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1. UVOD

Maslina je mediteranska biljka koja raste na suhim i sun¢anim mjestima te je Siroko
rasprostranjena u Hrvatskoj. Listovi masline su nusproizvod proizvodnje maslinovog ulja zbog
Cega predstavljaju bogat i jeftin izvor fenolnih spojeva, odnosno polifenola. Pripisuju im se
brojna ljekovita svojstva koja potjeCu od raznovrsnih polifenola od kojih je najznacajniji
oleuropein. Polifenoli djeluju antioksidativno na nacin da neutraliziraju slobodne radikale koji
imaju $tetno djelovanje, donirajuc¢i im atom vodika ili prenoseéi jedan elektron da bi reducirali
metalne ione i radikale. Neki polifenoli u ekstraktu lista masline inhibiraju rast patogenih
bakterija (npr. Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli) te imaju mnoga pozitivna djelovanja na ljudsko zdravlje. 1z tih razloga postoji veliki
interes za ekstrakcijom polifenola iz lista masline. Danas postoje razli¢ite metode ekstrakcije
koje se koriste za izolaciju polifenola iz lista masline, a trenutni glavni na¢in ukljucuje klasi¢ne
metode koje su dugotrajne, koriste visoke temperature i organska otapala Stetna po okolis. Kako
bi se prevladali nedostaci ovih metoda, razvijaju se nove metode ekstrakcije koje karakterizira
kratko trajanje te koristenje niskih temperatura (do 35 °C) i zelenih otapala. Upravo takva nova
metoda je hladna plazma, odnosno visokonaponsko elektri¢no praznjenje. Plazma predstavlja
cetvrto agregatno stanje materije te se definira kao djelomi¢no ili potpuno ioniziraju¢i plin,
sastavljen od nabijenih cestica (elektrona, iona) i neutralnih Cestica (atoma, molekula),

slobodnih radikala i fotona UV zracenja.

Cilj istrazivanja bio je odrediti kako tretman visokonaponskim elektricnim praznjenjem utjece
na antioksidacijsku aktivnost i polifenolni sastav ekstrakata lista masline, pri ¢emu su se kao
radni plinovi koristili argon i dusik. Da bi se utvrdile promjene u strukturi ispitivanih ekstrakata,
provedena je blisko-infracrvena spektroskopija, a za ispitivanje to¢ne koncentracije odredenih
polifenolnih spojeva koristena je tekuéinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti s
detekcijom masene spektrometrije (UPLC-MS/MS). Krajnji cilj bio je usporediti ekstrakciju
potpomognutu visokonaponskim elektriénim praznjenjem, kao nekonvencionalnu metodu
ekstrakcije, s konvencionalnom metodom, odnosno maceracijom te utvrditi prednosti i
nedestruktivan u¢inak visokonaponskog elektriénog praznjenja na antioksidacijsku aktivnost

ekstrakata lista masline.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLINA (Olea europea L.)

Maslina (Olea europaea L.) (Slika 1.) je dugogodis$nja zimzelena biljka iz porodice Oleaceae
(Vogel isur., 2015). Pojavljuje se kao zeleni grm s trnovitim granama, moze narasti do 8 metara
(ASi¢, 1999), a kora stabla je sivkaste boje (Yaseen Khan i sur., 2007). lako se maslina danas
uzgaja u razli¢itim dijelovima svijeta, 98 % svjetskog usjeva raste u mediteranskim zemljama
gdje joj pogoduje mediteranska klima s toplim, suhim ljetima te hladnim i kiSovitim zimama.
Glavni proizvod dobiven iz stabla masline je maslinovo ulje. Godisnje se proizvede oko 11

milijuna tona maslinovog ulja (Vogel i sur., 2015).

U priobalnom podru¢ju Hrvatske najrasirenija vo¢na kultura je upravo maslina i zauzima
povrsinu od oko 27000 ha (Striki¢ i sur., 2007). lako je u uzgoju prisutan veliki broj sorta,
najzastupljenija sorta je Oblica koja ¢ini 75 % ukupnih stabala masline u Hrvatskoj (Strikic,
2015).

Slika 1. Maslina (Olea europea L.) (Joles, 2018).

Listovi masline su koZasti, s donje su strane zbog malih ljuskica srebrnasti ili lagano smeckasti,
a s gornje strane plavo-zeleni. Cvjetovi su bijeli i zvonasti, a rastu u grozdastom obliku. Boja
ploda ovisi o vrsti pa tako imamo zelenu, smedu, tamnocrvenu, ljubicastu i crnu maslinu (ASic,
1999). Listovi masline su nusproizvod u proizvodnji maslinovog ulja te na njih otpada 10 % od
ukupne ubrane mase masline. Koriste se za prevenciju i lijeCenje hipertenzije te se smatra da
imaju antisepticka i diureticka svojstva (Ferreira i sur., 2007). List je primarno mjesto biljnog
metabolizma zbog Cega predstavlja potencijalni izvor bioloski aktivnih komponenti (Abaza i

sur., 2015). Ekstrakti lista masline imaju sve vecu primjenu u medicini, farmaceutskoj i



kozmetickoj industriji te u prehrambenoj industriji gdje se koriste za produljenje trajnosti hrane
i u razvoju funkcionalnih proizvoda. Tijekom proizvodnje ulja, listovi masline se mijesaju S
prezrelim maslinama kako bi se dobilo ulje boljeg okusa (Talhaoui i sur., 2014). Ekstrakt lista
masline pokazao je antimikrobna svojstva protiv razli¢itih patogena koji uzrokuju intestinalne
i respiratorne infekcije kod ljudi, od kojih su najznacajniji Salmonella typhi, Vibrio
parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonia i Escherichia coli (Khan i
sur., 2007).

2.1.1. Kemijski sastav lista masline

Kemijski sastav lista masline varira ovisno o podrijetlu, udjelu grancica, uvjetima skladistenja,
klimatskim uvjetima, sadrzaju vlage, stupnju oneciscenja tla te o primijenjenim procesima

prerade (susenje i ekstrakcija) (Vogel i sur., 2015).

List masline ¢ine ugljikohidrati, ulja, sirovi proteini, vlakna, anorganski spojevi te drugi
sekundarni biljni metaboliti (Skaltsounis i sur., 2015). Udio sirovih proteina krece se od 9,5 do
12,9 %. Listovi masline bogati su aminokiselinama argininom, leucinom, prolinom, glicinom,
valinom i alaninom, a siromasni cisteinom, metioninom i lizinom. Najve¢i udio hemiceluloznih
vlakana ¢ine ona arabinoznog tipa, dok je u granCicama pretezito zastupljena manoza (Vogel i
sur., 2015). Za biolosku vrijednost zasluzni su fenolni spojevi. Od ostalih spojeva prisutni su
pentaciklicki triterpeni, hidroksiterpenske kiseline, palmitinska kiselina, skvaleni, steroli, a-
tokoferol i beta-karoten, alkoholi, voskovi te triacilgliceroli (Skaltsounis i sur., 2015). Alcazar
Roman 1 sur. (2014) proveli su istrazivanje u kojem su dokazali da su od mineralnih tvari

najzastupljeniji kalcij i1 kalij, a osim njih 1 Zeljezo, mangan, fosfor i sumpor.

2.2. FENOLNI SPOJEVI

Odavno su biljke ljudima sluZile kao izvor tvari koje imaju ljekovito djelovanje. U proSlom
stoljecu prirodna se medicina proSirila 1 provedena su brojna istraZivanja aktivnih sastojaka
bilja. Te su komponente poznate kao sekundarni biljni metaboliti i posjeduju visoka
antioksidativna, antimikrobna, antivirusna i protuupalna svojstva. Spomenuti sekundarni
metaboliti, zbog visoke antioksidativne aktivnosti, sluze za uklanjanje $tetnih slobodnih
radikala koji se metaboliziraju u ljudskom organizmu zbog izloZenosti kemijski raznovrsnim
zagadivacima okoliSa, ukljucujuéi pesticide, toksi¢ne kemijske otpade, zracenje i fizicki stres.

Slobodni radikali smatraju se primarnim uzrokom odredenih ljudskih bolesti kao §to su npr.



bolesti srca i kardiovaskularne bolesti, rak, starenje i bolesti povezane s imunolos$kim sustavom

(Altiok i sur., 2008).

Fenolni spojevi ili polifenoli ¢ine jednu od najbrojnijih skupina sekundarnih biljnih metabolita
te su sastavni dio ljudske prehrane. Mogu se sastojati od jednostavnih molekula (npr. fenolne
kiseline) do visokopolimeriziranih spojeva (npr. tanini). Kemijsku strukturu fenolnih spojeva
¢ini barem jedan aromatski prsten na koji moze biti vezana jedna ili vise hidroksilnih skupina.
U prirodi se uglavnom nalaze u konjugiranom obliku, odnosno u obliku glikozida, s jednom ili
vise Secernih jedinica vezanih na hidroksilne skupine, a vezani Seceri mogu biti u obliku
monosaharida, disaharida i oligosaharida. Najzastupljenija Se¢erna jedinica je glukoza (Bravo,

1998). Prema kemijskoj strukturi fenolni spojevi se dijele na flavonoide i neflavonoide.

U skupinu neflavonoidnih spojeva ubrajaju se fenolne Kkiseline (hidroksicimetne i
hidroksibenzojeve), kumarini, tanini i stilbeni. Flavonoidi su jedni od najznacajnijih
polifenolnih spojeva ¢ija se struktura sastoji od difenilpropanskog kostura (C6-C3-C6)
gradenog od dva aromatska prstena (A i B) povezana s 3 ugljikova atoma koji tvore oksidirani
heterociklicki prsten (prsten C). Flavonoidi se dijele na flavonole, flavone, flavanone,

antocijanidine, izoflavone, flavane itd. (Bravo, 1998).

2.2.1. Fenolni spojevi masline

Zbog toga Sto su nusproizvod proizvodnje maslinovog ulja, listovi masline se smatraju jeftinom
sirovinom koja moze posluziti kao izvor visoko vrijednih fenolnih spojeva. Zbog prisutnosti
brojnih fenolnih spojeva, ekstrakti listova masline imaju antitumorsko, antioksidativno,
antimikrobno, antivirusno, protuupalno i hipolipidemijsko djelovanje. Fenolni spojevi prisutni
u listu masline su brojni i razli¢ite prirode. Glavne fenolne skupine prisutne u listu masline su
oleuropeozidi (oleuropein i verbaskozid), flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid,
diosmetin-7-glukozid, luteolin i diosmetin), flavonoli (rutin), flavan-3-oli (katehin) i
supstituirani fenoli (tirosol, hidroksitirosol, vanilin, vanilinska kiselina i kafeinska kiselina)
(Putnik i sur., 2018). Antioksidacijski kapacitet fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline

prikazan je u Tablici 1.



Tablica 1. Antioksidacijski kapacitet fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline izrazen u
ekvivalentu troloxa (TEAC, engl. trolox equivalent antioxidant capacity) (prema Benavente-
Garcia i sur., 2000).

Fenolni spojevi TEAC (mmol L)
Rutin 2,75 £ 0,05
Katehin 2,28 £ 0,04
Luteolin 2,25+0,11
Hidroksitirosol 1,57+0,12
Diosmetin 1,42 £0,07
Kafeinska kiselina 1,37 +£0,08
Verbaskozid 1,02 £0,07
Oleuropein 0,88 + 0,09
Luteolin-7-glukozid 0,71 £ 0,04
Vanilinska kiselina 0,67 + 0,09
Diosmetin-7-glukozid 0,64 + 0,09
Apigenin-7-glukozid 0,42 +0,03
Tirosol 0,35+ 0,05
Vanilin 0,13 £ 0,01

Koncentracija polifenolnih spojeva u listovima maslina mijenja se ovisno o kvaliteti, podrijetlu
i sorti masline (Campeol i sur., 2003), a najzastupljeniji polifenol u listovima masline je
oleuropein (Benavente-Garcia i sur., 2000; Sabry, 2014), iza kojeg slijede hidroksitirozol,
luteolin, apigenin i verbaskozid (Sabry, 2014). Oleuropein (Slika 2.) je sekoiridoidni spoj u
kojem su zastupljene monoterpenska i orto-difenolna struktura. HidrolitiCkim cijepanjem
oleuropeina nastaje elenolna kiselina ¢ije kalcijeve soli posjeduju antivirusno djelovanje.
Smatra se da je upravo oleuropein jedan od vaznijih spojeva koji su odgovorni za gorak okus
masline i liS¢a masline. Zasluzan je i za hipotenzivno i antimikrobno djelovanje ekstrakta
masline te sprjecava oksidaciju Stetnog LDL-a (Khan i sur., 2007). Oleuropein i njegovi derivati

imaju razli¢ite biokemijske uloge, ukljucujuci antiaritmicko djelovanje (Salah i sur., 2012).
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Slika 2. Kemijska struktura oleuropeina (Sabry, 2014).

2.3. ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST

Antioksidansi su spojevi koji imaju vaznu ulogu u zastiti od Stetnog djelovanja slobodnih
radikala na nadin da neutraliziraju ve¢ nastale slobodne radikale ili sprjecavaju njihovo
nastajanje. To mogu biti enzimi ili neenzimske molekule kao S§to su npr. fenoli, glutation i

askorbinska kiselina koji mogu biti vazni u prevenciji razli¢itih bolesti (Shi i sur., 2001).

Antioksidansi mogu ugasiti slobodne radikale na dva nacina, HAT i SET mehanizmom. HAT
(engl. hydrogen atom transfer) mehanizam ukljucuje transfer vodika, odnosno antioksidansi
hvataju slobodne radikale doniraju¢i atom vodika, dok SET (engl. single electron transfer)
podrazumijeva transfer jednog elektrona, tj. antioksidansi prenose jedan elektron da bi
reducirali metalne ione, radikale i karbonile. SET i HAT mehanizam razlikuju se u Kinetici, a
krajnji rezultat je isti. Glavni ¢cimbenici koji odreduju koji od ova dva mehanizma ¢e se odvijati,
su energija veze vodik-donorske skupine i ionizacijski potencijal. Oba se mehanizma gotovo
uvijek pojavljuju zajedno, a njihov omjer je odreden strukturom antioksidansa i pH vrijednos$¢u.
SET reakcija ovisi 0 deprotoniranju i ionizacijskoj energiji reaktivne funkcionalne skupine.
Elektron-donorski kapacitet funkcionalne skupine raste povecanjem pH, ¢ime raste i

zastupljenost SET mehanizma (Prior i sur., 2005).

Najces¢e metode koje se koriste za odredivanje antioksidativne aktivnosti hrane, pi¢a i drugih
kompleksnih uzoraka su spektrofotometrijske metode koje se temelje na spektrofotometrijskom
pracenju promjene koncentracije reaktanata ili produkata u reakciji antioksidanasa sa
slobodnim radikalima. Primjer spektrofotometrijskih metoda koje se baziraju na SET
mehanizmu, su FRAP (engl. fluorescence recoveery after photobleaching), TEAC (trolox
equivalent antioxidant capacity), DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) i FCR (Folin-Ciocalteu
reagent) metoda. One mjere redoks reakciju, odnosno redukciju fluorescentne probe koja

oznacava kraj reakcije. ORAC (engl. oxygen radical absorbance capacity) i TRAP (engl. total



radical-trapping antioxidant parameter) metode su dvije standardizirane metode temeljene na
HAT reakcijskom mehanizmu. lako se DPPH i TEAC metoda svrstavaju pod metode koje se

baziraju na SET mehanizmu, mogu se temeljiti i na HAT mehanizmu (Prior i sur., 2005).

2.3.1. Reaktivni spojevi kisika i duSika

Slobodni radikali u vanjskoj ljusci sadrze nespareni elektron te su zbog toga vrlo reaktivni.
Nastaju homolitickim cijepanjem kovalentne veze, pri ¢emu svaki elektron ostaje vezan u
susjednom atomu. Reaktivni spojevi kisika (ROS, engl. reactive oxygen species) i reaktivni
spojevi dusika (RNS, engl. reactive nitrogen species) jedni su od najznacajnijih skupina
slobodnih radikala. Stetne reaktivne kisikove &estice (ROS) u maloj koli¢ini nastaju u svim
aerobnim organizmima, a pojacano Se stvaraju u uvjetima stresa. Velike koli¢ine ili nedovoljno
ucinkovito uklanjanje ROS-a, dovodi do oksidacijskog stresa koji moZe uzrokovati metaboli¢ke
poremecaje i ostetiti bioloske makromolekule. lako niske koncentracije ROS-a imaju vaznu
ulogu u procesima poput unutarstani¢ne signalizacije, proliferacije, apoptoze, imunoloskog
odgovora i obrane od mikroorganizama (Stefan i sur., 2007), kisikovi radikali mogu uzrokovati
i lipidnu peroksidaciju, oSte¢enje DNA i proteina te oksidirati skoro svaku organsku molekulu
(McCord, 2000). Isto tako, slobodni radikali uzrokuju mutacije, kromosomske aberacije i
kancerogenezu. Antioksidansi, koji mogu neutralizirati slobodne radikale, od velike su vaznosti
u prevenciji spomenutih bolesti. 1zravnom reakcijom sa slobodnim radikalima, antioksidansi

stite lipidne molekule od oksidacijskoga osteéenja (Stefan i sur., 2007).

Reaktivni spojevi kisika su ioni ili vrlo male molekule koje uklju¢uju ione kisika, slobodne
radikale, perokside te druge anorganske i organske spojeve. Najées¢i ROS su superoksid (O2),
vodikov peroksid (H20z), hipokloritna kiselina (HCIO) i hidroksilni radikal (OH-). Uz
reaktivne kisikove spojeve, vrlo su vazni reaktivni dusikovi spojevi, od kojih su najznacajniji
dusikov monoksid (NO-) i duSikov dioksid (NO2z:). NO- radikal moze reagirati sa
superoksidnim radikalom te na taj nacin stvarati peroksinitrite (ONOO-). ONOO- su vrlo jaki

oksidansi te se pri kiselome pH-u razgraduju do hidroksilnih radikala (Stefan i sur., 2007).



2.4. KONVENCIONALNA | NEKONVENCIONALNA EKSTRAKCIJA

Ekstrakcija je postupak potpunog ili djelomi¢nog odjeljivanja smjese tvari na osnovu nhjene
topljivosti u razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijesaju. Predstavlja brzu i u¢inkovitu

metodu razdvajanja i koncentriranja tvari (Dai i Mumper, 2010; Talhaoui i sur., 2015).

Gotovo svi industrijski procesi proizvodnje zahtijevaju neku vrstu ekstrakcije tijekom koje se
koriste velike kolicine organskih otapala. Vec¢ina organskih otapala je zapaljiva, hlapljiva i Cesto
toksi¢na te odgovorna za stvaranje efekta staklenika i onecis¢enje okolisa. Konvencionalne
metode ekstrakcije koriste organska otapala, dugotrajne su, troSe puno energije i provode se pri
visokoj temperaturi (Chemat i sur., 2012). Hlapljiva organska otapala ¢ine gotovo 2/3 svih
industrijskih emisija u cijelom svijetu, a njihovo recikliranje i ponovna uporaba povezana je s
energetski zahtjevnom destilacijom uz znacajne gubitke (Cvjetko Bubalo i sur., 2014).
Uobicajene metode ekstrakcije, kao $to su primjerice Soxhlet ekstrakcija ili maceracija koja je
koristena kao kontrolna metoda ekstrakcije u ovom istrazivanju, pokazale su nisku u¢inkovitost
1 potencijalno zagadenje okoliSa jer ih karakterizira dugo vrijeme ekstrakcije i koristenje
organskih otapala (Dai i Mumper, 2010). Zbog navedenih razloga, potrebna je zamjena
organskih otapala zelenim otapalima, kao s§to su npr. ionske kapljevine koje bi svojim

svojstvima mogle biti dobra zamjena konvencionalnim otapalima.

Ekstrakcija bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala najées¢e je prvi korak u izolaciji
polifenolnih spojeva, koji se zatim upotrebljavaju u pripremi funkcionalne hrane, dodataka
prehrani te farmaceutskih i kozmetickih proizvoda. Polifenoli se mogu ekstrahirati iz svjezeg,
smrznutog ili susenog biljnog uzorka. Prije ekstrakcije, biljke se obi¢no obraduju mljevenjem,
drobljenjem i homogenizacijom, kojima moze prethoditi suSenje na zraku ili suSenje
zamrzavanjem (liofilizacija). Susenje zamrzavanjem rezultira boljim ekstrakcijom polifenola u
biljnim uzorcima, u usporedbi sa suSenjem na zraku (Dai i Mumper, 2010). Asami i sur. (2003)
proveli su istraZivanje koje je pokazalo da su kukuruz, kupine i jagode, koje su prije ekstrakcije
liofilizirane, imale ve¢u koncentraciju ukupnih polifenolnih spojeva, za razliku od onih koje su

suSene na zraku.

