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1. Uvod

1. UVOD

Potraznja za ribom pokazuje kontinuiran rast jo§ od 1990. godine, a u 2018. godini
konzumacija ribe per capita je presla 20 kg (FAO, 2020). Povecana proizvodnja ribljih
proizvoda na globalnoj razini rezultirala je povecanjem koli¢ine nusproizvoda. Prema Uredbi
(EZ) br. 1069/2009, riblji nusproizvodi se vode kao otpad trece kategorije, tj. dijelovi zivotinja
koji nisu prikladni za prehranu ljudi. Stoga, nusproizvode zapravo ne bi trebali tretirati kao
otpad jer se otpad ne moze koristiti za prehranu ljudi 1 Zivotinja ili za proizvodnju proizvoda
dodane vrijednosti (Rustad i sur., 2011).

Nusproizvodi koji nastaju u ribopreradivackoj industriji sadrze brojne visokovrijedne
komponente, kao §to su viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (PUFA), kolagen i Zelatina,
bioaktivni peptidi, enzimi, minerali, vitamini, karotenoidi, hitin, hitosan i drugi. Navedeni
spojevi mogu se ekstrahirati iz nusproizvoda i koristiti kao nutraceutici i farmaceutici, u
prehrambenoj i kozmetic¢koj industriji ili za proizvodnju biodizela.

Prema FAO podacima u 2018. godini, od 178.5 milijuna tona ukupne koli¢ine
proizvedene ribe, cak 88% ili viSe od 156 milijuna tona iskoriSteno je za prehranu ljudi.
Preostalih 12%, odnosno 22 milijuna tona, iskoristeno je u neprehrambene svrhe. Od toga, cak
82% 1ili 18 milijuna tona koristio se za proizvodnju ribljeg brasna i ulja, dok je ostatak od 4
milijuna tona utroSen za proizvodnju hrane za zivotinje, u farmaceutskoj industriji 1 sl. (FAO,
2020). Takoder, procjenjuje se da na proizvodnju ribljeg brasna i ulja od nusproizvoda
ribopreradivacke industrije otpada 25 do 35%.

Vrijednost ribljih nusproizvoda je u porastu posljednjih 20-ak godina otkad se pocela
posveéivati sve veca paznja njihovom ucinkovitom iskoriStavanju. Koli¢ina ribljih
nusproizvoda iz godine u godinu sve viSe raste zbog stalnog povecanja akvakulturne
proizvodnje u Mediteranu i Jadranu, ali 1 zbog kontinuiranog porasta ulova srdele koja se koristi
za preradu ili prehranu tune tijekom uzgoja. Tuna (Thunnus thynnus), srdela (Sardina
pilchardus), lubin (Dicentrarchus labrax) 1 komarca (Sparus aurata) vazne su gospodarske
vrste u preradi i uzgoju ribe u Republici Hrvatskoj (RH). Takoder, one su i1 visokokvalitetna
sirovina, ¢iji nusproizvodi predstavljaju kvalitetnu sekundarnu sirovinu za proizvodnju ribljeg
brasna i1 ulja. Prema podacima Drzavnog zavoda za statistiku (DZS, 2020) RH, u ukupnom
ulovu male plave ribe, 77,8% ¢ini ulov srdele (45 095 t), ukupni uzgoj plave ribe Cini tuna (2
747 t), a 95% od ukupnog uzgoja bijele ribe u RH otpada na uzgoj lubina (6 089 t) i komarce
(6 774 t). Uzgoj ribe u kontinuiranom je porastu. Osim u RH, trend rasta ahvakulturne

proizvodnje ribe vidljiv je 1 u drugim mediteranskim zemljama poput Malte, Cipra, Turske,
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1. Uvod

Egipta, Tunisa, Italije i Spanjolske. Upravo zbog navedenog povecéanja uzgoja i ulova te
posljedi¢no povecanja koli¢ine nastalih nusproizvoda, ove gospodarski vazne vrste su izabrane
za proizvodnju i rafiniranje ribljeg ulja u ovom istrazivanju.

FAO procjenjuje da se u vecini svjetskih regija izmedu 30 1 35% ili 50 1 60 milijuna tona
proizvoda ribarstva ili akvakulture izgubi ili zavrsi kao otpad, dok ribopreradivacka industrija
generira preko 20 Mt nusproizvoda (FAO, 2020; Marti-Quijal 1 sur., 2020). Gubitci su znacajni
1 generiraju se kroz cijeli lanac opskrbe. Znatna koli¢ina otpada nastaje i prilikom ulova jer se
u mreZze ulove 1 vrste koje nisu ciljane ili su ispod minimalno dopustene veliCine.

Nusproizvodi ribopreradivacke industrije nastaju u velikim koli¢inama i njihovo
zbrinjavanje predstavlja golem ekonomski i ekoloski problem. Konzerviranjem srdele, kao i
filetiranjem tune, dobije se 25% nusproizvoda od ukupne mase ribe. Prilikom filetiranja
komar¢i koje spadaju u veli¢inski razred od 0,5 kg, na filet otpada samo 34% ukupne mase, $to
znali da tijekom proizvodnje jedne tone fileta komarce nastane 660 kg nusproizvoda. Udio
pojedinih nusproizvoda u odnosu na ukupnu teZinu komarée je prikazan na Slici 1.1. (Simat,

2021).

Kostani okvir (eng. frame) 10%

Glava sa
Skrgama 19%

Koza 4%

Skrzna kost s
pripadaju¢om
=7 N perajom
- (eng. collar) 4 %

Ostaci od dorade
(eng. trimmings) 4%

Trbusne peraje s pripadajué¢im
misi¢ima (eng. belly flaps) 2%

Utroba (eng. viscera):

Slika 1.1. Nusproizvodi (%) u odnosu na ukupnu tezinu komarée (preuzeto iz Simat, 2021).

U RH od 68 do 75% industrijske proizvodnje ribe ¢ini konzervirana srdela. Opéenito,
nusproizvodi koji nastaju tijekom prerade ribe su glava (od 9 do 12% ukupne teZine ribe), utroba
(od 12 do 18%), koza (od 1 do 3%), kosti (od 9 do 15%) 1 ljuske (oko 5%) (FAO, 2020). U

akvakulturi gubitci se akumuliraju kroz smrt riba zbog problema s opremom ili pogresnog




1. Uvod

rukovanja, smrt riba uslijed djelovanja vanjskih utjecaja (napad Zivotinja ili cvjetanje algi) te
pojave zaraznih bolesti (Karadeniz & Kim, 2014). S obzirom da se uzgojna riba hrani
kontrolirano, sastav nusproizvoda je relativno jednolian S$to moze rijesiti problem
raznovrsnosti, dostupnosti i sezonalnosti ove sirovine.

Stupanj iskoriStenosti nusproizvoda ovisi o vrsti ribe obzirom na razlike u procesu
proizvodnje pri ¢emu se generiraju razlicite koli¢ine nusproizvoda. Takoder, ovisi i o higijeni
te naCinu rukovanja nusproizvodima. Ova sirovina zahtijeva hladni lanac prilikom skladistenja
1 prijevoza jer je vrlo kvarljiva i ima jako kratak rok trajanja. Nusproizvodi poput glava, koze i
kostiju relativno su stabilni pri niskim temperaturama, dok je utroba izrazito podlozna kvarenju
¢ak 1 pri niskim temperaturama zbog prisutnosti velike koli¢ine razli¢itih bakterija i enzima
(Rustad i sur., 2011). Stoga je prikupljanje, kao i1 pravilno skladistenje nusproizvoda od iznimne
vaznosti za njihovu daljnju uporabu.

Ukoliko se generiranje nusproizvoda ne moze sprijeciti, najpoZzeljniji na¢in za njihovo
iskoriStenje je proizvodnja farmaceutika, dodataka prehrani i proizvoda namijenjenih prehrani
ljudi. Nadalje, proizvodnja hrane za Zivotinje, proizvoda za industrijsku upotrebu i energije su
prihvatljivi dok je kompostiranje manje pozeljno, a odlaganje 1 spaljivanje bi trebali biti zadnja

opcija (Slika 1.2.) (EPA, 2020).

Hijerarhijska shema gospodarenja
nusproizvodima

@ Smanjenje nastanka viska hrane
Z
Koristenje za prehranu ljudi

Koristenje za prehranu
Zivotinja

Koristenje za
4 industrijske potrebe

Slika 1.2. Hijerarhijska shema gospodarenja nusproizvodima (prilagodeno iz EPA, 2020).




1. Uvod

Nastali nusproizvodi, koji nisu prikladni za ljudsku konzumaciju, imaju potencijal u
proizvodnji kvalitetnog ribljeg ulja. U prosjeku je potrebno od 10 do 50 kg ribe kako bi se
proizveo 1 kg ribljeg ulja (Stevens i sur., 2018). Riblja ulja dobivaju se metodom ekstrakcije iz
ribe ili ribljih nusproizvoda prilikom proizvodnje ribljeg brasna. Zbog potraznje za kvalitetnim
ribljim brasnom i uljem na svjetskom trzistu, ovakav nacin iskoriStavanja ribljih nusproizvoda
ima dugorocnu isplativost ukoliko je sirovina kvalitetna i osigurana u dostatnim koli¢inama
(Tacon & Metian, 2008). Preradom nusproizvoda izbjegava se njihovo odlaganje u okolis,
najces¢e u morski ekosustav, prilikom ¢ega se potencira nastanak Stetnih vodikovih sulfida koji
dovode do toksi¢nih uvjeta (Lopes da Silva i sur., 2018; Rizliya & Mendis, 2014). Stoga, osim
financijskog optereCenja ribopreradiva¢ima 1 uzgajivaCima riba, riblji nusproizvodi
predstavljaju i ekolosko opterecenje. Danas je u svijetu sve viSe preradivaca ribljih
nusproizvoda u ulje i braSno. Ovi proizvodi se kao sekundarna sirovina dodatno procis¢avaju
od necistoca, te imaju Siroku primjenu u kozmetickoj, farmaceutskoj industriji za pripremu
krema, sapuna, glicerola, dodataka prehrani, kao i u prehrambene svrhe za izradu masti, maslaca
i jestivih ulja (Jayathilakan i sur., 2012). Ipak, najvece koli¢ine ribljeg ulja koriste se u
proizvodnji ekstrudirane riblje hrane za prehranu riba u uzgoju. Dodatak ribljeg ulja u prehranu
riba 1 ostalih Zivotinja pozitivno djeluje na imunitet 1 stopu prezivljavanja jedinki te smanjuje
nastanak deformacija. Riblja ulja su lako probavljiva §to pogoduje povecanju prirasta uzgajanih
zivotinja (Kim, 2013).

Tijekom prerade ribljih nusproizvoda u procesu kuhanja i preSanja sirovine ne koriste
se nikakve kemikalije koje bi negativno utjecale na ekosustav. Stoga, osim $to navedeno
predstavlja efikasan nacin zbrinjavanja nusproizvoda, proizvodnja ribljeg brasna i ulja je 1
ekoloski prihvatljiva. Proizvodnja ribljeg brasna i ulja je najzastupljenija u zemljama s
razvijenom ribarskom industrijom kao Sto su Peru, Cile, Tajland, Vijetnam, Danska, Norveska,
Island i Indonezija. Ukupna koli¢ina proizvedenog ribljeg ulja u svijetu u 2018. godini je
iznosila 1.283.300 tona, Sto je porast od 290.800 tona u odnosu na 2017. godinu (FAO, 2021).

Riba, tj. riblja ulja izvor su PUFA u prehrani ljudi. U sastavu ribljih ulja najznacajnije
su omega-3 (n-3) masne kiseline, od kojih eikozapentaenska (EPA) i dokozaheksaenska (DHA)
kiselina imaju veliku vaznost u oc¢uvanju i zastiti ljudskog zdravlja (Slika 1.3.), stoga je i

trenutna nutricionisti¢ka preporuka njihov povecan unos.
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Slika 1.3. Kemijska struktura eikozapentaenske (EPA) i dokozaheksaenske (DHA) kiseline
(preuzeto iz Semb, 2012).

PUFA se koriste za jacanje imuniteta i fetalnog razvoja ploda stoga se preporucuje
njihov dodatan unos trudnicama, djeci i starijim osobama (Rizliya & Mendis, 2014; Swanson i
sur., 2012). Takoder, unos PUFA je povezan sa zaStitom od demencije, Alzheimerove i
Parkinsonove bolesti te smanjenjem rizika od kardiovaskularnih bolesti kroz smanjenje krvnog
tlaka i pulsa, rizika od tromboze i aritmije te povecanja efikasnosti miokarda i vazodilatacijskog
odgovora (Lange, 2020a, 2020b; Shahidi & Ambigaipalan, 2018). Takoder, pokazalo se i1 kako
dodatan unos smanjuje rizik od nastanka raka inhibiranjem kancerogeneze (Larsson 1 sur.,
2004).

Kod primjene ovih blagotvornih masnih kiselina s vremenom se kao predmet rasprave
poceo isticati stupanj cistoce njihovih prehrambenih izvora. Masnoce koje dobivamo
ekstrakcijom iz riblje sirovine jesu sirova riblja ulja. Ona sadrze slobodne masne kiseline
(SMK), produkte oksidacije, hlapljive spojeve, fosfolipide 1 druge necisto¢e koje smanjuju
nutritivnu vrijednost, kvalitetu 1 rok trajanja ulja (Huang & Sathivel, 2010). Uspostavljenjem
pogodnih postupaka za prociS¢avanje (rafinaciju) podize se komercijalna vrijednost ulja te se
poboljsavaju njegova kvalitativna svojstva, uz zadrZzavanje optimalnog sastava masnih kiselina
(Chakraborty & Joseph, 2015b). Otklanjanje necistoca iz ribljeg ulja utjece i na produljenje
njegova roka trajanja (Huang & Sathivel, 2010).

Kvaliteta sirovine ili nusproizvoda za proizvodnju ribljeg ulja ovisi o fizikalno-
kemijskim svojstvima sirovine, ribljoj vrsti, sezoni ulova, nac¢inu hranjenja, geografskoj lokaciji
i uvjetima okoliSa (Kara i sur., 2018), kao i primjenjenim metodama ekstrakcije ulja iz ribljeg

otpada (Chakraborty & Joseph, 2015a; Nazir i sur., 2017).
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1.1. Proizvodnja ribljeg ulja

Proizvodnja ribljeg braSna i sirovog ribljeg ulja tradicionalno se provodi metodom
mokrog presanja (Chakraborty & Joseph, 2015a), kod koje su osnovni koraci kuhanje i
separacija. Kuhanje potice koagulaciju bjelanCevina pri ¢emu se izlu¢uju voda i ulje dok se
tijekom separacije odvajaju kruti dio, koji je po sastavu suha tvar bogata bjelan¢evinama, i
tekuci dio koji sadrzi vodu, ulje, otopljene bjelancevine, vitamine i minerale. Tekuéi dio se
centrifugira kako bi se odvojio talog od vode u dekanteru (odvajanje uljne faze), dok se kruti
dio dodatno susi 1 predstavlja gotov proizvod, tj. riblje brasno. Vazan preduvjet za ucinkovito
odvajanje ribljeg ulja je visoka temperatura kuhanja, minimalno 95 °C.

Osim metode proizvodnje ribljeg ulja mokrim preSanjem, u proizvodnji sirovih ribljih
ulja koriste se i metode hidrolize, autolize, suhog preSanja, ekstrakcija pomocu otapala 1
superkriti¢na tekuéinska ekstrakcija (Simat i sur., 2017), a posljednjih godina dodatno se
razvijaju i metode ekstrakcije ulja potpomognute mikrovalovima ili ultrazvukom (Khawli i sur.,
2019).

Razli¢ite metode ekstrakcije kao rezultat imaju razli¢itu koli¢inu necistoc¢a i primjesa u
ribljem ulju (Chakraborty & Joseph, 2015b). Sirovo riblje ulje dobiveno metodom mokrog
presanja moze se primjenjivati u proizvodnji sto¢ne hrane ili kao dodatak u akvakulturi te u
industriji za proizvodnju boja, lakova i pesticida. Ova metoda ima Siroku primjenu zbog svoje
jednostavnosti 1 lake primjene na industrijskoj razini, a ulja su dosta dobre kvalitete. Tako na
primjer sirova riblja ulja srdele dobivena metodom mokrog preSanja imaju ve¢i sadrZaj masti,
manji udio slobodnih masnih kiselina, niZi saponifikacijski broj, niZi kiselinski broj, nizu p-
anisidin vrijednost, nizu TOTOX vrijednost i nizu TBARS vrijednost u usporedbi s
konvencionalnom metodom proizvodnje (Chakraborty & Joseph, 2015a).

Riblja ulja dobivena metodom mokrog preSanja su izrazito gusta i mutna. SadrZe
necistoce 1 razliCite spojeve poput slobodnih masnih kiselina, monodiglicerida, diglicerida,
fosfatida, steroida, vitamina, ugljikovodika, pigmenata, ugljikohidrata, bjelanc¢evina 1 njithovih
produkata koji riblje ulje ¢ine neprikladnim za ljudsku konzumaciju (Morais 1 sur., 2001).
Prisutnost PUFA ¢ini riblje ulje iznimno podloZnim oksidativnom kvarenju $to utje¢e na
promjenu njegovih organolepti¢kih karakteristika 1 nutritivnih vrijednosti osobito ako su
izloZena razli¢itim temperaturama 1 utjecaju svijetlosti tijekom procesa skladiStenja (Moretto &
Fett, 1998). Odabir pogodne metode u proizvodnji sirovog ribljeg ulja osigurava kvalitetu, no
treba uzeti u obzir i kvantitativnu iskoristivost ribljih nusproizvoda. Riblje ulje treba pravilno

skladistiti na tamnom mjestu unutar pogodnog temperaturnog rezima, kako bi se ocuvala
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njegova kvalitativna svojstva. Za ljudsku prehranu nuzno je dodatno procistiti ulje, tj. odstraniti
sve necistoce koje mogu potencijalno potaknuti proces njegova kvarenja ili mogu biti prekursori
nastanku spojeva koji imaju Stetno djelovanje na zdravlje ljudi. Proces prociséavanja ribljeg
ulja naziva se rafinacija.

Sirovo riblje ulje se procesom kemijske rafinacije moze procistiti do visokokvalitetnog
ulja pogodnog za ljudsku konzumaciju. Osim prociS¢avanja cilj rafinacije je i produljenje roka
trajanja ulja, te poboljSavanje njegovih kvalitativnih svojstava, a tijekom ovog procesa izuzetno
je vazno da ne dode do narusavanja oksidacijske stabilnosti ulja. Proces rafinacije trebao bi
predstavljati kompromis izmedu uklanjanja nepozeljnih spojeva i zadrzavanja spojeva koji
pridonose kvaliteti ulja, stoga odabir odgovaraju¢e metode rafinacije zahtijeva veliku paznju,
obzirom da on nosi klju¢nu ulogu u ocuvanju kvalitete ulja. U konacnici, ukoliko je lose

provedena, rafinacija moze pridonijeti kvarenju ribljeg ulja.

1.2. Rafinacija ribljeg ulja

Proces rafinacije ribljeg ulja sastoji se od nekoliko faza. Prva faza rafinacije je
degumiranje, proces u kojem se sirovo riblje ulje podvrgava djelovanju vode i fosforne kiseline
pri ¢emu se iz ulja odstranjuju fosfolipidi, bjelancevine i lipoproteini te ostale tvari koje stvaraju
talog. Degumirano ulje se dodatno centrifugira radi uklanjanja nepozeljnih ,,gumastih*
materijala (Chakraborty & Joseph, 2015b). Tijekom neutralizacije koja je sljedeca faza
rafinacije, degumiranom ulju dodaje se luzina (NaOH) s ciljem odstranjivanja slobodnih
masnih kiselina koje nastaju hidrolizom triglicerida (Crexi i sur., 2010). Osim slobodnih masnih
kiselina u ovoj fazi se odstranjuju 1 drugi spojevi koji reagiraju s luzinom poput zaostalih
fosfolipida, aromati¢nih tvari, sluzavih tvari, lipokroma i sl. Neutralizirano ulje se dodatno
centrifugira kako bi se odvojili nastali sapuni te se ispire deioniziranom vodom (Chakraborty
& Joseph, 2015b). Rezultat ove faze je smanjenje kiselinskog broja (sadrzaja slobodnih masnih
kiselina) ulja. Nakon toga slijedi faza izbjeljivanja kod koje se neutraliziranom ulju dodaje
apsorbens (aktivni ugljen, Fullerova zemlja, celulozni prah ili hitin purificirani prah) s ciljem
odstranjivanja pigmenata, tragova metala, hidroperoksida te tragova sapuna i drugih neZeljenih
sastojaka. Najucinkovitiji apsorbensi su aktivni ugljen i1 Fullerova zemlja ili njihova
kombinacija u razli¢itim omjerima (Chakraborty & Joseph, 2015b). Apsorbens djeluje tako da
na sebe veze nepozeljne sastojke. Ulje se zagrijava te nakon hladenja centrifugira radi odvajanja
taloga. Ulje 1 dalje ima tamno obojenje i potrebno ga je dodatno filtrirati. Posljednja faza

rafinacije ulja je deodorizacija. Ovim postupkom uklanjaju se strani mirisi u ulju na nacin da se
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eliminiraju lako hlapljivi spojevi metodom vakuum destilacije. Hlapljivi sastojci u ribljim
uljima su: ugljikovodici, aldehidi, ketoni, slobodne masne kiseline i peroksidi (Soldo i sur.,
2019). U ovoj fazi se izbijeljenom ribljem ulju dodaje deionizirana voda te se potom
destilacijom pod vakuumom uklanjaju hlapljive komponente. Ulje se dodatno zagrijava zbog
boljeg otpustanja hlapivih spojeva. Ovu fazu treba provoditi pazljivo zbog moguénosti nastanka
trans-nezasi¢enih masnih kiselina.

Kao dodatna faza u rafinaciji ribljeg ulja, moZze se primjeniti faza vinterizacije. Cilj ove
faze je odstranjivanje voskova iz ulja dodavanjem sredstava za formiranje kristala. Vinterizacija

se koristi u cilju koncentriranja PUFA, osobito EPA i DHA (Ganga i sur., 1998).

1.3. Parametri kakvoce ulja/Standardi za proizvodnju ulja

Testovi i1 parametri kojima se mjeri stabilnost i kakvoca ribljih ulja su: peroksidni broj
(PB), tiobarbiturni test (TBARS), kiselinski broj (KB), p-anisidin vrijednost (pAV) i
oksidacijska stabilnost ili inhibicijski period akcelerirane oksidacije (Rancimat test) (Boran i
sur., 2006). Osim navedenih testova 1 parametra, Cesto se za procjenu parametara kakvoce ulje
analizira i1 sastav masnih kiselina te sadrzaj tokoferola i hlapivih spojeva.

Nakon proizvodnje i tijekom skladistenja dolazi do procesa autooksidacije ribljeg ulja i
stvaranja nepozeljnih spojeva. Na pocetku oksidacijskog procesa u ribljim uljima akumuliraju
se primarni produkti oksidacije (peroksidi i hidroperoksidi). Oni ne mijenjaju senzorske
karakteristike ulja stoga se ne mogu detektirati organolepticki, ve¢ njithovu prisutnost i nastanak
mozemo pratiti mjerenjem parametara kakvoce ulja. Nakon primarne oksidacije dolazi do
sekundarne oksidacije ulja pri ¢emu nastaju aldehidi i ketoni koji rezultiraju stvaranjem

neugodnog, kiselkastog mirisa ulja (Slika 1.3.1.).
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Slika 1.3.1. Teoretska kinetika razvoja primarnih i1 sekundarnih produkata oksidacije kao

funkcije vremena tijekom oksidacije masti (preuzeto iz Semb, 2012).

