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1. UVOD

1.1.List masline

Biljna drogalist masling(Oleae foliumSlika 1) dobivase od biljne/rsteOlea europaea
L. (Oleaceap Naziv rodaOleadolaziod JU p N H elaéaMNHRoMLD R]QDpDYD PDVOLQX
europaeagovori o0 mjestu rasprostranjenosti biljkBrema definiciji6. izdanjaEuropske
farmakopeje(Ph Eur) ELOMQX GURJX OLVW PDVOLM\RKBMLQWDBVABNQ
minimalno 5% oleuropeinagsH32013; Mr 540.5).

MaslinaMH JLP]JHOHQR VWDEOR NRMH UDVWHN&ateRIEDOQLP
10 metarauvisinuL LPD UD]JJUDQDWX NUR&aQMX /lanc@aRilugi83X QDV XS
FP ALURNL GR FP WH-s§vDC@2Q rgvivjXi Svibriju ENBSIiBaVjéwifo
cijenjena mediteranska biljka. Upotrebljavajupseenstven@lodovi PHVQDWH NRaWXQLF
dozrijevaju u rujnu i listoyikoji se beru tijekom cijele godiné.plodovi i listovi su gorkog
okusa zbog prisustweekoiridoidaoleuropeina3ORGRYL VH MHGX LOL SUHUDYyYXNM

koje je poznato katemeljzdrave mediteanske prehranevivw.plantaa.com.hy.

Slika 1. List masline Qlea europaed.. folium, Oleaceae)

(olivewellnessinstitute.oig

Bogat ftokemijski sastavista maslineR E X K ¥ifoidB, flavonoide, fenolndiseline,
triterpene, kalkone i kumarin&ekoiridoidi prisutni u listu masline saleuropein kao 60-
glikozid i aglikon, ligstrozid, metiloleuropein i oleozid7 D N R y H Ulavdddide agpigenin,

kemferol, luteolin i krizoeriol te fenolne spojevieavenu kiselinu, tirozol i hidroksitirozol.


https://olivewellnessinstitute.org/olive-leaf/olive-leaf-tea/

6DGUAL MR dolydndlnM/madligshkiselinu, kalkone: olivin, olivid-O-diglukozid i
kumarine: eskuletineskulini skopoletin Kvaliteta i udio pojedinih komponenata u biljnom
materijalu ovise o genetskim faktorima, kvaliteti tla, geografskoj lokaciji, klimi i ostalim
vanjskim faktorima koji djeluju na biljku kada ona raste i razvijagfss€sment report ddlea
europaed.., folium, EMA, 2017 Schulz i sur., 200L

%LRORANL XpLQD NripBlye/ ¥eé prvdhBivéfe@dihim sastavnicama
(polifenolima, flavonoidima, oleuropeinui fenolnim kiselinama) Listovi masline posjeduju
]DAWLWQH DQWLRNYVLG D VEksttaltHistova&PUDRMD X X $1D DROYHR X IVLADRN B{ W M
]JERJ SULVXVWYD IODYRQRLGD 2QL VWLPXOLUDMX VDVWL
SUHYHQLUDMX VWDUHQNURNRZFHQBDEX\LVWUDALYDQMD NR|
masline srL a DY®Y L & H akNda4 Whkibira reeptore za LDL kolesterdEuropska agencija
za lijekove (EMA European medicines agency RGREUDYD XSRWUHEX VYMH
XVLWQMHQLK LOL OLVWRYD X REOLNX SUD&AND NDR L QML
koriste kao diuretik zasebno ili kombinaciji s drugim biljnim tvarimaPrimjenjuju seza
RUDOQX XSRWUHEX X RE OLNKAj® Kdrakteritzd Kiljjo grepdanat Bsa RE O L N
masline kao siguran i djelotvoran biljni pripravak na temeljy BRGLAQMH AWUDGLFL
X' S RW U pgitivhinV ishodima X OLMHpPpHQMX ]G UMarkhaliY u@.L R020WHJIRED
Assesment report o@. europaed.., folium, EMA, 2017.

lakoELOMQH VDVWDYQLFH NRMH VH PRJX HNVWUDKLUDW
OLVWRYL VH ULMHWNR NRULVWH X |ILW Rusprbi2\D& uAddja QHIR \
maslina, odnosno kao otpadna biomasa] WRJD SURL]JOD]L ]1QDpDMDQ HNRH
medicinski potencijal za proizvodnju ljekovitih pripravaka i kozmetike itirjefsirovine kao
AWR VX OLVWROXYUNPDVOUQND]XMH SULQFLS NUXAQRJ JRVS
maslinovog uljaNusprodukti prilikom izrade maslinovog ulja su maslinova komina i listovi
masline. Oboje se daljpogupreraiti X NRULVQH SURL]J]YRGH ,] NRPLQH VH
YLVRNRNDORULpDQ RJUMHY LOL NDGD MH NRPBERBYWLUDQL
aktivne molekule koje saklapaju u nove proizvodel D WD M V@& U@ Dk&Gmiom
SRVWLAaH P hhNsvddrIGsDEID sikbvinesmanjuje proizvodnja otpagRomani sur.,
2019 Musa Ozcan Matthaus 2017).
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Slika 2. . U %@ gospodarstvkod proizvodng maslinovog ulijgRomani i sur., 20109
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1.2.Polifenoli

Polifenoli suheterogena skupinaolekub koje s1 u prirodi prisutne kao sekundarni
biljni metaboliti. Ljudi svakodnevno konzumiraju polifenokonzumirajX GHranu biljnog
podrijetla. Zanimljivi su spojevi za upotrebu u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji zbog
spoznajaGD IHQROLPD ERJDWD KUDQD ]QDpDMQR VPDQMXMH
GRJDYDMD L WXPRBVNIHp ER GHOHYIQL XQRV SROLIHQROD YDU
SRYUiUH ALWDULFH pDM ND {@nmezMague®suryD®BUAH SROLIHQR

SROLIHQROL VX VSRMHYL NRML VDGU&H MHGDQ LOL YL
barem dvije hidroksilne grupali postoje i prirodni produkiNRML VDGU&H VDPR MHGD (
prsten s jednom hidroksilnom skupinomOHGDMX UL VW lg XouINenol) 3¢ mdy® H N X
podijeliti u dvije glavne skupine: flavonoidi i neflavonoidni fenoli. Obje skupine se u grubo
dijele na 6 podskupina2SLVDQR MH YL&H RG VWUXNKuweXad D SROLI

Valenzuela sur.,ured., 201Y.

SRILWLYQBROUWIBARIROQLK VSRMHYD QD JGUDYOMH VH F
XWYUYHQLP DQWLRNYV LOokeZdnk j& Npo&obWostRpMifé e INih Bpbjevanda
vitro hvatajureaktivne kisikove vrsteefig.Reactiveoxygenspecies ROS) ROS je termin za
slobodneradikale na kisikovom atomu (primjerice superoks@nion, hidroksilni radikalili
neradikalne molekul&oje mogu otpustiti elektrop LPH SRVWDMX VQORIERGQL UD(

peroksid,jednostavni singletni kisjk

Mehanizam kojim polifenolstabilizirajureaktivne kisikovevrste prikazan je na Slici
3, atemelji se na njihovosposobnosti da doniraju vodikov atom ili slobodni elektron
slobodnom radikaluNa prikazanom primjeru, polifenol je flavonoid kvercetin, a ROS je
hidroksilni radikal.Molekula nastk njihovom reakciomQLMH aWHWQD ]D UXVMHGQ
YHULQL VOXpDMHYD DQWLRNVLGDFLMVNL SRWHQFLMDO S
YRGLNRYLK L HOHNWURQ GRQLUDMXULK ITHQROQLK VNXSL
funkcionalnih grupaPolifenoli djeluju kao reaktanti za kisikove kt&ne spojevereduciraju
L NHODWLUDMX LRQH @aHOMH]D NRML NDWDOL]JLUDMX OLSLG
SULMHQRVRP YRGLND LOL G Rdgikoh DRXO H NMOHN EdkizE@H UB GDN L
bolju antioksidativhuaktivhost od glikoziliranih fenolnih spojevaanimljivo je da ekstrakt
lista PDVOLQH SRVMHGXMH YHUX DQWLRNVLGDWLYQX DNWLY!



