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SazZetak:
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sinergista. Od antioksidanasa koristeni su: ekstrakt zelenog caja, ekstrakt ruZzmarina (Oxy'Less CS), ekstrakt
maslinovog lista, ekstrakt nara, u koncentracijama 0,1 i 0,3%, te eteri¢na ulja majcine dusice, bosiljka i rtanjskog
¢aja u koncentraciji 0,05%. Istrazen je i utjecaj sinergista, limunske kiseline, u koncentraciji 0,01% u kombinaciji
s ekstraktom ruZmarina (0,1%), te limunske kiseline i ekstrakta zelenog ¢aja (0,1%). Test odrZivosti ulja
$afranike je proveden testom ubrzane oksidacije ulja, Schaal oven testom, na temperaturi 63 °C.

Odrzivost ulja Safranike je prikazana kroz peroksidni broj tijekom Cetiri dana provedbe Oven testa. Najveéu
ucinkovitost na odrZivost ulja pokazao je ekstrakt ruzmarina (Oxy'Less CS) u koncentraciji 0,3%, u odnosu na
druge antioksidanse. Primjena sinergista limunske kiseline s ekstraktom ruzmarina (Oxy'Less CS 0,1%) pokazala
je priblizno iste vrijednosti peroksidnog broja kao i sam ekstrakt ruzmarina (0,3%). Limunska kiselina i ekstrakt
zelenog ¢aja (0,1%) su rezultirali nesto viSim vrijednostima peroksidnog broja u odnosu na sam ekstrakt zelenog
Caja (0,3%). Eteri¢no ulje maj¢ine dusice pokazuje vedéu zastitu ulja Safranike od oksidacije.
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Mirjana Marjanovic: Utjecaj antioksidanasa i sinergista na odrzZivost hladno presanog ulja safranike

Jestiva biljna ulja imaju ograni¢eno vrijeme trajnosti jer podlijezu enzimskim i mikrobioloskim
promjenama koje su nepoZeljne, te rezultiraju kvarenjem ulja. Naj¢esce je oksidacijsko
kvarenje ulja, a to je zapravo proces oksidacije ugljikovodikovog lanca masne kiseline.
Oksidacijsko kvarenje biljnih ulja tijekom primjene ili skladiStenja dovodi do niza nepozeljnih
reakcija poput polimerizacije, hidrolize, izomerizacije, ciklizacije i dr. (Dimi¢, 2005.). Ovisno o
sastavu biljnih ulja, proces kvarenja ulja, a samim time i njegova trajnost je razliCita.
Prooksidansi kao $to su metalni ioni ili drugi radikalni inicijatori su tvari koje ubrzavaju proces
autooksidacije ulja, te inhibiraju aktivnost antioksidanasa. Antioksidansi se Cesto dodaju u
jestiva ulja jer djeluju u smijeru usporavanja reakcija oksidacije, ali se mogu i prirodno
nalaziti u njima (Gunstone i Norris, 1983.). Poznati su brojni sintetski i prirodni antioksidansi
koji se koriste za stabilizaciju biljnih ulja, ali se danas viSe preferiraju prirodni antioksidansi
(Frega i sur., 1999.). Produkti autooksidacije ulja u malim koli¢inama narusavaju kvalitetu
ulja, te utjecu negativno na okus i miris (Broadbent i Pike, 2003.). Stabilnost ulja predstavlja
otpornost prema autooksidaciji kod propisanih uvjeta tretiranja. Mjeri se u vremenskim
jedinicama potrebnim za odredivanje stupnja oksidacije koji se podudara s organoleptickom
detekcijom okusa ili da se postigne zavrsetak perioda indukcije, ako se mjeri apsorpcija kisika
ili analiiticki odreduju peroksidi. Buduci da je ovo vrijeme predugo, primjenjuju se testovi
ubrzane oksidacije (Swern, 1972.). U praksi se primjenjuju metode kao Sto su Schaal ili Oven
test, AOM ili Swift test i Rancimat test (Shahidi, 2005.;Przybylski, 1993.; Suja, 2004.;
Abramovi¢, 2006.; Farhoosh, 2008.; Farhoosh, 2009.).

Ispitivanje oksidacijske stabilnosti hladno presanog ulja Safranike koje pripada u skupinu ulja
oleinskog i linolnog tipa kao i utjecaj dodatka prirodnih antioksidanasa i sinergista na

odrzivost ulja provedeno je Schaal oven testom koji se temelji na ubrzanoj oksidaciji.
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2.1. JESTIVA BILINA ULJA

Masti i ulja su u vodi netopljive tvari biljnog ili Zivotinjskog podrijetla koje sadrze estere
glicerola i masih kiselina, tzv. trigliceride ili triacilglicerole. Animalne masti su trigliceridi koji
su pri sobnoj temperaturi u ¢vrstom agregatnom stanju, dok su biljna ulja tekuca. Trigliceridi
su kondenzacijski produkti molekule glicerola i triju mlekula masnih kiselina. Masne kiseline
su reaktivni dio molekule triglicerida te imaju veliki utjecaj na njegova kemijska i fizikalna

svojstva (Swern, 1972.).

? FP
H,C—OH HO— C—RI H,C—0—C—RI
l 0 @
H? O HO—C—R? —» HC—0-C-R2 +3H.0O
H,C—OH \ 0 ’
I Il
HO—C—R3 H)C—0—C—R3
Glicerol Masne kiseline Triacilglicerol

Slika 1 Struktura triacilglicerola (triglicerida)
Prirodni lipidi se s obzirom na sastav i strukturu dijele na:

e jednostavne lipide,
e sloZene lipide,

e derivate lipida.

Jednostavni lipidi

Jednostavni lipidi su trigliceridi masnih kiselina, koji se naj¢eS¢e mogu naci u prirodi uz
prisutnost manjih koli¢ina lipida iz drugih grupa, te voskova. Voskovi su esteri visSih masnih

kiselina i viSih masnih alkohola (Ostri¢-Matijasevié¢ i Turkulov, 1980.).
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SlozZeni lipidi
Slozeni lipidi obuhvacdaju fosfolipide, glikolipide, aminolipide, sulfolipide. Negliceridne
sastojke prirodnih ulja c¢ine voskovi, karoteni, fosfatidi, steroli, liposolubilni vitamini (A, D, E),
tokoferoli, pigmenti (klorofil, gosipol), aldehidi, ketoni, tragovi metala, masni alkoholi i
glikozidi. U prirodnim uljima udio negliceridnih sastojaka je naj¢es¢e od 1 do 2%. lzuzetno,

kod sojinog i pamukovog ulja taj udio je i do 3,5% (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkuov, 1980.).
Derivati lipida

Derivati lipida obuhvadaju masne kiseline, ugljikovodike (karotene), sterole (alkohole),

vitamin D, vitamin E (Swern, 1972.).

Steroli su ciklicki organski spojevi s jednom alkoholnom skupinom, pa imaju karakter
alkohola. U svom sastavu nemaju masne kiseline i nisu masnoc¢a u pravom smislu, ali se

sterolna jezgra sintetizira iz razgradnih produkata masnih kiselina (Mandi¢, 2007).

U prirodnim uljima i mastima dolazi jako veliki broj masnih kiselina, prevladavaju masne
kiseline nerazgranatog lanca, s parnim brojem ugljikovih atoma i s jednom karboksilnom
skupinom. Masne kiseline se medusobno razlikuju prema broju ugljikovih atoma u molekuli,
zasicenosti ili nezasi¢enosti ugljikovog atoma te po broju i polozaju dvostrukih veza. U
molekuli svake masne kiseline (RCOOH) ima dva dijela: ugljikovodi¢na skupina R i karboksilna
skupina COOH. Karboksilna skupina je karakteristicna po hidroksilnoj OH i karbonilnoj skupini

C=0 (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980.).
Glavna podjela masnih kiselina je prema stupnju zasi¢enosti na:

e nezasiéene masne kiseline

e zasi¢éene masne kiseline
S obzirom na broj ugljikovih atoma u ugljikovodi¢nom lancu masne kiseline se dijele na:

e masne kiseline kratkog lanca (do 8 ugljikovih atoma)
e masne kiseline srednjeg lanca (od 8 do 12 ugljikovih atoma)

e masne kiseline dugackog lanca (vise od 12 ugljikovih atoma) (Swern, 1972).
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Zasi¢ne masne kiseline
Zasicene masne kiseline (SFA) su masne kiseline gdje su svi ugljikovi atomi u lancu zasiceni
atomima vodika i nema dvostrukih veza izmedu atoma ugljika. Ove kiseline su slabo
reaktivne za reakcije u lancu. U prirodnim uljima i mastima najcesée dolaze masne kiseline

od C4 do Cy,. Masne kiseline s 24 i 26 C atoma dolaze u voskovima.

Povecanjem broja ugljikovih atoma u lancu masne kiseline raste i njihova tocka topljenja. U
biljnim i animalnim mastima najvise su zastupljene: laurinska, miristinska, palmitinska i
stearinska kiselina. Zasi¢ene masne kiseline s neparnim brojem ugljikovih atoma se pojavljuju
u tragovima u prirodnim mastima kao i masne kiseline s brojem ugljikovih atoma veéim od

Cy4 (Ostri¢c-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).

Tablica 1 Najcesce zasi¢ene masne kiseline (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980.)

Broj C atoma Naziv Sistematsko ime Formula
4 Maslac¢na n-butanska CH;(CH,),COOH
6 Kapronska n-heksanska CH;(CH,),COOH
8 Kaprilna n-oktanska CH3(CH,)¢COOH
10 Kaprinska n-dekanska CH3(CH,)sCOOH
12 Laurinska n-dodekanska CH;(CH,),,COOH
14 Miristinska n-tetradekanska CH;(CH,),,COOH
16 Palmitinska n-heksadekanska CH;(CH,)14,COOH
18 Stearinska n-oktadekanska CH;(CH,),sCOOH
20 Arahinska n-eikosanska CH;(CH,),3COOH
22 Behenska n-dokosanska CH;(CH,),,COOH
24 Lignocerinska n-tetrakosanska CH;(CH,),,COOH
26 Cerotinska n-heksakosanska CH5(CH,),4,COOH

Nezasi¢ene masne kiseline

Nezasicene masne kiseline imaju jednu ili vise dvostrukih veza u molekuli. Ovisno o broju
dvostrukih veza, dijele se na mononezasi¢ene (imaju jednu dvostruku vezu) i polinezasi¢ene
(imaju dvije ili vise dvostrukih veza). Oleinska kiselina je naj¢es¢e prisutna mononezasi¢ena
kiselina u biljnim uljima, te je manje podloZna oksidaciji u odnosu na polinezasi¢ene masne

kiseline (Rade i Skevin, 2004.).

Nezasi¢ene masne kiseline mogu biti u cis i trans geometrijskom izomernom obliku. Prirodne
nezasicene masne kiseline su u cis konfiguraciji, a trans konfiguracija nastaje tijekom
procesiranja, zagrijavanja, te hidrogenacije biljnih ulja (O 'Brien, 2004.).

6
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cis konfiguracija trans konfiguracija

Slika 2 Cis i trans konfiguracija masnih kiselina (www.tehnologijahrane.com)

Trans nezasi¢ene masne kiseline su termodinamicki znatno stabilnije u donosu na cis oblike.
Kod jestivih nerafiniranih i hladno presanih biljnih ulja trans izomera ne smije biti ¢ak ni u
tragovima, jer proces rafinacije nije primjenjivan kao ni povisene temperature (Caggiula i

Mustad, 1997.).

