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Ulja su jedan od tri glavna izvora energije koja su potrebna za pravilno funkcioniranje ljudskog
organizma. Biljna ulja sloZene su smjese koje se po sastavu dijele na sapunjivu frakciju u koju
ubrajamo mono-, di- i tri- gliceride te neosapunjivu frakciju u koju podrazumijevamo alifatske
alkohole, ugljikovodike, sterole, pigmente, tokoferole i fenolne skupine. S obzirom na veliku
primjenu u razli¢itim aspektima Zivota, nuzno je poostravanje kontrole kvalitete. U ovom radu
provedena je kvalitativna i kvantitativna analiza pet uzoraka biljnih ulja tehnikama *H, *C i
DOSY NMR. Dobiveni podatci posluzili su za karakterizaciju uzorka te odredivanje strukturnih
parametara. Analizom spektaraH NMR dobivene su informacije o udjelima protona te masnih
kiselina u uzorcima dok je analiza spektara 3C NMR pokazala patvorenje maslinovih sa
suncokretovim uljem. Tehnika DOSY NMR pokazala je postojanje vise komponenata prisutnih
u ulju na temelju razlic¢itih translacijskih difuzijskih koeficijenata.
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Oils are one of the three main energy sources needed for proper functioning of the human body.
Vegetable oils are complex mixtures which can be separated into a saponifiable fraction,
including mono-, di- and triglycerides, and an unsaponifiable fraction, including aliphatic
alcohols, hydrocarbons, sterols, pigments, tocopherols and phenolic compounds. Considering
wide applications of oils in different aspects of life, stronger quality control is necessary. In this
work, qualitative and quantitative analyses of five edible oil samples were performed by *H,
13C and DOSY NMR techniques. Obtained data enabled characterization of the samples and
determination of structural parameters. Information about proton and fatty acids percentages in
samples was obtained by analysing *H NMR spectra while adulteration with sunflower oil was
studied by *C NMR spectra. DOSY NMR spectroscopy showed presence of different species
in each oil sample based on different translational diffusion coefficients. reflecting.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Jestiva ulja jedan su od tri glavna izvora energije potrebna za pravilno funkcioniranje ljudskog
organizma. Maslinovo ulje ve¢ je dugo vremena zbog svog sastava predstavljano kao najbolje
ulje sa blagotvornim uc¢inkom na ljudsko zdravlje. S obzirom na veliki porast proizvodnje
maslinovog ulja dolazi do poostravanja zahtjeva u kontroli kvalitete proizvodnog procesa.
Ovakve analize obuhvacaju i analizu krivotvorenja ulja visoke kvalitete s uljima nize kvalitete.*
U danasnje vrijeme se u analizi ulja koriste suvremene spektroskopske i kromatografske
metode. Spektroskopija NMR posljednjih se godina sve ¢eSce koristi u analizi kompleksnih
smijesa poput jestivih ulja. Iz spektara 'H te 3C NMR moguce je dobiti podatke o raspodijeli
vodika i ugljika prema funkcijskim skupinama, a ti se podatci mogu iskoristiti u daljnjim
izra¢unima u svrhu detaljne karakterizacije uzorka.?

U ovom radu istrazena je moguénost primjene spektroskopije NMR u detaljnoj
kvalitativnoj i kvantitativnoj karakterizaciji jestivih ulja. Cilj je detaljno karakterizirati tri
maslinova ulja, bucino 1 suncokretovo ulje kao 1 binarne smjese maslinovog te bu¢inog ulja sa
suncokretovim uljem. U tu svrhu snimit ée se spektri *H, 1*C te DOSY NMR. Analizom spektara
'H NMR odredit ¢e se udjeli vodikovih jezgri u uzorcima, kao i raspodjela masnih kiselina i
stupanj nezasi¢enosti u uzorcima.

Nadalje, u radu je istrazena primjena spektroskopije NMR u detekciji patvorenja u
uzorcima maslinovih sa suncokretovim uljem. U tu svrhu analizirat ¢e se spektri 3C NMR
posebice u podrucju rezonancije olefina. Odredit ¢e se udjeli ugljika i napravit ¢e se usporedba.

Snimit ¢e se spektri DOSY NMR kako bi se dobili podatci o difuzijskim koeficijentima
razli¢itih vrsta prisutnih u uljima koji mogu posluziti u daljnjoj karakterizaciji izratunom

hidrodinamickih radijusa kao 1 odredivanju molekulskih masa.

Alma Vuran Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 2

§2. LITERATURNIPREGLED

2.1. Ulja

Jestiva ulja predstavljaju jedan od tri glavna izvora energije potrebna za pravilno funkcioniranje
ljudskog organizma. Ulja biljnog podrijetla, prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima, su
proizvodi koji se dobivaju iz sjemenki ili plodova biljaka te se sastoje od triglicerida, odnosno
estera masnih kiselina s glicerolom, a mogu sadrzavati i neznatne koli¢ine drugih lipida poput
fosfolipida, voskova, neosapunjivih tvari, monoglicerida, diglicerida te slobodnih masnih
kiselina. Ulja biljnog podrijetla se razvrstavaju ovisno o tehnoloskom postupku koji se
primjenjuje u proizvodnji te se prema tome razlikuju rafinirana, hladno presana i djevi¢anska
ulja.® Veéinu lipida konzumacijom hrane tijelo dobiva unosom triacilglicerola, a kako bi se
mogli apsorbirati u crijevnom epitelu moraju se razgraditi do masnih kiselina. Upravo dobrobiti
jestivih ulja za organizam su vezane uz masne kiseline koje ih sainjavaju te esencijalne
komponente kao $to su makro i mikroelementi, vitamini A, C, K i E (tokoferoli, tokotrienoli),
fitosteroli, fitostanoli, karotenoidi, klorofili, polifenoli i flavonoidi. Masne kiseline koje se
nalaze u biljnim uljima se dijele na zasi¢ene (C6:0-C20:0), mononezasi¢ene (C16:1-C20:1) i
polinezasic¢ene (C18:2—C24:6) koje sadrze dvije do Sest dvostrukih veza. Poznato je da su biljna
ulja usko povezana s promicanjem zdravlja te prevencijom metaboli¢kih bolesti kao §to su
pretilost, dijabetes, ateroskleroza, kardiovaskularne 1 sr€ane bolesti, karcinomi itd.* Ljudi u
svojoj prehrani naj¢esée konzumiraju suncokretovo ulje te maslinovo ulje. Glavni enzim Koji
razgraduje triacilglicerole na masne kiseline i glicerol je lipaza, enzim koji izluCuje gusteraca.
Triacilgliceroli se smatraju velikim zalihama energije. Energija dobivena potpunom
oksidacijom masnih kiselina iznosi oko 38 kJ g u usporedbi sa 17 kJ g™ koja se dobiva iz
ugljikohidrata i1 proteina. U sisavaca, triacilgliceroli se nakupljaju u citoplazmi adipoznih
stanica (masnih stanica). Kapljice triacilglicerola se udruzuju u kuglice te mogu zauzeti cijeli
volumen stanice. U adipoznim stanicama triacilgliceroli se sintetiziraju, skladiste i mobiliziraju
u trenutcima kada se triacilgliceroli koriste kao ,,gorivo® u organizmu. Ptice selice, u vrijeme
migracije mogu preletjeti velike udaljenosti bez potrebe za hranom, §to je moguce time Sto im

je energija pohranjena upravo u triacilglicerolima.®

Alma Vuran Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 3

2.1.1. Maslinovo ulje
Maslina (lat. Olea europaea L.) je suptropska zimzelena biljka iz porodice Oleaceae.
Kultivirana maslina ima karakteristicno nepravilno i razgranato stablo, a u slobodnom rastu
moze doseéi visinu do 10 m. Zreo plod je ovalna, tamna koStunica bogata uljem® koje se nalazi
u vakuolama stanica mezokarpa ili razasuto po citoplazmi u obliku malih lipidnih inkluzija.

Iako je stablo masline otporno na nepovoljne uvjete, upravo ¢e uvjeti odredivati kakve
ée kvalitete biti plodovi i koliki ée prinos biti. Cimbenici koji se prate su uzgoj, berba te ¢uvanje
maslina do proizvodnje ulja. Osim navedenog, kvaliteta ulja ovisit ¢e 1 o sorti masline, stupnju
dozrijevanja ploda, transportu, cuvanju i tehnoloskim procesima prerade maslina te skladistenju
ulja. Proces prerade plodova maslina sastoji se od nekoliko faza. Potrebno je plod masline
ocistiti, oprati te ukloniti suvisno liS¢e. Zatim se mehani¢kim postupcima obraduje plod pri
¢emu se dogada razdvajanje ¢vrste od tekuce faze. U zadnjoj fazi dolazi do odvajanja tekucih
faza.”

Prema pravilniku o uljima od ploda i komine masline ulja se dijele u kategorije pod
nazivima: djevicansko maslinovo ulje, rafinirano maslinovo ulje, maslinovo ulje sastavljeno od
rafiniranih maslinovih ulja i djevicanskih maslinovih ulja, sirovo ulje komine maslina,
rafinirano ulje komine maslina te ulje komine maslina. Pod nazivom ekstra djevi¢ansko
maslinovo ulje podrazumijeva se ulje dobiveno izravno iz ploda masline isklju¢ivo mehanickim
postupcima, a takvo ulje sadrzi najvise 0,8 grama slobodnih masnih kiselina izrazenih kao
oleinska kiselina na 100 grama ulja. Djevi¢ansko maslinovo ulje dobiva se izravno iz ploda
masline isklju¢ivo mehanickim postupcima, a ono sadrzi najvise 2 grama slobodnih masnih
kiselina izrazenih kao oleinska kiselina na 100 grama ulja.®”®

Maslinovo ulje u najvec¢em postotku ¢ine triacilgliceroli. Najces¢a masna kiselina koja
se javlja u ovom ulju je mononezasicena oleinska kiselina. Osim nje, u sastavu maslinovog ulja
Cesto se nalaze stearinska, linolenska, linolna i palmitinska kiselina. lako se navedene kiseline
nalaze i u drugim uljima i mastima, ono $to maslinovo ulje ¢ini jedinstvenim jest omjer u kojem
se razlicite kiseline nalaze. Hidrolizom triacilglicerola dolazi do oslobadanja masnih kiselina
Sto rezultira kiselijim uljem i padom kvalitete ulja. Maslinovo ulje u svom sastavu sadrzava
veliki udio polifenola pa se Cesto preporuca za konzumaciju kroz razne posebne rezime
prehrane poput mediteranske prehrane. Smatra se kako je unos 25-50 ml ekstra djevic¢anskog

maslinovog ulja na dan dovoljno kako bi se ostvario pozitivan u¢inak na zdravlje.

