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1.Uvod

Ekstra djeviCansko maslinovo ulje, iako se najviSe konzumira i proizvodi u zemljama
Mediterana, danas je svjetski prepoznato najviSe zbog svojih jedinstvenih senzorskih
karakteristika i povezivanja s brojnim pozitivnim ucincima na zdravlje Covjeka. Sadrzi visoke
udjele mononezasicenih i polinezasic¢enih masnih kiselina (najviSe oleinska) kao i brojne druge
pozeljne molekule poput fenola, tokoferola i karotenoida koje osim na organizam imaju
pozitivan ucinak i u samozastiti ulja od peroksidacije. Buduci da sadrzi uglavhom oleinsku
kiselinu koja je jednostruko zasi¢ena mozemo redi da je maslinovo ulje relativno stabilno i
manje podlozno oksidaciji. Bazirano na Delegiranoj uredbi Komisije (EU) 2016/2095, kao i na
Medunarodnom vije¢u za maslinu (IOC), ulje ekstrahirano iz maslina mehani¢kim metodama
mora ispunjavati brojne indikatore kvalitete kako bi se klasificiralo kao ekstra djevicansko
(Conte i sur., 2020).

Diferencijalno skenirajuca kalorimetrija (DSC) termoanaliticka je metoda koja prati fizikalne i
kemijske promjene u sastavu materijala. Siroko je primjenjiva te se pokazala kao vjerodostojna
metoda pri mjerenju promjena u sastavu triglicerida kao posljedica dovodenja i odvodenja
topline stoga je vrlo korisna u odredivanju termodinamickih parametara ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja. Mjeri promjene entalpije (koje nastaju zbog vezanja ili oslobadanja topline)
kao funkcija temperature. Endotermni i egzotermni pikovi nastali na DSC krivulji pripisuju se
izmjeni sastava samog uzorka zbog tretiranja unutar Sirokog raspona temperatura te ovise o

oksidacijskom stanju samog ulja (Kanavouras i Selke, 2004).

Svrha ovog istrazivanja je usporediti parametre oksidacije svjezeg ekstra djevi¢anskog i
kvarenog maslinovog ulja kroz odredene vremenske intervale s mjerenjima dobivenim putem

diferencijalne skenirajuce kalorimetrije.



2. Teorijski dio

2.1. Ekstra djevicansko maslinovo ulje

Ekstra djevicansko maslinovo ulje dobiva se mehanickim ili drugim fizickim procesima u
specificnim toplinskim uvjetima koji ne uzrokuju promjene u samom ulju i nisu pretrpjeli
nikakav tretman osim pranja, dekantiranja, centrifugiranja ili filtriranja (Jimenez-Lopez i sur.,
2020).

Vrlo je cijenjeno kako u zemljama Mediterana, tako i u zemljama Sirom svijeta. Konzumacija
ovog ulja povezana je sa smanjenjem napredovanja brojnih kardiovaskularnih i
neurodegenerativnih bolesti. To se uglavhom povezuje sa samim sastavom ekstra
djevicanskog maslinovog ulja koje uglavnom c¢ine mono i polinezasiéene masne Kkiseline,
oleinska kiselina u najve¢em postotku, kao i drugi bioaktivni spojevi (Rodriguez-Lépez i sur.,
2020).

Podrijetlo maslina veZe se uz zemlje Mediterana i regijama s blagim zimama te vruéim i suhim
lietima iako se danas sama proizvodnja prosirila na podruéja svih kontinenata. Medutim,
mediteranske zemlje i dalje vode u samoj proizvodnji maslina i maslinovog ulja predvodene
Spanjolskom, Italijom i Grékom. Posljediéno, danas je Europska unija odgovorna za 70%
globalne proizvodnje maslina. Ekstra djeviCansko maslinovo ulje zlatne je boje te se dobiva
isklju¢ivo mehanickim postupcima, njegova kiselost ne smije prelaziti 0,8%, mora sadrzavati
voénu notu te ne smije pokazivati defekte u boji, okusu i mirisu. Kako bi zadrzalo svoja
svojstva, ekstra djevicansko maslinovo ulje podvrgava se analizama kako tijekom same
proizvodnje, tako i tijekom skladistenja. Tijekom skladistenja potrebno je kontrolirati razlicite
¢imbenike poput izlaganja svjetlosti, temperaturi, prisutnosti kisika i odabranog materijala za
pakiranje kako bi se oCuvala njegova kvaliteta i produzio vijek trajanja do same potroSnje

(Jimenez-Lopez i sur., 2020).

2.1.1. Sastav ekstra djevi¢anskog maslinovog ulja

Sastav ekstra djevicanskog maslinovog ulja posliedica je razliCitih faktora poput genotipa,
vanjskih uvjeta, dozrijevanja, vremena Zetve, poljoprivrednih cCimbenika (navodnjavanje,
sunceva svijetlost), tehnoloskih ¢imbenika poput metode koristene za ekstrakciju ulja i samog
skladistenja. Stoga se moze reci da nijedno maslinovo ulje pa tako i ekstra djevicansko nema
u potpunosti identican sastav (Jimenez-Lopez i sur., 2020).



