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1. UuvOoD

Oksidacija lipida predstavlja glavni uzrok kvarenja u jestivim uljima buduci da uzrokuje
degradaciju kvalitete te pogoduje gubitku nutritivne vrijednosti ulja. Oksidacijska stabilnost
moze se definirati kao otpornost ulja na reakcije oksidacije tijekom prerade i skladiStenja.
Poznavanje oksidacijske stabilnosti ulja vazno je kako bi se unaprijed mogao definirati rok
trajanja ulja. Djevi¢ansko maslinovo ulje (DMU) karakterizira visoka otpornost na oksidacijsko
kvarenje zbog povoljnog sastava masnih kiselina s niskim sadrzajem viSestrukonezasiéenih
masnih kiselina te visokim udjelom stabilne jednostrukonezasi¢ene oleinske masne kiseline
(18:1, w-9). Jednako znacajan utjecaj na oksidacijsku stabilnost ulja imaju i mnogi bioloski
aktivni spojevi poput tokoferola, sterola, fosfolipida i fenolnih tvari koji pokazuju
antioksidacijsko djelovanje te time usporavaju reakcije oksidacije. Za razliku od drugih biljnih
ulja, DMU ne prolazi procese rafinacije te tako zadrZzava svoj intenzivan miris, karakteristi¢nu
pikantnost te gorcinu uvjetovanu fenolima i hlapljivim spojevima. S druge strane, prooksidansi
(poput kisika ili povisene temperature) djeluju drugacije od antioksidansa te oni ubrzavaju
procese oksidacije. Kako bi se proizvelo zdravstveno ispravno ulje visoke kvalitete, kljuéno je
pravilno provesti sve procese prerade. Proces mijeSenja ima kljuénu ulogu jer tijekom
mijeSenja dolazi do znac€ajnih kemijskih promjena zbog katalitiCke aktivnosti razli€itih enzima
(oslobodenih u procesu mljevenja) koji pritom oblikuju senzorsku i nutritivhu vrijednost ulja te
odreduju njegovu oksidacijsku stabilnost. Postoje razliCite metode za odredivanje oksidacijske
stabilnosti ulja, a one se najCeSce temelje na namjerno izazvanoj ubrzanoj reakciji oksidacije
pod utjecajem poviSene temperature. U novije vrijeme sve se viSe koristi diferencijalna
motridbena kalorimetrija (eng. Differential scanning calorimetry — DSC) koja se osim za
odredivanje oksidacijske stabilnosti moze koristiti i za provjeru autentiCnosti ulja. Suvremeni
sustavi proizvodnje DMU i dalje nisu uspjeli pronaci rieSenje postojecih glavnih problema
proizvodnje. Iskorak u potrazi za rjeSenjem, pronalazi se u primjeni inovativnih tehnologija
poput ubrzanog toplinskog tretmana (UTT), ultrazvuka (UZV) i pulsiraju¢eg elektri¢nog polja
(PEP). Cilj ovog rada bio je ispitati kako primjena UTT, UZV i PEP te njihovih kombinacija uz
i bez procesa mijeSenja, utje€e na oksidacijsku stabilnost DMU iz sorte levantinke primjenom
DSC metode.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 OKSIDACIJSKA STABILNOST DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Oksidacijska stabilnost ili odrzivost ulja predstavlja vriieme kroz koje se ulja mogu sacuvati od
oksidacijskih procesa. Upravo oksidacijski procesi predstavljaju kljuéni problem u jestivim
uljima jer uzrokuju degradaciju kvalitete ulja te dovode do negativnih kemijskih, senzorskih i
nutritivnih promjena. Stoga je poznavanje oksidacijske stabilnosti pojedinog ulja vazna stavka
u definiranju roka trajanja i uporabe te odredivanju vremena unutar kojeg ¢e kvaliteta ulja
ostati nenarusena. Hoce li procesi oksidacijske prirode nastupiti brze ili sporije ovisi o
kemijskom sastavu ulja, uvjetima skladiStenja te prisutnosti sastojaka koji ubrzavaju ili
usporavaju oksidacijske reakcije (Moslavac i suradnici, 2009).

Djevi€ansko maslinovo ulje posjeduje izuzetno dobar kemijski sastav koji daje znatan doprinos
njegovoj oksidacijskoj stabilnosti. DMU svoju visoku oksidacijsku stabilnost duguje, prije
svega, sastavu masnih kiselina, odnosno visokom omjeru jednostrukonezasicenih i
viSestrukonezasic¢enih masnih kiselina (Velasco i Dobarganes, 2002). Ono sadrzi visok udio
jednostrukonezasic¢ene oleinske masne kiseline (18:1, w-9) koja je manje podlozna oksidaciji
od viSestrukonezasi¢enih masnih kiselina. U DMU se nalazi i optimalan omjer a-tokoferola i
linolne masne kiseline, koji omogucuje zastitu viSestrukonezasi¢enih masnih kiselina od
oksidacije. Veliki doprinos ukupnoj oksidacijskoj stabilnosti daju skupine manjih spojeva,
izraZzenih antioksidacijskih svojstava, poput tokoferola, fosfolipida, sterola, no najvecéi doprinos

daju fenolne tvari koje su ujedno i njegovi najsnazniji antioksidansi (Skevin, 2016b).

2.1.1 ANTIOKSIDANSI

Antioksidansi se mogu definirati kao prirodni ili sintetski spojevi koji svojim djelovanjem
usporavaju procese oksidacije. U djevicanskom maslinovom ulju, antioksidacijska svojstva
pokazuju razligiti fenolni spojevi (poput polifenola ili oleuropeina), tokoferoli (poput vitamina
E), steroli i drugi (Zaneti¢ i Gugi¢, 2005).

Antioksidansi koji svoj aktivni vodikov atom otpustaju i predaju slobodnom aktiviranom
radikalu masne kiseline ili peroksida nazivaju se primarnim antioksidansima. Medu
najpoznatije prirodne antioksidanse spadaju tokoferoli, fenoli i ekstrakti ruzmarina, dok su
medu sintetskim primarnim antioksidansima to butilhidroksianisol (BHA), butilhidroksitoluen
(BHT) i galati. Nadalje, antioksidansi koji svoj aktivni vodikov atom predaju primarnom
antioksidansu te ga na taj nacin obnavljaju, nazivaju se sekundarnim antioksidansima. Poznati
prirodni sekundarni antioksidansi su fosfolipidi te skvalen dok je od sintetskih sekundarnih

antioksidansa poznata limunska kiselina (Skevin, 2016a).
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2.1.2 PROOKSIDANSI

S druge strane, prooksidansi su tvari ili pojave koje poti¢u i ubrzavaju oksidacijsko kvarenje
ulja. Medu prooksidanse u DMU spadaiju kisik, temperatura, svjetlost, ionizacijsko zracenje,
prisutnost metala (poput bakra i Zeljeza) te enzimi (peroksidaze) (Skevin, 2016a; Zanetié i
Gugi¢, 2005).

Najznacajniji utjecaj kao prooksidans ima kisik koji se nalazi u prostoru iznad ulja (bilo u boci
ili spremniku), a Cesto je i umjedan u samo ulje tijekom postupka proizvodnje, §to ponajvise
ovisi o procesu ekstrakcije ulja i uvjetima skladistenja. Kisik djeluje na nezasi¢enu vezu
nezasic¢enih masnih kiselina te pritom dolazi do formiranja primarnih produkata oksidacije tj.
peroksida, hidroperoksida i slobodnih radikala masnih kiselina. Nastali primarni produkti
djeluju kao katalizatori oksidacijskih procesa. Povecéanje temperature ubrzava vecinu poznatih
reakcija pa tako i reakcije oksidacije, dok pojedini metali poput Zeljeza i bakra djeluju kataliticki
na oksidacijske procese. Enzimi, konkretno peroksidaze, poti¢u oksidaciju ve¢ u samom plodu
ili u maslinovom tijestu (Skevin, 2016a).

Svjetlost djeluje na manje spojeve (poput klorofila i njegovih derivata) nakon ¢ega se oni
elektronski pobuduju na ra¢un apsorbirane energije. Nakon toga, pobudena molekula klorofila
moze prenijeti viSak energije na molekulu kisika Sto u konacnici dovodi do formiranja
singletnog kisika koji potom reagira s nezasi¢enim vezama u masnim kiselinama. Uoc¢eno je
da singletni kisik reagira oko 1000 do 10000 puta brZze od ,normalnog“ kisika na sobnoj

temperaturi (Velasco i Dobarganes, 2002).

2.1.3 AUTOOKSIDACIJA

Autooksidacija je naj¢eséi oblik oksidacie do koje dolazi u jestivim uljima. Osim
autooksidacije, medu oksidacijske reakcije u uljima spadaju jo$ i fotooksidacija (uzrokovana
utjecajem svjetla na klorofil), termooksidacija (uzrokovana povisenom temperaturom uz
prisustvo vodene pare i zraka), oksidacija inducirana enzimima (peroksidazama, lipazama,
lipoksigenazama) te B-oksidacija (oksidacija zasi¢enih masnih kiselina) (Skevin, 2016a).
Proces autooksidacije, odnosno lan¢ane reakcije slobodnih radikala, sastoji se od 3 faze: faze
inicijacije, propagacije i terminacije (Choe i Min, 2006).

