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1. uvOoD

Djevicansko maslinovo ulje, iako simbol mediteranske prehrane, danas se koristi diljem
svijeta. Zbog svog kemijskog sastava, prvenstveno fenola, sastava masnih kiselina te ostalih
sastojaka negliceridne frakcije, smatra se zasluZznim za brojne zdravstvene dobrobiti kao 3to
su prevencija krvozilnih bolesti, dijabetesa te neurodegenerativnih bolesti. Uz to ima povoljno
djelovanje na rast i razvoj djece, mineralizaciju kostiju te probavni sustav. DjeviCansko
maslinovo ulje zakonski se mora se proizvesti isklju¢ivo mehani¢kim postupcima (mljevenje,
mijeSenje te izdvajanje ulja preSanjem ili centrifugalnom ekstrakcijom). Ti postupci utjeCu na
prijenos kemijskih sastojaka iz ploda u ulje. Glavni problemi suvremene proizvodnje
djeviCanskog maslinovog ulja su nisko iskoristenje procesa te zaostatak bioaktivnih
komponenti, poput polifenola, fitosterola i tokoferola u nusproizvodima proizvodnje, odnosno
komini i vegetabilnoj vodi. Iz navedenog razloga sve se vise se istrazuju inovativne tehnologije
poput, toplinskih tretmana, ultrazvuka, mikrovalova te pulsirajuceg elektri¢nog polja s ciliem
povecanja iskoristenja proizvodnog procesa te doprinosa oksidacijskoj stabilnosti samog ulja.
Navedene inovativne tehnologije se istrazuju kao predtretman mijeSenja kako bi poboljsali
ekstrakciju ulja i poveéali koncentraciju bioaktivnih spojeva u ulju (Martinez-Beamonte i sur.,
2022). Cilj ovoga rada bio je ispitati utjecaj pulsirajuceg elektricnog polja kao predtretmana
mijeSenju na antioksidacijski kapacitet djevi¢anskih maslinovih ulja hrvatskih autohtonih sorti
masline oblice i levantinke. Osim toga, ovim radom Zzelio se istraziti utjecaj vremena
skladiStenja (12 i 16 mjeseci) na antioksidacijski kapacitet proizvedenih ulja. Antioksidacijski

kapacitet odreden je elektronskom paramagnetskom rezonancijom.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SUVREMENA PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Djevicansko maslinovo ulje, iako simbol Mediterana i mediteranske prehrane, danas se
konzumira i proizvodi na globalnoj razini. Berba maslina zapo€inje pri njihovoj optimalnoj
zrelosti, odnosno kada postignu najbolji omjer koli€ine i kvalitete ulja. Optimalna zrelost se
vizualno procjenjuje na temelju boje pokozZice ploda masline. Za proizvodnju kvalitetnog i
senzorski prihvatljivog ulja od iznimne je vaznosti dobro i precizno odrediti vrijeme berbe.
Ukoliko se plod ubere prerano, prinos ulja bit ¢e maniji ali ono ¢e sadrzavati veci udio fenolnih
spojeva, Sto ¢e osigurati veCu oksidacijsku stabilnost, no mozZe rezultirati trpkim i goréim
okusom ulja. S druge strane, ukoliko se plod ubere prekasno, prinos ulja biti e vedéi jer udio
ulia u plodu raste tijekom zrenja. Medutim, ulje dobiveno iz prekasno ubranih plodova

sadrzavati ¢e maniji udio fenolnih spojeva, sto ée rezultirati manjom oksidacijskom stabilnoScu,

postupak proizvodnje. Medutim, ru¢na berba zahtjeva puno viSe radne snage i duze vrijeme
same berbe. Ru¢no — mehanizirana berba koristi ru¢ne tresace s teleskopskim nastavcima,
posebno dizajnirane za plodove koji su nedostupni s tla. Ovi tresaci obi¢no imaju radne
dijelove u obliku zubaca, pomocu kojih se plodovi otkidaju s grana. Nakon $to plodovi padnu
na plasticnu mrezu postavljenu ispod kroSnje stabla, oni se sakupljaju i pohranjuju u
odgovarajuéu ambalazu za daljnju preradu. Mehanizirano — strojna berba provodi se
samokretnim strojevima, tresaCima. Oni omogucuju brzu berbu s gotovo svakog stabla te
istovremeno praznjenje pobranih plodova u prikolice bez potrebe za ljudskom radnom
snagom. To rezultira smanjenjem troSkova berbe (Sito i sur., 2013). Nakon berbe plodovi se
ne smiju skladistiti jer sadrze visok udio vode 3to moze rezultirati hidrolitiCkim kvarenjem i
znacajnim smanjenjem kvalitete ulja, nego se odmah transportiraju u uljaru i zapocinju s
preradom (Skevin,2016).

Proizvodnja djevi¢anskog maslinovog ulja zapoc€inje pripremom ploda masline za izdvajanje
ulja koja obuhvaca odstranjivanje liS¢a i grancica te pranje plodova. Odstranjivanje liS¢a i
grancica odvija se u koSu koji na povrSini ima reSetku na kojoj zaostaju krupnije grane dok se
liSCe i sitnije granCice uklanjaju u struji zraka. Masline se nakon odvajanja grana i li5¢a
obavezno peru kako bi se uklonili kontaminanti, prasina, zemlja i druge necistocCe. To je bitno
jer se djevicansko maslinovo ulje proizvodi kao nerafinirano, Sto znaci da ne prolazi proces

rafinacije u kojem se eliminiraju kontaminanti i necistoce topljive u ulju. Uklanjanje necistoca



provodi se radi eliminacije materijala koji ne sadrze ulje, kako bi se sprijeCilo opterecenje
kapaciteta strojeva i kako bi se izbjegla eventualna oStecenja istih.

