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Popis oznaka, kratica i simbola
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NMK Nezasicene masne kiseline
ZMK Zasi¢ene masne kiseline
SMK Slobodne masne kiseline
R’ Slobodni radikal masne kiseline
ROO’ Slobodni radikal peroksida
BHA Butil hidroksianisol

BHT Butil hidroksitoluen

PG Propil galat

0G Oktil galat

TBHQ Tercijrani butilhidrokinon
Pbr Peroksidni broj

ov Oksidacijska vrijednost
Abr Anisidinski broj

B Tiobarbiturni broj

Kl Kalij jodid

Na,S,03 Natrijev tiosulfat
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Oksidacijska stabilnost ili odrZivost ulja je vazno svojstvo biljnih ulja, a predstavlja vrijeme
kroz koje se ulje moZe sacCuvati od autooksidacije. Proces oksidacije ulja i masti rezultira
pojavom uzZeglosti, smanjenjem kvalitete i senzorskih svojstava biljnih ulja. Autooksidacijski
procesi se mogu usporiti dodatkom antioksidanasa, koji mogu biti prirodni i sintetski.
Odrzivost ulja se naj¢esée odreduje pomocu Schaal Oven testa, Swift testa i Rancimat testa.

Ove metode se zasnivaju na namjerno izazvanoj ubrzanoj oksidaciji ulja.

Ulje noéurka je prirodni izvor y-linolenske kiseline. Ovo ulje se naj¢esce koristi kao dodatak

prehrani pri lijecenu raznih bolesti, kao Sto je hipertenzija i psorijaza.

Zadatak ovog rada je bio ispitati utjecaj dodatka antioksidanasa na oksidacijsku stabilnost
hladno preSanog ulja nocurka. Prirodni antioksidansi koristeni prilikom ovog ispitivanju su:
ekstrakt ruzmarina (StabilEnhance®OSR), ekstrakt zelenog caja, ekstrakt rtanjskog caja,
ekstrakt koStice grozda sorte Frankovka, ruzmarinska kiselina, kofeinska kiselina, a-tokoferol
i mjeSavina tokoferola. Od sintetskih antioksidansa koristen je samo TBHQ (tercijarni
butilhidrokinon). Oksidacijska stabilnost ulja je pracena tijekom cetiri dana Schaal Oven

testom.
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2.1. SASTAV MASTI | ULJIA

Masti i ulja su organski spojevi, koji mogu biti biljnog i Zivotinjskog podrijetla, netopljivi su u
vodi, dok su topljivi u organskim otapalima: alkoholu, eteru, heksanu, kloroformu i dr.

(Sikorski, 2003).

Premda su masti i ulja po kemijskom sastavu sli¢ni, imaju razliCita fizikalna svojstva. Ulja su
na sobnoj temperaturi u tekuéem agregatnom stanju zbog veéeg sadrzaja nezasic¢enih
masnih kiselina (NMK), dok su masti na sobnoj temperaturi u ¢vrstom agregatnom stanju i

sadrzZe viSe zasi¢enih masnih kiselina (ZMK) (Griin, 2004).

Masti i ulja pripadaju skupini spojeva pod zajedni¢kim nazivom lipidi (gré. lipos-masti). Lipidi

se dijele na jednostavne lipide, sloZene lipide i derivate lipida (Birdi, 1989).

Kemijski sastav masti i ulja ¢ine: triacilgliceroli, masne kiseline i negliceridni sastojci (Corbo,

2008).
Jednostavni lipidi

Sastav jednostavnih lipida ¢ine masne kiseline i alkohol glicerol, te se mogu hidrolizirati na
dvije sastavne jedinice, ve¢inom su to alkohol i kiselina. Medu jednostavne lipide ubrajaju se
acilgliceroli, eteri acilglicerola, steroli i njihovi esteri te voskovi. Slika 1 prikazuje reakciju
izmedu masnih kiselina i glicerola prilikom ¢ega nastaje triacilglicerol. Triacilgliceroli produkti
su jedne molekule alkohola glicerola i tri molekule masnih kiselina. Masne kiseline
predstavljaju reaktivni dio molekule triacilglicerola i pritom imaju znacajan utjecaj na

kemijska i fizikalna svojstva triacilglicerida (Swern, 1972).

T
CH->COH HOOC —R; CHzo_%_ R1
I
CHOH + HOOC —R5 CHC)*CO—RQ + 3 H,O
I
CH,OH HOOC —R3 CH,O— &— R3
glicerol masne Kiseline triacilglicerol

Slika 1 Reakcija nastajanja triacilglicerola (Web 1.)
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SloZeni lipidi
Hidrolizom sloZenih lipida nastaju tri ili viSe produkata, kao $to su derivati fosforne kiseline,

tj. fosfolipidi, potom glikolipidi, aminolipidi i sulfolipidi (Odak, 2013).

NajviSe su zastupljeni fosfolipidi, a definiraju se kao esteri alkohola glicerola, gdje su prve
dvije hidroksline skupine esterificirane s masnom kiselinom, a tre¢a hidroksilna skupina
fosfornom kiselinom. Na reaktivnu grupu fosforne kiseline vezana je neka organska skupina,
amino-alkohol ili Se¢erna komponenta (Hoffmann, 1989). Slika 2 prikazuje strukturu lecitina,

kao jednog od znacajnijih fosfolipida.

HzC

HC—— e & — PR
o] CH3
] +
Hpo—— O— F|=— O— CHz— CHp — Ne— CH3

aH CH3
Slika 2 Struktura fosfolipida (lecitin) (Jasi¢, 2009).
Derivati lipida

Derivati lipida predstavljaju spojeve koji nastaju hidrolizom jednostavnih i sloZzenih lipida. U
ovu skupinu lipida ubrajaju se masne kiseline, alkoholi (steroli), vitamini D, E i K te
ugljikovodici (karoteni). Dok se pigmenti, sapuni, oksidacijski polimeri, termalni polimeri i

lipoproteini svrstavaju u ostale vrste lipida (Odak, 2013).
2.1.1. Triacilgliceroli

Alkohol glicerol sastoji se od tri hidroksilne (-OH) skupine. Jednostavni triacilgliceroli nastaju
vezanjem tri iste masne kiseline na glicerol u mastima i uljima, a vezanjem tri razli¢ite masne
kiseline na glicerol nastaju mjeSoviti triacilgliceroli. Kada je rije¢ o prirodnim mastima i
uljima, to oznacava smjesu estera glicerola u ¢ijem su sastavu prisutne jedna, dvije ili tri

masne kiseline (Pine, 1994).

Vecdi udio mase u molekuli triacilglicerola zauzimaju masne kiseline i predstavljaju reaktivni
dio molekule, zbog ¢ega imaju veliki utjecaj na svojstva triacilglicerola. S obzirom na to,
kemijska i fizikalna svojstva triacilglicerola ovise o kemijskim i fizikalnim svojstvima masnih

kiselina (Volmut, 2010).
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2.1.2. Masne kiseline

Masne kiseline su obi¢no nerazgranate molekule, u ¢ijem sastavu mogu biti 14 - 22 atoma

ugljika (Pine, 1994).

Opc¢a formula masnih kiselina je R-COOH, gdje je R ugljikovodi¢ni lanac, a COOH je
karboksilna skupina (Swern, 1972).

Podjela masnih kiselina:
a) Prema broju ugljikovih atoma
e masne kiseline kratkog lanca (do 8 ugljikovih atoma),
e masne kiseline srednjeg lanca (8 — 12 ugljikovih atoma),
e masne kiseline dugackog lanca (vise od 12 ugljikovih atoma).
b) Prema stupnju nezasi¢enosti
e zasicCene,

e nezasi¢ene (mononezasi¢ene imaju jednu dvostruku vezu, dok polinezasi¢ene

imaju od 2 do 6 dvostrukih veza).
¢) Prema prostornom rasporedu kiselinskih ostataka oko dvostruke veze
e cis—oblik,
e trans—oblik (Corbo, 2008).
Zasi¢ene masne kiseline (ZMK)

Zasicene masne kiseline karakterizira ravan lanac, gdje su ugljikovi atomi povezani
jednostrukim vezama, a na svakom ugljikovom atomu se nalazi povezan atom vodika

(Scrimgeour, 2005). Najznacajnije zasiéene masne kiseline prikazane su u Tablici 1.

Zasicene masne kiseline s ve¢im brojem ugljikovih atoma, odnosno duzim ugljikovodi¢nim
lancem, na sobnoj temperaturi imaju teksturu koja je slicha voskovima, dok zasiéene masne
kiseline s manjim brojem ugljikovih atoma imaju rjedu konzistenciju, pa ¢ak i tekuéu.

Povecanjem broja ugljikovih atoma povecava se tocka topljenja, vreliste i refrakcijski indeks.
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Nasuprot tome, poveéavanjem duzine lanca gustoéa se smanjuje. Takoder, topljivost u vodi

se smanjuje povecanjem broja ugljikovih atoma (Hoffmann, 1989).

