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1. UVOD

Maslina je zimzelena biljka koja najbolje uspijeva u podrucju mediteranske klime, a najveci
uzgajivaci masline su Spanjolska i Italija, zemlje u kojima prevladava upravo ta klima. Masline
se koriste za proizvodnju djevi¢anskog maslinovog ulja, konzerviranje, pripremu tinktura ali i
u proizvodniji raznih kozmetickih proizvoda. Medutim, njezina najvaznija uloga je uloga uljarice.
Prilikom proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja plod masline prvo se pere i Cisti od raznih
necistoca, zatim se melje, a potom slijede mijeSenje, izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta te
odvajanje ulja od biljne vode.

Brojne dobrobiti, kao i povoljan utjecaj djeviCanskog maslinovog ulja na ljudsko zdravlje
odavno su Siroko poznati, a djevicansko maslinovo ulje svoj specifican okus i antioksidativna
svojstva duguje hlapljivim sastojcima i fenolima. Stvaranje hlapljivih spojeva je, izmedu
ostalog, posljedica djelovanja nekih enzima. Medu najpoznatijim enzimima masline je enzim
lipoksigenaza i njezin put (eng. LOX pathway). Lipoksigenaza je membranski enzim koji se
nalazi u plodu masline. Ona koristi linolnu i linolensku kiselinu kao supstrate za reakciju u kojoj
nastaju hlapljive tvari poZeljnih mirisnih svojstava, a koje daju djevicanskom maslinovom ulju
senzorska svojstva.

Razni ¢imbenici imaju utjecaj na aktivnost enzima, a samim time i na sastav hlapljivih sastojaka
ulja. Ovaj pregledni zavrsni rad opisuje endogene enzime ploda masline, prvenstveno
lipoksigenazu, utjecaj raznih faktora na njihovu aktivnost te na sastav hlapljivih komponenti u

ulju, odnosno na senzorska svojstva ulja.



2.TEORIJSKI DIO

2.1 Plod masline

Maslina (lat. Olea europaea) suptropska je zimzelena biljka iz porodice maslinovki (lat.
Oleaceae). Ima nepravilno kvrgavo i razgranato stablo koje naraste u visinu od oko 10 m (slika
1). Plodovi se koriste za proizvodnju djevicanskog maslinovog ulja te za jelo (najcesc¢e kao
stolne konzervirane masline). Buduci da je maslina suptropska biljka, ne odgovaraju joj niske
temperature, nego temperature izmedu 15 i 20°C te opcenito blazi klimatski uvjeti (bez jakog
vjetra i prevelikog susnog razdoblja) pa se stoga najviSe uzgaja u zemljama oko Sredozemnog
mora (Spanjolska, Italija, Portugal). U Hrvatskoj se uzgaja na otocima i na uskom kopnenom
dijelu duz cijele Jadranske obale. Cvatnja se odvija od svibnja do polovice lipnja. Plod masline
namijenjen konzerviranju ili proizvodniji ulja bere se u jesen, ovisno o stupnju zrelosti. Zreo
plod ovalnog je oblika i tamnoplave do crne boje, bogat uljem (15-30%) (Hrvatska
enciklopedija, 2021).

Slika 1. Olea europaea (Anonymous 1, 2021.)



2.2 Proizvodnja maslinovog ulja

Maslina je druga najvaznija uljarica medu uljaricama Ciji plod raste na drvetu (ispred nje jedino
je palma uljarica). Djevi¢ansko maslinovo ulje ima iznimnu nutritivnu vrijednost, a njegovi
povoljni ucinci Siroko su poznati. Prilikom proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja plod
masline prolazi kroz faze pranja i uklanjanja necistoca, mljevenja, mijeSenja, izdvajanja ulja iz
maslinovog tijesta te odvajanja ulja od biljne vode. Bududi da je djevicansko maslinovo ulje
nerafinirano i ne postoji moguénost naknadnog uklanjanja kontaminanata, vrlo je vazna faza
pranja. Necistoce se uklanjaju vodom i to tako da se plodovi moce, a potom ispiru mlazovima
vode. Nadalje, kako bi se ulje moglo izdvojiti iz ploda, potrebno je narusiti stani¢nu strukturu
stanica u kojima ono nalazi, a to se postize mljevenjem. Cilj mljevenja je provesti ga tako da
se iz pulpe oslobodi Sto viSe ulja, a da se ulje Sto manje rasprsi u sitne kapljice kako ne bi
doslo do pojave emulzije. Mljevenje se provodi na posebnim izvedbama mlinova, a danas se

najéesce koriste metalni mlinovi.

Sljedeéa faza proizvodnje je mijeSenje. To je zapravo proces u kojem se samljevena smjesa
mijeSa kako bi se postiglo bolje odvajanje uljne od vodene faze. MijeSenje se odvija u koritima
od inoksa s metalnim mjeSaCima i plastem kroz koji struji voda, kako bi se regulirala
temperatura tijesta o kojoj ovisi kvaliteta djevicanskog maslinovog ulja. Konacno, nakon
mijeSenja slijedi izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta. To se moze provoditi preSanjem (na
hidraulickim preSama otvorenog tipa), kontinuiranom centrifugalnom ekstrakcijom i
procjedivanjem (rijetko se koristi). Princip dobivanja ulja preSanjem temelji se na Pascalovom
zakonu (pomocu malih sila mogu se dobiti veliki pritisci) i ono se smatra tradicionalnim
postupkom izdvajanja ulja. Separacija kontinuiranom centrifugalnom ekstrakcijom iz tijesta
masline temelji se na razlici u gustoci ulja, vegetabilne vode i komine. Postoje izvedbe u dvije
i tri faze. Procjedivanje se temelji na razlici u povrsSinskoj napetosti i svojstvima adhezije ulja i

vegetabilne vode (Skevin, 2016).

