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1. UvVOD

DjeviCansko maslinovo ulje je esencijalni sastojak mediteranske prehrane. Proizvod je
velike komercijalne i nutritivhe vrijednosti, zahvaljujuéi antioksidativnom djelovanju prisutnih
bioaktivnih spojeva kao $to su mono- i polinezasi¢ene masne kiseline, fitosteroli, fenolni i
hlapljivi spojevi. No njihova koncentracija varira ovisno o genetskom i geografskom podrijetlu
sorte, agronomskim postupcima uzgoja i tehnoloSkim uvjetima proizvodnje ulja. Proizvodadi
djeviCanskog maslinovog ulja susre¢u se sa problemima tijekom proizvodnje kao $to je nisko
iskoriStenje procesa i slaba ekstrakcija bioaktivnih spojeva u ulje. U proslom desetljeéu
poCele su se istrazivati inovativhe tehnologije za unaprjedenje procesa proizvodnje
djeviCanskog maslinovog ulja. Inovativnhe tehnologije prvenstveno su usmjerene na
povecanje iskoriStenja procesa proizvodnje ulja ali i na poboljSanje kvalitete proizvoda.
Koriste se kao alternativni sustavi mijeSenja kako bi se smanijilo vrijeme procesa i poboljSala
radna ucinkovitost bez negativnog utjecaja na parametre kvalitete. Inovativne tehnologije
temelje se na razgradnji stanica ploda masline netermalnim tehnikama koji omogucuju
stvaranje pora Cime dolazi do povecéanja propusnosti membrane s ukupnom posljedicom
pucanja stani¢nih stijenki. To rezultira otpustanjem mikro- i makrointracelularnin komponenti
u vodenu fazu $to posljedi¢no dovodi do povecanja izdvajanja ulja iz masline. Neke od
inovativnih tehnologija koje se istrazuju su pulsiraju¢e elektricno polje i ultrazvuk.
Dosadasnja istrazivanja su pokazala kako ovi tretmani mogu utjecati na aktivnhost endogenih
enzima njihovom inaktivacijom ili aktivacijom. Lipoksigenaza je endogeni oksidoreduktivni
enzim koji oksidira linolnu i linolensku masnu kiselinu do hidroperoksida. Njezina aktivnost
neizmjerno je vazna jer je lipoksigenaza jedan od prvih enzima lipoksigenaznog puta.
Lipoksigenazni put predstavlja niz biokemijskih reakcija u kojima dolazi do sinteze hlapljivih
komponenti koje su odgovorne za pozeline senzorske karakteristike djevicanskog
maslinovog ulja. Povecanjem aktivnosti LOX dolazi do poboljSanja mirisa i okusa

djevi¢anskog maslinovog ulja.

Cilj ovog rada bio je odrediti utjecaj inovativnih tehnologija (ultrazvuka i pulsirajueg
elektricnog polja) na aktivhost enzima lipoksigenaze u maslinama hrvatskih autohtonih sorti.
Tijekom proizvodnje maslinovo tijesto bilo je podvrgnuto tretmanu ultrazvukom ili pulsirajué¢im

elektricnim poljem kao predtretman mijeSenju.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. ENDOGENI ENZIMI PLODA MASLINE

Maslina ili uljika (Olea europaea L.) je drvo koje pripada porodici Oleaceae. Porijeklo su
joj topla umjerena podrucja svijeta, a jedna je od najstarijih poznatih kultiviranih biljaka
(Yahyaoui i sur., 2019). Plod maslina sam po sebi je sloZeni medij u kojem djeluje nekoliko
endogenih enzima kao Sto su lipaze, glikozidaze, poligalakturonaze, celulaze, pektin-
metilesteraze, lipoksigenaze, peroksidaze te polifenol oksidaze. Ovi enzimi su oslobodeni
kada su tkiva ploda oste¢ena. OSteCenja mogu nastati mehanicki tijekom berbe, napadom
patogenih mikroorganizama i tijjekom procesa skladistenja ili izdvajanja ulja (Hachicha
Hbaieb i sur., 2015).

2.1.1. Lipaze

Lipaza je enzim koji razgraduje pohranjene trigliceride. Hidrolizom triglicerida nastaju
molekule mono- i digliceridi kao i alkohol glicerol te slobodne masne kiseline &ija je prisutnost
vazan pokazatelj kvalitete djevi¢anskih maslinovih ulja (Panzanaro i sur., 2010). No slobodne
masne kiseline biti ¢e supstrat za lipoksigenazu i formiranje hidroperoksida (Clodoveo i sur.,
2014). Lipaza se moze nadi u sjemenci i pulpi. Aktivnost lipaze se povecava tijekom razvoja
masline, a opada u zrelosti masline (Panzanaro i sur., 2010). U istrazivanju na plodovima
masline Shodoshima (Japan) aktivnost lipaze se postupno smanjuje na temperaturama
ve¢im od 30 °C (Shimizu i sur., 2008), Sto sugerira da je lipaza nestabilna na visokim
temperaturama. Postoje dva izoforma oblika lipaze s razli€itim biokemijskim karakteristikama,
jednoj je optimalna aktivnost pri pH 5,0, dok drugoj pri pH 8,5. Lipaze se aktiviraju tijekom
mijeSenja, a dugo razdoblje mijeSenja i visoke temperature tijekom mijeSenja donose ulja

nize kvalitete (Panzanaro i sur.,2010; Clodoveo i sur., 2014).

2.1.2. B-glukozidaza

Mazzuca i sur. (2006) su u svom istrazivanju locirali B-glukozidazu u plodovima maslina.
U nezrelim plodovima vrlo je malo B-glukozidaze, a nalazi se u unutarnjoj zoni mezokarpa. U

zelenim zrelim plodovima nalaze se rasporedeni po cijelom mezokarpu, dok u crnim



plodovima nalaze se samo u unutarnjem mezokarpu. Oleuropein, ligstrozid,
demetiloleuropein, verbaskozid, glukozid elenolne kiseline, luteolin-7-glukozid, apigenin-7-
glukozid, rutin i kvercetin-3-rutinozid cCine glavne fenolne glikozide, koji se nalaze u
plodovima masline. B-glukozidaza hidrolizira ove spojeve i prevodi fenolne spojeve koji nisu
topljivi u ulju u topljivije i time poveéava njihov udjel u ulju. Formirani aglikoni doprinose
nutritivnoj vrijednosti i senzorskim karakteristikama djevi€anskih maslinovih ulja (Hbaieb i
sur., 2016; Mazzuca i sur., 2006). Jedan od glavnih supstrata -glukozidazi je oleuropein,
fenolni spoj koji daje gorki okus maslini (Ramirez i sur., 2016). Njegova uloga je obraniti plod
od fitopatogena, konkretno kada su tkiva masline ozlijedena patogenima ili imaju mehanicka
osteéenja (Mazzuca i sur., 2006). Hidrolizom oleuropeina nakon ostecenja masline proizvode
se visoko reaktivne molekule s antioksidativnim i antimikrobnim djelovanjem (Clodoveo i sur.,
2014). Brza kemijska hidroliza oleuropeina odvija se pri visokoj temperaturi od 40 °C te pri
niskom pH 2,8 (Ramirez i sur., 2016).

2.1.3. Pektinaze

Pektinaze spadaju u skupinu hidrolitickih enzima, sintetizira ih veliki broj biljaka i
mikroorganizama a uklju¢ene su u razgradnju pektina. Pektin je sloZeni polisaharid prisutan
u velikim koli¢inama u staniénim stjenkama voéa i povréa (Ortiz i sur., 2017). Pektinaze su
prirodno prisutne u pulpi ploda masline i tijekom dozrijevanja cijepaju pektinski lanac u
topljivije dijelove pektina Sto dovodi do mekSanja stani¢ne stjenke ploda (Kashyap i sur.,
2001). Zbog djelovanja na stani¢ne stjenke, ovi enzimi se koriste u nekoliko industrijskih
procesa za bistrenje voénih sokova i vina, poboljSanje stabilnosti zamucenja u nektaru voéa i
povréa. Pektinaze su takoder uspjeSno koriSstene za povecanje iskoriStenja procesa
proizvodnje djevianskog maslinovog ulja i poboljSanje organoleptic¢kih svojstava ulja jer se

njihovim djelovanjem posljedicno povecao udjel fenola (Ortiz i sur., 2017).

2.1.4. Polifenol oksidaza

Polifenol oksidaza je enzim koji sadrzi bakar i odgovoran je za enzimatsku reakciju
posmedivanja. Ona se javlja prilikom oStecenja i nepravilnog rukovanja vocem i povrcem, Sto
dovodi do modrica, kompresije ili udubljenja. U prisutnosti molekularnog kisika polifenol
oksidaza katalizira o-hidroksilaciju monofenola u o-difenole (aktivnost monofenolaze) i

oksidaciju o-difenola u o-kinone (aktivnost difenolaze) (Hbaieb i sur., 2016; Clodoveo i sur.,



2014). Dokazano je povecanje aktivnosti polifenol oksidaze sa sazrijevanjem plodova. Ovaj
se enzim nalazi na unutarnjoj strani tilakoida i u mitohondrijima. Molekularna masa razlikuje
se medu vrstama, kreCe se izmedu 25 i 64 kDa (Ortega-Garcia i sur., 2010). Maksimalna
aktivnost ovog enzima je pri pH 6,0, a njegova aktivnost se povecava s temperaturom do 25
9C. Potpuno se inhibira pri vrijednostima pH ispod 3,0, dok kod pH iznad 9,0 inaktivacija ovisi
o temperaturi (Clodoveo i sur., 2014). Sto se tiée toplinske stabilnosti, najstabilnija je pri 20
°C, a visok stupanj inaktivacije ima pri 40 °C. Utvrdeno je da se polifenol oksidaza nalazi u
mezokarpu ploda dok u sjemenci nije detektirana. Polifenol oksidaza najvazniji je enzim

uklju€en u fenolnu oksidaciju tijekom mljevenja maslina (Peres i sur., 2017).

2.1.5. Peroksidaza

Peroksidaza je glikoprotein, prisutan u razli€itim staniénim organelama, koji katalizira
oksidaciju fenolnih spojeva do visoko reaktivnih i lako polimeriziraju¢ih intermedijera
slobodnih radikala pomoc¢u oksidacijskog sredstva, vodikovog peroksida (H,O,) ili organskih
peroksida (Peres i sur., 2017; Hbaieb i sur., 2016; Clodoveo i sur., 2014). Otporna je na
toplinu i moze se regenerirati nakon inaktivacije toplinom. Uglavnom je hem-zZeljezni enzim.
Katalizira oksidaciju niza organskih i anorganskih donora vodika kao sto su fenoli, aromatski
amini, askorbati i sliéno. Moze katalizirati i druge vrste reakcija kao oksidaciju i hidroksilaciju.
U plodu masline peroksidaza se nalazi u pulpi. Moze se nalaziti u topljivom obliku (u
citoplazmi) ili u vezanom obliku (na stani¢noj stjenci). Opcenito je ukljuéena u fizioloske
procese kao metabolizam u stani¢noj stjenci, stres, obrana, tolerancija, zastita od napadaja
itd. Sto se tice toplinske stabilnosti, enzim se inaktivira zagrijavanjem na 50 - 60 °C tijekom 5
minuta. Najveca aktivnost peroksidaze u maslinama je pri 30 °C (Clodoveo i sur., 2014;
Peres i sur., 2017).

