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Sažetak. Cilj: Utvrditi razliku u antioksidativnoj aktivnosti maslinovog, suncokretovog, 
bučinog i crnog ulja i njihovih tokoferolnih ekstrakata te proučiti kinetiku i mehanizam 
reakcije između slobodnih radikala i antioksidansa. Materijali i metode: Antioksidativna 
aktivnost ulja i tokoferolnih ekstrakata mjerena je spektrofotometrijski uz uporabu DPPH˙ 
(2,2-difenil-1-pikril-hidrazil), dok je Trolox ekvivalent poslužio kao referentni standard za 
kvantifikaciju rezultata dobivenih DPPH˙ testom. Pomoću kinetičkih monofaznih i bifaznih 
matematičkih modela procijenjena je i analizirana inhibicija signala DPPH˙. Rezultati: 
Vrijednost TEAC-a ukazuje da maslinovo i suncokretovo ulje (2,16 mmol/L) posjeduju jaču 
antioksidativnu aktivnost u odnosu na crno (1,85 mmol/L) i bučino ulje (1,68 mmol/L), a 
ujedno i intenzivniju inhibiciju DPPH˙ radikala. Tokoferolni ekstrakti imaju puno slabiji 
antioksidativni učinak od analiziranih biljnih ulja, pri čemu je najdjelotvorniji ekstrakt 
suncokretova ulja koji čini 22,1 % antioksidativne aktivnosti ulja, a najslabiji ekstrakt bučina 
ulja sa samo 13,9 %. Nestanak DPPH˙ radikala u uzorcima ulja odvija se u dva susljedna 
koraka, početnog eksponencijalnog koji se odvija unutar 7 min reakcije, ovisno o vrsti ulja, i 
drugog sporog, gdje su promjene proporcionalne s vremenom. Kod tokoferolnih ekstrakata 
brzi korak reakcije nije uočen, ukazujući time da se reakcija odvija mehanizmom kinetike 
prvog reda. Zaključak: Rezultati ukazuju da biljna ulja imaju jači učinak u inhibiciji radikala u 
odnosu na tokoferolne ekstrakte, pa se njihovom pravilnom konzumacijom potpomaže 
organizmu u „borbi“ protiv slobodnih radikala. Zapravo, najvažniji dio antioksidacijskog 
sustava obrane organizma od slobodnih radikala čini sinergističko djelovanje antioksidansa, 
odnosno antioksidansi u sinergiji imaju jači učinak nego sumarni učinak svih pojedinačnih 
antioksidansa. 

Ključne riječi: antioksidativna aktivnost; biljno ulje; DPPH˙; kinetička analiza; TEAC; tokoferoli

Abstract. Aim: To determine the difference in the antioxidant activity of the olive, sunflower, 
pumpkin and black oil and their tocopherol extracts as well as to examine the kinetics and 
mechanism of reactions between free radicals and antioxidants. Materials and Methods: 
Antioxidant activity of the oils and tocopherol extracts was measured spectrophotometrically 
using DPPH˙ (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazil) while Trolox equivalent was used as a reference 
standard for the quantification of the results obtained by the DPPH˙ test. DPPH˙ signal 
inhibition was evaluated and analyzed by monophasic and biphasic kinetics mathematical 
models. Results: The TEAC values suggest that olive and sunflower oil (2.16 mmol/L) have a 
stronger antioxidant activity than black (1.85 mmol/L) and pumpkin oil (1.68 mmol/L) and 
they possess stronger inhibition of the DPPH˙ radical. Tocopherol extracts have a much 
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weaker antioxidant effect than the analyzed vegetable oils, 
where the sunflower extract is most effective, making 22.1 % 
of the antioxidant oil activity, while the weakest extract is the 
pumpkin oil extract oil with only 13.9 %. DPPH˙ radical 
disappearance in oil samples takes place in two successive 
phases, the initial exponential which takes place within 7 min 
of the reaction, depending on the oil type, and the second 
slow phase where the changes are proportional to the time. 
The rapid reaction phase by tocopherol extracts was not 
noticed, indicating that the reaction takes places by the 
mechanism of the first order kinetics. Conclusion: The results 
indicate that vegetable oils have a stronger effect on the 
radical inhibition than the tocopherol extracts, and by their 
proper consumption they will support the organism in the 
“fight” against free radicals. In addition, the most important 
role of the antioxidant defense system against free radicals 
makes the synergic interactions among the different molecules 
present in the food, indicating that antioxidants in synergy 
have a stronger potential than the sum of all individual 
antioxidants.

Key words: antioxidant activity; DPPH˙; kinetic analysis; 
TEAC; tocopherols; vegetable oils

UVOD

Posljednjih godina sve se više istražuju uzroci i po-
sljedice oksidativnog stresa, kao i njegova uloga u 
etiologiji i progresiji brojnih humanih bolesti1. U ži-
vom organizmu tijekom metaboličkih procesa na-
staju reaktivni kisikovi spojevi, koji u velikom broju 
mogu uništiti strukturu biomolekula ili modificirati 
njihovu funkciju, dovodeći tako do disfunkcije i 
smrti stanice. U prevenciji bolesti i promociji zdrav-
lja veliku važnost ima hrana bogata potrebnim nu-
trijentima2. Njihovo pozitivno djelovanje očituje se 
u smanjenju štetnih učinaka slobodnih radikala u 
ljudskom organizmu, djelovanjem antioksidansa i 
smanjenjem broja oksidacijskih reakcija. Danas se 
vrlo često upotrebljava pojam „superhrana“ koji 
podrazumijeva hranu bogatu biološki aktivnim tva-
rima koje mogu djelovati kao inhibitori određenih 
enzima, kao „gasioci“ singletnog kisika, sudjelovati 
u reakcijama hvatanja slobodnih radikala ili raz-
gradnji peroksida3. Dokazano je da povećana kon-
zumacija ovakve hrane, koja je bogat izvor 
antioksidansa, prevenira različite humane bolesti, 
uključujući karcinom, kardiovaskularne i neurode-
generativne bolesti4,5. Upravo su se biljna ulja, čija 
uporaba sve više raste širom svijeta, poglavito u 
mediteranskom području, pokazala kao takva na-
mirnica, tim više jer se dobivaju od plodova usjeva 
koji su vrlo rasprostranjeni u svijetu, stoga i vrlo 

