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1. UVOD

Djevicansko maslinovo ulje (DMU) dobiva se iz ploda masline primjenom iskljucivo
mehanickih postupaka koji omoguéuju nastanak i ofuvanje tvari s mirisnim i okusnim
svojstvima te potencijalno blagotvornim ucinkom na zdravlje. Hlapljive i fenolne tvari
odgovorne su za specificna i jedinstvena okusno-mirisna svojstva te visoku nutritivnu
vrijednost DMU. Na sastav 1 udio poZzeljnih hlapljivih i fenolnih spojeva znacajno utjecu enzimi
prisutni u plodu masline. Upravo su enzimi, mehanizmi njihova djelovanja i optimalni
parametri za njih u proizvodnji ulja postali fokus novijih istrazivanja.

Sve navedeno otvara nova interesna podrucja za proizvodnju DMU koja istraZzuju 1 nove
postupke proizvodnje. Tradicionalno se u proizvodnji DMU koriste hladni postupci. Za
postupak mijeSenja to su temperature od 25 do 30 °C kroz 45 minuta trajanja postupka. Utjecaj
toplinskog tretmana posebno je otvoren za raspravu jer je temperaturni raspon izmedu
razgradnje ili bolje topljivosti pozeljnih spojeva vrlo uzak.

Novi postupci koji ukljucuju tehnologije poput ultrazvuka, pulsiraju¢eg elektri¢nog polja i
mikrovalova pokazuju veliki potencijal 1 moguénost kontinuiranosti cijeloga procesa. Koristeci
navedene tehnologije, moguce je provoditi uc¢inkovitije i ekoloski prihvatljivije ekstrakcije,
inaktivirati mikroorganizme pa cak i izdvojiti odredenu koli¢inu ulja koje se inace gubi s
vegetabilnom vodom i1 kominom. Zajednic¢ko svim ovim tehnikama je da se obrada materijala
odvija na sobnoj temperaturi.

Primjenom netermickih tehnologija obrade hrane, u koje se ubrajaju ultrazvuk i pulsirajuce
elektri¢no polje, moguce je posti¢i ocuvanje senzorskih i1 nutritivnih znacajki kroz dulje vrijeme
uz zajamcenu sigurnost proizvoda (Kresi¢ 1 sur., 2011).Ultrazvuk brZze zagrijava maslinovo
tijesto 1 moze aktivirati prisutne enzime, ali potrebno je utvrditi koji su to optimalni parametri
za proces proizvodnje. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana
1 utjecaj ultrazvuka visoke snage na enzime ploda masline B-glukozidazu i lipoksigenazu

(LOX).



2. TEORIJSKI DIO

2.1 PLOD MASLINE

Jedan od klju¢nih faktora za kvalitetu DMU stanje je ploda masline, koji mora biti zdrav,
neosteéen i ubran u optimalnom stupnju zrelosti. Prosje¢na masa ploda masline se kreé¢e od 0,5
do 20 g te je odredena genetski tj. sortom, a ovisi 0 uzgojnim uvjetima i koli¢ini ploda po stablu
(Kailis 1 Harris, 2007). Oblik ploda najcesce je sferiCan, a moze biti izduzen, kruskolik i srcolik,
Sto je takoder odredeno sortom. Velika varijabilnost kemijskog sastava ploda posljedica je
velike bioloske raznolikosti unutar porodice Oleaceae. Svjezi plod moze sadrzavati 40 — 70 %
vode, 6 —25 % ulja te 24 — 35 % ostalih tvari poput Secera, proteina, organskih kiselina, fenolnih
tvari i netopljivih koloidnih tvari (Servili i sur., 2012). Koloidne tvari su komponente stani¢ne
stjenke 1 srediSnje lamele koja povezuje susjedne stanice, poput celuloze, hemiceluloze,
pektina, enzimskih i strukturnih proteina. Ove tvari u maslinovom tijestu, osobito s visokim
udjelom vode, stvaraju emulziju i otezavaju izdvajanje ulja (Canamasas, 2006).

Plod masline je kosStunica buduc¢i da sadrzi drvenastu kosticu (endokarp) unutar koje je
sadrzana sjemenka (endosperm) koja ¢ini 2 — 4 % mase cijelog ploda. Kostica je okruzena
mesom ploda ili pulpom (mezokarp) koju pokriva zaStitna koZica (epikarp) prekrivena
vostanom prevlakom. Na slici 1 prikazani su osnovni anatomski dijelovi ploda s njihovim

udjelima u masi svjezeg ploda (Majeti¢ Germek, 2014).

A", _ endokarp 15-28%

mezokarp 70-80%

o epikarp 1,5-3,5%

Slika 1. Anatomski dijelovi ploda masline i njihovi udjeli u masi svjezeg ploda (Majeti¢

Germek, 2014)



U plodu masline ulje se najve¢im dijelom nalazi u pulpi (16,5-23,5 % mase svjezeg
ploda) i manjim dijelom u sjemenci (1-1,5 % mase svjezeg ploda) (Servili i sur., 2012). U
stanicama pulpe ulje se nakuplja u vakuolama, ¢ime je odvojeno od vodenog dijela citoplazme.
Manji dio ulja rasprSen je u vidu sitnih kapljica u citoplazmi, a taj se dio znatno teze izdvaja
tijekom prerade. Vakuole s uljem sadrZe najve¢im dijelom triacilglicerole (=98 %) dok su drugi
sastojci poput ugljikovodika, sterola i voskova prisutni u manjim udjelima (Koprivnjak, 2006).
Nakupljanje ulja u plodu zapocinje nakon odrvenjavanja kostice, a najviSe koli¢ine postizu se
u potpuno zrelim plodovima (Kailis 1 Harris, 2007).

Fenolne tvari (fenolni alkoholi, kiseline 1 sekoiridoidni glikozidi) u plodu masline
javljaju se u obliku unutarstani¢nih nakupina smjestenih neposredno uz stani¢ne stjenke. Nalaze
se u pulpi, kozici i sjemenci ploda. Njihova bioloska uloga je zaStita od razvoja
mikroorganizama na mjestima oSte¢enja te odbijanje nametnika. Osim toga imaju 1 strukturnu
ulogu, s obzirom na to da stvaraju veze izmedu polisaharida koji izgraduju stani¢ne stjenke
(Ucella, 2001). Udio fenolnih tvari u plodu prili¢no je visok i kre¢e se od 0,5 do 2,5 % mase
svjezeg ploda te znacajno ovisi o sorti i stupnju zrelosti ploda (Servili i sur., 2012). Koli¢ina
fenolnih tvari u plodu povecéava se sa stupnjem zrelosti ploda, do trenutka kada plodovi po¢inju
mijenjati boju kozice u ruzicasto-ljubicastu. Nakon toga njihov se udio u plodu smanjuje, §to je
u korelaciji s porastom aktivnosti hidroliti€¢kih enzima ploda (Conde 1 sur., 2008). Prilikom
prerade, u ulje prijede svega 1-2 % fenolnih spojeva prisutnih u plodu zbog njihove izrazite
hidrofilnosti (Rodis 1 sur., 2002). U djevicanskim maslinovim uljima fenolne tvari imaju
iznimnu vaZnost jer utjecu na okusna i nutritivha svojstva te odrzivost ulja zbog izrazite
antioksidacijske aktivnosti (Bendini i sur., 2007).

U plodu masline, osobito pulpi 1 sjemenci, sadrzani su enzimi s hidrolitickim 1
oksidoredukcijskim djelovanjem na fenolne tvari i tvari koloidnog karaktera. Celulaze,
poligalakturonaze i pektin metil-esteraze omekSavaju tkivo ploda i razgraduju koloidne tvari te
pridonose izdvajanju ulja za vrijeme prerade (Koprivnjak, 2006). Enzimi poput B-glukozidaze,
peroksidaze 1 polifenol-oksidaze djeluju na fenolne tvari ploda mijenjaju¢i njihovu strukturu i
topljivost u ulju (Clodoveo i sur., 2014). U sintezu mirisnih hlapljivih tvari djevicanskih
maslinovih ulja ukljucen je niz enzima iz lipoksigenaznog (LOX) puta sinteze (Kalua 1 sur.,
2007). Glavni enzimi ploda masline prikazani su u tablici 1 uz opis njihovog djelovanja i

lokalizacije u samom plodu.



