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Sazetak

Fenoli su spojevi koji se nalaze u nusproduktima masline, a njihovo djelovanje moze
pozitivno utjecati na ljudsko zdravlje. Oni se iz nusprodukata mogu separirati ekstrakcijom pri
odredenim uvjetima. Pri tome je bitno odabrati prirodno otapalo koje zadovoljava kriterije
zelene kemije. U posljednje vrijeme istrazuju se prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala
koja se dobivaju mijeSanjem prirodnih komponenti i imaju ogroman potencijal 1 moguénosti pri

ekstrakciji prirodnih komponenti iz razli¢itih biljaka.

U sklopu ovog zavr$nog rada istrazivana je ekstrakcija polifenola iz lista masline
pomocu prirodnog niskotemperaturnog eutektickog otapala pripravljenog od mlije¢ne kiseline,
fruktoze i glicina uz dodatak vode. Otapalu je odredena viskoznost, gusto¢a i pH-vrijednosti.
Nakon provedene ekstrakcije, ekstrakt je umijeSan u baznu, hidratantnu kremu u razlicitim

koncentracijama. Kreme pripremljene s manjim udjelom ekstrakta, pokazale su bolju stabilnost.

Kljucne rijeci: fenoli, ekstrakcija, prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala



Abstract

Phenols are compounds found in olive byproducts, and their action can positively affect
human health. They can be separated from byproducts by extraction under certain conditions.
It is important to choose a natural solvent that meets the criteria of green chemistry. Recently,
solvents have been reaserched, which are obtained by mixing natural components and have a

huge potential and opportunities in extraction of natural components from different plants.

As part of this work, the extraction of polyphenols from olive leaves using a natural
deep eutectic solvent composed of lactic acid, fructose, and glycine with the addition of water
was investigated. The viscosity, density, and pH values of the solvent were measured. After the
extraction, different amounts of the extract are combined with the moisturizer base cream. The

creams with the lowest extract content were the most stable.

Keywords: phenols, extraction, natural deep eutectis solvent
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1. Uvod

Maslina je biljka bogata ljekovitim spojevima kao $to su fenolni spojevi. Zanimljiva je
¢injenica da je 98% fenolnih spojeva sadrzano u nusproduktima masline, a tek 2% u samome
plodu masline. Nusprodukti tijekom uzgoja masline i proizvodnje maslinovog ulja su kostice,
lis¢e, otpadna voda nakon usitnjavanja (OMWW) te komina. Bacanje nusprodukata uzrokuje
velike ekoloske probleme kao Sto su nagomilavanje bioloskog otpada te Stetan utjecaj na tlo,
vodeni 1 zracni ekosustav. Upravo iz tog razloga javlja se potreba za proucavanjem spojeva u
nusproduktima te njihova primjena u kozmetici, medicini 1 drugim djelatnostima. PotraZznja 1

istrazivanje takvih spojeva najvise ovise o potrebama industrije odnosno proizvodacima.

Neki od fenolnih spojeva sadrzanih u maslini su oleuropein, tirosol, hidroskitirosol,
vanilinska kiselina i kavenska kiselina. Karakterizira ih protuupalno, antimikrobno,
antikancerogeno, antioksidativno djelovanje te smanjuju bol. Upravo ta svojstva spojeva se
promjenjuju u raznim granama industrije. Tako se u prehrambenoj industriji fenolni spojevi
koriste kao sredstva za odrzavanje svojstva hrane. U kozmetickoj industriji postoji mnogo
proizvoda na bazi fenolnih spojeva s ciljem hidratacije koze, oCuvanja zaStitne barijere te
sprjecavanja starenja koze uzrokovanog fotooste¢enjima. U medicini se fenolni spojevi koriste

kao sastavni dio lijeka protiv tumora, lijekova za dijabetes te smanjenje masnog tkiva. [1, 2]

Kao metoda separacije polifenola iz masline koristi se ekstrakcija ¢vrsto-kapljevito
odnosno izluzivanje. Selektivno otapalo mora ispuniti dugi niz kriterija Sto se tiCe separacije te
ekoloskog 1 ekonomskog gledista. 1z tog razloga se u ekstrakciji Cesto koriste prirodna
nikotemperaturna eutekticka otapala. To su smjese dviju ili vise prirodnih komponenata, Cije je
taliSte same smjese nize od taliSta pojedinih komponenata. Potrebno je pomno odabrati sastojke
otapala kako bi se ostvarila odgovarajuca svojstva odnosno pH-vrijednost, gustoca, viskoznost,
polarnost tr selektivnost pri izdvajanju kljuéne komponente. Uz vrstu sastojaka bitno odrediti
njihov optimalan molarni omjer te eventualni dodatak vode. Nizom eksperimenata dokazano je
da ovakva selektivna otapala imaju vecu separacijsku mo¢ od konvencionalnih selektivnih

otapala kao §to su metanol, etanol i druga organska otapala te njihove smjese s vodom. [3, 4]

U ovom radu pripremljeno je otapalo od mlije¢ne kiseline, fruktoze i glicerola uz
dodatak vode te je provedena ekstrakcija polifenola iz lista masline. Pripremljeni ekstrakti

umijeSani su u baznu hidratantnu kremu u razli¢itim postotcima.