lako dostupna6,7. U ljudskoj prehrani dominantnu 
ulogu ima suncokretovo ulje, a u današnje vrijeme 
sve se više koriste maslinovo i bučino ulje. Sunco-
kretovo ulje odlikuje se stabilnošću pri višim tem-
peraturama pa se preporučuje za prženje, dok 
pretjerano zagrijavanje maslinova ulja može uništi-
ti njegove nutrijente, stoga ga je najbolje koristiti u 
salatama ili dodati na gotova jela. Bučino ulje ima 
vrlo dugu tradiciju proizvodnje i konzumacije, po-
gotovo u sjevernom dijelu Republike Hrvatske. 
Najčešće se koristi kao dodatak salatama, ali ga u 

Biljna ulja imaju jači učinak u odnosu na tokoferolne ek-
strakte, pa se njihovom konzumacijom potpomaže or-
ganizmu u borbi protiv slobodnih radikala. Najvažniji 
dio antioksidacijskog sustava obrane organizma od slo-
bodnih radikala čini sinergijsko djelovanje antioksidan-
sa, odnosno, antioksidansi u sinergiji imaju jači učinak 
nego sumarni učinak svih pojedinačnih antioksidansa. 

zemljama Dalekog Istoka i nekim državama Afrike 
koriste za kuhanje8. Općenito, biljna ulja su visoko-
vrijedne namirnice bogate biološki važnim nutri-
jentima kao što su bjelančevine, esencijalne 
masne kiseline, minerali (željezo, magnezij), vita-
mini (B, C, D, E i K) koji sprječavaju nastanak raznih 
bolesti9-13. U biološki aktivne komponente biljnih 
ulja ubraja se i vitamin E koji čini skupina tokofero-
la i tokotrienola, koji se zajedničkim imenom nazi-
vaju tokoli. To su lipofilne komponente, derivati 
kroman-6-ola s 1 do 3 metilne skupine na aromat-
skom prstenu i nezasićenim (tokotrienoli) ili zasiće-
nim (tokoferoli) izoprenoidnim lancem od 16 
ugljikovih atoma na 2. položaju. Postoji 8 izomer-
nih oblika, četiri tokoferola (α-, β-, γ- i δ- tokoferol) 
i četiri tokotrienola (α-, β-, γ- i δ- tokotrienol), koji 
se skupnim imenom nazivaju tokokromanoli. U 
biljnim uljima dominantniji su tokoferoli, među ko-
jima prevladavaju α-, γ- i δ- tokoferoli, dok je 
β-tokoferol prisutan u vrlo malom udjelu. Naime, 
zahvaljujući hidroksilnoj skupini na kromanolnom 
prstenu koja može otpustiti vodikov atom i njime 
reducirati slobodni radikal, tokoferoli se ubrajaju u 
značajne antioksidanse. Polinezasićene masne ki-
seline staničnih membrana izrazito su osjetljive na 
oštećenja slobodnim radikalima, s obzirom na to 
da sadrže penta-1,4-diene kojima se lako uklanja 
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atom vodika u reakciji sa slobodnim radikalom. Pri 
toj reakciji nastaje lipoperoksil slobodni radikal, 
koji može napasti susjednu polinezasićenu masnu 
kiselinu i tako započeti lančanu reakciju s vrlo štet-
nim posljedicama za membransku strukturu. Ulo-
ga tokoferola je zaustaviti lančanu reakciju 
odnosno lipidnu peroksidaciju i spriječiti daljnja 
oštećenja, donirajući vodikov atom radikalu masne 
kiseline14-17. Proučavanje ovako složene reakcije 
moguće je utvrđivanjem kinetičkih parametara re-
akcije što će imati za posljedicu potpuniji uvid u 
antioksidativno ponašanje pojedinih spojeva. Op-
ćenito, kinetika reakcije, koja ovisi o specifičnim 
čimbenicima, služi kao najvažniji pokazatelj za 
pretpostavku mogućeg reakcijskog mehanizma, 
odnosno niz koraka prilikom kojih se reaktanti pre-
tvaraju u produkte kemijske reakcije. Bolje razumi-
jevanje mehanizama proučavanih reakcija moguće 
je postići analitičkim procjenama koje uključuju ki-
netičke, odnosno matematičke modele18-20.
Ovo istraživanje bilo je usmjereno na praćenje 
sposobnosti hvatanja slobodnih radikala od stra-
ne antioksidansa maslinova, suncokretova, buči-
na, crnog ulja, te njihovih tokoferolnih ekstrakata, 
a radi ispitivanja utjecaja sinergije antioksidansa 
na antioksidativnu aktivnost. Nadalje, proučava-
na je i uključenost pojedinih vrsta antioksidansa 
na mehanizam reakcije između slobodnih radika-
la i antioksidansa prisutnih u biljnim uljima i toko-
ferolnim ekstraktima. 

