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Popis oznaka, kratica i simbola

Abr — anisidinski broj

AF — antioksidacijski faktor

AK — askorbinska kiselina

BG — butil galat

BHA — butilhidroksianisol

BHT — butilhidroksitoluen

DG — dodecil galat

DHA — dokosaheksaenska kiselina
DPA — dokosapentaenska kiselina
DPP — dobra proizvodacka praksa
EGCG — epigalokatehin galat

EMK — esencijalne masne kiseline
EPA — eikosapentaenska kiselina
HOO' - radikal vodikovog peroksida
IP — indukcijski period

IR — indeks refrakcije

KI — kalij jodid

LK — limunska kiselina

NN — netopljive nedistoce

OG - oktil galat



OV — oksidacijska vrijednost ulja

Pbr — peroksidni broj

PF — zastitni faktor

PG — propil galat

R’, RO’ - slobodni radikali

RH — masna kiselina

ROQ’ - radikal peroksida

ROOH — hidroperoksid

RR, ROR, ROOR — polimeri

SMK — slobodne masne kiseline

TBHQ — tercijarni butilhidrokinon

TBK — tiobarbiturna kiselina

ZMK — zasi¢ene masne kiseline
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Masti i ulja su u vodi netopljive tvari biljnog i Zivotinjskog podrijetla, trigliceridi — esteri
masnih kiselina i alkohola glicerola koji sadrze manje koli¢ine negliceridnih komponenti (1-
2%) koje se ne saponificiraju s alkalijama. Lipidi su koncentrirani izvor energije, osiguravaju
organizam sa 9 kcal/g. Takoder, osiguravaju medij za vitamine topljive u mastima, doprinose

osjecaju sitosti, te igraju vaznu ulogu u bogastvu teksture, okusa i kvalitete hrane.

Makovo ulje se dobiva hladnim presanjem sirovog osusenog sjemena maka i primjena
je uglavnom za salate. PreSanjem sjemenki maka dobije se sirovo ulje i nusproizvod presanja
— pogaca. Zbog visokog sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina, siemenke maka i proizvodi koji
u svom sastavu sadrze mak su dosta skloni oksidacijskim reakcijama koje uzrokuju razli¢ite

promjene u sastavu i svojstvima.

Oksidacijska stabilnost ili odrzivost ulja predstavlja vrijeme kroz koje se ulja mogu
Cuvati od procesa autooksidacije i naruSavanja njegovih senzorskih svojstava i kvalitete.
Oksidacijska stabilnost ulja se odreduje metodama koje rade na principu ubrzavanja procesa
oksidacije ulja, djelovanjem jednog ili viSe Cimbenika koji ubrzavaju proces. U praksi se

koriste Rancimat test, AOM test i Oven test.

Antioksidansi su tvari koje prisutne u malim koncentracijama sprjecavaju, tj.
usporavaju proces oksidacijskog kvarenja i produzuju odrZivost ulja, a mogu biti prirodni i

sintetski.

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati oksidacijsku stabilnost svjeze
proizvedenog hladno presanog makovog ulja, sa i bez dodatka antioksidanasa i sinergista te

na taj nacin utvrditi utjecaj pojedinog prirodnog antioksidansa na odrzivost ovog ulja.

U ovom istrazivanju koristeni su prirodni i sintetski antioksidansi: ekstrakt ruzmarina
(OxyLess®.CS), ekstrakt zelenog Caja, ekstrakt nara, eteri¢no ulje rtanjskog ¢aja i propil galat
(PG). Sinergisti koristeni u ovom istrazivanju su askorbinska i limunska kiselina. Oksidacijska

stabilnost makovog ulja ispitana je primjenom Oven testa.
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2.1. JESTIVA BILINA ULJIA

Masti i ulja su organski spojevi biljnog ili Zivotinjskog podrijetla, netopljivi u vodi, ali
topljivi u organskim otapalima. Prema kemijskom sastavu, masti i ulja se sastoje od
triglicerida masnih kiselina, tj. masti i ulja su esteri alkohola glicerola i masnih kiselina. Ulja
sadrZe viSe nezasicenih masnih kiselina, te su na sobnoj temperaturi u teku¢em agregatnom
stanju za razliku od masti koje sadrze vise zasi¢enih masnih kiselina i pri sobnoj temperaturi

su u ¢vrstom stanju.
S obzirom na strukturu i sastav biljnih ulja, lipidi se dijele na:

¢ jednostavne lipide,
+» slozene lipide,

++ derivate lipida.
Jednostavni lipidi

U jednostavne lipide ubrajamo triacilglicerole (trigliceride) masnih kiselina koje
nalazimo u prirodi prisutne s malim koli¢inama lipida drugih skupina, te voskovima koji
predstavljaju estere visSih masnih kiselina i viSih masnih alkohola. Na Slici 1 je prikazana

reakcija nastajanja triacilglicerola iz masnih kiselina i alkohola glicerola.

Ulja i masti (triacilgliceroli) su kondenzacijski proizvodi jedne molekule alkohola
glicerola i triju molekula masnih kiselina. Masne kiseline su reaktivni dio molekule

triacilglicerola pa imaju veliki utjecaj na njegova kemijska i fizikalna svojstva (Swern, 1972.).

it 0
HO—-C—R; I
H>C—O—C—Ry
HyC—OH 0 O
Tl 1
HC—0OH + HO—C—R; HC—O—(ﬂE—Rz + 3 HO
H,C—OH 0 H,C—O0—C—R5
HO—C—R;4
GLICEROL + MASNE KISELINE =  TRIACILGLICEROL + VODA
3 molekule 3 molekule

Slika 1. Nastajanje triglicerida (triacilglicerola)
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SloZeni lipidi

SloZeni lipidi ukljucuju derivate fosforne kiseline, tj. fosfolipide, lipide koji sadrze
ostatke ugljikohidrata, tj. glikolipide, aminolipide, sulfolipide. Udio negliceridnih sastojaka u
prirodnim biljnim uljima iznosi 1 — 2 %, u nekima i do 3,5 %, a Cine ih fosfatidi (fosfolipidi),
karoteni, voskovi, steroli, vitamini A, D i E, tokoferoli, pigmenti klorofil i gosipol, glikozidi,
aldehidi, ketoni, masni alkoholi i tragovi metala. Odredeni negliceridni sastojci u prirodnim
uljima su izrazito pozeljni (npr. Liposolubilni, vitamini, karoteni) i poboljSavaju kvalitetu ulja
prilikom rafinacije, dok voskovi, fosfatidi i tragovi metala mogu uvelike pogorsati kvalitetu

ulja prilikom rafinacije, pa ih je potrebno ukloniti iz sirovog ulja tijekom procesa rafinacije.
Derivati lipida

U derivate lipida ubrajaju se masne kiseline, vitamin D, vitamin E, alkoholi (steroli),

ugljikovodici (karoteni).
Masne kiseline se razlikuju po:

¢+ broju ugljikovih atoma u molekuli,
% zasi¢enosti,
++ broju dvostrukih veza,

+»+ prostornom rasporedu kiselinskih ostataka oko nezasi¢ene veze.
S obzirom na broj ugljikovih atoma razlikujemo:

+* masne kiseline kratkog lanca (broj ugljikovih atoma do 8),
+*» masne kiseline srednjeg lanca (broj ugljikovih atoma od 8 do 12),

+»* masne kiseline dugackog lanca (broj ugljikovih atoma iznad 12).

Sto je lanac masnih kiselina kradi, to je masnoca vise u tekuéem obliku, odnosno snizava se

njezino taliste.

S obzirom na stupanj nezasi¢enosti masne kiseline dijele se na:

R/

%+ zasi¢ene masne kiseline,

** nezasi¢ene masne kiseline (Swern, 1972.).
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Zasicene masne kiseline

Kada su ugljikovi atomi u masnim kiselinama povezani jednostrukim vezama (C-C),
takve masne kiseline nazivamo zasi¢enim masnim kiselinama (ZMK). Zasicenim masnim
kiselinama vodikovi atomi potpuno ispunjavaju sva slobodna mjesta na ugljikovim atomima i
najvaznije svojstvo je da su slabo reaktivne za reakcije na lancu, te dominiraju u mastima

koje su na sobnoj temperaturi u ¢vrstom stanju (masti Zivotinjskog porijekla).

Tablica 1 NajvaZnije zasi¢ene masne kiseline

Broj C atoma Naziv masne kiseline Formula
4 Maslacna kiselina CH;(CH,), COOH
6 Kapronska kiselina CH;(CH,), COOH
8 Kaprilna kiselina CH;(CH,)s COOH
10 Kaprinska kiselina CH;(CH,)3s COOH
12 Laurinska kiselina CH;(CH;)1,COOH
14 Miristinska kiselina CH;(CH,),, COOH
16 Palmitinska kiselina CH;(CH,).4,COOH
18 Stearinska kiselina CH;(CH,),4COOH
20 Arahidska kiselina CH;(CH,),3COOH
22 Behenijska kiselina CH;(CH,),,COOH
24 Lignocerinska kiselina CH;(CH,),, COOH

Povecanjem broja C atoma u molekuli raste i tocka topljenja masnih kiselina.
Najrasirenije zasicene masne kiseline su: laurinska, miristinska, palmitinska i stearinska

masna kiselina (Tablica 1).
Nezasicene masne kiseline

Ako je jedna ili viSe veza izmedu ugljikovih atoma povezana dvostrukim vezama (C =
C), masna kiselina pripada nezasi¢enim masnim kiselinama. Ovisno o broju dvostrukih veza,

nezasicene masne kiseline dijelimo u dvije skupine. Masne kiseline s jednom dvostrukom

6
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vezom su mononezasiéene masne kiseline, s dvije ili vise dvostrukih veza zovu se
polinezasicene masne kiseline. Nezasicene masne kiseline dominiraju u uljima, te su na
sobnoj temperaturi u tekuéem stanju (maslinovo ulje, sojino, suncokretovo, ulje uljane

repice i dr.), jer se tocka topljenja smanjuje s dvostrukim vezama.

