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1. UVOD

Maslina (Olea europaea L.) vrlo je stara biljna vrsta o €ijoj vaznosti kroz ljudsku povijest nije
potrebno puno govoriti. Dovoljno je spomenuti kako su prva stabla masline kultivirana i
posadena prije 5 do 6 tisuéa godina, a njen spomen pronalazimo u brojnim povijesnim
tekstovima filozofa, botaniCara, agronoma, povjesni€ara i lije¢nika (Kantoci, 2006). Spominje
se i u Bibliji, primjerice u pri¢i o Noinoj arci gdje predstavlja Bozji znak radanja novoga Zivota i
prvo drvo izniklo iz poplave (Miljkovic i sur., 2011). Dakako, naSiroko su poznati i pozitivni u¢inci
djevi¢anskog maslinovog ulja (DMU) na zdravlje ljudi. Od sredine dvadesetog stoljeca biljezi se
trend rasta potroSnje DMU-a u svakodnevnoj prehrani u europskim zemljama izvan
mediteranskog bazena, kao i u zemljama Sjeverne i Juzne Amerike i u Australiji (Zaneti¢ i
Gugi¢, 2006). Smanjenje troSkova proizvodnje DMU-a vazan je izazov s kojim se susrec¢u
proizvodaci diliem svijeta. U novije vrijeme provedena su istrazivanja kojima se istrazivao
ucinak primjene novih tehnologija (poput pulsiraju¢eg elektricnog polja i ultrazvuka) na
iskoristenje proizvodnje i kvalitetu ulja. Sto se tiée primjene pulsirajuéeg elektri¢nog polja,
dokazano je kako koristenje ove tehnologije, prije faze mijeSenja, moze povecati ekstraktibilnost
ulja te skratiti vrijeme i smanijiti temperaturu mijeSenja, $to posljedi¢no dovodi i do smanjenja
ukupnih troSkova proizvodnje (Martinez-Beamonte i sur., 2022).

No osim na iskoristenje procesa, primjena inovativnih tehnologija u proizvodnji DMU moze
utjecati na njegov kemijski sastav (Bejaoui i sur. 2016, Abenoza i sur., 2013). U novije vrileme
brojna istrazivanja bavila su se ispitivanjem kemijskog sastava hlapljive frakcije DMU, odnosno
detekcijom spojeva koji doprinose aromi ulja. Ovim istrazivanjima je, izmedu ostalog, dokazano
kako hlapljivi spojevi u ulju uglavnom nastaju na tri nacina: u lipoksigenaznom putu, tijekom
oksidacije ulja te mikrobioloSkom aktivno$éu (Cecchi i sur., 2021). Primjena pulsiraju¢eg
elektricnog polja moze utjecati na svaki od spomenutih puteva sinteze hlapljivih spojeva; od
utjecaja na aktivnost enzima lipoksigenaze (Tamborrino i sur., 2019) preko inaktivacije
mikroorganizama (Toepfl i sur., 2014) sve do stvaranja slobodnih radikala (Zhao i sur., 2011).
Nastali uc¢inak ovisi o primijenjenim uvjetima tretmana kao i o karakteristikama sorti maslina iz
kojih se ulje proizvodi.

Stoga je cilj ovog rada bio istraziti utjecaj pulsiraju¢eg elektricnog polja koristenog kao
predtretman mijeSenju na sastav i koncentraciju hlapljivih komponenti DMU autohtonih

hrvatskih sorti maslina — istarske bjelice, rosulje, levantinke i oblice.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. HLAPLJIVE KOMPONENTE DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Vazna zajedniCka svojstva tvari koje izazivaju mirisni dozivljaj su: mala molekulska masa
(<300 Da), hlapljivost, dobra topljivost u vodi, topljivost u mastima te odredena kemijska
svojstva poput specifine prostorne grade. Ova svojstva su vazna kako bi te tvari mogle doéi
do receptora u naSem organizmu i vezati se na njih. Mirisne tvari mogu izazivati razli€ite mirisne
dozivljaje, ugodne i neugodne, ovisno o njihovoj koncentraciji i o Cinjenici jesu li prisutne
samostalno ili u kombinaciji s drugim mirisnim tvarima. Takoder valja napomenuti kako sama
hlapljivost nije dovoljan preduvjet za izazivanje dozivljaja mirisa, kao $to ni visoka koncentracija
ne garantira visok utjecaj odredene tvari na aromu ulja. Hoce li neka tvar izazvati mirisni
dozivljaj moze se odrediti pomoéu omjera masenog udjela tvari u uzorku i masenog udjela
njenog praga detekcije. Taj omjer naziva se vrijednost mirisne aktivnosti u ulju (engl. odour
acitivity value, OAV) i ukoliko je njegova vrijednost veca od 1 tvar ¢e izazvati mirisni dozivljaj
(Koprivnjak, 2006).

Hlapljivi spojevi djevi€anskog maslinovog ulja (DMU) pripadaju razli€itim vrstama kemijskih
spojeva koji uglavhom nastaju na tri nacina: u reakcijama lipoksigenaznog (LOX) puta, tijekom
auto-, odnosno fotooksidacije masnih kiselina ili djelovanjem mikroorganizama tijekom
proizvodnje i skladiStenja. Aldehidi su najzastupljeniji hlapljivi organski spojevi u DMU. C5 i C6
nezasiceni aldehidi (poput (Z)-3-heksenala i (E)-2-heksenala) uglavnom potjec€u iz LOX puta i
povezani su s pozitivnim senzorskim svojstvima, dok su kratkolan€ani razgranati aldehidi,
nastali neadekvatnim rukovanjem sirovinom, odgovorni za negativne senzorske znacajke. Uz
njih, za negativna senzorska svojstva odgovorni su i C7 — C11 aldehidi te pentanali i heksanali
koji potjeéu iz oksidacijskih procesa. Sto se tige alkohola, nerazgranati C5 i C6 alkoholi takoder
nastaju tijekom reakcija lipoksigenaznog puta, dok su za prisutnost nekih alkohola (poput 1-
butanola i 3-heksen-1-ola) odgovorne bakterije i plijesni. U lipoksigenaznom putu nastaju i
esteri (npr. heksil acetat i (Z)-3-heksenil acetat) koji su odgovorni za voéne note. Medutim dio
estera nastaje i mikrobioloSkom aktivnosS¢éu, poput butanoata koji nastaje maslaénom
fermentacijom u nefiltriranim uljima i koji se povezuje s negativnom senzorskom karakteristikom
koja podsjeca na talog. Medu hlapljivim tvarima u ulju nalaze se i masne kiseline €iji se nastanak
povezuje s mikrobioloSkom aktivnos¢u i oksidativhim promjenama, dok oksidacijom masnih
kiselina mogu nastati ketoni. Ketoni nastaju i u reakcijama lipoksigenaznog puta, primjer ¢ega
je nastanak 1l-penten-3-ona koji doprinosi pozitivhim svojstvima ekstra DMU-a. U LOX putu
nastaje i niz dvostruko nezasi¢enih C10 ugljikovodika. Ovi spojevi, poznati i kao penten dimeri,
slabo doprinose aromi DMU-a. No u pojedinim uzorcima otkriveni su u prilicno visokim udjelima

te se pretpostavlja kako bi njihov sinergijski u¢inak mogao utjecati na aromu ulja. | druge vrste
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kemijskih spojeva moguce je pronaci u hlapljivoj frakciji DMU-a, poput laktona, terpena ali i
nekoliko sumpornih spojeva koji se, unato€ svojim niskim koncentracijama, smatraju
aromati¢no aktivnim spojevima zbog niske vrijednosti praga mirisa (engl. odor threshold value,
OTV) (Cecchii sur., 2021).

2.2. LIPOKSIGENAZNI PUT

LOX put predstavlja niz biokemijskih reakcija do kojih dolazi tijekom prerade plodova u ulje
kada se oStedivanjem tkiva masline oslobadaju enzimi odgovorni za njihovo provodenje.
Najprije dolazi do oslobadanja kiselina iz glicerolipida Sto je katalizirano enzimom acil-
hidrolazom (Kalua i sur, 2007; Koprivnjak, 2006). Naj¢eS¢e su to linolna i linolenska masna
kiselina, na koje potom, u aerobnim uvjetima, djeluje enzim lipoksigenaza. Lipoksigenaza
ugraduje -OOH skupinu na n-6 i n-10 polozaje. Lipoksigenaza iz maslina je dvostruko aktivnija
prema linolenskoj kiselini i preferira n-6 poloZaj u odnosu na n-10. Oksidacijom masne kiseline
dolazi do promjene konfiguracije iz izoliranog u konjugirani polozaj. Uz ovo glavno djelovanije,
lipoksigenaza moze cijepati nastale hidroperokside pri Eemu nastaju alkoksi radikali iz kojih, u
daljnjim reakcijama, nastaju hlapljive tvari s 5 C atoma. Tako nastaju primjerice 1-penten-3-ol,
1-penten-3-on, (Z)-2-penten-1-ol, (E)-2-penten-1-ol i (E)-2-pentenal, od kojih samo 1-penten-
3-on samostalno djeluje na aromu DMU-a dok ostali spojevi doprinose aromi sinergistickim
djelovanjem (Koprivnjak 2006).

U idu¢em koraku LOX puta dolazi do nastajanja hlapljivih aldehida iz hidroperoksida
nastalih djelovanjem lipoksigenaze. Ovaj korak cijepanja nastalog hidroperoksida katalizira
enzim hidroperoksid liaza (HPL) (Salas i sur., 2000). Cijepanje se odvija izmedu ugljikovog
atoma s vezanom -OOH skupinom i susjedne konjugirane dvostruke veze. Ovaj enzim takoder
pokazuje vecéi afinitet prema linolenskoj kiselini i n-6 polozaju. Na taj nacin iz hidroperoksida
linolne kiseline nastaje heksanal, a iz hidroperoksida linolenske kiseline Z-3-heksenal koji
potom izomerizira u (E)-2-heksenal (Koprivnjak, 2006). Oslobodeni aldehidi se dalje reduciraju
do alkohola pomocu enzima alkohol dehidrogenaze (ADH) koji potom, u posljednjem koraku
lipoksigenaznog puta, prelaze u estere djelovanjem alkohol acil transferaze (AAT) (Kalua i sur.,

2007). Na slici 1 prikazane su biokemijske reakcije lipoksigenaznog puta.
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Slika 1. Biokemijske reakcije lipoksigenaznog puta (Koprivnjak, 2006)



S obzirom na to da je LOX put odgovoran za nastajanje hlapljivih tvari u DMU-u, poznavanje
aktivnosti enzima koji u njemu sudjeluju od velike je vaznosti za poboljanje senzorskih
karakteristika ulja (Kotti i sur., 2010; Salas, 2004). Na aktivhost spomenutih enzima utjecCe viSe
Cimbenika, poput temperature (Perez i sur., 2003), pH vrijednosti (Soldo, 2016) te sorte i
indeksa zrelosti maslina (Nieves Criado i sur., 2006). Uz samu aktivhost enzima, moguce je
djelovati i na njegovu koncentraciju. Naime, koncentracija enzima odredena je genetiCkim
kodom te stupnjem zrelosti plodova zbog &ega je moguce na nju utjecati odabirom sorte i
provodenjem odredenih agrotehnickih mjera (Koprivnjak, 2006).

Aktivnost enzima lipoksigenaze raste s porastom stupnja zrelosti ploda, a najvecu vrijednost
pokazuje u fazi tamnjenja ploda. U zavrdnoj fazi zrenja (kod prezrelih plodova) aktivhost LOX
se smanjuje (Panzanaro i sur., 2010; Olias i sur., 1993). S obzirom na pH vrijednost, ovaj enzim
aktivan je u rasponu vrijednosti od 4,5 - 8,5, a vecina autora istiCe kako je najaktivniji pri pH 6
(Ridoffi i sur., 2002; Olias i sur., 1993).

HPL pokazuje visoku aktivnost tijekom ranog stupnja razvoja maslina, zatim blago pada
tijekom daljnjeg razvoja ploda te ponovno raste tijekom zriobe. Poput LOX, ovaj enzim pokazuje
najvecu aktivnost pri pH 6 (Salas i Sanchez, 1999), a Sto se temperature ti€e maksimalnu
aktivnost pokazuje pri 15 °C dok se povecanjem temperature iznad 35 °C njegova aktivhost
smanjuje (Perez i sur., 2003).