Budu¢i da su polifenolni spojevi u pravilu termolabilni, ekstrakcija koja se provodi pri niZzim
temperaturama, odnosno nekonvencionalna ekstrakcija, pozeljna je za njihovu daljnju uporabu
u farmaceutskoj, prehrambenoj ili kozmetickoj industriji. Isto tako, vazno je optimizirati i
parametre koji utjeCu na proces ekstrakcije. Nakon provedene ekstrakcije, ekstrakte lista

masline je potrebno procistiti, buduéi da u biljnim ekstraktima mogu postojati mnogi drugi
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spojevi, kao $to su npr. Seceri, proteini ili metali (Altiok i sur., 2008). Neki od primjera
nekonvencionalnih netoplinskih metoda ekstrakcije su procesiranje hrane visokim tlakom,
ultrazvukom, pulsiraju¢im elektricnim poljem, supektriticnim fluidima te visokonaponskim

elektri¢nim praznjenjem (Putnik i sur., 2018).

2.4.1. Ekstrakcija ,,zelenim otapalima“

Zelena ekstrakcija se definira kao proces koji se bazira na pronalaZenju i dizajniranju procesa
ekstrakcije kojima ¢e se omoguciti koriStenje alternativnih otapala i obnovljivih prirodnih
proizvoda, smanjiti potro$nja energije te osigurati ekoloski prihvatljiv i visoko kvalitetan

ekstrakt (Chemat i sur., 2012).

Kako bi se postigla optimalna potros$nja sirovina, otapala i energije, utvrdena su tri glavna
rjeSenja za dizajniranje i vodenje laboratorijskih 1 industrijskih procesa zelene ekstrakcije, a to
su:
1. poboljsanje 1 optimizacija postojec¢ih procesa
2. Koristenje nenamjenske opreme
3. inovacije u procesima i postupcima te inovacije u otkrivanju novih otapala (Chemat i
sur., 2012).

Osmisljeno je Sest principa zelene ekstrakcije prirodnih proizvoda koji predstavljaju smjernice
za industrijsku uspostavu zelene ekstrakcije. Principi su nabrojani u Tablici 2. i objaSnjeni u

nastavku.

Tablica 2. Principi zelene ekstrakcije (Chemat i sur., 2012).

1 Pronalazak novih izvora biljnih materijala i uporaba obnovljivih izvora biljnih materijala.

2 Uporaba alternativnih otapala, uglavnom vode i otapala iz prirodnih izvora.
3 Smanjenje potrosnje energije ponovhom uporabom energije i primjenom inovativnih
tehnologija.
4 Proizvodnja nusprodukata, umjesto otpada, kako bi se obuhvatila bio- i agroindustrija
prerade.
5 Smanjenje broja operacija i provodenje sigurnih, robusnih i kontroliranih procesa.
6 Usmjerenje k proizvodnji biorazgradivog i stabilnog ekstrakta bez kontaminanata.




Kod procesa zelene ekstrakcije, preporucuje se upotreba potpuno obnovljivih izvora kojima je
omogucen intenzivan in vivo ili in vitro uzgoj. Zelena otapala trebala bi biti kemijski i fizikalno
stabilna, laka za upotrebu, niske hlapljivosti te bi se trebala mo¢i jednostavno reciklirati, a isto
tako bi trebala biti sigurna za radnike i okolis. 1z tog se razloga, voda, superkriti¢éni CO2, otapala
iz prirodnih izvora (npr. etanol, glicerol, terpeni) i otapala na bazi organskih soli (npr. ionske
teku¢ine) smatraju zelenim otapalima. Optimizacijom postoje¢ih procesa, ponovhom
upotrebom energije oslobodene tijekom procesa ekstrakcije, poboljSanjem postojecih procesa i
primjenom potpuno inovativnog izvora energije znacajno se smanjuje potrosnja energije (npr.
upotreba topline oslobodene tijekom kondenzacije para). Zelenom ekstrakcijom proizvodi se
niz ciljanih produkata iz odredenog izvora, za razliku od tradicionalnog pristupa koji je
dizajniran tako da se dobije samo jedan proizvod. Ekstrakcija prirodnih produkata sastoji se od
nekoliko procesa, a smanjenje broja operacija u procesnom lancu dovodi do smanjenja
troSkova. Industrije koje koriste spomenutu ekstrakciju (npr. industrija hrane, parfema,
kozmetike, lijekova) trebale bi poboljsati postojece procese sa sigurnijim 1 ¢iS¢im protokolom
ekstrakcije (razvoj nove opreme, smanjen broj operacija, Stednja energije i sirovina, kontrola
sigurnosti procesa, smanjenje otpada i u¢inka na okolis). Ekstrakt mora zadovoljiti niz kriterija
kvalitete kako bi zadovoljio zahtjeve trziSta i propise. Ekstrakti moraju biti dobiveni iz precizno
utvrdenih sirovina, moraju imati toc¢na fizikalno-kemijska svojstva, moraju biti pravilno
skladiSteni te ne smiju sadrzavati zagadivace kao S§to su ostatci pesticida, teski metali,

mikotoksini itd. (Chemat i sur., 2012).

Najcesce ,,zeleno otapalo® je etanol, koji se dobiva fermentacijom biljnih materijala bogatih
Sec¢erom, poput Secerne repice ili zitarica. Etanol je jeftin, potpuno biorazgradiv, lako dostupan
i visoke ¢istoce, pa se, bez obzira na to $to je zapaljiv i potencijalno eksplozivan, ¢esto koristi
kao otapalo za ekstrakciju. Takoder, etanol dobro ekstrahira polarne komponente iz biljnog

materijala (Chemat i sur., 2012).

Voda je najrasprostranjenija molekula i univerzalno otapalo, sigurna je i ne predstavlja opasnost
za ljude i okoli§, zbog Cega se koristi kao otapalo u razli¢itim procesima (Anastas i Eghbali,
2010). Zbog svoje polarnosti ¢esto se upotrebljava za ekstrakciju spojeva koji su topljivi u vodi,
poput proteina, Secera i organskih kiselina, a isto tako i anorganskih tvari. Ubrzana ekstrakcija
vru¢om vodom (PHWE, engl. pressurized hot water extraction) jedna je od najperspektivnijih
metoda zelene ekstrakcije, a bazira se na jednostavnoj manipulaciji dielektricne konstante vode.
Pri sobnoj temperaturi i tlaku, voda ima dielektricnu konstantu otprilike 80, $to je ¢ini iznimno
polarnim otapalom te su iz tog razloga u njoj slabo topljive organske tvari. Ta se vrijednost
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moze znacajno smanjiti podizanjem temperature pod umjerenim tlakom, pa tako voda pri 250
°C 1 tlaku nesto visSem od 4 MPa ima vrijednost 27, §to je vrlo blizu dielektri¢ne konstante
etanola, te je kao takva prikladna za ekstrakciju tvari niske polarnosti, tj. topljivost organskih
tvari se povecava (Chemat i sur., 2012; Teo i sur., 2010).

2.5. VISOKONAPONSKO ELEKTRICNO PRAZNJENJE

Cvrsto, tekuée, plinovito i plazma stanje tvari, Getiri su agregatna stanja na koja se dijeli materija
u svemiru, a razlikuju se po jacini veza kKoje drze Cestice zajedno na okupu. Tako su kemijske
sile najjace u krutom stanju, u tekucem su nesto slabije, dok su kod plinova one najslabije. U
kojem ¢e se agregatnom stanju materija naci, ovisi o kinetickoj (toplinskoj) energiji njenih
atoma ili molekula. Dovodenjem topline, odnosno zagrijavanjem krutine, tekucine ili plina,
povecava se kineticka energija atoma ili molekula, §to dovodi do faznih prijelaza koji se javljaju
pri konstantnoj temperaturi i odredenom tlaku. Ukoliko se osigura dovoljna koli¢ina energije,
molekularni plin ¢e postupno disocirati (razdvajati se na atome koji ga sastavljaju) u atomizirani
plin. Pri dovoljno visokim temperaturama, sve ve¢i dio atoma imat ¢e dovoljno kineticke
energije, a kao rezultat nastaju intenzivni sudari izmedu Cestica te dolazi do oslobadanja
elektrona, nastanka negativno nabijenih elektrona i pozitivno nabijenih iona s§to dovodi do

nastanka elektromagnetskih polja, tj. stvaranja plazme (Bittencour, 2004).

Plazma se definira kao djelomicno ili potpuno ionizirajuéi plin, kvazineutralan, a sastoji se od
elektrona, pozitivno i negativno nabijenih iona, slobodnih radikala, atoma i molekula u
osnovnom ili pobudenom stanju te fotona UV zracenja (Misra 1 sur., 2016). Da bismo stvorili
hladnu plazmu, najprije ¢esticama moramo osigurati energiju iz vanjskog izvora, §to se postize
elektriénim praznjenjem plina koje nastaje izmedu dvije elektrode prikljucene na vanjski izvor
energije. Nastalo elektriéno polje uzrokuje privlacenje elektrona prema pozitivho nabijenoj
elektrodi (anoda), dok je pozitivna jezgra privucena od strane negativne elektrode (katoda).
Povecanjem napona, kao posljedica formiranja elektri¢ne veze izmedu dvije elektrode, stvara
se iskra. Kada plazmu generiramo u laboratorijskim uvjetima, najprije se energija iz elektriénog
polja prenosi na elektrone koji su puno laksi, a potom na ostale teze Cestice (Fridman, 2008).
Elektroni prihvacaju energiju od elektri¢nog polja te se ubrzavaju, Sto dovodi do velikog broja
sudara izmedu elektrona i atoma i molekula u plinu. Zbog razli¢itih masa elektrona i atoma te
molekula, tijekom sudara ne dolazi do razmjene energije. Razmjena energije izmedu dviju

Cestica razli¢ite mase ovisi 0 omjeru njihovih masa pa tako kod sudara iona, koji imaju priblizno
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jednaku masu kao neutralne molekule, dolazi do potpune raspodijele energije, dok elektroni
imaju puno manju masu te kod sudara s neutralnim molekulama neée do¢i do izmjene energije.
Iz tog se razloga elektroni zagrijavaju viSe nego ioni, i u prisutnosti elektricnog polja,
temperatura elektrona brzo postaje puno viSa nego temperatura plina (Turner, 2016). U hladnoj
plazmi elektroni mogu doseéi temperature od 10 000 do 100 000 K (1 — 10 eV), dok temperatura
plina moze ostati niska kao sobna temperatura (Petitpas i sur., 2007). To dovodi do stvaranja
termodinamicke neravnoteze pa takvu plazmu nazivamo neravnoteznom netoplinskom
plazmom, odnosno hladnom plazmom. Boja plazme nastaje kao rezultat povratka elektrona iz
pobudenog u osnovno stanje, pri ¢emu se emitira energija u vidljivom dijelu spektra, a ovisi o
vrsti plina koji se koristi. U laboratorijskim uvjetima najcescée koristeni plinovi su argon, dusik,

helij i ugljikov dioksid (Fridman, 2008).

2.5.1. Fenomen elektroporacije

Kada se stanica nade u elektricnom polju, javlja se fenomen elektroporacije, tj. otvaraju se pore
stanicne membrane pri ¢emu se iz stanice oslobadaju biomolekule. Visokonaponsko elektri¢no
praznjenje izmedu dviju elektroda u otopini prikazano je na Slici 3. Elektri¢ni izboji nastali
uslijed visokonaponskog elektricnog praznjenja izazivaju oSteCenje strukture stanica i
fragmentaciju Cestica te dovode do stvaranja turbulencije u otopini, UV svjetla visokog
intenziteta, vodikovog peroksida (H20-), kavitacijskih mjehurica i sekundarnih udarnih valova.

Slika 3. prikazuje visokonaponsko praznjenje izmedu dviju elektroda u otopini.

/\/“L—"\/\’i turbulencija u otopini

+ & — _\;\ 4 kavitavija
o % | elelitri¢no praiujenje u vodi
Y o .
o,
SN, b, . - + visokointenzivino UV syjetlo
=g e

+ nalupljanje H:O:

s nastajanje fragmenata

Slika 3. Visokonaponsko praznjenje izmedu dviju elektroda u otopini (Rajha i sur.,
2015).
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Formiranje elektricnog praznjenja sastoji se od dvije razlicite faze - prve ,,streamer* i druge
,arc* faze. Elektrovodljivi kanal ioniziranog plina formira se tijekom prve faze, a pri prelasku
iz prve u drugu fazu naglo raste jacina struje, nakon ¢ega dolazi do elektriénog praznjenja,
odnosno pada jacine struje pri ¢emu se oslobada energija. Za vrijeme ,,arc* faze dolazi do
stvaranja lokalizirane plazme te formiranja udarnih valova visokog tlaka (90-100 bar) koji
mogu dovesti do oStecenja stanica bioloskog materijala te nastanka hidroksilnih radikala.
Nakon formiranja udarnih valova dolazi do formiranja refrakcijskih valova koji su odgovorni
za nastajanje kavitacijskih mjehuri¢a. Nastali kavitacijski mjehuri¢i ispunjeni su plinom te
njihovim pucanjem dolazi do stvaranja sekundarnih udara i turbulencije te slabljenja tj. rupture
stani¢nih struktura zbog elektri¢nog praznjenja. Isti fenomeni mogu dovesti do fragmentacije

tretiranog materijala na makroskopskom nivou (Boussetta i VVorobiev, 2014).

Plazma, odnosno HVED tretman (engl. high voltage electrical discharge) ima $iroku primjenu
u prehrambenoj industriji pa se tako koristi u preradi Zitarica, voca i povréa, mesa, mlijeka itd.
Uzrokuje inaktivaciju mikroorganizama pri ¢emu, zbog niskih temperatura, nema toksi¢nog
djelovanja na proizvod te ne dolazi do naruSavanja nutritivnih i senzorskih svojstava proizvoda
(Mir i sur., 2016). Ekonomicna je i s ekoloSke strane prihvatljiva te se kao takva upotrebljava
za inaktivaciju enzima, dekontaminaciju hrane, uklanjanje toksina, prociS¢avanje otpadnih

voda i za sterilizaciju ambalaze (Pankaj i sur., 2018).

2.6. BLISKO-INFRACRVENA (NIR) SPEKTROSKOPIJA

Blisko-infracrvena (NIR, engl. near-infrared) spektroskopija je metoda koja se u prehrambenoj
industriji koristi za kvalitativnu i kvantitativhu analizu te procjenu kvalitete prehrambenih
proizvoda. Razvojem tehnologije, sve se ¢eS¢e primjenjuje pa se tako koristi u razlicitim
granama prehrambene industrije: za procjenu kvalitete mlijeka i mlije¢nih proizvoda, vina,
voca, mesa, ribe, ulja, kukuruza, bezalkoholnih pica itd. (Cen i He, 2007). NIR spektroskopija
je vrsta vibracijske spektroskopije koja se bazira na apsorpciji elektromagnetskog zracenja u
rasponu valnih duljina od 750 do 2500 nm, §to odgovara energijama fotona od 2,65 x 10™° do
7,96 x 10%° J (Pasquini, 2003). U ovom podrudju apsorpcijske se vrpce uglavnom podudaraju

s overtonovima i kombinacijama vibracija molekula.

Vibracijska se spektroskopija u infracrvenom (IR) podrucju bazira na svojstvu molekula da
apsorbiraju zraCenje valnih duljina koje odgovaraju energiji potrebnoj za prijelaz izmedu

kvantiziranih vibracijskih energetskih razina (Metrohm, 2013). Intenzitet NIR vrpce ovisi 0
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promjeni u dipolnom momentu. Ukoliko za vrijeme vibracije dolazi do dipolnog momenta,
molekula moZe apsorbirati infracrveno zracenje. Vodikov atom je najlaksi pa pokazuje najjace
vibracije i1 najvece odskakanje od uskladenosti, zbog Cega se vefinom promatraju veze s
vodikom ili drugim laganim atomima (C-H, N-H, O-H, S-H) (Blanco i Villarroya, 2002). NIR
spektri nam pokazuju fizikalne i kemijske informacije o uzorku i njegovom sastavu (Metrohm,
2013). Sadrze velik omjer signala i Suma, a poloZaj i intenzitet vrpci mogu se to¢no odrediti,
Sto je od izuzetne vaznosti za kvantitativnu analizu. Zbog slabe apsorpcije vode i stakla, mogu
se koristiti za snimanje spektara vodenih otopina u staklenim reaktorima, bez potrebe za
korekcijom pozadinskog signala. Medutim, ukoliko se vrpce preklapaju, daju nam manje
informacija, zbog cega je potrebna dodatna obrada multivarijatnim metodama analize
(Jednacak i Novak, 2013), tj. kemometrijom. Kemometrija ukljucuje primjenu matematike i
statistike u kemijskoj analizi (Cen i He, 2007). Na preklapanje vrpca utjecu fizikalne i kemijske
strukturne karakteristike svih tvari koje su prisutne u uzorku (Metrohm, 2013). Slika 4.

prikazuje polozaje apsorpcijskih vrpci NIR spektra za odredene funkcijske skupine.

Valna duljina {nm)
y 2 500

15000 — o~ C-H kombinacije
I & = 200
O-H, N-H
5 L kombinacije
2 500 1800 1

C-H prvi overton
— 1600

NI 0-H, N-H prvi
overton
— 1420 o
750 —f C-H kombinacije
VIS '°‘.‘ 1300 ¢ drugi overton

' 0-H kembinacije
— Y — 1o

400 :
", N-H drugi overton
U k% 0-H drugi overton
200 — K 750 C-H treti overton

Slika 4. PoloZaj najvaznijih apsorpcijskih vrpca u NIR spektru (prema Osborne, 2006).

NIR metoda je jednostavna, brza (jedna minuta ili manje po uzorku), nedestruktivna,
neinvazivna (Pasquini, 2003), ckoloski prihvatljiva metoda, koju karakterizira to¢nost i
preciznost. NIR metoda ne zahtijeva posebnu pripremu uzoraka i utroSak kemikalija, otapala i
reagensa (Metrohm, 2013), ¢ime se smanjuje koli¢ina otpada i troSkovi analiza. Takoder, velika
prednost NIR metode je mogucénost istovremenog mjerenja nekoliko sastojaka tvari (Osborne,
2006).
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2.7. ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI - PCA ANALIZA

Analiza glavnih komponenata (PCA, engl. principal component analysis) je metoda
multivarijatne statistiCke analize koja se upotrebljava u obradi NIR spektara s ciljem smanjenja
dimenzionalnosti podataka. Kako NIR spektri daju jako veliku koli¢inu podataka o jednom
uzorku, glavna svrha PCA analize je smanjenje koli¢ine podataka i prepoznavanje najbitnijih

informacija iz izmjerenih spektara (Abdi i Williams, 2010).

Princip PCA analize temelji se na grupiranju seta podataka u odredene manje odjeljke koji
najbolje opisuju njthovu povezanost. Na taj je nain omogucena brza i pouzdana interpretacija
dobivenih rezultata, a da se pritom zadrzi veéina informacija iz prvotnog velikog skupa.
Dobiveni podatci mogu se prikazati kao tocke u n-dimenzijskom prostoru, pri ¢emu svaka
dimenzija predstavlja odredenu varijablu (Jednacak i Novak, 2013), odnosno apsorbanciju NIR
zracenja pri odredenoj valnoj duljini. Linearnom kombinacijom izvornih varijabli formiraju se
nove varijable koje nazivamo glavnim komponentama (engl. PC, principal components).
Uvodenjem glavnih komponenti smanjuje se dimenzionalnost. Prvoj glavnoj komponenti, PC-
1, pripada najveci dio varijacije uzoraka te ona predstavlja linearnu kombinaciju podataka koji
imaju najvecu varijancu (Abdi i Williams, 2010), a nakon nje redom slijede PC-2, PC-3 itd., od
kojih svaka sljede¢a obuhvaca sve manji iznos varijacija u setu podataka koji se analiziraju.
Glavne komponente medusobno su ortogonalne i orijentirane na na¢in da predstavljaju sljedecu
najvecu varijaciju u podatcima (Metrohm, 2013). Dobiveni koordinatni sustav sastavljen je od
vektora PC-1 i PC-2 te sadrzi tocke koje su projicirane iz originalnog n-dimenzijskog prostora,
a koordinate tih toCaka nazivaju se faktorskim bodovima. Vrijednosti faktorskih bodova
odvojene su za spektre koji se razlikuju, dok se vrijednosti faktorskih bodova za sli¢ne spektre

nalaze vrlo blizu, a upravo je to razlog njihova grupiranja (Jednacak i Novak, 2013).

2.8. REGRESIJA GLAVNIH KOMPONENTI - PCR ANALIZA

Regresija glavnih komponenti (PCR, engl. principal component regression) jedna je od metoda
multivarijatne analize koja se koristi za izradu kalibracijskin modela. Temelji na principu
smanjenja broja dimenzija u linearnoj regresiji te takoder pretvara skup kolinearnih varijabli u
manji broj novih nekoreliranih (Mishra i Vanli, 2015). Provodi se u tri osnovna koraka: 1.
pokretanje analize glavnih komponenti (PCA) u tablici varijabli, 2. pokretanje regresije
najmanjih kvadrata (OLS regresija, linearna regresija na odabranim komponentama), 3.

raCunanje parametara modela koji odgovaraju ulaznim varijablama.
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PCR metoda reducira velik broja varijabli do skromnog modela, $to moze biti korisno za
modeliranje i predvidanje buduc¢ih opazanja, s obzirom da se dobiveni rezultati glavnih

komponenti koriste kao regresijske varijable za izgradnju predikcijskih modela.