Tablica 1 Najvaznije zasiéene masne kiseline (Corbo, 2008).

Broj C atoma Naziv masne kiseline
4 Masla¢na
6 Karponska
8 Kaprilna
10 Karpinska
12 Laurinska
14 Miristinska
16 Palmitinska
18 Stearinska
20 Arahinska
22 Behenska
24 Lignocerinska
26 Cerotinska

Nezasicene masne kiseline (NMK)

Nezasicene masne kiseline prevladavaju u uljima, te imaju 18 ugljikovih atoma s jednom,

dvije ili tri dvostruke veze. Zbog dvostrukih veza koje su prisutne u lancima masnih kiselina,

biljna ulja kao S$to su maslinovo, sojino, suncokretovo, repi¢ino i druga su na sobnoj

temperaturi u tekuéem stanju, a poznato je da prisutnost dvostrukih veza smanjuje tocku

toplienja (Rade i Skevin, 2004). Najznadajnije nezasiéene masne kiseline prikazane su u

Tablici 2.
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Dva su geometrijska izomerna oblika u kojima se mogu pojaviti nezasi¢ene masne kiseline,
$to ovisi o poziciji vodikovih atoma koji su povezani za dvostruku vezu. Navedeni izomerni
oblici su cis i trans (Slika 3). Karakterizira ih isti kemijski sastav, a razli¢ita fizikalna svojstva
zbog razlike u konfiguraciji. Trans masne kiseline topljive su pri visSim temperaturama, dok su

cis masne kiseline pri sobnoj temperaturi u teku¢éem stanju (Hoffmann, 1989).

U cis obliku se nalaze prirodne nezasiéene masne kiseline, a tijekom procesiranja,

zagrijavanja ili hidrogenacije ulja nastaju trans nezasiéene masne kiseline (O'Brien, 2004).

H H H ,
C b
/C C\ P i

Slika 3 Oblici cis i trans dvostruke veze (Jasi¢, 2009).

Tablica 2 Najvaznije nezasi¢ene masne kiseline prisutne u uljima i mastima (Corbo, 2008).

Broj C
Naziv masne atoma:broj Formula lzvor
kiseline dvostrukih
veza
. Maslac biljne
Palmitoleinska 16:1 CH;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH masti
Oleinska 18:1 CHs(CH,),CH=(CH,),COOH Biljne i Zivotinjske
masti
Eladinska 18:1 CHs(CH,),CH=(CH,),COOH Hidrogenirane
masti
) _ Ulja sjemenki
Eruka 22:1 CHs(CH,),CH=CH(CH,),;COOH e
TR
Linolna 18:2 CHs(CH,)aCH=CH-CH,-CH=CH( CH,),COOH fine 'r;;‘;ct’l njske
Ulje '
Linolenska 18:3 CH5CH,CH=CH,CH=CH-CH,CH=CH(CH,),COOH 1€ fana, S
konoplje i oraha
Mozak, riblja
Arahidonska 20:4 CH3(CH,)4(CH=CH-CH,)4(CH,),- COOH jetraidrugi
Zivotinjski organi
Klupandonska 225 CH,(CH,CH=CHCH,),CH=CHCH,(CH,CH=CHCH,),CH,COOH Riblja ulja
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Esencijalne masne kiseline (EMK)

Esencijalne masne kiseline pripadaju skupini polinezasi¢enih masnih kiselina, a sastoje se od
18, 20 i 22 ugljikovih atoma te imaju dvije do Sest dvostrukih veza u cis obliku u lancu masne
kiseline. Masne kiseline sa vise dvostrukih veza, kao Sto su linolna i linolenska ne mogu se

sintetizirati u organizmu pa se nazivaju esencijalnim sastojcima hrane (Odak, 2013).

Esencijalne masne kiseline (linolna, linolenska i arahidonska) od iznimnog su znacaja za
pravilan rast i razvoj svih Zivucih organizama. Linolna kiselina se jo$S naziva i omega-6
masnom kiselinom, jer ima prvu dvostruku vezu izmedu 6. i 7. ugljikovog atoma. Dok
linolenska ima dvostruku vezu izmedu 3. i 4. ugljikovog atoma i pripada omega-3 masnim

kiselinama (Corbo, 2008). Struktura ovih dviju esencijalnih masnih kiselina prikazana je na

Slici 4.
linolna kiselina (9,12-oktadekadienska)
o ®
O — —
9 12
O o 6
omega-6 masna kiselina < =
linolenska kiselina (9,12,15-oktadekatrienska) ®
O — — —
9 12 15
O el 3
omega-3 masna kiselina ]

Slika 4 Strukturna formula linolne i linolenske masne kiseline (Web 2.)
2.1.3. Negliceridni sastojci

Negliceridni sastojci su vrlo vazne komponente biljnih ulja i Zivotinjskih masti, a prisutni su u
koncentraciji od 1 do 3,5 %. Svaki negliceridni sastojak nema jednaku vaZnost u uljima i
mastima. Pojedini sastojci su od iznimne vaZnosti i potrebno ih je sa¢uvati prilikom prerade.
Naime, neki negliceridni sastojci loSe utjeCu na kvalitetu ulja i masti, pa ih je potrebno

ukloniti u pojedinim fazama rafinacije (Corbo 2008).
Negliceridni sastojci ulja i masti su:

e karotenoidi,
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e liposolubilni vitamini A,D,Ei K,
e steroli,

o fosfolipidi,

e pigmenti,

e voskovi,

o glikozidi,

e ugljikovodici,

e masni alkoholi,

e aldehidii ketoni,

e tragovi metala (Corbo, 2008).

2.2. PODJELA |1 SVOISTVA BILINIH ULJIA

Za proizvodnju ulja iskljucivo se uzgajaju biljke uljarice. Veliki broj biljaka sadrzi masti i ulja u
plodu ili siemenu, gdje sadrZaj ulja moze biti do 70 %, dok se u nekim biljkama ulje nalazi u

tragovima (Dimi¢, 2005).

Vise od 20 vrsta biljaka koristi se za proizvodnju biljnih ulja, naime samo njih 12 ima vedi
ekonomski znacaj. Ulja se mogu podijeliti u skupine prema dijelu biljke koji se presa i prema

podrijetlu:

a) Ulja i mastiiz mesnatog dijela ploda:
e palmino ulje,
e maslinovo ulje,
e ulje avokadaisl.

b) Ulja i mastiiz sjemena i ploda prema dominiraju¢im masnim kiselinama:
e laurinske masti i ulja (kokos, palmine kostice,...),
e masti palmitinske i stearinske kiseline (kakaov maslac, shea maslac,...),

e ulje palmitinske kiseline (palmino i pamukovo ulje),

10
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e ulje oleinske i linolne kiseline (suncokretovo, sezamovo, S3afranike,

kukuruzne klice, bucine kostice, repice,...) i
e ulje linolenske kiseline (lan, soja, konoplja, Camelina sativa L., ...).
¢) Ulja prema podrijetlu biljke:
e uljaiz leguminoza (ulje kikirikija i soje) i
e ulja krstasica (repica, gorusica) (Bockish, 1998).

Prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19), ovisno o primijenjenom

tehnoloskom postupku u proizvodniji, biljna ulja se dijele na sljedece skupine:
e rafinirana ulja,
e hladno presana uljai
e djevicanska ulja.

Rafinirana ulja predstavljaju proizvode koji su dobiveni rafinacijom jedne ili viSe vrsta sirovih
biljnih ulja, a stavljaju se na trziste pod nazivima:
e '"ulje" uz koje stoji naziv biljne vrste za ulja dobivena rafinacijom samo jedne vrste
sirovih biljnih ulja,
e "biljno ulje" za ulje koje je proizvedeno rafinacijom jedne ili viSe vrsta sirovih biljnih
ulja.
Hladno presana ulja se proizvode mehanickim postupcima, bez primjene topline, kao sto je

presanje. Takoder se mogu primijeniti postupci ¢iS¢enja, odnosno bistrenja pranjem vodom,

dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem.

Djevicanska ulja kao i hladno presana ulja proizvode se mehani¢kim postupcima, poput
presanja, ali uz primjenu topline. Postupak ciséenja, tj. bistrenja moZe se provesti pranjem

vodom, dekantiranjem, filtriranjem i centrifugiranjem.

11
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2.2.1. Ulje nocurka

Nocurak (Oenothera biennis L.) je biljka iz porodice pupoljki (Onagraceae). Rod Oenothera L.
ima oko 145 vrsta, a rastu u umjerenim i suptropskim podrucjima Sjeverne i Juzne Amerike.
Neke vrste su se prilagodile novim podrucjima, tako da je sada u Europi prisutno oko 70 vrsta

(Timoszuk i sur., 2018).