2.1.6. Lipoksigenaza

Lipoksigenaze (LOX) pripadaju skupini dioksigenaza koje sadrZze nehemsko Zeljezo, te su
prisutne u zivotinjskim i biljnim stanicama. Kataliziraju hidroperoksidaciju 1,4-pentadienske
sekvence u viSestruko nezasicenim masnim kiselinama, npr. linolnoj (18:2), linolenskoj (18:3)
i arahidonskoj (20:2), za proizvodnju njihovih odgovarajucih hidroperoksida (Lorenzi i sur.,
2006; De Gregorio i sur., 2000; Salas i sur., 1999). LOX masline ima bolji afinitet za linolnu

kiselinu nego za linolensku kiselinu (Clodoveo i sur., 2014). Hidroperoksidi koji su



proizvedeni LOX reakcijom brzo se pretvaraju u niz spojeva uklju¢enih u razvoj biljaka
(Lorenzi i sur., 2006). LOX se nalazi u biljkama i sisavcima, a prema novijim istrazivanjima i u
gliivama, koraljima i bakterijama (Soldo, 2016). Kod zivotinja naj¢eSca uloga LOX-a je
sinteza prekursora regulatornih molekula uklju¢enih u upalne reakcije (De Gregorio i sur.,
2000). Biljni LOX Klasificiran je s obzirom na poloZajnu specificnost oksidacija linolne kiseline
na 9 (9-LOX) ili na 13 ugljiku (13-LOX) ugljikovodi¢ne okosnice masne kiseline. LOX takoder
ima vaznu ulogu u proizvodnji hlapljivih molekula koje utjeCu na okus i aromu biljnih
proizvoda pa tako i djevi€anskog maslinovog ulja (Lorenzi i sur., 2006). Buduéi da se
djeviCansko maslinovo ulje dobiva samo od maslina podvrgnutim mehani¢kim postupcima
(mljevenje, drobljenje, centrifugiranje), prirodni hlapljivi spojevi koji nastaju ugraduju se u
proizvedeno ulje, dajuci njegovu aromu. Hlapljivi aldehidi i alkoholi sa Sest ugljikovih atoma
glavne su komponente arome djevi€anskog maslinovog ulja. Najzastupljeniji medu njima je
2(E)-heksenal, koji €¢ini 50 do 70% ukupnih hlapljivih tvari i doprinosi pozitivhoj tipi¢noj

»Zelenoj noti“ djeviCanskih maslinovih ulja (Salas i sur., 1999).

LOX se najviSe nalazi u pulpi maslina, njegov optimalni pH je u rasponu od 5,0 — 5,5
(Salas i sur., 1999), a njegova molekularna masa je 98 kDa (Clodoveo i sur., 2014). Sto se
tice utjecaja temperature, uoceno je da je optimalna temperatura aktivnosti LOX enzima
izmedu 20 °C i 30 °C, pri viSim temperaturama dolazi do njegove inhibicije (Clodoveo i sur.,
2014).

2.1.6.1. Lipoksigenazni put

Postoje 4 oksidativnha puta kojima zivi organizmi mogu razgraditi sastojke masnih kiselina
glicerolipida: a-oksidacija, B-oksidacija, w-oksidacija i lipoksigenazni put. Od svih njih, samo
LOX put relevantan je za stvaranje pozeljnih hlapljivih tvari arome djevi¢anskog maslinovog
ulja (Sanchez i Salas, 2000). Na slici 1. prikazane su reakcije LOX puta. Enzimi LOX puta
oslobadaju se tijekom procesa prerade zbog oSteCenja tkiva ploda masline. LOX put
zapocinje acil-hidrolazom (AH) koja oslobada kiseline iz glicerolipida, zatim LOX oksidira
visestruko nezasiéene masne kiseline do hidroperoksida. Hidroperokside cijepa
hidroperoksid-liaza (HPL) ¢ijim djelovanjem nastaju hlapljivi aldehidi. Aldehidi djelovanjem
alkohol-dehidrogenaze (ADH) se reduciraju u alkohole, a acil-transferaza (ATT) ih prevodi u

odgovarajucée estere (Soldo, 2016).



glicerolipidi

l acil-hidrolaza (AH) l
COOH A COOH
a-inolenska kiselina | linolna kiselina (18:2)
(18:3)
| |
lipoksigenaza (LOX) lipoksigenaza (LOX)
9+ hidroperoksid linolenske kiseline I | 9-hidroperoksid linolne kiseline

/\/\/\/CCX)H COOH

& 13-hidroperoksid linolenske o 13- hidroperoksid linolne

~OOH kiseline S5t kiseline
1 1
hidroperoksid-lijaza (HPL) hidroperoksid-lijaza (HPL)
alkohol-dehidrogenaza O 0
(\/\o" — (\AH z COOH H
¥
12-o0kso-Z-9-dodekaenska
Z-3-heksenol Z-3-heksenal o kiselina heksanal
[ I I {
alkohol acll-transferaza enal-izomeraza enal-lzfmeraza alkohol-dehidrogenaza
‘ (ADH)

\ 0 0 I}
(\/\OJK /\4\/‘L“ "\,(\/\/\/\/\xcw" N0
0o

12-0kso-£-10-dodekaenska

Z-3-heksenil-acetat E-3-heksenal kiselina heksanol
| I
i alkohol acil-transferaza
izomeraza
alkohol-dehidrogenaza 0 0

AAANon  AoHL /VQL,, /\/\/\OJK

heksil-acetat

E-2-heksenol £-2-heksenal

Slika 1. Lipoksigenazni put (LOX) nastanka tvari s pozeljnim mirisnim svojstvima tijekom
mljevenja i mijeSenja (Koprivnjak, 2006)

Oslobadanje masnih kiselina: lipolitiCka acilhidrolaza

Prvo je potrebno viSestruko nezasicene masne Kiseline osloboditi iz molekula
glicerolipida djelovanjem lipolitickih acilhidrolaza, skupine enzima koji ukljuCuju lipaze,
fosfolipaze i galaktolipaze (Sanchez i Salas, 2000). AH hidrolizira trigliceride i fosfolipide te

se oslobadaju masne kiseline (Soldo, 2016). Zrele masline sadrze izmedu 5 % i 20 %



viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina uglavnom linolne (18:2) i viSe od 2 % membranskih
glicerolipida bogatih linolenskom (18:3) kiselinom (Sanchez i Salas, 2000) koje su preteCe
pozeljnih hlapljivih C6 spojeva (Soldo, 2016).

Oksidacija polinezasi¢enih masnih kiselina: lipoksigenaza

LOX enzim djeluje pri uvjetima regiospecificnosti i specifiCnosti supstrata gdje nastaju
odgovarajuéi hidroperoksidi masnih kiselina (Soldo, 2016). Molekula kisika moze se uvesti u
bilo koju od dvostrukih veza pentadienske sekvence ¢ime nastaje hidroperoksid, a dvostruka
veza se pomiCe prema drugoj dvostrukoj vezi kako bi postala konjugirana (Sanchez i Salas,
2000). Iz ploda masline su izolirane 4 izoforme LOX enzima, LOX-1 i LOX-2, s 2
predstavnika iz svake. LOX-1 izoforme imaju veci afinitet prema linolnoj masnoj kiselini.
Njihovi dominantni produkti su 9- i 13-Z,E-HPOD u omjeru 2:1, odnosno 4:1. Za razliku od
LOX-1 LOX-2 izoforme pokazuju veci afinitet prema linolenskoj masnoj kiselini, a njihov
produkt je 13-hidroperoksid masnih kiselina. LOX enzim, osim njegovog glavnog djelovanja,
moze i cijepati hidroperokside masnih kiselina, gdje se oslobadaju alkoksi radikali koji
sudjeluju u reakcijama ¢iji produkti su C5 hlapljive tvari. Neke od C5 hlapljivih tvari su
pentanal, E-2-pentenal, 1-penten-2-ol, 1-penten-3-ol, 1-penten-3-on, Z-2-penten-1-ol i E-2-
penten-1-ol. 1-penten-3-on je spoj koji moze samostalno doprinijeti pozeljnim mirisnim
svojstvima, dok ostali spojevi mogu doprinijeti jedino kroz sinergijski ucinak s drugim

hlapljivim spojevima (Soldo, 2016).

Reakcija cijepanja: hidroperoksid liaza

Hidroperoksid liaza (HPL) katalizira cijepanje hidroperoksida masnih kiselina time se
dobivaju hlapljivi aldehidi od 6 ili 9 ugljikovin atoma i okso kiseline od 9 ili 12 ugljikovih
atoma. Broj ugljikovih atoma ovisi o koriStenom supstratu, 13-hidroperoksidu linolne ili
linolenske masne kiseline ili pak 9-hidroperoksidu istih masnih kiselina (Sanchez i Salas,
2000; Soldo, 2016). Najzastupljenija izoforma HPL kod biljaka ima supstratnu specificnost
prema 13-hidroperoksidima masnih kiselina. Ona je zasluzna za pozeljne "zelene" mirise
djeviCanskog maslinovog ulja. Specifi¢no, cijepanjem 13-hidroperoksida oslobadaju se C6
aldehidi, zasi¢eni heksanal iz linolne i nezasi¢eni Z-3-heksenal iz linolenske kiseline. Z-3-
heksenal nestabilan je i brzo izomerizira u stabilniji E-2-heksenal. Aktivhost HPL je najviSa
kod pH 6,0 i pri temperaturi od 15 °C dok se povecanjem temperature iznad 35 °C snizava
enzimska aktivnost, a inaktivira na temperaturi od 60 °C (Soldo, 2016). HPL je prvi put
izolirana iz lubenice nakon ¢ega se neprestano izolira i iz drugih vrsta biljnih tkiva. Razna
istrazivanja su pokazala da je HPL enzim homotrimer koji posjeduje hem skupinu (Sanchez i
Salas, 2000).



Enalna izomerizacija

Djelovanje LOX i HPL na viSestruko nezasi¢ene masne kiseline rezultira proizvodnjom
(2)-3-enala od 6 ili 9 ugljikovih atoma, ovisno o regiospecifiCnosti i supstratnoj specificnosti.
Spontanom izomerizacijom dolazi do stvaranja (E)-2-enala od kojih je najistaknutiji (E)-2-
heksenal koji €ini viSe od 50 % koli€ine hlapljivih spojeva u djevicanskom maslinovom ulju.
Ovaj dio lipoksigenaznog puta je najmanje prouCavan zbog poteSkoéa u pripremi vrlo

nestabilnih supstrata (Sanchez i Salas, 2000).

Stvaranje hlapljivin alkohola: alkohol dehidrogenaza

Alkohol dehidrogenaza (ADH) katalizira reakciju alifatskih aldehida u njihove
odgovarajuée alkohole. Njihove reakcije su reverzibilne. Rasprostranjene su u zivim bi¢ima
gdje igraju vaznu ulogu u procesima fermentacije i razgradnje etanola. Takoder, odgovorni
su za stvaranje hlapljivih alkohola prisutnih u aromi biljnih proizvoda. Aktivhost ADH ovisi o
nikotinamid adenin dinukleotid (reducirani oblik) (NADH), nikotinamid adenin dinukleotid
fosfat (NADP™), nikotinamid adenin dinukleotid (NAD"). Takoder, otkriveno je da postoje 3

ADH u maslinama u razvoju (Sanchez i Salas, 2000).

Stvaranje estera: alkohol acil transferaza

Acil-transferaza (AAT) katalizira reakciju sinteze acetatnih estera uz pomo¢ derivata
acetil-CoA. AAT ima niske vrijednosti aktivnosti §to moze biti razlog manjeg udjela hlapljivih
estera u usporedbi s hlapljivim aldehidima i alkoholima. S obzirom da ostali enzimi LOX puta
stvaraju velike koli€¢ine C6 hlapljivih alkohola, AAT predstavlja usko grlo i dolazi do
nakupljanja tih spojeva. Njihovo nakupljanje se smatra odgovorno za izrazene travnate ali i
za nepozeljne uzegle note djeviCanskog maslinovog ulja. AAT ploda masline ima supstrat
specificnost prema heksanolu i Z-3 heksenolu. Takoder ne pokazuje aktivnost prema
metanolu i etanolu, pokazuje jako malu aktivhost prema butanolu i 3-metilbutanolu. Vocna i
mirisna svojstva djeviCanskom maslinovom ulju daju etil-propionat i heksil-acetat.
Maksimalnu aktivnost AAT pokazuje pri temperaturi od 35 °C i optimalnom pH od 7,5
(Sanchez i Salas, 2000; Soldo, 2016).



