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ZNANSTVENI RADOVI

Zeljan Males! i Dubravka Tudkar? (Zagreb)

Kvalitativna i kvantitativna analiza flavonoida listova masline
- Olea europaea L.
(Primljeno 11. XI. 1997.)

Qualitative and Quantitative Analysis of the Flavonoids
of Olea europaea Leaves

S ummary- Four flavonoids (quercitrin, luteolin-7-O-glucoside, rutin
and luteolin), and chlorogenic acid were identified in the methanolic extract
of the leaves of Olea europaea L. The content of flavonoids in the leaves col-
lected from various parts of Croatia has been determined spectrophotometri-
cally and ranged from 0,09% to 0,563%.

(!Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy and Biochemistry,
University of Zagreb, Zagreb, Croatia, 2Galenic laboratory Pharmacy »Tres-
njevka« Zagreb, from 1.5.1997 Pharmacy »Zagreb«, Zagreb, Croatia)

UvoD

List masline — Olea europaea L. (Oleaceae) nije oficinalna droga, tako da
u literaturi nema puno podataka o njegovom kemijskom sastavu. Znanstve-
nim ispitivanjima utvrdeno je da listovi masline sadrze flavonoide, fenolne
kiseline i sekoiridoide (1,2). Takoder je dokazano da listovi masline imaju
znadajan hipotenzivni uéinak (2,3). Flavonoidi su uz ostale sastavnice listova
masline odgovorni za taj uéinak.

Zbog svega navedenog cilj ovog naseg rada bio je odrediti flavonoidni sa-
stav listova masline te koli¢inu ovih biologki aktivnih spojeva. Istrazivanje
je obuhvatilo i utvrdivanje moguéih razlika u sastavu i koli¢ini flavonoida,
glede lokacije s koje su uzorci skupljeni te na razvojni stadij listova.

EKSPERIMENTALNI DIO
Biljni materijal
Materijal za ispitivanje sastojao se od listova masline — Olea europaea

L. skupljenih na otocima Krku i Hvaru te u Porefu. Vrsta uzorka, mjesto i
vrijeme skupljanja prikazani su u tablici 2.

1. Dokazivanje nazoénosti flavonoida u ekstraktima
listova kromatografijom na tankom sloju.

Ekstrakti listova pripremljeni su tako da je 1 g pragkasto usitnjenog lista
ekstrahiran sa 10 mL metanola 30 minuta na vodenoj kupelji uz povratno
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hladilo. Ohladeni i filtrirani, bistri ekstrakti éinili su otopine za ispitivanje.
Kao poredbene supstancije uporabljene su 0,05%-tne metanolne otopine lu-
teolina, kvercitrina, luteolin-7-O-glukozida, klorogenske kiseline i rutina (4).

Ispitivanje nazo¢nosti flavonoida provedeno je na tankom sloju Kieselge-
la 60 Fas4, uz dvije smjese otapala: etilacetat-mravlja kiselina-ledena octena
kiselina-voda (100:11:11:27 v/v) (4) i etilacetat-mravlja kiselina-voda (30:2:3
v/v) (5,6). Detekcija odijeljenih flavonoida i fenolnih kiselina provedena je
promatranjem pod UV zracenjem kod 365 nm nakon prskanja kromatograma
modificiranim Naturstoff reagensom (NST/PEG) (Tablica 1.). Reagens je pri-
premljen mijeSanjem 1%-tne metanolne otopine pB-etilaminoestera difenilbo-
ratne kiseline (NST) i 5%-tne etanolne otopine polietilenglikola 4000 (PEG) (4).

Tablica 1. Rr vrijednosti odijeljenih sastavnica i poredbenih supstancija

Odijeliena Poredbena Mobilne faze
sastavnica supstancija : T
Flavonoid 1 Luteolin 0,97 0,95
Fenolna kiselina 1 0,92 0,89
Flavonoid 2 0,90 0,64
Flavonoid 3 Kvercitrin 0,86 0,60
Flavonoid 4 0,78 0,44
Flavonoid 5 Luteolin-7-O-glukozid 0,74 0,40
Flavonoid 6 0,66 0,34
Fenolna kiselina 2 Klorogenska kiselina 0,58 0,31
Flavonoid 7 Rutin 0,53 0,13
Flavonoid 8 0,43 0,05

| - etilacetat ~ mravlja kiselina - ledena octena kiselina — voda (100:11:11:27 v/v)
1l — etilacetat — mravlja kiselina — voda (30:2:3 viv)

2. Kvantitativna analiza flavonoida

Za odredivanje koli¢ine flavonoida uporabljena je spektrofotometrijska
metoda prema Christu 1 Miilleru (7). Ova metoda temelji se na ekstrakeiji
biljnog materijala smjesom acetona i kloridne kiseline. Hidrolizom nastali
aglikoni odrede se nakon tvorbe kompleksa s Al** u smjesi metanola, etila-
cetata 1 octene kiseline (425 nm). Rezultati kvantitativne analize flavonoida
u ispitivanim uzorcima listova masline predodeni su u tablici 2. Sadrzaj fla-
vonoida ra¢unan kao kvercetin odreden je u svim uzorcima &etiri puta i izra-
Zen je masenim udjelom (%). Iz dobivenih rezultata izratunane su srednja
vrijednost (x) i standardna devijacija (SD).

