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Sazetak

Diplomskog rada studenta Luke Han, naslova

OPTIMIZACIJA EKSTRAKCIJE POLIFENOLA IZ LISTA MASLINE | PROCJENA ANTIMIKROBNE
AKTIVNOSTI

Listovi masline predstavljaju bogat izvor bioloski aktivnih spojeva, narocito polifenola, koji
imaju potencijal primjene u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji. Industrijska
proizvodnja maslinovog ulja rezultira znacajnim ostacima listova, stoga postoji velika
potreba za iskoristenjem nusprodukata proizvodnje. Ultrazvucéna ekstrakcija je ucinkovita i
ekonomski pristupacna metoda za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva iz biljnog materijala.
Stoga je cilj ovog rada bio optimizirati ekstrakciju polifenola iz lista masline ultrazvu¢nom
ekstrakcijom te procjeniti antimikorbnu aktivnost i mikrobiolosku Cisto¢u ekstrakata. Zbog
visoke specifi¢nosti, optimalni uvjeti ekstrakcije odredeni su eksperimentalno, ispitivanjem
promjenjivih varijabli. Promjenjive vrijednosti amplitude (A=75%), mase (6 g/l) i vremena
(t=3 minute) pokazale su se kao najoptimalnije. Medutim, ovako dobiveni ekstrakti lista
masline  nisu  pokazali antimikrobno djelovanje. = Modificiranom  ultrazvukom
potpomognutom ekstrakcijom dobiven je ekstrakt lista masline s visim koncentracijama
ukupnih polifenola koji je antimikrobno djelovao na bakterije Salmonella enterica subsp.
enterica (DSM 14221), Escherichia coli (ATCC 25922) i Listeria innocua (ATCC 33090) pri
koncentracijama 600 i 200 pg ukupnih polifenola, prikazujuéi pritom do 37,0% efikasnosti
konvencionalnih antibiotika koji se koriste u suzbijanju infekcija uzrokovanih Gram
negativnim, odnosno do 32,6% efikasnosti antibiotika za suzbijanje infekcija Gram
pozitivnim bakterijama. Takoder, u ovom istraZivanju je utvrdeno da aerobne mezofilne i
sporogene bakterije, bakterije iz obitelji Enterobacteriaceae te plijesni i kvasci €ine prirodnu
mikrobiotu lista masline. Sve metode ekstrakcije koriStene u ovom radu su djelovale
bakteriocidno na bakterije obitelji Enterobacteriaceae, odnosno fungicidno na plijesni i
kvasce. Medutim, aerobne mezofilne i sporogene bakterije detektirane su u svim
ekstraktima, neovisno o primijenjenoj metodi ekstrakcije.

Kljucne rijeci: list masline, ekstrakcija, polifenoli, mikrobioloska c¢istoca, antimikrobna
aktivnost



Summary

Of the master’s thesis — student Luka Han, entitled

OPTIMIZATION OF POLYPHENOL EXTRACTION FROM OLIVE LEAF AND ESTIMATION
OF EXTRACTS ANTIMICROBIAL ACTIVITY

Olive leaves represent a rich source of bioactive compounds, specially polyphenols that have
the potential of application in the food and pharmaceutical industries. Industrial production
of olive oil results in significant leaf residues, therefore there is a great interest to exploit
the byproducts of production. Ultrasonic extraction is an effective and economically
accessible method for extraction of biologically active compounds from plant material.
Therefore, the aim of this study was to optimize the extraction of polyphenols from olive
leaves by ultrasonic extraction and to assess antimicrobial activity and microbiological purity
of extracts. Due to its high specificity, optimal extraction conditions were determined
experimentally by examining different variables. Obtained values of amplitude (A=75%),
mass (6 g/l) and time (t=3 min) were shown to be the most optimal. However, olive leaf
extracts thus obtained did not show any antimicrobial activity. Modified sonication assisted
extraction gave an olive leaf extract with higher concentrations of total polyphenols that
showed antimicrobial activity with the bacteria Salmonella enterica subsp. enterica (DSM
14221), Escherichia coli (ATCC 25922) and Listeria innocua (ATCC 33090). Antimicrobial
effect was obtained at concentrations 600 and 200 pg of total polyphenols, showing up to
37.0% efficiency of conventional antibiotics used in combating infections caused by Gram
negative, and up to 32.6 % of the effectiveness of antibiotics to combat infections caused by
Gram positive bacteria. Also, it was determined that aerobic mesophilic and sporogenic
bacteria, bacteria from the Enterobacteriaceae family and fungi (mold and yeasts), form the
natural microbiota of olive leaf. All extraction methods, sonication assisted, modified by
ultrasound assisted and conventional extraction had bactericidal impact on the bacteria of
the Enterobacteriaceae family and fungicidal impact on mold and yeast. On the other hand,
neither conventional nor ultrasonic extractions affected the number of aerobic sporogenic
bacteria.

Keywords: olive leaf, extraction, polyphenols, microbiological purity, antimicrobial activity



1. Uvod

Industrijska proizvodnja maslina rezultira s puno ostataka i nusprodukata. Listovi masline
¢ine 10% masline koji ulaze u proizvodni proces (Sahin i Bilgin 2017.). Proizvodaci Cesto
placaju naknadu za rjeSavanje ostataka ili ih spale s ostalim nusproduktima. Porastom
ekoloske svijesti i potraznjom za alternativnim izvorima vrijednih bioloski aktivnih spojeva,
raste interes za iskoristenjem takvih ostataka.

Listovi masline obiluju bioloski aktivnim spojevima poput polifenola, masnih kiselina,
pigmenata (klorofili i karotenoidi), tokoferola, fitosterola, skvalena, volatilnih i aromatic¢nih
spojeva (Rosellé-Soto i sur. 2015.). Do sada, najviSe su istrazeni polifenoli za koje je
dokazano da djeluju antioksidacijsko, antimikrobno, protuupalno i antikancerogeno te da
mogu sniziti kolesterol i zastititi krvoZilni sustav i organizam od kroni¢nih bolesti (Ozcan i
Matthaus 2017.). Polifenoli se sintetiziraju u biljci kao sekundarni metaboliti pod utjecajem
okolisnih faktora poput visokih i niskih temperatura, UV zraenja, suSe i raznih patogena
(Vogel i sur. 2015.). Polifenoli su prisutni u svim dijelovima biljke, no njihova koncentracija i
biokemijska svojstva variraju izmedu razli¢itih organa biljke (Yoon 2018.).

Glavni polifenoli prisutni u listovima masline su oleuropein, hidroksitirozol, verbaskozid,
apigenin-7-glukozid i luteolin-7-glukozid (Goldsmith i sur. 2014.). Razni procesi obrade
maslinovog liséa (npr. ekstrakcija i susenje) znatno utjecu na dostupnost i sadrzaj polifenola
ucCinkovitijih metoda koja omoguéava ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva iz vegetativnih
dijelova biljke (Vilkhu i sur. 2008.). Jednostavnost, ucinkovitost i niski troSkovi Cine ju
vrijednom alternativom drugim metodama ekstrakcije. Mehanicki u¢inak ultrazvuka inducira
transport molekula iz biljne stanice u suspenziju, zbog kavitacijskog efekta ultrazvu¢nog vala
na strukturu stanice (Chemat i sur. 2016.). Ultrazvucna ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva
ovisi 0 raznim parametrima, fizickim (amplituda, frekvencija, snaga ultrazvuénog vala,
temperatura suspenzije), kemijskim (viskozitet, polarnost i molekulska masa otapala) i
bioloskim (vrsta biljke, biljno tkivo i okoli$ni uvjeti rasta biljke) (Chemat i sur. 2016.).

Primjena ekstrakta listova masline prvenstveno je koncentrirana na njihova antioksidacijska i
antimikrobna svojstva. NajviSe bioloski aktivnih spojeva s antioksidacijskom aktivnoséu
nalaze se u listovima masline naspram drugih organa masline (Ozcan i Matthius 2017.).
Oksidativni stres uzrokuju slobodni radikali i reaktivne Cestice kisika i dusika koje se stvaraju
kao nusprodukti metabolickih stani¢nih procesa (Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). Polifenoli,
poput oleuropeina, su vrijedni antioksidansi koji mogu neutralizirati slobodne radikale i
reaktivne Cestice te sprijeciti oksidaciju membranskih lipida, proteina i osSte¢enja DNA
stanice (Yoon i sur. 2018.). Prehrambena industrija koncentrirana je na iskoriStenje
polifenola u sprjecavanju oksidacije lipida kod obrade i skladistenja hrane (Sahin i Bilgin
2017.). Zadnjih godina radi se na biorazgradivim polimerima u koje je moguce inkorporirati



biline polifenole poput oleuropeina u svrhu produzenja roka trajanja i stabilnosti svjezih
namirnica (Rosa i sur. 2019.). Polifenoli prisutni u ekstraktu pokazali su antimikrobno
djelovanje protiv bakterija, virusa i gljivica (Benavente-Garci i sur. 2000.). Tijekom povijesti
¢aj od listova masline koristio se za lijeCenje raznih virusnih i bakterijskih infekcija (Sahin i
Bilgin 2017.). Stoga, ekstrakt lista masline ima veliki potencijal primjene u farmaceutskoj i
prehrambenoj industriji kao dodatak prehrani za prevenciju bolesti ili u samom lijecenju.

U ovom radu ekstrahirani su bioloski aktivne tvari iz lista masline pomodcu tri razlicite
metode, konvencionalnom ekstrakcijom, ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom i
modificiranom ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom. Istovremeno, ispitana je
mikrobioloSka Cistoca lista i ekstrakata masline te antimikrobni utjecaja ekstrakata masline
na 5 patogenih vrsta (Salmonella enterica subsp. enterica, Staphylococcus aureus subsp.
aureus, Listeria innocua, Bacillus cereus, Escherichia coli) i potencijalne probioticke i
tehnoloski vaZne autohtone sojeve izolirane iz spontano fermentiranih kobasica
(Lactobacillus sakei i Enterococcus durans) i sira (Lactococcus lactis subsp. lactis). Nadalje,
ispitano je djelovanje ekstrakta lista masline u odnosu na konvencionalne antibiotike koji se
koriste u lijecenju infekcija izazvanih Gram pozitivnim i Gram negativnim bakterijama.

1.1. Hipoteza, opdi i specificni ciljevi

Listovi masline obiluju raznim bioloski aktivnim spojevima koji su pokazali antioksidacijski i
antimikrobni potencijal. Primjena spojeva iziskuje njihovu ekstrakciju. Ultrazvuéna
ekstrakcija pokazala se kao ucinkovita i ekoloski prihvatljiva metoda. Zbog velike
specificnosti metode, potrebno je eksperimentalno odrediti optimalne uvjete ekstrakcije.

Stoga, hipoteza ovog rada je da razlicitim metodama ekstrakcije je moguce ekstrahirati
bioloski aktivne spojeve, posebice polifenole, iz listova masline u koncentraciji dostatnoj za
antimikrobno djelovanje, te da razliCite metode ekstrakcije utjeCu na mikrobnu cistocu
ekstrakata.

Specifi¢ni ciljevi rada:
— Eksperimentalno utvrditi optimalne uvjete za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju

— Ekstrahirati bioloski aktivne spojeve iz lista masline pomocu 3 razli¢ite metode
ekstrakcije (konvencionalna ekstrakcija, ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija i
modificirana ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija)

— Ispitati mikrobiolosku Cistodu lista i ekstrakata lista masline

— Odrediti antimikrobnu aktivnost ekstrakata lista masline i usporediti ju s obzirom na
konvencionalne antibiotike



2. Pregled literature

2.1. Maslina

Maslina predstavlja jednu od najstarijih poljoprivrednih kultura. Porijeklo vuce jo$ iz doba
tercijara (prije 1 milijun godina) kada su postojale divlje masline, predci danasnjih maslina, a
Ciji fosili su otkriveni u Italiji (Boskou 1996.). Drugi autori smatraju da predci danasnje
masline postoje znatno duZe, ¢emu u prilog govore fosili stari oko 20 milijuna iz doba
oligocena pronadeni u blizini grada Livorno u Italiji (Therios 2009.). Najstariji fosilni ostaci
maslinovih listova pronadeni su u Grckoj na otoku Santorini i stari suizmedu 50 000 i 60 000
godina (Valavanis 2004.). Istrazivanje koje su proveli Goren-Inbar i sur. (2004.) pokazuje da
se maslina u pocetku koristila primarno za ogrjev. Naime, oni su otkrili fosilne ostatke
izgaranja razlicitih biljaka na podrucju danasnjeg lzraela medu kojima su pronasli fosile divlje
masline Cija se starost procjenjuje na oko 790 000 godina. Tadasnji covjek, Homo erectus
koristio je maslinu iskljuéivo za potrebe ogrjeva kao drvo visoke gustoce i dobre kalorijske
vrijednosti. RazliCiti autori spominju razlic¢ita podrucja iz kojih se maslina Sirila u svijet. Neki
spominju donji Egipat, neki Mezopotamiju i podrucje koje okruzuje, a drugi Anatoliju (Breton
i sur. 2012.). Postupnim udomacdivanjem i Sirenjem u razne krajeve svijeta, maslina poprima
danasnji izgled. Ljudi su selekcionirali one sorte koje su nosile poZeljna svojstva poput
veli¢ine ploda, otpornosti na patogene, veli¢ina stabljike, omjer listova naspram plodova i
slicno. Ozbiljnija kultivacija masline zapocela je oko 8. i 7. st. pr.n.e. kada se maslina pocela
uzgajati sistematski (Fiorino i Nizzi Griffi 1992.). Kasnije su Rimljani otkrili maslinu u grékim
kolonijama u Italiji $to je utjecalo na njeno Sirenje kroz cijelo Rimsko Carstvo (Boskou 1996.).
lako Rimljani nisu bili veliki ljubitelji masline i maslinovog ulja, prosirili su je kroz &itavo
carstvo od Grcke pa do Egipta kao novi izvor energije i zdravlja (Chazau-Gillig 1994.). Nakon
pada Rimskog Carstva ponovno dolazi do Sirenja masline i njezine kultivacije u podrucju
Mediterana. Do kraja 15. st. maslina se prosirila i u novootkriveni svijet te se pocela uzgajati
u klimatskim podrugjima sliénim Mediteranu, poput Argentine, Cilea i Kalifornije (Kapellakis
2008.).

Glavni i primarni proizvod biljke masline je maslinovo ulje koje se dobije presanjem ploda.
lako se sam plod konzumira, maslinovo ulje je pridonijelo popularnosti masline i njenom
Sirenju u svijetu.

