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ZADATAK ZAVRSNOG RADA

e Tiobarbiturnim testom (TBARS metoda) odrediti parametre oksidacije tj.
sekundarne produkte oksidacije u mariniranim kozicama,

e Istraziti oksidacijsku stabilnost Cistog ribljeg ulja 1 ulja s dodacima biljnih
ekstrakata koriStenjem rancimat metode (3 g ulja, 120°C, 20 L/h),

e Analizirati utjecaj uporabe biljnih ekstrakata ruzmarina, mravinca, mati¢njaka,
lavande 1 vriska te njihovih mjeSavina na oksidacijsku stabilnost mariniranih
kozica i ribljeg ulja,

e Usporediti utjecaj na produljenje/snizenje oksidacijske stabilnosti pojedinac¢nih

biljnih ekstrakata u odnosu na mjesavine istih.



SAZETAK

U ovom radu istrazivana je uporaba biljnih ekstrakata (ruzmarina, mravinca,
lavande, mati¢njaka i vriska te njihovih mjesavina) u svrhu poboljSanja oksidacijske
stabilnosti mariniranih kozica i ribljeg ulja. Tiobarbiturni test (TBARS) se koristio u
analizi sekundarnih produkata oksidacije u mariniranim kozicama, a rancimat metoda u
ispitivanju oksidacijske stabilnosti ulja. Kod TBARS metode najbolji u¢inak pokazao je
ekstrakt mravinca, dok je od mjeSavina se najboljom pokazala ona koje sadrzi svih pet
ispitivanih ekstrakata u jednakom omjeru. Opéenito u¢inak mjesavina je bio znatno bolji
nego li uéinak dodatka pojedina¢nih ekstrakata. Kod rancimat metode (3 g ulja, 120°C,
20 L/h), dobiveni rezultati ukazuju na to da ekstrakt vriska pokazuje najvecu
antioksidacijsku ucinkovitost (0,640 h), dok se od testiranih mjeSavina najboljom

pokazala mjesavina ekstrakta ruzmarina i lavande (0,623 h).

Klju¢ne rijeéi: proizvodi ribarstva, oksidacijska stabilnost, biljni ekstrakti, TBARS,

Rancimat.



ABSTRACT

In this study the use of herbal extracts (from rosemary, oregano, lavender, lemon
balm and winter savory and their mixtures) in marinated shrimps and fish oil was
investigated in order to improve their oxidative stability of . The thoribarbituric test
(TBARS) was used in the analysis of secondary oxidation products in marinated shrimps,
and rancimat method for the oxidation stability test of oil. Using TBARS method, the best
effect was shown by the oregano extract, while the best results were obtained using the
mixture that contain all five plant extracts in equal proportions. Generally, the effects of
the mixtures were considerably better than those provided by the addition of individual
extracts. The result obtained by the rancimat method (3 g of oil, 120°C, 20 L/h) indicated
that the winter savory extract possess the highest antioxidant efficiency (0.640 h), while
among tested mixtures the best results were provided by the mixture of rosemary and
lavender extracts (0.623 h).

Key words: fishery products, oxidative stability, plant extracts, TBARS, Rancimat.
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UvOoD

Za razvoj gotovo svih proizvoda morskog podrijetla vazno je poznavati kemijsku
prirodu i sastav sirovina od kojih su isti proizvedeni. Riba, ali i ostali morski organizmi,
su vazan izvor esencijalnih i nutritivno vrlo vaznih aminokiselina kao S$to su
eikosapentaoic¢na kiselina (EPA) i dokozaheksaenska kiselina (DHA) za koje su dokazani
brojni pozitivni ucinci na ljudsko zdravlje. Ipak, zbog visokog stupnja nezasic¢enosti
navedenih kiselina, iste su lako podlozne oksidaciji pod utjecajem razli¢itih fizikalnih i
kemijskih ¢imbenika §to je jedan od najvecih problema s kojima se danas susrece
prehrambena industrija.

Zbog bogatstva ribljeg ulja omega-3 masnim Kiselinama (EPA i DHA) i
medicinskih spoznaja njegove Siroke djelotvornosti, ono postaje sve popularnije na trzistu
koje svakodnevno istrazuje najucinkovitije metode sprjeCavanja oksidacije. U
prehrambenoj industriji je dodatak zacina, biljaka i biljnih ekstrakata u razlicite proizvode
u svrhu sprjeavanja oksidacije, mikrobioloSkog kvarenja i produljenja vijeka trajanja
poznato od davnina. Kako je mariniranje jedan od najstarijih kemijskih metoda zastite i
jedan od najznacajnijih postupaka konzerviranja proizvoda iz mora, u ovom radu je
istrazen potencijal dodatka razli¢itih biljnih ekstrakata u sprjeCavanju oksidacije ribljeg
ulja rancimat metodom kao 1 utjecaj dodatka ekstrakata na sprjecavanje oksidativnog

kvarenja mariniranih kozica §to je testirano primjenom TBARS metode.



1.  OPCIDIO

1.1. Ribai riblje ulje

1.1.1. Povijesni pregled i znacaj

Proizvodi ribarstva su ve¢ stolje¢ima dio ljudske prehrane, a kao dokaz tome
postoje fosilizirani ostaci ulovljenih riba stari gotovo 400 000 godina. UnatoC¢ tome,
hranidbena vrijednost ulja izoliranog iz jetre bakalara bila je poznata, ili barem
pretpostavljena, tek krajem 19. stoljec¢a. Suvremena teorija da riblje ulje ima preventivni
ucinak na pojavu i razvoj kardiovaskularnih bolesti predlozena je tek pedesetih godina
proslog stoljeca. Temeljem ove teze provedeno je istrazivanje na populaciji Eskima na
Grenlandu ¢ija je prehrana oskudna voéem 1 povréem, ali izrazito bogata kolesterolom 1
zasi¢enim masnim kiselinama. Prema modernim teorijama zdrave prehrane Eskimi bi,
obzirom na prehrambene navike, trebali imati veliku ucestalost pojave kardiovaskularnih
oboljenja $to nikako ne potvrduju rezultati znanstvenih studija. Najucestalije bolesti i broj

oboljelih na uzorku populacije autohtonih Eskima vidljivi su u tablici 1. (1).