Nakon izdvajanja ulja slijedi njegovo bistrenje, pakiranje te distribucija.



2.3 Djevicansko maslinovo ulje — sastav i specificnosti

Ulje se nalazi u pulpi masline, tocnije nakupljeno je u vakuolama stanica pulpe u obliku uljnih
mjehuri¢éa s membranama koje ih odvajaju od drugog tekuceg sadrZaja citoplazme. U zrelom
plodu masline takve vakuole Cine preko 80% stanica. Osim u pulpi, ulje se nalazi i u sjemenki
masline i moze ga sadrzavati ¢ak 35-40%, no s obzirom na relativno mali udio sjemenke u
ukupnom plodu, to ulje predstavlja 5-7% od ukupne koliCine ulja dobivenog iz masline. Ulje u
sjemenki vecinom je citoplazmatsko, tj. rasprseno je u obliku manjih kapljica pa ga je stoga
teze i izdvojiti (Koprivnjak, 2006). Djevicansko maslinovo ulje zadrzava vecinu komponenti
prisutnih u maslinama, kao Sto su na primjer masne kiseline, polifenoli i fenoli, karotenoidi,

klorofili, skvalen, terpeni te hlapljive tvari.

2.3.1 Masne kiseline

Od zasi¢enih masnih kiselina zastupljene su laurinska, miristinska, arahidonska, behenska,
lignocerska te stearinska masna kiselina, dok su od nezasicenih zastupljene oleinska
(najzastupljenija), palmitoleinska i gadoleinska masna kiselina. Medu navedenim masnim
kiselinama, oleinska ima najveéi znacaj jer ima veliku nutritivnu vrijednost i lako je probavlijiva,
a zbog njezine visoke koncentracije prisutne u djevicanskom maslinovom ulju, mnogi smatraju
djevicansko maslinovo ulje predstavnikom ove masne kiseline. Odredeni ¢imbenici, poput
podruéja uzgoja, nadmorske visine, klime, sorte i stupnja zrelosti, znacajno utjeCu na sastav
masnih kiselina u maslinama i, posljedi¢no, u djeviéanskom maslinovom ulju (éarolié i sur.,
2014). Primjerice, Beltran i suradnici (2004) u svom radu navode da se sadrzaj palmitinske,
stearinske i linolenske kiseline te zasi¢enih masnih kiselina smanjuje tijekom zrenja masline,
dok se sadrzaj oleinske i linolne kiseline povecava Takoder, kolicina palmitinske i stearinske
kiseline te linolne i linolenske kiseline ovisila je o vremenu berbe, dok je koli¢ina oleinske

kiseline varirala s godinom usjeva.
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Slika 2. Oleinska masna kiselina (Anonymous 2, 2021.)

2.3.2 Fenoli

Glavni fenoli prisutni u djevianskom maslinovom ulju su hidrofilni fenoli, medu kojima
prevladavaju fenolni alkoholi, fenolne kiseline, flavonoidi, lignani i sekoiridoidi. Oni pokazuju
antioksidativno djelovanje, a smatra se da su upravo antioksidansi odgovorni za brojne
bioloSke aktivnosti djevicanskog maslinovog ulja. Njihova bioloska djelovanja prikazana su u
Tablici 1. Sekoiridoidi, ukljucujuéi i aglikonske derivate oleuropeina i hidroksitirosol glavni su
antioksidansi djevicanskog maslinovog ulja (Servili i Montedoro, 2002), a oni su ujedno i
karakteristi¢ni spojevi za porodicu Oleaceae, u koju, kako je ve¢ spomenuto ranije, spada i
maslina (Bendini i sur., 2007). Uz hidrofilne fenole, u djevicanskom maslinovom ulju prisutni
su i lipofilni fenoli, medu kojima je najpoznatiji tokoferol. Takoder, smatra se da fenolni spojevi
doprinose i zdravstvenim ucincima djevi¢anskog maslinovog ulja (Visioli i sur., 2019). Osim na
bioloSka svojstva, fenolni spojevi utjeCu i na senzorska svojstva djevi¢anskog maslinovog ulja.
Osjecaj pikantnosti i okus gorcine dolaze upravo od fenolnih spojeva (Bendini i sur., 2007).
Najvedi utjecaj na senzorske karakteristike djevicanskog maslinovog ulja imaju derivati
oleuropein aglikona, izomeri ligstrozid aglikona, i tirosol (Koprivnjak, 2006). Takoder,
istrazivanja su pokazala da je hidroksitirosol prisutan u uljima dobre kvalitete, dok se tirosol i
neke fenolne kiseline nalaze u uljima slabije kvalitete (Kiritsakis, 1998).

Udio fenolnih spojeva u maslinovom ulju iznosi od 40 do 1000 mg/kg (Servilli i Montedoro,
2002). 2-(3,4-dihidroksifenil) etanol i 2-(p-hidroksifenil) etanol najzastupljeniji su fenolni
alkoholi u plodu masline. Od flavonoida prisutni su luteolin-7-glukozid, luteolin-5-glukozid te
apigenin-7-glukozid, kao i antocijani, cijanidin i delfinidin glukozidi. Nadalje, prisutne su brojne



fenolne kiseline, a p-hidroksibenzojeva, kavska, klorogenska, vanilinska i ferulna samo su neke
od njih.

