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SAZETAK

Ulja su vazan dio prehrane ¢ovjeka. U ovom istrazivanju ispitivala se antioksidativna
aktivnost maslinovog, suncokretovog, crnog i bu¢inog ulja te antioksidativna aktivnost

ekstrakta vitamina E dobivenog iz prethodno navedenih vrsta ulja.

Pomoc¢u DPPH metode prikazana je antioksidativna aktivnost ulja i ekstrakta vitamina E.
Pomocu spektrofotometra mjerena je promjena boje uzorka pri 515 nm. Gubitak signala

DPPH radikala prikazuje antioksidativnu aktivnost odredenog uzorka.

TEAC metodom izrazen je antioksidativni kapacitet. U metodi se koristi Trolox ekvivalent
koji je analog vitaminu E te sluzi kao referentni standard pomocu kojega su izrazeni rezultati

dobiveni DPPH radikal metodom.

Maslinovo ulje je pokazalo najvecu antioksidativnu aktivnost tj gubitak signala DPPH
radikala iznosio je 71%, iza njega slijedilo je suncokretovo ulje (69%), zatim crno (59%) i
bucino(53%). Kod ekstrakata vitamina E najve¢i gubitak signala imao je ekstrakt vitamina E
iz suncokretovog ulja (28%), pa iz crnog (20%), zatim iz maslinovog ulja (18%), ta najmanju

antioksidativnu aktivnost pokazao je ekstrakt vitamina E iz bucinog ulja (10%).

Kljuéne rijeci: vitamin E, TEAC, DPPH radikal, ulje, antioksidativna aktivnost



SUMMARY

Oils are an important part of the human diet. In this study I was testing the antioxidant activity
of olive oil, sunflower oil, black oil and pumpkin seed oil as well as the antioxidant activity of

vitamin E extract derived from the before mentioned oils.

The DPPH method depicts the antioxidant activity of the oils and the extract of vitamin E.
Using a spectrophotometer, the sample color change was measured at 515 nm. The loss of the

DPPH radical signal shows antioxidant activity of a particular sample.

The TEAC method was used to express the antioxidant capacity. The method uses a Trolox
equivalent that is analogue to vitamin E and serves as a reference standard to express the

results obtained by the DPPH radical method.

Olive oil showed the highest antioxidant activity of the DPPH radical signal loss at 71%,
followed by sunflower oil (69%), then black oil (59%) and lastly pumpkin seed oil (53%).
Concerning vitamin E extracts, the sunflower oil (28%) had the highest signal loss, followed
by the black oil (20%), then olive oil (18%), and lastly the pumpkin seed oil (10%) which

showed the least antioxidant activity.

Key words: vitamin E, TEAC, DPPH radical, oil, antioxidant activity



SADRZAJ

W & N o w

UVOD ...ttt s e a e a et a et s s a et sttt e s s e s as s e et ans et ensesess et sas s sanen 1
L.1e ULA ettt st a s e et et a ettt sttt en st erasens 1
111, SUNCOKRETOVO ULIE ...eviieeceececeieeeeeee e ess s tss s sesasassassass st asassssasssesssnsssansseen 1
10,20 MASLINOVO ULIE oottt s st esaes s s s sas s sanen 1
1.1.3. BUCINO ULIE ettt es ettt es s sttt as s s sasenanaesssananen 2
1,20 VITAMIND coceiceceeceeeeeeeeeeet ettt s s sa st es st es et st et st es st ansnasssnansanensaneaes 2
0 S V1 7V 1 3OO 3
1.3, SLOBODNI RADIKALL .....coovveeveceeeeeseeseseesessesessssessesesessssesssesssssssssssssssssssessssesssssssssssssssssssssessnns 6
1.4.  OSOBINE SLOBODNIH RADIKALA | NJIHOVA REAKTIVNOST .....ceveeerereeieesseeesseeseseeesssseessseeenns 7
1.5, OKSIDACHSKI STRES......oeeveeeeteeereeeesseeesesesessrsessssessssssssssssessssssssssssssssesssessssessssssssssssssssassssesenns 8
1.6, ANTIOKSIDANSI ....oovevirecveieeteee e tseseseeses et ess e ssssssss s ssssssss s sas s s s sesessessssesssssssssssssssasens 8
1.7. DPPH METODA ..ottt et es s s st sa st es e ses s es s snassassnranen 10
1.8, TEACIMETODA ..ottt ee ettt es et es s sa s sae st s st seses s es st en s s assssassnraren 11
1.9.  NACELO UV/VIS SPEKTROFOTOMETRIJE ....cvvueveveceseeeseeeessaesesse s ses e sesessessssssansssasssnaes 11
CILI ISTRAZIVANIA ...ttt ee et es ettt es e s s sasas st et ena s etesesssaesesnssaesesensnaesesesnansesans 13
MATERIALI T IMEETODE ......vuveeviieeteeeeteeeeesesee e ssse s sasas s s s sesessesessesessessssesessessssasssassesassensssanans 14
3.1, UZORCIULA oottt es ettt se s s et ssan s sss s sna e s sessansssassssanensas 14
3.2 KEMIKALUE w.ovocevececeetecece ettt es e sess e se s sas e s s st ansssnssssssessnaesansssaseetassnsaneneas 14
3.3, INSTRUMENTI ...ovoveiveieetceete st see s eetes st se s e sese e sa s e s es st es st ssssaessssessnaesassesassesassesanensas 15
3.4, METODE RADA .....oovieeeteeeteeeete et es et saesesesse e ssse s s s e ses st es st asssssssssssesanassassssassstassnsanensas 17
1.1.5.  PRIPREMA UZORAKA ULJA | EKSTRAKATA ULJA .....ovieerereeeeereeeeee et 17
1.1.6.  ODREDIVANJE ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI ULJA | EKSTRAKTA VITAMINA E UZORKA
ULJA DPPH METODOM ..o ouvieeeeeeeieeeeeeseseeeeaesaese e esas s s ses s ses s sss s assssssssssssesasssssssssssassasasens 18
1.1.7.  IZRADA BAZDARNOG PRAVCA TROLOX EKVIVALENTA | ODREDIVANJE
ANTIOKSIDATIVNE AKTIVNOSTI ULJA | EKSTRAKTA VITAMINA E PREKO TROLOX EKVIVALENTA. 20
1.1.8.  STATISTICKA ANALIZA......ooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeece e see e ses s esaesesaes s ess e es st sas s s 22
REZULTAT ettt tee et ee et es et st saesesaes e e sss et sassen st ensessesessnaesenssenassesssssnt st s s sssansanansanans 23
4.1.  ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ULJA | EKSTRAKTA VITAMINA E....oovoeeveee e, 23
4.2.  ANTIOKSIDATIVNA AKTIVNOST ULJA | EKSTRAKTA VITAMINA E IZRAZENA KAO TEAC
(TROLOX EKVIVALENT) w..vovveieeveeesesssssee s sessesessessssesessessses s sssss s ses s sss s sassessssessssessssssassssassssssssasenses 26
RASPRAVA. .......covveeeieceseeetesessesestesessesesassesassesassssassssansesassassssesasssesesesassase st sssssssssssssssansssansasassnnans 31
ZAKLIUCAK ...ttt ses st sa st s st ss s s et et sasasses s s saesasssas s sesensea et sas st esesenseaesasnans 34
LITERATURA .. ..ottt a e sa s saes et sasas s st es st anasaessssensssessssens et anssssssssnsansasaneas 35
POPIS SLIKA. .. ..ceveeeeveeeeecee s e tesesaeses s sassesa s esae s e s sss s sasses s s sass et et esaes st et ssaesssesssssssssassssassansssanans 38
POPIS TABLICA «...oeveececee et tee st saesse s as s ssasses s s s s s st et enassens et ssassssesssssssssassssansasansnans 40



10.

