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1. Uvod

Jestiva biljna ulja predstavljaju nezaobilazan nutritivni resurs za ljudsko zdravlje, a dobivaju se
iz sjemenki, kostica, pulpe, plodova pojedinih biljaka. Jos od rane ljudske povijesti, sezamovo
i maslinovo ulje su najéesée koristena jestivih biljna ulja. Maslina pripada skupini najpoznatijih
drvenastih jestiva uljarica u svijetu zahvaljuju¢i svom visokom sadrzaju ulja (Zhou i sur., 2020).

Maslina (Olea europaea L.) je subtropska zimzelena biljka Ciji je plod koStuni¢avo voce ovalnog
oblika duZine oko 1 cm i promjera 1-1,5 cm. osim visokog sadrzaja vode i ulja, maslina sadrZi i
Secéere, organske kiseline, bjelancevine, biljna vlakna, tvari boje, fenolne i mineralne tvari, itd.
Ona uspijeva samo u umjereno toplim krajevima Sto predstavlja jedan od glavnih razloga zasto
je Spanjolska vodeca svjetska zemlja po proizvodnji maslinovog ulja. Neke od najpoznatijih
Spanjolskih sorti maslina, koje ujedno predstvaljaju i fokus ovoga rada, su Arbequina, Picual i
Royal. Prerada maslina u ulje podrazumijeva pranje plodova i uklanjanje necistoc¢a, mljevenje,
mijeSanje, izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta i odvajanje ulja od biljne vode. Ekstra
djevi¢ansko maslinovo ulje dobiva se mehanickim postupcima (najéeSce presanjem) izravno i

iskljucivo iz ploda masline (Koprivnjak, 2006., Barranco i Rallo, 2000).

Rok trajanja biljnih ulja u prehrambenoj upotrebi i njihova primjenjivost u industriji uvelike
ovise o njihovoj oksidacijskoj stabilnosti. Nacini poboljSanja oksidacijske stabilnosti ulja koje
su trenutno dostupne ukljuéuju genetske modifikacije, promjene sastava putem kemijskih
sredstava, kao i inhibicija oksidacije pomocu tvari poznatih kao antioksidansi. Ako su
primijenjeni na jestiva biljna ulja, antioksidansi su spojevi koji prekidaju proces oksidacije
prvenstveno reagirajuéi s radikalom tako masti da se formira stabilan radikal koji ne reagira
brzo s kisikom. Sinergisti su kemijski spojevi koji antioksidansima produzuju djelovanje, ali

sami nemaju antioksidacijsku aktivnost (Aluyor i Ori-Jesu, 2008).

Cilj ovog istrazivanja je bio ispitati oksidacijsku stabilnost ekstra djevicanskog maslinovog ulja,
te utjecaj dodataka prirodnih antioksidanasa u odredenim koncentracijama na produZenje
oksidacijske stabilnosti ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja Spasnjolskih sorti Arbequina, Picual
i Royal. Ispitivanje je provedeno Oven testom pri 63 °C. Koristeni su antioksidansi: ekstrakt
ruzmarina (tip Oxy’Less® CS), ekstrakt zelenog caja, etericno ulje lavande, mjesavina
tokoferola i propil galat te sinergisti limunska i kafeinska kiselina. Prije ispitivanja oksidacijske

stabilnosti ulja odredeni su parametri kvalitete uzorka ulja primjenom standardnih metoda.
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2. Teorijski dio

2.1. Ulja biljnog podrijetla

Prema Pravilniku o jestivim uljima i mastima (NN 11/19), ulja se razvrstavaju u tri kategorije
(ovisno o primijenjenom tehnoloSkom postupku u proizvodnji): 1. Rafinirana, 2. Hladno
preSana i 3. Djevianska ulja. Rafinirana ulja predstavljaju proizvode dobivene postupkom
rafinacije jedne ili viSe vrsta sirovih ulja biljnog podrijetla, dok su hladno presana ulja proizvodi
koji se dobivaju iz odgovarajucih sirovina mehanic¢kim postupcima, primjerice preSanjem, bez
primjene topline. S druge strane, djevitanska ulja takoder se dobivaju mehanickim

postupcima, ali uz primjenu topline.

Jestivo biljno ulje dobiva se iz sjemenki, kostice, pulpe, plodova pojedinih biljaka pa se tako
biljna ulja dijele u tri skupine: 1. Ulja i masti iz mesnatog dijela ploda (npr. palmino ulje,
maslinovo ulje, itd.); 2.Ulja i masti iz sjemena ploda prema dominiraju¢im masnim kiselinama
(laurinske — uljana palma, masti palmitinske i stearinske kiseline — kakao maslac, ulja
palmitinske kiseline — pamukovo ulje, ulja oleinske i linolne kiseline — suncokretovo, sezamovo
ulje te ulja linolenske kiseline — sojino ulje) i 3. Ulja prema podrijetlu biljke (ulja iz leguminoza
— kikiriki te ulja krstasica — repica) (Corbo, 2008). Uzimajuéi u obzir ¢injenicu da predstavljaju
jedan od tri glavna resursa za dobivanje energije kod ljudi, uglavnom se koriste u kuhanju, ali
u malim koli¢inama i za kozmetiku, suplemente u obliku kapsula i druge svrhe. Kada se koriste
u kuhanju, ulja mijenjaju senzorska svojstva hrane kao Sto su boja, miris i okus, a takoder
pojacavaju osjecaj sitosti. Prema informacijama Ministarstva poljoprivrede SAD-a, trziste
jestivih biljnih ulja bilo je blizu 203 milijuna tona u 2019. godini. S povecanjem potrosnje
jestivih biljnih ulja i pove¢anim onecis¢enjem okolisa posljednjih godina, njihova kvaliteta i
sigurnost je dobila viSe pozornosti, a to predstavlja velik izazov za industriju ulja (Zhou i sur.,
2020). Tijekom rane ljudske povijesti, izvor jestivih biljnih ulja bili su sezam (Sesamum indicum
L.) i maslina (Olea europaea L.). Razvojem poljoprivrede, tehnologije obrade i inspekcije,
razvijeno je sve viSe postrojenja za proizvodnju ulja iz razli¢itih biljaka. Tako mnoge zeljaste
biljke proizvode visok postotak jestivog biljnog ulja. lako sezam ima vedéi sadrzaj ulja medu
uljaricama, sezamovo ulje nije ¢esto koristeno zbog niske globalne vrijednosti proizvodnje
sezama i neucdinkovite tehnologije prerade. U danasnje vrijeme se globalno u najveéim
koli¢inama proizvodi ulje soje (Glycine max L.) i uljane repice (Brassica napus L.). Osim
zeljastih, drvenaste biljke se takoder uvelike koriste za proizvodnju jestivih ulja. Sadrzaj ulja,

sastav i bioloSka aktivnost razli¢itih vrsta biljaka ili dijelova biljaka uvelike variraju i prikazani
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2. Teorijski dio

su u Tablici 1. Uljana kamelija, uljana palma, maslina i kokos (Cocos nucifera) predstavljaju
Cetiri najpoznatije drvenaste jestive uljarice u svijetu jer imaju najvisi sadrzaj ulja. Ako se uzme
u obzir prednost nekoriStenja obradivog zemljista, razvoj i koristenje ulja drvenastih biljaka

imat ¢e vaZnu ulogu u globalnoj sigurnosti Zitarica i jestivog ulja (Yi i sur., 2017; Zhou i sur.,

2020).
Tablica 1 Zeljaste i drvenaste uljarice (Zhou i sur., 2020)
Uol:flcajenl Vrsta Rod Porodica GIavn? podr.uqe Sadrzaj ulja
naziv proizvodnje
lyci I ]
soja Glycine max Glycine €gumInosae — yina, SAD, Brazil 18-24 %
(Linn.) Merr. sp.
Helianth
Suncokret eflantnus Helianthus Compositae Po cijelom svijetu 46-50 %
annuus
Kikiriki Arachis Arachis leguminosae Azija, Afrlka, 46-57 %
hypogaea L. sp. Amerika
Podrucja tropske i
Kukuruz Zea mays L. Zea Graminae umjerene klime po 4,5-4,8%
cijelom svijetu
Sezam Sf?sa.mum Sesamum Pedaliaceae Podr.uqa tropske ! 43-61 %
indicum umjerene klime
Eloei i u A i
Uljana palma guineensis Elaeis Arecaceae . . ! 50-55 %
Tajvan, Hainan i
Jacq.
Yunnan
Cocos nucifera IR
Kokos L Cocos Arecaceae latinoamericke 65-74 %
' drzave
Medi k
Maslina Olea europea L. Olea Oleaceae ed:;;g nska 15-22 %
Jugoistocna
Orah Juglans regia L. Juglans L. Juglandaceae Europa, planine 50-70 %
Himalaja, Kina
Corylus Podrucja umjerene
LjeSnjak heterophylla Corylus Betutaceae klm?? u' Azl . 50-75 %
Europi i Sjevernoj
Fisch. Americi
Uski prolaz u
Theob drucju 10°
Kakao eobroma Theobroma Sterculiaceae POCTUEIH v . 45-60 %
cacao L. geografske Sirine

od ekvatora



2. Teorijski dio

2.1.1. Sastav biljnih ulja

Masti i ulja su u kemijskom smislu u vodi netopljivi esteri alkohola glicerola i masnih kiselina,
odnosno triacilglicerola, a takoder sadZe diacilglicerole, monoacilglicerole, slobodne masne
kiseline (SMK) te negliceridne komponente u koli¢inama od 1-3 %. Pojam ulje obuhvacda one
triacilglicerole koji su na sobnoj temperaturi u teku¢éem stanju, a pojam mast obuhvada

triacilglicerole koji su na sobnoj temperaturi u ¢vrstom stanju (Gunstone, 2013).

Jestiva biljna ulja sadrze slozene kemijske komponente i opcenito su bogata masnim
kiselinama, mikroelementima i aktivnim spojevima, te tvarima okusa koje im u kombinaciji
daju jedinostvena fizikalno-kemijska svojstva. Takoder su bogati vitaminima topljivim u
mastima (A, D, E, K) od kojih vitamin E ima antioksidativna svojstva (Kim i sur., 2010; Puch i

sur., 2010).

S obzirom na sastav i strukturu biljnih ulja, lipidi se dijele na jednostavne, sloZene i derivate
lipida. Jednostavni lipidi se sastoje od masnih kiselina i alkohoa glicerola te se oni mogu
hidrolizirati na navedene komponente, iz ¢ega nastaju jednostavnije molekule. U jednostavne
lipide se ubrajaju acilgliceroli, esteri acilglicerola, steroli, esteri sterola i voskovi. Triacilgliceroli
su jednostavni lipidi koji nastaju kondenzacijom jedne molekule glicerola i triju molekula
masnih kiselina. U skupinu sloZenih lipida pripadaju fosfolipidi, glikolipidi, aminolipidi i
sulfolipidi. Njihovom hidrolizom nastaje tri ili viSe komponenata. Derivate lipida ¢ine masne
kiseline, alkoholi (steroli), ugljikovodici (karoteni), vitamini A i E te masne kiseline (OStri¢-

MatijasSevic i Turkulov, 1980).

Masne kiseline predstavljaju glavni sastojak ulja, a po definiciji su organska tvar koja se sastoji
od dugog lanca alifatskih ugljikovodika koji sadrzi karboksilnu skupinu na jednom kraju. Masne
kiseline dijele se na zasi¢ene masne kiseline (ZMK) i nezasi¢ene masne kiseline (NMK) (Esteki
i sur., 2018). Ljudsko tijelo moZe sintetizirati potrebne ZMK i NMK sa samo jednom
dvostrukom vezom, dok se masnim kiselinama koje sadrze dvije ili viSe dvostrukih veza mora
opskrbiti putem prehrane. Iz tog razloga se MK koje sadrze dvije ili vise dvostrukih veza
nazivaju esencijalnim masnim kiselinama medu kojima su najvaznije linolenska kiselina i
linolna kiselina. NMK imaju vaZzne uloge u ljudskom tijelu, kao $to su odrZavanje relativne
fluidnosti stani¢nih membrana kako bi se osigurala normalna fizioloska funkcija stanica,
esterifikacija kolesterola i smanjenje sadrzaja kolesterola i triglicerida u krvi (Assmann i sur.,

2018). Oni su takoder prethodnici sinteze prostagladina, smanjuju viskoznost krvi, povecavaju

6



2. Teorijski dio

mikrocirkulaciju krvi i aktivnost mozZdanih stanica te poboljSavaju pamcéenje. Najzastupljenije
MK imaju 16 ili 18 atoma ugljika, a to su oleinska kiselina, linolna kiselina, linolenska kiselina i

ZMK. Ipak, treba uzeti u obzir da razli¢ita ulja imaju razli¢it sastav masnih kiselina.

Negliceridni sastojci prirodnih ulja su fosfatidi, karoteni, voskovi, steroli, liposolubilni vitamini
(A, D, E, K), tokoferoli, pigmenti (klorofil i gosipol), aldehidi, ketoni, glikozidi, masni alkoholi i
tragovi metala. Pojedini negliceridni sastojci imaju povoljan utjecaj na kakvocu ulja (tokoferoli,
liposolubilni vitamini i karoteni), steroli djeluju neutralno, a fosfatidi, voskovi i tragovi metala
imaju negativan utjecaj na kvalitetu ulja te se iz tog razloga uklanjaju iz sirovog ulja u procesu

rafinacije (OStri¢-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980).

Pojedini izvori navode odredene negliceridne sastojke prisutne u jestivim biljnim uljima kao
elemente u tragovima. U jestivim su otkrivene mnoge vrste elemenata u tragovima, a njihov
sadrzaj varira ovisno o vrsti biljke iz koje je dobiveno ulje. Ljudski organizam sadrzi male
koli¢ine elemenata u tragovima koji su neophodni za opstanak i zdravlje, a posto ljudsko tijelo
ne moze automatski sintetizirati elemente u tragovima, oni se moraju dobiti iz prehrane,
primjerice iz biljnih ulja (Llorent-Martinez i sur., 2011). SadrZaj elemenata u tragovima i
aktivnih spojeva u jestivim biljnim uljima je vrlo nizak, ali njihove bioloSke aktivnosti imaju
jedinstven ucinak na ljudsko zdravlje. U te elemente se ubrajaju kalcij, natrij, cink, mangan,
fosfor, magnezij, selen, jod, kalij, Zeljezo, bakar, a-tokoferol i B-tokoferol. Osim toga, velik broj
biljnih ulja sadrZi nezasi¢ene ugljikovodike poput skvalena. Biljna ulja sadrZe i fitosterole,

karotenoide, polifenole i flavonoide (Zhou i sur., 2020).

