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1. UVOD

1.1. MASLINOVO ULJE
Maslinovo ulje sastavni je dio takozvane mediteranske prehrane gdje predstavlja glavni izvor

masti. NajceS¢e se upotrebljava kao dodatak jelima kojima zbog svojih iznimnih senzornih
svojstava obogacuje okus, a i olakSava probavljivost nekih namirnica. Zahvaljujuéi -
prehrambenoj, preventivnoj, ali i terapeutskoj vrijednosti sredinom dvadesetih godina
dozivljava ekspanziju te se §iri van granica Mediterana (Sindrak i sur., 2007). Maslinovo ulje
dobiva se iz ploda nekoliko sorti stabla Olea europea L. Svaku sortu karakteriziraju
specificna fizicka 1 biokemijska obiljezja zahvaljuju¢i kojima daje ulja razliCitog sastava i
svojstava. Osim o sorti sastav maslinova ulja ovisi i o klimi, podneblju, razdoblju ubiranja te
naCinu prerade plodova. Ekstra djevicansko maslinovo ulje je bogato prirodnim
antioksidansima kao $to su tokoferoli, karotenoidi, steroli 1 fenoli. Studije su pokazale da te
tvari, pogotovo polifenoli, imaju vaznu ulogu zaStite organizma od Stetnog djelovanja
slobodnih radikala zbog ¢ega smanjuju rizik kardiovaskularnih oboljena, raka i cerebralnog

starenja (Minioti i Georgiou, 2010.).

1.1.1. Kemijski sastav maslinovog ulja
Maslinovo ulje sadrzi dvije osnovne frakcije: osapunjivu (98,5-99,5%) i neosapunjivu (0,5-

1,5%). Tri glavna sastojka osapunjive frakcije su trigliceridi, slobodne masne kiseline i
fosfolipidi. Trigliceridi koji se nalaze u osapunjivom dijelu u svom sastavu sadrZe odredene
masne kiseline. Sadrzaj masnih kiselina varira ovisno o sorti masline, stupnju zrelosti ploda,
nadmorskoj visini, klimi i mnogim drugim ¢imbenicima. Medunarodni savjet za maslinovo
ulje odredio je sljedece grani¢ne vrijednosti za sastav masnih kiselina u maslinovom ulju:

Oleinska kiselina 55,0 -83,0%

Palmitinska kiselina 7,5-20,0 %
Linolna kiselina 35-21,0%
Stearinska kiselina 0,5-50%
Linolenska kiselina <0,9 %

Iz gore navedenog moguce je zakljuCiti da u sastavu masnih kiselina maslinovog ulja
prevladava jednostruko nezasi¢ena oleinska kiselina. Mali udjel imaju zasi¢ene masne
Kiseline, palmitinska i stearinska te viSestruko nezasi¢ene masne kiseline linolna i -
linolenska, koje su esencijalne masne kiseline te su neophodne za normalno odvijanje
znacajnih bioloskih procesa u organizmu. Dakle maslinovo ulje visoke kakvo¢e ima umjerenu

koli¢inu zasi¢enih masnih kiselina (oko 16%) te izrazito visok udjel oleinske kiseline (70-
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80%) 1 optimalnu koli¢inu visestruko nezasiCenih esencijalnih masnih kiselina (8-10%).
Takav sastav masnih kiselina ¢ini maslinovo ulje vrednijim od drugih jestivih masti i ulja.

U pratnji osapunjivih sastojaka uvijek dolazi manja koli¢ina lipida iz drugih skupina koji se
nazivaju neosapunjivom frakcijom te za razliku od osapunjive frakcije pokazuju znacajnija
odstupanja u koli¢ini i kvaliteti. Neosapunjivu frakciju ¢ine: vitamini (tokoferoli), steroli,
ugljikovodici, fenolne tvari, triterpeni, alifatski alkoholi i druge sastavnice. Neke od njih
odgovorne su za terapeutski ucinak dok su druge vazne za senzorska svojstva ulja, a velika
skupina spojeva su djelotvorni prirodni antioksidansi koji povecavaju otpornost ulja na
kvarenje.

Najzastupljenija skupina spojeva su ugljikovodici koji sacinjavaju 60% neosapunjive frakcije.
60-70% ugljikovodika odnosi se na skvalen, pretecu spojeva koji djeluju na organolepticke
karakteristike ulja, a ostatak su zasiéeni alifatski ugljikovodici i dienski ugljikovodici koji su
bitni za dokazivanje autenti¢nosti i kvalitete.

Tokoferoli su prirodni antioksidansi koji sprjecavaju kvarenje maslinovog ulja. Maslinovo
ulje sadrzi a, B, y 1 & oblike od kojih a-tokoferol (vitamin E) ima najznacajniju biolosku
aktivnost. Kako bi a- tokoferol imao zaStitnu ulogu kvantitativni odnos izmedu vitamina E
(izrazen u mg) i linolenske kiseline (izraZzen u g) ne bi trebao biti manji od 0,79 mg/g. Taj
odnos u maslinovu ulju je oko 3 mg/g.

Kao tokoferoli, prirodno antioksidativno djelovanje imaju i steroli od kojih je najvazniji -
sitosterol zbog svoje bioloske vaznosti u smanjenju crijevne apsorpcije viSka kolesterola.
Polifenoli takoder imaju znacajnu antioksidativnu aktivnost te je utvrdeno sinergisticko
djelovanje s a- tokoferolom na stabilnost djevicanskog maslinova ulja. Glavni polifenolni
spoj u maslinovu ulju je oleuropein koji mu daje karakteristicnu gor¢inu.

Maslinovo ulje sadrzi 1 klorofil, zeleni pigment koji mu daje karakteristiénu boju. Preradom
zelenijih plodova dobiva se ulje s ve¢om koli¢inom klorofila. Potrebno je istaknuti kako on u
tami djeluje kao antioksidans dok u prisustvu svjetla pospjesuje oksidaciju ulja.

