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1. UvoD

Ovaj rad izraden je u okviru projekta ,Primjena inovativnih tehnologija u proizvodnji biljnih
ekstrakata kao sastojaka funkcionalne hrane" (IP-PE-FF) financiranog sredstvima Hrvatske

zaklade za znanost.

Maslina (Olea europaea L.) je malo zimzeleno drvo sporog rasta koje moze Zivjeti i preko
1000 godina. U davninama, prije no Sto je postala kultivirana, je rasla kao divlja maslina
(Olea europaea oleaster) na podruju Mediterana. I danas cini tipicnu mediteransku
vegetaciju, a maslinovo ulje je glavna namirnica mediteranskog tipa prehrane. Iako su u
proSlosti cijenjeni plod i drvo masline, upravo ulje je prepoznato kao njezin najvrjedniji
proizvod zbog dokazanog pozitivnog ucinka na ljudsko zdravlje [1]. Poznato je oko 60
domadih i induciranih uzgajanih sorti, a po nacinu uporabe plodova razlikuju se sorte za jelo i
sorte za ulje i jelo. Najzastupljenije autohtone sorte su Oblica, Istarska bjelica, Lastovka,
Levantinka i Zutica [2]. Zadnje otkriven, a takoder koristan dio masline, njezin list, danas je
tema mnogih istrazivanja. Sadrzi znatne koliCine potencijalno korisnih fitokemikalija te se
najcesée identificiraju i kvantificiraju bioaktivni fenoli [3]. Njihova osnovna podjela je na
sekoiridoide, flavone, flavonole, flavan-3-ole i supstituirane fenole. Oleuropein, sekoiridoid
koji je i dobio ime po maslini, je najzastupljeniji fenol u listu masline [4]. Fenoli, kao
sekundarni biljni metaboliti, biljci sluze za zastitu od oStecenja i bolesti. 1z tog razloga

proucava se njihova potencijalna zastitna i antioksidativna aktivnost u organizmu covjeka [5].

Cilj ovog zavrsnog rada je provesti izolaciju bioaktivnih komponenata iz 50 %-tnog etanolnog
ekstrakta biljnog materijala (Olea europaea), dobivenog primjenom ubrzane ekstrakcije
otapalima uz poviseni tlak (ASE), prodistiti i karakterizirati dobivene frakcije te odrediti
koli¢éinu ukupnih fenola i flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu spektrofotometrijskim

metodama.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. Maslina

Maslina (Olea europaea L.) je vrlo stara biljna vrsta, a o njezinoj uporabi jos u mladem
kamenom dobu svjedoce arheolodki nalazi stari 9000 godina. Siroko je rasprostranjena i
uzgajana na podruc¢ju Mediterana, gdje se i nalaze najstariji primjerci, a stabla su primarno
bila kultivirana u Palestini, Mezopotamiji i Siriji. Od davnina su prepoznati njezini ljekoviti i na
organizam blagotvorni ucinci; Hipokrat je maslinovo ulje koristio u lije¢enju raznih bolesti,
Homer je ga je nazivao ,tekué¢im zlatom", a grcka mitologija nam govori kako je maslinu
stvorila bozica mudrosti Atena. U Republici Hrvatskoj uzgaja se na podrucju primorja i smatra
se kako je tu dospjela od starih Grka [2].

Drvo masline moZe narasti 8-15 metara visine, ovisno o uvjetima podrucja na kojem raste
[1]. Samonikla maslina je grmolika, raste 4-5 metara visine, a liS¢e je tvrdo i kozasto te
manje nego kod kultivirane masline. U nasim krajevima deblo masline nije jako visoko te se
krosSnja pocinje granati na 1-2 metara visine, dok je debljina debla u promjeru do 1 metar.

Predstavnik masline na nasem priobalju je Oblica.

Slika 1. Listovi i plodovi masline [1]

Maslina je dugovjecno stablo, a upravo na nasim prostorima se nalaze neki najdugovijecniji
primjerci. Jedna od najstarijih maslina na Sredozemlju nalazi se na Brijunima i stara je preko
1600 godina. Krosnja joj je Siroka 22, visoka 8 metara, stablo je visoko 6 metara, a
prosjecno daje 30 kg ploda. Maslina uspijeva u umijereno toplim krajevima, te se sukladno
tome uglavnom uzgaja uz more. Osjetljiva je na nagle promjene vremena i na polozaj.
Preporucuje se saditi ju na prostorima zaklonjenima od jakog vijetra jer on lomi grane i skida

plodove. Iako je drvo masline tvrdo, ono je i krhko te vrlo cijenjeno u tokarskom obrtu.



Dubina korijena masline ovisi o sastavu tla na kojem se uzgaja, udaljenosti stabala u
masliniku i ovisno o tome je li stablo uzgojeno iz sjemena ili od izboja [2]. Cvjetovi su njezni,
bijelozute boje, ugodnog mirisa [1]. Listovi masline su mali i kozasti, dugi 5-10 cm, Siroki 2
cm. Jednoliko su rasporedeni na grani; uvijek jedan nasuprot drugog, a grana zavrSava
jednim listom. Lice lista je svijetlozelene, dok je nali¢je bijele boje [2]. Plod masline je
kostunicav, dugacak 2-2,5 cm, a boja mu varira od zelene, do crne kada je potpuno zreo.
Kostica je okruzena jestivim, mesnatim mezokarpom [1]. Dozrijevanjem ploda gubi se

gorcina i povecava se sadrzaj ulja [2].

Za razliku od danas, kada je najcjenjeniji proizvod masline njezino ulje, u davninama je
prepoznata zbog nepreradenog ploda i drva, a tek onda ulja. Maslinovo ulje, iznimno
cijenjeno zbog svojeg sastava i dokaza o pozitivnom utjecaju na ljudsko zdravlje, glavna je

namirnica mediteranskog tipa prehrane [1].

U zadnje vrijeme naglasak je i na donedavno zanemarenom dijelu masline, koji se svrstavao
kao otpad u proizvodnji, njezinom listu [3]. U narodnoj medicini upotrebljavao se kod
snizenja temperature i lijeCenja nekih bolesti, poput malarije [5]. Istrazivanjima je dokazano
kako list masline sadrzi znatne kolicine potencijalno korisnih fitokemikalija i moze imati veliku
ulogu u odrzavanju zdravlja Covjeka. NajceSce se identificiraju i kvantificiraju bioaktivni

fenoli, odnosno njihova genotoksicna, citotoksicna i apoptoticka svojstva [3].
2.1.1. Kemijski sastav lista masline

LiS¢e masline, dostupno tijekom cijele godine, nusproizvod je u maslinarstvu i gomila se
prilikom obrezivanja stabala maslina [6]. Pojam list masline odnosi se na mjeSavinu lis¢a i
grancCica sakupljenih prilikom obrezivanja i CiS¢enja maslina [4]. MoZe se naci u velikim
koli¢inama u industriji proizvodnje maslinovog ulja jer se odvaja od ploda neposredno prije
daljnje prerade. U listu se odvija biljni metabolizam kojim nastaju primarni ili sekundarni
biljni metaboliti, a oni se kroz razna istrazivanja promatraju kao potencijalne bioaktivne

komponente [6].