Oleinska kiselina sa 18 - C atoma i jednom dvostrukom (=) vezom je najc¢esce prisutna
mononezasi¢ena masna kiselina (Slika 2). Znacdajno je zastupljena u maslinovom, repic¢inom i
visokooleinskom suncokretovom ulju. Jednostruko nezasi¢ena oleinska kiselina je manje
podlozna oksidaciji od polinezasi¢enih masnih kiselina (Rade i Skevin, 2004.). Najpoznatija
polinezasi¢ena masna kiselina je linolna masna kiselina koja ulazi u sastav brojnih biljnih ulja

poput suncokretovog, kukuruznog, sezamovog ulja i dr. ulja.

(s @
CH4(CH,);— C=C —(CH,);— C—OH
10 9

Slika 2 Mononezasi¢ena oleinska masna kiselina (Jasi¢, 2009.)

Nezasi¢ene masne kiseline mogu biti u dva geometrijska izomerna oblika, cis i trans
obliku (Slika 3). Prirodne nezasi¢ene masne kiseline su cis konfiguracije, a trans nezasicene
masne kiseline nastaju tijekom procesiranja, zagrijavanja ili hidrogenacije biljnih ulja
(O'Brien, 2004.). Tehnoloskim procesom proizvodnje hidrogeniziranih masti i margarina, gdje
se procesom hidrogenacije molekulama nezasi¢enih masnih kiselina na mjestima dvostukih
veza adiraju vodikovi atomi, mijenja se prirodan cis oblik masnih kiselina u trans oblik, koji je

Stetan za ljudski organizam.

Slika 3 Cis i trans oblik nezasi¢ene dvostruke veze (Jasi¢, 2009.)
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Kemijski sastav oba oblika je jednak, ali fizikalna svojstva im se razlikuju zbog razlike u
konfiguraciji, broj cis i trans izomera ovisi o broju dvostrukih veza u nezasiéenim masnim
kiselinama (npr. masne kiseline s dvije dvostruke veze imaju Cetiri geometrijska oblika; cis —
cis, cis — trans, trans — cis, trans - trans). Odredivanja udjela trans masnih kiselina je vrlo

vazno zbog odredivanja kvalitete masti i kontrole procesa hidrogenacije.

Polinezasicene masne kiseline dijele se na omega—3 i omega—6 (n—3 i n-6). Omega—3
skupini pripada a — linolenska kiselina i njezini derivati: eikosapentaenska kiselina (EPA),
dokosapentaenska kiselina (DPA) i dokosaheksaenska kiselina (DHA). NajviSe ih ima u ulju
riba sjevernih mora, pastrvama i ulju biljaka, a kod uljarica se nalaze najvise u lanenom ulju,
konopljinom ulju i repi¢inom ulju. Omega — 6 skupini pripadaju linolna kiselina i arahidonska

kiselina koju organizam moze sintetizirati iz linolne kiseline (Mandi¢, 2003.).
Esencijalne masne kiseline

Linolna i linolenska masna kiselina se ubrajaju u esencijalne masne kiseline (EMK), jer
ih nas organizam ne moze sam sintetizirati, pa ih je potrebno unositi hranom u organizam
(Slika 4). Vrlo su vaine za pravilan rast i razvoj organizma, rad stanica i funkciju organizma,
te pripadaju grupi polinezasi¢enih masnih kiselina sa 18 i 20 ugljikovih atoma i sadrze 2 — 6

dvostrukih veza u cis konfiguraciji masne kiseline.

0 . N

() ymeaa-6 masna kiselina -

nolenska kiselina (9,12, 15-okladekalrienska)
o Q)

omega-3 masna kiselina -—

Slika 4 Strukturna formula esencijalnih omega-3 i omega-6 masnih kiselina
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2.1.1. Makovo ulje

Mak (Papaver somniferum L.) potjecCe vjerojatno iz Azije gdje se i danas uveliko
uzgaja. Mak je jedna od najstarije uzgajanih biljaka. Poznat je i uzgaja se vise od 4000 godina.
Stari Rimljani su vec¢ tada vrlo dobro poznavali ljekovita i nutritivna svojstva maka. Mak se

danas uzgaja iz dva osnovna razloga:

¢ radi dobivanja odredenih alkaloida koji predstavljaju osnovu pojedinih lijekova

¢ radi neposredne primjene u jestive svrhe ili dobivanja jestivog ulja.

Mak je jednogodisnja biljka visine oko 1m. Sjeme se nalazi u ¢ahuri na vrhu stabljike. Zavisno
od sorte, sjieme moze biti svjetlo obojeno — bijeli mak, ili crno — plavi mak. Mak se sije u
proljece ili u jesen, pri ¢emu je prinos sjemena proljetnog maka 500 — 700 kg/ha, a prinos

jesenskog je za 30 — 40% veci.

Iz suhih ¢ahura maka se, u strogo kontroliranim industrijskim uvjetima, izdvajaju razni
alkaloidi od kojih su najznacajniji: morfin (0,4 — 1,5%), narkotin (0,3 — 1,0%), papaverin (0,3 —
1,0%), kodein, tebain (0,3 — 0,5%) i narcelin. Cisto sjeme maka je u sustini bez alkaloida.
Ukoliko se u sjemenu maka dokaZe prisustvo alkaloida, ono moZe da potjece jedino iz

»prasine” sa unutrasnje strane ¢ahure, odnosno, to znaci da sjeme nije dovoljno Cisto.

Zrno maka sadrzi 40 — 55% kvalitetnog ulja i 20 — 25% proteina. Pored ugodnih senzorskih
svojstava, nutritivnoj vrijednosti maka znatno doprinosi i povoljan sastav mikroelemenata,
prije svega, visok sadrzaj Zeljeza i magnezija. SadrzZaj ulja u sjemenu maka znatno varira u
ovisnosti od sorte i mjesta uzgoja. Na primjer u sjemenu maka uzgajanog u Pakistanu sadrzaj
ulja je iznosio 47 — 53%, u Indiji 41,4 — 49,1%, dok u Svedskoj uzgajano sjeme bijelog maka je
imalo sadrZaj ulja u prosjeku 40%, a plavi mak oko 33% ( Foldesi, 1997.).

Sjeme maka se koristi, prije svega, u pekarskoj i konditorskoj industriji. U znacajnim
koli¢inama se troSi na podrucjima sa nasljedenom tradicijom upotrebe maka, kao Sto je

srednja Europa i Indija.

Sastav i fizikalno — kemijske karakteristike ulja sjemena maka

Mak je bogat vitaminima, izvrstan je izvor tiamina (0,85 mg Sto Cini 56% RDA),

piridoksina (0,4 mg Sto ¢ini 22% RDA), a dobar je izvor i folne kiseline (35 pg Sto ¢ini 17%
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RDA), riboflavina (0,2 mg Sto ¢ini 12% RDA) i vitamina E (1,1mg Sto ¢ini 11% RDA). Od
minerala mak je izvrstan izvor mangana (6,8 mg Sto Cini 270% RDA), bakra (1,6 mg $to Cini
180% RDA), kalcija (1448 mg Sto Cini 145% RDA), fosfora (849 mg Sto Cini 106% RDA),
magnezija (331 mg Sto Cini 95% RDA), Zeljeza (9,4 mg sto €ini 94% RDA) i cinka (10,2 mg sto
¢ini 68% RDA). Sjemenke maka u 100 g sadrze 10 g dijetalnih vlakana, 30,8 g nezasi¢enih

masnih kiselina, od toga 30,5 g linolne kiseline, a takoder sadrze 89 mg fitosterola.

Iz bogatog nutritivnog sadrzaja maka isti¢u se nezasi¢ene masne kiseline, prije svega linolna
kiselina i oleinska kiselina. Linolna kiselina je esencijalna omega 6 masna kiselina koju nas
organizam ne moZe sintetizirati. Nalazi se u stanicnim membranama biljaka gdje sudjeluje u
njihovoj izgradnji, poti¢e apsorpciju i transport u masti topljivih vitamina A, D, E i K.
Znanstvena istrazivanja upucuju na to da moZe sudjelovati u procesu usporavanja razvoja
multiple skleroze. Takoder moze pomodi u zastiti krvozilnog sustava, reguliranju krvnog tlaka
i grusanja krvi. Cesto se primjenjuje za lijeenje koZnih oboljenja i upalnih procesa. Oleinska
kiselina je mononezasiéena masna kiselina koja pripada grupi omega 9 masnih kiselina. Ona
nije esencijalna i ljudski organizam je moZe djelomicno sintetizirati. Istrazivanja znanstvenika
sa Sveucilista Northwestern otkrivaju da oleinska kiselina moze sudjelovati u usporavanju
pojave raka djelovanjem na genetskoj razini. Takoder Stiti krvoZilni sustav od oSte¢enja. Mak
se moze koristiti i za opusStanje misi¢a, protiv bolova, za iskasljavanje i lijeCenje gréeva u
abdomenu. Minerali i vitamini maka ublaZuju razdraZljivost, stres, poti¢u koncentraciju i

raspolozenje.

Postupkom hladnog presanja iz sjemena maka se dobiva kvalitetno jestivo ulje, dok se ulje
koje se izdvaja pri viSim temperaturama moze koristiti u tehnicke svrhe. Randman ulja pri
preSanju sjemena maka je oko 35 do 50%. Hladno presano makovo ulje je svjetloZzute boje,
ugodnog mirisa i dobrog okusa. PreSanjem pri visSim temperaturama se povecava iskoristenje

na ulju, medutim, ulje je tamnije boje i senzorska svojstva su pogorsana.

Ukoliko je sjeme maka namijenjeno proizvodnji hladno presano ulja, posebno se mora voditi
racuna da ne dode do mehanickog ostecenja sjemena tijekom skladistenja. Wagner i
suradnici (2003.) su ustanovili da se oksidacijska stabilnost ulja u slu¢aju 10% ostecenog
sjemena smanjila za oko 50%, a u slucaju 50% ostecenog sjemena Cak za 82% u periodu od

175 dana pri 40°C.

10



2.TEORUSKI DIO

Tablica 2 SadrZaj i sastav neosapunijivih tvari ulja sjemena maka (Karleskind, 1996.)

