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1. UVOD

Maslina (Olea europaea L.) je zimzelena biljka iz porodice Oleaceae, vrlo je vazna
poljoprivredna kultura koja se uzgaja Sirom svijeta, dok 98 % svjetskog usjeva raste na
podruc¢ju mediteranskih zemalja. Listovi masline su nusproizvod u Kkultivaciji maslina te u
proizvodnji maslinovog ulja, a smatraju se jeftinom sirovinom koja moze posluziti kao izvor

visoko vrijednih spojeva poput odredenih skupina fenola.

Koristenje maslinovih listova poznato je stolje¢ima pa su tako na mediteranskom podrucju
koristeni u narodnoj medicini za lijeCenje groznice i malarije kao i za procese konzerviranja
hrane. Ljekovitost maslinovog ulja i listova dokazana je mnogim istrazivanjima, a zdravstveni
ucinak se ostvaruje brojnim bioloski aktivnim spojevima. Razne studije su potvrdile kako
listovi masline imaju antioksidacijsko, hipoglikemijsko, antihipertenzivno, antimikrobno te

antiaterosklerotsko djelovanje.

S obzirom na velik broj razli¢itih skupina polifenolnih spojeva s razli¢itom strukturom i
svojstvima, danas postoji velik broj ekstrakcijskin metoda koje se koriste za izolaciju
polifenola iz lista masline. Jedna od novijih tehnika je ubrzana ekstrakcija otapalima
(Accelerated Solvent Extraction, ASE) s brojnim prednostima pred konvencionalnom
tehnikom ekstrakcije poput moguénosti primjene otapala koja ne zagaduju okolis, kao i
upotreba manje koli¢ine otapala za veci ekstrakcijski prinos. Ova se tehnika smatra ekoloski
prihvatljivom metodom koja kombinacijom visoke temperature i tlaka s teku¢im otapalima
omogucuje brzo i1 ucinkovito ekstrahiranje bioaktivnih spojeva. U usporedbi s ostalim
tehnikama ekstrakcije, posebnost ove ekstrakcije ogleda se u moguénosti visokog stupnja
automatizacije te provedbu ekstrakcije u ciklusima, ¢ime se znacajno Stedi utrosak otapala,

vremena i energije, a istovremeno povecava iskoriStenje ekstrakcije.

Stoga je cilj ovog rada bio ispitati u¢inkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista
masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku (ASE) variranjem
statickog vremena ekstrakcije (5, 10 i 15 minuta), temperature ekstrakcije (60 °C, 80 °C 1 100
°C) kao 1 broja ciklusa ekstrakcije (1 ili 2 ciklusa) uz 50 % vodenu otopinu etanola. U
pripremljenim ekstraktima odredeni su maseni udjeli ukupnih fenola, flavonoida, flavonola i
hidroksicimetnih kiselina te su na temelju dobivenih rezultata odredeni optimalni parametri
ASE ekstrakcije pri kojima se postizu najveci prinosi svih odredivanih skupina fenolnih

spojeva.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. MASLINA (Olea europea L..)

Maslina (Olea europaea L.) (Slika 1.) je zimzelena biljka iz porodice Oleaceae koja se
uzgaja u mnogim dijelovima svijeta, a prvenstveno na podru¢ju Mediterana (Vogel i sur.,
2015). Dugovjecna je, pa njena stabla mogu dozivjeti i viSe stotina godina (Benci¢ i sur.,
2011). Raste na oskudnom tlu, gotovo bez vode, ali uz obilje sunca. Zbog visokog postotka
ulja u plodovima (15-35 %), maslina je dobila ime po latinskoj rije¢i olea, $to znaci ulje.
Smatra se jednom od najstarijih kultura poznata je ve¢ izmedu 5 000 i 7 000 godina, a
porijeklom je s Krete (Therios, 2008).

Maslina (uljika, ulika) spada u red Oleales, porodicu Oleaceae, podporodicu
Oleoideae i rod Olea. Neki od znacajnijih i poznatijih rodova koji takoder pripadaju porodici
Oleaceae su Fraxinus (jasen), Forsythia (forzicija), Ligustrum (kalina) i Syringa (jorgovan)
(Therios, 2008).

Rod Olea obuhvaca najmanje 30-35 vrsta, a vrsta O. europaea ukljucuje mnoge grupe
i viSe od 2 600 kultivara, od kojih su mnogi ekotipovi. Divlja maslina O. oleaster i kultivirana

maslina O.sativa su glavne vrste maslina na podru¢ju Mediterana (Therios, 2008).

Maslina je vrlo vazna poljoprivredna kultura, Sirom svijeta uzgaja se na podrucju od
oko 8 milijuna hektara, dok 98 % svjetskog usjeva raste u mediternskim zemljama (Abaza i
sur., 2015). Glavni proizvod dobiven iz stabla masline je maslinovo ulje, kojeg se godisnje

proizvede oko 11 milijuna tona (Vogel i sur., 2015).

Slika 1. Maslina (Olea europea L.) (Anonymous 1, 2015)
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Maslinarstvo ima dugu tradiciju i u Hrvatskoj. Prema dostupnim podacima, u 2009.
godini u Hrvatskoj je proizvedeno 32 592 t ploda od ¢ega je dobiveno 4 917 t maslinovog
ulja. U priobalnom podru¢ju Hrvatske maslina je najraSirenija voc¢na kultura, a Dalmacija
danas broji oko 3,5 milijuna stabala masline. U uzgoju je prisutan veliki broj kultivara, a
najbrojniju i gospodarski najvrjedniju sortu masline predstavlja Oblica koja se uzgaja na

cijelom uzgojnom podrucju masline u Hrvatskoj ve¢ vise od 2000 godina (Striki¢, 2015).

Oblica se smatra autohtonim kultivarom. Sadrzaj ulja u plodu varira od 18-21 %,
ovisno o uzgojnom podrucju i uvjetima uzgoja. Osim krupnog ploda, sorta ima visoku
toleranciju na susu, dobro uspijeva na siromasnim i Skrtim tlima te podnosi jace udare vjetra.
List je srednje krupan, dug i Sirok, elipticnog oblika s valovitom povr§inom, sivomaslinaste
boje lica. Masa ploda varira od 2,5 do 14,5 grama, uz prosje¢nu masu oko 5 grama. Zbog
krupnoce, sorta se koristi za zeleno i crno konzerviranje te preraduje u ulje. Veoma je
adaptabilna sorta i moze se uzgajati na razli¢itim poloZzajima, nagibima i nadmorskim
visinama (Striki¢, 2015).

Osim ploda, list masline takoder ima znac¢ajnu vrijednost te se u posljednje vrijeme sve
vise istrazuje njegov bioloski potencijal. Listovi masline, u prosjeku dugacki 5-8 cm, ovalno
kopljastog oblika, cjeloviti 1 koZzasti na izboju su smjesteni nasuprotno. Mladi listovi imaju
‘Zzivu’ zelenu boju, a starenjem poprimaju zagasitu zelenu - maslinastu boju zbog prisutnosti
tanina. Ovisno o sorti, nali¢je listova mozZe biti manje ili viSe srebrnasto, $to moZe imati

krajobraznu i ukrasnu vrijednost. Listovi, u prosjeku, traju oko tri godine (Therios, 2008).

Na mediteranskom podrucju listovi masline su nusproizvod u kultivaciji maslina te u
proizvodnji maslinovog ulja (Abaza i sur., 2015). Termin ,listovi masline” odnosi se na
mjeSavinu listova 1 gran¢ica maslina dobivenih tijekom procesa orezivanja, berbe i ¢iS€enja
maslina (El 1 sur., 2009). Dostupni su tijekom citave godine, a znacajne koli¢ne se nakupljaju
tijekom perioda orezivanja kada od jednog stabla moze nastati i do 25 kg nusprodukta te
tijekom berbe kada se dobije 5 % nuspodukta od ukupne ubrane koli¢ine (Abaza 1 sur., 2015;

Salah i sur., 2012).

Listovi masline smatraju se jeftinom sirovinom koja mozZe posluZiti kao izvor visoko
vrijednih spojeva poput fenolnih spojeva i upravno zbog toga u posljednjih nekoliko godina
dolazi do porasta interesa za istrazivanjem lista masline (Salah i sur., 2012). Ekstrakti lista
masline sve viSe se koriste u medicini, prehrambenoj industriji za produljenje trajnosti hrane

te u razvoju funkcionalnih proizvoda, osim toga koriste se u razvoju kozmetic¢kih proizvoda i
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farmaceutika. Listovi masline mjeSaju se sa prezrelim maslinama tijekom proizvodnje ulja
kako bi se dobilo ulje boljeg okusa (Talhaoui i sur., 2014) ili se ekstrakt maslinovog lista
direktno dodaje u jestiva ulja poput maslinovog ulja, suncokretovog ulja ili palminog ulja

¢ime se poboljsava antioksidacijski kapacitet i stabilnost ulja (Salta i sur., 2007).

2.2. KEMIJSKI SASTAV LISTA MASLINE

Kemijski sastav lista masline varira ovisno o podrijetlu, udjelu grancica, uvjetima
skladistenja, klimatskim uvjetima, sadrzaju vlage i stupnju oneciS¢enja te ovisno o
primjenjenim procesima prerade, tj. procesima suSenja i ekstrakciji (Rahmanian i sur., 2015;
El i sur., 2009).

List masline tvore lignocelulozne biomase koje se sastoje od celuloze, hemiceluloze i
lignina (Romero-Garcia i sur., 2016). Najve¢i udio hemiceluloznih vlakana ¢ine vlakna
arabinoznog tipa, dok je u granéicama pretezito zastupljena manoza (Vogel i sur., 2015). U
listu masline takoder su pronadeni drugi ugljikohidrati, ulja, sirovi proteini, vlakna,
anorganski spojevi te niz sekundarnih biljnih metabolita (Skaltsounis i sur., 2015). Sadrzaj
sirovih proteina varira izmedu 9,5 i 12,9 %. A najzastupljenije aminokiseline su arginin,
leucin, prolin, glicin, valin i alanin (Vogel i sur., 2015). Od Secera, u listu su pronadeni
glukoza i secerni alkoholi od kojih je najvazniji manitol, ¢iji sadrzaj se povecava sa 160 na
220 pmol/g suhe tvari u uvjetima poveCane suSe i saliniteta. Manitol predstavlja 70 %
topljivih ugljikohidrata u listu masline ¢ija je razina viSe manje konstantna tijekom cijele
godine (Therios, 2008). Od mineralnih tvari u listu masline prisutni su kalcij, kalij, magnezij,
fosfor, sumpor i silicij (Alcazar Roman i sur., 2014). Esencijalna ulja lista masline imaju
antioksidacijski kapacitet dva puta veci od ekstrakta zelenog ¢aja i 400 % veci od vitamina C.
Ulje lista masline slozena je smjesa aldehida, ketona, estera, alkohola, alkena i alkana

(Rahmanian i sur., 2015).