Nodurak je dvogodisnja biljka uspravne stabljike koja moze narasti do visine 2 m, ima korijen
koji je mesnat, ¢vrst i dug. Sjemenke klijaju ljeti ili u jesen i daju listove koji su ruzi¢aste boje,
dok se u drugoj godini razvija uspravna stabljika. Cvjetovi su Zute boje (Slika 5) i otvaraju se u
sumrak, gdje ostaju otvoreni do jutra, a ponekad i duze ako je oblacan dan. Sjemenke su
dugacke od 1,3 do 1,6 mm, nepravilnog oblika, crvenkasto-smede boje i nalaze se u plodu

(Steckel i sur., 2019).

Slika 5 Nocurak (Web 3.)

Sjemenke nocurka (Slika 6) u svom sastavu imaju oko 15 % proteina, 24 % masti i 43 %
celuloze, ukljucujudi i lignin. Od masnih kiselina su najvise zastupljene linolna kiselina (65-80

%) i linolenska kiselina (7-14 %, ne ukljucujuéi a- linolensku) (Hudson, 1984).

12
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Slika 6 Sjemenke nocurka

Ulje noéurka karakterizira visoki udio polinezasi¢enih masnih kiselina, a takoder je jedan od

rijetkih prirodnih izvora y-linolenske kisline. Polinezasi¢ene masne kiseline u ulju nocurka

imaju antioksidativno i protuuplano djelovanje. Zato se koristi u prehrambenoj industriji kao

dodatak prehrani, koji pomaZe u lijeCenju bolesti poput hipertenzije, alergija, psorijaze ili

raka. Takoder se koristi u kozmeti¢koj industriji, kao sastojak sapuna i losiona za tijelo

(Paciorek-Sadowska i sur., 2018). Najznacajnije masne kiseline prisutne u ulju nocdurka

prikazane su u Tablici 3.

Tablica 3 Masne kiseline u ulju noéurka (Timoszuk i sur., 2018)

Masna kiselina Udio u ulju (%)
linolna kiselina 73,88 + 0,09
v- linolenska kiselina 9,24 + 0,05
oleinska kiselina 6,93 £ 0,02
palmitinska kiselina 6,31+0,14
stearinska kiselina 1,88 £ 0,02
vakcenska kiselina 0,81 +0,03
eikosenska kiselina 0,55+0,01
eikozanska kiselina 0,31+0,03
behenska kiselina 0,10+ 0,01

13
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2.3. VRSTE KVARENJA ULJA | MASTI

Ulja i masti karakterizira ogranicena trajnost, nakon koje nastupaju promjene koje nisu
pozeljne, to se odnosi na masnoée koje mogu biti sastavni dio sirovine ili nekog
prehrambenog proizvoda. Stupanj kvarenja masti ovisi o vrsti sirovine, kemijskom sastavu,
uvjetima prerade i skladiStenju. Uslijed kvarenja dolazi do promjene organoleptickih
svojstava i nutritivne vrijednosti masti. Kvarenjem masti dolazi do gubitka bioloski aktivnih
komponenti, primjerice esencijalnih masnih kiselina, provitamina, vitamina i drugih
sastojaka, takoder nastaju razgradni produkti koji daju neugodan okus i miris masti (Corbo,

2008).
Prema utjecaju koji uzrokuje kvarenje ulja i masti, procesi kvarenja mogu se podijeliti na:
a) Enzimske i mikrobioloSke procese:
e hidroliticka razgradnija,
e B-ketooksidacija.
b) Kemijske procese:
e autooksidacija,
e termooksidacijske promjene i
e reverzija (Ostric-Matijasevic i Turkulov, 1980).
2.3.1. Enzimski i mikrobioloski procesi

Da bi doslo do procesa kvarenja ulja potrebni su odgovarajuci uvjeti, kao Sto su voda,
odredena pH sredina i dr., takoder potrebna je prisutnost enzima ili mikroorganizama.
Enzimski procesi su tipi¢ni za ulja i masti u sirovinama. Tijekom disanja sjemena dolazi do
oslobadanja topline, sto dovodi do poviSenja temperature i povecanja aktivnost autohtonih
enzima, zbog toga je nuzno pravilno skladistenje sjemenki i plodova uljarica (Rade i sur.,

2001).
Hidroliticka razgradnja

Lipoliticki enzimi u prisutnosti vode dovode do hidroliticke razgradnje triacilglicerola,

prilikom c¢ega dolazi do oslobadanja molekula masnih kiselina i glicerola, sto dovodi do
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povecanja udjela slobodnih masnih kiselina (SMK) u ulju. Za aktivnost enzima lipaze
optimalna je temperatura od 45 °C. Temperatura do 55 °C dovodi do ubrzanja enzimskog
procesa, dok temperature iznad 80 °C i ispod -20 °C inaktiviraju enzim. Hidroliticka
razgradnja je tipi¢na za ulja i masti u sirovinama, maslacu, margarinu, masnom tkivu Zivotinja
te u mesnim i mlije¢nim proizvodima s veéim udjelom vode. Produkti ovog tipa kvarenja su

ketoni i zasluzni su za neugodan miris i okus masti, odnosno kisel i sapunast (Corbo, 2008).
B-ketooksidacija

Ovoj vrsti kvarenja podlijezu masti koje sadrze masne kiseline kraceg i srednjeg lanca. Za -
ketooksidaciju zasluzne su gljivice roda Aspergillus i Penicillium, te bakterije Bacillus subtilis.
Neugodan miris i okus, tzv. ,miris uzeglosti“ karakteristi¢an je za ovu vrstu kvarenja, takoder
dolazi do mijenjanja boje masti, zbog nekih vrsta mikroorganizama koji djeluju na stvaranje
pigmenata (Zutog, crvenog, plavo-zelenog). Suzbijanjem uvjeta za razvoj mikroorganizama
mozZe se sprijeCiti B-ketooksidacija, a to se postize primjenom pasterizacije, sterilizacije,

povecanjem pH vrijednosti do 5 te dodatkom aditiva, tj. konzervansa (Corbo, 2008).
2.3.2. Kemijski procesi

Autooksidacija masti

Autooksidacija je vrsta kvarenja kojoj podlijezu biljna ulja i prehrambeni proizvodi koji ih
sadrZe. Proces oksidacije se odvija pod utjecajem kisika iz zraka na dvostruke veze u lancu
nezasi¢ene masne kiseline. Brzina oksidacije ovisi o sastavu ulja, uvjetima ¢uvanja ulja i

prisutnosti sastojaka koji utje€u na ubrzavanje ili usporavanje oksidacije (Shahidi, 1997).

Autookisdacija masti je lan¢ana reakcija u kojoj dolazi do stvaranja slobodnih radikala kroz

vise faza:

- tijekom inicijacije (prva faza) dolazi do djelovanje kisika iz zraka na nezasi¢ene masne

kiseline (RH) i nastanka slobodnih radikala (R"),

- u propagaciji (druga faza) kisik se veze na slobodne radikale masne kiseline (R®) i pri
tome nastaju hidroperoksidi (ROOH) i slobodni radikali peroksida (ROO°).
Hidroperoksidi su primarni produkti oksidacije te podlijezu reakcijama razgradnje pod
utjecajem temperature na slobodne radikale i razgradne produkte oksidacije (Corbo,
2008).
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Tijek autooksidacije ulja kroz tri faze (1) (Corbo, 2008):

Pocetak reakcije:

RH + 0, > R + °HOO (1)

masna kiselina slobodni radikali

Tijek reakcije:

R°® + 02 > ROO°

ROO° + RH = ROOH + R° Stvaranje hidroperoksida
slobodni masna hidroperoksid

radikal kiselina

ROOH 2> RO + °‘OH

2ROOH > ROO° + RO" + H,0

hidroperoksid slobodni radikal

OH" + RH > R + H0 Razgradnja hidroperoksida
RO + RH > R° + ROH

slobodni masna slobodni radikal
radikal kiselina

Zavrsetak reakcije:

R + R 2> R-R
R® + ROO’ - ROOR Finalni produkt oksidacije
ROO° + ROO’ - ROOR + 0,

medusobne reakcije polimeri
slobodnih radikala

Razgradnjom hidroperoksida nastaju brojni sekundarni produkti oksidacije, kao Sto su

aldehidi, ketoni, alkoholi, masne kiseline, epoksidi i dr. te daju neugodan okus i miris masti
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ve¢ pri vrlo malim kolicinama. Mast koja je oksidirala moZe biti toksi¢na, jer prilikom

oksidacije gubi esencijalne masne kiseline, vitamine i provitamine (Corbo, 2008).
Termooksidacijske promjene ulja i masti

Prilikom zagrijavanja masti na temperaturama iznad 150 °C uz prisutnost zraka i vodene pare
dolazi do termooksidacijskih promjena, a nastali spojevi mogu biti Stetni za zdravlje
potrosaca. Produkti termooksidacije masti su polimeri triacilglicerola, oksipolimeri, ciklicke
masne kiseline, dimeri i polimeri masnih kiselina. Termooksidacija je vrlo brza kod ulja koja
sadrze vedi udio nezasi¢enih masnih kiselina, pogotovo linolne, vise od 50 %, takoder takva
ulja vise nisu prikladna za koristenje tijekom przenja nakon 10 do 20 sati zagrijavanja na

temperaturama od 170 °C do 180 °C (Chang i sur., 1978).