2.2. SUVREMENA PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Masline se mogu brati ruéno ili strojno. Tijekom berbe mogu se Koristiti i drugi postupci
kao protresanje stabala te u tim slu€ajevima treba postaviti mreze ispod stabala. Kako bi
dobili visokokvalitetno ulje plod masline se treba brati bez kidanja pokozice i treba biti
neostecen. Zatim se masline transportiraju u uljaru, gdje se obraduju u roku od 12 do 24 h
(Di Giovacchino i sur., 2002; Vossen, 2007). Masline ulaze u uljaru pune li§¢a, grancica,
prasine i drugih necisto¢a koje treba ukloniti. Neclistoce se uklanjaju strujom zraka dok
prolaze preko vibriraju¢eg sita. Na reSetki zaostaju krupnije grane a plodovi se usisavaju u
koS. LiS¢e i sitnije grandice uklanjaju se strujom zraka. Necisto¢e mogu stvoriti probleme u
proizvodnji kod rada strojeva, a i mogu negativno utjecati na senzorske karakteristike i
mikrobioloSku stabilnost ulja. Ostale necisto¢e koje se nalaze na povrsini ploda uklanjaju se

vodom, kratko se mog&e i ispiru mlazom vode (Skevin, 2016).

Mljevenjem ploda masline dolazi do razaranja stani¢ne stjenke i posljedicno do lakdeg
izdvajanja ulja. Tijekom mljevenja ulje i specificne tvari koje se nalaze u kozici, sjemenci i
pulpi, dolaze u medusobni kontakt i pocinje niz kemijskih i biokemijskih reakcija koji odreduju
sastav i svojstva djevicanskog maslinovog ulja. Tijekom mljevenja i drobljenja moze doéi do
stvaranja emulzija. Emulzija nastaje tako Sto male kapljice ulja okruzuju tvari bipolarnog
karaktera, nepolarni dio okreé¢e se u kapljicu dok polarni se okre¢e prema vodi. Na taj nacin
se smanjuje privlaéna sila za spajanje kapljica i stvara se stabilna emulzija. Emulzija se
mozZe sprijediti manjim rasprsivanjem ulja u sitne kapljice (Skevin, 2016). Dvije osnovne vrste
strojeva za mljevenje maslina su kameni i metalni mlin. Vec¢ina maslina se drobi s kosticom
(Vossen, 2007). Usitnjavanje maslina moze povecati temperaturu maslinovog tijesta jer se
dio kinetiCke energije mlinova pretvara u toplinsku energiju trenja (Di Giovacchino i sur.,
2002). Sporo kretanje kamenih mlinova ne zagrijava maslinovo tijesto u tolikoj mjeri $to
rezultira manjim stvaranjem emulzija i lak8im odvajanjem ulja. Nedostatci kamenih mlinova
su glomaznost stroja, visoka cijena, sporo mljevenje i nemoguc¢nost kontinuiranog rada.
Metalni mlinovi imaju veéu brzinu, kompaktne su veli€ine i mogu kontinuirano raditi, iz tih
razloga imaju veliki u€inak i nisku cijenu. No, brzo mljevenje stvara emulziju i dolazi do vecéeg

zagrijavanja maslinovog tijesta (Vossen, 2007).

MijeSenje je priprema maslinovog tijesta za izdvajanje ulja. Ovim postupkom se postize
razbijanje emulzije. MijeSenjem se takoder povecava koliina izdvojenog ulja stvaranjem
vecih kapljica ulja. Maslinovo tijesto se mijeSa polako 30 do 60 minuta, a temperatura se drzi
na 26,6 do 30 °C. Time se poboljSava viskoznost ulja i samo izdvajanje ulja. Temperature

viSe od 30 °C mogu stvarati probleme tako moze doci do gubitka voénog okusa, povecanja



gorCine i povecanja trpkosti (Vossen, 2007). PovecCanjem temperature povecCavaju se
koncentracije (Z)-2-heksenala, heksan-1-ola i (Z)-2-heksen-1-ola te se smanjuju
koncentracije C6 estera i (E)-3-heksen-1-ola. Varijacija vremena i temperature mijeSenja
maslinovog tijesta ne utjeCe na sastav masnih kiselina, sterola, alifatskih i triterpenskih
alkohola, triterpenskih di-alkohola, voskova, diglicerida i triglicerida u djeviCanskom
maslinovom ulju. Medutim, ako je temperatura visa od 50 ili 60 °C tvari poput voskova,
alifatskih alkohola i triterpenskih di-alkohola mogu postati topljivije u uljnoj fazi ¢ime se
povecava njihova koncentracija u ulju. Tada je moguce da sadrzZaj tih tvari prelazi zakonom

propisane grani¢ne vrijednosti (Di Giovacchino i sur., 2002).

Nakon mijeSenja slijedi izdvajanje ulja iz maslinovog tijesta. Ulje se moze izdvoijiti
preSanjem, centrifugalnom ekstrakcijom ili procjedivanjem. PreSanje je starija metoda
proizvodnje djeviCanskog maslinovog ulja, a ona ukljucuje primjenu pritiska na naslagane
filtriraju¢e slojnice prekrivene maslinovim tijestom koje se izmjenjuju s metalnim diskovima.
Nedostatak ovakve proizvodnje je diskontinuiranost procesa a i filtrirajuée slojnice se mogu
lako onedistiti i zaCepiti $to moze dovesti do prenoSenja neugodnih mirisa i okusa, oksidacije
i fermentacije. U procesu procjedivanja ostrice od nehrdaju¢eg celika uranjaju se u
maslinovo tijesto. Ulje kaplije s ostrica u zasebnu posudu dok voda i krutine zaostaju.
Izdvajanje ulja se zaustavlja kada se plod ili voda pojave u ulju. Centrifugalna ekstrakcija
provodi se u dekanterima. To su vodoravne centrifuge koje odvajaju ulje od krutog i vodenog
dijela. Postoje dvofazni i trofazni dekanteri. Trofazni dekanteri pomicu teze tvari prema van, u
sredinu ide vodeni sloj, a u unutarnjoj strani se nalazi ulje kao najlaksi sloj. Za visoku
ucinkovitost ovog postupka potrebno je dodati vodu, no time se ispiru antioksidansi, posebno
fenoli. Dvofazni dekanteri odvajaju ulje od krutog dijela i vode s time da oni izlaze zajedno
van. Dvofazno ekstrahirana ulja obi¢no pokazuju vise voénih i zelenih okusa te vise gorcine i

pikantnosti (Vossen, 2007).

Nakon prerade ulje se mora izbistriti, bilo taloZzenjem (od 1 do 3 mjeseca) ili filtracijom.
Tako se eliminira kontakt s vodom i talogom i smanjuje mogucnost pojave hidrolitickog

kvarenja ili formiranja nepozeljnih senzorskih karakteristika (Vossen, 2007).

2.3. INOVATIVNE TEHNIKE U PROIZVODNJI DJEVICANSKOG MASLINOVOG
ULJA

Posljednjih godina se u proizvodnji djeviCanskog maslinovog ulja istrazuju nove tehnike

poput ultrazvuka i pulsiraju¢eg elektricnog polja. Istrazuju se zbog svojih pozitivnih uc€inaka
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koji uklju€uju povecéanu ucinkovitost izdvajanja ulja, smanjeno vrijeme procesa proizvodnje
djeviCanskog maslinovog ulja, nisku potroSnju energije i poboljSanje ucinkovitosti postrojenja.
Takoder, koriste se za poboljSanje nutritivnih vrijednosti i senzorske kvalitete djeviCanskog
maslinovog ulja (Yuksel Aydar, 2019; Veneziani i sur., 2019; Manganiello i sur., 2021).
Medutim, veéina napora usmjerena je na prevladavanje ograni¢enja tradicionalnog procesa
mijeSenja. Ovaj korak je usko grlo u procesu proizvodnje i jedini korak koji blokira razvoj
potpuno kontinuiranog procesa (Caponio i sur., 2019). Usprkos tome mijeSenje je kljucni
korak u jamé&enju kvalitete gotovog proizvoda (Grillo i sur., 2022; Caponio i sur., 2019).
Teznja za visokim profitom i ve¢im iskoriStenjem procesa tjera proizvodace na intenzivnije
uvijete mijeSenja (vrijeme i temperaturu) $to mozZe imati negativan ucinak na nutritivnu i
senzorsku kvalitetu proizvoda (Grillo i sur., 2022). Opcenito, inovativni procesi usmjereni su
na mijeSenje, buducéi da je to temeljna faza u kojoj se odvijaju glavne transformacije, te je
stoga odgovorna ne samo za konacni sastav odnosno okus ulja, ve¢ i za moguéu
degradaciju bioloski aktivnih tvari (Boffa i sur., 2024). Nedostatak razvoja brzog procesa bi
mogao biti smanjenje enzimske aktivnosti. Nakon mljevenja dolazi do pokretanja enzimske
aktivnosti $to dovodi do oslobadanja i/ili transformacije i hlapljivih i fenolnih spojeva. Imajuéi
na umu da je trajanje procesa jedan od temeljnih parametara koji utje€u na senzorske
karakteristike, smanjenje trajanja procesa pomocu inovativnih tehnika bi moglo dovesti do

smanjenja enzimske aktivnosti (Caponio i sur., 2019).

2.3.1. Ultrazvuk

Ultrazvuk je zvulni val frekvencija izmedu 20 kHz i 100 MHz. Prema intenzitetu dijeli se
na ultrazvuk niskog intenziteta (od 1 do 10 MHz) i ultrazvuk visokog intenziteta (od 20 do 100
kHz). Ultrazvuk visokog intenziteta uzrokuje kavitaciju, a posljedi¢no i razaranje stani¢ne

membrane u biljnim tkivima (Nardella i sur., 2021).

Ultrazvuk se smatra jednom od obecavajucCih nekonvencionalnih tehnika koriStenih u
proizvodnji hrane. Ova lako primjenjiva tehnologija nudi bolju ucinkovitost procesa,
smanjenje vremena i troSkova (Grillo i sur., 2022). NajviSe se Koristi u prehrambenoj industriji

za uniStavanje stanica i izdvajanje unutarstani¢nog materijala (Servili i sur., 2019).

