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1. UVOD



1.1. Maslina

Maslina Olea europaea L. (slika 1) je dugogodiSnje zimzeleno stablo iz porodice
Oleaceae. Od davnina je simbol Mediterana te je zahvaljujuci svojoj sposobnosti da opstane u
teSkim uvjetima stekla reputaciju dugovjecnosti (1). Rasprostranjena je u priobalnom
podrucju istocnog Mediterana, susjednom obalnom podrucju jugoistoéne Europe, zapadne
Azije 1 sjeverne Afrike kao 1 u sjevernom Iranu na juznom dijelu Kaspijskog mora. lako se
maslina danas uzgaja u razli¢itim dijelovima svijeta, Mediteran i dalje prednjaci kao regija sa
najveéim uzgojem (2). Tamo joj pogoduje mediteranska klima sa toplim, suhim ljetima te

hladnim i kiSovitim zimama.

Europsko stablo masline (O. europaea subsp. europaea) bilo je jedna od prvih kultura
koju su uzgajale mediteranske civilizacije prije otprilike 6000 godina. Unato¢ brojnim
teorijama o podrijetlu, veéina autora se slaze da divlja maslina potjece iz Male Azije odakle se
$iri zapadno u Gréku, Italiju, Francusku, Spanjolsku i Portugal. Sa Mediterana se maslina Siri
u druge dijelove svijeta zahvaljuju¢i Rimljanima i Arapima i to u Juznu 1 Sjevernu Ameriku,
Australiju, juznu Afriku, i, tijekom posljednjih 30 godina, u Kinu (3,4). U Hrvatskoj su
maslina i vinova loza glavne poljoprivredne kulture obalnog i oto¢nog dijela zemlje. O
tradiciji uzgoja masline na podruc¢ju Hrvatske svjedoCe brojni dokumenti te ona osim
ekonomske vrijednosti u naSim krajevima ima 1 tradicijsku, duhovnu te krajobraznu
vrijednost. Uzgojno podrucje masline u Hrvatskoj je veoma veliko, a glavna sorta u uzgoju je

,,Oblica® koja je ujedno predmet istrazivanja ovog diplomskog rada (5).

Maslina je termofilna vrsta koja se dobro prilagodava stresnim uvjetima kao $to su
susa i velike promjene u salinitetu (3). MozZe rasti na razli¢itim tipovima tala, iako preferira
dobro isusSena i prozra¢na tla bogata nutrijentima i1 organskom tvari. Unato¢ tome, obi¢no
raste na stjenovitim obroncima na tlima koja su siromasna hranjivim tvarima. O. europaea
subsp. europaea je vrsta koja se smatra otpornom na susu jer raste na podrucju gdje je cesto
izlozena stresu kao Sto je nedostatak vode, S$to je karakteristicno za mediteransku klimu.
Velic¢ina 1 oblik stabla masline variraju ovisno o klimatskim uvjetima, plodnosti tla i nacinu
kultiviranja. Stabla koja rastu u divljini mogu dose¢i visinu i do 10 metara, a obrezana
kultivirana stabla mogu rasti u visinu i do 15 metara. Korijenski sustav masline je opsezan,

dubina i lateralna Sirina mu ovise o dubini i vrsti tla, aeraciji i koli¢ini vode u tlu (4).



Od 6 podvrsta masline samo 3 podvrste su prirodno rasprostranjene na mediteranskom
podrucju: susbsp. Europaea, subsp. guanchica i subsp. cerasiformis. Mediteranske podvrste
dijele se na oleaster, divlji oblik (Olea europaea subsp. europaea var. sylvestris) 1 kultiviranu
maslinu (Olea europaea subsp. europaea var. europaea) (3). Divlju maslinu karakterizira
grmoliki rast, manji list i manji plod od kultivirane masline. Hibridizacija ovih dviju
populacija je odigrala vaznu ulogu u evoluciji sorti maslina (4). Stablo masline se odlikuje
cjelovitim, duguljastim ili elipticnim listovima koji rastu bilateralno na stabljici, malim
bijelim cvjetovima te mesnatim plodom koji je obi¢no ovalnog oblika i sazrijevanjem prelazi
iz zelene u crnu boju (6,7). Rast 1 razvoj ploda zapoc€inje u rujnu i obicno traje do prosinca, a
plodovi se beru u kasnu jesen ili zimu (4). Plod masline se koristi u prehrani ne samo zbog
svoje jestive pulpe ve¢ i kao izvor maslinovog ulja koje je bogato mononezasi¢enim masnim
kiselinama. Osim S§to se rabi u prehrani, maslinovo ulje se takoder Siroko primjenjuje u
kozmetici kao i u farmaceutskoj industriji (6,7). Tvari odgovorne za ljekoviti ucinak su
mononezasi¢ene masne kiseline te fenolne komponente koje su pretezito prisutne u vodenoj

fazi (8).

Stablo masline ima opseznu povijest u smislu terapijske 1 nutritivne vaznosti.
Stolje¢ima se ekstrakt lista masline rabio u zdravstvene svrhe i za konzerviranje. Jo§ su
najstariji Egip¢ani koristili liS¢e kako bi sacuvali tijela faraona. LiS¢e je takoder bilo dobro
znan tradicionalni lijek za ublaZzavanje vru€ice i nekih tropskih bolesti kao $to je malarija (2).
U drevna vremena maslinovo ulje se prvenstveno rabilo u terapeutske svrhe i imalo je veliku
ulogu u opcoj higijeni i njezi tijela. Masaze s maslinovim uljem su omeksavale kozu, opustale
miSice 1 bile su smatrane ,,fontanom mladosti“. Jo§ je Hipokrat u svojim djelima govorio o
farmakoterapijskim u¢incima maslinovog ulja. Stari lije€nici su mu pripisivali adstrigentni 1
antisepticki ucinak, a koristilo se kao komponenta masti 1 obloga za koZne lezije, kao i za

lijecenje glavobolje (7).

Maslinovo ulje danas je sastavni dio mediteranske prehrane za koju se pokazalo da je
snazno povezana sa smanjenom ucestaloS¢u kardiovaskularnih bolesti i odredenih vrsta
tumora. Nutritivna vrijednost i povoljni ucinci na zdravlje pripisuju se velikoj koli¢ini
mononezasi¢enih masnih kiselina koje maslinovo ulje sadrzi, kao Sto je oleinska kiselina te
komponentama koje su prisutne u manjim koli¢inama kao §to su skvaleni, triterpeni, steroli,
pigmenti, fenoli itd. Fenolne komponente iz maslinovog ulja su najviSe proucavane i upravo
njima se pripisuje glavnina u€inaka na ljudsko zdravlje, a najznacajnije su oleuropein i

hidroksitirozol. Sadrzaj komponenti u maslinovom ulju varira ovisno o sorti masline, klimi,

3



zrelosti masline te sustavu prerade za proizvodnju maslinovog ulja. Zahvaljujuéi ovim
bioaktivnim komponentama maslinovo ulje posjeduje antioksidativni, antibakterijski,
protuupalni te antikancerogeni uc¢inak (2,9). Kao i plod masline, i listovi sadrze velik broj

fenolnih komponenti koje su odgovorne za brojne farmakoloske ucinke (10).

Slika 1. Maslina

(Dostupno na: https://www.agroportal.hr/maslinarstvo/19886)



1.1.1. Botanicka pripadnost vrste Olea europaea L.

Sistematski poloZzaj istrazivane vrste je sljedeci:

Carstvo: Biljke

Podcarstvo: Tracheobionta (vaskularne biljke)
Odjeljak: Spermatophyta (sjemenjace)
Pododjeljak: Magnoliophyta (kritosjemenjace)
Razred: Magnoliopsida (dvosupnice)
Podrazred: Asteridae

Red: Scrophulariales

Porodica: Oleaceae

Rod: Olea L.

Vrsta: Olea europaea L.



1.1.2. Uporaba i ljekovita svojstva lista masline

Lis¢e masline jedan je od nusproizvoda maslinarstva, a dostupno je tijekom cijele
godine. Akumulira se tijekom obrezivanja maslina i moze se na¢i u velikim koli¢inama u
proizvodnji maslinovog ulja jer se odvaja od ploda neposredno prije same prerade. List je
primarno mjesto odvijanja kako primarnog tako i sekundarnog metabolizma biljke 1 moze se
smatrati potencijalnim izvorom vaznih bioaktivnih komponenti (11). Iako su plod i drvo
najvise koristeni dijelovi masline jo$ od davnina, postoje dokazi o upotrebi lista masline jos u
starom Egiptu, gdje se on smatrao simbolom nebeske mo¢i (12). List masline tradicionalno se
upotrebljavao u razne svrhe: oralno se koristio za lijeCenje razliCitih intestinalnih bolesti, za
lijeenje bolesti usne Supljine list bi se zvakao, u obliku dekokta koristio se za lijecenje
proljeva te infekcije mokra¢nog sustava, vruéi vodeni ekstrakt od svjezeg liS¢a primijenjen
oralno koristio se za lijeCenje hipertenzije i za poticanje diureze dok se vruci vodeni ekstrakt
osusene biljke koristio za lijecenje astme (13). Potkraj 19. stoljeca izoliran je sastojak kojeg je
vecina istraZivaca smatrala odgovornim za ljekovita svojstva lista masline, oleuropein. 1962.
potvrdeno je da oleuropein snizava krvni tlak kod zivotinja. Takoder se doslo do spoznaja da
list masline ima pozitivan uc¢inak na cirkulaciju, smanjenje pojave gréeva crijevnih misica te
ublazavanje aritmije. Nakon navedenoga, izoliran je aktivni sastojak oleuropeina, elenolna
kiselina (12). Sredinom 19. stoljeca, ¢aj od lista masline je koriSten u lije¢enju malarije. U
Engleskoj je €aj od masline postao veoma popularan s obzirom da su ga Englezi davali
bolesnim mornarima 1 kolonijalistima koji su se vracali iz tropskih podru¢ja u kolonijalna
vremena. Pojavilo se nekoliko brendova dodataka prehrani koji su u sebi sadrzavali list
masline u obliku tekucih ekstrakata ili tableta protiv dijabetesa, hipertenzije,
kardiovaskularnih bolesti, ucestalih prehlada, infekcije mokra¢nog sustava, za lijeCenje
kroni¢nog umora i1 za podizanje imuniteta. Ekstrakti lista masline se takoder koriste u
kozmetickoj industriji kao ,,anti-age* proizvodi (14). Prilikom proizvodnje maslinovog ulja
listovi se mogu dodati kako bi se povecao pozitivan ucinak na zdravlje te poboljsao okus ulja.
Dodatak lis¢a povecava sadrzaj polifenola 1 klorofila u ulju, ali i poboljSava organolepticka

svojstva ulja (15).



