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1. UvOD

Maslina ( Olea europaea L) je od davnina poznata kao ljekovita biljka a ulje dobiveno od
njenih plodova jedno je od najstarijih ulja koristenih kroz ljudsku povijest. Zapise 0 njegovoj
ljekovitosti i blagotvornim u¢incima nalazimo ve¢ kod starih Grka i Rimljana. Ljekovitost ovog
ulja lezi u njegovom kemijskom sastavu, tocnije u sastavu polifenola od koji su najznacajniji
fenolni alkoholi, flavonoidi i sekoiridoidi. Ovi spojevi pokazuju jak antioksidacijski karakter
zbog Cega maslinovo ulje pokazuje pozitivan u¢inak na zdravlje ¢ovjeka. Osim ucinaka na
zdravlje vazno je naglasiti da su fenolne tvari ucinkoviti prirodni antioksidansi koji Stite
maslinovo ulje od autooksidacijskin promjena, te time pridonose stabilnosti ulja u smislu

o¢uvanja njegove kakvoce i trajnosti.

Iz navedenih razloga ovi spojevi kao i sam sastav ulja postali su tema razlicitih
istrazivanja danasnjice. Najveci problem koji se javlja prilikom istrazivanja je nemoguénost
odredivanja tocnog sastava fenola u uzorku. Kod odredivanja prisutnosti odredenih tvari u uzorku
potrebno je Koristiti referentne standarde za usporedbu kojih za fenole maslinovog ulja nema na
trziStu pa je samim time analiza gotovo nemogucéa. Zbog vaznosti ovih spojeva i navedene

problematike odlucilo se na razvoj metode koja bi to omogucila.

Cilj ovog rada biti ¢e razvoj metode tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti u
kombinaciji s UV detekcijom i masenom spektrometrijom (LC/MS) za odredivanje sastava
polifenola u maslinovom ulju te validacija iste. Osim toga odredit ¢e se sastav polifenola

odabranih maslinovih ulja koriste¢i razvijenu metodu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. FENOLI

metabolizmu mnogih biljka. Vaznost ovih spojeva lezi u njihovoj antioksidacijskoj aktivnost,
njihovim pozitivnim uc¢incima na mnoge degenerativne bolesti te nekim farmaceutskim ucincima

kao $to su antikancerogena, antiaterogena i antimikrobna svojstva (Suérez i sur., 2008).

strukturno su gradeni u rasponu od jednostavnih fenolnih molekula do visokopolimeriziranih

spojeva (Slika 1) (Naczk i Shahidi, 2006; Bravo, 1998).

Polifenole sacinjavaju: fenolne kiseline, flavonoidi i stilbeni. Medu fenolnim kiselinama
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Slika 1. Strukturne formule fenolnih spojeva (Rodriguez-Moratd i sur., 2015)

razlikuju se derivati hidroksibenzojeve kiseline i derivati hidroksicimetne kiseline.
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Aglikoni flavonoida (flavonoidi bez vezanih molekula Secera) posjeduju strukturu tipa
C6-C3-C6, odnosno sadrze petnaest atoma ugljika rasporedenih tako da su dvije benzenske
jezgre (prsten A i prsten B) povezane s propanskim lancem, koji moze ili ne mora formirati treci
prsten (prsten C). Najvece i najdetaljnije istrazene skupine flavonoida su: flavonoli, flavoni,
flavan-3-oli (katehini) i njihovi polimeri proantocijanidini te antocijanidini. Stilbeni su polifenoli
koji nemaju osnovnu strukturu flavonoida, a sadrze 1,2-difenileten kao funkcionalnu skupinu.
Najpoznatiji predstavnik ove skupine polifenola je resveratrol (3,5,4’-trihidroksistilben), koji

postoji u dva steroizomerna oblika: cis-(Z) i trans-(Z) (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).

Zbog fenolnih hidroksilnih grupa, svi ovi spojevi imaju sposobnost hvatanja slobodnih
radikala na nac¢in da doniraju atom vodika ili elektron slobodnom radikalu, a prosireni
konjugirani aromatski sustav delokalizira nespareni elektron. Antioksidacijska aktivnost
polifenola moze se objasniti pomocu mehanizama hvatanja slobodnih radikala kao $to su
reaktivni kisikovi i dusikovi spojevi (ROS i RNS), sprjecavanja formiranja istih inhibicijom
odredenih enzima, anuliranjem metala koji su ukljueni u stvaranje slobodnih radikala te
djelovanjem na regulaciju i zaStitu samih antioksidanata (Wang i sur., 2010; Dai i Mumper,
2010).

2.1.1. Fenoli u maslinama i djevi¢anskim maslinovim uljima

Plod masline sadrzi visoke koncentracije fenolnih spojeva koji mogu sacinjavati izmedu
1-3% od ukupne tezine svjeze pulpe. Glavne skupine fenola prisutnih u plodu masline su fenolne
kiseline (kao $to vanilinska kiseline i vanilin), fenolni alkoholi (kao $to su hidroksitirosol i
tirosol), flavonoidi (ukljuc¢ujuéi luteolin i apigenin) i sekoiridoidi (Servili i Montedoro, 2002;
Suarez 1 sur., 2008). Osim navedenih skupina od vefeg znacaja po zastupljenosti mogu se
izdvojiti 1 flavonol glikozidi (luteolin-7-glukozid i rutin) te antocijani (cijanidin i delfinidin
glikozidi).

Dok se fenolne kiseline, fenolni alkoholi i flavonoidi mogu pojaviti u mnogim vrstama

voca 1 povréa koje pripadaju razli¢itim botanickim obiteljima, sekoiridoidi su prisutni isklju¢ivo u



biljkama koje pripadaju obitelji Olearaceae koja ukljucuje i maslinu (Olea europaea L.) (Servili i
Montedoro, 2002).

Tablica 1. Fenolne komponente djevicanskog maslinovog ulja (Servili i Montedoro, 2002)

FENOLNE KISELINE | DERIVATI

Vanilinska kiselina

Siringinska kiselina

p-kumarinska kiselina

o-kumarinska kiselina

Galna kiselina

Kavska kiselina

Protokatehinska kiselina

p-hidroksibenzojeva kiselina

Ferulinska kiselina

Cimetna kiselina

4-acetoksitil-1,2dihidroksibenzen

Benzojeva kiselina

FENOLNI ALKOHOLI

3,4-dihdroksipentil etanol (3,4-DHPEA)

p-hidroksipentil etanol (p-HPEA)

3,4-dihdroksipentil etanol-glukozid

SEKOIRIDOIDI

Dialdehidni oblik elenolne kiseline povezan s 3,4-DHPEA (3,4-DHPEA-EDA)

Dialdehidni oblik elenolne kiselie povezan s p-HPEA (p-HPEA-EDA)

Oleuropein aglikon (3,4-DHPEA-EA)

Ligstrozid aglikon

Oleuropein

p-HPEA-derivati

LIGANDI

1-acetoksipinoresinol

Pinoresinol

(+) - 1-hidroksipinoresinol

FLAVONOIDI

Apigenin

Luteolin

U proizvodnji djevi¢anskog maslinovog ulja jedan dio fenolnih spojeva iz ploda masline
prelazi u ulje. Pojava hidrofilnih fenolnih spojeva u djevicanskim maslinovim uljima uocena je

prije viSe od Cetrdeset godina. Medutim, sustavno proucavanje pojedinih skupina ovih spojeva
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razvijeno je prije otprilike dvadeset godina. Upravo je specifi¢ni sastav fenola glavna razlika
djevi¢anskog maslinovog ulja i1 svih drugih biljnih ulja. Kao Sto je prikazano u Tablici 1, ono
sadrzi razlic¢ite skupine fenolnih spojeva poput fenolnih kiselina, fenolnih alkohola, flavonoida,

sekoiridoida i lignana (Servili i Montedoro, 2002).

Fenolne kiseline prisutne u plodu masline i u djevicanskom maslinovom ulju prema
kemijskoj strukturi mozemo podijeliti u dvije skupine C6-C1 (benzojeve kiseline) te C6-C3
(cimetne kiseline). Povijesno gledano, ovi spojevi, kao $to su kavska, vanilinska, siringinska, p-
kumarinska, o-kumarinska, protokatehinska, sinapinska i p-hidroksibenzojeva kiselina su prva
skupina fenola istrazivanih u djevi¢anskom maslinovom ulju (Slika 2) (Servili i Montedoro,
2002).

QOH
COOH
H
I I
COOH COOH COOH COOH
¢\OCH3 @\OH CHa OCH3 HO OH
OH H OH OH
I11 IV A VI
COOH COOH COOH
COQOH COOH
# ™~ H N V"
YLH S H
OH
[::] OH OCH3
OH H “
VII VIII IX X X1

Slika 2. Kemijska struktura glavnih fenolnih kiselina djevi¢anskog maslinovog ulja. Benzojeva

kiselina [I], p-hidroksibenzojeva kiselina [11], vanilinska kiselina [I11], protokatehinska kiselina

[IV], siringinska Kiselina [V], galna kiselina [V1], cimetna kiselina [V11], p-kumarinska kiselina
[V ], o-kumarinska kiselina [1X], kafeinska kiselina [X], ferulinska kiselina [XI] (Servili i

sur.,2002).



Razli¢ita istrazivanja pokazala su kako fenolne kiseline zapravo predstavljaju manji dio
fenolnih spojeva dok vecinu fenola cine sekoiridoidi. Spojevi kao $to su oleuropein,
demetiloleuropein, ligstrozid i nuzhenid predstavljaju najrasprostranjenije derivate sekoiridoid
glukozida u plodovima maslina. Sekoiridoide karakterizira prisutnost ili elenolne kiseline ili
derivata elenolne kiseline u molekulskoj strukturi. Najcesce su prisutni u obliku derivata (kao Sto
je dialdehidni oblik elenolne kiseline povezane s tirosolom (p-HPEA-EDA), aldehidni oblik
elenolne kiseline vezane na tirosol (p-HPEA-EA), dialdehidni oblik elenolne kiseline povezane s
hidroksitirosolom (3,4-DHPEA-EDA), 4 (acetoksietil) -1,2-dihidroksibenzol (3,4-DHPEA-AC),
oleuropein aglikon (3,4-DHPEA-EA) i njegov metilirani oblik (metil 3,4-DHPEA-EA). Osim
gore navedenih skupina u maslinovom ulju zastupljeni su i derivati lignana (pinoresinol i

acetoksipinoresinol) (Suérez i sur.,2008; Servili i sur.,2002).

Slika 3. Kemijska struktura sekoiridoidnih derivata i fenolnih alkohola djevi¢anskog maslinovog
ulja. Ligstrozid aglikon (p-HPEA-EA) [I], izomer oleuropein aglikona (3,4-DHPEA-EA) [II],
dialdehidni oblik eleonolne kiseline povezane s p-HPEA (p-HPEA-EDA) [I11], dialdehidni oblik
eleonolne kiseline vezana na 3,4-DHPEA (3,4-DHPEA-EDA) [1V], tirosol [V], hidroksitirosol
[V1] (Servili i Montedoro, 2002).



