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1. UVOD

Maslina (Olea europeae L.) predstavlja simbol mediteranskih zemalja i daje djevi¢ansko
maslinovo ulje (DMU) kao prirodni sok svog ploda koje je sastavni dio uravnotezene mediteranske
prehrane. DMU predstavlja izvor zdravih masnoca jer obiluje bioaktivhim fitokemikalijama koje,
osim na nutritivnu vrijednost, djeluju na zaStitu organizma od raznih bolesti. Zahvaljujuci
negliceridnoj frakciji koja ¢ini mali udio u sastavu DMU, ono ima protuupalno, antioksidativno,
antimikrobno 1 antikancerogeno djelovanje. lIzolirani sastojci negliceridne faze zasluzni za
navedene osobine su fenolni spojevi, steroli, tokoferoli, ugljikovodici, triterpentski i alifatski
alkoholi, vitamini i tvari arome. U njegovom sastavu se isti¢u polifenolni spojevi koji sudjeluju u
brojnim kemijskim i biokemijskim reakcijama koje su katalizirane endogenim enzimima te
rezultiraju velikim brojem sekundarnih spojeva koji oblikuju kona¢na mirisno-okusna svojstva
DMU-a i uvelike utjecu na oksidacijsku stabilnost ulja. Klju¢ni procesi se pocinju odvijati u fazi
prerade tijekom mljevenja ploda masline i mijeSenja maslinovog tijesta gdje procesni parametri
imaju veliku ulogu u aktivaciji enzima i preraspodjeli polifenola izmedu uljne i vodene faze, Sto
utjeCe na konaéni kemijski sastav DMU. U ovim kriticnim fazama proizvodnje moze do¢i do
gubitka velikog broja vrijednih bioaktivnih tvari i fenolnih spojeva u vodenoj fazi, a posljedi¢no i
do smanjene kvalitete DMU. U posljednje vrijeme istrazuju se inovativne tehnologije proizvodnje
koje bi rijesile problem preraspodjele tvari izmedu uljne i vodene faze te slabo iskoriStenje procesa,
a istovremeno ne bi negativno utjecale na senzorske karakteristike i odrzivost DMU. Kao
obecavajuce rjeSenje predlaze se koristenje nove tehnologije ubrzanog toplinskog tretmana (UTT)
kao predtretmana konvencionalnom mijeSenju. Primjenom zagrijavanja ili hladenja regulirala bi
se aktivnost kompleksnog enzimskog sustava koji u konac¢nici odreduje nutritivni i senzorski profil
DMU.

Cilj ovog rada bio je ispitati stvarni profil fenola u DMU cetiri odabrane autohtone sorte
maslina (istarska bjelica, oblica, rosulja i levantinka) proizvedenih konvencionalnom metodom.
Zatim, ispitati djelovanje UTT-a na fenolni sastav sorti istarska bjelica, oblica i levantinka te

djelovanje toplinskog tretmana (TT) na sastav fenola sorti oblica i rosulja.



2. TEORIJSKI DIO
2.1. KEMIJSKI SASTAV DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Po standardima Medunarodnog vije¢a za masline (IOC) definicija djevi¢anskog
maslinovog ulja podrazumijeva ulje ploda masline Olea europeae L. dobiveno isklju¢ivo
mehanic¢kim putem ili drugim fizikalnim postupcima koji ne dovode do promjena u sastavu
maslinovog ulja. U najvisu kategoriju ekstra djevi¢ansko maslinovo ulje (EDMU) pripada ulje
koje udovoljava svim propisanim grani¢nim vrijednostima parametara kvalitete i autenti¢nosti, a
uz to ima izraZena senzorska svojstva vo¢no, gorko i pikantno, bez prisutnih negativnih senzorskih
osobina (Uredba (EU) br. 2104/2022).

Zahtjevi za koristenjem iskljucivo fizikalnih tehnika prerade maslina omogucuju dobivanje
ulja s maksimalno o¢uvanim kemijskim karakteristikama zbog ¢ega su jedinstvena u usporedbi s
ostalim biljnim uljima. U njima su ofuvane masne Kkiseline, polinezasi¢ene (PUFA) i
mononezasi¢ene (MUFA), a uz to i bioaktivne komponente kao §to su fenoli, fitosteroli, tokoferoli
I karotenoidi.

Kemijski sastav djevi¢anskog maslinovog ulja ukljucuje osapunjivu (98 %) i neosapunjivu
(1-2 %) frakciju. U prvu skupinu pripadaju vecinski triacilgliceroli, slobodne masne kiseline i
fosfolipidi, dok u neosapunjive spojeve ubrajamo fenole, ugljikovodike, sterole, tokoferole,
triterpentske i alifatske alkohole.

Glavne masne kiseline prisutne u maslinovom ulju sadrze 16 do 18 ugljikovih atoma, to su
palmitinska (C16:0), palmitoleinska (C16:1), stearinska (C18:0), oleinska (C18:1), linolna (C18:2)
1 linolenska (C18:3). U tragovima se mogu naci 1 miristinska (C14:0), margarinska (C17:0) 1
gadoleinska (C20:1) masna kiselina. Najzastupljeniji triacilglicerol ujedno je sastavljen od
najzastupljenije oleinske masne kiseline, OO0 (40-59 %), a zatim slijede triacilgliceroli POO (12-
20 %), OOL (12,5-20 %), POL (5,5-7 %) i SOO (3-7 %) (P-palmitinska; O-oleinska; S-stearinska;
L-linolna). Triacilgliceroli gradeni isklju€ivo od zasi¢enih masnih kiselina nisu u sastavu DMU, a
moguce je pronaci diacilglicerole 1 monoacilglicerole te slobodne masne kiseline koji su nastali
uslijed nepotpune biosinteze i reakcija hidrolize estera triglicerola. Na koncentraciju mono i
diacilglicerola utjeCu uvjeti ¢uvanja ulja te odreduju starost ulja zbog cega su korisni za
odredivanje kvalitete (Jimenez-Lopez i sur., 2020; Ghanbari i sur., 2012; Boskou i sur., 2006).

Polinezasi¢ene masne kiseline linolna (18:2, ®-6) i linolenska (18:3, w-3) se nalaze u sastavu
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masnih kiselina u DMU i nazivaju se esencijalne masne Kiseline. Kao takve neophodne su za
normalan rast 1 razvoj ljudskog organizma koji ih sam ne moze sintetizirati pa se unose iskljucivo
upotrebom masti u prehrani (Zaneti¢ i Gugié, 2006).

Ugljikovodici su dio neosapunjive frakcije djevicanskog maslinovog ulja, a najzastupljeniji
su skvalen i pigment B-karoten. Skvalen je molekula triterpentskog alkohola koja je preteca u
sintezi biljnih sterola u maslinovom ulju. Zbog svojih antioksidacijskih sposobnosti koristi se u
terapiji s lijekovima za snizavanje kolesterola, kod razli¢itih oboljenja od raka i za zastitu koze
(Jagi¢, 2015).

U sastavu tokoferola najveca je koncentracija a-tokoferola (90 %) u slobodnom obliku, a
osim njega nalazimo B-, y- i &-tokoferol. Sama koncentracija ovisi o sorti i tehnoloskim
¢imbenicima u proizvodnji pa tako rafinacija uzrokuje gubitak tokoferola. Ovi spojevi pridonose
antioksidativnom kapacitetu djevi¢anskog maslinovog ulja, povecaju mu stabilnost tijekom
skladistenja i pruzaju zastitu od termo i fotooksidacije (Ghanbari i sur. 2012; Boskou i sur., 2006).

Zelene 1 zute nijanse djevicanskog maslinovog ulja potjecu od pigmenata klorofila i
karotenoida. Sorta masline, indeks zrenja, nacin proizvodnje i same ekstrakcije te uvjeti
skladiStenja utjeCu na njihovu koncentraciju stoga se smatra mjerilom kvalitete iako nema
standardizirane metode za mjerenje boje. Klorofil se pronalazi u obliku klorofila a i b te feofitina
a i b ovisno o stupnju razgradnje. Karotenoidi koji su zastupljeni su B-karoten i lutein dok se u
manjim koli¢inama nalaze i ksantofili kao $to su violaksantin i neoksantin (Jimenez-Lopez i sur.,
2020; Jagi¢, 2015).

Alifatski 1 aromatski alkoholi mogu biti u slobodnom ili esterificiranom obliku, a gradeni
su od zasi¢enih ugljikovih lanaca. Razlikujemo masne alkohole i diterpentske alkohole. Njihova
koncentracija se smanjuje tijekom dozrijevanja do trenutka kada je koncentracija ulja u plodu
najveca. Uz njih su prisutni i triterpentski alkoholi koji su intermedijari u transformacijama koje
prethode nastajanju sterola. Najzastupljeniji su eritrodiol i uvaol koji se nalaze u koZici masline te
se ekstrahiraju organskim otapalima u maslinovo ulje. Njihova koncentracija pomaze u
odredivanju kvalitete maslinovog ulja jer se u ulju dobivenom ekstrakcijskim otapalom nalazi
poviSena koncentracija ovih triterpentskih alkohola dok je u ulju preradenom iskljucivo
mehanic¢kim putem koncentracija niza (Boskou i sur., 2000).

Bitni spojevi koji se koriste za provjeru izvornosti maslinovog ulja su steroli. To su lipidne

molekule gradene od 3 prstena cikloheksana 1 prstena ciklopentana. Glavne frakcije sterola su [3-
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sitosterol, AS5S-avenasterol 1 kampesterol, dok se u manjim koli¢inama nalaze stigmasterol,
kolesterol, brasikasterol, klerosterol, ergosterol, sitostanol, kampestanol, A7-avenasterol, A7-
kolestenol, A7-kampestenol, A7-stigmastenol, A5,23-stigmastadienol, A5,24-stigmastadienol,
A7,22-ergostadienol, A7,24-ergostadienol, 24-metilen-kolesterol i 22,23-dihidrobrasikasterol.
Koncentracija sterola varira u uljima ovisno o njihovoj kategoriji pa tako djevicanska maslinova
ulja lampante imaju vec¢u kolicinu sterola dok rafinirana ulja imaju smanjen udio ukupnih sterola
zbog procesa rafinacije. Takoder, ukupni steroli su i do tri puta vi§i u maslinovim uljima dobivenim

ekstrakcijom otapalom nego kod djevicanskih maslinovih ulja (Boskou i sur., 2006).

2.1.1. Sastav polifenola u djevicanskom maslinovom ulju

Djevicansko maslinovo ulje karakterizirano je sastavom polifenolnih spojeva koji oblikuju
senzorske karakteristike ulja kao $to su pikantnost i gor¢ina te mirisno-okusna svojstva pojedinog
ulja. Takoder, sastav ovih spojeva uvelike utjece i na njegovu oksidacijsku stabilnost. Na sastav
utjece velik niz ¢imbenika, od stupnja zrelosti, sezone i klimatskih uvjeta, do sorte i samog dijela
ploda te tehnologije prerade maslina i uvjeta skladiStenja ulja. Koncentracije polifenolnih spojeva
se kre¢u izmedu 50 i 1000 mg/kg ulja, a razlikuje se vise od 30 identificiranih spojeva. Mogu se
podijeliti u grupe koje nalazimo u tragovima kao $to su fenolne kiseline, fenolni alkoholi, hidroksi-
izokromani i flavonoidi dok su najzastupljenije grupe fenolnih spojeva sekoiridoidi i lignani
(Jimenez-Lopez i sur., 2020; Ghanbari i sur., 2012).

Fenolne kiseline koje nalazimo u sastavu djevi¢anskog maslinovog ulja zauzimanju manje
od 1 mg/kg ulja, a glavne kiseline su hidroksibenzojeva, p-kumarinska, ferulinska, galna,
siringinska, vanilinska, kavska, o-kumarinska i sinapinska kiselina. Esterificirani oblici fenolnih
kiselina su fenolni alkoholi koje karakterizira prisustvo hidroksilne grupe vezane na aromatsku
hidroksilnu grupu. To su hidroksitirosol (3,4-dihidroksifeniletanol) (3,4- DHPEA) i tirosol (p-
hidroksifeniletanol) (p-HPEA) ¢ija koncentracija raste za vrijeme skladiStenja ulja zbog hidrolize
sekoiridoida (Jimenez-Lopez i sur., 2020). Fenolni alkoholi smatraju se pokazateljima sazrijevanja
ploda jer povecanje njihove koncentracija korelira s hidrolizom komponenata ve¢e molekulske
mase (Omar, 2010). Smatra se da hidroksitirosol i njegovi derivati u maslinovom ulju pridonose
zastiti krvnih lipida od oksidativnog stresa, u slucaju kada sadrzi najmanje 5 mg hidroksitirosola
i/ili njegovih derivata po 20 g maslinovog ulja (Picchieri i sur., 2021;EC, 2012). Hidroksitirosol je
pored ostalih polifenola (kafeinska kiselina, p-kumarinska kiselina, 1-acetopinoresinol i
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pinoresinol) pokazao antitumorsku aktivnost protiv stanica raka dojke (Menedez, i sur., 2008).
Osim toga, proucavana je i njegova antimikrobna sposobnost te uz oleuropein djeluje protiv gljiva
I pojedinih sojeva bakterija i virusa, uklju¢ujuéi viruse humane imunodeficijencije (HIV) i parazite
(Bertelli i sur., 2020; Gorzynik-Debicka i sur., 2018).