Operacije i parametri proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja znac¢ajno utjeCu na prijenos
kemijskih tvari iz ploda u ulje. Ono se provodi isklju¢ivo mehanickim postupcima koji ukljucuju
mljevenje i drobljenje, mijeSenje te izdvajanje ulja na hidrauli¢kim preSama otvorenog tipa ili
centrifugalnom ekstrakcijom. Mljevenje je nuzno provesti kako bi se razbila stani¢na struktura
ploda masline te kako bi se omogucilo izdvajanje ulja iz vakuole koja je smjeStena u stani€noj
citoplazmi. Ono se provodi na kamenim ili metalnim mlinovima. Razlikujemo nekoliko izvedbi
metalnih mlinova kao $to su: Ceki¢ari, mlinovi s diskovima i mlinovi s konusima. Svaki od njih
ima i pozitivne i negativne u€inke na djevi¢ansko maslinovo ulje. Primjerice, ulje proizvedeno
mljevenjem plodova na metalnim mlinovima Cekicarima sadrzavati ¢e vecu koncentraciju
fenola, a samim time imati i bolju oksidacijsku stabilnost. No, s druge strane, tijekom mljevenja
na tim mlinovima temperatura maslinovog tijesta se povecava $to posljedicno dovodi do
povecanja stupnja oksidacije. Uz mljevenje na mlinovima se odvija i drobljenje kostica ploda.
Kod proizvodnje ulja vaznu ulogu ima stupanj usitnjenosti kostice jer fragmenti kostice €ine
drenazni materijal koji stvara kanalice i pospjeSuje izdvajanje ulja u maslinovom tijestu.
Kameni mlinovi pripadaju tradicionalnom nacinu proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja,
teze ih je odistiti, ali imaju mali broj okretaja u minuti ¢ime se izbjegava stvaranje emulzija,
gubitak ulja te je manje oslobadanje topline. Metalni se mlinovi, za razliku od kamenih, puno
lak3e Ciste, zauzimaju manje prostora u pogonu, imaju veci kapacitet, no zbog znatno veceg
broja okretaja u minuti stvaraju vece koli€ine emulzija te dolazi do veceg oslobadanja topline.
Nakon mljevenja slijedi faza mijeSenja, odnosno mijedanja samljevenog maslinovog tijesta s
ciliem razbijanja emulzija nastalih mljevenjem te spajanja sitnijih kapljica u ve¢e kako bi se
olaksalo izdvajanje ulja. Ono se provodi u koritima od inoksa s metalnim mjeSacima i s plastem
kroz koji struji topla voda. Preporu€eni parametri procesa mijeSenja su vrijeme do 60 minuta
a temperatura tijesta 28 °C. Prije je, uz vrijeme i temperaturu, vazan parametar mijeSenja bila
i atmosfera, medutim suvremeni uredaji za mijedenje su zatvorenoga tipa i imaju modificiranu
atmosferu kako bi maslinovo tijesto bilo u $to manjem kontaktu s zrakom (prevencija
oksidacijskog kvarenja), zbog HACCP-a (engl. Hazard Analysis Critical Control Point). Tijekom
mijeSenja dolazi do ekstrakcije fenola i hlapljivih aromatskih spojeva u ulje (Skarica i sur.,
1996).

Nakon mijeSenja slijedi proces separacije ulja iz maslinovog tijesta preSanjem, kontinuiranom
centrifugalnom ekstrakcijom ili procjedivanjem. U suvremenoj proizvodnji, posebice u
industrijskim pogonima, najéeS¢e se koristi proces kontinuirane centrifugalne ekstrakcije jer
su preSanje i procjedivanje diskontinuirani, odnosno sarzni procesi. PreSanje se provodi na

hidrauli¢kim preSama otvorenog tipa te ga ubrajamo u 'tradicionalni nacin' izdvajanja ulja iz
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maslinovog tijesta. Princip rada hidraulic¢kih preSa je Pascalov zakon koji govori da se pomocu
malih sila mogu posti¢i veliki tlakovi. Postupak zapocinje ravnomjernim rasporedivanjem
maslinovog tijesta na filtrirajuce slojnice preSe. Tijesto se puni na 4-5 slojnica nakon ¢ega se
stavlja metalni disk kako se bi se postigao ravnomjerni tlak i stabilnost tijekom presanja.
PreSanje se provodi u tri faze: prva faza se odvija pri tlaku od nula bara kroz 30-45 minuta,
kod druge faze primjenjuje se tlak od 350-450 bara kroz 15-30 minuta, dok se treca faza odvija
kroz 30 minuta pri maksimalnom tlaku. Filtriraju¢e slojnice se smatraju kriti€nim toCkama
ovoga procesa zbog njihove sposobnosti zadrzavanja dijela maslinovog tijesta i ulja. Time
mogu uzrokovati prijenos neugodnih mirisa i okusa na daljnja ulja koja ¢ée se predati na toj
preSi. Ovakve je pojave moguce prevenirati ceS¢im pranjem i mijenjanjem slojnica. Prednosti
'tradicionalnog nacina' izdvajanja ulja u usporedbi s ostala dva nacina proizvodnje su
jednostavnost izvedbe, niZza ulaganja, nizak udio vegetabilne vode u ulju i komini te maniji
ukupni volumen dobivene vegetabilne vode koju je potrebno ekoloski zbrinuti. Nedostatci ovog
nac¢ina su intenzivan ruc¢ni rad, maniji kapaciteti te zaCepljenje i oneciS¢enje filtracijskih
slojnica.

