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1. UVOD

Djevi¢ansko maslinovo ulje (DMU) vazan je simbol mediteranske prehrane te se zapisi o
njegovoj proizvodniji protezu od 5000 godina pr. Kr. kada su bosonogi primitivni ljudi gazili po
plodu masline i shvatili da im ulje njeguje tabane (Kapellakis i sur., 2008). Osim povijesnog
znacaja, DMU nosi brojne zdravstvene i nutritivne vrijednosti. Sastav DMU koji uklju€uje visok
udio oleinske masne kiseline, brojne fenole poput sekoiridoida, hidroksitirosola, skvalena itd.
djeluje protiv brojnih bolesti ukljuujuci kardiovaskularne bolesti i karcinome (Owen i sur.,
2000).

U modernoj proizvodnji DMU, najveci izazov predstavlja poveéanje iskoriStenja procesa
proizvodnje bez naru$avanja kvalitete ulja. U skladu s time, proteklih godina sve se viSe
istraZzuje primjena inovativnih tehnika poput ultrazvuka, mikrovalova, pulsiraju¢eg elektri¢nog
poljia i ubrzanog toplinskog tretmana putem kojih bi se skratilo vrijeme proizvodnje uz
povecanje iskoridtenja proizvodnog procesa i poboljSanje kvalitete DMU. Nekolicina
istrazivanja pokazala su da primjena ultrazvuka kao predtretman proizvodnje DMU povoljno
utjieCe na iskoriStenje procesa proizvodnje te skracuje vrileme mijeSenja tijesta bez
naruSavanja kvalitete (Clodoveo i sur., 2013, Clodoveo i sur., 2019, Jiménez i sur., 2007).
Tretiranje ultrazvukom dovodi do fenomena kavitacije koji razara stani¢nu stijenku i oslobada
ulje iz stanice. No, primjena ultrazvuka djeluje i na kemijski sastav DMU te se danas$nja
istrazivanja orijentiraju prema odredivanju utjecaja ultrazvuka (i preostalih inovativnih
tehnologija) na pojedine komponente ulja poput antioksidansa, polifenola, sastav masnih
kiselina i hlapljivih spojeva. Hlapljivi spojevi su od velike vaznosti zbog direktnog utjecaja na
percepciju kvalitete DMU. Formiranje hlapljivih spojeva odvija se putem tri glavna mehanizma:
lipoksigenazni put, reakcije oksidacije i reakcije mikrobioloSke aktivnosti.

Cilj ovog rada je istraziti utjecaj predtretmana ultrazvukom na sastav i koncentraciju
hlapljivih spojeva tijekom proizvodnje DMU proizvedenih iz hrvatskih autohtonih sorti maslina

od kojih su dvije istarske (istarska bjelica i rosulja) te dvije dalmatinske (oblica i levantinka).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. HLAPLJIVI SPOJEVI DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Kvaliteta djevicanskog maslinovog ulja znatno ovisi o sastavu i udjelima hlapljivin spojeva
koji su odgovorni za miris i okus ulja. Hlapljivi spojevi su spojevi male molekulske mase (<300
Da), topivi u vodi i uljima te se mogu vezati na odredene proteine (Gomes da Silva i sur.,
2012). Njihov sastav i omjer u ulju direktno se oc€ituje se na percepciju kvalitete ulja putem
OAV (engl. odour activity value) tj. mirisne aktivnosti u ulju koji omogucuje procjenu doprinosa
svakog hlapljivog spoja aromi ulja. OAV se racuna dijeljenjem koncentracije spoja s njegovim
pragom detekcije (Reboredo-Rodriguez i sur., 2013).

U djevi¢anskom maslinovom ulju, hlapljivi spojevi po€inju se formirati tijekom zrenja ploda
masline. Veliki udio spojeva se formira tijekom mijeSenja djelovanjem enzima koji se
oslobadaju mljevenjem plodova masline (Kalua i sur., 2007). Vecina hlapljivih spojeva
odgovornih za pozeljne arome u DMU nastaje putem lipoksigenaznog (LOX) puta, no takoder
se u obzir uzimaju spojevi nastali procesima oksidacije (OX) i mikrobioloSke aktivnosti (MBA)
koji su odgovorni za nepozeljnu aromu. Skupine spojeva koje €ine hlapljive spojeve u DMU
su alifatski i aromatski ugljikovodici, alifatski i triterpenski alkoholi, aldehidi, ketoni i esteri
(Gomes da Silva i sur., 2012). Pozitivha svojstva pripisuju se nezasi¢enim C5 i C6 aldehidima
koji uglavhom potje€u iz LOX puta, dok su negativna svojstva povezana s kratkolancanim
razgranatim i C7-C11 aldehidima (Cecchi i sur., 2021).

2.1.1. Lipoksigenazni put

Lipoksigenazni put (LOX) zapocinje otpustanjem enzima nakon ostecivanja tkiva ploda
masline te Cini slijed biokemijskih reakcija kojim nastaju hlapljivi spojevi odgovorni za zelenu i
voc¢nu aromu DMU. LOX put zapocinje formiranjem 9- i 13-hidroperoksida linolne i linolenske
kiseline djelovanjem enzima lipoksigenaze. Cijepanje 13-hidroperoksida kataliziraju
hidroperoksid liaze (HPL) te se formiraju C6 aldehidi poput heksanala ili (2)-3-heksanala, od
kojih nezasi¢eni mogu izomerizirati u (2)-3 ili (E)-2 izomere. Alkohol dehidrogenaza (ADH)
reducira C6 aldehide u odgovarajuce alkohole, koji dalje mogu biti prevedeni u estere
djelovanjem alkohol acetil transferaze (AAT). Ovim sliiedom reakcija mogu nastati spojevi
poput (E)-2-heksenala, (Z)-3-heksen-1-ol, heksil acetat, (E)-2-heksen-1-ol i (2)-3-heksenil
acetat. No, kada je supstrat linolenska kiselina, enzim lipoksigenaza takoder moze katalizirati
cijepanje preko alkoksil radikala Sto dovodi do formiranja stabilnih 1,3-penten radikala.

Navedeni radikali mogu dimerizirati u C10 hidrokarbone (tj. penten dimere) ili zajedno s



hidroksi radikalima mogu tvoriti C5 alkohole koji se mogu enzimatski oksidirati u odgovarajuce
C5 karbonilne spojeve poput 1-penten-3-ol, 1-penten-3-on, 2-penten-1-ol i 2-pentenal.
(Angerosa i sur., 2004). Na slici 1 prikazan je slijed reakcija u lipoksigenaznom putu.
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Slika 1. Nastajanje C5 i C6 hlapljivih spojeva u lipoksigenaznom putu (Koprivnjak, 2006)



Enzim lipoksigenaza je dva puta viSe aktivan prema linolenskoj kiselini nego linolnoj
masnoj kiselini Sto dovodi do veceg broja sinteza C6 nezasicenih hlapljivih spojeva poput (Z)-
3-heksenala, 2-heksen-1-ola i ostalih. Aktivnost LOX enzima najceSc¢e se promatra u kiselim
uvjetima sliénima u tijestu masline tijekom ekstrakcije ulja, no najvisa aktivnost zabiljezena je
u luznatom rangu kod kultura kalusa (masa neorganiziranih stanica biljnog parenhima)
maslina $to mozZe znaciti da postoje razli€ite izoforme enzima ili je razlika u aktivnosti
uzrokovana razli€itim metodama ekstrakcije enzima i koristenim kultivarima maslina (Kalua i
sur., 2007). Lipoksigenaza je aktivna u pH rasponu od 4,5 do 8,5, no najviSe je aktivna pri pH
6 (Olias i sur., 1993).

Naj¢eSca izoforma HPL enzima je ona kojoj su supstrati 13-hidroperoksidi putem kojih
nastaju spojevi odgovorni za zelenu aromu DMU. S druge strane, izoforma koja koristi 9-
hidroperokside daje spojeve Cije arome podsjecaju na krastavce. NajviSa aktivnost HPL
zabiljeZzena je u zelenim plodovima masline tijekom prvotne faze razvoja. Tijekom pune
zrelosti ploda dolazi do blagog pada aktivnosti, no kroz cijeli period zrenja aktivnost ostaje
visoka. Pad koncentracije C6 hlapljivih spojeva u zrelim plodovima maslina nije prouzrokovan
aktivnoS¢u HPL, veC dostupnoSéu supstrata jer su u maslini prisutni i drugi enzimi Kkoji
metaboliziraju 13-hidroperokside $to smanjuje udio nezasi¢enih C6 aldehida. HPL je
termolabilan te mu je optimalna aktivnost u blago kiselim uvjetima. Maksimalna aktivnost
odredena je pri 15 °C s znacajnim padom pri 35 °C.

Aktivnost ADH smanjuje se prijelazom ploda masline iz zelene u ljubi¢astu boju tijekom
zrenja $to se slaze s opazanjem da se koncentracija C6 alkohola smanjuje porastom zrelosti
ploda masline. ADH djeluje u pH rangu od 5,0 do 8,5 s optimumom pri 6,8.

AAT katalizira reakcije kojima nastaju esteri odgovorni za slatkastu i voénu aromu DMU.
Ne pokazuje aktivnost prema kratkolan¢anim alkoholima poput metanola i etanola te pokazuje
slabu aktivnost prema butanolu i 3-metilbutanolu. Smanjena aktivnost prema kratkolan€anim
alkoholima objasnjava slabu pojavu heksenil acetata u DMU iako je koncentracija prekursora
(2)-3-heksenola i (E)-2-heksenola znacajna medu hlapljivim alkoholima. Optimalno pH
podrucje za djelovanje AAT je u neutralnom do blago luznatom te se znacajno smanjuje u

kiselom podrudju, dok maksimalnu aktivnost pokazuje pri 35 °C (Kalua i sur., 2007).

2.1.2. Reakcije oksidacije

Neenzimatska oksidacija nezasic¢enih masnih kiselina odvija se procesima autooksidacije.
Autooksidaciju predstavljaju niz lan€anih reakcija izazvanih radikalima zbog kojih dolazi do
gubitka antioksidansa te nastaju slobodni radikali i hidroperoksidi. Prvi korak autooksidacije je
inicijacija tijekom koje dolazi do uklanjanja atoma vodika s lanca masne kiseline §to dovodi do

nastanka slobodnih radikala. Inicijaciju pospjeSuju toplina, metalni katalizatori i UV/VIS
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svijetlo. Druga faza, propagacija, krece reakcijom radikala s molekulom kisika $to dovodi do
formiranja lipidnih peroksil radikala. Hidroperoksidi su vrlo nestabilni te se razgraduju u
hlapljive i nehlapljive spojeve koji mogu oksidirati u sekundarne produkte od kojih su nekolicina
odgovorna za nepozeljne arome poput uzeglosti. Tijekom posljednje faze, terminacije, radikali
medusobno reagiraju $to dovodi do nastanka neradikalnih produkata (Cecchi i sur., 2021).

Izlaganje DMU svijetlu moZe dovesti do fotooksidacije zbog prisutnosti klorofila i sli¢nih
fotosenzibilnih spojeva u ulju. Energija iz svijetla se prenosi na fotosenzibilni spoj koji potom
prelazi u pobudeno stanje te moZe reagirati s lipidima $to dovodi do formiranja slobodnih
radikala. Takoder, pobudeni fotosenzibilni spoj moze u reakciji s kisikom formirati singlet kisika
koji tvori hidroperokside u reakciji nezasicenom masnom kiselinom (Morales i Przybylski,
2013). Hlapljivi spojevi koji se uzimaju kao indikatori oksidacije u DMU su nonanal, (E)-2-
heptenal i (E,E)-2,4-heptadienal (Cecchi i sur., 2021).