Peroksidni broj je parametar koji pokazuje razinu primarne oksidacije masnih kiselina,
odnosno koli¢inu nastalih hidroperoksida. Vrijednost peroksidnog broja izrazava se u
miliekvivalentima (mekv) O2/kg. Odredivanje peroksidnog broja je metoda detekcije primarne
faze oksidacije, a peroksidni broj je najceS¢e odredivan parametar kakvoce masti i ulja. Prema
standardima farmaceutske industrije prihvatljiva grani¢na vrijednost za peroksidni broj iznosi
8 mekv Oz/kg ulja (Boran i sur., 2006).

Tiobarbiturni test (TBARS) je metoda mjerenja produkata sekundarne oksidacije (pmol
TBARS/g uzorka) formiranjem kompleksa nastalog reakcijom tiobarbiturne kiseline (TBA) 1
produkta oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina, primarno malondialdehida, pri ¢emu nastaje
ruziasti kompleks jake apsorpcije na valnim duljinama od 532 do 535 nm. Na Slici 1.3.2. je
prikazana reakcija tiobarbiturne kiseline 1 malondialdehida. Prihvatljiva grani¢na vrijednost za

tiobarbiturni test je od 7 do 8 mg malondialdehida/kg ulja.
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Slika 1.3.2. Reakcija tiobarbiturne kiseline (TBA) i malondialdehida (MDA) (preuzeto iz
Antolovich i sur., 2002).

Stupanj hidrolize se mjeri kiselinskim brojem ili brojem neutralizacije koji se definira
kao miligrami kalijeva hidroksida (mg KOH) potrebni za neutralizaciju slobodnih masnih
kiselina u 1 g masti ili za neutralizaciju 1 g masnih kiselina. Slobodne masne kiseline se stoga
odreduju se titracijom s otopinom kalijeva hidroksida (Sadasivam & Manickam, 2008).

Povec¢ani udio slobodnih masnih kiselina u uljima karakterizira ulje loSije kvalitete i
ubrzava proces kvarenja u ulju. Postotak slobodnih masnih kiselina je cesto obrnuto
proporcionalan sa sadrzajem svih ostalih sastojaka koji pridonose kvaliteti (aromatski spojevi,
vitamini, polifenoli i drugi), a time i njegovoj prehrambenoj vrijednosti.

Odredivanje p-anisidin vrijednosti (pAV) u uljima prikazuje koli¢inu ne hlapljivih
karbonilnih spojeva, koji predstavljaju sekundarne produkte oksidacije (aldehide), nastalih
razgradnjom nestabilnih primarnih produkata oksidacije. Metoda se temelji na reakciji izmedu
p-anisidina i aldehidnih spojeva (uglavnom 2-alkenali i 2,4-alkadienali) prisutnih u uzorku ulja
u kiselim uvjetima (Slika 1.3.3.). Reakcijom nastaje Zuto obojeni spoj maksimalne apsorpcije
pri 350 nm (Semb, 2012). pAV se definira kao 100 puta vrijednost opticke gustoce otopine koja
sadrzi 1 guljau 100 mL mjeSavine otapala 1 reagensa. Ukoliko je vrijednost sirovog ribljeg ulja

manja od 20 smatra se da je ulje prihvatljive kakvoce (Crexi i sur., 2010).
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Slika 1.3.3. Prikaz reakcije izmedu p-anisidin reagensa i malonaldehida (preuzeto iz Shahidi &

Wanasundara, 2002).

1

Holm (1972) je predlozio TOTOX vrijednost kao kombinirani izraz sume primarne 1
sekundarne oksidacije proizvoda potvrdom da povecanje jedne peroksidne vrijednosti (PB)
odgovara povecanju dviju pAV. Stoga TOTOX vrijednost (2PB + pAV) predstavlja vrijednost
ukupnog oksidacijskog statusa ulja.

Rancimat test se zasniva na izlaganju uzorka ulja struji vruceg zraka pri temperaturama
od 50 do 200 °C. Hlapljivi produkti oksidacije, uglavnom mravlja kiselina, noSeni strujom
vruceg zraka prelaze u posudu za mjerenje napunjenu destiliranom vodom i tu se apsorbiraju.
Rancimat krivulja se izraduje temeljem pracenja provodljivosti destilirane vode koja se
kontinuirano prati. Tocka infleksije dobivene krivulje se naziva indukcijski period i mjera je
oksidacijske stabilnosti uzorka ulja, a dobivena vrijednost indukcijskog perioda (vrijeme u

satima) ukazuje na otpornost ulja prema oksidaciji. Podatci o oksidacijskoj stabilnosti ribljeg
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ulja su vazni za odredivanje vijeka trajanja ulja bez vidljivih senzorskih karakteristika kvarenja
(Simat i sur., 2017).

Za analiziranje sastava masnih kiselina, masti i ulja se moraju pretvoriti u metilne estere
masnih kiselina, a nastali esteri masnih kiselina se identificiraju i kvantificiraju metodom
plinske kromatografije FID detekcijom (ISO 2966-2:2017, 2017) uz koriStenje dostupnih

standarda za njihovu potvrdu.
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2. DOSADASNJA ISTRAZIVANJA

2.1. Kratki pregled dosadasnjih istrazivanja

Nastavno na zahtjeve trziSta za iskoriStenjem nusproizvoda i proizvodnjom
visokokvalitetnih ribljih ulja, posljednjih godina se provode brojne studije koje imaju za cilj
valorizirati nusproizvode ribarstva i odbacene vrste riba. Karakterizirano je ulje dobiveno iz
nusproizvoda haringe (Aidos i sur., 2001), nusproizvoda lososa (Huang & Sathivel, 2010),
nusproizvoda i utrobe Sarana (Crexi i sur., 2010; Honold 1 sur., 2016b), nusproizvoda nilske
tilapije (Menegazzo i sur., 2014), nusproizvoda tune (Ahmed i sur., 2017; Fang i sur., 2019;
Ferdosh i sur., 2015; Khoddami i sur., 2012; Nazir i sur., 2017), nusproizvoda osli¢a (Rubio-
Rodriguez i sur., 2012), nusproizvoda gofa (Franklin i sur., 2020) i odbacenih batoglavaca,
srdela, Saruna mediteranskih i bukvi (Garcia-Moreno i sur., 2013). Ulja spomenutih
nusproizvoda su ekstrahirana koriStenjem nekoliko metoda: ekstrakcije superkriticnim COz,
ekstrakcije superkriticnim dimetil-eterom, Soxhlet ekstrakcijom, mokrim preSanjem,
enzimskom ekstrakcijom i ribljom silazom. Zakljucci studija se razlikuju ukoliko se usporeduju
koriStene ekstrakcije. Npr. u nekim studijama bolji prinos je dobiven prilikom koristenja
ekstrakcije superkriticnim COz u odnosu na druge ekstrakcije dok su pojedini autori dobili
suprotne rezultate. Medutim, svi autori su zakljucili da se nusproizvodi koristenih ribljih vrsta
te odbacene vrste mogu koristiti za proizvodnju ribljeg ulja visoke kvalitete 1 udjela PUFA. U
nastavku je dan prikaz odabranih studija koje su valorizirale nusproizvode 1 odbacene vrste za
proizvodnju ulja (Tablica 2.1.). Chakraborty i Joseph (2015a) su proveli Sest razli¢itih
ekstrakcija ulja iz indijske uljne srdele (Sardinella longiceps) i to ekstrakciju Bligh i Dyer
metodom, ekstrakciju 40% etanolom, ekstrakciju 95% etanolom, ekstrakciju destiliranom
vodom, kuhanje pa zatim ekstrakciju Bligh 1 Dyer metodom te kuhanje i preSanje. Iz dobivenih
rezultata moZe se zakljuciti kako je kuhanje i preSanje u€inkovita i ekoloski prihvatljiva metoda
ekstrakcije ulja koje je imalo bolje parametre kvalitete i duZzu oksidacijsku stabilnost od ulja
proizvedenih drugim tehnikama. Nakon kuhanja i1 preSanja, sirovo ulje je podvrgnuto
modificiranom postupku rafinacije kroz Cetiri faze kako bi se proizvelo ulje vece nutritivne
kvalitete obzirom na ve¢i udio PUFA (Chakraborty & Joseph, 2015b). Rafinirano ulje kojem
su postupkom rafinacije uklonjeni neZeljeni spojevi je pogodno za koriStenje u prehrambenoj i

farmaceutskoj industriji. Pregledom objavljenih istrazivanja je utvrdeno kako do sada jo§ nema
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istrazivanja o proizvodnji i rafinaciji ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojnih vrsta iako se

akvakulturna proizvodnja ubrzano povecava.

Tablica 2.1. Prikaz dosadasnjih studija ekstrakcije ulja iz nusproizvoda i odbacenih ribljih

vrsta.
Nusproizvod Metoda ekstrakcije Rezultat Referenca
SC-CO: ekstrakcija je
Gof (Seriola Ekstrakcija SC-CO21 | imala manji prinos, ali ulje | Franklin 1 sur.,
quinqueradiata) Soxhlet ekstrakcija je imalo bolja fizikalno- 2020
kemijska svojstva
. SC-CO; ekstrakcija i
. Ek?fl‘ﬁ}(Cl]E} . ekstrakcija superkriticnim
Jetra tunja superkriticnim dimetil- .. .
dimetil-eterom su imale .
prugavca eterom, mokro vedi prinos ulia. spriieile Fang i sur.,
(Katsuwonus presanje, enzimatska oksi dgci'u i ine; irs) ngan'ile 2019
pelamis) ekstrakcija i SC-CO» Ju 1Ip] Y
ckstrakcija degradaciju PUFA i
vitamina
Ulje ekstrahirano sa SC-
CO: ostaje prihvatljive
(31112111?((71};1522226 SC-CO» ekstrakciia kvalitete za konzumaciju Sahena i sur.,
tonggol) 2 ) na obje testirane 2014
&8 temperature (4 °C 1-18 °C)
do 60 dana
Trbusni dio, Ekstrakcija heksanom je
ostaci misica o imala veci prinos ulja dok .
co 7 SC-CO; ekstrakcija 1 . . Haq i sur.,
kosti i koza ekstrakcija heksanom Jje SC-CO;, ekstrakcija 2017

lososa (Salmo
salar)

rezultirala uljem s ve¢im
udjelom PUFA

Glave, koza 1
utroba dugorepe
tune (Thunnus

Ulje dobiveno SC-CO»
ekstrakcijom je imalo niZe
PB i SMK vrijednosti.

centrifugiranje i

tonggol), trupca SC-COz 1 Soxhlet o ) Ferdosh 1 sur.,
(Auxis thazard) i ekstrakcija Najveci udio PUFA je 2015
indopacifitkog potvrden u uljima
luca (Euthynnus dobivenim iz glava za obje
affinis) metode
Sastav masnih kiselina nije
varirao izmedu koriStenih
Koza, ljuske i metoda ekstrakcije, osim
kosti velikooke SC-COz i Soxhlet Ul'ezaclki)}i)\l:rll(]))g é C 0 Ahmed 1 sur.,
tune (Thunnus ekstrakcija J© CODIVENO > 2017
obesus) ekstrakcijom je bilo bolje
kvalitete, tj. bolje
oksidacijske stabilnosti i s
ve¢om koli¢inom PUFA
Odbacena riba ‘Rlbl.]a. silaza . Ulja doblvepa ovim Ozyurt i sur.,
sapunar (zagrijavanje na 50 °C, procesom su imala PB, 2019

TBARS, pAV i TOTOX
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(Equulites odvajanje gornjeg sloja | vrijednosti u prihvatljivim
klunzingeri) ulja) granicama §to ih ¢ini
pogodnima za
konzumaciju. Takoder su
imala i visok udio PUFA
Odbaceni
batoglavci
(Pagellus
acarne), srdele EPA i DHA su znacajno
(Sardina varirale kroz sezone po
pilchardus), vrstama. ,
y . . .. . Garcia-
Saruni .. . Svih odbacenih pet vrsta je .
. . PresSanje u tri koraka o Moreno 1 sur.,
mediteranski prepoznato kao sirovina za
: o . 2013
(Trachurus proizvodnju ribljeg ulja s
mediterraneus), visokim udjelom EPA i
macke bljedice DHA
(Scyliorhinus
canicula) i bukve
(Boops boops)
Koza, glave, kosti
1 utroba lubina Riblja ulja dobivena Ozvurt i sur
(Dicentrarchus Riblja silaza silazom su visoke kvalitete M v
1 .. 2017
labrax) cak 1 prije rafinacije

SC-COz - superkriticni CO2; PB — peroksidni broj; SMK — slobodne masne kiseline; pAV —
anisidinski broj; TBARS — tiobarbiturni test; TOTOX — ukupna oksidacija; PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline; EPA - eikozapentaenska kiselina; DHA - dokozaheksaenska

kiselina.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Dosadasnja istrazivanja usmjerena na proizvodnju ulja iz nusproizvoda
ribopreradivacke industrije ili odbacene ribe su dokazala da se navedene sirovine mogu
ucinkovito koristiti za proizvodnju kvalitetnog ribljeg ulja.

Svrha ovog rada je prosiriti spoznaje o pogodnosti nusproizvoda proizvoda ribarstva za
proizvodnju visokokvalitetnog ribljeg ulja s posebnim naglaskom na gospodarski vazne vrste
Jadrana, uzgojnu plavoperajnu tunu (Thunnus thynnus), lubina (Dicentrarchus labrax),
komarcu (Sparus aurata) i srdelu (Sardina pilchardus) ¢ijom se obradom/preradom generiraju

velike koli¢ine nusproizvoda.

Specifi¢ni ciljevi istrazivanja su kako slijedi:

- Odrediti kemijski sastav nusproizvoda tune, lubina i komarce te srdele i iskoriStenje
u proizvodnji sirovih ulja;

- Analizom parametara kakvoce ulja ispitati pogodnost nusproizvoda nastalih tijekom
izlova uzgojne plavoperajne tune (7. thynnus), filetiranja lubina (D. labrax) i
komarce (S. aurata) te prerade srdele (S. pilchardus) za proizvodnju sirovih ribljih
ulja pogodnih za daljnju rafinaciju;

- Utvrditi kvalitetu ulja dobivenog od nusproizvoda srdele u usporedbi s cijelom
srdelom te ispitati, optimizirati (analizom parametara kakvoce ulja kroz faze
proizvodnje 1 rafinacije) i provesti kemijski proces rafinacije sirovih ulja od srdele.

- Utvrditi kvalitetu ulja dobivenog od nusproizvoda uzgojne ribe (tuna, lubin 1
komarca) za proizvodnju te ispitati, optimizirati (analizom parametara kakvoce ulja
kroz faze proizvodnje i rafinacije) 1 provesti kemijski proces rafinacije sirovih ulja
od uzgojnih vrsta;

- Utvrditi razlike u kvaliteti ulja od tune u ovisnosti o koristenim sirovinama (vrstama

nusproizvoda kao §to su glava, visceralna masa vs. jetra tune).
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4. MATERIJALI I METODE
4.1. Prikupljanje uzoraka (sirovine) za proizvodnju ulja

U Tablici 4.1. prikazani su nusproizvodi prikupljeni za proizvodnju sirovih ulja i nazivi
proizvedenih ulja. Uzorkovanje je provedeno tijekom prosinca 2016. godine 1 sijenja 2017.

godine u tvornici Sardina d.o.o, Postira O. Brac.

Tablica 4.1. Nusproizvodi prikupljeni za proizvodnju sirovih ulja i nazivi dobivanih ulja.

Naziv proizvedenog
Masa i vrsta nusporizvoda
ulja
1000 kg cijelih srdela (S.
pilchardus) Ulje cijele srdele
1000 kg nusporizvoda (glave,
visceralna masa, peraje) srdele )
Ulje otpada srdele
(8. pilchardus)
2000 kg nusproizvoda (Skrge,
cijela visceralna masa) )
o . ‘ . Ulje otpada tune
prikupljeno tijekom evisceracije
plavoperajne tune (7. thynnus)
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100 kg jetri plavoperajne tune
(T. thynnus), (prosjecne tezine Ulje jetre tune

930 g)

1000 kg glava, Skrga i utrobe
komar¢i (S. aurata) i lubina (D. Ulje otpada lubina 1

labrax) komarce

Cijela (svjeza) srdela uzorkovana je u prosincu 2016. godine po dolasku u tvornicu
Sardina d.o.o. Temperature ribe na prijemu i pecatura (broj komada u kilogramu ribe) odredene
su prema protokolu tvornice i iznosili su 3°C i 58. Nusproizvodi od srdele prikupili su se od
iste Sarze ribe tijekom proizvodnje konzervi. Nusproizvodi uzgojne plavoperajne tune su se
prikupljali pri izlovu tuna tijekom sije¢nja 2017. godine. Dopremljeni su u pogon te razvrstani
u dvije grupe. Jedna grupa nusproizvoda sadrzavala je cijelu visceralnu masu 1 Skrge
(ukljucujuéi jetru), dok su iz druge grupe izdvojene samo jetre. Tijekom uzgoja tune su hranjene
malom plavom ribom, kao §to su srdela i haringa, do prosjecne tezine od 67 kg. Iz pogona za
obradu bijele ribe tvornice Sardina d.o.0. prikupljeni su nusproizvodi lubina i komarce koji su
se sastojali od glava, visceralne mase i peraja. Lubini i komarce su uzgojeni na istom uzgajaliStu
u uvali Maslinova na Bracu te su hranjeni suhim peletima. Glavni sastojci suhih peleta navedeni
na deklaraciji proizvoda su riblje brasno, pSenica, riblje ulje, braSno uljane repice, minerali 1
ekstrakt kvasca. Kemijski sastav peleta izraZzen kao postotak suhe tezine je bio 43%
bjelancevina, 18% masti, 8% pepela, 22% ekstrakta bez dusika, 2% celuloze i 1,2% fosfora.
Vitamini A (7500 internacionalnih jedinica (IU)/kg), D3 (1500 1U/kg), E (360 mg/kg) i C (750
mg/kg) su takoder deklarirani. Jedinke su za vrijeme izlova tezile od 400 do 600 g. Prije

proizvodnje ulja sva sirovina je skladiStena u rashladnoj komori pri temperaturi od 0 + 2 °C.
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4.2. Karakterizacija nusproizvoda za proizvodnju ulja

Svim nusproizvodima koji su se koristili za proizvodnju ulja odreden je kemijski sastav.
Oko 500 g od svake sirovine je homogenizirano u laboratorijskom mikseru (GRINDOMIX GM
200, Retsch GmbH, Haan, Njemacka) 1 koriSteno za analize. Odreden je sadrzaj vlage
gravimetrijskom metodom, sadrzaj bjelancevina, sadrzaj soli 1 sadrzaj pepela (AOAC, 2000).
Ukupan sadrzaj masti je odreden Bligh i Dyer (1959) metodom. Ukratko, 100 g sirovog
materijala je homogenizirano s 300 mL otapala kloroform:metanol (2:1, v/v) tijekom 2 do 3
minute. Dodano je 100 mL kloroforma i 100 ml destilirane vode te je zatim mjeSavina ponovno
homogenizirana tijekom 5 minuta. Homogenat je filtriran u vakuumu. Ostatak je jo§ jednom
homogeniziran s 100 mL kloroforma, filtriran i spojen s prethodno dobivenim filtratom. Filtrati
su zatim preneseni u lijevak za odvajanje faza, iz donje frakcije, koja sadrzi masti, viSak
kloroforma je uklonjen pomocu rotacijskog vakuumskog isparivaca (Laborota 4000, Heidolph,
Schwabach, Njemacka), a ekstrahirane masti su izvagane. Sve analize su ponovljene pet puta,

a rezultati su iskazani preko mokre tezine u postotcima (%).

4.3. Proizvodnja sirovih ulja

Kako je prikazano u Tablici 4.1. proizvedeno je ukupno pet ulja. Ulja su proizvedena u
automatiziranom pogonu za proizvodnju ribljeg ulja i brasna u tvornici Sardina d.o.o0. Prilikom
manipulacije sirovinom posebna pozornost bila je posvecena radnoj temperaturi kako bi se
smanjio njen utjecaj na kvalitetu ulja. Sirovina je najprije homogenizirana u industrijskom
stroju za mljevenje (MG 250, Scansteel, Slagelse, Danska), zatim kuhana pri 95 °C tijekom 12
minuta u komori za kuhanje (model C2, Alfa Laval, Seborg, Danska). Potom je smjesa preSana
1 centrifugirana pri 4200 okretaja u minuti u centrifugi tipa AC0303 CentryFish 1000 (Alfa
Laval, Sgborg, Danska) (Slika 4.3.1.) koja automatski odvaja suhu tvar (riblje brasno), vodu i
ulje. Nakon proizvodnje, dobivena sirova ulja su skladiStena u tamnim staklenim bocama pri 4
+ 1 °C najdulje mjesec dana prije analiza kvalitete 1 sastava. Svih pet ulja je proizvedeno u

duplikatu, a iskoriStenje (%), tj. sadrzaj sirovih ulja iskazan je kao ukupan prinos prema formuli:

IskoriStenje (%) = [masa dobivenog sirovog ulja (kg) / masa sirovine (kg)] x 100.
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Parametri kakvoée proizvedenih sirovih ulja odredeni su koriStenjem metode
Americkog drustva kemicara za ulja (AOCS, 1994). Komercijalno dostupno ulje jetre bakalara
(oleum jecoris aselli, Kemig d.o.0., Zagreb, Hrvatska) je koriSteno kao kontrolno ulje i

komercijalni standard.

Slika 4.3.1. Dekanter centrifuga tipa AC0303 CentryFish 1000 (Alfa Laval, Seborg, Danska).

4.4. Parametri kakvoée ribljih ulja

Sirovim ribljim uljima odredeni su parametri kakvoce. Kiselinski broj (KB) (Metoda br.
Ca 5a-40) (AOCS, 1994) je odreden jodometrijskom titracijom prema sljede¢em postupku:
uzorci ulja su odvagani s to¢nos¢u od 0,001 g u tikvicu volumena 250 mL, u tikvicu se dodalo
50 mL prethodno neutralizirane smjese dietil-etera i etanola, te otopina fenolftaleina (1% u
etanolu). Smjesa je titrirana 0,1 M otopinom kalijevog hidroksida uz mijeSanje sve do postojane
promjene boje tj. pojave blijedo-ruzicastog obojenja. Kiselinski broj je izraCunat prema
slijede¢em izrazu:

KB (mg KOH/g)=(5,6104 xaxf)/m

gdje je:
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5,6104 — broj miligrama KOH sadrzanih u 1 mL 0,1 M alkoholne otopine;
a - utroSak 0,1 M otopine KOH za titraciju (mL);
f - faktor 0,1 M otopine KOH (1);

m — masa uzorka ulja (g).

Peroksidni broj (PB, Metoda br. Cd 8-53) (AOCS, 1994) je odreden jodometrijskom
titracijom 1 izraCunat kao miliekvivalent (meq) O> / kg masti. Uzorak je odvagan u tikvicu s
tocnos¢u od 0,001 g. Zatim je u tikvicu dodano 15 mL octene kiseline, 10 mL kloroforma i 0,5
mL zasi¢ene otopine kalijevog jodida te je tikvica dobro zatvorena i protresena pa ostavljena u
tami tijekom 5 minuta. Nakon toga, u tikvicu je dodano 75 mL destilirane vode i §krob kao
indikator te se oslobodeni jod uz mijesanje titrirao otopinom natrij tiosulfata (¢ = 2,4818 g/L)
sve do nestanka plave boje. Isti postupak je proveden i za slijepu probu. Peroksidni broj je
izracunat prema slijede¢em izrazu:

Peroksidni broj (PB) (mmol Ox/kg) =V x T x 1000/ 2 X m

gdje je:

V- utroSak otopine tiosulfata za titraciju korigiran s obzirom na slijepu probu (mL);

T - normalitet otopine tiosulfata (0,01);

m - masa uzorka ulja (g).

p-anisidinski broj (pAV, Metoda br. Cd 18-90) (AOCS, 1994) je odreden
spektrofotometrijski. U volumetrijske tikvice od 10 mL su izvagani uzorci teZine 0,3 g s
to¢nos¢u od 0,001 g te im je dodan izooktan do oznake. Tikvice su dobro protresene kako bi se
ulje otopilo nakon cega je u staklenu kivetu pipetirano 2,5 mL uljne otopine kojoj je potom
izmjerena apsorbancija na spektrofotometru SPECORD 200 Plus (Analytik Jena AG, Jena,
Njemacka) pri 350 nm koriStenjem izooktana kao slijepe probe. Nakon mjerenja apsorbancije
u kivete je dodano 0,5 mL otopine p-anisidina u glacijalnoj octenoj kiselini (¢ = 2,5 g/L) te su
kivete ostavljene u tami tijekom 10 minuta nakon ¢ega im je ponovno izmjerena apsorbancija.
Rezultati pAV izraCunati su prema slijedec¢em izrazu:

p-anisidinski broj (pAV) =10 mL x (1,2 x (As2>-Ag2) — (Asi-Agi1)) / m

gdje je:

1,2 — faktor korekcije zbog razrjedivanja uzorka;

Asi 1 Asz - apsorbancija otopine ulja prije 1 nakon reakcije s p-anisidin reagensom;

Ag1 1 A2 — apsorbancija slijepe probe prije i nakon reakcije s p-anisidin reagensom,;
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m - masa uzorka ulja (g).