Kemijski sastav oba izomerna oblika je isti, no razlikuju se u fizikalnim svojstvima. Broj cis i
trans izomera ovisi o broju dvostrukih veza, pa tako masne kiseline sa dvije dvostruke veze
mogu imati 4 razli¢ita geometrijska oblika: cis — cis, cis — trans, trans — cis, trans — trans.
Odredivanje trans masnih kiselina vazno je zbog upoznavanja kvalitete masti i kontrole
procesa hidrogenacije. Mnoge eksperimentalne studije pokazale su da trans masne kiseline
negativno utjecu na zdravlje te uzrokuju arterosklerozu i koronarne bolesti (Caggiula i

Mustad, 1997.).

Odredivanje trans masnih kiselina je vazno zbog ispitivanja kvalitete masti, ali i radi kontrole

procesa hidrogenacije (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980.).

Polinezasi¢ene masne kiseline

Polinezasi¢cene masne kiseline u ugljikovodicnom lancu imaju dvije ili viSe dvostrukih veza.
Dijele se na omega-3 i omega-6 skupinu (®-3 i ®-6). U omega-3 skupinu pripada a-linolenska
kiselina i njezini derivati: eikosapentaenska kiselina (EPA), dokosapentaenska kiselina (DPA) i

dokosaheksaenska kiselina (DHA).

Najvaznije polinezasicene masne kiseline su:

e linolna (dvije dvostruke veze),
e linolenska (tri dvostruke veze),

e arahidonska (Cetiri dvostruke veze) (Mandi¢, 2007.).
7
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Esencijalne masne kiseline

U skupinu esencijalnih masnih kiselina se ubrajaju gore navedene kiseline: linolna (18 : 2, -

6), linolenska (18 : 3, ®-3) i arahidonska (20 : 4, ®-6).

Linolna kiselina pripada omega-6 skupini masnih kisleina, kao i arahidonska kiselina koju

organizam moze sintetizirati iz linolne kiseline (Mandic¢, 2007.).

Linolna kiselina je glavna komponenta mnogih biljnih ulja kao npr. ulja Safranike u kojoj se
nalazi u udjelu oko 75%, zatim u ulju suncokreta oko 60%, pamukovom ulju oko 45%, ulju
kukuruznih klica oko 40%, te ulju soje oko 50%. Linolna kiselina pripada u skupinu

esencijalnih kiselina (Swern, 1972.).

Linolenska kiselina je Siroko rasprostranjena u prirodi, prisutna je kao glavha komponenta
samo u visokonezasi¢enim biljnim uljima. Glavna je kiselinska komponenta u lanenom ulju

(45 do 50%) i perilla ulju (65%) (Knight i sur. 1946; Brice i sur. 1945.).
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Slika 3 Kemijska struktura linolne i linolenske kiseline (Mandi¢, 2007.).

Arahidonska kiselina se nalazi samo u animalnim mastima, u vrlo malim koli¢inama (0,3 do

1,0%).
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Slika 4 Kemijska struktura arahidonske kiseline (Mandi¢, 2007.).

Thomasson (1962.) je prvi ispitao djelovanje esencijalnih masnih kiselina i izradio bio-testove
kako bi odredio njihov bioloski aktivitet. Kao temelj ispitivanja uzeo je bioloski aktivitet od 10
mg linolne kiseline Sto predstavlja jednu jedinicu (1 J). Na taj je nacin odreden bioloski
aktivitet masnih kiselina koje dolaze u biljnim uljima: linolna kiselina 1,0 J/g, linolenska 0,09

J/g i arahidonska 1,4 J/g.
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Bioloska vrijednost nekog ulja procjenjuje se prema sadrzaju linolne kiseline. Linolnu i
linolensku kiselinu organizam ne moZe sintetizirati, dok arahidonska kiselina nastaje u
organizmu iz oleinske, linolne i linolenske kiseline tijekom metabolizma. UnoSenje
esencijalnih masnih kiselina (SMK) u organizam se mora uskladiti sa unosom odredene
koli¢ine vitamina E, bioloskog antioksidansa, koji Stiti ove kiseline od oksidacije. EMK su
polinezasi¢ene kiseline, pa lako oksidiraju. Sprje¢avanje oksidacije je vazno, jer EMK samo
prirodne, koje su u cis formi, imaju ulogu esencijalnih masnih kiselina, ali i kako bi se
sprijeCilo nastajanje produkata oksidacije koji reagiraju sa sastojcima tkiva i izazivaju

nepozeljne promjene (Ostri¢-Matijasevié¢ i Turkulov, 1980.).

2.2. PODIJELA I SVOISTVA BILINIH ULJA

Uljarice su glavni izvor sastojaka kao Sto su masti, proteini, ugljikohidrati, te imaju veliku
primjenu kao funkcionalna hrana. lzvor su i visokovrijednih spojeva poput tokoferola i
masnih kiselina, pa postaju sastavni dio dojenackih formula i razli¢itih prehrambenih
proizvoda koji se koriste kao dodatak prehrani (Oomah i Mazza, 1999; Moyod, 2005; Lampi i
sur., 2002.).

Za proizvodnju biljnih ulja koristi se veliki broj biljaka no samo njih 12 ima vedéi znacaj u

proizvodniji. Ulja moZemo podijeliti na sljedeci nacin:

1. Uljai masti iz mesnatog dijela ploda: avokado, maslinovo ulje, palmino ulje i dr.
2. Ulja i masti iz sjemenki i ploda prema dominiraju¢im masnim kiselinama:
e laurinske masti i ulja (kokos, palmine kostice),
e masti palmitinske i stearinske kiseline (kakao maslac, shea maslac),
e ulje palmitinske kiseline (pamukovo ulje, palmino ulje),
e ulje oleinske i linolne kiseline (ulje Safranike, suncokreta, sezama, repice,
buce, kukuruznih klica),
e ulja linolenske kiseline (Camelina sativa, lan, konoplja).
3. Ulja prema porijeklu biljke

e uljaiz leguminoza (soja, kikiriki).
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2.2.1. Ulje safranike

Safranika (Carthamus tinctorius L.) je biljka koja ima dugu povijest kultivacije. U Egiptu je
uzgajana jos prije 4000 godina. Stolje¢ima je uzgajana u Indiji i zemljama Mediterana, a u

novije vrijeme je dosta rasirena u SAD i Australiji (Hui, 1996.).

Safranika je biljka u obliku Zzbuna koja moze dosegnuti visinu i do 1,5 m. Cvjetovi su nalik na
cvijet Cicka, Ciji broj moze biti i do 100 po biljci, a nalaze se na vrhovima. Svaki cvijet daje
plod u obliku sjemena nalik na sjeme suncokreta. Jedna biljka mozZe imati prinos od 1000 do
2500 sjemenki. Prinos sjemenki ovisi o klimatskim uvjetima, pa ¢e tako u susSnom razdoblju

prinos biti oko 400 kg/ha a tijekom kisnog razdoblja i do 5 t/ha (Patterson, 1989.).

Pri uobicajenim uvjetima uzgoja prinos sjemena varira u Sirokom rasponu od 549 kg/ha u
Indiji, do 1786 kg/ha u SAD. Ukupna svjetska proizvodnja Safranike 1995. godine je iznosila
900 000 t, od cCega je u Indiji proizvedeno 460 000 t. Iste godine u zemljama EU je
proizvedeno oko 10 000 t (Bockisch, 1998; Hui, 1996.).

Prve komercijalne sorte Safranike su imale udio ulja u sjemenkama oko 30%, preostali udio
Cak od 70% bila je ljuska. Kod novih sorti udio ljuske je smanjen ispod 45%, a udio ulja je
povecan i krece se od 35 do 55%. Sadrzaj proteina u sjemenu Safranike se kreé¢e od 17 do

25% (Patterson, 1989; Hui, 1996; Bockisch, 1998).

Sjemenke Safranike se moraju skladistiti s optimalnim udjelom vlage od 5 do 8%. U silos se
moze stavljati sjeme koje ima udio vlage ispod 5%, a u manjim skladistima je dozvoljeno i do
8%. Sjeme se kod prerade djelomicno ljusti. S obzirom da je ljuska jako tvrda, ljustenje je

oteZzano. Ljuska se koristi za proizvodnju celuloze i izolacijskog materijala (Bockisch, 1998.).
Danas su selekcijama sorti Safranike stvorena dva tipa ulja Safranike:

e ulje safranike linolnog tipa (bogat omega-6 masnim kiselinama),

e ulje Safranike oleinskog tipa (bogato omega-9 masnim kiselinama).

Ulje Safranike ima najveci sadrzaj linolne kiseline, koja je esencijalna, u odnosu na sva druga
komercijalna jestiva ulja. Udio linolne kiseline krece se i do 80%. Medutim, zbog sve vecih
zahtjeva potrosaca za uljima koja imaju manji stupanj nezasi¢enosti selekcionirane su nove
sorte Safranike sa udjelom oleinske kiseline do 60%, i sorte sa visokim sadrZzajem oleinske

kiseline od 76 do 81% (Dimi¢, 2005.).
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Tablica 2 Sastav i fizikalno kemijske karakteristike ulja sjemenki Safranike

Pokazatelj Bockisch Hui H.L.S kompanija
Relativna t=25 t=20 t=15
zapreminska masa 0,919-0,924 0,922 -0,927 0,925 -0,928
(t °/voda t °C)
Indeks refrakcije t=25 t=40 t=40
(n') 1,473 — 1,467 1,467 — 1,470 1,467 — 1,469
Jodni broj (g/100g) 141 - 147 130-150 140-150
Saponifikacijski broj 186 —-194 186 — 198 188 - 194
(mgKOH/g)
Sastav masnih
kiselina (% m/m)
Ci6.0— palmitinska 4-6 2-10 4
Cy3.0 — stearinska 1-2 1-10 3
Cy3.1 — oleinska 12-16 7-42 20
Cis., — linolna 75-179 55-81 70
Cys.3 — linolenska 0 <1 -

Ulje sjemenki Safranike je zlatnoZute boje, pogodnih senzorskih svojstava. Boja ulja potjece
od B -karotena, Ciji se sadrzaj kre¢e oko 13 mg/kg. U ulju su prisutni i tokoferoli, pretezno u a

obliku u koli¢ini od oko 400 mg/kg (Patterson, 1989.).

Odrzivost ulja Safranike, zbog visokog sadrzaja linolne kiseline je slaba, te ga nakon otvaranja

treba drzati na hladnom (Dimi¢, 2005.).

Kanadski znanstvenici su na SveudiliStu u Kalgari uspjeli modificirati Safraniku, tako Sto je
dodan ljudski gen. Jednom kada se gen aktivira u ovoj biljci, on pocinje proizvoditi inzulin
mnogo brze od uobicajenih metoda. Safranika je prva biljka koja proizvodi inzulin i to u
velikim koli¢inama. Povréina od oko 65 km? mogla bi zadovoljiti godiénje potrebe za

inzulinom cjelokupne svjetske populacije oboljele od dijabetesa (www.agroklub.com).

