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Tumacenje kratica i akronima:

CoA = koenzim A

DHA = dokosaheksaenska masna kiselina

EPA = eikosapentaenska masna kiselina

GC = plinska kromatografija

HMG-CoA = 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA reduktaza
HPLC = teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
LDL kolesterol = kolesterol niske gustoce

PC-8 = plastokromanol-8

THC = tetrahidrokanabinol

®-3 = omega-3 masna kiselina

®-6 = omega-6 masna kiselina
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1 UVvOD

Kontroverze vezane uz preporuku koli¢ine i vrste ulja i masti u prehrani traju jos od
prvih dokumenata struénih agencija u SAD-u 1916., a posebno nakon Il. svjetskog rata i
usavrSavanja kemijskih analitickih metoda, prije svega plinske i teku¢inske kromatografije.
Posebnu zbrku u javnosti izazvali su ,,Diatry Goals for US* iz 1977. gdje se, izmedu brojnih
smjernica, savjetuje smanjenje unosa masti u prehrani na 30%. Ovakav sluzbeni stav vodece
ekonomije u svijetu otvorio je prostor za pojavu velikog broja ,,low fat“ i ,,no fat” proizvoda,

a brojni nutricionisti i lije¢nici i danas smatraju da je ,,masna hrana“ nesto Stetno.

Dana$nje znanstvene spoznaje nas uce kako iz ulja i masti nase tijelo, osSim
energetsko-kalorijske vrijednosti, dobiva esencijalne nutrijente kao $to su linolna i linolenska
masna kiselina i brojne bioaktivne komponente od kojih su najpoznatiji tokoferoli, tj. vitamini
E skupine. Raznovrsnost biljnih ulja najbolje se vidi po razli¢itosti njihovog sastava masnih

kiselina i bioaktivnih komponenti.

U zadnjih nekoliko godina na svjetskom i hrvatskom trzistu pojavilo se jedno vrlo
specifi¢no ulje, ulje industrijske konoplje koje primarno odskace od drugih sli¢nih proizvoda
po svom kemijskom sastavu, prvenstveno po sastavu masnih kiselina. Odlikuje ga visok udjel

linolenske masne kiseline i optimalan omjer linolna/linolenska masna kiselina.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj parametara proizvodnje ulja na sastav masnih
kiselina, sastav i udjel tokoferola, pigmenata kao i na oksidacijsku stabilnost nerafiniranih ulja
konoplje.



2 TEORIJSKIDIO

2.1 ULJE KONOPLJE

Konoplja (Cannabis sativa L.) je jednogodisnja biljka koja se stolje¢ima uzgaja za
proizvodnju viakana i ulja. Postoje 3 tipa konoplje: konoplja s visokim udjelom THC-a (2-6%
THC-a), konoplja s manjim udjelom THC-a te konoplja za uzgoj vlakana (manje od 0,25%
THC-a). Konoplja s udjelom THC-a manjim od 1% predstavlja industrijsku konoplju, koja se
prema podacima FAO iz 2011. uzgaja u 14 zemalja svijeta. Sjeme i ulje konoplje se danas
koristi u Francuskoj, Kini, Madarskoj, Rumunjskoj, Ukrajini, Cileu te je sve veéi porast
uzgoja i koristenja u Sjevernoj Americi, Turskoj i Spanjolskoj (FAO, 2013; Chen i sur., 2012;
Oomah i sur., 2002; Sacilik i sur., 2003). Uzgoj konoplje bio je zabranjen u europskim
zemljama do 1996. kada je dozvoljen uzgoj kultivara konoplje s udjelom THC-a nizim od
0,3%. Danas je na podruc¢ju Europske unije dozvoljen uzgoj kultivara s udjelom THC-a nizim
od 0,2% (Kriese i sur., 2004).

Dok se u zemljama EU uzgoj industrijske konoplje potpomaze razli€itim poticajima, u
Hrvatskoj blagodati ove biljke jo§ uvijek nisu dovoljno prepoznate. No unato¢ tome,
proizvodnja je i kod nas svakim danom sve veca, te raste broj malih OPG-ova koji se
odlucuju na uzgoj ove visokovrijedne biljke. U Republici Hrvatskoj konoplju je dopusteno
uzgajati u svrhu proizvodnje hrane i hrane za Zivotinje, a uzgoj je reguliran Pravilnikom o
uvjetima za uzgoj konoplje, nacinu prijave uzgoja maka te uvjetima za posjedovanje opojnih

droga u veterinarstvu (Pravilnik, 2012a) .

Slika 1. Sjeme konoplje (Anon., 2013a)



Sjemenke konoplje (Slika 1.) sadrze 20-25% proteina, 20-30% ugljikohidrata, te 10-
15% netopljivih vlakana, §to ih €ini izrazito nutritivno vrijednom hranom (Sacilik i sur.,
2003). Sadrze antioksidanse, proteine, karotene, fitosterole, fosfolipide te znacajan udjel
minerala, ukljucujuéi kalcij, magnezij, sumpor, kalij, cink i fosfor. 1zvor su ukupnih proteina
koji sadrze svih 20 poznatih aminokiselina, ukljucujuéi i 9 esencijalnih aminokiselina.
Takoder sadrze vitamin A (B-karoten), vitamine B-skupine (osim B12), D i E u probavljivom
obliku. Odlikuje ih visoki udjel ulja, 30-35% po masi sjemenke, a kod nekih vrsta i do 50%
ulja (Wilkerson, 2008).

Ulje proizvedeno iz sjemenki konoplje (Slika 2.) koristi se u ljudskoj prehrani, te

pojedine komponente ulja imaju povoljan utjecaj na ljudsko zdravlje (Kriese i sur., 2004).

Slika 2. Ulje konoplje (Anon., 2013b)

Ulje konoplje sadrzi pretezno esencijalne masne kiseline i to ®-6, linolnu masnu
kiselinu oko 50% i w-3, a-linolensku masnu Kiselinu oko 20% (Tablica 1.) (Callaway i Pate,
2009). Ima uravnotezen omjer linolne i a-linolenske kiseline koji je gotovo idealan i iznosi
3:1. Utvrdeno je da se takav omjer masnih kiselina nalazi u mediteranskoj i japanskoj
prehrani, za koje se smatra da imaju jedan od najpovoljnijih u¢inaka na krvozilni sustav ljudi
(Teh i Birch, 2013). Svojim sastavom ulje konoplje osigurava sve potrebe za esencijalnim
masnim kiselinama, uklju¢ujuci i y-linolensku masnu kiselinu, dok 10%-tni sadrzaj zasi¢enih
masnih kiselina osigurava energiju (Wilkerson, 2008). Prisutstvo y-linolenske kiseline takoder

ga Cini idealnim sastojkom za kozmetiku (Da Porto i sur., 2012).



