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1. UVOD

Maslina (Olea europaea L.) je zimzelena biljka od davnina poznata po svojim blagodatima
i koriStena u brojne svrhe, a prvenstveno uzgajana zbog maslinovog ulja. Mediteranska klima,
koja prevladava u umjerenom pojasu, optimalna je po temperaturi, kolicini sunceve svjetlosti
i koli¢ini vlage za ovu biljku, a otpornost masline prema niskim temperaturama i olujni vjetrovi
jedini su ogranicavajuéi faktori u njenom uzgoju (Vecernik, 1994). Maslinovo ulje je jedna od
glavnih i prepoznatljivih hamirnica mediteranske prehrane s dokazanim pozitivhim utjecajem
na zdravlje (Zaneti¢, 2006). Prerada maslina u ulje provodi se isklju¢ivo mehanickim
postupkom te se moze provesti tradicionalnim ili, danas prihvatljivijim, modernim putem.
Tradicionalna prerada podrazumijeva izdvajanje ulja preSanjem upotrebom otvorenih
hidraulickih preSa, ¢emu vrlo Cesto prethodi Cuvanje maslina u morskoj ili pitkoj vodi, Sto
dokazano umanjuje kvalitetu ulja. Moderan nacin prerade ukljucuje koristenje kontinuiranih
centrifugalnih ekstraktora za dobivanje ulja, uz Sto manje vrijeme skladiStenja ploda
(Koprivnjak, 2006). Ono Sto maslinovo ulje Cini posebnijim od ostalih biljnih ulja jest izostanak
rafinacije u proizvodnji (neutralizacija, bijeljenje, deodorizacija) i moguce direktno
konzumiranje prirodnog soka masline u kojem su Sto viSe oCuvani poZzeljni sastojci koji
karakteriziraju ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje kao najkvalitetniju kategoriju maslinovog ulja
(Kiritsakis, 2000). U plodu masline dogadaju se brojne promjene te biokemijske reakcije pod
utjecajem endogenih enzima koje tijekom dozrijevanja, branja, prerade te Cuvanja ulja
odreduju kakvocu konacnog proizvoda. Kako bi se ocuvale komponente koje pridonose
senzorskim karakteristikama i antioksidacijskoj stabilnosti ulja treba obratiti paznju na razlicite

parametre u proizvodnii.

Cilj ovog preglednog rada bio je istraZiti kakav je utjecaj endogenih enzima ploda masline na

kemijski sastav djeviCanskog maslinovog ulja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Grada ploda masline

Sirovina za dobivanje maslinovog ulja je bobicasti plod masline koji moze bit okruglog
ili elipticnog oblika te razliCite veliCine i prosjecne tezine od 2-12 grama, ovisno o sorti. U
procesu dozrijevanja boja ploda se mijenja od zelene, preko zuckaste i crvenkaste do tamno
crvene i konacne plavo-crne ili crne boje. Dijelovi ploda su kozica (epikarp), pulpa (mezokarp)
koja cini najveéi udio ploda i kostica (endokarp) unutar koje je zasticena sjemenka
(endosperm), prikazani su na slici 1.

-l

Kostica

Kozica

Slika 1. Dijelovi ploda masline (Baccioni, 2014)

2.1.1. KozZica ploda masline

KoZica ili epikarp Cini 1,5-3,5% mase ploda, obavija mesnati plod i stiti ga od vanjskih
utjecaja. Kozica je presvuCena masnom vostanom kutikulom sastavljenom od
triacilglicerola, triterpenskih kiselina, alifatskih i triterpenskih alkohola te voskova i drugih
tvari. U najvecoj koliCini sadrzi pigmente ploda, a to su lipofilni klorofili, karoteni i ksantofili,
¢ija koncentracija tijekom zriobe opada i boja ploda prelazi iz zelene u Zuto-zelenu nijansu,
te hidrofilne antocijane, Cija je sinteza vidljiva pojavom crvenkasto-ljubicastih nijansi na
zrelom ploda. Antocijani se ne nalaze u ulju i nemaju utjecaja na njegovu kakvocu. U
preradi maslina koZica se ne odvaja vec dolazi u kontakt s uljem pa tako vostana kutikula

i lipofilni pigmenti postaju sastavni dio ulja (Koprivnjak, 2006).



2.1.2. Pulpa ploda masline

Mesnati dio ploda (pulpa ili mezokarp), koji €ini 70-81% mase ploda, sadrzi najveci
postotak ulja u odnosu na druge dijelove ploda, a uz to sadrzi i veliku koli¢inu vode. Stanice
mezokarpa obavijene su stani¢nom stjenkom gradenom od celuloze, pektoceluloze i
hemiceluloze. Pektin se nalazi i u medustani¢nom prostoru kao sredisnja lamela te sluzi za
medusobno povezivanje stanica i ¢vrstocu tkiva. Kapljice ulja se tijekom zrenja nakupljaju
u mjehuri¢ima vakuola koji dosegnu i viSe od 80% volumena stanice. Sastav vakuola u
uljnim stanicama cine triacilgliceroli (98%) i u manjem postotku ugljikovodici, alkoholi,
steroli i voskovi. Citoplazmu stanice ¢ini vodeni dio u kojem se nalaze Seceri, organske
kiseline, enzimi, fenoli i druge tvari topljive u vodi. Prilikom prerade u procesu mljevenja i
razaranja stanicne strukture, kapljice ulja iz vakuola lako se povezuju u vece kapljice dok
dio ostaje fino dispergiran u vodenoj fazi, a dolazi i do kontakta s koloidnim tvarima
(pektini) koji s vodom daju strukturu gela i tako otezavaju izdvajanje ulja. Enzimi koji se
nalaze u vodenom dijelu stanica pulpe postaju aktivni prilikom razaranja stanicne strukture
te mogu ili narusiti kvalitetu ulja (lipaze, lipoksigenaze, peroksidaze) ili pojedini zbog svoje
uloge tijekom dozrijevanja pridonose lakSem izdvajanju ulja (celulaze, poligalakturonaze,
pektin metilesteraze) (Koprivnjak, 2006).

2.1.3. Sjemenka ploda masline

Sjemenka se nalazi u drvenastoj kostici (11-24,5% masenog udjela ploda), Cini 2-4%
mase ploda te sadrzi mali udio ulja koji ne pridonosi znatno ukupnoj kolicini ulja. Ulje je
najviSe sadrzano u rasprSenom obliku u citoplazmatskom dijelu sjemenke pa stoga i to
ometa njegovo izdvajanje. Karakteristike ulja sjemenke su bogatstvo tokoferolima,
specificne fenolne tvari, veéi udio linolne kiseline i sterola, te veca aktivnost enzima
lipoksigenaze i peroksidaze naspram njihove aktivnosti u ostalim dijelovima ploda
(Koprivnjak, 2006).



2.2. Enzimi ploda masline

Veliku ulogu u formiranju mirisnih i okusnih svojstava te u iskoristenju procesa prerade
imaju endogeni enzimi masline. Tijekom tehnoloskog procesa mljevenja oslobadaju se tvari iz
vakuola i membrana stanice ploda te dolazi do aktivacije bioloskih puteva endogenih enzima
masline. Vrste enzima u maslini mozemo podijeliti na hidrolaze i oksidoreduktaze. U skupinu
hidrolaza, koje provode reakcije cijepanja esterske veze izmedu glicerola i masnih kiselina,
ubrajamo: lipaze, glukozidaze, celulaze, poligalakturonaze i pektin-metilesteraze.
Oksidoreduktaze provode reakcije oksidacije i redukcije, tj. napada kisika na jednostruku
nezasicenu oleinsku, dvostruko nezasi¢enu linolnu te rijetko na trostruko nezasi¢enu linolensku
kiselinu. U procesu oksidacije formiraju se slobodni radikali masnih kiselina te primarni
produkti oksidacije: peroksidi i hidroperoksidi koji poti¢u daljnju oksidaciju kao prooksidansi.
Ovu skupinu enzima Cine polifenoloksidaze, peroksidaze i lipoksigenaze (Koprivnjak, 2006).
Raspodijela enzima u sastavu ploda masline prema Gugi¢u i Ordulju (2006) uz odredene
modifikacije prikazana je u tablici 1. U nastavku su opisani endogeni enzimi masline koji su

aktivni za vrijeme procesa ekstrakcije ulja iz masline.

