekstrakta. Dokazi iz epidemioloskih



studija pokazuju da dugotrajna konzumacija hrane bogate polifenolima pruza zastitu od razvoja
kardiovaskularnih i degenerativnih bolesti, raka i dijabetesa (Rienks i sur., 2017) Polifenoli
imaju pozitivan utjecaj na zdravlje ljudskog organizma zbog njihovih antioksidacijskih i
protuupalnih svojstava. Apsorpcija i metabolizam polifenola opsezno su opisani u brojnim
studijama (Rajha i sur.,2021; Zhao i sur., 2021; Saint-Georges-Chaumet, 2016). Crijevna
mikrobiota ima klju¢nu ulogu u procesu apsorpcije. Za osobe koje redovito konzumiraju vino,
pivo, kavu 1 ¢aj, ova pica predstavljaju glavne izvore prehrambenih polifenola. Sadrzaj
polifenola u hrani i pi¢ima uvelike ovisi 0 uzgoju i tehnoloSkim procesima (Nardini, 2022).
Zdravstvena svojstva voca, povréa, kulinarskog bilja 1 zacina takoder proizlaze iz prisutnosti
niskomolekularnih antioksidansa koji Stite stanice i njihove strukture od oksidativnog stresa i
oksidativnog oste¢enja. Uocena je pozitivna korelacija izmedu konzumacije cijelog voca i
povréa i prevencije bolesti, poput ateroskleroze, raka, dijabetesa, artritisa, poboljSanog
kardiovaskularnog 1 neuroloskog zdravlja, smanjene incidencije raka, produljene
dugovjecnosti i smanjene ukupne smrtnosti. Nije poznato doprinosi li pojedinacni antioksidans
ili sinergija nekoliko razli¢itih antioksidansa (neki od njih mozda neotkriveni) u vocu i povréu
prevenciji bolesti. Uoceni korisni ucinci na zdravlje takoder mogu potjecati od drugih
fitokemikalija prisutnih u hrani, poput dijetalnih vlakana, folata, vitamina, polifenola i kalija.
Unos namirnica koje su prirodno bogate antioksidansima (dnevni unos od najmanje 400 g voca
1 povrca) Siroj javnosti preporucila je Svjetska zdravstvena organizacija kao nacin zastite od
kroni¢nih bolesti; medutim, ne postoji sluzbena preporuka za vrstu, broj ili koli¢inu

antioksidansa koje treba konzumirati dnevno (Zhan 1 sur., 2017).

2.1.3. Antimikrobna svojstva fenolnih spojeva

Polifenoli, posebno odredene klase poput flavonoida i tanina, sve viSe privlace paznju
zbog svojih antimikrobnih svojstava koja se mogu pripisati njihovoj sposobnosti da generiraju
reaktivne vrste kisika (ROS) koje uzrokuju oksidativni stres u bakterijskim stanicama. Studije
su pokazale da polifenoli destabiliziraju bakterijske membrane 1 ometaju kljune enzimske
procese, ¢ime inhibiraju rast patogena, ukljucujuci i one otporne na antibiotike. Na primjer,
istrazivanje Daglia (2012) isti¢e kako polifenoli posjeduju snazna antibakterijska svojstva zbog
svoje sposobnosti oksidacije. Takoder, Taguri i1 sur. (2004) zakljucili su da razliCite vrste
polifenola, ukljucujuéi katehine i njihove oksidacijske proizvode, proantocijanidine i tanine,
imaju antibakterijsko djelovanje protiv Cetiri skupine bakterija uzro¢nika kvarenja hrane.
Osjetljivost bakterija na polifenole ovisila je o vrsti bakterije i strukturi polifenola, §to dodatno

potvrduje potencijal fenolnih spojeva kao prirodnih antimikrobnih agenasa. Sposobnost
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inhibiranja rasta mikroorganizama ¢ini fenolne spojeve potencijalno korisnim za razvoj novih
konzervansa u prehrambenoj industriji, kao odgovor na sve veéi pritisak potroSaca za
smanjenjem upotrebe sintetickih aditiva. Osim toga, s obzirom na rastu¢u otpornost mikroba
na konvencionalne antibiotike, polifenoli su istrazivani kao inovativni terapeutski agensi u
lije¢enju razlicitih mikrobioloskih infekcija (Cushnie i Lamb, 2011; Puupponen-Pimié 1 sur,

2001).

2.2. List masline

Proizvodnja maslinovog ulja znacajan je izvor ekonomske dobiti za mediteranske zemlje,
s oko 98 posto globalne proizvodnje. Upotreba maslinovog ulja dramaticno je porasla
posljednjih godina, zahvaljuju¢i njegovim organolepti¢kim karakteristikama i sve veéem
poznavanju njegovih zdravstvenih prednosti. Uzgojem i preradom maslina stvaraju se znacajne
koli¢ine otpada, ukljucujuéi lis¢e masline, kominu 1 otpadne vode sa znacajnim organskim
optere¢enjem. Zbrinjavanje nusproizvoda prerade masline veliki su ekonomski i ekoloski
problem za preradivace. Budu¢i da su navedeni nusproizvodi bogati bioloski aktivnim
komponentama, njihova daljnja prerada mogla bi biti od iznimne vaznosti za prehrambenu,
kozmeticku industriju, koje doista primjenjuju znacajne koli¢ine korisnih organskih kiselina,
ugljikohidrata, proteina, vlakana, i fenolnih materijala u razvoju proizvoda s dodanom
vrijednoSéu. Medutim, ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz otpadnih materijala
potencijalan je problem uslijed visokih troskova ekstrakcije, prociS¢avanja te detekcije i
kvantifikacije pojedinih komponenata. Kako se povecala svijest o vaZnosti iskoriStavanja
nusproizvoda u agrobiotehni¢kom sektoru, i njthovoj primjeni u prehrambenoj industriji kao
izvora vaznih bioaktivnih komponenta poput polifenolnih spojeva, sve je vise studija koje se
bave ovom tematikom. Stabla masline mogu Zivjeti stotinama godina, a liS¢e masline se kroz
povijest koristilo kao narodni lijek za suzbijanje groznice i drugih bolesti, poput malarije te su
razlogom niske ucestalost kardiovaskularnih bolesti 1 raka u mediteranskim zemljama
(Benavente-Garcia i sur., 2000). Pozornost istrazivaca privukla je i mediteranska prehrana koja
se sastoji od maslina, a smatra se da su proizvodi od maslina jedan od razloga za to.
IskoriStavanje liS¢a masline zaostalog u procesu uzgoja i prerade masline takoder je privuklo
znacajan broj istraZivaca jer, osim ploda masline, list je takoder bogat fenolnim spojevima i
potencijalan je materijal za njihovu ekstrakciju. Struktura i visoki antioksidativni kapacitet ovih
fenola omogucuju koriStenje ekstrakta lista masline u razvoju lijekova, kozmetickih preparata,

dodataka prehrani i razvoju funkcionalne hrane.