Tablica 1. Prikaz oboljenja na uzorku 1500 grenlandskih Eskima, Upernarvik, 1950.-

1974. (1)
Oboljenje Stvarni broj oboljelih | Oc¢ekivani broj oboljelih
Karcinom (svi slucajevi) 46 53
Mozdani udar (apopleksija) 25 15
Pepticki ulkus 19 29
Miokardijalni infarkt 3 40
Psorijaza 2 40
Bronhitis/ astma 1 25
Dijabetes 1 9
Multipla skleroza 0 2




Obzirom da su dobiveni rezultati znacajno odstupali od onih ocekivanih,
istrazivaci su posebno poceli obracati pozornost na ulogu konzumacije ribe i ribljeg ulja
u prevenciji navedenih oboljenja. Rezultati dobiveni u ovoj studiji, potaknuli su veliki val
istrazivanja i na drugim ljudskim zajednicama koje u svakodnevnoj prehrani konzumiraju
znacajne koli¢ine proizvoda ribarstva. Sli¢ni rezultati su dobiveni i u istrazivanjima koja
su uklju¢ivala stanovnike Japana, Spanjolske i Portugala.

Godisnje se na svjetskoj razini za proizvodnju ribljeg ulja koristi 25 do 30 milijuna
tona ribe. Obzirom da se posljednjih godina biljeZi pad proizvodnje ribljeg ulja (sa gotovo
1,6 milijuna tona 1997. godine na oko 1,1 milijuna tona u 2011. godini te na 900 000 tona
u2012. godini), a potraznja za omega-3 masnim kiselinama se znatno povecala, navedeno

je rezultirao povecanjem trzi$ne cijene ribljeg ulja (1).

1.1.2. Kemijski sastav i nutritivna vrijednost

Jestive masti i ulja uglavnom se sastoje od molekula triglicerida ¢iji kostur ¢ini
glicerol na kojeg su vezane tri masne kiseline. Tako prvenstveno razlikujemo zasicene i
nezasi¢ene masne kiseline, za riblje ulje je znacajna prisutnost esencijalnih visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina Sto ¢ini ujedno i osnovnu razliku izmedu ribljeg ulja i biljnih
ulja. Esencijalne masne kiseline ne mogu se sintetizirati u organizmu, pa ih je stoga
potrebno unositi hranom (2).

Omega-3 masne kiseline vazne su za ljudsko tijelo i imaju brojne funkcije u
odrzavanju njegove vitalnosti, a znanstvena istrazivanja koja se na njima svakodnevno
provode dokazuju njihovo pozitivno djelovanje. Razlikujemo tri vrste omega-3 kiselina
(3):

e ALA (a-linolenska kiselina, engl. a-linolenic acid)
¢ DHA (dokozaheksaenska kiselina, engl. docosahexaenoic acid)

o EPA (eikozapentaenska kiselina, engl. eicosapentaenoic acid).
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Slika 1. Kemijske strukture najznacajnijih omega-3 masnih kiselina (4)

U nutritivnom pogledu, riba i proizvodi ribarstva ¢ine osnovu pravilne i
uravnotezene prehrane jer su izrazito bogati bjelanCevinama i zdravim masnim
kiselinama. Oko 40 % ribljeg ulja sastavljeno je od dugolanc¢anih masnih kiselina (koje
sadrze 14-22 ugljikovih atoma) od ¢ega je 60-84 % nezasic¢enih. Opcenito, morske ribe
su, za razliku od slatkovodnih, nutritivno bogatije jer c¢ak 88 % otpada na
visokonezasi¢ene masne kiseline sa 5-6 dvostrukih veza. Ipak ova znacajka ih ¢ini
podloznijima oksidacijskim procesima i1 kvarenju. Obzirom da se unosom nezasi¢enih
masnih kiselina u organizam smanjuje udio kolesterola u krvi, na taj se nacin
preventivno djeluje na moguénost kardiovaskularnih i sr¢anih oboljenja. Riba se na
osnovu udjela i raspodjele masti u tijelu dijeli na bijelu i plavu ribu. Plava riba masti
pohranjuje u stanicama po cijelome tijelu, dok ih bijela riba skladisti u jetri i manjim
dijelom u trbusnoj Supljini. Stoga o lokalizaciji masti u ribi ovisi 1 na¢in njene izolacije
u postupku proizvodnije ribljeg ulja (5).

ALA je esencijalna kiselina pa se mora unositi prehranom, dok ljudsko tijelo u
ogranicenim koli¢inama moze sintetizirati DHA 1 EPA iz ALA. Zbog toga je vazno u
svakodnevnu prehranu ukljuciti namirnice bogate i DHA i EPA. Preporuceni dnevni
unos nije odreden nego varira o dobi, spolu i zdravstvenom stanju pojedinca. Za zdravu
i uravnotezenu prehranu preporucuje se konzumacija ribe najmanje dva puta tjedno, pri
¢emu bi unos EPA i DHA u prosjeku iznosio 0,3-0,45 g/danu (3).

U tablici 2. prikazane su preporucene dnevne doze unosa alfa-linolenske kiseline

za razlicite skupine. dok je u tablici 3. prikazan kemijski sastav razli¢itih ribljih vrsta.



Tablica 2. Prikaz preporuc¢enog dnevnog unosa ALA (3)

Zivotna dob/ spol Preporucena dnevni unosa ALA (g/dan)
Muskarci (dob 19+) 1,6
Zene (dob 19+) 1,1
Trudnice 1,4
Dojilje 1,3

Tablica 3. Kemijski sastav (udio u %) razli¢itih vrsta morskih riba (5)

Nutritivna komponenta
Vrsta ribe Voda (%) Lipidi (%0) Bjelancevine (%0)
Bakalar 79,8-85,1 0,1-0,9 13,4-19
List 78,9-80,8 0,5-3,8 15,7-18,4
In¢un 69,9-80,8 0,7-14,5 16,2-19,4
Srdela 66,8-78,1 0,9-17,2 15,4-17,6
Ugor 60,0 8,0-13,0 14,4
Palamida 63,5 11,3 23,9
Tuna 59,0-72,0 4,0-16,0 21,0-27,0

Glavni prehrambeni izvori omega-3 masnih kiselina su plava riba (sardina,

skusa, tuna, in¢uni) te ribe hladnih mora (haringa, losos, bakalar), alge i zooplankton te

sjemenke i oraSasti plodovi. Konkretno, ALA najces¢e nalazimo u biljnim uljima,

orasastim plodovima, lanenim sjemenkama i proizvodima od soje dok se riba, proizvodi

ribarstva, a posebno riblje ulje, smatraju glavnim i najznacajnijim prehrambenim
izvorima dugolancanih derivata ALA, DHA i EPA (3).

Zbog svog blagotvornog ucinka i kao najznacdajniji izvor omega-3 masnih

kiselina riblje ulje sve ¢esc¢e postaje dijelom prehrane modernog Covjeka, sto direktnom

konzumacijom, sto kao sastavni dio razli¢itih dodataka prehrani. 1z tog razloga se riblje

ulje odnosno masne kiseline nerijetko unose prehranom u obliku kapsula koje mahom

postaju trzi$ni trend. Osim omega-3 kiselina, riblja ulja takoder sadrze i znacajne




koli¢ine mononezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina, kao i male koli¢ine omega-6
masnih kiselina (2). Riblje ulje i preparati (kapsule) koje ga sadrze prikazani su na slici
2.

