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Sazetak

Kljucne rijeci

Polifenolni spojevi, zaostali u komini koja je nusproizvod u proizvodnji maslinova ulja, antioksidansi su koji imaju pozitivan uci-
nak na ljudsko zdravlje. Za izdvajanje polifenola sve ¢esce se primjenjuju prirodna eutekticka otapala koje karakterizira netok-
sicnost, biorazgradljivost, nezapaljivost te niska cijena. U ovom radu upotrijebljeno je prirodno niskotemperaturno eutekticko
otapalo (NADES) pripravljeno od triju komponenti: DL-jabucne kiseline, D-fruktoze i glicerola (MaFruGly) s razli¢itim udjelima
vode koji omogucavaju uspjesnu ekstrakciju polifenola. Odredena je optimalna metoda ekstrakcije, a nakon provedene ek-
strakcije, ekstrakti su podvrgnuti mikrobioloskoj analizi te je pracena stabilnost izdvojenih polifenola. Istrazivanje je pokazalo
da su najuspjesnije metode za ekstrakciju polifenola mikrovalno ultrazvucna te ekstrakcija ultrazvuénom sondom, a NADES s
30 % vode optimalno otapalo za odrzavanje stabilnosti polifenola.

Ekstrakcija, polifenoli, prirodna niskotemperaturna eutekticka otapala, stabilnost polifenola

1. Uvod

Bioaktivne spojeve kao $to su sekundarni metaboliti te ra-
zni antioksidansi pronalazimo u biljkama koje ih u velikim
koli¢cinama proizvode procesom fotosinteze. Ti prirodni
antioksidansi poput polifenola imaju sposobnost sprjeca-
vanja mnogih bolesti, usporavaju starenje, imaju pozitiv-
ne ucinke na degenerativne i kardiovaskularne bolesti te
smanjuju ostecenja na stanicama uzrokovana djelovanjem
slobodnih radikala i oksidativnim stresom."? Mnogi tradici-
onalno upotrijebljeni prirodni antioksidansi iz ¢ajeva, vina,
voca i povrca te ljekovitog bilja ve¢ se rabe kao aditivi ili
kao nutrijenti.>* Maslinova komina i lis¢e te otpadna voda
vrijedni su izvori antioksidativnih polifenola koji nastaju u
velikim kolicinama u procesu proizvodnje maslinova ulja.
S druge strane, ti isti nusproizvodi imaju negativan ucinak
na okoli§ zbog potencijalno fitotoksicnog djelovanja. lako
se otpad nastao nakon proizvodnje maslinova ulja moze
rabiti kao energent za proizvodnju toplinske energije spa-
liivanjem komine, kao gnojivo, herbicid ili pesticid, kao
hrana za Zivotinje, u proizvodnji razlicitih proizvoda (al-
kohola, biosurfaktanata, biopolimera, aktivnog ugljena) te
za ekstrakciju organskih spojeva (pektina, fenola itd), jos
uvijek je velik problem pri zbrinjavanju.>®

U posljednje vrijeme sve veca upotreba bioaktivnih spo-
jeva u farmaceutskoj, prehrambenoj i kemijskoj industri-
ji iziskuje pronalazak odgovaraju¢ih metoda i otapala za
ekstrakciju tih spojeva iz biljnih materijala.” Izvrsna fizi-
kalno-kemijska svojstava (neznatna hlapljivost, podesiva
viskoznost, Siroko podrucje polarnosti itd.) te sposobnosti
otapanja razlicitih komponenti ucinila je prirodna nisko-
temperaturna eutekticka otapala (engl. Natural Deep Eu-
tectic Solvents, NADES) pogodnim otapalima za ekstrakci-
ju bioaktivnih komponenti iz prirodnih izvora.®® NADES-i
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su kapljevine pripremljene iz primarnih metabolita (Seceri,
organske kiseline, aminokiseline itd.) povezanih jakim me-
dumolekulskim interakcijama, najvise vodikovim vezama,
biorazgradljivi su, netoksi¢ni, nezapaljivi a pripremaju se
jednostavno iz jeftinih komponenti.>"" Spomenuta svoj-
stva i prednosti tih zelenih otapala u odnosu na konvencio-
nalna otapala daju mogucnost primjene NADES-a u razlici-
tim podrucjima. Tako se npr. upotrebljavaju u enzimatskim
reakcijama i za povecanje stabilnosti enzima,'*"* u elektro-
kemiji'*'> te za ekstrakciju prirodnih spojeva.®1011.16

