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Kratak sadrzaj: Biljna ulja karakterise visok sadrzaj vitamina E. U
zavisnosti od naclina proizvodnje, obrade i upotrebe ta koli¢ina mozZe
biti o¢uvana ili umanjena. Na nasem trzistu postoji sve raznovrsni-
Jja ponuda jestivih biljnih ulja. Pravilnom upotrebom ove namirnice
moguce je u znatnoj meri zadovoljiti dnevne potrebe za vitaminom
E. Cilj ovog rada bio je da primenom visokoefikasne tecne hroam-
tografije (HPLC ) odredimo sadrzaj tokoferola u jestivom biljnom
ulju suncokreta i masline, pre i posle termickog tretmana. Anal-
izirana su jestiva biljna ulja iz maloprodaje, razliCitog porekla i
nacina proizvodnje (ukupno 16), pre i nakon izlaganja temperaturi
klju¢anja u trajanju od 20 minuta. Za tacno i pouzdano odredivanje
sadrzZaja vitamina E u namirnicama slozenog sastava neophodno je
visestruko precis¢avanje uzorka, dok se za odredivanje u biljnom
ulju preporucuje tecno/teCna ekstrakcija. Primenjena je ekstrak-
cija n-heksanom, nakon alkalne hidrolize, uparavanje ekstrakta i
rekonstituisanje u metanolu uz membransku filtraciju. Razdvajanje
je uradeno RP-HPLC metodom uz fluorescentni detektor sa promen-
ljivim talasnim duzinama. Za detekciju tokoferola primenjen je
95%-ni metanol kao mobilna faza, sa protokom od 1,0 mL/min i ta-
lasnim duzZinama: 295 nm za ekscitaciju i 330 nm za emisiju. Selek-
tivnost i osetljivost fluorescentnog detektora omogudila je detekciju
a, B+y i & tokoferola u analiziranim uzorcima ulja. Odreden sadrZaj
tokoferola u uljima pre tretmana je odgovarao zahtevu regulative,
uz znacajne medusobne razlike u zavisnosti od porekla i deklari-
sanog nacina proizvodnje. Termicki tretman uzoraka znacajno je
uticao na smanjenje pocetnog sadrzaja vitamina E.

Kljucne reci: biljno ulje, tokoferoli, HPLC.

uvobD

Vitamin E je zajednic¢ko ime za osam razliitih
jedinjenja slicnih hemijskih struktura: alfa, beta,
gama i delta-tokoferol i alfa, beta, gama i delta-to-
kotrienol. Vitamin E ima izuzetno znacajnu ulogu u
ishrani. Evans i Bishop su jos davne 1923. godine
otkrili njegovu ulogu kao antisterilitetnog faktora,
na osnovu studija na modelu pacova, sto kasnijim
ispitivanjima nije potvrdeno kod ¢oveka. Za Coveka
je najznacajnije svakako antioksidantno dejstvo vi-
tamina E, pri ¢emu bi njegova ukupna aktivnost tre-
balo da se izrazi kao ekvivalent a-tokoferola (a-TE).
U daljim istraZivanjima, koja su obuhvatala antioksi-
dantne vitamine (vitamine E i C), oni su opisani kao
“redoks modulatori”, zato Sto oba vitamina mogu de-
lovati kao prooksidansi i kao antioksidansi. Imajuci
to u vidu, jasna je uloga, posebno vitamina E, kao
zastitnog nutrimenta kod mnogih degenerativnih
oboljenja. Antioksidantno dejstvo se manifestuje uk-
lanjanjem reaktivnih slobodnih radikala koji mogu da
nastanu metabolickim procesima u organizmu ili da
se unesu iz spoljne sredine [1]. Pored toga, vazno
je i kontroverzno pitanje kolike su koncentracije vi-
tamina E potrebne kako ne bi doslo do deficita, s
jedne, odnosno suficita, s druge strane. Potrebne
koli¢ine za osobe razliCite starosne dobi i nacina
Zivota neprekidno se koriguju, kao i procena da li se
dovoljno unose hranom ili je potrebno da se dodatno
unose u doziranim, farmaceutskim oblicima. Svaka-

ko, pre uvodenja suplemenata u ishranu racionalno
je proceniti da li je to opravdano [2].