Slika 2. Izgled ribljeg ulja u tekué¢em stanju i u kapsulama (6)

Glavna strukturna razlika izmedu omega-3 i omega-6 masnih Kkiselina prikazana
je naslici 3 i temelji se na oznac¢avanju obzirom na polozaj prve dvostruke veze obzirom

na metilni kraj lanca (7).
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Slika 3. Razlika u kemijskoj strukturi izmedu omega-3 i omega 6 masnih kiselina (7)

Jedina strukturna razlika izmedu ovih dviju kiselina lezi u polozaju prve
dvostruke veze u odnosu na metilnu skupinu na kraju ugljikovodi¢nog lanca. Ipak, bez
obzira na minimalne strukturne razlike, ove dvije masne Kiseline imaju u potpunosti
razli¢ito djelovanje na na$ organizam. Nusprodukti razgradnje omega-6 masnih kiselina
uzrokuju rast stanica tumora, zgruSavanje krvi, upalne procese itd., dok omega-3
kiseline djeluju upravo suprotno. Za na$ organizam nuzan je unos i jednih i drugih jer
biodostupnost omega-3 masnih kiselina u tkivima ovisi i 0 medusobnom odnosu
unesenih omega-3 i omega-6 kiselina (8).

Kod ribljeg ulja, za razliku od biljnih, zna¢ajnu ulogu imaju i metali. Metali u
ribljem ulju djeluju kao katalizatori pa tako ubrzavaju kemijske procese kvarenja i
oksidacije, zbog ¢ega su riblja ulja puno podloznija kvarenju nego li biljna ulja. U okoli§
mogu dospjeti prirodnim putem ili kao Stetne tvari emisijama iz antropogenih izvora
(metalurska industrija, odlagalista otpada i dr.), Sto je danas mnogo ¢eS¢e. Moguénost
akumuliranja metala u bioloSkim sustavima odnosno bioakumulacija je jedna od
najznacajnijih karakteristika metala. Metali na taj na¢in ulaze u hranidbeni lanac i Stetno
djeluju na cijeli ekosustav (9).

U tablici 4. prikazan je sadrzaj vitamina A i D te vitamina B kompleksa u
razli¢itim vrstama riba te u ribljem ulju. Mineralne tvari se nalaze u obliku soli, a

najznacajnije su soli natrija, kalija, kalcija, magnezija i fosfora (5).



Tablica 4. Sadrzaj vitamina u razlic¢itoj ribi (5)

Vrsta A D B1 B2 B3 B5 B6
ribe (1U/g) (IU/g) | (tiamin) | (riboflavin) | (niacin) | (pantotenska | (piridoksin)
(n/g) (n/g) (n/g) kiselina) (n/g)
(n/g)
Bakalar 0-50 0 0,7 0,8 20 1,7 1,7
Haringa 20-400 300- 0,4 3,0 40 10 45
1000
Riblje ulje | 200- 20-300 - 34 15 403 -
10000

Naravno, jedinstveni opis kemijskog sastava riba ne postoji obzirom da on ovisi
0 brojnim ¢imbenicima poput vrste ribe, njezinog geografskog stanista, vrsti vodenog
stani$ta, dobi, spolnoj zrelosti, veli¢ini, na¢inu ishrane, itd.

Osim navedenih sastojaka ribe koji su vazni za ljudsku prehranu i imaju
pozitivan uc¢inak za ljudsko zdravlje, tijekom prerade, manipulacije i skladiStenja ribe
potrebno je voditi racuna o potencijalnim procesima oksidacije pri cemu nastaju razliciti
organski spojevi poput aldehida, ketona ili peroksida. Ovi spojevi nemaju samo utjecaj
na organolepticka svojstva ve¢ su brojni od njih i toksi¢ni. Djelovanjem enzima lipaze,
u tkivu ribe se tokom skladiStenja postupno dogada hidroliza masti prilikom ¢ega nastaju
slobodne masne kiseline i glicerol (10).

Lipidni peroksidi pri djelovanju iona Zeljeza ili bakra stvaraju brojne organske
produkte razgradnje od kojih mnogi mogu imati vrlo Stetno djelovanje. Najces¢i produkt
lipidne peroksidacije je malondialdehid (MDA) koji je ujedno i najopasniji. MDA je
mutageni produkt koji tvori Stetne komplekse koje nalazimo u stanicama razli¢itih
organa. Ovaj spoj pokazuje izraziti afinitet prema lizinskom aminokiselinskom dijelu
DNK, a napadom na gvaninski ostatak izaziva mutagena ostecenja. Jo§ jedna Cinjenica
Stetnog djelovanja je ta da se MDA u organizmu razgraduje do malonatne kiseline koja
djeluje kao kompetitivni inhibitor u Krebsovom ciklusu. Naj¢esce koriStena metoda za
mjerenje stupnja oksidacije u ribljim proizvodima upravo se temelji na odredivanju
sekundarnih produkata lipidne oksidacije koristenjem tzv. tiobarbiturnog testa tj.
spektrofotometrijsko odredivanje fluorescentno ruziCastog kompleksa tiobarbiturna

kiselina-malondialdehid (engl. TBA-MDA complex) (10).




Posljednjih nekoliko desetlje¢a znacaj omega-3 masnih kiselina za ljudsko
zdravlje, zahvaljujuéi istrazivanjima koja dokazuju pozitivan uc¢inak u prevenciji bolesti
1 ocuvanju zdravlja, kontinuirano se povecava. One u ljudskom organizmu sniZzavaju
razinu triglicerida pa prvenstveno pozitivno djeluju na srce i krvne Zile te u prevenciji i
terapiji malignih i1 kardiovaskularnih bolesti. Mnogobrojna klini¢ka i epidemioloska
istrazivanja ukazala su na pozitivan u¢inak omega-3 masnih kiselina u razvoju djece, a
novije spoznaje ukazuju i na blagotvorno djelovanje kod raznih psihickih bolesti,
ukljucujuéi depresiju, demenciju, poremecaj aktivnosti i deficita paznje (engl. attention

deficit hyperactivity disorder - ADHD) kao i na Alzheimerovu bolest (11).

1.2.  Procesi kvarenja

Ulje je, osim kemijskim reakcijama, podlozno i mikrobioloskim i enzimskim
procesima koji dovode do nepozeljnih promjena i kvarenja, mijenjaju¢i mu na taj nacin
organolepticke karakteristike i nutritivna svojstva, uzrokujuci gubitak dijela bioloskih
tvari, vitamina i provitamina, esencijalnih masnih Kiselina i drugih spojeva.