Ukupna oksidacija (TOTOX) je izracunata pomocu dobivenih vrijednosti peroksidnog

(PB) i anisidinskog (pAV) broja prema izrazu (Shahidi & Wanasundara, 2002):
TOTOX vrijednost = (2 x PB) + pAV.

Reaktivne supstance tiobarbiturne kiseline, tj. tiobarbiturni test (TBARS) je odreden
spektrofotometrijski koriStenjem metode opisane od strane Ke i Woyewoda (1979) kako slijedi:
u epruvetu s cepom izvagano je 10 mg ulja i dodano 5 mL otopine tiobarbiturne kiseline (TBA)
koja je pripremljena od 180 mL TBA standard otopine (c = 5,76 g/L), 120 mL kloroforma i 15
mL otopine natrijeva sulfata te je epruveta cvrsto zatvorena. Kako bi se uzorak ulja otopio,
epruvete su promijesane 15 sekundi na vortex mjesalici, a potom inkubirane tijekom 45 minuta
pri 95 °C u vodenoj kupelji i ohladene pod mlazom hladne vode. Potom je sadrzaju u epruveti
dodano 2,5 mL otopine trikloroctene kiseline (TCA) (¢ = 45,74 g/L) nakon ¢ega su ponovno
centrifugirane 10 minuta na 2500 okretaja u minuti kako bi se odvojila ruzi¢asto obojena vodena
faza od kloroforma. Apsorbancija vodene faze izmjerena je pri 538 nm u odnosu na destiliranu
vodu.

Pripremljena je standardna krivulja koja se bazira na 0,1 mM radnoj otopini 1,1,3,3-
tetratoksipropana (TEP). Prema proceduri za uzorke provedena je i analiza standarda, samo $to

je ulje zamijenjeno TEP radnom otopinom prema Tablici 4.4.1.

Tablica 4.4.1. Omjeri TEP 1 H2O za izradu standarda.

S0* | S1 S2 S3 S4 S5

uL. TEP 0 25 50 100 150 | 200
pL H2O 200 | 175 150 | 100 50 0
n TEP (nmol) 0 2,5 5 10 15 20

*S — broj standarda

Izradena je standardna krivulja kao A = funk(n TEP) =>y=ax +b.
Rezultati su izracunati prema sljede¢em izrazu:

uM TBARS / g ulja = (A-b) / (a x m x 1000),

gdje je:

A = absorbancija uzorka ulja;

22




4. Materijali i metode

a = kut standardne krivulje;
b = odsjecak standardne krivulje (vrijednost zavisne varijable);
m = masa uzorka ulja (g);

1000 = faktor konverzije rezultatau pM / g.

Relativna gustoca preko metode br. Cc 10a-25 (AOCS, 1994) je odredena gravimetrijski
koriStenjem piknometra pri temperaturi od 25 °C.

Saponifikacijski broj (SB) je odreden koriStenjem metode br. Cd 3-25 (AOCS, 1994),
dok je esterski broj izracunat oduzimanjem vrijednosti kiselinskog broja ulja od vrijednosti
njegovog saponifikacijskog broja.

Analize KB i PB su uradene u 10 ponavljanja za svaki uzorak ulja, dok su analize pAV,
IB, SB, relativna gusto¢a i TBARS uradene po 5 puta. Svi standardni spojevi, otapala i reagensi
su proizvedeni od strane Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, SAD), Fluka (Neu-Ulm, Njemacka),
Merck (Darmstadt, Njemacka) i Kemike (Zagreb, Hrvatska).

Rancimat test je proveden koriStenjem uredaja Rancimat (model 743, Metrohm,
Herisau, Svicarska) koji se sastoji od dva grijaca bloka sa po &etiri poloZaja za mjerenje. Test
je proveden tako Sto je odvagano 3,0 g sirovog ulja u epruvete koje su zatim postavljene u
uredaj. Stabilnost ulja je testirana pri temperaturama 80 i 100 °C uz stalni protok zraka od 20
L/h. Jedinice za mjerenje vodljivosti sadrzavale su 60 mL destilirane vode. Oksidacijska
stabilnost automatski je odredena kao tocka infleksije generiranih dijagrama kinetike promjene
vodljivosti vode i izrazena kao indukcijski period u satima (h) (Chakraborty & Joseph, 2015a).

Koncentracija a-tokoferola je odredena tekucinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti (HPLC). HPLC sustav je opremljen automatskim uzorkiva¢em, vakuumskim
otplinja¢em, binarnom pumpom, fluorescentnim detektorom 1 peénicom kolone; svim
komponentama Serije 200. Detekcija a-tokoferola uradena je na koloni Ultra Silica, 150 x 4,6
mm (Restek, Bellefonte, PA, SAD), ispunjenoj Cesticama veli¢ine 5 pm. Uzorak ribljeg ulja
tezine 0,5 g se otopio u 5 mL heksana nakon ¢ega je 20 pL alikvota uzorka injektirano u
kromatografski sustav. Gradijentno ispiranje je postignuto koriStenjem heksana i izopropanola
pri brzini protoka od 0,9 mL/min. Pumpa je drZala izopropanol na 3% prvih 15 minuta analize
nakon ¢ega je podigla njegov udio na 80% kroz 5 minuta i zadrZala postignuti omjer heksana 1
izopropanola tijekom 8 minuta. Kroz idu¢u minutu otapala su vra¢ena na pocetni omjer koji je
zadrzan 11 minuta kako bi se kolona stabilizirala. Temperatura kolone je odrzavana na 30 °C.

Za detekciju je koristen fluorescentni detektorom (ekscitacija 290 nm i emisija 330 nm). a-
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tokoferol je izmjeren prema retencijskom vremenu standarda i1 kvantificiran pomocu
kalibracijske krivulje standarda u rasponu od 2,1 do 655,8 pg/mL (r* = 0,9994). Svaki uzorak
je pripremljen samostalno i injektiran dva puta.

Za odredivanje sastava masnih kiselina sirovih ulja metilni esteri masnih kiselina
(FAME) su pripremljeni transmetilacijom koriste¢i 2 M KOH u metanolu 1 heptanu 1 odredeni
koristenjem plinskog kromatografa (model 3900; Varian Inc., Lake Forest, CA, SAD) koji je
opremljen plameno-ionizacijskim detektorom i kapilarnom kolonom, 100 m x 0,25 mm; 0,2
um debljine filma (Restek, Brockville, Kanada). Temperatura peénice je bila 140 °C kroz 5
minuta, zatim je podignuta na 240 °C brzinom od 4 C/min te odrzavana 20 minuta. Temperatura
injektora je bila podeSena na 225 °C, a detektora na 240 °C. FAME su odredeni pomoc¢u smjese
standarda (Supelco 37 Component FAME Mix, Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD), a rezultati su
izrazeni kao postotak detektiranih masnih kiselina, izracunatih kao omjer povrsine pika i
ukupne povrsine svih pikova. Sastav masnih kiselina je odreden dva puta za svaki uzorak.

Kako bi se odredila nutritivna kakvoca ulja izracunati su indeks aterogenosti (Al) koji
pokazuje inhibiciju agregacije plaka i smanjivanje razina esterificiranih masnih kiselina,
kolesterola i fosfolipida sprjecavajuci time pojavu mikro- i makro-koronarnih bolesti te indeks
trombogenosti (TI) koji pokazuje tendenciju stvaranja ugruSaka u krvnim Zilama prema
formulama:

Al=(C12:0 +4 x C14:0 + C16:0) / 3. MUFA + Y PUFA),

TI=[(C14:0+C16:0 + C18:0) /(0,5 x > MUFA + 0,5 x > n6 PUFA + 3 x > n3 PUFA
+ (n3/n6))] (Ulbricht & Southgate, 1991).

Za mjerenje raspada polinezasi¢enih masnih kiselina se raCunao polienski indeks (PI)
prema formuli (Lubis & Buckle, 1990):

PI=(C20:5 + C22:6) / C16:0.

4.5. Rafinacija i karakterizacija ulja po svakoj fazi

4.5.1. Kemijski proces rafinacije ulja

Rafinacija proizvedenih sirovih ulja se provela kroz cetiri faze:
1. degumiranje,

2 neutralizacija,

3. izbjeljivanje,

4 uklanjanje mirisa.
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4.5.1.1. Degumiranje (R1)

Odvagano je 500 g sirovog ribljeg ulja s tocnos¢u od 0,01 g i dodano 5 mL 85% fosforne
kiseline te stavljeno u vodenu kupelj pri kontroliranoj temperaturi (70 °C) tijekom 20 min uz
mijesanje. Ulje je zatim ohladeno na sobnu temperaturu i centrifugirano (4000 okretaja u

minuti, 20 min) kako bi se uklonio precipitirani (istalozeni) dio gume.

4.5.1.2. Neutralizacija (R2)

Degumirano ulje koje ulazi u fazu neutralizacije je odvagano s tocnos¢u od 0,01 g. Zatim
mu je dodana otopina 1 M NaOH (otprilike 30 mL), kap po kap, uz konstantno mijesanje i
zagrijavanje (65 °C) kroz 20 minuta dok se nije postigla pH vrijednost 7,0. Ulje je potom
zagrijavano na temperaturu od 70 °C tijekom 20 minuta pa ohladeno na sobnu temperaturu i
centrifugirano (4000 okretaja u minuti, 15 min). Posljedica centrifugiranja je taloZenje sapuna
koji je odstranjen dekantiranjem. Dobiveno ulje je tri puta isprano s 10 mL deionizirane vode
(u odnosu na masu ulja) mijeSanjem pri 500 okretaja u minuti i grijanjem na 50 °C pod
vakuumom. Zatim je ponovo centrifugirano (2500 okretaja u minuti, 10 min) kako bi se dodatno

uklonila voda i druge necistoce te dobilo neutralizirano ulje.

4.5.1.3. Izbjeljivanje (R3)

Neutralizirano ulje je za izbjeljivanje odvagano s to¢nos¢u od 0,01 g. Pripremljen je
apsorbent od aktivnog ugljena u prahu (AC) i Fullerove zemlje (FE) u omjeru 1:20 te je ulje
tretirano s 4 g apsorbenta na 100 g ulja. Ulje je mijeSano sa smjesom apsorbenta na 300 okretaja
u minuti (koriste¢i magnetsku mijesalicu) 1 zagrijavano na 40 °C tijekom 40 minuta u komori
pod vakuumom. Potom je ohladeno na sobnu temperaturu (22 °C) 1 centrifugirano tijekom 30
minuta pri 3500 okretaja po minuti. Dobiveni crni nataloZeni sloj je dekantiran, a preostali dio

ulja filtriran koriStenjem vakuum pumpe.

4.5.1.4. Uklanjanje mirisa (R4)

Prije postupka uklanjanja mirisa izbijeljeno ulje je odvagano s to¢nos¢u od 0,01 g.

Uklanjanje mirisa (deodorizacija) izbijeljenog ulja provelo se metodom laboratorijske
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destilacije, vrenjem u tikvici s okruglim dnom (500 mL) koja ima dva otvora. Jedan izlazni
otvor je spojen na kondenzator priklju¢en na vakuum, a na drugi je postavljen termometar.
Vodenoj otopini octene kiseline (0,25 M, 5 mL) je dodan dio otopine izbijeljenog ulja te je sve
zagrijavano na 100 °C pri vakuumu (5 mm Hg) u ukupnom trajanju od jednog sata. Vakuum
linija se iskljucila u razli¢itim vremenskim intervalima (30 i 60 min), a destilati (oznaceni s
DR4: i DR4»,) pripremljeni su za analizu vezanim sustavom plinski kromatograf-maseni
spektrometar (GC-MS) (model 3900; Varian Inc., Lake Forest, CA, SAD), kako bi se detektirali

tragovi hlapljivih komponenti destiliranih tijekom procesa deodorizacije.

4.5.2. Karakterizacija ulja po svakoj fazi

Parametri kakvoce ulja su nakon svake faze rafinacije odredeni prema metodama
opisanim u poglavlju 4.4. Dodatno su odredivane i hlapive komponente (Slika 4.5.2.1.).

Promjene u sastavu hlapljivih komponenta ulja tijekom procesa rafinacije pratile su se
metodom temeljenoj na mikroekstrakciji na ¢vrstoj fazi (HS-SPME) zajedno s plinskom
kromatografijom (GC) s plamensko-ionizacijskim detektorom (FID). Uzorci su pripremljeni
koriste¢i 2 cm duga vlakna divinilbenzena/karboksena/polidimetilsiloksana (DVB-CAR-
PDMS debljine 50/30 pm) proizvodaca Supelco (Bellefonte, PA, SAD). Uzorci ulja (2 g) su
stavljeni u zatvorene bocice od 20 mL i termostatirani 5 minuta pri 40 °C u vodenoj kupelji.
Ekstrakcija je provedena tijekom 20 minuta nakon cega je uslijedilo izlaganje vlaknima u
praznom prostoru tijekom 20 minuta. Ekstrahirani spojevi su desorbirani pri 250 °C u

injekcijskom otvoru kroz 1 minutu.
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Provedene analize na uljima po svakoj fazi

Parametri kakvoce

Sastav masnih kiselina
Oksidativna stabilnost
Koncentracija o-tokoferola
Hlapive komponente

Sirovo ulje

Degumiranje Parametri kakvoce

Sastav masnih kiselina

Parametri kakvoce
Neutralizacija Sastav masnih kiselina

rafinacije

Parametri kakvoée
Sastav masnih kiselina

Izbjeljivanje Hlapive komponente

Faze

Parametri kakvoce

Sastav masnih kiselina
Deodorizacija Oksidativna stabilnost

Koncentracija a-tokoferola

Hlapive komponente

Slika 4.5.2.1. Pregled provedenih analiza prema fazama rafinacije.

Kvantitativne analize glavnih hlapivih komponenti ribljeg ulja provedene su pomocu
GC-FID koristec¢i kolonu CP-WAX 57 CB (50 m x 0,25 mm, debljine 0,2 um; Varian). Heljj
je koriSten kao plin nosac, a njegova brzina protoka je bila 2 mL/min. PoCetna temperatura peci
je bila 40 °C tijekom 4 min, a zatim je podignuta na 190 °C u intervalima po 5 °C/min i ta
temperatura je bila konstantna tijekom 11 minuta. Temperatura je tada podignuta primjenom
istog temperaturnog intervala do 200 °C te je odrZavana do kraja analize. Ukupno vrijeme
analize svakog uzorka je bilo 67 min. Temperatura detektora se odrzavala na 250 °C. Analize
su provedene u duplikatima.

Ispitivani spojevi identificirani su vremenom retencije odgovaraju¢eg analitickog
standarda, dok je kvantifikacija provedena vanjskom kalibracijom. Kako primijenjena metoda
nije osigurala dobro odvajanje 2,4-heptadienala 1 pentadekana, rezultati za ta dva spoja

prikazani su kao njithova suma, a njihova koncentracija izraCunata je prema dobivenoj
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kalibracijskoj krivulji za 2,4-heptadienal. Kromatografski softver GC Workstation Version 6.41

(Varian) koriSten je za prikupljanje i izraCunavanje podataka.
4.6. StatistiCke metode

Dobiveni rezultati analiza izrazeni su kao srednje vrijednosti + standardna devijacija.
Znacajnost mjerenih parametara analizirana je jednosmjernom analizom varijance (one-way

ANOVA) koriste¢i Statgraphics Centurion (StatPoint Technologies Inc., Warrenton, VA,

SAD). Statisticki znacajnim su se smatrale razlike pri p < 0,05.

28




5. Rezultati

5. REZULTATI

5.1. Analiza sirovina za proizvodnju ulja

U Tablici 5.1.1. prikazan je kemijski sastav i udio soli u sirovinama za proizvodnju ulja
koriStenima u ovom istrazivanju. U uzorcima cijelih srdela zabiljezen je najvisi udio vlage i
bjelancevina te najnizi udio masti. S druge strane, najvisi udio masti od gotovo 40% zabiljezen
je u uzorcima jetre tune, $to je 8 puta viSe u usporedbi s uzorcima cijelih srdela. U uzorcima
otpada i jetre tune zabiljezen je najnizi udio vlage i bjelanCevina. Najvisi udio pepela odreden
je u otpadu tune, u kojem je zabiljeZen pet puta veci udio pepela u odnosu na jetru tune koja su
imala najnizi udio pepela, $to je statisticki znacajno (p<0,05). Uzorci cijele srdele, otpada srdele

i otpada tune nisu pokazali statisticki zna¢ajnu razliku u udjelu pepela (p>0,05).

Tablica 5.1.1. Prosjecne vrijednosti udjela vlage, bjelancevina, masti i pepela (% mokre teZine)
i udio soli (%) u uzorcima cijele srdele, otpada srdele, jetre tune, otpada tune te otpada lubina i

komarce koriStenih za proizvodnju sirovog ribljeg ulja (n = 10).

Sirovina Vlaga Bjelan¢evine | Masti Pepeo NaCl
5-?132 72,74+0,10° | 18,45+0,37¢ | 450+036¢ |3,63+£0,58% |094+0,03°
gg::l‘g 66,37+ 1,01° | 1421 £0,47% | 1025+1,84° | 4,74+044% | 132+0,03°
Otpad tune | 51,16+ 1,60° | 13,42+ 1,47% | 26,83 +3,11° | 495+ 1,05° | 1,69 +0,09°
Jetra tune | 51,77+0,36% | 9.84+0,18° |3892=2.83% [090+0,03% |0,91+0,03°
Otpad
lubina i 65,53 +£0,70° | 15,97 £0,24° | 9,67+0,83°¢ |6,70+1,15¢ |0,72+0,01 ¢
komarce

a-d

— razli¢ita slova u istom stupcu pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0.05) izmedu

uzoraka.

5.2. Sirova ulja

Karakteristike dobivenih sirovih ulja te postotak iskoristivosti sirovine prikazani su u
Tablici 5.2.1. Kako bi se odredio prinos i kvaliteta ulja usporedeni su uzorci jetre i otpada tune,

te cijele srdele i otpada srdele.
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Ulja dobivena od ribljih nusproizvoda usporedena su s komercijalno dostupnim
rafiniranim uljem jetre bakalara, ¢ime je testirana potencijalna konkurentnost sirovih ulja

dobivenih od ribljih nusproizvoda.
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Tablica 5.2.1. Karakteristike sirovih ribljih ulja ulja dobivenih preradom cijele srdele i otpada srdele, jetre tune i otpada tune te otpada lubina i komarce.

. . Ulje jetre
Ulje otpada tune | Ulje jetre tune Ulje otpada Ulje cijele srdele Ulj? otl.)ada o bakalara
srdele lubina i komarce
(kontrola)
Ukupan prinos % 26,10 33,38 9,17 4,13 8,54
Slobodne masne kiseline % oleinske a b c c b d
(SMK, n=20) o 1,04 + 0,08 1,83 0,02 2,94 40,05 3,13+ 0,01 1,95 + 0,06 2,15+ 0,08
g;)r oksidni broj (PB, n =" = o 1o |230+073¢ 2,77+ 0,89° 4,08+ 1,53 5,353,600 4,62+ 106" 8,66+ 4,05°¢
’;‘?z)‘S‘d‘“Sk‘ broj (pAV, n 8,30+ 1,59° 16,97 +2,96 17,08 + 1,98 18,16+ 5,15 13,98 £2,27° 1327+ 1,11¢
TOTOX 12,90 + 0,42° 22,5140,36" 25,24 42,96° 28,86+ 0,46°¢ 23,22+0,82° 30,59 4 0,94 ¢
= “M a b a b a b
TBARS (n = 10) TBARsg | 240001 1,71+ 0,38 2,5140,16 1,20 + 0,50 2,554 0,25 1,63+ 0,07
fol)sel“'s‘“ broj (KB, n=""| .1 /100g | 15676+ 12,53 | 160,79+2,41% | 191,63+ 049 166,90 +17,90° | 141,89 + 11,18 | 144,16 + 3,44 °
:afg‘;;ﬁkac‘ls“ broj 5B, | o kOH/e | 1755445800 | 1793440,19% | 17426+ 1,74% | 18243 181,84£333% | 187,562,414
Esterski broj 173,45 +£5,89° 175,70 + 0,242 168,41 + 1,65 171,90 +0,37° 176,45 +2,44° 186,57 + 3,05 ¢
Relativna gustoéa (1 = 6) 916,41+0,01® | 908,40+ 0,01* | 919,87+0,01% 903,38+ 0,01° | 900,69+0,01® | 900,69+ 0,01"
hpri80°C | 1,59+ 0,06 4,57+0,04° 0,3340,14° 1,02 +£0,09¢ 9,1340,24¢ 2,10+ 0,50
Indukcijski periodi (n = 6)
hpri 100 °C | 0,59 40,17 1,14+ 0,13 0,25+ 0,02°¢ 0,78 = 0,03 ¢ 1,54 +0,63¢ 0,73 +0,01¢
a-tokoferol (n = 4) uglg 75,82 4+ 0,45° 79,35+ 0,07° 36,344 0,23¢ 28,42+ 0,09¢ 70,90 + 1,26° 147,59 + 0,33 ¢

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. *f razli¢ita slova u istom stupcu pokazuju statisti¢ki zna¢ajnu razliku

(p <0.05) izmedu uzoraka ulja; n = broj ponavljanja. TBARS — tiobarbiturni test; TOTOX — ukupna oksidacija.
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Najvisi prinos ulja dobiven je iz uzoraka jetre tune, kojeg je slijedilo ulje otpada tune,
dok su ostala ulja imala prinos ispod 10%. Ukupni prinosi bili su sli¢ni rezultatima ukupnih

masti dobivenim Bligh i Dyer metodom (Tablica 5.1.1.).

Nize vrijednosti slobodnih masnih kiselina u usporedbi s kontrolnim uljem, zabiljezene
su u uljima otpada i jetre tune te otpada uzgojne ribe. S druge strane, ulje cijele i otpada srdele

biljezi statisticki znacajno vise (p < 0,05) vrijednosti od ostalih ulja.

U ovom istrazivanju najvisa vrijednost PB zabiljezena je u kontrolnom ulju, dok su
vrijednosti PB u svim proizvedenim sirovim uljima bile za 39 — 73% niZe u odnosu na kontrolno
ulje. Ulja otpada i cijele srdele te ulje otpada uzgojne ribe nisu pokazala statisticki znacajnu
razliku u vrijednostima PB, medutim znac¢ajno su se razlikovala od ulja otpada i jetre tune, koja

biljeze najmanje vrijednosti PB.

NajniZzu pAV je imalo ulje otpada tune i to za viSe od 36% od iduce najniZe vrijednosti
koju je imalo kontrolno ulje. Suprotno tome, najvise vrijednosti pAV imala su ulja srdele i jetre

tune, ¢ije se vrijednosti nisu statisti¢ki znacajno razlikovale.