Hidroksi-izokromani su pronadeni u niskim koncentracijama u DMU, a isti¢u se glavni 1-
fenil-6,7-dihidroksi-izokroman i 1-(3'metoksi-4'-hidroksi)fenil-6,7-dihidroksi-izokroman. Uslijed
hidrolitickih procesa djelovanjem glukozidaza i esteraza njihova koncentracija raste i rezultira
derivatima izokromana, a to su karbonilni spojevi i hidroksitirosol (Bendini i sur., 2007; Bianco i
sur., 2002).

Sekoiridoidi, odnosno fenolni oleozidi, se inaée rijetko nalaze u sastavu biljnih vrsta za
razliku od vrste Oleaceae koja obiluje sekoiridoidima u listu i plodu. Karakterizira ih prisutnost
elenolne kiseline ili njenih derivata poput dialdehidnog oblika elenolne kiseline koji su vezani na
molekulu tirosola ili hidroksitirosola. Najvazniji sekoiridoidi pronadeni u maslinama su
oleuropein, dimetiloleuropein, oleurozid, ligstrozid, nuzhenid i njihovi aglikoni koji ¢ine oko 90
% ukupnih fenolnih spojeva (slika 1). Jo§ jedan sekoiridoidni spoj, oleokantal, detektiran je u
ekstra djevicanskom maslinovom ulju, dok nije pronaden u samom plodu masline, vjerojatno jer
je nastao kao posljedica enzimskih aktivnosti tijekom prerade. Sekoiridoidi su hidrofilni spojevi
netopljivi u ulju pa velikim dijelom zaostaju u vegetabilnoj vodi prilikom prerade. Mehanickim
postupcima mljevenja/drobljenja i mijeSenja dolazi do enzimskih reakcija kataliziranih endogenim
enzimima koje rezultiraju aglikonima sekoiridoida. To pridonosi gor¢ini djevi¢éanskog maslinovog
ulja, a glavni spoj odgovoran za to je dialdehidni oblik oleuropein aglikona (Jimenez-Lopez, i sur.,
2020; Alagna i sur., 2012).
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Slika 1. Strukture glavnih fenolnih oleozida u porodici Oleaceae (Soler-Rivas i sur., 2000)

Oleuropein, kao glavni predstavnik skupine sekoiridoida, jest ester 2-(3,4-dihidroksifenil)
etanola (hidroksitirosola) i glukozida elenolne kiseline (Soler-Rivas i sur., 2000). Ovisno o sorti
masline moze biti zastupljen u koncentraciji od 140 mg/g suhe tvari u mladim maslinama i 60-90
mg/g suhe tvari u liS¢u. Oleuropein je pokazao nekoliko zdravstvenih ucinaka: antioksidativno,
protuupalno, antikancerogeno, antiaterogeno, antimikrobno i antivirusno zbog ¢ega se koristi i kao
dodatak prehrani. Biosinteza oleuropeina je rezultat sekundarnog metabolizma iz puta mevalonske
kiseline do formiranja oleozida. Koncentracija oleuropeina prati stadij razvoja ploda masline.
Tijekom faze rasta dolazi do nakupljanja oleuropeina da bi u zelenoj fazi uz smanjenja razine
Klorofila doslo do smanjenja razine oleuropeina te u crnoj fazi koncentracija nastavlja padati kako
se pojavljuju tamni antocijani. Zbog navedenog je vazno odabrati optimalno vrijeme branja
maslina. Kako razina oleuropeina opada uslijed djelovanja esteraza, raste razina glukozida
elenolne kiseline i dimetiloleuropeina (Omar, 2010). Oleuropein i ligstrozid kao glavni fenolni
oleozidi u plodu masline podlijezu enzimskoj hidrolizi pri ¢emu nastaju njihovi dialdehidni oblici
dekarboksimetil oleuropeina i ligstrozid aglikona te aldehidni oblici oleuropeina i ligstrozid
aglikona (slika 2). Ovakvi aglikonski oblici nastaju djelovanjem endogenog enzima p-glukozidaze
1 ¢ine najznacajnije fenolne komponente u djevicanskom maslinovom ulju. Zahvaljujuéi
djelovanju B-glukozidaze prevedeni su u formu aglikona i kao takvi su topljivi u ulju (Romero-
Segura i sur., 2009).
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Slika 2. Kemijska struktura oleuropeina i srodnih aglikona (Boskou i sur., 2005)

Nuzhenid se kao prevladavajuci sekoiridoidni spoj nalazi u sjemenki masline te je utvrdeno
da se nalazi u viSim koncentracijama u pocetnoj fazi zrenja u usporedbi s visokim stupnjem zrelosti
maslina. Isti fenomen slijede 1 oleuropein te verbaskozid u sjemenki masline, a to u konacnici
utjece na metabolizam oleozida i njihovu raspodjelu (Obied, 2008).

Dva sekoiridoida se u posljednje vrijeme istraZzuju zbog svojih zdravstvenih ucinaka. To
su oleokantal i oleacein koji se isti¢u svojim djelovanjima na zdravlje organizma. Oleokantalu se
pripisuju bioloska djelovanja poput protuupalne aktivnosti, antikancerogenih i antialzheimerovih
ucinaka u in vitro i in vivo ispitivanjima. Takoder, ima zastitnu ulogu protiv artropatije in Vitro i
protiv kardiovaskularnih bolesti in vivo i u ispitivanjima na ljudima. Oleacein se poput oleokantala
veze za smanjenje upala te se smatra glavnom komponentom zasluznom za antiskleroti¢ni u¢inak
DMU 1 pokazuje zastitno djelovanje protiv raka. Za bolje razumijevanje bioloskih svojstava
oleokantala i oleaceina potrebno je dodatno prouciti njihovu apsorpciju i metabolizam djelovanja
kako bi se odredila bioraspolozivost ovih spojeva. Na taj nacin bi se mogao odrediti minimalni
dnevni unos oleokantala i oleaceina kako bi se djevicansko maslinovo ulje bogato ovim

sekoiridoidima moglo preventivno koristiti protiv navedenih bolesti (Lozano-Castellon i sur.,



2020).

Jos§ jedna skupina koja se moze na¢i u DMU su flavonoidi primjerice luteolin, apigenin i
njihovi derivati. Flavonoidi su polifenolne komponente koje se sastoje od dva benzenska prstena
povezana s lancem od tri linearna ugljikova atoma, a razlikujemo flavone i flavonole. Jedna od
najzastupljenijih grupa fenolnih spojeva su lignani koji se prepoznaju po dvjema jedinicama
fenilpropana. Detektirani su u koncentracijama od 1 do 100 mg/kg ulja, a najpoznatiji su

pinoresinol i 1-acetopinoresinol (Alu'datt i sur., 2017).

2.2. INOVATIVNE TEHNOLOGIJE U PROIZVODNJI DMU
2.2.1. Faza mljevenja i mijeSenja u proizvodnji DMU

Prema Uredbi (EU) br.1308/2013 definicija ,,Djevi¢anska maslinova ulja” znaci ulja
dobivena od ploda masline isklju¢ivo mehanic¢kim ili drugim fizikalnim postupcima pod uvjetima
koji ne dovode do promjena sastojaka ulja, koja nisu drugacije obradena osim pranjem,
dekantacijom, centrifugiranjem ili filtriranjem, iskljucujuéi ulja dobivena upotrebom otapala ili
dodavanjem pomoc¢nih sredstava kemijskog ili biokemijskog djelovanja ili ulja dobivena
reesterifikacijom 1 mijeSanjem s uljima drugih vrsta. Cilj je dobiti §to bolje iskoriStenje procesa te
Sto kvalitetnije ulje koje ima saCuvane izvorne sastojke iz ploda vazne za senzorske karakteristike
i nutritivnu vrijednost ulja.

Kriti¢ne tocke u procesu proizvodnje su mljevenje 1 mijeSenje pri ¢emu se razara stani¢na
struktura perikarpa i endokarpa ploda te dolazi do kontakta endogenih enzima sa specifi¢nim
tvarima iz razli¢itih djelova ploda. Mljevenjem se oslobada ulje iz vakuola i djelomi¢no iz
citoplazme te ostaje dispergirano u sitnim kapljicama emulzije (Abenoza i sur., 2013).
Tradicionalne kamene mlinove danas su zamijenili metalni mlinovi, bilo ¢ekicari ili mlinovi s
diskovima razli¢itih izvedbi koji imaju svoje prednosti i nedostatke. U ovoj fazi zapocinju brojni
kemijski i biokemijski putevi koji u konacnici oblikuju profil djevi¢anskog maslinovog ulja, zbog
¢ega je vazno da sve oslobodene tvari dodu u medusobni kontakt. MijeSenjem maslinovog tijesta
povezuju se manje kapljice ulja u lipidnu fazu koja se kasnije lakse izdvaja iz maslinove paste
(Kalogianni 1 sur., 2019). Raspodjela tvari i enzima izmedu vodene 1 uljne faze ima direktan utjecaj

na kvalitetu djevicanskog maslinovog ulja i zbog toga je faza mijeSenja nezaobilazna u proizvodnyji



DMU. Dolazi do promjena pod utjecajem endogenih enzima ploda masline kao Sto su -
glukozidaza, esteraza, polifenoloksidaza (PPO) i peroksidaza (POX). Fenolni glukozidi prelaze u
lipofilnije aglikone, slozeni fenoli razgraduju se na fenolne alkohole i fenolne kiseline koje su
takoder lipofilnije, a dolazi i do oksidacije i degradacije fenola. Stani¢ne stijenke razgraduju se
pektolitickim 1 hemicelulolitickim enzimima masline §to poboljSava izdvajanje ulja i drugih tvari
stanice. Lipaze, fosfolipaze i galaktolipaze oslobadaju slobodne masne kiseline iz triglicerida,
fosfolipida i galaktolipida, a enzimi lipoksigenaznog (LOX) puta odgovorni su za nastajanje
pozeljnih hlapljivih tvari ulja, tj. C5 1 C6 hlapljivih spojeva (Kalogianni i sur., 2019; Sanchez-
Ortiz i sur., 2012; Garcia-Rodriguez i sur., 2011; Kalua i sur., 2006). Sastav endogenih enzima
masline ovisi o sorti i njenim genskim karakteristikama, a uz to su pod utjecajem procesnih
parametara mijeSenja. Velika je pozornost usmjerena na istrazivanje tih parametara Koji
posljedi¢no oblikuju nutritivnu i senzorsku vrijednost te oksidacijsku stabilnost DMU (Kalogianni
i sur., 2019; Clodoveo, 2012).

2.2.2. Utjecaj parametara mijeSenja

U procesu mijeSenja najveéu pozornost ima parametar temperature i trajanje mijesenja
maslinovog tijesta. Brojna istrazivanja su pokazala da vi$a temperatura mijeSenja pridonosi manjoj
viskoznosti tijesta i u konacnici ve¢em iskoriStenju procesa proizvodnje, dok s druge strane visoke
temperature negativno utjeCu na kvalitetu dobivenog ulja (Abenoza i sur., 2013; Kuala i sur.,
2006). Prema istrazivanju Aguilera 1 sur. (2010) povecana temperatura mijeSenja dovodi do bolje
ekstrakcije ulja i nema utjecaja na slobodne masne kiseline u vecini sluc¢ajeva, a negativno utjece
na oksidacijsku stabilnost ulja zbog porasta peroksidnog broja ili nastanka hlapljivih tvari uslijed
oksidacijskih procesa (Abenoza i sur., 2013; Parenti i sur., 2008; Angerosa i sur., 2001). No
povecanjem temperature mijeSenja iznad 45°C mijenjaju se reoloske karakteristike maslinovog
tijesta uslijed interakcije lipida, proteina i ugljikohidrata pa se time iskoriStenje smanjuje (Kalua i
sur., 2007). Nadalje, povecanje vremena mijeSenja dovodi do povecanja prinosa sve do
maksimalnog trajanja mijeSenja od 60-75 minuta (Ranalli i sur., 2003). Utjecaj vremena mijeSenja
nije se pokazao znacajnim za razine slobodnih masnih kiselina, peroksidnog broja i za sastav
masnih kiselina (Gomez-Rico i sur. 2009; Kuala i sur., 2006).

U pogledu na fenolni sastav, pokazalo se da vrijeme mijeSenja nema znacajan utjecaj.