U prvoj fazi odnosno fazi inicijacije, kisik iz zraka napada nezasi¢ene veze u masnim
kiselinama te pritom dolazi do stvaranja slobodnih radikala. Nastali slobodni radikali reagiraju
s masnim kiselinama tako stvarajuci nove radikale, Sto dovodi ubrzavanja procesa zbog niza
lan¢anih reakcija (Rade i suradnici, 2001).

U drugoj fazi, odnosno fazi propagacije, slobodni radikali i dalje reagiraju s kisikom te nastaju
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slobodni radikali peroksida i hidroperoksidi. Hidroperoksidi, kao primarni produkti oksidacije,
su nestabilni te se potom razgraduju na slobodne radikale i sekundarne produkte razgradnje
odnosno ketone, aldehide, alkohole, masne kiseline, epokside i sli¢ne (ékevin, 2016a;
Saldana i Martinez-Monteagudo, 2013).

U trecoj, posljednjoj, fazi terminacije, reakcije oksidacije se nastavljaju lan¢ano te u konacnici
dolazi do medusobne reakcije slobodnih radikala i formiranja stabilnih produkata nalik
dimerima. Dimeri su inaktivni pa se time zavr$ava i proces autooksidacije (Saldana i Martinez-
Monteagudo, 2013; Choe i Min, 2006).

a) Inicijacija
RH + O, » R+ 'HOO
masna kiselina slobodni radikali

b) Propagacija

R+ 02 » ROO’

ROO" + RH » ROOH + R’

ROOH »RO" + 'OH
hidroperoksid slobodni radikali

c) Terminacija

R"+R’ »R-R

R" + ROO’ » ROOR

ROO" + ROO’ » ROOR
medusobne reakcije polimeri

slobodnih radikala

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

2.2. UTJECAJ SORTE NA OKSIDACIJSKU STABILNOST DMU

Utjecaj sorte jedan je od znacajnijih ¢imbenika koji utje€u na sastav i svojstva kakvoce ulja.
Osim sorte, veliki utjecaj na kvalitetu ulja imaju i sustav prerade te stupanj zriobe, kao $to je
prikazano na Slici 2. Svaka sorta maslina ima svoju genetsku predodredenost po kojoj se
razvija, raste i rada, pa je tako i ulje pod jakim utjecajem sorte. Koprivnjak (2006) navodi kako
su najbitniji pokazatelji ili sastojci, koji su u znacajnijoj mjeri odredeni genetskim kodom,
zapravo enzimska aktivnost u stvaranju pozeljnih hlapljivih tvari te koncentracija fenolnih tvari.
Znacaj oba cCimbenika izravno se odrazava na okusno-mirisna svojstva ulja, ali i na
oksidacijsku stabilnost. Skarica i suradnici (1996) navode da o sortama ovise i svojstva ploda:
zrioba, veli€ina, odnos mesa ploda i koStice, koli€ina ulja te glavni i prateéi sastojci ulja (poput

koli¢ine lipida, odnosa oleinske i linolne masne kiseline, stupnja nezasicenosti i drugo.).
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Takoder se navodi da se sadrzaj polifenola i znacajnijih sterola razlikuje od sorte do sorte, kao

i sadrzaj antocijana te sastav triterpenske frakcije ulja.

Nacin berbe,
5%

Nadin
transporta, 5%

Stupanj zriobe ,

Nacin i trajanje 30%

skladistenja,
10%

Sorta, 20%

N

Sustav
preradbe, 30%

Slika 2. Znacajniji Cimbenici koji utjeCu na kemijski sastav i svojstva kakvoce prirodnih

maslinovih ulja (Skarica i suradnici, 1996)

2.2.1 LEVANTINKA

lako podrijetlo nije u potpunosti razrijeSeno, levantinka se smatra domacom sortom masline.
Njezin uzgoj ograni€en je na podrucje juzne i srednje Dalmacije, a najveca brojnost ove sorte
zabilieZzena je na podrugju otoka Solte. Levantinka razvija bujno stablo, kuglaste kro$nje s
veoma bujnim izbojima te se zbog toga Cesto naziva i ,ljepoticom” maslinika. Deblo je visoko,
a kora glatka. List levantinke je velik, Sirok, dugacak i po duzini blago uvijen. Plod je srednje
krupan (prosjeCna mase oko 4,5 g), elipti¢no izduzen i blago uvijen prema vrhu. Ova sorta
rada u grozdovima u kojima se nalazi izmedu tri i pet plodova. Pred pocetak zriobe plod je
zelene boje koja postepeno prelazi u crveno-ljubiastu i na kraju crnu boju. Levantinka, kao
sorta, ima visok postotak samooplodnje, radi ¢ega redovito i obilno rada. Sadrzaj ulja u plodu
krece se oko 20 %, a ulje je dobre kvalitete i slatkastog okusa (Agroportal, 2019; Olea Cult,
2014).

2 : 2 ® oM “' R,
Slika 3. Levantinka (Agrobloghortikultura, 2016)
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2.3 UTJECAJ KEMIJSKOG SASTAVA ULJA NA OKSIDACIJSKU STABILNOST

Maslinovo ulje sastoji se, kao i sva druga ulja, od gliceridne frakcije ili osapunjivog dijela i
negliceridne frakcije ili neosapunjivog dijela. Osapunijivi dio, koji sacinjava 90-99 % kemijskog
sastava ulja, ¢ine uglavnom trigliceridi i slobodne masne kiseline dok neosapunjivi dio, udjela
od svega 0,4-5 % u ulju, €ini preko dvjesto spojeva razli€itih struktura poput alifatskih i
triterpenskih alkohola, ugljikovodika, sterola, hlapljivih spojeva, karotenoida, fenolnih spojeva

i drugi. (Pejovi¢, Barbari¢ i Jakobusic, 2014).

2.3.1 SASTAV MASNIH KISELINA

Sastav masnih kiselina i triglicerida djevi€anskih maslinovih ulja znatno se razlikuje, ovisno o
geografskom polozZaju, klimi, sorti i stupnju zrelost maslina (Velasco i Dobarganes, 2002).
Prirodni sastav masnih kiselina u ulju i pozicije masnih kiselina na okosnici glicerola odreduju
podloznost ili otpornost na proces oksidacije. Ulja koja sadrZze viSe nezasi¢enih masnih
kiselina oksidiraju brze od onih ulja s manjim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina. Kako raste
stupanj nezasi¢enosti masnih kiselina, tako se povec¢ava brzina oksidacije i formiranja
primarnih produkata oksidacije $to dovodi do njihovog nagomilavanja (Madhujith i
Sivakanthan, 2019).

Xu i suradnici (2015) proveli su istrazivanje u kojem su proucavali oksidacijsku stabilnost ulja
kamelije (Camellia Oleifera) nakon przenja krumpira te su ga usporedivali s palminim uljem i
uljem kikirikija. Objavljeni rezultati studija su pokazali da ulje kamelije ima najvecu oksidacijsku
stabilnost, nakon njega slijedi palmino ulje te ulje kikirikija koja je pokazalo najmanju
oksidacijsku stabilnost. Ulje kamelije sadrzavalo je veée udjele jednostrukonezasicenih
masnih kiselina u usporedbi s zasi¢enim i viSestrukonezasi¢enim masnim kiselinama druga
dva ispitivana ulja. UoCeno je da su vazni ¢imbenici koji utjeCu na oksidacijsku stabilnost

sastav masnih kiselina i sadrzaj tokoferola (Madhuijith i Sivakanthan, 2019).

2.3.2 TOKOFEROLI

Tokoferoli su jedni od najvaznijih antioksidanasa prisutnih u jestivom ulju. Sadrzaj tokoferola
u uljima ovisi o kakvodéi ploda, sorti, naginu proizvodnje i uvjetima skladistenja ulja (Skarica i
suradnici, 1996). Tokoferoli su u maslinovom ulju prisutni u formi a, 8, y i 8. Oko 9 % tokoferola
nalazi se u formi y, oko 1,1 % tokoferola dolazi u formi & dok se oko 90 % nalazi u formi a.
Tako je a-tokoferol biologki najaktivniji, a poznat je i pod imenom vitamin E (Zuzi¢, 2008).

Tokoferoli su poznati i kao dobri antioksidansi koji sprie€avaju procese oksidacije ulja. Najbolje
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antioksidacijsko djelovanje pokazuje 0, a zatim y-, B- i a-tokoferol. Optimalna koncentracija
tokoferola kao antioksidansa ovisi o njihovoj oksidacijskoj stabilnosti; Sto je oksidacijska
stabilnost niza, to je njihova optimalna koncentracija, takoder, niza. U visokim koncentracijama
tokoferoli mogu djelovati i kao prooksidansi. Najveéu prooksidacijsku aktivnost u visokim

koncentracijama pokazuje a-tokoferol (Choe i Min, 2006).