Maslina je otporna biljka te moZze prezivjeti na raznim geografsko-klimatskim podrucjima, ali
ako se zZeli postiéi puni potencijal biljke potrebna je odgovarajuca klima i briga. Danas se
maslina uzgaja u zemljama kao $to je Spanjolska, Italija, Gréka, Tunis, Turska, Portugal,
Maroko, Sirija, Alzir, Egipat, lzrael, Libija, Jordan, Libanon, Cipar, Hrvatska, Slovenija,
Argentina, Cile, Peru, Meksiko i SAD (Boskou 2009.). Prema podacima Medunarodnog
savjeta za maslinu (engl. International olive council, 10C) svjetska proizvodnja maslinovog
ulja za sezonu 2018./2019. iznosila je 3 217 500 tona, od ¢ega je na zemlje ¢lanice EU otpalo



70,35% proizvodnje. Svjetska proizvodnja maslina za konzumaciju (,,stolnih” maslina) za istu
sezonu iznosila je 2 569 000 tona, od ¢ega na EU otpada 0,03% proizvodnje. Podatak iz 2011.
govori da Mediteranske zemlje zauzimaju 97% ukupnog uzgoja maslina na priblizno 10
milijuna hektara. Vise od 800 milijuna maslina se uzgajalo u svijetu 2011. od ¢ega 90%
otpada na proizvodnju maslinovog ulja (Uylaser i Yildiz 2014.).

2.2. Plodovi i prerada plodova masline

lako plod masline i maslinovo ulje potjecu iz istog izvora, oni predstavljaju dva razlicita
sustava. Tehnologija proizvodnje, najprikladnije sorte, vrijeme berbe, rezidba i mnoge druge
karakteristike su izuzetno bitne pri odluci koje trziSte uzgoja masline se nastoji pokriti. Pri
uzgoju ,stolnih” maslina berba pocinje sredinom jeseni kada su masline jo$ uvijek tvrde i
krenu mijenjat boju iz zelene u Zutu. U suprotnosti, masline koje se uzgajaju za preradu u
ulje beru se u kasnu jesen ili tijekom zime kada boja ploda prelazi u tamnije nijanse zbog
redukcije klorofila i poveéanja koli¢ine antocijana te tada plod masline dostize maksimalnu
koli¢inu ulja (Haralampidis i sur. 1998.).

Plod masline odlikuje se niskim sadrzajem Secera (2,6-6%) naspram drugih plodova voca
(12% i vise) i visokim sadrzajem ulja (12-30%) Sto ovisi o vegetacijskom periodu i sorti
masline (Uylaser i Yildiz 2014.). Plod masline obiluje masnim kiselinama, pogotovo
jednostruko nezasi¢enim masnim kiselinama. Samo maslinovo ulje pretezno se sastoji od
triacilglicerola (98-99%). Triacilgliceroli su Siroka skupina estera glicerola i raznih masnih
kiselina. Dominantna masna kiselina u maslinovom ulju je oleinska sa udjelom od ¢ak 83%.
Uz nju u ulju se nalaze jos palmitinska, linoleinska, stearinska i palmitoleinska kiselina
(Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). Takoder, prisutni su brojni lipofilni i amfifilni spojevi poput
fitosterola, skvalena, tokoferola, fenolnih spojeva, terpena i drugih (Boskou 2009.).

Svjeza maslina ima posebno izrazenu gorcinu i kao takva nije za konzumaciju. Svojstvena
gorcina dolazi od spojeva koji spadaju u skupinu fenola, tocnije grupu sekoiridoida koji biljci
sluZe kao zastita od patogena, insekata i biljojeda (Soler — Rivas 2000.). Spojevi koji spadaju
u grupu sekoiridoida, a koje nalazimo u maslini, su oleuropein, demetiloleuropein i
ligstrozid, dok su nuzenid i nuzenid oleozid prisutni u liofiliziranim maslinama i sjemenkama
masline (Gutierrez-Rosales i sur. 2010.; Gutierrez-Rosales 2012.; Cecchi i sur. 2018.).
Sekoiridoidi prisutni u plodu podlozni su hidrolizi koju kataliziraju B-glukozidaza i katalaza
tijekom sazrijevanja i procesiranja ploda te pritom nastaju novi spojevi poput aglikon
oleuropeina, aglikon ligstrozida, olekantana, oleacina, hidroksitirozola i tirozola (Cecchi i sur.
2018.). Prilikom prerade ploda masline u ulje, sam udio gorkih spojeva poput polifenola ovisi
i 0 nacinu presanja, odnosno mljevenja. Koristenjem metalne prese, ulja imaju gorci okus i
vedi sadrzaj polifenola, dok mljevenje tradicionalnim kamenom smanjuje gorcinu ulja i udio
polifenola (Di Giovacchino 2002.).



Uz vec¢ spomenute fenolne spojeve u plodu masline nalazimo i druge fenolne spojeve kao
Sto su tirozol, hidroksitirozol i oleanolna kiselina (Uylaser i Yildiz 2014.). Boskou i sur. (2006.)
pronasli su 13 razlicitih spojeva polifenola u plodovima masline te su utvrdili da konzumacija
5-10 maslina dnevno zadovoljava dnevne potrebe za polifenolima. Fenolni spojevi postoje u
obliku fenolnih kiselina ili alkohola, oleuropein derivata, lignana i flavonoida u koncentraciji
od 50 do 1000 mg/kg (Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). U konacnici sama koncentracija
bioloski aktivnih spojeva ovisit ¢e o tehnoloSkom procesu obrade masline u ulje, sorti,
navodnjavanju i stupnju zrelosti same masline (Uylaser i Yildiz 2014.). Tirozol, hidroksitirozol
i njihovi sekoiridoidni derivati (aglikon oleuropeina, aglikon ligostrozida, oleokantal i
oleuropein) ¢ine oko 90% svih fenolnih spojeva djevicanskog maslinovog ulja (Covas i sur.
2006.).

Dosadasnja istrazivanja nastojala su pronaci rjeSenje autoimunih, krvoZilnih, Ziv¢anih,
kancerogenih oboljenja istrazujudi biljne metabolite i njihovu primjenu. Brojna znanstvena
istrazivanja koja su orijentirana na pronalaZenje lijekova ili dodataka prehrani, bave se
maslinom i njenim produktima jer obiluju razli¢éitim fenolnim spojevima i masnim
kiselinama. Polifenoli su sekundarni biljni metaboliti, Sto znaci da ih biljka aktivno proizvodi
kao reakciju na podrazaje iz okoline (Del-Rio i sur. 2013.). Polifenoli mogu usporiti ili u
odredenim slucajevima potpuno zaustaviti kancerogena, krvoZilna, Zivéana oboljenja kao i
razne virusne, bakterijske i gljivicne infekcije (Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). Fenolni i
polifenolni spojevi posjeduju antioksidacijsku aktivnost i kao takvi mogu neutralizirati
slobodne radikale i reaktivne Cestice kisika. Antioksidacijsko djelovanje polifenola smanjuje
rizik od kroni¢nih krvozilnih bolesti, kancerogenih oboljenja i upalnih procesa (Uylaser i Yildiz
2014.). Takva aktivnost fenolnih spojeva moguda je zbog 3,4-dihidroksi grupe vezane na
aromatski prsten Sto utjee na polarnost samog spoja i u konacnici na antioksidacijsku
aktivnost (Morello i sur. 2005.). Ujedno, sama kvaliteta antioksidansa ovisi o redoks
potencijalu koji omoguduje spoju da djeluje kao reducens, donor vodika i neutralizator
kisikovih Cestica (Ben Othman i sur. 2008.). Meso ploda masline sadrzi 2-3% fenolnih spojeva
u obliku glukozida i estera, a djevicansko maslinovo ulje sadrzi oko 500 mg/l polifenola
(Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). Maslinovo ulje pokazuje vecu antioksidacijsku aktivnost
prema hidroksilnoj grupi slobodnih radikala nego ulja dobivena iz sjemenki drugih biljaka, a
ekstra djevicansko maslinovo ulje ima jaci ucinak nego rafinirano maslinovo ulje zbog vece
koncentracije antioksidansa (Owen i sur. 2000.). Znanstvena istrazivanja koja su se bavila
pozitivnim antioksidacijskim ucincima polifenola u maslinovom ulju, proucavala su i njihov
ucinak na lipoproteine niske gustoée (engl. low density lipoproteins, LDL) i DNA oksidaciju,
glavne faktore razvoja ateroskleroze i tumora. Fenolni spojevi iz maslinovog ulja utjeu na
smanjenje oksidacije LDL kod zdravih muskaraca i ljudi s koronarnim bolestima srca (Covas i
sur. 2006.; Fito i sur. 2007.). Uzimanjem 50 g maslinovog ulja dnevno s viSim vrijednostima
polifenola rezultiralo je u otprilike 30% manje DNA osteéenja kod Zena u post menopauzi
(Salvini i sur. 2006.). Sanchez-Rodriguez i sur. (2019.) pokazali su da maslinovo ulje
obogaceno triterpenima pokazuje jaci antioksidacijski uéinak i da smanjuje DNA oksidaciju u



odnosu na obi¢no maslinovo ulje. Masne kiseline predstavljaju znacajan udio u maslinovom
ulju. Linoleinska masna kiselina nalazi se u maslinovom ulju u sadrzaju od 0,61% do 9,09% te
pripada grupi w-3 masnih kiselina koje su Cesto povezane s manjim rizikom oboljenja
krvoZilnog sustava (Uylaser i Yildiz 2014.; Scoditti i sur. 2014.). Abbeddou i sur. (2011.)
pokazali su da ishrana ovaca pasmine Awassi listovima masline utjeCe na povecanje
koncentracije w-3 masnih kiselina i konjugirane linoleinske kiseline u mlijeku ovaca.
Takoder, masne kiseline prisutne u ulju djeluju sinergisticki s fitokemikalijama poput
polifenola u sprjecavanju oboljevanja organizma (Fortes 2005.).

2.3. Listovi masline

Proces branja i obrade plodova masline u ulje intenzivan je i zahtjevan posao u kojem osim
samih plodova jako puno listova i grana zavrsi u mlinu ili jednostavno na tlu. Tocnije, listovi
zauzimaju 10% od ukupne koli¢ine maslina koje ulaze u mlin (Sahin i Bilgin 2017.). Proces
proizvodnje maslinovog ulja sastoji se od nekoliko faza: presanje plodova diskontinuiranom
preSom (Dias i sur. 2004.), tijeSnjenje i dvofazno ili trofazno centrifugiranje (Rahmanian i sur.
2014.). Sami proces preSanja i dobivanja maslinovog ulja ostavlja iza sebe puno
nusproizvoda i ostataka poput otpadne vode, paste ploda masline, nusproizvode
skladistenja i filtera ,kolac” (ostaci liS¢a i granja od berbe) (Frankel i sur. 2013.). Zbog sve
veceg interesa za alternativnim izvorima bioloski aktivnih spojeva i ekoloSke osvijestenosti,
zadnjih godina ti nusproizvodi dobivaju na znacaju. Ostaci i nusproizvodi proizvodnje
maslinovog ulja predstavljaju bogat izvor visoko vrijednih nutritivnih spojeva poput
polifenola, masnih kiselina, pigmenata (klorofili i karotenoidi), tokoferola, fitosterola,
skvalena, volatilnih i aromati¢nih spojeva (Rosell6-Soto i sur. 2015.). Navedeni spojevi
sintetiziraju se u biljci kao obrambeni mehanizmi od patogena, zastita od UV zracenja,
insekata te kao takvi imaju izraZzena antioksidacijska svojstva. Takoder, zasluzni su i za niz
pozitivnih ucinaka na ljudski organizam kao Sto je redukcija hipertenzije, prevencija
krvozilnih bolesti, potiskivanje i prevencija raznih kancerogenih oboljenja te virusnih i
bakterijskih infekcija (Sahin i Bilgin 2017.). Stoga se razvio veliki interes za iskoristavanjem
tih spojeva u raznim industrijskim granama kao Sto je prehrambena, farmaceutska i
kozmeticka industrija (El i Karakaya 2009.; Zakaria i Mustapa 2016.).

Iscjeljujué¢a i zdravstvena svojstva maslinovog lista poznata su u narodu od davnina. U
starom Egiptu listovi masline su koristeni u ceremoniji mumificiranja te su bili simbol
boZanske modi (Sahin i Bilgin 2017.). Jedno od prvih uspjesnih ekstrakcija bioloski aktivnih
spojeva iz listova masline bilo je jednostavno pravljenje ¢aja. Zapisani su terapeutski ucinci
¢aja od listova masline protiv obi¢nih prehlada, suhog kaslja, vrucice ili upala mokraénog
mjehura. Nadalje, ekstrakt maslinovog lista bio je koristan u tretiranju bolesti poput
malarije, gripe, raznih virusnih oboljenja, proljeva, zubnih i slusnih problema te infekcija
operacijskih zahvata (Sahin i Bilgin 2017.). Danasnja uporaba ekstrakta lista masline
koncentrirana je na industrijsku upotrebu jer u proizvodnji maslinovog ulja jako puno



ostataka otpada na listove (25 kilograma listova i grana godisnje po stablu) (Herrero i sur.
2011.).

Najvise istrazena grupa spojeva prisutnih u listovima masline su fenoli. U listovima masline u
najvecoj koncentraciji nadeni su slijedeci fenolni spojevi: fenolne kiseline, fenolni alkoholi
(tirozol i hidroksitirozol), flavonoidi (luteolin 7-O-glukozid, rutin, apigenin 7-O-glukozid,
luteolin 4-0-glukozid) i sekoiridoidi (oleuropein) (Bouaziz i Sayadi 2005.; Japén-Lujan i Luque
de Castro 2007.). Zastupljenost kemijskih spojeva u listovima masline ovisi o porijeklu, sorti,
uvjetima skladistenja, vremenskim uvjetima prije skladistenja, postotku vlage i kontaminaciji
blatom (Martin-Garcia i Molina-Alcaide 2008.). Procesi nakon branja, poput susenja, utjecu
na zastupljenost i raspored nutritivnih komponenti u ekstraktu listova masline (Ahmad-
Qasem i sur. 2013.). Studija koju su proveli Martin-Garcia i Molina-Alcaide (2008.) pokazala
je da dehidratacija listova liofilizacijom, susenjem na zraku ili u peénici utjeCe na smanjenje
nutritivne vrijednosti ekstrakta. Ujedno i godisnje doba utjece na razinu polifenola, listovi
prikupljeni u listopadu imali su manji sadrzaj oleuropeina nego listovi prikupljeni u ozujku
(Ranalli i sur. 2006.). Oleuropein je najzastupljeniji polifenol u listovima masline, dapace ima
ga viSe nego u maslinovom ulju. Zastupljenost oleuropeina u ulju varira izmedu 0,005 i
0,12%, a u listovima izmedu 1 i 14% (Japon-Lujan i sur. 2006.). Oleuropein je sekundarni
metabolit i sintetizira se kao odgovor biljke na prilagodbu okolisnim faktorima (npr. niske i
visoke temperature, susa, patogeni) (Yoon 2018.).

