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UVJETI PROVODENJA FAST BLUE BB TESTA ZA ODREDIVANJE UKUPNIH
FENOLA U DJEVICANSKOM MASLINOVOM ULJU

SAZETAK

U ovom su radu istrazeni razli€iti uvjeti provodenja Fast Blue BB testa za spektrofotometrijsko
odredivanje ukupnih fenola izravno na djevicanskom maslinovom ulju. Kombinirane su
razlicite tehnike mijesanja uzoraka ulja s Fast Blue BB reagensom u alkalnom pH (mijesanje
na horizontalnoj tresilici, vorteksiranje i reakcija u ultrazvu¢noj kupelji) s razli¢itim vremenom
trajanja (10, 20 i 30 minuta). lako se najvisi maseni udio fenola dobiva reakcijom u ultrazvu¢noj
kupelji kroz 20 minuta (420,4 mg/kg), kao najprikladnije je odabrano vorteksiranje u trajanju
20 minuta (364,1 mg/kg) zbog prakti¢nosti izvedbe. Maseni udjeli ukupnih fenola i vode u svim
monosortnim industrijski filtriranim (na filtarskoj presi) djevi¢anskim maslinovim uljima nizi
su od onih u uljima izbistrenim prirodnim dekantiranjem. Samo su kod ulja sorte Leccino te
razlike 1 statisticki znacajne (za 4,7% nizi udio ukupnih fenola te za 27% nizi udio vode U
odnosu na prirodno dekantirano ulje). Provjerom stabilnosti etanolne otopine Fast Blue BB
reagensa ¢uvane u hladnjaku (4 °C) i zamrzivacu (-20 °C) 30 dana, utvrdeno je da je Fast Blue
BB reagens prihvatljivo ¢uvati do pet dana u hladnjaku, budu¢i da se nakon reakcije s kavskom
kiselinom apsorbancije kod ¢uvanja u hladnjaku smanjuju za 3%, a kod ¢uvanja u zamrzivac¢u
za 5%.

Kljuéne rije¢i: fenoli, Fast Blue BB test, djevi¢ansko maslinovo ulje, filtracija



THE FAST BLUE BB ASSAY CONDITIONS FOR THE DETERMINATION OF
TOTAL PHENOLS IN VIRGIN OLIVE OIL

SUMMARY

In this study, different conditions for conducting the Fast Blue BB assay for the
spectrophotometric determination of total phenols directly on virgin olive oil were investigated.
Different techniques for mixing oil samples with the Fast Blue BB reagent in alkaline pH were
combined (mixing on a horizontal shaker, vortexing and reaction in an ultrasonic bath) with
different durations (10, 20 and 30 minutes). Although the highest mass fraction of phenols was
obtained after the 20-minute reaction in the ultrasonic bath (420.4 mg/kg), the 20-minute
vortexing (364.1 mg/kg) was chosenas the most acceptable and practical for further
application. Mass fractions of total phenols and water in all monovarietal industrially filtered
(with a filter press) virgin olive oils are lower than those in oils clarified by natural
decantation. These differences are statistically significant only in Leccino oil (mass fraction of
total phenols 4.7% lower and water content 27% lower than in naturally decanted oils). The
study of the stability of the ethanol solution of the Fast Blue BB reagent stored for 30 days in
the refrigerator (4 °C) and in the freezer (-20 °C) showed that the storage of the Fast Blue BB
reagent for up to five days in the refrigerator is acceptable, as absorbance values after reaction
with caffeic acid decreased by 3% and 5% during storage in the refrigerator and freezer,
respectively.

Key words: phenols, Fast Blue BB test, virgin olive oil, filtration
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1. UvVOD

Za razliku od vecine biljnih ulja, djevicansko maslinovo ulje (DMU) se dobiva
mehanickom ekstrakcijom uglavnom iz pulpe ploda masline (Olea europea L.) te manjim
dijelom iz sjemenke ploda (Boskou, 2006). Dobiveno ulje jedinstvenog je sastava i specificnog
okusa i mirisa te se zbog toga moze konzumirati izravno nakon ekstrakcije (Saroli¢ i sur., 2014).
Ovisno o fizikalno-kemijskim i senzorskim svojstvima, maslinovo ulje se klasificira u razli¢ite
kategorije kvalitete. Unutar DMU, ekstra DMU je ulje najvise kvalitete, s niskim udjelom
slobodnih masnih kiselina, koji ukazuje da je ulje dobiveno od zdravih maslina koje su
preradene u kratkom roku nakon branja (Uredba 1308/2013). Bioloska, nutritivna i zdravstvena
svojstva DMU znanstveno su utemeljena te se zbog toga biljezi porast konzumacije DMU u
cijelom svijetu. DMU ima blagotvorne ucinke na ljudsko zdravlje zahvaljuju¢i specificnom
kemijskom sastavu, tj. visokom sadrzaju nezasi¢enih masnih kiselina i visokom sadrzaju

prirodnih antioksidansa (Jimenez-Lopez i sur., 2020; Saroli¢ i sur., 2014).

Fenolne tvari DMU, zasluzne su za mnoge uc¢inke na ljudsko zdravlje koji su uglavnom
povezani s njihovim antioksidativnim svojstvima. Udio fenolnih tvari u DMU moze varirati od
50 do 1000 mg/kg ulja ovisno o sorti masline, procesu ekstrakcije ulja i uvjetima skladiStenja
ulja. Doprinose karakteristicnoj voénosti, goréini, pikantnosti i trpkosti DMU, kao i
oksidacijskoj stabilnosti. Stoga, podatak o udjelu fenolnih tvari pruza vrijednu informaciju o
nutritivnoj, kemijskoj i senzorskoj kvaliteti DMU (Siano i sur., 2022; Boskou, 2009). U
oznacavanju DMU mozZe se koristiti zdravstvena tvrdnja ,,Polifenoli maslinovog ulja doprinose
zastiti lipida u krvi od oksidativnog stresa.“, kada ulje sadrzi najmanje 5 mg hidroksitirosola i
njegovih derivata (oleuropein i verbaskozid) u 20 g ulja, tj. najmanje 250 mg/kg ulja (Uredba
432/2012). Pokazalo se da se ova zdravstvena tvrdnja nedovoljno koristi. Jedan od moguéih
razloga za to je nedostatak jednostavne metode za odredivanje i kvantificiranje fenolnih spojeva
(Siano i sur., 2022).

U ovom radu ispitano je nekoliko kombinacija tehnika i trajanja emulgiranja kod
provodenja Fast Blue BB testa za odredivanje ukupnih fenola u DMU. Test se isti¢e svojom
jednostavnoséu, brzinom, pouzdanoscu i niskom cijenom u odnosu na dosad koriStene metode

za kvantifikaciju fenolnih spojeva u DMU.



2. PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

2.1. Kemijski sastav i nutritivna vrijednost djevi¢anskog maslinovog ulja

DMU su hladno presana ulja iznimne nutritivne vrijednosti zahvaljujuéi specificnom
kemijskom sastavu. Osobito se isti¢e visoka zastupljenost oleinske masne kiseline te hidrofilnih

i lipofilnih antioksidansa.

DMU sadrzi osapunjivu i neosapunjivu frakciju. Osapunjivu frakciju uglavnom ¢ine
triacilgliceroli, diacilgliceroli, monoacilgliceroli, slobodne masne kiseline, fosfolipidi i
voskovi, a oni ¢ine od 98,5% do 99,5% sastava ulja. Neosapunjiva frakcija sastoji se od
ugljikovodika, fenolnih spojeva, tokoferola, sterola, pigmenata i hlapljivih spojeva koji ¢ine
oko 0,5% do 1,5% sastava ulja (Saroli¢ i sur., 2014).

Triacilgliceridi u svom sastavu sadrze masne kiseline. U DMU najzastupljenije masne
kiseline su nezasicene masne kiseline od kojih prevladava jednostruko nezasi¢ena oleinska
masna kiselina. Njezin udio u sastavu masnih kiselina DMU moze biti u rasponu od 55% do
85% i jedan je od pokazatelja autenti¢nosti DMU (Uredba 2022/2104). Oleinska kiselina
uvelike doprinosi bioloskoj i nutritivnoj vrijednosti DMU, kao i prisutnost visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina poput linolne i a-linolenske masne kiseline. Visok udio oleinske
kiseline, koja je otpornija prema oksidaciji od visestruko nezasi¢enih masnih kiselina, u
kombinaciji s visokim udjelom fenolnih tvari osigurava stabilnost DMU prema oksidaciji. Udio
zasi¢enih masnih kiselina (uglavnom palmitinske i stearinske) u DMU je manji i iznosi oko
14% od ukupnih masnih kiselina. Ovakav sastav masnih kiselina povezan je sa zastitnim
ucincima od koronarnih i autoimunih bolesti, prevencijom tromboze te regulacijom krvnog

tlaka (Jimenez-Lopez i sur., 2020).

