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1. UVOD

Djevicansko maslinovo ulje je biljno ulje dobiveno mehani¢kim postupcima iz zrelih i
zdravih plodova maslina. Vazne faze procesa proizvodnje djevi¢anskog maslinovog ulja su
svakako: mljevenje i drobljenje, mijeSenje i izdvajanje ulja. Mljevenje, drobljenje i mijeSenje
su faze u kojima se priprema maslinovo tijesto, odnosno poboljSavaju uvjeti za izdvajanje ulja.
Izdvajanje ulja je faza u kojoj se vrsi odvajanje ulja od ostalih komponenata iz maslinovog
tijesta. Svaka od faza proizvodnje ukljucuje upotrebu odredenih metoda, opreme i proizvodnih
parametara. Cilj proizvodnog procesa je dobiti ulje Sto bolje kvalitete. Glavni parametri
kvalitete djeviCanskog maslinovog ulja se odnose na senzorska svojstva i prehrambenu

vrijednost.

Prehrambena vrijednost i senzorska svojstva djevi¢anskog maslinovog ulja proizlaze iz
specifi¢nog kemijskog sastava. Djevicansko maslinovo ulje ima i blagotvoran ucinak na ljudsko
zdravlje zahvaljujuéi karakteristicnom sastavu masnih kiselina i prisutnim antioksidacijskim
tvarima. Djevicansko maslinovo ulje sadrzi antioksidanse poput fenola, tokoferola i klorofila.
Koncentracije ovih komponenata ovise o nizu ¢imbenika koje je potrebno optimirati kako bi se
Sto bolje ocuvale. Tokoferoli djeluju protuupalno i inhibiraju procese koji dovode do raznih
nepozeljnih stanja u organizmu. lako je poznato da su fenolne tvari dominantni antioksidansi

djevicanskog maslinovog ulja, zna¢ajnu ulogu u o¢uvanju kvalitete ulja imaju i tokoferoli.

Dosta napora se ulaze u istrazivanje i optimiranje parametara uzgoja maslina i proizvodnje
djevicanskog maslinovog ulja kako bi se proizvelo ulje $to bolje kvalitete. Eksperimentira se i
s uvodenjem razli¢itth metoda kojima se tretira tijesto maslina nakon mljevenja i drobljenja
kako bi se dobilo ulje s pozeljnim senzorskim i nutritivnim svojstvima. Neke od metoda
ukljuuju primjenu ultrazvuka, mikrovalova, pulsirajueg elektricnog polja 1 ubrzanog
toplinskog tretmana. Cilj ovoga rada je bio utvrditi utjecaj sorte i ubrzanog toplinskog tretmana
maslinovog tijesta na koncentraciju tokoferola u djevicanskim maslinovim uljima iz cCetiri

hrvatske autohtone sorte.



2. TEORIJSKI DIO

Djevicansko maslinovo ulje se dobiva ekstrakcijom ulja iz maslina mehanickim postupcima
pri odredenoj temperaturi te se time razlikuje od procesa koji se koriste za veéinu ulja dobivenih
od sjemenki uljarica. Cilj procesa je ekstrahirati kapljice ulja iz stanica pulpe masline, a
dobiveno ulje je, zbog primjene isklju¢ivo mehanic¢kih postupaka Svojstvenog sastava i
specificnih senzorskih svojstava. Takvo ulje se moze konzumirati izravno bez daljnjeg
rafiniranja 1 procesiranja. Njegova bioloska, nutritivna i zdravstvena dobrobit znanstveno je i

struéno priznata u cijelom svijetu (Sarolié¢ i sur., 2014).

Codex Alimentarius definira djevicanska ulja kao ulja dobivena mehani¢kim postupcima
(npr. presanjem) bez mijenjanja prirode ulja. Takva ulja mogu biti proc¢iS¢ena talozenjem,
ispiranjem vodom, filtracijom ili centrifugiranjem (CX 210, 1999). Djevi¢ansko maslinovo ulje
je ulje dobiveno od plodova masline koristenjem isklju¢ivo mehanickih ili drugih fizikalnih
postupaka pod optimalnim uvjetima koji ne uzrokuju promjenu sastojaka ulja. Pojam takoder
podrazumijeva da je ulje obradeno primjenom pranja, dekantacije, centrifugiranja ili filtriranja,
pri ¢emu se iskljuCuju ulja dobivena upotrebom otapala (Uredba EU 1308, 2013).
Odredivanjem fizikalnih, kemijskih i senzorskih svojstava, utvrduju se parametri za svrstavanje

ulja u pojedinu kategoriju (Delegirana uredba Komisije EU 2022/2014, 2022).