2.1.3. Reakcije mikroorganizama

Plijesni i drugi mikroorganizmi mogu negativno djelovati na sastav hlapljivih spojeva prije
drobljenja ploda masline zbog neispravnog skladistenja $to uzrokuje rast mikroorganizama
zbog truljenja plodova tijekom skladiStenja nefiltriranin DMU. Stoga se preporucuje proizvesti
ulje Sto prije nakon berbe ili skladistiti plodove u hladnim i tamnim prostorijama Sto je krace
moguce, a ulje filtrirati kako bi se uklonila voda i Cvrste Cestice, no nakon filtriranja uvijek
postoji mogucnost zaostajanja Cestica u ulju. Neispravno skladistenje ploda masline dovodi
do rasta i razvoja mikroorganizama zbog povisene temperature i udjela vlage (Angerosa i sur.,
2004).

Bakterije rodova Clostridium i Pseudomonas razvijaju se formirajuci razgranate aldehide,
razgranate alkohole te njihove odgovarajuce kiseline koje su odgovorne za pljesniv miris i
okus. Prisutnost bakterija roda Acetobacter dovodi do nastanka octene arome zbog formiranja
octene kiseline. Kvasci razgraduju aminokiseline te su odgovorni za formiranje nekih
razgranatih aldehida, alkohola i karboksilnih kiselina poput 2-metilbutanala i 2-metil-1-
butanola iz aminokiseline izoleucin te 3-metilbutanal i 3-metil-1-butanol iz aminokiseline
leucin. Zaostali kvasci te razne mlijeCne, octene i enterobakterije tijekom skladiSenja DMU
tvore hlapljive fenole dekarboksilacijom ferulinske, vanilinske i kumarinske kiseline. Takoder,
moze do¢i do formiranja etanola i etil acetata djelovanjem kvasaca pri poviSenim
temperaturama, $to dovodi do nepozeljne vinske arome. Prisutnost plijesni roda Penicillium i
Aspergillus smanjuje udio hlapljivih spojeva nastalih u LOX putu zbog povecane kiselosti koja
inhibira LOX put te zbog kompeticije enzima dolazi do porasta koncentracije C8 hlapljivih

spojeva (Cecchi i sur., 2021).



2.2. PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Proizvodnja DMU zapocinje berbom plodova masline pri optimalnoj zrelosti plodova.
Tijekom zrenja plod masline mijenja boju te prolazi kroz razne promjene u sastavu od kojih su
neke smanjenje udjela klorofila i polifenola te povecavanje udjela antocijana i triterpenskih
alkohola. Optimalna zrelost opisuje se kao vrijeme u kojem plodovi masline sadrZavaju najbolji
omijer koli€ine i kvalitete ulja koja se mozZe postiéi u procesu proizvodnje. Plodovi se mogu
ubrati i prije optimalne zrelosti, no iskoristenje procesa proizvodnje bit ¢e znatno nize
(Koprivnjak, 2006). U svrhu odredivanja optimalne zrelosti ploda, uvedene su metode
odredivanja indeksa zrelosti ploda na temelju kojeg se odreduje pocetak berbe. I0C (eng.
Internation Olive Council) razvio je metodu odredivanja indeksa zrelosti masline na temelju
sedam pigmentacijskih razina kozice i pulpe ploda c¢iji su primjeri prikazani na slici 2.
Generalna preporuka je zapoceti berbu kada je trec¢ina plodova crne, a ostatak zelene boje.
Berba se uglavom provodi ruéno ili koristenjem tresa¢a. Nakon berbe, plodovi masline trebaju

se skladistiti $to krace vrijeme u tamnoj i hladnoj prostoriji.

Slika 2. Pigmentacijske razine kozZice i pulpe masline (I0C, 2011)



Prije samog procesa proizvodnje DMU, plodove je potrebno odistiti Sto ukljuCuje
odstranjivanje liS¢a i pranje. Zatim, plodovi se podvrgavaju mljevenju koje se moze provoditi
razli€itim strojevima. U poéetku su se koristili kameni mlinovi, no u modernoj proizvodnji se
uglavnom koriste metalni mlinovi koji se dijele na: metalni mlin s diskovima, mlin Cekicar i
konusni mlin. Ako je DMU proizvedeno koristeéi metalni mlin, obavezno se provodi mijedenje.
Tijekom procesa mijeSenja, dobiveno maslinovo tijesto se mijeSa u malaksatoru uz dodatak
tople vode kako bi se smanjila viskoznost tijesta na temperaturi od maksimalno 28 °C u
trajanju do maksimalno 60 minuta. MijeSenje izravno doprinosi formiranju pozeljnih hlapljivih
spojeva. Cilj opisanog procesa je postiéi bolje razdvajanje uljne i vodene faze te preraspodjela
pozeljnih tvari poput fenola, enzima i masnih kiselina.

Sljededi korak u proizvodnji DMU je izdvajanje samog ulja koje se provodi preSanjem na
otvorenoj hidrauli¢koj presi. Proces se provodi postupno radi postizanja $to boljeg iskoristenja.
Najveéi nedostatak proizvodnje preSanjem je zaCepljenje i oneciséenje filtirajucih slojnica na
kojima se zadrzavaju dijelovi tijesta zbog ¢ega moze doéi do formiranja nepozeljnih aroma
koje se mogu prenijeti na ulje. No, u modernoj proizvodnji sve se viSe primjenjuju dvofazni i
trofazni centrifugalni dekanterima koji uz koridtenje centrifugalne sile razdvajaju ulje, vodu i
kominu (tj. ulje i smjesa komine i vegetabilne vode u slu¢aju dvofaznog dekantera). Prednost
centrifugalnih dekantera je u velikom kapacitetu procesa, ali rezultira velikom koli€ine otpadne
vode. U pojedinim drzavama, provodi se dodatna proizvodnja maslinovog ulja iz komine
koriStenjem otapala, no tada se dobiveno ulje ne smije deklarirati kao djevi¢ansko, vec¢ kao
ulje od komine maslina (Vossen, 2007).

Dobiveno ulje i dalje moze biti mutno zbog prisutnog biljnog tkiva i kapi vegetabilne vode.
Stoga se provodi bistrenje ulja prirodnim putem ili filitriranjem. Prirodno bistrenje odvija se u
spremnicima te se temelji na principu talozenja. Talog se uklanja pretakanjem, a sadrzava
anaerobne mikroorganizme i enzime koji mogu formirati nepozeljnu aromu. S druge strane,
filtiranje ulja se provodi na filtarskim preSama te proces moze ubrzati oksidaciju ulja zbog
kontakta sa zrakom, no bistrenje ulja je obavezan proces prije punjenja u boce.

Skladistenje DMU preporuéa se u staklenim bocama tamne boje ako se radi o manjim

volumenima ili u spremnicima od inoksa ¢€elika predvidenog za DMU (Piscopo i Poiana, 2012).

2.2.1. Utjecaj proizvodnje DMU na hlapljive spojeve

Indeks zrelosti i sorta masline jedni su od glavnih ¢imbenika koji utje€u na sastav i
koncentraciju hlapljivih spojeva u DMU. Vecini enzima uklju¢enih u LOX put smanjuje se
aktivnost vecom zreloS¢u ploda, poput LOX i ADH Sto se vidi po smanjenom udjelu C6
hlapljivin spojeva (posebice onih poteklih iz linolenske kiseline). Maksimalna koncentracija

vecine C6 aldehida pojavljuje se kada plod masline mijenja boju iz zelene u ljubi€astu. U ranoj
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fazi zrelosti, udio C6 aldehida je sli¢an udjelu alkohola. Vecina aldehida nastalih u LOX putu,
poput (E)-2-heksenala, doZivljava pad koncentracije veéom zreloS¢u ploda, izuzev 3-
heksenala kojemu koncentracija raste (Kalua i sur., 2007). No, navedeno ne mora vrijediti za
sve sorte maslina. Benincasa i sur. (2003) zabiljezili su smanjenje udjela heksan-1-ola u
talijanskoj sorti Nocellara del Belice, ali porast u sorti Coratina.

Razlika u sastavu C5 i C6 hlapljivih spojeva mozZe se pripisati i geografskom poloZzaju
uzgoja masline. Rezultati viSe istraZivanja pokazali su da je dominacija (E)-2-heksenala
tipiCna za europska DMU te da su talijanska ulja bogata C6 aldehidima, dok su u marokanskim
uljima dominantni voéni esteri (Kalua i sur., 2007).

U samom procesu proizvodnje DMU, varijabilnost hlapljivin spojeva potje¢e od utjecaja
uvjeta proizvodnje na aktivnost enzima odgovornih za njihovo formiranje. Visoka temperatura
vode prilikom pranja plodova masline moze dovesti do smanjenja udjela C6 aldehida i C5
hlapljivih spojeva zbog djelomi¢ne inaktivacije LOX i HPL enzima, dok se C6 alkoholima i
esterima ne mijenja udio zbog veée termostabilnosti ADH i AAT enzima (Angerosa i sur.,
2004). Tijekom mljevenja ploda masline mozZe doc¢i do porasta temperature Sto povecava
iskoriStenje procesa, ali i koncentraciju razgranatih kratkolananih aldehida i alkohola koji su
odgovorni za nepozeljnu aromu ulja (Cecchi i sur., 2021, Kalua i sur., 2006). Mljevenje mlinom
Ceki¢arom povisuje temperaturu tijesta i smanjuje aktivnost enzima HPL §&to rezultira
smanjenim udjelom hlapljivih spojeva poput (E)-2-heksenala, heksanala i (Z)-3-heksen-1-ola
u usporedbi s DMU koje je dobiveno mljevenjem s kamenim mlinom. U suvremenoj proizvodnji
primjenom kontinuiranih metalnih mlinova zabiljezene su veée koncentracije hlapljivih spojeva
poput heksanala, (E)-2-heksenala i C6 estera Sto rezultira jacim cvjetnim i travnim aromama
(Angerosa i sur., 2004).

MijeSenije tijesta na 30 °C barem 45 min rezultira uljem s ugodnom zelenom aromom, dok
povecanjem temperature mijeSenje na 35 °C rezultira nekolicinom nedostataka u ulju bez
znacajnog povecanija iskoristenja (Kalua i sur., 2006). ViSe temperature mijeSenja dovode do
smanjenja udjela estera i (2)-3-heksen-1-ola te poveéanja udjela 1-heksanola i (E)-2-heksen-
1-ola. Nadalje, vise temperature aktiviraju reakcije pretvorbe aminokiselina u 2-metilbutanal i
3-metilbutanal koji su odgovorni za pljesnivu aromu. Dulje vrijeme mijeSenja moze dovesti do
smanjene zelene arome DMU, a visoka temperatura do smanjenja svih pozitivnih senzorskih
nota (Angerosa i sur., 2004).

Di Giovacchino i sur. (2001) nisu zabiljezili zna€ajnu razliku u sastavu i koncentraciji
hlapljivih spojeva primjenom dvofaznog i trofaznog centrifugalnog dekantera, dok su
Kalogeropoulos i sur. (2014) primjenom dvofaznog dekantera zabiljezili ve¢u koncentraciju
hlapljivih spojeva nastalih LOX putem u usporedbi s trofaznim dekanterom. Prilikom izdvajanja
ulja koristeci trofazne centrifugalne dekantere dodaje se topla voda radi razrjedivanja tijesta

masline 8to moze objasniti smanjeni udio C6 alkohola poput 1-heksanola i (E)-2-heksen-1-ola
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u usporedbi s DMU dobivenim preSanjem zbog interakcija spojeva s vegetabilnom vodom
(Angerosa i sur., 2004).

Tijekom skladistenja DMU dolazi do promjene u senzorskom profilu zbog smanjenja udjela
produkata LOX puta, ali i formiranja odredenih hlapljivih spojeva koji su odgovorni za
nepozeline arome krastavca, mutnog sedimenta i uzeglosti. Prisutnost sedimenta u
nefiltriranim DMU mozZe dovesti do razvoja nepozZeljne arome mutnog sedimenta zbog

fermentacije koja tvori maslacne spojeve (Angerosa i sur., 2004).

