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1. UVOD

U posljednjih dvadesetak godina sve se viSe povecava interes javnosti za veéim
unosom antioksidanasa putem prehrane zbog njihovih povoljnih ucdinaka na bolesti
uzrokovanih oksidativnim stresom kao S§to su visoki krvni tlak, kroni¢na upala,
neurodegenerativne bolesti (Alzheimerova i Parkinsonova bolest) te neke vrste raka.
Djevicansko maslinovo ulje predstavlja jednu od namirnica koja zbog svog sastava bogatog
antioksidansima, prvenstveno fenolima, fenolnim kiselinama, flavonoidima i tokoferolima
utjeCe na smanjenje rizika od prethodno navedenih bolesti. Osim blagotvornog ucinka na
ljudsko zdravlje, prirodno prisutni antioksidansi doprinose i o¢uvanju kvalitete djevicanskog
maslinovog ulja usporavanjem ili onemoguéavanjem reakcija autooksidacije, termooksidacije,
fotooksidacije te oksidacije uzrokovane ionskim zracenjem ili prisustvom metala poput bakra

1 Zeljeza.

Na koli¢inu i sastav antioksidanasa u DMU-u utjeCu brojni faktori pri ¢emu se
posebno istiCe sorta masline, ali i agrotehni¢ke mjere prilikom razvoja i zrenja ploda, podrucje

rasta, meteoroloski uvjeti zrenja, vrijeme sazrijevanja te nacin proizvodnje ulja.

Mjerenjem antioksidacijskog kapaciteta dobiva se informacija o koncentraciji
antioksidanasa prisutnih u nekom uzorku, dok antioksidacijska aktivnost uzorka daje
informaciju o brzini reakcije prisutnih antioksidansa sa slobodnim radikalima. Razvijene su
brojne analiticke metode kojima se mjeri antioksidacijski kapacitet i aktivnost, a koje se s
obzirom na mehanizam odredivanja mogu podijeliti na kromatografske, elektrokemijske i

spektrometrijske metode.

Cilj ovog rada bio je istraziti utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana kao predtretmana
procesa mijeSenja na antioksidacijski kapacitet autohtonih hrvatskih monosortnih
djevicanskih maslinovih ulja. Osim toga, ispitan je 1 utjecaj nacina, a posljedi¢no i brzine
zagrijavanja tijekom samog predtretmana, na antioksidacijski kapacitet proizvedenih
djevicanskih maslinovih ulja. Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta ulja koriStene su 1
usporedene dvije tehnike, UV-Vis spektrofotometrija i EPR spektrometrija. Dodatno je u
ovom radu ispitan i utjecaj sorte maslina na antioksidacijsku aktivnost proizvedenog

djevicanskog maslinovog ulja.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. SASTAV MASLINOVA ULJA

Masti i ulja su pretezito sastavljeni od triglicerida koji uz digliceride, slobodne masne
kiseline i glicerol ¢ine gliceridnu frakciju. U sastavu triglicerida pojedine vrste ulja
dominiraju neke masne kiseline koje mu daju posebnost. Masne kiseline djevi¢anskog
maslinovog ulja (DMU) se uglavnom sastoje od 16 i 18 ugljikovih atoma. Od zasi¢enih
masnih kiselina u DMU-u se nalaze: laurinska, miristinska, palmitinska, stearinska, arahinska,
behenska i1 lignocerinska masna kiselina. Najzastupljenija nezasi¢ena masna kiselina je
oleinska kiselina (18:1, n — 9), a ¢ini ¢ak 55 — 83 % ukupnih masnih kiselina DMU-u.
Karakterizira ju velika bioloska i prehrambena vrijednost te laka probavljivost. Od ostalih
jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina u DMU-u su prisutne: palmitoleinska kiselina (16:1,
n—7) i gadoleinska (20:1, n — 11). Najvaznije esencijalne masne kiseline su linolna (18:2, n —
6) i linolenska (18:3, n — 3) (Zaneti¢ i Gugi¢, 2006). Negliceridnu frakciju &ine nepolarni
fosfolipidi, tokoferoli, skvalen, steroli, triterpeni, pigmenti (klorofil a i b, feofitin a i b,
karotenoidi: B-karoten, likopen, ksantofil), vitamini topivi u mastima (A i E koji djeluju
sinergisticki s drugim antioksidansima) te polarni fenoli (tirosol, hidroksitirosol), fenolne
kiseline, lignani i1 flavonoidi koji osim $to imaju ulogu u definiranju senzorskih svojstava,

mogu imati i znacajnu biolosku aktivnost (Boskou, 2015).

Tokoferoli (poznatiji kao vitamin E) su nepolarni fenoli koji doprinose oksidacijskoj
stabilnosti DMU skladiStenog u mraku (zastita od autooksidacije) i na svjetlosti (zaStita od
fotooksidacije) (Yalcin i Schreiner, 2017). Od 4 poznata tokoferola a-tokoferol ¢ini 90 %
ukupnih tokoferola prisutnih u DMU-u. Slijede ga p-tokoferol, 3-tokoferol i y-tokoferol.
DMU moze biti dobar izvor vitamina E, ali kako bi se zadrzala pocetna koli¢ina tokoferola

mora se paziti da ono bude skladisteno na primjeren nacin (Boskou, 2015).

Skvalen predstavlja prirodni lipid izoprenoidne strukture koji pripada skupini
terpenoida. Intermedijer je u biosintezi fitosterola u biljkama i kolesterola u ljudi i Zivotinja, a
posjeduje brojna antioksidacijska, protuupalna i antiaterosklerotska svojstva (Lou-Bonafonte i
sur., 2018).

Glavni karotenoidi prisutni u DMU-u su pB-karoten i lutein dok se u manjim

koli¢inama mogu na¢i 1 ksantofili kao Sto su violaksantin 1 neoksantin. Metode 1 temperature



ekstrakcije ulja znacajno utjeCu na konacan udjel karotenoida u ulju. Karotenoidi reagiraju s
molekulama singlet kisika i Stite ulje od fotooksidacije. Osim §to DMU osigurava izvor
karotenoida u prehrani, ono takoder pomaze pri apsorpciji karotenoida unesenih drugom
hranom (Boskou, 2015). Klorofil je zeleni pigment koji DMU-u daje karakteristi¢énu boju. U
tami djeluje kao antioksidans, dok u prisutnosti svjetlosti pospjesuje oksidaciju ulja (Zaneti¢ i

Gugi¢, 2006).

Fenolni spojevi pokazuju snazno antioksidativno, protuupalno i antimikrobno
djelovanje, a prilikom konzumacije DMU-a manifestiraju se kroz gor€inu i pikantnost ¢ime
utjeCu na senzorska svojstva. Oni se u DMU-u nalaze u nekoliko kemijskih skupina: (1)
benzojeve i cimetne kiselina nastale iz fenilalanina kao prekurskorashikimatnim putem; (2)
feniletil alkoholi nastali hidrolizom sekoiridoida; (3) flavonoidi koji su konac¢ni produkti
fenilpropanoidnog puta i fenilalanina kao prekursora; (4) sekoiridoidi nastali iz tirozina kao
prekursora shikimatnim putem; (5) lignani nastali iz hidroksicinamil alkoholnih monomera

shikimatnim putem (Kalogeropoulos i Kaliora, 2015).

Od fenolnih spojeva u DMU-u isti¢e se oleuropein, sekoiridoidni ester koji se sastoji
od 3 podjedinice: molekule glukoze, elenolne Kiseline i hidroksitirosola (Ray i sur., 2015). |
glikozidni i aglikonski oblik oleuropeina pokazuje antioksidativna, protuupalna i
antikancerogena svojstva te $titi rad srca 1 mozga. Oleuropein potice autofagiju, proces kojim
se stanicama uklanjaju oSteceni organeli, oSte¢eni proteini i nakupine amiloida §to omogucava
odrZavanje stanicne homeostaze te sprjeCavanje razvoja srcanih oboljenja, raznih vrsta
rakova, dijabetesa, Parkinsonove i autoimunih bolesti, osteoartritisa, osteoporoze itd. (Nediani
i sur., 2019). Od ostalih sekoiridoidnih spojeva u DMU-u se isti¢u ligstrozid i
demetiloleuropein (Romero-Segura i sur., 2009).