Sastav masnih kiselina u DMU je razli¢it i uvjetovan raznim ¢imbenicima. Najveci
utjecaj na sastav masnih kiselina u DMU imaju genetski ¢imbenici tj. sorta masline, te
meteoroloski uvjeti uzgoja (Klepo i Benci¢, 2014; Koprivnjak i sur., 2012). Sastav masnih

kiselina u sortnim DMU istrazivanim u ovom radu prikazani su u tablici 1.



Tablica 1. Sastav masnih kiselina (iskazan u % od ukupnih masnih kiselina) sortnih

djevicanskih maslinovih ulja (prilagodeno prema Koprivnjak i sur., 2012).

Masna kiselina Istarska bjelica Leccino Rosulja
Palmitinska (C16:0) 12,1 +0,8* 13,5+1,1 13,5+1,1
Stearinska (C18:0) 3,1+0,6 1,9+0,3 2,4+0,4
Arahinska (C20:0) 0,6 +0,1 0,4+0,1 0,4+0,1
Oleinska (C18:1) 76,1+£2,0 75,7+1,5 70,7+ 1,6
Palmitoleinska (C16:1) 0,9+0,3 1,1+0,3 1,4+0,7
Eikosenska (C20:1) 0,3+0,1 0,3+0,1 0,3+0,1
Linolna (C18:2) 6,2+1,2 6,3+ 1,0 104+1.2
a-Linolenska (C18:3) 0,5+0,1 0,7+0,2 0,8+0,1

*Rezultati su iskazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija podataka o udjelu masnih kiselina u uljima dobivenim
u dvije uzastopne godine berbe (2010. i 2011.); broj uzoraka: Istarska bjelica 98, Leccino 48, Rosulja 19.

Neosapunjivi spojevi su uglavnom sekundarni metaboliti ploda i stabla masline te imaju

znatno manji udio u DMU, ali imaju veliku vaznost kao prirodni antioksidansi, te daju okus,

miris i boju DMU (Klepo i Benci¢, 2014).

Nutritivnoj vrijednosti DMU doprinose i tokoferoli, lipofilni spojevi s vitaminskim i

antioksidacijskim djelovanjem, a njihov udio krece se od 100 do 300 mg/kg ulja i ovisi 0 sorti

masline (Boskou i sur., 2006; Koprivnjak i sur., 2012; tablica 2). Najzastupljeniji tokoferol u

DMU je a-tokoferol (oko 90%), koji ima izrazitu biolosku aktivnost u odnosu na ostale

tokoferole (8-, y- i o-tokoferol) koji su u manjoj mjeri zastupljeni u DMU (Boskou i sur., 2006).

Alfa-tokoferol neutralizira djelovanje slobodnih radikala i sprjeCava lancane reakcije

peroksidacije masnih kiselina na razini stani¢nih membrana (Mariotti i Peri, 2014).

Tablica 2. Maseni udio ukupnih tokoferola u sortnim djevi¢anskim maslinovim uljima

(prilagodeno prema Koprivnjak i sur., 2012).

Istarska bjelica Leccino

Rosulja

ukupni tokoferoli (mg/kg)* 109,5 + 33,0 315,0+69,5

281,0 £ 63,5

*Rezultati predstavljaju srednju vrijednost + standardna devijacija podataka o ukupnim tokoferolima u uljima dobivenim u
dvije uzastopne godine berbe (2010. i 2011.); broj uzoraka: Istarska bjelica 98, Leccino 48, Rosulja 19.

Hidrofilne fenolne tvari su snazni polarni antioksidansi

u DMU. Njihovo

antioksidacijsko djelovanje pospjesuje prisutnost tokoferola posebice kada je udio fenola u ulju



relativno nizak. Svojim sinergistickim djelovanjem doprinose oksidacijskoj stabilnosti i

trajnosti DMU (Boskou, 2009).

2.2. Fenolne tvari u djevicanskom maslinovom ulju

Fenolne tvari velika su skupina sekundarnih biljnih metabolita koje u strukturi imaju
aromatski prsten na koji je vezana jedna ili viSe hidroksilnih skupina. U posljednje vrijeme
predmet su brojnih istrazivanja jer uvelike utje¢u na senzorska svojstva i nutritivnu vrijednost
DMU (Mariotti i Peri, 2014). Plod masline sadrzi veliku koli¢inu fenolnih spojeva koji su
pretezno zastupljeni u pulpi ploda (1-3% svjeze mase) i koji tijekom prerade ploda prelaze u
ulje (Servili i sur., 2013). Fenoli DMU pruzaju specifi¢ne okusne karakteristike, kao §to su
gorcina, trpkost i pikantnost, te doprinose zdravstvenoj vrijednosti DMU (Servili i sur., 2013;

Saroli¢ i sur., 2014).

U DMU mogu se naéi razli¢ite skupine fenolnih spojeva koji mogu biti u slobodnom te
esterificiranom obliku. Do sada su opisane sljedece glavne skupine fenolnih spojeva:
jednostavni fenoli (fenolne kiseline i fenolni alkoholi), flavonoidi, lignani i sekoiridoidi (Servili
i sur., 2013; Talhaoui, 2016).

Fenolne kiseline bile su prva skupina fenola otkrivena u DMU. lzdvajaju se kavska,
siringinska, vanilinska, p-hidroksibenzojeva, p-kumarinska, o-kumarinska i galna kiselina
(Jimenez-Lopez i sur., 2020). Glavni fenolni alkoholi zastupljeni u DMU su tirosol (p-
hidroksifenil etanol) i hidroksitirosol (3,4-dihidroksifenil etanol) (slika 1). Oni su prisutni u
manjim koli¢inama u svjezim uljima, a tijekom skladistenja DMU njihova koncentracija raste
kao posljedica hidrolize sekoiridoida koji u svojoj kemijskoj strukturi sadrze tirosol ili
hidroksitirosol. Hidroksitirosol ima snazno antioksidacijsko djelovanje zahvaljuju¢i —OH

skupinama u orto polozaju na benzenskom prstenu (Servili i sur., 2013).

Najvazniji flavonoidi u DMU su luteolin i apigenin, dok su glavni lignani pinoresinol

I acetoksipinoresinol (Jimenez-Lopez i sur., 2020).

Sekoiridoidi su strukturno kompleksni fenolni spojevi, obilno prisutni u lis¢u i plodu
masline. Sekoiridoidi iz plodova prelaze u ulje tijekom procesa ekstrakcije pri ¢emu
djelovanjem enzima (polifenol oksidaze i f-glukozidaze) nastaju oblici ovih spojeva topljivi u
ulju. Najces¢i sekoiridoidi u DMU su aglikoni oleuropeina i ligstrozida (slika 1) te dialdehidini

oblici dekarboksimetil elenolne kiseline povezane s hidrokisitirosolom ili tirosolom. Gor¢ini



DMU najvise doprinose sekoiridoidi posebice dialdehidni oblik oleuropein aglikona (Servili i
sur., 2013; Talhaoui, 2016; Jimenez-Lopez i sur., 2020).

HO = b
|
O' ' O o

HO ~ -
- !
a) tirosol b) hidroksitirosol c) ligstrozid aglikon d) oleuropein aglikon

Slika 1. Strukturne formule nekih fenolnih spojeva u djevicanskom maslinovom ulju (Servili i
sur., 2013).

Udio ukupnih fenolnih tvari u DMU krece se od 50 do 1000 mg/kg, najéesce oko 500
mg/kg (Boskou, 2009), a ovisi o sorti (tablica 3), stupnju zrelosti ploda te primijenjenom
postupku ekstrakcije ulja (Gorzynik-Debicka i sur., 2018; Jimenez-Lopez i sur., 2020). Fenolne
tvari su topljive u vodi te se iz tog razloga dio fenolnih spojeva gubi tijekom prerade maslina u
maslinovo ulje s biljnom vodom i kominom. Stoga, pretjerano dodavanje vode u maslinovo
tijesto tijekom prerade maslina moze rezultirati smanjenjem udjela fenola u DMU. U svim
koracima prerade, fenolni spojevi iz ploda masline raspodjeljuju se izmedu ulja, biljne vode i
komine. Criado-Navarro i sur. (2022) pratili su raspodjelu fenolnih tvari izmedu tih faza kod
dviju S$panjolskih sorti maslina (Arbequina i Picual) tijekom industrijske prerade s
horizontalnom centrifugom s dva izlaza. Utvrdene su razlike u raspodjeljivanju fenolnih tvari
kod ovih sorti, te je kod sorte Arbequina osobito izrazen prijelaz sekoiridoida u ulje (70%).
Fenolne kiseline i alkoholi pretezno se gube kominom (40-60%) te biljnom vodom (25-50%),
a manji dio prijede u ulje. Prijelaz flavonoida 1 triterpena u ulje je malen buduci da 90% ovih

fenola zaostane u komini.