U maslinovu ulju su prisutni alifatski i triterpenski alkoholi koji imaju ulogu intermedijara u
transformacijama koje se odnose na skvalen i prethode nastajanju sterola (Zaneti¢ i Gugic,

2006).



1.1.2. Razgradnja maslinovog ulja
Unutar maslinovog ulja tijekom skladiStenja mogu se dogoditi razli¢ite promjene koje

uzrokuju njegovo kvarenje. Vrsta promjena ovisi o uvjetima skladiStenja ulja. Najcesce
promjene su hidroliza (lipoliza) i oksidacija. Hidroliza se pocinje dogadati joS u plodu
masline, a proces oksidacije nastupa nakon prerade i za vrijeme ¢uvanja ulja. Pojavnost tih
procesa predstavlja stalan i nepovratan utjecaj na konacnu kvalitetu ulja.

Hidroliza

Hidrolizom triglicerida iz maslinovog ulja nastaju slobodne masne kiseline i alkohol glicerol.
Posljedi¢no dolazi do povecanja ukupnih masnih kiselina te promjene okusa uzrokovane
odredenim masnim kiselinama. Glavni utjecaj na hidrolizu imaju vlaga, prisutnost enzima,
mikroorganizama i temperatura. Hidrolizu u maslinovom ulju moZzemo podijeliti na enzimsku
i mikrobnu lipolizu.

Mikrobna lipoliza nastaje zbog mikroorganizama koji unutar masline oslobadaju enzim
lipazu, a nastaju zbog neprikladnog skladistenja plodova izmedu berbe i prerade. Enzimska
lipoliza posljedica je prisustva endogenih enzima u plodu masline koji svoju aktivnost
iskazuju tek kad je plod obojen tamno ljubicasto. Osteceni plodovi pokazuju vecu lipoliticku
aktivnost od zdravih, ¢vrstih plodova.

Oksidacija

Maslinovo ulje oksidira u prisustvu kisika kojeg je moguce naci iznad ulja u spremniku u
kojem se ¢uva ili moze biti otopljen u ulju. Koli¢ina kisika otopljenog u ulju ovisi o metodi
prerade kao i uvjetima njegova skladiStenja i pakiranja. Osim kisika na oksidaciju utjecu
poviSena temperatura, svjetlost, ionizacijsko zraCenje te prisustvo metala poput bakara i
zeljeza. Obzirom da produkti oksidacije imaju neugodan okus 1 miris, nepovoljno utjecu na
organolepticka svojstva ulja te umanjuju njegovu prehrambenu vrijednost. Maslinovo ulje
bogato je antioksidansima koji usporavaju ili onemogucuju oksidaciju, a to su fenolni spojevi
(npr. Oleuropein), tokoferoli i steroli. Upravo zahvaljuju¢i prirodnim antioksidansima i
niskom sadrZaju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (linolne i linolenske kiseline)
maslinovo ulje je otporno na autooksidaciju. S druge strane izrazito je osjetljivo na
fotooksidaciju. Pod utjecajem svjetlosti dolazi i do raspadanja pigmenta klorofila koji u tami
djeluju kao antioksidansi te su odgovorni za karakteristicnu zelenu boju maslinova ulja

(Zaneti¢ i Gugié, 2005).



1.1.3.Kvalitativni parametri ulja
Obzirom na navedene procese kvarenja prema Pravilniku o uljima ploda i komine maslina

(NN br.7/2009) definirani su osnovni parametri kakvoée maslinova ulja: udio ukupnih
slobodnih kiselina, peroksidni broj, koeficijenti ekstincije K232 i K270 i organolepticka
svojsva.

Udio slobodnih masnih Kiselina izrazava se kao masa u gramima slobodnih masnih kiselina

izrazenih kao oleinska kiselina na 100 grama ulja. Odredivanjem ukupne vrijednosti
slobodnih masnih kiselina prate se hidroliticke promjene koje se zbivaju u ulju.

Peroksidni broj predstavlja koli¢inu onih tvari u uzorku, izraZenu u milimolima aktivnog

kisika po kilogramu, koje oksidiraju kalij jodid u zadanim uvjetima. Moze se izraziti i u
milievivalentima aktivnog kisika po kilogramu. Peroksidni broj pokazatelj je primarne
oksidacije unutar ulja.

Spektrofotometrijsko odredivanje u ultraljubicastom podrucju moZe pruziti informacije o
kvaliteti masti, njezinom stanju ocuvanosti i promjenama uzrokovanim tehnoloskim
procesima. Zbog prisustva konjugiranih dienskih i trienskih sustava dolazi do apsorbancije na

odredenim valnim duljinama. Spomenute apsorbancije izrazene su kao specifi¢ne ekstinkcije

E1% 1 cm (ekstinkcija 1%-tne otopine masti u zadanom otapalu, s duljinom puta od 1 cm) i
dogovorno se oznacavaju s K (takoder i kao »koeficijent ekstinkcije«).

Provjeru organoleptickih svojstava ulja provodi tijelo nadlezno za provodenje sluzbene

kontrole, posredstvom grupa odabranih i1 osposobljenih ocjenjivaca senzorskih svojstava
djevicanskih maslinovih ulja ovlastenih od strane Ministarstva poljoprivrede, ribarstva i

ruralnog razvoja.

1.1.4. Kategorizacija maslinovih ulja
U Pravilniku o uljima od ploda i komine maslina (NN br.7/2009) maslinova ulja se

razvrstavaju u Sest kategorija pod sljede¢im nazivima: djevi¢anska maslinova ulja, rafinirano
maslinovo ulje, maslinovo ulje sastavljeno od rafiniranih maslinovih ulja i djevi¢anskih
maslinovih ulja, sirovo ulje komine maslina, rafinirano ulje komine maslina i ulje komine
maslina.