1.2. Sekundarni metaboliti

Metaboliti su meduprodukti i produkti metabolizma. U stanici imaju razli¢ite funkcije
kao S§to su signaliziranje, strukturna uloga, stimulatorni i inhibitorni udinci na enzime,
funkcioniraju kao gorivo, imaju vlastitu kataliticku aktivnost, vazni su za obranu i interakcije
s drugim organizmima. Biljke proizvode Sirok asortiman organskih tvari od kojih velika
veéina ne sudjeluje izravno u rastu i razvoju same biljke. Te tvari nazivamo sekundarnim ili
specijaliziranim metabolitima (16). Njihova ogranicena raspodjela im omogucéuje da budu
koriSteni kao taksonomski markeri te mogu biti odgovorni za specifican miris, okus i boju
odredene biljke s obzirom na to da razli¢ite porodice biljaka imaju jedinstvenu kombinaciju
specijaliziranih metabolita. Nekad su se specijalizirani metaboliti smatrali otpadnim
produktima biljaka koji su nastajali kao rezultat ,,pogreSaka™ primarnog metabolizma te se
smatralo da su od male vaznosti za metabolizam biljke. Danas se zna da su mnogi
specijalizirani metaboliti klju¢ne komponente obrambenih mehanizama biljke (17,18). Imaju
vaznu ekolosku funkciju u biljkama jer predstavljaju zastitu od herbivora i zaraze mikrobima.
Osim toga, vazni su 1 za primamljivanje oprasivaca 1 Zivotinja koje rasprostranjuju sjemenke,

te kao tvari koje posreduju u kompeticiji biljka — biljka (19).

Primarni metaboliti su tvari koje biljka proizvodi za rast i metabolizam; oni ukljucuju
ugljikohidrate, lipide 1 proteine (18). Za razliku od primarnih metabolita, nedostatak
specijaliziranith metabolita nece rezultirati naglim uginu¢em biljke ve¢ moze dovesti do
dugoro¢no smanjene sposobnosti biljke da prezivi, da se oploduje, moze narusiti sam izgled
biljke ili moze ne dovesti ni do kakve promjene (16). Mnogi od specijaliziranih metabolita
dobivenih iz biljaka imaju vaznu ulogu u farmaceutskoj industriji, prehrani, proizvodnji
kozmetike, parfema, boja, dodataka prehrani itd. (20). Danas su predmet mnogih istraZivanja
jer pokazuju raznolike bioloske ucinke kao §to su antimikrobni, antitumorski, antiinflamatorni
i antifungalni ucinci (18). Specijalizirani metaboliti mogu biti klasificirani na temelju
kemijske strukture (na primjer imaju li prsten, sadrZe li Secer), sastava, topljivosti u razliitim

otapalima ili na temelju puta njihove sinteze (slika 2) (16).



Na temelju njihovog biosintetskog podrijetla, specijalizirane metabolite mozemo

podijeliti u 3 glavne skupine:

- Fenolni spojevi
- Terpeni

- Spojevi s duSikom (19)
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Slika 2. Glavni putovi biosinteze sekundarnih metabolita

(Preuzeto iz: Pevalek—Kozlina B. Fiziologija bilja. Zagreb: Profil; 2003.)



1.2.1. Sekundarni metaboliti u listu masline

Maslina je, kao i mnoge druge biljke, neprestano izloZena okoliSnom stresu kao $to je
visoka temperatura i UV zracenje. Kako bi se zastitila, maslina proizvodi razli¢ite fenolne
spojeve. Kvantitativni i kvalitativni sastav ovih komponenti ovisi o vrsti masline, stupnju
zrelosti listova, o klimi, geografskom poloZaju itd. Biofenoli sacinjavaju vecinski dio lista
masline dok su druge komponente prisutne u tragovima, kao $to su terpeni i1 lipofilne
komponente. Dok metabolite kao §to su flavonoidi, alkoholi i fenolne kiseline pronalazimo u
razli¢itim biljkama, sekoiridoide kao Sto je oleuropein pronalazimo samo u biljkama iz
porodice Oleaceae. Ovi spojevi su istovremeno 1 terpenski 1 hidroksi-aromatski sekundarni
metaboliti. U listu masline su takoder prisutni terpeni kao $to su o-amirin, maslinska kiselina i
oleanolna kiselina. Oleanolna kiselina sacinjava otprilike 30 g/kg suhe tvari. Od lipofilnih
komponenti tu su zasiceni ugljikohidrati, vosak, a-tokoferol, skvaleni, trigliceridi, B-karoten,
linearni alkoholi i masne kiseline kao §to su palmitinska, oleinska i linolenska, na razini ppm-
ova. Broj ugljikovih atoma varira izmedu 29 1 33. a-tokoferol, B-karoten, skvalen, a i1 -amirin
analizirani u heksanskom ekstraktu su bioaktivne komponente koje imaju utjecaj na ljudski
fizioloSki sustav stoga se oni primjenjuju u industriji lijekova, hrane 1 kozmetoloskoj
industriji. List masline takoder sadrzi manitol, Sec¢erni alkohol kojeg sintetizira jedino
porodica Oleaceae. On je u listu masline prisutan u koli¢ini izmedu 10 1 20 g/kg lista masline

(14).

1.3. Fenolni spojevi

Fenole karakterizira prisutnost barem jedne aromatske skupine na kojoj se nalazi jedna ili vise
hidroksilnih grupa (slika 3). Rangiraju od jednostavnih, niske molekularne tezine, sa samo
jednim aromatskim prstenom pa do vecih 1 kompleksnijih tanina i deriviranih polifenola (21).
Fenolne spojeve ¢esto nalazimo otopljene u vakuoli u obliku glikozida ili estera Secera. Biljke
proizvode brojne fenolne spojeve od kojih su neki topivi samo u organskim otapalima, neki u
vodi, a neki su veliki, netopivi polimeri. Mogu se sintetizirati na razliite nacine, a dva

najvaznija puta biosinteze uklju¢uju put Sikiminske kiseline i put jabucne kiseline. Vecina



biljnih fenola sintetizira se putem Sikiminske kiseline, dok put jabu¢ne kiseline ima manje

znacenje u sintezi biljnih fenolnih spojeva (19).

1.3.1. Fenolni spojevi u listu masline

List masline od svih dijelova stabla masline ima najvecu antioksidativnu aktivnost
(10). Listovi sadrze vec¢u koli¢inu i raznolikost polifenola nego ekstra djevi¢ansko maslinovo
ulje. Takoder, prisutne su vazne strukturalne razlike izmedu polifenola iz listova masline i
onih iz plodova koje bi mogle imati utjecaj na veci kapacitet pozitivnog u€inka na zdravlje

ekstrakta lista masline (15). Pet je skupina fenolnih spojeva prisutno u listu masline:

1. Oleuropeozidi (oleuropein i verbaskozid)

2. Flavoni (luteolin-7-glukozid, apigenin-7-glukozid, diozmetin-7-glukozid, luteolin i
diozmetin)

3. Flavonoli (rutin)

4. Flavan-3-oli (katehin)

5. Supstituirani fenoli (tirozol, hidroksitirozol, vanilin, vanilinska kiselina 1 kavena

kiselina)

Najbrojnija komponenta prisutna u listu masline je oleuropein, iza kojeg slijede
hidroksitirozol, luteolin, apigenin i1 na kraju verbaskozid (13). Derivati oleuropeina -
oleuropein aglikon, oleozid i aglikon ligstrozida su takoder prisutni u razli¢itim
koncentracijama. Hidrolizom oleuropeina nastaju aglikon oleuropeina, elenolna kiselina,
hidroksitirozol i molekula glukoze. Hidroksitirozol je fenolni alkohol i druga najbrojnija
fenolna komponenta u listu masline. Tirozol je jo$ jedna fenolna komponenta koja se dobiva
iz oleuropeina, ali se u listu nalazi u puno manjim koncentracijama. Od drugih komponenti tu
je verbaskozid koji je takoder pokazao antioksidativni, protuupalni 1 antineoplasti¢ni ucinak.
Luteolin, koji pripada flavonoidima, je takoder pokazao protuupalni ucinak, kao i apigenin,

koji je u listu prisutan u relativno niskim koncentracijama (15). Na koli¢inu fenolnih spojeva
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u listu u¢inak moZze imati nekoliko ¢imbenika kao Sto su: uvjeti suSenja, datum prikupljanja,

zona kultivacije, proces ekstrakcije te vrsta masline (11).