Termooksidacija utjeCe na promjenu izgleda i sastava ulja, kao Sto su tamna boja i porast
viskoznosti. Neka od fizikalnih svojstva se mijenjaju tijekom przenja, primjerice indeks
refrakcije, specificna tezina, viskoznost i boja po Lovibondu, takoder dolazi do porasta udjela

SMK, broja osapunjenja i peroksidnog broja (Tyagi i Vasistha, 1996).
Reverzija

Reverzija se javlja kod nekih biljnih ulja nakon kraéeg vremena cuvanja, karakterizira ju
neugodan miris na sirovinu ribu, koji postaje izrazeniji prilikom zagrijavanja ulja. Kako bi
doslo do usporavanja reverzije ulja primjenjuje se djelomi¢na hidrogenacija ulja, t;j.
uklanjanje linolenske kiseline ili dodatak aditiva, tj. poveéavanje odrzivosti ulja (OStri¢ —

Matijasevic i Turkulov, 1980).

2.4. STABILIZACIJA BILINIH ULJA

Vrijeme kroz koje se biljno ulje moZe oc€uvati od autooksidacije definira se kao oksidacijska
stabilnost. Poznavanje odrZivosti ulja je klju¢no u definiranju vremena za koje se ulje moze
oCuvati od vece oksidacije te za utvrdivanje roka trajanja ulja. Oksidacijska stabilnost biljnih
ulja zavisi o vrsti ulja (sastavu masnih kiselina) i ve¢ prisutnim prirodnim antioksidansima u

ulju (Moslavac i Vukovi¢, 2013).
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2.4.1. Antioksidansi

Antioksidansi kao reduciraju¢e tvari ve¢ u vrlo malim koncentracijama sprjecavaju ili
usporavaju proces oksidacije i povecavaju odrzivost ulja za tri do Sest puta (Yanishlieva i

Marinova, 2001).
Antioksidansi koji se primjenjuju u prehrani moraju ispuniti odredene kriterije:
e otapanje u mastima i uljima,
e djelovanje u vrlo malim koncentracijama (0,001 — 0,02 %),
e ne smiju uzrokovati stran okus, miris i boju ulja,
e djeluju antioksidacijski i na proizvod u ¢ijem sastavu je mast, a ne samo na mast,
e moraju biti cjenovno prihvatljivi,
e mogucnost jednostavne identifikacije i odredivanja u proizvodu (Corbo, 2008).

Antioksidansi povecavaju oksidacijsku stabilnost ne samo masti i ulja nego i proizvodima koji
ih sadrze. Iznimno je vaZzno dodati antioksidans svjezoj masti niskog peroksidnog broja, jer

ako je mast veé oksidirala ne moze se regenerirati dodatkom antioksidansa (Corbo, 2008).
2.4.1.1. Mehanizam djelovanja
Reakcije sprjecavanja oksidacije ulja uz pomo¢ antioksidanta (Koprinjak, 2006):

1. reakcija - Inaktivacija slobodnih radikala (2)

Antioksidans daje vodik koji se veZe na slobodni radikal peroksida (ROQO®) ili radikal

masne kiseline (R” ):

AH + ROO° - A° + ROOH ili AH + R® - RH + A’ (2)
2. reakcija — Hvatanje slobodnih radikala (3)

Slobodni radikal antioksidansa (A°) veZe se na slobodni radikal (R"):

A° + ROO° - ROOA ili A° + R° > RA. (3)

Zastitnim faktorom (PF) prikazuje se ucinkovitost antioksidansa, odnosno koliko se puta
povecala oksidacijska stabilnost ulja dodatkom odredenog tipa antioksidansa, prema izrazu

(4) (Yanishlieva i Marinova, 2001):
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PF = IPinn/1Po (4)
IPinh = indukcijskih period uzorka ulja s dodatkom antioksidansa [h],
IPo = indukcijski period uzorka ulja bez dodatka antioksidansa [h].

Indukcijski period (IP) predstavlja broj sati koji je potreban da ulje dostigne peroksidni broj
od 5 mmol O,/kg. Povecanjem koncentracije antioksidansa dolazi do povecanja odrzivosti
ulja. Naime, odredeni antioksidansi u veéoj kolicini djeluju suprotno, prooksidativno, te

dovode do ubrzane oksidacije ulja (Volumut, 2010).
2.4.1.2. Vrste antioksidanasa

Danas je poznat veliki broj prirodnih i sintetskih antioksidanasa. Najpoznatiji prirodni
antioksidansi su tokoferoli, potom vrste antioksidanasa koje su dobivene iz zacina (ekstrakti),
kao Sto je kadulja, a izrazito ruzmarin, koji se primjenjuje kod biljnih ulja i Zivotinjskih masti.
Prirodne antioksidanse karakterizira jako antioksidacijsko djelovanje i odrzavanje na visim
temperatura (98 — 194 °C). Danas koristeni sintetski antioksidansi su butil hidroksianisol
(BHA), butil hidroksitoluen (BHT), propil galat (PG), butil galat (BG), oktil galat (OG) te dodecil
galat (DG). Najéeice se dodaju u koncentraciji od 0,01 do 0,02 % (Corbo, 2008).

a) Prirodni antioksidansi

Prirodni antioksidansi pripadaju razli¢itim skupinama spojeva kao $to su aminokiseline i
dipeptidi, hidrolizati proteina, proteini topljivi u vodi, fosolipidi, anorganske soli, tokoferoli i

njihovi derivati, karotenoidi te askorbinska kiselina (Wijerante i sur., 2006).
Tokoferoli

Tokoferoli su prirodni antioksidansi, visoko molekularni cikli¢ki alkoholi, metil derivati tokola
koji se pojavljuju kao neosapunjivi sastojci u prirodnim uljima i mastima, posebice biljnog
podrijetla. U prirodi postoji osam tokoferola koji se razlikuju po svojem bioloskom i
antioksidacijskom ucinku. Najznacajniji tokoferoli su: a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol i 6-

tokoferol (Volmut, 2010).

o — tokoferol se isti¢e svojim vitaminskim djelovanjem, poznat je pod nazivom vitamin E te
se razgraduje pri viSim temperaturama i pod utjecajem UV svjetlosti, dok najbolje

antioksidacijsko djelovanje pokazuju y-tokoferol i 6-tokoferol (Shahidi, 2000).
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Biljna ulja predstavljaju prirodan izvor tokoferola, naime njihov udio ovisi o vrsti i uvjetima
uzgoja sirovine te uvjetima procesiranja i skladistenja ulja (Schuler, 1990). U Tablici 4

prikazan je udio odredenih tokoferola u razli¢itim vrstama ulja.

Tablica 4 Udio odredenih tokoferola u razli¢itim vrstama ulja izrazen u ppm (Gunstone,

2008).
Vrsta ulja a (ppm) B (ppm) Y (ppm) 6 (ppm)
Repicino ulje 179 0 415 10
Palmino ulje 190 0 0 0
Sojino ulje 120 10 160 190
Suncokretovo ulje 610 10 30 10
Lecitin

Prvi prirodni spoj koji je bio predlozen kao antioksidans je lecitin, a definira se kao smjesa
razli¢iti fosfolipida. Biljni lecitin ¢ine fosfatidilkolin, fosfatidiletanolamin i fosfatidilinozitol.
Fosfolipidi povecavaju gubitke i oteZavaju proces rafinacije, pa se izdvajaju iz ulja prije
rafinacije. Upravo zbog navedenoga su sirova ulja znatno stabilnija od rafiniranih ulja. Lecitin
s drugim vrstama antioksidanasa ima sinergisticko djelovanje. Najbolje sinergisticko

djelovanje pokazuje sa askrobil palmitatom i tokoferolom (Rade i sur., 2001).
Ekstrakt ruZmarina

Ekstrakt ruZmarina ima izrazeno antioksidacijsko djelovanje i cesto se koristi kao
antioksidans u prehrambenoj industriji. U njegovom sastavu su najznacajnije karnosolna
kiselina, karnosol i ruZmarinska kiselina. Ovi spojevi prekidaju oksidaciju tako da doniraju

vodik slobodnim radikalima (Skevin, 2003).

U odnosu na druge antioksidanse, kao Sto su a-tokoferol, askorbil palmitat i limunska
kiselina, ekstrakt ruZmarina pokazuje znatno bolji antioksidacijski ucinak. Do poveéanja
antioksidacijskog djelovanja dolazi kombinacijom ruZmarina sa askorbil palmitatom i
limunskom kiselinom, dok sa a-tokoferolom ima negativano sinergisti¢ko djelovanje (Hras i

sur., 2000).
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Ekstrakt zelenog ¢aja

Ovaj prirodni antioksidans ima veliku ucinkovitost u uljima i mastima. Za antioksidacijsko
djelovanje su zasluzni katehini, koji se nalaze u sastavu polifenola prisutnih u zelenom ¢aju.
Medu najistaknutijim katehinima su: (-)-epigalokatehin-3-galat, (-)-epigalokatehin, (-)-

epikatehin-3-galat, (-)-epikatehin, (+)-galokatehin i (+)-katehin (Madhavi i sur., 1995).
b) Sintetski antioksidansi

Sintetski antioksidansi se primjenjuju za oksidacijsku stabilizaciju masti, ulja i proizvoda koji
ih sadrze. Kategoriziraju se pod aditive, jer nisu prirodan sastojak hrane, nego su proizvedeni
kemijskim putem (Volmut, 2010). Prikaz fizikalnih svojstava odredenih sintetskih

antioksidanasa nalazi se u Tablici 5.