Djevicansko maslinovo ulje razlikuje se od ostalih biljnih ulja zbog posebnog fenolnog sastava,
koji mu uz pravilno skladistenje, omogucava i dulji rok trajanja (zbog prisutnosti fenola s
kateholnom skupinom, primjerice hidroksitirosola, i njihovih sekoiridoidnih derivata) (Servilli i
Montedoro, 2002). Kao i kod masnih kiselina, fenolni sastav u maslinama i djevicanskom
maslinovom ulju ovisi o ¢imbenicima poput stupnja zrelosti, nadmorske visine, temperature.
Kiritisakis u svom istraZivanju (1998) navodi da je najveca koncentracija polifenolnih spojeva
u razdoblju izmedu polucrne i potpuno crne boje masline. Nadalje, navodi da niza nadmorska
visina rezultira s ve¢om koli¢inom fenola. Takoder, navodi i da vrijeme skladiStenja utjece na
fenolni sastav maslina i to tako da se s povec¢anjem vremena skladiStenja smanjuje koli¢ina

fenola.

Tablica 1. Biolosko djelovanje i potencijalne dobrobiti za zdravlje povezane s fenolima u

djevi¢anskom maslinovom ulju i plodu masline (Saroli¢ i sur., 2014)

Biolosko djelovanje Potencijalna klinicka slika
antioksidativno djelovanje kardiovaskularne i degenerativne bolesti
antiupalno djelovanje inhibicija protuupalnih enzima
antimikrobno djelovanje infekcijske bolesti
antiaterogeno djelovanje koronarna bolest srca, mozdani
antitumorsko djelovanje razni tumori

antiagregacija trombocita koronarna bolest srca, mozdani
antihipertenzijsko djelovanje hipertenzija

povecana aktivnost vitamina A i B-karotena | starenje koze

povecana imuna aktivnost infekcijske bolesti, razni tumori
smanjenje razine plazma Kkolesterola i | koronarna bolest srca
oksidiranog LDL-a




2.3.3 Hlapljive tvari

Hlapljive tvari su spojevi male molekulske mase (manje od 300 Da) koje lako isparavaju na
sobnoj temperaturi (Kalua i sur., 2007). Jedinstvena aroma, miris, kao i brojna senzorska
svojstva djevicanskog maslinovog ulja pripisuju se hlapljivim tvarima. Medu hlapljivim tvarima
detektiranim u djevicanskom maslinovom ulju nalaze se razni alkoholi, aldehidi, ketoni, eteri,
esteri, furani i njihovi derivati te aromatski ugljikovodici (Kiritisakis, 1998). Ipak, 60-80%
hlapljivih spojeva Cine C6 esteri (Z3-heksenil acetat i heksil acetat), C6 alkoholi (Z3-heksenol,
heksanol i £-2-heksenol) te C6 aldehidi (£2-heksenal, Z~3-heksenal i heksanal). To su hlapljive
tvari koje doprinose pozeljnim mirisnim svojstvima ulja. Osim njih, u djevicanskom maslinovom
ulju mogu se javiti i hlapljive tvari koje doprinose nepoZeljnim mirisnim svojstvima. One
najéeS¢e nastaju zbog greSaka u skladistenju ploda, ponekad i zbog teskoéa uskladivanja
vremena berbe s vremenom prerade, ali i zbog gresSaka u skladistenju djevicanskog maslinovog
ulja. Takvi spojevi su primjerice butanska kiselina, propionska kiselina, nonanal i oktanal
(Koprivnjak, 2006). Zbog svega navedenog, hlapljive komponente mogu se koristiti za provjeru
kakvoce ulja, moguéeg patvorenja i uzeglosti ili za otkrivanje sorte masline koristene u
proizvodnji ulja (Kesen i sur., 2013).

Sastav hlapljivih tvari posljedica je klimatskih uvjeta, zemljopisnog podrucja, zrelosti ploda,
sorte, uvjeta skladistenja te metoda i parametara prerade. Naime, prema Kiritsakisu (1998)
najveca koncentracija hlapljivih tvari pojavljuje se u fazi optimalne zrelosti ploda, a tijekom
skladistenja ploda masline koncentracija hlapljivih komponenti okusa, poput aldehida i estera,
se smanjuje. Takoder, primije¢ene su male razlike u komponentama okusa kod istih sorti
uzgajanih na razli¢itim podrucjima. Od proizvodnih parametara, posebno je vazno mijeSenje.
Postupak mijeSenja tijekom prerade ploda masline uzrokuje povecanje lipofilnih komponenata
(aldehidi, esteri) i smanjenje hidrofilnih komponenata (alkohola).

Stvaranje hlapljivih tvari pocinje u trenutku razbijanja stanica i narusavanja njihove strukture
tijekom mljevenja maslina, a nastavlja se tijekom postupka ekstrakcije ulja. Poznavanje i
razumijevanje faza u kojima nastaju hlapljivi spojevi moze se koristiti za kontrolu sastava
hlapljivih tvari djevi¢anskog maslinovog ulja, omogucujuéi tako proizvodnju ulja bolje kvalitete.
Enzimske reakcije u kojima dolazi do hidrolize i oksidacije igraju klju¢nu ulogu u njihovom

stvaranju (Kesen i sur., 2013).



2.4. Enzimi masline

Maslina sadrzi viSe vrsta endogenih enzima. To su lipaze, glikozidaze, poligalakturonaze,
celulaze, pektin-metilesteraze, lipoksigenaze, peroksidaze te polifenoloksidaze. Oni se
oslobadaju kada se narusi struktura tkiva ploda, primjerice uslijed mehanickih oStecenja
tijekom berbe, napada mikroorganizama tijekom procesa skladiStenja ili uslijed mehanickih
oStecCenja tijekom same ekstrakcije (Hbaieb i sur., 2014). Detaljniji pregled endogenih enzima
i njihovih djelovanja prikazan je u Tablici 2.