Epidemioloske studije dale su temelje za veliki interes pokazan za djevicansko maslinovo
ulje kao funkcionalnu hranu. Smatra se da djevi¢ansko maslinovo ulje ne samo da donosi
hranjive tvari u prehranu, nego ima i blagotvoran utjecaj na zdravlje (Stark i Madar, 2002).
Djevi€ansko maslinovo ulje je klju¢na komponenta prisutna u prehrani (osobito na podrucju
Mediterana), a njegovo pozitivno djelovanje na zdravlje potvrdeno je tek u periodu od
posljednjih nekoliko desetljeca. Jednostruko nezasi¢ene masne kiseline i antioksidansi prisutni
u djevi¢anskom maslinovom ulju odgovorni su za njegove zastitne ucinke protiv raznih bolesti,
ukljucujuéi koronarnu bolest srca, razliite vrste raka i kognitivne poremecaje povezane sa
starenjem (Serra-Majem i sur., 2003). Mediteranska prehrana, koja ukljucuje djevi¢ansko
maslinovo ulje, je povezana s nizim rizikom obolijevanja od kardiovaskularnih bolesti u raznim
studijama. Razli¢ite komponente djevi¢anskog maslinovog ulja, posebice fenolni spojevi,
igraju klju¢nu ulogu u smanjenju rizika od kardiovaskularnih bolesti. Princip djelovanja se
temelji na u€inkovitom snizavanju razine kolesterola ¢ime se ciljaju upalni faktori povezani s

kardiovaskularnim oboljenjima. Posljednjih godina uocen je sve veéi trend uvrStavanja



djevicanskog maslinovog ulja u prehranu s ciljem smanjenja rizika obolijevanja od
kardiovaskularnih bolesti (Suvarna i Sharma, 2021). Djevi¢ansko maslinovo ulje pokazalo se
uspjesnim i kao prevencija od pojave pojedinih tumora kao §to su tumor prostate, maternice,
debelog crijeva i dojke. Zastitna svojstva djevicanskog maslinovog ulja proizlaze od prirodnih
antioksidansa te balansiranog sastava masnih kiselina. Pretpostavlja se da spojevi kao $to su
flavonoidi, fenolni spojevi i klorofili, koji su sastavni dio djevi¢anskog maslinovog ulja,
inhibiraju pojedine kancerogene spojeve. Osim toga, djevi¢ansko maslinovo ulje tonificira i
§titi epidermu zbog antioksidacijskog djelovanja vitamina E prisutnog u ulju (Zaneti¢ i Gugié,
2006).

2.1. AUTOHTONE SORTE MASLINA U REPUBLICI HRVATSKOJ

Stolje¢ima se ljudi na jadranskom podru¢ju bave uzgojem maslina i proizvodnjom
djevi¢anskog maslinovog ulja. Dalmacija 1 Istra, obalna podrucja u Hrvatskoj, imaju dugu
tradiciju uzgoja maslina. DuZ jadranske obale i na hrvatskim otocima se nalazi preko 6 milijuna
stabala maslina, a ve¢inu ¢ine autohtone sorte maslina. Neka od ovih stabala su tek posadena,
dok su druga stara i napustena. Od ukupnog broja stabala maslina preko 4,5 milijuna je u punoj
rodnosti (Zanetié¢ i sur., 2010). U Hrvatskoj se prvih godina dvadesetog stolje¢a proizvodilo
oko 2500 tona maslinovog ulja godi$nje (Koprivnjak i sur., 2002). Nesto aktualniji podaci iz
Drzavnog zavoda za statistiku govore da je u 2017. godini u Republici Hrvatskoj proizvedeno
28947 tona maslina. Iste godine je proizvedeno 37463 hL maslinovog ulja (Ministarstvo
poljoprivrede RH, 2017). Ulja proizvedena od jedne sorte su znac¢ajna u o¢uvanju raznolikosti
autohtonih kultivara, imaju povecanu trzisSnu vrijednost te predstavljaju znacajan doprinos

turizmu i lokalnoj gastronomiji (Brki¢ Bubola i sur., 2012).

Najzastupljenija sorta maslina u hrvatskim maslinicima je Oblica koja ¢ini oko 80 % svih
stabala maslina. Ime joj dolazi od okruglog oblika ploda, a listovi su tamnozelene boje. Boja
ploda se mijenja sazrijevanjem od svijetlozelene preko ljubicaste do tamno ljubiaste. Sjeme je
izduZeno elipsoidnog oblika. Oblica se svrstava u uljarske sorte s udjelom ulja od 21 %. Moze
se koristiti i kao stolna sorta zbog relativno velikih dimenzija ploda ¢ija je masa oko 5 grama.

Oblica je otporna na susu, vjetrove i niske temperature (Zeiner i sur., 2010).



Levantinku odlikuje bujna, zaobljena kro$nja i glatko drvo. Plodovi Levantinke su srednje

veliCine, eliptinog oblika i rastu u grozdovima. Masa ploda se krece oko 4,5 grama i sadrzi

oko 20 % ulja (Zanetié i sur., 2021).

Na istarskom podrucju u starim nasadima zastupljena je sorta Rosulja s oko 5,7 %. Rosulja
ima veliki broj sinonima kao $to su: Rosinjola, Rozinjola, Rusinjola, Rovinjka itd. Rosinjola je
sorta bujnog rasta i okrugle guste krosnje. Plodovi se pojavljuju u grozdovima na granc¢icama.