Takoder, u listu masline pored razliitih fenolnih spojeva, koji znacajno doprinose
bioloskoj vrijednosti ove sirovine, prisutni su i drugi brojni nefenolni sastojci ukljucujuci
pentaciklicke triterpene i hidroksi terpenske kiseline (o i B-amirin, maslinska kiselina i
oleanolna kiselina), palmitinsku kiselinu, skvalene, sterole, a-tokoferol i beta-karoten.
Alkoholi, voskovi i triacilgliceroli su takoder prisutni u listu masline (Skaltsounis i sur.,

2015). Glavni triterpeni prisutni u listu masline su oleanolna kiselina i to u koli¢ini od 3,0-3,5



% suhe tvari i maslinska kiselina, a u manjim koli¢inama je zastupljena ursolna kiselina
(Guinda i sur., 2015). Eritrodiol i uvaol, prekursori triterpenskih kiselina, takoder su prisutni u
listu masline sa sadrzajem uvaola ve¢im od sadrzaja eritrodiola (Skaltsounis i sur., 2015).
Oleanolna kiselina izolirana iz biljnog materijala inhibira proliferaciju tumorskih stanica,

inducira apoptozu, sprjeCava angiogenezu kao i invaziju 1 metastaziranje tumorskih stanica

(Guinda i sur., 2015).

2.3. FENOLNI SPOJEVI

2.3.1. Kemijska struktura i svojstva fenolnih spojeva

Fenolni spojevi ili polifenoli, najvaznija su grupa sekundarnih biljnih metabolita koji
imaju vrlo vaznu fiziolosku i morfolosku ulogu u rastu i reprodukciji biljke, zastiti protiv
patogena i predatora (Bravo, 1998) te pridonose boji i senzorskim karakteristikama voca i
povréa (Alasalvar i sur., 2001). Sintetiziraju ih biljke tijekom normalnog razvoja kao odgovor
na stresne uvjete kao §to su infekcije, oStecenja 1 UV zracenje. Ti spojevi nastaju u svim
dijelovima biljke i predstavljaju vrlo raznoliku skupinu bioaktivnih spojeva nastalih iz

fenilalanina i tirozina.

Postoji vise od 8000 razlic¢itih vrsta polifenolnih spojeva koji su Siroko rasprostranjeni
u ljudskoj prehrani. U prirodi se rijetko nalaze u slobodnom obliku, uglavnom su u
esterificiranom ili konjugiranom obliku tj. u obliku glikozida, s jednom ili vise Secernih
jedinica koje su vezane na hidroksilne skupine. Vezani Seferi mogu biti u obliku
monosaharida, disaharida pa cak 1 oligosaharida, a najzastupljenija Secerna jedinica je

glukoza. Polifenoli se mogu konjugirati i s drugim tvarima, kao Sto su razli¢ite karboksilne 1

1998).

Fenolni spojevi sadrze jednu ili vise hidroksilnih skupina vezanih na aromatski prsten,
a strukturno su gradeni u rasponu od jednostavnih fenolnih molekula do
visokopolimeriziranih spojeva (Bravo, 1998). Prema kemijskoj strukturi, fenolni spojevi u
biljkama dijele se na: (i) flavonoide, (ii) fenolne kiseline, (iii) kumarine, (iv) stilbene, (v)
hidrolizirane i kondenzirane tanine (Shadidi i Naczk, 2004). Svaka skupina je dodatno

podijeljena u podskupine na temelju razlika u kemijskoj strukturi (Erdman i sur., 2007).



Fenolne kiseline u biljnom tkivu uglavnom su prisutne kao derivati, a dijele se u dvije
osnovne skupine: hidroksicimetne i hidroksibenzojeve kiseline. Razlike u strukturi izmedu
pojedina¢nih  hidroksicimetnih ili hidroksibenzojevih kiselina posljedica su stupnja

hidroksilacije i metilacije aromatskog prstena (Belitz i sur., 2004) (Slika 2).

R1
R4

R2 COOH R3

R3 R2 R1
(@) (b)

Slika 2. Kemijska struktura hidroksibenzojevih kiselina (a) i hidroksicimetnih kiselina (b)
(Belitz i sur., 2004)

Flavonoidi su spojevi koji imaju osnovnu flavansku strukturu (Slika 3), koju tvori
difenilpropanski kostur C15 (C6-C3-C6) graden od dva benzenska prstena A i B povezana
piranskim prstenom C koji sadrzi kisik. Do danas je identificirano preko 4000 razli¢itih
flavonoida (Heim i sur., 2002), a dijele se na: antocijane, flavonole, flavanole, flavone,

flavanone, izoflavone, procijanidine i dr. (Hollman i Katan, 1999).

Slika 3. Kemijska struktura flavonoida (Belitz i sur., 2004)

Polifenoli su cCesti sastojci hrane biljnog podrijetla i glavni antioksidansi u nasoj
prehrani. Dnevno se prehranom unese oko 1 g polifenola, $to je mnogo viSe od unosa ostalih

poznatih antioksidansa (Scalbert i sur., 2005). Pozitivna djelovanja polifenola navedena u



znanstvenim istraZivanjima obuhvacaju: antiinflamatorno, antimikrobno, antifungalno,
diureticko, antihipertenzivno, antiaritmi¢no, spazmoliticko, antikoagulirajuce, kardiotoni¢no,
antialergijsko,  analgetsko, antihepatotoksi¢no, antimalaricno,  hipoglikemijsko i
antioksidativno djelovanje (Manach i sur., 2005; Middleton i sur., 2000).

Antioksidacijsko djelovanje polifenola povezuje se s njihovom aromatskom
strukturom koja omogucava delokalizaciju elektrona i postojanje vise rezonantnih oblika, dok
hidroksilne skupine imaju sposobnost doniranja vodikovih atoma ili elektrona $to dovodi do

inaktivacije slobodnih radikala (Kazazi¢, 2004).

2.3.2. Fenolni spojevi lista masline

Na razini primarnih i sekundarnih biljnih metabolita, list je primarno mjesto biljnog
metabolizma te se smatra potencijalnim izvorom bioloski aktivnih komponenti. Fenolni
spojevi prisutni u listu masline su brojni i razlicite prirode (Abaza i sur., 2015), stoga se list
masline smatra jeftinim i lako dostupnim prirodnim izvorom fenolnih komponenti (Piné i sur.,
2012). U usporedbi s maslinovim uljem, list masline sadrzi veéu koli¢inu polifenolnih
spojeva, npr. koli¢ine oleuropeina u ulju se kre¢u u rasponu od 0,005-0,12 %, dok je taj

raspon u listovima izmedu 1-14 % (Japon-Lujan i sur., 2006a).

Odredeni udjeli ukupnih polifenola i flavanoida u listu masline iznose 2,058 mg GAE
(ekvivalent galne kiseline)/100 g i 858 mg CTE (ekvivalent katehina)/100 g, $to odgovara

koli¢inama koje se nalaze u pokozici crvenog grozda (El i sur., 2009).

Listovi masline predstavlju bogat izvor flavonoidnih spojeva, bez obzira na starost
lista, berbu listova te sortu masline (Rahmanian i sur., 2015). Glavne fenolne skupine prisutne
u listu masline su (Therios, 2008; El i sur., 2009; Abaza i sur., 2015; Vogel i sur., 2015)
(Tablica 1). :

e Sekoiridoidi ili  oleuropeozidi  (oleuropein, verbaskozid, ligstrozid,
dimetiloleuropein)

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

e flavonoli (rutin, kvercetin, kempferol)

e flavan-3-oli (katehin)



e flavanoni (hesperetin)
e supstituirani fenoli (tirosol, hidroksitirosol, vanilin, vanilinska kiselina i

kafeinska kiselina)

Tablica 1. Fenolne skupine u ekstraktu lista masline (Olive Leaf Extract , OLE), njihovi
primjeri, postotni udjeli i antioksidacijski kapacitet (prilagodeno prema referenci iz

Benavente-Garcia i sur., 2000; Rahmanian i sur., 2015)

Fenolne skupine Spojevi % sadrzaju OLE  TEAC (mmol/L)

Oleuropein 24,54 0,88 +0,09

Sekoiridoidi
Verbaskozid 11,11 1,02 £ 0,07
Luteolin-7-glukozid 1,38 0,71+ 0,04
Apigenin-7-glukozid 1,37 0,42 +0,03
Flavoni Diosmetin-7-glukozid 0,54 0,64 + 0,09
Luteolin 0,21 2,25+0,11
Diosmetin 0,05 1,42 +£ 0,07
Flavonoli Rutin 0,05 2,75+ 0,05
Flavan-3-oli Katehin 0,04 2,28 + 0,04
Tirosol 0,71 0,35+0,05
Hidroksitirosol 1,46 1,57+0,12
Supstituirani fenoli Vanilin 0,05 0,13 +0,01
Vanilinska kiselina 0,63 0,67 = 0,09
0,34 1,37 £ 0,08

Kafeinska kiselina

Najaktivniji 1 najzastupljeniji spoj u listovima masline sa snaznim antioksidacijskim
djelovanjem je oleuropein (Talhaoui i sur., 2014). U kemijskom smislu, oleuropein je
heterozidni ester elenolne kiseline i dihidroksifeniletanola u kojem su zastupljene mono-
terpenska i orto-difenolna struktura (Pannizzi i sur., 1960). Hidrolitickim cijepanjem
oleuropeina nastaje elenolna kiselina, za Cije kalcijeve soli tzv. kalcijeveelenolate je dokazano

izrazito antivirusno djelovanje (Khan i sur., 2007). Svi dijelovi masline sadrze oleuropein, ali



su listovi najbogatiji izvor ovog spoja (60-90 mg/g suhe tvari) (Ansari i sur., 2011), odnosno
udio u suhoj tvari moze biti i ve¢i od 15 % (Skaltsounis i sur., 2015). Starenjem i zbog
enzimske aktivnosti endogene B-glukozidaze, razina oleuropeina se postepeno smanjuje u

listovima masline (Ranalli i sur., 2006).

Osim sekoiridoida, u listu masline zastupljeni su jo$ i supstituirani fenoli medu kojima
hidroksitirosol i flavon-7-glukozidi (luteolin i apigenin) (El i sur., 2009; Salah i sur., 2012).
3,4-Dihidroksifenil etanol poznatiji kao hidroksitirosol, glavni je razgradni produkt, odnosno
prekursor oleuropeina, a verbaskozid je konjugirani glukozid hidroksitirosola i kafeinske
kiseline (El i sur., 2009; Vogel i sur., 2015). U nepreradenim maslinama i listovima masline
pronadene su vece koncentracije oleuropeina, dok je hidroksitirosol zastupljeniji u preradenim
maslinama i ulju (El i sur., 2009). Koncetracije ovih spojeva u listovima masline variraju
ovisno o sorti masline, uvjetima uzgoja te ovisno o tome koja je metoda ekstrakcije
primjenjena, prema dostupnim podacima oleuropein prosje¢no ¢ini do 14 % suhe tvari lista
masline, dok hidroksitirosol ¢ini 0,94-1,12 % suhe tvari (Romero-Garcia i sur., 2016). Pereira
i sur. (2007) detektirali su oleuropein u koli¢ini od 24,5 % suhe tvari, Guinda i sur. (2015) 14
%, a Talhaoui i sur. (2014) 30,2 %. Pereira i sur. (2007) takoder su utvrdili da je oleuropein
(29 %) najzastupljeniji fenol u sirovom ekstraktu listova masline, a Hayes i sur. (2011) su
dokazali da su oleuropein i luteolin-7-O-glukozid najzastupljeniji fenolni spojevi u

liofiliziranom ekstraktu maslinova lista.