Tablica 3. Maseni udio ukupnih fenolnih tvari u sortnim djevi¢anskim maslinovim uljima

(prilagodeno prema Koprivnjak i sur., 2012).

Istarska bjelica Leccino Rosulja

maseni udio (mg kavske kis./kg ulja)* 653 353 388

*Rezultati predstavljaju srednju vrijednost + standardna devijacija podataka o ukupnim fenolima u uljima dobivenim u dvije
uzastopne godine berbe (2010. i 2011.); broj uzoraka: Istarska bjelica 98, Leccino 48, Rosulja 19.



2.2.1. Bioloska aktivnost i potencijalni zdravstveni ucinci fenolnih spojeva

djevi¢anskog maslinovog ulja

DMU je visoko zastupljeno u mediteranskoj prehrani koja se povezuje s niskom
ucestalosti kardiovaskularnih bolesti u juznom dijelu EU te duljim Zivotnim vijekom u odnosu
nasjeverne zemlje EU i SAD. Dosadas$nja istrazivanja ukazuju da fenolni spojevi u DMU imaju
antioksidativno, protuupalno, antimikrobno, kardioprotektivno i antitumorsko djelovanje
(Jimenez-Lopez i sur., 2020). U tablici 4 prikazana su bioloska svojstva i potencijalni

zdravstveni u¢inci DMU.

Tablica 4. Bioloska aktivnost i potencijalni zdravstveni ucinci fenolnih tvari djevicanskog

maslinovog ulja (Sarolié i sur., 2014).

BIOLOSKA AKTIVNOST STANJA | BOLESTI NA KOJE DJELUJE
Antioksidativno djelovanje Kardiovaskularne i degenerativne bolesti

Protuupalno djelovanje Inhibicija proinflamatornih enzima

Antimikrobno djelovanje Zarazne bolesti

Anti-aterogeno djelovanje Koronarne bolesti srca, mozdani udar

Antitumorsko djelovanje Karcinomi (dojke, prostate, debelog crijeva i maternice)
Anti-agregacija trombocita Koronarne bolesti srca, mozdani udar
Antihipertenzivno djelovanje Hipertenzija

Povecana aktivnost vitamina A i -karotena Starenje i zastita koze

Povecana imunoloska aktivnost Zarazne bolesti, razne vrste karcinoma

Smanjenje razine kolesterola u plazmi i )
o Koronarne bolesti srca
oksidiranog LDL-a

Europska agencija za sigurnost hrane (EFSA) odobrila je koristenje zdravstvene tvrdnje
u oznac¢avanju DMU o zastitnom u¢inku hidroksitirosola i njegovih derivata na oksidaciju lipida
u krvi kod konzumacije najmanje 5 mg/dan tih fenolnih tvari u obroku od 20 g DMU (Uredba
432/2012).

Preventivna uloga polifenola u DMU protiv kardiovaskularnih bolesti (infarkt
miokarda, sréana insuficijencija i arterijska hipertenzija) ispitana je u istrazivanju koje je
procjenjivalo uc¢inak DMU s niskim i visokim udjelom fenola na markere rizika
kardiovaskularnih bolesti (KVB). Maslinovo ulje s visokim udjelom fenola znacajno je

smanjilo markere rizika KVB (malondialdehid, oksidirani lipoprotein niske gustoce, ukupni



kolesterol, lipoprotein visoke gustoée i kolesterol) i neke upalne pokazatelje poput C-

reaktivnog proteina (George, 2019).

2.3. Metode odredivanja fenolnih tvari u djevi¢anskom maslinovom ulju

Metoda po Folinu i1 Ciocalteu uobicajena je i Siroko koriStena za odredivanje ukupnih
fenola u uzorcima hrane i pi¢a, buduéi da je brza, jednostavna i jeftina. Razvijena je 1927.
godine za odredivanje aromatskih aminokiselina tirozina i triptofana u bjelan¢evinama (Folin i
Cioacalteu, 1927), a kasnije su je modificirali Singleton i Rossi (1965). Ova kolorimetrijska
metoda neizravno mjeri ukupne fenole na temelju reducirajucih svojstava spojeva iz hrane ili
pica. Oksidacijom fenola u alkalnom mediju dolazi do prijenosa elektrona na kompleks
fosfovolframove i fosfomolibdene kiseline koje se nalaze u Folin-Ciocalteu reagensu uslijed
Cega nastaju plavo obojeni produkti. Intenzitet plavog obojenja mjeri se spektrofotometrijski na
valnoj duljini od 725 do 750 nm. Glavni nedostatci ove metode su niska to¢nost i specifi¢nost
zbog brojnih interferencija s drugim tvarima koje nisu fenoli, posebice s bjelan¢evinama,
aminokiselinama, askorbinskom kiselinom, Secerima, aromatskim aminima, organskim
kiselinama, Fe?* i sumporovim dioksidom. Oko 50 spojeva prirodno sadrzanih ili dodanih kao
aditivi u vocu, povréu ili drugim prehrambenim proizvodima mogu interferirati s Folin-
Ciocalteu reagensom (Medina, 2011b; Pico i sur., 2020; Lester i sur., 2012).

Predlagane su razlicite tehnike za poboljSanje specifi¢nosti Folin-Ciocalteu metode,
uglavnom temeljene na fizickom uklanjanju interferirajucih tvari. Jedna od najc¢esce koristenih
tehnika proc¢is¢avanja fenolnih ekstrakta je ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE, eng. solid phase
extration). Procedura pro¢is¢avanja moze biti dugotrajna i moze dovesti do razgradnje fenolnih
spojeva tijekom pripreme uzoraka. Osim toga, kod izra¢una ukupnog sadrzaja fenola moze se

oduzeti sadrzaj askorbinske kiseline kao interferirajuce tvari (Pico i sur., 2020).

Za odredivanje i kvantifikaciju fenolnih spojeva u DMU predlozene su brojne analiti¢ke
metode koje se temelje na spektrofotometrijskim, enzimskim i kromatografskim tehnikama.
Sve imaju odredena analiticka ili prakti¢na ograni€enja te nisu prihvacena za rutinsku primjenu
(Siano i sur., 2022). Za odredivanje sastava fenola i njihovu kvantifikaciju u DMU,
Medunarodno vije¢e za masline (IOC) je predlozilo teku¢insku kromatografiju visoke
djelotvornosti s UV detektorom (HPLC-UV). Kromatografski se analiziraju vodeno-alkoholni
ekstrakti DMU (metanol/voda 80/20 (V/V)), a siringinska kiselina se koristi kao interni

standard (IOC, 2017). Ova metoda je osjetljiva i specifi¢na, ali zahtijeva relativno skupe



instrumente i dugotrajna je (jedno kromatografsko razdvajanje traje oko jedan sat). Iz tih
razloga ¢ak ni HPLC-UV metoda ne primjenjuje se za brzo rutinsko odredivanje fenolnih
spojeva u DMU (Siano i sur., 2022; Cicerale i sur., 2008; Visioli i sur., 2002).

2.4. Karakteristike Fast Blue BB testa

Fast Blue BB test je spektrofotometrijska metoda za odredivanje ukupnih fenola koju je
razvila i primijenila Medina (2011a, 2011b) na vo¢ne sokove, Zitarice, svjeze i suho voce. Test
se temelji na reakciji Fast Blue BB diazonijeve soli, koja sadrzi elektrofilnu diazonijevu skupinu

—"N=N), s —OH skupinama na aromatskom prstenu (tj. fenolima) u alkalnim uvjetima.
Spajanjem ovih dviju komponenti nastaju stabilni Zuto obojeni azo kompleksi koji se potom
mjere s UV-VIS spektrofotometrom na valnoj duljini od 420 nm (slika 2) (Siano i sur., 2022).
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Slika 2. Reakcija Fast Blue BB diazonijeve soli s tirosolom u luznatim uvjetima (Siano i sur.,
2022).

