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1. UVOD
1.1. Maslina

Maslina (Olea europea L.) je zimzeleni grm ili stablo iz istoimene porodice maslina
(Oleaceae). Stablo je razgranato, naraste do 10 metara visine tvore¢i nepravilno, kvrgavo
deblo s mnogo grana i Siroku krosnju. Cvate u travnju i lipnju. Plod je mesnata, jajasta
kostunica, duga 1-3 cm, Siroka do 2 cm. U pocetku je zelena, dozrijevanjem postane tamno
modra, crna ili smedezelena. Dozrijeva u rujnu i listopadu. U Hrvatskoj raste u primorskom
podrucju, sporog je rasta te moze dozivjeti starost do 1000 godina (www.plantea.com.hr).
Koristi se u proizvodnji maslinovog ulja ¢ije su glavne djelatne tvari oleinska Kiselina,
fenolne sastavnice te skvaleni. Glavni fenolni spojevi, oleuropein i hidroksitirosol,
maslinovom ulju daju gorak okus (Syed Haris, 2010).

1.1.1. Komina masline

Komina masline je &vrsti sporedni proizvod dobiven ekstrakcijom maslinovog ulja. Cine ju
kozica, pulpa i kosStica masline. Komina sadrzi jo§ male koli¢ine ulja, tzv. ulje komine

masline koja se moze odvojiti od komine u daljnjim procesima.

Ulje komine masline odvaja se¢ na dva nacina: koriStenjem otapala (tradicionalna metoda) i
pomocu fizikalne ekstrakcije ili centrifugiranja (sekundarno centrifugiranje). Prvi se proces
temelji na ekstrakciji ¢vrsto - tekuce gdje su masti ekstrahirane pomocu otapala (heksana).

Nakon toga, ulje se iz smjese s heksanom odvaja destilacijom (Trgovéevi¢, 2016).

1.1.2. Polifenoli
Polifenoli koje nalazimo u komini masline su tirosol, hidroksitirosol i oleuropein. Sva tri

spoja su slicne strukture prikazane na Slici 1.

Hidroksitirosol i tirosol se razlikuju samo po dodatnoj hidroksilnoj skupini hidroksitirosola u

meta poloZaju, dok je oleuropein ester hidroksitirosola i elenoi¢ne kiseline.
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Slika 1. Kemijske strukture tirosola, hidroksitirosola i oleuropeina

OH

U razvoju ploda masline razlikujemo tri faze: fazu rasta tijekom koje se akumulira oleuropein,
fazu zelenog sazrijevanja pri cemu dolazi do redukcije koli¢ine klorofila i oleuropeina te fazu
crnog sazrijevanja koja je karakterizirana pojavom antocijanina i u kojoj se nastavlja
redukcija koli¢ine oleuropeina. Iako je koli¢ina oleuropeina u sortama ciji se plodovi beru
zeleni manja nego u mladim plodovima, svakako je i dalje jako bitna. U sortama ¢iji se
plodovi beru crni, koli¢ina oleuropeina moze pasti 1 na nulu kad su plodovi potpuno crni. S
druge strane, koli¢ina tirosola i hidroksitirosola raste sazrijevanjem ploda uslijed hidrolize

komponenata ve¢e molekulske mase poput oleuropeina.
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Slika 2. Farmakoloska djelovanja oleuropeina

Oleuropein ima nekoliko farmakoloski znacajnih svojstava: djeluje antioksidativno,
protuupalno, antitumorsko, antimikrobno, antivirusno, antiaterogeno, a smatra se da djeluje i
kardioprotektivno pri akutnom trovanju doksorubicinom te pokazuje anti-ishemi¢ne kao i

hipolipemicke aktivnosti. Nadalje, tirosol 1 hidroksitirosol, glavni raspadni produkti



oleuropeina u maslinovom ulju, oboje imaju ulogu u preveniranju koronarne bolesti srca i
odredenih karcinoma (Syed Haris, 2010).

1.2. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini, ciklicki oligosaharidi, su korisni farmaceutski ekscipijensi. Temelj njihove
popularnosti je sposobnost mijenjanja nezeljenih svojstava lijekova, primjerice neugodnog
okusa, slabe topivosti u vodi, kemijske nestabilnosti te poboljSanje bioraspolozivosti lijekova
formiranjem inkluzijskih komplekasa. Mogu se koristiti u oblicima koji se primjenjuju oralno,

nazalno, parenteralno i okularno.

Ciklodekstrini su skupina strukturno sli¢nih ciklickih oligosaharida koji nastaju bakterijskom
razgradnjom Skroba. o-, B- i y-ciklodekstrini sastoje se od 6, 7, tj. 8 a-[1,4] vezanih D-

glukopiranoznih jedinica.
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Slika 3. Struktura prirodnih ciklodekstrina (preuzeto iz: Simi¢, 2015)

Zbog konformacije stolca glukopiranoznih jedinica, ciklodekstrini imaju oblik krnjeg stoSca.
Hidroksilne grupe su im orijentirane prema vanjskoj povrsini §to im daje hidrofilna svojstva, a
unutrasnjost ciklodekstrina tvori hidrofobna okosnica ugljika glukopiranoznih monomera, §to
¢ini centralnu Supljinu nesto hidrofobnijom od vanjske povrSine. Navedeno omogucuje

stvaranje inkluzijskih komplekasa u vodenim otopinama: molekule lijeka (najcesce lipofilni
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dijelovi) se inkorporiraju u centralnu Supljinu ciklodekstrina enkapsulacijom na molekularnoj
razini (Jug 1 Becirevi¢-Lacan, 2008). Dakle, nastaju molekularni kompleksi karakterizirani
zarobljavanjem lipofilne molekule lijeka ili lipofilne skupine slabo vodo-topljivog lijeka u
hidrofobnoj centralnoj Supljini ciklodekstrina (Slika 4). Proces stvaranja CD kompleksa je
gotovo uvijek reverzibilan, naro¢ito u vodenim otopinama gdje postoji stalna i brza izmjena
molekule lijeka izmedu vezanog i nevezanog oblika. Pokretacke sile odgovorne za formiranje
kompleksa su elektrostatske interakcije, van der Waalsove veze, vodikove veze, otpustanje

konformacijskog naprezanja te interakcije prijenosa naboja (Brewster i Loftsson, 2007).

Slika 4. Formiranje inkluzijskog kompleksa (preuzeto iz: Simi¢, 2015)

Ciklodekstrini se u farmaceutske svrhe najceS¢e koriste kao solubilizatori. Stvaraju
komplekse poboljsane topljivosti te lijek enkapsuliran u ciklodekstrinski nosa¢ prevode u
amorfan oblik koji je stabilniji 1 veée oralne bioraspolozivosti od originalnog lijeka. Nakon
otapanja inkluzijskog kompleksa u gastrointestinalnom traktu, ciklodekstrini djeluju kao
nosaci koji lipofilne molekule lijeka isporucuju do povrsine bioloske membrane gdje se one

apsorbiraju.

ToksikoloSka pitanja i bioloSka sudbina ciklodekstrina su detaljno istrazene. Ciklodekstrini
nisu podlozni razgradnji ljudskom slinom ni guSteracnim amilazama. Zbog velike molekulske
mase 1 hidrofilne prirode, prirodni ciklodekstrini izuzetno teSko prolaze kroz lipofilne
bioloske membrane te se samo 1-3% primijenjene doze ciklodekstrina apsorbira u
gastrointestinalnom traktu, dok su dermalna, okularna i nazalna bioraspolozivost jo$ nize (Jug

1 Becirevi¢-Lacan, 2008).



1.3. Liofilizacija

Liofilizacija ili susenje zamrzavanjem je proces u kojem se voda zamrzava, a zatim i uklanja
iz uzorka prvenstveno procesom sublimacije (primarno suSenje) te desorpcijom (sekundarno
suSenje). Pogodna je za farmaceutike i1 proizvode bioloskog podrijetla koji su termolabilni ili
na drugi nacin nestabilni u vodenoj otopini pri dugom skladiStenju te im se tako povecava

stabilnost i omogucuje dugotrajno skladistenje.