Ultrazvuk moze imati mehanicke i toplinske ucinke. Do mehani¢kog udinka dolazi tijekom
procesa nastajanja uzduznih valova. Zvuéni val susre¢e tekuéi medij stvarajuci podrudja
naizmjeni¢ne kompresije i ekspanzije. Ta podrucja promjene tlaka uzrokuju fenomen

kavitacije (slika 2.). Kavitacija se moze definirati kao stvaranje, rast i kolaps mjehuri¢a
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ispunjenih parom i/ili plinom u tekucini. Energija koju mjehuri¢ dobiva tijekom svog rasta
oslobada se tijekom naknadnog implozivnog kolapsa u trajanju od nekoliko mikrosekundi.
Implozija stvara makroturbulencije, sudare medu Cesticama velike brzine i poremecaje u
mikroporoznim Cesticama biomase Sto ubrzava difuziju staniCnog sadrzaja (Servili i sur.,
2019; Clodoveo, 2013). Kavitacija na povrsini proizvoda uzrokuje udarce mikromlaznice $to
donosi povrsinsko ljustenje. Kavitacija u blizini tekucine — krutine Salje brzim tokom tekucinu
na povrsinu. U vecini sluajeva se kavitacija treba izbjegavati, medutim u procesu izdvajanja
djevi¢anskog maslinovog ulja moze biti korisna (Servili i sur., 2019). Toplinski uinak nastaje
kada medij apsorbira kinetiCku energiju ultrazvuénih valova. Kad je apsorbiraju tkiva,
kineticka energija ultrazvuka takoder mozZe se pretvoriti u toplinu. Kada se ultrazvu¢na
energija Siri u biljno tkivo, amplituda vala opada s udaljeno$c¢u. Buduéi da biljno tkivo moze
apsorbirati energiju za proizvodnju topline, mozZe doéi do porasta temperature (Clodoveo,
2013).

v, Y,
L
A AN

Slika 2. Stvaranje kavitacijskog mjehuri¢a: (A) Kavitacijski rast mjehuri¢a u negativnom tlaku;
(B) kolaps mjehurica uslijed implozije (Islam i sur., 2014)

KoriStenje ultrazvuka je zanimljiva inovacija jer ne utjeCe na kvalitetu, sastav i toplinska
svojstva ulja a olakSava njegovo izdvajanje. Primjenom visokotlacnih ultrazvucnih valova na
maslinovo tijesto izmedu faza drobljenja i mijeSenja postize se povecanje iskoriStenja
procesa izdvajanja ulja u usporedbi s tradicionalnom metodom. Svojim djelovanjem
omogucuje vece oslobadanje aktivnih spojeva iz maslinovog tijesta, s pozitivnim utjecajem
na sadrzaj fenola. Ultrazvuénim valovima se mogu dobiti djeviCanska maslinova ulja
obogacéena ovim bioaktivnim spojevima (Manganiello i sur., 2021). Osim toga, ultrazvuk

inaktivira patogene i mikoorganizme kvarenja hrane te pojaCava ili inhibira enzimsku
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aktivnost ovisno o parametrima obrade i vrsti enzima. Stoga tretman treba biti pazljivo
osmidljen kako bi se proizvela ulja sa Zeljenim karakteristikama. Naime prevelika snaga i/ili
predugo vrijeme tretmana mogu Stetno utjecati na stabilnost komponenti djeviCanskog
maslinovog ulja (Nardella i sur., 2021). Ultrazvuk je poznat po ubrzanju raznih procesa u
prehrambenoj industriji. U proizvodnji djeviCanskog maslinovog ulja ultrazvuk skracuje
trajanje mijeSenja i omogucuje brzo zagrijavanje maslinovog tijesta. Ova tehnika se moze
lako prenijeti na industrijsku razinu Sto predstavlja prvi korak prema kontinuiranosti procesa.
Kontinuirani proces ima razne prednosti kao $to su manji operativni troSkovi, manja
ograniCenja kapaciteta, brzi povrat ulaganja, nizi energetski troSkovi i troSkovi proizvodnje,

brze i lakSe CiS¢enje i kontrola kvalitete u stvarnom vremenu (Clodoveo i sur., 2013b).

2.3.2. Pulsirajuce elektri¢no polje (PEP)

PEP tretman ukljuCuje primjenu kratkih impulsa visokog napona kako bi se poremetila
ravnoteza stanica. lzlaganje stanicne membrane elektricnom polju uzrokuje poveéanje
transmembranskog potencijala $to dovodi do stvaranja pora, taj postupak se zove
elektroporacija (Tamborrino i sur., 2019). Ovisno o intenzitetu tretmana (jakost elektri€¢nog
polja, broj i trajanje elektricnog impulsa) i svojstvima stanica (veliina, oblik, orijentacija,
vodljivost) stvaranje pora moze biti trajno ili privremeno (Clodoveo, 2013). Tretman se sastoji
od vrlo kratkih elektriénih impulsa (od 1 do 100 s) pri intenzitetu elektri¢nog polja u rasponu
od 0,1 do 1 kV/icm (reverzibilna permeabilizacija), od 0,5 do 3 kV/cm (nepovratna
permeabilizacija) i od 15 do 40 kV/cm (ireverzibilna permeabilizacija). Kod reverzibilne
permeabilizacije dolazi do stvaranja vodljivih kanala preko stani€éne membrane, ali se stanica
moze oporaviti unutar nekoliko sekundi. Kod ireverzibilne elektroporacije dolazi do gubitka

turgora i istjecanja citoplazmatskog sadrzaja (Clodoveo, 2013).

Kao i kod ultrazvuka PEP ima mehanicki i toplinski u€inak. Njegov mehanicki ucCinak
oznaCava djelovanje na stanichu membranu odnosno na barijeru izmedu vanjskog i
unutarnjeg dijela stanice Cime dolazi do njezinog pucanja i oslobadanja unutarstanicnih tvari
(voda, ulje i antioksidansi) u vanjski medij. Primjenom PEP-a visokog intenziteta dolazi do
trajnog pucanja stanicne membrane. Kao rezultat PEP tretmana procesi kao preSanje ili
izdvajanje ulja su ucinkovitiji. Zbog ovog razloga koristiti se kao zamjena za tehnike koje
troSe energiju i vrijeme (konvencionalne ili mehanicke tehnike). lako je PEP tretman definiran
kao netermalna tehnologija postoji zna€ajan porast temperature tijekom tretmana visokog
intenziteta. Dolazi do lokalnih porasta temperatura zbog nehomogene raspodijele elektri¢nog

polja, ograni€ene brzine protoka i recilkulacije tekuéine. Taj porast temperature, ako
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usporedimo s konvencionalnom termi¢kom metodom, je nizak (od 30 do 80 °C) i ne utjeCe na

funkcijsku i hranjivu vrijednost proizvoda (Clodoveo, 2013).

PEP tretman se koristi u preradi hrane kao sredstvo za sterilizaciju i konzerviranje
(Clodoveo, 2013) kao i u ekstrakciji voénih sokova, ali i za zamrzavanje i suSenje hrane
poboljSavanjem procesa prijenosa topline i mase (Tamborrino i sur., 2019). U proizvodnji
djeviCanskog maslinovog ulja olakS8ava oslobadanje malih kapljica ulja iz stanice §to
omogucuje izvodenje mijeSenja pri nizim temperaturama bez smanjenja prinosa. Ima
potencijala povecati sadrzaj nutrijenata (polifenola, fitosterola i tokoferola), poboljsati
dobrobiti za zdravlje potroSaca i rok trajanja djeviCanskog maslinovog ulja. Istovremeno
omogucuje ustedu energije i vremena (Tamborrino i sur., 2019; Veneziani i sur., 2019;
Clodoveo, 2013).

2.3.3. Utjecaj inovativnih tehnologija na kvalitetu i nutritivnu vrijednost djevi¢anskog

maslinovog ulja

Djevi¢ansko maslinovo ulje se sastoji od zasicenih i nezasi¢enih masnih kiselina. Neke od
zasi¢enih masnih kiselina su laurinska, miristinska i palmitinska, dok nezasi¢ene su oleinska
palmitoleinska kiselina i gadoleinska kiselina (Saroli¢ i sur., 2014). Jo$ jedna od vaznih
komponenti djevicanskog maslinovog ulja su fenoli. Najzastupljeniji su hidrofilni fenoli, kao
prirodni antioksidansi, fenolni alkoholi, fenolne kiseline, flavonoidi, lignani i serkoiridoidi.
Najces¢i fenolni antioksidansi prisutni u plodu masline su sekoiridoidi, koji uklju€uju derivate
oleuropeina, demetiloleuropeina i ligstrozida (Servili i Montedoro, 2002). Tu je jo$ bitno redi
da su hlapljivi spojevi vazan dio djevi¢anskog maslinovog ulja. Hlapljivi spojevi nastaju veé
spomenutim lipoksigenaznim putem tijekom procesa izdvajanja ulja endogenim enzimima ali
i auto- i fotooksidacijom masnih kiselina za vrijeme skladiStenja (Cecchi i sur., 2021). To su
spojevi male molekulske mase (do 300 Da) koji isparavaju na sobnoj temperaturi i odgovorni
su za senzorske karakteristike (pozitivne i negativne) djevicanskog maslinovog ulja

(Angerosa i sur., 2000).

Inaktivacija enzima ultrazvukom rezultat je sila smicanja koje nastaju stvaranjem i
kolapsom kavitiraju¢ih mjehurica ili slobodnih radikala nastalih tijekom sonolize molekula
vode. Ultrazvukom, kako je ve¢ navedeno u radu, nastaju kavitacijski mjehuriéi. Implozijom
mjehuriéi stvaraju snaznu cirkulaciju i snazna vrtlozna strujanja u tekucini. Mikrostrujanje i
implozija mjehurica dovode do ozbiljnog smi¢nog naprezanja i lokalno stvaraju visoke

temperature (> 5000 K) i visoke tlakove. To uzrokuje denaturaciju enzima, odnosno njihovu
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inaktivaciju. Osim denaturacije enzima u tim uvjetima dolazi i do stvaranja slobodnih radikala
kao posljedica kemijskih promjena. Kemijski uéinci su izraZeniji na srednjim frekvencijama,
dok su na viSim frekvencijama manje vjerojatni. Inaktivacija enzima stvaranjem slobodnih
radikala moze se mijeriti brzinom stvaranja vodikovog peroksida. Proizvedeni slobodni
radikali stupaju u interakciju s aminokiselinskim ostatcima enzima. Upravo aminokiselinski
ostaci pomazu u stabilnosti strukture i vezanju supstrata a utjecajem na njihovu strukturu
utjeCe se i na aktivnost enzima. Slobodni hidroksilni radikal (OH") je najreaktivniji a njegova
prisutnost smanjuje antioksidativna svojstva hrane, a moze uzrokovati i 10§ okus. Mehanizmi
djelovanja ultrazvuka na enzimske aktivnosti specificni su za one enzime koji ovise o sastavu
aminokiselina i stabilnosti njihove konformacijske strukture. Promjene u konformaciji
tercijarne strukture dovode do promjene trodimenzionalne strukture aktivhog mjesta Sto
posliedi¢no utje€e na interakciju enzim - supstrat i dovodi do promjene aktivhosti enzima.
Aktivhost enzima jako ovisi o intenzitetu ultrazvuka. Pokazalo se da se pod blagim
ultrazvuénim zracenjem povecCava aktivhost enzima. Blagi ultrazvuk potiCe rasprSivanje
glomaznih agregata enzima. Takvi ultrazvuéni tretmani mogu uciniti aktivno mjesto enzima
dostupnijim za supstrat potencijalno povecavajuci aktivnost enzima. Stoga je potrebno dobro

odabrati odgovarajuée parametre ultrazvuénog tretmana (Islam i sur., 2014).

Taticchi i sur. (2019) u radu su opisali kako ultrazvuk visoke snage utjeCe na kakvocu
djevi¢anskog maslinovog ulja. Nisu primijeé¢eni nikakvi u€inci na osnovne parametre kvalitete
ulja. Koncentracije hidrofilnih fenola i o—tokoferola bile su povecane. Uogeno je da se utjecaj
ultrazvuéne tehnologije progresivno smanjuje s povecanjem indeksa zrelosti, time poniStava
pozitivan ucinak na izdvajanje ulja i poboljS8anje parametara kvalitete. Takoder uo¢eno je da
se koncentracija hlapljivih spojeva nakon tretmana ultrazvukom smanjila. Bejaoui i sur.
(2018) su pak objavili kako tretman ultrazvukom nije imao velikin uCinaka na hlapljive
komponente osim na (E)-2-heksenal &ija se koncentracija mijenjala s jaginom ultrazvuka. Sto
se tiCe senzorskih karakteristika primijetii su da su poboljSana pozitivna svojstva
proizvedenog ulja. Isto tako nisu primijec¢eni okusi po zagorjelom ili uzeglom. U drugom radu
isti su autori (Bejaoui i sur., 2016) objavili kako tretman ultrazvukom nije uzrokovao promjenu
indeksa kvalitete i sastava djeviCanskog maslinovog ulja, ali ima tendenciju smanjenja
fenolnih spojeva. Medutim u istrazivanju Nardella i sur. (2021) utvrdeno je da prevelika
snaga ultrazvuka i/ili predugi tretman moze negativno utjecati na stabilnost komponenti

djeviCanskog maslinovog ulja.