VLQHUJLMD L]JPHVyX 10D YsRpStiula®ib ferR @ kbX bR &§édlhaQudjalljuju u
listu masline (de Lima Cherubim i sur., 2028ucharita i sur., 201G uevasValenzuela sur.,
ured., 2017Benavente-Garcia i sur, 200Q.
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Slika 3. Prijenos vodikovog atoma (HAT) ili slobodnog elektrona (SETpolifenola na

slobodni radika(CuevasValenzuela i sur., ured., 2017)



1.2.1. Flavonoidi

Flavonoidi suinaja Lasiuplienpolifenolni spojeviu bilinom svijetu.y L QBukupnih
polifenolnih spojeva koje ljudi unose prehranopPH SRWMHpH R Gfladld WWRV NH L
R]QDpDY Bojad XWNRMRM VH X SULURGL SRMDYONMXidaX ODWL
struktura flavonoidddifenilpropanski skelet ili flavanska jezgragrikazana n&lici 4, sastoji
seod dvije benzenske jezgre povezane propanskim lancei@Cs 8 YHULQL IODYRQR
SURSDQVNL ODQDF MH SRY HKipr&teN. RaindlikdsRsBubtund Hawbhblid& F L N O L
je uvjetovana stupnjem oksidacije heterbc MQ U pSUVWHQD WH EURMHP L SROR
skupina na benzenskim jezgram@d. SULURGL IODYRQRLGL QDMpHAauUH LPDI
DWRPD L LOL YLAH KLGURNVLOQH IXQNFLRQDOQH VNXSLQF
L WH MHEQDDLRUVWHQX % &) .]Na 6sRavDndlelularne strukture,
dijele se u 6 podskupina: flavonoli (primjer kvercetin), flavoni, flavanoni, flavanoli,
antocijanidini i izoflavoni.8 ELOMNDPD VH QDOD]H YHUBQWRP ANHDIRH UBPNR
QDMpHAUH JOXNR]J]RP D ULMHWIBVENOMD RE D GHNEW@EDY¥Q PRV V
HQJLP NRML FLMHSD aHUHU RG RVWD \iasN&cdddads@H MH JOL
ured., 2017Markhalii sur., 2020.

Slika 4. Osnovna struktura flavora

Flavonoidiposjeduji antioksidativnhu aktivnosHidroksilna skupina flavonoida je vrlo
UHDNWLYQD L UHDJLUD V DNWLYQRP NRPSiRQpbMNMRP VOR
inaktivni -HGQDGAED UMBBNRKNKE@BDOWLBH=RKJKE® 4* pri
PHPX R]QDpDYD VOR ERLG sobodab KdikvDr&ikaD (Nijveldt i sur., 2001).

Glavne strukturne komponente odgovorne za antioksidativhu aktivjagu o-dihidroksi
skupina kateho) u prstenu B, 3 5-hidroksilnaskupinai 2,3 dvostruka veza konjugirana s 4
okso funkcijom (Benavent&arcia i sur, 2000. Osim antioksidativnih svojstava, flavonoidi

djeluju kardioprotektivho, antiipertenzivng antibakterijski i protuupaln{Sabry, 2014).



1.2.2. Fenolne kiseline

JHQROQH NLVHOLQH VX DURPDWVNL VHNXQGYRIXL ELON
kori i listovima biljaka "UXJH VX QDMpH&UH IHQROQH VDVWDYQLFH X
Klasificirane su u drugklasu polifenola, neflavonoidni polifenaliNeflavonoidni polifenoli
SUKHWHURJHQD JUXSD PROHNXOD N RajAEBnolhHalkoDINfRnpé) GLMH C

kiseline, stilbeni, kumarini, kalkoni i lignagCuevasValenzuela sur.,ured., 201Y.

2VQRYQR RELOMHAMH IH Q RfenQla (drohatskbigptst2iia svbidreBiU LV X V
jednom hidrokilnom funkcionalnom skupinojnkoji posjedug barem jednu karboksilnu
funkcionalnu skupinuFenolne se kiseline dijele se teameljustruktureprikazane na Slid na
derivate hidroksicimetne (Xa; osnovna struktura je-Gs; primjer je kavena kiselina)i
hidroksibenzojeve kiselineXp; RVQRY QX VW ITeXOY BANitX pprhj€) ie galna
kiselina) Aldehidni analozi (Xcse W D N RgbréWstavajuw skupiru fenolnih kiselinaMogu
biti u slobodnom obliku, u obliku estera ili glikozid®aznolikost fenolnih kiselina je
uvjetovana ojem L S R énhidiksilnih skupina na aromatskom prstéRobbins, 2008

Slika5. Osnovnastruktura fenolnih kiselina biljnim drogamggalna kiselinaXb + R 2, 3 45
: -OH ; kavena kiselinaXa + R2,5: -H + R 3 4: -OH) (Robbins, 2003)

.DUDNWHULVWLNH ELOMQH YUVWH s&@GUlijike MexolheQ GLY LG
NLVHOLQH VX X ELOMFL SULVXW QiHakudamd. MaRdse elsDamrajlt NV X L
SRPRiUX DONRKROD LOL RUJDQVNLK RWDSDOD 3RYROMQL X
temeljese na visoemantioksidacijskmpotencijab L |DAMMDNQLFD RG RNVLGDWLYQ
UYRUXDMpPpHEAUIH SULVXWQL GHULY MW M [kilaieHRss Ividnfezi HW QH N |
derivati Fenolne kiselneNRMH VX GRND]DQH X OLVWX PDVOdk®H VX I[HI
p-kumarLQVND L WM2Qdleones@.p2021 Robbins, 2003).



1.2.3. Oleuropein

Oleuropeinje najzastupljenijifenolni spoj u listu i plodu masliné?ripadaskupin
sekoiridoida Rasprostranjen je porodicamaDleaceae, Gentianaceae i Caewe.Prvi puta
su ga izolirali Bourquelot i Vintilesco 1908. godinedoidi su derivat ciklopentampirana,a
kod sekoiridoidaje ciklopentanski prsten otvoré®@mar,2010).

Oleuropein C2sH32013, Slika 6) je glukozilirani ester hidroksitirozolai HOHQRLPpQH
kiseline. (O H QR L p Q xalhNdroksititokaDid (3,4-dihidroksifeniletanolpovezuje esterska
veza, a gLNR]JLGQD YH]D MX SRYH]XMHR OHRRX OB NWXK Rt &HH (HHQI]D |
kemijski hidrolizirati na osnovneastavnicePretpostavlja se daiosintetski put oleuropeina
]DSRpPLQMH L] PHY Odu@edNridpridwi™ sLiQler@adi oleuropeina, primjerice
demetiloleuropein(koji ima slobodnu karboksilnu skupinu na dihidropiranskom prstenu)
metilni ester oleozida JOXNR]LG KlideyRdjgnQerarboksilna kiselinalobodna,
ligstrozid 4 (koji umjesto dihidrosKeniletanola ima tirozol),oleozid i ostali. 6D GUAaD M
navedenih spojeva u listu masline ovisi o razvojnom staidt(Murowaniecki Otero i suy
2020)

Slika 6. Kemijska struktura oleuropeina

Fenolne sastavnicgoput oleuropeina i hidroksitirozola djeluju antioksidativno
prvenstveno zbog prisutnostrdifenolne skupine.Osim toga, bhog sposobnosti vezanja
PHWDOQLK LRQD EDNUD L aHOMH]D NRML NDWDOL]JLUDMX
upalnih enzima (primjerice lipooksigenazdguropeirsmanjuja stvaranje slobodnih radikala.
%URMQH VWXGLMH SHRW ORaEMkEOledpop&na X pdbut protuupalnog,
DQWLDWRURSHRWKXWXPRUVNRJ DQWLPLNAREOWRQRD XWL QNI
N R éSkka 7) (Omar, 201



Slika7. Prikaz fD U P D N R @ [Ri&ge leuropeingOmar, 2010)

'RND]DQ MH VQDADQ DQWLPLNUREDGQ hdmksQiDadly) SULG U X
ekstrakta lista masline na 5 vrsta patogenih bakté?gaudomonas aeruginosa, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Bacillus subtilissteria monocytogees Staphylococcus
epidermidisi Propionibacterium acnesali i nekih gljivica 8pLQDN VH WHPHOML QD V
IHQROQLK VSRMHYD GD RaWHWH FLVWiR&OmkRiDsWh\kiseXind HP EU D
Time je V S U L prétpdAa3tankaenergije u mikroorganizmimabog toga ima potencijala
XSRWUHEOMDYDWL VH NDR SRMDpLYDp NRQJHUYDQVD X Gl
P LN UR E Li®@dnikciu. Oleuropeinkao antioksidans dobiven iz prirodnog izvora
SULYODpL SDAQMX SRWURA&ADPD NRML V¥ ixaprancijax]da |D SUL
zamijeni sintetske antioksidangde studiji koju su proveli Perugini i suradnici 2008. godine,
LVSLWLYDQ MMM INROMHHPXG@YAH ROHXURSHLQ QD FUYHQLO
89% ]UDpHQraMelEt B radiation. 3S3UHSDUDWL VX QDQHVHQL QD NR
izlaganja suncu SULPLMHUGAMMLWAL XpLQDN NadaieMFHAU RP U Bjdplia-HIRM D
formulaciH NRMH VDGUADYDMX ROHXURSHLQ X EReMD@XiMX RaAWHIUF
2008 MusaOzcan i Mattkius, 20T).