Prisutnost oleuropeina u plodu masline otkrivena je 1908. godine dok se na otkrice
njegove kemijske strukture ¢ekalo sve do 1960. Demetiloleuropein je izoliran iz zrelih maslina. U
plodu masline u malim koli¢inama pronaden je derivat hidroksicimetne kiseline, verbaskozid.
Oleuropein, demetiloleuropein i verbaskozid pronadeni su u svim dijelovima ploda poput kozica,

pulpe i sjemena. Nasuprot tome, nuzhenid je pronaden samo u sjemenu (Servili i sur.,2002).

Hidroksitirosol i tirosol glavni su fenolni alkoholi u djevi¢anskom maslinovom ulju (Slika
3). Njihova koncentracija opcenito je niska u svjezim uljima, ali se tijekom skladiStenja
povecava. To je vjerojatno zbog hidrolize sekoiridoida kao $to je 3,4-DHPEA-EDA, p-HPEA-
EDA i 3,4-DHPEA-EA koji sadrze hidroksitirosol ili tirosol u svojoj molekulskoj strukturi
(Servili i Montedoro, 2002).

Rovell i suradnici (1997) su dokazali i prisutnost flavonoida luteolina i apigenina kao dio

fenolne komponente ulja (Servili i Montedoro,2002).

Posljednja skupina fenola koju mozemo naci u ulju su lignani. Owen i suradnici (2000) u
svom su radu izolirali i okarakterizirali (+)-1-acetoksipinoresinol, (+)-1-pinoresinol i (+)-1-
hidroksipinoresinol kao najc¢esce prisutne lignane (Slika 4) (Servili i Montedoro,2002).

6 —1 67—y - 8 —
5 2 5" 2 5 2
4 3 4" 3" 4 3
HO 0 HO 0 HO (o}
[ | 1
CHs CHs CHs3

Slika 4. Kemijske strukture lignana koje se pojavljuju u djevi¢anskom maslinovom ulju. (+) - 1-
Acetoksipinoresinol, [1], (+) - 1-pinoresinol [I1], (+) - 1-hidroksipinoresinol [I11]
(Servili i Montedoro,2002).



Agronomski i tehnoloski aspekti proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja imaju snazan
utjecaj na koncentraciju hidrofilnih fenola. Stoga je odredivanje prosjecne koncentracije prilicno
teSko. Medutim kolorimetrijska mjerenja ukupnih fenola u metanolnom ekstraktu ulja pokazuju
variranje koncentracije izmedu 40 i 900 mg kg’. Takoder su otkrivene i vise koncentracije (do
1000 mg kg?) u nekoliko ulja. Provedena istrazivanja pokazala su kako izmedu djevi¢anskih
maslinovih ulja postoje velike varijacije kako u udjelu ukupnih fenola tako i u udjelu pojedinih
fenolnih komponenata (Servili i Montedoro, 2002).

2.1.2. Metode odredivanja fenola u ulju
2.1.2.1 Razdvajanje komponenata

Kvalitativno i kvantitativno odredivanje fenola u uzorcima ulja je vrlo vazno. U
pocetcima za analizu fenola koristile su se, nespecifi¢ne analiticke metode, poput tankoslojne
kromatografije (TLC) i UV spektroskopije ali s ograni¢enim uspjehom. Nakon toga, ove
tradicionalne metode zamijenile su one sofisticiranije, kao $to su tekuéinska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC) i plinska kromatografija (GC), a kasnije i kapilarna elektroforeza
(CE). Upotreba navedenih metoda omogudila je prikaz profila i identifikaciju pojedinac¢nih
fenolnih spojeva u uzorcima djevi¢anskog maslinovog ulja. U zadnjih desetak godina razvijena je
1 tekucinska kromatografija ultra performanse (UPLC) kao rezultat poboljSanja materijala
stacionarnih faza koje se koriste za kromatografsko razdvajanje. Ova tehnika temelji se na van
Deemt-ovoj jednadzbi. Temeljne prednosti koriStenja UPLC u odnosu na klasicne HPLC tehnike
su povecanje omjera signal-Sum (S / N) (uzi vrhovi), smanjenje vremena za analizu i poboljSanje
u rezoluciji pikova (Suarez i sur., 2008). lako su rezultati dobiveni plinskom kromatografijom
vrlo pouzdani i zanimljivi, tekucinska kromatografija i dalje je glavna tehnika u odredivanju

polifenolnog sastava. Razlog rjedeg koristenja GC tehnika je potreba za derivacijskim korakom.

Prije pocetka same analize, fenolne spojeve maslinovog ulja potrebno je izolirati i
prodistiti kako bi ih koncentrirali jer se u uzorcima nalaze u niskim koncentracijama. Najcesca
tehnika za postizanje tog cilja je ekstrakcija tekuce-tekuce ili ekstrakcije na ¢vrstoj fazi (SPE).

Iako je SPE atraktivna izolacijska tehnika u smislu brzine, niske cijene i potro$nje otapala,
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znanstvenici su ipak zakljucili da postoje problemi zbog njezine selektivnosti prema pojedinim

fenolnim spojeva, posebice onima tipa aglikon (Suérez i sur., 2008).

Za odredivanje kvalitativnog sastava fenolnih spojeva, komercijalno je dostupan Siroki
raspon stacionarnih faza HPLC-a kako u smislu dimenzija kolone, tako i modifikacija povrsine, a
to omogucuje optimiranje kromatografskog razdvajanja na medij koji se ispituje (Seger i sur.,
2007).

2.1.2.2. Detekcija

DAD detektor

Pomoéni prozor celija
VTR 527,
Volframova zarulja ’\‘ / \: Protoéna celija
{ 55\/ >
Objektiv za spajanje \N_ Spektralna leca j
- ’ 1 "\(\/J

Deuterijeva lampa ) l’.\_}\r«‘v& - Slt

\k/f : ] Red dioda

Akromatska leca (C
Holmij filter oksid
Slika 5. Prikaz principa rada DAD detektora (Anonymous 1, 2016)

Slika 5 predstavlja princip rada DAD detektora: volframova zarulja emitira svjetlo u
vidljivom rasponu koje ulazi u deuterijevu lampu, koja dodaje UV (i vidljivo) svjetlo.
Polikromatski snop prolazi kroz ¢eliju protoka. ReSetka razdvaja polikromatski snop zraka na
razli¢ite valne duljine, Ciji intenzitet se mjeri nizom fotodioda. Glavna razlika u odnosu na
detektor promjenjivih valnih duljina ( Variable Wavelenght detector, VWD) je da se sve valne

duljine mjere istodobno. Sto se ti¢e tvari koje se mogu prepoznati DAD-om moZemo re¢i da ima

visoku selektivnost.



Dodatne prednosti DAD-a:

e Volframova zarulje prosiruje opseg VIS podrucja.
e Opticka jedinica DAD-a termicki je kontrolirana kako bi se dobila optimalna
kvaliteta signala.

e DAD-u nije potrebna referentna dioda

Dok VWD Kkoristi referentnu diodu, za DAD nema izravnog mjerenja signala bez
apsorpcije 10. Umjesto toga DAD detektor koristi ravnotezno stanje, koje se moze postiéi
automatski prilikom paljenja detektora ili kada zapocnemo sa mjerenjem. Tijekom ravnoteznog
stanja detektora apsorpcijske vrijednosti za sve valne duljine su postavljeni na nulu, §to odgovara
I = 10 prema «— Lambert Beer-ovom zakonu. Svi intenziteti izmjereni tijekom eksperimenta su

sada u odnosu na ovu nulu apsorpcije intenziteta.

lako referentna dioda VWD-a ispravlja osnovne promjene tijekom mjerenja, DAD
umjesto toga koristi referentnu valnu duljinu. Referentnu valnu duljinu treba odabrati, pri ¢emu
kod te valne duljine nema apsorpcije tijekom kromatografskog mjerenja. Relativne promjene
intenziteta kasnije se koriste za ispravljanje proporcionalne promjene kod drugih valnih duljina.
Holmij oksid filter, koji je takoder dio sklopa VWD filter, ima apsorpcijske linije za
karakteristicne valne duljine te se Kkoristi za dijagnosticCke testove tocnosti valne duljine

(Anonymous 2, 2016).

Maseni detektor

Ovaj uredaj detektira spojeve na osnovi njihove molekulske mase.

Princip rada masenog spektrometra mozemo opisati u Cetiri koraka:

1. lonizacija brzim elektronima — upareni uzorak se ionizira (obi¢no se ukloni jedan
elektron, ponekad dva; moderne metode i viSe elektrona) — pozitivno nabijene vrste ulaze u
akceleracijsku komoru;

2. Akceleracija — ioni se podvrgnu djelovanju elektricnog polja radi ubrzanja;
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3. Otklon (deflekcija) — tezi ioni se manje otklanjaju od lakSih — odvajanje prema
atomskim (molekulskim) masama tj. omjeru m/z;

4. Detekcija — samo ioni odredene mase dolaze do detektora — za detekciju svih iona treba
mijenjati akceleracijsko polje ili jakost magnetnog polja — detektor biljezi svaku vrstu kao

zaseban vrsak (“peak”)

Budu¢i da su ioni vrlo reaktivni i kratkog vijeka, njihov nastanak i manipulacija mora se
provoditi u vakuumu. Atmosferski tlak je oko 760 tora (mm zive). Pritisak pod kojim ioni mogu
biti obradeni je oko 10 do 107 tora (Novak i Allgretti — Ziv¢i¢, 2013).

Prednost masenog detektora je njegova osjetljivost i selektivnost. Selektivnost masenog
detektora ovisi 0 rezoluciji, opsegu molekulskih masa i brzini snimanja spektra. Odabir
instrumenta ovisi 0 zahtjevnosti analize, a izvodi se na osnovu navedenih karakteristika.
Rezolucija ili mo¢ razdvajanja, R, definira se kao najmanja razlika masa, koje se moze razdvojiti.

Prakti¢no se izra¢unava na osnovu dimenzija snimljenog pika prema sljede¢em izrazu:

R= 2 .T [1]

gdje je
m - nominalna masa mjerenog pika
X - rastojanje izmedu maksimuma pikova
b1/ - Sirina pika na polovini visine
Am - razlika masa izmedu dva pika

Iz prakti¢nih razloga koristi se manje precizna definicija rezolucije, koja se naziva joS i
definicija udoline. Prema njoj su dva susjedna pika razdvojena, ako je visina udoline izmedu njih
manja od 10% zbroja visine pikova. U kvantitativnoj analizi ova veli€ina se ne moze koristiti, ali
se primjenjuje u organskoj kemiji i sliénim podrué¢jima u MS, jer doprinos jednog pika intenzitetu

susjednog, u ovom slucaju, ne uti¢e mnogo na rezultate (Ivanov, 2008).