Ulje Safranike se koristilo kao zacinsko ulje zajedno s uljem sezama, crvene paprike i perilla
uljem. Tradicionalno, ovo se zacinsko ulje proizvodi ekstrakcijom przenih sjemenki Safranike,
nakon przenja sjemenki na odgovaraju¢im temperaturama (Kim, Kim i Lee, 1998; Yoshida i

Takagi, 1997.).

Procesom przenja nastaje ugodna aroma i okus sjemenki Safranike (nalik orahovom i kikiriki

maslacu) (Kim i sur., 2002.).
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Proces prienja sjemenki je klju¢an korak za dobivanje ulja, te postizanje Zeljene arome,
mirisa, sastava i kvalitete. Temperatura koja se postize tijekom prZenja za neka ulja nema
veéeg utjecaja na sastav i oksidacijsku stabilnost, ali kod ulja Safranike to je uocljivo u manjoj
mjeri. Przene sjemenke Safranike su pokazale pozitivan utjecaj na kosti, dok prah przenih

sjemenki utjeCe na ubrzan oporavak kod prijeloma kostiju (Kim i sur., 1998.).

U pocetku se Safranika koristila za proizvodnju nafte, te za dobivanje boje, dok se danas
uzgaja uglavnom za proizvodnju ulja. Vaznost Safranike lezi u njenom visokom sadrzaju

linolne kiseline (Smith, 2005.).

2.3. VRSTE KVARENJA BILNIH ULIA

Biljna ulja su proizvodi podloZzni raznim nepozeljnim promjenama, pa se u njima dogadaju
kemijski, enzimski i mikrobioloski procesi koji ograni¢avaju njegovu trajnost, odnosno
uzrokuju kvarenje ulja. Do koje vrste kvarenja ¢e dodi i koliko intenzivno ¢e ono biti ovisi o
vrsti ulja i njegovoj kvaliteti, te o uvjetima Cuvanja. Svi ti nepoZeljni procesi narusavaju
organolepticka svojstva ulja, te smanjuju nutritivnhu vrijednost jer dolazi do gubitka aktivnih
tvari kao S$to su vitamini, provitamini, esencijalne masne kiseline. Pri tome, nastaju i
nepozeljni spojevi poput peroksida i polimera. Da bismo sprijecili kvarenje ulja, potrebno je
u svakoj fazi provoditi kontrolne mjere pocevsi ve¢ od branja sirovine, skladistenja sjemena,
proizvodnje ulja, pa sve do skladiStenja gotovog proizvoda (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov,

1980).

e Mikrobioloski i enzimski procesi kvarenja ulja

Ovu vrstu kvarenja uzrokuju mikrooorganizmi i enzimi ukoliko postoje odgovarajuci uvjeti za
njihovo djelovanje (vlaznost, temperatura, pH vrijednost). Procesi koji uzrokuju enzimi bitno
se razlikuju od onih do kojih dolazi djelovanjem mikroorganizama. Kvarenje ulja u sirovinama
uglavhom je uzrokovano prirodno prisutnim enzimima u biljkama. Disanjem sjemena
oslobada se toplina, Sto povecdava temperaturu i aktivnost autohtonih enzima. Mikrobioloski
i enzimski procesi kvarenja se dijele na B-ketooksidaciju i hidroliticku razgradnju. Znacajni su

za neka ulja i proizvode s visokim sadrzajem ulja i masti (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).
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Hidroliticka razgradnja je reakcija hidrolize triglicerola djelovanjem lipolitickih enzima uz
prisustvo vode i poviSene temperature. Hidrolizom se cijepa esterska veza masnih kiselina i
alkohola glicerola u molekuli triglicerida, Sto dovodi do nastanka slobodnih masnih kiselina
(SMK). Slobodne masne kiseline povecavaju kiselost ulja, te nastanak diglicerida,
monoglicerida i glicerola. Inaktivacija lipoliti¢ih enzima se postize temperaturama visim od
80 °C ili nizim od -20 °C, pri ovim temperaturama je zaustavljen proces hidroliti¢ke

razgradnje ulja (Rade i sur., 2001.).

Stupaj nastalih hidrolitickih promjena se prati odredivanjem SMK u ulju. U rafiniranim uljima
slobodnih masnih kiselina moze biti do 0,3% izrazenih kao postotak oleinske kiseline

(Pravilnik o jestivim uljima i mastima NN 41/12).

Vazno je sprijeciti povecanje sadrzaja SMK u ulju sjemena, buduci da se visak SMK mora
ukloniti u procesu rafinacije. Tijekom neutralizacije, faze rafinacije uklanjaju se SMK, te se
gubi i odredena koli¢ina neutralnog ulja, iskoriStenje na jestivom ulju je znatno smanjeno.

Stoga je vazno sprijeciti porast SMK u sjemenu uljarica (Ostrié-Matijasevic i Turkulov, 1980.).

B-ketooksidacija je mikrobioloski proces kvarenja ulja kojeg uzrokuju:

o plijesni (Aspergillus i Penicillium),

e bakterije (Bacillus mesentericus i Bacillus subtilis)

Ova vrsta kvarenja je karakteristicna za masti i ulja kojima u sastavu pevladavaju masne
kiseline kraceg i srednjeg lanca, pri cemu nastaju B-keto kiseline kao primarni produkt i metil
ketoni kao sekundarni produkti reakcije. Mikroorganizmi, u prisustvu kisika iz zraka,
napadaju zasicene masne kiseline i to metilensku skupinu u B-polozaju prema karboksilnoj
skupini. Metil ketoni i pri malim koncentracijama naruSavaju organolepticka svojstva ulja i
masti. B-ketooksidaciju je moguce sprijeciti pasterizacijom, sterilizacijom, snizavanjem pH

vrijednosti ispod 5 te primjenom aditiva ili konzervanasa.
RCH,CH,COOH —> RCH=CHOOH E— RCHOHCH,COOH ——>
Zasi¢ena masna kiselina  a, B-nezasi¢ena masna kiselina  B-hidroksi masna kiselina
RCOCH,COOH ——> RCOCHs; + CO,

B-keto kiselina metil-keton
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Ukoliko je prisutna voda, iz B-keto kiseline mogu nastati i dvije masne kiseline umjesto metil

ketona.

Djelovanjem nekih vrsta mikroorganizama, koji uzrokuju ovu vrstu kvarenja, stvaraju se i
pigmenti (Zuti, crveni, plavo-zeleni) Sto ima za posljedicu ,,obojenje” masti. U praksi je Cesta

pojava ,ruzi¢aste” masti uz neugodan miris i okus (Ostri¢-Matijasevié¢ i Turkulov, 1980.).

e Kemiski procesi kvarenja ulja

U kemijske procese kvarenja se ubrajaju: autooksidacija, termooksidacijske promjene i

reverzija.

Autooksidacija je proces kojem podlijezu sva ulja djelovanjem kisika iz zraka na dvostruke
veze u lancu nezasi¢enih masnih kiselina. Brzina ovog procesa ovisi o vrsti i kvaliteti ulja,
uvjetima skladiStenja, sastavu ulja i prisustvu sastojaka koji ove procese ubrzavaju ili
usporavaju. Pocetna faza autooksidacije je indukcija i pocinje na —CH, skupinama koje se
nalaze u a polozaju u odnosu na dvostruku vezu u lancu masne kiseline. Na metilnim
skupinama se dogada homoliticko cjepanje tj. dolazi do nastanka alkil radikala masne
kiseline i izdvajanja vodika. Homoliticko cjepanje potiCe utjecaj topline, vidljivog i
ultraljubicastog svjetla, te djelovanje katalizatora poput iona metala. Zbog premjestanja
dvostruke veze iz cis u trans polozaj, slobodan elektron u alkil radikalu masne kiseline moze

biti u bilo kojem polozaju od Cetiri atoma (Shahidi, 1997.).

Na alkil radikale se vezu molekule nepobudenog, triplet kisika (0,) te nastaju peroksidni
radikali koji stupaju u reakciju s drugim nezasi¢enim masnim kiselinama, stvarajuci

hidroperokside i nove alkil radikale.

Reakcije se nastavljaju, te dolazi do stvaranja radikala peroksida i hidroperoksida. Nastali
radikali djeluju kao katalizatori narednih procesa. U zavrSnoj fazi, terminaciji, dolazi do
medusobne reakcije slobodnih radikala, pri ¢emu nastaju polimeri (R-R, ROOR), oni nemaju

svojstva radikala pa se reakcija autooksidacije zavrsava (Koprivnjak, 2006.).

U procesu autooksidacije nastaju primarni i sekundarni produkti. Primarni produkti su
hidroperoksidi, a sekundarni: aldehidi, ketoni, kiseline, alkoholi i dr. Nastaju razgradnjom

primarnih produkata oksidacije, te daju neugodan, uzegnut miris i okus uljima ¢ak i u vrlo
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malim koncentracijama. Vecina ovih spojeva je reaktivna i uzrokuje nove lan¢ane reakcije

oksidacije in vivo (Shahidi, 1997.).

U nastavku je prikazan mehanizam autooksidacije (Osti¢- Matijasevi¢ i Turkulov, 1980.).
Pocetak reakcije:
RH + O, —> Re+ ¢HOO
masna kiselina slobodni radikali
Tok reakcije: stvaranje hidroperoksida
Re + 0O, —> ROOe
ROOe + RH ——> ROOH +Re
slobodni radikali masna kiselina  hidroperoksid
ROOH —> ROe + ¢OH razgradnja hidroperoksida
2ROOH —> ROOe +ROe* + H,0
hidroperoksidi slobodni radikali
OHe + RH —> Re + H,0
ROe + RH — Re + ROH
slobodni radikali masna kiselina slobodni radikali
Zavrsetak reakcije
Re + Re S R-R finalni produkti oksidacije
Re + ROOe —> ROOR
ROOe + ROOe —>  ROOR + O,

reakcije izmedu slobodnih polimeri
radikala
Termooksidacijske promjene ulja i masti se dogadaju pri zagrijavanju ulja na

temperaturama iznad 150 °C, uz prisustvo vodene pare i zraka. Stupanj termooksidacijskih
promjena ovisi o vrsti ulja, temperaturi i vremenu trajanja. Nakon odredenog vremena
zagrijavanja ulja, pri poviSenim temperaturama, osim nastanka produkata oksidacije
(hidroperoksida i njihovih razgradnih produkata) nastaju i produkti termooksidacije (ciklicke

masne kiseline, dimeri i polimeri triglicerida, oksipolimeri i veci broj drugih spojeva).

Poveéanjem stupnja nezasi¢enosti raste i broj nastalih produkata termooksidacije. Ulja koja
imaju sadrzZaj linolne kiseline iznad 50%, brze podlijezu ovim promjenama. Stvaranje ovih

produkata je veoma brzo, tako da nakon 10 do 20 sati zagrijavanja pri 170 do 180 °C ova ulja
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postaju neupotrebljiva. Stoga se preporucuje za przenje hrane koristiti ulja koja imaju nizi

sadrzaj linolne kiseline, kako bi stupanj termooksidacijskih promjena bio Sto nizi.