1.3. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija

(NVWUDNFLMD MH ELWDQ SRVWXSDN ]D LIRODFLMX LGt
aktivnih komponenata iz biljnog materijafl@ R MH SURFHV NRMLP VH X] SULNOD
WYDU L]GYDMD L] VP M H Vdiu Wp¥jioktitih jizaK Y EkSrikxijskani dtapaldi] O L
(NVWUDNW MH NRQFHQWULUDQL SULSUDYDN WHNXUOHJ SUD
dobiva iz suhog biljnog materijalal8 VS MHaQD HNVW U D Nj& HMLIN VWIUHD R YIX X D&
DNWLYQH WYDUL R@ \.OIGWHWDHWV R QHPM ¥ éRtikkdrDekstlakzieP D O D Q
bioaktivnih tvari iz biljnog materijala, Q D M p skagokbri o ekstrakcijskom sustavu
PYUVWR WMWXDNFLMD XNOMXpXMH GYD LVWRYUHPHQD SUF
VWDQLFD V R3IVVQHHQWR MHOIN@IPD WH GLIX]LMX ELRDNWLYC
bY UWWRRW DS D ORrziVDHINKSIHUD QMD L GLIX]LMH RGUHYyXMH EU]L
djelatne tvari iz biljnog materijalal D SRpHWN X HNVWRM SDF& WM B QNMHH RES\RLIM\DNV
iz njezine lokacije u biljnoj staniciotapanje topljivin komponenta BBHYSKR YUALQL ELOMC
maerijala i otapalazatim WHNXUH RWDSDOR SURGLUH NUR] SRUH NU X\
do difuzije topive tvari wtapalo Vrsta otapala i temperatura imaju velik utjecaj na brzinu
odvijanja ta dva procesy LPEHQLRKMW NRIMXPpLQNRYLW R WW CHNMDVY. W D CoNHR/LWWAI
biljnog materijalagibanje otapalgpHitemperatura. RG HNVWUDNFLMH RGUHYHQH
VX VYRMVWYD SRODUQRVW Y H Oldjen@ stugkal Bara@&dRka/ W L QN
ekstrakcije X W M Hspstav@Ekstrakta (Chemat i st#017 Sahin i Samli, 201,3Schulz i sur.,

2007).

ZERJ |DAWLWH RNRGeEADPB QR MEKOVWVRQR. MHQBIRWDSDOD L NU
postupka ekstrakcije proizvedd YDOLWHWQLML HNVWUDNW V YHURP NRQ
tvari. 1z tog razlogaymjestokonvencionalnih ekstrakcijskih metoda (reeacija destilacijai
Soxhlet ekstrakcija)za ekstrakciju bioaktivnih spojeva iz biljnog materijala sve YL aH
upotrebljavaju nekonvencionalne metodeoput X O W U® ]ek3tiakgie, ekstrakcig
VXSHUNULWLpPpQLP 1&© pdtgarRognut HikkoVelovDd FubMane ekstrakcije
RWDSDOLPD SUL SRHYOHNW UR pQOGIDHIRVW UDNFLMH WXUER HN)
enziima % URMQH VX PHWRGH SUHGORAHQH |]D HNVWUDNFLMX IH
XNOMXpXMXiUL QDSYRSOMH MLMNKIRRORRWMHD XOWUD]YXNRP L
potpomognutih ekstrakcijZzelenaHNVWUDNFLMD |[DKWMHYD PLQLPDOQX X
HQHUJLMH YUHPHQD L WURAGNRYD SUHUDGH X] PDNVLF
(Murowaniecki Otera sur.,2020;Markhali i sur., 20206 oldsmithi sur., 2104).
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BOWUD]YXpQD HN VUlvaddomdtadsistesl exirartign UAE) je jeftina,
HNROR&ND MHGQRVWDYQD L XpLQNRYLWD DOW HUHYDWRLYD |
se koristt UHNVWUDNFLMV N LP-WHKIN XsiaRStrdRElu [pigdktivmiispojevaiz
biljnog materijala Dolazi do XpLQNRYLWLMH HNVWUDNFLMH WYDUL L
kombinacie GMHORYDQMD X OW kbbve¥iciop&da-ekstrakkdig) SRR UX RWDSDOI
PREROMaAaDQMH HNVWUDNFLMH SRVWLIJQXWR MH QDVWDQNR
XOWUD]YXpQIUKH N DIORNIDM KHY L 3B8FO\WR GD ] Y XpLQHH YRREW B XM X VW
VWLMHQNH ELOMQLK pHVWLFD =ERJLPHEKRQLHNHR YV W IMHIN B
MH LVSLUD QWIHGVSDNDH pPIQRY ELRDNWLYQLK WYDUL L] pYUVW
*ODYQL XpLQDN 8%( MH SRYH]DQ V NDYLWDFLMRP PMHKXUL
VWYDUDQMH YHOLNLK tehiRiBd. gne@ife uPriediZbQd. $vBigd navedenog,
XOWUD]YXN VPDQMXMH RWSRUQRVW SULMHQRVX PDVH L S|
PDWULNVD 8OWUD]JYXN LPD PRIJXUQRVW RWSXawWwDWL YH]H
se ubrzava difuzija i ekstkcija tih tvari(Alcantarai sur., 2@0; Hannach i sur., 2039

8$( VH VPDWUD HNROR&ANRP PHWRGRP HNVWUDNFLMH M
SRVWXSND HNVWUDNFLMH X] SULaB BHIQ X LPAD.® ML K PNSRHQJLCPW @ D L
se koristiti A|JHOH QD3 RARDS pl@Iaddbivéni ekstraki sigurni za primjenuu
SUHKUDPEHQRM L NR]EEWUPNRM QL GDWRYLMYLALK TUHNYH (
stvaranje UDGLNDOD +LGURILOQD VWUXNWXUD SRAQALIHQROC
reakciju s radikalima. S druge stranéJAE PRa4H VSULMHpPLWL SRWHQFLI
degradacija sastavnica jer koristi manje kemikalijd U [eiekbtrakcijsko vrijemeU pravilu,
SRYHUDQMHP WHPSHUDWXUH \zbbgSSRYYHHIIDYPOM B UG QIXYL M H DIN R
bioaktivnih tvari. TemperaturaJAE VH VPDWUD JODYQLP SDUDPHWURP
SULQRVD PR&aH GRYHVWL L GR SURPMHQH IL]JLPNLK L NHPLN
temperatura velika snagaultrazvulka mogu degradirati biljni materijal. Bitan parametar je
VQDJD XOWUD]YXND NRMD XWMHpH QD XpLQNRYLWRVW HNV
parametar UWAE je i izbor otapalakoji RYLVL R SRODUQRVWL YHOLpPLQL
PROHNXOH Nz&vbjidiz\sMjedet O topljivosti molekule u otapauBRAHOMQD VYRMV
RWDSDOD |][D HNVWUDNFLMX VX GD EXGH QHaANRGOMLY ]D OM
AHOH HNV MeuadKhillditr \daktakznicama, velikog ekstrakcijskog kapaajtpbtpuno
hlapljiv i niske cijer. Optimalna usitnjenost homogeniziranje uzorkeBRPRJXUXMX EROM
ekstrakciju bioaktivnih tvari SRYHUDQMHP GRGLUQH SRYUALQH L]JPHyYX
XJURNRYDQR MH GD RWRSON HQ D WWD UD. BijékH RO\RDISY® RIUMDD
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ekstrakcije |]QDW QR XW MHp XE QPO R BN Xdabwe o d biljQog Ekstraka Za
GRELYDQMH IXQNFLRQDOQRJ HNVWUDNWD VD AaHOMHQLP
ekstrakcijsko vrijleme i temperaturunagu ultrazvuka, otapalo gripremiti biljni materijal

(Chemat isur., 2017 UPLUO L 5HaHN -D.PEUDN

1.4. Polipropilenglikol

Polipropilenglikol (PPG)(Slika 8) je polimemni spojkoji je na sobnoj temperaturi u
WHNXUOHPIVRDQ®YPD MH L YLVNR]QD WHNXULQD pLMD VH YLVN
znatnosmanjujes porastom molarne mas8&matra sesigurnom molekulom te IM&RAS
(Generallyregardedas safe) status Zbog svoje sigurnosti, odobren je@amjenu uljudskim
i oralnm priprawima. PPG QLMH WRNVLPpDQ ]D NR dikdmptiilehNeRiGL RNR
biorazgradiv & L U R Nupotrébtjava uarmaceutskojkemijskoj i prehrambenoj (kao aditiv)
industriji (- D N X SiRW.|.2021)

PPGniske molarne mase 425 gmdaPPG-425) je dobro topljiv u vodiali i brojnim
organskim otapalimavodene otopind’PGa niske molekularne mase smatraju se sigurnim,
QHWRNVLpPpQLP L ]D RNROLA QHANRGOMLYLP UHDNFLMVNLP
organske molekule topljive u vodenim otopinaRfaGa niske molekularne mageeiningeri
sur., 2010.

