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POPIS KRATICA 

 

ACE      Angiotenzin konvertirajući enzim (engl. Angiotensin-converting enzyme)  

ACN      Acetonitril  

AcOH    Octena kiselina  

AIDS     Stečeni sindrom imunodeficijencije (engl. Acquired Immune Deficiency Syndrome)  

AMPK   Adenozin monofosfat aktivirana protein kinaza (engl. Adenosine monophosphate-  

               activated protein kinase)  

BCL2     B-stanični limfom 2 (engl. B-cell lymphoma 2)  

BDNF    Moždani neurotrofni čimbenik (engl. Brain-derived neurotrophic factor)  

BRAF     B-Raf protoonkogen, serin/treonin kinaza (engl. B-Raf Proto-Oncogene,   

                Serine/Threonine Kinase)  

cAMP     Ciklički adenozin monofosfat (engl. Cyclic adenosine monophosphate)  

COSY     engl. Coherence Spectroscopy  

COX        Ciklooksigenaza (engl. Cyclooxygenase)  

DAD        Detektor s diodnim nizom (engl. Diode Array Detector)  

DMSO     Dimetil sulfoksid (engl. Dimethyl sulfoxide)  

EtOAc      Etil acetat  

EVOO      Ekstra djevičansko maslinovo ulje (engl. Extra Virgin Olive Oil)  

FID          engl. Free Induction Decay  

GLUT4    Transporter glukoze 4 (engl. Glucose Transporter 4)  

HIV          Virus humane imunodeficijencije (engl. Humane Immunodeficiency Virus)  

HMBC      engl. Heteronuclear Multiple Bond Correlation  

HPLC       Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid  

                  chromatography)  



Hsp90       Protein toplinskog šoka 90 (engl. Heat shock protein 90)  

HSQC       engl. Heteronuclear Single Quantum Coherence  

LC            Tekućinska kromatografija (engl. Liquid chromatography)  

LDL          Lipoprotein niske gustoće (engl. Low-Density Lipoprotein)  

MeOH       Metanol    

MMP         Matriksna metaloproteinaza (engl. Matrix metalloproteinase)  

mTOR        engl. mammalian Target of Rapamycin  

MS             Masena spektrometrija  

NMR          Nuklearna magnetska rezonancija  

ROS           Reaktivni kisikovi spojevi (engl. Reactive oxygen species)  

RSD           Relativna standardna devijacija  

TMSP         Natrijeva sol 3-trimetilsilil-3,3,2,2-tetradeuteriopropionske kiseline (engl. 3- 

                    trimethlsilyl3,3,2,2-tetradeuteriopropionic acid sodium salt)  

TNF-α        Faktor nekroze tumora α (engl. Tumor necrosis factor α)  

TOCSY       engl. Total Correlation Spectroscopy  

TOF-MS      engl. Time-of-flight mass spectrometry  

VEGF         Faktor rasta vaskularnog endotela (engl. Vascular endothelial growth factor)  

1D               Jednodimenzijski  

2D               Dvodimenzijski  

5-LOX         5-lipooksigenaza (engl. 5-lipooxigenase)  
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1. UVOD 

 

1.1. List masline 

1.1.1. List masline – otpad iskoristiv u biomedicinske svrhe 

          Olea europea L. često je uzgajana vrsta iz roda Oleaceae na mediteranskom području, 

ne samo zbog očuvanja tradicije, već i zbog blagodati koje pružaju njezini plodovi u očuvanju 

zdravlja, a i u konačnici maslinovo ulje dobiveno njihovom preradom (1, 2). Prilikom berbe 

plodova masline, ali i rezidbom drveća stvara se biljni otpad, među ostalima i lišće, koji ima 

veliki potencijal u svojoj primjeni u prehrambenoj i farmaceutskoj industriji (3 – 5). 

Ljekovitost lista masline poznata je još od davnina kada se koristio u liječenju vrućice, 

malarije, dijabetesa i srčanih oboljenja (6 – 9). Raznim istraživanjima utvrđen je potencijalni 

farmakološki učinak ekstrakta lista masline. Tako je predloženo da ekstrakt lista masline 

pokazuje kardioprotektivni učinak kod aritmija i negativnog učinka povišene razine 

adrenalina, antidijabetski učinak, antialergijsko djelovanje (6), antimikrobni (6, 10, 11), anti-

HIV, antifungalni, antiproliferativni, radioprotektivni, gastroprotektivni te neuroprotektivni 

učinak (11, 12). U mnogobrojnim in vitro ispitivanjima potvrđena je antioksidativna aktivnost 

ekstrakta lista masline (13, 14). Provedena su i određena klinička ispitivanja, pa je tako 

dokazano da ekstrakt lista masline ostvaruje pozitivne hematološke učinke (15) te pogoduje 

liječenju metaboličkog sindroma (16). Utvrđeno je kako su za veliki potencijalni medicinski 

značaj navedenoga odgovorni sekoiridoidi, jednostavni fenoli i flavonoidi (4, 6, 17) koji su 

prisutni u listu masline, među kojima je najprisutniji, te time i najznačajniji oleuropein (7, 9). 

 

1.1.2. Fenolni spojevi lista masline 

1.1.2.1. Oleuropein – najprisutniji fenolni spoj 

          Oleuropein, kao jedan od pripadnika klase spojeva sekoiridoida, jedan je od 

najzastupljenijih fenolnih spojeva prisutnih u listu masline (18). Utvrđeno je da je oleuropein, 

osim u listu, jedna od glavnih fenolnih sastavnica plodova masline (19), a njegova prisutnost 

dokazana je i u maslinovom ulju (20 – 22) te otpadu stvorenom od plodova masline u procesu 

proizvodnje maslinovog ulja (23). 

          Raznim istraživanjima dokazan je kardioprotektivni učinak oleuropeina. Uočena su 

njegova izrazita antiaterosklerotska svojstva, pokazujući inhibicijski učinak na adheziju 

monocitoidnih stanica i aktivaciju endotela, koji je rezultat njihovog antioksidativnog i 
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protuupalnog djelovanja (24). Zabilježeno je da oleuropein posjeduje hipotenzivna svojstva 

regulirajući povišeni krvni tlak redukcijom sistoličkih i dijastoličkih vrijednosti (25). Također, 

opaženo je da oleuropein smanjuje koncentraciju lipoproteina niske gustoće (LDL) u plazmi 

(26). Kardioprotektivna svojstva oleuropeina utvrđena su i u sprječavanju trombocitne 

agregacije djelujući inhibitorno na cAMP-fosfodiesterazu, koji ima katalitički učinak u ovome 

procesu, te ublažavanju oštećenja miokarda uzrokovana ishemijskim stresom (24, 27, 28). 

          Nadalje, velik broj in vitro i in vivo studija pokazuje kako oleuropein ima izražene 

terapijske mogućnosti u liječenju tumorskih oboljenja, pa je tako utvrđeno da oleuropein 

potiče zastoj staničnog ciklusa većeg raspona stanica raka, uključujući raka gušterače, jetre, 

dojke, pluća i neuroblastoma te time sprječava njihov nekontroliran rast i proliferaciju. 

Također, pokazano je kako oleuropein u pojedinim tumorskim stanicama djeluje kao agens 

koji modulira ekspresiju proapoptotskog proteina Bax te ujedno smanjuje učinak proteina koji 

inhibiraju apoptozu, kao što je BCL-2, pokretanjem apoptotskog puta (7). Zabilježeno je i 

citotoksično djelovanje oleuropeina na BRAF stanicama melanoma, kao i njegov 

antimetastatski učinak na stanicama raka dojke regulacijom određenih gena. Potvrđeno je 

kako se primjenom oleuropeina može smanjiti toksični učinak cisplatina na stanice gušterače i 

tako smanjiti nuspojave kemoterapije (24). 

          Na temelju više provedenih istraživanja utvrđeno je da oleuropein ima povoljan učinak 

na kontrolu glukoze u krvi, pa je tako uočeno da stimulira stanično preuzimanje glukoze 

aktiviranjem protein kinaze (AMPK), te povećana translokacija transportera glukoze GLUT4 

na plazmatsku membranu (24). Također, prema rezultatima istraživanja, dokazano je da 

oleuropein potiče aktivnost β stanica gušterače na izlučivanje inzulina (26, 29). Potvrđeno je 

da oleuropein ima antiadipogeni učinak, zbog čega također pokazuje antidijabetička svojstva 

budući da je pretilost jedan od rizičnih čimbenika u razvoju dijabetesa tipa II (24). 

          U nizu in vivo istraživanja proučavan je neuroprotektivni učinak oleuropeina. Dokazano 

je da oleuropein smanjuje β-amiloidnu akumulaciju, uz istovremeno poboljšanje kognitivnih 

performansi povezanih s Alzheimerovom bolešću (25). Utvrđeno je i da aktivira autofagni 

mehanizam signalnim putem AMPK/mTOR u moždanom tkivu miševa. Uz to, potvrđen je 

njegov učinak jačanja endogenih antioksidativnih mehanizama i smanjenja razine 

radioaktivnih kisikovih spojeva (ROS). Također, opaženo je da oleuropein smanjuje 

neurodegenerativni potencijal α-sinukleinskih agregata, reducirajući time simptome 

Parkinsonove bolesti (24). 
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          Brojna biomedicinska istraživanja dokazala su veliki potencijal oleuropeina u prevenciji 

i liječenju određenih patoloških stanja. Dokazana je in vitro antimikrobna aktivnost 

oleuropeina na vrstama roda Staphylococcus, Bacillus, Klebsiella, Escherichia i Salmonella 

(11, 17) te je time utvrđen potencijal oleuropeina u liječenju raznih infektivnih bolesti 

izazvanih bakterijama, čije liječenje iz godine u godinu postaje sve teže s obzirom na rastuću 

rezistenciju na antibiotike (30, 31). Osim bakterijskih, evidentirano je kako bi oleuropein 

mogao imati ulogu u liječenju gljivičnih infekcija, pa je tako utvrđeno da ima nepovoljan 

učinak na vrste roda Cryptococcus i Candida (17). Zabilježeno je kako oleuropein može biti 

od velikog značaja u liječenju bolesti uzrokovanih virusima budući da je potvrđen njegov 

antivirusni učinak kod rinovirusa, herpesvirusa i parvovirusa, a posjeduje i značajne terapijske 

mogućnosti u liječenju AIDS-a jer je dokazano njegovo inhibicijsko djelovanje na ulazak i 

integraciju virusa HIV u stanicama (6). 

          Značajan je broj istraživanja koja ispituju ljekovita svojstva oleuropeina, čiji 

obećavajući rezultati otvaraju mogućnosti za primjenu u terapiji određenih bolesti, no svakako 

je i dalje prijeko potreban veći broj kliničkih studija kako bi se potvrdila njegova ljekovitost. 

 

1.1.2.2. Prisutnost oleokantala i oleaceina u listu masline 

          Oleokantal (p-HPEA-EDA) i oleacein (3,4 DHPEA-EDA) (32) su, uz oleuropein, jedni 

od najviše istraženih sekoiridoida koje pronalazimo u vrsti maslina, lat. Olea europea L.(9). 

          Proveden je velik broj istraživanja u kojima je analizirana biološka aktivnost 

oleokantala. Jedan od njegovih najviše istraženih učinaka jest inhibicija aktivnosti enzima 

COX-1 i COX-2, zbog čega je u literaturi često uspoređivan s ibuprofenom (9, 33, 34). 

Dokazano je in vitro da oleokantal ima jače inhibicijsko djelovanje od ibuprofena u istim 

koncentracijama, što ga čini potencijalnim kandidatom za liječenje određenih upalnih stanja, 

kao što je osteoartritis (24). Nadalje, rastući je broj istraživanja koja ispituju antitumorsko 

djelovanje oleokantala, pa je tako in vitro zabilježeno da potiče apoptozu veliki broj različitih 

stanica raka (7) te posjeduje izraženu inhibitornu aktivnost prema tumorskom rastu (35, 36). 

Potvrđeno je da je oleokantal inhibitor Hsp90, čime ometa funkciju onkoproteina u stanicama 

raka (34, 36). Također, zabilježeno je kako ima sinergistički učinak s lapatinibom, odnosno 

tamoksifenom, pa bi potencijalna primjena oleokantala u kombinaciji s navedenim 

citostaticima omogućila manji broj nuspojava uzrokovanih citotoksičnim učinkom istih na 

zdrave stanice zbog smanjenja njihove uporabne doze. Utvrđen je i neuroprotektivni učinak 

oleokantala koji se očituje u smanjenju tau-tau interakcija i povećanju ekspresije P-
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glikoproteina, čime pokazuje potencijal u liječenju neurodegenerativnih bolesti kao što je 

demencija (24).  

          Više neovisnih studija ispitalo je ljekoviti učinak oleaceina. Dokazano je da oleacein 

posjeduje protuupalna svojstva, čime je njegov učinak usporediv indometacinu, s izraženom 

inhibicijom enzima 5-LOX smanjujući tako stvaranje leukotrijena, medijatora upale. Utvrđena 

je njegova aktivnost kao ACE inhibitora, koja se očitovala u smanjenju generiranja ROS, 

čime je istaknut njegov potencijalni antiaterosklerotski učinak. Zabilježeno je kako oleacein 

posjeduje i protutumorsko djelovanje, koje je slično oleokantalu (24). 

          Najpoznatija je prisutnost oleokantala i oleaceina u ekstra djevičanskom maslinovom 

ulju (EVOO) (37). Tijekom procesa proizvodnje maslinovog ulja dolazi do razgradnje 

oleuropeina i ligstrozida u plodovima masline, prilikom čega enzimski kataliziranom 

hidrolizom nastaju oleuropein aglikon i ligstrozid aglikon, a potom nizom daljnjih kemijskih 

reakcija, također u prisutnosti enzima, dolazi do nastanka oleaceina i oleokantala (37, 38). 

Stoga maslinovo ulje odlikuje relativno visoka koncentracija zadnjih dvaju navedenih 

sekoiridoida, dok se prisutnost oleuropeina u ulju rijetko navodi (39). Međutim, unatoč tomu 

što je oleuropein jedan od sekoiridoida prisutnih u najvećoj koncentraciji u listu masline, 

nema dokaza o razgradnji istoga do strukturno srodnoga oleaceina tijekom skladištenja, 

odnosno mljevenja lišća masline, a broj istraživanja koji govore o raspadu u postupku 

izdvajanja bioaktivnih spojeva iz lista masline ograničen je. Zabilježeno je kako određene 

eksperimentalne metode obrade lista masline mogu dovesti do stvaranja oleaceina u ekstraktu. 

Papakonstantinou i sur.(35) tvrde kako se oleuropein prevodi do oleaceindiola ekstrakcijom 

lista masline pomoću vode temperature 15 – 25 °C, nakon čega se navedeni spoj ispiranjem 

vodenog ekstrakta etil acetatom (EtOAc), odnosno diklormetanom (CH2Cl2) prevodi do 

oleaceina. Pritom se navodi kako je presudno da temperatura vode ne prelazi navedenu kako 

bi se izbjegla deaktivacija oleuropein glukozidaze, enzima koji katalizira prvu navedenu 

reakciju. Gutiérrez-Miranda i sur.(40) ponavljaju prethodno navedeni postupak, uz detekciju 

dobivenog oleaceina NMR-om. Nadalje, iako je u literaturi zabilježena prisutnost ligstrozida u 

listu masline (39), nema podataka o njegovoj razgradnji do strukturno srodnog oleokantala u 

bilo kojem postupku obrade ili pohrane lišća masline. 

          Osim što je stvaranje oleokantala i oleaceina iz svojih prirodnih prekursora rijetko ili 

nije uopće dokumentirano, u iznimno malom broju istraživanja vršena je i provjera prisutnosti 

navedenih fenolnih spojeva u listu masline. Cuffaro i sur. (41) u vodenom ekstraktu lista, 

nakon tehnike pročišćavanja HPLC-om (mobilna faza smjesa H2O/AcOH (97,5:2,5 v/v) i 

ACN/MeOH (1:1 v/v)) nisu identificirali oleokantal i oleacein. Također, Mehmood i sur.(42) 
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u preglednom radu koji se bavi sastavom ekstrakta lišća masline iz određenog opusa literature 

bilježe kako prisutnost oleaceina i oleokantala nije bila ispitana. Međutim, u nekoliko 

istraživanja navodi se kako je oleacein prisutan u listu masline (43 – 46). U svim navedenim 

istraživanjima nije dovedeno u pitanje postoji li mogućnost da je protokol priprave ekstrakta 

lista masline, kao i sam postupak razdvajanja bioaktivnih komponenti metodom tekućinske 

kromatografije, mogao utjecati na konačni fenolni sastav te potencijalni nastanak oleaceina. 

Na primjer, Hansen i sur.(45) u postupku ekstrakcije koriste vodu, te u tekućinskoj 

kromatografiji, među ostalim, i diklormetan, čime je vjerodostojnost sastava lista masline 

upitna ako se uzme u obzir da su, prema prethodno navedenoj literaturi (35), navedena 

otapala, u tom redoslijedu, služila u dobivanju oleaceina. Gentile i sur.(47) metodom 

tekućinske kromatografije (u kombinaciji s masenom spektrometrijom), uz oleacein, bilježe i 

prisutnost oleokantala u ekstraktu lista masline. Prisutnost oleokantala u ekstraktima lista 

utvrđena je u još jednom istraživanju (48), u komercijalno dostupnim ekstraktima lista 

masline na australskom tržištu, no zbog nedostatka informacija o dobivanju i mogućoj obradi 

samih ekstrakata postoji mogućnost da je i u ovom slučaju oleokantal nastao uslijed postupka 

obrade lista. Valja istaknuti kako je u istom istraživanju, uz oleokantal, kvantificiran i sadržaj 

oleaceina u ekstraktu lista masline. 