Tablica 1. Raspodjela enzima u plodu masline (%) (Gugi¢ i Ordulj, 2006)

pokozica pulpa sjemenka
Hidrolaze
Lipaze - vecina vecina
Glukozidaze 0,0-5,0 73,0-97,5 0,5-7,0
Celulaze 6,0-12,5 66,5-88,0 5,5-22.0
Poligalakturonaze 9,0-24,5 66,5-83,0 8,0-12,0
Pektin-metilesteraze - 98,0-99,5 0,5-2,0
Oksidoreduktaze
Polifenoloksidaze - 98,0-99,5 0,5-2,0
Lipoksigenaze 3,5-15,5 42,5-82,0 12,5-50,5
Peroksidaze - 34,5-56,5 34,5-76,5




2.2.1. Hidrolaze

Enzimi hidrolaze provode hidroliticke i reverzne reakcije cijepanja kovalentnih veza uz
molekulu vode. Supstrati su bioloski polimeri, primjerice peptidne veze u proteinima,
glikozidne veze u ugljikohidratima i esterske veze u lipidima (Whitaker, 2003). U tehnologiji

proizvodnje maslinovog ulja od najveéeg znacaja su lipaze te glukozidaze.

Lipaze su najzastupljenije u pulpi i kostici masline, a njihova posljedica djelovanija je hidroliza
triacilglicerola i oslobadanje slobodnih masnih kiselina (Koprivnjak, 2006). Podrucje djelovanja
je izmedu vodene i uljne faze te su prvi enzimi odgovorni za razgradnju triacilglicerola na di-
i monoacilglicerole, glicerol i slobodne masne kiseline. Produkti hidrolitickih reakcija lipaza su
supstrati za daljnje reakcije lipoksigenaznog puta i proizvodnju hidroperoksida (Peres, 2015).
Maksimalna aktivnost lipaze dokazana je pri pH 5,0 te se uz kalcij povecava dok se uz prisustvo
bakra smanjuje i za 75%. Studije su pokazale da stupanj zrelosti, oCitovan bojom pokozice,
definira aktivnost lipaze te se povecava tijekom ranog razvoja ploda dok opada u trenutku
zrelosti i ljubi¢aste boje ploda. Osim pH vrijednosti definirana je i optimalna temperatura
izmedu 25 i 45°C te maksimalna aktivnost pri 35°C (Panzanaro i sur., 2010). Uz endogene
lipaze na hidrolizu triacilglicerola utjeCu i egzogene lipaze koje potjecu od mikrobioma ploda
(mlije¢ne bakterije, gljive, Pseudomonas). Penicillium se u istrazivanjima pokazao kao najveci
proizvodac enzima lipaze. Aktivnost lipaze kontrolira se viemenom, nacinom berbe i proteklim

vremenom nakon berbe te kontrolom mikrobioma ploda masline (Peres, 2015).

Glukozidaze su enzimi koji provode hidrolizu izmedu dva glukozna ostatka ili izmedu glukoze
i arilnog ili alkilnog aglikona. Njihovo djelovanje podrazumijeva odvajanje Secera iz fenolnih
glukozida ¢ime nastaju fenolni aglikoni topljivi u ulju. U plodu masline nalaze se u pulpi
(Koprivnjak, 2006). Skupina glukozidaza obuhvaca esteraze koje se dijele u podskupine ovisno
o tome koje veze napadaju. Tako esteraze mogu djelovati na karboksilne estere, zatim
razlikujemo tioester hidrolaze, fosforne monoester hidrolaze (fosfataze), fosfodiester
hidrolaze, trifosforne monoester hidrolaze, sulfataze, difosforne monoesteraze i fosforne
triester hidrolaze. Esteraze su zasluzne za razgradnju slozenih fenolnih spojeva na
jednostavnije fenolne kiseline i alkohole. Enzimi glukozidaze se u biljnom materijalu nalaze u
obliku mjeSavine kompleksnih i jednostavnih glukozidaza. Dok jedna vrsta glukozid hidrolaza
provodi razgradnju polisaharida stani¢ne stjenke, neke vrste imaju mogucnost hidrolize veze

izmedu polisaharida, lignina i proteina (Peres, 2015).



U procesu degradacije stanicne stjenke ukljuceni su brojni enzimi koji djeluju na celulozne i
necelulozne biopolimere, hemicelulozu, pektinske polisaharide i bjelancevine. Razgradnju
polisaharida stani¢ne stjenke provode celulaze egzopolisaharidaze, endopolisaharidaze i druge
hidrolaze koje ne pripadaju ovim dvjema grupama vec cijepaju neugljikohidratne grupe, kao
Sto su O-acetil, O-metil i druge, vezane za polisaharide stjenke. Egzopolisaharidaze
hidroliziraju vezu na nereduciraju¢em kraju lanca, a endopolizaharidaze napadaju veze na bilo
kojem polozaju u lancu. Pektinski polisaharidi bogati su arabinozom, glukuronoksilanima,
celulozom i manje s komponentama poput ksiloglukana, manana i glikoproteina. Tijekom
sazrijevanja vise enzima doprinosi degradaciji kompleksa polisaharida stani¢ne stjenke. Tu su

ukljuceni enzimi glukozid hidrolaze poligalakturonaze i razne glukozidaze (Minic, 2008).

Enzimi stani¢ne stjenke odgovorni za promjene na pektinskim frakcijama tijekom zrenja i
procesiranja ploda su pektinaze, koje hidroliziraju pektin razlic¢itim mehanizmima. Dijele se u
dvije skupine: pektinesteraze (PE) i pektin depolimeraze. Pektinesteraze imaju razlicite
izomerne oblike koji omogucuju modifikaciju stani¢ne stjenke biljaka i posljedi¢nu degradaciju.
One kataliziraju reakciju deesterifikacije metoksilne skupine pektina i tvore pektinsku kiselinu.
Pektin depolimeraze lako razdvajaju glavni lanac i dalje se klasificiraju kao poligalakturonaze
(PG) i pektinliaze (PL). Depolimeraze kataliziraju cijepanje glikozidne veze hidrolizom ili -
eliminacijom (liazom). Progresivno meksSanje tkiva je rezultat postupnog otapanja
protopektina u stani¢nim stijenkama i nastajanje pektina i drugih proizvoda. Nakon otapanja
pocinje depolimerizacija i deesterifikacija pektinskih polisaharida. Taj proces se odvija tijekom

sazrijevanja brojnih plodova poput masline.