Tablica 1. Enzimi ploda masline, njihova lokalizacija u plodu i djelovanje (Majeti¢ Germek,

2014)
Endogeni enzim Lokalizacija Djelovanje
Enzimi koji celulaze hidroliza celuloze, hemiceluloze
djeluju na poligalakturonaze I 1 pektina, razgradnja staniénih
koloidne . . puipa stjenki, omekSavanje tkiva i
tvari peictin metil-csteraze olakfavanje izdvajanja ulja;
pulpa (kloroplasti  odvajanje Secera iz fenolnih
p-glukozidaze i kapljice ulja u glikozida ¢ime nastaju aglikoni
Enzimi koji citoplazmi) koji su topljiviji u ulju;
djeluju na hidroksilacija monofenola u o-
fenolne polifenol-oksidaze pulpa difenole, oksidacija o-difenola u
tvari kinone;
: . oksidacija fenolnih tvari uz
peroksidaze gjemeka prisutnost vodikovog peroksida:
hidroliza triacilglicerola,
lipaze pulpa i sjemenka  oslobadanje slobodnih masnih
kiselina;
oksidacija slobodnih videstruko
e nezasi¢enih masnih kiselina,
Enzimi koji lipoksigenaze pulpa i sjemenka  poCetak eznimskih reakcija
su- . LOX puta sinteze poZeljnih
u.k]h]uc‘.em u mirisnih tvari;
:;:;?i,ih ci_jepanje hidrupgmkf;ida .
tvari hid ksid-i pulpa v!ﬁes_trukﬂ nezas;:’:en}h masnih
idroperoksid-liaze (kloroplasti) kiselina na aldehide 1

alkohol-dehidrogenaze

pulpa i sjemenka

oksokiseline;

reverzibilna redukcija aldehida
u alkohole;

2.2 PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

U procesu proizvodnje DMU plod masline treba pro¢i kroz faze pranja i uklanjanja
necisto¢a, mljevenja, mijesenja, izdvajanja ulja iz maslinovog tijesta, odvajanja ulja od biljne
vode 1 zavrs$nih postupaka bistrenja, pakiranja 1 distribucije. Osim karakteristika ploda masline,
na kvalitetu 1 iskoriStenje procesa u preradi utjecu i jedini¢ne operacije u procesu proizvodnje
djevicanskih maslinovih ulja, od kojih su najznacajnije mljevenje maslina i mijeSenje
maslinovog tijesta (Uceda 1 sur., 2006, Di Giovacchino, 2002).

Mljevenje prethodno oc¢iS¢enih 1 opranih maslina provodi se s ciljem oslobadanja ulja iz

pulpe ploda i njegovog izdvajanja u kasnijim fazama prerade. Mljevenjem se usitnjavaju svi
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specifi¢nim tvarima ploda, poput tvari boje iz kozice, tokoferola iz sjemenke i enzima iz pulpe
i sjemenke. Fragmenti kostice u maslinovom tijestu olaks$avaju izdvajanje ulja zbog drenaznog
ucinka. Osim toga, naruSavanjem stani¢nih struktura aktivira se niz enzima sadrzanih u plodu
koji sudjeluju u promjeni strukture polarnih fenolnih tvari i sintezi hlapljivih tvari. Stoga,
mljevenje nije isklju¢ivo mehanicki proces koji moze utjecati na prinos ulja, ve¢ 1 operacija
kojom zapocinju biokemijske reakcije koje utjeCu na sastav i kvalitetu ulja (Fregapane i
Salvador, 2013; Inarejos-Garcia i sur., 2011).

Sljedeca faza proizvodnje je mijeSenje. To je proces u kojem se samljevena smjesa
(tijesto) mijesa kako bi se postiglo bolje odvajanje uljne od vodene faze. MijeSenjem (15-20
o/min) razbija se emulzija nastala mljevenjem maslina i potice se ujedinjavanje sitnih kapljica
ulja u kapljice promjera ve¢eg od 30 um, ¢ime se olakSava ekstrakcija ulja (Di Giovacchino 1
sur., 2002). Za vrijeme mijeSenja maslinovog tijesta endogeni enzimi poput pektinaza, celulaza
i hemicelulaza razgraduju stani¢ne stjenke i lipoproteinske ovojnice, koje se dodatno mehanicki
razbijaju pod utjecajem oStrih bridova kostice, ¢ime se razbija emulzija i olakSava izdvajanje
ulja. Osim toga, za vrijeme mijeSenja se nastavljaju i enzimske reakcije na fenolnim tvarima te
sinteza hlapljivih tvari. U¢inkovitost mijeSenja tijesta ovisi o reoloSkim karakteristikama tijesta
1 uvjetima provodenja ove operacije kao Sto su vrijeme mijeSenja 1 temperatura (Clodoveo,
2012; Di Giovacchino 1 sur., 2002). Obi¢no se mijeSenje maslinovog tijesta provodi na
temperaturama do 27 °C (Uredba Komisije (EEZ) br. 2568/91), ako se Zeli deklarirati da se radi
o hladnom postupku, u vremenu od 30 do 60 minuta ovisno o karakteristikama tijesta.
Produzenjem vremena mijeSenja maslinovog tijesta postize se vece iskoriStenje procesa
proizvodnje ulja Sto je potvrdeno brojnim istrazivanjima (Stefanoudaki i sur., 2011; Aguilera 1
sur., 2010; Inarejos-Garcia i sur., 2009; Kalua i sur., 2006; Ranalli i sur., 2003; Di Giovacchino
i sur., 2002; Amirante i sur., 2001).

Nakon mijeSenja slijedi izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta. Postoji viSe nacina kojima
se postupak izdvajanja moze provesti: preSanjem, kontinuiranom centrifugalnom ekstrakcijom
ili procjedivanjem. PreSanje, koje smatramo tradicionalnim na¢inom izdvajanja u proizvodnji
DMU temelji se na Pascalovu zakonu; izdvajanje kontinuiranom centrifugalnom ekstrakcijom
na razlici u gusto¢i ulja, vegetabilne vode i komine, a procjedivanje na razlikama u povrsinskoj
napetosti. Nakon provedenog izdvajanja slijedi bistrenje, pakiranje 1 distribucija DMU

(Skevin, 2016).



2.3 SASTAV I SVOJSTVA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

DMU c¢ine kemijski razlic¢iti spojevi podijeljeni u dvije skupine: osapunjivi i
neosapunjivi dio. Po sadrzaju 1 vrsti spojeva maslinovo ulje se razlikuje od ostalih jestivih ulja

Veliku vecinu svih spojeva DMU ¢ine trigliceridi i to u postotku do 98 %, a u manjem
omjeru su tu slobodne masne kiseline i ostali gliceridni spojevi.

Neosapunjivi dio kojeg je pronadeno do 2 % u ukupnom sastavu DMU ¢ine spojevi koji
su razli¢itih struktura i1 polariteta (lipofilne ili hidrofilne) i stoga se mogu koristiti u
karakterizaciji ulja. Ovoj heterogenoj skupini od 200 spojeva pripadaju ugljikovodici, terpenski

alkoholi, steroli, tokoferoli, pigmenti, fenoli i hlapljivi aromatski spojevi (Kiritsakis, 1998).

2.3.1 Masne kiseline

Jednostruko nezasi¢ena oleinska kiselina zastupljena je u visokom udjelu u sastavu
masnih kiselina DMU, od 55 do 83 %, 1 jedan je od kriterija za odredivanje njegove
autenti¢nosti. U¢inci maslinovog ulja i manje pojavnosti kardiovaskularnih bolesti pripisani su
visokom udjelu oleinske kiseline 1 njenom svojstvu da usporava prodiranje masnih kiselina u
arterijske stijenke (Perrin, 1992).

Uz oleinsku, masnu kiselinu u maslinovom ulju prisutne su esencijalne masne kiseline
linolna 1 linolenska. One se se ne mogu sintetizirati u organizmu pa ih je potrebno unositi
hranom. Izgraduju membranu ljudskih stanica, tkiva, organe, a od njih se stvaraju i spojevi
sli¢ni hormonima koji upravljaju raznim Zivotnim funkcijama, a njihove strukture su prikazane
na slici 2 (Presnec, 2017).

Osim jakoga genetskog utjecaja, sastav masnih kiselina mijenja se ovisno o podrucju
uzgoja masline, zemljopisnoj Sirini, klimatskim uvjetima tijekom godine te stupnju zrelosti

plodova (Boskou, 2006).
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Slika 2. Kemijska strukturna formula: linolenske (C18:3), linolne (C18:2) i oleinske (C18:1)

masne kiseline (Presnec, 2017)

2.3.2 Fenolni spojevi

Fenolni spojevi nalaze se u svim dijelovima biljke pridonose¢i boji i okusu, ali njithova
priroda i koncentracija znacajno varira izmedu razli€itih tkiva ploda masline (Ucella, 2001).
DMU obiluje fenolnim spojevima koji su primarni antioksidansi $to znaci da sprjecavajuci
oksidaciju ulja 1 utjecu na senzorska svojstva samog ulja buduci da su pojedini fenoli odgovorni
za svojstva gordine, pikantnosti i oporosti (Zaneti¢, 2009; Caponio i sur., 2001).

