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Popis oznaka, kratica i simbola

Abr - anisidinski broj

AO - antioksidans

BHA - butil hidroksianisol
C=0 - karbonilna skupina
COOH - karboksilna skupina
Na,S,03; — natrijev tiosulfat
NaOH - natrijev hidroksid
NN - Narodne novine

OH - hidroksilna skupina
Pbr - peroksidni broj

ROOH - hidroperoksid

EtOH - etanol

SMK - slobodne masne kiseline

NMK — nezasi¢ene masne kiseline
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1. Uvod

Prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19) jestiva ulja biljnog podrijetla mogu se podijeliti
u sljedece kategorije:
1. Rafinirana ulja,
2. Hladno preSana uljai
3. Djevicanska ulja.
Biljna ulja su proizvodi ograniéene trajnosti. Brzo podlijezu nepozeljnim promjenama, sto
rezultira njihovim kvarenjem. Naj¢es¢a vrsta kvarenja je oksidativno kvarenje.
Neugodan miris oksidiranih ulja pripisuje se primarnim i sekundarnim oksidacijskim
produktima (Gray, 1978; Rovellini, 1997). Nastali produkti procesa autooksidacije u malim
koli¢inama narusavaju senzorska svojstva ulja kao $to su neugodan miris i okus.
Oksidacijska stabilnost ulja ili odrZivost ulja predstavlja vrijeme kroz koje se ulja mogu ¢uvati
od procesa autooksidacije i narusavanja njegovih senzorskih svojstava i kvalitete.
Rezultati istrazivanja oksidacijskog kvarenja pokazali su da odrzivost biljnih ulja prije svega
ovisi o vrsti ili sastavu masnih kiselina ulja i sadrZaju prirodnih antioksidanasa u ulju. Danas se
u praksi najcesée primjenjuju metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja, temeljene
na ubrzanoj oksidaciji ulja, a to su:
1. Schaal Oven test,
2. AOM ili Swift test i
3. Rancimat test.
Antioksidansi su tvari koje prisutne u niskim koncentracijama mogu sprijeciti tj. usporiti proces
oksidacijskog kvarenja i produZiti rok trajanja biljnih ulja, a mogu biti prirodni i sintetski.
Zadatak ovog rada bio je ispitati u kojoj mjeri pojedini antioksidansi utje¢u na oksidacijsku
stabilnost mjesSavine hladno preSanog visokooleinskog suncokretovog i konopljinog ulja.
Koristeni su prirodni antioksidansi, kao Sto su ekstrakt zelenog ¢aja, ekstrakt ruzmarina (tip
OxylLess CS), ekstrakt kadulje, ekstrakt tropa jabuke te sinergisti limunska kiselina, ruzmarinska
kiselina i kofeinska kiselina.
Takoder, primjenom standardnih metoda, ispitani su parametri kvalitete ulja koji su morali biti
u skladu s Pravilnikom o jestivim mastima i uljima. Utjecaj dodatka antioksidansa i sinergista
na oksidacijsku stabilnost mjesavine ulja ispitan je Oven testom u susioniku, pri temperaturi

63 °C.
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2. Teorijski dio

2.1. JESTIVA BILINA ULJA

Ulja i masti su tvari biljnog ili Zivotinjskog podrijetla koje su topljive u organskim otapalima, a
netopljive u vodi. Predstavljaju estere alkohola glicerola i masnih kiselina te se najcesce
nazivaju trigliceridi ili triacilgliceroli (Marcone, 2006). Biljna ulja sadrie viSe nezasié¢enih
masnih kiselina te su na sobnoj temperaturi u teku¢em agregatnom stanju za razliku od masti
(Mandi¢, 2003). Za proizvodnju jestivih biljnih ulja koriste se biljke uljarice ¢iji plodovi i
sjemenke sadrZze vecu koli¢inu ulja. Neke od najznacajnijih uljarica su: suncokret, maslina,

uljana repica, lan, soja, sezam, palma te bundeva (Corbo, 2008).
Za izdvajanje ulja iz uljarica postoje dva osnovna tehnoloska postupka, a to su:

e presanje (mehanicka ekstrakcija) i
e ekstrakcija ulja s organskim otapalima.
Masti i ulja su sastavni dio ljudske prehrane, a zajedno s bjelancevinama i ugljikohidratima

spadaju u makronutrijente. Mogu biti biljnog ili Zivotinjskog podrijetla te medu namirnicama

predstavljaju najkoncentriraniji izvor energije (Corbo, 2008; Ljubisavljevi¢, 1897).

Sastav ulja i masti

Jestiva ulja i masti spadaju u grupu organskih spojeva, a nazivaju se lipidi. Topljivi su u

organskim otapalima (heksan, kloroform, eter i dr.) i netopljivi u vodi (Sikorski, 2003).
Prema sastavu, lipidi se mogu podijeliti na:
e jednostavne lipide (ulja, masti, voskovi),
e slozene lipide (fosfolipidi, glikolipidi, aminolipidi, sulfolipidi),
e derivate lipida (masne kiseline, masni alkoholi, aldehidi, ketoni, ugljikovodici,

liposolubilni vitamini A, D, E, K).
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Triacilgliceroli

Triacilgliceroli (trigliceridi) su esteri trovalentnog alkohola glicerola i triju molekula masnih
kiselina, pri Cemu nastaje jedna molekula triacilglicerola i tri molekule vode. Masne kiseline su
reaktivni dio molekule triacilglicerola, pa imaju veliki utjecaj na njegova kemijska i fizikalna
svojstva (Swern, 1972). Reakcija nastajanja triacilglicerola prikazana je na Slici 1 (Moslavac,

2015).

H H
H——é——OH HOOCR, H——é—OOCR;
H—C—OH + HOOCR,— H‘—é—OOCRg + 3H,0
HH(JJ—OH HOOCR; H—C—O0OCR;

1’{ i

glicerol ;“13151?:3 triglicerid voda

Slika 1 Reakcija nastajanja triacilglicerola

Ovisno o tome koje ¢e se masne kiseline vezati za glicerol, mogu nastati razliciti triacilgliceroli
prikazani na Slici 2 (Moslavac, 2015). Triacilgliceroli nastali spajanjem glicerola s triiste masne
kiseline nazivaju se jednostavni triacilgliceroli. Ukoliko se tri razli¢ite masne kiseline spoje s

molekulom glicerola, nastaju mjeSoviti triacilgliceroli (Corbo, 2008).

H H
H—"IG—OOCRI H—é—-—OOCR:
H—(I}—OOth H—CI}-——OOCR:
H--(‘J——OOCRA H—(!‘/——OOCRs

" b

jednostavni triglicerid mjeSoviti

Slika 2 Jednostavni i mjeSoviti triacilgliceroli

U znatno manjim koli¢inama (1-3 %) biljna ulja mogu sadrZzavati mono- i diacilglicerole za koje
je karakteristicno da na molekuli glicerola imaju vezanu samo jednu ili dvije masne kiseline,
odnosno na molekuli glicerola ostaju slobodne jedna ili dvije hidroksilne (-OH) skupine. Udio

ovih spojeva u ulju ovisi o stupnju reakcije hidrolize, buduéi da hidrolizom triacilglicerola
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nastaju monoacilgliceroli i diacilgliceroli (Toki¢, 2019). Monoacilgliceroli se koriste u

prehrambenoj industriji kao emulgatori zbog svojih emulgirajucih svojstava (Moslavac, 2015).

Masne kiseline

Prirodna ulja i masti sadrZe masne kiseline nerazgranatog lanca ugljikovodika s parnim brojem
ugljikovih atoma i jednom karboksilnom skupinom (COOH) koju ¢ine hidroksilna (OH) i
karbonilna skupina (C=0) (Miji¢, 2021). Medusobno se razlikuju prema broju ugljikovih atoma
u molekuli, stupnju nezasi¢enosti ugljikovih atoma te prema broju i polozaju dvostrukih veza.
Masne kiseline su gotovo u cijelosti ravnolanéane alifatske karboksilne kiseline (Scrimgeour,

2005). Na Slici 3 prikazana je struktura jedne masne kiseline (Moslavac, 2015).

L
|| o}
H-C-C-C-C— . .... mC'/f
I 11 \OH
H HH H
lanac ugljikovodika karboksilna

skupina

Slika 3 Strukturna formula molekule masne kiseline

Obzirom na stupanj zasi¢enosti masne kiseline dijele se na:
e zasi¢ene masne kiseline,

e nezasi¢ene masne kiseline (mononezasi¢ene, polinezasi¢ene).

