SVEUCILISTE U ZAGREBU
PREHRAMBENO-BIOTEHNOLOSKI FAKULTET

DIPLOMSKI RAD

Zagreb, rujan 2025. Monika Dilber



UTJECAJ INOVATIVNIH TEHNOLOGIJA NA
TOKOFEROLE | ANTIOKSIDACIJSKI
KAPACITET HRVATSKIH DJEVICANSKIH
MASLINOVIH ULJA



Rad je izraden u Laboratoriju za tehnologiju ulja i masti na Zavodu za prehrambeno-tehnolo$ko
inZenjerstvo Sveucilista u Zagrebu Prehrambeno-biotehnolodkoga fakulteta pod mentorstvom

izv. prof. dr. sc. Klare Kralji¢, te uz pomo¢ Katarine Filipan, mag. ing. aliment. techn.



HrZZ

Hrvatska zaklada
za znanost

Ovaj je rad financirala Hrvatska zaklada za znanost projektom “Utjecaj inovativnih tehnologija
na nutritivnu vrijednost, senzorska svojstva i oksidacijsku stabilnost djevi€anskih maslinovih
ulja iz hrvatskih autohtonih sorti maslina“ (HRZZ CROInEVOO, IP-2020-02-7553) Cija je

voditeljica prof. dr. sc. Dubravka Skevin



Ponajprije zelim zahvaliti svojoj mentorici izv. prof. dr. sc. Klari Kralji¢, kao i Katarini Filipan,
mag. ing. aliment. techn. i tehniCarki Melisi Trputec na prenesenom znanju i pomoci u izradi
ovog rada.

Neopisivo sam zahvalna na ljudima s kojim sam dijelila studentske klupe i laboratorijsko
posude. Hvala Marko, Ivona, Petra, Barbara, Martina, Yaseen i Sara Sto ste mi ucinili dane
studiranja lakSima i liepSima!

Posebno sam zahvalna $to sam upisom na ovaj fakultet na prvom danu upoznala svoju najbolju
prijateljicu Magdalenu Buni¢. Zahvalna sam na njenoj ogromnoj potpori tiekom izrade ovog
rada, kao i kod ucenja i svakog projekta tijekom studiranja te na tome $to je dijelila sa mnom
suze i smijeh, svaki uspjeh i neuspjeh. Uz nju i njezinog brata Lovru sam naucila Sto je pravo
prijateljstvo i po njima ¢u uvijek pamtiti svoje studentske dane. Zahvalna sam da sam upoznala
tako divne ljude poput njih dvoje koji su mi svaki dan poboljsali i ispunili smijehom te ce stoga
zauvijek imati posebno mjesto u mom srcu.

Zahvalna sam na prijateljici Mariji Kezele koja mi je uvijek bila potpora i motivacija i navijala je
glasno za mene da nikad nisam Cula one koji nisu. Posebno cijenim prijateljicu Renatu Mavri¢
koja mi je ubrzo postala i ostala veliki uzor, a svakom mom uspjehu se radovala jednako kao i
svom.

Za kraj, Zelim zahvaliti svojoj sestri Ivani koja mi je oduvijek bila velika podrska, a najvise od
svega, hvala mojim roditeljima, Marku i Mileni Dilber, zbog kojih sam imala privilegiju studiranja
koju mnogi nemaju. Zahvalna sam na njihovoj konstantnoj potpori i vjeri u mene.

Iznimno sam zahvalna na ste¢enom znanju, zvanju i prijateljima koje ¢u imati uz sebe cijeli
Zivot.



TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA

Diplomski rad
SveuciliSte u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet
Zavod za prehrambeno — tehnolosko inzenjerstvo
Laboratorij za tehnologiju ulja i masti

Znanstveno podrucje: Biotehnitke znanosti
Znanstveno polje: Prehrambena tehnologija

Sveugcilisni diplomski studij: Prehrambeno inzenjerstvo

UTJECAJ INOVATIVNIH TEHNOLOGIJA NA TOKOFEROLE | ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET
HRVATSKIH DJEVICANSKIH MASLINOVIH ULJA

Monika Dilber, univ. bacc. ing. techn. aliment., 0058216966

Sazetak:

Posljednjih godina raste interes za koriStenje inovativnih tehnologija (pulsirajuce elektri¢no polje - PEP,
ultrazvuk - UZV, ubrzani toplinski tretman - UTT) u preradi djevi¢anskog maslinovog ulja (DMU) u svrhu
poboljSanja njegove kvalitete. Antioksidansi prirodno prisutni u maslini, poput fenolnih spojeva i
tokoferola, nastoje se oCuvati tijekom proizvodnje ulja. Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj koristenja
inovativnih tehnologija, kao predtretman mijeSenju, na antioksidacijski kapacitet (AK) i udio tokoferola u
DMU hrvatske sorte levantinke. Takoder, ispitala se moguc¢nost zamjene faze mijeSenja kombinacijama
inovativnih tehnika. Udio a-tokoferola odreden je HPLC metodom, a AK DPPH metodom s pomoc¢u EPR
spektroskopije. Utvrdeno je da je mijeSenje kljuéno i neizostavno za ekstrakciju a-tokoferola, a od
inovativnih tehnika jedino je UZV znacajno povec¢ao udio a-tokoferola. Inovativne tehnike kao samostalni
tretmani nisu utjecale na AK, dok su kombinacije UTT/PEP, PEP/UZV i UTT/PEP/UZV smanijile AK, a
izostavljanje mijeSenja povecalo je AK. Korelacija izmedu a-tokoferola i AK je dobra, ali negativna.

Kljuéne rije€i: djevicansko maslinovo ulje, hrvatske autohtone sorte, antioksidacijski kapacitet,
tokoferoli, inovativne tehnike

Rad sadrzi: 40 stranica, 8 slika, 2 tablice, 63 literaturnih navoda

Jezik izvornika: hrvatski

Rad je u tiskanom i elektroniCkom (pdf format) obliku pohranjen u Knjiznici Sveudilista u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloSkoga fakulteta, Kaci¢eva 23, Zagreb.

Mentor: izv. prof. dr. sc. Klara Kralji¢
Pomo¢ pri izradi: Katarina Filipan, mag. ing. aliment. techn.

Struéno povjerenstvo za ocjenu i obranu:
1. prof. dr. sc. Dubravka Skevin (predsjednik)
izv. prof. dr. sc. Klara Kralji¢ (mentor)
izv. prof. dr. sc. Natka Curko (&lan)
prof. dr. sc. Sandra Balbino (zamjenski ¢lan)

pownN

Datum obrane: 22. rujna 2025.



BASIC DOCUMENTATION CARD

Master Thesis
University of Zagreb
Faculty of Food Technology and Biotechnology
Department of Food Engineering
Laboratory for Oil and Fat Technology

Scientific area: Biotechnical Sciences
Scientific field: Food Technology

University graduate study programme: Food Engineering

INFLUENCE OF INNOVATIVE TECHNOLOGIES ON TOCOPHEROLS AND ANTIOXIDANT
CAPACITY OF CROATIAN VIRGIN OLIVE OILS

Monika Dilber, univ. bacc. ing. techn. aliment., 0058216966

Abstract:

In recent years, there has been an emerging interest towards the use of innovative technologies (pulsed
electric field - PEF, ultrasound - US, flash thermal treatment - FTT) in the processing of virgin olive oil
(VOO) in order to improve its quality. Antioxidants naturally present in olives, such as phenolic
compounds and tocopherols, are sought to be preserved during oil production. The aim of this work was
to determine the influence of innovative technologies, as a pretreatment for malaxation, on the antioxidant
capacity (AC) and the tocopherol content in VOO of the Croatian Levantinka variety. Also, the possibility
of replacing the malaxation phase with combinations of innovative technologies was examined. HPLC
method was used to determine the a-tocopherol content and AC was determined using the DPPH method
and EPR spectroscopy. Malaxation was found to be crucial for the extraction of a-tocopherols, and
among the innovative technologies, only US significantly increased the a-tocopherol content. Innovative
technologies as independent treatments did not affect AC, whereas combinations of US/PEF, PEF/US
and FTT/PEF/US reduced AC. Omitting malaxation increased AC. The correlation between a-tocopherol
and AC is good, but negative.

Keywords: virgin olive oil, Croatian autochthonous olive varieties, antioxidative capacity, tocopherols,
innovative technologies

Thesis contains: 40 pages, 8 figures, 2 tables, 63 references

Original in: Croatian

Master Thesis in printed and electronic (pdf format) form is deposited in the Library of the
University of Zagreb Faculty of Food Technology and Biotechnology, Kac&i¢eva 23, Zagreb.

Mentor: Klara, Kralji¢, PhD, Associate professor
Technical support and assistance: Katarina, Filipan, mag. ing. aliment. techn.

Reviewers:
1. Dubravka, Skevin, PhD, Full professor (president)
2. Kilara, Kralji¢, PhD, Associate professor (mentor)
3. Natka, Curko, PhD, Associate professor (member)
4. Sandra, Balbino, PhD, Full professor (substitute)

Thesis defended: September 22n4, 2025



Sadrzaj

R 0 1
b I = 1 0 15 ] [ P 2
2.1. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET ..ceeeeiieeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 2
D2 I T Y 1T ] o = g ] 2
2.1.2. FENOINI SPOJEVI ...ceeiieeeiiieee ettt e e e e e e e e aaaeaeaaaa 3
b2 I TR e o) = (o] | U 7
2.2. PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA ..o 8
2.3. NOVE TEHNIKE U PROIZVODNJI DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA ........... 10
2,31 URFAZVUK ... ssssnnnnnnnnnnnes 11
2.3.2. Pulsirajuce eleKtriCNo POLJE .........uuuuuuiiiiiiiii e 11
2.3.3. Ubrzani toplinski tretman ... 12
3. EKSPERIMENTALNI DIO......... s sssssssssssssssssssssssnssssnnnnsnnns 14
K Tt T YN I N1 I 14
B.2. METODE ...ttt e e et e e e e e aaaaas 15
3.2.1. Odredivanje tOKOFEIOIa .............uuuuiiiiii e 15
3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH" metodom EPR spektroskopijom
.................................................................................................................................... 17
3.2.3. Obrada podataka............ccooiiiiiiiiiice e 18
4. REZULTATI I RASPRAVA ... ceeeecetrrrrttsssrsssss s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s s e s s e s e s s nnnnnnnnnnns 19
4.1. UDIO o-TOKOFEROLA | ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST HRVATSKIH
AUTOHTONIH DJEVICANSKIH MASLINOVIH ULJA ... 19
4.2. UTJECAJ INOVATIVNIH TEHNIKA NA UDIO a-TOKOFEROLA |
ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET DJEVICANSKIH MASLINOVIH ULJA......cccccoinnnnes 23
4.3. KORELACIJA UDJELA a-TOKOFEROLA | ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA . 31
5. ZAKLJUCKCI ....oueerieerccee ettt sttt sttt sttt 33
6. LITERATURA ... s s s sssssssssssssssssssnssnsnsnnnnnnnnnnnnnnnn 34



1. UVOD

Antioksidansi su spojevi koji su posliednjih godina centar pozornosti brojnih
istraZivanja. Spojevi koji posjeduju antioksidacijska svojstva pomazZu organizmu da djeluje na
oksidativni stres &ime se smanjuje rizik od raznih bolesti. Oni se mogu sintetizirati ili biti
prirodno prisutni u hrani, kao §to je slu¢aj s plodom masline u kojoj prirodno prisutni spojevi

posjeduju antioksidacijska svojstva, poput polifenola i tokoferola.

Polifenoli su hidrofilna skupina spojeva kojima je antioksidacijsko djelovanje primarna
funkcija, dok tokoferoli unato€ antioksidacijskoj ulozi, najvazniju ulogu imaju u zastiti
polinezasi¢enih masnih kiselina od oksidativnog stresa. S obzirom na bitan ucinak
antioksidansa na zdravlje, nastoji se povecati njihov udio u hrani prilikom njezine proizvodnje.
Kako ne bi doslo do gubitka spojeva prilikom rafinacije, najviSe ispitivanja provodi se na

djevi¢anskim uljima.

U prehrambenoj industriji, sve je veci interes usmjeren na nove tehnike obrade hrane,
kao Sto su ultrazvuk, pulsirajuée elektricno polje i ubrzani toplinski tretman. Neke od brojnih
prednosti ovih tehnika su maniji utjecaj na okoli§, krace vrijeme tretiranja te ujedno i oCuvanje
spojeva prisutnih u izvornoj sirovini hrane koja se obraduje, a koji se nastoje odrzati i u
konaénom proizvodu. U proizvodnji maslinovog ulja, ove tehnike obi¢no se primjenjuju kao

predtretman mijeSenju.