Djevi¢ansko maslinovo ulje je prirodno ulje ploda masline (Olea Europea L.), proizvedeno

isklju¢ivo mehanickim postupcima, bez kemijskog tretmana tijekom ili nakon procesa
proizvodnje i u njemu bi trebali biti sauvane sve izvorno prisutne sastavnice zasluzne za

njegova specificna kemijska, senzorska i prehrambena svojstva (De Santis 1 Frangipane,

2015). Djevicanska maslinova ulja se dijele na djevicansko maslinovo ulje, ekstra djevic¢ansko



maslinovo ulje i maslinovo ulje lampate. Jedina razlika izmedu ekstra djevicanskog i

djeviCanskog maslinova ulja je u sadrzaju masnih kiselina. Ekstra djevicansko maslinovo ulje
sadrzi najvise 0,8 grama dok djevicansko maslinovo ulje sadrzi najvise 2 grama slobodnih
masnih kiselina izrazenih kao oleinska kiselina na 100 grama ulja. Maslinovo ulje lampate je
djevicansko maslinovo ulje neprihvatljivih senzorskih svojstava koje sadrzi vise od 2 grama

slobodnih masnih kiselina izrazenih kao oleinska kiselina na 100 grama ulja.



1.2 PLINSKA KROMATOGRAFIJA

Plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC) je separacijska metoda u kojoj
plinovita pokretna faza eluira sastavnice uzorka prolaze¢i kolonom s nepokretnom fazom, a
odjeljivanje smjese je u skladu s vremenom provedenim u nepokretnoj fazi (Nigovié i sur.,
2014). Obzirom na nepokretnu fazu koja moze biti u ¢vrstom ili tekuéem stanju ovu
kromatografsku tehniku moguce je podijeliti na plinsko-cvrstu kromatografiju koja se temelji
na adsorpcijsko-desorpcijskom procesu izmedu plinovite i Cvrste faze te na plinsko-
tekucinsku kromatografiju ¢iji je temelj funkcioniranja razdioba tvari izmedu pokretne
plinovite i nepokretne tekuce faze (Luterotti, 2002).

Instrument na kojem se provodi navedena kromatografska tehnika naziva se plinski
kromatograf. Sastoji se od sustava za dovod plina nositelja, sustava za regulaciju tlaka i

protoka plina nositelja, injektora, kromatografskih kolona, peénice i detektora (Nigovic,

2014). Na Slici 1 shematski je prikazan plinski kromatograf.

mjerad

protoka
- Bprica
-~
[ t
e ktor septum Sl:f t?.‘:c
s deteltor podalaka
re@iacija tlaka \
i 9 regulator .|
protoka | ]
kolona
a— |
spremuik plina |
nosaca kolongka ped

Slika 1. Shematski prikaz plinskog kromatografa (Luterotti, 2012).

Sustav za dovod plina nositelja
Plin nositelj predstavlja pokretnu fazu te je nuzno da je kemijski intertan. Kao plinovi nositelji

upotrebljavaju se helij, dusik i vodik.



Sustav za uStrcavanje uzorka (Injektor)

Uzorak se ustrcava kroz gumeni septum, a prilikom ustrcavanja uzorka bitno je da se ne unese
prevelika koli¢ina uzorka jer u suprotnom dolazi do Sirenja zona. Sustav za uStrcavanje je
zagrijan na temperaturu 150-250 °C ovisno o hlapljivosti uzorka. Tijekom unoSenja uzorka
dolazi do trenutnog isparavanja uzorka (Watson, 2012).

Kod kapilarnih kolona koristi se vrsta injektora split/splitless kod kojeg je uzorak moguce
unositi na dva na¢ina. Tako da se cijeli uzorak unese na kolonu (splitless) ili da se podijeli na
dva nejednaka dijela pri ¢emu se manji dio nanosi na kolonu, a veci odventilira (split)
(Nigovi¢, 2014). Omjer veceg i manjeg dijela uzorka iznosi od 10:1 do 100:1 (Watson, 2012).
Na taj nacin se sprjecava Sirenje i1 asimetrija pikova zbog ekspanzije otapala u kojem je uzorak

otopljen (Nigovi¢, 2014).

Kromatografske kolone

Kromatografske kolone mogu biti punjene ili kapilarne. Punjene kolone mogu biti staklene,
metalne ili teflonske cijevi unutarnjeg promjera 2-5 mm. Punjene su ¢vrstim nosacem velike
specifi¢ne povrsine (kalcijev silikat) koji je impregniran tankim slojem tekuce neokretne faze
razli¢ite polarnosti (makrogol, polietilenglikol, polisiloksani). Kako bi se smanjila polarnost
nepokretne faze slobodne silanolne skupine na nosacu se silaniziraju. Punjene kolone su
manjeg razlucivanja od kapilarnih te podnose temperature do 280 °C jer pri viSim
temperaturama isparava tekuca nepokretna faza (Nigovi¢, 2014).

Kapilarne kolone gradene su od izvucena kvarca te su izvana prevucene poliamidom koji
pridonosi fleksibilnosti kolone. Unutrasnji promjer je izmedu 0,15 i 0,5 mm. Unutrasnja
stijenka kolone prevucena je tankim slojem nepokretne faze (0,1-5 pm) koji se kemijski veze
na silanolne grupe stijenke kolone. Kao nepokretna faza najc¢eS¢e se koriste razlicito
supstituirani siloksani. Vece su djelotvornosti od punjenih kolona te su izdrzljivije na ve¢im

temperaturama.

Pecénica

Peénica plinskog kromatografa osigurava odgovarajuc¢u temperaturu unutar kolone te sadrzi
ventilator koji omogucava ravnomjernu raspodijelu topline. Pe¢nica moze biti programirana
da termostatira kolonu izotermalno (konstantna temperatura) ili da programirano povisuje
temperaturu (postepeno ili skokovito). Programirano poviSenje temperature omogucuje da se

odijele uzorci Sireg raspona vrelista (Watson, 2012).



