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1. UvOD

1.1. Maslina

Maslina (lat. Olea europea L.) je na Zemlji prisutna od mladeg kamenog doba, a nasi
su preci jos prije 9 tisu¢a godina sakupljali plodove divlje masline $to potvrduju i
arheoloski nalazi u spiljama. Ipak, prva su stabla kultivirana tek prije 5-6 tisuca
godina na podrucju Mezopotamije, Sirije i Palestine, odakle se maslina prosirila
Mediteranom te postala simbolom mediteranske prehrane i kulture. (Tasi¢, 2015.)
Danas je maslina u Dalmaciji najvaznija voéna kultura ¢ijim se uzgojem bavi 45 %

obitelji na podrucju obale i ¢ak 93 % obitelji na otocima. (www.plantea.com)

Maslinovo se ulje prema kvaliteti, koja ovisi o stanju ploda, moze razvrstati u Cetiri
razreda. Djevi¢anska maslinova ulja dobivena su prvim mehani¢kim preSanjem bez
daljnjeg tretiranja pa se prema tome mogu podijeliti na:
e ekstra djevicansko maslinovo ulje — ulje dobiveno prvim presanjem koje ima
izvrstan okus i miris;
sadrzaj slobodnih masnih kiselina (izrazen kao oleinska kiselina) nije ve¢i od
0,8 g na 100 g ulja
e djevicansko maslinovo ulje — ulje dobiveno prvim preSanjem koje ima dobar
okus i miris;
sadrzaj slobodnih masnih kiselina (izrazen kao oleinska kiselina) nije ve¢i od

2,0 g na 100 g ulja


http://www.plantea.com/
http://www.zaton.hr/

Preostala dva razreda znacajno su manje kvalitetna te se, ovisno o udjelu rafiniranog
ulja, dijele na:

e mjeSavinu rafiniranog i djevicanskog maslinovog ulja

e rafinirano maslinovo ulje (tal. lampante) — najgore kvalitete;

tradicionalno se koristi za punjenje uljnih lampi

Djevi¢ansko maslinovo ulje ¢ini osnovnu komponentu mediteranske prehrane. Bogato
je antioksidansima, ukljucujuéi polifenole te zdrave, mononezasi¢ene masne kiseline,
uglavnom oleinsku. Iako se djevicansko maslinovo ulje odlikuje izvrsnim nutritivnim
svojstvima, u nekim se zemljama nerijetko takva djeviCanska ulja krivotvore
mijeSanjem s drugim biljnim uljima i na taj nadin gube na kvaliteti. Usprkos tome,
mediteranska se prehrana smatra posebno korisnom za zdravlje kardiovaskularnog
sustava te se jo§ povezuje sa smanjenjem rizika od pojave dijabetesa melitusa tipa 2,
te smanjenim stvaranjem amiloidnih plakova karakteristi¢nih za Alzheimerovu bolest.
(www.britannica.com; Bendini i sur., 2007.) Tijekom proizvodnje maslinovog ulja
zaostaju komina masline 1 otpadna voda, nusproizvodi Stetni za okoli§ jer sadrze
visoke koncentracije polifenola koji, prvenstveno antimikrobnim djelovanjem, $tetno
utjeCu na Zemljine ekosustave. S druge strane, polifenoli prisutni komini masline
imaju dokazana antioksidacijska, antiproliferativna i protuupalna svojstva zbog kojih
bi se komina masline, po uzoru na maslinovo ulje, mogla koristiti kao dobar izvor

polifenola u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. (Romero i sur., 2017.)



1.2. Komina masline

Komina masline glavni je nusproizvod koji nastaje pri proizvodnji maslinovog ulja.
Na 100 kg plodova masline dobije se priblizno 35-40 kg komine. Ovaj nusproizvod
heterogena je biomasa sa znacajnim udjelom vlage 1 ulja ¢iji omjer i koli¢ina ovise o
regiji uzgoja te primijenjenoj metodi ekstrakcije ulja. U kontinuiranom dvofaznom
procesu, nakon odvajanja maslinovog ulja, taj ostatak sacinjavaju fragmenti koze
(epikarpa), pulpe (mezokarpa) 1 kostice (endokarpa). Glavne sastavnice komine
masline ¢ine ugljikohidrati (polisaharidi), proteini, masne kiseline, pigmenti 1
polifenoli. Komina masline se, najvise zbog ekonomske isplativosti, ¢esto koristi kao
biogorivo. lako je ovo dobra strategija za smanjenje otpada nastalog pri proizvodnji
maslinovog ulja 1 smanjenja emisija Stetnih plinova koji nastaju uporabom fosilnih
goriva, ona ne iskoristava potencijal bioaktivnih sastavnica komine. Naime, komina
masline se istiCe kao vrijedan nusproizvod zbog visokog udjela polifenola, a
istrazivanja se ve¢inom Kkoncentriraju na njezina antioksidativna svojstva.
Najzastupljeniji polifenol u komini masline je hidroksitirosol, a znacajno su
zastupljeni i tirosol, oleuropein, kofeinska Kkiselina, p-kumarinska Kkiselina,
verbaskozid, elenolna kiselina, katehol 1 rutin. Koli¢ina antioksidansa u komini
masline moze biti veca od koli¢ine antioksidansa u maslinovom ulju te zbog toga
komina ima potencijalnu upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. (Nunes i
sur., 2016.) Ekstrakcijom fenolnih sastavnica iz komine masline prije odlaganja
potencijalno se smanjuju se Stetni ucinci za okoli§ (prvenstveno u smislu utjecaja
visokih koncentracija polifenola na mikrobe u tlu), a istovremeno se omogucuje

dodatan izvor prihoda za proizvodace maslinovog ulja. (Goldsmith i sur., 2014)



1.3. Polifenoli

Polifenoli su aromatski spojevi s vise hidroksilnih supstituenata koji su vrlo
rasprostranjeni u prirodi te su Cesto prisutni u ljudskoj prehrani. U prirodi se rijetko
nalaze u slobodnom obliku, a uglavnom su esterificirani organskim kiselinama ili
konjugirani monosaharidima i disaharidima. (Covi¢ i sur, 2009.). Prema brojnim
istrazivanjima velik dio pozitivnih uc¢inaka maslinovog ulja na zdravlje pripisuje se
jednostavnim fenolima - hidroksitirosolu (HTS) i tirosolu (TS). Ovi polifenoli
masline sve se viSe istrazuju zbog svojih antioksidativnih, protuupalnih,
kardioprotektivnih, neuroprotektivnih, antikancerogenih, antidijabetickih,

antimikrobnih 1 drugih svojstava. (Karkovi¢ Markovi¢ 1 sur., 2019.)

1.3.1. Hidroksitirosol (3,4 — dihidroksifeniletanol, HTS)

OH
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OH

Slika 2: Prikaz strukture hidroksitirosola (https://www.biomol.com/).

Hidroksitirosol je glavni fenolni spoj u maslinovom ulju i komini masline koji ima
sposobnost "gaSenja" slobodnih radikala i kelacije metala, stoga je u pocetku veéina
bioloskih ucinaka HTS-a povezivana isklju¢ivo s njegovim antioksidacijskim
djelovanjem. Znacajna antioksidativna ucinkovitost pripisuje se prisutnosti o-
hidroksifenilne skupine koja donira atom vodika peroksil-radikalima (ROO*) te se na
taj nacin prilicno reaktivni ROO* zamjenjuje HTS* radikalom koji je nereaktivan

zbog prisutnosti intramolekularne vodikove veze u fenoksi radikalu.
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Slika 3: Pretpostavljeni mehanizam antioksidativnog djelovanja hidroksitirosola

(Karkovi¢ Markovi€ i sur., 2019.).

Pretpostavlja se da ovo nije jedini mehanizam djelovanja HTS-a na zdravlje, stoga se
proucavaju 1 drugi putevi antioksidativnog djelovanja, primjerice poticanje endogenih
obrambenih sustava protiv oksidativnog stresa kroz aktivaciju razli¢itih signalnih
puteva u stanicama. HTS takoder ima znacajna protuupalna svojstva. In vitro i in vivo
istraZzivanja pokazuju utiSavanje enzima iNOS i COX-2, smanjenje ekspresije TNFa,

IL-1pB te inhibiciju aktivacije granulocita i monocita.