Cilj ovog rada je bio utvrditi utjecaj inovativnih tehnologija kao predtretmana mije$enju
na udjel a-tokoferola i antioksidacijski kapacitet djevi€anskih maslinovih ulja. MijeSenje je faza
koja je veoma bitha zbog enzimskih reakcija koje se pritom odvijaju i nastaju spojevi koji
pridonose nutritivnim i organoleptiCkim svojstvima ulja. Unato€ njezinoj vaznoj ulozi, rije€ je o
energetski veoma zahtjevnoj fazi, stoga je jedan od ciljeva ovoga rada bio ispitati moze li se
implementacijom inovativnih tehnologija i njihovom kombinacijom izostaviti faza mijeSenja

prilikom proizvodnje djevi€anskog maslinovog ulja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET

2.1.1. Antioksidansi

Antioksidansi su tvari koje kontroliraju, odgadaju ili inhibiraju oksidaciju, a njihova
prisutnost u hrani povec¢ava i njezinu nutritivnu vrijednost i kvalitetu. Prisustvo antioksidansa
u tijelu smanjuje rizik od degenerativnih bolesti koje nastaju zbog oksidativhog stresa.
Antioksidansi koji su prirodno prisutni u hrani ili se u nju dodaju mogu biti primarne ili
sekundarne prirode (Shahidi, 2015). Primarni antioksidansi reagiraju s lipidnim radikalima tako
da im doniraju elektron ili atom vodika te stvaraju nereaktivne radikale ¢ime sprje¢avaju fazu
propagacije u lipidnoj oksidaciji (Saroli¢ i sur., 2015). S druge strane, sekundarni antioksidansi
djeluju tako da neutraliziraju prooksidativhe katalizatore. Primjerice, antioksidansi poput
etilendiamintetraoctene kiseline (EDTA) i limunske kiseline (CA) djeluju na kelatore
prooksidativnih metalnih iona kao 3to su bakar i Zeljezo. Sekundarni antioksidansi mogu
djelovati i tako da deaktiviraju reaktivne vrste poput singletnog kisika. Primjer antioksidansa
koji tako djeluje je B-karoten (Shahidi, 2015). Osim toga, mogu obnavljati primarne
antioksidanse tako da im predaju svoj atom vodika. Prirodno prisutni sekundarni antioksidansi
su fosfolipidi i skvalen (Skevin, 2016). Postoje i sintetski antioksidansi poput butiliranog
hidroksianizola (BHA), butiliranog hidroksitoluena (BHT), propil galata (PG) i
tertbutilhidrokinona (TBHQ). Oni su koriSteni kao primarni antioksidansi za zaustavljanje
slobodnih radikala te kontrolu oksidacije i razvoja neugodnog okusa. Medutim, sve je vedi
interes usmjeren na proucavanje prirodnih antioksidansa zbog dokazane toksiCnosti i
kancerogenih ucinaka nekih sintetskih antioksidansa kod Zivotinja pri vrlo visokim
koncentracijama (Shahidi, 2015).

Prema epidemioloskim istrazivanjima postoje raznoliki izvori antioksidanasa u
svakida$njoj prehrani €ovjeka poput vitamina C i E te B-karotena. U posljednje vrijeme su u
veci fokus stavljeni antioksidansi koji nisu vitamini, poput fenolnih komponenti, koji takoder
preveniraju oksidativna oStecenja u organizmu. Ovi spojevi se mogu pronaci u maslinovom
ulju te osim Sto sprjeCavaju autooksidaciju ulja, doprinose i njegovim organoleptickim
karakteristikama (Nakbi i sur., 2010). Oksidacija biljnih ulja prilikom skladiStenja negativno
utje€e na njihov rok trajanja, ali i na organoleptic¢ka svojstva. Proces oksidacije ovisi o sastavu
masnih kiselina, prisutnosti kisika, temperaturi te koli€ini antioksidansa u samom ulju. Kako bi
se smanjila moguénost oksidacije, ulja se moraju skladistiti u mradnom prostoru, a boce
moraju biti dobro zatvorene i gotovo do vrha napunjene i kako bi se osigurala najmanja

moguca dodirna povrsina ulja i kisika te sprijecila uzeglost (Yalcin i Schreiner, 2017).



Djevicansko maslinovo ulje (DMU) je biljno ulje koje se proizvodi iz plodova masline
(Olea europeae L.). Njegova konzumacija oduvijek je karakteristicha za mediteransku
prehranu, a posljednjih godina se sve viSe i viSe koristi diljem svijeta. Nutritivnoj vrijednosti
ovog ulja pridonosi visoki udio oleinske masne kiseline i manjih spojeva poput fitosterola,
karotenoida, tokoferola i hidrofilnih fenola. Medutim, njihova koncentracija nije jednaka u
svakom ulju ve¢ ovisi 0 raznim ¢imbenicima poput sorte, agrotehnickih uvjeta tijekom uzgoja,
indeksa zrelosti, nacina proizvodnje te ostalih postupaka obrade i uvjeta prilikom obrade i
skladistenja. Karotenoidi, fenoli i tokoferoli posjeduju sinergistiCko antioksidativno i
antikancerogeno djelovanje te pridonose oksidacijskoj stabilnosti maslinovog ulja (Sarolié i
sur., 2015).

2.1.2. Fenolni spojevi

Prilikom procjene kvalitete DMU treba uzeti u obzir i sadrzaj fenolnih spojeva zbog
njihovog antioksidativnog djelovanja i doprinosa oksidacijskoj stabilnosti ulja (Saroli¢ i sur.,
2015). Fenolni spojevi sadrze o-difenolnu, odnosno kateholnu skupinu, za koju je poznato da
je povezana s antioksidativnim djelovanjem (Tuck i Hayball, 2002). U usporedbi s drugim
uljima, polifenoli su kao aktivna hidrofilna skupina spojeva prisutni u zna¢ajnim koli¢inama
samo u djeviCanskim uljima jer se praktic¢ki gube tijekom rafinacije (Velasco i Dobarganes,
2002). Polarni fenolni spojevi DMU razvrstavaju se u razliCite skupine; fenolne kiseline, feniletil
alkoholi, hidroksiizokromani, flavonoidi, lignani i sekoiridoidi (Saroli¢ i sur., 2015). Mogu se
pronaéi u razli€itim koncentracijama, od 50 do 940 mg/kg, na Sto uvelike utjeCu sorta,

agronomski ¢imbenici kao i tehnoloski uvjeti prerade ulja (Servili i sur., 2013).

U maslinama je koncentracija fenolnih spojeva znacajno viSa nego u ulju i kre¢e se
izmedu 1 % i 3 % tezine svjeze pulpe. Najzastupljeniji su sekoiridoidni glukozidi, a u najmanjim
koncentracijama, s rasponom 5-60 ug/kg, mogu se pronaci hidroksiizokromani (Servili i sur.,
2013). U DMU su od velike vaznosti fenolni alkoholi hidroksitirosol i tirosol te sekoiridoidi
oleokantal, oleacein, oleuropein i ligstrozid, kao i njihovi aglikoni i derivati. Sekoiridoidi su
skupina spojeva koji se nalaze u svih 500 vrsta biljaka Oleaceae i Cine vecinu polifenola u
maslinovom ulju. Vecina sekoiridoidnih derivata potjeCe od oleuropeina i ligstrozida, koji su
glavni sekoiridoidi u plodu masline (Emma i sur., 2021). Kemijska struktura sekoiridoida
predstavljena je dialdehidnim oblikom dekarboksimetil elenolne kiseline (EDA) vezane za
hidroksitirosol ((3,4-dihidroksifenil) etanol (3,4 DHPEA)) - 3,4-DHPEA-EDA ili vezane za
tirosol, odnosno ((p-hidroksifenil) etanol (p-HPEA)) - p-HPEA-EDA. U proizvodnji DMU,
prilikom procesa mljevenja, mijeSenja i centrifugiranja, dolazi do hidrolize oleuropeina,

dimetiloleuropeina i ligstrozida. Te reakcije kataliziraju endogeni enzimi B-glukozidaze te



pritom nastaju aglikonski derivati sekoiridoidnih glukozida poput izomera oleuropein aglikona
(3,4-DHPEA-EA) i ligstrozid aglikona (p-HPEA-EA). U tablici 1 navedeni su i prikazani fenolni
spojevi prisutni u DMU (Servili i sur., 2013).

Tablica 1. Kemijska struktura i koncentracija (mg/kg) fenolnih spojeva u djeviCanskom

maslinovom ulju izraéunata na 210 uzoraka ulja (prema Servili i sur., 2013)

Koncentracija (mg/kg)

Skupina Spoj Kemijska struktura Srednja Donji  Gornji
vrijednost kvintil kvintil
Fenolne Vanilinska kiselina OVOH 0,2 0 0,3
kiseline
A~y
. CHy
OH
Kafeinska kiselina 0 0,4 0,2 0,7
MO -
¥ 1 OH
N OH
Fenolni (3,4-dihidroksifenil) HON N 1,8 1 3,6
alkoholi etanol (3,4 DHPEA) - [ )]

hidroksitirosol HO™

(p-hidroksifenil) etanol 1,9 0,6 5

tirosol

Sekoiridoidi Dialdehidni oblik HO~ S\ 185,7 48,2 631,1
dekarboksimetil »
elenolne kiseline

vezane na
hidroksitirosol N ©
(3,4 DHPEA-EDA) 0




Tablica 1. Kemijska struktura i koncentracija (mg/kg) fenolnih spojeva u djeviCanskom
maslinovom ulju izradunata na 210 uzoraka ulja (prema Servili i sur., 2013) - nastavak

Koncentracija (mg/kg)
Skupina Spoj Kemijska struktura Srednja  Donji Gornji
vrijednost kvintil kvintil
Sekoiridoidi  Dialdehidni oblik N 36,1 22,5 78,8
dekarboksimetil A -:"Vo,, 0
elenolne kiseline \
vezane na tirosol |
o]
(p-HPEA-EDA) ‘
o}
Oleuropein aglikon HO 126,3 61 231
(3,4 DHPEA-EA) o A 0.~ cooch,
o}
o]
Ligstrozid aglikon A~ N n.d. n.d. n.d.
(p-HPEA-EA) A0 0 coock
-0
OH
Lignani (+)-1- - 24,6 12,9 30,8
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Tablica 1. Kemijska struktura i koncentracija (mg/kg) fenolnih spojeva u djeviCanskom

maslinovom ulju izradunata na 210 uzoraka ulja (prema Servili i sur., 2013) - nastavak

Koncentracija (mg/kg)
Skupina Spoj Kemijska struktura Srednja  Donji  Gornji
vrijednost  kvintil  kvintil
Lignani (+)-1-Pinoresinol OH 14,4 8,8 47,7
Lp—
‘ o At ve CH
¢ O 4
HO 0
CHy

Ve¢ dugi niz godina pokazuje se da polifenoli, a posebno o-difenoli, najviSe doprinose
oksidacijskoj stabilnosti DMU (Velasco i Dobarganes, 2002). Prisutni fenolni spojevi posjeduju
antioksidativne, protuupalne, kardioprotektivne, neuroprotektivne, antikancerogene,
antidijabeticke, antimikrobne i mnoge druge ucinke, in vitro i in vivo. Brojna istrazivanja
dokazuju da su za navedene ucinke uglavnom zasluzni glavni derivati sekoiridoida poput
ligstrozida, oleuropeina, oleokantala i oleaceina te jednostavnih fenola kao $to su tirosol i
hidroksitirosol (Martins i sur., 2022). Dokazano je da su fenolni spojevi dobri inhibitori LDL
oksidacije in vitro te da smanjuju rizik od sr€anih bolesti i razvoja raka. Takoder je utvrdeno
da hidroksitirosol samostalno smanjuje rizik od koronarne bolesti srca i ateroskleroze (Tuck i
Hayball, 2002). EFSA (Europska agencija za sigurnost hrane) (2011) je dopustila koristenje
znanstvene tvrdnje ,Konzumacija polifenola maslinovog ulja doprinosi zastiti lipida u krvi od
oksidativnog ostecenja.“ Navedena tvrdnja vrijedi ako se dnevno konzumira 5 mg
hidroksitirosola i njegovih derivata (npr. oleuropein kompleksa i tirosola) u maslinovom ulju, a
potro$acu se mora dati informacija da se u€inak postize dnevnim unosom od 20 g maslinovog

ulja.