2.2.1. Bioaktivni profil lista masline

Bioaktivni spojevi prisutni u voéi i povréu poput polifenola, karotenoida 1 antocijana,
svojim potencijalnim antioksidativnim djelovanjem nude brojne zdravstvene prednosti
ukljucujuéi zastitu od kardiovaskularnih bolesti i raka. Glavni bioaktivni sastojci ploda
masline, poput hidroksitirosol (3,4-dihidroksifeniletanol), njegovg estera s glikozidom
elenolne kiseline (oleuropein ili oleuropeozid) i srodnih derivata, mogu biti razlog zasto lis¢e

masline predstavlja vaznu komponentu u prehrambenoj industriji.

Tablica 1. Antioksidativni kapaciteti fenolnih spojeva u ekstraktu liS¢a masline (prema

Benavente-Garcia i sur., 2000)

FENOLNI SPOJEVI UDIO (%suhe tvari) KAﬁ;’\,lA-g IC')I'PI?I'I ?n?l\-zl'\l'/llE\IAI\C)
Ekstrakt - 1,58 +0,06
Oleuropein 24,54 0,88+0,09
Hidroksitirozol 1,46 1,57+0,12
Luteolin-7-glukozid 1,38 0,71+0,04
Apigenin-7-glukozid 1,37 0,42+0,03
Verbaskozid 1,11 1,02+0,07
Tirosol 0,71 0,35+0,35
Vanilinska kiselina 0,63 0,67+0,09
Diosmetin-7-glukozid 0,54 0,64+0,09
Kafeinska kiselina 0,34 1,3740,08
Luteolin 0,21 2,25+0,11
Rutin 0,05 2,75+0,05
Diosmetin 0,05 1,42+0,07
Vanilin 0,05 0,13+0,01
Katehin 0,04 2,28+0,04

*TEAC — Antioksidativni kapacitet ekvivalentan Troloxu
Bioaktivni spojevi liS¢a masline ukljucuju sekoiridoide (oleuropein, oleuropeinaglikon,
ligstrozid, dimetiloleuropein, oleozid i dialdehide elenolne kiseline), flavonoide (luteolin 7,4'-
O-diglukozid, luteolin 7-O-glukozid, apigenin 7-O-rutinozid , luteolin 4'-O-glukozid

kvercitrin, apigenin, kemferol, luteolin, rutin i diosmetin) i fenolne spojeve (kafeinska kiselina,
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tirozol 1 hidroksitirozol) (Tablica 1) (Rahmanian, 2015). Najzastupljeniji fenolni spojevi

prisutni u liS¢u masline su oleuropein i hidroksitirosol (Erbay i Icier, 2010).

2.2.1.1. Oleuropein

Oleuropein je glavni sastojak porodice sekoiridoida. To je gorki spoj koji se ponajvise
nalazi u nezrelim plodovima masline, a njegova se koli¢ina smanjuje tijekom sazrijevanja
uslijed pretvorbe u hidroksitirosol. Oleuropein su u maslinama prvi put otkrili Bourquelot 1
Vintilesco (1908), ali njegovu kemijsku strukturu (Slika 2.) dodijelili su Panizzi i dr. (1960).

Specificirana je kao heterozidni ester elenolne kiseline i dihidroksifeniletanola.

HO

A
0-Glu

Oleuropein

Slika 2. Strukturni prikaz oleuropeina (Zori¢, 2017)

Spojevi koji imaju ortodifenolnu (kateholnu) poznati su po svom snaznom antioksidativno
djelovanju. U slucaju oleuropeina njegova visoka antioksidativna aktivnost pripisuje se
prisutnosti o-dihidroksi (katehol) strukture. Ipak, ¢isti oleuropein ima ograni¢en antioksidativni
kapacitet, dok ekstrakt maslinovog lista pokazuje znatno vecu antioksidativnu aktivnost, koja
nadmasuje i vitamine C i E, kao 1 €isti hidroksitirosol, inace snazan antioksidans (Benavente -
Garcia i sur., 2000). Ova razlika u antioksidativnom kapacitetu moZe se objasniti na dva nacina.
Prvo, moguce je da se oleuropein tijekom hidrolize pretvara u hidroksitirozol, ¢ime se povecava
antioksidativna aktivnost ekstrakta. Drugo, sinergisticki ucinak razli¢itih fenolnih spojeva
prisutnih u maslinovom li§¢u takoder moze pridonijeti poboljSanom antioksidativnom
kapacitetu (Erbay i Icier, 2010). Oleuropein, bioaktivni spoj iz liS¢a masline pokazuje Sirok
spektar antimikrobnog djelovanja protiv razli¢itih patogena, ukljucujuci bakterije, gljivice 1
viruse. Istrazivanja su otkrila da oleuropein moze sprijeciti sporulaciju Bacillus cereus te
djeluje antimikrobno protiv Sa/monella enteriditisa (Borjan i sur. 2020). Osim toga, dokazano

je da je ucinkovit i1 protiv rodova Klebsiella 1 Pseudomonas Koji su poznati po otpornosti na



antibiotike. Dodatno, oleorupein ima antimikrobni ucinak protiv gljivice Candida albicans
(Esfandiary 1 sur., 2024; Zori¢ i sur, 2022.). Daljnja istrazivanja naglasavaju antivirusna
svojstva oleuropeina posebno protiv virusa herpes mononukleoze, virusa hepatitisa, rotavirusa
i drugih (Micol i sur., 2005). Oleuropein takoder pokazaje antimikrobno djelovanje protiv
nekoliko znacajnih klinickih bakterijskih sojeva, ukljuuju¢i Haemophilus influenzae,
Moraxella catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus i Staphylococcus aureus
(Bisignano i sur, 1999). Posebnu paznju privlace studije usmjerene na anti-HIV potencijal
oleuropeina i hidroksitirozola, sojeva izoliranih iz masline (Lee-Huang i sur., 2003). Ovi
spojevi su dokazali sposobnost da visestruko djeluju protiv HIV-a, sprjecavajuci ulazak virusa
u stanice 1 njegovu integraciju u stani¢no okruzenje, ¢ime se isticu kao potencijalno rjeSenje
protiv virusne opasnosti (Erbay i Icier, 2010). Sve ove studije ukazuju na znacajan potencijal
oleuropeina i srodnih spojeva kao prirodnih antimikrobnih sredstava sa Sirokim spektrom
djelovanja, Sto ih ¢ini obecavajué¢im kandidatima za daljnji razvoj 1 primjenu u farmaceutskoj

1 prehrambenoj industriji.