Upotrebom neskodljivih i prirodnih otapala u procesu ek-
strakcije moguce je izravno aplicirati dobiveni ekstrakt te je
vazno odrediti njihovu stabilnost u NADES-u. NADES zbog
svojih jedinstvenih fizikalno-kemijskih svojstava (viskoznost
i pH) ima velik potencijal za usporavanje degradacije bio-
aktivnih komponenti dobivenih ekstrakcijom. Veliku ulogu
u povecanju topljivosti bioaktivnih spojeva imaju Seceri u
NADES-ima koji stvaraju dodatne vodikove veze, pa je i
stabilnost samih spojeva u ekstraktima bolja.

Cilj ovog rada bio je provesti ekstrakciju polifenola iz komi-
ne masline primjenom NADES-a pripremljenog od DL-ja-
bucne kiseline, D-fruktoze i glicerola uz dodatak vode. Na-
dalje, odredena je optimalna metoda ekstrakcije, ispitana
je stabilnost dobivenog ekstrakta pri razlic¢itim uvjetima
svjetla, temperature i udjela vode te je provedena mikro-
bioloska analiza ekstrakta odnosno ispitala se prisutnost
bakterija i gljiva u navedenim uzorcima.

2. Eksperimentalni dio
2.1. Priprema komine masline

Komina masline (porijeklom iz Istre) dobivena je kao vlaz-
na kasa te je do pocetka istrazivanja skladistena u zamrzi-
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vacu (—18 °C) kako bi se sprijecila degradacija polifeno-
la. Prije samog procesa ekstrakcije komina se odmrznula
i susila u laboratorijskom susioniku pri 60 °C. Procesom
suSenja uklonjena je zaostala voda u komini te je osusena
komina usitnjena. Usitnjavanje je provedeno na elektric-
nom mlinu u trajanju od 1 do 2 min. Takav uzorak je zatim
prosijan na situ promjera ocica 800 um kako bi se uklonili
ostatci kostica. Specifi¢na povrsina cestica i veli¢ina pora
komine izmjerene su na uredaju ASAP 2000 (Microme-
ritics). Raspodjela velic¢ina Cestica odredena je metodom
laserske difrakcije primjenom uredaja za lasersku difrak-
ciju SALD-3101 (Shimadzu). Raspodjele su izmjerene tri
puta te je rezultat izrazen kao srednja vrijednost, odnosno
srednji promjer Cestica komine. Pomocu uredaja Accupyc
1330 (Micromeritics) odredena je gusto¢a maslinove ko-
mine.

2.2. Proces ekstrakcije

Za proces ekstrakcije polifenola iz komine masline primje-
nom razli¢itih metoda upotrijebljen je NADES MaFruGCly
(DL-jabu¢na kiselina-D-fruktoza-glicerol) s 30 mas. % vode.
Za pripremu NADES-a upotrijebljene su kemikalije nave-
dene u tablici 1. NADES je pripremljen mijeSanjem nave-
denih komponenti u molarnom odnosu 1:1:1 u rotacij-
skom vakuumskom isparivacu IKA RV 10, Basic u razdoblju
od 2 h pri temperaturi 60 °C. Pripremljenom NADES-u
odredena su fizikalno-kemijska svojstva prikazana u ta-
blici 2. Ispitan je i utjecaj udjela vode (20 — 100 mas. %)
na efikasnost ekstrakcije, a pomocu FTIR analize ispitan je
utjecaj dodatka vode na strukturu NADES-a.