Hidroksitirozol je drugi najzastupljeniji polifenol u listovima masline, a ujedno i prekursor u
nastajanju oleuropeina (Makris i sur. 2007.). Tijekom faze sazrijevanja listova i plodova
smanjuje se koncentracija oleuropeina, a poveéava koncentracija hidroksitirozola jer je
hidroksitirozol glavni produkt degradacije oleuropeina (Tan i sur. 2003.). Pozitivna svojstva
hidroksitirozola na ljudsko zdravlje pripisuju se njegovoj sposobnosti da neutralizira
slobodne radikale i reaktivne dcestice kisika i duSika i da aktivira razne endogene
antioksidacijske sustave u tijelu (Gorzynik-Debicka i sur. 2018.). Hidroksitirozol Stiti od
redukcije mitohondrijske DNA sintetaze, regulira aktivnost kriti¢nih transkripcijskih faktora
(Nrf1 i Tfam) i stimulira biosintezu mitohondrija Sto smanjuje rizik razvoja Secerne bolesti
tipa 2 (Hao i sur. 2010.). Takoder je dokazano da hidroksitirozol i oleuropein inhibiraju rast i
induciraju apoptozu tumorskih stanica (Acquaviva i sur. 2012.; Elamin i sur. 2013.). Ishrana
koja ukljucuje visoki unos hidroksitirozola (50 mg/kg/dan kroz 17 tjedana) djeluje antiupalno
Sto se moZe pripisati redukciji ekspresije faktora nekroze tumora, interleukina IL-6 i
cikloosigenaze u jetri (Boss i sur. 2016.; Cao i sur. 2014.). Corona i sur. (2006.) pokazali su da
hidroksitirozol i tirozol mogu, dok oleuropein ne moze pro¢i membranu tankog crijeva kod
pokusnih miSeva te dospijeti u debelo crijevo. Odredene bakterije prirodne mikrobiote
ljudskog probavnog sustava, posebno Lactobacillus planatarum, mogu razgraditi oleuropein
do hidroksitirozola te na taj nacin on postaje dostupan za usvajanje u tankom crijevu
(Landete i sur., 2008.). Santos i sur. (2012.) in vivo eksperimentom potvrdili su da rodovi
bakterija Lactobacillus, Bifidobacterium i Enterococcus utjeCu na hidrolizu oleuropeina do
hidroksitirozola.



Flavonoidi su jedni od najobilnijih grupa polifenola u listovima masline (Heimler i sur. 1992.;
Khaliq i sur. 2015.). Mogu biti prisutni u formi aglikona (kvercetin, apigenin, luteolin
diosmetin) ili u formi glikozilata (kvercetin-7-O-rutinozid, luteolin-7-O-rutinozid, luteolin-7-
O-glukozid, luteolin-5-O-glukozid) (Laguerre i sur. 2009.). Mogu inhibirati ili potpuno suzbiti
razne sojeve bakterija i patogenih protozoa te inhibiraju reverznu transkriptazu i proteaze
(Rahmanian i sur. 2015.). Flavonoidi pokazuju 2,5 puta vecu antioksidacijsku vrijednost nego
vitamini C i E (Braun i Cohen 2015.). Luteolin i apigenin pokazali su antitumorska svojstva
(Pratheeshkumar i sur. 2012.; Seo i sur. 2012.). Apigenin koji je prisutan u vrlo niskim
koncentracijama unutar lista, povezan s antiupalnim, antitumorskim i antioksidacijskim
procesima (Shukla i sur. 2010.). lako su prisutni u razli¢itim koncentracijama, flavonoidi i
drugi bioloski aktivni spojevi djeluju sinergisticno te ostvaruju bolji ucinak kada djeluju
zajedno (Lee i Lee 2010.). Neka od pozitivnih svojstava ekstrakata lista masline na ljudski
organizam prikazana su na Slici 1.
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slika 1. Pozitivna svojstva ekstrakata lista masline na ljudski organizam (Zug¢ié¢ i sur. 2018.)

2.4. Antioksidacijska svojstva listova masline

Polifenoli kao bioloski aktivni spojevi najvise su istrazivani u kontekstu njihovih
antioksidacijskih potencijala. Listovi masline obiluju raznim bioloski aktivnim spojevima
medu kojima su polifenoli poput tirozola, oleuropeina, hidroksitirozola, rutina i verbaskozida
s antioksidacijskim djelovanjem prisutni u velikim kolicinama (Rahmanian i sur. 2015.). Ti
spojevi esencijalni su za biljku te sudjeluju u metabolickim procesima i reproduktivnom
ciklusu kao i u zastiti od nepovoljnih uvjeta i patogena. S druge strane predstavljaju znacajan
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izvor antioksidansa koji sprjeCavaju oksidativni stres stanice i smanjuju rizik od raznih
kroni¢nih bolesti (Vauzour i sur. 2010.). Zbog navedenih razloga tijekom godina razvio se
veliki interes za uvodenjem i iskoristavanjem antioksidansa u prehrambenoj, kozmetickoj i
farmaceutskoj industriji (Lee i sur. 2009.; El i Karakaya 2009.). Jedan oblik primjene je u
prehrambenoj industriji gdje se mogu koristiti kao molekule koje sprje¢avaju oksidaciju
lipida kod obrade i skladiStenja hrane. Slobodni radikali, UV svijetlo, toplina, enzimi,
mikroorganizmi, metali i metaloproteini mogu inducirati lipidnu oksidaciju (Sahin i Bilgin
2017.). Dodavanje ekstrakta lista masline mastima i uljima u zadnje vrijeme sve se vise
istrazuje, te predstavljaju alternativno rjeSenje sintetickim antioksidansima koji mogu imati
toksi¢ni ucinak (Lorenzo i sur. 2018.; Franco i sur. 2018.). Dodatak ekstrakta lista masline
uljima poboljsalo je njegov antioksidacijski kapacitet i oksidativnu stabilnost u usporedbi s
uljem bez dodanog ekstrakta (Salta i sur. 2007.; Paiva-Martins i sur. 2007.). Sliéno prijasnjem
istrazivanju, Lalas i sur. (2011.) iskoristili su ekstrakt maslinovog lista za obogacivanje stolnih
maslina antioksidansima. Zabiljezili su povecanje koncentracije oleuropeina za 457% i
koncentracije hidroksitirozola za 109%, Sto znatno utjece na njihovu oksidativnu stabilnost i
nutritivnu vrijednost. Istrazen je i antioksidacijski utjecaj inkapsuliranih ekstrakata listova
masline na sojino ulje. Inkapsulirani ekstrakti su zbog polimerne ovojnice postepeno
otpustali fenolne spojeve i pokazali vecéi antioksidacijski utjecaj na sojino ulje nego
neikapsuirani ekstrakt (Mohammadi i sur. 2016.). Zanimljivo istraZivanje proveli su Da Rosa i
sur. (2019.) u kojem su razmotrili moguénost inkorporacije ekstrakta lista masline unutar
biorazgradivog filma za cuvanje hrane od karagenana. Biorazgradivi film obogacen
ekstraktom lista masline pokazao je antioksidacijski potencijal i vecu nutritivnhu vrijednost
¢uvanja hrane. Hayes i sur. (2011.) su testirali antioksidacijski potencijal cetiri komercijalna
dostupna produkta: ekstrakt lista masline, sezamol, elagi¢na kiselina i lutein. Dobili su
slijedece rezultate poredane od najveceg antioksidacijskog potencijala prema manjem:
elagi¢na kiselina > sezamol > ekstrakt lista masline > lutein za sve testove antimikrobne
aktivnosti (ABTS, DPPH, FRAP, ORAC i B — karoten linoleinska kiselina test). Testiran je i
utjecaj ekstrakta lista masline s povisenom razinom hidroksitirozola na maslac, Zivotinjsku
mast i ulje jetre bakalara (De Leonardis i sur. 2008.). Antioksidacijski ucinak ekstrakta lista
masline povecao je oksidativnu stabilnost kod sva tri oblika Zivotinjske masti. Ujedno, u istoj
studiji pokazali su neskodljivo djelovanje ekstrakta na bakterije Streptococcus thermophilus i
Lactobacillus delbruechii ssp. bulgaricus $to upucuje na zaklju¢ak da je moguce nutritivno
obogatiti mlijeko i druge mlije¢ne proizvode antioksidansima iz ekstrakta. Ishrana Zivotinja
listovima masline ili hrane obogacene antioksidansima iz lista masline mozZe utjecati na
oksidaciju lipida i mikrobno kvarenja mesa. Botsoglou i sur. (2010.) hranili su purice hranom
suplementiranom listovima masline i a-tokoferil acetatom. Primijetili su da takva puretina
signifikantno manje (p < 0,05) podlijeze lipidnoj oksidaciji i moZe se duze skladistiti naspram
klasi¢ne ishrane bez dodataka. Takoder, purice hranjene dodatkom listova masline imale su
meso koje je duZe odolijevalo mikrobnom kvarenju bakterijama mlijeéne kiseline,
Enterobacteriaceae i psihotrofnim bakterijama. Antioksidansi prisutni u ekstraktu mogu
neutralizirati slobodne radikale koji uzrokuju oksidativni stres u ljudskom organizmu (Vogel i



sur. 2015.). Reaktivne Ccestice kisika i duSika konstantno se proizvode u tijelu te su
neophodne za produkciju energije, stani¢nu signalizaciju, funkcioniranje imunoloskog
sustava i dr. Njihovo stvaranje kontrolirano je enzimima poput superoksidaza dismutaza,
glutation peroksidaza i katalaza, ali ako se stvori viSak reaktivnih Cestica moze dodi do
oksidativnog ostecenja stanica (Vogel i sur. 2015.). Takvo osStecenje povezano je s
povecanim rizikom oboljenja od kronic¢nih bolesti krvoZilnog sustava i raka (Dimitrios 2006.).
Neutralizacija slobodnih radikala oleuropeinom pripisuje se njegovoj sposobnosti da helira
metalne ione (Cu i Fe) koji kataliziraju stvaranja slobodnih radikala (Andrikopoulo i sur.
2002.). Nadalje, oleuropein ima sposobnost inhibicije nekoliko enzima vaznih u upalnim
procesima poput lipooksigenaze bez osteéenja ciklooksigenaznog puta (Visioli i sur. 2002.).
Oleuropein i hidroksitirozol pokazali su neutralizirajuée djelovanje prema anionima
superoksida te inhibiraju neutrofile i radikale hipoklori¢ne kiseline (Chimi i sur. 1991.;
Gordon i sur. 2001.). Antioksidacijska aktivnost oleuropeina povezana je prisutnoséu
hidroksitirozola u njegovoj strukturi. Polifenoli u ekstraktu lista masline djeluju sinergisticki
pri neutralizaciji slobodnih radikala te pokazuju jaci antioksidacijski u¢inak od vitamina Ci E
(Benavente i sur. 2000.).

2.5. Antimikrobna svojstva listova masline

Ekstrakti listova masline pokazuju antimikrobno djelovanje na brojne bakterije, viruse,
kvasce i druge uzrocnike gljivicnih infekcija (Benavente-Garci i sur. 2000.). Spomenuti
ekstrakti su se koristili u lijeCenju bakterijskih infekcija kao $to su bronhitis i tonzilitis,
vaginalnih gljivicnih infekcija te infekcija uzrokovanih herpes simpleks virusom (Sudjana i
sur. 2009.). In vitro tirozol se pokazao najboljim u lijeCenju gljiviénih infekcija, dok su ga po
sposobnosti inhibicije gljivica slijedili katehin i oleuropein (Sahin i Bilgin 2017.). Bisignano i
sur. (1999.) pokazali su da oleuropein i hidroksitirozol inhibiraju ili odgadaju rast bakterija
koje uzrokuju infekcije probavila i diSnih sustava (Haemophilus influenzae, Moraxella
catarrhalis, Salmonella typhi, Vibrio parahaemolyticus, Staphylococcus aureus, Vibrio
cholerae and Vibrio alginolyticus). Takoder, oba spoja pokazala su antimikrobnu (Bacillus
subtilis, B. cereus, Staphylococcus aureus, S. typhi, Vibrio cholerae, V. parahemolyticus i
Micrococcus sp.), antiprotozoalnu i antiviralnu aktivnost (Sudjana i sur. 2009.). Duda-Chodak
i sur. (2008.) dokazali su snazno antimikrobno djelovanje ligostrozida protiv Sirokog spektra
Gram pozitivnih i Gram negativnih bakterija. Ovisno o metodi ekstrakcije razliiti spojevi ¢e
biti prisutni u ekstraktu te ¢e ekstrakti pokazivati razliciti antimikrobni potencijal (Benavente
Garcia i sur. 2000.). Thielmann i sur. (2017.) su pokazali da inhibicija rasta Gram pozitivnih i
Gram negativnih bakterija ovisi o vrsti spojeva ekstrahiranih iz listova masline. Antimikrobni
ucinak ovisi o samom obliku spoja, pa je tako aglikon oleuropeina pokazao jadi
antibakterijski ucinak nego glikozid oleuropeina (Rao i sur. 2002.). Ekstrakt lista masline ima i
antifungalno djelovanje na Siroki spektar gljiva, a posebice je koristan u lijeCenju Candida
vrsta koje mogu uzrokovati probavne i diSne smetnje (Pereira i sur. 2007.).
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Najucinkovitiji ekstrakti lista masline su oni koji su napravljeni od svjeze ubranih listova koji
sadrze Siroki spektar prirodnih fenola i omogucuju sinergisticki utjecaj spojeva osiguravajudi
tako maksimalnu iskoristivost (Pereira i sur. 2007.; Lee i sur. 2009.). Antimikrobni utjecaj
vodenog ekstrakta lista masline ispitan je na bakterije B. cereus, B. subtilis, S. aureus,
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae i gljive C. albicans i C.
neoformans. Ekstrakt je djelovao antimikrobno na sve ispitivane mikroorganizme, gdje je
2007.). Prema Molan i sur. (2009.) ekstrakt lista masline moze djelovati i kao prebiotik zbog
svojih visokih koli¢éina polifenola koji utjeCu na zastupljenost odredenih bakterija u
probavnom sustavu, promovira rast korisnih bakterija kao $to su Bifidobacterium spp. i
Lactobacillus spp., te inhibira rast stetnih poput klostridija. Sudjana i sur. (2009.) testirali su
inhibitorni ucinak ekstrakta lista masline na 122 razli¢ita mikroorganizma. NajizraZenija
inhibicija detektirana je kod vrsta Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori i S. aureus,
ukljuCujudi i meticilin rezistentan S. aureus (MRSA). Na rast 79 vrsti mikroorganizama
ekstrakt nije znacajno utjecao. Druga studija pokazala je da ekstrakt najviSe inhibira vrste S.
typhimurium PTCC 1639 i K. pneumoniae PTCC 1053 s promjerom zone inhibicije rasta od
11,5 mm i 10 mm (Aliabadi i sur. 2012.). Liu i sur. (2017.) su pokazali da koncentracija od
62,5 mg/ml ekstrakta lista masline skoro potpuno inhibira rast patogenih bakterija (Listeria
monocytogenes, E. coli 0157:H7 i S. enteritidis). Ujedno, ekstrakt je reducirao pokretljivost L.
monocytogenes $to se ocituje u nedostatku flagela te je inhibirao stvaranje biofilma kod L.
monocytogenes i S. enteridis. Ekstrakt lista masline djeluje antimikrobno na neke bakterije
roda Klebsiella i Pseudomonas, koje su stekle rezistenciju na odredene antibiotike (Neu
1992.).

