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1. UVOD

Uljana repica je jedna od najznacajnijih uljarica u Hrvatskoj, ali i u svijetu. Upotrebljava
se kao sirovina u prehrambenoj ali i u farmaceutskoj industriji, kao sto¢na hrana te predstavlja

osnovnu sirovinu za proizvodnju biodizel goriva.

Podrijetlom iz Indije poznata je vise od 3000 godina, a zna¢ajnija kultivacija u Europi
zapocCinje tek u 13. stoljecu. PovrSine zasijane uljanom repicom u svijetu porasle su u
posljednjih desetak godina, a najveci proizvodaci uljane repice su Kina, s vise od 7 milijuna

hektara, Indija, s vise od 6 milijuna hektara, te Kanada, s vise od 4 milijuna hektara godisnje.

Sjeme uljane repice sadrzi 18-25 % bjelancevina s povoljnim odnosom aminokiselina
te 40-48 % ulja s visokim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina. Repi€ino ulje predstavlja vazan
izvor nutritivno visokovrijednih tvari jer sadrzi znacajan udjel oleinske masne kiseline (oko
60%). Uz to, repicino ulje sadrzi oko 11 % omega-3 (a-linolenske) te oko 20 % omega-6

masnih kiselina (linolne) §to zapravo predstavlja gotovo idealan omjer (1:2).

Uz povoljan omjer masnih kiselina, repi¢ino ulje sadrzi znaajnu koncentraciju
tokoferola i sterola te sadrzi i polifenole, spojeve koje djeluju kao antioksidansi te sprjecavaju
reakcije oksidacije i kao takvi poboljSavaju stabilnost samoga ulja, ali i pozitivno utjeCu na
zdravlje. 4-vinilsiringol, poznat i kao kanolol, specifican je spoj sirovoga repi¢inoga ulja i
dokazano je kako snizava razinu reaktivnih kisikovih vrsta i sprjecava oksidativni stres koji se
povezuje s nizom bolesti poput tumora, kardiovaskularnih bolesti, arteroskleroze i
Alzheimerove bolesti. Tijekom rafinacije repi¢inoga ulja, dolazi do dimerizacije kanolola te
nastaje fenilindan. Fenilindan je dominantni fenolni spoj u jestivom repi¢inom ulju, a dokazana

je i njegova jaka antioksidacijska aktivnost.

Cilj ovog rada bio je ispitati moguénost izolacije specifi¢nih polifenolnih spojeva
sirovoga 1 jestivoga repi¢inoga ulja kako bi se mogli koristiti kod istrazivanja bioaktivnih

svojstava tih spojeva.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Uljana repica

Uljana repica je jednogodiSnja biljka koja pripada rodu krstasica (Brassica) porodice
Cruciferae, a za proizvodnju ulja su znacajne vrste Brassica campestris L., Brassica napus L.
i Brassica rapa L. Biljka uljane repice visoka je 1,5 m s uskim komuskama duljine 5 do 10 cm.
Sjemenke su smede-crne boje, veli¢ine 1,8 do 2,8 mm (Karaci¢ i sur., 2002). Sjeme uljane
repice sadrzi 40-48% ulja, 18-25% proteina, 6-10% vode, 5-8% celuloze te 3-5% pepela
(Gadzo i sur., 2011).

Slika 1. Brassica napus subspec. olifera (Anonymous, 2016)

Zbog sve vecée primjene uljane repice, ona zamjenjuje suncokret i soju na hladnijim i
vlaznijim podru¢jima (Kraljevi¢ i sur., 2008). Tako se u hladnijim podru¢jima uzgajaju jari
kultivari dok se u umjerenijim podru¢jima uzgajaju ozimi kultivari.

Stari kultivari uljane repice su u ulju sadrzavali | do 50% eruka masne kiseline (C22:1)
te visoke koncentracije glukozinolata u sa¢mi koji negativno utje¢u na zdravlje (Marjanovic-
Jeromela i sur., 2011). U cilju smanjenja koncetracije navedenih spojeva, ali i poboljSanja

prinosa sjemena, ulja i saéme, poc¢etkom 20. stolje¢a se pocelo raditi na oplemenjivanju uljane
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repice (Kozumplik i Martini¢-Jerci¢, 2000). Kao rezultat oplemenjivanja su dobiveni kultivari
koji sadrze manje od 2% eruka masne Kiseline u ulju te 15-20 mmol g glukozinolata u
odmascenoj sacmi (“00” kultivari).