Tablica T — Kemikalije upotrijebljene za pripremu NADES-a

Table 7 — Chemicals used for NADES preparation
Kemikalija g _, | Cisto¢a/% | Proizvodac
Chemicals W/ gmel= | o7 e Purity/% | Producer
Dlojabucna 19, 59 1 609 99,0 Acros
kiselina Organics
D-fruktoza 180,16 1,690 99,0 Lachner
glicerol 92,10 1,260 99,0 BDH Prolabo

Ekstrakcija je provedena na magnetskoj mijesalici RotaMix
609 mm, Tehtnica, u mikrovalno-ultrazvu¢nom ekstrakto-
ru Lab Kis;W-ER-01, ultrazvu¢noj kupelji i s ultrazvu¢nom
sondom Sonopuls HD 320, Bandelin (frekvencije 20 kHz).
Za svaku metodu odredeno je vrijeme potrebno za uspo-
stavljanje ravnoteznih uvjeta te je ispitan utjecaj dodatka
vode (20 — 100 %) u NADES na ekstrakciju polifenola.
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2.3. Odredivanje ukupne koncentracije polifenola

Za odredivanje ukupne koncentracije fenola primijenjena
je standardna metoda Folin—Ciocalteau (FC) s nekim mo-
difikacijama.’” U odmjerne tikvice od 10 ml pipetirano je
400 pl Folin-Ciocalteu reagensa i 60 l filtriranog ekstrakta
i tako su ostavljene tijekom 8 min na tamnom mijestu, za-
tim je u tikvice dodano 4 ml (7 mas. %) otopine natrijeva
karbonata i do oznake dodana destilirana voda. Pripre-
mljene otopine postupno poprimaju karakteristicno plavo
obojenje. Tikvice s pripremljenim otopinama omotane su
aluminijskom folijom i termostatirane sat vremena pri tem-
peraturi 40 °C. Mjerenjem apsorbancije uzorka na uredaju
pri maksimalnoj valnoj duljini od 756 nm kvantitativno je
odredena koncentracija ukupnih fenola te je izrazena pre-
ko ekvivalentne koncentracije galne kiseline.

2.4. Mikrobioloska analiza ekstrakta

Odredivanje broja stanica bakterija i gljiva (kvasaca i plije-
sni) u ekstraktima odredilo se na dva nacina:

(@) 1 ml ekstrakta otpipetiran je u sterilne Petrijeve zdjelice,
zaliven hranjivim, odnosno sladnim agarom za uzgoj bak-
terija i gljiva, i homogeniziran 7 — 10 puta u obliku broja
osam. Petrijeve zdjelice su zatim inkubirane u termostatu
pri temperaturama 37 °C i 28 °C u vremenu 24 — 48 h za
bakterije odnosno 3 — 5 dana za gljive. Broj mikroorgani-
zama odreden je brojanjem izraslih kolonija te izrazen kao
CFU (engl. Colony Forming Units) [stml|~"].

(b) Na prethodno izlivenu hranjivu podlogu (hranjivi agar/
sladni agar) u Petrijevoj zdjelici otpipetirano je 0,1 ml prire-
denog ekstrakta te se ekstrakt ravnomjerno homogenizirao
po hranjivoj podlozi Stapi¢em po Drigalskom. Petrijeve zdje-
lice su zatim inkubirane u termostatu pri temperaturama od
37 °Ci 28 °C u vremenu 24 — 48 h za bakterije odnosno
3 — 5 dana za gljive. Broj mikroorganizama odreden je bro-
janjem izraslih kolonija te izrazen kao CFU [st ml~"]. Mikro-
bioloska ispitivanja provedena su u sterilnim uvjetima rada.