2.3.3 FENOLNI SPOJEVI

Fenolni spojevi su u maslinovom ulju prisutni u malim koli€inama, ali oni zna¢ajno utje€u na
oksidacijsku stabilnost ulja. Za razliku od ostalih spojeva neosapunijivog dijela, fenolni spojevi
su topivi u vodi pa je to razlog zasto se za vrijeme prerade odredeni dio fenolnih spojeva
nepovratno gubi s vegetabilnom vodom (Zaneti¢ i Gugi¢, 2006). U maslinovom ulju razlikuju
se dva tipa fenolnih kiselina: derivati benzojeve kiseline i derivati cimetne kiseline, dok su od
fenolnih alkohola najzastupljeniji tirosol i hidroksitirosol. Tirosol i hidroksitirosol su najcesc¢e
prisutni u esterificiranom obliku pri ¢emu nastaju sekoiridoidi; spojevi karakteristi¢ni za
maslinovo ulie medu kojima je najpoznatiji oleuropein (Pejovi¢, Barbari¢ i Jakobusi¢, 2014).
Upravo je oleuropein glavni polifenolni spoj odgovoran za karakteristi¢nu gorinu maslinovog
ulja. Glavna karakteristika fenolnih spojeva je njihovo antioksidacijsko djelovanje ¢ime utjecu
na oksidacijsku stabilnost maslinovog ulja, a vazan je i njihov utjecaj na njegova prehrambena
i bioloSka svojstva. Tirosol i oleuropein imaju antikancerogeno djelovanje na tumor dojki kod

zena te kod muskaraca na tumor prostate (Zuiié, 2008; Zaneti¢ i Gugic, 2006).

2.3.4 FOSFOLIPIDI

Prirodna maslinova ulja sadrZe skromne koli€ine fosfolipida. Njihova koli€ina ovisi o bioloSkim
i tehnolo$kim &imbenicima, a osobito o starosti ulja (Skarica i suradnici, 1996). Fosfolipidi
mogu djelovati kao antioksidansi ili prooksidansi, ovisno o njihovoj koncentraciji i prisutnosti
metala. Karakteristike antioksidansa fosfolipidi ostvaruju zahvaljujuci njihovoj sposobnosti
keliranja metala Cime inaktiviraju njihov prooksidacijski u€inak. Takoder, mogu djelovati i kao
sinergisti s fenolnim spojevima i tokoferolima pridonoseci pritom poboljSanju oksidacijske
stabilnosti ulja. S druge strane, fosfolipidi posjeduju hidrofilne i hidrofobne skupine u istoj
molekuli. One su rasporedene tako da se hidrofilne skupine nalaze na povrsni ulja, dok su one
hidrofobne u jestivom ulju. Takvim se rasporedom omogucuje smanjenje povrsinske napetosti
jestivog ulja ¢ime se povecava brzina difuzije kisika iz prostora u ulje te se posljedi¢no

ubrzavaju oksidacijski procesi (Choe i Min, 2006; Velasco i Dobarganes, 2002).
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2.3.5 KLOROFIL

Klorofil je zeleni pigment svojstven prirodnom maslinovom ulju. Sastoji se od mje3avine
sivozelenog klorofila a i Zutozelenog klorofila b u omjeru 3:1. Koli€ina klorofila u ulju ovisi o
nacinu prerade, uvjetima skladiStenja ulja te najviSe o stupnju zrelost ploda; ulje dobiveno od
zelenih plodova masline sadrzi veée koli€ine klorofila. U maslinovom ulju se jo$ susrecu i
znadajne koligine feofitina a i b koji su produkti razgradnje klorofila (Skarica i suradnici, 1996).
Klorofil i produkti njegove razgradnje zasluZuju poseban interes jer u prisutnosti svjetla djeluju
na ulje oksidativno te se degradiraju i ubrzavaju oksidacijske procese, dok se u tamnom

prostoru pona$aju antioksidativno u sinergistikom odnosu s fenolima (Zuzi¢, 2008).

2.3.6 KAROTENOIDI

Karotenoidi predstavljaju tetraterpenske nezasi¢ene ugljikovodike od kojih su najvazniji B-
karoten, likopen i oksidirani derivati karotena (poput ksantofila) (Zaneti¢ i Gugié, 2006). Njihov
sadrzaj ovisi o brojnim bioloSkim i tehnoloSkim Cimbenicima tijekom ekstrakcije, skladiStenja
ulja i zrenja ploda; ulja dobivena od plodova ubranih na poCetku maslinske sezone bogatija
su karotenoidima od ulja iz zrelih i prezrelih plodova. Karotenoidi imaju provitaminski u€inak

posto se djelovanjem posebnih enzima pretvaraju u vitamin A (Skarica i suradnici, 1996).

2.3.7 STEROLI

U procesu biosinteze nastaju od skvalena, a po kemijskom sastavu su visokomolekularni
cikligki alkoholi tj. derivati ciklopentanofenantrena (Skarica i suradnici, 1996). Steroli u
maslinovom ulju pripadaju u skupini fitosterola, a najvazniji je B-sitosterol koji ima vaznu
bioloSku ulogu u sprieCavanju crijevnog upijanja viska kolesterola. Karakterizira ih
antioksidacijsko djelovanje te inhibicija procesa oksidacijskog kvarenja ulja (Zaneti¢ i Gugic,
2006).

2.3.8. SKVALEN

Skvalen je triterpenski ugljikovodik koji je glavni sastojak neosapunjive frakcije. Karakterizira
ga antioksidacijsko (kao sinergist a-tokoferola) te bioloSko djelovanje (kao prekursor sterola).

Njegov udio u ulju ovisi o sorti, a opada tokom skladistenja i osobito rafincije (Skevin, 2016b).



2.4 METODE ZA ODREDIVANJE OKSIDACIJSKE STABILNOSTI

Kako se oksidacijske reakcije odvijaju relativho sporo pri sobnoj temperaturi, za odredivanje
oksidacijske stabilnosti ulja i masti razvijene su metode ubrzanog kvarenja. Metode ubrzanog
kvarenja temelje se na namjerno uzrokovanim oksidacijskim reakcijama djelovanjem
odredenih prooksidansa; u praksi je to naj¢eS¢e toplina odnosno poviSena temperatura.
Uzorak se izlaze poviSenoj temperaturi, a oksidacijske promjene se prate odredivanjem
peroksidnog broja ili senzorski. Naj¢eSée koriStena metoda za odredivanje oksidacijske
stabilnosti je test odredivanja indeksa odrzivosti ulja (OSI) ili Rancimat test (Rade i suradnici,

2001). U novije vrijeme koristi se i diferencijalna motridbena kalorimetrija ili DSC metoda.

2.4.1 TEST ODREBPIVANJA INDEKSA ODRZIVOSTI ULJA ILI RANCIMAT
TEST

Kod ove metode, oksidacijska stabilnost se odreduje pomocu dva uredaja koja rade na isti
princip: Rancimat ili Oil Stability Instrument. U uredaju, struja proc¢iSéenog zraka prolazi kroz
uzorak ulja koji se odrzava na konstantnoj temperaturi i dovodu zraka. Zrak obogacen
hlapljivim spojevima iz ulja, koji su nastali uslijed oksidacijskih procesa pri povisenoj
temperaturi, se potom uvodi u deioniziranu vodu te se kontinuirano konduktometrijski prati
vodljivost u funkciji vremena. Hlapljivi spojevi iz ulja povecavaju vodljivost vode sve dok proces
oksidacije napreduje. Indeks odrzivosti ulja se definira kao vrijeme (u satima) koje je potrebno
da se postigne maksimalna promjena vodljivosti. Metoda pokazuje visok stupanj korelacije s
AOM testom (Velasco i Dobarganes, 2002; Rade i suradnici, 2001).

2.4.2 DIFERENCIJALNA MOTRIDBENA KALORIMETRIJA (DSC)

Diferencijalna motridbena kalorimetrija (DSC) najCeSce je koriStena toplinska tehnika koja na
brz i jednostavan nacin daje Siroku paletu informacija o analiziranom uzorku. Ova tehnika
nailazi na Siroki spektar primjene u prehrambenoj, biokemijskoj i farmaceutskoj industriji te
industriji polimera, plastike, stakla, keramike i drugo (Almosehly, 2020). Najvece prednosti
DSC-a kao analiticke metode jesu mala koli€ina potrebnog uzorka uz minimalnu pripremu,
koristenje bez kemijskih sredstava i otapala, kratko trajanje analize te jednostavnost rukovanja
(Vittadini i suradnici, 2003). Pomoc¢u DSC metode mogu se odrediti razli¢ita termofizicka svoj-
stva materijala (poput to¢ke taljenja ili specifiCnog toplinskog kapaciteta), fazni prijelazi (poput
taljenja, isparavanja, sublimacije ili kristalizacije) te analize sastava materijala (H6hne i sura-
dnici, 2013). Pri uporabi DSC-a, energija se istovremeno dovodi analiziranom i referentnom
uzorku. Temperature oba uzorka povisuju se identi¢no kroz odredeni vremenski period. Raz-

lika potrebne energije, kako bi temperature analiziranog i referentnog uzorka bile jednake,
Y



predstavlja viSak apsorbirane ili oslobodene temperature u uzorku (ovisno dolazi li do endo-
termne ili egzotermne reakcije) (Gill i suradnici, 2010). Protok topline moze biti endoterman
(usmijerava krivulju prema dolje) ili egzoterman (usmjerava krivulju prema gore). Razlog us-
mjerenju krivulje lezi u Cinjenici da endotermne reakcije uzimaju energiju (5to dovodi do nega-
tivne temperaturne razlike) dok egzotermne reakcije oslobadaju energiju (Sto dovodi do pozi-
tivne temperaturne razlike). Osim za istrazivanje oksidacijske stabilnosti, DSC metoda pogo-
dna je za provjeru autentiCnosti odnosno karakterizaciju i otkrivanje patvorenih ulja i masti
(Almoselhy, 2020).

