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1. UvOD

1.1 Fenolni spojevi u maslinovom ulju

Polifenoli, odnosno polarna frakcija fenolnih spojeva maslinovog ulja, sveobuhvatni je
naziv za razliite spojeve koji se iz njega mogu izolirati koriStenjem smjese metanolnog
alkohola i vode kao ekstrakcijskog sredstva. S obzirom da maslinovo ulje sve viSe interesira
znanstvenike, kao prehrambeni prozvod koji bi mogao pomoci pri lijeCenju i prevenciji brojnih
komorbiditeta razli¢ite etiologije, popis otkrivenih i potencijalno ljekovitih spojeva svake je
godine sve duzi. Osim djelovanja na zdravlje, doprinose i stabilnosti samog ulja.

U maslinovom ulju mogu se naci i hidrofilni i lipofilni spojevi. U lipofilne se ubrajaju
tokoferoli, a hidrofilni se dijele na fenolne kiseline i alkohole, sekoiridoidei njihove metabolite
te lignane (Tripoli i sur., 2005). Pronalaze se i flavonoidi u koje se ubrajaju glikozidiflavonola,
antocijani, cijanidini te glikozididelfinidina.

Fenolni alkoholi, s glavnim predstavnicima tirozolom i hidroksitirozolom ¢ine prvu
skupinu. Vezanjem razlicitih Secera nastaju njihovi derivati, obi¢no produkti sekundarnog
metabolizma. Primjer za to su sekoiridoidni spojevi, karakteristicni za Olearaceae porodicu, od
kojih su najpoznatiji oleuropein i ligstrozid. U fenolne kiseline ubrajaju se galna kiselina,
cimetna kiselina, kavena kiselina, p- i o-kumarinska i dr.

Okarakterizirani su takoder i lignani s (+)-1-acetoksipinorezinol and (+)-pinorezinol kao

predstavnicima (Tripoli i sur., 2005).
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Slika 1. Kemijske strukture razli¢itih sekoiridoida. Svima su zajedni¢ke komponente
hidroksitirozol i elenoi¢na kiselina (A). Strukture tirozola i hidroksitirozola (B). Strukture

elenoi¢ne Kiseline i njezonogglukozida (C) (Tripoli i sur., 2005).
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Slika 3. Metabolizam oleuropeina. Konaéni razgradni produkt je hidroksitirozol koji se

izluCuje mokrac¢om (Karkovi¢ Markovi¢ i sur., 2019).



Takoder, Bianco i sur. pronalaze novu klasu fenolnih spojeva neobi¢nog porijekla —
hidroksil-izokromane. Tijekom procesa ekstrakcije ulja iz ploda masline, glikozidaze i esteraze
cijepaju vece spojeve te se tirozol i hidroksitirozol oslobadaju. Reakcijom s benzaldehidima i
vanilinom daju izokromanske spojeve. Dva primjera - 1-fenil-6,7-dihidroksiizokroman i 1-(3*-
metoksi-4*“-hidroksi)fenil-6,7-dihidroksiizokroman — identifici-rana su pomo¢u HPLC-MS/MS
te se kvantificiraju u komercijalnim uljima. (Preedy i Watson, 2010) Hidroksi-izokromani se

istrazuju zbog potencijalnog antiagregacijskog i antioksidacijskog djelovanja.

R=H R:=H

R,=0H R,=0CH;
Slika 4. Struktura izokromana (Boskou i sur., 2006).

Spoj otkriven prije 20 godina, oleokantal, pokazao je pak slicno farmakolosko djelovanje kao
ibuprofen (nesteroidni protuupalni lijek). Zanimljivo je kod njega Sto ga se moze pronaci samo
u svjezem ekstra djevicanskom maslinovom ulju, a povezuje ga se i s peckanjem u grlu prilikom
njegove konzumacije (Boskou i sur. 2006).

Polifenolni spojevi takoder pridonose stabilnosti i starosti maslinovog ulja, kao 1 uvjetima
skladiStenja. U odstajalom ulju uglavnom prevladavaju slobodni fenoli, dok ih u svjeze
pripremljenom pronalazimo u obliku kompleksnijih aglikona (Boskou i sur., 2006).

1.2 Biomedicinski ucinci polifenola

Iako se Covjekov zivotni vijek u razvijenim zemljama zahvaljujuci poboljSanju higijene,
izumom cjepiva i op€enito Sirem poznavanju medicine znacajno produljio, on ne ostaje imun
na bolesti koje danas povezujemo sa Zivotnim stilom i starijom Zivotnom dobi. Neki od primjera
su razliCite kardiovaskularne bolesti, Secerna bolest tip 2 te neurodegenerativnebolesti poput

Parkinsonove i Alzheimerove demencije (Rigacci i Stefani, 2016). U porastu je, nazalost, i



pojava razli¢itih tumora. Ovi su komorbiditeti posljednjih desetlje¢a pod velikim povecalom
istrazivaca, a danas se fokus s njihovog lijeCenja prebacuje na prevenciju. ,,Studija sedam
drZzava“, provedena 70-ih godina prosSlog stoljeca, pokazala je da je ocekivani zivotni vijek
mediteranskih naroda jedan od najviSih u svijetu, a incidencija razli¢itih kroni¢nih
inflamatornih bolesti medu najnizima. Promatranjem ishrane ovih naroda uocena je masovna
redovita konzumacija maslinovog ulja te se upravo njegova prisutnost dovela u vezu s
vitalnos$¢u stanovnika Sredozemlja (Parkinson i Cicerale, 2016). Pronadeni su i brojni zapisi iz
anticke Grcke u kojima ¢ak 1 Hipokrat djevicansko maslinovo ulje preporucuje kao terapiju za
Sezdesetak razlicitih bolesti. Kasnija istrazivanja pokazala su da je upravo fenolna frakcija ta
koja bi mogla biti zasluzna za klinicki ucinak.

Najproucavanije djelovanje fenola iz ulja i drugih prirodnih izvora za ljudski organizam jest
antioksidacijsko. Antioksidansi su, kao §to je poznato, spojevi koje spreavaju oksidaciju,
proces povezan sa starenjem, degradacijom i nastankom po stanicu toksi¢nih slobodnih
radikala.

Za Covjeka izuzetno bitan negativni u¢inak oksidativnog procesa jest lipidnaperoksidacija.
Taj se proces povezuje s brojnim bolestima upravo zahvaljujuci generiranim radikalima. Neki
od primjera su dijabetes, tromboza, razliite neurodegenerativne te stani¢ne bolesti (ukljucujuci
tumore). Do procesa moze do¢i endogeno; metabolizmom u mitohondrijima, peroksisomima i
endoplazmatskomretikulumu putem enzima poput citokroma i peroksidaza, ili egzogeno;
konzumiranjem nekih ksenobiotika (paracetamol, diklofenak, herbicidi, pesticidi), UV-
zraCenjem, puSenjem duhana, infekcijom patogenima i dr. (Ayala i sur., 2014) Nedostatak
endogenih tokoferola takoder pogoduje tom procesu. (Chance i sur., 1979) Najpodloznije
radikali sadrZe kisik u sebi, to¢nije najreaktivniji hidroksilni OH® te hidroperoksilni HOO®.
Pojavljuju se i RNS, odnosno dusikove reaktivne specije (NO, NO2, ONOO®) (Repetto i sur.,
2012).

OH® u organizmu nastaje putem Fentonove reakcije, kad se vodikov peroksid, H2O,
reducira uz pomoé Fe?* koji prelazi u oksidirani oblik Fe**. Postoji i reakcija suprotnog smjera,
Haber-Weissova, u kojoj se Fe*" reducira uz pomo¢ superoksidnog iona, O2°". Osim Zeljeza, u

ovom ciklusu mogu sudjelovati i bakar, nikal, kobalt i dr.
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Slika 5. Shematski prikaz nastanka kisikovih reaktivnih specija iz vodikovog peroksida uz

pomoc¢ iona prijelaznih metala (Ayala i sur., 2014).

Hidroperoksilni radikal ima vaznu ulogu u narusavanju integriteta stanicne membrane.
Kao intermedijer u nastanku vodikovog peroksida iz superoksidnog iona, jaci je oksidans od
svog deprotoniranog prethodnika te uspjeSnije zapocinje prvu fazu lipidneperoksidacije.
Sami proces poc€inje inicijacijom u kojem reaktivni radikal oduzima vodik ugljikovom
atomu u alifatskom lancu te se stvara lipidni radikal, R1°, po sljedec¢oj reakciji:
RiH+R®* — R:*+RH
Druga faza propagacije dovodi do nastanka reaktivnog lipidnogperoksiradikala:
Ri*+ 0O, — R:.00°
Lancanom reakcijom peroksiradikal oduzima vodik drugom alifatskom lancu analogno prvoj
reakciji te se stvara prvi stabilan intermedijer u procesu peroksidacije, a to je hidroperoksid:
R100®* + RzH — R;00H + R,00°
Hidroperoksid se raspada ponovno na radikalne produkte:
RiOOH—— R:0°* + OH*
Terminacija, kako joj samo ime kaze, oznacava kraj lancane reakcije sudarom dvaju radikala
koji generira dva nereaktivna produkta (Lushchak i Semchyshyn, 2012):
R®*+R®* — R-R (dimer masnih kiselina)
ROO®* + R* — ROOR (dimer s peroksidnim mostom)

ROO®* + ROO* — ROOR + O2 (dimer s peroksidnim mostom)

Antioksidansi, poput vitamina E, zapravo su sudionici terminacijske faze. Naime,
njihovi su radikalni oblici stabilni, ne djeluju razarajuée na stanicne komponente, te u procesu
propagacije doniraju vodik za stvaranje hidroperoksida, dok u procesu anihilacije s drugim
lipidnim radikalom stvaraju neki od gore navedenih dimera (Ayala i sur., 2014).



Antioksidacijsko djelovanje fenolnih spojeva temelji se na njihovoj oksidaciji umjesto ciljane
molekule te time spreavaju nastanak toksi¢nih nestabilnih slobodnih radikala. Gubljenjem
jednog elektrona fenolatni anioni prelaze u semikinonski oblik, a odlaskom dva e iz o- i p-

difenola nastaju kinoni (Roche i sur., 2005).
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Slika 6. Mehanizam oksidacije hidroksitirozola i stvaranje njegovih dimera (Roche i sur.,
2005).

U smjesi koja se sastoji od oksidiranih kinona i neoksidiranih fenola dolazi do lan¢ane
reakcije izmjenjivanja elektrona gdje fenoli reduciraju kinonske oblike te nastanu
semikinonskiintermedijeri. S obzirom na svoju reaktivnost zbog jednog nesparenog elektrona,
medu intermedijerima stvaraju se kovalentne veze koje stvaraju semikinonskedimere. Ukoliko
se veza nalazi na bilokojem C-atomu iz aromatskog prstena, fenol se regenerira u ,,normalno®,
reducirano stanje.