ADH je najaktivnija u zelenim plodovima maslina u razdoblju kada se u njima akumulira viSe
od polovice ulja, a njena aktivnost pada tijekom zriobe kada se boja ploda mijenja u ljubi¢astu
(Salas i Sanches, 1998). Optimalna vrijednost pH za djelovanje ovog enzima je 6,8 no aktivan
je u rasponu pH od 5,0 do 8,5 (Olias i sur., 1993).

ATT djeluje u neutralnom i blago luznatom pH podrucju (pH 7,5) (Salas, 2004), a optimalna
vrijednost temperature za njeno djelovanje je 35 °C (Olias i sur., 1993). Pozeljno je da je
aktivnost ATT Sto veca jer esteri koji nastaju njenim djelovanjem daju pozeljne slatke i vo¢ne
mirise (Soldo 2016).

2.3. CIMBENICI KOJI UTJECU NA SASTAV HLAPLJIVIH KOMPONENTI
DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Stvaranje hlapljivih spojeva, osim aktivno$¢u enzima lipoksigenaznog puta, uvjetovano je i
sortom masline, njezinim zemljopisnim podrijetlom, indeksom zrelosti, utjecajima tla i klime
odnosno pedoklimatskim uvjetima, nainom berbe i procesom prerade maslina u ulje,
skladisnim uvjetima kao i moguc¢im napadom maslinove muhe (Cecchi i sur., 2021). Neki od

navedenih Cimbenika bit ¢e opisani u idu¢im poglavljima.



2.3.1. Sorta i zemljopisno podrijetlo

Sorta maslina, zbog svojih genetskih znacajki koje utje€u na njezino enzimsko naslijede,
ima odreden utjecaj na sastav hlapljivih spojeva. Uzorak ulja pojedine sorte smatra se
autenti¢nim ukoliko najviSe zajednickih karakteristika ima s drugim uzorcima iste sorte, odnosno
samo nekoliko zajedni¢kih svojstava s uzorcima drugih sorti. Medutim, utjecaj sorte i
zemljopisnog podrijetla teSko je utvrditi s obzirom na to da diliem svijeta postoji mnogo sorti, a
neke od njih su poznate pod razli€itim nazivima. Uz to, studije kojima bi se utvrdio utjecaj
spomenutih ¢imbenika na sastav hlapljivih komponenti trebaju ukljucivati vrlo velik broj uzoraka,
imajuéi na umu interferirajuée Cimbenike kao $to su godina uzgoja i stupanj zrelosti maslina
(Cecchi i sur., 2021).

Kao primjer utjecaja sorte masline na sastav hlapljivih spojeva u ulju moguée je istaknuti
rezultat istrazivanja kojeg je provela Soldo (2016) na autohtonim dalmatinskim sortama: oblici,
levantinki i lastovki. Ovo istraZivanje pokazalo je kako lastovka ima niZe vrijednosti specificne
aktivnosti LOX enzima od ostalih sorti, medutim tijekom perioda zrenja biljezi se linearan rast
aktivnosti ovog enzima Sto kod drugih sorti nije bio slu¢aj. Nadalje, iz navedenih podataka
zaklju€eno je kako je vrijednost specificne aktivnosti LOX enzima karakteristi€éno svojstvo sorte.

Isto istrazivanje pokazalo je jo$ jednu zanimljivost, odnosno znacajan utjecaj roka berbe i
godine uzgoja na maseni udjel hlapljivin komponenti unutar pojedine sorte. Potvrda ove tvrdnje
vidljiva je u masenom udjelu (E)-2-heksenala koji se zna¢ajno mijenjao u svim proucavanim

sortama ovisno o godini istrazivanja i roku berbe.

2.3.2. Indeks zrelosti

NajCeS¢a metoda koju maslinari koriste za odredivanje pocetka berbe je odredivanje
indeksa zrelosti. Medutim, ova metoda temelji se samo na boji kozice i mesa ploda, sto nije
uvijek u korelaciji s kemijskim sastavom ploda. Takoder, odredivanje indeksa zrelosti je
ponekad pod utjecajem subjektivnosti i razlika u sorti.

Udijeli hlapljivih spojeva DMU-a mijenjaju se u ovisnosti o stupnju zrelosti maslina.
Primjerice, maseni udjel (E)-2-heksenala proporcionalan je povec¢anju indeksa zrelosti ploda
sve dok masline ne postanu potpuno obojane nakon ¢ega dolazi do njegovog smanjenja uslijed
djelovanja ADH. Sukladno smanjenju udjela spomenutog aldehida dolazi do povecanja
masenih udjela alkohola poput 1-heksanola i (E)-2-heksen-1-ola. S druge strane, maseni udjeli
1l-penten-3-ola i (Z2)-2-penten-1-ola se smanjuju zrenjem maslina (Tura i sur., 2013). U
prezrelim maslinama dolazi do degradacije stanicnog tkiva zbog Cega su plodovi izlozZeniji

napadima mikroorganizama i podlozniji autooksidaciji. U takvim uvjetima mogu nastati hlapljivi
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spojevi koji ¢e loSe utjecati na senzorske karakteristike ulja.

Kako bi se bolje razumio uc€inak stupnja zrelosti maslina na sastav hlapljivih komponenti
potrebno je obratiti pozornost i na parametre koji utjeCu na zrenje plodova, odnosno potrebno
je uzeti u obzir sortu i geografsko podrijetlo masline te provesti visegodidnje studije (Cecchi i
sur., 2021).

2.3.3. Proces prerade maslina

Uvjeti procesa prerade maslina utjeCu na sastav hlapljivih tvari djelujuéi najéeSce na
aktivnost enzima. Mljevenjem maslina dolazi do aktivacije LOX puta, medutim pri intenzivhom
mljevenju dolazi do povecéanja temperature i smanjenja aktivnosti HPL Sto rezultira smanjenjem
udjela hlapljivin spojeva LOX puta. Na sastav hlapljivih komponenti utjece i veli€ina sita mlina
Cekicara dok sama brzina rotora nema utjecaja.

Povecanje temperature tijesta tijekom procesa mijeSenja loSe utjeCe na aromatski profil ulja
i uzrokuje povecanje koncentracija razgranatih kratkolan€anih alkohola i aldehida. Dokazano je
kako koriStenje inovativnih tehnologija (ultrazvuk i mikrovalovi) tijekom mijeSenja nema
znacajan utjecaj na maseni udjel hlapljivih komponenti (Cecchi i sur., 2019). Pretpostavka je da
ucinak vremena i temperature mijeSenja na sastav hlapljivih komponenti iz LOX puta ovisi 0
sorti masline (Peres i sur., 2017).

Sto se tie izdvajanja ulja, zabiljeZzeno je kako koristenje dvofaznog umijesto trofaznog
dekantera rezultira uljem s vecom koncentracijom hlapljivih komponenti LOX puta
(Kalogeropoulos i sur., 2014). Proces filtracije pozitivho utje€e na smanjenje razvoja neugodnih
okusa koji nastaju zbog prisutnosti vode, Secera, enzima i drugih supstrata koji se nalaze u
talogu.

Upotrebom tehnologije uklanjanja kostica postize se viS§i maseni udjel C6 aldehida i ukupnih
hlapljivih organskih spojeva te nizi maseni udjel C6 alkohola nego u uljima dobivenim od cijelih
maslina. Pretpostavlja se da je uzrok tome uklanjanje ADH prisuthog u sjemenkama, a
nedostatak ove metode je blago smanjenje iskoriStenja, odnosno koliCine dobivenog ulja
(Restuccia i sur., 2018).

2.3.4. Vrijeme skladistenja ulja

Udio pojedinih hlapljivih spojeva mijenja se ovisno o vremenu skladiStenja ulja. Pitarevi¢
(2023) je proucavala utjecaj vremena skladiStenja na kvalitetu i aromatski profii DMU-a

proizvedenog od sorti oblica i leccino te u viSesorthom ulju. Rezultati istrazivanja pokazali su
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kako se skladistenjem ukupni udjel aldehida u uljima smanjuje. U svim uzorcima smanjio se
udio (E)-2-heksenala i (Z)-3-heksen-1-ola, dok se udio heksanala i nonanala povecao. U
uzorcima ulja oblice i viSesortnog ulja povec¢ao se i udio 3-metilbutanala. 4-oksoheks-2-enal
zabiljeZen je samo u uzorku ulja oblice pri ¢emu se njegov udio skladistenjem smanijio. Za
razliku od udjela aldehida, udio ukupnih alkohola rastao je skladiStenjem u svim uzorcima.
Zanimljivo je primijetiti kako se udio ketona 1-penten-3-ona smanjivao u monosortnim uljima a
u visesortnom ulju poveéavao, dok je opre€an slu€aj zabiljeZzen pracenjem udjela 3-pentanona.
Praéenje alifatskih ugljikovodika pokazalo je kako se njihov udio smanjuje u ulju oblice i u

visesortnom ulju, a u ulju sorte Leccino raste.

2.4. UTJECAJ HLAPLJIVIH KOMPONENTI NA SENZORSKA SVOJSTVA
DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Opcenito je prihvaéeno misljenje kako su enzimi koji sudjeluju u LOX putu odgovorni za
pozitivhu percepciju arome DMU-a (Angerosa, 2002). Ravnolancani C6 aldehidi i alkoholi te
njihovi esteri, kvantitativno i kvalitativno, najvazniji su spojevi arome DMU-a (Morales i sur.,
1999; Morales i sur., 1994). Ovi spojevi su, uz C5 spojeve koji takoder nastaju tijgkom LOX
puta (Luaces i sur., 2007), uglavhom odgovorni za zelene aromatske karakteristike ulja
(Angerosa, 2002).

Tako primjerice 2-pentenal daje zelenu, ugodnu aromu, 3-heksenal aromu koja se opisuje
kao aroma zelenog lis¢a dok se doprinos (E)-2-penten-1-ol-a aromi takoder opisuje atributom
.zeleno®, ali i ,maslacno”, ,gljivasto” i ,oporo“ (Cecchi i sur., 2021, Kiritsakis, 1998). Osim
zelenih nota, spojevi koji nastaju LOX putem zasluzni su i za druge aromatske karakteristike
ulja. Kao primjer mogu se izdvojiti 1-penten-3-on koji je zasluzan za slatku, jagodastu aromu,
(2)-2-penten-1-ol kojemu se pripisuje aroma banane te 1-heksanol uz kojeg se vezu voéne,
aromatiéne i njezne karakteristike (Kiritsakis, 1998). Pregled mirisnih svojstava za koja su
zasluzni hlapljivi spojevi u maslinovom ulju prikazan je u tablici 1.

Na aromatski profil DMU-a djeluju i spojevi €iji nastanak nije vezan uz LOX put. Oksidacijom
nastaju spojevi koji su odgovorni za nepozeljine senzorske karakteristike koje zajedno daju
percepciju uzeglosti ulja (Angerosa, 2002). Proces oksidacije zapocinje vec tijekom proizvodnje
DMU ali postaje znacajnijim tek tijekom skladiStenja ulja. Na pocCetku procesa oksidacije ulja
lipidi, pomocu slobodnih radikala, oksidiraju u hidroperokside. Nastali hidroperoksidi su bez
okusa i mirisa a njihovim homolitickim cijepanjem nastaju razli€iti spojevi poput aldehida,
ketona, alkohola, estera i laktona koji su odgovorni za neugodnu aromu ulja (Angerosa, 2002;
Frankel, 1985; Frankel, 1983).