CH,OH
Oleuropein =~ o
0
HO ocH;
HO,
H
H

= OH AN A0

0. ) OH
0 /\/@R Elenolic acid
H H
Q HO,
H
o \mmm C\©\/\ ;;(j\/\
OH H OH

Tyrosol Hydroxytyrosol

Slika 3. Struktura fenolnih komponenti ve¢inom prisutnih u listu masline.

(Preuzeto iz: Sabry O. Review: Beneficial Health Effects of Olive Leaves Extracts. J Natur Sci Res.
2014:4(19):1-9.)
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1.3.2. Oleuropein

Oleuropein (slika 4) je heterozidni ester B-glikozilirane elenolne kiseline 1 3,4-
dihidroksi-feniletanola (hidroksitirozola) (14). Pripada sekoiridoidima, skupini koja nastaje
kao produkt sekundarnog metabolizma terpena (20). U velikim koli¢inama je prisutan u
neobradenim plodovima 1 listovima masline, dok je hidroksitirozol, razgradni produkt
oleuropeina, viSe prisutan u procesuiranim plodovima masline i maslinovom ulju (14).
Smanjenje koncentracije oleuropeina i povecanje koncentracije hidroksitirozola rezultat je
kemijskih i enzimatskih reakcija do kojih dolazi tijekom sazrijevanja ploda ili procesuiranja

maslina (13).

Slika 4. Oleuropein

Oleuropein su prvi put izolirali Vintilesco i Bourquelot 1908. godine. Oni su ga
definirali kao topljivog u vodi i alkoholu i netopljivom u eteru, kao ne-kristalini¢nu tvar i1 kao
ekstremno gorak glukozid. Vecina istrazivaca se slaze da je oleuropein tvar koja je najviSe
odgovorna za pozitivne ucinke na zdravlje lista masline, budu¢i da i1 produkti hidrolize ovog

spoja takoder imaju znacajan farmakoloski u¢inak (14).
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1.3.2.1. Farmakoloska svojstva oleuropeina

Oleuropein ima nekoliko farmakoloSkih wucinaka, kao S§to su antioksidativni,
antiinflamatorni, antikancerogeni, antiaterogeni, antimikrobni i antiviralni u¢inak. Takoder se
pokazalo da djeluje kardioprotektivno te da iskazuje antiishemicku i hipolipemicku aktivnost

(22).

Antioksidativni u¢inak

Oleuropein inhibira oksidaciju lipoproteina niske gusto¢e (LDL-a) induciranu
bakrovim sulfatom. Takoder ima mogucnost uklanjanja duSikovog oksida i dovodi do
povecanja ekspresije inducibilne sintaze dusikovog oksida (iNOS) (22). Do antioksidacijskog
ucinka oleuropeina vjerojatno dolazi i zahvaljuju¢i njegovoj sposobnosti keliranja metalnih
iona, kao $to su Cu 1 Fe, koji kataliziraju reakcije stvaranja slobodnih radikala. Za oleuropein i
hidroksitirozol se pokazalo da uklanjaju superoksidne anione te hidroksilne i DPPH radikale

(13).

Antiinflamatorni ué¢inak

Oleuropein povecava proizvodnju duSikovog oksida u makrofazima te im time
povecava ucinkovitost. Takoder dovodi do inhibicije lipooksigenazne aktivnosti i produkcije

leukotriena B,

Antikancerogeni ucinak

Mnostvo sastojaka iz maslinovog ulja identificirano je kao ucinkovito sredstvo u
ublazavanju inicijacije, promocije 1 napredovanja viSestupanjske karcinogeneze. Aglikon
oleuropeina je najpotentniji fenolni spoj u smanjenju zivotnog vijeka stanica raka dojke.
Takoder je pokazan antiproliferativni ucinak ekstrakata u kojima je dominantni spoj bio
oleuropein koji su inhibirali proliferaciju stanica humanog adenokarcinoma dojke, karcinoma

mokra¢nog mjehura te endotela stanica govedeg mozga.
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Antiaterogeni ucinak

Pokazalo se da je u ishemi¢nom srcu koje je prethodno bilo tretirano s oleuropeinom
smanjeno otpuStanje oksidiranog glutationa te da je sprijeCena lipidna peroksidacija

membrane, Sto se smatra klju¢nim ¢imbenikom u patogenezi ateroskleroze.

Antimikrobni u¢inak

Iako to¢an mehanizam antimikrobnog ucinka jo$ nije utvrden, pokazalo se da
oleuropein ima snazan ucinak na gram pozitivne i gram negativne bakterije. Uz druge fenolne
spojeve inhibira razvoj Klebsiellae pneumoniae, Escherichiae Coli, Bacillus Cereus, a
pokazalo se 1 da komercijalni ekstrakt lista masline pokazuje antimikrobnu aktivnost protiv
Campylobacter jejuni, Helicobacter pylori te protiv. MRSA-e (Methicillin Resistant
Staphylococcus Aureus). (22) Oleuropein i hidroksitirozol djeluju i protiv protozoa te virusa

gdje oleuropein djeluje putem elenolne kiseline, koja je produkt njegove hidrolize (13).

Ostali ucinci oleuropeina

Oleuropein djeluje i neuroprotektivno; pokazan je pozitivan ucinak na bolesti
povezane sa starenjem, kao Sto je demencija (22). Od ostalih u¢inaka mozemo istaknuti
hipoglikemijski, hepatoprotektivni, gastroprotektivni u€inak, u¢inak na smanjenje tjelesne
teZine, preventivan ucinak na osteoporozu, a rabi se 1 u kozmeti¢kim preparatima jer §titi od

UVB zraka, usporava starenje te potpomaze zacjeljivanje rana i re-epitelizaciju koze (23).
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1.4. Eteri¢na ulja

Etericna ulja su slozene hidrofobne tekucine koje sadrze razli¢ite hlapljive
komponente niske molekularne tezine kao §to su terpeni i terpenoidi (24). MozZe ih proizvesti
viSe od 17000 vrsta biljaka koje najcesce pripadaju cvjetnjacama i to porodicama kao $to su
Lamiaceae, Zingiberaceae i Asteraceae. U biljkama su prisutni u obliku uljnih kapi, u jednom
ili viSe biljnih organa kao Sto su cvjetovi, listovi, plodovi, sjemenke, kora i korijen (25).
Etericna ulja su mjeSavine zasi¢enih i1 nezasi¢enih ugljikohidrata, alkohola, aldehida, etera,
estera, ketona, fenolnih oksida i terpena. Prozirne su tekuéine ugodna mirisa s visokim
refraktornim indeksom (26). Mnogi ¢imbenici utjecu na kemijski sastav etericnog ulja kao $to
su geneticke varijacije, prehrana biljke, primjena gnojiva, geografska lokacija biljke, klima,
sezonske varijacije, stres tijekom rasta i sazrijevanja biljke te skladiStenje. Osim toga, na
sastav mogu utjecati i vrsta koriStenog biljnog materijala te metoda ekstrakcije. Takoder,
eteri¢na ulja iz razlicitih dijelova biljke iskazuju razli¢ita bioloska i farmakoloska svojstva.
Sli¢no tome, otapala razli¢itih polarnosti ekstrahiraju razli¢ite skupine tvari (27). Eteri¢na ulja
mogu sadrzavati 20-100 biljnih sekundarnih metabolita koji pripadaju razli¢itim kemijskim
skupinama. Terpenoidi 1 fenilpropanoidi ¢ine najveci dio sastava eteri€nog ulja (28). Nekoliko
tisuca tvari koje pripadaju skupini terpena je dosad identificirano u eteri¢cnim uljima kao $to
su funkcionalni derivati alkohola (geraniol, a-bisabolol), ketona (menton, p-vetivon), aldehida
(citronelal, sinensal), estera (y-terpinil acetat, cedril acetat) i fenola (timol). Od tvari koje
pripadaju fenilpropanoidima tu su eugenol, cinamaldehid i safrol (29). Vecinom bioloSku
aktivnost etericnog ulja odreduju jedna ili dvije njegove komponente iako se ponekad ukupna
aktivnost ne mora nuzno pripisati pojedina¢noj komponenti ve¢ moze biti rezultat sinergizma

viSe njih (28).

1.4.1. Djelovanje i primjena eteri¢nih ulja

Aromati¢ne biljke, koje proizvode eteri¢na ulja, rabe se jos od davnih vremena za
razli¢ite namjene kao S§to su medicinski tretmani, konzerviranje te zacinjavanje hrane. U
starom Egiptu etericna ulja su se koristila za prevenciju i lijeCenje bolesti. Kasnije su to

preuzeli Grei i Rimljani i nastavili koristiti eteri¢na ulja u aromaterapiji. Danas je poznato
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otprilike oko 3000 razlic¢itih eteri¢nih ulja od kojih je oko 300 komercijalno dostupno. Rabe se
u raznim proizvodima kao Sto je kozmetika, proizvodi za cCiS¢enje, osvjezivaci zraka,
proizvodi za higijenu, agrikulturu, prehrambeni proizvodi, proizvodi medicinske namjene te u
aromaterapiji. Za eteri¢na ulja dokazano je da posjeduju brojne farmakoloske ucinke kao §to
su antibakterijski, antivirusni, antifungalni, antiinflamatorni te mnogi drugi (30). Primjenjuju
se u malim koli¢inama inhalacijom, masazom ili jednostavnom primjenom na kozu (21).
Inhalacijska terapija eteri¢nim uljima se koristi za tretiranje akutnog i kroni¢nog bronhitisa te
akutnog sinusitisa. Inhalacija para eteri¢nih ulja povecava izlaz tekucine iz diSnog sustava,
odrzava ventilaciju i1 drenazu sinusa, ima protuupalni u¢inak na dusnik te smanjuje simptome
astme (31). Inhalacija i vanjska primjena ovih ulja za lijeCenje mentalnog i fizickog zdravlja
osnova su aromaterapije. Mehanizam njihova djelovanja ukljucuje podrazivanje receptora u
nosu odakle se signal prenosi u limbicki sustav i hipotalamus u mozgu te dovodi do
otpustanja neurotransmitora kao $to su serotonin, endorfin itd. Ti neurotransmitori povezuju
nas ziv€ani sustav sa ostalim dijelovima tijela te dovode do Zeljenih u¢inaka i prouzrokuju

osjecaj olakSanja (26).