Posljedica kvarenja su, kao $to je ranije spomenuto, razgradni produkti, isparljivi
karbonilni spojevi 1 nize molekularne masne kiseline koje ulju daju neugodan okus 1
karakteristi¢an miris uzeglosti. Neki razgradni produkti, poput peroksida, polimera, a
najcesce prethodno opisanog MDA, mogu biti Stetni za zdravlje pa se takve masti i ulja
koriste iskljuc¢ivo u tehni¢ke svrhe (12).

Obzirom na uzroke, procese kvarenja dijelimo na:

o enzimske i mikrobioloske procese kvarenja

o kemijske procese kvarenja.

1.2.1. Enzimski i mikrobioloski procesi kvarenja

Da bi doSlo do ove vrste kvarenja neophodno je prisustvo enzima ili
mikroorganizama te njima odgovarajuci uvjeti poput temperature, sadrzaja i aktiviteta

vode, odredene pH vrijednosti, itd.



Procesi kvarenja koje uzrokuju enzimi su karakteristi¢ni za sirovine u kojima su
sadrzana ulja i masti dok su procesi kvarenja izazvani mikroorganizmima karakteristi¢ni
za preradevine i proizvode koji ih sadrzavaju.

Osnovne reakcije koje su znacajne za enzimske i mikrobioloske procese kvarenja
su:

. hidroliti¢ka razgradnja

. S-ketooksidacija (13)

a) Hidroliticka razgradnja

Do kvarenja uzrokovanog hidrolitickom razgradnjom dolazi u prisustvu vode i
lipolitickih enzima (lipaza) pri ¢emu dolazi do dolazi do hidrolize triacilglicerola. Kod
ove reakcije dolazi do cijepanja esterske veze masnih kiselina i alkohola glicerola te kao
produkti nastaju slobodne masne kiseline koje za posljedicu imaju poveéanje kiselosti, a
istovremeno mogu nastati mono- i digliceridi te glicerol. Ipak, bez obzira na navedene
uvjete koji odgovaraju ovoj vrsti kvarenja (prisutnost vode i enzima), pri temperaturama
visim od 80°C, kao i pri onim nizim od -20°C, dolazi do inaktivacije enzima pa je
hidroliticka razgradnja sprijeCena. Ova vrsta kvarenja se javlja prvenstveno u sirovini,
kao i kod lipida onih proizvoda koji sadrze ve¢i udio vode (npr. mesni i mlije¢ni
proizvodi). Stupanj nastalih hidrolitickih promjena odnosno napretka ove vrste kvarenja,

prati se odredivanjem udjela slobodnih masnih kiselina u uzorcima. (13)

b) B-ketooksidacija

Do reakcija f-ketooksidacije dolazi uslijed djelovanja mikroorganizama, plijesni
iz grupe Aspergillus i Penicillium te djelovanjem bakterijskih vrsta Bacillus
mesentericus i Bacillus subtilis.

Kod ovih procesa mikroorganizmi u prisustvu kisika iz zraka napadaju zasi¢ene
masne kiseline i to metilensku skupinu u S-polozaju u odnosu na karboksilnu skupinu
(odakle potjece i naziv reakcije). Kao rezultat nastaju S-keto kiseline kao primarni
produkti i metil keton kao sekundarni produkt. Neugodan miris, karakteristi¢an za ovu
vrstu kvarenja, poznat kao ,,miris uzeglosti, posljedica je upravo prisustva metil ketona.
Budu¢i da je p-ketooksidacija uzrokovana aktivnoséu mikroorganizama, sprjecava se
upravo provodenjem postupaka kojima se oni inhibiraju i uniStavaju, poput procesa

pasterizacije, sterilizacije, prilagodavanja pH sredine ili pak dodatkom konzervansa (14).
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1.2.2. Kemijski procesi kvarenja

Kemijski procesi koji dovode do kvarenja ulja su:
. autooksidacija
. termooksidacijske promjene

. reverzija (15).

a) Autooksidacija

Do autooksidacije dolazi djelovanjem kisika iz zraka na nezasi¢ene masne
kiseline, a obzirom da gotovo sva ulja i masti sadrze manje ili vise nezasi¢enih masnih
kiselina, autooksidacija je vrsta kvarenja koja se javlja gotovo kod svih vrsta masti. Hoc¢e
li do autooksidacije do¢i brze ili sporije ovisi o sastavu masti, nacinu njena ¢uvanja,
skladistenja i eventualno prisutnim sastojcima koji ubrzavaju odnosno usporavaju ovu
reakciju. Oksidacijom se gube esencijalne masne kiseline, ali takoder dolazi i do
oksidacije vitamina i provitamina. Buduéi da brojni nastali produkti oksidacije djeluju
toksicno, veoma je vazno sprijeciti kvarenje tijekom proizvodnje, prerade, skladiStenja i
upotrebe ulja (16).

Gledajuéi brzinu oksidacije sastojaka ulja, ona je znatno brza kod viSestruko
nezasi¢enih komponenti u usporedbi s onim mononezasi¢enim ili zasi¢enim, zbog Cega
prve smatramo kljuénim za ovaj proces kvarenja (15).

Mehanizam autooksidacije objasnjava se teorijom slobodnih radikala kao §to je
prethodno spomenuto, a odvija se u tri faze:

¥ pocetak reakcije (inicijacija)
> tijek reakcije (propagacija)
> zavrSetak reakcije (terminacija).

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule koji u svojoj strukturi imaju jedan ili

vise nesparenih elektrona i uzrok su visoke i neselektivne reaktivnosti (17).

Pocetak reakcije (inicijacija)

Kisik napada molekule nezasi¢enih masnih kiselina (RH) i1 pri tome se stvaraju

slobodni radikali (R-) masnih kiselina, kao $to je vidljivo u jednadzbama (18,19).
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ROOH - ROO" + H
ROOH - RO’ + OH’
2ROOH = RO" + ROO" + H,0

Kao rezultat ovih reakcija nastaju slobodni radikali. U pocetnoj fazi nema
nastalih hidroperoksida ili su prisutni u izuzetno malim koli¢inama, pa je ova faza

vrlo spora (18).