ZIVOTOPIS



1. UVOD

Ulja su nepolamne i lipofilne tekucine koje se ne mijesaju s vodom. Dijele se na masna ulja
biljnog i Zivotinjskog podrijetla, mineralna ulja i etericna ulja. Masna ulja biljnog i
zivotinjskog podrijetla uglavnom se sastoje od estera masnih kiselina i glicerola te se koriste
u prehrani.

Najstariji postupci za dobivanje ulja bili su preSanjem uljenih sjemenki u kamenim
mlinovima, a zatim pomoc¢u kamenih blokova cijedenje ulja. Grei i Rimljani su prvi poceli
koristiti maslinovo ulje u prehrani. Krajem 17. st. proizvodnja ulja je uvelike napredovala
zbog koristenja hidraulickih preSa. Nakon toga primjenjivala se rafinacija kako bi se dobilo

kvalitetno jestivo ulje neutralnog okusa i mirisa. (1,2)

Suncokretovo ulje je nehlapljivo ulje dobiveno iz sjemenki suncokreta. Ono je jedno od
najprodavanijih ulja u Hrvatskoj. Odlikuje se visokom koli¢inom vitamina E te stabilnosc¢u pri
viSim temperaturama, zbog Cega se najCeS¢e koristi u pripremi hrane. Suncokretovo ulje
bogato je nezasi¢enim masnim kiselinama od ¢ega su najpoznatije omega-6 masne kiseline
(najvise linolna kiselina). Omega-6 masne kiseline potrebne su ljudskom organizmu jer grade

stanicne komponente i nuzne su za sintezu odredenih signalnih molekula. (3)

Maslina je jedna od prvih kultiviranih biljnih vrsta. S obzirom na njeno religijsko i
kulturolosko znacenje smatra se simbolom mira i sre¢e. Djevicansko maslinovo ulje dobiva se
izravno iz ploda masline te je zbog toga bogato klorofilom, lecitinom (antioksidans koji

stimulira metabolizam Secera i bjelancevina), karotenom, polifenolima te vitaminima A, D, E

1



i K. Maslinovo ulje je lako probavljivo te sprjecava bolesti srca i krvnih Zila, poboljsava rad

Zeluca, smanjuje rizik od raka, regulira krvni tlak itd. (4,5)

Bucino ulje dobiva se od sjemenki bundeve i buce. Ono sadrzi oko 20% tamnog ulja
specificnog okusa i mirisa. Bu¢ino ulje bogato je bjelanCevinama, esencijalnim masnim
kiselinama, Zeljezom, magnezijem te vitaminima C, D, E, K i B. Pozitivno djeluje na prostatu,
smanjuje kolesterol u krvi, poboljsava imunoloski sustav i koncentraciju. Osim svojih
ljekovitih svojstva, bucino ulje spada u delikatesna ulja jer daje jelima posebnu aromu i okus.

(6,7)

Vitamini (Slika 1.) su esencijalni nutrijenti koje ¢ovjekov organizam ne moze sintetizirati
stoga ih je potrebno unositi hranom. Vitamini se dijele na vitamine topljive u vodi (B
kompleks i C) i vitamine topive u mastima (A, D, E i K). Medu njima izdvajaju se vitamini
koji djeluju kao antioksidansi: vitamin A ([-karoten), vitamin C, vitamin E, vitamin D i

vitamin K. (8,9)

Potpuni nedostatak nekog od vitamina dovodi do poremecaja koji se naziva avitaminoza, no u
praksi je to rijetkost te se CeSce susre¢e hipovitaminoza tj. djelomican izostanak nekog
vitamina. Ovisno o stupnju nedostatka vitamina, u organizmu se mogu dogoditi vece ili manje
promjene koje utjeCu na proces rasta, razmnozavanja, metabolizma ili funkcije nekog od

organskih sustava. (10)
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Slika 1. Prikaz nekih od najvaZznijih izvora vitamina (preuzeto s :

https://herbafast.com/blog/vitamini-koji-pomazu-mrsavljenje/)

O topljivosti vitamina ovisi njihov transport, apsorpcija, pohranjivanje i izlu¢ivanje. Vitamini
B kompleksa i C, topljivi su u vodi, nakon apsorpcije odlaze u krv, dok vitamini A, D, E i1 K
koji su topljivi u mastima, nakon apsorpcije u krv prelaze u limfu. Vitamini topljivi u vodi
slobodno cirkuliraju u krvi i drugim tjelesnim teku¢inama te se izlucuju iz organizma putem
bubrega. Vitamini topljivi u mastima ne mogu sami cirkulirati u krvi i limfi ve¢ im je
potreban proteinski nosac koji ih vodi do masnog tkiva i jetre gdje se akumuliraju i ostaju u
,pricuvi®. Ukoliko dode do prevelikog unosa vitamina topljivih u mastima moguéi su njihovi

toksic¢ni ucinci. (9)

Godine 1925. vitamin E sluzbeno je priznat kao peti otkriveni vitamin. Nekoliko godina
kasnije nazvan je tokoferol od grékih rijeci ,,toc* $to znaci dijete i ,,phero* $to znaci nositi. To

je opisivalo njegovu tadasnju ulogu bitne tvari u razvoju fetusa te kasnije u razvoju djeteta.

3



Vitamin E ima veliku ulogu u razvoju jajnih stanica, u regulaciji hormona te poboljSanju
funkcije spolnih organa. Takoder vitamin E moze pomo¢i u prevenciji srcanih bolesti,
smanjenju LDL kolesterola (,,lo§* kolesterol), podizanju imuniteta, sprjecavanju malignih
bolesti, bolesti jetre itd.. 1969. godine Food and Drug Administration (FDA) sluzbeno je

priznao vitamin E kao vazan nutrijent u ljudskoj prehrani. (11)

Ljudski organizam ne moZe sam sintetizirati vitamin E, stoga se mora unositi hranom.
Vitamin E se nalazi u ulju, mesu, jajima i lisnatom povréu. Najpoznatiji oblik vitamina E je a-

tokoferol, koji se nalazi u maslinovom i suncokretovom ulju. (11)

-----

.....

oiju itd. (12)

Vitamin E je liposolubilan antioksidans kojemu pripada uloga zastite stani¢nih membrana od
oksidativnog stresa. In vitro istrazivanja su pokazala da se vitamin E nalazi u membranama,
gdje prekida lancanu reakciju oksidacije LDL kolesterola potaknutu slobodnim radikalima.