2. Teorijski uvod

2.1. Maslina

Maslina (lat. Olea europaea) ili uljika je zimzeleno razgranato stablo koje moze narasti
od 3 do 13 metara u visinu. Jedan je od glavnih sastojaka mediteranske prehrane u obliku stolne

masline i maslinovog ulja (Slika 1.). [5]

Slika 1. Drvo masline i maslina kao prehrambeni proizvod. [6, 7]

Prilagodena je ekstremnim uvjetima, pa joj tijekom rasta treba svjetlo visokog
intenziteta. Prema statistici prosjecan plod masline sastoji se od 50% vode, 22% ulja, 19.1%
ugljikohidrata, 5.8% celuloze, 1.6% proteina, 1.5% minerala. Upravo zbog takvog sastava ima
protupalno, antimikrobno te antioksidativno djelovanje, pa se Cesto koristi u medicini. Jo§ od
davnina maslina se koristila u razne svrhe (hrana, ogrjev, grada). Na primjer, Egipcani su
koristili maslinovo ulje za izradu krema i parfema, a Rimljani za odrZzavanje mekane koze.
Danas se u Hrvatskoj maslina najvise uzgaja na podruc¢jima od Istre do Dalmacije, a primjenjuje
se ve¢inom u prehrani 1 kozmetici. U Europskoj Uniji proizvede se oko 67% maslinovog ulja,
koje se zatim plasira na svjetsko trziSte. Otprilike 4 milijuna hektara zemljiSta namijenjeno je

upravo za uzgoj maslina. [8]

Ekstrakcija maslinovog ulja je slozen proces kojem prethodi pranje, suSenje te
usitnjavanje. MozZe se obavljati kao diskontinuirani proces (tradicionalno preSanje) i

kontinuirani proces (centrifugacija). Uzrokuje probleme za okolis, zato $to tijekom procesa



zaostaju visokoonecis¢ene otapdne vode i krute, otpadne tvari. Nusprodukti u proizvodnji su

kostice, lis¢e, otpadna voda nakon usitnjavanja te komina. Oni sadrze velik udio fenolnih

spojeva, koje karakteriziraju niska pH-vrijednost, visoka vodljivost te snazna antioksidativna

svojstva, S§to ima negativan utjecaj na tlo, vodene i zra¢ne ekosustave. U tablici 1. prikazani su

nusprodukti masline i njihove bioaktivne komponente.

Tablica 1. Sastav lista masline i drugih nusprodukata.

NUSPRODUKT

BIOAKTIVNA KOMPONENTA

List masline

flavoni

flavonoli
flavan-3-oli
substituirani fenoli
sekoiridoidi

Komina

celuloza

polisaharidi
hemicelulozni polimeri
ksiloglukani

fenoli

Otpadna voda (OMWW)

VIVVV VYV VYVVYVYYVY

organska tvar (duSik, fosfor, kalij,
magnezij)

fenolni spojevi

Seceri

organske kiseline

Kostice

celuloza

sjemensko ulje bogato polinezasi¢enim
masnim kiselinama

fenolni spojevi

V V| VVYVY

A\

Jedan hektar stabla maslina daje otprilike 2500 kg maslina, dok 100 kg obradene masline

daje 35 kg krutog otpada. Samo li§ée kao otpadna tvar zauzima 5% mase maslina. Stetno

djelovanje na okoli§ moZe se sprijeciti njihovim ponovnim iskori§tavanjem, na ¢emu se treba

intenzivno raditi. [2, 9]




2.2.  Primjena nusprodukata u kozmetic¢koj industriji

S ekoloskog i1 ekonomskog stajaliSta nusprodukti imaju velik potencijal za
iskoriStavanje u kozmetickoj industriji (Slika 2.). Prije upotrebe ekstrakata potrebno je provesti
testove stabilnosti i toksi¢nosti, kako bi se sprijeCilo nezeljeno djelovanje na organizam.
Aktivnost sastojaka nusprodukta ovisi o njihovoj pokretljivosti kroz koznu barijeru te
koncentraciji u sastavu. Manje topljive molekule s lipofilnim i hidrofilnim svojstvima bolje

prolaze kroz vanjski sloj epiderme od cestica, polimera i drugih visokolipofilnih tvari.

Slika 2. Linija proizvoda s ekstraktima masline. [10]

Jedno od vaznih svojstava biljnih ekstrakata masline koje se koristi je antioksidativno
djelovanje. Ono se koristi u kozmetici za sprjeCavanje uzroka starenja ograni¢avanjem
biokemijskih posljedica oksidacije. Vanjski utjecaji kojima je koza izlozena mogu uzrokovati
oStecenja jezgri stanica koze tijekom formiranja reaktivnih oksidirajuc¢ih oblika (ROS) 1 drugih
slobodnih radikala. Antioksidativni stres je neravnoteza izmedu antioksidansa i ROS u suvisku.
KoZa koristi antioksidanse kako bi se mogla boriti protiv fotooSte¢enja uzrokovanim UV-
zrakama, imunoloske disfunkcije i ostalih bolesti koze. U kozmetici se koriste proizvodi
(serumi, kreme...) kojima se antioksidansi izravno nanose na kozu kao izvor zastite i smanjenja
utjecaja slobodnih radikala iz unutarnjih i vanjskih izvora. Prema istrazivanjima vecina

antioksidansa iz masline su polifenoli i izoflavoni.

Velik udio mononezasi¢enih kiselina u profilu masnih Kiselina nusprodukata daje velik
potencijal za iskoriStavanje u kozmetickoj industriji. Masne kiseline su izvor energije u tijelu te
igraju vaznu ulogu u strukturi koZe, Ziv€anog sustava, lipoproteina i bioloskih membrana.
Utjecu na pravilnu funkciju epiderme i lojnih Zlijezdi na na¢in da se nalaze ugradene u sloZzene

lipide ili u slobodnom obliku. Kao komponente lipidnog filma odrZavaju kozu hidratantnom,



mekom, elasticnom te predstavljaju zastitnu barijeru. Tijekom Zivota se na sadrzaj masnih

kiselina moze utjecati koriStenjem proizvoda od masline koji se dobro upijaju u epidermalne i

dermalne slojeve tkiva. One odrzavaju kozu hidratiziranom te sprjecavaju bolesti kao $to su

atopijski dermatitis, psorijaza, akne i ekcemi.

Nusproizvodi masline bogati su mineralima, koji su medu glavnim komponentama

prirodnog hidratantnog faktora (NMF) povezanog sa stanjem hidratacije, krutosti te pH-

vrijednosti vanjskog dijela koZe. Ostale komponente NMF-a su krute aminokiseline, laktati,

Seceri, urea i ostali ioni topljivi u vodi. U tablici 2. prikazani su opisani sastojci nusprodukta i

njihovi efekti na kozu. [2]

Tablica 2. Sazetak utjecaja pojedinih sastojaka nusprodukta na kozu.