2.3. UTJECAJ HLAPLJIVIH SPOJEVA NA SENZORSKA SVOJSTVA DMU

Glavna karakteristika DMU njegov je jedinstven okus i miris zbog velikog broja razli€itin
hlapljivih spojeva. Hlapljivi spojevi stimuliraju gustativne i olfaktorne receptore Sto potice
kemestetiCku percepciju pikantnosti, trpkosti i metalnih aroma (Gomes da Silva i sur., 2012).

Tri su glavne pozitivne arome DMU: voéno, gorko i pikantno. Vo¢na aroma je skup
olfaktornih osjeta karakteristicnih za DMU ovisno o sorti te nastaje od zdravih i svjezih plodova
masline. Percipira se izravno ili kroz straznji dio nosa. Gorka aroma je primarni okus DMU
dobivenog od zelenih maslina ili maslina koje mijenjaju boju te se osje¢a na straznjem dijelu
jezika u ,V* podrucju. Pikantnost ulja je ostar taktilni osjecaj karakteristiCan za ulja proizvedena
na pocetku berbe, primarno od plodova masline koji nisu jo$ zreli te se moze osijetiti u cijeloj
usnoj Supljini i posebice u grlu (I0C, 2024).

Hlapljivi pojevi odgovorni za pozeljnu aromu DMU formiraju se u LOX putu, a sastoje se
od C6 aldehida i alkohola, njihovih odgovarajuéih estera te C5 spojevi. Navedeni spojevi
odgovorni su za zelenu aromu DMU (Morales i sur., 1999). DMU proizvedeno pravilima struke
sadrzava od 60 do 80 % C6 aldehida, alkohola i estera koji se formiraju u LOX putu
(Koprivnjak, 2006).

Zreli plodovi masline daju ulie koje je blaze, viSe aromati¢no i voc¢no. Zeleni plodovi
masline daju ulje koje je travnato, zeljasto, vise gorko i trpko. Vocnost ovisi 0 sorti masline, a
sveukupne zelene i voéne arome ovise o0 sastavu i koncentraciji hlapljivih spojeva (Reboredo-
Rodriguez i sur., 2013). Hlapljivi spojevi odgovorni za zelenu, voénu i generalno pozeljnu
aromu DMU nastaju u LOX putu te uklju€uju ponajviSe aldehide od kojih su za zelenu i vo¢nu
aromu odgovorni (E)-2-heksenal i (Z)-3-heksenal. Za voénu notu odgovorni su spojevi poput
1-penten-3-on, 1-penten-3-ol i 1-heksanol. U tablici 1. prikazana su mirisna svojstva hlapljivih

spojeva u DMU.



Tablica 1. Mirisna svojstva hlapljivih spojeva DMU

Spoj Mirisno svojstvo

_ Mokro drvo, pljesnivo (Angerosa i sur., 1996,
2-metilbutanal ] o
Inarejos-Garcia i sur., 2010)

1-penten-3-ol Slatko, egzoti¢no vocée (Salivaras, 2017)
1-penten-3-on Slatko, jagodasto (Morales i sur., 1995)
pentanal Drvenasto, gorko, uljasto (Pitarevi¢, 2013)
2-pentenal Zeleno, ugodno (Kiritsakis, 1998)
(E)-2-penten-1-ol Egzoti¢no voée (Salivaras, 2017)

Banana, badem, egzoti¢no voée, zeleno vo¢no

(2)-2-penten-1-ol . _ )
(Kiritsakis, 1998, Salivaras, 2017)

3-heksenal Zeleno, artiCoka (Kiritsakis, 1998)
2-heksenal Vocéno, bademasto (Morales i sur., 1995)
3-heksen-1-ol Banana (Morales i sur., 1995)
(2)-2-heksen-1-ol Zeleno voéno (Salivaras, 2017)

Zeleno, travnasto, cvjetno (Morales i sur., 1995,
Salivaras, 2017)

1-heksanol Vocéno, aromati¢no, njezno (Morales i sur., 1995)

(E)-2-heksen-1-ol

2,4-heksadienal Zrelo voée (Morales i sur., 1995)

3-heksenil acetat Zelena banana, zeleno lis¢e (Morales i sur., 1995)

heksil acetat Slatko, voéno, zeleno (Morales i sur., 1995)

nonanal Citrusno voce (Salivaras, 2017)

Osim pozitivnih aroma, 10C (2024) odredio je i glavne negativhe arome DMU koje
ukljucuju: plijesnivi sediment, vlazno/zemljano, octeno, kiselo, uzeglo i vlazno drvo. Hlapljivi
spojevi odgovorni za negativne arome uglavhom se formiraju procesima oksidacije i
mikrobioloSke aktivnosti. Kao jedan od indikatora oksidacije u DMU uzima se omjer udjela
heksanala i nonanala te heksanala i (E)-2-heksenala. Heksanal sam po sebi nije adekvatan
indikator jer moze nastati u LOX i OX putu. Takoder, karboksilne kiseline, oktani, laktoni i

furani povezuju se s procesom oksidacije (Cecchii sur., 2013).

2.4. ULTRAZVUK

Ultrazvuk (UZV) predstavljaju mehanicki valovi kojima je za Sirenje potreban elasti¢ni

medij na frekvencijama od 20 kHz nadalje. Dijeli se na ultrazvuk visokog (od 20 do 100 kHz) i
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niskog (od 1 do 10 MHz) intenziteta. U prehrambenoj industriji primjenjuje se zbog
mehanitkog ucinka izazivanja fenomena kavitacije. Do kavitacije u tekucini dolazi kada su
vrijednosti negativnog tlaka ispod tlaka pare tekucine, $to znaci da dolazi do promjene faze iz
tekucine u plin &ime nastaju Supljine tj. mjehurici koji sadrzavaju paru. Promjenom tlaka dolazi
do implozije nastalih mjehuri¢a &to stvara intenzivne udarne valove (slika 3). Ako se implozija
dogodi blizu staniéne stijenke u stanici, nastaje teku¢i mikromlaz koji razbija stijenku Sto
oslobada sadrzaj stanice (Clodoveo i sur., 2019).

Osim mehani¢kog ucinka, UZV primjenom na tekucine pokazuje i toplinski u€inak koji
nastaje apsorbiranjem kineti¢ke energije UZV valova te se ona moze pretvoriti u toplinu. Biljna
tkiva mogu apsorbirati kineti¢ku energiju $to dovodi do porasta temperature u stanicama te se

opisani fenomen naziva atenuacija (Clodoveo, 2013).

P (tekucina)
S L W ‘\‘/'
/r. T 4 e /2?

P (mjehurié)

P (mjehuric)
tekuci mikromlaz

N \l/\. /

Py e = —

Slika 3. Ekspanzija i kolaps kavitacijskog mjehuri¢a (Sarkar i sur., 2018)

2.4.1. Primjena ultrazvuka u proizvodnji djevi€anskog maslinovog ulja

U modernoj proizvodnji DMU, najveéi izazov predstavlja iskoriStenje procesa uz
odrzavanje visoke kvalitete. Ultrazvuk je jedna od inovativnih metoda koja sve viSe pronalazi
primjenu u proizvodnji DMU zbog prijasnje opisanog fenomena kavitacije. Ekstraktibilnost ulja
iz ploda masline ovisi 0 udjelu vlage tijesta te o procesnim parametrima poput vremena i
temperature mijeSenja te se primjenom UZV-a nastoji smanijiti vrijeme mijeSenja.

Proces mijeSenja moze se podijeliti u dvije faze: ,zagrijavanje” i ,efektivno mijeSenje“. U
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prvoj fazi promatra se vrijeme potrebno da tijesto dostigne radnu temperaturu, a u drugoj fazi
zapravo zapocinje mijeSenje. Trajanje zagrijavanja moze biti do 50 % ukupnog vremena
procesa te na njega utje€e i temperatura prostorije. Primjenom UZV-a vrijeme potrebno da se
tijesto zagrije na radnu temperaturu smanjeno je za 60 % s prvotnih 25 minuta na 10 minuta
bez negativnih utjecaja na parametre kvalitete DMU (Clodoveo, 2013).

Juliano i sur. (2017) zabiljezili su povecanje ekstraktibilnosti DMU za 3,2 % primjenom
duljeg tretmana UZV-om (do 15 minuta) te olakS8ano razdvajanje ulja sonikacijom prije i/ili
nakon mijeSenja. Tretmani duljeg trajanja s niZzom snagom UZV-a rezultirali su vec¢im
iskoristenjem procesa u usporedbi s tretmanima kraceg trajanja i viSe snage. UZV nije imao
negativan utjecaj na parametre kvalitete DMU.

Almeida i sur. (2016) proveli su istrazivanje u kojem je 15 minuta provedeno tradicionalno
mijeSenje te 15 minuta sonikacije tijesta (f = 25 kHz, P = 520 W). Tretman UZV-om pozitivho
je utjecao na iskoristenje procesa ekstrakcije ulja, zabiljezeni su vecéi udjeli fenola, C5 i C6
hlapljivih spojeva te nije doslo do promjene parametara kvalitete (udio slobodnih masnih
kiselina i peroksidni broj) DMU.

U istrazivanju Jiménez i sur. (2007) provedeno je tretiranje tijesta direktnom (f = 24 kHz,
P/V = 105 W/cm?) i indirektnom (f = 25 kHz, P = 150 W) sonikacijom. Oba tretmana povecavala
su iskoristenje ekstrakcije ulja. Nadalje, nakon oba tretmana zabiljezena je niza vrijednost
peroksidnog broja, Kzs2 i K270 koji su pokazatelji oksidacijskog kvarenja DMU. S druge strane,
tretmanima je doSlo do smanjenja ukupnog broja polifenola i tokoferola, ali i do povecanja
udjela karotenoida i klorofila. Autori navode kako se najboljim tretmanom pokazala direktna

sonikacija u trajanju od 4 minute.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Kemikalije

Kao interni standard u ovom istrazZivanju koristen je 4-metil-2-pentanol (Sigma-Aldrich

Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka).

3.1.2. Uzorci djevicanskog maslinovog ulja

Ovo istrazivanje provedeno je na DMU proizvedenima u maslinarskoj godini 2022./2023.
od hrvatskih autohtonih sorti maslina od kojih su dvije istarske (istarska bjelica i rosulja) te su
dvije dalmatinske sorte (levantinka i oblica). Masline za proizvodnju ulja istarskih sorti
uzgojene su i ubrane na OPG Vandeli¢ na podrucju Bala u Istri, a masline za proizvodnju ulja
dalmatinskih sorti uzgojene su i ubrane na podrucju Kastela u masliniku Instituta za jadranske
kulture i melioraciju kr8a. Ulja su proizvedena laboratorijskim postupkom nakon kojeg je
proveden predtretman ultrazvukom prije faze mijeSenja. Proizvedena ulja skladistena su u

bocama tamnog stakla na temperaturi do 20 °C do analiza.

3.1.2. Proizvodnja DMU uz tretman ultrazvukom

Uzorci DMU ovog istrazivanja proizvedeni su koriste¢i Abencor MC2 sistem (Ingenierias
y Sistemas, Sevilla, Spanjolska) uz koristenje ultrazvuka kao predtretman mije$enju. Za
proizvodnju DMU uzeto je 800 g plodova maslina svake istrazivane sorte koji su prethodno
ocCiscéeni i oprani. OcCis¢eni plodovi masline samljeveni su na mlinu ¢éeki¢aru (MM-100) koiji je
dio navedenog Abencor MC2 sistema. Dobiveno maslinovo tijesto podvrgnuto je
predtretmanima UZV-om pomocu ultrazvuéne kupelji Sonoreks Digiplus (BANDELIN
Electronic, Berlin, Njemacka), maksimalne snage 640 W, napona od 120 do 240 V te
frekvencije od 20 kHZ. U tablici 2 navedeni su parametri predtretmana ultrazvukom. Parametri
snage UZV kupelji i vremena predtretmana odredeni su prema centralnom kompozitnom

planu.
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Tablica 2. Parametri predtretmana ultrazvukom: snaga UZV kupelji (W) i vrijeme

predtretmana (min)

Oznaka uzorka Broj paralelnih Vrijeme (min) Snaga UZV
proizvodniji kupelji (W)
Kontrola 3 _ -

10/256 1 10 56
5/320 1 5 320
15/320 1 15 320
3/448 1 3 218
10/448 5 10 28
17/448 1 17 128
5/576 1 5 76
15/576 1 15 576
10/640 1 10 640

Nakon tretiranja UZV-om, provedeno je mijeSenje tijesta na termomijesalici s vodenom
kupelji (TM-100) u trajanju od 40 minuta pri temperaturi od 27 °C i centrifugiranje pomocu
centrifuge (CF-100) u trajanju od 90 sekundi pri 3500 o/min radi izdvajanja ulja. Dobiveno ulje
dodatno je izbistreno finim centrifugiranjem na centrifugi Hettich Universal 320R (Andreas
Hettich GmbH & Co. KG) na 18 °C u trajanju od 4 minute pri 5000 o/min.