Tablica 1. Sastav masnih kiselina u ulju konoplje prema nekim autorima

MASNE KISELINE

ULJE KONOPLJE

(% od ukupnih)

Callaway i Leizer i Wilkerson
Pate (2009) sur.(2000) (2008)
Palmitinska (C16:0) 5,00 5,00-7,00 6,00
Stearinska (C18:0) 2,00 1,00-2,00 2,00
Oleinska (C18:1) 9,00 8,00-13,00 12,00
Linolna (C18:216) 56,00 52,00-62,00 58,00
a-linolenska (C18:3®3) 22,00 15,00-25,00 20,00
y-linolenska (C18:4w6) 4,00 3,00-4,00 1,80
Arahinska (C20:0) - 0,39-0,79 -
Eikosenoinska (C20:1) - 0,51 -
P0| Ineza_swe_ne masne 84,00 _ _
kiseline
Omjer ®-3/w-6 1:2,55 1:2,85 1:2,90

- nije odredivano

Osim povoljnog sastava masnih kiselina, ulje iz sjemenki odli¢an je izvor bioaktivnih
komponenata poput tokoferola, tokotrienola i plastokromanola-8 (PC-8). Tokoferoli su
prirodni antioksidansi koji sprjeCavaju oksidaciju nezasi¢enih masnih kiselina te smanjuju
rizik od kardiovaskularnih bolesti i tumora (Kriese i sur., 2004). Ulje konoplje sadrzi oko 800
mg kg! ukupnih tokoferola, od kojih je dominantan y-tokoferol (Tablica 2.) (Matthius i

Briihl, 2008).

Tablica 2. Udio tokoferola u ulju konoplje prema nekim autorima

Tokoferoli
Autor rada (mg kg?)
Q- B- PC-8 Y- &- | Ukupno

Teh i Birch .

(2013) 27,80 | 0,00 n.d. 564,11 | 13,00 | 604,91
Kriese (2006) | tr* | 0,00 | n.d** | 468,00 | 0,00 | 468,00
Oomah i sur.

(2002) 34,00 | 6,00 - 733,00 | 25,00 | 798,00

Uluata i
Ozdemir 25,58 | 5,96 - 597,91 | 39,71 | 669,16

(2012)

Gruszka i
Kruk (2007) | °270 | 0.00 | 4,60 304,60 | 10,70 | 369,60

* u tragovima; **nije identificiran; -nije odredivano




Nutritivnoj vrijednosti ulja doprinose i drugi sastojci ulja, kao npr. B-sitosterol i
metilsalicilati, koji povecavaju njegovu efikasnost kao funkcionalna hrana. Istrazivanjima je
dokazano da B-sitosterol smanjuje udjel kolesterola u krvi, djeluje antivirusno i antiupalno
(Leizer i sur., 2000).

Ulje konoplje ima dobre senzorske karakteristike i dobru oksidacijsku stabilnost kojoj
pridonosi povoljan sastav bioaktivnih komponenata u odnosu na sastav masnih kiselina.
Hladno presano ulje konoplje je tamnozelene do svijetlozelene boje i ugodnog orasastog
okusa. Sto je ulje tamnije, to okus vise podsje¢a na zelenu travu. Zelena boja ulja potjete od
visokog udjela klorofila, koji je prirodno prisutan u sjemenkama konoplje. Osim klorofila u
zna¢ajnom udjelu prisutni su i karotenoidi, a oni zajedno odreduju boju ulja. Osim toga,
posjeduju i antioksidacijska svojstva te time doprinose nutritivnoj vrijednosti ulja (Wilkerson,
2008).

Osim u prehrani, ulje konoplje takoder se koristi i u kozmetici jer djeluje
antimikrobno, antiupalno, sprecava starenja koze, uravnotezuje pH i vlaznost koze, te djeluje
antioksidacijski (Wilkerson, 2008).Zbog svog visokog udjela nezasi¢enih masnih kiselina ulje
konoplje se koristi i kao sirovina pri proizvodnji boja za printere, detergenata i sapuna
(Oomah i sur., 2002).

2.2 PROIZVODNJA NERAFINIRANIH ULJA KONOPLJE

Najces¢i nacini proizvodnje ulja su mehanicka ekstrakcija tj. preSanje te ekstrakcija
organskim otapalima. Koji postupak ¢e se koristiti za izdvajanje ulja iz neke sirovine
ponajprije ovisi o udjelu ulja u sirovini. Kao §to je ve¢ spomenuto, sjeme konoplje sadrzi 30-
35% ulja, a to ekonomski opravdava odabir procesa proizvodnje ulja metodom presSanja na
puznim preSama. Na taj nacin moguce je ekstrahirati 60-80% ulja iz sjemena, S§to je u
usporedbi s proizvodnjom drugih presanih ulja (djevi¢ansko maslinovo ulje, repicino ulje)

izuzetno dobro iskoriStenje (Matthédus i1 Briihl, 2008).

Da bi se iz sirovine moglo proizvesti ulje klju¢na je priprema same sirovine. Ona
ukljucuje uklanjanje necisto¢a te mljevenje sjemena kako bi se razbila stani¢na struktura Sto

omogucuje bolje izdvajanje ulja te postizanje veceg iskoriStenja procesa.



Danas se za proizvodnju hladno presanih ulja veé¢inom koriste kontinuirane puzne
prese Ciji su glavni elementi vodoravni puz na glavnoj osovini, ko§ oko puza koji sluzi za
hladenje, uredaj za punjenje i praznjenje materijala te uredaj za reguliranje debljine ispreSane
pogace, zupCani prenosnik i kuciSte preSe. PreSanje se postize uz pomo¢ puznice koja gura
sjeme u manji prostor pri ¢emu dolazi do porasta tlaka te na kraju do izdvajanja ulja iz
sjemena. Tlak je moguce regulirati izmjenom izlaznog otvora za pogacu, jer §to je manji otvor
postize se veci tlak, a time 1 bolje iskoriStenje procesa. Ulje se cijedi kroz otvor cilindra i
hvata u odgovarajucu posudu. Pogaca se nakon prvog preSanja usitni i ponovo presa kako bi

se postiglo §to bolje iskoristenje.

2.3 KEMIJSKI SASTAV ULJA KONOPLJE

2.3.1 Omega-3 i omega-6 masne kiseline

Visestruko nezasi¢ene masne kiseline, ®-3 i ®-6, strukturno se razlikuju po mjestu
prve dvostruke veze od metilnog kraja molekule masne kiseline (Slika 3.). Kod -6 kiselina,
prva dvostruka veza se nalazi izmedu 6. 1 7. ugljikovog atoma, dok se kod ®-3 nalazi izmedu

3. 14. ugljikovog atoma.

a-linolenska masna kiselina (omega 3)

Linolenska masna kiselina |(omega 6)

Slika 3. Strukturne formule ®-3 i -6 masnih kiselina (Anon., 2013c)

Esencijalne masne kiseline ljudski organizam ne moze sam sintetizirati, ve¢ se moraju
unijeti hranom. Esencijalna m-6 masna kiselina je linolna kiselina (18:2w6) koja se nalazi u

sjemenkama vecine biljaka. Esencijalna ®-3 masna kiselina je o-linolenska kiselina, a



pronadena je U znacajnijoj koli¢ini u kloroplastima zelenog lisnatog povrca te sjemenkama
lana, repice, chie te u orasima. Obje esencijalne masne kiseline u organizmu se metaboliziraju
u dugolancane masne kiseline s 20 1 22 ugljikova atoma. Linolna kiselina se metabolizira u
arahidonsku (20:406), a a-linolenska kiselina u EPA (20:5®3) i DHA (22:6®3) (Simopoulos,
2008).