2.6. Ultrazvucna ekstrakcija

aktivnih spojeva iz raznih biljnih materijala. Konvencionalne metode poput Soxhlet
ekstrakcije dugotrajne su i koriste organske molekule koje uglavnom imaju negativni utjecaj
na okoli$ (Barba i sur. 2016.; Putnik i sur. 2018.). Industrijska potreba za ucinkovitijim
metodama s kojima je moguée skratiti vrijeme ekstrakcije, reducirati potrosnju energije i
ekstrahirati veéu koli¢inu bioloski aktivnih tvari, dovela je do razvoja novih metoda
(Rombaut i sur. 2014.). Udio i zastupljenost nutritivno vrijednih spojeva ovisi o biljnom tkivu
(grane, lis¢e, usplode ploda, sjemenke, pasta ploda, otpadna voda). S druge strane ovisit ¢e i
o metodi ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz ostataka proizvodnje maslinovog ulja
(Rosell6-Soto i sur., 2015). Kako bi se razvijale nove metode potrebna je suradnja razli¢itih
znanstvenih disciplina. Neke od novih metoda su: ultrazvuéna i mikrovalna ekstrakcija,
elektrotehnologije (pulsirajuée elektricno polje i izboji visokih voltaza), sub- i super kriticna
fluidna ekstrakcija, mehani¢ka ekstrakcija (automatska prega), ne termalna plazma (Zuggié i
sur. 2018.; Rosello-Soto i sur., 2015.). Nove metode su jednostavne, ponovljive i skraduju
proces ekstrakcije. Svaka biljka je jedinka za sebe te za maksimalnu ekstrakciju bioloski
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aktivnih spojeva potrebno je odrediti optimalne uvjete. Uvjeti poput termicke stabilnosti
bioloski aktivnih spojeva, tehnologija, vrijeme i temperatura ekstrakcije, pH i vrsta otapala
koja se koristi za ekstrakciju presudni su za uspjesSnost ekstrakcije (Putnik i sur. 2017.;
Rosell6-Soto i sur. 2015.). Ahmad-Qasem i sur. (2013.) objavili su studiju koja je istraZivala
utjecaj temperature i nacina suSenja biljnog materijala na konacnu ekstrakciju bioloski
aktivnih spojeva. Testirali su dvije razli¢ite metode suSenja listova masline, jedna s vru¢im
zrakom (120 °C), a druga s niskim temperaturama. Objavili su da suSenje na vru¢em zraku
bolje utjeCe na sadrzaj polifenola posebice oleuropeina, dok kod susSenja na niskim
temperaturama to nije slucaj. Zakljucili su da krace vrijeme susenja na vru¢em zraku ima
ulogu odrZavanja sadrzaja polifenola u listovima masline za razliku od dugog susenja na
niskim temperaturama. Nove tehnologije koriste ,,GRAS” (engl. generally recognized as safe)
otapala poput vode, CO; i etanola (Zuggié¢ i sur. 2018.). Znanstvena studija koju su objavili
Yateem i sur. (2014.) pokazala je ovisnost odredenih uvjeta na krajnju koli¢inu bioloski
aktivnih spojeva. Studijom je dokazano da Cista otapala (100% voda, 100% etanol, 100%
metanol) su manje ucinkovitija kod ekstrakcije oleuropeina za razliku od mjesavine otapala
(etanol/voda, metanol/voda, voda/acetonitril). Ujedno, studija je pokazala da visi pH
otapala utjece na smanjenu ekstrakciju oleuropeina, dok je najvisa ekstrakcija primije¢ena
kod pH 3. Ultrazvuéna (UZV) ekstrakcija ima kavitacijski ucinak tako S$to povisuje
temperaturu otapala i strujanje cestica iz biljne stanice disrupcijom stani¢ne stijenke
(vibracije ultrazvuka oslabljuju stani¢nu stijenku i membranu te proSiruju pore stanice zbog
Cega je veca difuzija i osmoza bioloski aktivnih spojeva) (Rosell6-Soto i sur. 2015.).
Kavitacijski uc¢inak ovisi o frekvenciji i intenzitetu ekstrakcije, svojstvima medija/otapala
(viskozitet i povrSinska napetost) te o uvjetima u sustavu (temperatura i tlak) (Giacometti i
sur. 2018.). UZV ekstrakcija obuhvaca Siroki spektar dostupnosti instrumenata, no danasnja
znanost koristi uglavnom ultrazvu¢ne sonde i kupelji (Roselld-Soto i sur. 2015.). UZV kupelji
se ¢eSce koriste, no UZV sonde daju ucinkovitiji kavitacijski efekt na nacin da lokaliziraju UZV
energiju (Khemakhem i sur. 2017.). Bolja penetracija otapala u stanicu, visa ucinkovitost i
ponovljivost metode, ekstrakcija termolabilnih molekula, niska potrosnja otapala i
emulgatora te ekoloski Ciséa i jeftinija naspram konvencionalnih metoda neke su od
karakteristika koje UZV ekstrakciju Cine prioritetnom metodom (Rosellé-Soto i sur. 2015.).
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3.

Materijali i metode

3.1. Osnovne kemikalije

3.2.

3.3.

Folin — Ciocalteau reagens (Sigma — Aldrich, Njemacka)
Natrijev karbonat (Na,COs) (GramMol, Hrvatska)

Natrijev nitrat (NaNO2) (GramMol, Hrvatska)

Aluminijev klorid (AICl3) (GramMol, Hrvatska)

Natrijev hidroksid (NaOH) (GramMol, Hrvatska)

a, a-difenil- B-pikrilhidrazil (DPPH) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina) (ABTS) (Sigma-Aldrich,
Njemacka)

Natrijev klorid (NaCl) (GramMol, Hrvatska)
Monokalijev fosfat (KH2POa4) (VWR, SAD)
Dinatrijev fosfat (Na;HPO.) (Kemika, Hrvatska)
Barijev klorid (BaCl,) (Kemig, Hrvatska)

Sulfatna kiselina (H2SO4) (Kemig, Hrvatska)

Antibiotici

Ciprofloksacin (5 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)
Eritromicin (15 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

Tetraciklin (30 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)
Ampicilin-sulbaktam (10/10 ug) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

Ampicilin (2 pg) (BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)

Laboratorijski pribor i oprema

Analiti¢ka vaga (Precisa, Svicarska)
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e Ultrazvucna (UZV) sonda (Hielscher Ultrasonics, Njemacka)

e Spektrofotometar UV — 1700 (Shimadzu, Japan)

e  Opticki ¢ita¢ mikrotitarskih plo¢a (EL800, BioTek Instruments,VT, SAD)
e  Filter papir Whatman 40 (8 um) (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Rotacijski evaporator (Heidolph, Njemacka)

e Liofilizator Alpha 1 - 2 (Christ, Njemacka)

e Ultrazvucna kupelj (Elma, Njemacka)

e Homogenizirajuéa treskalica (Biosan, Latvija)

e  Celulozni diskovi (Bio-Rad, Francuska)

e  Membranski filter (0,22 um) (VWR, SAD)

e Inkubator s tresilicom (Orbital Shaker-Incubator ES-20) (Biosan, Latvija)
e  Mikrotitarske ploce (Sigma-Aldrich, Njemacka)

e Homogenizator Stomacher 400 Circulator (Seward, Engleska)

e Vodena kupelj (Niive, Turska)

e Software Design — Expert (Stat-Ease Inc., SAD)

3.4. Otopine i puferi

3.4.1. Fizioloska otopina (0,85% NaCl)

Fizioloska otopina (0,85% NaCl) pripremljena je otapanjem 8,5 g NaCl (GramMol, Hrvatska) u
1000 ml destilirane vode te je zatim sterilizirana pri 121 °C kroz 15 minuta.

3.4.2. Puferirana peptonska voda

Puferirana peptonska voda pripremljena je otapanjem 10 g peptona (Biolife, Italija), 5 g NaCl
(GramMol, Hrvatska), 1,5 g KH2PO4 (VWR, SAD) i 3,5 g Na;HPO4 (Kemika, Hrvatska) u 1000
ml destilirane vode. Ovako dobivena otopina je potom sterilizirana pri 121 °C kroz 15
minuta.
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3.4.3.

McFarland standard (0,5)

McFarland standard (0,5) pripremljen je mijeSanjem 0,05 ml 1,175% BaCl, (Kemig, Hrvatska)

i 9,95 ml 1% H,S04 (Kemig, Hrvatska). Turbiditet ovako pripremljene odgovara brojnosti
bakterija od 1,5 x 102 CFU/ml.

3.5. Selektivni mediji za obogacivanje i hranjive podloge za izolaciju bakterija

i gljiva

Za odredivanje mikrobioloSke Cistoce polaznog materijala za ekstrakciju bioloski aktivnih

spojeva (prah lista masline) i samih ekstrakata, te za odredivanje antimikrobne aktivnosti

ekstrakata koristene su razli¢ite hranjive podloge. Pregled koriStenih podloga, metoda i

pripadajuée ciljane skupine mikroorganizama prikazane su u Tablici 1.

Tablica 1. Pregled podloga i metoda za odredivanje mikrobioloske Cistoce lista i ekstrakta masline, uzgoj

biomase i odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata.

Podloga Namjena Mikroorganizmi Metoda
Izolacija, Aerobne mezofilne 1SO 4833-2
PCA ¢vrsta hranjiva podloga odredivanje bakterije (AMB), aerobne
(engl. Plate Count Agar) brojnosti sporogene bakterije
(ASB)
DRBC ¢vrsta hranjiva podloga Izolacija, Kvasci, plijesni ISO 21527-2
(engl. Dichloran Rose Bengal  odredivanje
Chloramphenicol) brojnosti
VRBG ¢vrsta hranjiva podloga Izolacija, Enterobacteriaceae ISO 21528-2
(engl. Violet Red Glucose odredivanje
Bile) brojnosti
OCLA ¢vrsta hranjiva podloga  Izolacija, Listeria  spp., Listeria 1SO 11290-2
(engl.Oxoid Chromogenic odredivanje monocytogenes
Listeria Agar) brojnosti
Muller-Kauffmann Obogacivanje, Salmonella spp. ISO 6597-1
tetrationat tekuéa hranjiva izolacija
podloga (MKTTn)
(engl. Muller-Kauffmann
Tetrathionate Broth Base)
RVS tekuca hranjiva podloga  Obogacivanje, Salmonella spp. s 1SO 6597-1
(engl. Rappaport Vassiliadis izolacija iznimkom S. typhi i S.
Soy) paratyphi
XLD cvrsta hranjiva podloga Izolacija, Salmonella spp., Shigella 1SO 6597-1
(engl. Xylose Lysine odredivanje spp.
Desoxycholate) brojnosti
BHI &vrsta i tekuca hranjiva nggj iz'olata za Autoht?ni ‘korisni izoI.atit Poglavlje 3.10.
ispitivanje potencijalni patogeni i
podloga o .
. . antimikrobne patogeni iz hrane
(engl. Brain Heart Infusion) . .
aktivnosti
Miller-Hinton ¢vrsta i teku¢a  Antimikrobna Autohtoni korisni izolati, CLSI M02-A12
hranjiva podloga aktivnost potencijalni patogeni i
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patogeni iz hrane

3.5.1. PCA (engl. Plate Count Agar) cvrsta hranjiva podloga

PCA ¢vrsta hranjiva podloga (BD Difco, SAD) pripremljena je otapanjem 23,5 g PCA podloge
u 1000 ml destilirane vode. Smjesa je zatim zagrijana do temperature klju¢anja uz
neprestano mijesanje kako bi se podloga potpuno otopila u vodi. Podloga je sterilizirana u
autoklavu pri 121 °C u vremenu od 15 minuta.

3.5.2. DRBC (engl. Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) cvrsta hranjiva
podloga

DRBC ¢vrsta hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 15,5 g DRBC
podloge u 500 ml destilirane vode. Smjesa je potom zagrijana kako bi se podloga potpuno
otopila. Otopini je dodana bocica kloramfenikola u koncentraciji 0,1 g/l (Biolife, Italija) te je
sterilizirana u autoklavu na 121 °C u vremenu od 15 minuta.

3.5.3. VRBG (engl. Violet Red Bile Glucose) ¢vrsta hranjiva podloga

VRBG ¢vrsta hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 41,5 g podloge u
1000 ml destilirane vode uz zagrijavanje i neprestano mijeSanje do potpunog otapanja.
Podloga je potom ohladena do 45-50 °Ci izlijana u sterilne Petrijeve zdjelice.

3.5.4. OCLA (engl. Oxoid Chromogenic Listeria Agar) cvrsta hranjiva podloga

OCLA ¢vrsta hranjiva podloga (Oxoid, Velika Britanija) dobivena je otapanjem 34,5 g u 480
ml destilirane vode. Otopina je sterilizirana pri 121 °C kroz 15 minuta. Nakon sterilizacije
podloga je ohladena na 50 °C i dodane su joj bolica Chromogenic Listeria Selective
Supplement (SR0226E, Oxoid, Velika Britanija) i bocica OCLA Differential Supplement
(SR0244E, Oxoid, Velika Britanija).

3.5.5. Muller-Kauffmann tetrationat tekuca hranjiva podloga (MKTTn, engl.
Tetrathionate Broth Base) tekuéa hranjiva podloga

MKTTn tekuc¢a hranjiva podloga (Biolab, Italija) je selektivni medij koji se koristi za
obogacivanje vrsta roda Salmonella. Dobivena je otapanjem 45 g podloge u 500 ml
destilirane vode. Ovako dobivena otopina se zatim zagrije do klju¢anja uz neprestano
mijeSanje. Potom je podloga ohladena na 50 °C i dodane su joj bocica novobiocina (20 mg,
Biolab, Italija), 5 ml Brilliant Green otopine (Biolab, Italija) i bocica jod-jodidne otopine (3 g |»
+ 2,5 g KI, Biolab, Italija).
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3.5.6. RVS (engl. Rappaport Vassiliadis Soy) tekuca hranjiva podloga

RVS tekuca hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 26,6 g podloge u
1000 ml destilirane vode. Ovako dobivena otopina je zagrijana do potpunog otapanja
podloge i sterilizirana pri 115 °C u tijekom 15 minuta.

3.5.7. XLD (engl. Xylose Lysine Desoxycholate) ¢vrsta hranjiva podloga

XLD ¢vrsta hranjiva podloga (Biolab, Italija) pripremljena je otapanjem 57 g podloge u 1000
ml destilirane vode. Medij je zatim zagrijan do temperature kljuéanja uz neprestano
mijeSanje. Podloga je potom ohladena i izlijana u sterilne Petrijeve zdjelice. Medij nije
potrebno sterilizirati.