Fenolni spojevi DMU mogu se podijeliti na: fenolne kiseline i alkohole, flavonoide,
lignanane i sekoiridide koji su karakteristiéni samo za porodicu Oleaceae. Oleuropein,
demetiloleuropein 1 ligstrozid su najznacajniji fenolni spojevi unutar grupe sekoiridida. Plod
masline, pored navedenih sadrzi i jednostavne fenolne spojeve, tirosol, hidroksitirosol,
glikozide flavanola i sloZeniji verbaskozid (Bendini i sur., 2007).

Oleuropein je najzastupljeniji fenolni spoj ploda veéine sorti maslina cija je
koncentracija mijenja tijekom rasta. Koncentrcija oleuropeina povecava se za vrijeme rasta
ploda 1 nakon dosegnute najvise vrijednosti u nezrelim plodovima opada s pocetkom procesa
sazrijevanja. Povecana aktivnost hidrolitickih enzima i1 nakupljanje antocijana moguéi su
razlozi smanjenja koncentracije oleuropeina. Degradaciju oleuropeina sazrijevanjem prati

nakupljanje demetiloleuropeina i1 glikozida elenolne kiseline (Esti 1 sur., 1998; Amiot i sur.,



1989). Ipak, najznacajnije promjene fenolnih tvari iz ploda odvijaju se za vrijeme prerade
mljevenjem plodova i mijeSenjem maslinovog tijesta. Za vrijeme mljevenja i mijesanja aktivira
se enzim B-glukozidaza, glavni enzimski sustav koji katalizira i kontrolira hidrolizu fenolnih
glikozida u mehanicki oste¢enom ili mikrobioloSki kontaminiranom plodu masline. Njezina
vaznost lezi u tome da katalizira hidrolizu fenolnih glikozida i time oslobadanje aglikona koji
doprinose senzorskim svojstvima proizvoda (Romero-Segura i sur., 2009). Optimalni parametri
izoliranih B-galaktozidaza su 45°C i pH 5,5 (Koprivnjak, 2006). Spojevi nastali iz fenolnih
glikozida kao Sto je oleuropein, jednostavni su Seceri i1 aglikoni koji se esterazom cijepaju na

fenolne kiseline i alkohole kao §to je prikazano na slici 3.

' ﬂ mu;‘
beta glukozidaza + glukoza
H

oleuropein aglikon

oleuropein
»
Al
COOCH, 2
+
-
hidroksitirisol elenolna kiselina

Slika 3. Oleuropein i njegovi derivati nakon enzimske razgradnje -glukozidazom i

esterazom (prema Abdel-Shafy i sur., 2014)

Peroksidaza (POD) 1 polifenol-oksidaza (PPO) su enzimi odgovorni za oksidaciju
fenolnih spojeva za vrijeme prerade te u konacnici zajedno s B-glukozidazom imaju snazan
utjecaj na sastav fenolnih spojeva u djevi¢anskim maslinovim uljima (El Riachy i sur., 2011;
Artajo 1 sur., 2006; Servili i sur., 2004).

Osim prethodno spomenute grupe sekoiridoida, grupe fenolnih spojeva u djevi¢anskom
maslinovom ulju ukljucuju fenolne kiseline koje proizlaze iz dviju osnovnih struktura
benzojeve i cimetne kiseline (vanilinska, kavena i p-kumarinska kiselina), fenolne alkohole
(tirosol 1 hidroksitirosol), flavonoide (apiginin 1 luteolin) i lignanane (pinorezinol 1

acetoksipinorezinol) (El Riachy, 2011; Angerosa i sur., 1996).



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) 1 upravo njima se pripisuje aroma, miris i ostala
senzorska svojstva DMU. U maslinovom ulju prisutno je oko 280 hlapljivih spojeva od cega
sedamdesetak pridonosi mirisu, a dvadesetak okusu maslinovog ulja. Ostali su prisutni u toliko
niskim koncentracijama da ih osjetilima ne mozemo zamijetiti (Boskou, 2006).

Razli¢ite su skupine spojeva medu detektiranim hlapljivim tvarima u DMU: alkoholi,
aldehidi, ketoni, eteri, esteri, furani i njihovi derivati te aromatski ugljikovodici (Kiritsakis,
1998). Vecinu, 60-80 % hlapljivih spojeva ¢ine C6 esteri, alkoholi i aldehidi koje doprinose
pozeljnim mirisnim svojstvima ulja. Osim pozeljnih hlapljivih spojeva u DMU, postoje 1
hlapljive tvari koje mogu doprinijeti nepoZeljnim mirisnim svojstvima, a nastaju naj¢esce zbog
vanjskih faktora poput gresaka u skladiStenju ploda, neuskladivanju berbe s vremenom procesa
prerade ili zbog propusta u skladiStenju samog ulja. Takvi spojevi su organske kiseline ili
aldehidi poput butanske kiseline, propionske kiseline, nonanala i oktanala (Koprivnjak, 2006).

Na rast i sastav ploda, a samim time i udio hlapljivih tvari utjecu brojni faktori kao §to
su sorta masline, starost 1 zdravstveno stanje stabla, zemljopisni poloZaj 1 klimatski uvjeti
(Rocak, 2005). Autor Kiritsakisu (1998) navodi kako se najveca koncentracija hlapljivih tvari
pojavljuje se u fazi optimalne zrelosti ploda, a smanjuje se tijekom vremena skladistenja. Od
proizvodnih procesa DMU posebno je vazan postupak mijeSenja koji uzrokuje povecanje
lipofilnih komponenata, aldehida i estera, te smanjenje hidrofilnih komponenata, alkohola.

Sinteza pozeljnih hlapljivih tvari djevicanskih maslinovih ulja zapocinje u trenutku
mljevenja zdravih plodova maslina, kada se naruSavanjem stanicne strukture oslobada niz
enzima koji oslobadaju masne kiseline, oksidiraju ith i cijepaju do C6 i C5 hlapljivih
komponenti. Sinteza hlapljivih tvari lipoksigenaznog puta nastavlja se za vrijeme mijeSenja
maslinovog tijesta (Kalua 1 sur., 2007; Salas 1 sur., 2000).

Lipoksigenaza (LOX) pripada ne-hemskim dioksigenazama koje sadrze Zeljezo, a
katalizira uvodenje molekule kisika u viSestruko nezasi¢ene masne kiseline s barem jednim
(1Z,47)-pentadienskim slijedom. Enzimi lipoksigenaze jedan su dio lipoksigenaznog puta 1
posljedica njihovog djelovanja je stvaranje C6 1 C5 spojeva koji su kvalitativno i kvantitativno
najvazniji hlapljivi spojevi arome djevicanskog maslinovog ulja (Luaces 1 sur., 2007) 1 nosioci
su zelenih nota. Biosinteza hlapljivih produkata lipoksigenaznog puta ovisi o dostupnosti

esencijalnih nezasi¢enih masnih kiselina, prvenstveno linolne i linolenske masne kiseline, i



aktivnosti enzima lipoksigenaznog puta (LOX, hiroperokid liaze, alkohol dehidrogenaze,
alkohol acetil transferaza) (Sanchez-Ortiz i sur., 2018).

Dokazano je da maslinovo ulje proizvedeno iz prezrelih maslina ima slabiji aromatski
karakter upravo zbog smanjene aktivnosti enzima lipoksigenaznog puta (Servili 1 sur., 2015).
Parametri optimalnog djelovanja za lipoksigenazu su 25°C i pH 5,0 do 5,5 (Koprivnjak, 2006).

Lipoksigenzani put prikazan je na slici 4. On zapocinje acil hidrolazom koja oslobada
kiseline iz glicerolipida. LOX oksidira viSenezasi¢ene masne kiseline linolenska i linolna
kiselina do hidroperoksida (Angerosa, 2000). Znanstvena istrazivanja u vezi afinteta
lipoksigenaze iz masline prema linolnoj i linolenskoj masnoj kiselini su oprecna. Odnosno,
prema Ranalli i sur. (2001) afinitet lipoksigenaze iz masline veci je prema linolenskoj, dok
postoje i rezultati gdje je veéi afintet prema linolnoj kiselini (Lorenzi i sur., 2006). Razlicitost
afiniteta enzima prema supstratima moze proizaci iz toga Sto lipoksigenaze iz fotosintetskog

tkiva imaju ve¢i afinitet prema linolenskoj, a iz nefotosintetskog prema linolnoj (Vick, 1993).
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Slika 4. Lipoksigenazni put - shematski prikaz enzimski katalizirane sinteze tvari s

poZeljnim mirisnim svojstvima u djevi¢anskom maslinovom ulju (Koprivnjak, 2006)



2.4 ULTRAZVUK

Ultrazvuk definiramo kao dio zvu€nog spektra ¢ija je frekvencija visa ili jednaka 20
kHz te ju ljudsko uho ne moze detektirati (Jayasooriya i sur., 2004). Zvu¢ni val karakterizira
amplituda (A), frekvencija (f), valna duljina (1) i koeficijent prigusenja (a) koji ovisi o
svojstvima materijala kroz koji ultrazvuk prolazi.

