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IZVLECEK

Antioksidanti so spojine, ki oljcna olja (OO) varujejo pred staranjem. Vitamin E je antioksidant, ki se predvsem v
obliki a-tokoferofa pojavija v ekstra deviskih OO. Rezultati analiz vsebnosti skupnih tokoferolov (ST} v OO
slovenske Istre (letniki 1995, 1996 in 1997} 50 3,18 mg/100 g; 6,73 mg/100 g in 4,09 mg/100 g. Pri treh vzorcih QO
letnika 1995, pri katerih smo raziskovali vpliv neustreznega skladiscenja na vsebnast 5T, je vsebnost fe-teh padla
pod 1 mg/100 g.

Kijucne besede: antioksidanti, hidroksitiroso!, oli¢ne olje, polifenoli, tirosol

uvoD

Znano je, da ekstra deviska olj¢na olja vsebujejo
precej visok dele? tako imenovanih neumiljivih sesta-
vin, takih, ki ne spadajo k triaciiglicerolom. Vse te
spojine olja senzoricno bogatijo - dajejo jim aromo. Se
posebej zanimivi so vitamin £ in (poli¥enoli, saj so le-ti

ranjemy” (deterioracijo in razpadom). Olje je za¥¢iteno
pred oksidacijo vse datlej, dokler je v njem 3e kaj
antivksidantov. Najvaznejii dejavnik, ki vpliva na vseb-
nost vitamina E, je prav gotova sorta, potem pa sledijo
klimatske razmere v ¢asu dozorevanja pledov ter seveda
nacin predelave in skladis¢enja. Na si. 1 je kemijska
formula homologa vitamina E, a-tokoferola.

anticksidanti, spojine torej, ki olje varujejo pred “sta-

81, 1: 3D kemijska formula homologa vitamina E a-fokoferola.
Fig. 1: 3D structural formula of a homologue of vitamina F a-tocopherol.
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PREGLED DOSEDAN]JIH OBJAY

Poznanih je osem naravnih substanc, ki jih gene-
riéno imenujemo vitamin E. Kemijsko jih delimo v sku-
pini tokotrienolov in tokoferolov. Tokoferoli in tokotri-
enoli (s skupnim imenom tokeli) so visokomolekularni
cikli¢ni alkohofi.

Tokoferoli in tokotrienoli zdruzujejo «, B, v in & ho-
motoge. SI. 2 prikazuje njihove strukture.
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SL 2: Strukture tokolov (Shukla et al., 1997; White &
Xing, 1997).
Fig. 2: Structures of tocols (Shukla et al., 1997; White &
Xing, 1997).

Tokoli 50 bogato zastopani v rastlinskih tkivih, pred-
vsem v orehih in leinikih, rastlinskih oljih, sadju in
zelenjavi. Se posebej veliko jih je v pSeniénih kal¢kih,
koruzi, sonéniénem semenu, semeny ogricice, $ojinem
olju, v ¢ri detelji in v solati, Oljtna olja se po vsebnosti
vitamina E uvrscajo na sredino lestvice rastiinskih olj.

Antioksidativna  aktivhost tokolov je odvisna od
geometrije molekule (vrste in Stevila substituent (e.g. Ry,
Ry in Ra)) in od temperature. Pri temperaturi 37°C je
anticksidativna me¢ naslednja: o > B > v > 8. Pri
povidanih temperaturah {50-100°C} pa se antioksi-
dativna moc obrne: « > B > ¥. § wkoferol je biclotke
dale¢ najbolj zastopan tokolni homolog - njegova
bioloska aktivhost je dvakrat vedja od § in 8 homologov
ter 100 krat vecja od ¥ homologa {(Madhavi et al., 1996).

Omenili smo, da tokoli olja varujejo pred staranjem -
pred razpadom in deterioracijo. Eden izmed glavnih
razlogov za deterioracijo olja sta encimatski in oksi-
dacijski proces. Tokoli preprecujejo oksidacijo olj in
lipidnih sestavin v zivilih tako, da kot antioksidanti
prepretujejo avtooksidacijo in fotooksigenacijo.