3.2. METODE
3.2.1. Izolacija hlapljivih komponenti DMU

U vijalu od 20 mL izvagano je 15 mg otopine internog standarda (0,15 % otopina 4-metil-
2-pentanola u rafiniranom suncokretovom ulju) i 10 g uzorka DMU. Dodan je magnet te je
vijala zatvorena ¢epom sa silikonskom septom. Vijala s uzorkom je postavljena u termoblok s
magnetskom mijeSalicom (Pierce Reacti-Therm Heating/Stirring Module, Artisan, Champaign,
SAD) i temperirana na 40 °C kroz 10 minuta nakon ¢ega je kroz silikonsku septu ¢epa
postavlieno vlakno za mikroekstrakciju na C¢vrstoj fazi (SPME). Upotrijeblieno je
divinilbenzen/karboksen/polidimetilsiloksansko (DVB/CAR/PDMS) vlakno debljine omotaca
polimera 50/30 uym i duljine 2 cm (Supelco, Bellfonte, SAD). Adsorpcija hlapljivih komponenata
iz prostora iznad uzorka provedena je kroz 30 minuta pri 40 °C uz konstanstno mijeSanje

uzorka.
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3.2.2. GC/MS analiza hlapljivih komponenata

Nakon izolacije, vlakno je odmah postavijeno na injektor plinskog kromatografa u
,Splitless” nacinu rada radi provodenja desorpcije spojeva u trajanju od jedne minute na
temperaturi injektora od 260 °C. Koristen je plinski kromatograf Agilent Technologies 8890 GC
System s masenim detektorom Agilent Technologies 7000D Triple Quadrupole mass detector
(Agilent, Santa Clara, SAD). Pocetna temperatura peénice od 30 °C zadrZana je tri minute te
je nakon toga poviSena na 150 °C brzinom od 5 °C/min, a zatim na 250 °C brzinom od 20
°C/min te je navedena maksimalna temperatura zadrzana pet minuta. Ukupno vrijeme analize
bilo je 37 minuta, a za razdvajanje spojeva koristena je HP-5 kapilarna kolona (30 m x 0,25
mm x 0,25 pm; Agilent, Santa Clara, SAD) s 5 %-tnim fenil-metil-polisiloksanom kao
stacionarnom fazom i helijem kao mobilnom fazom s konstantnom brzinom protoka od 1,5
mL/min. Temperatura ionskog izvora bila je postavljena na 250 °C, a transfer line-a na 260
°C. Maseni spektri snimani su u rasponu od 50-550 m/z.

Nakon analize, identifikacija spojeva provedena je usporedivanjem masenih spektara
detektiranih spojeva s onima dostupnima u NIST bazi podataka (eng. National Institute of
Standards and Technology). Maseni udio svakog spoja izraCunat je koristeci vrijednosti
povrsine pika na kromatogramu, mase i masenog udjela internog standarda te mase uzorka

prema navedenoj formuli:

A(x) *m(IS) = y(IS) * 1000
A(1S) * m(uz)

y (x) =

gdje je:

Y (X) — maseni udjel spoja (mg/kg)

A (X) — povrSina pika spoja

m (IS) — masa internog standarda (g)

y (IS) — maseni udjel internog standarda (mg/qg)
A (IS) — povrsina pika internog standarda

m (uz) — masa uzorka (g)

1000 — faktor korekcije za izraGun u mg/kg
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3.2.3. Statisticka obrada

Kako bi se utvrdio utjecaj UZV-a na sastav hlapljivih komponenti DMU-a hrvatskih
autohtonih sorti maslina definiran je plan pokusa prema centralnom kompozithnom planu, u
programskom sustavu Design-Ekspert 10.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD). Planom
pokusa varirane su nezavisne varijable, vrijeme od 3 do 17 min i snaga ultrazvu¢ne kupelji od
256 do 640 W. Svi rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija
najmanje dva analiticka odredivanja. Kako bi se utvrdio utjecaj sorte na sastav hlapljivih
spojeva na kontrolnim je uzorcima provedena je one-way analiza varijance (ANOVA). Za
spojeve koji su pokazali statistiCki zna¢ajnu ovisnost o sorti proveden je Tukey-ev test
viSestruke usporedbe radi utvrdivanja razlika izmedu sorata. Ista je metodologija koristena za
utvrdivanje utjecaja nacina proizvodnje na sastav hlapljivih tvari unutar pojedine sorte. Analiza
varijance (ANOVA) i Tukey-ev test provedeni su s razinom vjerojatnosti od 95 %, (p < 0,05)
koristeCi program XLSTAT 2023 (Lumivero, Denver, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Suvremena proizvodnja DMU temeljena isklju€ivo na mehani¢kim postupcima osigurava
dobivanje ulja visoke kvalitete. No s druge strane, koriStenje samo mehanickih postupaka
uzrokuje relativno nisko iskoridtenje proizvodnje Sto i danas ostaje glavni problem proizvodnje
DMU. U posljednjih dvadesetak godina, taj se problem nastoji rijeSiti uvodenjem novih
tehnologija u proizvodnju poput ultrazvuka, mikrovalova, pulsiraju¢eg elektricnog polja,
visokog hidrostatskog tlaka, ubrzanog toplinskog tretmana i dr. lako je cilj uvodenja inovativnih
tehnika veca koli¢ina proizvedenog ulja, izrazito je bitno oc€uvanje kvalitete i nutritivne
vrijednosti proizvedenog ulja. Kvaliteta DMU se, osim kemijsko-fizikalnim metodama, odreduje
i senzorskom analizom na koju direktno utjeCe sastav hlapljivih spojeva. Navedenim
tehnikama pokuSava se povecati iskoridtenje procesa proizvodnje DMU-a, ali i povoljno
utjecati na profil hlapljivih spojeva zbog ¢ega se sve viSe istrazuje njihov utjecaj i primjena u
proizvodniji.

Ultrazvuk postaje sve CeSce istrazivana inovativna tehnika buduci da njegovom primjenom
dolazi do fenomena ,efekta spuzve® kojim je omoguéeno kretanje tekucine (u ovom slucaju
DMU) kroz mikrokanale koji nastaju u krutim dijelovima stanica $to pospjesuje ekstrakciju ulja.
Neka od dosadasnjih istrazivanja pokazala su kako direktna sonikacija povecéava
ekstraktibilnost ulja kod maslina s visokim udjelom vode (>50 %), a indirektna sonikacija
povecava ekstraktibilnost kod plodova s nizim udjelom vode (<50 %). Tretman ultrazvukom
povecao je udjele tokoferola, klorofila i karotenoida te nije doSlo do detekcije hlapljivih spojeva
koji su povezanim s neugodnim okusima i mirisima (Jiménez i sur., 2007). Takoder, u
navedenom istrazivanju te u istrazivanju Clodoveo i sur. (2013) doslo je do smanjenja gorcine
i trpkosti proizvedenih ulja.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj ultrazvuka na sastav hlapljivin spojeva DMU hrvatskih
autohtonih sorti od kojih su dvije istarske (rosulja, istarska bjelica) i dvije dalmatinske (oblica,
levantinka). Utjecaj ultrazvuka odreden je pra¢enjem promjena u sastavu pozeljnih spojeva
koji nastaju iz LOX puta u odnosu na kontrolne uzorke, ali i praéenjem promjena u sastavu
nepozeljnih spojeva koji nastaju procesom oksidacije ili kao rezultat mikrobioloSke aktivnosti.
Uzorci DMU proizvedeni su uz tretman ultrazvukom koji je proveden odmah nakon mljevenja,
a prije faze mijeSenja, nakon €ega je provedena mikroekstrakcija hlapljivih spojeva na ¢vrstu
fazu (SPME) iz nadprostora uzoraka ulja. Analiza hlapljivih spojeva provedena je plinskom
kromatografijom (GC), a identifikacija i kvantifikacija detektiranih hlapljivih spojeva provedena
je masenom spektrometrijom (MS). Dobiveni rezultati statistiCki su obradeni te prikazani

graficki i tabli¢no.
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4.1. UTJECAJ SORTE MASLINE NA SASTAV HLAPLJIVIH SPOJEVA DJEVICANSKOG
MASLINOVOG ULJA

Utjecaj sorte na sastav hlapljivih spojeva proizvedenih DMU ispitan je analizom sastava
hlapljivih komponenti laboratorijski proizvedenih uzoraka ulja bez predtretmana ultrazvukom
(kontrolni uzorci) sorti rosulje, istarske bjelice, oblice i levantinke. Na slikama 2-4 prikazani su
maseni udjeli produkata LOX puta, oksidacije (OX) i mikrobioloSke aktivhosti (MBA) u
navedenim kontrolnim uzorcima.

Kao produkti LOX puta detektirani su sljedeci spojevi:

e Aldehidi: 2-pentenal, 3-heksenal, 2-metil-4-pentenal, 2-heksenal, s time da 3-
heksenal i 2-metil-4-pentenal nije bilo moguée razdvoijiti tijekom obrade podataka,
stoga je njihov udio prikazan kao zbroj udjela oba spoja.

e Alkoholi: 1-penten-3-ol, (E)-2-penten-1-ol, (Z)-2-penten-1-ol, (Z)-3-heksen-1-ol, 2-
heksen-1-ol, 1-heksanol

e Ketoni: 1-penten-3-on

e Esteri: 3-heksenil acetat i heksil acetat.