SASTOJAK NUSPRODUKTA

EFEKT NA KOZU

skvalen, B-sitosterol

v

omeksSavanje koze

hidroksitirosol

v

antimikrobna aktivnost
protuupalna aktivnost

celuloza, polisaharidi, hemicelulozni polimeri

hidratacija koze
zadrzavanje ulja u kozi

kostice

eksfolijacija koze

masne kiseline

ANENANENEN

regulacija epidermalne homeostaze
povecanje kiselosti vanjskog sloja
koze

hidratacija koze

omeksSavanje koze

povecanje elastiCnosti

poboljsanje zastitne barijere

minerali

NN NN RN

hidratacija koze
jacanje koze
kontrola pH-vrijednosti koze




2.3. LiS¢e masline

Lis¢e masline (Slika 3.) spada u nusproizvode prerade masline, a njegove znacajne

koli¢ine dobivaju se u tijekom obrezivanja te u mlinovima za masline.

Slika 3. Listovi masline. [11]

Dugi niz godina ekstrakti lista masline su se koristili za lijeCenje bolesti kao Sto su
dijabetes, hipertenzija i hiperkolesterolemija. U listu se nalazi puno razli¢itih fenolnih spojeva
kao $to su flavoni, flavonoli, vanilin, vanilinska kiselina i sekoiridoidi. NajviSe ima oleuropeina
nastalog iz elenolne kiseline, glukoze i hidroksitirosola (Slika 4.), koji djeluje kao odli¢an ¢ista¢
slobodnih radikala koze.

OH OH
0>_0 0, d HO 0O._sOH
oo | W HO. | 8 + " “
HO' Y . p-glucosidase : HO L OH
- H
o' o P O O O

H
° e Glucose

Oleuropein Oleuropein aglycone

l l 9
0
HO ot o oL
Hydroxytyrosol 0

Elenclic acid

Slika 4. Hidroliza oleuropeina na komponente.



Opéenito, u usporedbi s drugim dijelovima masline list ima najveéu snagu ¢iSenja
radikala. Oleuropeina ima iu drugim dijelovima masline kao sto je plod, kora i sjeme, medutim,

u manjim koli¢inama (Slika 5.).

15 g/kg

1to loymg/g
5 to 100 mg/g

Slika 5. Molekula oleuropeina i udjeli u pojedinim dijelovima masline. [12]

Oleuropein ima ljekovita svojstva (Tablica 3.) i prema tome velik potencijal za primjenu

u raznim granama medicine kao $to su kardiologija, neurologija, dermatologija i tako dalje.

Tablica 3. Svojstva oleuropeina.

OLEUROPEIN

antioksidativna svojstva

pozitivan metabolicki u¢inak kod
dijabetesa, glikemije i dislipidemije
protuupalno djelovanje
antihipertenzivno djelovanje
kardioproduktivno djelovanje
neuroprotektivno djelovanje

zaStita koze od starenja

antivirusno djelovanje
antimikrobno djelovanje protiv bakterija,
mikrobakterija i gljivica

(\

(\

SEVANENENENEN

Kombinacijom netoksi¢nih ili umjereno toksi¢nih otapala s optimizacijom tlaka i
temperature, postize se vrlo u¢inkovita ekstrakcija polifenola iz lista masline. Mogu se koristiti
selektivna otapala kao $to je voda, mjeSavine otapala ili niskotemperaturna prirodna eutekticka

otapala (NADEYS). [2]



2.4. Fenolni spojevi i njihov utjecaj na zdravlje

Fenolni spojevi (eng. phenolic compounds, PC) su najveca skupina fitokemikalija
odnosno skupina bioloski aktivnih nehranjivih tvari iz bilja. Predstavljaju sekundarne
metabolite za gotovo sve biljke, a imaju znacajnu ulogu u njihovom rastu te zastiti od patogena
i predatora. Fenolni spojevi se sastoje od jednog ili vise aromatskog prstena s jednom ili vise
hidroksilnom skupinom. To su kristalne ili tekuce tvari ¢iji je pH manji od 7, a otapanjem u
jakim luzinama nastaju fenolati. Neki od fenolnih spojeva u maslini oleuropein, tirosol,
hidroksitirosol, vanilinska kiselina, kavenska kiselina. Na slici 6. prikazani su fenolni spojevi u
maslini. [3, 13]

Phenclic alcohals Phenolic acids Flavonoids

OH
HO, OH MsC.
:©/\/ oH HO I
e HO O !

Hydroxytyrosol Vanillic acid

HO, OH
o Iy

MeO OM o /\/@OH
O H-O -

HO )J\o OH

e
(+)-Pinoresincl Cleuropsin

Slika 6. Fenolni spojevi u maslini. [14]

Karakterizira ih da djeluju protuupalno, antimikrobno, antikancerogeno, antioksidativno
te da smanjuju bol. Koriste se u ocuvanju hrane i kozmetike te se proucavaju zbog svog
ljekovitog potencijala. Ve¢ su spomenuta neka svojstva oleuropeina, zbog kojih on moze
posluziti kao sastavni dio lijeka. Prema istrazivanjima utvrdeno je da potice aktivnost hormona
Stitnjace te doprinosi gubitku masnog tkiva. SniZava vrijednost Secera u krvi te pospjeSuje
imunoloski sustav. Inhibira aktivnost lipoksigenaze i proizvodnje leukotriena B4, ¢ime djeluje
protuupalno. Oleuropein uzrokuje jacanje koZe i pomaze kod smanjenja elastinosti zbog
dugotrajne izloZzenosti UVB-zrakama. Smanjuje rast tumora u izloZenoj koZi te smanjuje razine

ROS-a.