Pokazatelj Vrijednost
Sadrzaj neosapunjivih tvari (g/kg) 5-15
Sadrzaj ukupnih sterola (mg/kg) 2750
Sastav sterola: (% od ukupnih sterola)
Campesterol 22
B — sitosterol 68
Sadrzaj ukupnih tokoferola (mg/kg) 140 - 150
Sastav tokoferola: (izrazen u %)
a — tokoferol 17
y — tokoferol 83
Ugljikovodici (mg/100g) 160
Triterpen alkoholi (mg/100g) 35

Pogaca koja zaostaje nakon izdvajanja ulja iz sjemena maka sadrzi 25 - 35% proteina i moze

se koristiti za ishranu Zivotinja. Medutim mora se obratiti paznja na kvalitetu jer se veoma

brzo uzegne. Skladistenje pogace u suhoj i hladnoj prostoriji moguée je samo za vrijeme od

par tjedana. Kao komponenta stocne hrane pogaca maka moze biti zastupljena u kolicini

ispod 10% (zbog toksi¢nosti i stvaranja ovisnosti) (Karleskind, 1996.).

2.2. VRSTE KVARENIJA BILINIH ULJA

Bilina ulja su, kao i svi prehrambeni proizvodi, podlozna raznim nepozeljenim

procesima koji dovode do nepozZeljnih promjena i kvarenja proizvoda. Ti nepovoljni procesi

koji naj¢es¢e dovode do kvarenja ulja mogu biti mikrobioloske, kemijske ili enzimske prirode.

Neke od nepozZeljnih promjena do kojih dolazi prilikom kvarenja su: promjena boje i mirisa,
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gubitak dijela bioloski aktivnih tvari, smanjenje prehrambene vrijednosti ulja, gubitak
vitamina i provitamina, esencijalnih masnih kiselina i sl. Obzirom na uzrok kvarenja biljnih

ulja, procesi kvarenja se dijele na:

+ enzimske i mikrobioloske procese kvarenja;

% kemijske procese kvarenja (Corbo, 2008).

2.2.1. Enzimski i mikrobioloski procesi

Enzimski procesi kvarenja su tipi¢ni za ulja i masti u samim sirovinama, a
mikrobioloski procesi su znacajni za proizvode koji sadrze visoki udio ulja i masti. Da bi uopce
doslo do ovih vrsta procesa u biljnim uljima, neophodna je prisutnost, odnosno utjecaj
enzima ili mikroorganizama, te odgovaraju¢i uvjeti za njihovo djelovanje, a to su

temperatura, voda i pH vrijednost.
Enzimski i mikrobiolosSki procesi se mogu podijeliti na:

+¢+ Hidroliti¢ku razgradnju

% B —ketooksidaciju

Hidroliticka razgradnja

Hidroliticka razgradnja biljnih ulja je proces oslobadanja masnih kiselina iz molekule
triglicerida uz prisustvo vode i lipolitickih enzima (lipaza). Hidroliza se odvija u ulju unutar
ploda ili siemenke ako su nagnjecene, ostecene ili prezrele. Pokazatelj hidrolitickog kvarenja
je koli¢ina nastalih slobodnih masnik kiselina (SMK), koje nastaju uslijed cijepanja esterske
veze alkohola glicerola i masne kiseline. SMK nemaju okusa ni mirisa, same po sebi nisu

Stetne za ljude ali Stetno djeluju na ulje zato Sto:

¢+ smanjuju oksidacijsku stabilnost ulja,
% imaju prooksidacijsko djelovanje, svojom karboksilnom skupinom ubrzavaju
razgradnju hidroperoksida i stvaranje sekundarnih produkata oksidacije ulja,

+» poticu prelazak iona metala s metalnih dijelova opreme i tankova u ulje.
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Hladno presana i nerafinirana ulja ne smiju sadrZavati viSe od 2 % slobodnih masnih kiselina,

izrazenih kao oleinska kiselina (NN 41/12).

Proces hidroliticke razgradnje ulja se moze zaustaviti inaktivacijom lipolitickih enzima, a to se
postiZze primjenom visokih temperatura (viSih od 80°C), te primjenom niskih temperatura
(nizih od -20°C). Posto oslobadanje viSih masnih kiselina izaziva pojavu pjene, one se

uklanjaju tijekom rafinacije ulja (Velagi¢ — Habul, 2010).

B — ketooksidacija

Ova reakcija je karakteristi¢na za biljna ulja i masti koje sadrZze masne kiseline kraceg i
srednjeg lanca. Uzroc¢nici B — ketooksidacije su plijesni iz skupine Aspergillus i Penicillium te
bakterija Bacillus mesentericus i Bacilus subtilis. Navedeni mikroorganizmi u prisustvu kisika
iz zraka napadaju zasicene masne kiseline i to metilensku grupu u B — poloZaju. Pri tome
nastaju primarni produkti reakcije, a to su B — keto kiseline, i metil ketoni kao sekundarni

produkti reakcije (Slika 5).

RCH,CH,COOH ----> RCH=CHCOOH ----> RCHOHCH,COOH ----- > RCOCH,COOH ----- > RCOCH; + CO,
zasi¢ena m. kis. a, B -nezasi¢ena m. kis. B-hidroksi m. kis. B-keto kiselina metil-keton

Slika 5 Reakcija B — ketooksidacije

Ako je prisutna voda, umjesto metil ketona, iz B — keto kiseline, mogu nastati dvije masne

kiseline, i to maslacna kiselina i octena kiselina, sto prikazuje sljedeéa reakcija:
CH3CH,CH,COCH,COOH + H,0 --> CH3CH,CH,COOH + CH3COOH

Proces B — ketooksidacije se mozZe sprijeciti osiguravanjem odredenih uvjeta koji
onemogucavaju razvoj mikroorganizama, kao $to su pasterizacija, sterilizacija, dodatak nekih

aditivai sl.

2.2.2. Kemijski procesi

Kemijski procesi kvarenja biljnih ulja su:
¢ Autooksidacija,
% Termooksidacija,

13
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¢ Reverzija.

Autooksidacija

Autooksidacija ulja je oksidacijsko kvarenje nezasiéenih masnih kiselina
autokatalitickim procesom koji se zasniva na mehanizmu djelovanja radikala u lan¢anoj
reakciji. To je veoma sloZzen proces koji ukljuéuje veliki broj medusobno povezanih reakcija.
Brzina, tijek, vrsta i koli¢ina produkata procesa autooksidacije ovise o sastavu masnih
poloZaja), prisustvu i aktivnoS¢u antioksidanasa, parcijalnom tlaku kisika, prirodi povrsine u

kontaktu s kisikom, o temperaturi, kvaliteti i intenzitetu svjetla, itd. (Velagi¢ — Habul, 2010).

Reakcija autooksidacije moze biti podijeljena na tri dijela: inicijacija, propagacija i terminacija

(deMan, 1999).

Faza inicijacije je pocetak procesa autooksidacije ulja, a zasniva se na pojavi pocetnog
slobodnog lipidnog radikala (R") uz pretpostavku da kisik iz zraka pri izravhom djelovanju na

masnu kiselinu daje radikale prema reakciji:
RH+ 0, 2 R+ HOO’
(masna kiselina)  (slobodni radikali)

U pocetnoj fazi jos uvjek nema nastalih hidroperoksida ili ima u izuzetno malim koli¢inama,

pa je ova faza autooksidacije usporena.

Utvdeno je da hranu uvjek karakterizira odredeni interval vremena, oznaéen kao indukcijski
period, koji prethodi autooksidaciji ili predstavlja njen prvi korak. Indukcijski period ovisi o
koli¢ini i kvaliteti lipida i uglavnom je karakteristican za odredene tipove proizvoda, s tim da

je generalno dug za hranu s malim sadrzajem nezasiéenih lipida (Velagi¢ — Habul, 2010).
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Tablica 3 Period indukcije i relativna brzina oksidacije za pojedine masne kiseline (Velagi¢ —

Habul, 2010)

Masna kiselina Broj alil grupa Broj indukcije (sati) Brzina peroksidacije
u odnosu na

stearinsku kiselinu

18:0 0 1
18:1(9) 1 82 100

18:2 (9,12) 2 19 1.200

18:3 (9,12,15) 3 1,34 2.500

Faza propagacije je druga faza procesa autooksidacije ulja.
R+ 0, 2 ROO’
Slobodni radikal Peroksid
ROO’ + RH = ROOH + R’
Hidroperoksid (Lawson, 1995)

Raspad hidroperoksida vodi formiranju Sirokog mnostva aldehida, ketona i ugljikovodika. Ovi

spojevi su odgovorni za uzegli miris i okus (Lawson, 1995).

Faza terminacije je zavrSetak procesa autooksidacije. Do terminacije lancane reakcije
oksidacije dolazi ako su slobodni radikali deaktivirani tj. medusobno povezani (Lawson,
1995). Ova faza terminacije podrazumijeva sljede¢e medusobne reakcije koje zavrsavaju

stvaranjem stabilnih produkata (ne radikala) i prekidom lanéanih promjena:
R"+R" > RR
RO’ + R’ - ROR
R" + ROO" - ROOR

ROO’" + ROO" = ROOR + 0, (Velagi¢ — Habul, 2010).
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RH — masne kiseline, ROOH — hidroperoksid,
R’, RO’ - slobodni radikali, HOQ’ - radikal vodikovog peroksida
ROQ’ - radikal peroksida, RR, ROR, ROOR — polimeri.

Tijekom autooksidacije nezasi¢enih masnih kiselina nastaju dvije skupine produkata:

+* Primarni produkti — monohidroperoksidi;
+» Sekundarni produkti — stabilni produkti lanane reakcije, koji mmogu biti alkani,

alkeni, aldehidi i ketoni, a nastaju razgradnjom hidroperoksida

Termooksidacija

Energija potrebna da se zahvati H atom iz metilenske grupe masne kiseline i tako
potice stvaranje hidroperoksida, moze se dobiti zagrijavanjem, kako se to desava tijekom
przenja i obrade hrane. Medutim, proces je sloZeniji i zahtjeva odredene preduvjete. Na
primjer, tijekom przenja uz povecanu temperaturu ulja razvijaju se pare vode i ulja, Sto
znacdajno smanjuje parcijalni tlak kisika na povrsini, a to je preduvjet za duZi period indukcije
autooksidacije lipida. Istovremeno, visoke temperature ubrzavaju i olakSavaju najveéi broj
koraka u lanéanim reakcijama (Velagi¢ — Habul, 2010). Pri termooksidaciji se stvaraju
oksidacijski produkti (hidroperoksidi i njihovi razgradni produkti), te produkti
termooksidacije (ciklicke masne kiseline, dimeri i polimeri masnih kiselina i triacilglicerola,
oksipolimeri te drugi hlapljivi i nehlapljivi spojevi). Vrsta ulja, temperatura te vrijeme
zagrijavanja uvjetuju nacin odvijanja termooksidacije. Uvid u stupanj termooksidacijskih
promjena daju slozene kromatografske metode i odredivanje jodnog broja. SniZzenje jodnog

broja za 5% je znak da se ulje ne moze vise koristiti za przenje.