Detektori

U literaturi je opisano viSe vrsta detektora koji se koriste u plinskoj kromatografiji ovisno o
svojstvima analita. Najucestalije koriSteni su:

Plameno ionizacijski detektor (engl. Flame lonisation Detector, FID)

Dolazi do sagorijevanja organskih sastavnica u plamenu pri ¢emu nastaju ionski
meduprodukti i elektroni koje elektroda u detektoru biljezi kao pojacanje struje (Nigovic,
2014). Ovaj tip detektora detektira sastavnice koje sadrze ugljik i vodik. Nije osjetljiv na
ugljikove atome vezane na kisik, duSik ili klor. Iznimno je osjetljiv te u kombinaciji s
kapilarnom plinskom kromatografijom moze detektirati koli¢inu od 100 pg-10 ng tvari.
Detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD)

Plin nositelj se ionizira pod utjecajem radioaktivnog izvora. Kada se u struji plina nositelja
nadu organske molekule dolazi do smanjenja struje Sto detektor biljezi. Najcesce se koristi
kod analize halogena, organometalnih i nitro spojeva.

Detektor toplinske vodljivosti (engl. Thermal Conductivity Detector, TCD)

Dolazi do promjene toplinske vodljivosti struje plina nositelja zbog prisutnosti analita. U
odnosu na FID detektor relativno je neosjetljiv na organske komponente, ali nije destruktivan
pa analiti nakon analize ostaju nepromijenjeni (Watson, 2012).

Maseni detektor (engl. Mass Spectrometer, MS)

Masenu spektrometriju je moguce kombinirati s kromatografskim metodama. Omogucuje
odredivanje molekulske mase ionizirane molekule ili bilo kojeg fragmenta molekule nastalog
njezinim cijepanjem. Molekule se ioniziraju u visokom vakuumu ili neposredno prije ulaska
uzorka u visoki vakuum, a zatim se primjenom elektri¢nog ili magnetskog polja razdvajaju

prema njihovoj masi (Nigovi¢, 2014).
1.2.1. Uzorkovanje para iznad tekuéina ili krutina

Uzorkovanje para iznad tekucih ili krutih uzoraka (engl. Head Space Sampling, HSS) je
sofisticirana metoda pripreme uzoraka za odredivanje ostatnih otapala i1 hlapljivih oneciS¢enja
u krutim ili tekuéim uzorcima. Postoje dvije varijante tehnike: staticna ili dinami¢na. Kod
staticne headspace analize uzorak je otopina ili se otapa u prikladnom slabo hlapljivom
otapalu s niskom koncantracijom mogucih interferencije. Prilikom pripreme uzorka treba
paziti da ne dode do gubitka hlapljivih analita. Pravilno pripremljeni uzorak se prenosi u
staklenu bocu zatvorenu metalnim ¢epom s gumenom septom. Uzorak se drzi dovoljno dugo
na odredenoj temperaturi dok se ne uspostavi ravnoteza izmedu plinovite i krute odnosno
tekuce faze. Uzorak ne smije sadrZzavati oneciS¢enja koja bi pri poviSenoj temperaturi mogla
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reagirati s ostalim sastavnicama uzorka. Odredeni volumen para iznad otopine/krutine zatim
se povlaci iz staklene posude i1 prenosi u plinski kromatograf. Kako bi se olaksalo unosenje
uzorka  kod Kkapilarnih kolona primjenjuje se split injektiranje. Primjerice, omjer
odventiliranog i nanesenog dijela 10:1 osigurava da se uzorak volumena 0,25 ml injicira
unutar 1,5 sekundi pri brzini protoka od 1 mi/min (Watson, 2012). Na Slici 2 shematski je
prikazano headspace injektiranje.

Molekula

hlapliivog
analita

Uzorak

Slika 2. Shematski prikaz headspace injektiranja (www. pharmainfo. net).

Dinamicna headspace analiza jo§ se naziva purge trap analiza. Plin nositelj prikuplja uzorak
odnosno analite te pri tome nosi hlapljive supstance do polimernog adsorbensa na koji se
adsorbiraju. Ukoncentrirani hlapljivi analiti na adsorbensu se desorbiraju poviSenjem
temperature te se prenose na plinski kromatograf noSeni strujom inertnog plina nositelja.
Obzirom da se analiti ukoncentiravaju na adsorbensu ovo je metoda izbora za analizu tvari

prisutnih u iznimno niskim koncentracijama u uzorku (Nigovi¢, 2014, Mornar, 2013).



1.2.2.Prednosti i ogranicenja plinske kromatografije

Prednosti plinske kromatografije su to¢nost i preciznost u odjeljivanju, posebno kada se
koristi unutrasnji strandard. Kada se koriste kapilarne kolone ima vecu mo¢ odjeljivanja nego
tekuc¢inska  kromatografija  visoke djelotvornosti  (engl. High Pressure Liquid
Chromatography, HPLC). Uz to metoda je automatizirana te Kkoristi autosampler pri
injektiranju. Budu¢i da je prikladna za povezivanje s razli¢itim vrstama detektora, moguce ju
je koristiti za odredivanje spojeva koji nemaju kromofore. Pokretna faza su inertni plinovi i ne
postoje posebni zahtjevi za odlaganjem, a ¢ak i kad se kao plin nositelj koristi helij, pokretna
faza je jeftinija u usporedbi s organskim otapalima kod HPLC.