2.1.3. Tokoferoli

Tokoferoli su prirodni antioksidansi koji se sintetiziraju u svim biljnim tkivima. Rije€ je
o amfipatskim molekulama koje imaju hidrofobni, zasi¢eni bo¢ni lanac, te hidrofilni kromanolni
prsten (Juki¢ Spika i sur., 2016). Uz antioksidacijsko, tokoferoli posjeduju i vitaminsko
djelovanje. Aktivnost vitamina E posjeduje osam razli¢itih spojeva s tokokromanolnom
strukturom koje proizvode isklju€ivo bilike, a to su Cetiri tokoferola i Cetiri tokotrienola (Pérez i
sur., 2019). Tokoferoli u plodu masline se pojavljuju u ¢etiri lipofiina izomera, a-, -, y-, i 6-
tokoferol. Dominantan oblik je a-tokoferol koji €ini oko 90 % ukupnih tokoferola (Mousavi i sur.,
2022). Navedena Cetiri izomera razlikuju se po broju i polozaju metilnih skupina u aromatskom
prstenu, $to je vidljivo i na slici 1, zbog ¢ega postoje razlike i u njihovim antioksidacijskim
svojstvima. Antioksidacijska aktivnost se in vitro povec¢ava redosliedom a <3 <y < 9, dok je
u in vivo suprotan redoslijed, tj. najvecu aktivnost ima a-tokoferol, Sto predstavlja aktivnost
vitamina E (Juki¢ Spika i sur., 2016).

Tokoferol R1 R2
a- CHs CHs
B- CH;s H
Y- H CHs
- H H

Slika 1. Struktura tokoferola (prema Jukié Spika i sur., 2016)

Tokoferoli djeluju kao antioksidansi hvatanjem peroksidnih radikala polinezasi¢enih
masnih kiselina ili reakcijom sa singletom kisika i drugim reaktivnim vrstama kisika tako da
doniraju atom vodika iz hidroksilne skupine na polarnom kromanolnom prstenu €ime se stvara
tokoferolni radikal. Tada se unutar kromanolnog prstena postize rezonanca koja €ini molekulu
stabilnom. Molekula se vrlo brzo mozZe vratiti u odgovarajuci oblik tokoferola &ime je
omoguceno da svaki tokoferol sudjeluje u viSe reakcija kojima ¢e se smanijiti oksidativni stres.

Primarna zadaca tokoferola je zastita polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) od oksidacije.



Jedna molekula tokoferola moze zastiti oko 10°—102 polinezasi¢enih masnih kiselina pri niskim
peroksidnim vrijednostima (Juki¢ Spika i sur., 2016). Osim toga, tokoferoli svojim vitaminskim
djelovanjem S&tite tkiva od oksidativnih oStecenja tako da ograni¢avaju lipidnu peroksidaciju u
staniénim membranama i hvataju reaktivne vrste kisika. Brojna istraZivanja pokazala su da
vitamin E ima pozitivhe uCinke na kardiovaskularne bolesti, karcinome, kroni¢ne upale te

Alzheimerovu i Parkinsonovu bolest (Pérez i sur., 2019).

Ukupni sadrzaj tokoferola u plodu masline kre¢e se u rasponu od 135 do 579 mg/kg.
Na varijacije velik utjecaj ima genotip, ali i ostali agronomski i geografski ¢imbenici (Mousavi i
sur., 2022). Koncentracija ukupnih tokoferola u DMU-u moze se pronaci u rasponu od 97 do
785 mg/kg, a povecéanjem indeksa zrelosti ploda masline, smanjuje se ukupan udjel tokoferola
u DMU-u (Jukié¢ Spika i sur., 2016). U DMU-u tokoferoli, zajedno s polifenolima, djeluju u ranim
fazama oksidacije. Medutim, doprinos tokoferola oksidacijskoj stabilnosti DMU smatra se
manje vaznim u usporedbi s doprinosom polifenola. S time da je vazno spomenuti da osim
djelovanja kao hvataca lipidnih radikala, tokoferoli takoder inhibiraju fotooksidaciju reagirajudi
sa singletnim kisikom. Tako doprinose povecanju oksidacijske stabilnosti ulja tijekom

skladistenja u prisutnosti svjetlosti (Velasco i Dobarganes, 2002).

2.2. PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Medunarodno vijeée za maslinovo ulje (International Olive Oil Council; IOOC) objavilo
je medunarodno priznate definicije maslinovih ulja dostupnih na trzistu: ,DMU je ulje dobiveno
od ploda masline isklju€ivo mehani¢kim ili drugim fizickim postupcima pod uvjetima, posebno
toplinskim uvjetima, koji ne dovode do promjena u ulju, i koje nije proslo nikakav tretman osim
pranja, dekantiranja, centrifugiranja i filtracije. Maslinovo ulje je ulje proizvedeno ekstrakcijom
ploda masline (Olea Europaea Sativa), iskljuCujuéi ulja dobivena koriStenjem otapala ili

postupaka reesterifikacije te bilo kakve mjeSavine s uljima drugih vrsta.“ (Firestone, 2005).

Berba maslina obi¢no pocinje sredinom jeseni i traje do kraja veljacCe, s time da u nekim
regijama pocinje ranije, a u drugima traje i do oZujka (Firestone, 2005). Rijec€ je o delikatnom
procesu, a sama kvaliteta DMU-a ovisi o nizu ¢imbenika od kojih je prvi upravo stupanj zrelosti
ploda (Hamm i sur., 2013). Stoga se mogu ocekivati razlike u kvaliteti i sastavu ulja, uz
varijacije uzrokovane klimatskim i pedoloSkim uvjetima. Varijacije u kvaliteti uglavnom su
povezane s udjelima manje zastupljenih komponenti i aromatskih spojeva, kiseloS¢u i
prisutno$¢u mono- i diglicerida. Nacin na koiji je provedena berba vrlo je vazan za proizvodnju
visokokvalitetnog ulja. Masline treba brati ¢im dosegnu optimalnu zrelost. Mogu se Koristiti

mehanicki uredaji, a berba se zna obavljati i ruéno zbog konformacije grana stabla, jakog



prianjanje ploda uz stablo i ograniCene dostupnosti. Prije samog izdvajanja ulja, potrebno je

odvojiti liSCe i oprati plodove masline (Firestone, 2005).

Proces izdvajanja DMU uklju€uje mljevenje plodova, mijeSenje maslinovog tijesta te
naposljetku izdvajanje ulja preSanjem ili centrifugiranjem. Klju¢ni koraci u procesu su
mljevenje i mijeSenje zbog njihovog utjecaja na kemijski sastav ulja. Tijekom mljevenja se
stani¢ne strukture ploda razbijaju $to omogucuje oslobadanje ulja pohranjenog u vakuolama
mezokarpa, a ujedno enzimi i njihovi supstrati, koji su prethodno bili odvojeni u razli¢itim
dijelovima stanice, dolaze u kontakt. Time se pokrece niz biokemijskih reakcija, od kojih su
neke klju€ne za stvaranje spojeva bitnih za funkcionalna i organolepti¢ka svojstva DMU, poput
fenolnih i hlapljivih spojeva (Navarro i sur., 2022). Pojava hidrofilnih fenola u DMU je povezana
s aktivnos¢u razliCitih endogenih enzima ploda masline, a na njihovu koncentraciju utjecu
uvjeti mljevenja i mijeSenja (Servili i sur., 2004). Prilikom mljevenja dolazi do enzimskog
ulju, a istovremeno se povecava koli¢ina tokoferola u ulju (Firestone, 2005). Kljuéni enzimski
sustav koji kontrolira hidrolizu fenolnih glikozida kada su tkiva masline o$tecena su endogene
B-glukozidaze. Njihova vaznost za kvalitetu ulja proizlazi iz njihove sposobnosti hidrolize
prekursora okusa, ¢ime se oslobadaju aglikoni koji pruzaju pozeljna organolepti¢ka svojstva

hrani (Romero-Segura i sur, 2009).

MijeSenje je potrebno za razgradnju emulzije nastale mljevenjem i pomaze u
ujedinjenju malih, dispergiranih kapljica ulja, u veée koje pomazu u povecanju iskoristenja
procesa proizvodnje. Tijekom mijeSenja, neki od biokemijskih procesa koji su zapoceti u fazi
mljevenja ostaju aktivni, a nastali spojevi se raspodjeljuju izmedu vodene i uljne faze (Navarro
i sur., 2022). Pritom moze do¢i do razgradnje manje polarnih komponenti u spojeve topljive u
vodi koji se uklanjaju iz ulja, Sto uzrokuje gubitak veéeg dijela antioksidansa ulja (Firestone,
2005). U fazi mijeSenja dolazi do kontinuiranog ugradivanja kisika u tijesto maslina zbog ¢ega
su i dominantne reakcije oksidacije. Povecanje vremena mijeSenja obi¢no daje veci prinos
prilikom izdvajanja ulja, ali moze imati i negativan utjecaj na organolepticku kvalitetu ulja.
Stoga se provode daljnja istrazivanja kako bi se povecala u€inkovitost izdvajanja ulja s blagim

uvjetima mijeSenja ili uz izostavljanje mijeSenja (Navarro i sur., 2022).

Proces izdvajanja ulja mozZe se provoditi preSanjem ili centrifugalnom ekstrakcijom.
PreSanje je najstarija metoda. Dobivena pasta se iz mijesilice stavlja u hidraulicnu presu i
rasporeduje u slojevima te sam postupak traje izmedu 1 i 1,5 sati. PreSa odvaja tekucu fazu,
koju Cine voda i ulje, od &vrste faze, tj. komine, koja sadrzi kostice i ostatke pulpe. Ulje i voda
se zatim odvajaju centrifugiranjem. PreSanje je jednostavan i u€inkovit proces, ali istovremeno
intenzivan i diskontinuiran te su troSkovi rada visoki, kao i rizik od kontaminacije u presi. Prinos

ulja je 86-90 % te se danas koristi samo u vrlo malim pogonima. lzdvajanje ulja centrifugalnom



ekstrakcijom omogucuje smanjenje operativnih troSkova i poveéanje proizvodnog kapaciteta.
Odvajanje ulja provodi se u horizontalnim separatorima, koji se nazivaju dekanteri. Dugi niz
godina odvajanje se provodilo u trofaznim centrifugama te je bilo potrebno dodati vodu kako
bi se dobila teku¢a pasta, poboljSalo odvajanje i poveéao prinos ulja. Medutim, upravo zato
se stvaralo dvostruko viSe otpadnih voda od tradicionalnog preSanja Sto je predstavljalo
nedostatak procesa, a s otpadnim vodama su se gubili i neki antioksidansi (Hamm i sur.,
2013). Razvojem tehnologije poc€inju se koristiti dvofazne centrifuge gdije je jedna faza DMU,
a druga komina i vegetabilna voda. Tako je dodavanje vode minimalno, medutim kao problem
se javlja vlazna komina koja se mora dodatno obraditi i zbrinuti. Stoga su se razvile opcijske
centrifuge s dvije ili tri faze gdje se DMU izdvaja bez dodatka vode ili uz 10-25 % dodavanja
vode (Skevin, 2016). Dobivena je mjeSavina DMU i vegetabilne vode te je potrebno odvojiti
DMU. Taj proces se provodi na vertikalnim centrifugalnim separatorima. Zatim je ulje potrebno

izbistriti, $to se postize procesom filtriranja ili pazljivim talozenjem (Hamm i sur., 2013).

DMU je potrebno skladistiti u posebnim spremnicima od nehrdajuceg cCelika, a
ambalaza u kojoj se Cuva ulje izradena je od tamnog stakla zbog negativnog utjecaja plasti¢ne
ambalaZze na senzorska svojstva ulja. Bitno je da su svi materijali koji se koriste u procesu
rukovanja i skladiStenja izradeni od materijala koji je fizikalno i kemijski inertan prema ulju.
Kako bi se produzila trajnost ulja, u boce se prije zatvaranja upuhuje inertan plin dusik
(Ghanbari Shendi i sur., 2018).