Ciklicke masne kiseline i polimeri su nepozZeljni produkti termooksidacije za Iljudski
organizam, pa je potrebno provoditi kontrolu ulja tijekom przenja. Ukoliko se utvrde
promjene u ulju potrebno ga je zamijeniti svjezim. Proizvod tijekom przenja apsorbira 25 do

40% ulja i nije svejedno kakva kvaliteta ulja ¢e se naci u proizvodu poslije przenja.

Termooksidacija uzrokuje promjene izgleda i sastava ulja: tamnija boja, porast viskoznosti, a

druge promjene se odreduju kemijskim i fizikalnim metodama.

Jedna od metoda je odredivanje jodnog broja. Tijekom zagrijavanja ulja na povisenim
temperaturama dolazi do stvaranja dimera, trimera i polimera povezivanjem preko
dvostrukih veza masnih kiselina, ove promjene prati sniZenje jodnog broja. Pad jodnog broja

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

Da bi se sprijecile termooksidacijske promjene ulja primjenjuju se aditivi koji su u pojedinim
zemljama dozvoljeni. Najcesce se koriste silikoni. Primjena ovog aditiva jo$ uvijek je upitna

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

Reverzija je pojava, karakteristicna za neka ulja, kod kojih se poslije kraceg vremena ¢uvanja
javlja neugodan miris (na sirovinu, riblji, koji je osobitno naglasen pri zagrijavanju ulja).
Najcesce se javlja u ulju soje i uljane repice. Unato€ intenzivnom radu uzrok reverzije jos
uvijek nije potpuno poznat, kao ni njegovo sprjeCavanje. Utvrdeno je, da miris reverzije nije
posljedica autooksidacije ulja, jer se miris karakteristican za reverziju bitno razlikuje od

mirisa oksidiranih, uzeglih ulja.
U praksi su poznata dva nacina, koja u odredenoj mjeri, ublazavaju problem reverzije:

e pravilan odabir uvjeta rafinacije da bi se dobilo kvalitetno ulje i dodatak limunske
kiseline,

e djelomicna selektivna hidrogenacija da se ukloni linolna kiselina.

Pojavu reverzije znatno ubrzava i svjetlo, pa je potrebno ulje pakirati u ambalazu koja ga Stiti

od utjecaja svjetla.

Ovi postupci nisu rijesili problem reverzije, ali ga jesu ublazili (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov,

1980.).
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2.4. STABILIZACIJA BILINIH ULJIA

Oksidacijska stabilnost ulja ovisi o mnogim ¢imbenicima: sastavu masnih kiselina, raspodjeli
masnih kiselina u molekuli triglicerida, te o prisustvu razli¢itih komponenti u ulju o kojima

ovisi stabilnost (Shahidi, 2005.).

Na terminaciju ili zaustavljanje procesa oksidacije ulja vaznu ulogu imaju tvari koje
usporavaju propagaciju na nacin da deaktiviraju slobodne radikale u sustavu (Eskin i

Przybylski, 2001.).

2.4.1. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje produzuju odrzivost biljnih ulja i sprje¢avaju tj. usporavaju proces
oksidacijskog kvarenja prisutni i u vrlo malim koncentracijama (Yanishlieva i Marinova,
2001.). Postoji veliki broj prirodnih i sintetskih antioksidanasa koji se koriste u svrhu

inhibicije autooksidacije biljnih ulja (Merill u sur., 2008.).

Djelovanje antioksidansa u biljnim uljima ovisi o vrsti antioksidansa, vrsti ulja, uvjetima
cuvanja, koncentraciji u kojoj je dodan. Zastitno djelovanje ima dok se ne potrosi cjelokupni
prisutni antioksidans u ulju. Antioksidacijsko djelovanje antioksidansa se moze odrediti preko
zastitnog ili stabilizacijskog faktora (PF). On pokazuje koliko se puta povecava odrzivost ulja

dodatkom odgovarajuéeg antioksidansa.

Zastitini faktor (PF) = IPx / IPk
IPx — indukcijski period uzorka ulja s dodatkom antioksidansa (h)
IPk — indukcijski period uzorka ulja bez dodanog antioksidansa (h)

Vrijeme indukcije predstavlja broj sati potrebnih da ulje postigne peroksidni broj od 5 mmol

Oz/kg

Povecanje koncentracije antioksidansa, u nekim slucajevima, povecava odrzivost ulja, dok u

drugim djeluju u smijeru smanjenja oksidacijske stabilnosti (Bandoniene i sur., 2000.).
Antioksidansi djeluju na jednu ili viSe faza oksidacijskog kvarenja ulja:
e inicijaciju autooksidacije,

e propagaciju autooksidacije,
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e stvaranje singlet kisika,
e razaranje hidroperoksida na spojeve neugodnog mirisa i okusa,
e stadiji u kojem se radikali peroksida i hidroperoksida pregraduju i daju izomerne

spojeve koji poticu razli¢itu razgradnju produkata i utjecu na okus (Gunstone, 2004.).
Antioksidanse dijelimo na primarne i sekundarne, ovisno o fazi na koju djeluju.

Ukoliko se usporeduje djelovanje antioksidanasa, mora se uzeti u obzir vrsta ulja zbog

razli¢itog sastava masnih kiselina i udjela antioksidanasa koji su ve¢ prisutni u ulju.

Rezultati dobiveni na razli¢itim temperaturama ne moraju biti izravno usporedivi jer se
mehanizmi nastajanja i razgradnje hidroperoksida mijenjaju s temperaturom Sto utjece na

postojanost antioksidansa.

Rezultati ispitivanja oksidacijske stabilnosti ulja variraju ovisno o primjenjenoj metodi.
Postoje metode koje odreduju primarne produkte oksidacije, dok druge odreduju

sekundarne produkte oksidacije (Gunstone, 2004.).

e Mehanizam djelovanja antioksidanasa

Primarni antioksidansi su radikal-akceptori ili tzv. ,hvataci“ radikala. U fazi indukcije
(inicijacije) ,hvataju” alkil radikale (Re), a u fazi propagacije peroksi radikale (ROOe).
Antioksidansi imaju vodikov atom kojeg daju slobodnom radikalu ili reagiraju zajedno s
radikalima. Konacni produkti su stabilni, te ne ulaze u proces oksidacije. Indukcijski period je

vrijeme kada nastaju slobodni radikali, a antioksidansi djeluju.
ROOe + AH —>ROOH + Ae ... —> produkt
ROQOe + B —> ROOBe ... —> produkt

AH — amini ili fenoli, B — polinezasi¢eni spojevi poput B-karotena

Ovisno o vrsti antioksidansa, neki mogu sprijeciti dva ili viSe nizova propagacija, jer produkti
koji se prvi formiraju iz antioksidansa i dalje imaju antioksidacijsku aktivnost (Gunstone,
2004.).

U skupinu primarnih antioksidanasa se ubrajaju: BHA (butil hidroksianisol), BHT (butil
hidroksitoluen), fenoli, galati, hidrokvinoni, flavonoidi, askorbati, tokoferoli, ekstrakti zacina i

biljaka, te antioksidansi nastali procesiranjem (Eskin i Przybylski, 2001.).
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Sekundarni antioksidansi uklanjaju metalne ione koji potpomaZu fazu inicijacije u procesu
autooksidacije. U ovu skupinu antioksidanasa se ubrajaju: EDTA (etilendiamin tetra-octena
kiselina), fosforna kiselina, limunska kiselina i neke aminokiseline. Koriste se i u kombinaciji s

primarnim antioksidansima (Gunstone, 2004.).

e \/rste antioksidanasa

Veliki je broj poznatih prirodnih i sintetskih antioksidanasa, ali se u praksi ne koriste svi za

stabilizaciju biljnih ulja (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980.).

Tablica 3 Primarni antioksidansi koji se koriste u hrani (Shahidi, 2005.)

Prirodni antioksidansi Sintetski antioksidansi
Karotenoidi Butil hidroksianisol
Flavonoidi Buti hidroksitoluen
Fenolne kiseline Etoksiquin
Tokoferoli i tokotrienoli Propil galat
Tercijarni butilhidrokinon

2.4.1.1. Sintetski antioksidansi

Sintetski antioksidansi se ubrajaju u skupinu aditiva, dobiveni kemijskim putem i nisu
prirodan sastojak hrane. Po kemijskom sastavu su to spojevi uglavnhom fenolnog tipa.
Koli¢ina antioksidansa koja se smije dodati uljima regulirana je Pravilnikom o prehrambenim

aditivima NN 81/2008.

Sintetski fenolni antioksidansi su supstituirani s alkil skupinama zbog poboljSanja topljivosti u
uljima i mastima, te zbog smanjenja toksi¢nosti. Umjetni antioksidansi fenolnog tipa su u
para supstituciji (p-), dok su prirodni fenolni sastojci u orto supstituciji (o-). Manja je
toksi¢nost para supstitucije. Spojevi fenolnog tipa u meta supstituciji (m-) nemaju

antioksidacijsku aktivnost (Shahidi, 2005.).

Najpoznatiji i najviSe koriSteni sintetski antioksidansi su: butilhidroksianisol (BHA),
butilhidroksitoluen (BHT), esteri galne kiseline: propil galat (PG), butil galat (BG), oktil galat
(0G), dodecil galat (DG), te tercijarni butilhidrokinon (TBHQ) (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov,
1980.).
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BHA — E320 — ima dobru topljivost u mastima te stabilnost u przenim i pecenim proizvodima.
Bolju ucinkovitost ima prema Zivotinjskim mastima u odnosu na biljna ulja. Ima sinergisticko
djelovanje sa butiliranim hidroksitoluenom i propil galatom. Moze se koristiti u koncentraciji

od maksimalno 200 ppm.

BHT — E321 — ima slabiju topljivost nego BHA, nije topljiv u propilen glikolu koji se najées¢e
koristi kao otapalo za antioksidanse. Djeluje sinergisticki sa BHA. Pokazuje vecu stabilnost
prema visokim temperaturama nego li je to slucaj kod BHA. MoZe se koristiti u koncetraciji

od maksimalno 200 ppm.

TBHQ — E319 — preporucuje se za stabilizaciju sirovih i jestivih biljnih ulja, dobre je topljivosti
i stabilan pri visokim temperaturama. Uklanja se dezodorizacijom ulja. Najées¢a mu je

primjena pri transportu i skladistenju ulja.

PG — E310 — manja mu je topljivost u odnosu na BHA i BHT. Buduéi da se gubi njegova
djelotvornost pri temperaturama iznad 148 °C, nije pogodan za ulja koja se koriste za
prZzenje. Najcesi je galat koji se koristi, te se moze dodati u maksimalnoj koncentraciji od 100

ppm. Ima dobru ucinkovitost u kombinaciji s BHA.

Tablica 4 Fizikalna svojstva sintetskih antioksidanasa (Shahidi, 2005.)