Nedostaci metode su mogucnost analize samo termostabilnih i hlapljivih analita. Nadalje,
neki analiti zahtijevaju derivatizaciju kako bi postali hlapljivi, a to unosi dodatni korak u
analizi 1 povecava opasnost od mogucih interferencija te smanjuje osjetljivost metode. Uz to
se moraju injektirati vrlo mali volumeni uzorka §to oteZava kvantitativnu analizu, premda
omogucava analizu teSko dostupnih uzorka. Na kraju tehnika je neprimjeniva za analizu

vodenih otopina i soli (Nigovi¢, 2014).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Republika Hrvatska ima dugogodisnju tradiciju uzgoja masline i proizvodnje maslinovog ulja.
Ipak, posljednjih godina intenzivno se razvija svijest medu proizvoda¢ima o vaznosti
osiguranja kvalitete maslinovog ulja. Na kvalitetu ulja utjeu brojni ¢imbenici: sorta masline,
klimatske prilike, sustav uzgoja 1 primjena agrotehnickih mjera, stupanj dozrelosti plodova,

vrijeme izmedu berbe i prerade, metoda proizvodnje te skladistenje kona¢nog proizvoda.

Maslinarstvo se u Republici Hrvatskoj uglavhom zasniva na proizvoda¢ima koji posjeduju
maslinike male ili srednje veli¢ine na kojima nisu u mogucnosti kontrolirati sve stadije proi-
zvodnje. Ovakvi uvjeti uzgoja i proizvodnje otezavaju im stvaranje kvalitetnog proizvoda, po-
sebice u slabim godinama. Nadalje, potrebno je istaknuti kako mali proizvodaci maslinovog
ulja ne raspolazu i vlastitom uljarom $to produljuje vrijeme od berbe maslina do proizvodnje -

ulja ¢ime se znacajno gubi na kvaliteti ulja.

Imperativ u proizvodnji kvalitetnog proizvoda je redovita kontrola koja se temelji na brzim,

pouzdanim i naprednim analiti¢kim tehnikama.

Donedavno udio polarnih lakohlapljivih sastavnica maslinovog ulja, poput etanola i metanola
nije bio istrazen. Istrazivanje Gomez-Coca i sur. provedeno u Spanjolskoj tijekom 2015.
godine pokazalo je kako ispitana maslinova ulja sadrze etanol i metanol. S toksikoloskog
stajaliSta udio ovih sastavnica je neznatan, no njihova koncentracija mogla bi biti pokazatelj
kvalitete maslinovog ulja buduc¢i da se smatra da ovi alkoholi nastaju tijekom propadanja

ploda kao i tijekom skladiStenja gotovog proizvoda.

S analitickog stajaliSta odredivanje polarnih lakohlapljivih spojeva prisutnih u niskim
koncentracijama u maslinovom ulju predstavlja izazov. Zbog brojnih prednosti plinska
kromatografija je tehnika izbora za analizu lakohlapljivih spojeva. No ove sastavnice je
potrebno prije analize plinskom kromatografijom ekstrahirati iz uzorka. HSS tehnika
omogucava ekstrakciju lakohlapljivih analita iz slozenih uzoraka bez prethodne obrade

uzoraka.

Stoga je cilj ovog rada razviti pouzdanu HSS-GC-FID metodu za odredivanje lakohlapljivih

sastavnica maslinovog ulja proizvedenog u RH.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije
2-propanol, Cistoce za tekuéinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

Aceton (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Acetonitril, Cistoce za teku¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Etanol, Cistoce za tekucinsku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
Etil-acetat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Metanol, Cistoce za teku¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

3.1.2. Pribor
Automatske pipete, (0,5 uL — 10 mL) (Rainin Instrument LLC, Oakland, CA, SAD)

Bocice za uzorkovanje headspace tehnikom s aluminijskim cepom, 20 mL (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Kolona za plinsku kromatografiju, DB-624, dimenzija 30 m x 0,53 mm, debljina filma 3 pm
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Otvarac boc¢iva s aluminijskim ¢epom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Zatvarac bocica s aluminijskim ¢epom (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

3.1.3. Radni instrumenti
Analiticka vaga, model AG245 (Mettler Toledo, Greifensee, gvicarska)

Generator dusika, model NG250A (PEAK Scientific, Renfrewshire, UK)

Generator vodika, model CFH200 (PEAK Scientific, Renfrewshire, UK)

Kompresor zraka, model ZAO35A (PEAK Scientific, Renfrewshire, UK)

Plinski kromatograf, model 6850 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Sustav za proc¢is¢avanje vode WaterPro (Labconco, Kansas City, MI, SAD)

Uredaj za headspace uzorkovanje, model G1888 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
SAD)

12



3.1.4. Programski paketi
GC ChemStation, Rev. A. 10 02 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD)

Microsoft Office Excel 2003 (Microsoft, Seattle, WA, SAD)
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3.2. METODE

3.2.1. Priprema standardnih otopina
Standardna otopina dobivena je razrjedivanjem acetona, etanola, etil-acetata, 2-propanola te

metanola s ultracistom, deioniziranom vodom do koncentracije 20% (v/v).

Kao unutarnji standard koristen je acetonitril, takoder koncentracije 20% (v/v).

3.2.2. Priprema uzorka maslinovog ulja
Ispitivani uzorak se analizira bez prethodne obrade. Neposredno prije analize u Cetiri bocice

za uzorkovanje headspace tehnikom, volumena 20 mL, izvaze se po 3,00 g uzorka primjenom
analiti¢ke vage. U svaki od uzoraka doda se po 1 pL stanardne otopine unutarnjeg standarda
acetonitrila te se u posljednja tri uzorka doda zadani volumen (0,5 pL, 1 pL i 2 pL) radne

otopine standarda. Bocice se potom zatvore aluminijskim ¢epom pomocu zatvaraca bocica.