Rasponi frekvencija kojima se koristi ultrazvuk kre¢u se od 20 kHz do 100 MHz, a najcesce je
radni raspon u granicama od 500 kHz do 20 Mhz, pri ¢emu su frekvencije koje se koriste kod
plinova nize u odnosu na frekvencije koje se koriste kod tekuéina i krutina (Brn¢i¢, 2006).

Zvucni spektar prikazan je na slici 5.

Ultrazvuk

EUuIND VISOKI
PODRUCJE INTENTITET

INFRAZVUK

Slika 5. Zvucni spektar (Dujmi¢, 2015)

Primjena ultrazvuka moZe se op¢enito podijeliti u dva podrucja ovisno o intenzitetu i
snazi ultrazvucnih valova:

1. Ultrazvuk niske snage - frekvencije 1-10 MHz (Mason i sur., 1996), te vrlo male razine
snage (manje od 1 W cm-?), ukljucuje valove malih amplituda i visoke frekvencije. U
svojstvima materijala kroz koji prolazi val ne uzrokuje fizicke i kemijske promjene.
Koristi se za mjerenja teksture, sastava, viskoznosti, odredivanje koncentracije tvari u

hrani, stimulaciju aktivnosti Zivih stanica, povrSinsko ¢iS¢enje hrane i utjecaj na enzime.

2. Ultrazvuk visoke snage - frekvencije 20-100 kHz (Mason i sur., 1996), te visoke razine
snage (u rasponu od 10-1000 W c¢m™) ultrazvucnih valova visokih amplituda 1 malih
frekvencija. Ultrazvuk visokog intenziteta tijekom prolaska kroz materijal uzrokuje
ubrzavanje kemijskih reakcija, povecanje brzine difuzije, dispergiranje agregata ali i

unistenje enzima i mikroorganizama (Herceg, 2009).
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Za procesiranje hrane ultrazvu¢nim valovima postoji veliko zanimanje zbog toga Sto je
transfer akusti¢ne energije do prehrambenog proizvoda trenutac¢an i prostire se kroz cijeli
volumen proizvoda, §to znaci smanjenje ukupnog vremena procesiranja i manju potro$nju

energije.

2.4.1 Mehanizam djelovanja ultrazvuka

Ultrazvuk visoke snage nastaje tako da dio uredaja koji se zove pretvaraC pretvara
elektricnu ili mehanicku energiju u energiju zvuka. Kada ultrazvucéni val prolazi kroz medij
nastaju longitudinalni valovi i stvaraju se podruc¢ja promjenjivih kompresija i ekspanzija
mjehuric¢a. Nastaje mnostvo mjehuri¢a na mikroskopskoj razini koji se proSiruju pod utjecajem
negativnog tlaka, a zatim implodiraju pod utjecajem pozitivnog tlaka. Ta pojava poznata je kao
kavitacija. Nastali mjehuri¢i ispunjeni su plinom ili parom i kada prsnu dolazi do stvaranja
regija vrlo visoke temperature (5500 K) i tlakova (500 bara) $to je prikazano na slici 6, a
posljedica je promjena fizikalno-kemijskih svojstava molekula u neposrednoj blizini (Leighton,
2007). Prilikom optimizacije primjene ultrazvuka potrebno je uzeti u obzir intenzitet

ultrazvuka, temperaturu, vremenski interval i druge parametre (Rezek Jambrak i sur., 2010).

{;Tgﬂﬁfm kompresija kompresija Valna duljina

+,5_P-

i

5

E \/ arnr-'htur'a \/ Udal|ancsl
AP {——e

ekspanzija
v (snizeni tlak) ekspanzija

oooOOOOOQ

Formiranje mjehuriéa ‘ Rast mjehurica - Implozija mjehuriéa

Slika 6. Formiranje i urusavanje kavitacijskog mjehuri¢a u akusti¢cnom polju (Dujmi¢, 2015)
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2.4.2 Ultrazvu¢ni uredaji

Ultrazvucni uredaji razlikuju se po svojim konstrukcijama. Razlike su vidljive u dizajnu
generatora snage, elemenata ultrazvuka koji se koriste, reaktora i ¢elije koja je povezana sa

izvorom ultrazvuka. Prema navedenim razlikama koriste se:

. ultrazvucne kupelji,

. ultrazvuéne sonde,

. oprema koja ukljucuje paralelno vibrirajuée ploce,
. radijalno vibriraju¢i sustavi.

Najcesce se koriste sonde i kupelji. Ultrazvucne kupelji se zbog svoje lake dostupnosti
i pristupacne cijene najcesée koriste u laboratorijskim uvjetima. Kod ultrazvucéne kupelji,
shematski prikazane na slici 7, pretvornik je smjesten na dno spremnika te se vibracije direktno
predaju na medij koji se nalazi unutar spremnika.

Zbog razlic¢itih konstrukeijskih izvedbi ultrazvuénih kupelji velik je broj parametara koji
se mogu proucavati, kao Sto su termostatski kontrolirano grijanje 1 promjenjiva snaga ili

elektricni mjeraci vremena koji omogucuju razli€ito trajanje tretmana i perioda kad je iskljucen.

Spremnik

VPRI

h45%

— —
B e o G

Generator

~ Ultrazvucéni
pretvarac

Slika 7. Ultrazvu¢na kupelj (Rezek Jambrak i sur., 2010)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJAL
Kao materijal u ovom diplomskom radu koriSteni su komercijalno dostupni izolati
enzima B-glukozidaze iz Prunus dulcis (Sigma-Aldrich) i lipoksigenaze iz Glycine max (Sigma-

Aldrich).

3.2. REAGENSI
e Albumin govedeg seruma (Santa Cruz Biotechnology)
e Coomasie Brilliant Blue G-250 (Sigma-Aldrich)
e [-glukozidaza (Sigma-Aldrich)
e Deionizirana voda
e Etanol (96% v/v) (Gram-mol)
e Fosforna kiselina (85% v/v) (Carlo Erba Reagens)
e Klorovodicna kiselina (37% v/v) (Fischer Scientific)
e Linolenska kiselina (Sigma-Aldrich)
e Lipoksigenaza (Sigma-Aldrich)
e 4-nitrofenilglukopiranozid (Sigma-Aldrich)
e Natrijev acetat (Kemika)
e Natrij dihidrogenfosfat dihidrat (Kemika)
e Natrijev hidrogenfosfat (bezvodni) (Kemika)
e Natrijev hidroksid (Kemika)
e Natrijev karbonat (Gram Mol)
e Octena kiselina (99 % v/v) (Lachner)
e Tween 40 (Fluka)
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3.3. METODE

3.3.1. Priprema modelnih otopina

Modelna otopina za odredivanje aktivnost B-glukozidaze sastojala se od 1,5 mL otopine
p-nitrofenilglukopiranozida (p-NPG, c=15 mM) u acetatnom puferu (c=0,5 M) pH 5,51 20 puL
otopine enzima (y=5 mg/mL) otopljenog u istom acetatnom puferu. Za odredivanje aktivnosti
lipoksigenaze modelna otopina sadrzavala je 2,5 mL 0,1 M fosfatnog pufera pH 6,0; 50 pL
otopine enzima (y=5 mg/mL) u istom puferu i 50 uL supstrata (10 mM otopine linolenske
masne kiseline). Otopina masne kiseline pripremljena je prema metodi Axelrod i suradnika
(1981). 190 pL linolenske masne kiseline zajedno s 256 pL Tween-40 dodalo se u 5 mL
deionizirane vode u koju se prethodno upuhivao dusik. SadrZaj se paZzljivo mijeSao pazeci da
se ne zapjeni, a otapanje emulzije se pospjesi dodatkom 600 pL 1 M NaOH te se tikvica od 25
mL nadopuni vodom, u koju se prethodno upuhivao dusik, do oznake. Nakon pripreme, otopina

je Cuvana na -80°C 1 koriStena za izradu 10 mM otopine masne kiseline.