2.5 PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Proces proizvodnje maslinovog ulja zapoc€inje odredivanjem optimalne zrelost ploda kako bi
se odredilo optimalno vrijeme berbe. Optimalno vrijeme berbe smatra se u trenutku kada je
plod 2/3 zelene boje, a 1/3 crveno-crne boje. Od toga trenutka nadalje nema inolacije, po€inje
se gubiti voda iz ploda te se smanjuje njegova masa (Zuzié, 2008). Branjem ploda masline u
optimalnoj zrelosti omoguc¢ava se postizanje bolje kvalitete ulja, izbjegavanije fizioloSkog opa-
danja plodova ili napada maslinove muhe, postizanje vece ucinkovitosti beraca, postizanje
boljeg cvjetanja u sljede¢oj vegetacijskoj godini te postizanje stabilnosti u rodu (Skevin,
2016b). Ubrane plodove potrebno je Sto prije preraditi kako ne bi doslo do fermentacije ploda,
a sama prerada sastoji se od pranja plodova i uklanjanja necisto¢a, procesa mljevenja i mije-
$enja, izdvajanja ulja iz maslinovog tijesta te odvajanja ulja od vegetabilne vode (Zuzi¢, 2008;
Koprivnjak, 2006).

2.5.1 CISCENJE | PRANJE

Plodovi maslina koji se dovedu u pogon za preradu sadrze necistoCe poput liS¢a, grancica,
zemlje, kamenja i sli¢no. Primjese vegetabilne prirode (poput li¢a i granCica masline), bududi
da utje€u na promjenu boje i okusa ulja, uklanjaju se na principu usisavanja, dok se primjese
strane prirode (poput Cestica zemlje, pijesak, kamencici ili metani dijelovi), buduc¢i da mogu
izazvati promjene organoleptickih svojstava ulja i oSteCenje strojeva, uklanjaju pomocu stroja

za pranje uz stalni optok vode (Koprivnjak, 2006; Skarica i suradnici, 1996).

2.5.2 MLIJEVENJE

Cilj drobljenja i usitnjavanja ploda jest razbijanje biljne stanice pulpe ploda masline s ciliem
omogucavanja oslobadanja kapljica ulja iz stanicnih vakuola na nacin da se mogu spajati u
kapljice vecih dimenzija. Tijekom mljevenja ulje i specifiCne tvari koje se nalaze u koZici (poput

klorofila ili voskova), sjemenci i pulpi (poput razli€itih enzima i tokoferola) dolaze u kontakt te
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se time stvaraju temelji buducih kemijskih i biokemijskih reakcija koje ¢e u konacnici definirati
kemijski sastav i svojstva DMU. Mljevenje treba provesti na nacin da se iz pulpe oslobodi §to
viSe ulja, a da se ono pri tome $to manje rasprsi u sitne kapljice i $to manje dovede u stanje
emulzije. Pritom je bitan i stupanj usitnjenosti kostice jer fragmenti kostice imaju drenazni ugi-
nak te omogucavaju izlazak uljnog mosta. Proces mljevenja moze se provesti tradicionalno
uz pomo¢ kamenih mlinova ili suvremeno, razli¢itim izvedbama metalnih mlinova (poput mli-
nova Cekic¢ara ili mlinova s diskovima ili konusnim valjcima). Uporaba razli¢itih izvedbi mlinova
uvjetuje ulje razligitog kemijskog sastava i koli¢ine hlapljivih spojeva (Skevin, 2016b; ZuZi¢,
2008; Koprivnjak, 2006).

2.5.3 MIJESENJE

MijeSenje tijesta masline je operacija koja je postala nuZzna uvodenjem metalnih mlinova u
preradu maslina jer se mijeSenje kod kamenih mlinova ve¢ djelomi¢no odvijalo kod procesa
mljevenja. Proces mijeSenja za cilj ima skupljanje prisutnog ulja u tijestu odnosno dobiti od
sitnih uljnih kapljica vece kapljice ulja pojavom koalescencije. Kako ne bi doslo do naruSavanja
kvalitete ulja, temperatura tijesta mora iznositi od 25 — 28 °C te se ono mora mijesiti sporo (20
—40 o/min). MijeSenje tijesta moze trajati od 15 do 60 min te ovisi o sorti, stupnju zriobe, profilu
frakcije i slicno. Skra¢eno vrijeme mijeSenja moze utjecati na manji randman ulja (od 2-4 %
manje) sa smanjenom koli¢inom fenolnih sastojaka. Sporim mijeSenjem postize se razbijanje
preostalih cijelih stanica (pod utjecajem oStrih bridova ostataka kostica) te uzastopno razbija-
nje lipoproteinske membrane i spajanje manjih u vece kapljice ulja. Na uspjeSnost povezivanja
kapljica ulja utjeCe i omjer koli€ine vode, ulja i koloidnih tvari koje tijesto sadrzi pa se tako u
slu¢aju vece koli€ine vode i koloidnih tvari u odnosu na ulje javljaju tzv. teSka tijesta. Proces
mijeSenja ima kljuénu ulogu u preradi maslina jer ono u najve¢oj mjeri odreduje pozitivna ili
negativna svojstva ulja. Tvari koje su se oslobodile tijekom procesa mljevenja iz vakuola i
membrana sad imaju priliku za preraspodjelu izmedu vodene i uljne faze, a imaju i moguénost
za medusobne reakcije. PektolitiCki i hemicelulolitiCki enzimi razgraduju stani¢ne stijenke i o-
vojnice vakuola ¢ime omogucuju olakSano oslobadanje ulja i drugih tvari iz stanice. Osim na
iskoridtenja procesa proizvodnje ulja, enzimi imaju kljuénu ulogu u formiranju pozeljnih sen-
zorskih svojstava. Pritom su lipoksigenaza i hidroperoksid liaza kljuéni enzimi koji tijekom li-
poksigenaznog puta pospjeSuju nastajanje pozeljnih tvari arome DMU. Enzimi peroksidaze
mogu oksidirati viSestrukonezasicene masne kiseline DMU Sto moze dovesti do proizvodnje
ulja narusene kvalitete (Skevin, 2016b; Zuzi¢, 2008; Koprivnjak, 2006).
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2.5.4 PROCESI IZDVAJANJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Izdvajanje ulja iz tijesta obavlja se utjecajem razliCitih sila, ovisno o primijenjenom sustavu
postrojenja, koje mogu biti: sila pritiska (preSanje), razlike u gustoci ulja, vode i krutih ¢estica
(centrifugalna ekstrakcija) te razlika izmedu povrsinskih napetosti prethodno navedenih kom-
ponenti (procjedivanje). PreSanje se obavlja pomoéu otvorenih hidrauli¢nih preSa visokog pri-
tiska. Maslinovo tijesto se u tankom sloju premazuje preko filtrirajucih slojnica koje u sredini
imaju otvor. Sredidnji otvor skraduje put izlaska uljnog mosta i time omogucuje predanje efi-
kasnijim procesom. Nakon svakih 3-5 slojnica ubacuje se po jedan metalni disk s ciliem pos-
tizanja stabilnosti i ravnomjernije raspodiele pritiska. Sabijanje stupca mora biti postepeno
kako bi ulje, koje je viskoznije od vegetabilne vode, imalo dovoljno vremena i prostora za
izlazak iz filtriraju¢ih slojnica pa se ono provodi u dvije faze. Kod maslina, poput levantinke,
koje se teSko obraduju jer imaju veliku koli¢inu vode i nizak sadrzaj ulja, postupak preSanja
pokazuje slabije iskoristenje te gubitak dijela organskih tvari. Da bi se poboljSala prerada po-
trebno je povecati vrijeme i temperaturu mijeSenja tijesta ili dodati suhi materijal (poput ko-
mine) da se postigne drenazni efekt. Kod centrifugalne ekstrakcije do razdvajanja komponenti
dolazi zbog razlike u gustoci izmedu ulja, vegetabilne vode i komine u uredajima koji se zovu
dekanteri. Danas se u upotrebi mogu pronaci klasi¢ne centrifuge s 3 izlaza, integralne centri-
fuge s 2 izlaza te opcijske centrifuge s 2 ili 3 izlaza. Kod klasi¢ne centrifuge s 3 izlaza krulti
dijelovi tijesta imaju najvecu gustocu pa pod djelovanjem centrifugalne sile stvaraju sloj nepo-
sredno uz unutarnju stijenku bubnja, dok se ulje, koje je najmanje gustoée, zadrzava u sredi-
Snjem dijelu tako da se vegetabilna voda rasporeduje izmedu. Kod integralne centrifuge s 2
izlaza maslinovo tijesto se odvaja na uljni most i vlaznu, poluteku¢u kominu. Bitna razlika iz-
medu klasi¢ne centrifuge s 3 izlaza i opcijske s 2 izlaza je u tome $to se u integralne centrifuge
ne dodaje voda ili se dodaje u malim koli¢inama za razliku od klasi¢nih centrifuga s 3 izlaza.
Izlu€ivanje ulja sustavom selektivne filtracije temelji se na razlici povrsinskih napetosti izmedu
ulja i vegetabilne vode, a separacija se dogada u posebnim uredajima pomocu lamela od