3.5.8. BHI (engl. Broth heart infusion) ¢vrsta hranjiva podloga

BHI ¢vrsta hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 37 g BHI bujona u
1000 ml destilirane vode uz dodatak 15 g agara (Biolife, Italija). Otopina je sterilizirana u
autoklavu na 121 °C kroz 15 minuta.

3.5.9. BHI (engl. Broth heart infusion) tekuca hranjiva podloga

BHI tekuca hranjiva podloga (Biolife, Italija) je pripremljena otapanjem 37 g BHI bujona u
1000 ml destilirane vode i sterilizirana u autoklavu na temperaturi od 121 °C kroz 15 min.

3.5.10. Muller-Hinton (MH) ¢vrsta hranjiva podloga

MH ¢vrsta hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 22 g podloge i 15 g
agara (Biolife, Italija) u 1000 ml destilirane vode te zagrijana uz neprestano mijesanje i
potom je sterilizirana pri 121 °C kroz 15 minuta.

3.5.11. Muller-Hinton (MH) tekuca hranjiva podloga

MH tekuca hranjiva podloga (Biolife, Italija) pripremljena je otapanjem 22 g podloge u 1000
ml destilirane vode. Otopina je zagrijana uz neprestano mijesanje, nakon cega je sterilizirana
121 °C kroz 10 minuta.

3.6. Uzorkovanje bioloSkog materijala (list masline) i priprema uzorka za
ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva

Listovi masline prikupljeni su u maslinicima Zadarskog zaleda, u podrucju Ravnih Kotara.
Koristena je metoda nasumicnog branja s viSe razlicitih stabala. Prikupljeni su s tri razliCite
sorte masline u razli¢itim omjerima: 70% Orkula, 15% Leccino i 15% Lastovka. Listovi su bili
razli¢éite morfologije i fizioloSkog stanja te razliitog stadija rasta. Listovi su osuseni i
skladisteni u papirnatim vre¢ama. Neposredno prije analiza, listovi su usitnjeni u
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laboratorijskom mlinu (30 sekundi) te su prosijani kroz sito promjera 450 um. Pripremljeni
uzorak praha lista masline je dalje koriSten za pripremu ekstrakata.

3.7. Metode ekstrakcije

3.7.1. Odredivanje optimalnih uvjeta za ultrazvukom potpomognutu ekstrakciju
bioloski aktivnih spojeva

Prethodno samljeveni i prosijani suhi uzorak (prah lista masline) odvagan je na analiti¢koj
vagi (Precisa, Svicarska) i preliven s 100 ml destilirane vode. Optimalni uvjeti ultrazvukom
potpomognute ekstrakcije (UPE) za ekstrakciju bioloski aktivnih spojeva iz praha suhog lista
masline odredeni su eksperimentalno uz pomoé programa DesignExpert v7.0.0. (Stat-Ease
Inc., SAD) kroz tri varijabilna parametra (Tablica 2). Vrijeme (min) je ispitano na 1, 2 i 3
minute, masa praha lista masline (g) je ispitana pri 2, 4 i 6 g/l otapala (destilirana voda) i
amplituda (A%) rada ultrazvuéne sonde koja je ispitana pri 25, 50 i 75%.

Tablica 2. Eksperimentalni dizajn odredivanja optimalnih uvjeta ekstrakcije

g praha lista
Broj uzorka Sekvenca Vrijeme (min) masline/I Amplituda (%)
otapala

6 1 1,00 4,00 75,00
16 2 2,00 4,00 50,00
7 3 3,00 4,00 25,00
1 4 2,00 2,00 25,00
15 5 2,00 4,00 50,00
11 6 3,00 2,00 50,00
8 7 3,00 4,00 75,00
12 8 3,00 6,00 50,00
10 9 1,00 6,00 50,00
13 10 2,00 4,00 50,00

11 2,00 6,00 75,00
3 12 2,00 6,00 25,00
5 13 1,00 4,00 25,00
2 14 2,00 2.00 75,00
14 15 2,00 4.00 50,00
9 16 1,00 2.00 50,00
17 17 2,00 4.00 50,00

Nakon provedene ultrazvukom potpomognute ekstrakcije, uzorci su odmah profiltrirani kroz
muslin (kako bi se uklonile vece Cestice), a zatim kroz Whatman No.4 filter papir. Dobiveni
ekstrakti su prebaceni u odmjernu tikvicu i dopunjeni otapalom (destilirana voda) do
oznake. Takvi ekstrakti koristili su se za daljnje kemijske analize.
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3.7.2. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva iz lista
masline u optimalnim uvjetima

Ekstrakt je pripremljen pri optimalnim uvjetima (y=6 g/l, A=75%, t=3 min) dobivenim prema
DesignExpert statistickom alatu. 0,6 g praha lista masline dodano je u 100 ml destilirane
vode i podvrgnuto ultrazvukom potpomognutoj ekstrakciji. Suspenzija je filtrirana kroz
muslim, a zatim kroz Whatman No.4 filter papir. Tako pripremljeni ekstrakt je koristen za
daljnje analize odredivanja bioloski aktivnih spojeva i antimikrobne aktivnosti.

3.7.3. Ukoncentriravanje ekstrakata lista masline (modificirana ultrazvukom
potpomognuta ekstrakcija)

Odvagano je 4 g suhog uzorka i suspendirano u 100 ml destilirane vode. Suspenzija je zatim
podvrgnuta ultrazvuénoj ekstrakciji u trajanju od 6 minuta i amplitude 100%. Nakon
obavljenog rada ultrazvu¢ne sonde (Hielscher Ultrasonics, Njemacka) suspenzija je filtrirana
kroz muslim, a zatim kroz Whatman No.4 filter papir. Otapalo iz dobivenog ekstrakta se
otpari na rotacijskom vakuum uparivacu do suhog te se liofilizira. 1 g liofiliziranog uzorka se
suspendira u 5 ml sterilne destilirane vode. Suspenzija se homogenizira u ultrazvucnoj
kupelji (ElIma, Njemacka). Suspenzija se filtrira kroz sinter lijevak te koristi za daljnje analize.

3.7.4. Konvencionalna metoda ekstrakcije s vruécom destiliranom vodom

Odvagano je 2 g praha lista masline i preliveno s 18 ml kipuée destilirane vode (100 °C).
Ovako pripremljena otopina ostavljena je da stoji 5 minuta na sobnoj temperaturi. Nakon
toga suspenzija je pailjivo uklonjena i koristena u daljnjim analizama.

3.8. Odredivanje bioloski aktivnih spojeva u ekstraktima

3.8.1. Odredivanje ukupnih polifenola

Ukupni polifenoli odredeni su Folin-Ciocalteauovom metodom. Folin-Ciocalteau reagens
(Sigma-Aldrich, Njemacka) je otopina koja se tijekom reakcije reducira elektronima koji
potje¢u od oksidacije polifenola prisutnih u uzorku. Metoda se zasniva na kolorimetrijskoj
reakciji, odnosno promjenom boje iz Zute u plavu koja se detektira UV/VIS
spektrofotometrom. Reakcija formira plavi kromofor koji potjece od fosfovolframove i
fosfomolibdenske kiseline (Agbor i sur., 2014), a maksimum apsorpcije kromofora ovisi o
alkali¢nosti otopine i koncentraciji polifenola (Blainski i sur., 2013). Intenzitet plavog
obojenja je proporcionalan koncentraciji polifenola u uzorku (Singleton i Rossi, 1965).

U staklenu epruvetu je otpipetirano 100 ul ekstrakta, 7,9 ml destilirane vode, 500 pl Folin-
Ciocalteau reagensa (1:2 H20) i 1,5 ml 20% -tne otopine Na;COs. Slijepa proba je
pripremljena na isti nacin kao i ispitivani uzorci samo se umjesto uzorka dodaje isti volumen
destilirane vode. Vrijednosti se o€itavaju na UV — 1700 spektrofotometru (Shimadzu, Japan)
pri valnoj duljini od 765 nm. Na osnovu izmjerenih vrijednosti apsorbancija i poznatih
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vrijednosti koncentracija galne kiseline, izradi se bazdarni pravac prema c¢ijoj se jednadzbi
pravca izraCunava koncentracija ukupnih polifenola u uzorcima za izmjerene vrijednosti
apsorbancija. Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenta galne kiseline po litri uzorka (mg
EGK/I).

3.8.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Ukupni flavonoidi su odredeni spektrofotometrijski. U staklenu epruvetu dodano je redom 1
ml ekstrakta, 6,4 ml destilirane vode te 300 ul NaNO,, te je smjesa vorteksirana. Nakon 5
minuta dodano 300 pul AlCls, smjesa je vorteksirana i ostavljena da stoji 6 minuta. Na kraju su
dodana 2 ml 1 mol/dm3 NaOH, sve zajedno je vorteksirano te je absorbancija oéitana na
spektrofotometru pri valnoj duljini od 360 nm. Usporedno se napravljena slijepa proba u
koju umjesto uzorka ide isti volumen destilirane vode. Rezultati su dobiveni usporedivanjem
kalibracijske krivulje kvercetina (0-100 ug/ml), a izraZzeni su kao mg ekvivalenta kvercetina
po litri uzorka (mg EK/I) (Aryal i sur., 2019).

3.8.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH metodom

Metoda se zasniva na koristenju slobodnog radikala a, a-difenil- B-pikrilhidrazil (DPPH) koji
je stabilan u svom izvornom stanju (Kedare i Singh, 2011). Slobodni radikal DPPH sa svojim
ne sparenim elektronom na dusiku daje maksimalnu apsorpciju pri 517 nm valne duljine sto
se oCituje u ljubic¢astoj boji otopine. Antioksidansi u uzorku djeluju kao donori vodika te na
taj na¢in DPPH prelazi u reducirani oblik (DPPH-H) Sto utjeCe na smanjenje apsorpcije i
promjenu boje u zutu (Shekhar i Anju, 2014).

U epruvetu je dodano 100 pl uzorka i 3,9 ml 0,094 mmol/dm3 otopine DPPH nakon &ega je
suspenzija vorteksirana i ostavljena 30 minuta u mraku. Tijekom tog perioda slobodni radikal
(DPPH) se reducira te se ovisno o koncentraciji antioksidansa u uzorku mijenja boja iz
ljubi¢aste u zutu. Na isti nacin pripremljena je i slijepa proba kojoj je umjesto ekstrakta
dodan metanol. Promjena apsorbancije DPPH radikala izracunata je oduzimanjem
apsorbancije slijepe probe od apsorbancije ekstrakta. Na temelju izmjerenih vrijednosti i
poznatih koncentracija standarda Trolox izraden je bazdarni dijagram te je pomocu
jednadzbe bazdarnog pravca izracunata koncentracija. Rezultati su izrazeni kao mmol
ekvivalenta Trolox-a (ET) po litri ekstrakta (mmol ET/I).

3.8.4. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ABTS metodom

ABTS (2,2'-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina)) je stabilni kation radikal, plavo
zeleni kromofor koji ima maksimalnu apsorpciju pri 734 nm valne duljine. Metoda mjeri
sposobnost antioksidansa da djeluju kao donori elektrona ili atoma vodika te reduciraju
ABTS Sto smanjuje njegovu apsorpciju valne duljine (Zhong i Shahidi, 2015).

U epruvetu je dodano 40 ul ekstrakta i 40 ml ABTS* radikala, nakon cCega je suspenzija
vorteksirana i ostavljena 6 minuta u mraku nakon c¢ega je izmjerena apsorpcija na
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spektrofotometru (Shimadzu, Japan) pri valnoj duljini 734 nm. Usporedno je napravljena
slijepa proba u koju je umjesto ektrakta dodana destilirana voda. Na temelju izmjerenih
vrijednosti i poznatih koncentracija standarda Trolox-a izradi se bazdarni dijagram te se
pomocu jednadzbe bazdarnog pravca racuna koncentracija. Rezultati se izrazavaju kao mmol
ekvivalenta Trolox-a (ET) po litri ekstrakta (mmol ET/I).

3.9. Odredivanje mikrobiolosSke cistoce lista i ekstrakta lista masline

Mikrobioloska cCistoca lista i ekstrakata lista masline odredena je kako je propisano
Pravilnikom o mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10, 153/11) i
Vodi¢em za mikrobioloske kriterije za hranu (Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i ruralnog
razvoja, 2011.). Odreden je ukupan broj aerobnih mezofilnih (AMB) i aerobnih sporogenih
(ASB) bakterija (ISO 4833-2:2013), bakterija obitelji Enterobacteriaceae (ISO 21528-2:2017)
bakterija rodova Listeria (ISO 11290-2:2017) i Salmonella (ISO 65971:2017) te plijesni i
kvasaca (1SO 21527-2:2008).

Prah lista masline (1 g) ili ekstrakt lista masline (1 ml) pomijesani su s 9 ml puferirane
peptonske vode te su homogenizirani (Seward, Stomacher 400 Circulator, Engleska) tijekom
30 sekundi. Ova suspenzija je koristena je za odredivanje brojnosti svih navedenih skupina, s
izuzetkom ASB. Za odredivanje brojnosti ASB dio suspenzije inkubiran u vodenoj kupelji
(NGve, Turska) pri 80 °C tijekom 10 min kako bi se unistile prisutne vegetativne bakterijske
stanice (Postollec i sur., 2012).

Dobivene suspenzije su potom decimalno serijski razrijedene u puferiranoj peptonskoj vodi
u rasponu od 10! do 10*%. Odgovarajuéa razrijedenja su nacijepljena u dva ponavljanja, u
volumenu od 0,1 ml na krute PCA (AMB, ASB), DRBC (plijesni i kvasci) i OCLA (Listeria spp.)
podloge.

Brojnosti enterobakterija odredena je u duplikatima, gdje je 1 ml odgovarajuceg razrijedenja
preliven VRBG agarom.

Kako bi se potvrdila odnosno iskljucila prisutnost bakterija roda Salmonella na listu ili u
ekstraktima lista maslina potrebno je dobivene suspenzije obogatiti u RVS i MKTTn tekucoj
hranjivoj podlozi. U 10 ml RVS tekuce hranjive podloge dodan je 0,1 ml suspenzije, a u 10 ml
MKTTn tekucée hranjive podloge 1 ml suspenzije. RVS je inkubirana pri 41,5 °C kroz 24 h, a
MKTTn pri 37 °C kroz 24 sata. Obogaceni uzorci su nakon inkubacije sterilnom ezom direktno
nacijepljeni na XLD ploce i inkubirani 24 sata pri 37 °C. Brojnost bakterija roda Salmonella
odredena je izravnim nacjepljivanjem 0,1 ml odgovarajuceg razrijedenja na XLD ploce u
duplikatima.

Ploce su inkubirane prema zahtjevima kulture, AMB i ASB (aerobno, 30 °C/72 h) plijesni i
kvasci (25 °C/2-5 dana), Listeria spp. (aerobno, 37 °C/24 h), enterobakterije (anaerobno, 37
°C kroz 24 h) i Salmonella spp. (anaerobno, 37 °C/24 h).
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Nakon inkubacije, izbrojane su pojedinacne kolonije i izracunat je broj mikroorganizama koji
formiraju kolonije (engl. Colony Forming Units) prema formuli:

broj poraslih kolonija
CFU = 1P )

nacijepljeni volumen uzorka

x reciprocna vrijednost decimalnog razrijedenja

Brojnost svih mikroorganizama izraZzena je kao CFU/g praha lista masline ili CFU/ml ekstrakta
lista masline.