          Mali je broj istraživanja koji uspijevaju identificirati oleacein, odnosno oleokantal u 

ekstraktu lista masline, no upitna je njihova pouzdanost budući da u većini radova mogućnost 

njihovog nastajanja iz prekursora u postupku obrade lista nije ispitana. Također, osim 

navedenih radova, nema podataka da je prisutnost navedenih spojeva u ekstraktu lista masline 

bila ciljno istraživana. 

 

1.1.2.3. Flavonoidi u listu masline 

          Provedene kvalitativne analize fenolnog ekstrakta lista masline različitih istraživanja 

pokazale su učestalu prisutnost flavonoida, bioaktivnih spojeva koji strukturno pripadaju 

polifenolima, a čija je uloga u biljnom svijetu zaštita od nametnika, patogena te štetnog 

ultraljubičastog zračenja (49, 50). Najčešći flavonoidi lista masline su luteolin i apigenin te 

njihovi 7-O-glukozidi, luteolin 4'-O-glukozid, kvercetin, rutin i diosmetin, dok je rjeđe 

zabilježena prisutnost miricetina, kempferola i naringenina (39, 51 – 53). 

           U velikom broju istraživanja dokazano je kako flavonoidi imaju izraženo 

antioksidativno djelovanje, čime ostvaruju veliki potencijal u liječenju i prevenciji određenih 

patoloških stanja (54). Naime, utvrđeno je kako fenolne skupine flavonoida stupaju u 
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oksidacijsko-redukcijsku reakciju s reaktivnim kisikovim spojevima (engl. reactive oxygen 

species, ROS), prilikom čega nastaju stabilniji radikali, što za posljedicu ima smanjenje 

oksidativnih oštećenja u organizmu (55, 56). Također, zabilježeno je da flavonoidi 

sprječavaju apoptozu kardiomiocita tijekom oksidativnog oštećenja te oksidaciju LDL-a, čime 

imaju zaštitni učinak na kardiovaskularni sustav. Druga potencijalna kardioprotektivna 

djelovanja flavonoida također su istražena. Tako je predloženo da imaju antihipertenzivni 

učinak inhibirajući ACE,  smanjujući razinu endotelina i povećavajući vazodilataciju 

posredovanu NO, a potvrđeno je i njihovo antitrombotsko djelovanje pokazujući 

anatagonistički učinak na tromboksan A2 receptore (56). Zabilježen je i njihov 

antihipertenzivni učinak, koji se očituje u smanjenju sistoličkog i dijastoličkog tlaka (57). 

Često utvrđeni učinak flavonoida lista masline jest njihovo protuupalno djelovanje. Velik broj 

flavonoida interferira u putu nastanka prostaglandina, pa tako, ovisno o kojem je flavonoidu 

riječ, mogu inhibirati cikloksigenazu i lipooksigenazu, a utvrđen je i njihov antialergijski 

učinak tako što inhibiraju degranulaciju bazofila (56). Nadalje, uočeno je i neuroprotektivno 

djelovanje flavonoida, sprječavajući agregaciju Aβ amiloida i potičući stvaranje BDNF-a (58, 

59). Znatan broj istraživanja pokazao je i kako određeni flavonoidi djeluju antikancerogeno. 

Utvrđeno je kako potiču apoptozu tumorskih stanica modulacijom BCL-2 proteina, te zastoj 

staničnog ciklusa u G1/G2 fazi staničng ciklusa (60, 61). Također, dokazan je njihov 

inhibitorni učinak na VEGF i MMP-ove sprječavajući angiogenezu i metastaziranje tumora 

(61, 62). In vivo je potvrđen i hepatoprotektivni učinak flavonoida, sprječavajući razna 

inducirana oštećenja jetre (63). Niz istraživanja bilježi i antimikrobnu aktivnost flavonoida, 

koja se očituje u sprječavanju formiranja biofilma i virulentnih faktora te interferenciji u 

signalnim putovima bakterija (64). 

          Za flavonoide lista masline, među ostalim i onih čija je prisutnost u ekstraktu lista 

masline bila ispitana u ovome istraživanju (Slika 1), razna in vitro i in vivo istraživanja 

dokazuju kako većina posjeduje sve temeljne učinke prethodno navedene (Tablica 1).   
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Slika 1. Kemijska struktura a) luteolina, b) luteolina 7-O-glukozida, c) apigenina, d) miricetina, e) kempferola i 

f) naringenina. 
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Tablica 1. Kratki pregled bioloških učinaka flavonoida lista masline. 

 

 Antioksidat

ivni učinak 

Protuupa

lni 

učinak 

Kardioprotek

tivni učinak 

Antidijabe

tski učinak 

Neuroprotekt

ivni učinak 

Antitumo

rski 

učinak 

Hepatoprotek

tivni učinak 

Antimikro

bni učinak 

luteolin* (65) (66) 

(67) 

(65) 

(66) 

(68) 

(69) 

(65) (66) 

(70) (71) 

(65) 

(72) 

(66) (65) 

(66) 

(73) 

(74) (75) (76) 

luteolin 

7-O-

glukozid

* 

 

(65) 

(65) 

(68) 

(77) 

 

(65) 

 

(72) 

 

(78) (79) 

 

(65) 

(77) 

  

(79) 

luteolin 

4'-O-

glukozid 

(80) (81)    (82)  (83) 

apigenin

* 

(84) (85) 

(67) (86) 

(84) 

(85) 

(86) 

(84) (85) (84) 

(85) 

(86) 

(84) (85) (84) 

(85) 

(86) 

(87) (88) 

apigenin 

7-O-

glukozid 

(89) (89)  (90) (91) (92)  (79) 

kverceti

n 

(93) (94) (93) 

(94) 

(93) (94) (93) 

(94) 

(93) (94) (93) 

(94) 

(93) (94) (93) 

(94) 

rutin (95) (95) (96) (95) (97) (95) (98) (99) 

diosmeti

n 

(100)  (101)  (102) (103) (104)  

miricetin

* 

(105) 

(106) 

(105) 

(106) 

(105) (105) (105) 

(106) 

(105) 

(106) 

(107) (105) 

naringen

in* 

(108) 

(109) 

(108) 

(109) 

(108) (108) 

(109) 

(108) 

(109) 

(108) 

(109) 

(110) (111) 

kempfer

ol* 

(112) (112) 

(113) 

(112) 

(113) 

(112) (112) 

(113) 

(112) 

(113) 

(114) (115) 

*flavonoidi čija je prisutnost u listu masline bili predmet ovoga istraživanja 
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1.1.3. Određivanje fenola lista masline NMR spektroskopijom 

1.1.3.1. NMR spektroskopija 

          NMR spektroskopija jedna je od najčešće korištenih analitičkih metoda u području 

kemije, biokemije, farmacije te u medicinskoj dijagnostici. Osnovni princip NMR-a temelji se 

na interakciji jezgara koje imaju spinski kvantni broj različit od 0 (I ≠ 0) u vanjskom 

magnetskom polju s radiofrekvencijskim zračenjem. Naime, uvođenjem vanjskog magnetskog 

polja dolazi do Zeemanovog cijepanja, odnosno uklanjanja degeneriranosti orijentacijskih 

stanja spina, te raspodjele populacije jezgara između diskretnih energetskih stanja. Protonske 

(¹H)  jezgre (I = ½) imaju dva spinska stanja različite energije, spin-up (stanje manje energije) 

i spin-down (stanje veće energije), pri čemu je nešto veća napučenost populacije u nižem 

energetskom stanju prema Boltzmannovoj raspodjeli. Razlika energije između energetskih 

razina proporcionalna je primijenjenom magnetskom polju, a opisuje se Larmorovom 

frekvencijom. Definirana je jednadžbom: 

△E = ħ𝜈𝐿 

 

gdje je △E razlika energije između energetskih razina, ħ reducirana Planckova konstanta i 𝜈𝐿 

Larmorova frekvencija. Ovisno o kemijskoj okolini, protoni će imati različitu Larmorovu 

frekvenciju budući da proton „osjeća“ različito magnetsko polje ovisno o tome u kakvom 

kemijskom okruženju se nalazi, što će se u spektru manifestirati kao različit kemijski pomak 

signala. Primjenom radiofrekvencijskog pulsa, koji je po iznosu jednak Larmorovoj 

frekvenciji, inducira se prijelaz jezgri iz nižeg u više energetsko stanje. Završetkom primjene 

pulsa, jezgre se vraćaju u ravnotežno stanje, prilikom čega se stvara FID signal koji se 

matematičkom Fourierovom transformacijom pretvara u spektar – ovisnost intenziteta signala 

o frekvenciji. Intenzitet signala, među ostalim, proporcionalan je broju protona koji sudjeluju 

u stvaranju signala, što otvara mogućnost kvantifikacije spoja u uzorku (116) (Slika 2). 
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Slika 2. Prikaz a) 1H protona u odsutnosti vanjskog magnetskog polja (B0 ≈ 0), prilikom čega je zbog 

degeneriranosti orijentacijskih stanja spinova neto magnetizacija (M0 ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  ) jednaka 0; b) precesije spina 1H protona u 

nižem (spin-up) i višem (spin-down) energetskom stanju u vanjskom magnetskom polju (B0 ) Larmorovom 

frekvencijom (νL), prilikom čega je neto magnetizacija (M0 ⃗⃗ ⃗⃗ ⃗⃗  ) u smjeru vanjskog magnetskog polja; c) zaokretanja 

vektora magnetizacije prema transverzalnoj ravnini primjenom radiofrekvencijskog pulsa, što stvara mjerljiv 

NMR signal. 

 

          Popriličan je broj istraživanja u kojemu je kvalitativna analiza fenolnih spojeva 

karakterističnih za vrstu maslina, lat. Olea europea L. provedena metodom ¹H NMR 

spektroskopije. Velik dio njih bavi se utvrđivanjem fenolnog sastava maslinovog ulja (117). 

Tako Christophoridou i sur.(118) 1H NMR spektroskopijom analiziraju fenolni ekstrakt 

maslinovog ulja bez odvajanja njegovih sastavnica, u kojemu pomoću karakterističnih pikova 

identificiraju pojedine sekoiridoide i flavonoide maslinovog ulja, među kojima su i oleuropein 

utvrđen pomoću singleta i kvarteta na 5,90 – 6,00 ppm, oleokantal i oleacein pomoću dubleta 

na 9,20 i 9,54 ppm te luteolin i apigenin pojavom dubleta redom na ~7,42 i 7,94 ppm. Ipak, 

primjetno je češća praksa u literaturi prethodno odvajanje izoliranih fenola tehnikom 

tekućinske kromatografije, a potom njihova identifikacija 1H NMR spektroskopijom. 

Vršenjem ovakve analize otklanja se mogućnost preklapanja pikova više spojeva, što olakšava 

identifikaciju pojedinog spoja. Na ovaj način identificirani su, osim u maslinovom ulju, i 

fenoli plodova masline, zatim biljnog otpada stvorenog od plodova u procesu dobivanja 

maslinovog ulja, te lista masline (119 – 123). Također, uporabom ove analitičke tehnike 
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pojedina istraživanja utvrđuju razlike u kemijskom profilu maslinovog ulja između određenih 

sorti masline ili geografskih područja uzgajanja sorte (124 – 126). Nadalje, u svrhu 

određivanja molekulske strukture novoizoliranih fenolnih spojeva, a često i sigurnije 

identifikacije već poznatih spojeva, u određenom broju istraživanja provedena je i 2D NMR 

analiza (najčešće HSQC, HMBC, COSY i TOCSY) pojedinog fenola (123, 127), a u 

pojedinim slučajevima i fenolnog ekstrakta maslinovog ulja (118, 128, 129) te lista masline 

(130). Uz kvalitativnu analizu maslinovog ulja pojedinih sorti masline, u određenom broju 

istraživanja određen je i ukupni fenolni sadržaj navedenog uzorka 1H NMR spektroskopijom 

(131). Međutim, sve je veći broj radova koji kvantificiraju pojedini fenol prisutan u 

maslonovom ulju rabeći ¹H NMR spektroskopiju. Karkoula i sur.(132) odredili su 

koncentraciju oleokantala i oleaceina u uzorku maslinovog ulja integracijom karakterističnog 

signala navedenih spojeva i internog standarda, a isti postupak ponovili su Kugić i sur.(133) 

primijenivši ga na maslinovom ulju autohtonih hrvatskih sorti masline. Za razliku od 

maslinovog ulja, sadržaj oleuropeina u ekstraktu lista masline iznimno je rijetko određen 

metodom ¹H NMR spektroskopije, što je detaljnije objašnjeno u 1.1.3.2. 

 

1.1.3.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza oleuropeina u listu masline – prednost NMR 

spektroskopije 

          Identifikacija oleuropeina, ali i drugih fenolnih spojeva poput flavonoida, u listu 

masline vrlo je često provedena metodom HPLC-MS (LC-MS), koja uključuje analizu uzorka 

metodom tekućinske kromatografije visoke djelotvornosti i identifikaciju odvojenih 

komponenti uzorka metodom masene spektrometrije (12, 134, 135). Prisutnost oleuropeina u 

ekstraktu lista masline često je utvrđena i metodom HPLC-DAD/UV (136, 137). Budući da je 

oleuropein jedan od najčešće identificiranih spojeva u kvalitativnoj analizi fenolnih spojeva 

ekstrakta lista masline, velik je broj istraživanja u kojima je, uz prethodnu identifikaciju, 

određena i koncentracija oleuropeina u ekstraktu lista masline. Sadržaj oleuropeina u 

ekstraktu vrlo je često određen metodom HPLC-MS (LC-MS). Koncentracija oleuropeina u 

ekstraktu lista masline u sedam odabranih istraživanja, u kojima je korištena navedena 

metoda, bila je u rasponu 0,59 – 441 mg/g suhog ekstrakta (47, 138 – 143), s medijanom u 

iznosu od 10,04 mg/g suhog ekstrakta. Metoda koja se također koristila za određivanje 

koncentracije oleuropeina u ekstraktu lista masline jest HPLC-DAD/TOF-MS (12, 135), koja 

je u navedenim istraživanjima iznosila ~ 2 mg/g suhog ekstrakta. U literaturi je navedeno 
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kako sadržaj oleuropeina u ekstraktu, a time posljedično i u listu masline, ovisi o mjesecu u 

kojemu su listovi brani, sorti masline i geografskom području maslinika (144 – 146). 

          Kao što je već prikazano u 1.1.3.2., jedna od čestih metoda kvalitativne, a sve češće i 

kvantitativne analize fenolnih spojeva jest metoda NMR spektroskopije. NMR spektroskopija 

u odnosu na tekućinsku kromatografiju ima određene prednosti koje se tiču same izvedbe 

postupka. Jedna od njih jest uporaba znatno manje količine otapala. Iako potrebni volumen 

otapala za pripravu mobilne faze u tekućinskoj kromatografiji ovisi o više čimbenika, kao što 

su vrsta odvajanja, volumen kolone i brzina tečenja, najčešće zahtijeva uporabu otapala koji 

se količinom može mjeriti u volumenu od 10 do 20 kolona (147). Gradijentna HPLC 

kromatografija, koja je u svrhu identifikacije oleuropeina češće korištena od izokratske, 

uključuje promjenu sastava mobilne faze tijekom izvođenja, zbog čega predviđa potrošnju 

otapala koja se može mjeriti u volumenu od 20 do 30 kolona (147). Za razliku od toga, u 

NMR spektroskopiji troše se tek manje količine otapala s obzirom da se koristi 5 mm NMR 

tuba koja zahtijeva 0,6 do 0,7 mL deuteriranog otapala (148). Također, analizu uzorka 

metodom NMR spektroskopije odlikuje kraće trajanje postupka u odnosu na analizu 

provedenu metodom HPLC kromatografije, s obzirom da potonja uključuje odvajanje 

sastavnica uzorka. 

          Unatoč prednostima NMR spektroskopije, u ograničenom je broju istraživanja 

identifikacija i/ili kvantifikacija oleuropeina u ekstraktu lista masline provedena ovom 

analitičkom tehnikom (130, 149 – 155). Većina navedenih istraživanja prvotno je provela 

separaciju komponenti ekstrakta lista masline, a potom odvojeni oleuropein visoke čistoće 

identificirala metodom ¹H i 13C NMR spektroskopije, dok je kvantitativna analiza sadržaja 

oleuropeina provedena metodom tekućinske kromatografije. Tek je manji broj istraživanja u 

kojima je isključivo metodom NMR spektroskopije, uz identifikaciju oleuropeina istom 

metodom, određen i sadržaj ovoga spoja u ekstraktu lista masline. Tako su Charisiadis i 

sur.(130, 149) za određivanje koncentracije oleuropeina u ekstraktu lista masline 1H NMR 

spektroskopijom koristili integral C-5' OH i C-6' OH singleta oleuropeina na ~ 8,8 ppm u 

DMSO-d6, prilikom čega je korišten TMSP-d4 kao interni standard za kvantifikaciju. S 

obzirom da je riječ o labilnim protonima koji su podložni izmjeni s drugim protonima u 

kemijskoj okolini, pikovi navedenih singleta često su prošireni ili čak odsutni u 1H NMR 

spektru, zbog čega je u navedenom istraživanju korištena pikrinska kiselina. Međutim, kako 

navode, povoljna rezolucija pikova postiže se u vrlo uskom molarnom omjeru pikrinske 

kiseline i mjerenog polifenola (oleuropeina), zbog čega relativno mala razlika u količini 

dodane pikrinske kiseline može znatno utjecati na izgled spektra. Također, sama uporaba 
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pikrinske kiseline zbog svoje eksplozivnosti i toksičnosti zahtijeva veće mjere opreza pri radu 

(156). Koncentracija oleuropeina u ekstraktu lista utvrđena NMR spektroskopijom evaluirana 

je usporedbom s koncentracijom istoga spoja određenom metodom HPLC-a u istom uzorku, 

prilikom čega je utvrđeno kako postoji relativno malo odstupanje u ispitanim vrijednostima. 