Listovi masline bogat su izvor flavonoida, neovisno o tipu kultivara, starosti masline
ili vremenu berbe, a do sada su u istim pronadene razli¢ite forme ovih spojeva (Rahmanian i
sur., 2015). Tankoslojnom kromatografijom i snimanjem UV spektra u listu masline su
detektirana tri flavonoidna glikozida (kvercetin, rutin i luteolin-7-glikozid), flavonoidni
aglikon (luteolin) i klorogenska kiselina (Heimler i sur., 1992). HPLC-DAD analizom u listu
masline odredeni su sljede¢i flavonoidi: luteolin 7,4'-O-diglukosid, luteolin-7-O-glukosid,
luteolin-7-O-rutinosid, luteolin 4'-O-glukosid, luteolin, apigenin-7-O-rutinosid, apigenin-7-O-
glukosid, diosmetin-7-O-glukosid, rutin, apigenin i diosmetin (Rahmanian i sur., 2015;
Skaltsounis i sur., 2015).

Od fenolnih kiselina u listu masline prevladavaju hidroksicimetne kiseline i njeni
derivati. Najvaznije hidroksicimetne kiseline pronadene u listu masline su kafeinska, p-
kumarinska, ferulinska i klorogenska kiselina (Xie i sur., 2015). Najzastupljenija je kafeinska
kiselina s udjelom od 2,17 mg/g (Xie i sur., 2015; Pereira i sur., 2007). Mert i sur. (2013) u

listu masline identificirali su 4 najzastupljenije hidoksicimetne kiseline: klorogensku (6,94-
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41,37 mglg), kafeinsku (9,62-22,19 mg/g), 3-hidroksicimetnu (5,38-29,89 mg/g) i p-
kumarinsku (0,26-14,73 mg/qg).

Polifenolni spojevi iz lista masline imju veliku sposobnost uklanjanja slobodnih
radikala te snazno antioksidacijsko djelovanje, veée i od nekih poznatijih antioksidansa, koje
se pripisuje sinergiji izmedu flavonoida, oleuropeozida i supstituiranih fenola. Najveci
antioksidacijski kapacitet pripisuje se rutinu, katehinu, luteolinu i hidroksitirosolu (Tablica 1.)
(Rahmanian i sur., 2015). Prema rezultatima istrazivanja Lee i Lee (2010) potvrdeno je da
gotovo svi fenolni spojevi prisutni u ekstraktu lista masline, osim vanilina, bilo kao
pojedinacni spojevi ili u kombinaciji, imaju snaznu sposobnost uklanjanja nitratnih radikala.
Nadalje, rezultati znanstvenih istrazivanja pokazuju da flavonoidi lista masline inhibiraju ili
ubijaju mnoge bakterijske sojeve, inhibiraju vazne virusne enzime, kao $to su povratna
transkriptaza i proteaza te uniStavaju neke patogene protozoe (Rahmanian i sur., 2015). U
istrazivanju Vogel i sur. (2015) pokazano je da su oleuropein i verbaskozid, kao glavni
predstavnci sekoiridoida prili¢no rezistentni na zelu¢anu probavu, no da tijekom intestinalne
probave dolazi do degradacije ovih spojeva. In vitro istrazivanja koja stimuliraju uvjete u
humanom gastrointestinalnom traktu, dokazala su da je luteolin-7-glukozid najstabilniji

fenolni spoj.

2.4. EKSTRAKCIJA FENOLNIH SPOJEVA IZ LISTA MASLINE

Ekstrakcija je jedan od najvaznijih koraka koji prethodi analizi polifenolnih spojeva
(Talhaoui i sur., 2015), a predstavlja brzu i ué¢inkovitu metodu razdvajanja i koncentriranja
tvari. Ekstrakcija tvari iz homogenih smjesa provodi se na osnovi njene razlicite topljivosti u

razli¢itim otapalima koja se medusobno ne mijesaju.

Sve metode ekstrakcije otapalima baziraju se na mijeSanju uzorka s prikladnim
otapalom 1/ili prevodenje uzorka u dvofazni sustav sastavljen od dva ili viSe otapala koja su
medusobno slabo topljiva. IskoriStenje ekstrakcije ovisi o vrsti otapala s obzirom na polarnost,
vremenu ekstrakcije, temperaturi te kemijskim i fizikalnim svojstvima samog uzorka (Dai i
Mumper, 2010).

Metode ekstrakcije koje se koriste za ekstrakciju polifenolnih spojeva medusobno se

razlikuju s obzirom na velik broj razli¢itih skupina polifenolnih spojeva s razli¢itom
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strukturom i svojstvima, koje se Zeli izolirati. Ne postoji jedinstvena metoda za ekstrakciju
svih polifenolnih spojeva, ve¢ se odabire metoda ovisno o Zeljenoj skupini polifenola ili pak o

svojstvima materijala iz kojeg se izoliraju (Valls i sur., 2009).

U idealnom slu¢aju postupak ekstrakcije trebao bi biti jednostavan, brz, jeftin, trebao
bi dati kvantitativne analiticke rezultate bez gubitaka ili razgradnje analita i trebao bi dati
otopinu analita koja je dovoljno koncentrirana da se moze izravno mjeriti bez potrebe za

koncentriranjem.

Postoji velik broj ekstrakcijskih metoda koje se koriste kako bi se odredio polifenolni
sastav lista masline. Izbor metode ekstrakcije ovisi o strukturi, molekularnim masama,
polarnosti, topljivosti, pK-vrijednostima i drugim svojstvima komponenti koje zelimo izolirati
ili razdvojiti. Najcesce koriStena ekstrakcijska tehnika za list masline je ekstrakcija kruto-
tekuce koja se izvodi kao maceracija, medutim glavni nedostatak ove tehnike je dugotrajnost
(~48 h) (Rahmanian i sur., 2014). Najcesc¢e koriStena otapala za izolaciju polifenolnih
spojeva iz lista masline su list masline su metanol, etanol, aceton, etil acetat i dietil eter te
vodene otopine alkohola, a upravo pravilan odabir otapala znacajno utjeCe na iskoriStenje

ekstrakcije polifenola (Talhaoui i sur., 2015).

ili metanol), dok su galna, cimetna i kumarinska kiselina topljivije u vodi, diklormetanu i
acetonu (Rahmanian i sur., 2014). Sadrzaj ukupnih flavonoida i fenola bio je znacajno veci
koriStenjem otapala kao S§to su etanol, butanol i etil acetat nego kada su koriSteni heksan,
kloroform i voda (Lee i sur., 2009). Etil acetat se smatra najselektivnijim otapalom za
ekstrakcije fenolnih spojeve male (oko 180 Da) i srednje (oko 13 kDa) molekulske mase
(Bouaziz i sur., 2008). Glicerol se takoder koristi za ekstrakcije bioaktivnih sastojaka iz lista

masline (Apostolakis i sur., 2014).

Neka istrazivanja navode kako vodena otapala osiguravaju bolju ekstrakciju fenolnih
frakcija zbog toga Sto voda povecava difuziju polifenola kroz biljno tkivo (Galanakis 1 sur.,
2010). Pereira i sur. (2007) su detektirali veée koli¢ine polifenolnih sastojaka u vodenom
estraktu, nego u metanolnom ekstraktu istih ili razli¢itih sorti lista masline. Glavni spojevi u
oba ekstrakta su bili flavonoidi. U vodenom ekstraktu oleuropein je ¢inio ¢ak ~73 % od
ukupno svih identificiranih spojeva, a najmanje zastupljena komponenta bila je kafeinska

kiselina s udjelom od ~1 % ukupnih polifenola.
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Kao glavni nedostatak konvencionalnih ekstrakcijskih tehnika navodi se njihova niska
ucinkovitost, dugotrajan proces ekstrakcije i upotreba velikih koli¢ina organskih otapala $to
ima negativne posljedice na okoli§ (Taamalli i sur., 2012). Stoga se sve viSe ispituju i
primjenjuju nove teknike ekstrakcija kao Sto su: ubrzana ekstrakcija otapalima (eng.
accelerated solvent extraction, ASE), ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng.
microwave-assistend extraction, MAE), ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom (eng. high
pressure assisted extraction, HPAE), ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (eng. ultrasound
assisted extraction, UAE), ekstrakcija potpomognuta visokonaponskim elektirénim
praznjenjem (engl. high voltage electrical discharge, HVED) i ekstrakcija superkriticnim
fluidom (eng. supercritical fluid extraction, SFE) (Bursa¢ i sur., 2016; Putnik i sur., 2016;
Nayak i sur., 2015).

2.4.1. Ubrzana ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku (ASE)

Ubrzana ekstrakcija otapalom (eng. Accelerated Solvent Extraction, ASE) je
automatizirana tehnika ekstrakcije koja kombinacijom visoke temperature i tlaka s tekuc¢im
otapalima omogucuje brzo i uinkovito ekstrahiranje bioaktivnih spojeva (Jentzer i sur.,
2015). Ubrzana ekstrakcija otapalom poznata je pod nazivima i kao ekstrakcija pod tlakom,
ekstrakcija s otapalom pod tlakom te poboljSana ekstrakcija otapalom (Mustafa i Turner,
2011). Ova moderna metoda ekstrakcije predstavljena je od kompanije Dionex Inc.
(Sunnyvale, CA SAD) 1995 godine, a primjenjuje se za izolaciju Sirokog spektra bioaktivnih
spojeva, a naro€ito je pogodna za ekstrakciju spojeva osjetljivih na poviSenu koncentraciju
kisika i termolabilnih spojeva. U usporedbi s konvencionalnim metodama ekstrakcije, ubrzana
ekstrakcija otapalima pri povisenom tlaku omogucuje visok stupanj automatizacije, vece

prinose ekstrakcije i krace trajanje cijelog procesa (Jentzer i sur., 2015).
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Slika 4. Sustav za ubrzanu ekstrakciju otapalima pri poviSenom tlaku (Dionex ASE 350)

(Yang i sur., 2014)

ASE radi na temperaturama visim od vrelista vecine otapala (25-125 °C) i Kkoristi
visoki tlak (6,9-13,8 MPa) koji zadrzava otapalo u teku¢em stanju pri visokim temperaturama
tijekom procesa ekstrakcije. Sam proces ekstrakcije je vrlo brz (5-25 min) pri ¢emu se trose
male koli¢ine otapala, ovisno o ekstrakcijskim parametrima to moze iznositi samo 15-45 mL
ekstrakcijskog otapala (Mottaleb i Sarker, 2012). Uporaba otapala smanjuje se i do 90 %, §to
znal niZzu cijenu cjelog postupka te manje izlaganje analitiCara potencijalno toksi¢nim
parama.

Visoka temperatura povecava topljivost analita, brzinu difuzije, smanjuje viskoznost
otapala §to omogucava otapalu da dublje prodire u tkivo uzorka, pospjesujuci ekstrakciju
analita iz pora tkiva. Takoder, visoka temperatura oslabljuje medumolekulske interakcije kao
Sto su van der Waalsove sile, vodikove sile i dipol-dipol veze izmedu otopljenog analita i

matriksa (Saha i sur., 2015).