Alma Vuran Diplomski rad



8 2. Literaturni pregled 4

Polifenoli su skupina prirodnih, sintetskih ili polusintetskih organskih molekula koji
unutar strukture sadrze, kako im samo ime kaze, vise fenolnih skupina. Poznato ih je vise od
8000 wvrsta ukljuCujuci stotine polifenola izoliranih upravo iz biljaka. Polifenoli
ekstradjevicanskih maslinovih kiselina dijele se u Sest glavnih skupina: fenolne kiseline, fenolni
alkoholi, sekoiridoidi, lignani, flavonoidi i hidroksiizokromani.X Polifenoli su u velikom
postotku glavni sastojci raznog voca, povrca, sjemenki, vina i biljaka. Smatra se da polifenoli
imaju vazne uloge u organizmu kao snazni antioksidansi te da posjeduju protuupalno
djelovanje. Jedni su od glavnih saveznika u smanjenju karcinoma, ali i raznih kardiovaskularnih
te neurodegerativnih oboljenja.!! Njihova antioksidansna aktivnost moze se objasniti
smanjenjem koncentracije reaktivnih kisikovih spojeva u ljudskom tijelu zbog same strukture
polifenolnih spojeva. O-dihidroksi spojevi imaju velik antioksidativni kapacitet i antimikrobnu
aktivnost. Najvazniji lipofilni fenoli u maslinovom ulju su tokoferoli i tokotrienoli. Uloga
tokoferola je inhibicija autooksidacijskog kvarenja ulja. Najzastupljeniji tokoferol u
maslinovom ulju je a-tokoferol ili vitamin E. Prisutni su jo§ i, v, i 6 oblici.

U sastav maslinovog ulja jo§ ubrajamo 1 ugljikovodike, a najzastupljeniji su skvalen i
[-karoten. Preostale ugljikovodike ¢ine zasiceni alifatski ugljikovodici, dienski ugljikovodici,
diterpeni, triterpeni, izoprenoidi i n-parafini. Karakteristi¢cnu boju maslinova ulja imaju od
pigmenata klorofila 1 karotenoida. Na njihovu koli¢inu utjecu sorta ploda, stupanj sazrijevanja,
proizvodni procesi i uvjeti skladistenja.’

Objasnjenje bioloskog djelovanja maslinovog ulja, odnosno njegovih sastavnica, lezi u
objasnjenju samih procesa koji nisu povoljni za organizam. Tako je vazno naglasiti da se
normalnim metabolickim procesima u tijelu razvijaju 1 slobodni radikali, a manji dio ih dolazi
iz okoliSa. Slobodni radikali su vrste koje sadrze jedan nespareni elektron u vanjskoj ljusci,
imaju visok stupanj reaktivnosti i visok afinitet prema proteinima, lipidima, nukleinskim
kiselinama, ugljikohidratima i drugim makromolekulama. Ukoliko se u organizmu
prekomjerno stvaraju slobodni radikali, a antioksidacijska zastita je smanjena dolazi do
nastanka oksidativnog stresa koji rezultira razvojem bolesti poput ateroskleroze, dijabetesa,
reumatoidnog artritisa, autoimunih bolesti, karcinoma. Organizam se od oksidativhog stresa
moze S§tititi endogenim 1 egzogenim molekulama 1 enzimskim sustavima. Egzogeni
antioksidansi unose se u organizam izvana primjerice hranom, a to je u ovom slu¢aju maslinovo

ulje.’

Alma Vuran Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 5

2.1.2. Ulje bucinih sjemenki
Buca, tikva ili bundeva (lat. Cucurbita pepo L.) je jednogodisnja zeljasta biljka roda Cucurbita
iz obitelji Cucurbitaceae. Pojedina¢ni plod sadrzava izmedu 100 i 400 sjemenki koje su
elipti¢ne, spljoStenog oblika i imaju izrazene rubove. lako se mogu konzumirati przene,
najéesée se koriste u proizvodnji bu¢inog ulja.!?

Ulje bucinih sjemenki proizvodi se tradicionalnim metodama: oc¢iS¢ene sjemenke se
suSe, obraduju mehani¢kim putem, prze i naknadno presaju. Ulje je tamnozelene do crne boje,
prepoznatljive arome koja podsjeéa na oraSaste plodove. Ulje buce koristi se kao zacin, a zbog
svoje niske temperature dimljenja ne preporuca se koristiti za przenje.

Iz jednog kilograma sjemenki bu¢e moze se dobiti izmedu 450 1 500 grama ulja. U
procesu proizvodnje, moguce je u samom ulju identificirati razne alkohole, aldehide, ketone,
sulfate, furane i pirazine. Ovo ulje izrazito je bogato polinezasi¢enim masnim kiselinama koje
¢ine oko 84% ukupnih masnih kiselina u uzorku, ali i mineralima te vitaminima topivim u
mastima. Naj¢eS¢e masne kiseline u sastavu bucinog ulja su palmitinska kiselina, stearinska
kiselina, oleinska kiseline i linolna kiselina. Smatra se da ulje bucinih sjemenki smanjuje upalna

tkiva prostate te tako §titi od pojave raka prostate i Sprje¢ava nastanak bubreznih kamenaca.®

2.1.3. Suncokretovo ulje
Suncokret (lat. Helianthus annuus L.) je jednogodisnja zeljasta biljka koja moze narasti visine
do 4 metra, a korijen moze prodrijeti u dubinu do 3 m. Sjemenke suncokreta sadrze znatnu
koli¢inu vitamina i minerala od kojih naj¢es¢e magnezij, zeljezo, bakar, kalcij, cink, natrij, kalij,
fosfor, selen i mangan. Suncokret je vazna uljna i proteinska kultura te su kod suncokreta svi
dijelovi biljke iskoristivi.!* Suncokretovo ulje je drugo najéesée koje se proizvodi na svijetu,
odmah nakon sojinog ulja. Sadrzi oko 70% linolne kiseline, 20% oleinske kiseline dok su
ostatak zasi¢ene masne kiseline. Sam omjer kiselina ovisi o klimi u kojoj suncokret raste.'® Rast
u toplijim podrucjima rezultirat ¢e uljima koja ¢e biti bogatija mononezasi¢enim kiselima poput
oleinske kiseline. U sastavu suncokretovog ulja nalazi se i vitamin E koji je dobar za
konzumaciju zbog svojih antioksidativnih u¢inaka: borbe protiv reaktivnih kisikovih vrsti i
oksidacije polinezasi¢enih masnih kiselina. Polinezasi¢ene masne kiseline dijelimo u dvije
velike grupe: omega—3 i omega—6 masne kiseline. Ove masne kiseline ljudsko tijelo ne moze
sintetizirati samostalno, ali unosom ovih kiselina moze pomo¢i da se sintetiziraju druge vazne

kiseline. Zbog povecanog udjela linolne 1 oleinske kiseline suncokretovo ulje smatra se dobrim
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za konzumaciju u svrhu smanjenja kolesterola koji dovodi do smanjenja sréanih bolesti.
Suncokretovo ulje bogato je i tokoferolima koji u tijelu djeluju protuupalno neutralizirajuci
slobodne radikale te smanjuju¢i oksidativni stres stanica ¢ime potpomazu smanjenju

reumatoidnog artritisa i bronhijalne astme.

2.2. Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije
Spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (NMR) je analiticka tehnika koja se koristi za
odredivanja strukture organskih, anorganskih i bioloskih molekula. Jezgre posjeduju dva
kvantna broja: kvantni broj nuklearnog spina I (polucijeli ili cijeli broj) i nuklearni magnetni
spinski kvantni broj m; koji govori o orijentaciji nuklearnog spina u magnetnom polju.’

Da bi doslo do same interakcije spinova, potrebno je zadovoljiti izborno pravilo da je
kvantni broj nuklearnog spina | veci od 0. Interakcije spinova dijele se na elektri¢ne i magnetne.
Elektri¢ne interakcije podrazumijevaju kvadrupolno sprezanje spinova s kvantnim broj | ve¢im
od %. Magnetske interakcije dijele se na izotropni i anizotropni kemijski pomak te sprezanje
spin-spin u koje ubrajamo J-sprezanje i dipolno sprezanje. Ove interakcije prisutne su u svim
NMR aktivnim jezgrama. Spinovi jezgri se u spektroskopiji NMR pobuduju primjenom polja
B1 §to se naziva tehnika kontinuiranog vala ili primjenom radiofrekvencijskih pulseva (pulsne
tehnike). Princip tehnike kontinuiranog vala temelji se na postupnoj promjeni frekvencije polja
B1 pri konstantnom vanjskom magnetnom polju Bo. Kada dode do izjednacavanja frekvencije
polja B1 sa Larmorovom frekvencijom promatrane jezgre dolazi do rezonancije, apsorpcije
zraCenja te prelaska jezgre u pobudeno stanje, a to se registrira kao signal NMR. Primjena
pulsnih tehnika podrazumijeva pobudu kratkim radiofrekvencijskim ili gradijentnim
pulsevima.t’

Osnovni parametri u spektroskopiji NMR su vrijeme relaksacije, kemijski pomak,
zasjenjenje jezgre te konstanta sprege spin-spin J. Vrijeme relaksacije definira se kao vrijeme
za koje spinovi prelaze iz pobudenog u osnovno stanje. Kemijski pomak di jezgre i oznacava
polozaj jezgre u spektru, a govori o pomaku NMR signala jezgre u odnosu na referentni signal.
Kemijski pomak definira se kao razlika proucavanog i referentnog signala podijeljena
frekvencijom vanjskog magnetnog polja, a izraZen je u jedinicama ppm (engl. parts per million)

prema jednadzbi:

S/ppm — ((Vi::;ref)) ) X 106 (1)
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Skala kemijskog pomaka ovisi o prirodi promatrane jezgre te ée za jezgre H iznositi
priblizno do 15 ppm, dok ¢e za jezgre *C iznositi priblizno do 250 ppm. Kemijski pomak
izrazen u jedinicama ppm ne ovisi o frekvenciji 1 jakosti primijenjenog magnetskog polja.
Svaku jezgru okruzuju elektroni koji stvaraju vlastita magnetna polja te je posljedica zasjenjenje
jezgre od utjecaja vanjskog magnetnog polja. Pojedina jezgra tako osjeca efektivno magnetno
polje koje je iznosom manje od utjecaja vanjskog magnetnog polja na promatranu jezgru. U
izotropnom mediju opazaju se skalarne interakcije ili interakcije spin-spin koje opisuje
konstanta sprege J izrazena u Hertzima. Jezgre spregnute preko jedne ili vise kemijskih veza
jesu jezgre kod kojih spinsko stanje susjedne jezgre utjeCe na energijske razine promatrane
jezgre.t’

Spektri NMR snimaju se na spektrometru NMR koji se sastoji od supravodljivog
magneta, sonde sa cjev€icom u kojoj se nalazi odabrani uzorak, nekoliko razli¢itih zavojnica i
elektronike koja omogucuje povezivanje instrumenta i sustava za obradu podataka. Ovim
instrumentom omoguceno je snimanje ¢vrstih uzoraka, tekucih i otopina ¢vrstih uzoraka koji

se otapaju u pogodnom deuteriranom otapalu.

2.2.1. Jednodimenzijske tehnike NMR

Jednodimenzijski spektri prikazuju ovisnost intenziteta signala o kemijskom pomaku
proporcionalnom Larmorovoj frekvenciji. Detektirani signal u vremenskoj domeni se prevodi
Fourierovom transformacijom u frekvencijsku domenu. Primjeri jednodimenzijskih tehnika
NMR su *H NMR, C NMR, APT (engl. attached proton test), INEPT (engl. insensitive nuclei
enhanced by polarization transfer) i DEPT (engl. Distortionless enhancement by polarisation

transfer)
2.2.1.1. *HNMR

Prvi uvid u strukturu spoja omoguéuje spektroskopska tehnika *H NMR. Ovom
tehnikom se detektiraju signali kemijski neekvivalentni protoni u spoju, a njihov broj
proporcionalan je omjeru povriina ispod pojedinih signala. Pulsni slijed tehnike 'H NMR
prikazan na slici 2.1 sastoji se od perioda pripreme i perioda detekcije koje odvaja puls od 90°
PO 0si X U trajanju tp. Vrijeme akvizicije oznacava vrijeme tijekom kojeg zavojnica prima signal
1 biljezi ga kao slobodno opadanje magnetizacije. Kako bi se poboljSao odnos signala prema

$umu, opisani pulsni slijed ponavlja se n puta.t’
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_ 90°, _
— —n
priprema detekcya

Slika 2.1. Pulsni slijed *H NMR tehnike?’