nehrdajuceg &elika (Koprivnjak, 2006; Skarica i suradnici, 1996)

2.6 PROBLEMI SUVREMENE PROIZVODNJE | POTENCIJAL INOVATIVNIH
TEHNOLOGIJA KAO RJESENJA

U posljednjih nekoliko godina, trend zdrave prehrane i teznja za ve¢om odrzivosti u proizvodniji
povecali su interes potroSaca i industrije za pronalaskom novih i alternativnih metoda te pro-
cesa konzerviranja i obrade hrane. lako su radena mnoga istraZivanja, postojeci suvremeni
sustavi proizvodnje DMU i dalje nisu uspjeli pronadi rjeSenje glavnih problema proizvodnje koji

se oCituju u gubitku polifenolnih spojeva zajedno s vegetabilnom vodom i kominom te relativno
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niskom iskoristenju proizvodnog procesa. Pojava inovativnih tehnologija omogudila je iskorak
u istrazivanjima unaprjedenja proizvodnog procesa DMU te time postala mo¢no sredstvo u
rieSavanju postojecih problema. Kod proizvodnje DMU, visok potencijal primjene pokazuju i-
novativne tehnologije koje dovode do povecanja iskoristivosti i fleksibilnosti samog proizvod-
nog procesa te daju doprinos u odrzivosti i smanjenju troSkova proizvodnje. S druge strane,
inovativne tehnologije, pritom, ne smiju utjecati negativno na senzorska svojstva, dok istovre-
meno trebaju povecati udio bioaktivnih spojeva DMU, prvenstveno polifenola, te njegovu odr-
zivost. Rezultati razli€itih istrazivanja ukazala su da najveéi potencijali primjene, od inovativnih
tehnologija, imaju ultrazvuk (UZV), pulsirajuce elektri¢no polje (PEP) te ubrzani toplinski tret-
man (UTT). Primjena ovih inovativnih tehnologija u procesu proizvodnje DMU najéesce je ve-
zana uz fazu mijeSenja pri Eemu se istrazuje njihov utjecaj kao predtretmana procesu mijese-
nja. Inovativne tehnologije pokazuju potencijal da bi se mozda kombinacijom inovativnih teh-
nologija te njihovim medusobnim pozitivnim u€inkom ¢ak u potpunosti mogao zamijeniti pro-

ces mijeSenja.
2.6.1 UBRZANI TOPLINSKI TRETMAN (UTT)

Tehnologija ubrzanog toplinskog tretmana tijesta masline omoguc¢ava regulaciju njegove tem-
perature ¢ime se direktno utjeCe i na kompleksan sustav razli€itih enzima. Enzimi pritom odi-
gravaju klju¢nu ulogu u oblikovanju i kontroli nutritivnog i senzorskog profila DMU. Veneziani
i suradnici (2017) u svome radu navode kako je posljednjih godina, uslijed novih agronomskih
praksi poput sve ranije berbe, ali i globalnog zatopljenja, sve ¢es8c¢a pojava da temperatura
tijesta nakon procesa mljevenja bude viSa od 30 °C. Takva temperatura je previsoka za proi-
zvodnju kvalitethog DMU jer moze narusiti njegove senzorske kvalitete i smanijiti udio fenolnih
spojeva. Iz tog su razloga, Veneziani i suradnici (2016) ispitali utjecaj hladenja maslinovog
tijesta do 15 °C primjenom izmjenjivaca topline ili suhog leda te su zaklju€ili da nije doslo do
nikakvih zna€ajnih razlika u iskoristenju ili osnovnim parametrima kvalitete. Ipak, primjena hla-
denja uzrokovala je povec¢anje udjela fenolnih spojeva u ulju u sve tri analizirane talijanske
sorte (Coratina, Peranzana i Ottobratica), a zabiljeZzene su i zna€ajne promjene udjela hlaplji-
vih spojeva koje su ovisile o sorti. Zagrijavanije tijesta masline moze skratiti vrijeme mijeSenja,
povecati razinu polifenolnih spojeva i izmijeniti profil hlapljivih spojeva dok hladenje moze po-

visiti razinu polifenolnih spojeva, Sto uvelike ovisi o sorti.
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2.6.2 ULTRAZVUK (UZV)

Tehnologija primjene ultrazvuka obuhvaca obradu hrane zvuénim valom s ciliem postizanja
razaranja stani¢nih stijenki stanica mezokarpa koje su ostale cijele nakon procesa mljevenja.
Takvim tretmanom poboljSava se prijenos mase odnosno dolazi do oslobadanja dodatnih ko-
lic¢ina ulja koje bi, u protivnom, zavrSile u vegetabilnoj vodi ili komini. Zvuéni valovi visokih
amplituda i malih frekvencija u odgovarajuc¢em frekvencijskom podrucju uzrokuju pojavu kavi-
tacije zbog koje dolazi do kemijskih i fizikalnih promjena u ulju. Ipak, s obzirom na uéinak
zagrijavanja snagom zvucnih valova, moze do¢i i do zagrijavanja tijesta masline $to posljedi-
¢no uzrokuje aktivaciju pojedinih enzima te dovodi do smanjenog udjela polifenolnih spojeva
u DMU te formiranja nepozeljnih hlapljivih spojeva. Clodoveo i suradnici (2013) proveli su
istrazivanje ekstrakcije maslinovog ulja iz sorti Coratina i Peranzana uz koristenje ultrazvuka
te su utvrdili da je doSlo do smanjenja udijela polifenola, gor&ine i pikantnosti, ali je pritom doslo
do povecanja udjela tokoferola, klorofila i karotenoida. Uporaba ultrazvuka u proizvodnji DMU
moZze povecati iskoriStenje procesa, skratiti vrijeme mijeSenja, ali i utjecati na koncentraciju
polifenola i hlapljivih spojeva $to ponajvise ovisi o sorti te karakteristikama primijenjenog tret-

mana.

2.6.3 PULSIRAJUCE ELEKTRICNO POLJE (PEP)

Tehnologija pulsiraju¢eg elektricnog polja zasniva se na uporabi kratkih pulseva elektricnog
polja koji uzrokuju elektropermeabilizaciju stani¢nih struktura. Zbog izlaganja pulsevima elek-
tricnog polja visokog napona, stani¢na stijenka postaje poroznija i propusnija za male mole-
kule Sto dovodi do njezinog bubrenja i naknadnog razaranja stani¢ne strukture. S obzirom na
to da se tretman odvija na sobnoj temperaturi te da traje jako kratko (svega nekoliko milise-
kundi), ne dolazi do znacajnog porasta temperature tijesta Sto sugerira da je PEP netoplinska
tehnika. Pritom ne dolazi ni do znacajnijeg utjecaja na enzime niti na denaturaciju proteina
tako da senzorska svojstva DMU ostaju nepromijenjena. Andreou i suradnici (2017) u svome
su radu pratili primjenu PEP-a razli€itih koliCina ukupne energije i intenziteta u preradi grckih
sorti (Tsounati, Amfissis i Manaki) uz konvencionalni proces mijeSenja. Rezultati su pokazali
da je u uzorcima tretiranim PEP-om doslo do prosjeénog povecéanja iskoristenja od 18 %,
fenolnih spojeva je bilo 11,5 % viSe dok je utvrdena i bolja oksidacijska stabilnost. Primjena
PEP-a moze znacajno povecati ekstrakciju ulja iz ploda, ali i utjecati na kemijski sastav sto

ovisi o uvjetima PEP-a i koriStenoj sorti.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 MATERIJALI

Za ovaj istrazivacki period su, kao materijali, bili koristeni uzorci DMU proizvedeni iz autohtone
hrvatske sorte levantinke te im se pritom odredivala oksidacijska stabilnost odnosno period
indukcije. Uzorci su proizvedeni na nacin da se na maslinovo tijesto, odmah nakon mljevenja
te neposredno prije procesa mijeSenja, primjenjivala pojedina inovativna ili kombinacija
inovativnih tehnologija. Kao predtretmani mijeSenju koristili su se ubrzani toplinski tretman
(UTT) u uredaju Blast chiller TECNODOM ATT05 ATTILA ABB (Tecnodom SpA, Vigodarzere
PD, ltalija), ultrazvuk (UZV) primijenjen u ultrazvu¢noj kupelji Sonorex digiplus (Bandelin
electronic, Berlin, Njemacka) te pulsirajuée elektricno polje (PEP) primijenjeno u uredaju
HVG60/1 PEF (Impel d.o.o., Zagreb, Hrvatska). Pritom je joS odredena i oksidacijska
stabilnost konvencionalnog uzorka djeviCanskog maslinovog ulja, proizvedenog u
industrijskom postrojenju, iz sorte levantinka te kontrolnih uzoraka. Kontrolne uzorke su
predstavljali uzorci djeviCanskog maslinovog ulja proizvedenih iz sorte levantinke na
laboratorijskoj pilot - uljari OLEUM 30 COMPACT (Enoternica Pillan Pleum 30 Compact,

Camisano, Italija) bez primjene inovativnih tehnologija.