Prema sastavu aminokiselina, uljana repica je slicna punomasnoj soji, medutim soja
sadrzi viSe lizina dok sjemenke uljane repice sadrze vise sumpornih aminokiselina (Aherne i
Kenelly, 1985). Od pojedina¢nih aminokiselina, sjemenke uljane repice sadrze
10,0-16,9 g kg* asparaginske kiseline, 5,5-10,0 g kg! treonina, 5,6-9,9 kg?! serina,
23,4-38,2 g kg? glutaminske kiseline, 1,8-16,4 g kg prolina, 6,5-12,2 g kg* glicina,
3,2-11,0 g kg alanina, 7,8-12,5 g kg valina, 1,6-4,4 g kg’ metionina,, 5,7-9,5 g kg™
izoleucina, 9,9-16,7 g kg* leucina, 4,1-6,6 g kg* tirozina, 5,8-9,7 g kg! fenilalanina,
4,0-6,5 g kg histidina, 10,1-14,6 g kg™ lizina te 10,2-16,9 g kg™ arginina. lako postoji razlika
u zastupljenosti pojedinacnih aminokiselina kod razli¢itih kultivara uljane repice, omjer
esencijalnih i neesencijalnih aminokiselina je otprilike jednak kod razlicitih kultivara 1 krece
se u rasponu od 1,0-1,2 (Strakova i sur., 2008).

Repicino ulje sadrzi visoki udio mononezasi¢enih masnih kiselina (44-75%), 22-35%
polinezasi¢enih masnih kiselina te vrlo malo zasi¢enih masnih kiselina (5-10%). Od
polinezasi¢enih masnih kiselina 18-22% ¢ini omega-6 masna kiselina (linolna kiselina), a 9-
13% omega-3 masna kiselina (a-linolenska kiselina) Sto predstavlja gotovo idealan omjer za
zdravlje (Szydtowska-Czerniak i sur., 2010). Osim dobrog sastava aminokiselina i masnih
kiselina, sjeme uljane repice je bogato i fenolnim spojevima u koncentraciji od 6,4-12,8 g kg™
(Naczk i sur, 1997).

2.2. Polifenoli

Polifenoli ¢ine najrasireniju skupinu prirodnih spojeva u biljnom svijetu s preko 8,000
poznatih struktura. Po kemijskoj strukturi su gradeni od aromatskog prstena s jednom ili vise
hidroksilnih skupina. Oni se klasificiraju prema podrijetlu, bioloskoj funkciji 1 kemijskoj
strukturi (Tsao, 2010).



Polifenoli

Hidroksibenzojeve kiseline Hidroksicimetne kiseline I Flavonoidi I Stilbeni Lignani
Protokatehinska kiselina Kumarinska kiselina Rezveratrol Sekoizolarisirezinol
Galna kiselina Kavska kiselina

Ferulinska kiselina

Hidroksibenzojeve kiseline su Kurkumin

komponente galotanina i

elagitanina

Flavonoli Flavoni Izoflavoni Flavanoni Antocijanidini Flavanoli

Kampferol Apigenin Daidzein Neringenin Pelargonidin Katehini

Kvercetin Luteolin Genistein Eriodiktiol Cijanidin Galokatehin

Miricetin Hesperetin Delfinidin

Petunidin
Malvidin

Slika 2. Podjela polifenolnih spojeva i najznacajniji predstavnici pojedinih grupa
(Hardman, 2014)

Fenolne kiseline se nalaze u velikoj koncentraciji u hrani te su podijeljene u dva

razreda: derivati

benzojeve kiseline i derivati cimetne

kiseline. Koncentracija
hidroksibenzojevih kiselina je u jestivim biljkama vrlo niska, dok su hidroksicimetne kiseline
ucestalije te se ve¢inom mogu naci p- kumarinska, kavska, ferulinska i sinapinska kiselina.

Flavonoidi su grupa polifenola ¢ija osnovna struktura sadrzi dva aromatska prstena
povezana s tri ugljikova atoma. Identificirano je vise od 4,000 vrsta flavonoida te su, na temelju
varijacija u strukturi, podijeljeni u Sest podrazreda: flavonoli, flavoni, flavanoni, flavanoli,
antocijanini 1 izoflavoni. Individualne razlike su posljedica razlika u broju i poloZaju
hidroksilnih grupa te alkilacije i glikolizacije istih (Pandey i Rizvi, 2009).

Stilbeni su spojevi koji nemaju osnovnu strukturu flavonoida, a sadrze 1,2-difenileten
kao funkcionalnu skupinu te je najpoznatiji predstavnik ove skupine resveratrol (3,5,4’-
trihidroksistilben) (Rastija i Medi¢-Sari¢, 2009).

Lignani su difenolni spojevi koji imaju 2,3-dibenzilbutansku strukturu koja nastaje
dimerizacijom dviju cimetnih kiselina (Pandey i Rizvi, 2009).



2.2.1. Polifenoli uljane repice

Od svih uljarica, uljana repica sadrzi najvise fenolnih spojeva (Nowak i sur., 1992), a
najveci udio fenolnih spojeva Cine esterificirane fenolne kiseline (oko 80%) sa sinapinom kao
najvaznijim predstavnikom. Slobodne fenolne kiseline ¢ine 9-16% ukupnih fenolnih spojeva,

a najvazniji predstavnik ove skupine je sinapinska kiselina (Shahidi i Naczk, 1992).

2.2.1.1. Fenolne kiseline

U uljanoj repici detektirane su i hidroksicimetne i hidroksibenzojeve fenolne kiseline a
prisutne su u slobodnom te u esterificiranom obliku. Trans-sinapinska kiselina je dominantna
fenolna kiselina uljane repice, a prisutnost cis-sinapinske kiseline je posljedica izomerizacije

uzrokovane izlaganju sjemenki repice UV zracenju (Schulz i Hermann, 1980).