Masa ploda Rosulje iznosi oko 2,5 grama (Godena i sur., 2009).

Istarska bjelica je porijeklom talijanska sorta masline koja se od 1929. do danas prosirila po
cijeloj Istri (Sindrak i sur., 2007). Ona je otporna na vjetar i niske temperature, te dozrijeva
sredinom ili krajem studenoga. Randman ulja Istarske bjelice je oko 24 %, a ulje je

prepoznatljivo po istan¢anoj gorcini i1 pikantnosti (Pulji¢, 2022).

2.2. PROIZVODNJA DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Postupak obrade masline kao primarne uljarice ukljuéuje dobivanje dviju faza, a to su kruta
faza (komina) i tekuca faza koju ¢ine vegetabilna voda i ulje. Ovaj proces zapocinje s cijelim,
zdravim 1 Cistim plodovima masline ¢ija se struktura mljevenjem 1 drobljenjem narusava te se
u postupku mijesenja maslinovo tijesto priprema za izdvajanje optimalnog volumena ulja.
Mljevenje, drobljenje i mijeSenje su vazne faze proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja
kojima je glavni cilj omoguciti lakSe oslobadanje ulja iz stanica. Iz dobivenog tijesta se
presanjem, centrifugalnom ekstrakcijom ili procjedivanjem odvajaju tekuca i kruta faza. Na
kraju se tekuca faza razdvaja na vegetabilnu vodu i ulje dekantiranjem ili centrifugalnom
separacijom (vertikalni centrifugalni separator). Postupak proizvodnje djevicanskog
maslinovog ulja zavr§ava pravilnim i adekvatnim skladi$tenjem konac¢nog proizvoda (Petrakis,
2006).

Zrelost plodova je vazan faktor koji treba uzeti u obzir kod branja maslina za proizvodnju
ulja. Jedan od pokazatelja zrelosti je udio nakupljenog ulja u plodovima maslina. Sazrijevanjem
masline raste postotak ulja u plodu, ali udio ulja u suhoj tvari doseze maksimalnu vrijednost 1
ostaje konstantan jer biosinteza triglicerida prestaje u odredenom trenutku procesa zrenja.
Masline se tradicionalno beru kada su plodovi zeleno-zute ili crno-ljubicaste boje. Buducéi da

svi plodovi ne sazrijevaju istodobno, berbu je potrebno provesti kada je vecina plodova u



optimalnoj zrelosti. Cimbenici kao §to su vremenski uvjeti, dostupnost radne snage i dostupnost
pogona za obradu mogu utjecati na vrijeme berbe. Optimalno vrijeme berbe maslina je prije
prirodnog opadanja plodova, kada je udio ulja u maslinama visok. Vrijeme pocetka berbe se
moze procijeniti prema boji kozice ploda kod sorti s normalnim dozrijevanjem. Metoda berbe
se odabire ovisno o velicini 1 obliku stabla, terenu i tehnikama uzgoja, no ve¢ina maslina se
bere rucno ili uz pomo¢ uredaja koji tresu stablo masline. Transport i skladiStenje maslina su
kriticne faze za kontrolu temperature i oStecenja plodova. Nepravilnosti u ovim fazama mogu
dovesti do nepozeljnih enzimskih reakcija te razvoja plijesni i kvasaca. Pozeljno je da se
plodovi maslina odmah nakon berbe transportiraju u pogon za preradu kako bi se ocuvale sve
karakteristike kvalitete plodova koje su imale za vrijeme berbe (Petrakis, 2006; Uceda i sur.,
2006).

Tijekom berbe se masline ¢esto uprljaju prirodnim necisto¢ama kao §to su prasina i zemlja.
Uz masline u pogon dolaze i li¢e, grancice 1 kamenci¢i koji mogu negativno utjecati na
kvalitetu djevi¢anskog maslinovog ulja i sigurnost opreme koja se koristi za izdvajanje.
Postupak pripreme ploda za izdvajanje zapocinje odstranjivanjem lis¢a i pranjem plodova kako
bi se uklonile navedene necisto¢e. Kada se masline zdrobe s liS¢em dolazi do povecanja
intenziteta zelene boje ulja, te do pojave senzorskog osjeta karakteristicnog za liS¢e koji nije

pozeljan, pa je zbog toga klju¢na faza odstranjivanja lis¢a (Di Giovacchino i sur., 2002).