Kemijski sastav ekstra djevicanskog maslinovog ulja cine dvije glavne komponente: sapunjivi
i neosapunjivi spojevi. Prvu skupinu cine triacilgliceroli, djelomicni gliceridi, esteri masnih
kiseline ili slobodne masne kiseline te fosfatidi. Oni predstavljaju gotovo 98% kemijskog
sastava ulja. Drugih 2% cine manje komponente poput ugljikovodika, fitosterola (B-sitosterol,
stigmasterol i kampesterol), tokoferola, karotenoida, pigmenata (klorofili), alifalnih i
triterpenskih alkohola, triterpenske kiseline (oleanolna kiselina) i hlapljivih spojeva. Sto se
masnih kiselina tice u maslinovom ulju prisutna je oleinska (C18:1), palmitinska (C16:0),
palmitoleinska (C16:1), stearinska (C18:0), linolna (C18:2) i linolenska (C18:3). U tragovima
nalaze se miristinska (C14: 0), heptadekanska i eikozanova kiselina (Serreli i Deiana, 2018). U
najveéem postotku nalaze se mononezasi¢ene masne kiseline (u najvecem postotku oleinska)
od 65 do 80% dok ostatak ¢ine polinezasi¢ene masne kiseline i ostali lipidi. Sto se tokoferola
tie, u ekstra djevicanskom maslinovom ulju mogu biti prisutne 3 izoforme: a-, B- i y-tokoferol.
a-Tokoferol moZe biti prisutan i u slobodnom obliku te se nalazi u najve¢em postotku dok se
B- i y-tokoferoli nalaze u manjim kolicinama. Koncentracija ukupnih tokoferola smanjuje se
dozrijevanjem masline, a rafinacija i hidrogenacija uzrokuje njihovu razgradnju stoga ih
nalazimo samo u djevicanskom i ekstra djevicanskom maslinovom ulju. Od ugljikovodika
najprisutniji su skvalen i B-karoten, dok se u tragovima nalaze triterpen i diterpen, izoprenoidni
poliolefini i n-parafini. Za karakteristicnu boju ulja odgovorni su karotenoidni i klorofilni
pigmenti. Obojenost ekstra djevicanskog maslinovog ulja zelenija je ako su prisutne zelene
masline koje imaju veéi udio klorofila, dok se uporabom zrelih maslina s ve¢im udjelom
karotenoida u proizvodnji dobiva viSe zu¢kasto ulje. Mozemo reci da je konacna boja rezultat
omjera ovih pigmenata. Opéenito, u ekstra djevicanskom maslinovom ulju prisutna je velika
raznolikost klorofila i karotenoida, od B-karotena, violaksantina, neoksantina, luteina i drugih
ksantofila do klorofila a i b, feofitin a i b i drugih manjih derivata (Jimenez-Lopez i sur., 2020).
Polifenoli imaju kljuénu ulogu u blagotvornim ucincima na zdravlje koje se pripisuje ekstra
djevicanskom maslinovom ulju. Pokazalo se da posjeduju antimikrobna, antikancerogena,
antioksidativna i protuupalna svojstva. Takoder, fenolni spojevi doprinose senzorskim
svojstvima ulja dajuéi im gorak, snazan voc¢ni okus. Ekstra djevicansko maslinovo ulje s visokim
razinama fenola pokazuje visoku stabilnost zbog svog antioksidativnog kapaciteta koji
sprjecava njihovu autooksidaciju i pridonosi duzem vijeku trajanja. Identificirano je vise od 30
fenolnih spojeva, a njihova raznolikost u strukturama i koncentracijama prisutnih u razlicitim
uljima ovisi o sorti, regiji u kojoj se maslina uzgaja, poljoprivrednim tehnikama, zrelosti ploda
masline u berbi i samoj preradi. Polifenoli prisutni u najvecim koncentracijama su: sekoiridoidi,

feniletanoidi, fenolne kiseline, flavonoidi, hidroksi-izokromani i lignani (Serreli i Deiana, 2018).



2.1.2 Oksidacija ekstra djevicanskog maslinovog ulja

Oksidacija i hidroliza najceséi su uzroci kvarenja ulja tijekom prerade i skladiStenja. Toplina,
svjetlost i izlozenost kisiku ubrzavaju proces oksidacije stoga je vrlo bitno pravilno tretiranje
sirovine od branja do konacnog proizvoda, kao i njegovo skladistenje.

2.1.2.1. Primarni i sekundarni produkti oksidacije

Autooksidacijsko kvarenje ulja (uZeglost) nastaje uslijed vezanja kisika iz zraka na dvostruke
veze nezasiCenih masnih kiselina. Posljedi¢no, Sto je veci broj dvostrukih veza proces

autooksidacije se brze odvija.

U pocetnoj fazi kisik se veze na nezasicene masne kiseline pri cemu dolazi do tvorbe slobodnih
radikala. Time se pokrece cijeli lanac reakcija izmedu radikala i masnih kiseline pri ¢emu su
krajnji produkti slobodni radikali. U drugoj fazi dolazi do razvijanja hidroperoksida i slobodnih
peroksida vezanjem kisika na slobodne radikale masnih kiselina. Hidroperoksidi predstavljaju
primarne produkte oksidacije. Vrlo su nestabilni i dalje se razgraduju na krajnje produkte
oksidacije. Pokazatelj primarnih produkata oksidacije je peroksidni broj. Krajnje produkte
(sekundarni produkti) ¢ine aldehidi, alkoholi, masne kiseline, ketoni i dr., koji u vrlo malim
kolicinama ulju daju neugodan okus i miris te dolazi do porasta viskoznosti, tamnjenja i otezane
probavljivosti ulja. Odredivanjem apsorbancije u UV-podrucju spektrofotometrijskom metodom
obuhvaéamo mijerenja i primarnih i sekundarnih produkata oksidacije. Primarni produkti
oksidacije pokazuju maksimalnu apsorpciju na valnoj duljini 232 nm, a sekundarni produkti
(aldehidi i ketoni) na 268 odnosno 270 nm. Reakcije oksidacije se odvijaju lancano, a njen
zavrsetak (trecu fazu) cini medusobna reakcija slobodnih radikala koji stvaraju neaktivne
polimere. Buduéi da je u maslinovom ulju najzastupljenija mononezasic¢ena oleinska masna
kiselina moze se reci da je ono relativno stabilnije od drugih ulja. Brzina reakcije oksidacije
ovisi i 0 prisutnosti spojeva koji je ubrzavaju (prooksidansi) ili usporavaju (antioksidansi). U
prooksidanse ubrajamo kisik, svjetlost, temperatura, metali i odredene enzime — npr.
peroksidaze. Antioksidansi su spojevi koji zaustavljaju reakcije autooksidacije tako da otpustaju
aktivni H-atom donirajuéi ga slobodnom aktivnom radikalu peroksida ili masne kiseline pri ¢emu

dolazi do prekida lancane reakcije (Rotich i sur., 2020).