Slobodne fenolne kiseline

Sa¢ma uljane repice sadrzi preko 2 g slobodnih fenolnih kiselina po kilogramu saéme
(Naczk i sur., 1992) pri ¢emu sinapinska kiselina ¢ini od 70 do 85 % ukupnih slobodnih
fenolnih kiselina. Osim sinapinske Kiseline, u malim koncentracijama su prisutne i p-
hidroksibenzojeva kiselina, vanilinska, gentska, protokatehinska, siringinska, p-kumarinska,
cis- i trans-ferulinska, kavska i klorogenska kiselina (Krygier i sur., 1982; Kozlowska i sur.,
1991).

Esterificirane fenolne kiseline

Esterificirane fenolne kiseline su dominantna frakcija fenolnih kiselina prisutnih u
repici i ¢ine 80% ukupnih fenolnih kiselina. Sinapinska kiselina je najzastupljenija fenolna
kiselina u esterima s 71 do 97%. Osim sinapinske kiseline, alkalni hidrolizati fenolnih estera
sadrze i male koncentracije p-hidroksibenzojeve Kkiseline, vanilinske, protokatehinske,
siringinske, p- kumarinske, cis- i trans-ferulinske te kavske kiseline (Krygier i sur., 1982).

U sjemenkama biljaka koje pripadaju porodici Brassicaceae je prisutan veliki broj kolin

estera fenolnih kiselina, odnosno sinapina. Sastav fenolnih kiselina u sinapinima je genski
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kontroliran, ali njihov sastav je i pod utjecajem uvjeta uzgoja (Bouchereau i sur., 1991). U
repici su prisutni sinapini poput sinapoilkolina, feruloilkolina, izoferuloilkolina,

kumaroilkolina, 4-hidroksibenzoilkolina te 3,4-dimetoksibenzoilkolina (Larsen i sur., 1983).

Sinapini X Y A
Kumaroilkolin H OH H
Feruloilkolin H OH OCH;
Izoferuloilkolin H OCH: OH
Sinapin OCH: OH OCH:

Sinapin glukozid OCH: O-Glu OCH:

L
x C—0 —CH,— CHy— N .= CHy
li CH,

o

Sinapini X Y
4-hidroksibenzoilkolin OH H
Hesperalin OCH:s OCH:s

Slika 3. Strukturne formule sinapina prisutnih u uljanoj repici (Naczk i sur., 1997)

Osim sinapina u repici su pronadeni i drugi fenolni esteri poput metilnih estera Cis- i
trans-ferulinske kiseline ¢ija je prisutnost u repici potvrdena masenom spektrometrijom
(Fenton i sur., 1980). Osim toga, u repici su prisutni glikozidi poput 3-(O-sinapoil soforozid)-
7-O-glukozida kampferola i 3-(O-sinapoil glukozid)-7-O-soforozida kampferola (Tantawy i

sur., 1983), dok je 1-O-B glukopiranozil sinapad dominantni glikozid u repici (Amarowicz i
sur., 1995).

2.2.1.2. Kondenzirani tanini

Tanini su kompleksni fenolni spojevi s molekulskom masom od 500 do 3000 Da te se
klasificiraju kao kondenzirani ili hidrolizirajué¢i. Hidrolizirajuéi tanini su fenoli koji kiselom,
alkalnom ili enzimskom hidrolizom proizvode polihidroksilne jedinice poput D-glukoze te

fenolne kiseline poput galne i/ili heksahidroksidifenske kiseline. S druge strane, kondenzirani



tanini su dimeri, oligomeri ili polimeri flavan-3-ola iz kojih kiselinskom hidrolizom nastaju
antocijanidini te su zbog toga poznati kao proantocijanidini (Naczk i sur., 1997). Uz to, sirovi
polifenolni ekstrakti ljuske uljane repice sadrze otprilike 20% proantocijanidina topljivih u etil
acetatu Sto znaci da se radi o monomerima i dimerima proantocijanidina (Naczk i sur., 1994).

Kondenzirani tanini su identificirani u ljusci uljane repice (Bate-Smith i Ribereau-
Gayon, 1959). Ukljucuju cijanidin, pelargonidin i n-butil derivat cijanidina (Durkee, 1971), a
osnovna jedinica tanina izoliranih iz ljuske uljane repice je leukocijanidin (Leung i sur., 1979).
U ljusci repice se nalazi 0,02-0,22% kondenziranih tanina, odnosno 0,14-23 g tanina po
kilogramu ljuske, a razlika u koncentraciji tanina je posljedica razlika medu kultivarima te

uvjetima uzgoja (Mitaru i sur., 1982).