Do sada je Fast Blue BB test koristen za odredivanje ukupnih fenola u prehrambenim
proizvodima poput voca, sokova i zitarica (Lesteri sur., 2012; Medina, 2011Db), a nedavno i u
mahunarkama, orasastim plodovima i sjemenkama (Pico i sur., 2020). Takoder, Lamothe i sur.

(2016) ispitivali su antioksidativnu aktivnost 1 otpustanje hranjivih tvari iz sira obogacenog
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polifenolima u simuliranim gastrointestinalnim uvjetima koriste¢i Fast Blue BB test, a Acosta
I Almirall (2021) su pokazali da se Fast Blue BB test moze koristiti za razlikovanje kanabisa
tipa konoplje i marihuane. Siano i sur. (2022) proveli su odredivanje ukupnih fenola izravno na
DMU izostavljaju¢i korak ekstrakcije fenolnih tvari, te su utvrdili da rezultati Fast Blue BB
testa i rezultati HPLC analize pokazuju jaku korelaciju (R? = 0,9653), za razliku od Fast Blue

BB i Folin-Ciocalteu testa, koji su pokazali slabu korelaciju.

Preskakanje koraka ekstrakcije fenola polarnim otapalom sprjeCava moguéu
degradaciju fenolnih spojeva, a ujedno skracuje vrijeme analize. Takoder, interferencija s
drugim spojevima DMU, poput askorbinske kiseline, reducirajucih Secera i a-tokoferola, nije
moguca s diazonijevom skupinom. lzuzetak su j-, y- i o-tokoferol, s kojima bi Fast Blue BB
mogao reagirati, no njihova koncentracija u DMU je vrlo mala (Siano i sur., 2022; Pico i sur.,
2020).

Fast Blue BB test je brz, jeftin, jednostavan za izvodenje, siguran, robustan i moze se
lako izvoditi u viSe ponavljanja. Prednost Fast Blue BB testa je njegova selektivnost i visoka
specifi¢nost za fenolne spojeve. Budu¢i da ne zahtjeva posebne laboratorijske vjestine, analiza
bi se mogla rutinski izvoditi, kao brzi test u uljarama, za procjenu sadrzaja ukupnih fenolnih
spojeva u DMU. Tada bi se boja dobivenih otopina mogla usporedivati s tiskanom
kolorimetrijskom ljestvicom, izostavljaju¢i potrebu za spektrofotometrijskim mjerenjem (Siano

i sur., 2022).

2.5. Filtracija djevicanskog maslinovog ulja i utjecaj na fenolne tvari

Nakon ekstrakcije DMU je mutno zbog prisutnosti suspendiranih Cestica biljnog tkiva i
biljne vode emulgirane u ulju. To moZe negativno utjecati na kvalitetu DMU, pospjesujuci
hidrolizu ili oksidaciju lipida, posebice kod ulja izloZenih vi§im temperaturama tijekom ¢uvanja
(Brki¢ Bubola i sur., 2017). Visok udio vode i suspendiranih Cestica, tijekom skladistenja DMU,
dovodi do razvitka negativnih senzorskih karakteristika, osobito defekta po uljnom talogu, i
smanjenja nutritivne vrijednosti DMU (Bakhouche i sur., 2013; Brki¢ Bubola i sur., 2017).
Stoga, da bi se izbjegla degradacija i produljio rok trajanja, filtracija je vazan korak prije
punjenja u ambalazu, u kojemu se uklanjaju suspendirane krute tvari i voda iz DMU
(Bakhouche i sur., 2013).

Za filtraciju DMU primjenjuju se razli¢ite tehnike koje ukljucuju tradicionalne sustave

kao Sto su naplavni filtarski spremnici, filtarske preSe te alternativni sustavi s vreCama za
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filtraciju ili s protokom inertnog plina (slika 3) (Lozano-Sanchez i sur., 2010). Filtracija se moze
provesti uz uporabu dijatomejske zemlje, filtara od celuloznih vlakana (slika 3) i drugih
materijala. Tijekom filtracije DMU, ovisno o primijenjenom sustavu i filtracijskom sredstvu,
moze do¢i do kvantitativnih i kvalitativnih promjena pojedinih sastojaka DMU, kao §to su
voskovi, pigmenti, tokoferoli, hidrofilni fenoli i hlapljive tvari (Brki¢ Bubola i sur., 2017,

Lozano-Sanchez i sur., 2010).

c) dijatomejska zemlja d) celulozni filtri e) filtarska vreca

Slika 3. Razli¢iti sustavi i sredstva za filtraciju (dostupno na: https://www.agrovin.com (a, b),

https://dutchfiltration.com (c), https://www.foodengineeringmag.com (d), https://theolivecentre.com (e)).

Fenolne tvari su hidrofilne te uklanjanje vode filtracijom DMU moze dovesti do
smanjenja udjela fenola (osobito fenolnih alkohola) Sto za posljedicu ima smanjenje
oksidacijske stabilnosti (Bakhouche i sur., 2013; Elsorady i sur., 2017; Gémez-Caravaca i sur.,

2007). Brki¢ Bubola i sur. (2017) pratili su udio ukupnih fenola nakon filtracije filtarskom
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presom s celuloznim filtrima, u DMU domacih sorti Buza i Istarska bjelica. Maseni udio fenola
u DMU sorte Buza ostao je gotovo nepromijenjen nakon filtracije, dok se kod sorte Istarska
bjelica smanjio za 60%. Smanjenje udjela ukupnih fenola nakon filtracije uocili su i Ghanbari
Shendi i sur. (2019) kod DMU turske sorte Beylik. U istrazivanju Bakhouche i sur. (2013)
utvrdili su razli¢it utjecaj filtracije na pojedine skupine fenolnih tvari. Koristen je naplavni
filtar, a sredstva za filtraciju bila su celuloza u prahu (100%) te mjesavina celuloze (70%) i
lignina (30%). Utvrdeno je da se filtracijom udio fenolnih alkohola i flavonoida smanjio, a

sekoiridoida povecao.
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. CILJEVI RADA

Ciljevi ovog diplomskog rada su:

— istraziti razli¢ite kombinacije tehnika i trajanja emulgiranja kod provodenja Fast Blue
BB metode za odredivanje ukupnih fenola u djevicanskom maslinovom ulju, izravno na

ulju tj. bez prethodne ekstrakcije fenolnih tvari,

— ispitati stabilnost otopine Fast Blue BB reagensa u etanolu (0,1% m/V) tijekom 30 dana

¢uvanja u hladnjaku (4 °C) 1 zamrzivacu (-20 °C),

— najpovoljniju kombinaciju tehnike i trajanja emulgiranja primijeniti kod prirodno

dekantiranih i industrijski filtriranih sortnih djevi¢anskih maslinovih ulja,

— odrediti postoje li razlike u udjelu vode u sortnim prirodno dekantiranim i industrijski

filtriranim djevi¢anskim maslinovim uljima.
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4. MATERIJALI I POSTUPCI

4.1. MATERIJALI

4.1.1. Uzorci djevi¢anskog maslinovog ulja

Za istrazivanje kombinacija tehnika i trajanja emulgiranja kod provodenja Fast Blue BB
testa koriSteno je ekstra djevicansko maslinovo ulje sorte Leccino (0,5 L, LOT: L0O1127,

proizvodac: Meneghetti d.o.o., Stancija Menegetti 1, Bale, Hrvatska).

Najprikladnija kombinacija tehnike i trajanja emulgiranja kod provodenja Fast Blue BB
testa primijenjena je na Sest uzoraka sortnih ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja proizvodaca
Meneghetti d.o.0. (Stancija Menegetti 1, Bale, Hrvatska). KoriStena su tri nefiltrirana ulja,
izbistrena prirodnim dekantiranjem, sorti Istarska bjelica, Leccino i Rosulja (1 L, LOT:
L112021) te tri industrijski filtrirana ulja istih sorti iz iste godine berbe (0,5 L, LOT: L01136).

4.1.2. Kemikalije i reagensi

U radu su koristene sljedece kemikalije i reagensi:

- Natrijev hidroksid, zrnca 1-2,5 mm, p. a., T.T.T., Hrvatska

- Fast Blue BB reagens [4-benzoilamino-2,5-dietoksibenzendiazonijev klorid hemi (cink
klorid)] sol, Sigma-Aldrich, SAD, udio boje >80%

- kavska kiselina, ¢istoée 99%, Panreac, Spanjolska

- etanol 96% V/V (UV-IR-HPLC), Panreac, Spanjolska.