Nastavno na dobivene vrijednosti peroksidnog i anisidinskog broja, najniza TOTOX
vrijednost zabiljezena je za ulje otpada tune, zatim za ulje jetre tune, otpada uzgojne ribe te
otpada srdele. S druge strane, najvisa TOTOX vrijednost je dobivena je za ulje cijele srdele i

kontrolno ulje.

Za ulja cijele srdele 1 jetre tune te kontrolno ulje zabiljezene su najnize TBARS
vrijednosti te se one nisu statisticki znacajno razlikovale. Vise TBARS vrijednosti imala su ulja
otpada tune, otpada srdele i otpada uzgojne ribe €iji se rezultati nisu statisticki znacajno

razlikovali, ali su se znacajno razlikovali od prethodne skupine.

Najvisi JB imalo je ulje otpada srdele i znacajno se statisticki razlikovalo od svih ostalih
ulja. NajniZzi SB i esterski broj imalo je ulje otpada srdele dok je najvisa vrijednost za oba

parametra zabiljeZena u kontrolnom ulju.

Ulje otpada lubina i komarce 1 kontrolno ulje imali su istu i najniZu vrijednost relativne

gustoce, dok je najviSa gustoca zabiljezena za ulje otpada srdele.

Najvisu razinu o-tokoferola od proizvedenih sirovih ulja imalo je ulje jetre tune.
Takoder, u ulju otpada tune kao i u ulju otpada lubina i komarce razina a-tokoferola bila je
iznad 70 pg/g. Ulja cijele srdele 1 otpada srdele imala su viSe od dva puta nizu koli¢inu nego

ulje jetre tune.
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Ulja jetre tune i otpada uzgojne ribe imala su znacajno dulje indukcijske periode od
kontrolnog ulja pri 80 °C, dok su ulja otpada tune, otpada srdele i cijele srdele pokazala nize
vrijednosti u usporedbi s kontrolnim uljem. Isti odnosi zabiljezeni su i pri temperaturi od 100

°C, samo s kra¢im indukcijskim periodima.

Sastav masnih kiselina, PI, Al i TI sirovih ulja pikazani su u Tablici 5.2.2. NajviSu
vrijednost ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (SFA) imala su ulja cijele srdele i otpada srdele,
dok je najnizu vrijednost, gotovo 50% nizu u usporedbi s uljem srdele, imalo ulje otpada
uzgojne ribe. NajviSu vrijednost mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) imalo je ulje
otpada uzgojne ribe te se njegova vrijednost nije statisticki znacajno razlikovala od kontrolnog
ulja. Ulja otpada 1 jetre tune imala su oko 40% manje MUFA u usporedbi s uljem otpada
uzgojne ribe, no ipak se nisu statisticki znacajno razlikovala. Najnize vrijednosti ukupnih
MUFA imala su ulja otpada srdele i cijele srdele. U usporedbi ukupnih PUFA, nije dobivena
statistiCki znacajna razlika izmedu ulja, osim za ulje otpada uzgojne ribe koje je imalo nizu
vrijednost. Medutim, najvisa vrijednost EPA zabiljeZena je u ulju cijele srdele i otpada srdele,
dok je najniZzu vrijednost biljeZilo ulje otpada uzgojne ribe. Ulje otpada uzgojne ribe imalo je 1
najnizu vrijednost DHA, ¢ak 60% nizu vrijednost u usporedbi s uljem otpada tune, koje je imalo

najvisu vrijednost DHA.

Zbroj EPA 1 DHA u uljima otpada tune, otpada srdele i cijele srdele bio je vec¢i od 30%.
Ulja jetre tune 1 jetre bakalara nisu se znacajno razlikovala u zbroju EPA 1 DHA s oko 21%,

dok je ulje otpada uzgojne ribe imalo najmanji zbroj.

Najvisi PI imalo je kontrolno ulje te se nije statisticki znacajno razlikovalo od ulja
otpada tune. S druge strane, najnizi PI imalo je ulje otpada uzgojne ribe, i to ¢ak za 50% manyji
u usporedbi s kontrolnim uljem. Najveée Al vrijednosti su imala ulja srdele, dok je ulje otpada
uzgojne ribe imalo skoro Cetiri puta manji Al. Znacajnije varijacije u vrijednosti TI nisu

zabiljezene, ali kontrolno ulje izdvaja se s najnizim te ulje jetre tune s najvisim TL
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Tablica 5.2.2. Sastav masnih kiselina, polienski indeks (PI), indeks aterogenosti (Al) i indeks

trombogenosti (TI) sirovih ulja dobivenih preradom nusproizvoda riba.

. . Ulje . .
Masne Ulje Ulje jetre Ulje Ulje cijele otpada Ulje jetre
. . otpada otpada A bakalara
Kiseline tune srdele lubina i
tune srdele « (kontrola)
komarce
C4:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C6:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C8:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C10:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
C11:0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
+ + + +
C12:0 nd. 0,07 ﬂﬂc 0,00 | 0,17 - 0,00 | 0,19 - 0,01 | 0,02 ; 0,00 | 0,03 ; 0,00
C13:0 nd. 0,07 ﬂa: 0,01 | 0,15 f 0,01 | 0,10 ﬂc: 0,01 nd. 0,01 1: 0,00
6,08+0,70 | 6,60+ 0,35 | 7,56+ 1,56 | 9,26 +0,73 | 2,31+ 0,00 | 4,64 + 0,02
C14:0 ab ab be c d ad
@ 0,37+0,08 | 0,07+0,00 | 1,40+0,01 | 0,71 £0,07 | 0,04+ 0,00 | 0,12+ 0,00
s C15:0 ab b a ab b b
o
& C16:0 18,20 + 19,85 + 21,58 22,14 + 12,70 + 12,16 +
= : 1,502 1,092 0,27° 1,20° 0,01¢ 0,01¢
0,67+0,05 | 0,75+0,04 | 1,09+0,05 | 1,09+0,04 | 0,32+0,01 | 0,19+ 0,01
C17:0 a a b b ¢ d
428 +£0,26 | 497+0,26 | 522+0,10 | 5,67+0,02 | 2,63 +0,01 | 3,21 +£0,02
C18:0 a b bc c d e
0,42+0,07 | 0,47+0,03 | 0,73+0,00 | 0,79+ 0,05 | 0,50+ 0,00 | 0,29 &+ 0,00
CZO:O a ab c c b d
+ + + + +
C21:0 n.d, 1,48 : 0,09 | 1,95 - 0,08 | 1,87 - 0,00 | 4,28 ; 0,01 | 0,90 ; 0,01
0,08+0,08 | 0,18+0,01 | 0,25+0,02 | 0,30+0,03 | 0,19+ 0,01 | 0,14 + 0,00
C22:0 a be c c be b
1,02+0,05 | 1,01 +£0,05 | 1,51+0,04 | 1,39+0,07 | 0,51 +0,01 | 0,58 +£0,01
C23:0 a a b b c c
0,87+0,03 | 0,07+0,00 | 0,07+0,01 | 0,12+0,02 | 0,07 +0,00 | 0,82+ 0,01
C24:0 a b b b b a
Y SFA 32,74 + 36,48 + 48,33 + 4433 + 2428 + 23,46 +
3,222 1,972 2,26° 2,26° 0,36 ¢ 0,19°¢
Cl4:1 0,46 1: 0,04 | 0,91 1: 0,04 nd. 0,59 T 0,09 | 0,36 T 0,00 | 0,39 T 0,01
D
=
[-5]
:é C15:1 nd. 0,01 1: 0,00 nd. 0,02 t 0,00 nd. 0,02 t 0,00
N
% C16:1 6,14+0,52 | 5,61 +0,30 | 6,29+0,13 | 7,86 +0,48 | 3,55+0,07 | 8,81 +£0,03
= o a a a b c b
S
= 0,46 +0,07 | 0,40+0,02 | 0,21 +£0,01 | 0,21 +0,01 | 0,27+ 0,01 | 0,35+ 0,01
C17:1 a ab c c cd bd
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C18:1n-9 | 2,64+0,29 | 0,17+0,01 | 0,16 £0,00 | 0,18 +0,00 | 0,12+ 0,00 | 0,14 £ 0,00
trans a b b b b b
C18:1n-9 13,92 + 13,42 + 9,10+ 0,21 | 8,48+ 0,06 37,97+ 18,73 £
cis 0,812 0,77° ¢ ¢ 0,05¢ 0,02°¢
5,07+0,14 | 6,50+0,40 | 1,28+0,02 | 1,09+ 0,05 | 2,47 + 0,00 12,67 £
C20:1 . ;i
a C C 0,03 €
0,32+0,01 | 0,39+0,02 | 0,18+ 0,01 | 0,17+ 0,02 | 0,46+ 0,00 | 1,00+ 0,01
C22:1n-9 ) . : : . :
C24:1 0,60+ 0,01 | 0,90+ 0,06 | 0,55+0,03 | 0,70+ 0,05 | 0,45+ 0,01 | 0,48 + 0,00
. a b ac ac c c
29,61 £ 28,32 £ 17,77 £ 19,30 + 45,66 + 42,57 +
LMUFA 1 551 1.62° 0,40 131" 0,16° 0,10°
C18:2n-6 | 0,06 £0,06 | 0,08 £0,00 | 0,16 0,00 | 0,06 +,0,00 | 0,04 £0,00 | 0,08 + 0,00
trans a a a a a a
C18:2n-6 | 1,04 +0,01 | 2,28+0,13 | 2,35+1,04 | 2,17+ 0,00 16,35+ 1,89 £ 0,00
cis a a a a 0’01 b a
0,39+ 0,00 | 0,12+ 0,00 | 0,15+ 0,00 | 0,16+ 0,00 | 0,19+ 0,00 | 0,15 0,00
C18:3n-6 a a a a a a
C18:3n-3 L4 j: 0,09 n.d. n.d. n.d. 0,02 jbc 0,00 n.d.
C20:2 0,28+0,00 | 0,31 +0,02 | 0,33+0,01 | 0,33+0,02 | 0,58 +0,01 | 0,30+0,00
. a a a a b a
%]
E C20:3n-6 3,54+ 0,04 10,25 + 0,37+0,02 | 0,38+0,04 | 1,04 +0,00 | 9,84+ 0,05
°g . a 0,65 b a a a b
N
=)
-é C20:3n-3 nd. 0,05 ﬂﬂ: 0,00 | 0,04 ﬂa: 0,00 | 0,09 1: 0,00 | 0,03 T 0,00 nd.
(=
A
0,09 +0,00 | 0,19+0,01 | 0,22+ 0,01 | 0,21 +0,01 | 0,16+ 0,00 | 0,16 + 0,01
C20:4n-6 a a a a a a
C22:2 nd. 0,05 ﬂa: 0,01 nd. 0,02 f 0,00 | 0,05 f 0,01 | 0,02 ﬂ; 0,00
C20:51-3 | 9,56 +£0,54 | 8,81 £0,48 13,75+ 14,20 + 3,33+0,02 | 9,58+0,03
(EPA) a a 0,45° 0,61° c a
C22:6n-3 21,29 + 13,07 £ 16,54 + 18,59 + 8,26 0,17 11,98 £
(DHA) 0,772 0,49 0,07 1,78 ¢ 0,16%
37,65 + 3521 + 33,90 + 36,21 + 30,06 = 33,97 +
2, LD 6,522 6,322 0,632 2,512 0,24 0,262
EPA + 30,85 £ 21,88 £ 30,28 = 32,79 £ 11,59 £ 21,55+
DHA 1,312 543" 0,51° 2,392 0,08°¢ 0,19°
PI 1,69+0,87 | 1,10+ 0,29 | 1,40+£0,01 | 1,48+0,19 | 0,91 £0,01 | 1,77 0,19
a b ab ab b a
Al 0,63+0,49 | 0,73+0,31 | 1,01 £0,07 | 1,07+ 0,09 | 0,29 £0,05 | 0,40+ 0,00
ae ab be c d de
0,24 +0,30 | 0,36+0,07 | 0,31+0,01 | 0,31 0,06 | 0,26+ 0,00 | 0,21 + 0,01
TI ab b ab ab ab a

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. *" razli¢ita slova u
istom stupcu pokazuju statisti¢ki znacajnu razliku (p < 0,05) izmedu uzoraka ulja; n.d. — nije
detektirano, SFA — zasi¢ene masne kiseline, MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline, PUFA
- polinezasi¢ene masne kiseline.
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5. Rezultati

5.3. Usporedba ulja cijele srdele i otpada srdele

U Tablici 5.3.1. prikazani su parametri kvalitete ulja cijele srdele i ulja otpada srdele
tijekom svih faza rafinacije. Cilj postupka rafinacije je smanjenje udjela SMK, vrijednosti PB i
pAV te TOTOX vrijednost za oba ulja. Takoder, u ulju otpada srdele nakon postupka rafinacije
zabiljezeno je i smanjenje TBARS vrijednosti, 1 to gotovo za pola. TBARS vrijednost ulja cijele
srdele je porasla tijekom rafinacije, medutim, vrijednosti deodoriziranog ulja cijele srdele i
otpada srdele se znacajno ne razlikuju iako je sirovo ulje otpada srdele imalo viSe nego
dvostruko vecu vrijednost. Pocetne vrijednosti udjela SMK i pAV se nisu znacajno razlikovale

izmedu ulja, dok je ulje otpada srdele imalo nize pocetne vrijednosti PB i TOTOX.

Sirovo ulje cijele srdele je imalo viSe vrijednosti a-tokoferola od ulja otpada srdele
(Slika 5.3.1.). Nakon postupka rafinacije vrijednosti su se snizile visestruko te je deodorizirano

ulje otpada srdele imalo visu vrijednost nego ulje cijele srdele.
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5. Rezultati

Tablica 5.3.1. Parametri kvalitete ulja srdele prilikom razli¢itih faza rafinacije.

Mjereni parametar Sol;:ill(ls(l:? sz(ﬂl:lge)q PAV TOTOX ’f:ﬁ}?g)s
kiseline)

Sirovo ulje | 3,13+0,01° | 591:3,610 | IBAELI8 | 30 90.8 308 | 1,27:40,530

Degumiirane 252005 | 5 gow0010 | 11255033 | 170040350 | 1.60+0.08°

Ulje cijele srdele | ""”:gf"‘”" 2,1740,11¢ | 2,85+0,08" | 9,8140,29¢ | 15,51+£0,44" | 1,24+0,25°
Lbjeljeno ulje | 050031 | 25110120 | 9.448021¢ | 1387045 | 1,130,000

D""":’l;]’,'z"’“”" 2.4240,16" | 4,520,465 | 003021 9 134y 120 | 1652035

Sirovo ulje | 2,04+0,05¢ | 481153 | 106037 | 570803 400 | 2.8610,17¢

Deg‘;’l']',::’“”” 3512001 | 3.9320,18¢ | 1385043 1 93 450700 | 1.4420.26%

Ulje otpada srdele N""”:gf"‘”" 3,13£0,09 | 3,460,040 | 1299E0A8 |10 9150 540 | 1452034
Izbjeljeno ulje | 2,93£0,01* | 2,88+0,11° 12’4O§t0’3 4 18,160,559 | 1,50+0,15%

De"";’;j’:f’“"" 2,83£0,05 | 3,780,200 | 134033 | 51 0040970 | 1,5040,31

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. ' razli¢ita slova u

istom stupcu pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) izmedu uzoraka
peroksidni broj; SMK — slobodne masne kiseline; pAV — anisidinski broj;
tiobarbiturni test; TOTOX — ukupna oksidacija.

40
35

a-tokoferol (mg/kg)

Ulje otpada srdele

) -
0
Ulje cijele srdele

m Sirovo ulje  ® Deodorizirano ulje

ulja; PB —
TBARS -

Slika 5.3.1. Sadrzaj tokoferola u uljima cijele srdele i otpada srdele prije i nakon procesa

rafinacije.
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5. Rezultati

Oksidativna stabilnost ulja srdele je mjerena pri tri razlicite temperature. Rezultati su
prikazani na Slici 5.3.2. Sirovo ulje otpada srdele je imalo dulju oksidativnu stabilnost od ulja
cijele srdele pri svim temperaturama. Deodorizirano ulje otpada srdele je takoder pokazalo vece
vrijednosti od deodoriziranog ulja cijele srdele pri 80 1 120 °C, dok su pri temperaturi od 100
°C imali sli¢ne vrijednosti. Vidljivo je da je postupak rafinacije povecao oksidativnu stabilnost

za oba ulja pri svim testiranim temperaturama.

1.2 4

m 80°C 100°C m 120°C

1.0 +
0.8 1
®
v

0.6 -

I

0.4 -

0.2 -

0.0 -

Sirovo ulje Deodorizirano ulje Sirovo ulje Deodorizirano ulje
Ulje cijele srdele Ulje otpada srdele

Slika 5.3.2. Oksidativna stabilnost sirovih i deodoriziranih ulja cijele srdele i otpada srdele pri

temperaturama od 80, 1001 120 °C.

U Tablici 5.3.2. 1 na Slici 5.3.3. su prikazane promjene u sastavu masnih kiselina 1
ukupnih SFA, MUFA i PUFA te suma EPA i DHA za ulja cijele srdele i otpada srdele tijekom
svih faza rafinacije. Takoder su prikazani i omjeri PUFA/SFA i n-6/n-3.

Ukupne SFA su se smanjile nakon postupka rafinacije kod oba ulja. Ukupne MUFA se
nisu znacajno promijenile tijekom postupka rafinacije, dok su se ukupne PUFA te suma EPA i
DHA povecale u oba ulja nakon provedene rafinacije. Iz navedenih povecanja i smanjenja
takoder proizlazi i povecanje vrijednosti omjera PUFA/SFA nakon rafinacije. Omjer n-6/n-3 je

bio isti za oba ulja.

Identificirano je Sesnaest hlapivih komponenti u uljima srdele (Tablica 5.3.3.). Sastav i
udio hlapivih komponenti se znacajno mijenjao tijekom postupka rafinacije. Najzastupljenije
hlapive komponente se bile smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana, 2,4-dekadienal, 2,4-

nonadienal i dodekan. Smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana je bila najdominantnija hlapiva
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5. Rezultati

komponenta u uljima srdele. Na Slici 5.3.4. prikazani su kromatogrami hlapljivih spojeva

rafiniranog ulja cijele srdele i ulja otpada srdele.
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Tablica 5.3.2. Promjena u sastavu masnih kiselina ulja cijele srdele i ulja otpada srdele po fazama rafinacije.

5. Rezultati

Masna Ulje cijele srdele Ulje otpada srdele
kiselina . . | Degumirano | Neutralizirano | Izbjeljeno | Deodorizirano . . | Degumirano | Neutralizirano | Izbjeljeno | Deodorizirano
Sirovo ulje ulje ulje ulje ulje Sirovo ulje ulje ulje ulje ulje
C12:0 0,17+0,00 0,17+0,00 0,17+0,03 0,17+0,01 0,15+0,00 0,19+0,02 0,20+0,04 0,22+0,01 0,22+0,01 0,21+0,01
C13:0 0,15£0,01 0,15+0,01 0,14+0,01 0,14+0,00 0,13£0,01 0,10+0,01 0,13£0,05 0,12+0,00 0,12+0,00 0,11£0,01
C14:0 7,56+2,21 8,91+0,10 8,29+0,57 8,92+0,02 8,86+1,42 9,26+1,04 | 10,17£1,73 0,07+0,00 0,07+0,00 9,62+0,16
Cl14:1 - 1,36+0,04 1,24+0,07 1,44+0,09 1,26+0,06 0,59+0,84 1,45£0,19 1,48+0,03 1,4540,02 1,31£0,01
C15:0 1,40+0,02 0,02+0,03 - 0,09+0,08 0,03+0,00 0,71+0,95 0,05+0,0 0,04+0,00 0,04+0,00 0,04:0,0
C15:1 - - - 0,03+0,00 0,02:+0,00 0,02+0,01 0,01+0,02 0,02+0,00 0,02+0,00 0,02+0,00
C16:0 21,58+0,39 | 21,68+0,36 20,63+0,73 22,32+0,11 20,45+0,89 22,14+1,70 | 22,52+14,03 25,86+0,29 25,60+0,25 22,67+0,05
C16:1 6,29+0,18 6,16+0,07 5,99+0,33 6,34+0,06 5,83+0,26 7,86+0,68 8,70+1,43 9,07+0,19 9,12+0,07 8,03+0,06
C17:0 1,09+0,07 1,08+0,00 1,03£0,04 1,13£0,04 1,06+0,05 1,09+0,06 1,2540,22 0,36+0,02 0,34+0,00 1,14+0,04
C17:1 0,2140,01 0,19+0,01 0,16+0,03 0,20+0,00 0,19+0,01 0,21+0,01 0,22+0,06 0,23+0,02 0,25+0,00 0,21+0,00
C18:0 5,22+0,15 5,20+0,07 5,07+0,07 5,41£0,02 5,03£0,25 5,68+0,03 0,49+0,09 0,57+0,01 0,58+0,01 0,5140,00
C18:1n9t 0,16+0,01 0,10+0,06 0,07+0,10 0,19+0,00 0,16+0,02 0,18+0,00 0,224+0,03 0,22+0,01 0,20+0,01 0,16+0,00
C18:1n9c¢ 9,10+0,30 8,43+0,06 8,06+0,13 8,72+0,07 8,07+0,38 8,48+0,09 9,77+1,56 9,86:+0,07 9,96+0,02 8,59+0,01
C18:2n6t 0,16+0,02 0,12+0,01 0,11£0,01 0,11£0,00 0,11£0,00 0,06+0,06 0,10+0,01 0,12+0,01 0,06+0,06 0,07+0,07
C18:2n6¢ 2,354+0,09 2,27+0,03 2,12+0,05 2,28+0,02 2,16+0,09 2,17+0,00 2,49+0,39 2,53+0,02 2,54+0,01 2,20+0,01
C20:0 0,74+0,00 0,72+0,04 0,72+0,00 0,78+0,02 3,76+4,29 0,79+0,07 0,94+0,16 0,94+0,02 0,96+0,02 0,79+0,00
C18:3n6 0,16:+0,00 0,14+0,00 0,13£0,01 0,14+0,00 0,13+0,00 0,16+0,01 0,18+0,03 0,04+0,00 0,04+0,00 0,16+0,00
C20:1 1,28+0,03 1,20+0,01 1,18+0,00 1,23+0,00 1,13+0,03 1,094+0,08 1,29+0,22 0,20+0,01 0,21£0,00 1,11£0,00
C18:3n3 - - - - - - 0,21+0,29 0,37+0,00 0,38+0,01 0,16+0,23
C21:0 1,95+0,12 1,9540,03 1,91+0,01 1,94+0,02 1,88+0,07 1,8740,00 2,10+0,33 2,18+0,02 2,20+0,01 1,91£0,04
C20:2 0,33£0,01 3,13£0,26 3,32+0,01 3,1540,08 3,16+0,13 0,33+0,03 3,37+0,50 0,08+0,06 0,02+0,00 3,05+0,02
C22:0 0,25+0,02 0,29+0,02 0,27+0,01 0,31+0,01 0,27+0,01 0,23+0,04 0,39+0,08 0,37+0,03 0,40+0,02 0,32+0,01
C20:3n6 0,37+0,03 0,32+0,05 0,33£0,01 0,33£0,00 0,32+0,00 0,38+0,06 0,43+0,07 0,38+0,00 0,15£0,01 0,36+0,01
C22:1n9 0,18+0,01 0,16+0,05 0,17+0,01 0,20+0,00 0,19+0,00 0,17+0,02 0,21+0,04 0,24+0,02 0,45+0,00 0,19+0,00
C20:3n3 0,04+0,01 0,04+0,06 - 0,07+0,01 0,07+0,01 0,09+0,00 0,09+0,01 0,10+0,02 0,10+0,02 0,08+0,02
C20:4n6 0,224+0,01 0,22+0,01 0,21£0,02 0,22+0,00 0,21£0,00 0,21£0,01 0,25+0,04 0,25+0,00 0,26+0,01 0,2240,00

40




5. Rezultati

C23:0 1,5140,06 1,37+0,00 1,41+0,03 1,2440,01 1,324+0,04 1,394+0,10 1,61+0,25 1,66+0,01 1,65+0,01 1,40+0,01
C22:2 - 0,02+0,02 - 0,04+0,01 0,0340,00 0,02+0,00 0,03+0,00 0,05+0,01 0,05+0,00 0,04+0,00
C24:0 0,07+0,011 0,11+0,01 0,11+0,01 0,11+0,01 0,10+0,00 0,12+0,03 0,16+0,04 0,97+0,01 0,97+0,01 0,48+0,49
C20:5n3 13,75+0,63 | 13,09+0,04 13,41+0,41 12,52+0,09 12,69+0,37 14,20+0,86 | 16,62+2,57 17,11+0,09 17,01+0,16 14,69+0,05
C24:1 0,55+0,04 0,69+0,06 0,69+0,03 0,71+0,02 0,64+0,00 0,70+0,13 0,92+0,18 0,89+0,02 0,92+0,01 0,74+0,03
C22:6n3 16,54+0,10 | 20,72+0,57 22,98+1,68 19,56+0,05 20,61+0,21 18,59+2,52 | 23,38+3,40 23,37+0,61 23,68+0,18 19,42+0,49

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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5. Rezultati

mYSFA ®wYMUFA w®=YPUFA =EPA+DHA

ulje ulje ulje ulje ulje ulje

Ulje cijele srdele Ulje otpada srdele
2.0

mPUFA/SFA  ®n-6/n-3

1.5

i

Neutralizirano|lzbjeljeno uljel

ulje

Degumirano
ulje

Sirovoulje | Degumirano Neutralizirano|lzbjeljeno uljeDeodorizirano| Sirovo ulje
ulje ulje ulje

Ulje cijele srdele Ulje otpada srdele

Slika 5.3.3. Prikaz ukupnih SFA (zasi¢ene masne kiseline), MUFA (mononezasi¢ene masne
kiseline) i PUFA (polinezasi¢ene masne kiseline) i suma EPA (eikozapentaenska kiselina) i
DHA (dokozaheksaenska kiselina) (A) te omjeri PUFA/SFA 1 n-6/n-3 (B) za ulja cijele srdele

1 otpada srdele kroz faze rafinacije.
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5. Rezultati

Tablica 5.3.3. Hlapive komponente (mg/kg) ulja cijele srdele i ulja otpada srdele tijekom

razli¢itih faza rafinacije (n = 2).