2.2.2. Polifenoli u repi¢inom ulju

Kao sto je prethodno napisano, sinapinska kiselina je dominantna fenolna kiselina u
uljanoj repici dok se u manjim koncentracijama nalaze i druge kiseline poput ferulinske, o- i
p-kumarinske kiseline. Navedene kiseline se mogu pronaci i u hladno presanom repi¢inom ulju
u koncentraciji od 3-4 mg kg (Koski i sur., 2002). U sirovom repi¢inom ulju je pronaden i
dekarboksilirani oblik sinapinske kiseline, odnosno 2,6-dimetoksi-4-vinilsiringol (kanolol)
koji nastaje zbog poviSenja temperature U procesu proizvodnje repi¢inoga ulja (Koski i sur.,
2003; Wakamatsu i sur., 2005). Kanolol je glavni fenolni spoj u sirovom repi¢inom ulju te je,
zbog svoje funkcionalne grupe, prekursor u formiranju novih fenolnih spojeva koji nastaju u

procesu rafinacije repi¢inoga ulja (Koski i sur., 2003; Vourela i sur., 2003).

Tijekom neutralizacije u procesu rafinacije ukupna koncentracija polifenola u ulju se
znacajno smanjuje te iznosi 15% koncentracije koja se nalazi u sirovom repi¢inom ulju, a
kanolol se tijekom dezodorizacije skoro u potpunosti ukloni (Zacchi i Eggers, 2008). No u
postupku rafinacije dimerizacijom kanolola nastaju cis- i trans- dijastereoizomeri fenilindana
[cis-4,6-dimetoksi-5-hidroksi-1-metil-3-(30,50-dimetoksi-40-hidroksifenil)indan] 1 [trans-
4,6-dimetoksi-5-hidroksi-1-metil-3-(30,50-dimetoksi-40-hidroksifenil)indan]. Fenilindan se u
komercijalno dostupnom repi¢inom ulju nalazi u vrlo maloj koncentraciji, tj. u koncentraciji
od 63,0 mg kg (Harbaum-Piayda i sur., 2010).



MeO MeO

7N 7 N
HO—(' \ OH HO— \
MeOf o] MeO
Sinapinska kiselina Kanolol

cis-dijastereoizomer trans-dijastereoizomer
fenilindana fenilindana

Slika. 4. Struktura sinapinske kiseline, kanolola, cis- i trans-diasteroizomera fenilindana
(Harbaum-Piayda i sur., 2010)

2.2.3. Utjecaj polifenolnih spojeva repicinoga ulja na zdravlje

Slobodni radikali su molekulske vrste koje sadrze nespareni elektron u atomskoj
orbitali te se svrstavaju u vrlo nestabilne i reaktivne molekule. Slobodni radikali mogu donirati
ili primiti elektron odnosno ponasaju se kao oksidansi ili reducensi. NajvaZzniji slobodni
radikali koji sadrze kisik, a uzrokuju razli¢ita oSteCenja su hidroksilni radikal, superoksidni
radikal, vodikov peroksid, singlet kisika, hipoklorit, radikal nitratnog oksida i peroksinitratni
radikal. Navedeni spojevi uzrokuju oSte¢enja molekula poput DNA, proteina, ugljikohidrata te
lipida (Young i Woodside, 2001).U tijelu slobodni radikali nastaju tijekom osnovnih
metabolickih procesa ili pod utjecajem vanjskih faktora poput puSenja cigareta, izlaganja
zraCenju, zagadivacima, industrijskim kemikalijama itd. (Bagchi i Puri, 1998).

Oksidativni stres je stanje koje je posljedica disbalansa izmedu proizvodnje i
eliminacije slobodnih radikala (Mc Cord, 2000). Kratkotrajni oksidativni stres moze nastati
zbog traume, infekcije, toksina, pretjeranog vjezbanja i drugog. Ozlijedena tkiva proizvode
enzime kao §to su lipogenaza, ksantin oksidaza ili ciklooksidaza koji proizvode slobodne

radikale. Neke od posljedica oksidativnog stresa ukljucuju inicijaciju, promociju i progresiju



tumora, utjecaj na dijabetes i neurodegenerativne bolesti poput Parkinsonove bolesti (Rao i
sur., 2006).

Epidemioloske studije pokazuju povezanost izmedu smanjenja rizika od nastanka
kroni¢nih bolesti i konzumacije hrane bogate polifenolima. Fenolne strukture u polifenolima
mogu prihvatiti elektron, formirati relativno stabilan fenoksilni radikal te prekinuti reakcije
oksidacije u stanicama (Pandey i Rizvi, 2009).

Polifenoli repic¢inoga ulja su odli¢ni hvataci slobodnih radikala te kanolol ima veliki
antiradikalski kapacitet protiv endogenog mutagena peroksinitrita (Kuwahara i sur., 2004).
Kanolol ¢ini vecinu polifenola sirovoga repi¢inoga ulja (87%) te u smjesi sa sinapinskom
kiselinom i derivatima ima vecu antioksidacijsku aktivnost nego kad se nalazi sam Sto ukazuje
na sinergisticki efekt polifenola repicinoga ulja. Polifenoli repice pokazuju odli¢na
antioksidativna svojstva prema oksidaciji liposoma $to je u repi¢inom ulju rezultat prisutnosti
kanolola, a u saémi repice rezultat prisutnosti sinapinske kiseline (Vourela i sur., 2005). Sirovo
repi€ino ulje ima sposobnost inhibicije formiranja nitratnog oksida i prostaglandina E» $to znaci
da posjeduje antiinflamatorna svojstva. S druge strane, polifenoli saéme repice ne posjeduju
antiinflamatorna svojstva. Na temelju toga se moze zakljuciti da je za antiinflamatorna svojstva
repi¢inoga ulja zasluzan je kanolol koji inhibira formiranje nitratnog oksida i prostaglandina
E> (Vourela i sur., 2005).