Zasicene masne kiseline

Zasi¢ene masne kiseline su masne kiseline ciji ugljikovodicni lanac ne sadrzi dvostruke veze.
Sve veze koje izgraduju ove masne kiseline su jednostruke zato $to su svi ugljikovi atomi unutar
lanca zasi¢eni s atomima vodika (Swern, 1972). Zasicene masne kiseline koje se pojavljuju u
prirodnim uljima obi¢no sadrZe od 12 do 22 atoma ugljika (Drevon; Rustan, 2005). Masne

kiseline s ve¢im brojem atoma ugljika unutar lanca imaju vecéu konzistenciju, sliénu voskovima.
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Povecdanjem duljine ugljikovodi¢nog lanca rastu vreliste i tocka topljenja, dok se vrijednost
gustoce i topljivosti masti u vodi smanjuje (Hoffmann, 1989). Neke od zasi¢enih masnih

kiselina prikazane su na Slici 4 (Web 1)

@]

/\/\/\/\/\)J\DH 01 2H24O )

laurinska kiselina
OH

CqaH=:0
miristinska kiselina O e

C1BH3202
palmitinska kiselina 0

C1sHas0
/\/\/\/\/\/\/\/\/U\DH 183602

stearinska kiselina

Slika 4 Zasicene masne kiseline (Web 1)

Nezasi¢ene masne kiseline

To su masne kiseline koje u molekuli imaju jednu ili viSe dvostrukih veza. Biljna ulja najc¢esée
sadrze masne kiseline s 18 C atoma s jednom, dvije ili tri dvostruke veze. Obzirom na broj
dvostrukih veza nezasicene masne kiseline se dijele na mononezasi¢ene (jedna dvostruka
veza) i polinezasi¢ene (viSe dvostrukih veza). Vrlo su reaktivne te lako oksidiraju pod utjecajem
kisika i zraka. Dvostruke veze odgovorne su za sniZzenje taliSta nezasi¢enih masnih kiselina,
¢ime se triacilglicerolii ovih masnih kiselina pri 25 °C pojavljuju u obliku tekucine (Rac, 1964).
Ulja s veé¢im udjelom polinezasiéenih masnih kiselina (linolna i linolenska) podloZnija su
oksidacijskom kvarenju u odnosu na ulja u ¢ijem sastavu prevladavaju mononezasi¢ene masne
kiseline (npr. oleinska). Slika 5 (Web 2) prikazuje neke najvaZnije nezasicene masne kiseline,
pri cemu su linolna i linolenska masna kiselina od izrazitog znacaja. Ljudski organizam ih nije
sposoban samostalno sintetizirati te se zbog toga nazivaju esencijalnim masnim kiselinama

(Odak, 2013). Nezasi¢ene masne kiseline mogu se pojaviti u cis i trans obliku.

Cis oblik znaci da su dva atoma vodika (H) na istoj strani dvostruke veze dok su kod trans oblika
na suprotinim stranama dvostruke veze Slika 6 (Web 3). Trans oblici nastaju iskljucivo tijekom

procesiranja, zagrijavanja ili hidrogenacije biljnih ulja (O” Brien, 2004).

7
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w-1 — - — 0 CigH30>

w-3 a-linolenska kiselina OH

w-6

w-‘l/\\/\/_ ‘\/—‘\/—\/\/\fo C1gHz002

Y-linolenska kiselina OH

w-6 O
i /\/\A/:\/\/\/\)LG'I CigHa205
linolna kiselina
w-9
w-1 — o CigHasO2
oleinska kiselina OH

Slika 5 Nezasi¢ene masne kiseline (Web 2)

ct, CH, o CH,
H H CH, H
a) b)

Slika 6 Izomeri masnih kiselina (a) cis izomer, b) trans izomer (Web 3)
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2.1.1. Ulje konoplje

Konoplja je jednogodisnja zeljasta biljka porijeklom iz sredisSnje Azije, gdje se prvenstveno
uzgajala za dobivanje vlakana i za medicinske svrhe (Unicomb, 2017). Pripada rodu Cannabis
koji ukljuCuje dvije vrste, obi¢nu (industrijsku) konoplju (Cannabis sativa L.), prikazanu na
Slici 7, i konoplju za proizvodnju hasisa (Cannabis Indica L.), pri cemu se obi¢na konoplja dijeli
na europsku te isto¢no-azijsku. Optimalna temperatura za intenzivan vegetativni rast iznosi

oko 20 °C, a moze izdrzati niske temperature do -4 °C (Web 4).

Ovisno o namjeni, razlikuju se psihoaktivhe odnosno medicinske konoplje sa sadrzajem THC-
THC-a ispod 0,2 %. Konoplja na otvorenim povrSinama, ovisno o podvrsti, moZe narasti od
50 cm pa do 8 m. U Europi moze narasti najvise do oko 4 m, no realnom visinom biljke moze
se smatrati biljka od 2 m. Tvari koje imaju halucinogena svojstva biljka izlu¢uje u "dlacicama"
koje se u veé¢im nakupinama pojavljuju na svim dijelovima cvjetova Zenskih biljki. Sve poznate
oblike konoplje oprasuje vjetar. Sjeme konoplje koristi se ve¢ najmanje 2000 godina kao hrana

te sjemenke sadrze svih 11 esencijalnih aminokiselina.

% & E] 6) S @ b ;) /

Slika 7 Uzgoj konoplje Slika 8 Konopljino ulje

Najznacajniji postupci za proizvodnju ulja su fizikalni (preSanje) i kemijski (ekstrakcija
organskim otapalima), a koji postupak c¢e se koristiti ovisi o udjelu ulja u sirovini i vrsti
proizvoda koji Zelimo proizvesti. Sjeme konoplje sadrzi 25-35 % ulja te je ekonomski
najpovoljniji na¢in proizvodnje metodom preSanja na puznim preSama cime je moguce

izdvojiti 60-80 % ulja iz sjemena (Slika 8).



2. Teorijski dio

Tablica 1 Prosjecni kemijski sastav sjemenke konoplje (Callaway, 2010)

CUJELA SJEMENKA OLJUSTENA SJEMENKA POGACA

Ulje (%) 35 44 11
Bjelancevine (%) 25 33 34
Ugljikohidrati (%) 28 12 43
Vlaga (%) 6 5 5
Pepeo (%) 5 6 7

Energija (kJ/100g) 2200 2093 1700
Uhprapretambens 7 .
Probavljiva vlakna (%) 6 6 16
Neprobavljiva vlakna 29 1 57

(%)

Ulje konoplje je izuzetno bogato nezasi¢enim masnim kiselinama te ih sadrzi skoro 90 %.
Gama-linolenska kiselina ugodno djeluje na neurodermitis i reumatoidni artritis dok je alfa-
linolenska kiselina dobra kod lijeCenja kardiovaskularnih bolesti. Nezasicene masne kiseline iz
ovog ulja pomazu ocuvati dobro zdravlje srca i krvnih Zila, te pomazu za dobro pamcenje. Ulje
konoplje bogato je antioksidansima i mnogim za zdravlje znacajnim mineralima (kalcij,
magnezij, sumpor, kalij, fosfor, Zeljezo i cink). Konoplja sadrZi proteine i esencijalne
aminokiseline (Sto je ¢ini idealnom namirnicom za vegetarijance, vegane i sportase). Sjemenka
konoplje sadrzZi i do 25 % proteina u svom sastavu, zbog ¢ega se smatra izuzetno hranjivom

sirovinom.