Kontogianni i sur.(152) primjenjuju isti postupak te također određuju sadržaj oleuropeina u 

usporedbi s HPLC-om. Koncentracija oleuropeina u ekstraktu lista masline u navedenim 

radovima utvrđena 1H NMR spektroskopijom iznosila je ~ 37 (152), odnosno ~ 390 (130, 

149) mg/g suhog ekstrakta. 

          Osim navedenoga, nema drugih dostupnih podataka u literaturi o kvantitativnom 

određivanju oleuropeina u ekstraktu lista masline 1H NMR spektroskopijom. Određivanje 

sadržaja navedenog spoja metodom 1H NMR spektroskopije proveli su jedino još Mousouri i 

sur.(157) te Koudounas i sur.(158), koji su odredili koncentraciju oleuropeina u plodovima 

masline integracijom karakterističnog pika na ~ 5,9 ppm, te korištenjem siringaldehida kao 

internog standarda. 
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2. OPĆI I SPECIFIČNI CILJEVI RADA 

          List masline, iako otpadni biljni materijal, sadrži obilje fenolnih spojeva s izraženim 

biološkim djelovanjem. Oleuropein, jedan od najzastupljenijih fenolnih spojeva u listu 

masline, odlikuje se velikim potencijalom u prevenciji i liječenju određenih bolesti (159). 

Shodno tome, ističe se važnost razvijanja metoda kojima bi se omogućilo određivanje njegova 

sadržaja u listu masline. HPLC tehnika standardni je pristup kvantitativnog određivanja 

oleuropeina u ekstraktu lista masline (134, 136). Unatoč prednostima u pogledu potrošnje 

otapala i vremenskog trajanja, iznimno je malo istraživanja u kojima je 1H NMR 

spektroskopijom kvantificiran oleuropein u ovom biljnom materijalu (130, 149, 152). Glavni 

cilj ovoga rada jest odrediti sadržaj oleuropeina u ekstraktu lista masline 1H kvantitativnom 

NMR spektroskopijom. U tu svrhu prvo će se identificirati oleuropein u ekstraktu usporedbom 

sa standardom uz primjenu 1H i 2D 1H-13C HMBC NMR spektroskopije. Nadalje, razvit će se 

analitička metoda za kvantifikaciju oleuropeina u ekstraktu lista masline, u okviru čega će se 

će se utvrditi otapalo s boljim karakteristikama za 1H NMR analizu, uspoređujući aceton-d6 i 

metanol-d4, NMR otapala koja dosad nisu primijenjena u određivanju sastava ekstrakta lista 

masline. U prethodnim istraživanjima uglavnom je korišten DMSO. Izradit će se baždarni 

pravci sa standardnim otopinama oleuropeina i uz primjenu internog standarda. U konačnici 

će se provesti validacija metode.  

          Nadalje, oleokantal i oleacein izrazito su biološki aktivni fenolni spojevi karakteristični 

za maslinovo ulje (37). Njihov nastanak povezan je s procesom proizvodnje ulja, prilikom 

čega nizom reakcija dolazi do razgradnje njihovih prirodnih prekursora, redom ligstrozida i 

oleuropeina (38). Utvrđena je i mogućnost njihova nastanka iz istih prekursora prilikom 

obrade lista masline, no broj je takvih istraživanja ograničen (35, 40). Postoji nekoliko radova 

u kojima je utvrđena prisutnost oleokantala i oleaceina u ekstraktu lista masline. Dodatni je 

cilj ovoga istraživanja 1H NMR spektroskopijom utvrditi prisutnost oleokantala i oleaceina u 

ekstraktu lista masline. Utvrđivanje prisutnosti oleokantala temeljit će se na usporedbi s 1H 

spektrom otopine standarda. O prisutnosti oleaceina u listu masline zaključit će se na osnovi 

literaturnih podataka o kemijskom pomaku pikova oleaceina.  

          U fenolnom sastavu lista masline redovito su prisutni flavonoidi, bioaktivni spojevi 

izrazitog antioksidativnog učinka (55). Jedna od najčešćih analitičkih tehnika korištenih u 

identifikaciji flavonoida ekstrakta lista masline jest LC-MS, dok je kvalitativna analiza 

ekstrakta lista masline 1H NMR spektroskopijom, bez pomoćne HPLC metode kojom dolazi 
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do odvajanja smjese flavonoida, vrlo rijetko korištena u svrhu identifikacije navedenih 

spojeva (130, 149, 152). Stoga je u cilju ovoga rada bilo i identificirati određene flavonoide 

koji su, prema literaturi, već pronađeni u sastavu lista masline.  U sklopu toga utvrdit će se 

mogu li se flavonoidi, čiji pikovi imaju sličan položaj u spektru, pouzdano identificirati 

metodom 1H spektroskopije, odnosno dolazi li do preklapanja pikova flavonoida sličnog 

kemijskog pomaka u 1H NMR spektru smjese flavonoida. Pripravit će se smjese standarda 

flavonoida, čiji će 1H NMR spektri biti uspoređeni s 1H NMR spektrom pojedinog flavonoida. 

S obzirom na dobivene rezultate, nadalje će se 1H NMR spektroskopijom utvrditi prisutnost 

odabranih flavonoida prisutnih u ekstraktu lista masline: luteolina, luteolina 7-O-glukozida, 

apigenina, naringenina, miricetina i kempferola (39, 51 – 53). 
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1. MATERIJALI I METODE 

 

3.1. Materijali 

3.1.1. Kemikalije 

          Acetonitril (za HPLC), metanol (za HPLC), aceton-d6 (99%), metanol-d4 (99%) i 

aceton (p.a.) pribavljeni su od tvrtke Merck (Njemačka). Oleuropein (p.a.), kempferol (p.a.) i 

naringenin (p.a.) nabavljeni su od tvrtke Extrasynthèse S.A. (Francuska), luteolin (p.a.), 

luteolin-7-glukozid (p.a.), luteolin-6-glukozid (p.a.) i miricetin (p.a.) od tvrtke TransMIT 

GmbH (Njemačka), apigenin (p.a.) od tvrtke Fluka Chemie GmbH (Švicarska), oleokantal 

(p.a.) od tvrtke PhytoLab GmbH & Co. KG (Njemačka) te siringaldehid (p.a.) od tvrtke 

Sigma-Aldrich (SAD). 

 

3.2. Metode 

3.2.1. Priprava standardnih otopina 

3.2.1.1. Priprava standardne otopine internog standarda 

          Standardna otopina internog standarda, siringaldehida,  koncentracije ~ 0,02 mol/dm3, 

pripremljena je otapanjem odgovarajuće mase krutine u acetonitrilu. Otopina je čuvana pri 

temperaturi od –18 °C i bila minimalno izložena kisiku i svjetlosti.  

3.2.1.2. Priprava standardnih otopina oleuropeina 

          Otopina standarda oleuropeina u acetonitrilu koncentracije 0,0037 mol/dm3 pripravljena 

je otapanjem 0,0010 g oleuropeina u odmjernoj tikvici od 5 mL. Otopina standarda čuvana je 

pri temperaturi od –18 °C u uvjetima bez pristupa svjetlosti i kisika. 

           Pripravljeno je sedam uzoraka oleuropeina koristeći standardnu otopinu oleuropeina (c 

= 0,0037 mol/dm3) u svrhu izrade baždarnih pravaca za određivanje koncentracije oleuropeina 

u ekstraktu lista masline. Uzorci su pripremljeni dodavanjem određenog volumena otopine 

standarda oleuropeina u Eppendorf epruvete, te je u svaku potom dodano 140 μL standardne 

otopine siringaldehida (c = 0,0200 mol/dm3). Sadržaj je  isparen do suha, a tijekom cijelog 

postupka uzorci su bili minimalno izloženi svjetlosti i kisiku. Do snimanja NMR 

spektroskopijom uzorci su čuvani na temperaturi od –18 °C.   
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          Raspon koncentracija oleuropeina u pripravljenim uzorcima bio je 0,2 – 6,6 mmol/dm3 

u 700 µL acetona-d6, pri čemu je koncentracija internog standarda (siringaldehida) uvijek 

iznosila 4 mmol/dm3. Uzorci navedenog raspona služili su za izradu Baždarnog pravca 1. 

Nakon što je snimljen pojedini uzorak pripravljen za izradu Baždarnog pravca 1, uzeta je 

desetina (70 µL) otopine snimljenog uzorka i dodano 630 µL acetona-d6 (ukupni volumen 

jednak je 700 µL) te je tako pripravljeni uzorak dan na ¹H NMR snimanje. Na taj način 

omogućena je izrada još jednog baždarnog pravca (Baždarni pravac 2), čije su koncentracije 

oleuropeina deset puta manje (raspona 0,02 – 0,66 mmol/dm3), kao i koncentracija internog 

standarda (0,4 mmol/dm3) u 700 µL acetona-d6 (Tablica 2). 

 

Tablica 2. Priprava uzoraka za izradu baždarnih pravaca.  

  
 

Baždarni pravac 1  

  

 

Baždarni pravac 2  

c (oleuropein) / mmoldm-3  V (0,0037 moldm-3 otopine 

oleuropeina) / μL    

c (oleuropein) / mmoldm-3  

0,20  38  0,020  

0,89  170  0,089  

1,45  275  0,145  

2,58  490  0,258  

3,05  580  0,305  

3,68  700  0,368  

6,58  1250  0,658  

  
 

          U snimljenim ¹H NMR spektrima uzoraka za izradu baždarnih pravaca integriran je pik 

oleuropeina na 5,95 ppm i pik internog standarda na 9,83 ppm. Izračunan je omjer njihovih 

površina 𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑. Prikazana je ovisnost 𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑   o 

koncentraciji oleuropeina, čime su dobiveni baždarni pravci za određivanje sadržaja 

oleuropeina u ekstraktu lista masline (Baždarni pravac 1 i Baždarni pravac 2). 
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3.2.1.3. Priprava standardnih otopina oleokantala 

          Standardna otopina oleokantala u acetonitrilu  pripremljena je iz  krutog standarda  

mase 5,30 mg. Navedeni standard viskozna je tekućina koja je kvantitativno prenesena u 

odmjernu tikvicu od 5 mL otapanjem u acetonitrilu. Kvantitativnost postupka i stabilnost 

sadržaja praćena je pomoću UV-VIS spektrofotometrije. Pripravljena je standardna otopina 

oleokantala koncentracije 0,0035 mol/dm3. Otopina je čuvana u uvjetima bez pristupa 

svjetlosti i kisika na –18 °C. 

        Uzorak pripravljen od standardne otopine oleokantala (c = 0,0035 mol/dm3) priređen je 

dodatkom 250 μL otopine standarda u Eppendorf epruvetu, u koju je zatim dodano 140 μL 

internog standarda (c = 0,0200 mol/dm3). Tako pripravljeni uzorak isparen je do suha te je do 

NMR analize bio pohranjen pri temperaturi od –18 °C, u uvjetima bez pristupa svjetlosti i 

kisika. 

 

3.2.1.4. Priprava standardnih otopina flavonoida 

          Koristeći komercijalno dostupne standarde pripremljena je po jedna standardna otopina 

pojedinog flavonoida u acetonu. Pripremljene su standardne otopine: 0,0034 mol/dm3 

luteolina (0,0049 g), 0,0027 mol/dm3 apigenina (0,0036 g), 0,0034 mol/dm3 kempferola 

(0,0048 g) i 0,0032 mol/dm3 naringenina (0,0043 g) otapanjem krutog standarda u odmjernoj 

tikvici od 5 mL. Otopina standarda miricetina u acetonu koncentracije 0,0053 mol/dm3 

pripravljena je ultrazvučnim otapanjem 0,0085 g standarda u odmjernoj tikvici od 5 mL u 

trajanju od oko 1 min. Standardi luteolin 7-O-glukozida (0,0029 g) i luteolin 6-C-glukozida 

(0,0034 g), otopljeni su u acetonu (5 mL) uz primjenu ultrazvučne kupelji, prilikom čega se 

sva izvagana masa nije otapala u 5 mL acetona, te je nastala suspenzija. Sve otopine 

flavonoida bile su minimalno izložene kisiku i svjetlosti te su čuvane pri temperaturi od –18 

°C. 

          Od standardnih otopina luteolina (c = 0,0034 mol/dm3), apigenina (c = 0,0027 

mol/dm3), miricetina (c = 0,0053 mol/dm3), kempferola (c = 0,0034 mol/dm3) i naringenina (c 

= 0,0032 mol/dm3) te pripravljenih suspenzija luteolin 7-O-glukozida i luteolin 6-C-glukozida 

pripremljeni su uzorci koji su se sastojali od samo jednog flavonoida i uzorci u kojima je 

prisutno više različitih flavonoida. Tako je pripravljena smjesa: luteolina i apigenina; 

luteolina, luteolina 7-O-glukozida i luteolina 6-C-glukozida; luteolina, luteolina 7-O-
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glukozida, luteolina 6-C-glukozida i apigenina; naringenina i miricetina; naringenina, 

miricetina i kempferola. U svaki uzorak dodano je 139 μL standardne otopine internog 

standarda (c = 0,0201 mol/dm3). Svi uzorci ispareni su do suha vakuumskim uparivačem te su 

do NMR mjerenja bili čuvani u uvjetima bez pristupa svjetlosti i kisika pri temperaturi od –18 

°C. Neposredno prije mjerenja, suhom ostatku dodano je 700 µL acetona-d6 koji je korišten 

kao NMR otapalo. 

3.2.2. Priprava uzoraka za NMR analizu 

          Uzorci za NMR analizu pripremljeni su otapanjem suhih ekstrakata neposredno prije 

snimanja spektara. Tijekom pripreme suhih ekstrakata (160), odnosno prije isparavanja 

ekstrakcijskog otapala (80% etanol), dodano je 139 μL standardne otopine internog standarda 

(c = 0,0201 mol/dm3). NMR uzorci su do snimanja čuvani pri temperaturi od –18 °C, u 

uvjetima bez pristupa svjetlosti i kisika. U svrhu kvalitativne NMR analize otopljeni su u 700 

μL acetona-d6 ili metanola-d4. 

          U svrhu kvantitativne analize oleuropeina izabrane su dvije vrste lista masline u 

duplikatu. Pripremljeni su suhi ekstrakti A1 i A2 od jedne vrste lista masline, te B1 i B2 od 

druge vrste lista masline (160). U suhi ekstrakt postupno je dodavan aceton, prilikom čega je 

svaki put, prije novog dodatka otapala, otopljeni sadržaj kvantitativno prenesen u suhu 

tikvicu. U ekstrakt je dodavan aceton sve dok se posljednjim dodatkom acetona ekstrakt 

(zeleno-smeđi talog na stijenci tikvice) vidno nije više otapao u acetonu. Taj posljednji 

sadržaj također je kvantitativno prenesen u tikvicu. Ukupni volumen dodanog acetona 

iznosio je 6,50 mL. Iz tikvice je uzet alikvot od 700 μL, u koji je potom dodano 139 μL 

standardne otopine internog standarda (c = 0,0201 mol/dm3) te isparen do suha – „NMR 

uzorak 1“. Provedena je provjera kvantitativnog prenošenja oleuropeina iz suhog ekstrakta u 

NMR uzorak. Na stijenkama tikvice je i dalje zaostao bijeli talog. U „zaostali ekstrakt“ 

postupno je dodavan metanol sve dok sav „zaostali ekstrakt“ nije kvantitativno prenesen 

metanolom u suhu tikvicu. Ukupni volumen metanola iznosio je 6,50 mL, a sam postupak 

praćen je UV-VIS spektrofotometrijom. Iz tikvice je uzet alikvot od 700 μL, u koju je potom 

dodano 139 μL standardne otopine internog standarda (c = 0,0201 mol/dm3) te isparen do 

suha – „NMR uzorak 2“. Uzorci su bili minimalno izloženi kisiku i svjetlosti te do NMR 

analize bili čuvani pri temperaturi od –18 °C. 1H NMR spektar „NMR uzorka 2“ sadržavao je 

signal oleuropeina na 5,95 ppm vrlo slabog intenziteta, čime je potvrđena kvantitativnost 

metode (Prilog 1). 
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3.2.3. 1D i 2D NMR spektroskopija u kvalitativnom i kvantitativnom određivanju 

fenolnih spojeva 

          ¹H NMR spektri suhih ekstrakata lista masline snimljeni su na uređaju Bruker Avance 

600 (14,1 T) na Institutu Ruđer Bošković (Centar za NMR) pri frekvenciji od 600,13 MHz i 

temperaturi 298 K. Korišteni akvizicijski parametri bili su: spektralna širina 0 – 21 ppm, 

vrijeme akvizicije = 1,30 s, vrijeme relaksacije (D1) = 5 s, pulsni kut = 90°, broj skeniranja 

(NS) = 64. Prikupljeno je 32 800 podataka. ¹H -13C HMBC spektri snimljeni su na istom 

uređaju, pri 298 K, uz akvizicijske parametre: spektralna širina 0 – 15 ppm (¹H) i 0 – 240 ppm 

(13C), vrijeme akvizicije u trajanju od 0,11 s (F2) i 0.01 s (F1), vrijeme relaksacije (D1) = 1,0 

s, broj skeniranja (NS) = 46, 90° duljina pulsa za ¹H (P1) = 9,0 µs, vrijeme odgode za 

udaljenu J-spregu postavljeno na nJ (1H-13C) = 145 Hz, ukupno vrijeme akvizicije ≈ 4 h. 

Spektri su obrađeni u programu Bruker TopSpin 4.4.1. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA 

 

4.1. NMR spektar ekstrakta lista masline 

4.1.1. Analiza ¹H NMR spektra ekstrakta lista masline 

          U svrhu kvalitativne i kvantitativne analize fenolnih spojeva u ekstraktima lista 

masline, snimljeni su ¹H NMR spektri ekstrakata u acetonu-d6. U spektrima snimljenih 

ekstrakata mogli su se uočiti pikovi u većem dijelu spektralne širine, najčešće 0 – 14 ppm. 