2.2.1.2. Hidroksitirozol

Hidroksitirozol je jedan od najvaznijih fenolnih spojeva koji se nalaze u maslinama i
maslinovom lis¢u, te se smatra jednim od najsnaznijih prirodnih antioksidanasa. Ovaj spoj
nastaje kao primarni produkt razgradnje oleuropeina, koji je klju¢na komponenta maslina
odgovorna za mnoge zdravstvene prednosti. Kako masline sazrijevaju, koncentracija
hidroksitirozola raste, ¢ime se povecava njegova prisutnost u zrelim maslinama i maslinovom
ulju. Kemijska struktura hidroksitirozola (3,4-dihidroksifenil etanol) prikazana je na slici 3. 1
prikazuje njegovu jednostavnu, ali u€inkovitu strukturu za neutralizaciju slobodnih radikala.
Hidroksitirozol se apsorbira u crijevima, a njegov transport odvija se dvosmjerno mehanizmom
pasivne difuzije (Manna 1 sur. 2000). Zbog svojih snaznih antioksidativnih svojstava,
hidroksitirozol je predmet brojnih istraZivanja koja istrazuju njegov potencijal u prevenciji
oksidativnog stresa povezanog s razvojem kardiovaskularnih bolesti, raka 1
neurodegenerativnih  poremecaja (Zhang 1 sur.,, 2021). Antioksidativni kapacitet
hidroksitirozola je ¢ak veci od kapaciteta vitamina C i vitamina E, §to ga ¢ini izuzetno
vrijednim spojem u prehrambenoj 1 farmaceutskoj industriji. Medutim, ova jaka
izvora, stoga procesi ekstrakcije moraju biti pazljivo kontrolirani kako bi se sprijecila

oksidacija i degradacija spoja, $to zahtijeva specijalizirane metode i1 tehnologije.
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Slika 3. Kemijska struktura hidroksitirozola (Erbay 1 Icier, 2010).

2.3. Majcina duSica

Majcina dusSica (timijan, lat. Thymus) je visSegodisnji divlji grm iz obitelji Lamiaceae i
podrijetlom iz mediteranske regije, a danas je rasprostranjena po cijelom svijetu (slika 4.).
Najpoznatije vrste su vrtni timijan ili prava maj€ina dusica (7. vulgaris) 1 poljski timijan (7.

serpyllum).

Slika 4. Majcina dusSica (Anonymus, 2016)

Prava majcina dusSica (7. vulgaris) smatra se vaznom samoniklom jestivom biljkom
koja je proucavana stolje¢ima zbog svoje jedinstvene vaznosti u prehrambenoj, farmaceutskoj
1 kozmetickoj industriji. Bogata je fitonutrijentima, mineralima i vitaminima, gorkog je okusa,
a opet bogata vlagom, proteinima, sirovim vlaknima, mineralima i vitaminima. Njen kemijski
sastav moze varirati ovisno o geografskom polozaju, ali uglavnom se sastoji od flavonoida 1
antioksidansa. Studije pokazale su terapeutske ucinke majcine dusice i njenih eteri¢nih ulja,
posebno timola i1 karvakrola, protiv raznih bolesti (Mancini i sur., 2015). To se pripisuje
njegovim multifarmakoloSkim svojstvima koja uklju¢uju antioksidativno, protuupalno i
antineoplasti¢no djelovanje. Stovi$e, majéina dusica je odavno poznata po svom antivirusnom,
antibakterijskom, antifungalnom 1 antiseptickom djelovanju, te ucinkovita u suzbijanju
mikrobnih biofilmova (Tohidi i sur., 2017; Boruga i sur., 2014 ). Osim toga, u periodu
pandemije SARS-CoV2 virusa (COVID-19) istrazivan je i potencijal nekih sastojaka majcine
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dusice u vezivanju virusa. Maj¢ina dusSica ima Sirok raspon funkcionalnih moguénosti u hrani,
lijekovima i1 drugim poljima te je znacajan nutraceutik (Hammoudi i sur., 2022). Do sada
objavljena literatura pokazuje da izravan dodatak prirodnih antioksidansa iz majcine dusice
moze sprijeciti razvoj uzeglosti u razli€itim vrstama namirnica. U tom kontekstu, provedena su
brojna istrazivanja s ciljem potvrdivanja antioksidativnog potencijala razlicitih ekstrakata

majcine dusice.
2.3.1. Bioaktivni profil maj¢ine dusSice

Glavni spojevi u ulju maj¢ine duSice su ugljikovodi¢ni i fenolni spojevi kao §to su
borneol, karvakrol, cimol, linalol, timol, tanin, apigenin, luteolin, saponini i triterpenska
kiselina. Prevladavaju¢e komponente ulja 7. vulgaris su timol i karvakrol (20%—-54% od
ukupnog sadrzaja) (Yapici i sur, 2023). Etericna ulja dobivena iz maj¢ine duSice pokazuju
antisepti¢ko, antigljivi¢no, antiparazitsko i antibakterijsko djelovanje. Maj¢ina duSica sadrzi
karvakrol i timol kao bioaktivne spojeve, posebno u klasi fenolnih spojeva. Osim njih, sadrzi i
p-cimen, a-terpinen, cimol, borneol, kariofilen, mircen, limonen, kamfen, linalol, sabinen,

karen (Slika 5.).

p /-::;\(,CH 9 A2 _CHy N CH,
[ | ) i
HC. A # OH HBC\T ~F HyC. A
CHy CHy; OH CHy
Carvacrol Thymol p-cymens
~_-CH; _~._CH —
T T 2 [ \}-: CH,
[ i I HiC A/
HiC A - HiC. ~ e AV
I nd
CH, CH; 3
alfa-teepinens Limonene Sabinens
, HiC._CHs HsC ~_-CH
/ 1F L HyC | 4
-"CHJ -"-/',"w."} ’T—/
CH, H:C OH HC
Camphene Bomeol beta-caryophybene
H M. CH CH
i\-‘ /KCL “cH )\) A Hy M c/\‘~'/\"~/\/\'-9
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Slika 5. Kemijska struktura odabranih bioloskih aktivnih komponenata porijeklom iz maj¢ine

dusice (Yapici i sur, 2023).
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2.3.1.1. Timol