3.2 METODE

3.2.1. POSTUPAK LABORATORIJSKE PROIZVODNJE DMU UZ

PRIMJENU INOVATIVNIH TEHNOLQGIJA ILI NJIHOVE KOMBINACIJE KAO

PREDTRETMANA PROCESU MIJESENJA
Prethodno oc€i$c¢eni, oprani i zdravi plodovi masline samljeveni su pomocu mlina ¢ekicara koji
je sastavni dio laboratorijske pilot - uljare OLEUM 30 COMPACT (Enoternica Pillan Pleum 30
Compact, Camisano, ltalija). Osim mlina &ekicara, laboratorijsku pilot - uljaru jo§ sadinjavaju
termomijeSalica s vodenom kupelji TM-100 i centrifuga CF-100. Kao proizvod mljevenja
nastaje maslinovo tijesto na koje se onda primjenjuje pojedina ili kombinacija inovativnih
tehnologija kao predtretman procesu mijeSenja. Inovativhe tehnologije, koristene u ovom
istraZivackom projektu, bile su ubrzani toplinski proces, ultrazvuk te pulsiraju¢e elektricno
polie. Kod uporabe ubrzanog toplinskog procesa kao inovativne tehnologije, uzorci
maslinovog tijesta su se hladili na uredaju za ubrzano hladenje Blast chiller TECNODOM
ATTO5 ATTILAABB (Tecnodom SpA, Vigodarzere PD, Italija). Na pladnjeve od inoksa nanijelo
se 830 g maslinovog tijesta u sloju visine 1 do 1,5 cm. Toplinska energija se odvodila
konvekcijom, a temperatura tijesta se provjeravala ubodnim termometrom (Quartz). Hladenje

tijesta do Zeljene temperature se trebalo posti¢i za 1 do 3 minute, a tijesto se nije hladilo dulje
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od 10 minuta. Na pojedine uzorke maslinovog tijesta se djelovalo ultrazvukom, drugim vidom
inovativne tehnologije koristene kao predtretman mijeSenju. Maslinovo tijesto se ravhomjerno
raspodijelilo u dvije staklene ¢aSe tako da se u svakoj nalazi priblizna masa tijesta oko 400 g.
Case se zatim postavljaju u ultrazvuénu kupelj Sonorex digiplus (Bandelin electronic, Berlin,
Njemacka) to¢no iznad izvora ultrazvuka. Neki uzorci maslinovog tijesta podvrgnuti su
djelovanju pulsirajuceg elektricnog polja s ciliem poboljSanja kvalitete i ucinkovitosti
proizvodnje DMU, ali i kvalitete samog ulja. Oko 1 kg tijesta masline se prenese u reaktor,
promjera 23 cm, koji je posebno dizajniran za ovaj eksperiment. Prilikom punjenja reaktora,
nuzno je istisnuti visSak preostalog zraka s ciliem sprje€avanja potencijalnog nastanka plazma
izboja u zra¢nim dZepovima. Napunjeni reaktor se potom zabrtvi i spaja na visokonaponsku
elektrodu uzemljenu unutar sigurnosne Ccelije. Parametri pojedinog primijenjenog

predtretmana, na maslinovo tijesto, navedeni su u Tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike primijenjenih inovativnih tehnologija na uzorke DMU

Inovativna tehnologija kao predtretman Karakteristike primijenjene inovativne
mijeSenju tehnologije
Ubrzani toplinski tretman (UTT) Temperatura (°C) 19,5
Vrijeme trajanja (s) 300
Ultrazvuk (UZV)

Snaga (W) 576

Vrijeme trajanja (s) 90

Pulsirajuce elektri¢no polje (PEP)
Jakost elektricnog polja (kV/cm) 2

Nakon tretmana inovativhom ili kombinacijom inovativnih tehnologija, dio uzoraka se odvodi
na procesa mijeSenja. MijeSenje se provodi 40 min na temperaturi od 27 °C. Potom se ulje
izdvaja centrifugiranjem pri 3500 o/min u trajanju od 90 s, a ono se bistri dodatnim
centrifugiranjem na 5000 o/min u trajanju od 4 min na centrifugi Rotina 320R (Hettich,
Tuttlingen, Njemacka) pri 18 °C. Dobiveno bistro ulje se potom skladisti u bo¢icama od tamnog
stakla na temperaturi do 20 °C kako bi se ono oCuvalo od oksidacijskog kvarenja prije samih
analiza. Kontrolni uzorci su proizvedeni jednakim postupkom proizvodnje iz istog maslinovog

tijesta, samo na njih nije primijenjena nikakva inovativna tehnologija.
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3.2.2 ODREDIVANJE OKSIDACIJSKE STABILNOSTI DMU

Mjerenje perioda indukcije djeviCanskog maslinovog ulja vazan je alat i sredstvo za
odredivanje oksidacijske stabilnosti samog ulja. U ovom istraZivatkom projektu se za
odredivanje perioda indukcije koristila metoda diferencijalne skenirajuce kalorimetrije (DSC).
Oksidacijska stabilnost uzoraka DMU odredivana je pomoc¢u DSC metode, koja je optimirana
u zavrSnom radu Hojka (2022), na uredaju DSC 214 Polyma (Netzsch, Selb, Njemacka). U
aluminijsku posudicu, na analitiCkoj vagi, potrebno je izvagati uzorak pojedinog djevi¢anskog
maslinovog ulja mase 4,1 mg + 0,2 mg. Zatim se aluminijska posudica poklopi odgovarajuéim
poklopcem koji se dodatno zapecati pritiskom na samu posudicu. Poklopac posudice se, prije
stavljanja u uredaj, probusi na sredini. Za provodenje mjerenja se jos koristi i referentni uzorak
kojeg predstavlja prazna zape€acena aluminijska posudica s 2 probusene rupice na poklopcu.
U uredaju za diferencijalnu skeniraju¢u kalorimetriju, uzorak se prvotno stabilizira na
temperaturi od 25 °C. Potom se uzorak zagrijava u struji dusika, protoka 40 ml/min, brzinom
od 20 °C/min na temperaturu od 140 °C. Zatim se uzorak zadrzava na temperaturi od 140 °C
u trajanju od 5 min kako bi se sustav stabilizirao. Oksidacija i postupak mjerenja perioda
indukcije zapocinje onog trenutka kada se protok dusika iskljuci dok se protok kisika poveca
na 100 ml/min. Tijekom C&itave analize, u instrumentu struji zastitni plin (dusik) protokom od 60
ml/min i na taj nadin Stiti uredaj od oSte¢enja uslijed varijacija u temperaturi. Mjerenje se
prekida u trenutku primjetne pojave strmog rasta krivulje entalpije, koja u ovom slucaju,
predstavlja da je doslo do znagajne oksidacije uzorka. Dobiveni rezultati, odnosno krivulja s
jasno izrazenim rastom, obraduju se u radunalnom programu NETZSCH Proteus Analysis
8.0.1. Svaku krivulju promjene entalpije uzorka u ovisnosti 0 vremenu potrebno je prvotno
izolirati od ostalih funkcija programa, a potom i izgladiti na vrijednost 9/16. Zatim je nuzno
postaviti linije unutar kojih ¢e program povudéi tangente Cije bi se sjeciste trebalo nalaziti u tocki
u kojoj je krivulja poCela strmo rasti. ToCka sjecista predstavlja period indukcije tj. reprezentira
vrijeme oksidacijske stabilnosti uzoraka. Odredivanje perioda indukcije je za svaki uzorak
DMU provedeno najmanje 4 puta, a od dobivenih rezultata izraCunata je srednja vrijednost i

standardna devijacija.