Svojstva BHA BHT Dodecil Propil galat TBHQ

galat (DG) (PG)
Izgled Cvrst kao Bijeli Bijeli Bijeli Bjelkasti-
vosak kristal kristal kristal Zuckastosmedi
kristali
Vreliste 264 —270 265 - Iznad 148 se 300
razgraduje
Taliste 50-52 69-70 146 — 148 146 — 148 126-128
Kukuruzno 30 30 0 0 5-10
ulje
Glicerol 1 0 - 25 <1
Svinjska 30-40 50 - 1 5-10
mast
Voda 0 0 <1 <1 <1
Sinergizam BHT, galati BHA BHA BHA -
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2.4.1.2. Prirodni antioksidansi

Tokoferoli su najéesée koristeni prirodni antioksidansi za stabilizaciju biljnih ulja. Oni su
neosapunjivi sastojci koji se nalaze u gotovo svim prirodnim uljima i mastima, ali znatno vise
u uljima i mastima biljnog podrijetla. Tokoferoli su visoko molekularni cikli¢ki alkoholi, metil
derivati tokola. Poznato je osam tokola — Cetiri tokoferola koji se razlikuju prema rasporedu
metilnih skupina i Cetiri tokotrienola koji su sli¢ni tokoferolima, ali posjeduju tri nezasi¢ene
veze u lancu. U biljnim uljima se prirodno nalaze tokoli u koncentraciji od 200 do 800 ppm

(Gunstone, 2004.).

Najvazniji tokoferoli su a-tokoferol, B-tokoferol, y-tokoferol i d-tokoferol. Razlikuju se po
antioksidacijskom i bioloSkom djelovanju. Najbolje vitaminsko djelovanje ima a-tokoferol koji
se naziva i vitamin E. Vitamin E je nestabilan na poviSenoj temperaturi kao i u prisustvu UV

svjetla (Sabilov i sur., 2009.).
Najbolje antioksidacijsko djelovanje imaju y-tokoferol i 3-tokoferol (Gunstone, 2004.).
Tokotrienoli imaju snaznije antioksidacijsko djelovanje od tokoferola (Shahidi i Zhong, 2005.).

a-tokoferol stiti nezasiéene masne kiseline od procesa oksidacije, te sprjeava stvaranje
slobodnih radikala. Koncentrati tokoferola se dobivaju iz prirodnih ulja, a dodani u velikim

koli¢inama mogu djelovati i kao prooksidansi (Gunstone, 2004.).

HaC, CHa
E "-._'\\ - -
HO—(’ p— CHq CH, CHg
LY Y, ~CHa /L J\
y N, f&.v..-'"ih‘m_‘___. “'“H,.h_____.-""ﬁ"-w.v.-" HHU/IHH._.--"' "“-u..ﬁH__
HaC p— i

c—tokoferol

Slika 5 Kemijska struktura a-tokoferola (Mandi¢, 2007.)

Ekstrakt zelenog caja je vrlo vazan antioksidans za stabilizaciju ulja i masti. Katehini iz
zelenog ¢aja imaju dobra antioksidacijska svojstva. Najvazniji katehini u zelenom ¢aju su: (-)-
epikatehin, (+)-katehin, (-)-epigalokatehin-3-galat, (+)-galokatehin, (-)-epigalokatehin, (-)-
epikatehin-3-galat (Madhavi, 1996.).

Listi¢i ruzmarina imaju antioksidacijsko djelovanje i pri poviSenim temperaturama.

Antioksidansi ekstrakta ruzmarina su: rosmanol, karnosol, karnosolna kiselina, karnosat,
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epirosmanol, rosmadial i dr. (Skevin, 2003.). Ekstrakt ruZmarina u kombinaciji s o-

tokoferolom ima negativno sinergisticko djelovanje (Hars i sur., 2000.).

2.4.2. Sinergisti

Sinergisti su kemijski spojevi koji nemaju antioksidacijsko djelovanje, ali dodani uz neki
antioksidans produzuju njegovo djelovanje (obi¢no 1 do 3 puta). Uz antioksidanse sinergisti
koji se najcesSée koriste su: limunska, askorbinska i octena kiselina, monoizopropil citrat,
askorbil palmitat i lecitin. Ne odgovara svaki sinergist svakom antioksidansu. Najbolji
sinergist tokoferolima je limunska kiselina, askorbinska kiselina ili askorbil palmitat tako da
se odrzivost biljnih ulja, koja ve¢ sadrze tokoferole, povec¢ava dodatkom 0,01 do 0,02% ovih

sinergista.
Sinergisti imaju tri nacina djelovanja:

e vezu tragove metala — inaktiviraju ih i iskljucuju njihovo prooksidacijsko djelovanje na
proces autooksidacije,

e daju H atom antioksidansu, reduciraju ga i time regeneriraju, te produzuju vrijeme
njegova trajanja,

e sprjecavaju djelovanje antioksidansa na razgradnju peroksida, sinergisti se vezu s
radikalom antioksidansa i sprjeCavaju njegov utjecaj na razgradnju peroksida (Osti¢-

Matijasevic i Turkulov, 1980.).
Cimbenici koji ubrzavaju proces autooksidacije — prooksidansi

Prooksidansi skrac¢uju indukcijski period autooksidacije ili ga potpuno uklanjaju te kataliziraju
proces oksidacije. Neki od najc¢eséih prooksidanasa kao uzroka kvarenja su: temperatura,
svjetlo, tragovi metala (Cu, Fe, Ni i dr.), pigmenti. Prisustvo samo jednog od ovih
prooksidanasa znatno ubrzava autooksidaciju, stoga je potrebno masti i ulja Cuvati na
hladnom (+5 °C), u tami (odgovaraju¢a ambalaza i skladiste), te da ulje ne sadrZi tragove
metala, Sto se postize pravilnim vodenjem procesa rafinacije. Takoder je vazno da mast ima
nizak peroksidni broj (<1) i da ne sadrzi sekundarne produkte oksidacije (Ostri¢-Matijasevic i

Turkulov, 1980.).
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e Temperatura

Porastom temperature, proces autooksidacije se ubrzava, snizenjem smanjuje, ali nikad se
ne moZe u potpunosti sprijeciti. Proces autooksidacije se dogada cak i pri temperaturama
< -20 °C. To je razlog zbog kojeg odredeni proizvodi uzegnu nakon odredenog vremena

¢uvanja Cak i pri niskim temperaturama.

PoviSena temperatura ubrzava i djelovanje kisika na nezasi¢cene masne kiseline i razgradnju
hidroperoksida. Utjecaj temperature na brzinu oksidacije osobitno je izrazen kod biljnih ulja

koja imaju visoki sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina (Ostri¢-Matijasevi¢, 1980.).

e Svjetlost

Svjetlost krace valne duljine (< 380 nm) u vecoj mjeri ubrzava oksidaciju, jer pospjesuje

reakciju autooksidacije te razgradnju hidroperoksida.

Za odrzivost jestivih ulja i masti vaZzan je utjecaj i vidljivog dijela spektra koji opet djeluje u
smijeru ubrzavanja autooksidacije, ali ipak u manjoj mjeri u usporedbi s nizim valnim

duljinama.

Jedan od nacina za sprjeCavanje utjecaja svjetla na autooksidaciju i povecanje odrzivosti ulja

je pakiranje ulja u ambalazu nepropusnu na svjetlo (OStri¢-Matijasevic i Turkulov, 1980.).

e Tragovi metala

Metali prisutni i u vrlo malim koncentracijama su izraziti prooksidansi. Dovoljan je 0,1 ppm
Cu ili 1 ppm Fe za smanjenje odrzivosti ulja na vise od pola. Tragovi metala djeluju kao
prooksidansi samo u slucaju kada su vec nastali hidroperoksidi. Kod djelovanja iona metala

na hidroperokside dolazi do stvaranja hidroksi iona i slobodnih radikala.
M™ +ROOH —> M™* 4+ OH +ROe
ili u slucaju bakra (Cu)
Cu*+ROOH —> Cu™ +OH +ROe
Moze dodi i do redukcije metala:

ROOH + Cu™ —> ROOe +Cu*+H"
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Slobodni radikali nastali u ovim reakcijama nastavljaju lan¢anu reakciju oksidacije ulja.
Prooksidacijsko djelovanje pojedinih metala nije isto:
Cu>Mn>Fe>Cr>Ni>Zn>Al

Bududi da su u ulju redovito prisutni tragovi metala (osobito Cu i Fe), njihov negativan utjecaj
se moze sprijeciti dodatkom kemijskih spojeva, inaktivatora metala, koji vezu tragove metala
u komplekse. Ovi spojevi su poznati pod nazivom helati. Stvaraju s metalom ciklicku
strukturu, u kojoj je metal vezan izmedu dva atoma jedne molekule. lon metala, vezan na
ovakav nacin djeluje kataliti¢ki na razgradnju hidroperoksida. Poznati inaktivatori metala su:

limunska, askorbinska i fosforna kiselina, lecitin i dr. (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).

e Pigmenti

Odredeni pigmenti, poput klorofila i hem spojeva, su izraziti prooksidansi biljnih ulja ili
proizvoda koji sadrze ove pigmente. Sastavni su dio odredenih proizvoda (koncentrati juha,
proizvoda od mesa i dr.), pa nije moguce iskljuciti njihov prooksidacijski utjecaj. Zbog toga se
kod izrade ovih proizvoda, mora koristiti mast koja ima Pbr < 1 i dobru odrzivost (Osti¢-

Matijasevic i Turkulov, 1980.).

2.5. METODE ODREDIVANJA STUPNJA OKSIDACIE ULJIA

Postoji veliki broj metoda za odredivanje stupnja oksidacije ulja. Niti jedna metoda ne moze
dati dovoljno precizne i toCne podatke o stupnju oksidacije ulja, pa se istovremeno
primjenjuje vise metoda i na bazi dobivenih rezultata se dobiva uvid u stupanj nastalih
oksidacijskih promjena. Poznavanje stupnja okisdacije vazno je kako bi se odredila kvaliteta
ulja, na temelju cega se procjenjuje moze li se ulje koristiti u prehrani, te moze li se i koliko

dugo skladistiti.
Metode koje se koriste za odredivanje stupnja okisacijskih promjena dijele se na:

e organolepticke metode,
e kemijske metode,

e fizikalne metode.
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e Organolepticke metode

Organolepticke metode ili senzorske metode ispitivanja su subjektivne metode, dugotrajne i
nedovoljno reproducibilne, ali su vrlo vaine za ispitivanje kvalitete ulja i masti.
Organolepticke metode temelje se na odredivanju pojave neugodnog mirisa, uzeglog mirisa
nastalog usljed stvaranja razgradnih, sekundarnih produkata oksidacije. Ovi razgradni
produkti ¢ak i u malim koncentracijama oko 10 ppm daju neugodan i uzegao miris ulju i
masti. Radi se na eliminiranju subjektivnosti ovih metoda jer ispitivanja provodi veéi broj
stru¢nih ¢lanova komisije za ocjenjivanje. U industriji ulja i masti, redovna je praksa ispitivati
kvalitetu ulja ovim metodama uz fiziklane i kemijske metode ispitivanja (OStri¢-Matijasevic i

Turkulov, 1980.).

e Kemijske metode
Kemijske metode kojima se odreduje stupanj oksidacijskih promjena masti dijele se na:
- metode kojima se odreduju primarni produkti oksidacije (hidroperoksidi),
- metode kojima se odreduju sekundarni produkti oksidacije, nastali razgradnjom

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

Peroksidni broj je jedna od najstarijih i najéeS¢e primjenjivanih metoda za ispitivanje stupnja
oksidacije masti. Ovom metodom se odreduju primarni produkti oksidacije. Za odredivanje
sadrzaja peroksida najcesce se koristi Lea i Wheeler metoda. To su jodometrijske metode
koje se temelje na odredivanju koli¢ine joda kojeg, iz kalijevog jodida oslobadaju peroksidi

(Gunstone, 2004.).