Reverzija

Reverzija je kemijska promjena karakteristicna za ulje soje i repice gdje se nakon
kraceg vremena skladistenja javlja neugodan okus i miris. Nekoliko je teorija o uzroku
reverzije kao Sto su: oksidacija linolenske kiseline, oksidacija izolinolenske kiseline, fosfatidne

reakcije, neosapunjive tvari i oksidacijski polimeri.
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2.3. STABILIZACUA BILJINIH ULJA

Stabilizacija biljnih ulja prema oksidacijskom kvarenju se moZe poboljsati dodavanjem
antioksidanasa (prirodnih i sintetskih), a to su tvari koje inhibiraju, tj. usporavaju
antioksidacijsko kvarenje ulja, te dodatak sinergista uz antioksidanse. Stabilizacija biljnih ulja
se provodi kako bi se produZilo vrijeme trajnosti i ¢uvanja ulja te kako bi se usporilo ili
sprijeCilo kvarenje biljnih ulja koje uzrokuje neugodan miris, okus i naruSava senzorska

svojstva ulja.

2.3.1. Antioksidansi

Oksidacija je jedan od glavih uzroka kvarenja hrane. Odgovorna je za degradaciju
mirisa, okusa, teksture, konzinstencije, izgleda, kao i gubitka nutritivne vrijednosti veéine

hrane u danasnje vrijeme (Goldberg i Williams, 1991).

Antioksidansi su kemijski spojevi koji se dodaju u vrlo malim koncentracijama te u vecoj ili

manjoj mjeri usporavaju oksidacijsko kvarenje biljnih ulja i masti.

Antioksidansi koji se koriste u prehrambene svrhe moraju zadovoljiti neke odredene

zahtjeve, a to su:

++ Antioksidans mora biti topljiv u uljima i mastima;

<+ Ne smije uzrokovati strani okus, miris ili boju ulja zagrijavanjem niti duzim
skladistenjem;

% Mora biti aktivan kod dodataka u vrlo malim koncentracijama;

% Antioksidacijsko djelovanje u ulju mora biti preneseno i na proizvod koji sadrzi to ulje
ili mast;

+* Ne smije biti preskup;

% Treba se modi jednostavno identificirati i odrediti u proizvodima.

Razni prirodni i sintetski antioksidansi se dodaju za stabilizaciju biljnih ulja. Generalno
gledano, prirodni antioksidansi imaju jace, efikasnije i zdravstveno sigurnije djelovanje nego

sintetski, ali su prirodni antioksidansi skuplji od sintetskih.
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Prirodni antioksidansi
Posljednjih godina se intenzivno istrazuju razliciti biljni materijali koji sadrze fenolne

spojeve i pokazuju djelotvorna antioksidacijska svojstva u jestivim biljnim uljima i mastima.

Od prirodnih antioksidanasa najpoznatiji su tokoferoli (o — tokoferol, B — tokoferol, y —
tokoferol, 6 - tokoferol). a -, B -, y -, & — tokoferoli se razlikuju u broju i poloZaju ostataka
metilnih grupa u kromanolskom prstenu (Gunstone, 2003). Antioksidacijska aktivnost
tokoferola se povecava od a prema 6 (Belitz, Grosch, Schieberle, 2004). a — tokoferol reagira
sa peroksi radikalima brze nego ostali tokoferoli i sinteticki antioksidansi TBHQ i BHT. Veca
efikasnost y — tokoferola u usporedbi sa a — tokoferolom se zasniva na vecoj stabilnosti y —
tokoferola i na razli¢itim reakcijskim produktima formiranim tijekom antioksidacijske reakcije

(Belitz, Grosch, Schieberle, 2004).

Askorbinska kiselina je aktivna kao antioksidans u vodenom mediju, ali samo pri viSim
koncentracijama ( ~10° mol/l). Uo&ena je i prooksidacijska aktivnost pri nizim

koncentracijama (10~ mol/l), posebice u prisutnosti iona teskih metala.

Karotenoidi takoder imaju antioksidacijsko djelovanje. B — karoteni su najaktivniji pri
koncentracijama od 5 x 10™ mol/l, a takoder je i parcijalni tlak kisika izuzetno vazan, treba

biti ispod 150 mm Hg.

Neki flavononi i flavonoli su fenolne komponente koje su Siroko prisutne u biljnim tkivima

gdje se ponasaju kao prirodni antioksidansi (Belitz, Grosch, Schieberle, 2004).

U prirodne antioksidanse joS ubrajamo vitamine A,C i E, astaksantin (karotenoid),
karotenoide — provitamine A, minerale selen i cink, bioflanoide, aminokiselinu cistein, biljke i

biljne ekstrakte (ekstrakt sjemenki grozda, cesnjak, zeleni ¢aj i dr.), alfa lipoi¢nu kiselinu i dr.

Vitamin C (askorbinska kiselina) reagira s kisikom zaostalim u zatvorenom pakiranju i
na taj nacin sprijecava reakcije oksidacije. Topljiv je u vodi i prisutan u svjezem vocu i povréu.
Astaksantin se dobiva iz algi i on je karotenoid koji se u organizmu ne pretvara u vitamin A.
Astaksantin se potvrdio kao vrlo snazni antioksidans za zastitu koZe i ociju od Stetnog
djelovanja sunca. Likopen je najjaci antioksidans iz skupine karotenoida i najvise ga ima u
rajcici. Likopen inaktivira slobodne radikale, stiti lipide, proteine i DNA od oksidacije, te je

inaktivator kisika.
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Ekstrakt ruzmarina pokazuje najbolju antioksidacijsku aktivhost u odnosu na a —
tokoferol, askorbil palmitat i limunsku kiselinu. U kombinaciji sa aksorbil palmitatom i
limunskom kiselinom pokazuje povecanje antioksidacijskog efekta. U kombinaciji sa a —

tokoferolom otkriven je negativan sinergisticki ucinak (Hras i sur., 2000.).

Antioksidansi novijeg datuma su biljni ekstrakti zacinskih biljaka kao npr. ruzmarina, kadulje,
timijana, zelenog caja, nara, maslinovog lista te drugi biljni ekstrakti. Ekstrakcijom
antioksidanasa iz bilja, dobije se potpuno Cisti ,ekstrakt prirode”. Kod primjene prirodnih

antioksidanasa za stabilizaciju biljnih ulja koristi se dobra proizvodacka praksa (DPP).

Sintetski antioksidansi
Kako bi se mogli koristiti kao antioksidansi, sintetske kemijske tvari moraju zadovoljiti

sliedece uvjete:

¢ ne smiju biti toksi¢ni;
** moraju biti vrlo aktivni pri niskim koncentracijama (0,01 — 0,02%);
** moraju se koncentrirati na povrsini masne ili uljne faze (Belitz, Grosch, Schieberle,

2004).

Od sintetskih antioksidanasa (kemijskih ili umjetnih), najvazniji su: butilhidroksianisol (BHA),
butilhidroksitoluen (BHT); tercijarni butilhidrokinon (TBHQ), te alkil esteri galne kiseline (PG —
propil galat; BG — butil galat, OG — oktil galat i DG — dodecil galat). JoS treba spomenuti i

askorbil palmitat i askorbil stearat, mjeSavinu tokoferola itd.

Istrazivanja su pokazala da je u svrhu stabilizacije biljnih ulja bolje dodati smjesu
antioksidanasa nego jedan antioksidans. Razlog tome je sinergisticko djelovanje jednog
antioksidansa na drugi, pa dodani zajedno imaju bolje antioksidacijsko djelovanje. Da bi se

utvrdilo koji je antioksidans sinergist drugome potrebno je provesti ispitivanje.
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Tablica 4 Vrijednosti antioksidacijskog faktora (AF) nekih antioksidanasa (0,02%) u

procis¢enoj svinjskoj masti (Belitz, Grosch, Schieberle, 2004).

Antioksidans Antioksidans
AF AF
d- a — tokoferol 5 Oktil galat 6
dl —y — tokoferol 12 Askorbil palmitat 4
BHA 9.5 BHA i
BHT 6 BHT® 12

® — svaka komponenta je dodana u koli¢ini od 0,01%.

Mehanizam djelovanja antioksidansa
Antioksidans djeluje na sprijeCavanje oksidacijskog kvarenja ulja i masti preko dvije

reakcije:

1. AH+R 2 RH+A’
AH + ROO’ = ROOH + A’

Kod prve reakcije antioksidans daje svoj H atom koji se veze na slobodni radikal masne

kiseline ili na slobodni radikal peroksida.

2. AA+R"2>RA
A’ + ROO' - ROOA

Kod druge reakcije nastali slobodni radikali antioksidanasa se veZze na slobodni radikal masne

kiseline ili na slobodni radikal peroksida.

Antioksidans produzZuje odrzivost ulja i masti na nadin da obje reakcije prekidaju lan¢anu
reakciju oksidacijskog kvarenja. Antioksidans ne veze kisik na sebe iz zraka nego djeluje na
slobodne radikale. Jako je vaino da se antioksidans dodaje ,svjezoj masti i ulju” koji imaju
nizak peroksidni broj (Pbr), koji mora biti manji od jedan. Dugotrajnost djelovanja

antioksidansa ovisi od vrste dodanog antioksidansa, njegove koncentracije, vrste ulja i masti
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te uvjeta cuvanja ulja i masti. Antioksidansi, u prosjeku, poveéavaju odrzivost odnosno
oksidacijsku stabilnost ulja i masti 3 — 6 puta u usporedbi s uljima i mastima kojima nisu
dodani antioksidansi. Vazan utjecaj na djelovanje antioksidansa ima sastav ulja i masti,
odnosno udio nezasi¢enih masnih kiselina te nekih negliceridnih sastojaka. U animalnim
mastima koje sadrze manje polinezasiéenih masnih kiselina, a ne sadrze prirodne

antioksidanse, dodani antioksidans ima bolje djelovanje nego u biljnim uljima.