3-metilbutanal
2-metilbutanal
1-penten-3-ol
1-penten-3-on
3-pentanon

pentanal

2-pentenal
(E)-2-pentenal

1-pentanol
(E)-2-penten-1-ol

(2)-2-penten-1-ol
3-heksenal
heksanal
2-heksenal
3-heksen-1-ol
(2)-2-heksen-1-ol
(E)-2-heksen-1-ol

1-heksanol

2,4-heksadienal

3-heksenil acetat

heksil acetat

nonanal

Tablica 1. Mirisna svojstva hlapljivin spojeva djevi€anskog maslinovog ulja

Spoj Mirisna svojstva

Slatko, voéno (Kiritsakis, 1998)
Sladno (Kiritsakis, 1998)
Zemljano (Kiritsakis, 1998)
Slatko, jagoda (Kiritsakis, 1998)
Slatko (Kiritsakis, 1998)
Drvenasto, gorko, vostano (Kalua i sur.,
2007)

Zeleno, ugodno (Kiritsakis, 1998)
Jagoda, voéno, raj€ica, oporo, trava,
jabuka, gorko, zeleno, badem, cvjetno
(Cecchii sur., 2021)

Oporo (Kiritsakis, 1998)
Zeleno, maslac, oporo, gljivasto (Cecchi i
sur., 2021)

Banana (Kiritsakis, 1998)
Zeleno, zeleno lisée (Kiritsakis, 1998)
Zeleno, jabuka (Kiritsakis, 1998)
Vocéno, bademasto (Kiritsakis, 1998)

Banana (Kiritsakis, 1998)
Zeleno voce (Salivaras, 2017)
Zeleno, vo¢no (Pitarevi¢, 2023)
Voéno, aromati¢no, njezno (Kiritsakis,
1998)

Poko$ena trava (Saroli¢ i sur., 2024)
Zelena banana, zeleno lisée (Kiritsakis,
1998)

Slatko, vo¢no (Kiritsakis, 1998)
Masno, citrus, zeleno (Romero i sur.,
2015)

Aldehidi i ketoni utje€u na percepciju neugodnih okusa i mirisa koji se potom definiraju kao
uzegli, riblji, miris i okus po boji itd. Ovi spojevi mogu dodatno oksidirati pri ¢emu nastaju novi

spojevi bez arome (Morales i Przybylski, 2013). Na proces oksidacije djeluju razli¢iti Cimbenici



poput svjetlosti, temperature te koncentracije i vrste prirodno prisutnih antioksidansa (Morales
i Tsimidou, 2000; Frankel, 1985).

Za pracenje oksidacije DMU, Morales i sur. (1997) predlozili su odredivanje koncentracije
nonanala koji se u svijezem DMU-u dobre kvalitete ne nalazi ili je prisutan u tragovima.
Istrazivanjem su utvrdili kako za otkrivanje poc€etka i praéenje tijeka oksidacije moze posluZiti
omjer heksanala i nonanala. Nonanal daje ulju senzorsko svojstvo koje se opisuje kao ,masno®
(Romero i sur., 2015), a od ostalih produkata oksidacije mogu se izdvojiti 2,6-nonadienal, Cija
aroma podsje¢a na aromu krastavca (IOOC, 1996), te (E)-2-heptenal koji se povezuje s

percepcijom uzeglosti ulja (Solinas i sur., 1987).

Tablica 2. Podrijetlo hlapljivin spojeva djevi¢anskih maslinovih ulja

Grupa Komponenta arome DMU-a

Nacin nastajanja

spojeva

C5 aldehidi  3-metilbutanal Produkt MBA* (Cecchii sur., 2021)
2-metilbutanal Produkt MBA (Cecchi i sur., 2021)
Pentanal Produkt oksidacije (Tanouti i sur., 2012)
(E)-2-pentenal Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)
(2)-2-pentenal Produkt LOX puta (Cecchi i sur., 2021)

C6 aldehidi 2-heksenal Produkt LOX puta (Mansouri i sur., 2017)
2,4-heksadienal Produkt oksidacije (CSCP, 2020)
4-Oksoheks-2-enal Produkt LOX puta (Smaijic, 2023)
3-heksenal Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)

C9 aldehid = Nonanal Produkt oksidacije (Koprivnjak, 2006)

C5 alkoholi  1-penten-3-ol Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)
1-pentanol Produkt MBA (Cecchi i sur., 2021)
(E)-2-penten-1-ol Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)
(2)-2-penten-1-ol Produkt LOX puta (Koprivnhjak, 2006)

C6 alkoholi E-3-heksen-1-ol Produkt LOX puta (Mansouri i sur., 2017)
Z-3-heksen-1-ol Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)
2-heksen-1-ol Produkt LOX puta (Smaji¢, 2023)
1-heksanol Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)

Ketoni 1-penten-3-on Produkt LOX puta (Cecchi i sur., 2021)
Esteri 3-heksenil acetat Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)

heksil acetat

2-heksenil acetat

* mikrobioloSka aktivnost

Produkt LOX puta (Koprivnjak, 2006)
Produkt LOX puta (Cecchi i sur., 2021)
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Mikroorganizmi su odgovorni za stvaranje odredenih hlapljivih spojeva koji negativno utjecu
na aromu DMU. Ti spojevi mogu nastati prije faze drobljenja maslina (ukoliko su masline bile
nepravilno skladistene) ili tijekom skladidtenja nefiltriranih ulja (IOC, 2018). Primjerice,
fermentacijom Seéera kvasci stvaraju alkohol kojeg potom bakterije octenog vrenja oksidiraju u
octenu kiselinu. 2-metilbutanal i 3-metilbutanal primjer su spojeva koji se povezuju sa
pliesnivom aromom a nastaju mikrobioloSkom pretvorbom aminokiselina izoleucina i leucina
(Angerosa i sur., 1996). U maslinama koje se ¢uvaju u razli€itim uvjetima vlaznosti i temperature
dokazana je prisutnost plijesni rodova Penicillium i Aspergillus te je zabiljezeno smanjenje
ukupne koncentracije hlapljivih spojeva LOX puta. Pretpostavlja se da je uzrok tome inhibicija
LOX puta do koje dolazi zbog povecanja kiselosti, te konkurencija enzima plijesni i enzima
prisutnih u LOX putu (Zhu i sur., 2016; Biasone i sur., 2012; Angerosa, 2002).

Ukoliko je DMU proizvedeno prema pravilima struke od zdravog i optimalno zrelog ploda
masline, 60 do 80% koncentracije hlapljivih komponenti u njegovom nadprostoru €init ée C6
aldehidi, C6 alkoholi i C6 esteri nastali tijekom LOX puta (Koprivnjak, 2006). U tablici 2 prikazani

su spojevi koji su analizirani u ovom istrazZivanju kao i podrijetlo njihova nastajanja.

2.5. TEHNOLOGIJA PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA

Primjena tehnologije pulsirajuéeg elektricnog polja (PEP) prouavana je u raznim
podrucjima prehrambene tehnologije u svrhu postizanja razli¢itih cilieva. Tako se primjerice u
mljekarskoj industriji ovom tehnologijom nastojala posti¢i inaktivacija mikroorganizama u
mlijeku, u proizvodnji krumpiriéa za przenje ispitivana je moguénost primjene u fazi rezanja
krumpira, a u industriji ulja i masti prou¢avana je primjena PEP tijekom procesa ekstrakcije ulja
radi povecanja iskoristenja proizvodnje.

Ova tehnologija temelji se na primjeni elektri¢nog polja visokog intenziteta reda veli¢ine 10-
80 kV/cm u trajanju od nekoliko mikrosekundi do milisekundi. Prilikom tretiranja organskog
materijala dolazi do povecéanja transmembranskog potencijala staniéne membrane i posljedi¢no
njenog razaranja, odnosno nastanka pora. Ova pojava hazvana je elektroporacija, a s obzirom
na intenzitet jakosti polja moze biti reverzibilna i ireverzibilna. Jakost 0,5-1,5 kV/cm Koristi se
za reverzibilnu, a od 1,0-1,5 kV/cm za ireverzibilnu permeabilizaciju, dok se jakost polja iznad

15 kV/cm koristi za mikrobnu inaktivaciju (Tamborrino i sur., 2019).
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2.5.1. Primjena pulsiraju¢eg elektricnog polja u proizvodniji djevi€anskog maslinovog ulja

Kao $to je spomenuto u uvodu, koridtenje PEP-a u proizvodnji DMU-a istraZuje se u svrhu
povecanja iskoridtenja procesa proizvodnje i konaCne kvalitete i nutritivne vrijednosti ulja.
Stvaranjem pora u stani¢noj membrani omoguéava lak3e izlazenje malih kapljica ulja iz stanice
u okolinu, a u usporedbi s konvencionalnim nacinima toplinske obrade, upotreba PEP-a
uzrokuje manje povecanje temperature i uglavnhom ne utje€e na nutritivnu vrijednost hrane
(Clodoveo i sur., 2014). Primjenom PEP-a omogucuje se krace vrijeme mijeSenja maslinovog
tijesta pri nizim temperaturama (Leone i sur., 2022).

Abenoza i sur. (2013) postigli su povecanje ekstrakcije ulja za 18 % kada su koristili PEP
jacgine 1,6-70,0 kJ/kg, 30 min pri 30 °C prije procesa mijeSanja. Puertolas i Martinez De Maranon
(2015) tretirali su tijesto maslina PEP ja€ine 2 kV/cm i uoCili povecanje iskoriStenja procesa
ekstrakcije za 13,3 % uz znacajno viSi maseni udjel fitosterola i tokoferola u ulju na kraju
procesa u usporedbi s kontrolnim uzorcima. Osim toga, sam tretman nema znacajan utjecaj na
hidroliticko kvarenje ulja (udjela slobodnih masnih kiselina) ni na pokazatelje oksidacijskog
kvarenja (peroksidnog broja, K2 i Kozo) (Kalogianni i sur., 2019; Puertolas i Martinez De
Maranon, 2015).

Leone i sur. (2022) istiCu kako je primjena PEP-atijekom proizvodnje ulja znacajno povecala
prijenos fenolnih spojeva u uljnu fazu, posebice 3,4-DHPEA-EDA, ukupnih hidrofilnih fenola i
derivata oleuropeina. Nadalje, nije zabiljezen negativan utjecaj na senzorske karakteristike ulja,
Sto su u svom istrazivanju dokazali i Abenoza i sur. (2013) senzorskom analizom.

Medutim, tretman PEP-em utjeCe na aktivhost enzima u maslinama, a taj utjecaj ovisi 0 vrsti
enzima, jacini primijenjenog elektri¢nog polja, vremenu tretiranja te temperaturi koja se pri tome
postize (Huang i sur., 2012). Takoder, u€inak PEP-a ovisi i o sorti masline iz koje se proizvodi
ulje, zemljopisnom podrijetlu i uvjetima njezina uzgoja te parametrima proizvodnje ulja (Navarro
i sur., 2022; Perez i sur., 2021).

Sto se tie utjecaja PEP-a na aktivnost lipoksigenaze, Kraljié i sur. (2023) proveli su
istrazivanje pomoc¢u modelnih otopina pri éemu su koristili elektri¢no polje jakosti 2.67 kV/cm i
13.33 kV/cm. U oba slucaja zabiljezen je blag porast aktivnosti lipoksigenaze koji je uglavnom
ovisio 0 vremenu trajanja tretmana. Ovi podaci daju naslutiti kako primjena PEP-a prije
mijeSenja moze rezultirati ve¢om koncentracijom poZzeljnih hlapljivih spojeva u ulju, medutim
potrebno je ura€unati i uinak PEP-a na druge enzime koji su zasluzni za senzorski profil ulja.

Martinez-Beamonte i sur. (2022) su utvrdili kako implementacija PEP sustava u pogon za
industrijsku proizvodnju DMU moze smanijiti troSkove proizvodnje jer njegovom ugradnjom
moguce je u kracem vremenu i pri nizim temperaturama mijeSenja proizvesti vece koliCine ulja.
Dias i sur. (2024) prou€avali su utjecaj PEP-a u proizvodnji ulja na poluindustrijskoj razini i

zakljucili kako je ostvarenje visih prihoda zbog povecéanja ekstraktabilnosti ulja ostvarivo,
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medutim ono ovisi o kapacitetu uljare. Iz navedenog razloga malim proizvodnim linijjama
preporucuju najam opreme PEP-a umjesto kupovine iste. No uz prednosti koje se pripisuju
tretmanu PEP-em, neka istraZivanja ukazuju i na negativne strane njegove primjene u pogledu
stvaranja slobodnih radikala i oksidacije masnih kiselina.