Koriste se i kolorimetrijske metode za odredivanje peroksidnog broja. Jedna od ovih metoda
se zasniva na oksidaciji Zeljezo (Il) soli, u prisustvu amonijevog tiocijanata u Zeljezo (lll) soli

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

Za rafinirana jestiva ulja dozvoljen je peroksidni broj do 5 mmol O,/kg, dok je za hladno
presana i nerafinirana ulja dozvoljen peroksidni broj do 7 mmolO,/kg (pravilnik NN 41/12).
Peroksidni broj rafiniranih ulja nakon procesa dezodorizacije mora biti 0 mmol O,/kg kako bi

se ulje moglo duze Cuvati i skladistiti (Gunstone, 2004.).

25



Mirjana Marjanovic: Utjecaj antioksidanasa i sinergista na odrzZivost hladno presanog ulja safranike

TBK vrijednost (test tiobarbiturne kiseline) je metoda kod koje se odreduje stupanj
oksidacijskih promjena ulja na temelju sadrzaja sekundarnih produkata oksidacije. Kod ove
kolorimetrijske metode odredivanja, tiobarbiturna kiselina reagira s malonaldehidom
(jednim od razgradnih produkata polinezasi¢enih masnih kiselina) i pri tome se stvara crvena

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

Intenzitet nastale crvene boje se ocitava na 532 nm valne duljine (Rade i sur., 2001.).

Anisidinski broj (Abr) pokazuje udio sekundarnih produkata oksidacije. Temelji se na reakciji
p-anisidina s viSim nezasi¢enim aldehidima (2,4-dienal i 2-enal). Anisidinski broj daje sadrzaj
nehlapljivih aldehida, pa se na temelju ovog broja moze odrediti tzv. , oksidativna proslost
ulja“. Sadrzaj nehlapljivih produkata se vrlo malo mijenja tijekom rafinacije, pa je moguce, s
obzirom na udio ovih spojeva u jestivom biljnom ulju, procijeniti kvalitetu i stupanj nastalih

oksidacijskih promjena sirovog ulja.

Postoji dobra korelacija izmedu anisidinske vrijednosti i odrZivosti ulja. Sto je veéi anisidinski

broj slabija je odrzivost ulja (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).

Totox broj (OV) predstavlja oksidacijsku vrijednost ulja, koja se dobiva iz peroksidnog broja

(Pbr) i anisidinskog broja (Abr): OV=2 Pbr + Abr

Oksidacijska vrijednost daje dobar uvid u stupanj nastalih oksidacijskih promjena ulja, jer
daje sadrzaj primarnih i sekundarnih produkata oskidacije (Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov,

1980.).

Krajs metoda je najstarija metoda za odredivanje stupnja oksidacije masti. Temelji se na
obojenoj reakciji floroglucina s produktima oksidacije, prvenstveno s epihidrinaldehidom, pri
¢emu se stvara crvena boja, Ciji se intenzitet mjeri na 540 nm. Ova metoda se sve manje
koristi u praksi, jer intenzitet boje, nastale u ovoj reakciji, ne odgovara potpunom stupnju

oksidacije (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).
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e Fizikalne metode

UV spektrofotometrija je fizikalna metoda koja se temelji na praéenju ovisnosti apsorbancije
od valne duljine zracenja koje je proslo kroz analiziranu otopinu. Produkti oksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina pokazuju karakteristican spektar u UV podrudju.
Hidroperoksidi linolne kiseline i konjugirani dieni imaju apsorbcijski maksimun pri 232 nm.
Sekundarni produkti oksidacije i konjugirani trieni imaju maksimum pri 270 nm. Odnos ovih

vrijednosti izrazen je kao R vrijednost. Njome se procjenjuje stupanj oksidacije.
R —vrijednost = Ay3;nm / Ay7o nm

A3, —apsorbancija na 232 nm valne duZine

A,70 — apsorbancija na 270 nm valne duZine

Sto je niZa R vrijednost ulje je losije kvalitete jer sadrZi vise sekundarnih produkata oksidacije
i konjugiranih triena. R vrijednost je mogucde koristiti kao procjenu samo kod sirovih ulja, jer
se kod rafiniranih tijekom dekoloracije aktivnom zemljom stvaraju konjugirani trieni koji nisu

rezultat oksidacijskih promjena (Dimic¢ i Turkulov, 2000.).

Plinska kromatografija odreduje 3-cis heksanal (CHs-CH,-CH=CH-CH,CHO), i druge aldehide,
nositelje neugodnog mirisa uzegle masti. Plinskom kromatografijom moguce je odrediti ove

aldehide, ukoliko je njihov sadrzaj > 1 ppm (Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980.).

Ova metoda se sve CeS¢ée koristi za pracenje oksidacijskih promjena nezasicenih masnih
kiselina. Otezano je prac¢enje kompleksnih lipidnih sustava, a uspjeSno za cista ulja i masti

(Radeisur., 2001.).

IR spektroskopija takoder odreduje oksidacijsku stabilnost, budu¢i da konjugirani dieni

hidroperoksida i polimeri povecavaju indeks refrakcije (Rade i sur., 2001.).

2.6. ODRZIVOST ILI OKSIDACIJSKA STABILNOST

Odrzivost ili oksidacijska stabilnost ulja je vrijeme tijekom kojeg se ulja mogu sacuvati od
autooksidacije. Poznavanje odrzZivosti sirovih i jestivih ulja je vazno zbog odredivanja
vremena tijekom kojeg se ulja mogu sacuvati od negativnih promjena koje utjeCu na
kvalitetu. Metode koje se koriste za odredivanje stabilnosti, temelje se na ubrzanoj oksidaciji

ulja utjecajem nekog od faktora koji ubrzavaju ovaj proces. U praksi se najéeSce primjenjuju
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metode kod kojih se oksidacija ubrzava utjecajem temperature. OdrZivost ulja je vrijeme u
satima potrebno da uzorak ulja dostigne odredenu vrijednost peroksidnog broja (Ostri¢-

Matijasevic i Turkulov, 1980.).

Tablica 5 Analiticke metode za odredivanje odrzivosti ulja i masti (Dimi¢ i Turkulov, 2000.)

Analiticka metoda Ispitivani parametri
Oven test Peroksidi, promjene senzorskih svojstava
AOM test (Active Oxygen Method) ili Swift Peroksidi
test
Rancimat test Provodljivost, nize molekularne kiseline
Metoda apsorbcije kisika Apsorbirani kisik
Test na bazi fluorescentnog svjetla Peroksidi, senzorske promjene

Metode koje se najcesce koriste u praksi su:
e AOM test ili Swift test (Active Oxygen Method)

Uzorci masti kod ove metode se zagrijavaju u Swift aparatu pri 98 °C. U pravilnim
vremenskim intervalima uzimaju se uzorci masti i odreduje peroksidni broj (Rade i sur.,

2001.).

Uzorci se drze u aparatu toliko dugo dok peroksidni broj ne dostigne odredenu vrijednost.
Metoda je standardizirana, daje reproducibilne rezultate, pa ima veliku primjenu i u praksi.
Jedan sat AOM testa odgovara priblizno 20 dana cuvanja pri sobnoj temperaturi, pa se
pomocu nje moze izraCunati priblizna odrzZivost pri sobnoj temperaturi (Ostri¢-Matijasevic i

Turkulov, 1980.).

Kvalitetu ulja koja su dobre odrzivosti nakon 8 sati ovog testa moraju imati peroksidni broj

manji od 5 mmol O,/kg (Rade i sur., 2001.).
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e Test odrZivosti na 98 °C

U nedostatku originalne Swift aparature, koristi se i metoda pracenja odrzivosti ulja na 98 °C
u susioniku. Postoji dobra korelacija izmedu rezultata dobivenih ovom metodom, rezultata
AOM testa, Oven testa i odrzivosti masti pri sobnoj temperaturi. Jedan sat testa odrzivosti
odgovara 10 do 15 dana cuvanja pri sobnoj temperaturi (Ostric-Matijasevi¢ i Turkulov,

1980.).

e Oven test (Schaal oven test)

Oven test je jedna od najstarijih i najjednostavnijih nacina ispitivanja odrzivosti biljnih ulja.
Kod ovog testa uzorci se zagrijavaju u suSioniku pri 60 ili 63 °C te se prati porast peroksidnog
broja i organolepticka promjena ulja. Za odrZzivost se uzima vrijeme u danima za koje
peroksidni broj dostigne odredenu vrijednost ili se organoleptickim ispitivanjima utvrdi

pojava uzeglosti.
Rezultati Oven testa se mogu prikazati kao:

e vrijednost peroksidnog broja nakon odredenog vremena drZanja uzorka (u
danima) pri temperaturi od 63 °C (jestiva ulja uglavhom 4 dana),

e broj dana za koje se postize odredena, unaprijed utvrdena vrijednost
peroksidnog broja,

e vrijeme u danima za koje se pojavi uzeglost i utvrdi senzorskim ispitivanjem.

Jedan dan Oven testa odgovara odrzivosti ulja od 6 do 12 dana pri sobnoj temeraturi (Dimi¢,

i Turkulov, 2000.).

e Rancimat test

Rancimat testom se provodi ubrzana oksidacija ulja pri tocno definiranim uvjetima.
Oksidacijska stabilnost se odreduje primjenom Rancimat uredaja pri poviSenoj temperaturi
(100 °C, 110 °C, 120 °C) uz kontinuirani dovod zraka. Hlapljivi spojevi koji nastaju oksidacijom
ulja pri povisenoj temperaturi (kratkolanc¢ane hlapljive organske kiseline) se uvode u
deioniziranu vodu. Hlapljivi spojevi se odreduju konduktometrijski s automatskim
registriranjem vodljivosti u funkciji vremena. Mjerenjem porasta vodljivosti indirektno se
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prati tijek oksidacije ulja. Indukcijski period (IP) u satima, odreden na ovaj nacin, oznacava se

kao indeks odrzivosti pri odredenoj temperaturi i protoku zraka (Rade i sur., 2001.).

Ako vrijeme indukcije duZe traje, ulje ima bolju odrZivost tj. oksidacijsku stabilnost (Laubli i

Bruttal, 1986.). Dakle, IP (h) predstavlja otpornost biljnog ulja prema oksidacijskom kvarenju.
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3.1 ZADATAK

Zadatak ovog rada bio je ispitati oksidacijsku stabilnost hladno preSanog ulja Safranike, te
utjecaj dodatka pojedinacnih prirodnih antioksidanasa i sinergista na njegovu odrZivosti.
Ispitivanje oksidacijske stabilnost ulja, sa i bez dodatnog antioksidansa, provedeno je
primjenom Oven testa na 63 °C. Prije odredivanja oksidacijske stabilnosti ulja Safranike,
odredeni su parametri kavalitete ulja (peroksidni broj i slobodne masne kiseline) primjenom
standardnih metoda. Uzorci su praceni tijekom cetiri dana provedbe testa u termostatu, te

se svakih 24 sata provodila analiza peroksidnog broja.

3.2. MATERIALI I METODE
3.2.1. Materijali

3.2.1.1. Hladno presano ulje safranike

Za ispitivanje oksidacijske stabilnosti koristilo se hladno presano ulje Safranike nabavljeno u

trgovini.