Fenoli djeluju na brojne enzime, receptore, proteine, signalne puteve, pa ¢ak i na sami
kromatin. Primjerice, dokazano je djelovanje oleuropeina (OLE) i hidroksitirozola (HT) na
angiogenezu preko ciklooksigenaze-2 (COX-2), proces nastanka novih krvnih Zila, izuzetno
eksprimiran u tumorima. Hidroksitirozol pokazuje jace antioksidativno djelovanje od OLE
(Tuck i Hayball, 2002), dok OLE takoder navodno inhibira metastaziranje tumora djelovanjem
na metaloproteinaze, a moguce je i da djeluje na aromataze, enzime kljucne u sintezi estrogena
iz androgenih hormona, $to je klju¢no kod primjerice tumora dojki ili jajnika. Potonje je
dokazano uspjeSnim povecanjem senzitivnosti na prvu liniju lijeCenja raka na dojci,
trastuzumab (Mendendez i sur., 2007).Sekoiridoidni spojevi takoder utjeu na aktivaciju gena

ukljucenih u regulaciju starenja stanice te poticu ulazak tumorskih stanica u apoptozu.



Osim potencijalne prevencije tumora, polifenoli su, kako je ve¢ navedeno, bitni u
spre¢avanju nastanka kardiovaskularnih bolesti (KVB). Glavna zrtva kod KVB uvijek je
endotel zila, oSte¢en zahvaljujuci hipertenziji, hiperlipidemiji, hiperglikemiji, primjeni nekih
lijekova poput antineoplastikadoksorubicina (Andreadou | i sur., 2014) ili samo starenju.
Produkcija reaktivnih kisikovih specija (ROS), kao posljedica upalnih stanja izazvanih
navedenim situacijama uniStava stanice epitela te poveéava mogucnost razvoja koronarnih
bolesti. Kako je navedeno, polifenoli svojim antioksidacijskim djelovanjem umanjuju toksi¢no
djelovanje radikala te posredno sprecavaju lipidnuperoksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina,
uvelike nadenih u membranama stanica. Osim hvatanja radikala, djeluju na luCenje razlicitih
proupalnihcitokina, primjerice 1L-6 i IL-8, za koji se smatra da igra veliku ulogu u stvaranju
aterosklerotskihplakova (Rigacci i sur., 2016). OLE i HT imaju najvecu anti-aterosklerotsku
aktivnost te je zamijecena njihova uloga u sprecavanju ishemijskih dogadaja kod Stakorskih
srca te Sirenja oSte¢enja tkiva koje je pogodio infarkt kod zeCeva. ZeCevima su takoder
smanjene razine triglicerida i kolesterola. Smatra se da je to smanjenje potaknuto djelovanjem
polifenola na ekspresiju gena povezanih s migracijom kolesterola iz stanice na HDL ili pak
povecanje stabilnosti i veli¢ine HDL cCestica. Kardioprotektivno je i optimiziranje iskoristenja
energije sr¢anog miSi¢a poboljSanom oksidacijom masnih kiselina, kao 1 smanjenje
oksidacijskog stresa u miocitima. U prethodnom poglavlju spomenuti oleokantal podjednako
utjeCe na enzime ciklooksigenaze 1 i 2, dakle posjeduje i antiagregacijska i protuupalna
svojstva. Dapace, pokazao je jace djelovanje od ibuprofena u ekvimolarnoj koli¢ini. Supresijom
proupalnog medijatora, inducibilnog dusikovog oksida (iNOS), oleokantal bi mogao sprijeciti
razvoj degenerativnih bolesti zglobova (Parkinson i Cicerale, 2016).

Protuupalno djelovanje polifenola pozitivno utjeCe i na razvoj jedne od bolesti sve ¢esce
pojavnosti, a to je Secerna bolest tip 2, kao 1 komorbiditete koji se vezu uz nju: metabolicki
sindrom, nealkoholna masna jetra ¢ija progresija moze dovesti i do razvoja nealkoholnog
steatohepatitisa nakupljanjem masnoca u njoj. Antidijabeticko djelovanje, osim suprimiranja
inflamatornih procesa, ocituje se u smanjenju nakupljanja amiloidnihplakova na B-otocice u
gusteraci 1 padu razine glukoze te ve¢ spomenutog kolesterola u krvi. Takoder dolazi do
promjena u genskoj regulaciji nastanka inzulinske rezistencije, glavnog okidaca u nastanku
SBT2. Reducirana je i apsorpcija ugljikohidrata iz lumena crijeva. Zanimljivo je da je u jednoj
studiji suplementacija OLE-om pokazana kao beskorisna u smanjenju tjelesne mase, dok su u
drugim istrazivanja dokazani anoreksiCki efekti maslinova ulja, vjerojatno zahvaljujuci

regulaciji glukoze i povecanju metabolizma masnih kiselina (Rigacci i sur., 2016).



Amiloidniplakovi, osim u gusteraci, pronadeni su i u mozgu pacijenata oboljelih od
Alzheimerove demencije te Parkinsonove bolesti. lako se o njima jos uvijek relativno malo zna,
poznato je da ove nakupine pogreSno smotanih proteina svojom citotoksi¢no$¢éu otezavaju
normalan rast 1 razvoj stanica. Pretpostavlja se da je i tu rije€ o inzulinskoj rezistenciji te je ¢ak
postojalo govora da se Alzheimerova bolest nazove i SeCernom bolesti tipa 3. Shodno tome,
logi¢no je razmisljati kako bi polifenoli mogli pozitivno djelovati i na prevenciju tih stanja.
Doista, OLE i oleokantal pokazali su uspjeSno ometanje nakupljanja amiloida i tau proteina
upalni odgovor. Posljedi¢no, vra¢ena je aktivnost astrocita, kao i poboljsSana memorija kod
miSeva. Neke pak druge studije pokazuju da je oleokantal taj koji povecava ¢is¢enje, dok OLE

smanjuje produkciju AP proteina, glavnih sastavnica plakova (Rigacci i sur., 2016).

1.3 Osnovne metode u ispitivanju kvalitete maslinovog ulja

S obzirom na rast svijesti o benefitima maslinovog ulja, potraznja postaje sve veca, a
zahtjevi sve rigorozniji $to ima utjecaja i na cijenu proizvodnje. Djevi¢ansko maslinovo ulje u
pravilu zahtijeva vecu potroSnju novca u odnosu na ulja iz drugih biljaka, Sto slabije stojece
proizvodace ponekad tjera na ocajnicke poteze, poput mijesanja S uljem komina maslina,
rezidualnim uljem preostalim od rafiniranja ili pak sintetickim uljem dobivenim od masnih
kiselina kao nusprodukata takoder tijekom rafiniranja. Ovakvi postupci nisu samo prevara u
ekonomskom smislu, ve¢ 1 imaju opasan utjecaj na zdravlje. Tako je poznat slucaj TOI
(toxicoilsyndrome) u Spanjolskoj iz 1981. godine, koji je kod vise od 20 000 ljudi uzrokovao
mijalgije, pulmonarneinfiltrate i pove¢anu eozinofiliju. 300 ljudi je umrlo, a brojne su i kasnije
razvijene kroni¢ne bolesti(Gelpi i sur., 2012).

Zbog toga sastavljeno je nekoliko pravilnika koji zadaju limite razli¢itim Karakteristikama
maslinovog ulja: CodexAlimentarius, European Comission (EC) i International Olive Oil
Council (IOOC). Limiti su uglavnom sli¢ni, ali postoje neke razlike. Primjer su razlicite Clanice
Europske Unije koje zbog druk¢ijih klimatskih uvjeta u kojima se uzgajaju masline dobivaju
kultivare nejednakih svojstava, a samim time 1 razli¢itog sastava ulja. Takoder,
CodexAlimentarius ne sadrzi regulative za ulja koja nisu prikladna za humanu upotrebu
(Boskou i sur., 2006).

Tablica 1. Kategoriziranje maslinovog ulja prema razli¢itim pravilnicima, sukladno koli¢ini

slobodnih masnih kiselina, izrazenoj kao % oleinske kiseline.



Kategorije

Definicije prema EC, I00C i
CodexAlimentarius

ekstra djevicansko maslinovo ulje

djevi¢ansko maslinovo ulje sa sadrzajem
slobodnih masnih kiselina, gledano po %
oleinske kiseline, do 0.8

djevi¢ansko maslinovo ulje

djevicansko maslinovo ulje sa sadrzajem
slobodnih masnih kiselina, gledano po %
oleinske kiseline, do 2.0

obi¢no djevicansko maslinovo ulje

djevi¢ansko maslinovo ulje sa sadrzajem
slobodnih masnih kiselina, gledano po %
oleinske Kiseline, do 3.3

lampante djevi¢ansko maslinovo ulje

djevicansko maslinovo ulje sa sadrzajem
slobodnih masnih kiselina, gledano po %
oleinske kiseline, visSim od 3.3

rafinirano maslinovo ulje

ulje dobiveno iz djevicanskog maslinovog
ulja, rafinirano tako da je sadrZaj slobodnih
masnih kiselina, gledano po % oleinske
kiseline, do 0.3, a prirodni gliceridni sastav
je ocuvan

maslinovo ulje

ulje dobiveno mijeSanjem rafiniranog i
djevicanskog maslinovog ulja sa sadrzajem
masnih kiselina, gledano po % oleinske
kiseline, do 1.0

sirovo ulje komina maslina

ulje dobiveno iz komine s otapalom
prikladnim prema trenutnim parametrima
regulacijskih tijela

rafinirano rezidualno maslinovo ulje

ulje dobiveno rafiniranjem ulja iz komina
maslina s o€uvanim prirodnim gliceridnim
sastavom te sa sadrZajem slobodnih masnih
kiselina, gledano po % oleinske kiseline, do
0.3

rezidualno maslinovo ulje

ulje dobiveno stapanjem rafiniranog
rezidualnog s djevi¢anskim uljem, sa
sadrZajem slobodnih masnih kiselina,
gledano po % oleinske kiseline, do 1.0

Na temelju zadanih parametara odreduje se kvaliteta maslinovog ulja. U pravilu, odreduju
se hidroliticka te oksidativna aktivnost prilikom ekstrakcije iz ploda, preradivanja, ali i Cuvanja.
Sve organizacije uzimaju u obzir sljedece parametre:

e odredivanje slobodnih masnih kiselina

e peroksidni broj

e apsorbancije unutar UV spektra

e odredivanje organoleptickih svojstava

e odredivanje halogeniranih otapala
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Osim njih, IOOC i1 CodexAlimentarius zahtijevaju odredivanjenetopljivih oneci$¢enja,
metala i neosapunjivih tvari, dok EC zanima i sadrzaj ulja u reziduama ulja komina maslina
(Boskou i sur., 2006).