Oralnom konzumacijom kanolola se smanjuje kroni¢ni gastritis povezan s Helicobacter
pylori te s pojavom tumora zeluca. Kanolol smanjuje razinu anti-H. pylori IgG antitijela i
gastrina u serumu, ali ne smanjuje kolonizaciju H. pylori (Cao i sur., 2008). Ekstrakti sjemenki
uljane repice i kanolol pokazuju antimutagena svojstva u prokariotskim stanicama te je
antimutageni potencijal kanolola visi od nekih drugih flavonoida kao i od a-tokoferola
(Kuwahara i sur., 2004).

Tijekom neutralizacije u procesu rafinacije sirovoga repi¢inoga ulja nastaje fenilindan,
elektrofilnom aromatskom supstitucijom u kiselim uvjetima. Fenilindan je dominantni fenolni
spoj u jestivom repi¢inom ulju te ¢ini dvije tre¢ine ukupnih fenolnih spojeva (Kralji¢ i sur.,
2015). Fenilindan ima skoro dvostruko veci antioksidativni potencijal od kanolola Sto govori
da obje hidroksilne grupe pokazuju antioksidacijsku aktivnost. Antioksidacijska aktivnost
fenilindana je usporediva s antioksidacijskom aktivnoS¢u kvercetina, vaznog flavanola u vocu
i povréu. Kvercetin je jaki antioksidans koji zaustavlja lipidnu oksidaciju tako $to reagira sa
slobodnim radikalima. Sli¢ne antioksidacijske aktivnosti kvercetina i fenilindana ukazuju na

vaznost fenilindana u zaustavljanju reakcija oksidacije u hrani (Harbaum-Piayda, 2010).



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Za izradu ovog rada koriSteno je sirovo te jestivo repi¢ino ulje proizvodaca Zvijezda
d.d., Zagreb. Za analizu i izolaciju polifenolnih spojeva koristeni su slijedeci reagensi: metanol,
acetonitril, fosforna kiselina, heksan i dietil eter te standardi, hidroksitirosol, protokatehinska
kiselina, tirosol, 4-hidroksibenzojeva kiselina, klorogenska Kkiselina, vanilinska kiselina,
siringinska kiselina, vanilin, siringaldehid, p-kumarinska Kkiselina, ferulinska Kiselina,

sinapinska kiselina i trans-cimetna kiselina (sve HPLC cistoce).

3.2. Metode rada

3.2.1. Odredivanje polifenola HPLC metodom uz UV detekciju

Metoda koriStena za odredivanje polifenolnih spojeva je tekuéinska kromatografija
visoke djelotvornosti (HPLC) uz UV detekciju (DAD detektor). U tu je svrhu uzorak
pripremljen modificiranom metodom Medunarodnog vijeca za masline (I0C, 2009).

U epruvetu od 10 mL je odvaze se 4,0 g repi¢inoga ulja te se doda 5 mL 80%-tne otopine
metanola i mijesa na vorteksu to¢no 1 minutu. Polifenoli se ekstrahiraju pomocu ultrazvucne
kupelji na sobnoj temperaturi 15 minuta te se nakon toga uljna i metanolna faza odjele na
centrifugi pri 5000 okretaja min kroz 25 minuta. Alikvot supernatanta se filtrira kroz 0,45 pm
PVDF filter.

U HPLC sustav Varian ProStar System se injektira 20 uL pripremljenog polifenolnog
ekstrakta te se snime kromatogrami na 280 nm koriste¢i ProStar 330 UV-Vis DAD detektor.
Za razdvajanje polifenolnih spojeva koriStena je gradijentna elucija (Tablica 1), a samo
razdvajanje je provedeno na RPC18 koloni Luna, Phenomenex (250 x 4,6 mm, 5 um) pri sobnoj

temperaturi.
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Tablica 1. Eluacijski gradijent za odredivanje polifenola HPLC/DAD metodom

Vrijeme Protok 0,2‘:{(|)3|2t84p|na Metanol Acetonitril
(min) (mL min™?) (%) (%) (%)
0 1,00 96 2 2
40 1,00 50 25 25
45 1,00 40 30 30
60 1,00 0 50 50
70 1,00 0 50 50
72 1,00 96 2 2
82 1,00 96 2 2

Identifikacija polifenolnih spojeva provodi se usporedbom retencijskih vremena
razdvojenih pikova (Rt) s vremenom zadrzavanja standarda: hidroksitirosola, tirosola,
protokatehinske, 4-hidroksibenzojeve, klorogenske, vanilinske, siriginske, p-kumarinske,
ferulinske, sinapinske i trans-cimetne kiseline te vanilina i siringaldehida.

