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1. UVOD

1.1 POLIFENOLI MASLINOVOG ULJA

Maslinova ulja, posebice ekstra djevicanska maslinova ulja, glavni su izvor masnoc¢a u
mediteranskoj prehrani koja se povezuje s rjedom incidencijom kroni¢nih upalnih bolesti (npr.
bolesti kardiovaskularnog sustava, neurodegenerativnih bolesti), karcinoma kao i duljim
zivotnim vijekom. Ona su, stoga, posljednjih nekoliko desetlje¢a tema mnogih istrazivanja i
klinickih studija koja su dokazala njihov antioksidativni uc¢inak kao i odredena farmakoloska
svojstva za koja su prije svega odgovorne polifenolna sastavnice (Pérez-Cano i sur., 2016).

Djevi¢ansko maslinovo ulje dobiva se iz zrelih plodova masline (Olea Europea L.) hladnim
presanjem ili drugim mehanickim postupcima. Takvim su postupkom ocuvani svi prirodno
prisutni sastojci odgovorni za prepoznatljiva organolepti¢ka svojstva ulja (Gorzynik-Debicka i
sur., 2018). Sastavnice ulja mogu se podijeliti na dvije glavne frakcije, osapunjivu i
neosapunjivu. Poznato je da osapunjiva frakcija ¢ini gotovo 98 % sadrzaja, a sastoji se od
triglicerida, di i monoglicerida, slobodnih masnih Kiselina i fosfatida. U manju, neosapunjivu,
frakciju ubrajamo fitosterole, skvalene, tokoferole, pigmente, karotenoide, alifatske i
triterpenske alkohole, triterpenske kiseline, hlapljive spojeve i polifenole (Serreli i Deiana,
2018). U literaturi se fenolna frakcija ¢esto navodi kao polifenolna te je za razliku od ostalih
sastavnica neosapunjive frakcije hidrofilna (Tripoli i sur., 2005). Na polifenolni sastav utjece
vise faktora. To su sorta masline, klimatsko podrucje, nacin uzgoja, stupanj zrelosti ploda te
proces proizvodnje maslinovog ulja. (Serreli i Deiana, 2018). Dosad je identificirano vise od
30 fenolnih spojeva u ekstra djevicanskim maslinovim uljima, medutim ne nalazimo ih sve u
svakom ulju. Polifenolima se pripisuju antioksidativno, antikarcinogeno, protuupalno,
antimikrobno djelovanje potvrdeno kako in vitro tako i in vivo ispitivanjima. Antioksidativno
djelovanje pridonosi i povecanoj stabilnosti maslinovih ulja. Sadrzaj polifenola u prirodnim,

narocito ekstra djevi¢anskim uljima je izrazito visok te varira od 50 do preko 1000 mg/kg.



1.1.1. Sastav i podjela

Polifenoli nastaju kao sekundarni metaboliti biljaka (nisu nuzni za rast, razvoj,
ramnozavanje) i ¢ine jednu od najvecih skupina kemijskih spojeva poznatih u biljnom svijetu.
Buduci da je rije¢ o vrlo heterogenoj skupini spojeva ne ¢udi kako je dosad otkriveno preko
8000 spojeva. Vise od polovice njih ¢ine flavonoidi (Pérez-Cano i sur., 2016). Polifenoli
biljkama sluze kao zastita od biljojeda, patogena, ultraljubi¢astog zracenja ili kao molekule
kemijskih signalnih putova. Zajednicka strukturna karakteristika fenolnih spojeva je prisutnost
jedne ili vise aromatskih jezgri s jednom ili vise hidroksilnih skupina (Milos i sur.,ured., 2017).
Polifenole ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja mozemo podijeliti u 6 glavnih skupina: fenolne
kiseline, fenolne alkohole, sekoiridioide, lignane, flavonoide te hidroksiizokromane.

Fenolne Kiseline su prvi otkriveni fenolni spojevi maslinovog ulja, a dijele se na derivate
hidroksicimetne i derivate p-hidroksibenzojeve kiseline (Serreli i Deiana., 2018), dok se u
nekim maslinovim uljima mogu na¢i i derivati feniloctene kiseline (Bendini i sur., 2007a). Neke
od njih su vanilinska, galna, p-aminobenzojeva, kavena, siringi¢na, ferulicna, kumarinska,
cimetna kiselina i dr.

U fenolne alkohole ubrajamo hidroksitirozol te tirozol, a karaketrizira ih -OH skupina
vezana na alkilni lanac. Njihov sadrzaj tijekom ¢uvanja ulja raste kao posljedica hidrolize

sekoiridoida.
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Slika 1. Strukture tirozola i hidroksitirozola.

Sekoiridoidi su skupina spojeva koju nalazimo samo u biljkama Oleaceae porodice
(Bendini i sur., 2007a). Karakterizira ih prisutnost elenolne kiseline ili njenih derivata u
strukturi (Carrasco-Pancorbo i sur., 2005). Najbrojnija su skupina spojeva fenolne frakcije
maslinovog ulja te zajedno s fenolnim alkoholima (tirozol, hidroksitirozol) ¢ine gotovo 90%
fenolnog sadrzaja. Najzastupljeniji sekoiridoidni spojevi u koSticama masline su oleuropein i

ligstrozid koji prilikom proizvodnje ekstra djevicanskih maslinovih ulja prelaze u ligstrozid i



oleuropein aglikone. Drugi znacajni spojevi su oleacein i oleokantal . Moguce je na¢i mono- i

dialdehidne oblike ovih aglikona te otvorene i zatvorene oblike oleokantala i oleaceina.
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Slika 2. Sekoiridoidi maslinovih ulja.

Lignani su uz sekoiridoide prevladavajuéa skupina polifenola u maslinovom ulju (Bendini
i sur., 2007a). Prema IUPAC-u to su dimerne CsCsz jedinice koje su povezane preko 8, 8

ugljikovih atoma. Rije€ je o kiralno aktivnim spojevima. U maslinovim uljima prvenstveno
nalazimo (+)-1-acetoksipinorezinol i (+)-1-pinorezinol.

Pinorezinol

Acetoksipinorezinol

Slika 3. Lignani maslinovog ulja.



Flavonoidi su skupina spojeva ¢iji su benzenski prstenovi povezani linearnim C3z lancem.
Poglavito se radi o planarnim strukturama. U biljkama ih ve¢inom nalazimo u formi glikozida
dok su druge moguce modifikacije hidroksilacija, prenilacija i metoksilacija. Modifikacije su
moguce na svakom prstenu $to flavonoide ¢ini najve¢om podskupinom polifenola. Klasificiraju
se u flavonole, flavone, izoflavone, flavanone, flavanole te antocijanidine (Pérez-Cano i sur.,
2016). Kao glavni flavoni maslinovog ulja isti¢u se luteolin i apigenin, dok je u nekim uljima

naden i flavonol (+)-taksifolin (Carrasco-Pancorbo i sur., 2005).

Apigenin R:=H Taksifolin
Luteolin R;=OH

Slika 4. Flavonoidi maslinovog ulja.

Hidroksiizokromani su malena skupina koju ¢ine dva spoja, 1-fenil-6,7-dihidroksi-
izokroman i 1-(3"-metoksi- 4 hidroksi) — 6,7-dihidroksi -izokroman. U maslinovim uljima

nalaze se u vrlo malim koli¢inama.

R1:H RZZH
R1:OH RZZOCHa

Slika 5. Hidroksiizokromani maslinovog ulja.



1.1.2. Najvazniji bioloski u¢inci polifenola

Posljednjih godina sve je veéi broj in vitro i in vivo ispitivanja bioloskih ucinaka
polifenolnih spojeva. Iako je njihov mehanizam djelovanja visestruk, prvenstveno je vezan za
antioksidativnu aktivnost. Polifenoli tako smanjuju koncentraciju reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS) u ljudskom tijelu. Antioksidativna aktivnost fenola povezana je s njihovom strukturom
pa tako o-dihidroksi spojevi (o-difenoli) imaju veci antioksidativni kapacitet naspram hidroksi
spojeva. Smatra se i da je za antimikrobni uc¢inak polifenola odgovorna prisutnost upravo 0-
dihidroksi sustava (Tripoli i sur., 2005). Osim antioksidativne aktivnosti, polifenoli imaju i
druge pozitivne ucinke na zdravlje. Oni ukljucuju protuupalne, anti-alergijske, antiaterogene,
antitrombotske te anti-mutagene ucinke. Odredena ispitivanja pokazuju i imunomodulatorne
ucinke polifenolnih spojeva (Gorzynik-Debicka i sur., 2018).

Polifenoli imaju glavnu ulogu u mnogobrojnim pozitivnim (biolo§kim) ucéincima
konzumacije maslinovog ulja. Tome u prilog ide ¢injenica da mnoge studije pokazuju da su
maslinova ulja, bogata fenolima, ucinkovitija u odnosu na sjemena ulja kao i maslinova ulja
koja su siroma$na polifenolima. To se o€ituje u smanjenju kardiovaskularnih rizi¢nih faktora
kao $to su smanjena koncentracija LDL-a u plazmi, poboljSana endotelna funkcija i smanjena
ucestalost protrombotic¢kih uvjeta (Romani i sur., 2019.). Europska komisija je 16. svibnja 2012.
u uredbi broj 432/2012, koja definira listu dopustenih zdravstvenih tvrdnji koje se navode na
hrani, nakon godina rasprava navela prvu tvrdnju koja se odnosi na maslinova ulja. Ona glasi:
,Polifenoli maslinovog ulja doprinose zastiti lipida u krvi od oksidativnog stresa.” Ova se
tvrdnja odnosi na ona maslinova ulja koja sadrZze minimalno 5 mg hidroksitirozola i njegovih
derivata (oleuropein, tirozol i dr.) na 20 g ulja. Takoder je istaknuto da se koristan u¢inak
osigurava dnevnim unosom od 20 g maslinovog ulja (www.eur-lex.europa.eu).

Kao 1 drugi spojevi uneseni hranom, apsorbirani polifenoli podloZzni su metabolizmu koji
naj¢e$¢e podrazumijeva glukuronidaciju, metilaciju, sulfokonjugaciju ili hidrolizu. Dakle,
nadeni su poglavito kao metaboliti druge faze. Primije¢eno je da su sekoiridoidni aglikoni u
normalnim gastricnim uvjetima podloZni hidrolizi pri ¢emu se oslobadaju velike koli¢ine
tirozola 1 hidroksitirozola ve¢ nakon 30 minuta. S druge strane glikozilirani oblici sekoiridoida
nisu podlozni ovoj vrsti hidrolize pa zajedno s ve¢im koli¢inama tirozola i hidroksitirozola
dospijevaju do tankog crijeva koje je ujedno i mjesto njihove najvece apsorpcije. Nema
usuglaSenog stava o tome umanjuje li metabolizam njihov bioloski u¢inak u organizmu buduci
da postoje oprecni rezultati studija. Prema studijama bioraspolozivosti, koncentracija

metabolita u tjelesnim tkivima i teku¢inama je ve¢a u odnosu na koncentraciju apsorbiranih
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spojeva. Stoga je vrlo vjerojatno da metaboliti doprinose pozitivnim uéincima na zdravlje

povezanih s konzumacijom maslinovih ulja (Serreli i Deiana, 2018).