1.3.1.1. Antiaterogeno i kardioprotektivno djelovanje

HTS ima terapijski potencijal u lijeenju ateroskleroze. Ateroskleroza je upalna bolest
vaskularnog endotela, a neki od ¢imbenika koji utjeCu na endotelnu funkciju su i
prisustvo reaktivnih kisikovih spojeva (ROS) u suvisku, hiperkolesterolemija i drugi.
Oksidacija LDL kolesterola jedan je od kljuénih koraka u inicijaciji stvaranja
aterosklerotskih lezija, a HTS se pokazuje vrlo uspjesnim u prevenciji lipidne
peroksidacije 1 zastite LDL-a od oksidacije. Osim sprjeCavanjem oksidacije LDL-a,
HTS mozZe djelovati antiaterosklerotski ublazavanjem upalnog odgovora uzrokovanog
flavin monooksigenazom 3 (FMN3), enzimom koji je dokazano ukljucen u inicijaciju
razvoja ateroskleroze. (Karkovi¢ Markovi¢ i sur., 2019.) U klini¢koj studiji u kojoj su
dobrovoljci s blagom hiperlipidemijom suplementirani s dnevnom dozom od 45 mg
HTS-a tijekom 8 tjedana, nije primijecen izravan utjecaj na trigliceride, LDL, HDL i
ukupni kolesterol u krvi. Ipak, u istoj je studiji ve¢ od 4. tjedna primije¢ena dvostruka
endogena razina vitamina C. Povecana endogena razina vitamina C moze se izravno
povezati s antioksidativnim djelovanjem HTS-a. S obzirom na to da vitamin C
regenerira a-tokoferol (vitamin E) iz a-tokoferil radikala, a a-tokoferol je jedan od

glavnih antioksidansa LDL-kolesterola, rezultat navedene studije mogao bi povezati



HTS s indirektnim mehanizmom zastite od oksidacije LDL-a. (Lopez-Huertas i sur.,
2017.) Druga je klini¢ka studija pokazala kako redoviti unos 15 mg HTS-a dnevno
modulira antioksidacijski profil, ekspresiju upalnih gena i oksidativnog stresa kod
ateroskleroze. (Colica i sur., 2017.) Osim na samo stvaranje ateroskleroznih lezija,
ovo je istrazivanje na Stakorima pokazalo da bi HTS mogao imati inhibicijski u¢inak i
na stvaranje tromba. Stvaranje tromba kod ateroskleroze posebno je opasno jer tromb
moze zacepiti ateroskleroznu krvnu Zilu 1 uzrokovati tromboemboliju koja Cesto
rezultira infarktom miokarda ili mozdanim udarom. U prevenciji tromboembolije
najcesce se koristi acetilsalicilna kiselina (ASA), €iji se antiagregacijski u€inak veze
uz dva mehanizma - inhibiciju sinteze tromboksana i povecanje sinteze NO. U
navedenoj su studiji usporedivani ucinci razli¢itih doza HTS-acetata, HTS-a i ASA-e
na agregaciju trombocita u Stakora. Pokazano je da kod Stakora oralna primjena HTS-
a i HTS-acetata rezultira inhibicijom agregacije trombocita i to upravo inhibicijom
tromboksana 1 povecanjem sinteze NO. Zbog rezultata navedenog istrazivanja, HTS 1
derivati mogli bi se potencijalno koristiti kao alternativa ASA-i u prevenciji
tromboembolije. Ipak, potrebno je provesti daljnja istrazivanja. (Gonzalez-Correa i
sur. 2008.)

1.3.1.2. Antidijabeti¢ko djelovanje

Dijabetes melitus kroni¢na je metabolicka bolest kod koje poremecaj izluCivanja
inzulina ili pak inzulinska rezistencija dovode organizam do stanja trajne
hiperglikemije. Kroni¢na hiperglikemija inducira oksidativni stres koji moze
uzrokovati razvoj kroni¢nih vaskularnih komplikacija kao S$to su: retinopatija,
nefropatija, neuropatija, mozdani udar, ishemijske sréane bolesti i periferne
vaskularne bolesti. Zbog svojih antioksidativnih svojstava HTS ima potencijal u
zastiti od bolesti koje se povezuju s oksidativnim stresom te bi se zbog toga mogao
koristiti u prevenciji kroni¢nih komplikacija kod dijabetesa. Nekoliko in vitro i in vivo
studija navode znacajno antidijabeticko djelovanje HTS-a (Vlavcheski i sur., 2019.)
In vitro istrazivanje na asterocitima pokazalo je da HTS poboljsava osjetljivost na
inzulin 1 vra¢a pravilnu inzulinsku signalizaciju. Glavni uc¢inak inzulinskog

signaliziranja u asterocitima poticanje je unosa glukoze u stanicu pomo¢u GLUT2



transportera, a blokiranjem inzulinskog puta zabiljezeno je smanjenje ekspresije gena
za GLUT2. Suplementiranjem HTS-om ponovno je poveéana ekspresija GLUT2
transportera i omoguéena normalna inzulinska signalizacija. (Crespo i sur., 2017.)
Istrazivanje na dijabetickim S$takorima, kod kojih je HTS, osim smanjenja
koncentracije glukoze u serumu, uzrokovao 1 znacajno povecanje hepaticke
koncentracije glikogena, pokazalo je kako bi mogu¢i mehanizam hipoglikemijskog

djelovanja HTS-a mogao biti i poticanje sinteze glikogena. (Jemai i sur., 2009.)

1.3.1.3. Neuroprotektivno djelovanje

Alzheimerova 1 Parkinsonova bolest dvije su najceS¢e neurodegenerativne bolesti u
osoba starije zivotne dobi, a spektar lijekova raspolozivih za lijecenje ovih bolesti vrlo
je uzak. Neuroprotektivni uc¢inci HTS-a proucavani su velikim brojem in vitro i in
vivo studija kojima je dokazano da HTS i njegov metabolit, HTS-sulfat prolaze krvno-
mozdanu barijeru, nakupljaju se u mozgu i smanjuju oksidativni stres u neuronima.
(Lopez de las Hazas i sur., 2018.). Uc¢inak HTS-a istrazivan je na in vitro na
modelima Alzheimerove bolesti u kojima se pokazalo da stiti neurone od toksi¢nosti
uzrokovane amiloidom-B i abnormalnim nakupljanjem proteina tau, Sto je
karakteristicno za Alzheimerovu bolest. (Rodriguez-Morato i sur., 2015.) Takoder se
pokazalo da u PC12 stanicama, koje se koriste kao in vitro model Parkinsonove
bolesti, HTS inhibira kako enzimsku tako i spontanu oksidaciju endogenog dopamina,
ublazava nastajanje slobodnih radikala tijekom MAO inhibicije, ima zastitni uc¢inak
protiv dopaminom i 6-hidroksidopaminom inducirane smrti dopaminergickih stanica
te suzbija toksinost izazvanu o-sinukleinom. (Goldstein i sur., 2016., Hornedo-
Ortega i sur., 2018.)