Fenolni glikozidi se hidroliziraju prilikom proizvodnje DMU-a pomoc¢u endogenih
glukozidaza masline pri ¢emu nastaju sekoiridoidni produkti koji €ine najvaznije fenolne
komponente DMU-a (Hachicha Hbaieb i sur., 2014; Montedoro i sur., 2002). Sekoirirdoidni
derivati nastali enzimskom hidrolizom oleuropeina, ligstrozida i demetiloleuropeina su
dialdehidni oblici dekarboksimetioleuropeina i ligstrozidaglikona (3,4-DHPEA-EDA -
oleacein odnosno p-HPEA-EDA - oleokantal) i aldehidni oblici oleuropeina i
ligstrozidaglikona (3,4-DHPEA-EA i p-HPEA-EA). Navedeni spojevi su najzastupljenije
fenolne komponente nadene u veé¢ini DMU-a (Romero-Segura i sur., 2009). Aglikonski

derivat ligstrozida, oleokantal, ima posebnu vaznost budu¢i da je odgovoran za pikantnost ulja



te predstavlja fenol snaznih neurozastitnih 1 protuupalnih svojstava s izrazenim

ciklooksigenaznim inhibicijskim djelovanjem sli¢énim ibuprofenu (Termentzi i sur., 2015).

Uslijed djelovanja esteraza ili kiselih katalaza kao produkt hidrolize oleuropeina
nastaje hidroksitirosol $to se dogada prilikom sazrijevanja, skladiStenja te obrade maslina
(Robles-Almazan i sur., 2018; Ray i sur., 2015). lako hidroksitirosol nastaje uslijed
degradacije oleuropeina, koncentracije oba spoja rastu tijekom sazrijevanja plodova masline
(Termentzi i sur., 2015). Svoju antioksidativnu aktivnost duguju orto — difenolnoj strukturi,
no jaca antioksidacijska svojstva pokazuje hidroksitirosol (Ray i sur., 2015). Prilikom
proizvodnje DMU-a hidroksitirosol se moZe na¢i u slobodnom acetatnom obliku ili kao dio
kompleksnih molekula kao $to su oleuropein, oleacein i verbaskozid (Slika 1) dok se tijekom
skladiStenja udio slobodnog oblika povecava uslijed hidrolize sekoiridoida. Kroz
antioksidativna, antimikrobna i protuupalna svojstva hidroksitirosol povoljno djeluje na rad
disnog i krvozilnog sustava te smanjuje rizik od nastanka raka koze (Robles-Almazan i sur.,
2018). Od fenolnih alkohola istice se 1 tirosol koji se u velikim koli¢inama nalazi u obliku

estera elenolne kiseline kao oleokantal (Ray i sur., 2015).

0
OH }o
HO 0
HO HO Y O on
OH OH
OH
Hidroksitirosol Oleuropein

HO

Oleacin Verbaskozid

Slika 1. Kemijska struktura hidroksitirosola, oleuropeina, olaceina i verbaskozida
(Anonymous 1 — 4, 2022)



Sastav i koncentracija fenola u DMU-u ovisi o brojnim ¢imbenicima kao $to su sorta,
podru¢je rasta i vrijeme sazrijevanja masline te proces proizvodnje DMU-a. DMU-a
proizvedena od maslina razli€itih sorti uzgojenih u istim uvjetima pokazuju velike razlike u
koncentraciji glavnih sekundarnih metabolita, a isto tako postoje i kvantitativne varijacije kod
maslina iste sorte uzgojenih na razli¢itim podruc¢jima. Vrsta mlina i proizvodni proces su dva
glavna ¢imbenika koji utjeCu na sastav fenola od ploda do ulja (Termentzi i sur., 2015). U
istrazivanju Montedora i sur. (2002) se pokazalo kako se tijekom mljevenja udio oleuropeina i
demetiloleuropeina smanjuje dok se udio njihovih aglikonskih derivata kao Sto su 3.,4-
DHPEA-EDA znacajno povecava. Nadalje, kada je maslinovo tijesto blansirano pri 95 °C u
trajanju od 6 minuta u mikrovalnoj peénici s ciljem inaktivacije endogenih glukozidaza,
koncentracija oleuropeina i demetiloleuropeina se ne smanjuje, a njihovi aglikonski derivati
se ne povecavaju. Ovi rezultati jasno ukazuju na to da je udio sekoiridoidnih aglikona u ulju u
direktnoj korelaciji s aktivnosti endogenih glukozidaza aktiviranih tokom mljevenja
(Termentzi i sur., 2015). Endogeni enzimi masline mogu imati i nepovoljan utjecaj na udio
fenola u DMU-u. Takav negativan utjecaj pokazuju polifenol oksidaze i peroksidaze koje
ubrzavaju oksidaciju fenolnih glikozida prilikom sazrijevanja ploda te proizvodnje ulja,

posebno sekoiridoidnih glikozida nastalih iz oleuropeina (Garcia-Rodriguez i sur., 2015).

S obzirom na to da su fenoli hidrofilne prirode ne mogu se u potpunosti prenijeti iz
maslinova tijesta u ulje te se veliki dio zadrzava u komini. MijeSenje uz mljevenje predstavlja
najvazniju kriti¢nu tehnolosku tocku proizvodnje DMU-a buduéi da u ovim fazama dolazi do
kontakta sastojaka kozice, sjemenke 1 pulpe s endogenim enzimima ¢ime zapocinju kemijske 1

biokemijske reakcije (Termentzi i sur., 2015).

2.2. ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET | AKTIVNOST

Antioksidansi su prema definiciji molekule koje usporavaju ili sprje¢avaju oksidaciju
drugih molekula, dok su bioloski antioksidansi definirani kao svaka tvar koja, kada je prisutna
u niskim koncentracijama u usporedbi s koncentracijama oksidiraju¢eg supstrata, znacajno
odgada ili sprjecava oksidaciju tog supstrata (Capanoglu i sur., 2018). Posljednjih desetljeca,
povecan je interes za ulogom antioksidanasa kao $to su polifenoli, karotenoidi, vitamini C i E
zbog povoljnih uéinaka na bolesti uzrokovanih oksidativnim stresom: ateroskleroza, visoki
krvni tlak, dijabetes, kroni¢na upala, neurodegenerativne bolesti poput Alzheimerove i

Parkinsonove bolesti te neke vrste raka (Munteanu i Apetrei, 2021; Capanoglu i sur., 2018).



Osim blagotvornog ucinka na ljudsko zdravlje, antioksidansi doprinose oCuvanju kvalitete
DMU-a usporavanjem ili onemoguéivanjem autooksidacije, termooksidacije, fotooksidacije,
oksidacije uzrokovane ionskim zracenjem ili prisustvom metala (bakar, Zeljezo) (Shahidi i
Zhong, 2015; Zaneti¢ i Gugi¢, 2005).

Antioksidansi se s obzirom na mehanizam djelovanja dijele na primarne i sekundarne
antioksidanse. Primarni inhibiraju lan¢anu reakciju oksidacije djelujuci kao donori vodika ili
akceptori slobodnih radikala pri ¢emu stvaraju stabilnije radikale. Imaju uglavnom fenolnu
strukturu, a ukljucuju antioksidativne minerale i vitamine te fitokemikalije (flavonoidi,
katehini, karotenoidi, -karoten, likopen, diterpeni i njihovi derivati). Neki od sintetskih
primarnih antioksidansa su butilhidroksianizol (BHA), butilhidroksitoluen (BHT) i propilgalat
(PG). Ovi spojevi djeluju razli¢itim mehanizmima ukljucujuéi vezanje metalnih iona,
prevodenje hidroperoksida u neradikalne spojeve, apsorbiranje UV zraéenja, deaktivaciju
singletnog kisika te uklanjanje kisikovih radikala (Munteanu i Apetrei, 2021). Sekundarni
antioksidansi ili sinergisti djeluju na nacin da vezu tragove metala ¢ime inaktiviraju i
iskljucuju prooksidacijsko djelovanje, obnavljaju 1 produljuju djelovanje antioksidansa
davanjem vodikova atoma ili sprje¢avaju djelovanje antioksidanasa na razgradnju peroksida

(Koprivnjak, 2006).

Antioksidansi se takoder mogu podijeliti na enzimske 1 neenzimske antioksidanse.
Enzimski obuhvacaju primarne (superoksid dismutaza, katalaza, glutationperoksidaza) i
sekundarne enzime (glutationreduktaza, glukoza-6-fosfat dehidrogenaza) dok se pod
neenzimskim podrazumijevaju prethodno opisani primarni i sekundarni antioksidansi
(Munteanu i Apetrei, 2021).

Vazno je razlikovati pojam antioksidacijske aktivnosti od antioksidacijskog kapaciteta.
Antioksidacijska aktivnost neke tvari je kineticki pojam, a oznacava brzinu kojom promatrana
tvar reagira s nekim kisikovim ili dusikovim spojem. Tlak, temperatura i pH su vazni buduéi
da imaju direktan utjecaj na antioksidacijsku aktivnost. Antioksidacijski kapacitet daje
informaciju o kumulativnom svojstvu uzorka u uklanjanju odredene koli¢ine reaktivnih
spojeva u odredenom vremenu, ali ne daje informaciju o samoj brzini reakcija (Laguerre i
sur., 2007).