2.2.1.2. ¥C NMR

U svrhu identifikacije ugljikovih atoma u analiziranom uzorku koristi se spektroskopska
tehnika *C NMR. Ovom tehnikom detektira se izotop ugljika *C prirodne zastupljenosti 1,11%
$to dovodi do duzeg vremena snimanja spektara u odnosnu na snimanje *H NMR spektara. Broj
signala dobivenih u spektru 3C NMR odgovara broju razli¢itih vrsta ugljikovih atoma u spoju.
Prilikom snimanja spektara **C NMR u uzorak se dodaje vrlo mala koli¢ina reagensa poput
krom(111) acetilacetonata u svrhu smanjenja vremena relaksacije.!’-18

Kako bi se provela kvantitativna analiza moguce je koristiti tehnike dvostruke
rezonancije. Tu se podrazumijevaju tehnike koje osim primjene vanjskog magnetnog polja Bo
koriste i rasprezajuce polje B2 ili pulseve. Na spinove jezgri koje se detektiraju primjenjuje se
pobudni puls, a na spinove jezgri koji su u sprezi s detektiranim jezgrama primjenjuje se
rasprezajuce polje. Rezultat rasprezajuc¢eg polja ovisi o pulsnom slijedu, a moguce je dobiti
spregnuti spektar uz pojacanje signala uz nuklearni Overhauserov efekt (NOE), raspregnuti
spektar bez NOE (engl. gated decoupling) ili raspregnuti spektar uz NOE (engl. power-gated
decoupling). Tehnika rasprezanja ,,inverse gated je heteronuklearna jednodimenzijska NMR
tehnika kod koje je rasprezajuce polje uklju¢eno samo tijekom vremena akvizicije, t te je
rezultat raspregnuti spektar bez NOE. Na slici 2.2. prikazan je pulsni slijed ove tehnike. Kod
tehnika s dvostrukom rezonancijom vazno je pripaziti na ovisnost NOE efekta o predznaku
ziromagnetske konstante zato $to ¢e kod jezgri sa negativnom ziromagnetskom konstantom
do¢i do smanjenja intenziteta signala. Nuklearni Overhauserov efekt se definira kao promjena
intenziteta rezonancije promatranog spina zbog promjena u ravnoteznoj napucenosti spinova

druge jezgre ako su navedeni procesi povezani tzv. mehanizmom krizne relaksacije. Do
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promijene u ravnoteznoj napucenosti moze doéi izjednacavanjem napucenosti viSeg i1 nizeg
energijskog stanja ili ,,inverzijom napucenosti®.

Tehnikama dvostruke rezonancije dolazi do prelazaka slozenih multipleta u signlete,
¢ime je dobiveni spektar jednostavniji za obradu. Integriranjem dobivenih signala i
kvantitativnom analizom moguce je odrediti udjele pojedinih skupina ugljika te otkloniti

sumnje na nepravilnosti u sastavu ulja. 118

|

i
|‘Ul’l
|

\
1

Slika 2.2. Pulsni slijed ,,inverse gated* 3C NMR tehnike!’

i
[ / I WWwwan
il

2.2.2. Dvodimenzijske tehnike NMR

Dvodimenzijskie tehnike NMR kao rezultat daju spektre u dvije dimenzije (evolucijska
F1 i detekcijska F2). Svakom signalu u dvodimenzijskom spektru odgovara to¢no odredeni
intenzitet i frekvencije u navedenim dimenzijama, a prikaz signala moguc¢ je u trodimenzijskom
prostoru ili konturama ¢ija gusto¢a odgovara intenzitetu signala.

Pulsni slijed svake dvodimenzijske tehnike NMR moZe se opisati uz pomo¢ nekoliko
perioda, a to su priprema, evolucija, mijeSanje te detekcija. Periodi pripreme i mijeSanja
uglavnom obuhvacaju pulseve koji imaju konstantan iznos pulsne Sirine. Period detekcije
analogan je odgovaraju¢em periodu detekcije u analognoj jednodimenzijskoj tehnici NMR.
Obiljezje dvodimenzijskih tehnika NMR je da se vrijeme evolucije povecava za jednaki iznos
u svakom novom ponavljanju pulsnog slijeda tijekom evolucijskog perioda te se generira druga
frekvencijska dimenzija.}’'® Najcesée koristene dvodimenzijske tehnike NMR jesu COSY
(eng. correlation spectroscopy), HMQC (eng. heteronuclear multiple quantum coherence),
HSQC (eng. heteronuclear single quantum coherence), HMBC (eng. heteronuclear multiple
bond correlation)®

COSY je tehnika kojom se dobivaju informacije o povezanosti protona preko skalarne
sprege najcesce kroz dvije ili tri kemijske veze. Tehnike HSQC i HMBC temelje se na skalarnoj
sprezi izmedu protona i heterojezgri (3C, °N...) kroz jednu vezu, a razlika izmedu ove dvije

tehnike je u primjeni razlicitoj pulsnog slijeda. Tehnikom HMBC omogucéen je uvid u korelacije

Alma Vuran Diplomski rad



8§ 2. Literaturni pregled 10

protona s ugljikovim atomima preko dvije, tri ili Cetiri kemijske veze te je moguée povezivanje

pojedinih spinskih sustava.l’
2.2.2.1. DOSY NMR

Spektroskopija NMR s poredanom difuzijom, DOSY, je pseudo-dvodimenzijska tehnika u
kojoj je jedna dimenzija karakterizirana kemijskim pomacima protona, a druga dimenzija
odgovara translacijskim difuzijskim koeficijentima. Odredivanjem difuzijskih koeficijenata
komponenti smjese moguce je izracunati hidrodinamicke radijuse i volumene molekula te
procijeniti molekulske mase pojedinih komponenti. Ova tehnika primjenjuje se u analizi
kompleksnih, slozenih i heterogenih smjesa, a temelji se na razdvajanju signala NMR
komponenti prema difuzijskim koeficijentima te stoga nije potrebno provoditi fizicko
razdvajanje na pojedine komponente smjese.® DOSY NMR tehnika pokazala se kao korisna u
pruzanju informacija o veli¢ini, masi, obliku, agregaciji, kompleksiranju, sastavu smjesa kao 1
strukturi same molekule $to ju ¢ini iznimno korisnom u istrazivanju molekulskih interakcija,
proudavanju interakcija protein-ligand i karakterizaciji reaktivnih meduprodukata.?

Ova tehnika primjenjuje gradijentne pulseve koji se temelje na primjeni dodatnog
magnetnog polja Bg. Primijenjeno magnetno polje se linearno mijenja duz osi z odnosno duz
cjevcice NMR cCime se naruSava homogenost polja te dolazi do defokusiranja magnetizacije
koja se moZe refokusirati primjenom gradijentna suprotnog smjera.

Snaga gradijenta ovisi 0 magnetozirnom omjeru (y) promatrane jezgre, amplitudi
gradijenta (g) i duljini trajanja gradijenta (6). Tijekom eksperimenta DOSY NMR dolazi do
povecanja gradijenta, a posljedica je eksponencijalno smanjenje intenziteta detektiranog signala
(I) prema Stejskal-Tannerovoj jednadzbi (2). Stejskal-Tannerovom jednadzbom opisan je
odnos intenziteta signala s primijenjenim gradijentom (lg) i intenziteta signala bez gradijenta
(Ie=0). Jednadzba sadrzi i faktor nestabilnosti (), eksperimentalno vrijeme difuzije (4) i vrijeme
od polovine §irine jednog gradijenta do polovine $irine drugog gradijenta (z).2%%!
6(6{2—2) +‘r(a§—1)]} (2)

] = Ioe{-DSZ Y29 [A+
Logaritmiranjem jednadzbe dobiva se linearni pravac iz kojeg je moguce pomocu vrijednosti
nagiba pravca izradunati difuzijski koeficijent (D).?? Difuzijski koeficijent ovisi o molekulskoj

masi i obliku te agregatnom stanju molekula, a prema Stokes-Einsteinovoj jednadzbi (3) ovisi
I 0 temperaturi te viskoznosti otapala.
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Primjenom gradijentnih pulseva moze do¢i do odredenih smetnji koje utjeCu na
dobivene rezultate difuzijskih koeficijenata, a radi se o pojavi konvekcijskih i vrtloznih struja
u cjevCici NMR. Konvekcijske struje posljedica su stvaranja temperaturnih gradijenata nastalih
reguliranjem temperature tijekom eksperimenta §to podrazumjeva strujanje prema gore toplije
teku¢ine manje gustoce. Do porasta konvekcijskih struja moze do¢i i smanjenjem viskoznosti
otapala kao 1 kod ve¢ih molekula s manjim koeficijentom difuzije. Vrtlozne struje su inducirane
naglom izmjenom gradijentnih pulseva i stvaraju dodatno magnetno polje koje dovodi do
promjena u fazi unutar spektra.?

Utjecaj konvekcijskih 1 vrtloznih struja smanjuje se koriStenjem pulsnog slijeda
PGDSTE-BPP uz upotrebu bipolnih gradijenata (engl. pulsed field gradient double stimulated
echo with bipolar pulse pair) uz tri spoil gradijenta. Ovaj pulsni slijed sastoji se od PGDSTE
(engl. pulse gradient double stimulated echo) uz upotrebu bipolnih gradijenata i tri spoil
gradijenta. Pulsni slijed PGDSTE predstavlja dvostruko primijenjen PGSTE (engl. pulse
gradient stimulated echo) slijed. Pulsni slijed PGDSTE-BPP koristi se za uzorke otopljene u
deuteriranom otapalu uz zakljuCavanje signala (engl. lock) ¢ime je moguce kontrolirati
homogenost i stabilnost magnetnog polja. Navedeni pulsni slijed shematski je prikazan na slici
2.3.

g a 8I8 A |3 8|88 A 5 6 |d21
@0 ' “ 20

G, A 66\ fGGGGﬂ A GE)
6 Vg7 666V Ygs 6 6o

Slika 2.3. Pulsni slijed tehnike PGDSTE-BPP?*
Stokes-Einsteinovom jednadzbom (3) moguce je definirati koeficijent difuzije. Koeficijent
opisuje translacijsku difuziju molekula odnosno mijesanje molekula ili atoma kao posljedicu

nasumic¢nog termickog gibanja.

_ kT @3)
677:77RH
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Ova jednadzba u obzir uzima Boltzmannovu konstantu (ks), apsolutnu temperaturu (T),
viskoznost otapala (1) te hidrodinamicki radijus solvatirane molekule (rn) te se primjenjuje za
sferne molekule ve¢e od molekula otapala.