Sublimacija je proces u kojem se zamrznuta tekucina izravno prevodi u plinovito stanje bez
prolaska kroz tekucu fazu. Liofilizacija se izvodi na temperaturi i tlaku ispod trojne tocke,
kako bi se omogucila sublimacija leda, a ¢vrste i osusene komponente izvorne otopine
zaostaju. Trojna tocka je karakteristika svake supstancije. U trojnoj su toc¢ki sva tri agregatna
stanja u ravnotezi. Kako se cijeli postupak provodi na niskoj temperaturi i tlaku, pogodan je

za suSenje termolabilnih spojeva.
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Slika 5. Djelomi¢ni fazni dijagram vode (preuzeto iz: Herak, 2001)

Sama liofilizacija sastoji se od nekoliko koraka: priprema otopine uzorka nakon ¢ega slijedi
zamrzavanje, primarno i sekundarno suSenje te rezultira dobivanjem kona¢nog osuSenog

produkta uz Zeljeni sadrZaj vlage.

Priprema ’ 7 vanje ’ Primarno Sekundarno Konacni

uzorka suSenje suSenje proizvod

Slika 6. Koraci liofilizacije (preuzeto iz: Lavakumar i sur, 2013)



Uzorak se zamrzava pri snizenom tlaku i niskoj temperaturi u liofilizatoru. Buduéi da su
veéina uzoraka koji se liofiliziraju eutekti¢ne smjese, zamrzavaju se na nizoj temperaturi od
okolne vode. Zato je vrlo vazno da se prethodno zamrznu ispod te eutekticne temperature.
Proces pokrece gradijent koncentracije vodene pare izmedu komore za susenje i kondenzatora
$to omogucuje uklanjanje vode tijekom liofilizacije. Tlak pare vode raste s povecanjem
temperature tijekom primarnog susenja pa temperatura primarnog susenja treba biti §to visa,
ali ispod kriti¢ne temperature procesa, kako bi se izbjeglo naruSavanje strukture. Zato je bitno
odredivanje kriticne temperature proizvoda. Primarnim suSenjem, led nastao za vrijeme
zamrzavanja ukloni se sublimacijom u vakuumu pri niskim temperaturama. Ostaje vrlo
porozna struktura preostale amorfne otopljene tvari koja obi¢no sadrzi do 30% vode.
Desorpcija, tj. sekundarno suSenje zagrijavanjem se koristi povremeno za uklanjanje
heterogenosti pri zamrzavanju i smanjenje vremena primarnog suSenja. Sekundarnim
suSenjem, vec¢ina preostale vode desorbira kako se temperatura uzoraka postupno povecava uz
zadrzavanje niskog tlaka. U idealnom slucaju kona¢ni produkt je suh, lako rekonstituibilan

prasak velike povrSine.

Chamber

Ice Condenser

o

Refrigeration 5 10 to 5 x 10+ mbar',

Slika 7. Dizajn liofilizatora (preuzeto iz: Lavakumar i sur, 2013)

Liofilizacija ima raSirenu upotrebu u farmaceutskoj i biotehnoloskoj industriji, prehrambenoj 1

tehnoloskoj industriji (Lavakumar i sur., 2013).



1.4. CIE LAB sustav boja

CIE (Commision Internationale de I’Eclairage) je internacionalna komisija za rasvjetu,
utemeljitelj znanosti o boji, razumijevanju nastanka boje, njenog instrumentalnog mjerenja i
brojcanog vrednovanja. CIE LAB je prostor boja temeljen na objektivnhom vrednovanju boja i

najblizi je vizualnoj percepciji boja (www.grf.unizg.hr).

Slika 8. Prikaz nacina ocitanja boja u CIELAB sustavu (preuzeto iz: www.grf.unizg.hr)

Mjerenje boje uzoraka sa odredenim ekscipijensima provodi se na kolorimetru. Kolorimetar je
uredaj koji mjeri tristimulusne vrijednosti boja (na nacin sli¢an ljudskom dozivljaju boja), u
pravilu podesenom prema krivulji standardnog promatraca. Mjerenje boja kolorimetrom
temelji se na usporedivanju ispitivane boje s bojom nastalom u kolorimetru mijeSanjem

osnovnih boja aditivnom sintezom, prema Grassmanovim zakonima (www.grf.unizg.hr).
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Slika 9. Mjerenje boja kolorimetrom (preuzeto iz: www.grf.unizg.hr)



1.5. Raspodjela veli¢ine Cestica

Velicina Cestica praskastih formulacija utjeCe na njihova reoloska svojstva, volumnu gustocu,
segregaciju Cestica, raslojavanje i variranje sadrzaja. Primjerice, $to su dimenzije Cestica
manje, a distribucija veli¢ine Cestica veca, to su osobine teCenja materijala loSije. Prahovi
imaju velike smetnje u tecenju izazvane relativnom vlaznoSéu materijala, raznolikoj veli¢ini
Cestica (izuzetno sitni materijali) i pritiska uslijed zbitosti samih Cestica. Stupanj prolaza
Cestica ovisi o snazi i gravitaciji koja djeluje na Cestice razlicitih veliCina, oblika i1 gustoce.
Volumna gusto¢a prahova ovisi o kombiniranom utjecaju veli¢ine Cestica, broju kontaktnih
mjesta kao 1 intenzitetu privlacnosti sila medu Cesticama. Promjena jednog od ovih faktora
utjeCe na promjenu ukupne volumne gustoce. Nadalje, prasak moZe segregirati ako je saCinjen
od Cestica razliCite granulacije, to lakSe ako je veéi broj sitnih Cestica prisutan u prahu

(Bauman, 2015).

Prije protresanja Nakon protresanja

Slika 10. Shematski prikaz segregacije uzrokovane razlikom u veli¢ini Cestica (preuzeto iz:

Bauman, 2015)

Cestice su trodimenzionalne strukture za koje je potrebno poznavati tri parametra (duZina,
Sirilna 1 visina) pomoc¢u kojih ih je moguée u potpunosti okarakterizirati. Radi
pojednostavljenja u mjerenjima, brojne metode koriste aproksimacije koje ¢estice opisuju kao

kugle, za koje je dovoljno znati samo jedan parametar (promjer) za potpunu karakterizaciju.

Analiza veli¢ine Cestica laserskom difrakcijom temelji se na Cinjenici da Cestice prilikom
prolaska kroz izvor svjetlosti (lasersku zraku) rasprSuju svjetlost pod odredenim kutovima
koji izravno ovise o veli€ini Cestica. Kut pod kojim Cestica rasprSuje svjetlost logaritamski
raste sa smanjenjem veliCine Cestica. Intenzitet rasprSene svjetlosti takoder ovisi o veli€ini

Cestica. Cestice velikih dimenzija raspriuju svjetlost pod malim kutovima, ali sa visokim
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intenzitetom, dok cestice malih dimenzija svjetlost rasprSuju pod Sirim kutovima ali sa

manjim intenzitetom (www.pbf.unizg.hr).

1.6. Ispitivanje stabilnosti

Stabilnost farmaceutskih tvari je definirana kao sposobnost pojedine formulacije da u
odredenom spremniku, tj. sustavu zadrzi svoja fizicka, kemijska, mikrobioloska, toksikoloska,
protektivna 1 informacijska svojstva. Dakle, to je doseg unutar kojeg proizvod zadrzava, do
odredene granice, kroz odredeno vrijeme skladiStenja i1 upotrebe, ista svojstva 1 karakteristike
koje je imao u trenutku pakiranja. Ispitivanje stabilnosti procjenjuje uc¢inak okoliSnih faktora
na kvalitetu formulacije Sto se koristi u predvidanju roka valjanosti, odredivanju uvjeta

skladiStenja 1 informacija o proizvodu.

Ispitivanje stabilnosti je rutinski postupak koji se provodi u razliCitim fazama razvoja
proizvoda. U ranim fazama, ubrzani testovi stabilnosti (pri visokim temperaturama i/ili
vlaznosti) se koriste za odredivanje nusprodukata koji nastaju razgradnjom proizvoda pri
dugotrajnom skladistenju. Testiranje pri blazim uvjetima (pri blago povisenoj temperaturi) se
preporucuje za odredivanje roka valjanosti proizvoda. Osnovni cilj ispitivanja stabilnosti je
moguénost pruzanja jamstva da ¢e proizvod =zadrzati prihvatljivu razinu kvalitete u

odredenom razdoblju.