Identificirano je sedam glukozidaza u pulpi masline: B-glukozidaza, a-galaktozidaza, [-
galaktozidaza, a-arabinozidaza, a-manozidaza, B-ksilozidaza i B-N-acetilglukozamidaza, kroz
Cetiri faze zrenja. RazliCite specificne glukozidaze su zasluzne za procese potpune ili djelomicne
degradacije. Vecina ovih enzima je prisutna u jako niskim kolicinama tijekom cijelog razvoja i
dozrijevanja plodova. Medutim, opcenito sve hidrolaze imaju povecanu aktivnost
sazrijevanjem, a osobito stani¢ne hidrolaze koje pokazuju najvecu aktivnost u klimakterijskoj
fazi razvoja. Vaznost ovih enzima je u razliCitim fizioloSkim funkcijama: obrana biljaka,
signalizacija, metabolizam stanicne stjenke i lignifikacija. Primjerice Cest je napad raznih
insekata prije i nakon branja ploda, koje zatim dovode do ozbiljnih naruSavanja u kvaliteti
maslina. Plodovi maslina osjetljivi su na napad maslinine muhe Sto bi moglo biti povezano sa
sposobnoscu B-glukozidaze za razgradnju oleuropeina i proizvodnju vrlo reaktivhe molekule u

ostecenim tkivima (Peres, 2015).



Djelovanje enzima B-glukozidaze predmet je brojnih istrazivanja jer ima kriticnu ulogu u
oblikovanju fenolnog profila djevicanskog maslinovog ulja (Garcia-Rodriguez i sur., 2015).
Esteraze i B-glukozidaze prirodno su prisutne u pulpi masline te oba enzimska puta razgradnje
oleuropeina dovedu do istih produkata, to su hidroksitirosol (3,4-DHPEA), glukoza i elenolna
kiselina (slika 5). Osim fenolnih alkohola i kiselina, nastaje i aglikon oleuropeina, a na isti nacin
glukozidaze djeluju i na sekoiridoid ligstrozid. Hidrolizom ligstrozida nastaje ligstrozid aglikon
i fenolni alkohol tirosol (p-HPEA) koji imaju slabiju antioksidacijsku aktivnost od derivata

oleuropeina (Koprivnjak, 2006).

* 3,4DHPEA + Glikozil derivat ———— Elenolna kiselina + Glukoza
esteraza p-glukozidaza
Glukoza + Oleuropein aglikom e * Elenolna kiselina + 3,4-DHPEA
B-glukozidaza esteraza

Slika 5. Djelovanje enzima esteraze i B- glukozidaze (Peres, 2015)

2.2.2, Oksidoreduktaze

Enzimi oksidoreduktaze takoder djeluju na fenolne spojeve i na taj nacin oblikuju
fenolni profil djevicanskog maslinovog ulja te su prete¢a enzimskim reakcijama koje oblikuju
pozeljne tvari arome ulja. Oksidoreduktaze (poput polifenoloksidaza i peroksidaze), uz
prisutnost kisika, degradiraju fenolne tvari Sto uzrokuje narusenu kvalitetu konacnog
proizvoda tehnoloskog procesa proizvodnje. S druge strane, za nastanak poZeljne arome ulja

zasluZan je enzim lipoksigenaza (Skevin, 2016).

Biljna lipoksigenaza u stanici se nalazi u citoplazmi i vezana je za membrane stanicnih
organela. Nizom biokemijskih reakcija u koje je uklju¢en ovaj enzim nastaju hlapljive tvari s
pozeljnim mirisnim svojstvima. Taj slozeni proces naziva se lipoksigenazni put (LOX put).
Enzimski LOX put zapocinje enzimom acil-hidrolazom koja oslobada masne kiseline iz
glicerolipida, a zatim lipoksigenaza provodi oksidaciju dvostruke i viSestruko nezasi¢ene masne

kiseline do hidroperoksida iz kojeg nastaju hlapivi aldehidi cijepanjem hidroperoksid-liazom



(HPL). Aldehidi se reduciraju alkohol-dehidrogenazom (ADH) u alkohole koje zatim acil-
transferaza (AAT) prevodi u odgovarajuée estere (Soldo, 2016) (slika 6.). Visoke razine
aktivnosti LOX puta otkrivene su u ranim fazama razvoja masline, dok je u uznapredovalom
stadiju, kada je plod spreman za branje, aktivhost smanjena (Salas i sur., 1999). Aroma
konacno dobivenog ulja uvjetovana je i mljevenjem i mijeSenjem maslinovog tijesta gdje se
takoder aktivira lipoksigenazni put. Produkti LOX puta primjerice heksanal, heksanol i heksil-
acetat i njihovi cis i trans izomeri daju glavnu zelenu notu ulja koja moze biti slatkasta ili gorka,
ovisno o prisutnim izomerima (Morales i sur., 1999). Aktivhost lipoksigenaze, hidroperoksid
liaze te dostupnost supstrata, neesterificiranih polinezasi¢enih masnih kiselina, a osobito

linolne kiseline, glavni su ¢imbenici za biosintezu komponenata arome (Peres, 2015).

Slika 6. Shematski prikaz LOX puta (Koprivnjak, 2006)

Peroksidaze (POD) su enzimi koji su visoko specificni za katalizu redukcije vodikovog peroksida
(H20,), a pri tome oksidiraju razlicite organske tvari kao Sto su fenoli, aromatski amini,
aminofenoli, diamini i drugi spojevi koji se ponasaju kao donori vodika. Ovim oksidacijsko-
redukcijskim reakcijama nastaju visoko reaktivhe molekule, slobodni radikali i meduprodukti
koji lako polimeriziraju. Oksidacija fenola peroksidazama ogranicena je dostupnom koli¢inom
vodikovog peroksida, dok je njihova autooksidacija u oSte¢enom tkivu moguca i tako pridonosi
povecanju koncentracije H.0,. Ovdje je vidljivo sinergisti¢ko djelovanje peroksidaze i polifenol
oksidaze na oksidacijsku degradaciju fenolnih spojeva. Ova dva enzima imaju razlicite
aktivnosti tijekom sazrijevanja kako bi mogli oksidirati glavne glukozide prisutne u plodu te



fenolne spojeve dobivene u ulju, a posebno sekoiridoidne komponente dobivene iz oleuropeina
(Peres, 2015). Peroksidaze se nalaze u razli¢itim dijelovima biljke, a posebno u kostici (98%)
gdje imaju najve¢u aktivnost (Luaces i sur., 2007). Znacajne su im uloge u fizioloSkim
procesima, primjerice u sintezi lignina u stani¢noj stjenki, uklanjanju oksidacijskih tvari (viska
vodikovog peroksida) kao odgovor na oksidacijski stres, u obrani organizma od napada

patogena (maslinine muhe) te za katabolizam nekih fitohormona.

Polifenol oksidaze (PPO) su enzimi Siroko rasprostranjenu u biljnim i Zivotinjskim organizmima

te gljivama i bakterijama. Zbog njihove razlicitosti i kompleksnosti reakcija razlikuje se mnogo
vrsta: tirozinaza, fenolaza, katehol oksidaza, kateholaza, o-difenol oksidaza, monofenol
oksidaza i krezolaza. Poput peroksidaza, oni djeluju tijekom zrenja, kao odgovor na ubod muhe
i neke druge abioticke stresove. Posljedica oksidacije fenolnih komponenti od strane PPO i
POD je reduciran gorki okus ulja Sto je prema nekim istrazivanjima i blagotvorni ucinak ovisno

o kojem prehrambenom proizvodu je rije¢ (Laane i sur., 2003).