Prilikom odabira jestivog biljnog ulja za konzumaciju, glavni faktor (uz hranjive tvari) su tvari
okusa. Aroma je jedan od najvaznijih pokazatelja senzorske kvalitete biljnog ulja. Njihov
jedinstven okus ne tvori jedan ili viSe spojeva, ve¢ nastaje sinergijom razli¢itih komponenti.
Fenoli, ukljuéujuéi tokoferole, polifenole, fitosterole i pigmente su vaine komponente
prirodnih biljnih ulja. lako je njihov sadrZaj relativno nizak, usko su povezani s kvalitetom
jestivog ulja, Sto izravno utjee na njegovu funkcionalnost i oksidacijsku stabilnost.
Usporedbom je utvrdeno da tvari okusa uglavnom ukljucuju alkohole, aldehide, ketone,
alkane, alkene i furane. Medutim, njihova prisutnost, ali i sadrzaj najviSe ovise o biljci iz koje
je dobiveno biljno ulje. U nekim uljima su prisutni i esteri (najvise u maslinovom), olefin, kisele

tvari, itd. (Zhang i sur., 2012; Liu i sur., 2017).
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2.2. Maslina

Maslina (Olea europea L.) je subtropska zimzelena biljka koja moZe narasti do preko 10 metara
visine (Slika 1.). Samonikle masline su niZze (4 do 5 metara visine) i grmolike, za razliku od
kultiviranih. Drvo masline odlikuje se tvrdo¢om i krhkoS$éu te je cijenjeno u tokarstvu. Korijen
masline razvija se dublje ili plice, ovisno o sastavu tla, udaljenosti stabala u maslinjaku, itd.
Stablo uzgojeno iz sjemena prodire Zilom provodnicom vrlo duboko u zemlju te se Siri koliko
je Siroka kros$nja. Takvo stablo najbolje se razvija jer je otpornije na jake vjetrove i susu. Listovi
su vrlo sliéni lis¢u vrbe: mali, duguljasti i koZasti, a na grani su pravilno raspodijeljeni. Lice lista
je svijetlozelene boje, a nali¢je je pusatsto i bijelo. U pazuiScima listova smjesteni su pupovi
koji mogu biti Siljastog (drveni pupovi) ili okruglog (cvjetni pupovi) oblika. Samo na
jednogodisnjim vrstama rastu cvjetovi iz kojih se kasnije razvijaju plodovi. Cvjetovi su
grozdasti, Zuckasto bijeli i imaju ugodan miris. Nakon cvatnje i oplodnje razvija se plod koji je
prvo zelene boje, a pred zriobu mijenja boju u tamnoljubicastu ili gotovo crnu. Dok je plod
zelen, meso je gorko, a dozrijevanjem se gubi gorcina i povedava se sadrzaj ulja u plodu.
Masline se uglavnom uzgajaju u priobalnim podrucjima uz more jer uspijevaju samo u

umjereno toplim krajevima gdje se temperatura ne spusta ispod 0 °C (Kantoci, 2006).

Slika 1 Drvo masline (Kantoci, 2006)
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2.2.1. Grada i sastav ploda masline
Plod masline nalikuje plodovima ostalog kosticavog voéa, odnosno ovalnog je oblika, duzine
oko 1 cm i promjera od 1-1,5 cm te je prikazan na Slici 2. Masa ploda ovisi o genetickim
katrakteristikama odredene sorte i uvjetima uzgoja te se kreée izmedu 0,5 i 20 g. Kemijski
sastav uvjetovan je istim karakteristikama kao i masa ploda s time da na njega takoder utjecu
i klimatski uvjeti krajolika i dijela godine, Sto znaci da moZe varirati u izvjesnoj mjeri. U
prosjeku, plod masline sadrzava 40-70 % vode, 6-25 % ulja te 24-35 % ostalih sastojaka (Seceri,
organske kiseline, bjelancevine, biljna vlakna, tvari boje, mineralne tvari, fenolne tvari, itd.).
Osnovni anatomski dijelovi masline su koZica (epikarp), pulpa (mezokarp) i kostica (endokarp)

unutar koje se nalazi sjemenka (endosperm) (Koprivnjak, 2006).

Slika 2 Plod masline (Kantoci, 2006)

KoZica masline gradena je od sloja epidermalnih stanica iznad kojeg se nalazi kutikula
prekrivena masno-voStanom prevlakom. Sastav kutikule je oko 40 % triacilglicerola, 30 %
triterpenskih kiselina, 20 % alifatskih i triterpenskih alkohola i oko 10 % voskova i drugih tvari.
Prilikom prerade maslina, kutikula zajedno sa masno-vostanom prevlakom dolazi u kontakt s
uljem u kojem se dio navedenih tvari otapa i postaje njegov sastavni dio. KoZica je anatomski
dio ploda koji u najvecoj mjeri sadrzi pigmente - lipofilne klorofile, karotenoide (karotene i
ksantofile) te hidrofilne antocijane. U fazi dozrijevanja se koncentracija klorofila, ksantofila i

karotena progresivno smanjuje Sto uzrokuje promjenu boje kozice od zelene i zeleno-zZute
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nijanse do ljubicastih ili crvenih mrlja koje ukazuju na pocetak sinteze antocijana. Drugim
rijeCima, plod masline mozZe biti zelene, Zute, crvene i crne boje te je indikator stadija procesa

zrenja ploda (Koprivnjak, 2006).

Pulpa ploda je gradena od stanica Cija se primarna stani¢na stijenka sastoji od polimera
celuloze, pektoceluloze i hemiceluloze. Za ¢vrsto¢u samog ploda odgovorna je tanka sredisnja
lamela smjeStena u medustanicnom prostoru na nacin da pomocu vlastite gradivne jedinice
pektina povezuje susjedne stanice i tkivo. Ipak, navedene pektinske tvari mogu zadavati
problem oteZanog izdvajanja ulja tijekom prerade maslina jer prilikom iste se stani¢na
struktura mezokarpa razara pa tako pektini dolaze u kontakt s vodom i iskazuju svoja koloidna
svojstva. Za stanice pulpe karakteristi¢no je nakupljanje ulja u vakuolama. Vakule predstavljaju
uljne mjehuri¢e s membranama koje ga odvajaju od ostalog vodenog sadrzaja citoplazme. Mali
dio ulja je rasprSen u vodenom dijelu citoplazme u obliku sitnih kapljica. Kad plod dosegne
odredenu zrelost, takve vakuole ispunjavaju preko 80 % volumena stanica. Vodeni dio
citoplazme sadrzi Secere, organske kiseline, enzime, fenole i druge u vodi topljive tvari. Od
$ecera su najzastupljenije glukoza i fruktoza te u manjim koli¢inama saharoza i manitol. Sto se
ti¢e organskih kiselina, u plodu masline najzastupljenije su limunska, jabuéna i oksalna kiselina.
One se pretezito javljaju u obliku soli te pulpi maslina osiguravaju pH u rasponu 4,5-5. Fenolne
tvari su stanicama ploda masline poznate pod nazivom biofenoli te podrazumijevaju fenolne
kiseline i alkohole te sekoiridoide. Javljaju se u obliku nakupina, odnosno vakuola koje su
smjeStene neposredno uz staniénu stijenku. Biofenoli imaju biolosku ulogu zastite od
mikroorganizama na mjestima oSteéenja ploda te odbijanje biljojeda i nametnika. Osim toga,
fenolne tvari su izuzetno vazne za senzorska (okus i miris) i nutritivna svojstva te trajnost
djevicanskih maslinovih ulja, a u ulju ih se otopi otprilike od 0,5 do 1 % od ukupne kolic¢ine

(Koprivnjak, 2006).

lako sjemenka masline sadrzi izmedu 35 i 40 % ulja, to ulje je zastupljeno samo izmedu 5i7 %
od ukupne koli¢ine ulja u svjeZem plodu jer sjemenka ima mali maseni udio. Za sjemenku i ulje
dobiveno iz sjemenke karakteristi¢an je veéi udio tokoferola, prisutnost specifi¢nih fenolnih
tvari kao $to je nuzhenid te znatno vedi dio linolne kiseline i ukupnih sterola. Osim toga, ulje
sjemenke ima i znatno vedi udio enzima lipoksigenaze i peroksidaze u odnosu na koZicu u pulpi

ploda, Sto doprinosi njihovoj ukupnoj aktivnosti tijekom prerade maslina.
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2.2.2. Sorte maslina u ovisnosti o geografskim obiljezjima

Jestiva maslina je koegzistirala s ljudima izmedu 5 i 6 tisu¢a godina, dakle joS od razdoblja
ranog broncanog doba (3150-1200. godina pr. Kr.). To¢no podrijetlo masline nije poznato, ali
se nagada da potjece iz Sirije ili eventualno subsaharske Afrike. Uzgojena maslina se tijekom
vise od Sest tisu¢a godina razvijala paralelno s mediteranskim civilizacijama, a danas se
komercijalno proizvodi diljem vise od 23 milijuna hektara u mediteranskom zaljevu. Novi
nasadi takoder postoje u Kaliforniji, Cileu, Argentini, JuZnoj Africi i Australiji. Razni
»heznanstveni“ procesi selekcije doveli su do mnostva razli¢itih sorti pa tako mnoga sela u
Europi, na Bliskom istoku i u sjevernoj Africi imaju razlicite sorte. Takoder je prilicno
uobicajeno vidjeti iste sorte s razliCitim imenima i ponekad razli¢ite sorte s istim imenom

(Vossen, 2007).

Stablo masline zahtijeva malo hladenja, a podnosi vruce i suhe uvjete. Ne voli vlagu tijekom
cvjetanja te ima malo bolju produktivnost ako je izloZzeno maloj kolicini stresnih uvjeta. Kao
rezultat toga, masline su tradicionalno bile potisnute u zemlje gdje je vrlo mala koli¢ina ostale
vegetacije i biljaka prezivljavala. Tisuéama godina masline su se prvenstveno uzgajale za ulje
za svjetiljke uz ignoriranje njihovog kulinarskog okusa. lpak, svjetska proizvodnja stolnih
maslina sada iznosi oko 1,5 milijuna tona godisnje. Crna stolna maslina “California Style”
gotovo je potpuno nepoznata izvan Sjedinjenih Americkih Drzava, a predstavlja maslinu vrlo
blagog okusa koja se uglavnom koristi za pizze. Prema tome su vrste ulja takoder razliCite te je

vecina plodova masline (16 milijuna tona godisnje) preradena u ulje (Vossen, 2007).

U svijetu se proizvodi oko 19 klasi¢nih stilova maslinovog ulja, prvenstveno temeljenih na
odredenim sortama uzgajanih u razli¢itim regijama. U nekim slu¢ajevima ulja se proizvode
mijeSanjem regionalnih sorti, dok je neispravno maslinovo ulje ¢esta pojava diljem svijeta.
Najvedi svjetski proizvoda¢ maslinovog ulja je Spanjolska, zatim Italija, a na treéem mjestu je
Greka. Zajedno ove tri mediteranske driave ¢ine oko 77 % ukupne svjetske proizvodnje. Sest
najutjecajnijih svjetskih sorti maslina iz kojih se proizvodi ulje su Spanjolski Picual, talijanska
Coratina, grcki Koroneiki, Spanjolska Arbequina, talijanski Frantoio te talijanski Leccino

(Vossen, 2007).
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Postoje stotine uvezenih i domadih maslinovih ulja dostupnih primjerice ameri¢kim
potroSacima. Svako ulje ima drugaciji okus, kvalitetu i sadrZaj antioksidanasa. Takoder se
razlikuju u nacinu na koji su masline uzgojene, kako su obradene, njihovom sortnom sastavu,

i cijeni (Vossen, 2007),

2.2.2.1. Masline Spanjolskih sorti

Spanjolska ima oko jednu Eetvrtinu svjetske povriine obrasle maslinama, s 5,98 milijuna
hektara maslina u uzgoju i 36 % proizvodnje ulja, $to ju ¢ini glavnim proizvodacem. Sto se tice
obrade maslina, glavni postupak za stolne masline poznat je kao Sevillano stil te koristi zelene
masline. Koristi se jo$ nekoliko postupaka obrade, primjerice kalifornijski stil gdje se skupljaju
masline koje su zelene i pocrnjele od oksidacije. U istraZivanju sorti maslina uzgojenih u
Spanjolskoj su identificirane 262 razli¢ite sorte. Biljni materijal masline koji se uzgaja u
Spanjolskoj karakterizira obilje vrlo starih sorti ograni¢enih na odredena podruédja gdje su
izvorno rasle. Nadalje, veéina tih sorti je samoukorijenjena. Sorte maslina u Spanjolskoj se
razvrstavaju u Cetiri kategorije - glavni, sekundarni, rasprdeni i lokalni na njihov stupanj
vaznosti i difuziju. Glavne sorte su one koje zauzimaju veliki dio povrsine ili prevladavaju u

jednom ili viSe maslinika te ih trenutno postoji 24 (Barranco i Rallo, 2000).

Medu tim sortama, Picual pokazuje mnoge povoljne agronomske karakteristike, kao $to su
rana rodnost i visoki prinos, a prilagoden je i razli¢itim uvjetima okoline. Kao posljedica toga,
Picual je glavna sorta na novim plantazama. Ova ulja potjecu iz velike proizvodne zona koja se
nalazi u juznoj Spanjolskoj te uklju€uje regije Jae'n, Co’rdoba, Granada, Ma’laga, Huelva i
Sevilla. Masline se uglavnom uzgajaju na padinama u uvjetima suhog uzgoja s tradicionalnim
nasadima koji su vrlo Siroko razmaknuti. Rani sezonski plodovi ubrani u studenom i prosincu
su odliéne kvalitete i vrlo su voc¢ni. Ulja iz Picuala imaju visok sadrzaj polifenola, jako su gorka,
vrlo opora i dobro se ¢uvaju. Vise od polovice plodova bere se tijekom kasne sezone Sto
predstavlja svojevsrnu operaciju spasavanja koja proizvodi veliki volumen ulja niske kvalitete,
za rafiniranje. PovrSine u nasadima gdje raste sorta Arbequina se takoder povecavaju,
zahvaljujuéi njezinoj niskoj bujnosti, rane rodnosti, visoke produktivnosti i visokog sadrzaja
ulja. Katalonska Arbequina dolazi iz regija na sjeveroisto¢noj obali Spanjolske (Tarragona i
Lleida). Ulja su pretezno napravljena od Arbequine sorte, koja daje vrlo aromati¢no ulje s
Cistim, svjezim, biljnim okusom masline, ¢esto s podtonovima jabuke, slatkog badema i

artiCoke te ima vrlo laganu ostrinu i gorcinu. Nazalost, ulja Arbequina od kasnije ubranih
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maslina imaju tendenciju da izgube mnogo svog aromatskog karaktera u roku od nekoliko
mjeseci pa do kraja prodajne godine postanu bezukusni. Sorta Royal potjece iz regije Jaen u
Andaluziji, tocnije iz sela Cazorle te predstavlja sortu iz koje se dobiva popularno lokalno ulje

(Barranco i Rallo, 2000; Vossen, 2007).