Fenolni spojevi u listu masline ¢ine mnogobrojnu grupu bioaktivnih komponenti, a grupirani

su prema molekularnim karakteristikama u pet osnovnih skupina:



¢ sekoiridoidi (oleuropein, dimetiloleuropein, verbaskozid, ligstrozid)

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

e flavonoli (rutin, kvercetin, kamferol)
¢ flavan-3-oli (katehin)

e supstituirani fenoli (tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilinska kiselina, kafeinska

kiselina)

Sekoiridoid oleuropein je prisutan u najvecoj koncentraciji, a slijede ga hidroksitirozol,
luteolin-7-glukozidi, apigenin-7-glukozidi i verbaskozidi (konjugirani glukozidi hidroksitirozola i
kafeinske kiseline) [4]. Iako navedeni spojevi Cine okosnicu kemijskog sastava lista masline,
on moZe varirati ovisno o podrijetlu, udjelu grancica, uvjetima skladistenja, klimatskim
uvjetima, sadrzaju vlage, stupnju oneciS¢enja te primijenjenim procesima prerade (susenje,
ekstrakcija) [6]. Ukupni sadrzaj polifenola i flavonoida lista masline procijenjen je na 2,058
mg GAE (engl. gallic acid equivalent) na 100 g i 858 mg CTE (engl. catechin equivalent) na

100 g, a vrijednosti su slicne kao i kod crvenog grejpa [4].

2.2. Fenolni spojevi

Fenolni spojevi su sekundarni biljni metaboliti i imaju vaznu ulogu u sprjeCavanju stvaranja
slobodnih radikala i bolesti u biljaka [5]. Kako maslina vedinom raste i uzgajana je u
mediteranskom podrucju, koje karakterizira obilje suncevog svijetla, ali i intenzivni napadi
insekata, drvo masline sintetizira veliku koli¢inu polifenola kako bi se obranilo od tih stresova
[7]. Iz tog razloga detaljnije se proucCava njihova antioksidativna aktivnost u svrhu zastite

ljudskog zdravlja [5].

U plodu i listu masline fenolni spojevi variraju kolicinom i vrstom, ovisno o razvoju i zrenju
biljke. Jedan od glavnih fenolnih spojeva u nezrelim maslinama je sekoiridoid oleuropein [8].
Iako je maslinovo ulje najpoznatiji proizvod masline obilno koristen u mediteranskoj prehrani,
list masline sadrzi vecu koncentraciju fenola. U maslinovom ulju nalazi se svega 0,005-0,12%

fenola, dok je u listu ta vrijednost znatno veéa i iznosi 1-14% [4].



Zbog svojih svojstava, fenolni spojevi lista masline mogu biti koriSteni u medicini,
farmaceutskoj ili kozmetickoj industriji, u svrhu poboljSanja hrane te u razvoju funkcionalne
hrane [6].

2.2.1. Oleuropein

Oleuropein je heterozidni ester B-glikozilirane elenolske kiseline i 3,4-dihidroksi-feniletanola
(hidroksitirozola) [8]. Pripada skupini sekoiridoida, sekundarnih metabolita terpena, koji ¢ine
oko 85% polifenola masline [9]. Sekoiridoidi su prekursori raznih indolnih alkaloida i najcesce
su derivati glikozidnih oleozida, koje karakterizira kombinacija elenolske kiseline i glikozidnog
ostatka. Fenolne komponente klasificirane kao sekoiridoidi su karakterizirane prisustvom

elenolske kiseline ili njenih derivata.
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Slika 2. Struktura oleuropeina

Oleuropein i hidroksitirozol su prirodno prisutne fenolne komponente u plodu masline. Dok je
oleuropein prisutan u veéim koli¢inama u izvornom plodu, hidroksitirozola je vise u
preradenom plodu i maslinovom ulju [5]. Hidrolizom oleuropeina nastaju aglikon, elenolska
kiselina, hidroksitirozol i molekula glukoze. Hidroksitirozol je fenolni alkohol i nakon
oleuropeina cini najveci dio fenola lista masline [9]. Oleuropein je odgovoran za gorkost
ploda, a istrazivanjima je dokazano kako upravo on ima hipokolesterolemic¢nu i

hipoglikemicku aktivnost te je potencijalan antioksidans s antiinflamatornim svojstvima [5,8].
2.2.2. Flavonoidi

Flavonoidi cine najvecu skupinu polifenolnih spojeva i imaju dokazanu antioksidacijsku i
antiradikalnu aktivnosti. Vrlo dobro neutraliziraju slobodne radikale zbog cega imaju veliku
primjenu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji kao antioksidansi i lijekovi. U biljkama
djeluju antioksidacijski, antimikrobno, kao fotoreceptori te kao agensi za privliacenje
pozornosti i zastitu od UV zracenja, a smatra se kako su upravo oni najkorisnije fitokemikalije

5



pronadene u hrani. Kroz mnogobrojna istrazivanja pokazalo se kako mogu imati povoljna
svojstva i za Covjeka; antibakterijsko, sedativno, antimutageno, antialergijsko, antivirusno i
druga [10]. To se moze pripisati strukturi flavonoida koju cine dva aromatska prstena (Ai B

prsteni) povezana 3-karbonskim lancem kojeg formira oksigenirani heterociklicki C prsten.

Slika 3. Osnovna struktura flavonoida

Razlike u generickoj strukturi heterociklicnog C prstena, kao i oksidacijsko stanje i
funkcionalne grupe, klasificiraju flavonoide kao flavonole, flavone, flavanone, flavan-3-ole

(flavane) i antocijane.

Flavonoli su najrasireniji flavonoidi u hrani, a najistaknutiji su kamferol i kvercetin. Opéenito
su prisutni u relativno malim koncentracijama (15-30 mmg/kg svijeze mase), a najbogatiji
izvori flavonola su luk, kelj, brokula, jabuke i borovnice. Znatnu koli¢éinu mogu sadrzavati i

crveno vino te ¢aj.

OH
O

Slika 4. Struktura flavonola

Flavoni su mnogo manje zastupljeni u voéu i povréu, a najistaknutiji su apigenin i luteolin.

Nalaze se u persinu i celeru.



@)
Slika 5. Struktura flavona

Flavan-3-oli su prisutni u mnogim vrstama voca, ¢aju, kakau i ¢okoladi. Mogu biti monomeri

(epikatehin i katehin) ili oligomeri (proantocijanidini).

O ’
OH
Slika 6. Struktura flavan-3-ola

Polimeri, odnosno kondenzirani tanini, su odgovorni za adstringentnost nekih vrsta voca i

njihovih proizvoda [11].