2.3. Utjecaj postupaka proizvodnje na

aktivhost endogenih enzima masline

Proizvodnja kvalitetnog djeviCanskog maslinovog ulja zahtijeva pomno pracenje svih
koraka propisanog tehnoloskog procesa. Prvi korak je odredivanje stupnja zrelosti ploda i
trenutka branja ploda. Kada je trecina plodova crne boje, a dvije tredine joS uvijek zelene
zapocinje berba te se plodovi u Sto kraéem vremenu dopremaju u uljaru. Skladistenje plodova
mora biti kratkotrajno jer se tijekom cuvanja odvijaju kemijske i biokemijske reakcije koje
posljedi¢no mogu dovesti do kvarenja i degradacije ulja (Skevin, 2016). Potrebno je ukloniti
fizicke necistoce kao Sto je liS¢e, grancice, kamenije i zemlja, tako Sto se masline usipavaju u
koS kroz resSetke gdje zaostaju vece Cestice a zatim se propuhuju strujom zraka i odvajaju
sitnije necistoce (Koprivnjak, 2006). Zatim se masline kratko peru u vodi i ispiru mlazom kako
bi se ocistili eventualni zaostaci zemlje nakon ¢ega su spremne za slijedeéi postupak mljevenja
(Skevin, 2016). Kljucan trenutak za aktivnost endogenih enzima ploda su procesi mljevenja i
mijeSenja u kojima se podeSavanjem raznih parametara moze djelovati na aktivnost enzima i

posljedi¢no na sastav dobivenog ulja.



2.3.1. Utjecaj mljevenja i drobljenja

Prvotni cilj mljevenja je razaranje stani¢ne strukture i oslobadanje kapljica maslinovog
ulja iz vakuola koje se nalaze u citoplazmi stanica. Pritom se provodi drobljenje pulpe, kostice
masline te kozice ¢ime se omogucava kontakt ulja i specificnih tvari koje se nalaze u svim
dijelovima ploda. U ovoj fazi dolazi do novih kemijskih i biokemijskih reakcija koje mogu vise
ili manje doprinijeti svojstvima konacno proizvedenog ulja. NeZeljena pojava koja se moze
pojaviti tijekom mljevenja je stvaranje emulzije, uslijed koje, svaku kapljicu ulja okruzi
lipoproteinska ovojnica (Koprivnjak, 2006). Takve ovojnice imaju bipolarni karakter te se jedan
dio okrece prema kapljici ulja, a polarni dio se otapa u vodi i na taj nacin se stvaraju sitnije
kapljice ulja medu kojima su slabije privlacne sile. To otezava izdvajanje ulja i tezi se tome da
se ulje Sto manje rasprsi kako bi se sprijecilo stvaranje ovakve stabilne emulzije. Vazan je i
stupanj samljevenosti kostice jer njeni fragmenti omogucéavaju stvaranje drenaznog efekta i

stvaranje kanali¢a u samljevenom tijestu kako bi se lakse izdvojilo ulje (Skevin, 2016).

Mljevenje se moze provesti razlicitim izvedbama mlinova: kamenim mlinovima koji
predstavljaju tradicionalni postupak ili metalnim mlinovima koji se danas najviSe koriste u
modernoj proizvodnji. Kameni mlinovi ili kolergangi bili su jedini uredaiji za mljevenje maslina
do 1960-ih godina. Gradeni su od 2 ili 3 granitna valjaka, koji mogu biti razli¢Citog promjera
(1,2-1,4 m), razlicite debljine (30-40 cm) i mase (1-3 t). Valjci se nalaze na granitnoj podlozi
okruzenoj ogradom koja oblikuje zdjelu u kojoj se nalazi samljeveni materijal koji se
strugacima i lopaticama usmjeruje ispod valjka. Brzina okretanja valjaka je 12-15 o/min, a
vrijeme mljevenja ovisi o daljnjem nacinu izdvajanja ulja. Ako se ulje izdvaja procesom
presanja onda se mljevenje odvija 20-30 min, a ukoliko maslinovo tijesto ide na centrifugalnu
ekstrakciju potrebno je mljevenje provesti 40-50 min kako bi se dobilo finije i homogenije
tijesto (Koprivnjak, 2006). Prednost kamenih mlinova je Sto ne dolazi do stvaranja emulzija
zbog male brzine okretaja kamenih valjaka, ne zagrijava se tijesto, ostvaruje se ucinkovito
razaranje staniCne strukture te su ocCuvana prirodna svojstva ploda u tijestu. Takoder,
prednost je Sto djelomicno zamjenjuje ulogu mijesilice jer dolazi do spajanja manjih kapljica u
vece te u slucaju mljevenja kamenim mlinovima nije neophodno provesti mijeSenje. Neki od
nedostataka su zauzimanje velikog prostora, visoka cijena, tesko odrzavanje i CiScenje stroja

te spor ne kontinuirani rad (Drljepan, 2014).

U pogledu na enzime, prednost kamenih mlinova je Sto nema zagrijavanja koje bi denaturiralo
enzim lipoksigenazu. S druge strane maslinovo tijesto je dugo izloZeno kisiku iz zraka pa dolazi

do gubitka nekih komponenti lipoksigenaznog puta, te reduciranja fenolnih komponenti
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djelovanjem polifenol oksidaza i peroksidaza za vrijeme dugog mljevenja. To rezultira
smanjenom oksidacijskom stabilnosti ulja, smanjenim okusom gorcine i oporog mirisa (Peres,
2015). Zbog toga studije sugeriraju ovaj tradicionalni postupak mljevenja za neke gorce sorte,
primjerice talijansku sortu Coratina (Clodoveo, 2013). Hlapljive tvari koje pridonose zelenim
notama ulja i pozeljnim mirisnim svojstvima vise su izrazene u uljima dobivenim preradom
kamenim mlinovima, ali unato¢ tome treba sagledati i faze koje slijede nakon mljevenja,
primjerice mijeSenje, pri ¢emu se kemijski sastav i svojstva maslinovog ulja mijenjaju
(Koprivnjak, 2006).

Slika 7. Kameni mlin (Vecerniji list, 2013)

U danasnje vrijeme kamene mlinove zamijenili su metalni mlinovi koji mogu biti
razliCitog tipa izvedbe: fiksni ili pokretni Cekicari, s diskovima, zupcasti, konusni i drugi. Metalni
mlinovi okre¢u se puno ve¢om brzinom od kamenih. Cekicari i mlinovi s diskovima imaju ¢ak
1000-3000 o/min, dok konusni postizu 400 o/min. Konstruiraju se od pokretnog metalnog
dijela koji se okrece velikom brzinom i drobi plodove uz fiksnu, rupicastu fiksnu ili pokretnu
povrsinu. Iako su danas CeSce koristeni zbog nize cijene, manjih dimenzija i automatiziranog
rada, mana ovih mlinova je stvaranje emulzije zbog velikih brzina okretaja. Kako bi se taj
problem rijeSio neizostavna faza u proizvodnji maslinovog ulja je mijeSenje maslinovog tijesta
(Drljepan, 2014).
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Odabirom vrste metalnog mlina ¢ekicara moze se podesiti Zeljena lomljenost sjemenke i
utjecati na kemijski sastav tokoferola. Mljevenjem s mrezicama vecih otvora postize se mala
lomljenost Sto rezultira malim koncentracijama tokoferola, dok se mljevenjem s mrezicama
manjih otvora postize velika lomljenost sjemenke i doprinosi povecanim koncentracijama
tokoferola (Gugi¢ i Ordulj, 2006). Razlika u dobivenom maslinovom ulju mljevenom metalnim
mlinovima je ta Sto je ulje zelenije boje nego ono mljeveno tradicionalnim kamenim mlinovima.
Metalni mlinovi (osim konusnih) usitnjavaju koZicu masline u kojoj se nalazi glavnina klorofila
koja daje zelenu boju dok kameni samo kidaju koZicu na manje fragmente (Giovacchino,
1996). Uporabom metalnih mlinova proizvodi se vise topline zbog velike brzine okretaja Sto
poboljSava aktivnost peroksidaza pa i oksidaciju fenolnih komponenti. Peroksidaze koje se
nalaze u kostici masline su oslobodene te mogu katalizirati oksidaciju. Zbog toga je danas novi
pristup odvojeno mljevenje dijelova plodova masline, primjerice odvajanje kostice od ploda i
posebno odvojeno mljevenje. Time se odvajaju peroksidaze iz kostice od fenolnih tvari u pulpi
¢ime se reducira njihova degradacija (Peres, 2015). Parametar temperature utjece na veé
spomenuti endogeni enzim B-glukozidazu koja u procesu mljevenja katalizira reakcije
nastajanja hidrofilnih fenolnih komponenti kao Sto su aglikoni sekoiridoida oleuropeina,
dimetiloleuropeina i ligstrozida. U formi aglikona ovi spojevi se lakSe otapaju u uljnoj fazi te
tako povecaju koncentraciju fenola u ekstra djevicanskom maslinovom ulju. Znacajno je

prilagoditi uvjete mijeSenja, poput temperature i vremena, kako se B-glukozidaza ne bi

inaktivirala ¢ime bi veliki dio fenolnih komponenti bio izgubljen u otpadnoj vodi (Clodoveo i
sur, 2014).