Efikasnost antioksidansa moZe se procjeniti usporednom analizom, koristeéi se

»antioksidacijskim faktorom“ (AF):

AF =14/ Ig

Gdje je Ia = indukcijski period za mast ili ulje uz dodatak antioksidansa, a lo = oksidacijski
indukcijski period za mast ili ulje bez dodatnog antioksidansa (Belitz, Grosch, Schieberle,

2004).

2.3.2. Sinergisti

Kemijske tvari koje poboljSavaju aktivnost antioksidanasa nazivaju se sinergisti (Belitz,
Grosch, Schieberle, 2004). Najvazniji primjeri sinergista su: lecitin, aminokiseline, limunska,
askorbinska i octena kiselina, monoizopropil citrat, askorbil palmitat itd. Sinergisti sami po
sebi nemaju antioksidacijsko djelovanje ali dodani uz neki antioksidans produzuju njegovo

djelovanje, najcesée 1 — 3 puta.
Sinergisti imaju tri nacina djelovanje:

1. Veiu tragove metala (Cu, Fe, Ni,...), inaktiviraju ih te isklju¢uju njihovo
prooksidacijsko djelovanje na proces autooksidacije ulja i masti

2. Daju svoj H atom antioksidansu, tako da regeneriraju i reduciraju, pa produzuju
vrijeme njegovog djelovanja

3. Sinergist se veZe sa slobodnim radikalom antioksidansa i sprije¢ava njegov utjecaj na

razgradnju peroksida.

U praksi se uz antioksidans redovno dodaje i sinergist u koli¢ini od 0.005 — 0.02%. dodatak

sinergista je propisan zakonskom regulativom. Ispitivanjima treba ustanoviti koji sinergist
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odgovara kojem antioksidansu, u takvoj se kombinaciji trebaju dodavati uljima i mastima, i to

najcesce kod zavrsetka procesa dezdorizacije (ako se radi o rafiniranim uljima).

2.4. METODE ODREDIVANIJA STUPNJA OKSIDACIJE ULJA

Danas se u praksi koristi veliki broj metoda za odredivanje stupnja oksidacije ulja i
masti iz razloga Sto poznavanje stupnja oksidacije omogucava odredivanje kvalitete ulja i
masti te se na taj nacin utvrduje moze li se odredena mast ili ulje koristiti u ljudskoj prehrani

i da li se moze krace ili duze skladistiti.

Tri su grupe metoda kojima se odreduje stupanj oksidacijskih promjena na masti ili ulju, a to

Su:

% Organolepticke (senzorske) metode
% Kemijske metode

s Fizikalne metode

a) Organolepticke (senzorske) metode

lako su ove metode subjektivne i dugotrajne, one i dalje ostaju jako vazne za
ispitivanje stupnja oksidacije ulja i masti. Senzorske metode se baziraju na odredivanju
pojave neprijatnog uzeglog mirisa. Taj miris nastaje zbog razgradnih sekundarnih produkata
oksidacije ulja, a to su hlapljivi kabonilni spojevi, odnosno aldehidi i ketoni. Senzorsko
ocjenjivanje ulja danas provode panel ispitivaéi te se ono provodi u posebnim prilagodenim

uvjetima.

b) Kemijske metode

Sto se ti¢e kemijskih metoda za odredivanje stupnja oksidacije ulja, one se mogu

podijeliti na:

+* metode kod kojih se odreduju primarni produkti oksidacije ulja (hidroperoksidi i

peroksidi),
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+» metode kod kojih se odreduju sekundarni produkti oksidacije ulja (hlapljivi

karbonilni spojevi), a oni nastaju razgradnjom primarnih produkata.

Tablica 5 Kemijske metode procjenjivanja stupnja oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

ANALITICKA METODA ISPITIVANI PARAMETAR

Peroksidni broj (Pbr) Peroksidi

TBK test (broj) Malonaldehid

Karbonilni broj Spojevi sa karbonilnom grupom

Anisidinski broj (Abr) Nehlapljivi karbonilni spojevi

Kreis broj Epoksialdehidi i acetali

Oksidacijska vrijednost (OV) ili OV = 2Pbr + Abr, ukupni sadrzaj primarnih i
Totox broj sekundarnih produkata oksidacije

Peroksidni broj - metoda za odredivanje koncentracije peroksida temelji se na redukciji
hidroperoksidne grupe s HI ili Fe** (Belitz, Grosch, Schieberle, 2004). Biljno ulje koje sadrii
odredenu koli¢inu hidroperoksida ili peroksida brze podlijeze oksidacijskom kvarenju ulja, jer
ovi spojevi djeluju kao katalizatori na oksidaciju. U praksi se za odredivanje hidroperoksida i
peroksida najcesée koristi metoda odredivanje prema Wheeleru, a to su jodometrijske
metode temeljene na odredivanju koli¢ine joda koje oslobadaju hidroperoksidi iz otopine
kalij jodida u uvjetima testa koji se radi. Peroksidni broj se izrazava u jedinici mmol O,/kg i
ovaj broj je u uskoj vezi s na¢inom ¢uvanja ulja. Ako Zelimo da ulje ¢uvamo duzi vremenski

period Pbr takvog ulja treba biti $to niZi (0 — 1 mmol O,/kg).

Anisidinski broj - Abr predstavlja koli¢inu sekundarnih produkata oksidacijskog kvarenja ulja
i masti. Odreduje koli¢inu aldehida, primarno 2 — alkena koji su izvedeni iz peroksida
(Lawson, 1995). Odredivanje Abr se temelji na reakciji paraanisidina sa viSim nezasi¢enim
aldehidima (2,4 — dienal i 2 — enal). Budué¢i da se koli¢ina neisparljivih aldehida kao

produkata razgradnje vrlo malo mjenja tijekom procesa rafinacije, moguée je ovom
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metodom utvrditi tzv. oksidacijsku proslost ulja. Ako je vrijednost anisidinskog broja visa, to

znadi slabiju odrzZivost ulja.

TBK test - test tiobarbiturne kiseline je preferirana metoda za detekciju lipidne peroksidacije
u bioloskim sustavima (Belitz, Grosch, Schieberle, 2004). Stupanj oksidacijskih promjena se
odreduje na temelju koli¢ine sekundarnih produkata oksidacije ulja. Kod ove kolorimetrijske
metode TBK reagira sa malonaldehidom, a to je jedan od razgradnih produkata
polinezasi¢enih masnih kiselina. Pri tome dolazi do stvaranja crvene bolje, a intezitet te boje

se oCitava na 532 nm.

Totox broj - to je oksidacijska vrijednost ulja (OV), prema formuli:
OV =2 x Pbr + Abr

Gdje je:

Pbr = peroksidni broj

Abr = anisidinski broj

Oksidacijska vrijednost ulja pokazuje i koli¢inu primarnih produkata (Pbr) i koli¢inu
sekundarnih produkata (Abr), pa prema tome daje vrlo dobar uvid u stupanj nastalih

oksidacijskih promjena ulja.

Kreis broj - ova se metoda tremelji na obojenoj reakciji flavoglucina sa razgradnim
produktima oksidacije ulja, ponajprije sa epihidrinaldehidom, pri ¢emu nastaje crvena boja

Ciji intezitet se odreduje na 540 nm.

c) Fizikalne metode

Plinska kromatografija — odreduje se 3 — cis heksanal, kao i drugi aldehidi koji su nositelji
neugodnog mirisa uZegle masti. Plinskom kromatografijom moguée je odredivanje ovih

aldehida ako je njihova koli¢ina ve¢a od 1 ppm (ppm = mg/kg).

UV spektrofotometrija — oksidacijom polinezasi¢enih masnih kiselina dolazi do stvaranja
konjugiranih dvostrukih veza koje imaju maksimum apsorpcije u UV podrucju od 230 do 375

nm. Nastali hidroperoksidi sa konjugiranim dienima pokazuju apsorpcijski maksimum u UV
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podrucju na 232 nm. Aldehidi, ketoni i konjugirani trieni imaju apsorbanciju na 270 nm, pa se
na temelju ocitane vrijednosti na 232 i 270 nm moZe odrediti stupanj oksidacije ulja. Ova

vrijednost se naziva R vrijejednost:
R vrijednost = Ay, / Axzo
Gdje je:
A3, —apsorbancija na 232 nm
Ay70 — apsorbancija na 270 nm.

Ulje je loSije kvalitete ako je R vrijednost niska jer sadrzi vise konjugiranih triena i
sekundarnih produkata oksidacije. Ovakav nacin procjenjivanja stupnja oksidacije pomoc¢u R
vrijednosti mogu¢ je samo kod sirovih ulja jer se kod rafiniranih ulja tijekom procesa
dekolorizacije, djelovanjem aktivne zemlje stvaraju konjugirani trieni koji nisu rezultat

oksidacijskih promjena (Dimié i Turkulov, 2000).

Indeks refrakcije — konjugirani dieni hidroperoksida kao i nastali polimeri povecavaju indeks

refrakcije, pa se oksidacijske promjene ulja i masti mogu pratiti odredivanjem IR —a.

Tekucinska kromatografija (HPLC) — odreduje se malonaldehid i drugi sekundarni produkti

oksidacije.

