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1. UvOD

Oksidacija lipida glavni je uzrok kvarenja jestivih ulja. Uzrokuje gubitak nutritivne
vrijednosti a dolazi i do nastanka nepozeljne boje i okusa a mogu se formirati i toksi¢ne
komponente $to ulje ¢ini neprihvatljivim za konzumiranje. Oksidacijska stabilnost ulja se
moze definirati kao otpornost na oksidaciju tijekom prerade i skladiStenja ulja. Poznavanje
oksidacijske stabilnosti ulja je vazno kako bi se mogao unaprijed odrediti rok trajanja ulja.
Postoje razli¢ite metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja a najcesce se temelje na
namjerno izazvanoj ubrzanoj oksidaciji ulja pod utjecajem temperature i zraka te mjerenjem
porodukata oksidacije (primarnih ili sekundarnih). U novije vrijeme sve se viSe Koristi
Diferencijalna motridbena kalorimetrija (eng. differential scanning calorimetry - DSC). DSC
metoda spada u skupinu termoanalitickih metoda, omoguéuje odredivanje mnogobrojnih
svojstava ulja medu kojima je i oksidacijska stabilnost ulja. DSC metoda se moze koristiti kao
metoda za procjenu oksidacijske stabilnosti, ocjenu kvalitete jestivih ulja tijekom rafiniranja i
predvidanje roka trajanja ulja. Njezina prednost pred drugim metodama je sto DSC metoda
zahtijeva manju koli¢inu uzorka, brza je i ne koristi kemikalije ili otapala. Cilj ovog rada je
optimizirati uvjete DSC metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja. Optimirane su
izotermalna i ne-izotermalna (dinamicka) DSC metoda za odredivanje oksidacijske stabilnosti

ulja. A za razvoj i optimiranje metode koristeno je ekstra djevicansko maslinovo ulje.



2. TEORIJSKI DIO
2.1.OKSIDACIJSKA STABILNOST ULJA

Oksidacijska stabilnost jestivih ulja predstavlja vrijeme kroz koje se ulja mogu sacuvati
od oksidacijskih promjena. Hoce li proces oksidacije nastupiti brze ili sporije ovisi o sastavu
ulja tj. o sastavu masnih kiselina u ulju i njihovom stupnju zasi¢enosti, rasporedu masnih
kiselina u molekuli triglicerida, vrsti ulja, uvjetima ¢uvanja, te prisutnosti sastojaka koje
utjeCu na stabilnost ulja (Moslavac i sur., 2009; Dimi¢ i Turkulov, 2000). Za poboljsanje
stabilnosti ulja koriste se razliciti ili prirodni ili sintetski spojevi koji usporavaju kvarenje ulja
koje zovemo antioksidansi (Dimi¢ i Turkulov, 2000). To mogu biti razli¢iti fenolni spojevi
(polifenoli), steroli, tokoferoli (vitamin E) i dr. (Zaneti¢ i Gugié, 2005). Oksidacijska
stabilnost je vazna prilikom skladistenja ulja kako bi znali definirati rok trajanja ulja i kako bi

znali odrediti vrijeme ¢uvanja ulja bez promjene njegove kvalitete (Moslavac i sur., 2009).

2.1.1. Oksidacija

Oksidacija ulja je naj¢e$¢i problem koji utjeCe na kvalitetu jestivih ulja, jer je uzrok
velikih promjena njihovih svojstava (Velasco i Dobarganes, 2002; Moslavac i sur., 2009). Za
procese oksidacije neophodan je kisik (Kraj¢inovié, 1951), ali postoje i druge tvari koje utjecu
na reakcije oksidacije, kao svjetlost, ionizacijsko zracenje, prisutnost metala i temperatura i

dr. (Zaneti¢ i Gugié, 2005).

2.1.1.1. Autooksidacija

Autooksidacija je najcesc¢i oblik oksidacije. Autooksidacija lipida ukljucuje napad kisika
na alilnu poziciju $to dovodi do stvaranja hidroperoksida koji se raspadaju na slobodne
radikale. Slobodni radikali reagiraju s nezasicenime masnim kiselinama koje su sklonije
autooksidaciji. Brzina oksidacije ovisi 0 stupnju nezasi¢enosti masnih Kkiselina i raste s
povecanjem broja dvostrukih veza unutar molekule masne kiseline (Madhujith i Sivakanthan,
2019).

Proces autooksidacije ima tri faze: fazu inicijacije, propagacije i terminacije (Choe i Min,
2006).



U prvoj fazi ili fazi inicijacije dolazi do reakcije kisika s nezasi¢enim masnim kiselinama
u molekuli triglicerida i nastaju slobodni radikali. Slobodni radikali dalje reagiraju sa drugim
masnim kiselinama i tako stvaraju nove radikale, time dolazi do ubrzanja procesa zbog niza
lancanih reakcija. U ovoj fazi oksidacije nastaje mala koncentracija produkta koja ne djeluje

na prehrambenu vrijednost ili organolepticka svojstva (Ergovi¢ Ravanci¢, 2017).

U fazi propagacije reakcija se nastavlja, pri ¢emu radikali i dalje reagiraju s Kisikom, a
nastaju slobodni radikali peroksida i hidroperoksida. Hidroperoksidi se zbog svoje
nestabilnosti raspadaju na slobodne radikale RO- i -OH. Novonastali slobodni radikali

pokreéu niz novih lan¢anih reakcija (Broadbent i Pike, 2003).

U zavr$noj fazi tj. u fazi terminacije, nastali slobodni radikali medusobno reagiraju u
neaktivne polimere (R-R, ROOR). Njihovim nastajanjem se usporava, odnosno zavrSava
proces oksidacije (Ergovi¢ Ravanci¢, 2017). Faze autooksidacije i njihove reakcije se mogu

vidjeti na slici 1.