Slika 8. Metalni mlinovi; Cekicar (Drljepan, 2014), s diskovima, konusni (Koprivnjak, 2006)
2.3.2. Utjecaj mijeSenja

Slijedeca faza kojoj se moze ili ne mora podvrgnuti samljeveno maslinovo tijesto jest

mijeSenje. Tijekom mijeSenja dolazi do razbijanja emulzije ulje/voda nastale kao posljedica
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mljevenja metalnim mlinovima zbog prevelike brzine okretaja, stoga je pri tom nacinu
proizvodnje ono neizbjezno. MijeSenjem dolazi do spajanja manjih kapljica ulja u vece te
omogucava lakSe odvajanje ¢vrstog od tekuceg dijela u kasnijim fazama proizvodnije.
Maslinovo tijesto se mijesi u inoks koritima s metalnim mjeSacima u seriji od 2 do 3 uredaja
(slika 9). Korita su okruzena plastem u kojem struji topla voda kojom se kontrolira temperatura
procesa. Za proizvodnju djevicanskog maslinovog ulja visoke kvalitete temperatura tijesta ne
smije preé¢i 28°C te je optimalno vrijeme mijeSenja 60 minuta. Kako bi se postigla
odgovarajuéa temperatura tijesta, temperatura vode u plastu mora biti 5-6 °C visa od zeljene
temperature tijesta. Za optimizaciju procesa moguce je dodati i odredenu koli¢inu tople vode
u maslinovo tijesto kako bi se smanjila viskoznost i time omogucilo vece iskoriétenje (Skevin,
2016). Postupak mijesenja ovisi o sorti maslina i omjeru koli¢ine vode, ulja i koloidnih tvari u
samljevenom tijestu. Moguce je stvaranje tzv. teskih tijesta ukoliko tijesto ima vece koli¢ine
vode i koloidnih tvari kao Sto su bjelancevine, pektini i hidrofilni koloidi, stoga veliku ulogu ima
tehnolog koji svojim iskustvom prepoznaje karakteristicnu konzistenciju tijesta i odreduje
vrijeme i uvjete mijeSenja kako bi se optimalno stvorila kontinuirana uljna faza. Tijekom
mijeSenja maslinovog tijesta dozvoljeno je dodati i pomoc¢na sredstva u cilju poveéanja
iskoristivosti, primjerice mikronizirani talk (magnezijev silikat hidrat). On je graden od
molekula lipofilnih svojstava te velike specificne povrsine i djeluje tako da veze ulje i razbija
emulziju pa se smanjuje gubitak ulja koji zaostaje u biljnoj vodi dok se koli¢ina ulja vezana za
kominu povecava. Takoder se mogu dodati tvari na biljnoj bazi kao Sto je silvagel, Sto je

hidrofilna tvar velike povrsSine i za razliku od talka ne utjeCe na sastav ulja (Koprivnjak, 2006).

i — — —~n

Slika 9. MijeSenje maslinovog tijesta (Nostalgia travel, 2021)
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UTJECAJ PARAMETARA MIJESENJA NA ENDOGENE ENZIME

Operacija mijeSenja je klju¢na za razvoj pozitivnih i negativnih senzorskih svojstava ulja jer
dolazi do aktivacije enzima i njihovog doticaja s tvarima iz svih dijelova ploda te preraspodjele
tvari izmedu uljne i vodene faze. Promjena u sastavu triacilglicerola i masnih kiselina,
pigmenata, fenolnih tvari i enzima te reakcije u koje su ukljuceni tijekom mijesenja odreduju
senzorsku kakvoéu maslinovog ulja. Kako bi se enzimski procesi odvijali ispravno potrebno je
poznavanje vremena potrebnog za pokretanje enzimskih reakcija, te klju¢nih parametara koji
odrzavaju ravnotezu izmedu uljne i vodene faze. Kriticni parametri koji se mogu podesiti
tijekom mijeSenja su temperatura, vrijeme, brzina mijeSenja i atmosfera u mijesilici (Peres,
2015). Posljedica aktivnosti endogenih enzima je oslobadanje fenolnih komponenti te njihova
raspodjela izmedu uljne (1-2% ukupnih grupa antioksidanasa u plodu) i vodene faze (priblizno
53% ). Veliki dio fenolnih tvari ostaje zarobljeno u komini masline, ¢ak 45% (Clodoveo, 2012).
Pored fenolnih tvari, oslobadaju se i hlapive tvari kao rezultat lipoksigenaznog puta koji je

zapoceo u procesu mljevenja i tijekom mijesenja se nastavlja.

Negativni utjecaj procesne temperature na kvalitetu djevi¢anskog maslinovog ulja istrazivan
je u vise studija. Utjecaj temperature se najvise ocituje u koncentraciji fenola i hlapivih tvari
te njihovom doprinosu senzorskim karakteristikama (Peres, 2015). Fenolne tvari su pod
utjecajem endogenih enzima glukozidaza, koje se odlikuju najbrzim djelovanjem te su aktivne
vec pri mljevenju. Osim glukozidaza, aktivne su i esteraze koje razgraduju sloZene fenolne
spojeve na jednostavnije, a zajednicki rezultat je bolja topljivost fenolnih aglikona, fenolnih
alkohola i kiselina u uljnoj fazi. Na grafickom prikazu na slici 10. vidljivo je da prijelazu fenolnih
tvari u ulje pogoduje kraée mijeSenje pri nizim temperaturama jer se na taj nacin sprijecava
njihova oksidacija pod utjecajem peroksidaza i polifenoloksidaza. Povecanje temperature
maslinove paste do 35°C dovodi do aktivacije enzima oksidoreduktaze. Peroksidaze takoder
oksidiraju i slobodne masne kiseline pa do oksidacijskog kvarenja moze dodi i prije izdvajanja
ulja. Djelovanje enzima lipoksigenaze optimalno je pri 25°C, a rezultira oslobadanjem
hidroperoksida linolne i linolenske kiseline koje dalje cijepa hidroperoksid liaza i nastaju
hlapljivi aldehidi. Hidroperoksid liaza djeluje pri nizim temperaturama, 15°C, stoga vise
temperature znatno umanjuju aktivnost ovih dvaju enzima i proizvodnju poZzeljnih hlapljivih
komponenti. Osim toga, postoji moguénost nastanka i nezeljenih mirisa po upaljenom plodu
razgradnjom amino-kiselina pri viSim temperaturama. Moze dodi i do indirektne oksidacije
sekoiridoida produktima lipoksigenaznog puta, hidroperoksidima, a sve reakcije oksidacije

odvijaju se uz prisutnost kisika (Koprivnjak, 2006).
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Iako vedi utjecaj na aktivnost enzima ima temperatura, i vrijeme mijeSenja utjee na promjene
u sastavu fenolnih i hlapljivih tvari. Duze vrijeme mijeSenja negativno utjee na koncentraciju
fenolnih tvari i potice njihovu oksidacijsku degradaciju te stvaranje nepozeljnih hlapljivih tvari.
Povecanjem vremena mijeSenja uoceno je blago smanjenje koncentracije derivata
sekoiridoida hidroksitirosola (5-10%) dok se koncentracija tirosola povecala (15-30%) tijekom
trajanja mijeSenja od 30 do 60 minuta. U pogledu na hlapljive komponente, vrijeme mijeSenja
odrazilo se osobito na heksanal koji doprinosi okusu maslinovog ulja. Neovisno o podeSavaniju

temperature, heksanal se znatno razvijao nakon 45 minuta provedenog mijeSenja (Angerosa

i sur., 2001).
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Slika 10. Maseni udio fenolnih tvari u ulju ovisno o temperaturi i trajanju mijeSenja (Koprivnjak,

2006).