10



2. Teorijski dio

2.1.2. Suncokretovo ulje

Suncokret potjece iz Amerike (Meksiko, Peru). Najprije je uzgajan kao ukrasna biljka, a sjeme
je koristeno za prehranu ptica dok su ljudi jeli jezgru iz sjemena. Najveci proizvodaci
suncokreta su Rusija, Ukrajina, Argentina, SAD, Kina, Indija, Francuska i Spanjolska.
Oplemenjivanje suncokreta se vrsi stalno, a glavni ciljevi oplemenjivanja su povecanje prinosa
sjemena i ulja i poveéanje kvalitete ulja, a to se postiZe izmjenom sastava masnih kiselina i
promjenom odnosa pojedinih izomernih oblika tokoferola u ulju. 1840. godine je prvi puta
dobiveno ulje iz suncokreta. Sjeme sadrzi oko 50 % ulja, 20 % bjelancevina i ugljikohidrata. Od
suncokretovog ulja proizvode se margarin, majoneza, stearin (sluzi u proizvodnji svijeca,
plastike, sapuna, kozmetike i za omeksivanje gume), farmaceutski proizvodi, boje, lakovi i dr.
Glave suncokreta imaju puno hranjivih tvari, pa se mogu koristiti za prehranu domacdih

Zivotinja. MoZe se uzgajati kao uljani ili proteinski te kao glavni i naknadni usjev. (Web 5)

Slika 9 Polje suncokreta

Najpovoljnija temperatura za rast i razvoj, posebno u periodu intezivnhog porasta, cvatnje,
oplodnje i nalijevanja sjemena, krece se izmedu 20 - 25 °C. Temperature nize od 15 °C i vise
od 25 °C smanjuju sintezu ulja u sjemenu. Biljke mogu izdrzati do -6 °C. Suncokret stvara veliku
vegetativnu masu, stoga treba puno vode. Za uspjesan rast i razvoj potrebno mu je puno
svjetla koje se moZe osigurati pravilnim sklopom i rasporedom biljaka. Jednu sjemenku
suncokreta ¢ini 38 — 45 % ulja, a to ovisi o vrsti suncokreta. Po sastavu masnih kiselina

suncokretovo ulje je pri samom vrhu ljestvice visoko vrijednih biljnih ulja.

Kako bi se odredile fizikalne karakteristike suncokretovog ulja koriste se fizikalne i kemijske

metode pomodu kojih se odreduju njihov sastav i osobine te se vrsi identifikacija.
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Fizikalne karakteristike suncokretovog ulja (Corbo, 2008) su:

e volumna masa,

e toplinska svojstva,
e specifitna masa,

e relativna gustoca,
e gustoda,

o dilatacija,

e viskoznost,

e topljivost,

e povrsinska napetost.

Kemijske karakteristike suncokretovog ulja (Corbo, 2008) su:

e saponifikacijski broj,
e jodni broj,
e Reichart-Meissl-ov i Polenske-ov broj,

e negliceridni sastojci.

Sirovina za proizvodnju ulja nakon pripreme i ¢iS¢enja ide na daljnju preradu prateci

sljedeée faze:
1. Ljustenje,
2. Mljevenjei

3. Kondicioniranje

12
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Tablica 2 Osnovni kemijski sastav sjemena suncokreta

KOMPONENTA SJEME JEZGRA LJUSKA

Sadrzaj ulja (%) 40-60 50-70 2,5-4,5
Sadrzaj proteina (N x 6.25) (%) 13,5-25,5 20-35 4,5-6,0
Sirova celuloza (%) 38-55 3-5 50-60

Zahvaljujudi intenzivnom radu na selekciji, kod uljanog suncokreta postoje 2 tipa:
¢ linolni tip - u sastavu ulja dominira linolna kiselina sa udjelom od oko 55-75 %
e oleinski tip (visokooleinski i srednjeoleinski) - dominira oleinska kiselina (80-90 %,

55-65 %)

Ulje suncokreta je vrlo cjenjeno zbog svojih ugodnih senzorskih svojstava i visoke bioloske
vrijednosti, koja je uvjetovana sastavom masnih kiselina i odgovarajuéim sadrZzajem vitamina
E. Od svih jestivih ulja suncokretovo ulje je najbogatije vitaminom E — najznacajnijim prirodnim
bioloSkim antioksidansom. Odnos esencijalne linolne kiseline i a-tokoferola kod ovog ulja u

potpunosti odgovara zahtjevima suvremene prehrane.

2.2. VRSTE KVARENJA BILUNIH ULJA

Masnoce imaju ograni¢eno vrijeme trajanja nakon kojeg podlijezu nepoZeljnim promjenama
neovisno o tome jesu li sastavni dio neke sirovine ili prehrambenog proizvoda. Kada ¢ée doci
do kvarenja ovisi o vrsti sirovine, kemijskom sastavu, uvjetima prerade, te skladistenju.
Rezultat je u konacnici isti bez obzira na vrstu kvarenja iz razloga $to dolazi do promjena
organoleptickih svojstava i promjena nutritivne vrijednosti ili gubitka esencijalnih masnih
kiselina, provitamina, vitamina i dr. ¢iji produkti razgradnje (ketoni) uzrokuju neugodan miris

i okus ulja (Corbo, 2008).
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Postoje dvije grupe kvarenja biljnih ulja:
1. Enzimsko i mikrobiolosko kvarenje (hidroliticka razgradnja, B-ketooksidacija),
2. Kemijski procesi kvarenja (autooksidacija, termooksidacija i reverzija).

Unato¢ negativnim posljedicama na zdravstveno stanje, ulja koja su promijenila svojstva ne
koriste se u prehrani, ali se zato upotrebljavaju u tehni¢ke svrhe. Kvarenje masti predstavlja

vrlo znacajno podrudje lipida, koje se i danas proucava.

2.2.1. Enzimski i mikrobioloski procesi

Ova vrsta kvarenja ulja javlja se kod sirovine skladiStene u nepovoljnim uvjetima. Hidroliticka
razgradnja uzrokuje hidrolizu esterske veze triacilglicerola uz oslobadanje 1-3 molekule
masnih kiselina i glicerola, Sto posljedicno dovodi do poveéanog udjela slobodnih masnih
kiselina (SMK). Procesi koje uzrokuju enzimi znacajno se razlikuju od procesa do kojih dolazi
djelovanjem mikroorganizama. Prvi su karakteristi¢ni za ulja i masti u samoj sirovini dok se

drugi odnose na ulja, masti, te proizvode koji ih sadrze u ve¢em udjelu.

Udio SMK koji je dozvoljen u jestivim rafiniranim uljima iznosi do 0,3 % izrazen kao postotak

(%) oleinske kiseline, a u hladno presanim i djevicanskim uljima je do 2 % .

n : 3
H-C-0-C-R, H-C-OH HO-C-R,

| 3 | g
H-C-0-C-R, + 3H0 —=H-C-OH + HO-C-R,

| ) | 0
H-:::—oﬂg—n, H-C-0H Ho-é-n,

H H

trlacllgllcerol voda glicerol masne kiseline

Slika 10 Hidroliticka razgradnja triacilglicerola
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B-ketooksidacija je proces u kojem mikroorganizmi u prisustvu zraka napadaju zasi¢ene
masne kiseline (metilensku grupu u -poloZaju nastaju B-keto kiseline i metil keton). Uzroc¢nici
reakcije su bakterije roda Bacillus i gljivice roda Aspergillus i Penicillium. Metil ketoni su

neugodnog mirisa i okusa te narusavaju organolepti¢ka svojstva ulja.

R*CHE'CHE-CUDH - R+CH=CH+COOH ———u

a) b)
R*GHDH'CH? <C00H @ ———— R-{JD'GHE'CDOH
| d
c) v )
H"'\)G" C-]'!::} o CG:F?
e)

Slika 11 Kvarenje ulja B-ketooksidacijom
a) zasi¢ena masna kiselina, b) B-nezasi¢cena masna kiselina, c) B-hidroksi masna kiselina,

d) B-keto kiselina, e) metil keton (Moslavac, 2015)

2.2.2. Kemijski procesi

Kemijski procesi kvarenja masti i ulja su;
1. Autooksidacija,
2. Termooksidacijske promjene i
3. Reverzija.

Autooksidacija

Autooksidacija je vrsta kvarenja biljnih ulja koja nastaje vezanjem kisika na nezasi¢éene masne
kiseline. Autooksidacija moze biti brza ili sporija Sto ovisi o sastavu ulja, uvjetima ¢uvanja,
prisutnosti sastojaka koji ubrzavaju (prooksidansi) ili usporavaju (antioksidansi) oksidaciju.
Proces autooksidacije se ne moze zaustaviti, ali se moZe ubrzati ili usporiti. Autooksidacija je

lanc¢ana reakcija koja se odvija u tri faze (OStri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980; Rade i sur., 2001).
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Autooksidacija se odvija u tri faze:

1. Inicijacija. Dolazi do stvaranja slobodnih radikala masnih kiselina (Re) vezanjem kisika iz
zraka na dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina (RH). Ova faza se odvija sporo zbog

odsustva ili niske koncentracije hidroperoksida.