Jednadzbom (4) moguce je odrediti molekulsku masu iz difuzijskih mjerenja.
D=KM™¢ 4)
Konstanta K ovisi o veli¢ini molekule, a koeficijent o o obliku molekule te navedena jednadzba

vrijedi za molekule sfernog oblika te razrijedene otopine. S obzirom na teSko odredivanje

veli¢ina K i a, Evans i suradnici?® predlazu drugi model izra¢una molekulske mase:

3a 1
:kBT(T+1+a) a:3MWS
| 3My Mw ()
™ 1ampeysN,
3a
fGW:(7+1+a)_1 (6)

Ovaj model kombinira Stokes-Einsteinnovu jednadzbu i Gierer-Wirtzov korekcijski faktor, a
difuzijski koeficijent ovim modelom ovisi o Boltzmannovoj konstanti (kg), termodinamickoyj
temperaturi (T), viskoznosti otapala (1), Avogadrovoj konstanti (Na), efektivnoj gustoci (pef) i
molekulskim masama proucavanih molekula (Mw) i otapala (Mws). Uvodenjem parametra

efektivne gustoce utjecaj oblika molekule i utjecaj sastava otopine moze biti zanemaren.?

2.3. Primjena spektroskopije NMR u analizi biljnih ulja

Jestiva ulja velikim su dijelom sastavni dio svakodnevne ljudske prehrane s obzirom da su lipidi
jedan od tri glavna izvora energije. Maslinovo ulje posljednjih godina nalazi se u mnogobrojnim
preporukama znanstvenika i stru¢njaka kao ulje koje stvara pozitivan u¢inak na zdravlje. Velika
potraznja dovodi do velikog porasta proizvodnje Sto zahtjeva pojacanu kontrolu kvalitete ulja
kao i otkrivanje nepravilnosti u vidu patvorenja jestivih ulja i masti visoke kvalitete s onima
nize kvalitete.?® U svrhu provjere kvalitete ulja danas se koriste suvremene spektroskopske i
kromatografske metode. Tri standarde analitiCke metode koje su se koristile u analizi pojedinih

sastavnica ulja su plinska i1 teku¢inska kromatografija te tekucinska kromatografija visoke
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djelotvornosti (HPLC). Plinskom kromatografijom s plameno ionizacijskim detektorom (GC-
FID) moguée je odredivanje voskova, sterola, masnih kiselina, alifatskih alkohola te drugih
sastavnih dijelova jestivog ulja dok je HPLC-om moguée odredivanje triacilglicerida.?’ Ovakve
analize daju informacije o ukupnom sastavu masnih kiselina, no ne daju informacije o
distribuciji lanaca na glicerol.?® Zbog sve veée svjesnosti o zahtjevu da je hrana koja se postavlja
na trziSte te konzumira ispravna, sami proizvodaci zahtijevaju da je analiza proizvoda jestivog
ulja brza, jeftina te nedestruktivna u svrhu potvrdivanja autenti¢nosti ulja.?° Stoga se posljednjih
godina spektroskopija NMR nametnula kao vrlo korisStena metoda u analizi kompleksnih smjesa
poput biljnih ulja. Prednosti spektroskopije NMR su jednostavna priprema uzorka te je moguca
automatizacija snimanja eksperimenta kao i velika reproducibilnost.*

Kemijski sastav maslinovog ulja ovisi o tehnikama ekstrakcije koje se primjenjuju
prilikom ekstrahiranja ulja iz plodova pri poviSenom tlaku. Gotovo 99% ulja €ine triacilgliceroli
od ¢ega 83% ukupnih masnih kiselina ¢ini mononezasi¢ena oleinska kiselina, zatim slijede
palmitinska, stearinska, linolna te linolenska.

Lipidi koji u velikoj koli¢ini sadrZzavaju nezasi¢ene masne kiseline podloZni su hidrolizi
1 oksidaciji zbog endogenih enzima, ali 1 drugih vanjskih faktora poput temperature, izloZenosti
kisiku ili svijetlu. Ove pojave posebno su primijecene kod ulja koja sadrzavaju u velikom
postotku polinezasi¢ene masne kiseline ¢ime su osjetljivija na pojavu uzeglosti.>!

Najkoristenija tehnika spektroskopije NMR u analizi ulja je tehnika 'H NMR. Ova
tehnika koristi se u kvalitativnoj, ali 1 kvantitativnoj analizi ¢cime je moguce odredivanje udjela
razli¢itih funkcijskih skupina, slobodnih masnih kiselina, zasi¢enih i nezasi¢enih masnih
kiselina kao 1 raspodjela nezasi¢enih masnih kiselina. Ovom tehnikom moguca je i geografska
karakterizacija kao i potvrdivanje autenti¢nosti proizvoda.3*32 Nedostatak ove tehnike se javlja
zbog skalarnog sprezanja izmedu susjednih protona i manjeg raspona kemijskog pomaka Sto
rezultira vrlo napucenim spektrima za sloZene smjese koje je pritom teze i analizirati.

Odredivanje slobodnih masnih kiselina dobiva se informacija o kvaliteti 1 svjezini
maslinovog ulja, a ra¢unaju se iz signala koji se u spektru javlja pri 0 = 3,69-3,99 ppm. Takoder,
moguce je odrediti i jodni broj: empirijski broj koji definira stupanj nezasi¢enosti. On se ratuna
iz signala koji se u spektru javlja pri 6 = 5,00-5,20 ppm $to definira podrucje trans—dvostrukih
veza iz svih nezasi¢enih masnih kiselina u uzorku. Odredivanje ovakvih parametara vazno je te

mozZe utjecati na konaéno zadovoljstvo i u¢inak konzumiranog ulja. Vigli i suradnici** podijelili
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su karakteristi¢an spektar 'H NMR djevi¢anskog maslinovog ulja prikazan na slici 2.4. na deset

podrucja (tablica 2.1.)
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Slika 2.4. Karakteristi¢an spektar *H NMR maslinovog ulja pri 500 MHz preuzeto iz literaturnog izvora 34.
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Tablica 2.1. Asignacija kemijskih pomaka *H NMR u uzorku djevi¢anskog maslinovog ulja®*

) kemijski ) )
oznaka signala protoni pripadnost
pomak/ppm
1 5,40 CH=CH sve nezasi¢ene masne Kiseline
2 5,37 CH-OCOR trigliceridi
3 4,22-4,42 CH2-OCOR trigliceridi
CH=CH-CHz2- . . . .
4 (A) 2,84 linolenski i linolni lanci
CH=CH
5(B) 2,32 CH2-COOH svi acilni lanci
6 (C) 2,06 CH>-CH=CH svi nezasiceni acilni lanci
7 (D) 1,63 CH2-CH.COOH svi acilni lanci
8 1,30 (CH2)n svi acilni lanci
CH=CH-CH>- ) ] )
9 (E) 0,95 linolenski lanci
CHs
svi acilni lanci osim
10 (F) 0,88 CH2CH2CH2-CH3

linolenskih

Ovakvu raspodjelu Koristili su i Guillen i suradnici®® te su iz navedenih signala nadalje
izracunali distribuciju oleinske, linolenske, linolne te zasi¢enih masnih kiselina kao i

pripadajuéi jodni broj za uzorke maslinovog te suncokretovog ulja te su rezultati prikazani u

tablici 2.2.

Tablica 2.2. Udjeli masnih kiselina te jodni brojevi za uzorke suncokretovog i maslinovog ulja

te bu¢inog ulja®®

suncokretovo ulje maslinovo ulje bucino ulje

oleinska kiselina 26,06+1,79 77,13+2,48 26,6-27,1
linolenska kiselina 0,61+0,26 0,47+0,10 0

linolna kiselina 60,78+2,65 7,89+1,36 53,7-54,4

Zasi¢ene masne
o 23,37+0,36 14,51+1,65 18,5-19,0
kiseline

jodni broj 129,12+1,82 80,58+1,93 -
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U svrhu otkrivanja patvorenja ulja, korisnijom se pokazala jednodimenzijska tehnika **C NMR.
odnosu na *H NMR tehniku zbog jednostavnije asignacije spektara. U protonskom spektru éesto
dolazi do preklapanja pojedinih signala koji se koriste u izra¢unu. Truzzi i suradnici®® su u svom
istrazivanju koristili bazu podataka koja im je posluzila u usporedbi dobivenih rezultata za
esencijalna i biljna ulja te njihovo medusobno mijesanje.®® Promatrali su 14 karakteristi¢nih
signala prikazanih u tablici 2.3. Najveci raspon signala upravo je na podrucju olefinskih ugljika
(128-130 ppm) gdje na kemijski pomak i intenzitet moze utjecati i sam polozaj masne kiseline

u trigliceridu.

Tablica 2.3.. Asignacija kemijskih pomaka za 14 odabranih signala u *C NMR spektru (L-

linolna kiselina; O-oleinska kiselina; P-palmitinska kiselina)

o /ppm oznaka C atoma funkcijska skupina
14390 L18 -CH3
14,433 018 —CHs
128,04 L12, sn-2' o—6, -CH=CH-
128,216 L12,sn-1', 3 o—6, -CH=CH-
128,383 L10, sn-1', 3' 0—9, -CH=CH-
128,401 L10, sn-2' ®—9, -CH=CH-
129,994 09, sn-2' ®—9, -CH=CH-
130,021 09, sn-1', 3' 0—9, -CH=CH-
130,285 L9, sn-2' ®—9, -CH=CH-
130,312 L9, sn-1', 3' ®—9, -CH=CH-
130,523 L13,sn-1', 3 o—6, -CH=CH-
173,142 L1, sn-2' —CH,—OOC—CH2>—
173,552 L1, sn-1', 3 —CH,—OOC—CH>—
173,595 P1,sn-1', 3 —CH2—OOC—CH2—

Usporedbom rezultata iz baze podataka sa izmjerenim signalima za odredena esencijalna ulja i
biljna ulja uspjesno su odredili krivotvorenja za odredene binarne smjese ovih ulja.
Kao dodatnu potvrdu krivotvorenja te mijeSanja esencijalnih s biljnim uljima,

provedena je i analiza DOSY NMR tehnikom. S obzirom da ¢e se manje molekule brze kretati
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kroz otapalo i1 imati vecu vrijednost difuzijskog koeficijenta i obrnuto, provedena je analiza u
kojoj su se pratile dvije vece skupine molekula. Trigliceridi u uljima krecu se sporije u odnosu
na terpene u esencijalnim uljima, koje su najlakSe skupine molekula te se stoga kre¢u puno
brze. Ukoliko dode do krivotvorenja, to se moze uociti prevladavanjem manjih difuzijskih
koeficijenata, a potvduje se usporedbom dobivenih difuzijskih koeficijenata sa podatcima iz
literature.

U analizi ulja, koriste se i dvodimenzijske tehnike. Boerkamp i suradnici su koristili *H-
13C HSQC NMR tehniku za prouc¢avanje oksidacije lipida i formiranja epoksida u hrani bogatoj

istima poput majoneze.®’
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

2.4. Uzoreci jestivih ulja

Snimljeni su spektri *H NMR, *C NMR i DOSY NMR za pet uzoraka jestivih ulja navedenih
u tablici 3.1.

Tablica 3.1. Popis uzoraka biljnih ulja

OZNAKA ULJE
maslinovo ulje: Istra 1
maslinovo ulje: Istra 2
maslinovo ulje: Dalmacija 1
bucino ulje: Zagrebacka zupanija
suncokretovo ulje: Suncokretovo ulje Zvijezda

OB W N -

2.5. Priprema uzoraka

Otopine uzoraka ulja za snimanje spektara *H NMR, 3C NMR i DOSY NMR pripremljene su
pipetiranjem 50 pL uzorka ulja te dodavanjem 550 pL otapala, deuteriranog kloroforma, CDCls.