3.2.3 STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Kako bi se utvrdio utjecaj nacina proizvodnje i procesa mijeSenja na oksidacijsku stabilnost
DMU, dobiveni rezultati se statisticki obraduju uporabom analize varijance Two—Factor

ANOVA s 95 %-tnom vjerojatnoS¢u (p < 0,05) napravljenom u programu Excel.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

U poglaviju Rezultati i rasprava prikazana je oksidacijska stabilnost DMU iz levantinke
proizvedenog uz primjenu inovativnih tehnologija kao predtretman mijeSenju (Tablica 2), uz
kombinacije inovativnih tehnologija bez procesa mijeSenja (Tablica 3), a rezultati statisti¢ke

obrade navedenih vrijednosti nalaze se u tablici 4.

Suvremeni sustavi proizvodnje DMU susre¢u se s mnostvom potedko¢a unutar samog
procesa proizvodnije ulja. Medu najizrazenijim problemima svakako se istiCu gubitak polifenola
u vegetabilnoj vodi i komini te relativno nisko iskoristenje proizvodnog procesa. Svakodnevnim
ubrzanim napretkom znanosti i tehnologije doslo je do uvodenja inovativnih tehnologija u
proizvodne procese. Inovativhe tehnologije su time postale moéno sredstvo u rjeSavanju
postojecih problema proizvodnje s ciliem povec¢anja prehrambene vrijednosti proizvoda i
odrzivosti proizvodnje. Iz rezultata mnogobrojnih istraZivanja razli€itih autora, uoceno je da
najveci potencijal primjene, od inovativnih tehnologija, imaju ultrazvuk, pulsirajuce elektriéno
polje i ubrzani toplinski tretman. Njihova primjena u proizvodnji DMU naj¢esSc¢e je vezana uz
fazu mijeSenja maslinovog tijesta pri ¢emu se one primjenjuju kao predtretman procesu
mijeSenja. Posebnu paznju plijeni relativno ,mlada“ hipoteza koja pretpostavlja da bi se
pozitivnim kombiniranim utjecajem inovativnih tehnologija mozZzda mogao u potpunosti
zamijeniti proces mijeSenja. S obzirom na slabu istrazenost navedene hipoteze, trece
istraZivacko razdoblje HRZZ Projekta CROINEVOO (IP-2020-02-7553) posvecen je upravo toj
temi. Sukladno navedenoj problematici i pristupu rieSenjima, cilj ovog rada bio je ispitati kako
primjena UTT, UZV i PEP te njihovih kombinacija uz i bez procesa mijeSenja, utjeCe na

oksidacijsku stabilnost DMU iz sorte levantinke.

U Tablici 2 prikazane su vrijednosti perioda indukcije (min) za svaku pojedinu primijenjenu
inovativnu ili kombinaciju inovativnih tehnologija. Pritom su inovativne tehnologije koriStene
kao predtretman procesu mijeSenja. Kako bi se isklju€ivo ispitao utjecaj inovativnih tehnologija
na uzorak maslinovog tijesta odnosno u konacnici na proizvedeno DMU, dobiveni rezultati se
usporeduju s kontrolnim uzorkom koji je proizveden bez primjene ikakve inovativne

tehnologije.
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Tablica 2. Oksidacijska stabilnost uzoraka DMU, iz levantinke, proizvedenih uz primjenu

inovativnih tehnologija kao predtretman mijeSenju

Nacin proizvodnje Period indukcije (min)
utT 83,80 + 1,49
uzv 78,93 + 3,02
PEP 75,90 + 10,07
UTT + Uzv 95,60 + 8,96
uzv + PEP 78,18 + 8,06
UTT + PEP 76,68 + 4,18
UTT + UZV + PEP 78,55 + 3,18
KONTROLA* 92,28 + 2,47
KONVENCIONALNA LEVANTINKA** 86,05 + 1,48

*KONTROLA — uzorak DMU iz levantinke proizveden bez predtretmana mijeSenju
**KONVENCIONALNA LEVANTINKA - uzorak DMU iz levantinke proizveden na

poluindustrijskom pogonu

Usporedbom dobivenih rezultata perioda indukcije pojedinih ili kombinacija koriStenih
inovativnih tehnologija i perioda indukcije kontrolnog uzorka, moze se primijetiti da je uporaba
inovativnih tehnologija u vecini slu¢ajeva dovela do smanjenja perioda indukcije odnosno do
smanjenja oksidacijske stabilnosti ulja. Jedini slu¢aj koje odstupa od prethodno navedenog
trenda jest onaj u kojem se na uzorak maslinovog tijesta primijenila kombinacija UTT i UZV
te je u tom slucaju doslo do porasta oksidacijske stabilnosti od 3,59 %. Takoder je primjetno i
da jedino uzorak DMU tj. tijesta masline na kojeg je primijenjena kombinacija UTT i UZV
pokazuje vecéu oksidacijsku stabilnost odnosno veci period indukcije od uzorka ulja
proizvedenog konvencionalnim industrijskim putem. S druge strane, najmanju oksidacijsku
stabilnost pokazuje uzorak maslinovog tijesta na kojeg se djelovalo PEP-om. Iz dobivenih
rezultata je takoder vidljivo da je koriStenje PEP, bilo kao samostalne inovativne tehnologije ili
pak u kombinaciji s nekom drugom inovativnom tehnologijom, dovelo do smanjenja

oksidacijske stabilnosti u usporedbi s uzorcima na koje nije primijenjen PEP.
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U Tablici 3 prikazani su rezultati perioda indukcije (min) za kombinacije inovativnih tehnologija
koje su primijenjene na maslinovo tijesto uz izostavljanje procesa mijeSenja. Temeljna ideja
ovog dijela istrazivatkog projekta bila je istraziti hipotezu o zamjeni procesa mijeSenja
kombinacijom inovativnih tehnologija. Pritom se usporeduju periodi indukcije uzoraka
proizvedenih kombinacijom istih inovativnih tehnologija samo uz ili bez primjene procesa

mijesenja.

Tablica 3. Oksidacijska stabilnost uzoraka DMU, iz levantinke, proizvedenih uz primjenu

kombinacije inovativnih tehnologija bez procesa mijeSenja

Nacin proizvodnje Period indukcije (min)
UTT + UzV 91,60 + 7,03
uzv + PEP 71,40 £ 1,97
UTT + PEP 86,43 + 1,51

UTT + UZV + PEP 75,73 £ 1,35

Usporedbom dobivenih rezultata, dolazi se do slicnih zaklju€aka kao i kod Tablice 2, iako se
u ovome slu€aju preskakao proces mijeSenja. Naime, najveci period indukcije pa samim time
i najvecu oksidacijsku stabilnost, pokazuje uzorak tijesta masline na koje je primijenjena
kombinacija UTT i UZV. Komparacijom perioda indukcije uzoraka na koje su primijenjen
kombinacije istih inovativnih tehnologija samo uz ili bez procesa mijeSenja, vidljiv je trend
opadanja oksidacijske stabilnosti u slu€ajevima bez mijeSenja. Ipak, kombinacija UTT i PEP
je pokazala vecu oksidacijsku stabilnost u slu€aju bez mijeSenje nego uz mijeSenje te je pritom
zabiljezen rast oksidacijske stabilnosti od 12,72 %. NajniZi period indukcije pokazuje uzorak
maslinovog tijesta na kojeg se djelovalo kombinacijom UZV i PEP, Sto ponovno upucuje da
uporaba PEP-a u kombinaciji s nekom inovativnom tehnologijom dovodi do snizene
oksidacijske stabilnosti ulja nego u slu€aju kada PEP uopce nije koristen. S druge strane,
uporaba PEP u kombinaciji s UTT daje naznake da bi njihova kombinacija mozda mogla ¢ak

i zamijeniti proces mijeSenja.
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Tablica 4. StatistiCka obrada rezultata prikazanih u tablici 2 i u tablici 3 provedena pomocu
Two-Factor ANOVA-e

lzvor
df SS MS F p-vrijednost

varijabilnosti

Nacin

. . 3,000 | 2139,701 | 713,234 | 28,330 <0,0001
proizvodnje

S ilibez

L 1,000 8,817 8,817 0,350 0,558
mijesenja

Nacin
proizvodnje x s 3,000 387,326 | 129,109 | 5,128 <0,01

ili bez mijeSenja

U Tablici 4. su prikazani rezultati statistiCke obrade podataka dobiveni ANOVA testom, a ticali
su se utjecaja nacina proizvodnje, procesa mijeSenja te njihove interakcije na oksidacijsku
stabilnost DMU iz sorte levantinke. Pritom je statisticka obrada dobivenih rezultata pokazala
da nacin proizvodnje, odnosno uporaba inovativnih tehnologija, ima visoko statisticki znacajan
utjecaj na oksidacijsku stabilnost DMU proizvedenog iz sorte levantinke. Obrada podataka je
takoder pokazala da proces mijeSenja kao dio kompletne proizvodnje DMU, nema statisticki
znacaj na oksidacijsku stabilnost DMU iz levantinke. U konacnici, statistiCka obrada je
pokazala da interakcija nacina proizvodnje tj. primijenjenih inovativnih tehnologija i procesa

mijeSenja ima statistiCki zna¢ajan utjecaj na oksidacijsku stabilnost DMU.