Ukupni udio produkata oksidacije sacinjavaju pentanal, 2,4-heksadienal, 4-oksoheksa-2-

enal i nonanal, dok je od produkata mikrobioloSke aktivnosti detektiran jedino 2-metilbutanal.
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Slika 4. Ukupni maseni udjel (mg/kg) produkata lipoksigenaznog puta (ZLOX) u kontrolnim
uzorcima hrvatskih autohtonih djevi€anskih maslinovih ulja; *sorta ima znacajan utjecaj na
udjel hlapljivih spojeva (p < 0,05); uzorci oznaceni razliCitim slovima statisticki se razlikuju

prema Tukeyevom testu viSestruke razlike (p < 0,05)
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Na slici 4 vidljivo je da je u uljima istarskih sorti (rosulja i istarska bjelica) viSi maseni udio
produkata LOX puta nego u uljima dalmatinskih (oblica i levantinka). Sli¢ni rezultati dobiveni
su i u istraZivanju Belavi¢ (2025) u kojem se takoder navodi da istarske sorte sadrzavaju viSe
spojeva LOX puta. Kao razlog tome navode se niZe prosjeCne temperature u Istri nego u
Dalmaciji, a isti zaklju¢ak naveli su i Luki¢ i sur. (2019) u svome istrazivanju. Rezultati Tukey-
evog testa viSestruke usporedbe potvrduju da geografski polozZaj i agroklimatski uvjeti tijekom
razvoja i zrenja ploda utje€u na ukupnu koncentraciju produkata LOX puta.
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Slika 5. Ukupni maseni udjel (mg/kg) produkata oksidacije (2OX) u kontrolnim uzorcima
hrvatskih autohtonih djevi¢anskih maslinovih ulja; *sorta ima znacajan utjecaj na udjel
hlapljivih spojeva (p < 0,05); uzorci oznaceni razli¢itim slovima statisticki se razlikuju prema

Tukeyevom testu viSestruke razlike (p < 0,05)

Rezultati odredivanja udjela spojeva koji nastaju oksidacijom (slika 5) pokazuju da ulja
istarskih sorti takoder imaju vise udjele produkata oksidacija u odnosu na dalmatinske sorte.
Dobiveni rezultati ne slazu se s rezultatima u radu Belavi¢ (2025) u kojemu ulju rosulje
sadrzava najmanju koncentraciju produkata oksidacije, ali u oba rada je visok maseni udio
produkata oksidacije u ulju istarske bjelice. Obzirom da su uzorci iz rada Belavi¢ (2025)
proizvedeni iste godine kao i uzorci ovog rada, razlika u koncentraciji produkata oksidacije
moze se pripisati uvjetima skladiStenja i rukovanja uzoraka tijekom proizvodnje. Istrazivanje

Luki¢ i sur. (2019) pokazalo je da istarske sorte istarska bjelica i rosulja sadrzavaju vise
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ukupnih fenola od dalmatinske sorte oblice, Sto bi trebalo rezultirati manjom koncentracijom
produkata oksidacije bududéi da fenoli djeluju antioksidacijski. Rezultati ovog rada pokazali su
da ulja istarskih sorti imaju viSe produkata oksidacije $to se ne slaZe sa zakljuckom navedenog
istrazivanja, no uzrok tome moze biti razli€it indeks zrelosti maslina u trenutku berbe.

Soldo i sur. (2024) istiCu da koncentracija ukupnih fenola ovisi 0 zrelosti ploda masline u
trenutku berbe i varira ovisno o godini tj. klimatskim uvjetima. ViSi indeks zrelosti maslina
dalmatinskih sorti oblice i levantinke rezultirao je manjom ukupnom koncentracijom fenolnih
spojeva u ulju. Isti zakljusak postigli su Skevin i sur. (2003) istrazujuéi utjecaj indeksa zrelosti
na koncentraciju fenola u uljima istarskih sorti istarska bjelica i buza. Osim fenola, tokoferoli
su iznimno bitni antioksidansi €ija je primarna uloga zastita polinezasi¢enih masnih kiselina
od oksidacije. U radu Grujin (2024) odreden je udio tokoferola u DMU hrvatskih sorti. Rezultati
su pokazali da je u ulju rosulje najnizi udio tokoferola, dok je u ulju levantinke najvisi s$to se
slaze s rezultatima ovog rada obzirom da ulje rosulije sadrzava visok udio produkata

oksidacije, a ulje levantinke najnizi.
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Slika 6. Ukupni maseni udjel (mg/kg) produkata mikrobioloSke aktivnosti (ZMBA) u

kontrolnim uzorcima hrvatskih autohtonih djevi¢anskih maslinovih ulja

Rezultati prikazani na slici 6 prikazuju da sorta nije imala utjecaj na udjele produkata
mikrobioloSke aktivnosti kontrolnih uzoraka (p > 0,05) $to je u skladu s rezultatima iz rada
Belavi¢ (2025). Mikrobioloske kulture pronadene u DMU uglavnom su plijesni roda Aspergillus
i kvasci. Buduéi da se DMU ne rafinira, svjeze ekstrahirano ulje mozZe sadrzavati niske koli€ine

vode koja je emulgirana u ulju te sadrzava navedene mikroorganizme (Palumbo i Harris,
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2011). Istrazivanje Vichi i sur. (2011) pokazuje da aktivnost mikrobiote DMU tijekom

ekstrakcije ulja znatno utje€e na sintezu hlapljivih spojeva tako da smanjuje razinu C5 spojeva

nastalih u LOX putu. Luki¢ i sur. (2019) istrazivali su sastav hlapljivih spojeva u istarskim i

dalmatinskim sortama DMU. Koncentracija 2-metilbutanala u ulju istarske bjelice veca je od

koncentracije u ulju rosulje te je koncentracija spoja u ulju oblice najniza sto se slaze s

rezultatima ovog rada, no koncentracija 2-metilbutanala u navedenom istrazivanju znacajno

je visa usporedujuci s ovim radom.

Tablica 3. Maseni udjeli hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u kontrolnim uzorcima DMU

Sorta
Spoj
Rosulja Istarska bjelica Oblica Levantinka
Aldehidi
2-metilbutanal 0,04 + 0,03 0,22 + 0,06 0,06 + 0,04 0,29 +0,33
pentanal 0,35+ 0,30 0,29 +0,33 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
2-pentenal 0,16 £ 0,11 0,24 £0,04 0,21 £0,05 0,14 £0,18
2-heksenal 37,18+421a 1532+1,20b 9,99+1,22b 9,58 +£5,18 b
3-heksenal + 2-
metil-4-pentenal 7,20+0,89c 143+0,63 a 10,16 +091b | 1,58+0,93d
2,4-heksadienal 3,28 0,26 a 2,97 +0,21a 2,40 £1,34 ab 1,37+£0,88Db
4-oksoheks-2-enal 227+0,25b 3,61 +0,38a 1,83+0,45b 0,47 £0,33 c
nonanal 0,36 £ 0,06 a 0,33+0,05b 0,13+0,01 c 0,21 +£0,04b
Alkoholi
1-penten-3-ol 1,49 +1,46 0,38 £ 0,44 1,47 +2,37 4,46 3,41
(E)-2-penten-1-ol 0,05 + 0,06 0,16 + 0,03 0,12 + 0,09 0,37 £0,75
(2)-2-penten-1-ol 1,32 £ 0,08 ab 195+0,12a 0,88+0,17Db 1,31+0,88 ab
(2)-3-heksen-1-ol 1,17 + 2,02 2,16 + 0,51 5,51 +2,45 2,65+1,84
2-heksen-1-ol 0,10 £ 0,02 0,00 + 0,00 2,08 +2,36 1,36 +1,57
1-heksanol 0,00 + 0,00 0,11 £ 0,02 0,71 £0,71 1,63 +1,89
Ketoni
1-penten-3-on 1,93+1,67b 6,14 + 0,65 a 221+165Db 0,00 £0,00 b
Esteri
3-heksenil acetat 0,44+0,25Db 0,00 £0,00 b 0,00 £0,00 b 2,72+0,38 a
heksil acetat 0,00 £0,00 b 0,00 +£0,00 b 0,00 +£0,00 b 1,59+0,11a
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Prema podacima iz tablice 3, 2-heksenal je najzastupljeniji hlapljivi spoj u svim sortama.
Istarske sorte sadrzavaju znaCajno vecu koncentraciju navedenog spoja Sto se moze pripisati
genetskim obiljezjima sorte, ali i zrelosti ploda prilikom berbe. Naime, Kalua i sur. (2007) u
svome istrazivanju navode da se u velikom broju sorti maslina koncentracija 2-heksenala i
vecine aldehida iz LOX puta smanjuje to je plod zreliji, izuzev koncentracije 3-heksenala Cija
se koncentracija povecava. Razlog tomu je da se smanjuje aktivhost enzima LOX puta sa
zrelosti ploda. Glavni indikatori zrelosti ploda masline su (Z)-3-heksen-1-ol, 2-heksen-1-ol i
heksil acetat (Aparicio i Morales, 1998). Uzorci oblice i levantinke sadrze ve¢i maseni udio (2)-
3-heksen-1-ola i 2-heksen-1-ola, manji udio 2-heksenala te levantinka znatno veci maseni
udio heksil acetata, Sto bi trebalo indicirati viSi indeks zrelosti dalmatinskih sorti, no u trenutku
berbe indeks zrelosti levantinke iznosio je 2,01 te oblice 1,75 $to djelomi¢no potvrduje
zaklju¢ak navedenog istrazivanja obzirom da su indeksi zrelosti istarske bjelice 1,32 i rosulje
2,19. Rosulja sadrzava najveéi udio 2-heksenala, najnizi udio (2)-3-heksen-1-ola i heksil
acetata te nizak udio 2-heksen-1-ola $to se ne slaze sa zaklju¢kom radova Kalua i sur. (2007)
te Aparicio i Morales (1998), no u istrazivanjima Brki¢ Bubola i sur. (2012) i Luki¢ i sur. (2019)
ulje rosulje sadrzavalo je najviSi udio 2-heksenala u usporedbi s ostalim sortama $to moze
znaditi da je visok udio navedenog spoja karakteristika sorte. Smanjenje masenog udjela 2-
heksenala te poveéanje masenog udjela (Z)-3-heksen-1-ola i 2-heksen-1-ola zrenjem maslina
takoder su zabiljezili Soldo i sur. (2024) u DMU oblice.

Visi udio alkohola detektiran je u dalmatinskim sortama DMU, od kojih prevladavaju 1-
penten-3-ol kod levantinke i (Z)-3-heksen-1-ol kod oblice. Zaneti¢ i sur. (2021) i Belavié (2025)
takoder su zabiljezili (Z)-3-heksen-1-ol kao dominantni alkohol u ulju oblice. U DMU levantinke
detektirani su esteri 3-heksenil acetat i heksil acetat Cija se prisutnost moze pripisati djelovanju
AAT enzima koji katalizira sintezu estera iz alkohola (Soldo, 2016). Uz ulje levantinke, jos je
jedino u DMU rosulje detektiran ester 3-heksenil acetat §to je u skladu s rezultatima
objavljenima u radu Belavi¢ (2025). Jedini zabiljezen keton je 1-penten-3-on §to se slaze s
rezultatima dobivenima u radu Belavi¢ (2025) izuzev ulja levantinke u kojem on nije detektiran.

U istrazivanju Brki¢ Bubola i sur. (2012) odredeni su udijeli hlapljivih spojeva u DMU rosulje.
Zabiljezeni su znatno nizi udjeli aldehida 2-heksenal i 2-pentenal te ketona 1-penten-3-on u
usporedbi s rezultatima ovog rada, dok su udjeli alkohola (Z)-3-heksen-1-ol, 2-heksen-1-ol i
1-heksanol te estera heksil acetat viSi. Prema rezultatima Koprivnjak i sur. (2012), udjeli
aldehida 2-heksenal i 2-pentanal, alkohola (Z)-2-penten-1-ol i (2)-3-heksen-1-ol i ketona 1-
penten-3-on u ulju istarske bjelice nizi su od udjela navedenih u ovome radu, dok je udio
alkohola 2-heksen-1-ol viSi i udio estera heksil acetat gotovo jednak. Soldo i sur. (2024)
prilikom odredivanja udjela hlapljivih spojeva u uljima oblice i levantinke zabiljezili su nize

udjele alkohola 1-penten-3-ol, (Z2)-3-heksen-1-ol, 2-heksen-1-ol i 1-heksanol te estera heksil
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acetat, no veci udio 2-heksenala i pentanala usporedujuci s udjelima iz ovog diplomskog rada.
U istrazivanju Zaneti¢ i sur. (2021) odreden je veéi udio 2-heksenala te nizi udio 2,4-
heksadienala i 3-heksenala u uljima oblice i levantinke u odnosu na rezultate ovog rada. Udjeli
alkohola (E)-2-penten-1-ol, (Z)-2-penten-1-ol i (Z)-3-heksen-1-ol su visi. U ulju oblice udio 1-
penten-3-ola je vidi, a udio 1-heksanola nizi, dok je ulju levantinke suprotno. Udio estera heksil
acetat u ulju oblice je jednak, a u ulju levantinke niZi. Rezultati navedenih istrazivanja te
rezultati ovog rada utvrduju da sorta masline uvjetuje sastav hlapljivin spojeva, ali uvjeti rasta

i zrenja takoder mogu utjecati na njihov sastav.