Tijek reakcije (propagacija)

Iz slobodnih radikala masnih kiselina nastaju hidroperoksidi (ROOH) i slobodni
radikali peroksida (ROO-) vezanjem kisika. Hidroperoksidi, primarni produkti oksidacije
su labilni pa se dalje razgraduju (najvise pod utjecajem temperature) na slobodne radikale
(RO-, ROO i dr.) i ostale produkte oksidacije. Ovi produkti su poznati kao sekundarni i
tu spadaju razlic¢iti aldehidi, ketoni, alkoholi, masne kiseline i dr., od kojih su neki
zasluZni za uZegao miris karakteristican za oksidiranu mast. Slobodni radikali, kao
izrazito reaktivne molekule, napadaju nove lance masnih kiselina i ponovno stvaraju
hidroperokside i slobodne radikale peroksida (18,19).

R +0, > ROO
ROO" + R,H > ROOH +R; "

Kod ovih reakcija vezivanjem kisika nastaju hidroperoksidi i slobodni radikali
peroksida, dok se nestabilni hidroperoksidi razgraduju

Zavrs$na faza (terminacija)

Nakon faze propagacije reakcija oksidacije se lan¢ano nastavlja dalje sve dok
slobodni radikali ne reagiraju medusobno. Medusobnom reakcijom stvaraju se
polimeri koji su inaktivni i stabilni pa time i zavrSava proces autooksidacije, kao §to
je prikazano (20):

R"+R" 2> R-R
ROO" + R;00" - ROOR; + 0,
RO’ +R;" > ROR;
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b) Termooksidacijske promjene

Zagrijavanjem masti iznad 150°C u prisustvu zraka, uz oksidacijske produkte
(hidroperoksida i njihovih razgranatih produkata), nastaju i produkti termooksidacije
(dimeri i polimeri triglicerida, oksipolimeri, ciklicke masne kiseline itd.) koji su
toksi¢ni i Stetno djeluju na ljudsko zdravlje. Utjecaj temperature na oksidaciju masti
varira 1 naj¢esce se dogada prilikom procesa termicke obrade hrane kao §to su procesi
przenja, pecenja i sl., a 0sim 0 sastavu masnih kiselina, ovisi i o udjelu antioksidansa
I prooksidansa u mastima. Opcenito, §to je stupanj nezasi¢enosti masnoce veci, tokom
zagrijavanja nastaje viSe produkata termooksidacije koji uzrokuju vidljive promjene
izgleda i sastava, kao $to su tamnija boja i porast viskoziteta, dok pojedine promjene
nisu vidljive ve¢ se parametri moraju odrediti kemijskim ili fizikalnim metodama
(21).

c) Reverzija

Reverzija je reakcija koja se ¢e$¢e javlja kod biljnih ulja nego li kod
masnoc¢a animalnog porijekla i ribljih ulja, a oc¢ituje se pojavom i razvojem
neugodnog mirisa tijekom skladistenja, koji je posebno naglasen ako se takvo ulje
zagrijava. Jo$ uvijek nije u potpunosti poznat uzrok reverzijske promjene, ali se
pretpostavlja se da je ona posljedica djelovanja razgradnih produkata nekih
negliceridnih sastojaka i linolenske kiseline. Ipak, u praksi su ipak pronadeni nacini
kojima se reverzija moze ublaziti kao $to su pravilna provedba nacina rafinacije,

djelomi¢na hidrogenacija i dodatak limunske kiseline (12).

1.2.3. Stabilizacija ulja

Oksidacijska stabilnost ulja ovisi o brojnim faktorima, a da bi se ovaj proces
zaustavio potrebno je djelovati u usporavajucoj fazi propagacije na nacin da se
deaktiviraju slobodni radikali u sustavu. Pri ovom procesu vaznu ulogu imaju
antioksidansi koji usporavaju autooksidacijsko kvarenje ulja i na taj nacin
poboljsavaju njegovu stabilnost (22).

Antioksidansi su tvari koje prisutne u malim koli¢inama sprjecavaju ili

usporavaju proces oksidacijskog kvarenja i produzuju odrzivost ulja (23).
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Dakle, antioksidansi usporavaju oksidaciju masti, medutim ukoliko su dodani
nakon zavrSetka indukcijske faze, nemaju utjecaja na procese kvarenja. Stoga, da bi
se Sto uspjesnije sprijecio autokataliticki proces i da bi antiokisdansi mogli djelovati,
potrebno ih je dodati u svjeze ulje ili mast ¢iji je peroksidni broj manji od 1 meq O2/Kg
masti (21).

Antioksidansi se opcenito dijele na primarne i sekundarne. U primarne
ubrajamo galate, butil-hidroksianisol (BHA), butil- hidroksitoluen (BHT), tokoferole,
fenolne spojeva, askorbate te ekstrakte biljaka i zacina. Medu sekundarne
antioksidanse ubrajamo etilendiamin-tetra-octenu kiselinu (EDTA), limunsku
kiselinu, fosfornu kiselinu i odredene aminokiseline, Sekundarni antioksidansi
djeluju na nacin da uklanjaju metalne ione koji potpomazu fazu inicijacije u procesu
autooksidacije (22). Naravno, povecanjem koncentracije antioksidansa povecava Se |
oksidacijska stabilnost ulja, medutim ako se pojedini antioksidansi dodaju u vecoj
koncentraciji od preporucene oni mogu djelovati potpuno suprotno i ubrzati

oksidacijsko kvarenje ulja (prooksidativno djelovanje) (24).

lako je poznat velik broj prirodnih i sintetskih antioksidansa, nisu svi pogodni za

koristenje u stabilizaciji jestivih ulja i masti, a oni ¢ije je koriStenje najucestalije prikazani

su u tablici 5 (25).

Tablica 5. Naj¢esci prenhrambeni antioksidansi (25)

Prirodni Sintetski

Karotenoidi Butil hidroksianisol
Flavonoidi Butil hidroksitoluen
Fenolne kiseline Propil galat

Tokoferoli i tokotrienoli Tercijarni butilhidrokinon

Tokoferoli i1 karotenoidi su najpoznatiji prirodni antioksidansi, a u novijim

znanstvenim istrazivanjima sve popularniji su i biljni ekstrakti poput ekstrakata

ruzmarina, kadulje, mravinca, lovora, mati¢njaka, maslinovog lista te drugih zac¢inskih i

ljekovitih biljaka. Medu prirodne antioksidanse koji su uspjesno dokazali svoje

14



djelovanje ubrajamo i velik broj fenolnih spojeva, neke aminokiseline i dipeptidi,
fosfolipidi, hidrolizati proteina, karotenoidi te anorganske soli (26)
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

U ovom radu za ispitivanje oksidacijske stabilnosti odnosno parametara oksidacije
u proizvodima ribarstva; ribljem ulju i mariniranim kozicama, kojima su dodani biljni
ekstrakti, koristene su dvije metode. Uzorcima ribljeg ulja odredena je oksidacijska
stabilnost bez i sa dodatkom ekstrakata zacinskog bilja koristenjem Rancimat metode
(Rancimat, 743, Metrohm USA, Inc, Florida, SAD), dok je na mariniranim uzorcima
mesa kozice za odredivanje stupnja oksidacije primijenjena je spektrofotometrijska
metoda tiobarbiturnog testa ili kra¢e zvana TBARS metoda (engl. Tiobarbituric Acid
Reactive Substances) pri ¢emu je koristen uredaj UV-VIS spektrofotometar (Lambda EZ
201, Perkin-Elmer, SAD).