Medutim, iz istrazivanja Gomez-Rico 1 sur. (2009), Ranalli 1 sur. (2003) povecanje trajanja



mijeSenja pridonijelo je poviSenju ukupnih fenola sve do kriti¢ne tocke od 60 minuta nakon cega
je zabiljezen pad ukupnih fenola. S druge strane brojni autori (Luki¢ i sur., 2017; Aguilera i sur.,
2015; Gomez-Rico i sur., 2009) su izvijestili da porastom temperature mijesenja raste udio ukupnih
fenola, dok su pojedini autori dokazali suprotno (Amirante i sur., 2001). Parenti i sur. (2008)
povezali su porast temperature iznad 35°C i pad razine polifenola s aktivacijom endogenih enzima
PPO i POX.

Sastav i ukupna koncentracija fenolnih spojeva u konacnici ovisi o njihovim interakcijama
s enzimima, njihovoj aktivnosti i termalnoj stabilnosti. Vjerojatnost reakcije polifenola s enzimima
ovisi o njithovoj preraspodjeli izmedu uljne 1 vodene faze, a to je pod izravnim utjecajem
temperature procesa mijeSenja. Veliki dio polifenola gubi se s vegetabilnom vodom ili ostaje
zarobljen u nerazorenim stanicama mezokarpa pa se gubi s kominom. Zbog toga je vazno odabrati
optimalne parametre mljevenja i mijeSenja kako bi se povecéala efikasnost procesa i povecala

vrijednost djevi¢anskog maslinovog ulja.

2.2.3. Ubrzani toplinski tretman kao predtretman mijesenju

Kako bi se unaprijedili postupci proizvodnje maslinovog ulja sve se vise istrazuju
inovativne metode procesiranja koje bi pospjesile iskoriStenje procesa, poboljSale sastav DMU, a
time i senzorski profil, nutritivnu vrijednost i oksidacijsku stabilnost DMU. Tehnologija ubrzanog
toplinskog tretmana (UTT) kao predtretmana mijeSenju usmjerena je na nutritivni i senzorski profil
djevicanskog maslinovog ulja. Manipulacijom temperaturom, bilo zagrijavanjem ili hladenjem
maslinovog tijesta, djeluje se na kompleksne enzimske puteve koji zapodinju u ovoj fazi
proizvodnje 1 u konacnici oblikuju kvalitetu DMU (Koprivnjak, 2006). Istrazivaci su koristili
razli¢ite izmjenjivace topline kako bi postigli brzo 1 kontinuirano povecanje ili smanjenje
temperature maslinovog tijesta prije mijesenja. Predlozili su koristenje cjevastih izmjenjivaca za
zagrijavanje tijesta kako bi u konac¢nici smanjili vrijeme mijeSenja i djelovali na kemijski sastav
fenolnih i hlapljivih spojeva. Zagrijavanje na ovaj nacin bilo bi znacajno u slucajevima u kojima
se berba odvija pri niskim temperaturama (Veneziani i sur., 2017; Leone i sur., 2015; Veneziani i
sur., 2015; Esposto i sur., 2013).

Istrazivanje Esposto i sur. iz 2013. donijelo je zakljuc¢ke da UTT djeluje na strukturalne
modifikacije maslinove paste na mikroskopskoj razini u smislu razaranja stanica parenhima i

agregacije kapljica ulja u usporedbi sa samljevenom pastom. UTT proveden je na EVO-Iliniji Alfa
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Lavala gdje je odmah nakon mljevenja tijesto maslina Peranzana i Gentile zagrijano na 25 i na 30
°C. Nisu opazili zna¢ajne utjecaje na parametre kvalitete kao $to su slobodne masne kiseline i
peroksidni broj, dok se pokazalo da u usporedbi s uljem proizvedenim bez UTT, negativno utjece
na koncentraciju fenolnih komponenti. Pretpostavljaju da je razlog to §to je UTT smanjio aktivnost
depolimeriziraju¢ih enzima (pektoliticki, celuloliticki 1 hemiceluloliticki) Cime se smanjila
propusnost stani¢ne stijenke te se manje fenolnog sadrzaja naslo u ulju. Pozitivan utjecaj UTT-a
pokazao se u porastu hlapljivih tvari koje su se razlikovale za pojedine sorte, a ovise 0 aktivnosti
enzima LOX puta.

Leone 1 sur (2015) istrazivali su utjecaj UTT na tijesto maslina Peranzana. Tijesto je
mljeveno na dva razli¢ita tipa mlinova, toplinski tretirano u cijevnom izmjenjivacu topline i
mijeseno pri 28 °C kroz 10, 20 i 30 minuta. Zagrijavanje nakon mljevenja na metalnim diskovima
reducira vrijeme mijeSenja za 10 minuta i utjece na kvalitetu DMU u pogledu fenolnog sastava i
hlapljivih spojeva nastalih LOX putem. Sastav fenolnih spojeva poboljsan je u ulju dobivenom
brzim zagrijavanjem maslinove paste, a razine hlapljivih spojeva poput C6 aldehida i estera, koji
su nositelji osjetilnih nota pokosene trave i cvjetnih nota, veéi su u svim uljima dobivenim
inovativnim procesom brzog zagrijavanja. Prijavili su da bi UTT zagrijavanjem koristio u slu¢aju
gdje su temperature maslina u trenutku branja blizu 0°C te da se prednosti koje donosi ubrzano
zagrijavanje paste prije mijeSenja proporcionalno smanjuju s porastom temperature maslina.

Veneziani 1 sur. (2015) proveli su istrazivanje na pet talijanskih sorti (Ottobratica, Cellina
di Nardo, Peranzana, Coratina i Moraiolo) gdje su analizirali utjecaje UTT-a na EVO-Iliniji, na
prinose ekstrakcije 1 trZiSne parametre kvalitete. Tretiranje UTT-om i kombinacija s mijeSenjem
kroz 15 1 20 minuta pokazali su slicna iskoriStenja procesa. TrziSni parametri slobodne masne
kiseline i peroksidni broj nisu promijenjeni i pokazuju da primijenjena toplinska modifikacija ne
djeluje na uobiCajene kemijske i biokemijske procese degradacije masti, posebno u pogledu
aktivnosti rezidualnih lipaza. Podaci o sastavu fenolnih spojeva pokazuju velike varijacije ovisno
o kultivaru, a u svim slucajevima koncentracija fenola je bila visa u uljima dobivenim UTT
tretmanom. Pokazalo se da povecanje vremena mijeSenja nakon tretmana UTT-om odgovara
povecanju oslobodenih fenola u djevicanskom maslinovom ulju to jest zabiljeZeni su pozitivni
trendovi nakon 15 minuta i jo§ bolje vrijednosti nakon 20 minuta mijeSenja. U usporedbi sa
studijom iz 2013., Esposto i sur. (2013) su donijeli zaklju¢ak da 10 minuta mijeSenja nakon

tretmana UTT-om nije dovoljno za povecanje koncentracije fenola u sorti Peranzana. Predlozili su
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minimalno vrijeme mijesenja od 15 minuta koje je potrebno za poboljSanje razgradnje stanicne
stijenke endogenim depolimerizirajuéim enzimima i oslobadanje fenolnih spojeva. Ubrzana
toplinska obrada utjeCe na aktivnost enzima lipoksigenaznog puta koji su ovisni o genskim
karakteristikama sorte, a koje utjecu i na sam raspored enzima u dijelovima ploda.

S druge strane, potrebno je prilagoditi uvjete proizvodnje danasnjoj praksi sve ranijeg
branja maslina te problemima globalnog zagrijavanja zbog kojih se tijesto nakon meljave nerijetko
pregrijava na temperature vise od 30°C (Veneziani i sur., 2017). Visoke temperature negativno
utjecu na senzorske karakteristike i mogu smanjiti koncentraciju fenolnih spojeva (Salas i Sanchez,
1999). Veneziani i sur. (2017) koristili su izmjenjivace topline i suhi led za hladenje maslinovog
tijesta na 15°C. Rezultati istraZivanja pokazali su da hladenje nije utjecalo na parametre kvalitete
(slobodne masne kiseline, peroksidni broj, K-brojevi) niti iskoristenje. Hladenje tijesta na 15°C
pokazalo je znac¢ajan porast fenola za sve tri proucavane talijanske sorte, $to povezuju s inhibicijom
polifenol oksidaze (PPO) koja pokazuje najbolju aktivnost pri 50°C (Taticchi i sur., 2013). Osim
polifenola proucavano je i djelovanje na hlapljive komponente koje se oslobadaju djelovanjem
enzima lipoksigenaznog puta, gdje su se pokazale kvantitativne i kvalitativne promjene u sastavu
ovisno o razini aktivnosti razli¢itih enzima LOX puta. Sve znacajne promjene udjela polifenola i
hlapljivih tvari ovisile su o sorti. U sliénom istrazivanju kojeg su takoder proveli Veneziani i sur.
(2018), ali na drugim talijanskim sortama, rezultati su potvrdili da hladenje ne djeluje na osnovne
parametre kvalitete te da razliCite promjene polifenola i hlapljivih spojeva ovise o sorti §to je
povezano s razlikama u aktivnosti enzima. Hladenje maslinovog tijesta na 15°C jam¢i zna¢ajno
povecanje udjela fenola u konacnom proizvodu i opéi porast ukupnih aldehida, a time daje i
pozitivan ucinak na zdravlje i1 senzorska svojstva DMU. Prema regulativi EFSE iz 2012.
prijavljeno je da povecane koncentracije fenola u djeviéanskom maslinovom ulju pruZaju povoljan
ucinak za zastitu krvnih lipida od oksidativnog stresa, a to bi se moglo posti¢i ovom metodom

prerade i time smanjiti dnevnu potrebu za unos DMU-a (Reboredo-Rodriguez i sur., 2017).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Ovo je istrazivanje provedeno na uzorcima djevicanskog maslinovog ulja (DMU) Cetiriju
hrvatskih autohtonih sorti; oblica, rosulja, istarska bjelica i levantinka. DMU su proizvedena na
laboratorijskoj uljari uz predtretman samljevenog tijesta maslina ubrzanim toplinskim tretmanom
(UTT) ili toplinskim tretmanom (TT) prije faze mijesenja. Osim toga, kao materijal koriStena su 1
ulja proizvedena od navedenih sorti maslina konvencionalnom metodom u poluindustrijskom
postrojenju. Sva ulja su proizvedena 2021. godine te su do analiza ¢uvana u tamnim staklenim

bocama pri temperaturi 15-20 °C, a prazni prostor u boci bio je ispunjen dusikom.

3.1.1. Laboratorijska proizvodnja djevicanskog maslinovog ulja

Proizvodnja DMU provedena je prema metodi opisanoj u diplomskom radu Peji¢ (2022).
Ocisceni 1 oprani plodovi maslina samljeveni su na mlinu ¢ekicaru, koji je, uz termomjesalice s
vodenom kupelji i centrifugom, dio laboratorijske pilot-uljare Abencor (MC2 Ingenieria y
Sistemas). Samljeveno maslinovo tijesto toplinski je tretirano pri 6 razli¢itih temperatura: 15, 20,
25, 30, 351 40 °C. Za potrebe hladenja maslinovog tijesta koriSten je uredaj za ubrzano hladenje
(Blastchiller ATTOS ATTILA ABB, TECNODOM), a toplina je odvodena konvekcijom pri
temperaturi od -18 °C. Grijanje maslinova tijesta na Zeljene temperature (25-40 °C) za UTT
provedeno je zagrijavanjem pomocu kondukcije u vodenoj kupelji (SUB Aqua Pro SAP12,
GRANT) s temperaturom vode 50-52 °C. S druge strane, zagrijavanje za TT provedeno je u
termostatu dovodenjem topline konvekcijom pri temperaturi od 45 °C. Temperatura tijesta tijekom
svih predtretmana je kontrolirana ubodnim termometrom.

Nakon provedenog predtretmana, tijesto je podvrgnuto mijesenju pri temperaturi od 27 °C
u trajanju od 40 minuta a ulje je izdvojeno centrifugiranjem na 3500 o/min kroz 90 sekundi.
Bistrenje proizvedenog ulja provedeno je finim centrifugiranjem na centrifugi Hettich Universal
320R (Andreas HettichGmbH& Co. KG) na 18 °C u trajanju od 4 minute pri 5000 o/min.
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3.2. Reagensi

KoriSteni reagensi za ekstrakciju i separaciju fenolnih spojeva moraju biti HPLC stupnja
Cistoce. Reagensi koriSteni prilikom izrade ovog diplomskog rada bili su voda, metanol
(Honeywell, Offenbach, Njemacka) i mravlja kiselina (T.T.T. d.0.0., Sveta Nedjelja, Hrvatska).
Takoder, koriSteni su komercijalno dostupni standardi fenolnih spojeva: hidroksitirosol, tirosol,
oleacin, oleokantal, oleuropein, oleurozid, 4-hidroksibenzojeva kiselina, elaginska Kiselina,
ferulinska kiselina, galna kiselina, kavska kiselina, klorogenska kiselina, p-kumarinska kiselina,
protokatehinska kiselina, sinapinska kiselina, siringinska kiselina, vanilinska kiselina i
siringaldehid (Sigma-Aldrich, St. Louis, SAD).