Slika 8. Polipropilenglikol.

https://www.sigmaaldrich.com
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2065%$=/2a(1-( 7(0(

Bioaktivne djelatne tvari koje se mogu ekstrahiratbifmog materijala imaju velik
potencijalzaXxSRWUHEX X IDUPDFHXWVNRM SUHKEDPUEdEER M LOL
dobivenih ekstraktaa ] G U D Y O M,Hilip R M Ri&iiltkén ekstrakcijskog postupka j¢ D 8 Q R
upotrebljavati sastavnice priroog podrijetla biorazgradiva otapala relene metode
ekstrakcije.U ovom je radu za ekstrakciju djelatnih tvari iz lista maslinlRML VH pHVWR W
kao otpadna biomas® RULaAW H QD Y polprbQilén ¢rikuiRkSd z8lEno ekstrakcijsko
otapab. 2GUHYHQL VX RSWLPDOQL olxuvopkithay lukujddin Hhoifénglal D NF LM |
flavonoida i fenolnih kiselina u ekstraktima 6sta maslinedobivenim dvjema ekstrakcijskim
metodama X O W U D ¢ksxdkCpPRe ekstrakcionSRPRUX PDIJQHWQH PLMH&DOI
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI ZA ISPITIVANJE

3.1.1.8UHYyDML

6OMHGH U LN R U HZWM Bgitivanjma D Q D O lvaga p(Mdtler Toledo,

AYLFDUXYOWUD]YXpQD NXSHOM 6RQRUH[ GLJLWDO), 3 %l
magnebha m M HaD(KEFOD Hrvatsky +3/& XUHYDM $JLOHQW VHUL
Technologies, USAopremljendiode array detektom (DAD) i Zorbax Eclipse XDBC18

kolonom P PP i PP $JLOHQW 7)HFI/OIR Peiafbtdmeta $

(FLUOSTAROmegaBMG /DEWHFK 1MHPDpND
3.1.2. Materijal

BILINI MATERIJAL

Ispitivani supotpuno razvijeni R V Xigke@dadnousitnjeni listovi biljne vrsteOlea
europaeal., OleaceaeRadipostizanaX MHGQDpHQLK UH]XOWDWD VDGUADM
iz lista maslineprilikom uzorkovanjabilo je potrebno dobro homogenizirati smjesu metodom
bHWY UW DRBiljD méterijaNelprotregnu okrugloj posudigiistreenna stol i ravnalom
podiefen QD pHWYUWLQH 'YLMH BGHDBRQRGQAl j&KildSupakd V
ponovien 8 NR Q [ [zQ@Mijé-dijagonalne hrpice biljnog materijalaaizizorak kojiMH L&D R

u nastavak ispitivanja.

Slika9. Homogenizacijaizorkalista masinePHWRGRP pHWYUWDQMD

14



KEMIKALIJE

Destilirana voda Folin-Ciocalteu reagensggODFLMDOQD RFWHQD NLVHOLC
(ScharlayBarcelony k OR U R Y R G L h @ebanil (AlKdlqid; dkedonijg)metanol HPLC
PLVWRUH - 7 % D N,Halumirijé] Rdriti PiVONLDM H p Q D(MSreRy H @ H@ D p N D
natrijev hidroksidnatrijev karbonat OHUFN 1 M H P Brjiolibdat re@dewvs UpbMyropilen
glikol 425 (A&C, Kanady, galma kiselina, kavera kiselina, kvercetini oleuropeina (Sigma
Aldrich; St.Louis, USA.

3.1.3. Priprema otapala

Preliminarnim pokusim&oiji nisu opisani u sklopu ovog radatanovljeni su uvjeti za
najbolju ekstrakciju ukupnih polifenola i oleuropeina iz listova masline. Pokazalo se da je
otapalo A(10% PPGa, 89% YRGH L POLMMNPOIFXNLVEOWQYDQLP RW
najprikladnijeza ekstrakciju ukupnih polifenola, a otapal¢2B,6%PPGa, 63,6% vode i 7,8%
POLMHDpQH za\ alatko@ein@idko proporciaMH R GUMWREBONRX MH PDVX RGL
komponente za izradu otapala potrebno izvadgaiiR AW X M X U L koDpoHeQth stekiR
8 VWDNOHQ %vahdDida@DYHGHQL UHDJHQVL X L]U® MOGDNIDR NF
homogenizira VW DNOHQLP, ] DISQRBEMMMLERWDSDOD RG NROLPLQH I
propisana] ERJ PRJIXULKij@NEPWINMNUBALYDQMD
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3.2. METODE ISPITIVANJA

3.2.1 Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ispitivanjeje provedenoNRULVWHBIQLpLW LK P Dist®dméaslirem@dL GUR JH
g, m=0,2 g, m=0,4 g, m=0,6 g, m=0,8 g) u oba otapaf@tapalo A i otapalo B Nazivuzorka
Aot R]QDpDYD GD MH HNVWUDNW GRELYiHQ gNtagala sWwakoQ M H P
redom Izvagano je 10 uzoraka usitnjenog lista maslidesvaku oddesetErlenmeyeroin
tikvica od 100 mL suspendiraa je navedena masssitnjenogbiljnog materijala u 10 g
RGIJRYDUDMX{@ENVYVWOINSD.MMIH X]RUND VX SURYHGH&hQED X XOWU
20 minuta pri 50% snage ultrazvula kontrolu temperature na 28?2 Po potrebi, vodge u
XOWUD]YXpQRM N X Shakbhhavédenog pd QUpk&) ek& iR ofiltrira ni kroz
naborani filter papi(Slika 10). Gotoviekstraktiss GR VO MH G H 0 HniXiSIRdWakuiHEH p XY D

8 °C) kako bi se usporio proces razgradnje bioaktivnih tvari.

Slika10. Ekstrakti SULSUHPOMH Q@lapphBUL&WHQMHP

3.2.2.Ekstrakcija na magnedj mMH&DOLFL

(NVWUDNWL NFXM$HADDgVHH Y drogei 10 gotapalaB na magnetnoj
PLMHABOLBHYHQL X]RWH:ik XBbay.YEXSrakcie su provedengri sobnoj
temperaturi25°C) i brzini okretaja 30@kretaja u minutii trajanjuod20 minuta 3R ]DYU&aHW N X

ekstrakcije, uzorci su profiltrirani preko naboranog filter papira.
323.0GUHYLYDQMH XNXSQLK SROLIHQROD

6DGUADM XNXSQ Ldfag. $oRD pHem@R itent TPC) RGUHBEHQ
spektrofotometrijskiN R U L MMlificiidiu Folin-Ciocalteu PHWRGX QD PLNURWLWDL
(Singleton i sur., 1999¥%olin-Ciocalteu reagend~C) M H U D ] §ModbkhukbQjeru 1:3. U
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MD&LFH MH RWALBHWMBDPBAH R.W &8jskQUHD HINIWVWHY BIQW IRW R S L Q
GRGDQR MB6P6 otopine NgCO: W H vodene otopine FoliCiocalteu reagensa

Uzorci su stajali u tamnoj komori na sobnoj temperaturi 1 sat. Zatim je izmjerena apsorbancija

na 600nm S R P R U XVI8 8pektrofotometra. Slijepa proba bila je smjesa / UDJULMHYHQH
otopine ekstrakta, = /NaCOsiumjestoFC reagensa /lvode Kao VWDQGDUG MH NRU
pripremljena vodena otopinaoleuropeinapoznate koncentracije ( J | 6DGUAaDM
ukupnih polifenda L]UD piX SRRREX& G D U Q Roleuopdin¥ FTH] X OWDWL VX L]U

kao ekvivalentoleuropeinau miligramima po mL ekstrakta ifhg OLE/mL).
32 0GUHYLYDQMH XNXSQLK IODYRQRLGD