Na taj na¢in vitamin E §titi stani¢éne membrane. (13)

Prirodni vitamin E postoji u 8 razli¢itih izomera: 4 tokoferola (a, B, v, d; Slika 2 a, b, c, d) i 4

tokotrienola (a, B, v, 8).

a)




b)

d)

CH,

HO
CH,
° CH CH CH
CH; CH, 3 3 3
HO
CH;,
H,C 0
3 CH CH, CH, CH,
CH, 3
HO
CH,
< CH CH CH
CH3 CH3 3 3 3

Slika 2. Strukture tokoferola: a) a-, b) -, ¢) v-, 6- (preuzeto s :

http://www.mdpi.com/2072-6643/3/11/962)

U procesu oksidacije, molekula a-tokoferola prelazi u a-tokoferoksil radikal, koji onda moze
reagirati s drugim peroksilnim radikalom, kao $to je prikazano u dolje navedenoj reakciji, ili

se moze pomocu vitamina C ponovno reducirati u o-tokoferol. S obzirom na te reakcije,

istrazivanja su pokazala da a-tokoferol moze prevenirati

kardiovaskularne bolesti. (13)

oa-TOH + ROO: = a-TO* + ROOH

a-TO- + ROO- - neaktivni produkt

aterosklerozu



Gdje je:

o-TOH - a-tokoferol,

o - TO- — tokoferoksilni radikal.

Slobodni radikal je svaki kemijski spoj koji ima jedan ili viSe nesparenih elektrona u vanjskoj
ljusci. Zbog nesparenog elektrona radikali posjeduju vrlo veliku kemijsku reaktivnost koja
nije specificna za reaktant. To znaci da u kemijskoj reakciji oksidacije, dolazi do brzog i
nepredvidivog spajanja radikala s najblizim proteinom, lipidom, nukleinskom kiselinom ili

bjelancevinom, Sto rezultira oste¢enjem istih. (14)

S obzirom na izvor slobodni radikali dijele se na egzogene i endogene. Endogeni radikali
nastaju u ljudskom organizmu kao posljedica metabolizma kisika, koagulacije, fagocitoze,
hipoksije, dok egzogeni radikali dolaze iz ljudske okoline, to su lijekovi, namirnice, dim

cigarete ili automobila, UV zracenje i mnogi drugi. (15)

Smatra se da su slobodni radikali odgovorni za razli¢ite akutne i kroni¢ne bolesti primjerice
akutne upale i maligne bolesti. Zajedni¢ko im je to da procesom oksidacije oste¢uju bioloske

strukture kao S§to je stanicna membrana (Slika 3).



Slobodni radikali

Ostecena stanicna Normalna staniéna
membrana membrana

Slika 3. Utjecaj slobodnih radikala na stanicnu membranu (preuzeto s:

https://tinkturedrsulca.com/sta-su-to-slobodni-radikali )

Slobodni radikali mogu nastati procesom homolitickog cijepanja ili reakcijama molekula s

drugim slobodnim radikalima.

Homoliticko cjepanje o-veza moze se dogoditi kod svakog spoja pri visokim temperaturama.
Nastali radikali pretece su stvaranju novih radikala. Tipi¢na reakcija nastajanja radikala je

odcjepljivanje vodikovog atoma pod utjecajem nekog drugog slobodnog radikala.

Mehanizam stvaranja slobodnih radikala odvija se u tri koraka:

1. Inicijacija — proces pucanja kovalentne veze kojim nastaju dva slobodna radikala,
2. Propagacija — tako stvoreni radikali daju novi radikal i slobodni produkt i

3. Terminacija — dva novonastala radikala se spajaju i nastaje neradikalski produkt. (14)



Oksidacijski stres javlja se kada u organizmu slobodni radikali nadvladaju mehanizme
antioksidativne zastite. Oksidacijski stres je normalna pojava u organizmu jer je usko
povezan sa starenjem, ali isto tako preveliki oksidacijski stres moze rezultirati pojavom
razlicitih bolesti. Na Slici 4 vidi se kako slobodni radikali utjecu na zdravu stanicu i

unistavaju njenu stanicnu membranu.

STANICA NAPADNUTA OKSIDACIISKI STRES
SLOBODNIM
RADIKALIMA

ZDRAVA STANICA

Slika 4. Razlika izmedu normalne stanice i stanice u oksidacijskom stresu (preuzeto s:

http://premiermicronutrient.com/micronutrient-science-research/)

Danasnji nacin Zivota uvelike se promijenio. Jedna od posljedica ubrzanog nacina Zivota je
oksidacijski stres. Manjak tjelesne aktivnosti, loSa prehrana, zZivotni problemi i stres doprinose

stvaranju slobodnih radikala i smanjenju antioksidativne obrane organizma. (14)

Antioksidansi su tvari koje Stite stanice od oksidacijskog djelovanja slobodnih radikala. Oni
mogu biti prirodne ili sintetske tvari koje blokiraju slobodne radikale koji nastaju nakon

oksidacije.



Antioksidansi se stalno moraju regenerirati u organizmu, zbog uspostavljanja ravnoteze
izmedu njih i slobodnih radikala. Antioksidativni obrambeni sustav sastavljen je od

antioksidanasa enzimske prirode i neenzimske prirode. (14,16)

Kljuéni enzimski antioksidansi u covjekovom organizmu su superoksid dismutaza, katalaza i
glutation peroksidaza. Svi oni djeluju kako bi odrzali ravnoteZzu. Superoksid dismutaza
najbitnija je obrana u tijelu, a uloga joj je smanjenje oksidacijskog stresa. Isto tako katalizira
dismutaciju (reakcije 1 oksidacije i redukcije) superoksida u vodikov peroksid i kisik §to je

prikazano kemijskom reakcijom:

20y +2H" - H:02+ 02

Buduc¢i da je vodikov peroksid Stetan produkt metabolickih procesa, katalaza razlaze vodikov

peroksid na kisik i vodu prema reakciji:

2 H,0; —» O + 2 H,O

Glutation peroksidaza ovisi o prisutnosti selena stoga se ubraja u selenoenzime, a ima ulogu

katalize redukcije vodikova peroksida do vode ili alkohola. (17)

U antioksidanse neenzimske prirode ubrajaju se antioksidansi iz hrane i metabolicki
antioksidansi. Antioksidansi iz hrane se ne sintetiziraju u organizmu ve¢ se unose hranom.
Najpoznatiji su vitamin A, C i E te minerali cink i selen. Metabolicki antioksidansi su

produkti metabolickih reakcija u organizmu. To su glutation, koenzim Q i lipoi¢na kiselina.