3.3. METODE
3.3.1. Ekstrakcija fenolnih spojeva

Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je prema standardnoj metodi Medunarodnog vijeca
za masline (IOC, 2022). Koristena metoda temelji se na ekstrakciji polarnih fenolnih spojeva
otopinom metanola i kvantifikaciju na HPLC-u uz UV detektor pri 280 nm. Pri tome se koristi
otopina siringinske kiseline (y=0,015 mg/L) u 80% metanolu kao interni standard, a kao eksterni
standard koristena je smjesa otopina tirosola (y=0,030 mg/L) i siringinske kiseline (y=0,015 mg/L)
u istom otapalu. Koncentracija ukupnih i pojedinaénih fenolnih spojeva iskazana je kao mg tirosola
kgl/ulja (10C, 2022).

Ekstrakcija fenolnih spojeva provedena je u plasticnim epruvetama s ¢epom od 15 mL.
Odvaze se 4 g maslinovog ulja i doda 1 mL otopine internog standarda te se epruveta zatvori i
protrese na vortexu 30 sekundi. U epruvetu se doda 5 mL 80 %-tne otopine metanola i ponovo se
promijesa na vorteksu 1 minutu. Ekstrakcija fenolnih spojeva provodi se u ultrazvucnoj kupelji 15
minuta na sobnoj temperaturi. Odvajanje metalnog sloja provodi se centrifugiranjem na 5000
o/min kroz 25 minuta pri sobnoj temperaturi, a izdvojeni supernatant se pomocu plasticne Sprice
profiltrira kroz celuloza acetatnim filter veli¢ina pora 0,45 um u vialice od 2 mL. Tako pripremljeni

ekstrakt fenola analizira se HPLC-om.
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3.3.2. Separacija fenolnih spojeva na HPLC-u

Analiza fenolnih spojeva provedena je na C18 nepolarnoj koloni (Luna 250 mm x 4,6 mm,
5 um, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) instaliranoj na Agilent Technologies (LC 1200) HPLC
sustav zagrijanoj na 30 °C prema metodi opisanoj u diplomskom radu Brezjan (2023). Ukratko,
injektirano je 20 upL pripremljenog ekstrakta, a za razdvajanje je koriStena gradijentna
kromatografija (tablica 1) ukupnog protoka 1 mL/minkroz ¢itavo vrijeme trajanja analize. Mobilne
faze bile su 0,1 % otopina mravlje kiseline u vodi (mobilna faza A) i 0,1 % otopina mravlje kiseline

u metanolu (mobilna faza B).

Tablica 1. Prikaz promjene gradijenta otapala u ovisnosti o vremenu

Vrijeme Volumni udio otopine B
(min) (%)

0 10

3 10

30 50

40 60

45 100

50 100

50,1 10

60 10

Za detekciju i identifikaciju polifenola koristen je DAD (eng. diode array detector) detektor
pri valnoj duljini od 280 nm, bendwith (Sirina pojasa) 8 nm, bez referentne valne duljine. Za
vrijeme trajanja analize snimani su UV spekitri od 190-400 nm. Identifikacija fenolnih spojeva
provedena je usporedbom retencijskog vremena i1 UV spektra Zeljenog pika s retencijskim
vremenima i UV spektrima ranije navedenih injektiranih standarada u koncentracijama 0,015-
0,050 mg/mL.
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3.3.3. Kuvantifikacija fenolnih spojeva

Kvantifikacija fenolnih spojeva provedena je usporedbom odziva internog standarda s
odzivom svakog pojedinog pika (formula [1]). Da bi se rezultati izrazili kao koncentracja tirosola,
svaki je dan injektiran eksterni standard, tj. smjesa tirosola i siringinske kiseline. Iz dobivene
povrsine pikova izraunat je faktor odziva (RF) i omjer faktora odziva (RRF) tirosola i siringinske

kiselina prema formulama [2]-[4].

. . A X 1000 X RRFgjy/tir X Wsj
koncentracija fenolnog spoja (mg/kg ) = S/t s

[1]

Agir X W
gdje je:
A - povrsina ispod pika pojedinog fenolnog spoja
Asir - povrsina ispod pika siringinske kiseline
Wsir - masena koncentracija siringinske kiseline (mg) dodane uzorke u 1 mL otopine
internog standarda
W - masa ulja koriStenog za analizu (g)

RRFsirir — korekcijski faktor za izraZzavanje rezultata preko tirosola (formula [2])

RFy, g4 (siringinska kiselina)

RRFsyrityr = [2]

RFy,g(tirosol)
gdje je

RF1. (siringinska kiselina) — faktor odziva siringinske kiseline koji se ra¢una po
formuli [3]

povrsina pika siringinske kiseline [3]

RF1yg (siringinska kiselina) =

ug injektirane siringinske kiseline

RF1yg (tirosol) - faktor odziva tirosola koji se racuna po formuli [4]

povrsina pika tirosola [4]

RF1yq (tirosol) =

ug injektiranog tirosola
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Djevicansko maslinovo ulje (DMU) je prirodno ulje ploda masline (Olea europea L.),
proizvedeno isklju¢ivo mehanickim postupcima, bez kemijskog tretmana pri ¢emu bi nakon
procesa proizvodnje u njemu trebali biti saCuvani svi izvorno prisutni sastojci zasluzni za njegova
specifiéna kemijska, senzorska i prehrambena svojstva (Zaneti¢ i sur., 2011). Udio fenolnih
spojeva ima znacajnu ulogu za oksidacijsku stabilnost, nutritivnu vrijednosti i senzorska svojstva
djevicanskog maslinovog ulja. Cerretani i sur. (2005) isti¢u kako je sastav fenolnih spojeva i njihov
udio u djevicanskom maslinovom ulju uvjetovan agronomskim, klimatskopedoloskim i
tehnoloskim ¢imbenicima, kao Sto su sorta masline, klimatski uvjeti, stupanj zrelosti ploda i
proizvodni proces. Stoga je prvi cilj ovog istrazivanja bio analizirati sastav i koncentraciju fenola
u djevicanskim maslinovim uljima iz 4 autohtone sorte maslina proizvedenih konvencionalnim
postupkom proizvodnje.

Suvremena proizvodnja DMU nailazi na probleme poput slabog iskoristenja procesa te
Cesto neodgovarajuce preraspodjele bioaktivnih komponenti ovog ulja, posebice fenolnih spojeva,
izmedu uljne i vodene faze tijekom pripreme ploda za separaciju ulja. Kao rjeSenje ovog problema,
istrazivacke grupe predlazu inovativne metode primjerice ubrzani toplinski tretman (UTT). UTT
podrazumijeva hladenje ili grijanje maslinova tijesta prije mijeSenja, Sto bi moglo dodatno
aktivirati endogene enzime ploda masline te tako povecati udjel fenola u DMU. Drugi cilj rada bio
je ispitati utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana tijesta maslina iz istarske bjelice, oblice i
levantinke na koncentraciju i sastav fenolnih spojeva. Nakon mljevenja tijesta su hladena na 15 1
20 °C 1 zagrijavana na 25, 30, 35 1 40 °C. Prijenos topline odvijao se konvekcijom u Sokeru 1
kondukcijom u vodenoj kupelji. Nakon toplinskog tretiranja, tijesto je podvrgnuto mijesenju i dalje
izdvajanju ulja centrifugalnom ekstrakcijom. S obzirom na to da prijenos topline moze znacajno
utjecati na svojstva maslinovog tijesta, treci cilj ovog rada bio je ispitati djelovanje toplinskog
tretmana tijesta oblice i rosulje (TT) konvekcijom i u Sokeru i u termostatu, takoder kao

predtretmana mijesenju.
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4.1. ODREDIVANJE FENOLNIH SPOJEVA U UZORCIMA PROIZVEDENIM
KONVENCIONALNOM METODOM

Fenolni spojevi su identificirani i kvantificirani pomo¢u DAD detektora, detektora s nizom
dioda, pri valnoj duljini od 280 nm. Na slici 3. i slici 4. vidimo primjer kromatograma fenolnih
spojeva DMU sorte levantinka i istarska bjelica gdje su pojedini fenolni spojevi identificirani po
njihovom retencijskom vremenu pika, usporedbom s retencijskim vremenima standarda.

Kvantificirani su iz dobivenih povrsina pikova.
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N.l.-neidentificirani spoj; I11. i IV. skupina spojeva - grupirani su prema sliénim retencijskim vremenima (Rt 40.8 min za
I11.skupinu i Rr44.5 min za I'V.skupinu) te sli¢nosti spektara

Slika 3. Kromatogram fenolnih spojeva djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Levantinka

kupina spojeva
oko ligstrozida

=0

skupina spojeva oko
oleaceina

111. skupina
spojeva

=0

1V. skupina
spojeva

3,305 —> oleokantal
S T r——

=

—> ligstrozid

7 497 —> siringinska kiselina
31 535 —> oleacein
i ri——>

0% — oféuropein

=105 —— N4

N.l.-neidentificirani spoj; I11. i IV. skupina spojeva - grupirani su prema sliénim retencijskim vremenima (Rt 40.8 min za
I11.skupinu i Rr44.5 min za I'V.skupinu) te sli¢nosti spektara

Slika 4. Kromatogram fenolnih spojeva djevi¢anskog maslinovog ulja sorte Istarska bjelica
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Tijekom prerade ploda masline, najvise pri mljevenju i mijeSenju, aktiviraju se endogeni
enzimi ploda masline koji znacajno utjeCu na kemijski sastav DMU. Esteraze djeluju na p-
hidroksifeniletilalkohol (p-HPEA) i 3,4-dihidroksifeniletilalkohol (3,4-DHPEA), te ih prevode u
lipofilne tirosol i hidroksitirosol (slika 3). To su fenolni alkoholi djevi¢anskog maslinovog ulja
kojima se pripisuje kardioprotektivno djelovanje (Mair i sur., 2023).

Glukozidaze hidroliziraju sekoiridoide ploda, oleuropein i ligstrozid, pri ¢emu se formiraju
njihovi lipofilni aglikoni. Aglikoni ligstrozida se vrlo vjerojatno nalaze u skupini spojeva oko
ligstrozida. Aglikon oleuropeina nije identificiran u ovom radu no pretpostavljamo da se nalazi u
[11 ili u 1V skupini spojeva. Brojni autori objavili su pozitivan utjecaj oleuropeina (slika 4) na
zdravlje zbog njegovog antivirusnog, antioksidacijskog i kardioprotektivnog djelovanja (Klimova
i sur., 2019).

Na kromatogramima u radu (slika 3 i 4) identificiran je i ligstrozid, koji i u glukozidnoj i u
formi aglikona ima snazno antioksidacijsko djelovanje jer, izmedu ostalog, reducira reaktivne
kisikove vrste (ROS, engl. Reactive oxygen species) (Presti i sur., 2017).

Na kromatogramu su zabiljezeni i spojevi oleacein i oleokantal (slika 3 i 4) sa znac¢ajnim
utjecajem na zdravlje. Rezultati dosadasnjih istrazivanja pokazuju visok terapeutski potencijal
oleaceina kod krvozilnih bolesti, Alzheimerove bolesti, osteoartritisa, reumatoidnog artritisa i
raka, te oleokantala takoder kod raka i kod ateroskleroze (Lozano-Castellon i sur., 2020).

Specifi¢an sastav fenolnih spojeva DMU izaziva odredene probleme pri njihovoj analizi,
konkretno, pri identifikaciji. Na trZiStu nisu dostupni standardi bas svih sekoiridoida, tako da nije
bilo moguce identificirati sve detektirane spojeve. Stoga su 0sim oznacenih spojeva na slici 3. i
slici 4., prikazane i grupe neidentificiranih spojeva (N.I.) te skupine spojeva Ill. i IV. koji su
grupirani prema sliénim retencijskim vremenima (R 40.8 min za Ill.skupinu i Ry 44.5 min za
IV.skupinu) i slicnostima spektra.