2.3. NOVE TEHNIKE U PROIZVODNJI DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Razne inovativne tehnike, koje se istrazuju za pobolj$anje procesa proizvodnje DMU,
za cilj imaju povecanje ekstraktibilnosti ulja te oCuvanije ili €ak poboljSanje kvalitete DMU. To
su primjerice pulsirajuce elektri€no polje, ultrazvuk, mikrovalovi, visoki hidrostatski tlak i sli¢ne
tehnologije kojima je zajedniCka modifikacija staniCne strukture i oslobadanje unutarstaniénih
sadrzaja kako bi se povecao prinos ulja. Svaka tehnologija razliCito utjeCe na stani¢nu
strukturu masline zbog toplinskih i netoplinskih tretmana koji su povezani s naglim i brzim
promjenama temperature, tlaka, energije, elektricnog potencijala ili neke njihove kombinacije.
Novi tretmani se naj¢eSce koriste za poboljSanje faze mljevenja i mijeSenja. Time se uz
povecani prinos ulja moze posti¢i i poboljSanje kvalitete DMU zbog povecanja sadrzaja a-
tokoferola i/ili hidrofilnih fenola u ulju koji su povezani sa zdravstvenim i organolepti¢kim
svojstvima. Medutim, bitno je uzeti u obzir da se prilikom utjecaja na tijesto maslina mogu
osloboditi i spojevi poput voskova, sterola, hlapljivih spojeva i dr. koji negativno utjeCu na

karakteristike DMU-a i njegovu oksidacijsku stabilnost (Taticchi i sur., 2019).
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2.3.1. Ultrazvuk

Ultrazvuk (UZV) je mehanicCki val koji zahtijeva prisutnost elasticnog medija kroz koji
se moze Siriti. Postoje 2 skupine ultrazvuka i obje se koriste u prehrambenoj industriji, a to su
ultrazvuk niske frekvencije, koji koristi frekvencije 20 — 100 kHz, i visoke frekvencije, koji koristi
frekvencije 2-10 MHz (Pingret i sur., 2013). Prilikom prolaska ultrazvuénih valova kroz tekuci
medij, dolazi do pucanja medumolekulskih veza. Kao posljedica dolazi do faza kompresija i
Sirenja u tekuéem mediju te se javljaju promjenjivi tlakovi i polako se stvaraju mjehuriéi.
Stvaranje mjehuri¢a je fenomen djelovanja ultrazvuka, poznatiji pod nazivom kavitacija.
Kavitacija je postupak stvaranja, rasta i implodiranja mjehuri¢a plina u tekuéinu. Prilikom faza
kompresije i Sirenja dolazi do promjene u veli€ini mjehuri¢a, a kada dosegnu kriticnu veli€inu,
naglo implodiraju oslobadajuéi pritom veliku koli¢inu energije. Zbog ovog efekta ultrazvuk ima
veliku primjenu u prehrambenoj industriji za ekstrakciju spojeva iz biljnih izvora (Rutkowska i
sur., 2017).

U procesu proizvodnje DMU prije i nakon faze mijeSenja pocinje se koristiti ultrazvuk
u svrhu efikasnijeg izdvajanja ulja (Taticchi i sur., 2019). Prilikom djelovanja ultrazvuka ako se
kavitacija, odnosno implozija mjehuri¢a, dogodi u blizini stani¢ne stijenke paste masline dolazi
do njezinog razaranja te se oslobada unutarstani¢ni sadrzaj. Tako se izdvaja ulje iz stanica
koje se nisu uspjele razbiti koristenjem mlina, a ujedno se i izdvajaju manje molekule poput
fenolnih spojeva (Juliano i sur., 2023). Neki autori koji su koristili UZV velike snage pokazali
su ograni¢en utjecaj na prinos ulja, smanjenje fenolnih spojeva te poveéanje a-tokoferola,
klorofila i karotenoida. S druge strane, novija istrazivanja pokazuju poboljSanu ucinkovitost
UZV sustava gdje je ustanovljeno povecanje prinosa ulja i udjela fenolnih spojeva. Razlog
tomu je vjerojatno bolja kontrola parametara koji utje€u na procese oksidacije i enzimatsku
aktivnost, Sto zvuci obecavajuée za daljnja istraZzivanja primjene ultrazvuka (Taticchi i sur.,
2019).

2.3.2. Pulsirajuce elektri¢no polje

Pulsirajuce elektricno polje (PEP) smatra se novijom, netoplinskom tehnologijom koja
uklju€uje primjenu vrlo kratkih, visokonaponskih impulsa na tvar koja se nalazi izmedu dvije
elektrode ili se pumpa kroz njih. lako je netoplinska metoda, prilikom primjene PEP-a ipak
dolazi do zagrijavanja obradene tvari zbog disipacije elektricne energije, Sto se naziva omsko
zagrijavanje. Sustav PEP-a sastoji se od generatora impulsa i komore za obradu. Generator
sadrzi punjac kojim se izmjeniCna struja pretvara u istosmjernu i puni se uredaj za pohranu

energije te se zatim taj naboj kroz elektrode otpusta u sustav u obliku impulsa s unaprijed
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odredenim oblikom i trajanjem. PEP djeluje tako da koriSteni visoki napon izmedu dvije
elektrode stvara elektrino polje &ija jakost ovisi o primijenjenom naponu i razmaku elektroda.
Elektriéno polje stvara transmembranski potencijal koji dovodi do elektroporacije, odnosno
dolazi do stvaranja rupa u stijenci stanica. S obzirom na to da je PEP netermalne prirode,
njegovom primjenom minimizira se pogorsanje kvalitete obradenih spojeva. Stoga postoje
mnoge prakticne primjene PEP-a za poboljSanje prijenosa mase prilikom ekstrakcije u

prehrambenoj industriji (Juliano i sur., 2023).

U posljednjih nekoliko godina industrija DMU pokazuje velik interes za PEP
tehnologiju. Glavne prednosti primjene PEP-a u odnosu na konvencionalnu tehnologiju su
smanjeno vrijeme obrade kao i nizi intenzitet parametara prilikom izdvajanja ulja (temperatura
i vrijeme mijeSenja), a takoder je povecan i prinos izdvajanja ulja te je poboljSana i kvaliteta
maslinovog ulja. Smatra se da primjena PEP-a doprinosi i smanjenju troSkova energije i
utjecaja na okolis (Leone i sur., 2022). Neka istrazivanja prikazala su poveéan prinos ulja
nakon primjene PEP tehnologije, a zabiljezena su i poveanja sadrzaja bioaktivnih
komponenti u ulju. Medutim, javlja se varijacija rezultata ovisno o sorti masline te uvjetima
prilikom izdvajanja ulja (Navarro i sur., 2022). Predlozeno je da se PEP primjenjuje i nakon
mljevenja, za oslobadanje ulja elektroporacijom, i nakon mijeSenja kako bi se olak3ao proces
odvajanja ulja i vode i poboljao prijenos mase tijekom naknadnog centrifugiranja (Juliano i
sur., 2023). lako kvaliteta maslinovog ulja ovisi 0 mnogim Cimbenicima prije i poslije berbe,
primjena novih tehnologija moze pomoci u preradi kako bi se poboljSala koli¢ina i kvaliteta
ulja. Potencijal za Sirenje i rast sektora prerade maslina i dalje je velik, a PEP se smatra
tehnologijom kojom bi se poboljSali procesi prijenosa mase u prehrambenoj industriji (Leone i
sur., 2022).

2.3.3. Ubrzani toplinski tretman

Ubrzani toplinski tretman (UTT) jedna je od inovativnih tehnika koja se u posljednjih
nekoliko godina razmatra za predtretman mijeSenja maslinova tijesta. Ova metoda se
primjenjuje odmah nakon mljevenja i ukljuCuje brzo hladenje ili zagrijavanje paste maslina s
ciliem postizanja temperature mijeSenja, a ujedno potencijalno eliminira potrebu za
mijeSenjem u serijama (Skevin i sur., 2025). Primjenu UTT-a prvi su uveli Amirante i sur.,
(2006) ugradnjom izmjenjivata topline nakon uklanjanja ko$tica. Time je omogucéeno
trenutatno zagrijavanje paste na 27 °C, $to je ukazalo znacajnim poboljSanjima ukupnog
sadrzaja fenola, oksidacijske stabilnosti i ukupne senzorne kvalitete ulja. Ova metoda
pokazala se uspjeSnom u daljnjim istrazivanjima, osobito jer je dovela do smanjenja vremena

mijeSenja i u daljnjim istrazivanjima (Tamborrino i sur., (2021); Guerrini i sur., (2019)).
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Dio istrazivanja proucavalo je utjecaj ubrzanog zagrijavanja (Kralji¢ i sur., (2023);
Leone i sur., (2016);Veneziani i sur., (2015); Fiorii sur., (2014); Taticchi i sur., (2014); Esposto
i sur., (2013)), a dio ubrzanog hladenja (Veneziani i sur., (2021); Veneziani i sur., (2018);
Veneziani i sur., (2017)) maslinova tijesta i njihov utjecaj na skraCivanje faze mijeSenja te
kvalitetu DMU. Iz navedenih istraZivanja dolazi se do zakljuCaka da je UTT efektivan
predtretman proizvodnji DMU. KoriStenjem UTT-a skraceno je vrijeme potrebno za toplinsko
kondicioniranje prilikom mijeSenja, povecan je prinos ulja kao i sama kvaliteta ulja zbog
povecanja fenolnih spojeva i hlapljivih komponenti, poput C6 aldehida i estera, odgovornih za
aromu. UTT nije pokazao utjecaj na osnovne parametre kvalitete, peroksidne brojeve i K-
brojeve, ¢ime su doneseni zakljucci da UTT ne pokazuje negativan utjecaj na normalnu
razgradnju masti. Ipak, treba uzeti u obzir da ¢ée utjecaj UTT-a znatno varirati ovisno o sorti

masline (Veneziani i sur., (2018); Veneziani i sur., (2017); Veneziani i sur., (2015)).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Kao materijal u ovome radu koriSteno je DMU je proizvedeno 2023./2024. godine iz
hrvatske autohtone sorte levantinka. Ulje je proizvedeno laboratorijskim postupkom
centrifugalne ekstrakcije prema metodi opisanoj u zavrSnom radu Makovac (2023).
Neposredno nakon mljevenja, a kao predtretman fazi mijeSenja, koriStene su inovativne
tehnologije; ubrzani toplinski tretman (UTT), ultrazvuk (UZV) te pulsirajuée elektricno polje
(PEP) i njihove kombinacije. U prethodne dvije godine istrazivanja (sezona 2021./2022. i
2022./2023) utvrdeni su optimalni parametri za navedene predtretmane za sortu levantinka.
Za UTT koristena je temperatura hladenja od 19.5 °C, za UZV vrijeme tretmana od 5 min i
shaga ultrazvuéne kupelji od 576 W, a tretman PEP-om trajao je 90 s i koriStena je jakost

elektricnog polja od 2 kV/cm.

Ukratko, plodovi maslina su nakon €iS¢enja i pranja, samljeveni na mlinu ¢ekicaru koji
je dio polu-laboratorijske uljare OLEUM 30 COMPACT (Enotecnica Pillan Oleum 30 Compact,
Camisano Vicentino, Italija). Dobiveno tijesto tretirano je jednom od inovativnih tehnika (UTT,
UZV ili PEP) ili njihovom kombinacijom (UTT+UTV, UTT+PEP, PEP+UZV ili UTT+PEP+UZV)
te je nakon tretmana stavljeno u inoks posude za mijeSenje. MijeSenje je provedeno kroz 40
min s pomoc¢u mijeSalice (VELP Scientifica, Usmate, Italija) pri 27 °C. Odrzavanje konstantne
temperature omoguéeno je uranjanjem inoks posuda u vodenu kupelj Stuart SBS40 (Cole-
Parmer, Vernon Hills, IL, SAD). Kontrolni uzorci proizvedeni su bez predtretmana, a takoder
je dio uzoraka u kojima su koriStene kombinacije inovativnih tehnika proizveden i bez faze
mijeSenja. Komina je od tekuée faze odvojena 10 minutnim centrifugiranjem pri 5000 o/min i
sobnoj temperaturi na centrifugi Rotina 380R (Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Uljna faza je
nakon kratkog odvajanja od vegetabilne vode dodatno centrifugirana 5 minuta pri 5000 o/min
na 18 °C (Rotina 380R, Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Dobiveno bistro ulje prebaceno je u
boCice od tamnog stakla, a prostor iznad ulja u bocama ispunjen je dusikom. Uzorci su do

analiza ¢uvani u mraku na temperaturi 18 - 22 °C. Opis uzoraka prikazan je u tablici 2.