Jedan od najvaznijih antioksidansa u ljudskom organizmu je glutation, metabolicki
antioksidans sastavljen od tri aminokiseline (tripeptid): glutaminske kiseline, cisteina i
glicina. Glavna uloga mu je da svoj atom vodika daje nezasi¢enim spojevima i tako ih

inaktivira.



Koenzim Q10 djeluje s vitaminom C tako §to sprjecava oksidaciju kolesterola i sprjecava
bolesti kardiovaskularnog sustava. Danas se sve ceS¢e koristi u kozmetici jer potice sintezu
kolagena i elastina te obnavlja kozu. Manjak koenzima Q10 odrazava se boranjem i suho¢om

koze, zbog raspada energetskog sustava organizma. (14)

DPPH metoda standardna je rutinska kolorimetrijska metoda koja se upotrebljava za procjenu
antioksidativnog kapaciteta, tj. sposobnosti hvatanja slobodnih radikala. Metoda je
predstavljena 1958. godine u casopisu Natural, a predstavio ju je naucnik SveuciliSta u

Stanfordu, Marsden Blois. (18)

DPPH, punog naziva 1,1-difenil-2-pikril-hidrazil, je molekula stabilnog slobodnog radikala.
Otopina DPPH radikala ljubicaste je boje, a maksimum apsorpcije joj je na 515 nm. Prilikom
mijesanja otopine DPPH radikala s nekim uzorkom koji sadrzi antioksidanse, odnosno tvari
koje mogu donirati svoj atom vodika DPPH radikalu, ljubi¢asto obojenje prelazi u zuto (Slika
5). Intezitet Zzute boje ovisi o koliCini antioksidanasa u dodanom uzorku i mjeri se

spektrofotometrijski, gdje se reakcija prikazuje smanjenjem apsorpcije pri 515 nm. (18,19)
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NO, NO,

. H
O;N N—N + A-H—> O,N N—N + A"
NO, NO,
DPPH radikal ﬁ DPPH stabilan
Ljubicasto Zuto

Slika S. Prikaz redukcije i promjene boje DPPH radikala (preuzeto s:

http://chimactiv.agroparistech.fr/en/aliments/antioxydant-dpph/principe)

TEAC metoda (Trolox Equivalence Antioxidant Capacity) je jedna od metoda pomocu koje
se izrazava antioksidativni kapacitet. U ovoj metodi upotrebljava se Trolox, 6-hidroksi-
2,5,7,8-tetractilkroman-2-karboksilna kiselina koja je analog vitaminu E te sluzi kao
referentni standard pomocu kojega se izrazavaju rezultati dobiveni nekom od metoda
odredivanja antioksidativne aktivnosti. Mjerna jedinica za Trolox ekvivalent je mmol/kg

uzorka. (20)

Ultraljubicasta (UV) i vidljiva (VIS) apsorpcijska tehnika najCeS¢e se primjenjuje i za

kvalitativnu i kvantitativnu analizu. Ultraljubicasto podruc¢je obuhvaca valne duljine od 10 do
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400 nm, dok vidljivo podrucje obuhvaca od 400 do 800 nm. Tehnika se temelji na apsorpciji
UV 1i/ili VIS zraCenja u organskim molekulama, pri ¢emu dolazi do prijelaza vanjskih
elektrona u orbitale s viSom energijom. Apsorpcija zracenja ovisi o elektronskoj strukturi

same molekule. (21,22)

Najvazniji dijelovi instrumenta su: izvor svjetlosti, monokromator, drza¢ za kivete i kivete te
uredaj za mjerenje intenziteta propustene svjetlosti tj. detektor. Za vidljivi dio spektra
najcesce se koristi volframova zarulja dok se za ultraljubicasti dio spektra koristi deuterijeva
zarulja. Pomoc¢u monokromatora iz polikromatskog svjetla dobiva se monokromatsko svjetlo
tocno odredenih valnih duljina, najces¢e je to staklena prizma (VIS) ili opticka mrezica

(UV/VIS). (21,22)

Razlikuju se uredaji s jednom i s dvije zrake. Kod spektrofotometra s jednom zrakom, na
prizmi dolazi do razdvajanja zracenja, te se odredena valna duljina kroz opticku pukotinu
usmjerava na detektor. Potrebno je prvo snimiti slijepu probu, da bi se dobila bazna linija, a
tek onda uzorak. Spektrofotometar s dvije zrake puno je jednostavniji jer svijetlost prolazi

kroz uzorak i paralelno kroz slijepu probu te se obje zrake usmjeravaju do detektora. (21,22)
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Vaznost ulja poznata je od davnina. Poglavito u mediteranskom podrucju gdje se Cesto koriste
i sastavni su dio skoro svakog jela. U uljima se nalaze razli¢ite masne kiseline 1 antioksidansi,
s obzirom na zastupljenost tih tvari ulja posjeduju razli¢ita antioksidativna svojstva. Jedan od
najpoznatijih antioksidansa je vitamin E, pri ¢emu su mnoga istrazivanja pokazala da on
djeluje kao prirodni ,,lovac* slobodnih radikala. Cilj ovog istraZivanja bio je utvrditi razliku u
antioksidativnoj aktivnosti maslinovog, suncokretovog, bucinog i crnog ulja i ekstrakata

vitamina E dobivenih iz pojedinih vrsta ulja.
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3. MATERIJALI I METODE

Analizirane su Cetiri vrste ulja kupljene u maloprodaji. Prvi uzorak bio je suncokretovo ulje
proizvodaca ,,Zvijezda“, zatim maslinovo ulje talijanskog proizvodaca ,,Monini*, nerafinirano
bucino ulje iz Uljare poljo Posavec te domace crno ulje (mjeSavina nerafiniranog bucinog ulja
i rafiniranog suncokretovog ulja) proizvodaca ,,Plodine*. U dolje navedenoj tablici (Tablica

1) prikazane su neke od najvaznijih hranjivih vrijednosti na 100 mL uzorka uja.

Tablica 1. Tabli¢ni prikaz hranjivih vrijednosti uzoraka ulja.