Rezultati ovog dijela istrazivanja prikazani su u tablici 2 te predstavljaju sastav i
koncentracije fenolnih spojeva u komercijalno proizvedenim DMU iz 4 hrvatske sorte. Vrijednosti
su izrazene kao srednja vrijednost + standardna devijacija za konvencionalno proizvedene uzorke
za svaku sortu u dva ponavljanja. Prikazane vrijednosti su masene koncentracije pojedinih fenola

izrazenih u miligramu po kilogramu DMU.
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Tablica 2. Sastav i koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih

konvencionalnom metodom. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina
Sorta hidroksitirosol tirosol oleacein spojeva oko oleuropein oleokantal
oleaceina
ISTARSKA 00000 ¢ 000£0,00 c  66,07:087 ¢ 98124123 a  249+0,04 a  7242+114 b
BJELICA
OBLICA 18,54+0,31 a  9,19+0,08 a  53,69+0,65 d  54,40+0,74 b  0,00+0,00 c 56,40+0,36 ¢
LEVANTINKA 12,68+0,15 b 7,07+0,05 b 78,10+0,18 b  42,23+0,05 d 0,00+0,00 c 85,01+0,06 a
ROSULJA 0,00+0,00 c 0,00+0,00 c 92,58+0,32 a  49,88+0,07 c 2,36%£0,04 b 51,58+0,14 d
Znacajnost (p) <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001
FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
skupina . .
Sorta ligstrozid spojeva oko AL sk_upma B sk_uplna ukupno N.I. ukupno fenoli
: . spojeva spojeva
ligstrozida
:BSJEI‘EIIQC?L(A 29,64+0,33 a  65,31+2,85 a 58,14+1,32 a  46,54+1,20 a 9,63+0,06 ¢ 448,3348,30 a
OBLICA 24,46+£0,16 b  53,09+0,09 b  43,61+0,33 b  27,39+0,01 b  22,66+£1,49 a  363,41+1,21 b
LEVANTINKA 15,76£0,17 ¢ 43,59+0,59 ¢  39,20+0,21 ¢  24,54+0,71 ¢  14,63+0,07 b  353,49+14,93 bc
ROSULJA 7,52+0,04 d  34,65+0,21 a  55,27+0,6 d  20,49+0,09 d  9,14+0,04 c 323,45+1,24 ¢
Znacajnost (p) <0,0001 0,000 <0,0001 <0,0001 0,000 0,001

*Vrijednosti oznaene razliitim slovima statisticki su razli¢ite (p < 0,05) prema Tukeyjevom testu viSestruke

usporedbe

(p<0,05) — statisticki znacajni rezultati (ANOVA)

Statisticka obrada rezultata pokazala je kako je utjecaj sorte na svaki identificirani fenolni

spoj kao 1 na ukupne fenole, visoko statistiCki signifikantan. Tukeyev test viSestruke usporedbe

potvrdio je kako su DMU iz 4 hrvatske sorte razlicita po sastavu pojedinih fenola, no ipak postoje

neke sli¢nosti s obzirom na podneblje. U istarskim sortama nisu identificirani fenolni alkoholi, a

u dalmatinskim sortama nije identificiran oleuropein. U istarskim sortama mozda nisu postignuti

odgovarajuc¢i uvjeti za aktivnost endogenih enzima esteraza koje hidroliziraju hidrofilne

sekoiridoide i to dialdehidni oblik elenolne kiseline povezan sa p-HPEA i dialdehidni oblik

elenolne kiseline povezan sa 3,4-DHPEA, i prevode ih u lipofilnije fenolne alkohole tirosol (p-
hidroksifeniletilalkohol) i hidroksitirosol (3,4-dihidroksifeniletilalkohol) (Servili i Montedoro,

2002). Oleuropein u DMU iz dalmatinskih sorti se vjerojatno razgradio na druge produkte

primjerice dimetiloleuropein i hidroksitirosol (Soler-Rivas i sur., 2000).
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Ulje iz istarske bjelice odlikuje najve¢a koncentracija vecine identificiranih spojeva,
osobito spojeva oko oleaceina, oleuropeina, ligstrozida i spojeva oko ligstrozida, Il i IV skupine
spojeva te ukupnih fenola. DMU sorte rosulja znacajno nadmasuje ostale sorte koncentracijom
oleaceina. Najvecu koncentraciju hidroksitirosola, tirosola te ukupnih neidentificiranih fenolnih
spojeva (N.l.) sadrzi DMU oblice. DMU sorte levantinka istice se veCom koncentracijom
oleokantala. I Zaneti¢ i sur. (2011) pokazali su da DMU iz oblice ima veéi udjel tirosola i
hidroksitirosola u odnosu na ulje iz levantinke. Istrazivanje Koprivnjak i sur. (2012) istaklo je
istarsku bjelicu kao najbogatiju fenolima (426-882 mg/kg) u odnosu na preostale istarske sorte
analizirane u tom radu (buza, rosinjola i leccino). U istrazivanjima Saroli¢ i sur. (2015) i Tori¢ i
sur. (2020) prikazani su rezultati sadrzaja fenola u sorti rosulja koji su se pokazali najnizima u
odnosu na druge usporedivane sorte. Cinjenicu da sorta masline ima najveéi utjecaj na fenolni
profil djevi¢anskog maslinovog ulja, potvrdili su i drugi autori (Jukié¢-Spika i sur., 2021; Negro i
sur., 2019; del Monaco i sur., 2015).

4.2. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE FENOLNIH SPOJEVA U UZORCIMA
TRETIRANIM UTT-om

U cilju utvrdivanja utjecaja primjene ubrzanog toplinskog tretmana maslinova tijesta prije
mijeSenja na fenolne profile DMU iz istarske bjelice, levantinke 1 oblice, analiticki rezultati su
statisticki obradeni koriStenjem analize varijance two-way ANOVA s 95%-tnom vjerojatnoscu uz

Tukey post hoc test. Podaci se nalaze u tablici 3.
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Tablica 3. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz UTT kao

predtretman mijesenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

sorta hidroksitirosol® tirosol® oleacein® s

oko oleaceina
ISTARSKA BJELICA 39,31+2,36a 18,45+ 1,36a 70,97 +2,31 a 69,81+125a
OBLICA 28,62+236Db 1431+136a 5459+231b 52,08+1,25b
LEVANTINKA 18,25+ 2,36 ¢ 8,93+136D 68,70+ 231 a 36,03+1,25¢

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

temperatura (°C) hidroksitirosol tirosol oleacein® g
oko oleaceina
15 24,48 + 3,60 a 11,43+2,08a 62,02 £ 3,53 a 50,27 £ 1,91 bc
20 28,36 + 3,60 a 13,78+ 2,08 a 59,59+ 3,53 a 55,80+ 1,91 ab
25 30,11+ 3,60 a 17,96 + 2,08 a 60,74 £ 3,53 a 45,85+191¢
30 25,69+ 3,60 a 11,49+ 2,08a 73,31+3,53a 53,27 £ 1,91 bc
35 29,47 £ 3,60 a 14,41+ 2,08 a 58,31+ 3,53 a 51,49+ 1,91 bc
40 38,31+ 3,60 a 17,43+ 2,08 a 67,37 +3,53a 50,30 £ 1,91 bc
KONTROLA 24,68 + 3,60 a 10,84 + 2,08 a 71,94 +£353a 61,49+191a

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

sorta * temperatura (°C) hidroksitirosol tirosol oleacein® Y
oko oleaceina
ISTARSKA BJELICA * 15 38098+6,24ab 17,60x360ab 69,95+6,11abc 66,96+3,30Db
ISTARSKA BJELICA * 20 40,61+624ab 19,78+3,60ab 56,80+ 6,11abc 60,13 + 3,30 bcd
ISTARSKA BJELICA * 25 42.31+6,24 ab 2134+360ab 67,42+6,11abc 70,42+3,30b
ISTARSKA BJELICA * 30 3752+624ab 17,86+360ab 78,40+6,11ab 64,74+ 3,30 bc
ISTARSKA BJELICA * 35 40,20 + 6,24 ab 18,76 +3,60ab 71,13+6,11abc 68,37+3,30b
ISTARSKA BJELICA * 40 39,66 + 6,24 ab 18,00+3,60ab 75,83+6,11ab 68,00+ 3,30 b
ISTARSKA BJELICA * KONTROLA 3590+6,24ab 1580+3,60ab 77,25+6,11ab 90,04+ 3,30 a
LEVANTINKA * 15 15,77+6,24b 8,48+£3,60b 59,50 + 6,11 abc 28,67+3,30¢g
LEVANTINKA * 20 2350+6,24 b 12,24 +360ab 60,11+6,11abc 46,39 + 3,30 def
LEVANTINKA * 25 15,80+6,24 b 10,41+360ab 62,63+6,11abc 31,74+ 3,30fg
LEVANTINKA * 30 14,15+6,24 b 514+£3,60b 80,25+6,11ab 37,87 +£ 3,30 efg
LEVANTINKA * 35 26,75+6,24ab  1423+3,60ab 53,40+6,11abc 36,33 = 3,30 efg
LEVANTINKA * 40 16,81+ 6,24 b 6,94+3,60b 82,28+6,11a 36,46 + 3,30 efg
LEVANTINKA * KONTROLA 14,99+6,24 b 510+3,60hb 82,77 +6,11a 34,74 + 3,30 efg
OBLICA * 15 18,71+6,24 b 8,20+3,60h 56,62 + 6,11 abc 55,19 + 3,30 bcd
OBLICA * 20 20,96 + 6,24 b 9,14+360ab 61,85+6,11abc 60,89 + 3,30 bcd
OBLICA * 25 32,21+6,24ab  22,13+3,60ab 52,17 +6,11abc 35,40 + 3,30 efg
OBLICA * 30 2540+6,24 b 11,47+360ab 61,27+6,11abc 57,20 + 3,30 bed
OBLICA * 35 21,47 +6,24 b 10,24 +3,60ab 50,42+6,11bc 49,77 £ 3,30 cde
OBLICA * 40 58,47 + 6,24 a 27,36 + 3,60 a 4401+6,11c 46,46 + 3,30 def
OBLICA * KONTROLA 23,15+6,24 b 11,63+3,60ab 5580+6,11abc 59,69 + 3,30 bed
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Tablica 3. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz UTT kao
predtretman mijeSenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska -

Nastavak

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta oleuropein® oleokantal® ligstrozid® ?)T(lé)pllingitsr %?ig\;g
ISTARSKA BJELICA 3,40+ 0,20 a 108,27 £ 1,24 a 55,86 £ 0,51 a 107,67 £0,87 a
OBLICA 2,44+ 0,20 b 59,61+ 1,24 ¢ 26,836 £ 0,51 b 37,25+0,87b
LEVANTINKA 2,67+0,20b 80,72+ 1,24 b 13,15+0,51 ¢ 59,34 +0,87c

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
temperatura (°C) oleuropein® oleokantal ligstrozid® i)lf(l:)pllingiti %?ig‘éi
15 2,74+£0,30 a 83,06 £ 1,89 a 33,81+0,78 ab 66,10+ 1,33 b
20 3,14+£0,30a 82,12+1,89a 35,69+0,78 a 71,18+ 1,33 ab
25 2,84+0,30 a 82,69+ 1,89a 27,02+0,78d 59,05+1,33¢c
30 3,43+0,30a 85,71+1,89a 31,19 +0,78 bc 69,16 £ 1,33 ab
35 3,56+0,30 a 79,13+1,89a 30,86 + 0,78 bc 69,61+ 1,33 ab
40 2,72+0,30 a 83,81+1,89a 29,12+ 0,78 cd 67,65+1,33b
KONTROLA 1,44+0,30b 83,55+ 1,89 a 35,97 +£0,78 a 73,86 £1,33a

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta * temperatura (°C) oleuropein® oleokantal ligstrozid® i)il:)plligastsr %2{3\;2
ISTARSKA BJELICA * 15 2,77 £ 0,52 bed 107,37 £ 3,28 ab 55,63+ 1,36 a 107,85+2,31a
ISTARSKA BJELICA * 20 6,02+052a 102,43 £ 3,28 ab 56,18 + 1,36 a 111,70+ 2,31 a
ISTARSKA BJELICA * 25 3,76 £0,52 ab 111,90+ 3,28 a 53,36 + 1,36 a 103,04 +2,31a
ISTARSKA BJELICA * 30 3,82+£0,52 ab 110,53 £ 3,28 a 53,31+1,36 a 103,01+2,31a
ISTARSKA BJELICA * 35 3,74+£0,52 ab 107,93 £ 3,28 ab 57,72+ 1,36 a 108,94 +231a
ISTARSKA BJELICA * 40 2,76 £ 10,52 bed 111,23+ 3,28 a 56,61+1,36a 108,28 £+ 2,31 a
ISTARSKA BJELICA * KONTROLA 0,95+ 0,52 cd 106,48 + 3,28 ab 58,34 + 1,36 a 110,87 +2,31a
LEVANTINKA * 15 2,07 £ 0,52 bed 79,20 £ 3,28 cde 15,35 + 1,36 fg 24,73+2,31h
LEVANTINKA * 20 2,99 £ 0,52 bed 81,65+3,28cd 16,19+1,36efg  33,42+2,31gh
LEVANTINKA * 25 2,58 £ 0,52 bed 71,67 + 3,28 defg 6,56 +1,36 h 25,16 +2,31h
LEVANTINKA * 30 2,26 £ 0,52 bed 84,67 £ 3,28 cd 1437+136fg  43,83+2,31¢efg
LEVANTINKA * 35 2,89+ 0,52 bed 73,90 £3,28def  11,89+136gh 44,47 +231efg
LEVANTINKA * 40 3,00 + 0,52 bed 91,17 + 3,28 bc 15,42 + 1,36 fg 47,03 £ 2,31 ef
LEVANTINKA * KONTROLA 2,93+ 0,52 bed 82,81 £ 3,28 cd 12,23+ 1,36 gh 42,10+ 2,31 fg
OBLICA * 15 3,37+052abc 62,60 +3,28efgh 30,55+ 1,36 bc 65,72 £ 2,31 bc
OBLICA * 20 0,40 £0,52 d 62,28 +3,28efgh 34,72+ 1,36b 68,42+231b
OBLICA * 25 2,17+052bcd 64,50+ 3,28 efgh 21,14+ 136def 48,96 + 12,31 def
OBLICA * 30 4,22 £0,52 ab 61,94+328fgh 2588+1,36cd 60,63+ 2,31 bcd
OBLICA * 35 4,05+ 0,52 ab 55,56 * 3,28 gh 22,87 +1,36de 55,41+ 2,31 cde
OBLICA * 40 2,39+ 0,52 bed 49,02 +3,28h 15,32 £ 1,36 fg 47,65 + 2,31 ef
OBLICA * KONTROLA 0,45+0,52d 61,35 + 3,28 fgh 37,33+1,36b 68,61+231b
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Tablica 3. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz UTT kao
predtretman mijeSenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost = standardna pogreska -