2.5. Stabilnost polifenola

Ispitana je stabilnost polifenola u ekstraktu pri razlicitim
uvjetima skladistenja. Koncentracija je prac¢ena kroz raz-
doblje od dva mjeseca, prvi mjesec svakih tjedan dana a
zatim nakon dva tjedna. Ispitan je utjecaj svjetlosti (dnevno
svjetlo, UV-svjetlo i mrak) i temperature (sobna temperatu-
ra (25 °C), zamrziva¢ (=18 °C) i hladnjak (4 °C)). Takoder
je ispitana i stabilnost polifenola u NADES-u s razli¢itima
udjelima vode (30 mas. % i 50 mas. %). U svrhu uspo-
redbe NADES-a s konvencionalnim otapalima stabilnost
polifenola ispitana je u etanolu i vodi. Tijekom istraZivanja
pracena je koncentracija polifenola u svim uzorcima pri-
mjenom navedene Folin—Ciocalteau metode.

Tablica 2 - Fizikalno-kemijska svojstva upotrijebljenog NADES-a pri 25 °C

Table 2 — Physicochemical properties of NADES at 25 °C
DES Wy o/% | p/gem™ n/Pas np | pH| &/mSecm™ | o/mNm™" Ege/keal mol™!
MaFruCly 30 1,2950 |0,0361|1,4426/0,92 0,366 57,73 49,73
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Tablica 3 — Svojstva komine masline
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Table 3 - Olive pomace properties
Temperatura susenja/°C  Specificna povrsina pora (BET)/m?g™" Srednja velicina pora/nm Srednja velicina ¢estica/pm Py
Drying temoerature /°C BET surface area/m?g™" Average pore size/nm | Average partical size/pum P&
60 4,74 11,86 93,04 1,298
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Slika 7 — Vrijeme potrebno za uspostavljanje ravnoteznih uvjeta
za ekstrakciju primjenom mikrovalno ultrazvucnog ek-
straktora, ultrazvucne kupelji i ultrazvuéne sonde

Fig. 1 —Time required to establish equilibrium extraction condi-
tions using a microwave ultrasonic extractor, ultrasonic
bath, and ultrasonic probe

3. Rezultati i rasprava

Prije ekstrakcije komina je osusena pri 60 °C kako bi se
uklonio visak vode. Pokazalo se da susenje na visim tem-
peraturama od 60 °C dovodi do skupljanja pora i smanje-
nja specificne povrsine komine. Posljedica toga je smanje-
nje kontaktne povrsine izmedu komine i kapljevine, sto
dovodi do smanjenja djelotvornosti procesa ekstrakcije.
Svojstva upotrijebljene komine prikazana su u tablici 3.
Kako bi se ekstrakcija provela pri optimalnim uvjetima, is-
pitane su razlicite metode provedbe ekstrakcije, odredena
optimalna vremena provedbe te dobivene koncentracije
ekstrahiranih polifenola primjenom razlicitih metoda.

Vrijeme potrebno za postizanje ravnoteznih uvjeta u mi-
krovalno-ultrazvu¢nom ekstraktoru i s ultrazvu¢nom son-
dom iznosi 10 min, za magnetsku mijesalicu 30 min, dok
se primjenom ultrazvucne kupelji ravnotezni uvjeti postizu
nakon 40 min djelovanja ultrazvuka (slike 1 i 2).

Krace vrijeme ekstrakcije i bolji prinos dobiven je primje-
nom mikrovalno ultrazvuc¢nog ekstraktora i ultrazvucne
sonde (slike 1 i 3a). Jedan od razloga je povisenje tempe-
rature primjenom mikrovalnih i ultrazvu¢nih valova (40 °C
do 60 °C), a dodatno i njihov mehanizam djelovanja. Nai-
me, djelovanje mikrovalnog zracenja i ultrazvucnih valova
doprinosi boljem prijenosu tvari jer se pospjesuje difuzija
kljuéne komponente kroz stani¢nu stijenku. Pri mikro-
valnom zraCenju nastaje neionizirano elektromagnetsko
zraCenje koje uslijed kretanja iona i rotacije molekula te
atomskih dipola zagrijava i otapalo i uzorak. Zbog zagrija-
vanja biljnih stanica isparava vezana vlaga, stvara se visok
tlak na stani¢noj stijenci, sto rezultira bubrenjem biljne sta-
nice.'® To u konacnici dovodi do pucanja stani¢ne stijen-