1.4.2. Dobivanje eteri¢nih ulja

Postoji nekoliko nacina dobivanja etericnih ulja:

Destilacija — naj¢esce koriStena metoda dobivanja eteri¢nih ulja (slika 5). Koli¢ina dobivenog
ulja ovisi o duljini trajanja destilacije, tlaku, temperaturi i tipu biljnog materijala. Tijekom
destilacije biljni materijal je izlozen kljucaloj vodi ili pari kako bi se eteri¢no ulje iz materijala
oslobodilo putem isparavanja. Kako se para i etericno ulje kondenziraju, tako se sakupljaju i

odvajaju uljna od vodene faze na temelju razlike u gusto¢i (32,33).
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Slika 5. Aparatura za destilaciju.

(Dostupno na: https://sr.wikipedia.org/sr-el/[latotexa: Aparatura_za destilaciju.JPG)

Hladno preSanje — najstarija metoda ekstrakcije koja se rabi gotovo iskljucivo za proizvodnju
eteri¢nih ulja iz citrusa. Odnosi se na bilo koji fizicki proces kojim se iz Zlijezda sa eteri¢nim
uljem iz kore 1 kutikule istiskuje etericno ulje. Time se dobiva vodenasta emulzija koja se
onda centrifugira kako bi se izdvojilo etericno ulje. Ovom metodom se ekstrahira citrusno

voce zbog termolabilnosti prisutnih aldehida.

Ekstrakcija otapalom — ova metoda se moZze koristiti kod termolabilnih eteri¢nih ulja. Eteri¢no
ulje se odvaja uz pomo¢ organskog otapala (etanol, heksan, metanol, petrolej eter) koje se
nakon toga uklanja. Glavna prednost ove metode je $to je zbog niZe temperature tijekom
procesa smanjen rizik od kemijskih promjena do kojih moze do¢i pri visokim temperaturama.
Izolirano ulje sadrzi malu koli¢inu organskog otapala stoga se ova metoda ne koristi u

industriji hrane, a ucestala je u kozmetickoj industriji.

Superkriti¢na fluidna ekstrakcija — u ovoj metodi umjesto vodene pare koristi se superkriti¢ni
ugljikov dioksid koji se pod odredenim uvjetima tlaka i temperature ponasa kao otapalo.
Superkriti¢no otapalo je otapalo koje je u medustanju izmedu plina i tekuc¢ine. Na kraju
ekstrakcije snizavanjem tlaka dolazi do prijelaza CO, iz superkriti¢nog u plinovito stanje koji

se onda sam uklanja iz ekstrakta pod atmosferskim tlakom (33,34).
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1.5. Terpeni

Terpeni su glavna sastavnica eteri¢nih ulja koja biljnom materijalu daju miris (35).
Predstavljaju najvecu i najraznovrsniju skupinu specijaliziranih metabolita (36). U biljkama
imaju razli¢ite funkcionalne uloge kao hormoni, fotosintetski pigmenti, nosaci elektrona te
kao strukturne komponente membrana (27). Terpeni se mogu oksidirati i reducirati, a neki i
polimerizirati, stoga mogu postojati i u obliku alkohola, oksida, estera, etera, aldehida i ketona
(37). Netopljivi su u vodi, a sintetiziraju se iz izopentenskih jedinica sa 5 C-atoma.
Razvrstavaju se na osnovi broja jedinica od 5 C atoma koje sadrze: monoterpeni sadrze 2 Cs
jedinice, seskviterpeni 3 Cs jedinice, diterpeni 4 Cs jedinice, triterpeni 6 Cs jedinica,
tetraterpeni 8 Cs jedinica a politerpenoidi (Cs), jedinica (19). Wallach 1887. formulira
»izoprensko pravilo®“ po kojem se velina terpena sastoji od izoprenskih jedinica koje se

povezuju po nacelu ,,glava na rep*.

Od navedenih grupa terpenskih spojeva, u sastav eteri¢nih ulja ulaze monoterpeni i

seskviterpeni (38).

1.5.1. Monoterpeni

Monoterpeni (slika 6) sadrze 10 C atoma. Sastoje se od dvije izoprenske jedinice
povezane po nacelu ,,glava na rep*. Kombinacijom dimetilalil-pirofosfata (DPP), izopentenil-
pirofosfata (IPP) i enzima transferaze nastaje geranil-pirofosfat (GPP) koji je prekursor

monoterpena (39).
Dijele se u 2 skupine:

- Pravilni koji mogu biti linearni, monociklicki 1 bicikli¢ki

- Nepravilni.

Nepravilni monoterpeni su oni koji odstupaju od uobicajenog povezivanja glava — rep;
kod njih su izoprenske jedinice povezane glava - glava, glava — sredina ili pregradnjom glava

— rep struktura (40).
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CH,OH

CH, CHO

mircen citral geraniol

Slika 6. Primjeri monoterpena

1.5.2. Seskviterpeni
Seskviterpeni su linearni i ciklicki Cis spojevi Ciji je prekursor farnezil-pirofosfat
(FPP) koji nastaje adicijom izopentenil-pirofosfata (IPP) na geranil-pirofosfat (GPP). Poznato

je viSe od dvjesto razliCitih tipova seskviterpenskih skeleta koji nastaju kao posljedica

ciklizacija, pregradnji i oksidacija (38).

Najpoznatiji primjer aciklickih seskviterpena su spojevi farnezol i nerolidol (slika 7).

HO
T X X =

OH

Slika 7. Farnezol i nerolidol
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Predstavnici monocikli¢kih seskviterpena su bisabolen 1 zinziberen, a biciklickih

kadinen (slika 8).

Slika 8. Zinziberen i1 kadinen

Azuleni su spojevi koji nekim uljima daju intenzivno plavu boju, a pripadaju

bicikli¢kim seskviterpenima.

Najpoznatiji triciklicki seskviterpen je kopaen (slika 9).

L

Slika 9. Kopaen
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

21



Maslina (Olea europaea L.) je biljka koja u Hrvatskoj ima veliki tradicijski i
gospodarski znacaj. Jedna je od glavnih gospodarskih kultura obalnog dijela zemlje i njen
uzgoj usmjeren je ponajprije na proizvodnju maslinovog ulja koje je klju¢na komponenta
,mediteranske prehrane* zahvaljujuci brojnim dokazanim ucincima na zdravlje. Kakogod, u
zadnje vrijeme sve se viSe pozornosti usmjerava na istrazivanje listova masline za koje se

pokazalo da su takoder bogat izvor komponenti s blagotvornim u¢inkom na zdravlje.

U ovom diplomskom radu vrSena je usporedba sastava hlapljivih komponenti
izoliranih iz eteri¢nih ulja i hlapljivih komponenti hidrolata listova masline. Uzorci listova za
istrazivanja su sakupljani u razli¢itim vegetativnim fazama razvoja masline na istom stablu.
Cilj istrazivanja je usporediti kvalitativni i kvantitativni sastav hlapljivih tvari iz listova
masline u razli¢itim vegetativnim fazama, od zimskog razdoblja do faze cvatnje, u razdoblju

od Sest mjeseci.
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3. MATERIJAL I METODE
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3.1. Sakupljanje materijala

Mjesto sakupljanja: Razanac, okolica Zadra. Listovi su sakupljani sa istog stabla masline

jednom mjesecno.
Vrsta masline: Oblica
Vrijeme sakupljanja:

uzorak: 12. 12. 2017.
uzorak: 06. 01. 2018.
uzorak: 03. 02. 2018.
uzorak: 14. 03. 2018.
uzorak: 14. 04. 2018.
uzorak: 14. 05. 2018.

AN e

3.2. Izolacija eteri¢nih ulja

Eteri¢na ulja su iz biljnog materijala izolirana vodenom destilacijom u trajanju od 3
sata, aparaturom po Clevengeru (slika 10). Aparatura se sastoji od: tikvice od 1000 mL,
graduirane cijevi, hladila i kalote. Koristilo se oko 50 g suhog materijala svakog uzorka na
500 mL vode. U graduiranu cijev dodano je 1 2 mL pentana (CsH;», M = 72,15g/mol) kako bi
se smanjio moguci gubitak otopljenih hlapljivih spojeva u vodi. Nakon zavrSetka destilacije,
otopina ulja u pentanu je odijeljena od vode. Prije destilacije odvagana je prazna boc¢ica m;, a
nakon destilacije boCica sa eteri¢nim uljem mj,. Iz razlike masa dobivena je masa eteri¢nog
ulja te je izraCunat maseni udio ulja u biljnom materijalu. Uzorci su se ¢uvali u hermeticki

zatvorenim bocicama u hladnjaku do analize.
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Slika 10. Aparatura po Clevengeru

3.3. GC/MS i GC/FID analiza eteri¢nih ulja

GC/FID analiza radena je na plinskom kromatografu Varian 3900 s plameno
ionizacijskim detektorom FID i kapilarnom kolonom VF-5 ms (30 m x 0,25 mm debljina
sloja adsorbensa 0,25 pum) sa stacionarnom fazom 5%-fenil-95%-dimetilpoliksilanom. Plin
nositelj je vodik, protoka 1,2 mLmin", injekcijski volumen je 1 pL, omjer cijepanja 1:10,

temperatura injekcijskog bloka je 250° C.