Prednost ove ekstrakcijske tehnike ogleda se 1 u moguénosti provodenja ekstrakcije u
vise stupnjeva (ili ciklusa) uz isto staticko vrijeme ekstrakcije, ¢ime se znacajno povecava
ucinkovitost izolacije zeljenih komponenata (Mottaleb i Sarker, 2012). Ekstrakcija se vrsi uz
upotrebu razli¢itih vrsta mono otapala ili smjese razli€itih vrsta otapala (naj¢eS¢e se koriste
binarni sustavi), a sam uredaj ima mogucnost provodenja ekstrakcije uz doziranje tri razlicite
vrste otapala (Mottaleb 1 Sarker, 2012). Nadalje, ekstrakcija se iz istog uzorka moze provoditi
neograni¢en broj puta, do potpune ekstrakcije Zeljenog spoja, samo s jednim ili sva tri

ekstrakcijaska otapala.
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Aparatura za ekstrakciju (Slika 5.) se sastoji od: (i) ekstrakcijske celije koja ima
automatski sustav zatvaranja da bi mogla izdrzati poviseni radni tlak; (ii) pumpe koja sluzi za
ostvarivanje radnog tlaka i transport ekstrakcijskih otapala; (iii) pecnice koja zagrijava
uzorak; (iv) tekuceg dusika koji susi ekstrahirani analit po zavrSetku ekstrakcije; i (v) staklene
posude za prihvat ekstrakata.

U ekstrakcijske c¢elije razli¢itog volumena (1, 5, 10, 22, 34, 66, i 100 mL) od
nehrdajuceg celika, koje podnose visoke radne temperature prvo se stavlja odgovarajuéi filter
(stakleni ili celulozni, ovisno o ekstrakcijskom otapalu). Nakon filtera, u ekstrakcijsku ¢eliju
postavlja se adsorbens, jer mijeSanje uzorka s pijeskom ili dijatomejskom zemljom sprijecava
agregaciju Cestica uzoraka, $to bi inace dovelo do zacepljenja ekstrakcijske ¢elije. Zatim se u
ekstrakcijsku ¢eliju uvodi uzorak koji prethodno mora biti odgovarajuée pripremljen.
Ucinkovita ekstrakcija zahtijeva ¢estice manje od 1 mm, jer Sto je ve¢a povrSina Cestice, to ¢e
ekstrakcija biti brza. Za ucinkovitu ekstrakciju otapalima pri poviSenom tlaku svi uzorci ne
moraju biti potpuno suhi, ve¢ to ovisi o analitu, uzorku i otapalima upotrebljenim za
ekstrakciju. Visoke razine vode u uzorku sprijecavaju nepolarna organska otapala da dodu do
analita, medutim upotreba polarnijih otapala kao $to su aceton, metanol, ili smjese otapala n-
heksan-aceton, diklormetan-aceton ili etilacetat-metanol omogucavaju ekstrakciju iz vlaznih
uzoraka (Mottaleb i Sarker, 2012).

Jednom kad je uzorak stavljen u ekstrakcijsku ¢eliju cijeli je proces automatiziran i
programiran. Ova ekstrakcija omogucuje automatiziranu ekstrakciju maksimalno 24 uzorka

(Zaghdoudi i sur., 2015).

Ekstrakcijska celija napunjena uzorkom umece se u rotiraju¢e utore koji vrte
ekstrakcijsku ¢eliju do polozaja koji omogucuje njen prijenos do pecénice. U pecénici se Celija
puni otapalom, zagrijava i nalazi pod tlakom. Nakon S§to se u celiji postigne zadana
temperatura, Celija se za vrijeme statiCke ekstrakcije zadrzava u pecnici pod konstantnom
temperaturom i tlakom. Uzorak i otapalo sakupljaju se u staklenoj posudi, a ¢elija se ispire i
susi s dusikom. Nakon zavrsetka ekstrakcije, ¢elija se vraca u pocetnu poziciju i slijedi nova
ekstrakcija u ¢eliji koja je unaprijed ve¢ postavljena na slijedecu poziciju (Anonymous 2,
2015). Obzirom da je nakon eckstrakcije materijal osuSen, moguce je vrSiti ponovljene
ekstrakcije s istim otapalom ili sukcesivne ekstrakcije koriste¢i otapala s rastu¢om polarnosti
(Mottaleb i Sarker, 2012).
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Slika 5. Shematski prikaz procesa ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku

(prilagodeno prema referenci iz Richter i sur., 1996)

Ubrzana ekstrakcija otapalima pri poviSenom tlaku koristi konvencionalna otapala,
kao i vodu i etanol za izolaciju polarnih do srednje polarnih spojeva zadrzavajuéi time
ekoloska svojstva ekstrakcije (Mustafa 1 Turner, 2011). Ova metoda uspjeSno se primjenjuje
za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz razli€itih uljnih produkata, kao $to su listovi 1 komina

(Xynos i sur., 2012).

Taamalli 1 suradnici (2012) istrazivali su koja od tehnika ekstrakcije (ubrzana
ekstrakcija otapalima uz poviSeni tlak, ekstrakcija superkriticnim fluidom, ekstrakcija
potpomognuta mikrovalovima ili klasi¢na ekstrakcija kruto-tekuce) ostvaruje najvece prinose
polifenolnih spojeva iz razli€itih sorti lista masline. Rezultati su pokazali da su najveci prinosi
polifenolnih spojeva dobiveni ubrzanom ekstrakcijom otapalima uz poviseni tlak (19,9 %) i
klasicnom ekstrakcijom (16,8 %), a najmanji prinosi su dobiveni ekstrakcijom superkriticnim
fluidom (9,7 %). Medutim, najveci prinosi nisu bili u korelaciji sa koncentracijama ukupnih
fenola pa je ekstrakt dobiven ekstrakcijom potpomognutom mikrovalovima imao najveci

sadrzaj ukupnih polifenola.

U novije vrijeme kao otapalo za ASE ekstrakciju polifenolnih spojeva iz lista masline i
nusproizvoda pri proizvodnji ulja koristi se i voda. U ovom slu¢aju dielektri¢éna konstanta
vode, mjera je polarnosti, a porastom temperature uslijed povisenog tlaka, konstanta se

smanjuje. Time dolazi i do smanjenja polarnosti otapala $to moze imati utjecaj na polarnost
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organskih otapala poput vodenih otopina etanola ili metanola. Razli¢iti uvjeti ASE ekstrakcije
su ispitivani, a ekstrakti s najvecim bioloskim potencijalom su dobiveni upotrebom vode pri
200 °C i etanola pri 150 °C. Sadrzaj polifenolnih spojeva u dobivenim ekstraktima povecava
se porastom temperature kada se voda koristi kao ekstrakcijsko otapalo, a glavni fenolni spoj
u tako dobivenim ekstaktima je hidroksitirosol (Skaltsounis i sur., 2015). Obrnuto, u
ekstraktima dobivenim ovom tehnikom uz primjenu etanola kao ekstrakcijskog otapala
oleuropein je najzastupljeniji fenolni spoj (Xynos i sur., 2012). Neka od prijasnjih istrazivanja
takoder potvrduju da su iskoriStenja oleuropeina najbolja uz primjenu vodene otopine etanola

kao ekstrakcijskog otapala (Japon-Lujan i Luque de Castro, 2006b; Xynos i sur., 2014).

Xynos i sur. (2014) su ASE ekstrakcijom izolirali fenolne spojeve iz lista masline te su
utvrdili optimalne parametre ekstrakcije (i) ekstrakcijsko otapalo: vodena otopina etanola
(43:57, viv); (i) temperatura ekstrakcije od 190 °C; (iii) broj ciklusa: 1; (iv) stati¢ko vrijeme
ekstrakcije: 5 min. Koristenjem ekstrakcije pregrijanom teku¢inom (engl. Superheated liquid
extraction) primjenom vodene otopine etanola kao ekstrakcijskog otapala (70:30, v/v) u vrlo
kratkom ekstrakcijskom vremenu (13 min) iz lista masline ekstrahirana je maksimalna
koli¢ina oleuropeina od 23 g/kg te su takoder izolirane visoke koncentracije verbaskozida,
apigenin-7-O-glukozida i luteolin-7-O-glukozida (Japon-Lujan i sur., 2006a). Ovom tehnikom
u visokom udjelu takoder su izolirani spojevi hidroksitirosol, tirosol i verbaskozid iz
organskog otpada masline u proizvodnji ulja (Anter i sur., 2014; Japoén-Lujan i Luque de

Castro, 2007; Lozano-Sanchez i sur., 2014; Pérez-Serradilla i sur., 2008).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorak lista masline sorte Oblica

Istrazivanje je provedeno na biljnom ekstraktu lista masline sorte Oblica (listovi masline su
sakupljeni na podruc¢ju RH te osuSeni). Biljni preparati lista masline su samljeveni pomocu
elektriénog mlinca (Imetec Dolcevita CGI, Italy) u prah, a dobiveni prah je koriSten za

ekstrakcije fenolnih spojeva.

3.1.2. Otapala i reagensi

e Etanol, 96 %-tni (T.T.T. d.o.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska)
e Etanol, 50 %-tni
Priprema: U odmjernu tikvicu od 1 L doda se 520,8 mL 96 %-tnog etanola i razrijedi
do oznake destiliranom vodom.
e Metanol, 100 %-tni, (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
e Metanol 80 %-tni
e Priprema: U odmjernu tikvicu od 1 L doda se 800 mL 100 %-tnog metanola i razrijedi
do oznake destiliranom vodom.
e Folin-Ciocalteu reagens (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)
e Natrijev karbonat anhidrid (Na,COs) (Lach-Ner, Neratovice Ceska)
e ZasiCena topina natrijeva karbonata (20 %-tna otopina)
o Priprema: 200 g anhidrida natrijevog karbonata otopi se u 800 mL vruce
destilirane vode, a potom ohladi na sobnu temperaturu. Doda se nekoliko
kristali¢a natrijeva karbonata, nadopuni u odmjernoj tikvici od 1000 mL i
nakon 24 sata filtrira.
e Galna kiselina, C;HeOs (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
e Standard galne kiseline
o Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 500 mg galne kiseline te se

pomoc¢u 10 mL 96 %-tnog etanola kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
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volumena 100 mL i otopi u danom volumenu. Nakon toga se do oznake
nadopuni destiliranom vodom.
Aluminijev klorid (aluminij-klorid-heksahidrat, p.a.) (AICI;x6H,0) (Kemika d.d.,
Zagreb, Hrvatska)
Aluminijev klorid, 10 %-tni
o Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 1 g aluminijevog klorida
koji se otopi u 5 mL destilirane vode te se kvantitativno prenese u odmjernu

tikvicu volumena 10 mL koja se do oznake nadopuni destiliranom vodom.

Kalijev acetat, CH3CO,K (Kemika d.d., Zagreb, Hrvatska)

Kalijev acetat, 1M
mL destilirane vode te kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100
mL koja se do oznake nadopuni destiliranom vodom.
Standard kvercetina (100 mg/L) (Extrasynthese, Lyon, Francuska).
o Priprema: U plasti¢noj ladici za vaganje odvaze se 10 mg standarda kvercetina
te se pomo¢u 5 mL 100 %-tnog metanola kvantitativno prenese u odmjernu
tikvicu volumena 100 mL i otopi u danom volumenu. Potom se do oznake

nadopuni metanolom.

Koncentrirana klorovodi¢na kiselina, 37 % (HCI) (Fisher Chemical, Loughborough,
UK)
Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 1 g/L. HCI (u 96 %-tnom etanolu)

o Priprema: U odmjernu tikvicu volumena 100 mL otpipetira se 0,227 mL
koncentrirane klorovodi¢ne kiseline (37 %) 1 nadopuni metanolom (96 %) do
oznake.

Klorovodi¢na otopina masene koncentracije 2 g/L HCI

o Priprema: U odmjernu tikvicu volumena 100 mL otpipetira se 0,454 mL

koncentrirane klorovodicne kiseline (37 %) te nadopuni destiliranom vodom

do oznake.