Separacija ulja iz maslinovog tijesta kontinuiranom centrifugalnom ekstrakcijom temelji se na
razlici u gustoc¢i ulja, komine i vegetabilne vode. Odvija se u dekanterima (horizontalnim
separatorima) €ija izvedba moze biti u dvije ili u tri faze izlaza. Kod proizvodnje ulja klasiénom
centrifugom s ftri izlaza obavezno je dodavanje tople vode zbog postizanja Zzeljene
konzistencije te smanjena viskoznosti maslinovog tijesta. Osnovni nedostatci ovakvog nacina
proizvodnje su ,ispiranje* fenolnih spojeva iz ulja dodatkom vode te stvaranje i zbrinjavanje
velikog volumena vegetabilne vode. Kod proizvodnje ulja integralnom centrifugom s dva izlaza
produkti su djevi€ansko maslinovo ulje i komina s vegetabilnom vodom. Nedostatci ovakvog
nacina proizvodnje su vlazna komina i maniji radni kapaciteti. Prednosti su $to se ne dodaje
voda kod proizvodnje Cime se zadrzava veca koli€ina fenola u ulju te je smanjen problem
zbrinjavanja vegetabilne vode.

Separacija ulja iz maslinovog tijesta procjedivanjem se u praksi rijetko koristi zbog vece
izlozenosti ulja zraku i, posljedi¢no, ve¢e moguénosti oksidacijskog kvarenja, zbog visoke
cijene opreme te zbog visokog udjela ulja u komini zbog €ega ju se mora podvrgnuti
temelji na razlici u povrSinskoj napetosti te svojstvima adhezije ulja i vegetabilne vode.
Namijenjen je tijestima s nizim udjelom vode (Skevin,2016).

Zavrdni korak proizvodnje je razdvajanje biljne vode i ¢vrstih Cestica uljnog mosta (smjesa ulja
i vegetabilne vode). On se provodi na vertikalnim centrifugalnim separatorima ili dekanterima.
Mlada djevi€anska maslinova ulja potrebno je izbistriti taloZenjem ili filtracijom jer ona nerijetko

zadrzavaju mutnoc¢u i nakon centrifugiranja zbog prisutnosti sitnih Cestica biljnog tkiva i
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kapljica biljne vode. Nakon bistrenja ulje se skladisti. Potrebno ga je skladistiti na odgovarajudi
nacin iz razloga $to parametri skladiStenja znatno utjeCu na njegovu oksidacijsku stabilnost
(Koprivnjak, 2006). Shematski prikaz procesa proizvodnje djevi€anskog maslinovog ulja

prikazan je na slici 1.

BERBA

TRANSPORT

PRIJEM

CISCENJE | PRANJE PLODOVA

MLJEVENJE KAMENIM MLINOM USITNJAVANJE MLINOM CEKICAREM
MREZICE VECIH MREZICE MANJIH
SLAGAN.JE l\,JA OTVORA OTVORA
FILTRIRAJUCE SLOJNICE
MIJESANJE
PRESANJE
CENTRIFUGIRANJE
RAZDVAJANJE T
FILTRACIJA
TRANSPORT I
SKLADISTENJE

Slika 1. Shematski prikaz tehnologije proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja
(Koprivnjak i Cervar, 2010)

Problemi koji se javljaju kod suvremene proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja su malo
iskoristenje procesa $to je posliedica nemoguénosti razaranja svih prisutnih stanica u plodu
masline u kojima se nalazi ulje te gubitci nutritivno vaznih komponenata, polifenola, u komini
i vegetabilnoj vodi. Potencijalno rjeSenje navedenih problema pronalazi se u primjeni
inovativnih tehnologija kao predtretmana mijeSenja, a u njih ubrajamo ultrazvuk, pulsirajuce

elektricno polje te ubrzani toplinski tretman (Nardella i sur., 2021).