Blagotvorni zdravstveni utjecaji ®-3 masnih kiselina, eikosapentaenske (EPA) i
dokosaheksaenske (DHA) kiseline prvotno su opisani na Eskimima sa Grenlanda. Oni su se
prehranjivali isklju¢ivo morskim plodovima, §to je rezultiralo malim brojem srcanih
oboljenja, astme, dijabetesa i multiple skleroze. Povoljni utjecaji w-3 masnih Kkiselina vidljivi
su i u prevenciji tumora, reumatoidnog artritisa te psorijaze. Upravo zbog tih svih utvrdenih
¢injenica, vrlo je vazno voditi raCuna u omjeru ®-6 i ®-3 masne kiseline u prehrani. Taj bi
omjer u prehrani trebao biti 3:1 ili 4:1,jer povoljno utjeCe na prevenciju i tretman kod
krvozilnih bolesti, osteoporoze, dijabetesa, artritisa, tumora, mentalnih bolesti te razli¢itih

upalnih i imunoloskih poremecaja (Simopoulos, 2008).

2.3.2 Tokoferoli i tokotrienoli

Tokoferoli i tokotrienoli, zajedni¢kog naziva tokoli, su lipofilni antioksidansi poznati
jo$ 1 pod nazivom vitamin E, sintetizirani u fotosintetskim organizmima. Njihovu strukturu
¢ini prsten kroman-6-ol s 1 do 3 metilne skupine na aromatskom prstenu i izoprenoidni bocni
lanac sa 16 ugljikovih atoma koji je kod tokoferola zasi¢en (fitil), a kod tokotrienola
nezasi¢en (izoprenil) (Schwartz i sur., 2008). Naziv tokoferol potje¢e od grékih rije¢i tokos
Sto znaci potomci te phero Sto znaci porodaj dok -ol ukazuje na alkohol prisutan u molekuli, a
taj je naziv dodijeljen zahvaljujuéi €injenici da vitamin E doprinosi fertilitetu. Danas se
vitamin E koristi kao termin za sve tokoferole i njihove derivate koji imaju biolosku aktivnost
RRR-a-tokoferola, prirodno prisutnog stereoizomera koji posjeduje vitaminsku aktivnost.
Cesto je vitamin E sinonim za a-tokoferol. S jedne strane taj je izraz to¢an, ali je nepotpun te
moze dovesti u zabludu. Naime, a-tokoferol ima najjacu biolosku aktivnost te se koristi kao
standard prema kojem se odreduje bioloska aktivnost drugih tokoferola. Medutim, treba imati
na umu da je a-tokoferol samo jedan od 8 prirodno prisutnih oblika vitamina E (Sen i sur.,

2006). Osim a-tokoferola, vitamin E prisutan je u obliku B, vy i d-tokoferola te u njihove Cetiri



nezasi¢ene forme, a, B, v i d-tokotrienola (Panfili i sur., 2003). Slika 4. prikazuje strukturne
formule tokoferola i tokotrienola.

tokoferol

Slika 4. Struktura tokoferola i tokotrienola (Sen i sur., 2006)

Vitamin E je esencijalan, lipofilan nutrijent koji u organizmu ima vaznu
antioksidacijsku ulogu (Slika 5) (Sen i sur, 2006). Svaki od navedenih oblika vitamina E ima
odredenu ulogu kako u biljnim sustavima tako i1 u organizmu. Pri tom najjacu bioloSku
aktivnost ima a-tokoferol, iza njega slijede B, y te 6-tokoferol, dok najjace antioksidacijsko
djelovanje ima &-tokoferol iza kojeg slijede vy, B te a-tokoferol (Lampi i sur., 2002). Glavna
uloga a-tokoferola je ,hvatanje* slobodnih radikala u membranama i lipoproteinima te u
namirnicama. S obzirom na njegov visok antioksidacijski potencijal i razli¢ite uloge na
molekularnoj razini smatra se da smanjuje rizik od krvozilnih bolesti te odredenih tipova raka.
S druge strane, istrazivanja su pokazala da y-tokoferol ima znacajnu ulogu kod snizavanja
razine LDL kolesterola te sprjeCavanju stvaranja tromba u arterijama, dok tokotrienoli

inhibiraju biosintezu kolesterola te smanjuju rizik od raka dojke (Schwartz i sur., 2008).
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Slika 5. Vaznost vitamina E u organizmu (Vorkapi¢-Furag, 2013)

Tokoli su prisutni u lis¢u i sjemenkama. Sjemenke uljarica predstavljaju bogat izvor
vaznih bioaktivnih komponenti poput tokoferola i tokotrienola. Prisutnost tih visokovrijednih
sastojaka izravno utjeCe na oksidacijsku stabilnost sjemenki te nutritivnu vrijednost
proizvedenog ulja. Njihova antioksidacijska funkcija uglavnom se pripisuje inhibiciji lipidne
peroksidacije i hvatanju reaktivnog kisika (Witulska-Gawrysiak i sur., 2009; Gruszka i Kruk,
2007).

Udjel tokoferola u uljima sjemenki uljarica kreée se od 2000 mg kg? ulja, dok je u
lis¢u njihov udjel puno manji (10-50 mg kg™ svjezeg lis¢a) (Witulska-Gawrysiak i sur., 2009;
Gruszka i Kruk, 2007). U sjemenkama dominantan tokoferol je y-tokoferol, dok u lis¢u ima
najvise a-tokoferola (Szymanska i Kruk, 2008). Brojni ¢imbenici utjecu na udio tokoferola i
tokotrienola, kao $to su varijetet, podrucje uzgoja, na¢in proizvodnje ulja, skladistenje ulja i
sl. (Witulska-Gawrysiak i sur., 2009).



Antioksidacijska svojstva tokoferola su izrazito kompleksna. Oni su efektivni pri
niskim koncentracijama, dok postupno gube djelotvornost kad im koncentracija u uljima
poraste. Takvo ponasanje najvise pokazuje a-tokoferol, ali je uo€en i kod drugih tokoferola.
Razine tokoferola u biljnim uljima su u optimalnim koli¢inama za njihovu oksidacijsku
stabilnost. Tokoferoli ispoljavaju antioksidacijska svojstva vec¢inom zbog svoje lipofilnosti.
Vrlo je tesko obogatiti biljna ulja tokoferolima, jer postoje optimalne granice koje osiguravaju
maksimalnu zastitu ulja (Kamal-Eldin, 2006).

Tokotrienoli su prisutni u nefotosintetskim organima (sjemenke) odredenih biljnih
vrsta, uglavnom jednosupnica. Najbogatiji izvori tokotrienola su palmino ulje i ulje mekinja
rize, ulje pSeni¢nih klica, kokosovo ulje, ulje sjemenki amaranta i lychee-a (Gruszka i Kruk,

2007).