2.3. Maslinovo ulje

Maslinovo ulje se dobiva iskljucivo iz plodova stabla masline (Olea europea sativa), isklju€ujuci
ulja dobivena koristenjem otapala ili procesom reesterifikacije i mijeSanjem sa uljima drugih
vrsta. Na trziste se stavlja kao djevi¢ansko maslinovo ulje, ekstra djevicansko maslinovo ulje,
obi¢no djevi¢ansko maslinovo ulje, djevicansko maslinovo ulje nepogodno za konzumaciju,

rafinirano maslinovo ulje i maslinovo ulje (Alarcén de la Lastra i sur., 2001).

Sastav maslinovog ulja primarno &ine triacilgliceroli (99 %), a sekundarno SMK, mono i
diacilgliceroli te niz negliceridnih sastojaka kao Sto su: ugljikovodici, steroli, alifatski alkoholi,
tokoferoli i pigmenti. Takoder je prisutno mnostvo fenolnih i hlapljivih spojeva (Boskou i sur.,

2006).

Masne kiseline zastupljene u maslinovom ulju su palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1),
stearinska (C18:0), oleinska (C18:1), linolna (C18:2) i linolenska (C18:3). Miristinska (C14:0),
heptadekanske i eikosanske kiseline prisutne su u tragovima. Sastav masnih kiselina ovisi o
zoni proizvodnje, geografskoj Sirini, klimi, sorti i stupnju zrelosti ploda. Primjerice, grcka,
talijanska i Spanjolska maslinova ulja imaju nizak udio linolne i palmitinske kiseline te visok
postotak oleinske kiseline. Na temelju analize uzoraka iz raznih zemalja, maslinova ulja
klasificiraju se u dvije vrste: 1. S niskim udjelom linolno-palmitinske i visokim udjelom oleinske
kiseline, 2. S visokim udjelom linolno-palmitinske i niskim sadrzajem oleinske kiseline. Nadalje,
prisutnost djelomi¢nih glicerida u maslinovom ulju posljedica je nepotpune biosinteze
triacilglicerola ili hidrolitickih reakcija. U djeviéanskom maslinovom ulju koncentracija
diacilglicerola (DG) je u rasponu od 1 do 2,8 %, a monoacilgliceroli su prisutni u mnogo manjim
kolicinama (manje od 0,25 %) (Boskou i sur., 2006). Dva ugljikovodika prisutna u znatnim
koli¢inama u maslinovom ulju su skvalen i B-karoten Skvalen (2,6,10,15,19,23-heksametil-
2,6,10,14,18,22-tetrakozaheksaen) je posljednji metabolit koji prethodi formiranju sterolnog
prstena. Osim ugljikovodika, u maslinovom ulju se pojavljuju i tokoferoli, i to najveéim dijelom

(90 %) a-tokoferol u slobodnom obliku (Boskou i sur., 2006).
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Boja djevicanskog maslinovog ulja je rezultat zelene i Zute nijanse zbog prisutnosti klorofila i
karotenoida. Klorofili se pojavlljuju u obliku feofitina, a prevladava feofitin a. Glavni
karotenoidi prisutni u maslinovom ulju su lutein i B-karoten. Nadalje, alifatski i aromatski
alkoholi prisutni u maslinovom ulju nalaze se u slobodnom i esterificiranom obliku te su
najvazniji masni alkoholi i diterpenski alkoholi. Steroli su vazni lipidi povezani s kvalitetom ulja
i Siroko se koriste za provjeravanje njegove autenti¢nosti. U maslinovom ulju se pojavljuju
Cetiri klase sterola: uobicajeni steroli (4- desmetilsteroli), 4a-metilsteroli, triterpenski alkoholi
(4,4-dimetilsteroli) i triterpenski dialkoholi. Takoder, u hlapljivoj frakciji djevi¢anskih
maslinovih ulja je identificirano otprilike dvjesto osamdeset spojeva. To su ugljikovodici (viSe
od 80 spojeva), alkoholi (45 spojeva), aldehidi (44 spoja), ketoni (26 spojeva), kiseline (13
spojeva), esteri (55 spojeva), eteri (5 spojeva), i dr. U maslinovom ulju se u tragovima

pojavljuju i fosfolipidi te proteini (Boskou i sur., 2006).

Maslinovo ulje je glavna masna komponenta mediteranske prehrane i karakterizira ga to Sto
se sastoji od jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina kao i povisenim sadrZajem
antioksidansa. Ovo ulje pokazuje brojne bioloske funkcije koje imaju blagotvorne ucinke na
zdravlje. Prehrana bogata mononezasiéenim masnim kiselinama (MUFAs) osigurava
odgovarajucu fluidnost bioloskih membrana, smanjuju¢i opasnost od peroksidacije lipida.
Stovie, antioksidansi prisutni u maslinovom ulju su sposobni uhvatiti slobodne radikale i
pruZiti odgovarajuéu zastitu od peroksidacije. Sto se ti¢e kardiovaskularnog sustava, maslinovo
ulje smanjuje plazmatske razine LDL-kolesterola i povecava razine HDL-kolesterola i tako
smanjuje rizik od sréanih tegoba. U tom kontekstu je sugerirano da ¢e se povecanjem
konzumacije MUFAs umanijiti razvoj ateroskleroze. Takoder je dokazano da maslinovo ulje
doprinosi boljoj kontroli hipertrigliceridemije koja prati dijabetes, a moze smanijiti rizik i od
raka dojke i debelog crijeva. S druge strane, nekoliko istraZivanja je sugeriralo da maslinovo
ulje moZe biti korisno kod upalnih i autoimunih bolesti, poput reumatoidnog artritisa. Sto se
tice probavnog sustava, maslinovo ulje pospjesuje prainjenje Zuénog mjehura, a time i
smanjuje rizik od kolelitijaze, smanjuje egzokrinu sekreciju gusterace i sekrecijsku funkciju
Zeluca kao odgovor na hranu. Konac¢no, dokazano je da je prehrana bogata maslinovim uljem
povezana s visokim postotkom zacjeljivanja ¢ira na Zelucu i pruza veéu otpornost na Zelu¢anu
ulcerogenezu uzorkovanu nesteroidnim protuupalnim lijekovima (Alarcéon de la Lastra i sur.,

2001).
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2.3.1. Proces proizvodnje maslinovog ulja

U svrhu o€uvanja kvalitete ploda masline nakon berbe, one se odmah pakiraju u odgovarajucu
ambalazu i otpremaju u uljaru na preradu. Medutim, najéesée nije moguce ubrane plodove
preraditi odmah te ih je potrebno skladistiti. Vazno je da se masline skladiste na pravilan nacin
jer je preduvjet za dobivanje kvalitetnog djevi¢anskog maslinovog ulja kvalitetna sirovina
(zdrav, neostecen, svjez i optimalno dozrio plod masline). Uz to, poznato je da na kakvodu ulja
utje¢u uzgojni ¢imbenici poput sorte, koli¢ine ploda po stablu, zrelosti plodova, klimatskih
uvjeta, dostupnosti vode. Ipak, u slu€aju proizvodnje ulja visoke kakvoce, pravilo je da se
plodovi maslina nakon berbe prerade istog dana ili idu¢i dan. Proizvodnja djevicanskog
maslinovog ulja ukljucuje niz tehnoloskih operacija: 1. Ci$¢enje i pranje plodova; 2. Mljevenje;
3. Mijesanje maslinovog tijesta; 4. lzdvajanje ulja iz maslinovog tijesta te 5. Odvajanje ulja od

vegetabilne vode (Koprivnjak, 2006).

Prvi korak u preradi maslina u ulje je pranje plodova i uklanjanje necistoca, poput primjerice
liS¢a. To se veéinom obavlja uz pomo¢ uredaja koji propustaju masline preko vibrirajuéeg sita
i puhala ¢ija je funkcija uklanjanje lis¢a i drugih ostataka. Masline se peru samo ako su ubrane
iz tla ili ako su prethodno prskane iz razloga Sto dodatna vlaga moze smanjiti u¢inkovitost
ekstrakcije jer nastaju emulzije voda/ulje. Ulja dobivena iz opranih maslina su obi¢no manje
poZeljna, manje su gorka i opora, ali takoder imaju i manje vocni okus. Ipak, neCisto¢e opcenito
negativno utjecCu na kakvoéu ulja te se pranje uglavnom provodi s ciljem uklanjanja grubih

necistoda i pesticida (Vossen, 2007; Koprivnjak, 2006).

Nakon toga, masline se gnjece kako bi im se razbile stanice i oslobodilo ulje za ekstrakciju. Za
mljevenje maslina se koriste dvije osnovne vrste strojeva: kameni mlin i mlin ¢ekicar. Vecina
maslina se drobi s koSticom, a veli¢ina udubljenja na kamenju oznacava finocu tijesta. Kameni
mlinovi (Slika 3.) predstavljaju najstariju metodu te se sastoje od kamenog postolja i
uspravnog mlinskog kamenja koji su zatvoreni u metalnom spremniku, ¢esto sa strugalima i
lopaticama za rasporedivanje plodova ispod mlinskog kamenja te da cirkuliraju i da se izbaci
tijesto. Sporo kretanje mlinskog kamenja ne zagrijava tijesto i rezultira slabijim emulgiranjem
pa se tako ulje lakse ekstrahira. Nedostaci ove metode su glomazni strojevi i njihov spor rad,
visoka cijena i nemogucénost kontinuiranog rada. Uz to, teZe se odrzava Cisto¢a samog stroja,

a i okolnog prostora. Veéina kamenih mlinova je u posljednjih 20 godina zamijenjena, veéinom
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zbog njihove neucdinkovitosti. Medutim, neki proizvodaci preferiraju ovu metodu za obradu

sorti maslina pretjerano jakog okusa.

Slika 3 Kameni mlin (Miljevi¢, 2010)

Mlinovi Cekicari (Slika 4.) se sastoje od metalne osovine koja se okrece velikom brzinom,
bacajué¢i masline na rupicasti metalni koS. Prednost mlinova ceki¢ara je njihova brzina i
kontinuirani rad, sto se prevodi u visok ucinak, kompaktnu veli¢inu i niska cijena. Ipak, brzo
mljevenje ploda dovodi do ja¢eg emulgiranja ulja i vode unutar tijesta te do visih temperatura.
Ulje proizvedeno pomocu mlina ¢ekic¢ara jaCeg je okusa jer je pulpa razorenija u veéoj mjeri.
Velicina rupa na koSu mlina cekicara se obi¢no prilagodava napredovanju godisnjeg doba,

odnosno plodu koji postaje zreliji i meksi (Vossen, 2007).

Slika 4 Mlin ekicar (Miljevi¢, 2010)
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Sljdeci korak ukljuCuje pripremu tijesta za separaciju ulja te se izvodi kako bi emulgiranje koje
se dogodilo tijekom mljevenja reverziviralo, pogotovo ako je pasta proizvedena u mlinu
Cekicaru. Proces mijesanja optimizira koli¢inu ulja ekstrahiranog stvaranjem vecih kapljica ulja
i redukcije uljno-vodene emulzije. Stroj za mijeSanje tijesta je optimalno dizajniran tako da
osigura temeljito mijeSanje, prilikom ¢ega se nijedan dio tijesta ne izostavlja. Tijesto se mijesa
polako (30 do 60 min). Temperatura tijesta tijekom mijesanja je vrlo vazna te ono treba biti
toplo (26,6—30 °C), Sto znaci da je tijesto joS uvijek hladno na dodir kako bi se poboljsala
viskoznost i sposobnost ekstrakcije ulja. Temperature vise 30 °C mogu uzrokovati gubitak
voéne arome, povecéanje gorcine i trpkosti, i dr. Najnoviji trend u obradi maslinovog tijesta je
isklju€enje kisika, $to se moze uciniti bilo preplavljivanjem povrsine spremnika za mijeSanje sa
dusikom, bilo vakuumskom ekskluzijom kisika u posebnim spremnicima. Vjeruje se da
izlozenost ograni¢enom sadrzaju kisika smanjuje aktivnost enzima koji mogu razgraditi

polifenole, koji su glavne tvari okusa maslinovog ulja (Vossen, 2007).

Sljede¢i korak je ekstrakcija ulja iz maslinovog tijesta i uljnog mosta. Ulje moze biti
ekstrahirano presanjem, centrifugalnim dekanterima, selektivnom filtracijom ili kombinacijom
razli¢itih metoda. Tradicionalno presanje ukljucuje primjenu pritiska na naslagane filtrirajuce
slojnice pri ¢emu je svaka slojnica prekrivena s 2-3 cm tijesta. Slojnice se izmjenjuju s metalnim
diskovima. Sredisnji Suplji Siljak omoguéuje uljnom mostu da izade u oba pravca. Koristenje
tradicionalnih presa je zastarjelo zbog nedostataka poput diskontinuiranosti, otezanog
¢iséenja, itd. U procesu selektivne filtracije se ne primjenjuje pritisak na tijesto. Djeluje na
principu da se od tijesta koje sadrzi ulje, ¢vrste Cestice i vodu, samo ulje zalijepi za metal. Stroj
ima oStrice od nehrdajuceg Celika koje su umocene u tijesto. Zalijepljeno ulje tada kaplje s
osStrica u zasebnu posudu, zaostavljajuéi ¢vrste Cestice i vodu. Na ovaj nacin se proizvodi lagano
"free-run" ulje jedinstvene kvalitete. Medutim, oprema je komplicirana i zahtijeva Cesto
CiS¢enje. Nadalje, centrifugalni dekanteri mogu biti trofazni i dvofazni. Moderni dekanteri su
velike, horizontalne centrifuge koje odvajaju ulje iz évrste tvari i vode u kratkom vremenskom
razdoblju. Prilikom okretanja dekantera, centrifugalna sila baca teze Cvrste materijale prema
van te se stvara svjetliji sloj vode na sredini sa najsvjetlijim slojem ulja iznutra. U trofaznom
sustavu dodaje se voda kako bi tijesto teklo kroz dekanter, $to ispire dio okusa i antioksidansa
(polifenola). Dekanteri s dvofaznim sustavom su takoder velike centrifuge koje se vrte oko

horizontalne osi, ali odvajaju ulje od krutih tvari i uljnog mosta koji izlaze zajedno. Voda se ne
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mora dodavati, tako da je sadrzaj polifenola u konacnici veci. Vertikalne centrifuge se vrte
dvostruko ve¢om brzinom od one u dekanteru s okomitom osi i osiguravaju Cetiri puta vecu

silu razdvajanja ¢vrste tvari, vode i uljne faze (Vossen, 2007).

Posljednji korak uklju€uje razdajanje smjese ulja i vegetabilne vode, tj. dvije tekucine razlicite
specificne tezine koje se nalaze u uljnom mostu. Njihovo razdvajanje se mozie obaviti
dekantiranjem ili pomodu centrifugalnog separatora. Dekantiranje je sporo te je ulje dugo u
dodiru s vegetabilnom vodom, a to mozZe dovesti do kvarenja ulja. Za dobivanje ulja visoke
kakvoée, odvajanje se obvezno obavlja pomoéu centrifugalnih separatora. To je brz postupak
koji zahtijeva ogranifenu radnu snagu i dopusta ucinkovito uklanjanje nelistoca (Miljevic,

2010).