Pripremljeni su i snimljeni spektri *H NMR, 13C NMR i DOSY NMR za uzorke smjesa
maslinovog 1 bucinog sa suncokretovim uljem. Prilikom pripreme smjesa maslinovog ulja 1
bucinog ulja sa suncokretovim uljem uzorci su pripremljeni u odredenim volumnim omjerima

prikazanim u tablici 3.2.

Alma Vuran Diplomski rad



8 3. Eksperimentalni dio

20

Tablica 3.2. Sastav uzoraka smjesa maslinovog ulja i bu¢inog ulja sa suncokretovim uljem

V(maslinovo V(suncokretovo
OZNAKA ULJE ulje/bucino ulje)/pL
ulje)/pL 11
1a maslinovo uIJe_: Istra_l_l + 950 50
suncokretovo ulje Zvijezda
1b maslinovo uIJe_: Istra_l_l + 900 100
suncokretovo ulje Zvijezda
1c maslinovo uIJe_: Istra_l_l + 800 200
suncokretovo ulje Zvijezda
1d maslinovo uIJe_: Istra_l_l + 200 300
suncokretovo ulje Zvijezda
%a maslinovo uIJe_: Istra}_Z + 950 50
suncokretovo ulje Zvijezda
b maslinovo uIJe_: Istra}_Z + 900 100
suncokretovo ulje Zvijezda
2c maslinovo uIJe_: Istra}_Z + 800 200
suncokretovo ulje Zvijezda
2d maslinovo uIJe_: Istra}_Z + 200 300
suncokretovo ulje Zvijezda
maslinovo ulje: Dalmacija 1
3a + suncokretovo ulje 950 50
Zvijezda
maslinovo ulje: Dalmacija 1
3b + suncokretovo ulje 900 100
Zvijezda
maslinovo ulje: Dalmacija 1
3c + suncokretovo ulje 800 200
Zvijezda
maslinovo ulje: Dalmacija 1
3d + suncokretovo ulje 700 300
Zvijezda
43 bucino ul_Je + S_.l_.InCOkI’etOVO 950 50
ulje Zvijezda
b bucino u1:1e + s_gncokretovo 900 100
ulje Zvijezda
Ac bucino ulj_e + §_uncokretovo 800 200
ulje Zvijezda
4d bucino ulje + suncokretovo 200 300

ulje Zvijezda

Nakon pripreme uzorka, uzorak se unosi u cjevcicu NMR te se snimaju odabrani spektri.

Vremenski period snimanja spektara *H NMR vrlo je kratak s obzirom na &injenicu da je

prirodna zastupljenost protona vrlo visoka (99,98%). Prilikom snimanja 1*C NMR spektara, u

uzorke za snimanje dodaje se mala koli¢ina kromova(Ill) acetilacetonata u svrhu smanjenja
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vremena relaksacije. Vremenski period snimanja spektara **C NMR duzi je u odnosu na ‘H

NMR, iz razloga §to je prirodna zastupljenost **C vrlo mala (1,11%).®

2.6. Uvjeti snimanja spektara NMR

2.6.1. Uvijeti snimanja spektara tH i $3C
Spektri *H i *C NMR snimljeni su na Bruker Avance 600 MHz NMR spektrometru u 5 mm
cjevCicama sa z-gradijentnom zavojnicom pri 8=25°C. Kao otapalo koriten je deuterirani
kloroform (CDCIs), a kao unutarnji standard tetrametilsilan (TMS).

Za snimanje spektara H NMR spektralna $irina iznosila je 6172,84 Hz, a razlu¢ivanje
0,30 Hz. Spektri su dobiveni uz 32 snimke.

Za snimanje *C NMR spektralna §irina iznosila je 17985,61 Hz. Akvizicijsko vrijeme

je trajalo 1,82 s, a spektri su dobiveni uz 1024 snimke.

2.6.2. Uyvijeti snimanja spektara DOSY NMR
Spektri DOSY NMR snimljeni su na Bruker Avance 600 MHz NMR spektrometru u 5 mm
inverznom probom TBI sa z-gradijentnom zavojnicom pri #=25°C. Primijenjeni pulsni slijed je
PGDSTE-BPP uz tzv. 3 spoil gradijenta. Spektri su dobiveni iz 16 snimki, snaga gradijentnog
pulsa unutar svakog je bila u rasponu 0-0,05 G cm™. Snaga gradijenta varirala je od 2% do 95%
maksimalne snage, a vrijeme trajanja gradijentnog pulsa i eksperimentalno vrijeme difuzije su
bili konstantni. Kao otapalo koristen je deuterirani kloroform, a kao unutarnji standard

tetrametilsilan. Dobiveni spektri obradeni su programom Dynamic center NMR ver. 2.8.5.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

U svrhu karakterizacije pet razlicitih uzoraka ulja (tri maslinova ulja, jedno bucino ulje i jedno
suncokretovo ulje) te uzoraka binarnih smjesa maslinovog i suncokretovog ulja te bucinog i
suncokretovog ulja snimljeni su i analizirani spektri *H NMR, 3C NMR i DOSY NMR. Svi
spektri snimljeni su na instrumentu Bruker Avance 600 MHz, a analizirani su programom
Bruker TopSpin ver. 4.3.0. Analizom *H NMR i $3C NMR odredeni su udjeli vodika i ugljika u
uzorcima te udjeli masnih kiselina. Analizom spektara DOSY NMR izmjereni su difuzijski
koeficijenti komponenata ulja iz kojih je moguée odrediti hidrodinamicke radijuse te procijeniti

molekulske mase pojedinih komponenata prisutnih u ulju.

2.7. Analiza spektara 'H NMR

Snimljeni su spektri *H NMR u svrhu kvalitativne i kvantitativne karakterizacije maslinovih,
bucinog i suncokretovog ulja te binarnih smjesa maslinovog i buc¢inog ulja sa suncokretovim

uljem. Reprezentativni spektar biljnog ulja prikazan je na slici 4.1.
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Slika 4.1. Reprezentativni spektar *H NMR uzorka maslinovog ulja 1 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600 MHz i 25°C
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Provedena je asignacija skupina atoma vodika ¢iji su kemijski pomaci karakteristi¢ni za
signale funkcijskih skupina vodika prisutnih u ulju navedeni u tablici 4.1. Uzimajuéi u obzir
slozenost analiziranih uzoraka ulja, nije mogucéa asignacija pojedinih atoma vodika ve¢ se
provodi asignacija funkcijskih skupina. Signali pojedinih skupina vodika u uljima i binarnim

smjesama asignirani su usporedbom s podatcima dostupnima u literaturi.3*

Tablica 4.1. Asignacija kemijskih pomaka *H NMR u uzorcima jestivih biljnih ulja*3
oznaka ) )
signala o/lppm Protoni pripadnost
0,83-0,93 -CH2CH2CH2-CH3 svi acilni lanci osim linolenskih
B 0,96-0,98 -CH=CH—-CH,—CHs linolenski lanci
C 1,20-1,40 (+(CH2)n-) metilenske skupine
D 1,95-2,08 -CH2CH=CH nezasiceni acilni lanci
E 2,28-2,34 -CH2-COOH acilni lanci
F 2,74-2,83 -CH=CHCH2CH=CH linolenski i linolni lanci
G 4,26-4,34 -CH2—-OCOR triacilgliceroli
H 5,29-5,42 —CH=CH- nezasicene masne kiseline

Protoni terminalnih skupina -CHzs oleinske, linolne i zasi¢enih masnih kiselina javljaju se u
spektru izmedu 0,83 1 0,93 ppm dok se signali protona linolenske kiseline javljaju izmedu 0,96-
0,98 ppm. Signali najjadeg intenziteta opazeni su u spektrima izmedu 1,20-1,40 ppm te
pripadaju metilenskim grupama (—(CH2)n-). Podrucje spektra izmedu 1,95 i 2,08 ppm pripada
protonima iz nezasi¢enih acilnih lanaca. Signali u podru¢ju kemijskih pomaka 2,74-2,83 ppm
ukazuju na prisutnost metilenskih skupina okruzenih dvjema dvostrukim vezama. Signali
opazeni u podrucju spektra od 5,29 do 5,42 ppm pripadaju protonima iz nezasi¢enih masnih
kiselina, odnosno ukazuju na prisutnost olefinskih protona.

Detaljnom asignacijom i integriranjem povrsina u spektrima moguce je izracunati udio
vodika dijeljenjem vrijednosti pojedinacnog integrala sa ukupnom sumom svih vrijednosti
integrala u uzorcima ulja. Rezultati dobiveni za analizirana maslinova, buc¢ino i suncokretovo

ulje prikazani su u tablici 4.2.
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Tablica 4.2. Udio (%) vodika u funkcijskim skupinama uzoraka jestivih biljnih ulja

oznaka signala 1 2 3 4 5
A 8,67 8,63 8,73 8,99 9,05
B 0,07 0,07 0,09 0,05 0,03
C 59,14 58,83 57,52 55,00 51,69
D 9,58 9,84 9,92 9,63 10,36
E 5,62 5,60 5,58 5,64 5,75
F 0,43 0,45 0,96 2,39 3,32
G 1,89 1,90 1,87 1,88 1,93
H 5,17 5,27 5,86 7,29 8,62

Raspodjela vodika po funkcijskim skupinama je izracunata i za uzorke smjesa maslinovog ulja
I suncokretovog ulja te smjesa bucinog i suncokretovog ulja. Dobiveni rezultati prikazani su u
tablici 4.3. i tablici 4.4.

Tablica 4.3. Udio (%) vodika u funkcijskim skupinama uzoraka smjesa maslinovog ulja i

suncokretovog ulja

Oznaka signala la 1b 1c 1d
A 8,70 8,73 8,82 8,87
B 0,07 0,07 0,07 0,07
C 58,91 58,47 57,55 56,89
D 9,61 9,66 9,75 9,80
E 5,62 5,63 5,64 5,64
F 0,55 0,72 1,08 1,32
G 1,89 1,89 1,90 1,90
H 5,33 5,53 5,98 6,27
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Tablica 4.4. Udio (%) vodika u funkcijskim skupinama uzoraka smjesa bucinog ulja i

suncokretovog ulja

Oznaka signala 4a 4b 4c 4d
A 8,96 8,97 9,04 9,00
B 0,04 0,04 0,05 0,04
C 54,82 57,78 54,33 53,98
D 9,67 9,66 9,75 9,84
E 5,64 5,60 5,60 5,66
F 2,44 2,47 2,59 2,67
G 1,88 1,88 1,89 1,89
H 7,34 7,41 7,58 7,67

Kod svih uzoraka kao i smjesa uzoraka najveci postotak vodika javlja se u podrucju nezasi¢enih
metilenskih grupa (6=1,20-1,40 ppm) te on iznosi 50% i vise. Prema rezultatima tablice 4.2.
primjecuje se da se u podruc¢jima protona nezasic¢enih acilnih lanaca, kao 1 protona linolenskih
te linolnih lanaca odnosno protona nezasi¢enih masnih kiselina dolazi do porasta udjela vodika
za suncokretovo ulje u odnosu na maslinova te buc¢ino ulje. Mogucée je zakljuciti da
suncokretovo ulje sadrzava vecu koli¢inu viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina. Dodatno,
usporedbom rezultata za binarne smjese maslinovog i bucinog ulja sa suncokretovim uljem
moguce je potvrditi ovu ¢injenicu s obzirom da povecanjem volumena suncokretovog ulja u
smjesi dolazi do povecanja udjela vodika u podru¢jima signala koji odgovaraju nezasic¢enim
podru¢jima masnih kiselina (signali D, F te H).