Prethodno navedeni i opisani su najzastupljeniji flavonoidi i u listu masline [4]. Konkretno se
radi 0 spojevima apigenin-7-O-glukozid i -7-O-rutinozid, luteolin-7-O-glukozid, -7-O-rutinozid

i 4'-O-glukozid, rutin, luteolin, apigenin te diosmetin [12].
2.2.3. Supstituirani fenoli

Tirozol (4-hidroksifenetil alkohol) i hidroksitirozol (2-(3,4-dihidroksifenil)etanol) su najbitniji
supstituirani fenoli masline. Njihov pozitivan utjecaj na zdravlje je neupitan; povecavaju
koncentraciju HDL kolesterola, reduciraju oksidativna ostecenja lipida, inhibiraju inflamaciju,
poboljSavaju endotelnu funkciju, smanjuju sistolicki krvni tlak, smanjuju rast tumorskih
stanica, Stite centralne zivce. Ipak, ne koriste se kao prehrambeni suplementi ili aditivi jer
imaju hidrofilan karakter, zbog Cega je otezana ekstrakcija iz vodenog medija i topljivost u
lipidnom mediju [13]. Hidroksitirozol je produkt hidrolize oleuropeina u /n vivo sustavima
[14].
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2.3. Izolacija prirodnih spojeva

Izolacija je postupak prociS¢avanja produkata iz reakcijske smjese, odnosno izdvajanje
prirodnog spoja iz prirodnog materijala. Svrha je dobivanje Zeljenog Cistog spoja. Prije no Sto
je postojala mogucnost njihove sinteze, prirodni spojevi iz biljnih i Zivotinjskih materijala
mogli su se dobiti jedino izolacijom. Bududéi da je njihova uporaba vrlo znacajna, najcesée su
izolirane ljekovite tvari, bojila i mirisi. Danas, kada su sintetski tehnoloski postupci skoro pa
usavrseni, mnogi od tih spojeva mogu se tako dobiti, ali neke spojeve moguce je joS uvijek
dobiti jedino uporabom izolacije. 1z tog razloga izolacija se smatra vrlo vrijednim postupkom

u procesu dobivanja Zivotno bitnih prirodnih spojeva [15].
2.3.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija je prijenos tvari iz krute ili tekuce faze u otapalo koje se ne mijesa s tom fazom,
odnosno, Zeljena tvar mora biti topljivija u tom otapalu u odnosu na polaznu fazu [15].
Ekstrakcija bioaktivnih komponenata iz biljnih materijala prvi je korak kod pripreme
fitokemikalija za proizvodnju suplemenata, nutraceutika, sastojaka hrane, farmaceutika te
kozmetickih preparata. Sukladno tome, veliku ulogu u proizvodnji visokokvalitetnih biljnih

produkata ima razvoj i modernizacija tehnika za pripremu uzoraka.
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Buduéi da njihova polarnost znacajno varira, joS uvijek nije razvijena idealna tehnika za
ekstrakciju svih fenolnih komponenti. Prilikom istrazivanja provedenih na listu masline,
najéesée koristena otapala za ekstrakciju fenola su voda, etanol, metanol, aceton, kao i

alkoholne mjesavine.

Neke od novijih tehnika upotrebljavanih u nedavnim istrazivanjima su ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom (engl. ultrasound assisted extraction, UAE), ekstrakcija
superkriticnim fluidom (engl. supercritical fluid extraction, SFE), ekstrakcija potpomognuta
mikrovalovima (engl. microwave assisted extraction, MAE), ubrzana ekstrakcija otapalima
(engl. accelerated solvent extraction, ASE) te ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom
(engl. high pressure assisted extraction, HPAE). Bitne prednosti tih novih tehnika su
smanjenje volumena otapala te poboljSana efikasnost same ekstrakcije. Ovisno o cilju

istrazivanja, vrsSi se optimizacija modernih tehnika ekstrakcije.

Ultrazvucna radijacija pomoc je kod ubrzanja razliCitih koraka analitickih procesa . Ultrazvuk
poboljSava proces ekstrakcije te omoguéava razvoj novih komercijalnih tipova ekstrakcije.
Ubrzana ekstrakcija otapalima koristi organska otapala pri visokim tlakovima i
temperaturama iznad njihove uobicajene tocke vrenja kako bi se postigla brza i efikasna
ekstrakcija analita iz krutog uzorka. U razvoju metoda ekstrakcije polifenola iz lista masline
koriStena je ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima. Veliki je interes za ekstrakcijom
superkriticnim fluidima jer oni osiguravaju visoku topljivost i poboljSanu stopu prijenosa

mase, a osim toga i manipulaciju procesa promjenama temperature ili tlaka [6].

Vrlo Cesto koristen sustav ekstrakcije je Soxhlet, nastao 1879. godine kada je Franz von
Soxhlet razvio novi tip ekstraktora. I danas se prednosti Soxhlet ekstrakcije upotrebljavaju
prilikom razvoja novih sustava [16]. Princip metode zasniva se na viSestrukoj kontinuiranoj
ekstrakciji u specijalnoj aparaturi s odgovarajué¢im otapalom, nakon ¢ega se otapalo otpari, a

ostatak susi, hladi i vaze.

Uzorak, koji se nalazi u papirnatoj Cahuri sa slojem suhe odmaséene vate, stavlja se u
eksikator (srednji dio Soxhletove aparature). Eksikator se zatim postepeno, preko hladila
puni otapalom koriStenim za ekstrakciju, a pomocu kapilarne cjevcice se isprazni u tikvicu.
Nakon toga dodaje se volumen otapala kojim se napuni polovica eksikatora. Kroz hladilo se
pusta mlaz hladne vode i po¢ne se sa zagrijavanjem destilacijske tikvice u vodenoj ili
pjescanoj kupelji. Ekstrakcija traje do trenutka kada se otapalo iz eksikatora prelije u tikvicu,

a Cahura s uzorkom u eksikatoru bude bez otapala.



- hladilo

eksikator
B
kapilarna
eak ’@ gevdica

destiladjska
tkvica

© | «— kupelj

Slika 8. Aparatura za ekstrakciju po Soxhletu [16]

Ekstrakcija traje najéeS¢e nekoliko sati, a ovisi o vrsti uzorka i otapala, veliCini povrSine koja

je u kontaktu s otapalom te brzini cirkulacije samog otapala [17].
2.3.2. Infracrvena spektroskopija

Energija koja izaziva molekulske vibracije odgovara zracenju u infracrvenom podrucju. Uzo-
rak izlozen infracrvenom zracenju, uz kontinuiranu promjenu valne duljine, apsorbira u spek-
trometru upadno zraCenje koje po energiji odgovara pojedinim molekulskim vibracijama.
Spektrometar obuhvaca podrucja apsorpcije koja su u vezi s deformacijom i rastezanjem
veza u molekuli. Biljezenjem apsorpcije zraCenja dobivamo infracrveni spektar. Suvremeni
instrumenti biljeze apsorpciju energije u ovisnosti o opadajucoj frekvenciji slijeva udesno.

Kao jedinica se upotrebljava valni broj (cm™), a biljeZi se i valna duljina (um).

Energije rasteznih vibracija organskih molekula odgovaraju infracrvenom zracenju s valnim
brojevima izmedu 4000 i 1200 cm™. Taj dio spektra koristi se za odredivanje funkcionalnih
skupina organskih spojeva te se naziva podrucje funkcionalnih skupina, zato Sto su poloZaj i
karakteristike apsorpcijskih vrpci veine funkcionalnih organskih spojeva pri tim valnim

duljinama razmjerno nepromjenjive.