3.3.2. Simulacija procesa mijeSenja

Kako bi se odredila aktivnost enzima (B-glukozidaze i lipoksigenaze) tijekom procesa
mijesenja maslinova tijesta, napravljene su modelne otopine enzima i supstrata, promijeSane 10
s na Vortex mjesalici 1 temperirane u kupelji kroz 1, 10, 20, 30, 40, 50 1 60 minuta na 25 °C.
Nakon temperiranja, spektrofotometrijski je odredena koli¢ina nastalog produkta prema
metodama opisanim u potpoglavlju 3.3.5 Odredivanje aktivnosti B-glukozidaze i 3.3.6

Odredivanje aktivnosti lipoksigenaze.

3.3.3. Ubrzani toplinski tretman (UTT)

Za utvrdivanje utjecaja poCetne temperature tijesta maslina na aktivnost enzima tijekom
procesa mijeSenja, otopine enzima i supstrata su prije mijesenja temperirane na temperaturama
od 15, 20, 25, 30, 35 1 40 °C. Nakon S$to su pripremljene modelne otopine, temperirane su na
zadanoj temperaturi 1 minutu te je odredena aktivnost prema metodama opisanim u
potpoglavljima 3.3.5. 1 3.3.6. Nakon toga, modelne otopine su temperirane 30 minuta na 25 °C
(proces koji simulira mijeSenje tijesta) te je ponovno odredena aktivnost enzima ranije

navedenim metodama.
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3.3.4. Tretman ultrazvukom (UZV)

Modelne otopine enzima i supstrata tretirane su u ultrazvu¢noj kupelji kroz 1, 2, 5, 8, i
12 minuta tretmana sa 20 %, 50 % 1 100 % kapaciteta snage ultrazvuka (maksimalna snaga
ultrazvucéne kupelji Bandelin sonorex digiplus je 640W; Bandelin electronic, Berlin, Njemacka)
kako bi se utvrdio utjecaj ultrazvuka na aktivnost enzima ploda masline. Pocetna temperatura
kupelji prije svakog tretmana bila je 25 °C. Nakon tretmana, uzorci su u slijede¢ih 15 sekundi
prebaceni u spektrofotometrijske kivete te je odredena aktivnost prema metodama opisanim u
potpoglavljima 3.3.5. 1 3.3.6. Osim toga, modelne otopine su nakon tretmana temperirane
dodatnih 30 minuta na 25 °C kako bi se simulirao postupak mijeSenja tijesta te je ponovno

odredena aktivnost enzima navedenim metodama.

3.3.5. Odredivanje aktivnosti B-glukozidaze

Aktivnost B-glukozidaze mjerila se prema metodi koju su u svom radu opisali Romero-
Segura i sur. (2009). Princip odredivanja temelji se na mjerenju povecanja apsorbancije na 405
nm uzrokovane odcjepljivanjem molekule glukoze s p-nitofenilglukopiranozida (p-NPG) pod
djelovanjem B-glukozidaze i formiranjem p-nitrofenola (p-NP).

Nakon provedenog tretmana, modelne otopine prebace se u semimikro kivete volumena
1,5 mL te se mjeri apsorbancija na 405 nm. Paralelno je odredena apsorbancija samog enzima
(20 pL otopine enzima u 1,5 mL acetatnog pufera) i apsorbancija samog p-NGP-a (1,5 mL s 20
puL acetatnog pufera). Razlika apsorbancija (AA) izracunata je prema formuli [1] a
koncentracija p-nitrofenola prema formuli [2] uzimajué¢i u obzir njegov molarni ekstincijski

koeficijent koji iznosi 552,8 M em™.

AA= A1-As-A3 [1]
gdje je
e A;—apsorbancija modelne otopine

e Aj—apsorbancija enzima u modelnoj otopini
e Aj—apsorbancija p-NPG-a u modelnoj otopini

¢(p-NP)=-21000 2]
gdje je
c(p-NP) — koncentracija p-nitrofenola (mM)
AA — apsorbancija p-nitrofenola pri 405 nm

& — molarni ekstincijeki koeficijent p-nitrofenola (552,8 M! cm™)

[ ]
[ ]
[ ]
e /—girina kivete (1 cm)
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Aktivnost enzima izrazena je kao koli¢ina p-nitrofenola koju proizvede 1 mg -
glukozidaze i izraCuna se prema formuli [3]. To¢na koncentracija proteina u otopini enzima

metodom po Bradford-u opisanoj u podpoglavlju 3.3.7.

-y o

gdje je
e AF — aktivnost enzima

e c(produkta) — koncentracija formiranog p-nitrofenola (mM)
e y(proteina) — koncentracija proteina u otopini enzima (mg mL"!)

3.3.6. Odredivanje aktivnosti lipoksigenaze

Odredivanje aktivnosti lipoksigenaze provelo se prema metodi iz rada Luaces i sur.
(2007). Metoda se zasniva na mjerenju koli¢ine nastalih hidroperoksida koji pokazuju
maksimum apsorbancije na 234 nm.

Modelne otopine prebace se u kvarcne kivete te se mjeri apsorbancija na 234 nm.
Paralelno je odredena apsorbancija samog enzima (50 uL otopine enzima u 2,55 mL fosfatnog
pufera) 1 apsorbancija same masne kiseline koja se koristila kao supstrat (50 pL linolenske
masne kiseline u 2,55 mL fosfatnog pufera). Razlika apsorbancija (AA) izraCunata je prema
formuli [4] a koncentracija hidroperoksida linolenske masne kiseline prema formuli [5]

uzimajuéi u obzir molarni ekstincijski koeficijent od 2,5 x10* M em™.

AA= A1-As-A3 [4]
gdje je
e A;— apsorbancija modelne otopine

e A,-— apsorbancija enzima u modelnoj otopini
e Aj;-— apsorbancija masne kiseline u modelnoj otopini

c(hidroperoksida)Z%IOOO [5]
gdje je
c(hidroperoksida) — koncentracija hidroperoksida (mM)
AA — apsorbancija hidroperoksida pri 405 nm

& —molarni ekstincijski koeficijent (2,5 x10* M' cm™)
[ — $irina kivete (1 cm)
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Aktivnost enzima izrazena je kao koli¢ina produkta koju proizvede 1 mg enzima i
izra¢una se prema formuli [6]. To¢na koncentracija proteina u otopini lipoksigenaze metodom

po Bradford-u opisanoj u podpoglavlju 3.3.7.

c(hidroperoksid)

AE = [6]

y(proteina)
gdje je
e AE — aktivnost enzima

e c(hidroperoksida) — koncentracija nastalih hidroperoksida (mM)
e y(proteina) — koncentracija proteina u otopini enzima (mg mL"!)

3.3.7. Odredivanje proteina po Bradford-u

Metoda odredivanja proteina temelji se na pomaku apsorbancije u kiseloj otopini boje
Coomassie Brilliant Blue G-250 (CBB G-250). Boja se veze na proteine §to rezultira
promjenom boje iz crvenosmede u plavu boju i pomakom apsorpcijskog maksimuma s 465 nm

na 595 nm (Bonjoch i Tamayo, 2001).

U polimernu semimikro kivetu otpipetirano je 0,3 mL otopine enzima i dodano 1,2 mL
Bradfordovog reagensa (1% otopina CBB G-250 u vodi uz dodatak 5 % (V/V) 96 % etanola i
10 % (V/V) fosfatne kiseline). Kiveta se poklopi a sadrzaj kivete dobro promijesa i nakon 5
minuta mjeri apsorbancija pri 595 nm uz slijepu probu. Bitno je da ocitana apsorbancija bude
u rasponu od 0,2 do 1,0.

Za izracun koncentracije proteina izradena je bazdarna krivulja [7] pomocu standardnih

otopina albumina govedeg seruma u koncentracijama od 0,01 do 0,5 mg mL™".

A-0,1877
6,3294

v(proteina) = [7]
gdje je
e y(proteina) — masena koncentracija proteina (mg mL")
e A — apsorbancija otopine proteina pro 595 nm

Koeficijent korelacije za bazdarnu krivulju (r) iznosi 0,997.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

Enzimi, katalizatori u zivim sustavima, vazni su molekularni uredaji koji usmjeruju
kemijske pretvorbe. Enzimi su visoko specifi¢ni, i po reakcijama koje kataliziraju, i po svojem
izboru reaktanata, koje nazivamo supstratima (Berg i sur., 2013).

Zavrijeme mijeSenja, fazi proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja (DMU) koja moze
trajati 1 do jednog sata, dogadaju se mnoge enzimske reakcije koje mogu utjecati pozitivno ili
negativno na kvalitetu i nutritivnu vrijednost ulja (Yahyaoui i Ghayth, 2019).