Ulje cijele srdele Ulje otpada srdele
Hlapiva komponenta . . . .
Sirovo Izbjeljeno Deodorizir Sirovo Izbjeljeno Deodorizir
ano ano
Esteri Etil acetat 1,3840,05 | 6,28+0.85 | 2,10£0,22 | 1,64+0,38 | 2,06+0,32 | 3,10+0,0
Pentanal 1,59+0,05 | 2,70+0,09 | 1,00£0,07 | 1,28+0,08 | 3,01£0,27 | 2,36+0,20
[E-2-heksenal 0,03£0,0 | 0,24+£0,04 | 0,10+0,0 | 0,02+0,01 | 0,01£0,0 | 0,09+0,02
Oktanal 0’64?)’02 0.80£0,10 | 0.28+0,03 | 2012013 | 1.43£0,07 | 1,20+0,04
Aldehidi (B2)22,65 1,2040,01 | 2,04+0,22 | 0,93+£0,10 | 2,35+0,44 | 4,45+0,18 | 3.44+0,15
nonadienal
(E,E)-2,4- 4728442 | 41,5754 | 27,63+4,0 | 50,42+1,0
dekadienal 6,98+0,08 | 4,05+0,39 0 4 6 0
2.4-nonadienal | 6,65+0,01 10’9(0)*1’5 5,70£0,97 | 9,50+1,00 | 8,90+1,13 14’3311’5
-+
1-penten-3-ol | 0,53+0,01 10’2(7) 0.5 | 6584062 - 0,03+0,0 -
o i - +
“ metzﬂ_l(’:l"“te“ 1,0540,06 14’93 0.1 | 37240,04 | 2.2440,04 | 2,.95£0.35 4’173[0’05
Alkoholi Heksanol 0,01£0,0 | 0,33£0,04 | 0,10+0,01 | 0,07+0,01 | 0,04+0,0 | 0,12+0,0
E-2-heksen-1-ol - 0,21£0,10 | 0,03+0,0 | 0,04+£0,0 | 0,28+0,01 | 0,27+0,02
Z-3-heksen-1-ol | 0,05£0,0 | 0,26£0,0 | 0,18+0,05 | 0,30+£0,04 | 0,09+0,01 | 0,180,02
Dodekan 2,83+0,28 | 5,35+0,05 | 5,09+0,16 | 9,38+1,32 | 8,04+0,61 | 7,23+0,03
Tetradekan 1,41£0,12 | 5,3240,16 | 4,18+0,21 | 5,64+0,54 | 2,86+0,30 | 4,56+0,31
Ugljikov
%(Jﬁci Tetradeken 1,57+0,05 32’3?2’1 2,80+0,16 | 2,33+0.21 | 1,85+0,14 -
hent d2.’4' Lioen | 36045£9, | 386,972 | 317,06+28 | 4510442 | 389,113 | 580,08+16
p ?aézrﬁin pe 04 6,72 09 9,94 1,82 03

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
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5. Rezultati

A)

)l Il 7s P ml‘xl‘ ! } 14 w \
Wi I Y L] ofe 1

| A | 11 [t T + ‘ |
P Al '\U_J\.._K.A \s|g._ M.._‘\‘_‘A\ﬁ_,u\néu-;‘:‘f\‘*k'{';_ AT l.'s..x | P T .\; 2 \-1‘--._gu.‘ ML A Y :1'1.3

Meute

B)

3

1 |1 /A
Lw \,\, _;I‘u‘ ' ,,*\.:,“ ,.juh ,JI&-., Moy . _‘L_\_“-\‘.‘ | 1 l_..l'_ A Jl’mbl.-.ﬁ_m‘m,d. b _a AL _,_‘_.__]M_ __,aj'\l;

L T - z

Slika 5.3.4. Kromatogram hlapljivih spojeva rafiniranog ulja cijele srdele (A) i ulja otpada
srdele (B): etil acetat (1), pentanal (2), 1-penten-3-ol (3), 4-metilpenten-2-ol (4), E-2-heksenal
(5), dodekan (6), oktanal (7), heksanol (8), E-2-heksen-1-ol (9), Z-3-heksen-1-ol (10),
tetradekan (11), tetradeken (12), 2,4-heptadienal+pentadekan (13), (E,Z)-2,6-nonadienal (14),
2,4-nonadienal (15), (E,E)-2,4-dekadienal (16).

5.4. Usporedba ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojnih vrsta

U Tablici 5.4.1. prikazani su parametri kvalitete ulja otpada tune, jetre tune i otpada
lubina i1 komarce. Udio SMK se snizio nakon postupka rafinacije kod sva tri proizvedena ulja,
dok je za ulje uzgojne ribe zabiljezeno najvece smanjenje od ¢ak 50% vrijednosti sirovog ulja.
Uz udio SMK, snizile su se i vrijednosti pAV za sva ulja. Vrijednosti pAV rafiniranih ulja

otpada tune 1 ulja jetre tune se nisu statisticki znacajno razlikovale, dok je ulje otpada uzgojne
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5. Rezultati

ribe imalo znacajno nizu vrijednost. Vrijednosti PB su znacajno porasle tijekom rafinacije ulja

tune, dok su se za ulje otpada uzgojne ribe snizile. Medutim, pocetna PB vrijednost sirovog ulja

otpada uzgojne ribe je bila znacajno visa nego kod sirovih ulja tune pa se nakon smanjenja

tijekom rafinacije vrijednosti PB ulja jetre tune i ulja otpada uzgojne ribe nisu znacajno

razlikovale. Ulje otpada tune je imalo najnizu PB vrijednost nakon postupka rafinacije.

Nastavno na dobivene pAV i PB vrijednosti, najnizu TOTOX vrijednost nakon rafinacije je

imalo ulje otpada uzgojne ribe. TBARS vrijednosti su se povisile kod ulja otpada tune i ulja

otpada uzgojne ribe nakon postupka rafinacije, dok su se kod ulja jetre tune znacajno snizile.

Najnizu TBARS vrijednost je imalo rafinirano ulje otpada tune.

Tablica 5.4.1. Parametri kvalitete ulja uzgojnih riba prilikom razli¢itih faza rafinacije.

Mjereni parametar Sol;gill(ls(l:f Pg;;?g f;q DAV TOTOX ?:ﬁgf
kiseline)
Sirovo ulje 2,94+0,12¢ | 2,31+0,73% | 25,240,08 | 29,7+0,20° | 0,94+0,33
Degumirano ulje | 3,51+0,03° | 3,93+£0,18° | 19,2+1,25° | 27,1+0,79" | 1,02+0,14?
Ulje otpada tune | 'V "”"ng’”"" 3,1340,10° | 3,46£0,39" | 16,941,23¢ | 23,8+1,06° | 2,02+0,45
Ibjeljeno ulje | 2,93+0,04* | 2,880,112 | 14,4+0,90¢ | 20,2+1,34¢ | 1,88+0,37"
2 e"":’;ﬁ""’”" 2,83+0,010° | 3,78+0,22Y | 19,5+0,94> | 27,142,15° | 1,14+0,11°
Sirovo ulje 3,1340,00° | 2,68+0,86* | 20,9+1,34* | 26,0+0,14° | 2,88+0,73
Degumirano ulje | 2,52+0,05° | 3,010,052 | 19,1£2,47° | 252+1,17* | 1,35+0,02°
Ulje jetre tune | ¥ e"”:gf’””" 2,65+0,11¢ | 2,894+0,20% | 17,044,78¢ | 22,7+1,22° | 1,7620,03
Ibjeljeno ulje | 2,17+0,03" | 2,85+0,53% | 14,0+0,65¢ | 19,7+0,43¢ | 1,92+0,35
D"”"ZZZ""”" 2,1240,16° | 4,25+0,28° | 19,242,200 | 27,742,22* | 1,97+0,53
Sirovo ulje 2414047 | 4,63+1,07° | 18,1£0,19% | 19,342,45% | 0,53+0,05°
Degumirano ulje | 1,66£0,05° | 2,70+0,18° | 15,7+1,12¢ | 20,2+0,12° | 3,46+2,08
Ulje otpada
lubina f komarde | - "”"l‘l‘gf"‘”" 1,4320,18° | 3,13£031° | 12,720,65° | 18.940.26° | 2.24+1,05%
Ibjeljeno ulje | 1,40£0,01° | 3,44+0,25% | 11,4+0,19° | 18,4+0,52¢ | 1,14+0,10%
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5. Rezultati

Deodorizirano

i 1,28+0,15° | 4,204+0,15% | 16,5+0,39¢ | 24,7+0,32° | 1,4240,53%

Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija. ' razli¢ita slova u

istom stupcu pokazuju statisticki znacajnu razliku (p < 0,05) izmedu uzoraka ulja; PB —
peroksidni broj; SMK — slobodne masne kiseline; pAV — anisidinski broj; TBARS —
tiobarbiturni test; TOTOX — ukupna oksidacija.

Vrijednosti a-tokoferola kod sirovih ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojnih vrsta se
nisu znacajno razlikovale (Slika 5.4.1.). Nakon postupka rafinacije vrijednosti su se znacajno
snizile te ulje otpada tune imalo najviSu vrijednost. Vrijednosti a-tokoferola rafiniranih ulja

jetre tune 1 otpada uzgojne ribe se nisu znacajno razlikovale.

90
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60 -

mg/kg

40

30 A

20 +

Deodorizirano
ulje

Deodorizirano
ulje

Deodorizirano | Sirovo ulje

ulje

Sirovo ulje Sirovo ulje

Ulje otpada tune Ulje jetre tune Ulje otpada uzgojne ribe

Slika 5.4.1. Sadrzaj a-tokoferola u sirovom i deodoriziranom ulju otpada tune, jetre tune i

otpada uzgojne ribe.

Oksidativna stabilnost ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojne ribe mjerena je pri tri
razli¢ite temperature. Dobiveni rezultati su prikazani na Slici 5.4.2. Sirovo ulje otpada tune je
imalo najdulju oksidativnu stabilnost pri svim temperaturama. Oksidativna stabilnost sirovih
ulja jetre tune i1 otpada uzgojne ribe nije se znacajno razlikovala. Postupkom rafinacije
produljila se oksidativna stabilnost za sva testirana ulja pri sve tri temperature. Najdulje su
stabilna bila rafinirana ulja jetre tune 1 otpada uzgojne ribe pri 80 °C. Ako usporedujemo ulja

tune, stabilnije je bilo rafinirano ulje jetre tune od rafiniranog ulja otpada tune.
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5. Rezultati

m80°C o100°C m120°C

Sati

Sirovo ulje | Deodorizirano | Sirovo ulje  Deodorizirano | Sirovo ulje | Deodorizirano
ulje ulje ulje

Ulje otpada tune Ulje jetre tune Ulje otpada uzgojne ribe

Slika 5.4.2. Oksidativna stabilnost sirovog 1 deodoriziranog ulja otpada tune, jetre tune i otpada

uzgojne ribe.

U Tablicama 5.4.2., 5.4.3.15.4.4. su prikazane promjene u sastavu masnih kiselina ulja
otpada tune, ulja jetre tune i1 ulja otpada uzgojne ribe tijekom postupka rafiniranja.
Najzastupljenija SFA u sva tri ulja je bila palmitinska kiselina, dok je najzastupljenija MUFA
bila oleinska kiselina. U svim uljima su pronadene visoke koncentracije EPA i DHA. Promjene
suma SFA, MUFA, PUFA, EPA 1 DHA, n-3, n-6 i omjera n-3/n-6 i PUFA/SFA za sirova i
deodorizirana ulja su prikazana na Slici 5.4.3. Postupkom rafiniranja snizile su se ukupne SFA,
osim za ulje otpada tune. Ulje otpada uzgojne ribe je imalo znacajno nize koli¢ine ukupnih SFA
od ulja tune. Vrijednosti ukupnih MUFA su se snizile kod ulja tune nakon postupka rafinacije,
dok su se u ulju otpada uzgojne ribe neznatno povisile. Ukupne PUFA su se povisile nakon
postupka rafinacije kod ulja tune. U ulju otpada uzgojne ribe neznatno su se snizile. I sirova i
rafinirana ulja tune su imala znacajno visu sumu EPA i DHA i n-3 od ulja otpada uzgojne ribe.
Vrijednosti ukupnih r-3 su bile vise od vrijednosti ukupnih #-6 u uljima tune, dok je obrnuto
primije¢eno kod ulja otpada uzgojne ribe. Omjer n-3/n-6 je bio viSestruko visi u ulju otpada
tune, nego u uljima jetre tune i otpada uzgojne ribe. Postupkom rafinacije njegove su se

vrijednosti snizile, ali je ulje otpada tune i dalje imalo najveci omjer.
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5. Rezultati

Tablica 5.4.2. Promjena u sastavu masnih kiselina (%) ulja otpada tune po fazama rafinacije.

Ulje otpada tune
kl\i/lsiiil:g St pfe Degum'irano Neutralf'zirano Izbjel!'eno Deodorl:zirano
ulje ulje ulje ulje
C12:0 0,00+0,00 0,05+0,01 0,07+0,01 0,05+0,01 0,06+0,00
C13:0 0,00+0,00 0,05+0,01 0,06+0,00 0,06+0,01 0,060,00
C14:0 6,08+0,98 6,05+0,15 6,39+0,24 6,08+0,39 6,05+0,00
C14:1 0,46+0,65 0,80+0,06 0,41+0,59 0,42+0,60 0,04+0,06
C15:0 0,37+0,52 0,07+0,02 0,49+0,57 0,08+0,00 0,82+0,01
C15:1 0,00+0,00 0,01+0,02 0,01+0,01 0,02+0,00 0,01+0,01
C16:0 18,20+£2,12 | 17,96+0,22 18,11+0,50 18,12+0,44 | 18,09+0,23
C16:1 6,14+0,74 6,11+0,19 6,44+0,20 6,14+0,18 6,09+0,06
C17:0 0,67+0,07 0,66+0,00 0,66+0,01 0,66+0,00 0,65+0,00
C17:1 0,46+0,10 0,41+0,00 0,45+0,01 0,44+0,01 0,44+0,01
C18:0 4,28+0,36 4,26+0,13 4,16+0,02 4,22+0,04 4,23+0,01
C18:1n9t | 13,92+1,14 | 0,53+0,52 0,16+0,01 0,16+0,01 0,16+0,00
C18:1n9¢ | 2,64+0,41 | 13,48+0,11 13,97+0,27 13,72+0,06 | 13,73+0,18
C18:2n6t | 0,06+0,08 0,11+0,03 0,02+0,00 0,06+0,05 0,05+0,03
C18:2n6¢ | 1,04+1,47 2,12+0,01 2,26+0,01 2,21+0,01 2,18+0,01
C20:0 0,42+0,03 0,42+0,01 0,45+0,02 0,44+0,01 0,42+0,00
C18:3n6 0,39+0,55 0,11+0,00 0,13+0,01 0,14+0,01 0,13+0,00
C20:1 5,07+0,20 4,96+0,34 4,91+0,01 5,06+0,16 5,08+0,02
C18:3n3 1,41+0,12 0,21+0,01 0,00-+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
C21:0 0,00+0,00 1,38+0,03 1,51+0,09 1,39+0,04 1,44+0,04
C20:2 0,28+0,01 0,15+0,14 0,27+0,00 0,26+0,01 0,27+0,01
C22:0 0,08+0,11 0,17+0,02 0,16+0,01 0,15+0,01 0,15+0,01
C20:3n6 3,5445,01 3,354+4,68 6,74+0,15 7,27+0,48 7,32+0,02
C22:1n9 0,32+0,01 0,29+0,02 0,28+0,00 0,30+0,02 0,30+0,00
C20:3n3 0,00+0,00 0,05+0,03 0,10+0,11 0,03+0,00 0,02+0,00
C20:4n6 0,09+0,13 0,18+0,01 0,09+0,12 0,18+0,01 0,18+0,00
C23:0 1,02+0,08 1,02+0,06 1,01+0,01 0,98+0,02 0,97+0,00
C22:2 0,00+0,00 0,02+0,02 0,03+0,00 0,03+0,01 0,03+0,00
C24:0 0,87+0,04 0,03+0,01 0,01+0,01 0,02+0,00 0,02+0,00
C20:5n3 9,56+0,76 9,81+0,61 9,56+0,10 9,43+0,19 9,29+0,04
C24:1 0,60+0,02 0,62+0,05 0,54+0,03 0,63+0,06 0,65+0,00
C22:6n3 | 21,29+1,09 | 24,36£3,91 19,82+0,84 | 20,97+0,74 | 20,75+0,19

48




5. Rezultati

Tablica 5.4.3. Promjena u sastavu masnih kiselina (%) ulja jetre tune po fazama rafinacije.

Ulje jetre tune
kl\i/[siiil:; St pfe Degum.iran Neutralf'zirano Izbjel!'eno Deodorl:zirano
o ulje ulje ulje ulje
C12:0 0,07+0,00 0,06+0,01 0,06+0,01 0,05+0,01 0,07+0,01
C13:0 0,07+0,00 0,08+0,01 0,06+0,01 0,06+£0,01 0,08+0,02
C14:0 6,60+0,49 6,49+0,10 6,78+0,57 6,04+0,02 7,24+0,25
C14:1 0,91+0,06 0,00=+0,00 0,44+0,62 0,41+0,58 0,00-0,00
C15:0 0,07+0,00 0,89+0,01 0,06+0,01 0,46+0,56 0,99+0,02
C15:1 0,01+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,01+0,01 0,00+0,00
C16:0 19,85+1,54 19,42+0,02 20,67+1,63 18,60+0,16 21,14+0,88
C16:1 5,61+0,43 5,53+0,06 5,78+0,46 5,27+0,02 6,01+0,25
C17:0 0,75+0,06 0,73+0,00 0,78+0,06 0,71+0,00 0,79+0,03
C17:1 0,40+0,04 0,39+0,01 0,40+0,02 0,39+0,00 0,39+0,02
C18:0 4,97+0,36 4,82+0,02 3,78+2,36 4,72+0,02 5,19+0,12
C18:1n9t | 0,17+0,02 0,16+0,00 0,18+0,01 0,15+0,02 0,18+0,01
Clsc‘1“9 13,4241,09 | 12,98+0,04 | 7,3048,25 | 12,5540,10 |  3,130,09
C18:2n6t | 0,08+0,09 0,08+0,08 0,14+0,02 0,02+0,01 0,14+0,01
Clsc’z"6 2,28+0,18 | 2,22+0,01 2,35£0,18 | 2,1440,00 | 2,380,05
C20:0 0,47+0,04 0,47+0,01 0,48+0,01 0,46+0,01 0,48+0,01
C18:3n6 0,12+0,01 0,13+0,01 0,12+0,01 0,12+0,00 0,12+0,00
C20:1 6,50+0,56 6,22:+0,07 6,76+0,52 6,06:0,03 6,51+0,06
C18:3n3 0,00=+0,00 0,00=+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,73£1,03
C21:0 1,48+0,13 1,43+0,01 1,49+0,07 1,37+0,04 0,75+1,06
C20:2 0,31+0,03 0,27+0,00 0,29+0,02 0,25+0,02 0,12+0,17
C22:0 0,18+0,02 0,16+0,01 0,19+0,03 0,174+0,00 0,19+0,02
C20:3n6 | 10,25+0,92 9,57+0,17 10,72+0,83 9,53+0,12 10,08+0,47
C22:1n9 0,39+0,03 0,35+0,01 0,41+0,04 0,35+0,04 0,41+0,01
C20:3n3 0,05+0,00 0,11+0,11 0,04+0,01 0,03+0,00 0,13£0,11
C20:4n6 0,19+0,01 0,09+0,13 0,20+0,02 0,22+0,05 0,10+0,14
C23:0 1,01+0,07 0,96+0,05 1,00+0,07 0,94+0,02 1,03+0,01
C22:2 0,05+0,01 0,03+0,02 0,04-+0,00 0,04:£0,00 0,40+0,57
C24:0 0,07+0,01 0,07+0,00 0,08+0,01 0,08+0,00 0,45+0,52
C20:5n3 8,81+0,68 8,16+0,04 8,82+0,64 8,35+0,08 9,15+0,03
C24:1 0,90+0,09 0,76+0,09 0,93+0,06 0,85+0,03 0,85+0,14
C22:6n3 | 13,07£7,00 | 17,20£0,05 | 19,50+1,28 | 19,54+0,02 | 20,79+1,21
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5. Rezultati

Tablica 5.4.4. Promjena u sastavu masnih kiselina (%) ulja otpada uzgojne ribe po fazama
rafinacije.