Slika 2 — Vrijeme potrebno za uspostavljanje ravnoteznih uvjeta
za ekstrakciju primjenom magnetske mijesalice

Fig. 2 —Time required to establish equilibrium extraction condi-
tions using a magnetic stirrer

ke, sto olaksava ekstrakciju polifenola iz stanice u otapalo,
¢ime se povecava ucinkovitost ekstrakcije. Do dodatnog
utjecaja mikrovalno ultrazvucnog ekstraktora na poveca-
nje koncentracije doslo je zbog zagrijavanja ekstrakcijske
smjese bududi da se celuloza (glavni sastojak biljne sta-
ni¢ne stijenke) razgraduje pri visokoj temperaturi koja se
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Slika 3 —a) Utjecaj razlicitih metoda ekstrakcije na koncentraci-
ju polifenola; b) utjecaj razlicitih metoda ekstrakcije na
produktivnost ekstrakcije

Fig. 3 —a) Influence of different extraction methods on polyphe-
nols concentration; b) influence of different extraction
methods on extraction productivity
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Slika 4 — Utjecaj udjela vode u NADES-u na ekstrakciju polifeno-
la primjenom magnetskog mijesala pri 25 °C (o = 0,28)

Fig. 4 —Influence of water content in NADES on polyphenols
extraction with magnetic stirrer at 25 °C (o = 0.28)

postize mikrovalnim zrac¢enjem. Time se smanjuje njezina
mehanicka cvrstoca te se povecava kretanje otapala u unu-
tradnjost stanice."

Proces ekstrakcije moze se odvijati difuzijom kroz stani¢nu
stijenku i/ili izdvajanjem sadrzaja iz stanice cije su stani¢ne
stijenke popucale zbog utjecaja ultrazvuka, sto dovodi do
poboljsanja ekstrakcije.?® Naime, pri djelovanju ultrazvuc-
nog zracenja pospjesuje se kontakt izmedu uzorka i otpala
zbog stvaranja kavitacijskih mjehuri¢a. Fenomen kavita-
cije, koji uzrokuje mikrorupture stani¢nog materijala, tj.
stijenki, omogucuje prodiranje otapala u stanicu i na taj
nacin dovodi do lakseg prijenosa polifenola u otapalo.”!
Za razliku od ultrazvuc¢ne sonde gdje se postize visok in-
tenzitet ultrazvuka koji dovodi do pojave kavitacije, kod
ultrazvucne kupelji taj fenomen nije ostvaren u tolikoj mje-
ri bududi da se ultrazvuk prenosi kroz vodenu kupelj, sto
smanjuje kolic¢inu dostavljene energije po volumenu uzor-
ka. Ekstrakcija provedena magnetskim mijesalom, unato¢
povoljnim hidrodinamickim uvjetima, takoder se pokazala
manje ucinkovitom. Razlog tome je mehanizam prijenosa
polifenola iz krutine u NADES. Kod te metode ne dolazi do
pucanja stanicne stijenke i ostvaren je samo prijenos tvari
kroz difuzijski grani¢ni sloj na granici faza. Dodatno, na
slici 3b prikazana je produktivnost ekstrakcije koja uzima
u obzir vrijeme potrebno za odredeni prinos polifenola.
Vidljivo je da je razlika u produktivnosti za mikrovalno ul-
trazvucni ekstraktor i ultrazvu¢nu sondu znatno veca od
ostale dvije metode. Takav rezultat dodatno potvrduje
uspjesnost spomenutih ekstrakcijskih metoda i intenzivniji
mehanizam prijenosa tvari koji se ostvaruje djelovanjem
ultrazvucnih i magnetskih valova.