Ulja proizvedena ultrazvukom su dobro prihvaéena kod potrosaca. Ulja su zna€ajno manje
gorka, vocnija su, zelenija i trpkija. Razlog tome je manja koli¢ina polifenola $to daje okus

gor€ine dok se hlapljivi spojevi povezani s negativnim senzorskim svojstvima nisu razvili
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(Pérez i sur., 2021). Ultrazvucni tretman nije promijenio pokazatelje kvalitete kao udjel
slobodnih masnih kiselina, peroksidni broj i K232 i K270 (koji se odnose na primarnu i
sekundarnu lipidnu oksidaciju). Povec¢ani su tokoferoli, karotenoidi i klorofili, a smanjeni
polifenoli. Utje€e na voéne note, ali smanjuje gorak i opor okus $to je posljedica smanjenja
polifenola (Clodoveo i sur., 2013a). Endogeni enzimi se jako razliCito ponaSaju nakon
tretmana pa tako je aktivnost polifenol oksidaze i peroksidaze smanjena ili ¢ak inaktivirana s
povecanjem snage ultrazvuka, dok je aktivnost B-glukozidaze poveéana nakon tretmana.
Aktivnost LOX povecava se ultrazvuénim tretmanom na neko vrijeme a zatim se smanjuje
(Nardella i sur., 2023).

PEP tretman se u prehrambenoj industriji koristi za inaktivaciju enzima. Istrazivanja su
pokazala da su enzimi peroksidaza, polifenol oksidaza, pektin metilesteraza i hidroperoksid
liaza osjetljive na PEP tretman s 85 % do 100 % inaktivacije. Poligalakturonaza, LOX i -
glukozidaza su relativho otporni na tretman sa smanjenjem aktivnosti do 50 %. Najbolje
vidljivo djelovanje je na primjeru jaja gdje dolazi do blage promjene proteina. U hrani dolazi
do promjena u strukturi nakon tretmana $to moze dovesti do inaktivacije enzima. Kada se
primjenjuje PEP visokog intenziteta dolazi do veceg deformiranja proteina. Promjene na
proteinima se dogadaju zbog promjena sekundarnih i tercijarnih struktura (Zhao i sur., 2012).
U istraZivanju Veneziani i sur. (2019) primijeceno je da nakon tretmana PEP-om nije doslo
do promjene u osnovnim parametrima kvalitete ulja. No pokazao se znacajan porast fenolnih
spojeva, dok je koncentracija hlapljivih tvari ostala ista. Sli¢ni rezultati su bili i u istraZivanju
Tamborrino i sur. (2019) s razlikom u smanjenoj koncentraciji nekih derivata oleuropeina,
ligstrozida i u ukupnoj koli€ini formiranih alkohola. Time se dobiva proizvod s jednakim
intenzitetom cvjetnog mirisa i mirisa po pokoSenoj travi, N0 smanjenog voc¢nog mirisa. Osim
toga, PEP tretman ne uzrokuje stvaranje negativnih senzorskih karakteristika djevic¢anskog

maslinovog ulja (Pérez i sur., 2021).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI
3.1.1. Uzorci maslinovog tijesta

Kao materijal u ovom diplomskom radu koristeno je samljeveno maslinovo tijesto 4
autohtone hrvatske sorte maslina oblice, rosulje, levantinke, i istarske bjelice. Samljeveno
maslinovo tijesto tretirano je ultrazvukom ili PEP-om. Nakon provedenih tretmana, maslinovo
tijesto podvrgnuto je procesu mijeSenja na 27 °C u trajanju od 40 minuta. Oko 25 g tijesta
izuzetog nakon mijeSenja brzo je zamrznuto kratkim uranjanjem u tekuéi dusik i skladisteno u

zamrzivacu na - 20 °C do analiza.

3.1.2. Tretman ultrazvukom

Tretman ultrazvukom proveden je prema metodi opisanoj u diplomskom radu Brezjan
(2023). Ukratko, plodovi masline (800 g) su podvrgnuti ¢iS¢enju i pranju nakon ¢ega su
samljeveni na mlinu ¢eki¢aru koji je dio laboratorijske pilot-uljare Abencor (MC2 Ingenieria y
Sistemas S.L., Sevilla, Spanjolska). Dobiveno maslinovo tijesto potom se tretiralo
ultrazvukom pomocu ultrazvuéne kupelji Sonorex Digiplus (BANDELIN electronic, Berlin,
Njemacka), maksimalne snage od 640 W, napona od 120 do 240 V i frekvencije od 20 kHz.
Tretman ultrazvukom proveden je prema centralnom kompozitnom planu, varirajuéi snagu
ultrazvuéne kupelji od 256 do 640 W te vrijeme trajanja tretmana od 3 do 17 min. Koristeni

parametri za svaki tretman prikazani su u tablici 1.

Tablica 1. Uvjeti tretmana maslinovog tijesta ultrazvukom

Uzorak Vrijeme tretmana Snaga ultrazvuéne kupelji

(min) (W)
1 - -
2 10 256
3 5 320
4 15 320
5 3 448
6 10 448
7 17 448
8 5 576
9 15 576
10 10 640
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3.1.3. Tretman pulsirajué¢im elektri¢nim poljem

Kao i kod tretmana ultrazvukom, plodovi su prvo podvrgnuti &idéenju i pranju. Cisti
plodovi su samljeveni na mlinu ¢eki¢aru iz poluindustrijske uljare OLEUM 30 COMPACT
(Enotecnica Pillan, Camisano Vicentino, Italija). Tretman PEP-om proveden je na uredaju
HVG60/1 PEP (Impel d.o.o., Zagreb, Hrvatska) prije mijeSenja. PEP tretman provodi se
prema metodi opisanoj u zavrSnom radu Makovac (2023) varirajuci snagu elektriénog polja
od 1 do 8 kV/icm te vrileme trajanja tretmana od 18 do 102 s (prema centralnom

kompozitnom planu prikazanom u tablici 2).

Tablica 2. Uvjeti tretmana maslinovog tijesta pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Uzorak Vrijeme tretmana Jakost elektri€nog polja
(s) (kV/cm)

1 - -

2 60 1

3 30 2

4 90 2

5 18 4,5

6 60 4,5

7 102 4,5

8 30 7

9 90 7
10 60 8

3.1.4. Popis kemikalija

e Acetonitril (>99,8 %)

e Benzamid (>95,0 %, Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

o Buitilhidroksitoluen (Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

e Coomassie Brilliant blue G 250 (Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

e D-(-)-Norleucin (99 %, Alfa Aesar, Waltham, SAD)

¢ di-natrij-hidrogenfosfat, bezvodni (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Etanol (96 %, Lach-Ner, Zagreb, Hrvatska)

¢ Etilendiamintetraoctena kiselina (>98,5 %, Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)
o Fenil metilsulfonilfluorid (>98,5 %, Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

e Fosforna kiselina

¢ Klorovodi¢na kiselina
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e lzopropanol (Honeywell, Riedel- de Haen, Charlotte, North Carolina, SAD)
e Natrijev hidroksid

e Natrij-dihidrogenfosfat-2- hidrat (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

o n-Heksan (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

¢ Octena kiselina (>99,8 %, Honeywell Fluka, Charlotte, North Carolina, SAD)
e Triton X-100 (Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

o Tween-40 (Honeywell Fluka, Charlotte, North Carolina, SAD)

e 0 - Linolenska kiselina (>99 %, Sigma- Aldrich, Zagreb, Hrvatska)

3.2. METODE
3.2.1. Priprema otopina

Fosfatni pufer pH 6,7 (c=0,1 mol/L): 6,374 g natrij dihidrogen fosfata dihidrata i
8,1300 g bezvodnog dinatrij hidrogen fosfata otopi se u 800 mL destilirane vode. Zeljena pH
vrijednost se uspostavi pomoéu pH-metra dodavanjem 3 mol/L klorovodi¢ne kiseline. Nakon
podeSene pH vrijednosti sadrzaj se prebaci u odmjernu tikvicu od 1 L koja se nadopuni

destiliranom vodom do oznake.

Fosfatni pufer pH 6,0 (c=0,1 mol/L): 6,7322 g natrij dihidrogen fosfata dihidrata i
0,82184 g bezvodnog dinatrij hidrogen fosfata otopi se u 400 mL destilirane vode. pH
vrijednost podesi se dodavanjem 4 mol/L natrijeva hidroksida nakon Cega se sadrzaj

kvantitativho prebaci u odmjernu tikvicu od 0,5 L i nadopuni destiliranom vodom do oznake.

Otopina za izolaciju lipoksigenaze: u tikvicu od 500 mL se izvaze 0,53 g Tritona,
0,1461 g etilendiamintetraoctene kiseline, 0,00878 g fenil metilsulfonilfluorida, 0,00601 g
benzamida i 0,3279 g D-norleucina. Tikvica se do oznake nadopuni fosfatnim puferom (c=
0,1 mol/L; pH 6,7). Kako bi se pospjesilo otapanje kemikalija, tikvicu je potrebno barem pola

sata staviti u ultrazvuénu kupel;.

Supstrat (otopina a-linolenske masne kiseline; c=25 mmol/L): pripremljen je kako
su opisali Axelrod i sur. (1981). U tikvicu od 25 mL doda se 192 uL a - linolenske kiseline i
256 pL Tween-405 mL i otopi u 5 mL deionizirane vode propuhane dusikom. Sadrza;j tikvice
se pazljivo mijeSa kako ne bi doSlo do pjenjenja. Dodaje se jo$ 600 yL 1 mol/L NaOH kako bi
se pospjesilo otapanje masne kiseline. Tikvica se nadopuni vodom propuhanom dusikom.

Otopina supstrata se razdjeli na alikvote i skladisti u zamrziva€ na -80 °C do koristenja.
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Bradford-ov reagens: u odmjernu tikvicu od 500 mL se izvaze 50 g Coomassie
Brilliant Blue G-250. Doda se 25 mL 95 % etanola i 50 mL 85 % fosforne kiseline. Tikvica se

dobro promije$a i nadopuni destiliranom vodom.

3.2.2. Odredivanje enzimske aktivnosti lipoksigenaze

Izolacija lipoksigenaze

Izolacija enzima lipoksigenaze provodila se prema modificiranoj metodi opisanoj u
radu Luaces i sur. (2005). U plasti¢nu kivetu od 50 mL izvaze 5 g smrznutog maslinovog
tijesta. U kivetu se zatim dodaje 20 mL otopine za izolaciju lipoksigenaze. Ekstrakcija se
provodi na homogenizatoru (GLH850, Omni International, Kennesow, SAD) pri brzini 11000
o/min u dva ciklusa od jedne minute s minutom pauze izmedu ciklusa. Kivete moraju biti
uronjene u ledenu kupelj kroz cijeli postupak ekstrakcije enzima. Uzorak se filtrira u plasti¢nu
kivetu, koja je takoder uronjena u ledenu kupelj, preko Buchnerovog lijevka kroz dva sloja
Miracloth filtera (EMD Milipore Corp, Burlington, SAD). Dobiveni filtrat se centrifugira pri
temperaturi od 4 °C na 27 000 o/min kroz 30 minuta (Rotina 22 380,Hettich, Tuttlingen,
Njemacka). Supernatant se odvoji u staklenu epruvetu i dalje Kkoristi kao sirovi enzimski
ekstrakt. Pripremljena otopina se stavi temperirati u vodenu kupelj na 25 °C 30 minuta

zajedno sa supstratom i fosfatnim puferom (0,1 mol/L; pH 6,0).