MATERIJALI I METODE

Kemikalije i reagensi

Za pripremu uzoraka ulja i tokoferolnog ekstrakta 
korištene su kemikalije laboratorijske čistoće: ka-
lij-hidroksid (Kemika, Zagreb, Hrvatska), etanol 

(Carlo Erba Reagens, Val-de-Reuil, Francuska), etil
acetat (99,8 %; Fluka Chemicals, St. Gallen, Švicar-
ska), L(+)-askorbinska kiselina (Merck, Darmstadt, 
Njemačka) te kemikalije HPLC čistoće: propan-2-ol, 
metanol, heksan (J. T. Baker, Deventer, Nizozem-
ska). Testovi antioksidativne aktivnosti provedeni 
su pomoću reagensa: 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 
(DPPH˙ radikal; C18H12N5O6) i 6-hidroksi-2,5,7,8-te-
trametilkroman-2-karboksilne kiseline (Trolox, 
C14H18O4) proizvođača Sigma-Aldrich Chemie, 
Merck (Taufkirchen, Njemačka).

Priprema uzoraka biljnih ulja za test 
antioksidativne aktivnosti

Analizirane su četiri vrste biljnih ulja kupljene u 
maloprodaji: suncokretovo ulje (uzorak SU) pro
izvođača „Zvijezda d. o. o.“ (Zagreb, Hrvatska), 
maslinovo ulje (uzorak MU) proizvođača „Monini 
S. p. A.“ (Spoleto, Italija), nerafinirano bučino ulje 
(uzorak BU) iz uljare „Poljo Posavec d. o. o.“ (Ne-
delišće, Hrvatska) te domaće crno ulje (uzorak 
CU) (mješavina nerafiniranog bučinog ulja i rafini-
ranog suncokretova ulja) proizvođača „Plodine  
d. o. o.“ (Rijeka, Hrvatska). U tablici 1 prikazane 
su hranjive vrijednosti navedenih ulja, njihova 
energetska vrijednost, udio masti, ugljikohidrata i 
bjelančevina u 100 mL ulja. 

Priprema tokoferolnog ekstrakta iz analiziranih 
biljnih ulja

Tokoferoli su iz uzoraka ulja ekstrahirani sukladno 
metodi koju je predložio Xu21 s manjim prilagod-
bama. Prije ekstrakcije tokoferola ulja su podvr-
gnuta alkalnoj hidrolizi s kalijevim hidroksidom 
tako da se u odvagu ulja od 0,100 g (± 0,001 g) 
dodaje 0,05 g askorbinske kiseline te smjese alko-
hola (90,2 % etanola, 4,9 % metanola i 4,9 % pro-

Tablica 1. Energetska vrijednost, udio masti, ugljikohidrata i bjelančevina na 100 mL analiziranih biljnih ulja

Uzorci ulja

Prosječna hranjiva vrijednost na 100 mL SU MU BU CU

Energetska vrijednost (kcal/kJ) 828/3404 828/3404 827/3401 899/3695

Masti/ zasićene masne kiseline  (g/g) 92/11 92/14 92/16 100/19

Ugljikohidrati (g) 0 0 0 0

Bjelančevine (g) 0 0 0 0,14

SU – suncokretovo ulje; MU – maslinovo ulje; BU – bučino ulje; CU – crno ulje
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pan-2-ola) te 80 % otopine kalijevog hidroksida. 
Nakon inkubiranja 30 min u vodenoj kupelji zagri-
janoj na 70 °C uzorci su ekstrahirani s n-heksa-
nom i centrifugirani (Jouan BR4i multifunction 
centrifuge, Thermo Electron Corporation, Saint-
Herblain, France) 15 min na 1000 x g kako bi se 
odijelio heksanski sloj, nakon čega je heksanski 
sloj uparen u struji dušika.

Određivanje antioksidativne aktivnosti biljnih 
ulja i tokoferolnog ekstrakta DPPH testom

Sposobnost uzoraka ulja i tokoferolnih ekstrakata 
u inhibiranju radikala određena je DPPH˙ testom, 
odnosno nestanku DPPH˙. radikala zbog reakcije s 
antioksidansima prisutnima u ulju odnosno ek-
straktu sukladno metodi koju su opisali Kalantza-
kis i sur.22 Uzorci ulja za test antioksidativne 
aktivnosti pripremljeni su vaganjem odgovaraju-
će mase ulja odnosno ekstrakta otapanjem u eti-
lacetatu kako bi se postigla ishodna koncentracija 
od 0,05 g/mL. 1 mL svake otopine uzorka pomije-
šan je s 3 mL 0,1 mmol/L etilacetatne otopine 
DPPH˙ radikala. Smanjenje intenziteta DPPH˙ radi-
kala određeno je mjerenjem apsorbancije smjese 
na 515 nm, koristeći spektrofotometar Cary 100 
Bio WinUV (Agilent Technologies, Santa Clara, 
CA, USA) uz etilacetat kao slijepu probu. Apsor-
bancija je mjerena svake min (za kinetičku anali-
zu) tijekom 60 min kada je reakcija dosegla 
stabilno stanje. Ukupna antioksidativna aktivnost 
ulja i ekstrakata izračunata je kao postotak inhibi-
cije DPPH˙ prema jednadžbi (1):

DPPH· inhibicija = · 100
A kontrola �  A uzorka

A uzorka 	
(1)

U jednadžbi 1, Akontrola i Auzorak predstavljaju apsor-
bancije etilacetatne otopine DPPH˙ bez uzorka 
kao negativnu kontrolu pri t = 0 min i apsorbanci-
ju uzorka pri t = 60 min. Antioksidativni kapacitet 
izražen je TEAC testom pomoću Trolox ekvivalen-
ta (engl. Trolox equivalent antioxidat capacity) 
koji je analog vitamina E. Opseg inhibicije DPPH˙ 
uspoređen je sa standardnom krivuljom Troloxa u 
rasponu 0 – 0,21 mmol/L. Kvantitativna analiza 
sposobnosti hvatanja radikala izražena je u mmo-
lima Trolox ekvivalenta (TE) po kilogramu ulja od-
nosno ekstrakta prema jednadžbi (2):

=m(ulja/ekstrakta) m(ulja/ekstrakta)
n(TE) c(TE) · V otopine × 100

	
(2)

U jednadžbi 2, c(TE) predstavlja koncentraciju 
Troloxa iz standardne krivulje koja je ekvivalentna 
DPPH˙ inhibiciji otopine ulja/ekstrakta, V je uku-
pni volumen (mL) otopine ulja/ekstrakta (10 mL), 
a m masa (g) uzoraka ulja/ekstrakta.