Tijekom procesa mijeSenja maslinova pasta je izlozena atmosferi, odnosno kisiku koji se nalazi
u prostoru iznad tijesta. Enzimske reakcije koje se odvijaju uz prisutnost kisika su katalizirane
oksidoreduktazama i enzimima lipoksigenaznog puta. Dolazi do ve¢ spomenute degradacije
fenolnih tvari i njihovog gubitka. Kako bi se taj problem rijeSio osmisljavaju se zatvorene
mijesilice koje omogucavaju regulaciju koli¢ine zraka i kisika iznad tijesta, takoder mijesilice u
kojima je prostor iznad tijesta ispunjen plinom CO;, koji nastaje prirodno iz samog tijesta, ili
nekim inertnim plinom. Redukcijom koncentracije kisika utjece se i na smanjenje koncentracije
lipoksigenaznih hlapljivih produkata, a time i na pojavu pozeljnih okusa i mirisa articoke,

svjezeg voca i pokosene trave u djevicanskom maslinovom ulju (Peres, 2015).
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Izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta moze se provesti na tri nacina. Tradicionalni nacin
podrazumijeva izdvajanje ulja preSanjem u otvorenoj hidraulickoj presi i najéesce slijedi iza
tradicionalnog mljevenja kamenim mlinom. Pripremljeno maslinovo tijesto se ravhomjerno
rasporeduje na filtrirajuée slojnice koje se slazu jedna na drugu i nakon svakih 5 slojnica
stavlja se metalni disk koji omogucava ravnomjerno rasporedivanje tlaka pri presanju. Uljni
most se filtrira kroz vlakna slojnica i fragmenata kosStice kroz tri faze. Danas je preSanje
zamijenio moderan centrifugalni nacin prerade zbog nedostataka kao Sto su mali kapacitet i
potrebna radna snaga, ucestalo ciSéenje slojnica zbog moguéeg zacepljenja, oneciséenja
dobivenog ulja te habanje slojnica. Drugi nacin izdvajanja ulja koristi centrifugalnu silu te
razdvaja uljnu fazu, vegetabilnu vodu i kominu masline na temelju razlike u gustoci. Provodi
se u centrifugalnim dekanterima ili horizontalnim separatorima koji mogu biti u izvedbi s dvije
ili tri faze tj. izlaza. Klasi¢na centrifuga s tri izlaza sastoji se od bubnja i puznice koja potiskuje
maslinovo tijesto kroz cilindri¢ni i konusni dio dekantera. U konusnom dijelu odvaja se kruta
komina od tekuceg dijela, a u srediSnjem cilindricnom dijelu se izdvaja uljna faza od vodene.
Nedostatak ovog postupka je obavezno dodavanje vode kako bi se smanijila viskoznost tijesta,
a pritom nastaju velike koli¢ine otpadne vode i ispiranje pozeljnih fenolnih tvari. Kako bi se taj
problem rijeSio koristi se integralna centrifuga s dva izlaza pri ¢emu se odvaja ulje kao jedna
faza te komina i vegetabilna voda kao druga. U ovom slucaju voda se ne dodaje ili samo u
malim koli¢inama pa je nedostatak vlazna komina koju treba zbrinuti na odgovarajuci nacin.
Zbog toga su optimalne opcijske centrifuge sa 2 ili 3 izlaza gdje se dodaje malo vode i moze
se odabrati nacin rada. JoS jedan nacin izdvajanja ulja je procjedivanje koje se temelji na
povrsinskoj napetosti i adhezijskim svojstvima ulja i vegetabilne vode. Koristi se za tijesta s
malim udjelom vode, ali i tada rijetko zbog visoke cijene investicije te velike izlozenosti ulja
oksidacijskom kvarenju jer je kontaktna povrsSina ulja, na ploCicama koje se uranjaju, i zraka
velika. Tijekom izdvajanja ulja potrebno je konacno provesti tekuce faze kroz vertikalni

separator gdje se odvoji Cisto maslinovo ulje od vegetabilne vode.
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2.4. Kemijski sastav maslinovog ulja

Maslinovo ulje sastoji se najve¢im dijelom od osapunjivog (98,5%-99,5%) i
neosapunjivog dijela (0,5%-1,5%) (Skevin, 2016). Osapunijivi spojevi su oni koji u reakciji s
luzinom tvore sapune, u maslinovom ulju to su veéinski triacilgliceroli, zatim slobodne masne
kiseline i fosfolipidi. Neosapunjivu frakciju cCine fenoli, ugljikovodici, steroli, tokoferoli,
triterpenski i alifatski alkoholi te drugi spojevi koji su u pravilu sekundarni metabolicki produkti
biljke i ploda. Iako u malom udjelu, navedeni spojevi su vazni za kemijske i biokemijske
reakcije koje ¢e oblikovati aromu ulja, neki imaju terapeutski ucinak, a jedna grupa spojeva
djeluje kao prirodni antioksidans i stiti ulje od kvarenja. Neosapunjivi spojevi definiraju
maslinovo ulje i njegovu razli¢itost od ostalih ulja (Zaneti¢, 2006).

2.4.1. Osapunijivi dio

Sastavni dijelovi osapunjive frakcije su triacilgliceroli, koji su esteri masnih kiselina i
trovalentnog alkohola glicerola. Dugi lanci masnih kiselina ¢ine 95% ukupnih masnih kiselina
te se uglavnom sastoje od 18 i 16 ugljikovih atoma. Ovisno o tome je li triacilglicerol graden
od tri jednake masne kiseline ili kombinacijom razli¢itih, govorimo o jednostavnim i mjeSovitim
triacilglicerolima. Triacilgliceroli biljnih ulja u strukturi su gradeni u tipu ZNZ, ZNN i NNN (Z-
zasi¢ena, N-nezasiCena) te se razlikuju od strukture zivotinjskih ulja po tome Sto na polozaju
2 molekule glicerola najc¢eS¢e imaju nezasi¢enu masnu kiselinu, u vise od 90% slucajeva
(Skarica i sur., 1996). Masne kiseline koje prevladavaju u maslinovom ulju su: oleinska, linolna,
palmitinska, stearinska i palmitoleinska. Ostale masne kiseline koje se mogu nadi u tragovima
su arahinska, behenska, lignocerinska i eikosenska (gadoleinska). Prikaz dozvoljenih raspona
navedenih masnih kiselina naveden je u Tablici 2 (Uredba komisije (EEZ) br. 2568/91). Prema
Fedeliu (1977.) glavni triacilgliceroli u maslinovom ulju su POO (18,4%), SOO (5,1%), POL
(5,9%), 000 (43,5%), OO0L (6,8%) (P, palmitinska kiselina; O, oleinska kiselina; S, stearinska
kiselina; L, linolna kiselina). Tracilgliceroli gradeni iskljucivo od zasi¢enih masnih kiselina,
primjerice PPP, SSS, PSP, SPS, nisu pronadeni u maslinovom ulju. Kao posljedica hidrolize ulja
ili zbog nepotpune biosinteze, u ulju mogu biti prisutni i monoacilgliceroli i diacilgliceroli, a
takvo ulje je loSe kvalitete. Sastav masnih kiselina uvjetovan je klimatskim uvjetima,
zemljopisnim podru¢jem, sortom masline i stupnjem zrelosti masline u trenutku branja.
Ispitivanjem sastava masnih kiselina moze se toc¢no odrediti podrijetlo maslinovog ulja (Skevin,
2016).
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Tablica 2. Sastav masnih kiselina djevi¢anskog maslinovog ulja (Uredba 2568/91.)