6 D G UukDpMih flavonoida €ng. total flavonoid content TFC) RGUHjEHQ
VSHNWURIRWRPHWULMVNL NRULVWHUL RWRSLGXMRBAXPLQL!

mikrotitarske SORpH MH GRBBWRQROD | ReksirRkyaDidteDvidsXirieH J
GRGDWQLK . OtepeNIPoek RIS dijski razrijejene4 putaUsHULMVNLeUD]JULMF
otopne X]RUND /| GR G D Q,B%0 Mdtanolne dtopine aluminijevog kida

(AIClzs) pLPH MH UHDNFBMODUPINWXYVWD®D OL Vipivdbb@op PUDpP Q
temperaturi Zatim je zmjerena je apsorbancija na 405 nnDR VOLMHSD SURED NRLU
VPMHVD / RWRSLQH X]JRUND LVWH N REDFGIULAD WD KNMIS QL
IODYRQRLGD MH L]JUDpXQDW la TEHD]X®DMDQMARL \BXU D YDA N QH UNFD

kvercetirau miligramimapo mL ekstrakta (m@E/mL).
325.0GUHYLYDQMH XNXSQLK IHQROQLK NLVHOLQD

6DGUADM XNXSQLK é¢hnyQdralphlendic dtidvon@rit Q-A) RGUHYHQ MH

VSHNWURIRWRPHW Urhdlibdat lreagéhsl L 7 WNHUIR WQVW\Bitkk o Mod& O R p X
UHDJHQV MH SULUHYHQ RWDSDQMHP J QDWWhMbeED QLWU
8 MDALFH PLSORWH V2BROGONGERH VW LOLUDQH YRGH /| RGIJRYD!
OLVWD PDVOLQH L GCRo@imee¢sprakia suesijskY dzgjely H @ plta. U serijski
UDJULMHYHQH RWR SdoQato j¢eddoniN D / 0 +&0 -ma@dhoat U L W
UHDJHQVD L / RWRSLQH QD Wtibichshl st@jalikKLD GldlRNW LG D 1
tamnoj komori te su mjerene apsorbancije na 492 BM.GUADM XNXSQLK IHQROQL
LIUDpXQDW L] NDOLE U D F kist\iN. HRekiultdtisu XL Q WDHA HOD IN INDIRQM N Y LY

kavene kiselinel miligramimapo mL ekstrakta (mg CAE/mL).
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326 2GUHYLYDQMH ROHXURSHLQD

20HXURSHLQ MH NYDQWLILFLWhDEperfoiRddded iddi@ MHP  +

chromatography XUHYDMD XVSRUHyXMXUuL U HiaxdaweDoWwuropeihR. UND V
Uzorcidobiveni nakorJAE su profiltriraniu vijalice kroz PTFE fiter YHOLpL Q43 PRUD
(Slika 11). Kroz isti filter jefiltriran i standard oleuropeindobilna faza Aje bila1% ledena
RFWHQD NLVHOLQD D PRELOQD ID]D % rhbHilnE faRgePdib I DQR O+
mL/min, a temperatura kromatografskog odjeljivanj&@5 . R U L & WZHraR EMipse XDB

& NRORQD P P APikovi su BilP promatrani i kvantificani na254 nm

SRPRUX '$' GHWEHIIWMRUDNDFLMD ROHXURSHLQD MH SURYHG
] D G U & D ¥) DspeMtia piksi kromatogramu uzorka i kromatogramu standarda oleuropeina.
Napravljenge kalibracijska krivuljakoja je opisivalaovisnost S R Y &igpo®krivulje (AUC)

pika oleuropeinaly, arbitrarne jedinicep mas oleuropeinau uzorku (x,mg). ,] MHGQDGAEH
EDAGDUQRJ SUDYHDL]®& R{THE XdXR B8R E©,9962) L] U D p YeQ@rasa D

oleuropeina (u mg) u mekstrakta

Slika 11. Uzorci Ao1-Bos neposredngrije HPLC analize

3.27. 6WDWLVWLpPpND REUDGD SRGDWDND

Sva njerenja S U R Y R y Hl @@dbkavuXRezultati su prikazani kasrednja vrijednost
2EUDGD SRGDWDND MH SURY MigGésaitExee] (MidRoBdR IR&Iénhd,U D P D

USA).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

8 RYRP UDGX MHLIQWMNUDEREM Ek&titdkcijskog otapa@ D NROLpPLQH
odabranih polifenolnih spojeva (ukupnih polifenola, flavonoida, fenolnih kiselina i
oleuropeinau ekstraktima.

4.1. 8 O W U D gNsKakaiid

411. S WMHFDM PDVH L RWDSDOD QD NROLpPLQX XNXSQLK

,VSLWLYDQ MH XpLQDN SRYHUDQMD PDVH OLVWD PDVO
SRYHUDQMH NRQFHQWUDFLMH XNXSQLK SReDIH®RMD X GYD
polifenob u uzorcimavarirala je L] P H¥,35 mgOLE/mL (Ao1) i 7,24 mg OLE/mL (Aos),
RGQRVQR 63mdHILE/mL(Boy) i 9,61 OLE mg/mL (Bog) u uzorcima bogatijim PPG
om NaSlici12vidise GD SRYHUDQMHP PDVH OLVWD PDVOLQH SUL P
10J UDVWH NROLp blffelrsteRekstralkidD BORYHGHQR P L VRVWHIRER. YADQ M >
SRYHUDQMHP SRpHWQH PDVH X]J]RUND RG J GR J NROL
linearno raste za oba otapal&.RaHPR S UHW SR VAYDOhMuMddbraGusitnjémbstU D
PDWHULMDOD NRMD SRYHUDYD SUR GRiihRWDBa&ygm GR EL
SRYHUDQMHP PDVH GURJH QD J GR J NRGOQRWDISWRDW
HNVWUDNFLMH RGQRVQR GR ]DV LeksirghivhDih livasi U BAWSHORIQN D O LC
masidroge .RG RWDSDOD % VH QDVW poffenmMds poraspoirnDnasde @rogeD VW VI
AWR XND]XMH QD L]YUVWDQ HNVWUDNFLMVNL SRWHQFLMDO

Pokusom se htjelo ispitatQD NRML UH VH QD[GLURNEAM ddtifendidD W L
HNVWUDKLUDQ SARIPER PkemR WWoDBiDh® 2 literature, u kojima su fenolne
NRPSRQHQWH L] OLVWD PDVOLQH HNVWUDKLUDQH YRGRP
ELOMQRJ PDWHULMDOD L RWDjs Hamma&Ri6it.ii POMO). Dobséhi QRYV H
UH]XOWDWL VH SRGXGDUDMX V QDYHGHQLP SRGDFLPD ¢
PYUVWR WHNXUH OLVW PDVOLQH RWDSDOR YLaAaH IHQROQ
Ekstrakcija fenolnih komponenata, dakle, znaR& LV L R R P M HUDS firiYge st\ahe, W HN
dobiveni rezultati odudaraju od principa prijenosa mase. Prema njemu, koncentracijski
JUDGLMHQW NRML ékdtrak&cheN MHWHLUNDNYGDIDH SULVXWQR YL
QD RWRSOMHQXGRVYBULKVERIXRGIY NGLKX YR P M.N &/QYPAWY.DQMX |
omjer uzorka lista masline i vode kao otapala (1110 J P/ WH VH SRYHUDQMHP
RWDSDOD SRY H lif@ny®ddbigdnih QABGd&IBmith i sur.2014).6 DGUAaDM 73& X
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QDYHGHQRP LVWUDALYDQMX L]QRVLR MH UAE uzRijeteé390J ]|D HN
°C, 70" i omjer suhih listova i vode 1:60 g/mtDQQDFKL L VXUDGQLFL RGUHG
ukupnih polifHQROD X OLVWRYLPD P DVi®30dGXE100dsDhelty@rH y X
(UAE; 40 °C, 15 ",106300 W).

g
10
?E» ]
E s
/E §
D 6 >
o —e—OTAPALO A
3 N e e—OTAPALO B
0 ,
s 2 ./

0

0.1 0.2 0.4 0.6 0.8

Masa uzorka (g)

Slika 12. Ovisnost masene koncentracije ukupnih polifenola o masi lista masline za otapala A
i B uz UAE.