Ostali prisutni enzimi poput celulaza, poligalakturonaza i pektin metilesteraza imaju ulogu
prilikom dozrijevanja. Naime, oni sudjeluju u omeksavanju pulpe, a s obzirom i da razgraduju
tvari koloidnog karaktera, pridonose i uspjeSnijem izdvajanju ulja tijekom proizvodnje
(Koprivnjak, 2006).

U daljnjem tekstu bit ée nesto vise rijeci o lipoksigenazi te o hidroperoksid liazi.

Tablica 2. Rasporedenost endogenih enzima u plodu masline te posljedice njihovih djelovanja
(Koprivnjak, 2006)

|

Vrsta enzima | Endogeni enzim ’ (l;ll:;:i ‘ Posljedice djelovanja
pulpa i hidroliza tnacilglicerola 1

lipaze ! . ol
P sjemenka | oslobadanje masnih kiselina

odvajanje Secera iz fenolnih
glikozidaze (GLI) pulpa | glukozida pri éemu nastaju fenolni

i aglikoni koji su topljiviji u ulju

A celulaze (CEL) B ' razgr;da‘a;elulozcﬁmicclulnzc
poligalakturonaze (PG) pulpa i ktina; r_azgradn{a sltaqncnc
pektin-metilesteraze (PME) | stajenke i time g_laksay 2

w: | 1zdvajanja kapljica ulja

| polifenoloksidaze (PFO) pulpa oksidacija (degradacija) fenolnih

peroksidaze (PER) sjemenka | tvan
oksidoreduktaze oksidacija slobodnih masnih

pulpai | kiselina - po¢etak niza enzimskih
sjemenka | reakcija kojima nastaju pozeljne
tvari arome ulia

lipoksigenaze (LOX)



2.4.1 Lipoksigenaza (LOX) i LOX put

Lipoksigenaze su enzimi koji su Siroko rasprostranjeni u biljkama, gljivama i sisavcima, iako u
biljkama u nesto vecoj mjeri. Sastoje se od jednog polipeptidnog lanca molekulske mase u
rasponu od 94-104 kDa. Proteini imaju A~terminalnu domenu koja ima strukturu B-bacve i
vecu kataliticku domenu koja sadrzi jedan atom ne-hem Zeljeza. Enzimi su obicno u Zeljeznom
(neaktivhom) obliku kada su izolirani (Brash, 1999). Lipoksigenaze spadaju u veliku porodicu
proteina koji sadrze ne-hemsko Zeljezo. Supstrati za lipoksigenazu su polinezasi¢ene masne
kiseline koje sadrze niz cis dvostrukih veza (Liavonchanka i Feussner, 2006). Lipoksigenaze
kataliziraju oksidaciju polinezasi¢enih masnih kiselina koje sadrze bar jednu (1Z42)-
pentadiensku jedinicu, dajuéi hidroperokside masnih kiselina (Baysal i Demirdoven, 2007). Ovi
enzimi u maslini pokazuju visoku regiospecificnost, tj. preferiraju n-6 polozaje u lancu
nezasicenih masnih kiselina, a osim te preferencije, pokazuju i vedi afinitet prema linolenskoj
masnoj kiselini kao supstratu (Cak je dvostruko aktivnija), u odnosu na linolnu masnu kiselinu
(Koprivnjak, 2006). Lipoksigenaza je takoder sposobna koristiti relativno Sirok raspon drugih
spojeva kao supstrata, poput karotenoida i polifenola (Peres i sur., 2015).

Kao Sto je ve¢ spomenuto u poglavlju 2.3.3, enzimi igraju vaznu ulogu u stvaranju hlapljivih
tvari. Jedan od tih enzima je i lipoksigenaza koja preko LOX puta sudjeluje u tvorbi arome
maslinovog ulja. LOX put zapocinje oslobadanjem enzima kada se poremeti struktura tkiva
ploda masline. Reakcijski put ukljuuje niz enzima koji oksidiraju (lipoksigenaza) i cijepaju
(hidroperoksid liaza) polinezasicene masne kiseline dajuci aldehide. Oni se potom reduciraju u
alkohole (alkohol dehidrogenazom) i esterificiraju kako bi se dobili esteri (alkohol
aciltransferaza) (Kalua i sur., 2007). Koprivnjak u knjizi (2006) navodi da lipoksigenaza u
aerobnim uvjetima djeluje na supstrat, prvenstveno linolnu i linolensku masnu kiselinu, i
ugraduje -OOH skupinu u polozZaje n-6 (oko 80% produkata) ili n-10 (oko 20% produkata).
Ugradnjom -OOH skupine, tj. oksidacijom masne kiseline, dolazi i do premjesStanja dvostruke
veze iz izoliranog (Zkonfiguracija, odnosno ¢is) u konjugirani polozaj (£konfiguracija,
odnosno trans). Nastali produkti, tj. gotovo iskljucivo n-6 hidroperoksidi, supstrat su za enzim
hidroperoksid liazu. Ona cijepa lanac oksidirane masne kiseline izmedu atoma ugljika s
vezanom -OOH skupinom i njemu susjedne trans dvostruke veze. Na taj nacin iz n-6
hidroperoksida linolne kiseline nastaje heksanal, a iz n-6 hidroperoksida linolenske kiseline
nastaje Z3-heksenal. Z3-heksenal je vrlo nestabilan i brzo izomerizira u £2-heksenal
(najzastupljenija hlapljiva komponenta medu hlapljivim tvarima djevi¢anskih maslinovih ulja
visoke kvalitete). Potom alkohol dehidrogenaza reducira C6 aldehide (£2-heksenal, Z3-



heksenal i heksanal) i prevodi ih u alkohole, a alkohol acil transferaza sudjeluje u njihovom
povezivanju s kiselinama u estere. LOX put prikazan je na slici 3.