GC/ MS analiza radena je na sustavu Varian Saturn 2100 na kapilarnoj koloni VF-5 ms
s istim temperaturnim programom kao i GC. Plin nositelj je helij, s linearnim vektorom 31,5
cm/s, omjerom cijepanja 1:60, ionizacijskom energijom 70 eV, temperaturom 280 °C i

jedinicama mase 40-600 m/z.

Identifikacija je provedena usporedbom masenih spektara nepoznatih tvari s masenim

spektrima iz komercijalne biblioteke masenih spektara (NIST/02, MS library) (41).
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3.4. GC/MS i GC/FID analiza hidrolata

GC/FID analiza radena je na plinskom kromatografu Varian 3900 s plameno
ionizacijskim detektorom FID i kapilarnom kolonom VF-5 ms (30 m x 0,25 mm debljina
sloja adsorbensa 0,25 pum) sa stacionarnom fazom 5%-fenil-95%-dimetilpoliksilanom (slika
11). Plin nositelj je vodik, protoka 1,2 mLmin", injekcijski volumen je 1 uL, bez cijepanja,

temperatura injekcijskog bloka je 250° C.

GC/ MS analiza radena je na sustavu Varian Saturn 2100 na kapilarnoj koloni VF-5 ms
s istim temperaturnim programom kao i1 GC. Plin nositelj je helij, s linearnim vektorom 31,5
cm/s, omjerom cijepanja 1:60, ionizacijskom energijom 70 eV, temperaturom 280 °C i

jedinicama mase 40-600 m/z.

Identifikacija je provedena usporedbom masenih spektara nepoznatih tvari s masenim

spektrima iz komercijalne biblioteke masenih spektara (NIST/02, MS library) (41).

Za svaki analizirani uzorak dobili smo:

— kromatogram ukupne ionske struje

— vrijeme zadrzavanja svake komponente, koja je predstavljena pikom

— udio pojedine komponente izraZzen u postotcima, tj. udio povrsine pika u ukupnoj
povrsini

— naziv spoja\eva Ciji spektar je najsli¢niji spektru nepoznate komponente, slicnosti

spektara koji su usporedivani izraZeni su u postotcima.
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Slika 11. GC/ FID i GC/MS
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4. REZULTATI
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4.1. Sastav etericnih ulja i hidrolata

Izolacija eteri¢nih ulja i hidrolata iz listova osuSene biljne vrste Olea europaea L.
provedena je vodenom destilacijom u aparaturi po Clevenger-u. Dobiveni uzorci analizirani
su sustavom plinske kromatografije — masene spektrometrije (GC/MS analiza) i plameno

ionizacijskom kromatografijom (FID).

1. Uzorak

Datum sakupljanja: 12. 12. 2017.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 11 spojeva koji
predstavljaju 78.3% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od
0.1%. Spojevi zastupljeni u najve¢em postotku su S-ionon (20.4%), palmitinska kiselina

(19.9%) 1 a-ionon (18.5%) (tablica 1).

Sastav hidrolata:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 18 spojeva koji
predstavljaju 75.7% sveukupnog hidrolata.

Spojevi zastupljeni u najve¢em postotku su S-ionon (15.9%), miristicin (10.3%) i a-ionon

(8.7%).
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Tablica 1". Fitokemijski sastav (%) eteri¢nog ulja i hidrolata (uzorak 1) listova vrste Olea europaea L.

Komponente Kl % (ulje) % (hidrolat) Identifikacija
VE-5MS

o-Pinen 935 - 6.2 RI, MS, Co-GC
S-Thujon 1121 - 7.1 RI, MS
Borneol 1176 - 1.2 RI, MS
Terpinen-4-ol 1184 - 0.7 RI, MS
Mirtenol 1197 - 1.4 RI, MS
y-Terpineol 1200 - 3.6 RI, MS
S-Kariofilen 1424 0.3 - RI, MS, Co-GC
a-lonon 1427 18.5 8.7 RI, MS
S —Kopaen 1429 2.9 - RI, MS
(Z2)-p-Farnesen 1454 - 1.2 RI, MS
a-Humulen 1456 - 0.7 RI, MS
allo-Aromadendren 1465 5 - RI, MS
Germakren D 1481 0.3 - RI, MS
[S-Ionon 1487 20.4 159 RI, MS
Miristicin 1520 - 10.3 RI, MS
Spatulenol 1577 - 0.4 RI, MS
Kariofilen oksid 1581 - 1.9 RI, MS, Co-GC
a-Kadinol 1655 0.6 - RI, MS
Palmitinska kiselina 1959 19.9 2.7 RI, MS
Heneikosan 2100 0.2 - RI, MS, Co-GC
Oleinska kiselina 2139 3.6 6.9 RI, MS
Dokosan 2200 6.6 4.8 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 - 0.4 RI, MS, Co-GC
Tetrakosan 2400 - 0.6 RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 78.3 75.7
Iskoristenje (%) 0.1

RI = VE-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema nasoj bazi podataka; MS =
identificirani spojevi prema NISTO02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - =
nije pronadeno.
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2. uzorak

Datum sakupljanja: 06. 01. 2018.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 27 spojeva koji
predstavljaju 88.8% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od
0.1%. Spojevi zastupljeni u najve¢em postotku su germakren D (31.2%) 1 miristicin

(21.8%) (tablica 2).

Sastav hidrolata:
GC/MS analizom koristenom u ovom radu identificirano je 13 spojeva koji
predstavljaju 76.5% sveukupnog hidrolata.

Spojevi zastupljeni u najvec¢em postotku su S-ionon (40.3%) i n-dekanol (18.6%).
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Tablica 2. Fitokemijski sastav etericnog ulja 1 hidrolata (uzorak 2) listova vrste Olea europaea L.

Komponente Kl % (ulje) (%) hidrolat Identifikacija
VE-5MS

a-Pinen 935 0.3 2.6 RI, MS, Co-GC
n-Dekanal 1201 - 39 RI, MS
n-Dekanol 1266 0.9 18.6 RI, MS
S-Elemen 1336 0.6 - RI, MS
Eugenol 1370 0.3 - RI, MS, Co-GC
S-Kariofilen 1424 2.8 - RI, MS, Co-GC
a-Ionon 1427 0.6 - RI, MS
S —Kopaen 1429 3.2 - RI, MS
(Z2)-p-Farnesen 1454 0.2 - RI, MS
a-Humulen 1456 0.7 - RI, MS
allo-Aromadendren 1465 2.9 0.3 RI, MS
Germakren D 1481 31.2 4.7 RI, MS
fS-Ionon 1487 2.1 40.3 RI, MS
f-Bisabolen 1494 0.6 - RI, MS
o-Kadinen 1517 0.7 - RI, MS
Miristicin 1520 21.8 1.1 RI, MS
Spatulenol 1577 0.3 - RI, MS
Kariofilen oksid 1581 0.9 - RI, MS, Co-GC
o-Kadinol 1655 0.7 - RI, MS
Palmitinska kiselina 1959 0.9 - RI, MS
Heneikosan 2100 0.2 - RI, MS, Co-GC
Oleinska kiselina 2139 6.7 2.6 RI, MS
Dokosan 2200 4.5 0.6 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 0.1 0.3 RI, MS, Co-GC
Tetrakosan 2400 0.4 0.6 RI, MS, Co-GC
Pentakosan 2500 1.5 0.4 RI, MS, Co-GC
Heksakosan 2600 2.9 0.5 RI, MS, Co-GC
Heptakosan 2700 0.8 - RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 88.8 76.5
Iskoristenje (%) 0.1

‘RI = VF-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema nasoj bazi podataka; MS =
identificirani spojevi prema NIST02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - =
nije pronadeno.
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3. uzorak

Datum sakupljanja: 03. 02. 2018.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 28 spojeva koji
predstavljaju 88.4% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od
0.1%.

Najzastupljeniji spojevi su endo-fenhil acetat (12.7%) i linalil acetat (11.2%) (tablica
3).

Sastav hidrolata:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 11 spojeva koji

predstavljaju 77.6% sveukupnog hidrolata.

Najzastupljeniji spoj je B-ionon (42.8%).
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Tablica 3". Sastav eteri¢nog ulja i hidrolata (uzorak 3) listova vrste Olea europaea L.

Komponente RI(VE-5MS) % (ulje) % (hidrolat) Identifikacija
a-Pinen 935 - 13 RI, MS, Co-GC
Linalol 1099 9.3 - RI, MS, Co-GC
n-Nonanal 1100 - 1.2 RI, MS
p-Thujon 1121 0.2 - RI, MS
(E,Z)-2,6- Nonadienal 1150 - 33
Borneol 1176 0.1 - RI, MS
Terpinen-4-ol 1184 03 - RI, MS
Mirtenol 1197 - 0.3 RL MS
v-Terpineol 1200 - RI, MS
endo-Fenhil acetat 1218 12.7 2.7 RI, MS
Linalil acetat 1252 11.2 9.6 RI, MS
a-Kubeben 1345 10.5 - RL MS
-Kubeben 1387 1.3 - RIL, MS, Co-GC
p-Kariofilen 1424 1.8 - RIL, MS, Co-GC
f —Kopaen 1429 22 - RI, MS
oa-Humulen 1456 0.7 - RI, MS
allo-Aromadendren 1465 1.4 - RI, MS
Germakren D 1481 4.7 - RI, MS
f-lonon 1487 1.2 42.8 RI, MS
[-Bisabolen 1494 0.6 - RI, MS
J-Kadinen 1517 0.7 - RI, MS
Miristicin 1520 1.1 33 RI, MS
Spatulenol 1577 0.3 - RI, MS
Kariofilen oksid 1581 09 - RI, MS, Co-GC
Palmitinska kiselina 1959 29 0.2 RI, MS
Heneikosan 2100 0.2 - RI, MS, Co-GC
Oleinska kiselina 2139 54 12.5 RI, MS
Dokosan 2200 7 32 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 0.1 - RI, MS, Co-GC
Tetrakosan 2400 3.4 - RI, MS, Co-GC
Pentakosan 2500 1.5 - RI, MS, Co-GC
Heksakosan 2600 2.9 - RI, MS, Co-GC
Heptakosan 2700 3.8 - RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 88.4 77.6
Iskoristenje (%) 0.1

‘RI= VF-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema naSoj bazi podataka; MS = identificirani spojevi
prema NISTO02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - = nije pronadeno.
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4. uzorak

Datum sakupljanja: 14. 03. 2018.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 14 spojeva koji
predstavljaju 95.5% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od
0.04%.