Kako bi se ispitao utjecaj vode na ekstrakciju i kasnije na
stabilnost polifenola u ekstraktu, provedena je ekstrakcija
polifenola iz NADES-a s 20, 30, 50 i 70 % vode te iz Ciste
vode. Koncentracija ekstrahiranih polifenola je veca sto je
manji udio vode u NADES-u (slika 4). Razlog tome je bolja
topljivost polifenola u NADES-u. Naime, opcenito se vje-
ruje da na ucinkovitost ekstrakcije pojedinih komponenti
moze utjecati njihova polarnost, difuzivnost, topljivost te
viskoznost i povrsinska napetost otapala.'®*? Osim nave-
denog, u tom slucaju vazno je spomenuti i medumole-
kularne interakcije i sposobnost stvaranja vodikovih veza
izmedu NADES-a i polifenola. Kako bi se ostvarilo dobro
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Slika 5 — Utjecaj udjela vode u NADES-u na gustocu i viskoznost
pri 25 °C

Fig. 5 —Influence of water content in NADES on density and
viscosity at 25 °C

mijesanje i visoka djelotvornost ekstrakcije, prilikom izbora
otapala vazno je uzeti u obzir fizikalna svojstva NADES-a
(osobito viskoznost otapala). 1z grafa utjecaja udjela vode u
NADES-u na gustocu i viskoznost (slika 5) jasno se moze vi-
djeti da NADES s 20 % vode ima izrazito visoku viskoznost
i nesto vecu gustocu, pa je zbog svega navedenog NADES
s 30 % vode optimalan za daljnju primjenu.

Ovisno o komponentama od kojih je pripravljen NADES te
nastalim medumolekulskim vezama koje se stvaraju u ka-
pljevini, dodatak vode moze narusiti strukturu NADES-a.
Stoga je primijenjena FTIR analiza kako bi se istrazila struk-
tura NADES-a pri razli¢itim udjelima vode, slika 6. Iz pri-
kazanih spektara vidljivo je da se povecanjem udjela vode
smanjuje intenzitet apsorbancije veza u NADES-u, a po-
vecava se intenzitet apsorbancije veza O—H (1639 cm™)
i H-O—H (3600 — 2700 cm™" ), karakteristi¢nih za vodu.
Takoder, vidljivo je da voda i NADES sa 70 % vode nema-
ju pikove pri 1716 i 2940 cm™, koji su karakteristi¢ni za
NADES i vidljivi su s 20, 30 i 50 % vode. Iz toga mozemo
zakljuciti da je pri 70 % vode doslo je do narusavanja struk-
ture NADES-a.

] MarFruCly-20
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_ MarFruCly-50
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] —H,0
0,4+
0,34
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0,2
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Slika 6 — FTIR spektri vode i NADES-a s razli¢itim udjelima vode
Fig. 6 —FTIR spectra of water and NADES with different water
contents
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Zbog potencijalne primjene u kozmetici vazno je ispitati
mikrobiolosku aktivnost dobivenih ekstrakata. Na slici 7
dan je prikaz ukupnog broja izraslih stanica bakterija i glji-
va u uzorcima ekstrakta s razlic¢itim udjelima vode. Moze
se primijetiti da ni u jednom uzorku nisu izrasle bakterije,
dok gljive, konkretno kvasci, jesu. pH-vrijednost navede-
nih eutektickih otapala bila je niska, pH = 1,1 - 1,7, sto
pogoduje rastu gljiva, dok bakterijama ne pogoduje. Na-
dalje, navedeni ekstrakti sadrzavali su visoku koncentraciju
Secera, a poznato je da su gljive otpornije na visok osmot-
ski tlak od bakterija.?* Nadalje, gljive mogu rasti na tvarima
s vrlo malim udjelom vode, koji je opéenito premalen za
rast bakterija. Prisutnost vode u otapalima pogoduje rastu i
razmnozavanju stanica kvasca te se njihov broj povecava s
povecanjem udjela vode u NADES-u.
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Slika 7 — Broj mikroorganizama u ekstraktima s razlicitim udjeli-
ma vode