Nastavak
FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta I Sk.”p”;a v S'?“p'Qa ukupno N.1.% ukupno fenoli®
spojeva spojeva
ISTARSKA BJELICA 295,05+2,43 a 97,07+£0,77 a 19,57+ 0,48 b 885,42 + 6,84 a
OBLICA 65,32 +2,43b 31,14+0,77b 23,82+0,48a 421,34+6,84b
LEVANTINKA 39,04+243¢ 22,26 £ 0,77 c 17,11+ 0,48¢ 344,42 + 6,84 C
FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
temperatura (°C) 1L Sk.”p”;a Iy S'?“p'Qa ukupno N.I. ukupno fenoli®
spojeva spojeva
15 141,72 +3,71a 52,93+ 1,19 ab 20,01 £ 0,74 ab 540,18 + 10,45 ab
20 139,31+ 3,71 ab 5456+ 1,19a 22,28 0,74 a 572,24 £10,45 a
25 124,70+ 3,71 b 43,95+1,19d 19,97+ 0,74 ab 519,17 +£10,45b
30 129,97 +£3,71ab 50,83+ 1,19 abc 19,26 £ 0,74 ab 553,29 + 10,45 ab
35 130,46 £3,71ab 49,14+ 1,19 bc 20,46 £ 0,74 ab 538,71 + 10,45 ab
40 136,60 £3,71ab 52,17+ 1,19 abc 19,01+£0,74b 568,51 + 10,45 a
KONTROLA 129,20+ 3,71ab  47,48+1,19 cd 20,19 £ 0,74 ab 560,67 + 10,45 ab
FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta * temperatura (°C) AL Sk.”p'Qa I SKUp'Qa ukupno N.I. ukupno fenoli®
spojeva spojeva
ISTARSKA BJELICA * 15 313,38+6,42a 102,94 +2,10a 19,89 £ 1,28 abcdefg 903,22 +£18,11a
ISTARSKA BJELICA * 20 310,57 +16,42 a 107,69+ 2,10 a 19,56 + 1,28 bcdefg 891,46 + 18,11 a
ISTARSKA BJELICA * 25 273,62 + 6,42 bc 88,47 £ 2,10 bc 21,15 + 1,28 abcdef 856,79 +18,11 a
ISTARSKA BJELICA * 30 291,29 +6,42abc  98,35+2,10ab 18,69 + 1,28 cdefg 877,52 +18,11a
ISTARSKA BJELICA * 35 305,17 £ 6,42 ab 99,21+2,10a 19,08 £ 1,28 cdefg 900,22 £18,11a
ISTARSKA BJELICA * 40 31165+6,42a 101,53+2,10a 19,73 £ 1,28 bcdefg 913,25+18,11a
ISTARSKA BJELICA * KONTROLA 259,68 + 36,42 ¢ 81,27+2,10¢ 18,90 + 1,28 cdefg 855,48 + 18,11 a
LEVANTINKA * 15 38,08 + 6,42 fg 25,05 + 2,10 efg 13,63+1,28¢ 285,39 +18,11¢e
LEVANTINKA * 20 43,17 +6,42efg 23,25+ 2,10 efg 23,01+ 1,28 abcd 385,39 + 18,11 bed
LEVANTINKA * 25 30,60+6,42¢g 15,69+210¢g 15,45 + 1,28 fg 294,90 + 18,11 de
LEVANTINKA * 30 39,75+ 6,42 fg 22,18 + 2,10 efg 15,42 + 1,28 fg 359,88 + 18,11 cde
LEVANTINKA * 35 39,30 £ 6,42 fg 21,85+2,10fg 19,93+ 1,28 abcdefg 346,11 + 18,11 cde
LEVANTINKA * 40 4183+642efg 2520 +2,10 efg 16,39 * 1,28 defg 382,54 + 18,11 bed
LEVANTINKA * KONTROLA 40,57 £ 6,42 efg 22,54+ 2,10 efg 15,94 + 1,28 efg 356,74 + 18,11 cde
OBLICA * 15 73,69 £ 6,42 de 30,79 + 2,10 def 26,50+ 1,28 a 431,93 + 18,11 bc
OBLICA * 20 64,20 + 6,42 def 32,75+£2,10 de 24,27 + 1,28 abc 439,88 + 18,11 bc
OBLICA * 25 69,90 £ 6,42 def 27,67 £ 2,10 ef 23,31+ 1,28 abc 405,81 + 18,11 bc
OBLICA * 30 58,89 + 6,42 defg 31,95 + 2,10 def 23,66 + 1,28 abc 422,47 + 18,11 bc
OBLICA * 35 46,91 + 6,42 efg 26,36 + 2,10 ef 22,37 + 1,28 abcde 369,78 + 18,11 cde
OBLICA * 40 56,32 + 6,42 defg 29,80 £2,10def = 20,93 + 1,28 abcdef 409,75 + 18,11 bc
OBLICA * KONTROLA 87,34+6,42d 38,62 +2,10d 25,73+ 1,28 ab 469,79+ 18,11 b

*Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima statisticki su razli¢ite (p < 0,05) prema Tukeyjevom testu visestruke usporedbe
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U tablici 3 vidi se da se koncentracije vec¢ine identificiranih fenolnih spojeva znaéajno
razlikuju izmedu sorti. Iznimka je tirosol prema ¢ijim koncentracijama su slicna ulja iz istarske
bjelice i oblice, a izdvaja se ulje iz levantinke, oleacein gdje se isti¢e ulje iz oblice i oleuropein
koji izdvaja ulje iz istarske bjelice. Istarska bjelica ima najvecu koncentraciju svih identificiranih
fenola, njihovih grupa kao i ukupnih fenola. I u ovom dijelu istraZivanja se pokazalo da sorta
masline ima statisticki signifikantan utjecaj na kompletni fenolni profil ulja. Do istog zakljucka
dosli su Veneziani i sur. (2015) ispitavsi utjecaj UTT na koncentracije fenola u DMU iz pet
talijanskih sorti.

Temperatura kojoj je tijesto podvrgnuto tijekom ubrzanog toplinskog tretmana prije
mijeSenja, ima statisti¢ki znacajan utjecaj na koncentracije oleaceina, skupine spojeva oko
oleaceina, oleuropeina, oleokantala, ligstrozida, skupine spojeva oko ligstrozida, koncentracije 111
i IV skupine spojeva, neidentificirane grupe spojeva te na ukupne fenole (tablica 3 - temperatura).
lIako je UTT povecao koncentracije hidroksitirosola, tirosola i oleaceina, izmedu uzoraka nema
statisticki znacajne razlike. Te su razlike znacajne izmedu kontrolnog (proizvodnja DMU iz iste
sorte bez UTT) i svih ostalih uzoraka kod oleuropeina ¢ija se koncentracija uz UTT povecala.
Statisticki je znacajan i utjecaj UTT pri 15 i 20 °C na povecéanje koncentracije IV grupe spojeva.
Koncentracija ukupnih fenola tek se neznatno povecala pri 20 °C (za 2,1%) i pri 40 °C (za 1,4%).
Statisticki je znacajna razlika izmedu kontrolnog uzorka i DMU proizvedenih uz 25, 30, 35 i 40
°C glede koncentracije ligstrozida i grupe spojeva oko oleaceina, te izmedu kontrolnog uzorka i
DMU proizvedenih pri 15, 25 i 40 °C glede grupe spojeva oko ligstrozida. Ligstrozidu i grupama
spojeva oko ligstrozida i oleaceina ne odgovara niti jedna temperatura UTT-a jer su kontrolni
uzorci pri sobnoj temperaturi dali najviSe koncentracije ovih spojeva.

Sto se ti¢e biosinteze fenolnih spojeva, svaka od tri ispitane sorte razligito je reagirala na
utjecaj razlic¢itih temperatura tijekom ubrzanog toplinskog tretmana tijesta (tablica 3 -
sorta*temperatura). Njihova interakcija imala je statisticki znac¢ajan utjecaj na iste fenolne spojeve
1 grupe spojeva kao Sto je imala temperatura. Ulja iz istarske bjelice proizvedena uz UTT u odnosu
na kontrolni uzorak imala su povecane koncentracije vecine fenolnih spojeva, a statisticki je
znacajno povecanje oleuropeina (pri 20, 25, 30 i 35 °C), 111 skupine spojeva (pri 15, 20, 35 i 40
°C) 1 IV skupine spojeva (pri 15, 20, 30, 35 i 40 °C). Povecanje koncentracije ukupnih fenola
zabiljezeno je pri svim primijenjenim temperaturama UTT, no izmedu uzoraka nema statisticki

znacajne razlike. Statisticki zna¢ajna razlika izmedu uzoraka prisutna je kod skupine spojeva oko
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oleaceina ¢ija se koncentracija smanjila primjenom UTT. Kod DMU iz levantinke proizvedenih
uz UTT u odnosu na kontrolni uzorak, statisticki je znacajna razlika izmedu uzoraka prisutna samo
kod skupine spojeva oko ligstrozida i to pri 15 1 25 °C, gdje je zabiljezena niza koncentracija.
DMU iz oblice pokazala su da UTT kao predtretman mijeSenju ima statisticki znacajan utjecaj na
povecanje koncentracija oleuropeina (pri 15, 30 i 35 °C), te na smanjenje koncentracija ligstrozida
(pri 25, 30, 351 40 °C), skupine spojeva oko ligstrozida (pri 25, 35 i 40 °C), skupine spojeva oko
oleaceina (pri 25 °C), 11l skupine (pri 35 °C), IV skupine (pri 25 i 35 °C) te ukupnih fenola pri 35
°C.

Detaljna analiza rezultata iz tablice 3 pokazala je da genetske karakteristike sorte masline
odreduju razli¢itu osjetljivost endogenih enzima ploda masline prema temperaturi UTT na koje je
bilo grijano/hladeno tijesto maslina sorte istarska bjelica, levantinka i oblica prije mijeSenja.
Specifi¢an odgovor svake od ispitivanih sorti na temperature UTT vidi se po koncentracijama
oleokantala, ligstrozida i skupine spojeva oko ligstrozida. Pokazalo se da se pri uvjetima UTT
slicno ponasaju sorte istarska bjelica i oblica s obzirom na skupinu spojeva oko oleaceina.
Dalmatinske sorte levantinka i oblica pokazaju sli¢no ponasanje u uvjetima UTT glede biosinteze
[11'i IV grupe fenolnih spojeva, te u koncentracijama ukupnih fenola.

U svom istrazivanju Veneziani i sur. (2015) promatrali su utjecaj UTT na sastav DMU iz
talijanskih sorti Ottobratica, Cellina di Nardo, Peranzana, Coratina i Moraiolo. Koncentracije
fenola povecale su se uz UTT i pri 25 °C i pri 30 °C u odnosu na konvencionalno proizvedena
DMU. Povec¢anje fenola u tim uvjetima pripisali su boljoj aktivnosti endogenih enzimima
depolimerizacije koji razgraduju stani¢nu stijenku. U nasem radu pokazalo se da svaka sorta ima
drugaciji odgovor prema povecanju koncentracije ukupnih i pojedina¢nih fenola. Istarska bjelica
je odli¢no reagirala na sve primijenjene temperature, no statisticka obrada podataka pokazala je da
su za nju najznacajnije temperature UTT na povecanje fenola bile 20 i 35 °C. Oblica je za razliku
od nje imala najmanje fenola kojima je znacajan porast koncentracije uz UTT (oleuropein), no to
se ipak dogodilo pri 15, 30 i 35 °C. Levantinka nije pokazala statisti¢ki znacajan porast niti jednog
fenola u opisanim uvjetima.