4.2. UTJECAJ ULTRAZVUKA NA SASTAV HLAPLJIVIH SPOJEVA DJEVICANSKIH
MASLINOVIH ULJA

Kako bi se odredio utjecaj ultrazvuka koristenog kao predtretman mijeSenju na sastav
hlapljivih spojeva DMU hrvatskih autohtonih sorti, provedeni su eksperimenti u kojima su
varirani snaga ultrazvucne kupelji (od 256 do 640 W) i vrijeme trajanja (od 3 do 17 min). Pokusi
Su provedeni za svaku sortu posebno prema centralnom kompozitnom planu prikazanom u
tablici 2. Rezultati hlapljivih spojeva prikazani su kao razlika izmjerenih udjela u ispitivanom i
kontrolnom uzorku radi lak8eg prikaza pozitivhog ili negativhog utjecaja predtretmana na
pojedini spoj. Na temelju dobivenih rezultata provedena je jednofaktorska analiza varijance
(one-way ANOVA) i Tukey-ev test viSestruke usporedbe za svaku sortu posebno. Oba su testa
provedena s razinom vjerojatnosti od 95 % (p < 0,05) u programu XLSTAT 2023 (Lumivero,
Denver, SAD). Promjene u masenim udjelima grupa hlapljivih spojeva (ZLOX, ZOX i ZMBA)
prikazani su graficki (slike 7 - 9) dok su promjene udjela svakog pojedinacnog detektiranog

spoja prikazani u tablicama 4 - 7.
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Slika 7. Utjecaj tretmana ultrazvukom (UZV) na maseni udjel produkata lipoksigenaznog
puta (ZLOX). Rezultati su prikazani kao apsolutna razlika izmedu UZV-tretiranih uzoraka i

kontrole.

Predtretman UZV-om u pravilu je negativno utjecao na ukupni udio produkata LOX puta u
sortama istarska bjelica i levantinka (slika 7). S druge strane, kod sorte rosulja u pravilu je
doSlo do poveéanja koncentracija produkata LOX puta osim pri snazi UZV kupelji od 448 W
kroz 17 min. Iz prikazanih rezultata vidljivo je da su nize i srednje snage ultrazvuénog tretmana
kroz krace vrijeme imale pozitivan utjecaj na produkte LOX puta kod sorte rosulja, a najveci
porast postignut je UZV tretmanom s 448 W kroz 3 min. No, uzevsi u obzir i ostale istrazivane
sorte, najboljim tretmanom za poveéanje koncentracija hlapljivih spojeva koji su nositelji
pozitivnih senzorskih svojstava pokazao se tretman najslabijom snagom (256 W) kroz 10 min.
Primjenom tog tretmana doSlo je do porasta produkata LOX puta kod svih istrazivanih sorti
osim kod levantinke. U DMU oblice takoder je i nakon tretmana pri 576 W kroz 5 minuta blago
viSi udio LOX produkata. No, rezultati ANOVA-e pokazali su da UZV tretman nije imao
statistiCki zna€ajan utjecaj na ukupni udio produkata LOX puta kod nijedne od Cetiri istrazivane
sorte.

U radu Hojka (2024) istrazen je utjecaj UZV-a na aktivnost LOX enzima s pretpostavkom
da ¢e predtretmani UZV-om povecati njihovu aktivnost i posljedi¢no povecati udio produkata
LOX puta u DMU. Rezultati su pokazali da je tretiranje UZV-om smanijilo aktivnost LOX enzima
u ulju rosulje Sto se ne slaze s rezultatima dobivenima u ovome istrazivanju buduci da je ulje

rosulje jedino pokazalo povecanje udjela produkata LOX puta nakon vecinu tretmana.
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Nadalje, u ulju levantinke vec¢inom je doSlo do smanjenja aktivnosti LOX enzima Sto se
potvrduje i rezultatima iz ovog rada izuzev tretmana 3/448 i 5/576 u kojima je aktivnost LOX
enzima bila povec¢ana. U ulju oblice rezultati se slazu primjenom tretmana 10/640 nakon kojeg
je zabiljeZena veca aktivnost LOX enzima te je poveéan udio produkata LOX puta, no nakon
tretmana 15/320 zabiljeZena je najviSa aktivnost enzima, dok je u ovome radu doSlo do
najveteg pada produkata LOX puta. Rezultati ulja istarske bjelice se takoder ne slazu, svi
tretmani UZV-om povecali su aktivnost LOX enzima, dok su udjeli produkata LOX puta viSi
jedino nakon tretmana 10/256 i 10/640 za vrlo niske koli¢ine. Uzrok tomu moze biti
nedostupnost supstrata za LOX enzime, ali i moguce razli¢ito djelovanje UZV-a na ostale
enzime LOX puta.

Prema rezultatima iz tablica 4 - 7, vidljivo je da su UZV predtretmani generalno smanijili
ukupne udijele aldehida u svim uljima izuzev ulja rosulje. Poveéanje udjela aldehida u svim
sortama zabiljezeno je jedino nakon tretmana 10/640. Najzastupljeniji aldehid u svim uljima je
2-heksenal te je UZV povoljno utjecao na njegov udio u ulju rosulje, dok je u dalmatinskim
uljima doslo do smanjenja njegovog udjela. U ulju istarske bjelice utjecaj varira, ali moze se
zakljuc€iti da predtretman u trajanju od 10 minuta slabe do srednje jaCine UZV kupelji povoljno
utjeCe na udio 2-heksenala, dok visoka snaga UzZV kupelji (576 W) djeluje suprotno. Drugi
najvecéi peak medu detektiranim aldehidima u analiziranim uzorcima DMU bio je nerazdvojen
peak 3-heksenala i 2-metil-4-pentenala. Njihov se ukupni udjel smanjio u svim uljima
djelovanjem UZzV, osim u ulju levantinke u kojem su se tretmani 10/256 i 5/320 pokazali

povoljnima.
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Tablica 4. Maseni udjeli hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte rosulja (R)

Oznaka uzorka (sorta - vrijeme (min) / snaga UZV kupelji (W))

Spoj
POl R-10/256 | R-5/320 | R-15/320 | R-3/448 | R-10/448 | R-17/448 | R-5/576 | R-15/576 | R-10/640
Aldehidi
. | 0,03£0,00 | 0,04+0,00 | 0,06+0,01 | 0,06+0,01 | 0,06+0,02 | 0,12+0,00 | 0,06+0,01 | 0,12+0,01 | 0,08 + 0,00
2-metilbutanal
d d cd cd cd a cd ab bc
entanal* -0,06 £ 0,06 | -0,35+0,00 | -0,07 +0,01 |-0,35%0,00 | -0,35%0,00 | -0,35+0,00 | -0,35+0,00 |-0,01 0,01 | -0,05 0,01
P a b a b b b b a a
2-pentenal -0,06 £ 0,00 | -0,04+0,00 | -0,05+0,00 |-0,07+0,00 | -0,04+0,04 | -0,04+0,04 | -0,07+0,00 |-0,07+0,01 | -0,07 +0,00
2-heksenal 1,40 £0,05 | 7,55+1,14 | 6,57+0,94 | 8,16+1,57 | 6,37+6,09 | -0,15+0,86 | 1,40+2,02 | 548+1,29 | 5,48 +2,06
3-heksenal + -0,69+0,22 | 0,20+£0,86 | -2,09+0,04 |-0,63+0,36 | -0,64%0,46 | -2,80+0,88 | -1,08 0,23 | -1,03 0,08 | -1,54 + 0,31
2-metil-4-pentenal* ab a bc ab ab C ab ab bc
2,4-heksadienal | -1,26+0,24 | -1,59+0,85 | -1,46+0,46 |-1,56+0,64 | -1,22+0,65 | -1,25+0,04 | -1,63+0,65 |-0,95 0,06 | -1,07 + 0,01
4-oksoheks-2-enal | -0,57+0,01 | -1,06 +1,39 | -0,49+0,46 |-0,61+0,46 | -0,54+0,23 | -0,93+0,08 | -0,74+0,01 |-0,61+0,01 | -0,71 + 0,05
nonanal 0,05+0,02 | 0,10+0,01 | 0,12+0,02 |-0,08+0,01 | 006+0,11 | 0,01+£0,02 | 0,02+0,00 | 0,09+0,03 | 0,00+ 0,00
Alkoholi
1-penten-3-ol -0,70 £ 0,03 | -0,57+0,06 | -0,61+0,01 [-0,71+0,03 | -0,58+0,06 | -0,56+0,01 | -0,66 +0,02 |-0,58 +0,02 | -0,65 + 0,04
(E)-2-penten-1-ol | 0,08+0,01 | 0,09+001 | 0,09+0,01 | 0,08+000 | 008+002 | 0,08+001 | 007+0,01 | 0,07+0,00 | 0,07 0,01
(2)-2-penten-1-ol | 0,09+0,06 | 0,26+0,06 | 0,22+0,07 | 0,14+0,09 | 0,15+0,16 | 0,05+0,03 | 0,04+0,09 | 0,09+0,04 |-0,02+0,06
(2)-3-heksen-1-ol | 2,18+0,16 | -1,17+00 | 062+253 | 046+23 | 1,26+179 | -044+1,03 | 1,11+2,40 |-0,69+0,67 | 0,60 2,50
. 0,00+0,01 | 0,09+001 | 0,10+0,01 | 0,09+001 | 0,07+0,04 | 0,06+0,01 | 0,02+0,01 | 0,15+0,02 | 0,07 =0,01
2-heksen-1-ol
ab ab ab ab ab b b a ab
1-heksanol 0,13+0,00 | 0,11+001 | 0,11+0,01 | 0,08+0,01 | 0,08+0,05 | 0,10+0,01 | 0,05+0,06 | 0,13+0,01 | 0,09 +0,00
Ketoni
1-penten-3-on* 0'73;b0'13 1,18+0,10a | 0,51 +0,01b | 9* JB’ 0,08 0’70;)0’26 021+0,13b | 0,23+0,00b | %3 i 0,03 | 033 i 0.14
Esteri
3-heksenil acetat | -0,19+0,01 | -0,27+0,02 | -0,22+0,01 |-0,38+0,01 | -0,23+0,09 | -0,26+0,00 | 0,24 +0,01 |-0,19+0,03 | -0,19+0,01

*primijenjeni parametri ultrazvuka imali su znacajan utjecaj na udjel spoja (p < 0,05); vrijednosti oznacene razli€itim slovima unutar pojedinog retka su statisticki razliCite (p<0,005)

prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe
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Tablica 5. Maseni udjeli hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte istarska bjelica (IB)

Oznaka uzorka (sorta - vrijeme (min) / snaga UZV kupelji (W))