Mnoge razvijene zemlje ustanovile su nutri-
cione standarde za ocuvanje zdravlja populacije. Ovi
standardi sli¢ni su u mnogim zemljama [3]. U manje
razvijenim drzavama primenjuju se standardi koje
daje Organizacija za hranu i poljoprivredu - FAO#*
i Svetska zdravstvena organizacija - WHOS[4]. U
SAD standardi se baziraju na vrednostima datim u
tzv. RDA™ i DRI' tabelama [5, 6]. Veliki broj pub-
likovanih radova o vitaminima rezultat je neiscrpnih
pitanja o mehanizmima njihovog dejstva, potrebnim
koli¢inama za Coveka razlicite starosne dobi i nacina
Zivota, o tome kako se unose, da li su bolji u hrani ili
doziranim oblicima [7].

U nasoj zemlji vrednost preporucenog
dnevnog unosa vitamina E za odrasle osobe (u to-
koferol ekvivalentima) iznosi 12 mg [8]. Imajudi u
vidu raspoloZiva saznanja, potrebno je prvenstveno
proveravati sadrzaj vitamina u namirnicama u os-
novnom obliku, ali i nakon pripreme za upotrebu.
Pojedine namirnice sadrZze dodate tokoferole ili kao
antioksidantne aditive ili u cilju obogacivanja vitamin-
ske vrednosti proizvoda. U odredene vrste maslino-
vog ulja, na primer, moze se dodavati a-tokoferol
kao antioksidans, Sto je predvideno zakonskom
regulativom [9]. U dijetetskim proizvodima, odnosno
namirnicama kojima se dodaje vitamin E, upotreblja-
va se o-oblik ovog vitamina. Namirnice, pak, sadrze
smese razli¢itih hemijskih oblika vitamina E. Studije
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pokazuju da i a- i y-tokoferol inhibiraju agregaciju
trombocita, odlazuéi formiranje tromba u arterijama,
uz smanjenje oksidacije LDL holesterola i smanjenje
stvaranja slobodnih radikala. Istrazivanja su poka-
zala da je preparat koji sadrzi smesu tokoferola ¢ak
efikasniji u zastiti lipida eritrocita od oksidativnog
ostecenja nego sam a-tokoferol. Stoga je balansi-
rana ishrana bolji izbor nego suplementi [10]. Osim
toga, prema literaturnim podacima, visoke doze
a-tokoferola smanjuju resorpciju y-oblika i uman-
juju pozitivne efekte tokotrienola. Sve ovo ukazuje
na Cinjenicu da razli¢iti oblici vitamina E imaju je-
dinstvenu ulogu u metabolizmu humanog organizma
[11].

Biljna ulja su vekovima prisutna u ishrani kao
energetska namirnica, koja je prvenstveno podloga
za pripremu obroka, ili dodatak svezem ili kuvanom
povrcu. U poslednje vreme sve vise paznje poklanja
se njihovom kvalitetu i sastavu. Na trZistu se deklarisu
kao prirodan izvor vitamina E, jer sadrze viSe od 10
mg/20 g ulja, sto odgovara preporuc¢enom dnevnom
unosu za vecinu populacije. Pravilnik o kvalitetu jes-
tivih biljnih ulja na nasem trzistu propisuje zahtev u
pogledu sadrzaja tokoferola koji moraju da ispunja-
vaju [12].