Razlikujemo cCetiri tipa ispitivanja stabilnosti: ispitivanje stabilnosti u stvarnom vremenu,
ubrzano ispitivanje stabilnosti, zadrzano ispitivanje stabilnosti te ispitivanje stabilnosti
ciklickom izmjenom temperature. Ispitivanje stabilnosti u stvarnom vremenu provodi se kroz
duzi period kako bi doslo do znaCajnijeg raspadanja proizvoda pod preporuc¢enim uvjetima
skladiStenja. Ubrzano ispitivanje stabilnosti izlaZze proizvod poviSenoj temperaturi koja
uzrokuje njegov ubrzani raspad, a na osnovu tih informacija se predvida rok valjanosti. Osim
poviSenoj temperaturi, proizvod se moze izloziti 1 drugim stresnim uvjetima, npr. vlazi,
svjetlu, agitaciji, gravitaciji, pH i pakiranju. Zadrzano ispitivanje stabilnosti se provodi za sve
prodane proizvode za koje su potrebni podaci o stabilnosti, a provodi se na uzorcima iz barem
jedne Sarze godis$nje. Ispitivanje stabilnosti ciklickom izmjenom temperature nije rutinsko
ispitivanje, a provodi se na temelju ocekivane promjene temperature na mjestu Cuvanja

proizvoda (npr. minimalna i maksimalna dnevna temperatura) (Bajaj S. i sur., 2012).


http://www.pbf.unizg.hr/

Biljni lijekovi i preparati su u svojoj cijelosti klasificirani kao aktivne farmaceutske sastavnice
(engl. active pharmaceutical ingredient, API). Sa kemijskog i analitickog stajaliSta su vrlo
kompleksnog sastava jer sadrze veliki broj sastavnica, a za procjenu stabilnosti biljnih
lijekova i preparata, kao i ishodnih tvari za njihovu proizvodnju, koriste se odabrani
,markeri“. Njihova se koli¢ina odreduje pomocéu tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti (HPLC), plinske kromatografije (GC) ili tankoslojne kromatografije (TLC).
Prednost HPLC i GC kromatografija je dobivanje specificnog ,fingerprint® kromatograma,
identifikacija 1 odredivanje Cistoce pojedinog uzorka te detekcija pojedinih sastavnica uzorka

tijekom jedne analize.

Vazno je imati na umu da na biljni materijal utjece klima, bioloSka raznolikost 1 sama berba te
proces proizvodnje — od kultivacije do zavrSnog proizvoda. Bitno je tu prirodnu raznolikost
,markera* uzeti u obzir (Kruse, 2010).

Za razlicite oblike lijekova provode se 1 dodatna ispitivanja, primjerice, za tablete i kapsule se
uz odredivanje ,fingerprint“ kromatograma ispituje izgled, boja, tvrdoca, raspadljivost,
sastav, oksidacija masti, sadrzaj vlage, mikrobioloSka Cisto¢a, gubitak susenjem, za tekucine i
gelove se dodatno odreduje 1 pH, viskoznost i sadrzaj konzervansa. Za praskaste uzorke
odreduju se izgled, boja, miris, okus, ,fingerprint“ kromatogram, sastav, sadrzaj vlage,
mikrobioloska Cistoca, oksidacija masti, raspadanje pojedinih sastavnica, higroskopnost te

gubitak suSenjem (www.nsf.org).
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2.0BRAZLOZENJE TEME

Maslinovo ulje je jedno od najSire upotrebljavanih jestivih ulja. Pri njegovoj proizvodnji
nastaju velike koli¢ine dva nusprodukta: ¢vrsti ostatak, tj. komina masline i otpadna voda.
Oba nusprodukta su Stetna za okoli§ jer sadrze visoke koncentracije polifenola i sumporovih
spojeva Sto Stetno djeluje na mikrobiolosku floru tla, vodeni ekosustav i zrak. Buduéi da neki
od polifenola (oleuropein, hidroksitirosol i tirosol) imaju dokazana antioksidacijska,
protuupalna te druga pozitivna svojstva, prepoznata je mogucnost iskoriStavanja komine
masline u svrhu formulacije stabilnog, tehnoloski prihvatljivog produkta te dobivanje

proizvoda dodane vrijednosti uz ostvarivanje ekonomske 1 ekoloske koristi.

Cilj ovog rada je odrediti kojom ¢e se kombinacijom vrsta 1 koli¢ina ciklodekstrina iz suSene,
odmascene 1 prosijane komine masline dobiti ekstrakt polifenola masline dobrih tehnoloskih
svojstava uz Sto veci prinos polifenola, optimalnu raspodjelu veliCine Cestica te optimalnu
boju 1 zadovoljavajucu stabilnost. Nakon klasi¢ne ekstrakcije uz dodatak ciklodekstrina,

uparavanja i liofilizacije provedena su spomenuta ispitivanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Materijali

3.1.1. Kemikalije

Etanol, p.a., Kemika d.0.0, Zagreb, Hrvatska

Petroleter, p.a., Kemika d.0.0, Zagreb, Hrvatska

B-ciklodekstrin (B-CD): Wacker Chemie GMBH, Njemacka

y-ciklodekstrin (y-CD): Wacker Chemie GMBH, Njemacka

nasumi¢no metilirani derivatf-ciklodekstrina (RAMEB-CD): Wacker Chemie GMBH,
Njemacka

hidroksipropilirani derivat p-ciklodekstrina (HP-p-CD): Wacker Chemie GMBH,
Njemacka

2-hidroksipropilirani derivat p-ciklodekstrina (2-HP-B-CD): Wacker Chemie GMBH,
Njemacka

Standard oleuropeina (Sigma, St. Luis, SAD)

Acetonitril (CHsCN); HPLC stupnja Cistoce, >99,93 % (Sigma-Aldrich, SAD)
Metanol (CH3OH); HPLC stupnja Cistoée , >99,9 % (Sigma-Aldrich, SAD)

Acetatni pufer

Ultracista voda za HPLC (miliQ H2O)

3.1.2. Instrumenti i oprema

Sustav za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti sa DAD detektorom, serija
Waters 2475 (Waters, USA)

Agilent Zorbax Eclipse Plus C18 kolona dimenzije 250x4,6 mm i veliine Cestica 5
pum.

KolorimetarCM-3500d (Konica Minolta, Japan)

UV/VIS spektrometar UV4, Unicam, UK

Sustav za odredivanje raspodjele veliine Cestica Malvern Masterseizer 2000 (Malvern
Instruments, UK)

Laboratorijska pe¢, Over industrijska elektronika, Sv. Nedjelja, Hrvatska

Soxhlet aparatura, Behr Labortechnik, Diisseldorf, Njemacka

Vortex mijesalica, tip VTY-3000L, Mixer UZUSIO, Tokyo, Japan

12



e Termostatirana kupelj s muckalicom, tip 1086, Gesellschaft fiir Labortechnik,
Burgwedel, Njemacka

o Liofilizator Alpha 1-4, Martin Christ Gefriertrocknungsanlagen GmbH, Njemacka

e Analiticka vaga,Metler Toledo AB265S

e Viale 1,5 mL (LLG Labware)

e Filteri za pripremu uzoraka (LLG-PTFE syringe filter, promjer pora: 0,45 pum)

e Sprice (6 mL)

e Filteri od celuloze-acetata; promjer pora: 0,45 um (Whatman)

e Eppendorf epruvete od 2 mL za uzorke

3.1.3. Komina masline

Uzorke komine masline koriStene u ovom radu ¢ini mjeSavina komina masline iz vise

hrvatskih uljara, prikupljena tijekom jeseni/zime 2014./2015. godine.

zamrznuta odr_r;_za\:an_J © susenje: u velikoj
komina (cca usiinjavane, petrijevki; 24 h,
prepakiravanje u 5
15kg) - 50°C
= palacinke
ljevenje u
1700 grama 2310 grama suhe iy ;
kostica komine multipraktiku 4
puta, prosijavanje
KOMINA
o KORISTENA ZA
odmas¢ivanje 2 h PRIPREMU
POLIFENOLNOG
EKSTRAKTA

Slika 11. Shematski prikaz pripreme uzorka

Svjeza komina je pohranjena u zamrznutom stanju; u obliku tankih ploc¢a prosje¢ne mase oko
100 g. Priprema ispitivanih uzoraka zapocela je odmrzavanjem, prebacivanjem u velike
petrijeve zdjelice i susenjem u laboratorijskoj peéi tijekom 24 sata na 50 °C. Osusena komina
je usitnjena, nakon Cega je prosijana kroz sito poroziteta 1.25 mm. Na taj su nacin uklonjene
kostice masline. Osusena i usitnjena komina potom je odmaséena petroleterom tijekom 2 sata

(metodom po Soxhlet-u) te ponovno usitnjena, homogenizirana i prosijana kroz sito poroziteta
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1.25 mm. Dobivena osusena, prosijana, odmaséena komina masline koristena je za sva daljnja

istrazivanja (Slika 11).