Znafajan broj vrpci sadrzan je u podrudju frekvencije IR spektra ispod 1600 cm™. Tu se
nalaze brojne vrpce koje odgovaraju deformacijskim vibracijama molekule, kao i nekim
slozenim vibracijama i vibracijama gornjeg tona. Prisutne su i karakteristine rastezne
vibracije pojedinih veza. Oblik koji ocrtavaju sve vrpce zajedno specifian je za odredeni

spoj, pa se taj dio spektra zove podrucje ,otiska prsta".
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Uglavnom svi organski spojevi imaju neke IR apsorpcijske vrpce izmedu 3300 i 2800 cm?,
buduc¢i da je to podrucje svojstveno za rastezne frekvencije veze C-H. Rastezne vibracije
hidroksilnih skupina alkohola pojavljuju se kao Siroke apsorpcijske vrpce u podrucju od 3600
do 3200 cm’, a ako je hidroksilna skupina dio karboksilne kiseline javlja se kao vrlo $iroka
vrpca u podrudju od 3600 do 2500 cm™. Ta vrpca s rasteznom frekvencijom karbonila pri
1710 cm™ Kkarakterizira karboksilne kiseline. Aromatski spojevi obi¢no daju niz vrpci izmedu
1600 i 1400 cm™, a vrpce u podru&ju od 900 do 700 cm™ se &esto primjenjuju za utvrdivanje

nacina supstitucije na aromatskom prstenu [18].

Bitna prednost IR spektroskopije kod primjene na hranu jest to Sto jednom kada je
instrument kalibriran, nekoliko dijelova uzorka moZe se mijeriti istovremeno i velikom brzinom
te se ne zahtijeva manipulacija uzorka. Prehrambena industrija upravo zato vrlo Cesto koristi

IR spektroskopiju prilikom analize hrane [19].

2.4. Uporaba i ljekovita svojstva lista masline

Maslina je kao ljekovita biljka spomenuta joS u Bibliji [9]. Iako su plod i drvo masline njezini
najkoristeniji dijelovi od davnina, postoje dokazi o uporabi lista masline joS u drevnom
Egiptu, gdje se on smatrao simbolom nebeske modi. Ekstrahirana ulja lista masline tako su
se koristila prilikom mumifikacije egipatskih kraljeva. Potkraj 19. stolje¢a prvi put je izoliran
predstavnik fenolnih spojeva lista masline, oleuropein. Smatralo se kako je upravo on
odgovoran za mnogobrojna ljekovita svojstva lista masline, a 1962. godine potvrdeno je
kako djeluje na snizavanje krvnog tlaka kod Zivotinja. Nakon tog otkri¢a, zainteresiranost za

spojeve lista masline dodatno je porasla.

Sljedece su bile spoznaje kako on pozitivno utjece na cirkulaciju krvi, ublazava aritmiju i
smanjuje pojavu gréeva crijevnih miSi¢a. Naknadno je izoliran i aktivni sastojak oleuropeina,
elenolska kiselina. List masline koristen je u medicinske svrhe posebice na podrucju
Mediterana, a njime se lijeCe infekcije, groznica i bolovi [20]. Bioaktivna svojstva lista
masline omogucuju antioksidativno, antiinflamatorno, antihipertenzijsko, antiaterogeno,
hipoglikemijsko i hipokolesterolemicno djelovanje. List masline sadrzi slicne fenolne spojeve
kao i plod, ali u mnogo vecoj koncentraciji, a upravo to je razlog njegovog blagotvornog
djelovanja na zdravlje [9]. Flavonoidi i oleuropein imaju vaznu antioksidativhu aktivnost

prema slobodnim radikalima nastalim metaboli¢kim procesima u stanici.
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Njihove fenolne hidroksilne grupe sudjeluju u redoks reakcijama, a na antioksidativnu

aktivnost utjece i kemijska struktura spoja [7].

Prilikom proizvodnje ekstra djevicanskog maslinovog ulja, liS¢e moze nenamjerno dospjeti u
smjesu ako separacijski procesi nisu bili adekvatni, ali moze se dodati i namjerno kako bi se
povecao povoljan utjecaj na zdravlje i dobio bolji okus. Dodatak liS¢a povecava sadrzaj
fenola i klorofila u ulju te se dobiva drugaciji okus, pozitivno ocijenjen od strane kusaca [9].
Zahvaljujudi bogatim udjelom antioksidanasa, odnosno polifenola, dodatak 2%-3% listova u
prezrele masline prije prerade utjeCe na stvaranje ulja s bogatijim okusom i veéom

oksidativnom stabilnoscu [6].

Postoji nekoliko flavonoida koje sadrzi ekstrakt lista masline, a nisu zabiljeZeni u ulju ploda.
Neki od njih su apigenin i luteolin, za koje se smatra kako imaju antikancerogena svojstva.
Takoder, razlikuje se i struktura fenola ploda i lista. Tako su fenoli ekstrakta lista masline
glikozilirani u vecoj mjeri, a smatra se kako imaju bolju biodostupnost i bioiskoristivost
upravo zbog prisutnosti glukoze. U nekim istrazivanjima je mogucnost polifenola ekstrakta
lista masline da inhibiraju proliferaciju tumorskih stanica gusterace i dojke. Takoder, mogu¢
je povoljan utjecaj i na leukemiju. Vrlo bitno svojstvo oleuropeina i hidroksitirozola je to da
razlikuju tumorske stanice od normalnih, odnosno inhibiraju proliferaciju i induciraju

apoptozu samo tumorskih stanica [9].

Zabiljezeno je kako je antioksidacijski kapacitet ekstrakta lista masline viSi u odnosu na
vitamine C i E ili Cisti hidroksitirozol, koji su sami vrlo jaki antioksidansi. Odnedavno se
ekstrakt lista masline moze nadi i kao prehrambeni proizvod u obliku susenog liS¢a, praska,
ekstrakta ili kapsula. Zadnjih godina nutraceutici se smatraju sastojkom hrane koja
promovira zdravlje, a inkapsulacija je proces koji sprjeCava degradacijske i oksidacijske
reakcije u takvim pripravcima. Inkapsulacija ekstrakta lista masline u B-ciklodekstrin
povecava topljivost polifenolnih ostataka iz lista masline u vodenom mediju za vise od 150%

i moze se koristiti kao prehrambeni aditiv [6].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. Materijali
3.1.1. Ekstrakt lista masline

S ciljem izolacije i karakterizacije fenolnih spojeva prisutnih u listu masline (Olea europaea)
koristio se 50%-tni etanolni ekstrakt lista masline sorte Oblica dobiven primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak (ASE). Listovi masline su sakupljani na podrucju
Republike Hrvatske, osuseni, zatim samljeveni pomocu elektricnog mlinca (Imetec Dolcevita

CG1, Italy) u prah, a dobiveni prah je koriSten za ekstrakciju fenolnih spojeva.