2.3.2. Pakiranje i skladistenje maslinovog ulja

Nakon navedenih postupaka obrade, ukupni volumen dobivenog maslinovog ulja treba
uskladistiti zajedno, u razdoblju od jednog do tri mjeseca kako bi se u potpunosti smirile
preostale Cestice. Time se eliminira talog u bocama i kontakt ulja s ostacima procesne vode
koji moze dovesti do loSijeg okusa. Neka ulja treba filtrirati prije punjenja u boce kako bi se
uklonili svi ostaci uljnog mosta ili suspendiranih tvari. "Nova" ulja, koja se pune u boce i odmah
prodaju nakon obrade se moraju brzo potrositi (unutar otprilike 6 tjedana) kako bi se izbjegla
promjena okusa u ambalazi. Ulja vrhunske kvalitete treba skladistiti u nehrdajuéem celiku i

odrzavati na konstantnoj temperaturi izmedu 7,2 i 18,3 °C (Vossen, 2007).

Spremnik i ambalaza Stite ulje od mirisa i oneciS¢enja iz okolnog prostora. Materijal spremnika
iliambalaZe u kojoj se maslinovo ulje ¢uvaiili stavlja na trZiste u velikoj mjeri utje¢e na o¢uvanje
kakvoce ulja. Svjetlost, kisik, toplina i vlaga su glavni ¢imbenici kvarenja ulja pa ih spremnik
treba zaustaviti. Materijal spremnika mora biti inertan u odnosu na ulje, ne smije otpustati
pojedine sastojke u ulje te se mora lako Cistiti. Najceséi materijali koji se koriste za spremanje
i pakiranje maslinovog ulja su nehrdajudi Celik, lim, staklo i plastika. Prednosti metalne
ambalaze su vrlo mala osjetljivost na mehanicka oStecenja, u potpunosti stiti maslinovo ulje
od svjetlostiiprikladna je za litografsko oznacavanje. Nadalje, staklo je visoko inertan materijal
koji se lako Cisti i pruza potpunu zastitu od kisika i vodene pare. Bezbojno staklo gotovo u
potpunosti propusta svjetlosno i ultraljubi¢asto zracenje, pa se zbog zastite od svjetlosti

preporucuje uporaba tamnog stakla (Miljevi¢, 2010).
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2.4. Vrste kvarenja jestivih biljnih ulja

Bilina ulja su proizvodi ogranicene trajnosti te ¢e kod njih vrlo brzo doé¢i do odredenih
nezeljenih promjena ako su prisutni uvjeti koji ¢e katalizirati nepoZeljne procese i samim time
dovesti do kvarenja. Kvarenje ulja uglavhom ovisi o nekoliko ¢imbenika: 1. Vrsti i kvaliteti
sirovine za proizvodnju, 2. Kvaliteti proizvedenog ulja te 3. Sporednim ¢imbenicima koji se
javljaju kod daljnjeg ¢uvanja ili skladistenja. Glavni od navedenih ¢imbenika su kvaliteta ulja te

uvjeti éuvanja (Corbo, 2008).

Kvarenjem ulja gubi se njegova prehrambena i nutritivna vrijednost tijekom degradacije
bioloski aktivnih tvari poput esencijalnih masnih kiselina, provitamina, vitamina i dr. Prilikom
tih procesa nastaju spojevi koji ulju daju nepozeljna organolepticka svojstva poput neugodnog
okusa i mirisa, dok neki nastali spojevi imaju nepoZeljan uc¢inak na ljudsko zdravlje. Razgradni
produkti (peroksidi, polimeri, malondialdehidi, itd.) ¢ine ulja neupotrebljivima za jelo bududi
da mogu biti Stetni za zdravlje. Zbog nepravilnog uzgoja, obrade i skladistenja, u jestivim
biljnim uljima se pojavljuju opasne tvari. Te tvari se mogu podijeliti u dvije vrste: 1. Bioloske
opasnosti; i 2. Stetne kemijske tvari (Ostrié-Matijasevi¢ i Turkulov, 1980; Koprivnjak, 2006,

Zhou i sur., 2020).

Drugim rije¢ima, procesi kvarenja se prema uzroku mogu podijeliti na enzimske i
mikrobioloske te na kemijske procese. Prilikom rukavanja s uljem, dakle kod proizvodnje ulja,
moguceg procesiranja, Cuvanja i upotrebe, vrlo je vazno voditi racuna o sprje¢avanju ovakvih
procesa. Dakle, okolina predstavlja veliki izazov za sigurnost i kvalitetu jestivih biljnih ulja
tijekom cijelog industrijskog lanca, ukljuéujuéi uzgoj biljaka, Zetvu, preradu ulja i skladistenje.
U sluéaju djevicanskog maslinovog ulja, za njegovu su kakvocéu prvenstveno znacajne
promjene koje nastaju tijekom dozrijevanja, berbe i prerade plodova te ¢uvanja ulja. Te
promjene nastaju na triacilglicerolima, NMK, fenolima i hlapljivim tvarima iz kojih proizlaze
pozeljna ili nepoZeljna okusna i mirisna svojstva. S obzirom na to da su ona vrlo vaZzan aspekt
kakvodée i prihvatljivosti proizvoda, treba obratiti pozornost na prevenciju i zastitu od kvarenja
ulja. To se postiZze od samog pocetka, dakle od trenutka ubiranja i skladiStenja sjemena pa tako
i tijekom proizvodnje i upotrebe ulja pomocu praéenja odgovarajuéih parametara (Koprivnjak,

2006; Zhou i sur., 2020).
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2.4.1. Enzimski i mikrobioloski procesi

Ove procese kvarenja karakterizira prisustvo enzima ili mikroorganizama. Osim toga, za razvoj
su im neophodni odgovarajuéa sredina i uvjeti poput koli¢ine vode, pH, optimalne
temperature. Enzimski procesi su karakteristicni za sirovine, najéesce iz razloga sto sjeme dise.
Takoder, oslobada toplinu koja povecava temperaturu sto dovodi do poveéavanja aktivnosti
autohtonih enzima, tj. egzogenih lipaza. Mikroorganizmi, kao i paraziti i insekti, uniStavaju
epidermu sirovine (plodova) te za sobom zaostavljaju opasne izluCevine (obi¢no na ili u
sjemenki). Zbog toga je vaino pravilno skladistiti sjemenke i plodove uljarica pod
odgovarajuc¢im uvjetima kako ne bi doslo do kvarenja. Procesi koje uzrokuju mikroorganizmi
znacajni su za proizvode koji sadrze masti i ulja te se u njih ubrajaju hidroliticka razgradnja i B-

ketooksidacija (Rade i sur., 2001; Zhou i sur., 2020).

Hidroliticka razgradnja je reakcija hidrolize triglicerida pri kojoj dolazi do cijepanja esterske
veze masnih kiselina i alkohola glicerola u prisutnosti vode i enzima lipaze. Do nje dolazi
prilikom svakog razaranja stani¢ne strukture koja dovodi enzime u dodir s triacilglicerolima.
Temperatura veca od 80 °C i niza od -20 °C inaktivira lipoliticke enzime i dovodi do
zaustavljanja procesa hidroliticke razgradnje ulja. Do ove razgradnje najcesée dolazi u ulju
unutar ploda masline, ali i u izdvojenom ulju koje je u dodiru s vodom i ako se €uva u
neprikladnim uvjetima. Kao posljedica toga nastaju SMK ¢ijim se oslobadanjem povecava
kiselost ulja i nastaju monogliceridi, digliceridi i glicerol. Stupanj nastalih hidrolitickih
promjena se prati odredivanjem udjela slobodnih masnik kiselina (SMK). Rafinirana jestiva ulja
smiju sadrzavati do 0,3 % SMK izraZenih kao postotak oleinske kiseline (Pravilnik o jestivim

uljima i mastima NN 11/2019; Rade i sur., 2001) .

B-ketooksidacija biljnih ulja je proces kvarenja karakteristian za ona ulja i masti u cijem
sastavu prevladavaju masne kiseline kraceg i srednjeg lanca. Nastaje pod djelovanjem
mikroorganizama, odnosno plijesni iz Aspergillus i Penicillium te bakterija Bacillus
mesentericus i Bacillus subtilis. Posljedica B-ketooksidacije je nastanak B-keto kiselina kao
primarnih produkata i metil ketona kao sekundarnih produkata reakcije. Ve¢ pri niskim
koncentracijama metil ketoni narusavaju organoleptic¢ka svojstva u pogledu uzeglosti ulja i
masti. Ovu vrstu kvarenja ulja i masti moguce je sprijeciti termickom obradom (pasterizacijom
i sterilizacijom), snizavanjem pH vrijednostiispod 5 i primjenom odredenih konzervansa (Rade

i sur., 2001).
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2.4.2. Kemijski procesi

U kemijske procese koji uzrokuju kvarenje jestivih biljnih ulja se ubrajaju autooksidacija,

termooksidacijske promjene i reverzija.

Autooksidacija ulja je kemijski proces do kojeg dolazi kada je ulje izlozeno kisiku iz zraka,
svjetlosti, toplini i tvarima s prooksidacijskim djelovanjem. Slobodni radikali koji nastaju
procesom oksidacije ulja kataliticki pospjeSuju daljnji tijek oksidacije zbog ¢ega se ova vrsta
kvarenja naziva autooksidacija. Autooksidacija je lancana reakcija te se odvija u tri faze:
inicijacija, propagacija i terminacija. Inicijacija se temelji na nastanku slobodnog lipidnog
radikala reakcijom masne kiseline te kisika iz zraka. Nastali slobodni radikali masnih kiselina
reagiraju s kisikom i tvore peroksi-radikale u fazi propagacije. Peroksi-radikali oslobadaju nove
radikale masnih kiselina, kao i hidroperokside koji se raspadaju na dva nova radikala koji opet
oslobadaju nove radikale, inicirajuéi novi niz lan¢anih reakcija. Primarni i sekundarni produkti
koji nastaju daju ulju uzegnut okus i miris. U terminaciji slobodni radikali masnih kiselina
medusobno se spajaju dajuci polimere i zbog toga raste viskoznost, ulje tamni i teze se

probavlja (Ostri¢-Matijasevic i Turkulov, 1980; Rade i sur., 2001).

Do termooksidacijskih promjena (termicke i oksidacijske degradacije) dolazi zagrijavanjem ulja
na temperature vise od 150 °C, uz prisutnost vodene pare i zraka. Ovakvi procesi
karakteristicni su pri procesiranju hrane przenjem pri kojem se moze apsorbirati do 40 % ulja,
a fizikalna svojstva ulja koja se mijenjaju pri navedenim uvjetima su indeks refrakcije,
viskoznost i boja. Uz fizikalna, mijenjaju se i kemijska svojstva ulja — raste udio SMK, broja
osapunjenja, peroksidnog broja te smanjenje jodnog broja. Kemijske reakcije koje se odvijaju
tijekom przenja su hidroliza, oksidacija i polimerizacija te kao produkti nastaju dimerii polimeri
masnih kiselina i triglicerida, oksipolimeri, ciklicke masne kiseline te drugi hlapljivi i nehlapljivi
spojevi. Pojavom ovih spojeva mijenjaju se funkcionalna, senzorska i nutritivna svojstva ulja.
Termooksidacija se odvija stupnjevito, a njezin stupanj ovisi o vrsti ulja, temperaturi i vremenu

zagrijavanja.

Reverzija je proces karakteristiCan za ulja koja sadrze linolensku kiselinu koja ve¢ nakon
kratkog perioda skladistenja poprimaju neugodan okus i miris nalik na miris sirovine ili ribe.
Ovaj oblik kvarenja moze se usporiti djelomi¢nom hidrogenacijom (uklanjanjem linolenske
kiseline) ili dodavanjem odredenih aditiva kako bi se povecdala odrzivost ulja (OStri¢-

MatijasSevi¢ i Turkulov, 1980).
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2.5. Stupanj oksidacije i oksidacijska stabilnost biljnih ulja

Procjenjivanje stupnja oksidacije ulja uglavhom se provodi pomodéu vise metoda zbog toga sto
ne postoji jedinstvena metoda koja daje to¢an podatak o stupnju oksidacije koja se pojavila u
biljnim uljima. Stoga istovremenom primjenom viSe metoda koje daju ukupan sadriaj
oksidacijskih promjena moziemo dobiti kompletan uvid u stupanj nastalih oksidacijskih
promjena. Oksidacijske promjene ocituju se prilikom pojave primarnih (peroksidi i
hidroperoksidi) i sekundarnih (aldehidi, ketoni, alkoholi, masne kiseline, epoksidi i dr.)

produkata oksidacije. (Dimié¢ i Turkulov, 2000).

Oksidacijska stabilnost, odnosno odrzZivost biljnih ulja podrazumijeva vremenski period
tijekom kojeg se ulja mogu sacuvati bez da podlegnu procesu autooksidacije. Oksidacijsku
stabilnost je potrebno utvrditi prije skladistenja kako bi se vrijeme ¢uvanja proizvoda u kojemu
neée doci do promjene njegove kvalitete, odnosno kako bi se rok trajanja ulja znao unaprijed.
Oksidacijska stabilnost prvenstveno ovisi o vrsti ulja, tj. o njegovom sastavu masnih kiselina,
bududi da su polinezasi¢ene masne kiseline (PUFAs) reaktivnije od MUFAs i ZMK te oksidiraju

puno brZe (Yanishleva i Marinova, 2001; Dimi¢ i Turkulov, 2000).

2.5.1. Metode odredivanja stupnja oksidacije ulja

Metode odredivanja stupnja oksidacije ulja podijeljene su tri skupine: 1. Senzorske

(organolepticke) metode; 2. Kemijske metode i 3. Fizikalne metode.

Senzorske metode

Senzorske metode se temelje na subjektivnom ispitivanju jestivih biljnih ulja, odnosno na
osjetilnim senzorima ispitivaca koji onda donosi odluku o okusu i mirisu ulja. Ove metode na
jednostavan nacin odreduju neugodan, odnosno uzegli miris i okus ulja koji se pojavljuju zbog
oksidacije. Ove metode su dobar pokazatelj oksidacijske stabilnosti biljnih ulja, ali danas se
radi na razvoju brzih i jednostavnijih metoda odredivanja stupnja oksidacije ulja. Drugim
rije¢ima, iako su senzorske analize vrlo vazan pokazatelj pri odredivanju kakvodée biljnih ulja,

takoder su i nedovoljne za donosenje konacne ocjene (Dimic i Turkulov, 2000).