RH + O; > Re + HOO®

2. Propagacija. Vezanjem kisika na slobodne radikale masnih kiselina (Re) nastaju slobodni
radikali peroksida (ROOe®) koji oduzimaju vodik drugoj masnoj kiselini (RH). Na ovaj nacin

nastaje hidroperoksid (ROOH) i jo$ jedan slobodni radikal (Re):

Re + O; - ROOe

ROOe + RH - ROOH + Re

Hidroperoksidi se smatraju katalizatorima reakcije autooksidacije. Djelovanjem poviSene
temperature lako se razgraduju na slobodne radikale (ROe, ROQO¢®) i razgradne oksidacijske

produkte (ketoni, aldehidi i dr.) odgovorne za uzegli miris ulja.

Razgradnja hidroperoksida:

ROOH - ROe + «OH

2 ROOH - ROOe + RO* + H,0

OHe + RH - Re + H,0

ROe + RH - Re + ROH

3. Terminacija. Medusobnim povezivanjem slobodnih radikala dolazi do stvaranja inaktivnih i

stabilnih polimernih molekula:

Re + Re > R-R

Re + ROOe - ROOR

ROOe + ROOe - ROOR + O,
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Terminacija predstavlja kraj procesa autooksidacije ulja. Reakcije autooksidacije pospjesuje
prisutnost prooksidansa: svjetla, iona metala (Cu, Mn, Ni) i povisene temperature, a usporava
ju dodatak antioksidanasa koji na sebe veZu slobodne radikale. Dodatno usporavanje
oksidacijskih reakcija moguce je postici €uvanjem biljnih ulja u tamnim bocama i prostorijama

bez dnevnog svjetla (Shahidi, 1997; Galovi¢, 2018; Moslavac, 2015; Corbo, 2008).

Sekundarni produkti autooksidacije ulju daju neugodan, uzegnut miris i okus, a nastaju

razgradnjom hidroperoksida (primarni produkti autooksidacije).
RH-masne kiseline

R*, RO*- slobodni radikali

ROO*- radikal peroksida

ROOH - hidroperoksid

HOO*- radikal vodikovog peroksida

R-R, ROOR - polimeri

Termooksidacijske promjene

Osim oksidacije, pri zagrijavanju masti i ulja na viSe temperature iznad 150 °C, u prisustvu
zraka, dolazi i do termooksidacijskih promjena. Stupanj termooksidacijskih promjena ovisi i o
vrsti masti/ulja, temperaturi i duZini zagrijavanja. Nakon odredenog vremena, kada su ulja
izloZena viSim temperaturama, u njima ¢ée se uz produkte oksidacije naéi i produkti
termooksidacije (ciklicke masne kiseline, dimeri i polimeri triacilglicerola, oksipolimeri i dr.).
Vise produkata termooksidacije nastaje ukoliko je stupanj nezasi¢enosti vedi, pa tako kod ulja
s veéim sadrzajem linolne kiseline (preko 50 %) stvaranje novih spojeva nastupa vrlo brzo te
vec nakon 10 — 20 sati zagrijavanja pri 170 — 180 °C ova ulja viSe nisu upotrebljiva. Paralelna
istrazivanja termooksidacijskih promjena nekoliko vrsta ulja prilikom przenja krumpira,
pokazala su da je suncokretovo ulje najosjetljivije, jer sadrzi ¢ak 60 — 75 % linolne kiseline.
Kako bi stupanj termooksidacijskih promjena ostao $to niZi, za przenje je preporucljivo radije
koristiti masti, biljnog ili animalnog porijekla ili pak ulja koja imaju nizi sadrzaj linolne kiseline
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(npr. ulje kikirikija). Produkti termooksidacije izrazito su nepogodni za ljudski organizam pa je
tijekom przenja vrlo vazno pratiti stupanj ovih promjena i na vrijeme ulje, odnosno mast
zamijeniti novom, svjeZzom, jer tijekom prZenja namirnice apsorbiraju 25 do 40 % masnoce.
Osim promjene sastava ulja, termooksidacija uzrokuje i vizualne promjene, poput promjene
boje i porasta viskoziteta. U nekim su zemljama dozvoljeni aditivi, koji mogu znatno usporiti
termooksidacijske promjene, a najvise se u tu svrhu primjenjuju silikoni (polidimetilsilkosan)
u koncentraciji 2 ppm. Upotreba aditiva joS je uvijek predmet brojnih rasprava, zbog mogucih

negativnih posljedica po ljudsko zdravlje.

Reverzija

Reverzija je kvarenje ulja karakteristicno za odredene vrste ulja (sojino i repicino). Tijekom
kraceg vremena Cuvanja javlja se neugodan okus i miris na sirovinu, travu i ribu koji posebno
postaju izrazeni tijekom zagrijavanja ulja. Da bi se usporila reverzija primjenjuje se djelomic¢na
hidrogenacija ulja kako bi se uklonila linolenska kiselina ili se dodaju aditivi koji povecavaju
odrzivost ulja (Ostri¢-MatijaSevic¢ i Turkulov, 1980). Svjetlost znacajno smanjuje odrZivost ulja,
odnosno ubrzava pojavu reverzije pa se preporuéuje pakiranje u ambalazu koja ima
mogucnost zastite od utjecaja svjetla. Primjena fluorescentnog testa pokazala je da je ulje soje
ve¢ nakon 20 sati imalo naglasenu reverziju, dok su kod ulja suncokreta i kukuruznih klica
organolepticke promjene nastupile nakon 120 sati ¢uvanja (Ostri¢ — Matijasevic¢ i Turkulov,

1980).

2.3. STABILIZACUA BILUNIH ULJIA

Jedna od najvaznijih znacajki kvalitete ulja je sastav masnih kiselina koje su u njima sadrzane
te je upravo iz tog razloga vazno sprijeciti, odnosno odgoditi negativnhe promjene koje dovode

do njihove degradacije, smanjenja kvalitete i nutritivne vrijednosti ulja.

Za stabilizaciju masti i ulja koriste se antioksidansi koji mogu biti prirodni ili sintetski spojevi te
sinergisti, kemijski spojevi koji nemaju antioksidacijsko djelovanje ali produljuju djelovanje

antioksidansa 1 do 3 puta.
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2.3.1. Antioksidansi

Antioksidansi se koriste za stabilizaciju jestivih ulja i masti. Dodani u malim koncentracijama,
u manjoj ili ve€oj mjeri usporavaju proces autooksidacije. Danas je poznat veéi broj prirodnih
i sintetskih antioksidanasa koji se koriste kao inhibitori oksidacije. Svaka zemlja prema svojim
zakonskim propisima odreduje koji antioksidansi i u kojim koli¢inama su dozvoljeni kao aditivi
za jestiva ulja i masti (Corbo, 2008). Najbolja antioksidacijska svojstva imaju polifenolni
spojevi, vitamini, karotenoidi i lecitin. Osim vezanja slobodnih radikala mogu reagirati s
metalnim ionima te kisikom u svrhu zastite ulja od nepoZeljnih promjena. Koliko je neki
antiooksidans aktivan moguée je pratiti kvantitativnim odredivanjem autooksidacijskih
produkata (Shahidi, 1992). Dodatkom odgovarajucih koli¢ina, antiooksidansi mogu usporiti

oksidacijske promjene za 3 do 6 puta (Yanishlieva i Marinova, 2001).

Antioksidacijsko djelovanje nekog antioksidansa moZe se izraziti pomocu stabilizacijskog
(zaStitnog) faktora (PF), koji pokazuje koliko se puta povecava odrzivost nekog ulja dodatkom

antioksidansa.
Zastitini faktor (PF) = IPx/Ipk
IPx — indukcijski period uzorka ulja sa dodatkom antioksidansa (h),

Ipk — indukcijski period uzorka ulja bez dodanog antioksidansa (h).

Vrijeme indukcije je broj sati potreban da ulje dostigne peroksidni broj 5 mmol Oy/kg.
Povecanjem koncentracije antioksidansa povecava se i oksidacijska stabilnost ulja, no neki
antioksidansi u vecoj koncentraciji djeluju suprotno te ubrzavaju oksidacijsko kvarenje ulja

(Bandoniene i sur., 2000).