Slika 9. Suhi 50%-tni etanolni ekstrakt lista masline

3.2. Metode
3.2.1. Ekstrakcija tekuce-tekuce

Ekstrakcija tekuce-teku¢e, odnosno ekstrakcija organskim otapalom je proces kada se
otopljena tvar raspodijeljuje izmedu dviju faza koje se ne mijesaju. PrenoSenje tvari iz jedne
faze u drugu naziva se razdjeljenje. Kemijski spoj se razdjeljuje s obzirom na relativhu
topljivost u pojedinoj fazi i postize ravnotezu jer je nakon razdvajanja otapala na dva sloja
omjer koncentracija u otapalima stalan bez obzira na volumene otapala i koli¢inu otopljene
tvari. W. H. Nernst tu je pojavu izrazio formulom koja je poznata kao Nernstov zakon
razdjeljenja: K=c;/c,, pri ¢emu su c; i ¢, ravnotezne koncentracije, a konstanta K koeficijent
razdjeljenja.
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Ekstrakcija je izvrSena uporabom smjese etil-acetat/voda. U lijevak za odjeljivanje ulije se
ekstrakt lista masline i otapalo u koje se tvari ekstrahiraju, u ovom slucaju etil-acetat. Potom
se lijevak intenzivno protrese i ostavi da se slojevi razdijele. Prilikom izmuékivanja u lijevku
nastaje pretlak koji se mora izjednaditi s vanjskim tlakom otvaranjem pipca. Moze doci do
pojave emulzije, a tada se dodaje amil-alkohol ili se vodena faza zasiCuje natrijevim
kloridom. Slojevi se odvajaju temeljem razlicitih gustoca, pa je u ovom slucaju gorniji sloj bio
manje gustoce, etil-acetatni, a donji vodeni. Zaostala voda u etil-acetatnom sloju uklanja se
sredstvom za suSenje, odnosno bezvodnim natrijevim sulfatom. Bistra otopina se potom
otparuje u rotacijskom otparivacu ili rotavaporu te se dobije suhi etil-acetatni ekstrakt.
Dobiveno je 1,36 g uzorka iz vodenog sloja (ekstrakt 1), tamnosmede boje i 1,09 g Zuto-

zelene krutine iz etil-acetatnog sloja (ekstrakt 2).

vav s

3.2.2. Prociscavanje etil-acetatnog ekstrakta

Fenolni spojevi iz etil-acetatnog ekstrakta lista masline prociséeni su pomoéu preparativne
tankoslojne kromatografije, a karakterizirani su IR spektroskopijom. Prije procis¢avanja
sirovog produkta (etil-acetatni ekstrakt) preparativnom tankoslojnpom kromatografijom,
potrebno je pronadi eluens koji ¢e uspjesno razdvoijiti sastojke smjese. Etil-acetat se pokazao
kao dobar eluens u postupku tankoslojne kromatografije te je koriSten u daljnjem postupku

procis¢avanija.
Tankoslojna kromatografija

Opcenito, kromatografija je tehnika kojom se odjeljuju sastojci smjese, ovisno o brzinama
kojima ih tekuca ili plinovita mobilna faza nosi kroz stacionarnu fazu. Tankoslojnom
kromatografijom (TLC) sastojci smjese odjeljuju se na temelju njihove razli¢itosti u topljivosti
u dvofaznom sustavu. Stacionarnu fazu najc¢eSce Cini tanki sloj silikagela ili aluminijevog
oksida na plocici od stakla, metala ili plastike, dok mobilna faza moze biti jedna tekucina ili
tekucina pomijesana s otapalom koja se polako diZe kapilarnim silama po stacionarnoj fazi.
Uzorci se nanose na dno TLC plocice, zatim se ona uranja u kadicu u kojoj se nalazi tekucina
mobilne faze te se prati razvoj kromatograma. Kada putuju¢a mrlja dosegne odredenu tocku
udaljenosti od startne linije, to znaci da su uspostavljene interakcije izmedu sastojaka smjese
ekstrakta, stacionarne faze i otapala. Bitan je odabir pravilnog eluensa kako bi se sastojci
smjese pravilno razdijelili. Nakon Sto se sastojci smjese razdijele, racuna se retencijski faktor
svake pojedine mrlje, odnosno omjer udaljenosti koju je prosla mrlja i udaljenosti do koje je

stigla fronta otapala. Dobivena vrijednost predstavlja osnovni kriterij za identifikaciju
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pojedinog spoja. Tankoslojna kromatografija ima brojne prednosti, poput jednostavne

pripreme, visoke osjetljivosti, malo potrebne opreme i vremenski brze izvedbe.

Tvar se otopi u minimalnoj kolicini etil-acetata te se kapilarom nanese na startnu liniju koja
je udaljena 1,5-2 cm od ruba plocice i osusi. Plocica se stavi u kadicu u kojoj se nalazi etil-

acetat (mobilna faza) koji se zbog kapilarnih sila dize uz plocicu i eluira sastojke smijese.

S L L

ekstrakt LC-D LCS LC-z

Slika 10. Tankoslojna kromatografija ekstrakta i pojedinacnih frakcija

Dobiveni kromatogram (slika 10.) sadrzi Cetiri linije; prva linija predstavljala je sami ekstrakt,
dok su ostale tri Cinile svaku frakciju dobivenu preparativnom tankoslojnom kromatografijom

zasebno.
Preparativna tankoslojna kromatografija

Preparativnom tankoslojnom kromatografijom procis¢ava se smjesa fenolnih spojeva iz
uzorka, odnosno uparenog ekstrakta. Uzorak se nanese na staklene ploce (20x20 cm)
presvucene slojem silikagela, 1-2 cm od donjeg ruba ploce. Na ploc¢u se nanese maksimalno
100 mg uzorka nakon ¢ega se ona uroni u pogodan eluens i razvija se kromatogram sve dok
fronta otapala ne bude 1-2 cm od gornjeg ruba ploce. U ovom postupku prociS¢avanja kao

eluens koristen je etil-acetat.
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LC-Zz

LC-S

LC-D

Slika 11. Preparativna tankoslojna kromatografija ekstrakta lista masline

Nakon razvijanja kromatograma (slika 11.), ploca se osusi te se svaka pojedina frakcija skine
s ploce i prenese u zasebne tikvice. Iz ovog kromatograma dobivene su tri frakcije; donja
dominantna zuckasto-smeda (LC-D), srednja u kojoj se nalazi vise razliCitih spojeva (LC-S) te

gornja, Ciste zelene boje (LC-Z).

Linija Boja Masa (mg) R¢
1 (ekstrakt) smede-zuto-zelena
2 (LC-D) Zuto-smeda 39,5 0
3 (LC-S) suta 76 0,7727
4 (LC-2) zelena 23,9 1

Tablica 1. Frakcije dobivene tankoslojnom kromatografijom

Vidljivo je koju poziciju zauzima koja frakcija iz smjese u ekstraktu te su izraCunate

vrijednosti retencijskog faktora za svaku.

16



3.2.3. Infracrvena spektroskopija

IR spektri dobivenih frakcija snimljeni su kao diklormetanske otopine ili KBr pastile na

ALPHA-Transmittance FTIR spektrofotometru (Bruker, Njemacka).
Upareni vodeni ekstrakt:

IR (KBr) vima/cm™: 3340 (&. j., O-H), 2934, (sr., C-H), 2879 (sr., C=C), 1700 (j., C=0), 1603
(j., C=C), 1382 (sl., CH,), 1079 i 1026 (sr., C-0, C-C).