2.9. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA ULTRA VISOKE DJELOTVORNOSTI S
DETEKCIJOM MASENE  SPEKTROMETRIJE  (UPLC-MS/MS, ULTRA
PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY-TANDEM MASS
SPECTROMETRY)

Tekuc¢inska kromatografija ultra visoke djelotvornosti s detekcijom masene spektrometrije
(UPLC-MS/MS, engl. ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry) je
osjetljiva i brza metoda koja sluzi za odredivanje rezidua u hrani. To je sofisticirana tehnika
koja omogucuje vrlo uéinkovitu izolaciju iona analita iz Suma koji stvara matriks uzorka.
Karakterizira je poboljSana rezolucija i visi pik (Tamositinas 1 Padarauskas, 2008). Tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti koristi se za razdvajanje spojeva, odnosno polifenola
iz smjese, a dvojna masena spektrometrija za identifikaciju i kvantifikaciju polifenola na
temelju omjera mase i naboja (m/z) nabijenih Cestica koji nastaju nakon ionizacije (Pedreschi i
sur., 2013). Kod tandemske masene spektrometrije (MS/MS) kombinira se masena
spektrometrija u dva koraka s analizatorom iste ili razliCite vrste, a fragmentacija molekula

odvija se izmedu dva masena razdvajanja (Hoffman, 1996).

Spektrometar mase sastoji se od ionizatora, analizatora mase i detektora. Najces¢e koristeni
dvojni maseni spektrometar podrazumijeva trostruki kvadropol (QQQ) u kojem su dva
kvadropola analizatori iona, dok tre¢i predstavlja kolizijsku celiju (Agilent Technologies,
2012). Pije ulaska u kvadropol (promjenjivo elektriéno polje) neutralna molekula se uvodi u
ionizator pod atmosferskim tlakom (Hoffman, 1996), a prije same ionizacije odvija se
uparavanje mobilne faze sa strujom vruceg zraka, tako da se ionizira samo analit. Zatim ioni
idu na prvi kvadropol (Q1) koji odabire ione odredene vrijednosti m/z te takvi ioni prolaze dalje
na drugi kvadropol (Q2). Drugi kvadropol predstavlja kolizijsku ¢eliju koja fragmentira ione
(engl. precursor) te u putanju odabranih iona uvodi kolizijski plin, dok trec¢i kvadropol analizira
fragmente iona (engl. product) koji su generirani u kolizijskoj ¢eliji. Nakon §to je prekursor ion
odabran u MS1 analizatoru i nakon $to je fragmentiran u kolizijskoj ¢eliji, MS2 analizator
postavljen je na nacin da snima vise odredenih produkt iona, tj. da prati visestruke reakcije ili

MRM (engl. multiple reaction monitoring) (Agilent Technologies, 2012).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

U ovom istrazivanju koriSteni su osuseni listovi masline (Olea europaea L.), ubrani 2018.

godine na podruc¢ju Zadarske Zupanije (Hrvatska). Listovi masline, osuseni na zraku, ¢uvani su

u polietilenskim vreé¢icama na tamnom i suhom mjestu sve do ekstrakcije. Prije procesa

visokonaponskog elektricnog praznjenja (HVED tretmana), listovi masline usitnjeni su u
mlincu za mljevenje (Grindomix GM 300 — RETSCH, Retsch GmbH, Haan, Njemacka).

3.1.2. Aparatura i pribor

spektrofotometar, Secomam Uviline 9400, Secomam, Ales, Francuska

analiticka vaga, Sartorius GMBH, Goéttingen, Njemacka

tehnicka vaga, Axis, Spolka z 0.0., Gdansk, Poljska

generator hladne plazme, IMP-SSPG-1200, Impel grupa, Zagreb, Hrvatska

NIR spektometar Control Development inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50um s
instaliranim Control Development softverom SPEC 32

spektrofluorimetar, Varian, Cary Eclipse, USA

uredaj za tekuc¢insku kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC), Eksigent
Ekspert Ultra LC 110

tandemski maseni detektor (MS/MS), SCIEX 4500 QTRAP

Zetasizer Nano ZS instrument, Malvern, UK

mlinac za mljevenje, Grindomix GM 300 — RETSCH, Retsch GmbH, Haan, Njemacka
Biichnerov lijevak

odmjerne tikvice, volumena 10 mL, 25 mL, 100 mL, 500 mL i1 L

pipete, volumena 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL i 25 mL

vodena kupelj

staklene kivete

mikropipete, volumena 100 pL 1 1000 pL

staklene ¢ase volumena 50 mL, 250 mL 1 500 mL

falkonice od 50 mL

menzure, volumena 100 mL, 250 mL i1 L
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e staklene epruvete

e termometar

e plasti¢na ladica za vaganje
e stalak za epruvete

e Stoperica

3.1.3. Kemikalije i reagensi

Sve koristene kemikalije 1 reagensi bili su visoke analiticke Cistoce.

e otapalo: destilirana voda (PBF, Zagreb, Hrvatska); etanol 96 %-tni (Gram-mol, Zagreb,
Hrvatska) i destilirana voda (25 %-tna vodena otopina etanola, 50 %-tna vodena otopina
etanola)

Za odredivanje ukupnih fenola

e Folin-Ciocalteu reagens (F.C. reagens, Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e zasiCena otopina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
Priprema: 200 g anhidrida natrijeva karbonata otopi se u 800 mL vruce destilirane vode,
nakon Cega se ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko kristalica natrijeva
karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i nakon 24 sata se filtrira.

e standard galne kiseline
Priprema: Odvaze se 500 mg galne kiseline (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific,
USA) u plasticnoj ladici za vaganje te se pomocu 10 mL 96 %-tnog etanola
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u danom volumenu.

Nakon toga se nadopuni do oznake destiliranom vodom.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

e 40 mM vodena otopina klorovodi¢ne kiseline, HCI
Priprema: 330 uL 12 M HCI (konc. HCI = 37 %, Carlo-Erba, Peypin, Francuska)

razrijedi se u odmjernoj tikvici od 100 mL destiliranom vodom te nadopuni do oznake.
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0,3 M acetatni pufer, pH 3,6

Priprema: 1,55 g natrijevog acetata trihidrata otopi se u 8 mL ledene octene kiseline
(J.T. Baker, Deventer, Nizozemska) u odmjernoj tikvici od 500 mL i nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

20 mM otopina Zeljezovog(I1I)-klorida, FeCls

Priprema: 0,0541 g FeCls x 6H20 otopi u 10 mL destilirane vode, otopina se priprema
svjeza.

10 mM otopina 2,4,6-tripiridil-s-triazina, TPTZ

Priprema: 0,0312 g TPTZ (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, USA) otopi se u
odmjernoj tikvici od 10 mL sa 40 mM HCI te se istom klorovodi¢nom kiselinom
nadopuni do oznake. Otopina se uvijek priprema svjeza tj. na dan odredivanja.
standard Zeljezo (II)-sulfat heptahidrat (FeSO4x7H20)

Priprema: Potrebno je pripremiti 1 mM otopinu zeljezo (Il)-sulfata heptahidrata
(FeSO4x7H20). Odvaze se 0,139 g zeljezo (II)-sulfat heptahidrata (Honeywell,
Charlotte, Sjeverna Karolina, SAD) u plasti¢noj ladici za vaganje i kvantitativno
prenese s destiliranom vodom u odmjernu tikvicu volumena 0,5 L, te nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

FRAP reagens

Priprema: Pomije$a se 50 mL acetatnog pufera, 5 mL TPTZ reagensa i 5 mL FeCls
(omjer 10:1:1).

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

100 %-tni metanol (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska)

0,5 mM otpina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,02 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (Sigma Aldrich, Steinheim,
Njemacka) se odvaze u plasti¢noj ladici za vaganje, kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu od 100 mL i otopi u 100 %-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim
metanolom. DPPH je potrebno ¢uvati na tamnom mjestu u zatvorenoj tikvici.

0,2 mM otopina DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikal)

Priprema: 0,0079 g 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil radikala (Sigma Aldrich, Steinheim,
Njemacka) odvaZe se u plasticnoj ladici za vaganje, kvantitativno prenese i otopi u 100
%-tnom metanolu te nadopuni do oznake 100 %-tnim metanolom u odmjernoj tkvici od

100 mL. DPPH je potrebno cuvati na tamnom mjestu u zatvorenoj tikvici.
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e 0,02 M otopina troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-tetrametilkroman-2-karbonska kiselina)
Priprema: Potrebno je pripremiti otopinu troloxa u koncentraciji 0,02 mol L. 500 mg
troloxa (Acros Organics, Thermo Fisher Scientific, USA) odvaze se u plasti¢noj ladici
za vaganje, kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL i otopi u 100 %-tnom
metanolu te se tikvica nadopuni do oznake metanolom. Otopinu troloxa potrebno je
Cuvati na tamnom (tikvica se zamota u aluminijsku foliju) te se uvijek koristi svjeze

pripremljena otopina standarda.

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti ORAC metodom

e 0,2 M fosfatni pufer, pH 7
Priprema: 6,242 g NaH2POsx2H,0 (Fisher chemical, Loughborough, UK) otopi se u
200 mL destilirane vode. 5,687 g Na2HPO4 (Acros Organics, New Jersey, SAD) otopi
se u 200 mL destilirane vode. Zatim se u odmjernu tikvicu od 200 mL doda 61 mL 0,2
M otopine Na;HPO4 i 39 mL 0,2 M otopine NaH:POsx2H,O te se nadopuni
destiliranom vodom do oznake.

e 0,075 M fosfatni pufer, pH 7
Priprema: U odmjernu tikvicu od 100 mL doda se 37,5 mL 0,2 M otopine fosfatnog
pufera te se odmjerna tikvica nadopuni destiliranom vodom do oznake. Uvijek se koristi
svjeze pripremljena otopina standarda.

e fluorescein (BioReagent, Sigma Aldrich, St. Louis, SAD)
Priprema: otopina 1 = 15 mg fluoresceina otopi se u 100 mL 0,075 M fosfatnom puferu;
otopina 2 = 100 pL otopine 1 nadopuni se s 10 mL 0,075 M fosfatnog pufera; otopina
3 =50 pL otopine 2 nadopuni se s 50 mL 0,075 M fosfatnog pufera. Uvijek se koristi
svjeze pripremljena otopina standarda.

e AAPH (2,2 -azobis (2-metilpropionamid)-dihidroklorid)
Priprema: otopi se 0,207 g AAPH (Acros Organics, New Jersey, SAD) u 5 mL 0,075 M
fosfatnom puferu. Uvijek se koristi svjeZe pripremljena otopina standarda.

e 0,5 mM otopina troloxa

Priprema: 6,26 mg troloxa otopi se u u 50 mL 0,075 M fosfatnog pufera.
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Za odredivanje koncentracije odredenih polifenolnih spojeva UPLC-MS/MS metodom

e acetonitril, ACN, za LC-MS (LiChrosolv Acetonitril hypergrade, Merck, Darmstadt,
Njemacka)

e mravlja kiselina, HCOOH, za LC/MS (Fischer Chemical, Finska)

e destilirana voda (UPLC Ccistoce)

e metanol, CH3OH, za LC-MS (LiChrosolv Methanol hypergrade, Merck, Darmstadt,
Njemacka)

3.2. METODE RADA

Kako bi se odabrali optimalni uvjeti, provedena su preliminarna istrazivanja koja su ukljucivala
razliCite parametre tretiranja (masa uzorka, frekvencija, napon, udaljenost izmedu elektroda).
Masa osusenih listova masline iznosila je 1 g, 3 g, 5 g, 10 g1 20 g, volumen otapala koji je
koriSten za ekstrakciju 50 mL, vrijeme tretiranja 3, 6 i 9 minuta, a frekvencija 50, 100 i 150 Hz.
Na temelju preliminarnih istraZivanja i provedenih vise od 100 eksperimenata, odabrani su
optimalni uvjeti tretiranja koji su uzeti za daljnje analize — 1 g osusenog lista masline, 50 mL
otapala za ekstrakciju, vrijeme tretiranja 3 i 9 minuta, frekvencija od 100 Hz te napon od 15 kV
i 20 kV za argon i 20 kV i 25 kV za dusik. Odabrani naponi dovoljno su visoki da dode do

elektricnog praznjenja.

3.2.1. Priprema ekstrakata

Za potrebe istrazivanja pripremljeni su ekstrakti lista masline na nacin da su netretirani uzorci
pripremljeni stajanjem u otapalu, odnosno maceracijom, bez visokonaponskog elektri¢nog
praznjenja, a tretirani uzorci su podvrgnuti djelovanju visokonaponskog elektricnog praznjenja

u struji dusika ili argona.

Prije ekstrakcije izvaze se 1 g osuSenog i usitnjenog lista masline koji se pomijesa s 50 mL
otapala za ekstrakciju (destilirana voda, 25 %-tna otopina etanola ili 50 %-tna otopina etanola)
na sobnoj temperaturi (22 °C). Tako pripremljen uzorak podvrgnut je tretmanu
visokonaponskog elektri¢nog praznjenja koji generira hladnu atmosfersku plazmu u uzorku,
odredeno vrijeme (3 1 9 min) pri odgovaraju¢im uvjetima napona (argon - 15 i 20 kV, dusik -
201 25 kV) i frekvencije (100 Hz). Dobiveni ekstrakt se filtrira preko Biichnerovog lijevka i
prikuplja u falcon epruvete za daljnje analize. U Tablici 3. prikazani su parametri klasi¢ne
ekstrakcije i ekstrakcije u struji dusika i argona te su u nastavku objasnjene kratice i parametri.
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Tablica 3. Parametri klasi¢ne ekstrakcije i ekstrakcije u struji dusika i argona.

UZORAK TI;/I;I!‘I]IEXNEJA NﬁigN ETl/Js\IrD\llg LA s%ﬂiigﬂf U
(min) (%0) OTAPALU (min)
3NL0/1 0 0 0 3
3NL25/1 0 0 25 3
3NL50/1 0 0 50 3
9NLO/1 0 0 0 9
9NL25/1 0 0 25 9
9NL50/1 0 0 50 9
LN1 3 20 50 /
LN2 9 20 0 /
LN3 3 20 0 /
LN4 3 25 0 /
LN5 9 25 25 /
LN6 9 20 25 /
LN7 9 20 50 /
LN8 9 25 50 /
LN9 3 25 25 /
LN10 9 25 0 /
LN11 3 25 50 /
LN12 3 20 25 /
LAL 3 15 50 /
LA2 9 15 0 /
LA3 3 15 0 /
LA4 3 20 0 /
LA5 9 20 25 /
LA6 9 15 25 /
LA7 9 15 50 /
LAS 9 20 50 /
LA9 3 20 25 /
LA10 9 20 0 /
LA11 3 20 50 /
LA12 3 15 25 /

NL je kratica za netretirani list masline, L je kratica za list masline, N koje stoji iza L u
tretiranim uzorcima je kratica za dusik, dok je A kratica za argon. Za HVED ekstrakciju, brojevi
od 1 do 12 oznacavaju redoslijed provedenog tretmana. Kod konvencionalne ekstrakcije, 319

oznacavaju vrijeme stajanja u otapalu, dok 0, 25 i 50 oznacavaju udio (%) etanola u otapalu.
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3.2.2. Ekstrakcija visokonaponskim praznjenjem (HVED) i konvencionalna ekstrakcija

HVED ekstrakcija provodila se pomoc¢u generatora IMP-SSPG-1200 (Slika 5.a) koji generira
visoki napon, a putem ionizacije plina (argon ili dusik) dolazi do formiranja hladne atmosferske

plazme u uzorku.

Smjesa listova masline i otapala za ekstrakciju prenesena je u reaktor oblika kruskolike tikvice
(Slika 5.b) volumena 100 mL. Reaktor je bio otvoren s obje strane i opremljen silikonskim
vrhovima (promjera 1 cm) koji su sluzili za jednostavnu montazu elektrode s vrha i igle s dna.
Kroz iglu se u sustav upuhivao plin koji se ionizirao pod naponom od 15 ili 20 kV za argon i
20 ili 25 kV za dusik, a protok plinova iznosio je od 5 L min™. Razmak izmedu elektroda bio

je 15 mm. Postavljanje generatora i reaktora prikazano je na Slici 5.

Tehnicki parametri plazma generatora IMP-SSPG-1200:

e podesivost napona istosmjerne struje u podru¢ju od 1 kV do 30 kV

e podesivost maksimalne istosmjerne struje 40 mA (30 kV)

e generiranje pravokutnih impulsa (Cvrsto stanje) iz visokog napona istosmjerne struje
(max. 100 kHz)

¢ industrijski komunikacijski standardi RS485 MODBUS za proSirivost prema vanjskim
uredajima (analogni 1 digitalni I[/O modul, senzori, pretvaraci)

e TCP/IP s web serverom za daljinsko upravljanje i parametriziranje

e napajanje 230 V, 50 Hz - gradska mreza

e ambijentalna temperatura od 5 °C do 40 °C, ambijentalna vlaznost od 10 % do 90 %

e forsirano zracno hladenje
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1. elektroda uzemljenja

visokonaponsko praznjenje
(plazma)

visokonaponska elektroda (igla
s otvorom za upuhivanje argona
i duzika)

Slika 5. Postavljanje generatora i reaktora za HVED ekstrakciju: (a) HVED i plazma
generator IMP-SSPG-1200 (Impel grupa, Zagreb, Hrvatska); (b) reaktor

Konvencionalna (klasi¢na) ekstrakcija koriStena je kao kontrolna metoda te je provedena kako
bi se usporedila ucinkovitost ekstrakcije potpomognute visokonaponskim elektriénim
praznjenjem (HVED ekstrakcija). I ona se, kao i HVED ekstrakcija, provodila u istom otapalu
te istom vremenu tretiranja, odnosno mijeSanja. Tako je klasi¢na ekstrakcija provedena
variranjem tipa otapala (0, 25 i 50 %-tna otopina etanola) i vremena mijesanja (3 i 9 min) na
sobnoj temperaturi 22 °C. Kako bi se postigla bolja u¢inkovitost mijeSanja biljke i otapala za

ekstrakciju, tijekom konvencionalne metode, koriStena je magnetska mijesalica.

3.2.3. Odredivanje ukupnih fenola

Princip metode temelji se kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa, koji je smjesa
fosfovolframove i fosfomolbidenske kiseline, s nekim reduciraju¢im reagensom (fenolni
spojevi). Prilikom reakcije Folin-Ciocalteau reagensa s fenoksidnim ionom iz uzorka (ekstrakt),
fenoksidni ion se oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira u blago alkalnim uvjetima do
volframovog i molibdenovog oksida koji su plavo obojeni. Sto je prisutan veéi broj
oksidiraju¢ih grupa ili hidroksilnih skupina u fenolnim spojevima, tvorba plavo obojenog
kompleksa bit ¢e intenzivnija. Intenzitet nastalog obojenja mjeri se na valnoj duljini od 765 nm
(Shortle i sur., 2014).
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Postupak odredivanja:

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 100 pL ekstrakta, 200 pL Folin Ciocalteu reagensa i 2
mL destilirane vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve
skupa se promijeSa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta u vodenoj kupelji pri
temperaturi od 50 °C. Nakon toga mjeri se apsorbancija (opticka gustoca otopine) na valnoj
duljini od 765 nm pomoc¢u spektrofotometra. Potrebno je pripremiti i slijepu probu na isti nacin,

samo §to se umjesto ekstrakta dodaje otapalo za ekstrakciju.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca potrebno je izvagati 500 mg galne kiseline. Odvaga se otopi u
10 mL 96 %-tnog etanola u odmjernoj tikvici od 100 mL te se nadopuni destiliranom vodom
do oznake. Od te otopine galne kiseline rade se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL
tako da se otpipetiraredom 1, 2, 3, 5 10 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
odmjernu tikvicu i potom se tikvice nadopunjavaju do oznake destiliranom vodom.
Koncentracije galne kiseline u tim tikvicama iznose 50, 100, 150, 250 i 500 mg L™. Iz svake
tikvice otpipetira se 100 pL otopine standarda u staklene epruvete, a zatim se dodaje redom 200
uL Folin Ciocalteu reagesna i 2 mL destilirane vode. Nakon 3 min doda se 1 mL zasi¢ene
otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa, a potom se uzorci termostatiraju 25 minuta
na temperaturi od 50 °C u vodenoj kupelji od rotavapora. Potrebno je pripremiti i slijepu probu
na isti na¢in, samo S§to se umjesto standarda dodaje 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri

se apsorbancija (opticka gusto¢a otopine) na valnoj duljini od 765 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac (Slika 6.) pomocu racunala
(program Microsoft Office Excel 2010), pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne
kiseline (mg L™), a na ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije na valnoj duljini od 765 nm.
Koncentracija ukupnih fenola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca, gdje y predstavlja
apsorbanciju pri 765 nm, a x koncentraciju galne kiseline (mg L™?) (Shortle i sur., 2014.)
Odredivanje udjela ukupnih fenola provedeno je u dva paralelna mjerenja, a rezultati su izrazeni
i preracunati kao srednje vrijednosti u mg ekvivalenta galne kiseline (GAE) g* uzorka. Za

razrijedene uzorke, rezultate je potrebno pomnoziti s faktorom razrjedenja.
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Slika 6. Bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ukupnih fenola.