Pomoc¢u tablice 4.1. moguée je izraCunati raspodjelu polinezasi¢enih (PUFA),
mononezasi¢enih (MUFA) te zasi¢enih masnih kiselina (SFA). Izracun udjela raspodjele

kiselina izvodi se prema jednadzbama 7-9, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.5.

F O
PUFA = —
E
D (8)
MUFA = — — PUFA
2E
D )
SFA=1-—
2E
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Tablica 4.5. Udio (%) polinezasi¢enih, mononezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina u

uzorcima jestivih ulja te njihovim binarnim smjesama

PUFA (%) MUFA (%) SFA (%)

Uzorak 1 7,59 77,68 14,72
Uzorak la 9,75 75,80 14,44
Uzorak 1b 12,76 73,01 14,24
Uzorak 1c 19,13 67,32 13,63
Uzorak 1d 23,29 63,13 13,58
Uzorak 2 7,98 79,79 12,23
Uzorak 2a 10,42 77,51 12,07
Uzorak 2b 11,90 75,94 12,15
Uzorak 2c 17,34 71,34 11,32
Uzorak 2d 22,73 65,63 11,63
Uzorak 3 17,21 71,73 11,06
Uzorak 3a 19,21 69,76 11,03
Uzorak 3b 21,58 67,60 10,82
Uzorak 3c 25,12 64,17 10,70
Uzorak 3d 28,49 60,71 10,80
Uzorak 4 42,36 42,98 14,65
Uzorak 4a 43,32 42,39 14,29
Uzorak 4b 44,15 42,04 13,81
Uzorak 4c 46,15 40,91 12,94
Uzorak 4d 47,09 39,8 13,1

Uzorak 5 57,79 32,39 9,82

Prema podatcima iz tablice 4.5 moguce je zakljuciti kako suncokretovo ulje ima najveci udio
polinezasi¢enith masnih kiselina (57,8%), buc¢ino ulje sadrZava priblizno jednaku koli€inu
polinezasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina (42%), dok maslinova ulja sadrzavaju
najvec¢u koli¢inu monozasi¢enih masnih kiselina (>70%). Usporedbom rezultata za tri
maslinova ulja, primjecuje se da maslinovo ulje s podru¢ja Dalmacije sadrzi veci postotak

polinezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na uzorke s podrucja Istre. Dodatkom suncokretovog
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ulja u svim uzorcima smjesa dovodi do povecanja udjela polinezasi¢enih masnih kiselina te
smanjenjem mononezasi¢enih masnih kiselina kao i zasi¢enih masnih kiselina.

Pomocu tablice 4.1. moguce je izracunati udio (%) pojedinih masnih kiselina. Izracun

udjela masnih kiselina izveden je usporedbom s podatcima iz literature34- prema jednadzbama
10-13, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.6.:
. o (10)
linolenska kiselina = 118
) .. 3XF-4XB (11)
linolna kiselina = X (A+B)
oleinska kiselina = 3><—D — [lionlenska kiselina] — [linolna kiselina] (12)
T 4x(A+B)
zasicene masne kiseline = A% — [linolenska kiselina] — [linolna kiselina] — (13)

[oleinska kiselina]

Tablica 4.6. Udio (%) linolenske, linolne, oleinske te zasi¢enih masnih kiselina u uzorcima

jestivih ulja
linolenska _ o oleinska Zasi¢ene masne
o linolna kiselina o o
kiselina kiselina kiseline
Uzorak 1 0,83 5,65 75,69 16,99
Uzorak 2 0,78 7,08 76,96 14,39
Uzorak 3 0,98 14,38 69,06 14,60
Uzorak 4 0,52 38,64 40,78 19,54
Uzorak 5 0,37 54,08 31,09 14,09

Prema podatcima iz tablice 4.6. najvec¢i udio oleinske kiseline (gotovo 70% i vise) nalazi se u
uzorcima maslinovog ulja, dok se u uzorcima bucinog i sunockretovog ulja nalazi znatno manji
postotak oleinske kiseline. Bu¢ino ulje posjeduje najveci udio zasi¢enih masnih kiselina.
Suncokretovo ulje sadrzi najveci udio linolne kiseline (54%) u usporedbi sa maslinovim uljem
(raspon od 5% i 14%) i bu¢inim uljem (38%). Usporedbom rezultata za tri maslinova ulja moze

se primijetiti da su udjeli linolenske, oleinske i zasi¢enih masnih kiselina priblizno jednakih
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vrijednosti, no rezultati prikazuju razlike izmedu uzoraka maslinovih ulja s podrucja Istre u
odnosu na uzorak s podruc¢ja Dalmacije u koli¢ini linolne kiseline gdje je zabiljeZen duplo veci
postotak (14%) u odnosu na vrijednosti linolne kiseline izraCunate za maslinova ulja s podrucja
Istre. Takoder, maslinovo ulje s podrucja Dalmacije sadrzava nizi postotak oleinske kiseline u
odnosu na maslinova ulja s podru¢ja Istre, no dobiven rezultat (69,06%) odgovara rezultatima
literaturnih izvora.3+3°

Usporedbom udjela kiselina dobivenih za bucino ulje s rezultatima literaturnih podataka
primjec¢uje se da su udjeli zasi¢enih masnih kiselina priblizno jednaki te iznose oko 20%.
Uzorak bucinog ulja Guillena i suradnika sadrzava znatno manji udio oleinske kiseline (27%)
u odnosu na uzorak s podruc¢ja Zagrebacke zupanije (40,78%), ali 1 veéi udio linolne kiseline
(54%) u odnosu na uzorak s podrudja Zagrebacke Zupanije (38,64%).%

Integriranjem i izraCunom prema jednadzbi (14) izracunat je jodni broj (0znaka: 1V) za
uzorke maslinovih, bucinog i suncokretovog ulja ¢iji rezultati su prikazani u tablici 4.7. Jodni
broj se racuna kao mjera za udio nezasi¢enih masnih kiselina te se, prema definiciji racuna

koristenjem signala spektra 'H NMR (6=5,40 ppm) koji odgovara signalima protona

nezasi¢enih masnih kiselina.3®

IV = 7,56 + 13,64 x oznaka H(%) (14)

Tablica 4.7. Jodni broj u uzorcima jestivih ulja

uzorak jodni broj (1V)
uzorak 1 78,07
uzorak 2 79,43
uzorak 3 87,42
uzorak 4 106,95
uzorak 5 125,11

Prema podatcima iz tablice 4.7. najve¢i udio nezasiCenih masnih kiselina sadrzava
suncokretovo ulje (jodni broj oko 125), a najmanje maslinovo ulje (jodni broj izmedu 75 i 90)
$to je u skladu sa literaturnim podatcima.® Moguée je primijetiti da maslinovo ulje s podrudja
Dalmacije ima veéi udio nezasi¢enosti u odnosu na maslinova ulja s podrucja Istre. Prema
rezultatima iz tablice 4.2, suncokretovo ulje sadrzi najveci postotak atoma vodika (preko 8%)

u odnosu na druga ulja u podru¢ju nezasi¢enih masnih kiselina (6=5,29-5,42 ppm) $to je
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posljedica najveceg postotka dvostruko nezasicene linolne kiseline, stoga su dobiveni rezultati

u izracunu jodnog broja u skladu sa ostalim dobivenim rezultatima.

2.8. Analiza spektara *C NMR

Snimljeni su spektri *C NMR za uzorke maslinovog, bu¢inog i suncokretovog ulja te za uzorke
smjesa maslinovog ulja sa suncokretovim uljem i bucinog ulja sa suncokretovim uljem.
Reprezentativni spektar 3C NMR prikazan je na slici 4.2.

Provedena je asignacija i integracija spektara *C NMR analiziranih uzoraka ulja
koriste¢i podatke dostupne u literaturi.®® Iz dobivenih podataka izradunata je raspodjela
razli¢itih ugljikovih atoma prisutnih u uzorcima ulja. U tablici 4.8. navedeni su karakteristi¢ni
kemijski pomaci za signale funkcijskih skupina ugljika prisutnih u uzorcima ugljika. Spektre
ulja je moguce podijeliti na 4 veca podrué¢ja: podruc¢je kemijskih pomaka od 0 do 35 ppm
pripada podrucju alifatskih ugljika, kemijski pomaci izmedu 62 i 70 ppm pripadaju glicerolnim
ugljicima triglicerida, olefinski ugljici se javljaju u podruéju 124 do 134 ppm dok se karbonilni

ugljici javljaju u podrucju 172-174 ppm.
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Slika 4.2. Reprezentativni spektar 3C NMR uzorka maslinovog ulja 1 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600 MHz i 25°C
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Tablica 4.8. Asignacija kemijskih pomaka *C NMR u uzorcima jestivih ulja prema izvoru 41.

oznaka signala olppm ugljik pripadnost
A 14,08 -CHs linolna kiselina
B 14,12 -CHs3 masne kiseline osim linolne
C 22,59 -CH2CHjs linolna kiselina
D 22,70 -CH2CHjs masne Kiseline osim linolne
metilenska skupina u
E 24,80-24-95 -CH.CH.COOH polozaju prema karbonilnoj
skupini
F 25,65 =HC-CH2-HC- linolna/linolenska kiselina
G 27,15-27,32 =CH-CH>- alilni ugljici u lancima
H 28.96-29.63 CHy- sredi$nji dio lanca masnih
Kiselina
| 31,55-31,98 -CHz- acilni lanac
J 34,05-34,30 -CH.COOH acilni lanci
K 68,00-69,00 CH20-2- glicerolni ugljik triglicerida
L 62,00-63,00 CH20-1(3) glicerolni ugljik triglicerida
M 124.00-134.00 CH. olefinski ugljici nezasi¢enih
masnih kiselina
N 172,00-174,00 -COOH masne Kiseline
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Asignacijom i integriranjem spektra moguce je izracunati udio razli¢itih ugljikovih atoma u
snimljenim uzorcima, dijeljenjem vrijednosti pojedinac¢nog integrala s ukupnom sumom svih
vrijednosti integrala u uzorcima maslinovih, bucinog i suncokretovog ulja te su rezultati

prikazani u tablici 4.9.