Fizikalne metode

Fizikalne metode pomocu kojih se procjenjuje stupanj oksidacije ulja su UV

spektrofotometrija, IR spektrofotometrija, nuklearna magnetska rezonanca (NMR),
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fluorescencija, plinska kromatografija, indeks refrakcije, dielektricna konstanta, polarografija
i kulonometrija. UV spektrofotometrija se primjenjuje za kvalitativnu i kvantitativnu analizu.
Temelji se na principu ovisnosti apsorbance o valnoj duzini zraéenja koje je proslo kroz
ispitivani uzorak, odnosno na principu ovisnosti energije zraenja o kemijskom sastavu tvari.
U ultraljubi¢astom podrucju produkti oksidacije PUFAs (konjugirani dieni i trieni) pokazuju
karakteristican spektar pomocu kojeg se mogu identificirati. Za odredivanje u UV i IR dijelu
spektra koriste se spektrofotometri, uredaji koji elektricnim putem mjere apsorbanciju. Na
232 nm svoj maksimum apsorpcije pokazuju primarni produkti oksidacije, a na 270 nm
sekundarni produkti oksidacije. Njihov odnos izrazava se kao R vrijednost koja je dobar

pokazatelj kvalitete ulja:

R vrijednost = A2z nm / A0 nm
Az32 nm — apsorbancija na 232 nm
Az70 nm — apsorbancija na 270 nm

Vrijednost R je niza ukoliko je ispitivano ulje loSije kvalitete te je ovo najc¢esSée koristena
metoda kod odredivanja stupnja oksidacije ulja. R vrijednost se moZe odrediti samo kod

sirovih ulja.

IR spektrofotometrija ispituje primarne i sekundarne produkte oksidacije. Ova metoda se
nikada ne koristi sama za analizu nepoznatih uzoraka, nego se dopunjuje sa drugim metodama

poput NMR i UV spektrofotometrije.

Metoda koja se primjenjuje za odredivanje oksidacijskih promjena kod Cistih ulja i masti je
plinska kromatografija. Ona se pretezito koristi za odredivanje hlapljivih spojeva (npr.

aldehidi).
Odredivanje indeka refrakcije je metoda koja se takoder koristi za odredivanje oksidacijskih

promjena, pri éemu konjugirani dieni hidroperoksida i polimeri povecavaju indeks refrakcije.

Polarimetrija je kvantitativna i kvalitativna voltmetrijska metoda koja se zasniva na pojavi
polarizacije i depolarizacije radne elektrode pri elektrolizi analiziranog elektrolita. Prilikom
analize se prati pojava redukcije ili oksidacije ispitivanog uzorka na povrsini radne elektrode

(Dimi¢ i Turkulov, 2000).
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Kemijske metode

Za odredivanje stupnja oksidacije ulja najcesée se primjenjuju kemijske metode: peroksidni
broj (Pbr), test tiobarbiturne kiseline (TBK), karbonilni broj, anisidinski broj (Abr), Kreis test,
oksidacijska vrijednost (OV)/Totox broj i kemijska luminiscencija te su njihovi ispitivani
parametri prikazani u Tablici 2. Od navedenih, najées¢e primjenjivana metoda je odredivanje

peroksidnog broja kojom se odreduju peroksidi, odnosno primarni produkti oksidacije ulja.

Osim toga, Cesto primjenjivana metoda je Leova i Wheeler-ova jodometrijska metoda kojom
se odreduje koli¢ina joda koju oslobode peroksidi koji se nalaze u ulju iz kalij-jodida. Nadalje,
kolorimetrijska metoda se temelji na principu mijenjanja obojenja oksidacije zeljeza (Il) soli u
zeljezo (Ill). Koli¢ina sekundarnih produkata odreduje se pomocu Abr koji se odreduje
metodom temeljenoj na reakciji viSih nezasiéenih aldehida sa p-anisidinom u kiselom mediju.
Konacno, pomocu Totox broja odreduje se koli¢ina ukupnih produkata oksidacije na nacin da
se vrijednosti peroksidnog i anisidinskog broja zbroje (Dimié i Turkulov, 2000; Gunstone,

2004).
OV (Totox broj) = 2 Pbr + Abr
Pbr — peroksidni broj,
Abr — anisidinski broj,
OV — oksidacijska vrijednost

Tablica 2 Kemijske metode za odredivanje stupnja oksidacije ulja (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

Kemijska metoda Ispitivani parametar

Peroksidni broj Hidroperoksidi, peroksidi

TBK test (broj) Malonaldehidi

Karbonilni broj Svi spojevi s karbonilnom skupinom
Anisidinski broj (Abr) Svi isparljivi karbonilni spojevi (2 - enali, 2,4 - dieni)
Kreis-ov test Epoksialdehidi i acetali

Kemijska luminiscencija Primarni i sekundarni produkti oksidacije

QV = 2Pbr + Abr, ukupni sadrzaj primarnih i

Oksidacijska vrijednost (OV)/Totox broj ek predule chatkae
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2.5.2. Analiticke metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti biljnih
ulja
Postupak odredivanja oksidacijske stabilnosti provodi se metodama koje se temelje na
namjerno izazvanoj ubrzanoj oksidaciji ulja utjecajem temperature i zraka. U praksi se najéesce
primjenjuju sljedece metode: Oven test/Schaal Oven test, Swift test/AOM test i Rancimat test.
S obzirom na to da u praksi ne postoji jedinstvena metoda za dobivanje ukupnih podataka o
oksidacijskim promjenama, koristi se viSe razli¢itih metoda za dobivanje ukupne slike o

sadrZaju primarnih i sekundarnih produkata oksidacije (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

Oven test ili Schaal Oven test

Prilikom provodenja Oven testa uzorci ulja zagriju se i drze na konstantnoj temperaturi od 60
ili 63 °C u susioniku ili termostatu, pri ¢emu se prati porast peroksidong broja u odredenim
vremenskim razmacima (svakih 24 sata) i senzorske promjene ulja. Rezultati ove metode se
prikazuju kao vrijednost peroksidnog broja nakon odredenog vremena drZanja uzorka (u
danima) pri odredenoj temperaturi (za jestiva ulja to je obi¢no Cetiri dana). Jedan dan Oven

testa odgovara odrZivosti ulja na sobnoj temperaturi od 6 do 12 dana. (Dimi¢ i Turkulov, 2000)

AOM (Active Oxygen Method) test ili Swift test

Biljna ulja se zagrijavaju na 98 °C dok kroz njih prolazi struja zraka u Swift aparatu, nakon ¢ega
se uzimaju uzorci u odredenim vremenskim razmacima i odreduje im se peroksidni broj.
Odrzivost ulja se uglavnom odreduje do peroksidnog broja 5 mmol Ox/kg jer je to granica pri
kojoj je ulje jos ispravno. Kvalitetna ulja (ulja dobre odrzivosti) poslije 8 sati Swift testa moraju

imati peroksidni broj manji od 5 mmol Ox/kg (Rade i sur., 2001).

Rancimat test

Oksidacijska stabilnost ulja se odreduje pomocu Rancimat uredaja u kojem dolazi do ubrzane
oksidacije biljnih ulja uz povisenu temperaturu (100, 110 i 120 °C) i konstantan protok zraka
kroz uzorak. Pri tome se na osnovu koli¢ine izdvojenih hlapljivih kiselina odreduje indukcijski
period (IP) u satima. Zatim se hlapljivi spojevi (kratkolanc¢ane lakohlapljive organske kiseline)
koje nastaju oksidacijom ulja uvode u deioniziranu vodu i mjeri se porast vodljivosti. IP se
odreduje na osnovu koli¢ine izdvojenih kratkolancanih hlapljivih organskih kiselina. On
pokazuje otpornost ulja prema oksidaciji, tj. dulje vrijeme indukcije znaéi da ulje ima bolju
oksidacijsku stabilnost ili odrzZivost (Rade i sur., 2001).
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2.5.3. Stabilizatori biljnih ulja: antioksidansi i sinergisti

Antioksidansi se koriste u svrhu sprecavanja oksidacije i poboljSanja stabilnosti biljnih ulja. To
su tvari koje usporavaju propagaciju tako da deaktiviraju slobodne radikale te su od velikog
znacdaja za odrzivost ulja, tj. za zaustavljanje i usporavanje oksidacijskih promjena koje se
javljaju u ulju. Kada su prisutni u uljima i mastima, antioksidansi posjeduju tzv. zastitnu ulogu.
Pojam antioksidans odnosi se na bilo koju reduciraju¢u kemijsku tvar, odnosno na tvar koja
sprjecava ili usporava oksidaciju supstrata podloznih oksidaciji te na taj nadin produzuje
odrzivost ulja. Postoji nekoliko kategorija prema kojima se provodi podjela antioksidanasa: 1.
Prema podrijetlu; i 2. Prema nacinu djelovanja. Prema podrijetlu se dijele na prirodne i
sintetske, dok se prema nacinu djelovanja dijele na primarne i sekundarne (Yanishleva i

Marinova, 2001).

Primarni antioksidansi regiraju sa slobodnim radikalima na direktan nacin te se u njih ubrajaju:
fenoli, galati, hidrokvinoni, butil hidroksianisol (BHA), butil hidroksitoluen (BHT), tokoferoli,
flavonoidi, askorbati i ekstrakti biljaka i zac¢ina. Sekundarni antioksidansi su tvari koje posredno
usporavaju oksidaciju umjesto direktnog reagiranja sa slobodnim radikalima. Sekundarnim
antioksidansima pripadaju etilendiamin tetra-octena kiselina (EDTA), limunska kiselina,
fosforna kiselina i odredene aminokiseline. Primarni i sekundarni antioksidansi se najéesée
koriste zajedno jer sekundarni antioksidansi samostalno ne pokazuju antioksidacijsku

aktivnost (Yanishleva i Marinova, 2001).

Djelovanje antioksidansa na poboljSanje oksidacijske stabilnosti biljnih ulja odredeno je
stabilizacijskim ili zastitnim faktorom (PF) koji oznacava koliko se puta poveca stabilnost ili
odrzivost nekog ulja dodatkom antioksidansa. Izra¢unava se kao koli¢nik indukcijskog perioda
uzorka ulja s dodatkom antioksidansa i indukcijskog perioda uzorka ulja bez dodatka

antioksidansa koji su izrazeni u satima (Yanishleva i Marinova, 2001).

Prirodne antioksidanse ¢ine aminokiseline i dipeptidi, hidrolizati proteina, proteini topljivi u
vodi, fosfolipidi, anorganske soli, tokoferoli i njihovi derivati, bioflavonoidi, vitamini A, B i C,
minerali selen i cink, karotenoidi, askorbinska kiselina, neki biljni ekstrakti i dr. Tokoferoli su
fenolni lipofilni spojevi tokoli koji se medusobno razlikuju po rasporedu metilnih grupa i prema
tome dijele na Cetiri tokotrienola i Cetiri tokoferola. Tokoferoli predstavljaju najvazniju grupu
prirodnih antioksidanasa, a najpoznatiji je a-tokoferol (vitamin E) koji takoder posjeduje

snazno vitaminsko i antioksidacijsko djelovanje (Wijerante i sur., 2006).
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Vitamin C (askorbinska kiselina) reagira sa kisikom koji je zaostao kao visak u pakiranim
proizvodima. Astaksantin je karotenoid dobiven iz mikroalgi sa iznimno jakim
antioksidacijskim djelovanjem. Takoder ima protuupalno djelovanje, a vrlo je ucinkovit i u
zastiti od Stetnog djelovanja suncevog zracenja, prvenstveno koze i ociju (Wijerante i sur.,

2006).

Sintetski antioksidansi nisu prirodan sastojak hrane nego se sintetiziraju kemijskim putem te
pripadaju skupini prehrambenih aditiva. Sintetski antioksidansi koji se primjenjuju za
stabilizaciju rafiniranih i sirovih ulja su BHA, BHT, grupa alkil estera galne kiseline (propil galat

— PG, oktil galat — OG, dodecil galat), tercijarni butilhidrokinon (TBHQ) (MZSS, 2008).

Sinergisti su kemijski spojevi koji antioksidansima produZuju djelovanje, ali sami nemaju
antioksidacijsku aktivnost. U vedini sluajeva se dodaju na kraju procesa dezodorizacije.
NajviSe se koriste razli¢ite organske kiseline (limunska, octena, askorbinska kiselina), askorbil
palmitat, mono izopropil citrat i lecitin. Potrebno ih je paZljivo odabrati jer svaki sinergist ne
odgovara svakom antioksidansu. Dobar sinirgist uz tokoferole je askorbinska kiselina, askorbil

palmitat i limunska kiselina (Koprivnjak, 2006).

Sinergisti djeluju na tri nacina: 1. Vezu tragove metala (npr. Cu i Fe) i inaktiviraju ih i na taj
nacin sprecavaju njihovo prooksidacijsko djelovanje; 2. Daju vodikov atom antioksidansu i tako
ga regeneriraju i produzuju mu vrijeme trajanja; i 3. Sprecavaju djelovanje radikala
antioksidansa na razgradnju peroksida, odnosno sinergist se veze na radikal antioksidansa i

zaustavlja njegov utjecaj na razgradnju peroksida (Koprivnjak, 2006).

Sinergisti se mogu nazivati i sekundarnim antioksidansma iz razloga Sto ne prevode izravno
slobodne radikale u stabilne molekule. Umjesto toga, oni posredno pridonose usporavanju

oksidacijskog procesa kvarenja biljnog ulja (Koprivnjak, 2006).
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3.1. Zadatak rada

Zadatak ovog diplomskog rada bio je ispitivanje oksidacijske stabilnosti tri ekstra djevi¢anska
maslinova ulja Spanjolskih sorti Arbequina, Picual i Royal. Osim toga, ispitivao se i utjecaj
dodatka prirodnih antioksidanasa i sinergista (ekstrakta zelenog ¢aja udjela 0,2 %, ekstrakta
zelenog Caja udjela 0,2 % uz dodatak sinergista limunske kiseline udjela 0,01 %, ekstrakta
zelenog ¢aja udjela 0,2 % uz dodatatak sinergista kafeinske kiseline udjela 0,01 %, eteri¢no ulje
lavande udjela 0,2 %, ekstrakta ruzmarina tip OxyLess CS udjela 0,2%, ekstrakta ruzmarina tip
OxyLess CS udjela 0,2 % uz dodatak sinergista limunske kiseline udjela 0,01 %, ekstrakta
ruzmarina tip OxyLess CS udjela 0,2 % uz dodatak sinergista kafeinske kiseline udjela 0,01 %,

mjesavine tokoferola udjela 0,1 % te sintetski antioksidans propil galat udjela 0,01 %).

Istrazivanje oksidacijske stabilnosti ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja, kao i djelovanje
dodanih antioksidanasa i sinergista na njihovu stabilnost, provelo se testom ubrzane

oksidacije ulja Oven testom pri temperaturi od 63 °C u termostatu.