>po) IB-10/256 | 1B-5/320 | IB-15/320 | 1B-3/448 | 1B-10/448 | IB-17/448 | IB-5/576 | IB - 15/576 | IB - 10/640
Aldehidi
o metibutanals | 010 *0.06 [ 0,04+000 [ 005+0,04 [010£0,07 [ 011008 [ 022%001 [ 009%0,01 [-0,07+0,00][ 0,01+0,01
ab ab ab ab ab a ab b b
pentanal* 0,11+0,06 | 0,29+0,00 | -0,12+024 |-0,01+0,39 | -0,16+0,21 | -0,29+0,00 | -0,29+0,00 | -0,29 + 0,00 | -0,29 + 0,00
a b ab ab ab b b b b
2-pentenal 0,02+0,04 | 0,01+0,01 | 0,00+0,04 [ 0,01+0,01 | 000+0,08 | -0,03+0,01 | -0,05+0,00 | 0,00+0,04 | -0,01+0,01
2-heksenal 2,46+2,81 | -1,82+045 | 0,23+0,42 [ 0,03+176 | 1,50+3,41 | -0,37+0,40 | -2,87+0,23 | -2,37+2,40 | 0,84 +1,47
z_i'ek‘tﬁf‘j%r’ear:t;’nal 0,77+2,60 | -1,38+0,35 | -1,69+1,15 |-220+0,20 | -329+236 | -445+0,35 | -6,25+0,08 | -4,19+2,55 | -1,18 + 2,47
2,4-heksadienal | 0,13+0,46 | -0,34+0,06 | -0,19+0,17 |-0,70+0,96 | -1,30+0,70 | -0,89+0,07 | -2,11+0,02 | -0,27+1,05 | 0,11+0,97
4-oksoheks-2-enal | -0,32+0,55 | -0,14+0,23 | -0,12+0,41 | 0,13+0,07 | -0,74+0,67 | -1,26+0,14 | -1,24+0,11 |-0,36+0,11 | 0,79 +1,28
nonanal 0,09+0,06 | 0,03+0,03 | 0,06+0,00 | 0,08+0,02 | -0,04+0,05 | -0,03+0,02 | 0,08+0,03 |-0,08+0,01| 0,03+0,10
Alkoholi
1-penten-3-ol 049+0,17 | -0,38+0,00 | 0,01+0,55 | 0,03+0,58 | 0,42+0,15 | 0,49+0,00 | 0,41+0,04 | 2,35+3,85 | 3,46 +3,60
(E)-2-penten-1-ol | 0,03+0,04 | 0,00+0,01 | 0,01+0,00 | 0,02+0,02 | 0,00+0,02 | -0,00+0,01 | -0,03+0,01 |-0,04+0,01 | -0,06 0,14
(z)-2-penten-1-ol | 0,26+0,45 | -0,10+0,04 | 0,09+0,08 | 0,08+0,19 | -0,13+0,24 | -0,19+0,08 | -0,32+0,11 |-0,30+0,30 | -0,01 + 0,34
(2)-3-heksen-1-ol | 0,74+0,51 | 0,24+0,31 | 0,09+0,07 | 0,15+0,21 | -0,41+0,37 | 0,59 +0,53 | 0,04+0,07 | 0,37+0,55 | 0,40 + 0,66
1-heksanol 0,04+0,02 | 000+0,00 | 004+001 | 002+0,00 | -0,07+0,05 | -001£0,01 | 0,01+0,01 [-0,11+0,00 | -0,03+0,11
Ketoni
l-penten-3on | -053+0,92 | 0,15+0,12 | -0,12+1,28 [-0,07+1,48 | -1,36+0,73 | -193+0,34 | -22+0,06 |-251+513 | -2,99+4,45

*primijenjeni parametri ultrazvuka imali su znacajan utjecaj na udjel spoja (p < 0,05); vrijednosti oznacene razli€itim slovima unutar pojedinog retka su statisticki razlicite (p<0,005)

prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe
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Tablica 6. Maseni udjeli hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte oblica (O)

Spoj Oznaka uzorka (sorta - vrijeme (min) / snaga UZV kupelji (W))
O - 10/256 O - 5/320 O - 15/320 | O - 3/448 | O - 10/448 O - 17/448 O - 5/576 | O - 15/576 O -10/640
Aldehidi
2-metilbutanal 0,02 £0,01 -0,06 £ 0,00 | -0,02 +0,00 | -0,06 +0,00 | 0,00 0,06 -0,06 £ 0,00 | -0,06 £0,00 | 0,00 0,00 0,07 £0,01
2-pentenal* -0,16 £0,07 | -0,21+0,00 | -0,21+0,00 |-0,21+0,00 | -0,23+0,10 | -0,21£0,00 | -0,21 £0,00 | -0,21 + 0,00 0.03+0,00a
ab b b b ab b b b
2-heksenal -3,80+0,51 | -956+0,12 | -9,40+0,07 | -8,74+0,24 | -3,07+7,36 | -7,72+0,52 | -6,14+0,01 | -5,48+0,33 3,08 + 0,29
3-heksenal + 2- 0,16 +0,25 | -10,16+0,00 [ -8,93+1,00 |-8,39+0,12 | -6,43+3,94 | -10,16 +0,00 | -6,26 + 0,00 | -8,26 + 2,69 258 +0.13 a
metil-4-pentenal* ab C C bc bc C bc bc R
2,4-heksadienal -1,35+ 0,64 -2,4 +0,00 -2,32+0,00 |(-229+0,01 | -1,65+0,78 | -2,21+0,11 | -2,17+0,04 |-2,24+0,08 | -1,22+0,69
-1,18+0,00 | -1,83+0,00 | -1,83+0,00 |-1,83+0,00 | -1,31+0,48 | -1,67+0,09 | -1,69+0,01 |-1,71+0,03 | -0,62+ 0,04
4-oksoheks-2-enal*
ab b b b ab b b b a
nonanal* 0,06 £ 0,00 -0,13 £ 0,00 0,04+0,01 | 0,040,001 | 0,07 0,10 0,17 £ 0,05 0,06 £0,00 | 0,13 +0,04 0,14 + 0,03
ab b ab ab a a a a a
Alkoholi
1-penten-3-ol -0,89+0,02 | -0,62+0,13 | -0,67 £0,02 | -0,70+0,01 | -0,87 £ 0,16 -0,7 £0,00 -0,70+£0,03 | -0,64 +£0,01 [ -0,93+0,01
(E)-2-penten-1-ol 0,05 +0,23 -0,12 £ 0,00 0,00+0,27 | 0,04+0,01 | -0,070,12 | -0,12+0,00 | -0,12+0,00 |-0,22+0,00 | -0,07 £0,06
(2)-2-penten-1-ol 0,02 £ 0,04 -0,09+0,09 | -0,08 +0,08 |-0,10+0,06 | -0,06+0,19 | -0,04 +0,10 0,06 £0,10 | 0,08 + 0,06 0,00 + 0,00
. | 6,55+0,52 14,01+£243 | 6,69+0,21 10,31 £ 5,55 + 4,58 7,05+22 11,30+£0,05 | 7,46 £0,24 | -1,87 0,74
(2)-3-heksen-1-ol
ab a ab 0,91 a ab ab a ab b
2_heksen-1-ol* 2,92 +0,13 -0,59 £ 0,26 7,19+0,20 | 5,80+0,14 | 0,16 +3,24 6,71 +1,12 0,50+0,02 |-1,20+1,24| -2,08£0,00
abc bc a ab abc a abc bc C
1-heksanol 4,00 £0,35 9,37 £1,45 224 +4,17 | 2,73+£4,86 | 4,48+4,11 6,57 +£0,31 7,63 £0,04 13’11971 0,36 + 0,02
Ketoni
. -0,86 £ 0,00 | -2,21+0,00 | -1,28+0,04 | -1,07+0,00 | -0,60+1,81 | -1,41+0,01 | -2,03+0,25 |-1,74+£0,08 | 2,06 £0,01
1-penten-3-on
ab b ab ab ab ab b ab a

*primijenjeni parametri ultrazvuka imali su znacajan utjecaj na udjel spoja (p < 0,05); vrijednosti oznacene razli€itim slovima unutar pojedinog retka su statisticki razlicite (p<0,005)

prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe
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Tablica 7. Maseni udjeli hlapljivih komponenti iskazani u mg/kg u uzorcima DMU sorte levantinka (L)

Oznaka uzorka (sorta - vrijeme (min) / snaga UZV kupelji (W))

Spoj
L - 10/256 L - 5/320 L - 15/320 | L - 3/448 | L - 10/448 L -17/448 L - 5/576 L - 15/576 L - 10/640
Aldehidi
2-metilbutanal -0,14+0,26 | -0,06 £0,32 | -0,22+0,02 | -0,29+0,00 | -0,28+0,01 | -0,18+0,01 | -0,26 + 0,04 -0,21 +£ 0,06 -0,21 £ 0,01
pentanal 0,16 + 0,28 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00 0,38 +0,54 0,46 + 0,80 0,00 + 0,00 1,66 £ 0,01 0,00 + 0,00 0,51 +0,00
2-pentenal* 0,12 + 0,06 0,03+0,05 | -0,14+0,00 | -0,02+0,04 | -0,04 +0,10 | 0,03 +0,03 | -0,06 +0,00 -0,02 £ 0,03 0,02 +0,02
P a a b a a a a a a
2_heksenal* -154+025 | 0,24+0,09 | -6,96+059 | -445+1,10 | -2,26+2,84 |-159+0,06 | -4,11 +0,04 -3,74 £ 0,27 1,76 £ 0,03
abc ab c bc abc abc abc abc a
3-heksenal +
. 0,16 + 0,29 0,61+1,25 | -0,88+0,13 | 0,09 +0,78 0,02+0,99 (-0,39+0,01| 0,03+0,84 -0,49 £ 0,10 0,43 +0,09
2-metil-4-pentenal
. -0,84+0,17 | -1,02+0,13 | -1,30+0,04 | -1,15+0,02 | -1,11+0,12 | -1,10+0,04 | -0,79 £0,32 -1,20+0,1 -0,91 £ 0,30
2,4-heksadienal*
ab ab b ab ab ab a ab ab
4-oksoheks-2-enal | -0,04 +0,16 | -0,09 +0,04 | -0,39+0,03 | -0,13+0,09 | -0,20+0,17 | -0,15+0,03 | -0,16 + 0,06 -0,32 £ 0,03 -0,12 £ 0,01
N 0,19+0,04 | -0,03+0,02 | -0,03+0,05 | -0,02 +£0,04 0,01 +0,08 0,02 +0,01 0,02 +0,02 0,03 +£0,03 -0,01 £ 0,01
nonanal
a b b b b b b b b
Alkoholi
1-penten-3-ol -1,98+249 | -4,46 +0,00 | -3,01+0,35 | -4,211+0,49 | -3,12+0,30 |-154+286 | -3,11 +0,00 -3,59 + 0,11 -3,95+0,72
(E)-2-penten-1-ol | -0,30+0,13 | -0,37 0,00 | -0,25+0,18 | -0,37 £0,00 | -0,25+0,12 | -0,27 £0,01 | -0,23 £ 0,20 -0,32 £ 0,09 -0,31 £ 0,09
(2)-2-penten-1-ol 0,05 +0,10 0,02 £0,01 0,22+0,36 | -0,29 +0,12 0,02+0,26 | -0,09+0,05| 0,13+0,03 -0,12 £ 0,12 0,05 +£0,02
(2)-3-heksen-1-ol* -1,72+043 | -1,80+1,00 | 0,72+0,63 | -1,76+0,49 | -0,17+1,17 | -1,31+£0,05 064+00la -1,36 £ 0,44 -2,65 + 0,00
ab ab a ab ab ab ab b
-1,36 £+ 0,00 | -1,36 = 0,00 2,04+0,89 | -1,36 +£0,00 061+154 |-1,36+0,00 | 2,40 +0,00 -0,63 + 0,03 -1,36 £ 0,00
2-heksen-1-ol*
a b a b a b a a b
1-heksanol -1,43+0,06 | -1,46 +0,01 | -1,17+0,65 | -1,48+0,03 | -0,86+1,02 | -1,48+0,02 | -0,66 +0,10 -1,63 £ 0,00 -1,43 £ 0,02
Ketoni
1-penten-3-on 1,49 +2,59 5,73+0,13 1,14 + 0,25 4,36 +1,15 2,36 £1,47 1,88 + 2,65 2,16 £0,04 2,83+0,54 5,27 £0,78
Esteri
3-heksenil acetat | -0,79+0,04 | -0,98+0,05 | -0,87+0,49 | -0,95+0,30 | -0,83+0,50 | -0,88 +0,03 | -0,53 +£0,08 -0,51 £ 0,20 -0,81 + 0,06
heksil acetat -0,59+0,01 | -0,67+0,02 | -056+0,28 | -0,57+0,19 | -0,58+0,26 | -0,65+ 0,00 | -0,39 + 0,04 -0,20 + 0,12 -0,60 + 0,04

*primijenjeni parametri ultrazvuka imali su znacajan utjecaj na udjel spoja (p < 0,05); vrijednosti oznacene razli€itim slovima unutar pojedinog retka su statisticki razliCite (p<0,005)

prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe
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U ulju oblice do3lo je do najveé¢eg smanjenja udjela aldehida, ali suprotno tome i najvedi
porast udjela alkohola. Tretman 5/320 doveo je ujedno do najveéeg pada ukupnog udjela
aldehida i porasta ukupnog udjela alkohola. Udjeli spojeva (2)-3-heksen-1-ol, 2-heksen-1-ol i
1-heksanol u ulju oblice znatno su se povecali nakon tretmana UZV, osim pri najvecoj snazi
kupelji (tablica 6). S druge strane, u ulju levantinke svi predtremani UZV-om doveli su do
smanjenja ukupnog udjela alkohola, dok su u istarskim sortama na udio alkohola negativno
utjecali tretmani najduljeg trajanja (17 min). U ulju istarske bjelice zabiljeZzen je trend pada
udjela svih alkohola pri tretmanima 10/448 i 17/448, osim 1-penten-3-ola Ciji udio raste jacinom
shage UZV kupelji. U ulju rosulje doslo je do blagog porasta udjela svih alkohola izuzev 1-
penten-3-ola dok su na porast udjela (Z)-3-heksen-1-ola povoljno djelovali tretmani 10/256 i
10/448.