Mehanizam djelovanja

Radikal-akceptoriili ,hvataci“ radikala su primarni antioksidansi. Oni hvataju alkil radikale (Re)
u fazi inicijacije (indukcije), a u fazi propagacije peroksi radikale (ROO®). Cine to tako $to imaju
dostupan vodikov atom koji doniraju radikalu (kao u fenolima i aminima) ili reakcijom zajedno

sa radikalima (npr. visoko nezasi¢eni spojevi poput karotena). Finalni produkti su dovoljno
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stabilni i ne uklju€uju se u proces oksidacije. Indukcijski period je vrijeme u kojem se stvaraju

slobodni radikali, a antioksidansi djeluju.
1. AH + ROOe - ROOH + Ae
2. Ae + ROOe - ROOA

Produkti koji se prvi formiraju iz antioksidanasa i dalje imaju antioksidacijsku aktivnost stoga
neki antioksidansi mogu sprijeciti dva ili viSe niza propagacije (Gunstone, 2004). Primarni
antioksidansi mogu biti fenoli, hidrokvinoni, galati, BHA (butil hidroksianisol), BHT (butil
hidroksitoluen), flavonoidi, tokoferoli, askorbati, ekstrakti biljaka i za¢ina, antioksidansi nastali
procesiranjem (Eskin i Przybylski, 2001). Sekundarni antioksidansi uklanjaju metalne ione koji
u procesu autooksidacije potpomazu fazu inicijacije. U njih ubrajamo etilendiamin tetra-
octena kiselina (EDTA), limunska kiselina, fosforna kiselina i odredene aminokiseline. Koriste

se sa primarnim antioksidansima (Gunstone, 2004).

Vrste antioksidanasa
Antioksidansi mogu biti:
e prirodnii
e sintetski.

U prirodne antioksidanse ubrajaju se amino kiseline i dipeptidi, hidrolizati proteina, proteini
topljivi u vodi, anorganske soli, fosfolipidi, tokoferoli i njihovi derivati, karatenoidi i

askorbinska kiselina. Najznacajniji su tokoferoli. Poznato je osam tokoferola, a najvazniji su:

a-tokoferol, B-tokoferol, Y-tokoferol i 6-tokoferol. Medusobno se razlikuju po svom bioloskom
i antioksidacijskom djelovanju. Zbog svog najboljeg vitaminskog djelovanja a-tokoferol je
dobio naziv vitamin E. Stiti nezasi¢ene masne kiseline u organizmu od procesa oksidacije
sprje¢avanjem nastajanja slobodnih radikala. Antioksidacijsko djelovanje najvise pokazuju, Y-

tokoferol i 6-tokoferol.

Sintetski antioksidansi spadaju u skupinu prehrambenih aditiva. Dobivaju se kemijskim putem
stoga nisu prirodni sastojci hrane. U Hrvatskoj je upotreba aditiva, antioksidanasa regulirana
Pravilnikom o prehrani aditivima NN 81/2008 (MZSS, 2008). Sintetski anstioksidansi koji se

primjenjuju za stabilizaciju sirovih i rafiniranih biljnih ulja u proizvodnji i preradi su
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butilhidroksianisol (BHA — E320), butilhidroksitoluen (BHT), grupa alkil estera galne kiseline
(propil galat - PG, butol galat - BG oktil galat — OG, dodecil galat ), tercijarni butilhidrokinon
(TBHQ).

2.3.2. Sinergisti

Sinergisti su kemijski spojevi koji nemaju antioksidacijsko djelovanje, ali dodavanjem uz
antioksidanse produzuju njihovo djelovanje ¢ak do 3 puta. Koli¢ina sinergista koja se dodaje
regulirana je zakonskim propisima. Uz antioksidanse dodaju se od 0,005 do 0,02 %, najcesée
po zavrdetku procesa dezodorizacije ulja (Corbo, 2008). Sinergisti koji se najvise koriste u
kombinaciji sa antioksidansima su organske kiseline (limunska, askorbinska, vinska i octena) i
lecitin. Unutar masti i ulja vezu i inaktiviraju ione metala, ¢ime sprjecavaju njihovo
prooksidacijsko dejlovanje te radikalima antioksidansa doniraju vodik (H) ¢ime regeneriraju
molekule antioksidansa. Svaki antioksidanas ima svoj sinergist koji mu pospjesuje djelovanje,
a koji sinergist je najprikladniji za pojedini antioksidans moguce je utvrditi raznim ispitivanjima

(Corbo, 2008).

Sinergisti se jo$ nazivaju i sekundardni antioksidansi zato $to ne prevode izravno slobodne

radikale u stabilne molekule.

2.4. METODE ODREDIVANJA STUPNJA OKSIDACIJE UUA

Postoji nekoliko metoda koje se koriste za odredivanje stupnja oksidacije biljnih ulja i masti.
Ni jedna metoda za praéenje oksidacijskih promjena ne obuhvaca sve produkte razgradnje
stoga se primjenjuje vise metoda s ciliem boljeg uvida u stupanj oksidacije. NajceSée se

primjenjuju sljedece metode (Dimi¢, 2005):

Senzorske metode

Senzorske metode temelje se na odredivanju organoleptickih svojstava ulja (mirisa, okusa i
boje). Rezultati senzorske metode ¢esto nisu pouzdani jer se temelje na subjektivnim
dojmovima ispitivaca. UZegli miris uzrokuju sekundarni oksidacijski produkti, posebice aldehidi

i ketoni. Metoda plinske kromatografije koja je preciznija i objektivnija moze se koristiti kao
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zamjena za senzorske metode ocjenjivanja te je pomoc¢u nje moguce zamijeniti senzorske

metode (Dundovi¢, 2020; Ostri¢-Matijasevic¢ i Turkulov, 1980).

Kemijske metode
Ove metode vidljive su u Tablici 3.

Tablica 3 Kemijske metode za procjenjivanje stupnja oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

Kemijska metoda Ispitivani parametar
Peroksidni broj (Pbr) Peroksidi
TBK test (broj) Malonaldehid
Karbonilni broj Svi spojevi sa karbonilnom grupom
Anisidinski broj (Abr) Nehlapljivi karbonilni spojevi
Kreis test Epoksialdehidi i acetali
Oksidacijska vrijednost (OV) ili totox broj OV:?:I?Jntj)::)r:i’huErc?;lijI:farioalgs?;;r:i?;mh i

Peroksidni broj (Pbr)

Jedna od najstarijih i najceS¢e primjenjenih metoda za ispitivanje primarnih produkata
oksidacije ulja i masti jest odredivanje peroksidnog broja. Za odredivanje se najvise koriste
jodometrijeske metode. lzrazava se u vrijednostima milimolovima aktivhog kisika po

kilogramu masti (mmol O2/kg) (Dimi¢, 2005).

Anisidinski broj (Abr)

Pomocu anisidinskog broja odreduje se koli¢ina sekundarnih produkata oskidacije (karbonilnih
spojeva), a temelji se na reakciji viSih nezasi¢enih aldehida s p-ansidinom u kiselom mediju.

Odredivanjem Abr broja dobiva se uvid u kvalitetu i stabilnost jestivih ulja.
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Totox broj (Oksidacijska vrijednost, OV)

Totox broj ukazuje u kojoj kolicini su u ulju prisutni primarni i sekundarni oksidacijski produkti.
Oksidacijska vrijednost (OV) se izracunava iz vrijednosti peroksidnog i anisidinskog broja

prema izrazu: OV=2Pbr+Abr.

Fizikalne metode
Neke od fizikalnih metoda koje se koriste za odredivanje stupnja oksidacije ulja su:
e Metode polarografije i kulometrije koristene za odredivanje hidroperoksida

e Kromatpgrafija u koloni (odredivanje polarnih i polimernih spojeva) i plinska

kromatografija (odredivanje isparivih komponenti),
e IR spektrofotometar i metode index refrakcije za odredivanje produkata oksidacije,
e UV- spektrofotometar koji utvrduje prisutnost konjugiranih diena i triena,
e HPLC za odredivanje malonaldehida i sekundarnih produkata,

e Fluorescencija kojom se odreduju karbonilni spojevi i dr. (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

2.5. OKSIDACIJSKA STABILNOST ILI ODRZIVOST ULJA

Odrzivost ulja predstavlja vrijeme za koje se ulje moze sacuvati od autooksidacije. Kako bi se
unaprijed odredilo vrijeme tijekom kojeg se proizvodi mogu sacuvati bez da im se promijeni
kvaliteta jako je vazno poznavanje odrzivosti. Metode koje se primjenjuju za utvrdivanje
odrzivosti temelje se na ubrzanoj oksidaciji ulja pod utjecajem jednog ili viSe ¢imbenika koji
ubrzavaju proces (Dimié, 2005; Ostri¢-Matijasevi¢ i Turkulov,1980). Primjenom visoke
temperature i namjernom izlaganju zraka moZe se posti¢i ubrzana oksidacija. Stupanj
nezasi¢enosti, prisutnost antiooksidanasa, prooksidanasa te uvjeti skladistenja ulja odreduju

koliko brzo ée dodi do autooksidacijskih promjena unutar biljnog ulja.