7TRSOMLYRVW RWDSDOD L VYRMVWYD ELRDNWstwWYQH PRO
NROLpPLQX ékiraHirahitiz Rstolla maslineUniverzalno pavilo za izbor prigodnog
RWDSDOS Lhb@Bddpa &/ O InpP QR D HNVWUDNFLMX SRODUQLK IHQR
flavonoida najprikladnija su polarna otapala poput vode, metagi@apla i njihovih smjesa.
1D HNVWUDNFLMX SROLIHQROD XWMHpPpX L PROHNXOVNH LQ\
polifenola i ostalih makromolekula (proteina, polisaharida) prisutnih u matriksu biljnog
materijala(CuevasValenzuelai sur., ured., 201)7 Dodatak vodeorganskom otapallP R & H
SREROMAMNRYLWRVW HiNONKAVeDVSZE LLIVHH WX GOONWAKL Yiogt W YD UL
PDWULNVD 6 GUXJH VWUDQH SRYHUDQ VDGUADM YRGH PRa
sastavhicaSULVXWQLK X ELOMQRP PDWULNVX NRML UH]XOWLUD
PDQML VDGUADOR SMRIOPRHIGRQAID]ORJ ]|DAWR MH X RWDSDOX ¢
RGUHYHQR PDQMH SROLIHQROD QHJR -0 Rombradj@ad¥aj9% NRMH
otapalaL LOL GRGDWDN SRYU&ALQVNPRBEMWER QR K MDD M W M8 E DN
ekstrakcije.U ovom radue NRUBP/OHQIHPQDNRNRVERMQPLYDp HNVWUDNF
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VPDQMXMH S+ YRGH pLPH VH SRYHUDYID SIRWHH]LIDD K\LIG LRRACELX
ELRDNWLYQLK PROHNXOD NRMH VX YH]IDQH ]D VWDQLpPpQH VYV

Literaturni SRGDFL SRND]XMX GD MH QDMYHuUL VDGUA&aDM XN
GRELYHQ HARQA ¥twéld atopinu kao otapalo(CuevasValenzuela i sur., ured.,
2017).3RVWRMH L VWXGLMH NRMH IDY Releng L UHHDNNRXDRBERDOU HE X p
NRMH RVLIXUDYD GREDU SULQRYV XNXSQLK SROLIHQROD +IL
Romani i sur., 2016)Prema lteraKUQLP SRGDFLPD GRND]DQR MH GD X
VPDQMLWL SRWUHEX |]D NRULAWHQMHP RUJDQVNLK RWDS
ekstrakcije polifenolnih sastavnica D N X SiRuY.|.2D21).

412. B WMHFDM PDVH L RWDSDOD QD NROLpPLQX ROHXURS

, VSLWLYDQ MH XpLQDN SRYHUDQMD PDVH OLVWD PDV
SRYHUDQMH NRQFH Q Wdvd R WNDK CROTTH X)DR G IR X ¥ DRGHDNIR S
varirala je od 0,40 mg/mL (@A) do 5,03 mg/mL (Bs) u otapalu bogatijem PRGm.

(&)

I

OTAPALO A
OTAPALOB

v(oleuropin) (mg/mL)
N w

0.1 0.2 0.4 0.6 0.8
Masa uzorka (g)

Slika 13.0visnost masene koncentracije oleuropeina o masi lista masline za otapalo A i B uz

UAE

Slika 13prikazue GD MH VD G U a i MksR&bitiaX W\R B WILQY' BV LyaNrdo ]Q D p D M
ovisno o masi lista maslineL NRUL&WHQRIPGRWMDN DROGHPQIDRBOIR QVDH UL X
ekstraktima bogatijimPPGom Kod HNVWUDNFLMH SR&dRiopeinRsy BI&DOD $
ekstrahirad GRAOR MH GWRHIDYU UL HDUWMDN R R YAHE\BLO @ WROr&hHE3a s
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SRYHUDQMHP PDVH]PHYWD PD\W®iagad Anije pokazalo]QDpDMQH
rezultate.. RG RWDSDOD % SULPLMHUHQ MH OLQHDUDQ SRUDVW
mase lista masline uzete u ispitivangeH GNDR Calbjiho@ materijalgpodvrgnutogekstrakcii
UH]XOWLUDOD M Kkstrehirénbg dleOpenBORYHIH NROLPpLQH ELOMQR.
YL&H IHQR OQLKmbdyR o SRQYH GGCRWVBW DSDOD

Polarnost otapala imala je velik utjecaj na vrstu spoja koji se ekstralilapDN VDG U aD M
ROHXURSHLQD X RWDSD O X zénPoearbipeinbl uRdtvh® Megdvd/dastainé U R O L
NRPSRQHQWH KLGURNVLWLUR ]R OleurbPdih@eRoblmE® 3pofM.¥ HOLQ X |
540.5) dobro topljiv u polarnim otapalimali sklon je hidroliziOtapalo% VD GUAaL YL&F
PPGa W H YLAH POLMHPQH NLVHOLQH X QBIRVE RHARWR S R (
X VYRMRM VWUXNWXUL Vel@tilnd skupife Qudgy KojiM [2 itikotoHnijvold G L Q L F
vode.DodatkomPPGa, koji VH P L Mddiénite odatkomP O L M Kdelip¢d SRER@EMAaD
prinos oleuropeing ERJ VPDQMHQRJ KLGUR Qhody hdvédRnbgazlogaQ® D YR GFE
NRULVQR RVXaLWL OLVWRYH RGPDK QDNRQ EUDQMD NDNR
degradacija uzorka@ NR P VNODGLaw HQ@.MD19 8VarkgK sul), 2uD®

4.2.Usporedba ekstrakcijskimetoda

8VSRUHYLYDQ MH VDGUADM iE lishoRaNsline QILékstMIRIMS RQH QL
dobivenim X] SR PR U X O gkdirakcyoxhhanagnetoj P L M H 8NDAG ). Svrha je bila
odrediti optimalne uvjete za dobivanmaksimalne NROLp L QH sdjswy/Z2eiéiipimK
metodom ekstrakcijdJ prethodno provedenimpgivanjima, ekstrakti dobiveni u otapalu B
imali su Y H WID G ukéainid polifenola i oleuropeinZbog togasu svi daljnji eksperimenti
bii SURYHGHQL NRULVWHUL RWDSDOR %
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4.21. 6D G U&D M pifkixo®Q L K

6DGUADM XNXSQLK SROLIHQROD X ELOMQRP PDWHULN
SRPREGXUHWDIHQVD OHWRGD VH WHPHOML QD SULMHQRVX HO
VSRMD X OX&QDWRP PHGLMX SUL pHPKLK D WHBRMISDMR F
spektrofotometrijski3RMHG QRVWDYOMHQ PHKDQL]DP UHDNFLMH SUL

P —=fE&fE £ N\ VZffES

6PDWUD VH GD VH UHDJHQV VDVWRML RG NLVHOLQD NF
AXWIHERMH 8 OXA4QDWRP PHGLMX NEChuU kebkciBRI\sWjéstiH G R G D
GLVRFLUDMX SURWRQL V PROHNXOH IHQROQLK VDVWDYQLF
nastaje fenolatni iorbmatra se da fenolatni ion reducira kompleksne iDeeagensa koji u
GUXJRP YDOHQWQRP VWDORi)LPBGRYXIDW DNNXPERWRGH MH V)
POQRJH QHIHQROQH VDVWDYQLFH WDNRYHU PRJX UHDJLUDW|
VDGUADM SROLIHQROD 8 LVSLWLYDQMX XNXSQLK SROLIHQ
galna kiselinadokjf uURYRP UDGX NDR VWDQGOQamgledRigwra Y9990 ROHXU

Slkal4 OLNURWLWDUVND SORpD V SODYR RERMHQLP VHULMV
nakon reakcije s FOM LRFDOWHX UHDJHQWR® NRG RGUHYyLYDQMD
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Slika 15 Masem koncentracg ukupnih polifenola u ekstraktima dobivendE i MAG.

Slka 15 SULND]XMH XWMHFDM PHWRGH HNWWWIMNFLMH Q
polifenola .ROLPLQD XNXSQLK SROLBRQR@ME/mY PRJ)Ldd DA DngMH RG
OLE/mL (Bos) u ekstraktima dobivenirdAE, odnosno od 2,68 mg OLE/mL ¢B) do 21,45
mg OLE/mL (Bosm) u ekstraktima dobiveniklAG.