Fig. 7 —Number of microorganisms in extracts with different
water contents

Osim ostvarene ucinkovitosti ekstrakcije, gdje su se razliciti
NADES-i pokazali kao bolji izbor za ekstrakciju polifenola
od klasi¢nih otapala,’® vazno je osigurati dobru i dugotraj-
nu stabilnost u NADES-u. Stabilnost dobivenih ekstrakata
vazna je za njihovu potencijalnu primjenu u kozmetici ili
farmaceutici. Kako NADES-i nisu lakohlapljive kapljevine,
izdvajanje polifenola zahtijeva slozene i skupe postupke,
kao $to su dubinska filtracija ili ispiranje razlicitim otapali-
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2 0,8 + —&—dnevno svjetlo
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Slika 8 — Stabilnost polifenola u NADES-u MaFruGly-30 pri 25 °C
za razli¢ite uvjete svjetla

Fig. 8 — Stabilisation of polyphenols in NADES MaFruCly-30 at
25 °C for different light conditions
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ma.** Pracenjem stabilnosti polifenola u razlicitim uvjetima
kroz razdoblje od 60 dana ustanovljeno je da uvjeti svje-
tla nemaju znacajan utjecaj na degradaciju polifenola (sli-
ka 8). Pri svim uvjetima svjetla (dnevno svjetlo, UV svjetlo i
mrak) doslo je do slicne degradacije polifenola, 16 — 18 %.

Za razliku od utjecaja svjetla, utjecaj temperature na skla-
distenje ekstrakta pokazao se neSto znacajniji. Naime,
prac¢enjem razdoblja od 60 dana ekstrakti cuvani u zamr-
zivaCu na temperaturi od —18 °C pokazali su najsporiju
degradaciju polifenola (slika 9).

1
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Slika 9 — Stabilnost polifenola u NADES-u MaFruGly-30 u mraku
za razli¢ite temperature

Fig. 9 —Stability of polyphenols in NADES MaFruCly-30 in the
dark for different temperatures

Radi usporedbe stabilnosti polifenola u razlicitim otapali-
ma provedena je ekstrakcija polifenola s vodom, etanolom
te je njihova stabilnost usporedena sa stabilnos¢u polife-
nola u istrazivanom NADES-u s 30 i 50 mas. % vode. Na
slici 10 vidljivo je da je tijekom 60 dana najvise polifenola
degradiralo u etanolu, oko 48 %. Taj rezultat potvrduje da
su NADES-i pogodna otapala za ekstrakciju, ali i odrzava-
nje stabilnosti izdvojenih polifenola kroz dulje razdoblje.
Udio vode (30 ili 50 %) ne igra znacajnu ulogu u stabilnosti
ekstrahiranih polifenola. U NADES-u s 30 % vode nakon
60 dana degradiralo je 15 % polifenola, dok je u NADES-u
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Slika 10 — Stabilnost polifenola u razli¢itim otapalima pri 25 °C u
uvjetima dnevnog svjetla

Fig. 10— Stabilisation of polyphenols in various solvents at 25 °C
under daylight
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s 50 % vode degradiralo 14 % polifenola. Moze se pret-
postaviti da je visoka kiselost otapala te dodatak vode od
50 % razlog zadovoljavajuceg odrzanja stabilnosti izdvoje-
nih polifenola. Rezultati stabilnosti polifenola u vodi nisu
reprezentativni jer su se tijekom pracenja stabilnosti razvile
kulture gljiva i plijesni (slika 7).

Iz grafickog prikaza utjecaja NADES-a, vode i etanola u
mraku na stabilnost polifenola, prikazanog na slici 11,
vidljivo je da je stabilizacija u etanolu poboljsana u uvje-
tima mraka jer je degradiralo manje polifenola, 36 %. U
NADES-u uvjeti cuvanja (svijetlo ili mrak) nisu utjecali na
stabilnost polifenola. To dodatno potvrduje da je NADES
otapalo pogodno za ekstrakciju polifenola iz komine ma-
sline, kojem se odrzava dobra stabilnost, bez obzira na
uvjete ¢uvanja. Rezultati stabilnosti polifenola u vodi kao i
kod uvjeta dnevnog svjetla ne mogu se uzeti u obzir jer su
gljive izrasle i u uvjetima mraka.
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Slika 11 — Stabilnost polifenola u razli¢itim otapalima pri 25 °C u
uvjetima mraka