Avitooksidacija

Avtooksidacija je vrsta radikalske substitucijske reak-
cije, ki je shematsko ponazorjena na sl. 3.

LH > 1® INICIACHA inastanek prostega
radikala)

124 07— 1L05° REAKCHA RADIKALA §
KISIKOM

LO72 + LtH~>1% + LOOH | PROPAGACIHA

LO® + £ > E® + LOOH REAKCHA Z
ANTIOKSIDANTOM

E® + £® — E.£; 1%+ 19— L-L I TERMINACHA

LH - mastobna kislina, L? - mascobnokisiinski radikal,
1.O2® - peroksi radikal, E - tokoferol, LOOM - hidro-
peroksid

Sl 3: Radikalsii mehanizem avtoksidacijske reakcije v
oljih (Deshpande et al., 1996,

Fig. 3: Radical reaction mechanism of the autooxi-
dation reaction in oils (Deshpande et al., 1596).

V Zivih tkivih -~ v celignth membranah - pa avito-
oksidacijsko verigo tvori $e regeneracijska stopnja to-
koferola (Deshpande et af., 1996):

REGENERACIIA

e+ C~—>E4Co C - askorhinska kislina

C® +NADPH —> C + NADP SH -~ reducirani glutation

£® £ 2GSH — F + GSSG GS5G - glutation disulfid
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GSSG + NADPH — NADP + 20GSH

Hitrost reakcije avtooksidacije in podrobna struktura
nastalib hidroperoksidov sta v veliki meri odvisna od
resonancno stabiliziranega alilnega radikala L®, ki na-
stane iz nenasicene kisfine LH.

Podrobna geneza inicializacijskega koraka se ni po-
polnoma pojasnjena, ¢eprav je znano, da ga favorizirajo
ustrezni radikali, e.g. taki, ki nastajajo s kovinsko ka-
taliziranim razpadom predhodno nastalih  hidropero-
ksidov.

Predhodno nastali hidroperoksidi so lahko produkt te
iste avtooksidacije oziroma so nastali s fotooksigenacijo,
ki pa jo favorizirajo sledovi pigmentov v olju, npr.
klorofil. Vidimo torej, da lahko reakcijo avtooksidacije




ANNALES - Ser. hist. nat. - 9 - 1999 - suplement

Bojan BUTINAR ot af.: TOKOFEROLL V QLICNIM OLHM SLOVENSKE ISTRE V TREH ZAPOREONIH LETHH, 37-36

znatno zavremo, ¢e poskrbimo, da je koncentracija  procese, oziroma tako, da z LH tekmujejo za reakcijo z

kovin, v glavaem Zeleza in bakra, minimalna. LO2®, pri Cemer se tvori veliko bolj stabilni LOOH
Antioksidanti pa lahko preprecujejo reakcijo avto-  (Cuppett ef al, 1997). Ta proces ponazarjajo reakcije s

oksidacije tako, da favorizirajo radikalske terminacijske sl 4.

procese in s tem seveda skrajjujejo propagacijske

CHy CHa
H,0 2H
HO u ¢
CH3 — R CH3
HsC o m e 0
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Si. 4: Oksidacija v-tokoterola (A) v u-tokoferil kinon (B) prek semikinonskih intermediatov (C, D) (Cuppett et al.,
1997).

Fig. 4: a-tocopherol (A) oxidation te a-tocapheryl quinone (B) through semiquinone intermediates (C, D) (Cuppett
etal, 1997).

Fotaoksigenacija aofj klorofil. Jasno je, da ta reakcija uspedno potece le, ¢e
: ie na voljo svetloba, predsem svetloba z valovno dol-
“Pogoj za fotooksidacijo je singletni kisik, ki nastane  zino iz ultravijoli¢nega dela spektra (LiV). Omenjena re-
v reakciji iz tripletnega kisika s pomocjo svetlobe in  akcija je prikazana na st 5.
ustrezne spojine {angl, sensitizer), ki je v primeru oljénih
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KLOROFIL + hv — TKLOROFIL — 3KLOROFIL
3KLOROFIL + 30, —> 10,

Sl. 5: Shematski prikaz reakcije, pri kateri iz tripletnega
kisika in klorofila s pomocjo svetlobe nastane singletni
kisik.