Jo§ jedan znacajan fenolni spoj je hidroksitirosol, koji uzrokuje apoptozu i zaustavljanje
stanicnog ciklusa u stanicama raka. Takoder, moZe sprijeciti kardiovaskularne bolesti
smanjenjem vezanja molekule na endotelne stanice te sprjeCavanjem oksidacije lipoproteina.
Ekstrakt lista masline koristi se u mnogim proizvodima kao Sto su kreme za brijanje, balzami

za miSice, maske za lice, losioni te kreme protiv starenja. [1, 2, 15]

Polifenoli se kod biljaka mogu nalaziti u raznim dijelovima stanice (vakuola, stani¢na
stijenka...). Dosad je poznato oko 8000 fenolnih struktura, od jednostavnih do slozenih

derivata Cija se svojstva znac¢ajno razlikuju. [3]

2.5.  Ekstrakcija ¢vrsto - kapljevito

Najcesc¢e metode separacije fenolnih spojeva iz masline su ekstrakcija kapljevito-
kapljevito i ekstrakcija Cvrsto-kapljevito. Ekstrakcija je toplinski separacijaki proces u kojem
se uklanja jedna ili viSe komponenenata iz kapljevite ili ¢vrste smjese pomocu selektivnog
otapala. Kod ekstrakcije kruto-kapljevito odnosno izluZivanja, jedna ili viSe komponenti iz

krute smjese je topljiva u selektivhom otapalu.

Netopljiva krutina — A
Kljuéna komponenta — C
Otapalo - B

my my, B+C

A+C kapljevina

mp

m B+C A
kapljevina  krutina

Slika 7. Ekstrakcija kruto-kapljevito.

Vec¢ je reCeno da je odabir otapala za ekstrakciju zahtjevan, zato §to ono mora zadovoljiti

niz prohtjeva. Prvi sloZen zahtjev kojeg otapalo treba ispunjavati je to da klju¢na komponenta

treba biti dobro topljiva u selektivnom otapalu te u otapalu treba biti topljiva samo ona, a ne i



ostale komponente. Gledano s ekoloskog i ekonomskog aspekta, otapalo se treba jednostavno
regenerirati, kako bi se moglo vratiti u proces. Selektivno otapalo treba imati niski tlak para, tj.
ne smije hlapiti kako ne bi doslo do gubitka otapala. Ne smije kemijski reagirati s nijednom

komponentom pojne smjese. Opcenito, mora biti jeftino, dostupno te sigurno za rad. [16]

Kao selektivno otapalo koriste se organske tvari kao alkoholi (metanol, etanol) te
njihove smjese. Medutim, unato¢ dobrom otapanju i ekstrakciji sastojaka pokazuju negativne
karakteristike kao §to je nisko vreliSte, zapaljivost, visoka toksi¢nost te nisu biorazgradivi.
Superkriti¢ni fluidi kao §to su CO2 i voda ne mogu zadovoljiti zahtjeve ovakve ekstrakcije, jer
su vrlo reaktivni te je potrebno nabaviti skupu opremu za dobivanje i odrzavanje superkriticnih
uvjeta, kao 1 €istu vodu bez oneciS€enja. Otapala dobivena iz biomase mogu posluziti za
ekstrakciju polifenola, ali njihova svojstva su poprilicno ograni¢ena. Prednosti su to §to su
bioobnovljiva, ekoloski prihvatljiva te pristupacna. Pregledom nekoliko vrsta otapala mozemo
utvrditi da je potrebno pomno odabrati selektivno za ekstrakciju kako bi ucinkovitost separacije

bila zadovoljavajuca, a da se ispune ekonomska i ekoloSka ocekivanja. [3]

2.6. NADES (Natural deep eutectic solvent)

Prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo ili NADES se sastoji od bar dvije
komponente od kojih je jedna akceptor vodikove veze (eng. Hydrogen bond acceptor, HBA), a
jedna donor vodikove veze (eng. Hydrogen bond donor, HBD). Komponente su primarni
metalboliti, odnosno organske kiseline, Seceri, alkoholi, amini i aminokiseline. Rijec¢
Lprirodna“ koristi se zato §to su molekule komponenti obilno prisutne u prirodi i zato $to bi
takva otapala mogla voditi vaznu ulogu kao kapljevine za skladistenje i transport metabolita

koji nisu topljivi u vodi zivih stanica i organizama.

2.6.1. Priprema NADES-a

Najéesca komponenta NADES-a je kolin klorid (ChCI) kao jeftin i siguran donor
vodikove veze, a uz njega se Cesto koriste 1 urea, etilen glikol te glicerol. Eutekticka tocka za
mijeSanje HBD i1 HBA karakteristicna je za pojedine molarne omjere tih komponenata. Utjeca]
tih omjera na fizicka i kemijska svojstva NADES-a vrlo je znacajan. Postoji vise metoda

pripremanja NADES-a. Prva metoda podrazumijeva zagrijavanje i mijeSanje smjese. Druga
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metoda je metoda isparavanja, gdje se komponente otapaju u vodi i isparavaju u rotacijskom
isparivacu. Tako dobivena kapljevina stavlja se u eksikator, gdje ostaje sve dok ne dosegne
konstantnu masu. Treca metoda se ne koristi ¢esto, a zahtijeva zamrzavanje 1 susenje mjesavina
vodenih otopina. Prema istrazivanjima, utvrdeno je da su NADES-i hidrofilne kapljevine $to
omogucava kontrolu i podeSavanje njihovih fizikalno-kemijskih svojstava. Dodavanjem
optimalne koli¢ine vode smanjuje se viskoznost, vode¢i racuna da ne dode do narusavanja
vodikovih veza izmedu komponenti u otapalu. Na slici 8. prikazani su primjeri dobivanja

NADES-a pri odredenim radnim uvjetima.