2.2. Pulsirajuce elektriéno polje

Pulsirajuce elektricno polje (PEP) (eng. Pulsed electric field) je inovativna, netermalna metoda
obrade hrane koja koristi kratke impulse visokog napona, obi¢no u rasponu od 20 do 80 kV/cm
u vrlo kratkim vremenskim intervalima od nekoliko nanosekundi do nekoliko milisekundi.
Prehrambeni proizvod se tijekom obrade nalazi izmedu dvije elektrode. Buduc¢i da je
pulsirajuce elektricno polje netermalna metoda eliminirano je zna€ajno zagrijavanje hrane
Cime kvaliteta i po€etni sastav tretirane namirnice ostaju znatno bolje o€uvani u usporedbi s
konvencionalnom toplinskom obradom (Lovri¢, 2003). Pulsiraju¢e elektri¢no polje, osim za
sterilizaciju i inaktivaciju enzima, Kkoristi se i za ekstrakciju tvari iz biljnog tkiva i nusproizvoda
hrane, poput biljnog ulja, polifenola i pigmenata (Zhang i sur., 2018). Tretman pulsirajuéim
elektricnim poljem uzrokuje stvaranje pora na staniénoj membrani koje ¢e, ovisno o
primijenjenom intenzitetu, biti privremene ili stalne. Nastankom pora na stani¢nim
membranama povecava se njihova propusnost $to rezultira gubitkom stani¢nog sadrzaja ili
prodorom okolnog medija u stanicu (Abenoza i sur., 2013). Guderjan i sur. (2005) prvi su
prepoznali i demonstrirali potencijal tretmana pulsiraju¢im elektricnim poljiem za povecanje
iskoriStenja procesa ekstrakcije ulja za 6,5 — 7,4 %, ovisno o jakosti polja. Prilikom primjene
inovativnih tehnologija potrebno je istraziti njihovo djelovanje na kvalitetu i senzorska svojstva.
Primjena pulsirajuéeg elektricnog polja za poboljSanje kvalitete namirnica povezano je s
poboljSanjem boje, teksture, okusa, pigmenata karotenoida, fenolnih spojeva, vitamina te
sposobnosti ekstrakcije bioaktivnih spojeva (Veneziani i sur., 2019). Puértolas i Martinez de
Marafidn (2015) su u svom istrazivanju potvrdili da tretman pulsiraju¢im elektri€nim poljem
povecava prinos ulja, a uz to su rezultati njihovog istraZivanja dokazali da tretman PEP-om
ima utjecaj na poveéavanje udjela polifenola, fitosterola i tokoferola, uz postivanje EU
zakonskih standarda za kvalitetno djevi¢ansko maslinovo ulje. | druga su istrazivanja potvrdila
kako parametri kvalitete djevicanskog maslinovog ulja (udio slobodnih masnih kiselina,
peroksidni broj, K 232 i K 270) nisu pod utjecajem tretmana pulsirajuéim elektri¢nim poljem
(Abenoza i sur., 2013), kao ni oksidacijska stabilnost proizvoda koja je mogla biti naruSena
zbog mogucéeg oslobadanja prooksidativnih metala iz PEP komora (Veneziani i sur., 2019).
Senzorskom analizom utvrdeno je da primjena pulsiraju¢eg elekriCnog polja ne uzrokuje

formiranje nezeljene senzorskih svojstava u ulju (Abenoza i sur., 2013).



2.3. Antioksidacijski kapacitet djevicanskog maslinovog ulja

Djevi€ansko maslinovo ulje ima visoku oksidacijsku stabilnost i trajnost zbog sastava
triacilglicerola u kojima dominira oleinska masna kiselina (C18:1) dok su viSestruko
nezasicene masne Kiseline, koje su podloZnije procesu oksidacije, prisutne u znac¢ajno nizim
koncentracijama. Uz sastav triacilglicerola, boljoj oksidacijskoj stabilnosti i trajnosti doprinosi i
prisutnost fenolnih antioksidanasa u koje naj¢ed¢e ubrajamo polifenole i tokoferole.
Oksidacijska stabilnost je od znacajne vaznosti prilikom skladiStenja djevi€anskog maslinovog
ulja kako bi mogli odrediti rok trajanja ulja te definirati vrijeme njegova Cuvanja bez
naruSavanja kvalitete (Moslavac i sur.,, 2009). Posljednjih godina, znaajno je poraslo
zanimanje za antioksidansima zbog njihovog pozitivhog djelovanja na bolesti uzrokovanih
oksidativnim stresom kao $to su ateroskleroza, visoki krvni tlak, dijabetes, kroniCne upale,
neurodegenerativne bolesti poput Alzheimerove i Parkinsonove bolesti, te na odredene vrste
raka (Capanoglu i sur., 2018; Munteanu i Apetrei, 2021). Antioksidansi su molekule koje imaju
sposobnost sprjeCavanja ili usporavanja oksidacije drugih molekula u ulju, odnosno njihovog
oStecenja uzrokovanog slobodnim radikalima te na taj nacin produljuju njegovu trajnost.
Djeluju na nacin da reagiraju sa slobodnim radikalima, nastalih oksidacijom nezasi¢enih
masnih kiselina, otpustajuci pri tom vodik i formirajuci stabilne spojeve (Bakari¢ i sur., 2008).
Ovisno 0 mehanizmu djelovanja, antioksidansi se dijele na primarne i sekundarne. Primarni
antioksidansi imaju sposobnost djelovanja na dva nacina. Prvi je da otpustaju svoj vodikov
atom i predaju ga direktno slobodnom radikalu masne kiseline ili peroksida, a drugi da slobodni
radikal antioksidansa reagira sa slobodnim radikalnom masne kiseline ili peroksida. Na oba
se nacina prekida lan€ana reakcija te se usporava autooksidacija (slika 2). U najpoznatije
primarne prirodne antioksidanse ubrajamo tokoferole, fenole i ekstrakte ruZzmarina dok u
najpoznatije primarne sintetske antioksidanse ubrajamo butilhidroksianisol (BHA),
butilhidroksitoulen (BHT) i galate (Skevin, 2016). Sekundarni antioksidansi ili sinergisti djeluju
tako da svoj vodikov atom predaju primarnom antioksidansu te ga na taj nacin obnavljaju. Uz
to neki od njih, primjerice limunska kiselina, vezu tragove metala ¢ime ih inaktiviraju te
zaustavljaju njihovo prooksidacijsko djelovanje. Najpoznatiji prirodni sekundarni antioksidansi
su fosfolipidi i skvalen, a sintetski limunska kiselina. Osim po mehanizmu djelovanja
antioksidansi se dijele i na enzimske i neenzimske. U enzimske antioksidanse ubrajaju se
superoksid dismutaza, katalaza i glutationperoksidaza (primarni) te glutationreduktaza i
glukoza-6-fosfat dehidrogenaza (sekundarni), dok se u neenzimske ubrajaju vec ranije
spomenuti fenolni spojevi, karotenoidi, vitamini C i E te koenzim Q10. (Munteanu i Apetrei,
2021)