2.2.1. Mjerenje antioksidacijskog kapaciteta/aktivnosti

Analize za mjerenje antioksidacijske aktivnosti/kapaciteta se mogu kategorizirati
ovisno o mehanizmu kemijskih reakcija na: (1) reakcije na bazi prijenosa jednog elektrona
(SET,; eng. Single Electron Tranfer); (2) reakcije na bazi prijenosa atoma vodika (HAT; eng.
Hydrogen Atom Transfer); (3) reakcije na bazi kelacije metalnog iona. Mehanizam prijenosa
jednog elektrona (SET) ukljucuje redoks reakciju s oksidansom (radikalom) [1] koji je
pokazatelj krajnje tocke reakcije dok analize temeljene na mehanizmu prijenosa atoma vodika
(HAT) prikazane jednadzbom [2] uklju¢uju uporabu sintetickog generatora slobodnih
radikala, oksidiraju¢e molekularne sonde i antioksidansa. Analize temeljene na SET-u mjere
redukcijski kapacitet antioksidansa, dok analize temeljene na HAT-u kvantitativno odreduju
sposobnost doniranja atoma vodika. U SET analizama antioksidans stabilizira radikal na nacin
da mu preda slobodni elektron §to uzrokuje promjenu boje radikala, a sam intenzitet promjene
boje ovisi o koncentraciji antioksidansa u reakcijskoj smjesi. ZavrSna tocka reakcije je
postignuta kad nema promjene boje odnosno kada je prijenos elektrona zaustavljen (Sadeer i
sur., 2020).

ROO" + AH/ArOH — ROO~ + AH */ArOH™*
AH */ArOH'" + H,0 & A'/ArO' + H;07" [1]
ROO™ + H;0* < ROOH + H,0

ROO" + AH/ArOH © ROOH + A’/ArO’ [2]

Reakcije na bazi kelacije metalnog iona se temelje na svojstvu antioksidanasa da
keliraju prijelazne metale Zn?*, Fe?* i Cu?* (Sadeer i sur., 2020). Osim 3 navedena mehanizma
djelovanja koji se koriste u analitiCke svrhe, antioksidansi djeluju 1 putem sljedecih
mehanizama: (1) proton — spregnuti prijenos elektrona (PCET; eng. proton — coupled electron
transfer); (2) formiranje radikalnog adukta (RAF; eng. Radical adduct forming); (3)
sekvencijalni prijenos elektrona s gubitkom protona (SPLET; eng. sequential proton — loss
electron transfer); (4) sekvencijalni prijenos elektrona i protona (SEPT; eng. Sequential
electron proton transfer); (5) sekvencijalni prijenos vodikovog atoma s gubitkom protona
(SPLHAT; eng. sequential proton-loss hydrogen-atom transfer) (Galano i sur., 2016).



Razvijene su razne analiticke metode za mjerenje antioksidativnih svojstava uzoraka, a
mogu se razvrstati u sljedeCe tri kategorije: spektrometrijske, elektrokemijske i
kromatografske tehnike (Sadeer i sur., 2020). Spektrometrijske metode kao $to su Folin —
Ciocalteu, FRAP (eng. ferric reducing antioxidant power) i CUPRAC (eng. cupric reducing
antioxidant capacity) mjere kapacitet antioksidansa preko redukcije oksidansa koji mijenja
boju kada je reduciran. Stupanj promjene boje je u direktnoj korelaciji s koli¢inom
antioksidansa u uzorku. Elektrokemijske metode (ciklicka voltametrija, voltametrija
diferencijalnog pulsa 1 voltametrija kvadratnih valova) se temelje na proucavanju
elektrokemijskih svojstava antioksidansa u uzorcima hrane pomocu ugljikove, dijamantne i
grafitne elektrode (Sun i sur., 2018). Kromatografske metode ukljuuju razdvajanje
komponenti uzorka izmedu tekuce i plinovite ili tekuce i1 krute faze na osnovu njihovih
razliCitih svojstava, a antioksidacijski kapacitet/aktivnost se odreduje na razli¢ite nacine kao
§to je ionizacija ili mjerenje konduktiviteta (u plinskoj kromatografiji - GC), UV-Vis
detekcija, fluorescencija, masena spektrometrija ili elektrokemijska detekcija (u
visokodjelotvornoj tekuc¢inskoj kromatografiji - HPLC) i fotografiranje pod vidljivim svjetlom
(u tankoslojnoj kromatografiji) (Sadeer i sur., 2020). U Tablici 1 su prikazane najéesce

koriStene metode za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta/aktivnosti.



Tablica 1. Najcesce koristene metode za mjerenje antioksidacijskog kapaciteta/aktivnosti

(Capanoglu i sur., 2018)

Metoda Oksidacijsko sredstvo Proba Detekcija
HAT metode
ORAC ROO- proizveden iz AAPH B-fikoeritrin, fluorescein ~ Fluorometar
TRAP ROO- proizveden iz ABAP  ABTS Spektrofotometar
TOSC ROO- KMBA HS-GC
Crocin test izbjeljivanja ROO- proizveden iz AAPH Crocin Spektrofotometar
SET metode
Folin — Ciocalteu Fenolne komponente Folin — Ciocalteu reagens  Spektrofotometar
FRAP Fe (111) TPTZ Spektrofotometar
CUPRAC Cu (1) Neokuproin Spektrofotometar

Kombinirane metode

ABTS/TEAC ABTS ABTS Spektrofotometar
DPPH" DPPH" DPPH" Spektrofotometar
DMPD DMPD DMPD Spektrofotometar

AAPH, 2,2-azobis (2-metilpropionamidin) dihidroklorid; ABAP, 2,2-azobis(2-amidinopropan) dihidroklorid;
ABTS, 2,2-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina); CUPRAC, smanjenje antioksidacijskog kapaciteta
pomocu bakra; DMPD, N,N-dimetil-p-fenilendiaminedihidroklorid; DPPH", 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil; FRAP,
Smanjenje antioksidacijskog kapaciteta pomocu Zeljeza; HSGC, headspaceplinska kromatografija, KMBA, keto-
metiolbutiri¢na kiselina; ORAC, kapacitet apsorpcije radikala kisika; ROOs, peroksilni radikal; TEAC, Troloxu
ekvivalentan antioksidacijski kapacitet; TOSC, ukupni kapacitet hvatanja oksiradikala; TPTZ, 2,4,6-tripiridils-

triazin; TRAP, ukupni antioksidativni parametar za hvatanje peroksilnih radikala.

Danas su u analitici najce$¢e koristene metode kojima se mijeri antioksidacijski
kapacitet/aktivnost bioloskih uzoraka na temelju kolorimetrije kao $to je DPPH™ metoda
(Sadeer i sur., 2020). DPPH" (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) je w-radikal koji se nalazi u obliku
monomera u ¢vrstoj fazi i u otopini. Nije prirodni radikal, ali je mehanizam reakcije s
antioksidansima slican onom s peroksilnim radikalom. Topljiv je u raznim organskim
otapalima (naj¢es¢e metanolu, etanolu i njihovim vodenim smjesama) te nije topljiv u vodi.
Sama metoda se temelji na doniranju elektrona antioksidansa u svrhu neutralizacije DPPH
radikala - SET metoda (Slika 2). Ova je reakcija popracena promjenom boje (iz ljubicaste u

Zutu) izmjerenoj na valnoj duljini 515 — 518 nm koja djeluje kao pokazatelj antioksidacijske



aktivnosti. Najcesce se antioksidacijski kapacitet izmjeren ovom metodom definira kao ECso,
odnosno kao efikasna koncentracija antioksidansa koja je potrebna kako bi se pocetna
koli¢ina DPPH" smanjila za 50 %. Ovo je jednostavna metoda za koju je potreban jedino Vis
— spektrofotometar ili spektrometar elektronske paramagnetske rezonancije (EPR). Osim
jednostavnosti ostale prednosti su niska cijena, reproducibilnost, primjenjivost na sobnoj

temperaturi te moguénost automatizacije (Munteanu i Apetrei, 2021).

a0, a0
L " J

O,N NO, 0,N NO,
NO, NO,
DPPH DPPH
(oksidirani) (reducirani)

Slika 2. Reakcija redukcije DPPH radikala (Teixeira i sur., 2013)
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2.2.2. Princip rada UV-Vis spektrofotometra

Spektrometrijske tehnike se koriste za mjerenje interakcije elektromagnetskog
zraCenja i materije. Materija apsorbira zracenje $to uzrokuje prelazak atoma/molekula analita
u drugo (najéeScée vise) energetsko stanje. U spektrofotometriji se mjeri stupanj apsorbancije
ili emisije elektromagnetskog zraCenja, a sama interakcija zra¢enja s materijom direktno ovisi
o energiji zraCenja. UV-Vis spektrofotometrija se smatra najstarijom spektrofotometrijskom
tehnikom koja se koristi za mjerenje intenziteta svjetlosti u ultraljubi¢astom (UV, 10 — 400
nm) i vidljivom (Vis, 400 — 800 nm) podru¢ju valnih duljina elektromagnetskog zraéenja.
Princip rada UV-Vis spektrofotometra se temelji na fenomenu apsorpcije svjetlosti, a koli¢ina
apsorbirane svjetlosti je direktno proporcionalna kolicini analita prisutnom u otopini uzorka.
Kako se koncentracija analita povecava, apsorpcija svjetlosti se linearno povecava dok se
transmisija svjetlosti eksponencijalno smanjuje. U UV-Vis podru¢ju apsorpcija zracenja ovisi
o elektronskoj konfiguraciji atoma, molekula, iona ili prisutnih kompleksa. Kada foton dode u
interakciju s molekulom moze inducirati prijelaz u energetskoj razini molekule ukoliko
energija koju foton daje odgovara razlici energije ovih razina (Slika 3). Koli¢ina zracenja koju
apsorbira analit se mjeri i biljezi naspram valne duljine elektromagnetskog zracenja kako bi se
dobio spektar (dijagram valne duljine ili frekvencije u odnosu na intenzitet aposrpcije) (Akash
i Rehman, 2020).