Udio polifenolnih spojeva u ekstraktu je odreden prema bazdarnoj krivulji za
izracunavanje udjela sinapinske kiseline u ulju [1], dok je za odredivanje udjela pojedinac¢nih

polifenola u ulju (mg kg?) koristena formula [2].

y = 172456x — 5685,2 [1]
gdje je:

y = povrsina ispod pika

x = koncentracija sinapinske kiseline (ug mL™)

c(fenolni spoj) = % 2]
gdje je:

x = koncentracija fenolnog spoja (ug mL™)
V = volumen otopina 80%-tne otopine metanola koristenog za ekstrakciju (5 mL)

m = masa uzorka ulja uzetog za analizu (g)
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3.2.2. Izolacija polifenolnih spojeva iz sirovoga i jestivoga repicinoga ulja

Ekstrakcija polifenolnih spojeva provedena je prema metodi koju su u svom radu
objavili Kralji¢ i suradnici (2015). U plasti¢ne kivete od 50 mL se odvaze po 20 g ulja, doda
se 10 mL metanola te se zaGepljena kiveta mijeSa 1 minutu na vorteksu (tip 2, IKA). Ekstrakcija
se provodi u ultrazvu¢nu kupelj (Bandelin Sonorex digiplus) 15 minuta a uljni i metanolni sloj
odvoje se kroz 25 minuta na centrifugi (5000 o min, Rotina 380R). Gornja, metanolna faze
se odvoji u okruglu tikvicu, a s preostalom uljnom fazom se postupak ekstrakcije ponovi jos 2
puta. Ekstrakcija se provodi nekoliko puta kako bi se skupila dovoljna koli¢ina ekstrakta, a Svi
se metanolni ekstrakti skupljaju u istu tikvicu, metanol se otpari na rotacijskom vakuum
uparivacu (Advantage HL, Heidolph).

Dobiveni suhi polifenolni ekstrakt otopi se u 100 mL acetonitrila (u obrocima) te se
prebaci u lijevak za odjeljivanje. Zatim se u tikvicu doda 50 mL heksana, ispere i prebaci u
lijevak za odjeljivanje. Nakon mijeSanja, lijevak za odjeljivanje se ostavi oblozen aluminijskom
folijom kako bi se odvojile acetonitrilna i heksanska faza. Donja, acetonitrilna faza ispusti se
u drugi lijevak za odjeljivanje, a u preostalu heksansku fazu se jos 2 puta doda po 20 mL
acetonitrila. Sve acetonitrilne faze se skupe u drugom lijevku za odjeljivanje te se na kraju
isperu s 50 mL heksana kako bi se uklonili eventualni zaostaci ulja. Acetonitrilna faza je zatim
ispustena u tikvicu s okruglim dnom te je uparena do suha na rotacijskom vakuum uparivacu
(Advantage HL, Heidolph).

Polifenolni spojevi ekstrahirani iz repi¢inoga ulja prociste se na plo¢ama za tankoslojnu
kromatografiju (TLC, Kieselgel 60 HF2s4) pri ¢emu se kao mobilna faza koristi smjesa heksana
i dietil etera (8/3, v/v). UV-vidljive vrpce na Rf 0,13 (za polifenolni ekstrakt iz sirovoga
repi¢inoga ulja) te Rs1 0,08 (za polifenolni ekstrakt iz jestivoga repicinoga ulja) su sastrugane,
a spojevi su isprani sa silikagela koristeci acetonitril.

Izolati polifenola su otopljeni u 10 mL metanola te su napravljena razrjedenja (100x za
izolat sirovoga ulja i 20x za izolat jestivoga ulja). U pripremljenim razrjedenim otopinama
odreden sastav i udjel polifenola po metodi opisanoj u potpoglavlju 3.2.1. Odredivanje
polifenola HPLC metodom uz UV detekciju.
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3.2.3. Izracunavanje iskoriStenja procesa izolacije fenolnih spojeva

Koriste¢i koncentracije polifenola u sirovom 1 jestivom repi¢inom ulju te koncentracije
otopina njihovih izolata izra¢unate su mase spojeva (kanolol i fenilindan) koje teoretski mogu
biti izolirane te stvarne izolirane mase. Dobiveni podatci su koriSteni za izraCunavanje
iskoriStenja procesa izolacije polifenolnih spojeva, a samo iskoriStenje je definirano kao masa

izoliranog spoja u odnosu na masu spoja prisutnog u ulju (forumula 3).

iskoristenje (%) = ;Zﬂ 100 [3]

eor
pri ¢emu je:

Mstv — Stvarna masa izoliranog spoja

Miteor — Masa Spoja prisutna u ulju koristenom za izolaciju
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4. REZULTATI

U ovom istrazivanju proveden je proces izolacije fenolnih spojeva iz sirovoga i
jestivoga repi¢inoga ulja. Prije izolacije uljima je odreden polifenolni sastav i rezultati su
prikazani u tablici 2. Nakon izolacije kanolola i fenilindana iz sirovoga odnosno jestivoga
repi¢inoga ulja izraCunata su iskoriStenja procesa izolacije. Rezultati su prikazani u tablici 3.