3.10. Uzgoj izolata za odredivanje antimikrobne aktivnosti

U ovom istrazivanju koriSteni su autohtoni sojevi izolirani iz tradicionalnih, spontano
fermentiranih kobasica od mesa divljaci (Lb. sakei LS0296 i E. durans ED004) i tradicionalnog
istarskog sira (Lc. lactis LL8307). KoriSteni izolati su identificirani i detaljno sigurnosno i
tehnoloski okarakterizirani molekularno-bioloskim metodama u okviru prijasnjih istrazivanja
(Mrkonji¢ Fuka i sur. 2013; Mrkonji¢ Fuka i sur. 2020.). Uz korisne izolate koristeni su i
potencijalno patogene Gram pozitivne (Staphylococcus aureus subsp. aureus (DSM 20231),
Listeria innocua (ATCC 33090) i Bacillus cereus (DSM 6791)) te Gram negativne (Escherichia
coli (ATCC 25922), Salmonella enterica subsp. enterica (DSM 14221)) bakterije. Svi izolati su
dio kolekcije Zavoda za mikrobiologiju Agronomskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu i
pohranjeni su u glicerolu pri 20 °C do koristenja u mikrobioloSkim analizama.

Kako bi se uzgojila potrebna biomasa izolati su procis¢eni do monokulture metodom
iscrpljenja na krutoj BHI podlozi (Biolife, Italija) te inkubirani su pri uvjetima optimalnim za
rast svake kulture. E. durans EDQ04, Lc. lactis LL8307, Staphylococcus aureus subsp. aureus,
Listeria innocua, Bacillus cereus i Escherichia coli inkubirani su aerobno pri 30 °C tijekom 24
h, a S. enterica subsp. enterica i Lb. sakei LS0296 anaerobno pri pri 30 °C tijekom 24 h.
Nakon inkubacije, po jedna kolonija za svaki izolat je sterilno precjepljena u 2 ml tekuée BHI
podloge i inkubirana na temperaturi od 30 °C preko nodi i precijepljena na krute BHI
podloge. Nakon inkubacije, nasumi¢no odabrane kolonije za svaki izolat su obojane po
gramu i mikroskopskim pregledom svaka vrsta je morfoloski okarakterizirana. Ovako
pripremljene kolonije predstavljaju procis¢ene monokulture koristene u daljnjim analizama.

3.11. Odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakata masline dobivenih
ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom

Uspjesnost ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva u optimalnim uvjetima (Poglavlje 3.7.2.)
provjerena je vizualnim odredivanjem antimikrobnog djelovanja na korisne, Gram pozitivne i
Gram negativne potencijalne patogene (poglavlje 3.10.) biomase 10®° CFU/ml u
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mikrotitarskim plo¢ama (Sigma-Aldrich, Njemacka). lzolati za ispitivanje antimikrobne
aktivnosti su uzgojeni kao $to je opisano u Poglavlju 3.10. Za svaki izolat nekoliko kolonija
sterilno je prebaceno u 10 ml fizioloske otopine (0,85% NaCl) do postizanja zamucenja koje
odgovara zamucenju 0,5 McFarland standarda (odgovara broju stanica 1,5x10% CFU/ml).
Ovako dobivene suspenzije svakog izolata razrijedene su u 0,85% fizioloSkoj otopini u
omjeru 1:10 kako bi se pripremila biomasa od 10°. Ispitano je djelovanje 7 razli¢itih
koncentracija ekstrakta maslinovog lista koje su varirale u rasponu 3,9-250 pg/ml. Raspon
koncentracija postignut je metodom dvostruke serijske mikrodilucije u Miller-Hinton
tekucoj hranjivoj podlozi. Svaki bunar je u ukupnom volumenu od 100 pl sadrzavao ekstrakt
lista masline testirane koncentracije i odgovarajudi izolat biomase 10% CFU/ml. Za kontrolu
bakterijskog rasta svakog izolata, biomasa 10° dodana je u ukupan volumen Miiller-Hinton
tekuée podloge od 100 pl, bez dodatka ekstrakta lista masline. Mikrotitarska ploca je
inkubirana 24 sata pri 37 °C uz stalno mijesanje pri 90 okretaja/min (Orbital Shaker-
Incubator ES-20, Biosan, Latvija). Rast izolata je detektiran vizualno, zamuéenje podloge
smatra se indikatorom rasta i izostankom antimikrobnog djelovanja ispitivanog ekstrakta.

3.12. Odredivanje antimikrobne aktivnosti ekstrakta lista masline
dobivenog modificiranom ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom

Ekstrakti dobiveni modificiranom ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom rezultirali su
tamno smede obojenim ekstraktima ¢ija se antimikrobna aktivnost nije mogla utvrditi kako
je opisano u Poglavlju 3.11. Stoga, njihova antimikrobna aktivnost testirana je disk
difuzijskom metodom.

Na sterilne celulozne diskove (Bio-Rad, Francuska) nanesen je ekstrakt masline do postizanja
koncentracija: 50 pg/disk, 200 pg/disk i 600 pg/disk. Diskovi su potom inkubirani pri 30 °C
tijekom 30 min kako bi se olak3ala difuzija ekstrakta u celulozne diskove.

Ispitivane kulture uzgojene su kao Sto je opisano u Poglavlju 3.10. i suspendirane su u 0,85%
fizioloskoj otopini do turbiditeta koji odgovara 0,5 Mc Farland standarda. Kulture su potom
sterilnim vatenim Stapi¢em razmazane na Miiller-Hinton agaru na koji se polazu prethodno
pripremljeni celulozni diskovi.

U svrhu odredivanja % antimikrobnog djelovanja ekstrakta lista masline u odnosu na
konvencionalne antibiotike, testirani izolati pripremljene su na isti nacin, s time da su
umjesto celuloznih diskova s ekstraktom masline koristeni konvencionalni antibiotici,
eritromicin (15 pg, BBL™ Sensi-Disc™, Francuska) i tetraciklin (30 pg, BBL™ Sensi-Disc™,
Francuska) za Gram pozitivne i ampicilin-sulbaktam (10/10 pg, BBL™ Sensi-Disc™, Francuska)
i ciprofloksacin (5 pug, BBL™ Sensi-Disc™, Francuska) za Gram negativne izolate.
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Testiranje je provedeno u dva ponavljanja. Podloge su inkubirane pri 37 °C tijekom 24 h.
Nakon inkubacije izmjereni su radijusi zone inhibije rasta oko diskova i izrazeni su kao
srednje vrijednosti u mm.

3.13. Statisticka analiza

Za testiranje znacajnih razlika u mikrobioloskoj Ccistoéi lista i ekstrakata lista masline
koriStena je jednofaktorska analiza varijance ANOVA (engl. One-Way ANOVA) i post-hoc
Tukey HSD test za viSestruko usporedivanje srednjih vrijednosti. Razlike se smatraju
statisticki znacajnim ako je p < 0,05. Sve statisticke analize napravljene su u racunalnom
programu Microsoft Excel 2016 pomoc¢u dodatka Analysis ToolPak.
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4. Rezultati

4.1. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioloski aktivnih spojeva

Proces optimizacije ultrazvukom potpomognute ekstrakcije (UPE) ukljuéivao je izmjere
sadrzaja ukupnih polifenola (UPF), ukupnih flavonoida (UF) te antioksidacijske aktivnosti
(ABTS i DPPH). Obradom izmjerenih vrijednosti bioloski aktivnih spojeva pri zadanim
uvjetima (DesignExpert) i na temelju maksimalnih vrijednost odredeni su optimalni uvjeti
ekstrakcije (y=6g/l, A=75%, t=3 min). Prema dobivenim optimalnim uvjetima za UPE
pripremljen je ekstrakt te su odredeni bioloski aktivni spojevi i antioksidacijska aktivnost.
Izmjerene eksperimentalne i ocekivane (DesignExpert) vrijednosti bioloski aktivnih spojeva
su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Izmjerene i o¢ekivane vrijednosti bioloski aktivnih spojeva kod optimalnih uvjeta ekstrakcije (y=6 g/I,
A=75%, t=3 min)

Bioloski aktivni UPF 2 UF® ABTS © DPPH ¢
spojevi (mg GAE/I) (mg QE/I) (mmol ET/I) (mmol ET/I)
Ocekivane

- i 296,22 330,88 0,97 0,84
vrijednosti ¢
Izmjerene

. . 292,99 314,32 1,02 0,90
vrijednosti
Relativna

1,09 5,00 4,96 7,08

pogreska (%)

2 UPF-ukupni polifenoli, ® UF-ukupni flavonoidi ¢ ABTS i DPPH-antioksidansi

4 Ocekivane vrijednosti su pretpostavljene vrijednosti software-a DesignExpert, a eksperimentalno dobivene
vrijednosti (prosjek nekoliko ponovljenih mjerenja) bioloski aktivnih spojeva i antioksidacijske aktivnosti
ekstrakata.

Dobiveni eksperimentalni rezultati su u skladu s predvidenim (DesignExpert) rezultatima te
pogreske nisu znacajne.

Prema dobivenim rezultatima udio ukupnih polifenola (UP) u ekstraktu je 292,99 mg EGK/I,
odnosno prema iskoristenju 48,83 mg EGK/g praha lista masline. Sadrzaj ukupnih flavonoida
je 314,32 mg EK/I, odnosno 52,39 mg EK/g praha. Za mjerenje antioksidacijske aktivnosti
koristene su ABTS i DPPH metode cije izmjerene vrijednosti iznose 1,02 mmol ET/l za ABTS i
0,90 mmol ET/| za DPPH.

4.1.1. Kinetika ekstrakcije

Prethodnom UPE odreden je temperaturni profil tretiranja suspenzije (otapalo+prah
maslinovog lista) ovisno o amplitudi. Sukladno, izmjeren je profil ,otpustanja“ ukupnih
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polifenola iz praha lista masline ovisno o amplitudi pri y = 0,6 g/100 mL. Rezultati su
prikazani u Grafikonu 1.i 2.

Temperatura °C
B
(o)

0 100 200 300 400 500 600 700 800 S00 1000 1100
Vrijeme (sek)
eA=100% eA=75% A=50%

*v (prah lista masline) = 6 g/I

Grafikon 1. Temperaturni profil razli¢itih amplituda rada UZV sonde

Usporeden je ucinak ekstrakcije pri tri razli¢ite amplitude na rast temperature u suspenziji.
Najvisa primijenjena amplituda (100%) rezultirala je poveéanjem temperature (90 °C) vec
nakon 450 sekundi. Primjena niZe amplitude rezultirala je i maksimalnom nizom
temperaturom, a rezultati su usporedeni sa profilom otpustanja ukupnih polifenola.

TPC({mg/L)

0 2 - 6 8 10 12 14 16 18

Vrijeme (min)

eA=100% eA=75% A=50%
*y (prah lista masline) = 6 g/I

Grafikon 2. Ukupni polifenoli (UPF) u odnosu na amplitudu i vrijeme rada UZV sonde
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Ukupni polifenoli prikazani su kao mg EGK/l. Sukladno temperaturnom profilu, visa
amplituda rezultirala je relativno briom ekstrakcijom ukupnih polifenola (6 min - 396,444
mg EGK/I), dok je maksimum ekstrakcije polifenola UPE pri niZoj amplitudi uocen znacajno
kasnije (13 min-389,143 mg EGK/I).

4.2. Modificirana ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioloski aktivnih
spojeva

U svrhu poveéanja koncentracije bioloski aktivnih spojeva koja se dobiva UPE, metoda
ekstrakcije je modificirana. Na temelju predeksperimenta (Tablica 4.), odluéeno je koristiti
pocetnu koncentraciju lista masline 40 g/l otapala u ekstrakciji.

Tablica 4. Eksperimentalno odredivanje uvjeta ekstrakcije za dobivanje maksimalne koncentracije polifenola

Uvjeti Koncentracija Srednja vrijednost eq. Standardna
(/1) galna kiselina (mg/I) devijacija

6 min/100A* 10 505,11 8,27

6 min/100A* 15 789,5 11,01

6 min/100A* 20 1030,89 6,57

6 min/100A* 30 1462,74 11,29

6 min / 100A* 40 1839,41 21,42

6 min/100A*, liofilizacija 40 23519,78 149,59

* A-postotak amplitude (%)

Iz dobivenih rezultata jasno je vidljivo da veéa pocetna masena kocnentracija (y) rezultira
ekstrakcijom vedeg udjela ukupnih polifenola. Po¢etna koncentracija od 40 g/| rezultirala je
ekstrakcijom 1839,41 mg EGK/I pri uvjetima koji su u skladu s kinetikom ekstrakcije ukupnih
polifenola (6 min i A=100%). Ekstrakt s najve¢om koncentracijom ukupnih polifenola je
proveden kroz proces rotacijske evaporacije, a zatim liofilizacije. Konaéno dobiveni
liofiliziran uzorak je otopljen u 5 ml destilirane vode te analiziran u smislu ukupnih
polifenola. Usporedba rezultata mjerenja polifenola prikazani su u Tablici 4.

4.3. Primjena konvencionalne ekstrakcije

Ispitana je i ucinkovitost, s obzirom na dobivene koncentracije bioloski aktivnih spojeva,
konvencionalne ekstrakcije (KE) s vruéom destiliranom vodom. Rezultati konvencionalne
ekstrakcije (KE) su prikazani u Tablici 5. te su usporedeni s ultrazvukom potpomognutom
ekstrakcijom (UPE).
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Tablica 5. Usporedba sadrzaja bioloski aktivnih spojeva dobivenih konvencionalnom i ultrazvukom
potpomognutom ekstrakcijom

UPF @ UF® ABTS ¢ DPPH ¢
(mg GAE/g s.tv.) (mg QE/g s.tv.) (mmol TE/gs.tv.) (mmol TE/g s.tv.)
KE ¢ 46,85 2,93 0,22 0,17
UPE © 48,83 52,39 0,17 0,15

2 UPF-ukupni polifenoli, ® UF-ukupni flavonoidi, ¢ ABTS i DPPH-antioksidansi, ¢ KE-konvencionalna ekstrakcija,
€ UPE-ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija

Rezultati mjerenja bioloski aktivnih spojeva konvencionalnom ekstrakcijom usporedeni su s
ultrazvukom potpomognutom ekstrakcija. Sadrzaj ukupnih polifenola i oksidacijski kapacitet
ekstrakta vrlo su sli¢ni kod obje metode, dok je sadrzaj ukupnih flavonoida gotovo 20 puta
manji u ekstraktu dobivenom KE.