Kinetička analiza inhibicije signala DPPH radikala

Inhibicija signala DPPH˙ radikala procijenjena je i 
analizirana pomoću kinetičkih matematičkih mo-
dela prikazanih jednadžbama:
Model kinetike prvog reda (KPR):

At = A0 × e–k1t	 (3)

Dvostruki eksponencijalni model prvog reda 
(DEPR):

At = A1 × e–k1t + A2 × e–k2t + Ar	 (4)

U jednadžbama 3,4 A0, At, A1, A2 i Ar su omjeri ap-
sorbancije na početku reakcije, u vremenu t, u fa-
zama 1 i 2 u vremenu t = 0 i rezidualni omjer, k1 i 
k2 su konstante brzine kemijske reakcije, t je vrije-
me reakcije. Krivulje dobivene s pretpostavljenim 
matematičkim modelima prikazane su nelinear-
nim regresijskim modelima, dostupnim u komer-
cijalnom programskom paketu Wolfram Research 
Mathematica® v. 9.0 23.

Statistička obrada podataka

Deskriptivna statistička analiza, kao i svi ostali 
statistički izračuni, provedeni su pomoću komer-
cijalnog softvera Statistica® v. 13.024 na razini 
značajnosti p < 0,05. Testovi antioksidativne ak-
tivnosti provedeni su na uzorcima od kojih su pri-
premljena četiri poduzorka, a svaki je poduzorak 
analiziran u duplikatu. Rezultati su izraženi kao 
medijan. Normalnost razdiobe podataka testiran 
je Kolmogorov-Smirnovljevim testom. Raspodjela 
se ne može opisati kao normalna, zbog čega su 
korišteni neparametrijski testovi. Statistička ana-
liza antioksidativne aktivnosti analizirana je Kru-
skal-Wallisovim ANOVA testom, a razlike između 
pojedinih uzoraka ulja i ekstrakata pomoću  
Mann-Whitneyjeva U-testa. Slaganje rezultata 
predloženog matematičkog modela s eksperi-
mentalnim podacima procijenjeno je pomoću ko-
eficijenta determinacije (R2, jednadžba 5), 
koeficijenta varijacije srednjeg kvadratnog odstu-
panja (SRMSE; jednadžba 6 i pogreške hi-kvadrat 
testa (χ2 pogreška; jednadžba 7):
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R =

2

2

∑ i = 1
N (A        – A       )          (A         – A        )exp,i exp,i mod,i mod,i

∑ i = 1
N (A        – A       )(A         – A        )exp,i exp,i mod,i mod,i

2 2∑ i = 1
N

	
(5)

SRMSE =
∑ i = 1

N

A     Nexp,i

(A        – A        )exp,i mod,i
21

	
(6)

χ  pogreška = 100 x ∑
tablično

2
2 2

i = 1
N (A        – A        )exp,i mod,i

2

A exp,i 2

	
(7)

U jednadžbama 5, 6 i 7, Aexp, Amod su eksperimen-
talne i vrijednosti dobivene modelom, –Aexp,1 i 

–Amod,1 
su srednje vrijednosti eksperimentalnih odnosno 
vrijednosti dobivenih modelom, N je broj mjere-
nja. Ovisnost konstanti brzine kemijske reakcije i 
sposobnosti hvatanja radikala (TEAC) testiran je 
neparamatrijskim testom (Kendall-Tau) i višestru-
kom regresijskom analizom.

REZULTATI

Antioksidacijska aktivnost analiziranih biljnih 
ulja i njihovih tokoferolnih ekstrakata 

Za procjenu antioksidacijske aktivnosti analizira-
nih uzoraka biljnih ulja i njihovih tokoferolnih ek-
strakata te za objašnjenje mehanizama u kontroli 
kinetike reakcije korišten je test inhibicije DPPH˙ 
radikala. Kinetika nestanka DPPH˙ radikala u uzor-
cima prikazana je na slici 1, gdje je prikazana ovi-
snost gubitka DPPH˙ signala u odnosu na 
vremenski tijek reakcije. Kao što je vidljivo na slici 