3.2. Priprema ekstrakata komine masline

Polifenoli iz osusene, odmascene i prosijane komine masline ekstrahirani su prethodno
optimiziranim postupkom klasi¢ne ekstrakcije - 2 sata na 70°C i 110 rpm-a, potom su
filtrirani kroz gusti filter papir, rasporedeni u tikvice i upareni. Nakon uparavanja su
zamrznuti i podvrgnuti liofilizaciji kroz 48 h na -55°C (Alpha 1-4 freeze-dryer, Martin Christ,
Osterode am Harz, Germany). Uz nativni uzorak, pripremljeni su i uzorci sa dodatkom
razli¢itih vrsta ciklodekstrina: [-ciklodestrina, metiliranog-p-ciklodestrina (Randomly
Methylated B-cyclodextrine - RAMEB), y-ciklodekstrina i hidroksipropil-p-ciklodekstrina.

Sastav i uvjeti pripreme uzoraka prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Izrada ekstrakata komine masline koriStenjem razli¢itih koli¢ina i vrsta ekscipijensa

Oznaka Odvaga o Odvaga Volumen ekstrakcijskog
uzorka  komine/g Eksclpijens ekscipijensa/g sredstva/mL
native 4 200

Bl 4 B-ciklodekstrin 1.6 200
yl 4 y-ciklodekstrin 1.6 200
y2 4 y-ciklodekstrin 3.2 200
HPp1 4 hidroksipropil-p-ciklodekstrin 1.6 200
HPB2 4 hidroksipropil-pB-ciklodekstrin 3.2 200
metfp1 4 metil-B-ciklodekstrin 1.6 200
metp2 4 metil-B-ciklodekstrin 3.2 200
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3.3. Analiza CIE LAB sustavom boja

Mjerenje boje svjezih liofiliziranih ekstrakata komine masline provedeno je na kolorimetru.
Podaci kolorimetrijske analize su obradeni pomoc¢u SpectraMagic NX softwarea po tzv. CIE
LAB sustavu boja koji daje priblizne vrijednosti boje kao i ljudsko oko. Boja je prikazana L*,
a* i b* vrijednostima gdje L* vrijednost odreduje svjetlinu uzorka, a* vrijednost odreduje
udio crvene, odnosno zelene komponente, a b* vrijednost odreduje udio zute, odnosno plave

komponente.

CIE takoder preporuca prilagodbu ove ljestvice boja poznate kao CIELCH ili L*C*h*.
Ovakvim nac¢inom oznacava se nijansa boje (h*), kao jedna od tri dimenzije, dok su ostale
svjetlina (L*) i ton boje (C*).

Prema dobivenim podacima izraCunate su promjene parametara boje pomocu slijedec¢ih

formula:

AL = L yzorak — L standard

pri Cemu: + AL znaci da je uzorak svjetliji od standarda
- AL znaci da je uzorak tamniji od standarda

Aa = a uzorak — & standard

pri Cemu: + Aa znaci da je uzorak crveniji od standarda
- Aa znaci da je uzorak zeleniji od standarda

Ab = b uzorak —D standard

pri cemu: +Ab znaci da je uzorak Zzu¢i od standarda
-Ab znaci da je uzorak plavlji od standarda

Ukupna promjena boje u odnosu na kontrolni uzorak, racuna se prema tzv. Euklidovoj

udaljenosti izmedu boja izrazene kao L, a 1 b:

AE = \/AL? + Aa? + Ab?
Parametar AE pokazuje koliko neki proizvod odstupa od referente boje.
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Tablica 2. Znacenje razlike izmedu izmjerene AE vrijednosti i referentne

AE Znacenje
0-0.5 Razlike u tragovima
0.5-15 Mala razlika
1.5-3.0 Primjetna razlika
3.0- 6.0 Znacajna razlika
6.0- 12.0 Velika razlika
>12.0 Vrlo velika razlika

3.4. Analiza raspodjele veli¢ine Cestica

Raspodjela veli¢ine Cestica analiziranih uzoraka odredena je primjenom laserske difrakcije.
Uredaji za odredivanje veliCine Cestica sastoje se od lasera kao izvora svjetlosti to¢no
definirane valne duljine, detektora koji mjere intenzitet rasprSene svjetlosti pod raznim
kutovima te dobavne jedinice koja je odgovorna za rasprSenje i ravnomjernu raspodjelu
Cestica u mjernoj Celiji.

Sample measurement

cell Small angle

detectors

Wide angle
detectors

Medium angle

detectors

Red laser

Slika 12. Raspored optickih dijelova Malvernovog instrumenta za lasersku difrakciju

(preuzeto iz: www.malvern.com)
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Tijekom mjerenja raspodjele veliine Cestica, uzorak prolazi kroz mjernu ¢eliju na koju je
usmjerena laserska zraka. Cestice raspriuju svjetlost pod kutom koji je obrnuto
proporcionalan njihovoj veliCini. Intenzitet rasprSene svjetlosti mjeri se pomocu
fotosenzitivnih detektora. Osim He-Ne lasera (svjetlost crvene boje), submikronska
osjetljivost povecana je i1 izvorom plave svjetlosti manje valne duljine, $to uvelike povecava

mjerni raspon instrumenta koji iznosi 0,02 — 2000 um.

Slika 13. SCIROCCO jedinica za suhu disperziju (preuzeto iz: www.pbf.unizg.hr)

Na Slici 13. prikazana je SCIROCCO jedinica za suhu disperziju. Praskasti materijal se
stavlja u kadicu (1). Zbog vibracija uzorak iz kadice putuje prema otvoru (2) kroz koji prolazi
i upada na sito opremljeno kuglicama radi razbijanja aglomerata (3). Nakon prolaska kroz
sito, strujanje Cestica se ubrzava pomocu stladenog zraka. Cestice kroz zra¢nu éeliju (4) ulaze
u opticku jedinicu u kojoj se provodi mjerenje. Visak uzorka iz opticke jedinice izvlaci se

pomoc¢u vakuuma (Www.pbf.unizg.hr).

3.5. Ispitivanje stabilnosti ekstrakata komine masline

Stabilnost suhih ekstrakata komine masline ispitana je u uvjetima ubrzane razgradnje (60°C,
75% vlaznost, 45 dana). Praskasti uzorci pakirani su u polipropilenske spremnike i pohranjeni
u eksikatore nad zasi¢enom otopinom natrijevog-klorida. Zatvoreni eksikatori pohranjeni su u
termostat 1 cuvani na 60°C kroz 45 dana. Uzorkovanja su provedena nakon 0, 15, 30, i 45
dana. Kao parametri stabilnosti prac¢eni su udio ukupnih fenola, antiradikalni potencijal

uzorka, udio hidroksitirosola, tirosola i oleuropeina.
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3.6. Odredivanje udjela hidroksitirosola, tirosola i oleuropeina u ekstraktima komine masline
3.6.1. Priprema standardnih otopina

Sadrzaj hidroksitirosola, tirosola i oleuropeina u suhim ekstraktima komine masline odreden
je HPLC-FLD metodom. U svrhu izrade kalibracijskih krivulja pripremljene su standardne
otopine oleuropeina, hidroksitirosola i tirosola koncentracija 3, 9, 27 i 81 mg/L otapanjem

odgovarajuée odvage standarda u vodi HPLC ¢istoce.