Ekstrakti biljaka pripremljeni su kao dio prethodnog istrazivanja i to su bili
ekstrakti ruzmarina, mati¢njaka, lavande, mravinca i vriska. Kao ekstrakcijsko otapalo
kod priprave ekstrakata navedenih biljaka koriStena je destilirana voda, a ekstrakcija se
provodila u ultrazvuénoj kupelji tijekom 2 sata pri temperaturi 60°C. Omjer biljnog
materijala (g) i vode (mL) bio je 15:100.

Osim Cistih ekstrakata testirane su i njihove mjeSavine koje su pripremljene

mijeSanjem odredenih ekstrakata u razli¢itim omjerima kao $to je prikazano u tablici 6.

Tablica 6. Sastav testiranih mjeSavina biljnih ekstrakata

Oznaka Koristeni biljni ekstrakti Omijer ekstrakata
MjeSavina 1 R+MR+L 3:1:1
Mjesavina 2 R+L+V 3:2:1

MjeSavina 3 R+L 3:2

MjeSavina 4 R+ MR 3:2

MjeSavina 5 R+MR+L 1:1:1

Mjesavina 6 R+MR+L+V+M 1:1:1:1:1

*ruzmarin (R), mravinac (MR), lavanda (L), vrisak (V), mati¢njak (M)
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2.1. Odredivanje oksidacijskih parametara u mariniranim kozicama

Kao §to je opisano u op¢em dijelu rada, procesi oksidacije u hrani koja sadrzi
lipide dovode do njene uzeglosti. Takve pojave jedne su od najznacajnijih negativnih
promjena koje se javljaju u namirnicama prilikom njihove prerade, proizvodnje,
manipulacije, upotrebe i skladiStenja.

Kod odredivanja stupnja razvoja oksidacijskih procesa u hrani najc¢esce se koristi
tiobarbiturni test koji se temelji na odredivanju sekundarnih produkata lipidne oksidacije.
Jedan od najvaznijih produkata lipidne oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina je
malondialdehid (MDA), koji se ujedno smatra i izrazito kancerogenim.

Kod tiobarbiturnog testa, MDA pri uvjetima niskog pH i visoke temperature
reagira s 2-tiobarbiturnom kiselinom (TBK?>) pri ¢emu nastaje ruzi¢asto obojeni MDA-
TBK> kompleks (slika 4) ¢ija se koncentracija odreduje spektrofotometrijski. lzgled tj.
nastalo obojenje otopina nakon reakcije prikazan je na slici 5.

Nastalo obojenje ima apsorpcijski maksimum pri 532-535 nm, a koncentracija
MDA je proporcionalna stupnju oksidacije uzorka. Budu¢i da TBK, osim s MDA, reagira
i s drugim spojevima, obavezno je dodavanje nekog antioksidansa kako bi se sprijecile
takve reakcije tijekom homogenizacije 1 filtracije uzorka. U tu svrhu najcesce se dodaju

propil-galat i etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA) (10).

(?H & S\/N\ OH HO\//N\/SH
17 N+ AN - NRU AN
HO/\N/ SH MDA H OH OH
2-tiobarbiturna Amax: 531nm
kiselina

Slika 4. Reakcija nastajanja MDA-TBK> kompleksa (27)

U ovom istrazivanju ispitani su sekundarni produkti lipidne oksidacije nastali u
mesu kozica tijekom njegova mariniranja u klasi¢noj marinadi koja je sadrzavala smjesu
vode i obezbojenog vinskog octa u omjeru 3:1 i 6% soli, kao i u marinadama u koje su

dodani razli¢iti volumeni biljnih ekstrakata ili mjeSavina. Za svaki uzorak je marinirano
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50 g kozica kojima je dodano 100 mL nalijeva. Nakon mariniranja u trajanju od 7 dana,
kozice su ocijedene i prebacene u suncokretovo ulje u kojem su prije analiza stajale dva

mjeseca.

B

Slika 5. lzgled otopina po nastanku MDA-TBK: kompleksa (vlastita fotografija)

Postupak odredivanja:

20 g mesa kozice se pomijesa s 40 mL 7,5% otopine trikloroctene kiseline (TCA)
koja je pripremljena otapanjem 75 g TCA, 1 g propil galata te 1 g EDTA u destiliranoj
vodi do kona¢nog volumena 1000 mL.

Uzorak se potom homogenizira uz pomo¢ $tapnog miksera, nakon ¢ega se ostavi
da odstoji tijekom 30 minuta. Homogenizirana smjesa se filtrira preko Whatman 1 filtar
papira, nakon ¢ega se po 5 mL filtrata otpipetira u plasti¢ne falcon epruvete. U svaku
epruvetu doda se 5 mL otopine TBK (0,02 M), epruvete se zacepe te se urone u vodenu
kupelj zagrijanu na 100°C tijekom 40 minuta. Nakon toga uzorci se ohlade, a alikvoti
prenesu u kivete koje idu na spektrofotometrijsko mjerenje pri valnoj duljini od 538 nm.
Slijepa proba umjesto filtrata sadrzi jednaku koli¢inu destilirane vode.

Rezultati su izrazeni preko bazdarne krivulje (y = 9,0371x — 0,0088, r?=0,9999)
dobivene za pet tocaka otopine standarda 1,1,3,3-tetractoksipropan (TEP) i izrazeni su u
uM malondialdehida (MDA)/100 g (28,29).
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2.2. Odredivanje oksidacijske stabilnosti ribljeg ulja

Rancimat metoda je jedna od najkoriStenijih metoda odredivanja oksidacijske
stabilnosti masti i ulja. Ova metoda predstavlja tipi¢nu konduktometrijsku metodu koja
se temelji na mjerenju provodljivosti destilirane vode koja tijekom vremena apsorbira
hlapljive produkte oksidacije ulja. Uzorak ulja je izloZen povisenoj temperaturi (100°C)
I propuhivanju strujom zraka (20 L/h). Pod takvim uvjetima potpomognuta je oksidacija
ispitivanog uzroka ulja, a hlapivi produkti oksidacije, noSeni strujom zraka, se prenose u
posudu za mjerenje u kojoj se nalazi voda. Na temelju podataka koji biljeze porast
provodljivosti destilirane vode koja je apsorbirala produkte oksidacije izraduje se
rancimat krivulja na kojoj je jasno vidljiv indukcijski period, odnosno vrijeme tijekom
kojeg je uzorak stabilan i nije doslo do akcelerirane oksidacije (30). Izgled postavljenog

uzorka ulja na Rancimat uredaj prikazan je na slici 6.