1.3.1.4. Antikancerogeno djelovanje

Tijekom posljednjih desetak godina velikim brojem in vitro i in vivo studija pokazana
je potencijalna  antikancerogena ucinkovitost HTS-a. Najbolje istrazen
antikancerogeni mehanizam djelovanja HTS-a je autooksidacija HTS-a koja dovodi
do akumulacije H20. u stanicama karcinoma. Recentne in vitro studije u kojima je
istrazivan utjecaj HTS-a na razliite vrste humanih karcinoma, pokazale su
antiproliferativno 1 proapoptoticko djelovanje HTS-a koje nije povezano s
nakupljanjem H.O, u stanicama ve¢ se antikancerogeni ucinci postizu drugim
mehanizmima. (Fabiani i sur., 2012., Rigacci i sur., 2016.) Velik broj istrazivanja
usmjeren je na rak debelog crijeva koji kao tre¢i najces¢i rak na svijetu ima sve vecu
incidenciju i smrtnost u zemljama u razvoju (gdje prije nije bio toliko prisutan).
(Karkovi¢ Markovi¢ 1 sur., 2019.) lako je HTS u maslinovom ulju prisutan u niskim
koncentracijama, u crijevu mu koncentracije rastu i to najvjerojatnije zbog gastricne
hidrolize i kolonske fermentacije drugih kompleksnijih polifenola prisutnin u
maslinovom ulju tijekom kojih se oslobada HTS. (Corona i sur., 2006.) Primije¢eno
je da polifenoli iz maslinovog ulja in vitro djeluju antiproliferativnho na stanice
adenokarcinoma ljudskih crijeva tako $to inhibiraju ERK1/2 fosforilaciju i smanjuju

ekspresiju gena za ciklin D1. (Corona i sur., 2009.)

1.3.1.5. Antimikrobno djelovanje

In vitro studije pokazuju da HTS postize znacajnu antimikrobnu aktivnost ve¢ u
niskim koncentracijama, kako prema patogenima (Vibrio parahaemolyticus, Vibrio
cholerae, Salmonella typhi, Salmonela enterica i dr.) tako i prema komenzalima
(Lactobacillus acidophilus, Bifidobacterium bifidum). Osim toga, HTS inhibira
hemoliticku aktivnost induciranu streptolizinom O kojeg izlucuje Streptococcus
pyogenes. HTS je takoder svrstan u posebnu skupinu inhibitora HIV-1 koji djeluje
tako da sprjecava ulazak virusa HIV-a u stanice domac¢ina. Takoder, pokazano je da
HTS moZe inaktivirati virus influence tipa A, $to upucuje na to da bi mehanizam
antiviralnog djelovanja mogao biti povezan virusnom ovojnicu. (Karkovi¢ Markovi¢ i

sur., 2019.)



1.3.2. Tirosol (2-(4-hidroksifenil)-etanol, TS)

OH

HO

Slika 4: Prikaz strukture tirosola (https://www.biomol.com/).

Usprkos slabom antioksidacijskom djelovanju in vitro, tirosol se in vivo, zbog
znaCajne unutarstanicne akumulacije, pokazao kao ucinkovit stani¢ni antioksidans.
(D1 Benedetto i sur., 2007.) U usporedbi s drugim polifenolima, prili¢no je stabilan
spoj te je znatno manje podlozan autooksidaciji. Pokazalo se da antioksidacijsku
aktivnost zadrZzava ¢ak i u kriti¢nim uvjetima. U prisutnosti oksidiranog LDL-a, kad je
proces autooksidacije ve¢ poceo, TS zadrzava antioksidacijsku aktivnost, dok su inace
aktivniji flavonoidi pokazali drasticno smanjenje antioksidacijske aktivnosti te u

nekim slucajevima cak postali 1 prooksidansi. (Perona i sur., 2006.)

1.3.2.1.Antiaterogeno i kardioprotektivno djelovanje

Pokazalo se da TS djelovanjem na imunoloSki sustav (moduliranjem klastera
diferencijacije 14 (CD14) 1 inhibicijom upale), pokazuje pozitivan ucinak na:
hipertenziju, aterosklerozu, koronarne bolesti srca, kroni¢no sréano zatajenje,
inzulinsku rezistenciju i pretilost. (Chang i sur., 2019.) Antiaterogeno djelovanje,
takoder, pokazuje i1 zbog inhibicije proizvodnje leukotriena B4 koji poti¢e adheziju i
aktivaciju leukocita u endotelu te na taj nacin negativno utjee na endotelnu funkciju.
(Perona i sur., 2006.) Danas je jasno da postoji potreba za novim terapijskim
strategijama u lijeCenju arterijske hipertenzije koje bi osim same razine krvnog tlaka
trebale uzeti u obzir i1 druge Ccimbenike rizika koji dovode do razvoja

kardiovaskularnih komplikacija. Jedan od takvih cimbenika rizika za razvoj



hipertenzije je sindrom hiperviskoznosti. In vitro istrazivanja pokazuju da TS
ograni¢ava povecanje viskoznosti krvi, a njegov ucinak usporediv je s djelovanjem
pentoksifilina. Takoder, istrazivanja na hipertenzivnim $takorima pokazala su da TS
ograni¢ava razvoj hiperviskoznosti, poboljsava kapacitet transporta kisika i eliminira

mikrovaskularno razrjedenje u cerebralnom korteksu. (Plotnikov i sur, 2018.)

1.3.2.2.Antidijabeticko djelovanje

Upala i oksidativni stres dva su glavna ¢imbenika ukljucena u kardiovaskularne
komplikacije kod pacijenata s dijabetesom melitusom. Pokazalo se kako povecani
oksidativni stres potiCe aktivaciju transkripcijskog faktora NF-kB p65 koji aktivira
sintezu razli¢itih proupalnih citokina. Tako sintetizirani proupalni citokini, kao $to su
TNFa 1 IL-6, dokazano moduliraju inzulinsku rezistenciju u jetri i miSi¢ima.
Istrazivanje na dijabetickim Stakorima pokazalo je kako je TS svojim
antioksidativnim i protuupalnim djelovanjem znaéajno reducirao oksidativni stres i
upalu inhibicijom aktivacije transkripcijskog faktora NF-kB p65. Inhibicijom
aktivacije NF-xB p65 posljedi¢no je reducirana sinteza citokina TNFa i IL-6, §to je
dovelo do povecanja koncentracije inzulina te smanjenja koncentracije glukoze u

plazmi dijabetickih stakora. (Chandramohan i sur., 2016.)

1.3.2.3. Neuroprotektivno djelovanje

TS pokazuje potencijalno neuroprotektivno djelovanje kod Alzheimerove i
Parkinsonove bolesti. Istrazivanje na kulturama stanica neuroblastoma (N2a), in vitro
modelu Alzheimerove bolesti, pokazalo je kako TS i HTS preveniraju apoptozu
uzrokovanu amiloidom-B. Kod Alzheimerove bolesti prekomjerna translokacija
transkripcijskog faktora NF-xB u jezgru stanice inducira prekomjernu ekspresiju
amiloida-p, $to posljedi¢no uzrokuje kroni¢nu upalu mozga. Primije¢eno je da TS i
HTS reduciraju translokaciju NF-kB u jezgru N2a stanica, $to sugerira da svoje
protektivne ucinke ostvaruju primarno imunomodulatornim djelovanjem. Kao model
Parkinsonove bolesti in vitro cesto se koriste 1-metil-4-fenilpiridinom (MPP+)
tretirane stanice jer MPP+ selektivno ulazi u dopaminergi¢ke neurone i inhibira lanac

transporta elektrona u mitohondrijima, Sto uzrokuje oksidativni stres te naposljetku
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uzrokuje stani¢nu smrt. In vitro istrazivanje protektivnog djelovanja TS-a od MPP+-
om inducirane stani¢ne smrti dopaminergi¢nih neurona pokazalo je da TS smanjuje
mitohondrijsku disfunkciju i intracelularnu ATP depleciju, koja se povezuje sa
ishemijom i dovodi do nekroze stanica. Takoder se pokazalo kako TS, u ovim
specificnim eksperimentalnim uvjetima, djeluje neuroprotektivno i povecanjem
ekspresije antioksidativnih enzima superoksid dismutaze 1 (SOD-1), superoksid
dismutaze 2 (SOD-2) i DJ-1 te povecavanjem aktivacije Akt-signalnog puta koji se

povezuje s prezivljavanjem i rastom stanice. (Angeloni i sur. 2017.)

1.3.2.4. Antimikrobno djelovanje

TS in vitro posjeduje snazno djelovanje protiv nekoliko sojeva bakterija odgovornih
za crijevne i respiratorne infekcije. Antibakterijska svojstva TS-a mogu se povezati s
vezanjem i inhibicijom bakterijske ATP-sintaze. Takoder su primijecena
antitripanosomska 1 antiliSmanijska svojstva, no u tom smislu potrebna su daljnja

istrazivanja. (Medina i sur., 2006.; Amini i sur., 2017.; Belmonte-Reche i sur., 2016.)