1.1.2.1. Bioloski uéinci flavonoida

Antioksidativna aktivnost flavonoida, poznata ve¢ vise od 40 godina, proizlazi iz njihove
polifenolne kemijske strukture, a temelji se na sposobnosti suzbijanja Stetnog ucinka slobodnih
radikala na organizam. Zastitni ucinak protiv raka, kardiovaskularnih bolesti,
gastrointestinalnih promjena kao i nekih bolesti zivéanog sustava jo$ su neki od bioloskih
u¢inaka ove skupine spojeva (Pérez-Cano i sur., 2016). U maslinama i maslinovim uljima,
nalazimo apigenin, luteolin, kvercetin i rutin, a njihov se udio razlikuje ovisno o sorti masline
kao i o stupnju sazrijevanja.

Od svih flavonoida, apigenin je jedan od najrasprostranjenijih u biljnom svijetu, a ujedno i
jedan od najistraZivanijih spojeva. Zbog svojih svojstava mogao bi biti koristan terapeutik u
lijecenju upalnih, autoimunih, neurodegenerativnih bolesti pa ¢ak i nekih vrsta raka. Intrizicna
toksi¢nost na normalne stanice je mnogo niza naspram raznih malignih u usporedbi sa
strukturno sli¢nim flavonoidima. Uz apigenin, rutin, kvercetin i neki drugi flavonoidi imaju
odredene antivirusne ucinke koji se povezuju s ne-glikoziliranim spojevima, a posebice -OH
skupinom na poloZzaju 3 na prstenu. Iako je broj in vivo studija malen, uc¢inkovitost apigenina
primjecena je na animalnim modelima dijabetesa, raka, Alzheimerove bolesti, amnezije te
depresije. Proveden je i manji broj klinickih studija u kojima su ispitanici unosili apigenin
oralno 1ili topikalno. Uvidena su poboljSanja kognitivnih sposobnosti u pacijenata s
Alzheimerovom bole$¢u koji su uzimali apigenin 2 puta dnevno tijekom 24 mjeseca. Smanjena
je potreba za analgeticima u pacijenata s osteoartritisom koljena nakon topikalne primjene ulja
kamilice 3 puta dnevno kroz tri tjedna. Upotreba 500 mg ekstrakta kamilice 3 puta dnevno
dovela je do manje izrazenosti simptoma anksioznog poremecaja i dr (Salehi i sur., 2019).

Luteolin je, kao 1 apigenin, vrlo ¢est spoj koji nalazimo u vocu, povrcu i ljekovitom bilju.
U tradicionalnoj kineskoj medicini biljke bogate njime koriste se u lijeCenju hipertenzije,
upalnih poremecaja i raka. Flavonoidi su poznati kao fitoestrogeni jer vezanjem na ER
aktiviraju signalne puteve (Lin i sur., 2008). Sam luteolin ve¢ pri malim koncentracijama
pokazuje jak estrogeni ucinak, dok istovremeno ima anti-progesteronsko djelovanje (Nordeen
i sur., 2013). Zanimljivo je i da rutin utjece na ERa i Erf i uz njih povezane estrogene aktivnosti

nakon metabolizma crijevnom mikroflorom (Guo i sur., 2018). Ligandi sa sintetskim anti-



progestinskim djelovanjem su Cesto toksi¢ni i reagiraju s drugim steroidnim receptorima. S
druge strane, nedavne studije upucéuju da luteolin inhibira razne vrste karcinoma, in vitro i in
vivo, s vrlo malom toksi¢no$¢u. Cook i suradnici su u svojim studijama pokazali da luteolin
ima potencijal ometanja angiogeneze te sprjeCavanja rasta karcinoma dojke ovisnih o
progestinu. Luteolin blokira i rast fenotipa nalik mati¢nim stanicama humanog karcinoma
dojke. Zbog visestrukog antikarcinogenog djelovanja potencijalan je terapeutik u lije¢enju

agresivnih ili teSko ljecivih vrsta raka dojke.

1.1.2.2. Oleokoronal, oleomisional i S-(E)-Elenolid

Interes mnogih studija ispitivanja bioloskih aktivnosti proteklog desetlje¢a su spojevi
maslinovih ulja tirozol, hidroksitirozol te sekoiridoidi poput oleokantala i oleaceina. Ipak, u
proteklih nekoliko godina nadeni su i novi spojevi, koji se u nekim uljima bogatim polifenolima,
mogu naci i u ve¢im koli¢inama.

S-(E)-elenolid nije polifenol, medutim moze se svrstati u sekoidiroidne derivate. Rigakou
i sur. su prvi karakterizirali ovaj spoj koriste¢i 1D i 2D NMR u kombinaciji s GC-MS-om i
dokazali njegovu prisutnost u velikom broju maslinovih ulja. Sadrzaj elenolida varirao je od 0
do 2800 mg kg*. U istom su radu pokazali i da reakcijom elenolida i vode nastaje elenoidna
kiselina. Upravo zbog ovog svojstva S-(E)-elenolid mogao bi biti i marker kvalitetnih
maslinovih ulja s niskim sadrzajem vode. S-(E) elenolid je i potencijalan antihepertenzivni spoj,

medutim ovaj je ucinak jos je nedovoljno istraZen.

(0] 0]
Slika 6. S-(E)-elenolid.

Diamantakos i suradnici su 2015. godine dvije stabilne enolne forme ligstrozid i
oleruopein aglikona po prvi put opisali kao izvorne sastavnice maslinovog ulja. Enolni oblik

ligstrozid aglikona nazvan je oleokoronal, dok je enolni oblik oleuropein aglikona nazvan



oleomisional. U odredenim sortama maslinovih ulja nalaze se kao glavne fenolne sastavnice,
dok ih u nekim ima u neznatnim koli¢inama ili nisu uop¢e prisutni. Promatranjem polifenolnih
sastavnica tijekom mijesanja (malaksacije) maslinove paste uocena je pretvorba oleokoronala i
oleomisionala u oleokantal i oleacein (Diamantikos i sur., 2020). Oleokoronal i oleomisional

kao sekoiridioidi imaju potencijalan bioloski u¢inak kao i ostali spojevi ove skupine.

HO

Oleokoronal Ri:=H
Oleomisional R;=0OH

Slika 7. Strukture oleokoronala i oleomisionala.

1.2. ANALITICKE METODE ZA ODREPIVANJE SADRZAJA POLIFENOLA U
MASLINOVIM ULJIMA

Metode koje se uobicajeno koriste za analizu polifenola u djevi¢anskim maslinovim uljima
uglavnom se temelje na spektofotometrijskim i separacijskim metodama. Jedna od starijih
metoda upravo je spektrofotometrijska, Folin-Ciocalteu (F-C) metoda, kojom se odreduje
ukupni sadrzaj polifenola. Primjenjuju se i elektroanaliticke metode poput amperometrije i
voltametrije za odredivanje o-difenola. U novije vrijeme prednost imaju tehnike koje daju

informacije o pojedinim polifenolnim spojevima.

1.2.2. UV-Vis spektroskopija

UV-Vis spektroskopija je eksperimentalna metoda kojom se mjeri koli¢ina svjetlosti koju

uzorak apsorbira. Koristi se u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi. Mjerno podrucje obuhvaca
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200-380 nm za ultraljubicasti te 380-780 nm za vidljivi dio spektra. Uslijed apsorpcije
elektromagnetskog zracenja dolazi do elektronskih prijelaza. Kromofori su skupine u molekuli
odgovorne za apsorpciju elektromagnetskog zra¢enja. Neki od kromofora su C=0, C=S, -N=N,
-N=0O i drugi (Bunzel i Schnedel, 2017).

F-C metoda se najéeSce koristi za odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola u biljnim
ekstraktima. F-C metoda koju su opisali Singleton i Rossi 1965. se i danas Koristi kao
standardna metoda. To je jednostavna kolorimetrijska metoda koja ne zahtijeva prethodno
razdvajanje sastavnica, vrlo je osjetljiva i daje reproducibilne rezultate (Delgado i sur., 2019).
Sadrzaj ukupnih polifenola se obi¢no iskazuje u ekvivalentima galne kiseline, a moze se iskazati
i u ekvivalentima katehina i kavene kiseline. Mana ove metode je neselektivnost. Mnogi
reducirajuci spojevi mogu ometati ispitivanje. Prisutnost Secera, amina, askorbinske kiseline,
aromatskih amina, Fe?* iona uz neke druge sastavnice moze dati prividno vise koncentracije
polifenola. (Bunzel i Schnedel, 2017; Garcia i sur., 2013).

Uz F-C metodu koristi se i kolorimetrijska metoda za odredivanje sadrzaja o-difenola u
maslinovim uljima. Ona zahtijeva manje vremena u odnosu na F-C metodu, a selektivna je na
spojeve koji sadrze kateholnu strukturu poput hidroksitirozola, luteolina i oleaceina. Metoda
predvida prethodno uklanjanje nepolarnih spojeva poput voskova, triglicerida i tokoferola,
obi¢no ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi (SPE) (Milo$ i sur., ured., 2017). Spektrofotometrijske
metode su prikladne za manje iskusne operatore u rutinskoj kontroli ekstra djevi¢anskih
maslinovih ulja, dok su tehnike visoke rezolucije prikladnije za istrazivacke svrhe (Gallina-
Toschi, 2005).

1.2.3. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (CE) Cesto se opisuje kao brza i ucinkovita separacijska tehnika.
CE se uspjesno primjenjuje u analizi fenolnih spojeva uzoraka ulja, meda, vina, ¢aja, povr¢a,
voca, 1 dr (Delgado i sur., 2019). U odnosu na Cesto koritene tehnike poput plinske
kromatografije (GC) i teku¢inske kromatografije (LC) koje zahtijevaju paZljivu pripremu
uzoraka, ova tehnika ne zahtijeva znatniju predobradu uzoraka (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).
Prednosti su jednostavnost, krace vrijeme analize, visoka rezolucija, niski troskovi, ekoloska
prihvatljivost i moguénost analize svih vrsta analita (Godoy-Caballero i sur., 2012).

Tehnika se temelji na razlici u brzini putovanja Cestica u otopini elektrolita pod
djelovanjem vanjskog elektricnog polja. Sastavnice putuju razli¢itom brzinom koja ovisi 0

njihovom naboju i ionskom radijusu. Ovom tehnikom moguce je razdvojiti i neutralne analite



koji putuju kapilarom zbog elektroosmotskog toka, toka Cistog pufera u elektrodi, koji nastaje
zbog naboja na unutra$njoj stijenci kapilare (Damic i Nigovié, 2010).