Primarni produkti autooksidacije su hidroperoksidi, a sekundarni produkti nastaju
razgradnjom hidroperoksida kao $to su naprimjer aldehidi, ketoni, kiseline, alkoholi i dr. Oni
daju neugodan i uzegnut miris i okus uljima iako ih ima u malim koncentracijama. Kao §to je
ranije napomenuto, kisik napada nezasi¢ene masne kiseline koje su reaktivnije i podloZnije
oksidaciji od zasi¢enih masnih kiselina. Zato polinezasiCene masne kiseline smatramo

klju¢nim komponentama u procesu oksidacije (Shahidi, 1997).



a) Inicijacija

RH+02 —» R + HOO

masna kiselina slobodni radikali

b) Propagacija

R " +02 —» ROO
ROO" +RH —— ROOH + R~
ROOH —— RO + 'OH

hidroperoksid slobodni radikali

c) Terminacija
R+R — R-R
R "+ ROO" ——» ROOR
ROO" + ROO" ——» ROOR

medusobne reakcije polimeri
slobodnih radikala

Slika 1. Faze autooksidacije (Ergovi¢ Ravancéic, 2017)

2.1.1.2.Fotooksidacija

Fotooksidacija je vrsta autooksidacijskog kvarenja. Fotooksidacija u ulju se dogada zbog
prisustva klorofila. U slucajevima kada je ulje izlozenu svjetlu, Klorofil djeluje kao
prooksidans i odgovoran je za formiranje pobudenog Kisika $to doprinosi ubrzanju reakcija
autooksidacije. Ali ako je ulje u mraku, pigment klorofil donira vodik slobodnim radikalima i
ponasa se kao antioksidans. Zbog toga je ulje, posebno ulja bogata klorofilom, potrebno

Cuvati i skladistiti u primjerenoj ambalazi i u mraku (Mishra i sur., 2018).

2.1.1.3.Termooksidacija

Do termooksidacije dolazi zbog djelovanja visoke temperature, vise od 150 °C.
Termooksidacija se odvija uz prisustvo vodene pare i zraka. Proces ovisi 0 temperaturi,
vremenu izloZenosti ulja tim visokim temperaturama 1 o vrsti ulja. Prisustvo

termooksidacijskih promjena se dokazuje osim fizikalnim i vidljivim svojstvima ulja i



kemijskim svojstvima. Nakon odredenog vremena na poviSenim temperaturama u ulju
nastaju, osim produkta oksidacije, produkti termooksidacije kao ciklicke masne kiseline,

dimeri i polimeri masnih kiselina, triglicerola i dr. (Vidyasagar i sur., 1974.).

2.2.UTJECAJ SASTAVA ULJA NA OKSIDACIJSKU STABILNOST

Ulja se sastoje od gliceridnog dijela ili osapunjivog dijela i negliceridnog dijela ili
neosapunjivog dijela. Gliceridni dio ¢ine uglavnom trigliceridi i slobodne masne kiseline, a
ne-gliceridni dio ¢ini preko dvjesto spojeva razli¢itih struktura, poput alifatskih i triterpenskih
alkohola, ugljikovodika, sterola, hlapljivih spojeva, karotenoida, fenolnih spojeva i dr.
(Pejovi¢, Barbari¢ i Jakobusi¢, 2014).

2.2.1. Sastav masnih kiselina

Otpornost na oksidaciju ulja primarno odreduje sastav masnih kiselina i polozaji masnih
kiselina u glicerolskoj okosnici. Ulja koja imaju ve¢i udio nezasi¢enih masnih kiselina brze
oksidiraju od ulja koja imaju manji udio nezasi¢enih masnih kiselina. Kako se stupanj
nezasicenosti masnih kiselina povecava, povecava se i brzina oksidacije. Osim toga, kako se
povecéava stupanj nezasic¢enosti masnih kiselina, nagomilavaju se primarni produkti oksidacije
(Madhujith i Sivakanthan, 2019). Xu i sur. (2015) proucavali su oksidacijsku stabilnost ulja
kamelije nakon przenja krumpira usporeduju¢i ga s palminim uljem i uljem kikirikija i
objavili su da ulje kamelije ima najvecu oksidacijsku stabilnost, zatim slijedi palmino ulje,
dok ulje kikirikija ima najmanju oksidacijsku stabilnost. Zakljucili su da vazni ¢imbenici Koji
utjeCu na oksidacijsku stabilnost ulja su sastav masnih kiselina i sadrzaj tokoferola. Ulje
kamelije sadrzi najveé¢i udio mononezasic¢enih masnih kiselina. Jednostruko nezasi¢ene masne
kiseline relativno su stabilne i manje reaktivne u reakcijama oksidacije od polinezasi¢enih
masnih kiselina. Iako je sastav masnih kiselina ulja glavni ¢imbenik koji odreduje
oksidacijsku stabilnost ulja, oksidacijska stabilnost ulja ovisi o jo$ nekoliko drugih ¢imbenika
(Madhujith i Sivakanthan, 2019).