Voda je jeftinoi QHANR GOMLY R $ayQibdzaCkstrRkaijimsdgitfénolnih
komponenata prisutnih u listu maslineRYDpLUO L VXUDGQLFL VX LVWUDALOL .
SUHOLMHYDQMHP XVLWQMHQRJ OLVWD PDVOLQH LVWDUVNL
WHPSHUDWXUL L]PHYX L PLQXWD 6iBG28&yBAEQ&uUMH YDUL
tvari (Kovalp Ui sur, 2017. Dobiveni rezultati nisu usporedivi s literaturnim podacima jer su

SUHWKRGQR REDYOMHQH DQDOL]JH LJUDADYDOH VDGUADM XI
galne ili kavene kiseline.

Rezultati pokusa su pokazali daNBAG u prosjeku dvostt XNR X p L @é&tdlauL W L M D
odnosu ndJAE za ekstrakcijuukupnih polifenola iz listova maslin® LMHaADQMH HNVWUD
smjese magnetorMH GLQDPLpQD PHWRGD HNVWUDNFldkkKoX NRMRM
ELOMQL PDWHULMDO pLPH MH SRVSMH&HQ L]a@DjdEMenNiELRDNW
rezultati se podudaraju s literaturnim podacima u kojima se konvencionalna metoda ekstrakcije
SRPRUX PHKDQLpNRJ PMH&a&DpD SRND]D GmIHXpHNWWRY DW E M
.RQYHQFLRQDOQD PHWRGD HNVWUDNFLMH MH LPDOD YHUL
UAE, neovisno o vrsti otapal@lcantara i sur., 2020)
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4.22. 6 DG U aD M flavbingi8a L K

6DGUADM XNXSQLK IODYRQRLGD X sfekt@fdtqirtfjs@mWHU LM |
metodom. Postupak se temelji na stvaranju stabilnog kompleksa aluminijevih iona s
IODYRQRLGLPD L] X]JRUND SUL pHPX UHWR®mN PRAHND KRG WH
XYMHWLPD GHWHNWLUDWL L GUXJ HalSiRrezulkatAd&ke metddd R PR aH
nije VSHFLBUPRWOWMHPDQ VDGUADM 10D YR Q RngGQE/ML HA0NKaAU D N W X
ekstraktima dobiveninrMAG i 0,22 mg QE/mL u ekstraktimdobivenimUAE.

V(QE) (mg/mL)
o o o
o © N = o o
oy (N o N o w
—
—

o

MAG uzv
Oznaka uzorka

Slika 16. Masenaoncentracija flavonoida u ekstraktima dobivenozrMAG i UAE.

Slika 16 XV S R U hhgsémi Hconcentracijdlavonoida u ekstraktima dobivenom
PLMHaAaDQMHP QD PDJQHWVNRM PLMHED OQ B RREQUSHMBDIRX X OW
HNVWUDNWLPD GRELYHQLP6QD WPPIDIN) HOVIRRD RLE B AD OEF IX]R L
1,28%. Prema literaturnim podacima listovima maslindlavonoid p le@o 1,8% masenog
XGMHOD Q@DaV(PB&Pma luteolin-7-O-glukozida (Omar, 2010Dobiveni rezultati
podudaraju & s navedeninpodatkom.0D OH& L 7 X idtAndInvXekstraktima listova
hrvatskihmaslina identificirél 4 flavonoida: kvercetin, luteohid-O-glukozid, rutin i luteoln.
6DGUADM IODYRQRLGD UDpXj©MG-KN,68% NDOBIERHWLEZRpNDWRYVLR
.RY D p L iadhicXadlredili da vrijednost ukupnih flavonoie&strahiranin vodomarira
od 0,15%30,34 mg CE/g suhog lista, ovisno o usitnjenosti i trajanju postupka infuzigeY D p L U
isur., 2017)Kao uvjetizaQDMEROMX HNVWUDNFLMX IODYRQRLGD SRVV

25



C, snaga ultrazvuka 270 W, 50 min vrijeme ekstrakcije i 41 mL/g omjer metanola i udorka.
tim uvjetima, DGUADM XNXSQLK IODYRQRLGD LJUDAHQLK NDR HNY
iznosio je 74,95 m&E/g (Wang i sur., 2018).
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4.23. 6 D G Wkuprih fenolnih kiselina

6DGUADM IHQROQLK NLVHOLQD X ELOMQRP PDWHULMI
PHWRGRP 2GUHYLYDQMH VH -diNittdkbifenblne Sxiping W LSUOkMiQ R VW L
hidroksicimetnih derivata koja s nitiPROLEGDW UHDJHQVRP GDMH axXWR
=DOXALYDQMHP RWRSLQH ER MD (SSkd HAD D/Jadinir- @QBABEhD VIWR |
%ODAHNRYIOHWRGD PRAH X RGUHYHQLP XYMHWLREgGHWHNYV
bHIJD QLMH 3URMAMIMHOUADM IHQROQLK NLVHOLQD X HNVWUL
CA/mL uzorka u ekstraktima dobiveniMAG i 0,46 mg CA/mL u ekstraktima dobivenim
UAE.

Slika97. MikrotitarskaSORpD VD VPHYyH RERMHQLP VHULMVNL UD]JULN
nakon reakcije s ntitPROLEGDW UHDJHQVRFA NRG RGUHYyLYDQMD

01
E |
S 0.8
§ 0.6
S 04 L
Z 0.2

0

MAG uzv

Oznaka uzorka

Slika 18. Usporedba koncentracije ukupnih fenolnih kiselinakstrakima dobivenomuz
MAG i UAE.
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Slika 18 prikazuje masenu koncentracijtkupnih fenolnih kiselina u ekstraktima
dobivenomNRULVWHUL O$¥RVWHR(XNR YLEAH IHQROQLKMAGVHOLQD
ekstraktima 5DJ]ORJ EROMH HNVWUDNFLMH PRA&H nddnehWdjiGU XaLW
SRVSMIREAXMADQMH X]RUND LOL PRJXURM GHJUDGDFLML I

ultrazvuka

JHQROQH NLVHOLQH NRMH XOD]JH X WX sSUXRXXDLNQB U &
kavena, klorogenska,-pN XPDULQV N D kiselnh® (@ arelepr@ D sur., 2021 Prema
literaturnim podacimaVDGU&aDM IHQROQLK NLVHOLQD X OLVWRYLPD F
metodi ekstrakcie3ULPMHULFH VDGUADM IHQROQLK WAEVAHLQD X +
sobna temperatura, 47 kHz) uz 80% etanol i destiliranu vadekstrakcijsko sredstvo iznosio
je 6,61% u etanolnin0,55% u vodenim ekstraktim@homari i sur., 201996 DGUAaDM IHQR OC
kiselina u MAG uzorku iznosio je 5,04%o0biveni rezultati se podudaraju sa spomenutim
literaturnim podacima, ali zbog neprecizwwvsd PHWRGH RGUHYLYDQMD IHQROQ
u ovom radu, rezultase ne moguX VS RUHY IRYOWD GRELYHQLP SRPRUOX +3/&
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4.2.4.6 D G Ulaudddeina

v(oleuropeinmg/mL)
SO P N W M 00 O N

o

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 0.9
m uzorka (g)

b01-b08 b01M-b08M Linear (b01-b08) Linear (b01M-b08M)

Slika 19. Usporedba masenih koncentracija oleuropeina u ekstraktu dobiwdA®@r UAE.