Spojevi zastupljeni u najve¢em postotku su dokosan (40.1%) i allo-aromadendren

(23.9%) (tablica 4).

Sastav hidrolata:

GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 12 spojeva koji
predstavljaju 76.6% sveukupnog hidrolata.

Spoj zastupljen u najvecem postotku je biciklogermakren (39.5%).
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Tablica 4". Fitokemijski sastav eteri¢nog ulja i hidrolata (uzorak 4) listova vrste Olea europaea L.

Komponente Kl % (ulje) % (hidrolat) Identifikacija
VE-5MS

o-Pinen 935 - 1.7 RI, MS, Co-GC
Z(2)-Nonenol 1162 - 3.7 RI, MS
3-Dekanon 1185 - 5.1 RI, MS
Linalil acetat 1252 - 9.9 RI, MS
Eugenol 1370 0.9 - RI, MS, Co-GC
f-Kariofilen 1424 10.4 1.2 RI, MS, Co-GC
a-lonon 1427 1.5 0.6 RI, MS
a-Humulen 1456 0.7 - RI, MS
allo-Aromadendren 1465 23.9 - RI, MS
Germakren D 1481 0.2 - RI, MS
fS-Ionon 1487 2.1 0.3 RI, MS
Biciklogermakren 1500 - 39.5 RI, MS
Miristicin 1520 1.1 0.2 RI, MS
Palmitinska kiselina 1959 1.1 - RI, MS
Oleinska kiselina 2139 10.9 11.1 RI, MS
Dokosan 2200 40.1 3.1 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 0.5 - RI, MS, Co-GC
Tetrakosan 2400 1.2 - RI, MS, Co-GC
Heptakosan 2700 0.9 0.2 RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 95.5 76.6
Iskoristenje (%) 0.04

‘RI = VF-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema naSoj bazi podataka; MS =
identificirani spojevi prema NIST02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - =
nije pronadeno.
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5. uzorak

Datum sakupljanja: 14. 04. 2018.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koristenom u ovom radu identificirano je 15 spojeva koji
predstavljaju 88% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od 0.2%.
Spoj prisutan u najvec¢em postotku je n-dodekanol (30.6%) (tablica 5).

Sastav hidrolata:
GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 19 spojeva koji
predstavljaju 80.5% sveukupnog hidrolata.

Spojevi prisutni u najveéem postotku su B-ionon (25.3%) i miristicin (11.7%).
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Tablica 5. Fitokemijski sastav eteri¢nog ulja 1 hidrolata (uzorak 5) listova vrste Olea europaea L.

Komponente Kl % (ulje) % (hidrolat) Identifikacija
VE-5MS

o-Pinen 935 - 7.2 RI, MS, Co-GC
Linalol 1099 - 0.9 RI, MS, Co-GC
Mirtenol 1197 - 1.1 RI, MS
y-Terpineol 1200 - 0.6 RI, MS
S-Elemen 1336 0.6 - RI, MS
a-Kopaen 1374 13.7 3.5 RI, MS, Co-GC
S-Kariofilen 1424 1.2 - RI, MS, Co-GC
a-lonon 1427 0.7 9 RI, MS
S —Kopaen 1429 2.3 0.8 RI, MS
a-Humulen 1456 1.1 4.5 RI, MS
allo-Aromadendren 1465 3.7 - RI, MS
n-Dodekanol 1469 30.6 - RI, MS
fS-Ionon 1487 3.2 25.3 RI, MS
f-Bisabolen 1494 - 0.7 RI, MS
o0-Kadinen 1517 - 1.2 RI, MS
Miristicin 1520 2.9 11.7 RI, MS
Kariofilen oksid 1581 - 0.6 RI, MS, Co-GC
Palmitinska kiselina 1959 0.7 7.6 RI, MS
Heneikosan 2100 - 0.3 RI, MS, Co-GC
Oleinska kiselina 2139 8.9 2.3 RI, MS
Dokosan 2200 13.4 1.1 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 0.4 0.9 RI, MS, Co-GC
Tetrakosan 2400 4.6 1.2 RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 88 80.5
Iskoristenje (%) 0.2

‘RI = VF-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema nasoj bazi podataka; MS =
identificirani spojevi prema NIST02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - =
nije pronadeno.
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6. uzorak

Datum sakupljanja: 14. 05. 2018.

Sastav eteri¢nog ulja:

GC/MS analizom koristenom u ovom radu identificirano je 30 spojeva koji
predstavljaju 75.3% sveukupnog ulja s postotkom ulja u 50 g suhog materijala od
0.08%.

Spojevi prisutni u najve¢em postotku su kariofilen oksid (17.1%) i heptakosan

(11.3%) (tablica 6).

Sastav hidrolata:
GC/MS analizom koriStenom u ovom radu identificirano je 15 spojeva koji
predstavljaju 85.1% sveukupnog hidrolata.

Spoj prisutan u najvecem postotku je miristicin (35%).
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Tablica 6 . Fitokemijski sastav eteri¢nog ulja i hidrolata (uzorak 6) listova vrste Olea europaea L.

Komponente RI (VE-5MS) % (ulje) % (hidrolat) Identifikacija
a-Tujen 924 0.6 - RI, MS
o-Pinen 935 0.3 2.6 RI, MS, Co-GC
Mircen 988 0.7 0.2 RI, MS
Linalol 1099 0.8 - RI MS, Co-GC
p-Thujon 1121 0.2 - RI, MS
Borneol 1176 0.7 - RI, MS
Terpinen-4-ol 1184 0.3 - RI, MS
Mirtenol 1197 - 0.7 RI, MS
v-Terpineol 1200 - 2.1 RI, MS
S-Elemen 1336 1.6 8.1 RI, MS
Eugenol 1370 1.3 7.4 RI, MS, Co-GC
[-Kariofilen 1424 2.8 - RI, MS, Co-GC
a-Ionon 1427 - 3.2 RI, MS
S —Kopaen 1429 0.2 - RI, MS
(Z)-p-Farnesen 1454 0.2 - RI, MS
a-Humulen 1456 0.7 - RI, MS
allo-Aromadendren 1465 29 - RI, MS
Germakren D 1481 0.4 - RI, MS
fS-lonon 1487 52 19.9 RI, MS
f-Bisabolen 1494 0.6 - RI, MS
J-Kadinen 1517 0.7 - RI, MS
Miristicin 1520 1.1 35 RI, MS
Spatulenol 1577 0.3 0.4 RI, MS
Kariofilen oksid 1581 17.1 0.9 RI, MS, Co-GC
a-Kadinol 1655 2.4 1.2 RI, MS
Palmitinska kiselina 1959 3.2 1.9 RI, MS
Heneikosan 2100 0.2 - RI, MS, Co-GC
Oleinska kiselina 2139 8.1 1.1 RI, MS
Dokosan 2200 52 0.4 RI, MS, Co-GC
Trikosan 2300 0.1 - RI, MS, Co-GC
Pentakosan 2500 1.5 - RI, MS, Co-GC
Heksakosan 2600 4.6 - RI, MS, Co-GC
Heptakosan 2700 11.3 - RI, MS, Co-GC
Totalno identificirano (%) 75.3 85.1
Iskoristenje (%) 0.08

‘RI = VF-5MS, RI identifikacija prema literaturi (Adams, 2007) i/ili prema nasoj bazi podataka; MS =
identificirani spojevi prema NIST02 i Wiley 7 bazi podataka; S = identifikacija pomocu referentnih spojeva, - =
nije pronadeno
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5. RASPRAVA
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List masline, iako nusproizvod u procesu branja i obrade maslina, bogat je izvor
vaznih bioaktivnih komponenti. Kvantitativni 1 kvalitativni sastav liS¢a varira u ovisnosti o
razli¢itim ¢imbenicima, a neki od njih su vrsta masline, podrijetlo, klimatski uvjeti te stupanj
zrelosti liS¢a (14). Sastav 1 udio etericnog ulja u biljkama mijenja se i ovisno o razvojnom
stadiju biljne vrste, 1 to zbog razli¢ite aktivnosti biljnih enzima koji sudjeluju u biosintezi
hlapljivih spojeva (42). 1z naSih uzoraka eteri¢nih ulja i hidrolata smo u razli¢itim razvojnim

fazama masline, u Sestomjese¢nom razdoblju, izolirali razli¢ite spojeve.

U literaturi postoji mali broj informacija o kemijskom sastavu eteri¢nog ulja vrste

Olea europaea L.

U prvom uzorku sakupljenom 12. 12. 2017. godine najzastupljeniji metaboliti u
etericnom ulju bili su S-ionon (20.4%), palmitinska kiselina (19.9%) i1 a-ionon (18.5%), a u

hidrolatu S-ionon (15.9%), miristicin (10.3%) 1 a-ionon (8.7%) (tablica 1).