Tablica 4.9. Udio (%) ugljika u funkcijskim skupinama uzoraka jestivih ulja

oznaka signala 1 2 3 4 5
A 0,42 0,47 1,01 2,15 3,06
B 5,08 5,22 4,54 3,18 2,32
C 0,41 0,49 0,96 2,20 3,23
D 5,30 5,67 5,00 3,01 2,44
E 4,58 4,33 4,75 4,46 4,68
F 0,40 0,44 0,99 2,06 3,12
G 8,69 8,67 8,77 8,52 9,20
H 46,24 45,71 44,00 41,59 36,94
| 6,14 6,51 5,90 5,93 6,15
J 4,47 4,28 4,40 4,73 4,59
K 2,53 2,16 2,51 2,50 2,47
L 1,38 1,23 1,43 1,33 1,37
M 10,27 11,10 11,47 13,86 16,27
N 4,11 3,72 4,27 4,48 4,17

Udio (%) ugljika izracunat je i za uzorke smjesa maslinovog i suncokretovog ulja te za smjese

bucinog i suncokretovog ulja, a dobiveni rezultati prikazani su u tablicama 4.10. i 4.11.
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Tablica 4.10. Udio (%) ugljika u funkcijskim skupinama uzoraka smjesa maslinovog ulja i

suncokretovog ulja

Oznaka signala la 1b 1c 1d
A 0,64 0,85 1,14 1,25
B 5,05 4,94 4,72 4,64
C 0,50 0,76 1,09 1,24
D 5,33 5,27 4,84 4,62
E 4,61 4,42 4,41 4,30
F 0,50 0,72 1,07 1,22
G 8,70 8,66 8,91 8,83
H 45,89 45,47 44,23 43,25
I 6,27 6,24 6,45 6,45
J 4,26 4,36 4,28 4,37
K 2,47 2,17 2,14 2,28
L 1,24 1,24 1,21 1,30
M 10,59 10,93 11,75 12,56
N 3,96 3,96 3,75 3,71
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Tablica 4.11. Udio (%) ugljika u funkcijskim skupinama uzoraka smjesa buc¢inog ulja i

suncokretovog ulja

Oznaka signala 4a 4b 4c 4d

2,27 2,36 2,90 2,40
B 2,90 3,04 3,09 2,85
C 2,41 2,59 2,77 1,56
D 3,16 3,18 3,44 2,90
E 4,71 4,80 4,50 4,70
F 2,25 2,29 2,56 2,58
G 8,41 8,64 8,88 8,80
H 40,65 40,30 39,48 40,15
I 6,25 5,85 6,29 5,86
J 4,80 4,68 4,14 4,66
K 2,34 2,58 2,09 2,27
L 1,30 1,32 1,29 1,33
M 14,37 13,83 15,04 15,59
N 4,16 4,55 3,52 4,34

Prema podatcima iz tablice 4.9. najveci postotak ugljika u svim analiziranim uzorcima odgovara
skupinama -CH.- sredi$njeg dijela lanaca masnih kiselina, od 37% u uzorku suncokretovog ulja
do 44% u uzorcima maslinovog ulja. Takoder, u usporedbi maslinovog ulja iz Dalmacije i
maslinovih ulja s podru¢ja Istre, uzorak s podru¢ja Dalmacije sadrzi nizi postotak ugljika,
odnosno skupina -CH- smjestenih unutar lanaca masnih kiselina te nesto visi postotak u
podrucju linolne kiseline Sto se primjecuje u rezultatima dobivenima za signale A 1 C. U
olefinskom podrucju ugljika raspon je izmedu 10% za maslinova ulja, oko 14% za bucino ulje
te 16% za uzorak suncokretovog ulja. Najveci postotak ugljika olefinskog podrucja ocekivan je
u suncokretovom ulju zbog najveceg udjela linolne kiseline. U podrucju glicerola udjeli ugljika
su za sve vrste biljnih ulja priblizno jednakih vrijednosti.

Prema podatcima dobivenima za smjese uzoraka maslinovog i suncokretovog ulja,
primjecuje se da Se s povecanjem volumena suncokretovog ulja povecava udio koji odgovara
signalima linolne kiseline, kao i olefinskom podrucju ugljika. Posljedi¢no, smanjuje se udio

ugljika koji odgovara svim ostalim masnim kiselinama osim linolne (signali B 1 D). Takoder,
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povecanjem volumena suncokretovog ulja smanjuje se udio skupina -CHz- smjestenih unutar
lanaca masnih kiselina s 45% na 43%.

Rezultati dobiveni za uzorke smjesa bucinog ulja sa suncokretovim uljem pokazuju
slican trend kao i preostale smjese maslinovog i suncokretovog ulja §to znac¢i da poveéanjem
volumena suncokretovog ulja dolazi do povecanja udjela ugljika linolne kiseline odnosno
olefinskih ugljika (s 14% na 15,5%), dok u podruc¢jima ugljika za ostale masne kiseline dolazi
do smanjenja udjela.

U svrhu detaljnije karakterizacije smjesa biljnih ulja, sto je osobito vazno kod analize
patvorenih ulja usporedeno je podrucje spektra koje pripada olefinskom podru¢ju od 124 do
134 ppm. U navedenom podrucju javljaju se signali oleinske i linolne masne Kiseline.
Usporedbom olefinskog podrucja moguce je zakljuciti je li maslinovo ulje mijeSano s
odredenim volumenom nekog drugog ulja primjerice suncokretovog ulja, s obzirom da je u
maslinovom ulju o¢ekivan veci udio oleinske kiseline u odnosu na linolnu kiselinu. Na ots 4.3.
I 4.4. prikazani su spektri koji odgovaraju olefinskim podru¢jima za maslinovo ulje s podrucja

Istre (uzorak 1) te suncokretovo ulje (uzorak 5).

E C
|- :
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T T T T T T T T T T T T T T T T T T
131 130 129 128 127 ppm

Slika 4.3. Spektar 3C NMR olefinskog podrugja uzorka 1, snimljen pri 600 MHz i 25°C
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Slika 4.4. Spektar 3C NMR olefinskog podruéja uzorka 5, snimljen pri 600 MHz i 25°C

Usporedbom dobivenih spektara sa spektrima prethodnih istrazivanja**3, signali A, B, D te F
odgovaraju ugljicima linolne kiseline, dok signali C i E odgovaraju ugljicima oleinske kiseline.
Sukladno navedenom, ocekivano je da ¢e signali C i E biti jafeg intenziteta u uzorku
maslinovog ulja u odnosu na signal u uzorku suncokretovog ulja §to je vidljivo sa slika 4.3. i
4.4, Time se moze potvrditi kako se radi o maslinovom ulju koje ne sadrzi suncokretovo ulje u
svom sastavu.

Temeljem prethodnih rezultata u kojima je prikazan ve¢i udio linolne kiseline u uzorku
maslinovog ulja s podru¢ja Dalmacije (uzorak 3), provedena je usporedba spektara uzoraka 1,

315 te je navedeni spektar prikazan na slici 4.5.

Alma Vuran Diplomski rad



8 4. Rezultati i rasprava 38

i f
UZORAK 1 i /w
A S N I

P N N R S

UZORAK 3
A
I

\
§ ,ﬁ_,_H_Muﬁ,f.__ﬁ,m_,.«ﬁ‘ﬁ_fj S L N L S

UZORAK 5

- - - . : : ‘ : . : - : : .
129.0 1285 128.0 ppm

T T T T T T T T T T T
131.0 130.5 130.0

Slika 4.5. Spektri *C NMR olefinskog podru¢ja uzoraka 1, 3 i 5, snimljeni pri 600 MHz i 25°C
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Prema slici 4.5. primjeCuje se povecanje intenziteta signala u uzorku 3 za signale koji
odgovaraju linolnoj kiselini u odnosu na uzorak 1. Poveéanje intenziteta signala, $to posljedi¢no
rezultira pove¢anjem udjela ugljika u podru¢jima linolne kiseline moze se objasniti dodatkom
male koli¢ine suncokretovog ulja u sam uzorak maslinovog ulja. U tablici 4.12 izraCunati su

udjeli pojedinih ugljika koji odgovaraju oleinskoj odnosno linolnoj kiselini.

Tablica 4.12. Udio (%) ugljika u podrucju olefinskih ugljika nezasi¢enih masnih kiselina

o/ppm uzorak 1 uzorak 3 uzorak 5
A 127,86-127,93 3,39 8,55 19,58
B 128,03-128,11 2,88 7,65 18,35
C 129,62-129,74 40,42 31,21 9,71
D 129,78-129,93 6,53 5,07 2,65
E 129,93-130,05 42,99 39,20 30,16
F 130,18-130,23 3,79 8,32 19,54

Prema rezultatima dobivenim u tablici 4.12 dodatno je potvrdeno da postoji razlika u sastavu
maslinovih ulja s podrudja Istre i Dalmacije. Signali koji odgovaraju ugljicima linolne kiseline
(A, B, F) sadrze vece postotke ugljika u uzorku 5, a sukladno pretpostavkama, u uzorku 3 javlja
se ve¢i udio ugljika u odnosu na uzorak 1 od priblizno 5% u navedenim podrucjima kemijskog

pomaka.

2.9. Analiza spektara DOSY NMR

Snimljeni su spektri DOSY NMR za uzorke maslinovih, buc¢inog 1 suncokretovog ulja kao 1
uzorke binarnih smjesa maslinovog ulja 1 i suncokretovog ulja (uzorci 1a-1d). Reprezentativni
spektar prikazan je naslici 4.6.

Analiza spektara DOSY NMR potvrduje prisutnost razli¢itih kemijskih vrsta s obzirom
na dobivene rezultate difuzijskih koeficijenata koji upucuju na prisutnosti ve¢ih molekula koje
se sporije krecu kroz otapalo (manji difuzijski koeficijenti) odnosno manjih molekula koje se

kre¢u brze (vedi difuzijski koeficijenti).
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U tablicama 4.13 i 4.14 prikazane su izmjerene vrijednosti difuzijskih koeficijenata te
standardna odstupanja izmjerenih difuzijskih koeficijenata pri 9=25°C

Slika 4.6. Reprezentativni spektar DOSY NMR uzorka maslinovog ulja 1 snimljenog u

deuteriranom kloroformu pri 600 MHz i $=25°
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Tablica 4.13. Srednje vrijednosti difuzijskih koeficijenata uzoraka biljnih ulja (1-5) te binarnih smjesa maslinovog i suncokretovog ulja (la-
1d)

Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
(1) (1a) (1b) (1c) (1d) (2) (3) (4) (5)
0,87 3,23 3,17 3,08 3,11 3,21 2,57 3,25 2,86 3,13
1,25 3,69 3,55 3,57 3,57 3,53 3,05 3,77 3,41 3,64
1,60 4,66 3,06 2,98 3,12 3,02 2,19 3,89 2,76 4,00
2,01 3,39 3,21 3,16 3,18 3,11 2,61 3,51 2,70 3,31
2,30 3,33 3,22 3,21 3,23 3,16 2,25 3,44 2,84 3,31
2,76 2,76 2,87 3,03 3,16 3,28 3,44 3,42 3,24 3,50
4,14 3,44 3,35 3,31 3,35 3,29 2,91 3,49 3,12 3,40
4,28 3,52 3,31 3,34 3,29 3,55 2,98 3,52 3,28 3,48
5,25 3,22 2,97 2,89 3,04 2,85 1,39 3,38 1,99 3,35
5,33 3,35 3,19 3,16 3,22 3,15 2,48 3,44 2,79 3,41
Tablica 4.14. Standardna odstupanja (¢ ) izmjerenih difuzijskih koeficijenata uzoraka biljnih ulja (1-5) te binarnih smjesa maslinovog i

6/ppm

D/10 ¥ m?s?

suncokretovog ulja (1a-1d)

6/ppm | Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak Uzorak
(1) (1a) (1b) (1c) (1d) (2) (3) (4) (5)