Prije procesa izdvajanja ulja potrebno je provesti drobljenje kako bi se razbile stani¢ne
strukture koje sadrZe ulje. Mljevenje i drobljenje plodova maslina se moZe provesti u metalnim
mlinovima kao $to su mlin ¢eki¢ar, mlin s diskovima i mlin s konusima, ili na kamenim
mlinovima. Metalni mlinovi su strojevi koji se sastoje od metalnog dijela koji se okreée velikom
brzinom i baca plodove maslina na nepokretnu ili mobilnu metalnu reSetku kako bi se dobilo
tijesto masline. Vrsta mlina koji se koristi kao i snaga drobljenja imaju znacajan utjecaj na
veli¢inu fragmenata sjemenke, prinos i senzorske karakteristike djevicanskog maslinovog ulja.
Najcesce koristeni mlinovi su mlinovi s fiksnim ¢eki¢ima i diskovima jer su kompaktni,
pristupacni i imaju visok kapacitet. Mlin ¢ekicar se uglavnom koristi u ve¢im pogonima za
proizvodnju djevicanskog maslinovog ulja. Ovi mlinovi medutim mogu stvoriti emulziju zbog
svog brzog i snaznog djelovanja, takoder mogu povecati trpkost i goréinu ulja te uzrokovati
troSenje i habanje metalnih komponenata stroja. Pojedini pogoni upravo zbog navedenih
nedostataka koriste kamene mlinove kako bi odrzali tradiciju i poboljsali senzorske kvalitete
ulja. No Kkoristenje kamenih mlinova moze smanjiti prinos ekstrakcije u usporedbi s metalnim

mlinovima. Kameni mlinovi se sastoje od kamene baze s uspravnim mlinskim kamenjem



zatvorenim u metalnom spremniku koji sadrzi strugalice i lopatice. Kameni mlinovi su sporiji
I njihovom upotrebom manja je moguénost zagrijavanja tijesta i pojave emulzija, a ekstrakcija
ulja je laksa. Ovakvi strojevi su medutim glomazni, skupi, spori i ne mogu kontinuirano raditi.
Unato¢ ¢injenici da kamenim mlinovima treba viSe vremena za mljevenje plodova maslina od
modernijih mlinova, oni se jo$ uvijek koriste u juznim dijelovima Francuske, osobito u manjim

pogonima (Di Giovacchino, 2013; Veillet i sur., 2009; Vossen, 2007).

Faza mijeSanja zdrobljenog maslinovog tijesta pri adekvatnim uvjetima zove se mijesenje,
a predstavlja klju¢nu fazu u proizvodnji djevicanskog maslinovog ulja. U ovoj fazi se odvija
slozen bioloski proces, pri optimalnim uvjetima, koji je vrlo bitan za kvalitetu i sastav konacnog
proizvoda (Gémez-Rico i sur., 2009). Ovaj proces povecava udio slobodnog ulja i pomaze
malim kapljicama da se spoje u vece ¢ime se olakSava odvajanja uljne i vodene faze (Leone i
sur., 2014). Tijesto masline se tijekom mijeSenja neprestano i lagano mijesa oko 30 minuta, dok
je za zrele plodove dovoljno i 20 minuta. Malaksatori su cilindricne ba¢ve od metala s
dvostrukim stijenkama i rotirajuéim lopaticama u kojima se tijesto maslina mijesa 19-20
okretaja u minuti. Kroz dvostruke stijenke cirkulira topla voda. Temperatura tijesta ne bi trebala
biti visa od 27 °C kako bi se osigurali optimalni uvjeti za sintezu pozeljnih hlapljivih
komponenata ulja. Za regulaciju temperature se koriste automatski termostati. Tijekom
mijeSenja mogu se stvoriti lipoproteinske membrane na povrSini uljnih kapi, a ako je proces
mijesenja spor mogu se stvoriti vece uljne kapi ¢ime se olakSava odvajanje uljne faze 1 inhibira
stvaranje emulzije. Produljeno mijeSenje moze dovesti do formiranja emulzija koje oteZavaju
odvajanje ulja. U slucaju da dio ulja ostaje u stanicama ili u koloidnom sustavu maslinovog
tijesta, dok je dio vezan u emulziji s vegetabilnom vodom, potrebno je dodati tvari za razbijanje
emulzije i omoguciti oslobadanje ulja (Kiritsakis i Sakellaropoulos, 2017). Cilj mijeSenja u
konacnici je olaksati izdvajanje kapljica ulja te smanjiti viskoznosti maslinovog tijesta
(Clodoveo i Hbaieb, 2013).

PreSanje je jedna od najstarijih metoda ekstrakcije maslinovog ulja 1 znatno se razvijala
tijekom dugog vremenskog perioda njezine primjene. Na hidraulickim preSama otvorenog tipa,
koje su u primjeni, odvaja se tekuca od krute faze tijesta masline. PreSe zatvorenog tipa se vise
ne koriste zbog visoke otkupne cijene i troSkova odrzavanja. Maslinovo tijesto se nakon
mijesenja nanosi na naslagane filtarske podloge (filtriraju¢e slojnice). Svaki sloj maslinovog
tijesta bi trebao biti priblizno nanesen u sloju debljine 1,25 cm. Ova operacija se provodi
zahvaljujuci dozatoru koji tijesto iz malaksatora prenosi u adekvatnim koli¢inama na filtrirajuce

slojnice. Filtrirajuce slojnice imaju rupu u sredini koja omogucava slaganje slojnica na osovinu