Iononi 1 njihovi derivati su spojevi Siroko rasprostranjeni u prirodi. Vazne su
komponente mnogih vrsta etericnih ulja 1 nastaju iz karotenoida slozenim enzimatskim
procesima (43). B-ionon je metabolit najviSe prisutan u nasim uzorcima. Spoj je iz skupine
apokarotenoida te je prisutan u plodovima i cvjetovima mnogih biljaka. U prirodi se dobiva
specificnim cijepanjem beta karotena, reakcijom koju katalizira enzim CCD1 koji cijepa
dvostruke veze. Medu razli¢itim spojevima apokarotenoida, B-ionon se odlikuje snaznom
aromom zbog Cega se koristi u prehrambenoj 1 kozmeti¢koj industriji, a takoder je klju¢ni
intermedijer u sintezi vitamina A, E i K (44). Drugi kvantitativno najzastupljeniji metabolit u
prvom uzorku etericnog ulja (19.9%) je palmitinska kiselina. Palmitinska kiselina je zasi¢ena
masna kiselina koju najces¢e pronalazimo u biljkama, Zivotinjama i mikroorganizmima (45).
Jedna je od glavnih masnih kiselina koja tvori gotovo sve prirodne lipide. I u eukariotima i
prokariotima formira razliite klase lipida koji sluze kao lipidna pozadina masti 1 ulja za
pohranu, kao hidrofobni matriks stani¢nih membrana ili kao komponenta kutikularnih
voskova 1 polimera. Stanica koristi palmitinsku kiselinu za regulaciju svog funkcionalnog

stanja tako $to mijenja fluidnost membrane ovisno o uvjetima okoline (46).

U prvom uzorku hidrolata nakon B-ionona drugi kvantitativno najzastupljeniji spoj je
miristicin (10.3%). Miristicin ili metoksisafrol je fenil propanoid prisutan u mnogim eteri¢nim

uljima. Pripada benzodioksolima, skupini organskih tvari koja sadrzi benzenski prsten
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povezan sa izomerima dioksola. Prirodni je insekticid i1 akaricid s moguc¢im neurotoksi¢nim
ucincima na dopaminergi¢ne neurone, ali pri velikim dozama (47). Miristicin djeluje na 5-HT
receptore u mozgu i pokazano je da posjeduje hipotenzivni, sedativni, antidepresivni,
anestetski 1 halucinogeni uc¢inak. Velike doze opcenito dovode do hiperekscitabilnosti te do
depresije srediSnjeg zivCanog sustava (48). Miristicin posjeduje Sirok spektar bioloskih
Sadrzaj u biljnim organima mu varira ovisno o uvjetima uzgoja i skladistenja biljke (50).
Miristicin je uz germakren D najzastupljeniji spoj naSeg drugog uzorka eteri¢nog ulja
prikupljenog 06. 01. 2018. godine. Germakren D je prisutan u koli¢ini od od 31.2%, a
miristicin u koli¢ini od 21.8%. Najzastupljeniji sastojci istog uzorka hidrolata su fS-ionon

(40.3%) 1 n-dekanol (18.6%) (tablica 2).

Germakreni su gorki seskviterpeni koji posjeduju antimikrobna i insekticidna svojstva,
a proizvodi ih velik broj biljaka. Postoji 4 tipa germakrena, od kojih ve¢ina moze postojati u
obliku enantiomera. Jedan od njih je 1 germakren D, seskviterpen koji vrlo selektivno djeluje
na neurone kukaca i koji se znacajno istiCe medu nizom sli¢nih spojeva (51). Opcenito je
zapazeno da etericna ulja koja sadrze germakren D u visokim koncentracijama obi¢no sadrze i
seskviterpene tipa kadinana i murolana te se smatra da je germakren D biogenetski prekursor
velikog broja razlicitih seskviterpena. Biilow 1 Konig su pokazali da germakren D podlijeze
kiseloj kataliti¢koj ciklizaciji kojom nastaju seskviterpeni kadinana, murolana i amorfana.
Stovise, smatra se da do preslagivanja u skeletu dolazi i tijekom hidrodestilacije kojom se
izoliraju eteri¢na ulja (52). U naSem uzorku smo uz germakren D izolirali 1 derivate kadinana,
o-kadinen (0.7%) i a-kadinol (0.7%). Jedan od metabolita iz ove skupine je i
biciklogermakren kojeg smo izolirali iz jednog od uzoraka hidrolata. U ovom uzorku hidrolata
najbrojniji spoj je n-dekanol (18.6%) koji je ravnolanCani masni alkohol sa deset ugljikovih

atoma.

Najzastupljeniji metaboliti u tre¢em uzorku eteri€nog ulja prikupljenom 03. 02. 2018.
bili su endo-fenhil acetat (12.7%) i linalil acetat (11.2%), a u uzorku hidrolata B-ionon

(42.8%) (tablica 3).

Linalil acetat je racemat koji sadrzi ekvimolarne koli¢ine (R) i (S)-linalil acetata.
Glavna je komponenta etericnih ulja bergamota i lavande, a koristi se kao agens okusa te

posjeduje antimikrobna svojstva.
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Najzastupljeniji metabolit u ¢etvrtom uzorku etericnog ulja prikupljenom 14. 03. 2018.
je dokosan, metabolit iz skupine aciklickih alkana (40.1 %), a u uzorku hidrolata
biciklogermakren (39.5 %) (tablica 4), spoj iz skupine germakrena spomenutih ranije.
U petom uzorku eteri¢nog ulja prikupljenom 14. 04. 2018. najbrojniji spoj je n-dodekanol
(30.6%), masni alkohol sa 12 ugljikovih atoma (53), a u uzorku hidrolata B-ionon (25.3%) i
miristicin (11.7%) (tablica 5).

Kariofilen oksid je spoj iz skupine biciklickih seskviterpena. Predstavlja najbrojniji
spoj (17.1%) (tablica 6) u Sestom uzorku etericnog ulja prikupljenom 14. 05. 2018. B-
kariofilen oksid pronalazimo u eteri¢énim ulja raznih biljaka koje se koriste u medicinske svrhe
te u mnogim jestivim biljkama, a koristi se 1 kao agens okusa. Ima strukturu epoksida, koji su
inacCe nestabilni spojevi te mogu formirati kovalentne adukte sa stani¢nim makromolekulama
(54). Spoj je nisko topljiv u vodi te vodeni mediji kao Sto su bioloske tekucine sprjecavaju
njegovu apsorpciju na stanicu. Kakogod, pokazalo se da kariofilen oksid ulazi u interakciju s
umjetnim lipidnim dvoslojem §to snazno sugerira njegov visoki afinitet prema stani¢noj

membrani (55). Najbrojniji spoj iz istog uzorka hidrolata je miristicin (35%).

Usporedujuc¢i medusobno nasih 6 uzoraka listova (u kojima smo gledali pojavljuje li se
metabolit ili u et. ulju ili hidrolatu svakog od uzoraka) metaboliti koji se ponavljaju u svim
uzorcima su: [-ionon, miristicin, o-pinen, B-kariofilen, o-humulen, allo-aromadendren,

palmitinska kiselina, oleinska kiselina, dokosan, trikosan i tetrakosan.

a-pinen, B-kariofilen, a-humulen i allo-aromadendren su spojevi iz skupine terpena. o-
pinen je bicikli¢ki monoterpen, jedan od dva izomera pinena. Alken je koji sadrzi reaktivni
cetveroClani prsten. Nalazi se u eteri¢nim uljima mnogih vrsta crnogori¢nih stabala, a
posebice borova. Pokusi sa sintetickim standardima (+) 1 (-) enantiomera o-pinena pokazali su
njihove razli¢ite bioloSke ucinke. Razli¢it sastav enantiomera a-pinena direktno ili indirektno
moze biti razlog razli¢ite bioaktivnosti putem sinergistickog ili antagonisti¢kog ucinka sa
drugim sastojcima etericnog ulja (56). a-pinen djeluje insekticidno, spazmoliticki,
antikolinergi¢no, a pokazalo se 1 da posjeduje antistresni potencijal. Takoder je poznat 1 po

svojoj antioksidativnoj aktivnosti (57).

3-kariofilen je biciklicki seskviterpen koji se nalazi u mnogim vrstama eteri¢nih ulja.
Cesto se nalazi u kombinaciji sa izokariofilenom i a-humulenom, koji je izomer B-kariofilena
sa otvorenim prstenom. a-humulen je pronaden sa B-kariofilenom u svim nasim uzorcima. §3-

kariofilen je karakteristiCan po tome $to u svojoj strukturi ima i ciklobutanski prsten i trans-
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dvostruku vezu u deveteroClanom prstenu, Sto su rijetkosti u prirodi (58). Posjeduje
antimikrobna, antiinflamatorna, antioksidativna i antikancerogena svojstva, a takoder
poboljsava penetraciju kroz kozu (59). Kao i B-kariofilen, i njegov izomer a-humulen
posjeduje snaznu antiinflamatornu aktivnost, kako topi¢ku tako 1 sistemsku, a osim toga

djeluje 1 analgetski te ima antineoplasti¢ni uc¢inak (60).

Oleinska kiselina je najviSe rasprostranjena nezasi¢ena masna kiselina u prirodi.
Pripada omega-9 masnim kiselinama i prisutna je u gotovo svim lipidima. Glavna je masna
kiselina prisutna u maslinovom ulju koje se dobiva iz zrelih plodova masline, ali je prisutna i
u veéini drugih jestivih ulja (61). Oleinska kiselina nastaje u plastidima desaturacijom
stearinske kiseline, koja nastaje iz palmitinske kiseline, a dalje se moze konvertirati u linolnu i
linolensku kiselinu (62). Palmitinska kiselina je uz oleinsku kiselinu identificirana u svim

nas$im uzorcima.