Većina pikova bila je u području 1 – 4 ppm (Slika 3), dok je područje s kemijskim pomakom 

većim od 8 ppm sadržavalo relativno mali broj pikova (Slika 4). 

 

 

Slika 3. Prikaz ¹H NMR spektra ekstrakta lista masline u acetonu-d6 (0 – 7,5 ppm). 
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Slika 4. Prikaz ¹H NMR spektra ekstrakta lista masline u acetonu-d6 (8 – 13 ppm). Oznakom I označen je signal 

internog standarda. 

 

          Zbog tehničkih ograničenja, prilikom snimanja može doći do faznih pomaka 

frekvencijskih signala u FID-u (engl. free induction decay) (161). U svrhu pravilnog 

integriranja pojedinih signala, potrebno je izvršiti korekciju faze kako bi svi signali sadržavali 

samo apsorpcijsku komponentu, bez one disperzijske, tj. od važnosti je da su signali za 

spojeve koji se kvantitativno određuju potpuno iznad osnovne linije, a ne jednim dijelom 

ispod i drugim dijelom iznad bazne linije. Snimljeni ¹H NMR spektar ponekad je zahtijevao 

korekciju faze, zbog čega je izvršena ručna korekcija, prilikom čega se postigla simetričnost 

signala s obje strane baze signala (Slika 5). 

 

 

 

Slika 5. Prikaz korekcije faze u ¹H NMR spektru. a) Primjer signala u kojem je potrebna korekcija faze i b) 

prikaz istoga signala s ispravljenom fazom. 
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          Širenje spektralnih linija opcija je kojom se poseže ako je omjer signala i šuma malen, 

no svi snimljeni ¹H NMR spektri pokazali su prihvatljiv navedeni omjer, zbog čega se u 

obradi spektara nije primjenjivalo.  

          Budući da su u 1H NMR spektrima ekstrakata lista masline, kao i u 1H NMR spektrima 

standardnih otopina, postojale manje varijacije u kemijskom pomaku signala aldehidnog 

protona internog standarda, navedeni je pik u svakom 1H NMR spektru kalibriran na kemijski 

pomak od 9,83 ppm, koji odgovara kemijskom pomaku istoga pika u 1H NMR spektru 

standardne otopine internog standarda. 

          Za ispravnu integraciju važno je definirati odgovarajuća područja integracije. Ta 

područja trebaju biti dovoljno široka da obuhvate cijeli signal, ali dovoljno uska da se 

izbjegne preklapanje s drugim signalima. Iako postoji više smjernica za pravilnu integraciju, 

uobičajeno je pravilo da područje integracije treba biti široko dvadeset puta širina signala 

(162). Kod snimanja 1H NMR spektara prirodnih smjesa često je zbog male udaljenosti u 

položaju signala različitih bioloških spojeva onemogućeno slijediti navedeno pravilo, te je 

zadovoljavajuće definirati manje područje integracije (163). Signali su integrirani na način da 

je uzeto područje integracije dovoljno široko za pouzdanu integraciju, a da se pritom ne 

preklapa s drugim signalima. Za ispravno integriranje također je vrlo važna ravna bazna linija. 

Kako bi se postigle točnije vrijednosti integrala prilikom integracije bazna linija ručno je 

korigirana za pojedini signal (Slika 6). 

 

 

 

Slika 6. Prikaz integracije singleta oleuropeina na 5,95 ppm. 
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4.1.2. Analiza 2D HMBC NMR spektra ekstrakta lista masline 

          S obzirom da se u ekstraktu lista masline očekuje veći broj spojeva, bilo je očekivano 

da će u ¹H NMR spektrima ekstrakata, zbog potencijalnih određenih varijacija u kemijskom 

pomaku signala ili moguće prisutnosti spojeva slične strukture čiji se protoni pojavljuju u 

sličnom području u spektru, doći do preklapanja određenih pikova. Kako bi se provela 

pouzdana kvalitativna analiza ekstrakta lista masline, uz ¹H NMR spektroskopiju, proveden je 

i HMBC 2D eksperiment.  

          U pojedinim 2D 1H-13C HMBC NMR spektrima izvršena je korekcija bazne linije kako 

bi korelacije bile pravilnijeg oblika, a signali manjeg intenziteta uočljiviji te lažni signali 

uklonjeni (164). Ispravljanje bazne linije izvršeno je automatski. 

          Nadalje, u pojedinim spektrima provedena je apodizacija spektara kako bi se povećala 

rezolucija te osjetljivost – omjer signala i šuma (signal-to-noise ratio) (165). Potom je 

izvršena automatska 2D Fourierova transformacija.  

          S obzirom na postojanost određenih manjih varijacija u kemijskom pomaku, u svim 2D 

1H-13C HMBC spektrima izvršena je kalibracija CH3 → C=O korelacije acetona-d6 na 

vrijednost od 2,06 ppm (F2) i 206,11 ppm (F1), kemijske pomake koje aceton-d6 kao NMR 

otapalo redom ima u 1H NMR spektru otopine standarda siringaldehida i 13C NMR spektru 

otopine standarda oleuropeina.  

          Valja napomenuti kako integracija signala nije provedena u 2D 1H-13C HMBC NMR 

spektrima budući da intenziteti signala nisu direktno povezani s brojem protona, već 

ponajprije ovise o konstanti sprege te učinkovitosti prijenosa magnetizacije, zbog čega 

integrali korelacija nisu primjenjivi u kvantitativnoj analizi (166). 

 

4.2. Usporedba NMR otapala – aceton-d6 i metanol-d4 

 

          Kako bi se provela kvalitetna NMR analiza, poželjno je da NMR otapalo ima što bolja 

svojstva, kao što su dobra topljivost uzorka u otapalu, mala viskoznost i inertnost otapala 

(167). U ekstraktu lista masline prisutni su fenolni spojevi, za koje je očekivano da se, zbog 

svog izraženog polarnog karaktera, bolje otapaju u polarnim otapalima (168). Budući da se u 

ekstraktu lista masline mogu očekivati spojevi čije funkcionalne skupine imaju sposobnost 

izmjene protona s otapalom, vidljivost određenih signala te njihovo određivanje može ovisiti 

o odabiru NMR otapala (169). Također, smanjenjem viskoznosti NMR otapala povećava se 

rezolucija pikova u spektru (167). U ovom istraživanju, uspoređena su polarna otapala aceton-
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d6 i metanol-d4 u svrhu odabira prikladnijeg za kvantitativnu i kvalitativnu ¹H NMR analizu 

sadržaja ekstrakta lista masline. 

          U ¹H NMR spektru standardne otopine oleuropeina snimanog u acetonu-d6 utvrđena je 

veća rezolucija pikova nego li u spektru standardne otopine oleuropeina gdje je otapalo bio 

metanol-d4. Značajno proširenje pikova moglo se uočiti i u ¹H NMR spektrima ekstrakata 

lista masline kada je kao otapalo korišten metanol-d4. Cijepanje signala, koje je karakteristika 

većeg broja pikova oleuropeina, nije se moglo uočiti u spektru ekstrakta lista masline 

snimljenog u metanolu-d4 kod pikova koji imaju relativno malu konstantu sprege (J ≤ 1,5 

Hz), među kojima je i signal oleuropeina pri 1,68 ppm koji potječe od H-10, za koji je 

utvrđeno da se pojavio u obliku većeg dubleta (J = 7,0 Hz) umjesto karakterističnih dvaju 

manjih dubleta (J = 7,1 Hz, J = 1,5 Hz) (Slika 7). Budući da se u spektrima uzoraka snimanih 

u metanolu-d4 mogla uočiti slabija rezolucija svih pikova, a ne samo pojedinih, vrlo je 

vjerojatno da je proširenje signala posljedica veće viskoznosti metanola-d4, koja iznosi 0,54 

mPa·s pri 298 K te je gotovo dvaput veća od viskoznosti acetona-d6 u iznosu od 0,31 mPa·s 

pri 298 K (116), ako se pritom zanemari mogući utjecaj deuteriranog protona na vrijednost 

navedenog fizikalnog svojstva. Iako je utjecaj viskoznosti NMR otapala na širinu pikova 

poznat u literaturi, prema svim saznanjima, isti nije ispitan na rezoluciju signala fenolnih 

spojeva u analizi 1H NMR spektara ekstrakta lista masline, niti je na tom svojstvu temeljen 

odabir NMR otapala za kvalitativnu i/ili kvantitativnu analizu navedenih spojeva. 
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Slika 7. Usporedba ¹H NMR spektara ekstrakata lista masline u acetonu-d6 (gore) i metanolu-d4 (dolje). 

Vidljiva je bolja rezolucija signala koji potječu od H-8 (1), H-1 (2) i H-10 (3) oleuropeina identificiranog u 

ekstraktima u acetonu-d6. 

 

          Nadalje, u ¹H NMR spektrima otopina standarda oleuropeina koncentracije 2,0 

mmol/dm3 i ekstrakata lista masline detektirani su signali oleuropeina, bez obzira na korišteno 

otapalo (aceton-d6 ili metanol-d4). Popis kemijskih pomaka pikova oleuropeina u pojedinom 

otapalu, te usporedba istih u ovisnosti o otapalu navedena je u 4.3.1.1. Međutim, dva singleta 

oleuropeina koji se odnose na C-5' OH i C-6' OH mogli su se uočiti samo u spektru standarda 

oleuropeina snimanog u acetonu-d6, redom na 7,74 i 7,69 ppm. Također, singleti flavonoida 

na ~ 13,0 ppm, koji se odnose na C-5 OH, bili su uočeni samo u spektrima ekstrakata 

otopljenih u acetonu-d6 (Slika 8). 
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Slika 8. ¹H NMR spektar a) otopine standarda oleuropeina u metanolu-d4 i b) acetonu-d6, c) ekstrakta lista 

masline u metanolu-d4 i d) acetonu-d6. Može se primijetiti prisutnost signala protona hidroksilnih skupina 

(označenih strelicom) na 7,74 i 7,69 ppm koji pripadaju oleuropeinu (b) i ~ 13,0 ppm koji pripadaju 

flavonoidima u acetonu-d6 (d), te odsutnost istih u metanolu-d4 (a, c). 

 

          Odsutnost navedenih signala u spektrima uzoraka snimanih u metanolu-d4 može se 

objasniti svojstvom metanola, kao protičnog otapala, da sudjeluje u brzim protonskim 

izmjenama sa spojevima prisutnima u uzorku koji su podložni izmjeni (149). Labilni protoni, 

koji su najčešće vezani na heteroatome, mogu se zamijeniti s deuteriranim protonom otapala 

(170). Deuterij ne daje signal u spektru, zbog čega je u ¹H NMR spektru u metanolu-d4 

evidentna odsutnost pikova oleuropeina i flavonoida koji pripadaju labilnim protonima 

vezanih za kisikov atom. Međutim, Kontogianni i sur.(171) utvrđuju odsutnost C-5' OH i C-6' 

OH singleta u 1H NMR spektru standardne otopine oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 5 

mmol/dm3 pri 292 K, a iste uočavaju redom na 7,75 i 7,73 ppm tek dodatkom pikrinske 

kiseline, koncentracije 8 mmol/dm3 u acetonu-d6. Pritom navode da se tek zajedničkom 

uporabom bezvodnog aprotičnog otapala, pikrinske kiseline i niske temperature navedeni 

singleti pojavljuju u 1H NMR spektru, te da su isti visoke razlučivosti. Charisiadis i sur.(149) 

spominju kako pikrinska kiselina smanjuje izmjenu protona između OH skupina fenola i 

rezidualne vode prisutne u otopini, što dovodi do pojave pikova koji potječu od labilnih 

protona, a to ujedno i bilježe u svom istraživanju u 1H NMR spektru metanolnog ekstrakta 

lista masline u DMSO-d6 pri 292 K, na spektralnoj širini 8,5 – 9 ppm i ~ 13,0 ppm. Međutim, 

u istraživanju navode kako je već samo uporabom polarnih aprotičnih otapala koji imaju 

mogućnost stvaranja vodikovih veza sa spojevima u otopini, kao što su aceton-d6 ili DMSO-

d6, smanjena mogućnost izmjene protona između promatranog spoja i rezidualne vode ili 

drugih komponenti prisutnih u otopini, kao što su ekstrahirane kiseline pri sobnoj temperaturi, 

što dovodi do vidljivih OH signala u 1H NMR spektru. Navedeno dokazuju samo u 1H NMR 
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spektru otopine standarda naringenina, ali ne i u spektru ekstrakta lista masline. Također, 

otapanjem različite količine suhog ekstrakta lista masline u NMR otapalu indirektno dokazuju 

da koncentracija fenolnih spojeva u vodenom i metanolnom ekstraktu lista masline utječe na 

pojavu i razlučivost OH singleta u 1H NMR spektru, prilikom čega su pikovi u području 8,5 – 

8,9 ppm bili bolje razlučivi u manje koncentriranoj otopini, dok u onima najviše 

koncentriranima nisu bili ni vidljivi (ispitan raspon koncentracije 0,05 – 80 mg ekstrakta u 

600 μL DMSO-d6, T = 292 K). Navedenu pojavu pripisuju većoj zastupljenosti izmjene 

protona između fenola i ekstrahiranih kiselina u koncentriranijim otopina. 

          Budući da je utvrđeno kako količina otopljenog ekstrakta lista masline utječe na 

prisutnost singleta labilnih protona, postojala je mogućnost da 1H NMR spektar otopine 

standarda oleuropeina koncentracije 2,0 mmol/dm3 sadrži C-5' OH i C-6' OH signale zbog 

korištene manje koncentracije u odnosu na Kontogianni i sur. (170), čija je koncentracija 

oleuropeina 5 mmol/dm3. Stoga je istražena prisutnost signala u 1H NMR spektru na još dvije 

otopine standarda oleuropeina, niže (c = 3,7 mmol/dm3) i više (c = 6,6 mmol/dm3) 

koncentracije od 5 mmol/dm3, u acetonu-d6. Oba 1H NMR spektra sadržavala su C-5' OH i C-

6' OH signale oleuropeina (Slika 9). Nepodudarnost s literaturom nije razjašnjena, no može se 

utvrditi kako koncentracija nije imala utjecaja na navedeno, te pretpostaviti kako su tomu 

mogući uzrok postavke snimanja 1H NMR spektara. 

 

 

 

Slika 9. Odsječak 1H NMR spektra otopine standarda oleuropeina koncentracije a) 3,7 mmol/dm3 i b) 6,6 

mmol/dm3 u području 7 – 8 ppm. 
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          Nadalje, navedeni se pikovi oleuropeina (C-5' OH i C-6' OH singleti) ne pojavljuju u 

spektrima ekstrakata lista masline snimljenih u acetonu-d6. Na kemijskom pomaku na kojem 

se inače nalaze navedeni signali uočen je tek iznimno širok signal, koji bi odgovarao 

navedenim protonima (Slika 10). Postoji mogućnost da je izostanak signala uzrokovan 

izmjenom protona između oleuropeina i drugih spojeva koji su prisutni u smjesi ekstrakta lista 

masline, kao što je već prethodno navedeno prema Charisiadisu i sur.(149), no potrebno je još 

potvrditi točan razlog njihove odsutnosti u navedenim spektrima. 

 

 

 

Slika 10. ¹H NMR spektar otopine standarda oleuropeina (crveno) i ekstrakta lista masline (plavo) u acetonu-d6. 

Pikovi oleuropeina na 7,74 i 7,69 ppm koji se odnose na C-5' OH (1) i C-6' OH (2) u spektru standarda te širok 

signal na ~ 7,7 ppm (3).  

 

          Kao povoljnije NMR otapalo pokazao se aceton-d6 u odnosu na metanol-d4, zbog veće 

rezolucije cijeloga 1H NMR spektra te pojavnosti pikova OH skupina fenola, stoga je aceton-

d6 odabran za uporabu u kvalitativnoj i kvantitativnoj NMR analizi. Velik dio istraživanja 

koja su se bavila identificiranjem fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline 1H NMR 

spektroskopijom, te u svim istraživanjima koja su se bavila kvantifikacijom oleuropeina 

primjenom 1H NMR spektroskopije DMSO-d6 je korišten kao NMR otapalo. Unatoč tomu, u 

ovom istraživanju upotrijebljen je aceton-d6 zbog manje viskoznosti acetona u odnosu 

DMSO, za što se pretpostavlja da bi osiguralo veću rezoluciju 1H NMR spektra te posljedično 

točniju interpretaciju i kvantifikaciju spojeva (116, 167). 
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4.3. Sadržaj fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline 

4.3.1. Identifikacija oleuropeina u ekstraktu lista masline 

4.3.1.1. ¹H NMR spektar ekstrakta lista masline 

          Ekstrakt lista masline sastoji se od više različitih fenolnih spojeva čiji signali u ¹H NMR 

spektru ostvaruju slične kemijske pomake, što može otežati identifikaciju samih spojeva, a 

time i pouzdanu interpretaciju sastava ekstrakta. Uz to, budući da NMR otapalo ima utjecaja 

na kemijski pomak pojedinog signala, podaci iz literature o kemijskom pomaku pikova se 

razlikuju ovisno o korištenom otapalu. Kako bi se izbjegao taj problem i sa sigurnošću 

ustvrdila prisutnost oleuropeina u ekstraktima lista masline, snimljeni su ¹H NMR spektri 

otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6. U spektru su se mogli uočiti signali 

karakteristični za oleuropein (Slika 11), uključujući i singlet na 5,95 ppm (Slika 12). 

Usporedbom sa 1H NMR spektrom standarda, svi 1H NMR spektri ekstrakata lista maslina u 

acetonu-d6 pokazali su prisustvo oleuropeina. 