Fig. 5: Schematic reaction showing the formation of the
singlet oxygen from the triplet oxygen and chlorophyll
in the presence of the UV light.

Tako nastali singletni kisik se adira na olefinski del
nenasicene maséobne kisline, v nadaljevanju pride do
premestitve dvojne vezi in do spremembe konfiguracije
na dvojni vezi iz cis v frans. Ta mehanizem je prikazan
nasl. 6.

R, Ry
H+ 10, — H
cis cis
O
R{ RE O
Ry R,
trans
H e / l’-]
O O
R g R, o

Si. 6: Reakcija fatooksigenacije.
Fig. &: The photooxygenation reaction.

Na hitrost reakcije fotooksigenacije v nasprotju 2
aviooksidacijo ne vplivajo antioksidanti, znatno pa jo
zmanjiujejo prepreCevalci nastajanja singletnega kisika
(angl. radical quencher), e.g. karoteni in tudi tokoli - v
oli¢nem olju je tetraterpen 8 karcten (sl. 7).

Reakcija fotooksigenacije je znatno hitrejsa od re-
akcije avtooksidacije. V tab. 1 so navedene relativhe

reakcijske hitrosti avtooksidacije in fotooksigenacije za
kistine C 18:1 {cis-9), C 18:2 (cis 9,12} in C 18:3 (cis-
9,12,15), ki so pomembnejée nenasicene kisline v
olj¢nem olju.

Tab. 1: Relativne reakcijske hitrosti oksidacij za po-
membnejse nenasi¢ene mascobne kisline OO (Gun-
stone, 1984).

Tab. 1: Relative oxydation reaction rates for the main
unsaturated fatty acids of olive oils (Gunstone, 1984).

MASCORNE KISLINE
PROCES SRR C 162 183
AVTOOKSIDACHA 3 27 77
FOTOOKSIGENACHA 3E4 [ 7E4

Reakcijski poti avtooksidacije in folooksigenacije sta
razlieni, njuni reakcijski hitrosti sta tudi razli¢ni - in
seveda dajeta tudi razliéne produkic. Poglejmo si vse
hidroperokside, ki nastanejo po obeh reakcijskih poteh
iz oleinske kisline C 18:1 (cis-9). Reakcija avioksidacije
da stiri raziicne hidroperokside, reakcija fotooksige-
nacije pa dva {Bucar-Miklaveic ef al, 19952 in b). S1. 8
insl. 9.

Olj¢na olja vsebujejo od 5 do 300 mgrkg celokupnih
tokoferolov, od tega je cca. 95% a - tokokoferola in 5%
B in v - tokoferola. § tokoferof se v olj¢nih oljth pojavija
samo v sledeh, in sicer v koncentracijah od 0,2 mg - 2
mg/kg (Boskou, 1996).

Zanimivo je, da veCina semenskih olj vsebuje znatno
visje koncentracije y tokofercla kot pa o tokokoferola
fe.g. sojino olje, koruzno olje, bu¢no olje} - (Madhavi et
al., 1996). To dejstvo lahko tdi izkoristimo pri anafit-
skem dolotevanju adulteracije olj¢nih olj s semenskimi
(Kiritsakis, 1998).

Vsebnost 1okoferolov v oljenih oljih je cdvisna od
sorte, klimatskih razmer v Casu dozorevanja, ¢asa in
nacina predelave ter skladisCenja. Olja iz zgedaj ob-
ranih in predeianib plodov imajo znatne vidje vsebnasti
tokoferolov, Kakovostna olja vsebujejo od 100-300
mg/kg tokoferclov (Cimato et al, 1392), medtem ko
imajo olja z visoko vsebnostjo prostih mas¢obnih kislin
nizko vsebnost tokoferolov (Bucar-Miklaveie et al,
1995h).