Tablica 6 Fizikalne metode za procjenjivanje stupnja oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

ANALITICKA METODA ISPITIVANI PARAMETAR

UV - spektrofotometar Konjugirani dieni/trieni

IR spektrofotometar Primarni i sekundarni produkti oksidacije
NMR (nuklearna magnetska rezonanca) Hidroperoksidi i alkoholi

Fluorescencija Karbonilni spojevi i ketoni

Plinska kromatografija Hlapljivi spojevi

HPLC Malonaldehidi i sekundarni proizvodi
Indeks refrakcije Primarni i sekundarni produkti oksidacije
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Polarografija Hidroperoksidi
Kulometrija Hidroperoksidi
Kromatografija u koloni Polimeri, polarni spojevi

2.5. OKSIDACIJSKA STABILNOST ILI ODRZIVOST ULJA

Oksidacijska stabilnost ili odrzivost biljnih ulja predstavlja vrijeme kroz koje se oni
mogu sacuvati od procesa autooksidacije. Poznavanje stabilnosti ili odrzivosti biljnih ulja
vazno je kako bi se moglo unaprijed odrediti vrijeme za koje se mogu sacuvati od jace
izrazene oksidacije, bez bitnih promjena kvalitete te za definiranje roka upotrebe ulja (Dimic¢ i
Turkulov, 2000). Metode koje se koriste za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja se
temelje na ubrzanoj oksidaciji ulja i masti utjecajem nekog ¢imbenika koji ubrzava ovu vrstu
kvarenja ulja. Danas su to najées¢e metode koje se provode pod utjecajem temperature. Za
odrzivost ulja i masti koristi se vrijeme u satima (h) i danima, potrebno je da ispitivani uzorak
ulja dosegne odredenu, unaprijed utvrdenu vrijednost Pbr ili se organolepticki utvrdi pojava

uzeglog mirisa.

2.5.1. Oven test (Schaal Oven metoda)

Ovo je jedan od najstarijih i najjednostavnijih testova za odredivanje oksidacijske
odrZivosti ulja i masti. Kod Oven testa, uzorci ulja se drze u su$ioniku na temperaturi 60°C ili
63°C te se prati porast vrijednosti Pbr kao i senzorske, organolepti¢ke promjene. Za odrZivost
ulja i masti uzima se vrijeme u danima za koje peroksidni broj ulja dosegne odredenu
vrijednost ili se organolepti¢kim ispitivanjem utvrdi pojava uZeglosti. Pri tome je vaino
naglasiti da 1 dan Schaal Oven testa odgovara odrzZivosti ulja 6 — 12 dana pri sobnoj

temperaturi (Dimic¢ i Turkulov, 2000).

2.5.2. Rancimat test

Kod primjene rancimat testa provodi se ubrzana oksidacija ulja pri tocno definiranim
uvjetima. Za ispitivanje se koristi Rancimat uredaj pri poviSenoj temperaturi (100°c, 110°c,

120°C) uz stalni dovod zraka. Pri povidenoj temperaturi, oksidacijom ulja, nastaju
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kratkolan¢ane hlapljive organske kiseline koje se uvode u deioniziranu vodu pa se ovi

hlapljivi produkti odreduju konduktometrijski sa automatskim registriranjem vodljivosti u

funkciji vremena. Tijek oksidacije ulja se mozZe indirektno pratiti mjerenjem porasta

vodljivosti. Kod ove metode se dobije indukcijski period (IP) koji se mjeri u satima, a on se

oznadava kao indeks odrZivosti ulja pri odredenoj temperaturi i protoku zraka. Sto je

indukcijski period duZi, to je bolja odrzivost, odnosno oksidacijska stabilnost ulja.

Tablica 7 Indukcijski period razli¢itih vrsta ulja pri odredenim temperaturama

VRSTA ULJA TEMPERATURA ISPITIVANJA | INDUKCISKI  PERIOD —IP
(°c) (h)

Suncokretovo ulje 100 7.1-12.2
Suncoktretovo ulje 120 3.5-6.3

Ulje kukuruznih klica 100 18.9

Arasidovo (kikiriki) ulje 100 13.2-29.2
Maslinovo ulje 100 19.6-29.4
Palminovo ulje 100 42.5

Repicino ulje 100 14.0

Sojino ulje 100 10.5

2.5.3. Swift test ili AOM test (Active Oxygen Method)

Kod ovog testa se uzorci ulja kroz koje prolazi struja zraka zagrijavaju u Swift aparatu

na temperaturu 97,8°C. U odredenim vremenskim intervalima se uzimaju uzorci ulja i

odreduje se Pbr. Uzorci ulja se drze u uredaju toliko dugo dok Pbr ne dosegne odredenu

vrijednost. Iz odrzivosti ulja odredene AOM testom moZe se izraCunati priblizna odrzivost

ulja pri sobnoj temperaturi jer su rezultati ispitivanja pokazali da 1h AOM testa odgovara
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priblizno 20 dana ¢uvanja ulja pri sobnoj temperaturi. Ulja i masti dobre kvalitete i odrzivosti

poslije 8h AOM testa moraju imati Pbr manji od 5 mmol O0y/kg ulja.
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3.1. ZADATAK

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitati oksidacijsku stabilnost (odrZivost)
proizvedenog hladno presanog makovog ulja, sa i bez dodanog antioksidansa. U tu svrhu
potrebno je ispitati utjecaj pojedinog antioksidansa na odrZivost proizvedenog ulja
primjenom Oven testa (63 °C) i praéenjem promjene vrijednosti peroksidnog broja uzorka
Cistog hladno presanog ulja maka (kontrolni uzorak) i uzoraka s dodanim prirodnim i
sintetskim antioksidansima tijekom cetiri dana trajanja testiranja. Takoder ispitan je utjecaj
dodatka sinergista (limunska i askorbinska kiselina) na promjenu oksidacijske stabilnosti

makovog ulja.

Prije odredivanja oksidacijske stabilnosti odredeni su parametri kvalitete hladno
preSanog makovog ulja primjenom standardnih metoda, odredeni su: peroksidni broj, udio

slobodnih masnih kiselina, udio netopljive nelistoce, udio vlage u ulju.

3.2. MATERUJALI | METODE
3.2.1. Materijali

3.2.1.1. Sjemenke maka
Sjemenke maka su nabavljene iz firme CUM FRUCTU d.o.0., Zagreb. Laboratorijskim

postupkom presanja, iz ovih sjemenki maka je dobiveno ispitivano hladno presano ulje.

Slika 5 Sjemenke maka
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3.2.1.2. Antioksidansi
Kod ispitivanja oksidacijske stabilnosti (odrzivosti) svjeZze proizvedenog hladno presanog

makovog ulja koriSteni su sljedeci antioksidansi:

- ekstrakt ruzmarina Oxy’Less CS (Naturex, Francuska);
- ekstrakt zelenog ¢aja (Naturex, Francuska);

- ekstrakt nara (Naturex, Francuska);

- eteri¢no ulje rtanjskog ¢aja

- propil galat (PG)

Od sinergista su koristene askorbinska i limunska kiselina.

Slika 6 Koristeni antioksidansi

Ekstrakt ruzmarina (Oxy’Less CS)

Oxy Less CS je prirodni ekstrakt dobiven iz listova ruZmarina (Romarinus officinalis L.).
Proizveden u praskastom obliku u Francuskoj (tvrtka NATUREX), beZ boje i topljiv u vodi.
Udio karnosolne kiseline je 18 do 22%, zastitni faktor (PF) je veci od 12%, suha tvar ekstrakta
je od 92 do 98%. U ispitivanju smo ga upotrijebili u udjelima 0,1% i 0,2%, te u udjelu od 0,1%

uz 0,01% limunske i 0,01% askorbinske kiseline racunato na masu ulja.

Ekstrakt zelenog caja
Ekstrakt zelenog Caja je prirodni ekstrakt dobiven iz listova zelenog ¢aja (Camellia

sintensis L.) i proizveden je u praskastom obliku, proizvodac je tvrtka NATUREX. To je prah,
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Zute do smede boje, trpkog mirisa, sa maksimalnim udjelom vode do 8%. Udio
epigalokatehin galata (EGCG) vedi je od 45%, udio ukupnih polifenola vedi je od 98%, udio
kofeina maniji je od 2%, a udio katehina veci je od 80%. U ispitivanju smo ga upotrijebili u
udjelima 0,1% i 0,2%, te u udjelu od 0,1% uz 0,01% limunske i 0,01% askorbinske kiseline

racunato na masu ulja.

Ekstrakt nara

Ekstrakt nara je prirodni ekstrakt, dobiven iz voéa nara (Punica granatum L.). Prema
sastavu pripada maltodekstrinima. Proizveden je u Francuskoj (NATUREX) u praskastom
obliku i topljiv je u vodi. Sadrzi visSe od 10% elagicne kiseline, a udio suhog ekstrakta je vedi
od 95%. U ispitivanju smo ga upotrijebili u udjelima 0,1% i 0,2%, te u udjelu od 0,1% uz

0,01% limunske i 0,01% askorbinske kiseline racunato na masu ulja.

Eteri¢no ulje rtanjskog ¢aja

Etericno ulje rtanjskog c¢aja je dobiveno parnom destilacijom cvjetnih vrhova
rtanjskog Caja (Satureja Montana). Etericno ulje koje smo koristili u ovom ispitivanju je
proizvedeno od strane Instituta za ratarstvo i povrtarstvo (Novi Sad, Srbija). DPPH metodom
je odredena antioksidacijska aktivnost etericnog ulja rtanjskog ¢aja i iznosi 1Csg = 0,0629

(mg/ml). U ispitivanju smo ga upotrijebili u udjelu od 0,05% racunato na masu ulja.

Propil galat
Propil galat je sintetski antioksidans E310, prah, sivo — bijele boje, bez mirisa. Toc¢ka
talista je 146 do 150°C. Preporucena koli¢ina doziranja je od 20 do 200 ppm. U ispitivanju

smo ga upotrijebili u udjelu od 0,01% racunato na masu ulja.