Slika 6. Uzorci ulja postavljeni na uredaj Rancimat (vlastita fotografija)
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Postupak odredivanja:

Na analitickoj vagi se u epruvete (reakcijske posude) izvaze po 3 g ribljeg ulja. U
dvije epruvete se stavi samo riblje ulje i one sluze kao slijepa proba, dok se u ostale doda
po 100 uL biljnog ekstrakata ili njihove mjesavine.

Testiranje oksidacijske stabilnosti ribljeg ulja, sa i bez dodatka ekstrakata, se
provodi pri 100°C te pri protoku zraka od 20 L/h. Tocka infleksije koja se automatski
odredi na dobivenoj rancimat krivulji pokazatelj je trajanja indukcijskog vremena i
vrijeme je oksidacijske stabilnosti uzorka nakon Cega pocCinje njegova izrazito brza
oksidacija. Usporedbom oksidacijske stabilnosti samog ulja i onog u koje je dodan
ekstrakt ili mjesavina ekstrakata moguce je odrediti utjecaj dodatka na oksidacijsku

stabilnost ulja, odnosno da li ono produljuje ili skrac¢uje oksidacijsku stabilnost uzorka.
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3. REZULTATI | RASPRAVA

U ovom radu istraZivana je uporaba biljnih ekstrakata u svrhu poboljSanja
oksidacijske stabilnosti odabranih proizvoda ribarstva. Koristeni su ekstrakti ruzmarina,
mravinca, lavande, mati¢njaka i vriska te razliite mjeSavine istih, te dvije najpoznatije
metode za ispitivanje stupnja oksidacije lipida, tiobarbiturni test (TBARS) u analizi
sekundarnih produkata oksidacije u mariniranim kozicama i rancimat metoda kod

ispitivanja oksidacijske stabilnost ribljeg ulja.

3.1. Tiobarbiturni test (TBARS metoda)

TBARS metoda temelji se na odredivanju sekundarnih produkata lipidne
oksidacije. Budu¢i da je malondialdehid (MDA) jedan od najvaznijih, ujedno i
najStetnijih produkata, tiobarbiturnim testom se, kao $to je opisano u prethodnom
poglavlju, spektrofotometrijski odreduje njegova koncentracija nakon reakcije nastanka
MDA-TBK> kompleksa. U konacnici, odredena TBARS vrijednost je mjera
oksidacijskog stanja mariniranih kozica (10). Dobiveni rezultati prikazani su na slikama

7-12, izraZeni u vidu koncentracije MDA izrazene u umol MDA/100 g kozica.

Mravinac

Ll o L R
o wu o wm
S & o© o

o
62
o

TBARS (umol MDA/100g)

o
o
o

2mL 3mL 5mL
Volumen ekstrakta (mL)

Slika 7. Grafi¢ki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon

mariniranja uz dodatak ekstrakta mravinca
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Kao §to je vidljivo iz prikazanih rezultata, TBARS vrijednost je obrnuto
proporcionalna povecanju volumena (koncentracije) dodanog ekstrakta sto je potvrdeno
U sluc¢aju primjene svih testiranih ekstrakata.

TBARS u uzorcima kozica mariniranim uz dodatak ekstrakta mravinca kretao se
u rasponu od 1,66 do 2,37 umol MDA/100 g, s tim da je dodatak najveé¢eg volumena
ekstrakta (5 mL) rezultirao je najve¢om vrijednoséu.

Kao $to je vidljivo sa slike 8. dodatak iste koli¢ine ekstrakta vriska tijekom
mariniranja kozica u 100 mL nalijeva rezultirao je s TBARS vrijednosti od 1,68 umol
MDA/100 g.

Vrisak

1,95

1,90

1,85

1,80

1,75 1,92

1,70 1,80

1,65 1,68
1,60

1,55

TBARS (itmol MDA/100 g)

2mL 3mL 5mL

Volumen ekstrakta (mL)

Slika 8. Graficki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon

mariniranja uz dodatak ekstrakta vriska

Marinirani uzorci s dodanim ekstraktima ruzmarina (slika 9), mati¢njaka (slika
10) i lavande (slika 11) su pokazali znatno veée TBARS vrijednosti. Dodatkom 2 mL
ekstrakta ruzmarina i mati¢njaka rezultiralo je s vrijednostima 3,99 1 5,14 umol MDA/100
g mesa kozica. Vrijednosti dobivene dodatkom istih ekstrakata, ali u vecoj koli¢ini od 5
mL, pokazale su nize vrijednosti (2,79 i 2,69 umol MDA/100 g). Dodatak ekstrakta
lavande rezultirao je sa TBARS vrijednostima od 3,28 pmol MDA/100 g u slucaju
dodatka 2 mL ekstrakta, te 2,37 umol MDA/100 g u slu¢aju kad je dodano 5 mL.
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RuZmarin
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Slika 9. Graficki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon

mariniranja uz dodatak ekstrakta ruzmarina

Mati¢njak
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TBARS (umol MDA/100 g)
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Volumen ekstrakta (mL)

Slika 10. Grafic¢ki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon

mariniranja uz dodatak ekstrakta mati¢njaka
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Lavanda
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Slika 11. Graficki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon
mariniranja uz dodatak ekstrakta lavande

Osim utjecaja dodatka ¢istih ekstrakata tijekom mariniranja kozica, testirana je i
primjena njihovih mjesavina koje su definirane u tablici 8. Prema tamo istaknutim
podacima vidljivo je da M1 predstavlja mjesavinu ekstrakata ruzmarina, mravinca i
lavande u omjeru 3:1:1, dok M2 predstavlja mjeSavinu ekstrakata ruzmarina, lavande 1
vriska u 3:2:1. M3 mjeSavina sadrzi ekstrakte ruzmarina i lavande u omjeru 3:2, a M4
predstavlja isti omjer ruzmarina s mravincem. MjeSavina M5 predstavlja mjeSavinu
ekstrakata ruZzmarina, mravinca i lavande u omjeru 1:1:1, dok je M6 mjeSavina svih
koriStenih biljnih ekstrakata (ruzmarin, mati¢njak, lavanda, mravinac i vrisak) u omjeru

1:1:1:1:1.