Za kvantitativhu analizu tokoferola, kao i za
razdvajanje pojedinih tokoferola primenjuju se gasna
i teCna hromatografija [13, 14]. U prirodnom materi-
jalu uz vitamin E nalaze se i druge supstancije koje
ometaju njegovo odredivanje i mogu se ukloniti na
vise nacina. Saponifikacijom se odstranjuju gliceridi,
peroksidi i donekle pigmenti, a u neosapunjenom
delu se nalaze pored vitamina E i drugi liposolubilni
vitamini, steroli i karotenoidi. Za odredivanje slobod-
nih tokoferola u biljnom ulju dovoljno je primeniti
teCno/teCnu ekstrakciju uz membransku filtraciju
[15]].

Imajuci ova saznanja u vidu, definisan je cilj
ovog rada da se primenom visokoefikasne tecne hro-
matografije (HPLC) odredi sadrzaj tokoferola u jes-
tivom biljnom ulju suncokreta i masline, pre i posle
termickog tretmana.

METOD RADA

Analizirano je jedanaest uzoraka suncokre-
tovog i pet uzoraka maslinovog ulja. Proizvodi su
uzorkovani iz maloprodaje metodom slucajnog iz-
bora, a poticu od razli¢itih proizvodaca i razli¢itih su
datuma proizvodnje, kao i deklarisanih tehnoloskih
postupaka. Odredivanje vitamina E obavljeno je pre
i nakon izlaganja temperaturi klju¢anja u trajanju od
20 minuta.

Rastvori i reagensi

Za analizu su koris¢eni analiticki standardi o-,
B-, v- i 6-tokoferola (proizvodac Sigma Co, St Lou-
is, MO, USA), od kojih su pripremani rastvori za
ispitivanje limita detekcije i limita kvantifikacije
(serija rastvora od 0,01 do 0,5 pg/ml), kao i ras-
tvori za kalibracionu krivu (1,0, 2,5, 5,0, 10,0 i
20,0 pg/ml). Koris¢en je metanol (HPLC Cistoce,
proizvoda¢ Merck, Nemacka), heksan (HPLC
Cistoce, proizvodaC Merck, Nemacka), voda HPLC
Cistoce (sistemski dobijena demineralizovana voda
preCis¢ena na komercijalnom ,Millipore Milli-Q"
sistemu), a ostale hemikalije Cisto¢e za analizu
(p.a.).

Operativni uslovi rada HPLC sistema prikazani
su u tabeli 1.

Tabela 1. Operativni uslovi HPLC sistema

Waters M600 E,
izokratsko eluiranje

Rheodyne 7125, petlja 20pl
RP-HPLC C8, promera 5 um,
RF-535 Shimadzu,

Pumpa:

Injektor:

Analiti¢cka kolona:

Detektor: Fluorescence HPLC
Mobilna faza: 95% CH30H
Protok 1,0 ml/min
Temperatura kolone ~20 0C

Talasne duZine: hex = 295 pm, Aem = 330 um

Clarity chromatography
station for Windows

Aktivacija/obrada podataka:

Priprema uzoraka za analizu tokoferola

Za razdvajanje i odredivanje tokoferola pri-
menjena je reverzno-fazna te¢na hromatografija
(RP-HPLC), a za njihovo preciS¢avanje i izolovanje
alkalna hidroliza i te¢no-te¢na ekstrakcija. Ta¢no
0,5 ml uzorka ulja odmereno je u balonu od 100
ml sa Slifom, dodato je 20 ml 96% etanola, 0,12
g pirogalola i 3 ml vodenog rastvora KOH (1+2).
Ovako pripremljena proba grejana je 30 minuta
na 60 °C uz povratno hladenje i mesSanje. Kada je
saponifikacija zavrSena, sadrzaj balona je ohladen
i prenesen u odmerni sud od 50 ml. Uz ispiranje
balona, sud je dopunjen do oznake 96%-nim eta-
nolom. Pet ml ovog rastvora preneseno je u epru-
vetu sa brusenim ¢epom, dodato 5 ml ledene de-
jonizavane vode, 5 ml heksana i smesa muckana
tri minuta na vortex-u. Odvojeno je 4 ml heksan-
skog rastvora i upareno do suva u struji azota.
Suvi ostatak je potom rastvoren u 4 ml metanola i
nakon filtriranja kroz membranski Spric-filtar dobi-
jeni rastvor injiciran u HPLC sistem.