3.2.2. Metode

Parametri kvalitete ulja koji su se odredivali ovim radom nakon procesa hladnog presanja su:

v’ Peroksidni broj (Pbr)

v" Slobodne masne kiseline (SMK)
v Udio netopljivih Eestica

v" Udio vlage
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Odredivanje peroksidnog broja (Pbr)

Peroksidni broj je jedan od pokazatelja oksidacijskog stanja biljnih ulja, a njime se
odreduju primarni produkti oksidacije. U ovom istrazivanju peroksidni broj je odreden
standardnom metodom: Odredivanje peroksidnog broja — Jodometrijsko odredivanje tocke
zavrsetka ISO 3960 (2007). Uzorak ulja je otopljen u smjesi ledene octene kiseline i
kloroforma, zatim promijeSan, pa mu je dodan kalij jodid (KI). Uzorak je muckan rukom toc¢no
jednu minutu pa je razrijeden prethodno prokuhanom i ohladenom destiliranom vodom,
poslije ¢ega mu je dodan skrob kao indikator. Djelovanjem peroksida oslobada se jod iz
otopine kalij jodida koji je zatim odreden titracijom sa natrij — tiosulfatom. Na isti nacin se
provede i slijepi pokus, ali bez ulja. Rezultat se izrazava kao broj milimola aktivnog kisika koji

potjece od nastalog peroksida prisutnog u 1kg ulja (mmol O,/kg).
Formula za izracunavanje peroksidnog broja:

Pbr (mmol O,/kg) = (V1 — Vo) x 5/m
Gdje je:

V; — volumen otopine natrij — tiosulfata, koncentracije c(Na,S,03)=0,01mol/L utrosen za

titraciju uzorka ulja (mL)

Vo — volumen otopine natrij — tiosulfata, koncentracije c(Na,S,03)=0,01mol/L utrosen za

titraciju slijepe probe (mL)

m — masa uzorka ulja (g)

Slika 7 Odredivanje peroksidnog broja
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Odredivanje slobodnih masnih kiselina (SMK)

Udio slobodnih masnih kiselina u ulju moZe se izraziti kao kiselinski broj, kiselinski
stupanj ili kao postotak SMK izrazen kao oleinska kiselina. U ovom istraZivanju su slobodne
masne kiseline u uzorcima biljnih ulja odredene primjenom standardne metode (HRN EN ISO
660:1996). Princip metode je titracija ulja otopljenog u otapalu sa otopinom natrij —
hidroksida u koncentraciji 0,1mol/L. 5 grama ulja je odvagano u Erlenmayerovu tikvicu od
300 mL, pa je dodano 50 mL neutralne smjese etera i etanola te je sve zajedno promuckano.
Nakon toga je dodano nekoliko kapi fenolftaleina i titrirano s 0,1% - thom otopinom natrij —
hidroksida do promjene boje. Udio slobodnih masnih kiselina je izrazen kao postotak (%)

oleinske kiseline, a izraunat je prema izrazu:
SMK (% oleinske kiseline) =V x ¢ x M/10 x m
Gdje je:
V — utro$ak otopine natrijeva — hidroksida (NaOH) za titraciju uzorka ulja (mL)
c — koncentracija otopine natrij — hidroksida za titraciju uzorka ulja, c(NaOH) = 0,1mol/L
M — molekularna masa oleinske kiseline, M = 282 g/mol

m — masa uzorka ulja za ispitivanje (g)

Slika 8 Odredivanje slobodnih masnih kiselina

Odredivanje udjela netopljivih necistoca
Netopljive necisto¢e (NN) u biljnom ulju su uglavnhom mehanicke necistoc¢e koje mogu

biti mineralne tvari ili organski sastojci (dijelovi biljke uljarica). U ovom istraZivanju je za
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odredivanje netopljivih nelistoc¢a koristena standardna metoda I1SO 663 (1992). Princip rada
je taj da je najprije stakleni lijevak sa sinteriranim dnom za filtriranje osuSen u susSioniku pri
103°C tijekom 30 minuta, zatim ohladen u eksikatoru i izvagan. U Erlenmayerovu tikvicu od
250 mL sa brusenim grlom i cepom izvagano je 20 g uzorka sirovog ulja te dodano 100 mL
otapala (petrol — eterom). Tikvica je zacepljena i dobro promuckana te ostavljena da stoji pri
temperaturi 20°C u trajanju od 20 - 30 minuta. Zatim je sastavljena aparatura za vakuum
filtraciju te je sadrZaj Erlenmayereve tikvice filtriran te ispiran vise puta s manjom koli¢inom
otapala. Potom je stakleni lijevak su$en u susioniku pri 103°C tijekom jednog sata, ohladen u

eksikatoru te izvagan. Udio netopljivih necistoca izracunava se prema formuli:
% netopljive necistoce = (m, —m; / mp) x 100

Gdje je:

mo — masa uzorka (g);

m;- masa osusenog filter-lijevka (g);

m, — masa filter-lijevka s necisto¢ama nakon susenja (g).

Odredivanje udjela viage

Koli¢ina vlage odnosno vode je vazan pokazatelj kvalitete sirovih i rafiniranih biljnih
ulja. Zbog prisustva vlage u ulju, pri odredenim uvjetima moze doci do hidrolitickih promjena
Sto rezultira porastom kiselosti ulja, odnosno poveéava se udio slobodnih masnih kiselina
¢ime se pogorsava kvaliteta ulja. Takoder, poveéana koli¢ina vlage u ulju moZe dovesti do
zamucenja ulja Sto dovodi do smanjenja estetske vrijednosti ulja. U ovom istrazivanju je
koristena standardna metoda ISO 662 (1992). Najprije je izvagano 5 g uzorka ulja u
prethodno osuSenu, u eksikatoru ohladenu i izvaganu staklenu posudicu s poklopcem.
Posudica s uzorkom je stavljena u susionik na susenje pri 103°C tijekom dva sata. Potom je
ohladena u eksikatoru na sobnu temperaturu i izvagana. Postupak susSenja, hladenja i
vaganja je ponovljen dok gubitak mase izmedu dva uzastopna mjerenja nije bio manji od

0,002 g. Udio vlage u ulju izracunat je:
% vlage = ((m1—m;)/(m1-mg)) x 100

Gdje je:
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mo— masa prazne posudice (g)
m; — masa posudice s uzorkom prije susenja (g)

m, — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g)

3.2.2.1. Odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja

Priprema uzoraka za ispitivanje oksidacijske stabilnosti ulja

Prije pocetka ispitivanja oksidacijske stabilnosti odredeni su osnovni parametri
kvalitete ulja. U staklene caSice se izvaze po 50 g uzorka i dodaju se pojedinacno
antioksidansi u to¢no odredenim koncentracijama, te se promjesaju staklenim Stapi¢em.
Uzorci se zagrijavaju na temperaturu 70 °C do 80 °C i odrzavaju se na toj temperaturi uz
mijeSanje 30 minuta, kako bi nastala homogena smjesa s antioksidansima, a zatim se uzorci
ohlade na sobnu temperaturu. Uzorci u ¢aSama prekriju se satnim stakalcem i stavljaju u
suSionik (Binder) ¢ime zapocinje ispitivanje oksidacijske stabilnosti ulja sa i bez dodanih

antioksidanasa.

UZORCI:

Cisto hladno pre$ano makovo ulje

Ulje + 0,01% propil galata

Ulje + 0,05% eteri¢no ulje rtanjskog ¢aja

Ulje + 0,1% ekstrakta zelenog ¢aja

Ulje + 0,2% ekstrakta zelenog ¢aja

Ulje + 0,1% ekstrakta zelenog ¢aja + 0,01% limunske kiseline
Ulje + 0,1% ekstrakta zelenog ¢aja + 0,01% askorbinske kiseline

Ulje + 0,1% ekstrakta ruzmarina

W 0 N o v B~ W DN

Ulje + 0,2% ekstrakta ruzmarina
10. Ulje + 0,1% ekstrakta ruzmarina + 0,01% limunske kiseline
11. Ulje + 0,1% ekstrakta ruzmarina + 0,01% askorbinske kiseline

12. Ulje + 0,1% ekstrakta nara
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13. Ulje + 0,2% ekstrakta nara
14. Ulje + 0,1% ekstrakta nara + 0,01% limunske kiseline

15. Ulje + 0,1% ekstrakta nara + 0,01% askorbinske kiseline

Oven test

Pripremljeni uzorci makovog ulja se zagrijavaju u termostatu (Binder) pri temperaturi
63 °C uz pracenje peroksidnog broja kroz Cetiri dana. Uzokovanje ulja provodi se svakih 24
sata kako bi se odredio peroskidni broj. Prethodno homogenizirani uzorci se uzorkuju u
pripremljene ¢asice, odlije se 3 do 5 g ulja, a uzorci s uljem se vrate u termostat. Kada se

temperatura uzorkovanih ulja spusti na sobnu temperaturu odreduje se peroksidni broj.

Rezultati Oven testa prikazani su kao vrijednost peroksidnog broja (mmol O,/kg) nakon
odredenog vremena stajanja u termostatu pri temperaturi 63 °C odnosno nakon cetiri dana

trajanja testa.

Slika 9 Priprema uzoraka ulja za Oven test
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Tablica 8 Osnovni parametri kvalitete proizvedenog hladno presanog makovog ulja

PARAMETARI KVALITETE

Peroksidni broj (Pbr), mmol O,/kg 0,98
Slobodne masne kiseline (SMK), % 3,26
Voda, % 0,056

Netopljive necistoce, %

0,19

Tablica 9 Oksidacijska stabilnost hladno preSanog makovog ulja, sa i bez dodanog
antioksidansa i sinergista (LK — limunska kiselina, AK — askorbinska kiselina), odredena Schaal

Oven testom, tijekom 4 dana pracenjem Pbr svakih 24 sata.