Stupanj oksidacijskog kvarenja maslinova ulja najcesce se iskazuje peroksidnim brojem te K-
brojevima. Granicne vrijednosti za odredene kategorije maslinova ulje odredene su
Delegiranom uredbom Komisije (EU) 2016/2095.

2.1.2.2. Termooksidacija

Termicka oksidacijska stabilnost vrlo je vazna jer utjeCe na hranjivu vrijednost ulja te izravno
ovisi 0 samom sastavu ulja odnosno omjeru mono i polinezasicenih lanaca u trigliceridima.
Toplinska stabilnost je niza Sto je vedi stupanj nezasicenja. Ovisi o vrsti ulja, temperaturi i
vremenu zagrijavanja. Zbog svoga sastava ekstra djeviCansko maslinovo ulje podnosi visoke
temperature i pogodna su za przenje (Rotich i sur., 2020). Pod utjecajem visoke temperature,
vodene pare i zraka dolazi do sloZenih kemijskih reakcija gdje osim nepoZzeljnih produkata
oksidacije dolazi i do stvaranja nepozeljnih produkata termooksidacije. U istraZivanju koje su
proveli Morales i sur. (1997) uoceno je da su hlapljivi spojevi (njih 60-ak) odgovorni za pozeljne
senzorske karakteristike proizvedeni biokemijskim putevima. Tijekom prvih nekoliko sati
nestaju te su zamijenjeni drugim spojevima neukusne arome koji su nastali oksidacijskim
putevima. Takoder su ustanovili da nezasicene masne kiseline predstavljaju glavne prekursore
hlapljivih spojeva pronadenih u oksidiranim uzorcima. Produkte termooksidacije Cine ciklicke
masne kiseline, dimeri i polimeri masnih kiselina i triglicerida, oksipolimeri te ostali hlapljivi i

nehlapljivi spojevi (Morales i sur., 1997).

2.1.2.3 Fotooksidacija

Fotooksidacija je takoder prisutna kod ekstra djevicanskog maslinovog ulja zbog prisustva
klorofila u svom sastavu. U slucaju da je ulje izlozeno svjetlosti, pigment klorofil ponasa se kao
fotosenzibilator za proizvodnju pobudenog kisika Sto doprinosi ubrzanoj reakciji oksidacije
ekstra djeviCanskog maslinovog ulja. S druge strane, ako je ulje stavljeno u mrak, pigment
klorofil djeluje kao antioksidans donirajuéi vodik slobodnim radikalima. Degradacija klorofila i

pojava primarnih i sekundarnih produkata oksidacije medusobno su povezani procesi. Zbog

.....



2.2. Diferencijalna motridbena kalorimetrija

Kalorimetrija je primarna metoda za mjerenje toplinskih svojstava materijala zbog izravne
koleracije izmedu temperature i fizikalnih svojstava tvari te je jedina metoda za izravno
odredivanje promjena entalpija u odredenom procesu. Kalorimetri se koriste u kemiji,
biokemiji, biotehnologiji, farmakologiji i u novije vrijeme u nanoznanosti. Diferencijalna
motridbena kalorimetrija (DSC) najpoznatija je medu razliCitim vrstama. DSC je termoanaliticka
metoda koja mjeri razliku toplinskog toka izmedu samog uzorka i referentnog uzorka pri
reguliranoj promjeni temperature. Tocnije, ona mijeri razliku u kolicini topline koja je potrebna
tijekom zagrijavanja ili hladenja da razlika temperature izmedu ispitivanog uzorka i referentnog
bude jednaka nuli (Gill i sur., 2010).

Pomocu diferencijalno skenirajuce kalorimetrije moZemo odrediti razlicita termofizicka svojstva
materijala (tocka taljena, specificni toplinski kapacitet), fazne prijelaze (taljenje, isparavanje,
sublimacija, kristalizacija) te analizu sastava materijala (Hohne i sur., 2013).

DSC je vrlo pozeljan u radu buduéi da omogucuje otkrivanje faznih prijelaza u Sirokom rasponu
temperatura (—90 do 550 °C) i pomaze u njihovoj kvantitativnoj i kvalitativnoj analizi. Siroko
je rasprostranjen i u prehrambenoj industriji. Prehrambeni proizvodi su viSekomponentni
sustavi u kojima sastojci prolaze kroz razne fazne prijelaze pri temperaturama i tlakovima na
kojima su proizvodi obradeni, skladiSteni i konzumirani. Promjene na molekularnoj razini
nastale tijekom faznih prijelaza ocituju se u promjenama toplinskih, mehanickih i transportnim
svojstvima proizvoda stoga mozemo zakljuciti da je proucavanje faznih prijelaza od velike
vaznosti za adekvatnu kontrolu, distribuciju i skladistenje prehrambenih proizvoda (Leyva-
Porras i sur., 2020).

2.2.1. Princip rada diferencijalno skenirajuce kalorimetrije

DSC mijeri energetske promjene dok se uzorak zagrijava, hladi ili drzi izotermno zajedno

s temperaturom na kojoj se te promjene dogadaju. Energetske promjene omogucuju
pronalazenje i mjerenje prijelaza koji se javljaju u uzorku na odredenim temperaturama te
omogucuju karakterizaciju materijala u procesima taljenja, mjerenje staklenih prijelaza i niza
slozenijih dogadaja. Mjerenja se mogu izvrsiti brzo i jednostavno (Almoselhy, 2020). Pri
upotrebi DSC-a, energija se istovremeno uvodi u promatrani uzorak i referentni uzorak.
Temperature oba uzorka tijekom vremena identi¢no se povisuju. Razlika ulazne energije
potrebne kako bi temperature promatranog i referentnog uzorka bile jednake predstavlja visak
apsorbirane ili oslobodene temperature u uzorku (ovisno deSava li se endoterman ili