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina

Najstariji parametar, sadrzaj slobodnih masnih kiselina, odreduje se titracijom s luzinom,
primjerice kalijevim hidroksidom. Otopina moze biti u vodenom ili etanolnom mediju. U
propisima se limiti razlikuju za pojedine kategorije, ali ne previse. Unato¢ potrebi za
prilagodavanjem limita zbog razlika u kultivarima, sva svjeze ekstrahirana ulja iz zdravih
plodova pokazuju nisku razinu oslobodenih kiselina iz gliceridnog oblika (Boskou i sur. 2006).
Medutim, pljesnjivi plodovi ili oni zarazeni maslininom muhom (Bactroceraoleae), uz paunovo
oko i maslininim moljcem najprisutnijim nametnikom na maslinama u Republici Hrvatskoyj,
(https://www.chromos-agro.hr) zbogaktivnihhidrolitickih enzima sadrze viSe slobodnih

kiselina od predvidenog te takva ulja nisu prikladna za konzumaciju.
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Tablica 2. Limiti za sadrzaj slobodnih masnih kiselina, izrazenih kao % oleinske kiseline,

prema pojedinom pravilniku; nl = nema limita

Kategorije 100C CodexAlimentarius EC
ekstra djevicansko <0.8 <0.8 <0.8
maslinovo ulje
djevi¢ansko <2.0 <2.0 <2.0
maslinovo ulje
obi¢no djevic¢ansko <33 <33 -
maslinovo ulje
lampante >33 - -
djevi¢ansko
maslinovo ulje
rafinirano <03 <03 <03
maslinovo ulje
maslinovo ulje <1.0 <1.0 <1.0
sirovo ulje komine nl - nl
rafinirano <03 <03 <03
rezidualno
maslinovo ulje
rezidualno <1.0 <1.0 <1.0
maslinovo ulje

Peroksidni broj

Peroksidni broj potrebno je odrediti zbog pretezno nezasi¢enih masnih kiselina koje ¢ine
kiselinski dio gliceridnih estera. Zahvaljujuci nezasi¢enim vezama u alifatskom lancu, podlozne
su djelovanju oksidacije, Sto naposlijetku dovodi do nastanka lipidnihhidroperoksida, ROOH,
koji se preko Fentonove reakcije, uz oksidaciju kationa zeljeza ili bakra, pretvaraju u alkoksi
radikale. Radikali zbog viska elektrona razaraju osnovne stani¢ne strukture, ponajvise proteine,
a mogu djelovati 1 mutageno uz pomo¢ mijenjanja stabilnosti DNA. Terminacija procesa
peroksidacije zavrSava asocijacijom dvaju radikala te stvaranjem stabilnih adukata. Takoder,
mogu nastati cikli¢ki spojevi te polinezasi¢eni produkti.

Lipidnaperoksidacija bit ¢e ucestaliji proces Sto je skladiStenje ulja slabije kvalitete —
izloZenost vlazi, zraku, svjetlosti i duze stajanje pridonose njezinoj pojavi. Peroksidni se broj
mjeri jodometrijski — u smjesu otapala octene kiseline/kloroforma rasprsi se ulje te se doda
otopina kalijevog jodida, KI, u suvisku. Kao produkt nastaje elementarni jod, 12, koji se titrira
otopinom natrijeva tiosulfata. Jednadzba ide ovako:

ROOH + 2KI + 2H* —» ROH + I, + H,0 + 2K*
l2 + 2NaS203 —» NaxS206 + 2Nal
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Vrijednost peroksidnog broja izrazava se u miliekvivalentima kisika po kilogramu ulja
(meqO2/kg). Limit za djeviansko ulje je 20, 5 za rafinirano te 15 meqO2/kg za smjese

djevicanskog ulja s onim iz komina maslina te rafiniranim uljem (Boskou i sur., 2006).

Apsorbancija u UV spektru

Stupanj oksidacije moze se odrediti i mjerenjem apsorbancije u UV spektru. Specifi¢ne
apsorbancije, K, odreduju se pri apsorpcijskim maksimumima konjugiranih diena i triena,
otprilike 232 i 270 nm. Nastanak diena i triena takoder je jedan od mogucih ishoda
lipidneperoksidacije (nastanak radikala nije nuzno jedini rezultat). Moguce je da pri 270 nm
apsorbiraju i produkti prisutni zahvaljujuéi procesima obrade ulja. Osim K232 i Ka7o Cesto se
odreduje 1 AK prema sljedecoj jednadzbi:

AK = Kimax = [1/2(Kmax+4 + Kmax-4)]

Kmax je specifi¢na apsorbancija pri 270 nm (Boskou i sur., 2006).

Organolepticka svojstva

Osim svojstava koja se mogu numericki limitirati, postoje i ona koja na drugi nacin
pokazuju bolju, odnosno slabiju kvalitetu ulja. Zato regulatorna tijela propisuju i njihovu
senzori¢ku evaluaciju. Mjerni instrument u ovom su sluc¢aju — ljudi. lzabere se 8 do 12 osoba
istreniranih da razlikuju dobro od loSeg svojstva te upoznatih sa specifi¢nim rje¢nikom kojim
se ona mogu opisati. Uvjeti testiranja strogo su kontrolirani: odredena je temperatura uzorka,
njegov volumen, kao i oblik, volumen 1 boja ¢aSica u kojima se on nalazi. Regulirani su i uvjeti
u sobi za kuSanje — njezina vlaga i temperatura.

Uzorci se isprobavaju nasumi¢nim redoslijedom, a ispitanici dobiju skalu na kojoj s
ocjenama 0-10 procijene njihov intenzitet. Rezultati se statisticki obraduju, a njihov medijan
odreduje kategoriju ulja. Ona s etiketom ekstra djevi¢anskih i djevi¢anskih maslinovih ulja
moraju imati medijan ocijenjenih defekata jednak 0, a voénu vrijednost vecu od 0 (Boskou i
sur. 2006).

Halogenirana otapala

Kloroform 1 tetrahidroetilen otapala su koriStena tijekom ekstrakcije te se mogu naci u
tragovima u djevicanskim maslinovim uljima. Sadrzaj im se odreduje uz pomo¢ plinske

kromatografije, GC, spregnute s detektorom hvatanja elektrona, ECD ili direktnim
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injektiranjem ulja u kolonu za plinsku kromatografiju u posebnu pretkolonu. Limit za pojedino
halogenirano otapalo iznosi 0.1 ppm, a sveukupna onecis¢enja ne smiju premasiti 0.2 ppm
(Boskou i sur. 2006).

Metali

Porijeklo metala u maslinovom ulju raznovrsno je. Neki potjecu endogeno iz maslina kao
kofaktori biljnih enzima uklju¢enih u metabolizam, zatim ih moZemo na¢i u tlu na kojem su
kultivari uzgajani, bilo iz festicida, bilo kao prirodnog sastojka tla, a najvise ih je ipak doslo iz
samo procesa prerade, Sto iz razlicitih otapala, §to iz posuda u kojima se proc¢is¢avanje odvijalo.

Najzastupljeniji metal je Zeljezo, a mogu se naci bakar, cink, aluminij, nikal, mangan,
kobalt, krom, olovo, ziva i kadmij. U rafiniranim uljima razina je niza nego u ekstra
djevicanskim. Prisustvo prijelaznih metala, poput Zeljeza i bakra, mozZe utjecati na stabilnost
ulja zbog njihove kataliticke uloge kod tranzicije hidroperoksida u alkoksi radikale.

Glavna metoda odredivanja oneciS¢enjima metala je atomska apsorpcijska spektrometrija,
AAS. Njezin je princip uz pomo¢ termicke energije iz plamena dovesti metalne katione u
ekscitacijsko stanje. Kako su takva stanja nestabilna, ekscitirani ioni tu energiju emitiraju te se
zabiljezava njezin intenzitet 1 na temelju pikova odreduje se koncentracija. Limit za zeljezo je
3 ppm, dok olova, arsena i bakra ne smije biti viSe od 0.1 ppm.

Novije metode ukljucuju induktivno sparenu plazma atomsku emisijsku spektrometriju
(ICP AES) i voltametriju. Metale je, po novom, moguce odrediti i potenciometrijski, to¢nije
derivacijskom potenciometrijskomstripping analizom, koja iziskuje puno krate vrijeme

analiziranje od voltametrije i spektroskopije (Boskou i sur. 2006).

a-tokoferol

Tokoferoli su spojevi €iji sadrzaj uvelike ovisi o zrelosti ploda te varijacijama medu
razli¢itim kultivarima. Raspon koncentracija iznosi 100-300 ppm, ovisno o kvaliteti. Medutim,
tijekom prerade, koncentracija im drasti¢no opada te se dodaju a-tokoferoli (vitamin E) za

poboljsanje stabilnosti.
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Slika 7. Struktura tokoferola. (https://www.chemistry.ucla.edu/)

Postoji nekoliko nacina odredivanja sadrzaja, a najce$¢i je HPLC spregnuta s raznim
detektorima. Oni ukljucuju amperometrijsku detekciju, UV-Vis i spektrofluorometrijsku. Faze
u HPLC mogu biti i normalne i obrnute. Sadrzaj se racuna u usporedbi sa standardnim
otopinama a-tokoferola odredene koncentracije. Osim HPLC, moze se Koristiti i GC, ali samo

uz trimetilsilil-derivatizaciju (Boskou i sur. 2006).

Vlaga i promjenjive tvari

Uzorak se zagrije na 105°C na pjeS¢anoj kupki dok se vlaga 1 promjenjive tvari kompletno

ne uklone. Mjeri se razlika u masama (Boskou i sur. 2006).

OneciS¢enja netopljiva u organskim otapalima

Uzorak se izmijeSa s petrolejem u suvisku, otopina se filtrira te se zagrije na 105°C. Mjeri

se razlika u masama (Boskou i sur. 2006).

1.4 Odredivanje sadrZaja polifenola u maslinovom ulju

Osim osnovnih parametara obradenih u proslom poglavlju, postoje jo§ neki pokazatelji
kvalitete ulja koji nisu obavezni biti provjeravani prema standardima, ali njihovo odredivanje
daje ukupnu sliku o kakvo¢i ulja koje ¢e potencijalno izi¢i na trziSte. Mjerenja se ticu uglavnom
stupnja oksidacijskih procesa u uzorku: antioksidacijske aktivnosti, stupnja hidrolize, razli¢itih
potencijalnih kontaminanata te naruSenih organoleptickih svojstava koja proizlaze iz npr.
mikrobioloSke fermentacije. Vjerojatno najbitnije sporedno svojstvo ulja jest njegov sadrzaj

polifenola (Boskou i sur. 2006).
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Kako bismo mogli kvantificirati polifenolne spojeve, potrebno ih je prvo izolirati iz ulja.
Postoji nekoliko varijacija na temu, ali uglavnom se radi o vodeno-metanolnoj smjesi kao
ekstrakcijskom mediju. Omjeri volumena su razli¢iti, ali najefikasnijim se pokazao
metanol:voda 80:20 v/v. Moguce je koristiti 1 apsolutni metanol, ali i tetrahidrofuran. Osim
ekstrakcije u teku¢em mediju, koriste se i ¢vrste faze. Nazalost, iskljuc¢ivo koriStenje
modificiranih C18 (oktildecil skupina, CigHs7-) kolona kao stacionarnih faza, bez tekuce
ekstrakcije, pokazalo je nezadovoljavajucu koli¢inu izoliranih analita te se uglavnom te dvije
metode provode zajedno. Osim C18 kolona, istraZzene su te se koriste i C8 (oktil skupina, CgH17-

) te one od polivinilpirolidona (Boskou i sur. 2006).