- kalij-hidroksid (KOH), p.a., Kemika, Hrvatska

- etanol (C2HsOH), p.a., Carlo Erba Reagens, Francuska

- 2-propanol (CH3CHOHCH3), HPLC Gradient Grade, J.T. Baker, Nizozemska

14



- metanol (CH30OH), HPLC Gradient Grade, J.T. Baker, Nizozemska
- heksan (C¢H14), Baker ultra resi-analyzed, J.T.Baker, Nizozemska
- etilacetat (C4Hz02), (99,8%) p.a., Fluka Chemika, Svicarska

- super Cista voda, TKA-Micro Pure, Niederelbert, Njemacka

- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil-DPPH radikal (CigHi12Ns5Os), Sigma, Aldrich Chemistry,

Njemacka
- L(+)-askorbinska kiselina p.a., (C¢HsOs), Merck, Njemacka

- 6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karboksilna kiselina — Trolox (Ci4H13Os4) Sigma,

Aldrich Chemistry, Njemacka

Slika 6. Analiticka vaga, Ohaus Adventurer Pro, Ninikon, Svicaska (preuzeto

s:http://images.wolflabs.co.uk/images/ohaus-80251556.png)
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Slika 7. Uredaj za dobivanje super Ciste vode, TKA-MicroPure, Njemacka
(preuzeto s:https://www.terrauniversal.com/images/cart/thermo-scientific-barnstead-
micropure-water-purification-system.jpg )

Slika 8. Centrifuga, Rotina 420 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG, Njemacka
(preuzeto s:http://profilab24.com/media/image/product/28965/md/hettich-

tischzentrifuge-rotina-420.jpg)
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Slika 9. Spektrofotometar, Cary 100 Bio WINUYV, UV-Visible, Varian, Australija
(preuzeto s:http://www.speciation.net/Database/Instruments/Varian-Inc/Cary-100-
UVYVis-spectrophotometer-;i379)

Spektrofotometar, Cary 100 Bio WINUV, UV-Visible, Varian, Australija sadrzi:

1. Jednozrac¢no (single beam) ili dvozra¢no (double beam) snimanje,
2. Spektralno podrucje od 190 do 900 nanometara,

3. Kontrolu temperature uzorka od -10 °C do 150 °C uz to¢nost od 0,05 °C.

Uzorci ulje pripremljeni su vaganjem 0,500 g (£0,001 g) pojedine vrste ulja u odmjernu

tikvicu od 10 mL koja je potom do oznake napunjena etilacetatom.

Za pripremu uzoraka ekstrakta vitamina E iz pojedine vrste ulja odvagano je 0,100 g (+0,001
g) ulja i 0,05 g askorbinske kiseline u plasticne Falcon kivete (16 x 125 mm). Nakon toga u
kivete se dodaje 5 mL smjese alkohola (90,2% etanola, 4,9% metanola i 4,9% izopropanola) i
0,5 mL 80% otopine KOH. Kivetu je potrebno mijesati 30 sekundi pomoc¢u Vortex mjesalice,

a zatim inkubirati 30 minuta u vodenoj kupelji zagrijanoj na 70 °C uz povremeno mijesanje.
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Nakon toga kivete se odlazu u led 5 minuta. Potom se u kivete dodaje 3 mL superciste vode i
5 mL heksana. Uzorci se zatim mijesaju 30 sekundi, a nakon toga centrifugiraju 15 minuta na

1000 x g, na sobnoj temperaturi.

Nakon centrifugiranja jasno su vidljiva dva sloja (vodeni i organski sloj), gornji heksanski sloj
prenosi se u, prethodno vaganu, staklenu epruvetu s ¢epom na navoj. U Falcon kivetu se
ponovno dodaje 5 mL heksana i ponavlja se postupak centrifugiranja kako bi se izdvojili
moguci zaostali tokoferoli. Nakon centrifugiranja, gornji heksanski sloj prenosi se u epruvetu

1 spaja sa heksanskim slojem nastalim nakon prvog centrifugiranja.

Heksan se otparava pod strujom duSika, nakon Cega ostaje sloj ekstrakta vitamina E po
stjenkama epruvete. Epruvete s ekstraktom se odlazu u eksikator te se vazu do konstantne

masc.

Razlika mase epruvete nakon ekstrakcije i prazne epruvete jednaka je masi ekstrakta.
Napravljeno je dvanaest ekstrakcija, za svako ulje po tri ponavljanja. Ekstrakti su koriSteni za

odredivanje antioksidativne aktivnosti vitamina E DPPH metodom.

Za analizu antioksidativne aktivnosti ulja i ekstrakta ulja priprema se otopina DPPH radikala,
koncentracije 0,0001 M, otapanjem u etilacetatu. Prvo se analiziraju slijepe probe radikala
koje se pripremaju mijeSanjem 1 mL etilacetata i 3 mL otopine DPPH, zatim uzorka ulja
mijeSanjem 1 mL uzorka ulja i 3 mL etilacetata. Takoder potrebno je pripremiti i slijepe
probe otopine ekstrakta vitamina E. Probe se pripremaju tako da se mijeSa 1 mL otopine
ekstrakta vitamina E s 3 mL etilacetata. Slijepe probe homogeniziraju se, zatim se prenesu u

staklene kivete od optickog stakla i mjeri se apsorbancija na valnoj duljini od 515 nm.
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Potom se pripremaju uzorci u epruveti na navoj, mijesa se 1 mL otopine ulja i 3 mL otopine
DPPH radikala. Otopine ekstrakta vitamina E pripremaju se otapanjem u 1 mL etilacetata.
Nakon toga 1 mL otopine ekstrakta vitamina E homogenizira se s 3 mL otopine DPPH
pomocu vortex mjesalice tocno 10 sekundi. Potom se prebacuje u kivetu od optickog stakla.
Naime, reakcija izmedu DPPH radikala i antioksidanasa prisutnih u ulju odnosno ekstrakta
vitamina E zapoCinje odmah, stoga je potrebno postupak od homogenizacije do stavljanja
kivete u spektrofotometar obaviti unutar 60 sekundi. Dakle, mjerenje apsorbancije mora
zapoceti tocno 60 sekundi nakon kontakta DPPH radikala i antioksidansa. UV/VIS
sektrofotometrom mjeri se promjena apsorbancije pri valnoj duljini od 515 nm, tijekom 60
minuta pri konstantnoj temperaturi od 25 °C. Mjerenje se vrsi u vremenskim intervalima od 1

minute.

Antioksidativna aktivnost ulja i ekstrakta vitamina E odredena je sposobnos¢u hvatanja DPPH
radikala a ocCituje se gubitkom signala, tj. smanjenom apsorbancijom otopine ulja odnosno

ekstrakta vitamina E.

Sljedec¢om jednadzbom moze se iskazati postotak gubitka DPPH signala:

% gubitka signala DPPH radikala = [Asp> + Aspi - Auz)/(Asp2+ Asp1) | x 100 (D

gdje su:

Asp1 - apsorbancija slijepe probe ulja odnosno ekstrakta vitamina E,

Asp2 - apsorbancija slijepe probe DPPH radikala,

Avyz - apsorbancija uzoraka.
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Ishodna otopina Trolox-a potrebna za izradu bazdarnog pravca, koncentracije 0,001 M,
priprema se otapanjem Trolox-a u etilacetatu. Zatim se ishodnu otopinu razrjeduje da bi se
dobilo 6 otopina razli¢itih koncentracija u rasponu od 0,00 do 0,15 mM. Nakon pripreme
Trolox otopina, priprema se svjeZa otopina DPPH radikala, koncentracije 0,0001 M. Potom se
pripremaju slijepe probe bez radikala (1 mL otopine Trolox-a i 3 mL etilacetata) te slijepe
probe otopine radikala (1 mL etilacetata i 3 mL otopine DPPH). Uzorci se pripremaju na
nacin da se u epruvetu s ¢epom na navoj doda 1 mL otopine Trolox-a odredene koncentracije

i 3 mL otopine DPPH radikala. Potom se mjeri apsorbancija na 515 nm.