egzoterman proces). Zbog prisutnosti molekule koja nas zanima potrebna je veca koli¢ina
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energije da se uzorak dovede na jednaku temperaturu kao i referentni (Gill i sur., 2010). DSC
nudi dvije metode mjerenja. Postoje dvije vrste izvedbe DSC uredaja, a to su DSC toplinskog
toka i DSC kompenziranog toplinskog toka. DSC toplinskog toka je tehnika u kojoj se mijenja
temperatura promatranog i referentnog uzorka, a razlika temperature ta dva uzorka se mjeri
kao funkcija temperature. DSC kompenziranog toplinskog toka najvise je upotrjebljena tehnika
u kojoj se toplinska energija koja je primijenjena na uzorak i na referentni materijal mjeri kao
funkcija temperature po jedinici vremena, kako bi se njihova temperatura izjednacila, dok se
temperatura samog uzorka mijenja u specificnom programu. U principu, mjeri se elektricna
snaga grijanja potrebna za kompenzaciju razlike u protoku topline (Almoselhy, 2020). Mjerni
sustav se sastoji od dvije identicne mikropeci koje su ugradene u termostatirani aluminijski
blok. Peéi su izgradene od legure platine-iridija od kojih svaka sadrZi temperaturni senzor
(termometar od platine) i otpornik (od platinske Zice) (Héhne i sur., 2013). Prijenos topline,
protok energije u ili iz uzorka koji se mjere kao funkcija temperature ili vremena obicno se
prikazuje u mjernoj jedinici mW na osi y. mW je m]/s te oznacuje protok energije u jedinici
vremena. Postoje dva razli¢ita prikaza toplinskih krivulja: jedna prikazuje endotermnu
promjenu i usmjerena je prema dolje, a druga je usmjerena prema gore. Kod DSC-a toplinskog
toka endoterme su prikazane u smjeru prema dolje (buduéi da endotermne tranzicije
rezultiraju negativnom promjenom temperature), dok kod DSC-a kompenziranog toplinskog
toka su prikazane u smjeru prema gore buduci da ova metoda rezultira u porastu energije koja
je dovedena uzorku. Medutim, ta metoda onemoguduje identifikaciju razliCitih prijelaza koji se

mogu pojaviti u uzorku tijekom hladenija ili grijanja (Almoselhy, 2020).

2.2.2. DSC u analitici ulja

Lipidi, jestiva ulja i masti sadrze mnoge nutritivno vrijedne spojeve. Stoga, istrazivanja o
autooksidaciji i oksidacijskoj stabilnosti ovih molekula od velikog su interesa bududci da imaju
vazne ekonomske, prehrambene i zdravstvene vrijednosti. Instrumentalne metode poput
elektronske spin rezonancije, IR i NMR-a osjetljive su na smetnje koje proizlaze iz same
autooksidacije i meduprodukata. Buduci da tijekom oksidacije dolazi do oslobadanja topline,
toplinska analiza je najjednostavnija, izravna analiticka metoda koja kontinuirano prati
oksidaciju lipida i njezinih toplinskih ucinaka. Takoder, mjerenje kinetickih parametara puno je
brza od gore spomenutih metoda Sto je posljedica neizotermnih uvjeta mjerenja (Gill i sur.,
2010). DSC je termoanaliticka metoda koja omogucuje odredivanje parametara oksidacije bez
potrebe za kemikalijama. Oksidacijska stabilnost ulja uglavnom ovisi o sastavu masnih kiselina,
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stupnju nezasi¢enja i prisutnosti spojeva s antioksidacijskom aktivnosti. Malvis i sur. (2019) u
svom su istrazivanju dokazali su da je DSC tehnika prikladna za pracenje kvalitativnih promjena
u sastavu ekstra djevicanskog maslinovog ulja u uvjetima koje najbolje oponasaju kinetiku
oksidacije koja se deSava tijekom skladiStenja na sobnoj temperaturi. Dakle, DSC moze se
koristiti za predvidanje promjena u sastavu tijekom samog skladiStenja Sto je od velike koristi
za proizvodace i trgovce. U istrazivanju koje su proveli Paciulli i sur. (2021) dokazano da je se
DSC takoder moze koristiti kao pouzdana metoda za uspjeSno utvrdivanje botanickog i
zemljopisnog podrijetla odredene sorte te njihove autenti¢nosti na temelju razlicitog sastava
masnih kiselina koje su u izravnoj korelaciji s entalpijom hladenja i zagrijavanja i rezultiraju
specificnim DSC krivuljama. Takoder, DSC se pokazao kao pouzdana metoda za razlikovanje
maslinovog ulja razliCitih kategorija te sprjeCavanja patvorenja maslinovog ulja. Chiavaro i sur.
(2008) potvrdili su da termogrami za hladenje i grijanje mogu biti koristan alat za razlikovanje
kategorija maslinovog ulja buduéi da su razliCite kategorije ulja razvijala razliCite profile
kristalizacije i topljenja. DSC termogrami mogu pruziti dodatne informacije za klasifikaciju
maslinovog ulja te omogucuju bolje razumijevanje odnosa izmedu kemijskog sastava (glavnih
i sporednih komponenata) i toplinskih svojstava. Dakle, na temelju specificnih DSC
termograma mogu se iscitati promjene u fizikalnim i kemijskim svojstvima ulja, a iS€itavanje

dobivenih rezultata ima Siroku primjenu u industriji ulja.

2.2.3. Primjena DSC-a kod oksidacijskih kvarenja ulja

DSC krivulje koje nastaju za vrijeme zagrijavanja i hladenja posljedica su oksidacijskog stanja
uzorka, odnosno maslinovog ulja te su uspjesno dovedena u korelaciju s konvencionalnim
kemijskim indikatorima oksidacije. DSC se takoder koristi u istrazivanju kinetike faznih prijelaza
koja su potaknuta oksidacijom. Unatoc visokoj stabilnosti ekstra djevicanskog maslinovog ulja
tijekom skladistenja dolazi do oksidacijske razgradnje koja je posljedica kako enzimskih tako i
kemijskih reakcija — lipolize i uzeglosti. Utjecaj malih molekula koje nastaju tijekom oksidacije
na trigliceride i njihovu sposobnost da se kristaliziraju i tale omogucio je koristenje DSC-a za
procjenu oksidacije u mastima i uljima. Termooksidacija maslinovog ulja u svrhu istrazivanja
postize se razli¢itim tehnikama - konvencionalnom peci, mikrovalnom pecnicom,
termogravimetrijskim aparatom ili direktnim stavljanjem uzorka u DSC pod strujom zraka
(Ciprioti i sur., 2017).