Odredivanje aktivnosti lipoksigenaze

Odredivanje aktivnosti lipoksigenaze provedeno je prema modificiranoj metodi
opisanoj u doktorskoj disertaciji Soldo (2016). U vijalicu od 20 mL u koju je stavljen magnetic¢
za mijeSanje dodaje se 4 mL fosfatnog pufera (0,1 mol/L, pH=6,0), 500 pyL supstrata (a-
linolenske masne kiseline) i 500 pyL enzimskog ekstrakta. Enzimska reakcija sinteze
hidroperoksida oktadekatrienske kiseline (HPOT) provodi se na magnetskoj mijesalici (lka
Werke RTS- power, Staufen, Njemacka) 30 minuta pri temperaturi od 25 °C. Reakcija se
zaustavlja zakiseljavanjem reakcijske smjese do pH=2 dodavanjem 3 mol/L klorovodi¢ne

kiseline.

U reakcijsku smjesu se zatim dodaje 1 mL internog standarda, 0,25 mmol/L
butilhidroksitoluena (BHT), otopljenog u heksanu. Slijedi izolacija HPOT otopinom
heksan:izopropanol u omjeru (95:5; V:V). U reakcijsku smjesu doda se 10 mL otopine za
izolaciju HPOT i promije$a na Vortex-u 30 sekundi (LLG Labaware uniTexer, Njemacka,

Meckenheim). Nakon odvajanja faza, gornji sloj se odvoji, a izolacija HPOT iz smjese se
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ponovi jo§ 2 puta. Nakon trece ekstrakcije smjesa se, prije odvajanja faza, centrifugira 10
minuta na 5000 o/min (Rotina 380, Hettich, Tuttlingen, Njemacka). Sva 3 ekstrakta se spoje
a otapalo se upari do suha pomocu rotacionog upariva¢a (Heidolph, Njemacka, Schwabach).
Uparavanje se provodi na temperaturi od 40 °C i tlaku od 200 mbara. Suhi ekstrakt se otopi u
1,5 mL otopine acetonitri:voda u omjeru (67:33; V:V). Otapanje se pospjeSuje kratkim
uranjanjem tikvice sa otopinom u ultrazvuénu kupelj Bandelin sonorex digiplus (Bandelin

electronic, Berlin, Germany). Tako pripremljen uzorak injektira se u HPLC.

Izolirani hidroperoksidi analizirani su pomoc¢u Agilent Technologies LC 1200 HPLC
sustava (Santa Clara, SAD), na kaiji je instalirana C18 nepolarna kolona (Luna 250 mm x 4,6
mm, 5 ym, 100 A, Phenomenex, Torrance, SAD) zagrijana na 35 °C. Mobilne faze koristene
za razdvajanje hidroperoksida su 0,25 % otopina octene kiseline u vodi (mobilna faza A) i
acetonitril (mobilna faza B) ukupnog protoka 1 mL/min kroz &itavo vrijeme trajanja analize.
Koristeni gradijent prikazan je u tablici 3. U sustav je injektirano 10 pL pripremljenog uzorka.
Kromatogrami su snimljeni pomoc¢u DAD detektora (Agilent Technologies 1200 Series, Santa
Clara, SAD) na 234 nm uz bandwidth (Sirinu pojasa) od 8 nm te korekciju pri referentnoj
valnoj duljini od 350 nm, bandwidth 50 nm. Kroz cijelo vrijeme analize snimani su i UV spektri
od 190 do 400 nm.

Tablica 3. Prikaz promjene gradijenta otapala B (acetonitril) u ovisnosti o viemenu

Vrijeme (min) Volumni udio otopine B (%)
0 63
17 63
20 80
32 80
35 63
45 63

Za identifikaciju hidroperoksida koristen je komercijalno dostupan standard 13(S)-
hidroperoksi-9(Z),11(E),15(Z)-oktadekatrienske kiseline (HPOT) koji je injektiran u HPLC uz
BHT kao interni standard pod jednakim uvjetima kao i uzorci. Kromatogram injektiranih

standarada prikazan je na slici 3.
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Slika 3. Kromatogram 13(S)- hidroperoksi-9(Z),11(E),15(2)-oktadekatrienske kiseline
(HPOT) za identifikaciju hidroperoksida i BHT interni standard
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Mnozine formiranih hidroperoksida izrazene u umol izraunate su iz povrsina ispod
pikova detektiranih hidroperoksida prema formulama [2] do [5], a AE izrazena u mg

proteina/umol HPOT izraunata je po formuli [6].

2Ax *RRF
n(HPOT) _ NBHT ABHTBHT/HPOT [2]

Gdje je:
N(HPOT) — mnozina formiranih hidroperoksida (umol)
2A — suma povrsina ispod pikova hidroperoksida
AgnT — povrsina ispod pika BHT-a
Neur — Mnozina BHT-a (umol) dodanog u uzorak dodatkom 1 mL otopine internog
standarda
RRFgymHpor — korekcijski faktor za izrazavanje rezultata preko hidroperoksida a-

linolenske masne kiseline (HPOT) (formula [3])

RF 1ymol(BHT)
RRFgH1HPOT = W [3]

Gdje je:
RFumol (BHT) — faktor odziva BHT-a koji se racuna po formuli [4]

povr$ina pika BHT
[4]

RF1Hm0|(BHT) = umol injektiranog BHT
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RF1umo (HPOT) - faktor odziva HPOT koji se racuna po formuli [5]

__ povrsina pika HPOT
RF1moi(HPOT) = umol injektiranog HPOT 5]
_ Y(proteina)*V
AE= n(HPOT) 0]

Gdje je:
AE — aktivnost enzima (mg/pmol)
n(HPOT) — koncentracija nastalih hidroperoksida (umol)
y(proteina) — koncentracija proteina u otopini enzima (mg/mL)

V — volumen enzimskog ekstrakta koristen u reakciji (mL)

3.2.3. Odredivanje koncentracije proteina metodom po Bradfordu

Odredivanje koncentracije proteina u pripremljenim enzimskim ekstraktima provodi se
metodom po Bradfordu koja je opisana u radu Bonjoch i Tamayo (2001). U polimernu
mikrokivetu doda se 280 uL otopine za izolaciju lipoksigenaze, 20 pL pripremljenog
enzimskog ekstrakta i 1,2 mL Bradford-ovog reagensa nakon ¢ega se mikrokiveta poklopi i
dobro protrese. Nakon 5 minuta reakcije na sobnoj temperaturi , izmjeri se apsorbancija na
595 nm uz slijepu probu (0,3 mL otopine za izolaciju lipoksigenaze i 1,2 mL Bradford-ovog

reagensa). Ocitane vrijednosti apsorbancija trebaju biti u rasponu od 0,2 do 0,8.

Koncentracija proteina u enzimskim ekstraktima izraCuna se iz bazdarne krivulje
[formula 7] pripremljene pomocéu standardne otopine proteina albumina govedeg seruma u
rasponu koncentracija od 0,005 do 0,5 mg/mL (slika 4).

A+0,0436
13,7292

c(proteina)= [7]
gdje je:
A - apsorbancija pri 595 nm

y(proteina) - koncentracija proteina iskazana u mg/mL enzimskog ekstrakta.
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¥=13.7292x% - 0.0436 o
R = 0.9954 '

AL

Slika 4. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije na 595 nm o koncentraciji proteina (y)

3.3. OBRADA PODATAKA

Kako bi se odredio utjecaj sorte, snage ultrazvucne kupelji (kod tretmana ultrazvukom),
jakosti elektricnog polja (kod PEP tretmana) i vremena tretmana provedena je analiza
varijance (ANOVA Two Factor With Replication). Dodatno je proveden i Tukey-ev test
viSestruke usporedbe kako bi se utvrdile razlike izmedu primijenjenih parametara tretmana u
aktivnosti lipoksigenaze unutar pojedine sorte. Oba koristena statisticka testa provedena su s

razinom vjerojatnosti od 95 % (p<0,05) koriste¢i program XLSTAT-u (Lumivero, Denver,
SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Vecina hlapljivih spojeva koji karakteriziraju djevicanska maslinova ulja nastaju tijekom
faze mijeSenja u nizu biokemijskih reakcija koje se nazivaju lipoksigenazni put. (Nardella i
sur., 2021). Lipoksigenaza (LOX) drugi je enzim lipoksigenaznog puta. Katalizira oksidaciju
nezasi¢enih masnih kiselina, linolne i linolenske kiseline i time proizvodi njihove
odgovarajuée hidroperokside. Hidroperoksidi su prekursori vaznih hlapljivih spojeva.
Biosinteza hlapljivih spojeva uglavnom ovisi o dostupnosti supstrata tijekom procesa

ekstrakcije i 0 enzimskoj aktivnosti (Peres i sur., 2017).

Inovativne tehnike obrade hrane u posljednje vrijeme sve se viSe istrazuju zbog svojih
prednosti u odnosu na konvencionalne tehnike. One teze boljem zadrzavanju nutritivnih i
senzorskih svojstava prehrambenih proizvoda (Khan i sur., 2018). Implementacija inovativnih
tehnologija u proizvodnju DMU istrazuju se s ciliem povecanja iskoriStenja procesa
proizvodnje ulja uz poboljSavanje kvalitete ulja. Njihova primarna uloga je dodatno
narusSavanje stani¢ne strukture ¢ime se oslobada unutarstani¢ni sadrzaj. Svaka tehnologija
razli€ito djeluje na staniCnu strukturu ploda masline. Djelovanje inovativnih tehnologija
povezano je s brzim promjenama temperature, tlaka, energije, elektricnog potencijala ili neke
od kombinacija (Taticchi i sur., 2019). Kod obje inovativne tehnike koriStene u ovom radu
(ultrazvuk - UZV i pulsirajuée elektricno polje - PEP) primije¢eno je da utje€u na enzimsku
aktivnost (Taticchi i sur., 2019; Nardella i sur., 2021).

Aktivacijom LOX dolazi do povecéane sinteze hlapljivih spojeva LOX puta $to je pozeljno u
proizvodnji djeviCanskog maslinovog ulja. Dosada$nja istrazivanja aktivnosti LOX su
pokazala kako ona ovisi o sorti, indeksu zrelosti, vremenu izlaganja tretmanu i jacini
tretmana. Cilj ovoga rada bio je odrediti kako koriStenje UZV i PEP-a u proizvodnji DMU
utjeCe na aktivnost LOX u maslinama iz 4 hrvatske autohtone sorte (rosulja, levantinka,
oblica i istarska bjelica). Tijekom proizvodnje DMU, svjeZze samljeveno maslinovo tijesto
tretirano je UZV ili PEP prije faze mijeSenja. Aktivhost LOX odredivala se iz tijesta izuzetog
nakon mijeSenja koje je bilo brzo smrznuto i skladisteno na -20 °C. Rezultati aktivhosti LOX
prikazani su u tablicama kao srednje vrijednosti 4 paralelna odredivanja uz pripadajucée
standardne devijacije. Vazno je napomenuti da najvisa vrijednost oznaCava najmanju

enzimsku aktivnost.