Timol je fenolni spoj koji se prirodno nalazi u biljci majcine duSice (Thymus vulgaris),
a takoder je prisutan i u manjim koli¢inama u nekim drugim biljkama iz porodice usnaca.
Poznat je po svom intenzivnom, pikantnom mirisu i gorkom okusu, §to ga ¢ini vrijednim
dodatkom prehrani za poboljSanje okusa, posebno u proizvodima poput sireva, mesnih
preradevina 1 likera. Osim kao dodatak prehrani, koristi se i kao prirodni konzervans,
zahvaljujuéi svojim snaznim antimikrobnim svojstvima koja pomazu u produljenju trajnosti
hrane. U narodnoj medicini, cijenjen je zbog svojih ljekovitih svojstava. Tradicionalno se
koristi u lijeCenju respiratornih infekcija, upala grla i kaslja, te kao prirodni antiseptik za
dezinfekciju rana. Brojne znanstvene studije dodatno potvrduju Sirok spektar farmakoloskih
djelovanja timola. Dokazano je da posjeduje antisepticka, antibakterijska, antifungalna,
antivirusna, antioksidativna, antireumatska i antikancerogena svojstva (Tohidi i sur., 2020;
Salehi i sur., 2018; Li i sur., 2017; Codruta i sur., 2020; Tariq i sur., 2019; Schnitzler i sur.,
2019). Njegova antisepticka svojstva ¢ine ga korisnim u formulacijama za oralnu higijenu,
poput vodica za ispiranje usta, gdje pomaze u smanjenju bakterijskog plaka i sprje¢avanju
bolesti desni. Antifungalno djelovanje timola takoder ga ¢ini u€inkovitim u tretmanu gljivi¢nih
infekcija, poput onih uzrokovanih Candida vrstama. Nadalje, pokazuje potencijal u inhibiranju
rasta razliCitih patogenih bakterija, ukljucujudi rezistentne sojeve, $to ga €ini relevantnim u
istrazivanjima antibiotske rezistencije (Sienkiewicz 1 sur., 2012). Osim toga, koristi se 1 u
veterinarskoj medicini, osobito za kontrolu parazita kod pcela i domacih Zivotinja, Sto dodatno

ukazuje na njegovu svestranost 1 u¢inkovitost u razli¢itim podru¢jima primjene.

2.3.1.2. Karvakrol

Karvakrol je prirodni fenolni spoj koji se primarno nalazi u esencijalnim uljima biljaka
kao Sto su timijan (Thymus vulgaris) 1 origano (Origanum vulgare). Njegova prisutnost daje
ovim biljkama njihov karakteristi¢an, intenzivan miris 1 okus, koji se Cesto koristi u kulinarstvu.
Osim §to doprinosi aromati¢nim svojstvima, karvakrol je predmet intenzivnog istraZivanja
zbog svojih brojnih zdravstvenih koristi. Poznato je da ima Sirok spektar pozitivnih u¢inaka na
zdravlje zahvaljujuéi snaznim antioksidativnim, protuupalnim, antibakterijskim 1
antifungalnim svojstvima (Aeschbach 1 sur., 1994). Antioksidativno djelovanje karvakrola
pomaze u neutralizaciji slobodnih radikala u tijelu, ¢ime se smanjuje oksidativni stres koji
moze doprinijeti razvoju kroni¢nih bolesti poput kardiovaskularnih bolesti i1 raka.
Antibakterijsko djelovanje istrazuje se u kontekstu borbe protiv raznih patogenih bakterija,

ukljucujuéi 1 one otporne na antibiotike. Karvakrol djeluje na nacin da naruSava stani¢ne
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membrane bakterija, uzrokujuci gubitak stani¢nog sadrzaja i na kraju smrt bakterijskih stanica.
Ovo ¢ini karvakrol potencijalnim prirodnim konzervansom u prehrambenoj industriji, ali 1

vaznim kandidatom za razvoj novih antimikrobnih terapija (Nostro i Papalia, 2012).

2.4. Inovativne tehnike ekstrakcije bioaktivnih komponenata

Danas u industriji parfema, kozmetike, hrane, biogoriva, lijekova i finih kemikalija
rijetko postoji proizvodni proces koji ne ukljucuje neku vrstu ekstrakcije prirodnih spojeva
(Chemat i sur., 2012). Ekstrakcija omogucuje izdvajanja odredenih tvari iz ¢vrste (krute) tvari
ili tekuc¢e smjese odgovaraju¢im otapalom u kojem su te tvari topljive ili se bolje otapaju od
preostalih sastojaka u smjesi. Princip ekstrakcije temelji se na molekularnoj difuziji pri ¢emu
dolazi do izjednacavanja koncentracija otopljenih tvari u sustavima koji dodu u medusobni
kontakt. Ovaj proces se opisuje prvim Fickovim zakonom. Spoj dobiven ekstrakcijom izdvaja
se u Cistom obliku iz dobivene otopine kristalizacijom ili otparavanjem otapala (Lianfu i
Zelong, 2008). Iako su konvencionalne metode Siroko primjenjive na industrijskoj razini imaju
nekoliko nedostataka, uklju¢ujuéi nepotpuno iskoristenje ekstrakta, visoku potro$nju organskih
otapala te visoku potroSnju energije, uzrokovanih izrazito dugim vremenom ekstrakcije i

intenzivnim zagrijavanjem i/ili mijeSanje tijekom ekstrakcije (Rombaut i sur., 2014).

U ovom poglavlju analizirane su cetiri klju¢ne tehnike ekstrakcije bioaktivnih
komponenata iz biljnog materijala koje se temelje na nafelima zelene kemije 1 zelene
ekstrakcije. Ove tehnike usmjerene su na optimizaciju procesa kako bi se smanjila potros$nja
energije, promovirala uporaba ekoloski prihvatljivih 1 odrZivih otapala, te osigurala visoka
kvaliteta 1 sigurnost dobivenih ekstrakata. Svaka od ovih tehnika doprinosi o¢uvanju okolisa 1
povecanju ucinkovitosti ekstrakcije, istovremeno minimizirajuéi Stetne utjecaje na zdravlje

ljudi 1 ekosustav.

2.4.1. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE; eng. Ultrasound-assisted extraction)
temelji se na mehanizmu kavitacije, gdje ultrazvu¢ni valovi niske frekvencije (oko 20 kHz)
uzrokuju stvaranje, rast 1 kolaps kavitacijskih mjehuri¢a. Ovaj proces generira lokalno visoke
temperature, tlakove 1 smi¢na naprezanja, Sto rezultira permeabilizacijom stani¢nih stijenki i
povecanim prinosom Zeljenih spojeva. UAE ima mnoge prednosti, ukljuujuci jednostavnost
postupka, krace vrijeme ekstrakcije, manju potroSnju otapala te moguénost provodenja na
sobnoj temperaturi, ¢ime se smanjuje rizik od oksidacije 1 razgradnje ciljnih spojeva. UAE se
cesto koristi za izolaciju bioaktivnih spojeva iz razlicitih prirodnih izvora. Klju¢ni ¢imbenici

13



koji utjecu na ucinkovitost UAE su vrijeme ekstrakcije, sastav otapala i ulazna snaga, a
optimizacija uvjeta moze se provesti koriStenjem modela prostorne krivulje. U usporedbi s
konvencionalnom ekstrakcijom, polifenoli izdvojeni iz Salvia officinalis L. koristenjem UAE
pokazali su 20% ve¢i prinos, trostruko krace vrijeme obrade i znatno manju potrosnju otapala
(Rajha 1 sur., 2015). Provedene su brojne studije koje primjenjuju UAE za ekstrakciju
bioaktivnih spojeva (npr. karotenoidi i masne kiseline) iz biomase razliCitih mikroalgi
koristenjem UAE, a koje detaljno opisuju metode ekstrakcije bioaktivnih spojeva, ukljucujuci
optimizaciju uvjeta i usporedbe s konvencionalnim metodama (Vintila i sur., 2022; Rodrigues

i sur., 2018; Bin Latheef 1 Ngadi, 2011).