Zhao i sur. (2011) istrazivali su utjecaj PEP-a na oksidaciju oleinske masne kiseline. U ovu
svrhu pratili su vrijednost peroksidnog broja (PB), jednog od najéeSc¢e koristenih parametara za
praéenje kvalitete ulja. PB mijeri koli¢inu ukupnih peroksida kao primarnih produkata oksidacije,
odnosno pokazuje razinu oksidacije ulja. Vrijednost peroksidnog broja povecavala se
povecanjem jakosti elektriCcnog polja tijekom istog vremena skladistenja, Sto je ukazalo na
induciranje oksidacije upotrebom PEP-a. Nadalje, u istoj je studiji, pomocu elektronske spinske
rezonancije (ESR), dokazano stvaranje vodikovih radikala tijekom tretmana PEP $to ukazuje
na mogucéu povezanost stvaranja slobodnih radikala i induciranja oksidacije upotrebom PEP-a.
Stvaranje vodikovih radikala zabiljezeno je u istrazivanju Zhang i sur. (2011) koji su PEP-em
tretirali emulzije masnih kiselina. No oni su dokazali kako su nastali radikali poticali od

vodikovog iona vode, a ne iz B-vodikovog atoma oleinske masne kiseline.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

U ovom istraZzivanju od komercijalnih kemikalija koriSten je 4-metil-2-pentanol kao interni

standard (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka).

3.1.2. Uzorci djevi€anskog maslinovog ulja

Istrazivanje se provodilo na uzorcima DMU-a proizvedenih 2022./2023. godine iz hrvatskih
autohtonih sorti maslina: istarske bjelice, oblice, levantinke i rosulje. Indeks zrelosti maslina u
trenutku berbe iznosio je: 0,82 (istarska bjelica), 2,11 (oblica), 2,01 (levantinka) te 2,19 (rosulja).
PEP tretman provodio se pomocéu uredaja HVG60/1 PEP (Impel d.o.0., Zagreb, Hrvatska)
prema metodi opisanoj u zavrSnom radu Makovac (2023). Ukratko, odmah nakon mljevenja
maslina na mlinu ¢eki¢aru, tijesto je tretirano varirajuci vrijeme tretmana od 18 do 102 s i jakost
elektricnog polja od 1 do 8 kV/cm prema centralnom kompozithom planu (parametri prikazani
u tablici 3). Nakon PEP tretmana provedeno je mijeSenje maslinovog tijesta u trajanju od 40
minuta pri temperaturi od 27 °C. Zatim je provedeno odvajanja komine i uljnog mosta pri 5000
o/min kroz 10 min pomocu centrifuge Rotina 380R (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Nakon toga,
uljna faza je od vegetabilne vode iz uljnog mosta izdvojena centrifugiranjem 5 min pri 5000

o/min i temperaturi od 18 °C.

Tablica 3. Parametri predtretmana PEP-om (jakost elektri€nog polja i vrijeme)

Uzorak Paralele Jakost elektriénog Vrijeme (s)
polja (kV/icm)

1 3 - -

2 1 1 60
3 1 2 30
4 1 2 90
5 1 4,5 18
6 5 4,5 60
7 1 4,5 102
8 1 7 30
9 1 7 90
10 1 8 60
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3.2. METODE
3.2.1. Odredivanje hlapljivih komponenti u DMU

U vijalu od 20 mL odvagano je 0,015 g prethodno pripremljene otopine internog standarda
(0,15 %-tna otopina 4-metil-2-pentanola u rafiniranom suncokretovom ulju) i 10 g DMU-a.
Dodan je magnet a vijala je zatvorena ¢epom sa silikonskom septom. Tako pripremljen uzorak
termostatiran je na 40 °C u trajanju od 10 minuta u magnets koj mije&alici s grijaCem. Zatim je
kroz silikonsku septu na Eepu postavljeno vlakno za mikroekstrakciju na &vrstoj fazi (SPME) na
kojeg su se adsorbirale hlapljive komponente ulja smjestene u prostoru iznad uzorka. Koridteno
je divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksansko (DVB/CAR/PDMS) vlakno debljine omotaca
polimera 50/30 ym i duljine 2 cm (Supelco, Bellfonte, SAD). Adsorpcija je trajala 30 min pri
temperaturi od 40 °C, nakon ¢ega je odmah provedena desorpcija spojeva s vlakna u injektoru
plinskog kromatografa u ,splitless* nacinu rada. Desorpcija je trajala 1 min, pri temperaturi
injektora od 260 °C. Koristen je Agilent Technologies 6890N Network GC System (Agilent,
Santa Clara, SAD) plinski kromatograf s masenim detektorom tipa Agilent Technologies 5973
inert Mass Selective Detector.

Za razdvajanje spojeva koristena je HP-5 kapilarna kolona (30 m x 0,25 mm x 0.25 um) s 5
%-tnim fenilmetilpolisiloksanom kao stacionarnom fazom (Phenomenex, Torrance, SAD).
Pocetna temperatura pecnice kromatografa bila je 30 °C, a nakon 3 min zadrzavanja pri
pocetnoj temperaturi povisena je na 150 °C brzinom od 5 °C/min. Zatim je brzinom od 20 °C/min
povisena do 250 °C i pri toj temperaturi zadrzana je 5 minuta. Ukupno trajanje analize iznosilo
je 37 minuta, a kao plin nosioc koristen je helij s brzinom protoka od 1,5 mL/min.

Identifikacija spojeva provedena je usporedbom masenih spektara detektiranih spojeva sa
spektrima masa dostupnima u NIST bazi podataka (engl. National Institute of Standards and
Technology). Maseni udjel pojedinog spoja izracunat je pomocu vrijednosti povrsine pika na
kromatogramu, podatka o masi uzorka te podataka o masi i masenom udjelu internog

standarda prema sliedecoj formuli:

A(x) *m(is) = y(is) * 1000
A(is) *m(uz)

y(x) =

gdje je:
y (x) — maseni udjel spoja (mg/kg)
A (X) — povrsina pika spoja

m (is) — masa internog standarda (g)
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y (is) — maseni udjel internog standarda (mg/g)
A (is) — povrdina pika internog standarda
m (uz) — masa uzorka (g)

1000 — faktor korekcije za izradun u mg/kg

3.3. OBRADA PODATAKA

Statisti¢ka analiza provedena je kako bi se istraZio utjecaj sorte i PEP-a na sastav hlapljivih
komponenti djevi€anskih maslinovih ulja. Za dizajn pokusa i statisticku obradu podataka
koristen je programski sustav Design-Expert 10.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD)
primjenom centralnog kompozitnog plana. Kao nezavisne varijable varirani su jakost elektri¢nog
poljaivrijeme. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost i standardna devijacija, uz najmanje
tri analiticka odredivanja za svaku toCku iz eksperimentalnog plana. Rezultati modeliranja
prikazani su zasebno za svaku sortu putem dijagrama koji prikazuju utjecaj dvaju ispitivanih
nezavisnih faktora. Za ocjenu znacajnosti modela i utjecaja pojedinih faktora provedena je

analiza varijance (ANOVA).
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4. REZULTATII RASPRAVA

Sastav hlapljivih komponenti vazan je &imbenik kvalitete i senzorskih svojstava DMU-a.
Primjenom inovativnih tehnologija tijekom proizvodnje DMU nastoji se povecati iskoriStenje
proizvodnog procesa, odnosno povecati koli€¢ina proizvedenog ulja ali i utjecati na konaénu
kvalitetu DMU. Jedna od spomenutih inovativnih tehnologija koja se istraZzuje u proizvodnji DMU
je i pulsirajuce elektricno polje (PEP) c¢ija primjena uzrokuje stvaranje pora u stani¢noj
membrani Sto olak8ava izlaZenje ulja iz stanice. Osim poboljSanja ekstrakcije ulja, Parniakov i
sur. (2024) zaklju€uju kako upotreba PEP-a dovodii do povecanja ekstrakcije spojeva koji imaju
pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje, kao Sto su tokoferoli i fenoli. Povecanje masenog udjela
fenolnih spojeva upotrebom PEP-a tijekom proizvodnje DMU-a primijetili su i Veneziani i sur.
(2019).

Osim djelovanja na stani¢nu membranu, PEP utjeCe i na aktivnost razli€itih enzima koji se
nalaze u maslini kao i na samu molekulsku strukturu pojedinih spojeva. Uz navedena
djelovanja, primjena PEP-a utjeCe i na stvaranje slobodnih radikala te oksidaciju masnih
kiselina to je takoder potrebno uzeti u obzir prilikom istrazivanja utjecaja ove tehnologije na
kvalitetu proizvedenog DMU-a.

Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati nacin na koji pulsirajuce elektri¢no polje djeluje na sastav
hlapljivih komponenti DMU-a, odnosho na njegovu aromu i kvalitetu. Analiziran je utjecaj PEP-
a na sastav pozeljnih komponenti arome koje nastaju u lipoksigenaznom putu, ali i na produkte
oksidacije i produkte mikrobioloSke aktivnosti koji negativno utje€u na aromu DMU-a.

Istrazivanje je provedeno na DMU autohtonih hrvatskih sorti maslina (istarske bjelice,
oblice, levantinke i rosulje) proizvedenim uz predtretman PEP-om. Hlapljivi spojevi analizirani
su plinskom kromatografijom (GC) nakon mikro ekstrakcije na d&vrstu fazu (SPME) iz
nadprostora ulja, a identifikacija i kvantifikacija hlapljivih komponenti prisutnih u analiziranim

uzorcima ulja provedena je pomoc¢u spektrometra masa (MS).

4.1. UTJECAJ SORTE MASLINE NA HLAPLJIVE KOMPONENTE DJEVICANSKOG
MASLINOVOG ULJA

Na slici 2 prikazani su ukupni maseni udjeli produkata LOX puta, oksidacije i mikrobioloSke
aktivnosti u sva Cetiri sortna ulja. Za izraCunavanje ukupnog udjela produkata LOX puta uzeti
su u obzir 1-penten-3-ol, 1-penten-3-on, (E)-2-penten-1-ol, (Z)-2-penten-1-ol, (Z)-3-heksenal,
3-heksen-1-ol, 2-heksen-1-ol, 1-heksanol, 4-oksoheks-2-enal, 3-heksenil acetate, heksil
acetate, 2-heksenil acetate, 3-metilbutanal, 2-metilbutanal, pentanal, 2-pentenal, 2-metil-4-

pentenal i 2-heksenal. Ukupni udjel produkata oksidacije Cini zbroj masenih udjela pentanala,
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2,4-heksadienala, nonanala a mikrobioloSke aktivnosti 3-metilbutanala, 2-metilbutanala. S
obzirom na to da heksanal moze nastati i u LOX putu i u procesu oksidacije, njegov maseni

udjel nije uzet u obzir pri formiranju grupa hlapljivin spojeva.

2 LOX 2 OX
__ 100 4
g g
> &0 E» 3
é 60 =
° T 2
T 40 k=)
> > 1
2 3
s 0 s 0
mjstarska bjelica ®moblica ®levantinka =rosulja m jstarska bjelica moblica ®levantinka = rosulja

2 MBA

m jstarska bjelica m oblica = levantinka = rosulja
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o o

o
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Maseni udjel (mg/kg)
o~ =

Slika 2. Grafi¢ki prikaz ukupnog masenog udjela produkata LOX puta, oksidacije (OX) i

mikrobioloske aktivnosti (MBA) u DMU istarske bjelice, oblice, levantinke i rosulje

Iz rezultata prikazanih na slici 2 vidljivo je kako ulja istarskih sorti (istarske bjelice i rosulje)
maslina imaju veci ukupni maseni udjel spojeva LOX puta od ulja dalmatinskih sorti (oblice i
levantinke). S obzirom na cinjenicu da su za dalmatinsko podrucje karakteristiCne vise
prosjeCne dnevne temperature nego za podrudje Istre (DHMZ, 2023a; DHMZ, 2023b), ovi
rezultati u skladu su s nekim ranijim istrazivanjima u kojima je utvrdeno da je koncentracija
spojeva LOX puta manja ukoliko je temperatura okoliSa tijekom razvoja ploda visa (Romero i
sur., 2016; Inglese i sur., 2010). ViSe koncentracije mnogih hlapljivih produkata LOX puta u
uljima istarskih sorti u odnosu na ulja dalmatinskih sorti maslina zabiljezili su i Luki¢ i sur. u
svom istrazivanju iz 2019. godine. Smaji¢ (2023) je provela istrazivanje o utjecaju ubrzanog
toplinskog tretmana na sastav hlapljivin spojeva DMU-a. U istrazivanju su koriStene iste sorte
maslina s istog podrucja uzgoja kao i u ovom istrazivanju. Usporedbom dobivenih rezultata o

masenim udjelima spojeva LOX puta u kontrolnim uzorcima pojedinih sorti maslina s podacima
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dobivenim u ovom istraZivanju vidljivo je kako je ukupni maseni udjel spojeva LOX puta viSi u
svim sortama u 2022. godini osim kod levantinke gdje je bio veci u 2021. godini. Razlika u
udjelu spojeva LOX puta medu godinama najvide je bila izraZena kod sorti istarske bjelice i
rosulje. 1z ovih rezultata vidljiv je utjecaj sorte i klimatskih uvjeta koji vladaju tijekom godine na
maseni udjel spojeva LOX puta.