Kafeinska kiselina (CoHgO4) (Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)

Standard kafeinske kiseline (100 mg/L)
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o Priprema: U plasticnoj ladici za vaganje odvaze se 10 mg standarda kafeinske
kiseline te se pomo¢u 5 mL 80 %-tnog metanola kvantitativno prenese u
odmjernu tikvicu volumena 100 mL i otopi u danom volumenu. Potom se do

oznake nadopuni 80 %-tnim metanolom.

3.1.3. Aparatura i pribor

Aparatura:

Pribor:

Analiticka vaga (ABT 220-4M, Kern &Sohn GmbH, Balingen, Njemacka)

Elektri¢ni mlinac (Imetec Dolcevita CG1, Italy)

Kupelj od rotavapora (BUCHI Heating Bath B-490, Svicarska)

Spektrofotometar (VWR UV-PC Spectrophotometer)

Tehnicka vaga Mettler (to¢nost + 0,01g)

Thermo Scientific™ Dionex™ ASE™ 350 (Thermo Fisher Scientific, California,
SAD)

Vortex mijesalica (MS2 Minishaker IKA, Staufen, Njemacka)

Celulozni filteri (Thermo Scientific, Dionex™ 350/150 Extraction Cell Filters)
Plasti¢ne kivete volumena 50 mL

Menzure (100 mL i 1000 mL)

Mikropipete Eppendorf (100 mL i 1000 mL)
Odmjerne tikvice (50 mL, 100 mL i 1000 mL)
Pipete (5 mL, 10 mL, 20 mL)

Plasti¢ne ladice za vaganje

Staklene ¢ase (50 mL, 100 mL i 200 mL)
Staklene epruvete, stalak za epruvete

Staklene kivete

Stakleni lijevci

Plasti¢na Zli¢ica

Stakleni Stapi¢ za mijeSanje
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3.2. METODE RADA

Ekstrakcija fenolnih spojeva iz uzorka lista masline provedena je primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak (ASE) uz upotrebu 50 %-tne vodene otopine etanola. U
ekstraktima lista masline provedeno je odredivanje ukupnih fenola, ukupnih flavonoida,

ukupnih flavonola te hidroksicimetnih kiselina primjenom spektrofotometrijskih metoda.

3.2.1. lzolacija fenolnih spojeva iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije

otapalima uz poviseni tlak (ASE)

Na analitickoj vagi u plasticnoj ladici odvaze se 1 g (+ 0,0001) uzorka praha lista masline. U
ekstrakcijsku ¢eliju od nehrdajuceg celika najprije se postavi celulozni filter papir, a potom
jedna mjerica dijatomejske zemlje (~ 2,0 g) (DE, P/N 062819), na koju se zatim dodaje
odvagani uzorak i sve dobro promijesa sa Stapi¢em, vodeci pri tom racuna da se ne bi oStetio
filter na dnu ¢elije. Nakon toga ponovno se dodaje dijatomejska zemlja do vrha ¢elije (5 mm
ispod gornjeg ruba) te se Celija rucno zatvara. Tako pripremljeni uzorci postavljaju se na
ekstrakciju na uredaju Ase Dionex 350®. Otapalo koje je koriSteno je 50 %-tna vodena
otopina etanola, a ekstrakcija je provedena na nacin da je variran broj ciklusa ekstrakcije (1 ili
2 ciklusa), vrijeme trajanja ciklusa 5, 10 i 15 min, te temperatura ekstrakcije (60, 80 i 100 °C).
Plan eksperimenta napravljen je u racunalnom programu STATGRAPHICS Centurion
(StatPoint tehnologija, Inc) (Tablica 2.)

Nakon zavrSene ekstrakcije, dobiveni ekstrakti se kvantitativno prenesu u odmjerne tikvice od
50 mL pomocu lijevka te se nadopune do oznake otapalom koje se koristilo za ekstrakciju (50
%-tna vodena otopina etanola). Naposljetku se pripremljeni ekstrakti prenesu u plasti¢ne

kivete volumena 50 mL te se skladiste na -18 °C do provodenja analiza.
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Tablica 2. Eksperimentalni plan pokusa ekstrakcije fenolnih spojeva ubrzanom ekstrakcijom

otapalima uz poviSeni tlak iz lista masline

Otapalo Polarnost Staticko Temperatura Broj ciklusa
otapala (%) vrijeme (°O) ekstrakcije
ekstrakcije
(min)
Etanol 50 50 1
2
1
5 80 5
1
100 5
1
60 >
1
10 80 5
1
100 5
1
60 >
1
15 80 5
1
100 5

3.2.2. Odredivanje ukupnih fenola

Princip metode

Metoda se temelji na kolorimetrijskoj reakciji Folin-Ciocalteau reagensa s nekim
reduciraju¢im reagensom (polifenoli). Folin-Ciocalteau reagens je smjesa fosfovolframove i
fosfomolibden kiseline, koji reagira s fenoksid ionom iz uzorka, prilikom ¢ega se fenoksid-ion
oksidira, a Folin-Ciocalteau reagens reducira do plavo obojenih volframovog i molibdenovog
oksida u blago alkalnim uvjetima. Redukcija ovih kiselina odnosno tvorba relativno stabilnog
plavo obojenog kompleksa bit ¢e intenzivnija §to je prisutan veci broj hidroksilnih skupina ili
oksidiraju¢ih grupa u fenolnim spojevima. Nastali intenzitet obojenja mjeri se pri valnoj
duljini 765 nm (Shortle i sur., 2014).
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Priprema ekstrakata

Ekstrakti se pripremaju kao Sto je opisano u poglavljima 3.2.1. Za potrebe odredivanja

ukupnih fenola ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti.

Ekstrakti lista masline dobiveni ubrzanom ekstrakcijom otapalom uz poviseni tlak prije
analize razrijedeni su 5 puta. Svi ekstrakti razrijedeni su otapalom, odnosno 50 %-tnom
vodenom otopinom etanola.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu se otpipetira redom 100 pL ekstrakta (20 pL ekstrakta i 80 uL 50 %-tne
vodene otopine etanola), 200 uL. Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane vode. Nakon 3
min doda se 1 mL zasi¢ene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se promijesa pomocu
Vortexa. Zatim se uzorci termostatiraju 25 min pri temperaturi od 50°C (u kupelji od
rotavapora). Slijepa proba se priprema na isti nacin, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo.
Nakon termostatiranja uzorcima se mjeri apsorbancija (opti¢ka gusto¢a otopine) pri valnoj

duljini od 765 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Za pripremu bazdarnog pravca pripremi se otopina galne kiseline u koncentraciji 5 g/L tako
da se odvaze 0,5 g galne kiseline koja se otopi u 10 mL 96 %-tnog etanola. Otopina se
kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu volumena 100 mL i nadopuni destiliranom vodom

do oznake.

Od te otopine galne kiseline se u odmjernim tikvicama od 100 mL rade razrijedenja
tako da se redom otpipetira 1, 2, 3 1 5 mL alikvota standardne otopine galne kiseline u svaku
tikvicu i do oznake nadopune destiliranom vodom. Koncentracije galne kiseline u tikvicama
iznose 50, 100, 150 i 250 mg/L. 1z svake tikvice se otpipetira 100 puL otopine standarda u
staklene epruvete te se redom dodaje 200 pL Folin Ciocalteu reagensa i 2 mL destilirane
vode. Nakon 3 minute doda se 1 mL zasiene otopine natrijeva karbonata. Sve skupa se
promijeSa pomocu Vortexa, a zatim se uzorci termostatiraju 25 minuta pri temperaturi od 50
°C u vodenoj kupelji. Za slijepu probu uzima se 100 pL destilirane vode. Nakon toga mjeri se

apsorbancija (opti¢ka gustoca otopine) pri valnoj duljini 765 nm.

Iz 1izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se baZzdarni pravac pomocu programa Microsoft

Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije galne kiseline (mg/L), a na ordinati
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izmjerene vrijednosti apsorbancije pri 765 nm (Slika 6). Pomoc¢u dobivene jednadzbe pravca

izracuna se koncentracija ukupnih fenola.
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Slika 6. Bazdarni pravac za galnu kiselinu

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y = 0,0109 x
gdje je:
Y — apsorbancija pri 765 nm,
X — koncentracija galne kiseline (mg/L).
X (mg g™) =X (Mg L™) x Veksyrakea (L) X razrjedenje /m (g)

Maseni udjeli ukupnih fenola izrazeni su kao ekvivalent galne kiseline mg GAE g™.

3.2.3. Odredivanje ukupnih flavonoida

Princip metode
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Reakcijom flavonoida s aluminijevim kloridom i kalijevim acetatom nastaje obojeni
kompleks. Intenzitet nastalog obojenja proporcionalan je koli¢ini prisutnih flavonoida i mjeri

se pri valnoj duljini od 415 nm (Chang i sur., 2002).

Priprema ekstrakata

Ekstrakti se pripremaju kao Sto je opisano u poglavljima 3.2.1. Za potrebe odredivanja
ukupnih flavonoida ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti.

Ekstrakti lista masline dobiveni ubrzanom ekstrakcijom otapalom uz poviSeni tlak prije
analize razrijedeni su 5 puta. Svi ekstrakti razrijedeni su otapalom, odnosno 50 %-tnom

vodenom otopinom etanola.

Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 0,5 mL ekstrakta (100 pL ekstrakta i 400 pL 50 %-
tne vodene otopine etanola), 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog
klorida, 0,1 mL 1 M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Na isti na¢in se pripremi i
slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo za ekstrakciju te se umjesto 10 %-tnog
aluminijevog klorida dodaje isti volumen destilirane vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa stoji
potom 30 minuta, nakon Cega slijedi mjerenje apsorbancije (opti¢ka gustoca otopine) pri

valnoj duljini 415 nm.

Izrada baZdarnog pravca

Za izradu bazdarnog pravca potrebno je pripremiti otopinu standarda kvercetina koncentracije
100 mg/L. Od te otopine standarda pripreme se razrijedenja u odmjernim tikvicama od 10 mL
tako da se redom otpipetira 1, 2,5, 51 7,5 mL alikvota standardne otopine kvercetina u svaku
tikvicu te se potom nadopunjavaju 100 %-tnim metanolom do oznake. Koncentracije

kvercetina u tim tikvicama iznose 10, 25, 50 i 75 mg/L.

U staklenu epruvetu se iz svake tikvice otpipetira 0,5 mL otopine standarda te se
redom dodaje 1,5 mL 96 %-tnog etanola, 0,1 mL 10 %-tnog aluminijevog klorida, 0,1 mL 1
M kalijevog acetata i 2,8 mL destilirane vode. Za slijepu probu se umjesto otopine standarda
uzima 100 %-tni metanol, a umjesto 10 %-tnog aluminijevog klorida dodaje se isti volumen
destilirane vode (0,1 mL). Reakcijska smjesa zatim stoji 30 minuta nakon Cega se mjeri

apsorbancija pri valnoj duljini od 415 nm.
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Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 415 nm (slika 7).

Koncentracija ukupnih flavonoida izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 7. Bazdarni pravac za kvercetin

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0069 x + 0,0002

gdje je:
Y — apsorbancija pri 415 nm,
X —koncentracija kvercetina (mg/L).
X (Mg g™) = X (Mg L) % Veestrawa (L) * razrjedenije /m (g)

Maseni udjeli ukupnih flavonoida izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g™.
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3.2.4. Odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola

Princip metode

Metoda za odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola provodi se primjenom
spektrofotometrijske metode pri ¢emu se intenzitet nastalog obojenja mjeri pri 320 nm i 360

nm (Howard i sur., 2003).