0,87 2,71 2,93 3,10 3,36 3,08 3,06 3,70 4,03 4,05
1,25 2,16 2,36 2,02 2,10 2,58 2,06 2,76 2,46 2,35
1,60 2,92 1,92 2,02 1,94 2,02 2,48 1,96 2,12 2,42
2,01 1,33 1,51 1,47 1,67 1,67 1,72 1,97 1,64 1,51
2,30 3,23 3,20 3,05 3,00 3,74 5,28 3,51 4,14 3,76
2,76 2,10 2,35 2,29 2,69 3,01 3,91 2,85 2,77 2,64
4,14 3,00 2,86 3,06 3,16 3,49 3,74 3,86 3,31 4,42
4,28 3,17 4,54 4,36 4,24 3,36 3,00 4,31 3,61 3,85
5,25 4,59 5,13 5,28 5,47 5,37 5,05 5,57 4,88 4,76
5,33 3,61 4,09 3,97 3,48 4,05 6,43 3,95 4,22 2,78

o/10 11 m?2st
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Prema rezultatima prikazanima u tablici 4.13. moze se zakljuciti da dobivene vrijednosti
difuzijskih koeficijenata priblizno iznose 3x101°m?2s™,

NajniZa vrijednost difuzijskog koeficijenta je 1,39x102°m? st u uzorku maslinovog ulja
2 pri kemijskom pomaku 5,25 ppm $to podrazumijeva prisutnost najve¢ih molekula, a najveca
vrijednost difuzijskog koeficijenta je 4,66x10° m? st u uzorku maslinovog ulja 1 pri
kemijskom pomaku 1,60 ppm te se stoga tu javljaju veli¢inom najmanje molekule prisutne u
ulju. Medu uzorcima maslinovih ulja, uzorak 2 ima najnize vrijednosti difuzijskih koeficijenata,
a uzorak 3 najviSe vrijednosti difuzijskih koeficijenata. Vrijednosti difuzijskih koeficijenata za
uzorak buginog ulja su u rasponu 1,99x10°m?sdo 3,41x10°m?s?, te se moze zakljugiti da
se u uzorku bucinog ulja nalaze veée molekule u odnosu na maslinova i suncokretovo ulje.
Vrijednosti difuzijskih koeficijenata za uzorak suncokretovog ulja su u rasponu od 3,13x101°
m?s? do 4,00x10°m?s?,

Iz dobivenih wvrijednosti difuzijskih koeficijenata moguée je daljnje racunanje
hidrodinamickih radijusa (RH) prema Stokes-Einsteinovoj jednadzbi za molekule sfernog oblika
(5), prema literaturnim podatcima. Pomoc¢u modela predlozenog od Evansa i suradnika (5) i (6)

moguce je izraCunati molekulske mase razli¢itih molekula unutar jestivih ulja.
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§5. ZAKLJUCAK

Istrazivanja u sklopu ovog diplomskog rada su potvrdila da je spektroskopija NMR pogodna
metoda za analizu kompleksnih smjesa poput jestivih ulja. Analizirana su tri maslinova, bu¢ino
1 suncokretovo ulje te binarne smjese u razli¢itim volumnim uljima maslinovog i bu¢inog sa
suncokretovim uljem tehnikama *H, 1*C te DOSY NMR.

Tehnikom *H NMR izracunati su udjeli vodika pojedinih funkcijskih skupina prisutnih
u uljima koji su posluzili u daljnjem racunanju udjela masnih kiselina. Signali najveceg
intenziteta se u spektrima javljaju u podruéju kemijskih pomaka od 1,20 do 1,40 ppm.
Navedeno podrucje spektra pripada protonima nezasi¢enih acilnih lanaca ¢iji je udio U svim
analiziranim uzorcimaiznosio iznad 50 %. Suncokretovo ulje sadrzava vecu koli¢inu visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina $to se i pokazalo u dobivenim rezultatima za binarne smjese
maslinovog i1 bucinog sa suncokretovim uljem gdje dolazi do porasta udjela vodika u
podrucjima koja odgovaraju visestruko nezasi¢enim lancima.

Integriranjem signala u spektrima H NMR izradunati su udjeli polinezasi¢enih,
mononezasicenih i zasi¢enih masnih kiselina. Rezultati su pokazali da uzorci maslinovih ulja
sadrze najve¢i udio mononezasi¢enih masnih kiselina u postotku ve¢em od 70%, dok
suncokretovo ulje sadrZi najveci udio polinezasi¢enih masnih kiselina u postotku od oko 57%.
Izracunati su udjeli linolenske, linolne, oleinske te zasi¢enih masnih kiselina u kojima je
potvrdeno da maslinovo ulje u najvecoj koli¢ini sadrzi mononezasi¢enu oleinsku masnu
kiselinu (>70%), a suncokretovo ulje najve¢i udio polinezasi¢ene linolne masne kiseline
(>54%). Od analiziranih maslinovih ulja, maslinovo ulje s podru¢ja Dalmacije sadrzi vecu
koli¢inu linolne kiseline (14%) te manju koli¢inu oleinske kiseline (~ 69%) u odnosu na
maslinova ulja s podrucja Istre. Izracunom jodnog broja potvrden je najveci stupanj
nezasicenosti u uzorku suncokretovog ulja (IV=125,11) nakon cega slijedi bucino ulje
(IV=106,95), a zatim ulje s podru¢ja Dalmacije (I\V=87,42).

Integriranjem spektara *C NMR izracunati su udjeli ugljika pojedinih funkcijskih
skupina. Najveci postotak ugljika u svim uzorcima ugljika odgovara srediSnjem lancu masnih
kiselina. Rezultati dobiveni tehnikama *H i *C za udjele vodika i ugljika medusobno su
uskladeni, odnosno najveci postotci odgovaraju istim funkcijskim skupinama, a to su acilni

lanci.
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§ j

Medusobnom usporedbom uzoraka maslinovih ulja zabiljezen je veé¢i udio ugljika
linolne kiseline i olefinskih ugljika za maslinovo ulje s podruc¢ja Dalmacije. U analizi binarnih
smjesa, postotak ugljika za navedena podrucja raste porastom volumena suncokretovog ulja.

U svrhu odredivanja patvorenja, U uzorku maslinovog ulja s podrucja Dalmacije uoceni
su veci udjeli ugljika za podrucja koja odgovaraju linolnoj kiselini te odgovaraju¢i porast
intenziteta signala $to moze uputiti na sumnju dodatka odredenog volumena suncokretovog ulja
u uzorak maslinovog ulja.

Analizom spektara DOSY NMR odredeni su difuzijski koeficijenti svih uzoraka ulja,
kao i uzoraka binarnih smjesa uzorka maslinovog ulja Istra 1 sa suncokretovim uljem. Dobiveni
rezultati upucuju da se u uzorku bucinog ulja nalaze vece molekule s obzirom na dobivene
najnize vrijednosti difuzijskih koeficijenata. Prosje¢no, vrijednosti difuzijskih koeficijenata u

uljima iznose priblizno 3x10°m? s,
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§6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA (prema

potrebi)

APT J-modulirana spinska jeka
engl. attached proton test

CDCls deuterirani kloroform
engl. deuterated chloroform

COosy korelacijska spektroskopija
engl. corelation spectroscopy

DEPT tehnika povecanja intenziteta signala zbog prijenosa polarizacije
engl. distortionless enhancement by polarization transfer

DOSY spektroskopija NMR s poredanom difuzijom
engl. diffusion ordered spectroscopy

GCFID engl. gas chromatography with flame ionization detection

HMBC tehnika korelacije medu razli¢itim jezgrama kroz viSe veza
engl. heteronuclear multiple bond correlation

HMQC tehnika korelacije medu razli¢itim izravno vezanim jezgrama
engl. heteronuclear multiple quantum coherence

HPLC tekuc¢inska kromatografija visoke ucinkovitosti
engl. high-performance liquid chromatography

HSQC tehnika korelacije medu razli¢itim izravno vezanim jezgrama
engl. heteronuclear single quantum coherence

INEPT visepulsna tehnika za pojacanje intenziteta signala *C
engl. insensitive nuclei enhanced by polarisation transfer

\v} jodni broj
engl. iodine value

MUFA mononezasi¢ene masne kiseline
engl. monounsaturated fatty acids
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NMR nuklearna magnetska rezonancija
engl. nuclear magnetic resonance
NOE nuklearni Overhauserov efekt

engl. nuclear Overhauser effect

PGDSTE engl. pulsedfield-gradient double stimulated echo

PGDSTE-BPP  engl. pulse gradient double stimulated echo with bipolar pulse pair
PGSTE engl. pulse gradient stimulated echo

ppm mjerna jedinica kemijskog pomaka

engl. parts per million
PUFA polinezasi¢ene masne kiseline
engl. polyunsaturated fatty acids
SFA zasic¢ene masne kiseline
engl. saturated fatty acids
TMS tetrametilsilan
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Slika D1. Spektar *H NMR uzorka 1a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600

MHz i 25°C

Slika D2. Spektar 3C NMR uzorka 1a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600

MHz i 25°C
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Slika D3. Spektar *H NMR uzorka 1b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D4. Spektar 3C NMR uzorka 1b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D5. Spektar *H NMR uzorka 1c snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D6. Spektar 13C NMR uzorka 1c snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D7. Spektar *H NMR uzorka 1d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D8. Spektar 3C NMR uzorka 1d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D9. Spektar *H NMR uzorka 2 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D10. Spektar 3C NMR uzorka 2 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D11. Spektar *H NMR uzorka 2a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D12. Spektar *C NMR uzorka 2a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D13. Spektar *H NMR uzorka 2b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D14. Spektar 13C NMR uzorka 2b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D15. Spektar *H NMR uzorka 2¢ snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D16. Spektar 13C NMR uzorka 2c snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D17. Spektar *H NMR uzorka 2d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D18. Spektar 13C NMR uzorka 2d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D19. Spektar *H NMR uzorka 3 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D20. Spektar 3C NMR uzorka 3 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D21. Spektar *H NMR uzorka 3a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D22. Spektar 13C NMR uzorka 3a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D23. Spektar *H NMR uzorka 3b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D24. Spektar *C NMR uzorka 3b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D25. Spektar *H NMR uzorka 3¢ snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D26. Spektar 13C NMR uzorka 3¢ snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D27. Spektar *H NMR uzorka 3d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D28. Spektar *C NMR uzorka 3d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D29. Spektar *H NMR uzorka 4 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D30. Spektar **C NMR uzorka 4 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D31. Spektar *H NMR uzorka 4a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D32. Spektar 13C NMR uzorka 4a snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D33. Spektar *H NMR uzorka 4b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D34. Spektar *C NMR uzorka 4b snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D35. Spektar *H NMR uzorka 4c¢ snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D36. Spektar 13C NMR uzorka 4c snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D37. Spektar *H NMR uzorka 4d snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D38. Spektar *C NMR uzorka 4d snimljen u deuteriranom kloroformu CDClIs, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D39. Spektar *H NMR uzorka 5 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D40. Spektar *3C NMR uzorka 5 snimljen u deuteriranom kloroformu CDCls, pri 600
MHz i 25°C
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Slika D41. Spektar DOSY NMR uzorka 1a snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D42. Spektar DOSY NMR uzorka 1b snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D43. Spektar DOSY NMR uzorka 1c snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D44. Spektar DOSY NMR uzorka 1d snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D45. Spektar DOSY NMR uzorka 2 snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D46. Spektar DOSY NMR uzorka 3 snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600
MHz i 25°C
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Slika D47. Spektar DOSY NMR uzorka 4 snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600

t
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Slika D48. Spektar DOSY NMR uzorka 5 snimljenog u deuteriranom kloroformu pri 600

MHz i 25°C
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