Veliki interes za tokotrienole pokrenula su nedavna istrazivanja o njihovim pozitivnim
ucincima gdje je dokazano da imaju Sirok terapeutski u¢inak na organizam koji se manifestira
kroz antioksidacijska svojstva koja im omogucuju antikancerogeno, neuroprotektivno te
antisklerozno djelovanje (Gruszka 1 Kruk, 2007). Naime, ve¢ mikrokoli¢ine tokotrienola
smanjuju aktivnost 3-hidroksi-3-metil-glutaril-CoA reduktaze (HMG-CoA), enzima jetre
odgovornog za sintezu kolesterola (Sen i sur, 2006). Takoder, dokazano je da sudjeluju u
stani¢noj signalizaciji. lako se ne zadrzavaju u krvnoj plazmi, ovi spojevi selektivno prodiru
do koze pa kad se primjenjuju lokalno uéinkovito suzbijaju oksidacijski stres izazvan UV
zraCenjem 1 ozonom. Takoder, dokazano je da tokotrienoli djeluju sinergisticki s o-

tokoferolom (Szymanska i Kruk, 2008; Gruszka i sur., 2008).

Uz tokoferole i tokotrienole u pojedinim uljima prirodno je prisutan derivat
tokotrienola, PC-8. Najvise ga ima u lanenom i repi¢inom ulju, dok je u manjim udjelima
prisutan u ulju konoplje te u ulju sjemenki crnog bora. Smatra se da je njegova uloga u
sjemenkama 1 liS¢u sli€na onoj tokoferola, tj. posjeduje antioksidacijska svojstva, medutim
znacajniji literaturni podatci koji bi potkrijepili tu tvrdnju nisu dostupni (Szymanska 1 Kruk,
2008; Gruszka i Kruk, 2007). PC-8 je snazniji antioksidans od a-tokoferola, dok tokotrienoli

slabije utje¢u na inhibiciju autooksidacije od tokoferola (Matthius i Ozcan, 2009).

Autooksidacija lipida se najceS¢e odvija u 3 reakcije, inicijacija, propagacija i
terminacija. Inicijacija je vrlo spora reakcija u kojoj dolazi do nastanka slobodnih radikala,
najcesce alkil radikala iz nezasi¢enih masnih kiselina. U fazi propagacije nastali alkil radikali

su vrlo reaktivni te reagiraju s kisikom i dolazi do nastanka peroksil radikala. Peroksil radikali
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povecavaju stvaranje lipidnih hidroperoksida. U terminaciji dolazi do zavrSetka lancane
reakcije (Kamal-Eldin i Appelqvist, 1996). Tokoferoli i tokotrienoli imaju vaznu ulogu u
sprjeCavanju oksidacije u stanicama. Njihova glavna uloga je sprjeCavanje membranske
lipidne peroksidacije, tj. ,,skupljanje” tzv. singlet kisika, visokoreaktivnog, energetski
pobudenog molekularnog oblika kisika koji je najodgovorniji za oSteéenje ciljne stanice

(Szymanska i Kruk, 2008; Gruszka i sur., 2008).

2.3.3 Pigmenti

Pigmenti zajednicki mnogim biljnim uljima su crveni i zuti karotenoidi te zeleni
klorofili. Vrsta i koli¢ina pigmenata u ulju ovisi o vrsti uljarice, uvjetima uzgoja itd. (Cert i

sur., 2000).

Karotenoidi su polinezasi¢eni ugljikovodici sastavljeni iz izoprenskih ostataka te su
zasluzni za intenzivno zutu, narancastu ili crvenu boju ulja. Najvazniji karotenoidi su a-, - i
y-karoten. a- i B-karoten su posebno znacajni jer imaju provitaminsko djelovanje (Kamal-

Eldin, 2005).

Osim karotenoida znacajni pigmenti u ulju su klorofili (klorofil a i b te feofitin a i b)
koji su odgovorni za zelenu boju ulja. | karotenoidi i klorofili utjecu i na autooksidacijske i
fotooksidacijske procese u ulju (kao prooksidansi ili kao antioksidansi) tako da se u
proizvodnji jestivog ulja ovi pigmenti uklanjaju tijekom rafinacije u fazi bijeljenja. Kod
nerafiniranih ulja klorofilni pigmenti, i to naj¢esce u ulju topiv feofitin a, koriste se kao jedan
od indikatora kvalitete ulja (Pokorny i sur., 1995).

Jestiva nerafinirana ulja bogata pigmentima imaju prednost u odnosu na rafinirana,

gdje su pigmenti najvec¢im djelom uklonjeni ili razgradeni (Cert i sur., 2000).
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3 EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

3.1.1 Sjeme i ulje konoplje

Kao materijal u ovom radu koristeno je sjeme konoplje uzgojeno u Republici
Hrvatskoj u 2012.Godini. 1z sjemena proizvedeno je ulje laboratorijskim postupkom hladnog
presanja samljevenog sjemena, te postupkom presanja mljevenog sjemena uz kondicioniranje

1 zagrijavanje glave preSe.

3.1.2 Reagensi

Svi reagensi i otapala koji su se koristili u ovom radu bili su najmanje p.a. stupnja

Cistoce. Standardi koji su se koristili bili su pro chromatography stupnja ¢istoce.
e kalij-jodid
e izooktan

e octena kiselina

e Skrob

e metanol

e kalij-hidroksid
e heksan

e cikloheksan

e izopropanol

e natrij-hidrogensulfat monohidrat

e standardi tokoferola (a-, B-, y- 1 6-), Merck KGaA (Darmstadt, Njemacka)

e smjesa metilnih estera masnih kiselina (F.A.M.E., C4-C24), Supelco (Bellefonte, SAD)

Standard PC-8 za HPLC analize nije moguce kupiti na trziStu nego je dobiven
ljubaznoscu Dr.sc. Jerzy Kruka s Department of Plant Physiology and Biochemistry, Faculty

of Biotechnology, Jagiellonian University u Krakowu, Poljska.
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3.2 METODE RADA

3.2.1 Proizvodnja ulja

Iz sjemena konoplje laboratorijskim postupkom proizvedeno je ulje na dva razlicita
nacina, hladnim presanjem te presanjem kondicioniranog sjemena uz zagrijavanje glave prese,
kako bi se utvrdio utjecaj parametara proizvodnje ulja na kemijski sastav i oksidacijsku
stabilnost nerafiniranih ulja konoplje. Prije preSanja sjeme konoplje samljeveno je na

elektri¢cnom mlincu.

Presa koju smo koristili u laboratoriju sadrzavala je lijevak u koji se dodavalo sjeme.
Sjeme se dodaje postupno 1 konstantno da bi se izbjegao prazan hod prese te zacepljenje glave
prese. Sadrzavala je 1 komoru za preSanje koja se sastoji od glave preSe, te otvora za pogacu
(promjera od 4, 5, 6 i 8 mm), puza prese, prijenosnih mehanizama te elektromotora za
pokretanje prese. Kapacitet prese iznosi, ovisno o vrsti materijala koji se presa, te o stanju i

udjelu vode u materijalu koji se presa, izmedu 8 i 15 kg/h, prema navodima proizvodaca.

Postupak proizvodnje ulja iz sjemena preSanjem na puznoj presi odvijao se u dva
stupnja, tj. nakon prvog preSanja pogaca (ostatak nakon preSanja) je usitnjena i ponovno
ispreSana da bi se postiglo Sto bolje iskoriStenje. PreSa koju smo koristili u laboratoriju je

puzna presa ,,Komet®, tvrtke ,,Monforts & Reiners“, Rheydt, model CA/53 (Slika 6).