Dokosan, trikosan i tetrakosan su ravnolancani alkani od kojih dokosan sadrzi 22

ugljikova atoma, trikosan 23 a tetrakosan 24.

Vazni specijalizirani metaboliti spomenuti u ovom radu su i fenolni spojevi, od kojih
je najvazniji oleuropein. Oleuropein je spoj koji se iz listova masline izolira na drugaciji nacin
od vodene destilacije kojom smo izolirali eteri¢na ulja 1 hidrolate. Oleuropein je glikozid koji
se kiselom ili enzimskom hidrolizom razgraduje na elenolnu kiselinu 1 glukozu. Najcesce
koriStena metoda izolacije fenolnih spojeva iz listova masline prihvacena od vecine
istrazivaca je ekstrakcija otapalom. Jo§ neke od metoda su ultrazvucna ekstrakcija, ekstrakcija

mikrovalovima te superkriti¢na fluidna ekstrakcija (63).

Ovim diplomskim radom smo wukazali na vaZnost razliCitih tehnika izolacije
specijaliziranih metabolita pri ¢emu se identificiraju i razli¢ite skupine aktivnih komponenti
vaznih za farmakoloSku primjenu. Analizom hidrolata, koji se ¢esto odbacuju nakon procesa
vodene destilacije ljekovitih biljaka, dokazujemo da se i u vodenom dijelu izdvajaju aktivne
komponente pa bi se buduca istrazivanja mogla temeljiti na analizi bioloSkog djelovanja, kako

eteri¢nih ulja lista masline, tako i hidrolata nastalih procesom izolacije ulja.
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6. ZAKLJUCCI
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U okviru ovog diplomskog rada ispitivan je kemijski sastav eteri¢nih ulja i hidrolata
listova masline koji su sakupljani jednom mjese¢no u razdoblju od 12.12.2017. do
14.06.2018. godine sa istog stabla masline. Usporedbom njihovog sastava utvrdeno je da se
od zimskog razdoblja do faze cvatnje masline u listovima pojavljuju razli¢iti metaboliti.
Metaboliti koji se pojavljuju u svim uzorcima su a-pinen, B-kariofilen, a-humulen, allo-

aromadendren, palmitinska kiselina, oleinska kiselina, dokosan, trikosan i tetrakosan.

GC/MS analizom prvog uzorka eteri¢nog ulja sakupljenog 12.12.2017. identificirano
je 11 spojeva od kojih je u najveéem postotku prisutan B-ionon (20.4%). Analizom hidrolata

identificirano je 18 spojeva, a spoj prisutan u najvec¢em postotku je takoder B-ionon (15.9%).

GC/MS analizom drugog uzorka eteri¢nog ulja sakupljenog 06.01.2018. identificirano
je 27 spojeva, a spoj prisutan u najve¢em postotku je germakren D (31.2%). Analizom

hidrolata identificirano je 13 spojeva, a spoj prisutan u najvec¢em postotku je B-ionon (40.3%).

GC/MS analizom tre¢eg uzorka eteri€nog ulja sakupljenog 03.02.2018. identificirano
je 28 spojeva, a spoj prisutan u najve¢em postotku je endo-fenhil acetat (12.7%). Analizom

hidrolata identificirano je 11 spojeva, a najzastupljeniji spoj je B-ionon (42.8%).

GC/MS  analizom cetvrtog uzorka etericnog wulja sakupljenog 14.03.2018.
identificirano je 14 spojeva od kojih je u najveéem postotku prisutan dokosan (40.1%).
Analizom hidrolata identificirano je 12 spojeva, a najzastupljeniji spoj je biciklogermakren

(39.5%).

GC/MS analizom petog uzorka eteri¢nog ulja sakupljenog 14.04.2018. identificirano
je 15 spojeva od kojih je u najve¢em postotku prisutan n-dodekanol (30.6%). Analizom

hidrolata identificirano je 19 spojeva, a najzastupljeniji spoj je B-ionon (25.3%),

GC/MS analizom Sestog uzorka etericnog ulja sakupljenog 14.05.2018. identificirano
je 30 spojeva od kojih je u najve¢em postotku prisutan kariofilen oksid (17.1%). Analizom

hidrolata identificirano je 15 spojeva, a najzastupljeniji spoj je miristicin (35%).
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Maslina (Olea europaea L.) je jedna od glavnih poljoprivrednih kultura mediteranskog
podrucja. Uzgaja se ponajprije zbog maslinovog ulja koje je poznato po brojnim pozitivnim
ucincima na zdravlje, no otkriveno je da je i liS¢e masline takoder bogat izvor komponenti s
farmakoloskim u¢inkom. Tvari koje imaju najve¢i u€inak na zdravlje su fenolni spojevi, kojih
u listovima masline ima u vecoj koli¢ini nego u plodu masline. U ovom radu smo usporedivali
kvalitativni i kvantitativni sastav hlapljivih komponenti listova masline u razli¢itim razvojnim
fazama masline, u razdoblju od 6 mjeseci. Vodenom destilacijom u aparaturi po Clevengeru
smo iz nekoliko uzoraka listova masline izolirali eteri¢na ulja i hidrolate te ih identificirali
GC/MS analizom. Ovisno o vremenu branja izolirali smo razli¢ite metabolite. U uzorcima
eteri¢nih ulja najzastupljeniji spojevi su se kvalitativno i kvantitativno mijenjali od prvog do
zadnjeg uzorka: u prvom uzorku najzastupljeniji spoj je bio B-ionon (20.4%) medu 11
izoliranih spojeva, u drugom germakren D (31.2%) od 27 izoliranih spojeva, u treCem endo-
fenhil acetat (12.7%) od 28 izoliranih spojeva, u Cetvrtom dokosan (40.1%) od 14 izoliranih
spojeva, u petom n-dodekanol (30.6%) od 15 izoliranih spojeva i u Sestom kariofilen oksid
(17.1%) od 30 izoliranih spojeva. U uzorcima hidrolata najzastupljeniji spoj u vec¢ini uzoraka
bio je B-ionon: u prvom uzorku u koli¢ini od 15.9% medu 18 izoliranih spojeva, u drugom
uzorku u koli¢ini od 40.3% medu 13 izoliranih spojeva, u tre¢em uzorku u kolicini od 42.8%
medu 11 izoliranih spojeva; u ¢etvrtom uzorku najzastupljeniji spoj bio je biciklogermakren
(39.5%) medu 12 izoliranih spojeva, u petom B-ionon (25.3%) medu 19 izoliranih spojeva i u
Sestom najzastupljeniji je bio miristicin (35%) medu 15 izoliranih spojeva. Spojevi koje smo
izolirali u svim uzorcima listova, ili u etericnom ulju ili hidrolatu su: a-pinen, B-kariofilen, a-
humulen, allo-aromadendren, B-ionon, miristicin, palmitinska kiselina, oleinska kiselina te

dokosan, trikosan i tetrakosan.
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Olive (Olea europaea L.) is one of the main agricultural crops of the Mediterranean
area. It is cultivated primarily for olive oil which is known for it’s many positive effects on
health, but it has been discovered that olive leaves are also a rich source of components with a
pharmacological effect. Substances that have the greatest effect on health are phenolic
compounds, which in olive leaves are found in much greater quantity than in olive fruit. In
this paper we were comparing the qualitative and quantitative composition of volatile
components of olive leaves in different life stages of olive, in a period of 6 months. By
aqueous distillation in Clevenger's apparatus, we isolated essential oils and hydrolates from
several olive leaf samples and identified them by GC / MS analysis. Depending on the time of
harvest we isolated different metabolites. In the samples of essential oils the most common
compounds varied qualitatively and quantitatively from the first to the last sample: in first
sample the most common compound was -ionone (20.4%) among 11 isolated compounds, in
second sample germacrene D (31.2%) of 27 isolated compounds, in third endo-fenchyl acetate
(12.7%) of 28 isolated compounds, in fourth docosane (40.1%) of 14 isolated compounds, in
fifth n-dodecanol (30.6%) of 15 isolated compounds and in sixth caryophyllene oxide (17.1%)
of 30 isolated compounds. In hydrolate samples, the most common compound in most of the
samples was B-ionone: in first sample in the amount of 15.9% among 18 isolated compounds,
in second sample in the amount of 40.3% among the 13 isolated compounds, in third sample
in the amount of 42.8% among 11 isolated compounds; in fourth sample the most common
compound was bicyclogermacrene (39.5%) among 12 isolated compounds, in fifth 3-ionone
(25.3%) among 19 isolated compounds and in sixth the most representative was myristicin
(35%) among 15 isolated compounds. The compounds that we isolated from all leaf samples,
either from essential oil or hydrolate are: a-pinene, B-caryophyllene, a-humulene, allo-
aromadendrene, B-ionone, myristicin, palmitic acid, oleic acid and docosane, tricosane and

tetracosane.
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Slika 19. Kromatogram ukupne ionske struje za hidrolat (uzorak 4) vrste Olea europaea L. na

koloni VF-5 MS.
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Slika 20. Kromatogram ukupne ionske struje za eteri¢no ulje (uzorak 5) vrste Olea europaea

L. na koloni VF-5 MS.
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Slika 21. Kromatogram ukupne ionske struje za hidrolat (uzorak 5) vrste Olea europaea L. na
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Slika 22. Kromatogram ukupne ionske struje za etericno ulje (uzorak 6) vrste Olea europaea

L. na koloni VF-5 MS.
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Slika 23. Kromatogram ukupne ionske struje za hidrolat (uzorak 6) vrste Olea europaea L. na

koloni VF-5 MS.
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