2.2.2. Fenoli

Fenolni spojevi nalaze se u vrlo malim kolicinama u uljima i mastima, izuzev
djevi¢anskog maslinovog ulja kod kojeg imaju znacajan utjecaj na oksidacijsku stabilnost
(Zaneti¢ i Gugié¢, 2006). Glavna karakteristika fenolnih spojeva je njihovo antioksidacijsko
djelovanje. Time, osim na stabilnost ulja, utjeCu i na prehrambena i bioloska svojstva.
Djevi¢ansko maslinovo ulje ima vrlo specifican sastav fenolnih spojeva od kojih su
sekoiridoidi glavna skupina prisutnih fenolnih spojeva. Sekoiridoidi su spojevi specifi¢ni
samo za maslinovo ulje. Uz to §to su snazni antioksidansi, djeluju antimikrobno i antivirusno.
Uz oleuropein kao predstavnik sekoiridoida, vazni su i fenolni alkoholi tirosol i
hidroksitirosol koji zajedno daju karakteristiCan gorak i pikantan okus djevic¢anskog
maslinovog ulja (Zaneti¢ i Gugi¢, 2006; Bakari¢, 2008). Jo$ jedno ulje koje pokazuje veliku
oksidacijsku stabilnost je sezamovo ulje. To je posljedica prisutnosti lignana i tokoferola.
Dominantni spoj lignana je sezamin, slijede¢i je sezamolin. Iako je sezamin dominantan,
spojevi sezamol i sezaminol su pokazali vecu antioksidacijsku aktivnost. Sezamol djeluje kao

antioksidans i na svjetlu i u mraku (Choe i Min, 2006).

2.2.3. Tokoferoli

Tokoferoli su jedni od vaznijih antioksidansa prisutnih u jestivom ulju. Udio tokoferola u
jestivim uljima odreduje sorta, nacin proizvodnje i skladiStenje ulja. Tako se rafinacijom ulja
smanjuje udio tokoferola. Slobodni radikali mogu reagirati sa nezasi¢enim masnim kiselinama
ili s tokoferolima, no s tokoferolima reagiraju puno brze. Jedna molekula tokoferola moze
zatititi od 10° do 10° molekula polinezasi¢enih masnih kiselina. Tokoferoli mogu prenijeti
svoj atom vodika na slobodni radikal i inaktivirati ga. Najvisu antioksidacijsku aktivnost ima
o-tokoferol, a slijede ga vy-, B- i o-tokoferol. Optimalna koncentracija tokoferola kao
antioksidansa ovisi o njihovoj oksidacijskoj stabilnosti; $to je oksidacijska stabilnost
tokoferola niza, to je i njihova optimalna koncentracija niza. No su prisutni u visokim
koncentracijama u biljnim uljima mogu djelovati i kao prooksidansi. Najvecu prooksidacijsku

aktivnost pokazao je a-tokoferol, a slijede ga y- i -tokoferol (Choe i Min, 2006).



2.2.4. Steroli

Steroli pripadaju skupini fitosterola. Najvazniji fitosterol je  — sitosterol koji ima vaznu
bioloSku ulogu jer smanjuje apsorpciju viska kolesterola u crijevima. Steroli isto tako imaju

ulogu prirodnih antioksidansa i inhibitora oksidacije ulja(Zaneti¢ i Gugié, 2006).

2.2.5. Klorofil

Klorofil je pigment kojega se moze uobicajeno nac¢i u jestivom ulju. Uglavnom se
uklanjaju tijekom prerade ulja, posebno u procesu bijeljenja. Klorofili i produkti njihove
razgradnje, feofitini 1 feoforbidi, u prisutnosti svjetla potpomazu u stvaranju kisika, te
ubrzavaju oksidaciju ulja. lako su klorofili jaki prooksidansi pod svjetlom, oni djeluju kao

antioksidansi u mraku, doniraju¢i vodik slobodnim radikalima (Choe i Min, 2006).

2.2.6. Karotenoidi

Karotenoidi spadaju u tetraterpenske nezasi¢ene ugljikovodike. Dijele se u dvije skupine:
karotenoide i ksantofile. Najvazniji karotenoidi su 3 — karoten, likopen i ksantofil (oksidirani
derivat karotena) (Zaneti¢ i Gugié¢, 2006). Karotenoidi, a posebno p — karoten, itite ulje od
fotooksidacije. Pri nedostatku svjetla karotenoidi i njegovi oksidirani derivati se mogu

ponasati kao prooksidansi (Velasco i Dobarganes, 2002).

2.2.7. Metali

Sirovo ulje moze sadrzavati metale poput zeljeza ili bakra (Choe i Min, 2006). Ti metali
mogu do¢i u ulje putem gnojiva i tla ili onecis¢enjem opreme za preradu i skladiStenje ulja
(Velasco i Dobarganes, 2002). Rafinacijom se njihov udio u ulju smanjuje. Jestiva ulja
proizvedena bez rafiniranja, kao §to su ekstra djevicansko maslinovo ulje 1 sezamovo ulje,
sadrze relativno velike koli¢ine tih metala (Choe i Min, 2006). loni metala tijekom promjene
oksidacijskog stanja prenose jedan elektron i time poti¢u stvaranje slobodnih radikala, koji

dalje Stetno utjecu na oksidacijsku stabilnost ulja (Velasco i Dobarganes, 2002).



2.2.8. Fosfolipidi

Sirova ulja sadrze fosfolipide, ali veéina njih se uklanja refinacijom. Fosfolipidi djeluju
kao antioksidansi i prooksidansi ovisno o njihovoj koncentraciji i prisutnosti metala (Choe i
Min, 2006). Fosfolipidi imaju sposobnost inaktiviranja metala tako da ih keliraju (Velasco i
Dobarganes, 2002). Osim toga, ako se u ulju nalaze fenolni spojevi i tokoferoli zajedno mogu
djelovati kao antioksidansi (Velasco i Dobarganes, 2002). S druge pak strane, fosfolipidi se
sastoje od hidrofilne i hidrofobne skupine. Hidrofilne skupine fosfolipida su okrenute prema
povrsini ulja, a hidrofobne skupine prema unutrasnjosti ulja. Fosfolipidi smanjuju povrsinsku
napetost jestivog ulja i povecavaju brzinu difuzije kisika s povrSine u ulje ¢ime se ubrzava
oksidacija (Choe i Min, 2006). Pri visokim temperaturama mogu uzrokovati pjenjenje,
tamnjenje i smanjiti rok trajanja ulja, ali ako se u ulju nalaze u niskim koncentracijama
(<0,01%) nema takav Stetni ucinak na ulje i zapravo moze poboljsati stabilnost ulja kod

przenja (Velasco i Dobarganes, 2002).