Analiza fenolnih spojeva cesto se provodi uz UV detekciju. Kako bi se povecala
selektivnost i osjetljivost uz nju se moze koristiti fluorescencija (Godoy-Callabero i sur., 2012).
Uz njih CE se moze povezati s masenom spektrofotometrijom (Nevado i sur., 2009), a postoji
i primjer kombiniranja CE i HPLC uz MS detekciju kako bi se povecao broj fenolnih sastavnica

koje se mogu analizirati (Garcia-Villalba i sur., 2009).

1.2.4. Tekuéinska kromatografija

Tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (HPLC) karakteriziraju dobra
razlucivost, u¢inkovitost i brza analiza. Sama metoda se temelji na raspodjeli analita izmedu
stacionarne 1 pokretne faze koja je teku¢ina. HPLC ima bitnu ulogu u odredivanju sadrzaja
pojedinih fenola kao i1 njihovog ukupnog sadrzaja. Trenutno je najceSca, a ujedno i
najpouzdanija tehnika za analizu polifenolnih spojeva, a koristi se kromatografija obrnutih faza.

Moze se kombinirati s razli¢itim vrstama detektora. UV detekcija je najcesca zbog svoje
jednostavnosti i dostupnosti, medutim nedostaje joj selektivnosti i osjetljivosti (Carrasco-
Pancorbo i sur., 2005). Cesto se povezuje i s masenim detektorom $to je zasad najbolja metoda
odredivanja polifenola zbog svoje selektivnosti te limita detekcije (LOD) 1 kvantifikacije
(LOQ). HPLC-MS se povezuje s tehnikama ionizacije pri atmosferskom tlaku (API),
ionizacijom elektrorasprsivanjem (ESI) i analizatorom vremena leta (TOF) koje su prikladne
za identifikaciju spojeva u sirovim biljnim ekstraktima zbog blage ionizacije (Tasioula-Margari
i Tsabolatidou, 2015). Svoje mjesto posljednjeg desetljeca nalazi i UHPLC koja zahtijeva manje
koli¢ine utroSenog reagensa i krace trajanje same analize. Kao i HPLC ¢esto se kombinira s MS
detektorima. Lonzano-Castellon i suradnici su razvili jednostavhu UHPLC-ESI-MS/MS
analizu koja traje svega 6,5 minuta kojom se odreduje sadrzaj glavnih sekoiridioida maslinovih
ulja. lako MS detekcija ima mnogo svojih prednosti, pomocu nje je vrlo tesko identificirati

nepoznate spojeve.

10



1.2.5. Plinska kromatografija

Plinska kromatografija (GC) se ¢esto koristi u analizi sastava masnih kiselina triglicerida,
tokoferola, sterola i u otkrivanju krivotvorenja maslinovih i drugih biljnih ulja. GC je
separacijska tehnika koja se temelji na raspodjeli tvari izmedu mobline faze u plinovitom stanju
te stacionarne faze koja se nalazi u koloni pri ¢emu se te faze medusobno ne mijesaju. Tehnika
je primjenjiva na tvari koje su hlapljive na njenim radnim temperaturama (Abdelrahman i sur.,
2019).

Zbog visoke ucinkovitosti, ova tehnika omogucuje razdvajanje sastavnica slozenih smjesa
u razumnom vremenu i njihovu to¢nu kvantifikaciju. Glavni nedostatak ove metode je $to
veéina polifenola nije hlapljiva $to zahtijeva derivatizaciju spojeva prije analize. Ipak, vrlo je
ucinkovita u analizi fenolnih kiselina i flavonoida (Delgado i sur., 2019). Cesto je povezana s
MS. Na taj se na¢in moze identificirati viSe spojeva i1 nije potrebna upotreba analitickih
standarda. U 2011. su Garcia-Villalba i suradnici u svom radu pokazali primjenu GC-APCI-
TOF-MS u identifikaciji i kvantifikaciji 21 fenolnog spoja maslinovog ulja. U drugom je radu
ova tehnika zajedno s LC-ESI-TOF-MS koristena za odredivanje polifenolnog profila
maslinovih ulja. Autori ovog rada su zakljucili da GC-MS metoda omogucuje bolje razdvajanje

sastavnica te pokazuje odredene prednosti oko identifikacije sekoiridoida (Bajoub i sur., 2015).
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1.3. ANALIZA MASLINOVIH ULJA PRIMJENOM NMR SPEKTROSKOPIJE

1.3.1. NMR spektroskopija

Nuklearna magnetska rezonancija (NMR) je vrlo korisna metoda u identifikaciji
nepoznatih spojeva, a ve¢ se koristi u analizi polifenola maslinovih ulja. (Tasioula-Margari i
Tsabolatidou, 2015). Spektroskopska je metoda koja se temelji na mjerenju rezonantne
apsorpcije radiofrekvencijskog zracenja (100-800 MHz) jezgri smjeStenih u jakom
magnetskom polju. NMR spektroskopijom se mogu proucavati jezgre ¢iji je spinski kvantni
broj jezgre (1) razlicit od 0. | ovisi 0 broju protona i neutrona. Jezgre koje imaju | razlicit od 0
imaju magnetski dipolni moment. U magnetskom polju jezgre mogu imati 21 + 1 orijentaciju
magnetskog momenta koje se razlikuju po energiji. Bez primjene vanjskog magnetskog polja,
magnetski momenti jezgara su nasumicno orijentirani, a njihovi energetski nivoi degenerirani
(iste energije). H jezgra (1 = ') u vanjskom magnetskom polju moZe zauzeti dvije orijentacije.
Energija spinskih stanja jezgara orijentiranih u smjeru magnetskog polja je niza (a-spinsko

stanje) od energije jezgara ¢iji je magnetski moment orijentiran suprotno od smjera vanjskog

magnetskog polja (5-spinsko stanje).

E | (B)

0 AE:

! I (o)

B B By

Slika 8. Ovisnost razlike u energiji spinskih stanja o jakosti magnetskog polja Bo.

(www.orgchemboulder.com)

Prijelaz izmedu razli¢itih energetskih stanja mozZe se potaknuti dovodenjem
elektromagnetskog zraenja (EMZ) odgovarajuce frekvencije. Da bi do prijelaza doslo, energija
primijenjenog EMZ mora biti jednaka razlici energija dvaju spinskih stanja. U tom je slucaju
frekvencija EMZ jednaka takozvanoj Larmorovoj frekvenciji v koja je opisana jednadzbom:

ve=(m Bo)/ 2n
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gdje je s zZiromagnetski omjer jezgre, a Bo jakost primijenjenog magnetskog polja. Kako bi
doslo do apsorpcije (rezonancije) potrebno je mijenjati jakost magnetskog polja ili frekvenciju
radiovalnog zracenja. Dok su stariji NMR spektrometri koristili stalnu frekvenciju radiovalnog
zraCenja, a mijenjali jakost magnetskog polja, novije generacije uredaja mijenjaju frekvenciju.
Rezultat je spektar u kojem je prikazana ovisnost intenziteta zracenja o kemijskom pomaku.

Kemijski pomak je rezonantna frekvencija jezgre u odnosu na standard u magnetskom polju.

apsorpcija AE
o—-spinsko stanje = ————== [}-spinsko stanje

oslobadanje AE

'

signali detektirani NMR-om

Slika 9. Nacelo NMR detekcije. (www.fkit.unizg.hr)

NMR aktivne jezgre imaju neparan maseni broj (A) i/ili broj protona (Z). Kako su ugljik i
vodik elementi koji su najée$ée prisutni u organskim spojevima, upravo se najéesée snimaju *H
i 13C spektri. Osim *H i 3C NMR spektara mogu se proucavati i °N, 10, °F i 3P spektri.
Izotopi koji imaju paran maseni broj i broj protona nemaju spin, a njihove jezgre nisu NMR
aktivne. Primjeri takvih jezgara su *2C i 10 (Atkins i de Paula, 2006).

1.3.2. Analiza maslinovog ulja *H NMR spektroskopijom

U posljednja je dva desetljeca znacajno porastao broj analiza lipida u uljima NMR
spektroskopijom. Osim §to pruZza mnogo informacija o lipidnom sastavu, daje informacije i o
drugim skupinama spojeva prisutnih u djevi¢anskim maslinovim uljima. Prednost metode je $to
nije potrebna prethodna modifikacija uzorka. *H NMR spektroskopija se opéenito ¢esto koristi
u analizi jestivih ulja te je ujedno i najkoristenija NMR tehnika. Njena prednost nad 3C NMR
spektroskopijom je brza i jednostavnija kvantitativna analiza (del Cafio-Ochoa i sur., 2019).

'H NMR spektroskopija je veé nasla svoje mjesto u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi
fenolne frakcije maslinovog ulja. Uspjesno su identificirani i kvantificirani lignani, flavonoidi,

sekoiridioidi, fenolne kiseline i alkoholi. Kvalitativni i kvantitativni sastav polifenola koristen
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je za karakterizaciju sorte ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja, njeno zemljopisno podrijetlo i
za senzornu analizu. Osim po sastavu fenola, ulja razli¢itih sorti maslina se razlikuju po
kvantitativnom sastavu masnih kiselina. (Olmo-Cunillera i sur., 2020). U 2012, Karkoula i
suradnici su razvili metodu za direktno odredivanje sadrzaja oleokantala i oleaceina. Primjenom
ove metode odreden je sadrzaj ovih bioloski vrlo zanimljivih spojeva u ve¢em broju razli¢itih
maslinovih ulja (Lopez-Yerena i sur., 2019, Karkoula i sur., 2014). Ovom tehnikom su 2015.
godine identificirani spojevi oleokoronal, oleomisional, a 2020. S-(E)-elenolid. Takoder,
Diamatakos i suradnici su u 2020. pomoéu 'H NMR-a odredili sadrzaj oleokoronala i

oleomisionala.
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Maslinovo ulje posljednjih godina, kao osnovnu sastavnicu mediteranske prehrane,
nutricionisti sve vise preporucuju upravo zbog primjecenih pozitivnih u¢inaka na zdravlje. Taj
ucinak posljedica je povoljnog sastava masnih kiselina (posebice nezasic¢ene, oleinske kiseline)
kao 1 bioloski aktivne, udjelom male polifenolne frakcije. Upravo maslinova ulja s visokim
sadrzajem polifenola, ve¢im od 250 mg/kg, mogu nositi oznaku zdravstvene tvrdnje ,,Polifenoli
maslinovog ulja doprinose zastiti lipida u krvi od oksidativnog stresa®“. Od pozitivnih u¢inaka
moze se istaknuti izrazita antioksidativna aktivnost polifenola i flavonoida, antikarcinogeni i
imunomodulatorni ucinak, kardioprotektivno djelovanje i antimikrobni uc¢inak. S razvojem
novih analitickih tehnika, ali i njihovim povezivanjem otkrivaju se dosad nepoznati fenolni
spojevi. Tako su posljednjih nekoliko godina identificirani oleokoronal, oleomisional te S-(E)-
elenolid. Zbog svega navedenog, od posebne je vaznosti mo¢i prepoznati maslinova ulja koja
su posebno bogata polifenolnim spojevima koji su specifi¢ni za maslinovo ulje, te se isti¢u kao
bioloski aktivne tvari. *H NMR tehnika je prikladna za analizu slozenih smjesa kao §to je
maslinovo ulje i odredivanje sadrzaja polifenolnih sastavnica.