Bubble radius

5000 K
2000 atm
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Slika 6. Kavitacijski ucinak ultrazvuka (Shen 1 sur., 2023).

2.4.2. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (MAE; eng. Microwave-assisted extraction)
je postupak u kojem se mikrovalna energija koristi za zagrijavanje otapala koje je u kontaktu s
uzorkom, $to omogucava oslobadanje analita iz matrice uzorka u otapalo. Glavna prednost
MAE je sposobnost brzog i ravnomjernog zagrijavanja smjese otapala i uzorka, $to ovu tehniku
¢ini posebno pogodnom za brzu ekstrakciju, ukljucujuéi ekstrakciju toplinski nestabilnih tvari.
Detaljno su o tome pisali Chemat i Cravotto (2023), koji su obradili temeljne mehanizme,
ukljucujuéi dielektri¢no zagrijavanje, te objasnili kako mikrovalna energija olakSava proces
ekstrakcije promjenom struktura stanica. Takoder su raspravljali o optimizacijskim
¢imbenicima poput dielektri¢ne konstante otapala, ulazne snage i temperature, pruzajuci uvid
u ucinkovitost metode za ekstrakciju bioaktivnih spojeva. MAE se cesto koristi kao
konvencionalna tehnika za ekstrakciju bioaktivnih komponenti iz ljekovitog bilja. Prilikom
razvoja metoda za ekstrakciju bioaktivnih komponenata, potrebno je optimizirati nekoliko
parametara MAE-a, ukljucujuéi polaritet i volumen ekstrakcijskog otapala, veli¢inu uzorka,
temperaturu i vrijeme ekstrakcije te snagu mikrovalova (Kataoka, 2019).
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Slika 7. Shematski prikaz MAE ekstrakcije (Nemes, 2008).

2.4.3. Superkriticna CO: ekstrakcija

Superkriti¢na CO; ekstrakcija (SC-COz; eng. Supercritical carbon dioxide extraction)
Cesto se koristi za odvajanje razli¢itih komponenata iz biljaka, jer omogucava proizvodnju
Cistih, bezprijekornih i sigurnih proizvoda. Ova metoda koristi ugljikov dioksid u
superkritiénom stanju, $to je stanje materije u kojem tvar ima svojstva i plina 1 tekuc¢ine. U
ovom stanju, CO2 ima nisku viskoznost i visoku difuzivnost poput plina, ali takoder i gustocu
poput tekucine, Sto mu omogucuje u€inkovitu penetraciju u materijal i otapanje bioaktivnih
spojeva. Superkriticni CO; koristi se za izolaciju odredenih komponenti iz razli¢itih materijala,
ukljucujuéi biljni materijal, zacine, kavu, ulja i druge organske proizvode. Klju¢na prednost
ove metode je mogucnost kontroliranja selektivnosti ekstrakcije promjenom pritiska i
temperature, Sto omogucava prilagodbu procesa za ciljane spojeve. Osim toga, CO: je
netoksican, ne ostavlja Stetne ostatke, 1 moZe se jednostavno ukloniti iz finalnog proizvoda
isparavanjem. Prednosti SC-CO> ekstrakcije ukljuuju visoku selektivnost, nisku radnu
temperaturu koja Stiti osjetljive spojeve od degradacije, te ekoloSku prihvatljivost jer koristi
CO: kao otapalo koje se moze reciklirati. Ova metoda takoder omogucuje finu kontrolu nad
ekstrakcijskim parametrima, Sto dovodi do visokog prinosa i Cistoce ekstrakta. Primjeri
primjene SC-CO» ekstrakcije ukljuc¢uju proizvodnju esencijalnih ulja, dekafeinaciju kave, te
izolaciju aktivnih spojeva iz ljekovitog bilja (Vidovi¢ i sur., 2021; Molnar i sur., 2017; Aladi¢
i sur., 2015). Klju¢ni parametri koji utjecu na SC-CO» ekstrakciju su temperatura, pritisak, te
dodatak su otapala koje moZe povecati u€inkovitost ekstrakcije polarnih spojeva. Na primjer,

pritisak iznad 73.8 bara i temperatura iznad 31.1°C omogucuju CO- da postigne superkriticno
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stanje, gdje moze ucinkovito otopiti nepolarne spojeve, dok dodatak etanola kao suotapala

moze pomo¢i u ekstrakciji polarnih spojeva.

2.4.4. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku (PLE; eng. Pressurized liquid
extraction) je tehnika ekstrakcije kruto-tekuce koja koristi temperature i tlakove u rasponu od
50 do 200 °C odnosno 35 do 200 bara. Ova metoda koristi otapala blizu superkriti¢nog
podrucja, Sto omogucuje povecanu topljivost 1 brzu difuziju analita. Temperatura 1 tlak u PLE
su klju¢ni parametri jer omogucéuju otapalu da efikasnije penetrira u matricu i ekstrahira ciljne
spojeve. PLE je metoda poznata po svojoj u¢inkovitosti i ekoloskoj prihvatljivosti u ekstrakciji
bioaktivnih spojeva iz razliCitih prirodnih izvora, posebno zbog moguénosti koriStenja manjih
koli¢ina otapala i brzine postupka. Ekoloska prihvatljivost je dodatno pojacana time Sto se
mogu koristiti manje toksicna otapala. Koristi se za analizu i identifikaciju Sirokog spektra
analita u uzorcima hrane. Postupak ekstrakcije zapocinje ravnomjernim rasprsivanjem uzorka
inertnim materijalom (npr. sredstvom za susenje ili pijeskom) u posudi za ekstrakciju, ¢ime se
poboljSava kontakt otapala s uzorkom i poveéava ucinkovitost ekstrakcije. Ekstrakcija se
sastoji od statiCkog koraka, tijekom kojeg otapalo ostaje u kontaktu s uzorkom 0,5 do 20 minuta
bez protoka, i dinamickog koraka, gdje otapalo tece kroz uzorak, omogucujuéi prikupljanje
ekstrakta. Ova kombinacija osigurava maksimalno iskoriStenje analita. Postupak se moZe
ponoviti ako je potrebno za povecanje iskoriStenja analita. Iako nije nuZna, viSa temperatura se
¢esto koristi u PLE kako bi se ubrzala ekstrakcija 1 smanjile interakcije izmedu analita i matrice.
Visa temperatura moZe smanjiti viskoznost otapala, povecavaju¢i difuziju analita u otapalo