Tijekom posljednjih godina razvijene su razliCite ionizacijske tehnike ¢iji odabir tijekom
istrazivanja ovisi o zeljenom ucinku. Najrasprostranjenija metoda je ionizacija

elektrorasprSivanjem (engl. electrospray ionization, ESI) (Seger i sur., 2007).
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Vaznost elektrorasprsivanja i njegov ogroman doprinos modernoj spektrometriji masa je u
njegovim jedinstvenim karakteristikama. To je blagi naCin ionizacije, a omogucuje analizu kako
malih tako i velikih molekula, nekovalentnih kompleksa, nenabijenih ili ionskih spojeva itd.
Jedinstveno svojstvo elektrorasprSivanja je u nastajanju visestruko nabijenih iona, tako da su

]150+

opazeni primjerice ioni [M+150H]>"", §to omogucuje detekciju tvari velikih molekulskih masa 1

s analizatorima malih vrijednosti m /z (Gali¢, 2004).

Kod ESI, ioni se stvaraju iz tekuéine pri atmosferskom tlaku. Postava ionizacije
elektrorasprsivanjem je tehnicki jednostavna: Suplja igla kroz koju protjece izlazna tekucina
(obi¢no 1-1000 pLmin) je nabijena elektri¢nim potencijalom. Visoko polje na vrhu igle stvara

13

stozasti tekuéi “polumjesec” iz kojega nastaju rasprSene, visoko nabijene kapljice (Slika 6).
Daljnje isparavanje kapljica rezultira stvaranjem iona. ESI ima neke vrlo dojmljive prednosti koje
joj omogucuju primjenu kod vrlo razli€itih bioloSkih problema. Stvaranje viSestruko nabijenih
estica proSiruje dinamicki raspon masenog spektrometra do 10° U i omoguéuje analizu
makromolekula. Nadalje, ESI se moze smatrati vrlo “blagom” ionizacijskom tehnikom koja ne
razara ¢ak ni nekovalentno vezane biomolekularne komplekse. To je najvjerojatnije najkoriSteniji
ionizacijski izvor koji se kombinira s razli¢itim sustavima analizatora HPLC-MS i CE-MS.
Prili¢an nedostatak ESI, osobito kod pokusa s izravnom infuzijom (engl. direct infusion
experiments, DIESI) je njena osjetljivost na supresijske ucinke matriksa i iona, npr. kod
koncentracija s mnogo soli u bioloskim uzorcima ili visoko koncentriranim analitima koji mogu
sprijeéiti ili ukloniti ionizaciju analita. Alternativa ESI, koja se ¢esto kombinira unutar istog

izvora, je kemijska ionizacija uz atmosferski tlak (engl. atmospheric pressure chemical
ionization, APCI) (Seger i sur., 2007).
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HPLC inlet ~|
Nabijeni dio igle %

Kapilara

Otapalo ;__|

Zagrijani plin

Slika 6. Prikaz ESI ionizacije (Anonymous 3, 2016 )

APCI je vrlo zastupljena tehnika ionizacije, koja je kompatibilna sa svim analizatorima.
Radni protok je od 0,5 ml do 2 ml u minuti . MoZe ionizirati polarne i ne polarne molekule.
Ionizacija se dogada pri atmosferskom tlaku a moze biti pozitivna i negativna. Optimalna
temperatura ionizacije je oko 400 °C i1 dogada se u struji duSika. Kao i kod ESI ionizacije,
ionizacija APCI tehnikom dogada se pod atmosferskim tlakom u struji dusika. Ionizacija se, za
razliku od ESI ionizacije, dogada u plinskoj fazi, a uzrokuje ju prijenos naboja medu ionima, gdje
je inicijator ionizacije izbijaju¢a igla (2 — 5 kV) na samom ulazu pokretne faze i analita u
ionizator. Kaskadnim prijenosom naboja od N2*, O%" i NO* stvara se hidratni proton Hs0"(H20)n
koji kao vrlo reaktivni ion vrSi prijenos protona i naboja na molekulu analita. Kod negativne
ionizacije izbijajuca igla emitira elektrone koji u sudaru s neutralnim ¢esticama mogu formirati
ione O% ili O". Najveéi izvor negativnih iona u APCI ionizaciji su superoksidni anion O% i
odgovarajuéi hidrati i klusteri 0% [H20], i O* [0?]n. Nakon formiranja primarnih iona molekule

analita mogu se ionizirati prijenosom naboja ili protona (Cindri¢ i sur., 2009).

Maseni analizatori se dijele na kontinuirane i pulsne. U kontinuirane ubrajamo
kvadrupolni i magnetni, a u pulsne ionsku zamku, analizator na bazi vremena preleta, sa

dvostrukim fokusiranjem i drugi. Najcesce se koristi kvadrupolni, zbog manjih dimenzija uredaja,
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velike brzine snimanja spektra, visoke efikasnosti transmisije (broj iona koji stigne do detektora),

umjerenog vakuuma (p=~10~* mbar) i niske cijene (lvanov, 2008).

Kvadrupolni analizator (Slika 7) se sastoji od cetiri medusobno paralelne elektrode,
kojima se postize osnovni potencijal. Osnovni potencijal dvije susjedne elektrode je istog
intenziteta, ali razli¢itog predznaka. Dok prolaze kroz analizator, ioni se filtriraju na osnovu m/z
vrijednosti, tako da samo pojedini bivaju propusteni, jer imaju stabilnu putanju, dok su ostali
deelektrizirani na elektrodama. m/z vrijednost iona koji ¢e proc¢i kroz analizator, zavisi 0
jednosmjernom potencijalu (U), amplitudi naizmjeni¢nog potencijala (V) i frekvenciji

naizmjeni¢nog potencijala (o) (Ivanov, 2008).

Detektor

Elektroda

Izlazni zarez

Rezonantni ioni
Ioni

Nerezonantni ioni

Ulazni zarez

Slika 7. Prikaz kvadrupolnog analizatora (Ivanov, 2008)

Radio frekventni potencijal odbija, ili prenosi ione na osnovu m/z vrijednosti, fokusirajuci
ih naizmjeni¢no u razli¢itim ravnima. Elektriéno polje kvadrupolnog analizatora mijenja se
tokom vremena snimanja pri ¢emu nastaje trodimenzionalni val kretanja iona. Da bi stigli na
detektor, amplituda duz dvije osi treba biti takva da onemoguéi privlacenje iona od strane
elektrode. Odabirom odgovarajuc¢e radio frekvencije i potencijala, analizator ¢e propustati ione

veceg m/z odnosa do detektora, a ioni manjeg m/z odnosa privuéi ¢e elektrode (Ivanov, 2008).

Magnetni analizator ima vecu rezoluciju i opseg mase molekula koje se mogu analizirati
od kvadrupolnog analizatora, ali zahtjeva visi vakuum i Cesto sporije snima spektar. Tipic¢an
opseg rada je do 5000 m/z, ali moze i¢i i do 30 000 m/z. loni se takoder razdvajaju na bazi m/z

odnosa, ali u ovom slu¢aju primjenom magnetnog polja (Ivanov, 2008).
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U analizatoru sa vremenom preleta (TOF — Time Of Flight) ionski zrak iz ionskog izvora
putuje prema detektoru kroz vakuum gdje nema prisustva magnetnog polja. Vrijeme preleta je
funkcija mase iona i duzine putanje, izrazava se u us i moze se transformirati u m/z vrijednosti.
Ovi uredaji imaju visoku osjetljivost i sposobnost brzog skeniranja. Mogu se Kkoristiti za analizu

biomolekula velikih masa (Ivanov, 2008).

Ionska zamka skladisti ione za eksperiment ili analizu unutar odabranog opsega, m/z

odnos je odreden naponom, a uredaj zadrzava ione u povrsini prekrivenoj elektrodama.

Postoje dva nacina prikupljanja podataka tjekom MS analize:

1. SCAN - podrazumijeva snimanje kompletnog masenog spektra

2. SIM (Selected ion monitoring) — prate se samo odabrani ioni

SCAN tehnika podrazumijeva skeniranje mase u zadanom opsegu uz istovremeno
pracenje retencijskog vremena. Ovo omogucava identifikaciju analita. Zadani maseni opseqg i
brzina skeniranja kromatograma odreduju vrijeme pracenja odredene mase (dwell time). U toku
jednog ciklusa svaka masa iz zadatog opsega se registrira samo jednom. Ukupni ionski
kromatogram predstavlja graficki prikaz iz kojeg se dobivaju podaci o kvaliteti (retencijska
vremena) i kvantiteti (povrsina pika). Svaka tocka u ukupnom ionskom kromatogramu (TIC,
engl. Total ion chromatogram ) predstavlja zbir svih detektiranih iona. S druge strane, za svaku
tocku u memoriji kompjutera postoji cijeli maseni spektar dobiven SCAN tehnikom. Na bazi ovih
podataka moze se prikazati ionski kromatogram (IC). Njegovom upotrebom povecava se
selektivnost kod pikova koji se preklapaju u velikoj mjeri. Skeniranje se najéesce izvodi brzinom

od 0,5 do 1 scan/s. SCAN tehnika se vise koristi pri kvalitativnoj analizi (Ilvanov, 2008).

SIM tehnika se koristi u kvantitativnim odredivanjima. Prije njene upotrebe, da bi se
postigli optimalni uvjeti, mora se izvesti analiza SCAN metodom. SIM tehnikom detektiraju se
vrijednosti m/z samo reprezentativnih iona promatranih molekula. Vrijeme pracenja iona je vece
pa se samim tim povecava i osjetljivost ¢ak od 100 do 1000 puta. Karakteristi¢ni ioni, vrijeme

pocetka snimanja (start time) i vrijeme prac¢enja iona (dwell time) odabiru se na osnovu podataka
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dobivenih pomo¢u SCAN tehnike. SIM tehnika se moze koristiti i za kvalitativna odredivanja

komponenata u tragovima (lvanov, 2008).

2.1.3. Povezivanje LC i MS metoda

Tijekom posljednjih godina kombinacija teku¢inske kromatografije visoke djelotvornosti
(engl. high performance liquid chromatography, HPLC) i spektrometrije masa (engl. tandem
mass spectrometry, MS/MS) (kombinacija koja je takoder poznata kao HPLC-MS/MS), postala je
pouzdani analiti¢ki postupak. Medutim, postavljanje uredaja za HPLC-MS/MS je zahtjevno u

smislu validacije analiza te robusnosti mjerenja.

Tijekom posljednjih nekoliko godina dvojni maseni spektrometri (engl. tandem mass
spectrometers, MS/MS), takoder poznati kao “trostruki kvadropolni” maseni spektrometri, postali
Su znacajni i pouzdani rutinski analiticki uredaji. Ti su analizatori, osobito ako su povezani
tehnikama pripreme uzorka temeljene na tekucinskoj kromatografiji visoke ucinkovitosti
(HPLC), omogu¢ili provedbu kvantitativne i kvalitativne analize malih organskih molekula u

femtomolskom rasponu (Seger i sur., 2007).