Proizvedeni ekstrakti analizirani su tekué¢inskom kromatografijom kako bi se ispitala
njihova Cisto¢a a kromatogrami ekstrakata sirovoga i jestivoga repi¢inoga ulja prikazani su na

slici 5.

Tablica 2. Udio fenolnih spojeva u sirovom i jestivom repi¢inom ulju

Spoj (mg kg™) Sirovo repicino ulje Jestivo repicino ulje
Kanolol 202,35 nd
Fenilindan nd 16,62
Ukupni fenoli 229,90 41,92

Tablica 3. IskoriStenje procesa izolacije fenolnih spojeva

Stvarna
Masa ulja | Teorijska masa
) ) - ] o IskoriStenje
Ekstrakti | zaizolaciju | masa spoja | izoliranog

. (%)

(ka) (mg) spoja

(mg)
Kanolol 0,24 48,65 26,57 52,55
Fenilindan 0,72 11,45 6,43 56,15

14



150
a)
1254 3
s
| =
©
X
100 .
g
8
o
£ 751
50-
25
0 1%
v 2 & ¢
150 c
=
b) g
=
[}
1254 &
~
§
2
100 ¥
2
3 5
50
25 o e x
89 g o
2o 8 0
O'Mj(wﬂgr—_”’”_“—’ —““Tl‘ny‘ﬂa =
' "o P 0 w0 50 '

Minutes

Slika 5. Kromatogrami ekstrakata polifenola a) sirovoga repi¢inoga ulja i b) jestivoga
repi¢inoga ulja

15



5. RASPRAVA

Cilj ovog zavr$nog rada bio je ispitati mogucnost izolacije ¢istih polifenolnih spojeva
iz repic¢inoga ulja kako bi se mogli naknadno koristiti za istrazivanje njihovih svojstava.
Polifenolni spojevi su bitni sastojci ulja zato $to usporavaju reakcije oksidacije. Reakcije
oksidacije su jedan od najce$¢ih uzroka kvarenja ulja, a do oksidacije dolazi tijekom
proizvodnje kao i skladiStenja ulja. Lipidna oksidacija je glavni uzro¢nik smanjenja kvalitete
hrane, a produkti reakcija oksidacije utjeCu na senzorske karakteristike hrane kao i na gubitak
nutrijenata i bioaktivnih tvari. Posljedica oksidacijskih procesa je to da hrana postaje
neprikladna za konzumaciju. Lipidi su podlozni oksidaciji u prisutnosti svjetlosti, topline,
enzima, metala, metaloproteina te mikroorganizama $to dovodi do procesa autooksidacije,
termoksidacije, fotooksidacije te enzimske oksidacije. Autooksidacija je najéeSce prisutan
oblik oksidacije, a posljedica je spontane reakcije lipida s atmosferskim kisikom preko niza
reakcija, a proces moze biti ubrzan povisenjem temperature. Nezasi¢ene masne kiseline su
glavni supstrati u navedenim reakcijama (Shahidi i Zhong, 2010).

Antioksidansi su tvari prisutne u niskim koncentracijama u usporedbi s tvarima koje se
oksidiraju, a djeluju tako Sto sprjecavaju ili usporavaju njihovu oksidaciju. Antioksidansi su
Siroko rasprostranjeni u biljnom i zivotinjskom tkivu te mikroorganizmima, a mogu biti
izolirani iz prirodnih izvora poput voca, povréa, sjemenki, zitarica, ulja i slicno. Polifenolni

Spojevi su vazna grupa antioksidansa te su prirodno prisutni ve¢inom u biljkama.

Za izolaciju polifenolnih spojeva u ovom radu je koristeno sirovo i jestivo repi¢ino ulje
proizvodaca Zvijezda d.d., Zagreb. Prije izolacije polifenolnih spojeva su odredeni njihov
sastav i koncentracije u navedenim uljima. Najzastupljeniji spoj sirovog repi¢inog ulja je
kanolol i ¢ini 88,02% ukupnih fenolnih spojeva sirovog repic¢inog ulja. Njegova koncentracija
iznosi 229,90 mg kg™ ulja $to je u skladu s istrazivanjem koje su proveli Spielmeyer i suradnici
(2009) u kojem navode da je kanolol u sirovim uljima prisutan u koncentracijama od 5,7 do
720 mg kg. S druge strane, koncentracija kanolola u ovom radu je manja od koncentracije
koju su Wakamatsu i suradnici (2005) dobili u svom istrazivanju, a koja iznosi od 549 do 1536
mg kg. Kanolol nastaje dekarboksilacijom sinapinske kiseline tijekom zagrijavanja sjemena
uljane repice, i njegova koncentracija u ulju znacajno ovisi o upotrjebljenoj temperaturi.
Optimalna temperatura zagrijavanja sjemena je 160°C (Wakamatsu i sur., 2005). Medutim, u

istrazivanju koje su proveli Siger i suradnici (2015) je zaklju¢eno da je najveca koncentracija
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kanolola pronadena u ulju proizvedenom iz sjemena koje je zagrijavano na temperaturi od
180°C tijekom 15 minuta. Poveéana koncentracija kanolola, u usporedbi s uljem dobivenim od
sjemena koje nije zagrijavano, uzrokuje povecanje antioksidativne aktivnosti. Zagrijavanje
sjemena uljane repice rezultira poveéanom nutritivnom vrijedno$¢u kao i povecanom

oksidacijskom stabilno$¢u samoga ulja (Siger i sur., 2015).