(Alvarez-Rivera i sur, 2020).
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Slika 8. Shematski prikaz PLE ekstrakcije (de Koning, i sur., 2009).
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2.5. Primjena ekstrakta lista masline i ekstrakta majcine duSice u mljekarstvu

Pod pojmom ,,mlijec¢ni proizvodi‘‘ ubrajamo namirnice kao Sto su mlijeko, jogurt, kefir,
sir, sirutka itd. Mlijeko 1 mlije¢ni proizvodi sadrze prehrambene i1 zaStitne tvari koje su
organizmu potrebne za normalno funkcioniranje, ukljucuju¢i hranjive tvari poput
ugljikohidrata, bjelanCevina, masti, vitamina i minerala. Prema podacima Organizacije za
prehranu 1 poljoprivredu (FAO) na svjetskoj razini, vise od 6 milijardi ljudi konzumira mlijeko
i mlijeCne proizvode (FAO, 2021). Pozitivni uéinci konzumacije mlije¢nih proizvoda su
znacajni, budu¢i da sadrze sastojke koji su esencijalni za prehranu i zdravlje (Heaney, 2000).
Mlijecni proizvodi mogu se obogatiti dodatkom zacina (cimet, klin€i¢, kurkuma, paprika, i dr.),
bioloski aktivnim komponentama (probiotici, prebiotici) (Iravani i sur., 2013), biljnim
ekstraktima (matcha, majcina dusica, ekstrakt lista masline) (Palmeri i sur., 2019), vitaminima
i mineralima (kalcij, vitamin D, zeljezo) (Zehedirad i sur., 2019). Mlije¢ni proizvodi poput sira
1 fermentiranog mlijeka smatraju se jednim od najpopularnijih funkcionalnih prehrambenih
matrica zbog njihovog znacajnog udjela na trziStu mlije¢nih proizvoda, ucestale konzumacije
i prihvaéenosti medu potrosac¢ima koji su svjesni vaznosti zdravlja. Osim toga, pogodan su
medij za obogacivanje prehrambeno vrijednim spojevima, posebno biljnim ekstraktima koji
sadrZe fenolne spojeve koji su odsutni u mlijeku i mlije¢nim proizvodima. Sve ve¢i interes za
konzumaciju mlije¢nih proizvoda potaknuo je istraZivanja o obogacivanju zacinima i bioloski
aktivnim komponentama s ciljem poboljSanja nutritivne 1 funkcionalne vrijednosti. Biljni
ekstrakti sve se viSe koriste u istraZzivanjima kao dodaci mlijecnim proizvodima zbog svojih
polifenolnih spojeva, koji posjeduju jaka antimikrobna i antioksidativna svojstva (EIl Sayed i
Youssef, 2019). Smatra se da njihov dodatak doprinosi poboljSanju funkcionalnosti i sigurnosti
mlijecnih proizvoda. U idu¢im poglavljima obuhvaceni su primjeri suplementacije ekstrakta

lista masline 1 ekstrakta maj¢ine dusSice u sektoru mljekarstva.

2.5.1. ELM i EMD u preradi mlijeka

Prerada mlijeka je najvazniji proces u mlije¢noj industriji, koji obuhvaca niz postupaka
bitnih za poboljSanje sigurnosti, trajnosti, nutritivnih i funkcionalnih svojstava mlijeka
(Walstra, 1999). Pasterizacija je jedan od klju¢nih procesa u proizvodnji mlijeka. Ova metoda
ukljucuje zagrijavanje mlijeka na temperaturu od 72°C tijekom odredenog vremena, s ciljem
uniStavanja patogenih organizama poput bakterija, virusa i parazita, uz minimalan utjecaj na
hranjive vrijednosti i okus mlijeka (Fox i sur., 1998). Sterilizacija, s druge strane, ukljucuje

izlaganje mlijeka vi§im temperaturama iznad 100°C, Sto uniStava sve vrste mikroorganizama,
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ali moze uzrokovati promjene u okusu i sastavu mlijeka, iako sterilizirano mlijeko ima dulji
rok trajanja (Reena, 2021). U novije vrijeme, sve veéi znacaj imaju metode obogacivanja
mlijeka prirodnim ekstraktima i dodacima koji mogu poboljsati nutritivnu vrijednost i produziti
trajnost na prirodan nacin. Istrazivanja su pokazala da ekstrakt lista masline moze uc¢inkovito
ocuvati kvalitetu mlijeka, djelujuéi kao antimikrobno sredstvo, posebno protiv Bacillus cereus,
te da moze produljiti rok trajanja 1 stabilizirati nutritivni profil mlijeka smanjenjem aktivnosti

enzima o-glukozidaze (Palmeri i sur., 2019).

2.5.2. ELM i EMD u proizvodnji jogurta i kefira

2.5.2.1. ELM i EMD u proizvodnji jogurta

Jogurt je jedan od najpopularnijih fermentiranih mlijenih proizvoda, koji se proizvodi
fermentacijom mlijeka uz dodatak specificnih bakterijskih kultura, naj¢es¢e Streptococcus
thermophilus 1 Lactobacillus bulgaricus (Samarzija, 2014). Jogurti se mogu klasificirati na
tekuce 1 Cvrste, ovisno o njihovoj konzistenciji. Osnovni tehnoloski procesi u proizvodnji
jogurta ukljuéuju pripremu mlijeka, homogenizaciju, toplinsku obradu, fermentaciju, hladenje
1 pakiranje proizvoda. Priprema mlijeka ukljucuje prilagodbu udjela suhe tvari i mlije¢ne masti.
Homogenizacija ne samo da usitnjava i ravnomjerno rasporeduje mlije¢nu mast, ve¢ takoder
povecava viskoznost i poboljSava konzistenciju proizvoda, §to doprinosi punijem okusu i boljoj
probavljivosti, te poboljSava strukturu grusa (Tratnik, 2012). Nakon homogenizacije slijedi
toplinska obrada, koja ima za cilj uni$tavanje patogenih mikroorganizama i inaktivaciju enzima
u mlijeku. Hladenje nakon toplinske obrade priprema mlijeko za inokulaciju, koja ukljucuje
dodavanje specificnth mikrobnih kultura pri optimalnim temperaturama za njihov rast.
Hladenje 1 pakiranje jogurta variraju ovisno o vrsti proizvoda koji se proizvodi. Pakiranje se
obi¢no vrsi u plasticnim caSicama ili kartonskoj ambalaZzi pod hermetickim 1 asepti¢nim
uvjetima (Tratnik, 2012). Prema istrazivanju Barkuci¢ i sur. (2022), dodavanje ekstrakta lista
masline u jogurt povecava antioksidativni kapacitet i smanjuje pH vrijednost jogurta, iako
ekstrakt nije pokazao znaCajna antimikrobna svojstva. Organolepticka svojstva jogurta s
ekstraktom lista masline pokazala su zna¢ajne promjene u okusu, boji i mirisu. Peker i Arslan
(2016) zakljucili su da je dodatak ekstrakta lista masline u jogurtu od marelice imao pozitivan
utjecaj na fizicko-kemijska svojstva, ukljucujuci sadrzaj suhe tvari, pH vrijednost, proteine 1
pepeo. Takoder su primijetili povecanje broja Streptococcus thermophilus tijekom skladistenja,
te poboljSanu antioksidativnu aktivnost jogurta. Zoidou i sur. (2017) istrazili su dodatak
oleuropeina, bilo u ¢istom obliku ili u obliku ELM, u kravlje mlijeko 1 jogurt s ciljem