Metode koje se najcesce koriste za odredivanje odrzivosti ulja prikazane su u Tablici 4 (Dimi¢

i Turkulov, 2000; Polvillo,2004; Corbo, 2008).
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Tablica 4 Analiticke metode za utvrdivanje odrzivosti masti i ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

Analiticka metoda Ispitivani parametar

Peroksidi, promjene

Oven test . .
senzorskih svojstava

AOM test (engl. Active Oxygen Method) ili

Swift test Peroksidi

NiZe masne kiseline,

Rancimat test "
provodljivost

Metoda apsorpcije kisika Apsorbirani kisik

Peroksidi, senzorske

Test na bazi fluorescentnog svjetla .
promjene

2.5.1. Schaal Oven test

Schaal oven test je jedna od najstarijiih i najjednostavnijih metoda za odredivanje oksidacijske
stabilnosti ulja. Uzorci ulja drze se u suSioniku ili termostatu na 60 °Ciili 63 °C te se prati porast
peroksidnog broja (Pbr) kao i senzorske promjene ulja nastale oksidacijom. Rezultati ovog

testa mogude je izraziti kao:
e vrijeme (dani) tijekom kojeg Pbr doseZe odredenu vrijednost,
e danitijekom kojeg nastupi uzeglost ulja,

e vrijednost Pbr nakon odredenog vremen prvedbe testa (Corbo, 2008).

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

Kod ove metode uzorak ulja zagrijava se u Swift uredaju na temperaturi od 98 °C pri
konstantnom propuhivanju zraka. Kao i kod Oven testa odreduje se vrijednost Pbr u jednakim
vremenskim intervalima. Ulja dobre odrZivosti nakon 8 sati ove metode moraju imati

peroksdni broj manji od 5 mmol O2/kg (Rade i sur., 2001).
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2.5.3. Rancimat test

Rancimat test se provodi u Rancimat uredaju pri poviSenim temperaturama od 100 °C, 110 °C
i 120 °C uz uvodenje zraka kako bi se ubrzale reakcije oksidacije. Kod ovog testa za razliku od
prethodnih mjeri se indukcijski period (IP) u satima na osnovi izdvojenih nize molekularnih
hlapljivih kiselina u ulju koje nastaju kao produkti oksidacije. One mijenjaju elektrovodljivost
deioniziranoj vodi u koju se unose. Niskomolekularne kiseline koje se detektiraju su mravlja,

octena, propionska, masla¢na kiselina i dr. (Corbo, 2008).
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3. Eksperimentalni dio

3.1. ZADATAK

Zadatak rada bio je ispitati utjecaj dodatka prirodnih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku
stabilnost mjesavine konopljinog i visokooleinskog suncokretovog ulja. Oksidacijska stabilnost
mjesavine ulja odredila se primjenom Schaal Oven testa ubrzane oksidacije pri 63 °C. Uzorci
su postavljeni u susSionik gdje su im svakih 24h odredivani parametri oksidacijskog kvarenja
kroz 4 dana. Prije samog ispitivanja oksidacijske stabilnosti ulja, primjenom standardnih
metoda odredeni su pojedini parametri kvalitete: slobodne masne kiseline (SMK) i peroksidni

broj (Pbr) ulja koji su osnovni pokazatelji kvalitete ulja.

3.2. MATERUALI | METODE

3.2.1. Materijali
Hladno presano ulje konoplje

Sjemenke konoplje (Cannabis sativa) sadrze 80 % esencijalnih masnih kiselina sto je viSe od
bilo koje druge biljke. Konopljino ulje je jestivo ulje koje u svom sastavu ima gama linolensku
i stearedonsku kiselinu koje igraju veliku ulogu u naSem metabolizmu pod utjecajem stresa.
Ulje konoplje ima zelenu boju razlicitih intenziteta i ugodan okus po orasastim plodovima. Za

ispitivanje oksidacijske stabilnosti koristio se uzorak dobiven iz tvrtke BB QOil.

NN

Slika 12 AmbalaZa ulja konoplje

Lo

Hladno presano suncokretovo ulje (visokooleinsko)

Ulje suncokreta vrlo je cijenjeno zbog ugodnih senzornih svojstava i visoke bioloske

vrijednosti, koja je produkt sastava masnih kiselina i odgovarajuceg sadrzaja vitamina E. Od
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svih jestivih ulja upravo je suncokretovo ulje najbogatije vitaminom E. Ulje je svijetlo Zute boje,

neutralnog okusa. Uzorak suncokretovog ulja takoder je dobiven iz tvrtke BB Qil.

Slika 13 Ambalaza suncekrotovog ulja

Za ispitivanje oksidacijske stabilnosti koristio se i uzorak mjeSavine konopljinog i

suncokretovog ulja u omjeru 40:60, mase 50 g.

Antioksidansi (AO)

U ovom istraZzivanju koristeni su sljededi antioksidansi:
. ekstrakt zelenog ¢aja 0,2 %,
e  ekstrakt kadulje 0,2 %,
e  ekstrakt tropa jabuke (24h, 65% EtOH) 0,2 %,

e  ekstrakt ruzmarina (OxyLess CS) 0,2 %.

Ekstrakt zelenog caja proizveden je maceracijom usitnjenih biljnih listica. Maceracija se
provodila u etanolu na tamnom mjestu pri sobnoj temperaturi u trajanju od 24h. Zeleni ¢aj
dobiven je iz listica biljke Camellia sinensis L., trpkog je mirisa i sadrZi kofein, katehin i
epigalokatehin, a u ovom istraZivanju koristen je u udjelu 0,2 %. Ekstrakt zelenog ¢aja proizvod

je firme PODRAVKA d.d. u Hrvatskoj.
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Ekstrakt kadulje dobiven je ekstrakcijom osusenih listova biljke kadulje (Salvia officinalis L.).
Koristen je u koncentraciji od 0,2 % te ima intezivan miris. Proizvodi ga firma NATURETA u

Hrvatskoj.

Ekstrakt tropa jabuke (65 % EtOH, 24h) dobiven je maceracijom tropa jabuke u tamnom

prostoru pri 25 °C tijekom 24h. Nacin na koje je otapalo pripremljeno je sljededi:

65 % EtOH: 182, 2 mL 99 % EtOH + 67, 82 mL H20

Ekstrakt ruzmarina (tip OxyLess CS) proizveden je u Francuskoj firmi NATUREX. Botanicko ime
mu je Rosmarinus oficinalis L., a dobiven je od listova ruZzmarina. Ekstrakt ruzmarina je
usitnjeni prah svijetle boje i topljiv je u ulju. Udio karnosolne kiseline je od 18 % do 22 %,
zastitini faktor (PF) vedi je od 12 %, a suha tvar ekstrakta je od 92 % do 98 %. U ispitivanju

odrzivosti ulja koriSten je u koncentraciji 0,2 %, te uz sinergist limunsku kiselinu (0,01 % ).

Sinergisti

Limunska kiselina je bijela kristalna tvar dobro topljiva u vodi, te je upotrijebljena kao sinergist
(udjela 0,01 %) u kombinaciji s ekstraktom zelenog ¢aja i kombinaciji s ekstrakotm ruzmarina.

Proizvodac¢ T.T.T. d.o.o., Hrvatska.

Slika 14 Antioksidansi Slika 15 Sinergist
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Kofeinska kiselina prirodni antioksidans u praskastom obliku koji se nalazi u gotovo svim

biljkama. U ispitivanju je upotrijebljena u udjelu 0,1 %.

RuZmarisnka kiselina je fenolni sekundarni metabolit poznat po brojnim zdravstvenim

ucincima. Dodana je u udjelu 0,1 %.