......

labilne analite i analite s visokom molekulskom masom gdje je analiza pomoéu GC-MS
nemoguca. Naime ovom metodom postignuto je kratko vrijeme analize i visoka ucinkovitost

razdvajanja spojeva. Nedostatak ove metode je njezina niska osjetljivost (Suarez i sur.,2008).

Jedna od znacajnijih metoda je 1 HPLC s UV fluorescencijom , MS i tandem MS (MS /
MS) detektori pokazali su se vrlo u¢inkovit. Navedeni detektori zbog visoke osjetljivosti osim
odredivanja molekulske mase imaju sposobnost analize fenolnih spojeva u maslinovom ulju, koji

se u sloZzenim uzorcima matriksa nalaze na razinama tragova.

Spajanje tekucinske kromatografije i spektrometrije masa ograni¢ava otapala u HPLC-u
na hlapljive pufere 1 organske aditive radi izbjegavanja talozenja soli u masenom spektrometru.
Zbog toga su natrijevi/kalijevi fosfatni puferi, koji su bili ¢esto koristeni kao otapala u HPLC-

UV, morali biti zamijenjeni amonijevim formijatom ili acetatima. (Seger i sur., 2007)
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Uspjesnost primjene HPLC-MS/MS sustava gdje MS sluzi iskljuéivo kao detektor, zbog
svoje osjetljivosti na kontaminaciju i bilo kakvu nestalnost okoline, uvelike ovisi o prethodnoj

obradi uzorka i kontroliranim uvjetima u okolini.

Klimatizacija je u spektrometriji masa obvezatna, posebice ako je izabrana mala
prostorija. Dovodi plina i zraka pod pritiskom moraju udovoljiti zahtjevima proizvodaca koji
mogu premasivati kvalitete uobic¢ajene u rutinskoj laboratorijskoj okolini. Komplikacije u analizi
slozenih uzoraka “iz stvarnog svijeta” mogu nastati zbog kromatografskih interferencija, u¢inaka
medija, tvorbi adukata i nakupina, te potiskivanja iona zbog konkurentnih metabolita ili drugih

sastojaka matriksa. (Seger i sur., 2007)

Radni tok od primarnog neobradenog uzorka do konacne otopine uzorka u bocici za
HPLC mora se planirati isto toliko pazljivo kao 1 postavljanje kromatografskih uredaja koje
predstavlja kona¢ne korake proc¢is¢avanja uzorka. Na temelju osjetljivosti dostupnoga masenog
spektrometra, zatim odabranog pokusa, te poznavanja ciljne koncentracije analita koja se prati u
uzorku potrebno je provesti ili predkoncentraciju uzorka ili razrjedenje uzorka kao primarni
korak u pripremi. Visoki povrat analita iz matriksa mora se postici kako bi se osigurala robusnost

i preciznost analiza (Seger i sur., 2007).

Obvezan je 1 nadzor tlaka u kromatografskom sustavu jer je porast povratnog tlaka obi¢no
rani znak zacepljenja kolona za HPLC zbog talozenja medija. Kolone za HPLC mogu se blokirati
nakon dulje uporabe tako da preventivna zamjena moze smanjiti iskljuenost uredaja iz rada

(Seger i sur., 2007).

Ku¢iste ionskog izvora treba Cesto provjeravati radi vidljivih znakova kontaminacije, te
redovito Cistiti pokretne dijelove strojne podrsSke koji Stite MS kako bi se izbjegla kontaminacija

kvadropolova (Seger i sur., 2007).

Kvaliteta vakuuma ovisi 0 sustavu isisavanja; stoga se savjetuje Cesta provjera kvalitete
ulja u prvom stupnju sisaljke. Osim navedenog vazno je procijeniti postojanost svake mobilne
faze 1 materijala za pripremu uzoraka, ukljucujuéi 1 mati¢ne otopine internog standarda, a pravila

za pohranu uzoraka treba razviti ili primijeniti literaturne podatke (Seger i sur., 2007).
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2.2. VALIDACIJA ANALITICKIH METODA

Analiticke metode trebaju biti validirane kako bi se osigurala pouzdanost i to¢nost
analitickih podataka. Tako kaze »regulativa koja to i zahtijeva« zadnjih dvadesetak godina
(Lazari¢, 2012).

Hrvatska akreditacijska agencija ima uspostavljen, primijenjen i odrzavan sustav
upravljanja, temeljen na zahtjevima norme HRN EN ISO/IEC 17011, pripadnih normi i
normativnih dokumenata, koji se neprekidno unapreduje i poboljsava (HAA, 2016).

e Zakon o akreditaciji NN 158/03
o Ovim se Zakonom ureduje osnivanje i djelatnost tijela koje obavlja poslove
nacionalne sluzbe za akreditaciju, odreduje podrucje u kojemu se provodi
akreditacija te akreditacija u vezi s propisima o ocjenjivanju sukladnosti.
o Definira se akreditacijsko tijelo i podrucje akreditacije.
e Zakon o izmjenama i dopunama zakona o akreditaciji NN 75/09
e Zakon o izmjenama i dopunama zakona o akreditaciji NN 56/13
o Ovim se Zakonom (NN 5672013) utvrduje okvir za provedbu Uredbe (EZ) br.
765/2008 Europskog parlamenta 1 Vije¢a od 9. srpnja 2008. o utvrdivanju zahtjeva
za akreditaciju 1 za nadzor trZiSta s obzirom na stavljanje proizvoda na trziste.
Ovaj zakon propisuje nacionalno akreditacijsko tijelo kao ”Nadlezno tijelo za
provedbu Uredbe (EZ) br. 765/2008*.

Akreditacija se obavlja u skladu s medunarodnim (ISO, ISO/IEC) i europskim (EN)
normama, a koje su u Republici Hrvatskoj prihvacene kao hrvatske norme (HRN) (HAA, 2016).

e Ispitni i umjerni laboratoriji HRN EN ISO/IEC 17025

o Certifikacijske organizacije za proizvode HRN EN 45011

o Certifikacijske organizacije za sustave upravljanja kvalitetom HRN EN ISO/IEC 17021
o Certifikacijske organizacije za sustave upravljanje okoliSem HRN EN ISO/IEC 17021
o Certifikacijske organizacije za osobe HRN EN ISO/IEC 17024
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Nadzorne/inspekcijske organizacije HRN EN ISO/IEC 17020
Akreditaciju mogu provesti:

Ispitni laboratoriji - ispitivanja i mjerenja radi odredivanja danih svojstava i utvrdivanja
sigurnosti industrijskih proizvoda, sigurnosti i kvalitete hrane, zaStite zdravlja gradana,

zastite potroSaca 1 zastite okoliSa
Umjerni laboratoriji - umjeravanje mjerne i ispitne opreme
Certifikacijske organizacije - usluge certifikacije:

proizvoda u skladu s normama za proizvode i prema odredenim certifikacijskim shemama
sustava upravljanja kvalitetom (HRN EN ISO/IEC 9001)
sustava upravljanja okolisem (HRN EN ISO 14001) drugih sustava upravljanja (sigurnost,
zdravlje) osoba (ocjenitelji za sustave kvalitete, zavarivaci, ispitiva¢i za ne razorna

ispitivanja).

Nadzorne/inspekcijske organizacije - inspekcija u gradevinarstvu, proizvodnji tla¢ne
opreme, ekoloskoj poljoprivredi, distribuciji goriva, ovjeri mjerila, podru¢ju motornih

vozila i drugim podruc¢jima.

Akreditacija je postupak sluzbenog priznanja mjerodavne drZavne ustanove o

osposobljenosti za obavljanje zahtjeva ispitivanja i kontrole (hrane) (HAA, 2016).

2.2.1. Osnovna nacela validacije analiti¢kih metoda

Validacija analitickih metoda je postupak kojim dokazujemo da nasa metoda sluzi svrsi

koju smo joj namijenili, pa je prije svega potrebno znati odnosno definirati svrhu same metode.

Nakon toga vrsi se utvrdivanje postupaka, tj. planiraju se i provode eksperimenti ¢ije rezultate

treba prikupiti i prikazati kao dokaze o prikladnosti metode. Sigurno je da se isti postupci nece

primjenjivati na sve metode — razlicito se pristupa validaciji kvalitativnih i kvantitativnih metoda;

razlikuju se postupci validacije metode kojom se odreduje analit koji dominira u uzorku i one

kojom se odreduju tragovi u kompleksnoj matrici (Tablica 2). Svakoj se metodi pristupa
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individualno, procjenjuje se S$to treba napraviti za dokaz svrhovitosti. | struka i regulativa i

zakonodavstvo prihvatili su osam osnovnih parametara, tj. izvedbenih znacajki validacije:

e specificnost /selektivnost

e linearnost
e podrucje

e preciznost — ponovljivost, eng. repeatability — medupreciznost (eng. intermediate
precision) — obnovljivost (eng. reproducibility)

e to¢nost (eng. trueness)

e granica kvantifikacije

e granica detekcije

e stabilnost
Kombinacijom tih parametara formira se plan validacije za svaku metodu.

Specifi¢nost /selektivnost je svojstvo metode da tocno 1 specificno odredi zeljeni analit u
prisutnosti ostalih komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima ispitivanja. lako se u
praksi Cesto poistovjecuju, specificnost i selektivnost dva su razli¢ita svojstva metode. Specifi¢na
metoda je ona kojom se moze odrediti samo jedan specifi¢ni analit. Metoda kojom se moze
odredivati viSe komponenata istodobno, ali pod uvjetom da te komponente pri odredivanju ne
smetaju jedna drugoj, naziva se selektivnom. Selektivnost je nezaobilazan parametar za validaciju
vecine metoda. U praksi se dokazuje usporedbom odziva metode na referencijski materijal 1

analit u uzorku.

Linearnost je odredena kao moguénost metode da unutar odredenog podrucja daje ispitne
rezultate proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. U praksi se linearnost odreduje
mjerenjem odziva metode na razli¢ite poznate koncentracije referencijskog materijala;

preporucuje se najmanje pet koncentracijskih razina uz tri ponavljanja.

Podru¢je je raspon izmedu gornje i1 donje koncentracijske granice analita (granice su
ukljucene) u uzorku koje se mogu kvantificirati uz odgovarajucu preciznost, istinitost i linearnost.
Za odredivanje podruc¢ja neke metode nije potrebno provoditi zasebne eksperimente, nego se

zakljucci 1zvode iz studije linearnosti.
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Preciznost se odreduje kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog

homogenog uzorka pod propisanim uvjetima. Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje

razlikujemo:

preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili ponovljivost — pri ¢emu uvjeti ukljuuju jedan
laboratorij, istog analitiCara, istu aparaturu, kratko razdoblje.

medupreciznost — preciznost koja se ostvaruje unutar istog laboratorija u duljem razdoblju
uz o¢ekivane promjene nekih uvjeta (razli¢iti analiticari, instrumenti, kolone, reagensi iz

razli¢itih boca i razlicitih dobavljaca).