PoviSenjem temperature maslinovog tijesta moze se posti¢i smanjenje viskoznosti
tijesta koje dovodi do boljeg odvajanja i vecih iskoriStenja procesa proizvodnje ulja (Kalua i
sur., 2006). Takoder, poviSenje temperature prije postupka mijeSenja moglo bi aktivirati ili
inaktivirati enzime koji formiraju poZeljne spojeve DMU. Nove tehnologije proizvodnje poput
ultrazvuka (UZV) pokazale su znacajan potencijal u ubrzanju cijelog procesa proizvodnje DMU
upravo skraéivanjem vremena mijeSenja, a dobivanjem ulja koje sadrzi jednake ili vece
koncentracije poZeljnih produkata enzimskih reakcija.

Stoga je cilj ovog rada bio istraziti kako ubrzani toplinski tretman (UTT) 1 UZV kao
predtretman 1 tretman utjecu na enzime ploda masline B-glukozidazu i lipoksigenazu (LOX).
Aktivnost enzima pratila se mjerenja koncentracije p-nitrofenola (p-NP-a) za B-glukozidazu 1
hidroperoksida linolenske masne kiseline kao pokazatelja aktivnosti LOX. Kako bi se utvrdio
utjecaj temperature na aktivnost enzima, proveden je UTT hladenjem ili grijanjem modelnih
otopina na temperaturama od 15 °C do 40 °C a aktivnost je izmjerena nakon jedne i nakon
trideset minuta reakcije. Mjerenja za UZV kao predtretman 1 tretman provodila su se nakon 1,
2,5, 81 12 minuta pri snagama ultrazvucne kupelji od 20 %, 50 %, 1 100 % kapaciteta od 640

W i opet nakon trideset minuta (koje simuliraju proces mijesenja).
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4.1 UTJECAJ VREMENA MIJESENJA NA AKTIVNOST ENZIMA

Vrijeme 1 temperatura mijeSenja moze utjecati na kemijski sastav DMU (Inarejos-
Garcia i sur., 2009; Di Giovacchino i sur., 2002). Stoga su istodobne promjene u parametrima
vremena i temperature tijekom mijeSenja najizvediviji sustavni nacin kako utjecati na fenolni i
hlapljivi sastav ulja (Kalua i sur., 2006). Na slici 8 prikazana je ovisnost koncentracije p-
nitrofenola (p-NP) o vremenu pri konstantnoj temperaturi od 25 °C kao pokazatelj aktivnosti
enzima B-glukozidaze 1 aproksimirana logaritamska funkcija: y = 22,028In(x) — 5,737 uz
koeficijent determinacije R* = 0,9457. Vidljivo je kako protokom vremena koncentracija
produkta B-glukozidaze kontinuirano raste. Taj rast u prvih dvadeset minuta je linearan i
znacajan, a nakon toga porast koncentracije slijedi logaritamsku funkciju. Nakon Cetrdesete
minute porast koncentracije je manji u zadanim intervalima tako da se vrijeme od cetrdeset
minuta mijeSenja Cini kao optimalno. Izmjereni rezultati imaju dobru korelaciju s
aproksimiranom logaritamskom krivuljom. Ovi rezultati su u skladu s onima koji su ve¢

objavljeni u literaturi o aktivnosti B-glukozidaze (Elshafei i sur., 2011).
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Slika 8. Ovisnost koncentracije p-nitrofenola o vremenu pri konstantnoj temperaturi od 25 °C
kao pokazatelj aktivnosti enzima B-glukozidaze (puna linija pokazuje izmjerene rezultate a
isprekidana aproksimiranu logaritamsku funkciju y = 22,028In(x) — 5,737 uz koeficijent

determinacije R?= 0,9457)
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Vujnovi¢ (2021) koja je svoje istrazivanje provela u istom laboratoriju dobila je veci
afinitet lipoksigenaze (LOX-a) za linolensku masnu kiselinu pa se na osnovu tog rada islo u
daljnje istrazivanje aktivnosti LOX-a s linolenskom masnom kiselinom.

Koncentracija hidroperoksida (slika 9) nastalog djelovanjem enzima lipoksigenaze na
linolensku masnu kiselinu pokazala je rast do 30. minute, pri ¢emu je postignuta najvisa
vrijednost od 68,1 umol mg proteina! nakon ¢ega dolazi do pada koncentracije. Unutar 30
minuta tijekom kojih je uo€en rast koncentracije nastalog hidroperoksida, prema slici 9 vidljivo
je da u prvih 20 minuta koncentracija znacajno raste, a istekom 20 minuta moze se uociti
usporavanje rasta krivulje koncentracije hidroperoksida do dostizanja maksimuma u 30. minuti.

Rast u prvih 20 minuta je 7,42 puta veci nego u idu¢ih 10 minuta.
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Slika 9. Ovisnost koncentracije hidroperoksida linolenske masne kiseline o vremenu pri
konstantnoj temperaturi od 25 °C, kao pokazatelj aktivnosti enzima lipoksigenaze (puna linija
pokazuje izmjerene rezultate a isprekidana aproksimiranu polinomnu funkciju y = -0,046x> +

3,4317x + 6,4808 uz koeficijent determinacije R* = 0,8993)

Razlozi pada koncentracije hidroperoksida nakon 30 minuta reakcije mogu biti
viSestruki. Najizgledniji razlog smanjenja koncentracije hidroperoksida u ovom slucaju jest

spontani raspad hidroperoksida. Formiranje hlapljivih tvari DMU u lipoksigenaznom putu jest
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zapravo lanac enzimatskih reakcija koje pocinju odcjepljivanjem linolenske ili linolne kiseline
hidrolizom s molekule triacilglicerola. LOX ih koristi kao supstrate i pretvara u 9-
hidroperokside ili 13-hidroperokside koji su nestabilni i lako se raspadaju na sekundarne
produkte, aldehide koji su nositelji mirisnih karakteristika DMU (Tsimidou i sur., 2020). Osim
toga, razgradnja hidroperoksida je moguca i pomoc¢u homoliti¢ne razgradnje koju katalizira
upravo LOX (Salas i sur., 2013). Dakle, dodatna grana lipoksigenaznog puta je aktivna kada je
supstrat linolenska masna kiselina i osim sinteze hidroperoksida, LOX katalizira i njihovu
razgradnju putem alkoksi radikala, nakon cega slijedi niz reakcija koje mogu dovesti do C5

alkohola kao produkata (Angerosa i sur., 2004).

4.2 UTJECAJ TEMPERATURE NA AKTIVNOST ENZIMA

Fregapane i Salvador (2013) donose u svom preglednom radu zakljucak kako je za
povecanje fenolnih tvari u djevi€anskom maslinovom pomocu postupka mijeSenja potrebna
veca temperatura mijeSenja i krace vrijeme, a za povecanje hlapljivih tvari potrebna je niza
temperatura mijeSenja kroz dulje vrijeme. Stoga je potrebno nac¢i optimalne uvjete kako bi se
dobilo najvise od obje vrste spojeva.

Dokazano je da B-glukozidaze pokazuju optimalnu aktivnost na temperaturama izmedu
40-45 °C (Romero-Segura 1 sur., 2009).

U ovom diplomskom radu provedeno je mjerenje pri razli¢itim vrijednostima
temperature, od 15 °C do 40 °C, a rezultati su prikazani na slici 10, gdje je prikazana ovisnost
koncentracije p-nitrofenola, kao pokazatelja aktivnosti B-glukozidaze, o temperaturi nakon

jedne minute reakcije te nakon jedne minute reakcije i trideset minuta mijeSenja.
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Slika 10. Ovisnost koncentracije p-nitrofenola o temperaturi nakon jedne minute reakcije te

nakon jedne minute reakcije 1 trideset minuta mijeSenja

Rezultati su u skladu s onima ve¢ objavljenim u literaturi (Terefe 1 sur., 2013).
Koncentracija p-NP-a, a samim time 1 aktivnost enzima [-glukozidaze od 15 °C do 40 °C
kontinuirano raste s porastom temperature u oba slucaja: i nakon jednominute reakcije i nakon
dodatnih trideset minuta reakcije.

U slucaju minute reakcije pri temperaturi od 15 °C nije zabiljeZena koncentracija p-NP-
a, pa samim time nema ni aktivnosti enzima. Porastom temperature iznad 15 °C raste i
koncentracija p-NP-a, pri ¢emu je najveéa koncentracija od 19,7 umol mg proteina™ postignuta
pri temperaturi od 40 °C. Naknadnom reakcijom od 30 minuta pri 25 °C koja simulira proces
mijeSenja uocava se blagi linearni rast aktivnosti s porastom pocetne temperature (slika 10).