Slika 6. Puzna presa (IBG Monforts & Reiners, 1972)
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3.2.1.1 Hladno presanje prethodno samljevenog sjemena

Sjeme konoplje usitnili smo na mlinu na odgovaraju¢u veli¢inu Cestica, nakon ¢ega
smo ga rucno usipavali kroz lijevak prese. Uz pomo¢ puza preSe dosSlo je do presanja te
izdvajanja ulja iz sjemena. Ulje smo hvatali u za to odgovarajuéu prethodno pripremljenu
posudu. Pogacu smo usitnili i ponovo presali. Ulje smo zatim ostavili da odlezi 24 sata u
mraku, ¢ime smo ga zastitili od svjetlosti dok smo koriste¢i parafinski poklopac sprijecili
negativan utjecaj zraka na ulje. Nakon 24 sata na dnu su se istalozile sve zaostale Cestice

pogace. Temperatura ovog ulja tijekom proizvodnje nije bila visa od 50°C.

3.2.1.2 Presanje prethodno samljevenog sjemena uz kondicioniranje i zagrijavanje glave
prese

Postupak preSanja isti je kao 1 prethodno navedeni, samo Sto se nakon mljevenja
sjemena provodi postupak kondicioniranja. Kondicioniranje podrazumijeva zagrijavanje
sjemena uz podesavanje udjela vode, a svrha tog postupka je omoguciti lakSe izdvajanje ulja
1z sjemena. Tijekom ovog nacina preSanja koristili smo grija¢ glave preSe podeSen na stupanj
grijanja 1. Temperatura kondicioniranja je bila 60° i 80° C i kondicioniranje je trajalo 30

minuta uz konstantno mijesanje i dodavanje odredene koli¢ine vode.

Opis ispitanih uzoraka ulja konoplje prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3 . Uzorci ulja konoplje proizvedeni u laboratoriju

OZNAKA
UZORAKA ULJA OPIS
Ulje konoplje proizvedeno postupkom hladnog presanja
AP mljevenog sjemena.
Ulje konoplje proizvedeno postupkom presanja mljevenog
FIC00 sjemena uz kondicioniranje pri 60° C i zagrijavanje glave prese.
SR Ulje konoplje proizvedeno postupkom preSanja mljevenog
sjemena uz kondicioniranje pri 80° C i zagrijavanje glave prese.
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3.2.1.3 Filtriranje ulja

Nakon proizvodnje ulja ono se ostavlja 24 sata zatvoreno u mraku kao $to je prethodno
navedeno. Pritom dolazi do taloZzenja krutih Cestica pogace zaostale u ulju. Te se Cestice
moraju ukloniti iz ulja da ne bi pospjesile njegovo kvarenje. Upravo zbog toga ulje se nakon
presanja treba filtrirati. Uzorci ulja filtriraju se dva puta, prvo se filtrira kroz Biichnerov
lijevak i filter papir Whatman filter papers (Cat No 1004 125) 125 mm da bi se uklonile vece
Cestice, a za tim kroz sinter lijevak sa filter papirom Whatman filter papers (Cat No 1001 125)
125 mm kako bi se uklonile i one najmanje ¢estice. Nakon filtriranja ulje se prelijeva u tamne
staklene boce, nakon ¢ega se iz ulja uklanja kisik propuhivanjem s dusikom te se tako

pripremljeno ulje ¢uva u mraku do daljnjih analiza.

3.2.2 Odredivanje peroksidnog broja

Odredivanje peroksidnog broja definirano je HRN EN ISO metodom (3960:2010), a
odreduje stupanj oksidacijskog kvarenja ulja. Za odredivanje peroksidnog broja se koristi
jodometrijska metoda kojom se odreduje koli¢ina joda kojeg iz kalij-jodida oslobode

peroksidi prisutni u ulju. Rezultat se izrazava u milimolima aktivnog kisika po kg ulja (mmol

02 kg).

Oko 1 g ulja odvaze se u Erlenmayer-ovu tikvicu od 300 mL. Uzorak se otopi u 20 ml
izooktana i 30 mL octene kiseline. Doda se 0,5 mL zasi¢ene otopine kalij-jodida. Smjesa se
mijeSa 1 min £ 1 s, razrijedi sa 30 mL vode, te se doda 0,5 mL 1%- tne otopine Skroba i

odmabh titrira s otopinom natrij-tiosulfata ¢ (Na2S,03)= 0,01 mol L.

Peroksidni broj se izraCunava prema jednadzbi:
PB (mmol O, kg™*) =22 (Vi- ) [1]
m

gdje je:

V1 = volumen (mL) otopine natrij-tiosulfata, ¢ (Na2;S203) = 0,01 mol/L utroSen za

titraciju uzorka

Vo = volumen (mL) otopine natrij-tiosulfata utrosen za titraciju slijepe probe
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m = masa uzorka (g)

3.2.3 Odredivanje sastava masnih kiselina

Za odredivanje sastava masnih kiselina u uzorcima ulja plinskom kromatografijom
potrebno je prevesti masne kiseline u njihove metilne estere. Metilni esteri pripremljeni su
metodom po Bannonu, ISO 5509:2000.

3.2.3.1 Priprema metilnih estera masnih kiselina

Odvaze se 60 mg uzorka masti i otopi u 4 mL izooktana u epruveti volumena oko 10
mL sa staklenim ¢epom. Zatim se u epruvetu doda 200 pL metanolne otopine KOH (¢ = 2
mol L) i snazno protrese oko 30 sekundi. Ostavi se na sobnoj temperaturi da reagira. Nakon
Sto se reakcijska smjesa izbistri i odvoji se glicerolni sloj na dnu epruvete, u nju se doda 1 g
natrijeva hidrogensulfata monohidrata kako bi se smjesa neutralizirala. Bistra otopina se

prebaci u vijalicu.

Analiza metilnih estera masnih kiselina plinskom kromatografijom

Metilni esteri masnih kiselina odredeni su metodom ISO 5508:1990.

Pripremljen uzorak analizira na plinskom kromatografu Agilent Technologies 6890N
Network GC System (Santa Clara, SAD) opremljenom sa masenim detektorom (FID) tipa
Agilent Technologies 5973 inert Mass Selective Detector koji je preko kanala spojen na

rac¢unalo.

U kompjuterskom sustavu zadani su uvjeti analize koji su postavljeni nakon
provedenih preliminarnih ispitivanja po kojima su odabrani optimalni uvjeti (temperatura

injektora, kolone i detektora, protok plina i koli¢ina injektiranog uzorka).

Uvjeti rada:
e Kolona: kapilarna DB-23 (Agilent),
60m x 0,25 mm, debljina filma 0,25um
stacionarna faza: cijanopropil-silikon
e Temperatura kolone: programirana

60°C do 220°C — 7°C min™
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Plin nosioc:

Protok plina nosioca:
Temperatura

Split:

Temperatura detektora:

Koli¢ina injektiranog uzorka:

zadrZzava se 17 min

1,5 mL min

injektora: 250°C

Identifikacija pojedinih  masnih kiselina provedena je usporedbom vremena

zadrzavanja metilnih estera pojedine masne kiseline s vremenima zadrzavanja metilnih estera

standardne smjese 37 masnih kiselina (F.A.M.E. C4 - C24) poznatog sastava.