Lipoksigenaza masline membranski je enzim. Optimalni pH joj je izmedu 5,0 5,5, a optimalna
temperatura 25°C. Visoke temperature (iznad 35°C), kao i visoke koncentracije fenola
hidrofilnog karaktera mogu je inhibirati.

Osim 'glavnog' djelovanja, tj. samog LOX puta, lipoksigenaza moze i cijepati nastale
hidroperokside, stvarajuci tako alkoksi radikale te tako pokrenuti niz reakcija u kojima su
produkti C5 komponente arome (npr. 1-penten-3-ol (samostalno pridonosi poZeljnoj aromi
ulja), E-2-penten-1-ol, Z-2-penten-1-ol, 1-penten-3-on, E-2-pentenal) (Koprivnjak, 2006).

Uz lipoksigenazu, joS jedan vazan enzim koji sudjeluje u LOX putu i stvaranju arome
djevicanskog maslinovog ulja, a kako je prethodno i spomenuto, je hidroperoksid liaza.
Hidroperoksid liaze kataliziraju cijepanje masnih kiselina na vezi smjeStenoj izmedu atoma
ugljika koji nosi -OOH skupinu i susjedne trans dvostruke veze i pri tome, kako je vec ranije
spomenuto, daju oksokiseline i aldehide (Salas i Sanchez, 1999a). Nastali produkti vazne su
komponente arome maslinovog ulja, ali igraju i vaznu ulogu u karakteristikama voca, povréa i
zelenog lis¢a. Istrazivanjima je utvrdeno da hidroperoksid liaza kod zelenih maslina pokazuje
najvisu razinu aktivnosti kada se one uberu u pocetnim fazama sazrijevanja. Nakon toga razina
aktivnosti se malo smanjuje, no i dalje se odrZava visoka razina tijekom daljnjeg procesa
sazrijevanja (Salas i Sanchez, 1999a). Optimalni pH ovog enzima je 5,7, optimalna temperatura
15°C, a povecanje temperature iznad 25°C dovodi do naglog smanjenja njegove aktivnosti.
Kao i lipoksigenaza, hidroperoksid liaza pokazuje veci afinitet prema linolenskoj masnoj kiselini
kao supstratu, u odnosu na linolnu kiselinu. U slucaju s linolenskom masnom kiselinom

pokazuje ¢ak 2,5 puta vecu aktivnost (Koprivnjak, 2006).
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Slika 3. LOX put nastanka hlapljivih tvari s pozeljnim mirisnim svojstvima (Koprivnjak, 2006)
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2.5. Utjecaji na aktivnost enzima i hlapljive komponente

Kako bi se procijenila potreba za korisStenjem procesnih pomagala u industriji hlapljivih tvari,
ali i opcenito zbog same kvalitete i sastava ulja, vazno je znanje o tome kako djeluju endogeni
enzimi ploda masline tijekom sazrijevanja, tijekom procesa prerade te kako razni parametri
utje€u na njihovu aktivnost (Peres i sur., 2015). U prethodnim poglavljima ve¢ je spomenuto
da cimbenici poput sorte, stupnja zrelosti, klime imaju utjecaj na sastav hlapljivih tvari u
djevicanskom maslinovom ulju. Buduci da je prisutnost hlapljivih tvari posljedica djelovanja
nekih enzima i njihove koncentracije (npr. lipoksigenaza), ti ¢imbenici imaju utjecaja i na
njihovu aktivnost.

U ovom poglavlju bit ¢e rijec o utjecaju roka berbe, sorte, nacina prerade, uvjeta skladistenja

te samog ploda na aktivnost enzima i, posljedi¢no, na sastav hlapljivih tvari.

2.5.1 Utjecaj sorte maslina

Da bi se moglo govoriti 0 utjecaju sorte maslina na aktivnost enzima, potrebno je osigurati da
su sorte uzgojene u istim ili priblizno slicnim uvjetima, da su plodovi ubrani u istom ili
podjednakom stupnju zrelosti te da su preradeni na isti nacin. U istrazivanju (Patui i sur., 2010)
provedenom na lokalnim sortama Ghiacciolo i Nostrana di Brisighella u sjevernoj talijanskoj
regiji Emilia-Romagna uocena je razlika u enzimskoj aktivnosti lipoksigenaze i hidroperoksid
liaze. Naime, lipoksigenaza je pokazala svoj maksimum aktivnosti pri pH 5,5 kod obje sorte,
no veéa enzimska aktivnost zabiljezena je kod sorte Ghiacciolo, dok je hidroperoksid liaza
pokazala svoj maksimum aktivnosti pri pH 7,5 i vecu aktivnost u sorti Nostrana di Brisighella,
Sto je potvrdeno i ve¢om koli¢cinom heksanala. Takoder, pokazalo se i da je sorta Nostrana di
Brisighella bogatija aldehidima. Iz navedenih rezultata zaklju¢eno je da je aktivnost enzima
specificnost svake sorte, dok na sastav hlapljivih spojeva najvedi utjecaj ima sorta, a manji
temperatura i sama klima, tj. da je razliCit sastav hlapljivih spojeva posljedica genetskih, a ne
okolisnih ¢imbenika. Soldo (2016) u svojoj doktorskoj disertaciji takoder navodi da je
lipoksigenazna aktivnost specifi¢no svojstvo pojedine sorte, s obzirom da je u plodovima Oblice
i Levantinke, autohtonim hrvatskim sortama, izmjerena priblizno jednaka specifi¢na aktivnost,
dok je, nasuprot tome, u plodovima Lastovke, takoder hrvatske autohtone sorte, izmjerena
znatno niza specifi¢na aktivnost enzima. Nadalje, sli¢no kao i Patui i sur. (2010), navodi da su
hlapljive tvari svojstvo sorte, buduéi da su djevicanska maslinova ulja istrazivanih autohtonih
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dalmatinskih sorti pokazala razlicite profile hlapljivih tvari, a najviSe su se razlikovala u sastavu
aldehida, alkohola i estera.