 

Slika 11. Kemijska struktura oleuropeina s označenim H atomima. 

 

 

 

Slika 12. ¹H NMR spektar otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6. 
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          Zbog već prethodno navedene usporedbe otapala, određeni broj ekstrakata sniman je u 

metanolu-d4, pa je ujedno i snimljen standard oleuropeina u metanolu-d4. U navedenim 

ekstraktima snimanih u metanolu-d4, također je identificiran oleuropein ¹H NMR 

spektroskopijom. Većina pikova karakterističnih za oleuropein imala je veći kemijski pomak 

u odnosu na istovrsne pikove prisutne u spektrima uzoraka koji su bili snimani u acetonu-d6 

(Tablica 3). Kemijski pomak pojedinog signala oleuropeina velikim je dijelom u skladu s 

literaturom (153 – 155, 172 – 174), a manje varijacije potječu od utjecaja otapala.  

 

 

Tablica 3. Detektirani pikovi oleuropeina u ¹H NMR spektrima standardne otopine oleuropeina i ekstrakata lista 

masline u acetonu-d6 i metanolu-d4. 

 

  

oleuropein 

(standardna 

otopina 

oleuropeina u 

acetonu-d6) 

(ẟ/𝒑𝒑𝒎 ) 

oleuropein 

(ekstrakt lista 

masline u 

acetonu-d6) 

(ẟ/𝒑𝒑𝒎 ) 

 

oleuropein 

(standardna 

otopina 

oleuropeina u 

metanolu-d4) 

(ẟ/ppm ) 

oleuropein 

(ekstrakt lista 

masline u 

metanolu-d4) 

(ẟ/𝒑𝒑𝒎) 

H-1 5,94 s 5,95 s 5,93 s 5,93 s 

H-3 7,49 s 7,49 s 7,53 s 7,54 s 

H-5 3,98 dd, 

J=9,5 Hz, 

J=4,5 Hz 

3,98 dd, 

J=9,5 Hz, 

J=4,5 Hz 

3,99 dd, 

J=9,3 Hz, 

J=4,6 Hz 

3,99 dd, 

J=9,3 Hz, 

J=4,4 Hz 

H-6 2,42 dd, 

J=14,3 Hz, 

J=9,5 Hz 

2,42 dd,  

J=14,3 Hz, 

J=9,5 Hz 

2,46 dd, 

J=14,2 Hz, 

J=9,3 Hz 

2,46 dd, 

J=14,2 Hz, 

J=9,3 Hz 

H-8 6,04 q, J=7,2 

Hz 

6,04 q, J=7,3 

Hz 

6,10 q, J=7,2 

Hz 

6,10 q, J=7,0 

Hz 

H-10 1,69 dd, 

J=7,1 Hz, 

J=1,5 Hz 

1,69 dd, 

J=7,1 Hz, 

J=1,5 Hz 

1,68 dd, 

J=7,1 Hz, 

J=1,5 Hz 

1,68 d, J=7,0 

Hz 

H-1'a 4,22 m 4,22 m 4,12 m 4,13 m 
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H-1'b 4,10 m 4,10 m 4,22 m 4,23 m 

H-2' 2,77 t, J=7,1 

Hz 

2,77 t, J=7,1 

Hz 

2,78 t, J=7,1 

Hz 

2,79 t, J=7,1 

Hz 

H-4' 6,76 s 6,76 s 6,68 d, J=2,1 

Hz 

6,70 d, J=1,6 

Hz 

H-7' 6,79 d, J=8,0 

Hz 

6,79 d, J=8,0 

Hz 

6,70 d, J=8,0 

Hz 

6,73 d, J=8,0 

Hz 

H-8' 6,59 dd, 

J=8,0 Hz, 

J=2,2 Hz 

6,59 dd, 

J=8,0 Hz, 

J=2,2 Hz 

6,56 dd, 

J=8,0 Hz, 

J=2,1 Hz 

6,58 dd, 

J=8,0 Hz, 

J=1,6 Hz 

COOMe 3,70 s 3,70 s 3,73 s 3,74 s 

glc-1'' 4,85 d, J=7,8 

Hz 

4,85 d, J=7,8 

Hz 

4,82 d, J=7,8 

Hz 

4,84 d, J=7,8 

Hz 

C-5' OH 7,59 s - - - 

C-6' OH 7,55 s - - - 

               s – singlet, d – dublet, t – triplet, q – kvadriplet, m – multiplet, dd – dupli dublet 

 

 

4.3.1.2. 13C NMR spektar ekstrakta lista masline 

          S ciljem dodatne potvrde prisutnosti oleuropeina u ekstraktima lista masline, snimljeni 

su 13C NMR spektri standardne otopine oleuropeina u acetonu-d6. U 13C NMR spektrima 

snimanih standarda vidljivi su signali karakteristični za oleuropein (Slika 13). 

 

 

Slika 13. 13C NMR spektar otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6. 
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          Zbog manjih odstupanja u kemijskom pomaku signala oleuropeina u 13C NMR 

spektrima ekstrakta lista masline, kemijski je pomak signala acetona-d6 (karbonilnog C 

atoma) u spektrima svih ekstrakata kalibriran na vrijednost koju je imao u 13C NMR 

spektrima otopina standarda oleuropeina, na 206,11 ppm. Usporedivši 13C NMR spektre 

ekstrakata i standarda, sličnost u kemijskim pomacima signala u potpunosti je ukazivala na 

prisutnost oleuropeina, čime je, uz ¹H NMR spektroskopiju, navedeni spoj dodatno 

identificiran u ekstraktima lista masline (Slika 14).  

 

 

 

Slika 14. Kemijska struktura oleuropeina s označenim C atomima. 

 

           Provedena je i 13C NMR analiza spektara ekstrakta lista masline u metanolu-d4. 

Oleuropein je, unatoč tomu što standard istoga nije sniman 13C NMR spektroskopijom u 

metanolu-d4, identificiran i u 13C NMR spektrima ekstrakata lista masline snimanih u 

metanolu-d4 oslanjajući se na podatke iz literature, koji su pokazali dobro poklapanje u 

kemijskom pomaku pikova (153 – 155, 172). Većina signala oleuropeina u spektrima 

ekstrakata otopljenih u acetonu-d6 većeg je kemijskog pomaka u odnosu na pikove u 

spektrima ekstrakata snimanih u metanolu-d4, što je obrnut slučaj nego u  ¹H NMR spektrima 

(Tablica 3). 
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Tablica 3. Detektirani pikovi oleuropeina u 13C NMR spektrima standardne otopine oleuropeina i ekstrakata lista 

masline u acetonu-d6 i metanolu-d4. 

 

  

oleuropein 

(standardna 

otopina 

oleuropeina u 

acetonu-d6)  

(ẟ /ppm) 

 

oleuropein 

(ekstrakt lista 

masline u 

acetonu-d6)  

( ẟ/𝒑𝒑𝒎) 

 

oleuropein 

(ekstrakt lista 

masline u 

metanolu-d4) 

( ẟ /𝒑𝒑𝒎) 

C-1 94,60 94,65 93,87 

C-3 154,21 154,29 153,81 

C-4 107,80 107,84 107,97 

C-6 40,74 40,79 39,96 

C-7 171,65 171,77 171,87 

C-8 124,15 124,19 123,55 

C-9 130,42 130,38 129,05 

C-10 13,54 13,57 12,23 

C-11 167,20 167,28 167,33 

OMe 51,51 51,57 50,63 

C-1' 66,13 66,19 65,54 

C-3' 130,49 130,41 129,38 

C-4' 116,86 116,86 115,73 

C-5' 145,81 145,86 144,82 

C-6' 144,55 144,60 143,50 

C-7' 116,11 116,12 115,12 

C-8' 121,13 121,07 119,97 

glc-1'' 100,67 100,64 99,52 

glc-2'' 74,64 74,60 73,34 

glc-3'' 77,87 77,84 76,49 

glc-4'' 71,51 71,48 69,91 

glc-5'' 78,03 77,99 76,96 

glc-6'' 62,95 62,89 61,31 
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4.3.1.3. 2D HMBC NMR spektar ekstrakta lista masline 

           U 2D 1H-13C HMBC NMR spektrima ekstrakata lista masline bili su očekivani signali 

koji pripadaju različitim spojevima. Zbog lakše identifikacije oleuropeina u navedenim 

spektrima, prvotno su snimljeni 2D 1H-13C HMBC spektri otopine standarda oleuropeina u 

acetonu-d6, koncentracije 1,45 i 3,68 mmol/dm3. U oba spektra vidljive su četiri korelacije 

koje pripadaju siringaldehidu (H-2,6 → C-2,4, C-2,6, C-7 ; OMe → C-3,5) (175, 176). U oba 

spektra mogu se uočiti korelacije koje odgovaraju strukturi oleuropeina. Većina njih, s 

obzirom da je 2D 1H-13C HMBC analiza oleuropeina iznimno rijetko provedena u literaturi te 

je ograničena na jedno istraživanje (149), još nije zabilježena u literaturi. Tako oba HMBC 

spektra otopine standarda oleuropeina pokazuju 2J (1H,13C) korelaciju između H-10 i C-8 te 3J 

(1H,13C) korelaciju istoga protona s C-9 (H-10 → C-8, C-9). Također, protoni metilnog dijela 

esterske skupine bilježe 3J (1H,13C) korelaciju s karbonilnim ugljikom (C-11) esterske skupine 

(OMe → C-11). Zabilježene su i 3J (1H,13C) i 2J (1H,13C) korelacije alifatskih protona na 

položaju 2' s ugljicima benzenskog prstena i C-1' (H-2' → C-1', C-3', C-4', C-8') (Slika 15). 
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Slika 15. 2D 1H-13C HMBC NMR spektar standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 1,45 mmol/dm3. 

Detektirane su korelacije oleuropeina (crveno), siringaldehida (plavo) i otapala (žuto). Uočene nJ (1H,13C) 

korelacije oleuropeina prikazane su na strukturi molekule. 

 Međutim, u spektru otopine standarda oleuropeina koncentracije 3,68 mmol/dm3 primijećen 

je veći broj signala, pa se tako uz navedene korelacije (koje su bile vidljive i u spektru otopine 

standarda oleuropeina koncentracije 1,45 mmol/dm3), mogu uočiti i 3J (1H,13C) korelacije 

između protona i ugljika benzenskog prstena, koje potvrđuju odsustvo heteroatoma u 

navedenom prstenu (H-4' → C-8'; H-7' → C-3', C-5' ; H-8' → C-4', C-6'). Nadalje, utvrđena je 

korelacija između protona na položaju C-6 i karbonilnog ugljika udaljenim za dvije kemijske 

veze (H-6 → C-7). Detektirane su i korelacije H-3 s ugljicima heterocikličkog prstena 

sekoiridoidnog skeleta (H-3 → C-1, C-4, C-5). Uočena je i rezidualna 1J (1H,13C) korelacija 

između navedenog protona i ugljika s kojim ostvaruje kemijsku vezu (H-3 → C-3). Konačno, 

uočeno je da anomerni proton glukoze pokazuje 3J (1H,13C) korelaciju s C-1 na 
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heterocikličkom prstenu, čime je potvrđena O-glukozidna veza u strukturi spoja (glc-1'' → C-

1) (Slika 16). S obzirom da 1H-13C HMBC spektar otopine standarda oleuropeina 

koncentracije 3,68 mmol/dm3 sadrži više signala, može se zaključiti kako prisutnost određenih 

korelacija oleuropeina, pri rabljenim akvizicijskim parametrima, ovisi o koncentraciji 

navedenog spoja. Također, evidentno je da navedeni HMBC spektar sadrži više podataka 

ključnih za identifikaciju oleuropeina, što ga je činilo relevantnijim za tu svrhu. 

 

Slika 16. 2D 1H-13C HMBC NMR spektar standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 3,68 mmol/dm3. 

Detektirane su korelacije oleuropeina (crveno), siringaldehida (plavo) i otapala (žuto). Uočene nJ (1H,13C) 

korelacije oleuropeina koje nisu prisutne u 2D 1H-13C HMBC NMR spektru standarda oleuropeina koncentracije 

1,45 mmol/dm3 prikazane su na strukturi molekule. 
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          Snimljeni 2D 1H-13C HMBC spektri ekstrakata lista masline otopljenih u acetonu-d6 

sadrže korelacije koje su prethodno utvrđene u spektrima otopine standarda oleuropeina, čime 

je ovaj spoj, uz ¹H i 13C NMR spektroskopiju, identificiran u ekstraktu lista masline i 

metodom 2D 1H-13C HMBC NMR spektroskopije. Međutim, u spektrima ekstrakata uočen je 

veći broj korelacija za koje je pokazano da pripadaju oleuropeinu. Većina tih signala, prema 

svim saznanjima, također nije zabilježena u literaturi za molekulu oleuropeina (149). Jedna od 

važnijih korelacija vidljiva u HMBC spektrima ekstrakata jest između protona na položaju 1' i 

karbonilnog ugljika (C-7) udaljenim za tri kemijske veze (H-1'a → C-7 ; H-1'b → C-7), koja 

potvrđuje estersku vezu kojom je sekoiridoidni skelet vezan na fenolni dio strukture. Vidljive 

su i druge 2J (1H,13C), odnosno 3J (1H,13C) korelacije protona na položaju 1' (H-1'a → C-2', C-

3' ; H-1'b → C-2', C-3') Nadalje, uočene su 3J (1H,13C) korelacije H-1 protona sekoiridoidnog 

skeleta s ugljikom na položaju 8 i s anomernim ugljikom glukoze (H-1 → C-8, glc-1''), što 

dodatno potvrđuje postojanje kemijske veze između aglikonskog dijela spoja i glukoze. 

Navedeni spektri pokazali su prisutnost i dviju korelacija između anomernog protona glukoze 

i pojedinih ugljika glukoze, udaljenih za dvije, odnosno tri kemijske veze (glc-1'' → glc-2'', 

glc-3''). Uočene su i 2J (1H,13C), odnosno 3J (1H,13C) korelacije H-5 te H-8 protona s 

odgovarajućim ugljicima sekoiridoidnog skeleta (H-5 → C-1, C-4, C-6 ; H-8 → C-1, C-5, C-

9, C-10). U odnosu na HMBC spektar otopine standarda oleuropeina, primijećen je i veći broj 

2J (1H,13C), odnosno 3J (1H,13C) korelacija koji se odnose na H-3, H-6, H-10, H-4' i H-8' 

protone, koje također odgovaraju strukturi oleuropeina (H-3 → C-11 ; H-6 → C-4, C-5, C-9 ; 

H-4' → C-2' ; H-8' → C-2'). Uočena je i jedna 4J (1H,13C) korelacija (H-10 → C-1), a 

prisutnost su pokazale i određene 1J (1H,13C) korelacije (H-1 → C-1 ; H-2' → C-2' ; glc-1'' → 

glc-1'') (Slika 17). Međutim, sve navedene korelacije nisu bile prisutne u svakom spektru 

ekstrakta. U pojednim ekstraktima bili su odsutni signali H-10 → C-1, H-3 → C-11 i glc-1'' 

→ glc-2'', glc-3''. Samo u jednom ekstraktu, čiji 1H NMR spektar ima pikove oleuropeina 

slabog intenziteta, nije utvrđena ni jedna korelacija koja potječe od oleuropeina. Može se 

pretpostaviti kako je prisutnost navedenih korelacija ovisila o koncentraciji oleuropeina u 

uzorku s obzirom da su akvizicijski parametri uvijek bili jednaki. Prema tome, budući da velik 

dio korelacija koje su zabilježene u HMBC spektrima ekstrakata nije ni bio prisutan u HMBC 

spektru otopine standarda oleuropeina, može se indirektno zaključiti da su gotovo svi ekstrakti 

sadržavali veću koncentraciju oleuropeina od uzoraka standarda. Nadalje, u području  6 - 10 

ppm (F2) bilo je vrlo malo drugih korelacija koje ne pripadaju oleuropeinu. Primijećene su 

dvije korelacije na 6,89 ppm (F2) za koje je, usporedbom s 1H NMR spektrom standarda 

sekoiridoida i flavonoida uključenih u ovo istraživanje, te uključujući u obzir i cjelokupni 1H 
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NMR spektar ekstrakta lista masline, utvrđeno da ne pripadaju nijednom od navedenih 

spojeva. Također, u području 12 - 13 ppm (F2), karakteristično samo za flavonoide, nije bilo 

prisutnih korelacija. Stoga, korelacije koje potječu od istraženih flavonoida ili drugih 

sekoiridoida nisu detektirane u 2D 1H-13C HMBC spektrima ekstrakata. Među svim 

navedenim korelacijama oleuropeina, Charisiadis i sur.(149) navode samo H-8 → C-1 ; H-1 

→ glc-1'' ; H-3 → C-1, C-5, C-11 ; H-6 → C-5, C-7 ; H-1' → C-7, C-2' ; H-4' → C-2'. 

Međutim, bilježe i korelacije H-5 → C-7, C-11 ; H-4' → C-5', kao i korelacije protona 

hidroksilnih skupina (C-5' OH i C-6' OH) s odgovarajućim ugljicima, koje u ovom 

istraživanju nisu utvrđene. Prisutnost korelacija u kojima sudjeluju labilni protoni omogućena 

je u navedenom istraživanju dodatkom već spomenute pikrinske kiseline, koja u ograničenom 

rasponu koncentracije smanjuje izmjenu labilnih protona, što rezultira pojavom signala u 

spektru. U 2D 1H-13C HMBC spektru standarda oleuropeina nisu bili prisutni C-5' OH i C-6' 

OH signali, što upućuje na to, s obzirom da nisu bile prisutne ni druge korelacije pojedinih 

protona, kako je sama koncentracija oleuropeina mogla utjecati na odsutnost navedene 

korelacije. Međutim, u ekstraktu lista masline izgledno je, zbog prisutnosti velikog broja 

korelacija, da je oleuropein u većoj koncentraciji, no unatoč tomu, C-5' OH i C-6' OH signali, 

kao ni u 1H NMR spektru ekstrakta, nisu bili prisutni. Stoga je razlog zašto su navedene 

korelacije C-5' OH i C-6' OH protona oleuropeina bile odsutne u 2D 1H-13C HMBC spektrima 

ekstrakata, ali i otopine standarda oleuropeina, sudjelovanje oleuropeina u izmjeni protona s 

drugim spojevima prisutnima u ekstraktu.  