Antioksidacijski kapacitet je pojam koji daje informaciju o sposobnosti uzorka ili odredenog



spoja u uzorku da neutralizira odredenu koli€inu slobodnih radikala u odredenom vremenu, ali

ne daje informaciju o brzini

reakcije. Za

razliku od antioksidacijskog kapaciteta

antioksidacijska aktivnost je pojam koji daje informaciju o tome kojom brzinom promatrani spoj

ili uzorak reagiraju sa reaktivnom tvari. Direktan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost imaju

tlak, temperatura i pH (Laguerre i sur., 2007).
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Slika 2. Mehanizam djelovanja antioksidanasa (Skarica i sur. 1996)



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali

Kao materijal za izradu ovog zavrSnog rada koriSteni su uzorci djevi€anskih maslinovih ulja

dviju autohtonih hrvatskih sorti maslina:

levantinke i oblice. Uzorci su proizvedeni

laboratorijskim postupkom pri Eemu je, nakon faze mljevenja, tijesto podvrgnuto predtretmanu

pulsiraju¢im elektricnim poljem kako je opisano u zavrShom radu Makovac (2023).

Upotrijebljeni parametri pulsirajuceg eletri€énog polja, snaga elektricnog polja i vrijeme trajanja

predtretmana za svaku od sorata prikazani su u tablici 1 i 2. Nakon proizvodnje uzorci su

napunjeni u male bogice od tamnog stakla te je prostor iznad ulja ispunjen dusikom. Cuvani

su pri temperaturi od 15-20 °C u tami kroz razdoblje od 12 i 16 mjeseci.

Tablica 1. Oznake uzoraka ulja OBLICA (1Z=2,11), proizvodnja

uz PEP 13. i 14. listopada

2022.
Oznaka uzorka Jakost (kV/cm) | Napon Vrijeme (s)
Kontrola - - -
O-1 1 3 60
0-2 2 6 30
0-3 2 6 90
0-4 4,5 13,5 18
0O-5 4,5 13,5 60
0-6 4,5 13,5 102
O-7 7 21 30
0-8 7 21 90
0-9 8 24 60




Tablica 2. Oznake uzoraka ulja LEVANTINKA (12=2,11), proizvodnja uz PEP 13. i 14.
listopada 2022.

Oznaka uzorka Jakost (kV/cm) | Napon Vrijeme (s)
Kontrola - - -
L-1 1 3 60
L-2 2 6 30
L-3 2 6 90
L-4 4,5 13,5 18
L-5 4,5 13,5 60
L-6 4,5 13,5 102
L-7 7 21 30
L-8 7 21 90
L-9 8 24 60
3.2. Metode

3.2.1. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta EPR spektroskopijom

Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka ulja EPR spektroskopijom provedeno je
metodom objavljenom u diplomskom radu Peji¢ (2022). U navedenoj se metodi, u otopinu
slobodnog radikala DPPH dodaje tocno odredeni volumen uzorka ulja nakon ¢ega se prati
proces inaktivacije DPPH radikala elektronskom paramagnetskom rezonancijom (EPR) pod

utjecajem antioksidanasa prisutnih u ulju.

Priprema reagensa za analizu

Priprema otopine DPPH radikala u etil-acetatu provodi se 24 sata prije analize. Za pripremu
100 mL otopine koncentracije 0,15 mM, potrebno je precizno izvagati 5,91 mg DPPH" na
analitickoj vagi (KERN ABP 200-5DM, KERN & SOHN). Za pripremu otopine kao otapalo se
koristi etil-acetat kojega je prije upotrebe potrebno propuhati 5 minuta s dusikom kako bi se
uklonio sav kisik. Izvagani DPPH" se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL uz
pomo¢ lijevka te se nadopuni do oznake s propuhanim etil-acetatom. Odmjerna tikvica s

pripremljenom otopinom se u potpunosti omota aluminijskom folijom kako bi se slobodni
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radikali zastitili od svjetlosti te se 3 minute promijeSa na Vortex uredaju. Nakon mijeSanja

otopina se €uva u hladnjaku na temperaturi od +4 °C.

Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta koristi se EPR spektrometar Magnettech MS-5000,
tvrtke Freiburg Instruments (slika 3).

U mikroepruvetu od 2 mL doda se 980 uL otopine DPPH" te 20 pL uzorka ulja. U trenutku
kontakta ulja i otopine DPPH" pokreée se Stoperica, reakcijska otopina se mije3a na Vortex
uredaju 10 sekundi te se sprema u tamu na 27 minuta. Nakon isteka 27 minute reakcijska
otopina se puni u kapilaru u kojoj se provodi mjerenje te stavlja u instrument. Snimanje EPR
spektra na instrumentu zapoc€inje toéno nakon 30 minuta od poCetka reakcije. Na pocetku
svakog radnog dana izvodi se mjerenje slijepe probe, te se isto €ini svakih 2 sata tokom
trajanja analize. Slijepa proba priprema se na isti nacin kao i uzorak, no umjesto ulja dodaje

se 20 mL etil-acetata.