i omogucava izlazak djevi¢anskog maslinovog ulja i vegetabilne vode. Ovaj sustav jamci
ocuvanu kvalitetu ulja. Nizak radni satni kapacitet i odrzavanje filtriraju¢ih slojnica su osnovni
nedostaci preSanja koji dovode do produljenog skladistenja plodova ¢ime se smanjuje kvaliteta
djevicanskog maslinovog ulja. Klju¢ni aspekti presanja koji utjecu na svojstva djevicanskog
maslinovog ulja ti¢u se pravilnog koristenja filtriraju¢ih slojnica i upotrebe opreme od
nehrdajuceg Celika. Slojnice predstavljaju potencijalni izvor kontaminacije jer mogu prenijeti
u ulje nepozeljne produkte fermentacijskih i oksidacijskih promjena koji nastaju u maslinovom
tijestu koje zaostaje u njima. Kako bi se smanjio rizik od kontaminacije ulja navedenim
produktima, filtracijske slojnice se moraju Cesto mijenjati, takoder je potrebno raditi u
kontinuiranom ciklusu i skladistiti filtrirajuce slojnice na niskoj temperaturi kako bi se inhibirali
fermentacijski procesi. Svi metalni dijelovi prese koji dolaze u kontakt s tijestom masline
moraju biti izradeni od nehrdajuceg Celika kako bi se izbjegao prijenos metala u ulje, osobito

onih metala koji djeluju kao katalizatori u reakcijama oksidacije ulja (Servili i sur., 2012).

Izdvajanje ulja centrifugiranjem je noviji postupak od presanja. Centrifugalna ekstrakcija
omogucuje smanjenje operativnih tro§kova i povecanje proizvodnog kapaciteta. Odvajanje ulja
vr$i se u horizontalnim separatorima ili dekanterima. Separacija se dugi niz godina provodila u
trofaznim centrifugalnim separatorima. Za primjenu trofaznog centrifugalnog separatora
potrebno je dodati vodu kako bi se dobilo tekuce tijesto masline, te na taj nacin poboljsalo
odvajanje ulja i povecao prinos. Nakon ekstrakcije na trofaznom centrifugalnom separatoru
dobije se mjesavina ulja i vegetabilne vode, vegetabilna voda (pomijesana s dodanom vodom)
i kruti otpad koji se zove komina. Glavni nedostaci primjene trofaznog centrifugalnog
separatora su nastajanje velike koli¢ine otpadne vode (skoro dvostruko vise od primjene
tradicionalnog preSanja) 1 gubitak u vodi otopivih antioksidansa koji se gube s otpadnom
vodom. Dvofazni centrifugalni separatori predstavljaju rjeSenje za velike koli¢ine otpadnih
voda. Primjenom dvofaznog centrifugalnog separatora dobiva se ulje pomijeSano s
vegetabilnom vodom i komina s visokim udjelom vode. U Spanjolskoj se ovakva komina naziva
alpeorujo i sadrzi oko 60 % vode u usporedbi s kominom dobivenom trofaznim
centrifugiranjem (50 %) i kominom dobivenom presanjem (35 %). Prinosi ulja su sli¢ni kod

ova dva postupka centrifugalne separacije, a nesto je veci kod presSanja (Doosselaere, 2013).

Uljni most (djevicansko maslinovo ulje s vegetabilnom vodom) koji se moze dobiti
razli¢itim metodama izdvajanja mora pro¢i zavr$nu fazu koja ukljucuje postupak kojim se
odvaja ulje od suspendiranih krutih tvari 1 vegetabilne vode. U proslosti su u primjeni bili

tankovi za talozenje u kojima su se prirodno talozile faze uljnog mosta tijekom duzeg



vremenskog perioda. Moderni industrijski pogoni za preradu maslina koriste centrifugalne
separatore. Vertikalni centrifugalni proc¢iséivaci se koriste za odvajanje dviju tekucina koje se
ne mijesaju (ulje i voda) ukljucujuci istovremeno odvajanje zaostalih krutih suspendiranih tvari.
Princip djelovanja ovakvog uredaja se temelji na djelovanju centrifugalne sile na faze uljnog
mosta koje imaju razlicitu gusto¢u. Uljni most dobiven ekstrakcijom se dovodi uz dodatak male
koli¢ine vode u centrifugu u kojoj se dobije Cisto ulje i vegetabilna voda dok se krute tvari

ispustaju iz diskova centrifuge (Petrakis, 2006).

Industrija proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja suocena je sa znacajnim izazovima
koji se odnose na pravilno zbrinjavanje otpada. Pulpa masline i sjemenke ¢ine 80 % ukupne
mase plodova maslina, §to znaci da u procesu proizvodnje nastaje 4 puta viSe nusproizvoda
nego ulja. Tijekom izdvajanja ulja kao nusproizvod dobiju se vegetabilna voda i komina, no
vrsta nusproizvoda koji nastaju ovisi o na¢inu ekstrakcije (Espadas-Aldana i sur., 2019).
Vegetabilna voda se mora procistiti primjenom biolos8kih i fizikalnih tretmana prije ispustanja
u kanalizaciju kako bi se smanjio njezin negativan u¢inak na okoli§. Otpadna voda iz
proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja moze se koristiti za uzgoj kvasaca, za proizvodnju
butanola pomoc¢u mikroorganizama, za izolaciju antocijana i proizvodnju vodene pare. Postoje
brojne metode za prociS¢avanje otpadnih voda, no one su skupe i komplicirane za primjenu
(Firestone, 2005). Pravilno zbrinjavanje i obrada komine su dosta skupi postupci. Zbrinjavanje
velike koli¢ine komine je problematicno zbog izrazite fitotoksi¢nosti. Preostali kruti
nusproizvod (komina) moze se koristiti kao gnojivo, za proizvodnju aromatskih spojeva, za
ekstrakciju bioaktivnih peptida, za proizvodnju biomase, kao gorivo, kao sto¢na hrana