Upareni etil-acetatni ekstrakt prije prociscavanja.

IR (KBr) vmad/cm™: 3381 (&. j., O-H), 2928 (sr., C—H), 2859(sr., C=C), 1709 (j., C=0), 1630,
1517 (sl., C=C), 1444, 1369 (sl., CHy), 1266 (sr., C-OH), 1192, 1075 i 1035 (sr., C-O, CC).

IR spektri frakcija dobivenih nakon prociscavanja etil-acetatnog sloja:

Frakcija D: IR (KBr) vma/cm™: 3506 (sr. j., OH), 3295 (3. sl., O-H), 2921 (sr., C-H), 2855
(sr., C=C), 1705 (j., C=0), 1657, (sr., C=0), 1602 (sl., C=C), 1465, (sl., CHy), 1379 (sr.,
C-OH), 1127, 1075 (sr., C-0, C-C).

Frakcija S: IR (KBr) vma/cm™: 3310 (&. sl., O-H), 2939 (sr., C-H), 2868 (sr., C=C), 1693 (j.,
C=0),1462, 1370 (sl., CH,), 1274 (sr., C-OH), 1127, 1075 (sr., C-O, C=C).

Frakcija Z: IR (CH,Cl,) vma/cm™: 2925 (sr., C-H), 2855 (sr., C=C), 1743 (j., C=0), 1552 (sl.,
C=C), 1461, 1369 (sl., CH,), 1258 (sr., C-OH ), 1162, 1105, 1065 (sr., C-O, C-C).

Tumacenje spektroskopskih oznaka i kratica:

IR spektri: v = rastezanje (stretching), j. = jaka vrpca, sr. = srednja vrpca, S. = Siroka vrpca,

sl. = slaba vrpca.
3.2.4. Odredivanje koncentracije ukupnih fenola

Fenoli se iz biljnih ekstrakata mogu odrediti raznim metodama, od kojih su najkoristenije
kromatografske i spektrofotometrijske. U ovome radu za odredivanje koncentracije ukupnih
fenola iz ekstrakta lista masline primijenjena je spektrofotometrijska metoda s Folin-Ciocalteu
reagensom. Metoda se temelji na oksidaciji fenolnih spojeva u blago luznatim uvjetima,
prilikom cega se fosfomolibdenska i fosfovolframova kiselina Folin-Ciocalteu reagensa

reduciraju do molibdenovog i volframovog oksida koji daju plavo obojenje.
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Reakcije su sljedece:
Na,W0./Na,Mo0, + fenol — (fenol-MoW;;04)*
Mo(VI) (Zuto obojen) + e- — Mo(V) (plavo obojen)

Sto je plavo obojenje intenzivnije, prisutan je veéi broj hidroksilnih, odnosno oksidirajuéih
grupa u fenolnim spojevima. Nastali intenzitet obojenja se mijeri spektrofotometrom pri

valnoj duljini 760 nm.
Priprema otopina.

Standard galne kiseline priredi se otapanjem 0,5 g galne kiseline u 10 mL 96%-tnog etanola,

a potom se nadopuni destiliranom vodom do oznake u odmjernoj tikvici od 100 mL.
0,2 M Folin-Ciocalteu reagens priredi se dodatkom 2,5 mL 2 M FC u 25 mL destilirane vode.

20%-tni natrijev karbonat priredi se otapanjem 200 g bezvodnog natrijevog karbonata u 800
mL kljucale destilirane vode, zatim se nakon hladenja doda nekoliko kristalica bezvodnog
natrijevog karbonata, tikvica od 1000 mL se dopuni do oznake destiliranom vodom i filtrira se
nakon 24 h.

Priprema uzorka:

Upareni etil-acetatni ekstrakt lista masline otopi se u etanolu i razrijedi 5x kako bi se mogla
odrediti koncentracija ukupnih fenola. Za razrjedenje je koristena 50%-tna vodena otopina

etanola.
Postupak odredivanja:

U odmjernu tikvicu od 25 mL otpipetira se 1 mL uzorka ili slijepe probe, 10 mL destilirane
vode i 1,25 mL 0,2 M Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 5 minuta dodaje se 3,75 mL 20%-tne
otopine natrijevog karbonata i odmjerna tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Tako priredene odmijerne tikvice Cuvaju se 2 h na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi ili
se termostatiraju na 50°C 30 minuta. Nakon toga mijeri se apsorbancija, odnosno opticka

gustoca otopine pri valnoj duljini 760 nm.
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Izrada baZdarnog pravca:

Od ranije pripremljenog standarda galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama
od 100 mL. Otpipetira se 0, 0,2, 0,6, 1,0, 2,0, 3,0 i 3,6 mL alikvota standarda galne kiseline
u svaku tikvicu, a potom se svaka dopuni destiliranom vodom do oznake. Koncentracije galne
kiseline u tim tikvicama iznose 0, 10, 30, 50, 100, 150 i 180 mg/L.

Slika 12. Razrjedenja standarda galne kiseline

Zatim se otpipetira 1 mL svakog pojedinog razrjedenja, dodaje se 10 mL destilirane vode i
1,25 mL 0,2 M Folin-Ciocalteu reagensa. Nakon 5 minuta dodaje se 3,75 mL 20%-tne
otopine natrijevog karbonata i odmjerna tikvica se nadopuni destiliranom vodom do oznake.
Kao i kod pripreme uzorka, tikvice se ¢uvaju 2 h na tamnom mijestu pri sobnoj temperaturi ili
se termostatiraju na 50°C 30 minuta. Apsorbancija se takoder mjeri pri valnoj duljini 760 nm.
Bazdarni pravac napravi se u Microsoft Excel programu iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija
i sadrzi 7 toCaka, od kojih je prva slijepa proba, a ostalih 6 odnose se na svaku pojedinu
tikvicu razrjedenja standarda galne kiseline. Na osi apscisa prikazane su koncentracije galne
kiseline u mg/L, a na osi ordinata izmjerene vrijednosti apsorbancija svake pojedine tikvice

razrjedenja pri valnoj duljini 760 nm.
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Tablica 2./Slika 13. Ovisnost masene koncentracije o apsorbanciji galne kiseline
JednadZba pravca vidljiva je iz slike; y = 0,0028x + 0,0042
y — apsorbancija pri valnoj duljini 760 nm
x — koncentracija galne kiseline u mg/L

Mjerenje apsorbancije uzorka, odnosno ekstrakta lista masline, provedeno je u dvije paralele.
Apsorbancija u ekstraktima je iznosila 0,348 i 0,346, Sto daje srednju vrijednost apsorbancije
od 0,347.

Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca i izrazena je u
mg GAE/g uzorka lista masline. GAE oznacava kraticu za ekvivalent galne kiseline (engl. gallic

acid equivalent). Za ukupne fenole dobivena je vrijednost 30,98 mg GAE/g
3.2.5. Odredivanje koncentracije ukupnih flavonoida

Flavonoidi su skupina polifenolnih spojeva te imaju izrazenu antioksidacijsku i antiradikalnu
aktivnost. Temelj odredivanja flavonoida je njihovo svojstvo da reakcijom s aluminijevim
kloridom i kalijevim acetatom tvore obojeni kompleks. Intenzitet nastalog obojenja

proporcionalan je kolicini prisutnih flavonoida i mjeri se pri valnoj duljini 415 nm.
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Priprema uzorka:

Kao i za odredivanje koncentracije ukupnih fenola, koristen je upareni etil-acetatni ekstrakt
lista masline, otopljen u etanolu, koji je razrijeden 5x otapalom, odnosno 50%-tnom

vodenom otopinom etanola.
Postupak odredivanja.

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 1 mL uzorka (200 pL ekstrakta i 800 uL 50%-tne
vodene otopine etanola), 3 mL 96%-tnog etanola, 0,2 mL 10%-tnog aluminijevog klorida,
0,2 mL 1 M kalijevog acetata i 5,6 mL destilirane vode. Na isti nacin se pripremi i slijepa
proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se umjesto 10%-tnog
aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,2 mL). Reakcijska smjesa zatim

stoji 30 minuta, nakon Cega slijedi mjerenje apsorbancije pri valnoj duljini 415 nm.
Izrada baZdarnog pravca:

Pripremi se otopina standarda kvercetina koncentracije 100 mg/L, a od nje se pripreme
razrjedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL. Redom se otpipetira 1, 2,5, 5i 7,5 mL alikvota
standardne otopine kvercetina u svaku tikvicu te se potom nadopunjavaju 100%-tnim
metanolom do oznake. Koncentracije kvercetina u tim tikvicama iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L.
Iz svake pojedine tikvice otpipetira se 0,5 mL razrjedenja, dodaje se 1,5 mL 96%-tnog
etanola, 0,1 mL 10%-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL
destilirane vode. Za pripremu slijepe probe umjesto razrjedenja standarda kvercetina uzima
se 100%-tni metanol, a umjesto 10%-tnog aluminijevog klorida dodaje se isti volumen
destilirane vode (0,1 mL). Tikvice reakcijskih smjesa potom stoje 30 minuta, nakon cega se
mjeri apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm. Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija napravi se
bazdarni pravac u programu Microsoft Excel, pri ¢emu su na osi apscisa prikazane
koncentracije kvercetina (mg/L), a na osi ordinata izmjerene vrijednosti apsorbancija pri

valnoj duljini 415 nm.
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Tablica 3./Slika 14. Ovisnost masene koncentracije o apsorbanciji kvercetina
Jednadzba pravca vidljiva je iz slike; y = 0,0069x + 0,0045
y — apsorbancija pri valnoj duljini 415 nm
X — koncentracija kvercetina u mg/L

Mjerenje apsorbancije uzorka, odnosno ekstrakta lista masline, provedeno je u dvije paralele.
Apsorbancija u ekstraktima iznosila je 0,198 i 0,196, Sto daje srednju vrijednost apsorbancije
od 0,197.

Koncentracija ukupnih flavonoida izraCuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca. Maseni
udjeli ukupnih flavonoida izraZzeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g*. Za ukupne

flavonoide dobivena je vrijednost 7,13 mg QE/g.
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4. REZULTATI I RASPRAVA
4.1. Uvod

Cilj ovog zavrsnog rada je provesti izolaciju bioaktivnih komponenata iz 50 %-tnog etanolnog
ekstrakta iz lista masline sorte Oblica, dobivenog primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima
uz poviseni tlak (ASE), prodistiti i karakterizirati dobivene frakcije te odrediti koli¢inu ukupnih

fenola i flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu spektrofotometrijskim metodama.

Prvi dio zavrsnog rada odnosi se na izolaciju fenolnih spojeva iz lista masline ekstrakcijom
tekuce-tekuce s etil-acetatom kao otapalom. Drugi dio rada posveéen je prociS¢avanju
dobivene smjese fenolnih spojeva preparativhom tankoslojnom kromatografijom uz pogodni
eluens te karakterizaciji pojedinih frakcija IR spektroskopijom. U tre¢em dijelu rada odredena

je masena koncentracija ukupnih fenola i flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu.

4.2. Izolacija fenolnih spojeva

List masline bogat je izvor sekundarnih biljnih metabolita, posebice sekoiridoida, flavona,
flavonola, flavan-3-ola i supstituiranih fenola. Od sekoiridoida znacajno se isti¢e oleuropein,
od flavona luteolin, diosmetin, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid te diosmetin-7-
glukozid, od flavonola rutin, kvercetin i kamferol, od flavan-3-ola katehin te od supstituiranih
fenola tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilinska kiselina te kafeinska kiselina [4]. Varijabilnost
u koncentracijama tih spojeva uvjetovana je podrijetlom, udjelom grancica, uvjetima
skladistenja, klimatskim uvjetima, sadrzajem vlage, stupnjem oneciscenja te primijenjenim

procesima prerade [6].

Za izolaciju fenolnih spojeva u ovom radu koristen je upareni 50%-tni etanolni ekstrakt lista
masline tamnosmede boje. Kako bi se razdvojile fenolne komponente na temelju njihove
polarnosti, provedena je ekstrakcija s etil-acetatom kao otapalom, nakon Cega je izdvojeni
etil-acetatni ekstrakt uparen u rotavaporu i masa osusenog zla¢ano zelenkastog ekstrakta
iznosila je 1,09 g, dok je masa uzorka iz vodenog sloja iznosila 1,36 g. Tankoslojnom
kromatografijom uz etil-acetat kao eluens dobivene su frakcije na plocici presvucenoj
silikagelom. Izdvojene su tri razliCito obojene komponente: Zuto-smeda (Rq=0), Zuta
(Re=0,7727) i zelena (Ry=1). Ovim postupkom izolacije dobivena je smjesa fenolnih spojeva.
Kako bi se izvrSila karakterizacija pojedinih komponenata u dobivenom ekstraktu, potrebno je

provesti postupak prociS¢avanja. U tu svrhu koriStena je preparativna tankoslojna
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kromatografija uz etil-acetat kao eluens, a dobivene su tri dominantne frakcije: zuto-smeda
(m=39,5 mg), zuta (m=76 mq) i zelena (m=23,9 mg). Snimljen je IR spektar tih frakcija
kako bi se karakterizirale funkcijske skupine spojeva koji prevladavaju u odredenoj frakciji.

4.3. Infracrvena spektroskopija

ZraCenje u infracrvenom podruéju jednako je energiji koja izaziva molekulske vibracije.
Uzorak izloZen infracrvenom zracenju, uz kontinuiranu promjenu valne duljine (A), apsorbira
u spektrometru upadno zraenje koje energetski odgovara pojedinim molekulskim
vibracijama. Energije rasteznih vibracija organskih molekula odgovaraju infracrvenom
zralenju s valnim brojevima izmedu 4000 i 1200 cm™. Taj dio spektra koristi se za
odredivanje funkcionalnih skupina organskih spojeva te se Cesto naziva podrucje
funkcionalnih skupina, zato Sto su polozaj i karakteristike apsorpcijskih vrpci vecine

funkcionalnih organskih spojeva pri tim valnim duljinama razmjerno nepromjenjive [18].