2.3. METODE ZA ODREDPIVANJE OKSIDACIJSKE STABILNOSTI

Metode koje se koriste za odredivanje oksidacijske stabilnosti temelje se na namjerno
izazvanoj ubrzanoj oksidaciji ulja pod utjecajem temperature i zraka. Za stabilnost ulja uzima
se vrijeme (sati) potrebno da uzorak postigne odredenu vrijednost peroksidnog broja.
Najcesce metode koje se primjenjuju su: Oven test ili Schaal oven test, Swift test ili AOM test
i Rancimat test (Dimi¢ i Turkulov, 2000). U novije vrijeme se koristi i Diferencijalna

motridbena kalorimetrija ili Differential scanning calorimetry (DSC).

2.3.1. Oven test ili Schaal oven test

Ovo je jedna od najjednostavnijih 1 najstarijih metoda za odredivanje oksidacijske
stabilnosti ulja. Uzorci se zagrijavaju na temperaturu od 60 ili 63 °C u suSioniku ili
termostatu. Zatim se prati porast peroksidnog broja u odredenim vremenskim razmacima ili se
gledaju senzorske promjene koje nastaju procesom oksidacije. Rezultati se izrazavaju kao

vrijednost peroksidnog broja nakon odredenog broja dana (obi¢no Cetiri dana za jestiva ulja)



pri odredenoj temperaturi. Izrazava se 1 kao vrijeme u danima kada se pojavila uzeglost na

senzorskim ispitivanjima (Dimi¢ i Turkulov, 2000).

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

U ovoj metodi uzorci se zagrijavaju na 98 °C i kroz njih prolazi struja kisika u Swift
aparatu. Uzorcima se u odredenim vremenskim razmacima odreduje peroksidni broj.
Peroksidni broj se naj¢esce odreduje do 5 mmol O,/kg jer je to granica pri kojoj se jestiva ulja
mogu Koristit za prehranu. Kvalitetna ulja moraju nakon 8 sati Swift testa imati peroksidni
broj manji od 5 mmol O,/kg (Rade i sur., 2001).

2.3.3. Rancimat metoda

Metoda koja se koristi Rancimat uredajem i temelji se na odredivanju vremena
maksimalne promjene brzine oksidacije. Mjeri se povecanje vodljivosti destilirane vode u
kojoj se otapaju produkti oksidacije. Uzorak se propuhuje strujom vruceg zraka. Na temelju
promjene provodljivosti destilirane vode radi se krivulja oksidacijske stabilnosti. Tocka
infleksije predstavlja indukcijsko vrijeme i oksidacijsku stabilnost uzorka. Dakle $to je

indukcijsko vrijeme dulje ulje ima vecu oksidacijsku stabilnost (Laubli i Bruttal, 1986).

2.3.4. Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DSC)

Jedna od najstarijih analiza je toplinska analiza. Ljudi su kroz povijest znali koristiti
jednostavne testove s toplinom kakao bi odredili da li su neki materijali lazni ili ne. Nakon
puno godina istrazivanja i razvoja, toplinska analiza se proSirila na jo§ puno drugih

istrazivanja i na puno drugih polja primjene (Almoselhy, 2020).

Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DSC) najraSirenija je toplinska tehnika koja je
jednostavna 1 brza, koja moZe pruziti mnostvo informacija o materijalu. Ima Siroku primjenu
koja ukljucuje hranu, farmaceutske proizvode, plastiku i polimere, keramiku, proteine,
zapravo skoro bilo koji materijal. Diferencijalni skenirajuéi kalorimetar je temeljni uredaj u
ovoj analizi. Koristi se u razli¢itim industrijama od farmaceutskih do prehrambenih

proizvoda. Najveca prednost DSC-a je brzina i lako¢a metode i laka uocljivost prijelaza u



materijalima (Almoselhy, 2020). Pomo¢u DSC metode mozemo odrediti razne fazne prijelaze
(taljenje, isparavanje, sublimacija, kristalizacija), razna termofizicka svojstva materijala
(tocka taljenja, specific¢ni toplinski kapacitet) i analize sastava materijala (Hohne i sur., 2013).
Jos jedan od razloga zasto je DSC metoda poZeljna je raspon temperatura koji pomaze pri
kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi, a on se kre¢e od -70 °C do 600 °C. (Leyva-Porras i sur.,
2020).