3.2.3. HSS-GC-FID analiza

Nakon $to se uzorci pripreme prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. prenesu se u
instrument za HSS analizu. Uzorak se zagrijava bez treSnje 15 minuta pri 90°C. Potom se
unosi u plinski kromatograf tijekom 1 minute pri temperaturi od 115°C. Plinska
kromatografija je provedena na instrumentu Agilent 6850 te je za razdvajanje analita
primjenjena kolona DB-624, dimenzija 30 m x 0,53 mm, debljina filma 3 um. Kao plin nosa¢
koristi se dusik za kromatografiju brzine protoka 5,0 mL/min. Temperatura injektora iznosi
230 °C, a za detekciju analita se koristi plameno-ionizacijski detektor s temperaturom
detektora od 300 °C. Razdvajanje analita provodi se primjenom temperaturnog programa kako
bi se postiglo optimalno razlu¢ivanje analita. Koristen je gradijentni temperaturni program uz
pocetnu temperaturu kolone 40 °C tijekom dvije minute. Nakon toga se temperatura povecava
za 15 °C svake minute sve do konacne temperature od 190 °C. Dobiveni kromatogrami
obradivani su racunalnim programom ChemStation te su dobiveni rezultati potom obradeni

primjenom racunalnog programa Excel.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Plinska kromatografija je tehnika izbora za analizu lakohlapljivih analita poput niskolancanih
alkohola i njihovih estera te je pretrazivanjem literature utvrdeno kako je navedena tehnika
primijenjena za analizu upravo ovih sastavnica u razliitim uzorcima poput hrane, pica,
dodaka prehrani te bioloskih uzoraka (Gunduz i sur., 2013; Mornar i sur., 2016; Beltran i sur.,
2015, Bursova i sur., 2015; Amidzi¢ Klari¢ i sur., 2015; Mornar i sur., 2011; Mornar i sur.,
2013).

Medutim, kao jedan od najvecih nedostataka navedene tehnike istice se neprikladnost za
analizu uzoraka koji su kompleksne smjese lakohlapljivih i teSkohlapljivih tvari. Mnoge od
njih, ako bi se naSle na koloni plinskog kromatografa, kontaminirale bi instrument ili
kromatografsku kolonu. Neki od analita bi ¢ak reagirali s nepokretnom fazom kolone. Stoga
se kao kljuCan korak u razvoju analitickih metoda primjenom plinske kromatografije cesto
isti¢e priprema slozenih uzoraka ili predanaliticki postupci. U tu svrhu se primjenjuje Citav niz
tehnika poput mikroekstrakcije ¢vrstom fazom (engl. Solid Phase Microextraction, SPME),
ekstrakcija tekuce-tekuce (engl. Liquid Liquid Extraction, LLE) kao i uzorkovanje para iznad
otopine (HSS) (de Koning i sur., 2009)

Pretrazivanjem literature uoceno je kako je plinska kromatografija ¢esto koriStena za analizu
razli¢itih sastavnica maslinovog ulja razli¢itog porijeka (Jabeur i sur., 2017; Bajoub 1 sur.,
2016; Purcaro 1 sur., 2014). Ove analiticke metode najcesce su ukljucivale opseznu pripravu
uzorka. Priprava uzorka obi¢no obuhvaca nekoliko koraka kao Sto su ekstrakceija,
proc¢is¢avanje dobivenih ekstrakta i ukoncentriranje analita. Pojedine metode ukljucivale su
jos§ 1 derivatizaciju analita.

Gomez-Coca 1 sur. (2015) su predlozili HSS-GC-FID metodu za odredivanje etanola i
metanola u 16 uzoraka maslinovog ulja dobivenog iz Spanjolske. Iz njihovog istraZivanja
moguce je utvrditi kako je u svim ispitanim uzorcima nadeno manje od 10 mg/kg metanola 1
etanola.

Stoga je cilj ovog rada bio razviti analiticku metodu za odredivanje ne samo niskolancanih
alkohola metanola i etanola, ve¢ i njihovih estera u uzorcima maslinovog ulja dobivenih u
Republici Hrvatskoj.

Dakle, pregledom literature kao i dosadasnim istrazivanjima na Zavodu za analitiku i kontrolu

lijekova bilo je moguce pretpostaviti da bi plinska kromatografija s plameno-ionizirajué¢im
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detektorom te pripremom uzoraka s HSS tehnikom mogla biti tehnika izbora za analizu
polarnih lakohlapljivih sastavnica maslinvog ulja.

Tijekom razvoja analiticke metode pokusalo se zadovoljiti sljedece zahtjeve:

e razviti brzu, jednostavnu i pouzdanu metodu kako bi analize mogao obavljati $to veci
broj osoba u laboratoriju, odnosno kako bi se lakse transferirala u druge laboratorije,

e razviti ekonomicku analiticku metodu primjenom $to manje kemikalija i instrumenata,

e osigurati visok stupanj automatizacije analitickog postupka s ciljem smanjivanja
pogresaka te izlozenosti analiti¢ara kemikalijama i

e osigurati ekoloSku prihvatljivost primjenom malih koli¢ina otapala i reagensa.

HSS tehnika omogucila je visoki stupanj automatizacije postupka pripreme uzoraka. Naime,
uzorci su analizirani gotovo bez ikakve predobrade. Redukcijom broja koraka u analitickom
postupku pokusalo se smanjiti varijabilnost analitickih rezultata, odnosno mjerna nesigurnost
koja ovisi o svakom koraku analiti¢kog postupka. Optimizacijom HSS postupka postignuta je
najveca ekstrakcijska uéinkovitost za sve analite. Zagrijavanjem uzoraka tijekom 15 min
postignuto je ravnotezno stanje za sve analite Sto je omogucilo i visoku ponovljivost
ekstrakcijskog postupka (Petkova, 2015).