          U dostupnim podatcima iz literature, osim navedenoga, nema bilješki da je provedena 

2D 1H-13C HMBC analiza oleuropeina, stoga je ovo među prvim sveobuhvatnim HMBC 

analizama navedenoga spoja u matriksu kao što je fenolni ekstrakt lista masline. 
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Slika 17. 2D 1H-13C HMBC NMR spektar ekstrakta lista masline u acetonu-d6. Detektirane su korelacije 

oleuropeina (crveno), siringaldehida (plavo) i otapala (žuto). 

 

4.3.2. Određivanje sadržaja oleuropeina u ekstraktu lista masline 

4.3.2.1. Baždarni pravci za kvantifikaciju oleuropeina 

          U svim snimljenim spektrima pripravljenih otopina standarda utvrđena je prisutnost 

signala internog standarda i oleuropeina, osim jedne iznimke u kojoj je razrjeđeni oleuropein 

bio najmanje koncentracije (0,02 mmol/dm3), gdje je karakteristični singlet za oleuropein bio 

odsutan. 
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          Kako bi se dobili baždarni pravci, bilo je potrebno provesti integraciju signala 

karakterističnih za oleuropein, odnosno interni standard. Snimljeni ¹H NMR spektri uzoraka 

pokazali su vrlo dobro integrabilan signal za oleuropein na položaju oko 5,95 ppm, za koji se i 

literaturno navodi kao karakterističnog za oleuropein (177). Napravljena je integracija 

navedenog signala i integracija signala internog standarda, te je izračunan omjer površine 

signala za oleuropein (𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛) i signala internog standarda (𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑). Izrađen je 

baždarni pravac na kojem je prikazana ovisnost omjera  𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 o 

koncentraciji oleuropeina u uzorku. Na taj su način dobiveni Baždarni pravac 1 i Baždarni 

pravac 2, za kvantitativno određivanje sadržaja oleuropeina u ekstraktu lista masline (Tablica 

4). Koncentracija internog standarda u baždarnim pravcima redom iznosi 4 mmol/dm3 i 0,4 

mmol/dm3. 

 

Tablica 4. Koncentracije oleuropeina te pripadajući omjeri signala oleuropeina i siringaldehida pomoću kojih je 

dobiven Baždarni pravac 1 i Baždarni pravac 2 za kvantifikaciju oleuropeina u ekstraktu lista masline.  

 

 

Baždarni pravac 1 Baždarni pravac 2 

c (oleuropein) / 

mmol/dm3 
𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 c (oleuropein) / 

mmol/dm3 
𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑 

0,20 0,0555 0,02 ND* 

0,89 0,2302 0,09 0,2529 

2,58 0,6096 0,26 0,788 

3,05 0,7229 0,31 0,9216 

3,68 0,9126 0,37 0,9373 

6,58 1,4969 0,66 1,5513 

*nije detektiran 

 

          Jednadžba Baždarnog pravca 1 jednaka je y = 0,227x + 0,0286, s pripadajućim 

koeficijentom korelacije r2 = 0,9975 (Slika 18). Dobivena jednadžba Baždarnog pravca 2 

jednaka je y = 2,1945x + 0,1535, s koeficijentom korelacije r2 = 0,9691 (Slika 19). 
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Slika 18. Baždarni pravac 1 za kvantitativno određivanje oleuropeina u ekstraktu lista masline. 

 

Slika 19. Baždarni pravac 2 za kvantitativno određivanje oleuropeina u ekstraktu lista masline. 
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4.3.2.2. ¹H NMR spektar ekstrakta lista masline 

          Provedena je kvantitativna analiza oleuropeina u ekstraktu lista masline primjenom 1H 

NMR spektroskopije. Snimljeni su 1H NMR spektri dvaju ekstrakata lista masline u dva 

jednaka primjerka. Pik oleuropeina na 5,95 ppm integriran je te stavljen u omjer s površinom 

internog standarda (𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑). Budući da je koncentracija internog 

standarda u uzorcima iznosila 4 mmol/dm3, korišten je Baždarni pravac 1 za određivanje 

koncentracije oleuropeina u ekstraktima. Izračunan je sadržaj oleuropeina u ekstraktima lista 

masline (Tablica 5). 

 

Tablica 5. Izračunane koncentracije oleuropeina pomoću Baždarnog pravca 1 u ekstraktima. 

 

Oznaka 

ekstrakta od 

kojeg je 

pripremljen 

uzorak za 

kvantitativnu 

¹H NMR 

analizu  

 

𝑷𝒐𝒍𝒆𝒖𝒓𝒐𝒑𝒆𝒊𝒏/𝑷𝒊𝒏𝒕𝒆𝒓𝒏𝒊 𝒔𝒕𝒂𝒏𝒅𝒂𝒓𝒅 

 

 

 𝒄𝒐𝒍𝒆𝒖𝒓𝒐𝒑𝒆𝒊𝒏 

 (u uzorku) / 

mmoldm-3 

 

𝒄𝒐𝒍𝒆𝒖𝒓𝒐𝒑𝒆𝒊𝒏 

 (u ekstraktu) 

/ mg/g suhog 

ekstrakta 

𝒄̅ 𝒐𝒍𝒆𝒖𝒓𝒐𝒑𝒆𝒊𝒏
 

(u 

ekstraktu) / 

mg/g suhog 

ekstrakta 

A1 1,8029 7,82 250,27  

279,95 ± 29,68 
A2 2,0083 8,72 309,63 

B1 1,854 8,04 212,63  

234,66 ± 22,02 
B2 1,823 7,91 256,69 

 

          Dobivene koncentracije oleuropeina u uzorcima nešto su izvan raspona Baždarnog 

pravca 1, no moglo se pretpostaviti kako će se, u slučaju koncentracije oleuropeina u uzorku 

ekstrakta koja je istoga reda veličine kao i one korištene prilikom izrade baždarnog pravca, 

ovisnost omjera površine pikova oleuropeina i internog standarda o koncentraciji oleuropeina 

ponašati i u području izvan baždarnog pravca linearno, pa je prilikom izračuna istih korištena 

ekstrapolacija. 

          Budući da ekstrakti predstavljaju duplikat pripravljen od iste vrste lista masline, 

izračunata je srednja vrijednost koncentracije oleuropeina u suhom ekstraktu te vrste lista 

masline te pripadajuća relativna standardna devijacija, a koji redom iznose 279,95 mg/g suhog 
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ekstrakta (RSD = 10,60 %) i 234,66 mg/g suhog ekstrakta (RSD = 9,38 %). Rezultati 

kvantitativne analize pokazali su da je sadržaj oleuropeina u ekstraktu lista masline u skladu s 

prethodno objavljenim podacima, prilikom čega se radi o višim vrijednostima dosad 

zabilježenima u istraživanjima, koja ne primjenjuju nužno ovu analitičku tehniku. Relativna 

standardna devijacija (~ 10 %) iznosom je u podudarnosti s literaturnom (12, 149), što 

potencijalno govori o tendenciji djelomične varijabilnosti u sadržaju navedenog spoja u listu 

masline uvjetovano okolišnim čimbenicima. Razlika u prosječnoj koncentraciji oleuropeina u 

dvjema vrstama lista masline, te pripadajuća RSD, pokazatelj su moguće identifikacije vrste 

analizom njezina kemijskog profila, što je već i ranije potvrđeno drugim analitičkim 

tehnikama (145). 

4.3.2.3. Validacija metode 

4.3.2.3.1. Selektivnost 

           

          Selektivnost, odnosno mogućnost analitičke metode da pouzdano razlikuje ciljni spoj 

od ostalih prisutnih spojeva u određenom uzorku ispitana je za oleuropein i siringaldehid 

(interni standard). Prema literaturi, karakterističan pik oleuropeina, koji je ujedno korišten za 

njegovo kvantitativno određivanje u plodovima masline, jest singlet na ~ 5,90 ppm, te pik 

siringaldehida na 9,81 ppm (157, 158, 177). Radi pouzdanije identifikacije navedenih spojeva 

u 1H NMR spektru ekstrakta lista masline, snimljen je 1H NMR spektar otopine standarda 

pojedinog spoja.  Analizom 1H NMR spektra ekstrakta lista masline utvrđeni su navedeni 

pikovi, koji su bili jasno razdvojeni od ostalih pikova u blizini, što je omogućilo njihovu 

nedvojbenu detekciju (Slika 20). 
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Slika 20. Karakterističan pik a) siringaldehida na 9,83 ppm i b) oleuropeina na 5,95 ppm. Vidljiva je dobra 

razlučivost navedenih pikova. 

  

4.3.2.3.2. Linearnost 

         

          Linearnost, odnosno mogućnost analitičke metode da u određenom koncentracijskom 

rasponu daje analitički odgovor proporcionalan koncentraciji ispitivane tvari ispitana je 

izradom dvaju baždarnih pravaca pomoću šest standardnih otopina oleuropeina, u rasponu 

koncentracija 0,20 – 6,58 mmol/dm3 i 0,02 – 0,66 mmol/dm3. Prikazana je ovisnost omjera 

površine singleta oleuropeina i internog standarda (𝑃𝑜𝑙𝑒𝑢𝑟𝑜𝑝𝑒𝑖𝑛/𝑃𝑖𝑛𝑡𝑒𝑟𝑛𝑖 𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑) o 

koncentraciji oleuropeina. Izrada baždarnih pravaca detaljnije je opisana u 4.3.2.1. Dobiveni 

Baždarni pravac 1 pokazao je visoki stupanj linearnosti u mjerenom području, s koeficijentom 

korelacije r2 = 0,9975.  Baždarni pravac 2 pokazao je nešto niži stupanj linearne ovisnosti, s 

koeficijentom korelacije r2 = 0,9691. (Tablica 6.). 

 

Tablica 6. Parametri linearnosti 

 

 Područje 

linearnosti 

(mmol/dm3) 

 

Jednadžba 

pravca 

 

r2 

 

sa 

 

sb 

 

oleuropein 

 

0,20 – 6,58 y = 0,227x + 0,0286 0,9975 0,0057 0,0198 

0,02 – 0,66 y = 2,1945x + 0,1535 0,9691 0,2261 0,08678 
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          Koeficijent korelacije Baždarnog pravca 1 u iznosu je viši u odnosu na vrijednost istoga 

dobivenu u istraživanjima koji se bave kvantifikacijom oleuropeina u ekstraktu lista masline 

(149), odnosno plodova masline (157), te određivanjem sadržaja sekoiridoida maslinovog ulja 

(133). Međutim, koeficijent korelacije Baždarnog pravca 2 niži je od literaturnog, što se može 

pripisati dodatnom koraku razrjeđivanja otopina standarda u postupku pripreme baždarnog 

pravca. Međutim, može se zaključiti kako oba regresijska modela osiguravaju visoku točnost 

interpretacije sadržaja oleuropeina u ovom biljnom matriksu. 

 

4.3.2.3.3. Osjetljivost 

 

          Osjetljivost, odnosno mogućnost metode da malom promjenom koncentracije analita 

pokazuje izraženu promjenu u intenzitetu analitičkog signala, procijenjena je određivanjem 

granice detekcije (LOD), tj. najnižom koncentracijom analita kojom je moguće pouzdano 

detektirati signal, te granice kvantifikacije (LOQ), koja se definira kao najniža koncentracija 

analita koju je moguće odrediti s prihvatljivom točnosti i preciznosti. LOD i LOQ su 

izračunani jednadžbama: 

LOD = 
3,3 ∙𝑠𝑏 

𝑎
      LOQ = 

10 ∙ 𝑠𝑏

𝑎
 

pri čemu su sb standardno odstupanje odsječka pravca i a nagib pravca. Izračunani su LOD i 

LOQ za pojedini baždarni pravac pomoću navedenih parametara (Tablica 7). 

 

Tablica 7. Granice detekcije i kvantifikacije 

 

Oleuropein 

Jednadžba pravca LOD / mmoldm-3 LOQ / mmoldm-3 

y = 0,227x + 0,0286 0,29 0,87 

y = 2,1945x + 0,1535 0,13 0,40 

 

4.3.3. Određivanje sadržaja oleokantala u ekstraktu lista masline 

          U svrhu točne identifikacije oleokantala (Slika 21) u ekstraktu lista masline, snimljen je 

¹H NMR spektar standarda u acetonu-d6, koncentracije 1,24 mmol/dm3 (Slika 22). U spektru 

su se mogli uočiti karakteristični pikovi oleokantala (Tablica 8). 
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Slika 21. Kemijska struktura oleokantala s označenim H atomima. 

 

 

Slika 22. ¹H NMR spektar standarda oleokantala u acetonu-d6. Oznakom I označen je interni standard. 
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          Među ostalim, jasno se mogao vidjeti karakterističan dublet oleokantala na 9,27 ppm, 

što se ponešto razlikuje od literaturnog na 9,23 ppm (119, 132, 133), odnosno 9,22 ppm (178, 

179) no treba uzeti u obzir kako je kao otapalo, umjesto CDCl3, korišten aceton-d6, pa su 

određene varijacije u kemijskom pomaku bile i očekivane, pogotovo ako se uzme u obzir da 

su Esposito i sur.(177) koristeći kao NMR otapalo smjesu CD3OD i fosfatnog pufera u D2O 

(1:1) uočili dublet na 9,10 ppm. Također, mogao se uočiti singlet oleokantala na 9,63 ppm, 

čiji se pomak također malo razlikuje od literaturnog na 9,65 ppm (132, 133), odnosno na 9,62 

ppm (178). 

 

Tablica 8. Detektirani pikovi oleokantala u ¹H NMR spektru standardne otopine oleokantala u acetonu-d6. 

 

H-1 H-3 H-4a H-4b H-5 H-6a H-6b H-8 H-1' H-4',8' H-5',7' 

9,27 

d, 

J=2,0 

Hz 

9,63 s - 2,76 

dd,  

J=0,8 

Hz 

3,67 

m 

2,68 

m 

2,61 m 6,74 

q, 

J=7,1 

Hz 

4,20 m 7,07 d, 

J=8,5 

Hz 

6,77 d, 

J=8,4 

Hz 

s – singlet, d – dublet, q – kvartet, m – multiplet, dd – dupli dublet 

 

          U spektrima ekstrakata moglo se vidjeti kako na 9,27 i 9,63 ppm redom nema dubleta i 

singleta oleokantala (Slika 23). Time ni u jednom ekstraktu nije pronađen oleokantal, što nas 

dovodi do zaključka kako ovog spoja nema u listu masline ili je prisutan u toliko malim 

koncentracijama koje nisu detektibilne ¹H NMR spektroskopijom, te se može utvrditi kako je 

koncentracija oleokantala u svim uzorcima ekstrakata lista masline bila 0 mmol/dm3. 
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Slika 23. ¹H NMR spektar oleokantala (plavo), ekstrakta lista masline (crveno) i internog standarda (smeđe) u 

acetonu-d6 u području 9,2 – 9,8 ppm. U ¹H spektru ekstrakta jasno je vidljivo kako singlet na 9,63 ppm (1) i 

dublet na 9,27 ppm (2) oleokantala nisu prisutni. 

 

4.3.4. Identifikacija ostalih bioaktivnih fenolnih spojeva u ekstraktu lista masline 

4.3.4.1. Identifikacija sekoiridoida u području 9 - 10 ppm 

          Prema (119, 132, 133, 179), oleacein se može identificirati u ¹H NMR spektru pomoću 

singleta na 9,65 ppm i dubleta na 9,21 ppm, što se relativno malo razlikuje od kemijskog 

pomaka singleta i dubleta oleokantala u tom području. U spektrima svih ekstrakata može se 

uočiti kako je u području 9,60 – 9,80 ppm prisutan samo jedan singlet na 9,68 ppm koji 

pripada internom standardu. Budući da se kemijski pomak karakterističnog singleta i dubleta 

oleokantala u ¹H spektru snimljenog standarda ne razlikuje značajno od literaturnog, moglo se 

pretpostaviti da u ¹H spektru oleaceina snimanog u actonu-d6, koji je strukturno vrlo sličan 

oleokantalu, također neće biti većih razlika u kemijskom pomaku. Prema tome, s velikom 

sigurnošću može se ustvrditi kako u ekstraktima lista masline nema oleaceina ili njegova 

iznimno mala koncentracija nije dostatna za detekciju ¹H NMR spektroskopijom.  

          Nadalje, u području 9 – 10 ppm vidljivi su određeni dubleti, pa su tako u 1H NMR 

spektrima ekstrakata lista masline u acetonu-d6 uočeni dubleti na 9,42 ppm, 9,84 ppm 9,53 

ppm i 9,32 ppm (Slika 24). Međutim, nije svaki spektar imao sve navedene dublete. 

Pretpostavlja se da ti dubleti pripadaju aldehidnim protonima drugih sekoiridoida prisutnih u 

ekstraktu lista masline (179), iako sama identifikacija istih u ovom biljnom materijalu, prema 

svim saznanjima, nije bila izvršena korištenjem ¹H NMR spektroskopije. Za razliku od toga, u 
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¹H spektru EVOO-a dokazano je da se u tom području, uz dublete oleokantala i oleaceina, 

nalaze dubleti aldehidnih protona drugih sekoiridoida (Tablica 8), kao što su oleuropein 

aglikon i ligstrozid aglikon (132, 133), čije je prisustvo u listu masline dokazano (39, 177), te 

oleokoronal, oleomisional, ligstrodial, oleuropeindial (181), elenolid (127, 182) i elenolinska 

kiselina (119) za koje nema podataka da su bili traženi u listu masline, niti su u istome ikad 

identificirani. 