Pik 4.9 min (HT)

9000000
8000000 y =97935x- 1884.4
_ 7000000
= 6000000
£ 5000000
4000000
3000000
2000000
1000000
0

Sl

A=Povr:

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Koncentracija standarda/ppm

Slika 14. Bazdarni dijagram hidroksitirosola

Pik 6.09 min (T)

16000000
14000000 y =172429x - 32966
12000000
10000000
8000000
6000000
4000000
2000000

0

A=Povrgina pika

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Koncentracija standarda/ppm

Slika 15. Bazdarni dijagram tirosola
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Pik 10.03 min (OL)

800000
700000 y =8451,9x- 18626 °
600000 R2=0,9977
500000
400000
300000
200000 ®
100000

0 'y

-100000 0 10 20 30 40 B 50 60 70 80 90
Koncentracija standarda/ppm

A=Povrgina pika

Slika 16. Bazdarni dijagram oleuropeina

Za svaki istrazivani analit dobiveni su zadovoljavaju¢i koeficijenti korelacije (oleuropein
R?=0.9977, hidroksitirosol R?=0.9994 i tirosol R?=0.9969). Kalibracijske krivulje pojedinih
analita su prikazane Slikama 14., 15. i 16.

3.6.2. Priprema uzoraka za analizu

Priprema uzoraka zapocela je vaganjem suhih ekstrakata. Odvage suhih, liofiliziranih
ekstrakata koji su uzeti u HPLC analizu iznosile su 75 mg suhog ekstrakta (uzorak bez
ciklodekstrina); 135 mg suhog ekstrakta (uzorci sa 3,2 g ciklodekstrina u 400 mL otapala)
odnosno 195 mg suhog ekstrakta (uzorci sa 6,4 g ciklodekstrina u 400 mL otapala). Odvage
pojedinih suhih ekstrakata podeSene su tako da se u obzir uzme koliCina ekscipijensa u
pojedinom ekstraktu koja razrjeduje uzorak kako bi se dobiveni rezultati mogli medusobno
usporedivati. Odvagnuti uzorci su otopljeni u 1,5 mL ultraciste vode pomocu Vortex
mijesalice. Otopine ekstrakata potom su filtrirane kroz filtre za Sprice veli¢ine pora 0,45 pm
kako bi se uklonila moguca kruta oneci§¢enja. Potom su uzorci za HPLC analizu preneseni u

vijale.
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3.6.3 Priprema mobilne faze

Acetatni pufer (pH=5) pripremljen je mijesanjem 0,5 L 0,1 M octene kiseline i 1 L 0,1 M
natrijevog acetata. Za pripremu 1 L 0,1 M octene kiseline 5,88 mL koncentrirane octene
kiseline nadopuni se do 1 L u odmjernoj tikvici od 1 L s ultra¢istom vodom. 1 L 0,1 M
natrijevog acetata pripremi se otapanjem 13,6 g natrijevog acetata u ultracistoj vodi i u
odmjernoj tikvici od 1 L se nadopuni do 1 L ultracistom vodom. Nakon pripreme pufera pH
metrom se provjerava pH te, ukoliko je potrebno, dodaje jo$ kiseline ili natrijevog acetata
kako bi se podesio pH acetatnog pufera na 5. Mobilna faza filtrirana je vakuum filtracijom

kroz filtar od celuloza-acetata veli¢ine pora 0,45 um.

3.6.4 HPLC-FLD metoda za odredivanje tirosola, hidroksitirosola i oleuropeina

U kromatografskom postupku primijenjena je obrnuto fazna C18 kolona dimenzije 250x4,6
mm 1 veli¢ine Cestica 5 um. Gradijentni program mobilne faze prikazan je u Tablici 3.
Mobilna faza A je acetatni pufer (pH=5), a mobilna faza B je acetonitril HPLC ¢istoce. Brzina
protoka mobilne faze podeSena je na 1 mL/min. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 20

uL, a temperatura kolone bila je odrzavana na 40°C.

Tablica 3. Gradijentni eluacijski program obrnuto fazne HPLC identifikacije i odredivanja

oleuropeina, hidroksitirosola i tirosola

Vrijeme/min  Mobilna faza A/%  Mobilna faza B/%  Brzina protoka mobilne faze/

mLmin
0 90 10 1
4 80 20 1
8 40 60 1
11 30 70 1
15 90 10 1
20 90 10 1

Nakon stabiliziranja instrumenta i postizanja radnih uvjeta, injektirani su uzorci.
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Kromatogrami su snimljeni pri Aex=280 nm te Aem=635 nm uz pomo¢ FLD detektora.
Identifikacija eluiranih pikova provedena je usporedbom s retencijskim vremenom standarda.
Sadrzaj oleuropeina, hidroksitirosola i tirosola u analiziranim uzorcima odreden je iz

izmjerene povrsine pika (A) uz pomo¢ kalibracijskih krivulja s pripadaju¢im jednadzbama.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Utjecaj ciklodekstrina na boju ekstrakata komine masline
Mjerenje boje svjezih liofiliziranih ekstrakata komine masline provedeno je na kolorimetru te

su dobiveni rezultati prikazani u Tablici 4. i Slici 17.

Tablica 4. Utjecaj ciklodekstrina na boju uzoraka prasaka:

Uzorak L*(D65) a*(D65) b*(D65) C*(D65) h(D65)
native 16,11 1,46 1,69 2,23 49,17
Bl 61,95 9 23,59 25,25 69,11
vl 57,74 9,56 24,68 26,46 68,82
) 65,75 7,54 21,49 22,77 70,68
HPp1 44,95 10,72 22,13 24,59 64,15
HPp2 58,36 9,27 23,25 25,03 68,26
metp1 57,48 9,07 21,99 23,78 67,59
metp2 63,49 7,78 21,36 22,74 69,99

L* - svjetlina uzorka, a* - udio crvene/ zelene komponente, b* - udio zute/plave komponente,

h* - nijansa boje, C* - ton boje.

U odnosu na nativni uzorak svi uzorci su svjetliji, Sto je posljedica ,razrjedivanja* nativnog
uzorka svijetlim ciklodekstrinom. Upravo se zbog toga, povecanjem koncentracije koriStenog
ekscipijensa povecava 1 svjetlina dobivenog praSka. Najsvjetliji uzorci su oni dobiveni
primjenom yCD. Takoder, svi uzorci su i crveniji od nativnog (najvise uzorak HPB1) te Zu¢i u

odnosu na nativni uzorak (najvise uzorak y1).
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Slika 17. Promjena parametara boje u odnosu na nativni uzorak

Prema dobivenim podacima izraCunate su promjene parametara boje, prikazane Slikom 17.
Dobivene AL, Aa i Ab vrijednosti su pozitivne kod svih uzoraka, te se moze zakljuciti da su
svi uzorci svjetliji, crveniji i zuéi od nativnog uzorka. Primjeéujemo da su uzorci sa y-CD,
hidroksipropil-B-CD i metil-B-CD u koncentraciji 3.2 g / 200 mL svjetiji u odnosu na one u
koncentraciji 1.6 g / 200 mL, dok su uzorci u koncentraciji 1.6 g / 200 mL crveniji i zuéi u
odnosu na koncentriranije uzorke, uz iznimku hidroksipropil-B-CD koji je zuéi u visoj
koncentraciji.

Parametar AE pokazuje koliko neki uzorak odstupa od referente boje. Ukoliko vrijednost AE
iznosi viSe od 12.0, smatra se da postoji vrlo velika razlika izmedu boje uzorka i referentne
boje. AE vrijednosti dobivene za uzorke kompleksirane s razli¢itim ciklodekstrinima iznosile
su od 36,54 do 53,79. Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da se boja svih
mjerenih uzoraka jako razlikuje od referentne boje. Pri tome je najmanja razlika od referentne
boje dobivena kod uzorka uz dodatak HP B-CD (1.6g/200ml) te iznosi 36,54, dok je najveca
razlika od referentne boje dobivena kod uzorka uz dodatak y-CD (3.29/200ml), za koji ona
iznosi 53,72. Kod uzoraka s y-CD, hidroksipropil-B-CD i metil-B-CD u koncentraciji 3.2 g /

200 mL ta je promjena veca u odnosu na uzorke sa nizom koncentracijom ciklodekstrina.
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4.2. Utjecaj ciklodekstrina na raspodjelu veli¢ine Cestica ekstrakata komine masline

Analiza veli¢ine Cestica laserskom difrakcijom provedena je na uzorcima kompleksiranim s

razli¢itim ciklodekstrinima, i to na uzorcima uz dodatak B-ciklodekstrina, y-ciklodekstrina,

hidroksipropil-p-ciklodekstrina i metil-pB-ciklodekstrina u razli¢itim koncentracijama. Nije

bilo mogudée napraviti analizu za nativni uzorak jer on vrlo brzo nakon izlaganja zraku gubi

praskasta svojstva, apsorbira vlagu i poprima gumastu konzistenciju. Kao rezultat analize

veli¢ine Cestica dobiveni su parametri: ostatak, d (0,5), d (0,1), d (0,9), raspon, koncentracija,

opskuracija, uniformnost 1 specificna dodirna povrSina. Na temelju navedenih parametara

provodi se interpretacija rezultata.