Ukupni udjel spojeva oksidacije (slika 2) u uljima levantinke, oblice i rosulje nije se zna¢ajno
razlikovao, dok je u ulju istarske bjelice ovaj udjel bio znatno visi, vise od 2 puta veci nego u
ostalim sortama. Skevin i sur. (2003) proveli su istraZivanje na uljima istarskih sorti maslina
buZe i istarske bjelice te talijanske sorte leccino i zaklju€ili kako vremenske prilike tijekom
godine, sorta masline i zrelost ploda utjeCu na sastav fenola u maslini. S obzirom na
antioksidacijsku aktivnost fenola, razlog veéeg udjela produkata oksidacije u ulju istarske bjelice
u odnosu na druga ulja ovog istraZivanja moguée je potraziti u njegovom fenolnom sastavu.
Nadalje, Soldo (2016) isti¢e kako porastom stupnja zrelosti maslina pada maseni udjel ukupnih
fenolnih spojeva a specifi¢na aktivnost enzima LOX raste. Ovdje je moguce naéi obrazlozenje
Cinjenice kako ulje istarske bjelice u ovom istrazivanju karakterizira najveci udjel produkata LOX
puta, ali istovremeno i najveci udjel produkata oksidacije. Usporedbom podataka dobivenih
ovim istrazivanjem s podacima istrazivanja Smaji¢ (2023) vidljivo je kako je udjel produkata
oksidacije kod svih promatranih sorti bio visi u 2021. godini nego u 2022., osim kod ulja istarske
bjelice gdje je situacija bila suprotna. Ovi podaci potvrduju ovisnost udjela hlapljivih spojeva o
klimatskim uvjetima koji vladaju tijekom uzgoja maslina.

Sto se tige udjela produkata MBA, ulje istarske bjelice ponovno se isti¢e vis§im udjelima
navedenih spojeva u usporedbi s uljima ostalih istrazivanih sorti. Ne moze se naci poveznica
medu uljima istarskih, odnosno dalmatinskih sorti jer je najmanji udjel produkata MBA prisutan
u ulju rosulje, dok su se dva dalmatinska ulja prema ovom udjelu smijestila izmedu istarskih ulja.
Prema Zullo i Ciafardini (2020) bakterije i plijesni prisutne u svjeze proizvedenom DMU ¢esto
vrlo brzo ugibaju, stoga kvasci ¢ine mikrobiotu DMU. Njihova koncentracija ovisi o nekoliko
¢imbenika poput procesa filtracije i sedimentacije ulja te koncentraciji vode i kemijskom sastavu
DMU. Nadalje, usporedbom podataka iz istrazivanja Smaji¢ (2023) s podacima ovog
istrazivanja o ukupnom masenom udjelu spojeva koji nastaju mikrobioloSkom aktivno$éu moze
se zakljuciti kako ovaj udjel takoder ovisi i 0 godiSnjim klimatskim uvjetima te o sorti masline. U
2022. godini udjel je bio visi kod svih sorti nego u 2021., a posebno se isti¢e udjel MBA spojeva
u ulju dobivenom iz istarske bjelice 2022. godine koji je bio znatno visi u usporedbi sa svim
ostalim uljima dobivenim u obje istrazivacke godine.

S obzirom na ukupne udjele svih triju analiziranih kemijskih skupina, ulje rosulje se izdvaja
kao ulje s najnizim udjelom produkata oksidacije i MBA, a vrlo visokim udjelom produkata LOX

puta (odmah nakon ulja istarske bjelice) Sto ga Cini posebno zanimljivim.
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Tablica 4. Maseni udjeli pojedinac¢nih hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte istarska bjelica (IB)

Oznaka uzorka
(sorta - vrijeme tretmana (s) - snaga el. polja (kV/cm))

Spoj
IB - kont IB-60-1 | IB-30-2 | IB-90-2 | IB-18-45 | IB-60-4,5 | IB-102-45 ‘ IB-30-7 ‘ IB-90-7 IB-60-8
Aldehidi
3-metilbutanal® 0,33+0,11 | 0,33+0,06 | 032+00l | 037+0,03 | 019+003 | 039+011 | 033+008 | 0,28+0,10 | 0,16+0,01 N.D.*
2-metilbutanal 0,49+0,20 | 055+0,07 | 060004 | 066+007 | 031+004 | 067+019 | 056+013 | 050+0,19 | 0,25%0,00 | 0,11%0,01
pentanalts 045+0,13 | 0,34+0,13 | 0,35+0,02 | 0,35+0,01 | 032+004 | 037+013 | 031+00l | 0028+014 | 1,35%0,05 | 1,56+0,05
2-pentenal® 068+0,11 | 045+0,10 | 045+0,07 | 042+0,04 | 041+007 | 049+008 | 049+0,12 | 042+0,14 n.d.* n.d.*
heksanal n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* 0,81+1,61 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
g:rr:]eektﬁi%le;tenaﬁ 17,20+1,12 | 9,37+0,85 | 10,67+0,71 | 10,75+0,78 | 7,76+ 1,17 7,28+505 | 1480+4,08 | 1203+3,94 | 858+023 | 2,40+0,09
2-heksenalt 40,85+6,31 | 8521+533 | 86,83+7,31 | 84,61+6,20 | 78,47 +11,11 | 64,16+12,32 | 36,75+9,54 | 33,81 +11,11 | 13,47+0,31 | 1,78+0,41
2,4-heksadienal 301+0,75 | 1,89+096 | 2,87+026 | 2,89+027 | 1,40+082 | 212+08L | 2,04£047 | 1,29+027 | 1,14%0,65 | 0,22+0,03
4-oksoheks-2-enal | 503%0,66 | 3,19+0,85 | 3,76+0,07 | 348%0,38 | 353+072 | 245+148 | 442143 | 401+134 | 1,36%018 | 0,34:0,05
nonanal 016+0,11 | 0,13%0,12 | 0,21+0,01 n.d. 024%0,03 | 011+0,11 n.d. 0,05 * 0,07 n.d. 0,09%0,12
Alkoholi
1-penten-3-ol 0,85+0,11 | 0,80+0,04 | 080+0,07 [ 085+0,08 | 069+007 | 084+015 | 083%023 | 0,75+0,24 | 1,13*0,05 | 1,26+0,02
(2)-2-penten-1-ol 224+0,30 | 2,09%0,09 | 2,07+023 [ 211%017 | 1,72+0,30 | 211035 | 2,02+057 | 1,80+056 | 2,22+0,05 | 2,52+0,12
(2)-3-heksen-1-0l% | 9,50+142 | 8314075 | 872+0,72 | 876+049 | 746+1,18 | 847+136 | 7,82+196 | 7,13+2,36 | 30,22+094 | 3594+4,21
2-heksen-1-0l£% 073+0,35 | 1374012 | 1,25+0,11 | 1,16+0,11 | 098+0,14 | 1,00+0,28 | 031+0,08 | 037+0,12 | 21,81+092 | 19,60+0,23
1-heksanol=s 0,36+0,14 | 0514013 | 0,39+0,02 | 036+001 | 029+005 | 037+012 | 016+003 | 017+0,05 | 3,24%0,39 | 589+0,09
Ketoni
1-penten-3-on‘ 437+050 | 3,10£018 | 3,34+021 | 335%017 | 281+030 | 293046 | 3,71+086 | 296+1,05 | 1,35+009 | 544+0,03

* nije detektirano; § vrijeme tretmana ima znac&ajan utjecaj (p<0,05) ; £jakost elektriénog polja ima znacéajan utjecaj (p<0,05); ® interakcija vremena tretmana i jakosti
elektricnog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05)
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Tablica 5. Maseni udjeli pojedinacnih hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte rosulja (R)

Oznaka uzorka
(sorta - vrijeme (s) - snaga el. polja (kv/cm))

Spoj
R - kont R-60-1 R-30-2 R-90-2 R-18-45 R-60-4,5 R -102- 4,5 R-30-7 R-90-7 R-60-8
Aldehidi
3-metilbutanal n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* 0,12 £ 0,00 0,09 £ 0,02 n.d.* n.d.*
2-metilbutanal 0,06 + 0,04 0,08 + 0,00 n.d.* 0,06 + 0,01 0,22 + 0,03 0,06 + 0,05 0,22 + 0,00 0,15 + 0,03 0,03 +0,04 0,08 + 0,00
pentanal 0,16 + 0,20 0,19 + 0,27 n.d.* n.d.* 0,30+0,31 0,06 + 0,13 0,36 + 0,01 0,37 + 0,06 n.d.x n.d.x
2-pentenal 0,08 = 0,09 0,17 £ 0,06 n.d.* 0,09 + 0,01 0,14 + 0,02 0,08 + 0,05 0,24 +0,01 0,14 +0,01 0,06 + 0,08 0,11 + 0,00
3-heksenal + 434+080 | 498+025 | 325+0,25 | 1,47+0,18 | 4,97+0,84 2,68 + 2,46 2,11+0,06 4,80 + 0,86 1,30+0,02 | 3,23+0,15
2-metil-4-pentenal
2-heksenal 39,62+2,70 | 60,43+£2,19 | 17,53+£2,18 | 10,96 +1,29 | 57,74 +6,26 | 25,49 + 23,63 62,41+14 58,70+12,51 | 11,75+0,10 | 21,64 +1,62
2,4-heksadienal 0,72 +0,21 1,23+0,26 0,68 + 0,27 0,41+0,24 0,86 + 0,22 0,56 + 0,59 0,80 + 0,08 0,96 + 0,32 0,28 £0,01 0,48 £ 0,06
4-oksoheks-2-enal 0,84 + 0,32 1,43+0,20 0,37 £0,17 0,12 + 0,00 0,76 £0,14 0,41 + 0,46 0,13 £ 0,00 0,83 +0,32 0,15 + 0,06 0,24 + 0,03
nonanal® 0,29 + 0,07 0,38 +0,01 0,35+ 0,05 0,28 £ 0,03 0,29 + 0,02 0,16 + 0,04 0,25 + 0,02 0,23 £ 0,07 0,26 + 0,02 0,31+0,03
Alkoholi
1-penten-3-ol 0,67 +0,14 0,60 + 0,02 0,85 + 0,03 0,93 +0,15 0,75 + 0,05 0,84 +0,21 0,81 +0,03 0,66 + 0,10 0,88 + 0,00 0,87 + 0,06
1-pentanol 0,09 + 0,11 n.d. 0,49 £ 0,04 0,60 + 0,08 n.d.* 0,30 £ 0,32 n.d.* n.d.* 0,57 +0,01 0,46 + 0,04
(2)-2-penten-1-ol 1,17+0,18 1,22 £ 0,05 1,31+0,12 1,44 +0,23 1,32+0,16 1,23+0,15 1,39 + 0,04 1,32+0,21 1,49 + 0,02 1,49 + 0,09
(2)-3-heksen-1-ol 7,58 + 2,62 6,75+0,74 | 1563+152 | 1459+157 | 575+0,45 8,22+ 3,51 5,42+ 0,14 5,66 + 1,22 10,56 £+ 0,16 | 12,03 0,75
2-heksen-1-ol 14,84 +16,09 | 0,77+0,03 | 30,20+2,85 | 37,96+4,97 | 1,09+0,07 | 18,07 + 16,68 1,29+0,19 1,13+0,24 41,39+11,4 | 2556+1,72
1-heksanolst 1,36+ 1,26 0,35+0,01 8,18 £ 0,67 8,66 +1,13 0,32 £ 0,00 1,27+1,34 0,36 + 0,07 0,32+ 0,06 1,09 + 1,37 7,24 + 0,36
Ketoni
1-penten-3-on 0,93 + 0,56 1,51+ 0,08 1,04 +0,17 1,19+ 0,16 1,42 + 0,06 0,56 + 0,64 1,39+ 0,08 1,25+0,21 0,64 + 0,00 1,32 +0,02
3-pentanon 0,37 £0,43 0,17 £0,24 0,92 £0,01 1,18 £ 0,18 n.d.* 0,53+0,34 n.d.* n.d.* 1,17 £ 0,04 1,19+£0,19
Esteri
3-heksenil acetat® 0,36 £ 0,11 0,90 £ 0,15 0,70+0,14 0,26 + 0,06 0,12+ 0,01 0,11 +0,13 0,12+ 0,01 0,25 + 0,07 0,27 £ 0,02 0,57 £0,03
heksil acetat® n.d.* 0,12 +0,01 0,04 £ 0,06 n.d.* n.d.* 0,01 +£0,03 n.d.x n.d.x n.d.x n.d.*