Odredivanje ukupnog sadrzaja polifenola u maslinovom ulju

Najces¢i 1 najjednostavniji nacin odredivanja ukupnog sadrzaja polifenola u maslinovom
ulju je uz pomo¢ Folin-Ciocalteauovog (FC) reagensa.

Pocetkom proslog stoljeca, Svedsko-rumunjski znanstveni par Otto Folin i Vinila Ciocalteau
osmislili su jednostavnu i brzu metodu odredivanja antioksidacijskih spojeva. Glavni dio
reagensa Cini heteropolifosfovolframat-molibdat (dobiven iz natrijevih soli pojedinih
sastavnica), dok je Li2SOs tu kako bi uklonio bijeli precipitat koji se u njegovom odsustvu
stvara te interferira s kolorimetrijskim rezultatima. Sami mehanizam djelovanja nije do kraja
razjasnjen zbog izuzetno kompleksnih intermedijera koji nastaju. Ono Sto je poznato jest da
ovaj sustav u kiselom mediju postoji kao hidratiziranioktaedarski kompleks sa fosforom u
centru te stabiliziran metalnim oksidima. Volframov dio je bezbojan i teZe se reducira, dok je
molibdatna frakcija Zuta i odgovorna za promjenu boje. Naime, redukcijom molibdatnog dijela
iz MoO*" (valencija Mo je +6) u MoQO3®* (valencija Mo je +5) nastaje plava specija, dio veceg
plavog kompleksa (PMoW11040)*. Omijer oksidiranog i reduciranog molibdena varira — moze
iznositi 0,6-9,0. Pri ispitivanju polifenolnih spojeva uloga polifenola je upravo da reducira
molibdatnespecije te stvara ve¢ spomenute semikinonskedimere. 1z oksidiranog stanja fenoli se
lanCanim prijenosom elektrona mogu vratiti u reducirano stanje. Medutim, takav regeneriran
fenol uglavnom ¢e se ponovno oksidirati, i to brZze nego prije. Stoga je bitno reakciju
kvantifikacije zavrsiti prije nego dode do regeneracije kako ne bismo dobili nepouzdan rezultat.
Vazan je takoder i pH medija u kojem se nalaze ispitivani spojevi. Pri pH visem od pK (¢ija je
vrijednost obi¢no oko 10), oksidacija je brza i kompletnija te se stoga, u svrhu ubrzavanja

metode, koristi pH luznatog podrucja (Singleton i sur., 1999).
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Apsorpcija se obi¢no vrsi pri 760 nm, ali ne nuzno, jer stabilne plave specije imaju Sirok
raspon valnih duljina pri kojima apsorbiraju (Singleton i sur., 1999).

Osim kod maslinovog ulja, FC reagens koristi se i pri odredivanju fenolnim spojeva u
vinima, spiritima, viskijima te sokovima bez pulpe. Potrebno je pripremiti, osim uzorka, slijepu
probu. U slijepu probu umjesto metanolnog ekstrakta dodaje se standardna otopina poznate
koncentracije. Najcesce je to galna kiselina, prvotno izolirana iz hrastovih Siski (lat. gallae),
izraslina nastalih djelovanjem parazita poput osa, koje se nastane u njegovoj kori i tamo poloze
svoje li¢inke. Drugi najkoriSteniji standard je (+)-katehin, posebno Kkoristan pri odredivanju

flavonoida (Singleton i sur., 1999).
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Slika 8. Specifi¢na reakcija volframatnih i molibdatnihspecijaFolin-Ciocalteauovog reagensa
s polifenolima. Reakcija A prikazuje promjenu u strukturi fosfovolframatne kiseline s
polifenolima, dok u reakciji B reagiraju fosfomolibdatna kiselina i polifenoli (Bancuta i sur.,
2016).

Mana ove metode njezina je neselektivnost prema fenolima — mogu ga reducirati i nefenolni
spojevi. Zbog toga se predlaze da se viSe koristi u odredivanju reducirajuceg kapaciteta, a manje

u odredivanju sadrzaja (Alessandri i sur., 2014).
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Odredivanje o-difenola u maslinovom ulju

Jedna od skupina polifenola koja broji velik broj raznolikih spojeva su o-difenoli. U odnosu
na jednu hidroksilnu skupinu druga se nalati u orto polozaju — jednostavnije receno, dvije OH-
skupine vezane su za susjedne ugljikove atome na benzenovom prstenu. U praksi se njihova
koncentracija ne odreduje Folin-Ciocalteauovim reagensom zbog njegove nedovoljne
selektivnosti prema ovoj konkretnoj grupi spojeva. Koristi se Na2MoO4 te se koncentracije
odreduje kolorimetrijski (Mateos i sur., 2001).

Razli¢ita istrazivanja kompleksiranjamolibdata s hidroksiliranimspecijama pokazala su
njegov izuzetno velik afinitet prema difenolnim spojevima (kateholima), dikiselinama,
mlije¢noj kiselini, tartaratima i dr. U takvim kompleksima molibden ima 6 koordinativnih
mjesta, a cijeli kompleks stabiliziran je vodikovim vezama. Pokazano je da se s galnom

kiselinom veze u omjeru 2:3, dok s kateholom tvori 2 kompleksa.
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Slika 9. Dva najc¢esc¢a kompleksa molibdata s kateholima. Monokompleksiranaspecija ima
vecu konstantu disocijacije zbog dviju slobodnih kiselih hidroksilnih skupina koje od

metalnog iona odbijaju ostale ligande. (https://shodhganga.inflibnet.ac.in/)

Koncentracija takvih spojeva odreduje se spektrofotometrijski. U vodeno-metanolnom
mediju (1:1) otopi se uzorak ulja, doda se 4 puta manji volumen Na-molibdata. Smjesa se ostavi
na 15 minuta u mraku te joj se mjeri apsorbancija na 317 nm. Kao slijepi uzorak koristi se
otopina fenola s vodeno-metanolnim medijem umjesto Na-molibdata te se takoder ostavi na 15

minuta u mraku, potom se mjeri apsorbancija na 317 nm (Mateos i sur., 2001).
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Odredivanje polifenola u maslinovom ulju metodom HPLC

Za razliku od FC reagensa, HPLC metoda odredivanja vecine analita, pa tako i polifenola,
specifi¢nija je 1 osjetljivija. Nazalost, aparatura je skuplja, a vremenski iziskuje puno vise
(Alessandri i sur., 2014).

HPLC, highperformanceliquidchromatography, sloZen je oblik tekuc¢inskekromatografije.
Zajednicko svim kromatografskim tehnikama je postojanje mobilne i stacionarne faze. Mobilna
faza pod djelovanjem neke sile (gravitacijske ili kapilarne) nosi analite kroz stacionarnu fazu,
a ovisno o (ne)polarnosti razli¢ita su vremena zadrZzavanja na stacionarnoj fazi te se tako i
razdvajaju. Najjednostavniji nacin razdvajanja jest izokraticnomeluacijom, odnosno onom kod
HPLC, kod kojeg se sadrzaj mobilne faze mijenja, bilo skokovito bilo kontinuirano. Na taj se
nacin pospjesuje djelotvornost eluacije (Skoog i sur., 1999).

Sustav za HPLC sastoji se od spremnika mobilne faze, crpke, sustava za uvodenje uzorka,
kolone za tekuc¢inskukromatografiju i detektora.

Spremnik mobilne faze, odnosno otapala najceSce je napravljen od Celika ili stakla, a u sebi
¢esto sadrZzi i opremu za otplinjavanje kako mjehurici zraka ne bi ometali detekciju. Nepotrebni
se plinovi odstranjuju pomoc¢u mjehuric¢a inertnog plina netopljivog u mobilnoj fazi, primjerice
helija.

Crpke koje zadovoljavaju uvjete za koriStenje u HPLC ispunjavaju iduce kriterije:

e izdrze tlak do 40 milijuna Pa

e omogucavaju brzinu protoka u rasponu 0,1-10 mL/min
e reproducibilnost protoka > 99.5%

e otpornost na koroziju

e izlaz uzorka bez pulsiranja zraka

U upotrebi su dvije najéesce vrste: one s vijatnim pogonom i reciprocne, koje se cesce
koriste zbog previse nedostataka ovih prvih. Bitna karakteristika recipro¢nih crpki je
mogucnost primjene gradijentne eluacije, Sto kod crpki na vijacni pogon nije moguce. Postoje
jos 1 pneumaticke, ali one se ne nalaze u svim uredajima.

Sustav za unoSenje uzorka takoder dolazi u viSe varijanti. Jednostavniji, ali i nepouzdaniji
nacin jest onaj koji prodire kroz septum na pocetku kolone, dok je modernija tehnologija razvila
uredaje uz zaustavljanje protoka, sastavljene od plinskog ventila kroz koji se injekcijskom
Strcaljkom na punilo unosi uzorak. Standardni dio ventila je i petlja koja regulira volumen

unosenja.
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Same kolone izvana su izgradene od celi¢nih ili staklenih cijevi dugackih 10-30 cm,
unutrasnjeg promjera 4-10 mm. Iznutra je punilo ¢ije veli¢ine pora i sastav ovise o vrsti
tekucinskekromatografije. Konkretno za odredivanje polifenola koristi se razdjelna
tekucinskakromatografija. Osnovni dio svakog punila je silikagel, a ovisno o prirodi ispitivanih
spojeva (kiseli, bazi¢ni, hidrofilni, hidrofobni, zwitter-ioni...) on se derivatizira odgovaraju¢im
spojevima. Kao Sto je spomenuto, polifenoli se kvantificiraju uz pomoc¢ C8 ili C18 kolona, dakle
silikagelom oblozZenim lipofilnim lancima. Takve su kolone dio kromatografije obrnutih faza
kod kojih je stacionarna faza hidrofobna, a mobilnu ¢ini smjesa polarnih otapala (voda, metanol,
acetonitril). Kod kolona normalnih faza polarnost stacionarne i mobilne faze je obrnuta te se
rjede koristi, ali se iz povijesnih razloga zove normalnom — prva je otkrivena.

Nakon eluacije, analite je, u slu¢aju odredivanja koncentracije, potrebno nekako detektirati.
Poprili¢no frekventni su fotometri sa zivinom Zaruljom kao izvorom svjetlosti sa spektralnim
linijama na 254 i 280 nm jer pri tim valnim duljinama vecina organskih spojeva apsorbira
svjetlost. Volframovi i1 deuterijski izvori takoder su u upotrebi. Osim fotometrijskih metoda,
moguce je mjeriti 1 indeks loma svjetlosti mobilne faze prije 1 poslije eluacijeanalita te dovesti
u proporciju s njegovom koncentracijom. Medutim, ova je metoda nedovoljno selektivna jer
uzima promjenu indeksa sa svim sastavnicama, a ne samo onom koja se ispituje (Skoog i sur.,
1999).