(Medouni-Haroune i sur., 2018) itd.

Skladistenje je kriticna faza za kontrolu o¢uvanja funkcionalnih komponenti djevi¢anskog
maslinovog ulja. Ulje se mora skladistiti u hladnom (minimalne temperature 10 °C), tamnom,
suhom 1 prozra¢nom prostoru. Maslinovo ulje lako apsorbira tvari topljive u mastima i hlapive
tvari, te zbog toga skladiSni prostor mora biti prozracan. Kako bi se smanjio kontakt
djevi¢anskog maslinovog ulja sa zrakom potrebno je spremnike §to vise napuniti (Zaneti¢ i
Gugi¢, 2005). Tijekom skladiStenja ulja u polupraznim bocama prvo dolazi do sniZenja
koncentracije prisutnih antioksidanasa, a tek u kasnijim stadijima skladiStenja (kada je se udio
antioksidacijskih spojeva smanjio) dolazi do oksidacije nezasi¢enih masnih kiselina (Rastrelli
i sur., 2002). Djevicansko maslinovo ulje se treba ¢uvati u ambalazi 1 spremnicima izradenim
od materijala koji su fizikalno i kemijski inertni prema ulju. PoZeljno je da su spremnici izradeni

od nehrdajuceg Celika. Boce u kojima se Cuva ulje trebaju biti od tamnog stakla jer je plasticna



ambalaza neprikladna zbog negativnog utjecaja na senzorska svojstva. Trajnost djevi¢anskog
maslinovog ulja se moze produljiti skladiStenjem ulja u atmosferi inertnog plina kao $to je dusik
(Zaneti¢ i Gugi¢, 2005). Prisutni antioksidansi, poput fenolnih tvari i tokoferola, doprinose
duljem vijeku trajanja djevicanskog maslinovog ulja u usporedbi s drugim jestivim uljima.
Negativan ucinak na oksidacijsku stabilnost ulja mogu imati slobodne masne kiseline,
nezasic¢eni ugljikovodici, tragovi metala, pigmenti pod odredenim uvjetima i enzimi. Udio
slobodnih masnih kiselina i peroksidni broj povecavaju se s vremenom dok koncentracija
fenolnih tvari opada. Kod duzeg skladistenja djevicanskog maslinovog ulja dolazi do gubitaka
karotenoida, klorofila i fenolnih tvari. Dobro rukovanje s djevi¢anskim maslinovim uljem i
skladiStenje je jako vazno za oCuvanje prisutnog a-tokoferola (Shendi i sur., 2018). Pravilnim
skladiStenjem djevi¢anskog maslinovog ulja osigurava se odrzavanje kvalitete. Uslijed
neprikladnog skladiStenja, transporta, distribucije dolazi do kvarenja djevi¢anskog maslinovog
ulja. Kvarenje djevic¢anskog maslinovog ulja nije mikrobioloskog karaktera, pa se zbog toga
moze podcijeniti vaznost adekvatnog skladistenja. Razina kvalitete djevi¢anskog maslinovog
ulja koje dolazi do potroSaca uvelike ovisi o uvjetima skladiStenja, kao i rukovanja tijekom
distribucije, transporta, prodaje i uporabe. Cimbenici koji utjeéu na kvalitetu ulja su: izloZenost
neadekvatnoj temperaturi, izlozenost kisiku iz zraka i svjetlu, prisutnost organskih ostataka i
vode u ulju, mehanicki stres tijekom prijenosa i transporta i nedostatak higijene koji dovodi do

kontaminacije ulja (Peri, 2014).

2.3. KEMIJSKI SASTAV | STABILNOST DJEVICANSKOG MASLINOVOG ULJA

Djevicansko maslinovo ulje je proizvod ¢iji sastav moze kvantitativno i kvalitativno
varirati. U djevi¢anskom maslinovom ulju se nalaze gliceridne i negliceridne komponente.
Koncentracije i strukture pojedinih negliceridnih sastojaka ulja su karakteristiéne za odredena
ulja (Firestone, 2005). Glavni spojevi prisutni u djevicanskom maslinovom ulju su
triacilgliceroli koji ¢ine oko 96 % lipidne frakcije. Osim triacilglicerola u gliceridnoj frakciji se
mogu na¢i monoacilgliceroli, diacilgliceroli, slobodne masne kiseline i fosfolipidi. Negliceridni
I neosapunjivi spojevi djevicanskog maslinovog ulja su: steroli, vitamini, ugljikovodici,
alifatski alkoholi, triterpenski alkoholi, pigmenti, tragovi metala, fenolne tvari i dr. Djevic¢ansko
maslinovo ulje ima jedinstvena senzorska svojstva koja ga izdvajaju od drugih jestivih ulja. Za
aromu djevicanskog maslinovog ulja su, izmedu ostalih, odgovorni aldehidni spojevi i

seskviterpeni koji su prisutni u vrlo malim koli¢inama (Sakoubhi i sur., 2010).