1.4. Biodostupnost i bioraspolozivost polifenola masline

Biodostupnost se definira kao frakcija nutrijenta koja se tijekom probave oslobodi iz
matriksa namirnice i dostupna je za apsorpciju u tankom crijevu. Taj pojam bitno je
razlikovati od pojma bioraspolozivosti koja se definira kao udio nutrijenta koji nakon
unosa per os dospije do sistemske cirkulacije ili specificnog mjesta djelovanja.
Drugim rije¢ima, bioraspoloZivost je koli¢ina unesenih polifenola koja je u stanju
utjecati na ciljna tkiva. Molekula moze imati snaznu antioksidacijsku aktivnost in
vitro, no in vivo moze pokazivati vrlo malu biolosku aktivnost jer vrlo mala koli¢ina
ishodnog spoja dospije u ciljna tkiva. Najzastupljeniji polifenoli u naSoj prehrani,
stoga, nisu nuzno oni koji imaju najbolji profil bioraspoloZivosti. Prema tome, nije
dovoljno znati koli¢inu antioksidansa koju pojedina hrana ili dodatak prehrani sadrzi,
ve¢ je vaznije znati koliko je od toga zapravo bioraspoloZivo. (D'Archivio i sur.,
2010.) Studije na Zivotinjama i ljudima pokazuju da polifenoli iz maslinovog ulja

imaju vrlo dobru apsorpciju in vivo te je potvrdena i prisutnost HTS-a, TS-a i njihovih
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metabolita u krvi i urinu nakon ingestije. (Vissers i sur., 2002.) Vazno je, ipak,
naglasiti da je primije¢ena smanjena bioraspolozivost HTS-a i TS-a primijenjenih u
vodenoj otopini, u odnosu na primjenu u matriksu maslinovog ulja. Povecana
bioraspolozivost promatranih polifenola u matriksu maslinovog ulja moze biti
posljedica prisutnosti drugih antioksidansa iz maslinovog ulja koji sprjecavaju raspad
ispitivanih polifenolnih spojeva u gastrointestinalnom traktu prije njihove apsorpcije.
(Tuck i sur., 2001.)
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Komina masline ekotoksi¢an je nusproizvod koji nastaje prilikom proizvodnje
maslinovog ulja te ima visok sadrzaj karakteristicnih polifenola, najvise
hidroksitirsola i tirosola. S obzirom na to da polifenoli maslinovog ulja pokazuju
kardioprotektivna, antidijabeticka, antikancerogena, neuroprotektivna i antimikrobna
svojstva, polifenolima bogat ekstrakt komine masline mogao bi imati potencijal za
uporabu u farmaceutskoj i prehrambenoj industriji.
Ucinci pojedinith polifenola, ipak, znacajno ovise o sadrzaju u namirnici/dodatku
prehrani te o njihovoj biodostupnosti i bioraspolozivosti. lako su biodostupnost i
bioraspolozivost hidroksitirosola 1 tirosola iz maslinovog ulja relativno dobre te je
dokazana prisutnost oba polifenola u krvi nakon ingestije maslinovog ulja,
biodostupnost hidorksitirosola i tirosola iz ekstrakta komine masline do danas nije
istrazena. Stoga su osnovni ciljevi istrazivanja bili usporediti koli¢ine biodostupnih
frakcija hidroksitirosola i tirosola u ekstraktu komine masline i u maslinovom ulju te
u tom smislu vrednovati ekstrakt komine masline kao alternativni izvor
hidroksitirosola i tirosola u prehrani. Konkretni ciljevi rada su:
e usporediti udio HTS-a i TS-a u suhim ekstraktima komine masline s onima u
maslinovom ulju
e optimirati in vitro metodu za simulaciju probave maslinovog ulja ($to je
zahtjevno zbog njegove lipofilnosti — kao i za druge vrste masti i ulja) i
odrediti udio biodostupne frakcije HTS-a i TS-a u ulju
e odrediti in vitro biodostupne frakcije HTS-a i TS-a u ekstraktu komine

masline
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Priprema ekstrakata komine masline

Ekstrakt komine masline pripremljen je prema prethodno optimiranom postupku
(Radi¢ i sur, 2020). Zaledena komina masline odmrznuta je, homogenizirana i vagana.
Na 8 g suhe odmaséene komine dodano je 400 mL 60 % EtOH (nativni uzorak).
Ekstrakcija je provedena na temperaturi od 70°C 2 h, pri 110 rpm.

Uzorak je nakon ekstrakcije centrifugiran na 4000 rpm, 15 minuta. Supernatant je
profiltriran kroz gusti filter papir Nakon uklanjanja etanola u rotavaporu, uzorci su

liofilizirani 1 dobiven je ekstrakt komine masline koriSten za daljnje analize.

3.2. Ekstrakcija polifenola iz maslinovog ulja

Ekstrakcija polifenola iz maslinovog ulja provedena je prema postupku Selquera i
suradnika (2015). Ukratko, 250 mg maslinovog ulja ekstrahirano je sa 2,5 mL otapala
metanol/voda (1:1, pH 2 — zakiseljeno dodatkom kloridne kiseline). Ekstrakcija je
provedena na sobnoj temperaturi, u trajanju od 60 minuta, pri 220 rpm. Uzorak je
zatim centrifugiran pri 2500 g, u trajanju od 10 min, na temperaturi od 4°C.
Otpipetirano je 1 spremljeno 2 mL supernatanta, a lipidni ostatak koriSten je za
sekundarnu ekstrakciju. U navedeni lipidni ostatak otpipetirano je 2,5 mL otapala
aceton/voda (7:3) te je ekstrakcija provodena 30 minuta prema prethodno opisanim
uvjetima. Uzorak je centrifugiran, a 2 mL supernatanta ponovno je pokupljeno i
pomijesano s metanolnim ekstraktom. Dobiveni ekstrakt maslinovog ulja koristen je

za daljnje analize.
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3.3. Simulacija probave ekstrakta komine masline i maslinovog ulja -
standardizirana in vitro metoda

In vitro istraZivanje biodostupnosti provedeno je prema standardiziranoj metodi u
skladu s protokolom Minekusa i suradnika (2014). Prije izrade reakcijskih smjesa sve
su kemikalije i reagensi zagrijani na 37°C.

Gastricna faza

U kivete (50 mL) je dodano redom, u duplikatu: 200 mg ekstrakta komine masline i
200 pL maslinovog ulja; u svaki uzorak je dodano 1800 pL destilirane vode te su
uzorci homogenizirani vorteksiranjem. Takoder, u duplikatu je pripremljena i slijepa
proba koja je sadrzavala samo destiliranu vodu (1800 pL). U sve uzorke je dodano
1,875 mL simulirane gastri¢ne teku¢ine (SGF, eng. Simulated Gastric Fluid), 0,4 mL
otopine pepsina, 1,25 pL 0,3 M CaCl, te 0,05 mL 1 M HCl-a. SGF otopina
pripremljena je tako $to je u odmjernu tikvicu od 200 mL otpipetirano 3,455 mL KCl-
a, 0,45 mL KH2POg4, 6,25 mL NaHCO3, 5,9 mL NaCl, 0,2 mL MgClI>(H20)s, 0,25 mL
(NH4)2CO:s te je ista nadopunjena do oznake destiliranom vodom (1,25 x koncentrat).
pH je podesen na 3. (Za podesavanje pH je bilo potrebno oko 6,3 mL 1 M HCI-a).
Otopina je do pokusa pohranjena na -20°C. Otopina pepsina pripremljena je vaganjem
50 mg pepsina i otapanjem u 1 mL SGF otopine (25000U/mL). Nakon dodavanja
SGF otopine i pepsina, pH reakcijske smjese i podeSen na 3 te je otopini dodano
0,174 mL vode. Kivete su dobro zatvorene, sadrzaj je homogeniziran te inkubiran na
temperaturi od 37 °C u vremenu od 2 h u vodenoj kupelji uz stalno protresanje.
Tijekom inkubacije provjeravan je pH i podeSavan na 3 pomoc¢u 1 M HCl ili 1 M
NaOH.