4.1.3. Uredaji i pribor

U ovom radu koristeni su sljede¢i uredaji:

- spektrofotometar HACH DR/400, Colorado, SAD

- centrifuga HETTICH EBA 200, Njemacka

- Vortex, IKA, GENIUS 3, Njemacka

- analizator vlage, HE73 Mettler Toledo, Svicarska

- ultrazvucna kupelj, Bandelin Sonorex Digitec, Njemacka (140/560 W, 35 kHz)
- rotacijski vakuumski upariva¢ RV 10 digital, IKA, Njemacka

- semimikro analiti¢a vaga Mettler Toledo, Svicarska
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- magnetska mijesalica, IKA big squid, Njemacka
- tresilica, IKA KS 130 basic, Njemacka.

Koristen je i sljedeci pribor:

- automatske pipete, Eppendorf Research, Njemacka

- plasti¢ne epruvete od 15 mL s ¢epom na navoj, Sprice s iglama od 2 mL

- Pastuer pipete, staklene ¢ase od 50 mL, stakleni Stapi¢i, odmjerne tikvice (25, 50 i 200
mL), kruSkolike tikvice od 25 mL, stakleni lijevci, staklene menzure, Kivete za
spektrofotometrijsko mjerenje od opti¢kog stakla, staklene teglice od 50 mL s ¢epovima
na navoj, satno staklo

- staniCevina, aluminijska folija.
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4.2. POSTUPCI

4.2.1. Priprema Fast Blue BB otopine za odredivanje ukupnih fenola u

djevicanskom maslinom ulju

Svakodnevno je pripremana svjeza otopina Fast Blue BB reagensa u etanolu (0,1%
m/V). U maloj staklenoj ¢asi odvagano je 0,05 g Fast Blue BB soli, te je u staklenu ¢asu
menzurom dodano 35 mL etanola. Staklena caSa pokrivena je satnim stakalcem 1 stavljena na
magnetsku mijeSalicu (800 o/min) te je pokrivena kartonskom kutijom da bi se otopina zastitila
od svjetlosti. Nakon otprilike 30 minuta, otopina je kvantitativno prenijeta u odmjernu tikvicu
od 50 mL pomocu staklenog lijevka i Stapi¢a te dopunjena etanolom do oznake. Otopina je

prenijeta u staklenu teglicu od 50 mL s ¢epom na navoj i oblozena aluminijskom folijom.

4.2.2. Uvjeti provodenja i odredivanje ukupnih fenola u djevicanskom maslinom

ulju Fast Blue BB testom

U ovom radu koriStena je metoda odredivanja ukupnih fenola koju su opisali Siano i
sur. (2022). Fast Blue BB test proveden je izravno na uzorcima DMU. U plasti¢nu epruvetu od
15 mL s ¢epom odvagano je od 1,0 do 1,3 g DMU. Dodano je 2,0 mL svjeze pripremljene Fast
Blue BB otopine u etanolu (0,1% m/V) i 2,0 mL 5%-tne otopine natrijevog hidroksida (m/V).
Svaka epruveta je zaCepljena te je primijenjena jedna od kombinacija tehnike i trajanja

emulgiranja (slika 4) iz tablice 5.

Tablica 5. Istrazivane kombinacije tehnika i trajanja emulgiranja kod Fast Blue BB testa.

Vrijeme
Metoda mijeSanja inkubacije
(min)
Vorteksiranje svake epruvete 2 min i mijeSanje na horizontalnoj tresilici 10, 20, 30
Vorteksiranje epruveta na spuzvastom nastavku 2 min i inkubacija u ultrazvuénoj kupelji 10, 20, 30
Vorteksiranje epruveta na spuzvastom nastavku uredaja 10, 20, 30
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a) b)

Slika 4. Istrazivani reakcijski uvjeti Fast Blue BB testa, a) mijesanje na horizontalnoj tresilici,

b) vorteksiranje na spuzvastom nastavku uredaja (Fotografije: M. Markovic).

Postupak odredivanja je proveden u sedam ponavljanja, te je istovremeno, u istim
uvjetima, inkubirana slijepa proba (otopina Fast Blue BB reagensa i NaOH, bez ulja). Nakon
inkubacije, epruvete su centrifugirane na 6000 o/min kroz 5 min, s ciljem izdvajanja vodeno-
alkoholnog sloja. Da bi se dobio Sto bistriji vodeno-alkoholni ekstrakt, nakon centrifugiranja,
automatskom pipetom izvucéeno je 3 mL donjeg vodeno-alkoholnog sloja. Prenesen je u novu
epruvetu od 15 mL s ¢epom na navoj i ponovo centrifugiran na 6000 o/min kroz 5min. Po
zavr$etku centrifugiranja, Spricom od 2 mL s iglom izvucen je izbistreni vodeno-alkoholni sloj
te je prenesen u kivetu za spektrofotometrijsko mjerenje od optickog stakla. lzmjerena je
apsorbancija na valnoj duljini od 420 nm, uz slijepu probu. Maseni udio ukupnih fenola u DMU

odreden je pomocu jednadzbe bazdarnog pravca, a izrazen je u mg kavske kiseline po kg ulja.

4.2.3. Kvantifikacija fenolnih tvari u djevicanskom maslinovom ulju primjenom

vanjskog standarda

Za Kkalibraciju i kvantifikaciju koriSten je vanjski standard i to kavska Kkiselina.
Pripremljena je otopina kavske kiseline u etanolu koncentracije 1 mg/mL. U devet kruskolikih
tikvica od 25 mL preneseno je 150, 200, 250, 300, 400, 450, 500, 600 i 700 uL otopine kavske
kiseline. Etanol iz otopine kavske kiseline uparen je na rotacijskom vakuumskom uparivacu uz
temperaturu kupelji 30 °C. U kruskolike tikvice sa suhim ostatkom kavske kiseline dodano je
2,0 mL Fast Blue BB reagensa (0,1% m/V u etanolu) i 2,0 mL otopine NaOH (5% m/V). Sadrzaj
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svake kruskolike tikvice emulgiran je na Vorteks uredaju dvije minute i na horizontalnoj
tresilici na 480 o/min 20 minuta. Sadrzaj je prenijet u Kivete od optickog stakla (slika 5), te je
izmjerena apsorbancija na 420 nm, uz slijepu probu (otopina Fast Blue BB reagensa i NaOH,
bez kavske kiseline). 1zmjerene apsorbancije nanesene su na os y kalibracijskog dijagrama, a
mase kavske kiseline u pojedinoj tikvici na os x (slika 6). Maseni udio fenolnih tvari u ulju
izraCunat je pomocu sljedeée jednadzbe: x (mg kavske kiseline) = (As20— 0,0546)/1,0857.
Dobivena vrijednost podijeljena je masom ulja uzetom u reakciju i pomnozena s 1000 radi

iskazivanja vrijednosti po kg ulja.

Slika 5. Reakcijske otopine Fast Blue BB reagensa s rastu¢im koncentracijama kavske

kiseline za kalibraciju i kvantifikaciju (Fotografija: M. Markovic).
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Slika 6. Kalibracijski pravac za izrac¢un ukupnih fenola.
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4.2.4. Ispitivanje stabilnosti otopine Fast Blue BB reagensa

U svrhu ispitivanja stabilnosti otopine Fast Blue BB pripremljene su dvije staklene
teglice od 50 mL Fast Blue BB otopine kako je opisano u potpoglavlju 4.2.1. Jedna teglica
pripremljene otopine Fast Blue BB ¢uvana je u hladnjaku na 4 °C, a druga u zamrzivacu na -20
°C. Teglice su izvadene iz hladnjaka i zamrziva¢a nakon 2, 3, 4, 10 i 30 dana ¢uvanja. Otopine
su temperirane 1-2 sata na sobnoj temperaturi, nakon Cega se ispitivala njihova stabilnost
mjerenjem apsorbancija na 420 nm nakon reakcije s kavskom kiselinom (otopina u etanolu
masene koncentracije 0,25 mg/mL). U plasti¢nu epruvetu od 15 mL dodano je 2,0 mL otopine
kavske kiseline, 2,0 mL etanolne otopine Fast Blue BB i 2 mL otopine NaOH (5% m/V). Sadrzaj
epruvete emulgiran je na Vorteks uredaju sa spuzvom 20 minuta, nakon ¢ega je izmjerena
apsorbancija na valnoj duljini od 420 nm u odnosu na slijepu probu (pripremljena s etanolom
umjesto s otopinom kavske kiseline). Izgled otopine Fast Blue BB reagensa nakon 30 dana

cuvanja u hladnjaku 1 zamrzivacu prikazan je na slici 7.