* nije detektirano; 8

vrijeme tretmana ima znacajan utjecaj (p<0,05) ; £jakost elektri¢nog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05); ® interakcija vremena tretmana i jakosti
elektricnog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05)
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Tablica 6. Maseni udjeli pojedinac¢nih hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte oblica(O)

Oznaka uzorka
(sorta - vrijeme (s) - snaga el. polja (kV/cm))

Spoj
O - kont 0-60-1 0-30-2 0-90-2 0-18-45 0-60-45 |0-102-45| 0-30-7 0-90-7 0-60-8
Aldehidi
2-metilbutanal 0,01+£0,03 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.x n.d.x n.d.x n.d.x n.d.x n.d.*
pentanal 1,09 +0,13 1,20 + 0,07 1,19 + 0,04 0,98 + 0,06 1,08 + 0,34 0,95 + 0,18 1,07+0,07 | 0,93+0,05 1,04 +0,12 1,15+ 0,04
heksanal® 1,20 + 1,06 1,72 +0,16 0,80 + 0,01 1,16 + 0,09 1,36 + 0,40 0,68 + 0,40 0,87+0,03 | 0,84+0,06 0,73+0,11 0,29 + 0,01
8-heksenal + 444+0,72 | 430+123 | 221+123 | 299+197 | 6,09+0,76 250+2,14 | 1,11+134 | 317+145 | 335+292 | 232+143
2-metil-4-pentenal
2-heksenal 1,41 +0,46 1,54 + 0,04 0,98 + 0,00 1,58 + 0,20 3,86+ 0,14 1,49 + 0,31 1,25+0,10 | 1,47+0,11 1,02 + 0,15 0,56 + 0,01
2.4-heksadienal® 0,09 + 0,09 0,09 + 0,01 n.d.x n.d.x 0,05 + 0,02 n.d.* n.d.* n.d.x n.d.x n.d.x
4-oksoheks-2-enal 0,02 £ 0,04 n.d.x n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
nonanal 0,15+ 0,03 0,17 +0,01 0,17 0,02 0,14 + 0,00 0,15 + 0,04 0,13 + 0,06 0,13+0,01 | 0,14+0,01 0,15 + 0,02 0,12 + 0,00
Alkoholi
1-penten-3-ol 0,61 + 0,07 0,60 + 0,06 0,61 +0,01 0,54 + 0,06 0,51+0,16 0,53 + 0,08 0,57 +0,05 | 0,49 +0,03 0,59 + 0,07 0,59 + 0,04
1-pentanol 0,47 +0,23 0,28 + 0,04 0,41 0,02 0,32+ 0,08 0,18 + 0,10 0,24 + 0,07 0,18 +0,03 | 0,22+0,03 0,25 + 0,02 0,09 + 0,00
(E)-2-penten-1-ol n.d.x n.d.* n.d.* n.d.* 0,08 +0,11 0,02 + 0,04 0,08+0,11 | 0,06+ 0,08 0,05 + 0,07 0,07 + 0,09
(2)-2-penten-1-ol 0,78 £0,10 0,79 £ 0,05 0,83 £ 0,05 0,72+0,12 0,66 + 0,18 0,70+ 0,16 0,61+0,15 | 0,62+0,04 0,74+ 0,10 0,54 + 0,01
(E)-3-heksen-1-ol 1,29 + 0,36 0,36 £ 0,18 1,32 +0,01 1,42 + 0,00 0,98 + 1,39 1,01+ 0,60 1,46+0,13 | 1,14+0,12 1,53+ 0,20 1,19 + 0,03
(2)-3-heksen-1-ol 19,53+2,61 | 21,00+053 | 18,96+0,37 | 19,28+1,59 | 16,57+4,98 | 22,80+537 | 14,88+1,00 | 12,50+1,04 | 17,94+261 | 11,75+ 0,37
2-heksen-1-ol 8,88+221 | 1487+0,31 | 16,61+0,20 | 12,03+0,96 | 1507 +4,80 | 16,15+10,65 | 18,6+1,60 | 16,23+1,48 | 14,63+2,40 | 14,38+ 0,43
1-heksanol 10,14+1,38 | 13,81+084 | 13,7+0,12 | 14,47+1,07 | 13,8+4,34 8,40+7,33 |11,47+119 | 1222+1,17 | 1502+2,18 | 7,52+0,46
Ketoni
| 1-penten-3-on 0,53+0,09 | 099+0,09 | 099+0,02 | 096+0,04 | 0,76+0,24 0,86+0,36 | 0,62+0,02 | 0,64+0,01 1,18+0,16 | 0,41+0,06

* nije detektirano; 8

vrijeme tretmana ima znacajan utjecaj (p<0,05) ; £jakost elektri¢nog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05); ® interakcija vremena tretmana i jakosti
elektricnog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05)
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Tablica 7 . Maseni udjeli pojedinacnih hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte levantinka (L)

Oznaka uzorka
(sorta - vrijeme (s) - snaga el. polja (kv/cm))

Spoj
L - kont L-60-1 L-30-2 L-90-2 L-18-45 L-60-45 L-102-4,5 L-30-7 L-90-7 L-60-8
Aldehidi
2-metilbutanal n.d.* n.d.* n.d.* 0,09 £ 0,00 n.d.* n.d.x n.d.x n.d.x 0,06 +£0 n.d.*
pentanal £% 1,30+ 0,10 1,22+0,12 1,15+0,13 0,41 £ 0,03 1,04 £ 0,03 1,10+ 0,09 1,29 £ 0,04 1,31+ 0,09 1,25+0,14 0,97 +£0,13
2-pentenal n.d.* n.d.* n.d.* 0,21 +0,02 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.*
heksanalt$ 0,47 £0,19 0,55+ 0,08 n.d.* 2,13+0,15 0,53+0,01 0,49+0,34 0,30 £ 0,03 0,23+0,04 0,74 £ 0,07 1,45+0,17
3-heksenal +
2-meti|-4;$ 0,39+0,19 0,41+0,01 0,57 £ 0,07 2,48 £0,21 0,39+0,01 0,54 +£0,34 0,21 +0,01 0,12 £ 0,02 0,42 £ 0,04 1,84 +0,15
pentenal
2-heksenalt$ 3,02 £2,53 0,97 £0,19 0,48 £ 0,07 22,57+2,10 | 2,12+0,45 3,70+ 2,64 0,31 +0,02 0,11+0,01 2,72+0,29 15,92 + 0,95
2,4-heksadienals® 0,12 £ 0,04 n.d.* n.d.* 0,35+0,11 n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* n.d.* 0,15+ 0,00
4-oksoheks-2-enal 0,19 + 0,16 n.d.* n.d.* 0,44 + 0,14 n.d.* 0,01 +£0,03 n.d.* n.d.* n.d.* 0,23+0,01
nonanal 0,14 £ 0,02 0,16 £ 0,06 0,16 + 0,02 0,18 + 0,02 0,15+ 0,01 0,18 + 0,03 0,16 £ 0,02 0,18 £ 0,01 0,18 £ 0,02 0,19+ 0,04
Alkoholi
1-penten-3-ol 0,97 £ 0,10 1,01+0,11 0,97 £0,12 0,88 £ 0,07 0,88 £0,01 1,07 £ 0,17 1,17 £ 0,06 1,22 £ 0,09 1,17+£0,13 0,97 £ 0,06
1-pentanol 0,26 £ 0,07 0,21 £ 0,03 0,26 £ 0,04 n.d.x 0,17 + 0,00 0,27 £ 0,08 0,20+ 0,01 0,25+ 0,02 0,14 £ 0,02 0,15+ 0,01
(E)-2-penten-1-ol 0,05+0,11 0,26 £ 0,05 0,17 £ 0,00 n.d.* 0,08 £0,11 0,04 + 0,08 0,10 £ 0,09 0,23 +£0,02 0,23 +0,03 0,08 +0,11
(2)-2-penten-1-ol 1,26 + 0,13 1,43+0,21 1,24 + 0,07 1,40+ 0,11 1,19+ 0,03 1,25+ 0,09 1,15+ 0,05 1,26 £ 0,07 1,27 +£0,16 1,34+ 0,04
(E)-3-heksen-1-ol 0,37 £0,44 0,77 £ 0,08 0,61 £+ 0,09 n.d.* 0,34 £ 0,49 0,30+0,34 0,69 + 0,07 0,59+0,04 n.d.* n.d.*
(2)-3-heksen-1-ol® 7,87+1,21 8,96 + 1,47 7,74 £ 1,05 3,50+ 0,28 6,15 + 0,05 8,36+ 0,82 8,75+ 0,65 8,40 £ 0,41 5,09 £ 0,67 7,89+ 0,44
2-heksen-1-ol 12,10+1,76 | 16,4+2,80 | 12,32+1,47 0,85+0,01 9,94+0,02 | 10,89+2,80 | 1558+1,29 | 13,41+0,76 | 11,55+1,31 9,73+£0,67
1-heksanol 4,13 +2,55 2,29+0,61 3,25+ 0,59 0,48 + 0,04 1,81+0,00 5,30+ 2,24 2,21+£0,19 2,36 £0,10 1,52 £ 0,26 4,52 +0,33
Ketoni
1-penten-3-on 1,23+0,61 0,43+0,01 1,14+0,11 2,07+£0,14 1,37 +£0,05 1,76 +£0,88 0,42 £ 0,01 0,31+0,04 0,37 £ 0,07 1,69 £ 0,07
Esteri
3-heksenil acetat 2,11+£0,32 3,13+0,58 2,63+0,27 3,99+ 0,44 2,58 £ 0,04 2,19+ 0,59 3,30+£0,28 2,88+0,13 2,95+0,32 2,36 £0,16
heksil acetat 1,48+ 0,17 1,73+0,37 1,46 + 0,16 1,96 + 0,18 1,35+0,08 1,49+0,24 1,92 +0,19 1,73+0,16 1,63+0,13 1,77+£0,15

* nije detektirano; 8

vrijeme tretmana ima znacajan utjecaj (p<0,05) ; £jakost elektri¢nog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05); ® interakcija vremena tretmana i jakosti
elektricnog polja ima znacajan utjecaj (p<0,05)
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Osim razli¢itog udjela produkata LOX puta, iz tablica 4 - 7 vidljivo je kako ulja istarskih i
dalmatinskih sorti karakterizira i razliCit sastav ovih spojeva. Naime, u uljima istarskih sorti
dominiraju aldehidi dok su u onima dalmatinskim sorti najzastupljeniji alkoholi. Razlog tomu bi
mogao biti razli€it indeks zrelosti maslina. Naime, Salas i Sanchez (1998) istiCu kako enzim
alkohol-dehidrogenaza najvecu aktivnost biljezi u zelenim plodovima maslina, odnosno
dozrijevanjem ploda aktivnost ovog enzima pada €ime pada i razina C6 alkohola u DMU. S
druge strane, povecanje koncentracije C6 alkohola u &ileanskom DMU-u, Romero i sur. (2016)
pripisuju vecoj aktivnosti ADH u zrelijim plodovima maslina. Iz navedenog bi se moglo zakljuéiti
kako je aktivnost enzima ADH ovisna o indeksu zrelosti maslina ali i 0 samoj sorti masline.
Razlog dominacije aldehida u istarskim sortama nalazi se prvenstveno u visokom masenom
udjelu 2-heksenala koji iznosi viSe od polovice ukupnog udjela aldehida i koji je najzastupljeniji
hlapljivi spoj ovih dviju sorti. U istraZivanju koje je provela Smaji¢ (2023) vidljiva je sli¢nost s
ovim istrazivanjem kod ulja rosulje, u &ijem je ulju takoder dominantan spoj 2-heksenal, iako u
znacajno manjoj mjeri u odnosu na ostale spojeve nego $to je to u ovom istrazivanju. U
istrazivanju Brki¢ Bubola i sur. (2012) u ulju rosulje prevladava (E)-2-heksenal, dok u
istrazivanju Luki¢ i sur. (2019) ovaj aldehid, usprkos visokom udjelu, nije dominantan spoj.
Soldo i sur. (2024) isticu kako u dalmatinskim sortama oblice, levantinke i lastovke
koncentracija (E)-2-heksenala ovisi o datumu berbe i godini istrazivanja te da ¢ée se najveca
koncentracija u ulju postic¢i ukoliko se preraduju plodovi niske do srednje zrelosti (indeks zrelosti
1,6-3,6). Usporedbom ostalih aldehida moze se primijetiti kako heksanal nije detektiran u
istarskim sortama dok 2-pentenal nije detektiran u istrazivanim dalmatinskim sortama.