Antioksidacijsku aktivnost otopine Trolox-a moze se izraziti postotkom gubitka signala

DPPH radikala prema jednadzbi:

% gubitka signala DPPH radikala = [Asp2 + Asps - Auz)/(Asp2 + Asp3]x100 2)

gdje su:

Asp2 - apsorbancija slijepe probe otopine radikala u 0. minuti,

Asps - apsorbancija slijepe probe Trolox-a bez radikala u 0. minuti,

Auz - apsorbancija otopina Trolox-a s radikalom.

U Tablici 2. prikazan je gubitak signala DPPH radikala ovisno o mnozinskoj koncentraciji

Trolox-a.
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Tablica 2. Gubitak signala DPPH radikala ovisno o mnozinskoj koncentraciji Trolox-a.

¢(Trolox)/ [mmol/mL]

0

0,00003

0,00006

0,00009

0,00012

Gubitak signala DPPH radikala/ [%]

0

15,039
36,784
60,007

77,628

Kako bi se izracunao Trolox ekvivalent u uzorcima ulja i ekstraktima vitamina E, potrebno je

izmjereni postotak gubitka signala u stacionarnom stanju uzorka ulja i ekstrakata vitamina E

uvrstiti u jednadzbu bazdarnog pravca (Slika 13), a dobivena vrijednost iz jednadzbe (2) dijeli

se s odvaganom masom ulja i mnozi s 1000 kako bi dobiveni rezultat bio iskazan na kilogram

ulja. Mjerna jedinica Trolox-a je mmol/kg ulja.

90
80
70
60
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40
30
20
10

gubitak signala / [%]

-10
-20

¢ Trolox
Trolox
y =707745x - 5,783
7 R2? = 0,9985
=
//
/l/
T .
4/
0 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,0001 0,00012 0,00014

¢ (Trolox) / [mmol/mL]

Slika 10. Bazdarni pravac Trolox ekvivalenta.
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U ovom radu rezultati su prikazani tablicno i graficki. Za obradu rezultata koriSten je program
STATISTICA 11.0 (StartSoft Inc., Tulsa, SAD), a rezultati su prikazani aritmetiCkom
sredinom i standardnom devijacijom (SD). Za usporedbu ispitivanih skupina koristen je T-test
za nezavisne uzorke. U svim testovima rezultati su smatrani statisticki znacajnima na razini

P <0,05.
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4. REZULTATI

Antioksidativna aktivnost ulja i ekstrakta vitamina E uzorka ulja prac¢ena je pomocu UV/VIS
spektrofotometra. Rezultati promjene apsorbancije prikazani su kao srednja vrijednost dvaju
nezavisnih mjerenja. Pomocu jednadzbe (2), izracunat je postotak gubitka signala DPPH
radikala za svaki uzorak (Slike 11 i 12). Na grafickom prikazu na osi ordinate nalazi se
gubitak signala DPPH radikala u reakciji s uljem ili ekstraktom vitamina E, a na osi apscise

vrijeme reakcije u minutama.
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Slika 11. Graficki prikaz gubitka signala DPPH radikala u reakciji sa suncokretovim,

buéinim, maslinovim i crnim uljem.

Kod uzoraka ulja s grafickog prikaza (Slika 11) jasno se moze vidjeti da najjacu
antioksidativnu aktivnost ima maslinovo ulje, a zatim suncokretovo ulje. Tre¢e po redu je

crmo ulje Sto je u skladu s ocekivanim s obzirom da je mjeSavina bu¢inog i suncokretovog
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ulja. Najslabiju antioksidativnu aktivnost ima bucino ulje. Gubitak signala u petoj minuti za
maslinovo ulje iznosi 43%, za suncokretovo 18%, za crno 22% i za bucino 13% te u
stacionarnom stanju (Sezdeseta minuta reakcije) kada gubitak signala za maslinovo ulje iznosi
71%, za suncokretovo ulje 69%, za crno ulje 59% 1 za bucino ulje 53%. U prvoj minuti
vidljivo je da je veci gubitak signala za crno ulje nego za suncokretovo, Sto znaci da
suncokretovo ulje reagira sporije s DPPH radikalom, no kasnije pokazuje vecu

antioksidativnu aktivnost od bucinog ulja.
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Slika 12. Grafi¢ki prikaz gubitka signala DPPH radikala u reakciji s ekstraktima

vitamina E iz suncokretovog, maslinovog, bu¢inog i crnog ulja.

Spektrofotometrijska analiza ekstrakta vitamina E (Slika 12) iz pojedinih vrsta ulja pokazuje
da najve¢i gubitak signala ima ekstrakt vitamina E iz suncokretovog ulja koje u Sezdesetoj
minuti ima gubitak signala od 28%. Potom slijedi ekstrakt vitamina E iz crnog ulja gdje
gubitak signala DPPH radikala iznosi 20%, zatim ekstrakt vitamina E iz maslinovog ulja

(18%) te na kraju ekstrakt vitamina E iz bu¢inog ulja (11%).
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Ekstrakt vitamina E iz suncokretovog ulja u petoj minuti pokazuje gubitak signala od 22% te
postepeno gubitak signala raste. Ekstrakt vitamina E iz maslinovog ulja u pocetku pokazuje
vecu antioksidativnu aktivnost od crnog ulja, pa tako u petoj minuti gubitak signala za
ekstrakt vitamina E iz maslinovog ulja iznosi 13%, dok za ekstrakt vitamina E iz crnog ulja
iznosi 11%. Nakon desete minute, pa sve do dvadesete, gubitak signala za ekstrakt vitamina E
iz maslinovog i crnog ulja gotovo je jednak. Nakon dvadesete minute ekstrakt vitamina E iz
crnog ulja pokazuje vecu antioksidativnu aktivnost od maslinovog ulja. Najmanji gubitak
signala ima ekstrakt vitamina E iz bucinog ulja, kao i na prethodnog grafu koji prikazuje

uzorke Cistih ulja.