Kada se sirovo maslinovo ulje podvrgne diferencijalno skenirajucoj kalorimetriji, rezultat je

karakteristi¢na toplinska krivulja.
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Slika 1. Prikaz karakteristicne DSC krivulje sviezeg maslinovog ulja (Ciprioti i sur., 2017)

Krivulja hladenja prikazuje dva egzotermna pika. Jedan se nalazi na priblizno -40 °C (Ac), a
drugi na -13 °C (Bc). S druge strane, kod krivulje zagrijavanja dolazi do nastanka tri pika:
manji egzotermni, na priblizno -20 °C (Aom) i dva endotermna pika (A1m i B1m) koji se nalaze
u rasponu temperatura izmedu 18 i 12°C. Pri razli¢itim brzinama skeniranja moze doéi do
promjene u izgledu krivulje uslijed razlicitih interakcija molekula ili drugacijeg prijenosa topline
koji se ostvaruje izmedu DSC-a i uzorka. Sastav triglicerida utjeCe na krivulju kristalizacije
(poCetno kristalno stanje neovisno je o izgledu krivulje), a krivulja taljenja jako ovisi o
toplinskoj povijesti uzorka za Sto je zasluzan fenomen polimorfizma. Glavni egzotermni pik (Ac)
povezan je s kristalizacijom triglicerida (osobito oleinski dio i triolein), a glavni endotermni pik
(A1m) se povezuje s njihovim taljenjem. Bc i A1lm pikovi na krivulji hladenja i taljena povezuju
se s kristalizacijom i taljenjem monozasicenih i dizasicenih triglicerida (Ciprioti i sur., 2017).

Barba i sur. (2013) prvi egzotermni pik na krivulji taljenja povezuju s rasporedivanjem molekula
metastabilnih B' kristala u termodinamicki stabilniju § formu, dok su endotermni pikovi pri viSim
temperaturama oznacavaju taljenje B' kristalnih struktura. Manje komponente poput polifenola
nemaju znacajan utjecaj na proces kristalizacije, kao ni na taljenje maslinovog ulja, za razliku

od produkata oksidacije koji ometaju prijelaze.



U istrazivanju koje su proveli Vittadini i sur. (2003), gdje su usporedivali DSC krivulje
autooksidiranih (50 °C) i termooksidiranih (93 i 180 °C) maslinovih ulja pri hladenju moze se
uoCiti da povecanjem temperature zagrijavanja dolazi do brzeg pomaka vrha kristalizacije
prema nizim temperaturama. Takoder, dolazi do Sirenja temperaturnog raspona pika, visina
pika se smanijila, a samim time smanjila se i entalpija kristalizacije. Promjene su izrazenije kada
se vrijeme toplinske obrade povecava. Maggio i sur. (2012) i Kanavouras i Selke (2004) takoder
su istrazivali oksidaciju maslinovog ulja u konvencionalnoj peci (135 i 180 °C) i u mikrovalnoj
peéi tijekom razlicitih vremenskih intervala. DSC krivulje oba istrazivanja (bez obzira na
upotrebljeni nacin zagrijavanja) pokazala su slicne rezultate: glavni kristalizacijski pik je
pomaknut prema nizim temperaturama, postao je Siri, a visina mu se smanjila. Sto se
zagrijavanja ti¢e, doslo je do Sirenja krivulje taljenja, promjene glavnog endotermnog pika
prema nizim temperaturama te je takoder doslo do smanjenja njegove visine. U istraZivanju
Kanavourasa i Selke-a (2004), promjene su bile uocljivije kod toplinski tretiranih uzoraka u
odnosu na uzorke tretirane zrakom. Maggio i sur. (2012) primijetili su da do opisanih promjena

brze dolazi kod uzoraka zagrijavanih u mikrovalnoj pecnici nego u konvencionalnoj pedi.

2.3 Fizikalno — kemijski parametri oksidacijske stabilnosti maslinovog ulja

Kvalitativna analiza maslinovog vrlo je bitha u odredivanju parametara kvalitete. Kako bi se
utvrdila sama kvaliteta ulja postoje razne kemijske metode koje daju informacije o kakvodi
samog ulja. Sukladno uredbi Komisije (EU) 2016/2095 to su odredivanje kiselinskog broja, K

— broja i peroksidnog broja.

2.3.1. Peroksidni broj

Peroksidni broj jest kolicina tvari u danom uzorku koje oksidiraju kalijev jodid, izrazena u
milimolima aktivnog kisika po kilogramu ulja (mmolO2/kg) ili po miliekvivalentima aktivhog
kisika po kilogramu ulja (mEqO./kg) (Mandic i sur., 2020). Peroksidni broj govori o oksidativnoj
stabilnosti ulja i ukazuje na oksidaciju koja moze biti enzimska i kemijska. Maslinovo ulje u
svom sastavu najviSe sadrzi nezasicenih masnih kiselina, tj. masnih kiselina koje imaju
dvostruku vezu na koje se veze kisik iz zraka. Vezivanjem kisika (nastajanjem hidroperoksida)
pocinje niz procesa koji dovode do kemijskih i senzorskih promjena (Dobra, 2017). Oksidacija

masnih kiselina dogada se u dva koraka. Prvo, nezasi¢ene masne kiseline reagiraju s kisikom,
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stvarajudi perokside bez mirisa koji se, u drugom koraku, razlazu u aldehide, odgovorne za
uzegli okus. Stupanj prvog stupnja oksidacije procjenjuje se peroksidnim brojem (Spano i sur.,
2020).