Prije istraZivanja oksidacijske stabilnosti ispitivanih ekstra djevicanskih maslinovih ulja,
odredeni su parametri kvalitete i identifikacije (SMK, Pbr, udio vlage, udio netopljivih
necistoda, saponifikacijski broj i jodni broj) primjenom standardnih metoda.
3.2. Materijali i metode

3.2.1. Materijali
a) Jestiva biljna ulja

Prilikom ispitivanja oksidacijske stabilnosti koriStena su ekstra djevi¢anska maslinova ulja

Spanjolskih sorti Arbequina, Picual i Royal.
b) Antioksidansi

Ispitivanje utjecaja antioksidansa na odrzivost ili oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja provedeno je dodatkom prirodnih i sintetskih antioksidanasa te sinergista.
Koristeni antioksidansi su: ekstrakt ruzmarina (tip Oxy’Less®CS), ekstrakt zelenog caja,
eteri¢no ulje lavande, mjesavina tokoferola i propil galat (Slika 5.), dok su koriSteni sinergisti

limunska kiselina te kafeinska kiselina (Slika 6.).
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Ekstrakt ruzmarina (tip OxyLess® CS)

Oxy Less CS je prirodni ekstrakt dobiven iz listova ruzmarina (Romarinus officinalis L.). To je
prasak beZ boje proizveden u Francuskoj (tvrtka NATUREX). Udio karnosolne kiseline je 18 do
22 %, PF je veci od 12 %, suha tvar ekstrakta je od 92 do 98 %. U ispitivanju je upotrebljen u
udjelu 0,2 %.

Ekstrakt zelenog ¢aja

Ekstrakt zelenog caja je prirodni ekstrakt topljiv u vodi dobiven iz listova zelenog ¢aja (Camellia
sinensis L.) u obliku praska, a proizveden u Francuskoj (tvrtka NATUREX). Udio epigalokatehin
galata (EGCG) je nesto veci od 45 %, udio ukupnih polifenola je veci od 98 %, udio kofeina je

manji od 2 %, a udio katehina veéi od 80 %. U ispitivanju je upotrebljen u udjelu 0,2 %.
Etericno ulje lavande

Eteri¢no ulje lavande je bezbojno do blijedo Zuckaste ili Zu¢kasto-zelenkaste boje. U njegovom
kemijskom sastavu dominiraju linalil-acetat sa oko 50 % i linalol sa oko 40 %, ali je za njegovu
aktivnost vazno prisustvo i drugih, manje zastupljenih sastavnica. Primjerice, sadrzi i male

kolic¢ine kamfora. U ispitivanju je eteri¢no ulje lavande upotrijebljeno u udjelu 0,2 %.

Mjesavina tokoferola

MjeSavina tokoferola je Zuto do smede-crveno, bistro i viskozno ulje bez karakteristicnog
mirisa sa minimalnim udjelom tokoferola od 95 %. Sadrzi 0-15 % a-tokoferola, manje od 5 %
B-tokoferola, 55-75 % y-tokoferola i 20-30 % &-tokoferola. Topljiv je u lipofilnim otapalima
(npr. ulje) te je netopljiv u vodi. U ispitivanju je mjeSavina tokoferola upotrijebljena u udjelu

0,1 %.
Propil galat

Propil galat (E310) predstavlja sintetski antioksidans. To je propilni ester galne kiseline koja
predstavlja prirodni biljni fenolni spoj. Cesto se kombiniraju s TBHQ (E319), BHA (E320) i BHT
(E321) jer se njihovi antioksidacijski ucinci medusobno pojacavaju. U ispitivanju je

upotrijebljen u udjelu 0,01 %.
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Slika 5 Prikaz upotrijebljenih antioksidanasa s lijeva na desno: ekstrakt ruzmarina, ekstrakt zelenog
¢aja, etericno ulje lavande, mjesavina tokoferola, propil galat (Izvor: autor)

c) Sinergisti
Limunska kiselina

Limunska kiselina monohidrat (CéHsO7), bijela je kristalna tvar kiselog okusa koja je lako
topljiva u vodi. Proizvodac¢ je T.T.T d.o.o., Sveta nedjelja, Hrvatska. U ispitivanju je

upotrijebljena u udjelu 0,01 %.

Kafeinska kiselina

Kafeinska kiselina je organska hidroksicijamic¢na kiselina, odnosno fenolna kiselina. Predstavlja
zuckasti prah koji se nalazi u svim biljkama jer je kljuéni meduproizvod u biosintezi lignina. U

ispitivanju je upotrijebljena u udjelu 0,01 %.
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Slika 6 Prikaz upotrijebljenih sinergista s lijeva na desno: limunska kiselina, kafeinska kiselina (lzvor:
autor)

3.2.2. Metode

3.2.2.1. Odredivanje parametara kvalitete ulja
Odredivanje peroksidnog broja (Pbr)

Peroksidni broj je indikator svjezine, tj. uzeglosti ulja te njegovo odredivanje predstavlja jednu
od najceSce korisStenih metoda za ispitivanje primarnih produkata oksidacije. U ovom
istrazivanju peroksidni broj je odreden standardnom jodometrijskom metodom koja se temelji
na sposobnosti peroksida da oslobode jod iz otopine kalij jodida (Kl), koji se zatim odreduje
titracijom sa otopinom natrijevog tiosulfata (Na2S,03). Dobiveni rezultat je izrazen kao mmol

aktivnog kisika koji potjece iz nastalih peroksida prisutnih u 1 kg ulja (mmolO2/kg).

Postupak se provodi tako da se uzorak ulja otopi u smjesi ledene octene kiseline i kloroforma,
promijesa se te se smjesi doda Kl. Uzorak se muckanjem mijesa jednu minutu, a zatim se
razrijedi prethodno prokuhanom i ohladenom destiliranom vodom. Slijedi dodatak Skroba kao
indikatora pa se oslobodeni jod iz otopine Kl odreduje titracijom s Na;S,03 (Slika 7.). Istim

postupkom je provedena i slijepa proba, ali bez uzorka ulja.

Peroksidni broj iskazuje mL 0,002 M otopine NayS;0s3 koji je potreban za redukciju one kolicine

joda koju oslobodi 1 g masti ili ulja iz KI. Izracunava se prema sljedecoj jednadzbi:

Pbr = (V1—Vo) - 5/ m (mmol O2/kg)
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V1 - volumen otopine Na;S;03 (0,01 mol/L) utrosen za titraciju uzorka (mL);
Vo - volumen otopine Na;S;03 (0,01 mol/L) utrosen za titraciju slijepe probe (mL);

m - masa uzorka ulja (g).

L

Slika 7 Promjena boje prilikom titracije za odredivanje peroksidnog broja (lzvor: autor)

Odredivanje slobodnih masnih kiselina (SMK)

Masti i ulja sadrze odredenu koli¢inu SMK koje nastaju kao produkti hidroliticke razgradnje
triacilglicerola. Njihov udio ovisi o kakvoci sirovine, procesu prerade i uvjetima skladistenja te

se izrazava kao:
o kiselinski broj,
e kiselinski stupanj i
® % SMK (izrazen kao oleinska kiselina).

Navedene vrijednosti mogu se dobiti istim postupkom odredivanja te se mogu preracunati
jedna u drugu. SMK su u uzorcima maslinovog ulja odredivane primjenom standardne metode
prema normi HRN EN ISO 660:1996 pod nazivom Odredivanje kiselinskog broja i kiselosti
(HRN, 1996). Metoda se provodi titracijom ulja s otopinom natrijevog hidroksida c(NaOH) =
0,1 mol/L uz indikator fenolftalein (Slika 8.). Prethodno izvagani uzorak prelije se s neutralnom
smjesom etera i etanola te izmijeSa muckanjem. Udio SMK izrazen je kao % SMK odnosno kao

% oleinske kiseline:
SMK (% oleinske kiseline)=V-c-M/10-m

V - volumen otopine NaOH utrosSenog za titraciju uzorka (mL);
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3. Eksperimentalni dio

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

m - masa uzorka ulja (g).

Slika 8 Promjena boje prilikom titracije za odredivanje SMK (lzvor: autor)

Odredivanje vlage u ulju

Koli¢ina vlage u ulju se smatra jednim od pokazatelja kvalitete u biljnim uljima iz razloga Sto
njezina prisutnost u ulju moze dovesti do nepozeljnih hidrolitickih i senzorskih promjena.
Princip odredivanja vlage u ulju temelji se na isparavanju udjela vode i hlapljivih tvari
zagrijavanjem u susioniku pri tocno definiranim uvjetima. U prethodno osusenu i izvaganu
posudicu izvaze se uzorak, nakon ¢ega se staklena posudica s podignutim poklopcem i
uzorkom stavlja u susionik pri 103 °C na 2 sata. Posudica se tada zatvori s poklopcem i stavlja
u eksikator na hladenje do sobne temperature, nakon ¢ega se uzorak izvaze te ponovno s
podignutim poklopcem stavlja u suSionik 1 sat, hladi i vaze. Pri zagrijavanju na 103 °C dolazi
do gubitka mase (izrazen u %), a postupak se provodi do konstantne mase. Udio vlage u ulju

ra¢una se prema jednadzbi:

% vlage i isparljivih necisto¢a = m1—mz / m1—mo - 100
mo — masa prazne posudice (g);
m1 — masa posudice s uzorkom prije susenja (g);

m2 — masa posudice s uzorkom nakon susenja (g).
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3. Eksperimentalni dio

Odredivanje netopljivih necistoéa

Netopljive necistoée predstavljaju mehanicke necistoce u ulju, a mogu biti mineralne tvari ili
organski sastojci za koje je karakteristicno da se ne otapaju u organskim otapalima.

Karakteristi¢ne su za sirova biljna ulja te je njihova maksimalna dopustena vrijednost 0,05 %.

Udio netopljivih necistoéa u uzorcima odreduje se primjenom standardne metode (ISO
663:1992) temeljene na tretiranju uzorka odredenim organskim otapalom (n-heksan ili
petroleter). Dobivena otopina filtrira se kroz stakleni filter lijevak sa sinteriranim dnom uz
ispiranje taloga istim otapalom. Netopljivi talog koji zaostaje na filteru susi se do konstantne

mase i vaze. Udio netopljivih nedistoc¢a u ulju ra¢una se prema jednadzbi:
% netopljive necisto¢e = ma —m1 / mg - 100
mo — masa uzorka (g),
m1 — masa osusenog filter - lijevka (g),
my — masa filter - lijevka s necisto¢ama nakon susenja (g).
3.2.2.2. Odredivanje karakteristika za identifikaciju ulja
Odredivanje saponifikacijskog broja

Saponifikacijski broj je broj mg kalijevog hidroksida koji je potreban za potpunu saponifikaciju
slobodnih i esterski vezanih masnih kiselina u 1 g masti. Vrijednost saponifikacijskog broja je
konstanta karakteristi¢na za pojedina ulja, a ovisi i 0 molekulskim masama masnih kiselina koje
ulaze u sastav masti (veca je ako je molekulska masa manja i obrnuto). Na saponifikacijski broj
utje€u i neosapunjive tvari (strane primjese). Saponifikacija ulja ili masti provodi se pomocu
alkoholne otopine KOH, poznatog molariteta, a visak nevezanih hidroksida se tretira otopinom

klorovodicne kiseline poznatog molariteta. Saponifikacijski broj se izrazava prema jednadzbi:
Saponifikacijski broj (mg KOH/g) = (Vo — V1) - 28,1 m

Vo — volumen 0,5 M otopine HCl utroSeni za titraciju slijepe probe (mL);

V1 - volumen 0,5 M otopine HCl utroseni za titraciju uzorka (mL);

m — masa uzorka (g).

1 mL 0,5 M otopine HCl ekvivalentan je 28,1 mg KOH.
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3. Eksperimentalni dio

Odredivanje jodnog broja

Jodni broj ukazuje na nezasiéenost masti ili ulja, tj. na prisutnost nezasi¢enih veza masnih

kiselina u molekuli triglicerida. To je koli¢ina joda u gramima koja se veze na 100 g ulja ili masti.

Metoda odredivanja jodnog broja temelji se na vezanju joda na dvostruke veze masne kiseline.
Veca vrijednost jodnog broja znaci viSe NMK. Na ulje se djeluje smjesom halogena, a nakon
adicije se visak halogena odreduje titracijom sa Na;S;0s3. Uzorak se otopi u kloroformu te se
otopini doda otopina jodnog monobromida, promucka, zacepi i ostavi u tamnom prostoru
pola sata. Zatim se otopini doda Kl i prokuhana i ohladena destilirana voda i vrsi se titracija s
otopinom Na3S;03do pojave Zute boje pa se uzorku dodaje otopina Skroba i titrira do nastanka

plave boje. Jodni broj se izraCunava prema formuli:

Jodni broj (1.g/100g) = ((Vo - V1) - 0,01269 - 100)/c
Vo - volumen utrosene 0,1 M otopine NaxS,03 za titraciju slijepe probe (mL);
V1 —volumen utrosene 0,1 M otopine Na;S;0s3 za titraciju uzorka (mL);

c —masa ispitivanog uzorka (g).
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3. Eksperimentalni dio

3.2.2.3. Odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja

Priprema uzoraka za analizu

Uzorci koji sadrze praskaste ili krute antioksidanse pripremaju se tako da se izvaze odredena
masa antioksidansa, doda 40 g ulja te se uzorci zagriju na temperaturu od otprilike 65 °C
(maksimalno 70 °C) uz stalno mijeSanje 30 minuta. To su uzorci koji sadrze OxyLess CS, OxyLess
CS + limunska kiselina, OxyLess CS + kafeinska kiselina, ekstrakt zelenog ¢aja, ekstrakt zelenog
¢aja + limunska kiselina, ekstrakt zelenog ¢aja + kafeinska kiselina te propil galat. Nakon toga
uzorci se ohlade na sobnoj temperaturi i stavljaju u ventilacijski susionik (Binder) (Slike 9. i 10.)
na konstantnu temperaturu od 63 °C ¢ime zapocinje ispitivanje oksidacijske stabilnosti sa i bez

dodatka antioksidanasa i sinergista. Popis uzoraka prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3 Popis uzoraka za provodenje Oven testa

Uzorak

Maslinovo ulje

Maslinovo ulje Picual

Maslinovo ulje Royal

Arbequina
1 Ulje bez dodatka Ulje bez dodatka Ulje bez dodatka
) antioksidansa antioksidansa antioksidansa
2. Ulje + 0,2 % OxyLess CS Ulje + 0,2 % OxyLess CS Ulje + 0,2 % OxyLess CS
3 Ulje + 0,2 % OxyLess CS+ Ulje + 0,2 % OxyLess CS+ Ulje + 0,2 % OxyLess CS +
’ 0,01 % limunska kiselina 0,01 % limunska kiselina 0,01 % limunska kiselina
a Ulje + 0,2 % OxyLess CS+ Ulje + 0,2 % OxyLess CS+ Ulje + 0,2 % OxyLess CS +
) 0,01 % kafeinska kiselina 0,01 % kafeinska kiselina 0,01 % kafeinska kiselina
5. Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj
6 Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj + Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj + Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj +
) 0,01 % limunska kiselina 0,01 % limunska kiselina 0,01 % limunska kiselina
7 Ulje + 0,2 % zeleni ¢aj + Ulje + 0,2 % zeleni caj + Ulje + 0,2 % zeleni caj +
’ 0,01 % kafeinska kiselina 0,01 % kafeinska kiselina 0,01 % kafeinska kiselina
8 Ulje + 0,2 % etericno ulje  Ulje + 0,2 % etericno ulje  Ulje + 0,2 % etericno ulje
lavande lavande lavande
9 Ulje + 0,1 % mjesavina Ulje + 0,1 % mjeSavina Ulje + 0,1 % mjeSavina
) tokoferola tokoferola tokoferola
10. Ulje + 0,01 % propil galat  Ulje + 0,01 % propil galat  Ulje + 0,01 % propil galat
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3. Eksperimentalni dio

Slika 9 Pripremljeni uzorci u susSioniku za odredivanje oksidacijske stabilnosti (lzvor: autor)

Oven test pri 63 °C

Oksidacijska stabilnost maslinovih ulja Arbequina, Picual i Royal odredena je pomoc¢u Oven
testa na konstantnoj temperaturi od 63 °C. Test je izvoden tijekom 14 dana za maslinovo ulje
Arbequina, tijekom 17 dana za maslinovo ulje Picual te tijekom 10 dana za maslinovo ulje
Royal, uvijek u isto vrijeme dana. Tijekom izvodenja Oven testa uzorcima ulja je odredena
vrijednost peroksidnog broja. Uzroci su drzani ukupno 14 danaili 336 sati (Arbequina), 17 dana
ili 408 sati (Picual) te 10 dana ili 240 sati (Royal), u suSioniku. Rezultati Oven testa na 63 °C
prikazani su kao vrijednost peroksidnog broja [mmol O2/kg] u vremenskom intervalu od 336,

408, odnosno 240 sati.