Intestinalna faza

Simulacija intestinalne faze probave provedena je na dva nacina; koriStenjem dvije
razli¢ite koncentracije pankreatina. Naime, koli¢ina predlozena standardnom
metodom je znacajno povecana (u dodatnom uzorku) kako bismo se uvjerili da uvjeti
standardne metode osiguravaju kompletnu digestiju uzorka (s visokim sadrZajem
masti). Pripremljene su dvije razli¢ite otopine pankreatina (a i b) s razli¢itim

koncentracijama pankreatina: 8 mg pankreatina otopljeno u 1 mL SIF otopine (800
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U/mL) (a) i 16 mg pankreatina i otapanjem u 1 mL SIF otopine (1600 U/mL) (b).
Nakon simulacije gastricne faze probave svakom je uzorku dodano 2,75 mL
simulirane intestinalne tekucine (SIF, eng. Simulated Intestinal Fluid), 1,25 mL
otopine pankreatina (a ili b), 0,625 mL Zu¢nih soli (160 mM), 10 uL 0,3 M CaCl; te
0,0375 mL 1 M NaOH-a.

SIF otopina pripremljena je tako §to je u odmjernu tikvicu od 200 mL otpipetirano 3,4
mL KCl-a, 0,4 mL KH2PO4, 21,25 mL NaHCOz, 4,8 mL NaCl-a, 0,55 mL
MgCl>(H20)s, - (NH4)2CO3 te je ista nadopunjena do oznake destiliranom vodom
(1,25 x koncentrat). pH je podeSen na 7. (Za podeSavanje pH je bilo potrebno oko 6,3
mL 1 M HCl-a). Otopina Zu¢nih soli pripremljena je vaganjem 65,37 mg zu¢nih soli i
otapanjem u 1 mL vode. Nakon dodavanja SGF otopine, pankreatina (otopine a i b) i
zucnih soli, pH je po potrebi podesen na 7 te je na kraju uzorcima dodano 0,328 mL
vode. Falkon kivete zatvorene su parafilmom i sadrzaj homogeniziran te inkubiran na
temperaturi od 37 °C u trajanju od 2 h u vodenoj kupelji uz stalno protresanje.
Tijekom inkubacije provjeravan je pH i po potrebi podesavan na 7 pomoc¢u 1 M HCI
ili 1 M NaOH po potrebi. Po zavrsetku simulacije probave uzorci su centrifugirani 10
minuta, pri 4000 o/min. Supernatant je otpipetiran u Falcon kivetu, a pelet bacen.
Alikvot supernatanta od 2 mL profiltriran je kroz PES filtere od 0,45 um u viale za
tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC) te skladiSten u zamrzivacu

do provodenja. kromatografske analize.

3.4. Simulacija probave ekstrakta komine masline i maslinovog ulja—
modifikacija standardizirane in vitro metode

In vitro simulacija probave maslinovog ulja provedena je koriStenjem standardnog
postupka Kkoji je koristen i za ekstrakt komine masline (Minekus i sur., 2014) te
koriStenjem jo$ 6 modificiranih postupka u kojima su kombinirani razli¢iti omjeri
pankreatina, zu¢nih soli 1 gastricne lipaze kao $to je prikazano u Tablici 1. Razlog za
navedeno je Cinjenica da jo§ uvijek ne postoji konsenzus o uvjetima provodenja in

vitro simulacije digestije za uzorke hrane s visokim udjelom masti.
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Tablica 1: Koncentracije radnih otopina pepsina, pankreatina, zucnih soli i lipaze

koristene u razli¢itim protokolima za istrazivanje in vitro biodostupnosti.

Pepsin (mg/mL) |Pankreatin (mg/mL) | Zuéne soli (mg/mL) |Lipaza (mg/mL)

Standardni |50 @8 65,37 0

protokol (b) 16

Protokol 1 |50 50 200 0

Protokol 2 |50 30 120 0

Protokol 3 |50 20 80 0

Protokol 4 |50 10 40,85 0

Protokol 5 |50 8 65,37 27

Protokol 6 |50 8 65,37 0

* Koristeni volumeni radnih otopina enzima su isti u svim koristenim protokolima (kako je opisano
u poglavlju 3.3);
**Otopina lipaze pripremljena je tako §to je 10,8 mg lipaze otopljeno u 0,4 mL SGF otopine (60U/mL).

3.5. Odredivanje ukupnih fenola/ukupnog reduktivnog potencijala pomocu
Folin-Ciocalteu metode

Za odredivanje ukupnih fenola/ukupnog reduktivnog potencijala pomocu Folin-
Ciocalteu (FC) metode koriSten je originalni protokol Singletona i Rossija (1965),
modificiran prema metodi Gaa i suradnika (2002). FC reagens smjesa je
fosfovolframata i fosfomolibdata Zute boje. Hidroksilne skupine fenolnih komponenti
uzorka (ili drugih spojeva) imaju reduktivha svojstva te zbog toga reduciraju
fosfomolibdate i fosfovolframate iz reagensa. Tim procesom nastaju plavo obojeni
W(VI1) i Mo(VI) kompleksi nepoznate strukture, a intenzitet obojenja proporcionalan
je udjelu fenolnih komponenti uzorka (udjelu ukupnih reduktivnih spojeva u uzorku).
Otopina Na2COgz pripremljena je otapanjem 6 g bezvodnog Na,COs u 80 mL vode,
nakon Cega je otopina prokuhana. Nakon hladenja dodano je par kristala Na2COs i
otopina je ostavljena da stoji 24 h; zatim je profiltrirana kroz gusti filter papir i
nadopunjena do 100 mL. Folin-Ciocalteu (FC) reagens je koriSten nerazrijeden.
Probavljena frakcija ekstrakta komine masline i maslinovog ulja razrijedena prije

provodenja analitickog postupka 10 puta. U 200 pL razrijedenog ekstrakta dodano je
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1.35 mL destilirane vode te 150 pulL FC reagensa te je uzorak dobro protresen. Nakon
5 minuta dodano je 1.5 mL 6% Na>COg i dobro protresena. Plavo obojenje reakcijske
smjese razvija se tijekom 30 minuta inkubacije na 50°C. Nakon hladenja reakcijske
smjese apsorbancija svake otopine mjerena je spektrofotometrijski na 725 nm.
Pomoc¢u bazdarnog dijagrama izracunata je koli¢ina ukupnih polifenola/ukupnog
redukcijskog potencijala i izrazena kao ekvivalenati galne kiseline (GAE eng. Gallic

Acid Equivalence).

3.6. Odredivanje antioksidacijskog potencijala koriStenjem TEAC metode

Antioksidacijski potencijal uzoraka odreden je pomocu TEAC (eng. Trolox
Equivalent Antioxidant Capacity) metode koja je provedena prema postupku
Pellegrinija 1 suradnika (1999). TEAC je metoda odredivanja antioksidativne
aktivnosti koja mjeri sposobnost uzorka da hvata ABTSe+ radikal kation, Sto rezultira
smanjenjem apsorbancije reakcijske otopine i njenim obezbojenjem. Za dobivanje
ABTS radikal kationa 7 mM otopina ABTS-a i 2,45 mM otopina kalijevog persulfata
(K2S208) pomijesane su u jednakim omjerima. Za dobivanje 7 mM ABTS stock
otopine odvagano je 38,4 mg ABTS-a i otopljeno u 10 mL destilirane vode. Za
dobivanje 2,45 mM otopine K>S:Og odvagano je 66,2 mg K>S;Os u 100 mL
destilirane vode. Pri mijeSanju tih dviju otopina odmah pocinje stvaranje ABTS
radikala, S§to se ocituje nastankom zeleno-plavog obojenja. Reakcija zavrSava tek
nakon vise od 6 sati. Otopina se, zbog toga, do nastanka kona¢nog intenziteta boje,
drzi 12 sati u mraku, nakon ¢ega se razrijedi tako da njena apsorbancija mjerena na
732 nm bude 0,700£0,02. (1 ml+ cca 40 ml vode). Reakcijska smjesa radi se u Kiveti,
mijeSanjem 300 pL 20 puta razrijedenog ekstrakta komine i maslinovog ulja i 2,5 mL
otopine ABTS radikala. Apsorbancija je mjerena nakon tri minute. Iz razlike pocetnog
obojenja (Aomin) 1 0bojenja nakon 3 minute (Asmin) izraGunao se postotak obezbojenja
11z bazdarnog dijagrama ocitao antioksidacijski potencijal izrazen kao pg ekvivalenta
Trolox-a (vodotopljivi oblik vitamina E) u 1 mL ekstrakta (ug TE/mL). S obzirom na
to da je reakcija obezbojenja vrlo brza, Ao je zapravo nemogucée izmjeriti. Zato je Ao
odreden mjerenjem reakcijske smjese u koju je umjesto uzorka dodan isti alikvot