MozZe se uociti i da jedna minuta reakcije s predgrijanjem reaktanata na 40 °C uz trideset
minuta mijeSenja daje 1,26 puta vecu koncentraciju p-NP-a nego kada bi reakciju provodili na
25 °C kroz trideset minuta kako je prikazano na slici 8 u prethodnom podpoglavlju. To je
takoder 99,3 % koncentracije nastalog p-NP-a za 50 minuta §to znaci da se ovim postupkom

skratilo vrijeme za 20 minuta.
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Taticchi i sur. (2019) izvjestili su da temperature vece od 30 °C smanjuju aktivnost dvaju
osnovnih enzima lipoksigenzanog puta: LOX i hidroperoksid liaze §to posljedi¢no dovodi do
smanjene koncentracije hlapljivih tvari. Dakle, porast temperature ima negativan utjecaj na
hlapljive tvari koje doprinose voénom mirisu DMU (Angerosa i sur., 2001).

Rezultati mjerenja ovisnosti koncentracije hidroperoksida linolenske masne kiseline,
kao pokazatelja aktivnosti lipoksigenaze, o temperaturi nakon jedne minute reakcije te nakon

jedne minute reakcije i trideset minuta mijeSenja prikazani su na slici 11.
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Slika 11. Ovisnost koncentracije hidroperoksida linolenske masne kiseline o temperaturi

nakon jedne minute reakcije te nakon jedne minute reakcije i trideset minuta mijeSenja

Rezultati pokazuju rast za minutu reakcije tj. rast koncentracije hidroperoksida sa
porastom temperature Sto se moZe pripisati povecanju kinetike enzima uslijed povecanja
temperature. Najbolji postignuti rezultat za jednominutnu reakciju s predgrijanjem pokazao se
na najvi$oj zadanoj temperaturi i iznosio je 18,96 umol mg proteina™. No kada se k tome doda
i trideset minuta mijeSenja, rezultat koncentracije hidroperoksida nije najveéi u najviSoj
mjerenoj temperaturi veé pri 25 °C i iznosi 43,89 umol mg proteina™’. To je u skladu s veé
postojecim istrazivanjima da temperature vec¢e od 30 °C smanjuju aktivnost LOX (Ngin i sur.,

2021).

25



Kada se rezultat dobiven za predgrijanje modelne otopine na 25 °C uz 30 minuta
mijeSenja usporedi sa 30 minuta mijesenja pri 25 °C iz prethodnog podpoglavlja gdje su pocetni
parametri istovjetni dobije se 1,55 puta manje hidroperoksida.

Objasnjenje se moze potraziti u stabilnosti hidroperoksida i termostabilnosti izoenzima
LOX. Otkrivene su razlicite vrijednosti za termostabilnost LOX enzima Sto se moZze pripisati
¢injenici da LOX enzim iz soje postoji u vise izoformi koje se razlikuju prema afinitetu prema
supstratu, stereospecifi¢nosti i optimalnim pH vrijednostima (Kalua 1 sur., 2007; Glickman i
Klinman, 1995).

Hidroperoksidi su nestabilni spojevi i razlazu se na radikale (uglavnom alkoksilne i
hidroksilne radikale) koji slijede razlicite puteve kako bi proizveli veliki broj sekundarnih
oksidacijskih proizvoda. Hidroperoksidi nastaju i razgraduju se istovremeno i Ccine
najzastupljenije spojeve u uvjetima niskih i umjerenih temperatura. Kada se hidroperoksidi
akumuliraju u relativno visokim razinama, njihova razgradnja postaje brza od njihovog
stvaranja, a ukupna stopa oksidacije raste eksponencijalno.

Linolenska masna kiselina pri poviSenoj temperaturi moze se razgraditi samim
poviSenjem temperature ili autooksidacijom. U linolenskoj kiselini, s tri dvostruke veze, postoje
dvije bis-alilne metilenske skupine koje djeluju neovisno i medusobno se ne aktiviraju. Dakle,
iz svake strukture 1,4-pentadiena nastaju dva hidroperoksida, s jedne strane 9- 1 13-

hidroperoksidi, a s druge 12- 1 16-hidroperoksidi.

4.3 UTJECAJ ULTRAZVUKA NA AKTIVNOST ENZIMA

Poznato je da ultrazvuc¢ni valovi mogu izazvati aktivaciju ili inaktivaciju enzima procesa
koji su katalizirani enzimima. Enzimska inaktivacija se moZe odviti kroz tri mehanizma. Prvi
je kroz samu termalnu inaktivaciju zbog povisenja temperature koja je rezultat kavitacije. Druga
mogucénost je djelovanjem slobodnih radikala nastalih razgradnjom vode, a tre¢a moguénost je
djelovanjem samih mehanickih sila nastalih od udarnih valova ultrazvuka (Yahyaoui i Ghayth,
2019).

Na slikama 12 1 13 prikazani su rezultati mjerenja ovisnosti koncentracije p-NP-a o
vremenu ultrazvuénog tretmana bez 1 s postupkom mijeSenja od trideset minuta. Ultrazvuc¢ni

tretman se provodio pri tri razli¢ite vrijednosti snage ukupnog kapaciteta: 20, 50 1 100 %.
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Slika 12. Ovisnost koncentracije p-nitrofenola o vremenu ultrazvuénog tretmana pri tri
razli¢ite snage ultrazvuka (20 %, 50 % 1 100 %) kao pokazatelj aktivnosti enzima 3-

glukozidaze

Tretman reakcijske smjese samo ultrazvukom pokazao je da najveca snaga ultrazvuka
daje najvecu koncentraciju p-NP-a. Do osme minute koncentracije su najblize za sve tri snage
tretmana, a sa produljenjem vremena ta razlika znacajno raste u korist vece snage tretmana jer
je koncentracija p-NP-a veca 1,25 odnosno 1,42 puta za tretman najve¢om snagom.

Koncentracija nastalog p-NP-a uz ultrazvucni tretman tijekom 12 minuta na 100 %
snage u usporedbi sa 60 minuta vremena ili sa UTT postupkom ne pokazuje vecu koncentraciju.
Ipak, tijekom 12 minuta ultrazvu¢nog tretmana postigla se koncentracija 1,1 puta ve¢a nego za
30 minuta bez ikakvog tretmana i 95 % koncentracije kao temperaturnim predtretmanom na 25
°C uz trideset minuta mijeSenja Sto je vremensko skra¢ivanje procesa od 18 minuta.

Kada se ultrazvu¢nim tretmanima od dvanaest minuta doda postupak od trideset minuta
mijesenja uocava se veca koncentracija p-NP-a za tretmane pri niZim snagama ultrazvuka (20 1
50 %) u odnosu na jednosatno mijeSenje i UTT postupak. Ipak, to povecanje je marginalno,
svega 1,02 puta vece pa se moze zakljuciti kako manje snage ultrazvuka nemaju znacajan

utjecaj na aktivnost B-glukozidaze.

27



——20 % 50 % —4—100 %
100

90 :
80 ——————— 7%«
70 /E

60

50

40

30

20
10

¥ [nmol (mg proteina)]

t [min]

Slika 13. Ovisnost koncentracije p-nitrofenola o vremenu ultrazvu¢nog tretmana pri tri
razlicite snage ultrazvuka (20 %, 50 % 1 100 %) zajedno s trideset minuta mijesenja kao

pokazatelj aktivnosti enzima B-glukozidaze

Treba uzeti u obzir i ¢injenicu da ultrazvuéni tretman neminovno podiZe temperaturu
reakcijske smjese i logi¢no je zakljuciti da ¢e duZe vrijeme tretmana na vecoj snazi dovesti do
veceg povisenja temperature reakcijske smjese. PoCetna temperatura za sva mjerenja bila je 25
°C, a konacne temperature nakon 12 minuta tretmana sa snagama 20, 50 1 100 % kapaciteta
iznosile su redom: 27,5 °C, 30,6 °C 1 38 °C. Temperature nisu dosegle vrijednosti koje bi
inaktivirale enzim za ove procesne parametre ve¢ upravo suprotno, povecale njegovu aktivnost
1 ovi su rezultati u skladu s rezultatima utjecaja UTT-a na aktivnost -glukozidaze.

Na slikama 14 1 15 prikazani su rezultati mjerenja ovisnosti koncentracije
hidroperoksida o vremenu ultrazvu¢nog tretmana bez i s postupkom mijeSenja od trideset
minuta pri tri razli¢ite snage ultrazvuka. Koncentracija hidroperoksida pokazatelj je aktivnosti
enzima lipoksigenaze.