25



4.1. ULTRAZVUK

UZV se sastoji od zvuénih valova koji imaju frekvenciju iznad 16 kHz, njih ljudsko uho ne
moze detektirati. To je tehnologija koja osigurava kvalitetu i o€uvanje hrane kroz minimalnu

obradu. Obi¢no se koristi na sobnoj ili nizoj temperaturi (Nunes i sur., 2023).

Utjecaj UZV na aktivnost enzima ovisi o primijenjenim parametrima, kao Sto su frekvencija
i snaga, i ¢imbenicima povezanim s enzimima, kao Sto su tip enzima, koncentracija, pH
medija i temperatura. Mehanizam inaktivacije enzima razlikuje se ovisno o vrsti enzima. Opci
trendovi inaktivacije monomernih enzima su ili stvaranje agregata ili razgradnja molekule
enzima na fragmente. Polimerni enzimi opcenito se fragmentiraju u monomerne oblike
tijekom ultrazvu€ne inaktivacije (Mawson i sur., 2010). S druge strane, struktura i funkcija
bioloSkih molekula moze se promijeniti ultrazvucnim djelovanjem, a procesi katalizirani
enzimima mogu se aktivirati (Yahyaoui i sur., 2019). Povecanje aktivnosti enzima se dobiva
koristenjem UZV tretmana na odgovaraju¢im frekvencijama i razinama intenziteta zbog
razliCitih u€inaka. Ti se ucinci mogu podijeliti na fizicke i (bio-)kemijske u€inke. Fizi¢ki uginci
su poboljSanje prijenosa mase zbog mikromijesanja, $to rezultira poveéanjem dostupnosti
supstrata i otpustanjem enzima zbog raspada stanica. MoZe doéi do povecanja biokemijskih
reakcija unutar stani¢nih tkiva radi povecanja proizvodnje specifi¢nih enzima (Mawson i sur.,
2010).

Rezultati aktivnosti LOX u tijestu maslina tretiranih UZV izraZenih u mg proteina potrebnih
za sintezu 1 ymol hidroperoksida oktadekatrienske kiseline (HPOT) prikazani su u tablici 4.
Moze se primijetiti da se aktivnhost LOX znacajno razlikuje izmedu istrazivanih sorata pa tako
rosulja ima najvecu aktivnost LOX, a aktivnost pada redom u tijestu sorti levantinka, oblica i
istarska bjelica. U prijadnjim je istrazivanjima dokazano da sorta znacajno utjeCe na sastav
hlapljivin tvari djevi€anskog maslinovog ulja. To se dogada zbog nasljednih enzima
povezanih s njihovim genetskim karakteristikama (Cecchi i sur., 2021). U radu Butula (2023)
promatrali su se endogeni enzimi autohtonih plodova maslina u 3 stupnja zrelosti kako bi se
definirao utjecaj indeksa zrelosti i sorte na aktivnost enzima. Aktivnost LOX pokazala se kao
sortna karakteristika. Takoder, u istom je radu dokazano kako postoji statistiCki znaCajan

utjecaj indeksa zrelosti na aktivnost enzima.
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Tablica 4. Aktivnost lipoksigenaze (mg proteina/umol hidroperoksida oktadekatrienske kiseline (HPOT)) u tijestu hrvatskih autohtonih sorti

masline tretiranih ultrazvukom

Parametri tretmana

Vrijeme tretmana
(min)

Snaga ultrazvuéne
kupelji (W)

Rosulja

Levantinka

Oblica

Istarska bjelica

0

0

0,020+0,001 c

0,176+0,015d

0,253+0,007 b

0,293+0,010 a

10

256

0,133+0,004 b

1,098+0,121 a

0,289+0,018 ab

0,038+0,003 ¢

5

320

0,106+0,003 b

0,782+0,136 a

0,313+0,005 a

0,056+0,012 ¢

15

320

0,119+0,004 b

0,339+0,027 b

0,137+0,005 d

0,054+0,004 ¢

3

448

0,115+0,007 b

0,102+0,019 e

0,193+0,009 ¢

0,258+0,025 b

10

448

0,109+0,004 b

0,184+0,004 d

0,179+0,011 ¢

0,054+0,001 c

17

448

0,362+0,063 a

0,282+0,018 bc

0,256+0,011 b

0,041+0,011 ¢

5

576

0,146+0,010 b

0,087+0,003 e

0,292+0,020 ab

0,246+0,012 b

15

576

0,119+0,007 b

0,267+0,034 bc

0,249+0,018 b

0,242+0,014 b

10

640

0,119+0,002 b

0,251+0,017 c

0,179+0,020 c

0,050+0,001 c

vrijednosti oznacene razli€itim slovima unutar pojedine sorte su statisti¢ki razlicite (p<0,005) prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe.
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Prema Tukey-evom testu videstruke usporedbe moze se uoditi da sorte pokazuju razlicit
odgovor na primijenjene tretmane UZV. Kod rosulje je vidljivo smanjenje LOX aktivnosti kod
svih tretmana s obzirom na kontrolu, a pogotovo pri 17 min 448 W gdje je najniza. | aktivhost
LOX u tijestu sorte levantinka se vec¢inom smanjuje UZV tretmanom u usporedbi sa
kontrolom. Najmanju aktivnost pokazuje pri 10 min i 256 W, a najvec¢u pri 5 min i 576 W. Na
oblicu je UZV tretman podjednako pozitivnho i negativno utjecao s obzirom na kontrolu.
Naijvisi porast aktivnosti LOX dobiven je pri nizoj snazi UZV kupelji najduze vrijeme (15 min i
320 W), ali joj od odgovaraju i srednje snage (448 W) uz kraée vrijeme trajanja tretmana (3 i
10 min). Istarskoj bjelici pokazuje potpuno suprotan trend od rosulje te se aktivhost LOX

povecava sa svim primijenjenim tretmanima.

Daljnjom analizom moze se opaziti da produljenjem vremena tretmana dolazi do
podjednakog smanjenja aktivnost LOX u plodovima iz sorti rosulja i levantinka dok istarska
bjelica i oblica pokazuju veéu ili jednaku aktivnost produljenjem vremena tretmana. Snaga
UZV kupelji takoder ima znacajan utjecaj. Generalno gledajuéi, u svim sortama, osim
istarske bjelice, dolazi do smanjenja LOX aktivnosti i pri niskim i visokim snagama UZV.
Stoga bi se za istrazivane sorte mogla, kao univerzalna preporuka, preporuditi srednja snaga
Uzv.

Iz statisticke obrade rezultata (ANOVA - tablica 5.) primjeéuje se da aktivhost LOX
statisticki visokoznac€ajno ovisi i o sorti i 0 tretmanu. Kombinacijom utjecaja sorte i tretmana
dolazi do jo§ veceg smanjenja p-vrijednosti $to upuéuje da je aktivnost LOX ovisna o sorti i

tretmanu zajedno.

Tablica 5. Rezultati statisticke obrade podataka za aktivnost lipoksigenaze odredeni pomocu
Two-Factor ANOVA-e

Izvor varijacije SS df MS F P-vrijednost F crit
Tretman 0,933613 9 0,103735 94,4096  3,71*10°° 1,958763
Sorta 1,345937 3 0,448646 408,315  8,97*10°% 2,680168
Interakcija 3,716397 27 0,137644 1252709 2,94*107° 1578924

Postoje razna istrazivanja kojima se mogu potvrditi aktivacije i inaktivacije enzima, jedan
od njih je rad Kralji¢ i sur. (2023a), gdje je gledan utjecaj UZV na LOX i B-glukozidazu. UZV
tretman na modelnim otopinama proveden je pri 128, 320 i 640 W u trajanju od 1, 5 i 12
minuta. Zaklju€eno je da je duze trajanje i niza snaga UZV tretmana pozitivho utjecalo na

LOX aktivnost. Konkretno najvisa LOX aktivnost bila ostvarena nakon 12 min sa 128 i 320 W
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snage. Ovaj trend aktivnhosti LOX u ovom radu moze se vidjeti kod oblice. Yahyaoui i sur.
(2019) u svojem su radu proucavali utjecaj UZV na senzorske karakteristike DMU.
Eksperiment se sastojao od tretmana UZV na maslinovo tijesto tri puta po 4, 8 i 10 min 150
W. LOX enzim detektiran je u niskim koncentracijama, ali je ostao jednako aktivan ili je

pokazao jedva zamjetno povecéanje aktivnosti poveéanjem vremena tretmana.

S obzirom na to da je LOX prisutna u velikom broju biljaka, brojna istrazivanja o utjecaju
UZV na LOX provedena su na lijeski, soji i sojinim proizvodima. Tako su Ghanati i sur.
(2015) izlagali stanice lijeske UZV niskog intenziteta. Ispitivanje se vrsilo pri kontinuiranoj
frekvenciji od 29 kHz pri intenzitetu od 4 mW/cm? tijekom 8 do 40 min. Ovo je istraZivanje
pokuSao razjasniti odnos izmedu proizvodnje H,O, UZV i aktivacije LOX, Sto rezultira
povecanjem proizvodnje paklitaksela u stanicama ljeSnjaka. lzlozenost UZV, posebno
tijekom 20 min, je znac¢ajno povecao aktivnost LOX, ¢ak do 7 puta viSe od kontrole. No u
istrazivanju Yang i sur. (2015), sjeme soje je tretirano razli€itim snagama UZV (0 W do 300
W) kroz 30 min, zatim je klijalo 5 dana u mraku. Bitno je naglasiti kako je kod soje LOX
potrebno inaktivirati zbog stvaranja mirisa i okusa koji negativno utjeCu na konacni proizvod.
LOX je pokazala smanjenje aktivnosti s povecanjem snage UZV kojoj je sjeme bilo izlozeno.
Smanjenje je bilo vidljivo ve¢ pri 100 W, a potpuna inaktivacija je uslijedila pri 300 W.
Smanjenje aktivnosti je uo¢eno vjerojatno zbog jacine ultrazvuénih valova koja uzrokuju jaki
kolaps malih mjehuri¢a u stanicama i jakih posmicnih sila koje mogu utjecati na aktivnost
LOX. Thakur i Nelson (1997) napravili su istraZivanje na sojinom brasnu. lzlozili su sojino
bradno kavitacijskom UZV od 20 kHz pri pH > 5,0. LOX nije bila inaktivirana ni nakon 3 sata
izlaganja. Medutim kada su LOX stavili u kisele uvjete s istim izlaganjem UZV, 70 % - 85 %
aktivnosti je izgubljeno. Izlaganje uzoraka na 30 kHz 60 min takoder nije imalo nikakvog
u€inka, ali se LOX aktivnost smanjila na frekvencijama viSima od 30 kHz pri pH 5. Zaklju¢eno
je da inaktivacija LOX ovisi o vremenu izlaganja, pH mediju i frekvenciji UZV. Tolerancija
enzima na UZV moze ovisiti o fizioloSkim svojstvima enzima, kao i o radnim parametrima
UZV, kao Sto su snaga, intenzitet i frekvencija, koji izravno utjeCu na kataliticku aktivnost
enzima (Nadar i Rathod, 2017).

4.2. PULSIRAJUCE ELEKTRICNO POLJE

PEP tretman primjenjuje elektricno polje visokog intenziteta generirano izmedu dvije
elektrode u tekucini koja se tretira, time se omoguéuje prolaz elektriCne struje kroz hranu.
Netoplinska obrada moze se posti¢i upotrebom vrlo kratkog pulsa (mikrosekunda ili

milisekunda). PEP tretman produljuje rok trajanja proizvoda, a istovremeno smanjuje gubitak
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okusa, boje i hranjivih tvari. Potencijal ove tehnologije stoga je privukao znacajnu pozornost
istrazivaCa i industrije. lako je PEP tretman zadnjih godina vrlo intenzivho prou€avan
dostupno je relativno malo informacija o njegovom ucinku na aktivhost enzima (Luo i sur.,
2010). Neki enzimi su potpuno inaktivirani (polifenol oksidaza, lipaza, amilaza), dok na druge
tretman nije utjecao ili je Cak doveo do povecéanja aktivnosti (Martin-Belloso i Elez-Martinez,
2005).