Slikal19 SULND]XMH XWMHFDM PHWRGH HNVWUDNFLMH QD
.R O L ple@dpeina u uzorcima iznosia L] P H Yy X mg/mL (Bo1) i 5,03 mg/mL (Bs) u
uzorcimadobivenimUAE R GQRV Q ke dd ®85ym¢/mL (Buv) i 6,47 mg/mL (Bswm) u
uzorcima dobivenimMMAG. Rezultati su pokazali da IAG u prosjeku 25%XpLQNRY LW LMI
metodaza ekstrakcijuoleuropeina iz listova masling odnosu ndJAE. Magnet PHKD QLp N L
SRVSMH&XMH SURGRU RWDSDOD GR GLMHile@ppydn iBheO MQLK V
SRYHUDYD QMHJRY SULQRYV

Prema literaturnim podacimaleuropein X OLVWRYLPD P DO%OnasghbghLQL G
udjela(Omar, 2010).6 DGUADM ROHXURSHLQD X X]RdabivénPrBzuBdiHP DALY
prikazuju daN R O lofeur@Qdeim u uzorcima varira ovisno o metodi ekstrakcigezultati se
SRGXGDUDMX V OLWHUDWXUQLP SRGDFLPD X NRMLPD VH N

PHKDQLpPNRJ PMHaDpD SRND]DOD XpLQNRXtAMarMRsBr,RG X OW
2020).
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5.=$./-8y&,

Uovom VX LVWUDALYDQMX SULPMHQRP XOWUD]YXND L
ekstrahirani oleuropein i ostali polifenoli iz listova maslii® guropaep Vodena otopina
PPGaL POLMHpPQH NLVHOLQH SRND]DOD VH GREULP RWDSDOR
listova masline. 3R Y H U@I&APGa L P OLMH p Q KaoN bilfndgOmaparjalapri
XOWUDI]Y Xp QRétulbrdl ¥ VWILD X EAIMAL Y U L M HGD\R GriRyiEtBoLTidi& L
oleuropeina.lDMYHUL XWMHFDM QD VDGUADM SROLIHQBAMEQLK VSR
se pokazala inferiornijom metodom ekstrakcije koj&&@ YHOD GR QLALK YULMHGQR)
ELR OR &N IspojevaEksr&ktijgtMAG MH HNRQRPLpPpQD L XpLQNRYLWLMD F
bioaktivnih spojeva iz listova maslinE RGQRV X QD XOW U.Dpwisp Qexoddid VW UDN
OGUHPHIQHQROQL VSRMHYL V SURIYMHD Qd OLE/MLLAd HKBERR VW L P L
polifenole (i) 0,28 mg QE/mL za ukupne flavonoide (iii) 0,94 mg CAE/mL za ukupne fenolne
kiseline (iv) 6,47 mg/mL za oleuropeitz navedenihrezultata PR a H XVR-ppotkricijal
ekstraka lista masline kao antioksidative komponeng i opravdati njegova upotreba kao
sastokaNR]PHWLpPpNLK SURL]JYRGD
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65a(78$.

Listovi masline smatrage MHIWLQLP ELOMQLP PDWHULMDORP NRMI
YLVRNRYULMHGQLK SROLIHQROQLK VSRMHYD 8 RYRP UDG)
metode za ekstrakciju bioaktivnih spojevdista masline N R ULV WVHIpLQ Q@ HVPRINM V X Y R (
SROLSURSLOHQ JOLNROD L POLMHpPQH NLVHOLQH NDR RWD:
NRULAWHQH VX XOWUD]YXNRP SRWSRPRJQXWD HNVWUDNEFI
IVSLWDQ MH XpLQDN GYDM X onijsr\sagtavdidéR MWMD\SNDLAKD SID B [P MHHW D
SUHPD WHNXUHP P/ QD IHQROQL SURILO 6DGUAaDM ROHXI
NRPSRQHQWH X OLVWX PDVOLGHLCBAD-aR GBLHIWAD M RPRXIXQ
polifenola, flavonoida i fenolnih kiselina je odyggHQ VSHNWURIRWRPHWULMVN
3RYHUDQMH RUJDQVNRJ RW DXSID/OWDI] YEXLHGNROHR] X NENBNMUHIRID ARLIMAHD
vrijednostima ukupnih polifenola L ROHXURSHLQD $QDOL]JRP IHQROQLK
HNVWUDNDWD XWYUYyHQROMHD ®B WRHG N RFROWMHQFEDRFLMH X] F
XPLQNRYLWLMD X RGQRVXMQED 2CUHYBRXPRXVBESVWLWMIN SR OL
PMHADOLFX SUL f& L 24 4XMNgX@ Q/nl SRL @D |24 mg
QE/mL, ukupne fenolne kidime 0,94 mg CAE/mL i oleuropeifi,47 mg/mL
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SUMMARY

Olive leaves are considered to be a cheap herbal material that can be used as a source
of phenolic compounds with highdded value. In this work, two environmentally friendly
methods for the extraction of bioactive components fodine leaves were developed using
norttoxic mixtures of water, polypropylene glycol, and lactic acid as a solinasound
assisted extractioand extraction with a magnetic stirrer of polyphenols from olive leaves were
investigated and the phenolic contents of obtained extracts were compared. In this thesis, two
extraction parameters were examineatio of solvent componentnd the ratio okolid to
solvent (0,10,8 g/10 mL) on the phenolic profil€he content of oleuropein, the main bioactive
compound in the extracts was determinsthgRP-HPLC-DAD. Total phenol, flavonoid, and
phenolic acid content were determined by spectrophotomettimon® The increase of organic
solvent and plant material in thdtrasoundassisted extraction resulted in increasetl
phenol contenaind oleuropein. The analysis of phenolic content of obtained extracts suggested
that conventional extraction with aagnetic stirrer was more effective compared to an
ultrasoundassisted extractioDbtained contents of phenolics using magnetic stirrdbaC
and 20" were: total phenol conte2i, 45 mg OLE/mL,total flavonoid conteni0,24 mg
QE/mL total phemolic acid@ntent0,94 mg CAE/mLand oleuropein conted{47 mg/mL
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Temeljna dokumentacijska kartica

6YHXpLOLAWH X =DJUHEX Diplomski rad
Farmaceutskdiokemijski fakultet

Studij: Farmacija

Zavod za farmakognoziju

ODUXOLUHY WUJ . =DJUHE

OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE BIOAKTIVNIH SPOJEVA IZ LIST OVA
MASLINE ( Olea europaea/ 320208 32/,3523,/(1 */,.2/%

6WHOOD ,YDQNRYLU
634(7$.

6 D & H \MdDoNMi masline smatrajsge MHIWLQLP ELOMQLP PDWHULMDO
izvor visokoYULMHGQLK SROLIHQROQLK VSRMHYD 8 RYRP U
metode za ekstrakciju bioaktivnih spojevdista masline NRULVWHUL QHWRNYV
SROLSURSLOHQ JOLNROD L POLMHpPQH N L\VNaHz2Oist®Hashne R
NRULAWHQH VX XOWUD]YXNRP SRWSRPRJQXWD HNVW
IVSLWDQ MH XpLQDN GYDMX omjErvsastaminaR MVDVS\DL®D S ID UIRDPH
SUHPD WHNXUHP P/ QD IHQR OQ |ol&ubRdiha) glagrz Gidakivne
NRPSRQHQWH X OLVWX PDV GHPQGDAD-H ROGHRABD® XRIKRSIQAN
IODYRQRLGD L IHQROQLK NLVHOLQD MH RGUHYHQ \
organskog otapala i biljnog materijala X O W U@ | &kXtfakciji UH]XOWLUDOR
vrijednostima ukupnih polifenola L ROHXURSHLQD $QDOL]JRP IHQR
HNVWUDNDWD XWYUYyHQR MH GD MH NRQYHQFLRQDO!
XPLQNRYLWLMD X RGQRVXu.QI XKDWHDR ] ¥ X p QDX GHUN DM i ICSNF
P MHa prOa5P& i 20":ukupni polifenoli21,45 mg OLE/mL. ukupni flavonoidi0,24 mg
QE/mL, ukupne fenolne kiselin@,94 mg CAE/mLi oleuropein6,47 mg/mL
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OPTIMISATION OF POLYPROPYLENE GLYCOL EXTRACTION OF
BIOACTIVE COMPOUNDS FROM OLIVE LEA VES (Olea europaed..)

Stella lvankovi U
SUMMARY

Summary: Olive leaves are considered to be a cheap herbal material that can be

a sourceof phenolic compounds with high added value. In this work, two environmer
friendly methods for the extraction of bioactive components fodive leaves were develope
using nortoxic mixtures of water, polypropylene glycol, and lactic acid as a soMé&rasound

assisted extraction and extraction with a magnetic stirrer of polyphenols from olive leave
investigated and the phenolic contents of obtained extracts were compared. In this the
extraction parameters were examinedio of solent componentand the ratio of solid to solver
(0,1-0,8 g/10 mL) on the phenolic profilefhe content of oleuropein, the main bioact
compound in the extracts was deterministhg RP-HPLC-DAD. Total phenol, flavonoid, an
phenolic acid content were @emined by spectrophotometric methods. The increase of or
solvent and plant material in thétrasoundassisted extractioresulted in increasetal phenol
contentand oleuropein. The analysis of phenolic content of obtained extracts suggest
conventional extraction with a magnetic stirrer was more effective compared to an ultra
assisted extractioi®btained contents of phenolics usimggnetic stirreat 25 °C and 20" were
total phenol conteri21,45 mg OLE/ml_total flavonoid conten®,24 mg QE/mLtotal phemolic
acid contenD,94 mg CAE/mLand oleuropein contelt47 mg/mL.
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