Istinitost metode definira se kao stupanj podudaranja izmedu stvarne, tj. prihvacene

referencijske vrijednosti, i srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj

puta. Istinitost metode moguce je procijeniti na nekoliko nacina:

usporedbom rezultata ispitivane metode s rezultatima dobivenim uhodanom
referencijskom metodom

analizom uzorka poznate koncentracije, npr. certificiranoga referencijskog materijala i
usporedbom izmjerenih rezultata i certificiranih vrijednosti

cijepljenjem matrice ili uzorka poznatom koncentracijom referencijskog materijala.

Granica detekcije/kvantifikacije najmanja je koli¢ina analita u uzorku koja se moZe

detektirati/kvantificirati uz odgovaraju¢u preciznost 1 tocnost. Odreduje se razrjedivanjem

osnovne otopine.

Robusnost se odreduje kao mjera otpornosti analitickog postupka na male, namjerne

promjene radnih uvjeta metode (Lazari¢, 2012).
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Tablica 2. Parametri za validaciju analitickih metoda razli¢itih namjena (Lazari¢, 2012)

e e e

Kvantitativna  Limit Test

_ ne da ne da
_ ne da ne da
_ ne da ne da
‘Selektivnost ~ da da da da
_ ne ne da ne
- ne da ne ne
‘Linearnost ~ ne da ne da
_ ne da ne da
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

Za razvoj 1 validaciju metode za odredivanje polifenola koriStena su 4 uzorka
djevi¢anskog maslinovog ulja s hrvatskog trziSta (Uzorak 1- 4). Validirana metoda koriStena je za
odredivanje udjela i sastava fenolnih spojeva djevi¢anskih maslinovih ulja s podrucja Istre.

Analizirana su tri ulja oznacena kao Istra 1, 21i 3.

Svi uzorci su do analize ¢uvani u malim boc¢icama od 25 mL bez prostora iznad ulja na -

20°C u mraku kako ne bi doslo do promjene fenolnog sastava.

3.1.2. Reagensi

Svi reagensi i otapala koji su se koristili bili su najmanje HPLC stupnja Cistoée. U izradi

ovog rada kao reagensi koriSteni su:

- voda
- metanol

- mravlja kiselina

Kako bi se stvorila baza podataka prema kojoj ¢e se kasnije identificirati spojevi u

matriksu koristene su slijedeci standardi .

- 4-hidroksibenzojeva kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- apigenin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- elaginska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- ferulinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- galna kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- genska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
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- hidroksitirosol (Extrasyntheses, Genay, Francuska)

- kavska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- klorogenska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- luteolin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- oleuropein (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- p-kumarinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- protokatehinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- salicilna kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- siringaldehid (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- siringinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- tirosol (Extrasyntheses, Genay, Francuska)

- trans-cimetna Kkiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)
- vanilin (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

- vanilinska kiselina (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, SAD)

3.1.3. Aparatura

Razdvajanje fenolnih spojeva je provedeno na C18 nepolarnoj koloni (Luna 250 mm x 4,6
mm, 5 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) instaliranoj na Agilent Technologies HPLC
1200 Series sustav sa binarnom pumpom, autosemplerom, DAD detektorom (Slika 8) i
kvadropolom Agilent Technologies MS 6130 Series s ESI ionizacijom.
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Slika 8. Prikaz HPLC sustava (Agilent Technologies, 2016)

3.2. METODE RADA

3.2.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Za ekstrakciju fenolnih spojeva djevi¢anskog maslinovog ulja koriStena je metoda
Medunarodnog vije¢a za masline (IOC, 2009) koja se temelji na neposrednoj ekstrakciji polarnih
spojeva maslinovog ulja pomoc¢u otopine metanola. Siringinska kiselina se koristi kao interni
standard. Otopina eksternog standarda, smjesa tirosola (30 ug ml™) i siringinske kiseline (15 pg
ml ) koristena je kako bi se koncentracija ukupnih i pojedinaénih fenola izrazila u mg tirosola kg
L ulja (10C, 2009).

U epruvetu od 10 ml odvaze se 4 g maslinovog ulja te se doda 1 ml otopine siringinske

kiseline (15 pg mL™). Epruveta se zatvori gumenim ¢epom te snazno protrese 30 sekundi.
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U epruvetu se doda 5 ml otopine metanol/voda (80/20) te ponovno protrese 1 minutu.
Fenolni spojevi se ekstrahiraju uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji 15 min na sobnoj temperaturi, a
nakon toga se metanolni sloj odvoji centrifugiranjem na 5000 o min™ kroz 25 minuta. Dobiveni
supernatant se pomocu plasti¢ne Sprice propusti kroz 0,45 um PVDF filter. Filtrirani uzorak

pomocu pipete prebaci se u staklene bocice za analizu.
e Priprema otopine eksternog standarda kalibracije

Pomocu analiticke vage odvagano je 0,03006 g tirosola i 0,01501 g siringinske kiseline u
tikvicu od 10 ml. Tikvica je do oznake nadopunjena prethodno pripremljenom otopinom
metanol/voda 80/20 (V/V). Od pripremljene otopine otpipetira se 100 ul u tikvicu od 10 ml.
Tikvica je nadopunjena do oznake otopinom metanol/voda 80/20. Dobivene koncentracije
kalibracijskih otopina su: tirosol 0,03006 mg ml? , siringinska 0,01501 mg ml*. Otopine se
¢uvaju na +4 °C (10C, 2009).

e Priprema otopine internog standarda

Od prethodno pripremljene otopine siringinske kiseline koncentracije 0,01501 mg ml*
odpipetiran je 1m u tikvicu od 100 ml. Tikvica je nadopunjena do oznake otopinom metanol/
voda 80/20. Finalna koncentracija otopine ostala je nepromijenjena. Otopina je ¢uvana na +4 °C
(10C, 2009).

3.2.2. Separacija fenolnih spojeva na HPLC-u

Razdvajanje fenolnih spojeva ekstrahiranih iz maslinovog ulja provedeno je na C18
nepolarnoj koloni (Luna 250 mm X 4,6 mm, 5 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD)
instaliranoj na Agilent Technologies (LC 1200) HPLC sustav. Kao mobilna faza koristene su 0,1
% otopina mravlje kiseline u vodi (mobilna faza A) i 0,1 % otopina mravlje kiseline u metanolu

(mobilna faza B).

Za razvoj metode koristena je otopina 24 fenolna spoja: galna kiselina (30 pug mil?),
klorogenska (30 pg ml?), gentska (30 pg ml?), kavska (30 pg ml?), vanilin (30 pg mi?),
siringaldehid (30 pg ml?), p-kumarinska (30 pg ml?), ferulinska (30 pg milY), siringinska (30 pg

ml), oleuropein (30 pg miY), salicilna (30 pg mi™2), hidroksitirosol (30 pg ml™?), protokatehinska
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(30 pg mlY), tirosol (30 pug ml?), 4-hidroksibenzojeva (30 pg ml™?), vanilinska (30 pg ml?), t-
cimetna (30 pug ml?), sinapinska (30 pug ml?), ruzmarinska (30 pug ml?), apigenin (30 pg mi?),
elaginska (30 pg ml?), luteolin (30 pug mi?), pinoresinol (30 pug mi™2). Fenolni spojevi koristeni
za pripremu otopine pripremljeni su iz postojecih koncentrata razrjedivanjem s 80% metanolom.
Kako bi se dobilo zadovoljavajuce razdvajanje fenolnih spojeva, optimirani su parametri metode i
to brzina protoka otapala, gradijent (Tablica 3), temperatura kolone te koli¢ina injektiranog
uzorka. Nakon optimiranja navedenih parametra, odabrana je metoda koja je koriStena za

razdvajanje fenolnih spojeva djevicanskog maslinovog ulja.

- Protok otapala: 1 ml min?
- Gradijent
A 0,1% mravlja kiselina u vodi

B 0,1% mravlja kiselina u metanolu

Tablica 3: Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

Vrijeme Volumni udio otopine B
(min) (%)

0 10

3 10

30 50

40 60

45 100

50 100

50,1 10

60 10

- Temperatura kolone 30 °C

- Kolic¢ina injektiranog uzorka 20 pl
3.2.3. ldentifikacija fenola pomoc¢u UV detektora

Za UV detekciju polifenola koristen je DAD detektor (Agilent Technologies 1200 Series
(Slika 9). Tijekom cijelog vremena trajanja analize snimani su UV spektri od 190 - 400 nm. UV

spektri standarada koriSteni su za izradu knjiznice spektara fenolnih spojeva. Fenolni spojevi
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djevic¢anskih maslinovih ulja identificirani su usporedbom retencijskih vremena s retencijskim

vremenima standarada, a kao dodatna potvrda kori$teni su spektri iz formirane knjiznice.

P— -

Slika 9. Prikaz DAD detektora (Agilent Technologies, 2016)

Uvijeti rada DAD detektora
- Valne duljine snimanja DAD detektora 280nm i 330nm
- Podrucje snimanja spektra od 190- 400nm
- Slit4nm

3.2.4. MS —analiza
MS analiza provedena je na uredaju Agilent Technologies MS 6130.

Nakon prolaska kroz HPLC kolonu mobilna faza dovodi uzorak kapilarom do MS
uredaja. Uzorak se uvodi u ionizator, a nakon toga u analizator u kojem dolazi do razdvajanja
iona. Razdvojeni ioni odlaze na detektor. Kako bi se postigli optimalni uvjeti detekcije optimirani

su parametri fragmentora i kapilarne voltaze.
Analizom dobivenih rezultata odabrani su uvjeti:
- kapilarna voltaza 3500 V

- fragmentor 150 V
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Osim samih uvjeta napravljen je i izbor ionizacije. lako uredaj omogucava koristenje obje
ionizacije ta moguc¢nost se eliminirala zbog pojave smanjenja selektivnosti te se odabrala ESI

ionizaciju koja je pokazala vecu ucinkovitost.
3.2.5. Kvantifikacija fenolnih spojeva

Za kvantifikaciju detektiranih spojeva koriSteni su kromatogrami snimljeni DAD
detektorom na 280 i na 330 nm. Spojevi su kvantificirani usporedbom odziva internog standarda
s odzivom svakog pojedinog pika (formula [2]). Kako bi se rezultati mogli izraziti kao udio
tirosola, svaki dan je prije pocetka rada injektiran eksterni standard koji je smjesa tirosola (0,030
mg ml?) i siringinske kiseline (0,015 mg ml?). Iz dobivenih vrijednosti povrina ispod pikova
izraCunati su faktori odziva (RF) i omjer faktora odziva (RRF) tirosola i siringinske kiseline

prema formulama [2] — [4].