Validacija metode

Ukupno vreme hromatografske anlize je
iznosilo 15 minuta. Obrada signala je radena
,Clarify” softverom, a na osnovu uporedne anal-
ize pikova standarda i uzoraka izracunat je sadrzaj
tokoferola.

Odredeni su limit detekcije i limit kvantifikaci-
je, specificnost metode zbog moguce interferenci-
je, linearnost odnosa povrsine pika i koncentracije
za standardne rastvore tokoferola u rasponu 1,0
- 20 ng/ml, ispitana je preciznost za koncentrac-
iju od 5,0 ug/ml, kao i analiticki prinos metoda.
Nakon validacije metode odredivanje sadrzaja to-
koferola uradeno je metodom standardne krive.

REZULTATI I DISKUSIJA

QOdreden je limit kvantifikacije metode koji iznosi
0,1 ug/ml za o-tokoferol, a za ostale tokoferole 0,05
ug/ml. Utvrdena je linearnost odnosa koncentracija
standardnih rastvora od 2 do 20 pg/ml i povrsina
odgovarajucih pikova. Kalibracione krive su dobijene
kao rezultat Cetiri injiciranja za svaki koncentracioni
nivo i odredeni su koeficijent korelacije: r = 0,9995
za a-tokoferol, r = 0,9992 za p+y-tokoferol, odnosno
r = 0,9991 za §-tokoferol. Tacnost metode je ispi-
tana odredivanjem procenta prinosa na standardne
rastvore koncentracije 10 pg/ml (RSD = 98,2% za
a-tokoferol, 97,5% za B+y-tokoferol, odnosno 98,1%
za &-tokoferol). Postupkom pripreme uzorak je pre-
veden u stanje pogodno za odredivanje tokoferola u
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biljnom ulju uz specifi¢nu fluorescentnu detekciju.
Uradena je analiza sadrzaja tokoferola u je-
danaest rafinisanih i nerafinisanih suncokretovih
ulja, kao i u pet maslinovih ulja. Sadrzaj tokofero-
la u suncokretovom ulju varirao je u zavisnosti od
proizvodaca, naznacenog nacina proizvodnje, odnos-
no krajnjeg roka upotrebe i bio je uocljivo visi od
sadrzaja u uzorcima maslinovog ulja. U uzorcima je
znacajno najvise bio prisutan a-tokoferol, zatim sme-
sa B i y-tokoferola, a najmanje 5-tokoferola. Osim jed-
nog, ispitani uzorci su ispunjavali uslov iz pravilnika
o kvalitetu jestivih biljnih ulja o sadrzaju tokoferola.
Rezultati odredivanja su prikazani u tabeli 2.

Tabela 2 . Sadrzaj tokoferola u jestivom biljnom ulju pre i na-
kon termickog tretmana