U postupcima rafinacije ulja, to¢nije tijekom degumiranja se gubi manja koli¢ina
kanolola dok se veliki gubitak navedenog spoja dogada tijekom bijeljenja i deodorizacije (Chen
i sur., 2014; Zacchi i Eggers, 2008). Tijekom postupka neutralizacije koncentracija kanolola je
znacajno smanjena, dok u postupku bijeljenja smanjenje koncentracije kanolola ovisi 0 vrsti i

koncentraciji upotrjebljene zemlje za bijeljenje (Zacchi i Eggers, 2008).

Tijekom rafinacije nestaje kanolol, ali dolazi do sinteze fenilindana koji je u ulju
prisutan u znacajno nizim koncentracijama nego kanolol. Koncentracija fenilindana u ovom
radu iznosi 16,62 mg kg ulja te ¢ini 39,65% ukupnih fenolnih spojeva rafiniranoga repi¢inoga
ulja. Ovi su rezultati u skladu s istrazivanjem koje su proveli Harbaum-Piayda i suradnici

(2010) kod kojih koncentracija fenilindana iznosi od 6,4 do 63,0 mg kg™.

U ovom radu je za izolaciju kanolola koriSteno sirovo repic¢ino ulje dok je za izolaciju
fenilindana koriSteno jestivo repi¢ino ulje. Za izolaciju kanolola koristilo se 240 g sirovoga
repi¢inoga ulja, a za izolaciju fenilindana se koristilo 720 g jestivoga repi¢inoga ulja. Za
izolaciju fenilindana je bilo potrebno znatno vise ulja zato §to jestivo repi€ino ulje sadrzi manje
fenilindana nego Sto sirovo repicino ulje sadrzi kanolola. Iskoristenje procesa izolacije kanolola
iznosi 52,55% dok iskoriStenje procesa izolacije fenilindana iznosi 56,15%. Povecanje
iskoriStenja procesa izolacije bi se moglo poboljsati koriStenjem razli¢itih otapala, a
procisc¢avanje bi bilo uspjesnije koriste¢i preparativni HPLC (Harbaum-Piayda, 2010). Osim
toga, bolja izolacija polifenolnih spojeva bi se mogla posti¢i koristenjem SPE kolona (Solid
Phase Extraction) punjenih diolom. Proces zapocinje kondicioniranjem kolone s metanolom i
n-heksanom, zatim se unosi uzorak otopljen u n-heksanu. Poslije toga se kolona ispire smjesom
n-heksana i etil acetata u omjeru 90:10, v/v te na kraju slijedi eluacija metanolom. Ekstrakti se
zatim odvajaju i identificiraju HPLC metodom. Navedenom metodom su Siger i suradnici

(2008) uspjeli izolirati 256,6 mg kg ukupnih fenolnih spojeva.

Na kromatogramu ekstrakta polifenola sirovoga repicinoga ulja (Slika 5a) se moze
vidjeti da je prisutan samo jedan pik koji odgovara kanololu dok je kod kromatograma ekstrakta

polifenola jestivoga repic¢inoga ulja prisutan jedan veci pik koji odgovara fenilindanu te Cetiri
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vrlo mala pika. Udio kanolola u ekstraktu sirovoga repic¢inoga ulja iznosi vise od 97%, dok je
fenilindan u ekstraktu jestivoga repi¢inoga ulja prisutan u udjelu ve¢em od 88%. Na temelju
dobivenih kromatograma se moze zakljuciti da su kanolol i fenilindan uspjesno izolirani, te da
su proizvedeni ekstrakti zadovoljavajuce Cisto¢e i kao takvi se mogu koristiti u daljnjim

istrazivanjima.
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6. ZAKLJUCAK

Na temelju provedenoga istrazivanja te dobivenih rezultata mogu se izvesti sljedeéi

zakljucci:

1. Za izolaciju kanolola se moze koristiti sirovo repi¢ino ulje jer sadrzi kanolol u
koncentraciji od 202,35 mg kg ulja (88,02% ukupnih polifenolnih spojeva) dok se za
izolaciju fenilindana moze koristiti jestivo repi¢ino ulje jer sadrzi fenilindan u
koncentraciji od 16,62 mg kg™ ulja (39,65% ukupnih polifenolnih spojeva).

2. Procesom izolacije se uspjesno uspjelo izolirati 26,57 mg kanolola uz iskoriStenje
procesa izolacije i prociS¢avanja 52,55% te 6,43 mg fenilindana uz iskoristenje
56,15%.

3. Dobiveni ekstrakti visokog su stupnja ¢istoce (> 97% kanolola u ekstraktu sirovog i

> 88% fenilindana u ekstraktu jestivoga ulja) te mogu koristiti za daljnja istrazivanja.
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