MASNE KISELINE

(% od ukupnih)

14:0 miristinska <0,03
16:0 palmitinska 7,5-20,0
16:1 palmitoleinska 0,3-3,5
17:0 heptadekanska <0,3
17:1 heptadecenska <0,3
18:0 stearinska 0,5-5,0
18:1 oleinska 55,0 - 83,0
18:2 linolna 2,5-21,0
18:3 linolenska < 1,00
20:0 arahinska <0,6
20:1 eikozenska <04
22:0 behenska <0,2
24:0 lignocerinska <0,2

2.4.2.

Neosapunjivi dio

Glavninu ugljikovodika neosapunjive frakcije u maslinovom ulju cini triterpenski

ugljikovodik skvalen, a zauzima i do 40% mase neosapunjive frakcije. Molekula skvalena

gradena je s 6 nezasi¢enih veza, a kemijska formula joj je CsoHso prikazana na slici 11.

Maslinovo ulje sadrzi najveéi udio skvalena od svih biljnih ulja, u rasponu od 200-1200 mg/kg

ulja, Sto ovisi o sorti, skladistenju i rafinaciji. Skvalen je vazan bioloski prekursor sterola po

kojima se prepoznaje autenticnost ulja. Takoder djeluje i kao antioksidans. Ostatak

ugljikovodika cine zasi¢ene alifatske molekule i policiklicki aromatski ugljikovodici kao Sto su

fenantren, pirin, flourantren, 1,2-benzantracen, krizen, perilen (Kiritsakis, 1990).

Slika 11. Kemijska formula skvalena CsoHso (Wikipedija, 2021)
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Steroli su po kemijskoj strukturi prikazanoj na slici 12. visokomolekularni ciklicki alkoholi
gradeni od 3 prstena cikloheksana i prstena ciklopentana. U kemijskom sastavu biljaka uljarica
steroli imaju specificni, razliCiti sastav koji je prepoznatljiv za svaku uljaricu te se analizama
sterola lako moze utvrditi radi li se o patvorenju. Steroli u maslinovom ulju ubrajaju se u
skupinu fitosterola. Iako usporedbom s ostalim biljnim uljima imaju najmanji udjel ukupnih
sterola, najzastuplijeniji steroli u djevicanskom maslinovom ulju su B-sitosterol, stigmasterol i
kampasterol. B-sitosterol se u najve¢em udjelu nalazi u maslinovom ulju i to ga razlikuje od
ostalih biljnih ulja. U tehnoloskom procesu rafinacije koncentracija B-sitosterola se smanjuje
jer dolazi do dehidratacije i prevodenja u stigmastadien Sto je pokazatelj patvorenja

djevicanskog maslinovog ulja drugim rafiniranim uljima (Skevin, 2016).

[p-sitosterol Campesterol Stigmasterol

Slika 12. Kemijske strukture sterola u maslinovom ulju (Oregon State University, 2021)

U usporedbi s ostalim biljnim uljima, maslinovo sadrzi najmanje tokoferola. Najzastupljeniji
oblik je a- tokoferol (88,5%) poznat i kao vitamin E, koji ima najznacajniju biolosku aktivnost.
Uz a- tokoferol pronalazimo i B, y i 0- oblik tokoferola, a svi imaju antioksidacijsko djelovanje
i usporavaju proces oksidacijskog kvarenja ulja. Udjel tokoferola ovisi o sorti, nacinu prerade
(tradicionalno ili moderno), skladistenju i drugim uvjetima, a tijekom skladiStenja i procesa
rafinacije gubi se i do 50%. Istrazivanja su pokazala da ulje komine masline ima veci postotak

tokoferola od ulja dobivenog iz pulpe masline (Skevin, 2016).

Prirodno prisutni spojevi neosapunjive frakcije su i triterpenski alkoholi koji ¢ine 20-26 %
frakcije. Najzastupljeniji su eritrodiol i uvaol, a ostali prisutni su a - i B-amirin, eufol, tarakserol
i damaradienol. Udjel eritridiola i uvaola prevladava u kozici masline, a u procesu prerade veca
koli¢ina se prevede u ulje postupkom ekstrakcije organskim otapalom komine masline. Ta
¢injenica omogucéuje prepoznavanje maslinovih ulja dobivenih isklju¢ivo mehanickim
postupcima od onih dobivenih pomocu otapala, tj. ulje slabije kvalitete sadrzi veéi udio
najzastupljenijih triterpentskih alkohola. Alifatski alkoholi mogu biti slobodni ili esterificirani,
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pretezno su gradeni od zasicenih ugljikovih lanaca s parnim brojem C atoma (od Cis do Cso).
Ukupan sadrzaj u ulju se kreée izmedu 10-20 mg/100 g ulja. Tijekom dozrijevanja se koli¢ina
alifatskih alkohola smanjuje sve do trenutka kada je u plodu najveca koncentracija ulja, nakon

¢ega se kolitina povecava (Skarica i sur., 1996).

Pigmenti koji daju zelenu boju maslinovom ulju su klorofili koji se lako razgraduju u feofitine
smede boje. Prisutan je oblik klorofila ai b te feofitina ai b. Svjeze maslinovo ulje sadrzi 0-10
mg/kg klorofila i od 0,2-24 mg/kg feofitina, a tijekom zrenja se udjel klorofila smanjuje
(2anetié, 2003). Klorofili djeluju kao antioksidansi u tami, dok u prisutnosti svijetla poticu
fotooksidaciju pa je bitno ulje Cuvati u tamnoj ambalazi. Osim klorofila, prisutni su karotenoidi
lutein, B- karoten, violaksantin i neoksantin. Udio karotenoida u maslinovom ulju je izmedu 1-
20 mg/kg ulja, a prevladava B- karoten. Kao i klorofili oni imaju antioksidacijski ucinak te
djeluju kao “hvataci” reaktivnog kisika ili se oksidiraju i tako Stite ulje od oksidacije (Skevin,
2016).