Solvent reservoir  Sample injection system
Aand B

chromatographic
P column

0000CO00OQ0C0000C0000

[ ] DeleCtOf GORO0CO00R0CIORRRAARR

Integrator / Computer

T Waste

Solvent delivery system

Slika 10. Shematski prikaz HPLC sustava (Scherf-Clavel, 2016.).
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Moderni laboratoriji sve ¢esce koriste spregnutu metodu HPLC-DAD-MS, odnosno HPLC-
diode arraydetection-massspectrometry. Poslije izlaska iz kolone, uzorku se mijeri
apsorbancija, A. Osnovno nafelo DAD metode je mjerenje intenziteta apsorpcije
elektromagnetnog zracenja u vidljivom (350-850 nm), odnosno ultraljubi¢astom (200-350 nm)
spektralnom podru¢ju. Kroz uzorak se pusti svjetlost intenziteta lo. Energija te svjetlosti
prevede elektrone u vanjskoj ljusci atomskih orbitala u pobudeno stanje. Dio svjetlosti ostane
apsorbirano, a dio se emitira vraanjem u osnovno stanje, Sto emitira svjetlost intenziteta I.
Apsorbancija, veli¢ina koja se mjeri, izraZzava se kao:

A = logiolo/l

Prema pretpostavci Beer-Lambertovog zakona, koli¢ina apsorbirane svjetlosti

proporcionalna je koncentraciji uzorka u kiveti:

A=¢ecl
A — apsorbancija, € — molarni apsorpcijski koeficijent, ¢ — koncentracija tvari, | — duljina
kivete

Metoda se koristi za odredivanje Cistoce 1 identiteta uzorka jer svaka tvar apsorbira na sebi
svojstvenoj 4. Medutim, s obzirom da vise tvari moze apsorbirati na slicnoj valnoj duljini
zbog sli¢ne strukture, nije dovoljno selektivna. (http://www.rsc.org/)

Kako bi se dodatno potvrdio identitet, uzorak se podvrgne masenoj spektroskopiji, najéesce
electrospray ionizaciji. U tom se procesu pod visokim naponom uz N2 teku¢i uzorak prevodi u
aerosol (Fernandez De La Mora, 2007).Tijekom djelovanja napona, otapalo isparava, a na
uzorak se vezu ioni porijeklom iz otapala. Radi destabilizacije strukture novonastalim nabojem,
spoj se fragmentira te ti fragmenti ulaze u magnetno polje u kojem se rotiraju. Zbog razliitih
masa 1 naboja fragmenata, oni se ,,zalije¢u* na razli¢ita mjesta u detektoru koji njihove lokacije
prevodi u elektronski zapis. Svaki spoj ima svoj fingerprintmaseni spektrogram te je ova
metoda jedna od najpouzdanijih pri identifikaciji.

Promjene apsorbancije, odnosno indeksa loma, same po sebi ne znace niSta jer se nemaju s
¢ime usporediti. Postoje tri metode pomocu kojih se ipak moze do¢i do koncentracije: metoda
sa standardom, metoda bazdarnog pravca i metoda unutarnjeg standarda.

Kod metoda sa standardom analiticki parametri odnose se na veli¢ine pika. Mjeri se ili
njegova visina ili povrSina. Neko¢ su se mjerili ru¢no, danas digitalnim putem zbog manjih
pogresaka. Visina pika jest duljina okomice povucene iz njegovog vrha do njegove baze. Na
nju utjeCu brojni ¢imbenici, poput brzine protoka, temperature te brzine injektiranja samog
uzorka. Zato je zahvalnije mjeriti povrSinu, na koju nijedan od navedenih ¢imbenika ne utjece.

Koji god se parametar odredivao, visina ili povr$ina, usporeduje se s pikom standardne otopine.
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Standardna otopina je otopina analita istog entiteta kao onaj kojeg se ispituje u poznatoj
koncentraciji te se iz omjera povrsina njezinog pika s uzorkovim izracuna koncentracija po
formuli:

Aio cio

E B CcSO
Aio — apsorbancija ispitivane otopine; Aso — apsorbancija standardne otopine; Cio —
koncentracija ispitivane otopine; cso — koncentracija standardne otopine

Metoda bazdarnog pravca ukljucuje, kako i ime nalaze, izradu pravca ovisnosti promjene
veli¢ine koju mjerimo o koncentraciji analita. Prvo se izrade otopine standarda poznatih
koncentracija (obi¢no rastu poput aritmetickog niza) te im se mjeri to odredeno svojstvo. Nakon
unoSenja toCaka na graf, pravac se provuce kroz tocke. Cilj je posti¢i $to vecu preciznost, iako
to Cesto nije slucaj. Nakon crtanja grafa s ishodiStem u (0, 0), ispitivanom se uzorku takoder
izmjeri promjena apsorbancije/loma svjetlosti te se iz jednadzbe nacrtanog pravca izracuna
koncentracija. Metoda je brza, jednostavna, ali i nepouzdana zbog nerijetkih oscilacija
volumena pri injektiranju volumena standardnih otopina u kolonu. Volumeni su mikrolitarski i
moZe se dobiti pogreska i do nekoliko % (Skoog i sur., 1999).

Metoda unutraS$njeg standarda postize najvecu preciznost koja se gubi, na primjer, kod
metode standardnih otopina gdje se vrlo lako mogu razlikovati volumeni uzoraka standardne i
otopine za ispitivanje. U obje otopine doda se pazljivo izvagan unutrasnji standard, najcesce
spoj strukturno slican ispitivanom. Analiticki parametar je omjer povrSine/visine pika
unutarnjeg standarda s ispitivanim analitom. Da bi metoda bila valjana, pik unutrasnjeg
standarda mora biti odijeljen s razlué¢ivanjem Rs> 1,25 od ostalih sastavnica te biti u blizini
analita. Preciznost ove metode, ukoliko je unutraSnji standard pogodan, mozZe biti 0,5-1%
(Skoog i sur., 1999).

IOC (International Olive Council) predlaze da se ukupni polifenoli raGunaju metodom
unutrasnjeg standarda. Kao unutarnji standard koristi se syringic kiselina, a kao vanjski tirozol.
Stacionarnu fazu ¢ini C18 kolona, dok je mobilna smjesa metanola, vode i acetonitrila. Eluacija

je gradijentna.

Tablica 3. Omjer vode/metanola/acetonitrila u gradijentnoj eluaciji maslinovog ulja u svrhu
kvantificiranja fenolnih spojeva.
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brzina % vodene
vrijeme/min protjecanja/ otopine 0,2% % metanola % acetonitrila
mL/min H3PO4
0 1,00 96 2 2
40 1,00 50 25 25
45 1,00 40 30 30
60 1,00 0 50 50
70 1,00 0 50 50
72 1,00 96 2 2
82 1,00 96 2 2

Prije eluacije uzorka pusti se da kroz kolonu istee otopina metanol/voda. Zatim se injektira
20 uL vanjskog i unutrasnjeg standarda te se snimi kromatogram pri 280 nm. Odrede se RF,
faktor odaziva, za tirozol i syringic kiselinu.
RF1ug (syringickiselina) = A(syringickiselina) / pg injektirane syringickiselina
RF1ug (tirozol) = A(tirozol) / pug injektiranog tirozola
A(syringic kiseline) i A(tirozol) oznacavaju povrsine pikova na kromatogramu pri apsorbanciji
od 280 nm.

Zatim se izraCuna omjer faktora odaziva, RRF, prema formuli:

RF1 syringic acid
RRE = = RFlus(sy ng )
RF1pg (tirosol)

Konacno, u kolonu se injektira 20 uL. uzorka te se snimi kromatogram na istoj valnoj duljini.
Mjerenje se ponovi dvaput. Zbroje se povrsine svih pikova u oba kromatograma, XA, te uvrste
u formulu za izracunavanje ukupnog sadrzaja. Sadrzaj se izrazava u mg tirozola po kilogramu

uzorka.

(m Ik ) _ XA-1000 ‘RRF-Wsyr. Kiseline
g/kg A(syr.Kkiseline)-W

m u ovom slucaju oznac¢ava masu ispitivanog uzorka izrazenu u gramima, Msyr kiseline Masu

izvaganog unutras$njeg standarda u mg, 1000 je faktor pomoc¢u kojeg se rezultat izrazava u
mg/kg (I00C, 2009).
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Slika 11. Primjer prikaza kromatograma dobivenog provla¢enjem uzorka maslinovog ulja
kroz HPLC kolonu. Zbroj povrsina svih pikova daje ukupnu koli¢inu polifenolnih spojeva
(100C, 2009.).

1.5 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti polifenola iz maslinova ulja s DPPH
O vaznosti sprecavanja oksidacije komponenata ulja, prvenstveno polinezasi¢enih masnih
kiselina ve¢ je bilo rije¢i. Jedna od metoda kojom se moze kvantificirati antioksidacijska

aktivnost polifenola maslinova ulja je uz pomo¢ DPPH metode. DPPH, odnosno 2,2-difenil-1-

pikrilhidrazil, reagens je koji oksidacijom stvara stabilne radikale.
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Slika 12. DPPH radikal (https://www.chemistry.ucla.edu/).

U metanolnu otopinu ulja doda se otopina odredene koncentracije DPPH radikala, najcesce
6-10x10° mol dm3, DPPHe, te se mjeri apsorbancija na 515 nm, valnoj duljini na kojoj je
apsorbancijski maksimum radikala. S obzirom da reducirani oblik ne apsorbira na toj A4,
ocekujemo pad apsorbancije.

DPPH® + AH ——»DPPH-H + A®

AH u ovom slucaju oznac¢ava reducirani oblik antioksidansa (Brand-Williams i sur, 1995).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Jos od antickog doba, maslinovo se ulje koristi kao bitan dodatak svakoj prehrani, pogotovo
mediteranskoj, zbog njegovog povoljnog utjecaja na zdravlje. S obzirom na sve veci trend
promocije ulja ove sredozemne biljke kao must-have u gotovo svakom objedu, predmet je sve
veéeg brojaznanstvenih istrazivanja. Utvrdeni su brojni uéinci na zdravlje — prevencija
tumorigeneze, usporenje progresije neurodegenerativnoh bolesti, smanjenje LDL-a te
poveéanje HDL-a, ¢ime se prevenira nastanak arterosklerotskihplakova te protuupalno
djelovanje (Rigacci i sur., 2016). Iscrpnim istrazivanjima utvrdeno je da se veliki dio pozitivnih
ucinaka pripisuje polifenolnim spojevima kojih je u maslinovom ulju napretek. Neki od njih
(tirozol i hidroksitirzol) nisu svojstveni samo maslinama, dok drugi, poput oleuropeina,
oleokantala te oleacina jesu (Lozano-Castellon i sur., 2019). Interakcijom preko brojnih
receptora, kontroliranjem signalnih puteva i kaskadnih reakcija, djelovanjem na stani¢ni ciklus,
kanale, enzime, sintezu proteina ili jednostavno sudjelovanjem u redoks reakcijama postiZzu se
svi navedeni efekii.