Advantage-Lab

DREe

Slika 10 Susionik zagrijan na 63 °C (lzvor: autor)
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3. Eksperimentalni dio
3.2.2.4. Odredivanje sastava masnih kiselina metodom plinske
kromatografije s plameno-ionizacijskim detektorom (GC-FID)
Odredivanje sastava masnih kiselina u uzorcima ulja provedeno je metodom plinske
kromatografije sa plameno-ionizacijskim detektorom. Prije analize provedena je
transesterifikacija masnih kiselina u metilne estere masnih kiselina sa metanolnom otopinom
KOH prema postupku opisanom u Prilogu B Uredbe Komisije br. 796/2002 (EZ, 2002). Uzorci
ulja (1-2 kapi) pomijesani su sa 4 mL n-heptana, promijesani na vortex mijesalici 30 sekundi,
zatim je dodano 0,2 mL 2 mol/L metanolne otopine kalijevog hidroksida i ponovo promijesano
30 sekundi. Nakon odvajanja slojeva, gornji heptanski sloj koje sadrzi metilne estere masnih
kiselina profiltriran je kroz membranski filter veli¢ine pora 0,45 um u vijalicu. Tako pripremljeni
metilni esteri masnih kiselina analizirani su na plinskom kromatografu (Shimadzu GC-2010
Plus) opremljenom kapilarnom kolonom SH-FAMEWAX™ (Shimadzu, Kyoto, Japan) sljedecih
karakteristika: 30 m duljina kolone; 0,32 mm unutarnji promjer i 0,25 um debljina filma
nepokretne faze. Plin nosioc bio je dusik uz protok od 1,26 mL/min. Temperatura injektora
iznosila je 240 °C, a volumen injektiranog uzorka: 2 uL uz omjer cijepanja 1:100. Pocetna
temperatura kolone iznosila je 120 °C, nakon 5 minuta programirano je poveéavana do 220 °C
brzinom 5 °C/min koja je zadrZana narednih 20 minuta. Temperatura plameno-ionizacijskog
detektora postavljena je na 250 °C. Identifikacija odijeljenih masnih kiselina u uzorcima
analiziranih ulja provedena temeljem usporedbe vremena zadrzavanja s vremenima
zadrzavanja masnih kiselina u certificiranom referentnom materijalu (Supelco F.A.M.E. Mix
C4-C24) analiziranog pri istim uvjetima. Analiza uzoraka ulja provedena je u tri ponavljanja.
Udio masnih kiselina izrazen je kao postotak (%) pojedine masne kiseline u odnosu na ukupno
odredene masne kiseline (EZ, Komisija Europskih zajednica: Uredba KOMISIUE (EZ) br.
796/2002, 2002).
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4. Rezultati

Tablica 4 Osnovni parametri kvalitete i identifikacije ekstra djevicanskog maslinovog ulja sorte
Arbequina u usporedbi s maksimalnim dopustenim vrijednostima prema Pravilniku o uljima od ploda
i komine maslina (NN 7/2009)

Pravilnik o uljima od ploda i
Parametar kvalitete Rezultat komine maslina (maksimalne
vrijednosti)

Peroksidni broj Pbr

1,2 1
(mmol O,/kg) 26 0
Slobodne masne kiseline
. . . ,17 E
(izrazenih kao oleinska) (%) 0 08
Udio vlage (%) 0,11 0,4
Udio netopljivih necistoca (%) 0,19 0,05
Saponifikacijski broj
194 184 -1
(mg KOH/g ulja) 94,38 8 96
Jodni broj (gl./100g) 77,90 75-94

Tablica 5 Osnovni parametri kvalitete i identifikacije ekstra djevicanskog maslinovog ulja sorte Picual
u usporedbi s maksimalnim dopustenim vrijednostima prema Pravilniku o uljima od ploda i komine
maslina (NN 7/2009)

Pravilnik o uljima od ploda i
Parametar kvalitete Rezultat komine maslina (maksimalne
vrijednosti)

Peroksidni broj Pbr

(mmol 0,/kg) 1,74 10
Slobodne masne kiseline
(izraZenih kao oleinska) (%) 0,20 08
Udio vlage (%) 0,15 0,4
Udio netopljivih necistoca (%) 0,24 0,05
Saponifikacijski broj

1 184 -1
(mg KOH/g ulja) 94,46 84 -196
Jodni broj (gl./100g) 79,98 75-94
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Tablica 6 Osnovni parametri kvalitete i identifikacije ekstra djevicanskog maslinovog ulja sorte Royal
u usporedbi s maksimalnim dopustenim vrijednostima prema Pravilniku o uljima od ploda i komine
maslina (NN 7/2009)

Pravilnik o uljima od ploda i
Parametar kvalitete Rezultat komine maslina (maksimalne
vrijednosti)

Peroksidni broj Pbr

2 1
(mmol 0,/kg) 9 0
Slobodne masne kiseline
(izraZenih kao oleinska) (%) 0,17 08
Udio vlage (%) 0,12 0,4
Udio netopljivih necistoca (%) 0,077 0,05
Saponifikacijski broj
(mg KOH/g ulja) 191,19 184 - 196
Jodni broj (gl,/100g) 80,27 75-94

Tablica 7 Sastav masnih kiselina ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Arbequina

Masna kiselina % masne kiseline SD
C16:0 16,26 0,01
Cl6:1 1,23 0,00
C17:0 0,14 0,00
C17:1 0,27 0,00
C18:0 1,82 0,01
C18:1n9c+t 67,33 0,04
C18:2n6¢ 11,52 0,01
C18:3n3 0,61 0,01
C20:0 0,33 0,01
C20:1 0,24 0,01
C22:0 0,09 0,01
C24:0 0,19 0,01
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Tablica 8 Sastav masnih kiselina ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Picual

Masna kiselina

C16:0

Cl6:1

C17:0

C17:1

C18:0

C18:1n9c+t

C18:2n6¢

C18:3n3

C20:0

C20:1

C22:0

C24:0

% masne kiseline

12,50

0,93

0,04

0,07

2,49

78,56

3,40

0,73

0,32

0,21

0,10

0,67
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SD

0,03

0,00

0,00

0,00

0,01

0,01

0,01

0,00

0,01

0,00

0,00

0,00
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Tablica 9 Sastav masnih kiselina ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Royal

Masna kiselina

C16:0

Cl6:1

C17:0

C17:1

C18:0

C18:1n9c+t

C18:2n6¢

C18:3n3

C20:0

C20:1

C22:0

C24:0

% masne kiseline

11,86

0,82

0,04

0,06

2,61

77,02

5,65

0,87

0,30

0,24

0,08

0,48
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SD

0,18

0,02

0,01

0,00

0,01

0,13

0,10

0,01

0,01

0,00

0,01

0,03
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4. Rezultati

Tablica 10 Oksidacijska stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Arbequina sa i bez

dodatka antioksidansa i sinergista, odredena Oven testom na 63 °C

Koncentracija
Uzorci antioksidanas

a (%)

Maslinovo ulje
sorte -
Arbequina

OxyLess CS 0,2

OxyLess CS +

+

lim. kis. 0,2+0,01
OxylLess CS +
Kaf. kis. 9.2+0,01
Ekstraktv . 0,2
zelenog caja
Ekstrakt
zelenog caja + 0,2 +0,01
lim. kis.
Ekstrakt
zelenog caja + 0,2 +0,01
kaf. kis.
Etericno ulje 0,2
lavanda
Miegavi

jeSavina 01
tokoferola
Propil galat 0,01

da

26

1.dan

2,03

1,27

1,49

1,48

1,50

1,50

1,29

1,50

1,74

1,48

2.dan

2,97

1,76

1,73

1,72

2,02

2,00

1,75

2,21

2,67

1,75

dan

3,74

2,00

2,26

1,99

2,53

2,33

2,25

3,47

4,57

2,49

45

6. dan

5,05

2,24

2,48

2,00

2,58

2,79

2,40

4,00

4,90

2,77

dan

5,39

2,52

2,78

2,26

2,75

2,96

2,79

5,00

5,80

2,99

dan

5,83

2,78

2,86

2,50

2,81

3,06

2,93

5,51

6,57

3,24

Peroksidni broj Pbr (mmolO:/kg)

dan

6,58

2,96

3,00

2,75

3,75

3,39

3,23

7,05

7,96

3,92

10.
dan

7,25

3,16

3,03

2,93

3,87

3,78

3,69

8,03

8,95

4,13

11.
dan

8,12

3,45

3,20

3,00

4,44

4,50

4,59

8,38

10,53

4,84

14.
dan

11,85

4,00

4,06

3,33

5,80

5,86

5,97

9,90

12.92

4,90



4. Rezultati

Tablica 11 Oksidacijska stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Picual sa i bez dodatka
antioksidansa i sinergista, odredena Oven testom na

Koncentracija

Uzorci antioksidana
sa (%) 0.
da
n
Maslinovo sorte i
ulje Picual
OxyLess CS 0,2
Oxyless €S+ 454001
lim. kis.
OxyLess CS +
Kaf. kis. 9.2+0,01
1,7
Ika.strakt zelenog 0,2 4
caja
Ika.strak.t zelt?nog 0,2+0,01
caja + lim. kis.
Ika.strakt zelt?nog 0,2+0,01
Caja + kaf. kis.
Etericno ulje 0,2
lavande
Miegavi
jeSavina 01
tokoferola
Propil galat 0,01

dan

1,97

1,78

1,77

1,74

1,75

1,96

1,97

1,74

1,96

1,77

2.dan

2,52

1,98

2,01

1,74

1,97

2,00

1,97

1,80

2,21

2,01

63 °C

dan

3,00

2,04

2,26

1,99

2,52

1,97

2,48

2,99

2,96

2,44

46

Peroksidni broj Pbr (mmolO2/kg)

6. 7. 8. 9.
dan dan dan dan
3,40 4,23 4,50 4,78
2,24 2,51 2,56 2,82
2,49 3,00 3,16 3,42
2,25 2,52 2,57 2,56
2,70 3,21 3,22 3,96
2,26 2,52 3,00 2,46
2,60 2,99 2,73 3,24
3,22 3,52 4,00 4,23
3,47 450 4,62 5,37
2,53 3,25 3,47 3,66

10.
dan

5,03

3,72

3,94

3,20

4,42

4,07

3,71

4,59

3,75

3,96

11.
dan

5,64

4,05

4,25

3,61

5,18

4,46

4,35

4,81

6,04

4,00

dan

6,84

4,46

4,48

3,79

5,74

5,05

4,55

5,91

7,25

4,39

17.
dan

7,52

4,81

4,57

4,09

5,95

5,27

5,00

6,57

9,09

4,85



4. Rezultati

Tablica 12 Oksidacijska stabilnost ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Royal sa i bez dodatka
antioksidansa i sinergista, odredena Oven testom na 63 °C

Peroksidni broj Pbr (mmolO2/kg)

Koncentraci
. ja
Uzorci antioksidan
asa (%) 0
da.n 1.dan 2. dan 5. dan 6. dan 7. dan 8. dan 9. dan 10. dan

Maslinovo  ulje

. 3,80 4,46 7,75 8,12 8,29 8,80 9,86 10,66
Royal
OxyLess CS 0,2 3,30 3,75 4,06 4,23 4,55 4,46 4,50 4,55
E:VLESS CS+lim. 001 3,52 3,52 4,48 4,62 4,52 4,44 4,50 4,53
Ei:vless CS + kaf. 0,2 +0,01 3,45 3,49 4,25 4,37 4,61 4,17 4,01 4,32
::;:’akt zelenog 0,2 3,52 3,98 4,98 5,18 5,97 6,13 7,15 7,34

2,5

Ekstrakt zelenog ) 501 9 3,81 4,02 4,57 4,80 5,31 5,64 6,80 7,01
¢aja + lim. kis.
Ekstrakt zelenog ) 501 3,49 4,02 4,25 4,46 4,95 5,15 6,75 6,99
¢aja + kaf. kis.
EteriCno ulje 0.2 4,19 4,68 6,68 6,97 7,75 8,04 9,43 9,68
lavande
Mijesavina 0,1 3,68 4,46 6,59 7,18 7,84 8,54 10,51 11,34
tokoferola
Propil galat 0,01 3,73 3,68 4,00 4,51 4,62 I8 S 272
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Slika 11 Graficki prikaz utjecaja razlicitih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Arbequina nakon 14 dana provodenja Oven testa (63 °C)
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Slika 12 Graficki prikaz utjecaja razlicitih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevicanskog maslinovog ulja sorte Picual nakon 17 dana provodenja Oven testa (63 °C)
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4, Rezultati
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Slika 13 Graficki prikaz utjecaja razlicitih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku stabilnost ekstra
djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Royal nakon 10 dana provodenja Oven testa (63 °C)
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5. Rasprava

U ovom radu provedeno je istrazivanje sa ekstra djevi¢anskim maslinovim uljima Spanjolskih
sorti Arbequina, Picual i Royal. Prije pocetka ispitivanja odrzZivosti ili oksidacijske stabilnosti
ovih ulja analiti¢ki su odredeni osnovni parametri kvalitete i identifikacije ekstra djevi¢anskih
maslinovih ulja: peroksidni broj (Pbr), slobodne masne kiseline (SMK), udio vlage, udio
netopljivih necistoca, saponifikacijski broj te jodni broj. IzraCunate vrijednosti ovih parametara
prikazane su u Tablicama 4., 5. i 6. uz njihove maksimalne dopustene vrijednosti prema
Pravilniku o uljima od ploda i komine maslina (NN 7/2009). Osim udjela netopljivih necistoca,
dobivene vrijednosti, odnosno rezultati ispitivanja su u skladu s Pravilnikom. Udio netopljivih
necistocda iznosio je 0,19 % za Arbequinu, 0,24 % za Picual te 0,077 % za Royal, a maksimalna
dopustena vrijednost prema Pravilniku je 0,05 %. Udio krutih Cestica (netopljivih necistoéa)
mozZe se smanjiti raznim tehnoloskim operacijama poput filtracije, centrifugiranja i
produzenog taloZenja te se stoga moze zakljuciti da su sva tri ulja dobre kvalitete. Jodni broj
je iznosio 77,90 (g 12/100 g ulja) za Arbequinu, 79,98 (g 12/100 g ulja) za Picual te 80,27 (g |2/100
g ulja) za Royal, Sto znaci da su u skladu s dopustenim vrijednostima prema Pravilniku koja se
krece u rasponu od 75 do 94 (g 12/100 g). Vrijednost jodnog broja je konstantna vrijednost za
pojedina ulja. Ulje sorte Picual ima najvedi udio oleinske kiseline (78,56 %), ali i najmanji udi
linolne kiseline (3,40 % ) u odnosu na ulja sorte Arbequina i Royal. Najveéi udio zasi¢ene

palmitinske kiseline (16,26 %) ima ulje sorte Arbequina.