Cilj ovog diplomskog rada je spektrofotometrijskim metodama odrediti ukupni sadrzaj
polifenola, flavonoida i o-difenola, te *H NMR spektroskopijom odrediti sadrzaj polifenola
oleokoronala, oleomisionala te S-(E)-elenolida, odabranih uzoraka hrvatskih maslinovih ulja.
Polifenolni ekstrakti okarakterizirani u okviru ovog diplomskog rada koristit ¢e se za bioloska

ispitivanja.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije
e Acetonitril, p.a. (Merck)

e Aluminijev Kklorid, p.a. (Merck)

e Cikloheksan, p.a. (Carlo Erba)

¢ Folin-Ciocalteu reagens (Fluka, BioChemika)

e Metanol, za HPLC (Merck)

e N-heksan, p.a.

e 1 mol dm titrival natrijev hidroksid (GRAM MOL)
e Natrijev karbonat, p.a. (Merck)

e Natrijev molibdat, p.a. (Aldrich)

e Natrijev nitrit, p.a. (Merck-Alkaloid)

e Redestilirana voda

e Siringaldehid, p.a. (Sigma-Aldrich)

3.1.2. Uzorci maslinovog ulja
Ispitivani su uzorci 4 maslinova ulja, dobivena od lokalnih proizvodaca, sorti Rosulja (Istra),

Vodnjanska Crnica (Istra) te dva visesortna ulja (Istra i Zadar). Svi uzorci maslinovih ulja

¢uvani su u tamnim bocama pri temperaturi od 4 °C.

3.2. METODE

3.2.1. Ekstrakcija polifenola iz maslinovog ulja metodom tekuée-tekuée

3.2.1.1. Ekstrakcija s metanolom

U okruglu tikvicu prekrivenu, aluminijskom folijom, odvaze se 20 g maslinovog ulja. U
tikvicu s uljem doda se 10 mL n-heksana i 15 mL metanola. Tikvica s uljem i otapalima uroni
se u ultrazvucnu kupelj na 10 minuta. Voda je u ultrazvu¢noj kupelji sobne temperature, a
maksimalno do 30 °C. Sadrzaj tikvice se potom prenosi u epruvete za centrifugiranje te
centrifugira 7 minuta na 4000 rpm. Gornji metanolni sloj se odvoji u drugu tikvicu te se Cuva u

hladnjaku. Donji, heksanski sloj prebaci se u tikvicu u kojoj je prethodno izvagano ulje i doda
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15 mL metanola te se ponavlja postupak s ultrazvu¢nom kupelji, centifugiranjem i odvajanjem
slojeva jos 2 puta. Metanolni slojevi prikupljeni nakon ukupno 3 centrifugiranja u lijevku za
odjeljivanje izmuckuju se 2 puta s po 90 mL n-heksana. Donji, metanolni slojevi, se objedine u
suhoj, prethodno odvaganoj tikvici. Sadrzaj u tikvici se ispari pomoc¢u vakumskog iSparivaca,

a potom se tikvica sa suhim ostatkom pohrani u hladnjak na 4 °C.

3.2.1.2. Ekstrakcija s acetonitrilom

U okruglu tikvicu obloZenu aluminijskom folijom se izvaZze 5 g maslinovog ulja te doda
20 mL cikloheksana i 25 mL acetonitrila i mijesa na elektri¢noj mijesalici tijekom 2 minute
nakon ¢ega se sadrzaj prebaci u epruvete za centrifugiranje. Centrifugira se 5 minuta na 4000
rpm. Odvoji se gornji acetonitrilni sloj i ispari na vakumskom isparivacu do suha. Uzorak se do

kori$tenja ¢uva u hladnjaku na 4 °C.

Kod ekstrakcije ve¢ih masa ulja koriSteni su proporcionalno veci volumeni otapala. U slu¢aju
ekstrakcije 10 g ulja dodaje se 50 mL acetonitrila te 40 mL cikloheksana. Za 20 g ulja dodaje
se 80 mL cikloheksana te 100 mL acetonitrila, te za ekstrakciju 25 g ulja koristi se 100 mL

cikloheksana te 125 mL acetonitrila.

3.2.2. Priprema otopina reagensa za UV-Vis analizu polifenola u maslinovom ulju

10 % otopina AICIz: pripremi se vaganjem 2,50 g aluminijevog klorida u odmjernoj tikvici od
25 mL te nadopuni redestiliranom vodom do oznake. Voda se dodaje postupno uz mijesanje

dok se tikvica hladi pod mlazom vode.

Metanol : voda = 1:1 v/v pripremi se mijesanjem jednakih volumena MeOH i vode.

1 mol dm= otopina NaOH: pripremi se dodavanjem volumetrijskog standarda natrijevog
hidroksida u odmjernu tikvicu od 1000 mL. Pakiranje se preko plasti¢nog lijevka stavlja na grlo

tikvice te probusi staklenim Stapicem. Vodom temperature 20°C se kvantitativno ispere

ambalaza te stakleni Stapi¢, a odmjerna tikvica nadopuni do oznake.
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20 % otopina Na.COas: pripremi se vaganjem 10,00 g natrijevog karbonata u odmjernoj tikvici
od 50 mL. Natrijev karbonat se prvo otopi zagrijanom redestiliranom vodom temperature ~ 60

°C, a nakon hladenja se tikvica nadopuni redestiliranom vodom do oznake.

5% otopina Na2MoOQg4: pripremi se vaganjem 1,25 g natrijevog molibdata u odmjernoj tikvici
od 25 mL te se do oznake nadopuni 50 % metanolom. Otapalo se dodaje postupno uz snazno i

dugotrajno mijesanje zbog slabe topljivosti spoja.

3.2.3. Priprema uzoraka za UV-Vis analizu

Suhi ekstrakti polifenola, pripremljeni prema postupku opisanom pod 3.2.1. se prije analize
otope u odgovarajucoj koli¢ini metanola ovisno o masi ulja iz koje su ekstrahirani - metanolni
ekstrakt. Suhi ekstrakt pripremljen postupkom opisanim pod 3.2.1.1. iz 20 g ulja sorte Rosulja,
otopljen je u 1,7 mL metanola. Suhi ekstrakt pripremljen postupkom opisanim pod 3.2.1.2. iz
10 g ulja sorte Rosulja otopljen je u 0,85 mL metanola. Suhi ekstrakti pripremljeni postupkom
opisanim pod 3.2.1.2. iz 20 g ulja sorte Vodnjanska Crnica, 25 g visesortnog istarskog ulja, 20 g
viSesortnog zadarskog ulja (2 ekstrakta) te 20 g ulja sorte Rosulja otopljeni su u 0,7 mL
metanola. Tako priredeni metanolni ekstrakti se filtriraju kroz filter pora veli¢ine 0,2 um.

0,5 mL priredenih metanolnih ekstrakta iz 25 g viSesortnog istarskog ulja, 2 ekstrakta iz
20 g visesortnog zadarskog ulja te 20 g ulja sorte Rosulja razrijedeni su s 500 uL metanola
(razrijedena otopina metanolnog ekstrakta). Razrijedene otopine koriStene su za UV-VIS

analizu.

3.2.4. UV-Vis spektrofotometrijske analize polifenola u maslinovom ulju

3.2.4.1. Odredivanje ukupnih polifenola

Sadrzaj ukupnih polifenola odreduje se Folin-Ciocalteau kolorimetrijskom metodom uz
manje izmjene (Singleton i sur., 1999, Garcia i sur., 2013). U odmjernu tikvicu od 10 mL
odpipetira se 0,1 mL prethodno pripremljenog metanolnog ekstrakta te 5 mL redestilirane vode.
U istu se tikvicu odpipetira 0,25 mL Folin-Ciocalteau reagensa nakon ¢ega se sadrzaj u tikvici
mijesa 3 minute. Po isteku 3 minute odpipetira se 1,5 mL 20 % otopine natrijevog karbonata i
nadopuni redestiliranom vodom do oznake, zatvori Cepom 1 snazno promucka. Tako

pripremljena otopina ¢uva se na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi sat vremena. Nakon sat
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vremena, mjeri se apsorbancija otopine pri valnoj duljini od 725 nm. Sva mjerenja su izvedena
u duplikatu. U slucaju vrijednosti apsorbancija izvan mjernog, odnosno linearnog podrucja
uzima se manji alikvot metanolnog ekstrakta, a ostatak do 0,1 mL ¢ini metanol.

Iz jednadzbe bazdarnog pravca se na temelju izmjerene apsorbancije odredi koncentracija
ukupnih polifenola u ispitivanom metanolnom ekstraktu. Koncentracija ukupnih polifenola u
maslinovom ulju se prerac¢una iz dobivene vrijednosti koncentracije polifenola u metanolnom
ekstraktu uzimajuci u obzir masu ulja iz kojeg su ekstrahirani polifenoli te volumen metanola

u kojem je otopljen suhi ekstrakt.

1,0000
0,9000

0,8000 _—*
0,7000 /
0,6000 /
0,5000
0,4000 /
0,3000 /
0,2000
0,1000 /
0,0000 ?/ : : : : : : ‘
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

¢ (galna kis) mol/ dm3

A 725

Slika 10. Bazdarni pravac za odredivanje sadrzaja ukupnih polifenola u maslinovom ulju

(rezultati iz laboratorija).