Tablica 1. Maksimalno dozvoljena vrijednost peroksidnog broja za maslinovo ulje.
Izvor: Delegirana uredba Komisije (EU) 2016/2095

Kategorija djeviCanskih Maksimalno dozvoljena vrijednost
maslinovih ulja peroksidnog broja (mEq 02/kg)

Ekstra djeviCansko maslinovo ulje <20

Djevic¢ansko maslinovo ulje <20

2.3.2. K- brojevi

Spektrofotometrijsko dobivenim K-brojevima u UV podruéju dobivamo uvid o pocetnom
oksidacijskom stanju ulja te mogucem patvorenju s rafiniranim uljima. Apsorbancijom pri
valnoj duljini od 232 nm dobivamo podatke o prvom stupnju oksidacije gdje nastaju
hidroperoksidi vezanjem kisika na dvostruku vezu masnih kiselina. Primarni proizvodi oksidacije
pokazuju najvisu apsorbanciju pri 232 nm. Razgradnjom hidroperoksida nastaju konjugirani
dieni koji apsorbiraju u istom podrucju. Sekundarni produkti oksidacije najvise apsorbiraju na
270 nm. Apsorbancija u ovom podrucju uzrokovana je nastankom karbonilnih spojeva zbog
pucanja lanaca masne kiselina na mjestu vezanja kisika. To ujedno predstavlja i drugi stupanj
oksidacije ulja. Pri 270 nm apsorbiraju i konjugirani trieni koji nastaju pri rafinaciji ulja stoga
povecanje ovog parametra ukazuje na moguce mijeSanje maslinovog ulja s nekim rafiniranim
biljnim uljem. AK sluzi identifikaciju loSeg maslinova ulja (oksidirano ulje) i patvorenog

maslinovog ulja dodatkom rafiniranog ulja (Dobra, 2017).
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Tablica 2. Maksimalno dozvoljena vrijednost K3z, Ka7o i AK.
Izvor: Delegirana uredba Komisije (EU) 2016/2095

Kategorija djevicanskih K232 K270 AK
maslinovih ulja

Ekstra djeviCansko maslinovo ulje < 2,50 <0,22 <0,01
Djevicansko maslinovo ulje < 2,60 <0,25 <0,01

2.3.3. Kiselinski broj

Enzimi lipaze prirodno su prisutni u plodu masline te njihovim djelovanjem nastaju slobodne
masne kiseline. Djeluju tako da razgraduju ulje na njihove gradivne dijelove, slobodne masne
kiseline i diacilgliceroli. Djelovanjem lipaza dolazi do povecéanja kiselinskog broja (Mandic i sur.,
2020). Kiselinski broj nam pokazuje sadrZaj slobodnih masnih kiselina u maslinovom ulju.
Lipaze su prirodno prisutne u plodu masline te je najceSéi uzrok povecanija kiselinskog broja
osStecenje ploda koje ih aktivira (Dobra., 2017). Maslinova ulja se razlikuju prema udjelu SMK

izrazenih kao oleinska na 100 g ulja (Mandi¢ i sur., 2020).

Tablica 3. Maksimalno dozvoljen udio slobodnih masnih kiselina
Izvor: Delegirana uredba Komisije (EU) 2016/2095

Kategorija djevi¢anskih maslinovih ulja Maksimalno dozvoljen udio SMK (g / 100
g ulja)

Ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje <08

Djevicansko maslinovo ulje <20
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3. Eksperimentalni dio

3.1. Materijali

3.1.1. Uredaji

e Uredaj za diferencijalnu motridbenu kalorimetriju (DSC 214 Polyma Differential
Scanning Calorimeter, NETZSCH-Geratebau GmbH)

e Spektrofotometar (Secomam UviLine 9400)

e Analiticka vaga

e Pecnica

3.2.2. Kemikalije

e Otopina izooktana i octene kiseline u omjeru 2:3 (V:V)

e ZasiCena otopina kalijevog jodida (14 g kalijeva jodida otopine se u 8 g svjeze
prokuhane i destilirane vode — potrebno ju je Cuvati od svijetla i svjeze pripremati svaki
dan)

e Otopina Skroba (0,5 g skroba pomijeSa se u maloj koli¢ini vode te se doda u 50 mL
kipuce vode, ostavi se da vrije nekoliko sekundi i odmah ohladi — otopina se priprema
svaki dan)

e Izooktan, p.a. Cistoce

e Otopina natrij — tiosulfata, c¢(Na,So;) = 0,1 mol/L

3.1.3. Uzorak

e Ekstra djevicansko maslinovo ulje — Zvijezda plus d.o.o.
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3.2. Metode

Ubrzano kvarenje ekstra djevicanskog maslinovog ulja

U petrijevim posudama izvagano je 20 g ekstra djeviCanskog maslinovog ulja te su uzorci
podvrgnuti ubrzanom kvarenju pri 98 °C u termostatu i uzeti na analizu u vremenskim
intervalima od 2, 4, 8, 16 i 24 sata. Uzorcima su odredeni peroksidni broj i K-vrijednosti u UV-
podrucju (K270, K232 i AK) te su podvrgnuti diferencijalno skenirajuéoj kalorimetriji. Dobivene

vrijednosti su usporedene s nekvarenim/svjezim uzorkom ulja.