2.3.4.1.Princip rada DSC-a

U DSC analizi se mjeri promjena energije do koje dolazi kada se uzorak zagrijava, hladi
ili pak temperira na zadanoj temperaturi, zajedno s temperaturom na kojoj se promjene
dogadaju. Promjena energije omogucuje korisniku da pronade i kvantitativno izmjeri prijelaze
koji se dogadaju u uzorku i da zabiljezi temperaturu na kojoj se dogadaju, te ga tako
karakterizira (Almoselhy, 2020). Postoje dvije vrste DSC uredaja, to su DSC toplinskog toka i
DSC kompenziranog toplinskog toka. Kod DSC toplinskog toka mjeri se signal promjene
temperature izmedu uzorka kojeg ispitujemo i referentnog uzorka (ve¢inom obicni Cisti metali
ili safir). Razlika je proporcionalna protoku toplinskog toka izmedu dva uzorka ¢ija vrijednost
se dobije pomocu odredenog softvera. Za razliku od DSC toplinskog toka kompenzacijski
DSC sastoji se od dva identi¢na i izolirana grijaca koja griju na istu temperaturu. Na jedan
grijaC se stavlja uzorak koji ispitujemo, a na drugi referentni uzorak. Tijekom reakcije u
uzorku dogadaju se promjene temperature, promjenom temperature varira elektricna energija
koja je dovedena grijacu, ona je izravno proporcionalna apsorbiranoj toplini (Wierzbicka-
Miernik, 2012). Protok energije u ili iz uzorka gledaju se kao funkcija vremena ili temperature
I obi¢no se prikazuje kao mW na y — 0si. Imaju¢i na umu da je mW jednak mlJ/s moZemo reci
da je ovo doslovno protok energije u jedinici vremena. Protok topline moze biti dvojak: jedan
je endoterman i usmjerava krivulju prema dolje, a drugi je egzoterman i usmjerava krivulju
prema gore. Razlog tome je Sto endotermne reakcije uzimaju energiju odnosno rezultiraju
negativnom temperaturnom razlikom, dok egzotermne reakcije ispustaju energiju odnosno
rezultiraju pozitivnom temperaturnom razlikom. Iz ovih saznanja analiticar moze lakse
identificirati raspon razliitih prijelaza koji se dogadaju kada uzorak grije ili hladi

(Almoselhy, 2020).
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2.3.4.2.Upotreba DSC metode za proucavanje oksidacije lipida

Vazna karakteristika oksidacijskih reakcija je njihov egzotermni ucinak. Oslobodena
toplina se pomocéu DSC-a moZe mjeriti izotermno ili ne-izotermno. Toplina oslobodena iz
uzorka se usporeduje sa toplinom referentne (prazne) posude zagrijavane jednakom brzinom
kao 1 uzorak. Kada dode do oksidacije uzorka, toplina koju on ispusta je proporcionalna
toplini koju uredaj zabiljeZi u obliku pika. Toplina koju oslobada oksidirano ulje biljezi se na
grafu, signal protoka topline na y-os, a funkcija temperature na x-0s kao S§to je prikazano na
slici 2.. Slika 2. pokazuje idealan graf ne-izotermalne oksidacije ulja sa svim reakcijama
oksidacije koje se dogadaju u pojedinom trenutku tijekom snimanja termograma (Saldafia i
Martinez-Monteagudo, 2013).

G 2 - . "
Vrijeme indukcije o ROO" + ROO" ——— ROOR + O,
Teestiiiaci®. RO’s R* —————> R-OR

A
s wnaae

/ ROO™+ R ——————> Stabilni produkti

R*+ R® ———— R-R (dimers)

Protok

topline R-H +I'—— R*+ I-H

Propagacija
( l ) Inicijacija

N_

Formiranje radikala

\Se—  R*+O,— ROO*

ROO® + R-H ———— ROOH +R*

e T Bazna linija

Homoliza 5
A-B ——p |

Temperatura

Slika 2. ldealan graf ne-izotermalne oksidacije ulja (Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013)

Na pocetku termograma je jedno razdoblje u kojem se nista ne dogada sa signalom, to je
podrucje koje se naziva vrijeme indukcije. To je razdoblje kada ne dolazi do oksidacije ulja,
odnosno kad su te reakcije inhibirane antioksidansima. Sto je to razdoblje duze smatra se da je
ulje oksidacijski stabilnije. Tocka u kojoj se signal pocinje povecavati smatra se krajem
vremena indukcije koja je ujedno i pocetak faze inicijacije. Ova faza je kratka. Radikali
nastali tijekom tog vremena reagiraju sa nezasi¢enim masnim kiselima. Produkti reakcije su

nestabilni hidroperoksidi koji dalje ubrzavaju oksidaciju. S povecanjem brzine reakcije
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oksidacije, DSC dobije signal protoka topline. Plave isprekidane crte na slici 2. su
oksidacijske reakcije koje se dogadaju, ali DSC ne dobije signale tih reakcija jer su manje
egzotermne. Na kraju pik prikazuje zavrsnu fazu gdje nastaju stabilni produkti. Crvena linija

je protok topline koju je DSC uspio zabiljeziti (Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013).

Osim za istrazivanje oksidacijske stabilnosti ulja, DSC metoda se moze koristiti za
provjeru autenticnosti, karakterizaciju i otkrivanje krivotvorina ulja i masti. Isto tako moze se
koristiti i za predvidanje trajnosti ulja i masti i za ocjenjivanje kvalitete ulja tijekom
rafiniranja. Bitna stavka za svakog analitiCara je da metoda bude brza, jednostavna, ne

zahtjeva puno uzorka i ne koristi Stetne kemikalije, §to DSC metoda pruza (Almoselhy, 2020).
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3. EKSPERIMANTALNI DIO
3.1. Materijali

Za razvoj DSC metode koja ¢e se koristiti za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja i

masti koriSteno je ekstra djevicansko maslinovo ulje s hrvatskog trzista (Zvijezda plus d.d.).

3.2. Metode

3.2.1. Priprema uzorka

U aluminijsku posudicu za DSC uredaj se $to to¢nije (+ 0,5 mg) izvaze potrebna koli¢ina
ulja paze¢i da se ne zamasti vanjski rub posudice. Posudica se zatvori pripadajuéim ¢epom
koji je potrebno probusiti neposredno prije stavljanja u instrument. DSC uredaj 214 Polyma
Differential Scanning Calorimeter (NETZSCH-Gerdtebau GmbH) koriSten u ovom

istrazivanju je prije pocetka rada kalibriran pomoc¢u Indija visoke ¢istoce.