Vrijednosti limita detekcije (LOD) i kvantifikacije (LOQ) ra¢unaju se slijede¢im formulama:

LOD-= 3,3*(Sp/a) LOQ= 10*(Sw/a)
Gdje je Sp standardna devijacija odsjecka pravca i a nagib bazdarnog pravca. Za ovu metodu
LOD iznosi 0,034 mg/mL, a LOQ 0,085 mg/mL ekvivalenta galne kiseline, sto odgovara
koncentraciji 1,19 mg/kg odnosno 2,98 mg/kg ulja ukoliko se po standardnom postupku
ekstrahira 20 g ulja te suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL metanola.
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3.2.4.2. Odredivanje ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreduje se prema uobicajenom postupku koji je opisan u
literaturi (Kim i sur., 2003) na sljede¢i nacin:
A) U odmijernu tikvicu od 10 mL doda se 4 mL redestilirane vode te odgovarajuci alikvot
metanolnog ekstrakta razrijeden do 1 mL s vodom (razrijedena otopina metanolnog ekstrakta).
U trenutku dodavanja 0,3 mL 5 % otopine NaNO: ukljuci se $toperica (=0 min). Po isteku 5.
minute (t=5 min) doda se 0,3 mL 10 % otopine AICIste se nakon jedne minute (t=6 min) doda
2 mL 1 mol dm otopine natrijevog hidroksida, a tikvica se nadopuni redestiliranom vodom do
oznake i dobro pomijesa (t'=0 min). Apsorbancija se mjeri na valnoj duljini od 510 i 700 nm

30 sekundi (t'=0,5 min) te dvije minute nakon §to je promijesan sadrzaj (f'=2 min).

B) Isti postupak se provodi s 1 mL redestilirirane vode umjesto razrijedene otopine metanolnog

ekstrakta. Mjerenja su izvedena u duplikatu.

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanom metanolnom ekstraktu odredi se uz pomo¢ bazdarnog

pravca na temelju apsorbancije A(BP) dobivene slijede¢im rac¢unom:

A(A) = A(A)s10 -A(A)700
A(B) = A(B)s10 -A(B)700
A(BP) = A(A) - A(B)

U racunu se koriste apsorbancije izmjerene 30 sekundi nakon muckanja otopine (t'=0,5min).
Apsorbancija se mjeri i nakon 2 minute (t'=2 min) kako bi se utvrdilo da je reakcija zavr$ena.
Sadrzaj ukupnih flavonoida u maslinovom ulju preracuna se iz dobivene vrijednosti
koncentracije metanolnog ekstrakta uzimaju¢i u obzir masu ulja iz koje su ekstrahirani

polifenoli te volumen metanola u kojem je otopljen suhi ekstrakt.
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Slika 11. Bazdarni pravac za odredivanje sadrzaja ukupnih flavonoida u maslinovom ulju

(rezultati iz laboratorija).

Za ovu metodu LOD iznosi 0,0072 mg/mL katehina, a LOQ iznosi 0,0219 mg/mL ekvivalenta
katehina, sto odgovara koncentraciji 0,252 mg/kg, odnosno 0,767 mg/kg ulja ukoliko se po
standardnom postupku ekstrahira 20 g ulja te suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL metanola.

3.2.4.3. Odredivanje o-difenola

U odmjernoj tikvici od 5 mL pripremi se ispitivana otopina metanolnog ekstrakta mijeSanjem
5 mL otapala metanol:voda = 1:1 (v/v) te odgovarajuceg alikvota metanolnog ekstrakta
razrjedenog metanolom do 0,5 mL.

A) U kivetu se doda 2 mL prethodno pripremljene ispitivane otopine te 0,5 mL 5 % otopine
Na2MoOs. Sadrzaj se pomijesa te ostavi stajati u mraku pri sobnoj temperaturi 15 minuta nakon

¢ega se izmjeri apsorbancija na valnoj duljini od 370 nm, A(U).

B) U kivetu se doda 2 mL ispitivane otopine te 0,5 mL 50 % otopine metanola. Sadrzaj se
pomijeSa 1 ostavi stajati u mraku 15 minuta pri sobnoj temperaturi, a potom se izmjeri

apsorbancija na valnoj duljini od 370 nm, A(B). Postupak se izvodi u duplikatu.

Sadrzaj o-difenola u metanolnom ekstraktu se odreduje na temelju apsorbancije A(U-B) uz
pomo¢ baZzdarnog pravca koji je pripremljen sa standardom galnom kiselinom. SadrZaj o-

difenola u maslinovom ulju se preracuna iz dobivene vrijednosti koncentracije metanolnog
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ekstrakta uzimajuci u obzir masu ulja iz koje su ekstrahirani polifenoli te volumen metanola u
kojem je otopljen suhi ekstrakt.

A(U-B) dobije se slijede¢im racunom:

A(U-B)=A(U) — A(B)

i predstavlja razliku apsorbancija dobivenih pod mjerenjima A) i B)

1,2000

1,0000 /
0,8000 /

0,6000 /
0,4000 /
0,2000 /

0,0000 \ \ \ \ \
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01

c galna kiselina (mol/dm3)
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A(U

Slika 12. Bazdarni pravac za odredivanje o-difenola u uzorcima maslinovog ulja (rezultati iz
laboratorija).

LOD ove metode je 0,0680 mg/mL (A(U-B)=0,0346) i LOQ 0,1871 mg/mL (A(U-B)=0,1336)
ekvivalenta galne kiseline, sto odgovara koncentraciji 2,38 mg/kg, odnosno 6,55 mg/kg ulja
ukoliko se po standardnom postupku ekstrahira 20 g ulja te suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL

metanola.

3.2.3. 'H NMR spektrofotometrijska analiza polifenolnog ekstrakta maslinovog ulja

Pripremljena su po dva ekstrakta iz 5,00 g svakog od 4 maslinova ulja (Rosulja,
Vodnjanska crnica, viSesortno Istra 1 Zadar) prema postupku opisanom pod 3.2.1.2. pri ¢emu
se prije isparavanja uzorka u tikvicu doda 1 mL acetonitrilne otopine siringaldehida
koncentracije 0,5 mg/mL.

Suhi ostatak dobiven ekstrakcijom otopljen je u 750 puL deuteriranog kloroforma, CDCls,
a 550 pL je preneseno u’5 mm NMR tubu. *H NMR spektri snimani su na instrumentu Bruker
Advance 600 (14,1 T) na Institutu Ruder Boskovi¢, Centru za NMR, pri temperaturi od 25 °C.
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Spektri su snimani na frekvenciji od 600,130 MHz te je za snimanje spektara koriStena
spektralna Sirina 0-20 ppm. Vrijeme akvizicije iznosilo je 1,36 s. Relaksacijsko vrijeme odgode
bilo je 5,0 s uz 64 pulsa po spektru i pulsni kut 90°.

Dobiveni 'H NMR spektri Kkoristeni su za kvantitativno odredivanje oleokoronala,
oleomisionala prema postupku Diamantikos i suradnika, 2020., te S-(E)-Elenolida prema
postupku Rikagau i suradnika, 2019. Spektri su obradeni uz primjenu TopSpin programa

(TopSpin 4.0.7., Bruker), uz ru¢no integriranje odgovarajuéih signala.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. UV-VIS SPEKTROFOTOMETRIJSKE ANALIZE

U okviru ovog diplomskog rada analiti¢ki su obradeni uzorci maslinovih ulja. Odredena je
ponovljivost metode ekstrakcije s acetonitrilom, usporedene su dvije metode ekstrakcije,
metanolom odnosno acetonitrilom i ispitana je stabilnost metanolne otopine dobivene
otapanjem suhog polifenolnog ekstrakta kod cuvanja na temperaturi -20°C. Sadrzaj ukupnih
fenola odreden je spektrofotometrijski uz F-C reagens, sadrzaj flavonoida uz NaNO: i AICl3 te

o-difenola uz Na2MoOj4 reagens.

4.1.1. SadrZaj ukupnih polifenola

SadrZaj ukupnih polifenola u ispitivanim uzorcima maslinovih ulja odreden je na temelju
vrijednosti izmjerenih apsorbancija metanolnog ekstrakta ulja koriStenjem ranije pripremljenog
bazdarnog pravca standarda galne kiseline jednadzbe y=141,73x + 0,0219 prikazanog na slici
10 pri cemu je x koncentracija uzorka, a y izmjerena apsorbancija uzorka. Metoda je linearna u
rasponu koncentracija 0,0851 — 1,0207 mg/mL ekvivalenta galne kiseline, sto odgovara
koncentraciji 2,98 mg/kg, odnosno 35,72 mg/kg ulja ukoliko se po standardnom postupku
ekstrahira 20 g ulja te suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL metanola. Spektrofotometrijska metoda s
F- C reagensom temelji se na prijenosu elektrona s fenolnih spojeva na kompleks
fosfomolibdatne/fosfovolframatne kiseline u bazicnom mediju. Navedeni spojevi s fenolima
stvaraju kromogene spojeve €iji se intezitet obojenja mjeri spektrofotometrijski pri valnoj

duljini od 725 nm.
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Tablica 1. Prikaz mase ulja koriStene za ekstrakciju, otapala za ekstrakciju te volumen
otopine metanolnog ekstrakta.

Uzorak m (maslinovo ulje) Otapalo za V (metanol) /mL
/g ekstrakciju
Rosulja 20 metanol 1,7
Rosulja 10 acetonitril 0,85
Rosulja (stabilnost 20 acetonitril 0,7
otopine ekstrakta)
Vodnjanska Crnica 20 acetonitril 0,7
ViSesortno Istra 25 acetonitril 0,7
ViSesortno Zadar 20 acetonitril 0,7
Ekstrakt 1
ViSesortno Zadar 20 acetonitril 0,7
Ekstrakt 2
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Tablica 2. Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitivanim maslinovim uljima.

Uzorak A ¢ (ukupni fenoli) ¢ (ukupni Srednja SD RSD
metanolni fenoli) vrijednost (%)
ekstrakt maslinovo (mg/kg)

(mg/ml) ulje (mg/kQg)
Rosulja 0,5371 6,183 530 521 6 1,17
(MeOH)
0,5286 6,082 517
Rosulja (ACN) 0,4855 5,565 473 579 150 25,9
0,6930 8,055 685

Rosulja (ACN) 0,7612 17,747 621 628 10 1,63

stabilnost

Otopine 0,7784 18,161 636

ekstrakta

(mjesec dana

nakon

pripreme)

Vodnjanska 0,3674 8,294 290 319 41 12,9

Crnica (ACN)

0,4365 9,953 348

Zadar- 0,2234 4,837 169 169 0 0,26

visesortno-

ekstrakt 1 0,2226 4,819 169

(ACN)

Zadar- 0,4485 5,121 179 178 2 0,86

visesortno-

ekstrakt 2 0,4434 5,059 177

(ACN)

Istra- 0,5812 13,426 376 355 29 8,24

viSesortno

(ACN) 0,5196 11,947 335

Na temelju koncentracije ukupnih polifenola u metanolnom ekstraktu moguce je odrediti

sadrzaj ukupnih polifenola u maslinovom ulju koristenjem slijedece jednadzbe:

¢ (metanolni ekstrakt/ mg/mL) - V' (ekstrakt/mL)
m ( maslinovog ulja/kg)

¢ (ukupni polifenoli, ulje/ mg/kg) =
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Napravljena su i analizirana dva ekstrakta zadarskog viSesortnog ulja kako bi se ispitala
ponovljivost metode ekstrakcije s acetonitrilom. Suhi ekstrakt polifenola dobiven je iz 20 g ulja,
a otopljen je u 0,7 mL metanola. Spektrofotometrijskom metodom s F-C reagensom je odreden
sadrzaj polifenola u oba ekstrakta. Sadrzaj polifenola prvog ekstrakta iznosio je 169 + 0 mg/kg
te je sadrzaj polifenola drugog ekstrakta iznosio 178 = 2 mg/kg ulja $to odgovara RSD od 3,7 %.
Podudaranje rezultata dobivenih mjerenjem sadrzaja ukupnih polifenola dva ekstrakta istog
uzorka upucuje na ponovljivost metode ekstrakcije acetonitrilom.