3.2.1. Odredivanje peroksidnog broja

Peroksidni broj odreduje se prema standardnoj HRN EN ISO 3960:2017 normi. 5 g ulja odvaze
se u Erlenmayerovu tikvicu od 300 mL koja je propuhana inertnim plinom. Uzorak se otopi u
50 mL otopini izooktana i octene kiseline, a zatim se doda 0,5 mL zasi¢ene otopine kalijeva
jodida i mijeSa se tocno 1 min s odstupanjem od 1 s viSe ili manje. Reakcija se zaustavlja
dodatkom 100 mL vode te se zatim doda 0,5 mL 1%-tne otopine Skroba i odmah titrira s
otopinom natrij — tiosulfata c¢(Na,So;) = 0,1 mol/L do obezbojenja. Na isti nacin odreduje se i

slijepa proba. Peroksidni broj racuna se prema jednadzbi:

_V-Vo
PB = —*5 (1)

gdje je:

V — volumen natrijevog tiosulfata utroSenog za titraciju (mL)

Vo - volumen natrijevog tiosulfata utroSenog za titraciju slijepe probe (mL)

m — masa uzorka ulja (g)

3.2.2. Odredivanje K — brojeva

Uzorak se pripremi i analizira metodom propisanom hrvatskom normom za odredivanje
apsorbancije u UV spektru izrazenih kao specificna UV ekstinkcija koja se koristi za Zivotinjske
i biline masti i ulja (HRN EN ISO 3656:2011). Od homogenog uzorka odvaze se 0,1 g u

odmjernu tikvicu od 10 mL. Tikvica se zatim napuni do oznake izooktanom
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spektrofotometrijske Cistoc¢e. S priredenom otopinom napuni se kvarcna kiveta s duljinom
prolaza zrake 1 cm te se na UV/Vis spektrofotometru mjere ekstinkcije pri valnim duljinama od

232 do 270 nm. Koeficijenti ekstinkcije pri raznim valnim duljinama racunaju se prema izrazu:

EA
gdje je:
KA — specifi¢na ekstinkcija pri valnoj duljini A
EA — izmjerena ekstinkcija pri valnoj duljini A
¢ — koncentracija otopine u g/100 mL

s — duljina puta zrake u cm

IzraCunavanje vrijednosti AK provodi se prema izrazu:

AK:K’”‘W (3)

gdje je:
Km — specifi¢na ekstinkcija pri valnoj duljini m tj. Valnoj duljini oko 270 +-2 nm na kojoj je

zabiljeZena maksimalna apsorbancija.

3.2.3. Diferencijalna motridbena kalorimetrija — karakteristike topljenja
ulja

Analiza je provedena prema prilagodenoj metodi iz rada Ostrowska-Ligenza i sur. (2021).
Mjerenja su radena na DSC uredaju - DSC 214 Polyma Differential Scanning Calorimeter,
NETZSCH-Geratebau GmbH. Uzorci ulja (10 — 20 mq) stavljeni su u aluminijsku posudicu koja
je hermeticki zape€acena aluminijskim poklopcem. Referentni uzorak predstavlja prazna
posudica koja se nalazi u kucistu uredaja uz posudicu s uzorkom. Analize su radene pri protoku
dusika od 40 mL/min i normalnom tlaku. Uzorci ulja su zagrijavani od sobne temperature do
80 °C brzinom od 10 °C/min uz zadrzavanje od 10 min kako bi se otopili svi kristali i izbrisala
termalna memorija. Nakon toga uzorci su hladeni do -73 °C brzinom od 10 °C/min uz
zadrzavanje od 30 min na -73 °C. Drugo zagrijavanje (tzv. druga fuzija) provedena je brzinom

od 15 °C/min do 80 °C. Prikazana je samo krivulja hladenja (Slika 2).
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Odredivanje peroksidnih brojeva

Tablica 4. Prikaz peroksidnih brojeva ekstra djeviCanskog maslinovog ulja nakon razlicitih

vremena zagdrijavanja.

VRIJEME ZAGRIJAVANJA / h PEROKSIDNI BROJ /(meq O,/kg)
0 4,74
2 5,92
4 6,70
8 7,80
16 9,54
24 12,19

Delegirana uredba komisije EU 2016/2095 nalaze da bi se maslinovo ulje karakteriziralo kao
ekstra djevicansko potrebno je da peroksidni broj izraZzen kao meq O,/kg ne smije prelaziti 20.
Iz prilozene tablice vidimo kako sirovo maslinovo ulje ima peroksidni broj ¢ak 4x manji od
dopustenog Sto znaci da ga mozemo svrstati u kategoriju ekstra djevicanskog. Vidimo kako se
s poveCanjem vremena zagrijavanja povecava i peroksidni broj. Najveca vrijednost
peroksidnog broja dobivena je nakon izlaganja ulja toplini 24 sata (12,19). U istrazivanju koje
su proveli Mandi¢ i sur. (2020) gdje su mjerili peroksidne brojeve 12 razlicitih uzoraka ekstra
djevicanskih maslinovih ulja na razlicitim temperaturama (30 °C, 40 °C i 50 °C) skladistenih
tijekom tri dana vidi se isti trend povecanja peroksidnog broja u skladu s poveéanjem
temperature, a i duljinom skladistenja. Medutim, povecanje peroksidnog broja najizrazenije je
tijekom prvog dana skladistenja (i kod najvise temperature od 50°C) dok se kasnije smanjuje.
To se moze objasniti pove¢anom vjerojatnoséu raspada nestabilnih hidroperoksida za vrijeme
skladistenja i njihovo razlaganje na sekundarne produkte oksidacije. Dakle, iz navedenog
istrazivanja moze se vidjeti kako porast temperature utjece na brzi pocetak primarne oksidacije
u ulju Sto dovodi do brzeg stvaranja peroksida i hidroperoksida te posljedicno porasta
peroksidnog broja. Takoder, duze vremensko izlaganje konstantnoj temperaturi takoder
pridonosi porastu peroksidnog broja (Sto je duzi vremenski period vedi je porast peroksidnog
broja zbog brzih kemijskih reakcija prvog stupnja oksidacije) gdje nakon predugog izlaganja
takoder moze do¢i do pada peroksidnog broja uslijed pocetka sekundarne oksidacije i
razlaganja peroksida i hidroperoksida na produkte sekundarne oksidacije — aldehide i ketone.
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4.2. Odredivanje K- brojeva

Tablica 5. Prikaz specifi¢nih ekstinkcija i vrijednosti AK pri odredenim valnim duljinama .