Sadrzaj tokoferola (mg/kg)
termicki
Uzorak
tretman a-tokoferol tonggrol 5-tokoferol Ukupan
1. rafini- pre 248,2 14,8 2,6 265,6
sano sun-
cokretovo nakon 199,3 12,9 1,8 214,0
2. rafini- pre 662,7 63,2 5,4 731,3
sano sun-
cokretovo nakon 392,4 38,1 2,9 433,4
3. rafini- pre 642,2 59,4 5,3 706,9
sano sun-
cokretovo nakon 378,7 38,8 2,7 420,2
4. rafini- pre 722,5 65,4 4,1 792,0
sano sun-
cokretovo nakon 356,7 40,4 3,1 400,2
5. rafini- pre 677,9 57,9 5,5 741,3
sano sun-
cokretovo nakon 365,2 38,0 2,8 406,0
6. rafini- pre 577,1 48,5 3,7 629,3
sano sun-
cokretovo nakon 342,2 33,7 2,6 378,5
7. rafini- pre 493,4 54,4 4,9 552,7
sano sun-
cokretovo nakon 312,1 33,5 2,1 347,7
8. rafini- pre 433,7 21,7 3,6 460,0
sano sun-
cokretovo nakon 278,9 13,1 2,2 294,2
9. fizicki pre 743,6 59,9 6,2 809,7
rafini-
e retovg | nakon 387,5 27,1 2,9 417,5
10. fizi¢ki pre 754,3 63,9 6,3 804,5
rafini-
S retovg | nakon 377,3 28,1 3,2 408,6
11. pre 843,6 69,9 7,2 920,7
nerafini-
o retove | nakon 407,5 28,1 3,2 438,8
12, pre 248,2 16,1 1,1 265,4
nedeklari-
madimd o | nakon 205,8 15,8 1,1 222,7
13. pre 431,0 20,5 2,6 454,1
nedeklari-
magim® o | nakon 276,6 10,2 1,2 287,0
14, pre 318,4 18,4 1,2 338,0
nedeklari-
madineyo | nakon 233,2 14,6 1 248,8
15. pre 181,6 11,2 1,9 194,7
devicansko
maslinovo nakon 122,8 10,5 1,7 135,0
16. pre 341,4 11,3 1,9 354,6
rafinisano
maslinovo

Primenjen termicki tretman smanjio je sadrzaj
tokoferola u proseku za 41,7% u suncokretovom,
tj. za 27,8% u maslinovom ulju. Pored toga Sto je
sadrzaj znacajno smanjen, ove namirnice su i dalje
dobar izvor vitamina E.
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ZAKLIUCAK

Biljna ulja su sve vise zastupljena u ishrani.
Analiza sadrzaja tokoferola u uzorcima suncokreto-
vog i maslinovog ulja sa lokalnog trzista potvrduje da
su ove namirnice dobar izvor vitamina E Cak i nakon
kratkotrajnog termickog tretmana.
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The analysis of tocopherol content in
sunflower and olive oils before and
after thermal treatment

Z. Basic¢!, 1. The Institute of Hygiene of Military Medical Academy, Belgrade,
S. Razi¢** 2. The Faculty of Pharmacy, Analytic Chemistry
Department, University of Belgrade

Summary: Vegetable oils have high vitamin E content. Depending
on their production and consumption vitamin E can be preserved or
diminished. There is an increasing number of vegetable oils offered
in domestic market declared with tocopherol content; daily require-
ments in vitamin E are easily met to the significant extent with oil
consumption. The purpose of the study was to determine tocopherol
content in sunflower and olive oil from our market before and after
their thermal treatment, using HPLC method. Retailed vegetable sun-
flower and olive oils of various origins and the way of production (the
total of 16) were analyzed before and after temperature treatment for
20 minutes. e For an accurate and reliable determination of vitamin
E content in food of complex composition it is necessary to perform
multiple sample purification, but for determination in vegetable oils
a liquid/liquid extraction is recommended. The n-hexane extraction
was applied after alkaline hydrolysis, extract vaporisation and re-
constitution in methanol using membrane filtration. Separation was
performed by using RP-HPLC method with fluorescent detector with
changeable wavelengths. For tocopherol detection 95% ethanol was
applied as mobile phase, with 1,2 ml/min of flow rate and measuring
at L = 295 nm wavelength for excitation and . = 330 um for emission.
Fluorescence detector selectivity and sensitivity enabled detection of
a-, B+y and 5-tocopherols in analyzed oil samples. Tocopherol content
determined in oil before the treatment corresponded to the values
specified in legislative, with significant differences depending on ori-
gin and declared production modality. Thermal treatment of sample
significantly affected vitamin E content.

Key words: vegetable oil, tocopherols, HPLC method.