Slika 7. 1zgled otopina Fast Blue BB reagensa nakon 30 dana ¢uvanja u hladnjaku (H) i

zamrzivacu (Z) (Fotografija: M. Markovic).

4.2.5. Odredivanje udjela vode u ulju

Udio vode u nefiltriranim i filtriranim uljima navedenim u potpoglavlju 4.1.1. odreden

je pomocu analizatora vlage HE73, Mettler Toledo koji izravno izra¢unava udio vode u ulju
(%).
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4.2.6. Statisticka obrada rezultata

Dobiveni rezultati ukupnih fenola i udjela vode u DMU medusobno su statisticki
usporedivani primjenom racunalnog programa Statistica 14.0.0.15 (TIBCO Software Inc., Palo
Alto, Kalifornija, SAD). Koris$ten je test jednosmjerne analize varijance (one-way ANOVA) na
statistickoj razini znacajnosti od 5% (p < 0,05), pri ¢emu su rezultati usporedeni post-hoc
Tukeyevim testom znacajnih razlika (The Tukey's honest significant difference test — HSD).
Homogenost varijance ispitana je Levenovim testom. Za pripremu rezultata prije statisticke

obrade i izradu grafi¢kih prikaza koristen je Microsoft Office Excel 2016.
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5. REZULTATI

5.1. Rezultati ispitivanja razlic¢itih kombinacija tehnika i trajanja emulgiranja kod

Fast Blue BB testa za odredivanje ukupnih fenola u djevicanskom maslinovom ulju

Slika 8 prikazuje utjecaj razli¢itih kombinacija tehnika i trajanja emulgiranja prilikom
reakcije DMU s Fast Blue BB reagensom (mijesanje na horizontalnoj tresilici, vorteksiranje na
spuzvastom nastavku, reakcija u ultrazvuc¢noj kupelji te vrijeme reakcije 10, 20 i 30 minuta) na
maseni udio ukupnih fenola iskazanih u mg kavske kiseline/ kg ulja. Maseni udio ukupnih
fenola u DMU kretao se od 337,7 + 14,1 mg/kg (mijesanje na horizontalnoj tresilici, 10 minuta)
do 420,4 + 15,6 mg/kg (reakcija u ultrazvu¢noj kupelji, 20 minuta). Pove¢anjem vremena
ekstrakcije maseni udio fenolnih tvari statisticki se znacajno povecavao samo kod mijesanja na
horizontalnoj tresilici. Reakcija u ultrazvu¢noj kupelji u trajanju 30 minuta negativno je utjecala
na udio fenola koji se statisti¢ki znac¢ajno smanjio u odnosu na reakciju u ultrazvuénoj kupelji

u trajanju 20 minuta.

Mtresilica M vorteks M reakcija u ultrazvuénoj kupelji
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Slika 8. Maseni udio ukupnih fenola u DMU sorte Leccino ovisno o kombinaciji tehnike i
trajanja emulgiranja kod provodenja Fast Blue BB testa. Rezultati predstavljaju srednje
vrijednosti sedam odredivanja + standardna devijacija. Srednje vrijednosti unutar pojedinog
vremena reakcije (10, 20 i 30 minuta), oznacene razli¢itim malim slovima (a, b) ukazuju na
statisticki znaGajne razlike izmedu tri razlicite tehnike emulgiranja, dok one unutar pojedine
tehnike (tresilica, vorteks, ultrazvuéna kupelj), oznacene razlic¢itim velikim slovima (A-C),

ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu vremena reakcije (Tukeyev test, p < 0,05).
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5.2. Rezultati ispitivanja stabilnosti otopine Fast Blue BB reagensa

Slika 9 prikazuje izmjerene apsorbancije Fast Blue BB reagensa u etanolu (0,1% m/V)
¢uvanog 30 dana u hladnjaku i zamrziva¢u nakon pripreme. Apsorbancije su mjerene nakon
reakcije s kavskom kiselinom (0,25 mg/mL) na 420 nm. Nakon 30 dana vrijednosti apsorbancija
smanjile su se za 9% kada je reagens ¢uvan u hladnjaku te za 15% kada je bio ¢uvan u

zamrzivacu u odnosu na vrijednosti izmjerene nulti dan.
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Slika 9. Vrijednosti apsorbancija na 420 nm nakon reakcije izmedu kavske kiseline (0,25

mg/mL) i Fast Blue BB reagensa (0,1% m/V) ¢uvanog 30 dana u hladnjaku (A) i zamrzivacu

(B).
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5.3. Rezultati primjene odabrane kombinacije tehnike i trajanja emulgiranja kod

Fast Blue BB testa na sortnim djevi¢anskim maslinovim uljima

Na slici 10 prikazani su maseni udjeli ukupnih fenola (mg kavske kiseline/kg ulja)
odredeni primjenom vorteksiranja na spuzvastom nastavku U trajanju od 20 minuta u

nefiltriranom i filtriranom DMU sorti Istarska bjelica, Leccino i Rosulja.

Prirodno dekantirano ulje sorte Leccino imalo je statisti¢ki znacajno vec¢i udio fenola
(532,9 + 2,4 mg/kg) od ulja sorti Rosulja (482,2 + 4,1 mg/kg) i Istarska bjelica (362,9 + 8,4
mg/kg). Udio ukupnih fenola u industrijski filtriranim uljima Istarske bjelice, Leccina i Rosulje
bio je nizi za 1,8%, 4,7% odnosno 2,3% u odnosu na prirodno dekantirana ulja, ali je to bilo

statisticki znac¢ajno samo kod ulja Leccina.
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Slika 10. Maseni udjeli ukupnih fenola u nefiltriranom i filtriranom DMU sorti Istarska bjelica,
Leccino i Rosulja odredenih Fast Blue BB testom, primjenom vorteksiranja na spuzvastom
nastavku 20 minuta. Rezultati predstavljaju srednje vrijednosti triju odredivanja + standardna
devijacija. Srednje vrijednosti unutar nefiltriranih i filtriranih djevi¢anskih maslinovih ulja,
oznacene razliCitim malim slovima (a-C) ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu sortnih
ulja, dok one unutar pojedinog sortnog ulja, oznacene razli¢itim velikim slovima (A, B),
ukazuju na statisticki znaCajne razlike izmedu nefiltriranog i filtriranog djevianskog

maslinovog ulja (Tukeyev test, p < 0,05).
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5.4. Udio vode u sortnim djevi¢anskim maslinovim uljima

Udjeli vode (%) u nefiltriranim i filtriranim DMU sorti Istarska bjelica, Leccino i
Rosulja, prikazani su na slici 11. Udio vode u nefiltriranim uljima kretao se od 0,07% (Istarska
bjelica) do 0,11% (Leccino). Filtracija u industrijskim uvjetima rezultirala je statisticki
znacajno nizim udjelom vode u ulju sorte Leccino (za 27% u odnosu na prirodno dekantirano
ulje). Udio vode u industrijski filtriranim uljima Istarske bjelice i Rosulje takoder je bio nizi, i

to za 14% odnosno 60% u odnosu na prirodno dekantirana ulja.
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Slika 11. Udjeli vode u nefiltriranim i filtriranim DMU sorti Istarska bjelica, Leccino i Rosulja.
Rezultati su iskazani u postocima i predstavljaju srednje vrijednosti triju mjerenja + standardna
devijacija. Srednje vrijednosti unutar nefiltriranih i filtriranih DMU, oznacene razli¢itim malim
slovima (a, b) ukazuju na statisticki znacajne razlike izmedu sortnih ulja, dok one unutar
pojedinog sortnog ulja, oznadene razli¢itim velikim slovima (A, B), ukazuju na statisticki
znacajne razlike izmedu nefiltriranog i filtriranog DMU (Tukeyev test, p < 0,05). * — srednji

kvadrat greske iznosi 0 te nije moguce utvrditi statisticki znacajnu razliku.
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6. RASPRAVA

U ovom radu istrazene su razli¢ite kombinacije tehnika i trajanja emulgiranja kod
provodenja Fast Blue BB testa za odredivanje ukupnih fenola izravno na ulju, bez prethodne
ekstrakcije fenolnih tvari polarnim otapalima. Kombinirane su razli¢ite tehnike mijeSanja
odnosno emulgiranja ulja s Fast Blue BB reagensom s razli¢itim vremenom trajanja. U tu svrhu
odabrano je DMU sorte Leccino, bududi da je ta sorta Siroko rasprostranjena u svijetu. lako je
najvisi udio fenola ostvaren reakcijom u ultrazvuc¢noj kupelji kroz 20 minuta, za nastavak
istrazivanja odabrano je vorteksiranje zbog prakti¢nosti i poteskoca s bistrenjem ekstrakta
nakon reakcije u ultrazvuc¢noj kupelji. Vorteksiranje u trajanju 20 minuta primijenjeno je na
uzorke monosortnih DMU koja su bila izbistrena prirodnim dekantiranjem te filtracijom na
filtarskoj presi. Osim toga, u radu je istrazena i stabilnost otopine Fast Blue BB reagensa

tijekom 30 dana ¢uvanja u hladnjaku (4 °C) i zamrzivacu (-20 °C).