 

Tablica 8. Sažeti prikaz kemijskih pomaka (ẟ) pikova izraženih u ppm i odgovarajućih konstanti sprege (J) 

aldehidnih protona sekoiridoidnih spojeva prisutnih u EVOO-u prema podatcima iz literature. 

 

oleuropein 

aglikon 

ligstrozid 

aglikon 

oleokoronal oleomisional ligstrodial oleuropeindial elenolid elenolinska 

kiselina 

~9,52 d, 

J=? Hz   

(132, 133) 

~9,50 d; 

J=? Hz  

(132, 

133) 

9,23 d, 

J=1,7 Hz 

(181) 

9,17 d,  

J=2,0 Hz  

(181) 

~9,21 d, 

J=2,0 Hz; 

9,46(9,68)d, 

J=2,7 Hz  

(181) 

9,17 d,  

J=2,0 Hz; 

9,44(9,67) d, 

J=2,7 Hz 

(181) 

9,27 d, 

J=0,9 

Hz 

 (127, 

182) 

9,64 d, 

J=2,0Hz  

(119) 

 

 

          Budući da se zbog utjecaja samog otapala kemijski pomaci mogu djelomice razlikovati, 

relevantniji je podatak iznos konstanti sprege, čija su odstupanja u samom iznosu relativno 

rjeđa i mala (116, 183). Kako bi se predložila prisutnost spomenutih sekoiridoida (Tablica 8) 

u listu masline, a koji su potvrđeni u EVOO-u, uspoređene su konstante sprege između 

dubleta uočenih u ¹H NMR spektrima ekstrakata lista masline kemijskog pomaka 9,20 – 9,90 

ppm i pikova koji pripadaju traženim sekoiridoidima te su potvrđeni u EVOO-u. Prosječne 

konstante sprege dubleta ustanovljenih u ekstraktima prikazane su u Tablici 9. 
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Tablica 9. Prosječni kemijski pomaci dubleta evidentiranih u ekstraktima lista masline u području spektralne 

širine 9,20 – 9,90 ppm i pripadajuće relativne standardne devijacije s odgovarajućom prosječnom konstantom 

sprege (J) i relativnom standardnom devijacijom. 

 

 

ẟ̅ / ppm 

 

RSD / % (ẟ) 

 

 𝐽 ̅/ Hz 

 

RSD / % ( J ) 

9,32 d 0,08 1,71 5,79 

9,42 d 0,08 1,03 5,14 

9,53 d 0,10 0,85 7,59 

9,84 d 0,10 1,58 5,65 

 

 

          Primijećeno je kako konstante sprege dubleta prisutnih u ekstraktima nisu u skladu s 

istovrsnim konstantama definiranih sekoiridoida EVOO-a, čime se može zaključiti kako 

traženih sekoiridoida EVOO-a nema u listu masline, ali valja napomenuti kako su daljnja 

istraživanja u konačnoj identifikaciji navedenih dubleta i dalje potrebna. Također, potrebno je 

naglasiti kako se, zbog nedostatka podataka o konstanti sprege dubleta svojstvenog oleuropein 

i ligstrozid aglikonu, ne može sa sigurnošću potvrditi odsutnost navedenih spojeva u 

ekstraktima lista masline, odnosno moguće je pretpostaviti da uočeni dublet na 9,53 ppm 

pripada upravo jednomu od ta dva spoja, a tomu ide u prilog već ranije dokazana njihova 

prisutnost u ovom biljnom materijalu. Međutim, s obzirom da nema podataka o kemijskom 

pomaku oleuropein i ligstrozid aglikona u acetonu-d6, nemoguće je sa sigurnošću utvrditi 

kojemu od ta dva spoja pripada. 
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Slika 24. ¹H NMR spektri ekstrakata lista masline u acetonu-d6. a) Dublet na 9,84 ppm (1) i pik internog 

standarda na 9,83 ppm. b) Dubleti na 9,53 ppm (2), 9,42 ppm (3) i 9,32 ppm (4). U svim ekstraktima bio je 

prisutan dublet na 9,42 ppm, dok u nekima nije bio uočen dublet na 9,53 ppm (*), odnosno na 9,32 ppm (**). 

 

 

4.3.4.2. Identifikacija flavonoida u ekstraktu lista masline 

          Poznato je da ekstrakt lista masline, osim već navedenih sekoiridoida, može sadržavati i 

bioaktivne spojeve koji pripadaju skupini flavonoida. Zbog njihova biomedicinskog značaja, 

koje je obrazloženo u poglavlju 1.1.2.3., cilj rada bilo je i provesti identifikaciju istih te time 

dodatno kvalitativno okarakterizirati ekstrakte lista masline. Kao što je već spomenuto, 

poznatim sastavom ekstrakata može se u daljnjim biološkim ispitivanjima utvrditi profil 

fenolnog ekstrakta koji ispoljava najučinkovitije bioaktivno djelovanje.  

          U svojoj strukturi (Slika 25), za razliku od ostalih spojeva prisutnih u ekstraktu lista 

masline, flavonoidi sadrže fenol (C-5 OH) čiji proton u ¹H NMR spektroskopiji rezonira u 

području 12 – 13 ppm (130). Stoga je područje 12 – 13 ppm ¹H NMR spektra ekstrakta lista 

masline karakteristično za flavonoide, te je važno provesti analizu istoga u identifikaciji 

navedenih spojeva.   
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Slika 25. Opća strukturna kemijska formula flavonoida uključenih u ovo istraživanje, s označenim C atomima. 

 

          Svi snimljeni ¹H NMR spektri ekstrakata lista masline sadržavali su signale u području 

12 – 13 ppm, što je upućivalo na prisutnost flavonoida. Kao što je već uočeno i kod ¹H NMR 

signala karakterističnih za oleokantal, kemijski pomak pikova može biti nešto drukčiji ovisno 

o mediju u kojemu se spoj nalazi. Radi pouzdanije identifikacije odlučeno je ¹H NMR 

spektroskopijom snimiti spektar standarda flavonoida u acetonu-d6 i zatim usporediti spektre 

s onima od ekstrakata. Pripravljeno je sedam standardnih otopina sljedećih flavonoida; 

luteolina, leuteolin 7-O-glukozida, luteolin 6-C-glukozida, apigenina, naringenina, miricetina 

i kempferola. Standardne otopine navedenih flavonoida i uzorci za ¹H NMR snimanje 

pripremljeni su na način objašnjen u 3.2.1.3. i 3.2.2.2.  

          U snimljenim ¹H NMR spektrima otopina pojedinog standarda mogli su se uočiti signali 

karakteristični za ispitani flavonoid (Tablica 10). Kemijski pomaci signala u skladu su s 

literaturom, uz prisutne manje varijacije (184 – 189). Tako je uočeno da kemijski pomaci za 

C-5 OH signal luteolina i apigenina iznose 13,03 ppm, dok se u literaturi navodi da je 

kemijski pomak C-5 OH singleta apigenina u iznosu manji (13,00 ppm u DMSO-d6) (171) u 

odnosu na C-5 OH singlet luteolina (13,01 ppm u DMSO-d6) (171) . Također, pojedini 

flavonoidi pokazuju singlete koji nisu literaturno navedeni, zbog čega nije jasno kojim točno 

1H NMR atomima pripadaju. Tako naringenin pokazuje signal na 8,65 ppm, miricetin na 7,99 

ppm i kempferol na 9,14 ppm. Unatoč tomu, može se pretpostaviti da pripadaju protonima 

fenolnih skupina budući da je riječ o singletima većeg kemijskog pomaka (130). Zanimljivo, u 

većini literature, izuzev C-5 OH singleta, nisu uočeni signali protona ostalih fenolnih skupina 

pojedinog flavonoida u ¹H NMR spektroskopiji. Međutim, Kontogianni i sur.(171) uočavaju 

signale protona drugih fenolnih skupina metodom ¹H NMR-a, kemijskog pomaka u području 

8 – 13 ppm. Također, navode kako kemijski pomak protona fenolnih skupina (uključujući C-5 
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OH) uvelike ovisi o korištenom NMR otapalu. Tako bilježe signal C-5 OH kempferola te 

signale C-5' OH i C-6' OH oleuropeina redom na 12,45 ppm te 8,74 i 8,68 ppm u DMSO-d6, 

dok u acetonu-d6 redom na 12,19 ppm te 7,75 i 7,73 ppm, što je u skladu s utvrđenim 

kemijskim pomakom C-5 OH singleta kempferola te C-5' OH i C-6' OH singleta oleuropeina 

(prikazano u 4.3.1.1.) ovoga istraživanja. Snimljeni ¹H spektar otopine standarda miricetina u 

acetonu-d6 sadržavao je C-5 OH singlet na 12,17 ppm, što u literaturi nije još zabilježeno 

budući da navedeni spoj, prema svim saznanjima, nije sniman u acetonu-d6, već postoji samo 

podatak njegovog kemijskog pomaka u DMSO-d6, na 12,52 ppm (171). 

 

Tablica 10. Signali u ¹H NMR spektru otopine pojedinog flavonoida u acetonu-d6 (ppm). 

 

 luteolin luteolin 7-

O-

glukozid 

luteolin 6-

C-glukozid 

apigenin* naringenin* miricetin kempferol* 

C-5 OH 13,03 s 13,00 s - 13,03 s 12,19 s 12,17 s 12,19 s 

H-2 - - - - 5,96 dd - - 

H-2',6' 7,49 m 7,51 m 7,50 m 7,96 d, 

J=8,8 Hz 

7,40 d, 

J=8,6 Hz 

7,43 s 8,17 d, 

J=8,9 Hz 

H-5' (i 

H-3' kod 

*) 

7,01 d, 

J=8,4 Hz 

7,02 d, 

J=8,4 Hz 

7,01 d, 

J=8,4 Hz 

7,04 d, 

J=8,8 Hz 

6,91 d, 

J=8,6 Hz 

- 7,03 d, 

J=8,9 Hz 

H-3 6,59 s 6,65 s 6,62 s 6,65 s - - - 

H-8 6,53 d, 

J=2,2 Hz 

6,81 d, 

J=2,2 Hz 

6,53 s 6,55 d, 

J=2,1 Hz 

- 6,52 d, 

J=2,0 Hz 

6,55 d, 

J=2,1 Hz 

H-6 6,26 d, 

J=2,1 Hz 

6,44 d, 

J=2,2 Hz 

- 6,27 d, 

J=2,0 Hz 

- 6,27 d, 

J=2,1 Hz 

6,28 d, 

J=2,1 Hz 

H-1'' - 5,17 d, 

J=7,6 Hz 

4,99 d, 

J=9,8 Hz 

- - - - 

(?-OH) - - 13,59 s - 8,65 s 7,99 s 9,14 s 

 

 

          Dobiveni kemijski pomak C-5 OH singleta luteolina i luteolin 7-O-glukozida vrlo je 

sličan (13,03 i 13,00 ppm redom), što je u skladu s literaturom (190). Može se zaključiti kako 

se glukoza vezana O-glikozidnom vezom na C-7 luteolina ne nalazi u kemijskoj okolini 
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fenolne skupine vezane na C-5 budući da se kemijski pomak protona navedene fenolne 

skupine gotovo ne mijenja. Međutim, kako bi se potvrdio utjecaj mjesta vezanja glukoze na 

zasjenjenost protona C-5 OH skupine, snimljeni su i uspoređeni ¹H NMR spektri luteolin 7-O-

glukozida i luteolina s luteolin 6-C-glukozidom (Slika 26), čija prisutnost u listu masline nije 

zabilježena. U ¹H NMR spektru luteolin 6-C-glukozida mogao se uočiti singlet na 13,59 ppm, 

dok je područje oko 13,00 ppm bilo bez vidljivih signala. Prema svim saznanjima, nema 

podataka o kemijskom pomaku signala koji potječu od protona fenolnih skupina luteolin 6-C-

glukozida u ¹H NMR spektru navedenog spoja. Unatoč tomu, uzevši u obzir uočene signale 

drugih protona, čiji je kemijski pomak u skladu s literaturnim (191), te samu strukturu 

molekule, može se pretpostaviti kako singlet potječe od C-5 OH ili C-7 OH skupine luteolin 

6-C-glukozida. Ako se radi o C-5 OH skupini, postoji mogućnost da je potencijalni nastanak 

vodikove veze između hidroksilne skupine glukoze i fenola uzrokovao, zbog elektron 

odvlačećeg efekta, veću izloženost protona vanjskom magnetskom polju, i time veći kemijski 

pomak signala (192). Ipak, za točnu potvrdu o kojem je protonu riječ potrebna su daljnja 

istraživanja. Međutim, može se zaključiti kako mjesto vezanja glukoze ima utjecaja na 

prisutnost/kemijski pomak signala C-5 OH skupine luteolina. 

 

 

Slika 26. Strukturna kemijska formula a) luteolina, b) luteolin 7-O-glukozida i c) luteolin 6-C-glukozida. 

 

          Nadalje, relativno je mali broj istraživanja u kojima su u ekstraktu lista masline 

flavonoidi identificirani metodom ¹H NMR spektroskopije. U velikoj većini tih istraživanja, 

identifikacija flavonoida izvršena je nakon što su spojevi ekstrakta lista masline odvojeni 

nekom vrstom tekućinske kromatografije, stoga je svaki flavonoid sniman zasebno. Pokazalo 

se kako spektri ekstrakata lista masline sadrže više C-5 OH singleta u području oko 13,00 

ppm, čija je međusobna razlika u kemijskom pomaku vrlo mala, najčešće 0,01 – 0,02 ppm, što 

govori o prisutnosti većeg broja različitih flavonoida u ekstraktu. Otopine standarda 

flavonoida pokazale su kako pojedini flavonoidi imaju pikove sličnog kemijskog pomaka. 
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Budući da u literaturi identifikacija većine flavonoida nije nikad provedena u smjesi 

flavonoida ili u samome ekstraktu, u ovome istraživanju rađene su i određene kombinacije 

standarda flavonoida kako bi se utvrdilo utječe li na identifikaciju pojedinog flavonoida 

prisutnost drugih flavonoida čiji pikovi imaju slični kemijski pomak. Snimljeni su ¹H NMR 

spektri sljedećih smjesa standarda u acetonu-d6: luteolina i apigenina; luteolina, luteolin 7-O-

glukozida i luteolin 6-C-glukozida; luteolina, luteolin 7-O-glukozida, luteolin 6-C-glukozida i 

apigenina; miricetina i naringenina; miricetina, naringenina i kempferola. U svim snimljenim 

¹H NMR spektrima pripravljenih kombinacija bili su prisutni svi pikovi pojedinog flavonoida 

koji su se mogli uočiti i u ¹H NMR spektru otopine standarda pojedinog flavonoida. Kemijski 

pomak pikova pojedinog flavonoida ostao je nepromijenjen, a u određenim slučajevima 

promijenio se za ± 0,01 ppm. Nadalje, izuzev preklapanja H-2',6' i H-5' signala flavonoida u 

kombinaciji luteolina, luteolin 7-O-glukozida, luteolin 6-C-glukozida (i apigenina), pikovi 

ispitanih spojeva bili su jasno razlučivi, što je omogućilo identifikaciju svih prisutnih 

flavonoida u svakoj kombinaciji (Slika 27). Ovakav model potvrdio je kako je moguće 

identificirati flavonoid u čijoj se kemijskoj okolini nalaze drugi flavonoidi sličnog kemijskog 

pomaka, što je od značaja za identifikaciju istih u ekstraktu lista masline jer se može 

pretpostaviti kako do preklapanja signala neće doći ni u takvom mediju. 

 

 

 

Slika 27. 1H NMR spektar otopine standarda miricetina (smeđe), naringenina (crveno), kempferola (zeleno) i 

smjese navedenih flavonoida (plavo), a) u području ~ 12,2 ppm i b) 6 – 7,5 ppm. U potonjem spektru mogu se 

vidjeti jasno razlučivi signali kempferola (K), naringenina (N) i miricetina (M). Oznakom I označen je pik 

internog standarda. 
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          Konačno, provedena je identifikacija flavonoida u ¹H NMR spektrima ekstrakata lista 

masline. Utvrđena je prisutnost luteolin 7-O-glukozida, luteolina i apigenina u ekstraktu lista 

masline (Slika 28) (Tablica 11). Kempferol, naringenin i miricetin nisu identificirani ni u 

jednom ekstraktu. U literaturi vrlo je česta, gotovo neizostavna, identifikacija luteolin 7-O-

glukozida u fenolnom ekstraktu lista masline, dok su ostali spojevi identificirani u pojedinim 

kvalitativnim analizama ekstrakta lista masline. Prema tome, dobiveni rezultati u skladu su s 

istraživanjima koja su utvrdila prisutnost flavonoida korištenjem drugih analitičkih tehnika 

(39, 51 – 53). 
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Slika 28. 1H NMR spektar smjese luteolina, luteolin 7-O-glukozida, luteolin 6-C-glukozida i apigenina (smeđe) 

te ekstrakta lista masline (crveno) u acetonu-d6, s označenim pikovima luteolina (L), luteolin 7-O-glukozida 

(L7G) i apigenina (A). 
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Tablica 11. Detektirani pikovi luteolina, luteolin 7-O-glukozida i apigenina u ¹H NMR spektru ekstrakta lista 

masline u acetonu-d6. 