BHA (E320) ima bolje antioksidacijsko djelovanje u mastima Zivotinjskog podrijetla nego
biljnim uljima. BHT (E321) udinkovit je pri usporavanju oksidacije Zivotinjskih masti. Ova dva
sintetska antioksidansa imaju i sinergisticko djelovanje te se njihova kombinacija
upotrebljava za neke vrste komercijalnih antioksidanasa. BHT je stabilniji pri povisenoj
temperaturi od BHA. PG (E310) se razgraduje na visokim temperatura pa nije prikladan za
upotrebu kod przenja ulja. Tercijarni butilhidrokinon (TBHQ, E319) preporucuje se za

stabilizaciju sirovih i jestivih biljnih ulja, pogotovo suncokretovog (Volmut, 2010).

Tablica 5 Fizikalna svojstva odredenih sintetskih antioksidanasa (Wanasundara i Shahidi,

2005).
Svojstva BHA BHT DG PG TBHQ
Cvrst kao Bijeli Bijeli o Bjelkasto-Zuckasto-
Izgled vosak kristal kristal Bijeli kristal smedi kristali
v, o Razgraduje se
Vreliste (°C) 264-270 265 - inad 148 300
Taliste (°C) 50-52 69-70 146-148 146-148 126-128
Kukuruzno 30 30 0 0 5-10
ulje
Glicerol 1 0 - 25 <1
Svinjska mast 30-40 50 - 1 5-10
Voda 0 0 <1 <1 <1
Sinergizam BHT, galati BHA BHA BHA -
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2.4.2. Sinergisti

Sinergisti se opisuju kao kemijski spojevi koji nemaju antioksidacijsko svojstvo, ali produzuju
djelovanje antioksidanasa do tri puta. Kiseline (limunska, askorbinska, vinska, octena) i lecitin
su najcesdéi sinergisti koji se dodaju antioksidansima u koncentraciji od 0,005 do 0,02 %

(Corbo, 2008).
Sinergisti djeluju na nekoliko nacina:
e vezuione metala i inaktiviraju ih te sprjecavaju njihovo prooksidacijsko djelovanje,

e povezu se s radikalom antioksidansa i zaustavljaju njegov utjecaj na razgradnju

peroksida,

e radikalu antioksidansa daju atom vodika, regeneriraju ga i produzuju njegovu trajnost

(Ostri¢-Matijasevié¢ i Turkulov, 1980).
2.4.3. Prooksidansi

Faktori koji ubrzavaju autooksidativne procese nazivaju se prooksidansi, to su temperatura,

svjetlost i tragovi metala (Cu, Fe, Niidr.) (Corbo, 2008).
Temperatura

Autooksidativni procesi se ubrzavaju porastom temperature, dok njezinim snizenjem dolazi
do usporavanja. Autooksidacija se ubrzava do 300 puta na temperaturi od 100 °C, $to ovisi o
kolic¢ini prisutnog kisika. Oksidacijsko kvarenje se ne moze sprijeciti, ali se moZe usporiti
skladiStenjem na niskoj temperaturi. Masti i ulja se preporucuje skladistiti u tamnim i
hladnim prostorima na temperaturi od 0 do 4 °C, gdje se mogu ¢uvati duZe vrijeme bez da se

pokvare (Corbo, 2008).
Svjetlost

Pod utjecajem svjetlosti reakcije oksidacije su ubrzane, bez obzira na valnu duljinu svjetlosti.
Naime, kraée valne duljine svjetlosti (<380 nm) dovode do znatno vedéeg ubrzavanja

oksidacije, jer pogoduju autooksidaciju i razgradnju hidroperoksida (Volumut, 2010).

Stoga se ¢uvanje masti i ulja preporucuju u tamnoj ambalazi, kako ne bi bilo izloZeno dnevnoj

svjetlosti (Corbo, 2008).
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Tragovi metala

loni metala prisutni u malim koli¢inama imaju prooksidacijski ucinak, ali samo kod veé
nastalih hidroperoksida, prilikom ¢ega dolazi do oksidacije iona metala i stvaranja slobodnog
radikala. Naime, prooksidacijski ucinak pojedinih metala nije isti, Sto se moze vidjeti po

intenzitetu djelovanja navedenih metala: Cu> Mn > Fe > Cr > Ni>Zn > Al (Volmut, 2010).
2.5. METODE ODREDIVANJA STUPNJA OKSIDACUE ULJA

Stupnjem oksidacije odreduje se kvaliteta, upotrebljivost u prehrani i prevideni rok trajanja
masti i ulja. Za odredivanje stupnja oksidacije koristi se veci broj metoda, ali niti jedna
metoda nije sveobuhvatna, pa se obi¢no upotrebljava viSe metoda, kako bi se dobio Sto

precizniji uvid u stupanj nastalih oksidacijskih promjena (Corbo, 2008).

Metode pomocu kojih se odreduje stupanj oksidacijskih promjena masti i ulja dijele se u

sljedece grupe:

1. Senzorske metode,

2. Kemijske metode,

3. Fizikalne metode (Volmut, 2010).
Senzorske metode

Ova metoda ispitivanja stupnja oksidacijskih promjena temelji se na utvrdivanju uZeglog
mirisa i okusa ulja koji je nastao uslijed prisutnosti razgradnih, sekundarnih produkata
oksidacije. Razna istraZivanja su ukazivala na zamjenu senzorske metode s plinskom
kromatografijom zbog brzine i jednostavnosti, iako je senzorska metoda dobar pokazatelj

oksidacijskog stupnja ulja (Ostri¢-Matijasevié¢ i Turkulov, 1980).
Kemijske metode

Prikaz najéesc¢ih kemijskih metoda za odredivanje stupnja oksidacije ulja nalazi se u Tablici 6.
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Tablica 6 Kemijske metode za ispitivanje stupnja oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

Kemijska metoda Ispitivani parametar
Peroksidni broj (Pbr) Peroksidi
TBK test (broj) Malonaldehidi
Karbonilni broj Svi spojevi sa karbonilnom grupom
Anisidinski broj (Abr) Nehlapljivi karbonilni spojevi
Kreis test Epoksialdehidi i acetali
Oksidacijska vrijednost (OV) ili OV=2Pbr + Abr, ukupni sadrzaj primarnih i sekundarnih produkata
Totox broj oksidacije

Koli¢ina primarnih produkata oksidacije ulja, hidroperoksida i peroksida, odreduje se
peroksidnim brojem. Za odredivanje se najcesée primjenjuju jodometrijske metode Lea i
Weeler-a. Ovim metodama se utvrduje kolicina joda iz kalij-jodida kojega oslobode peroksidi
sadrzani u uljima i mastima (Ostri¢-Matijasevic i Turkulov, 1980; Dimi¢ i Turkulov, 2000; Rade

i sur., 2001).

Peroksidni broj se moZe odredivati i pomoc¢u kolorimetrijske metode, koja se zasniva na
oksidaciji Zzeljezo (ll) soli u Zeljezo (lll), tj. fero oblika soli u feri oblik, medutim oksidacija
dovodi do obojenja Ciji se intenzitet onda mjeri (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980; Rade i

sur., 2001).

Pomodu tiobarbiturnog broja (TB) odreduje se stupanj oksidacije ulja s obzirom na koli¢inu
sekundarnih produkata koji su nastali oksidacijom. Tiobarbiturni broj je kolorimetrijska
metoda gdje dolazi do mjerenja intenziteta ruZicaste boje pri 532 nm. Reakcijom izmedu
tiobarbiturne kiseline i malonaldehida, sekundarnog produkta oksidacija dolazi do nastanka

ruzi¢aste boje (Rade i sur., 2001).

Ansidinski broj (Abr) se najvise primjenjuje za odredivanje kvalitete sirovih i jestivih ulja, a
njegovo ispitivanje se zasniva na reakciji p-anisidina s vis§im nezasiéenim aldehidima kao sto
su 2,4-dienal i 2-enal u kiseloj sredini. Iz vrijednosti za Pbr i Abr izraCunava se oksidacijska

vrijednost (OV) ili Totox broj, koja daje dobar pregled koli¢ine primarnih i sekundarnih

produkata oksidacije (Ostri¢-Matijasevic i Turkulov, 1980; Rade i sur., 2001).
Fizikalne metode

U Tablici 7 nalazi se prikaz najznacajnijih fizikalnih metoda za odredivanje stupnja oksidacije

ulja.
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Tablica 7 Fizikalne metode za ispitivanje stupnja oksidacije ulja (Dimic i Turkulov, 2000).