3.2.4 Odredivanje tokoferola

Odredivanje tokoferola provedeno je prema HRN EN ISO metodi (9936:2007).

Izvaze se 0,1 g = 0,1 mg uzorka ulja u tikvicu od 10 mL 1 doda heksan kako bi se

uzorak otopio. Vazno je da otopina uzorka bude zastiCena od svjetla i da se analiza provede

isti dan kad i priprema. Individualni tokoferoli se izdvoje pomocu tekuéinske kromatografije

visoke uc€inkovitosti (HPLC). Koristi se izokratska kromatografija normalnih faza.

Uvjeti rada:

Kolona:

Temperatura kolone:

Mobilna faza:

Protok:

Vrijeme analize:

Detektor
o Valna duljina ekstinkcije
o Valna duljina emisije

Osjetljivost detektora

Volumen injektiranog uzorka:
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LiChroCART , Silica 60,
250mm x 4,6 mm, 5 pm, Merck
Sobna

A: heksan/izopropanol= (99,3/0,7)
0,9 mL min™ 100% A

25 min

Fluorescentni detektor (FD)
295 nm

330 nm

Medium
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Prije samog pocetka odredivanja udjela tokoferola u uzorcima ulja izradene su
kalibracijske krivulje pojedinac¢nih tokoferola koje se koriste za njihovu kvalifikaciju i
kvantifikaciju u ulju uljane repice. Standardi koji su bili injektirani u koncentracijama od 0,2
do 10 pg mL? bili su: a -, B -, y-, & - tokoferol. Metodom linearne regresije dobivene su iz
bazdarnih krivulja matematicke formule [2] — [6] koje se koriste za izraCunavanje udjela
pojedina¢nih tokoferola u otopini ulja za analizu izrazene u pg mL™. Za kvantifikaciju
plastokromanola-8 koriStena je bazdarna krivulja a-tokoferola. Za odredivanje udjela

pojedinaénih tokoferola u ulju (mg kg™) koristi se formula [6].

Udioo - tokoferola (ungmL™) racunasepremajednadzbidobivenojizbazdarnekrivulje:

y = 1930222,29x + 91448,31 [2]
gdjeje:
y = povrsinaispodpika
X = koncentracijaa - tokoferola(pg mL™?)
Udiop - tokoferola (ungmL™) racunasepremajednadzbidobivenojizbazdarnekrivulje:
y = 2099486,35x + 50715,47 3]
gdjeje:
y = povrsinaispodpika
X = koncentracijaP -tokoferola(ug mL™)
Udioy - tokoferola (ngmL™) racunasepremajednadzbidobivenojizbazdarnekrivulje:
y = 2608249,70x + 170610,88 [4]
gdjeje:

y = povrsinaispodpika

x = koncentracijay -tokoferola(ug mL™?)
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Udio® - tokoferola (ngmL™) racunasepremajednadzbidobivenojizbazdarnekrivulje:

y = 3816372,43x + 143769,40 [5]
gdjeje:
y = povrsinaispodpika
X = koncentracijad -tokoferola(pg mL™)
Udio pojedinaénih tokoferola u ulju (mg kg™):
¢ (tokoferol ;) = 210 [6]
gdje je:

xi = koncentracija (a -, B -, y-, 8 -)tokoferola (ug mL™)

m = masa uzorka uzetog za analizu

3.2.5 Odredivanje ukupnih karotenoida

Za odredivanje udjela ukupnih karotenoida u ulju uljane repice, provodi se
spektrofotometrijsko mjerenje apsorbancije (Helios B,ATI Unicam,) uzorka otopljenog u
cikloheksanu na 445 nm (BS 684-2.20:1977). Udio ukupnih karotenoida izrazava se kao mg
[-karotena po kg ulja.

U odmjernu tikvicu od 10 mL stavi se 0,5-1 g ulja i tikvica se nadopuni do oznake sa
cikloheksanom. Otopini se izmjeri apsorbancija na 445 nm uz cikloheksan kao slijepu probu,

a udio se izracunava pomocu formule [7]:
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383x A
IxC

Ukupni karotenoid i (mg kg™) = [7]

gdje je:
A = apsorbancija pri 445 nm
| = debljina kivete (cm)

C = koncentracija ulja u otopini uzetoj za mjerenje

3.2.6 Odredivanje klorofila

Odredivanje klorofila provedeno je prema IUPAC metodi (Pokorny i sur. 1995).

Apsorbancija se mjeri spektrofotometrom (ATI Unicam, tip Helios B) pri valnim
duljinama 630, 670 i 710 nm. Udio ukupnih klorofila izrazava se kao feofitin a, a koli¢ina

klorofila racuna se prema izrazu:

A _ Agzo + A
. . ) ~ 670 2
Ukupni klorofili (mg feofitina a kg™) =345.3 C [8]

gdje je:
A = apsorbancija pri 630, 670 i 710 nm

L=debljina kivete (mm)

3.2.7 Fotometrijski indeks boje

Fotometrijski indeks boje (FIB) odreden je mjerenjem apsorbancije ulja na valnim
duljinama 460, 550, 620 i 670 nm (AOCS Method Cc 13c-50, 1998). FIB je izraunat prema
formuli [9].

FIBZI,29'A460+69,7'A550+41,2'A620'56,4'A670 [9]
gdje je

A ocitana apsorbancija ulja pri naznacenoj valnoj duljini.
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3.3 STATISTICKA OBRADA

Provedena je statisti¢ka analiza varijance kako bi se utvrdio utjecaj nacina proizvodnje
na odredivane parametre. (ANOVA) (Microsoft Inc. 2007).
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4 REZULTATI I RASPRAVA

U ovom radu provedene su analize na ulju konoplje proizvedenom hladnim presanjem
1 preSanjem uz kondicioniranje iz sjemena uzgojenog 2012. na podrucju Republike Hrvatske.
Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj parametara proizvodnje na sastav masnih kiselina, udjel i

sastav tokoferola, udjel pigmenata te na oksidacijsku stabilnost ulja konoplje.

Postoji vrlo malo literaturnih podataka s tom tematikom, a i kod postoje¢ih dolazi do
znatnih odstupanja u rezultatima, prije svega zbog ovisnosti sastava bioaktivnih komponenti o
uvjetima uzgoja — klimi, temperaturama, sastavu tla, primjeni pesticida i sorti (Kriese i sur.,
2004; Herchi i sur., 2011).

Uzorak HP proizveden je hladnim preSanjem. Hladno preSana ulja su proizvodi koji se
dobivaju iz odgovarajucih sirovina, preSanjem na temperaturi do 50 °C. Moze se provesti 1
postupak ¢iS¢enja odnosno bistrenja pranjem vodom, dekantiranjem, filtriranjem 1
centrifugiranjem (Pravilnik 2012b). Kod proizvodnje uzoraka PK60 i PK80 temperatura je
prelazila 50°C, pa se ti uzorci ne mogu svrstati u kategoriju hladno preSana ve¢ u nerafinirana
jestiva ulja. Kod ovih uzoraka samljeveno sjeme kondicionirano je prije preSanja na
temperaturama 60 i 80°C u trajanju od 30 minuta. Prema Pravilniku (2012b) nerafinirana ulja
su proizvodi koji se dobivaju iz odgovarajucih sirovina, mehani¢kim postupcima, primjerice
preSanjem, uz upotrebu topline. MoZe se provesti 1 postupak ciS¢enja odnosno bistrenja

pranjem vodom, dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem.