Ulje safranike je hladno presano, pakirano u boce od 0,5 L, proizvedeno u Njemackoj.

Slika 6 Ulje safranke podvrgnuto analizi
3.2.1.2. Antioksidansi

Za ispitivanje oksidacijske stabilnosti ulja Safranike koriSteni su prirodni antioksidansi:
ekstrakt zelenog caja, ekstrakt ruzmarina (tip Oxy'Less CS), ekstrakt nara, ekstrakt

maslinovog lista, te eteri¢na ulja rtanjskog ¢aja, majcine dusice i bosiljka. Takoder, istrazen je
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utjecaj dodatka sinergista (limunske kiseline) u kombinaciji s ekstraktom zelenog caja te

ruzmarinovim ekstraktom na odrzZivost ulja Safranike tijekom 4 dana Oven testa.
e Ekstrakt zelenog Caja

Ekstrakt zelenog Caja je proizveden iz lis¢a biljke Camellia sinensis L. Proizvod je u
praskastom obliku, Zute do smede boje, s maksimalnim udjelom vode do 8%. Udio
epigalokatehin galata (EGCG) je veci od 45%, udio ukupnih polifenola veéi od 98%, udio
kofeina je manji od 2%, te udio katehina veéi od 80%. Proizveden u firmi NATUREX

(Francuska).

U ispitivanju oksidacijske stabilnosti ulja Safranike koristen je u koncentraciji 0,1 i 0,3%, te u

kombinaciji sa sinergistom limunskom kiselinom (0,01%).

e Ekstrakt ruzmarina (tip OXY'LESS® CS)

Ekstrakt ruzmarina je proizveden iz listova ruzmarina Rosmarinus officinalis L. Proizvod je u
praskastom obliku, bez boje, karakteristicnog mirisa, te topljiv u ulju. Udio karnosolne
kiseline se kre¢e od 18 do 22%, zastitni faktor mu je veci od 12, suha tvar ekstrakta je u

udjelu od 92 do 98%. Proizveden je u firmi NATUREX (Francuska).

U ispitivanju odrzivosti ulja koriSten je u koncentraciji 0,1 i 0,3%, te uz sinergist limunsku

kiselinu (0,01%).

e Ekstrakt nara

Ekstrakt nara je prirodni ekstrakt, dobiven iz voéa Punica granatum L. Pripada u skupinu
maltodekstrina. U praskastom je obliku, smede boje, karakteristi¢cne arome, topljiv u vodi.

Sadrzi vise od 10% elagicne kiseline, te vise od 95% suhog ekstrakta.

U odredivanju promjene oksidacijske stabilnosti ulja Safranike koriSten je u koncentracijama

0,1i0,3%.
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e Ekstrakt maslinovog lista

Ekstrakt maslinovog lista je suhi ekstrakt u praskastom obliku. Proizveden je iz lista masline

Olea europaea L. U svom sastavu sadrzi 4,41% DPE. Proizvodac je Exxentia (Spanjolska).

U ispitivanju odrzivosti ulja koristen je u koncentraciji 0,1 i 0,3% raCunato na masu ulja.

e Etericno ulje rtanjskog ¢aja

Etericno ulje je dobiveno destilacijom cvjetnih vrhova rtanjskog ¢aja Satureja Montana L.
Proizvedeno je od strane Instituta za ratarstvo i povrtarstvo (Novi Sad, Srbija). Odredena je
antioksidacijska aktivnost eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja DPPH metodom i iznosi ICsq = 0,0629
(mg/mL).

U ispitivanju odrzZivosti ulja Safranike koriSten je u koncentraciji od 0,05% racunato na masu

ulja.

Pored navedenih prirodnih antioksidanasa koriSteno je i etericno ulje bosiljka i majcine

dusice u koncentraciji 0,05%.

3.2.1.3 Sinergisti

e Limunska kiselina

Kao sinergist upotrebljena je limunska kiselina u koncentraciji 0,01% racunato na masu ulja.
Koristena je u kombinaciji s ekstraktom zelenog ¢aja (udjela 0,1%) i ekstraktom ruzmarina

(udjela 0,1%).
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3.2.2. Metode rada

3.2.2.1. Odredivanje parametara kvalitete ulja

Odredivanje slobodnih masnih kiselina (SMK)

Kiselost biljnih ulja je rezultat hidrolize triglicerida djelovanjem lipolitickih enzima, a izrazava
se najcesée kao % slobodnih masnih kiselina. Nastale slobodne masne kiseline odredene su
standardnom metodom (ISO 660: 1996) koja se temelji na titraciji s otopinom natrij-
hidroksida ¢(NaOH) = 0,1 mol/L. Rezulat se izrazava kao udio (%) slobodnih masnih kiselina

(SMK) racunato kao oleinska kiselina:
SMK (% oleinske kiseline)=V:-c-M/10-m
V — utroSak otopine 0,1 mol/L natrij-hidroksida za titraciju uzorka (mL)
¢ — koncentracija otopine natrij-hidroksida za titraciju c(NaOH) = 0,1 mol/L
m — masa uzorka za ispitivanje u gramima (g)
M — molekulska masa oleinske kiseline, M = 282 g/mol
Odredivanje peroksidnog broja (Pbr)

Peroksidni broj je indikator svjeZine ili uzeglosti masti i ulja, pokazatelj je oksidacijskog
kvarenja ulja ili masti. Ova metoda se najceSc¢e koristi da bi se odredili primarni produkti
oksidacije biljnih ulja. Peroksidni broj ulja Safranike odreden je standardnom metodom (ISO:
3960: 1998). Metoda odredivanja peroksidnog broja se temelji na sposobnosti peroksida da
oslobodi jod iz otopine kalij jodida, koji se odreduje titracijom s otopinom natrij tiosulfata.
Peroksidni broj predstavlja mL 0,002 M otopine natrij tiosulfata potrebnog za redukciju one
koli¢ine joda koju oslobodi 1 g masti ili ulja iz kalij jodida. Rezultat se izrazava kako mmol

Pbr=(V1—Vg) -5/ m (mmol O,/kg)
Vo— volumen otopine natrij-tiosulfata utrosen za titraciju slijepe probe (mL)

V1—volumen otopine natrij-tiosulfata, c(Na,S,03) = 0,1 mol/L utrosen za titraciju uzorka ulja

M — masa uzorka u gramima (g)
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3.2.2.2. Priprema uzorka za ispitivanje oksidacijske stabilnosti

U staklene casice je izvagano po 50 g uzorka ulja Safranike, te dodano pojedinacno ispitivane
prirodne antioksidanse u koncentraciji 0,1 i 0,3%, odnosno 0,05% ovisno o vrsti
antioksidansa, ra¢unato na masu ulja. Test se provodio u 2 paralele, te se iz dobivenih
vrijednosti racunala srednja vrijednost kao konacan rezultat. Antioksidans i uzorak ulja je
mijeSan staklenim Stapi¢em i zagrijavan na temperaturu od 70 do 80 °C. Postignutu
temperaturu bilo je potrebno odrzavati 30 minuta uz neprestano mijesanje ulja kako bi se
antioksidans otopio. Potom se uzorak hladi na sobnoj temperaturi prekriven satnim
stakalcem. Nakon hladena uzorci se stavljaju u termostat, u nasem slucaju, to je bio susSionik
Memmert UFE 500. Svakih 24 sata uzimaju se odredeni uzorci ulja sa i bez dodanog
antioksidansa i sinergista, te ispituje Pbr Cija vrijednost ukazuje na promjenu oksidacijske

stabilnosti ulja Safranike.

Tablica 6 Udio prirodnih antioksidanasa dodanih u ulje Safranike tijekom ispitivanja

odrzivosti ulja

Uzorak Antioksidans Udio antioksidasa

(% na masu ulja)

Ulje Safranike - -

(hladno presano)

Ulje Safranike Ekstrakt zelenog ¢aja 0,1
(hladno presano) 0,3
Ulje Safranike Ekstrakt ruzmarina 0,1
(hladno presano) (tip OXY'LESS C5) 0,3
Ulje Safranike Ekstrakt nara 0,1
(hladno presano) 0,3
Ulje Safranike Ekstrakt maslinovog lista 0,1
(hladno presano) 0,3
Ulje Safranike Eteri¢no ulje rtanjskog Caja 0,05

(hladno presano)

Ulje Safranike Eteri¢no ulje bosiljka 0,05
(hladno presano)

Ulje Safranike (hladno Eteri¢no ulje majcine dusice 0,05
presano)
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Tablica 7 Udio sinergista dodanog u ulje Safranike

Antioksidansi i sinergist Udio sinergista (% na masu
ulja)
Ulje Safranike Ekstrakt zelenog ¢aja 0,1
Limunska kiselina 0,01
Ulje Safranike Ekstrakt ruzmarina (OXY'LESS CS) 0,1
Limunska kiselina 0,01

3.2.2.3. Odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja Schaal oven testom

U ovom radu je odredivana oksidacijska stabilnost hladno presanog ulja Safranike, kako bi se
dobio uvid o kvaliteti ulja i mogucénost skladistenja ulja na duZe vrijeme bez promjene
svojstava ulja. Koristen je test ubrzane oksidacije ulja, Schaal oven test, tijekom cetiri dana
zagrijavanja ulja u termostatu pri konstantnoj temperaturi. Kao dodatak koristeni su

isklju€ivo prirodni antioksidansi za ispitivanje promjene stabilnosti ulja.

Schaal oven test je najceSée primjenjivan test za odredivanje odrzivosti biljnih ulja i
animalnih masti. Uzorci ulja koji se ispituju zagrijavaju se na 63 °C u termostatu ili suSioniku,
te se prati porast vrijednosti peroksidnog broja i organolepticke promjene na ulju nastale
oksidacijskim kvarenjem ulja u odredenim vremenskim razmacima. Test se najc¢esce provodi
Cetiri dana, te se svakih 24 sata odreduje peroksidni broj Cistog wulja i ulja s dodanim
antioksidansima i sinergistima. Ovaj test je veoma pogodan za usporedbu biljnih ulja prema
oksidacijskoj stabilnosti. Dobiveni rezultati nam daju precizne podatke za procjenu odrzivosti

ulja.

Oven test je proveden na Cistom uzorku ulja Safranike te na uzorcima u koje su dodani
pojedinacni prirodni antioksidansi, te uzorcima gdje je uz antioksidans dodan i sinergist u
ovom slucdaju limunska kiselina. U suSioniku (termostatu) Memmert UFE 500, uzorci su
zagrijani na 63 °C, te se svakih 24 sata tijekom 4 dana pratio porast vrijednosti peroksidnog
broja standardnom metodom. Na taj nacin se dobio uvid u stupanj nastalih oksidacijskih
promjena. Uzorci su prije uzimanja dobro homogenizirani staklenim Stapicem, te je nakon

toga u Casice vagano 3 do 5 g ulja koje su se analizirale. Preostalo ulje je vra¢eno u Memmert
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susSionik do sljedeéeg dana uzorkovanja na istoj temperaturi. Nakon $to su uzorci ulja koji su

izvadeni iz suSonika postigli sobnu temperaturu, odreduje se, titracijski, peroksidni broj.

Rezultati Oven testa su prikazani kao vrijednost peroksidnog broja (mmol O,/kg).