Sagledavajuéi rezultate vlastitog istraZivanja, moze se pretpostaviti da oksidacijska stabilnost
ulja u najvecoj mjeri ovisi o koli€ini bioaktivnih tvari antioksidativnih svojstava koje su presle iz
ploda masline u ulje. Inovativhe tehnologije imale su za zadacu poboljSati prijenos tvari na
nacin da UTT temperaturom aktivira ili inaktivira pojedine endogene enzime i na taj nacin
povecava prijenos tvari, UZV da snagom svojih valova doprinese razaranju stanic¢ne stijenke

dok je PEP imalo za zadacu povecati propusnost staniCne stijenke pulsiraju¢im zracenjem.
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Oksidacijska stabilnost DMU ovisi o mnostvu razli¢itih faktora. Pored samog procesa
proizvodnije ulja, znacajan utjecaj na oksidacijsku stabilnost ulja imaju i uzgoj masline, klima,
uvjeti skladistenja, ali i kemijski sastav pojedine sorte i period berbe kao $to je u svom radu
istrazila Bukvi¢ (2017). S obzirom na autohtonost sorte levantinke, dostupni su radovi domacih
struénjaka koji su svoja istrazivanja viSe orijentirali prema kemijskom sastavu sorte, nego
prema primjeni inovativnih tehnologija u proizvodnji DMU. Tako su Saroli¢ i suradnici (2015) u
svojem istrazivanju pokazali da DMU iz sorte levantinke ima najveéi udio a-tokoferola u
odnosu na sorte oblica i lastovka. Upravo su tokoferoli jedni od vaznijih bioloSkih spojeva koji
djeluju kao antioksidansi pa njihova prisutnost u DMU povecava oksidacijsku stabilnost samog
ulja. Zanetié i suradnici (2021) su objavili da ulje iz sorte levantinke ima vi$i omjer oleinske i
linolne masne kiseline u odnosu na ulje iz oblice te se time sugerira da levantinka ima i vecu
oksidacijsku stabilnost. Takva tvrdnja zasniva temelje na saznanju da je omijer
jednostrukonezasicenih i visSestrukonezasicenih masnih kiselina jedan od klju¢nih faktora kod
procjene oksidacijske stabilnosti ulja. Zanetié i suradnici (2010) su se u svojem radu bavili
istrazivanjem kemijskog sastava dalmatinskih djevi€anskih maslinovih ulja od autohtonih sorti
maslina oblica, lastovka i levantinka. DMU iz sorte levantinka je zabiljezilo veéi omjer oleinske
i linolne masne kiseline u odnosu na oblicu i lastovku pa se moze zakljuditi da takvo ulje
karakterizira i ve¢a oksidacijska stabilnost. Kod ostalih je sorti detektirana i ve¢a prisutnost
viSestrukonezasic¢enih masnih kiselina koje su podlozne oksidacijskom kvarenju tako da se
moze pretpostaviti da ulje iz sorte levantinke ima veéu oksidacijsku stabilnost od ostalih

testiranih upravo na racun vlastitog kemijskog sastava.

Topi¢ (2022) se u svom radu bavila tematikom odredivanja perioda indukcije DMU
proizvedenog iz sorti oblica i levantinka uz primjenu ubrzanog toplinskog tretmana (UTT) kao
predfaze procesu mijeSenja te je kontrolni uzorak (proizveden bez uporabe UTT) pokazao
period indukcije od 167,5 + 11,2 min Sto je znatno veci period indukcije nego je dobiveno u
ovom radu gdje je ono iznosilo 92,28 + 2,47 min.

Karamarko (2023) je pak ispitivala utjecaj ultrazvuka (UZV) na oksidacijsku stabilnost DMU
proizvedenog iz sve Cetiri autohtone hrvatske sorte, medu koje spada i levantinka.
Usporedbom kontrolnih uzoraka, odnosno uzoraka proizvedenih bez uporabe inovativnih
tehnologija, primjetno je da je period indukcije ovogodiSnjeg DMU znatno manji nego onog
proslogodisnjeg kada je ono iznosilo 138,8 + 2,9 min. Takoder valja spomenuti da su, medu
ostalim, koriSteni i jednaki uvjeti tretiranja maslinovog tijesta ultrazvukom te se moze primijetiti
da je period indukcije i u ovom slu€aju nizi u odnosu na period indukcije dobiven u radu
Karamarko (2023) (78,93 + 3,02 min nasuprot 138,0 + 2,6 min ).
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Veneziani i suradnici (2015) u svojem su istrazivanju ispitivali utjecaj sorte masline i ubrzanog
toplinskog tretmana, apliciranog prije procesa mijesenja, na sastav te udio fenolnih i hlapljivih
komponenti kod pet glavnih talijanskih sorti (Ottobratica, Cellina di Nardo, Peranzana,
Coratina i Moraiolo) karakteriziranih razliitim geografskim porijeklom. Rezultati istrazivanja
su pokazali da je doSlo do poveéanja koncentracije fenolnih spojeva u DMU kod testiranih
sorti. lako to nije bio predmet istrazivanja, iz dobivenih rezultata se moze zakljuciti kako je
porastom fenolnih tvari u ulju doS$lo i do povecanja oksidacijske stabilnosti DMU. Provedeno
istrazivanje elaboriralo je pozitivan utjecaj UTT na oksidacijsku stabilnost DMU te je sasvim
moguce da je i u ovom istrazivanju, uz kombinaciju s UZV, doslo do sli¢nih reakcija iako je u
pitanju bila drugacija sorta masline.

Igdiam i suradnici (2017) pratili su utjecaj ultrazvuka visoke snage na temperaturu paste od
maslina, mijeSenje, vrijeme, ucinkovitost ekstrakcije i karakteristike DMU iz dvije sorte:
Arbequina i Frontoio. U radu je koriSten direktan ultrazvuk snage 110 W te indirektan ultrazvuk
shage 150 W u periodu od 2,4,6,8 i 10 min. IstraZzivanje je pokazalo znacajan pad oksidacijske
stabilnosti ulja obje sorte nakon 8 i 10 min direktnog i indirektnog tretmana ultrazvukom.
Pretpostavka je da je ultrazvuk uzrokovao brzo zagrijavanje nakon 8 min te je na taj nacin
smanjio razinu fenolnih tvari te time posredno utjecao i na smanjenje oksidacijske stabilnosti.
Kod tretmana u trajanju od 2, 4 i 6 min nije bilo zna&ajne razlike u oksidacijskoj stabilnosti kod
obje sorte te takvi rezultati nisu u skladu s onim u ovome istrazivanju gdje je doslo do pada
oksidacijske stabilnosti vjerojatno uzrokovane vecom snagom apliciranog ultrazvuka te
drugacijom sortom.

Veneziani i suradnici (2019) proveli su istrazivanje Ciji je cilj bio ispitati utjecaj sorte masline
na prinos i kvalitetu EDMU koje je ekstrahirano inovativhom tehnologijom pulsirajuceg
elektricnog polja kao predtretman procesu mijeSenja. PEP je primijenjeno na 3 talijanske sorte
(Carolea, Ottobratica i Coratina) te je u radu pokazano da PEP mozZe povecati propusnost
stanicnih stijenki i uzrokovati njihovo pucanje sto dovodi do povec¢anog prijenosa tvari u ulje
Cime se dodatno doprinosi njegovog kvaliteti, oksidacijskoj stabilnosti te senzorskim i
zdravstvenim svojstvima. Ipak, rezultati dobiveni u ovom istrazivanju ukazuju na suprotan
ucinak PEP-a na oksidacijsku stabilnost ulja, a razlozi koji se pritom namecu kao potencijalni
odgovori su razli¢itost kemijskog sastava sorte, indeks zrelosti ploda masline, vriieme berbe

te uvjeti proizvodnije.
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5. ZAKLJUCCI

1. Kombinacija UTT i UZV kao predtretman mijeSenju doprinijela je povecanju oksidacij-
ske stabilnosti DMU iz levantinke

2. lako je PEP kao predtretman nepovoljno utjecao na oksidacijsku stabilnost DMU, u
kombinaciji s UTT ima potencijala da u potpunosti zamijeni proces mijeSenja pri proiz-
vodnji DMU iz levantinke

3. Nacin proizvodnje, odnosno aplicirane inovativne tehnologije, pokazuju visoko statisti-
Cki znacajan utjecaj na oksidacijsku stabilnost DMU, dok interakcija nacina proizvodnje
i procesa mijeSenja statistiCki znaCajno utjeCe na oksidacijsku stabilnost DMU. Prisut-

nost faze mijeSenja u procesu proizvodnje DMU nema statistic¢ki znacajan utjeca.
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Izjava o izvornosti

Ja Jerko Hrboka izjavljujem da je ovaj zavr$ni rad izvorni re-

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

SuU U njemu navedeni.

Vlastoru€ni potpis