Cimbenici, kao $to su sorta masline, na¢in uzgoja, zrelost plodova, specifi¢nosti metoda
prerade, imaju utjecaj na sastav djevicanskog maslinovog ulja. Navedeni ¢imbenici mogu
utjecati i na okus ulja (Caporaso, 2016). Poljoprivrednici kontrolom odredenih agronomskih
parametara mogu dobiti plodove optimalne za proizvodnju ulja (Aparicio i Luna, 2002).
Kwvaliteta ulja je reprezentativna za pojedinu sortu masline tek kada su agrotehnicki ¢imbenici
optimizirani (Klepo i Benci¢, 2014). Pojedine faze proizvodnje, kao $to su izdvajanje ulja,
drobljenje, mijesenje i skladiStenje, mogu dovesti do razvoja nepozeljnih aroma. Uvjeti
izdvajanja ulja na industrijskoj razini mogu znacajno utjecati na sastav fenolnih i hlapljivih

spojeva (Mousavi i sur., 2022; Baccouri i sur., 2008).

Masne kiseline prisutne u djevicanskom maslinovom ulju su: pamitinska, palmitoleinska,
stearinska, oleinska, linolna i linolenska. Miristinska, margarinska i arahinska kiselina su
prisutne u tragovima. Talijanska, grcka i $panjolska maslinova ulja imaju visok udio oleinske
kiseline, a nizak udio linolne i palmitinske. Sastav i koncentracija masnih kiselina prisutnih u
maslinovom ulju ovise o zrelosti ploda, klimi, geografskoj $irini i sorti. Maslinova ulja iz Tunisa
imaju visok udio linolne i palmitinske kiseline, a nizak udio oleinske kiseline. Triacilgliceroli
prisutni u djevicanskom maslinovom ulju sadrze vecinski oleinsku masnu kiselinu.
Koncentracija triacilglicerola ovisi o klimi, zrelosti plodova, sorti i geografskoj Sirini. Sastav
masnih kiselina u maslinovom ulju je vazan ¢imbenik autenti¢nosti ulja. Monoacilgliceroli 1
diacilgliceroli prisutni u djeviéanskom maslinovom ulju su posljedica nepotpune biosinteze
triacilglicerola ili hidrolitickih reakcija. U djevicanskom maslinovom ulju udio diacilglicerola
se kre¢e od 1 do 2,8 %, a udio monoacilglicerola je manji od 0,25 % (Milinovic i sur., 2019;
Boskou i sur., 2006).

Polifenoli prisutni u djevi¢anskom maslinovom ulju se konvencionalno karakteriziraju kao
"polifenoli” iako nisu svi polihidroksi aromatski spojevi. U maslinovom ulju su prisutne
razli¢ite vrste polifenola, ukljucujuci fenolne alkohole hidroksitirosol i tirosol. Udio polifenola
u djevi¢anskom maslinovom ulju varira ovisno o nizu ¢imbenika kao $to su sorta, nacini uzgoja
i uvjeti prerade. Koncentracija polifenola se generalno krece u rasponu od 50 do 1000 mg/kg
ulja, ali se vrijednosti obi¢no krecu izmedu 100 i 300 mg/kg ulja. Polifenoli su jako vazni za
okus 1 stabilnost maslinovog ulja. Ulje moze imati gorak okus kada je udio polifenola visi od
300 mg/kg. Visok udio polifenola je medutim vazan za stabilnost ulja, pa samim time i
produljenje roka trajanja ulja. Polifenoli takoder imaju i pozitivan uc¢inak na zdravlje (Castelli
i sur., 2018; Boskou, 2011; Boskou, 2008).
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Najznacajniji ugljikovodici prisutni u djevi¢anskom maslinovom ulju su skvalen i B-
karoten. Koncentracija skvalena u djevi¢anskom maslinovom ulju iznosi od 700 do 1200
mg/kg. Skvalen je nezasi¢eni alifatski ukljikovodik koji ima znacajna bioloSka i umjerena
antioksidativna svojstva. Vazan je njegov pozitivan ucinak na zdravlje jer skvalen djeluje
inhibirajuce na neke oblike raka (Murkovic i sur., 2004; Boskou, 2002; Psomiadou i Tsimidou,
1999).