E1l (pobudeno stanje)

M

svjetlost
E2 (osnovno stanje)

Slika 3. Shematski prikaz elektronskih energetskih razina (Akash i Rehman, 2020)

Koriste se dvije vrste izvora svjetlosti u obliku polikromatske svjetlosti. Za UV
zracenje koriste se deuterijeve, vodikove, volframove, Zivine i1 ksenonske lampe, dok se za
izvor vidljive svjetlosti koriste volframove, ugljikove i lampe sa zivinom parom. Na Slici 4

prikazane su osnovne komponente UV-Vis spektrofotometra. Emitirana svjetlost dolazi do
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monokromatora koji polikromatsku prevodi u monokromatsku svjetlost, odnosno propusta
samo jednu valnu duljinu svjetlosti koja na njega pada. Svjetlo odredene valne duljine dolazi
do uzorka ili uzoraka koji se nalaze u kivetama. Kivete mogu biti razli¢itih oblika, veli¢ina,
transmisijskih karakteristika te izradene od razli¢itih materijala (plastika, staklo, kvarc).
Detektor mjeri kolicinu svjetlosti koja prode kroz uzorak te svjetlosne signale prevodi u

elektricne koji se obraduju na uredaju za oCitavanje signala (Akash 1 Rehman, 2020).

Monokromator

A

s{'zj‘;ttjlra - - Detektor

Disperzivni
element
Uzorak

Slika 4. Osnovne komponente UV-Vis spektrofotometra (Anonymous 5, 2022)

2.2.3. Princip rada spektrometra elektronske paramagnetske rezonancije

Metoda elektronske paramagnetske rezonancije (EPR) spektroskopije zahtijeva
prisutnost nesparenog elektronskog spina (Sahu i sur., 2013). Temelji se na apsorpciji
mikrovalnog zracenja od strane paramagnetskog uzorka (materijala s nesparenim elektronima)
postavljenog u vanjsko magnetsko polje Sto je korisno pri odredivanju slobodnih radikala 1
prijelaznih metala (Barba i sur., 2020). Najjednostavniji EPR aktivni sustav se sastoji od
jednog spina nesparenog elektrona u molekularnoj orbitali. Elektron moze postojati u jednom
od dva Ms kvantna stanja, +% ili —%. U odsutnosti magnetskog polja ova su dva stanja
degenerirana 1 imaju istu energiju. Medutim kada se uklju¢i magnetsko polje energija —Y2
stanja se smanjuje, a +% raste kao funkcija jakosti magnetskog polja sto je vidljivo na Slici 5.
Stoga je prilikom provodenja EPR spektroskopije potrebno ispuniti uvjet rezonancije,
odnosno paramagnetskom sustavu dovesti energiju promjenjivog magnetskog polja koja je
jednaka razlici energijskin razina o 1 p-elektrona (Sahu i sur., 2013). Odredivanje
antioksidacijskog kapaciteta/aktivnosti se temelji na mjerenju promjene intenziteta EPR
spektra stabilnih radikala Sto je rezultat njihove interakcije s antioksidansima (Bartoszek i

Polak, 2012).
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Slika 5. Ovisnost promjene energije —% i +% stanja elektrona o jakosti magnetskog polja
(Sahu i sur., 2013)

Energetska razlika izmedu dva stanja elektrona moze se prikazati sljedeCom

jednadzbom:
AE = gB.p, [3]

gdje je g — Landeov g-faktor, Be — Borov magneton (9,27x10%* Nm/kg-s2-A?), h —
Plankova konstanta (6,626x10**Nm:s), v — frekvencija mikrovalova, Bo — intenzitet vanjskog
magnetskog polja. Osnovna Sl jedinica za jakost magnetskog polja je tesla (T), ali je u EPR

spektroskopiji uobi¢ajeno koristiti gaus (1 T = 10* G).

EPR spektrometar je wuredaj pomocu kojeg se ocitava pojava elekronske
paramagnetske rezonancije. Dva su tipa spektrometra koji rade na razli¢itim principima: CW
(eng. Contionuous wave) metoda gdje se uzorak izlaze zraCenju konstantne frekvencije, a
magnetsko polje se neprekidno mijenja te pulsni EPR spektrometar gdje se uzorak izlaze

zraCenju razlicitih frekvencija pri konstantnom magnetnom polju (Mili¢ Komi¢, 2018).

EPR spektrometar se sastoji od elektromagneta koji stvara homogeno i stabilno polje
izmedu ¢ijih je polova smjeStena rezonantna Supljina s uzorkom. U elektromagnet je ugradena
Hallova proba za mjerenje i kontrolu magnetskog polja. Uz elektromagnet i rezonantnu
Supljinu, osnovni dio uredaja ¢ini mikrovalni most koji je izvor mikrovalova 1 detektor EPR
signala (Slika 6). Mikrovalni most sadrzava klistron koji je izvor mikrovalnog zracenja i

detektorsku diodu. Prigusiva¢ omogucuje propustanje mikrovalova samo u jednom smjeru
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¢ime kontrolira intenzitet mikrovalnog zracenja 1 Stiti klistron od eventualne refleksije
mikrovalova iz rezonantne Supljine. Frekvencija mikrovalova iznosi 8,8 — 9,6 GHz, a
maksimalna mikrovalna snaga je 200 mW. Moduliranjem magnetskog polja frekvencijom od
100 kHz se povecava osjetljivost detekcije. Kada frekvencija i magnetsko polje zadovolje
uvjet rezonancije dolazi do prijelaza spinova u visi energetski nivo te sustav biljezi EPR

signal (Vojni¢ Kortmis, 2019).

Podesavanje
faza

FRIIIIIECCY (Y'// S TURCTH [ STITCTITIT A W TP Prrnsennnm, .
: :  Detektor

A

Izvor A s

mikrovalova Izolator Cirkulator
___,-: Pojacalo
- J g T
4 =E -
A

Prigudivac e Kabel

Modulacija polja

A

S

Magnetno
napajanje

—
Spremnik za Py
uzorak

Slika 6. Shema standardnog EPR spektrometra (CW) (Neugebauer, 2010)

EPR spektroskopija se istice visokim stupnjem osjetljivosti, visokom specificnosti te
potrebom za malim koli¢inama uzoraka (Barba i sur., 2020). Jedina je metoda za detekciju i
direktnu kvantifikaciju broja nesparenih elektrona (Lund i sur., 2011). Trajanje mjerenja je
izmedu nekoliko minuta 1 nekoliko sati. Oc¢itanje mjerenja je nedestruktivno te se moze
ponoviti viSe puta na istom uzorku. Nedostatak ove metode je mogucnost pogreske rezultata

mjerenja izazvane prirodnim odnosno pozadinskim signalom (Vojni¢ Kortmis, 2019).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
3.1. MATERIJALI

Kao materijal u ovom radu koristeni su uzorci DMU-a Cetiriju autohtonih hrvatskih
sorti masline (oblica, rosulja, istarska bjelica i levantinka) proizvedeni na laboratorijskoj uljari
bez i uz ubrzani toplinski tretman (UTT) pri 6 razli¢itih temperatura (15 °C, 20 °C, 25 °C, 30
°C, 35 °C, 40 °C). Uz to su kao materijal koriStena i ¢etiri uzorka DMU-a proizvedena iz
ranije navedenih sorti konvencionalnom tehnologijom u poluindustrijskom pogonu. Sva su
ulja proizvedena 2021. godine. Svi uzorci ulja su nakon proizvodnje ¢uvani u bocama od

tamnog stakla u kojima je prostor iznad ulja bio ispunjen dusikom pri temperaturi 15 — 20 °C.