Cﬂs C 113

CH,4

H CHy

$i, 7: B-karoten.
Fig. 7: B~carotene.
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vzorcev QO letnika 1995 dolocili kencentracijo to-
koferolov takoj po predelavi tdecember 1995) in pa po 6
mesecib namerno izbranega neustreznega skladis¢enja
{prozorne steklenice, neposredna svetloba, sobna tem-
peratura). lzbrani vzorci so bili naslednji: MESANICA
NQOV. 95 (mesanica OQ, ki so bila predelana novembra
1993}, VISOKQ K5 tmesanica OO z visoko vsebnostjo
prostih mascobnih kistin takoj po predelavi), MESANICA
PEC. 95 {mezanica OO, ki so bila predelana decembra
1995}, MESANICA SLANICA (mesanica OO, ki so bita
predelana iz plodov, ki so bili pred predelavo branjeni v
slanici) ter OO 1B (vzorec QO sorte istrska belica).

Standardi

Pri karakerizaciji in dolocevanju koncentracije toko-
ferolov smo uporabili standarde prizvajalca Merck
(Darmstadt, Nemd¢ija). Pripravili smo umeritveno me-
ganico naslednjih koncentracij:

tokoferol koncentracija {ng/ul)
. - tokoferol 5,1

SI. 8: Pradukti avieoksidacije oleinske kisline. B - tokofero! 6,1

Fig. 8: The products of the autooxidation of oleic acid. v - okalerol 6.0
d - tokoferal 5,5

NS
VAN

e
\

QOH

ad

HOG

5L 9: Produkli fotooksigenacije oleinske kisline.
Fig. 9: The products of the photooxygenation of oleic
acid.

MATERIAL IN METODE
Material
Qljéna olja

Prvi del raziskave smo opravili na 24 vzorcih OO
fetnika 1995, dolocitev november 1996; na 27 vzorcih
OO0 letnika 1996, dologitev maj 1997 ter na 30 vzoercih
0O letnika 1997, dolocitev maj 1998. Vsa QO so bila
do analize skladis¢ena v temi, v neproduino zaprtih
temnnih steklenicah brez zracne atmosfere nad oljem, pri
temperaturi 35°C.

Pri drogem delu raziskave pa smo na populaciji 5

41

Koncentracijo pripravijenih standardov smo preverili
pa A.O.CS. metodi Ce 8-8% (AOCS, 1990; Balz «f af,
1996).

Metode
Priprava vzorcev

300 do 500 mg vzorca OO smo natehtali v 4 mlL
vialo in dodali 3,0 mL metanola. Vialo smo dobro
premesali in stresali oziroma ekstrahirali na supersoniéni
kopeli 15 minut. Po koncani ekstrakciji smo iz locene
polarne faze odpipetirali cca. 1 ml metanolne raztopine
in jo prenesli v temno 2 mt vialo HPLC avtoinjektorja.

Oprema

Vsebnost tekoferolov smo dolocevali s pomocgjo te-
kocinske kromatografije visoke lo¢ljivosti (MPLC) ha
osnovi retenzijskih ¢asov in koncentracije uporahblje-
nega standarda.

HPLC

Uporabljali smo sistem, opremijen z gradientno
¢rpalko, z avtoinjektorjem in UV/VIS detektorjem, mo-
del 1050, proizvajalca Hewlett Packard. Tokoferole smo
lo¢evali na koloni Hypersil ODS Spm, 4.6 x 20 mm
(HP). Absorbanco eluata smo meriti pri 290£-9 m.
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St 10: HPLC kromatogram standardne mesanice tokoferolov (a) in pa vzorca OO leinika 1997 (b).
Fig. 10: HPLC chromatogram of the standard mixture of tocopherols (a) and of OO sample from the 1997 crop (b).