3.2.2. Odredivanje vremena indukcije

Odredivanje vremena indukcije provodilo se na DSC uredaju 214 Polyma Differential
Scanning Calorimeter, NETZSCH-Gerdtebau GmbH prema modificiranoj metodi opisanoj u
radu Tan i sur. (2002). Uzorak DMU zagrijavan je u struji dusika (40 mL/min) do Zeljene
temperature (130, 140 1 li 150 °C). Nakon postizanja zadane temperature, zagrijavanje se u
cilju stabilizacije temperature provodilo jo§ 5 minuta u struji dusika, a mjerenje vremena
indukcije zapocinje u trenutku kada se dusik zamjeni strujom kisika (100 mL/min).
Izotermalna je temperatura zadrzana do pojave oksidacije, tj. do pojave strmog rasta krivulje
entalpije i njezine ponovne stabilizacije. Kroz cijelo vrijeme trajanja analize kroz instrument

struji dusik kao zastitni plin protokom od 60 mL/min.

Vrijeme indukcije odredi se koristec¢i program NETZSCH Proteus Thermal Analysis 8.0.1
a oznacava sjeciSte ekstrapolirane bazne linije i tangente egzoretermalnog dijela snimljenog
termograma. Prije samog izracuna, svaka se krivulja prvo programski ,,zagladi“ na razinu

9/12 kako bi se olaksalo odredivanje vremena indukcije.
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3.2.3. Odredivanje temperature indukcije

Odredivanje temperature indukcije provodilo se prema metodi opisanoj u radu
Ostrowska-Ligeza i sur. (2010). Uzorak DMU (4 mg) je zagrijavan u DSC uredaju od
temperature 25 do 350 °C. Grijanje se provodilo koriste¢i 4 razliCite brzine porasta
temperature (5, 10, 15 1 20 °C/min). Mjerenja su se provodila u struji ¢istog kisika (99,95 %) s
protokom od 100 ml/min. Kroz vrijeme trajanja analize je uklju¢en dusik koji struji kroz
instrument (60 ml/min). Nakon provedenog mjerenja, softverski je odredena temperatura
indukcije (eng. onset oxidation temperature - ton) kao sjeciSte ekstrapolirane bazne linije i

tangente egzoretermalnog dijela termograma.

3.2.4. Kvarenje ulja

U Petrijevu zdjelicu se izvaze 20 g djevi¢anskog maslinovog ulja, otvorena zdjelica se
stavi u termostat na 98 °C. Kvarenje se provodi 2 i 24 sata. 4 mg oksidiranog ulja se pripremi
prema metodi opisanoj u potpoglavlju 3.2.1. Priprema uzorka. Odreduje se vrijeme indukcije
na temperaturama od 140 1 150 °C prema metodi opisanoj u potpoglavlju 3.2.2. Odredivanje

vremena indukcije.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

DSC metoda spada u skupinu termoanalitickih metoda te omoguéuje odredivanje
mnogobrojnih svojstava ulja medu kojima je i oksidacijska stabilnost (Almoselhy, 2020).
Oksidacijska stabilnost ulja predstavlja otpornost ulja ili masti na procese oksidacije. Bitno ju
je odrediti kako bi unaprijed saznali vrijeme kroz koje se ulje moze koristiti u prehrani
(Moslavac i sur., 2009). Oksidacijska stabilnost odredena DSC metodom moze se izraziti kao
vrijeme indukcije ili kao temperatura indukcije nekog ulja. Cilj ovog rada je optimirati uvjete
DSC metode za odredivanje oksidacijske stabilnosti ulja. Provedene su izotermalna i
dinamicka (ne-izotermalna) DSC analiza ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja s hrvatskog

trzista.

4.1. Vrijeme indukcije

Vrijeme indukcije je vremenski period u kojem se ne dogada promjena protoka u signalu
DSC-a. Ono odreduje izotermalnim zagrijavanjem uzorka pri zadanoj temperaturi u struji
kisika. Do promjene u signalu dolazi kada se oksidacijske reakcije poénu naglo ubrzavati. Sto
je vrijeme indukcije duze to je oksidacijska stabilnost ulja bolja (Saldafna i Martinez-
Monteagudo, 2013).

lako je DSC metoda brza i jednostavna tehnika, prije pocetka rada potrebnu ju je
optimirati kako bi dobili pouzdane i ponovljive rezultate (Saldafa i Martinez-Monteagudo,
2013). U ovom zavr$snom radu optimirana je priprema samog uzorka (koli¢ina uzorka i
koristenje poklopca za DSC posudice) 1 uvjeti provodenja analize (temperature pri kojoj ¢e se

provoditi izotermalne analize).

4.1.1. Utjecaj mase uzorka

U usporedbi s velikom vec¢inom metoda DSC metoda koristi jako malo uzorka, radi se o
miligramima. Pardauil i sur. (2011) zaklju¢ili su kako razlika u rezultatima izmedu razli¢itih
metoda za odredivanje oksidacijske stabilnosti mogla bi se odnositi na manju koli¢inu uzorka
koristenog u DSC-u. Drugi vazan ¢imbenik je odnos povrsine i volumena izmedu ulja i kisika.

Opcenito, kisik i ulje bolje reagiraju kada se koristi mala koli¢ina ulja tj. ako postoji veliki
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omjer povrsine i volumena (Pardauil i sur., 2011). Saldana i Martinez-Monteagudo (2013) su
objavili kako je ulje sa manjom masom vise u kontaktu s kisikom, sto olaksava difuziju kisika
unutar uzorka ulja. Omjer od 1:3 (ulje:kisik) omogucéuje da molekule pare nastale tijekom
oksidacijske reakcije brzo izadu iz posude. Kako bismo utvrdili utjecaj koli¢ine koristenog
uzorka istraZivanja su provedena s masom od 4 mg, 8 mg i 12 mg. Na slici 3. je prikazan graf

utjecaja masa uzorka na vrijeme indukcije.