EtOH.
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3.7. Odredivanje HTS-a i1 TS-a tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti s fluorescencijskim detektorom (HPLC-FLD)

Pri odredivanju sadrzaja polifenola HTS-a i TS-a u ekstraktu komine masline i
maslinovom ulju, koriStena je obrnuto fazna C18 kromatografska kolona dimenzija
250 x 4,6 mm i veliina Cestica 5 um. Za separaciju pikova koriStena je metoda
Tsarbopoulosa i suradnika (2003). Volumen injektiranog uzorka iznosio je 20 pL.
Brzina protoka podesena je na 1 mL/min, a mjerenje je izvodeno pri sobnoj
temperaturi. Koristena je gradijentna metoda u kojoj se mobilne faze (acetatni pufer i

acetonitril) tijekom eluacije mijeSaju u razli¢itim omjerima prema Tablici 2.

Tablica 2: Koncentracijski gradijent otapala u primijenjenoj HPLC metodi.

t [min] Protok otapala [mL |Acetatni pufer [%6] Acetonitril [%0]
min]
0 1 90 10
4 1 80 20
8 1 40 60
11 1 30 70
15 1 90 10
20 1 90 10

Detekcija eluiranih pikova provedena je pomocu fluorescencijskog detektora pri
valnim duljinama ekscitacije i emisije od 280 i 316 nm. HTS i TS identificirani su
usporedbom vremena zadrzavanja dobivenih pikova s vremenima zadrzavanja
standardnih otopina navedenih spojeva, a njihova koncentracija odredena je

postupkom integriranja povrsine pikova.
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3.8. Statisticka obrada podataka

Sve ekstrakcije/simulacije digestije provedene su u duplikatu. Svaki ekstrakt
analiziran je u duplikatu (n=4). Rezultati su prikazani kao srednje vrijednosti mjerenja
+ standardna devijacija. Znacajnost razlika medu pojedinim rezultatima istrazena je
primjenom Studentovog t-testa ili jednosmjerne analize varijance. Za statisticku

obradu rezultata koristen je programski paket GrafPad Prism ver. 8.4.2.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Usporedba sadrZaja ukupnih antioksidansa, HTS-a i TS-a u uzorcima
maslinovog ulja i ekstrakta komine masline

Ekstrakti polifenola iz komine masline i maslinovog ulja pripremljeni su prema
prethodno opisanim postupcima ekstrakcije, a s ciljem usporedbe ukupne koli¢ine
polifenola u komini i maslinovom ulju. Ekstrakti su pripremljeni razli¢itim metodama
zbog razlicite lipofilnosti navedenih uzoraka. Koli¢ine HTS-a i TS-a u ekstraktu
komine masline (EKM) i maslinovom ulju (MU) prikazane su na Slici 5a. Dobivene
vrijednosti za EKM bile su: 823 mg/kg (HTS) i 1385 mg/kg (TS). U maslinovom ulju
odredene su znacajno nize vrijednosti: 498 mg/kg (HTS) i 363 mg/kg (TS). Iz
prikazanih rezultata vidljivo je da EKM sadrZi znacajno vecu koli€¢inu polifenola od
MU-a; udio HTS-a u EKM-u visi je 1,7 puta nego u MU-u, a udio TS-a ¢ak 3,8 puta.
Na Slici 5b vidljiva je znaajno veéa reduktivna i antioksidansna aktivnost EKM-a u
odnosu na MU. ABTS antiradikalna u¢inkovitost EKM-a bila je 91,6 mg TE/g Sto je
dvostruko vise nego u MU-u (44 mg TE/g). Reduktivna u¢inkovitost EKM-a je Cak
5,5 puta vec¢a u odnosu na onu MU-a (slijedom 91,3 i 16,6 mg GAE/g). S druge
strane, Cioffi i suradnici (2010) takoder su istrazivali polifenole iz komine masline 1
maslinovog ulja, no u njihovom je radu pokazano da komina ima svega 5 %
reduktivnih svojstava maslinovog ulja te je odredena cak dvostruko manja
koncentracija HTS-a i TS-a u komini nego u MU-u. Pri tome je vazno napomenuti da
su u spomenutom radu odredivane koncentracije antioksidansa u sirovoj komini, dok
je u naSem istrazivanju koriSten ekstrakt polifenola komine masline, dakle
koncentrirani izvor polifenolnih komponenti. Takoder, varijacije u rezultatima
istrazivanja sadrzaja polifenola u komini masline i maslinovom ulju mogu se objasniti
time Sto koncentracija polifenola uvelike ovisi o geografskom porijeklu, uvjetima
kultivacije, vremenu branja, stanju plodova te uvjetima proizvodnje maslinovog ulja,
stoga je ocekivano da uzorci s razli¢itih podru¢ja pokazuju razlicite rezultate. U
nasem istraZivanju nije bilo moguce usporediti koncentracije polifenola u maslinovom
ulju 1 komini koja je zaostala nakon proizvodnje bas tog maslinovog ulja, ¢ime bi se
dobio realniji uvid u koli¢ine polifenola koji zaostaju u komini nakon proizvodnje

maslinovog ulja. Ipak, prema dostupnim literaturnim podacima, zbog svoje
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hidrofilnosti, polifenoli u manjem udjelu prelaze u maslinovo ulje, a u ve¢em (do 80
%) zaostaju u komini i vegetativnoj vodi (Cioffi i sur., 2010) Sto je u skladu s nasim

rezultatima.
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Slika 5a. Udio hidroksitirosola (HTS) i tirosola (TS) u ekstraktu komine masline
(EKM) i maslinovom ulju (MU).

22



150+
@8 ABTS @l rC

100+

mg/g

504

Q O
¢F )

Slika 5b. Antiradikalna (ABTS) i reduktivna (FC) uéinkovitost ekstrakta komine
masline (EKM) i maslinovog ulja (MU).
Razlicita slova iznad uzoraka iste serije oznacuju statisticki znacajne razlike (p<0.05) odredene

Studentovim t-testom.
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4.2. Optimizacija digestije maslinovog ulja