A X 1000 X RRFsjr/tir X Wsir

koncentracija fenolnog spoja (mg/kg ) =

[2]

Asir XwW

gdje je:
A - povrsina ispod pika pojedinog fenolnog spoja
Asir - povrsina ispod pika siringinske kiseline
Wsir - masena siringinske kiseline (mg) dodane uzorke u 1 mL otopine internog
standarda
W - masa ulja koriStenog za analizu (g)
RRFsirtir — korekcijski faktor za izrazavanje rezultata preko tirosola (formula [3])

RFy4(siringinska kiselina)

RR Fsyr/tyr = [3]

RFy ) 4(tirosol)

gdje je
RF1. (siringinska kiselina)— faktor odziva siringinske kiseline koji se racuna po
formuli [4]

povrsina pika siringinske kiseline [4]

RFlpg (Slrmngka klselm) - ug injektirane siringinske kiseline

RF1yq (tirosol) - faktor odziva tirosola koji se ra¢una po formuli [5]

- %7 k . I
RF1yq (tirosol) = povriina pika tirosola 5

ug injektiranog tirosola
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3.2.6. Validacija
3.2.6.1. Definicija metode - svrha i namjena

Metoda za odredivanje sastava i koncentracije fenolnih spojeva u djevicanskom
maslinovom ulju razvijana je u Laboratoriju za tehnologiju ulja i masti, Zavod za prehrambeno-
tehnoloSko inZenjerstvo Prehrambeno-biotehnoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Sastav
fenola se odreduje prema referentnim standardima, dok se koncentracija odreduje usporedbom
povrsina ispod pika svakog pojedinog fenolnog spoja s povr§inom ispod pika internog standarda

poznate koncentracije.

3.2.6.2. Opis opreme i materijala
Potrebni materijali: - standardi fenolnih kiselina
- uzorci djevicanskog maslinovog ulja
Oprema i ostali materijal potreban za validaciju navedeni su u opisu metode.
3.2.6.3. Parametri validacije i kriteriji prihvatljivosti

Tablica 4. Parametri validacije i kriteriji prihvatljivosti

Parametar Kriterij prihvatljivosti
Selektivnost Informacija
Tocnost k>0,99
Preciznost
-ponovljivost mjerenja
Vremena zadrZavanja RSD <0,5%
PovrSine ispod pika RSD <5,0%
- ponovljivost pripreme uzorka RSD <5,0%
- medupreciznost RSD <5,0%
Linearnost k>0,99
Stabilnost mjernih otopina Informacija
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Parametri validacije i kriteriji prihvatljivost odabrani su prema preporukama danim u I0C
metodi (2009) za ponovljivost preciznost (Tablica 4). Tocnost i linearnost su parametri gotovo

uvijek odredivani u validaciji neke metode a kriteriji prihvatljivost odabrani su iskustveno.
3.2.6.4. Opis izvodenja validacijskih eksperimenata
Selektivnost

Selektivnost je moguénost metode da pod odredenim uvjetima to¢no odredi Zeljeni analit

u prisutnosti ostalih komponenata koje mozemo ocekivati u matriksu uzorka.

Selektivnost ispitivane metode provedena je pripremom otopine svih standarada.

Pripremljena otopina analizirana je pod zadanim uvjetima metode.
Linearnost

Za analizu linearnosti provesti mjerenje na pet ili vise koncentracijskih razina. Prema
propisu pripremljene su tri odvage nominalne koncentracije (1009 ug ml%, 1010 ug ml?, 1002 pg
ml?). Kako bi se dobile koncentracijske razine svaka od nominalnih koncentracija razrijedena je
2, 5, 10, 20, 40, 100 i 200 puta. Pripremljene otopine injektiraju se u kromatografski sustav.
Otopine je potrebno injektirati dva puta i izraunati srednju vrijednost povrSina, odrediti
jednadzbu regresijskog pravca, nagib, odsjecak te koeficijent korelacije. Rezultate prikazati

graficki.
Tocnost

Tocnost metode ispitati na pet odvaga matriksa cijepljenog odgovaraju¢im volumenima
otopine standarda tirosola u nominalnoj koncentraciji (150 ug ml™) tako da se postigne raspon od
50 — 150% tirosola. 1z podataka za priredene koncentracije i pripadaju¢ih odgovora detektora za
povrsine linearnom regresijom izracunati srednju vrijednost koncentracije, iskoriStenje 1 RSD.
Konstituirati pravac i odrediti korelaciju izmjerenih vrijednosti u odnosu na dodanu koli¢inu

tirosola.
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Preciznost
e Ponovljivost mjerenja

Ponovljivost mjerenja ispitati viSestrukim injektiranjem iste otopine Standarda tirosola.

Izracunati srednju vrijednost i RSD dobivenih povrSina pikova.
e Ponovljivost pripreme uzoraka

Ponovljiost pripreme uzorka ispitati visestrukom pripremom uzorka ekstrakata fenolnih
spojeva djevicanskih maslinovih ulja s trzista (Uzorci 1, 2 i 3). Provesti LC/MS analizu
pripremljenih ekstrakata. Izracunati srednje vrijednosti i RSD dobivenih udjela ukupnih

polifenola.
e Medupreciznost

Dva analiticara u periodu od nekoliko dana prepremiti po tri fenolna ekstrakta istog
uzorka ulja (Uzorak 4). Odrediti udjel ukupnih polifenola u uzorku injektiranjem pripremljenih

ekstrakata. Izracunati srednju vrijednost i RSD dobivenih rezultata.

Stabilnost mjernih otopina

Stabilnost mjernih otopina uzorka ispitati injektiranjem uzorka u periodu unutar tjedan
dana. Pripremljen ekstrakt polifenola istog uzorka razdijeliti u 13 staklenih bocica. Jednu
staklenu boc¢icu odmah injektirati u LC/MS. Ostale uzorke rasporediti u tri skupine po Cetiri
uzorka te skladistiti u mraku na sobnoj temperaturi, na temperaturi hladnjaka (+4 °C) te na
temperaturi zamrzivaca (-20 °C). Svaki uzorak injektirati dva puta i izracunati srednju vrijednost
injektiranja. Odrediti optimalnu temperaturu i maksimalno vrijeme skladiStenja pripremljenih

fenolnih ekstrakata.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Fenolni spojevi najznacajniji su antioksidansi u hrani, a njihova antioksidacijska aktivnost
ima pozitivan u¢inak na zdravlje spreCavajuci oksidacijski stres, a i time razvoj bolesti (Suarez i
sur., 2008). Iako se njihovo sustavno istrazivanje provodi ve¢ nekoliko desetlje¢a, odredivanje
fenola djevicanskog maslinovog ulja predstavlja izazov analitiCarima zbog specificnog sastava.
Vecinu fenola djeviCanskog maslinovog ulja ¢ine sekoiridoidi (Servili i Montedoro, 2002),
specificni spojevi Cija je identifikacija standardnim metodama i1 detektorima otezana zbog
nedostatka komercijalno dostupnih standarada. S obzirom da je na Zavodu za prehrambeno-
tehnoloSko inZenjerstvo nedavno nabavljen LC/MS uredaj koji bi mogao olaksati identifikaciju
specifi¢nih fenola za koje ne postoje komercijalno dostupni standardi, cilj ovog rada bio je razviti

i validirati metodu za odredivanje fenola djevi¢anskog maslinovog ulja.

4.1. RAZVOJ METODE ZA ODREDIVANJE POLIFENOLA U MASLINOVIM
ULJIMA

Za identifikaciju i odredivanje polifenola u maslinovom ulju kao tehnika odabrana je
tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti u kombinaciji s UV detekcijom i masenom
spektrometrijom (LC/MS).

Za LC/MS metodu odluéilo se zbog brojnih prednosti spektrometrije mase koje se navode
u literaturi kao $to su: niska granica detekcije, selektivnost, mogucnost analize velikog broja
uzoraka u kratkom vremenu te financijske isplativosti. MS analizatori povezani sa tehnikama
pripreme uzoraka temeljene na tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti omogucavaju

provedbu kvalitativne i kvantitativne analize malih organskih molekula (Seger i sur., 2007).

Isto tako za LC analizu umjesto moguée GC (gass cromatography) analize odlucilo se iz
sljedeceg razloga: ciljani spojevi ovog istrazivanja su fenolni spojevi koji su po svojoj prirodi
polarni spojevi. U sluc¢aju GC analize polarnih spojeva potrebno je provesti derivacijski korak
kako bi ona uopce bila moguéa (Suarez i sur., 2008). Zakljucilo se da bi taj korak uzrokovao

nepotrebnu manipulaciju uzorkom te da ¢e LC analiza dati zadovoljavajuce rezultate.
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Nakon odabira tehnike regulirani su i parametri razdvajanja. Molekule polifenola u svojoj
strukturi imaju hidroksilne i karboksilne skupine te ugljikovodi¢ne lance pa je za razdvajanje
izabrana C18 kolona obrnutih faza. Za razdvajanje fenolnih spojeva koriStena je gradientna
kromatografija u kojoj su se koristili razli¢iti omjeri mravlje Kiseline u vodi i mravlje kiseline u
metanolu u razli¢itim omjerima tijekom trajanja analize. U optimiranje parametara metode
ukljucena je i temperatura pri kojoj se provodi analiza i odabrana je temperatura kolone od 30 °C
zbog najboljeg razdvajanja pikova. Fenolni spojevi razdvojeni na koloni snimani su na dvije
valne duljine pomo¢u DAD detektora, 280 nm i 330 nm, te su dobiveni kromatogrami prikazani

na slikama 10 (280 nm) i 11 (330 nm).

mAu

p-kumarinska

.
s 28 501 - Ferulinska+sinapnska

24854 - Siringaldehid

Hidrokstirosol
~ 14310 - Protokatehinska

“ " min

Slika 10. Kromatogram smjese fenolnih spojeva snimljen na valnoj duljini od 280 nm

mAu

2 - Kavska

p-kumarinska

e 27 444

Galna
= 24 864 - Siningaldehid

y33.358 - Oleuropein
Salicilna

k45.170

Slika 11. Kromatogram smjese fenolnih spojeva snimljen na valnoj duljini od 330 nm
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Spojevi djevianskih maslinovih ulja identificirati ¢e se usporedbom njihovih vremena
zadrzavanja s vremenima zadrzavanja standarada (Tablica 5). Osim toga, tijekom cijelog
vremena trajanja analize snimani su UV spektri detektiranih spojeva (od 190-400 nm) te je

generirana knjiZznica podataka koja ¢e kasnije biti koriStena za pomo¢ pri identifikaciji spojeva.