Slika 3. Magnettech MS — 5000 (Freiburg instruments) EPR spektrometar

(vlastita fotografija)

11



Mjerenje se provodi pri sobnoj temperaturi, s jakosti centralnog magnetskog polja izmedu
331,00 i 343,00 mT, amplitudi modulacije od 0,20 mT, snazi mikrovalnog zracenja od 10 mW
te frekvenciji od 100 kHz. Postavljanje parametara, snimanje spektra i obrada rezultata izvode
se koristenjem softverskog paketa ESR Studio. Za odredivanje postotka redukcije DPPH",
visina intenziteta signala srednjeg pika spektra DPPH" u reakcijskoj smjesi usporeduje se s
visinom signala probe. Postotak redukcije je proporcionalan antioksidacijskom kapacitetu te

se racuna prema formuli [1]:

visina signalagjjjepa proba —Visina signalayzorak

visina signalagjjepa proba

% redukcije DPPH" = 100 -

(1]

3.2.2. Statisticka obrada

Dobiveni rezultati su statisticki obradeni pomoc¢u analize varijance s ponavljanjima (ANOVA)
uz razinu znacéajnosti od 95% (p < 0,05) te su medusobno usporedeni Tukey testom kako bi
se utvrdile razlike izmedu uzoraka. Statisticka obrada provedena je koriste¢i program Micro-

soft Excel.
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4. REZULTATI I RASPRAVA

U skladu sa zakonskom regulativom (Uredba EU 1308/2013), kako bi se ulje moglo deklarirati
kao djeviCansko maslinovo ulje (DMU), mora biti proizvedeno isklju€ivo mehani¢kim
postupcima. Nakon cCid¢enja i pranja plodova masline, ovi postupci ukljuuju mljevenje,
mijeSenje te izdvajanje ulja preSanjem na hidrauli¢kim preSama otvorenog tipa ili
centrifugalnom ekstrakcijom. Problemi suvremene proizvodnje DMU su smanjeno iskoridtenje
proizvodnje zbog nemogucnosti suvremenih metalnih, ali i tradicionalnih kamenih mlinova da
razore sve prisutne stanice u plodu masline te gubitci polifenola u nusproizvodima proizvodnje
odnosno u komini i vegetabilnoj vodi (Nardella i sur., 2021). Potencijalno rjeSenje se trazi u
primjeni pulsiraju¢eg elektricnog polja (PEP) kao predtretmana mijeSenju. PEP inducira
stvaranje mikroporacija u stanicnim membranama, ¢ime poveéava njihovu propusnost i
olakSava izdvajanje ulja iz stanice (Abenoza i sur., 2013). Prilikom primjene inovativnih
tehnologija moramo biti sigurni da neée narusiti kvalitetu i nutritivnu vrijednost DMU. Stoga je
vazno ispitati svojstva ulja proizvedena uz PEP, odnosno vazno je ispitati kako primjena PEP-
a djeluje na negliceridnu frakciju DMU, odnosno na prirodne antioksidanse. To se prati
odredivanjem antioksidacijskog kapaciteta, a u ovom je radu odabrana metoda elektronske
paramagnetske rezonancije (EPR). Osim PEP-a, uvjeti skladistenja takoder imaju znacajan
utjecaj na oksidacijsku stabilnost. Pravilno skladiStenje omogucava produljenje oksidacijske
stabilnosti DMU. U ovom radu prati se trajnost ulja proizvedenog uz primjenu PEP-a u
stvarnim uvjetima skladistenja, u tamnim bocama pri temperaturi ispod 22°C. Cilj rada je
ispitati kako skladiStenje do16 mjeseci utjeCe na antioksidacijski kapacitet DMU iz oblice i
levantinke proizvedenih uz PEP kao predtretman.

U tablici 3. prikazani su rezultati antioksidacijskog kapaciteta, izrazeni kao % redukcije DPPH
radikala, monosortnih DMU sorte oblica proizvedenih uz PEP predtretman skladisteni 12i 16
mjeseci. Usporedujuéi antioksidacijski kapacitet uzoraka ulja oblice skladiStenih 12 mjeseci
tretiranih PEP-om s kontrolnim uzorkom primje¢ujemo da uzorci podvrgnuti tretmanu PEP-a
pri jakosti elektricnog polja od 1 kV/cm kroz 60 sekundi, 2 kV/cm kroz 30 i 90 sekundi te 4,5
kV/cm pri 60 i 102 sekunde pokazuju znacajan statisticki pad. S druge strane, usporedujuci
iste uzorke tretirane PEP-om nakon 16 mjeseci skladiStenja primjeCujemo da uzorci
podvrgnuti jakosti elektricnog polja pri 1 kV/cm kroz 60 sekundi, 2 kV/cm kroz 30 i 90 sekundi,
4,5 kV/cm kroz 18, 60 i 102 sekunde te 7 kV/cm kroz 90 sekundi pokazuju zna€ajan statisticki

rast antioksidacisjkog kapaciteta u odnosu na kontrolni uzorak.
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Tablica 3. Antioksidacijski kapacitet uzoraka DMU-a sorte oblice tretiranih PEP-om

Uzorak 12 mj 16 mj

O-kontrola 22,08 + 0,54ac 16,87 + 0,14bd
O-1 19,79+ 0,17e 20,17 £ 0,25e
0-2 21,02 + 0,49f 21,92 +0,21f
0O-3 21,06 + 0,01g 20,77 £ 0,04g
0-4 21,94 + 0,19ah 21,47 £ 0,06h
0-5 16,98 + 0,53i 18,69 + 0,32j
0-6 20,63 + 0,06k 22,24 + 0,04l
O-7 22,28 £ 0,27a 15,97 £ 0,17b
0O-8 21,48 £ 0,06a 23,37 £ 0,11m
0-9 22,75+ 0,43a 17,59 + 0,23b

*Vrijednosti oznacene razli€itim slovima statisticki su razliite (p < 0,05) prema Tukeyjevom testu viSestruke
usporedbe