Dominacija alkohola kod dalmatinskih sorti posebno je izrazena kod ulja oblice gdje oni
¢ine preko 80% svih hlapljivih spojeva. Medu njima istiCe se (Z)-3-heksen-1-ol koji €ini gotovo
polovicu ukupnog udjela aldehida. Dominacija (Z)-3-heksen-1-ola u DMU oblice slaze se s
rezultatima istrazivanja Luki¢ i sur. (2019), dok Soldo (2016) kao dominantnu komponentu istog
ulja isti¢e aldehid heksanal, a Saroli¢ i sur. (2015) (E)-2-heksenal. Manji udjel (Z)-3-heksen-1-
ola u ulju levantinke u ovom istrazivanju djelomi¢no se moze pripisati nastanku 3-heksenil
acetata koiji u ulju oblice nije detektiran. Ovaj podatak pretpostavlja moguénost vece aktivnosti
enzima AAT u levantinki u odnosu na oblicu. Osim 3-heksenil acetata, u ulju levantinke
detektiran je jo$ jedan ester. Radi se o heksil acetatu koji niti u jednom drugom sortnom ulju
nije bio pronaden, sto takoder postavlja pretpostavku o mogucoj vecoj aktivnosti AAT kod
levantinke u odnosu na druge istrazivane sorte. Istrazivanje Soldo (2016) pokazuje kako
detekcija i maseni udjel ovog estera u ulju levantinke ovisi o godini berbe i stupnju zrelosti
maslina. Osim levantinke, u ovom diplomskom radu je jo$ jedino rosulja pokazala prisutnost
estera (3-heksenil acetata).

Sto se ketona ti¢e, u svim je sortnim uljima detektiran 1-penten-3-on, dok je samo u ulju
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rosulje detektiran i 3-pentanon $to se ne slaZe s istrazivanjem Luki¢ i sur. (2019) koji su ovaj
keton detektirali i u uljima istarske bjelice, oblice i ostalih analiziranih sorti maslina.
Usporedbom pojedinacnih hlapljivin spojeva LOX puta u uljima iz razli€itih godina uzgoja
istih sorti maslina s istog geografskog podrudja (rezultata ovog diplomskog rada s rezultatima
diplomskog rada Smaji¢ (2023)), vidljivo je kako neki od tih spojeva imaju pribliZzno iste masene
udjele u analiziranim DMU, dok se udjeli drugih znatno razlikuju. Tako je primjerice udio (Z)-2-
penten-1-ola podjednak u svim sortama i u razli¢itim godinama uzgoja, dok se udio 2-heksen-
1-ola u razli¢itim godinama podudara jedino kod ulja istarske bjelice, dok je kod ostalih sorti
udjel ovog alkohola visi u 2022. godini u odnosu na 2021. Takoder, udio 2-heksen-1-ola je u
2021. godini gotovo isti u svim sortama maslina, dok je u 2022. godini razli¢it u svakoj sorti.
Zanimljivo je uoCiti kako je maseni udjel 2-heksenala 2021. godine bio znatno viSi u ulju
levantinke u odnosu na sve ostale sorte, dok je 2022. godine taj udjel bio najvisi u uljima istarske
bjelice i rosulje (€ak do 10 puta viSi nego u ulju levantinke). 1z navedenih podataka takoder se
moze zakljuciti kako udjel pojedinacnih spojeva LOX puta znacajno ovisi o sorti maslina iz koje

se ulje proizvodi, ali ovisi i 0 godini uzgoja ploda.

4.2. UTJECAJ PULSIRAJUCEG ELEKTRICNOG POLJA NA HLAPLJIVE
KOMPONENTE DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Na temelju analitickih podataka dobivenih ovim istrazivanjem uz pomo¢ metodologije
odzivnih povrsina (eng. response surface metodology - RSM) koristeci program Design-expert
konstruirani su 3D modeli prikazani na slikama 3 - 5. Pomocéu ovih modela prikazana su
predvidanja o kretanju ukupnog masenog udjela spojeva LOX puta, produkata oksidacije te
produkata mikrobioloSke aktivnosti u ovisnosti o vrijednosti jakosti PEP-a i duljini trajanja
tretmana. Raspon vrijednosti jakosti polja je od 2 do 7 kV/cm, a vrijeme trajanja tretmana iznosi
od 30 do 90 sekundi.

Svim sortnim uljima zajednicko je svojstvo da se najveci udjeli produkata LOX puta postizu
pri najmanjim vrijednostima PEP-a (slika 3). Kod istarske bjelice i oblice puno znacaijniji utjecaj
na spomenuti udjel ima promjena jakosti elektricnog polja nego promjena duljine trajanja
tretmana. Pri odredenim uvjetima tretmana zabiljezeno je smanjenje udjela spojeva LOX puta

u odnosu na kontrolni uzorak kod svih sortnih ulja izuzev ulja oblice.
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Slika 3. Prikaz promjene masenih udjela hlapljivih spojeva LOX puta (u odnosu na kontrolu) u
ovisnosti 0 vremenu tretmana (s) i jakosti el. polja (kV/cm) za sorte: A) istarska bjelica; B)

rosulja; C) oblica; D) levantinka

Ukoliko se poblize razmotri ulje istarske bjelice, vidljivo je kako porastom jakosti elektricnog
polja dolazi do pada udjela produkata LOX puta. Rezultati prikazani u tablici 4 pokazuju kako
je najzastupljeniji spoj medu produktima LOX puta u uljima sorte istarska bjelica 2-heksenal
koji, pri odredenim uvjetima PEP tretmana, C&ini i viSe od polovice ukupnog udjela produkata
LOX puta. Iz tablice 4 takoder je vidljivo kako je upravo pri nizim vrijednostima jakosti polja
njegov udjel visi, $to je u skladu i s ukupnim udjelom aldehida, koji je pri manjim vrijednostima
jakosti polja veéi u odnosu na kontrolu dok je pri ve¢im vrijednostima maniji. S druge strane
alkoholi pokazuju porast udjela u najekstremnijim uvjetima tretmana dok se pri ostalim uvjetima
njihov udio blago smanjio u odnosu na kontrolni uzorak. Iz navedenih podataka moze se
zakljuciti kako trend promjene ukupnog udjela spojeva LOX puta promjenom jakosti elektri¢nog
polja ovisi o promjeni udjela aldehida koji €ine vecinu ovih spojeva, medu kojima se istiCe 2-
heksenal kao dominantan spoj. Analizom je dokazano da znacajan utjecaj na udjel 2-heksenala

ima parametar jakosti elektri¢nog polja, $to samo potvrduje ovisnost kretanja ukupnog udjela
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produkata LOX puta o udjelu ovog aldehida. Nadalje se moze zakljuciti kako pri nizim jakostima
elektricnog polja dolazi do porasta aktivnosti enzima LOX §to je vidljivo u povecanju ukupnog
udjela spojeva LOX puta. Pri viSim vrijednostima jakosti elektricnog polja aktivnost ovog enzima
pada, a aktivhost enzima ADH raste zbog ¢ega dolazi do znacajnog porasta udjela alkohola,
odnosno promjene omjera udjela aldehida i alkohola u korist alkohola.

Kod druge istarske sorte, rosulje, istovjetna promjena jednog od parametara nece uvijek
istoznaCno djelovati na povec¢anje odnosno smanjenje ukupnog udijela spojeva LOX puta, kao
Sto je to slucaj kod istarske bjelice. Udjeli produkata LOX puta rastu pri kombinaciji niskih ili
visokih vrijednosti vremena tretmana i jakosti elektricnog polja, $to upucuje na povecanje
aktivnosti enzima LOX. S druge strane, kombinacijom srednjih vrijednosti ovih parametara
ukupni udjel se smanjuje u odnosu na kontrolni uzorak. Iz tablice 5 vidljivo je kako veéinu ovog
udjela €ine aldehidi i alkoholi. Upravo o promjeni njihovog udjela ovisi opisani trend promjene
ukupnog udjela spojeva nastalih u LOX putu. Zanimljivo je primijetiti kako se ukupni udjeli
aldehida i alkohola u odnosu na kontrolni uzorak suprotno pona$aju u svim koristenim
kombinacijama vrijednosti jakosti elektricnog polja i vremena tretmana PEP-em, odnosno
ukoliko udjel aldehida raste, udjel alkohola se smanjuje i obrnuto. Ovaj trend ukazuje na
djelovanje PEP na aktivhost enzima ADH, medutim povecanje ili smanjenje nekog od
parametara procesa nece uvijek izazvati istovjetnu promjenu njegove aktivnosti. Navedene
promjene udjela aldehida i alkohola prvenstveno ovise o promjenama udjela 2-heksenala,
odnosno (2)-3-heksen-1-ola i 2-heksen-1-ola koiji €ine vecinu ukupnog udijela svih spojeva LOX
puta u ovom ulju.

lako promjena ukupnog udijela produkata LOX puta djelovanjem PEP-a u uljima sorte
oblica prati slian trend kao i kod ulja istarske bjelice, trend smanjenja ukupnog udjela spojeva
LOX puta povecanjem jakosti elektricnog polja u ulju oblice najbolje se moze pratiti pracenjem
udjela alkohola koji €¢ine oko 90 % svih hlapljivih spojeva tog ulja (tablica 6). S druge strane,
ukupni udjel aldehida ne prati ovaj trend, odnosno povecanjem jakosti polja dolazi i do
povecanja i do smanjenja njihovog udjela, ovisno o vremenu trajanja procesa.