U snimljenim IR spektrima (slika 15.) prisutna je Siroka apsorpcijska vrpca oko 3350 cm™
koja se pripisuje hidroksilnoj skupini koja je ukljuena u vodikove veze. Intenzitet te
apsorpcijske vrpce je izrazito jak Sto se pripisuje velikom udjelu hidroksilnih skupina koje su
prisutne u spojevima koji se nalaze u ispitanim ekstraktima 1 i 2. Asignirane apsorpcijske
vrpce srednjeg intenziteta pri 2927 i 2848 cm™ pripisuju se rasteznoj frekvenciji veze C-H.
Prisutnost C=C veze u svim snimljenim IR spektrima je potvrdena apsorpcijskom vrpcom u
podrudju 1620-1680 cm™. U podruéju od 1650 do 1850 cm™, koje se pripisuje frekvenciji
rastezanja svih karbonilnih skupina, asignirana je apsorpcijska vrpca oko 1710 cm™ koja
ukazuje na prisutnost karbonilne skupine fenolnih derivata, a takoder potvrduje estersku
vezu buduéi da su fenolni spojevi u listu masline prisutni u obliku estera (ekstrakt 2) i
slobodnih kiselina (ekstrakt 1). Asignirane apsorpcijske vrpce oko 1075 i 1030 cm™
odgovaraju istezanjima C-O i C-C veze etera koja potvrduje prisutnost glikozidne veze. Na
osnovi asigniranih apsorpcijskih vrpca potvrdena je prisutnost fenolnih spojeva odnosno
flavonoida u svim snimljenim frakcijama Sto je u suglasju s literaturnim podacima, koji
govore kako su najdominantniji fenolni spojevi, odnosno flavonoidi izolirani iz lista masline;
oleuropein, hidroksitirozol, luteolin-7-glukozidi, apigenin-7-glukozidi i verbaskozidi.
Usporedbom apsorpcijskih vrpci asigniranih u IR spektrima ekstrakta 1 i 2 vidljivo je kako se
razlikuju u podrucju apsorpcijskih vrpci koje karakteriziraju karbonilnu skupinu i podrucje od
1700 do 800 cm™ &to ukazuje da je prilikom ekstrakcije tekuée-tekuée s etil-acetatom doslo

do raspodijele fenolnih spojeva s obzirom na njihovu polarnost odnosno polarnost otapala,
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vode i etil-acetata. Ovi rezultati su u suglasju s dobivenim rezultatima koncentracije ukupnih

fenola i flavonoida koji ukazuju na vecu zastupljenost u etil-acetatnom ekstraktu nego u vodi.
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Slika 15. IR spektar vodenog (—) i etil-acetanog (—) ekstrakta

Snimljeni su i IR spektri dominantnih frakcija (slika 16.) nakon procis¢avanja PTLC-om. IR
spektar najpolarnije frakcije (frakcija D) ukazuje na prisutnost asociranih (oko 3300 cm™) i
slobodnih (oko 3500 cm™) hidroksilnih skupina, dok se u spektru frakcije Z ne nalaze ove
apsorpcijske vrpce. Takoder u podruéju IR spektra karakteristicnog za karbonilnu skupinu
uoCena je razlika u sastavu ovih frakcija. Najmanje polarna frakcija Z u spektru ima
apsorpcijsku vrpcu pri 1743 cm?, &to je karakteristicno za estersku vezu, npr. kod
oleuropeina, dok u spektru frakcije D u tom podrucju je prisutna apsorpcijska vrpca pri 1705
cm™ koja se pripisuje karboksilnoj skupini u fenolnim spojevima. Na osnovu asigniranih
apsorpcijskih vrpca (slika 16.), moze se potvrditi prisutnost funkcijskih skupina koje su
karakteristicne za fenolne spojeve prisutne u listu masline, a primarno se to odnosi na

oleuropein, hidroksitirozol, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid i verbaskozid.
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Slika 16. IR spektri dominantnih frakcija (donja D, srednja S i najgornja Z) u podrucju 3800-
2200 cm™ (a) i 1900-350 cm™ (b)
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4.4. Koncentracija ukupnih fenola i flavonoida

U ovom radu, nakon provedene ekstrakcije tekuée-teku¢e u sustavu etil-acetat/voda,
odredena je koncentracija ukupnih fenola, 30,98 mg GAE/g te koncentracija ukupnih
flavonoida, 7,13 mg QE/g. U Laboratoriju za procese konzerviranja i preradu voéa i povréa
SveudiliSta u Zagrebu, u sklopu diplomskog rada (Ivana épanié), odredene su bile i
koncentracije ukupnih fenola i flavonoida nakon ubrzane ekstrakcije otapalima uz povisen
tlak (ASE). Dobivene su prosje¢ne vrijednosti za ukupne fenole 53,15+0,24 mg GAE/g i
8,66+0,05 mg QE/g za ukupne flavonoide [21]. Vidljivo je kako su te vrijednosti vise u
odnosu na one dobivene nakon podvrgavanja uzorka ekstrakciji tekuce-tekuce. U skladu s
poznatim svojstvima o boljoj topljivosti fenolnih spojeva u manje polarnim otapalima kao Sto
su benzen, diklormetan ili etil-acetat, dobiveni rezultati ukazuju na veci udio fenolnih

spojeva, odnosno flavonoida, u etil-acetatnom ekstraktu.
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5. ZAKLJUCAK

U prvom dijelu zavrsnog rada 50%-tni etanolni ekstrakt lista masline podvrgnut je
ekstrakciji tekuée-tekuce uz sustav etil-acetat/voda Cime je provedena izolacija

fenolnih spojeva.

Drugi dio zavrSnog rada odnosi se na procis¢avanje smjese fenolnih spojeva
preparativnom tankoslojnom kromatografijom pri ¢emu su izolirane tri dominantne
frakcije. Dobivene frakcije karakterizirane su pomocu IR spektroskopije. Potvrdena je
prisutnost fenolnih spojeva, odnosno flavonoida u svim snimljenim frakcijama Sto je u
suglasju s literaturnim podacima, koji govore kako su najdominantniji fenolni spojevi,
odnosno flavonoidi izolirani iz lista masline; oleuropein, hidroksitirozol, luteolin-7-

glukozidi, apigenin-7-glukozidi i verbaskozidi.

Masena koncentracija ukupnih fenola i flavonoida u etil-acetatnom ekstraktu
odredena je u treCem dijelu zavrSnog rada. Iznosila je 30,98 mg GAE/g za ukupne
fenole te 7,13 mg QE/g za ukupne flavonoide. Masene koncentracije ukupnih fenola i
flavonoida u ekstraktima masline (ekstrakt 2) ukazuju na vecu zastupljenost fenolnih

spojeva u etil-acetatu, kao nepolarnijem otapalu, nego u vodi.

Temeljem provedenih istrazivanja moze se zakljuciti kako je list masline znacajan

izvor fenolnih spojeva s moguéim bioloskim potencijalom.
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Izjava o izvornosti

Lzjavijujem da je ovaj zavrsni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj

izradi nisam Kkoristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni,
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