 

 luteolin luteolin 7-O-

glukozid 

apigenin* 

C-5 OH 13,03 s 13,00 s 13,04 s 

H-2',6' 7,51 m 7,51 m 7,96 d, J=8,8 Hz 

H-5' (i H-3' kod 

*) 

7,01 d 7,01 d 7,04 d 

H-3 6,59 s 6,65 s 6,65 s 

H-8 6,54 d, J=2,2 Hz 6,81 d, J=2,2 Hz 6,55 d, J=2,1 Hz 

H-6 6,26 d, J=2,1 Hz 6,44 d, J=2,2 Hz 6,27 d, J=2,0 Hz 

H-1'' - 5,18 d, J=7,6 Hz - 

 

 

Tablica 12. Signali u ¹H NMR spektru otopine smjese luteolina i apigenina u acetonu-d6 (ppm). 

 

 luteolin apigenin* 

C-5 OH 13,02 s 13,02 s 

H-2',6' 7,49 m 7,95 d, 

J=8,8 Hz 

H-5' (i 

H-3' 

kod *) 

7,01 d, 

J=8,4 

Hz 

7,04 d, 

J=8,8 Hz 

H-3 6,59 s 6,65 s 

H-8 6,53 d, 

J=2,0 

Hz 

6,55 d, 

J=2,2 Hz 

H-6 6,26 d, 

J=2,1 

Hz 

6,26 d, 

J=2,0 Hz 

H-1'' - - 
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Tablica 13. Signali u ¹H NMR spektru otopine smjese luteolina, luteolin 7-O-glukozida i luteolin 6-C-glukozida 

u acetonu-d6 (ppm). 

 

 luteolin luteolin 7-

O-

glukozid 

luteolin 6-

C-

glukozid 

C-5 OH 13,03 s 13,00 s - 

H-2',6' 7,50 m 7,50 m 7,50 m 

H-5' 7,02 d 7,02 d 7,02 d 

H-3 6,59 s 6,65 s 6,61 s 

H-8 6,53 d, 

J=2,2 

Hz 

6,81 d, 

J=2,2 

Hz 

6,52 s 

H-6 6,26 d, 

J=2,1 

Hz 

6,44 d, 

J=2,2 

Hz 

- 

H-1'' - 5,17 d, 

J=7,6 

Hz 

4,99 d, 

J=9,8 

Hz 

(?-OH) - - 13,59 s 

 

 

 

Tablica 14. Signali u ¹H NMR spektru otopine smjese luteolina, luteolin 7-O-glukozida, luteolin 6-C-glukozida i 

apigenina u acetonu-d6 (ppm). 

 

 luteolin luteolin 7-

O-

glukozid 

luteolin 6-

C-

glukozid 

apigenin* 

C-5 OH 13,03 s 13,01 s - 13,04 s 

H-2',6' 7,50 m 7,50 m 7,50 m 7,96 d, 

J=8,8 Hz 

H-5' (i 7,01 d 7,01 d 7,01 d 7,04 d 
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H-3' 

kod *) 

H-3 6,59 s 6,64 s 6,61 s 6,65 s 

H-8 6,53 d, 

J=2,2 

Hz 

6,81 d, 

J=2,2 

Hz 

6,52 s 6,55 d, 

J=2,1 Hz 

H-6 6,26 d, 

J=2,1 

Hz 

6,44 d, 

J=2,2 

Hz 

- 6,26 d, 

J=2,0 Hz 

H-1'' - 5,18 d, 

J=7,6 

Hz 

4,99 d, 

J=9,8 

Hz 

- 

(?-OH) - - 13,60 s - 

 

 

Tablica 15. Signali u ¹H NMR spektru otopine smjese naringenina i miricetina u acetonu-d6 (ppm). 

 

 naringenin miricetin 

C-5 OH 12,19 s 12,17 s 

H-2 5,96 dd - 

H-2',6' 7,41 d, 

J=8,6 Hz 

7,43 s 

H-5',3' 6,91 d, 

J=8,6 Hz 

- 

H-8 - 6,52 d, 

J=2,0 Hz 

H-6 - 6,27 d, 

J=2,1 Hz 

(?-OH) 8,57 s 7,99 s 
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Tablica 16. Signali u ¹H NMR spektru otopine smjese naringenina, miricetina i kempferola u acetonu-d6 (ppm). 

 

 naringenin miricetin kempferol 

C-5 OH 12,19 s 12,17 s 12,19 s 

H-2 5,96 dd - - 

H-2',6' 7,40 d, 

J=8,6 Hz 

7,43 s 8,17 d, 

J=8,9 Hz 

H-5',3' 6,91 d, 

J=8,6 Hz 

- 7,03 d, 

J=8,9 Hz 

H-8 - 6,52 d, 

J=2,0 Hz 

6,55 d, 

J=2,1 Hz 

H-6 - 6,27 d, 

J=2,1 Hz 

6,28 d, 

J=2,1 Hz 

(?-OH) 8,67 s - 9,16 s 
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5. ZAKLJUČCI 

 Uz primjenu 1H NMR spektroskopije provedena je analiza ekstrakata lista masline. 

Usporedbom 1H NMR spektara otopine standarda oleuropeina i ekstrakta lista masline 

identificiran je oleuropein u ekstraktu lista masline. Oleuropein je identificiran i u 13C te 2D 

1H-13C HMBC spektru ekstrakta lista masline, usporedbom sa spektrom standardne otopine. 

Prema dostupnim podatcima iz literature, većina uočenih korelacija za oleuropein nije dosad 

zabilježena.  

U svrhu kvantifikacije oleuropeina u ekstraktu lista masline 1H NMR spektroskopijom, 

odabran je njegov singlet na 5,95 ppm. Izrađeni su baždarni pravci za određivanje oleuropeina 

u rasponu koncentracija 0,2 i 6,58 mmol/dm3 te 0,02 i 0,66 mmol/dm3, koristeći siringaldehid 

kao interni standard. Jednadžba prvog baždarnog pravca jednaka je y = 0,227x + 0,0286, a 

drugog baždarnog pravca y = 2,1945x + 0,1535. U okviru validacijskog postupka ispitana je 

selektivnost, linearnost i osjetljivost metode. Selektivnost metode procijenjena je na temelju 

razlučivosti singleta oleuropeina i siringaldehida odabranih za određivanje sadržaja 

oleuropeina, pri čemu su pikovi bili jasno odvojeni od ostalih u okolini. Linearnost je 

potvrđena visokim koeficijentom korelacije (r2
1 = 0,9975, r2

2 = 0,9691), niskim standardnim 

odstupanjem nagiba i odsječka, što ukazuje na dobru linearnu povezanost u području 0,20 – 

6,58 mmol/dm3, odnosno 0,02 – 0,66 mmol/dm3. Određena je granica detekcije  LOD = 0,13 

mmol/dm3 i granica određivanja LOQ = 0,40 mmol/dm3. Kvantitativnom 1H NMR 

spektroskopijom određen je sadržaj oleuropeina u ekstraktima dviju različitih vrsta lista 

masline. Prosječna koncentracija oleuropeina u ekstraktima iznosila je 280 (RSD = 10,60%) 

te 235 (RSD = 9,38 %) mg/g suhog ekstrakta. Koncentracije se nalaze unutar viših literaturno 

zabilježenih vrijednosti.   

Provedena je usporedna analiza s ciljem odabira optimalnog NMR otapala. Uspoređeni su 1H 

NMR spektri ekstrakta lista masline i otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6 i metanolu-

d4, pri čemu se aceton-d6 pokazao kao bolje otapalo s obzirom na veću rezoluciju svih 

signala u spektru. Također, 1H NMR spektar ekstrakta lista masline snimljen u acetonu-d6 

sadržavao je C-5 OH signal flavonoida, te je 1H NMR spektar otopine standarda oleuropeina 

sadržavao C-5' OH i C-6' OH signale budući da u acetonu-d6, kao neprotičnom otapalu, ne 

dolazi do protonske izmjene.  
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Analizom 1H NMR spektra standardne otopine oleokantala i ekstrakta lista masline u 

području 9,20 – 9,70 ppm-a, utvrđeno je da u ekstraktu lista masline nema oleokantala. 

Također, usporedbom s kemijskim pomacima oleaceina u 1H NMR u literaturi (119, 132), 

utvrđeno je da u ekstraktu lista masline nema oleaceina.  Postoji mogućnost da su oleokantal i 

oleacein prisutni u količini ispod limita detekcije ove metode.   

U 1H spektru ekstrakta lista masline uočeni su dubleti kemijskog pomaka 9 – 10 ppm. 

Usporedbom konstanti sprege navedenih dubleta s literaturnim konstantama sprege dubleta 

najčešćih sekoiridoidnih derivata EVOO-a, utvrđeno je da uočeni dubleti ne predstavljaju 

signal sekoiridoida, s iznimkom jednog signala za koji postoji vjerojatnost da pripada 

oleuropein aglikonu ili ligstrozid aglikonu. Međutim, prisutni signal nije moguće jednoznačno 

povezati s  jednim od tih dvaju spojeva jer nema literaturnih podataka o njihovom kemijskom 

pomaku u acetonu-d6.  

Analizirani su 1H NMR spektri standarda flavonoida, asignirani su pikovi i određene 

konstante sprezanja. Usporedbom sa standardnim spektrima identificirani su luteolin 7-O-

glukozid, luteolin i apigenin u ekstraktu lista, te utvrđeno odsustvo kempferola, naringenina i 

miricetina. Analizirani su 1H NMR spektri smjesa flavonoida i utvrđeno je da istovremena 

prisutnost većeg broja flavonoida sa signalima sličnog kemijskog pomaka ne ometa 

međusobno njihovu identifikaciju. Analizom 1H NMR spektara luteolina, luteolin 7-O-

glukozida i luteolin 6-C-glukozida utvrđeno je da ovisno o mjestu vezanja glukoze na 

luteolin, C-5 OH singlet može imati različit kemijski pomak, što u literaturi nije još 

zabilježeno.  
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8. SAŽETAK 

 

NMR analiza sekoiridoida i flavonoida u ekstraktu lista masline   
   

Marija Varga i Marina Varga   

   
U maslinicama, prilikom rezidbe maslina, stvara se značajna količina fenolima bogatog lišća masline, čiji 

bioaktivni sastojci, poput sekoiridoida oleuropeina i flavonoida, pokazuju značajan biomedicinski 

potencijal zahvaljujući izraženom kardioprotektivnom, neuroprotektivnom, antikancerogenom i 

antimikrobnom učinku. U svrhu određivanja sadržaja pojedinih sekoiridoida u maslinovom ulju, zbog 

svojih prednosti sve češće se primjenjuje  kvantitativna 1H NMR (q-1H NMR) spektroskopija. Međutim, 

vrlo je rijetko primijenjena na ekstraktu lista masline. U ovom radu 1H NMR analizom identificiran je 

oleuropein u ekstraktu lista masline, a dodatno je potvrđen 13C i 2D 1H-13C HMBC spektroskopijom. U 

svrhu kvantitativne analize, uz primjenu siringaldehida kao internog standarda izrađeni su baždarni 

pravci u području koncentracije (1) (0,20 - 6,58)  i (2) (0,02 - 0,66) mmol/dm3. Za kvantifikaciju je korišten 

singlet oleuropeina na 5,95 ppm. Kao NMR otapalo odabran je aceton-d6, koji se kao aprotično otapalo 

pokazao boljim u odnosu na metanol-d4 zbog bolje rezolucije 1H NMR spektra. Evaluirani su validacijski 

parametri selektivnost, linearnost (r2
1=0,9975, te r2

2=0,9691) i osjetljivost metode (LOD=0,13 mmol/dm3, 

LOQ=0,40 mmol/dm3). Primjenom qNMR metode određena je prosječna koncentracija oleuropeina u 

dvama uzorcima lista masline u iznosu od 280 (RSD = 10,6%) te 235 (RSD = 9,4%) mg/g suhog ekstrakta. 

1H NMR analizom utvrđeno je da oleokantal i oleacein nisu prisutni u ekstraktu lista masline, a analiza 

konstanti sprezanja upućuje da u ekstraktu nema ni drugih najčešćih sekoiridoida prisutnih u 

maslinovom ulju, oleokoronala, oleomisionala, ligstrodiala oleuropeindiala, elenolida i elenolinske kiseline. 

Također, 1H NMR analizom ekstrakata dokazano je prisustvo flavonoida luteolin 7-O-glukozida, luteolina 

i apigenina, te odsustvo kempferola, naringenina i miricetina. 1H NMR spektri smjesa standarda 

flavonoida pokazali su mogućnost pouzdane identifikacije flavonoida bez značajnog preklapanja pikova 

sličnog kemijskog pomaka. Međutim, utvrđena je ovisnost kemijskog pomaka C-5 OH signala luteolina o 

mjestu vezanja glukoze na molekuli. Rezultati istraživanja jasno ukazuju na mogućnost primjene 1H 

NMR metode u svrhu karakterizacije sastava sekoiridoida i flavonoida u ekstraktu lista masline te 

kvantitativne analize oleuropeina u listu masline. 

 

ključne riječi: list masline, qNMR, oleuropein, oleokantal, flavonoidi  
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9. SUMMARY 

 

NMR analysis of secoiridoids and flavonoids in olive leaf extract 

 

Marija Varga i Marina Varga 

 

In olive groves, during olive pruning, a significant amount of phenol-rich olive leaves is produced, whose 

bioactive components, such as the secoiridoid oleuropein and flavonoids, show significant biomedical 

potential due to their pronounced cardioprotective, neuroprotective, anticarcinogenic and antimicrobial 

effects. For the purpose of determining the content of individual secoiridoids in olive oil, quantitative 1H 

NMR (q-1H NMR) spectroscopy is increasingly being used due to its advantages. However, it has been 

very rarely applied to olive leaf extract. In this work, oleuropein was identified in olive leaf extract by 1H 

NMR analysis, and was additionally confirmed by 13C and 2D 1H-13C HMBC spectroscopy. For the 

purpose of quantitative analysis, calibration curves were prepared in the concentration range (1) (0.20 - 

6.58) and (2) (0.02 - 0.66) mmol/dm3, using syringaldehyde as an internal standard. For quantification, the 

oleuropein singlet at 5.95 ppm was used. Acetone-d6 was chosen as the NMR solvent, which proved to be 

better as an aprotic solvent than methanol-d4 due to better resolution of the 1H NMR spectrum. The 

validation parameters selectivity, linearity (r2
1=0.9975, and r2

2=0.9691) and sensitivity of the method 

(LOD=0.13 mmol/dm3, LOQ=0.40 mmol/dm3) were evaluated. The qNMR method was used to determine 

the average concentration of oleuropein in two olive leaf samples in the amount of 280 (RSD = 10.6%) and 

235 (RSD = 9.4%) mg/g of dry extract. 1H NMR analysis revealed that oleocanthal and oleacein are not 

present in the olive leaf extract, and analysis of the coupling constants indicates that the extract also does 

not contain the other most common secoiridoids present in olive oil, oleokoronal, oleomissional, ligstrodial, 

oleuropeindial, elenolide and elenolic acid. Also, 1H NMR analysis of extracts proved the presence of 

flavonoids luteolin 7-O-glucoside, luteolin and apigenin, and the absence of kaempferol, naringenin and 

myricetin. 1H NMR spectra of mixtures of flavonoid standards showed the possibility of reliable 

identification of flavonoids without significant overlap of peaks with similar chemical shifts. However, the 

dependence of the chemical shift of the C-5 OH signal of luteolin on the glucose binding site on the 

molecule was determined. The research results clearly indicate the possibility of applying the 1H NMR 

method for the purpose of characterizing the composition of secoiridoids and flavonoids in olive leaf 

extract and the quantitative analysis of oleuropein in olive leaf. 

 

keywords: olive leaf, qNMR, oleuropein, oleocanthal, flavonoids 
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10. PRILOZI 

 

 

 

Prilog 1. Provjera kvantitativnosti analitičke metode određivanja sadržaja oleuropeina u ekstraktu lista 

masline. Pik oleuropeina na ~ 5,9 ppm u 1H NMR spektru „NMR uzorka 1“ u acetonu-d6 (plavo) i 

„NMR uzorka 2“ u metanolu-d4 (crveno).  
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Prilog 2. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u 

acetonu-d6 koncentracije 1,45 mmol/dm3. 
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Prilog 3. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u 

acetonu-d6 koncentracije 3,68 mmol/dm3 (koje nisu bile prisutne u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda 

oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 1,45 mmol/dm3). 
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Prilog 4. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru ekstrakta lista masline u acetonu-d6 

(koje nisu bile prisutne u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 

3,68 mmol/dm3) – 1.dio. 
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Prilog 5. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru ekstrakta lista masline u acetonu-d6 

(koje nisu bile prisutne u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 

3,68 mmol/dm3) – 2.dio. 
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Prilog 6. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru ekstrakta lista masline u acetonu-d6 

(koje nisu bile prisutne u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 

3,68 mmol/dm3) – 3.dio. 

 

 

Prilog 7. Detektirane korelacije oleuropeina u 2D 1H-13C HMBC spektru ekstrakta lista masline u acetonu-d6 

(koje nisu bile prisutne u 2D 1H-13C HMBC spektru otopine standarda oleuropeina u acetonu-d6 koncentracije 

3,68 mmol/dm3) – 4.dio. 
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Prilog 8. ¹H NMR spektar otopine standarda apigenina u acetonu-d6. 

 

 

 

Prilog 9. ¹H NMR spektar otopine standarda kempferola u acetonu-d6. 
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Prilog 10. ¹H NMR spektar otopine standarda luteolina u acetonu-d6. 

 

 

Prilog 11. ¹H NMR spektar otopine standarda luteolin 7-O-glukozida u acetonu-d6. 
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Prilog 12. ¹H NMR spektar otopine standarda miricetina u acetonu-d6. 

 

 

 

Prilog 13. ¹H NMR spektar otopine standarda naringenina u acetonu-d6. 
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Slika 14. ¹H NMR spektar otopine standarda luteolin 6-C-glukozida u acetonu-d6. Strelicom označen pik na 

13,59 ppm. 

 

 

  