Postoji veci broj pravilnika koji propisuju odredene smjernice koje odreduju kvalitetu i
kategoriju maslinovog ulja.Najuvazeniji su I0C, CodexAlimentarius i EC. Jedna od glavnih
odrednica kvalitete, ali i starosti ulja jest sadrzaj slobodnih masnih kiselina (Boskou i sur.,
2006). Osim ovih, po svim standardima propisanih smjernica, jedno od najce$¢ih ispitivanja
jest odredivanje koli¢ine polifenolnih spojeva u ulju. Postupci njihovog odredivanja uobicajeno
se temelje upravo na njihovim antioksidacijskim, odnosno reduktivnim svojstvima. Ukupni se
fenoli odreduju uz pomo¢ Folin-Ciocalteauovog reagensa (Singleton i sur., 1999), dok se o-
difenoli odreduju reakcijom s Na-molibdatom.Vrlo cesto se antioksidacijska aktivnost
procjenjuje antioksidacijskim testom s DPPH radikalom (Brand-Williams i sur., 1995).

Cilj diplomskog rada je ispitati kvalitetu maslinovog ulja s obzirom na sadrzaj polifenolnih
spojeva. Najprije je potrebno odrediti pripada li uopée uzorak maslinovog ulja u kategoriju
ekstra djevicanskog maslinovog ulja. U tu ¢e se svrhu odrediti sadrzaj slobodnih masnih
kiselina. Nadalje, uz primjenu uobic¢ajenih metoda odredit ¢e se sadrzaj ukupnih fenola, o-
difenola te antioksidacijska aktivnost fenolnog ekstrakta. U tu ¢e se svrhu izraditi odgovarajuci
bazdarni pravci.Rezultati analize doprinijet ¢e prepoznavanju maslinovog ulja kao vrijednog

izvora bioloski aktivnih fenolnih spojeva.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1 Kemikalije, instrumenti i laboratorijski pribor

U eksperimentalnom dijelu koristene su sljedece kemikalije:

redestilirana voda

0,05 mol dmNaOH

1 mol dm™ HCI - titrival, Merick
otopina fenolftalein indikatora
etanol 96%

metanol za HPLC
Folin-Ciocalteauov reagens (Fluka)
NaxCOs, p.a. (Kemika)

Na2MoOsas,, p.a. (Kemika)

galna kiselina, p.a. (Sigma, Aldrich)
DPPH, p.a. (Sigma, Aldrich)

Koristeni su sljede¢i instrumenti i pribor:

vaga Mettler H20T (Pmax= 160 g, d = 0,01 mg)

UV-Vis spektrofotometar S2000 Ocean Optics Inc. s izvorom zra¢enja Top Sensor
Systems DH-2000-Avasoft 8.4. ratunalni program za obradu spektralnh podataka
magnetna mijeSalica

Eppendorf automatske pipete od 10, 20, 100, 200 i 1000 pL s odgovaraju¢im
plasti¢nim nastavcima za jednokratnu upotrebu

staklene odmjerne tikvice od 5, 10, 50 i 250 mL

staklene ¢aSe od 100 mL

staklene Erlenmayerove tikvice s ubrusenim ¢epom

kvarcne kivete QS 10,0 mm Helma

bireta

3.2 Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina u maslinovom ulju

Sadrzaj slobodnih masnih kiselina odreden je titracijom s jakom luzinom, NaOH. Prije

titracije ulje se pomijeSa s blago zagrijanim 96%-tnim etanolom, kojemu se neposredno prije
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dodatka ulju pazljivo neutraliziraju tragovi kiselina dodatkom NaOH. Kao indikator koristi se
fenolftalein, koji u tocki ekvivalencije prelazi iz bezbojne u ruzicastu boju.
Reakcija neutralizacije slijedi jednadzbu:
RCOOH + Na©HR®0O0ONa + H,0

Standardizacija otopine NaOH

U staklenu ¢asu od 100 mL stavi se 2 mL vode, doda se 0,200mL standardne 1 mol dm
otopine HCI te par kapi fenolftaleina. Otopina se titrira s priblizno 0,1 mol dm otopinom
NaOH, c¢ija se koncentracija odreduje.

Reakcija neutralizacije:

NaOH + HCl — NaCl + H,0O

Mijerenje se ponavlja tri puta te se iz utroSenih volumena dobije koncentracija na sljedeéi

nacin:
n(NaOH) = n(HCI)
c(NaOH) - V(NaOH) = c (HCI)- V (HCI)

¢ (HCD)-V (HC)

¢ (NaOH) = 7 (NaOHD

Rezultat se prikazuje kao srednja vrijednost svih valjanih mjerenja.

Priprema 96%-tnog etanola za neutralizaciju
Ulije se 25 mL 96%-tnog etanola u staklenu ¢asu, doda se kap fenolftaleina te otprilike 200
uLNaOH priblizne koncentracije 0,1 mol dm™® do pojave svijetloruzi¢aste boje. Nakon

neutralizacije, etanol se blago zagrije.

Titracija uzorka maslinovog ulja

Odvaze se 10 (£0,01) g ulja i doda prethodno ugrijani etanol s par kapi fenolftaleina. Kao
titrant koristi se standardizirana otopina NaOH. Tijekom cijele titracije smjesa se mijeSa na
magnetnoj mijesalici.

Slobodne masne kiseline (free fattyacids, FFA) izraZzavaju se kao oleinska kiselina na
sljedeci nacin:

m (oleinske kiseline)

% FFA = -100%

m (uzorka)
m (oleinske kiseline) = n (oleinske kiseline) - Mr(oleinske kiseline)
n (oleinske kiseline) = n (NaOH) = ¢ (NaOH) - V (NaOH)
Mr(oleinske kiseline) = 282 g/mol
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% FFA =V (NaOH) - ¢ (NaOH) -0,282 - 100% / g uzorka

3.3 Odredivanje ukupnih fenola u maslinovom ulju

Ukupni fenoli odredivani su spektrofotometrijskom metodom sFolin-Ciocalteauovim

reagensom.

Bazdarni pravac

Pripremi se osnovna otopina galne kiseline koncentracije 0,1 mol dm otapanjem odvagane
krutine u metanolu u odmjernoj tikvici (otopina A). Razrjedivanjem ove otopine priprave se
dva niza po sedam otopina galne kiseline koncentracija u rasponu od 0,001 do 0,006 mol dm=
(otopine B1-B7). Pripravi se 250 mL 20%-tne otopine Na,COs, otapanjem odvagane krutine u
vodi.

Potom se takoder u tikvici od 10 mL pripremi otopina kojoj ¢e se mjeriti apsorbancija.
Otpipetira se 5 mL destilirane vode, doda 0,2100mLmetanolne otopine galne kiseline (otopine
B1-B7) te 0,25 mL FC reagensa. MijeSa se 3 minute, a moze se opaziti i promjena boje u
zelenu. Potom se smjesi doda 1,5 mL 20%-tnog Na>COs, nadopuni destiliranom vodom do
marke te ostavi stajati u mraku 1 h. Naposlijetku se otopinama mjeri apsorbancija na 725 nm,
Dobiveni podaci koriste se za izradu bazdarnog pravca koji ¢e se koristiti za odredivanje

koncentracije ukupnih fenola.

Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola u uzorku maslinovog ulja

Identi¢an postupak kao kod izrade bazdarnog pravca provodi se i za odredivanje
koncentracije ukupnih fenola u uzorku maslinovog ulja, osim $to se u tom slucaju ne pipetira
otopina standarda ve¢ metanolne otopine ekstrakta maslinovog ulja.

Fenolni spojevi su ekstrahirani iz maslinovog ulja na sljede¢i na¢in: uzorak maslinovog ulja
mase 20 g mijeSa se magnetnom mijeSalicom s 4 mL metanola tijekom 30 minuta. Metanolni
se sloj odvoji centrifugiranjem pri 5000 okretaja/min tijekom 30 minuta. Postupak se ponovi
dvaput. Zatim se ekstrakti upare pri snizenom tlaku i uz prisustvo N2 pri 32°C. Ostatci se
suspendiraju u 5 mLacetonitrila, a lipofilne komponente se izmuckivanjem s 10 mLheksana

uklone. Acetonitril se potom upari duSikovim parama. Suhi ekstrakt se pohrani na -20°C te se
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tek neposredno pred analizu izvadi i pomijeSa s 2 mL metanola (koriSten je metanolni ekstrakt
iz laboratorija) (Jakobusi¢ Brala i sur., 2015).

Na temelju izmjerene apsorbancije, iz jednadzbe bazdarnog pravca odredi se koncentracija
ukupnih fenola u ispitivanommetanolnom ekstraktu, iz koje se onda preacuna koncentracija
ukupnih fenola u maslinovom ulju, uzimajuéi u obzir masu uzorka ulja iz kojeg su ekstrahirani

fenolni spojevi i volumen metanola u kojemu je otopljen suhi ekstrakt.

3.4 Odredivanje o-difenola u maslinovom ulju

Bazdarni pravac

Za potrebe odredivanja koncentracije 0-difenola u uzorku pomoc¢u Na-molibdata potrebno
je izraditi bazdarni pravac.

Pripremi se otapalo voda: metanol=1:1 v/v, koje ¢e se koristiti tijekom mjerenja. Pripremi
se 5 mL5%-tne otopine NaMoOgsreagensa i 5 mL otopine galne kiseline koncentracije 0,1 mol
dm otapanjem krutina u metanolu. 1z osnovne otopine galne kiseline razrjedivanjem se
pripravi niz otopina galne kiseline u rasponu koncentracija 0,0005-0,008 M (otopine A1-A9).

Otopine B1-B9 izraduju se u odmjernim tikvicama od 5 mL, tako Sto se otopine A razrijede
deset puta u otapalu voda:metanol=1:1v/v. Otopine B se koriste se za pripremu otopina u Kiveti;
usporedno se pripremaju otopine u dvije kivete, u jednoj ¢e biti slijepa proba (otopina galne
kiseline bez dodatka Na>MoOs), a u drugoj uzorak (otopina galne kiseline uz dodatak
Na:Mo0s). Naizmjeni¢no se mjere apsorbancije slijepih proba i uzoraka. U slijepu probu
otpipetirana su 2 mL otopina B1-B9 te 0,5 mLotapala voda:metanol=1:1v/v. U uzorak se
umjesto otapala pipetira 0,5 mL Na2MoOas. | uzorak i slijepa proba dobro se promijeSaju, ostave
u mraku 15 minuta te im se izmjeri apsorbancija na 370 nm. Dobiveni rezultati koriste se za

izradu bazdarnog pravca, koji se koristi za odredivanje o-difenola u maslinovom ulju.

Odredivanje sadrzaja o-difenola u uzorku maslinovog ulja

Identi¢an postupak kao kod izrade bazdarnog pravca provodi se i za odredivanje
koncentracije o-difenolau uzorku maslinovog ulja, osim Sto se u tom slucaju ne pipetira otopina
standarda ve¢ metanolne otopine ekstrakta maslinovog ulja.