3.2.4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom

Princip ove kolorimetrijske, FRAP metode (engl. ferric reducing antioxidant power) bazira se
na reakciji redukcije Zuto obojenog kompleksa Zeljezo-2,4,6-tripiridil-striazina (TPTZ) u Fe?*
oblik koji je intenzivno plave boje (Slika 7.). Kako bi se ocuvala dobra topljivost Zeljeza i
povecao redoks potencijal, reakcija se odvija pri pH=3,6, u kiselom mediju. Redoks potencijal
reakcije Fe3*/Fe?" iznosi 0,77 V. Spojevi s nizim redoks potencijalom ulaze u reakciju redukcije
zeljeza 1 na taj naCin doprinose konacnom rezultatu antioksidacijskog kapaciteta.
Spektrofotometrijsko mjerenje intenziteta plave boje prati se pri valnoj duljini od 593 nm, a
intenzitet boje proporcionalan je redukcijskoj sposobnosti antioksidansa (Benzie i Strain,
1996).

? (j\!/ p+ant|ok3|dans q
Fe {II)
Fe (N
-~ e( ]5 eleklron 5

Slika 7. FRAP metoda, redukcija zeljezo-2,4,6-tripiridil-s-triazina (TPTZ) s antioksidansom
(Benzie i Strain, 1996).
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Postupak odredivanja:

U staklene epruvete otpipetira se redom 240 uL destilirane vode, 80 pL ekstrakta (prethodno
adekvatno razrijedenog) 1 2080 uL. FRAP reagensa. Sve se zajedno dobro promijesa te se 5
minuta termostatira na temperaturi 37 °C (vodena kupelj od rotavapora). Nakon toga mjeri se
apsorbancija pri 595 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje
otapalo u kojem je uzorak ekstrahiran. Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0,
ekstrakte uzoraka je potrebno razrijediti na nacin da izmjerene apsorbancije u razrijedenim

ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 500 mL 1 mM otopine zeljezo (Il)-sulfata
heptahidrata od koje se pripreme razrjedenja u koncentracijama: 0, 25, 100, 250, 500 1 750 uM,
na nacin da se u odmjerne tikvice volumena 10 mL redom otpipetira: 0; 0,25; 1; 2,5;517,5 mL
alikvota otopine Zeljezo (IT)-sulfata heptahidrata te se tikvice do oznake nadopune destiliranom
vodom. U odmjerne tikvice od 10 mL redom se otpipetira 240 pL destilirane vode, 80 uL
otopine standarda i 2080 uLL FRAP reagensa, kratko promijesa na vortex uredaju te 5 minuta
termostatira na temperaturi 37 °C u kupelji od rotavapora. Nakon toga, mjeri se apsorbancija
pri 593 nm. Slijepa proba sadrzava sve osim uzorka, umjesto kojeg se dodaje destilirana voda.
Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac (Slika 8.) pomo¢u racunala
(program Microsoft Office Excel 2010) s vrijednostima koncentracije FeSO4x7H20 (uM) na
apscisi 1 vrijednostima apsorbancije nanesenim na ordinati. Iz pripadajuée jednadzbe pravca
izraCuna se antioksidacijski kapacitet uzoraka odreden FRAP metodom, gdje je y apsorbancija
pri 593 nm, a x ekvivalent Fe?* (uM) (Benzie i Strain, 1996). Odredivanje antioksidacijskog
kapaciteta pomo¢u FRAP metode provedeno je u dva paralelna mjerenja, a rezultati su izrazeni
kao srednje vrijednosti u pmol ekvivalenta Zeljeza Fe?* (FE) g uzorka. Za razrijedene uzorke,

rezultate je potrebno pomnoziti s faktorom razrjedenja.
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Slika 8. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom FRAP metode.

Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Kod odredivanja antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom prati se reakcija izmedu radikala
1,1-difenil-2-pikrilhidrazila (DPPH¢) i uzorka u kojem se mjeri antioksidacijska aktivnost.
DPPH radikal ima nespareni elektron zbog kojeg pokazuje jaku apsorpciju u vidljivom dijelu
spektra (515 nm) i daje otopinu ljubiCaste boje. U prisutnosti elektron donora - AH
(antioksidans koji gasi slobodne radikale) dolazi do sparivanja elektronskog para DPPH
radikala i stabilizacije pri ¢emu nastaje reducirani oblik DPPH-H. Dodatkom antioksidansa
otopina mijenja boju u Zutu, $to se spektrofotometrijski prati mjerenjem apsorbancije u
opadanju, u odnosu na isti uc¢inak koji se postize s poznatim reducensom (trolox) (Brand-
Williams i sur., 1995).

Postupak odredivanja:

U epruvetu se otpipetira 0,75 mL ekstrakata te 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Za kontrolu je
potrebno otpipetirati 0,75 mL 100 %-tnog metanola te 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Od
izmjerene apsorbancije kontrole potrebno je oduzeti apsorbanciju uzorka. Za slijepu probu u
epruvetu se ulije 2,25 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa sadrzajem stoje 20 minuta u mraku
pri sobnoj temperaturi, nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm, uz metanol kao slijepu
probu. Ukoliko izmjerene apsorbancije prelaze vrijednost 1,0, ekstrakte uzoraka je potrebno

razrijediti na na€in da izmjerene apsorbancije u razrijedenim ekstraktima iznose od 0,1 do 0,9.
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Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,02 M otopina troloxa (6-hidroksi-2,5,6,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonska kiselina) tako da se odvaze 500 mg troloxa. Odvaga se otopi u
metanolu u odmjernoj tikvici od 100 mL te se nadopuni metanolom do oznake. Od 0,02 M
otopine troloxa pripreme se razrjedenja u odmjernim tikvicama od 100 mL tako da se otpipetira
redom 0,125; 0,25; 0,5 i 1 mL otopine u svaku odmjernu tikvicu i potom se tikvice
nadopunjavaju do oznake 100 %-tnim metanolom. Koncentracije troloxa u tim tikvicama
iznose 25, 50, 100 1200 uM. Iz svake tikvice otpipetira se 0,75 mL otopine standarda u staklene
epruvete te se u svaku epruvetu doda 1,5 mL 0,5 mM otopine DPPH. Za kontrolu je potrebno
otpipetirati 0,75 mL 100 %-tnog metanola te 1,5 mL 0,2 mM otopine DPPH. Za slijepu probu
u epruvetu se otpipetira 2,25 mL 100 %-tnog metanola. Epruvete sa sadrzajem stoje 20 minuta

u mraku pri sobnoj temperaturi nakon ¢ega se mjeri apsorbancija pri 517 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancije nacrta se bazdarni pravac (Slika 9.) pomocu racunala
(program Microsoft Office Excel 2010) s vrijednostima koncentracije troloxa (uWM) na apscisi i
vrijednostima apsorbancije na ordinati. Iz dobivene jednadzbe pravca izraCuna se
antioksidacijski kapacitet uzoraka odreden DPPH metodom, pri ¢emu je y apsorbancija uzorka
pri 517 nm, a x ekvivalent troloxa (TE) (uM) (Braca i sur., 2001; Prior i sur., 2005). Odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta pomocu DPPH metode takoder je provedeno u dva paralelna
mijerenja, a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti u umol ekvivalenta troloxa (TE) g™

uzorka. Za razrijedene uzorke, rezultate je potrebno pomnoziti s faktorom razrjedenja.
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Slika 9. Bazdarni pravac za odredivanje antioksidacijske aktivnosti primjenom DPPH metode.
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Odredivanje antioksidacijske aktivnosti ORAC metodom

ORAC metoda (engl. oxygen radical absorbance capacity) je antioksidacijska metoda kojom
se mjeri inhibicija AAPH peroksil radikala, pri ¢emu je izvor radikala, najcesce, azo-Spoj
AAPH (2,2'-azobis(2-amidinoproionamid)-dihidroklorid), koji se raspada na temperaturi od 37
°C konstantnom brzinom te tako generira peroksil radikale. Reakcijska smjesa u ORAC
eksperimentu sadrzi izvor peroksidnih radikala, fluorescentnu probu i standard ili uzorak kojem
je potrebno odrediti antioksidacijski kapacitet. Tijekom reakcije fluorescentne probe i
slobodnih radikala, proba se oksidira i prelazi u nefluorescentni oblik, $to se ocituje kao pad
intenziteta fluorescencije. Ako se u reakcijsku smjesu dodaju antioksidansi koji reagiraju sa
slobodnim radikalima, spomenuta reakcija se usporava (Prior i sur., 2003). U testu se kao

standardna otopina Kkoristi antioksidans trolox.

Postupak odredivanja:

Mijerenja se provode spektrofluorimetrom pri Aeks. = 485 nm i Aem. = 520 nm pri temperaturi
37 °C. U kivetu se doda 2,25 mL fluoresceina i 0,375 mL ekstrakta (0,075 M fosfatnog pufera
ili troloxa ili razrjedenog uzorka). Tako pripremljene otopine se inkubiraju 30 minuta pri 37 °C.
Zatim se nakon 30 minuta dodaje se 0,375 mL AAPH te se svake minute mjeri promjena

intenziteta fluorescencije.

Izrada bazdarnog pravca:

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se 0,5 mM otopina troloxa te se iz tako pripremljene

otopine napravi 6 razrjedenja u koncentracijama od 6,25 do 100 mM (Prior i sur., 2003).

Racun:
Relativna ORAC vrijednost izracuna se prema jednadzbama:
AUC =05+ 242+ +05 x 1
u kojoj su:
AUC = razlika povrSine ispod krivulja za uzorak 1 slijepu probu
R1 = vrijednost fluorescencije prvog mjerenja

Rn = vrijednost fluorescencije posljednjeg mjerenja
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relativna ORAC vrijednost = [(AUCy — AUCsp)/(AUCrgrx — AUCsp)] X k X a X

h (umol TE/g uzorka) 12/
u kojoj su:

AUCy = antioksidacijski kapacitet uzorka

AUCsp = antioksidacijski kapacitet slijepe probe

AUCTrx = antioksidacijski kapacitet troloxa

k = faktor razrjedenja

a = molarna koncentracija troloxa

h = Vekstrakta/Quzorka

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta pomo¢u ORAC metode provedeno je u dva paralelna
mijerenja, a rezultati su izrazeni kao srednje vrijednosti u umol ekvivalenta troloxa (TE) g™

uzorka.

3.2.5. Blisko-infracrvena (NIR) spektroskopija

Blisko-infracrvena (NIR) spektroskopija provedena je pomocu NIR spektrofotometra Control
Development inc., NIR-128-1.7-USB/6.25/50 um koji sluzi za snimanje spektra uzorka pomoc¢u
instaliranog SPEC 32 Control Development softvera. NIR spektri snimljeni su u rasponu valnih
duljina od 904 nm do 1699 nm.

U kivetu se, prije snimanja, otpipetiraju uzorci ekstrakta, nakon ¢ega se kiveta stavlja u drzac.
Drzaé je povezan s dva opti¢ka kabla; jedan od njih povezan je s izvorom svjetlosti, a drugi s
ra¢unalom. Da bi se sprijecio utjecaj vanjskog okolnog svjetla i osiguralo pravilno osvijetljenje,
drza¢ je potrebno poklopiti poklopcem. Potom se ukljuéi izvor svjetlosti te se na ra¢unalu
pokrene SPEC 32 - program za snimanje apsorpcijskog spektra. Svaki uzorak snimljen je tri
puta, a zatim je od ta tri spektra izracunata srednja vrijednost za pojedini uzorak koja predstavlja
prosjecan spektar koriSten za daljnju obradu. Budu¢i da NIR spektri pruzaju veliku koli¢inu
podataka za jedan uzorak, koristena je PCA analiza koja sluzi za prepoznavanje i izdvajanje
najvaznijih informacija iz provedenih mjerenja, ¢ime se smanjuje koli¢ina podataka (Williams

isur., 2012).
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3.2.6. UPLC-MS/MS metoda

Za odredivanje koncentracije odredenih polifenola u ekstraktima lista masline koriSten je sustav
tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti — spektrometrija masa (UPLC-MS/MS).
UPLC-MS/MS metoda kombinira tekuéinsku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti i
spektrometriju masa. Ovim sustavom moguce je odvojiti odredene polifenole iz ekstrakta lista
masline teku¢inskom kromatografijom te ih detektirati na masenom spektrometru.
Kromatografijom se odvajaju komponente koje se nalaze u uzorku izmedu dvije faze, pokretne
ili mobilne i nepokretne ili stacionarne. Kod tekuc¢inske kromatografije pokretna faza je tekuca,
a nepokretna je kruta (kromatografska kolona). Odvajanje komponenti iz uzorka moguce je
zbog razli¢itog vremena zadrZavanja komponente (retencijsko vrijeme-RT, eng. retention time)
na stacionarnoj fazi, a ono ovisi o trajanju interakcije komponente s nepokretnom fazom. U
masenom spektrometru, uzorak se najprije ionizira djelovanjem snopa elektrona te se tako
nastali ioni nazivaju prekursor ioni. Nakon toga, prekursor ioni se pod djelovanjem energije
kolizije cijepaju na dva ili vise fragmenata, a tako nastali ioni nazivaju se produkt ionima.
Princip rada MS/MS uredaja prikazan je na Slici 10. Gradijent otapala za UPLC analizu
polifenolnih spojeva prisutnih u ekstraktima u razli¢itim vremenskim intervalima prikazan je u
Tablici 4., a analiti s uvjetima MRM (engl. multiple reaction monitoring) odredivanja su

prikazani u Tablici 5.

Standard polifenola koji sluzi za izradu kalibracijske krivulje dobiven je otapanjem u metanolu
pojedina¢nih standarda polifenola da bi se na kraju dobila metanolna otopina polifenola
koncentracije od 100 ng mL™. Za izradu kalibracijske krivulje koristena je navedena metanolna
otopina polifenola, a tocke kalibracije su u rasponu od 0,10 ng mL™* do 20 ng mL. Fenolni
spojevi odredeni su pomocu softvera Multiquant 3.6 (SCIEX, Darmstadt, Njemacka).
Kromatogrami UPLC-MS/MS analize netretiranih uzoraka listova masline prikazani su na
Slikama 11.a 1 11.b koje prikazuju sljedee fenolne spojeve: apigenin, hidroksitirosol,
oleanolnu kiselinu i oleuropein. Najzastupljenija ionizacija u LC-MS veznom sustavu je ESI
(engl. electrospray ionization) te ona moze biti, ovisno o naponu, pozitivna ili negativna
(Agilent Technologies, 2012). ESI koristi elektricnu energiju kako bi se potaknuo prijenos iona
iz otopine u plinovitu fazu prije odvijanja masene spektrometrije. Tijekom odredivanja sadrzaja
pojedinih polifenola u ekstraktima lista masline koristila se API-ESI ionizacija, pri cemu API
(engl. atmospheric pressure ionization mode) predstavlja kraticu za ionizaciju pri atmosferskom
tlaku, dok je temperatura ionizacije temperatura plinova koji uparavaju mobilnu fazu prilikom

izlaska iz kapilare prije ionizacije.
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Kromatografski uvjeti odredivanja na UPLC-u:

kromatografska kolona: Luna Omega 3pum Polar C18 100A, 100 x 4,6 mm

temperatura termostata kolone: 40 °C

temperatura autosamplera: 4 °C

volumen injektiranja: 10 pL.

mobilna faza A: 100 % H20 sa 0,1 % HCOOH (v/v)

mobilna faza B: 100 % ACN sa 0,1 % HCOOH (v/v)

protok mobilne faze: 0,40 mL min™*

Tablica 4. Gradijent otapala za UPLC analizu polifenolnih spojeva prisutnih u ekstraktima u

razli¢itim vremenskim intervalima.

Uvijeti odredivanja na MS/MS detektoru:

Vrijeme (min)

otapalo A (%)

otapalo B (%)

00:01 90 10
02:00 90 10
15:00 10 90
25:00 10 90
27:00 90 10
30:00 90 10

ionizacija: negativna API

temperatura ionizacije : 500 °C

napon na elektrodi nakon kapilare gdje se vrsi ionizacija: -4500 V

temperatura plina za susenje: 190 °C

protok plina za susenje: 9,0 L min’*
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Tablica 5. Tablica analita s uvjetima MRM (engl. multiple reaction monitoring) odredivanja.

Vrijeme Kolizijska
M?Saa)Q ! M?SZ)Qs’ Analit zadrZavanja | energija
RT (min) V)
269,0 151,0 Apigenin 1 12 56 -34,0
269,0 117,0 Apigenin 2 ’ -34,0
299,0 284,0 Diosmetin 1 12 61 -30,0
299,0 227,0 Diosmetin 2 ’ -40,0
153,0 127,0 Hidroksitirosol 1 -17,0
153,0 122,9 Hidroksitirosol 2 6,89 -20,0
153,0 80,0 Hidroksitirosol 3 -30,0
285,0 133,0 Luteolin 1 11.70 -42.0
285,0 64,8 Luteolin 2 ’ -64,0
455,6 407,3 Oleanonska kiselina 1 20.68 -64,0
455,6 96,9 Oleanonska kiselina 2 ’ -120,0
539,1 275,0 Oleuropein 1 9.96 -30,0
539,1 307,0 Oleuropein 2 ’ -30,0
301,0 179,1 Kvercetin 1 1151 -26,0
301,0 151,1 Kvercetin 2 ’ -26,0
neodgovarajuee vrijednosti m'z
_. odzovarajuce vrijednosti miz
= 328 $0950 0 0 o 2% o |Bred—o 5 °

vzoralk  ionizacija

prvi lovadropol (O1)
(odabir iona odradens

vrjednosti m/z)

drugi kvadropol (Q2)
(frammentacija iona v
kolizijslko) celiji)

iona)

traci lovadropol (Q3)
(odabir fragmentiranih

detektor

Slika 10. Princip rada MS/MS uredaja (prema Anonymous, 2019)
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Slika 11.a Prikaz kromatograma LC/MS analize netretiranog lista masline (3NL50/1) —
ukupni ionski kromatogram (TIC, engl. total ion chromatogram).
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Slika 11.b Prikaz kromatograma LC/MS analize netretiranog lista masline (3NL50/1) — iona
karakteristi¢nih za pojedini polifenol (XIC, engl. extracted ion chromatogram).
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3.2.7. Odredivanje veli¢ine Cestica i indeksa polidisperzije DLS metodom

Metoda dinamickog rasprsenja svjetlosti (DLS, engl. dynamic light scattering) je neinvazivna,
analiti¢ka, fizikalna metoda koja se koristi za odredivanje distribucije veli¢ina malih Cestica u
suspenziji. Svjetlost se rasprSuje kada prolazi kroz medij koji je polarizabilan ili nema
jedinstvenu dielektri¢nu konstantu te je u interakciji s elektronima vezanim u materijalima koji
ponovno zrace tu svjetlost kao rasprSenu. DLS metoda mjeri Brownovo gibanje, nasumi¢no
kretanje Cestica zbog sudara s molekulama otapala 1 preraCunava ga na veli¢inu Cestica. Brzina
gibanja Cestica ovisi o njihovoj veli¢ini. Sudari s molekulama otapala imat ¢e veci utjecaj na
male Cestice nego na velike, pa ¢e brzina biti veca §to je Cestica manja. Takoder, brzina ovisi 1
o temperaturi jer ona utjece na viskoznost tekucine, pa je tako potrebno znati to¢nu temperaturu
tijekom mjerenja. Brzina Brownovog gibanja je definirana svojstvom poznatim kao
translacijski koeficijent difuzije. Veli¢ina Cestica, tj. hidrodinamicki promjer izraunava se
koristenjem Stokes-Einsteinove jednadzbe:

kT
3nnD

d(H) = 13/

u kojoj su: d(H) = hidrodinamicki promjer, D = translacijski koeficijent difuzije, k =
Boltzmannova konstanta, T = apsolutna temperatura i ) = viskoznost. Hidrodinamicki promjer,
d(H), je vrijednost koja pokazuje kako Cestica difundira unutar teku¢ine (Malvern Instruments,
2004). Ovom metodom odreduje se i indeks polidisperzije (PDI) koji govori o $irini raspodjele

veli¢ine Cestica (Wu i sur., 2011).

Odredivanje veli¢ine Cestica i PDI svih ekstrakta DLS metodom provedeno je koriStenjem
Zetasizer Nano ZS instrumenta (Malvern, UK), u jednokratnim presavijenim kapilarnim

stanicama, termostatiranim na 25 °C. Intenzitet rasprSenog svjetla detektiran je pod kutom od

173°.