Takoder, sastav tokoferola i antioksidacijski kapacitet odreden je i na uzorcima DMU
proizvedenim iz hrvatskih autohtonih sorti maslina konvencionalnom metodom u industrijskim
uvjetima prerade. KoriStene su dvije autohtone istarske sorte, istarska bjelica i rosulja, te dvije
dalmatinske, oblica i levantinka. Nakon proizvodnje, konvencionalni uzorci DMU su do analiza

Cuvani pod istim uvjetima skladiStenja kao i laboratorijski proizvedena ulja.
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Tablica 2. Opis uzroka DMU proizvedenih u laboratorijskim uvjetima uz predtretmane
inovativnim tehnologijama (UTT - ubrzani toplinski tretman, UZV - ultrazvuk, PEP - pulsirajuce

elektricno polje)

utT PEP uzv MijeSenje
Oznaka uzorka
19,5 °C 2kVicm/90s | 576 W/ 5 min | 27 °C /40 min
kontrola NE NE NE DA
utT DA NE NE DA
PEP NE DA NE DA
uzv NE NE DA DA
UTT/PEP DA DA NE DA
uTtT/UzZv DA NE DA DA
PEP/UZV NE DA DA DA
UTT/UZV/PEP DA DA DA DA
UTT/PEP BM DA DA NE NE
UTT/UZV BM DA NE DA NE
PEP/UZV BM NE DA DA NE
UTT/UZV/PEP BM DA DA DA NE
3.2. METODE

3.2.1. Odredivanje tokoferola

Udio tokoferola u uzorcima djevi¢anskih maslinovih ulja odreden je prema standardnoj
metodi (HRN EN ISO 9936:2016) primjenom tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti

(HPLC) uz fluorescentnu detekciju (FD), izokratskom metodom normalnih faza.

3.2.1.1. Priprema matic¢ne otopine standarda

Za pripremu mati¢ne otopine standarada (a-, -, y- i d-tokoferola) potrebno je izvagati
5mg + 0,5 mg, na vagi Kern ABP 200-5DM (KERN & SOHN, Balingen, Njemacka), u odmjernu
tikvicu od 25 mL, nakon ¢ega se tikvica do oznake napuni n-heptanom. Odmijerna tikvica se
potom umota u aluminijsku foliju i skladisti na temperaturi od 4 °C, a moze se koristiti do tjedan

dana. Mati¢noj otopini a-tokoferola se spektrofotometrijski odredi koncentracija kako bi se

15



omogucilo izrazavanje koncentracije detektiranih tokoferola preko a- tokoferola. U tikvicu
okruglog dna se otpipetira 5 mL mati¢ne otopine a-tokoferola. Zatim se na rotacijskom
evaporatoru (Heidolph, Schwabach, Njemacka) pri temperaturi od 35 °C i sniZenom tlaku u
potpunosti ukloni n-heptan. Tikvica se propuSe duSikom te se doda 10 mL metanola.
Apsorbancija dobivene metanolne otopine mijeri se pri valnoj duljini od 292 nm na
spektrofotometru UviLine 9400 (SECOMAM, Ales, Francuska). To¢na koncentracija a-
tokoferola u metanolu, izrazena u pg/mL, izraCuna se tako da se dobivena apsorbancija
podijeli s 0,0076. Dobivena koncentracija se mnozi s 2 kako bi se dobila koncentracija a-

tokoferola u mati¢noj otopini standarda.

3.2.1.2. Priprema otopine standarda za injektiranje

Otopina standarda koji se injektiraju u HPLC se priprema svaki dan i skladisti se pri
temperaturi od 0 °C do 4 °C. Za pripremu otopine standarda potrebno je otpipetirati 100 pL
mati¢ne otopine standarda u odmjernu tikvicu od 5 mL i tikvicu do oznake napuniti n-

heptanom.

3.2.1.3. Priprema uzorka

U odmjernu tikvicu od 10 mL izvaze 0,1 g £ 1 mg uzorka, te se otopi u n-heptanu do
oznake. Otopina uzorka mora biti zasti¢ena od svjetla i analiza se mora provesti na dan

pripreme otopine uzorka.

3.2.1.4. HPLC analiza

U HPLC (Agilent 1290 Infinity Il uparen s 1260 FLD Spectra fluorescentnim
detektorom, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) je injektirano 20 pL pripremljenog
uzorka. Na koloni LiChroCART, Silica 60 kolonom (250 mm x 4,6 mm, 5 ym; Merck,
Darmstadt, Njemacka) je provedeno razdvajanje tokoferola, pri sobnoj temperaturi. Smjesa
heksan/izopropanol (99,3/0,7) je koriStena kao mobilna faza uz protok od 0,9 mL/min
izokratski kroz 25 minuta. Na fluorescentnom detektoru je namjeStena valna duljina ekscitacije

od 295 nm i valna duljina emisije od 330 nm.

Za identifikaciju a-tokoferola, B-tokoferola, y-tokoferola i &-tokoferola u uzorku,
koriStena su retencijska vremena komercijalno dostupnih standarada; a-tokoferol (LGC, DR
EHRENSTORFER, Augsburg, Njemacka), B-tokoferol, y-tokoferol i &-tokoferol (Millipore,

Calbiochem, Billerica, SAD). Maseni udio svakog pojedinog tokoferola u uzorku (w), izrazen
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je preko koncentracije a-tokoferola, u mg/kg, a raCuna se prema formuli:

XAy XV
sz_—t
Ag Xm

[1]

gdje je: p koncentracija u ug/mL a-tokoferola u otopini standarda, A o¢itana povr$ina pika a-
tokoferola u otopini standarda, A, je oGitana povrSina pika pojedinog tokoferola u otopini
uzorka, m masa u gramima testnog uzorka, V volumen pripremljene otopine uzorka koji iznosi
10 mL.

3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH" metodom EPR spektroskopijom

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka ulja EPR spektroskopijom
provedeno je prema metodi opisanoj u diplomskom radu Peji¢ (2022). Ulje se dodaje u otopinu
slobodnog radikala DPPH, a zatim se prati njegova inaktivacija do koje dolazi zbog djelovanja

spojeva u ulju koji imaju ulogu antioksidansa.

3.2.2.1. Priprema reagensa za analizu

Otopina DPPH radikala (tehnicka Cistoca > 85 % (CHN), Fluka) u etil — acetatu (HPLC
Cisto¢a, CARLO ERBA Reagents) mora se pripremiti najmanje 24 h prije provedbe analize.
Za 0,15 mM otopine potrebno je izvagati 5,91 mg DPPH radikala u laboratorijsku ¢asicu od
25 mL na analitickoj vagi (KERN ABP 200-5DM, KERN & SOHN). Kako bi se uklonio sav kisik
koji moze uzrokovati interferencije prilikom mijerenja, etil — acetat je potrebno propuhati
dusikom u trajanju od 5 minuta. Izvagani DPPH radikal se kvantitativho prenese u odmjernu
tikvicu od 100 mL te nadopuni etil — acetatom propuhanim s dusikom do oznake. Odmjerna
tikvica se omota u aluminijsku foliju kako bi se otopina zastitila od svjetlosti nakon Cega se

mijeSa na Vortex uredaju 3 minute te skladisti u hladnjaku 24 sata pri temperaturi od +4 °C.

3.2.2.2. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Mjerenje antioksidacijskog kapaciteta provodi se na EPR spektrometru Magnettech
MS — 5000 tvrtke Freiburg instruments. Prije rada na uredaju potrebno je pokrenuti

inicijalizaciju u trajanju od 15 minuta.

U mikroepruvetu od 2 mL automatskom pipetom se doda 980 uL otopine DPPH" i 20
uL uzorka ulja. U trenutku dodatka ulja pokrece se Stoperica, a uzorak se mijeSa na Vortex

uredaju u trajanju od 10 sekundi. Reakcijska otopina se stavi u mrak te minutu do dvije prije
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isteka vremena od 30 minuta napuni u kapilaru i umetne u cjev€icu uredaja. Nakon to¢no 30
minuta pokrene se snimanje EPR spektra. Slijepa proba se priprema tako da se u 980 uL
otopine DPPH" umjesto uzorka ulja doda 20 pL etil — acetata, a mjerenje slijepe probe se
provodi na pocetku radnog dana te svaka sljedeca 2 sata tijekom provodenja analize. Mjerenje
se vrsi pri sobnoj temperaturi, jakosti centralnog magnetskog polja 331,00 — 343,00 mT,
amplitudi modulacije 0,20 mT, frekvenciji 100 kHz i snazi mikrovalnog zra¢enja od 10 mW.
Postavljanje parametara, snimanje spektra i obrada rezultata se vrsi s pomoc¢u ESR Studio
programskog paketa. 1z visine intenziteta signala u srednjem piku spektra DPPH" u reakcijskoj
smijesi i slijepoj probi raduna se postotak redukcije DPPH™ koji je proporcionalan

antioksidacijskom kapacitetu prema formuli:

. . visina signalag;iena propa — visSina signala, ;orax
% redukcije DPPH" = 100 - JeP2p

[2]

visina signalagjepa proba

3.2.2.3. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti konvencionalnih uzoraka, reakcijska smjesa
pripremlijena prema metodi opisanoj u potpoglavlju 3.2.3.1. se odmah nakon mijeSanja na
Vortex uredaju napuni u kapilaru, stavlja u cjev€icu uredaja te se pokrece mjerenje u trajanju
od 30 minuta pri Cemu se intenzitet signala mjeri svaku minutu pod istim uvjetima analize kao

i za antioksidacijski kapacitet.

3.2.3. Obrada podataka

Rezultati istrazivanja statisticki su obradeni s pomocu programa XLSTAT 2023
(Lumivero, Denver, SAD). Utjecaj sorte na udio tokoferola i antioksidacijsku aktivnost
procijenjen je jednofaktorskom analizom varijance (one-way ANOVA), uz primjenu Tukey-
evog testa viSestruke usporedbe radi identifikacije znacajnih razlika izmedu sorata. Ista
metodologija primijenjena je i pri procjeni utjecaja inovativnih tehnologija, koristenih kao
predtretmani tijekom procesa mijeSenja, na udio tokoferola i antioksidacijski kapacitet
proizvedenih ulja. Dvofaktorska analiza varijance (two-way ANOVA), uz Tukey-ev test,
koriStena je kako bi se utvrdile razlike u utjecaju procesa mijeSenja na ispitivane parametre.
Takoder je provedena linearna regresijska analiza radi odredivanja koeficijenta korelacije
izmedu udjela tokoferola u proizvedenim DMU i antioksidacijskog kapaciteta. Sve statistiCke

analize provedene su uz razinu znacajnosti od 95 % (p < 0,05).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Cilj ovog rada bio je utvrditi utjecaj upotrebe inovativnih tehnologija i njihovih
kombinacija u proizvodnji DMU na udio a-tokoferola i antioksidacijski kapacitet. Stoga je tijesto
neposredno nakon mljevenja, a prije faze mijeSenja, tretirano inovativnim tehnikama — UTT,
UZV i PEP. Ove su inovativhe tehnike sve vide prisutne u prehrambenoj industriji zbog
povecanja efikasnosti procesa ekstrakcije, a iz istog se razloga sve viSe istrazuju u tehnologiji
proizvodnje DMU. Uvodenjem navedenih tehnika pokuSava se rijeSiti problem loSeg
iskoristenja s pozitivnim ili barem neutralnim ucinkom na kvalitetu proizvedenog ulja.
Promatran je utjecaj svake tehnike zasebno, a zatim i efekt postignut njihovim kombinacijama.
Takoder su neki uzorci proizvedeni bez faze mijeSenja kako bi se utvrdila moguénost zamjene
faze mijeSenja s nekom od kombinacija istrazivanih inovativnih tehnika, s obzirom na to da je
rije¢ o dugotrajnom i energetski zahtievnom postupku. Sva su ulja proizvedena iz maslina
sorte levantinka za koju su prethodne dvije godine istrazivanja utvrdeni optimalni uvjeti za

svaku koristenu tehnologiju.

Osim toga, kao nastavak viSegodiSnjeg istraZzivanja, provedene su analize DMU
proizvedenih konvencionalnom tehnologijom iz Cetiri hrvatske autohtone sorte maslina:
istarska bjelica, rosulja, oblica i levantinka. Ova se istrazivanja provode kako bi se bolje
okarakterizirale navedene Cetiri najzastupljenije hrvatske sorte te kako bi se utvrdio utjecaj

godine uzgoja na sastav proizvedenih ulja.