U odmjernim tikvicama od 5 mL napravi se razrijedeni osnovni metanolni ekstrakt, EXTR,
mijeSanjem 5 mLotapala voda:metanol=1:1v/v s 0,5mL ekstrakta. Zatim se u prvoj kiveti 2 mL

EXTR pomijesa s 0,5 mLotapala voda:metanol=1:1v/v., te 2 mL EXTR otopine s 0,5 mL
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Na>MoOs za ispitivanje uzorka. Sadrzaj obiju kiveta dobro se promijesa, ostavi u mraku na 15

minuta te im se izmjeri apsorbancija na 370 nm.

3.5 Odredivanje antioksidacijskeaktivnostifenolnog ekstrakta maslinovog ulja DPPH

metodom

Pripremi se osnovna otopina DPPH, koncentracije 0,002 mol dm-otapanjem odvagane
krutine u metanolu. Zatim se izradi otopina A - 10* mol dm otopina DPPH u odmjernoj tikvici
od 25 mL. S DPPH mora se raditi pazljivo jer djeluje nagrizajuée na odjecu i kozu. Otopina se
¢uva na hladnom i u mraku.

Test antioksidacijske aktivnosti provodi se u kivetama. U prvu kivetu namijenjenu slijepoj
probi otpipetira se 2,9 mL otopine A i 0,1 mL metanola. Druga Kiveta sadrZi 2,9 mL otopine A
i 0,1 mLmetanolnog ekstrakta maslinovog ulja. Objema se apsorbancija mjeri na 517 nm, i to
neposredno nakon mijeSanja DPPH i uzorka ili metanola(0. minuta) te nakon 20 i 30 min. Za
vrijeme Cekanja kivete se drze u mraku kako ne bi doslo do fotoosjetljivih reakcija koje bi
mogle interferirati s rezultatima. Ukoliko se apsorbancije nakon 20 i 30 min razlikuju, prati se
njezina promjena svakih 10 min dok se ne ustali. Otopina DPPH s polifenolima isprva je

ljubicasta, zatim s vremenom prelazi u Zutu.

A (slijepe probe) — A (uzorka)

% (antioksidacijske aktivnosti) = A (slijepe probe)

% (antioksidacijske aktivnosti) — udio potroSenog DPPH; A (slijepe probe) —
apsorbancijal0 mol dm= otopine DPPH s dodatkom metanola; A (uzorka) — apsorbancijal0™

mol dm otopine DPPH s dodatkom fenolnog ekstrakta maslinovog ulja
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1 Rezultati

Odredivanje sadrzaja slobodnih masnih kiselina

Tablica 4. Volumen utroenog NaOH za neutralizaciju HCltitrivala, 1 mol dm,

V(HCL 1

mol dm- | V(NaOH)mL | ¢(NaOH)/mol | c(NaOH)/mol | .
3)/mL dm dm

0,200 2,75 0,0727
Ll y y 0
0,200 2,80 0.0714 00721 | 00009  1,27%

Koncentracija standardizirane otopine NaOH iznosi 0.0721 (+0,0009) mol dm-.

Tablica 5.VVolumeni utroSene standardizirane otopine NaOH za neutralizaciju slobodnih

masnih Kkiselina u uzorku maslinovog ulja.

V(NaOH % %
uzorak | m(ulja)/g | 0,0721 mol SIObOd.n'h SIObOd.n'h o Er
dmdymL | masnih | masnih
kiselina | Kiselina
1 10,33 1,50 0,295
9,98 1,50 0,306 0,302 0,006 | 1,92%
10,00 1,50 0,305
2 10,22 1,00 0,199
10,02 0,95 0,193 0,195 0,004 | 1,96%
10,06 0,95 0,192
3 10,16 1,00 0,200
10,16 0,95 0,190 0,190 0,010 | 5,00%
10,16 0,90 0,180

1z dobivenih rezultata vidljivo je da sva tri uzorka pripadaju kategoriji ekstra djevi¢anskih
maslinovih ulja, zadovoljavajuéi limit prema vaze¢im propisima da sadrzaj slobodnih

masnih Kkiselina ne prelazi 0,8%.
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Odredivanje ukupnih fenola

Tablica 6. Podaci za izradu bazdarnih pravaca za odredivanje ukupnih polifenola u uzorku

maslinovog ulja s Folin-Ciocalteauovim reagensom.

bazdarni | bazdarni
pravac 1 | pravac 2
c (galne
kiseline)/mol A72s Azas o Er

dm3
0,001 0,2768 | 0,2443 0,2605 0,0230 8,81%
0,002 0,4870 | 0,4812 0,4841 0,0041 0,84%
0,003 0,6353 | 0,6246 0,6270 0,0076 1,20%
0,004 0,8082 | 0,8214 0,8148 0,0093 1,14%
0,005 0,9932 | 0,9412 0,9672 0,0368 3,81%
0,006 1,2279 | 1,2202 1,2241 0,0054 0,44%

2.25-

2]

aunjasiy

aujeb elioenuasuoy 1sel

1.75

Absorbance (AU)

T T — T T T T T T T — T T T T T T T T T T T T — T T T T T
400 500 600 700 800 900 Wav elength (nm’

Slika 13. UV-VIS spektri standardnih otopina galne kiseline i FC reagensa.
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1,4
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¢ (galne kiseline)/mol dm

ATZS

Slika 14. Bazdarni pravci 1 (m), jednadzba A = 184,21c + 0,0933; RZ = 0,9957 i 2 (¢),
jednadzba A = 186,87c + 0,0661; R? = 0,9933. Prikazuju ovisnost apsorbancije pri 725 nm o

koncentraciji standardne otopine galne kiseline. Podaci su preuzeti iz Tablice 6.

1,4

1,2 /'
1

0,8

0,6 /

0,4

0,2 /

«

0 T T T T T T 1
0 0,001 0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007

¢ (galne kiseline)/mol dm-
Slika 15. Bazdarni pravac jednadzbe A = 187,65¢ + 0,0706; R? = 0,9957 dobiven uzimajuéi

srednje vrijednosti izmjerene apsorbancije. Podatci iz Tablice 6.

Mijerena apsorbancijauzorka metanolnogekstrakta maslinovog ulja iznosila je 0,6115.

Uvrstavanjem u jednadzbu bazdarnog pravca dobivamo sljedece:

0,6115 = 187,65c + 0,0706
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Zakljucujemo da je ukupna koncentracija polifenola u ispitivanom uzorku 0,002883 mol
dm-3ekvivalenata galne kiseline.

Da bi se dobila masenakoncentracija u pg/mL, koristi se idu¢a formula:

c(ng/mL) = ¢ (mol dm™3) x M (galne kiseline) x 1000
Mr(galne kiseline) = 170,12

Uvrstavanjem dobivenog sadrzaja u formulu dobije se koncentracija od
490,62pg/mLekvivalenatagalne Kiseline.

Na temelju koncentracije ukupnih fenola u metanolnom ekstraktu moze se
izracunatikoncentracija ukupnih fenola u maslinovom ulju c(mg/kg):

(mg) c(ug/mL) - V(ekstrakta/mL)
C\7— | = : X
kg m(maslinovog ulja/g)

Masa uzorka maslinovog ulja iz kojega su ekstrahirani fenolni spojevi iznosila je 20,0 g, a

volumen ekstrakta 2.0mL. 1z tih se podataka dobije koli¢ina ukupnih fenola od 2,44 mg/kg

uzorka.

Odredivanje o-difenola

Tablica 7. Podaci za izradu bazdarnih pravaca za odredivanje o-difenola u uzorku

maslinovog ulja s Na-molibdatom.

¢ (galne ¢ (galne ..
kisel(i%e)/mol kis(gline)/ Ao — Agroslijepa |y
dm-3 (ug/mL) (uzorak) proba)
0,0005 85,06 0,0917 0,0342 0,0575
0,001 170,1 0,1462 0,0305 0,1157
0,002 340,2 0,2718 0,0330 0,2389
0,003 510,4 0,4147 0,0387 0,3760
0,004 680,5 0,5720 0,0353 0,5366
0,005 850,6 0,6731 0,0352 0,6379
0,006 1020 0,8288 0,0315 0,7973
0,007 1190 0,9937 0,0334 0,9603
0,008 1361 1,1116 0,0323 1,0793
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Slika 16. UV-VIS spektrislijepe probe (galna kiselina + metanol).
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Slika 17. UV-VIS spektri otopina galne kiseline razli¢itih koncentracija uz dodatak NaM0OQg.
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Slika 18. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije o koncentraciji galne kiseline uz dodatak
NazMoOjs (e), jednadzba A = 137,96¢ + 0,0076; R? = 0,9985, u slijepoj probi s metanolom
(m), te ovisnost AAsqo (razlike u apsorbancijama izmedu kivete s uzorkom i slijepom probom)
o koncentraciji galne kiseline (A ),jednadzba A = 138,05¢ — 0,0266; R? = 0,9984. Podaci

izvadeni iz Tablice 7.

1,2000
1,0000
0,8000 .

0,6000

AS?D
|

0,4000 = 3
0,2000

0,0000
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

¢ (galne kiseline)/pg/mL

Slika 19. Graficki prikaz ovisnosti apsorbancije pri 370 nm o koncentraciji galne kiseline
izrazene u pg/mL, jednadzba pravca:A = 0,0008115¢ — 0,026640; R? = 0,9984. Podaci

preuzeti iz tablice 7.
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Slika 20. UV-VIS spektriuzorka ulja s Na2MoOs (crno) i bez njega (crveno).

Izmjerena Asz7o u uzorku maslinovog ulja s dodatkom NaoMoO;s iznosila je 0,4661, a bez
njega 0,1693. Volumen ekstrakta iznosio je 2.0mL, a masa uzorka 20 g.

Iz dobivenih mjerenja odreduje se koncentracija o-difenola u uzorku, izrazena u mol dm,
png/mLmg/kg ekstrakta maslinovog ulja Koncentracija je odredena na temelju bazdarnog pravca
prikazanog na slici4.7.

Dobiveni rezultati pokazuju da je u uzorku sadrzano 0,00234 mol dm- tj389,4 ng/mLo-
difenola.

Koncentracija o-difenola u maslinovom ulju izraunana je prema formuli:

(mg) c(ug/mL) - V(ekstrakta/mL)
C\7v— = : .
kg m(maslinovog ulja/g)

Koncentracija o-difenola iznosila je1,99 mg/kg maslinovog ulja.
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4.2 Odredivanje antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom

Tablica 8. Apsorbancijaotopina DPPH razlicitih koncentracija i izrac¢unatimolarni

apsorpcijski koeficijent u apsorcijskom maksimumu pri 517 nm u metanolu.

c(DPPH)
uzorak / mol As17 £517 e517 o E,
dm
1 00001 = 11217 | 11217
) y o
3 | 00001 | 1,0710 | 10710 | 10964 | 359 1 3.27%
2 0,00006 05344 | 8907
i) y 0
4 | 000006 04915 | glo92 | °o>40 | 305 | 99L%
5 0,00003 | 02962 | 9873
, , 0,
6 000003 02483 | s276 | 074 1129 11244%
7 0,00001 | 0,0748 | 7478
, , 0
8 000001 00717 | 7168 323 219 2.9%%
1,2
o
. ]
1
0,8
7 0,6 °
A $
0,4
0,2
[ )
0
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012
¢ (DPPH) / mol dm

Slika 21. Ovisnost apsorbancije pri 517 nm o koncentraciji DPPH radikala. JednadZba pravca:
A=11221c-0,0712; R?> = 0,9786.
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Slika 22. Prikaz ovisnosti molarnog apsorpcijskog koeficijenta o koncentraciji DPPH.