Fizikalna metoda Ispitivani parametar
UV — spektrofotometrija Konjugirani dieni/trieni
IR spektrofotometrija Primarni i sekundarni produkti oksidacije
NMR (nukl. magn. rezonanca) Hidroperoksidi i alkoholi
Fluorescencija Karbonilni spojevi (malonaldehidi) i ketoni
Plinska kromatografija Hlapljivi spojevi
HPLC Malonaldehidi i sekundarni produkti
Indeks refrakcije Primarni i sekundarni produkti oksidacije
Polarografija Hidroperoksidi
Kulometrija Hidroperoksidi
Kromatografija u koloni Polimeri, polarni spojevi
Primarni produkti oksidacije, konjugirani dieni i konjugirani hidroperoksidi pokazuju

apsorpcijski maksimum na 232 nm, dok sekundarni (konjigurani trieni, aldehidi i ketoni) na
270 nm. Ulja imaju vedi stupnja oksidacije Sto su vrijednosti pri 232 i 270 nm vecée. Odnos
ove dvije vrijednosti apsorbancije je R-vrijednost (5) i predstavlja dobar izvor podataka za
procjenjivanje oksidacijske kvalitete ulja. Ulje je loSije kvalitete Sto je R-vrijednost niza

(Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980).

R-vrijednost = A232 nm/A270 nm (5)
A232 nm — @apsorbancija pri 232 nm,
A270 nm — @apsorbancija pri 270 nm.

Plinska kromatografija se najvise primjenjuje za odredivanje oksidacijskih promjena na
nezasi¢enim masnim kiselinama. Ova se metoda pokazala dobra za pracenje oksidacije Cistih
ulja i masti, dok u kompleksnim lipidnim sustavima nije toliko uspjeSna. Primjenjuje se za
odredivanje hlapljivih spojeva koji nastaju oksidacijskim procesima u ulju, primjerice

aldehida (Rade i sur., 2001).

Promjena indeksa refrakcije takoder se koristi za pradenje promjena koje su nastale
oksidacijom, jer konjugirani dieni hidroperoksida i polimeri dovode do poveéanja indeksa

refrakcije (Rade i sur., 2001).
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2.6. OKSIDACIJSKA STABILNOST ULJIA

Oksidacijska stabilnost ili odrzivost predstavlja vrijeme za koje se ulja i masti mogu ocuvati
od oksidacije. Poznavanje oksidacijske stabilnosti ulja je vazno kako bi se unaprijed odredilo
vrijeme tijekom kojeg se ulje mozZe skladistiti bez znacajnih promjena kvalitete. Metode za
odredivanje odrzivosti ulja (Tablica 8) temelje se na namjerno izazvanoj ubrzanoj oksidaciji

ulja (Volmut, 2010).

Tablica 8 Analiticke metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti masti i ulja (Dimi¢ i

Turkulov, 2000).

Analiticka metoda Ispitivani parametar
Oven test Peroksidi, promjene senzorskih svojstava (okus i miris)
AOM test (Active Oxygen Method) ili Swift test Peroksidi
Rancimat test NiZe molekularne kiseline, provodljivost
Metoda apsorpcije kisika Apsorbirani kisik
Test na bazi fluorescentnog svjetla Peroksidi, senzorske promjene

2.6.1. Schaal Oven test

Schal Oven test ili Oven test je jedna od starijih metoda koja se koristi za odredivanje
odrzivosti ulja, a zasniva se na ubrzanoj oksidaciji pod utjecajem poviSene temperature.
Metoda se provodi zagrijavanjem uzoraka ulja u suSioniku pri temperaturi 63 °C i pra¢enjem
porasta peroksidnog broja ili senzorskih promjena uslijed oksidacije u odredenom

vremenskom rasponu (Moslavac i Vukovi¢, 2013).
Rezultati Oven testa mogu se prikazati kao:

e vrijednost peroksidnog broja nakon odredenog vremena (jestiva ulja se obi¢no drie 4

dana pri temperaturi od 63 °C),
e broj dana za koji se postize odredena vrijednost peroksidnog broja,

e vrijeme u danima za koje se utvrdi pojava uZeglosti pomocu senzorskog ispitivanja

(Dimi¢ i Turkulov, 2000).
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2.6.2. Swift test ili AOM test (Active Oxygen Method)

Ova analiticka metoda se temelji na zagrijavanju uzorka ulja zrakom u Swift aparatu na
temperaturu od 98 °C. U jednakim vremenskim intervalima uzimaju se uzorci ulja i odreduje
se peroksidni broj. U veéini slucajeva oksidacijska stabilnost ulja se odreduje do vrijednosti
peroksidnog broja od 5 mmol O,/kg. Pod pojmom kvalitetno ulje se smatraju ulja koja imaju
dobru stabilnost nakon 8 sati provedbe ovog testa i peroksidni broj manji od 5 mmol O,/kg

(Rade i sur., 2001).

U slucaju nedostatka Swift aparature moze se primijeniti test odrzZivosti na 98 °C, jer
pokazuje dobru korelaciju sa Swift testom. Kod testa odrzZivosti na 98 °C, uzorak ulja se

zagrijava u susSioniku na 98°C te se potom odreduje peroksidni broj (Volmut, 2010).
2.6.3. Rancimat test

Rancimat test se zasniva na zagrijavanju i propuhivanju zraka u uzorak ulja. Pod tim uvjetima
nastale kratkolancane hlapljive organske kiseline uvode se u deioniziranu vodu i
konduktometrijski se prati porast vodljivosti. Vrijeme potrebno za postizanje naglog porasta
vodljivosti u ovisnosti o nastalim hlapljivim kiselinama definira se vremenom indukcije, a

koje se oznacCava kao mjera stabilnosti masti ili ulja (Mendez i sur., 1996).

Ulje pokazuje bolju oksidacijsku stabilnost Sto je vrijeme indukcije, izrazeno u satima duze

(Laubli i Bruttel, 1986).
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada je bio ispitati oksidacijsku stabilnost hladno preSanog ulja
nocurka i utjecaj dodatka antioksidanasa (prirodnih, sintetskih) na promjenu odrZivosti ulja.
Oksidacijska stabilnost hladno presanog ulja nocurka odredena je Oven testom na
temperaturi od 63 °C kroz cCetiri dana. Pomoéu ove metode pracena je vrijednost Pbr, te
promjene senzorskih svojstava ispitivanih uzoraka ulja noéurka s i bez dodanog pojedinog
antioksidansa. Prije odredivanja oksidacijske stabilnosti ispitivanog ulja noc¢urka pomodu
standardnih metoda odredeni su osnovni parametri kvalitete biljnih ulja: Pbr, SMK, udio

vlage i udio netopljivih nedistoca.
3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijali

Ulje nocurka

Za ispitivanje oksidacijske stabilnosti koristeno je hladno presano ulje nocdurka, koje je
dobiveno preSanjem sjemenki noc¢urka na laboratorijskoj kontinuiranoj presi prikazanoj na
Slici 7. Na proizvedenom sirovom ulju provedeno je prirodno taloZenje (sedimentacija) te

vakuum filtracija, da bi se uklonile netopljive, krute Cestice zaostale iz sjemenke.

Slika 7 Laboratorijska puzna presa
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Antioksidansi

Za ispitivanje oksidacijske stabilnosti hladno preSanog ulja nocurka koristeni su prirodni i
sintetski antioksidansi. Od prirodnih antioksidanasa koristeni su: ekstrakt ruzmarina
(StabilEnhance®OSR), ruzmarinska kiselina, ekstrakt zelenog ¢aja, ekstrakt rtanjskog caja,
kofeinska kiselina, o-tokoferol, mjeSavina tokoferola, ekstrakt kosStica grozda sorte

Frankovke, a od sintetskih antioksidans TBHQ.
1. Ekstrakt ruZzmarina tip StabilEnhance®OSR

StabilEnhence®OSR je prirodni ekstrakt ruZzmarina u tekucoj formulaciji, udjela karnosolne
kiseline 5 %. Proizvodac je firma NATUREX, Francuska. U ispitivanju je upotrijebljen u udjelu

od 0,25 % ra¢unato na masu ulja.
2. RuZzmarinska kiselina

RuZmarinska kiselina je prirodni antioksidans, u praskastom obliku, proizvodaca Alfa Aesar. U

ispitivanju je upotrijebljena u udjelu od 0,1 % racunato na masu ulja.
3. Ekstrakt zelenog Caja

Ekstrakt zelenoga Caja dobiven je iz listova zelenog ¢aja (Camellia sinesis L.). Udjel kofeina je
manji od 0,5 %, a udjel ukupnih polifenola je veéi od 98 %. U sastavu polifenola se nalaze
katehini Ciji je udjel veéi od 80 %, od kojih epigalokatehin galat (EGCG) ima udjel veéi od 45