3.2. METODE

3.2.1. Laboratorijska proizvodnja djevi¢anskog maslinovog ulja uz ubrzani toplinski

tretman

Ocisceni 1 oprani plodovi maslina samljeveni su na mlinu ¢ekicaru (MM-100) koji je
dio laboratorijske pilot — uljare Abencor (MC2 Ingenieria y Sistemas). Uz mlin, pilot — uljara
sadrzi i termomijesalicu s vodenom kupelji (TM-100) i centrifugu (CF-100). Maslinovo
tijesto je tretirano UTT-om pri 6 razli¢itih temperatura: 15 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C, 40
°C. Hladenje na Zeljene temperature (15 °C i 20 °C) je provedeno u uredaju za ubrzano
hladenje (Blastchiller ATT05 ATTILA ABB, TECNODOM) gdje je toplinska energija
odvodena konvekcijom pri temperaturi od -18 °C. Oko 800 g maslinova tijesta se naneseno je
na pladnjeve od inoksa u sloju visine 1 — 1,5 cm. Grijanje maslinova tijesta na temperature od
25 °C do 40 °C je provedeno na dva nacina. U termostatu pomocu prijenosa topline
konvekcijom pri temperaturi od 45 °C u kojem je tijesto bilo naneseno na pladnjeve od inoksa
kao 1 kod hladenja tijesta. U drugom nacinu tijesto je zagrijavano pomocu kondukcije u
vodenoj kupelji (SUB Aqua Pro SAP12, GRANT). Tijesto je presipano u plasti¢éne posudice
koje su s gornje strane oblagane s aluminijskom folijom kako bi se ravnomjerno raspodijelila
toplina. Voda u kupelji je bila zagrijavana na 50 °C (za temperature tijesta 25 — 35 °C) i 52 °C

(za temperaturu tijesta 40 °C). Zeljena temperatura provjeravana je ubodnim termometrom.
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Tretirano tijesto je podvrgavano mijeSenju i centrifugiranju na laboratorijskoj uljari.
MijeSenje je provodeno u trajanju od 40 minuta pri temperaturi od 27 °C nakon ¢ega slijedi
centrifugiranje pri ¢emu se izdvaja ulje kroz 90 sekundi uz 3500 o/min. Dobiveno je ulje
dodatno izbistreno finim centrifugiranjem na centrifugi Hettich Universal 320R (Andreas
Hettich GmbH & Co. KG) na 18 °C u trajanju od 4 minute pri 5000 o/min.

3.2.2. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH" metodom pomoéu UV-Vis

spektrofotometra

Uzorcima ulja odredivana je sposobnost hvatanja 2,2-difenil-1-pikril-hidrazil — DPPH
radikala prema metodi Kalantzakisa i sur. (2006). Smanjenje udjela DPPH radikala (tehnicka
Cistoca > 85 % (CHN), Fluka) u uzorku odreduje se pomocu spektrofotometra (UviLine 9400,
Secomam) mjerenjem promjene boje, odnosno apsorbancije, reakcijske smjese pri valnoj
duljini od 515 nm.

3.2.2.1. Priprema uzoraka i reagensa za analizu

U svrhu provodenja reakcije potrebno je pripremiti 10%-tnu (mV?) otopinu ulja u etil
— acetatu (HPLC C¢isto¢a, CARLO ERBA Reagents) 1 otopinu DPPH radikala u etil — acetatu
(0,225 mM). Uz navedene, potrebno je pripremiti i otopine DPPH radikala u etil — acetatu
razli¢itih koncentracija (0,125, 0,1, 0,05, 0,02, 0,01 i 0,005 mM) koje se koriste za izradu

bazdarnog dijagrama.

3.2.2.2. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Otopini ulja volumena 1 mL dodaje se svjeze pripremljena otopina DPPH radikala u
volumenu od 4 mL. Reakcijska smjesa mijeSa se 10 sekundi na Vortex uredaju, drzi u mraku
tocno 30 minuta nakon Cega se mjeri apsorbancija na 515 nm uz slijepu probu (1 mL otopine

ulja i 4 mL etil acetata).
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3.2.2.3. Izrada bazdarnog dijagrama

Postupak mjerenja za izradu bazdarnog dijagrama provodi se identicno postupku
odredivanja antioksidacijskog kapaciteta uzoraka pri ¢emu se umjesto reakcijskih smjesa
otopina ulja i DPPH radikala koriste otopine DPPH" u etil — acetatu na 6 koncentracijskih
razina, a mjerenje se provodi u 2 ponavljanja. Mjeri se i apsorbancija slijepe probe koju ¢ini
samo etil — acetat. Na temelju dobivenih vrijednosti izraduje se bazdarni dijagram ovisnosti

apsorbancije o koncentraciji DPPH radikala (Slika 7).

R?=0.999
1.6

1.4

1.2

A 515nm

0.8
0.6
0.4

0.2

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14
koncentracija DPPH (mM)

Slika 7. Bazdarni dijagram ovisnosti apsorbancije o koncentraciji DPPH"

Iz prikazane krivulje izvedena je jednadzba za izraun koncentracije DPPH" - formula
[4]:

) A+0,0027
[DPPH] = 11,7579 [4]

gdje je [DPPH'] koncentracija DPPH radikala, a A izmjerena vrijednost apsorbancije

na spektrofotometru.

17



Postotak redukcije DPPH’, koji je proporcionalan antioksidacijskom kapacitetu,
izraunava se prema formuli [5]:

% redukcije DPPH = 100 - (1 - —[[?;1?]30) [5]
0

gdje je [DPPH ]o izraCunata koncentracija DPPH" u kontrolnom uzorku (t = 0), a [DPPH ]3o

izraCunata koncentracija DPPH" u reakcijskoj smjesi nakon 30 minuta reakcije.

3.2.3. Odredivanje antioksidacijskog kapaciteta DPPH' metodom pomocu EPR
spektroskopije

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta uzoraka ulja EPR spektroskopijom
koristena je modifikacija metode Nutrizio i sur. (2021) kojom se ulje dodaje u otopinu
slobodnog radikala DPPH te se prati njegova inaktivacija uslijed djelovanja spojeva ulja koji

imaju antioksidacijsku aktivnost.

3.2.3.1. Priprema reagensa za analizu

Otopinu DPPH radikala (tehni¢ka cistoca > 85 % (CHN), Fluka) u etil — acetatu
(HPLC c¢isto¢a, CARLO ERBA Reagents) potrebno je pripremiti dan prije provedbe analize.
Za 0,15 mM otopinu izvaze se 5,91 mg DPPH radikala u laboratorijsku ¢asicu od 25 mL na
analitickoj vagi (KERN ABP 200-5DM, KERN & SOHN). Etil — acetat je potrebno propuhati
dusikom u trajanju od 5 minuta kako bi se uklonio sav kisik koji moze uzrokovati
interferencije prilikom mjerenja. Izvagani DPPH" se kvantitativno prenese u odmjernu tikvicu
od 100 mL te nadopuni etil — acetatom propuhanim s dusikom do oznake. Odmjerna tikvica se
omota u aluminijsku foliju kako bi se otopina zastitila od svjetlosti nakon ¢ega se mjeSa na

Vortex uredaju 3 minute te skladisti u hladnjaku 24 sata pri temperaturi od +4 °C.

3.2.3.2. Postupak odredivanja antioksidacijskog kapaciteta

Mijerenje antioksidacijskog kapaciteta provodi se na EPR spektrometru Magnettech
MS — 5000 tvrtke Freiburg instruments (Slika 8). Prije pocetka rada na uredaju je potrebno

pokrenuti inicijalizaciju u trajanju od 15 minuta.