Tablica 5. Vremena zadrzavanja fenolnih spojeva koristenih za razvoj metode

. Vrijeme zadrZavanja
Fenolni spoj .
(min)
Galna kiselina 8,980
Hidroksitirosol 13,100
Protokatehinska kiselina 14,450
Tirosol 17,760
4- hidroksibenzojeva kiselina 19,850
Klorogenska kiselina 21,070
Gentska kiselina 21,560
Vanilinska kiselina 22,110
Kavska kiselina 22,700
Siringinska kiselina 23,520
Vanilin 23,880
Siringaldehid 25,050
p-kumarinska kiselina 27,640
Ferulinska kiselina + sinapinska kiselina 28,700
Oleuropein 33,740
Elaginska kiselina 34,140
Salicilna kiselina 34,940
Pinoresinol 35,510
trans-cimetna kiselina 38,370
Luteolin 42,160
Apigenin 45,080

Nakon optimiranja parametara tekuéinske kromatografije i UV detekcije, u sustav je
spojen spektometar masa (MS) kojem je takoder bilo potrebno optimirati parametre analize.
Nakon optimiranja, odabrana je kapilarna voltaza od 3500 V i jacina fragmentora od 150 V.
Prilikom koristenja ovih uredaja javlja se problem kontaminacije, interferencije, uc¢inka medija,
tvorbi raznih nakupina te potiskivanja iona zbog drugih sastojaka matriksa. Stoga moZemo reci
da ovaj uredaj pokazuje visoku osjetljivost na kontaminaciju (Seger i sur., 2007). 1z navedenog

razloga tijekom analize Cesto je provodeno CiS¢enje uredaja prema uputama proizvodaca. Osim
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navedenih parametara odabrano je podru¢je i naCin snimanja spektra. Standardi koriSteni za
razvoj metode snimani su u SCAN nacinu rada detektora snimaju¢i molarne mase od 100-1000, a
snimani su i pozitivni i negativni molekulski ioni. Molarne mase molekulskih iona standarada

koristenih u razvoju metode prikazane su u tablici 6.

Tablica 6. Molarne mase fenolnih spojeva koriStenih za razvoj metode

Molekulski ion
Fenolni spoj Pozitivan Negativan

[M+H]* [M-H]
Galna kiselina / 169,1
Hidroksitirosol / 153,2
Protokatehinska kiselina / 153,1
Tirosol / 137,2
4- hidroksibenzojeva kiselina / /
Klorogenska kiselina / 353,1
Gentska kiselina / 153,1
Vanilinska kiselina / /
Kavska kiselina / 179,1
Siringinska kiselina / /
Vanilin / /
Siringaldehid / /
p-kumarinska kiselina / 163,2
Ferulinska kiselina + sinapinska kiselina | / /
Oleuropein / 539,3
Elaginska kiselina / /
Salicilna kiselina / 137,1
Pinoresinol / 357,4
trans-cimetna kiselina / 147,1
Luteolin / 286,1
Apigenin / 269,1

Iz rezultata prikazanih u tablici 6 vidljivo je kako masenim detektorom nisu odredeni
molekulski ioni za 4-hidroksibenzojevu, vanilinsku, siringinsku, ferulinsku, sinapinsku i
elaginsku kiselinu te za vanilin i siringaldehid, iako su ti standardi u istim koncentracijama

detektirani DAD detektorom. Razlog tome moze se pronaci u losijoj ionizaciji ovih spojeva ili
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pak u njihovoj interferenciji s matriksom. Svi ostali standardi detektirani spektrometrom masa
vidljivi su kao negativni molekulski ioni. Stoga je za analizu fenolnih spojeva djevicanskog
maslinovog ulja koriSteno samo snimanje negativnih molekulskih iona. Takoder, iz dobivenih
rezultata vidljivo je kako najve¢u molekulsku masu ima negativno nabijen ion oleuropeina
(539,3). Kako bi se poboljsala osjetljivost masenog detektora u SCAN nacinu rada, smanjeno je

podrucje snimanja na molarne mase od 100-550.

Nakon definiranja optimalnih uvjeta teku¢inske kromatografije, UV i masenog detektora,

definirana je metoda podvrgnuta postupku validacije.
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4.2. VALIDACIJA METODE ZA ODREDIVANJE POLIFENOLA U MASLINOVOM
ULJU

Analiticke metode trebaju biti validirane kako bi se osigurala pouzdanost i tocnost
analitickih podataka. To je postupak kojim se dokazuje da odabrana metoda sluzi svrsi koja joj je
namijenjena. U svrhu validacije metode za odredivanje polifenola u maslinovom ulju ispitani su

selektivnost, linearnost, to¢nost, preciznost, te stabilnost otopina.

Selektivnost je svojstvo metode da tocno i specificno odredi Zeljeni analit u prisutnosti
ostalih komponenata u matrici uzorka pod utvrdenim uvjetima ispitivanja (Lazari¢, 2012). Dobra
selektivnost metode postignuta je optimiranjem parametra kromatografije i parametara detektora
(DAD i MS). Pregledom kromatograma prikazanih na slikama 10 i 11 moze se utvrditi vrlo dobro
razdvajanje pikova. Iz kromatograma je vidljivo kako dolazi do koeluiranja samo kod ferulinske i
sinapinske kiseline. Zbog vrlo sliéne molekulske strukture (razlika izmedu te dvije fenolne
kiseline je samo u jednoj metoksi skupini vezanoj na benzenski prsten) i posljedi¢no vrlo sli¢noj
polarnosti tih dviju molekula, optimiranjem uvjeta kromatografije nije bilo moguce dobiti njihove
zasebne pikove. Vremena zadrZavanja svih 24 standarda koriStenih za razvoj metode prikazana u

tablici 5 takoder nam daju informaciju o dobroj selektivnosti definirane metode.

Pojam linearnosti definira se kao mogucnost metode da unutar odredenog podruéja daje
ispitne rezultate, u ovom slu¢aju povrsinu ispod pika, proporcionalne koncentraciji analita u
uzorku (Lazari¢, 2012). U tu svrhu pripremljene su tri serije uzoraka razli¢itih koncentracija
analita na sedam koncentracijskih razina. Kalibracijska krivulja prikazuje ovisnost povrsina
pikova tirosola dobivenih u kromatogramima standarda o njegovoj koncentracija (Slika 12).
JednadZzba pravca dobivena je linearnom regresijom metodom najmanjih kvadrata te je prikazana
u tablici 7. 1z grafickog prikaza zavisnosti povrSine o koncentraciji pripremljene otopine tirosola
(Slika 12) vidljiva je dobra linearnost ove metode u podru&ju od 5 pg mL™* do 505 pg mL*, sto
potvrduje i koeficijent korelacije koji iznosi 0,999196.
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Slika 12. Graficki prikaz zavisnosti povrSine pika tirosola o koncentraciji pripremljene otopine

Tablica 7. Rezultati zavisnosti povrSine pika tirosola o koncentraciji pripremljene otopine
dobiveni regresijskom analizom

Jednadzba pravca y=7,737x - 2,487
Nagib 7,737

Odsjecak -2,486683

Broj mjerenja 15

Koeficijent korelacije 0,9992

Iz rezultata za linearnost graficki je prikazano podrucje linearnosti koje predstavlja odnos
omjera povrsina/koncentracija i log koncentracije (Slika 13). Iz prikaza je vidljivo kako je

metoda linearna u cijelom ispitivanom rasponu koncentracija (od 5 do 505 pg mL™)
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Slika 13. Prikaz podrucja linearnosti

Tocénost metode definira se kao stupanj podudaranja izmedu stvarne i srednje vrijednosti
dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj puta (Lazari¢, 2012). Tocnost je odredena
analizom otopina tirosola poznatih koncentracija na Cetiri koncentracijske razine unutar podrucja
linearnosti metode. Za svaku koncentraciju izvrSena su tri mjerenja. 1z dobivenih povrsina ispod
pikova tirosola izratunata je koncentracija pomocu jednadzbe pravca konstruirane prilikom
odredivanja linearnosti metode. Odreden je analiti¢ki prinos kao omjer srednje vrijednosti
izmjerene koncentracije i stvarne koncentracije te je izrazen kao postotak. Iz dobivenih
vrijednosti izracunato je relativno standardno odstupanje (RSD vrijednost) koja iznosi 3,30%

(Tablica 8) sto je unutar prihvatljivih vrijednosti zadanih validacijskim protokolom.
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Tablica 8. To¢nost metode za analizu sadrzaja tirosola

Pripremljena koncentracija | 1zmjerena koncentracija Analiti¢ki prinos
(ng mL™) (ng mL™) (%)

37,50 36,45 97,21

18,75 16,88 90,03

0,00 0,00 100,00

7,50 6,88 91,72

srednja vrijednost 94,74

RSD % 3,30

Rezultati su prikazani i graficki (Slika 14) kao odnos pripremljene i izmjerene

koncentracije te se regresijskom analizom izrazila jednadzbu pravca (Tablica 9). Dobiveni

koeficijent korelacije iznosi 0,9984 §to pokazuje dobru to¢nost ispitivane metode.
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Slika 14. Graficki prikaz odnosa pripremljene i izmjerene koncentracije
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Tablica 9. Rezultati dobiveni regresijskom analizom za to¢nost

Jednadzba regresijskog pravca y =0,9717x - 0,4336
Nagib 0,9717

Odsjecak -0,4336

Koeficijent korelacije 0,9984

Broj mjerenja 5

Preciznost pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz istog uzorka pri istim
uvjetima. Obi¢no se provodi pet ili viSe mjerenja na 2-3 razli¢ite koncentracije. Izrazava se kao
standardno odstupanje (SD), relativno standardno odstupanje (RSD) ili interval pouzdanosti oko
srednje vrijednosti. Moze biti iskazana kao repetabilnost (ponovljivost), medupreciznost i

obnovljivost (reproducibilnost) (Lazari¢, 2012).

Ponovljivost je podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem istog uzorka istom

metodom pod istim uvjetima (isti analitiar, instrument i laboratorij) u kratkom vremenskom

periodu (Lazari¢, 2012).

Ponovljivost pripreme standarda ispitana je uzastopnim injektiranjem otopine tirosola
poznate koncentracije koja se nalazi unutar koncentracijskog podrucja linearnosti. Rezultati kao i

RSD vrijednosti prikazani su u Tablici 10.

Tablica 10. Podatci o ponovljivosti mjerenja za standard tirosola

Redni broj injektiranja Vrijeme zadrzavanja Povrsina
(min) (mAU*s)

1 17,56 358,55

2 17,63 351,55

3 17,64 341,23

4 17,64 326,96

5 17,67 327,44
Srednja vrijednost 17,63 341,14
RSD% 0,20 3,71

Iz rezultata je vidljivo kako nema znacajnih odstupanja u vremenima zadrzavanja standarda

a 1 sva su izmjerena vremena zadrzavanja unutar 0,1 min. Dobru ponovljivost pokazuje i RSD
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vrijednost koja je unutar zadanih granica prihvatljivosti (<0,5%). Izracunata je 1 RSD vrijednost
za povrSinu ispod pika tirosola te ona iznosi 3,71% Sto takoder ulazi u zadane granice

prihvatljivosti (< 5%).