Kod ultrazvu¢nog tretmana enzima lipoksigenaze sa linolenskom masnom kiselinom
kao supstratom, tretman najve¢om snagom ne daje najvecu koncentraciju hidroperoksida ni u

slu¢aju primjene samo ultrazvuénog tretmana niti uz postupak mijesenja od trideset minuta.

28



——20 % 50% —4—100 %

100

90

_ 80

o) 70
=
[<P]

g 60

= 50
g

= 40
g

= 30
P

20

10

0

0 2 4 6 8 10 12 14
t [min]

Slika 14. Ovisnost koncentracije hidroperoksida o vremenu ultrazvuénog tretmana pri tri
razli¢ite snage ultrazvuka (20 %, 50 % 1 100 %) kao pokazatelj aktivnosti enzima

lipoksigenaze s linolenskom masnom kiselinom

U slu€aju samo ultrazvu¢nog tretmana, tretman sa 20 % snage pokazuje najvecu
koncentraciju hidroksiperoksida 74,975 pmol mg proteina™ i najveée rezultate kroz vrijeme.
Tretman sa 50 % snage pokazuje usporedivi rezultat tek u dvanaestoj minuti tretmana gdje se
razlikuje za 1 % koncentracije a u osmoj minuti je pokazivao 30 % slabiji rezultat. 100 % snage
ultrazvucnog tretmana kroz najduzi vremenski tretman pokazuje znacajno manju koncentraciju
hidroksiperoksida u iznosu od 25 % manje od najboljeg rezultata.

Usporeduju¢i koncentraciju nastalog hidroperoksida ultrazvu¢nim tretmanom kroz 12
minuta 1 20 % snage sa koncentracijama hidroperoksida formiranih kroz 30 minuta gdje je
postignut maksimum (slika 9) ili UTT postupkom pri 25 °C + 30 minuta (slika 11), bolji
rezultati se postizu sa ultrazvukom: 1,1 odnosno 1,7 puta viSe hidroperoksida nastane kada se
koristi ultrazvucni tretman, a vremenski proces traje 18 minuta krace.

Iz slika 14 1 15 je vidljivo da postupak mijeSenja ima utjecaj na formiranje
hidroperoksida kod kra¢eg vremena ultrazvucnog tretmana bez obzira na koriStenu snagu
tretmana. Kod kradeg vremena ultrazvucnog tretmana, postupak mijesenja od 30 minuta
znacajno povecava koncentraciju hidroperoksida, a $to je vrijeme ultrazvuc¢nog tretmana duze
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utjecaj postupka mijeSenja sve je manji. Razlog tome vjerojatno se moze pronaci u relativno
visokim koncentracijama hidroperoksida ve¢ nakon samog tretmana od 8 i 12 minuta te ve¢

ranije spomenutoj nestabilnosti formiranih spojeva.
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Slika 15. Ovisnost koncentracije hidroperoksida o vremenu ultrazvu¢nog tretmana pri tri
razlicite snage ultrazvuka (20 %, 50 % 1 100 %) zajedno s trideset minuta mijeSenja kao

pokazatelj aktivnosti enzima lipoksigenaze s linolenskom masnom kiselinom

Od svih provedenih mjerenja u ovom diplomskom radu na enzimu LOX najveci rezultat
je postignut na 2 minute tretmana pri 20 % snage kapaciteta uz 30 minuta mijeSenja te iznosi
83,42 pmol mg proteina™ i taj rezultat zapravo odudara od ostalih mjerenja. Moguéi razlozi
zasto se ¢ini da LOX favorizira blaze uvjete UZV su ve¢ raspravljeni raspadi hidroperoksida.
Aktiviranje enzima pri 20 % moZe se objasniti fizikalnim ucinkom prijenosa mase i1 mikro-
mijeSanja. Enzimske reakcije Cesto su ograni¢ene supstratom zbog strukturne konfiguracije.
Ultrazvuéni valovi pri razli¢itim frekvencijama mogu nadvladati to ogranienje tako S§to
izazivaju gibanje reakcijske smjese i povecanje prijenosa mase tako Sto omoguce dostupnost
supstrata enzimu 1 uklanjanje produkta s aktivnhog mjesta. Taj prijenos mase na niZim
frekvencijama postiZe se kavitacijom (Sinisterra, 1992). Medutim, kavitacija moze i inaktivirati
enzim izazivanjem termickih, kemijskih ili mehanickih u¢inaka (Feng i sur., 2011).

Poznato je da LOX moze katalizirati i reakcije sekundarnog tipa s linolenskom masnom

kiselinom koje idu dalje od hidroperoksida prema kiselinama (Ngin i sur., 2021) pa je moguce
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da ultrazvucni tretman pogoduje tim reakcijama koje ¢e dovesti do snizenja pH vrijednosti, a
ve¢ je navedeno da afinitet enzima prema supstratu ovisi i o pH.

Zakljucno, B-glukozidaza postize najveée koncentracije p-NG-a i samim time aktivnosti
enzima §to je duZi vremenski interval, u $ezdesetoj minuti 86,24 pmol mg proteina™ i pri
povisenoj temperaturi od 40 °C uz 30 minuta mijeSenja 84,51 pmol mg proteina. Kada se
enzim tretira u ultrazvuénoj kupelji najveca aktivnost se pokazuje za 12 minuta tretmana na 100
% snage kapaciteta i iznosi 73,65 pmol mg proteina™ , a kada se tome doda i postupak mijesenja
najveca aktivnost pokazuje se na 50 % snage i iznosi 87,74 umol mg proteina™!.

Kod lipoksigenaze najveée koncentracije hidroperoksida, a samim time i aktivnosti
enzima postizu se u tridesetoj minuti mijeSenja i iznose 68,08 umol mg proteina!. UTT je
pokazao kako je za enzim lipoksigenazu optimalna temperatura 25 °C uz mijeSenje 30 minuta
i koncentracija za te parametre iznosi 43,89 umol mg proteina™!. Kada se enzim lipoksigenaza
tretira ultrazvu¢nim valovima najveca koncentracija hidroperoksida nastaje pri tretmanu od 12
minuta s 20 % snage kapaciteta i iznosi 74,98 pmol mg proteina! $to je 1,1 puta veéa
koncentracija za 18 minuta kra¢i postupak i 1,71 puta veéa koncentracija pri temperaturi od 25
°C uz takoder skradivanje vremena postupka za 18 minuta. Postupak mijeSenja nakon
ultrazvuénog tretmana ima znacajan utjecaj na povecanje koncentracije hidroperoksida kod
krac¢ih tretmana. Dodatkom postupka mijeSenja nakon ultrazvucnog tretmana najveci rezultat
je uocen za tretman od 2 minute na 20 % snage koji je 1,9 puta vece koncentracije od one

toplinskog tretmana za isto vrijeme.
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5. ZAKLJUCAK

1. Koncentracija p-nitrofenola, kao produkta B-glukozidaze, raste kroz 60 minuta reakcije
na 25°C prateéi logaritamsku funkciju, a s druge strane koncentracija hidroperoksida,
produkata aktivnosti lipoksigenaze, raste u prvih 30 minuta nakon ¢ega se njihova

koncentracija smanjuje.

2. Enzimu B-glukozidazi odgovaraju uvjeti povisene temperature od 40 °C, dok

lipoksigenazi za maksimalnu aktivnost odgovaraju temperature do 25 °C.

3. PB-glukozidaza nakon tretmana ultrazvukom u vremenu od 12 minuta i 100 % kapaciteta
snage od 640 W pokazuje 1,88 puta vecu koncentraciju p-nitrofenola nego za 12 minuta
samo mijeSenja pri 25 °C, a to je ve¢ 85,4 % koncentracije od 60 minuta mijeSenja.
Dodatnim simuliranim procesom mijeSenja od 30 minuta postize se koncentracija p-
nitrofenola jednaka onoj nakon 60 minuta mijeSenja na 25 °C skracuju¢i vrijeme

procesa za 18 minuta.

4. Nakon tretmana u ultrazvu¢noj kupelji u vremenu od 2 minute 1 20 % kapaciteta snage
zajedno sa postupkom mijeSenja od 30 minuta na 25 °C, lipoksigenaza pokazuje 1,23

puta vecu koncentraciju hidroperoksida nego samo postupak mijeSenja.

5. S obzirom na to da B-glukozidaza preferira viSe temperature, duZe vrijeme i vece snage
ultrazvuka, a lipoksigenaza upravo suprotno, potrebno je dobro optimirati tretmane koji
prethode mijesenju te samo mijeSenje kako bi se maksimizirala aktivnost oba enzima i

u konacnici proizvelo DMU najvise kvalitete.
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