Usporeden je sadrzaj polifenola koji se dobije analizom metanolnog ekstrakta (priprema
opisana u poglavlju 3.2.1.1.) i acetonitrilnog ekstrakta ulja (priprema opisana u poglavlju
3.1.1.2.) Uzorak ulja koji je koristen u tu svrhu je Rosulja. Metanolni ekstrakt dobiven je iz
maslinovog ulja, ekstrakcijom s metanolom i n-heksanom, a acetonitrilni ekstrakt je dobiven iz
ulja, ekstrakcijom s acetonitrilom i cikloheksanom. U postupku ekstrakcije metanolom smjesa
je bila smjestena u ultrazvuénu kupelj, dok je u postupku ekstrakcije acetonitrilom sadrzaj
mijesan na elektricnom mjeSacu. Za razliku od postupka ekstrakcije metanolom, u postupku
ekstrakcije acetonitrilom nedostaje korak uklanjanja masno¢a n-heksanom. Postupci ekstrakcije
opisani su u literaturi pri ¢emu se metanolni ekstrakti koriste za HPLC analize, dok se
acetonitrilni ekstrakti koriste za NMR analize. Metode ekstrakcije su usporedene kako bi se
uvidjelo moze li vremenski kra¢i postupak ekstrakcije acetonitrilom, zamijeniti postupak
ekstrakcije metanolom. Spektrofotometrijskom metodom s F-C reagensom je odreden sadrzaj
polifenola u oba ekstrakta. Sadrzaj polifenola u metanolnom ekstraktu iznosi 521 + 6 mg/kg,
dok sadrzaj polifenola u acetonitrilnom ekstraktu iznosi 579 + 150 mg/kg. Sadrzaj polifenola
acetonitrilnog ekstrakta je neSto visi, ali uz vece odstupanje.

Metanolna otopina ekstrakta koji je pripremljen ekstrakcijom s acetonitrilom ulja sorte
Rosulja ¢uvana je mjesec dana u hladnjaku na temperaturi od -20°C. U ovom je uzorku utvrdena
koncentracija polifenola 628 + 10 mg/kg, dok je koncentracija polifenola acetonitrilnog
ekstrakta, ¢iji je sadrzaj izmjeren neposredno nakon pripreme, iznosila 579 + 150 mg/kg. Nema
znacCajne razlike u sadrzaju, no trebalo bi ponoviti mjerenje koje ima veliku SD kako bi se
utvrdilo je li ono slu¢ajno.

Sadrzaj ukupnih polifenola u ispitanim uzorcima maslinovih ulja varira u rasponu od 168-
628 mg ekvivalenta galne kiseline po kg uzorka maslinovog ulja (Tablica 1). Najvisa vrijednost
utvrdena je kod sorte Rosulja (Istra), zatim po vrijednosti polifenola slijedi istarsko visesortno
ulje (355 £ 29), Vodnjanska Crnica (319 + 41), dok je najsiromasnije polifenolima zadarsko
viSesortno ulje (169 =+ 0). Bayram 1 suradnici su analizirali 55 uzoraka uzoraka ulja porijeklom

iz Italije, gpanjolske, Turske, Grcke, Francuske, Portugala, Australije, SAD-a i Juzne Afrike.
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Raspon vrijednosti sadrzaja ukupnih fenola varirao je od 40-530 mg/kg ekvivalenata galne
kiseline. Rezultati dobiveni u ovom radu su u skladu s vrijednostima polifenola u prethodno

navedenom radu.

4.1.2. Sadrzaj ukupnih flavonoida

Sadrzaj ukupnih flavonoida odreden je spektrofotometrijskom metodom na temelju
izmjerenih apsorbancija metanolnih ekstrakata ispitivanih uzoraka maslinovog ulja na 510 nm
nakon 30 sekundi mjerenja uz pomo¢ bazdarnog pravca standarda katehina jednadzbe
y = 0,003608x - 0,001203, gdje je x koncentracija uzorka, a y izmjerena apsorbancija uzorka.
Metoda je linearna u rasponu koncentracija 0,020 — 0,200 mg/mL ekvivalenta katehina sto
odgovara koncentraciji od 0,7 mg/kg, odnosno 7 mg/kg ulja ukoliko se po standardnom
postupku ekstrahira 20 g ulja te suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL metanola. U osnovi, metoda se
temelji na nitrozilaciji flavonoida koji s aluminijevim ionima u luznatom mediju stvaraju crvene

kelate ¢ija se apsorbancija mjeri na 510 nm.
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Tablica 3. Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim maslinovim uljima.

Uzorak A(BP) ¢ (ukupni c(ukupni Srednja SD RSD
flavonoidi) flavonoidi)  vrijednost (%)
metanolni maslinovo (mg/kg)
ekstrakt ulje (mg/kQg)

(mg/dm?)

Rosulja 0,5668 3149 268 318 71 22,4
(MeOH)

0,7811 4336 369
Rosulja (ACN)  0,2232 4146 352 321 44 13,7

0,1836 3415 290
Rosulja (ACN)  0,5887 5450 381 380 2 0,39
Stabilnost
ekstrakta

(mjesec dana
star uzorak)

Vodnjanska 0,2413 2241 157 160 4 2,41
Crnica (ACN)

0,2497 2318 162
Zadar- 0,1467 1366 96 103 10 9,59
viSesortno
(ACN) 0,1682 1565 110
ekstrakt 1
Zadar- 0,2795 1556 109 105 5 5,02
viSesortno
(ACN) 0,2602 1449 101
ekstrakt 2
Istra- 0,3213 2980 167 181 21 11,4
visesortno
(ACN) 0,3777 3500 196

Na temelju koncentracije ukupnih flavonida u metanolnom ekstraktu moguce je odrediti sadrZaj

ukupnih flavonoida u maslinovom ulju koriStenjem slijedece jednadzbe:

¢ (metanolni ekstrakt/ mg/mL) - V' (ekstrakt/mL)
m ( maslinovog ulja/kg)

¢ (ukupni flavonoidi, ulje/ mg/kg)=
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Odreden je sadrzaj ukupnih flavonoida dva ekstrakta viSesortnog zadarskog ulja
pripremljena ekstrakcijom acetonitrilom kako bi se ispitala ponovljivost metode. Sadrzaj
ukupnih flavonoida u prvom ekstraktu iznosio je 103 £ 10 mg/kg ulja, a sadrzaj flavonoida u
drugom ekstraktu iznosi 105 + 5 mg/kg ulja, §to odgovara RSD vrijednosti od 1,4 %. Slaganje
u sadrZaju ukupnih flavonoida upucuje na ponovljivost metode ekstrakcije s acetonitrilom.

Usporeden je sadrzaj flavonoida za dva razliCita postupka ekstrakcije, metanolom i
acetonitrilom, uzorka ulja sorte Rosulja (Istra). S oba postupka dobivena je ista koncentracija
flavonoida. Sadrzaj flavonoida u acetonitrilnom ekstraktu iznosi 321 mg/kg, dok je sadrzaj
flavonoida u metanolnom ekstraktu 318 mg/kg.

Metanolna otopina ekstrakta koji je pripremljen ekstrakcijom s acetonitrilom ulja sorte
Rosulja ¢uvana je mjesec dana u hladnjaku na temperaturi od -20°C. Utvrden je neSto veéi
sadrzaj flavonoida (380 + 2 mg/kg) u odnosu na metanolni ekstrakt pripremljen ekstrakcijom s
acetonitrilom ¢iji je sadrzaj izmjeren neposredno nakon pripreme (321 + 44 mg/kg).

Sadrzaj ukupnih flavonoida u ispitivanim uzorcima maslinovih ulja varira u rasponu od
102-380 mg/kg ekvivalenta katehina po kg maslinovog ulja (Tablica 2). Najvisi sadrzaj
flavonoida utvrden je u ispitivanom uzorku sorte Rosulja (Istra). Po sadrzaju zatim slijedi

viSesortno istarsko ulje (181 + 21 mg/kg) te Vodnjanska crnica (Istra) (160 + 4 mg/kg). Najnizi

sadrzaj je utvrden u visesortnom zadarskom ulju (103 £ 10 mg/kg).

4.1.3. Sadrzaj o-difenola

SadrZzaj o-difenola odreden je spektrofotometrijskom metodom uz pomo¢ baZdarnog
pravca jednadzbe y=141,43x - 0,022 koji je pripremljen koristenjem galne Kiseline kao
standarda, na nacin koji je opisan u poglavlju 3.2.3.3., gdje je x koncentracija uzorka, a y
izmjerena apsorbancija uzorka. Metoda je linearna u rasponu koncentracija 0,1871-1,3610
mg/mL ekvivalenta galne kiseline $to odgovara koncentraciji 6,55 mg/kg, odnosno 47,64 mg/kg
ukoliko se prema standardnom postupku ekstrahira 20 g ulja te se suhi ekstrakt otopi u 0,7 mL
metanola. Reakcija se temelji na redukciji molibdata (VI) u (V) u prisutnosti o-difenola.
Apsorbancija reduciranih molibdatnih vrsta se mjeri na 370 nm nakon 15 minuta ¢uvanja u

mraku Sadrzaj o-difenola dan je u Tablici 3.
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Tablica 4. Sadrzaj o-difenola u ispitivanim uzorcima ulja.