3.2.8. Odredivanje prinosa ekstrakcije

Prinos ekstrakcije tretiranih i netretiranih uzoraka lista masline odreden je pomocu formule:

sadriaj ukupnih fenola (mg GAE)

x 100 14/

rinos ekstrakcije (%) =
p J (/0) masa uzorka

pri ¢emu je masa uzorka (lista masline) 1000 mg, odnosno 1 g.
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3.2.9. Statisticka obrada podataka

Statisticka analiza provedena je u softveru STATGRAPHICS Centurion (StatPoint
Technologies, Inc, Warrenton, VA, USA). Dizajn se sastojao od 12 eksperimentalnih pokusa
za svaki plin, argon i dusik. Tri odabrane nezavisne varijable bile su:

1. koncentracija etanola (0 %, 25 % ili 50 %),

2. primijenjeni napon (15 kV ili 20 kV za argon 1 20 kV ili 25 kV za dusik) i

3. vrijeme obrade (3 19 min).

Za svaki uzorak za ukupne fenole i antioksidacijsku aktivnost izmjerene su dvije apsorbancije
te je od izra¢unatih koncentracija ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti odredena srednja
vrijednost i standardna devijacija. Srednja vrijednost i standarna devijacija odredena je i za

veli¢inu Cestica 1 indeks polidisperzije.

Kako bi se ispitao utjecaj ulaznih varijabli na izlazne varijable, provedena je multivarijantna
analiza varijance (MANOVA) s razinom pouzdanosti od 95 %. Multivarijantna analiza
varijance testira razlike izmedu dviju ili viSe nezavisnih varijabli i dviju ili viSe zavisnih
varijabli. Takoder, provedene su multivarijantne analize — analiza glavnih komponenti (PCA) i
regresija glavnih komponenti (PCR) u XLStatu (Microsoft Office Excel 2010). PCA analiza
provedena je na dijelu spektra koji je pokazao razliku izmedu uzoraka, u podrucju valnih duljina
0d 904 do 932 nmi od 1350 do 1699 nm. Kvantifikacija fenolnih spojeva napravljena je pomoc¢u
softvera Multiquant 3.6 (SCIEX, Darmstadt, Njemacka).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome istrazivanju ispitivana je ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista masline
primjenom tretmana visokonaponskog elektriénog praznjenja (HVED tretman). Cilj je bio
odrediti kako HVED tretman, s argonom i dusikom kao radnim plinovima, utjeCe na
antioksidacijsku aktivnost i polifenolni sastav ekstrakta lista masline. Takoder, jedan od ciljeva
rada bio je usporediti ekstrakciju potpomognutu visokonaponskim elektricnim praznjenjem s
konvencionalnom ekstrakcijom, tj. maceracijom. Krajnja svrha istrazivanja bila je ekstrahirati
fenolne komponente koje sadrze visoku antioksidacijsku aktivnost, kako bi se ostvarila njihova
uloga.

HVED tretmanu podvrgnuto je ukupno 24 uzoraka, a konvencionalnoj metodi ekstracije 6.
Uzorci koji su obradeni HVED tretmanom imali su razli¢ite parametre ekstrakcije pa je tako
svaki od njih imao razli¢ito vrijeme trajanja tretmana, razli¢ito otapalo za ekstrakciju te razlicit
primijenjeni napon i radni plin. Konvencionalna metoda ekstrakcije takoder je podrazumijevala

razli¢ito otapalo i razli¢ito vrijeme stajanja u otapalu za svaki uzorak.

U ovom su poglavlju prikazani rezultati mjerenja ukupnih fenola te antioksidacijske aktivnosti
odredene FRAP, DPPH i ORAC metodom za netretirane i HVED tretirane uzorke lista masline.
Isto tako, prikazan je udio pojedinih fenolnih spojeva u ng mL™ odreden pomoéu UPLC/MS-
MS metode, kao irezultati veli¢ine ¢estica i indeksa polidisperzije. Matrica podataka sadrzavala
je podatke o sadrzaju ukupnih fenola, antioksidacijskoj aktivnosti odredenoj FRAP, DPPH i
ORAC metodom te podatke o NIR spektrima. Svaki je uzorak snimljen 3 puta, pa je tako
dobivena matrica za NIR spektre sadrzavala 796 stupca i 30 redaka. Na temelju rezultata NIR
spektroskopije, provedena je PCA analiza koja je omogucila grupiranje uzoraka prema
strukturnim promjenama. Razvijeni su i regresijski modeli za predvidanje sadrzaja ukupnih
fenola i antioksidacijske aktivnosti sli¢énih uzoraka na temelju analitickih podataka i NIR
spektroskopije. Za navedene rezultate provedena je statisticka analiza u programu
STATGRAPHICS Centurion, a odredivan je ucinak svake varijable (vremensko trajanje
tretmana, udio etanola u otapalu, primijenjeni napon) i njihovih kombinacija na konacne

rezultate.
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4.1. ODREDIVANJE UKUPNIH FENOLA

U tablici u nastavku prikazani su rezultati mjerenja ukupnih fenola za netretirane i HVED

tretirane uzorke lista masline izrazeni u GAE g uzorka.

Tablica 6. Sadrzaj ukupnih fenola u netretiranim i HVED tretiranim uzorcima lista masline

izrazen u mg GAE (ekvivalent galne kiseline) g™.

netretirani . . ]
: tretirani uzorci
uzorci
-1 -1 -1
uzorak mg GAE g uzorak M9 GAE g uzorak mg GAE ¢
uzorka uzorka uzorka
3NLO0/1 5,32+ 0,02 LN1 49,21+ 0,10 LA1 39,56 + 0,08
3NL25/1 13,35+ 0,08 LN2 29,82 £ 0,07 LA2 32,69+ 0,05
3NL50/1 14,06 + 0,09 LN3 18,08 + 0,08 LA3 9,82 + 0,04
ONLO0/1 15,85+ 0,11 LN4 33,12+ 0,12 LA4 26,69+ 0,02
9NL25/1 16,04 £ 0,10 LN5 24,17 £ 0,05 LA5 36,17 + 0,04
9NL50/1 20,61+ 0,14 LNG6 26,95 + 0,08 LAG6 31,21 + 0,09

- - LN7 45,47 + 0,06 LA7 53,64 £0,14
- - LN8 47,21+ 0,09 LAS 65,99 + 0,06
- - LN9 29,99 £ 0,07 LA9 30,77 £ 0,05
- - LN10 28,95 +0,11 LA10 21,21 £ 0,04
- - LN11 45,82 + 0,16 LA1l 42,60+ 0,11
- - LN12 35,03+£0,10 LA12 26,43 £0,01

Udio ukupnih fenola u netretiranim i HVED tretiranim biljnim ekstraktima lista masline
prikazan je u Tablici 6. i izrazen kao mg GAE g™ biljke. Vazno je naglasiti da tijekom tretmana
kod 3 i 9 min, temperatura nije prelazila 30 °C. Koncentracija ukupnih fenola bila je veca u
HVED tretiranim uzorcima, u usporedbi s netretiranim, pa tako HVED metodu ekstrakcije
moZemo smatrati u¢inkovitom metodom za ekstrakciju pri sobnoj temperaturi. Fenomen koji
se javlja kod HVED tretmana je spomenuta elektroporacija, kod koje je jakost elektricnog polja
izravno proporcionalna poroznosti stanicne membrane biljke (Putnik i sur., 2018). Udio
ukupnih fenola u tretiranim uzorcima masline krece se u rasponu od 9,82 + 0,04 do 65,99 +

0,06 mg GAE g*. Najveéi udio ukupnih fenola u tretiranim uzorcima iznosi 65,99 + 0,06 mg
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GAE g te je odreden u ekstraktu lista masline kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min,
naponu od 20 kV, u 50 %-tnoj otopini etanola, tretiran u struji argona. Kod uzorka lista masline
koji su tretirani u struji dusika, najvec¢i udio ukupnih fenola je nesto nizi i iznosi 49,21 + 0,10
mg GAE g, a postignut je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, naponu od 20 kV, u 50
%-tnoj otopini etanola. Netretirani uzorci maj¢ine dusice imaju znac¢ajno nizi udio ukupnih
fenola pa je tako najniza vrijednost zabiljeZzena kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 minute,
pri éemu se kao otapalo koristila voda i iznosi 5,32 + 0,02 mg GAE g7, §to je 12,4 puta manje
u odnosu na HVED tretirani uzorak lista masline s najve¢im udjelom fenola, dok je najvisa
vrijednost ukupnih fenola u netretiranim uzorcima, 20,61 = 0,14 GAE g, odredena kod uvjeta
ekstrakcije u trajanju od 9 minuta, u 50 %-tnoj otopini etanola.

Mozemo primijetiti da se fenolni spojevi bolje otapaju u otopini etanola, u usporedbi s vodom,
te da duze vrijeme ekstrakcije 1 ve¢i napon takoder utjeCu na povecanje koli¢ine ukupnih fenola
u ekstraktu. Fenolni spojevi se opéenito lakSe otapaju u polarnim otapalima kao $to su alkoholi
(etanol i metanol), dok su galna, cimetna i kumarinska kiselina topljivije u vodi, diklormetanu
i acetonu (Rahmanian i sur., 2014). Istrazivanje koje su proveli Lee i sur. (2009) pokazalo je da
je sadrzaj flavonoida i fenola bio znacajno visi kad su se kao otapala za ekstrakciju lista masline
koristili etanol (80 %-tna otopina), butanol i etil-acetat, u usporedbi s koristenjem heksana,
kloroforma i vode kao otapala. Takoder, Garcia-Castello i sur. (2015) su otkrili da veca
koncentracija etanola, u omjeru etanol:voda, rezultira veCcom koncentracijom flavonoida iz
krutih ostataka grejpfruta, ¢ime se dobivaju ekstrakti s viSim sadrzajem ukupnih fenola. Autori
smatraju da smanjena dielektri¢na konstanta otapala uzrokovana dodatkom etanola dovodi do
povecane topljivosti i difuzije polifenola iz biljne stanice. Neka druga istrazivanja pak pokazuju
suprotno, tj. da su vece koli¢ine polifenolnih spojeva identificirane u vodenom esktraktu

(Pereira i sur., 2007).

Talhaoui i suradnici (2014) odredivali su udio polifenolnih spojeva u listu masline $panjolskog
kultivara Sikita primjenom HPLC-DAD-TOF-MS metode. Kao otapalo za ekstrakciju koristili
su 80 %-tnu otopinu metanola, a koncentracije fenolnih spojeva kretale su se u rasponu od 52,13
do 60,64 mg GAE g*. Buduéi da je u tom istrazivanju primijenjena veéa koncentracija etanola,
u omjeru etanol:voda, rezultati su u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.
Chanioti i sur. (2016) istrazivali su izvedivost ekstrakcije pomoc¢u mikrovalova (MAE, engl.
microwave assisted extraction) te nakon provedene ekstrakcije odredili sadrzaj ukupnih fenola

u ekstraktu kostica masline i ekstraktu lista masline. Istrazivanje je pokazalo da su primjenom
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MAE na 60 °C tijekom 30 minuta, ekstrakti dobiveni iz koStica masline imali sadrzaj fenola
10,61 mg GAE g?, a ekstrakti lista maslina 28,00 mg GAE g*. Paralelno su radili i
konvencionalnu ekstrakciju koja se provodila 1 sat pri 60 °C, a ekstrakti su imali sljede¢i udio
ukupnih fenola: ekstrakti kostica masline 11,41 mg GAE g, a ekstrakti lista masline 34,53 mg
GAE g!. Kada usporedujemo taj rezultat s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, mozemo
zakljuciti da je prosje¢ni udio ekstrahiranih fenolnih spojeva kod HVED tretmana visi, u odnosu
na MAE tretman, uz krace vrijeme tretiranja i primijenjene nize temperature. Abaza i sur.
(2011) ispitivali su utjecaj vrste otapala na udio ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost
ekstrakata lista masline. Proveli su klasi¢nu, konvencionalnu ekstrakciju na sobnoj temperaturi,
tijekom 24 sata, a kao otapala su koristili deioniziranu vodu, 80 %-tni metanol, 70 % etanol i
80 %-tni aceton. Najveci udio ukupnih fenolnih spojeva odreden je u 80 %-tnom acetonu te je
iznosio 24,93 + 0,77 mg GAE g, a najmanji u deioniziranoj vodi, 16,52 + 0,62 mg GAE g™.
Kad je kao otapalo za ekstrakciju koristen 70 %-tni etanol, udio fenolnih spojeva iznosio je
24,36 + 0,85 mg GAE g7, sto je u skladu s provedenim istrazivanjem, buduéi da se klasi¢na
ekstrakcija provodila vremenski duze (1h, u usporedbi s 3 i 9 min) te je koriSteno otapalo s
ve¢im udjelom etanola. Nadalje, Salah i sur. (2012) odredivali su polifenolni sastav u
ckstraktima lista tuniSkih maslina koriste¢i 30 %-tnu vodenu otopinu etanola i maceraciju
tijekom 7 dana pri sobnoj temperaturi. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ekstraktima kretao se u
rasponu od 56,57 + 6,0 mg CTE (ekvivalent katehina) g* do 125,64 + 3,36 mg CTE g™.
Rezultate ne mozemo usporediti s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, budu¢i da se radi
o razli¢itim ekvivalentima (ekvivalent galne kiseline i ekvivalent katehina). Goldschmidt Lins
i sur. (2018) proveli su konvencionalnu Soxhlet ekstrakciju, koriste¢i 80 %-tni metanol kao
otapalo za ekstrakciju te su odredili da je sadrzaj ukupnih fenola i flavonoida u ekstraktima lista
masline iznosio 131,7 + 9,4 mg GAE g, $to je vise u odnosu na rezultate dobivene u ovom
istrazivanju, buduci da je koriSten veéi udio etanola u otapalu. Nedavno provedeno istrazivanje
pokazalo je kako ekstrakcija pod visokim pritiskom (PLE, engl. pressurized liquid extraction),
kao inovativna zelena tehnologija koja je uc¢inkovita za izolaciju fitokemikalija iz nusproizvoda
prehrambene industrije, utjeCe na ekstrakte lista masline. Pri optimalnim uvjetima PLE
ekstrakcije (2 ciklusa, 80 °C, 5 min) udio ukupnih fenola iznosio je 53,15 mg GAE g* (Putnik

i sur., 2017), sto je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.
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4.2. ODREDIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI

U tablicama u nastavku prikazani su rezultati mjerenja antioksidacijske aktivnosti (FRAP,
DPPH i ORAC metoda) za netretirane i HVED tretirane uzorke lista masline.

4.2.1. FRAP metoda

Tablica 7. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom za netretirane i

HVED tretirane uzorke lista masline izrazeni u pmol FE (ekvivalent Fe*?) g.

netretirani tretirani uzorci
uzorci
-1 -1 -1
uzorak pmol FE g uzorak pmol FE g uzorak pmol FE g
uzorka uzorka uzorka

3NLO/1 63,36 + 2,24 LN1 266,21 £ 7,53 LAl 234,07 £ 2,66

3NL25/1 150,50 + 4,57 LN2 208,36 + 4,28 LA2 145,50 + 2,87
3NL50/1 159,79 + 5,42 LN3 197,64 + 2,00 LA3 97,64 £ 1,15
9NLO/1 146,93 + 3,54 LN4 199,79 + 5,22 LA4 169,07 + 5,92
9NL25/1 179,07 + 6,09 LN5 374,79 £ 6,74 LA5 315,50 + 4,00

9NL50/1 221,93 £ 6,99 LN6 308,36 + 4,45 LAG 321,21 £ 6,38

- - LN7 209,79 £ 2,01 LA7 443,36 + 5,21

- - LN8 229,79 £ 5,82 LAS8 237,64 £3,73

- - LN9 301,21 + 4,68 LA9 326,21 £2,16

- - LN10 256,21 £ 5,74 LA10 196,21 + 2,97

- - LN11 561,93 +£9,11 LA1l 343,36 + 3,01

- - LN12 284,07 £ 3,21 LA12 354,07 £5,36

Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom u netretiranim i HVED
tretiranim ekstraktima lista masline prikazani su u Tablici 7. i izraZeni kao pmol FE g uzorka
pri razli¢itima uvjetima ekstrakcije u struji dusika i argona. List masline pokazuje razli¢itu
antioksidacijsku aktivnost pri razli¢itim uvjetima ekstrakcije, a ona se krec¢e u rasponu od 97,64
+ 1,15 do 561,93 £ 9,11 umol FE g kod uzoraka koji su podvrgnuti HVED tretmanu. Najveca
antioksidacijska aktivnost, 561,93 + 9,11 umol FE g?, odredena je kod uvjeta ekstrakcije u
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trajanju od 3 min, naponu od 25 kV, u 50 %-tnoj otopini etanola, kod tretmana dusikom. Kod
uzorka lista masline koji su tretirani u struji argona, najveci udio ukupnih fenola je nesto nizi i
iznosi 443,36 + 5,21 umol FE g*, a postignut je kod uvijeta ekstrakcije u trajanju od 9 min,
naponu od 15 kV, u 50 %-tnoj otopini etanola. Kod konvencionalne ekstrakcije, odnosno tzv.
netretiranin uzoraka lista masline, najniza vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene
FRAP metodom zabiljezena je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 minute, u otopini vode te
iznosi 63,36 + 2,24 pmol FE g, §to je 8,87 puta manje u odnosu na HVED tretirani uzorak
lista masline s najve¢om antioksidacijskom aktivno$¢u odredenom FRAP metodom, dok je
najvi$a vrijednost, 221,93 + 6,99 umol FE g, zabiljezena kod vremenski najduZeg tretmana i
najveéeg udjela etanola u otapalu, odnosno kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 minuta i u 50
%-tnoj otopini etanola. Na temelju dobivenih rezultata mozemo primijetiti da ve¢i udio etanola
znacajno utjece na povecanje antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom te da uzorci
kod kojih se kao otapalo za ekstrakciju koristila voda rezultiraju manjom antioksidacijskom

aktivnoscu.

U nedavno provedenom istrazivanju, autori su ispitivali antioksidacijsku aktivnost odredenu
FRAP metodom u ekstraktima lista masline, a dobiveni ekstrakti bili su podvrgnuti Soxhlet
ekstrakciji. Odredili su da antioksidacijska aktivnost u dobivenim ekstraktima lista masline
iznosi 281,8 + 22,8 mg TE g (Goldschmidt Lins i sur., 2018). Kada usporedujemo taj rezultat
s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, mozemo zakljuciti da je antioksidacijska

aktivnost ekstrahiranih fenolnih spojeva kod HVED tretmana uglavnom visa.
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4.2.2. DPPH metoda

Tablica 8. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom za netretirane i

HVED tretirane uzorke lista masline izrazeni u pmol TE (ekvivalent troloxa) g.

netretirani uzorci tretirani uzorci
3NLO/1 27,06 0,01 LN1 31,49+ 0,07 LAl 30,78 £ 0,15
3NL25/1 24,78 £ 0,05 LN2 28,60 £ 0,05 LA2 26,53 + 0,08
3NL50/1 32,71 £ 0,06 LN3 25,96 £ 0,06 LA3 29,71 +£0,11
ONLO/1 31,10 £ 0,08 LN4 27,46 £ 0,08 LA4 25,53 + 0,08
9NL25/1 30,46 £ 0,07 LNS 31,31+ 0,04 LAS 29,60 + 0,17
9NL50/1 33,31 +£0,08 LN6 30,14 £ 0,09 LAG 30,64 + 0,02

- - LN7 30,49 £0,10 LA7 29,85 +£0,12

- - LN8 31,81 +£0,08 LAS 31,53 +0,01

- - LN9 28,35+ 0,01 LA9 26,81 £ 0,08

- - LN10 29,99 £ 0,08 LA10 29,67 £ 0,05

- - LN11 27,96 £ 0,07 LA1l 32,53+£0,10

- - LN12 31,53 +£0,02 LA12 30,03 £0,08

U Tablici 8. prikazani su rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom u
netretiranim i HVED tretiranim ekstraktima lista masline, izrazeni u pmol TE g uzorka,
odnosno biljke. Najveci antioksidacijski kapacitet odreden DPPH metodom iznosi 33,31 + 0,08
umol TE g?, a primijeéen je kod uzorka koji je podvrgnut konvencionalnoj ekstrakciji
(maceraciji) u trajanju od 9 min i u 50 %-tnoj otopini etanola. Kod uzoraka koji su podvrgnuti
HVED tretmanu, antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom kreée se u rasponu od
25,53 £ 0,08 do 32,53 = 0,10 pmol TE g*. Najveca antioksidacijska aktivnost odredena DPPH
metodom kod uzoraka koji su podvrgnuti HVED tretmanu odredena je kod tretmana argonom
i uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, naponu od 20 kV, u 50 %-tnoj otopini etanola i iznosi
32,53 + 0,10 umol TE g*. Kod uzoraka lista masline koji su tretirani u struji dusika, najve¢i
udio ukupnih fenola odreden DPPH metodom iznosi 31,81 + 0,08 pmol TE g?, a odreden je
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kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, naponu od 25 kV, u 50 %-tnoj otopini etanola.
Najmanja vrijednost antioksidacijske aktivnosti ekstrakta lista masline odredena DPPH
metodom iznosi 24,78 + 0,05 umol TE g, §to je 1,34 puta manje u odnosu na HVED tretirani
uzorak s najvec¢om antioksidacijskom aktivnosé¢u odredenom DPPH metodom, te je primijecen
kod uzorka koji je podvrgnut konvencionalnoj ekstrakciji pri uvjetima ekstrakcije u trajanju od
3 min i u 25 %-tnoj otopini etanola. Antioksidacijska aktivnost odredena DPPH metodom
uglavnom raste ako su uzorci ekstrahirani u otopini etanola, u ovom slucaju najbolje vrijednosti
daje otopina s najve¢im postotkom etanola, dakle 50 %-tna otopina etanola, u usporedbi s
vodom koja daje najnize vrijednosti antioksidacijske aktivnosti. Ne moze se zakljuciti da je
prethodni tretman visokonaponskim elektricnim praznjenjem olakSao ekstrakciju i doveo do
visih vrijednosti antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH metodom jer su rezultati

netretiranih 1 tretiranih uzoraka veoma sli¢ni.