18



Slika 8. Magnettech MS — 5000 (Freiburg instruments) EPR spektrometar (vlastita

fotografija)

U mikroepruvetu od 2 mL automatskom pipetom se doda 980 uL otopine DPPH" i 20
pL uzorka ulja. U trenutku dodatka ulja pokrece se Stoperica, a uzorak se mijeSa na Vortex
uredaju u trajanju od 10 sekundi. Reakcijska otopina se stavi u mrak te minutu do dvije prije
isteka vremena od 30 minuta napuni u kapilaru i umetne u cjevc¢icu uredaja. Nakon to¢no 30
minuta pokrene se snimanje EPR spektra. Slijepa proba se priprema na nacin da se u 980 pL
otopine DPPH umjesto uzorka ulja doda 20 pL etil — acetata, a mjerenje slijepe probe se
provodi na pocetku radnog dana te svaka slijedeca 2 sata tijekom provodenja analize.
Mjerenje se vrsi pri sobnoj temperaturi, jakosti centralnog magnetskog polja 331,00 — 343,00
mT, amplitudi modulacije 0,20 mT, frekvenciji 100 kHz 1 snazi mikrovalnog zracenja od 10
mW. Postavljanje parametara, snimanje spektra i obrada rezultata se vr$i pomoc¢u ESR Studio
programskog paketa. Iz visine intenziteta signala u srednjem piku spektra DPPH" u
reakcijskoj smjesi 1 slijepoj probi racuna se postotak redukcije DPPH" koji je proporcionalan

antioksidacijskom kapacitetu prema formuli [6]:
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visina signalaslijepa pmba—visina signalayzorak

% redukcije DPPH" = 100 - [6]

visina signal@sijjepa proba

3.2.3.3. Postupak odredivanja antioksidacijske aktivnosti

Za odredivanje antioksidacijske aktivnosti konvencionalnih uzoraka, reakcijska smjesa
pripremljena prema metodi opisanoj u potpoglavlju 3.2.3.1. se odmah nakon mijeSanja na
Vortex uredaju napuni u kapilaru, stavlja u cjevCicu uredaja te se pokrece mjerenje u trajanju
od 30 minuta pri ¢emu se intenzitet signala mjeri svaku minutu pod istim uvjetima analize kao
1 za antioksidacijski kapacitet. Antioksidacijska aktivnost je za svaki uzorak izrazena kao

CP50, odnosno kao vrijeme potrebno da se pocetna koncentracija DPPH" smanji za 50%.

3.3. OBRADA PODATAKA

Rezultati istrazivanja su statisticki obradeni pomoc¢u dvofaktorske analize varijance s

replikacijom — ANOVA u programu Microsoft Excel 2010.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

DMU ima visoku nutritivnu i biolosku aktivnost te specificna senzorska svojstva
zahvaljujuéi svom jedinstvenom sastavu fenolnih spojeva. Kemijski sastav plodova maslina, a
time i ulja, ovisi o genetskim osnovama te o klimatskim, agrotehni¢kim i pedoloskim
¢imbenicima uzgojnog podrucja (Klepo i Benci¢, 2014). S obzirom da sorta masline ima
najveci utjecaj na sastav DMU-a jedan od ciljeva ovog rada bio je utvrdivanje utjecaja sorte

na antioksidacijski kapacitet i aktivnost DMU-a oblice, rosulje, levantinke i istarske bjelice.

No na sastav ulja dodatno utje¢u tehnoloski postupci prilikom proizvodnje DMU.
Prilikom mljevenja zapocinje hidroliticka i oksidativna aktivnost enzima koja se nastavlja
tokom mijesenja maslinova tijesta pri ¢emu dolazi do oblikovanja fenolnog sastava DMU-a
¢ime se utjeCe na antioksidacijski kapacitet i aktivnost (Garcia-Rodriguez i sur., 2015). U
posljednje vrijeme se istrazuju brojne inovativne tehnologije ¢ijim se uvodenjem u
proizvodnju DMU-a Zeli utjecati na ekstraktabilnost ulja, ali i na povecanje nutritivne
vrijednosti direktnim ili indirektnim djelovanjem na enzimski sastav samog ploda. Smanjenje
ili povecéanje temperature maslinova tijesta prilikom proizvodnje jedan je od najjednostavnijih
nacéina kako utjecati na aktivnost endogenih enzima te potencijalno povecati kvalitetu DMU-
a. Stoga je cilj ovog diplomskog rada bio utvrditi utjecaj UTT-a, odnosno ubrzanog hladenja
ili grijanja tijesta na temperature od 15 °C do 40 °C, na antioksidacijski kapacitet i aktivnost
DMuU-a oblice, rosulje, levantinke i istarske bjelice. UTT je koristen kao predtretman procesa
mijeSenja. Treba napomenuti kako je UTT prilikom proizvodnje ulja iz sorte rosulja pri
temperaturama zagrijavanja (30, 35 i 40 °C) proveden zagrijavanjem u termostatu (prijenos
topline konvekcijom), dok je za ulja iz preostale 3 sorte za provodenje UTT-a koriStena
vodena kupelj (prijenos topline kondukcijom). Kako bi se ispitao utjecaj nacina prijenosa
temperature na antioksidacijski kapacitet ulja, ulja iz sorte oblica proizvedena su na oba

nacina te koriStena za ovo istraZivanje.

Za odredivanje antioksidacijskog kapaciteta i aktivnosti koristena je DPPH" metoda, a
redukcija radikala koja se mjeri u samoj metodi, odredivana je pomocu dva uredaja — UV-Vis
spektrofotometra i EPR spektrometra. Rezultati spektrofotometrijskog i EPR odredivanja
antioksidacijskog kapaciteta su prikazani u tablicama kao srednja vrijednost provedenih
mjerenja, dok su rezultati odredivanja antioksidacijske aktivnosti te utjecaja temperature i

nacina zagrijavanja na antioksidacijski kapacitet ulja oblice prikazani graficki.
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4.1. ODREPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA POMOCU UV-VIS
SPEKTROFOTOMETRIJE

Tablica 2 prikazuje izmjerene vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta proizvedenih
DMuU-a UV-Vis spektrofotometrom. Vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u proizvedenim
uzorcima kre¢u se od 68,29 % do 95,56 %. 1z rezultata je vidljivo kako DMU-a rosulje
pokazuju najveci antioksidacijski kapacitet. Slijede ih DMU-a proizvedena iz sorte oblica,
dok ulja istarske bjelice i levantinke pokazuju gotovo jednake, ali znacajno nizZe vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta od ulja iz ostale dvije sorte.

Tablica 2. Antioksidacijski kapacitet (prikazan kao % redukcije DPPH radikala) DMU-a
proizvedenih od Cetiri autohtone sorte masline i pri razli¢itim temperaturama UTT-a mjeren

pomocu UV-Vis spektrofotometra

Antioksidacijski kapacitet (% red DPPH")

Temperatura
ISTARSKA
tretmana (°C) OBLICA ROSULJA LEVANTINKA
BJELICA
Kontrola 87,55+1,63 93,21+0,84 74,02+1,05 78,99+2 69
15 79,33+1,70 89,02+0,75 74,57+1,00 69,74+1,93
20 84,22+1.45 92,62+2,45 77,99+2,90 71,29+2.12
25 81,00+3,84 84,99+1,00 78,95+2,69 71,72+2,48
30 83,90+3,89 92,12+0,93 78,39+2,69 77,64+1,50
35 77,57+2,47 90,37+1,52 68,29+2,56 78,44+1,72
40 81,73+2,52 95,56+0,98 75,47+1,62 79,66+3,46

Iz ranijih je istraZivanja poznato kako sastav 1 koncentracija polifenola u DMU-u
imaju najjaci utjecaj na antioksidacijski kapacitet ulja (Fratianni i sur., 2019; Del Carlo i sur.,
2004). Istrazivanja provedena na dalmatinskim sortama pokazuju je kako DMU-a oblice
sadrze vise koncentracije fenola od DMU-a levantinke (Saroli¢ i sur., 2015; Zaneti¢ i sur.,
2011). Takoder je usporedbom DMU-a oblice i istarske bjelice pokazano kako dalmatinska
sorta ipak prednjaci u udjelu ukupnih fenola (Tori¢ i sur., 2020). Ovi su rezultati u skladu s
rezultatima antioksidacijskog kapaciteta dobivenim u ovom diplomskom radu. S druge strane,

ranija istraZivanja pokazala su kako DMU istarske bjelice ima vec¢i udio ukupnih fenola, 0-
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difenola i te veci kapacitet "gaSenja" slobodnih radikala od DMU-a rosulje, dok DMU rosulje
ima ve¢i udio ukupnih tokoferola (Koprivnjak i sur., 2016; Koprivnjak i sur. 2012). Razlozi
ovakvih odstupanja mogu se prona¢i u klimatskim uvjetima tijekom sazrijevanja samog

ploda, jer je poznato kako razlicite sorte razliito reagiraju na stresne uvjete.