Ve¢ spomenuta grupa autora iz Perugie je 2018. godine (Veneziani i sur., 2018) izvjestila
kako je brzo ohladenje tijesta na 15 °C kao predtretman mijeSenju talijanskih sorti Frantoio,
Leccino, Gentile, Ogliarola garganica, Moraiolo i San Felice, znacajno doprinijelo povecanju

fenola u proizvedenim DMU. Vise autora (Hbaieb i sur. 2016; Taticchi i sur. 2013; Garcia-
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Rodriguez i sur. 2011) istic¢u kako niZa temperatura tijesta prije mijeSenja utjece na potpunu ili
djelomi¢nu inhibiciju aktivnosti polifenoloksidaze (PPO), endogenog enzima koji potice
razgradnju fenolnih spojeva tijekom oksidacije ulja, a njegova smanjena aktivnost moze rezultirati
povecanom koncentracijom fenola. U naSem je radu statisticki znacajan utjecaj temperature od 15
°C na porast koncentracije oleuropeina kod istarske bjelice i oblice te 111'i IV skupine spojeva kod
istarske bjelice.

Radi potpunog razumijevanja specifi¢nosti ispitivanih sorti, utjecaja UTT na fenole DMU,
potrebno je unaprijediti analiticku metodu u cilju identifikacije pojedinacnih fenola koji se nalaze

u grupama spojeva oko oleaceina, oko ligstrozida te u Il i IV grupi fenolnih spojeva.

4.3. ODREDIVANJE KONCENTRACIJE FENOLNIH SPOJEVA U UZORCIMA
TRETIRANIM TT-om

Pored ispitivanja utjecaja inovativne tehnologije UTT-a na fenolne profile DMU, ispitano
je i djelovanje toplinskog predtretmanom (TT) na maslinovo tijesto te njegov utjecaj na fenolni
sastav DMU sorti rosulja i oblica. Toplinski tretman proveden je na prethodno samljevenom
maslinovom tijestu sorti rosulja i oblica zagrijavanjem konvekcijom na 30, 35 i 40°C. Paste su
zagrijavane u plitkim posudama od inoxa u termostatu kroz maksimalno vrijeme od 1 sata. Na
sorti oblica provedena su oba predtretmana kako bi se mogle usporediti prednosti ili mane u
djelovanju inovativnog ubrzanog toplinskog tretmana. Prikazani su rezultati tretiranja tijesta
konvekcijom kroz svih Sest temperatura, bilo hladenjem u Sokeru ili zagrijavanjem u termostatu,
radi pracenja trenda promjena vrijednosti.

Analiti¢ki rezultati su statistiCki obradeni koristenjem dvofaktorske analize varijance
ANOVA s 95%-tnom vjerojatno$¢éu uz Tukey post hoc test napravljenom u programu XLSTAT,
kako bi se utvrdio utjecaj sorte i temperature toplinskog tretmana na sastav fenolnih spojeva

djevicanskog maslinovog ulja. Rezultati su prikazani u tablici 4.
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Tablica 4. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz TT kao

predtretman mijesenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

Sorta hidroksitirosol® tirosol® oleacein® s

oko oleaceina
ROSULJA 3387+1,38a 1,06 £0,93b 181,40+ 2,32 a 66,56 + 1,21 a
OBLICA 19,37 +1,38b 10,56+ 0,93 a 85,75+2,33 Db 4534 +1.21b

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

temperatura (°C) hidroksitirosol® tirosol oleacein® oko oleaceina’
15 25,97 + 2,57 be 4,35+ 1,75ab 103,52 +4,35d 66,08+ 2,25 b
20 30,18 £ 2,57 ab 5,53+ 1,75 ab 110,74 £4,35d 72,84+225a
25 32,17+ 257 ab 1166+ 1,75a 100,42 +£4,35d 55,46 £ 2,25 bc
30 16,21+ 2,57 cd 3,10£1,75b 148,75+ 4,35 b 51,52+225¢
35 13,97 +2,57d 322+175D 164,12 +435ab 2791+225¢
40 37,35+2,57 a 6,98+ 1,75ab 176,52 +4,35a  40,64+2,25d
KONTROLA 30,48 £ 2,57 ab 581+175ab 130,96 +4,35 ¢ 77,19+ 225a
FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta * temperatura hidroksitirosol tirosol oleacein® S'(:Eg'gé :Egijr%a
OBLICA * 15 18,71 + 3,64 de 8,20+£247hb 56,62 + 6,15 f 55,19 + 3,19 de
OBLICA * 20 20,96 + 3,64 cde 9,14+247hb 61,85+6,15f 60,89 + 3,19 cd
OBLICA * 25 32,21 + 3,64 bed 22,13+247a 52,17+ 6,15 f 35,40 + 3,19 fg
OBLICA * 30 9,59+ 364¢ 6,20£247b 113,45+6,15e 44,65+ 3,19 ef
OBLICA * 35 9,83+3,64¢e 6,43+£247b 106,15+6,15e 38,84+ 3,19fg
OBLICA * 40 21,12 + 3,64 cde 10,18+ 2,47ab 154,23+6,15¢cd 22,69 £ 3,19 gh
OBLICA * KONTROLA 23,15+ 3,64 bcde 11,63 +2,47 ab 55,8+6,15f 59,69 + 3,19 cde
ROSULJA * 15 33,23 + 3,64 bcd 051+247D 150,42 £+ 6,15 d 76,97 +3,19b
ROSULJA * 20 39,41 + 3,64 ab 1,93+2,47b 159,64 £6,15¢cd 84,79+ 3,19ab
ROSULJA * 25 32,13 + 3,64 bcd 1,19+247b 148,67 £6,15d 75,51+ 3,19 bc
ROSULJA * 30 22,82 + 3,64 bcde 0,00£247b 184,04 £6,15bc 58,38+ 3,19 de
ROSULJA * 35 18,11 + 3,64 de 0,00+2,47b 222,09+6,15a 16,99+ 3,19 h
ROSULJA * 40 53,58 + 3,64 a 3,78+ 247b 198,81 +6,15ab 58,59 + 3,19 de
ROSULJA * KONTROLA 37,8 + 3,64 abc 0,00+2,47hb 206,11 +6,15ab 94,69+ 3,19 ab
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Tablica 4. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz TT kao

predtretman mijesenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska -

Nastavak

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta oleuropein® oleokantal® ligstrozid® Zlf(lgplli';itsr %2{3\;2
ROSULJA 2,76+021a 36,18 £0,93 b 455+041b 26,42+0,86 b
OBLICA 1,26 +0,21b 83,14+0,93 a 24,39+041a 53,60 £ 0,86 a

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
temperatura (°C) oleuropein oleokantal® ligstrozid® ?)lf(lgplligjiti %?ig‘éi
15 2,730,440 a 47,32+ 1,74 ¢ 18,61+0,77b 50,61 +1,62a
20 169+0,40a 48,60+ 1,74 ¢ 20,64 £ 0,77 a 52,02+1,62a
25 2,58+0,40a 4948+ 1,74 ¢ 13,82+ 0,77 ¢c 40,2+1,62b
30 1,72+0,40 a 68,83+ 1,74 b 12,31+ 0,77 cd 38,7+1,62b
35 1,75+0,40a 70,73+ 1,74 ab 9,29+0,77d 28,06 £1,62¢C
40 2,21+0,40a 80,49+ 1,74 a 421+£0,77e 17,74+ 1,62d
KONTROLA 1,39+£0,40a 48,68+ 1,74 ¢ 22,42 £0,77 a 52,73+ 1,62 a

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta * temperatura oleuropein oleokantal® ligstrozid® i)il:)plligastsr %2{3\;2
OBLICA * 15 3,37+0,56 a 62,60 +2,45¢ 30,55+1,09b 65,72+ 2,28 a
OBLICA * 20 0,40+0,56b 62,28+245¢c 34,72+ 1,09 ab 68,42+ 2,28 a
OBLICA * 25 2,17+ 0,56 ab 64,50+ 2,45¢ 21,14+1,09¢ 48,96 +2,28 b
OBLICA * 30 0,96 £ 0,56 ab 97,23+245b 21,14+1,09¢ 52,92+2,28b
OBLICA * 35 0,42+0,56 b 96,56 +2,45b 18,59+ 1,09¢c 49,22 +2,28b
OBLICA * 40 1,08 + 0,56 ab 131,49+245a 7,26+1,09d 21,37 £ 2,28 ef
OBLICA * KONTROLA 0,45+0,56 b 61,35+2,45¢ 37,33 +1,09 ab 68,61+ 2,28 a
ROSULJA * 15 2,10+ 0,56 ab 32,04 +245f 6,67+1,09d 35,51 + 2,28 cd
ROSULJA * 20 297+056a 3492+245¢e 6,55+ 1,09 de 35,62 + 2,28 cd
ROSULJA * 25 2,99+ 0,56 ab 34,46 + 2,45 ef 6,50 £ 1,09 de 31,43 £ 2,28 cde
ROSULJA * 30 2,49 £ 0,56 ab 40,42 +2,45d 3,47+1,09def 24,49 + 2,28 def
ROSULJA *35 3,07+£0,56 a 4590+2,45d 0,00 £1,09 f 6,91+£228¢g
ROSULJA * 40 3,35+ 0,56 a 2950+245f 1,16 + 1,09 ef 14,12 £ 2,28 eg
ROSULJA * KONTROLA 2,33+ 0,56 ab 36,01 +245¢e 7,52+1,09d 36,85+2,28 ¢c
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Tablica 4. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU proizvedenih uz TT kao

predtretman mijesenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost + standardna pogreska -

Nastavak

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta ”S'pso‘}gfj;’;a I\;psc)l}g\?;ga ukupno N.1.% ukupno fenoli®
ROSULJA 122,81 +£5,11a 17,72+0,66 b 27,82+£0,35a 522,01 £ 7,08 a
OBLICA 72,97 +511b 33,91 + 0,66 a 24,74 +0,35 b 456,10 + 7,08 b

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
temperatura (°C) ”S'pso‘}g\"j;’;a 'Zpi'}g{j;@a ukupno N.1.% ukupno fenoli®
15 97,77 £ 9,56 ab 23,62+ 1,24 cd 24,84 + 0,65 bc 465,43 £ 13,24 cde
20 95,00+9,56 b 26,4+ 1,24 bc 2457 +0,65¢ 488,25 + 13,24 bc
25 78,86 = 9,56 bc 20,69+ 1,24d 22,80£0,65¢ 431,00 £ 13,24 de
30 76,19 £ 9,56 ¢ 22,96 £ 1,24 cd 26,79+0,65b 468,52 + 13,24 cd
35 62,80 £ 9,56 c 23,6+1,24 cd 23,55+ 0,65¢ 430,45+ 13,24 ¢
40 176,50 £ 9,56 a 34,08+ 124a 34,02 +£0,65a 615,15+ 13,24 a
KONTROLA 98,13 + 9,56 ab 29,35+ 1,24 ab 27,38+0,65b 524,57 £ 13,24 ab

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)
sorta * temperatura I!pzl}g\e;ga I\gs(l:jlé[\):a ukupno N.I.# ukupno fenoli®
OBLICA * 15 73,69 +1352bc  30,79+1,75bc 26,50 + 0,91 bc 431,93 + 18,73 d
OBLICA * 20 64,20+ 1352bc 32,75+ 1,75 bc 24,27 +0,91 ¢ 439,88 + 18,73 d
OBLICA * 25 69,90 + 1352 bc 27,67 +1,75cd 23,31+0,91¢c 405,81 + 18,73 d
OBLICA * 30 62,62+ 1352bc  32,94+175bc 24,63+ 0,91 bc 466,34 + 18,73 cd
OBLICA * 35 53,94+1352¢  31,63+1,75hc 24,24 +0,91 ¢ 437,75+ 18,73 d
OBLICA * 40 99,13+13,52bc  4297+175a 24,52 + 0,91 bc 541,19 + 18,73 bc
OBLICA * KONTROLA 87,34 + 13,52 bc 38,62+ 1,75ab 25,73 +0,91 bc 469,79 + 18,73 cd
ROSULJA *15 121,85+13,52b 16,45+ 1,75¢€ 23,18+091c 498,93 + 18,73 bcd
ROSULJA * 20 125,80 +13,52 b 20,05+ 1,75de 24,88 £ 0,91 bc 536,62 + 18,73 bc
ROSULJA * 25 87,82 + 13,52 bc 13,70+ 1,75¢€ 22,30+£0,91¢c 456,2 + 18,73 cd
ROSULJA * 30 89,77 + 13,52 bc 1298+ 1,75¢ 28,94+ 0,91 bc 470,69 + 18,73 cd
ROSULJA * 35 71,67 +13,52 be 1557+175e 22,87+091c 423,16 £18,73 d
ROSULJA * 40 253,86 £ 13,52 a 25,19+ 1,75 cd 4352+091a 689,11 + 18,73 a
ROSULJA * KONTROLA 108,92 + 13,52 bc 20,09 + 1,75 de 29,03 £0,91 bc 579,36 £ 18,73 b

*Vrijednosti oznacene razli¢itim slovima statisticki su razlic¢ite (p < 0,05) prema Tukeyjevom testu viSestruke

usporedbe
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Kao i u tablici 3 i u tablici 4 se vidi da sorta ima visoko statisticki zna¢ajan utjecaj na sve
identificirane fenole i grupe fenola, te da se koncentracije svih identificiranih fenolnih spojeva
znacajno razlikuju izmedu sorti.