Usporede li se postoci inhibicije gubitka signala DPPH radikala u 60-toj minuti, jasno se
moze vidjeti velika razlika izmedu samog ulja i ekstrakta vitamina E tog ulja (Slika 13).
Ekstrakti pokazuju znatno manji gubitak signala DPPH radikala, odnosno slabiju
antioksidativnu aktivnost. Tako za uzorak suncokretovog ulja gubitak signala DPPH radikala
iznosi 69%, a za uzorak ekstrakta vitamina E iz suncokretovog ulja iznosi 28%, za uzorak
bucinog ulja gubitak signala DPPH radikala iznosi 53%, a za ekstrakt vitamina E iz istog ulja
11%. Takoder velika je razlika izmedu uzorka maslinovog ulja (71%) i ekstrakta vitamina E
iz maslinovog ulja (18%) te izmedu uzorka crnog ulja (59%) i ekstrakta vitamina E iz istog

(20%).
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Slika 13. Grafic¢ki prikaz usporedbe gubitka signala DPPH radikala u Sezdesetoj minuti

za pojedine vrste ulja i ekstrakte vitamina E iz pojedinih vrsta ulja.

IzraCunate vrijednosti Trolox ekvivalenta u uzorcima ulja i uzorcima ekstrakta vitamina E iz
razli¢itih uzoraka ulja prikazane su stupCastim grafikonima (Slike 14 i 15) i predstavljaju

koncentraciju TEAC izrazenu u mmol/kg ulja za pojedini uzorak.
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Slika 14. Graficki prikaz koncentracije TEAC ua suncokretovo, bucino, maslinovo i
crno ulje. Oznake na grafu: a-statisticki znacajna razlika izmedu suncokretovog i
buéinog ulja, b- statisticki znacajna razlika izmedu bucinog i maslinovog ulja, c-

statisticki znacajna razlika izmedu maslinovog i crnog ulja.

TEAC uzorka za maslinovo i suncokretovo ulje je gotovo jednak, a iznosi 2,16 mmol/kg.
TEAC uzorka crnog ulja iznosi 1,59 mmol/kg te uzorak bucinog ulja iznosi 1,69 mmol/kg
(Slika 14). Vrijednost TEAC pokazuje najvecu antioksidativnu aktivnost za maslinovo ulje,
zatim za suncokretovo, crno i bucino, §to je u skladu s prethodno dobivenim rezultatima gdje
je pracena inhibicija DPPH radikala. Testiranje medusobno pojedinih vrsta ulja rezultata
dobivenih TEAC statistickim T-testom pokazalo je da postoji statisticki znacajna razlika
izmedu antioksidativne aktivnosti suncokretovog i bucinog ulja (P = 0,0233), zatim izmedu
bucinog i maslinovog ulja (P = 0,0081) te izmedu maslinovog i crnog ulja (P = 0,0154). T-
test nije pokazao statisticki znaCajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti izmedu

suncokretovog i maslinovog ulja, suncokretovog i crnog ulja te bucinog i crnog ulja.
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Slika 15. Graficki prikaz koncentracije TEAC za ekstrakte vitamina E iz suncokretovog,

buéinog, maslinovog i crnog ulja.

TEAC uzorka ekstrakta vitamina E iz suncokretovog ulja iznosi 0,48 mmol/kg, uzorak
ekstrakta vitamina E iz crnog ulja iznosi 0,38 mmol/kg, uzorak ekstrakta vitamina E iz
maslinovog ulja iznosi 0,34 mmol/kg te za uzorak buc¢inog ulja 0,23 mmol/kg (Slika 15). Za
ekstrakt vitamina E iz suncokretovog ulja vrijednost TEAC pokazuje najvecu antioksidativnu
aktivnost, zatim crno ulje, maslinovo i bucino ulje. Vrijednosti su u skladu s prethodno
dobivenim rezultatima pracenja inhibicije DPPH radikala. Medusobno testiranje T-testom
uzoraka ekstrakta vitamina E iz pojedinih vrsta ulja pokazalo je da nema statisticki znacajne

razlike u antioksidativnoj aktivnosti izmedu uzoraka.
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Slika 16. Graficki prikaz koncentracije TEAC za pojedine vrste ulja i ekstrakte
vitamina E iz pojedinih vrsta ulja. Oznake na grafu: a - statisticki znacajna razlika
izmedu uzorka suncokretovog ulja i ekstrakta vitamina E iz suncokretovog ulja, b -
statisticki znacajna razlika izmedu uzorka bucinog ulja i ekstrakta vitamina E iz
buc¢inog ulja, ¢ - statisti¢ki zna¢ajna razlika izmedu uzorka maslinovog ulja i ekstrakta
vitamina E iz maslinovog ulja, d - statisticki znacajna razlika izmedu uzorka crnog ulja i

ekstrakta vitamina E iz crnog ulja.

Testiranje medusobno uzoraka ulja i uzoraka ekstrakta vitamina E T-testom pokazalo je da
postoji statisticki znacajna razlika izmedu TEAC uzorka suncokretovog ulja i TEAC uzorka
ekstrakta vitamina E iz suncokretovog ulja (P = 0,0026), zatim TEAC uzorka bucinog ulja i

TEAC uzorka ekstrakta vitamina E iz bucinog ulja (P = 0,0020), potom TEAC uzorka
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maslinovog ulja i TEAC uzorka ekstrakta vitamina E iz maslinovog ulja (P = 0,0005) te

TEAC uzorka crnog ulja i TEAC uzorka ekstrakta vitamina E iz crnog ulja (P = 0,0013).
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5. RASPRAVA

U danasnje vrijeme poznato je mnogo vrsta biljnih ulja koja se nude na policama trgovina. No
nisu sva jednaka, neka podnose visoke temperature pa se koriste za przenje dok neka
posjeduju najbolje osobine u kombinaciji s drugim uljima. Antioksidativna aktivnost ulja
pripisuje se razli¢itim spojevima koje ulje sadrzi i sinergiji medu njima. Najpoznatiji

antioksidans u uljima je tokoferol odnosno vitamin E.

U razli¢itim istrazivanjima utvrdeno je da u prehrani ljudi najviSe koriste suncokretovo ulje.
Suncokretovo ulje sadrzi dostatnu koli¢inu vitamina E i antioksidansa te se preporuca za
przenje, no u salatama ga treba izbjegavati jer sadrzi mnogo omega 6 masnih kiselina koje se
danas ionako previse unose u ljudski organizam. Iza suncokretovog ulja slijedi maslinovo
koje se od davnina koristi u prehrani jer povoljno utjece na ljudsko zdravlje. Maslinovo ulje je
bogato antioksidansima i fitokemikalijama koji §tite srce i djelotvorno Stite od dijabetesa,
povisenog krvnog tlaka, osteoporeze itd. Pretjerano zagrijavanje maslinovog ulja moze

unistiti njegove nutrijente, stoga ga je najbolje koristiti u salatama ili dodati na gotova jela.