4.1. UDIO o-TOKOFEROLA | ANTIOKSIDACIJSKA AKTIVNOST HRVATSKIH
AUTOHTONIH DJEVICANSKIH MASLINOVIH ULJA

U Hrvatskoj postoji oko 30 autohtonih sorti maslina (Sarolié, 2014), a u ovom radu su
promatrane razlike izmedu oblice, levantinke, rosulje i istarske bjelice. Rezultati udjela
tokoferola prikazani su na slici 2. U svim je istrazivanim sortama u znacajnim udjelima
detektiran jedino a-tokoferol. To je ujedno i jedini oblik tokoferola detektiran u DMU istarskih
sorti dok je kod obje dalmatinske sorte (oblica i levantinka) detektiran i y-tokoferol, no samo u
tragovima (udjelima manjim od 0,5 mg/kg). Rezultati statisticke analize (one-way ANOVA)
pokazali su da sorta ima znacajan utjecaj na udio a-tokoferola (p < 0,05). Oblica je pokazala
najveci udio a-tokoferola s 279 mg/kg, a odmah iza nje levantinka s 238 mg/kg. Rosulja sadrzi
223 mg/kg a-tokoferola, a istarska bjelica sa 188 mg/kg pokazuje najmanju koli¢inu a-
tokoferola. Rezultati Tukey-evog testa viSestruke usporedbe pokazali su da se sve sorte

medusobno razlikuju s obzirom na udjel a-tokoferola.
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Slika 2. Udjel a-tokoferola u konvencionalnim djevi¢anskim maslinovim uljima proizvedenim
od autohtonih hrvatskih sorata. Uzorci oznaceni razli€itim slovima statisti¢ki se razlikuju

prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe (p < 0,05)

U diplomskom radu Radi¢ (2023) odredivan je udio a-tokoferola u konvencionalnim
DMU-ima proizvedenim iz istih sorata (maslinarska sezona 2021./2022.). Levantinka i oblica
pokazale su najveci udio a-tokoferola (225 mg/kg), zatim rosulja (217 mg/kg) te naposljetku
istarska bjelica (95 mg/kg) $to je u skladu s rezultatima dobivenim u ovom radu. Sarolié¢ i sur.
(2015) su proucavali udio a-tokoferola u DMU od sorte oblice i levantinke. Kako bi rad u
potpunosti prikazao razlike medu sortama, nastojali su smanijiti utjecaj ostalih ¢imbenika na
rezultate. Stoga su masline uzgajane u istom voc¢njaku s jednakim agronomskim i
pedoklimatskim uvjetima, plodovi su brani u istoj fazi zrelosti te su ulja ekstrahirana istim
sustavom obrade. Dobiveni rezultati pokazali su nesto veéi udio a-tokoferola kod levantinke
(222 mg/kg) nego kod oblice (213,24 mg/kg). Iste godine su Jukié Spika i sur. (2016)
proucavali varijabilnost u tokoferolima kod hrvatskih autohtonih sorti. Objasnjeno je kako na
kvalitetu DMU-a utjeCe nekoliko ¢imbenika, a najvazniji je upravo sorta masline. Medutim, ista
sorta moze biti uzgajana na razli€itim regijama tako da veliku vaznost imaju i geografsko
podrucje uzgoja, €imbenici tla, nadmorska visina, geografska Sirina kao i klimatski uvijeti
tijekom godine. Svi navedeni ¢imbenici medusobno djeluju te se stoga sorte ponasaju razli€ito

u razli¢itim agroklimatskim uvjetima. U njihovom radu proucavan je udio a-tokoferola DMU
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kod sorti oblica i leccino tijekom 3 godine. Sadrzaj a-tokoferola kod oblice kretao se u rasponu
186-442 mg/kg, a za leccino 337-784 mg/kg. Time je utvrdeno da je za udio a-tokoferola

statistiCki zna€ajna sorta, ali i godina uzgoja, lokacija te indeks zrelosti ploda.

Istarska bjelica, rosulja te sorte leccino i buza bili su predmet istraZivanja Koprivnjak i
sur. (2012). Autori su 2010. i 2011. godine analizirali uzorke ulja i dosli do zakljucka kako je
istarska bjelica, za razliku od ostalih analiziranih sorti, siromas$nija po udjelu tokoferola. 2010.
je njihov udio iznosio oko 101 mg/kg, a godinu dana kasnije 118 mg/kg, dok su ostale sorte
pokazale veéi porast, primjerice rosulja je 2010. imala 211 mg/kg ukupnih tokoferola, a 2011.
godine ¢ak 351 mg/kg ukupnih tokoferola. Stoga se moze zakljuciti da je nizi udjel tokoferola

kod istarske bjelice karakteristika sorte.

Ve¢ je spomenuto kako je primarna zadaca tokoferola zastita polinezasi¢enih masnih
kiselina od oksidacije. Ribarova i sur. (2003) utvrdili su da je omjer a-tokoferola i PUFA kod
bugarskih sorti DMU 0,937, Andrikopoulos i sur. (1989) su odredivali omjer kod pet razlicitih
grckih sorti DMU koji je varirao 0,97 — 1,89, a Desai i sur. (1988) su u brazilskim sortama dobili
omjer 1,57. U pravilu sorte koje imaju viSe PUFA sadrze i veéi udio a-tokoferola kako bi ih
zastitio od oksidacije. Mikrou i sur. (2020) proucavali su razlike u udjelu a-tokoferola medu
grékim sortama DMU. Ustanovilo se da osim $to razliCite sorte pokazuju razli¢ite udjele a-
tokoferola, takoder se javljaju i razlike unutar iste sorte ovisno o podrucju uzgoja. Takoder su
odredili i sastav masnih kiselina te su sorte s veé¢im udjelom polinezasic¢enih masnih kiselina,
odnosno linolne (C18:2) i a-linolenske (C18:3), pokazale i visok udio a-tokoferola. U svom
zavrSnom radu je Soldo (2022) odredivala sastav masnih kiselina na istim sortama koje su
analizirane i u ovom radu te je ustanovljeno da je najvise PUFA upravo u sorti oblica, a

najmanje u istarskoj bjelici.

U ovom radu prou€avana je i razlika u antioksidacijskoj aktivnosti medu navedenim
autohtonim sortama. Na slici 3 je prikazano smanjenje udjela DPPH radikala kroz 30 minuta
za sve Cetiri sorte. Tijekom prvih pet minuta mjerenja moze se uociti najveci pad koncentracije
DPPH radikala do kojeg dolazi pri inicijalnom kontaktu ulja, odnosno antioksidansa s
radikalima. Tada se velik dio DPPH radikala veze za antioksidanse u nereaktivhe spojeve.
Nadalje, od 5. do 15. minute je nagib krivulje vidljivo maniji, ali i dalje dolazi do smanjenja
udjela DPPH radikala. Od 15. do 20. minute nagib ve¢ prelazi u gotovo ravni signal, a nakon
20 minuta se signal ve¢ u potpunosti ustabilio i zadrzava priblizno jednake vrijednosti do kraja
mjerenja. Stoga se iz prilozenog moze zakljuCiti da se antioksidansi prisutni u uzorcima
potroSe unutar prvih 15 minuta reakcije. lako je taj zaklju€ak jednak za sve analizirane sorte,

vidljive su razlike u stupnju inhibicije radikala medu sortama.
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Slika 3. Antioksidacijska aktivnost konvencionalnih djevi¢anskih maslinovih ulja

proizvedenih od autohtonih hrvatskih sorata

Oblica i levantinka pokazuju gotovo jednaku antioksidacijsku aktivnost. Nakon prve
minute reakcije je u oba uzorka bilo prisutno oko 88 % DPPH radikala, dok je nakon 30 minuta
reakcije i nakon uspostave ravnotezZe u otopini s uljem oblice ostalo 58 %, a u onoj u koju je
dodano ulje levantinke 60 % DPPH radikala. Ovi rezultati ukazuju na to da obje dalmatinske
sorte sadrze priblizno jednaku koli¢inu antioksidansa. Kod rosulje je koncentracija DPPH
radikala nakon 30 minuta reakcije bila reducirana na 48 % od pocetne vrijednosti, a u uzorku
istarske bjelice na 44 %. Ove dvije sorte su pokazale vecu antioksidacijsku aktivnost u odnosu

na oblicu i levantinku.

Zanimljivo je uoCiti kako oblica i levantinka, koje su imale viSi udio a-tokoferola,
pokazuju manju antioksidacijsku aktivnost, a istarska bjelica i rosulja, koje sadrze manje a-
tokoferola, pokazuju vecu antioksidacijsku aktivhost. Stoga se moze zakljuciti, da iako
tokoferoli posjeduju antioksidacijsko djelovanje, glavni antioksidansi u DMU su fenolni spojevi.
Te su rezultate potvrdili i Koprivnjak i sur. (2016) koji su istraZivali antioksidacijsku aktivnost i
hvatanje radikala 6 istarskih DMU-a, izmedu ostalih i rosulje i istarske bjelice. Antioksidacijski
kapacitet mjeren je DPPH te GFR metodom i u obje metode su se upravo ove dvije sorte
izdvojile po najveCem kapacitetu hvatanja radikala. Istarska bjelica bila je najsiromasnija
tokoferolima, a najbogatija o-difenolima. Maseni udio tokoferola je pokazao slabu korelaciju,
a o-difenoli snaznu pozitivhu korelaciju s kapacitetom hvatanja radikala. Stoga se moze
zakljuditi da ispoljavaju jacu antioksidacijsku aktivnost u odnosu na tokoferole. Koprivnjak i

sur. (2012) su osim udjela a-tokoferola mijerili i udio fenolnih spojeva kroz dvije godine.
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Istarska bjelica pokazala je najveci udio fenolnih spojeva, 580 mg/kg u 2010. godini. Rosulja
je takoder pokazala dosta visok udio koji je 2010. godine iznosio 465 mg/kg, a 2011. godine
310 mg/kg. Ovi zaklju€ci potvrdeni su i u istrazivanju koje su proveli Baldioli i sur. (1996) u
kojemu je ustanovljeno da su oleuropein i hidroksitirosol ucinkovitiji u doniranju vodika u

usporedbi s vitaminom E.

4.2. UTJECAJ INOVATIVNIH TEHNIKA NA UDIO o-TOKOFEROLA |
ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET DJEVICANSKIH MASLINOVIH ULJA

Kako bi se utvrdio utjecaj inovativnih tehnika na udio a-tokoferola i antioksidacijski
kapacitet DMU u ovom radu koridtena su ulja proizvedena iz autohtone hrvatske sorte
levantinka. Na slici 4 prikazan je udjel o-tokoferola u uzorku koji je proizveden bez
predtremana inovativnim tehnikama (kontrola) te u uzorcima tretiranim inovativnim tehnikama

i njihovim kombinacijama.

kontrola = UTT mPEP mUZV =UTT/PEP mPEP/UZV mUTT/UZV =UTT/PEP/UZV
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Slika 4. Udjel a-tokoferola u djevi€anskim maslinovim uljima sorte levantinka proizvedenima
uz primjenu predtretmana ubrzanim toplinskim tretmanom (UTT), pulsiraju¢im elektri€nim
poliem (PEP) i ultrazvukom (UZV) te njihovim kombinacijama. Uzorci oznaceni razlicitim

slovima statistiCki se razlikuju prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe (p < 0,05)

Udio a-tokoferola u kontrolnom uzorku DMU proizvedenom bez predtretmana
inovativnim tehnologijama iznosio je 262 mg/kg. Ti su rezultati u skladu s prijadnjim
istraZivanjem Saroli¢ i sur. (2015) u kojem su autori utvrdili da udio a-tokoferola u ulju sorte

levantinka iznosi 222 mg/kg. Kao sto je ve¢ navedeno, udjel a-tokoferola u DMU ovisi o sorti,
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ali i klimatskim, geografskim i agronomskim uvjetima. Statisticka analiza rezultata pokazala je
da, iako su razlike u udjelima a-tokoferola izmedu proizvedenih uzoraka ulja naizgled male,
one su ipak statistiCki znacajne (p < 0,05). No, Tukey-ev test viSestruke usporedbe pokazao
je kako nema znaéajne razlike u udjelu a-tokoferola izmedu kontrole i ulja proizvedenih

inovativnim tehnologijama, osim u slu¢aju koristenja UZV kao jedinog predtretmana.

Predtretman UZV doveo je do blagog povecanja a-tokoferola. Ros€i¢ (2024) je u svom
zavrsnom radu usporedila sastav masnih kiselina u uzorcima proizvedenim konvencionalnim
nacinom proizvodnje DMU te upotrebom UZV-a, PEP-a i UTT-a. Iz rezultata je vidljiv porast u
koncentraciji linolne masne kiseline nakon tretmana UZV-om §to se moze povezati s porastom
udjela a-tokoferola. U diplomskom radu Grujin (2024 ) prouc¢avan je utjecaj parametra UZV na
udio a-tokoferola. Najveée povecanje dobiveno je primjenom snage UZV kupelji od 320 W i
vremenu tretmana od 5 minuta. Statistickom analizom je ustanovljeno da vrijeme trajanja
tretmana i amplituda nemaju statisticki znacajan utjecaj na udio a-tokoferola, medutim, njihova
medusobna interakcija je ipak statistiCki veoma znacajna sto je vidljivo i iz rezultata dobivenih

u ovom radu.