U nedavno provedenom istrazivanju, autori su ispitivali antioksidacijsku aktivnost odredenu
DPPH metodom u ekstraktima kostice masline i ekstraktima lista masline, a ekstrakcija se
provodila pomoc¢u mikrovalova (MAE, engl. microwave assisted extraction). Odredili su da je
antioksidacijska aktivnost u dobivenim ekstraktima kostice masline iznosila 10,40 mg trolox-a
gl , a u ekstraktima lista masline 23,40 mg trolox-a g*. Kao usporednu metodu, Koristili su
konvencionalnu ekstrakciju koja se provodila 1 sat pri 60 °C, a ekstrakti su imali sljede¢u
antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH metodom: ekstrakti kostica masline 9,69 mg trolox-
a g uzorka i ekstrakti lista masline 27,94 mg trolox-a g* uzorka (Chanioti i sur., 2016). Kada
taj rezultat usporedujemo s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, mozemo zakljuciti da
je prosje¢ni udio antioksidacisjke aktivnosti kod HVED tretmana vis$i, u odnosu na MAE
tretman, uz krace vrijeme tretiranja i primijenjene nize temperature. Shalaby i sur. (2018)
istrazivali su antioksidacijsku aktivnost ekstrakta lista masline koji su bili obradeni gama
zracenjem pomocu DPPH metode te dobili da su svi zraeni ekstrakti imali vecéu
antioksidacijsku aktivnost, u usporedbi s onima koji nisu bili zraceni. Dosli su do tvrdnje da
povecanje antioksidacijske aktivnosti moze biti posljedica gama zracenja koje omogucuje lakse

oslobadanje aktivnih sastojaka zasluznih za povecanje koncentracije ukupnih fenola.
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4.2.3. ORAC metoda

Tablica 9. Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene ORAC metodom za netretirane i

HVED tretirane uzorke lista masline izrazeni u pmol TE (ekvivalent troloxa) g.

netretirani uzorci tretirani uzorci
uzorak nmol TE g uzorak pumol TE g uzorak nmol TE gt
uzorka uzorka uzorka

3NLO/1 28,05+ 3,75 LN1 270,99 + 13,03 LAl 179,89 + 10,19
3NL25/1 75,51 £4,75 LN2 66,12 + 20,98 LA2 34,45 + 6,33
3NL50/1 117,85+ 2,48 LN3 24,47 + 3,43 LA3 1,84 £1,60
9NLO/1 59,04 + 3,83 LN4 81,95 + 5,86 LA4 2,74 £1,88
9NL25/1 85,37 + 7,46 LN5 73,21 +6,98 LA5 115,98 + 8,26

9NL50/1 247,81 £ 19,47 LNG6 87,08 + 11,56 LAG 84,46 + 0,98
- - LN7 230,84 £ 5,82 LA7 267,32 + 16,29
- - LN8 260,67 + 26,76 LAS8 245,48 + 1,66

- - LN9 78,29 + 15,37 LA9 86,46 £ 5,23
- - LN10 78,66 + 0,73 LA10 17,87 + 1,61
- - LN11  139,92+48,18 LAll 243,86 + 16,13
- - LN12 303,66+ 13,07 LA12 134,66 + 4,15

Rezultati antioksidacijske aktivnosti odredene ORAC metodom u netretiranim i HVED
tretiranim biljnim ekstraktima lista masline prikazani su u Tablici 9. te su izraZzeni kao umol TE
g biljke. Kod uzoraka koji su podvrgnuti HVED tretmanu antioksidacijska aktivnost odredena
ORAC metodom razli¢ita je kod razli€itih uvjeta ekstrakcije te se kre¢e u rasponu od 1,84 +
1,60 do 303,66 + 13,07 umol TE g. Najveéi antioksidacijski kapacitet odreden ORAC
metodom u ektraktu lista masline, 303,66 + 13,07 umol TE g?, odreden je kod uvjeta
ekstrakcije u trajanju od 3 min, naponu od 20 kV, u 25 %-tnoj otopini etanola, tretiran u struji
dusika, dok je maksimalna vrijednost antioksidacijske aktivnosti lista masline tretiranog u struji
argona primije¢ena kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 9 min, naponu od 15 kV, u 50 %-tnoj
otopini etanola i iznosi 267,32 + 16,29 umol TE g*. Najmanja vrijednost antioksidacijske
aktivnosti ekstrakta lista masline odredena ORAC metodom takoder je odredena u uzorku koji

je podvrgnut HVED tretmanu, i to tretiranom u struji argona, te iznosi samo 1,84 + 1,60 pmol
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TE g%, a odredena je kod uvjeta ekstrakcije u trajanju od 3 min, naponu od 15 kV, u otopini
vode. Moguce da su u uzorcima LA3 i LA4 nastali slobodni radikali, uslijed djelovanja HVED
tretmana, koji su izazvali ,,gasenje* fenolnih spojeva buduci da je u tim uzoricma, osim malog
prinosa, primije¢en i mali udio fenolnih spojeva. Kod netretiranih uzoraka najmanja vrijednost
antioksidacijske aktivnosti je 10,83 puta manja od najvece antioksidacijske aktivnosti odredene
kod HVED tretiranih uzoraka. MoZemo primijetiti da kod uzoraka koji su podvrgnuti
konvencionalnoj, odnosno klasi¢noj ekstrakciji, antioksidacijska aktivnost raste s porastom
udjela etanola, pa je tako ona najveca kad se kao otapalo za ekstrakciju koristila 50 %-tna
otopina etanola (3NL50/1, 9NL50/1), a najmanja kad se koristila voda (3NLO/1, 9NLO/1).
Sli¢no je i kod HVED tretiranih uzoraka, pa tako oni uzorci koji su otopljeni u 50 %-tnoj otopini
etanola (LN1, LN7, LNS, LN11, LA1, LA7, LA8, LA1l), rezultiraju veCom antioksidacijskom

aktivno$c¢u u usporedbi s uzorcima kod kojih se koristila voda.

4.3. PRINOS EKSTRAKCIJE

Tablica 10. Rezultati prinosa ekstrakcije (%) netretiranih i HVED tretiranih uzoraka lista

masline.
netretirani . .
; tretirani uzorci
uzorci
prinos prinos prinos
uzorak ekstrakcije uzorak  ekstrakcije uzorak ekstrakcije
(%) (%) (%)
3NLO/1 0,53 £ 0,00 LN1 4,92 £0,01 LAl 3,96 £ 0,01
3NL25/1 1,33 £ 0,01 LN2 2,98 £ 0,01 LA2 3,27 £ 0,00
3NL50/1 1,41 £ 0,01 LN3 1,81 +£0,01 LA3 0,98 + 0,00
9NLO/1 1,58 £ 0,01 LN4 3,31+ 0,01 LA4 2,67 £ 0,00
9NL25/1 1,60 £ 0,01 LN5 2,42 +£ 0,01 LA5 3,62 £+ 0,00
9NL50/1 2,06 £ 0,01 LN6 2,69 + 0,01 LA6 3,12+ 0,01

- - LN7 4,55+ 0,01 LA7 5,36 £ 0,01
- - LN8 4,72 +£0,01 LAS8 6,60 + 0,01
- - LN9 3,00 £0,01 LA9 3,08+ 0,01
- - LN10 2,89 £ 0,01 LA10 2,12 £ 0,00
- - LN11 4,58 + 0,02 LA1l 4,26 0,01
- - LN12 3,50 £ 0,01 LA12 2,64+ 0,00
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Prema prikazanim rezultatima u Tablici 10. najveéi prinosi odredeni u ekstraktima lista masline
koji su bili tretirani strujom dusSika primije¢eni su kod uzoraka LN1, LN7, LN8 i LN11, a kod
ekstrakta koji su bili tretirani strujom argona isticu se LA7, LA8 i LA11. Svi navedeni uzorci
bili su otopljeni u 50 %-tnom etanolu, iz ¢ega vidimo da udio etanola kao otapala za ekstrakciju
znacajno utjeCe na prinos ekstrakcije. Najveci prinos odreden je kod uzorka koji je podvrgnut
HVED tretmanu u struji argona (LAS8) i iznosi 6,60 + 0,01 %, §to je tretman u trajanju od 9
minuta, otapalo 50 %-tni etanol i napon od 20 kV, sto je 3,20 puta vise u odnosu na uzorak Koji
je podvrgnut konvencionalnoj ekstrakciji u istim uvjetima tretiranja, bez napona (9NL50/1).
Kod tretmana u struji dusika najveci prinos pokazao se u uzorku LN1 (4,92 + 0,01 %) i odreden
je kod uvjeta esktrakcije u trajanju od 3 minute, 50 %-tnoj otopini etanola i naponu od 20 kV.
U usporedbi s HVED tretiranim uzorcima, netretretirani uzorci rezultiraju znacajno nizim
prinosom ekstrakcije te se moze primijetiti da kod takvih uzoraka prinos raste s porastom
vremena tretiranja i udjela etanola u otapalu. Najvisa vrijednost prinosa ekstrakcije kod
netretiranih uzoraka iznosi 2,06 + 0,01 % te je odredena u uzorku lista masline gdje je
ekstrakcija trajala 9 minuta, u 50 %-tnoj otopini etanola. Kada gledamo ¢istu vodu kao
ekstrakcijsko otapalo, mozemo primijetiti da su za HVED ekstrakciju utvrdene 2-6 puta vece
vrijednosti udjela ukupnih fenola (LN2, LN3, LN4, LN10, LA2, LA3, LA4 i LA10) u odnosu

na uzorke koji su podvrgnuti koncentionalnoj ekstraciji.

Istrazivanja koja su nedavno provedena, potvrdila su HVED metodu ekstrakcije kao tehniku
koja moZe biti vrlo uéinkovita za ekstrakciju prirodnih spojeva (polifenola) te tehniku koja
rezultira znacajnim porastom prinosa zbog poremecaja stanica u uzorku Kkoji je uzrokovan

elektri¢nim praznjenjem i poboljsanim prijenosom mase (Xi i sur., 2017).

Prinos ekstrakcije ovisi o vrsti i polarnosti otapala, vremenu ekstrakcije i temperaturi, omjeru
uzorka i otapala te o kemijskom sastavu i fizikalnim karakteristikama uzoraka. Topljivost
fenola takoder ovisi o vrsti biljke i polarnosti koriStenog otapala (Dai i Mumper, 2010). Mnogi
se fenolni spojevi lako oksidiraju i hidroliziraju, pa tako dugo vrijeme ekstrakcije i visoke
temperature povecavaju mogucnost oksidacije fenola te smanjuju prinos ekstrakcije. Tako se
npr. konvencionalna ekstrakcija, u sluc¢aju kada Zelimo izolirati antocijane, provodi pri
temperaturi od 20 do 50 °C, jer se pokazalo da temperature iznad 70 °C uzrokuju brzu
degradaciju antocijana (Dai i Mumper, 2010; Havlikova i Mikova, 1985). 1z tog razloga, vrlo

je vazno odabrati u¢inkovitu metodu ekstrakcije kako bismo odrzali stabilnost fenolnih spojeva.
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4.4. UPLC-MS/MS METODA

Tablica 11. Koncentracija pojedinaénih fenolnih spojeva (ng mL™) za uzorke lista masline

tretirane u struji dusika i1 argona te uzorke lista masline koji nisu podvrgnuti tretmanu.

Uzorak  Apigenin Diosmetin  Hidroksitirosol Luteolin O&?:ler:ionlga Oleuropein  Kvercetin
3NLO0/1 156 124 9,17 2356,6 4,45 50,4 N/A
3NL25/1 125 112 494 550 0,66 3959 0,140
3NL50/1 31,9 14,5 4120 154 3918 23485 247
9NLO0/1 172 121 11,6 71,5 2,12 56,2 0,054
9NL25/1 144 132 125 580 0,79 825 0,124
9NL50/1 193 154 13,0 80,8 8,37 108 3,01
LN1 58,6 47,0 3016 353 3386 17646 9,07
LN2 157 118 86,6 138 8,84 99,3 N/A
LN3 109 101 97,5 96,3 3,65 76,1 0,048
LN4 127 98,1 96,5 122 N/A 74,2 0,042
LN5 116 119 80,4 361 1,83 163 0,109
LN6 134 127 67,5 424 2,92 165 0,115
LN7 38,9 30,0 3090 255 2803 17311 7,17
LN8 44,3 33,0 3294 265 2705 18413 9,0
LN9 149 159 108 375 8,57 168 0,179
LN10 111 94,2 192 252 3,76 178 0,103
LN11 106 106 97,5 403 2,00 424 0,121
LN12 56,8 49,2 3426 386 2851 17388 8,54
LAl 53,6 59,9 2964 357 2004 16103 5,27
LA2 198 76,6 10,1 29,8 5,74 57,4 0,043
LA3 124 130 112 215 2,41 97,9 0,032
LA4 113 100 64,0 113 N/A 52,5 0,021
LA5 110 123 128 487 N/A 247 0,146
LA6 115 122 145 457 N/A 315 0,218
LA7 60,1 60,6 3660 431 1844 17127 6,43
LAS8 48,2 41,5 3682 334 2043 17895 15,6
LA9 111 116 149 480 6,22 465 0,189
LA10 94,2 85,3 139 166 N/A 102 0,061
LA11 51,4 51,0 2967 372 2193 16695 5,79
LA12 142 141 77,2 459 7,51 166 0,191
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Iz Tablice 11. moZemo vidjeti da je UPLC-MS/MS analiza pojedina¢nih fenolnih spojeva
pokazala da su glavni fenolni spojevi u ekstraktu lista masline apigenin, diosmetin,
hidroksitirosol, luteolin, oleanolna kiselina, oleuropein i kvercentin. S povecanjem
koncentracije etanola u otapalu dolazi do povecanja koli¢ine fenolnih spojeva u ekstraktu, $to
je posljedica bolje topljivosti fenolnih spojeva u takvim otapalima (Bellumori i sur., 2016,
Rafiee i sur., 2011). Oleuropein je glavni spoj ekstrakta lista masline. 1z dobivenih rezultata
primje¢ujemo da je kod HVED tretmana, gdje se kao otapalo za ekstrakciju koristila 50 %-tna
otopina etanola, opazena veca koncentracija oleuropeina i hidroksitirosola. Hidroksitirosol
uklanja superoksidne anione te je inhibitor neutrofila i radikala koji potjecu od derivata
hipoklori¢ne kiseline (Batista Napotnik i Miklavcic, 2018). Najvece vrijednosti koncentracije
fenolnih spojeva u ekstraktima lista masline koji su bili podvrgnuti HVED tretmanu,
zastupljene su u uzorcima LN1 1 LAS8. Uzorak LNI1 tretiran je u struji dusika, a kao otapalo za
ekstrakciju koriStena je 50 %-tna otopina etanola, u trajanju tretmana od 3 minute pri naponu
od 20 kV, dok je kod LAS koriSten argon, kao otapalo za ekstrakciju 50 %-tna otopina etanola,
a tretman je trajao 9 minuta pri naponu od 20 kV. Ekstrakcija podvrgnuta visokonaponskom
elektricnom praznjenju pri najvisem naponu (25 KV) i pri vremenu ekstrakcije 9 minuta

rezultirala je razgradnjom oleanolne kiseline u ekstraktu lista masline.

Visokonaponsko elektricno praznjenje, ¢iji se intenzitet elektrinog polja kre¢e od 20 do 80
kV/cm, temelji se na fenomenu elektri¢nog raspada u teku¢inama koji potice fizi¢ke i kemijske
procese te takvi procesi utjeCu na stani¢nu stijenku i membranu i oslobadaju komponente koje
se nalaze unutar stanice (Boussetta i Vorobiev, 2014). Nadalje, HVED stvara vru¢u lokaliziranu
plazmu za vrijeme disocijacije vode na fotone, pri ¢emu emitira UV svjetlo visokog intenziteta
te dolazi do stvaranja OH radikala. U isto vrijeme, HVED stvara udarne valove i pirolizu
uzrokovanu elektrohidraulickom kavitacijom (El Kantar i sur., 2018). Nedavna istraZivanja
pokazala su da je HVED metoda uc€inkovita za prethodnu obradu pektina iz pulpe Secerne repe
bez promjene strukture i kemijskog sastava pektina (Almohammed i sur., 2017) te da je brza za
ekstrakciju proteina i polifenola iz kostice masline, u usporedbi s UAE (ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima i ultrazvukom) i PEP (pulsirajuce elektri¢no polje) metodom
(Rosello-Soto i sur., 2015). HVED metoda pokazala se efikasnom i obecavajutom kod
proizvodnje esencijalnih ulja iz uljarica i bilja, jer se tijekom prerade zadrzava vise proteina i
polifenola (Sarkis i sur., 2015). Stvaranjem elektricnih polja i elektri¢nih praznjenja do 25 kV,
dolazi do formiranja slobodnih radikala kao §to su reaktivni spojevi kisika (ROS) i reaktivni

spojevi dusika (RNS). Takve Cestice mogu imati negativno djelovanje na bioaktivne spojeve,
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naroc¢ito pri vremenski duljem HVED tretmanu (Rezek Jambrak i sur., 2019). Medutim,
stvaranje slobodnih radikala mozemo izbjeéi optimizacijom i kra¢im vremenskim trajanjem
HVED tretmana, kao i izborom odgovarajuceg plina kako bismo smanjili oksidaciju fenolnih i

drugih spojeva koji pokazuju antioksidacijsku aktivnost.

UPLC-MS/MS kromatogrami za HVED tretirane uzorke lista masline prikazani su na Slici 12.a,
12.b, 13.a11 13.b. Slike 12.a i 13.a prikazuju ukupne ionske kromatograme (TIC, engl. total ion
chromatogram) odredenog ekstrakta i u tim kromatogramima je ukljuceno visestruko pracenje
reakcija MRM (engl. multiple reaction monitoring). Na osi X je intenzitet, a 0s y vrijeme
zadrZavanja tR (retencijsko vrijeme, engl. retention time) odredenog analita. Slike 12.b i 13.b
prikazuju ekstrahirani ionski kromatogram odredenog ekstrakta te je i u tim kromatogramima
uklju¢eno MRM visestruko pracenje reakcija. Na 0si X je intenzitet, a 0s y vrijeme zadrzavanja
tR. Naslici 12.b prikazani su apigenin, hidroksitirosol, oleanolna kiselina, oleuropein i luteolin,
a na Slici 13.b apigenin, hidroksitirosol, diosmetin, oleuropein i luteolin.

Pereira i sur. (2007) identificirali su sedam fenolnih spojeva u ekstraktima lista masline:
kafeinsku kiselinu, verbaskozid, oleuropein, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, rutin i
luteolin-4-glukozid, koji su u niskim koncentracijama pokazali antibakterijsko i antifulagno
djelovanje. Glavni spojevi u vodenom i metanolnom ekstraktu bili su flavonoidi, pri cemu je
najveci postotak, oko 73 %, pripao oleuropeinu (u vodenom ekstraktu), a najmanji, oko 1 %,
kafeinskoj kiselini. Istrazivanje koje su proveli Lee i sur. (2009) pokazalo je da je glavni fenolni
spoj u dobivenim ekstraktima oleuropein. Kako je najveéi udio pripao oleoropeinu, mozemo

zakljuciti da su rezultati istrazivanja u skladu s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju.

Vogel i sur. (2015) dokazali su da su oleuropein i verbaskozid, ekstrahirani iz lista masline,
uglavnom rezistentni na Zelu¢anu probavu, no da tijekom intestinalne probave dolazi do
degradacije njihove degradacije te da je da je luteolin-7-glukozid najstabilniji fenolni spoj u

humanom gastrointestinalnom traktu.