4.4. Mikrobioloska cistoca lista i ekstrakata lista masline

Mikrobioloska Cistoca lista (LM) i ekstrakata lista masline dobivenih konvencionalnom (KE),
ultrazvukom potpomognutom (UPE) i modificiranom ultrazvukom potpomognutom (MUPE)
ekstrakcijom utvrdene su odredivanjem ukupnog broja AMB, ASB, enterobakterija, bakterija
rodova Listeria i Salmonella te plijesni i kvasaca (Tablica 6.).

Tablica 6. Mikrobioloska Cistoca lista i ekstrakata lista masline dobivenih razli¢itim metodama ekstrakcije.
Prikazane su srednje vrijednosti ukupnog broja mikroorganizama s pripadajucim standardnim devijacijama.

Mikroorganizmi

List masline
[CFU/g]

KE*
[CFU/mI]

UPE**
[CFU/mI]

MUPE***
[CFU/mI]

AMB

ASB
Enterobacteriaceae
Salmonella spp.
Listeria spp.

Plijesni i kvasci

1,2x10%+1,8x103 @

3,5x10%+2,1x10% @

1,7x103+1,4x102 (@
0,0+0,0
0,0+0,0

2,9x10%+2,1x102 @

5,8x10%+2,1x10%®
4,1x103+7,1x101 ()
0,0£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

0,0£0,0 ®

4,3x10%+1,1x102 ¢
3,0x10%+2,8x10% (¢!
0,0£0,0 )
0,0£0,0
0,0£0,0

0,0£0,0 ®

1,1x10%+2,1x102 @
2,0x10%1,4x10* @
0,0£0,0
0,0+0,0
0,0+0,0

0,0£0,0 )

*KE-konvencionalna ekstrakcija, **UPE-ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija, ***MUPE-modificirana

ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija
(a), (), () 1 @) jstom redu oznaavaju statisti¢ki zna€ajne razlike u brojnosti ispitivane grupe mikroorganizama
ovisno o upotrebljenoj metodi ekstrakcije, na razini znacajnosti p = 0,01.

AMB i ASB pronadene su i na listu masline i u svim ekstraktima. AMB najbrojnije su na listu
masline (1,2x10*+1,8x10%) dok se njihova brojnost znaajno smanjuje ovisno o metodi
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ekstrakcije (p < 0,01). NajviSe AMB prezivljava KE (48,9%), a najmanje UPE (3,6%). Nasuprot
tome, ASB su do 2 log puta brojnije (p < 0,01) u svim ekstraktima nego na listu masline.

Enterobakterije (1,7x103+1,4x10% CFU/g) i plijesni i kvasci (2,9x103+2,1x10? CFU/g) pronadeni
su samo na listu masline. U oba slucaja, uvjeti pod kojima su ekstrahirani biolosli aktivni
spojevi, djelovali su bakteriocidno odnosno fungicidno. S druge strane, patogene bakterije
rodova Listeria i Salmonella nisu detektirane na listu masline, kao ni u ekstraktima
dobivenim razli¢itim metodama.

4.5. Antimikrobna aktivnost ekstrakata lista masline

Antimikrobno djelovanje ekstrakta lista masline dobivenog UPE ispitano je u rasponu
koncentracija 3,9-250 ug/l. Nijedna ispitana koncentracija nije djelovala bakteriostatski niti
bakteriocidno na korisne, potencijalno patogene i patogene izolate.

Utvrdeno je da su svi ispitivani Gram pozitivni izolati osjetljivi na tetraciklin (30 pg) i
eritromicin (15 pg), a Gram negativni na ciprofloksacin (5 pg) i ampicilin-sulbaktam (10/10
ug) prema BBL standardima (Tablica 7.).

Antimikrobno djelovanje ekstrakta lista masline dobivenog MUPE ispitano je u rasponu
koncentracija 50-600 pg/disk. Ekstrakt je pokazao antimikrobno djelovanje na izolat S.
enterica subp. enterica u koncentraciji 600 pg/disk pri kojoj je pokazao 26,1% ucinkovitosti
ciprofloksacina i 37,0% ucinkovitosti ampicillin-sulbaktama, dok je pri 200 pg/disk pokazao
20,4% ucinkovitosti ciprofloksacina i 29,0% ucinkovitosti ampicillin-sulbaktama. Pri 600
ug/disk djelovao je jos antimikrobno na E. coli pokazujuéi 23,2% ucinkovitosti ciprofloksacina
i 33,0% ucinkovitosti ampicillin-sulbaktama i L. innocua s 28,3% ucinkovitosti tetraciklina i
32,6% ucinkovitosti eritromicina. Opdéenito, najizrazeniji antimikrobni ucinak detektiran je
pri najvisoj ispitivanoj koncentraciji, s time da je taj u¢inak najizrazeniji na izolat L. innocua
(Tablica 7).
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Tablica 7. Antimikrobno djelovanje ekstrakta lista masline dobivenog modifciranom ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom. Vrijednosti su prikazane kao srednje

vrijednosti promjera zone inhibicije rasta s pripadaju¢im standardnim devijacijama.

Zona inhibicije rasta (mm)

Izolati UPF* UPF* UPF* Tetraciklin Eritromicin Ciprofloksacin Ampicilin-sulbaktam
(50 pg) (200 pg) (600 pg) (30 pg) (15 pg) (5 pg) (10/10 pg)

Lb. sakei LS0296 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 44,0+1,4 40,5%0,7 n.p. n.p.

E. durans ED004 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 35,5+0,7 42,5+0,7 n.p. n.p.

Lc. lactis LL8307 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 23,5+0,7 25,5+0,7 n.p. n.p.

S. aureus 0,0+0,0 0,0+£0,0 0,0+0,0 33,0+1,4 29,0+1,4 n.p. n.p.

B. cereus 0,0+0,0 0,0+0,0 0,0+0,0 34,5+0,7 17,5+0,7 n.p. n.p.

L. innocua 0,0+0,0 0,0+0,0 11,8+0,4 41,542,1 36,0+4,2 n.p. n.p.

E. coli 0,0+0,0 0,0+0,0 8,310,4 n.p. n.p. 35,5+0,7 25,0+0,0

S. enterica 0,0+0,0 7,310,4 9,3+0,4 n.p. n.p. 35,5+0,7 25,0+1,4

*UPF= ukupni polifenoli

n.p= nije primjenjivo
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5. Rasprava

5.1. Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija biolosko aktivnih spojeva

Mnoga istraZivanja pokazuju antimikrobna i antioksidacijska svojstva ekstrakata lista
masline, s obzirom na bogat sadrzZaj bioloski aktivnih spojeva (Sudjana i sur. 2009.; Lee i Lee
2010.; Aliabadi i sur. 2012.; Liu i sur. 2017.). Do sada je razvijeno mnogo razli¢itih metoda
ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva iz lista masline, no ultrazvukom potpomognuta
ekstrakcija (UPE) se pokazala ucinkovitom i isplativom (Rosell6-Soto i sur. 2015.). Kroz ovaj
rad odredeni su optimalni uvjeti UPE uz pomoc¢ programa DesignExpert v7.0.0.

Relativno na udjel bioloski aktivnih spojeva (ukupni polifenoli i flavonoidi) te antioksidacijsku
aktivnost ekstrakta odredeni su optimalni uvjeti pri A=75%, y=6 g/l, t=3 min. Rezultati su u
korelaciji s prijasSnjim istraZivanjima gdje povecanjem amplitude dolazi i do bolje
ucinkovitosti ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva (Chemat i sur. 2017.). S obirom na pocetnu
masenu koncentraciju, optimalna je odredena pri najvecdoj ispitivanoj s obzirom na
kvanitfikaciju spojeva u ekstraktu. S druge strane, ako gledamo s obzirom na iskoriStenje,
ekstrakcija materijala nize masene koncentracije rezultirala je povecanjem istog. Nizi udjel
pocetne mase u odnosu na otapalo dovodi do povecanja koncentracijskog gradijenta, a
samim time i do povedanog transporta molekula (difuzija i osmoza) (Sahin i Samli 2013.). S
obzirom na to da je cilj bio dobiti maksimalnu koncentraciju bioloski aktivnih tvari u
konac¢nom ekstraktu, visoki y se pokazao optimalnim. Ahmad-Qasem i sur. (2013.) su
dokazali da se poveéanjem vremena ekstrakcije, poveéava i koncentracija polifenola, a rast
je konstantan kroz 15 minuta UZV ekstrakcije. Irakli i sur. (2018.) nisu primjetili znacajnu
razliku u promijeni sadrZaja polifenola u ekstraktima kod 10, 30 i 60 minuta UZV. U
spomenutom radu kao otapalo koriSten je aceton, a nakon 30. minute zabiljeZen je znacdajan
pad u koncentraciji polifenola. U ovom radu dobiveni rezultati UPE pri optimalnim uvjetima
su u skladu s literaturom.

Rezultati za ukupne polifenole (UPF) iznose 292,99 mg EGK/I, odnosno prema iskoristenju,
48,83 mg EGK/g s.tv. Usporedbom dobivenih rezultata s literaturom uocen je relativno visok
sadrzaj polifenola, s obzirom da je kao otapalo koriStena samo voda. Druga istraZivanja
pokazala su visoki raspon sadrzaja ukupnih polifenola u ekstraktima i to 20,37 mg EGK/g
(Sahin i Samli 2013.), 66 mg EGK/g (Ahmad-Qasem i sur. 2013.) te 92,49 mg GAE/g
(Dobrincic¢ i sur. 2020). Rezultati dobiveni u ovom istrazivanju su relativno visoki, s obzirom
na to da su u prethodno spomenutim istrazivanjima koristena organska otapala. Takoder,
vazno je napomenuti da se koristenjem mjeSavina organskih otapala kao ekstrakcijskog
medija postize veéa efikasnost ekstrakcije u odnosu na Cista otapala (Dent i sur. 2012.).
Dokazano je da topljivost polifenolnih spojeva znacajno ovisi o polarnosti otapala koje se
koristi (Naczk i Shahidi 2006.). Ve¢a molekulska masa otapala omogucduje lakSu ekstrakciju
tvari koje su slicne molekulske mase kao i samo otapalo (Mokrani i Madani, 2016.).
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S obzirom na relativno visoki sadrzaj ukupnih flavonoida (314,32 mg EK/I), iskoristenje od
52,39 mg/g s.tv. je zavidno. Hannachi i sur. (2019.) su uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji
ekstrahirali bioloski aktivne tvari iz lista masline te dobili vrijednosti za ukupne flavonoide od
0,42-2,39 g RE/ 100 g uzorka. U odnosu na ekstrakciju u ultrazvuénoj kupelji, UZV sonda
pokazuje bolju efikasnost s obzirom na ekstrakciju ovih spojeva.

Antioksidacijska aktivnost mjerena je dviema metodama, ABTS i DPPH. Dobiveni rezultati su
1,02 mmol TE/I za ABTS te 0,90 mmol ET/I za DPPH, odnosno prema iskoristenju 30,6 mg
ET/g s.tv. za ABTS, 27 mg ET/g s.tv. za DPPH metodu. Ahmad — Qasem i sur. (2013.) su UPE
nakon 15 min dobili 7,2 mg ET/g uzorka. S obirom na znacajno dulje vrijeme ekstrakcije,
ocekivan je i znacajan porast u antioksidacijskoj aktivnosti ekstrakata (Sahin i Samli 2013.).
Irakli i sur. (2018.) su odredili antioksidacijsku aktivnost koristenjem razlicitih otapala te su
najvecu vrijednost dobili u 50% - tnom acetonu koja je iznosila oko 40 mg ET/g uzorka, a
najmanju vrijednost dobili su u vodi i iznosila je oko 17 mg ET/g uzorka. Antioksidacijska
aktivnost esktrakata znacajno ovisi o temperaturi i o otapalu koje se koristi tijekom procesa
ekstrakcije.

5.2. Kinetika ekstrakcije polifenola

Osim $to sadrzaj ukupnih polifenola u ekstraktu ovisi o pocfetnoj masenoj koncentraciji,
znacajno ovisi i o uvjetima UPE, primarno amplitudi. Amplituda utjeCe na kavitaciju u
suspenziji, odnosno veli¢ina amplitudnog vala ultrazvuka je proporcionalna veli¢ini mjehura
koja se stvara u suspenziji pod utjecajem rada sonde (Suslick i Price 1999.). Amplituda je
direktno povezana s ultrazvuénim intenzitetom rada sonde, a sami intenzitet utjeée na
povecanje temperature u suspenziji (Chemat i sur. 2017.). Dobiveni rezultati su prosje¢na
vrijednost nekoliko uzastopnih mjerenja. Vrijednosti ukupnih polifenola su s vremenom
trajanja tretmana linearne. Pri amplitudi od 100% te nakon 6 minuta ekstrakcije sadrzaj
ukupnih polifenola u ekstraktu je 396,444 mg EGK/I. Dobrinci¢ i sur. (2020.) su takoder
dokazali da pri maksimalnoj amplitudi dolazi do najveéeg transfera mase bioloski aktivnih
tvari s obzirom na to da dolazi do znacajnog osStecenja biljnih stanica. Nakon ekstrakcije od 6
minuta dolazi do pada vrijednosti ukupnih polifenola u ekstraktu, sto se moze obijasniti
kriticnom temperaturom polifenola, odnosno degradacijom uslijed poviSene temperature
(Irakli i sur. 2018.). Iz grafikona 1 je vidljivo je da se nakon 6 minuta ekstrakcije pri amplitudi
od 100% u suspenziji postize temperatura od 87,3 °C. Druga postignuta maksimalna
vrijednost ukupnih polifenola je pri amplitudi od 50% nakon 13 minuta ekstrakcije i iznosi
389,143 mg EGK/I. Nakon 13. minute dolazi do znacajnog pada udjela ukupnih poilifenola u
ekstraktu uslijed povecéanja temperature (83,3 °C). Ekstrakcija pri 75%-tnoj amplitudi nakon
7 minuta doseZe vrijednost ukupnih polifenola u ekstraktu od 380,889 mg EGK/I. Nakon 7.
minute ekstrakcije dolazi do degradacije ukupnih polifenola uslijed povecanja temperature
(83,5 °C) suspenzije. Kod amplitude od 50% konacna temperatura nakon koje je primijecen
pad je visa za ~ 9 °C u odnosu na konacnu temperaturu kod UPE amplitude od 75%. Duze
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izlaganje uzorka (prah lista masline) UPE u vremenu od 13 minuta pri amplitudi od 50%
imalo je pozitivan ucinak na ekstrakciju ukupnih polifenola, relativno UPE pri 75%-tnoj
amplitudi. Duljim tretmanom suspenzije UPE dolazi do poveéanja temperature suspenzije,
no niza razina amplitude znadajno sporije utjeCe na povecanje temperature sustava.
Generalno, dulje vrijeme izlaganja UPE poboljSava ucinkovitost ekstrakcije ¢ime dolazi do
raspadanja stani¢ne stijenke biljnog materijala te se omogucuje difuzija bioloski aktivnih
spojeva (Irakli i sur. 2018.). Uzevsi u obzir sve tri temperature nakon kojih je primije¢en pad
polifenola, mozZe se utvrditi da je prosjecna kriticna temperatura degradacije polifenola 84,7
°C kod y=6 g/I. Irakli i sur. (2018.) su pokazali da je temperatura od 60°C uz aceton kao
otapalo ucinkovita za ekstrakciju oleuropeina, hidroksitirozola i flavonoida iz lista masline.
Rostagno i sur. (2007.) dokazali su da se do degradacije fenolnih spojeva dolazi pri
temperaturama visim od 60 °C. Teh i Birch (2014.) odredili su optimalnu temperaturu za
ekstrakciju polifenola iz sjemenki konoplje u iznosu od 70 °C. MoZze se zakljuciti da povecanje
temperature suspenzije znacajno utjece na fizikalno-kemijske parametre odgovorne za UPE
(Ahmad-Qasem 2013.).