Uzorak K232 K270 AK
(vrijeme)
Oh 1,85 0,16 -0,66
2h 1,88 0,16 -0,68
4h 2,05 0,20 -0,67
8h 2,09 0,21 -0,72
16h 2,33 0,23 -0,77
24h 2,37 0,26 -0,83

Pocetne vrijednosti K232, K70 i AK odgovaraju Delegiranoj uredba Komisije (EU) 2016/2095.
Kako bi se maslinovo ulje smatralo ekstra djeviCanskim apsorbancija pri 232 nm mora biti
manja ili jednaka od vrijednosti 2,5, apsorbancija pri 270 nm mora biti manja ili jednaka od
vrijednosti 0,22, a gornja granica za AK je 0,01. U nasim uzorcima povecanjem vremenskog
intervala zagrijavanja dolazi i do povecéanja svih spomenutih vrijednosti. Tijekom mjerenja iako
se Ka32 povecava ne prelazi grani¢nu vrijednost od 2,5, za razliku od Kaz7. U uzorku koji je
poviSenoj temperaturi bio izlozen 16h vrijednost K,z koja iznosi 0,24 prelazi grani¢nu
vrijednost od 0,22, dok se kod uzorka koji je povisenoj temperaturi bio izlozen 24h ta vrijednost
je 0,26 koja takoder prelazi propisanu granicu. Vrijednosti AK zadovoljavaju kriterij tijekom
svih mjerenja. U istrazivanju koje su proveli Mandi¢ i sur. (2020) gdje su 12 uzoraka ekstra
djevicanskog maslinovog ulja skladistili pri razlicitim temperaturama (30 °C, 40 °C i 50 °C)
tijekom tri dana takoder su zapazili povecanja vrijednosti K. povecanjem vremena
skladistenja i poviSenjem temperature skladisStenja. Na pocetku, pri sobnoj temperaturi svi
uzorci spadali su u ekstra djevicanska maslinova ulja, a pri viSim temperaturama i duljem
izlaganju tim temperaturama u djevi¢anska maslinova ulja. Dva su uzorka pri temperaturama
od 40 °C i 50 °C prelazila granicu kategorije djevicanskog maslinova ulja i spadala pod
rafinirana maslinova ulja. Istim uzorcima mjerena je apsorbancija i na 270 nm gdje je utvrdeno
da pripadaju kategoriji ekstra djevicanskog maslinovog ulja s obzirom na Kz7. Takoder dolazi
do povecanja vrijednosti tijekom izlaganja ulja viSim temperaturama. S obzirom na AK svi su
uzorci i nakon tri dana skladistenja pri svim temperaturama u kategoriji ekstra djevi¢anskog

maslinovog ulja.
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4.3. Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DSC)

DSC /(mwW/mg)
[6 S]T exo
1. EVOO_0h
101 2. EVOO_2h
3. EVOO_4h
06 4. EVOO_8h
5. EVOO_16h
_EVOO_24h
0.6

0.4

0.2 -

-60 -40 -20 0 20 40 60 80
Temperature /°C

Slika 2. DSC skupna krivulja hladenja tijekom razliCitih vremenskih peroida

Na slici 2 vidimo kako se ponasaju krivulje hladenja termooksidiranih uzoraka ekstra
djevicanskog maslinovog ulja snimljenih DSC uredajem. Vidimo da je glavni egzotermni pik
sirovog uzorka najvisi i najuzi te da se nalazi otprilike na -50 °C, dok je onaj snimljen nakon
24h najmanii i najsiri. Isto se odnosi i na manji egzotermni pik koji se pojavljuje na otprilike -
16 °C. Odnosno, Sto je vrijeme izlaganja uzorka poviSenoj temperaturi duze, dolazi do
smanjenja povrsine glavnog egzotermnog pika i Sirenja temperaturnog raspona pika. Cerretani
i sur. (2012) snimali su DSC krivulje hladenja tri razliCita uzorka ekstra djevi¢anskog
maslinovog ulja koje je bilo skladisteno pri 60 °C tijekom 21 tjedna. Krivulje su snimljene na
pocetku te nakon 4, 12 i 21 tjedna. U njihovom slucaju takoder je vidljivo kako se povecanjem
vremenskog perioda izlaganja uzorka povisenim temperaturama glavni egzotermni pik pomice

prema nizim temperaturama, visina (entalpija) mu se smanjuje, a temperaturni raspon
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povecava. Vittadini i sur. (2003) snimali su krivulje hladenja ekstra djevi¢anskog maslinovog
ulja pri razli¢itim temperaturama (50 °C, 93 °C i 180 °C) tijekom vremenskog perioda do 216
sati. Krivulje prikazuju isti profil kao i u istrazivanju koje su proveli Cerretani i sur. (2012),
medutim kod njih je vidljivo da temperatura na kojoj su uzorci skladisteni ima veliki utjecaj na
izgled samih krivulja. Sto je temperatura skladiStenja visa, do opisanih promjena dolazi brze
te su ocitije. Smanjenje povrsine pika, povecanje temperaturnog raspona i njegovo pomicanje
prema nizim temperaturama pojava je koja se povezuje s nastankom produkata oksidacije
lipida koje mogu oslabiti i/ili ometati veze izmedu molekula triglicerida Sto posljedi¢no vodi do
stvaranja veceg broja nepravilnih kristala, povec¢anja viskoznosti ulja i poveéanja koncentracije
slobodnih masnih kiselina. Takvim kristalima potrebna je niZza energija za kristalizaciju te

usporavaju fazne prijelaze (Cerretani i sur., 2012).

5. Zakljucak

e Peroksidni broj ekstra djevicanskog maslinovog ulja povecava se sukladno s vremenom

termooksidacije

e Uslijed duljeg izlaganja ekstra djevicanskog maslinovog ulja povisenoj temperaturi
dolazi do povecanja specifi¢nih ekstinkcija pri 232 i 270 nm, kao i povecanja AK

vrijednosti

e Sto je ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje dulje termicki tretirano na DSC krivulji hladenja

egzotermni pik postaje sve nizi, a temperaturni raspon mu se povecava
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