In vitro simulacija probave maslinovog ulja zbog njegove je lipofilnosti vrlo
zahtjevna te trenutno ne postoji konsenzus o optimalnim uvjetima provodenja
simulacije in vitro digestije pa je postupak potrebno optimizirati. Prva su dva uzorka
MU-a tretirana prema standardiziranom protokolu za in vitro simulaciju probave
maslinovog ulja, detaljno opisanog u poglavlju 3.3. Analizom HPLC-FLD metodom,
zbog premale koncentracije polifenola u uzorku i premale osjetljivosti metode, ni u
jednom od ta dva uzorka nije dokazana prisutnost HTS-a i TS-a. Ipak, FC i TEAC
metode pokazale su kako dodatak vece koli¢ine pankreatina (pankreatin b) tijekom
simulacije probave uzrokuje znacajno vecu reduktivnu i antiradikalnu ucinkovitost
probavljenog uzorka (Sto je vjerojatno posljedica prisustva drugih antioksidansa u
uzorku-npr. vitamina E). Zbog znacajnog utjecaja koli¢ine pankreatina na dobivene
rezultate, standardizirana metoda simulacije probave maslinovog ulja je dalje
modificirana prema Tablici 1. Rezultati prikazani na Slici 6a pokazuju da koli¢ina
biodostupnog HTS-a proporcionalno raste s porastom koli¢ine pankreatina i Zu¢nih
soli u reakcijskoj smjesi. Tako je koncentracija HTS-a dobivena protokolom 4 svega
176 pg/g uzorka, a protokolom 1, u kojem je dodana 5 puta veca koncentracija
pankreatina i zu¢nih soli, ¢ak 368 ug/g uzorka. Na Slici 6a mozemo vidjeti da dodatak
razli¢itih koncentracija pankreatina 1 Zucnih soli nije znacCajno utjecao na
koncentraciju biodostupnog TS-a. Rezultati dobiveni pomoc¢u FC metode u skladu su
s rezultatima dobivenim HPLC-FLD metodom (Slika 6b). Dodatkom najvece
koncentracije pankreatina i Zu¢nih soli (protokol 1) odredena je najveca reduktivna
uéinkovitost biodostupne frakcije MU-a. Rezultati dobiveni TEAC metodom nisu u
potpunosti u skladu s rezultatima dobivenim ostalim metodama jer ne pokazuju
linearnu ovisnost dodanih koncentracija probavnih enzima s antiradikalnom
aktivno$¢u u pojedinim uzorcima (Slika 6¢). Ipak, uzorci tretirani prema protokolima
1-4 pokazuju vecu antiradikalnu sposobnost od wuzoraka tretiranima prema
standardiziranom protokolu. Prema Samsu i suradnicima (2016) za reprezentativnu i
uéinkovitu provedbu in vitro simulacije probave od iznimne je vaznosti dodatak
lipaze u gastri¢noj fazi probave pa je tako standardizirana metoda in vitro simulacije

probave modificirana dodatkom gastricne lipaze prema Tablici 1 (protokoli 5-6).
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Usporedujuci koncentracije TS-a i HTS-a u uzorcima u kojima je standardizirana
metoda simulacije probave modificirana prema protokolima 5 i 6, ne postoji gotovo
nikakva razlika u biodostupnosti polifenola iz uzorka MU-a s dodanom gastri¢cnom
lipazom i onog bez dodane gastri¢ne lipaze. Rezultati dobiveni HPLC-FLD metodom
(Slika 6a) u potpunosti su u skladu s rezultatima dobivenima FC metodom (Slika 6b),
dok TEAC metoda (Slika 6¢) pokazuje znac¢ajno manju antioksidativnu ué¢inkovitost u
uzorku MU-a s dodanom gastriénom lipazom, u odnosu na uzorak MU-a bez nje.
Razlog ovakvih rezultata mogla bi biti interferencija gastricne lipaze 1 neke od
antioksidativnih sastavnica MU-a koja je eventualno mogla sprijeéiti antioksidativnu
aktivnost MU-a. Usporedujuci rezultate dobivene nakon svih provedenih modifikacija
zakljuceno je da je najbolja metoda za in vitro simulaciju probave ona opisana
protokolom 1 jer u usporedbi s ostalim provedenim modifikacijama, prema svim
metodama analize, pokazuje najvecu reduktivnu i antiradikalnu ucinkovitost uzorka.
lako je protokolom 1 dobivena i apsolutno najveca koliCina biodostupnog HTS-a,
zbog velikih standardnih devijacija dobivene vrijednosti nisu se statisticki razlikovale
od onih dobivenih protokolima 2 i 3 te se u tom smislu sva tri protokola mogu
smatrati pogodnima za utvrdivanje biodostupnih frakcija HTS-a i TS-a iz MU-a (Slika
6a). Takoder, protokoli 1-3 pokazali su se jednako u¢inkovitima u smislu odredivanja
antiradikalne aktivnosti biodostupne frakcije maslinovog ulja (Slika 6c). Ipak,
dostatne koli¢ine pankreatina (prema protokolu 1) apsolutno su nuzne za to¢no
odredivanje koli¢ine biodostupnih reducensa, kako je wvidljivo iz Slike 6b.
Pretpostavljamo da su uvjeti enzimatske hidrolize prema protokolu 1 nuzni za
adekvatnu hidrolizu 1 solubilizaciju vitamina E koji onda znafajno doprinosi

antioksidativnoj u¢inkovitosti biodostupne frakcije.
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Slika 6a. Utjecaj razlicitih uvjeta in vitro simulacije probave na prinos biodostupne
frakcije hidroksitirosola (HTS) i tirosola (TS).

MU-maslinovo ulje; prot 1-6- protokoli 1-6 opisani u Tablici 1. Razlidita slova iznad uzoraka iste
serije oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike odredene jednosmjernom analizom varijance

i post hoc Tukey-ovim testom.
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Slika 6b. Utjecaj razli¢itih uvjeta in vitro simulacije probave na reduktivnu

ucinkovitost biodostupne frakcije maslinovog ulja.
GAE-ekvivalenti galne kiseline; MU-maslinovo ulje; prot 1-6- protokolil-6 opisani u Tablici 1.
Razlicita slova iznad uzoraka iste serije oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike odredene

jednosmjernom analizom varijance i post hoc Tukey-ovim testom.
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Slika 6¢. Utjecaj razli¢itih uvjeta in vitro simulacije probave na antiradikalnu

ucinkovitost (ABTS) biodostupne frakcije maslinovog ulja.

TE-ekvialenti Trolox®-a; MU-maslinovo ulje; prot 1-6- protokoli 1-6 opisani u Tablici 1. Razlidita
slova iznad uzoraka iste serije oznacavaju postojanje statisticki znacajne razlike odredene

jednosmjernom analizom varijance i post hoc Tukey-ovim testom.
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4.3. Usporedba biodostupnih frakcija polifenola/antioksidansa maslinovog ulja i
ekstrakta komine masline

Rezultati istrazivanja udjela biodostupnih frakcija HTS-a, TS-a i antioksidansa iz
ekstrakta komine masline i maslinovog ulja prikazani su na Slikama 7a i 7b.

Rezultati analize HPLC-FLD metodom pokazuju da je biodostupnost HTS-a i TS-a
znac¢ajno veca iz hidrofilnog EKM-a nego iz lipofilnog MU-a (Slika 7a). U
biodostupnoj frakciji EKM-a odredeno je 657 mg/g HTS-a i 986 mg/kg TS-a dok je u
biodostupnoj frakciji MU-a odredeno 368 mg/g HTS-a i 90 mg/g TS-a. Rezultati
dobiveni FC i TEAC metodama u skladu su s onima dobivenima HPLC-FLD
metodom, s tim da su razlike u koli¢ini biodostupnih frakcija ukupnih antioksidansa u
MU-u i EKM-u jo$ naglasenije. Izmjerena reduktivna ucinkovitost biodostupne
frakcije MU-a bila je samo 6,3 mg GAE/g, §to iznosi 12 % reduktivne ucinkovitosti
biodostupne frakcije EKM-a (53,2 mg GAE/g), dok izmjerena antiradikalna
ucinkovitost biodostupne frakcije MU-a iznosi 7,2 mg TE/g, Sto je svega 8 %
antiradikalne uéinkovitosti biodostupne frakcije EKM-a (91,4 mg TE/g) (Slika 7b).
Ovi rezultati upucuju na to da je EKM znacajno bolji izvor antioksidansa u odnosu na
MU.
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Slika 7a. Udio biodostupne frakcije hidroksitirosola (HTS) i tirosola (TS) u ekstraktu
komine masline (EKM) i maslinovom ulju (MU).

Razlicita slova iznad uzoraka iste serije oznacuju statisticki znacajne razlike (p<0.05) odredene

Studentovim t-testom.
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Slika 7b. Antiradikalna (ABTS) i reduktivna (FC) uc¢inkovitost biodostupne frakcije

komine masline (EKM) i maslinovog ulja (MU).