1, nestanak DPPH˙ radikala u uzorcima ulja odvija 
se u dva susljedna koraka; početnog, gdje je uoč-
ljiv brzi eksponencijalni nestanak DPPH˙, nakon 
čega slijede spore promjene proporcionalne s 
vremenom. 
Vrijeme brzog koraka reakcije određena je Dis-
kontinuiranim bifaznim modelom prvog reda 
(Model nije prikazan u radu) i grafički potvrđeno 
nagibom krivulje nestanka DPPH˙ u početnom ko-
raku25. Najdulje vrijeme brzog koraka reakcije po-
stignuto je u uzorku ulja SU (6,86 min; tablica 2), 
a najkraće u uzorku MU (3,11 min). Na kraju br-
zog koraka reakcije, uzorci ulja MU i SU inhibirali 
su 49,85 odnosno 53,83 % početne količine 
DPPH˙, dok je postotak inhibicije za uzorke BU i 
CU bio manji i iznosio 30,37 odnosno 37,51 %. Ta-
kođer, na kraju reakcije ukupna količina inhibira-
nog DPPH˙ bila je značajno niža u uzorcima BU i 
CU (53,53 odnosno 59,56 %) u odnosu na uzorke 
SU i MU (69,51 odnosno 71,03 %). Iako je vrijeme 
prvog koraka reakcije nestanka DPPH˙ u uzorcima 
BU i CU identično (5,01 min) mogu se ipak uočiti 
male razlike u inhibiciji u brzom koraku kao i na 
kraju reakcije (tablica 2). Suprotno tome, kod 
uzorka MU postignuto je kraće vrijeme brzog ko-
raka u odnosu na SU (3,11 odnosno 6,86 min) uz 
istovremenu jaču inhibiciju DPPH˙ što ukazuje da 
SU sporije reagira s DPPH˙, no na kraju reakcije 
postiže skoro istu antioksidativnu aktivnost kao i 
MU. Kod tokoferolnih ekstrakata postignuto je 

Tablica 2. Antioksidativna aktivnost (RSA) uzoraka biljnih ulja i njihovih tokoferolnih ekstrakata u prvom (brzom) 
koraku reakcije i na kraju reakcije

Uzorak ulja / tokoferolni ekstrakt t1/min RSAa/% RSAb/%

SU 6,86 49,85 69,51

MU 3,11 53,83 71,03

BU 5,01 30,37 53,53

CU 5,01 37,51 59,56

SUe 1,14 5,47 28,30

MUe 0,33 7,70 18,60

BUe 1,34 0,01 10,92

CUe 0,75 0,05 20,80

Vrijednosti su izražene kao medijan. t1 – vrijeme brzog koraka reakcije inhibicije DPPH˙ radikala; a – postotak DPPH˙ radikala 
uhvaćen u brzom koraku reakcije; b – postotak DPPH˙ radikala uhvaćen na kraju reakcije. SUe – tokoferolni ekstrakt suncokretova 
ulja; MUe – tokoferolni ekstrakt maslinova ulja; BUe – tokoferolni ekstrakt bučina ulja; CUe – tokoferolni ekstrakt crnog ulja; Za 
skraćenice uzoraka ulja pogledati tablicu 1.
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puno kraće vrijeme brzog koraka reakcije (tablica 
2) u odnosu na analizirana ulja, ukazujući praktič-
ki na nepostojanje brzog koraka reakcije te druga-
čiji mehanizam reakcije između DPPH˙ i 
tokoferolnih ekstrakata. Također, inhibicija DPPH˙ 
bila je puno niža, kako u brzom tako i u sporom 
koraku reakcije u odnosu na analizirana ulja. 
Kvantitativna analiza antioksidativne aktivnosti 
uzoraka ulja i tokoferolnih ekstrakata izražena 
kao koncentracija TEAC-a u mmol/kg ulja ili toko-
ferolnog ekstrakta za pojedini uzorak prikazana je 
na slici 2. Uzorci SU i MU posjeduju jednake TEAC 
vrijednosti (2,16 mmol/kg), dok su vrijednosti za 
CU i BU znatno niže i iznose 1,85 odnosno 1,68 
mmol/kg. Razlike TEAC vrijednosti pojedinih vrsta 
ulja analizirane su statistički te je utvrđeno da po-
stoji statistički značajna razlika između antioksi-
dativne aktivnosti SU i BU (p = 0,0233), između 
BU i MU (p = 0,0081) i između MU i CU (p = 
0,0154). Nisu pronađene statistički značajne razli-
ke u antioksidativnoj aktivnosti između SU i MU, 
SU i CU te BU i CU (slika 2). Vrijednosti TEAC uzo-
raka tokoferolnih ekstrakata bile su znatno niže u 
odnosu na uzorke ulja i nalazile su se u rasponu 
od 0,23 (BUe) do 0,48 mmol/kg (SUe). Uspored-
bom TEAC vrijednosti nisu pronađene statistički 
značajne razlike u antioksidativnoj aktivnosti iz-
među pojedinih uzoraka tokoferolnih ekstrakata. 
Nadalje, testirane su i razlike TEAC vrijednosti iz-
među antioksidativne aktivnosti uzoraka ulja i nji-
hovih tokoferolnih ekstrakata te je utvrđena 
statistički značajna razlika na razini značajnosti  
p < 0,05 (slika 2).

Kinetička analiza inhibicije signala DPPH˙ 
radikala u analiziranim uzorcima biljnih ulja i 
njihovim tokoferolnim ekstraktima

Da bi se objasnio mehanizam koji kontrolira brzi-
nu reakcije inhibicije DPPH˙ u uzorcima ulja i nji-
hovih tokoferolnih ekstrakata eksperimentalni 
podaci testirani su KPR (jednadžba 3) i DEPR (jed-
nadžba 4) kinetičkim matematičkim modelima, 
kako je objašnjeno u poglavlju Materijali i meto-
de. Nakon razmatranja statističkih pokazatelja 
(R2, SRMSE i χ2 pogreška) i prikladnosti slaganja 
rezultata dobivenih matematičkim modelima s 
eksperimentalnim rezultatima, može se zaključiti 
da bifazni kinetički model bolje opisuje reakciju 
inhibicije DPPH˙ od monofaznog modela u uzorci-

Slika 1. Gubitak signala DPPH˙ radikala u reakciji sa suncokretovim (SU), 
bučinim (BU), maslinovim (MU) i crnim uljem (CU) te tokoferolnim 
ekstraktima suncokretova (SUe), bučina (BUe), maslinova (MUe) i crnog 
ulja (CUe). Rezultati su prikazani kao medijan.