Tablica 5. Utjecaj ciklodekstrina na veli¢inu Cestica uzoraka praSaka

native Bl vl V2 HPP1 HPp2 metB1 metf2
Ostatak/% / 0,114 0,176 0,119 0,205 0,101 0,086 0,091
d (0,5)/um / 21,051 44,307 14,928 31,758 21,276 20,140 13,349
d (0,1) /um / 3,033 9,967 3,010 6,753 4,483 3,666 2,274
d (0,9) /um / 124,101 239,507 97,798 176,599 85,759 91,937 68,735
Raspon / 5,751 5,181 6,350 5,348 3,820 4,383 4,979
Koncentracija
0,0014  0,0011 0,0019 0,0019 0,0019 0,0015 0,0026
(volumna)/%
Opskuracija/% / 6,73 1,88 10,95 5,03 7,53 6,87 16,83
Uniformnost / 1,86 1,55 2,13 1,59 1,4 1,45 2,02
Specificna
dodirna / 0,886 0,312 1,08 0,477 0,739 0,883 1,28
povrSina/m/g
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Ostatak pokazuje slaganje modela i rezultata mjerenja. Dobro slaganje rezultata i modela
podrazumijeva ostatak manji od 1%. Kod svih uzoraka dobivena je zadovoljavajuca
vrijednost. Najbolje slaganje s modelom pokazuje uzorak uz dodatak metil-p-CD (1.6 g/200
ml) (0,086%), dok najmanje slaganje s modelom pokazuje uzorak uz dodatak HP-B-CD
(1.69/200ml) (0,205%).

d (0,5) predstavlja promjer Cestica za koji vrijedi da je 50% ukupnog broja Cestica promjera
veéeg od tog promjera i 50% ukupnog promjera manjeg od tog promjera. Ova vrijednost
poznata je kao medijan volumne raspodjele. d (0,1) predstavlja veli¢inu Cestice od koje je
manje 10% cestica cijelog uzorka. d (0,9) predstavlja veli¢inu Cestica od koje je manje 90%

Cestica cijelog uzorka.

Najvece vrijednosti za d(0,5), d(0,1) i d(0,9) dobivene su kod uzorka uz dodatak y-CD (1.6
2/200ml), a iznosile su redom 44,307 pm, 9,967 um i 239,507 pm. Na temelju dobivenih
vrijednosti moze se zakljuciti da Cestice uzorka uz dodatak y-CD (1.6 g/200ml) imaju najveci
promjer. Rezultati dobiveni za uzorak uz dodatak metil-B-CD (3.29/200 ml) pokazuju da su
njegove Cestice najmanje (vrijednosti d(0,5), d(0,1) i1 d(0,9) iznose redom 13,349 um, 2,274
um 1 68,735 um). Takoder, bitno je napomenuti da na prosjecne vrijednosti veli¢ine Cestica
osim vrste ciklodekstrina utjece 1 koncentracija jer su viSe koncentracije istog CD u uzorku

rezultirale manjom srednjom veli¢inom cestica.

Raspon predstavlja Sirinu raspodjele Cestica. Za Cestice s uzom distribucijom, manja je i
vrijednost raspona. Uzorak uz dodatak y-CD (3.2g/200ml) pokazuje najSiru raspodjelu Cestica
(raspon=6,350). Kod uzorka uz dodatak HP B-CD (3.29/200ml) vrijednost raspona iznosi

3,820, te se moze zakljuciti da navedeni uzorak ima najuzu raspodjelu Cestica.

Parametar koncentracija podrazumijeva volumnu koncentraciju koja se izraCunava prema
Lambert — Beerovom zakonu. Najveca koncentracija dobivena je kod uzorka uz dodatak
metil-B-CD (3.2g/200 ml) te iznosi 0,0026%. Uzorak uz dodatak y-CD (1.6 g/200ml) ima

najmanju koncentraciju, koja iznosi 0,0011%.

Opskuracija je mjera za koli¢inu svjetlosti koja se gubi prilikom prolaska uzorka kroz
lasersku zraku. Idealan raspon opskuracije za praskaste uzorke iznosi 5 — 20%. Uzorak uz
dodatak y-CD (1.6 g/200ml) jedini ne udovoljava ovom zahtjevu, jer je opskuracija kod tog

uzorka manja od 5% (iznosi 1,88%).
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Uniformnost je mjera apsolutne devijacije od medijana. Najveca devijacija od medijana
dobivena je kod uzorka uz dodatak y-CD (3.2g9/200ml) te iznosi 2,13. Uzorak uz dodatak HP-
B-CD (3.29/200ml) pokazuje najmanju devijaciju od medijana — njegova uniformnost iznosi

1,4.

Specificna dodirna povrsina je sveukupna dodirna povrsina svih ¢estica podijeljena sa masom
uzorka. Vrijednost najveée specificne povrsine dobivena je kod uzorka uz dodatak metil-p3-
CD (3.2g/200 ml) te iznosi 1,28 m/g. Uzorak uz dodatak y-CD (1.6 g/200ml) ima najmanju
specificnu dodirnu povrsinu (0,312 m/g).

Graficki prikazi raspodjele veliine Cestica analiziranih uzoraka prikazani su na Slici 18.
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Slika 18. Raspodjela veliCine Cestica uzoraka

4.3. Utjecaj ciklodekstrina na stabilnost ekstrakata komine masline

Stabilnost suhih ekstrakata komine masline ispitana je u uvjetima ubrzane razgradnje (60°C,
75% vlaznost, 45 dana). Praskasti uzorci pakirani su u polipropilenske spremnike i pohranjeni
u eksikatore nad zasi¢enom otopinom natrijevog-klorida. Zatvoreni eksikatori pohranjeni su u

termostat i ¢uvani na 60 °C kroz 45 dana. Uzorkovanja su provedena nakon 0, 15, 30, i 45

dana.
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Slika 19. Udio bioaktivnih fenola masline (hidroksitirosol, tirosol i oleuropein) u ekstraktima

masline tijekom 45 dana skladiStenja

Iz dobivenih rezultata (Slika 19.) vidimo da je pocetna koncentracija bioaktivnih fenola
masline (hidroksitirosol, tirosol i oleuropein) najveca u nativhom uzorku, Sto je posljedica
"razrijedenja" ostalih uzoraka ciklodekstrinima. Najzastupljeniji polifenol u svim uzorcima

bio je oleuropein (1041 mg/kg u nativnom uzorku); bitno su nize bile koncentracije tirosola i
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hidroksitirosola (678 1 510 mg/kg nativhog ekstrakta). Dobiveni rezultati u skladu su sa
rezultatima studije Cioffi i suradnika (2010) koji su u ulju komine masline utvrdili puno nize
koncentacije spomenutih polifenola, ali u istim medusobnim odnosima obzirom na
zastupljenost. Aliakbarian i suradnici (2011) optimirali su ekstrakciju polifenola iz komine
masline u visokotla¢nom-visokotemperaturnom reaktoru te dobili metanolne ekstrakte u
kojima je najzastupljeniji medu 3 karakteristicna polifenola bio oleuropein dok su

hidroksitirosol i tirosol bili zastupljeni u podjednakim, znacajno nizim koncentracijama.