Na slici 4 graficki je prikazano koliko sastav hlapljivih tvari varira od sorte do sorte.
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Slika 4. Utjecaj sorte maslina na udio hlapljivih tvari u ulju (Koprivnjak, 2006)

2.5.2 Utjecaj stupnja zrelosti ploda

Rast i razvoj ploda masline dug je proces koji traje 6 do 8 mjeseci, ovisno o sorti i drugim
¢imbenicima. Akumulacija ulja u pulpi zapocinje 12-13 tjedana nakon sinteze i nastavlja se
20-ak tjedana do sazrijevanja plodova. Opcenito, tijekom sazrijevanja u maslinama se odvija
nekoliko metabolickih procesa koji imaju utjecaj na kemijsku strukturu i koncentraciju nekih
spojeva. Te se promjene ocituju u senzorskim svojstvima, oksidacijskoj stabilnosti i hranjivoj
vrijednosti ulja. Osim na navedeno, istrazivanjima (Salas i sur., 1999b) je utvrdeno da
dozrijevanje i stupanj zrelosti imaju utjecaj i na enzimsku aktivnost. Aktivnost lipoksigenaze
mjerena je u maslinama ubranim u razli¢itim razvojnim fazama od 13 do 34 tjedna nakon
sinteze, ¢ime je obuhvaceno cijelo razdoblje sinteze i akumulacije ulja. Lipoksigenaza je
pokazala visoku aktivnost u ranim fazama razvoja, a potom je doslo do smanjenja nakon 14
tiedana tijekom ispitivanog razdoblja. Stalni pad aktivnosti lipoksigenaze primijecen je u
naprednijim stadijima sazrijevanja, od 25 do 35 tjedana nakon sinteze, a to je razdoblje kada
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se plodovi obi¢no beru zbog ekstrakcije ulja. S druge strane, Criado i sur. (2007) izvijestili su
0 suprotnim rezultatima dobivenim u njihovom istrazivanju provedenom na Cetiri sorte: Leccino
(Italija), Arbequina (Spanjolska), Sabina (Korzika) te Germaine (Korzika). Lipoksigenaza je
pokazala razli¢itu aktivnost u navedenim sortama (utjecaj sorte) te je maksimalna enzimska
aktivnost postignuta u razli¢ito vrijeme, no zajedni¢ko svim sortama je da su biljeZile najvedi
porast enzimske aktivnosti u onoj fazi zrenja kada se boja ploda mijenja iz zeleno-Zute u
crveno-ljubicastu. U prilog rezultatima da se aktivnost enzima povecava sa stupnjem zrelosti
ploda idu i rezultati koje je dobila Soldo (2016) na primjerima hrvatskih autohtonih sorti Oblice,
Levantinke i Lastovke. Naime, specificna aktivnost lipoksigenaze povecavala se sa stupnjem

zrelosti plodova, a najvedi skok u aktivnosti uocen je u periodu intenzivnog tamnjenja ploda.

Sto se sastava hlapljivih tvari ti¢e, u istraZivanju provedenom na sorti Oues/ati (Tunis) (Ouni i
sur., 2016) pokazalo se da stupanj zrelosti ima utjecaja na njihov sastav te da se oni mogu
koristiti kao pouzdani pokazatelji dozrijevanja. Pokazalo se da se dozrijevanjem udio aldehida
i alkohola smanjuje, dok se udio estera povecava. Osim toga, na temelju sastava hlapljivih

komponenti, maslina ove sorte pokazala se najboljom za preradu pri stupnju zrelosti oko 3.

2.5.3 Utjecaj uvjeta skladistenja

Izmedu berbe i prerade plodova masline ne bi trebalo pro¢i duze od jednog dana jer duze
vrijeme skladiStenja uz prisutnost viage moze dovesti do hidrolize triacilglicerola pa je stoga
pozeljno preraditi plodove Sto je prije moguce (najbolje bi bilo u roku 4-5 sati od berbe) (Mele
i sur., 2018). S obzirom da nije uvijek moguce u tako kratkom roku ubrati i preraditi masline,
potrebno ih je skladistiti. Tijekom skladiStenja najvaznije je usporiti dozrijevanje, odnosno
endogene enzimske reakcije u plodu, odvesti viSak topline koji se oslobada tijekom
dozrijevanija, sprijeiti razvoj mikroorganizama te sprijeciti mehani¢ko ostecenje tkiva ploda.
Navedene uvjete najlakSe je posti¢i Cuvanjem plodova masline u hladnjaiama na
temperaturama od 5 do 8°C, uz relativnu vlaznost zraka 95%. Medutim, cuvanje u
hladnjacama je skupo pa samim time poskupljuje i sam proizvod te se stoga rijetko i koristi.
Umijesto toga, masline se ¢esce skladiste u prohladnom i prozracnom prostoru (pozeljno da
temperatura bude ispod 15°C) i to tako da se rasprostru na podu od materijala koji se lako
peru ili rasporede u drvene lijese koje se mogu slagati jedna na drugu (pozeljno da razmak
bude dovoljan, tako da se omoguéi oslobadanje topline i vlage u okolni prostor, ali i da se
sprijeci nagnjecenje plodova). Osim navedenih nacina skladistenja, danas je jos uvijek prisutna