HO HO
0 HO O HO
O oH  348.15K O
HO Yo » 1O HO
H anOH 2h H
8] O
H H

H
Citric acid (1 mole) Glucose (1 moley Citric acid:glucose (L))
HO HO

HO
10} 0
o o 348.15K o 9
+ OH —_—
HO o o b HO . HO.
0 W OH e)
H! Hi
H

Citric acid (1 mole) Fructose (1 mole) Citric acid:fructose (1:1)

Slika 8. Primjeri dobivanja NADES-a. [17]

Opcenito, svojstva eutektiCkih otapala mozemo poboljsati pravilnim odabirom donora i
akceptora vodikove veze, mijenjanjem njihovog molarnog omjera te dodatkom vode ili drugih
organskih otapala. Upravo stoga postoji velik broj moguénosti odabira komponenta i nacina
pripreme otapala. Posebnu paznju potrebno je usmjeriti na ¢istocu sastojaka te higroskopna

svojstva. [4]

2.6.2. Karakterizacija NADES-a

NADES karakterizira definirana struktura koja uzrokuje da smjesa ima tocku taljenja
manju od taliSta komponenata (Slika 9.). Vecina je u kapljevitom stanju izmedu sobne

temperature 1 temperature od 70°C, imaju nizak tlak para te su mjesljivi s vodom.
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Slika 9. Dijagram eutekti¢ke smjese. [18]

Viskoznost je vrlo vazno svojstvo za selektivno otapalo, pa NADES obi¢no ima
viskoznost vecu od drugih konvencionalnih otapala, Sto moze dovesti do problema prilikom
separacije od krute netopljive komponente poslije izluzivanja. To se dogada zbog jakih
vodikovih sila izmedu molekula te van der Waalsovih interakcija i elektrostatskih interakcija.
Viskoznost je povezana sa slobodnim volumenom 1 vjerojatnosti pronalaZzenja rupa
odgovaraju¢ih dimenzija za prelazak molekula otapala na prazna mjesta. Slobodan volumen se
moze povecati smanjenjem povrSinske napetosti koriStenjem manjih iona ili optimalnim

povecanjem temperature.

Polarnost NADES-a je vrlo bliska vodi i polarnim otapalima kao §to su metanol i etanol.
Najpolarnija eutekti¢ka otapala su na bazi organske kiseline, zatim eutekticka otapala na bazi
aminokiselina 1 Secera, a najmanje su polarna ona na bazi alkohola. Na ovo svojstvo utjece i
dodatak vode, §to moZe uzrokovati naruSavanje vodikovih veza izmedu pocetnih sastojaka, a

zatim i velike promjene u strukturi otapala. Ovo se dogada pri ve¢im udjelima dodane vode.

Gusto¢a NADES-a isto kao i1 viskoznost ovisi 0 medumolekulskim silama, kao i o
molekulskoj masi. Sto su ja¢e medumolekulske sile i §to je veéa molekulska masa, gustoéa
NADES-a je veca. Povecanje temperature uzrokuje smanjenje gustoce, odnosno povecanje
slobodnog volumena u kojem se molekule mogu gibati. Dodatkom vode gustoca otapala se

priblizava gusto¢i vode.
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Vodeéu ulogu u pH-vrijednosti NADES-a ima odabir donora i akceptora vodikove veze.

NADES kojem je donor veze organska kiselina ima vrijednosti pH manje od 3, pa takva otapala

nije pozeljno koristiti za kozmeticke proizvode. Poveéanjem udjela vode u otapalu, smanjuje

se pH-vrijednost. [3]

2.6.3. Primjena eutektickog otapala u ekstrakciji biljnih komponenata

Eutekticka otapala su izvrsna zamjena za organska otapala u ekstrakciji biljnih

komponenata, zato §to se optimalnim odabirom radnih uvjeta pripremanja otapala 1 ekstrakcije

mogu posti¢i odgovarajuca fizikalno-kemijska svojstva. Na taj nain moze se provesti

ekstrakcija polarnih i nepolarnih tvari. Na Slici 10. prikazane su biljne komponente u pojedinim

prehrambenim proizvodima.

Flavonols 1{ quercetin
Flavonoids

w o Flavanones % . hesperidin
vel -
O - Isoflavones  sgi#ss:  daidzein
eicatechin ]
Anthocyanins & cyanidin

Flavan-3-ols K epicatechin gallate

Phenolic acids o A
: : /la git id
HO‘QOOH Benzoic acids no%ou ellagic aci
T Hydroxycinnamic acids +o SO0 7
gallic acid HO:©N caffeic acid &s

Lignans

Ho on
HOOH secoisolariciresinol
e oo,

Stilbenes -

() Oor resveratrol e

H

Slika 10. Fenolni spojevi u biljkama. [19]
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3. Metodika rada

3.1.

Svrha rada

U eksperimentalnom dijelu rada provedena je ekstrakcija polifenola iz lista masline.

Koristeno je prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo, kojem je odredena gustoca i

viskoznost. Ekstrakt je umjeSan u kremu u razli¢itim koncentracijama te se motrila stabilnost

pripravka.

3.2.

Materijali

Materijali potrebni za ekstrakciju polifenola iz lista masline su listovi masline i prirodno
niskotemperaturno eutekti¢ko otapalo.

3.2.1. List masline

Listovi masline (sorta oblica) prikupljeni su nakon rezidbe masline tijekom ozujka na

otoku Ugljanu.

3.2.2. NADES

Prirodno eutekticko otapalo sastoji se od mlije¢ne kiseline, D-fruktoze i glicina te

dodatka vode ¢iji maseni udio iznosi 30%. U tablici 4. prikazane su koriStene kemikalije.

Tablica 4. Kemikalije za pripremu selektivnog otapala.

Naziv .
o Formula M, kg/kmol CAS Proizvoda¢ | Cistoca, %
kemikalije
Mlijecna Fisher
C3HeO3 90,08 79-33-4 o 88
kiselina, LA Scientific
D-fruktoza, Lach-ner, ]
CeH1205 180,16 57-48-7 za analizu
FRU S.I.0.
Glicin, Glc C2HsNO> 75,07 56-40-6 Carlo Erba za analizu
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3.3.  Priprema i karakterizacija lista

Listovi su oprani s vodom na temperaturi 50 °C te osuseni na 40°C u infracrvenom
susioniku KERN MLS 50-C2 (Slika 11.). Nakon toga su usitnjeni u elektricnom mlinu u

vremenu 1-2 minute te prosijani kroz sito veli¢ine pora 1 mm.

Slika 11. Infracrveni su$ionik KERN MLS 50-C2.