Temperatura (tablica 4— temperatura) pri kojoj je proveden predtretman mijeSenju ima
statistiCki znacajan utjecaj na koncentracije hidroksitirosola, oleaceina, skupine spojeva oko
oleaceina, oleokantala, ligstrozida, skupine spojeva oko ligstrozida, Il i IV skupine spojeva,
neidentificirane spojeve i ukupne fenole. Statisticki znacajan utjecaj temperature TT vidi se kod
oleaceina ¢ije su koncentracije u odnosu na kontrolni uzorak veée u uzorcima proizvedenim pri
svim ispitanim temperaturama, a oleokantala u uzorcima proizvedenima pri 30, 35 i 40 °C.
Povecanje ukupnih fenola (za 17,3%) prisutno je samo u uzorku tretiranom pri 40 °C, iako za tu
vrijednost ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu kontrole i tog ulja. Kao i kod proizvodnje
uz UTT, pokazalo se da ligstrozidu te grupama spojeva oko oleaceina i ligstrozida ne odgovara TT
tijesta prije mijeSenja. Na smanjenje koncentracije ligstrozida i grupu spojeva oko oleaceina
statisticki znacajno utje¢e TT pri 15, 25, 30, 35 i 40 °C, a koncentracije grupe spojeva oko
ligstrozida smanjuju se pri 25, 30, 351 40 °C.

Kao i kod UTT, primjena TT pokazala je znacajnu interakciju sorte i temperature tretmana
(tablica 4-sorta*temperatura). To se pokazalo statisticki signifikantnim za koncentracije
oleaceina, oleokantala, ligstrozida, grupa spojeva oko oleaceina i ligstrozida, 11l grupe spojeva,
neidentificiranih i ukupnih fenola. Kod ulja iz sorte oblica statistiCki je znaCajan porast
koncentracije oleaceina i oleokantala pri 30, 35 i 40 °C, te pad koncentracija ligstrozida i spojeva
oko ligstrozida pri 25, 30, 35 i 40 °C, a spojeva oko oleaceina pri 25, 35 i 40 °C. Kod rosulje je
statisti¢ki znacajan porast koncentracije samo Il skupine spojeva, N.I. i ukupnih fenola pri 40 °C,
dok je znacajan pad koncentracije oleaceina pri 15, 20 i 25 °C, oleokantala pri 15 i 40 °C,
ligstrozida pri 35 1 40 °C, skupine spojeva oko oleaceina i ligstrozida pri 30, 35 i 40 °C te ukupnih
fenola pri 25, 30 i 35 °C.

Specifi¢an odgovor svake od sorti u ovom dijelu istrazivanja na temperaturu TT evidentan
je za biosintezu oleaceina, oleokantala 1 ligstrozida. Najznacajnije promjene glede koncentracije
fenola sorte oblica u uvjetima TT dogodile su se pri temperaturama 35 i 40 °C, a sorte rosulja pri
40 °C.

Usporedba nacina prijenosa topline i trajanja toplinskog tretmana na fenolne spojeve DMU

iz oblice prikazana je u tablici 5.
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Tablica 5. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU iz oblice proizvedenih uz TT

i uz UTT kao predtretman mijeSenju. Rezultati su izraZeni kao srednja vrijednost + standardna

pogreska

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

nadin zagrijavanja hidroksitirosol® tirosol® oleacein® s

oko oleaceina
UTT 35,11£8,72a 16,35+ 4,16 a 51,9+4,23b 51,14+ 1,23 a
TT 1351+1,72b 7,61+£0,37h 124,61 £ 3,77 a 35,39+2,15b

fenolni spojevi (mg/kg)

skupina spojeva

° ; iti $ i i3

temperatura (°C) hidroksitirosol tirosol oleacein okooleatainas
30 1750+ 1,08 a 8,83+£0,23a 87,36 £ 3,22 ab 50,93+1,69 a
35 15,65+ 0,96 a 8,33+0,14a 78,28 +3,89b 443+141b
40 39,80+ 13,26 a 18,77+ 6,26 a 99,12+ 6,83 a 34,58 +2,99 ¢

fenolni spojevi (mg/kg)

nacin zagrijavanja * temperatura

skupina spojeva

°C) hidroksitirosol tirosol oleacein® oko oleaceina

UTT *30 25,4+ 0,81 ab 11,47 + 0,37 ab 61,27 +2,05¢c 572+2,07a

UTT *35 2147+0,08ab 10,24+0,09 ab 50,42 +2,25¢ 49,77 + 1,06 ab
UTT * 40 58,47 +26,16a 27,36+1247a 44,01+1231c 46,46+2,87 ab
TT *30 9,59+£2,01b 6,2+0,28b 113,45+£6,11 b 44,65+ 2,67b
TT *35 9,83+1,92hb 6,43+0,26 b 106,15+ 7,45b 38,84+2,62h
TT * 40 21,12+436ab 10,18+1,03ab  154,23+592a 22,69+525¢
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Tablica 5. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU iz oblice proizvedenih uz TT

1 uz UTT kao predtretman mijeSenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost &+ standardna

pogreska - Nastavak

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

skupina spojeva

nadin zagrijavanja oleuropein® oleokantal® ligstrozid® it g
uUTT 355+031a 55,51+2,78b 21,36+1,3a 5456+ 1,75a
TT 0,82+0,37b 108,09 £ 2,67 a 1566 +1,15b 41,17+2,01b
fenolni spojevi (mg/kg)
temperatura (°C) oleuropein oleokantal® ligstrozid® ?)lf(lgplligjiti %?ig‘éi
30 259+0,37a 79,58 + 2,16 ab 2351+09a 56,77+ 1,63 a
35 2,24+0,23a 7556+2,6b 20,73+0,852a 52,31+1,34a
40 1,73+0,58a 90,26 + 4,69 a 11,29+229b 3451+34b
fenolni spojevi (mg/kg)
naéin zagrijavanja * temperatura (°C) oleuropein oleokantal® ligstrozid i)T(l(J)pllir;Jastsr %2{3\;2
UTT *30 422+0,32a 61,94+2,04c 25,88+0,79a 60,63+1,8a
UTT * 35 4,05+0,06 a 55,56 + 0,59 ¢ 22,87 +0,17 ab 55,41 +0,8ab
UTT * 40 2,39+0,86 ab 49,02+ 8,06 c 15,32+ 3,81 bc 47,65+4,87hb
TT *30 0,96+0,66b 97,23+3,82b 21,14+ 1,62 ab 52,92 +2,73 ab
TT *35 0,42+0,46b 9556+517b 18,59 + 1,68 ab 49,22 + 2,55 ab
TT *40 1,08+0,78b 131,49+48a 7,26+255¢C 21,37+ 475¢C
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Tablica 5. Koncentracija fenolnih spojeva (mg/kg) u uzorcima DMU iz oblice proizvedenih uz TT
1 uz UTT kao predtretman mijeSenju. Rezultati su izrazeni kao srednja vrijednost &+ standardna

pogreska - Nastavak

FENOLNI SPOJEVI (mg/kg)

nadin zagrijavanja 'L'p%'}g\‘j;@a IZpi'}gS;ga ukupno N.1.% ukupno fenoli®
uUTT 54,04+1,65b 29,37+0,54 b 22,32+0,57b 400,67 £8,5b
TT 71,9+798a 35,85+ 1,86a 24,46 £ 0,55 a 481,76 £ 1561 a
fenolni spojevi (mg/kg)
temperatura (°C) ”S'pso‘}g\"j;’;a 'Zpi'}g{j;@a ukupno N.I. ukupno fenoli®
30 60,75+ 4,13 a 3245+1,11ab 24,15+ 0,56 a 44441 +9,1a
35 50,42 +0,79 a 28,99+131b 233+042a 403,77 £597b
40 77,72+11,48a 36,39+2,35a 22,72+0,96 a 475,47 £ 24,33 a
fenolni spojevi (mg/kg)
nacin zagrijavanja * temperatura (°C) “;:;%F\)/I:a “;pi'}g\r;;ga ukupno N.I. ukupno fenoli
UTT *30 58,80+2,42hb 31,95+0,97a 23,66+0,81a 422,47 +128a
UTT *35 46,91+ 1,04b 26,36+0,7b 22,37+0,61a 369,78 £4,66 b
UTT * 40 56,32+£4,.21b 298+111ab 20,93+1,38a 409,75 + 21,54 ab
TT *30 62,62+7,9ab 3294+2a 24,63+0,78a 466,34 £ 1294 a
TT *35 53,94+1,18b 31,63 £2,53 ab 24,24 +0,59 a 437,75+ 11 a
TT *40 99,13+ 22,57 a 42,97 4,56 a 2452 +1,33a 541,19 + 43,64 a

Nacin zagrijavanja tijekom toplinskog tretmana tijesta ima visoko statisticki znacajan
utjecaj na sve identificirane fenole i grupe fenola, a koncentracije svih identificiranih fenolnih
spojeva znacajno se razlikuju izmedu tretmana (tablica 5 — nacin zagrijavanja).

Temperatura pri kojoj je toplinski predtretman provedena ima statisti¢ki znacajan utjecaj
na koncentracije hidroksitirosola, oleaceina, skupine spojeva oko oleaceina, oleokantala,
ligstrozida, skupine spojeva oko ligstrozida, I11i IV skupine spojeva, i ukupnih fenola (tablica 5 —
temperatura). Statisticki je znacajan utjecaj temperature na povecanje koncentracije skupine
spojeva oko oleaceina (pri 30 °C) te na smanjenje koncentracija ligstrozida i spojeva oko
ligstrozida (pri 40 °C) i ukupnih fenola (pri 35 °C). U tablici 5 evidentna je i interakcija nacina
zagrijavanja i primijenjene temperature (tablica 5 — nacin zagrijavanja*temperatura), §to znaci da
je pri svakoj temperaturi tretmana razliita biosinteza fenola. Statisticki je znaCajna za

koncentracije, oleaceina, oleokantala, skupine spojeva oko ligstrozida i IV skupine spojeva.
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Znacajan je utjecaj TT pri 40 °C na povecanje koncentracije oleaceina i oleokantala, te smanjenje
koncentracije skupine spojeva oko ligstrozida. Znacajne razlike izmedu uzoraka s obzirom na vrstu
tretmana i primijenjene temperature vide se kod koncentracija oleaceina i oleokantala. Oba spoja
pokazuju dobru stabilnost pri povecanju temperature i u UTT i u TT. Najveci utjecaj na promjenu

koncentracije fenola kod oba primijenjena tretmana odvio se pri temperaturi od 40 °C.
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5. ZAKLJUCCI

ol

Utjecaj sorte na fenolni profil konvencionalno proizvedenog DMU je visoko statisticki
znacajan. Ulje iz istarske bjelice odlikuje najveca koncentracija vec¢ine identificiranih fenola.
DMU sorte rosulja znacajno nadmasuje ostale sorte koncentracijom oleaceina, dok najvecu
koncentraciju fenolnih alkohola te neidentificiranih fenolnih spojeva sadrzi DMU oblice.
DMU sorte levantinka istice se najve¢om koncentracijom oleokantala.

Kod primjene UTT pri proizvodnji DMU iz istarske bjelice, oblice i levantinke, zakljucuje se
da sorta masline ima statisticki signifikantan utjecaj na ukupni fenolni profil ulja, a temperatura
na sve osim na koncentracije fenolnih alkohola, oleokantal i neidentificirane spojeve.
Najznacajnije temperature UTT za povecanje koncentracija fenola istarske bjelice bile su 20 i
35 °C, a kod ulja oblice znacajan je porast koncentracije oleuropeina i to pri 15, 30 i 35 °C.
Sorta je pokazala visoko statisticki znac¢ajan utjecaj na sve fenole u DMU proizvedenima uz
TT, dok temperatura TT nema znacaj za tirosol i oleuropein. Najznacajnije promjene glede
koncentracije fenola sorte oblica u uvjetima TT dogodile su se pri temperaturama 35 i 40 °C,
a sorte rosulja pri 40 °C.

Nacin zagrijavanja tijesta tijekom toplinskog tretmana ima visok statisticki znacaj za sve
identificirane fenole ulja iz oblice. Temperatura toplinskog predtretmana znacajna je za sve
spojeve osim tirosola, oleuropeina i neidentificiranih spojeva. Najveci utjecaj na promjenu
koncentracije fenola kod oba primijenjena tretmana uocen je pri temperaturi od 40 °C.
Za potpuno razumijevanje specifi¢nosti ispitivanih sorti, utjecaja UTT i TT na fenole DMU,
potrebno je unaprijediti analiticku metodu u cilju identifikacije pojedina¢nih fenola koji se

nalaze u grupama spojeva oko oleaceina, oko ligstrozida te u Il i IV grupi fenolnih spojeva.
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