praksa ¢uvanja plodova u mrezastim i plasti¢nim vreCama, no to nije najbolji nacin skladistenja,
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buduéi da se pokazalo da je u plodovima skladistenim u mrezastim vre¢ama ubrzano
hidroliticko kvarenje, a u plodovima skladiStenim u plasti¢nim vrecama doslo je do izrazitog
gubitka poZzeljnih mirisnih tvari. Poznat je i tradicionalni nacin skladistenja plodova u morskoj
ili pitkoj vodi koji usporava hidroliticko i oksidacijsko kvarenje ulja, no uzrokuje gubitak
pozeljnih mirisnih tvari do ¢ak 90% te inaktivaciju enzima lipoksigenaze pa stoga znacajno

smanjuje kvalitetu ulja (Koprivnjak, 2006.).

U istrazivanju (Hbaieb i sur., 2016a) provedenom na sortama Arbequina i Chétoui (Tunis)
pokazalo se da temperatura skladistenja ploda i, ponovno, sorta imaju utjecaj na aktivnost
enzima i sastav hlapljivih tvari. Masline navedenih sorti skladiStene su 4 tjedna na
temperaturama 4°C i 25°C, pracena je enzimska aktivnost u njima i usporedivana je s onom
u maslinama koje dozrijevaju. UoCeni su razliCiti trendovi u aktivnosti enzima. Kod sorte
Chétoui temperatura nije imala znacajan utjecaj na aktivnost enzima peroksidaze tijekom
cijelog razdoblja skladistenja, dok je kod sorte Arbeguina uoen znacajan porast aktivnosti
tijekom zadnjeg razdoblja skladiStenja pri temperaturi od 25°C. Nadalje, aktivhost enzima
polifenoloksidaze se smanijila kod obje sorte pri skladiStenju na 25°C, iako viSe kod sorte
Chétoui (izgubljeno samo 87% pocetne aktivnosti), nego kod sorte Arbequina (izgubljeno
65% pocetne aktivnosti). Pri skladiStenju na temperaturi od 4°C obje sorte pokazuju slican

gubitak enzimske aktivnosti.

Hbaieb i sur. (2016b) proucavali su i utjecaj skladiStenja na sastav hlapljivih sastojaka
maslinovog ulja u istim sortama, Chétouii Arbequina. Otkrili su porast C6 aldehida kada su se
masline Cuvale na 25°C i smanjenje kada su se ¢uvale na 4°C, a to je bilo posebno izrazeno
kod sorte Arbeguina. Kod heksanala je takoder uoceno da mu se povecala koncentracija kod
maslina ¢uvanih na 25°C, dok je kod maslina ¢uvanih na 4°C uocen samo blagi pad u

koncentraciji.

2.5.4 Utjecaj prerade

Mlinovi, vrijeme mljevenja, temperatura i koncentracija kisika tijekom prerade pokazali su se
kao Cimbenici koji imaju utjecaja na aktivnost enzima, s posljedicama i na sastav hlapljivih
sastojaka. Mljevenje je prvi korak u pripremi maslinovog tijesta za ekstrakciju ulja. Tijekom
mljevenja, prilikom istjecanja ulja iz vakuole uslijed narusavanja stani¢ne strukture aktivira se

nekoliko enzima, a njihove aktivnosti rezultiraju aktivacijom LOX puta, a koji ubrzo rezultira
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nastankom C6 i C5 spojeva (Campestre i sur., 2017). U danasnjoj proizvodnji maslinovog ulja
najceSce se koriste mlinovi na diskove, dok se u tradicionalnoj proizvodnji koriste kameni
mlinovi koji se obicno sastoje od dva do Cetiri granitna kamena koji rotiraju. Energija (toplina)
koja se oslobada tijekom mljevenja s kamenim mlinovima je mala pa nije dovoljna da bi
denaturirala enzime. S druge strane, mlinovi ¢ekicari (metalni mlinovi) pokazuju emulgirajuci
ucinak na tijesto masline te se mljevenjem povecava temperatura tijesta za 13—15°C (Peres i
sur., 2015). Porast temperature uzrokuje smanjenje aktivnosti hidroperoksid liaze koja ima
jednu od kljucnih uloga u stvaranju hlapljivih tvari. Predugo vrijeme mljevenja moZze pogorsati
kvalitetu maslinovog ulja zbog stvaranja peroksida i drugih nepozeljnih sastojaka pa je stoga
preporuceno vrijeme mljevenja maslina 20-30 minuta jer se pokazalo da se mljevenjem u tom
vremenskom okviru proizvodi manje peroksida (Mele i sur., 2018). Osim toga, pokazalo se i
da brzina rotiranja ¢eki¢a kod mlinova Cekicara ima utjecaja na senzorska svojstva. Naime,
istrazivanje na sorti Arbosana (Kalifornija) pokazalo je da se sadrzaj gorcine, pikantnosti,
klorofila i ukupnih fenola povecava kada je brzina okretaja Cekica mlina od 2400 do 3600
okretaja/min (Polari i sur., 2018), dok kada se koriste kameni mlinovi dobivena ulja imaju nizi
intenzitet gorcine i pikantnosti jer ova metoda mljevenja pomaze u proizvodnji ulja s manjim
udjelom fenolnih tvari (Di Giovacchino i sur., 2002). Kameni mlinovi smanjuju koncentraciju
fenola u maslinovom tiijestu s vremenom mljevenja zbog kontakta sa zrakom tijekom obrade,
Sto onda potice djelovanje polifenol oksidaze i peroksidaze i njihovu oksidaciju fenola, a dulji
kontakt sa zrakom pridonosi i smanjenju udjela hlapljivih tvari koje utjeCu na gorak i ostar

okus ulja.