— Stabilisation of polyphenols in various solvents at
25 °C in dark

Fig. 11

4. Zakljucak

U ovom radu ispitan je utjecaj razli¢itih metoda ekstrak-
cije, odredeno je optimalno vrijeme za pojedinu metodu
te je ispitan utjecaj udjela vode u NADES-u na ekstrakciju
polifenola iz komine masline, njihova fizikalna svojstva (vi-
skoznost i gustocu) te na strukturu. Provedena je mikrobi-
oloska analiza ekstrakta i pracena je stabilnost ekstrahira-
nih polifenolnih spojeva u NADES-u kroz razdoblje od 60
dana za razlicite uvjete svjetla i temperature te stabilnost
polifenola u etanolu i vodi. Najbolje metode za ekstrakciju
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polifenola su mikrovalno ultrazvucna ekstrakcija i ekstrak-
cija ultrazvu¢nom sondom. NADES s 30 % vode pokazao
se kao optimalno otapalo za proces ekstrakcije jer ima po-
godnu viskoznost i gustocu za proces ekstrakcije, pri tome
nije narusena struktura NADES-a te je ekstrahirana veda
koncentracija polifenola u odnosu na NADES-e s 50 i 70 %
vode. Zbog kiselih uvjeta u ekstraktu nisu se razvile ni bak-
terije ni gljive. NADES se pokazao kao pogodno otapalo za
odrzavanje stabilnosti polifenola kroz dulje vrijeme. Naj-
manja degradacija polifenola postignuta je u NADES-ima
(30 i 50 mas. % vode) pri —18 °C. Etanol i voda pokazali
su se kao losija otapala u odnosu na NADES za odrzavanje
stabilnosti polifenola. Sve navedeno dovodi do zakljucka
da postoji dobra moguénost izravne primjene NADES-a
nakon ekstrakcije u kozmetickoj industriji.

Popis kratica i simbola
List of abbreviations and symbols

CFU — broj izraslih kolonija
— colony forming unit
GK — galna kiselina
— galic acid
NADES - prirodno niskotemperaturno eutekticko otapalo
— Natural Deep Eutectic Solvent
NR — Nile Red metoda
— Nile Red method
ST —suha tvar
— dry material
E — polarnost, kcal mol™!
— polarity, kcal mol™
np — indeks loma
— refractive index
w — maseni udio, 100, %
— mass fraction, 100, %
n — dinamicka viskoznost, Pas
— dynamic viscosity, Pas
Y — masena koncentracija, kgm3
— mass concentration, kgm™
K — elektri¢na provodnost, mScm™
— conductivity, mScm™
p — gustoca, gcm ™3
— density, gcm™3
o — povrsinska napetost, mMN'm™"

—surface tension, MmN m~"
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SUMMARY

Extraction and Stability of Olive Pomace Polyphenols
in Natural Deep Eutectic Solvents
Anamarija Mitar, Dajana Kucic¢ Grgic, and Jasna Prli¢ Kardum’

Polyphenols, left in olive pomace, which is a by-product in the production of olive oil, are antiox-
idants that have a positive effect on human health. For the extraction of polyphenols, the use of
natural deep eutectic solvents is increasingly encountered, characterised by non-toxicity, biodeg-
radability, nonflammability, and low price. In this work, a natural deep eutectic solvent (NADES)
was prepared from three components: malic acid, D-fructose, and glycerol (MaFruGly) with differ-
ent water contents that allow successful extraction of polyphenols. The optimal extraction method
was determined. Following extraction, the microbial activity was tested and stability of the isolated
polyphenols monitored. Research has shown that the most successful methods for polyphenol ex-
traction are microwave ultrasound and ultrasonic probe extraction, and NADES with 30 % water
has proven to be the optimal solvent for maintaining the stability of polyphenols.
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