Promatra li se utjecaj temperature na antioksidacijski kapacitet DMU-a oblice i
istarske bjelice vidljivo je kako antioksidacijski kapacitet raste porastom temperature 15 — 25
°C, zatim padne na 35 °C te ponovno naraste na 40 °C. Dobivene vrijednosti imaju smisla
promatraju li se sa strane aktivnosti enzima prisutnin u maslinovu tijestu. Aktivnost -
glukozidaze, enzima koji katalizira hidrolizu fenolnih glikozida pri ¢emu nastali derivati
pokazuju najveéi stupanj antioksidacijske aktivnosti, najveca je pri temperaturama od 40 °C
(Pavli¢, 2021) odnosno 40 — 45 °C (Romero-Segura i sur., 2009). S druge strane,
oksidoreduktaze kao S$to su peroksidaze i polifenol oksidaze nepovoljno djeluju na
antioksidativni profil ulja, budu¢i da kataliziraju oksidaciju fenolnih glikozida, posebice
klju¢nih antioksidativnih komponenti, sekoiridoidnih glikozida nastalih hidrolizom iz
oleuropeina (Garcia-Rodriguez i sur., 2015). Ovi enzimi pri temperaturama od 40 °C gube
stabilnost 1 aktivnost ¢ime se doprinosi povecanju fenolnog sadrzaja ulja (Clodoveo 1 sur.,
2014; Hachicha Hbaieb i sur., 2014). Peroksidaze najvecu stabilnost pokazuju pri rasponu
temperatura 30 — 40 °C (Ramirez i sur. 2014) odnosno pri 37 °C (Peres i sur., 2015) ¢ime se
mozZe objasniti pad antioksidacijskog kapaciteta pri 35 °C. Ovom trendu ne podlijezu DMU-a
levantinke budu¢i da ona porastom temperature pokazuju kontinuirani rast antioksidacijskog
kapaciteta koji je znagajno veéi pri temperaturama 30 — 40 °C u odnosu na uzorke tretirane pri
15 — 25 °C. DMU-a rosulje se razlikuju od svih uzoraka buduéi da je maslinovo tijesto ove
sorte prilikom proizvodnje zagrijavano konvekcijom u termostatu te je to zagrijavanje trajalo
znacajno dulje (do 1 sata). Iz rezultata prikazanih u tablici 2 vidljivo je kako se pri
temperaturama hladenja, proizvedena DMU rosulje ponaSaju sli¢no kao i ulja iz ostalih sorti.
No rast antioksidacijskog kapaciteta pri temperaturama zagrijavanja je, iako pokazuje slican
trend kao i DMU-a oblice i istarske bjelice, znacajno visi kod rosulje nego kod drugih sorti.
Povecanjem temperature od 25 do 30 °C antioksidacijski kapacitet poraste za vise od 7 %,
zatim zbog povecane aktivnosti peroksidaze i polifenoloksidaze dolazi do blagog pada pri 35
°C te ponovno znacajno raste pri 40 °C. Pretpostavljamo da bi produzeno vrijeme tijesta na
poviSenim temperaturama koje uzrokuju povecanu aktivnost B-glukozidaze moglo biti glavni
razlog dobivenih viSih vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta u uljima iz rosulje

proizvedenim uz zagrijavanje tijesta.
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U Tablici 3 prikazani su podaci statistiCke obrade.Rezultati ukazuju na to kako najveci
utjecaj na antioksidacijski kapacitet ima sorta masline pa temperatura UTT-a te na kraju

interakcija ovih dvaju parametara.

Tablica 3. Statisticka znacajnost sorte sirovine i temperature UTT-a na antioksidacijski

kapacitet DMU-a mjeren pomoc¢u UV-Vis spektrofotometra

Izvor varijabilnosti F-vrijednost P-vrijednost F-kriti¢na vrijednost
Temperatura UTT-a 26,14 <0,05 2,16
Sorta 485,00 <0,05 2,67
Interakcija 13,77 <0,05 1,68

4.2. ODREPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKOG KAPACITETA POMOCU EPR
SPEKTROMETRIJE

U Tablici 4 prikazani su podaci antioksidacijskog kapaciteta DMU-a mjereni pomoc¢u
EPR spektrometra. Dobiveni podaci pokazuju nesto niZe vrijednosti u odnosu na vrijednosti
mjerene UV-Vis spektrofotometrom. Razlog tome je $to se prilikom razvoja same metode
vodilo racuna o tome da vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta kontrolnih uzoraka budu oko
50 %. To je napravljeno prilagodavanjem volumena otopine DPPH" i koli¢ine ulja u
reakcijskoj smjesi a time je omogucena vidljivost promjene antioksidacijskog kapaciteta
medu uzorcima. Raspon dobivenih vrijednosti iznosi od 44,52 % do 76,08 %, s iznimkom
uzorka DMU-a rosulje tretiranog na 40 °C koji se izdvaja s visokom vrijednosti od 95,40 %.
Promatrajuéi rezultate svih toplinskih tretmana DMU rosulje pokazuje najvece, a levantinke
najmanje vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta $to je u skladu s podacima dobivenih
mjerenjem na UV-Vis spektrofotmetru. Do neslaganja dolazi prilikom usporedbe rezultata
DMU-a oblice 1 istarske bjelice gdje potonja pokazuje nesto vece vrijednosti

antioksidacijskog kapaciteta.
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Tablica 4. Antioksidacijski kapacitet (prikazan kao % redukcije DPPH radikala) DMU-a
proizvedenih od Cetiri autohtone sorte masline i pri razli¢itim temperaturama UTT-a mjeren

pomocu EPR spektrometra

Antioksidacijski kapacitet (% red DPPH")

Temperatura
ISTARSKA
tretmana (°C) OBLICA ROSULJA LEVANTINKA
BJELICA
Kontrola 65,68+1,87 76,08+0,94 60,03+0,25 51,04+0,40
15 57,72+1,54 69,64+1,05 58,43+0,94 50,00+0,42
20 63,22+1,16 70,55+0,33 62,64+1,93 51,75+1,21
25 55,69+2,14 70,79+1,01 59,83+1,01 44,52+0,35
30 53,83+1,06 73,28+0,48 60,71+1,52 52,74+0,66
35 50,55+0,84 62,87+1,14 58,89+0,92 48,85+1,54
40 47,05+1,05 95,40+0,35 59,52+0,62 52,53+0,68

Promatraju li se rezultati kontrolnih uzoraka najveéi antioksidacijski kapacitet
pokazuje DMU rosulje, zatim oblice, istarske bjelice i levantinke $to je u potpunosti u skladu
s rezultatima mjerenim pomocu UV-Vis spektrofotmetra. Kao i kod mjerenja
spektrofotmetrom, DMU rosulje pokazuje najveci antioksidacijski kapacitet pri temperaturi
od 40 °C. Slijede ih uzorci tretirani od 20 °C do 30 °C. DMU istarske bjelice ponovno
pokazuje najveci antioksidacijski kapacitet pri 20 i 30 °C, a DMU oblice na 20 °C sto je u
skladu s mjerenjima UV-Vis spektrofotometra. Razlika nastaje promatra li se sljedeca najveca
vrijednost koja ovdje odgovara DMU-u oblice tretirane pri 15 °C. DMU levantinke najvece
vrijednosti pokazuje na uzorcima tretiranim na 30 °C i 40 °C $to je ponovno u viSem
temperaturnom rangu u odnosu na uzorke istarske bjelice, oblice i rosulje ukoliko se zanemari
dulje tretirani uzorak rosulje (40 °C). lako nema potpunog podudaranja rezultata mjerenih
UV-Vis spektrofotometrom i EPR spektrometrom, Sirim pregledom dobivenih vrijednosti
moze se vidjeti kako je temeljni trend isti. Pove¢anom antioksidacijskom kapacitetu DMU-a
proizvedenog od maslina sorti istarske bjelice, oblice i rosulje doprinose niZe temperature
UTT-a (od 30 °C na nize) kao i proizvodnja bez UTT-a. Suprotno tome, DMU levantinke je
bogatije antioksidativnim komponentama ukoliko je maslinovo tijesto prije mijeSenja tretirano

pri vi§im temperaturama (30 °C i 40 °C).
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Tablica 5. StatistiCka znaCajnost sorte sirovine i temperature UTT-a na antioksidacijski

kapacitet DMU-a mjeren pomoc¢u EPR spektrometra

Izvor varijabilnosti F-vrijednost P-vrijednost F-kriti¢na vrijednost
Temperatura UTT-a 92,55 <0,05 2,27
Sorta 1784,19 <0,05 2,77
Interakcija 100,19 <0,05 1,79

Tablica 5 s podacima statistiCke znacajnosti potvrduje kako najvazniju ulogu za
vrijednost antioksidacijskog kapaciteta ima sorta, ali i da interakcija sorte masline i

temperature UTT-a ima veci utjecaj od same temperature UTT-a.