Altiok i sur. (2008) ispitivali su utjecaj uvjeta ekstrakcije na koncentraciju ukupnih fenola i
antioksidacijsku aktivnost odredenu ABTS metodom ekstrakta lista masline. Odredili su da se
ekstrakt s visokom antioksidacijskom aktivnoscu i visokim sadrzajem oleuropeina (13,4 %) i
rutina (0,18 %) moze dobiti koristenjem 70 %-tnog etanola kao otapala za ekstrakciju, sto je u

skladu s provedenim istrazivanjem, budu¢i da je otopina za ekstrakciju s najve¢im udjelom
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Intensity, cps

etanola dala i najbolje rezultate. Goldschmidt Lins i sur. (2018) odredivali su sadrzaj
oleuropeina u ekstraktima lista masline te su odredili da on iznosi bio 25,5 = 5,2 mg g, $to je
vise nego pokazuju rezultati u ovom istrazivanju, no autori su koristili 80 %-tnu otopinu
metanola, pa je takav rezulat i ocekivan. Sahin i sur. (2017) istrazivali su utjecaj mikrovalne
ekstrakcije bez koriStenja otapala (SFME, engl. solvent-free microwave extraction) na
koncentraciju ukupnih fenola i antioksidacijsku aktivnost ekstrakta lista masline. Maksimalan
prinos oleuropeina iznosio je 0,060 + 0,012 ppm, a sadrzaj ukupnih fenola 2,480 + 0,060 ppm.
Usporedujuci te rezultate s rezultatima dobivenim u ovom istrazivanju, mozemo uociti da je
dobiveni prinos oleuropeina kod HVED tretmana u veéini uzoraka iznad 60 ng mL™, pa je u
skladu s tim HVED metoda rezultirala boljim prinosom oleuropeina od SFME metode.

# (28 pairs) 269.000/151.000 Da ID- Apigenin 1 fom Sample 52 (Uzorsk 43) of DatsPolifencli PBF 18-01-2018 wiff (Turbo Spray

.

/ "‘\v«ul_]‘."? 7':-

Time, min

Slika 12.a Prikaz kromatograma LC/MS analize lista masline tretiranog dusikom (LN1) —

ukupni ionski kromatogram (TIC, engl. total ion chromatogram).
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Slika 12.b Prikaz kromatograma LC/MS analize lista masline tretiranog dusikom (LN1) —
iona karakteristi¢nih za pojedini polifenol (XIC, engl. extracted ion chromatogram).
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Slika 13.a Prikaz kromatograma LC/MS analize lista masline tretiranog argonom (LAL) —

ukupni ionski kromatogram (TIC, engl. total ion chromatogram).
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Slika 13.b Prikaz kromatograma LC/MS analize lista masline tretiranog argonom (LAL) —

iona karakteristi¢nih za pojedini polifenol (XIC, engl. extracted ion chromatogram).

4.5. NIR SPEKTROSKOPIJA

NIR spektroskopija koristena je za otkrivanje bioaktivnih spojeva (proteina, aminokiselina,
ugljikohidrata, polisaharida, ukupnih fenola, flavona i flavonola, antioksidacijskog kapaciteta
itd.) koji se u ljekovitim biljnim ekstraktima (ekstrakt lista masline) mogu uociti u podrucju
valnih duljina od 904 nm do 1699 nm. U tom rasponu valnih duljina uzorak apsorbira svjetlost
na frekvencijama koje odgovaraju karakteristiénim vibracijama, uklju¢uju¢i one koje su
dobivene iz detektiranih C-H, O-H, N-H, C=0O i ostalih funkcijskih skupina (Bels¢ak-
Cvitanovi¢ i sur., 2017). Za daljnu analizu NIR spektra koriste se razli¢ite kemometrijske
metode (Jednacak i Novak, 2013), a u ovome radu koristene su Analiza glavnih komponenti ili

PCA analiza i Regresija glavnih komponenti ili PCR analiza.
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Slika 14. Blisko-infracrveni (NIR) spektri snimljeni u rasponu valnih duljina od 904 nm do

1699 nm za uzorke lista masline tretirane u struji dusika 3 minute i 9 minuta pri 20 kV i 25

KV te uzorke lista masline koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu.
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Slika 15. Blisko-infracrveni (NIR) spektri snimljeni u rasponu valnih duljina od 904 nm do

1699 nm za uzorke lista masline tretirane u struji argona 3 minute i 9 minuta pri 15 kV i 20

KV te uzorke lista masline koji nisu podvrgnuti HVED tretmanu.

Slika 14. i Slika 15. prikazuju blisko-infracrvene (NIR) spektre snimljene u rasponu valnih

duljina od 904 do 1699 nm netretiranih uzoraka lista masline, odnosno onih koji su podvrgnuti

konvencionalnoj metodi ekstrakcije te uzoraka lista masline tretiranih u struji dusika (Slika 14.)

i argona (Slika 15.) prirazli¢itim parametrima HVED tretmana. Na prikazanim grafovima nema

znacajnijih razlika u promatranom NIR podrucju te je vidljivo preklapanje vrpca razli¢itih
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spojeva na ve¢em dijelu spektra. Medutim, na obje slike, u rasponima valnih duljina od 904 do
932 nmiod 1350 do 1699 nm vidljivi su pomaci, odnosno promjene valnih duljina, $to upucuje
na strukturne promjene fenolnih spojeva, odnosno na promjene u drugom i trecem overtonu C-
H i O-H veza. Takoder, te su promjene povezane s hidroksilnom skupinom (-OH) koja je

izravno vezana na aromatsku ugljikovodi¢nu skupinu.

Raspon valnih duljina od 1434 do 1635 nm povezan je s vibracijama C-H veza (prvi overton),
a vibracije u rasponu od 904 do 928 nm odgovaraju trecem CH overtonu, drugom overtonu
istezanja i kombinacijama O-H veza u vodi, a to su ujedno kemijske veze i grupe karakteristi¢ne
za fenolne spojeve 1 antioksidanse (Gajdos Kljusuric€ i sur., 2016). Zatim, podrucje od 1360 nm
do 1550 nm odgovara rasteznim vibracijama grupa koje sadrze atom dusSika, RNH2, CONH>,
ali i vibracijama O-H veza koje potjecu iz molekula alkohola. S obzirom na ¢injenicu da je voda
vazna kemijska komponenta biljaka, u skladu s time ona dominira spektrom, a to je vidljivo po
spektru koji pokriva signale rastezljivosti za molekule vode, tj. overtone O-H u podrucju od
1400 nm do 1500 nm.

Stoga, i kod netretiranih, kao i kod uzoraka tretiranih u struji dusika i argona, uoceni su dijelovi
NIR spektra koji upuéuju na specifi¢ne razlike izmedu uzoraka. Zbog tog je razloga za daljnju
obradu podataka u obzir uzet dio spektra u kojem su uocene promjene valnih duljina (od 904
do 932 nm i od 1350 do 1699 nm) te je na taj naCin napravljena redukcija. Upravo su ti

reducirani podatci koriSteni za PCA analizu.

4.6. PCA ANALIZA - ANALIZA GLAVNIH KOMPONENTI

Na temelju dobivenih NIR spektara nisu se mogle utvrditi razlike izmedu uzoraka te je bilo
potrebno provesti daljnje kemometrijske metode. Kako bi se objasnio velik broj varijabli,
upotrebom §to manjeg broja komponenti, primijenjena je analiza glavnih komponenti ili PCA

analiza u programu XLStat (Microsoft Office Excel 2010).
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Projekceija u prostoru (osi F1 1 F2: 92,74 %49)
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Slika 16. Analiza glavnih komponenti (PCA analiza) za uzorke lista masline tretirane dusikom

i netretirane uzorke lista masline.

Projekceija u prostoru (osi F1 i F2: 93,36 %0)

24 -
15 &VLA3 0% EtOH
206V LA4 0% EtOH
-
15 kVLA2 0% E{OH
= 10 a1 ™ .
f . K 206VLALD 0% EtOH L 0% EioH
2 0EVLAS 23% E+OH SNL 0% EtOH 15LVLAL2 25%EOH
e K2 20V LAG 25% EtOHe Kl
Eu a ¥ -
i * . *+ONLI5%EtDH
15EVLAG 25% EtOH ENL 25% ErOH
.
20&VLA11 50%EOH
-10 15kVLAT 50%EtOH
[ ]
ol PR T
ML 50% E+OH 15 £VLAL 50%EtOH
- * 20KV LAS 50% EtOH i
SNL 50%EtOH » K4
-20
-40 -30 -20 -10 a 10 20
F1 (61,31 %)

Slika 17. Analiza glavnih komponenti (PCA analiza) za uzorke lista masline tretirane

argonom i netretirane uzorke lista masline.

PCA analiza je kemometrijska metoda koja u nekoliko dimenzija pojednostavljuje slozen skup
podataka te se dobiveni podatci nakon toga mogu lakse razumijeti (Gajdos Kljusuri¢ i sur.,

2016). U ovom istrazivanju, PCA analiza koriStena je za identificiranje uzoraka, koji su se
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grupirali te nam na taj nac¢in omogudili procjenu sli¢nosti i razlika izmedu njih (Bels¢ak-
Cvitanovi¢ i sur., 2017). Cilj PCA analize bio je izvuéi najvaznije podatke iz tablice podataka
I izraziti ih kao skup novih ortogonalnih varijabli, koje se nazivaju glavnim komponentama ili
faktorima. Slike 16. i 17. prikazuju projekcije uzoraka u prostoru odredene prvim dvjema
glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 za netretirane uzorke i HVED tretirane uzorke.
lako je odabran odreden broj ulaznih varijabli kako bi se opisala varijabilnost cijelog sustava,
Cesto je velik dio tog varijabiliteta opisan malim brojem varijabla koje predstavljaju glavne
komponente. Ako je to ispunjeno, glavne komponente sadrze jednaku koli¢inu informacija kao
ulazne varijable. U ovom sluéaju, na Slici 16., koja prikazuje PCA analizu za uzorke lista
masline tretirane dusikom i netretirane uzorke lista masline, glavne komponente F1 i F2
obuhvacaju 92,74 % varijance originalnih podataka za sve prikazane uzorke lista masline, dok
na Slici 17., koja prikazuje PCA analizu za uzorke lista masline tretirane argonom i netretirane
uzorke lista masline, glavne komponente F1 i F2 obuhvacéaju 93,36 % varijance. Analiza
glavnih komponenti otkriva povezanost medu varijablama i omogucuje tumacenje i
interpretaciju podataka. Kad bismo proveli samo NIR spektroskopiju, do takvih podataka bez

provedene PCA analize, ne bismo mogli do¢i.

PCA analiza podrazumijeva pronalazenje svojstvenih vrijednosti matrice kovarijanci uzoraka,
gdje ulazni podatci ¢ine p varijabli i n opazaja (individua) te imaju oblik matrice p x n. Te
linearne kombinacije su, geometrijski, koordinatne osi novog koordinatnog sustava, koji je
dobiven rotacijom oko starog, s glavnim komponentama kao koordinatnim osima (Jednacak i
sur., 2013). Analiza zapocinje s podatcima o p varijabli za n broja mjerenja (opazaja) koriste¢i
k glavne komponente (k < p), bez gubitka informacija o sustavu. Glavne komponente
predstavljaju smjer maksimalnog varijabiliteta i daju jednostavniji opis strukture skupa
podataka. Svojstvena vrijednost je najveca u prvoj komponenti te je u svakoj sljedecoj sve
manja, a suma svih svojstvenih vrijednosti jednaka je ukupnoj varijanci. Na Slici 16. prva
glavna komponenta, F1, je linearna kombinacija s najve¢om varijancom te sadrzi 59,25 %
varijance, a druga, F2, sadrzi 33,49 % varijance, dok na Slici 17. F1 obuhvaca 61,31 %
varijance, a F2 32,05 %.

Slika 16. prikazuje raspodjelu uzoraka s obzirom na parametre ekstrakcije za netretirane uzorke
I uzorke tretirane dusikom, dok Slika 17. prikazuje raspodjelu netretiranih uzoraka i uzoraka
tretiranih argonom. Veci udio etanola u otapalu i duze vrijeme obrade imaju veci utjecaj na
kemijske spojeve i izazivaju promjene koje se mogu detektirati NIR analizom (3 i 4. kvadrant).
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Za obje PCA analize vrijedi da se u 1. i 2. kvadrantu nalaze uzorci koji su imali blagi tretman,
ekstrahirani ¢istom vodom (0 %-tnim etanolom) ili 25 %-tnim etanolom, krace vrijeme
tretiranja hladnom plazmom te nizi napon ili pak bez tretmana hladnom plazmom. Moze se

uociti trend kretanja uzoraka po ,,jacini" tretmana u smjeru kazaljke na satu.

Dakle, na Slici 16., u 1. kvadrantu nalaze se uzorci kod kojih se kao otapalo za ekstrakciju
koristila ¢ista voda (0 %-tna otopina etanola) ili 25 %-tna otopina etanola, tretirani 3 minute,
pri naponu od 20 ili 25 kV. U 4. kvadrantu smjestili su se uzorci ekstrahirani 25 %-tnim ili 50
%-tnim etanolom, tretirani 3 ili 9 minuta, pri naponu od 20 ili 25 kV, dok su u 3.kvadrantu
prisutni oni uzorci koji su ekstrahirani 25 %-tnim ili 50 %-tnim etanolom, netretirani
(podvrgnuti konvencionalnoj ekstrakciji) ili HVED tretirani 3 ili 9 minuta, pri naponu od 20 ili
25 kV. Mozemo primijetiti da udio etanola u vodi i primijenjeni napon u HVED tretmanu imaju
veliku ulogu kod ekstrakcije i promjena u biljnom materijalu. Kad se etanol kombinira s vodom,
on razara veze izmedu fenolnih spojeva i komponenata biljnog materijala na kojima su oni

vezani.

Na Slici 17. u 4. kvadrantu zastupljeni su uzorci ekstrahirani u 25 %-toj ili 50 %-tnoj otopini
etanola, tretirani 3 ili 9 minuta, pri naponu od 15 ili 20 kV, dok su u 3.kvadrantu prisutni oni
uzorci koji su imali ,,ja¢i* tretman $to podrazumijeva ekstrakciju u 50 %-tnoj otopini etanola,
netretirani (podvrgnuti konvencionalnoj ekstrakciji u trajanju od 3 ili 9 minuta) ili podvrgnuti
HVED tretmanu u trajanju od 3 minute, pri naponu od 20 kV. U 1. kvadrant smjestili su se
uzorci ekstrahirani ¢istom vodom (0 %-tna otopina etanola) ili 25 %-tnom otopinom etanola,
tretirani 3 ili 9 minuta pri naponu od 15 ili 20 kV te su takvi tretmani uzrokovali drugadije
promjene u kemijskoj strukturi za razliku od onih u 3. kvadrantu, s obzirom da bi suprotni

kvadranti po dijagonali trebali pokazati razlike u uzorcima.
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Projekcija u prostoru (osi F1 i F2: 83,35 %4)
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Slika 18. Analiza glavnih komponenti na temelju rezultata ukupnih fenola i antioksidacijske
aktivnosti odredene FRAP, DPPH i ORAC metodom za tretirane i netretirane uzorke lista

masline.

Slika 18. daje prikaz korelacije rezultata ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti dobivene
FRAP, DPPH i ORAC metodom za sve uzorke lista masline, a projekcija u prostoru odredena
je prvim dvjema glavnim komponentama oznacenima s F1 i F2 koje obuhvacaju 83,35 %
varijance originalnih podataka za sve uzorke lista masline. MoZemo primijetiti da su se u 4.
kvadrantu smijestili uzorci koji pokazuju visoku vrijednost ukupnih fenola, a isto tako i visoku
vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom. Uzorci smjesteni u 2.
kvadrantu pokazuju suprotno te kod njih nije odredena visoka vrijednost ukupnih fenola niti
visoka antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom. Kao primjer mozemo uzeti uzorke
LN11 i LA7 smjestene u 4. kvadrantu, tretirane u 50 %-tnoj otopini etanola, pri tretmanu u
trajanju od 3 minute i naponu od 25 KV u struji dusika te 9 minuta i naponu od 15 kV u struji
argona, koji pokazuju visok udio ukupnih fenola; 45,82 + 0,16 mg GAE g* za LN11i 53,64 +
0,14 mg GAE g* za LA7. Kad te vrijednosti usporedujemo s uzorcima koji se nalaze u
suprotnom, odnosno 2. kvadrantu, primjerice uzorci LN10 (28,95 + 0,11 mg GAE g?) i LA10
(21,21 £0,04 mg GAE g%), koje karakterizira tretman ekstrakcije u ¢istoj vodi (0 %-tna otopina
etanola) u trajanju od 9 minuta, u struji argona pri naponu od 20 kV, odnosno dusika pri naponu

od 25 kV, vidimo da su te vrijednosti udjela ukupnih fenola puno nize. Ovo je jo§ jedan
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pokazatelj vaznosti odabira otapala za ekstrakciju te da se vise fenolnih spojeva ekstrahira u
otapalu koje nije Cista voda, ve¢ smjesa vode i etanola u omjeru 1:1. Isti trend prati i
antioksidacijska aktivnost odredena FRAP metodom. Uzmemo li opet za primjer uzorke LN11
i LA7 smjestene u 4. kvadrantu, koji su pokazali visoke vrijednosti ukupnih fenola, mozemo
primijetiti da je u njima izmjeren i visi antioksidacijski kapacitet u vrijednostima od 561,93 +
9,11 umol FE g i443,36 = 5,21 pmol FE g, u odnosu na uzorke LN10 i LA10 koji se nalaze
u 2. kvadrantu te pokazuju nizi antioksidacijski kapacitet u vrijednostima od 256,21 + 5,74
umol FE g? i 196,21 + 2,97 umol FE g*. Stoga, ukoliko Zelimo iz lista masline ekstrahirati
visok udio fenola, visoke antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom, mozemo
odabrati tretmane koje posjeduju uzorci grupirani u 4. kvadrantu. Uzorci koji su pokazali visoku
antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH i ORAC metodom smjesteni su u 1. kvadrantu, a u
suprotnom, odnosno 3. kvadrantu, nalaze se uzorci koji pokazuju nisku antioksidacijsku
aktivnost. Tako npr. uzorci LN1 i LA1 smjesteni u 1. kvadrantu, kod kojih se kao otapalo za
ekstrakciju koristila 50 %-tna otopina etanola, a vrijeme tretmana bilo je 3 minute pri nizim
vrijednostima napona, pokazuju vecu vrijednost antioksidacijske aktivnosti odredene DPPH
metodom; 31,49 + 0,07 umol TE g? za LN1 i 30,78 £ 0,15 umol TE g za LAL, u usporedbi s
uzorcima koji se nalaze u 3. kvadrantu, npr. LN4 (27,46 = 0,08 umol TE g?) i LA4 (25,53 +
0,08 umol TE g?) koji su ekstrahirani ¢istom vodom, tj. 0 %-tnom otopinom etanola, 3 minute,
pri nizim vrijednostima napona. Isti trend prati i antioksidacijska aktivnost odredena ORAC
metodom, odnosno uzorci koji pokazuju visoku antioksidacijsku aktivnost odredenu DPPH
metodom, imaju i veéu antioksidacijsku aktivnost odredenu ORAC metodom. Tako uzorci LN1
1 LA1 imaju antioksidacijsku aktivnost odredenu ORAC metodom 270,99 + 13,03 umol TE g
11179,89 + 10,19 umol TE g, za razliku od suprotno smjestenih uzoraka LN4 i LA4, kod kojih
ona iznosi 81,95 + 5,86 umol TE g i 2,74 + 1,88 pmol TE g™. I u ovom slucaju, kao i kod
ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti odredene FRAP metodom, moZemo primijetiti da
je veca antioksidacijska aktivnost ekstrahiranih fenola dobivena u otapalu koje ¢ini smjesa vode

i etanola u omjeru 1:1.

Iz dobivenih rezultata mozemo primijetiti da udio etanola u vodi ima najvazniju ulogu u
ekstrakciji fenolnih spojeva iz uzoraka lista masline te se kao najbolje otapalo pokazala otopina
s najve¢im udjelom etanola, odnosno 50 %-tna otopina etanola. Dulje vremensko trajanje
ekstrakcije i primijenjeni napon u HVED tretmanu takoder doprinose veéoj koncentraciji
ukupnih fenola. Odabir vrijednosti napona ovisi 0 odabiru ostalin parametera, odnosno o
njihovoj kombinaciji.
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4.7. PCR ANALIZA - REGRESIJA GLAVNIH KOMPONENTI

Za razvijanje predikacijskih modela i za analizu odnosa NIR spektra i sadrzaja bioaktivnih

sastojaka u ekstraktima lista masline, primijenjena je regresija glavnih komponenti (PCR

analiza). Cilj PCR analize bio je ispitati primjenjivost NIR spektroskopije u svrhu predikcije
udjela ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti (FRAP, DPPH i ORAC), u netretiranim i

HVED tretiranim ekstraktima lista masline uz upotrebu vode, 25 %-tnog i 50 %-tnog etanola

kao otapala. PCR analiza provedena je u programu XLStat (Microsoft Office Excel 2010), a

modeli su dobiveni koristenjem izvornih spektara bez pred procesiranja.

Tablica 12. Statisticki pokazatelji razvijenih PCR modela za predikciju ukupnih fenola i
antioksidativne aktivnosti (FRAP, DPPH i ORAC) za uzorke lista masline.