Slika 8 Uzorci ulja Safranike u suSioniku Memmert

38



4. REZULTATI



Mirjana Marjanovic: Utjecaj antioksidanasa i sinergista na odrzZivost hladno presanog ulja safranike

Tablica 8 Osnovni parametri kvalitete hladno presanog ulja Safranike

Parametri kvalitete

Peroksidni broj (Pbr), mmol O,/kg 3,62

Slobodne masne kiseline (SMK), % 0,88

SMK - slobodne masne kiseline (%)

Pbr — peroksidni broj (mmol O,/kg)

Tablica 9 Oksidacijska stabilnost hladno presanog ulja S$afranike, sa i bez dodanog
antioksidansa i sinergista, ispitivana Oven testom tijekom 4 dana pracenjem Pbr svakih 24
sata

dio Pb ol O g
0 O c 0. da 0 ® c 4.
Ulje Safranike - 5,00 7,47 8,46 9,95
Ekstrakt ruzmarina 0,1 4,66 4,99 5,06 5,29
(Oxy Less CS) 0,3 4,27 4,37 4,71 5,00
+ 0,01% limunska kiselina 0,1 4,04 4,21 4,73 5,03
Ekstrakt zelenog ¢aja 0,1 5,00 5,10 6,10 6,66
0,3 362 4,78 4,78 4,93 5,18
+0,01% limunska kiselina 0,1 ' 4,41 4,55 5,42 6,00
Ekstrakt nara 0,1 4,98 6,77 9,55 11,65
0,3 5,02 6,96 8,62 10,78
Ekstrakt maslinovog lista 0,1 4,95 6,47 8,83 10,50
0,3 4,93 6,00 8,17 9,76
Eteri¢no ulje rtanjskog 0,05 4,97 6,10 8,50 9,71
caja
Eteri¢no ulje bosiljka 0,05 4,93 6,34 8,46 9,67
Eteri¢no ulje majcice 0,05 5,00 6,97 8,00 9,48
dusice

Pbr — peroksidni broj (mmol O,/kg)
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Slika 9 Utjecaj dodatka prirodnog antioksidansa (0,1%) na oksidacijsku stabilnost hladno

presanog ulja Safranike, nakon 4 dana Oven testa
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Slika 10 Utjecaj dodatka prirodnog antioksidansa (0,3%) na oksidacijsku stabilnost hladno

presanog ulja Safranike, nakon 4 dana Oven testa
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Slika 11 Utjecaj dodatka eteri¢nog ulja (0,05%) na oksidacijsku stabilnost hladno presanog
ulja Safranike, nakon 4 dana Oven testa
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U Tablici 8 prikazani su osnovni parametri kvalitete hladno preSanog ulja Safranike
(peroksidni broj — Pbr i slobodne masne kiseline — SMK). Rezultati odredivanja Pbr i SMK
pokazuju da je ulje Safranike dobre kvalitete. Dobiveni rezultati su u skladu s Pravilnikom o

jestivim uljima i mastima (NN 41/12).

Oksidacijska stabilnost hladno preSanog ulja Safranike, sa i bez dodanog prirodnog
antioksidansa i sinergista, ispitivana Oven testom tijekom 4 dana prac¢enjem Pbr svakih 24

sata prikazana je u Tablici 9 i na Slikama 9 do 11.

Ispitivanjem stabilnosti tj. otpornosti ulja Safranike prema oksidacijskom kvarenju testom
ubrzane oksidacije (Oven test) pri 63 °C, vidljivo je u Tablici 9 da se tijekom 4 dana testa
postepeno povecava vrijednost Pbr s pocetnih 3,62 (mmol O,/kg) ulja na 9,95 (mmol 0,/kg)
nakon 4 dana testa. Dodatkom prirodnih antioksidanasa (ekstrakta ruzmarina tipa Oxy Less
CS, ekstrakta zelenog Caja, ekstrakta nara, ekstrakta maslinovog lista, udjela 0,1% i 0,3% te
eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja, bosiljka i maj¢ine dusice, udjela 0,05% u ulje Safranike Zeljela se
postiéi veca stabilizacija ulja tj. otpornost ulja prema oksidacijskom kvarenju. Primjenom
ekstrakta ruzmarina Oxy'Less CS (0,1%) i ekstrakta zelenog caja (0,1%) postignuta je
odredena zastita ulja Safranike od oksidacije. Ekstrakt ruZzmarina dodan u udjelu 0,1%,
efikasnije Stiti ulje Safranike od oksidacijskog kvarenja (nakon 4 dana testa Pbr je 5,29 mmol
0,/kg) u odnosu na ekstrakt zelenog Caja gdje je Pbr nakon 4 dana 6,66 mmol O,/kg.
Dodatkom ekstrakta nara (0,1%) i ekstrakta maslinovog lista (0,1%) ne postiZe se porast
stabilizacije tj. dodatna zastita ulja od oksidacijskog kvarenja u odnosu na ulje Safranike bez
dodanog antioksidansa (kontrolni uzorak). Primjenom ova dva antioksidansa, u ovim
koncentracijama, postiZze se veca vrijednost Pbr nakon 4 dana testa i to 11,65 mmol O,/kg
(nara) i 10,50 mmol O,/kg (maslinovog lista) u odnosu na kontrolni uzorak. Dakle, njihova

antioksidacijska aktivnost nije dovoljna za zastitu ulja Safranike od oksidacijskog kvarenja.

Poveéanjem koncentracije (udjela) ispitivanih antioksidanasa (ekstrakta ruzmarina i ekstrakta
zelenog ¢aja) u ulje Safranike sa 0,1% na 0,3% postiZe se joS veca i efikasnija zaStita ulja od
oksidacije. Dodatkom ekstrakta ruzmarina Oxy Less CS (0,3%) znacajno se povecava
stabilnost ulja Safranike, dobivena je veéa otpornost ulja prema oksidacijskom kvarenju, Pbr

je 5,00 mmol O,/kg nakon 4 dana testa u odnosu na kontrolni uzorak ulja. Takoder, ekstrakt
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zelenog Caja (0,3%) dodatno povecdava stabilnost ulja Safranike Pbr je 5,18 mmol O,/kg,

nakon 4 dana testa, u odnosu na dodatak ekstrakta zelenog ¢aja udjela 0,1%.

Ekstrakt nara, dodan u koncentraciji 0,3% joS uvijek ne dovodi do porasta stabilnosti ulja
Safranike, Pbr je 10, 78 mmol O,/kg, dakle, opet je veci u odnosu na kontrolni uzorak nakon 4

dana testa.

Neznatnu efikasnost zastite ulja Safranike od oksidacijskog kvarenja pokazuje dodatak
ekstrakta maslinovog lista udjela 0,3%. Vrijednost Pbr nakon 4 dana testa je malo niza (9,76

mmol O,/kg) u odnosu na kontrolni uzorak ulja.

Na Slici 9 i 10 vidljiva je efikasna zaStita ulja Safranike dodatkom ekstrakta ruzmarina i
zelenog caja, kod obje koncentracije, u odnosu na primjenu ekstrakta nara i ekstrakta

maslinovog lista, gdje je nakon 4 dana testa Pbr veéi u odnosu na kontrolni uzorak.

Dodatkom sinergista, limunske kiseline (0,01%) uz prirodni antioksidans ekstrakt ruzmarina
Oxy Less CS (0,1%) te uz ekstrakt zelenog ¢aja (0,1%) u ulje Safranike postignuta je veca
stablinost tj. otpornost ulja prema oksidacijskom kvarenju u odnosu na primjenu tih
antioksidanasa bez dodatka ovog sinergista. Dakle, ispitivani sinergist dodatno stabilizira ulje
Safranike ve¢ u ovako maloj koncentraciji. Ova pojava narocito je zapaZzena u kombinaciji
ekstrakta ruzmarina i limunske kiseline gdje je postignuta gotovo ista razina zaStite ulja
Safranike kao sa dodatkom ekstrakta ruimarina (0,3%), Sto nije sluaj u kombinaciji s

dodatkom ekstrakta zelenog ¢aja.

Dodatkom eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja, bosiljka i majcine dusice (0,05%) u ulje Safranike
ostvarena je neznatna zaStita ovog ulja od oksidacijskog kvarenja. Vrijednost Pbr nakon 4
dana testa malo je niza u odnosu na kontrolni uzorak ulja. Vec¢u antioksidacijsku aktivnost u
ulju Safranike pokazuje eteri¢no ulje majcine dusice pri cemu je dobivena niza vrijednost Pbr
ulja 9,48 mmol O,/kg u odnosu na primjenu eteri¢nog ulja rtanjskog caja i bosiljka (Tablica9 i

Slika 11).
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Na osnovu dobivenih rezultata ispitivanja utjecaja dodatka prirodnih antioksidanasa i
sinergista na odrzivost ili oksidacijsku stabilnost hladno presanog ulja Safranike mogu se

izvesti sljedeci zakljucci:

1. Isptivano ulje Safranike ima relativno dobru oksidacijsku stabilnost, nakon 4 dana Oven

testa nije dobivena visoka vrijednost peroksidnog broja.

2. Primjena prirodnog antioksidansa ekstrakta ruZmarina (Oxy Less CS), i ekstrakta zelenog
Caja doprinosi vecoj stabilizaciji ulja Safranike tj. povecava se otpornost ulja prema

oksidacijskom kvarenju.

3. Dodatkom ekstrakta ruzmarina (Oxy Less CS), udjela 0,1%, u ulje Safranike postize se veca

razina zastite ulja od oksidacije u odnosu na primjenu ekstrakta zelenog ¢aja (0,1%).

4. Ekstraktom nara (0,1%) i ekstraktom maslinovog lista (0,1%) ne postiZze se zastita ulja
Safranike od oksidacijskog kvarenja, nakon 4 dana testa veca je vrijednost peroksidnog broja

u odnosu na kontrolni uzorak ulja.

5. Koristenjem vece koncentracije dodanog ekstrakta ruZmarina (0,3%), kao i ekstrakta
zelenog Caja (0,3%) postize se veca efikasnost zastite ulja Safranike od oksidacije u odnosu na

dodatak 0,1%.

6. Ve¢om koncentracijom ekstrakta nara i ekstrakta maslinovog lista (0,3%) ne postize se

zaStita ulja Safranike od oksidacije.

7. Koristeni sinergist limunska kiselina, udjela 0,01%, u kombinaciji sa ekstraktom ruzmarina
(0,1%) te s ekstraktom zelenog caja (0,1%) dodatno povecava zastitu ulja Safranike od

oksidacijskog kvarenja.

8. Kombinacijom limunske kiseline (0,01%) sa ekstraktom ruZmarina tipa Oxy Less CS (0,1%)
postiZe se ista razina zasStite ulja Safranike od oksidacije kao sa primjenom samo ekstrakta
ruzmarina vece koncentracije (0,3%). Ova pojava nije zapazena kod primjene ekstrakta

zelenog Caja i ovog sinergista.

48



5. Zakljuéci

9. Dodatkom eteri¢nog ulja rtanjskog ¢aja, bosiljka i maj¢ine dusice u koncentraciji 0,05% u

ulje Safranike ostvarena je neznatna zastita ulja od oksidacijskog kvarenija .

10. Vecu zastitu ulja Safranike pokazuje eteri¢no ulje majcéine dusice.
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