Kada se govori o sastavu hlapljivih tvari, mijeSenje je jedan od najvaznijih procesa. Parametri
kao Sto su temperatura, trajanje mijeSenja i sastav atmosfere s kojom tijesto masline dolazi u
doticaj utjeu na enzime i sastav hlapljivih tvari. MijeSenje dokazano poboljSava iskoristenje
ekstrakcije i, op¢enito, ono raste s porastom vremena mijeSenja (Clodoveo, 2012). Medutim,
predugo mijeSenje moze dovesti do povecanog udjela alkohola i nepozeljnih hlapljivih tvari.
Amirante i suradnici (2001) proucavali su utjecaj vremena mijeSenja pri 3 razliite temperature
(27, 32 i 35°C) na sastav hlapljiivih sastojaka u ulju prilikom ekstrakcije. Pri sve 3 temperature
uoceno je da u pocetnoj fazi mijeSenja dolazi do povecanog prinosa ulja, ali i povecane
koncentracije hlapljivih tvari u njemu zbog djelovanja endogenih enzima (prvenstveno
lipoksigenaze). Nakon postizanja maksimalne vrijednosti, doslo je do smanjenja iskoriStenja
zbog stvaranja emulzije tijekom mijeSenja te je zakljuceno da je optimalno vrijeme mijeSenja
izmedu 45 i 60 minuta. Temperatura je takoder vazan parametar mijeSenja, a utjeCe na
peroksidazu, polifenol oksidazu i lipoksigenazu, enzime koji su odgovorni za kakvocu hlapljivih
spojeva maslinovog ulja (Mele i sur., 2018). Povecanje temperature do 35°C pogoduje njihovoj
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aktivnosti, dok previsoke temperature mogu dovesti do pojave nepoZzeljne arome po
'zagorenom' ulju i dovesti do smanjenja udjela visokokvalitetnih hlapljivih tvari. Nadalje,
smanjenje dostupnosti kisika tijekom mijeSenja moze smaniiti aktivnost polifenol oksidaze i
peroksidaze, ali i dovesti do smanjenja udjela hlapljivih tvari koje su produkti lipoksigenaznog
puta. Glavni u¢inak mijeSenja je porast udjela C6 i C5 karbonilnih spojeva, posebno heksanala,
Sto predstavlja vazan doprinos aromi maslinovog ulja. Kvaliteta sastava hlapljivih komponenti
mogla bi se dodatno poboljsati reguliranjem parametara mijeSenja i pratenjem kemijskih i
biokemijskih promjena u pasti maslina. Upravo zbog toga, u nekim se proizvodnim pogonima
ovaj proces kontrolira rucno ili s pojedinacnim upravljackim petljama koje odrzavaju parametre

pri konstantnim vrijednostima, buduci da viSe faktora utjece na njih (Clodoveo, 2012).

U danasnjoj proizvodnji djevianskog maslinovog ulja najéeS¢e se koristi kontinuirana
centrifugalna ekstrakcija. Tip postrojenja za ekstrakciju ulja (dvije ili tri faze) izrazito utjece na
razinu hidrofilnih fenola u ulju, a posljedi¢no onda i na okus gorcine, ostrine i trpkosti, kao i
na ugljikovodike, zatim na estere koji su produkti fermentacija, derivate keto kiselina i sve
skupine koje su dio LOX puta, osim C6 aldehida (Peres i sur., 2015). Kalogeropoulos i suradnici
(2014) proucavali su sortu Koroneiki (Grcka) i uoCili znacajne razlike u dobivenim uljima u
postupku u dvije faze i u postupku u tri faze. Ulje proizvedeno dvofaznim postupkom

sadrzavalo je viSe heksanala, kao i ukupnih fenola, dok je imalo nize vrijednosti peroksida.
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3. ZAKLJUCAK

Lipoksigenaza prisutna u plodu masline vrlo je vazan enzim pri proizvodnji djevicanskog
maslinovog ulja, s obzirom da je dio LOX puta u kojem nastaju spojevi koji su velikim dijelom
odgovorni za aromu ulja. Poznavanje profila hlapljivih tvari, ali i ¢imbenika koji utjeCu na
aktivnost lipoksigenaze vazno je kako bi dobivanje visokokvalitetnog djevi¢anskog maslinovog
ulja bilo Sto uspjesnije. Pokazalo se da utjecaj na aktivnost lipoksigenaze ima sama sorta
masline, zatim stupanj zrelosti ploda masline, ali i njihov nacin skladistenja i prerade. Nadalje,
vidljivo je da je utjecaj sorte na aktivnost lipoksigenaze specificno svojstvo svake pojedine
sorte, da utjecaj uvjeta skladistenja takoder varira od sorte do sorte, da je najveca aktivnost
lipoksigenaze u fazama intenzivnog tamnjenja ploda te da je prilikom prerade klju¢na faza
mijeSenja, pri Cemu je najveca aktivnost lipoksigenaze na temperaturi od oko 25 do 30°C. Iz
svega navedenog moZze se zakljuciti da kako bi se dobilo ulje odredenih osjetilnih karakteristika,
koje potrosaci veoma cijene, potrebno je prilagoditi vrijeme berbe i nacin prerade svakoj

pojedinoj sorti, buduci da sve jako ovisi 0 sortama.
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Izjava o izvornosti

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