Za logevanje smo uporabili mobilno fazo, se-
stavlijeno iz vode (92%) in metanola {(8%). Pretok mo-
bilne faze je bil 2 mL/min, ¢as analize pa 12 minut.

Vbrizg je bil 50 pL metanolnega ekstrakta. Omenjeni
kromatografski sistem ne lotuje med f in y tokoferolno
izomero, a smo se vendarle odlo¢ili zanj, saj sta njuni
koncentraciji v OQ znatno nizji od koncentracije o-to-
koferofa. Pri umeritvi smo cpostevali vsoto obeh izomer,

Na sl. 10 sta HPLC kromatograma standardne mega-
nice in pa vzorca OQ leinika 1997.

REZULTATI

Rezultati dologitev vsebnosti skupnih tokoferolov za
OO letnikov 1995, 1996 in 1997 so zbrani v tab. 2 v
mg skupnih tokoferolov/100 g OO).

V drugem nizu eksperimentainih podatkov pa -so
prikazane vrednosti za vsebnost skupnih tokoferolov v
izbranih vzorcih OO letnika 1995, pri katerih smo
raziskovali vpliv staranja v razmerah neustreznega skla-
dis¢enja na kolicino skupnih tokoferolov.

Rezultate si oglejmo v tab. 3.

Tab. 2: Dobljeni rezultati za ST v vzprcih OO Jetnikov 1995, 1996 in 1997.
Tab. 2: Results of determination of ST in OO samples from the 1995, 1996 and 1997 crops.

LETNIK [ STEVILO VZORCEY [POVPRECIE | STANDARDNI ODKLON [MEDIANA] MIN| MAX
1995 24 3,18 211 305 |0.53]8,22
1996 27 6,73 226 595  |3,43112,13
1957 30 400 2,67 3,07 11,35114,38
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S1. 11, 12 in 13 pa prikazujejo vsebnosti skupnib tokoferolov v vzorcih OO letnikov 1995, 1996 in 1997, o
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8. 71: Grafi¢na ponazoritev vsebnosti skupnih tokoferolov za OO letnika 1995, dofocitev november 96.
Fig. 11: Graphical representation for the total tocopherols content in OO from the 1995 crop, analyzed in
: November 71996.
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Sorta {8 istrska belics, L leccing, Miredanics oziroma sorta, ki ne vsebige ae istrske belice ne leceina)
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SI. 12: Graficna ponazoritev vsebnosti skupnih tokoferolov za OO letnika 1996, dolocitev maj 97.
Fig. 12: Graphical representation for the total tocopherols content in OO from the 1996 crop, analyzed in May 97.
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Sl 13: Graficna ponazoritev vsebnosti skupnih tokoferolov za OO letnika 1997, dolocitev maj/ffunif 98.
Fig. 13: Graphical representation for the total tocopherols content in OO from the 1997 crop, analyzed in
May/June 98.

innasl. 14:

{mDECEMBER 95
HE NV ANE ]

SKUPNI TOKOFERCLE (mge1C0 ¢ oifs}

MESAHICA MOV 98 VKO kS MESANGA DEG. 98 N SAMIGA SLANICA ag i3

S1. 14: Primerjalni graf vsebnosti skupnih tokoferolov v vzorcih olicnih olj, analiziranih decembra 95 in julija 96
(po 6 mesecih namerno izhranega neustreznega skladiscenjaj.
Fig. 14: Comparative graph showing the content of the total focopherols of QO samples, analyzed in December 95
and June 96 (after 6 months of deliberately chosen inadequate storage).
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Tab. 3: Vsebnosti ST v vzorcih OO pred zacetkom in po 6 mesecih neustreznega skladiscenja (rezultati so v mg
skupnih tokoferolov na 100 g OO}

Tab. 3: The total tocopherols content in OO before and after 6 months of inadequate storage (results are in mg
total tocopherols per 160 g of O0).