proizvodnje novih funkcionalnih prehrambenih proizvoda. Njihovi rezultati pokazali su da je
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oleuropein stabilan tijekom toplinske obrade, fermentacije 1 skladistenja, te da dodavanje ELM
ili ¢istog oleuropeina u mlijeko 1 jogurt poboljsava njihovu ¢vrstocu, viskoznost i kapacitet
zadrzavanja vode, uz oCuvanje svojstava poput pH, titracijske kiselosti i rasta bakterija
mlijecne kiseline, dok su senzorska svojstva proizvoda ostala prihvatljiva i sli¢na
konvencionalnim. Prema Pourghorban i sur. (2022) jogurt obogac¢en maslinovim listom u
prahu ili ekstraktom maslinovog lista moZe se smatrati funkcionalnom hranom i komercijalnim
nutraceutikom zbog visokog sadrzaja fenolnih spojeva i drugih bioaktivnih komponenti.
Rezultati njihovog istrazivanja ukazuju na poboljSanje antioksidativnih svojstava,
produzavanje rok trajanja jogurta, te povecavanje odrzivost L. delbrueckii subsp. bulgaricus, a
nije potvrden znacajni u€inak na S. thermophilus. Studija Akan i sur. (2022) pokazala je da se
vodeni EMD moze uspjesno koristiti u proizvodnji probiotickog jogurta, bez negativnog
utjecaja na reoloska i mikrobioloska svojstva. Medutim, jasno je da bi se senzorska svojstva
proizvoda trebala poboljsati, s obzirom na to da senzorski okus jogurta s dodatkom ekstrakta
opada kako se razdoblje skladiStenja produzuje. lako su ELM i EMD prepoznati po svojim
antioksidativnim svojstvima i sposobnosti produzenja roka trajanja, istrazivanja ukazuju na to
da njihova primjena moze negativno utjecati na senzorska svojstva mlijecnih proizvoda, poput
okusa 1 teksture, Sto moze smanjiti prihvatljivost proizvoda medu potrosacima (Zoidou 1 sur.,

2017).

2.5.2.2. ELM i EMD u proizvodnji kefira

Kefir je fermentirani mlijecni proizvod blagog kiselkastog okusa, proizveden
fermentacijom mlijecne kiseline 1 alkohola pomoc¢u mezofilnih bakterija 1 kvasaca (Ahmed i
sur., 2013). Konzumacija kefira ljudskom organizmu moze donijeti niz zdravstvenih prednosti.
Bogat je probioticima, vitaminima i mineralima. Moze pozitivno djelovati u lijecenju
hipertenzije, artritisa, stresa i depresije te smanjenju kolesterola (John i sur., 2015). Proizvodnja
kefira je proces fermentacije mlijeka uz pomo¢ kefirnih zrnaca. Mlijeko se pasterizira radi
uklanjanja nezeljenih bakterija te se potom hladi na temperaturu 20°C-25°C koja je pogodna
za fermentaciju. U mlijeko se zatim dodaju kefirna zrnca, te pocinje fermentacija. U
fermentaciji koja traje 12-24 sata mlijeko se pretvara u kefir uz stvaranje mlije¢ne kiseline,
alkohola 1 ugljicnog dioksida. Poslije fermentacije izdvajaju se kefirna zrnca koja se ponovno

mogu koristiti, a kefir se pakira 1 hladi.

Primjena biljnih ekstrakata u proizvodnji kefira, poput ekstrakta lista masline i maj¢ine
duSice, moze poboljSati nutritivne 1 funkcionalne karakteristike kefira, ukljucujuci

antioksidativne sposobnosti i senzorska svojstva te na taj nacin doprinijeti proizvodnji
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zdravijeg 1 kvalitetnijeg kona¢nog proizvoda. U posljednje vrijeme provedeno je viSe studija
koje se bave ovom tematikom. Okur (2022) ispitali su potencijalni u¢inak na kvalitetu
(fizikalno-kemijska svojstva, senzorska svojstva, sadrzaj fenola i antioksidativne osobine)
uzoraka kefira tijekom skladistenja na 4°C tijekom 21 dana te zakljucili da kefir s dodatkom
ELM moze posluziti kao funkcionalni kefir koji je koristan za ljudsko zdravlje.
Marhamatizadeh 1 Goosheh (2016) ispitali su u¢inak razlicitih doza ekstrakata maj¢ine dusice
i razlic¢itih koncentracija Lactobacillus acidophilus 1 Bifidobacterium bifidum na smanjenje
fiksne kolicine aflatoksina u kefiru. Rezultati su pokazali da ekstrakti majc¢ine dusice smanjuju
kolicinu aflatoksina M1, a kombinacija ekstrakta maj¢ine dusice s probiotskim bakterijama bila

je ucinkovitija u smanjenju aflatoksina M1 nego samostalni ekstrakt maj¢ine dusSice.

2.5.3. ELM i EMD u proizvodnji sira

Prema definiciji iz Pravilnika o sirevima i proizvodima od sireva (NN 20/2009), sirevi
su svjezi proizvodi ili proizvodi s razli¢itim stupnjem zrelosti, koji se dobivaju odvajanjem
sirutke nakon koagulacije mlijeka, obranog ili djelomi¢no obranog mlijeka, vrhnja, sirutke ili
kombinacijom ovih proizvoda. Proizvodnja sira sloZen je proces koji obuhvaca niz koraka,
pocevsi od pripreme mlijeka pa sve do zrenja sira. Svaki korak u proizvodnji moze se
optimizirati kako bi se poboljsala kvaliteta 1 specifi¢ne karakteristike kona¢nog proizvoda.
Osnovni procesi u proizvodnji svih vrsta sireva ukljucuju koagulaciju mlijeka (sirenje), suSenje
grusa te oblikovanje sirnog zrna. Postoji Sirok raspon sireva koji se razlikuju po teksturi, okusu
1 na¢inu proizvodnje, ukljucujuéi tvrde sireve poput parmezana, meke sireve poput briea i
polutvrde sireve poput gaude. Sirevi pripadaju u skupinu hrane bogate nutrijentima jer su izvor
visokokvalitetnih proteina, lipida, vitamina i minerala. Osim toga, smatraju i bogatim izvorom
bioaktivnih peptida, to su specificni fragmenti proteina koji osim nutritivne vrijednosti
pozitivno pridonose i odredenim fizioloSkim funkcijama (Rafiq i sur., 2020). Dodavanje
ekstrakata s ciljem poboljSanja okusa, nutritivnih svojstava ili produzenja roka trajanja
proizvoda moZe se provoditi u razli¢itim fazama proizvodnje sira. Prema rezultatima
istrazivanja koje su proveli Zandona i sur. (2024) dodatak ELM =znacajno je povecao
koncentraciju ukupnih fenola, flavonoida i antioksidativnu aktivnost u svim uzorcima sira,
osobito pri vi§im koncentracijama. Takoder je utvrdeno da je enzimska koagulacija mlijeka
prethodno obogac¢enog s ELM optimalan nacin proizvodnje sira kako bi se postigla Zeljena
svojstva sira. . Noori i sur. (2020) istrazili su utjecaj ELM na prezivljavanje Lactobacillus casei
u UF siru tijekom 10 tjedana skladiStenja u hladnim uvjetima. Rezultati su pokazali da je