REZULTATI I RASPRAVA

Metanolni ekstrakti listova masline ispitani su na nazoénost flavonoida
kromatografijom na tankom sloju, koja je provedena uz dvije smjese otapala.
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Tablica 2. Sadrzaj flavonoida (racunan kao kvercetin)
u ispitivanim uzorcima listova masline

Broj Lokacija Mjesec i godina  Sadrzaj flavonoida
uzorka skupljanja  skuplianja X * SD (%)
1. Vrbnik (Krk) kolovoz 1994. 0,32 £ 0,02
2. Vrbnik (Krk) kolovoz 1994, 0,09 + 0,01
3. Pore¢ kolovoz 1994. 0,53 + 0,02
4, Hvar kolovoz 1994. 0,25 + 0,02
5. Hvar rujan 1994. 0,36 + 0,01

Uzorci 1, 4 i 5 ~ listovi skupljeni sa stabala sa zelenim plodovima
Uzorak 2 - listovi skupljeni sa stabla s crnim plodovima
Uzorak 3 - listovi skupljeni sa stabla bez plodova

Nakon prskanja kromatograma NST/PEG reagensom i promatranjem pod
UV zraéenjem kod 365 nm utvrdeno je postojanje narandéastih, Zutozelenih i
plavih mrlja (fluorescenija), koje pripadaju flavonoidima i fenolnim kiselina-
ma.

Odjeljivanjem flavonoida i fenolnih kiselina sa smjesom otapala etilace-
tat-mravlja kiselina-ledena octena kiselina-voda (100:11:11:27 v/v), utvrdeno
je da ekstrakti svih uzoraka listova masline sadrZze osam flavonoida i dvije
fenolne kiseline. Mrlja flavonoida 1 narandaste fluorescencije, odgovarala je
1 prema fluorescenciji, i prema Rp vrijednosti (Rp = 0,97) poredbenoj supstan-
ciji — flavonskom aglikonu luteolinu. Mrlja s Ry = 0,92 bila je plave fluore-
scencije i mogla bi pripadati nekoj fenolnoj kiselini. Mrlje flavonoida 2 (Rg
= 0,90) 1 flavonoida 4 (Rp = 0,78) fluorescirale su pod UV zraéenjem Zutoze-
leno. Flavonoid 3 je identificiran usporedbom s poredbenom supstancijom
kao kvercitrin (R = 0,86). Najveéi intenzitet fluorescencije pokazala je mrlja
flavonoida 5, koji je u potpunosti odgovarao poredbenoj supstanciji luteolin-
7-O-glukozida (Rp = 0,74). Mrlja flavonoida 6 (Ry = 0,66) fluorescirala je Zu-
tonaranéasto, a mrlja najpolarnijeg flavonoida 8 (Rg = 0,43) narancasto. U
R podrudju od 0,58 pojavila se mrlja plave fluorescencije, koja je identifici-
rana kao klorogenska kiselina. Odmah ispod te mrlje, pojavila se mrlja fla-
vonoida 7 narancaste fluorescencije, koja je odgovarala flavonolskom hetero-
zidu rutinu (R = 0,563). Sli¢ni rezultati dobiveni su odjeljivanjem smjesom
otapala etilacetat-mravlja kiselina-voda (80:2:3 v/v). Razlika u odnosu na
prethodnu mobilnu fazu su niZe Ry vrijednosti odijeljenih sastavnica (Tablica
1.). Dakle, metodom kromatografije na tankom sloju u ekstraktima svih uzo-
raka listova masline identificirana su tri flavonoidna heterozida (kvercitrin,
luteolin-7-O-glukozid i rutin), flavonski aglikon luteolin 1 klorogenska kise-
lina kao fenolna kiselina.

Za kvantitativnu analizu flavonoida metodom prema Christu i Milleruy,
uzorei listova masline skupljeni su u kolovozu (rujnu) 1994. godine na loka-
cijama Vrbnik (Krk), Pore¢ i Hvar (Tablica 2.). Najveéi sadrzaj flavonoida
(0,53%, pokazao je uzorak listova skupljen u Porefu s mladog stabla masline
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(bez plodova), dok je najmanje flavonoida (0,09%) nadeno u uzorku listova
skupljenom u Vrbniku sa stabla s crnim plodovima. Sli¢an sadrZaj flavonoida
(0,25%-0,36%), pokazali su uzorci listova masline skupljeni sa stabala sa ze-
lenim plodovima.

(1Zavod za farmakognoziju Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveu-
¢ilista u Zagrebu, 2Galenski laboratorij ljekarne »Tre$njevka« od 1.5.1997.
»Gradska ljekarna Zagreb«)
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