Udio Pbr (mmol O./kg)
Uzorak antioksidansa
0. dan 1. dan 2. dan 3. dan 4. dan
(%)
Makovo ulje
_ - 0,98 1,47 1,74 2,22 3,54
(kontrolni uzorak)
0,1 0,96 1,00 1,99 2,47
Ekstrakt ruzmarina 0,2 0.98 0,72 0,75 1,46 1,97
(Oxy Less CS) 0,1+ 0,01 LK ’ 0,74 0,75 1,75 2,03
0,1+ 0,01 AK 0,72 0,76 1,50 2,02
0,1 0,99 1,01 1,45 1,71
Ekstrakt zelenog 0,2 0.98 0,75 0,76 0,99 1,48
aja 0,1+ 0,01 LK ’ 0,75 0,80 1,25 1,74
0,1+ 0,01 AK 0,75 0,77 1,00 1,77
0,1 1,21 1,26 1,71 2,55
0,2 1,01 1,03 1,26 2,24
Ekstrakt nara 0,98
0,1+ 0,01 LK 0,77 0,99 1,05 2,23
0,1+ 0,01 AK 0,75 1,00 1,46 2,23
Propil galat 0,01 0,98 1,00 1,26 1,72 2,47
Eteri¢no ulje
_ _ 0,05 0,98 0,99 1,23 1,50 2,50
rtanjskog €aja
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N

w
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Pbr (mmol O,/kg)
= N
Y I ST

o
)

Makovo ulje 0,1% zeleni caj 0,1% OxyLess CS 0,1% nar

Slika 10 Utjecaj dodatka prirodnog antioksidansa (0,1%) na oksidacijsku stabilnost makovog
ulja nakon 4 dana ubrzane oksidacije ulja odredene Schaal Oven testom

3,5

2,5

1,5

Pbr (mmol O,/kg)
N

0,5

Makovo ulje 0,2% zeleni ¢aj 0,2% OxyLess CS 0,2% nar

Slika 11 Utjecaj dodatka prirodnog antioksidansa (0,2%) na oksidacijsku stabilnost makovog
ulja nakon 4 dana ubrzane oksidacije ulja odredene Schaal Oven testom
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3,54

3,5
2,47

2,03 2,02

2,5

1,5

Pbr (mmol O,/kg)
N

0,5

Makovo ulje 0,1% OxyLess CS  0,1% OxyLes CS+ 0,1% OxyLess CS +
0,01% LK 0,01% AK

Slika 12. Utjecaj dodatka antioksidansa ekstrakta ruzmarina (0,1%) i sinergista (LK - limunska
i AK - askorbinska kiselina, 0,01%) na oksidacijsku stabilnost makovog ulja nakon 4 dana
ubrzane oksidacije ulja odredene Schaal Oven testom
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U Tablici 8 prikazani su rezultati ispitivanja osnovnih parametara kvalitete (peroksidni broj,
slobodne masne kiseline, udio vode i udio netopljivih necistoda) proizvedenog hladno
preSanog makovog ulja. Dobivene vrijednosti ukazuju na to da je ulje dobre kvalitete te su
parametri u skladu sa Pravilnikom o jestivim uljima i mastima ( NN 41/12). lzuzetak je nesto
veca vrijednost SMK u odnosu na Pravilnik $to je rezultat koristenja sirovine sjemenke maka
u kojoj je zapocela hidroliticka razgradnja triglicerida djelovanjem lipolitickih enzima (lipaza)
koje cjepaju estersku vezu i oslobadaju molekule masnih kiselina, a to dovodi do porasta

kiselosti ulja.

Oksidacijska stabilnost svjeze proizvedenog hladno presanog makovog ulja, sa i bez dodanog
prirodnog i sintetskog antioksidansa (ekstrakt ruzmarina tip Oxy Less CS, ekstrakt zelenog
Caja, ekstrakt nara, eteri¢no ulje rtanskog caja i propil galata) te sinergista (limunska i
askorbinska kiselina) odredena Schall Oven testom (63 °C) tijekom 4 dana prikazana je u

Tablici 9.

Rezultati testa ubrzane oksidacije makovog ulja (kontrolni uzorak) pokazuju da se tijekom
testa postepeno povecdava vrijednost peroksidnog broja (Pbr) sa 0,98 mmol O,/kg na 3,54
mmol O,/kg ulja. Ovako dobivena niska vrijednost Pbr, nakon 4 dana testa, pokazuje da
makovo ulje ima dobru odrzivost ili stabilnost prema oksidacijskom kvarenju Sto se pripisuje

sastavu masnih kiselina i udjelu prirodnih antioksidanasa u samom ulju.

Dodatkom pojedinog ispitivanog prirodnog antioksidansa, udjela 0,1%, u makovo ulje
postignuta je zastita ovog ulja od oksidacijskog kvarenja, dobivene vrijednosti Pbr nakon 4
dana testa su nize od vrijednosti Pbr kontrolnog uzorka. Vecu efikasnost zastite makovog ulja
od oksidacijskog kvarenja postize ekstrakt zelenog ¢aja (0,1%) pri ¢emu je dobiven nizi Pbr

1,71 mmol O,/kg nakon 4 dana testa.

Ekstrakt ruzmarina Oxy Less CS (0,1%) ostvaruje vecu efikasnost zastite makovog ulja (Pbr je
2,47 mmol O,/kg) od oksidacijskog kvarenja u odnosu na primjenu ekstrakta nara (0,1%) gdje
je vrijednost Pbr nakon 4 dana testa bila 2,55 mmol O,/kg ulja. Ovaj odnos efikasnosti zastite

makovog ulja od oksidacije vidljiv je i na Slici 10.

Porastom koncentracije dodanih prirodnih antioksidanasa sa 0,1% na 0,2% zapaza se i porast
efikasnosti zastite makovog ulja od oksidacijskog kvarenja, peroksidni broj se snizava nakon 4
dana testa. | kod ovog ispitivanja odrzivosti ulja pokazalo se da ekstrakt zelenog ¢aja (0,2%)
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ima vecu antioksidacijsku zastitu makovog ulja, Pbr je 1,48 mmolO2/kg u odnosu na
primjenu ekstrakta ruZzmarina i ekstrakta nara. Takoder, dodatak ekstrakta ruzmarina Oxy
Less CS (0,2%) bolje stiti makovo ulje od oksidacijskog kvarenja (Pbr je 1,97 mmolO2/kg) u
odnosu na ekstrakt nara, gdje je Pbr 2,24 mmol O,/kg nakon 4 dana testa (Tablica 9, Slika
11).

Primjena eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja (0,05%) ve¢ u ovakvom malom udjelu osigurava
dovoljnu zastitiu makovog ulja od oksidacijskog kvarenja. Pbr nakon 4 dana testa ima
vrijednost 2,50 mmol O,/kg ulja. Dakle, dodatak ovog antioksidansa osigurava pribliznu

razinu zastite ulja kao i primjena ekstrakta nara udjela 0,1%.

Sintetski antioksidans propil galat (0,01%) dodan u makovo ulje osigurava nivo zastite od
oksidacije kao i dodatak ekstrakta ruzmarina Oxy Less CS udjela 0,1%. Dakle, kod stabilizacije
hladno presanog makovog ulja prednost bi dali prirodnom antioksidansu ekstraktu
ruZmarina zbog zdravstvenog aspekta u odnosu na sintetski, kemijski antioksidans propil

galat.

U Tablici 9 i na Slici 12 prikazani su rezultati ispitivanja utjecaja dodatka prirodnog
antioksidansa ekstrakta ruzmarina Oxy Less CS (0,1%) i dodatka sinergista (limunska kiselina i
askorbinksa kiselina udjela 0,01%) na oksidacijsku stabilnost makovog ulja nakon 4 dana
testa ubrzane oksidacije ulja. Dobiveni rezultati pokazuju da pojedinacni dodatak ova dva
sinergista dodatno povecava stabilnost makovog ulja, Pbr se snizava na vrijednost 2,03
mmol O,/kg ( limunska kiselina) i 2,02 mmol O,/kg (askorbinska kiselina) nakon 4 dana testa.

Vidljiva je podjednaka efikasnost zastite ulja kod oba sinergista.

Primjenom ova dva sinergista uz dodatak prirodnog antioksidansa ekstrakta zelenog caja
(0,1%) ne dolazi do porasta stabilnosti makovog ulja, Pbr je nesto vedi u odnosu na ulje bez

dodatka sinergista.

Sinergisti limunska i aksorbinska kiselina dodani uz prirodni antioksidans ekstrakt nara (0,1%)
dovode do porasta stabilnosti makovog ulja, dodatno se snizava vrijednost Pbr nakon 4 dana
testa. Primjena ovih sinergista u ovom ulju pokazuje razinu zastite ulja kao i dodatak

ekstrakta nara (0,2%).

Iz navedenog se moze zakljuciti da dodatak ovih sinergista uz prirodne antioksidanse ektrakt

ruZmarina i nara utjeCe na porast stabilnosti hladno preSanog makovog ulja.
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Na osnovi ispitivanja utjecaja dodatka antioksidanasa i sinergista na odrZivost ili oksidacijsku

stabilnost hladno presanog makovog ulja doneseni su sljedeci zakljucci:

1.

10.

Ispitivano, svjeZe proizvedeno hladno presano makovo ulje je dobre kvalitete,
osnovni parametri kvalitete su u skladu sa Pravilnikom, osim udjela SMK koji je nesto
vedi no $to je propisano.

Hladno presano makovo ulje pokazuje dobru oksidacijsku stabilnost (odrZivost),
nakon 4 dana provedbe Oven testa dobivena je niska vrijednost peroksidnog broja
3,54 mmol O,/kg ulja.

Dodatkom ispitivanih antioksidanasa u makovo ulje doslo je do porasta stabilnosti
ulja, povedana je otpornost ulja prema oksidacijskom kvareniju.

Primjena ekstrakta zelenog ¢aja (0,1 i 0,2%) znacajno je i najbolje povedala stabilnost
makovog ulja.

Ekstrakt ruZmarina Oxy Less CS (0,1% i 0,2%) ostvaruje veéu efikasnost zastite
makovog ulja od oksidacijskog kvarenja u odnosu na primjenu ekstrakta nara.
Porastom koncentracije dodanog prirodnog antioksidansa sa 0,1% na 0,2% zapazen je
i porast efikasnosti zastite makovog ulja od oksidacijskog kvarenija.

Dodatak eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja (0,05%) u makovo ulju osigurava pribliznu
razinu zasStite ovog ulja kao i primjena ekstrakta nara udjela 0,1%.

Propil galat dodan u makovo ulje (0,01%) osigurava jednak nivo zastite ulja od
oksidacije kao i dodatak ektrakta ruzmarina Oxy Less CS udjela 0,1% .

Pojedinac¢ni dodatak sinergista 0,01% (limunska i askorbinska kiselina) uz prirodni
antioksidans (ekstrakt ruzmarina i ekstrakt nara) dodatno povecava stabilnost
makovog ulja.

Sinergisti dodani uz antioksidans ektrakt zelenog ¢aja ne utjecu na porast stabilnosti

makovog ulja, Pbr je veéi u odnosu na ulje bez dodatka sinergista.
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