dodatak ekstrakta lista masline znacajno povecao broj bakterija L. casei u siru, pri ¢emu su
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uzorci s dodatkom 0,5% ekstrakta pokazali najbolja senzorska svojstva 1 najpozeljniji okus.
Istrazivanje koje su proveli Bleoanca i sur. (2016) potvrdilo je da se ekstrakt maj¢ine dusSice
moze koristiti u kombinaciji s visokim tlakom za inaktivaciju L. monocytogenes u svjezem siru.
Ubrzana inaktivacija postignuta je kada su visoki tlak i ekstrakt majc¢ine duSice primijenjeni
zajedno, u usporedbi s primjenom samo visokog tlaka. Ovi rezultati sugeriraju da primjena
ekstrakta maj¢ine duSice omogucuje upotrebu nizih tlakova za postizanje istog ucinka, §to je
vazno jer visoki tlak moze negativno utjecati na strukturu svjezeg sira, a kombinacija s
ekstraktom moze umanjiti taj nedostatak. U diplomskim radovima Lovri¢ (2018) i Hrvatin
(2018) izradenima na Prehrambeno-biotehnoloskom fakultetu u Zagrebu istrazivan je utjecaj
dodatka ekstrakta maj¢ine dusSice i protektivne kulture na svojstva i trajnost svjezeg sira od
sirovog mlijeka. Rezultati su pokazali da primijenjeni ekstrakti produljuju trajnost proizvoda.
Rezultati navedenih istrazivanja upucuju na potencijalni pozitivni u¢inak EMD na produljenu
trajnost svjezeg sira od sirovog mlijeka. Sir sa dodatkom EMD u oba primjera imao je znac¢ajno
vedi antikosidacijski kapacitet, koncentraciju ukupnih fenolnih spojeva te duZzi rok trajnosti u
usporedbi s kontrolnim uzorcima sira Karam-Allah i sur. (2024) istrazili su u¢inak EMD na
svojstva i kvalitetu bijelog mekog sira. Rezultati su pokazali da je EMD djelovao kao snazan
antioksidans s vrijednostima DPPH (17,05+0,15 mg TE/g), ukupnim fenolima (25,18+0,05 mg
GAE/g) 1 ukupnim flavonoidima (17,29+0,47 mg CE/g). Ekstrakt u koncentraciji od 50 mg/ml
pokazao je najjaCe antimikrobne ucinke protiv ispitivanih patogenih bakterija, ukljucujuci
Bacillus cereus 1 Pseudomonas aeruginosa, dok je imao znacajan utjecaj na smanjenje broja
aerobnih mezofilnih i psihrofilnih bakterija. Tijekom 30 dana skladiStenja, EMD poboljsalo je
senzorska svojstva sira, pri ¢emu je sir obogacen ekstraktom majcine duSice dobio najvise

ocjene za okus.

Dodavanje biljnih ekstrakata poput ekstrakta lista masline (ELM) i ekstrakta majcine
dusice (EMD) u proizvodnji sira pokazuje znacajan potencijal za poboljSanje nutritivnih
svojstava, antioksidativne aktivnosti, te produzenje trajnosti proizvoda. Rezultati istrazivanja
ukazuju na to da kombiniranje ovih ekstrakata s odgovaraju¢im metodama koagulacije moze
optimizirati kvalitetu sira, obogacuju¢i ga fenolnim spojevima i poboljSavajuéi senzorska
svojstva, Sto otvara mogucnosti za razvoj funkcionalnih sireva. Medutim, potrebno je provesti
dodatna istrazivanja kako bi se optimirale koncentracije fenolnih komponenata te njihova
retencija u siru i stabilnost tijekom procesa zrenja (za sireve koji dozrijevaju) s ciljem

postizanja zadovoljavajucih funkcionalnih i organoleptickih svojstava.
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3. ZAKLJUCCI

Na temelju dosad objavljenih publikacija u podrucju primjene ekstrakta lista masline

(ELM) 1 ekstrakta majCine dusSice (EMD) moze se zakljuciti sljedece:

1.

ELM i EMD su bogati fenolnim spojevima, imaju znacajna antioksidativna i

antimikrobna svojstva, $to ih ¢ini pogodnim za primjenu u mlije¢noj industriji.

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (UAE), mikrovalovima (MAE), superkriti¢na
CO; ekstrakcija (SC-COy) i ubrzana ekstrakcija otapalima (PLE) pokazale su se kao

klju¢ne metode za dobivanje ekstrakata visoke Cistoce i bioaktivnosti.

Istrazivanja su potvrdila da ELM i EMD, dobiveni ovim naprednim tehnikama, imaju

znacajna antioksidativna i antimikrobna svojstva, $to ih ¢ini pogodnima za primj

Primjena ELM-a 1 EMD-a u proizvodima poput sira, jogurta i kefira pokazala je

pozitivne ucinke na kvalitetu i trajnost proizvoda.

Povecanje antioksidativnog kapaciteta i produZenje roka trajanja mlije¢nih proizvoda
potvrduje korisnost ovih biljnih ekstrakata u suvremenoj prehrambenoj industriji,

osobito u kontekstu sve vece potraznje za prirodnim dodacima hrani.

Postoje izazovi vezani uz senzorska svojstva proizvoda obogacenih biljnim
ekstraktima, posebno kada je rije¢ o okusu i teksturi, Sto moZe utjecati na prihvatljivost

kod potroSaca.

ELM 1 EMD pokazuju veliki potencijal kao prirodni dodaci koji mogu poboljsati
sigurnost 1 funkcionalnost mlijecnih proizvoda. Daljnja istraZivanja usmjerena na
optimizaciju senzorskih karakteristika bit ¢e klju¢na za Siru primjenu ovih ekstrakata u

prehrambenoj industriji.
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