Slika 2. Antioksidativna aktivnost (DPPH˙ test) za suncokretovo (SU), 
bučino (BU), maslinovo (MU) i crno ulje (CU) te tokoferolnog ekstrakta 
suncokretova (SUe), bučina (BUe), maslinova (MUe) i crnog ulja (CUe). 
Statistički značajne razlike (p < 0,05) između: a- SU i BU, b- BU i MU, c- MU 
i CU, A- SU i SUe, B- BU i BUe, C- MU i MUe i D- CU i CUe. 

ma ulja, što potvrđuju visoki koeficijent determi-
nacije i niske vrijednosti χ2 pogreške tablica 3). 
Bifazno ponašanje inhibicije DPPH˙ za uzorak SU 
koji je odabran kao reprezentativni uzorak svih vr-
sta ulja prikazano je na slici 3a, gdje su eksperi-
mentalni podaci preostalog DPPH˙ prikazani 
zajedno s krivuljama simuliranim s primijenjenim 
matematičkim modelima. Također je prikazan i 
tzv. „rezidualni“ prikaz (umetnut na sliku 3a) na 
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kojem je uočljivo da su rezultati primijenjenog 
DEPR modela bliži nuli od KPR modela, što dodat-
no ukazuje na bifaznost reakcije inhibicije. Su-
protno prethodno navedenom, kod uzoraka 
tokoferolnih ekstrakata uočeno je da jednostavni-
ji KPR model jednako dobro opisuje ponašanje 
nestanka DPPH˙ kao i složeniji DEPR model (tabli-
ca 4, slika 3b). Sukladno svim dobivenim rezulta-
tima, može se zaključiti da je primjena bifaznog 
DEPR modela prihvatljivija za opisivanje reakcije 

inhibicije DPPH˙ u uzorcima ulja, dok je kod toko-
ferolnih ekstrakata opravdano primijeniti jedno-
stavniji KPR model.

RASPRAVA

Budući da su biljna ulja složene smjese mnogih fi-
tokemikalija, vrlo teško je odrediti koja je od njih 
odgovorna za antioksidativno djelovanje. Osim 
toga, potrebno je poznavati udjele pojedinih anti-
oksidativnih komponenti prisutnih u uljima, kao i 

   
Slika 3. Eksperimentalni podaci i teoretske krivulje dobivene testiranjem matematičkih modela kod reakcije inhibicije DPPH˙ u 
uzorcima: a) suncokretova ulja (SU) i b) tokoferolnog ekstrakta suncokretova ulja (SUe). (Oznake na slici: exp – eksperimentalne 
vrijednosti, KPR – vrijednosti dobivene testiranjem Modelom kinetike prvog reda, DEPR – vrijednosti dobivene testiranjem 
Dvostrukim eksponencijalnim modelom kinetike prvog reda. Rezultati su prikazani kao medijan. Umetnute slike predstavljaju 
„rezidualni“ dijagram slaganja eksperimentalnih podataka s vrijednostima dobivenih matematičkim modelom.)

Tablica 3. Primijenjeni kinetički matematički modeli, procijenjeni kinetički parametri i statistički pokazatelji pri određivanju 
antioksidativne aktivnosti suncokretova (SU), maslinova (MU), bučina (BU) i crnog ulja (CU)

Model/parametar
Uzorci ulja

SU MU BU CU
Model kinetike prvoga reda
k1 (1/min) 0,0158 0,0119 0,0930 0,0104
R2 0,9633 0,9598 0,9916 0,9868
SRMSE 0,1997 0,2066 0,0919 0,1164
χ2 pogreška (%) 17,65 18,27 8,14 10,30
Bifazni model kinetike prvoga reda
A1 (%) 42,96 49,93 26,37 30,45
A2 (%) 25,82 21,73 27,90 28,40
k1 (1/min) 0,4366 1,9382 0,0425 0,8799
k2 (1/min) 0,0687 0,0744 0,4441 0,0609
R2 0,9999 0,9998 0,9999 0,9998
SRMSE 0,0086 0,0112 0,0063 0,0128
χ2 pogreška (%) 0,78 1,02 0,57 1,16

k1 i k2 – konstante brzine kemijske reakcije; R2 – koeficijent determinacije; SRMSE – koeficijent varijacije srednjeg kvadratnog odstupanja; χ2 pogreška 
– pogreška hi-kvadrat testa. A1 – udio DPPH˙ u prvom koraku reakcije; A2 – udio DPPH˙ u drugom koraku reakcije. 
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njihov sinergistički ili antagonistički utjecaj, stoga 
je provedeno ovo istraživanje o antioksidativnoj 
aktivnosti tokoferolnih ekstrakata izoliranih iz ra-
znih vrsta biljnih ulja. Usporedba rezultata anti-
oksidativne aktivnosti biljnih ulja u našoj studiji s 
drugim studijama vrlo je teško izvediva, jer svaki 
lokalitet na kojem raste biljka suncokreta, masli-
ne ili buče karakteriziran je različitim geološkim, 
hidrološkim i klimatskim obilježjima. Posljedica 
toga je različit kemijski sastav biljnih ulja te po-
sljedično, različita i antioksidativna aktivnost. Re-
zultati antiradikalne aktivnosti uzoraka biljnih 
ulja, u našem istraživanju izraženi kao Trolox ekvi-
valent, bili su u rasponu od 1,68 do 2,16 mmol/kg 
ulja, s dominantnim djelovanjem uzoraka SU i 
MU. Vrlo slične rezultate dobili su Castelo-Branco 
i sur.26 od 2,44 mmol/kg suncokretova ulja s po-
dručja Brazila, Pellegrini i sur. od 1,79 mmol/kg 
maslinova ulja s područja Italije27, Nawirska-Ols-
zanska i sur. i Prescha i sur 1,34 mmol/kg odno-
sno 1,44 mmol/kg ovisno o sorti buče28,29. 
Međutim, u literaturi su pronađene i niže vrijed-
nosti antioksidativne aktivnosti nego u ovoj studi-
ji, maslinovo ulje s područja Austrije (0,97 – 1,25 
mmol/kg)30 i Hrvatske (0,55 – 1,30 mmol/kg, ovi-
sno o sorti masline)31-32 suncokretovo ulje s po-
dručja Austrije (0,12 mmol/kg)30, s područja 