4.3. USPOREDBA UV-VIS SPEKTROFOTOMETRIJE | EPR SPEKTROMETRIJE

Kako bi se odredilo u kojoj su mjeri vrijednosti izmjerene pomoc¢u EPR spektrometra
povezane s onima izmjerenim UV-Vis spektrofotometrom izracunat je koeficijent korelacije
koji iznosi 0,75. Graficki prikaz korelacije rezultata vidljiv je na Slici 9. Prema Udovicic i sur.
(2007) ova vrijednost ukazuje na vrlo dobru povezanost medu varijablama, odnosno medu
vrijednostima dobivenim primjenom dviju metoda. Unato¢ dobroj povezanosti, vidljive su
razlike izmedu dobivenih rezultata koje mogu biti posljedica greske pri mjerenju. Ukoliko se
iskljuci ljudski faktor promatra se sama pouzdanost ovih dviju tehnika. Prema istraZivanju
Sanna i sur. (2011) u kojem su proveli usporedbu rezultata "gaSenja" DPPH radikala mjerenih
UV-Vis spektrofotometrom i EPR spektrometrom pokazalo se kako ove dvije tehnike nemaju
jednaku razinu osjetljivosti. EPR je pouzdanija i osjetljivija tehnika zbog odsutnosti utjecaja
prirode antioksidanasa i njihovih razgradnih produkata na same rezultate mjerenja te je
pouzdan alat pri analizi raznih tipova uzoraka. S obzirom na razlike dobivenih rezultata dobro
je uvijek, ukoliko postoji moguénost, provesti paralelna mjerenja pomocu obje tehnike u

svrhu dobivanja preciznijih rezultata.
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Slika 9. Graficki prikaz korelacije izmedu vrijednosti antioksidacijskih kapaciteta mjerenih

UV-Vis spektrofotometrom i EPR spektrometrom

4.4. ODREPIVANJE ANTIOKSIDACIJSKE AKTIVNOSTI POMOCU EPR
SPEKTROMETRIJE

EPR spektrometri mjere apsorpciju elektromagnetskog zracenja od strane ispitivanog
uzorka. Slike 10 — 13 graficki prikazuju antioksidacijsku aktivnost tijekom 30 minuta reakcije
za svaku sortu konvencionalnih uzoraka DMU-a. Ovakav specific¢an oblik krivulje je dobiven
jer je apsorpcijski signal preveden u prvu derivaciju ocitanog signala. Mjerenje je provedeno
za svaku minutu, no radi preglednosti samih slika krivulje na grafovima odgovaraju

izmjerenim vrijednostima signala za svaku drugu minutu reakcije.
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Slika 10. Graficki prikaz ovisnosti signala DMU-a oblice o jakosti magnetskog polja u vremenskom periodu od 30 minuta mjeren pomoc¢u EPR

spektrometra
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Vidljivo je kako se maksimumi pikova s vremenom smanjuju te je tako najveci
maksimum ocitan u prvoj minuti reakcije buduéi da je tada prisutna najveca koncentracija
DPPH radikala. Takoder je vidljivo kako se razmaci izmedu krivulja s vremenom postupno
smanjuju te se nakon osme do desete minute reakcije razmaci toliko smanje da dolazi i do
preklapanja krivulja. Razlog smanjenja razmaka medu krivuljama je to Sto brzina smanjenja
koncentracije DPPH radikala s vremenom opada, a do preklapanja krivulja dolazi u trenutku
kada se potrose sve antioksidativne komponente te viSe nema znacajne promjene ocitanog

signala.

Navedeni su rezultati joS$ jasnije prikazani na Slici 14 koja graficki prikazuje ovisnost
ocitanog signala o vremenu za sve 4 sorte konvencionalnih uzoraka DMU-a. U prvih pet
minuta reakcije dolazi do naglog, gotovo linearnog pada o¢itanog signala $to ukazuje na to da
se glavnina DPPH radikala "ugasi" pri po¢etnom kontaktu s prisutnim antioksidansima. Od
pete do desete minute reakcije nagib krivulje je znatno manji, ali je smanjenje udjela radikala
i dalje vidljivo. Nakon desete minute gotovo da i nema smanjenja oCitanog signala, a nakon
petnaeste minute reakcije krivulje zadrzavaju priblizno istu vrijednost o€itanog signala sve do
zavrSetka mjerenja. Prema dobivenim rezultatima do konacne potroSnje antioksidativnih
komponenata prisutnih u uzorcima dolazi u periodu od prvih 10 — 15 minuta od pocetka
reakcije. Na ovom su grafu oznacene i CP50 vrijednosti, odnosno vrijeme potrebno da se
pocetna koncentracija DPPH radikala smanji za 50%. Najmanji CP50 ima DMU oblice (8,10
min). Slijede ga redom DMU-a levantinke (9,90 min) i rosulje (10,41 min). Pocetna
koncentracija DPPH radikala nije se smanjila na 50 % ni nakon 30 minuta reakcije za DMU
istarske bjelice $to ukazuje na nizu koncentraciju antioksidativnih komponenti u odnosu na

konvencionalne uzorke ostalih sorti.
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Slika 14. Graficki prikaz antioksidacijske aktivnosti u vremenskom periodu od 30 minuta s ozna¢enim CP50 vrijednostima konvencionalnih
uzoraka DMU-a
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4.5. UTJECAJ NACINA ZAGRIJAVANJA NA ANTIOKSIDACIJSKI KAPACITET
DMU-A OBLICE

Na Slici 15 vidljiv je graficki prikaz ovisnosti antioksidacijskog kapaciteta o na¢inu
zagrijavanja pri razli¢itim temperaturama (30 °C, 35 °C i 40 °C) ulja proizvedenih iz sorte
oblica. Uzorci zagrijavani u termostatu (prijenos topline konvekcijom) tretirani su toplinskim
tretmanom (TT) u trajanju do sat vremena i pokazuju vise vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta pri svim primijenjenim temperaturama. Oni uzorci koji su tretirani TT-om na 40 °C
pokazuju najvece vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta. Za razliku od njih, UTT-om
tretirani uzorci koji su zagrijavani u vodenoj kupelji (prijenos topline kondukcijom), najvece
vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta pokazuju pri 30 °C. Najmanje vrijednosti pri 35 °C
imaju uzorci tretirani TT-om i uzorak tretiran UTT-om mjeren spektrofotometrom. Uzorak
tretiran UTT-om mjeren pomocu spektrofotometra pak najmanju vrijednosti antioksidacijskog
kapaciteta pokazuje pri primjeni temperature od 40 °C. Ovi su rezultati potvrda ranije
postavljene hipoteze kako razlike u antioksidacijskom kapacitetu DMU-a iz sorte rosulja

upravo proizlaze iz na¢ina, a samim time i duljine trajanja samog zagrijavanja tijesta.

90

Antioksidacijski kapacitet (%)

Temperaturatoplinskog tretmana (°C)

TT(EPR} UTT{EPR} TT {spektrofotometrija) UTT {spektrofotometrija)

Slika 15. Grafi¢ki prikaz ovisnosti antioksidacijskog kapaciteta o temperaturi toplinskog

tretmana i razli¢itom nacinu tretiranja DMU-a oblice
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. ZAKLJUCAK

. Najznacajniji utjecaj na antioksidacijski kapacitet djevic¢anskih maslinovih ulja, odnosno

na koli¢inu antioksidanasa prisutnih u uljima ima izbor sorte.

Primjena UTT-a takoder pokazuje znaCajan utjecaj na antioksidacijski kapacitet
djevicanskih maslinovih ulja. Ulja sorti oblica i istarska bjelica pokazuju visi
antioksidacijski kapacitet pri temperaturama hladenja (20 °C) dok DMU-a levantinke
imaju najveci antioksidacijski kapacitet kod primjene UTT-a pri 40 °C. Razlog tome
vjerojatno je razlika u koli¢ini i1 aktivnosti endogenih enzima ploda masline u razliitim

sortama.

. Visoki koeficijent korelacije (r = 0,75) ukazuje na vrlo dobru povezanost rezultata

antioksidacijskog kapaciteta dobivenih primjenom dviju mjernih tehnika.

. Antioksidacijska aktivnost konvencionalno proizvedenih uzoraka DMU istrazivanih sorti
pokazuje kako prisutni antioksidansi izrazito brzo reagiraju s prisutnim slobodnim
radikalima, unutar prvih 5-10 minuta. Brzina reakcija se nakon tog vremena znacajno

smaniji.

Najkra¢e vrijeme potrebno za smanjenje pocetne koncentracije DPPH radikala za 50 %
pokazuje konvencionalni uzorak DMU oblice (8,10 min), zatim levantinke (9,90 min) i
rosulje (10,41 min). Konvencionalni uzorak DMU-a istarske bjelice nije postigao

smanjenje DPPH" za 50 % ni nakon 30 minuta reakcije.

. Zagrijavanje maslinova tijesta pomocu konvekcije i dulje trajanje toplinskog tretmana (30
min) pri 30, 35 i 40 °C ima povoljniji ué¢inak na vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta
uzoraka DMU-a oblice u odnosu na zagrijavanje kondukcijom UTT-om. 1z dobivenih se
rezultata moze zakljuciti kako DMU-a rosulje zbog drugacijeg naina zagrijavanja
pokazuju viSe vrijednosti antioksidacijskog kapaciteta nego §to bi imala da su tretirana

zagrijavanjem kondukcijom u kracem vremenskom periodu kao uzorci ostale 3 sorte.
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