Ulje otpada uzgojne ribe
kl\i/lsiiil:g S o Degum.irano Neutral{zirano Izbjel.jeno Deodort:zirano
ulje ulje ulje ulje
C12:0 0,02+0,00 0,03+0,00 0,01+0,02 0,03+0,01 0,03+0,00
C13:0 0,00+0,00 0,01+0,01 0,00+0,00 0,01+0,02 0,02+0,00
C14:0 2,31+0,00 2,40+0,04 2,42+0,08 3,11+0,54 2,57+0,14
C14:1 0,36+0,00 0,37+0,02 0,38+0,02 0,47+0,07 0,40+0,00
C15:0 0,04+0,01 0,05+0,01 0,05+0,00 0,07+0,02 0,05+0,00
C15:1 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
C16:0 12,70+0,02 | 13,00+0,12 13,07+0,26 15,13+1,38 13,87+0,23
C16:1 3,56+0,09 3,65+0,06 3,61+0,06 4,22+0,40 3,88+0,17
C17:0 0,32+0,02 0,31+0,01 0,32+0,01 0,34+0,01 0,34+0,01
C17:1 0,27+0,01 0,28+0,01 0,28+0,00 0,30+0,01 0,29+0,01
C18:0 2,63+0,01 2,59+0,12 2,66+0,00 2,60+0,08 0,17+0,00
C18:1n9t | 0,12+0,00 0,12+0,02 0,10+0,01 0,11+0,02 0,15+0,00
C18:1n9¢ | 37,98+0,08 | 38,76+0,01 38,91+0,29 | 39,18+0,01 | 40,52+0,72
C18:2n6t | 0,04+0,00 0,03+0,01 0,02+0,02 0,03+0,00 0,04+0,00
C18:2n6¢ | 16,35+0,02 | 16,62+0,01 16,62+0,10 16,92+0,04 17,32+0,26
C20:0 0,51+0,00 0,40+0,00 0,41+0,00 0,35+0,03 0,39+0,01
C18:3n6 0,19+0,00 0,18+0,00 0,18+0,01 0,19+0,01 0,19+0,00
C20:1 2,47+0,00 2,54+0,05 2,53+0,07 2,15+0,21 2,50+0,05
C18:3n3 0,02+0,02 0,18+0,00 0,18+0,00 0,16+0,02 0,18+0,00
C21:0 4,28+0,01 4,31+£0,00 4,30+0,04 4,35+0,03 4,46+0,05
C20:2 0,59+0,01 0,60+0,01 0,60+0,01 0,50+0,06 0,58+0,02
C22:0 0,19+0,02 0,19+0,01 0,20+0,00 0,15+0,02 0,17+0,01
C20:3n6 1,04+0,00 1,05+0,04 1,04+0,04 0,78+0,15 0,97+0,01
C22:1n9 0,46+0,03 | 0,470,001 0,47+0,04 0,33+0,08 0,43+0,01
C20:3n3 0,03+0,00 0,02+0,00 0,01+0,02 0,01+0,01 0,02+0,00
C20:4n6 0,16+0,00 0,16+0,00 0,15+0,01 0,13+0,01 0,16+0,00
C23:0 0,51+0,01 0,49+0,01 0,50+0,00 0,42+0,04 0,48+0,01
C22:2 0,05+0,01 0,05+0,00 0,05+0,01 0,02+0,03 0,05+0,00
C24:0 0,07+0,00 0,07+0,00 0,07+0,01 0,04+0,01 0,05+0,01
C20:5n3 3,334+0,03 3,15+0,01 3,09+0,06 2,68+0,36 3,04+0,00
C24:1 0,45+0,01 0,44+0,01 0,41+0,08 0,27+0,07 0,34+0,04
C22:6n3 8,26+0,24 7,50+0,08 7,39+0,50 4,95+1,42 6,37+0,47
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5. Rezultati
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5.4.3. Suma SFA (zasi¢ene masne kiseline, %), MUFA (mononezasi¢ene masne kiseline,

%), PUFA (polinezasi¢ene masne kiseline, %), EPA (eikozapentaenska kiselina, %) i DHA

(dokozaheksaenska kiselina, %), n-3, n-6 i omjeri n-3/n-6 i PUFA/SFA za sirova i deodorizirana

ulja otpada tune (A), jetre tune (B) i otpada uzgojne ribe (C).

5.4.5.

Odredene su hlapive komponente ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojne ribe (Tablica

). Identificirano je Sesnaest hlapivih komponenti, kao i u uljima srdele. Najzastupljenije
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5. Rezultati

hlapive komponente u ulju otpada tune su bile smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana, 2,4-
dekadienal, dodekan i 4-metilpenten-2-ol. Sli¢no je zabiljezeno i za ulje jetre tune, samo $to su
jos pronadene i visoke koncentracije 1-penten-3-ola. U ulju otpada uzgojne ribe najzastupljenije
hlapive komponente su bile smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana, 2,4-dekadienal i 2,4-
nonadienal. Smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana je bila najdominantnija hlapiva komponenta
u sva tri ulja, iako su u ulju otpada uzgojne ribe vrijednosti bile znacajno nize nego u uljima

tune.
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Tablica 5.4.5. Hlapive komponente (mg/kg) ulja otpada tune, jetre tune i otpada uzgojne ribe tijekom razlic¢itih faza rafinacije.

5. Rezultati

Ulje otpada tune Ulje jetre tune Ulje otpada uzgojne ribe

Hlapiva komponenta Sirovo Izbjeljeno Deociloorizira Sirovo Izbjeljeno Deotiloortztra Sirovo Izbjeljeno Deoatio(:’tztr
Esteri Etil acetat 1,51 +0,14 1,45+0,19 1,00 £ 0,02 0,93 +0,28 1,03+ 0,29 1,19+ 0,01 0,50+ 0,03 1,69+0,25 | 0,99 +0,07
Pentanal 1,12+0,14 1,55+ 0,06 1,94 + 0,32 0,95+0,20 0,81 +0,05 0,54 +0,01 2,09 £0,05 1,53+0,11 | 0,55+0,04
E-2-heksenal 0,08 £ 0,01 0,05+0,01 0,05+ 0,02 0,04 £ 0,01 0,04 £ 0,01 0,02 + 0,00 0,01+0,00 | 0,01+0,00 | 0,02+0,00
Oktanal 0,29 +0,25 0,53 +0,00 0,39 +0,24 1,15+ 0,08 0,41 +0,20 0,45+0,10 0,34 +0,13 0,31+0,02 | 0,15+0,09

Aldehi (E,Z)—2,6—
di nonadienal 0,98+0,21 1,07+0,14 0,85+0,13 0,91 +£0,01 1,20+ 0,16 1,08 £ 0,08 0,40 £ 0,06 0,62+0,09 | 0,65+0,03
e 4594028 | 6.06+057 | 494£035 | 628+1,19 | 6254070 | 6762042 | 1154046 | 103018 | 14,1+0,54
2,4-nonadienal 0,67 + 0,04 1,03+0,14 1,02+0,13 2,09+0,16 0,93 £0,13 0,96 £ 0,13 6,53 £ 0,58 6,59+0,49 | 4,77+0,02
1-penten-3-ol 0,08+0,0 0,05+0,01 0,01 £0,01 11,17+ 0,20 | 2,29+1,31 1,03 £ 0,00 0,65+0,01 0,37+0,02 | 0,07+0,00
4-metilpenten-2-ol 2,66 £0,07 1,42 +0,17 2,15+0,57 1,14+ 0,03 1,08 £0,57 1,46 + 0,00 0,57+0,03 1,55+0,10 | 1,91+0,10
A“;;’h" Heksanol 0,08+0,01 | 0,03+0,01 | 005+0,03 | 006+0,00 | 003+001 | 0,04+000 | 0,06+000 | 0,02+0,00 | 0,030,00
E-2-heksen-1-ol 0,08 +0,00 0,06 = 0,04 0,11+0,03 0,01 £0,01 0,13 +0,09 0,23 +£0,02 0,04 + 0,00 0,12+0,01 | 0,23 +0,02
Z-3-heksen-1-ol 0,05+0,01 0,04 +£0,01 0,03+0,0 0,05 +0,01 0,20+ 0,14 0,06 + 0,00 0,01 £0,01 0,06 0,00 | 0,02+0,00
Dodekan 3,85+0,58 4,03+0,11 3,50+ 0,55 322+0,15 4,41 +0,59 3,23+0,74 1,17+0,11 1,79+0,59 | 1,39+0,08
Tetradekan 1LI3+£022 | 1,19+026 | 0,71+041 | 085+001 | 0,60+007 | 1,0040,10 | 1,18+0,06 | 1,00+0,06 | 1,09+0,15
fil(ililc{ Tetradeken 122+£0,02 | 1,L17£021 | 1,09+0,15 | 132+0,19 | 1,18+0,08 | 1,02+0,10 | 2.66+0,16 | 2,49+037 | 2,31+0,07

vodici 24
pputopenad | 174104 | 2520 | le0le | mens e |20 s | sianene | %28
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6. RASPRAVA

Svijest o ekoloskim i1 ekonomskim problemima potaknula je istrazivanja ekstrakcije
razli¢itih sastojaka iz nusproizvoda ribe i drugih morskih organizama kako bi se ponovo
koristili u prehrambenoj, farmaceutskoj i agrokemijskoj industriji (Ferraro i sur., 2013). Medu
njima je riblje ulje jedno od najcjenjenijih, sa svojim glavnim primjenama usmjerenim na
akvakulturu (72%), prehranu ljudi (19%), industrijsku i farmaceutsku uporabu (5%) te druge
svrhe (4%) (Gunstone 1 sur., 2007).

6.1. Sirova ulja

Glavne karakteristike 1 kvaliteta sirovog ribljeg ulja ovise o sirovini koja se koristi za
njegovu proizvodnju, a svjeza masna riba je najbolji izbor. Sastav ribe, posebno sadrzaj masti
u nusproizvodima ribe, razlikuje se izmedu vrsta riba, godi$njeg doba i uvjeta uzgoja (Simat i
sur., 2012). U Tablici 5.1.1. prikazan je kemijski sastav i udio soli u sirovinama koje su
koriStene za proizvodnju ulja. Utvrdeno je da su sve koriStene sirovine pogodne za proizvodnju
sirovog ulja. Nusproizvodi uzgojne plavoperajne tune imali su vrlo visok udio masti, posebno

jetre tune.

Kemijski sastav nusproizvoda uzgojne tune nije istraZzen, medutim, neka istraZivanja
prijavila su 9,7% masti u kozi velikooke tune (Thunnus obesus) (Ahmed 1 sur., 2017) 1 34,4%
u nusproizvodima velikooke tune (7. obesus) (Hettiarachchi i sur., 2015). Karakteristike sirovih
ulja mogu se usporediti prema Tablici 5.2.1. Ulje otpada srdele imalo je dvostruko viSe masti i
dvostruko visi prinos od ulja cijele srdele. Nusproizvodi lubina i komarce su imali visi sadrzaj
masti u odnosu na njihove filete (4,12%). Razlog tome je vjerojatno velika koli¢ina

mezenterijskih masti prisutnih u utrobi uzgojne ribe (Bogdanovi¢ i sur., 2012).

Pokazalo se da je tehnika kuhanja i preSanja ekoloSka metoda ekstrakcije za dobivanje

ulja dobre kvalitete s obzirom na prinos 1 karakteristike ulja (Chakraborty & Joseph, 2015a).

U pogledu kvalitete ribljeg ulja i oksidacijske stabilnosti utvrdeno je da je metoda
kuhanja i preSanja pokazala najbolje rezultate u usporedbi s drugim metodama ekstrakcije
sirovog ribljeg ulja, kao $to je tradicionalna analiticka metoda Bligha i Dyera te ekstrakcija
koriStenjem otapala (npr. kloroform-metanol ili etilni alkohol) (Chakraborty & Joseph, 2015a).
Kuhanje 1 preSanje dalo je visok prinos sirovih ribljih ulja bez koriStenja toksi¢nih kemikalija.
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Medutim, potreban je proces rafinacije sirovih ulja kako bi ista bila prihvatljiva za konzumaciju.
U posljednje vrijeme se ekstrakcija superkriticnim ugljikovim dioksidom koristi za dobivanje
ulja iz koze, ljuski i kostiju velikooke tune (Ahmed i sur., 2017), jetre tunja prugavca (Fang 1
sur., 2019), glava dugorepe tune (Sahena 1 sur., 2014) i otpada lososa (Haq 1 sur., 2017). Iako
se organska otapala ne koriste ni kod ove metode, potrebna su velika ulaganja za njezinu

primjenu u industriji za razliku od ekstrakcije ulja kuhanjem i presanjem.

U ovom istrazivanju ukupni prinosi ulja bili su sli¢ni onima dobivenima Bligh i Dyer
metodom (Tablica 5.1.1.), Sto sugerira da se metodom kuhanja i presanja ekstrahirala vecina
prisutnog ulja. Chakraborty 1 Joseph (2015a) su dobili usporedive prinose tijekom ekstrakcije
ulja iz srdele (S. longiceps) 1 pokazali da u¢inak kuhanja pojacava odvajanje centrifugiranjem

Sto rezultira ve¢im prinosima ulja.

Dopustena granica vrijednosti SMK za sirovo riblje ulje koju je postavilo Medunarodno
udruzenje proizvodaca ribljeg brasna i ulja (IFOMA) krece se u rasponu od 1 do 7% oleinske
kiseline (obi¢no 2 do 5%) (Bimbo, 1998), medutim, opca je preporuka da vrijednosti SMK
jestivih ulja trebaju biti do 3,0%. Zbog relativno visoke autoliticke aktivnosti i visokog sadrzaja
PUFA, riblja ulja su sklona lipolizi i oksidaciji, stoga obi¢no sadrze visok udio SMK. SMK
nastaju hidrolizom ulja i utjeu na organolepticka svojstva ulja (Ozyurt i sur., 2013). SMK su
osjetljivije na autoksidaciju od esterificiranih masnih kiselina 1 djeluju kao prooksidansi (Choe
& Min, 2006; Ozyurt i sur., 2013). Vise razine SMK znak su hidrolize te je kod haringe
primjeceno da su vrijednosti SMK nusproizvoda dvostruko viSe od vrijednosti dobivenih za
filet (7,1 naspram 3,8%) (Aidos i sur., 2001). Niske vrijednosti SMK su potvrda da se tijekom

proizvodnje nije dogodila znac¢ajna hidroliza triglicerida.

Ulja otpada 1 jetre tune, kao i otpada uzgojne ribe su imala niZe vrijednosti SMK od
kontrolnog ulja. Ulja srdele su imala statisti¢ki znacajnije viSe vrijednosti SMK (p < 0,05) od

drugih ulja.

PB je parametar koji se koristi za pracenje nastanka hidroperoksida tijekom primarne
oksidacije, a dopustena granica vrijednosti PB za riblje ulje za ljudsku prehranu iznosi < 5 meq
02/kg (Codex Alimentarius Commission, 2013; 2017). Vrijednosti PB za sva proizvedena ulja
nisu bila visa od ograni¢enja, dok je kontrolno ulje imalo vi§i PB od dopustene granice.
Medutim, samo PB nije dovoljan pokazatelj kakvoce jestivih ulja, jer se hidroperoksidi
razgraduju tijekom skladiStenja (sekundarna oksidacija), Sto rezultira lazno niskom razinom

ovih komponenata.
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Za odredivanje sekundarne oksidacije je koriStena vrijednost pAV dobivena mjerenjem
aldehidnih spojeva, pretezno 2-alkenala i 2,4-alkadienala. Preporuc¢ena granica pAV je 20
(Codex Alimentarius Commission, 2017) i sva su ulja imala vrijednosti ispod tog. Najnizu
vrijednost je imalo ulje otpada tune. PB 1 pAV, parametri za mjerenje primarne i sekundarne
oksidacije, omogucéuju ukupnu procjenu stupnja oksidacije. Oba parametra potrebna su za
izratun TOTOX vrijednosti. TOTOX je parametar koji se koristi za odredivanje prisutnosti
spojeva koji nastaju razgradnjom PUFA u uvjetima prooksidacije, ukljucujuéi visoku
temperaturu, kisik, metalne spojeve i svjetlost, s TOTOX vrijedno$¢u < 26 za koju je utvrdeno
da je dopustena za riblje ulje (Deepika i sur., 2014). Najnizu TOTOX vrijednost imalo je sirovo
ulje otpada tune, zatim ulja jetre tune, otpada uzgojne ribe i otpada srdele. Kontrolno ulje i ulje

cijele srdele su pokazali vrijednosti iznad preporucene granice.

TBARS test je pokazatelj oksidacije masti kada tiobarbiturna kiselina i1 produkti,
ukljucujuéi nekoliko sekundarnih produkata, oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina reagiraju.
Najnizi TBARS je imalo ulje cijele srdele, a slijedilo ga je kontrolno ulje i ulje jetre tune. Ulja
otpada tune, otpada srdele i otpada uzgojne ribe su imala TBARS visi od 2 uM TBARS/g, §to
je znatno nize od predlozene granice od 7 do 8 uM TBARS/g (Boran i sur., 2006). Tijekom
proizvodnje sirovog ulja iz indijske uljne srdele, Chakraborty i Joseph (2015b) su dobili
usporedive fizikalno-kemijske indekse sirovog ulja, ali PB 1 TOTOX vrijednosti su bile vise
(11,9140,0 meq O2/kg). Medutim, tijekom procesa rafinacije ove su vrijednosti snizene za pola.
Iako su sirova ulja nusproizvoda imala dobre oksidacijske parametre, moze se ocekivati da ¢e

ith postupak rafinacije poboljsati.

KB je izravno proporcionalan stupnju nezasi¢enja (broju dvostrukih veza) i obrnuto
proporcionalan tocki topljenja masti. ViSe nezasi¢ene razine pronadene su u ulju otpada srdele,
zatim ulju cijele srdele 1 ulju jetre tune (Tablica 5.2.1.). Izuzev ulja otpada uzgojne ribe, sva
ostala ulja su imala viSe vrijednosti KB u odnosu na kontrolno ulje. To bi moglo biti rezultat
prisutnosti visokih razina PUFA poput EPA i DHA. Khoddami i sur. (2012) su pronasli niZi
KB u mastima nusproizvoda tune (Euthynnus affinis), u rasponu od 143 do 149 g 1,/100 g.
Najvise vrijednosti dobivene su za glavu, a najnizi KB za jetru tune. Razlike u rezultatima mogu
biti zbog razli¢itih sezona ulova, spola, zrelosti 1 razliCitih vrsta riba i onoga Sto je uzorkovano,

ali 1 koriStene metode ekstrakcije ulja.

SB sirovih ulja bio je nizi od standardne vrijednosti za riblja ulja (180-200 mg KOH/g)
(AOCS, 1994).
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Kako se oksidacijsko propadanje ulja dogada polako u ambijentalnim uvjetima,
razvijeno je nekoliko ubrzanih metoda koriStenjem visokih temperatura i opskrbe protokom
zraka za ispitivanje oksidacijske stabilnosti, ukljucuju¢i Rancimat test. Oksidacijska stabilnost
ulja ispitivana je pri tri razli€ite temperature, a period indukcije izraZen je kao vrijeme (u satima)

1 pokazatelj je mjere otpornosti ulja na oksidaciju.

Ulja otpada uzgojne ribe i jetre tune su imala najvecu stabilnost pri 80 i 100 °C, dok je
najniza stabilnost uoc¢ena kod ulja otpada srdele. Sadrzaj a-tokoferola (vitamina E) u sirovim
uljima bio je najnizi u ulju cijele srdele. S druge strane, ulja otpada i jetre tune te otpada uzgojne
ribe su imala visoku razinu a-tokoferola vjerojatno uslijed visoke koli¢ine vitamina E u hrani
koja se koristi u njihovu uzgoju. Ulje otpada uzgojne ribe je pokazalo Cetiri puta bolju stabilnost
od kontrolnog ulja pri 80 °C. Postoji mogucnost da je upravo oksidacijska stabilnost ulja otpada
lubina i komarce poboljSana hranom (peletima) s visokom razinom vitamina E, medutim
korelacija izmedu razine a-tokoferola i oksidacijske stabilnosti nije primije¢ena. Bogdanovi¢ i
sur. (2012) i Simat i sur. (2015) izvijestili su da hrana na bazi peleta moZe utjecati na sadrzaj

masti i sastav masnih kiselina uzgojne ribe te produljiti oksidacijsku stabilnost masti.

Sastav masnih kiselina sirovih ulja je prikazan u Tablici 5.2.2. Najvisi zbroj SFA
zabiljezen je kod ulja otpada srdele i ulja cijele srdele, dok je najnizi zbroj SFA bio u ulju otpada
uzgojne ribe 1 kontrolnom ulju. Najvaznija SFA bila je palmitinska kiselina (C16:0), dok
kapronska (C6:0), kaprilna (C8:0), kaprinska (C10:0) i undekanska kiselina (C11:0) nisu
detektirane. Zbog visokog sadrZaja oleinske kiseline (C18:1, cis 9), zbroj MUFA bio je najvisi
u ulju otpada lubina i komarce. U usporedbi s kontrolnim uljem, oleinska kiselina je pronadena
u nizim koncentracijama u uljima srdele i otpada tune. Vise razine oleinske kiseline su
prijavljene u miSi¢u kao 1 u mezenterijskoj masti uzgojne ribe poput lubina i komarce
(Grigorakis 1 sur., 2002; Lenas 1 sur., 2011; Simat i sur., 2015). Ostale vazne MUFA bile su
palmitoleinska (C16:1) 1 eikozenska (C20:1) kiselina. Ukupni sadrzaji MUFA 1 PUFA bili su
preko 50% ukupnih masnih kiselina u svim proizvedenim uljima Sto ¢ini ulja ribljih
nusproizvoda bogatim izvorom nezasi¢enih masnih kiselina. Najnizi sadrzaj MUFA 1 PUFA je
utvrden u uljima srdele. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu sadrzaja PUFA, s
izuzetkom ulja otpada uzgojne ribe koje je imalo niZi sadrzaj PUFA kao 1 najniZe razine EPA 1
DHA. U usporedbi s kontrolnim uljem, ulje otpada tune i ulja srdele su imala sli¢ne ili viSe
razine EPA 1 statisticki viSi sadrzaj DHA. Koli¢ine EPA i DHA bile su visoke u uljima

dobivenim od nusproizvoda ribe.
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Nutritivna kvaliteta sirovih ulja je takoder prikazana u Tablici 5.2.2. Polienski indeks
(PT) se koristi za mjerenje raspada i oksidacije PUFA. U usporedbi s kontrolom, sli¢ne
vrijednosti PI pronadene su u uljima nusproizvoda ribe, s izuzetkom ulja otpada uzgojne ribe
gdje je PI bio ispod jedan. Smanjenje vrijednosti PI u ribljem ulju sugerira razgradnju PUFA, a
s njegovim smanjenjem obicno se povecava stvaranje primarnih i sekundarnih produkata
oksidacije, tj. rezultati PB i TBARS su naj¢es¢e poviseni. Medutim, u ovom slucaju to bi moglo
biti rezultat niske razine EPA 1 DHA u ulju otpada uzgojne ribe. Al sugerira odnos izmedu
glavnih SFA (proaterogene) i nezasi¢enih masnih kiselina (protuaterogene) dok se T1 povezuje
sa stvaranjem ugruSaka u krvnim zilama (Ulbricht & Southgate, 1991). Najniza aterogena
aktivnost zabiljezena je u ulju otpada uzgojne ribe, a zatim u kontrolnom ulju. Aterogenost je
bila viSa u uljima srdele. Ulja otpada tune i otpada uzgojne ribe su imala najniZi T, sli¢no kao
1 kontrolno ulje. Nije utvrdena statisticki zna¢ajna razlika izmedu ulja jetre tune 1 ulja srdele.
Dobiveni rezultati se slazu s drugim istrazivanjima gdje je utvrdeno da su i Al i TI nize u

uzgojnoj ribi (Simat i sur., 2015).

Znacajan sadrzaj omega-3 pronaden je u uljima proizvedenim od otpada tune i srdele,
stoga bi ulja dobivena od nusproizvoda ribe mogla biti vazan izvor omega-3 masnih kiselina.
Novi izvori omega-3 masnih kiselina su iznimno vazni jer su omega-3 povezane s prevencijom
razli¢itih bolesti, ukljucujuéi rak, kardiovaskularne bolesti, mentalne bolesti (depresija i
poremecaj hiperaktivnosti s deficitom paznje), a poznati su i po protuupalnim,

antihipertenzivnim 1 antihiperlipidemijskim u¢incima (FAO, 2010; Riediger i sur., 2009).