Ponovljivost pripreme uzorka za odredivanje polifenola ispitana je pomocu tri ulja
kupljena na trziStu. Od svakog ulja pripremljena su po tri fenolna ekstrakta, a svaki ekstrakt
injektiran je dva puta po zadanoj metodi. Iz dobivenih rezultata (Tablica 11) izrazene su srednje i
RSD vrijednosti za svaki analizirani uzorak. RSD vrijednost iznose od 2,99 do 4,41 $to je unutar

granice prihvatljivosti odredene validacijskim protokolom (Tablica 4).

Tablica 11. Koncentracija polifenola uzoraka djevi¢anskog maslinovog ulja s trzista koriSteni za
odredivanje ponovljivosti pripreme uzorka

Koncentracija ukupni polifenola

mg kg*
Broj mjerenja Uzorak* 1 Uzorak 2 Uzorak 3
1 347,50 324,19 364,74
2 370,80 353,44 334,44
3 378,80 329,24 328,43
4 373,82 324,60 340,24
5 371,98 320,98 333,17
6 364,94 352,15 325,67
Srednja vrijednost 367,97 334,10 337,78
RSD% 2,99 4,41 4,19

*uzorci maslinovih ulja s trziSta

Medupreciznost odredena je tako da su dva analitiCara zasebno pripremila svoje uzorke.
Za pripremu uzorka koristeno je isto ulje (Uzorak 4) ali je svaki analitiCar pripremio svoje
mobilne faze i reagense. Iz dobivenih rezultata izrazena je srednja i RSD vrijednost. RSD iznosi

3,77 $to ulazi u zadano podrucje. Prikaz rezultata za medupreciznost nalazi se u tablici 12.
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Tablica 12. Rezultati medupreciznosti metode

Mijerenje Koncentracija ukupnih polifenola
(mg kg™)

520,64

508,07

505,16

491,65

496,60

o O | W| N

465,53

Srednja vrijednost 497,94

RSD % 3,77

Stabilnost otopine pokazuje odrzivost uzorka obzirom na temperaturu i vrijeme
skladistenja (Lazari¢, 2012). Stabilnost je odredena pripremanjem uzorka 4 te njegovim
skladistenjem na sobnoj temperaturi, + 4 °C i -20 °C. Mjerenja su provedena na dan pripreme

uzorka te nakon 1, 2, 4 i 8 dana skladistenja. Dobiveni rezultati prikazani su graficki na slici 15.
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Slika 15. Grafi€ki prikaz promjene udjela ukupnih polifenola ovisno o temperaturi i viemenu

skladiStenja
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Iz grafickog prikaza vidljivo je kako tijekom prva dva dana dolazi do blage degradacije
uzorka neovisno o temperaturi skladiStenja. Nakon drugog dana uocene su veée razlike u
degradaciji polifenola u odnosu na temperaturu skladistenja. Naime uzorci na sobnoj temperaturi
1 na temperaturi hladnjaka (+4 °C) pokazuju puno veci pad fenola u odnosu na uzorke skladistene
na -20 °C. To je vidljivo i iz nagiba pravaca koji je za uzorke skladiStene na sobnoj temperaturi i
u hladnjaku vrlo sli¢an (-84,189 i -81,826) dok za uzorke skladiStene u zamrzivacu na -20 °C ta
vrijednost iznosi -14,238 (Tablica 13). 1z toga se zakljuCuje da uzorci koji su predvideni za
skladiStenje  dulje od dva dana moraju  biti

pohranjeni na  temperaturi

-20 °C kao bi degradacija uzorka bila §to manja.

Tablica 13. Prikaz rezultata stabilnosti otopine ovisno o temperaturi i vremenu skladiStenja
dobivenih regresijskim modelom
Sobna temperatura

+4°C -20°C

JednadZzba pravca

y = -84,189x+8678,2

y = -81,826x+8801,3

y = -14,238x+8579,1

Nagib -84,189 -81,826 -14,238
Odsjecak 8678,2 8801,3 8579,1
Broj mjerenja 5 5 5
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4.3. SASTAV I UDIO FENOLA ANALIZIRANIH DJEVICANSKIH MASLINOVIH
ULJA

Razvijena i validirana metoda koriStena je za odredivanje sastava i udjela fenolnih spojeva
u tri djevicanska maslinova ulja s podrucja Istre. Na Slici 16 prikazan je kromatogram sastava
fenola uzorka Istra 1 snimljen DAD detektorom na 280 nm. Iz rezultata je vidljivo kako su u
uzorku detektirani hidroksitirosol, tirosol, p-kumarinska kiselina, pinoresinol i luteolin. Ti su
spojevi identificirani usporedbom njihovih retencijskih vremena s retencijskim vremenima
standarada, te takoder usporedbom UV spektara snimljenih DAD detektorom. Osim navedenih
spojeva, u uzorku je detektiran i dialdehidni oblik eleonolne kiseline vezan na 3,4-DHPEA (3,4-
DHPEA-EDA). lako za navedeni spoj nije koristen standard u ovom radu, njegova identifikacija
provedena je koriste¢i maseni spektar snimljenog spoja. 3,4-DHPEA-EDA javlja se na
kromatogramu na 31,8 min, a njegov snimljen molekulski ion iznosi 319,2. Usporedbom mase
molekulskog iona s podacima iz literature (Suarez i sur., 2008), moze se zakljuciti da se radi o
3,4-DHPEA-EDA. Snimljeni maseni spektri fenolnih spojeva otkrili su takoder i dvije skupine
spojeva koje imaju zajednicki molekulski ion (377,2). Usporedbom mase molekulskog iona s
rezultatima ranije objavljenim u radu Suareza i suradnika (2008) moze se zakljuciti da se radi o
derivatima oleuropeina. Masa negativnog molekulskog iona aglikona oleuropeina prema literaturi
iznosi 377. Stoga su dvije skupine spojeva, tri pika oko 33. i Cetiri pika od 37. do 41. minute, na

kromatogramu oznacene kao grupe oleuropein aglikona 11 2.

Na prikazanom kromatogramu izdvojena je jo$ jedna grupa spojeva (3 pika) s vremenom
zadrZavanja oko 36 minute. To su spojevi kojima nije bilo moguce odrediti molekulske ione,
vjerojatno zbog nizih koncentracija ili zbog prisutnih interferencija s matriksom. No sva tri
navedena spoja pokazuju UV spektar vrlo slican spektru tirosola. Stoga mozemo zakljuéiti da se
vjerojatno radi o derivatima tirosola prisutnima u analiziranom djevi¢anskom maslinovom ulju.
Ti su spojevi na kromatogramu oznaceni kao grupa sekoiridoida. Nakon 42. minute analize
detektiran je veci broj spojeva koje nismo uspjeli identificirati zbog nedostatka standarada te

zbog manje osjetljivost MS detektora u SCAN nacinu rada koji je koriSten u ovoj analizi.
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Slika 16. Kromatogram fenolnih spojeva u uzorku djevi¢anskog maslinovog ulja Istra 1 snimljen DAD detektorom na 280 nm
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Tablica 14. Sastav i udio (mg kg™) polifenola djevi¢anskim maslinovih ulja s podrugja Istre

Molekulski | Uzorak DMU

Fenolni spoj I[(IJ\;II-H]' Istra 1 Istra 2 Istra 3
Hidroksitirosol 5,14 4,55 2,92
Tirosol 1,62 1,98 2,07
p-kumarinska kiselina 4,76 0,00 0,00
3,4-DHPEA-EDA 319,2 143,47 146,99 132,88
Grupa oleuropein aglikona 1 377,2 117,35 52,48 39,75
Pinoresinol 52,01 60,65 59,41
Grupa sekoiridoida 1 20,00 11,36 9,19
Grupa oleuropein aglikona 2 377,2 136,84 150,15 163,11
Luteolin 9,65 6,39 6,11

¥ neidentificiranih fenolnih spojeva 176,00 166,38 166,77
Ukupni fenoli 667,34 600,85 582,21

Rezultati udjela fenolnih spojeva u analiziranim djevi¢anskim maslinovim uljima
prikazani su u Tablici 14. Iz rezultata je vidljivo kako je dominantni fenolni spoj 3,4-DHPEA.-
EDA koji €ini od 20 do 25 % ukupnih polifenola djevi¢anskog malinovog ulja. Ti su podaci u
skladu s vrijednostima objavljenim u literaturi (Servili i sur., 2004) gdje se navodi kako je
prosjeéna koncentracija navedenog spoja 185,7 mg kg?. Slijedi ga pinoresinol s
koncentracijama od 52,01 do 60,65 mg kg™. Najzastupljenija skupina fenola u analiziranim
djevianskim maslinovim uljima su sekoiridoidi (3,4-DHPEA-EDA, grupa oleuropein
aglikona 1 i 2 te grupa sekoiridoida) koji ¢ine gotovo 2/3 detektiranih spojeva. U analiziranim
uljima su detektirani jo§ u niskim koncentracijama (<10 mg kg™) i flavoni (luteolin), fenolni
alkoholi (hidroksitirosol i tirosol) te od fenolnih kiselna samo p-kumarinska i to samo u
uzorku Istra 1. Ti su rezultati u skladu s literaturom u kojoj se navodi kao sekoiridoidi ¢ine

dominantnu skupinu fenola djevi¢anskog maslinovog ulja (Servili i sur., 2004).

Svi analizirani uzorci sadrze znacajne udjele neidentificiranih fenolnih spojeva, od
kojih veci dio vjerojatno takoder pripada skupini sekoiridoida. Vise od 25 % neidentificiranih
spojeva upucuje na potrebu upotrebe sofisticiranije opreme koja bi omoguéila potpunu
karakterizaciju fenolnog sastava

djevicanskih maslinovih ulja.
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5. ZAKLJUCCI

Na osnovu dobivenih rezultata i provedene rasprave izvedeni su slijede¢i zakljucci:

Optimiranjem parametara LC/MS uredaja postignuto je dobro razdvajanje i detekcija
fenolnih spojeva S§to se 1 oCituje u rezultatima vremena zadrzavanja te rezultatima

o¢itanih molekulskih iona.

Validacijom odabranih parametara (selektivnosti, linearnosti, to¢nosti, ponovljivosti i
stabilnosti) pokazalo se da metoda zadovoljava postavljene kriterije prihvatljivosti te

da je prikladna za odredivanje polifenolnog sastava djevi¢anskog maslinovog ulja.

Sekoiridoidi su dominantna skupina analiziranih djevicanskih maslinovih ulja s
podrucja Istre i ¢ine gotovo 2/3 ukupnih polifenola. 3,4-DHPEA-EDA dominantni je
fenolni spoj s udjelom od 132,88 do 146,99 mg kg™. Uz njih identificirani su jos i

hidroksitirosol, tirosol, p-kumarinska kiselina, pinoresinol i luteolin.
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