Usitnjenom listu masline odredena je specificna povrSina, srednja veli¢ina pora i
raspodjela veliCina pora snimanjem adsorpcijsko-desorpcijskih izotermi dusika pomocu uredaja

ASAP 2000 (Micromeritics, SAD). Slika 12. prikazuje koriSteni ureda;.

—— [Ei micromenitics —
ASAP 2000

Slika 12. Uredaj za odredivanje raspodjelu velic¢ina pora ASAP 2000.
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Raspodjela veli¢ina Cestica komine 1 liS¢a masline odredena je metodom laserske
difrakcije primjenom uredaja SALD-310, Shimadzu, c¢ije je mjerno podrucje 0,4 do 3000 pm.
Mjerenje je provedeno tri puta te je raspodjela veli¢ina cestica prikazana graficki kao
diferencijalna funkcija raspodjele, odnosno kao kvantitativni udio Cestica u promatranom

veli¢inskom razredu (Slika 13.).

Slika 13. Uredaj laserske difrakcije SALD-3101 (Shimadzu, Japan).

3.4. Priprema i karakterizacija NADES-a

3.4.1. Priprema otapala

Za pripremu selektivnog otapala izraCunate su mase prema zadanim molarnim odnosima
komponenata. Odvagane mase stavljene su u bocu s ¢epom, a zatim na magnetnu mijesalicu.
Temperatura mijeSanja bila je 45°C. U otapalo je postupno dodavana voda tako da krajnji udio

vode iznosi 30%. U tablici 5. prikazani su podaci za pripremu otapala.

Tablica 5. Podaci za pripravu otapala LA:Fru:Glc-2:1:2 + 30% H.O.

LA:Fru:Glc-2:1:2
LA Fru Glc H.O
+ 30% H,0O
M, kg/kmol 90,08 | 180,16 | 75,07 18,02
m, g 60,0000 | 60,0000 | 50,0022 | 72,8581
n, mol 0,6661 | 0,3330 | 0,6661 | 4,0441




3.4.2. Fizikalna karakterizacija otapala

Vrijednost pH otapala izmjerena je na pomoc¢u uredaja WTW InoLab pH (pH electrode
SenTix 91) na sobnoj temperaturi (Slika 14.).

Slika 14. pH-metar s elektrodom.

Viskoznost je izmjerena na reometru Brookfield DV-111 Ultra pomocu koncentricnog
vretena SC4-21 (Slika 15.), vodenog ra¢unalnim programom Rheocalc. On prikazuje ovisnost
smi¢nog naprezanja o smi¢noj brzini te se na temelju te ovisnosti moze utvrditi viskoznost
fluida, odnosno reoloski model ponaSanja. Viskoznost je odredena u temperaturnom rasponu

20 do 50°C. Za termostairanje je koriSten termostat Julabo F12.

Slika 15. Reometar Brookfield DV-111 Ultra.

17



Gustoca selektivnog otapala je izmjerena pomocu uredaja Mettler Toledo densitometer
30PX (Slika 16.) uz tri ponavljanja iz ¢ega je izracunata srednja vrijednost. Mjerenja su

izvodena pri sobnoj temperaturi.

Slika 16. Uredaj Mettler Toledo densitometer 30PX.

3.5.  Provedba ekstrakcije

Provedena je Sarzna ekstrakcija fenolnih spojeva iz lista masline s priredenim otapalom
1 sa smjesom etanolom i1 vode (w= 30 %). U laboratorijsku ¢asu je dodano 50 mL NADESA-a
ili smjesa etanola i vode te 2,5 g masline. Tako pripremljen sustav stavljen na ve¢ spomenutu

magnetnu mijeSalicu. Broj okretaja bio je 400 rpm, a ekstrakcija se provodila 2h.

Kako bi se odvojio ekstrakt od lista masline koriStena je centrifuga Tehtnica Centric
322A (Slika 15). Centrifugiranje se provodilo 3 minute, na 3500 okretaja. Uzorak je nakon toga

filtriran pomocu Sprice 1 filtra s veli¢inom pora 1,2 um te je dobiven Cisti ekstrakt.
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Slika 17. Centrifuga Tehtnica Centric 322A.

3.5.1. Odredivanje koncentracije polifenola u ekstraktu

U tikvice od 10 ml otpipetirano je 400 pl Folin-Ciocalteu reagensa i 60 pl filtriranog
uzorka nakon provedene ekstrakcije pomocu automatske pipete. Tikvice su odstajale u mraku
8 min, a zatim je dodano 4 ml 7,0 mas. % otopine natrijeva karbonata, nakon ¢ega je otopina
razrijedena destiliranom vodom do volumena 10 ml. Sve pripremljene tikvice termostatirane su
sat vremena na temperaturi od 40 “C. Nakon termostatiranja odredena je koncentracija ukupnih
polifenola spektrofotometrijski standardnom Folin-Ciocalteau metodom na UV/Vis
spektrofotometru UV 1280, Shimadzu (Slika 18). Intenzitet apsorbancije odreden je na
maksimalnoj valnoj duljini spektra, 756 nm. Koncentracija ukupnih polifenola u ekstraktu
izrazena je preko ekvivalentne koncentracije galne kiseline za koju je odreden bazdarni
dijagram (Slika 19.). Svaka analiza ponovljena je tri puta te je odredena njihova srednja

vrijednost.

i

Slika 18. UV/Vis spektrofotometar UV 1280, Shimadzu.

1,2

y=0,1242x
?=10,9983

Yok, mg/dm’

19



Slika 19. Bazdarni dijagram za odredivanje koncentracije ukupnih polifenola.

3.6.  Priprema krema

U Cetiri plasti¢ne posudice izvagano je po 7 g bazne hidratantne kreme Biobaza te je

dodana masa ekstrakta jednaka 5, 8, 101 15 mas.% pocetne mase baze (Tablica 6.)

Tablica 6. Odvage kod pripremanja krema.