Rezultati odredivanja parametara oksidacije u kozicama koje su marinirane uz

dodatak mjesavine ekstrakata prikazane su na slici 12.
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Mjesavine ekstrakata
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Slika 12. Graficki prikaz odredene TBARS vrijednosti u uzorku kozica nakon

mariniranja uz dodatak mjesavina ekstrakta

Dobiveni rezultati za testirane mjeSavine ekstrakata TBARS metodom su bolji
nego li su oni dobiveni primjenom ¢istih ekstrakata. TBARS vrijednosti su se kretale od
1,23 pmol MDA/100 g kod mjeSavine M6 do 1,43 umol MDA/100 g kod mjeSavine M3.
Najnizi rezultat TBARS vrijednosti u ovom istrazivanju je upravo rezultat u slucaju
primjene mjeSavine M6 odnosno smjese ckstrakta svih pet istrazivanih biljaka

medusobno pomijesanih u omjeru 1:1:1:1:1.

3.2. Rancimat metoda

Rancimat metoda je tipicna konduktometrijska metoda za odredivanje
oksidacijske stabilnosti masti i ulja kod koje na temelju porasta provodljivosti destilirane
vode koja apsorbira produkte oksidacije se ocitava indukcijski period, odnosno vrijeme
stabilnosti uzorka ulja (30). 1z prikaza rezultata koji su vidljivi na slici 13 i 14 jasno se
vidi da svi uzorci koji imaju indukcijsko vrijeme dulje od onog kojeg je pokazalo samo
riblje ulje imaju produljenu oksidacijsku stabilnost, odnosno dodatak ekstrakta je imao

pozitivan u¢inak i sprije¢ena je oksidacija ulja.
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Kod svih uzoraka kod kojih je dobiveno krace vrijeme stabilnosti moze se
zakljuciti da je dodatak ekstrakata imao negativan, odnosno moguéi prooksidativni
ucinak.

Od pojedinac¢nih biljnih ekstrakata, usporedno sa stupcem cistog ribljeg ulja
kojem pod uvjetima od 100°C i protokom zraka 20 L/h indukcijski period prosjecno traje
0,595 h, vidljivo je da je ekstrakt vriska najvise produljio oksidacijsku stabilnost ribljeg
ulja (0,64 h). Ekstrakti mati¢njaka i ruzmarina pokazuju sli¢ne vrijednosti indukcijskog
perioda od 0,635 i 0,630 h, ekstrakt lavande je imao vrlo mali u¢inak na stabilnost ribljeg
ulja (0,613 h), dok je vrijeme indukcije uzorka s ekstraktom mravinca nesto nize od
uzorka Cistog ribljeg ulja (0,585 h), §to znaci da je ekstrakt mravinca u ovom sluc¢aju imao

moguci prooksidativni u¢inak.

0,64
0,63
0,62
0,61

0.6 0,64
0,59 0,63

Vrijeme indukcije (h)

0,58
0,57
0,56
0,55

o a

Blank M L \Y MR R
Ekstrakti

* M- mati¢njak, L- lavanda, V- vrisak, MR- mravinac, R- ruzmarin
Slika 13. Usporedni prikaz oksidacijske stabilnosti ribljeg ulja (blank) i ulja s
dodanim biljnim ekstraktima

Na slici 14. vidljivi su rezultati oksidacijske stabilnosti ulja za mjesavine biljnih
ekstrakata. M2 mjesavina koja sadrzi ekstrakte ruzmarina, lavande i vriska nije znacajno
utjecala na produljenje oksidacijske stabilnosti ribljeg ulja jer je indukcijsko vrijeme bilo

jednako onom ¢istog ulja (0,595 h). Mjesavina ruzmarina, mravinca i lavande (M1) te
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mjeSavina ruzmarina i lavande bez mravinca (M4) pokazale su vrijeme oksidacijske
stabilnosti ulja od 0,62 h. Mjesavina ruzmarina, mravinca i lavande (M5) pokazala je
nesto slabije djelovanje (0,61 h) prema ¢emu mozemo zakljuciti da na oksidacijsku
stabilnost ulja znatno utjeée sadrzaj ekstrakta ruzmarina. M6 predstavlja mjeSavinu svih
testiranih biljnih ekstrakata u jednakim omjerima i ona je, iako s neznatnom razlikom,
pokazala dulje vrijeme indukcije usporedno s ¢istim ribljim uljem. MjeSavina ruzmarina
i lavande (M3) pokazala je najbolje antioksidacijsko djelovanje (indukcijsko vrijeme
0,6225 h), no ipak nije nadmasila vrijeme indukcije koje je rezultat primjene samog
ekstrakta vriska.

0,625
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g 0,615
= 061
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3 0,605
£ 06 0
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= 0,595
>

0,59

0,585

0,58

Blank M1 M2 M3 M4 M5 M6

Mjesavine ekstrakata

Slika 14. Usporedni prikaz oksidacijske stabilnosti ribljeg ulja (blank) i ulja s dodanim

mjesavinama biljnih ekstrakata
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4. ZAKLJUCAK

Iz rezultata dobivenih ovim istrazivanjem mogu se izvesti sljedec¢i zakljucci:

Za TBARS metodu:

e primjena biljnih ekstrakata ima pozitivan u¢inak na stupanj oksidacije mariniranih
kozica,

e TBARS vrijednosti su obrnuto proporcionalne volumenu dodanog ekstrakta,

¢ od individualnih ekstrakata najbolji u¢inak imao je mravinac,

e sve mjeSavine su pokazale bolji u¢inak od primjene pojedinacnih ekstrakata,

e od testiranih mjeSavina najboljom se pokazala M6 (sve ekstrakti u omjeru
1:1:1:1:1).

Za rancimat metodu:

e primjena svih ekstrakata osim ekstrakta mravinca produljuje oksidacijsku
stabilnost ribljeg ulja,

e od testiranih mjesavina ekstrakata sve su, osim M2, pokazale moguc¢i oksidativni

ucinak tj. imale su pozitivno djelovanje na produljenje oksidacijske stabilnosti

Iz prikazanih rezultata i zakljuc¢aka vidljivo je da uc¢inak primjene ekstrakata u
svrhu sprjecavanja oksidacijskih procesa u razli¢itim proizvodima ribarstva je razlicit Sto
najbolje potvrduje izrazito dobra aktivnost mravinca u uzorcima mariniranih kozica te
moguca prooksidacijska aktivnost u uzorcima ulja. Navedeno zapravo onemogucuje
donosenje generalnog zakljucka obzirom da isti ovisi o vrsti proizvoda, vrsti ekstrakta,
dodanoj koli¢ini (volumenu, koncentraciji) nacinu njegove pripreme, primijenjenoj

metodi koja je koriStena kod analiza, ali 1 o brojnim drugim parametrima.
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