Kao §to je ve¢ navedeno, tretman PEP-om nije znacajno utjecao na udjel a-tokoferola.
Leone i sur. (2022) nisu utvrdili znaCajne razlike u udjelu a-tokoferola izmedu kontrole i
uzoraka tretiranih PEP-om. Sli¢ne su rezultate dobili i Navarro i sur. (2022). Grujin (2024) je
u svom diplomskom radu prouavao utjecaj parametara PEP tretmana na udio tokoferola
DMU. Udio a-tokoferola kod levantinke u kontrolnom uzorku iznosio je 126 mg/kg, a nakon
tretmana PEP-om varirao je od 110 do 144 mg/kg. Razlog varijacija lezi u razli€itoj jakosti
elektri¢nog polja te u duljini trajanja samog tretmana. Medutim, u navedenom je radu utvrdeno
da ni vrijeme tretmana ni jakost elektri¢nog polja nisu statistiCki zna¢ajno utjecali na udio a-

tokoferola kao ni njihova medusobna interakcija.

UTT takoder nije statisticki znacajno utjecao na udjel a-tokoferola. U diplomskom radu
Radi¢ (2023), proucavan je utjecaj razli€itih temperatura UTT-a na sadrzaj a-tokoferola kod
autohtonih hrvatskih sorti, a medu njima i levantinke. Rezultati nisu pokazali specifi¢an trend
u rastu ili padu udjela a-tokoferola s obzirom na koriStene temperature. Soldo (2022)
odredivala je sastav masnih kiselina u istim uzorcima prije i nakon tretmana UTT-om.
Dobivene vrijednosti polinezasi¢enih masnih kiselina su ostale gotovo nepromijenjene, a slicni
rezultati dobiveni su i kod RoS¢i¢ (2024 ) Sto dodatno pojasnjava vrlo malu promjenu u sadrZaju

a-tokoferola nakon UTT tretmana.
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Promatrajuc¢i kombinacije inovativnih metoda, na slici 4 je vidljivo kako su vrijednosti
priblizno iste. UoCen je blagi porast u koncentraciji a-tokoferola u odnosu na kontrolu, medutim
on nije bio statisti¢ki zna¢ajan. Kombinacija koja je ostvarila najmanji porast u sadrzaju a-
tokoferola je UTT/PEP. Ovi su rezultati oCekivani s obzirom na to da su obje tehnike,
primijenjene samostalno, pokazale vrlo mali utjecaj na rezultate, s time da je kod PEP-a doslo
do blagog pada u koncentraciji a-tokoferola, a kod UTT-a do blagog porasta. Tretman s UTT-
om i UZV-om je postigao drugi najveci udio a-tokoferola, a opéenito su kombinacije u kojima
je koristen UZV (PEP/UZV, UTT/UZV i UTT/PEP/UZV) pokazale blagi rast. Zasluga za taj
porast pridaje se tretmanu UZV, medutim zbog njegove kombinacije s drugim tehnikama

njegov utjecaj nije doSao do izraZzaja kao i prilikom njegove samostalne primjene.
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Slika 5. Udjel a-tokoferola u djevi€anskim maslinovim uljima sorte levantinka proizvedenima
uz kombinaciju inovativnih tehnologija (ubrzani toplinski tretman - UTT, pulsirajuce elektricno
polje - PEP i ultrazvuk - UZV) s i bez mijeSenja (BM). Uzorci oznaceni razli€itim slovima

statistiCki se razlikuju prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe (p < 0,05)

Jedan od ciljeva projekta u sklopu kojeg je izraden ovaj diplomski rad bio je utvrditi
mogucénost zamjene faze mijeSenja kombinacijom inovativnih tehnologija. Na slici 5 prikazani
su rezultati udjela a-tokoferola u uljima proizvedenim kombinacijom navedenih tehnologija s i
bez faze mijeSenja (BM). 1z rezultata je vidljivo kako je udio a-tokoferola u svim uzorcima
proizvedenim bez mije$enja nizi u odnosu na ulja koja su proizvedena uz mijeSenje. StatistiCka

analiza pokazala je kako mijeSenje ima znacajan utjecaj na udio a-tokoferola (p < 0,05).
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Prethodno je spomenuto kako, iako je rije¢ o energetski zahtjevnom i dugotrajnom procesu,
mijeSenje predstavlja bitnu fazu u proizvodnji DMU. U ovoj fazi, koja je u ovom istrazivanju
trajala 40 min, dolazi do razvoja hlapljivih spojeva i bolje ekstrakcije a-tokoferola i polifenolnih
spojeva $to je bitno za kvalitetu i senzorske karakteristike DMU. RoS¢i¢ (2024) je usporedivala
sastav masnih kiselina kod uzoraka dobivenih kombinacijom inovativnih tehnika s i bez
mijeSenja. Rezultati uzoraka proizvedenih s mijeSenjem pokazali su nesto vise udjele u
koncentraciji polinezasi¢enih masnih kiselina u odnosu na uzorke bez provedenog mijeSenja,
Sto dodatno potvrduje korelaciju a-tokoferola i sastava polinezasi¢enih masnih kiselina u
DMU.

Proizvedenim uzorcima DMU odreden je antioksidacijski kapacitet DPPH metodom s
pomoc¢u EPR spektroskopije, a dobiveni rezultati prikazani su na slici 6. Statisticka analiza
pokazala je da nacin proizvodnje ulja ima znaCajan utjecaj na antioksidacijski kapacitet
proizvedenih ulja. Najveci antioksidacijski kapacitet zabiljezen je kod kontrolnog uzorka s
33,79 % redukcije DPPH radikala. Tukey-evim testom viSestruke usporedbe pokazano je kako
izmedu kontrole i uzoraka tretiranih samostalnim inovativhim tehnikama nema znacajne

razlike u antioksidacijskom kapacitetu.
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Slika 6. Antioksidacijski kapacitet djevi¢anskih maslinovih ulja sorte levantinka proizvedenih
uz primjenu predtretmana ubrzanim toplinskim tretmanom (UTT), pulsiraju¢im elektrinim
poliem (PEP) i ultrazvukom (UZV) te njihovim kombinacijama. Uzorci oznaceni razli€itim
slovima statisticki se razlikuju prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe (p < 0,05)
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DMU proizvedeno UTT-om pokazao je 31,87 % redukcije DPPH radikala. Sli¢ni
rezultati dobiveni su i u diplomskom radu Mladina (2023) u kojem je kontrola pokazala viSi
antioksidacijski kapacitet nego uzorci proizvedeni UTT tretmanom. Skevin i sur. (2025)
prouavali su utjecaj UTT tretmana na antioksidacijski kapacitet i fenolni sastav DMU
hrvatskih autohtonih sorti. Utvrdeno je da je u uzorcima levantinke pri temperaturama od
20 °C, 30 °C i 40 °C ve¢i antioksidacijski kapacitet nego u kontrolnom uzorku. Najjadi
antioksidansi u ulju su fenolni spojevi, stoga uzorci koji sadrze viSe fenolnih spojeva pokazuju
viSi antioksidacijski kapacitet. Ustanovljeno je da utjecaj na fenolni sastav ima temperatura
mijesSenja, enzimska aktivnost i njihova toplinska stabilnost, ali i raspodjela fenola izmedu uljne
i vodene faze. U radu je odredivan udio ukupnih fenola te je utvrden porast udjela nakon
tretmana UTT-om na istim temperaturama na kojima je uoCen i porast antioksidacijskog
kapaciteta, a promatrane su i promjene kod odredenih fenolnih spojeva. Time je dobiven uvid
u utjecaj UTT-a na pojedine fenolne komponente te je ustanovljeno da pri navedenim
temperaturama dolazi do porasta udjela oleaceina, oleokantala te aglikona oleuropeina i
ligstrozida. S obzirom na to da antioksidacijski kapacitet uvelike ovisi o udjelu fenolnih spojeva
u DMU, potrebno je uzeti u obzir i enzime koji olakSavaju stvaranje fenolnih spojeva ili poti¢u
njihovo oslobadanje razaranjem stani¢nih struktura. Tijekom mijeSenja se odvijaju enzimske
aktivnosti koje uklju€uju transformaciju hlapljivih i fenolnih spojeva. Na udio fenola utjeCe
aktivnost hidrolitickin enzima (B-glukozidaze) i aktivnost oksidativne razgradnje katalizirane
polifenol oksidazama (PPO) i peroksidazama (POD) (Taticchi i sur., 2013). Kupfer (2024) je u
svom radu prouc¢avala utjecaj inovativnih tehnika (UTT, PEP, UZV) na aktivhost PPO i POD.
Navedena dva enzima degradiraju fenolne spojeve te je pozeljno smanijiti njihovu aktivnost u
DMU. Tretman UTT-om pokazao se najucinkovitijim u inaktivaciji aktivhosti PPO koja nakon
tretmana uopcée nije bila detektirana. Medutim, nakon tretiranja UTT-om dolazi do povecanja
aktivnosti POD.

Kao sto je ve¢ navedeno, ni predtretman PEP-om ni UZV-om nisu znac€ajno utjecali na
antioksidacijski kapacitet proizvedenih DMU. Postotak redukcije DPPH radikala kod oba
uzorka iznosi 31,47 %. Makovac (2023) je takoder na uzorcima levantinke prou€avala utjecaj
PEP-a na antioksidacijski kapacitet. U navedenom je istrazivanju tretman PEP-om doveo je
do porasta antioksidacijskog kapaciteta u odnosu na kontrolu. Mjerenja su provedena pri
razliCitim jakostima elektricnog polja i uz razliCito vrijeme tretiranja te se ustanovilo da je pri
uvjetima koji su koridteni i u ovom radu (trajanje od 90 sekundi na jakosti od 2 kV/cm) najveci
antioksidacijski kapacitet. Veneziani i sur. (2019) zabiljezili su porast u udjelu ukupnih fenola
u rasponu od 3,2 % do 14,3 % kod tri talijanske sorte ekstra djevi€anskog maslinovog ulja
nakon tretmana PEP-om. Sli¢ne rezultate, porast ukupnog udijela fenola od 7,6 % u usporedbi

s kontrolom zabiljezili su i Yang i sur. (2024) nakon tretmana s PEP-om. Osim toga utvrdili su
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i porast ukupnog udijela flavonoida od 18,3 %. U radu je uoéen i zna€ajan porast udjela
oleuropeina i to za 76 % viSe nego u kontrolnom ulju. Fenoli i flavonoidi su prisutni u
vezikulama i stani¢noj stijenki. KoriStenje PEP tretmana inducira elektroporaciju, razara se
stani¢ni sadrzaj, ¢ime se olak8ava ekstrakcija fenola, flavonoida i povecava koncentracija
slobodnog oleuropeina. Osim toga, PEP tretman povecéava enzimsku aktivnost 3-glukozidaze,

Sto dovodi do oslobadanja oleuropeina iz oleuropeinskih glikozida.

Leone i sur. (2022) su utvrdili kako PEP tretman ima znacajan utjecaj (p < 0,05) na
ukupni sadrzaj hidrofilnih fenola u DMU sorte Picholine. Utvrden je veci udio ukupnih fenola
kod uzoraka tretiranih PEP-om, 644,4 mg/kg, nego kod kontrolnog uzorka, 583,6 mg/kg.
Najznacajnije razlike izmjerene su za derivate oleuropeina, a i udjel derivata ligstrozida i
lignana je bio nesto visi nego u kontrolnom uzorku. Abenoza i sur. (2013) tretirali su Spanjolsku
sortu maslinovog ulja i proveli tretman PEP-om uz mijeSenje na 15 °C u trajanju od 30 minuta
te zabiljezili da je doSlo do smanjenja udjela fenola i antioksidacijskog kapaciteta. Nadalje,
rezultati rada Kupfer (2024) pokazuju kako tretman PEP-om povecava aktivhost POD i
smanijuje aktivnost PPO ¢ime se smanjuje degradacija fenolnih spojeva, dok tretman UZV-om

povecava aktivhost i jednog i drugog enzima.