Udio ekstrakta od Masa
Masa baze, g
pocetne mase baze | ekstrakta, g
7 5% 0,35
7 8% 0,56
7 10% 0,70
7 15% 1,05
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4. Rezultati

4.1. Karakterizacija usitnjenog lista masline

Prikupljen je list masline nakon orezivanja stabla masline sorte oblica, tijekom ozujka
na otoku Ugljanu. Nakon $to su listovi skinuti sa stabljika i oprani u toploj vodi, ocijedeni su i
stavljeni na suSenje u infracrveni suSionik. Budu¢i da su razli¢ite komponente polifenola
termolabilne na razli¢itim temperaturama bilo bi potrebno optimirati proces susenja kako bi se
dobio ekstrakt s najveéim udjelom polifenola te utrosila minimalna koli¢ina energije. [%°]
SuSenje se provodilo na tri razliCite temperature kako bi se usporedila konzistencija usitnjenog
materijala nakon susenja i usitnjavanja. 1z krivulja suSenja (Slika 20.), vidljivo je da suSenje na
viSim temperaturama traje znatno krace, da je brzina suSenja veca, a materijal osusen do kraja

(Xkon:0 gv/gsm)-

1,2
+40 °C
1% % 60 °C
%100 °C
0
0 2000 4000 6000 8000 10000

Ls

Slika 20. Krivulje suSenja usitnjenog lista masline na 40, 60 i 100 °C.

Materijal je nakon susenja na dvije niZe temperature izgledao sli¢no, dok je list nakon
suSenja na 100 °C potamnio pa se daljnje istrazivanje nastavilo s uzorcima osusenim na 40,

odnosno 60°C (Slika 21.).
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40 °C 100 °C

Slika 21. List osu$en na 40 1 100 °C.

Nakon susenja, uzorcima osuSenim na 40 1 60 °C je odredena je specificna povrSina 1

srednji promjer pora primjenom Brunauer-Emmet-Teller (BET) metode (Tablica 7.).

Tablica 7. Specifi¢ne povrsine i srednji promjer pora uzoraka susenih na 40 i 60 °C.

40 °C 60 °C

Srednji promjer pora, nm 10,1513 3,1989
Specifi¢na povriina, m?/g 0,5360 0,5426

Specifi¢na povrSina pora slicna je, bez obzira na temperaturu susenja, dok se promjer
pora znatno razlikuje. Uobicajeno je da se pore smanjuju u materijalu prilikom susenja na visoj
temperaturi. Naime, zbog temperaturnog gradijenta i gradijenta vlage dolazi do
mikrostrukturnih promjena unutar materijala. [%] Ovo mikrostrukturno naprezanje dovodi do
deformacije, odnosno skupljanja materijala. Pri provedbi ekstrakcije, osobito s otapalima koja
su dosta viskozna i gusta, vec¢e pore omogucuju da se kapljevina lakse distribuira unutar pora,
$to moze rezultirati veCom djelotvorno$cu ekstrakcije. Kako su pore znatno veée u uzorku koji
se susio na 40 °C, on je koristen za ekstrakciju polifenola. Raspodjela veli¢ina usitnjenog lista
masline prikazana je na slici 22. Veli¢ina Cestica krece se u rasponu od 1 nm do 3000 nm, a
najvise Cestica je veli¢ine 575 nm. . [ako je uzorak prije odredivanja raspodjele veli¢ine Cestica

prosijan na sito veli¢ine 1 mm, u uzorku su prisutne i vece Cestice. Ovo se moze objasniti
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¢injenicom da se radi o usitnjenom, prirodnom uzorku koji je sklon aglomeraciji zbog

prisutnosti vlakana.

* LM - osuden na 40°C

dQ;(x), %

1 10 100 1000 10000
X, m

Slika 22. Krivulja raspodjele veli¢ina Cestica lista masline osuSenog na 40 °C.

4.2. Priprema otapala

U posljednje se vrijeme za ekstrakciju prirodnih komponenti koriste NADES-i koji daju
dobre rezultate u usporedbi s konvencionalnim otapalima. NADES-i se lako pripravljaju (Slika
23.) samo mijesanjem u odredenom omjeru na poviSenoj temperaturi. Otapalo s kojim je
provedena ekstrakcija, LA:Fru:Glc + 30% H2O pripravljeno je na 50 °C. Komponente nisu
zagrijavane na viSu temperaturu kako ne bi doslo do izgaranja fruktoze. Na slici 23. vidi se
NADES prije i poslije bistrenja. Prije bistrenja smjesa je bijelo-zuta, a mutna je zbog
neotopljenih Cestica fruktoze. Temperatura uzorka postepeno se povecavala zbog toga $to je
smjesa bila dosta viskozna. Poslije bistrenja smjesa je Zute boje, a viskoznost je puno manja od

pocetne zbog ve¢ spomenutog povisenja temperature.
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POSLIJE

Slika 23. Otapalo prije i poslije bistrenja.

Zbog velike viskoznosti otopine, u vodu je dodano 30 mas.% vode. Dodatkom vode do
50 mas.% neée doéi do narusavanja vodikovih veza i strukture otapala. [??] U tablici 8.
prikazana je gustoca i kiselost pripremljenog otapala. Bez obzira na dodanu vodu, gustoca je
relativno velika u usporedbi s konvencionalnim otapalima. Izrazito niske vrijednosti pH jedan
su od nedostataka NADES-a. Stoga se moze zakljuéiti da vrijednost pH za pripravljeno otapalo
nije preniska, osobito jer ¢e se nakon provedene ekstrakcije u kremu dodati do 15 mas%
ekstrakta. lako niska kiselost otapala moze biti Stetna za kozmeticke pripravke, niska vrijednost

pH pospjesuje ekstrakciju polifenola te ekstrakt moze u pripravku djelovati kao konzervans.

Tablica 8. Srednja gustoca i pH otopine LA:Fru:Glc-2:1:2 + 30% H20.