Enzimi su proteini Cija se kataliticka aktivnost oslanja na nativnu konfiguraciju njihovog
aktivnog mjesta i konformaciju okolnih proteina. Skupina aminokiselina prisutna u enzimskim
proteinima stvara visoko asimetriénu prostornu distribuciju naboja koja dovodi do jako
polarnih i nabijenih podru¢ja u molekularnoj strukturi proteina. Zbog slozene mreze
nekovalentnih (elektrostatske sile, ionsko uparivanje, Van der Waalsove sile, vodikova veza)
kao i kovalentnih interakcija (disulfidne veze), odrzavaju se strukturna stabilnost i kataliticke
funkcije enzima. Pomakom interakcija, mogu se pojaviti promjene u aktivnosti enzima zbog
utiecaja na trodimenzionalnu molekularnu strukturu. Cini se da elektriéna polja mogu,
odvajanjem naboja, uzrokovati denaturaciju proteina, raspad kovalentnih veza i oksidacijsko
— redukcijske reakcije, poput onih izmedu sulfidnih skupina i disulfidnih veza. Dakle,
elektricna polja utjeCu na konformacijsko stanje proteina putem naboja, dipola ili induciranih
dipolnih kemijskih reakcija. Nabijene skupine i strukture vrlo su osjetljive na razliCite vrste
poremecéaja elektricnog polja i te promjene uzrokuju modifikacije njegove strukture i
posliedi¢no gubitak aktivnosti zbog teSkoce spajanja supstrata s aktivnim mjestom (Martin-
Belloso i Elez-Martinez, 2005).

I u ovom istrazivanju, kako se moze vidjeti iz tablice 6., LOX aktivnosti sorti se dosta
razlikuju. Najvecu aktivnost ponovno pokazuje rosulja zatim istarska bjelica, oblica i na kraju
levantinka. Istrazivanjem aktivnosti LOX enzima tijekom razvoja i zrenja ploda masline,
provedenog na Cetiri sorte, sabina (Korzika), germaine (Korzika), leccino (ltalija) i arbequina
(Spanjolska) biliezene su bitne razlike u aktivnosti u pojedinim sortama (Palmieri-Thiers i

sur., 2009) Sto se poklapa i sa ovim istrazivanjem.

Sa Tukey-evim testom opaza se da se LOX aktivhost rosulje smanjuje sa svim
tretmanima usporedujuéi ih sa kontrolom, najmanja aktivnost je pri 102 s i 4,5 kV/cm.
Levantinka pak ima najnizu aktivnost bez tretmana ali se ona povecava s primijenjenom
jakosti elektricnog polja. Zanimljivo je kako su bolji rezultati pri nizim jaCinama elektricnog
polja (2 i 4,5 kV/cm) dobiveni duzim tretmanom, dok kod viSih vrijednosti elektricnog polja (7 i
8 kV/cm) dolazi do smanjenja LOX aktivnosti duzim vremenom tretmana. Njezina najveca
aktivnost zabiljeZzena je pri 30 s i 7 kV/cm. Iz rezultata je vidljivo kako je primijenjeni PEP

tretman imao puno maniji utjecaj na aktivnost enzima u tijestu sorti oblica i istarska bjelica.
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Tablica 6. Aktivnost lipoksigenaze (mg proteina/umol hidroperoksida oktadekatrienske kiseline (HPOT)) u tijestu hrvatskih autohtonih sorti
masline tretiranih pulsiraju¢im elektri¢nim poljem

Parametri tretmana Sorta
Jakost elektriénog
ii olja

Vrueme(;r)etmana (kr\)//ém) Rosulja Levantinka Oblica Istarska bjelica
0 0 0,043 +0,001 f 0,418+0,052 a 0,102+0,004 abc 0,064+0,002 e

60 1 0,086 +0,003 de 0,385+0,043 ab 0,096+0,002 bcd 0,085+0,004 bc

30 2 0,269+0,008 b 0,241+0,025 cd 0,081+0,002 f 0,066+0,002 de

90 2 0,068+0,002 ef 0,192+0,009 def 0,088+0,004 ef 0,088+0,003 ab

18 4,5 0,285+0,019 b 0,223+0,016 cde 0,094+0,002 cde 0,051+0,000 f

60 4,5 0,263+0,032 b 0,301+0,078 bc 0,105+0,002 a 0,075+0,001 cd
102 4,5 0,327+0,010 a 0,154+0,002 ef 0,106+0,005 a 0,066+0,002 de

30 7 0,284+0,010 b 0,110+0,004 f 0,104+0,005 ab 0,075+0,011 cd
90 7 0,112+0,03 d 0,174+0,004 def 0,093+0,002 de 0,067+0,003 de

60 8 0,156+0,021 c 0,335+0,021 ab 0,065+0,003 g 0,097+0,001 a
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vrijednosti oznacene razli¢itim slovima unutar pojedine sorte su statisti¢ki razlicite (p<0,005) prema Tukey-evom testu viSestruke usporedbe.




Vrijednosti aktivnosti LOX unutar te dvije sorte pokazuju najmanje varijacija. Kod oblice
dolazi do blagog porasta aktivnosti pri ja¢inama od 2 i 8 kV/cm a kod istarske bjelice samo
kod uzorka tretiranog s 4,5 kV/cm kroz 18 s. Razlike u aktivnosti LOX medu sortama i njihov
razliCiti odgovor na PEP tretman mogle bi biti posljedica utjecaja genetskog materijala
masline (Tamborrino i sur., 2019). Na kvalitetu i sortnu diferencijaciju utje€u mnogi ¢imbenici,
posebno klimatski i agronomski uvjeti prilikom razvoja ploda, indeks zrelosti i uvjeti

skladistenja ploda (Clodoveo i sur., 2014; Manganiello i sur., 2021).

StatistiCka obrada rezultata (tablica 7.) pokazuje kako aktivhost LOX najviSe ovisi o sorti.
Tretman takoder ima statisti¢ki vrlo visoko znac¢ajan utjecaj, ali manje od sorte. Interakcijom

sorte i tretmana dolazi do smanjenja p-vrijednosti s obzirom na samo tretman.

Tablica 7. Rezultati statisticke obrade podataka za aktivnost lipoksigenaze odredeni pomocu
Two-Factor ANOVA-e

ANOVA
P-
Izvor varijacije SS df MS F vrijednost F crit
Tretman 0,08659 9 0,009621 26,63457 1,01*10* 1,958763
Sorta 0,850266 3 0,283422 784,607 1,21*10"® 2,680168
Interakcija 0,717826 27 0,026586 73,59935 3,81*10°% 1,578924

Tretmani PEP-om u istraZivanju Kralji¢ i sur. (2023b) provedeni su s jakostima elektri¢nog
polja 2,67 i 13,33 kV/cm na frekvencijama od 25 i 125 Hz tijekom 1, 2 i 5 minuta na
modelnim otopinama LOX. Rezultati su pokazali pozitivnu korelaciju aktivnosti LOX s
vremenom trajanja tretmana, odnosno poveéanjem vremena tretmana povecavala se i
aktivnost. Rezultati istraZivanja navode kako se LOX aktivhost moze povecati i slabim

elektricnim poljem. U ovom radu se to moze vidjeti kod levantinke.

Min i sur. (2003) inaktivacijom LOX enzima u soku od rajCice PEP tretmanom pokazali su
da jakost elektricnog polja, vrijeme tretmana i temperatura tretmana PEP-om znacCajno utjeCu
na ucinkovitost inaktivacije enzima. Medutim, tu je bitno napomenuti da LOX soka od rajcice
moze unistiti esencijalne masne kiseline i razviti neugodan okus u soku od rajcice tijekom
skladidtenja. Takoder, hidroperoksidi i slobodni radikali proizvedeni LOX enzimom mogu
razgraditi vitamine i proteine u soku od rajCice. Stoga je pozeljno da je aktivhost LOX u
kona¢nom soku od raj€ice vrlo niska. Primijenjen je PEP jakosti elektricnog polja 0, 10, 15,
20, 30, 35 kV/cm, vrijeme tretmana 20, 30, 50, 60, 70 ps i temperaturi tretmana 10, 20, 30,
40, 50 °C. 90% inaktivacija soka od raj¢ice LOX oCekivana je nakon PEP tretmana na 35

kV/cm 74,8 us. Ove rezultate potvrduju Luo i sur. (2010) koji su dokazali kako PEP tretman

32



djeluje na inaktivaciju polifenol oksidaze i LOX. PEP tretman je postavljen na 8, 12, 16, 20 i
24 kV/cm. Zaklju€ili su da se ovi enzimi mogu inaktivirati PEP tretmanom. Aktivnost im je
smanjena nakon tretmana na 24 kV/cm 320 us za polifenol oksidazu, 962 us za LOX. Dakle
LOX je manje osjetljiva na PEP tretmane. Ovaj rad ukazuje na konformacijske promjene koje
se dogadaju u sekundarnoj strukturi i pojavu lokalnih promjena tercijarne strukture u LOX
enzimu. U radu Li i sur. (2008), prouavana je inaktivacija LOX enzima soje pomoéu PEP-a
kako bi se smanjila njezina aktivhost zbog stvaranja neugodnog mirisa i okusa. Aktivnost
LOX-a smanjivala se s poveCanjem vremena tretmana, jaCine pulsa, frekvencije i Sirine
pulsa. Maksimalna inaktivacija sojinog LOX enzima pomoc¢u PEP-a postigla je 88% pri 42
kV/cm za 1036 ps s 400 Hz frekvencije pulsa i 2 ps $irine pulsa na 25 °C. Sto dovodi do
zakljuCka da je prekomjerno vrijeme izloZzenosti tretmanu uzrokovalo smanjenje aktivnosti

enzima.
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ZAKLJUCCI

Sorta masline ima znacajan utjecaj na aktivnost lipoksigenaze. U oba pokusa najveca

aktivnost lipoksigenaze uoc¢ena je u maslinama sorte rosulja.

Svaka od analiziranih sorti pokazuje drugaciji odgovor na primijenjene tretmane
inovativnim tehnikama.

Tretman ultrazvukom generalno smanjuje aktivnost lipoksigenaze. Do smanjenja dolazi
kod rosulje i levantinke, dok u tijestu sorte oblice dolazi i do pozitivnog i negativhog
ucinka, ovisno o tretmanu. Jedino kod istarske bjelice, koja pokazuje najmanju aktivhost

lipoksigenaze, dolazi do povecavanja njezine aktivnosti ultrazvu¢nim tretmanom.

Pulsirajuce elektricno polje jednako povecCava i smanjuje aktivnost lipoksigenaze. Do
smanjenja aktivnosti lipoksigenaze dolazi u istarskim sortama (rosulji i istarskoj bjelici)
dok u dalmatinskim sortama (levantinki i oblici), koje u ovom istrazivanju pokazuju nizu

aktivnost lipoksigenaze, dolazi do njezine aktivacije pulsiraju¢im elektri¢nim poljem.
U konacnici, moze se zakljuciti da je istrazivanim inovativnim tehnikama, i ultrazvukom i

pulsiraju¢im elektricnim poljem, moguce povecati aktivnost lipoksigenaze u maslinama

koje posjeduju nisku aktivnost istrazivanog enzima.
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IZJAVA O IZVORNOSTI

Ja Ivana Hojka izjavljujem da je ovaj diplomski rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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