Brzina razgradnje polifenola tijekom 45 dana skaldiStenja bila je najbrza upravo u nativnom
uzorku. Najdrasti¢nije se promijenila koncentracija tirosola, sa pocetnih 678 mg/kg na 282
mg/kg nakon 45 dana skladiStenja. Koncentracije oleuropeina takoder su se smanjile, ali ne
toliko znacajno (sa 1041 mg/kg na 958 mg/kg) dok su koncentracije hidroksitirosola ostale
nepromijenjene. Izostanak utjecaja skladiStenja na koncentracije hidroksitirosola moZe se
objasniti ¢injenicom da je hidroksitirosol produkt razgradnje oleuropeina. Sli¢éne promjene
uocene su i kod uzoraka yl i y2 pa se moze zakljuciti da se dodatkom vy-ciklodekstrina ne
ostvaruje nikakav protektivni u€inak u smislu poboljSanja stabilnosti ekstrakata. Dodatak -
ciklodekstrina u ekstrakcijsko sredstvo rezultiralo je dobivanjem produkta nesto vece
stabilnosti u odnosu na prethodne, medutim i u ovim uzorcima razgradnja oleuropeina i
tirosola je i dalje velika. Kao §to je prikazano na Slici 20., znacajan protektivni u¢inak na
stabilnost ektrakata ostvaren je koriStenjem HP-B-ciklodekstrina te met-B-ciklodekstrina, s tim
da su znacajniji protektivni ucinci postignuti primjenom nizih koncentracija ekscipijensa (8
g/L ekstrakcijskog sredstva). Kod tih uzoraka koncentracija bioaktivnih polifenola masline
(TS, HTS 1 OLE) tijekom skladiStenja je porasla i to za 5,9 % (metp1) odnosno 10,5 % (HP
1). Za usporedbu, u nativnom ekstraktu koli¢ina bioaktivnih polifenola masline smanjena je
za 21%, a u uzorku sa PB-ciklodektrinom za 15.5%. KoriStenjem vy-ciklodekstrina kao
ekscipijensa, ostvaren je dodatan negativan ucinak na stabilnost ekstrakta te je razgradnja u
uzorcima yl 1 y2 bila, slijjedom 35.2% 1 27.5%. Povecanjem koncentracije ekscipijensa u
uzorku ne ostvaruju se dodatni protektivni ucinci, dapace, protektivni ucinak ciklodekstrina
slabi te je koncentracija od 8g CD/L ekstrakcijskog sredstva odabrana kao optimalna. Opazeni
porast koncentracija HTS 1 TS tijekom skladiStenja u uzorcima, moze se objasniti
razgradnjom kompleksnih struktura (npr. glikozida ili oleuropeina) pri ¢emu se oslobadaju
aglikoni koji se detektiraju na kromatogramu, a zbog prisustva protektivnin CD zaostaju u
uzorku 1 ne razgraduju se (uzorci HPB1, HPB2, metPl i metp2.) Sli¢ni trendovi opazeni su

kod drugih autora. Primjerice, Koyu i suradnici (2015) pratili su stabilnost suhog ekstrakta
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gospine trave, pri ¢emu je tijekom skladiStenja doslo do porasta udjela nekih jednostavnih
polifenola. Ciklodekstrini i drugi ekscipijensi se intenzivno istrazuju i uspjesno koriste za
stabilizaciju razli¢itih aktivnih tvari u kompleksnim prirodnim ekstraktima. Tako su
primjerice Kalogeropoulos i suradnici (2010) uspjeSno poboljsali termalnu stabilnost
antocijanskog ekstrakta stvaranjem inkluzijskih komplekasa sa p-ciklodekstrinima,
Mourtzinos 1 suradnici (2008) primjenom B-ciklodekstrina uspje$no su stabilizirali ekstrakt
biljke Hibiscus sabdariffa L. bogat antocijanima; Kopjar i Pilizota (2011) poboljsali su
termicku stabilnost soka borovnice dodatkom trehaloze. B-ciklodekstrin se pokazao uspjeSnim
odabirom za uklapanje kurkumina pri ¢emu je stvaranjem inkluzijskog kompleksa bitno

poboljsana stabilnost aktivne tvari kod razli¢itih temperaturnih i pH uvjeta (Mangolim i sur.,
2014).
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Slika 20. Promjena sadrZaja bioaktivnih polifenola masline (HTS+TS+OLE) tijekom 45 dana

skladiStenja

Prema naSim saznanjima, ovo je prvi poku$aj stabilizacije ekstrakata komine masline
stvaranjem inkluzijskih kompleksa polifenola masline sa ciklodekstrinima. Mourtzinos i
suradnici (2007) uspjes$no su primijenili B-ciklodekstrin u proizvodnji ekstrakta lista masline
te su stvaranje inkluzijskog kompleksa B-CD i oleuropeina kao glavne aktivne sastavnice
potvrdili pretraznom diferencijalnom kalorimetrijom i NMR-om. Iako je primjena B-CD i u
nasem istraZivanju pokazala mali protektivni uc¢inak na stabilnost ekstrakata (obzirom da je
razgradnja polifenola bila znacajno manja u usporedbi s nativnim uzorkom) neusporedivo

bolji rezultati postignuti su primjenom metBCD i HPBCD. Njihova ucinkovitost takoder se
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moze pripisati stvaranju inkluzijskih komplekasa sa polifenolima ekstrakta masline. Prema
dostupnim literaturnim podacima, metpCD i HPBCD dokazano stvaraju inkluzijske

komplekse sa tirosolom ( Garcia-Padial et al, 2013).
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5. ZAKLJUCCI

Primjena ekscipijensa nuzna je za formulaciju stabilnih ekstrakata komine masline
obzirom da su nativni ekstrakti izrazito higroskopni te nakon kratke izlozenosti
atmosferi poprimaju ljepljiva i gumasta svojstva

Koristenjem ciklodekstrina ostvaruje se znacajan ucinak na boju suhog ekstrakta.
Neovisno o vrsti i koli¢ini ciklodekstrina, dobiveni ekstrakti su svjetliji, crveniji i zu¢i
od nativnog ekstrakta

Najvece prosjecne vrijednosti veliCine Cestica 1 najve¢i raspon veli¢ine Cestica
dobiveni su kod uzorka pripremljenog uz dodatak y-CD. Najmanje ¢estice dobivene su
primjenom metBCD dok suhi ekstrakti sa HPBCD imaju najuzu raspodjelu veliine
Cestica

Koristenjem yCD za pripremu suhog ekstrakta komine masline ne ostvaruje se
pozitivan ucinak na stabilnost analiziranih polifenola (HTS, TS 1 OLE).

metBCD, HPBCD 1 BCD poboljSavaju stabilnost ekstrakata komine masline pri cemu
je protektivan utjecaj BCD neusporedivo manji od metBCD 1 HPBCD pa upravo njih
mozemo smatrati ciklodekstrinima izbora za pripremu suhog ekstrakta komine. Na
temelju dostupnih literaturnih podataka mozemo pretpostaviti da se protektivni ucinak
ostvaruje stvaranjem inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina sa bioaktivnim

polifenolima masline

31



6. LITERATURA

Aliakbarian B, Casazza AA, Perego P. Valorization of olive oil solid waste using
high pressure—high temperature reactor. Food Chem, 2011, 128, 704-710.
Bajaj S, Singla D, Sakhuja N. Stability Testing of Pharmaceutical Products. J App
Pharm Sci. 2012, 2, 129-138.
Bauman I. UdZbenik za studente Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta za kolegij
Tehnologija prahova. Zagreb, 2015, str. 24.
Brewster ME, Loftsson T. Cyclodextrins as pharmaceutical solubilizers. Adv Drug
Del Rev, 2007, 59, 645-666.
Cioffi G, Pesca MS, De Caprariis P, Braca A, Severino L, De Tommasi N.
Phenolic compounds in olive oil and olive pomace from Cilento (Campania, Italy)
and their antioxidant activity. Food Chem, 2010, 121, 105-111.
Garcia-Padial M, Martinez-Oharriz MC, Isasi JR, Ve'laz I, Zornoza A.
Complexation of tyrosol with cyclodextrins. J Incl Phenom Macrocycl Chem,
2013, 75, 241-245.
Graficki fakultet Sveucilista u Zagrebu, 2017 .,
repro.grf.unizg.hr/media/download_gallery/OSNOVE%200%20B0OJI.pdf,
pristupljeno 5.1.2017.
Graficki fakultet SveuciliSta u Zagrebu, 2017.,
repro.grf.unizg.hr/media/download_gallery/OSNOVE%200%20B0JI%203.dio.pd
f, pristupljeno 5.1.2017.
Herak J. Osnove kemijske fizike. Zagreb, Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Sveucilista u Zagrebu, 2001, str. 168.
Jug M, Becirevi¢-Lacan M. Cyclodextrin based pharmaceuticals. Med Sci, 2008,
499, 9-26.
Kalogeropoulos N, Yannakopoulou K, Gioxari A, Chiou A, Makris DP.
Polyphenol characterization and encapsulation in $-cyclodextrin of a flavonoid-
rich Hypericum perforatum (St John's wort) extract. Food Sci Technol, 2010, 43,
882-889.
Kopjar M, Pilizota V. Prevention of thermal degradation of anthocyanins in
blackberry juice with addition of different sugars. J Food, 2011, 9, 237-242.
Koyu A, Zeki Haznedaroglu M. Investigation of impact of storage conditions on
Hypericum perforatum L. dried total extract. J Food Drug Analysis, 2015, 23,
545-551