Sastav masnih kiselina ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja sorti Arbequina, Picual i Royal
odreden je separacijskom tehnikom plinske kromatografije te su rezultati prikazani u
Tablicama 7., 8. i 9. Iz dobivenih vrijednosti je vidljivo da sve tri sorte ekstra djevi¢anskih

maslinovih ulja imaju najvedi udio oleinske kiseline (C18:1n9c+t)

U Tablicama 10., 11. i 12., vidljivi su rezultati ispitivanja utjecaja dodatka prirodnih i sintetskih
antioksidanasa i sinergista na promjenu odrzivosti (oksidacijske stabilnosti) ekstra djevi¢anskih
maslinovih ulja Spanjolskih sorti. Oksidacijska stabilnost je odredena Oven testom pri 63 °C
tijekom 336 sati, odnosno 14 dana (Arbequina), 408 sati, odnosno 17 dana (Picual) te 240 sati,
odnosno 10 dana (Royal). Vrijednost Pbr mjerena je svaka 24 sata (izuzevsi vikende). Tri sorte
ulja imale su razlic¢itu oksidacijsku stabilnost, odnosno odrzivost Sto se ocituje u vrijednostima
peroksidnog broja. Oksidacijski najstabilnijim se pokazalo maslinovo ulje Picual jer je
vrijednost peroksidnog broja iznosila nakon 17. dana (240. sat) provodenja Oven testa 7,52

(mmolOy/kg). Ta vrijednost peroksidnog broja bila je znatno manja od maksimalno dopustene
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koja iznosi 10 (mmolO./kg). Najslabije odrzivim uljem od ove tri sorte se pokazalo maslinovo
ulje sorte Royal Ciji je peroksidni broj kontrolnog nakon provodenja Oven testa (10. dan)
premasio maksimalno dopustenu vrijednost 10 (mmolOy/kg). Sto se ti¢e maslinovog ulja sorte
Arbequina, pokazalo je dobru oksidacijsku stabilnost jer je peroksidni broj kontrolnog uzorka
premasio maksimalno dopustenu vrijednost tek 14. dana 11,85 (mmolO,/kg). Maslinova ulja
Spanjolskih sorti prema ovim vrijednostima pokazuju iznimno dobru otpornost prema
oksidacijskom kvarenju. Dodatkom pojedinih antioksidansa (i sinergista) moze se zakljuciti da
je Pbr u vedini slu€ajeva nizi u odnosnu na kontrolni uzorak Sto ukazuje na to da dodani
antioksidansi imaju odredenu zastitnu ulogu (usporavaju oksidacijsko kvarenje), odnosno

povedéavaju oksidacijsku stabilnost ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja ispitivanih sorti.

Dodatkom kombinacije antioksidansa ekstrakta ruzmarina tipa Oxy’Less®CS (0,2 %) i sinergista
kafeinska kiselina (0,01 %) postignuta je najveca efikasnost zaStite sve tri sorte ekstra
djevi¢anskog maslinovih ulja od oksidacijskog kvarenja. Nakon 10 dana (240 sati) testa
dobivena je znatno niza vrijednost Pbr 2,93 (mmol O2/kg) za Arbequinu; 3,20 (mmolO2/kg) za
Picual te 4,32 (mmolO/kg) za Royal u odnosu na Pbr kontrolnih uzoraka ulja. Koristenjem
ekstrakta ruzmarina tipa Oxy’Less®CS (0,2 %) kao samostalnog antioksidansa te ekstrakta
ruzmarina tipa Oxy’Less®CS (0,2 %) u kombinaciji sa sinergistom limunska kiselina (0,01 %),
ostvarena je podjednaka, takoder iznimno jaka zastita ulja od oksidacije. Malo losija, ali i dalje
prilicno visoka otpornost Spanjolskih sorti ulja prema oksidacijskom kvarenju postignuta je
dodatkom ekstrakta zelenog €aja kao samostalnog antioksidansa (0,2 %), ekstrakta zelenog
¢aja (0,2 %) u kombinaciji sa sinergistom limunska kiselina (0,01 %), ekstrakta zelenog ¢aja (0,2
%) u kombinaciji sa sinergistom kafeinska kiselina (0,01 %) te sintetskog propil galata (0,01 %)
kao samostalnog antioksidansa. Najmanje antioksidacijsko djelovanje u ovim sortama
maslinovih ulja pokazuje eteri¢no ulje lavande (0,2 %). Kod ulja ispitivanih sorti maslina,
dodatkom mjesavine tokoferola (0,1 %) nakon cjelokupno provedenog vremena Oven testa
dobivena je visa vrijednost Pbr u odnosu na Pbr kontrolnih uzoraka ulja. To znaci da mjeSavina

tokoferola kod koncentracije 0,1 % ne Stitit ulje od oksidacijskog kvarenja.
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6. Zakljucci

Na temelju rezultata dobivenih odredivanjem osnovnih parametara kvalitete i identifikacije
ulja te ispitivanjem utjecaja dodataka pojedinih antioksidanasa i sinergista na oksidacijsku
stabilnost ekstra djevicanskih maslinovih ulja Spanjolskih sorti Arbequina, Picual i Royal u

ovom diplomskom radu mogu se izvudi sljedeci zakljucci:

e Prema usporedbi rezultata osnovnih parametara kvalitete i identifikacije ulja s
Pravilnikom o uljima od ploda i komine maslina (NN 7/2009), utvrdeno je da su ekstra

djevicanska maslinova ulja sorti Arbequina, Picual i Royal dobre kvalitete.

e Sastav masnih kiselina pokazuje da ulje sorte Picual ima veci udio oleinske kiseline, a

manje linolne kiseline. Ulje sorte Arbequina ima veci udio zasiéene palmitinske kiseline.

e Nakon provodenja Oven testa pri 63 °C u vremenskim razdobljima od 14 dana ili 336
sati (Arbequina), 17 dana ili 408 sati (Picual) te 10 dana ili 240 sati (Royal) utvrdeno je
da ekstra djevi¢anska maslinova ulja Arbequina, Picual i Royal imaju dobru otpornost

prema oksidacijskom kvarenju.

e Medu tri ispitivane sorte ulja, najve¢u stabilnost prema oksidacijskom kvarenju
pokazalo je maslinovo ulje sorte Picual, a najmanju stabilnost prema oksidacijskom

kvarenju je pokazalo maslinovo ulje sorte Royal.

e Najveca efikasnost zastite sve tri sorte maslinovih ulja od oksidacijskog kvarenja
postignuta je dodatkom kombinacije antioksidansa ekstrakta ruZmarina tipa

Oxy’Less®CS (0,2 %) i sinergista kafeinska kiselina (0,01 %).

o Podjednaka, takoder iznimno jaka zastita sve tri sorte maslinovih ulja od oksidacije je
postignuta koriStenjem ekstrakta ruzmarina tipa Oxy’Less®CS (0,2 %) kao samostalnog
antioksidansa te ekstrakta ruZmarina tipa Oxy’Less®CS (0,2 %) u kombinaciji sa

sinergistom limunska kiselina (0,01 %).

e Malo losija, ali i dalje prilicno visoka otpornost sve tri sorte ulja prema oksidacijskom
kvarenju postignuta je dodatkom ekstrakta zelenog caja kao samostalnog
antioksidansa (0,2 %), ekstrakta zelenog ¢aja (0,2 %) u kombinaciji sa sinergistom
limunska kiselina (0,01 %), ekstrakta zelenog caja (0,2 %) u kombinaciji sa sinergistom
kafeinska kiselina (0,01 %) te sintetskog antioksidansa propil galata (0,01 %) kao

samostalnog antioksidansa.
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NajloSije antioksidacijsko djelovanje u ekstra djevicanskim maslinovim uljima

Arbequina, Picual i Royal pokazuje eteri¢no ulje lavande (0,2 %) .

Primjenom prirodnog antioksidansa mjesavine tokoferola (0,1 %) nije se postigla

zastita ovih ekstra djevi¢anskih maslinovih ulja od oksidacijskog kvarenja.

55



7.LITERATURA



7. Literatura

Alarcon de la Lastra C, Barranco MD, Motilva V, Herrerias JM: Mediterranean Diet and
Health: Biological Importance of Olive Qil. Current Pharmaceutical Design 7:933-950,
2001.

Aluyor EO, Ori-Jesu M: The use of antioxidants in vegetable oils — A review. African
Journal of Biotechnology 7:4836-4842, 2008.

Assmann KE, Adjibade M, Hercberg S, Galan P, Kesse-Guyot E: Unsaturated Fatty Acid
Intakes During Midlife Are Positively Associated with Later Cognitive Function in Older
Adults with Modulating Effects of Antioxidant Supplementation. Journal of Nutrition
148:1938-1945, 2018.

Barranco D, Rallo L: Olive Cultivars in Spain. HortTechnology 10:107-110, 2000.

Boskou D, Blekas G, Tsimidou M: Olive Oil Composition. U Olive Oil. AOCS Press,
Thessaloniki, 2006.

Corbo S: Tehnologija ulja i masti. Bemust, Sarajevo, 2008.

Dimi¢ E, Turkulov J: Kontrola kvalitete u tehnologiji jestivih ulja. Tehnoloski fakultet,
Novi Sad, 2000

Esteki M, Ahmadi P, Vander Heyden Y, Simal-Gandara J: Fatty Acids-Based Quality
Index to Differentiate Worldwide Commercial Pistachio Cultivars. Molecules 24:58,
2018.

Gunstone FD: Composition and properties of edible oils. U Edible oil processing, second
edition. WileyBlackwell, Chennai, 2013.

Gunstone FD: The Chemistry of Oils and Fats. Blackwell Publishing, UK, 2004.

Hrvatski zavod za norme: Zivotinjske i biljne masti i ulja - Odredivanje kiselinskog broja
i kiselosti. HRN EN SO 660:1996.

Kantoci, D: Maslina — pregledni rad. Glasnik zastite bilja 6:4-14, 2006.

Kim J, Kim DN, Lee SH, Yoo SH, Lee S: Correlation of fatty acid composition of vegetable
oils with rheological behaviour and oil uptake. Food Chemistry 118:398-402, 2010.

Koprivnjak O: Djevicansko maslinovo ulje. MIH, Pore¢, 2006.

Liu Y, Yang Y, Hui HU, Liu H, Shi A, Liu L: Advance in flavor compounds analysis and
flavor-enhancing technology of peanut oil. China Oils Fats 42:30-34, 2017.

Llorent-Martinez EJ, Ortega-Barrales P, Fernandez-de Cordova ML, Dominguez-Vidal A,
Ruiz-Medina A: Investigation by ICP-MS of trace element levels in vegetable edible oils
produced in Spain. Food Chemistry 127:1257-1262, 2011.

Miljevi¢, D: Proizvodnja maslinovog ulja. Zavrsni rad. Prehrambeno-tehnoloski
fakultet, Osijek, 2010.

Ministarstvo poljoprivrede: Pravilnik o jestivim uljima i mastima, Narodne novine
11/19, 2019.

57



7. Literatura

Ministarstvo poljoprivrede: Pravilnik o uljima od ploda i komine maslina, Narodne
novine 7/2009, 2009.

NN 81/08. Ministarstvo zdravstva o socijalne skrbi uz sukladnost ministarstva
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja. Pravilnik o prehrambenim aditivima.

Ostri¢ - Matijasevi¢ B, Turkulov J: Tehnologija ulja i masti. Tehnoloski fakultet, Novi
Sad, 1980.

Puch F, Samsonvilleger S, Guyonnet D, Blachon JL, Rawlings AV, Lassel T: Consumption
of functional fermented milk containing borage oil, green tea and vitamin E enhances
skin barrier function. Experimental Dermatology 17:668—674, 2010.

Rade D., Mokrovéak Z., Strucelj D.: Priru¢nik za vjezbe iz kemije i tehnologije lipida,
Durieux, Zagreb, 2001.

Vossen, P: Olive Qil: History, Production, and Characteristics of the World’s Classic Qils.
HortScience 42:1093-1100, 2007.

Wijerante SKS, Amarowicz R, Shahidi F: Antioxidant Activity of almonds and Their By -
products in Food Model Systems. Journal of the American Oil Chemists Society 83,
2006.

Yanishlieva NV, Marinova EM: Stabilisation of edible oils with natural antioxidants.
European Journal of Lipid Science and Technology 103, 2001.

Yi JY, Kim HJ, Chung MS: Manufacture of low-benzo(a)pyrene sesame seed (Sesamum
indicum L. oil using a self-designed apparatus. PloS One 12:3-20, 2017.

Zhang G, Weisheng XU, Liu J, Liu Y, Wang X: Application of flavor finger-printing
technology in identification of vegetable oil. China Oils Fats 37:65-68, 2012.

Zhou Y, Zhao W, Lai Y, Zhang B, Zhang D: Edible Plant Oil: Global Status, Health Issues,
and Perspectives. Frontiers in Plant Science 11:1315, 2020.

58