Buduc¢i da je maslinovo ulje iznimno slozen uzorak te da se o¢ekivala velika razlika u sastavu
1 organoleptickim svojstvima (boja, konzistencija, prisutnost sedimenta ...) medu pojedinim
uzorcima, odredivanje odabranih lakohlapljivih sastavnica predstavljalo je analiticki izazov.
Ispitani analiti su prema fizikalno-kemijskim svojstvima polarni spojevi te je ta njihovo
razdvajanje odabrana kolona DB-624. Za uspje$no odjeljivanje pikova bilo je potrebno
optimirati temperaturni program plinskokromatografske kolone. Tijekom razvoja metode
posebna paznja se posvetila optimizaciji temperature i zadrzavanju na pojedinim
temperaturama plinskokromatografske kolone buduci da ispitani analiti 1 unutarnji standard
imaju sli¢na fizikalno-kemijska svojstava. Na Slikama 3. — 8. prikazane su vrijednosti
izraCunate programom molinspiration kojima se opisuje lipofilnost spoja (miLogP) i

polarnost spoja (TPSA - ukupna polarna povrsina (www.molinspiration.com). Izracunate log

P vrijednosti bile su u rasponu od -0,32 (metanol) do 0,76 (etil-acetat) te je moguce utvrdititi

kako su ispitani analiti hidrofilni do blago lipofilni.
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Nadalje, u Tablici 1. prikazane su temperature vrelista i pK, vrijednosti ispitanih analita i

unutarnjeg standarda (www.wikipedia.org). Temperature vreliSta ispitanih analita i unutarnjeg

standarda su u rasponu od 56,1 (aceton) do 82,6 °C (2-propanol), dok su pKa vrijednosti od
15,5 (metanol) do 25,0 (etil-acetat i acetonitril).

Tablica 1. Temperature vrelista i pKa vrijednosti.

SPOJ Temperatura vreli$ta (°C) PKa
Metanol 64,7 15,5
Etanol 78,2 15,9
Aceton 56,1 19,2
etil-acetat 77,1 25,0
Acetonitril 81,3 25,0
2-propanol 82,6 16,5

Na kromatogramu prikazanom na Slici 9. moguce je utvrditi kako je potpuno razdvajanje

pikova postignuto unutar svega 6 min (20%-tna standardna otopina).

1000

Slika 9. Kromatogram smjese standarda.
S plinskokromatografske kolone prvi se eluira metanol s vremenom zadrZavanja od 2,7 min,
potom etanol (3,4 min), aceton (3,8 min) i 2-propanol (3,9 min). Nakon njih slijedi unutarnji
standard acetonitril s vremenom zadrzavanja od 4,1 min, dok se posljednji eluira etilacetat
¢ije je vrijeme zadrzavanja iznosilo 5,3 min. Relativna standardna devijacija za sve analite

bila je manja od 2%.
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Cilj metode bio je posti¢i dobro razlu¢ivanje uz §to krace vrijeme analize. Razlucivanje

se izraCunava prema navedenom izrazu:
Rs = 1,18 (tro — tre) / (W12 1) + Wi2()

Gdje je
tr — vrijeme zadrzavanja analita i
W1/, — Sirina pika na polovici visine.
Ukoliko razlu¢ivanje izmedu susjednih pikova zadovoljava kriterij R > 1,5 metoda se smatra
selektivnom. Budu¢i da je ovaj kriterij zadovoljen za sve analite moguce je utvrditi kako je

metoda selektivna (Tablica 2).

Tablica 2. Sirina izmedu kromatografskih pikova.

SPOJ Razludivanje
Metanol -
Etanol 12,8
Aceton 5,6
2-propanol 1,6
Acetonitril 1,9
etil-acetat 17,9

Za potvrdu identiteta analiziranih spojeva koriSteno je podudaranje vremena zadrzavanja
lakohlapljivih sastavnica zabiljeZenih u kromatogramu uzorka ekstradjevicanskog maslinovog
ulja proizvodaca OL ISTRIA (Agrolaguna, Pore¢, Hrvatska) (Slika 10) s njihovim
vremenima zadrzavanja u kromatogramu standardne otopine smjese analita u ultracistoj vodi.
Iz kromatograma moguce je utvrditi kako je postignuta ekstrakcija lakohlapljivih sastavnica

maslinovog ulja.
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Slika 10. Kromatogram uzorka maslinovog ulja s dodanim unutarnjim standardom
acetonitrilom.

Nadalje, potrebno je istaknuti da su preliminarna istrazivanja kao i istrazivanje provedeno na
maslinovim uljima iz Spanjolske pokazala kako su analiti prisutni u iznimno malim
koncentracijama. Dakle, cilj rada bio je razviti analiticku metodu kojom bi se analiti
pouzdano identificirali, ali prvenstveno razviti pouzdani kalibracijski postupak kojim bi se
identificirani analiti 1 odredili. Kako bi se uklonile ili minimalizirale pogreske mjernog
sustava provedena je kalibracija razvijene metode primjenom metode standardnog dodatka te
unutarnjeg standarda. Dakle, metoda standardnog dodatka se upotrebljava kada je utjecaj
matrice na analiticki postupak znacajan, odnosno kada je koncentracija analita vrlo blizu
granice odredivanja (engl. Limit of Quantitation, LOQ). Primjenom ovog kalibracijskog
postupka kalibracija i mjerenje se provodi unutra iste matrice. Na ovaj nafin se smanjuje
utjecaj interferencija na pouzdanost mjerenja. Metoda unutarnjeg standarda takoder se
primjenjuje kada je znatan utjecaj matrice na signal analita te kada je pouzdanost
instrumentalne metode promjenjiva. Ovim kalibacijskim postupkom signal analita se mjeri
zajedno sa signalom unutarnjeg standarda te je koncentracija unutarnjeg standarda u svim
uzorcima ista i poznata.