NajviSe vrijednosti omjera PUFA/SFA utvrdene su za kontrolno ulje, ulje otpada
uzgojne ribe 1 otpada tune, dok su najniZe vrijednost imala ulja srdele. Sve vrijednosti omjera
PUFA/SFA bile su vise od preporucene minimalne razine od 0,4 — 0,5 koja se smatra korisnom
za ljudsko zdravlje (FAO, 2010). Takoder, osim omjera PUFA/SFA, omjer omega-6/omega-3
se koristi kao pokazatelj nutritivne kvalitete 1 ne smije prelaziti 2,0 (Simopoulos, 2009). Sva
ulja su imala vrijednosti manje od 1,0, osim ulja otpada uzgojne ribe, koje je takoder bilo u
prihvatljivom rasponu. U usporedbi s drugim istraZivanjima, sadrzaj omega-3 u uljima
nusproizvoda bio je visi ili sliCan rezultatima istraZivanja za ulje nusproizvoda tune (E. affinis)
1ulja srdele (Sardinella lemuru, S. longiceps) (Chakraborty & Joseph, 2015b; Khoddami i sur.,
2009; 2012).

Sastav masnih kiselina ulja dobivenog iz nusproizvoda tune (E. affinis) (crijeva i jetra)

analizirali su Khoddami i sur. (2012). Rezultati za ukupne omega-3 PUFA bili su nizi nego u
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ovom istrazivanju i kretali su se od 15 do 17%, a ulja tune su imala visoke razine arahidonske
kiseline (C20:4, n-6). Sli¢no ovom istrazivanju, autori su izvijestili o omjeru PUFA/SFA od
1,15 za glavu 1 iznutrice 1 0,51 za jetru tune, ali imali su nize vrijednosti MUFA i1 PUFA. U
skladu s tim rezultatima, Khoddami i sur. (2009) izvijestili su da su se SFA ulja dobivenog od
nusproizvoda srdele (S. lemuru) (glava, crijeva i jetra) kretala od 42,7 do 50,6%, dok je zbroj

omega-3 i PUFA bio nizi nego u ovom istrazivanju.

Rezultati profila masnih kiselina ulja cijele srdele i otpada srdele razlikovali su se od
rezultata iz istrazivanja Chakrabortyja i Josepha (2015b). U ulju dobivenom kuhanjem i
presanjem srdele (S. longiceps) pronasli su ukupne SFA od 41,0%, ve¢i sadrzaj MUFA (29,2%)
1 nizi sadrzaj PUFA (26,5%), uz znacajno nizu sumu EPA + DHA (20,5%), a omjer omega-
3/omega-6 je bio preko 5. Prevladavajuée masne kiseline u ulju otpada srdele (S. lemuru) bile
su palmitinska kiselina (C16:0; 27,8-35,6%), stearinska kiselina (C18:0; 5,90-9,30%), oleinska
kiselina (C18:1,n-9c¢; 15,5-21,8%) 1 DHA (11,9-16,0%) (Khoddami i sur., 2009). Otkrili su da
se ukupni sadrZzaj SFA u razli¢itim dijelovima nusproizvoda srdele kretao izmedu 42,7 1 50,6%
(najvisi u jetri srdele), ukupni sadrzaj MUFA od 26,2 do 32,3% (veci od prijavljenog u ovom
istrazivanju) i ukupni PUFA sadrzaj od 22,7 do 26,4%, S§to je nize nego $to je uoceno za
nusproizvode S. pilchardus. Khoddami 1 sur. (2009) prijavili su omjer omega-3/omega-6 za
glave, jetra 1 utrobu od 1,20 do 2,26 s tim da je najvec¢i omjer imalo ulje jetre srdele. Navedene
razlike mogu biti posljedica mnogih ¢imbenika koji utjecu na profil masnih kiselina, ukljucujuéi

vrstu ribe, prehranu, podruéje ulova, temperaturu i sezonu ribolova (Simat i sur., 2015).

6.2. Usporedba ulja srdele i otpada srdele

Budu¢i da sirovo riblje ulje sadrzi razne nepozeljne spojeve, potreban je postupak
njegovog prociS¢avanja za daljnju uporabu. Glavni cilj ovog postupka je uklanjanje oneciS¢enja
koje negativno utjecu na kvalitetu ulja, njegov rok trajanja i $to je najvaznije na prihvacanje od
strane potroSaca. Stoga se kontinuirano nastoji razviti postupak rafinacije ribljeg ulja kako bi
se proizvelo ulje visoke hranjive vrijednosti, bez boje i1 mirisa, neutralnog i blagog okusa
(Vaisali 1 sur., 2015). Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je proizvesti riblje ulje od srdele i
nusproizvoda prerade srdela te procijeniti njihov potencijal kao izvor vrijednih komponenata.

Nakon svakog koraka rafinacije ulja odredeni su i glavni parametri kvalitete ulja. U Tablici
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5.3.1. prikazani su rezultati koji pokazuju kvalitetu ulja srdele i otpada srdele kroz Cetiri faze

rafinacije (SMK, PB, pAV, TOTOX i TBARS).

Kao Sto se moze vidjeti iz prikazanih rezultata za ulje cijele srdele, najveéa vrijednost
SMK, koja je bila iznad 3,0%, dobivena je za sirovo ulje, dok su znatno nize vrijednosti
dobivene u rafiniranim uljima. Sadrzaj SMK u sirovom ulju je bio znatno nizi nego u
istrazivanju Chakrabortyja i Josepha (2015a) na indijskoj uljnoj srdeli (S. longiceps) gdje je
iznosio 4,4%, najvjerojatnije zbog razlike medu sirovinama (vrsta, podrijetlo, sezona ulova,
itd.) 1 u postupku prerade sirovog ulja (tehnologija/oprema za predobradu i1 ekstrakcija
sirovine). Opc¢enito niske vrijednosti SMK sirovih ulja potvrduju da kratko razdoblje kuhanja
tijekom ekstrakcije ulja nije uzrokovalo znacajnu hidrolizu. Poveéanje sadrzaja SMK takoder
moze biti uzrokovano enzimatskom (endogeni enzimi u sirovinama koji uzrokuju autolizu
tijekom prerade 1 ekstrakcije ulja) ili mikrobnom aktivno$¢u koja pomaZze masnim kiselinama
da se odvoje od molekule triglicerida. Ti su procesi obi¢no intenzivniji u posmrtnom razdoblju
malih pelagi¢nih riba (Deepika i sur., 2014). Garcia-Moreno 1 sur. (2014) su dobili najnize
vrijednosti SMK u uljima srdele ekstrahiranim pri najvisoj koristenoj temperaturi obrade, 55
°C. Dobivene rezultate su objasnili Cinjenicom da lipaze mogu postati nestabilne na
temperaturama iznad 45 °C. Kako je temperatura koriStena prilikom ekstrakcije u nasem
istrazivanju bila znatno visa, to bi takoder moglo objasniti nizak sadrzaj SMK u ispitivanim

uljima.

Zanimljivo je primijetiti 1 kako je sirovo ulje otpada srdele imalo niZu pocetnu vrijednost
SMK u odnosu na sirovo ulje cijele srdele, ali dodavanje reagensa (posebno organskih kiselina)
1 tretmani zagrijavanja tijekom koraka rafiniranja uzrokovali su oc¢ekivano povec¢anje SMK
ocito uslijed termicke i kiselinske hidrolize triglicerida. Korak deodorizacije snizio je sadrzZaj
SMK u oba slucaja vjerojatno zbog isparavanja hlapivih spojeva i SMK, ali najznacajniji pad
postignut je nakon neutralizacije, 13,9% u ulju cijele srdele 1 10,83% u ulju otpada srdele, Sto

je u skladu s rezultatima koje su dobili Chakraborty i Joseph (2015b) i Crexi i sur. (2010).

U ovom su istrazivanju dobivene relativno visoke vrijednosti PB za oba sirova ulja, ali
su se iste snizile tijekom prva tri koraka postupka rafiniranja. Medutim, deodorizacija ulja
provedena destilacijom znacajno je povecala vrijednosti PB s 2,21 na 4,55 meq O2/kg u slu¢aju
ulja cijele srdele i s 2,88 na 3,78 meq O2/kg u slucaju ulja otpada srdele (Tablica 4.3.1.). Unato¢
ovom porastu, dobivene vrijednosti PB i dalje su nize od onih koje su dobili Garcia-Moreno i

sur. (2014) (od 0,33 do 5,74 meq O2/kg) i Chakraborty i Joseph (2015b) (od 3,62 do 8,25 meq
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02/kg). Kao §to je ve¢ spomenuto, razlog tome mogu biti razlike izmedu koristenih sirovina,
njihove manipulacije i skladiStenja do obrade, kao i primijenjenih postupaka rafinacije.

Dobiveni rezultati PB pokazuju kako su oba ispitivana ulja prikladna za konzumaciju.

Sekundarni produkti oksidacije se prate pomocu pAV, TOTOX i TBARS vrijednosti,
zbog toga je pracen utjecaj rafinacije na navedene parametre. Vrijednosti pAV, TOTOX i
TBARS su snizene tijekom prvih koraka rafiniranja, a neznatno povisSene nakon zavrs$ne faze
deodorizacije. Njihovo snizavanje nakon koraka izbjeljivanja potvrdilo je da koriSteni
apsorbenti (aktivni ugljen i1 Fullerova zemlja) imaju sposobnost apsorpcije primarnih i
sekundarnih produkata oksidacije (Chakraborty & Joseph, 2015b). Dopustena granica pAV za
prihvatljivost ribljeg ulja za prehranu ljudi je 20 (Crexi i sur., 2010). Oba sirova ulja su imala
nize vrijednosti u naSem istrazivanju i to, 18,46 ulje cijele srdele i 17,66 ulje otpada srdele.
Dobiveni rezultati su u skladu s podacima koje su objavili Chakraborty & Joseph (2015a) gdje
je za sirovo ulje srdele (16,2) dobivena slicna vrijednost pAV sa smanjenjem utvrdenim u

svakom koraku rafiniranja.

TOTOX vrijednosti sirovih ulja cijele srdele (30,29) 1 otpada srdele (27,28) su bile iznad
granice, ali vrijednosti rafiniranog ulja su bile znatno nize. Vrijednost dobivena za ulje cijele
srdele gotovo je ista kao i1 vrijednost od 19,14 koju su dobili Chakraborty i Joseph (2015b) za

rafinirano ulje indijske uljne srdele.

Kao §to se vidi u Tablici 5.3.1., TBARS sirovog ulja otpada srdele bio je vise nego
dvostruko visi od vrijednosti dobivene za sirovo ulje cijele srdele (2,86 naspram 1,27 uM/g).
Tijekom proizvodnje ulja iz indijskih uljnih srdela, Chakraborty i Joseph (2015b) dobili su
znacajno vecu vrijednost TBARS za sirovo ulje (6,18 uM/g), no tijekom rafiniranja ta je
vrijednost smanjena za 50%. Autori su takoder izvijestili o najveCem smanjenju TBARS
vrijednosti nakon koraka neutralizacije. Sli¢ni rezultati neutralizacijskog u¢inka na TBARS
dobiveni su i u ovom istrazivanju, a vrijednost TBARS za sirovo ulje otpada srdele takoder je
snizena za 50%, dostigavsi 1,59 uM/g u rafiniranom ulju. U ulju otpada srdele, TBARS je malo
poviSen ¢emu je uzrok najvjerojatnije karakteristika sirovina. Za dobivanje ulja cijele srdele
koriStena je cijela riba dok su za proizvodnju ulja otpada srdele koriSteni nusproizvodi prerade
(glave, crijeva, peraje). U istrazivanju koje su proveli Chakraborty & Joseph (2015b) ulje je
proizvedno samo od jestivog tkiva ribe (bez utrobe). TBARS rafiniranog ulja cijele srdele
iznosio je 1,65 uM/g. Korak degumiranja je prouzrocio povisenje ovog parametra, koji je snizen

tijekom daljnjih faza rafinacije ulja.
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Sadrzaj tokoferola znacajno je snizen nakon rafiniranja u oba ulja (Slika 5.3.1.).

Ulje cijele srdele i ulje otpada srdele podvrgnuto je analizi masnih kiselina kako bi se
utvrdile promjene u njihovim profilima tijekom rafinacije ulja. Rezultati su prikazani u Tablici
5.3.2. 1 na Slici 5.3.3. Dominantna masna kiselina u oba ulja bila je naj¢esc¢a zasi¢ena masna
kiselina, palmitinska kiselina (C16:0). Sirovo ulje cijele srdele je sadrzavalo 21,58%, dok je
sirovo ulje otpada srdele sadrzavalo 22,14% palmitinske kiseline. lako se sadrzaj ove kiseline
neznatno mijenjao tijekom rafinacije, u kona¢nim uzorcima ulja ostao je vrlo visok (> 20%).
Opcenito, ukupni sadrzaj SFA se snizio nakon postupka rafinacije, tako da je koli¢ina SFA u
rafiniranom ulju cijele srdele iznosila 43,03%, a u rafiniranom ulju otpada srdele 39,26%. Kada
promatramo sadrzaj MUFA, sadrzaj oleinske kiseline (C18:1, n9c) bio je 8,07% u ulju cijele
srdele i 8,59% u ulju otpada srdele, dok su koli¢ine ukupnih MUFA u rafiniranim uljima
iznosile 17,48% i 20,35%. Sto se ti¢e sadrzaja PUFA, kao $to je i ocekivano, ulja su sadrzavala
visoke koncentracije EPA (C20:5n3) (12,69% u ulju cijele srdele i 14,69% u ulju otpada srdele)
1 jo§ vece koncentracije DHA (C22:6n3) (20,61% u ulju srdele i 19,42% u ulju otpada srdele).
Iako su vise kolic¢ine EPA otkrivene u ulju otpada srdele, ulje cijele srdele bilo je bogatije s
DHA. Medutim, sadrzaj ukupnih PUFA u oba rafinirana ulja bio je oko 40%, $to se smatra
izuzetno visokim. U ovom istraZivanju omjer PUFA/SFA bio je zna¢ajno veci u sirovim uljima,
dok je u rafiniranom ulju cijele srdele iznosio 0,92, a u ulju otpada srdele 1,03. Rezultati su
ponovno potvrdili vrijedan prehrambeni potencijal ispitivanih ulja srdele, jer je omjer n-6/n-3

za oba ulja iznosio 0,09 $to je niZze od prethodno navedene granice od 2,0.

Hlapljivi, aromati¢ni spojevi riba Siroko su proucavani, dok su profili hlapljivih spojeva
u sirovim ribljim uljima koja prolaze postupak rafiniranja rijetko proucavani. Brojna
istrazivanja provode se s ciljem identificiranja hlapljivih spojeva u ribljem ulju (Chakraborty
& Joseph, 2015b; Giogios 1 sur., 2009; Song 1 sur., 2018), dok se samo mali broj istrazivanja
bavi kvantifikacijom identificiranih komponenata (koncentracije zabiljezene u mg/kg umjesto
u postotku). Kemijska karakterizacija hlapljivih spojeva sirovog ulja korisna je za industriju
hrane za uzgoj Zivotinja, jer otvara nove moguénosti upotrebe razli¢itih nusproizvoda, a znanje
o promjenama hlapljivih spojeva kroz razli¢ite faze rafinacije moglo bi biti od pomo¢i u
optimizaciji ovog postupka tijekom proizvodnje ulja (Chakraborty & Joseph, 2015b; Giogios i
sur., 2009; Song i sur., 2018).

Deodorizacija, jedan od glavnih koraka u procesu rafiniranja, obi¢no se provodi

uobic¢ajenom destilacijom vodenom parom, prilikom koje se uklanjaju nepozeljni aromatic¢ni
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spojevi, poput produkata oksidacije (aldehidi i ketoni, zaostale slobodne masne kiseline, itd.).
Na efikasnost ovog postupka utje¢u primijenjeni tlak pare i hlapljivost pri visokoj temperaturi.
U ovoj fazi je pozeljno koristiti temperature ispod 200 °C kako bi se inhibirala razgradnja

esencijalnih spojeva ciklizacijom i1 polimerizacijom dugolan¢anih PUFA (Vaisali i sur., 2015).

Sastav i relativni sadrzaj hlapljivih spojeva ulja cijele srdele i otpada srdele kroz sve
faze rafinacije detektiranih GC-FID-om prikazani su u Tablici 5.3.3. U uljima je identificirano
petnaest hlapljivih spojeva (jedan ester, Sest aldehida, pet alkohola i tri ugljikovodika) i iz
rezultata se moze vidjeti kako su se sastav i udio hlapljivih spojeva u uljima znacajno mijenjali
tijekom postupka rafinacije. Slika 5.3.4. prikazuje kromatogram hlapljivih spojeva ulja cijele
srdele i1 otpada srdele nakon faze deodorizacije. Opéenito su hlapljivi spojevi u ribljim uljima
produkt mikrobioloskih procesa kvarenja ili oksidacija masti, aminokiselina i bjelancevina
(Ghaly 1 sur., 2010). Aldehidi su poznati kao bitni pokazatelji procesa oksidacije, a odgovorni
su i za miris ribljeg ulja, isto kao i ketoni koji obi¢no imaju vrlo niske pragove detekcije, a
nastaju autooksidacijom PUFA djelovanjem hidroperoksida ili uslijed oksidativne razgradnje
masti. lako ugljikovodici ne utjecu na miris, prisutnost alkohola zna¢ajno utjec¢e na ukupni miris
ulja. Promjene profila hlapljivih spojeva ribljeg ulja od nusproizvoda tune i in¢una tijekom
procesa kemijske rafinacije su istrazili Song i sur. (2018), dok su Chakraborty i1 Joseph (2015b)
istrazivali rafinirana ulja indijske uljne srdele. Oba istraZivanja su pokazala kako se spojevi
najodgovorniji za nepovoljan miris ribljeg ulja mogu ucinkovito ukloniti postupkom rafinacije
¢ime se izravno poboljSava kvaliteta ulja. Prema istrazivanju Chakrabortyja 1 Josepha (2015b)
utvrdeno je da je kombinacija aktivnog ugljena i Fullerove zemlje u€inkovita u izbjeljivanju
ulja, dok su neZeljeni sastojci mirisa uspjeSno uklonjeni destilacijom u vakuumu, stoga je

predloZeni postupak modificiran i koriSten u ovom istraZivanju.

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 5.3.3. 1 na Slici 5.3.4., glavni identificirani
hlapljivi spojevi su smjesa 2,4-heptadienala i pentadekana (primijenjena metoda nije osigurala
njihovo uc¢inkovito razdvajanje), 2,4-dekadienal, 2,4-nonadienal i dodekan. 2,4-heptadienal 1
pentadekan bili su apsolutno dominantne hlapljive komponente u uljima, s koncentracijama u
rafiniranom ulju cijele srdele od 317,06, odnosno u ulju otpada srdele od 580,08 mg/kg.
Pentadekan je bio glavni alkan pronaden u uljima srdele i saruna (Moffat i sur., 1993), dok je
2,4-heptadienal poznat kao spoj zasluzan za snazan miris ribljeg ulja (Roh i sur., 2006). U
istrazivanju Chakrabortyja i Josepha (2015b) destilat ribljeg ulja srdele dobiven nakon 60
minuta sadrzavao je dva istaknuta aldehida, 2,4-heptadienal 1 2,4-dekadienal. Koncentracije

ovih spojeva takoder su bile izuzetno visoke u ovom istrazivanju, $to ukazuje na potrebu za
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daljnjim poboljSanjem metode destilacije. Koli¢ina 2,4-dekadienala (iz n-6 masnih kiselina) se
povecala nakon destilacije, posebno u ulju cijele srdele gdje je zabiljeZzena gotovo 7 puta veca
koncentracija. Ova dva aldehida su takoder od velike vaZznosti zbog svog doprinosa
karakteristicnom neugodnom mirisu ulja (Chakraborty & Joseph, 2015b; Roh 1 sur., 2006).
Medu nezasi¢enim alkoholima odgovornim za riblji miris ulja, jedan od najvaznijih spojeva je
1-penten-3-ol (Song i sur., 2018). Sadrzaj ovog spoja bio je znatno veéi u ulju cijele srdele,
nego u ulju otpada srdele, gdje on ili nije pronaden, ili je pronaden u zanemarivoj koliCini.
Koncentracija 1-penten-3-ola znacajno se smanjila u procesu rafinacije ulja cijele srdele (s

10.20 na 6.58 mg/kg), Sto je u skladu s rezultatima koje su dobili Song i sur. (2018).

6.3. Usporedba ulja dobivenih iz nusproizvoda uzgojnih vrsta

Rezultati parametara kakvoce ulja dobivenih od nusproizvoda 1 jetri tune te
nusproizvoda lubina i komar¢i i njihova promjena kroz Cetiri faze rafinacije su prikazani u
Tablici 5.4.1. Unato¢ visokoj temperaturi koriStenoj tijekom proizvodnje ulja (kuhanje na 95
°C tijekom 12 minuta), utvrdeno je da temperatura nije imala utjecaj na parametre kvalitete

ulja.

Tijekom preliminarnog istrazivanja istraZzivani su parametri kvalitete u uljima
proizvedenim na razliitim temperaturama (od 65 do 95 °C) i usporedivani s ekstraktima masti
prema Bligh 1 Dyer (1959) metodi, pri ¢emu nije utvrdena znacajna razlika u oksidacijskim
parametrima. Prethodno je potvrdeno da je temperatura pri proizvodnji ulja slabo povezana s
oksidacijskom kvalitetom proizvedenog ulja, ali snaZzno utjee na sadrZaj omega-3 masnih
kiselina, Sto potvrduju i rezultati ovog istraZzivanja (Honold i sur., 2016a). Kako bi se
kontrolirala kvaliteta ribljeg ulja, koje je vrlo podloZzno hidroliti€kom 1 oksidativnom kvarenju,
uspostavljeni su brojni standardi s promjenjivim prihvatljivim razinama (Ceriani 1 sur., 2008).
Lipoliza 1 oksidacija ribljih ulja su rezultat velike autoliticke aktivnosti 1 visokog sadrzaja
toga riblje ulje obi¢no ima visok sadrzaj SMK. U ovom su istrazivanju rezultati SMK
vrijednosti sirovih ulja bili niski, $to potvrduje da kratka razdoblja kuhanja tijekom proizvodnje
ulja, ¢ak i pri vi$im temperaturama, nisu uzrokovala znacajnu hidrolizu. Samo je ulje jetre tune
imalo SMK visi od 3%. Postupak rafinacije osigurao je dodatno smanjenje SMK za 3,7% u ulju

otpada tune, 32% u ulju jetre tune, odnosno 47% u ulju otpada lubina i komarce. Od tri
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istrazivana ulja, dobivenih iz nusproizvoda uzgojnih vrsta, najnize vrijednosti SMK je imalo
ulje otpada lubina i komarce, ¢ak nize od kontrolnog ulja. Vazno je da proizvedena ulja imaju
niske vrijednosti SMK obzirom da one imaju utjecaj na organolepticka svojstva ulja, kao i na
njegovu kvalitetu (Ozyurt i sur., 2013), mogu djelovati kao prooksidansi koji pokreéu
mehanizam oksidacije (Vaisali i sur., 2015), a visoke vrijednosti SMK problemati¢ne su i

tijekom ekstrakcije omega-3 (Bako i sur., 2017).

Oksidacijska stabilnost ribljih ulja tijekom faza rafinacije je prac¢ena pomocu PB, pAV,
TOTOX 1 TBARS. Unato¢ povecanju vrijednosti PB za ispitivana ulja nakon koraka
degumiranja, vrijednosti dobivene za rafinirana ulja bile su ispod prihvatljive granice $to otvara
moguénost koriStenja ovih ulja za prehranu ljudi. Sirova ulja su imala najvise vrijednosti pAV
i TOTOX, najvise ulje otpada tune pa zatim ulja jetre tune i otpada uzgojne ribe. Faze
degumiranja, neutralizacije i izbjeljivanja uzrokovale su smanjenje pAV 1 TOTOX vrijednosti
dok su se nakon koraka deodorizacije vrijednosti povisile. NajviSa vrijednost pAV dobivena je
za rafinirano ulje otpada tune (19,5), dok su TOTOX vrijednosti rafiniranih ulja jetre tune 1
otpada uzgojne ribe bile vise od onih dobivenih za sirovo ulje. To sugerira da koriSteni
apsorbenti (aktivni ugljen i Fullerova zemlja) imaju sposobnost apsorpcije primarnih i
sekundarnih produkata oksidacije (Chakraborty & Joseph, 2015b). lako su pAV vrijednosti
dobivene za ulja u ovom istraZivanju bile ispod prihvatljive granice, one su bile znatno vise u
usporedbi s kontrolnim uljem, Sto je dodatno utjecalo na visu TOTOX vrijednost. TOTOX
vrijednosti dobivene za sirovo 1 rafinirano ulje otpada tune bilo je iznad ve¢ spomenute
dopustene granice za TOTOX (< 26) dok je sirovo i rafinirano ulje otpada uzgojne ribe bilo tek
ispod granice. Drugi autori su primjenili isti proces rafinacije na ulju srdele 1 primjetili su
znacajnije smanjenje pAV 1 TOTOX vrijednosti nakon rafinacije (Chakraborty & Joseph,
2015b).