U ulju druge dalmatinske sorte, levantinke, situacija je specifi¢nija. Ukupni udjel LOX puta
raste povecanjem duljine trajanja procesa pri niskim vrijednostima jakosti polja. Zanimljivo je
da vecinu ukupnog udjela hlapljivih spojeva ovog ulja €ine alkoholi u svim uvjetima tretmana
PEP-em, osim pri uvjetima kada je zabiljezen najveci ukupni udjel spojeva LOX puta, odnosno
trajanju procesa od 90 s i jakosti polja od 2 kV/cm (Tablica 7). U tom slu€aju se njihov udjel
znatno smanijio a udjel aldehida povecao. Iz tablice 7 mozemo vidjeti da je razlog tome
povecanje udjela 2-heksenala za viSe od 3 puta u odnosu na kontrolu. Analizom varijance je
otkriveno da na udjel 2-heksenala znacajan utjecaj ima jakost polja kao i interakcija vremena i

jakosti polja. Paralelno s povecanjem udjela 2-heksenala, udjel najzastupljenijeg alkohola, 2-
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heksen-1-ola, smanijio se preko 12 puta u odnosu na kontrolni uzorak. 1z navedenog se moze
zakljuciti kako je aktivhost enzima ADH znatno smanjena upotrebom polja niske jakosti uz duze
vrijeme tretmana. Pri navedenim uvjetima i ukupni udjel estera je postigao najvisu vrijednost.
Usporedujuci udjele heksil acetata i heksanola moze se zakljuciti kako je aktivnost enzima ATT -
e uglavnom bila veéa u tretiranim uzorcima nego u kontrolnom uzorku (jedino je pri srednjim

vrijednostima jakosti polja i vremena aktivnost ovog enzima bila manja nego u kontrolnom

uzorku).
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Slika 4. Prikaz promjene masenih udjela hlapljivih spojeva produkata oksidacije (u odnosu na
kontrolu) u ovisnosti o vremenu tretmana (s) i jakosti el. polja (kV/cm) za sorte: A) istarska

bjelica; B) rosulja; C) oblica; D) levantinka

Niti u jednom sortnom ulju istrazivani procesni parametri PEP-a nisu na istovjetan nacin
djelovali na ukupni udjel produkata oksidacije (slika 4). Povec¢anjem jakosti elektricnog polja u
istarskim sortama doslo je do smanjenja udjela produkata oksidacije, dok je kod dalmatinskih

sorti uglavnom doslo do njihovog povec¢anja. U ulju oblice najveci utjecaj pokazala je interakcija
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dvaju istraZivanih parametara; porastom jakosti elektricnog polja uz kratko vrijeme trajanja
procesa ukupni udjel produkata oksidacije se smanijuje, a ukoliko je vrijeme trajanja tretmana
dulje ovaj udjel raste. Zanimljivo je kako u uljima istarske bjelice i levantinke niti u jednom
slu¢aju nije zabiliezen porast analiziranog udjela iznad vrijednosti prisutnih u kontrolnom
uzorku. Takoder, sve zabiljeZzene promjene ukupnog udjela spojeva oksidacije u svim sortnim
uljima nisu se znacajno razlikovale od udjela u kontrolnim uzorcima ulja.

Makovac (2023) u svom istraZivanju zakljuCuje kako primjena PEP dovodi do povecanja
koncentracije antioksidanasa u DMU, &ime je moguce objasniti smanjenje udjela produkata
oksidacije u istarskim sortama. U ulju istarske bjelice povecanje jakosti polja imalo je nesto
znacajniji utjecaj na smanjenje ovog udjela od smanjenja vremena trajanja tretmana. Pad
ukupnog udjela produkata oksidacije uvjetovan je padom udijela 2,4-heksadienala i nonanala.
Udjel pentanala se pri ve¢im vrijednostima jakosti polja nije zna€ajno smanjivao, dapace, ¢ak
je zabilijezen i njegov rast pri odredenim vrijednostima vremena trajanja tretmana (tablica 4).
Etil-linoleat prisutan u djevi€anskom maslinovom ulju (Magdalenié¢, 2020) moze oksidacijom
tvoriti alkoksi radikal koji potom B-cijepanjem tvori pentanal (Oyman i sur., 2004). Postoji
mogucénost da je intenzivan tretman PEP-em potaknuo ove kemijske reakcije $to bi objasnilo
porast pentanala pri navedenim uvjetima. Pentanal je jedini produkt oksidacije ovog ulja na
promjenu Cijeg udjela je PEP imalo znacajan utjecaj (tablica 4).

Kod ulja rosulje se, za razliku od istarske bjelice, produljenjem vremena tretmana udjel
produkata oksidacije smanjuje. Trajanje tretmana ima znacajniji utjecaj na promjenu udjela
produkata od promjene jakosti polja. Pra¢enjem udjela 1-pentanola (produkt MBA) i pentanala
(produkt oksidacije) zapaza se kako se u uzorcima u kojima je doslo do povecéanja udjela
aldehida u odnosu na kontrolni uzorak, udjel alkohola smanijio ili uopée nije bio detektiran i
obrnuto. Iz toga je moguce pretpostaviti kako je u uzorcima u kojima se udjel 1-pentanola
smanijio doslo do njegove oksidacije u pentanal. U ulju rosulje, kao i u ulju istarske bjelice, medu
produktima oksidacije dominira 2,4-heksadienal, dok u dalmatinskim sortama prevladava
pentanal (tablice 4 - 7).

U uljima dalmatinskih sorti uglavnom dolazi do pada udjela produkata oksidacije u odnosu
na kontrolni uzorak. Iznimka je jedino prisutna kod ulja oblice ukoliko se koristi polje niske jakosti
uz kratko ili srednje vrijeme trajanja procesa. Za razliku od istarskih sorti, 2,4-heksadienal u
vecini tretiranih uzoraka dalmatinskih ulja nije niti detektiran (tablica 6 i 7). U ulju levantinke
najvise je izrazen porast udjela produkata oksidacije pove¢anjem jakosti elektri¢nog polja, dok
promjena vremena nema znacajan utjeca;.

Makovac (2023) zakljuuje kako sorta masline ima najznacajniji utjecaj na antioksidacijski
kapacitet proizvedenog DMU, a znacCajan utjecaj imaju i vrijeme trajanja tretmana PEP-em i

jakost elektricnog polja te njihova interakcija sa sortom. Iz toga je moguce zakljuCiti kako
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istarske sorte imaju veci antioksidacijski kapacitet od dalmatinskih sorti maslina. Uz to,

sukladno cilju smanjenja udjela produkata oksidacije u ulju, uvjeti tretmana koristeni u ovom

istrazivanju pogodniji su za istarska nego za dalmatinska sortna ulja.

Utjecaj PEP na udjel produkata mikrobioloSke aktivnosti takoder se razlikovao medu sortnim

uljima (slika 5). Najveéa sli¢nost vidljiva je kod ulja istarske bjelice i oblice gdje je pri niskim

vrijednostima jakosti polja postignuta najveca vrijednost ovog udjela dok je pri najve¢im

vrijednostima jakosti polja ovaj udjel bio najmanji. Ovakav trend moguce je obrazloZiti

¢injenicom da primjena PEP dovodi do smanjenja broja mikroorganizama, a porastom jakosti

polja ovaj u€inak raste (Yan i sur., 2021). Moze se pretpostaviti kako ¢e na taj nacin doc¢i do

smanjenja proizvodnje produkata mikrobne aktivnosti, odnosno smanjenja njihovog masenog

udjela u ulju.
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Slika 5. Prikaz promjene masenih udjela hlapljivih spojeva produkata mikrobioloSke aktivnosti

(u odnosu na kontrolu) u ovisnosti 0 vremenu tretmana (s) i jakosti el. polja (kV/cm) za sorte:

A) istarska bjelica; B) rosulja; C) oblica; D) levantinka



Medutim ulja istarske bjelice i oblice se razlikuju u sastavu analiziranih produkata, odnosno
u ulju istarske bjelice detektirani su 3-metilbutanal i 2-metilbutanal dok je u ulju bjelice prisutan
1-pentanol (tablica 4 i 6). Razlog tomu mogao bi biti prisutnost razli€itih vrsta mikroorganizama
u ovim uljima (Sansone, 2011).

Analizom varijance je dokazano kako na maseni udjel 3-metilbutanala u ulju istarske bjelice
znacajan utjecaj ima parametar jakosti elektricnog polja, sto je u skladu s opisanim trendom
pada ukupnog udjela produkata mikrobioloSke aktivnosti povecanjem jakosti elektricnog polja.
Zanimljivo je primijetiti kako se u kontrolnom uzorku ulja oblice nalazio 2-metilbutanal, medutim
njegov je maseni udjel bio iznimno nizak zbog ¢ega ve¢ nakon najblaZzeg tretmana PEP-em
ovaj spoj viSe nije bio detektiran (tablica 6). Ulje oblice jedino je sortno ulje u kojemu nije doslo
do porasta ukupnog udjela produkata mikrobioloske aktivnosti iznad vrijednosti zabiljeZenih u
kontrolnom uzorku.

Za razliku od ulja istarske bjelice i oblice, u ulju rosulje zabiljeZen je upravo suprotan slucaj.
Ondje porastom jakosti polja ukupni udjel produkata mikrobioloSke aktivnosti u ulju raste. Osim
toga, ovaj udjel raste i produljenjem samog tretmana. Ovaj fenomen moguce je objasniti
pretpostavkom da su u ovom ulju bile prisutne drugadije vrste mikroorganizama koje su
otpornije na zadane uvjete tretmana PEP-om. Takoder, prilikom inaktivacije mikroorganizama
i permeabilizacije stanica, moze doc¢i do prijelaza tvari iz stanica mikroorganizama u okolinu
(Yan i sur., 2021) pa na taj nacin u okolni medij mogu dospjeti i metaboliti mikroorganizama
(Martinez i sur., 2020) te tako dovesti do povecanja njihovog masenog udjela. S obzirom na
podatke iz tablice 5 ovaj rast moze se pripisati povecanju udjela 1-pentanola koji biljezi
najznacajniji rast medu svim produktima mikrobioloSke aktivnosti. Medu ostalim produktima
istiCe se 3-metilbutanal koji je detektiran u samo dva tretirana uzorka (nije bio detektiran niti u
kontrolnom uzorku). S obzirom na ¢injenicu da 3-metilbutanal nastaje iz aminokiseline leucin
(Angerosa i su., 1996), postoji moguénost kako su uvjeti tretmana u slu¢aju dva spomenuta
uzorka uzrokovali oslobadanje vece koli€ine leucina iz proteinskog dijela mikroorganizama.

U ulju levantinke je povecanje vrijednosti jakosti polja i duljine trajanja tretmana najprije
dovelo do blagog rasta ukupnog udjela produkata mikrobioloSke aktivnosti, nakon ¢ega je
daljnje povecanje uvjeta tretmana uzrokovalo pad promatranog udjela. Najvece postignute
vrijednosti tog udjela nisu znatno prelazile vrijednosti zabiljezene u kontrolnom uzorku.

Glavninu svih produkata mikrobioloSke aktivnosti ¢ini alkohol 1-pentanol (tablica 7).
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ZAKLJUCCI

Sorta masline i geografsko podrucje uzgoja vazni su ¢imbenici koji utje€u na maseni udjel
i sastav hlapljivih spojeva DMU. Istarske sorte karakterizira veéi maseni udjel produkata
LOX puta nego dalmatinske sorte maslina. U dalmatinskim sortama veéinu masenog udjela
svih hlapljivih spojeva €ine alkoholi a u istarskim sortama aldehidi medu kojima se posebno
izdvaja 2-heksenal koji €ini oko polovice udjela svih hlapljivih spojeva. Istarska bjelica
izdvaja se kao sorta s najve¢im udjelom produkata LOX puta, oksidacije i mikrobioloske
aktivnosti.

. Tretman PEP-em utjeCe na ukupni udjel hlapljivih spojeva u DMU. MoZe uzrokovati
povecanje i smanjenje ovog udjela, ovisno o vrijednosti primijenjenih parametara jakosti
elektricnog polja i duljine trajanja tretmana. Osim o navedenim parametrima, utjecaj PEP
ovisi i 0 sorti masline iz koje je DMU proizvedeno.

PEP djeluje na promjenu udjela spojeva koji nastaju u LOX putu, ¢ime je dokazano njegovo
djelovanje na aktivnost enzima LOX puta. Osim na produkte LOX puta, PEP djeluje i na
spojeve nastale oksidacijom te mikrobioloSkom aktivhoSc¢u.

lako PEP djeluje specificno na svako sortno ulje, moguée je uoditi neke zajedniCke
trendove medu sortama. Tako je u svim sortnim uljima najveéi udjel produkata LOX puta
postignut upotrebom najnizih vrijednosti jakosti PEP. Udjel produkata oksidacije u
tretiranim uzorcima nije prelazio vrijednosti detektirane u kontrolnim uzorcima, osim u
slucaju ulja oblice kada su koristeni blagi uvjeti tretmana.

Za svaku sortu potrebno je odrediti optimalne uvjete tretmana PEP-em. Pri tome je
potrebno obratiti pozornost na spojeve na &iji udjel jedan/oba primijenjena parametra i/ili

njihova interakcija imaju znacajan utjeca;.
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