3.2.2. Metode rada

Odredivanje slobodnih masnih kiselina (SMK)

Posljedica hidrolize triacilglicerola u prisustvu lipolitickih enzima i vode je porast kiselosti
jestivih biljnih ulja koja je izrazena kao udio slobodnih masnih kiselina. SMK se izrazava kao
kiselinski broj, kiselinski stupanj ili kao postotak oleinske kiseline. U 5 g izvaganog uzorka ulja
dodaje se smjesa etera i EtOH, nakon cega se tikvica promucka te se doda indikator
fenolftalein. Sadrzaj tikvice titrira se s 0,1M otopinom natrij-hidroksida (NaOH) do promjene

boje. Udio SMK izraZava se kao postotak oleinske kiseline prema formuli (1)

VxcxM
SMK ( % oleinske kiseline) = 1

(1)

Oxm

gdje je:

V — volumen utro$ene otopine NaOH za titraciju (mL);

¢ — koncentracija otopine NaOH za titraciju ( ¢(NaOH) = 0,1 mol/L);
M — molekularna masa oleinske kiseline (M = 282 g/mol);

m — masa ispitivanog uzorka (g).
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Slika 16 Odredivanje slobodnih masnih kiselina

Peroksidni broj (Pbr)

Peroksidni broj je pokazatelj stupnja oksidacijskog kvarenja biljnih ulja. Peroksidi predstavljaju
primarne produkte oksidacije, odgovorne za daljnje lan¢ane reakcije autooksidacije i stvaranje
sekundarnih produkata koji uzrokuju uZeglost ulja. Jodometrijskom metodom odreduju se
peroksidi u ulju oslobadanjem joda iz kalijevig jodida. Smjesa ledene octene kiseline i
kloroforma dodaje se u tikvicu s 1 g odvaganog uzorka te se nakon mijeSanja dodaje otopina
kalij-jodida. Nakon toga slijedi muckanje jednu minutu te razrjedivanje prokuhanom i
ohladenjom, destiliranom vodom. Titracijom s 0,01 M otopinom natrijeva tiosulfata (Na25203)
odreduje se koli¢ina oslobodenog joda uz indikator Skrob. Rezultat se izrazava kao mmol

aktivnog O2 nastalog iz peroksida prisutnih u kg ulja (mmol O2/kg) prema formuli (2)

Pb“% (mmol Oz/kg) (2)

gdje je:
V, - volumen mL 0,01 M Na,S,0s utrosen za uzorak ulja;
Vo - volumen mL 0,01 M Na,S,03 utrosen za slijepu probu;

m - masa uzorka (g).
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Slika 17 Odredivanje Pbr (promjena boje prilikom titracije)
Oven test

Oksidacijska stabilnost mjeSavine hladno presanog konopljinog i suncokretovog ulja odredena
je Oven testom, izazivanjem ubrzane oksidacije ulja u suSioniku. Uzorci ulja s antioksidansima
i sinergistom zagrijavani su 30 minuta na konstantnoj temperaturu od 70 °C uz mijeSanje kako
bi se uzorak homogenizirao. Nakon 30 minuta uzorci su prebaceni u susionik te suim se svakih

24h pratile vrijednosti Pbr i senzorske promjene tijekom 4. dana testa.

Slika 18 Zagrijavanje i mijeSanje kod pripreme uzorka na 70 °C
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Slika 19 Susionik zagrijan na 63 °C

Slika 20 Pripremljeni uzorci postavljeni u susioniku
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4. Rezultati

4.1. REZULTATI ODREDIVANJA PARAMETARA KVALITETE UUA

U Tablicama 5, 6 i 7 vidljiva je usporedba parametara kvalitete uzoraka ulja s najveéim

dopustenim vrijednostima prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19)

Tablica 5 Hladno presano ulje konoplje

Najveca dopustena vrijednost
Parametri kvalitete Rezultati prema Pravilniku o jestivim
uljima i mastima

Pbr (mmol O;/kg) 3,00 7

SMK (% oleinske kiseline) 0,56 2

Pbr- peroksidni broj (mmol 0,/kg); SMK- slobodne masne kiseline (% oleinske kiseline)

Tablica 6 Hladno presano visokooleinsko suncokretovo ulje

Najvecda dopustena vrijednost
Parametri kvalitete Rezultati prema Pravilniku o jestivim
uljima i mastima

Pbr (mmol 0,/kg) 2,03 7

SMK (% oleinske kiseline) 1,01 2

Pbr- peroksidni broj (mmol 0,/kg); SMK- slobodne masne kiseline (% oleinske kiseline)

Tablica 7 MjeSavina konopljinog i suncokretovog ulja (40:60)

Najveca dopustena vrijednost
Parametri kvalitete Rezultati prema Pravilniku o jestivim
uljima i mastima

Pbr (mmol O,/kg) 2,50 7

SMK (% oleinske kiseline) 0,90 2

Pbr- peroksidni broj (mmol 0,/kg); SMK- slobodne masne kiseline (% oleinske kiseline)
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4.2. REZULTATI ISPITIVANJA UTIECAJA DODATKA ANTIOKSIDANASA |

SINERGISTA NA OKSIDACISKU STABILNOST MJESAVINE HLADNO PRESANOG
ULJA KONOPLIJE | SUNCOKRETA

Tablica 8 Utjecaj dodatka prirodnih antioksidanasa i sinergista na stabilnost mjeSavine

hladno presang konopljinog i visokooleinskog suncokretovog ulja (40:60)

Pbr (mmol O,/kg)
el Ud(';;\o 0.DAN | 1.DAN | 2.DAN| 3.DAN | 4.DAN
(]
1. Hladno presano ulje - 3,00 5,03 6,98 9,69 14,56
konoplje
2. Hladno presano ; 2,03 2,30 4,42 4,86 5,37
suncokretovo ulje
3. 40 % konopljino ulje +
60 % suncokretovo ulje 2,50 479 6,74 10,45 15,77
4. Ekstrakt zelenog ¢aja 0,2 2,50 5,53 9,05 11,96 14,02
> Ekstrakt zelenog caja+ | 0,2 2,50 5,29 789 | 10,55 13,69
limunska kiselina 0,01
6. Ekstrakt ruzmarina
2 2 1 2 4
(OxyLess CS) 0, ,50 ,89 ,86 3,96 ,98
7. OxyLess CS + 0,2
limunska kiselina 0,01 2,50 2,01 3,34 4,04 4,37
8. Ekstrakt kadulje 0,2 2,50 4,89 7,28 9,53 11,97
9. Ekstrakt tropa jabuke 0,2 2,50 5,64 8,61 12,69 15,61
10. Kofeinska kiselina 0,1 2,50 5,51 8,51 12,82 17,87
11. RuZzmarinska kiselina 0,1 2,50 4,59 7,59 11,17 15,03
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Pbr (mmol O,/kg)

17.87

15.77 15.61

14.56
1402 4349
11.97
5.37 4.98
) 4.37
NS

15.03

Slika 21 Utjecaj dodatka prirodnih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku stabilnost

mjesavine hladno preSanog ulja konoplje i suncokreta nakon 4. dana provedbe Oven testa
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5. Rasprava

Tablica 5 prikazuje rezultate ispitivanja osnovnih parametara kvalitete hladno presanog ulja
konoplje. Vrijednosti peroksidnog broja (3,00 mmol 0,/kg) i slobodnih masnih kiselina (0,56 %
oleinske kiseline) ne prelaze maksimalno dopustene vrijednosti Pravilnika o jestivim uljima i

mastima (NN 11/19) $to ukazuje na dobru kvalitetu ovog ulja.

Tablica 6 prikazuje rezultate ispitivanja osnovnih parametara kvalitete hladno presanog
visokooleinskog suncokretovog ulja. Iz rezultata je vidljivo da je vrijednost peroksidnog broja
ulja 2,03 mmol Oy/kg i SMK 1,01 % Sto znaci da je ulje dobre kvalitete te je u skladu s

vrijednostima prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19).

Tablica 7 prikazuje rezultate ispitivanja osnovnih parametara kvalitete mjesavine konopljinog
i suncokretovog ulja (40:60) (vrijednost peroksidnog broja i slobodnih masnih kiselina).
Usporedno su prikazane maksimalne dopustene vrijednosti navedenih parametara prema
Pravlinku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19). Dobivene vrijedosti ovih parametara za

mjesavinu ulja (Pbr — 2,50 mmol 0,/kg i SMK — 0,90 % ) su u skladu s Pravilnikom.