%. U ispitivanju je upotrijebljen u udjelu od 0,25 % ra¢unato na masu ulja.
4. Ekstrakt rtanjskog caja

Ekstrakt rtanjskog caja je dobiven destilacijom cvjetnih vrhova rtanjskog ¢aja Satureja

Montana L. U ispitivanju je upotrijebljen u udjelu od 0,25 % ra¢unato na masu ulja.
5. Kofeinska kiselina

Kofeinska kiselina je prirodni antioksidans u praskastom obliku, proizvodaca Sigma. U

ispitivanju je upotrijebljena u udjelu od 0,1 0,01 % ra¢unato na masu ulja.
6. a-tokoferol

a-tokoferol, poznat i pod nazivom vitamin E, prirodni je antioksidans i stabilizator ulja. Dolazi
u obliku viskozne Zuckaste tekucine, proizvodaca KEMIG d.o.0., Donja Zelina. U ispitivanju je

upotrijebljen u udjelu od 0,1 % ra¢unato na masu ulja.
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7. Mjesavina tokoferola

Mjesavinu tokoferola ¢ine a-tokoferol (do 15 %), B-tokoferol (< 5 %), y-tokoferol (55-75 %) i
6-tokoferol (20-30 %). Dolazi u obliku viskozne tekuéine Zute do crveno-smede boje,
proizvodaca DMS, Sjedinjene Americke Drzave. U ispitivanju je upotrijebljena u udjelu od

0,1 % rac¢unato na masu ulja.
8. Ekstrakt kostice grozda sorte Frankovka

Ekstrakt kosStice grozda sorte Frankovke je snazan prirodni antioksidans. U ispitivanju je

upotrijebljen u udjelu od 0,25 % ra¢unato na masu ulja.
9. TBHQ (tercijarni butilhidrokinon)

TBHQ je sintetski antioksidans, u obliku kristalnog praha, proizvodaca Acros Organics. U

ispitivanju je upotrijebljen u udjelu od 0,01 % ra¢unato na masu ulja.

3.2.2. Metode

3.2.2.1. Odredivanje osnovnih parametara kvalitete ulja

Odredivanje peroksidnog broja (Pbr)

Peroksidni broj je pokazatelj stupnja oksidacije masti i ulja. Princip odredivanje je da se
uzorak ulja otopi u smjesi ledene octene kiseline i kloroforma, te se doda otopina kalijevog
jodida (KI). 1z otopine Kl oslobada se jod, koji se zatim odreduje titracijom s otopinom
natrijevog tiosulfata (Na,S,03) uz Skrob kao indikator. Rezultat se izraZzava kao broj mmol

aktivnog kisika koji potjece od nastalog peroksida prisutnih u 1 kg ulja (mmol O,/ kg).
Peroksidni broj se izracunava prema formuli (6):

Pbr = (V1—V3) - 5/m [mmol O,/kg] (6)

gdje je:
V1 - volumen otopine Na,S,03 (0,01 mol/L) utrosen za titraciju uzorka [mL],
Vo - volumen otopine Na,S5,03 (0,01 mol/L) utrosen za titraciju slijepe probe [mL],

m - masa uzorka ulja [g].
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Odredivanje slobodnih masnih kiselina (SMK)

Jestiva biljna ulja, uz masne kiseline vezane u triacilglicerole sadrze i odredenu koli¢inu
slobodnih masnih kiselina, koje nastaju hidrolitickom razgradnjom triacilglicerola
djelovanjem lipaza na estersku vezu u molekuli. Udio slobodnih masnih kiselina zavisi o

nacinu dobivanja ulja, o kvaliteti sirovine i o uvjetima ¢uvanja, te se moze izraziti kao:
e kiselinski broj,
e kiselinski stupanj ili
e % SMK (izrazen na oleinsku kiselinu).

Sve navedene vrijednosti mogu se dobiti istim postupkom odredivanja, pa se mogu

preracunavati jedna u drugu.

Princip metode je titracija ulja otopljenog u neutralnoj smjesi etera i etanola, sa 0,1 M
otopinom NaOH uz dodatak indikatora, 1 %-tne otopine fenolftaleina u 96 %-tnom etanolu.
Udio slobodnih masnih kiselina je izrazen je kao % oleinske kiseline, a izraunava se po

formuli (7):
SMK (% oleinske kiseline)=V-c-M /10 -m (7)
gdje je:
V — utroSak vodene otopine NaOH za titraciju uzorka [mL],
¢ — koncentracija NaOH za titraciju, c¢(NaOH) = 0,1 mol/L,
M — molekulska masa oleinske kiseline, M = 282 g/mol,
m — masa uzroka za ispitivanje [g].
Odredivanje udjela vode

Znacajan indikator kvalitete sirovih i jestivih biljnih ulja je koli¢ina vode i hlapljivih tvari.
Prisutnost vode u ulju moZe dovesti do hidrolitickih promjena, odnosno povecéanja udjela
slobodnih masnih kiselina. Takoder, veca koli¢ina vode u ulju moZe dovesti do zamuéenja
ulja i time smanjenjem kvalitete ulja. Princip metode za odredivanje vode temelji se na
isparavanju vode i hlapljivih tvari iz ulja zagrijavanjem uzroka u susioniku pri 103 + 2 °C, dok

se ne postigne konstantna masa.
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Udio vode izra¢unava se prema formuli (8):
% vode = my—m;/ m;—mg - 100 (8)
gdje je:
mo— masa prazne posudice [g],
m; — masa posudice s uzorkom prije susenja [g],
m, — masa posudice s uzorkom nakon susenja [g].
Odredivanje koli¢ine netopljivih necistoca

Netopljive necisto¢e u ulju su mehanicke, krute Cestice koje mogu biti mineralne tvari ili

organski sastojci (dijelovi uljarice).

Princip odredivanja netopljivih Cestica zasniva se na tretiranju uzorka ulja organskim
otapalom, n-heksanom ili petrol-eterom, nakon cega se uzorak filtrira uz istovremeno

ispiranje taloga otapalom. Zaostali talog se susi do konstantne mase i potom vaze.
Udio netopljivih nedistoca u ulju izrazava se kao % netopljive necistoce, a racuna se prema
formuli (9):

% netopljive necistoce = m, —my / mg - 100 (9)
gdje je:
mo — masa uzorka [g],
m; — masa osusenog filter lijevka [g],

m, — masa filter lijevka s necisto¢ama nakon susenja [g].
3.2.2.2. Odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja Schaal Oven testom

Schaal Oven test je proveden na hladno preSanom ulju noc¢urka bez dodanog antioksidansa
(kontrolni uzorak) i s dodanim antioksidansima u razli¢itim koncentracijama. Prethodno
pripremljeni uzorci, zagrijavani su u susSioniku na temperaturi od 63 °C, koji je prikazan na
Slici 8. Provedeno je pradenje peroksidnog broja tijekom 4 dana s ciliem utvrdivanja
efikasnosti djelovanja dodanog antioksidansa na stabilnost ispitivanog ulja noéurka. Nakon
svakih 24 sata zagrijavanja kroz 4 dana uzorci bi se vadili iz suSionika, hladili na sobnu

temperaturu i homogenizirali. Za odredivanje peroksidnog broj uzimale su se odvage uzorka
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od 1 g, a potom bi se uzorci vratili u suSionik. Rezultati Schaal Oven testa prikazani su kao
vrijednost peroksidnog broja (mmol O,/kg) tijekom 4 dana drZanja uzorka ulja pri

temperaturi 63 °C.

Slika 8 Susionik za odredivanje oksidacijske stabilnosti Schaal Oven testom na 63°C

Slika 9 Priprema uzoraka ulja za provedbu testa
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Tablica 9 Osnovni parametri

kvalitete hladno presanog ulja noéurka usporedno s

maksimalnim dopustenim vrijednostima prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN

11/19)

. .. Maksimalne vrijednosti
Parametar kvalitete Vrijednost e e . . j . .
(Pravilnik o jestivim uljima i mastima)
Peroksidni broj,Pbr

(mmol 0,/kg) 3,40 /

Slobodne masne kiseline, SMK 203 5
(%)