VZOREC DOLOCITEV DEC. 95 DOLOCITEV JUL. 96
MESANICA NOV. 95 9.66 2.41
VISOKO KS 2.64 0.09
MESANICA DEC. 95 4.54 0.23
MESANICA SLANICA 9.30 1.44
GO 18 4.20 0.50
ZAKLJUCFK izbrana, saj smo z njim hoteli ugotoviti, do katere

Vsebnost skupnih tokoferolov v QO letnikov 1995,
1996 in 1987

Primerjalnt rezultati analiz vsebnost skupnih toko-
ferolov v QO vseh treh jetnikov kaZejo na precejinjo
usklajenost vsebnosti tokoferolov. Povprecne vrednosti
za lemike 1995, 1996 in 1997 so 3,1822,11 mg/100 ¢
00; 6,73+2,26 mg/100 g OO in 4,09x2,67 mg/100 g
OO. Standardni odkloni so za vse tri letnike izenadeni,
kar kaze na precej dober izbor vzorcev OO za analizo,
na primerliive kiimatske in pridelovalne dejavnike
znotraj posameznega letnika. V primerjavi s prejinjimi
letniki OO slovenske lstre 50 vsebnosti skupnih toko-
ferolov omenjenih letnikov 95, 96 in 97 znatno niZie,
saj so bile te vrednosti pri letniku 1993 med 12 in 14
mg/100 g olja (BucCar-MiklavCic ef al, 1994). Ta podatek
verjetno bolj kot na kemijske spremembe v &asu
skiadis¢enja kaze na nizko vsebnost skupnih tokoferolov
v plodovih samih oziroma v svefe predelanem olju
(verjetno klimatski dejavniki med samo rastjo - kolicina
padavin, temperatura).

Staranje izbranih QO letntka 1995 v neustreznih
razmerah skladiscenja:

Omenili smo, da smo kontrolne vzorce sest mesecev
skfadisciii na svetlobi pri sobni temperaturi v prozorni
embalazi. Takéno skladis¢enje je bile seveda namerno

najvecje mere se ¢ zmanjsa vsebnost tokoferclov. Ta
vrednost je posredno merilo za rok trajanja olja. Ugo-
tovili smo, da je v trely vzorcih od petih vsebnost
skupnih tokoferclov padla pod 1 mg/100 g. Literatura
navaja, da mora biti vsebnost skupnih tokoferolov, ki
naj zagotovi minimalne antioksidativao stabilnost ofj¢-
nih olf, vsaj 6 mg/100 g ofja (Cimato et af., 1997). Se-
veda pa ta podatek ne uposteva morebitnih sinergizemov
med vsebnostjo skupnih tokoferofov in skupnih poli-
fenolov {Brighentt et af., 1999). Iz vsebnosti skupnih to-
koferolov v vzorcih po sestih mesecih neustreznega
skladiscenja sledi, da neustrezno skladicenje znatno
zdesetka kolicing skupnih tokoferclov, kar posledicno
seveda pomeni, da taka olja niso ve¢ antioksidativoo
varna in se zato hitro pokvarijo. Se posebno nizka ja
hila vsebnost skupnih tokoferolov pri vzorcu z zaletno
visoko vsebnastja prostih mascebnih kiskin (>> 1%,). [z
omenjenega sledi, da so vzorci, ki imajo Ze takoj ob
predelavi visoko vsebnost prostih mascobaih kislin, se
toliko manj stabilni.
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TOCOPHEROLS IN OLIVE OILS FROM SLOVENE ISTRA IN THREE CONSECUTIVE YEARS
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SUMMARY

Antioxidants are compounds that protect olive oils (OO} against ageing. Vitamin E is an antioxidant that occurs,
particularly in the form of d-iocopherol, in extra virgin OO, The results of the analyses of the tatal tacopherol (ST)
content in OO from Slovene Istra (crops 1995, 1996 and 1997) are the following: 3.18 mg/100 g; 6.73 mg/100 g in
2.09 mg/100 g. In the QO samples crop 1995, in which the impact of inadequate storage on the ST content was

studied, their content fefl below T mg/100 g.

Key words; antioxidants, hydroxytyrosol, ofive oil, polyphenols, tyrosol
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