TBARS test je pokazao niske razine sekundarnih produkata oksidacije. Vrijednosti za

ulja proizvedena od nusproizvoda su bile niZe od vrijednosti dobivene za kontrolno ulje.

Rancimat testom dobiveni su rezultati oksidacijske stabilnosti i roka trajanja
proizvedenog sirovog ulja otpada tune od 1,54 h pri 80 °C, 0,58 h pri 100 °C 1 0,15 h pri 120
°C. Druga sirova ulja su imala nize vrijednosti (Slika 5.4.2.). Proces rafiniranja produzio je
oksidacijsku stabilnost ulja u svim slucajevima, ali za razliku od sirovih ulja, rafinirano ulje

jetre tune 1 ulje uzgojne ribe pokazalo je vise IP vrijednosti od ulja otpada tune (produljenje od
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36% na 80 °C, 35% na 100 °C i 52% na 120 °C). Otpornost ulja prema oksidaciji masti rezultat

je razlika izmedu sastava masnih kiselina ispitivanih ulja.

Iz Tablice 5.4.2. i Slike 5.4.2. vidljivo je da sirovo ulje otpada tune sadrzi najvise
ukupnih PUFA (37,65%), kao 1 EPA + DHA (30,85%). Nadalje, omjer n-3/n-6 u sirovom ulju
otpada tune bio je viSe od 3,5 puta visi nego u sirovom ulju jetre tune i vise od 9,5 puta visi u
odnosu na sirovo ulje uzgojne ribe. Postupak rafinacije smanjio je ovaj omjer za pola u ulju
otpada tune, neznatno smanjenje zabiljezeno je za ulje uzgojne ribe, dok je visa vrijednost

otkrivena u rafiniranom ulju jetre tune.

Iako je kontrolno ulje jetre bakalara pokazalo najvecu stabilnost pri 80 °C, na vi§im
temperaturama njegova stabilnost bila je niza od proizvedenih rafiniranih ulja (Tablica 5.2.1.).
U kontrolnom ulju jetre bakalara otkriven je znatno ve¢i sadrzaj a-tokoferola. Ovaj je spoj
dodan tijekom proizvodnje komercijalnog uzorka ulja kako bi se poboljsala njegova stabilnost,
ali utvrdeno je da se a-tokoferol razgraduje na viSim temperaturama (Sabliov i sur., 2009) Sto

je vjerojatno uzrokovalo nizi IP za kontrolno ulje pri vi§im temperaturama.

Rezultati profila masnih kiselina u sirovim uljima i njihove promjene nakon rafinacije
ulja prikazani su u Tablici 5.4.2., 5.4.3., 5.4.4. 1 na Slici 5.4.3. Palmitinska kiselina (C16:0) se
pokazala kao najdominantnija SFA u svim uljima uzgojnih vrsta s oko 52 do 55% od ukupnih
SFA. Njen sadrzaj je bio znacajno visi u uljima tune u odnosu na ulje otpada uzgojnih riba i
kontrolno ulje. Palmitinska kiselina se prirodno pojavljuje u ribama, kao izvor energije za
njihov rast. Oleinska kiselina (C18:1n-9 cis) je bila dominantna medu MUFA, s udjelima u
proizvedenim uljima od priblizno 14% u uljima tune, do 40% u rafiniranom ulju otpada lubina
1 komarce. Izmedu PUFA, u svim proizvedenim uljima uzgojne ribe pronadene su visoke
koncentracije EPA (C20:5n-3), pa ¢ak i vece koncentracije DHA (C22:6n-3). Ocekivalo se da
¢e se relativni sadrzaj EPA 1 DHA povisiti tijekom postupka rafiniranja (Chakraborty & Joseph,
2015b; Song i sur., 2018), ali u ovom je istraZivanju zabiljeZen minimalni porast nakon
rafinacije 1 to samo za DHA u ulju jetre tune. Medutim, 1 u sirovim 1 u rafiniranim uljima otpada
tune utvrdene su izuzetno visoke kolicine EPA 1 DHA. Dihomo-y-linolna kiselina (DGLA)
(20:3n-6) je pronadena u vec¢im koli¢inama (7,32 — 9,89%) u uljima tune i kontrolnom ulju,
posebno u ulju jetre tune, dok je u ulju otpada lubina i komarce njen prekursor, linolna kiselina
(C18:2 n-6), pronadena u viSim koli¢inama nego u drugim uljima (17,32%). Eruka kiselina
(22:1n-9) je pronadena u malim koli¢inama u proizvedenim uljima, a najve¢i udio od 1% je

pronaden u kontrolnom ulju.
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Sirova ulja otpada tune i jetre tune imala su znatno visi sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih
kiselina (32,7 1 35,6%) u odnosu na ulje otpada uzgojne ribe (23,6%). SFA profil ulja nije se
statisticki promijenio postupkom rafiniranja, a ulja tune imala su znacajno visi sadrzaj SFA od
kontrolnog ulja. Sadrzaj MUFA bio je najvisi u ulju otpada uzgojne ribe (46%) 1 nije se mijenjao
nakon postupka rafiniranja. Ulje otpada tune imalo je neSto visi sadrzaj MUFA u odnosu na
ulje jetre tune. Sadrzaj PUFA je bio znacajno visi u sirovim uljima otpada i jetre tune (37,7%,
odnosno 35,2%), dok je u rafiniranim uljima porastao na 40,2%, odnosno 39,6%. Sadrzaj
omega-3 PUFA u proizvedenim uljima se kretao od 11,6 do 32,3% 1 bio je visi od sadrzaja
omega-6 PUFA za 8,9 - 18,7%. Visok postotak PUFA ukazuje na dobre hranjive vrijednosti
proizvedenih ribljih ulja. Omjer PUFA/SFA bio je znacajno visi u sirovim uljima, dok se u
rafiniranim uljima kretao od 1,1 do 1,2 1 bio znatno nizi nego u kontrolnom ulju. Opcenito je
prihvac¢eno da u usporedbi s divljom ulovljenom ribom proizvodi iz akvakulture imaju nize
vrijednosti omega-3 PUFA 1 vise vrijednosti linolne kiseline potekle od kopnenih biljaka zbog
sastava riblje hrane kojom se hrane (Simat i sur., 2015). Vrlo visok unos omega-6 prepoznat je
kao nepozeljan i smanjuje hranjivu kvalitetu ribljeg ulja. Zbroj omega-6 bio je 18-19% veci u

ulju otpada uzgojne ribe, koje je takoder imalo 1 najnize sume omega-3 i EPA + DHA.

U ulju otpada tune, postupak rafiniranja rezultirao je smanjenim udjelom MUFA i
povecanjem PUFA. To povecanje, kao i sadrzaj antioksidativnih spojeva poput a-tokoferola
(Slika 5.4.1.), moze pridonijeti oksidacijskoj stabilnosti ulja. Sirova ulja otpada uzgojnih vrsta
sadrzavala su visok udio a-tokoferola koji je znaajno smanjen postupkom rafiniranja u svim
uljima (31-45%). Istodobno, oksidacijska stabilnost produljena je postupkom rafiniranja, pa se
¢ini da je uloga tokoferola u oksidacijskoj stabilnosti manja od uklonjenih necisto¢a koje djeluju
kao prooksidansi (Cameron-Smith 1 sur., 2015). To je potvrdeno na kontrolnom ulju koje je
imalo preko 140 mg tokoferola/kg (podaci iz deklaracijskog lista ukazuju na sadrza; 1190
medunarodnih jedinica (IU) vitamina E po gramu), medutim taj sadrzaj nije produljio njegovu
oksidacijsku stabilnost pri poviSenim temperaturama. SadrZaj tokoferola u uljima proizvednim
1z nusproizvoda uzgojnih vrsta riba visi je u odnosu na ulja iz divlje ribe i njithovih
nusproizvoda. Na primjer, sirovo ulje otpada srdele imalo je priblizno 30 mg tokoferola/kg.
Sugerira se da prehrambeni sastojci riblje hrane, poput vitamina E, ne utje€u znacajnije na
koli¢inu masti, fosfolipida i polinezasi¢enih masnih kiselina, ve¢ Stite od stvaranja peroksida i

hidrolize fosfolipida (Simat i sur., 2015).

Sastav 1 relativni sadrzaj hlapivih spojeva sirovih, izbjeljenih 1 deodoriziranih ulja

otpada tune, jetre tune i otpada lubina 1 komarce prikazani su u Tablici 5.4.5. Identificirano je

67




6. Rasprava

petnaest hlapljivih spojeva (jedan ester, Sest aldehida, pet alkohola i tri ugljikovodika). U ulju
otpada tune najdominantnija je bila smjesa 2,4-heptadienala (od omega-3 masnih kiselina) i
pentadekana, zatim (E,E)-2,4-dekadienal, dodekan 1 4-metilpenten-2-ol. Primijenjena GC-FID
metoda nije osigurala odgovaraju¢e razdvajanje 2,4-heptadienala i pentadekana, a njihova
koncentracija izraunata je pomocu kalibracijske krivulje dobivene za 2,4-heptadienal, jer se
smatra vaznijim u ribljem ulju, medutim to¢na koli¢ina 2,4-heptadienala u ukupnom zbroju nije
poznata. Uzimajuci u obzir da su drugi hlapljivi spojevi poput (E£,2)-2,6-nonadienala i (E£,E)-
2,4-dekadienala (sekundarni produkti oksidacije masti) pronadeni u niskim koncentracijama,
niske TBARS vrijednosti (Tablica 5.4.1.) i prethodna istrazivanja koja sugeriraju pentadekan
kao dominantnu komponentu u uzorcima ribljeg ulja (Chung i sur., 2011; Jonsdottir 1 sur.,
2005), mozemo pretpostaviti da je pentadekan dominantan spoj 1 u ovoj smjesi. Sli¢no je
primijeceno 1 kod ulja jetre tune, s iznimkom visokih razina 1-penten-3-ola. Sadrzaj 1-penten-
3-ola znacajno je smanjen u svim proizvedenim sirovim i rafiniranim uljima, a rezultati su se
kretali od 0,01 do 1,03 mg/kg. U ulju otpada uzgojne ribe utvrdeno je da su aldehidi, (E,E)-2,4-
dekadienal 1 2,4-nonadienal bili viSe zastupljeni nego u ulju otpada tune, a razine 2,4-
heptadienala + pentadekana bile su znatno nize. Koli¢ina 2,4-dekadienala (od omega-6 masnih
kiselina) povisila se nakon destilacije, posebno u ulju otpada uzgojne ribe. Vrijednosti dva
masna aldehida, 2,4-heptadienala i 2,4-dekadienala od velike su vaznosti zbog njihovog
doprinosa karakteristicnom neugodnom mirisu ulja (Chakraborty & Joseph, 2015b; Roh i sur.,
2006). Sastav i udio hlapljivih spojeva zna€ajno su se promijenili tijekom postupka rafiniranja
1 samo je u ulju otpada tune tijekom rafiniranja smanjena ukupna suma hlapljivih spojeva. Kako
bi se uklonili nepoZeljni mirisni spojevi korak deodorizacije obicno se provodi uobicajenom
parnom destilacijom na temperaturama ispod 200 °C. PredloZeni postupak ne utjece jednako na
sve hlapljive komponente. Na djelotvornost ovog postupka utjec¢u primijenjeni tlak i hlapljivost
komponenata na visokoj temperaturi. U ovoj je fazi takoder vazno inhibirati razgradnju bitnih

komponenata ciklizacijom 1 polimerizacijom dugolancanih PUFA (Vaisali 1 sur., 2015).

Song 1 sur. (2018) su istrazivali promjene profila hlapivih spojeva ribljeg ulja
proizvedenog od nusproizvoda tune i1 in¢una tijekom kemijske rafinacije. Identificirali su 63
hlapljiva spoja, a heksanal, nonanal, undekanali, 2-nonanon i 2-undekanon su bili klju¢ne
hlapljive komponente proizvedenih ulja. Istrazivanje je pokazalo da se spojevi koji su
najodgovorniji za nepovoljan miris ribljeg ulja mogu ucinkovito ukloniti postupkom rafinacije
Sto izravno poboljSava 1 kvalitetu ulja. de Oliveira i sur. (2016) su proucavali u¢inke kemijske

rafinacije i deodorizacije na profile masnih kiselina i senzorske karakteristike ulja nusproizvoda
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tune (Thunnus albacares) dobivenog enzimatskom hidrolizom. Ulje je proizvedeno od glava
tune 1 bilo je bogato PUFA. Pronasli su ve¢i sadrzaj MUFA u rafiniranom ulju (36,78%) i nizi
sadrzaj PUFA (33,18%) u usporedbi s ovim istrazivanjem te su preporucili uvjete deodorizacije

pri 160 ili 200 °C tijekom 1 sata za proizvodnju ulja bogatih PUFA.
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7. ZAKLJUCCI

Postupkom kuhanja i preSanja uspjesno su proizvedena sirova ulja iz nusproizvoda
gospodarski vaznih vrsta Jadrana, uzgojne plavoperajne tune (7. thynnus), lubina (D. labrax) i
komarce (S. aurata) i srdele (S. pilchardus).

Odreden je kemijski sastav sirovine koja je koriStena za proizvodnju ulja, tj.
nusproizvoda tune, lubina, komarce i srdele te cijele srdele. Najveci udio masti i najmanji udio
vlage 1 bjelanCevina su zabiljeZeni za otpad i jetre tune. Otpad i jetre tune imali su i najvisi
prinos ulja. Ostala sirovina je imala prinos ulja nizi od 10%.

Takoder, odredena je i1 kvaliteta sirovih ulja, analizom parametara kakvoce, kako bi
utvrdili pogodnost nusproizvoda nastalih tijekom izlova uzgojne plavoperajne tune, filetiranja
lubina i komarce te prerade srdele za proizvodnju sirovih ribljih ulja pogodnih za daljnju
rafinaciju. Proizvedena ulja su usporedena s rafiniranim komercijalno dostupnim uljem jetre
bakalara. U usporedbi s kontrolnim uljem jetre bakalara, ulje cijele 1 otpada srdele imalo je niZe
vrijednosti slobodnih masnih kiselina, sva ulja imala su nize vrijednosti PB, pAV i TOTOX,
dok je nizu TBARS vrijednost imalo samo ulje cijele srdele. Kontrolno ulje imalo je znacajno
krace indukcijske periode od ulja jetre tune 1 otpada uzgojne ribe pri 80 °C, te dulje indukcijske
periode od ulja otpada tune, otpada srdele i cijele srdele. Isti odnosi zabiljeZeni su i pri
temperaturi od 100 °C, samo s kra¢im indukcijskim periodima.

Prema odredenom sastavu masnih kiselina, najvecu vrijednost SFA imala su ulja cijele
srdele i otpada srdele, dok je najnizu vrijednost imalo ulje otpada uzgojne ribe. Najvecu
vrijednost MUFA imalo je ulje otpada uzgojne ribe, dok su najnize vrijednosti ukupnih MUFA
imala ulja otpada srdele i cijele srdele. Prilikom usporedbe ukupnih PUFA izmedu sirovih ulja,
nije dobivena statistiCki znacajna razlika, osim za ulje otpada uzgojne ribe koje je imalo nizu
vrijednost. Zbroj EPA 1 DHA u uljima otpada tune, otpada srdele i cijele srdele bio je ve¢i od
30%. Najveci PI imalo je kontrolno ulje dok je najmanji PI imalo ulje otpada uzgojne ribe.
Najvece Al su imala ulja srdele, dok je ulje otpada uzgojne ribe imalo skoro Cetiri puta manji
Al. Znacajnije varijacije u vrijednosti TI nisu zabiljezene, ali kontrolno ulje izdvaja se s
najnizim te ulje jetre tune s najvisim TL

Sirova ulja proizvedena od nusproizvoda uzgojne tune, lubina i komarce te
nusproizvoda divlje srdele pokazala su kvalitetna svojstva, a svi izmjereni parametri bili su

unutar standardnih vrijednosti za riblje ulje. Ta bi se ulja mogla koristiti kao dobar izvor n-3
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PUFA. Pokazalo se da ulja nusproizvoda od ribe imaju zanimljive karakteristike koje se mogu
usporediti s komercijalnim ribljim uljima.

Usporedena su ulja dobivena od otpada srdele i cijele srdele te je proveden i usavrSen
kemijski proces rafinacije. Postupkom rafinacije smanjeni su udio SMK, vrijednosti PB, pAV
1 TOTOX za oba ulja. TBARS vrijednost ulja cijele srdele je porasla tijekom rafinacije,
medutim, vrijednosti deodoriziranog ulja cijele srdele i otpada srdele se znaCajno nisu
razlikovale iako je sirovo ulje otpada srdele imalo viSe nego dvostruko vecu vrijednost.
Rafinirano ulje otpada srdele je imalo bolju oksidativnu stabilnost od rafiniranog ulja cijele
srdele pri 80 1 120 °C, dok su pri temperaturi od 100 °C imali sli¢ne vrijednosti. Postupak
rafinacije povecao je oksidativnu stabilnost za oba ulja pri svim temperaturama. Postupkom
rafinacije su se za oba ulja povecale vrijednosti ukupnih PUFA te suma EPA i DHA, dok su se
ukupne SFA smanjile, a za ukupne MUFA nije bilo znacajnije promjene.

Sastav 1 udio hlapivih komponenti se znac¢ajno mijenjao tijekom postupka rafinacije.
Najdominantnija hlapiva komponenta u uljima srdele je bila smjesa 2,4-heptadienala i
pentadekana.

Usporedena su 1 ulja dobivena od otpada i jetre tune i otpada lubina i komarce te je
proveden kemijski proces rafinacije. Nakon postupka rafinacije, smanjio se udio SMK i
vrijednosti pAV u svim uljima dobivenim iz nusproizvoda uzgojnih vrsta. Vrijednosti PB su
znacajno porasle tijekom rafinacije ulja tune, dok su se za ulje otpada uzgojne ribe snizile.
Medutim, nakon postupka rafinacije vrijednosti PB ulja jetre tune i ulja otpada uzgojne ribe
nisu se znacajno razlikovale. Najnizu TOTOX vrijednost nakon rafinacije je imalo ulje otpada
uzgojne ribe. Najnizu TBARS vrijednost je imalo rafinirano ulje otpada tune.

Postupkom rafinacije povecala se oksidativna stabilnost za ulja dobivena od otpada i
jetre tune 1 otpada lubina i komarce pri sve tri temperature. Najvecu stabilnost imala su
rafinirana ulja jetre tune i otpada uzgojne ribe pri 80 °C. U usporedbi ulja tune, stabilnije je bilo
rafinirano ulje jetre tune od rafiniranog ulja otpada tune.

Ukupne SFA su se snizile postupkom rafinacije, osim za ulje otpada tune. Ukupne
MUFA su se snizile kod ulja tune nakon postupka rafinacije, dok su se u ulju otpada uzgojne
ribe neznatno povisile. Ukupne PUFA su se povisile nakon postupka rafinacije kod ulja tune
dok su se u ulju otpada uzgojne ribe neznatno snizile. Rafinirana ulja tune su imala znacajno
visu sumu EPA 1 DHA i -3 od ulja otpada uzgojne ribe.

Moguce je proizvesti prikladna ulja od nusproizvoda riba koja mogu naci primjenu u

farmaceutskoj, kozmetickoj i prehrambenoj industriji. Koristenje nusproizvoda ima ekonomske
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koristi za proizvodace u smislu upravljanja i dodavanja vrijednosti nusproizvodima. Ulja su
nakon rafinacije zadrzala svoju hranjivu vrijednost, tj. sadrzaj PUFA i1 omjer omega-6/omega-
3. Postupci neutralizacije i izbjeljivanja bili su u€¢inkoviti u smanjenju necistoca u uljima, $to je
rezultiralo smanjenim vrijednostima SMK, PB, pAV, TOTOX i TBARS, kao i poboljSanjem
oksidacijske stabilnosti ulja. Hlapivi spojevi odgovorni za osjetni profil ulja nastali su i

uklonjeni su iz ulja tijekom razli¢itih koraka rafinacije.

Rezultati ovog istrazivanja pridonose odrzivom koriStenju morskih resursa, koristeci
alternativne izvore sirovina za proizvodnju ribljeg ulja. Proizvodnja ulja iz nusproizvoda
ribarske industrije moze ponuditi rjeSenje koje ¢e poboljsati gospodarenje otpadom i ekoloski

aspekt prerade ribe te dodati vrijednost ,,otpadu.
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9. Zivotopis

9. ZIVOTOPIS

Rodena sam 12. srpnja 1982. godine u Splitu. Osnovnu Skolu zavrs$ila sam u Postirima na Bracu
gdje 1 danas zivim. Srednju Skolu Op¢u gimnaziju zavrsila u Supetru na Bracu. Diplomski studij
Morsko ribarstvo upisala sam u Splitu 2001. Diplomirala sam 2006. godine. Odmah nakon
zavrsSetka diplomskog studija kao stipendista Sardine d.o.0. zapocela sam raditi u Sardini d.o.o
gdje radim i danas. Moje radno iskustvo zapocelo je na uzgajalistu lubina i komarce u uvali
Maslinova u Milni na Bracu gdje sam obavljala posao tehnologa u uzgoju i na tom radnom
mjestu sam radila do listopada 2012. Aktivnosti koje sam obavljala kao tehnolog uzgoja lubina
1 komarce bile su organizacija i planiranje ishrane riba od mladi do konzuma, nabava riblje
hrane, priprema i organizacija planova prodaje ribe obzirom na koli¢inu i prirast ribe, procjena
1 planiranje gubitaka ribe uslijed mortaliteta ili bijega ribe. U suradnji s veterinaskom slozbom
provodila sam terapijska lijeCenja na ribama i1 prepoznavanje simptoma bolesti. U listopadu
2012. prelazim u pogon proizvodnje u Postirima na Bracu. U pogonu proizvodnje obavljala
sam funkciju voditelja kontrole kvalitete od 2012. do kraja 2018. godine. Bila zaduzena za
uvodenje i implementaciju HACCP, ISO 9001, IFS (engl. International food standard), BRC
(engl. British retail consortium standard), Halal i Kosher standarda kvalitete, kontolu procesa i
kriti¢nih kontrolnih to¢aka u proizvodnji, organizaciju i planiranje kontrole proizvoda, praéenje
vazeée legislative 1 osiguravanje sljedivosti proizvoda. Tijekom 2014. godine upisala sam
poslijediplomski sveucili$ni studij Primjenjenih znanosti o moru. Od sijecnja 2019. godine do
sada obavljam funkciju direktora proizvodnje. Odgovornosti koje sada imam su upravljanje
svim proizvodnim pogonima. Osiguravanje radne snage 1 sredstava za rad tehnoloskih linija,
rukovodenje radnicima i organizacija rada pogona proizvodnje.
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fish species, Foods 8, 4: 125. https://doi.org/10.3390/foods8040125
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o Sazetci sa skupova:

Skroza, Danijela; Cagalj, Martina; Vlahovi¢, Jelena; Generali¢ Mekini¢, Ivana; Ljubenkov, Ivica;
Simat, Vida Changes of fatty acid profile and nutritive value of cod oil during cooking // 6th Food Safety
Congress Istanbul, Turska, 2018. str. 127-127 (poster, medunarodna recenzija, sazetak, ostalo)
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o Radovi u zbornicima skupova
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