FENOLI

U mezokarpu ploda masline u vodenoj frakciji nalazimo bioloski vazne molekule fenola.
Iako u malim koli¢inama, fenoli ipak dospiju u ulje i pospjesuju njegovu oksidacijsku stabilnost.
U procesu prerade veliki dio fenola se nepovratno izgubi otopljen u vegetabilnoj vodi masline.
Koli¢ine fenola u ulju uvjetovane su sortom, prirodnim faktorima, stupnjem zrelosti u kojem
su ubrane te primijenjenim procesima prerade (Kiritsakis, 1990). Fenolni spojevi ili polifenoli
naziv je za niz spojeva koji u strukturi sadrze benzenski prsten s jednom ili vise hidroksilnih
skupina. Porodica Oleaceae (jorgovan, jasmin, maslina) je specifi¢na jer osim fenolnih kiselina,
fenolnih alkohola i flavonoida, jedina sadrzi i sekoiridoide. Najzastupljeniji sekoiridoidi u maslini
su oleuropein, demetiloleuropein i ligstrozid koji su u svim dijelovima ploda, te niizenid koji je
detektiran samo u kostici i verbaskozid koji se u tragovima nalazi u liS¢u. Glukozid oleuropein
je ester glukozilirane elenolne kiseline i orto-difenolnog alkohola hidroksitirosola, dok je
ligstrozid ester glukozilirane elenolne kiseline i fenolnog alkohola tirosola, prikaz strukturnih
formula je na slici 13. Zbog molekule Secera u njihovoj strukturi, izrazito su hidrofilni i gotovo
se ne otapaju u ulju. Potrebno ih je prevesti u manje hidrofilni oblik kako bi se preveli u ulje.
Kljuéni procesi su mljevenje i mijeSenje jer ¢e pod utjecajem enzima hidrolaza izgubiti
molekulu Secera i predi u aglikone koji su topljiviji u ulju. Osim hidrolitickih reakcija dolazi i do
promjena na elenolnoj kiselini pri ¢emu nastaju demetilirani, deacetoksi i dialdehidni oblici, a
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mogu se osloboditi i molekule fenolnih alkohola hidroksitirosola i tirosola cijepanjem esterskih
veza. Od ukupne kolic¢ine fenolnih tvari u plodu, procesiranjem u ulje prijede samo 0,5 do
1,5% ukupnih fenolnih tvari iz ploda masline. Ovisno o sorti, uvjetima uzgoja, stupnju zrelosti
i kakvoci ploda, nacinu prerade te svjezini ulja, maseni udio fenolnih tvari u ulju kreée se od
40 do 900 mg/kg ulja (Koprivnjak, 2006). Fenoli opéenito imaju ulogu u zastiti od oksidacije
nezasi¢enih masnih kiselina, zastitu od degenerativnih procesa, stite plod od nametnika i
biljojeda (uloga sekoiridoida), te povecaju odrzivost maslinovog ulja (Cimato, 2001).
Antioksidacijsko djelovanje pojedinih fenolnih frakcija je jace od drugih. Derivati oleuropein
aglikona i hidroksitirosol (3',4'-DHPEA) pokazuju vecu antioksidacijsku mo¢ jer su orto-
difenolne tvari dok derivati ligstrozid aglikona i tirosol (p-HPEA) kao monofenolne tvari imaju
manju efikasnost (Koprivnjak, 2006). Specificne senzorske karakteristike maslinovog ulja,
goréina i pikantnost, potjeCu od pojedinih fenolnih spojeva i njihovih derivata. Brojnim
istrazivanjima pokazalo se da fenolne tvari imaju pozitivan ucinak na ljudsko zdravlje pa tako
preventivno djeluju na razvoj krvozilnih bolesti te na neke vrste raka i neuro-degenerativne
bolesti (Skevin, 2016).
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oleuropein ligstrozid

Slika 13. Strukturne formule oleuropeina i ligstrozida (Koprivnjak, 2006)
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HLAPLIIVE TVARI AROME

Tvari arome koji direktno djeluju i na senzorska svojstva ulja su aldehidi, ketoni, esteri, eteri
furani, derivati tiofena, alifatski i aromatski ugljikovodici, alifatski i triterpenski alkoholi. To su
hlapljivi spojevi koji ovise o sorti, klimi, natinu uzgoja, zrelosti ploda, nacinu prerade te
uvjetima skladistenja ploda i ulja (ékevin, 2016). Razlikujemo hlapljive tvari s poZeljnim i
nepozeljnim mirisnim svojstvima koje su prisutne u natprostoru maslinovog ulja. Djevi¢ansko
maslinovo ulje koje je proizvedeno od zdravog ploda, ubranog u optimalno vrijeme te
preradeno po pravilima tehnoloSke proizvodnje u natprostoru sadrzi 60-80% hlapljivih tvari
koju ¢ine C6 aldehidi (heksanal, Z-3-heksenal, E-2-heksenal), C6 alkoholi (heksanol, Z-3-
heksenol, E-2-heksenol), te C6 esteri (heksil acetat i Z-3-heksenil acetat). Oni nastaju kao
produkti lipoksigenaznog puta te viSe ili manje doprinose aromi ulja. Ukoliko su u proizvodniji
maslinovog ulja ucinjene greske u skladistenju i preradi ploda ili skladistenju dobivenog ulja
pojavit ¢e se nezeljene hlapljive tvari. Uslijed porasta temperature i vlage doci ¢e do
biokemijskih reakcija te autolize tkiva ploda masline, koje ¢e biti prikladno staniSte za razvoj
mikroorganizama. Karakteristi¢ni defekti koji se javljaju pri senzorskoj analizi su svojstva po

upaljenom plodu, vinski-octikavo, pljesnivo-vlazno, uzeglost.
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3. Zakljucak

Maslina u svom kemijskom sastavu sadrzi tvari koje su znacajne za blagotvorni
zdravstveni ucinak, za oksidacijsku stabilnost, a ujedno i karakterizaciju senzorskih svojstava
maslinovog ulja. Brojni su endogeni enzimi koji imaju kljuénu ulogu u razvoju kemijskog
sastava maslinovog ulja. Enzimskim reakcijama i slozenim enzimskim putevima
oksidoreduktaza i hidrolaza nastaju spojevi koji mogu pozitivno ili negativno utjecati na sastav
dobivenog finalnog proizvoda. Od hidrolaza najzastupljeniji enzimi su lipaze koje hidroliziraju
triacilglicerole i poveéaju koncentraciju slobodnih masnih kiselina te glukozidaze koje
hidroliziraju B-glikozidne veze i time odvajaju Seéere iz fenolnih glukozida. Upravo hidrolizom
fenolnih glukozida oleuropeina i ligstrozida nastaju njihovi aglikoni koji su manje hidrofilni i
lakSe se prevode u ulje. Osim toga, produkt cijepanja esterskih veza je razlaganje na fenolne
alkohole hidroksitirosol i tirosol. Oksidoreduktaze PPO i POD, s druge strane, mogu narusiti
kvalitetu ulja oksidacijom pozeljnih fenolnih komponenti, a enzim lipoksigenaza ¢e nizom
biokemijskih reakcija sintetizirati hlapljive tvari primjerice heksanal, heksanol i heksil-acetat te

njihove cis i trans izomere koji ¢e ulju dati prepoznatljive zelene note.

Tehnoloski proces proizvodnje je jedan od znacajnih koraka u postupku dobivanja
maslinovog ulja visoke kvalitete jer znatno utjece na aktivnost endogenih enzima. Mnogo je
varijabli (temperatura, pH, vremenska izlozenost postupku, dodirne povrsine, brzine mijeSnja
itd.) koje uvelike mijenjaju sastav maslinova ulja. Postupci mljevenja i mijeSenja poticu
aktivnost enzima pa se odabirom prikladnih parametara temperature i vremena te uredaja
moZze utjecati na razvoj produkata enzimskih reakcija. Pazljivim prouc¢avanjem sastava ploda
masline i prilagodbom procesa prerade tezi se dobiti djeviansko maslinovo ulje s trazenim
kvalitetama. Uslijed velikog broja varijabli na koje je moguce utjecati ostaje velik prostor za
istrazivanje optimizacije procesa ¢ime bi se poboljSala i kvaliteta, oksidacijska stabilnost i

senzorske karakteristike proizvedenog maslinovog ulja.
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Izjava o izvornosti

Izjavljujem da je ovaj zavréni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u njegovoj
izradi nisam koristio drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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