Buduc¢i da su ranija istrazivanja dokazala da sastav i koli¢ina polifenola u djeviéanskom
maslinovom ulju imaju znacCajan utjecaj na antioksidacijski kapacitet te da su Martinez-
Beamonte i sur. (2022) te Veneziani i sur. (2019) u svojim radovima zakljucili da tretman PEP-
om povecava propusnost stani¢nih membrana Sto rezultira poveéanjem fenolnih spojeva za
3,2% do 14,3% mozemo zakljuciti da je porast antioksidacijskog kapaciteta rezultat povecanja
fenolnih spojeva u DMU proizvedenim uz OEP predtretman. Usporedujuéi rezultate uzoraka
na temelju vremena skladistenja primje¢ujemo da antioksidacijski kapacitet kontrolnog uzorka
pokazuje znacajan pad nakon 16 mjeseci skladiStenja u odnosu na 12 mjeseci skladistenja.
Osim kontrolnog uzorka znacajan nizi antioksidacijski kapacitet nakon 16 mjeseci skladistenja,
u odnosu na 12 mjeseci, pokazuju i uzorci podvrgnuti jakosti elektri¢nog polja od 7 kV/cm kroz
30 sekundi i 8 kV/cm kroz 60 sekundi, dok statistiCki zna€ajan porast imaju uzorci podvrgnuti
jakosti elektricnog polja od 4,5 kV/cm kroz 60 i 102 sekunde, te 7 kV/cm kroz 90 sekundi.

Usporedujuci dobivene rezultate uzoraka ulja sorte oblica skladiStenih 12 i 16 mjeseci iz ovog
rada s rezultatima u zavrSnom radu Makovac (2023) u kojemu je istrazivan utjecaj PEP-a na
antioksidacijski kapacitet ali u svijeZze proizvedenim uzorcima, vidljivo je kako vrijednost
antioksidacijskog kapaciteta varira s parametrima primijenjenog predtretmana te s vr.emenom
skladistenja. Antioksidacijski kapacitet uzoraka skladiStenih 12 mjeseci podvrgnutih tretmanu
PEP-a pri jakosti elektri¢nog polja od 1 kV/cm kroz 60 sekundi, 4,5 kV/cm kroz 60 102 sekunde
te pri jakosti od 7 kV/cm kroz 90 sekundi se snizio dok se kod ostalih uzoraka, uklju€ujudi i

kontrolni uzorak, povisio. Kod uzoraka skladiStenih 16 mjeseci antioksidacijski kapacitet
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povisio se kod uzoraka podvrgnutih tretmanu PEP-a pri jakosti elektri€nog polja od 1 kV/cm
kroz 60 i 90 sekundi te 7 kV/cm kroz 90 sekundi, dok se kod ostalih uzoraka snizio. Porast
antioksidacijskog kapaciteta kod odredenih uzoraka nakon 12 i 16 mjeseci skladiStenja
moguce je pripisati promjeni fenolnog sastava ulja tijekom vremena skladiStenja, odnosno
razgradnji sloZenih fenola, sekoiridoida, te proporcionalnim povecanjem koncentracije fenola
nize molekulske mase hidroksitirosola i derivata elenolne kiseline (Lozano-Sanchez i sur.,
2013). Gouvinhas i sur. (2014) i Fratianni i sur. (2019) su u svojim istrazivanjima zakljucili da
su antioksidacijski kapacitet i sadrzaj ukupnih fenola u ulju u proporcionalnom odnosu.

U tablici 4. prikazani su rezultati analize varijance rezultata antioksidacijske aktivnosti nakon
12 i 16 mjeseci skladiStenja za ulje sorte oblica. Vidljivo je da primjenjeni uvjeti PEP
predtremana, vrijeme skladistenja te njihova medusobna interakcija imaju statisticki visoko

znacCajan utjecaj na antioksidacijski kapacitet djevicanskog maslinovog ulja

Tablica 4. Analiza varijance rezultata antioksidacijske aktivnosti u uzorcima razli¢itin uvjeta
proizvodnje tijekom 12 i 16 mjeseci skladiStenja za oblicu
Izvor SS df MS F p-vrijednost | F crit

varijabilnosti

Uvjeti PEP 70,18277 |9 7,798086 | 106,3479 | p<0,001 2,392814
Vrijeme

o 12,00509 |1 12,00509 | 163,7217 | p<0,001 4,351244
skladidenja
Interakcija 91,84298 |9 10,20478 | 139,1696 | p<0,001 2,392814

U tablici 5. prikazani su rezultati antioksidacijskog kapaciteta monosortnih DMU sorte
levantinka proizvedenih uz PEP kao predtretman skladistenih 12 i 16 mjeseci. Svi uzorci ulja
sorte levantinka skladiStenih 12 mjeseci tretiranin PEP-om, osim uzoraka tretiranih pri jakosti
elektricnog polja od 4,5 kV/cm kroz 60 sekundi (L-5) i 7 kV/cm kroz 90 sekundi (L-8), pokazuju
znacajno viSi antioksidacijski kapacitet od kontrolnog uzorka. Usporedujuci uzorke nakon 16
mjeseci skladistenja primjeéujemo sli¢an trend. Svi uzorci tretirani PEP-om pokazuju viSi
antioksidacijski kapacitet od kontrolnog uzorka osim uzoraka L-2 (2 kV/cm kroz 30 sekundi),
L-5 (4,5 kV/cm kroz 60 sekundi), L-7 (7 kV/cm kroz 30 sekundi) i L-8 (7 kV/cm kroz 90
sekundi). U kontrolnom uzorku DMU sorte levantinka, za razliku od kontrolnog uzorka sorte
oblice, doSlo je do blagog povecanje antioksidacijskog kapaciteta s duzim vremenom

skladiStenja. Isti je trend primijeCen kod uzoraka podvrgnutih jakosti elektricnog polja od 1
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kV/cm kroz 60 sekundi, 4,5 kV/cm kroz 18 sekundi, 7 kV/cm kroz 90 sekundi te 8 kV/cm kroz
60 sekundi. S druge strane, uzorci tretirani pod uvjetima jakosti elektricnog polja od 2 kV/cm
kroz 30 i 90 sekundi, 4,5 kV/cm kroz 102 sekunde te 7 kV/cm kroz 30 sekundi pokazali su

statisti¢ki znaCajan pad antioksidacijskog kapaciteta.