Priprema ekstrakata

Ekstrakti se pripremaju kao §to je opisano u poglavljima 3.2.1. Za potrebe odredivanja

ukupnih hidroksicimetnih kiselina i flavonola ekstrakte je potrebno prethodno razrijediti.

Ekstrakti lista masline dobiveni ubrzanom ekstrakcijom otapalom uz poviseni tlak prije
analize razrijedeni su 2 puta. Svi ekstrakti razrijedeni su otapalom, odnosno 50 %-tnom

vodenom otopinom etanola.
Postupak odredivanja

U staklenu epruvetu otpipetira se redom 250 pL ekstrakta (125 puL ekstrakta i 125 pL 50 %-
tne vodene otopine etanola), 250 puL 1g/L HCl u 96 % etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Za
odredivanje ukupnih hidroksicimetnih kiselina i ukupnih flavanola apsorbancija se mjeri na
3201 360 nm. Na isti nacin se pripremi i slijepa proba, ali se umjesto ekstrakta uzima otapalo

za ekstrakciju.
Izrada baZdarnog pravca

a) Kafeinska kiselina

Kvantifikacija ukupnih hidroksicimetnih kiselina se provodi pomocéu jednadzbe

bazdarnog pravca za kafeinsku kiselinu.

Da bi se iz alikvotne otopine standarda 100 mg/L pripremila razrjedenja od 2, 5, 7, 10,
25, 50 i 66,7 mg/L potrebno je iz otopine alikvota redom otpipetirati: 0.2, 0.5, 0.7, 1, 2.5, 51
6.67 mL u odmjerne tikvice od 10 mL. Tikvice se zatim do oznake nadopune 80 %-tnim

metanolom. Za slijepu probu se uzima 80 %-tni metanol umjesto otopine alikvota.
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U staklenu epruvetu se otpipetira redom 250 pL otopine standarda, 250 pL 1 g/LL HCI
u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L HCI. Apsorbancija se mjeri pri valnoj duljini od 320

nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kafeinske kiseline (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 320 nm (slika 8).
Koncentracija ukupnih hidroksicimetnih kiselina izrac¢una se prema dobivenoj jednadzbi

pravca.
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Slika 8. Bazdarni pravac za kafeinsku kiselinu

Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:

Y =0,0399X + 0,0657
gdje je:
Y — apsorbancija pri 320 nm,
X — koncentracija kafeinske kiseline (mg/L).
X (Mg g*) = X (Mg L) % Vekstraka (L) % razrjedenie /m (g)
Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina izrazeni su kao ekvivalent kafeinske

kiseline mg CAE g,
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b) Kvercetin

Kvantifikacija ukupnih flavonola provodi se pomoc¢u jednadzbe bazdarnog pravca za

kvercetin.

Za pripremu razrjedenja: 10, 25, 50, 75 i 100 mg/L iz alikvotne otopine standarda 100
mg/L potrebno je u odmjerne tikvice od 10 mL redom otpipetirati 1, 2.5, 5, 7.5 i 10 mL
otopine alikvota i nadopuniti do oznake 100%-tnim metanolom. Na isti nacin se pripremi i

slijepa proba, ali se umjesto otopine standarda koristi 100 %-tni metanol.

U staklenu epruvetu redom se otpipetira 250 pL otopine standarda, 250 uL 1 g/L HCI
u 96 %-tnom etanolu i 4,55 mL 2 g/L. HCI. Za odredivanje ukupnih flavonola apsorbancija se

mjeri pri valnoj duljini od 360 nm.

Iz izmjerenih vrijednosti apsorbancija nacrta se bazdarni pravac pomocu programa
Microsoft Excel pri ¢emu su na apscisi nanesene koncentracije kvercetina (mg/L), a na
ordinati izmjerene vrijednosti apsorbancije pri valnoj duljini od 360 nm (slika 9).

Koncentracija ukupnih flavonola izracuna se prema dobivenoj jednadzbi pravca.
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Slika 9. Bazdarni pravac za kvercetin
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Na temelju dobivenih rezultata, jednadzba pravca glasi:
Y =0,0031 x
gdje je:
Y — apsorbancija pri 360 nm,
X — koncentracija kverecetina (mg/L).
X (mg g™) = X (Mg L™) % Vesurakia (L)  razrjedenje /m (g)

Maseni udjeli ukupnih flavonola izrazeni su kao ekvivalent kvercetina mg QE g™.

3.2.5. Statisti¢ka analiza

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni statistickim programom SPSS (ver. 17).
Kategorijske varijable analizirane su multifaktorskom analizom varijance, a marginalni
prosjeci (npr. usporedbe izmedu razli¢itih parametara ekstrakcije) su usporedeni s Tukey HSD
testom. lzvori varijacija su temperatura, staticko vrijeme ekstrakcije te broj ciklusa
ekstrakcije. Svi dobiveni rezultati prikazani su kao srednja vrijednost dvaju paralelnih

odredivanja.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U ovome istrazivanju ispitivana je ucinkovitost ekstrakcije fenolnih spojeva iz lista
masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku (dalje: ASE

ekstrakcija).

ASE ekstrakcija fenolnih spojeva iz svih uzorka lista masline provedena je uz upotrebu 50
%-tne vodene otopine etanola kao otapala. Rezultati prijasnjih istrazivanja potvrdili su da je
etanol ucinkovito otapalo za izolaciju bioaktivnih spojeva iz lista masline primjenom ASE
ekstrakcije (Herrero i sur., 2012, Taamalli i sur., 2012), a ispitivanjem utjecaja udjela etanola
u vodenoj otopini, optimalnim se pokazala 50 %-tna vodena otopina (Xynos i sur., 2014),

stoga je 1 u ovom istrazivanju odabrana kao ekstrakcijsko otapalo.

ASE ekstrakcija je provedena variranjem statickog vremena ekstrakcije (5, 10 i 15
minuta), temperature ekstrakcije (60 °C, 80 °C 1 100 °C) te broja ciklusa ekstrakcije (1 ili 2
ciklusa).

Rezultati i rasprava su podijeljeni u tri podpoglavlja, a u svakome od njih je prikazano
kako gore navedeni parametri utjeCu na masene udjele ukupnih fenola, flavonoida, te
hidroksicimetnih kiselina i flavonola (Slika 10, 11, 12 i 13).

Sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida, ukupnih hidroksicimetnih kiselina 1 ukupnih flavonola
odredeni su spektrofotometrijski 1 prikazani su graficki kao srednja vrijednost 1 standardna

pogreska dvaju paralelnih mjerenja.

Svi dobiveni rezultati statisticki su obradeni te su na temelju dobivenih rezultata odredeni
statistiCki signifikantni utjecaji ispitivanih parametara na masene udjele ispitivanih spojeva

(Tablica 3, 4,51 6).
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4.1. ODREPIVANJE UKUPNIH FENOLA
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Slika 10. Maseni udjeli ukupnih fenola (mg GAE/g) izoliranih iz lista masline primjenom

ubrzane ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak

Tablica 3. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju ekstrakcijskih parametara na masene
udjele ukupnih fenola izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima uz

poviseni tlak

Parametri ekstrakcije Maseni udjeli ukupnih fenola

(mg GAE/Q)
Temperatura (°C) p<0.01"
60 12 52.21+0.42°
80 12 56.97+0.42°
100 12 50.27+0.42°¢
Stati¢ko vrijeme ekstrakcije (min) p<0.01"
5 12 54.56+0.42°
10 12 53.10+0.42%"
15 12 51.79+0.42"
Broj ciklusa p=0.60*
1 18 53.02+0.34%
2 18 53.28+0.34°
Prosjec¢na vrijednost 36 53.15+0.24

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,01
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Maseni udjeli ukupnih fenolnih spojeva (UF) u listu masline kretali su se u rasponu od
62,98 mg GAE/g do 41,13 mg GAE/g (Slika 10), s prosjecnom vrijednoséu 53,154+0,24 mg
GAE/g (Tablica 3). Najveca koncentracija ukupnih fenolnih spojeva u listu masline (62,98 mg
GAE/g) primjenom ASE ekstrakcije odredena je u ekstraktima koji su dobiveni pri

temperaturi od 80 °C, uz dva ciklusa ekstrakcije i uz staticko vrijeme ekstrakcije od 5 minuta.

Talhaoui i1 suradnici (2014) odredivali su udjel polifenolnih spojeva u listu masline
Spanjolskog kultivara Sikita primjenom HPLC-DAD-TOF-MS metode. Ekstrakcija je
provedena s vodenom otopinom metanola (80 %, v/v) pomocu Ultra-Turrax IKA®
homogenizatora te ultrazvuéne kupelji (40 kHz). Identificirano i kvantificirano je ukupno 30
razli¢itih fenolnih spojeva, a maseni udjeli svih kvantificiranih fenolnih spojeva kretali su se u
rasponu 52,13 mg GAE/g do 60,64 mg GAE/g $to je u skladu sa rezultatima dobivenim u

ovome radu.

Ako se razmotri utjecaj temperature na masene udjele UF dobiveni rezultati pokazuju
da je temperatura znacajno utjecala na prinos UF (p<0.01). Utjecaj temperature (50—200 °C) i
statiCckog vremena ekstrakcije (5-30 min) na sadrzaj polifenolnih spojeva u listu majcine
dusice (Thymus vulgaris) primjenom ASE ekstrakcije uz vodu kao ekstrakcijsko otapalo
ispitivali su Vergara-Salinas i sur. (2012). Dobiveni rezultati pokazuju da porast temperature
do 100 °C ima pozitivan utjecaj, dok viSe temperature negativno utjeCu na iskoristenje
polifenolnih spojeva. Takoder, dobiveni rezultati upucuju da porastom temperature od 60 °C
do 80 °C, prinos polifenolnih spojeva raste, dok se daljnjim pove¢anjem na 100 °C sadrzaj
polifenolnih spojeva smanjuje. Smatra se da se pri viS§im temperaturama ekstrakcije dio
hemiceluloze hidrolizira do kiselina koje dalje mogu katalizirati hidrolizu preostale
hemiceluloze. Utjecaj tih reakcija narocito je vidljiv pri visim temperaturama (>100 °C), stoga
1 duZe vrijeme ekstrakcije do odredene mjere pogoduje boljem iskoriStenju polifenolnih
spojeva, obzirom se gore navedenom hidrolizom kroz duze vrijeme pospjesSuje ekstrakcija
polifenolnih spojeva iz stanice (Pérez-Jiménez i Torres, 2011). Pokazano je takoder da se
uslijed hidroliticki potaknutih reakcija, mogu otpustati i reducirajuci Seceri, koji pak reagiraju
sa Folin Ciocalteu reagensom te stoga utjecu na rezultate analize ukupnih fenola (Kumazawa i

sur., 2001).