5.3. Moadificirana ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija bioloski aktivnih
spojeva

S obzirom na to da ekstrakt dobiven pri optimalnim uvjetima UPE nije pokazao antimikrobna
svojstva, podvrgnut je ukoncentriravanju. Zahvaljujuci rezultatima iz grafikona 2, odluceno
je provoditi UPE pri 100%-tnoj amplitudi u trajanju od 6 minuta. Ekstrakcija s y=10 g/l
rezultirala je s relativnom najniZzom koncentracijom ukupnih polifenola (505,11 mg EGK/I) u
ekstraktu. Povedanjem masene koncentracije (40 g/l) doslo je i do znacajnog povecanja
udjela ukupnih polifenola u ekstraktu. U principu, s obzirom na iskoristenje ekstrakcije,
smanjenjem mase u odnosu na volumen koncentracijski gradijent sustava bi trebao biti veci
prema principima pasivnog transporta omogudujuci vecu difuziju bioloski aktivnih spojeva
(Sahin i Samli 2013.). U slucaju kada je masena koncentracija vrlo visoka, dolazi do
ekstrakcije visokog udjela polifenola relativno na sadrzaj otapala. Povecanjem masene
koncentracije osigurava se veca dostupna koli¢ina bioloski aktivnih spojeva koji mogu
difundirati u otapalo, no sustav se moZe dovesti do zasi¢enja (difuzija) i time negativno
utjecati na ekstrakciju (Prasad i sur. 2009.). Hannachi i sur. (2019.) su takoder potvrdili da se
povedanjem mase naspram volumena otapala dobiva i veca koncentracija ukupnih
polifenola i flavonoida u suspenziji.

Dobiveni konacni ekstrakt pri uvjetima: y=40g/l, A=100%, t=6 min, podvrgnut je postupku
ukoncentriravanja. Uz pomo¢ rotacijskog evaporatora (Heidolph, Njemacka), pri uvjetima od
150-200 rpm i 70 °C (niZza temperatura zbog mogucée degradacije bioloski aktivnih spojeva)
uklanja se otapalo (voda) u ekstraktu. Dobiveni koncentrat podvrgnut je procesu liofilizacije.
1 g liofiliziranog ekstrakta otopljen je u 5 ml destilirane vode. Odredeni su ukupni polifenoli
u iznosu od 23519,78 mg GAE/I, odnosno 587,99 mg GAE/g s.tv. Orak i sur. (2012.)
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ekstrahirali su bioloski aktivne spojeve iz lista masline pomocu kipuée vode i magnetske
mijeSalice te su ekstrakt podvrgnuli zamrzavanju na -40 °C i liofilizaciji. Rezultati ukupnih
polifenola koje su dobili su znatno manji od rezultata u ovom radu te iznose 102,69 mg
EGK/g s.tv.. Delgado-Addmez i sur. (2016.) takoder su liofilizirali ekstrakt lista masline nakon
prethodnog ekstrahiranja u vrucoj vodi i smrzavanja na -28 °C. Njihovi rezultati iznosili su
3404 mg ekvivalenata kafeinske kiseline/l otapala. Ahmad-Qasem i sur. (2013.) u svom
istrazivanju primijetili su da niZe temperature smrzavanja rezultiraju smanjenjem
koncentracije polifenola. Isti autori navode da nize temperature smrzavanja, -28 °C i -40 °C
utjeCu na stvaranje vecih kristala vode Sto osStecuje stani¢ne strukture te samim time bi
trebalo osloboditi vise polifenola u otopinu.

5.4. Konvencionalna metoda ekstrakcije s vruéom vodom

Provedena je i konvencionalna metoda ekstrakcije bioloski aktivnih spojeva kipu¢om vodom.
Izmjereni su ukupni polifenoli (UPF), ukupni flavonoidi (UF) te antikosidacijska aktivnost
(ABTS i DPPH). Dobivene vrijednosti usporedene su s vrijednostima UPE (Tablica 4). Ukupni
polifenoli i antioksidacijska aktivnost ne odstupaju znacajno Sto pokazuje vecu ucinkovitost
UZV u kojoj je koriStena niza pocetna masena koncentracija. lako je u ekstrakciji koristena
vruéa voda (100°C) polifenoli i antioksidansi nisu se degradirali. Razlog tome je veca
koncentracija ekstrakta (2 g/18 ml) koja je omogudila vise polifenola u konacnoj suspenziji.
Rostagno i sur. (2007.) primijetili su degradaciju polifenola pri temperaturama visim od 60
°C. Optimalnu temperaturu ekstrakcije potrebno je odrediti eksperimentalno jer ovisi o vise
parametara (Ahmad-Qasem, 2013.). Velika razlika zabiljezena je u koncentraciji flavonoida,
¢ija koncentracija drasti¢no pada pri temperaturama visim od 100 °C (Chaaban i sur. 2017.).

5.5. Mikrobioloska cistoca lista i ekstrakata lista masline i antimikrobno
djelovanje ekstrakata

U ovom istraZivanju, ukupni polifenoli ekstrahirani su iz lista masline pomodu 3 razli¢ite
metode, konvencionalnom, ultrazvukom potpomognutom i modificiranom ultrazvukom
potpomognutom ekstrakcijom. Kako bi se ispitalo utjece |li metoda ekstrakcije na brojnost i
strukturu bakterijskih zajednica prirodno prisutnih na listu masline ispitana je mikrobioloska
Cistoca polaznog materijala i ekstrakata lista masline.

U netretiranom prahu listova masline najbrojnije su aerobne mezofilne (1,2x104+1,8x103)
bakterije, kvasci i plijesni (2,9x103+2,1x102) te bakterije obitelji Enterobacteriaceae
(1,7x103%1,4x102), dok su aerobne sporogene (3,5x102+2,1x102) prisutne u 1-2 log puta
manjem broju. Brojnost AMB i kvasaca i plijesni u ovom istraZivanju je 1-2 log puta veca od
brojnosti aerobnih mezofilnih bakterija (2,50x102-6,65x102 CFU/g) i plijesni i kvasaca
(1,62x102-1,71x102 CFU/g) koje su Sofo i sur. (2014.) detektirali na suhom maslinovom lis¢u.
Nekoliko ¢imbenika moZe objasniti ovakvu razliku u brojnosti. Poznato je da kolonizacija
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biljaka i posljedi¢na brojnost mikroorganizmima, ovisi o ¢cimbenicima kao Sto su vrsta tkiva,
razvojni stadij, fizioloSko stanje, genotip biljke i poljoprivredna praksa (Hardoim i sur. 2008.;
Singh i sur. 2009.). Nadalje, dodatni mikroorganizmi mogu dospijeti na biljke putem vode i
tla, te tijekom prikupljanja, obrade i skladistenja (Bhat i sur. 2010.; Katusin-Razem i sur.
2001.). Ovakvi biljni materijali mogu izravno utjecati na ljudsko zdravlje, uzrokovati
kontaminaciju i kvarenje farmaceutskih i prehrambenih proizvoda kojima se dodaju, te
negativno utjecati na bioloski aktivne tvari u biljnom materijalu tijekom skladistenja
(Thomas i sur. 2008.).

U konvencionalnoj ekstrakciji temperatura vode koja se koristi kao otapalo za ekstrakciju
dosize 100 °C/5 min, dok se kod UPE i MUPE razvijaju temperature od 60 °C uz istovremeno
djelovanje ultrazvuka (A 75%, 3 min). Sve ispitane metode ekstrakcije, znacajno su smanijile
brojnost aerobnih mezofilnih bakterija. KE je uzrokovao oko 1 log redukciju brojnosti sto je u
skladu s istrazivanjem koje su proveli Ukuku i sur. (2004.). UPE i MUPE su uzrokovali znatno
vecu redukcije brojnosti (2 log) iako se kod tih metoda razvila niza temperature nego kod KE.
Medutim, istovremeno s temperaturom, kao stresor na bakterijske stanice, djeluje i
ultrazvuk, a ultrazvuk frekvencije 20-100 kHz uspjesno inaktivira mikroorganizme (Gao i sur.
2014.).

Suprotno AMB, aerobne sporogene bakterije su do 2 log puta brojnije u ekstraktima nego na
listu masline. Za razliku od AMB, ASB odlikuju se sposobno$¢u formiranja spora u
nepovoljnim uvjetima $to im daje prednost u prezivljavanju u odnosu na druge bakterije.
Sakanaka i sur. (2000.) pokazali su da sporogene bakterije roda Bacillus formiraju spore pri
temperaturama visim od 50-60 °C.

Za razliku od AMB i ASB sve prethodno navedene metode ekstrakcije djelovale su
bakteriocidno i fungicidno na enterobakterije odnosno plijesni i kvasce. Ukuku i sur. (2004.)
pokazali su da tretiranje bakterija roda Salmonella poc¢etne biomase 3 log CFU/ml, vru¢om
vodom temperature 70 °C i 97 °C u potpunosti ubija sve prisutne stanice, dok kod pocetne
biomase 6 log CFU/ml isti u¢inak pokazuju tretman vruéom vodom temperature 70 °C u
kombinaciji s dodatnim stresorom i tretman samo vruéom vodom temperature 97 °C.
temperature od 50-60 °C kroz 10-40 sek moZe u potpunosti inhibirati rast razli¢itih plijesni
(Karabulut i sur. 2002).

Prema Pravilniku o mikrobioloskim kriterijima za hranu (NN 74/08, 156/08, 89/10, 153/11) i
Vodi¢u za mikrobioloske kriterije za hranu (Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i ruralnog
razvoja, 2011.) za kategorije “Zacini, zacinske biljke i njihove mjeSavine”, prah lista masline
zadovoljava obavezne i preporuéene kriterije, dok prema kategoriji “Ekstrakti zacina i
prehrambene arome i boje” samo ekstrakt lista masline dobiven UPE je unutar propisanih
referentnih vrijednosti za AMB. Kod ekstrakata dobivenih KE i MUPE broj AMB prelazi
dozvoljene referentne vrijednosti. Zbog relativno visoke pocetne biomase AMB u prahu lista
masline, kratkotrajan utjecaj visoke temperature vjerojatno nije bio dovoljan da reducira
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broj AMB kod KE, dok kod MUPE koncentriranje ekstrahiranih polifenola vjerojatno je
dovelo i do koncentriranja prezivjelih AMB.

Pokazano je da su samo MUPE metodom ekstrahirane dostatne koncentracije ukupnih
polifenola za antimikrobno djelovanje. MUPE ekstrakt lista masline djeluje antimikrobno
samo na potencijalne patogene E. coli, Salmonella enterica subsp. enterica i L. innocua pri
koncentracijama 200-600 pg/disk Sto su vise koncentracije od koncentracija zabiljeZzenih u
literaturi (Sudjana i sur. 2009; Liu i sur. 2017.) gdje su za ispitivanje antimikrobne aktivnosti
koriSteni komercijalno dostupni ekstrakti to¢no poznatog sastava ili Cisti oleuropein. Za
razliku od MUPE ekstrakta, konvencionalni antibiotici djeluju antimikrobno pri znatno nizim
koncentracijama $to se moze pripisati razli¢itim mehanizmima djelovanja. Nadalje, poznato
je da mehanizam djelovanja polifenola ovisi o njihovoj koncentraciji. Tako visoke
koncentracije precipitiraju i denaturiraju stani¢ne proteine, oStecuju stani¢nu stijenku i
stanicnu membranu, dok niZe, subletalne koncentracije utjeCu na aktivnosti enzima
ukljuéenih u stani¢ni metabolizam (Furneri i sur. 2002.).
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Zakljucci

Ultrazvukom potpomognuta ekstrakcija (UPE) omogucava ekstrakciju bioloski aktivnih
spojeva iz listova masline

Uvjeti ultrazvukom potpomognute ekstrakcije (vrijeme, masa praha lista masline,
otapalo, amplituda rada ultrazvu¢ne sonde) utjeCu na udio bioloski aktivnih spojeva
(polifenoli, flavonoidi i antioksidansi) u ekstraktu, pa je potrebno eksperimentalno
odrediti optimalne uvjete za svaku ekstrakciju

UPE nije rezultirala ekstraktom koji pokazuje antimikrobna svojstva

Modificiranom ultrazvukom potpomognutom ekstrakcijom (MUPE) mogucée je
ekstrahirati iz lista masline koncentracije polifenola koje pokazuju antimikrobno
djelovanje

Ekstrakt lista masline dobiven MUPE ne djeluje antimikrobno na korisne izolate, ve¢
samo na potencijalne patogene bakterije

Ekstrakt lista masline dobiven MUPE djeluje antimikrobno na izolat Sa/monella
enterica subp. enterica u koncentracijama od 200 i 600 pg/disk, dok na Escherichia coli
i Listeria innocua djeluje samo pri koncentraciji od 600 ug/disk

Ekstrakt dobiven MUPE (600 pg/disk) pokazuje 26,1% ucinkovitosti ciprofloksacina i
37,0% ucinkovitosti ampicillin-sulbaktama za S. enterica subp. enterica, 23,2%
ucCinkovitosti ciprofloksacina i 33,0% ucinkovitosti ampicillin-sulbaktama za E. coli i
28,3% ucinkovitosti tetraciklina i 32,6% ucinkovitosti eritromicina za L. innocua

Ekstrakt dobiven MUPE (200 pg/disk) djeluje samo na izolat S. enterica subp. enterica
pokazujudi pri tom 20,4% ucinkovitosti ciprofloksacina i 29,0% ucinkovitosti ampicillin-
sulbaktama

Aerobne mezofilne i sporogene bakterije, bakterije obitelji Enterobacteriaceae te
plijesni i kvasci ¢ine prirodnu mikrobiotu lista masline

Sve metode ekstrakcije djelovale su bakteriocidno na enterobakterije, odnosno i
fungicidno prema kvascima i plijesnima

Brojnost aerobnih mezofilnih bakterija (AMB) se znacajno smanjuje ovisno o metodi
ekstrakcije, dok aerobne sporogene bakterije (ASB) pokazuju suprotan trend zbog
sposobnosti sporulacije

Patogene bakterija rodava Listeria i Salmonella nisu prisutne na listu masline, niti u
ekstraktima lista masline
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