Peroksidni broj
(mmol O, kg?)

i w -

HP PK 60 PK 80

O L N W &~ 01 OO N

Uzorak*

Slika 7. Peroksidni broj u uzorcima ulja konoplje
*opis uzoraka prikazan je u Tablici 3.
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Peroksidni broj (PB) oznacava stupanj oksidacijskog kvarenja ulja/masti i u direktnoj
je korelaciji s oksidacijskom stabilnos¢u ulja/masti, koja ovisi o sastavu ulja i to prvenstveno
0 sastavu masnih kiselina te sastavu i udjelu bioaktivnih komponenti. Brojni su faktori koji
utjeCu na stabilnost ulja, a najznacajniji su nacin proizvodnje te nacin skladistenja ulja/masti.
Prema Pravilniku (2012b) definiran je PB za nerafinirana ulja te njegova maksimalna
grani¢na vrijednost iznosi 7 mmol O2kg™. Na Slici 7. vidi se da su sva ispitivana ulja imala
PB daleko nizi od maksimalne dozvoljene vrijednosti, Sto znaci da su uvjeti proizvodnje ulja
bili blagi i da nisu narusSili antioksidacijsko djelovanje bioaktivnih komponenti koje su

ocuvale prvenstveno visestruko nezasi¢ene masne kiseline od oksidacijskog kvarenja.
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Tablica 4. Sastav masnih kiselina u uzorcima ulja konoplje

Masna kiselina

Uzorak* (% od ukupnih)
C14:0 | C16:0* | Cl16:1 | C17:0 | C18:0 | C18:1 C18:2 | C18:3n6 | C18:3n3 | C20:0 | C20:1 | n.i.**
HP 0,1+0,0 | 6,4+0,0 | tr*** | 0,1+£0,0 | 2,9+0,0 | 17,2+0,1 | 54,1£0,1 | 2,2+0,0 | 14,3+0,2 | 0,9+0,0 | 0,4+0,1 | 1,4+0,2
PK60 | 0,1+0,0 | 6,2+0,0 tr 0,1+0,0 | 3,0+£0,1 | 17,0+£0,1 | 54,2+0,1 | 2,3+0,0 | 14,1+0,1 | 1,0+0,0 | 0,5+0,0 | 1,5+£0,2
PK80 |0,1+0,0 | 6,1£0,1| tr |0,120,0 | 3,120,1 | 17,120,0 | 54,3£0,0 | 2,4+0,1 | 14,0£0,1 | 1,0+0,1 | 0,5£0,0 | 1,5+0,1
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*opis uzoraka nalazi se u Tablici 3.; **n.i. - neidentificirane masne kiseline; ***tr - tragovi (<0,05); *na¢in proizvodnje ima znac¢ajan utjecaj
(p<0,05)




Sastav masnih kiselina ulja konoplje je specifi¢an jer sadrzi masne kiseline koje se
rijetko nalaze u ostalim biljnim uljima, a brojna klini¢ka ispitivanja pokazala su da imaju
izuzetno povoljan uc¢inak na ljudsko zdravlje. a-linolenska masna Kkiselina (18:3) i
stearidonska masna kiselina (18:4) ubrajaju se u skupinu ®-3 masnih kiselina koje odlikuje
protuupalna aktivnost i znacajna uloga u prevenciji kroni¢nih bolesti. y-linolenska masna
kiselina takoder je znacajna za zdravlje jer djeluje kao prekursor prostaglandina te pomaze u
reguliranju metabolickih funkcija. Iako se ne ubraja u esencijalne masne Kiseline, organizam
y-linolensku masnu kiselinu ¢esto zbog nedostatne u¢inkovitosti enzima delta-6-desaturaze ne
moze sintetizirati konverzijom iz linolenske kiseline, pa ju je potrebno unositi hranom. Zbog
toga su ulja koja sadrze ovu masnu kiselinu od izuzetne nutritivne vrijednosti (Callaway i

Pate, 2009., Simopolous, 2008.).

U Tablici 4. nalazi se sastav masnih Kiselina u ispitivanim uzorcima ulja konoplje.
Dominantna je linolna masna kiselina (54%), a slijede je oleinska (17%) i a-linolenska (14%).
y-linolenska je zastupljena s oko 2,3%, dok stearidonska masna kiselina u ovom radu nije
identificirana. Omjer ®-6:0-3 masnih kiselina iznosi 4:1 i predstavlja optimalan omjer
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, §to je jedan od zahtjeva uravnotezene prehrane.
Parametri proizvodnje ulja imali su statisticki znacajan utjecaj na udjel palmitinske masne

kiseline (p<0,05).

Iako ovakav sastav masnih kiselina ¢ini ulje konoplje nutritivno visoko vrijednim, moze
predstavljati 1 potencijalnu opasnost za potroSaca. Ulja bogata viSestruko nezasi¢enim masnim
kiselinama vrlo su nestabilna jer su podlozna oksidacijskom kvarenju u mnogo vecoj mjeri u
odnosu na ulja koja imaju manji udjel tih masnih kiselina. lako se u literaturi navodi da zbog
svojih bioaktivnih komponenti sa snaznim antioksidacijskim djelovanjem ulje konoplje nije
toliko nestabilno kao npr. laneno, ipak valja osobitu paznju usmjeriti na skladiStenje. Ulje
konoplje ¢uva se u bocama od tamnog stakla manjeg volumena, a potroSacu je potrebno
naznaciti da se ovo ulje koristi samo kao salatno, nikako nije predvideno za zagrijavanje i za

kuhanje.
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Tablica 5. Sastav i udjel tokoferola proizvedenih ulja konoplje

Tokoferol
Uzorak* (Mg kg™)
a- p-t v- 9- PC-8 ukupno*
HP 135+0 40+0 532+16 2543 tr=* 732+16
PK 60 134+11 40+2 474+0 24+3 tr 673£16
PK 80 144+10 36+0 729+0 30+0 2+1 941+12

*opis uzoraka nalazi se u Tablici 3.; **tr - tragovi (<0,05); *nacin proizvodnje ima znacajan

utjacaj (p<0,05)

Najznacajniji antioksidansi biljnih ulja svakako su tokoferoli. Poznata su cetiri
derivata tokoferola od kojih a-tokoferol ima najznaajnije biolosko, a vy-tokoferol
najznacajnije antioksidacijsko djelovanje u hrani (Przybylski i sur., 2005). Smatra se da
tokoferol djeluje preventivno na rak debelog crijeva jer se ne apsorbira u krv nego se putem

zuci izluCuje u probavni trakt gdje djeluje kao antioksidans (Saldeen i Saldeen, 2005).