Uzorak A(U) A(B) A(U-B) ¢ (mg/kQg) SD RSD
(%)
Rosulja 0,9426 0,4501 0,4924 184 13 7
(MeOH)
0,7147 0,3584 0,3560
Rosulja (ACN)  0,5146 0,4453 0,0694 <LOQ
0,4679 0,4132 0,0548
Rosulja (ACN)  0,9052 0,5508 0,3544 596 95 16
Ispitivanje
stabilnosti 0,7925 0,3420 0,4505
otopine
ekstrakta
(mjesec dana
nakon
pripreme)
Vodnjanska 0,1933 0,1146 0,0787 <LOQ
Crnica (ACN)
0,1893 0,1164 0,0729
Zadar- 0,4994 0,6653 -0,1659 <LOQ
vi§esortno
(ACN) 0,5063 0,6562 -0,1499
Zadar- 2,11 2,18 -0,07 <LOQ
vi§esortno
(ACN) 2,20 2,22 -0,02
Drugi ekstrakt
Istra- 0,9612 0,9046 0,0565 <LOQ
viSesortno
(ACN) 0,9787 0,9279 0,0508

Na temelju izmjerene apsorbancije A(U-B), uzimajuéi u obzir volumen alikvota koriSten
za analizu, dobije se koncentracija metanolnog ekstrakta (mol/dm?®). Sadrzaj o-difenola u
maslinovom ulju moZe se izraCunati na temelju koncentracije o-difenola u metanolnom

ekstraktu koristeci slijede¢u jednadzbu:

c¢(metanolni ekstrakt/mol/dm3 - V' (ekstrakt/mL)-M(gal. kis.)
m ( maslinovog ulja/kg)

¢ (o — difenoli, ulje/mg/kg)=
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Pripremljena su i analizirana dva ekstrakta zadarskog viSesortnog ulja kako bi se ispitala
ponovljivost metode ekstrakcije s acetonitrilom. Apsorbancije uzoraka zadarskog visesortnog
ulja nisu bile u skladu s o¢ekivanim jer je vrijednost apsorbancije otopine uzorka s otapalom
bila ve¢a od apsorbancije otopine uzorka s natrijevim molibdatom, odnosno vrijednost A(U-B)
je bila negativna. Pripremljen je drugi ekstrakt zadarskog visesortnog ulja kako bi se utvrdilo
je li ovakav rezultat moguca posljedica pogreske prilikom procesa ekstrakcije. Pogreska je
mogla biti prilikom odvajanja acetonitrilne frakcije, gdje je pritom mogao biti uhvacen dio
cikloheksanske frakcije koja ne bi isparila prilikom isparavanja ekstrakta. Premalen alikvot
uzorka takoder je moguci razlog nemogucénosti odredivanja sadrzaja. Unato¢ koriStenju veceg
alikvota metanolne otopine drugog ekstrakta zadarskog visesortnog ulja, razlika apsorbancija
A(U-B) je ponovno bila negativna, a sadrzaj nije mogao biti kvantificiran.

Usporeden je sadrzaj o-difenola za dva razli¢ita postupka ekstrakcije, metanolom i
acetonitrilom, uzorka ulja sorte Rosulja (Istra). Sadrzaj o-difenola metanolnog ekstrakta ulja
sorte Rosulja (Istra) iznosio je 184 + 13 mg/kg, dok sadrzaj o-difenola u acetonitrilnom
ekstraktu ulja nije mogao biti kvantificiran jer su vrijednosti A(U-B) bile ispod LOQ.

Metanolna otopina ekstrakta koji je pripremljen ekstrakcijom s acetonitrilom ulja sorte
Rosulja ¢uvana je mjesec dana u hladnjaku na temperaturi od -20°C. Utvrden je visok sadrZaj
o-difenola u uzorku (596 + 95 mg/kg), dok sadrzaj o-difenola nije mogao biti kvantificiran u
metanolnom ekstraktu pripremljenom ekstrakcijom s acetonitrilom koji je analiziran
neposredno nakon pripreme. SadrZaj 0-difenola cuvane otopine gotovo je 3 puta visi u odnosu
na sadrzaj o-difenola metanolnog ekstrakta ulja sorte Rosulja pripremljenom ekstrakcijom s
metanolom ¢iji je sadrzaj izmjeren neposredno nakon pripreme (184 + 13 mg/kg). Metanolni
ekstrakt se nuzno mora analizirati neposredno nakon pripreme jer dolazi do promjene sastava
tijekom Cuvanja. Budu¢i da je rije¢ o otopini ¢ije je otapalo lako hlapljivo, metanol, moguce je
da se otopina ukoncentrirala.

U acetonitrilnim ekstraktima ulja sorte Rosulja (Istra), Vodnjanska crnica (Istra) te viSesortno
ulje (Istra), izmjerna je A(U-B) iznad LOD, a ispod LOQ stoga njihov sadrzaj nije bilo moguce
kvantificirati. Budu¢i da veéini acetonitrilnih ekstrakata nije bilo moguée odrediti sadrzaj
o- difenola, postupak ekstrakcije acetonitrilom opisan u poglavlju 3.2.1.2. nije prikladan za
ovu metodu odredivanja sadrzaja 0-difenola. Korak odmasé¢ivanja ekstrakta n-heksanom mogao

bi biti razlog zasto je metanolnom ekstraktu ulja sorte Rosulja mogao biti odreden sadrzaj.
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Slika 13. UV-VIS spektar uzorka metanolnog ekstrakta ulja sorte Rosulja s Na2MoQOs (crveno)

i bez njega (crno). Sadrzaj o-difenola se odreduje iz razlike A crvenog i crnog spektra na
370 nm.
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Slika 14. UV-VIS spektar uzorka acetonitrilnog ekstrakta visesortnog zadarskog ulja, S

Na>MoOs (crveno) i bez njega (crno), u kojemu nije bilo moguée odrediti sadrzaj o-difenola.
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4.2.'H NMR SPEKTROFOTOMETRIJSKE ANALIZE

Provedena je *H NMR analiza sadrzaja S-(E)-elenolida, oleokoronala i oleomisionala u
uzorcima ulja sorte Rosulja (Istra), Vodnjanska crnica (Istra) te viSesortnom ulju iz Istre i Zadra.
Kvantifikaciji je prethodila ekstrakcija fenolnih spojeva postupkom opisanim u poglavlju
3.2.1.2.

4.2.1. Sadrzaj S-(E)-elenolida, oleokoronala i oleomisionala

Sadrzaj S-(E)-elenolida, oleokoronala i oleomisionala odreden je na temelju omjera
integrala povrSine odgovarajuceg pika i protonskog signala siringaldehida na 9,81 ppm-a.
Sadrzaj oleokoronala odreden koristenjem integrala pika enolnog protona na 11,74 ppm-a (I1)
uz koristenje jednadzbe Cok = 4:(232,7 - 11+ 4,3). Sadrzaj oleomisionala odreden je koristenjem
integrala povrsine ispod pika enolnog protona na 11,8 ppm-a (I2) iz jednadzbe com = 4-(243,5-
I> +4,57). Sadrzaj S-(E)-elenolida odreden je koristenjem povrsine ispod pika protona elenolida
na 9,27 ppm-a (1) iz jednadzbe ceL = 618 - 13- 4,9. Rezultati su iskazani u mg po kg maslinovog

ulja.

Tablica 5. Koncentracije S-(E)-elenolida u ispitivanim uzorcima ulja.

S-(E)-elenolid
Rosulja Vodnjanska ViSesortno ViSesortno

crnica Istra Zadar

l11 1,4458 0,8758 0,7391 0,0750

l12 1,5142 0,8019 0,8111 0,0709

I1 1,4800 0,8389 0,7751 0,0730

SD 0,0480 0,0523 0,0509 0,0029
RSD (%) 3,2 6,2 6,6 4,0
¢ (mg/kg) 910 513 474 40
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Tablica 6. Koncentracije oleokoronala u ispitivanim uzorcima ulja.

Oleokoronal
Rosulja Vodnjanska Visesortno Visesortno
crnica Istra Zadar
121 0,1574 0,0872 0,0473 <LOD
122 0,1539 0,0784 0,0506
IE 0,1557 0,0828 0,0490
SD 0,0025 0,0062 0,0023
RSD (%) 1,6 7,5 47
¢ (mg/kg) 162 94 63
Tablica 7. Koncentracije oleomisionala u ispitivanim uzorcima ulja.
Oleomisional
Rosulja Vodnjanska Visesortno Visesortno
crnica Istra Zadar
I31 0,1538 0,0858 0,0175 <LOD
132 0,1555 0,0745 0,0190
I3 0,1547 0,0802 0,0183
SD 0,0012 0,0080 0,0011
RSD (%) 0,8 10,0 6,0
¢ (mg/kg) 169 96 36
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Sadrzaj S-(E)-elenolida varira od sorte do sorte u rasponu od 40-910 mg/kg, sadrzaj
oleokoronala u rasponu od 63-162 mg/kg te sadrzaj oleokoronala u rasponu od 36-169 mg/kg
ulja. Najvisi sadrzaj oleokoronala, oleomisionala te S-(E)-elenolida odreden je u uzorku ulja
sorte Rosulja, zatim po sadrzaju slijedi ulje sorte Vodnjanska crnica, a potom visesortno ulje
Istra. Najmanji sadrzaj S-(E)-elenolida odreden je u viSesortnom ulju Zadar (40 mg/kg), dok
pikovi oleokoronala i oleomisionala nisu niti bili vidljivi na spektru.

S-(E)-elenolid se nalazi se znantno veéim koli¢inama u odnosu na oleokoronal i
oleomisional u svakom od uzoraka ulja. Sadrzaj oleokoronala i oleomisionala je otprilike
podjednak, odnosno uz neznatno vecu koli¢inu oleomisionala u uzorcima sorte Rosulja i
Vodnjanska crnica. U viSesortnom istarskom ulju je sadrzaj oleokoronala (63 mg/kg) znatno
vi$i u odnosu na oleomisional (36 mg/kg). lzmjerene vrijednosti S-(E)-elenolida odgovaraju
vrijednostima opisanim u literaturi (Rikagou i sur., 2019). Zasad u literaturi nema uvida o

sadrzaju ovih spojeva u hrvatskim maslinovim uljima.

Slika 15. 'H NMR spektar uzorka ulja sorte Rosulja. Signali su integrirani uz ru¢nu korekciju
bazne linije. Lijevi integral odgovara povrsini ispod pika enolnog protona oleomisionala. Desni

integral odgovara povrsini ispod pika enolnog protona oleokoronala.
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5. ZAKLJUCCI

U okviru ovog diplomskog rada analiti¢ki su obradeni uzorci maslinovih ulja. Utvrdena je
ponovljivost metode ekstrakcije acetonitrilom na temelju usporedbe sadrzaja ukupnih
polifenola, ukupnih flavonoida te o-difenola 2 ekstrakta istog ulja, uz RSD 3,7 %, 1,4 % redom.
Na isti na¢in su usporedene dvije metode ekstrakcije. Dobivena je razlika u sadrzaju polifenola,
579 mg/kg u acetonitrilnom te 521 mg/kg u metanolnom ekstraktu koja je mozda posljedica
velike standardne devijacije koja je dobivena u slucaju acetonitrilnog ekstrakta, te je za
pouzdani rezultat potrebno izvesti dodatna mjerenja. Dobiveno je dobro slaganje sadrzaja
ukupnih flavonoida u dva ekstrakta, 321 mg/kg u acetonitrilnom te 318 mg/kg u metanolnom
ekstraktu. U acetonitrilnom ekstraktu nije bilo moguce odrediti sadrzaj o-difenola, dok je on u
metanolnom ekstraktu iznosio 184 mg/kg. Opéenito u svim acetonitrilnim ekstraktima nije bilo
moguce odrediti sadrzaj 0-difenola, vjerojatno jer ekstrakt nije odmascen, te ovako pripremljeni
ekstrakti nisu prikladni za odredivanje sadrzaja o-difenola. Metanolni ekstrakt se mora nuzno
analizirati neposredno nakon pripreme jer dolazi do promjene sastava tijekom Cuvanja.
Spektofotometrijskim metodama odreden je sadrzaj ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida i
o-difenola, u sortama ulja Rosulja, Vodnjanska crnica, viSesortno Istra te viSesortno Zadar.
Sadrzaj polifenola varira od uzorka do uzorka u rasponu od 168-628 mg/kg, sadrzaj flavonoida
u rasponu od 102-380 mg/kg, a o-difenola u rasponu od 184-596 mg/kg.