Italije 1,17 (mmol/kg)27. Isto tako, Zoumpoulakis i 
sur. pronašli su daleko više vrijednosti od 3,10 do 
13,3 mmol/kg za suncokretovo ulje s područja 
Grčke33. Dobiveni rezultati radikalske inhibicije u 
ovoj studiji ukazuju da tokoferolni ekstrakti imaju 
puno slabiji antioksidativni učinak od analiziranih 
biljnih ulja. Najdjelotvorniji je SUe koji čini 22,1 % 
antioksidativne aktivnosti ulja, a najslabiji BUe 
samo 13,9 %. Uz pretpostavku da su tokoferoli 
odgovorni za uklanjanje oko 40 % radikala30 i uzi-
majući u obzir maseni udio tokoferola, kao i nji-
hov doprinos uklanjanju radikala (A1 i A2), može 
se zaključiti da posjeduju različitu učinkovitost 
kao antioksidansi. Svakako ne treba zanemariti ni 
činjenicu da je najvažniji dio antioksidacijskog su-
stava obrane organizma od slobodnih radikala za-
pravo sinergističko djelovanje antioksidansa. 
Naime, dokazano je da djelovanje antioksidansa 

„Brzi“ i „spori“ antioksidansi prisutni u biljnim uljima u 
reakciji s radikalima uzrokuju bifaznost ponašanja ne-
stanka radikala. Kod tokoferolnih ekstrakata inhibiciju 
radikala uzrokuju samo „spori“ antioksidansi. To ukazu-
je da se reakcija inhibicije radikala u biljnim uljima i ek-
straktima odvija različitim reakcijskim mehanizmima.

Tablica 4. Primijenjeni matematički modeli, procijenjeni kinetički parametri i statistički pokazatelji pri određivanju antioksidativne 
aktivnosti tokoferolnih ekstrakata suncokretova (SUe), maslinova (MUe), bučina (BUe) i crnog ulja (CUe)

Model/parametar
Uzorci tokoferolnog ekstrakta ulja

SUe MUe BUe CUe
Model kinetike prvoga reda
k1 (1/min) 0,0020 0,0015 0,0012 0,0023
R2 0,9982 0,9994 0,9998 0,9994
SRMSE 0,0417 0,0227 0,0100 0,0226
χ2 pogreška (%) 3,69 2,01 0,89 1,99
Bifazni model kinetike prvoga reda
A1 (%) 44,94 27,36 25,48 35,58
A2 (%) 44,94 27,36 25,48 35,58
k1 (1/min) 0,0015 0,0020 0,0020 0,0025
k2 (1/min) 0,0015 0,0021 0,0020 0,0024
R2 0,9981 0,9994 0,9998 0,9994
SRMSE 0,0422 0,0232 0,0105 0,0238
χ2 pogreška (%) 3,83 2,10 0,95 2,16

k1 i k2 – konstante brzine kemijske reakcije; R2 – koeficijent determinacije; SRMSE – koeficijent varijacije srednjeg kvadratnog odstupanja; χ2 pogreška 
– pogreška hi-kvadrat testa; A1 – udio DPPH˙ u prvom koraku reakcije; A2 – udio DPPH˙ u drugom koraku reakcije. 
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u sinergiji ima jači učinak nego zbroj pojedinačnih 
učinaka antioksidansa34. Također, neki autori za-
govaraju koantioksidativnu aktivnost tokoferola i 
drugih antioksidansa prisutnih u hrani, kao što su 
askorbati ili flavonoidi, te da dolazi do djelomične 
regeneracije između tokoferola (osobito δ-izomera) 
i flavonoida35.
Dobiveni rezultati o kinetici inhibicije DPPH˙ radi-
kala ukazuju na bifaznost reakcije nestanka radi-
kala odnosno da se reakcija između radikala i 
antioksidansa u uljima odvija s dva različita me-
hanizma reakcije. Stoga je kinetički model DEPR 
odabran za detaljnije objašnjenje mehanizma re-
akcije. Općenito, reakcija između DPPH˙ radikala i 
antioksidansa prisutnih u uljima započinje prije-
nosom najslabije vezanog H-atoma s molekule 
antioksidansa na slobodni radikal. Novonastali 
slabije reaktivni radikal (A˙) može reagirati s dru-
gom molekulom DPPH˙ radikala ili reakcijom dis-
proporcioniranja stvoriti stabilnije produkte. 
Dobiveni rezultati ovom studijom o bifaznosti 
procesa nestanka radikala u skladu su s nekoliko 
prethodnih studija. Espin i sur.19 koji su proučavali 
antioksidativnu aktivnost 57 jestivih biljnih ulja 
različitih vrsta i iz većeg broja europskih država 
(Francuske, Grčke, Italije, Španjolske i Turske) 
pretpostavili su da razlog bifaznog ponašanja 
može biti povezan sa složenošću reakcija koje se 
odvijaju između radikala i antioksidansa, budući 
da uključuju dvije različite skupine antioksidansa 
te se reakcije odvijaju različitim kemijskim putevi-
ma.
To znači da antioksidansi prisutni u ulju imaju ra-
zličite sposobnosti u inhibiciji radikala, budući da 
reagiraju različitim brzinama te time uzrokuju dva 
koraka reakcije. Ukupna brzina reakcije određena 
je dvjema konstantama, k1 i k2, koji predstavljaju 
brzinu nestanka DPPH˙ (jednadžba 4). Kod uzora-
ka ulja SU, MU i CU konstante brzine k1 puno su 
veće u odnosu na konstante k2, što ukazuje da je 
kod ovih vrsta ulja ukupna brzina reakcije odre-
đena sporijim procesom odnosno drugim kora-
kom reakcije. Kod uzorka ulja BU uočen je obrnut 
proces, odnosno da je ukupna brzina reakcije li-
mitirana prvim korakom koji je sporiji proces u 
odnosu na drugi korak reakcije. Udio inhibiranog 
DPPH˙ u brzom koraku reakcije (A1) kod uzoraka 
SU i MU bio je znatno veći od udjela u sporom 