Iz Tablice 5. vidljivo je da u svim ispitivanim uzorcima ulja konoplje dominantan
tokoferol y-tokoferol, a slijedi ga a-tokoferol, zatim B- i &-tokoferol $to je u skladu s
istrazivanjem kojeg su proveli Oomabh 1 sur. (2002) osim malih odstupanja u udjelima o8- 1 -
tokoferola. Osim navedenih derivata tokoferola, u jednom ulju konoplje (PK 80) identificiran
je i PC-8. PC-8 je prirodno prisutan homolog y-tokotrienola koji nastaje iz reduciranog
plastokinona djelovanjem enzima tokoferol ciklaze tijekom biosinteze tokoferola. Smatra se
da je njegova funkcija u sjemenkama i liS¢u slicna onoj tokoferola, tj. posjeduje
antioksidacijska svojstva, medutim znacajniji literaturni podatci koji bi potkrijepili tu tvrdnju

nisu dostupni (Szymanska i Kruk, 2008; Gruszka i Kruk, 2007).

Rezultati u Tablici 5. pokazuju da je najve¢i udjel ukupnih tokoferola, te a-, y- i o-
tokoferola imalo ulje koje je proizvedeno iz prethodno samljevenog sjemena koje je bilo
kondicionirano pri 80 °C. Uvjeti proizvodnje pokazali su zna¢ajan utjecaj na udjel ukupnih te
y- i B- tokoferola. Povecanje udjela tokoferola Vaidya i Choe (2011) pripisali su oSteCenju
stanicne membrane pri poviSenim temperaturama, a time 1 olakSanoj ekstrakciji tokoferola u
ulje. To ulje imalo je i najbolju oksidacijsku stabilnost (Slika 7.). Tijekom rafinacije ulja
dolazi do znacajnih gubitaka ovih visokovrijednih sastojaka pa se ulje konoplje najcesce

konzumira nerafinirano. Upravo zbog toga, sjeme mora biti visoke kvalitete.
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Tablica 6. Udjel pigmenata i fotometrijski indeks boje (FIB) proizvedenih ulja konoplje

Kartotenoidi# Klorofili#
Uzorak* | (mg p-karotena | (mg feofitina a FIB*
kg) kg)
HP 277,00+0,99 9,48+0,11 -6,9+0,1
PK 60 231,14+0,34 9,55+0,11 -7,9+0,1
PK 80 188,44+0,64 10,21+0,13 -9,7+0,1

*opis uzoraka nalazi se u Tablici 3.;* na¢in proizvodnje ima znacajan utjecaj (p<0,05)

Karotenoidi i Klorofili su pigmenti biljnih ulja. Imaju znacajan utjecaj na oksidaciju,
odnosno, fotooksidaciju. 1z Tablice 6. vidi se da uvjeti proizvodnje imaju znacajan utjecaj na
udjel pigmenata, a posljedicno i na boju ulja konoplje. Povecanjem temperature smanjio se
udjel karotenoida, ¢ime je potvrdena njihova termolabilnost. S druge strane, povecanje
temperature pokazalo je povecanje udjela klorofila (kao i fotometrijskog indeksa boje), $to ne
mora nuzno biti rezultat povecanja udjela tih pigmenata, nego se moze objasniti ¢injenicom
da se pri povisenim temperaturama formiraju brojni produkti Maillard-ovih reakcija koji
apsorbiraju svjetlo u istoj valnom podrucju kao 1 klorofili. Ova istrazivanja bi svakako trebalo
nastaviti 1 proSiriti odredivanjem sastava 1 udjela pigmenata nekom osjetljivijom analitiCkom

metodom (npr. HPLC).
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5 ZAKLJUCCI

Na temelju provedenog istrazivanja te dobivenih 1 obradenih rezultata mogu se izvesti

sljedeci zakljucci:

1. Svi ispitivani uzorci ulja konoplje sadrze visoko vrijedne masne kiseline, y-linolensku,
oleinsku te dvije esencijalne — linolnu i a-linolensku. Omjer ®-6:®-3 masnih kiselina
iznosi 4:1 i predstavlja optimalan omjer viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina koji se
preporuca kao jedna od stavki uravnotezene prehrane. Uvjeti proizvodnje imali su

znacajan utjecaj samo na udjel palmitinske masne kiseline.

2. Najveéi udjel ukupnih, te a-, y- i 6-tokoferola imalo je ulje proizvedeno iz prethodno

samljevenog i kondicioniranog sjemena konoplje pri 80 °C.

3. PoviSenje temperature kondicioniranja rezultira smanjenjem udjela karotenoida i

smanjenjem fotometrijskog indeksa boje.

4. Odabrani uvjeti proizvodnje ulja bili su blagi i nisu narusili antioksidacijsko
djelovanje bioaktivnih komponenti koje su ocuvale prvenstveno viSestruko nezasi¢ene

masne kiseline od oksidacijskog kvarenja.

5. Rezultati ovog rada mogli bi otvoriti novo poglavlje u poimanju nutritivne vrijednosti
hladno preSanih u odnosu na nerafinirana biljna ulja. Ulje proizvedeno iz sjemena
prethodno kondicioniranog pri povisenoj temperaturi imalo je najbolju oksidacijsku
stabilnost 1 najve¢i udjel tokoferola, dok se sastav masnih kiselina nije uopce

promijenio u odnosu na ulje proizvedeno hladnim presanjem.
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Utjecaj parametara proizvodnje na kemijski sastav nerafiniranih ulja konoplje

Jelena Brckan
Mihaela Katié

SAZETAK

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj parametara proizvodnje ulja na sastav masnih
kiselina, udjel i sastav tokoferola, pigmenata kao i na oksidacijsku stabilnost nerafiniranih ulja
konoplje. U radu su provedena ispitivanja na uzorcima ulja konoplje proizvedenih
laboratorijskim postupkom na dva razli¢ita nac¢ina. U proizvedenim uzorcima ulja odredena
je oksidacijska stabilnost, tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti (HPLC)
odreden je udio tokoferola i PC-8, dok je sastav masnih kiselina odreden plinskom
kromatografijom (GC). Analize su pokazale da primijenjeni postupci proizvodnje ne
narusavaju oksidacijsku stabilnost proizvedenih uzoraka ulja, a nerafinirana ulja imaju veci

udjel visokovrijednih bioaktivnih komponenti u odnosu na hladno presana ulja.

Kljuéne rijeci: ulje konoplje, sastav masnih kiselina, tokoferoli, oksidacijska stabilnost
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Influence of production parameters on the chemical

composition of unrefined hempseed oil

Jelena Brckan
Mihaela Katié

SUMMARY

The aim of this paper was to determine the influence of oil production parameters on
fatty acid composition, content and composition of tocopherols, pigments, as on the oxidative
stability of unrefined hempseed oil. Hempseed oil samples, analyzed in this study, were
produced by laboratory pressing using two different procedures. In produced oil samples we
determined oxidative stability, content and composition of tocopherols using high
performance liquid chromatography (HPLC), and composition of fatty acids by gas
chromatography (GC). Results showed that the applied production parameters did not
decrease oxidative stability, and produced unrefined hempseed oils have higher amounts of
high-value bioactive components in relation to cold-pressed oils.

Keywords: hempseed oil, fatty acid composition, tocopherol, oxidative stability
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