Kalibracijske krivulje dobivene su iz cetiri to¢ake pri ¢emu je prva to¢ka odgovarala analizi
uzorka maslinovog ulja bez dodatka standardne otopine smjese analita, dok su ostale tri tocke
dobivene analizom uzoraka maslinovog ulja u koje su dodane standardne otopine smjese
analita (Slika 11).
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Slika 11. Kromatogram uzorka maslinovog ulja s dodanim unutarnjim standardom

acetonitrilom i standardnom otopinom analita.
Potom se izracuna ovisnost povrsine pikova o koncentraciji dodanog standarda u uzorku.
Odsjecak na osi x na grafickom prikazu predstavlja koncentraciju spoja u uzorku. Za ispitani
uzorak maslinovog ulja u Tablici 3. prikazane su kalibracijske krivulje kao i dobivene
koncentracije lakohlapljivih tvari. Iz dobivenih rezultata moguce je utvrditi kako su dobivene
iznimno niske koncentracije svih analita. Ukoliko se dobivene vrijednosti usporede s
vrijednostima dobivenim za maslinova ulja iz Spanjolske moguce je utvrditi kako su ispitane
polarne lakohlapljive sastavnice u hrvatskom maslinovim uljima prisutne u znac¢ajno manjim
koncentracijama.
Tablica 3. Kalibracijske krivulje i koncentracija lakohlapljivih sastavnica u ispitanom

maslinovom ulju.

SPOJ Kalibracijska krivulja Koeficijent Koncentracija
korelacije (ng/g)
(R2)
Metanol y = 4,554 x + 0,057 0,998 4,2
Etanol y=1,732 x + 0,027 0,993 51
Aceton y=1,282x+0,014 0,997 3,6
2-propanol y =1,357 x + 0,021 0,989 51
etil-acetat y =0,758 x + 0,011 0,993 4,7
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5. ZAKLJUCAK

e Provedno istrazivanje pokazalo je kako je plinska kromatografija u kombinaciji s HSS
tehnikom uzorkovanja vrlo ucinkovita i pouzdana metoda za analizu lakohapljivih
sastavnica maslinovog ulja.

e Prisutnost polarnih lakohlapljivih sastavnica u maslinovom ulju dokazana je
usporedbom njihovih vremena zadrzavanja na koloni u uzorku i u standardnim
otopinama.

o Kalibracijski postupci: metoda standardnog dodatka i metoda uutarnjeg standarda
postignu koriSteni su kako bi se dobili pouzdani rezultati mjerenja.

e U ispitanom maslinovom ulju identificirane su sljedeée polarne lakohlapljive
sastavnice: metanol, etanol, aceton, 2-propanol i etil-acetat.

e Polarne lakohlapljive tvari u ispitanom uzorku su bile manje od 5,1 ng/g uzorka.

e Rezultati istrazivanja upucuju na mogucnost pracenja polarnih lakohlapljivih tvari kao

biomarkera kvalitete maslinovog ulja.
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7. SAZETAK

Uzgoj masline i proizvodnja maslinovog ulja je od davnina dio tradicije mediteranskog
stanovniStva pa tako i Republike Hrvatske. Maslinovo ulje se zahvaljuju¢i prehrambenoj,
terapeutskoj i preventivnoj ulozi sredinom dvadesetog stoljeca $iri van granica Mediterana.
Vaznu ulogu u proizvodnji maslinovog ulja ima redovita kontrola kvalitete. Kvaliteta
maslinovog ulja usko je povezana s prisutno$¢u lakohlapljivih polarnih sastvanica poput
metanola i etanola buduci da se smatra da ovi alkoholi nastaju tijekom propadanja ploda kao i
tijekom skladiStenja gotovog proizvoda.

U ovom radu za analizu je koriStena prethodno razvijena HSS-GC-FID metoda za odredivanje
prisutnosti i sadrzaja lakohlapljivih polarnih sastavnica u maslinovu ulju. Prisutnost polarnih
lakohlapljivih sastavnica u maslinovom ulju dokazana je usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja na koloni u uzorku i u standardnim otopinama. Podaci o sadrzaju etanola,
metanola, 2-propanola, acetona i etil-acetata dobiveni su racunski uz pomoc¢ jednadzbi
kalibracijskih krivulja te su bili manji od 5,1 ng/g uzorka. Da bi se dobili pouzdani rezultati
mjerenja koriSteni su kalibracijski postupci poput metode standardnog dodatka i metode
unutarnjeg standarda.

Rezultati istrazivanja upucuju na mogucnost pracenja polarnih lakohlapljivih tvari kao
biomarkera kvalitete maslinovog ulja, a koristena metoda HSS-GC-FID se pokazala kao vrlo

ucinkovita 1 pouzdana metoda za analizu lakohlapljivih sastavnica maslinovog ulja.
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8. SUMMARY

Olive tree cultivation and olive oil production has long been a part of the tradition of the
Mediterranean population, including the Republic of Croatia. Olive oil, due to its nutritional,
therapeutic and preventive role, expands in the mid-twentieth century outside the borders of
the Mediterranean.

Regular quality control is important in olive oil production. The quality of olive oil is closely
related to the presence of light volatile polar solvents such as methanol and ethanol as these
alcohols are considered to occur during decaying of fruit as well as during storage of the
finished product.

In this research, a previously developed HSS-GC-FID method was used to determine the
presence and content of volatile polar compounds in olive oil. The presence of polar volatile
compounds in olive oil was demonstrated by comparing their retention times on columns in
the oil sample and in the standard solutions. The contents of ethanol, methanol, 2-propanol,
acetone and ethyl acetate were obtained by using the calibration equations and the results
were less than 5.1 ng/g. In order to obtain reliable measurement results, calibration procedures
such as the standard addition method and the internal standard method were used.

The results of the research indicate the possibility of monitoring volatile polar compounds as
a quality biomarkers of olive oil. Furthermore, the used method HSS-GC-FID has proven to
be a highly efficient and reliable method for the analysis of volatile components of olive oil.
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