U istrazivanju Xynos i sur. (2012) ispitivali su optimalne uvjete za izolaciju
oleuropeina iz lista masline primjenom ASE ekstrakcije. Konstantni parametri su bili stati¢ko

vrijeme ekstrakcije od 10 minuta i 2 ekstrakcijska ciklusa, a varijabilni parametri su bili tip
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otapala i temperatura. Kao otapalo su koristili etanol, vodu i vodenu otopinu etanola (40:60,
v/v), pri temperaturama od 40 °C, 50 °C, 115 °C i 150 °C. Najveci prinos (41,5 %) ostvaren je
uz vodu pri 150 °C. Utvrdeno je da se sadrzaj polifenolnih spojeva u dobivenim ekstraktima
povecéava porastom temperature kada se voda koristi kao ekstrakcijsko otapalo (3,4 % pri 150

°C vs. 1,7 % pri 50 °C).

Osim temperature, na prinose ciljanih spojeva tijekom ASE ekstrakcije imaju i vrijeme
ekstrakcije kao i broj ciklusa. Rezultati istrazivanja Jentzer i sur. (2015) potvrduju znacajan
utjecaj statickog vremena (1-7 min) i broja ciklusa (1, 2, 3) na sadrzaj bioaktivnih spojeva u
listu stevije (Stevia rebaudiana Bertoni) ekstrahiranin ASE ekstrakcijom. Rezultati ovog
istrazivanja pokazuju da su najvece koncentracije bioaktivnih spojeva odredene u ekstraktima
ekstrahiranim uz staticko vrijeme ekstrakcije 4 min te jedan ciklus ekstrakcije. Rezultati
dobiveni ovim istrazivanjem takoder ukazuju na znacajan utjecaj statickog vremena
ekstrakcije i broja ciklusa na prinos UF, pri ¢emu su najviSe vrijednosti ostvarene pri
najnizem statickom vremenu od 5 min, a najnize pri 15 min, dok broj ciklusa nije znacajno
utjecao na prinos UF. Ispitivajuéi parametre ASE ekstrakcije za izolaciju oleuropeina iz lista
masline Xynos i sur. (2014) takoder su potvrdili da se uz vodenu otopinu etanola (43:57, v/v)
najbolji prinosi ostvaruju uz staticko vrijeme ekstrakcije 5 min te jedan ciklus ekstrakcije.
Krace statiCko vrijeme ekstrakcije uz vece prinose bioaktivnih spojeva svakako je velika
prednost ASE ekstrakcije u usporedbi s ostalim tehnikama, a razlog tome vjerojatno lezi u
¢injenici da duzim vremenom ekstrakcije ipak dolazi do nepozeljnih reakcija degradacije
polifenola, uslijed ekstrakcije oksidacijskih enzima kao i razlicitih slobodnih radikala koji

mogu reagirati sa ekstrahiranim fenolnim spojevima (Biesaga i Pyrzynska, 2013).
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4.2. ODREDIVANJE UKUPNIH FLAVONOIDA
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Slika 11. Maseni udjeli ukupnih flavonoida (mg QE/g) izoliranih iz lista masline primjenom

ubrzane ekstrakcije otapalima uz poviSeni tlak

Tablica 4. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju ekstrakcijskih parametara na masene
udjele ukupnih flavonoida izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima

uz poviseni tlak

Parametri ekstrakcije Maseni udjeli ukupnih flavonoida

(mg QE/g)
Temperatura (°C) p<0.01
60 12 8.17+0.08°
80 12 9.12+0.08"
100 12 8.67+0.08°
Staticko vrijeme ekstrakcije (min) p=0.06*
5 12 8.82+0.08°
10 12 8.54+0.08°
15 12 8.61+0.08°
Broj ciklusa p=0.63*
1 18 8.63+0.07°
2 18 8.68+0.07°
Prosjec¢na vrijednost 36 8.66+0.05

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,01
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Koncentracije ukupnih flavonoida (FL) u listu masline odredene su u rasponu od 7,18
mg QE/g do 9,58 mg QE/g (Slika 11), s prosjecnom vrijednos¢u od 8,66+0,05 mg QE/g
(Tablica 4). Najveca koncentracija FL u listu masline (9,58 mg QE/g) primjenom ASE
ekstrakcije odredena je u ekstraktima koji su dobiveni pri temperaturi od 80 °C, uz jedan

ciklus ekstrakcije i stati¢ko vrijeme ekstrakcije od 10 minuta.

Slicne rezultate za masene udjele FL dobili su Abaza i sur., (2011) u svom
istrazivanju. Kao otapala koristili su vodene otopine metanola (20:80, v/v), etanola (30:70,
v/v), acetona (20:80, v/v) i destiliranu vodu. U izolaciji flavonoidnih spojeva iz svjezih,
odnosno suhih listova masline, kao najbolje ekstrakcijsko otapalo pokazao se metanol
(11,78+1,41 mg CTE (ekvivalent katehina)/g; 21,47+2,56 mg CTE/g), zatim etanol
(8,69+0,69 mg CTE/g; 15,83+1,26 mg CTE/g), aceton (7,32+0,65 mg CTE/g; 13,33+1,19 mg
CTE/g) te destilirana voda (3,42+0,34 mg CTE/g; 6,23+0,62 mg CTE/g). Ipak, neka
istrazivanja pokazuju i znacajno nize, kao i znacajno vise vrijednosti FL od vrijednosti
dobivenih u ovom istrazivanju. lako je udio FL u listu masline 12 razli¢itih Spanjolskih i
grckih kultivara iznosio 13-27 % u udjelu UF, u istim su odredene znacajno niZe vrijednosti
(1,82-3,02 mg/g) (Goulas i sur., 2010). Nadalje, Salah i sur., (2012) odredivali su polifenolni
sastav u ekstraktima lista tuniskih maslina koriste¢i vodenu otopinu etanola (30:70, v/v) i
maceraciju tijekom 7 dana pri sobnoj temperaturi. Sadrzaj FL u ekstraktima kretao se u
rasponu od 56,57+6,0 mg CTE/g do 125,64+3,36 mg CTE/g, $to je znacajno vise u usporedbi
sa dobivenim rezultatima u ovoj studiji. Razlike u rezultatima mogu se pripisati razli¢itim
ekstrakcijama, no vjerojatno veci utjecaj ima izraun rezultata preko razli¢itih standarada

(katehin vs. kvercetin).

Sli¢no kao i za masene udjele UF, utjecaj temperature bio je signifikantan i na sadrzaj
FL te su najvi$i prinosi ostvareni pri 80 °C. Liu i sur. (2015), izmedu ostalog, ispitivali su i
utjecaj temperature (25 °C do 95 °C) na ekstrakciju FL iz ljekovite biljke Bajkalske kapice
(Scutellaria baicalensis Georgi) koriste¢i vodenu otopinu etanola (40:60, v/v) te su potvrdili
pozitivan utjecaj porasta temperature na izolaciju FL do 60 °C, nakon ¢ega slijedi degradacija
ovih spojeva. Ozkaynak Kanmaz (2014) u svom istrazivanju izolacije FL primjenom ASE
ekstrakcije iz gotovog obroka na bazi lanenih sjemenki (Linum usitatissimum L.) potvrdio je
signifikantnu povezanost temperature 1 statickog vremena ekstrakcije. Ispitivane su
temperature 160 °C, 170 °C te 180 °C, uz staticka vremena ekstrakcije 5, 15, 30 i 60 min.

Dobiveni rezultati pokazuju da se najveéi prinosi FL ostvaruju pri viS§im temperaturama i

35



duzim vremenima ekstrakcije. To se mozZe objasniti ¢injenicom da se porastom temperature
povecéava koeficijent difuzije vode, Sto pospjeSuje bolje prodiranje otapala u matriks te tako
utjeCe na ucinkovitost ekstrakcije. Obzirom da koeficijent difuzije ovisi i o tlaku, koji je

tijekom ASE ekstrakcije konstantan, moze se zakljuciti da je u izravnoj funkciji temperature.

Razmatrajuéi utjecaje vremena ekstrakcije 1 broja ciklusa na masene udjele FL,
statistiki rezultati pokazuju da na sadrzaj FL u ovom istrazivanju nisu imali znacajan utjecaj
(p<0,01). Rezultati ovog istrazivanja u skladu su s rezultatima istrazivanja Luthria (2008) te
podupiru ¢injenicu da staticko vrijeme ekstrakcije znacajno ne utjeCe na sadrzaj bioaktivnih
spojeva u listi¢ima perSina (Petroselinum crispum) ekstrahiranih ASE ekstrakcijom. Da
staticko vrijeme nema utjecaj na ASE ekstrakciju polifenolnih spojeva iz lista masline

potvrdili su i Herrero i sur. (2011).

Ipak, neka istrazivanja navode i drugalije rezultate. Tako Rodriguez-Solana i sur.
(2014) u svome radu navode kako veci broj ciklusa i dulje ekstrakcijsko vrijeme rezultiraju
ve¢im prinosima bioaktivnih spojeva ekstrahiranih iz sjemenki komorac¢a (Foeniculum
vulgare Miller) primjenom ASE ekstrakcije. Takoder, rezultati istrazivanja Kanmaz (2014)
potvrduju kako staticko vrijeme ekstrakcije ima zna¢ajan utjecaj na sadrzaj FL u sjemenkama
lana (Linum usitatissimum L.) ekstrahiranin ASE ekstrakcijom. Povecanjem vremena
ekstrakcije sa 5 na 60 minuta povecava se i sadrzaj FL sa 4,59+5,61 na 71,04+5,88 mg
luteolina/100 g.
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4.3. ODREDIVANJE UKUPNIH HIDROKSICIMETNIH KISELINA I

FLAVONOLA
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Slika 12. Maseni udjeli ukupnih hidroksicimetnih kiselina (mg CAE/g) izoliranih iz lista

masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak

Tablica 5. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju ekstrakcijskih parametara na masene

udjele ukupnih hidroksicimetnih kiselina izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane

ekstrakcije otapalima uz poviseni tlak

Maseni udjeli ukupnih

Parametri ekstrakcije n hidroksicimetnih kiselina
(mg CAE/Q)
Temperatura (°C) p<0.01"
60 12 1.39+0.02°
80 12 1.60£0.02°
100 12 1.99+0.02°
Staticko vrijeme ekstrakcije (min) p<0.01"
5 12 1.40+0.02°
10 12 1.62+0.02°
15 12 1.96+0.02°
Broj ciklusa p<0.01"
1 18 1.47+0.02%
2 18 1.86+0.02°
Prosjecna vrijednost 36 1.66+0.01

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisti¢ki razlikuju na p < 0,01
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Koncentracije ukupnih hidroksicimetnih kiselina (HCK) u listu masline odredene su u
rasponu od 0,44 mg CAE/g do 2,60 mg CAE/g (Slika 12), s prosje¢nom vrijednoscu od
1,66+0,01 mg CAE/g (Tablica 5). Najveca koncentracija HCK u listu masline (2,60 mg
CAE/g) primjenom ASE odredena je u ekstraktima koji su dobiveni pri temperaturi od 100

°C, uz jedan ciklus ekstrakcije, uz staticko vrijeme ekstrakcije od 15 minuta.

Xie 1 sur., (2015) u svome istrazivanju odredivali su fenolni sastav lista masline
primjenom ekstrakcije potpomognute ultrazvukom. Ekstrakcija je provedena pri sljede¢im
uvjetima: (i) otapalo: etanol (75 %, v/v); (ii) temperatura 50 °C; (iii) snaga ultrazvuka od 600
W; (iv) vrijeme ekstrakcije od 3 minute; (v) tlak od 25 kPa. Pri ovim uvjetima u listu masline
identificirane su sljedece kiseline: kafeinska, p-kumarinska, ferulinska i klorogenska kiselina.
Najzastupljenija je kafeinska kiselina (2,17+0,02 mg/g), zatim klorogenska Kiselina
(0,89+0,11 mg/g), ferulinska Kiselina (0,68+0,07 mg/g), a najmanje zastupljena je p-
kumarinska kiselina (0,11+£0,05 mg/g). Ako bi identificirane HCK u ovom istrazivanju

promatrali kao sumu mogli bi zakljuciti da su nasi rezultati u skladu s ovim vrijednostima.