Tablica 5. Antioksidacijski kapacitet uzoraka DMU-a sorte levantinke tretiranih PEP-om

Uzorak 12 mj 16 mj
L-kontrola 4525+ 0,17a 46,55 + 0,37]
L-1 46,06 £ 0,65a 49,19 £ 0,23k
L-2 45,71 + 0,65b 41,03 + 0,241
L-3 52,71 + 0,06¢ 49,69 + 0,00m
L-4 47,12 + 0,00d 47,92 + 0,22
L-5 42,63 + 0,62¢e 42,63 £ 0,02]
L-6 50,81 + 0,55f 48,95 £ 0,06n
L-7 49,17 £ 0,199 44,67 + 0,400
L-8 40,50 £ 0,47h 41,49 £ 0,10
L-9 47,69 + 0,49i 49,48 + 0,34p

*Vrijednosti oznacene razli€itim slovima statisticki su razliite (p < 0,05) prema Tukeyjevom testu viSestruke
usporedbe

Usporedujuci dobivene rezultate uzoraka ulja sorte levantinka skladidtenih 12 i 16 mjeseci iz
ovog rada s rezultatima u zavrSnom radu Makovac (2023) primjeCujemo da se uzorcima
podvrgnutim jakosti elektri¢nog polja od 4,5 kV/cm kroz 18 sekundi, 7 kV/cm kroz 90 sekundi
i 8 kV/cm kroz 60 sekundi antioksidacijski kapacitet povisio s vremenom skladistenja od 12 i
16 mjeseci, dok se uzorcima podvrgnutim jakosti elektricnog polja od 4,5 kV/cm kroz 60
sekundi i 7 kV/cm kroz 30 sekundi antioksidacijski kapacitet s vr.emenom skladistenja snizio.
U tablici 6. prikazani su rezultati analize varijance rezultata antioksidacijske aktivnosti nakon
12 i 16 mjeseci skladiStenja za ulje sorte levantinka. Iz nje zaklju€ujemo da uvjeti PEP-a imaju
statisticki visoko signifikantan utjecaj na antioksidacijski kapacitet djevic¢anskog maslinovog

ulja zajedno sa vremenom skladiStenjem kao i njihovom interakcijom.
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Tablica 6. Analiza varijance rezultata antioksidacijske aktivnosti u uzorcima razliitih uvjeta

proizvodnje tijekom 12 i 16 mjeseci skladiStenja za levantinku

Izvor SS df | MS F p-vrijednost F crit
varijabilnosti

Uvjeti PEP | 382,9124731 | 9 | 42,54583 | 320,0455 | p<0,001 2,392814
Vrijeme 3,658293818 | 1 | 3,658294 | 27,51904 | p<0,001 4,351244

skladistenja

Interakcija 67,46279155 | 9 | 7,495866 | 56,38667 | p<0,001 2,392814

Usporedujuci oblicu i levantinku zaklju€ujemo da levantinka ima znacajno visi antioksidacijski
kapacitet, odnosno sadrzi puno vise antioksidanasa od oblice. Isto tako, vidimo kako
primijenjeni uvjeti PEP-a imaju razli€ito djeluju na antioksidacijski kapacitet ulja proizvedenih
iz razli€itih sorti sto upucuje na to da bi se parametri predtretmana trebali optimirati za svaku
pojedinu sortu. Usporeduju¢i dobivene rezultate antioksidacijskog kapaciteta ovisno o
vremenu skladistenja primje¢ujemo da u vecini uzoraka dolazi do smanjenja antioksidacijskog
kapaciteta s vremenom skladistenja, ali ne u svim uzorcima. To nije u skladu s dosadasnjim
istrazivanjima jer bi se antioksidacijski kapacitet s vr.emenom skladistenja trebao smanijivati
zbog razgradnje antioksidativnih spojeva kao §to su Okogeri i Tasioula-Margari (2002)
dokazali u svome radu. Povecanje antioksidacijskog kapaciteta kod odredenih uzoraka

pripisujemo izrazito velikoj osjetljivosti koriStene metode.
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5. ZAKLJUCCI

1. Monosortna djevi€anska maslinova ulja proizvedena iz sorte levantinke imaju znacajno

vi8i antioksidacijski kapacitet od ulja proizvedenih od sorte oblice

2. Uyvjeti pulsirajuéeg elektricnog polja, vrijeme skladidtenje te njihova medusobna inte-

rakcija imaju statisti¢ki visoko signifikantan utjecaj na antioksidacijski kapacitet DMU.

3. Antioksidacijski kapacitet se smanijuje tijekom skladistenja, ali povecava koristenjem

pulsirajuceg elektricnog polja kao predtretmana mijeSenju.

4. Utjecaj parametra predtretmana (snaga elektriCnog polja i vrijeme predtretmana) na
antioksidacijski kapacitet proizvedenih djevi¢anskih maslinovih ulja zna¢ajno ovisi o

izboru sorte.
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koji su u njemu navedeni.
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