6.1. Utjecaj kombinacija tehnika i trajanja emulgiranja kod provodenja Fast Blue

BB testa na ukupne fenole djevicanskog maslinovog ulja

U istrazivanjima Medine (2011a i 2011b) Fast Blue BB test se provodio na ekstraktima
dobivenim mjesavinom metanola i vode (80/20, V/V) iz uzoraka sokova, voca, pica i zitarica.
Takoder, Siano i sur. (2022) ekstrahirali su polarne spojeve iz DMU prema metodi
Medunarodnog vije¢a za masline (IOC, 2017) i odredili ih Fast Blue BB testom. Medutim, to
je rezultiralo preniskim udjelima ukupnih fenola (30-146 mg/kg) u usporedbi s rezultatima
dobivenim HPLC-UV metodom (213-790 mg/kg) na istim ekstraktima. Uocene razlike autori
su pripisali ograni¢enoj raspodjeli fenolnih tvari u otopini prilikom nastanka azo kompleksa u
reakciji s Fast Blue BB soli. 1z tog razloga, Siano i sur. (2022) su istrazili primjenu Fast Blue
BB testa izravno na DMU, bez prethodne ekstrakcije fenola 80%-tnim metanolom. U tom
slu¢aju su utvrdili visoku korelaciju Fast Blue BB testa odnosno apsorbancija mjerenih na 420
nm i koncentracija fenolnih tvari odredenih HPLC-UV metodom. Siano i sur. (2022) provodili
su Fast Blue BB test izravno na DMU uz mijesanje U trajanju od 20 minuta, medutim nisu

opisali kako su proveli mijeSanje niti su naveli koji uredaj su koristili u tu svrhu.

U ovom radu, maseni udio ukupnih fenola u ulju Leccina odreden Fast Blue BB testom,
kretao se od prosje¢no 337,7 mg/kg ulja (kod mijesanja na horizontalnoj tresilici, 10 minuta)
do 420,4 mg/kg (kod reakcije u ultrazvucnoj kupelji, 20 minuta) (slika 8). Produljenje vremena

ekstrakcije do 30 minuta, statisticki je znac¢ajno povecalo maseni udio fenolnih tvari samo kod
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mijesanja na horizontalnoj tresilici (do 374,5 mg/kg). Taj u¢inak izostao je kod vorteksiranja i
ultrazvu¢nog emulgiranja reakcijske otopine. Udio ukupnih fenola vorteksiranjem 30 minuta
(prosjek 365,9 mg/kg) nije se statisticki znacajno promijenio u odnosu na vorteksiranje 20
minuta (prosjek 364,1 mg/kg). Reakcija u ultrazvuc¢noj kupelji u trajanju 30 minuta negativno
je utjecala na udio fenola koji se statisticki zna¢ajno smanjio u odnosu na reakciju u

ultrazvucnoj kupelji u trajanju 20 minuta (za 7%).

Sindrak i sur. (2007) utvrdili su da udio ukupnih fenola u ulju sorte Leccino iznosi od
254,0 mg/kg (za vrijeme kiSne godine) do 1284,5 mg/kg (za vrijeme suSne godine). U tom
istrazivanju udio ukupnih fenola odreden je metodom s Folin-Ciocalteau reagensom s kojim,
osim fenola, mogu reagirati i drugi spojevi s reduciraju¢im djelovanjem (Medina, 2011b; Pico
i sur., 2020). Fast Blue BB test visoko je specifican za fenolne tvari te s Fast Blue BB soli mogu
eventualno reagirati - i y-tokoferol (Siano i sur., 2022; Pico i sur., 2020), a njihov udio u DMU
u pravilu je nizak. Udio p-tokoferola u uljima sorte Leccino krece se od 0 do 0,8 mg/kg, a udio
y-tokoferola od 3,9 do 10,5 mg/kg (Koprivnjak i sur., 2012). Dakle, radi se o vrlo malim
udjelima koji mogu neznatno povisiti rezultat ukupnih fenola odredenih Fast Blue BB testom.

Siano i sur. (2022) navode kako bi se reakcija fenola i Fast Blue BB reagensa mogla
ubrzati ako se epruvete urone u ultrazvu¢nu kupelj. To se potvrdilo i ovim istrazivanjem, te su
vrijednosti ukupnih fenola primjenom ultrazvu¢ne kupelji bile statisticki znacajno vise u
usporedbi s vorteksiranjem i mijeSanjem na horizontalnoj tresilici, nakon 10 i 20 minuta
reakcije (slika 8). Medutim, primjenom ultrazvu¢ne kupelji vodeno-alkoholni sloj, kojeg treba
izdvojiti nakon reakcije, kod pojedinih uzoraka bilo je vrlo tesko izbistriti centrifugiranjem
(slika 12). U tom je slucaju centrifugiranje bilo potrebno provesti nekoliko puta do postizanja
potpune bistro¢e nuzne za spektrofotometrijsko mjerenje. Osim S§to to produljuje vrijeme
provodenja analitiCkog postupka, razlika u bistro¢i je moguéi uzrok vece varijabilnosti rezultata
tj. ve¢ih standardnih devijacija kod primjene ultrazvuka u usporedbi s druge dvije tehnike
mijesanja. Takoder, istrazena je i mogucnost krace primjene ultrazvuka, u trajanju od pet
minuta. Dobiven je maseni udio ukupnih fenola 353,0 = 25,1 mg/kg ulja (srednja vrijednost
sedam odredivanja, podatak nije prikazan) Sto je slicno rezultatu dobivenom 20 minutnim
vorteksiranjem i mijeSanjem na tresilici. lako se reakcija odvija brzo, zbog navedenih
nedostataka, ultrazvuk nije koriSten u daljnjem odredivanju ukupnih fenola Fast Blue BB
metodom. Radi prakti¢nosti i prihvatljive varijabilnosti rezultata za nastavak istrazivanja

odabrano je vorteksiranje na spuzvastom nastavku u trajanju od 20 minuta.
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6.2. Stabilnost otopine Fast Blue BB reagensa

Vecina dosada$njih istrazivanja (Siano i sur., 2022; Medina, 2011a i 2011b; Lamothe i
sur., 2014) navodi da otopina Fast Blue BB reagensa u etanolu treba biti svjeza i pripremana
svakodnevno. Da bi se ispitala mogucnost pripreme veceg volumena otopine Fast Blue BB
reagensa i koriStenja iste viSe uzastopnih dana, u plan istrazivanja ukljuceno je ispitivanje

stabilnosti otopine na temperaturama ¢uvanja 4 °C i -20 °C.

Tijekom 30 dana ¢uvanja otopine Fast Blue BB u hladnjaku i zamrzivacu, vrijednosti
apsorbancija mjerenih nakon reakcije s kavskom kiselinom (koncentracije 0,25 mg/mL) su se
smanjivale (slika 9). Vrijednosti apsorbancija smanjile su se za 3% te za 5% nakon pet dana
cuvanja u hladnjaku odnosno zamrzivacu, dok su se vrijednosti nakon 30 dana ¢uvanja smanjile
za 9% odnosno 15% (slika 9). Osim toga, otopina Fast Blue BB reagensa izgubila je na
intenzitetu boje nakon 30 dana ¢uvanja u zamrzivacu (slika 7). 1z dobivenih rezultata moze se

zakljuciti da je pogodnije Cuvati etanolnu otopinu Fast Blue BB reagensa u hladnjaku.

Stabilnost otopine Fast Blue BB reagensa nakon duzeg vremena ¢uvanja na sobnoj
temperaturi (20 °C) i u hladnjaku na 0 °C ispitali su Acosta i Almirall (2021). Pratili su
stabilnost i promjenu boje etanolne otopine nakon 7 1 45 dana. Utvrdili su da je otopina ¢uvana
na sobnoj temperaturi izgubila zutu boju ve¢ nakon tjedan dana cuvanja, dok kod otopine
cuvane na 0 °C nije doSlo do znacajnih promjena boje. Autori zakljucuju da, unato€ tome Sto je
otopina Fast Blue BB reagensa nestabilna na sobnoj temperaturi, ostaje prikladna za koristenje
kod Cuvanja na temperaturi hladnjaka najmanje 45 dana nakon pripreme. Ovim dijelom
istrazivanja potvrdeno je da je Fast Blue BB reagens stabilan te se moze koristiti unutar pet dana

nakon pripreme uz ¢uvanje u hladnjaku.