Rezultati statisticke analize pokazuju da je na sadrzaj ukupnih HCK u ovom
istraZzivanju znaCajan utjecaj imala temperatura, vrijeme eckstrakcije kao i broj ciklusa
ekstrakcije (p<0,01). Optimalni parametri ekstrakcije u ovome istrazivanju pri kojima je
odredena najveca koncentracija ukupnih HCK u listu masline primjenom ASE ekstrakcije
detektirana je u ekstraktima koji su dobiveni pri temperaturi od 100 °C, uz dva ciklusa
ekstrakcije te uz staticko vrijeme ekstrakcije od 15 minuta. Dobiveni rezultati su u skladu s
literaturom, jer je stabilnost HCK tijekom poviSenih temperatura ve¢ ranije potvrdena u radu
Bursa¢ Kovacevic¢ i sur. (2016). Takoder, tijekom skladiStenja soka od crnog ribiza (Ribes
nigrum L.) pri sobnoj temperaturi, u usporedbi s flavonol glikozidima i antocijanima, HCK u

pokazale najbolju stabilnost (Mikild 1 sur., 2016).

Nadalje, u istrazivanju Vergara-Salinas i sur. (2012) ispitivan je utjecaj temperature (50-200
°C) i statickog vremena ekstrakcije (5-30 minuta) na sadrzaj hidroksicimetnih kiselina (HCK)
u listu majc¢ine dusice (Thymus vulgaris) primjenom ASE ekstrakcije uz vodu kao
ekstrakcijsko otapalo. Rezultati pokazuju da porastom temeprature od 50 °C do 80 °C dolazi
do znacajnog povecanja masenog udjela HCK s 5,570,060 mg CAE/g na 7,39+£0,24 mg
CAE/g. Daljnim porastom temperature dolazi do degradacije ovih spojeva. Sli¢no ponasanje
uoceno je i povecanim statickim vremenom ekstrakcije, odnosno produljenje vremena

ekstrakcije rezultira nizim prinosima HCK. Stoga se kao optimalni parametri za ekstrakciju
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HCK iz lista majc¢ine duSice pokazala temepratura od 100 °C uz staticko vrijeme ekstrakcije
od 5 minuta. Takoder, Hossain i sur., (2011) u istrazivanju polifenolnog sastava ruzmarina
(Rosmarinus officinalis L.), mazurana (Origanum majorana L.) i origana (Origanum vulgare
L.) primjenom ASE ekstrakcije, uo¢ili su kako se porastom temperature sa 150 °C na 200°C
povecavaju prinosi HCK, odnosno kafeinske kiseline s 0,22 mg/g na 0,42 mg/g iz ruzmarina,

s 0,18 mg/g na 0,28 mg/g iz mazurana te sa 0,36 mg/g na 0,64 mg/g iz origana.

30

25

~ 100°C
N 100°C
~ 100°C
N 100°C
~ 100°C

@)
o

[=)
o
i
2

[y
N
[y
N
[y
N
=
N

5 min 10 min 15 min

Slika 13. Maseni udjeli ukupnih flavonola (mg QE/g) izoliranih iz lista masline primjenom

ubrzane ekstrakcije otapalima uz poviSeni tlak
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Tablica 6. Rezultati multifaktorske analize o utjecaju ekstrakcijskih parametara na masene
udjele ukupnih flavonola izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima

uz poviseni tlak

Parametri ekstrakcije Maseni udjeli ukupnih flavonola

(mg QE/q)
Temperatura (°C) p<0.01"
60 12 14.38+0.19°
80 12 15.93+0.19"
100 12 19.22+0.19°
Staticko vrijeme ekstrakcije (min) p<0.01"
5 12 14.10+0.19°
10 12 16.23+0.19°
15 12 19.20+0.19°
Broj ciklusa p<0.017
1 18 15.82+0.16°
2 18 17.20+0.16"
Prosjecna vrijednost 36 16.51£0.11

*Srednje vrijednosti oznacene razli¢itim slovima medusobno se statisticki razlikuju na p < 0,01

U ekstraktima lista masline dobivenim ASE ekstrakcijom, maseni udjeli ukupnih
flavonola (FLA) odredeni su u rasponu od 11,80 mg QE/g do 26,52 mg QE/g (Slika 13), s
prosjecnom vrijednos¢u od 16,51+0,11mg QE/g (Tablica 6). Najvisi prinosi ukupnih FLA
(26,52 mg QE/qg) dobiveni su pri temperaturi od 100 °C, uz staticko vrijeme ekstrakcije od 15

minuta uz jedan ciklus ekstrakcije.

Khaliq i sur. (2015) su odredivali polifenolni sastav u ekstraktima lista osam razli¢itih
kultivara pakistanskih maslina primjenom HPLC-DAD metode, koriste¢i vodu kao
ekstrakcijsko otapalo i konvencionalnu ekstrakciju pri 40 °C. Od pojedinac¢nih flavonola u
listu masline identificirali su sljedece spojeve sa prosjecnim masenim udjelima: rutin
34,56+0,03 mg QE/g; kvercetin 16,41+0,01 mg QE/g i kempferol 7,38+0,02 mg QE/g.
Dobivene rezultate za ukupne FLA nije moguce usporediti s dostupnim literaturnim podacima
obzirom da nije pronadena niti jedna znanstvena publikacija sa spektrofotometrijskim

odredivanjem FLA u ASE ekstraktu lista masline.

Ako se razmotre utjecaji ispitivanih ekstrakcijskih parametara na ekstrakciju ukupnih
FLA u ASE ekstraktima lista masline, statisticki rezultati pokazuju da su od signifikantnog

znacaja bila sva tri ispitivana parametra (p<0,01). Optimalni uvjeti za ekstrakciju FLA iz lista
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masline primjenom ASE ekstrakcije u ovome radu su: temperatura od 100 °C, dva ciklusa
ekstrakcije i statiCko vrijeme ekstrakcije od 15 minuta, obzirom se pri navedenim uvjetima

ostvaruju najvisi prinosi ukupnih FLA.

Temperatura od 100 °C i stati¢ko vrijeme ekstrakcije od 15 minuta takoder su se
pokazali kao optimalni parametri za ekstrakciju flavonola iz lista majcine dusice primjenom

ASE ekstrakcije u istrazivanju koje su proveli Vergara-Salinas i sur. (2012).

Bozan i Altinay (2014) u svom radu ispitivali su utjecaj temperature (50-120 °C) i
statickog vremena ekstrakcije (5-30 min) na sadrzaj flavan-3-ola u ekstraktima sjemenki
grozda dobivenih ASE ekstrakcijom. Dobiveni rezultati pokazuju da porast temperature od 50
°C do 120 °C rezultira povecanjem prinosa ovih bioaktivnih spojeva za 2,5 puta, dok porast
temperature od 50 °C do 80 °C rezultira pove¢anjem prinosa flavan-3-ola za 1,5 puta. Autori
nadalje pojasnjavaju da poviSena temperatura pospjesuje topljivost analita i poveéava brzinu
difuzije ¢ime se poboljSava cijeli proces ekstrakcije. Ispitujuéi utjecaj vremena i broja ciklusa
ekstrakcije, najvisi prinosi ovih bioaktivnih spojeva dobiveni su tijekom 20-minutne
ekstrakcije i tijekom dva ciklusa ekstrakcije. 1z navedenoga mozemo zakljuciti da su i
rezultati dobiveni ovim istrazivanjem u skladu s ovim literaturnim podacima jer upucuju na

vece iskoriStenje FLA uz duze staticko vrijeme ekstrakcije 1 veci broj ciklusa ekstrakcije.

Kao i u ovome radu, u istrazivanju Wibisono i sur., (2009) broj ciklusa ekstrakcije
znaajno je utjecao na prinose fenolnih spojeva koji su ekstrahirani iz komine jabuka
primjenom ASE ekstrakcije. U njihovom radu, najvisi prinosi dobiveni su uz 3 ekstrakcijska
ciklusa, pri ¢emu je glavnina ovih spojeva (~ 90 %) ekstrahirana u prva dva ciklusa, dok je

tre¢im ciklusom ekstrahiran ostatak (~ 9 %).

Na temelju svih dobivenih rezultata moze se opcenito zakljuciti da veCem iskoristenju
polifenolnih spojeva iz lista masline primjenom ASE ekstrakcije svakako doprinosi porast
temperature (do 80 °C). Takoder, ispitivani parametri ASE ekstrakcije, poput statickog
vremena ekstrakcije i broja ciklusa ekstrakcije, razli¢ito utjecu na razli¢ite skupine spojeva,
stoga je za izolaciju svake ciljane skupine spojeva potrebno zasebno optimirati parametre
ASE ekstrakcije.
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5. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedenog istrazivanja i provedene rasprave moze se zakljuciti

slijedece:

1.

2.

U ovom istrazivanju, primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima iz lista masline sorte
Oblica izolirani su fenolni spojevi sa prosje¢nim vrijednostima: (i) 53,15+0,24 mg
GAE/g za ukupne fenole; (ii) 16,51+0,11 mg QE/g za ukupne flavonole; (iii)
8,66£0,05 mg QE/g za ukupne flavonoide; (iv) 1,66+0,01 mg CAE/g za ukupne

hidroksicimetne kiseline.

Najveéi sadrzaj ukupnih fenola izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku iznosio je 62,98 mg GAE/g. Optimalni
uvjeti za ekstrakciju fenolnih spojeva iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije
otapalima pri povisenom tlaku u ovome radu su: temperatura od 80 °C, dva ciklusa

ekstrakcije 1 staticko vrijeme ekstrakcije od 5 minuta.

Najvec¢i sadrzaj ukupnih flavonoida izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku iznosio je 9,58 mg QE/g. Optimalna
temperatura za ekstrakciju flavonoidnih spojeva iz lista masline primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku u ovome radu je temperatura od 80 °C.
Razmatrajuéi utjecaje vremena ekstrakcije i broja ciklusa, podaci pokazuju da na

sadrzaj flavonoida u ovom istrazivanju nisu imali znacajan utjecaj.

Najvec¢i sadrzaj ukupnih hidroksicimetnih kiselina izoliranih iz lista masline
primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku iznosio je 2,60 mg
CAE/g. Optimalni uvjeti za ekstrakciju hidroksicimetnih kiselina iz lista masline
primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri poviSenom tlaku u ovome radu Su:
temperatura od 100 °C, dva ciklusa ekstrakcije i staticko vrijeme ekstrakcije od 15

minuta.
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5. Najveci sadrzaj ukupnih flavonola izoliranih iz lista masline primjenom ubrzane
ekstrakcije otapalima pri povisenom tlaku iznosio je 26,52 mg QE/g. Optimalni uvjeti
za ekstrakciju flavonola iz lista masline primjenom ubrzane ekstrakcije otapalima pri

povisenom tlaku u ovome radu su: temperatura od 100 °C, dva ciklusa ekstrakcije i

staticko vrijeme ekstrakcije od 15 minuta.
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