Tablica 8 i Slika 21 prikazuju oksidacijsku stabilnost odnosno odrZivost mjeSavine hladno
preSanog konopljinog i suncokretovog ulja sa i bez dodanih antioksidanasa i sinergista, koja je
odredena Schaal Oven testom na 63 °C, pradenjem peroksidnog broja (Pbr) kroz 4 dana.
Polazna vrijednost peroksinog broja za hladno presano konopljino ulje iznosila je 3,00 mmol
0,/kg, za hladno presano visokooleinsko suncokretovo ulje 2,03 mmol O,/kg te za mjesavinu
konopljinog i sunokretovog ulja 2,50 mmol O,/kg. U testu su sudjelovali sljedeéi uzorci: uzorak
hladno preSanog ulja konoplje bez dodanog antioksidansa, uzorak hladno presanog
visokooleinskog suncokretovog ulja bez dodanog antioksidansa, uzorak mjeSavine konopljinog
i suncokretovog ulja (40:60) bez dodanog antioksidansa, uzorak mjeSavine ulja u koje je
dodano 0,2 % ekstrakta zelenog ¢aja, uzorak mjeSavine ulja s 0,2 % ekstrakta ruzmarina
(OxyLess CS), mjesavina ulja s 0,2 % ekstrakta kadulje, mjesavina ulja s 0,2 % ekstrakta tropa
jabuke (24 h, 65 % EtOH), uzorak mjeSavine ulja s 0,1 % kofeinske kiseline, uzorak mjeSavine
ulja s 0,1 % ruzmarinske kiseline te uzorci s dodatkom sinergista (limunska kiselina): uzorak s
0,2 % ekstrakta zelenog ¢aja + 0,01 % limunske kiseline te mjesavina ulja s 0,2 % OxyLess CS i

0,01 % limunske kiseline.

Nakon zadnjeg dana provodenja testa (4. dan) uzorci hladno presanog ulja konoplje,
visokooleinskg suncokretovog ulja te mjeSavine konopljinog i suncokretovog ulja (kontrolni

uzorak) bez dodanog antioksidansa i sinergista imali su vrijednost peroksidnog broja
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14,56 mmol 0,/kg, 5,37 mmol O,/kg i 15,77 mmol O,/kg. Porast Pbr-a tijekom testa ukazuje
da je doslo do oksidacijskog kvarenja ulja te je narusena njegova stabilnost. Nakon testa Pbr u
uzorku hladno presanog visokooleinskog suncokretovog ulja bez dodanog antioksidansa
iznosila je 5,37 mmol O,/kg $to znaci da je doslo do blagog oksidacijskog kvarenja ulja te je ulje
dobre kvalitete. Razlog tome je visoki udio mononezasi¢ene oleinske masne kiseline (80-90 %).
Najbolje antioksidacijsko djelovanje nakon 4. dana provedbe Oven testa imali su uzorci
mjesavine ulja s ekstraktom ruzmarina (OxyLess CS) te kombinacija ovog ekstrakta sa
sinergistom limunske kiseline. Mjesavina ulja s dodatkom ekstrakta ruZmarina (tip OxyLess CS)
nakon cetvrtog dana testa imao je vrijednost Pbr (4,98 mmol O,/kg) dok je isti ekstrakt uz
dodatak limunske kiseline kao sinergista imao malo nizu vrijednost peroksidnog broja (4,37
mmol O,/kg). Vidljivo je da je dodani prirodni antioksidans ekstrakt ruzmarina uvelike usporio
oksidacijsko kvarenje mjeSavine ulja i time znatno produzio njegovu trajnost. Neucinkovito
zastitno djelovanje imao je uzorak mjesavine ulja s dodatkom kofeinske kiseline, koji je nakon
provedbe testa imao najvisu vrijednost peroksidnog broja (17,08 mmol O,/kg) tj. veci Pbr u
odnosu na kontrolni uzorak. Uzorak s dodatkom ekstrakta zelenog ¢aja te uzorak kombinacije
zelenog ¢aja i sinergista limunske kiseline pokazuje da je doslo do porasta peroksidnog broja
(14,02 mmol 0,/kg i 13,69 mmol O,/kg). Dobivene vrijednosti pokazuju da je ekstrakt zelenog
¢aja neznatno djelovao kao antioksidans odnosno malo je usporio oksidacijsko kvarenje
mjeSavine ulja u odnosu na kontrolni uzorak. Takoder, blago antioksidacijsko djelovanje imali
su: uzorak s dodatkom ekstrakta tropa jabuke (EtOH 65 %) (Pbr 15,61 mmol O,/kg) i uzorak s
dodatkom ruzmarinske kiseline (Pbr 15,03 mmol O,/kg). Uzorak mjesavine ulja s dodatkom
ekstrakta kadulje (Pbr 11,97 mmol O,/kg) ija je peroksidna vrijednost malo niza od prethodna
dva ekstrakta. Dodatkom ekstrakta kadulje u mjesavinu ulja postignuta je zadovoljavajuca
zaStita prema oksidacijskom kvarenju, tj. efikasno se povedala stabilnost i odrZivost ulja.
Vrijednost Pbr mjeSavine ulja nakon 4. dana testa iznosila je 11,97 mmol O,/kg, dakle niZa u

odnosu na kontrolni uzorak.
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6. Zakljucci

Na temelju odredivanja osnovnih parametara kvalitete te ispitivanja utjecaja dodatka
antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku stabilnost mjesavine hladno presanog ulja konoplje

i suncokreta (40 : 60) dobiveni su sljededi zakljucci:

1. Osnovni parametri kvalitete (Pbr i SMK) uzoraka ulja i mjesavine ulja su u skladu s

Pravilnikom o jestivim uljima i mastima.

2. Mijesavina konopljinog i suncokretovog ulja 40:60 (kontrolni uzorak) nakon 4. dana
provedbe testa pokazuje odredenu nestabilnost tj. manju otpornost prema

oksidacijskom kvarenju.

3. Najvedi peroksidni broj, a time i najnizu oksidacijsku stabilnost imao je uzorak
mjesavine hladno presanog ulja konoplje i suncokreta s dodatkom kofeinske kiseline.
To ukazuje na pojavu da kofeinska kiselina nije zaStitila mjeSavinu ulja od

oksidacijskomg kvarenja.

4. Najbolje antioksidacijsko djelovanje pokazo je uzorak s dodatkom ekstrakta ruzmarina
(OxyLess CS) Cija je vrijednost peroksidnog broja nakon cetvrtog dana provedbe testa

bila znatno niZza u odnosu na primjenu drugih antioksidanasa.

5. Dodatak limunske kiseline kao sinergista poboljSao je antioksidacijsko djelovanje

ekstrakta ruzmarina (OxyLess CS) i povecao oksidacijsku stabilnost mjesavine ulja.

6. Najnizu vrijednost peroksidnog broja imao je uzorak s dodatkom ekstrakta ruzmarina

(OxyLess CS) i sinergista limunske kiseline.

7. Dodatkom ekstrakta zelenog ¢aja u mjeSavinu ujla postignuta je mala zastita od

oksidacijskog kvarenja u odnosu na kontrolni uzorak (mjesavina ulja).

8. Kombinacija sinergista limunske kiseline uz ekstrakt zelenog ¢aja dodatno je ostvarena
zaStita mjesavine ulja prema oksidacijskom kvarenju. To je vidljivo u smanjenju

vrijednosti Pbr nakon provedbe testa.

9. Ekstrakt tropa jabuke je neznatno povecao stabilnost mjeSavine ulja. Pbr ulja nakon

testa je bio malo niZi od kontrolnog uzorka.
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10.

11.

12.

13.

Takoder i dodatak ruzmarinske kiseline pokazuje blagu stabilizaciju ispitivane

mjesSavine ulja.

Dodatkom ekstrakta kadulje postignuta je zadovoljavajuca stabilizacija mjeSavine ulja,

nakon 4. dana testa vrijednost Pbr ulja je smanjena u odnosu na kontrolni uzorak.

Uzorak mjesavine ulja u kojem je bio dodan ekstrakt kadulje (0,2 %) osjetno je poprimio

miris ovog prirodnog antioksidansa.

Boja uzoraka hladno preSanog konopljinog ulja bez dodatka antioksidansa postala je

blago tamnija nakon 4. dana provedbe testa u odnosu na boju prvog dana ispitivanja.
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