Razlicita slova iznad uzoraka iste serije oznacuju statisticki znacajne razlike (p<0.05) odredene

Studentovim t-testom.

30



Dobiveni rezultati mogu se prikazati i kao postoci biodostupne frakcije u odnosu na
ukupne polifenole/antioksidanse u uzorku (Slika 7c). Na taj nain moguce je
prokomentirati i utjecaj matriksa namirnice na biodostupnost pojedinih nutrijenata u
tankom crijevu. Kako je vidljivo iz Slike 7c biodostupnost HTS-a iz EKM-a i MU-a
je visoka i podjednaka te iznosi oko 80 %. Biodostupnost TS-a iz EKM-a iznosi oko
71 %, dok je iz MU-a puno niza (24 %). 1z navedenog mozemo zakljuciti da tijekom
procesa probave u primijenjenim uvjetima za MU dolazi ili do degradacije TS-a ili on
stvara netopljive komplekse s drugim komponentama matriksa ili enzimima i zu¢nim
solima te prestaje biti dostupan za apsorpciju. Sto se ti¢e biodostupnosti
antioksidansa, u oba je sluc¢aja (FC i ABTS metoda) njihova biodostupnost vecéa iz
EKM-a (58 % vs 38 % za FC te 100 % vs 16 % za ABTS).
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Slika 7c. Biodostupnost hidroksitirosola (HTS), tirosola (TS), ukupnih fenola (FC) i

ukupnih antioksidansa (ABTS) iz ekstrakta komine masline i maslinovog ulja

izrazena kao postotak u odnosu na ukupne koncentracije u nedigeriranim uzorcima.

U dostupnoj literaturi nema podataka o usporedbi biodostupnosti HTS-a, TS-a i
ukupnih antioksidansa iz maslinovog ulja i ekstrakta komine masline, niti o utjecaju
uvjeta in vitro simulacije probave na dobivene rezultate, stoga nije bilo moguce

prokomentirati rezultate u tom smislu. Ipak, dostupan je veéi broj istrazivanja koji su
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in vivo pristupom istrazivali bioraspolozivost polifenola iz maslinovog ulja. Tako su
Vissers i suradnici (2004), mjereci koncentraciju HTS-a u krvi zdravih dobrovoljaca,
pokazali da se HTS per os apsorbira ¢ak 55-66 %. Nadalje, Tuck i suradnici (2001)
usporedivali su bioraspolozivost polifenola iz hidrofilnih i1 lipofilnih matriksa.
Njihovo istrazivanje pokazalo je da je u Stakora eliminacija urinom nakon 24 h
znacajno veca za HTS i1 TS koji su ingestirani per os iz uljnog matriksa nego iz
vodenog matriksa. Na$i rezultati suprotni su navedenim podacima, a za to moze
postojati nekoliko razloga — razlika probavnog sustava kod razli¢itih vrsta moze
uzrokovati razliCitu bioraspolozivost pojedinih spojeva pa se zbog toga rezultati
dobiveni u Stakorima mogu znacajno razlikovati od rezultata dobivenih u ljudima.
Takoder, kao §to je ranije u radu navedeno, postoji razlika u sastavu polifenola u
maslinovom ulju i komini masline s obzirom na stadij rasta, stanje plodova te
geografsko podruc¢je uzgoja. Usprkos tome, u naSem se istraZzivanju, prema svim
koriStenim metodama analize, ekstrakt komine masline pokazao kao bolji izvor
polifenola od maslinovog ulja te smatramo da su daljnja istrazivanja u svrhu

razvijanja dodataka prehrani na bazi komine masline opravdana.
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5. ZAKLJUCCI

e Ekstrakt komine masline sadrzi veéu koli¢inu polifenola te pokazuje jacu
antiradikalnu i reduktivnu sposobnost u odnosu na maslinovo ulje.

e Modifikacijom standardizirane in vitro simulacije probave maslinovog ulja
dodatkom razli¢itih koli¢ina pankreatina i1 zu¢nih soli dokazali smo znacajan
uc¢inak uvjeta simulacije probave na rezultate: dodatak gastrine lipaze ne
predstavlja zna€ajan korak u simulaciji, ve¢ su od presudne vaznosti koli¢ina
pankreatina i zu¢nih soli koji se dodaju tijekom simulacije intestinalne faze
probave.

e Najboljom metodom in vitro simulacije probave maslinovog ulja pokazala se
metoda opisana protokolom 1 (50 mg/mL pankreatina; 200 mg/mL Zzu¢nih
soli).

e Biodostupnost hidroksitirosola i tirosola bolja je iz ekstrakta komine masline
nego iz maslinovog ulja.

e Ekstrakt komine masline dobar je izvor hidroksitirosola, tirosola i ostalih
antioksidansa koji pokazuju i dobru biodostupnost te je u tom smislu
superioran u odnosu na maslinovo ulje. Dobiveni rezultati opravdavaju

provodenje daljnjih istrazivanja bioloske vrijednosti EKM.
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7. SAZETAK

Prema rezultatima brojnih istrazivanja velik broj bioloskih u¢inaka maslinovog ulja
(MU) pripisuje se jednostavnim fenolima — hidroksitirosolu (HTS) i tirosolu (TS) te
ostalim spojevima s antioksidativnom aktivno$¢u. Koli¢ina antioksidansa u komini
masline znacajno je veéa od one u MU, stoga bi ekstrakt komine masline (EKM)
mogao imati potencijal za upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. U
ovom radu po prvi puta je istrazen je udio i biodostupnost hidroksitirosola, tirosola i
ukupnih antioksidansa EKM-a i usporedena s onom MU-a. U radu je optimiran in
vitro protokol za simulaciju probave maslinovog ulja, koja je zahtjevna zbog njegove
lipofilnosti. Koli¢ine HTS-a i TS-a odredene su primjenom tekuc¢inske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC-FLD), a koli¢ine ukupnih antioksidansa odredene su
primjenom dviju jednostavnih kemijskih metoda. Dobiveni rezultati ukazuju na veliku
znaCajnost optimizacije koli¢ine pankreatina i1 zucnih soli u procesu simulacije
digestije uzoraka s velikim udjelom masti. Udio ukupnih i biodostupnih
antioksidansa, HTS-a i TS-a znacajno je ve¢i u EKM-u $to, ga ¢ini boljim izvorom
antioksidansa masline od maslinovog ulja. Dobiveni rezultati ukazuju na opravdanost
daljnjih istrazivanja bioloSke vrijednosti EKM-a kao alternativnog izvora polifenola

masline u prehrani.

Klju€ne rijeci: ekstrakt komine masline, maslinovo ulje, biodostupnost, polifenoli,

hidroksitirosol, tirosol
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7. SUMMARY

Numerous scientific studies point out that majority of olive oil's positive health effects
can be attributed to its content of potent antioxidants hydroxytyrosol and tyrosol. As
the amounts of antioxidants in olive pomace can exceed the amounts in olive oil, olive
pomace extract has the potential to be used as valuable raw material in food and
pharmaceutical industries. In this work we investigated the content and
bioaccessibility of hydroxytriosol, tyrosol and total antioxidants of olive pomace
extract (OPE) and obtained results were compared to the their content and
bioaccessibility from olive oil. In vitro protocol for simulating the digestion of olive
oil has been optimized for the purpose. The amount of hydroxytyrosol and tyrosol was
determined using high performance liquid chromatography (HPLC-FLD) and the
amount of total antioxidants was determined using two simple chemical methods. The
obtained results indicate great importance of optimizing the amount of pancreatin and
bile salts in the process of digestion simulation for samples with a high fat content.
The proportions of total and bioaccessible antioxidants - hydroxytyrosol and tyrosol,
were notably higher in the olive pomace extract, making it a significantly better
source of olive antioxidants in comparison to olive oil. Obtained results justify further
research of biological value of OPE as an alternative source of olive polyphenols in

nutrition.

Keywords: olive pomace extract, olive oil, bioaccessibility, polyphenols,

hydroxytyrosol, tyrosol
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