T, °C 28,4 28,4 28,4
p, glcm® 12622 | 1,2627 | 1,2625
Ter, °C 28,4

psr, glem? 1,2625

pH 3,307

Ovisnost viskoznosti NADES-a LA:Fru:Glc 2:1:2 + 30% H.O o temperaturi prikazana
je na slici 24. PoviSenjem temperature smanjuje se viskoznost otapala. Ova ovisnost opisana je
potencijskom jednadzbom: n = 7,260 -T-%613, \elika viskoznost otapala pri provedbi
ekstrakcije smanjuje djelotvornost provedbe procesa zbog otezanog mijeSanja otapala s
usitnjenim listom. Kako je ekstrakcija polifenola provedena na sobnoj temperaturi, daljnje
unapredenje procesa moglo bi se posti¢i poviSenjem temperature, jer smanjenje viskoznosti

pospjesuje kontakt i mijeSanje otapala i lista masline.
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Slika 24. Dijagram ovisnosti viskoznosti o temperaturi.

4.3. Ekstrakcija

Na temelju prethodnih ispitivanja odreden je optimalni odnos otapala i lista masline te
vrijeme trajanja procesa. [%*] Otapalo je izdvojeno od lista nakon centrifugiranja i uz pomoé
igle i filtra (veli¢ina pora 1,2 um). Zbog velike viskoznosti proces izdvajanja filtrata bio je
otezan. Ovaj problem bilo bi moguce rijesit pove¢anjem omjera otapala i lista. Medutim, pri
tome bi se smanjila koncentracija polifenola u ekstraktu. Za optimizaciju je potrebno provesti
dodatna ispitivanja. Na slici 25. vidimo rezultate nakon centrifugiranja, a mozemo primijetiti

da se kruta faza digla iznad filtrata, Sto znaci da je njezina gusto¢a manja.
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Slika 25. Sustav poslije centrifugiranja.

U tablici 9. su prikazane koncentracije polifenola dobivene nakon provedene
ekstrakcije. Radi usporedbe ekstrakcija je provedena i sa 70-postotnim etanolom. Koncentracija
polifenola s etanolom je neSto visa od one dobivene s ispitanim NADES-om. Razlika nije
visoka, a kako je 70% smjesa etanola i vode, otapalo koje je u prethodnim istraZivanjima davalo
najbolje rezultate, moZe se smatrati da je odabrano otapalo dobro za provedbu ekstrakcije

polifenola iz lista masline.

Tablica 9. Koncentracije polifenola nakon ekstrakcije.

Otapalo », Mgk g lsT
70 % etanol 11,69
LA:Fru:Glc 2:1:2 — 30% 11,58

4.4. Priprema i stabilnost kreme

Na slici 26. vidimo izgled kreme od najmanje do najvece koncentracije polifenola, tri

dana nakon pripreme kreme. Krema je ¢vrsta, bijela te ujednacenog sastava.
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Slika 26. Krema 3 dana nakon pripreme.

Slika 27. prikazuje izgled kreme 10 dana nakon pripreme. Vidimo da je na kremi nastala
glazura, koja upucuje na odvajanje ekstrakta od bazne kreme. Krema je jo$ uvijek bijele boje,

ali je manje Cvrsta nego pocetna krema.

Slika 27. Krema 10 dana nakon pripreme.

Slika 28. potvrduje da je doSlo do izdvajanja ekstrakta iz kreme. NajviSe ekstrakta

izdvojilo se kod koncentracije ekstrakta od 15% u pocetnoj masi bazne kreme, a najmanje kod
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kocentracije ekstrakta od 5%. Krema je bijele boje, sjajnija nego na prijasnjoj slici, a ¢vrstoca

JOj je najmanja u usporedbi s ostalim slikama.

Slika 28. Krema 17 dana nakon pripreme.

28



5. Zakljucak

Ekstrakcija polifenola iz lista masline moze se provoditi pomoc¢u niskotemperaturnog
prirodnog eutektickog otapala sastavljenog od mlijecne kiseline, fruktoze i glicina u molarnom

omjeru 2:1:2 s dodatkom vode masenog udjela 30%.

List masline opran je, osuSen i usitnjen. Susenje je provedeno u infracrvenom susioniku
na tri razli¢ite temperature (40 °C, 60 °C 1 100 °C). Susenjem pri 100°C list je promijenio boju
Sto ukazuje na promjenu svojstava, zbog Cega su se za ekstrakciju dalje istrazivani listovi
masline osuseni na 40 1 60 °C. Srednji promjer pora listova osusenih na najnizoj temperaturi
najveci je pa su za ekstrakciju koristeni listovi osuseni na 40 °C. Prema rezultatima mjerenja

krivulje raspodjele veli€ina Cestica lista vidimo da je najveci broj Cestica veli¢ine 575 nm.

Selektivno otapalo pripremljeno je na temperaturi od 50 °C. Zbog velike viskoznosti
otapala dodano je 30 mas.% vode. Usporedbom koncentracije polifenola nakon ekstrakcije s
NADES-om i konvencionim otapalom, tj. otopinom etanola, moze se zakljuciti da je odabrano

pogodno otapalo.

Promatranjem kreme tijekom 17 dana, utvrdeno je da dolazi do izdvajanje ekstrakta.
Krema je bijele boje cijelo vrijeme, no tijekom vremena dolazi do stvaranja glazure vodenaste
strukture i smanjena ¢vrsto¢e kreme. Krema najmanje koncentracije ekstrakta pokazuje najvecu

stabilnost.

Opcenito, niskotemperaturna prirodna eutekticka otapala zanimljiva su zbog
mogucnosti njihovog dizajniranja optimiziranjem radnih uvjeta. Prigodnija su za ekstrakciju od

konvencionalnih otapala zato $to su prirodna, a daju iste ili bolje rezultate ekstrakcije.
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6. Popis simbola/kratica

Simboli
SIMBOL/ ZNACENJE
M molarna masa
m masa
n mnozina
W maseni udio
X sadrzaj vlage materijala
t vrijeme
X promjer Cestice
T temperatura
p gustoca
aritmeticka vrijednost
PSR gustoce
n viskoznost
Kratice
KRATICA ZNACENJE
GK galna kiselina
GA gallic acid
ST suha tvar
DM dry matter
% voda
sm suhi materijal
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