Udio vode (%) 0,074 0,4

Udio netopljivih necistoéa (%) 0,54 0,05

Tablica 10 Oksidacijska stabilnost hladno presanog ulja noéurka sa i bez dodanih

antioksidanasa, odredena Oven testom na 63 °C tijekom 4 dana

Peroksidni broj (mmol 0,/kg)
Uzorak Udio antioksidansa
(%) 0 1. | 2 | 3 4
dan dan | dan | dan dan
Hladno presano ulje nocurka (kontrolni i 728 829 | 11,63 | 13,44
uzorak)
Ekstrakt zelenog caja 0,25 6,93 9,85 12,87 | 15,20
Ekstrakt rtanjskog Caja 0,25 6,92 9,71 12,32 | 15,66
Ekstrakt zelenog Caja + kofeinska kiselina 0,25+ 0,01 6,34 8,50 9,19 12,08
RuZmarinska kiselina 0,1 7,36 9,13 11,28 | 12,44
Kofeinska kiselina 0,1 4,00 4,43 5,00 5,32
TBHQ 0,01 340 4,00 5,91 6,97 6,90
a-tokoferol 0,1 4,45 6,41 9,90 13,36
Mijesavina tokoferola 0,1 6,50 8,42 12,32 | 14,49
Ekstrakt kostice grozda sorte Frankovka 0,25 7,50 8,91 10,89 | 15,56
Ekstrakt ruzmarina (StabilEnhance®OSR) 0,25 5,48 6,55 7,25 9,95
Ekstrakt r”f”;j}f;?:sf;i?;ﬁ&ga”°e®OSR) 0,25 + 0,01 3,47 | 345 | 439 | 500
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Pbr (mmol O,/kg)
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Slika 10 Utjecaj dodatka razli¢itih antioksidanasa na odrZivost ulja no¢urka nakon 4 dana

testa u odnosu na kontrolni uzorak (bez dodatka antioksidansa)
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Osnovni parametri kvalitete hladno preSanog ulja noc¢urka su prikazani u Tablici 9. Ispitivano
ulje nocurka je dobre kvalitete, jer su dobivene vrijednosti parametara u skladu s
Pravilnikom o jestivim uljima i mastima (NN 11/19), osim udjela netopljivih necisto¢a. Udio
netopljivih necisto¢a ulja noéurka je iznosio 0,54 %, a maksimalno dopustena vrijednost
prema Pravilniku je 0,05 %, stoga se preporucuje produziti vrijeme sedimentacije sirovog
ulja. Vrijednosti parametara Pbr i SMK pokazuju da u sjemenkama nocurka nije doslo do

znacajnog procesa kvarenja ulja.

Tablica 10 prikazuje oksidacijsku stabilnost ili odrzivost hladno preSanog ulja nocurka, sa i
bez dodanih antioksidanasa, koja je odredena Schaal Oven testom. Ispitivanje se provodilo 4
dana, pri ¢emu je pracena vrijednost Pbr i to svakih 24 sata. Dobiveni rezultati u Tablici 10
pokazuju da je tijekom 4 dana provodenja testa doslo do porasta vrijednosti Pbr-a kod svih
ispitivanih uzoraka ulja u odnosu na pocetnu vrijednost Pbr-a od 3,40 mmol O,/kg. Kod
kontrolnog uzorka, cistog ulja nodurka, bez dodanih antioksidanasa uocen je porast
vrijednosti Pbr-a te je nakon provedbe Oven testa iznosio 13,44 mmol O,/kg, $to ukazuje na

manju oksidacijsku stabilnost ovog ulja.

Provedba Oven testa je pokazala da odredeni ispitivani antioksidansi u primijenjenim
koncentracijama uspjesno povecavaju odrzivost ulja nocurka, tj. povecavaju njegovu
otpornost prema oksidacijskom kvarenju. Najveci ulinak zastite od oksidacije je pokazao
dodatak mjeSavine prirodnih antioksidanasa i to ekstrakta ruzmarina tipa StabilEnhace®OSR
(0,25 %) i kofeinske kiseline (0,01 %), te je nakon 4 dana dobivena vrijednost Pbr-a od 5,00
mmol O,/kg. Takoder, dobru stabilizaciju ulja pokazala je i samostalno kofeinska kiselina
dodana u udjelu 0,1 % racunato na masu uzorka ulja, gdje je nakon provedbe testa vrijednost
Pbr-a iznosila 5,32 mmol O,/kg. Sintetski antioksidans TBHQ dodan u udjelu 0,01 % je pruZio

nesto slabiju zastitu, a vrijednost Pbr-a je bila 6,90 mmol O,/kg nakon provedbe testa.

Na Slici 10 je graficki prikazan utjecaj dodatka pojedinih antioksidanasa na okisidacijsku
stabilnost hladno presSanog ulja noc¢urka nakon 4 dana provodenja ispitivanja te se moze
jasno vidjeti koji je antioksidans efikasan, a koji nije u usporedbi s kontrolnim uzorkom.
Ekstrakt zelenog caja, ekstrakt rtanjskog caja, ekstrakt kosStice grozda sorte Frankovka i
mjesSavina tokoferola su prirodni antioksidansi koji se nisu pokazali efikasni u stabilizaciji ulja

nocurka, zbog dobivene vece vrijednosti Pbr-a u odnosu na kontrolni uzorak. MjeSavina
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antioksidanasa esktrakta ruzmarina tipa StabilEnhance®OSR (0,25 %) i kofeinske kiseline
(0,01 %) je pokazala bolju efikasnost zastite ovog ulja od oksidacije nego dodatak samo
jednog od ova dva antioksidanasa. Ekstrakt zelenog ¢aja (0,25 %) nije pokazao funkciju
zaStite od oksidacijskog kvarenja ulja, ali u kombinaciji s kofeinskom kiselinom (0,01 %),
ostvarena je zastita ulja, pri ¢emu je vrijednost Pbr-a nakon 4 dana testa iznosila 12,08 mmol
0,/kg. Kofeinska kiselina je pokazala bolji u¢inak na odrzZivost ulja nocurka u mjesavini s

ekstraktom ruzmarina (StabilEnhance®OSR).

Dodatkom a-tokoferola (0,1 %) neznatno je povecdana stabilnost ulja nocurka (Pbr je
13,36 mmol 0O,/kg) u odnosu na kontrolni uzorak (13,44 mmol O,/kg). Primjenom
ruzmarinske kiseline (0,1 %) malo se povecala stabilnost ulja tj. otpornost prema

oksidacijskom kvarenju.

U svojem istrazivanju Youdim i sur. (1999) ispitivali su antioksidacijski uc¢inak ulja timjana, a-
tokoferola i askorbil pamlitata na odrzivost ulja no¢urka. Najbolju zastitu od oksidacije ulja
nocurka pokazali su ulje timjana i a-tokoferol. Khan i Shahidi (2001) su u svojim studijama
utvrdili kako su sintetski antioksidansi efikasniji u zastiti ulja nocurka od oksidacijskog

kvarenja u usporedbi s prirodnim antioksidansima, a najucinkovitiji se pokazao TBHQ.

Dodatak antioksidanasa u ulje ne bi trebao utjecati na senzorske karakteristike ulja, poput
boje, mirisa i okusa. Naime, dodatak nekih antioksidanasa promijenio je neke karakteristike
ulja. Uzorak ulja u kojemu je bila dodana mjesavina antioksidanasa ekstrakta ruzmarina tipa
StabilEnhace® OSR i kofeinske kiseline je promijenio boju, tj. posmedio u odnosu na
kontrolni uzorak. Ekstrakt rtanjskog ¢aja je promijenio miris uzorka, a ruzmarinska kiselina je

promijenila boju, odnosno posvijetlila je i malo zamutila uzorak ulja nocurka.
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Ispitivanjem utjecaja dodatka antioksidanasa na promjenu oksidacijske stabilnosti hladno

presanog ulja no¢urka mogu se donijeti sljedeci zakljuéci:

1.

10.

Ispitivano hladno preSano ulje noéurka je dobre kvalitete, jer su osnovni
parametri kvalitete u skladu s Pravilnikom o jestivim uljima i mastima (NN

11/19).

Nakon provodenja Oven testa na 63 °C tijekom 4 dana utvrdeno je da

ispitivano ulje no¢urka ima manju stabilnost prema oksidacijskom kvarenju.

Kofeinska kiselina je pokazala veéu zastitu ulja od oksidacijskog kvarenja u

odnosu na druge ispitivanje antioksidanse.

Ekstrakt ruzmarina (StabilEnhance®OSR) takoder znacajno stabilizira ulje

nocurka.

Primjenom mjeSavine prirodnih antioksidanasa ekstrakta ruZzmarina
(StabilEnhace®OSR) i kofeinske kiseline postignuta je najveéa stabilnost ulja

nocurka prema oksidacijskom kvarenju.

Koristenjem ekstrakta zelenog ¢aja, ekstrakta rtanjskog Caja, ekstrakta kostice
grozda sorte Frankovka i mjeSavine tokoferola nije postignuta dodatna

otpornost ispitivanog ulja prema oksidacijskom kvarenju.

Dodatkom kofeinske kiseline (0,1 %) u kombinaciji s ekstraktom zelenog ¢aja

(0,25 %) ostvarena je zastita ulja nocurka od oksidacije.

RuZmarinska kiselina efikasnije Stiti ulje nocurka od oksidacijskog kvarenja u

odnosu na a-tokoferol.

Sintetski antioksidans TBHQ malo slabije Stiti ulje nocurka od oksidacijskog
kvarenja u odnosu na kofeinsku kiselinu i mjesavinu ekstrakta ruZmarina i

kofeinske kiseline.

Ekstrakt rtanjskog <¢aja, kofeinske kiseline i mjesavina antioksidanasa
ekstrakta ruzmarina (StabilEnhace®OSR) i kofeinske kiseline doveli su do

promjene senzorskih svojstava ulja nocurka.
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