32


http://www.tandfonline.com/toc/tcyt20/9/3

Kruse SO. Stability testing of herbal medicinal products. Innov Pharma Tech,
2010, 33, 64-68.

Lavakumar V, Nireesha GR, Divya L, Sowmya C, Venkateshan N, Niranjan Babu
M. Lyophilization/Freeze Drying - An Review. IINTPS. 2013, 4, 87-98.

Malvern Instruments Ltd is a Spectris company, 2017.,
http://www.malvern.com/Assets/2016%2008%20Sizing%20Up%20Particles.pdf,
pristupljeno 5.1.2017.

Mangolim SC, Moriwaki C, Nogueira AC, Sato F, Baesso ML, Medina Neto A,
Matioli G. Curcumin—B-cyclodextrin inclusion complex: Stability, solubility,
characterisation by FT-IR, FT-Raman, X-ray diffraction and photoacoustic
spectroscopy, and food application. Food Chem, 2014, 153, 361-370.

Mourtzinos I, Makris DP, Yannakopoulou K, Kalogeropoulos N, Michali I,
Karathanos VT. Thermal Stabilty of Anthocyanin Exstract of Hibiscus sabdariffa
L. in the Presence of B-Cyclodextrin. J Agric Food Chem, 2008, 56, 10303-10310.
Mourtzinos I, Salta F, Yannakopoulou K, Chiou A, Karathanos VT. Encapsulation
of olive leaf extract in beta-cyclodextrin. J Agric Food Chem, 2007, 55, 8088-8094
NSF International, 2017.,

https://www.nsf.org/newsroom_pdf/Stability Testing_Dietary_Supplements.pdf,
pristupljeno 10.1.2017.

Plantea, 2017., http://www.plantea.com.hr/maslina/, pristupljeno 12.3.2017.
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet, 2017.,
http://www.pbf.unizg.hr/content/download/28555/111044/version/1/file/VJEZBA
%2B2_2015.pdf, pristupljeno 5.1.2017.

Syed Haris O. Oleuropein in Olive and its Pharmacological effects, Sci Pharm.
2010, 78, 133.

Simi¢ S. Izolacija antioksidativnih sastavnica biljke Medicago sativa L. primjenom
ciklodestrina. Zagreb, 2015, str. 7-8.

Trgovéevi¢ M. Optimizacija kombiniranog postupka ultrazvuc¢ne ekstrakcije 1
enkapsulacije za ekstrakciju polifenola masline, diplomski rad. Zagreb, 2016, str.
3.

33


http://www.malvern.com/Assets/2016%2008%20Sizing%20Up%20Particles.pdf
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mourtzinos%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17764146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Salta%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17764146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yannakopoulou%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17764146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiou%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17764146
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Karathanos%20VT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17764146
https://www.nsf.org/newsroom_pdf/Stability_Testing_Dietary_Supplements.pdf
http://www.plantea.com.hr/maslina/
http://www.pbf.unizg.hr/content/download/28555/111044/version/1/file/VJEZBA%2B2_2015.pdf
http://www.pbf.unizg.hr/content/download/28555/111044/version/1/file/VJEZBA%2B2_2015.pdf

7. SAZETAK/SUMMARY

Pri proizvodnji maslinovog ulja nastaju velike koli¢ine dva nusprodukta: komina masline i
otpadna voda. Oba su Stetna za okolis, a neki od polifenola koje nalazimo u komini masline
(oleuropein, hidroksitirosol i tirosol) imaju dokazana antioksidacijska, protuupalna te druga
pozitivna svojstva. Prepoznata je moguénost iskoriStavanja komine masline u svrhu
formulacije stabilnog, tehnoloski prihvatljivog ekstrakta polifenola masline te dobivanje
proizvoda dodane vrijednosti uz ostvarivanje ekonomske i ekoloske koristi. Cilj ovog rada
bio je odrediti kojom ¢e se kombinacijom vrsta i koli¢ina ciklodekstrina iz susene, odmaséene
1 prosijane komine masline dobiti ekstrakt polifenola masline dobrih tehnoloskih svojstava uz
Sto veci prinos polifenola, optimalnu raspodjelu veli¢ine Cestica te optimalnu boju i
zadovoljavajucu stabilnost. Zakljuceno je da je primjena ekscipijensa nuzna za formulaciju
stabilnih ekstrakata komine masline obzirom da su nativni ekstrakti izrazito higroskopni te
nakon kratke izlozenosti atmosferi poprimaju ljepljiva i gumasta svojstva. KoriStenjem
ciklodekstrina dobiveni su ekstrakti svjetliji, crveniji 1 zu¢i od nativnog ekstrakta. Najvece
prosje€ne vrijednosti veli¢ine Cestica 1 najveci raspon veli¢ine Cestica dobiveni su kod uzorka
pripremljenog uz dodatak y-CD. Najmanje Cestice dobivene su primjenom metBCD dok suhi
ekstrakti sa HPBCD imaju najuzu raspodjelu veli¢ine Cestica. Koristenjem yCD za pripremu
suhog ekstrakta komine masline ne ostvaruje se pozitivan ucinak na stabilnost analiziranih
polifenola (HTS, TS 1 OLE). metpCD, HPBCD 1 BCD poboljSavaju stabilnost ekstrakata
komine masline pri ¢emu je protektivan utjecaj BCD neusporedivo manji od metBCD, HPBCD

pa upravo njih moZemo smatrati ciklodekstrinima izbora za pripremu suhog ekstrakta komine.
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SUMMARY

During the production of olive oil, large quantities of two byproducts are produced: olive
pomace and waste water. Both are harmful to the environment, but some of the polyphenols
found in olive pomace (oleuropein, hydroxytyrosol and tyrosol) have proven antioxidant, anti-
inflammatory and other positive properties. The possibility of using olive pomace in
formulating a stable, technologically acceptable olive polyphenol extract has been recognized
as the way of obtaining an added value product while achieving economic and ecological
benefits. The goal of this paper was to determine the optimal combination of the type and the
amount of cyclodextrins to be used for the extraction of olive pomace in the process of the
preparation of olive polyphenol extracts with good technological properties and high
antioxidant yields. It was concluded that the use of excipients is necessary for the formulation
of stable olive pomace extracts since the naturally occurring extracts are highly hygroscopic
and, after a short exposure to the atmosphere, they have sticky and gumble properties. Using
cyclodextrins, the obtained extracts were lighter, redder and yellower than the native extract.
The highest mean particle size values and the largest particle size range were obtained in the
sample prepared with the addition of y-CD. The smallest particles were obtained by using
metpCD while the dry extracts with HPBCD had the narrowest particle size distribution.
Using y-CD for the preparation of dry olive extract didn't have positive effect on the stability
of the analyzed polyphenols (HTS, TS and OLE). metBCD, HPBCD and BCD improved the
stability of olive pomace extracts whereby the protective effect of B-CD is incomparably
smaller than that of metBCD, HPBCD. Therefore we can consider metBCD and HPBCD to be

the cyclodextrins of choice for the preparation of dry olive pomace extract.
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