Broj Valna 2 Prilagodeni
modela  duljina (nm) R R? RMSE RPD RER
UF
0,999 0,999 0393 35480 154,186
FRAP
MODEL o, o 0,096 0,870 37620 2,769 13,253
1 DPPH
0,980 0,421 1698 1314 5027
ORAC (999 0,083 11856 7750 25457
UF 0,999 0,999 0125 112,128 487,276
FRAP
MODEL .0 oo 0,979 0,379 82100 1269 6,073
2 DPPH
0,951 -0.433 2671 0835 3196
ORAC (997 0,899 20163 10,350 3,151
UF 0,999 0,999 0394 35426 153951
904- FRAP
MOI33EL 032 1350- 0,096 0,871 37455 2,782 13311
1699 DPPH 4 950 0,422 1696 1316 5033
ORAC (998 0,928 24681 3723 12229
UF 0,397 0,125 13056 1,069 4,647
FRAP
MODEL o . 0,623 0,453 77022 1353 6473
4 DPPH
0,539 0,331 1825 1223 4677
ORAC (984 0,534 62,706 4813 1465
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Slika 19. Linearna regresija predvidenih vrijednosti u odnosu na eksperimentalne podatke za
uzorke lista masline za sadrzaj ukupnih fenola te antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP,
DPPH i ORAC metodom.

U Tablici 12. prikazane su vrijednosti parametara PCR analize koji su dobiveni razvijanjem
Cetiri modela s razli¢itim rasponom valnih duljina za esktrakt lista masline, ukljucujuci
vrijednosti za ukupne fenole (UF), antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom, DPPH
metodom te ORAC metodom. Svaki od njih ima pripadajuci koeficijent determinacije za model
(R?), prilagodeni koeficijent determinacije (prilagodeni R?), korijen srednje standardne
pogreske (RMSE), omjer standardne pogreske predikcije i standardne devijacije (RPD) te omjer
raspona pogresaka (RER). Koeficijent determinacije (R?) pokazuje koliko se dobro podatci
uklapaju u model, a njegova se vrijednost moze kretati izmedu 0 i 1 te Sto je taj broj blizi
jedinici, to je model reprezentativniji, dok je prilagodeni R? korekcija za R?, te u obzir uzima

broj koristenih varijabli u modelu. RMSE mjeri prosje¢nu toc¢nost predikcije 1 ima interval
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pouzdanosti 95 % pa tako npr. ako neki model predvida udio glukana 40 %, a vrijednost RMSE
iznosi 1 %, postoji 95 % Sanse da sadrzaj glukana u tom uzorku bude izmedu 38 i 42 %. Sto je
veca RPD vrijednost, to je model precizniji, a RER vrijednost obi¢no je oko Cetiri do pet puta
veca od RPD wvrijednosti (Celignis Analytical, 2018). Za izvrsne modele koeficijent
determinacije (R?) trebao bi biti ve¢i od 0,95, dok bi omjer standardne pogreske predikcije i
standardne devijacije (RPD) trebalo imati vrijednost ve¢u od 6,5. Visoko prihvatljivi modeli
imaju R2veéi od 0,8 i RPD veéi od 3 te nize vrijednosti RMSE, dok izvrsni modeli imaju visoku
vrijednost R?, ve¢u od 0,9, i RPD preko 5. Prema medunarodnim odobrenim metodama,
upotreba RPD-a kao pokazatelja procjene modela predvidanja je sljedeca: ako je RPD veci ili
jednaki 2,5, model je prikladan za kontrolu procesa, ako je veéi ili jednaki 5, model je prihvatljiv
za kontrolu kvalitete te ako je vrijednost RPD-a veca ili jednaka 8, model je dobar za kontrolu

procesa, razvoj 1 primijenjena istrazivanja (BelS¢ak-Cvitanovi¢ i sur., 2017).

U prvom modelu (model 1) korisSten je cijeli spektar valnih duljina, od 904 do 1699 nm, dok je
u ostalim modelima pri modeliranju koristen dio spektra gdje su prethodnom NIR
spektroskopijom uocene promjene, pa je tako u modelu 2 raspon valnih duljina od 1350 do
1699 nm, u modelu 3 od 904 do 932 nm i od 1350 do 1699 nm, a u modelu 4 od 904 do 932
nm te su na taj na¢in odvojene vrijednosti parametara modela. Koeficijent determinacije se u
dobivenim modelima kretao izmedu 0,397 10,999, dok se prilagodeni koeficijent determinacije
kretao izmedu -0,43310,999. Model 1 pokazao je visoke vrijednosti koeficijenta determinacije
(R?) za promatrane uzorke, ve¢e od 0,980, §to nam govori o dobroj linearnoj povezanosti
izmedu vrijednosti NIR spektra snimljenih uzoraka i fenolnih spojeva, a slicne vrijednosti

pokazao je i model 3 u kojem su takoder dobivene visoke vrijednosti koeficijenta determinacije

(R%).

Najbolja predikcija za ukupne fenola (UF) i antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP, DPPH
i ORAC metodom postignuta je pri razli¢itim valnim duljinama te je prikazana na Slici 19.
Dobiveni model za ukupne fenole izvrsni je za predvidanje, s vrijednostima parametara 0,99 za
R? (R?je veé¢iod 0,95) i 112,128 za RPD (RPD je veci od 6,5) te 487,276 za RER, te je dobiven
koriStenjem dijela spektra, to¢nije pri valnim duljinama od 1350 do 1699 nm. Takoder, izvrsni
modeli za predvidanje ukupnih fenola dobiveni su koristenjem cijelog spektra valnih duljina i
koristenjem spektra valnih duljina u rasponu od 904 do 932 nm i od 1350 do 1699 nm, dok je
za antioksidacijsku aktivnost odredenu ORAC metodom izvrsni model dobiven koristenjem
cijelog NIR spektra (od 904 do 1699 nm), s vrijednostima parametara R? 0,999, RPD 7,750 te
RER 25,457. Prikazani modeli za antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP i DPPH metodom
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dobiveni su koristenjem dijela spektra pri valnim duljinama od 904 do 932 nm i od 1350 do

1699 nm. Model koji je dobiven za antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom, prema
dobivenim parametrima (R? 0,996, RPD 2,782 i RER 13,311) spada u skupinu visoko
prihvatljivih modela za predvidanje, dok model dobiven za DPPH zbog preniske RPD i RER
vrijednosti (R?0,980, RPD 1,696 i RER 5,033) nije prikladan za predvidanje antioksidacijske

aktivnosti odredene DPPH metodom za ekstrakte lista masline. Koristenjem valnih duljina u

rasponu od 904 do 932 nm dobiveni su manje reprezentativni modeli. U tim modelima

primijeéene Su niZe vrijednosti R?, ve¢inom nize od 0,623, osim za ORAC gdje R? iznosi 0,984,

a vrijednosti RPD krecu se izmedu 1,069 14,813 pa u skladu s dobivenim vrijednostima, takvi

modeli ne bi bili prikladni za kvantitativnu analizu ekstrakata lista masline s obzirom na sadrzaj

ukupnih fenola te antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP, DPPH i ORAC metodom.

4.8. VELICINA CESTICA | INDEKS POLIDISPERZIJE

Tablica 13. Vrijednosti veli¢ine Cestica i indeksa polidisperzije.
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Odmah nakon elektroporacije, biljne stanice nabubre u Cetiri stupnja te propustaju ione u
vanjsko podruéje stanice. Tada dolazi do ekstrakcije razli¢itih molekula, ukljucujuci i
polifenole, a ekstrakcija ovisi o veli¢ini pora. HVED tretman uzrokuje ostecenje stani¢ne
membrane do kojeg dolazi uslijed pojave udarnih valova karakteristi¢énih za visokonaponsko
praznjenje. Dakle, HVED tretman ima vazan doprinos U mehani¢kom oS$tecenju stani¢ne
membrane, raspadu stani¢ne stijenke, homogenizaciji i agregaciji stanica. Rezultati veli¢ine
Cestica i indeksa polidisperzije (PDI) u netretiranim i HVED tretiranim ekstraktima lista
masline prikazani su u Tablici 13. Istrazivanja su pokazala da se stabilnost povecava s padom
veli¢ine Cestica (Rahn-Chique i Urbina-Villalba, 2016).

Rezultati pokazuju moguénost upotrebe HVED tehnologije u industriji u svrhu proizvodnje
stabilnih emulzijskih sustava. Prosje¢ni promjer cCestica u uzorcima podvrgnutima
konvencionalnoj ekstrakciji s etanolom kao otapalom krece se iznad 300 nm te takvi uzorci nisu
pogodni za stvaranje stabilnih emulzijskih sustava. Medutim, mozemo primijetiti da se u HVED
tretiranim uzorcima, gdje je kao otapalo koristen 25 %-tni etanol (LN5, LN6, LN9, LN12 i
LA5, LAG, LAY, LA12), hidrodinamic¢ki promjer ¢estica Smanjuje pa je pomocu takvih sustava

moguce proizvesti stabilne emulzijske sustave.

Od fizi¢kih svojstava dobivenih ekstrakta ispitivan je i PDI, koji pokazuje mjeru za
homogenost, odnosno Sirinu raspodjele veli¢ine Cestica. Vrijednost PDI u rasponu od 0,1 do
0,25 ukazuju na usku, a iznad 0,5 na Siroku raspodjelu veli¢ine ¢estica (Wu i sur., 2011). U
ovom istrazivanju, vrijednosti PDI krecu se iznad 0,3, dok bi u idealnom slu¢aju PDI trebao biti
manji od 0,3, upravo zbog razloga Sto vrijednosti vece od 0,3 podrazumijevaju $iru raspodjelu

velicine Cestica te takve Cestice nisu monodisperzne, odnosno nisu jednake veli¢ine.

4.9. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Multivarijantna analiza varijance (MANOVA) provedena je da bi se ispitao utjecaj ulaznih
varijabli na izlazne. Tablica 14. i Tablica 15. pokazuju utjecaj vremena trajanja tretmana,
primijenjenog napona, udjela etanola u vodi te njihovih medusobnih interakcija (vrijeme
tretiranja i primijenjeni napon, vrijeme tretiranja i udio etanola u vodi, primijenjeni napon i udio
etanola u vodi) na ekstrakciju ukupnih fenola, prinos ekstrakcije, antioksidacijsku aktivnost
odredenu FRAP, DPPH i ORAC metodom te na dinamicko rasprsenje svjetlosti (DLS) i indeks
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polidisperzije (PDI). U prikazanoj tablici, p-vrijednost < 0,05 pokazuje znacajan utjecaj odredenog

parametra na koli¢inu ekstrahiranih fenola, prinos ekstrakcije, antioksidacijski kapacitet te na

dinamicko rasprsenje svjetlosti i indeks polidisperzije.

Tablica 14. Statisticka znacajnost za dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS), indeks
polidisperzije (PDI), ukupne fenole, antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP, DPPH i ORAC

metodom i prinos ekstracije za uzorke tretirane dusikom.

GLAVNI UCINCI INTERAKCIJE
Izvor R— : R
A: vrijeme B: C: udio AB AC BC
tretiranja  napon  etanola
Dinamicko rasprSenje 04132 03820 0,0277 0,3044 0,1810 0,0969
svjetlosti (DLS)
Indeks polidisperzije (PDI) 0,2785 0,4608 0,2353 0,7913 10,3141 0,5596
Ukupni fenoli 0,7034 0,8342 0,0652 0,7084 0,5300 0,5030
p-vrijednost FRAP 0,5573 0,2974  0,3888 0,6255 0,3050 0,6206
DPPH 0,1798 0,8050 0,1974 0,1946 0,6913 10,4720
ORAC 0,7050 0,3692  0,1477 0,2985 10,4078 10,4346
Prinos ekstrakcije 0,7026 0,8341 0,0650 0,7089 0,5312 0,5062

Tablica 15. Statisticka znaCajnost za dinamicko rasprSenje svjetlosti (DLS), indeks
polidisperzije (PDI), ukupne fenole, antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP, DPPH i ORAC

metodom i prinos ekstracije za uzorke tretirane argonom.

GLAVNI EFEKTI INTERAKCIJE
lzvor AT . oA
A: vrijeme B: C: udio AB AC BC
tretiranja  napon  etanola
Dinamicko rasprienje 0,6704  0,1982 0,3177 0,3569 0,6945 0,8880
svjetlosti (DLS)
Indeks polidisperzije (PDI) 0,4634 0,1982 0,2114 0,9126 0,7919 0,9259
Ukupni fenoli 0,1972 0,1982 0,1067 0,6437 0,6604 0,9387
p-vrijednost FRAP 0,6781 0,1982 0,1791 0,4250 10,8373 10,7394
DPPH 0,7467 0,1982 0,2450 0,2872 10,6684 0,4903
ORAC 0,5049 0,9521 0,0342 0,8851 0,6926 0,8592
Prinos ekstrakcije 0,1982 0,4710 0,1072 0,6450 0,6633 0,9392
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Vrijednosti statisticke analize pokazuju da udio etanola u otapalu za ekstrakciju ima statisticki
znacajan utjecaj kod tretmana lista masline u struji duSika kod odredivanja dinamickog
rasprSenja svjetlosti (Tablica 14.), gdje je p-vrijednost < 0,05 te iznosi 0,0277. Osim toga, udio
etanola u otapalu ima statisti¢ki znacajan utjecaj kod tretmana lista masline u struji argona za
odredivanje antioksidacijske aktivnosti ORAC metodom (Tablica 15.), gdje je p-vrijednost
takoder < 0,05 i iznosi 0,0342.

Za ekstrakciju je vrlo vazno odabrati pogodno otapalo, a otapalo ovisi o vrsti 1 karakteristikama
spojeva koje zelimo ekstrahirati. Zbog prisutnosti OH skupine na aromatskom prstenu,
polifenoli su uglavnom polarni spojevi pa jako polarna otapala, kao Sto je npr. voda, 1 nepolarna
otapala, kao §to su npr. kloroform i heksan, nisu pogodni za njihovu ekstrakciju. Koristenje
¢istog alkohola kao otapala za ekstrakciju smanjilo bi u¢inak esktrakcije, dok bi se koristenjem
Ciste vode mogao dobiti esktrakt s visokim sadrzajem necisto¢a (npr. organskih kiselina, Secera,
topljivih proteina) te bi takve necisto¢e mogle utjecati na identifikaciju i kvantifikaciju ukupnih
fenolnih spojeva. Upravo kombinacija vode i alkohola rezultira umjereno polarnim medijem
koji osigurava optimalne uvjete za ekstrakciju fenolnih spojeva, te osim toga, takva kombinacija
dovodi do poveéanog bubrenja biljnog materijala $to uzrokuje jace prodiranje otapala, povecava
se kontaktna povrSina izmedu uzorka i otapala pa je i ucinak ekstrakcije bolji (Rafiee i sur.,

2011).

lako ne pokazuje statisticki znacajan utjecaj (p-vrijednost nije < 0,05), primijenjeni napon i
vremensko trajanje tretmana u visokonaponskom elektriénom praznjenju takoder utjeCu na
ekstrakciju. Sto je napon veéi, to su ja¢i strujni udari i elektri¢ni izboji koji poveéavaju
efikasnost procesa elektroporacije i izlazak bioaktivnih komponenti iz biljnih stanica. Medutim,
reaktivni spojevi koji nastaju kod HVED tretmana pri viS§im naponima ne bi smijeli smanjiti
antioksidacijsku aktivnost dobivenih ekstrakata, zbog ¢ega je vrlo vazno optimirati primijenjeni
napon za uspjesnu ekstrakciju. Takoder, vaZzno je odrediti optimalno trajanje tretmana koje ¢e
dovesti do ekstrakcije vece koncentracije fenolnih spojeva, kao i do njihove vece

antioksidacijske aktivnosti.
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Iz dobivenih rezultata mozemo uociti da razliCiti parametri tretmana visokonaponskog
praznjenja utje¢u na fenolne spojeve i njihovu antioksidacijsku aktivnost. Kakva ¢e biti
koncentracija ukupnih fenola i njihova antioksidacijska aktivnost, ovisi o izboru radnog plina,
vremenu izloZenosti hladnoj plazmi, primijenjenom naponu, kao i o udjelu etanola u otapalu.
Etanol u kombinaciji s HVED-om kida vezu izmedu fenolnih spojeva i biljnog materijala na
koji su oni vezani. Kod elektricnog praznjenja plazme u tekucini, odnosno ekstraktu, plazma se

najprije razvija u mjehuri¢ima dusika i argona koji se upuhuju te se nakon toga $iri u tekuéini.

Nakon provedenog istraZivanja, iz dobivenih rezultata moZemo vidjeti da koncentracija
ukupnih fenola raste pove¢anjem vremena tretiranja, pove¢anjem napona u HVED tretmanu te
poveéanjem udjela etanola u otapalu za ekstrakciju. Primje¢ujemo i porast ukupnih fenolnih
spojeva i antioksidativne aktivnosti odredene FRAP metodom, u usporedbi s konvencionalnom

metodom ekstrakcije (smjesa otapala pod istim uvjetima kao i tretirani uzorci).

HVED metodu moZemo definirati kao efikasnu, ali skupu s obzirom na troskove opreme.
Moguca primjena HVED tehnologije kao metode za ekstrakciju u industriji, na pocetku bi
zahtijevala vecu potrosnju kapitala te vecu potrosnju energije, a pozornost bi trebalo obratiti i
na ucestalu koroziju elektroda, naroc¢ito ako kupujemo jeftine elektrode od nehrdajuceg cCelika.
Medutim, dugoro¢no ova netoplinska metoda pokazuje potencijal u smanjenju potroSnje
elektri¢ne energije te, zbog toga S§to se odvija pri sobnoj temperaturi, omogucuje da se
denaturacija spojeva izbjegne ili smanji. Stoga postoji dugoro¢na i odrziva primjena HVED

metode u prehrambenoj, kao i farmaceutskoj i kozmeti¢koj industriji.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata i provedene rasprave moze se zakljuciti sljedece:

1. Ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista masline uspjesno je provedena pomocu
visokonaponskog elektrinog praznjenja koristenjem zelenih otapala - ¢iste vode i
smjese vode i etanola.

2. Svi HVED tretirani uzorci imali su vece vrijednosti koncentracije ukupnih fenola od
netretiranih uzoraka pri istoj temperaturi. Najve¢i prinos fenolnih spojeva u ekstraktu
lista masline postignut je upotrebom 50 %-tne vodene otopine etanola, kod tretmana u
struji argona u trajanju od 9 minuta i pri naponu od 20 kV te iznosi 6,60 + 0,01 %, §to
je 3,20 puta vise u odnosu na uzorak koji je obraden konvencionalnom ekstrakcijom u
istim uvjetima tretiranja. Najveci prinos kod tretmana u struji dusika postignut je
upotrebom 50 %-tne vodene otopine etanola, pri tretmanu u trajanju od 3 minute i
naponu od 20 kV te iznosi 4,92 + 0,01 %.

3. UPLC/MS-MS metoda pokazala je da je najzastupljeniji spoj u ekstraktu lista masline
oleuropein te da je HVED tretman pri najviSem naponu i vremenu tretmana od 9 minuta
rezultiralo razgradnjom oleanolne kiseline u ekstraktima lista masline.

4. Odredivanje antioksidacijske aktivnosti FRAP metodom pokazalo je povecanje
antioksidacijskog kapaciteta tretiranih uzoraka u odnosu na netretirane, dok DPPH i
ORAC metoda nisu pokazale znacajne razlike.

5. Strukturne promjene izazvane visokonaponskim elektri¢énim praznjenjem u ekstraktima
lista masline uoc¢ene su primjenom blisko-infracrvene spektroskopije u rasponu valnih
duljina od 904 do 932 nm te od 1350 do 1699 §to upucuje na strukturne promjene
fenolnih spojeva.

6. Metoda regresije glavnih komponenti (PCR) pokazala je primjenjivost NIR
spektroskopije u predikciji udjela ukupnih fenola i antioksidacijske aktivnosti. Na
temelju razvijenih modela vidljivo je da se analizom cijelog spektra, od 904 do 1699
nm, dobio najbolji model za antioksidacijsku aktivnost odredenu ORAC metodom; dok
su koristenjem dijela spektra, gdje su uocene promjene na kemijskim grupama fenolnih
komponenti, dobiveni najbolji modeli za predikciju sadrzaja ukupnih fenola (od 1350
do 1699 nm) i antioksidacijsku aktivnost odredenu FRAP metodom (od 904 do 932 nm
i od 1350 do 1699 nm). Model dobiven za DPPH metodu nije prikladan za predvidanje

antioksidacijske aktivnosti u ekstraktima lista masline.
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7. Prosjecni promjer Cestica u uzorcima koji su obradeni HVED tretmanom s 25 %-tnim
etanolom kao otapalom krece se oko ili ispod 300 nm te su takvi uzorci pogodni za
stvaranje stabilnih emulzijskih sustava.

8. Parametri HVED tretmana, koji su pokazali utjecaj na ekstrakciju ukupnih fenola i
antioksidacijsku aktivnost su udio etanola u vodi, vrijeme tretiranja, vrsta plina te
primijenjeni napon, dok statisti¢ki znacajan utjecaj pokazuje udio etanola u vodi.

9. Esktrakti lista masline dobiveni pomoc¢u zelenih otapala, u skladu s principima zelene
ekstrakcije i odrzivosti omogucavaju ustedu energije, manji utroSak otapala, brze
dobivanje rezultata te ekoloski pristup okolisu. Takvi ekstrakti imaju visoku nutritivnu

vrijednost te su bogati antioksidansima i fenolnim spojevima.
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