DSC /(mW/mg)
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Slika 3. Utjecaj mase oksidacije djevi¢anskog maslinovog ulja na vrijeme indukcije (plavo

oznacene linije su uzorci s 12 mg, crveno s 8 mg, a zeleno s 4 mq)

Kao $to se moZe vidjeti masa uzorka koriStenog za analizu ne utjeCe na vrijeme oksidacije.
Opcenito razlike izmedu svih paralela navedenih masa su male (Standardna devijacija za 12
mg iznosi 1,1 minute, za 8 mg 1,2 minute a za 4 mg 0,8 minuta) tako da za koju god masu se
odlucili nee utjecati na vrijeme oksidacije. Za potrebe ovog rada odluujemo se za 4 mg

zbog nesto bolje ponovljivosti.

4.1.2. Utjecaj poklopca

Glavna razlika izmedu otvorene posude i hermeticki zatvorene posude s rupom je difuzija

kisika i koli¢ina kisika koja je u kontaktu s uzorkom. Razlog tome je S§to je toplinska
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vodljivost zraka manja od toplinske vodljivosti metala posude. U otvorenoj posudi, para koja
nastaje tijekom oksidacije lipida napusta posudu dok se formira. To je zato Sto kisik djeluje
kao nosa¢ pare. Posljedica toga je gubljenje jednog dijela mase prije nego Sto se dostigne
temperatura na kojoj pocinje oksidacija. S druge strane, u zatvorenoj posudi s rupom, nastala
para ne moze izac¢i iz posude. Ova para povecava tlak unutar posude i podize temperaturu

oksidacije (Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013).

Na slici 4 prikazane su dvije krivulje, prva pokazuje krivulju za hermeticki zatvorenu
posudu sa rupicom, a druga za posudu bez poklopca. Pokus je poveden pri istim uvjetima.
Vidljivo je da nema znacajne razlike u vremenu indukcije. Jedina razlika je u visini dinamicke
faze krivulje, s time da je visa krivulja bila za posudu s probusenim poklopcem. 1z toga
zaklju¢ujemo 1 dalje provodimo reakcije sa posudom s poklopcem i rupicom. lako nema
velike razlike uzimamo tu metodu kako bi lakSe vidjeli dinamicke faze i lakSe odredili
tangente za vrijeme oksidacije. Takoder ovu metodu uzimamo kako ne bi doSlo do
prolijevanja ulja ili nekih sliénih komplikacija 1 zagadenja ili oSte¢enja na samom uredaju. To
mozemo potvrditi i iz literature (Saldafia i Martinez-Monteagudo, 2013), iako hermeticki
zatvorene posude s rupom imaju dodatnu cijenu, njihovom upotrebom izbjegava se

kontaminacija DSC komore.

17



DSC /(mW/mg)

23} exo

0.81

O.LT.:137.0 min

0.6 L2

0.4

0.2 23]

O.I.T.: 138.0 min

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Time /min

Slika 4. Utjecaj poklopca oksidacije djevi¢anskog maslinovog ulja na vrijeme indukcije

(tamnoplava linija oznac¢ava analizu s probusenim poklopcem, a svijetloplava bez poklopca)
4.1.3. Utjecaj temperature

Brzina oksidacije ulja zna¢ajno ovisi o temperaturi. Prilikom odredivanja oksidacijske
stabilnosti ulja DSC metodom u uljima i mastima najc¢esce se u literaturi Koriste temperature
od 110 do 140 °C (Tan i sur., 2002). Optimiranje temperature pri kojoj ¢e se odredivati
vrijeme indukcije zapoceto je s temperaturom od 130 °C. Srednja vrijednost odredenih
vremena indukcije iznosi 284,7 min. Na slici 5. prikazani su rezultati paralelna odredivanja
vremena indukcije djevicanskog maslinovog ulja pri temperaturama od 130 (plave linije), 140
(zelene linije) 1 150 °C (crvene linije). Vrijeme indukcije pri 140 °C znaajno je krace od
ovog odredenog pri 130 °C i iznosi 127,6 min. S obzirom na duljinu vremena indukcije pri
130 °C, te Cinjenice da se sa snizavanjem temperature oksidacije za 10 °C brzina same
reakcije uspori gotovo za duplo (Ostrowska-Ligeza i sur., 2010), temperature nize od 130 °C
nisu bile istrazivane zbog predvidanja da bi vrijeme indukcije moglo biti predugo. Umjesto
toga, provedena je analiza na 150 °C. Srednja vrijednost vremena indukcije pri toj temperaturi
iznosi 55,4 min. Iz grafova dakle mozemo zakljuéiti da se povecanjem temperature smanjuje

vrijeme reakcije odnosno da je reakcija brza. Kada dode do poveéanja temperature za 10 °C,
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brzina kemijske reakcije se udvostruci $to je u skladu s ranijim istrazivanjima (Pardauil i sur.,
2011).
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Slika 5. Utjecaj temperature oksidacije djevi¢anskog maslinovog ulja na vrijeme indukcije
(linije oznaene crveno su termogrami dobiveni pri 150 °C, zeleno na 140 °C,

a plavo na 130 °C)

Rezultati vremena indukcije u ovog zavrSsnog rada znacajno su veéi od rezultati koje je
objavio Almoselhy (2021) na ekstra djevicanskom maslinovom ulju, takoder izotermalno pri
temperaturama od 110 do 140 °C. Srednja vrijednost vremena indukcije na 130 °C ranije
obljavljenog istrazivanja je 105,7 min, a na 140 °C je 44,3 min. Postoji velika razlika izmedu
rezultata iz literature 1 naSeg istrazivanja. Razlog takvoj velikoj razlici vremena indukcije
moze se pripisati sastavu ulja. Sastav masnih kiselina i triaglicerola u djevi¢anskom
maslinovom ulju ovisi o klimi, geografskoj sirini, stupnju zrelosti i sorti. Jednako tako postoji
razlika i u neosapunjivom dijelu ulja odnosno u koli¢ini antioksidansa (Velasco i Dobarganes,
2002). No bez obzira na razlike u odredenim vremenima indukcije, trend ubrzanja reakcije

oksidacije s porastom temperature u oba istrazivanja je podjednak i iznosi oko 2.