koraku reakcije (A1), dok su kod uzoraka BU i CU 
udjeli u oba koraka reakcije bili približno jednaki 
(tablica 3). To potvrđuje prethodnu činjenicu o 
postojanju dvaju vrsta antioksidansa, „brzih“ i 
„sporih“, te različit mehanizam reakcije i kod uzo-
raka SU i MU u odnosu na BU i CU. Pod pretpo-
stavkom da tijekom reakcije svi antioksidansi i 
„brzi“ i „spori“ prisutni u ulju reagiraju s DPPH˙ 
radikalom, konstante brzine reakcije mogu pred-
stavljati brzinu nestanka antioksidansa. Nadalje, 
kako bi se ispitao mogući utjecaj konstanti brzine 
reakcije na sposobnost inhibiranja radikala, kori-
šten je statistički neparametrijski test Kendall- 
-Tau. Korelacijska analiza između TEAC vrijednosti 
i konstanti brzine dobivenih iz DEPR modela uka-
zuje da na prvu fazu nestanka DPPH˙ u uzorcima 
ulja pozitivno utječe k1 (0,46), dok je odnos izme-
đu TEAC i k2 negativan (-0,15), ali njihov utjecaj 
nije bio statistički značajan na razini p < 0,05. Uz 
neparametrijski test korištena je i višestruka line-
arna regresijska analiza koja istovremeno uspore-
đuje antioksidativnu aktivnost (TEAC) i konstante 
brzine (k1 i k2), uz pretpostavku linearnog predik-
tivnog modela za TEAC vrijednosti. Ova analiza 
rezultirala je sljedećim korelacijama za TEAC:

TEAC = 0,0606 × k1 – 0,8113 × k2
 + 2,0485 

(R2 = 0,6044).

Jednadžba ukazuje da antioksidansi uključeni u 
drugi korak reakcije imaju ključni učinak na nesta-
nak DPPH˙ u eksperimentalnim uzorcima ulja. 
Slično bifazno ponašanje nestanka DPPH˙ prona-
đeno je u istraživanju koje su proveli Broznić i sur. 
o antioksidativnoj aktivnosti bučinih ulja s po-
dručja Međimurja, Podravine i Slavonije18. Autori 
takvo ponašanje pripisuju prisutnosti antioksida-
tivnih spojeva u matriksu koji imaju funkcionalne 
skupine sposobne za brzo i sporo doniranje vodi-
kova atoma. Prema tome, spojevi koji pokazuju 
brzu i sporu antiradikalnu kinetiku imaju različite 
sposobnosti inhibiranja radikala te reagiraju razli-
čitom brzinom s radikalima u bifaznoj reakciji. 
Kod tokoferolnih ekstrakata ne može se govoriti o 
bifaznosti procesa zbog toga što su udjeli inhibi-
ranog radikala u obje faze jednaki kao i njihove 
konstante (tablica 4), odnosno, mehanizam se 
odvija prema kinetici prvog reda s istom konstan-
tom brzine kemijske reakcije tijekom cijelog pro-
cesa. Dakle, u tokoferolnom ekstraktu postoji vrlo 
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mali broj brzih antioksidansa koji mogu donirati 
slabo vezani H-atom s molekule antioksidansa na 
slobodni radikal.

ZAKLJUČCI

Rezultati dobiveni studijom ukazuju da konzuma-
cijom biljnih ulja potpomažemo organizmu u 
„borbi“ protiv slobodnih radikala te da biljna ulja 
imaju jači učinak u inhibiranju radikala u odnosu 
na ekstrakte tokoferola. Može se zaključiti da je 
zapravo najvažniji dio antioksidacijskog sustava 
obrane organizma od slobodnih radikala sinergi-
stičko djelovanje antioksidansa, odnosno da anti-
oksidansi u sinergiji imaju jači učinak nego 
sumarni učinak svih pojedinačnih antioksidansa. 
U analiziranim uljima utvrđen je bifazni mehani-
zam inhibicije radikala, stoga je predložen Dvo-
struki eksponencijalni model prvog reda za opis 
reakcije antioksidansa i radikala, ukazujući da 
antioksidansi mogu reagirati različitim brzinama s 
radikalima te time uzrokovati dva koraka reakcije. 
Za detaljnije proučavanje kinetike i mehanizma 
reakcije inhibicije DPPH˙ radikala potrebno je  
napraviti detaljnu kvantifikaciju tokoferolnog ek-
strakta kao i ostalih skupina antioksidansa 
prisutnih u uljima te proučiti njihovo sinergistič-
ko/antagonističko djelovanje u odnosu na ishod-
na ulja, što će biti uključeno u naša buduća 
istraživanja.
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