6.3. Utjecaj filtracije sortnih djevicanskih maslinovih ulja na ukupne fenole

Udio ukupnih fenola nefiltriranih, tj. prirodno dekantiranih sortnih ulja, statisticki se
znacajno razlikovao (slika 10). Ulje Leccina imalo je neuobicajeno visok udio fenola (532,9
mg/kg ulja), a ulje Istarske bjelice imalo je najnizi udio ukupnih fenolnih tvari (362,9 mg/kg
ulja), sto nije oc¢ekivano s obzirom na to da su ulja Istarske bjelice poznata po visokom udjelu

ukupnih fenola (Koprivnjak i sur., 2012).

Poznato je da nakon filtracije DMU, ovisno o primijenjenom sustavu i filtracijskom

sredstvu, dolazi do smanjenja udjela ukupnih fenola (Bakhouche i sur., 2013; Brki¢ Bubola i
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sur., 2017; Lozano-Sanchez i sur., 2010). Fenolne tvari su hidrofilnog karaktera te se gube s
vodom koja se uklanja iz ulja tijekom filtracije DMU (osobito fenolni alkoholi) (Bakhouche i
sur., 2013; Goémez-Caravaca i sur., 2007). Takoder, mnogi autori koji su koristili razli¢ita
filtarska sredstva i sustave filtracije DMU, navode i zadrzavanje fenolnih spojeva na filtarskim
sredstvima kao moguci razlog gubitka fenola (Bakhouche i sur., 2013; Lozano-Sanchez i sur.,
2010, Goémez-Caravaca i sur., 2007). Udio ukupnih fenola filtracijom se statisticki znacajno
smanjio u odnosu na prirodno dekantiranje samo kod ulja sorte Leccino (za 4,7% od udjela u
nefiltriranom ulju). U uljima Istarske bjelice i Rosulje nakon filtracije udio ukupnih fenola

smanjio se za 1,8% odnosno 2,3% u odnosu na nefiltrirana ulja (slika 10).

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da filtracija nema jednak ucinak tj. ne smanjuje
udio ukupnih fenola kod svih sortnih DMU u jednakoj mjeri. To moze biti posljedica razli¢itog
omjera i karakteristika tkiva ploda prisutnih u ulju te koli¢ine i veli¢ine kapljica biljne vode kod
razli¢itih sortnih ulja. Brki¢ Bubola i sur. (2017) navode moguénost da cestice biljnog
materijala u ulju doprinose gubitku fenolnih tvari filtracijom. To je moguce kod ulja dobivenih
preradom zelenih ili nedozrelih maslina, kod kojih su ¢estice biljnog tkiva ¢vrsée i mogu stvoriti
sloj na filteru koji zadrzava dio fenolnih tvari. Smanjenje udjela fenola u ulju Istarske bjelice
nakon filtracije puno je manje (samo za 1,8%) nego $to su za istu sortu dobili Brki¢ Bubola i
sur. (2017). U njihovom istrazivanju udio ukupnih fenola smanjio se za 60% kod ulja Istarske
bjelice nakon filtracije, a plodovi Istarske bjelice su u trenutku prerade imali nizak stupanj
zrelosti (zeleni plodovi) te je ulje podvrgnuto filtraciji na filtarskoj presi s celuloznim filtrima
odmah nakon prerade plodova u uljari. Ulja koriStena u ovom istraZivanju filtrirana su
neposredno prije punjenja u boce te su prethodno skladistena otprilike 30 dana. Pored toga, ulja
su do trenutka provodenja analiza ¢uvana na sobnoj temperaturi, pa se odredeni dio fenola

mogao potrositi u oksidacijskim procesima tijekom skladistenja ulja (Elsorady i sur., 2017).

6.4. Udio vode u sortnim djevi¢anskim maslinovim uljima

Nefiltrirana odnosno prirodno dekantirana ulja Istarske bjelice, Leccina i Rosulje
sadrzavala su manji udio vode od maksimalno dopustenih 0,2% prema standardu
Medunarodnog vije¢a za masline (I0C, 2019). Udio vode u nefiltriranim uljima kretao se od
0,07% (kod Istarske bjelice) do 0,11% (kod Leccina) (slika 11).

Udjeli vode svih industrijski filtriranih sortnih ulja bili su nizi u usporedbi s udjelima

prirodno dekantiranih ulja, a ta je razlika jedino kod ulja Leccina bila statisticki znac¢ajna. Udio
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vode u industrijski filtriranom ulju Rosulje bio je nizi za ¢ak 60%, no u tom slucaju nije bilo
moguce izracunati statisticku znacajnost buduéi da je srednji kvadrat greske iznosio 0. Udio
vode u industrijski filtriranom ulju Istarske bjelice bio je nizi za samo 14% u usporedbi s
prirodno dekantiranim uljem. Sli¢no su potvrdila i druga istrazivanja. Brki¢ Bubola i sur. (2017)
utvrdili su da se filtracijom smanjuje sadrzaj vode u DMU sorti Buza i Istarska bjelica, a

Bakhouche i sur. (2014) da se udio vode filtracijom smanji za 20 do 36%.
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja, prikazanih rezultata i provedene rasprave moze se

zakljuciti:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Provodenjem Fast Blue BB testa emulgiranjem u ultrazvucnoj kupelji (20 minuta)
dobivaju se najviSe vrijednosti ukupnih fenola; postupak ipak nije izdvojen kao
najprikladniji zbog otezanog bistrenja vodeno-alkoholnog sloja i veée varijabilnosti

rezultata.

Od istrazivanih tehnika emulgiranja, vorteksiranje ulja s Fast Blue BB reagensom u
alkalnom pH, u trajanju od 20 minuta izdvojeno je kao najprakti¢nija i najprikladnija

tehnika za provodenje Fast Blue BB testa.

Etanolnu otopinu Fast Blue BB reagensa prikladnije je ¢uvati u hladnjaku, nego u
zamrzivacu. Tijekom pet dana vrijednosti apsorbancija nakon reakcije s kavskom
Kiselinom smanjuju se za 3% kod ¢uvanja u hladnjaku te za 5% kod cuvanja u

zamrzivacu.

Nefiltrirana sortna ulja medusobno se statisticki znacajno razlikuju po udjelu ukupnih

fenola (Leccino 532,9 mg/kg, Rosulja 482,2 mg/kg, Istarska bjelica 362,9 mg/kg).

Sva industrijski filtrirana sortna ulja imaju niZe udjele ukupnih fenola od prirodno
dekantiranih (za 1,8% do 4,7%), no statisti¢ki znacajna razlika postoji samo kod sorte

Leccino.

Udio vode u nefiltriranim sortnim uljima nizi je od maksimuma dopustenog
medunarodnim standardom te se krece u rasponu od 0,07% (kod Istarske bjelice) do
0,11% (kod Leccina).

Sva industrijski filtrirana sortna ulja imaju niZe udjele vode od prirodno dekantiranih
(za 14% kod Istarske bjelice do 60% kod Rosulje), no statisticki znacajna razlika

utvrdena je samo za sortu Leccino (udio vode nizi za 27%).

Fast Blue BB test je brza, jeftina i visoko specificna metoda za odredivanje ukupnih

fenola u uljima. Primjena Vorteks uredaja sa spuzvastim nastavkom u trajanju 20 minuta
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najprakti¢nija je i najprikladnija tehnika emulgiranja za laboratorijsko odredivanje ukupnih

fenolnih tvari ovom metodom.
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9. PRILOZI

Slika 12. Izgled sadrzaja epruveta (djevicansko maslinovo ulje i Fast Blue BB reagens u
alkalnom pH) nakon emulgiranja u ultrazvu¢noj kupelji 20 minuta (Fotografija: M.
Markovic).
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10. POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

1. A Apsorbancija

2. bMU Djevic¢ansko maslinovo ulje

3. EFSA Europska agencija za sigurnost hrane

4. EU Europska unija

5. HPLC-UV Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti s UV detektorom
6. 10C International Olive Council (Medunarodno vijece za masline)

7. KVB Kardiovaskularne bolesti

8. SAD Sjedinjene Americ¢ke Drzave
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