Kako ¢e se ova optimirana metoda koristiti za odredivanje oksidacijske stabilnosti
djevicanskog maslinovog ulja tijekom skladistenja u projektu u sklopu kojeg je 1 izraden ovaj
zavr$ni rad, odredeno je vrijeme indukcije u uljima podvrgnutim procesu ubrzanog kvarenja

na 98 °C. Na slici 6. prikazani su rezultati vremena indukcije za uzorke ulja kvarene 2 sata
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(tockaste linije) 1 24 sata (isprekidane linije) odredeni na 140 °C (crvene linije) i na 150 °C

(zelene linije).
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Slika 6. Utjecaj vremena kvarenja djevi¢anskog maslinovog ulja na vrijeme indukcije pri

140 (crvene linije) i 150 °C (zelene linije). Toc¢kaste linije predstavljaju ulja kvarena 2 sata a

isprekidane 24 sata na 98°C, a pune linije su ulja prije kvarenja.

Vrijeme indukcije znacajno se smanjilo kvarenjem ulja. Nakon 2 sata kvarenja, vrijeme

indukcije se odredeno na 140 °C smanjilo za 18,2 minute a na 150 °C za svega 6,5 min.

Nakon 24 sata kvarenja vrijeme indukcije dodatno se smanjilo na 140 °C za 36 minuta a na

150°C za svega 16,8. minuta. Zbog ocekivanog smanjenja oksidacijske stabilnosti tijekom

skladiStenja ulja, lakSe je pratiti promjene ako je temperatura niZa i ako se vidi veca razlika

izmedu vremena indukcije, tako da je odluceno kako je optimalna temperatura za daljnju
analizu 140 °C.

4.2. Temperatura indukcije

Temperatura indukcije je raspon temperatura u kojem se ne dogadaju promjene protoka u

signalu. Sto je temperatura indukcije veéa to je ulje oksidacijski stabilnije. Temperatura
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indukcije odreduje se dinami¢kom analizom na DSC-u pri razli¢itim brzinama poveéanja

temperature u jedinici vremena.

U ovom slucaju se uzorak konstantno zagrijava brzinama porasta temperature (5, 10, 15,
20 °C/min). Za razliku od odredivanja vremena indukcije gdje odredujemo vrijeme, ovdje
odredujemo temperaturu oksidacije, tj pocetnu temperaturu oksidacije (eng. onset oxidation

temperature - ton) U kojoj dolazi do naglog porasta u brzini reakcije.
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Slika 7. Grafovi temperature indukcije (brzina zagrijavanja od 5 °C/min je oznacena zeleno,

od 10 °C/min crveno, od 15 °C/min plavo i od 20 °C/min smedezeleno)

Na slici 7. su prikazani grafovi posloZeni po brzinama zagrijavanja u redoslijedu od 5
°C/min sve do 20 °C/min. Na grafu su oznacene i ton KOje zapravo predstavljaju temperaturu
indukcije. Kao $to se moze vidjeti temperature indukcije povecavaju se sa povecanjem brzine
zagrijavanja, odnosno S$to je veca brzina zagrijavanja veca je i temperatura indukcije. To je
dosljedno literaturi koja kaze da su termogrami njihovih maslinovih ulja bili sli¢nih oblika ali
su bili pomaknuti u odnosu na temperaturu, dokazujuci da $to je veca brzina zagrijavanja, to
je visa ton temperatura. Uzorak s viSom temperaturom indukcije je stabilniji od onog uzorka
Cije je temperatura indukcije dobivene pri istim brzinama zagrijavanja niza (Ostrowska-
Ligezai sur., 2010).
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Kod odabira optimalne temperature zagrijavanja, potrebno je u obzir uzeti to¢nost
odredivanja pri pojedinoj brzini zagrijavanja i samo trajanje metode odredivanja. Najmanja
varijabilnost u rezultatima postignuta je pri najmanjoj brzini zagrijavanja (0,25 °C) i
varijabilnost pokazuje trend rasta s povecanjem brzine zagrijavanja (0,67 pri 10 °C/min, 1,60
pri 15 °C/min 1 ¢ak 2,25 pri 20 °C/min). S obzirom na vecu tocnost pri nizim brzinama
zagrijavanja (5 1 10 °C/min) i duplo krace vrijeme analize pri brzini zagrijavanja od 10
°C/min nego pri 5 °C/min, za daljnje analize preporucili bi odredivanje temperature indukcije

pri brzini zagrijavanja od 10 °C/min.
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5. ZAKLJUCCI

Iz dobivenih rezultata i provedene rasprave moze se zakljuditi:

1. DSC je prikladna metoda za odredivanje oksidacijske stabilnosti. Izotermalna metoda
moze se koristiti za odredivanje vremena indukcija a dinamiCka za odredivanje
temperature indukcije.

2. Za analizu je potrebno 4 mg ulja a bolje je provoditi ju u zatvorenoj posudici s
probuSenim ¢epom.

3. Optimalna temperatura za odredivanje vremena indukcije je 140 °C.

4. Optimalna brzina zagrijavanja za odredivanje temperature indukcije je 10 °C/min.
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Izjava o izvornosti

Ja Ivana Hojka izjavljujem da je ovaj zavrsni rad izvorni

rezultat mojeg rada te da se u njegovoj izradi nisam koristio/la drugim izvorima, osim onih

koji su u njemu navedeni.
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