'H NMR spektroskopijom odreden je sadrzaj fenolnih spojeva, oleokornala, oleomisionala
te S-(E)-elenolida u sortama Rosulja, Vodnjanska crnica, viSesortno Istra te viSesortno Zadar.
Zasad u literaturi nema uvida o sadrzaju ovih spojeva u hrvatskim uljima. Sadrzaj S-(E)-
elenolida varira od uzorka do uzorka u rasponu od 40-910 mg/kg, sadrzaj oleokoronala u

rasponu od 63-162 mg/kg te oleomisionala u rasponu od 36-169 mg/kg ulja.
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7.SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

Maslinovo ulje se, kao osnovna sastavnica mediteranske prehrane, dulji niz godina povezuje sa
smanjenom ucestalosti kroni¢nih upalnih bolesti, karcinoma te duljim zZivotnim vijekom. Zbog
pozitivnih ucinaka na zdravlje, maslinovo ulje je danas sinonim zdravog nacina prehrane.
Pozitivan uéinak posljedica je povoljnog sastava masnih Kiselina, prije svega oleinske kiseline,
te bioloski aktivne polifenolne frakcije. Od pozitivnih u¢inaka moze se istaknuti antioksidativna
aktivnost, antikarcinogeni i imunomodulatorni ucinak, kardioprotektivno djelovanje i
antimikrobni ucinak. Cilj ovog diplomskog rada bio je spektrofotometrijskim metodama
sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida te o-difenola te 'H NMR spektroskopijom odrediti sadrzaj
polifenola oleokoronala, oleomisionala te S-(E)-elenolida, odabranih uzoraka hrvatskih
maslinovih ulja. Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je koristenjem Folin Ciocalteu reagensa,
sadrzaj ukupnih flavonoida koristenjem AICl3 i NaNO2, a sadrzaj o-difenola Na:MoO4
reagensa. Utvrdeno je da sadrZaj polifenola varira od uzorka do uzorka u rasponu od 168-628
mg/kg, sadrzaj flavonoida od 102-380 mg/kg te sadrzaj o-difenola u rasponu od 184-596 mg/kg.
Na temelju usporedbe sadrzaja ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida te o-difenola ispitana je
ponovljivost metode ekstrakcije acetonitrilom. Utvrdena je dobra ponovljivost metode s
pogreskom manjom od 4 %. Na isti na¢in usporedene su dvije metode ekstrakcije. Dobiveno je
dobro slaganje u sadrzaju flavonoida, dok je sadrzaj polifenola acetonitrilnog ekstrakta bio
znacCajno visi od sadrzaja metanolnog ekstrakta. Uzorci priredeni postupkom ekstrakcije
acetonitrilom nisu prikladni za odredivanje 0-difenola NaMoOs reagensom. Metanolni ekstrakt
se mora nuzno analizirati neposredno nakon pripreme jer dolazi do promjene sastava tijekom
¢uvanja. Oleokoronal, oleomisional i S-(E)-elenolid su po prvi put odredivani u hrvatskim
maslinovim uljima. Sadrzaj S-(E)-elenolida varira od uzorka do uzorka u rasponu od 40-910
mg/kg, sadrzaj oleokoronala u rasponu od 63-162 mg/kg te sadrzaj oleomisionala u rasponu od
36-169 mg/kg ulja.
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7.2. Summary

Olive oil, as a basic component of the Mediterranean diet, has for long been associated with a
reduced incidence of chronic inflammatory diseases and cancer as well as longer life
expectancy. Due to its positive health effects, olive oil today is synonymous with healthy eating
habits. The positive effect is due to the favorable fatty acid composition, primarily oleic acid,
as well as biologically active polyphenolic fraction. Among positive effects, their antioxidant
activity, anticarcinogenic, immunomodulatory, cardioprotective and antimicrobial effect can be
highlighted. The purpose of this diploma thesis was to determine total phenolic, flavonoid and
o-diphenol content by UV-Vis spectrophotometry and to determine content of S-(E)-elenolide,
oleokoronal and oleomissional by *H NMR spectrophotometry in selected samples of Croatian
olive oils. Total phenolic content was determined using F-C reagent, total flavonoid content
using AICIz and NaNOz, while o-diphenol content was determined using Na2MoOs. Total
phenolic content varies in range 168-628 mg/kg, total flavonoid content in range 102-380 mg/kg
and o-diphenol content in range 184-596 mg/kg of olive oil. Based on the comparison of the
content of total polyphenols, total flavonoids and o-diphenols, the repeatability of the
acetonitrile extraction method was examined. Good repeatability of the method with an error
of less than 4% was found. Two extraction methods were compared in the same way. A good
agreement was obtained in the flavonoid content, while the polyphenol content of the
acetonitrile extract was significantly higher than the methanol extract content. Samples
prepared by the acetonitrile extraction process were found to be unsuitable for the determination
of o-diphenol with NaMoO4 reagent. Methanol extract has to be analysed immediately after
the preparation as the content changes during storage. Content of oleokoronal, oleomisional and
S-(E)-elenolide were determined, for the first time in Croatian olive oils. S-(E)-elenolide
content varies in range 40-910 mg/kg, oleokoronal content in range of 63- 162 mg/kg and
oleomisional cantent in range of 36-169 mg/kg of olive oil.
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Maslinovo ulje se, kao osnovna sastavnica mediteranske prehrane, dulji niz godina povezuje sa smanjenom ucestalosti
kroniénih upalnih bolesti, karcinoma te duljim zivotnim vijekom. Zbog pozitivnih uc¢inaka na zdravlje, maslinovo ulje
je danas sinonim zdravog nacina prehrane. Pozitivan ucinak posljedica je povoljnog sastava masnih kiselina, prije svega
oleinske kiseline, te bioloski aktivne polifenolne frakcije. Od pozitivnih uéinaka moze se istaknuti antioksidativna
aktivnost, antikarcinogeni i imunomodulatorni u¢inak, kardioprotektivno djelovanje i antimikrobni uéinak. Cilj ovog
diplomskog rada bio je spektrofotometrijskim metodama sadrzaj ukupnih fenola, flavonoida te o-difenola te *H NMR
spektroskopijom odrediti sadrzaj polifenola oleokoronala, oleomisionala te S-(E)-elenolida, odabranih uzoraka hrvatskih
maslinovih ulja. Sadrzaj ukupnih polifenola odreden je koristenjem Folin Ciocalteu reagensa, sadrzaj ukupnih
flavonoida koristenjem AlCl3i NaNOy, a sadrzaj o-difenola Na,MoO, reagensa. Utvrdeno je da sadrzaj polifenola varira
od uzorka do uzorka u rasponu od 168-628 mg/kg, sadrzaj flavonoida od 102-380 mg/kg te sadrzaj o-difenola u rasponu
od 184-596 mg/kg. Na temelju usporedbe sadrzaja ukupnih polifenola, ukupnih flavonoida te o-difenola ispitana je
ponovljivost metode ekstrakcije acetonitrilom. Utvrdena je dobra ponovljivost metode s pogreskom manjom od 4 %. Na
isti nacin usporedene su dvije metode ekstrakcije. Dobiveno je dobro slaganje u sadrzaju flavonoida, dok je sadrzaj
polifenola acetonitrilnog ekstrakta bio znacajno visi od sadrzaja metanolnog ekstrakta. Uzorci priredeni postupkom
ekstrakcije acetonitrilom nisu prikladni za odredivanje o-difenola NaMoQO, reagensom. Metanolni ekstrakt se mora
nuzno analizirati neposredno nakon pripreme jer dolazi do promjene sastava tijekom ¢uvanja. Oleokoronal, oleomisional
i S-(E)-elenolid su po prvi put odredivani u hrvatskim maslinovim uljima. Sadrzaj S-(E)-elenolida varira od uzorka do
uzorka u rasponu od 40-910 mg/kg, sadrzaj oleokoronala u rasponu od 63-162 mg/kg te sadrZzaj oleomisionala u rasponu
od 36-169 mg/kg ulja.
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SUMMARY

Olive oil, as a basic component of the Mediterranean diet, has for long been associated with a reduced incidence of
chronic inflammatory diseases and cancer as well as longer life expectancy. Due to its positive health effects, olive oil
today is synonymous with healthy eating habits. The positive effect is due to the favorable fatty acid composition,
primarily oleic acid, as well as biologically active polyphenolic fraction. Among positive effects, their antioxidant
activity, anticarcinogenic, immunomodulatory, cardioprotective and antimicrobial effect can be highlighted. The
purpose of this diploma thesis was to determine total phenolic, flavonoid and o-diphenol content by UV-Vis
spectrophotometry and to determine content of S-(E)-elenolide, oleokoronal and oleomissional by 'H NMR
spectrophotometry in selected samples of Croatian olive oils. Total phenolic content was determined using F-C reagent,
total flavonoid content using AICI; and NaNO,, while o-diphenol content was determined using NaoMoOa.. Total
phenolic content varies in range 168-628 mg/kg, total flavonoid content in range 102-380 mg/kg and o-diphenol content
in range 184-596 mg/kg of olive oil. Based on the comparison of the content of total polyphenols, total flavonoids and
o-diphenols, the repeatability of the acetonitrile extraction method was examined. Good repeatability of the method with
an error of less than 4% was found. Two extraction methods were compared in the same way. A good agreement was
obtained in the flavonoid content, while the polyphenol content of the acetonitrile extract was significantly higher than
the methanol extract content. Samples prepared by the acetonitrile extraction process were found to be unsuitable for
the determination of o-diphenol with NaMoO4 reagent. Methanol extract has to be analysed immediately after the
preparation as the content changes during storage. Content of oleokoronal, oleomisional and S-(E)-elenolide were
determined, for the first time in Croatian olive oils. S-(E)-elenolide content varies in range 40-910 mg/kg, oleokoronal
content in range of 63- 162 mg/kg and oleomisional cantent in range of 36-169 mg/kg of olive oil.
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