Brezjan (2023) je u svom radu promatrala ucinak UZV-a na uzorke levantinke pri
razli¢itim parametrima. Pokazalo se da tretman UZV-om dovodi do smanjenja ukupnih fenola,
Sto je posljediCno utjecalo i na antioksidacijski kapacitet. 1zuzetak je tretman u trajanju 3
minute s koriStenom snagom 448 W. Pri istim uvjetima Karamarko (2023) je zabiljezila najveéu
oksidacijsku stabilnost proizvedenih ulja izrazenu kao indukcijska perioda, odnosno vrijeme
kroz koje je mogucée ocCuvati ulje od autooksidacije. Aydar i sur. (2017) promatrali su utjecaj
UZV-a na ukupne fenole i na antioksidacijski kapacitet. Udio ukupnih fenola pokazivao je trend
smanjivanja s produljenjem trajanja ultrazvuénog tretmana. Razlog tomu moze biti prisutnost
kisika. Naime, kisik djeluje kao kofaktor u mnogim enzimskim reakcijama, a ujedno je i
promotor neenzimskih oksidacija. Prilikom UZV tretmana dolazi do kavitacije i djelovanja na
stani¢ne strukture $to dovodi do oslobadanja enzima (PPO, POD) i supstrata, odnosno fenola,
Sto bi moglo doprinijeti oksidaciji. Antioksidativna aktivnost maslinovih ulja je varirala, ovisno
o razli€itim parametrima, od 24,25 do 38,72 umol ekvivalenta troloksa. Te razlike se javljaju
kao posljedica razli€itih vrsta antioksidansa koji se izdvajaju u odredenim fazama ekstrakcije.
Bitno je napomenuti kako uzorci podvrgnuti 10-minutnom tretmanu UZV-a na najviSoj
temperaturi i uz najduze vrijeme mijeSenja pokazuju najnizi udio fenola i ukupnu
antioksidativhu aktivnost, a ¢ak i najviSi peroksidni broj i relativno visoku kiselost. Dakle,
primjena UZV-a na visokim temperaturama tijekom duljeg razdoblja ima negativan utjecaj na

kvalitetu samog ulja.
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Rezultati objavljeni u dosada3dnjoj literaturi ne daju jednoznaéni odgovor na pitanje
utjecaja PEP-a i UZV-a na udjel ukupnih fenola i antioksidacijski kapacitet. Stoga se moze
zaklju€iti kako djelovanje ovih tehnika ovisi o nizu Cimbenika koji utjeCu na ukupne i
pojedinacne fenolne spojeve, kao sto su stupanj zrelosti, sorta, klima, metoda ekstrakcije, ali

i koriSteni parametri tretmana.

Kombinacije inovativnih tehnika pokazale su raznolike utjecaje na antioksidacijski
kapacitet. Sa slike 6 se moze uociti kako je kombinacija UTT/UZV s 32,35 % redukcije DPPH
radikala gotovo jednaka kao i kod kontrole $to potvrduje i Tukey test. S druge strane, ostalim
kombinacijama inovativnih tehnika UZV/PEP, UTT/PEP te kombinacijom sve tri tehnike,
znacajno se smanijio antioksidacijski kapacitet proizvedenih ulja. Dobiveni rezultati u skladu
su s rezultatima iz rada Hrboka (2024) u kojem je prou€avan utjecaj inovativnih tehnika i
njihovih kombinacija na oksidacijsku stabilnost. Postignuti rezultati doveli su do zakljuCka da
je uporaba inovativnih tehnologija u vecini slu¢ajeva dovela do smanjenja perioda indukcije
odnosno do smanjenja oksidacijske stabilnosti ulja. Jedini uzorak koji je odstupao je onaj
tretiran kombinacijom UTT/UZV. Ovim tretmanom doslo je do porasta oksidacijske stabilnosti
od 3,59 %. Rezultati rada Kupfer (2024) pokazuju kako tretman kombinacijom inovativnih
tehnologija — UTT/UZV, UZV/PEP, UTT/PEP - dovodi do smanjenja aktivnosti PPO, a
kombinacija svih tehnologija, UTT/UZV/PEP, je u potpunosti inaktivirala PPO jer aktivhost
ovog enzima nakon tretmana uopcée nije bila detektirana. Medutim, u svim kombinacijama
dolazi do porasta aktivnosti POD, s time da je nakon tretmana kombinacijom svih tehnologija
doslo do najmanjeg porasta u aktivnosti, s 0,031 umol tetragvajakola/mg proteina na 0,085

pMmol tetragvajakola/mg proteina.

Promatrajudéi sliku 6, zanimljivo je kako PEP kao zasebna metoda utjeCe na smanjenje
antioksidacijskog kapaciteta, a isti u€inak postize i u bilo kojoj kombinaciji s drugim inovativnim
tehnikama. Stoga se moze zakljuciti da PEP nije prikladna tehnika zbog negativnog utjecaja

na antioksidacijski kapacitet.

Na slici 7 prikazana je usporedba utjecaja inovativnih tehnika s i bez mijeSenja na
antioksidacijski kapacitet DMU. Provedena je statistiCka dvofaktorska analiza varijance (two-
way ANOVA) kojom je utvrdeno da su nacin proizvodnje i mijeSenje statisticki zna€ajno utjecali

na antioksidacijski kapacitet i zasebno i njihovim medudjelovanjem (p < 0,05).
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Slika 7. Antioksidacijski kapacitet djevi€anskih maslinovih ulja sorte levantinka
proizvedenima uz kombinaciju inovativnih tehnologija (ubrzani toplinski tretman - UTT,
pulsirajuce elektri¢no polje - PEP i ultrazvuk -UZV) s i bez mijeSenja (BM). Uzorci oznaceni
razliCitim slovima statisti¢ki se razlikuju prema Tukey-evom testu

viSestruke usporedbe (p < 0,05)

Usporedbom kombinacija inovativnih tehnika ustanovljeno je da je veci postotak
redukcije DPPH radikala kod uzoraka kod kojih nije provedeno mijeSenje u odnosu na uzorke
u kojima je provedeno mijeSenje. Najbolji rezultat ostvaren je kombinacijom UTT/UZV bez
mijeSenja. Najveci antioksidacijski kapacitet kod kombinacija inovativnih tehnika provedenih
uz mijeSenje je takoder kod uzoraka tretiranih kombinacijom UTT/UZV. Hrboka (2024)
pokazao je nesto drukgije rezultate. U radu su usporedivani utjecaj kombinacije inovativnih
metoda s mijeSenjem i bez mijeSenja na oksidacijsku stabilnost. Najveci period indukcije
pokazala je upravo kombinacija UTT/UZV i kod uzoraka s mijeSenjem i kod onih bez
mijeSenja. Usporedbom perioda indukcije uoceno je kako uzorci bez mijeSenja pokazuju kraci
period indukcije, odnosno manju oksidacijsku stabilnost. Kao iznimka se javlja kombinacija
UTT/PEP koja pokazuje vecéu oksidacijsku stabilnost kod uzoraka bez mije$enja u odnosu na
one s mijeSenjem. Moze se primijetiti kako je najnizi period indukcije kod uzorka s
kombinacijom UZV/PEP. Kupfer (2024) je u svom radu promatrala i kako mijeSenje u
kombinaciji s inovativnim tehnologijama utje€e na aktivnost enzima. Aktivnost PPO i POD bila
je manja u svim uzorcima u kojima je primijenjena faza mijeSenja. Medu radovima se javljaju
razlike u utjecaju mijeSenja na antioksidacijski kapacitet. Moguéi razlozi su drukgciji parametri

pojedinih metoda te vrijeme mijesenja.
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Antioksidacijski kapacitet DMU proizvedenih bez mijeSenja potvrduje negativan utjecaj
PEP-a na antioksidacijski kapacitet. Sve kombinacije kod kojih je ukljuéen PEP pokazuju nizi
antioksidacijski kapacitet i kod uzoraka proizvedenih bez faze mijeSenja, u usporedbi s
kontrolom i kombinacijom UTT/UZV.

Rezultati prikazani na slici 7 na temelju kojih je zakljueno da se veci antioksidacijski
kapacitet postize izostavljanjem faze mijeSenja, veoma su obecéavajuéi za daljnja istrazivanja
jer se nastoje pronaci tehnike kojima se moze zamijeniti postupak mijeSenja u proizvodniji
DMU. Uzrok smanjenju antioksidacijskog kapaciteta prilikom mijeSenja moze biti u aktivnosti
enzima PPO i POD, koji se aktiviraju s obzirom na koli¢inu kisika koja se inkorporira u tijesto
prilikom mijeSenja ¢ime se utjeCe na smanjenje koli€ine fenolnih spojeva. Osim toga, zbog
prisutnog kisika prilikom mijeSenja, mozZe zapocCeti oksidacija masnih kiselina te ve¢ prisutni
fenoli zapocinju antioksidacijsko djelovanje i time se smanjuje njihova koncentracija u DMU,
a samim time je smanjen antioksidacijski kapacitet ulja. Medutim, odluka o skracivanju ili
izostavljanju faze mijeSenja nakon implementacije inovativnih tehnologija mora se donijeti na
temelju cjelokupne analize ulja, ali i opseznih kalkulacija temeljenih na iskoristenju procesa i

troSkova proizvodnje.

4.3. KORELACIJA UDJELA o-TOKOFEROLA | ANTIOKSIDACIJSKOG
KAPACITETA

U ovom radu se takoder nastojala ustanoviti korelacija izmedu udjela a-tokoferola i
antioksidacijskog kapaciteta s obzirom na rezultate dobivene konvencionalnom proizvodnjom
DMU te koristenjem inovativnih tehnika i njihovih kombinacija s i bez faze mijeSenja. Rezultati

su prikazani na slici 8.

Koeficijent regresije (R?) iznosi 0,7074 §to predstavlja relativno dobru korelaciju
izmedu o-tokoferola i antioksidacijskog kapaciteta. Vrijednost koeficijenta determinacije je
negativan i iznosi -0,3023. Dakle, rije€ je o negativnoj korelaciji, odnosno ako uzorak ima vedi
udio a-tokoferola, imat ¢e manji antioksidacijski kapacitet. Stoga se moze zakljuciti da iako a-
tokoferoli posjeduju antioksidacijska svojstva, njihova primarna uloga je zastita PUFA od

oksidacije, a spojevi koji najviSe pridonose antioksidacijskom kapacitetu su fenolni spojevi.
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Slika 8. Korelacija udjela a-tokoferola i antioksidacijskog kapaciteta u konvencionalnim i

laboratorijski proizvedenim djevi¢anskim maslinovim uljima

Baldioli i sur. (1996) proveli su statistiCku analizu utjecaja a-tokoferola na
antioksidacijski kapacitet te utjecaja fenolnih spojeva na antioksidacijski kapacitet. Rezultati
su pokazali da je antioksidacijski kapacitet DMU uglavnom korelirao s udjelom hidrofilnih
fenola (r = 0,97). S druge strane, korelacija izmedu antioksidacijskog kapaciteta DMU i udjela
ukupnih tokoferola nije uo&ena (r = 0,05). Medutim, ustanovljeno je da je a-tokoferol pokazao
sinergisticku aktivhost u smjesama s odredenim fenolnim spojevima u prociS¢enom
maslinovom ulju. Kako bi utvrdili djelovanje pojedinog antioksidansa, Mateos i sur. (2003) uzeli
su alikvote matrice koja sadrzi hidroksitirosol (0,7 mmol/kg) i a-tokoferol (0,36 mmol/kg) te su
ih analizirali tijekom oksidacije u Rancimat aparatu. UoCeno je kako je na pocetku procesa
koncentracija fenolnog spoja hidroksitirosola opadala, a koncentracija a-tokoferola je ostala
konstantna. Medutim, nakon §to je koncentracija hidroksitirosola pala na ~0,13 mmol/kg i
ostala konstantna, onda je tek zapoclelo smanjivanje koncentracije a-tokoferola. Oba
antioksidansa su nestala kada je postignuto vrijeme indukcije. Time je zaklju¢eno da fenolni
spojevi sprjeCavaju oksidaciju, a tek kada se oni potroSe, odnosno kada je njihova

koncentracija veoma niska, dolazi do iskazivanja antioksidativhog karaktera a-tokoferola.
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. ZAKLJUCCI

Udio a-tokoferola i antioksidacijska aktivnost zna¢ajno ovise o sorti; oblica sadrzi
najvise (279 mg/kg), a istarska bjelica najmanje (188 mg/kg). Istarska bjelica pokazuje

najvecu antioksidacijsku aktivnost, dok oblica i levantinka najmanju.

UZV je povecao udio a-tokoferola u uljima sorte levantinka, dok PEP, UTT i njihove

kombinacije nisu pokazale ucinak u odnosu na kontrolu.

MijeSenije je klju€no za ekstrakciju a-tokoferola; njegovim izostavljanjem udio znacajno

opada.

Samostalni tretmani UTT, PEP i UZV nisu utjecali na antioksidacijski kapacitet, dok su

kombinacije UTT/PEP, PEP/UZV te sve tri tehnike dovele do njegova smanjenja.

Ulja proizvedena bez mijeSenja imala su veci antioksidacijski kapacitet, pri ¢emu je

kombinacija UTT/UZV dovela do najveceg porasta.

Utvrdena je dobra, ali negativna korelacija (R? = 0,7074) izmedu udjela a-tokoferola i

antioksidacijskog kapaciteta.
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