U istrazivanju Espina i suradnika, ispitana je antioksidativna aktivnost 57 uzoraka biljnih ulja.
Iz rada se moze zakljuciti da je koli¢ina DPPH radikala koji je reagirao s antioksidansom
jednaka antioksidativnoj aktivnosti ulja. (23) Kroz istrazivanje Epsin i suradnici su se vodili
pretpostavkom da DPPH radikal ima moguénost dvofaznog uklanjanja, a s obzirom na to da
postoje Cetiri vrste tokoferola (a, B, v, 6 ) Brozni¢ i suradnici dosli su do zakljucka da y- i o-
tokoferol sudjeluju u prvom djelu uklanjanja DPPH radikala tj. da imaju veliki utjecaj na
koli¢inu istoga. Takoder u tom istrazivanju dokazano je da je y-tokoferol dominantan, Sto

znaci da uvelike pridonosi antioksidativnoj aktivnosti samog ulja. (23, 24)
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Brozni¢ i suradnici proucavali su antioksidativnu aktivnost hladno presanog bucinog ulja,
salatnog bucinog ulja i ulja dobivenog prZzenjem bucinih sjemenki. Antioksidativna aktivnost
ulja mjerena je na 517 nm koriStenjem UV/VIS spektrofotometra. Rezultati su prikazani kao
postotak gubitka signala DPPH radikala. Najjacu antioksidativnu aktivnost imalo je salatno
bucino ulje (71,5%), zatim hladno preSano bucino ulje (70,3%) te na kraju ulje dobiveno
przenjem bucinh sjemenki (59,7%). (24) U ovom istrazivanju na isti nain ispitani su uzorci
maslinovog, suncokretovog, crnog i bucinog ulja. No bucno ulje pokazuje najslabiju
antioksidativnu aktivnost koja iznosi 53% gubitka signala DPPH radikala. Uzorak maslinovog
ulja pokazao je najjacu antioksidativnu aktivnost. U prvih deset minuta maslinovo ulje reagira
brzo s DPPH radikalom, $to se moze vidjeti kao intezivniji gubitak signala, zatim taj signal
slabi. Crno ulje (mjeSavina suncokretovog i bucéinog ulja) u pocetku burnije reagira od
suncokretovog ulja tj. crno ulje postize veéi gubitak signala, no suncokretovo ulje reagira
sporije i postepeno te na kraju doseze vrlo bliske vrijednosti maslinovom ulju (suncokretovo
ulje 69% gubitka signala DPPH radikala u Sezdesetoj minuti, maslinovo ulje 71% gubitka
signala DPPH radikala u Sezdesetoj minuti). Ovdje je uocljiva razlika izmedu brzih i sporih
antioksidansa. Naime brzi antioksidanski, kao $to je u ovom slucaju crno ulje u odnosu na
suncokretovo, reagiraju u prvih nekoliko minuta vezu¢i slobodne radikale. To je na grafu
vidljivo kao skok, dok se suncokretovo ulje kontinuirano penje. Nakon desetak minuta

suncokretovo ulje ima veci gubitak signala DPPH radikala od crnog ulja.

Vrijednosti dobivene TEAC metodom izrazene u mmol/kg podudaraju se sa dobivenim
vrijednostima DPPH analize. Medusobnom usporedbom TEAC vrijednosti ulja T-testom za
nezavisne uzorke dobivamo da postoji statisticki znacajna razlika izmedu suncokretovog i

bucinog ulja, bucinog i maslinovog ulja te izmedu maslinovog i crnog ulja.
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Uzorci ekstrakta vitamina E iz pojedinih ulja pokazuju znatno manji gubitak signala DPPH
radikala od samih ulja. Takoder ekstrakt vitamna E iz maslinovog ulja nije pokazao najjacu
antioksidativnu aktivnost medu ekstraktima. Na grafu (Slika 12) vidi se da najve¢i gubitak
signala DPPH radikala ima suncokretovo ulje, zatim crno (mjeSavina bucinog i
suncokretovog), pa maslinovo i na kraju bucino ulje. TEAC vrijednosti za sva ulja su veoma

bliske, stoga kada se medusobno testiraju T-testom ne pokazuju statisticki znacajne razlike.

Iz dobivenih rezultata jasno je vidljivo da uzrci ulja imaju veliku antioksidativnu aktivnost, no
vitamin E nije jedini zasluzan za to. Usporedbom rezultata dobivenih za uzorke ulja i za
ekstrakt vitamina E iz pojedinih ulja, vidi se da sam ekstrakt vitamina E ima uvelike manju
antioksidativnu aktivnost od uzorka ulja. Gubitak signala DPPH radikala u Sezdesetoj minuti
za uzorak suncokretovog ulja iznosi 69% dok za uzorak ekstrakta vitamina E iz
suncokretovog ulja iznosi 28%, za bucino ulje iznosi 53%, a za njegov ekstrakt 11%. Gubitak
signala za uzorak maslinovog ulja iznosi 71%, dok za ekstrakt vitamina E iz maslinovog ulja
iznosi 18% te za uzorak crnog ulja iznosi 59%,a za uzorak ekstrakta vitamina E iz crnog ulja
20%. Ove vrijednosti pokazuju da vitamin E nije jedini antioksidans u ulju, ve¢ postoje i

druge tvari koje doprinose antioksidativnoj aktivnosti samog ulja npr. karotenoidi i polifenoli.

Ekstrakt vitamina E dobiven iz suncokretovog ulja pokazuje najvecu antioksidativnu
aktivnost, iza njega slijedi ekstrakt vitamina E iz maslinovog ulja. Tu dolazi do obrnute
situacije s obzirom na uzorke ulja gdje je najveci gubitak signala imalo maslinovo ulje.
Razlog tomu su ostale tvari koje djeluju sinergisticki s vitaminom E i povecavaju
antioksidativhu aktivnost ulja. IzraCunate vrijednosti Trolox ekvivalenta u mmol/kg

podudaraju se sa dobivenim rezultatima DPPH analize.
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6. ZAKLJUCAK

Ulja imaju razli¢it sastav, a najznacajnije za ljudski organizam je njihovo antioksidativno
djelovanje koje je veoma vazno u sprijecavanju oksidacijskog stresa na membrani stanice.
Oksidacijski stres moze dovesti do smrti stanice, ali isto tako i do autoimunih i

kardiovaskularnih bolesti.

Vitamin E sastavni je dio svakog ulja, a obuhvaca grupu kemijskih tvari izvedenih od

tokotrienola i tokoferola. Tokoferoli pridonose njegovoj antioksidativnoj aktivnosti.

U ovom radu utvrdeno je da maslinovo, suncokretovo, crno i bucino ulje imaju veliku
antioksidativnu aktivnost te su pozeljni za koriStenje u prehrani jer pozitivno utjecu na
zdravlje. Zaklju¢ujemo da je najvazniji i ujedino napoznatiji antioksidans tokoferol odnosno
vitamin E, no s obzirom na dobivene rezultate on nije jedini Cimbenik koji utjeCe na

antioksidativnu aktivnost nekog ulja.
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