Udio ketona se nakon svih tretmana povecao u uljima rosulje i levantinke te smanjio u
uljima istarske bjelice i oblice. Esteri su jedino detektirani u uljima rosulje i levantinke te je u
oba ulja doSlo do smanjenja njihovog udjela djelovanjem UZV-a.

Statisti¢ka analiza dobivenih rezultata pokazala je kako predtretman UZV-om u pravilu nije
znacajno utjecao na udjele pojedinacnih spojeva sintetiziranih u LOX putu u svim istrazivanim
sortama. Statisticki znacajan utjecaj UZV-a zabiljezen je na udjel alkohola 2-heksen-1-ol kod
rosulje, oblice i levantinke te na udijel (Z)-3-heksen-1-ola i 2-pentenala kod obje dalmatinske
sorte. Osim toga, UZV je znac€ajno utjecao na ukupni udjel 3-heksenala i 2-metil-4-pentenala
te na udjel 1-penten-3-ona kod oblice i rosulje. Istarska bjelica pokazala se najotpornija na
utjecaj UZV-a te nije zabiljezen statistiCki zna€ajan utjecaj na udjel nijednog produkta LOX
puta.

Manganiello i sur. (2021) istrazili su utjecaj UZV-a na kvalitetu DMU tri talijanske sorte
(Peranzana, Canino i Coratina). Rezultati su pokazali da je nakon tretmana UZV-om doSlo do
povecanja udjela aldehida i estera, dok se udio alkohola nije zna¢ajno promijenio. Almeida i
sur. (2017) tretirali su talijanske sorte Carolea i Ottobratica UZV-om §to je dovelo do povecanja
udjela C6 i C5 aldehida, alkohola i ketona u uzorcima. Navedeni rezultati se djelomi¢no slazu
s rezultatima ovog rada, ovisno o sorti. U svim sortama izuzev rosulje generalno je doslo do
smanjenja udjela aldehida, dok je u svim sortama osim levantinke doslo do porasta ukupnog
udjela alkohola nakon tretmana UZV-om. Takoder, rezultati udjela ketona u uljima rosulje i
levantinke u skladu su s istrazivanjem Almeida i sur. (2017), dok se u istim uljima smanjio
ukupni udio estera $to nije u skladu s istrazivanjem Manganiello i sur. (2021).

Iz slike 8 vidljivo je da tretiranje UZV-om smanjuje udio produkata oksidacije u gotovo svim
uzorcima DMU. Jedini porast zabiljezen je u ulju istarske bjelice nakon tretmana 10/640 i u
ulju levantinke nakon tretmana 5/576, ali u vrlo niskim koli¢inama. Ulja oblice i rosulje dozivjela
su najveci pad udjela produkata oksidacije, a uzevsi u obzir rezultate, moze se zakljuciti da su

za smanjenje produkata oksidacije najpovoljniji tretmani srednje jacine UZV kupelji (od 320
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do 448 W). No, rezultati nisu pokazali statistiCku znagajnost utjecaja UZV na udio produkata
oksidacije u uljima rosulje i oblice Sto govori da razlika od udjela produkata oksidacije u
kontrolnim uzorcima nije znacajna za navedene dvije sorte, dok na ulje istarske bjelice i

levantinke primjena UZV-a statisti¢ki zna€ajno utjeCe formiranje produkta oksidacije.

20X
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Slika 8. Utjecaj tretmana ultrazvukom (UZV) na maseni udjel produkata oksidacije (ZOX).
Rezultati su prikazani kao apsolutna razlika izmedu UZV-tretiranih uzoraka i kontrole; *UzZV

tretman imao je znacajan utjecaj na udio hlapljivih spojeva (p < 0,05)

Promjena udjela nonanala varira ovisno o sorti i tretmanu, no opcenito je u blagom porastu.
U svim uljima doslo je do smanjenja udjela 4-oksoheks-2-enala osim u ulju istarske bjelice u
kojem su tretmani 3/448 i 10/640 doveli do povecanja. Isti trend zapazen je kod udjela 2,4-
heksadienala u kojem je jedino do porasta doslo u sorti istarske bjelice nakon tretmana 10/256
i 10/640. Takoder je u uljima istarskih sorti doSlo do smanjenja udjela pentanala, no u ulju
levantinke je doSlo do porasta, dok u ulju oblice nije detektiran (tablice 4-7).

Pentanal i 2,4-heksadienal formiraju se iz linolne masne kiseline (Guillen i Uriarte, 2012),
a nonanal iz oleinske masne kiseline (Cao i sur., 2019). Smanjenje udjela navedenih spojeva
moze se djelomi¢no objasniti utjecajem UZV-a na oksidacijsku stabilnost DMU. U radu
Karamarko (2023) odreden je utjecaj UZV-a na oksidacijsku stabilnost hrvatskih DMU.
Rezultati su pokazali da je u ulju istarske bjelice doslo do povecanja oksidacijske stabilnosti

primjenom vecine tretmana (osim 17/448, 15/576 i 10/640 nakon kojih je doSlo do smanjenja),
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a u ulju levantinke tretmani 3/448, 10/448 i 10/640 povecali su oksidacijsku stabilnost. U uljima
rosulje i oblice doslo je do smanjenja oksidacijske stabilnosti to se ne slaze s rezultatima
ovog rada buduc¢i da je u navedene dvije sorte zabiljeZzen najveci pad udjela produkata
oksidacije. Sorta ima najveci utjecaj na oksidacijsku stabilnost ulja, dok su vrijeme tretiranja i
shaga ultrazvuéne kupelji takoder od statisti¢ki znacajnog utjecaja.

Smanjeni udio produkata oksidacije moze se objasniti i udjelom fenola u DMU. Brezjan
(2024) zakljuCuje da tretmani UZV-om dovode do povecanja koncentracije fenola u ulju
istarske bjelice nakon tretmana 10/256, 15/320 i 5/576, dok u ulju rosulje UZV nije utjecao na
koncentraciju fenolnih spojeva. U uljima dalmatinskih sorti takoder nije doSlo do povecéanja
udjela fenola osim u ulju levantinke nakon tretmana 3/448. No, sastav i koncentracija fenolnih
spojeva ovise 0 samoj sorti te klimatskim uvjetima tijekom uzgoja i uvjetima proizvodnje. U
radu Grujin (2024) odreden je udio tokoferola u DMU tretiranih UZV-om. Iz rezultata rada
zaklju€eno je da veca shaga ultrazvuéne kupelji poveéava udio a-tokoferola u uljima rosulje i

levantinke, dok u uljima istarske bjelice i oblice dovodi do smanjenja.

2MBA
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Slika 9. Utjecaj tretmana ultrazvukom (UZV) na maseni udjel produkata mikrobioloske
aktivnosti (XMBA). Rezultati su prikazani kao apsolutna razlika izmedu UZV-tretiranih
uzoraka i kontrole; *UZV tretman imao je zna€ajan utjecaj na udio hlapljivih spojeva (p <
0,05)
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Kao indikator mikrobioloSke aktivnosti u ovom istrazivanju detektiran je jedino 2-
metilbutanal. Brki¢ Bubola i sur. (2023) navode da se pojava 2-metilbutanala u DMU povezuje
s fermetativnim procesima ploda masline napadnutim maslinovom muhom, no porast tj. pad
udjela navedenog spoja nakon tretmana UZV-om vjerojatnije se moze pripisati aktivnosti
kvasaca poput Saccharomyces cerevisiae buduéi da je 2-metilbutanal njihov metabolit. Ovaj
spoj karakterizira sladna aroma te moze biti povezan s okusima badema, sira i ¢okolade, no
Cesto se i opisuje kao pljesniva i ustajala aroma.

Udio produkata mikrobioloSke aktivnosti tj. udio 2-metilbutanala u uljima istarskih sorti
doZivio je porast, a u uljima dalmatinskih sorti pad i to ponajviSe u ulju levantinke, dok je u ulju
oblice jedino zabiljeZzen blagi porast nakon tretmana 10/256 i 10/640 (slika 9). Rezultati
statisticke analize pokazali su kako UZV tretman znacajno utjeCe na udjele MBA produkata
kod istarskih sorti. Najmanje povoljan utjecaj na udio produkata MBA imao je tretman 17/448
nakon kojeg su oba istarska ulja dozivjela najveéi porast. Wu i sur. (2015) navode da
primjenom UZV-a dolazi do oSteCenja stani¢ne stijenke kvasca koje dovodi do ispustanja
intracelularnih proteina u okolni medij $to moZe obrazloZiti vecéi udio 2-metilbutanala u uljima
istarskih sorti. Naime, Huang i sur. (2016) proveli su istraZivanje kinetickog modela formiranja
2-metilbutanala i ustanovili da se kao Streckerov aldehid formira iz aminokiseline izoleucin.
Razlika u odgovorima istarskih i dalmatinskih ulja moze se pripisati razli¢itom mikrobiotom ulja
te njihovom koli¢inom od kojih ona u istarskim sortama pokazuje vecu otpornost na tretmane
Uuzv-om.
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5. ZAKLJUCCI

1. Sastav i udjeli hlapljivih spojeva ovise o sorti maslina. U istarskim sortama
najzastupljenija skupina spojeva su aldehidi, medu kojima prevladava 2-heksenal.
Sorta s najve¢im udjelom produkata LOX puta i oksidacije je rosulja, dok levantinka
ima najmanji udio. Suprotno tome, levantinka pokazuje najveci udio produkata
mikrobioloSke aktivnosti, a rosulja najmanii.

2. Primjena UZV tretmana dovela je do promjena u udjelu produkata LOX puta, no nije
utvrden statistiCki znaajan utjecaj. ZabiljeZene su razlike u odgovoru pojedinih sorti
na primijenjene uvjete. Kod rosulje je nakon tretmana, osobito pri nizim snagama UZV
kupelji i srednjim snagama uz krace trajanje, zabiliezeno povecanje udjela produkata
LOX puta. U uljima istarske bjelice, a posebno levantinke, primjena UZV-a dovela je
do smanjenja udijela tih produkata, dok je kod oblice povecanje zabiljezeno samo pri
niskim i visokim snagama.

3. Udio produkata oksidacije smanjio se nakon UZV tretmana u svim sortama, osim u
ulju istarske bjelice i levantinke pri visokim snagama.

4. UZV utjeCe na promjenu udjela produkata mikrobioloske aktivnosti. U istarskim
sortama dolazi do njihova povecéanja, dok se u dalmatinskim sortama biljezi smanjenije.

5. lako istrazivane sorte razli¢ito reagiraju na UZV tretman, moze se preporuditi primjena
tretmana niskih do srednjih snaga radi poveéanja udjela pozeljnih aroma i smanjenja
nepozeljnih mirisnih svojstava. Medutim, potrebno je dodatno odrediti optimalne uvjete

tretmana za svaku sortu pojedina¢no.
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