Tablica 9. Apsorbancijeotopine DPPH u metanolu pracene tijekom 30 minuta.

slijepa | slijepa | slijepa -
projbg 1 projbg 2 projbg 3 | v SD Er
0 min 0,6120 | 0,6138 | 0,6073 | 0,6110 | 0,003388 | 0,55%
As17 20 min 0,6090 @ 0,6101 | 0,6067 | 0,6086 | 0,001719 | 0,28%
30 min 0,6081 | 0,6062 | 0,6048 | 0,6063 | 0,001657 | 0,27%

Na temelju praéenja apsorbancije osnovne otopine DPPH u metanolu, moZemo zakljucti

da je sama otopina DPPH stabilna tijekom vremena pracenja reakcije s fenolnim

ekstraktom, buducdi da se u 30 minuta apsorbancija smanjila oko 1%.

Tablica 10. Apsorbancije otopine DPPH u prisutnosti ekstrakta maslinovog ulja pra¢ene

tijekom 30 minuta.

t/min As17
0 0,2015
20 0,0731 -
30 0,0733 As17 =0,0732

Uvrstavanjem u formulu za % antioksidacijske aktivnosti dobije se gaSenje 67,02% DPPH

radikala u trenutku mijeSanja te 87,95% nakon Sto se A ustalila.
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Slika 23. UV-Visspektri slijepe probe DPPH (prikazano tamnoplavom, crvenom i crnom
bojom — zadnje dvije nisu vidljive zbog preklapanja s tamnoplavom) te uzorka DPPH s
fenolnim ekstraktom (svijetloplavom bojom).
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4.2 Rasprava

U okviru diplomskog rada analiti¢ki su obradeni uzorci maslinovog ulja. Cilj je bio odrediti
radi li se uopée o ekstra djevicanskom maslinovom ulju, u skladu s propisima triju pravilnika o
kvaliteti maslinovog ulja: 100C, EC i CodexAlimentarius (Boskou i sur., 2006). Takoder, zbog
dokazane djelotvornosti antioksidacijskih polifenolnih spojeva u prevenciji i terapiji razlicitih
komorbiditeta, odredivala se njihova koncentracija teantioksidacijska aktivnost s DPPH testom.

Rezultati ispitivanja pokazali su da su analizirani uzorci uistinu iz kategorije ekstra
djevicanskih maslinovih ulja, sa sadrzajem slobodnih masnih kiselina (%) redom: 0,302, 0,195,
0,190 izrazenih kao % oleinske kiseline. Prema propisima, ekstra djevicanska maslinova ulja
sadrZe <0,8% slobodnih masnih kiselina (Boskou i sur., 2006).

Ukupna koncentracija polifenola odredena je spektrofotometrijskommetodoms Folin-
Ciocalteu reagensom. Mehanizam reakcije temelji se na mjerenju apsorbancije pri 725 nm
reduciranih molibdatnihspecija iz FC reagensa elektronima iz polifenola nakon ¢uvanja smjese
sat vremena u mraku. lIzmjerena je apsorbancija niza standardnih otopina galne Kiseline,
koncentracija redom: 0,001; 0,002; 0,003; 0,004; 0,005; 0,006 mol dm. Napravljena su dva
niza mjerenja. Dobivene su dobre linearne ovisnosti (R? = 0,9957; R? = 0,9933) s jednadzbama:
A=184,21c +0,0933; te A=186,87c + 0,0661;. Koristeci prosjecne vrijednosti svih izmjerenih
apsorbancija kod odredene koncentracije dobiven je bazdarni pravacsjednadzbomA = 187,65¢
+0,0706; R? = 0,9957. Na temelju ovog bazdarnog pravca odredena je koncentracija ukupnih
fenola u ispitanom metanolnom ekstraktu u iznosu od 0,002883 mol dm=ekvivalenatagalne
kiseline, odnosno 2,44 mg/kg maslinovog ulja.

Koncentracija o-difenola, biomedicinski posebno zanimljivih fenolnih spojeva, odreduje se
selektivnijom metodom, toc¢nije reakcijom s NaxMo0Os. Mehanizam je slican onom s FC
reagensom — dolazi do redukcije molibdata iz (V1) u (V) te se mjeri apsorbancija, ovog puta pri
317 nm nakon Cuvanja u mraku 15 minuta. Ponovno je izraden bazdarni pravac, ovaj put s
koncentracijama standardne otopinegalne kiseline: 0,0005; 0,001; 0,002; 0,003; 0,004; 0,005;
0,006; 0,007; 0,008 mol dm™ te su se paralelno mjerile apsorbancije slijepe probe (standardna
otopina galne kiseline + metanol/voda = 1/1v/v) te uzorka (standardna otopina galne kiseline +
Na>Mo0s). Dobivena je vrlo dobra linearna ovisnost izmjerene Ao koncentraciji galne kiseline
sjednadzbom:A = 137,96¢ + 0,0076; R? = 0,9985. Jednadzba bazdarnog pravca ovisnosti
razlikeapsorbancije uzorka i slijepe probe (AA) o koncentraciji standardnih otopinagalne
kiseline glasi A = 138,05¢ — 0,0266; R? = 0,9984. Zadnje navedena jednadzba pravcapravca je

koriStena za odredivanje koncentracijeo-difenola u metanolnom ekstraktu, te je u ispitanom
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uzorku ekstrakta maslinovoguljautvrdena koncentracija 0,00234 mol dm-3ekvivalenatagalne
kiseline. Na temelju ovisnosti AA 0 masenoj koncentracijigalne kiseline dobiven je pravac s
jednadzbomA = 0,0008115¢ — 0,0266040; R? = 0,9984. Iz njega se moze odrediti i koncentracija
o-difenolaizrazena u pg/ml ekvivalenatagalne kiseline te je u ispitanom uzorku ekstrakta
maslinovog ulja iznosila 398,4 pug/mL. Na temelju koncentracije o-difenola u metanolnom
ekstraktu izracunata je koncentracijao-difenola u uzorku maslinovog ulja, uzimajuéi u obzir
masu ulja koje je ekstrahirano i volumen metanola u kojemu je otopljen suhi ekstrakt, tj.
pripravljen metanolni ekstrakt za analizu. Na temelju odvage uzorka od 20,0 g i volumena
alikvota od 0,1 mL dobila se koncentracija od 1,99 mg/kg.

Odredena je i antioksidacijska aktivnost fenolnog ekstrakta maslinovog ulja, uz primjenu
antioksidacijskogDPPH testa. DPPH ima apsorpcijski maksimum pri 517 nm, na ovoj valnoj
duljini molarni apsorpcijski koeficijent reduciranog radikala je zanemariv. Antioksidacijska
aktivnost ekstrakta se odreduje iz izmjerenog smanjenja A pri 517 nm u prisutnosti fenolnog
ekstrakta. Apsorbancija se mjeri odmah nakon dodavanja DPPH u uzorak, nakon 20 minuta i
nakon 30 minuta, kad bi se Atrebala ustaliti. Neposredno nakon dodatka uzorka u otopinu
DPPH, antioksidacijska aktivnost iznosila je 67,02%, dok je konafna aktivnost iznosila
87,95%. Na temelju izraunatih vrijednosti dobije se ECso U iznosu od 366,03 pg/mL

ekvivalenata galne kiseline.
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5. ZAKLJUCCI

Ispitani uzorci maslinovog ulja pripadaju kategoriji ekstra djevi¢anskog maslinovog
ulja, zadovoljavajuéi zahtjev za udjelom slobodnih masnih kiselina < 0,8%, izraZzenih
kao % oleinske kiseline.

Izraden je bazdarni pravac za odredivanje koncentracije ukupnih fenola.U ispitanom
uzorku maslinovog ulja odredena je koncentracija ukupnih fenola u iznosu 2,44 mg/kg
maslinovog ulja.

Izraden je bazdarni pravac za odredivanje koncentracije o-difenola.U ispitanom uzorku
maslinovog ulja odredena je koncentracija o-difenola u iznosuod1,99 mg/kg
maslinovog ulja.

Proveden je test antioksidacijske aktivnosti DPPH metodom. Utvrdeno je da fenolni
ekstrakt maslinovog ulja dovodi do gasenja 87,95% radikala.

Ispitana ulja vrijedan su izvor fenolnih spojeva, sa znatnim udjelom o-difenola koji su
od posebne biomedicinske vaznosti.

Preporuca se ¢eS¢a konzumacija maslinovog ulja kako bi se prevenirale brojne bolesti

uzrokovane toksi¢nim djelovanjem slobodnih radikala.
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7. SAZETAK/SUMMARY

7.1. Sazetak

Maslinovo ulje bogato je polifenolnim spojevima s jakim antioksidacijskim ucinkom.
Istrazivanja su pokazala da konzumacija ekstra djevianskog maslinovog ulja pomaze u
prevenciji brojnih bolesti modernog doba uzrokovanih stresnim i nezdravim nacinom Zivota.
Upravo supolifenolni spojevi, zahvaljujuéi smanjenju stetnog djelovanja slobodnih radikala na
lipide u tijelu, zasluzni za barem dio navedenih u¢inaka. U ovom diplomskom radu odreden je
sadrzaj ukupnih fenolnih spojeva i o-difenola u uzorku maslinovog ulja, te je odredena
antioksidacijska aktivnost fenolnog ekstrakta ulja s DPPH testom. Za tu svrhu su izradeni
odgovaraju¢i bazdarni pravci, sa standardnom otopinom galne kiseline. Odreden je sadrzaj
slobodnih masnih kiselina, te je utvrdeno da ispitana ulja pripadaju u kategoriju ekstra
djevicanska. Rezultati analize pokazuju da je ispitano maslinovo ulje vrijedan izvor fenolnih
spojeva sa znatnim udjelom posebno biomedicinski zanimljivih o-difenola, Sto je dodatno

potvrdeno i s DPPH antioksidacijskim testom.
7.2. Summary

Olive oil is rich in polyphenolic compounds, that have been proven to show antioxidative
activity. Numerous researches showed that consuming extra virgin olive oil helps with
preventing many diseases associated with modern age unhealthy lifestyle. It's the antioxidants
contained in it that are to bethanked for a solid portion of saideffects. In this thesis, total
phenolicando-diphenol content was determined in an olive oil sample, as well as its phenolic
extractanti oxidative activity with DPPH method. For this purpose, calibrating lines were
obtained, using standard gallicacid solution. Further more, free fatty acid content was
determined and it was shown that the analyzed olive oil sample actually was an extra virgin
olive oil sample.

The results of this analysis show that the analyzed olive oil is rich in phenolic compunds,
particularly in biomedically relevanto-diphenols.This was also confirmed with DPPH

antioxidative test.
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