Steroli prisutni u djevicanskom maslinovom ulju mogu se podijeliti na 4 grupe: obi¢ni
steroli (4-o-dezmetilsteroli), 4-o-metilsteroli, 4,4-dimetilsteroli (triterpenski alkoholi) i
triterpenski dialkoholi. Najvazniji steroli prisutni u djevi¢éanskom maslinovom ulju su 4-a-
dezmetilsteroli. B-sitosterol ¢ini 75-90 % ukupnog sastava sterola. Ostali steroli prisutni u
znacajnijim koli¢inama su delta-5-avenasterol (5-36 %) i kampesterol (oko 3 % ukupnog
sastava sterola). Koncentracija sterola u djevicanskom maslinovom ulju je obi¢no u rasponu od
1000-2000 mg/kg ulja. Prisutnost A5-avenasterola u djevicanskom maslinovom ulju vazna jer

djeluje inhibitorno na reakcije oksidativne polimerizacije (Kyg¢yk i sur., 2016; Boskou, 2002).

Fosfolipidi  prisutni  u  djeviéanskom maslinovom ulju su: fosfatidilkolin,
fosfatidiletanolamin, fosfatidilserin i fosfatilinositol. Koncentracije fosfolipida u maslinovom
ulju mogu se kretati u rasponu od 20 do 156 mg/kg ulja. Udio fosfolipida moZze utjecati na

antioksidativnu aktivnost i stabilnost ulja (Jiménez i sur., 2007b; Boskou i sur., 2006).

Pigmenti prisutni u djevi¢anskom maslinovom ulju su klorofili i karotenoidi. Udio
karotenoida u maslinovom ulju se krece od 1 do 20 mg/kg, no vrijednosti obi¢no ne prelaze 10
mg/kg. Karotenoidi prisutni u djevicanskom maslinovom ulju su lutein (0,2-3,4 mg/kg) i B-
karoten (0,4-5,1 mg/kg). Koncentracija klorofila u maslinovom ulju se krec¢e u rasponu od 10
do 30 mg/kg. Klorofil u djevicanskom maslinovom ulju je prisutan u obliku feofitina a.
Karotenoidi inhibiraju fotooksidaciju ulja. Klorofili mogu djelovati kao slabi antioksidansi u
tamnom okruZenju, dok u prisutnosti svjetla kataliziraju reakcije oksidacije. Pigmenti imaju
vaznu ulogu u oksidativnoj stabilnosti djevi¢anskog maslinovog ulja (Boskou, 2011; Marquez,
2003; Minguez-Mosquera i sur., 1990).

U djevicanskom maslinovom ulju je identificirano oko 280 hlapljivih spojeva. Hlapljivi
spojevi maslinovog ulja su: ugljikovodici, aldehidi, esteri, derivati furana, kiseline, ketoni,
alkoholi i dr. Smatra se da samo 67 hlapljivih spojeva znacajno pridonosi aromi djevic¢anskog
maslinovog ulja. Koncentracije hlapljivih komponenata su jako vazne za odredivanje mirisa i

okusa maslinovog ulja. Na sastav hlapljivih spojeva utjeCu kvaliteta plodova, na¢in berbe i
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prerade. Najzastupljeniji hlapljivi spojevi u maslinovom ulju su: heksanal, (E)-2-heksenal, (Z)-
3-heksenal, heksan-1-ol, (Z)-3-heksen-1-ol, heksil acetat i (Z)-3-heksenil acetat, koji su
odgovorni za zelenu i voénu aromu djevi¢anskog maslinovog ulja (Kaftan i Elmaci, 2011,

Boskou i sur., 2006).

Voskovi prisutni u djevicanskom maslinovom ulju su esteri alkohola s masnim kiselinama.
Koncentracija voskova je vrlo niska i ne prelazi 350 mg/kg. Udio voskova mozZe varirati ovisno
o nizu ¢imbenika. Oni potpomazu stabilnost i trajnost ulja te imaju u¢inak na senzorska svojstva

ulja (Samaniego-Sanchez i sur., 2010; Boskou, 2002).

Tragovi metala prisutni u djevicanskom maslinovom ulju mogu potjecati iz gnojiva, tla ili
su migrirali iz opreme i spremnika. Vazno je koristiti opremu i spremnike od nehrdajuéeg celika
kako bi se izbjegla kontaminacija maslinovog ulja metalima. Metali prisutni u maslinovom ulju
su obi¢no Zeljezo i bakar. Koncentracija metala u djevi¢anskom maslinovom ulju se krece
izmedu 0,5 i 3 mg/kg, dok koncentracija bakra obi¢no iznosi od 0,001 do 0,2 mg/kg. Ostali
metali poput kroma, mangana, kositra, nikla i olova takoder mogu biti prisutni u djevicanskom
maslinovom ulju, ali u izrazito niskim koncentracijama. Metali djeluju kao prooksidansi,
odnosno imaju kataliticki uéinak na autooksidaciju (Llorent-Martinez i sur., 2014; Boskou,
2011).

Biljna ulja i masti sadrze vaznu skupinu antioksidansa koji se zovu tokoferoli. a-tokoferol
¢ini oko 95 % ukupnog sastava tokoferola prisutnih u djevicanskom maslinovom ulju (Cunha i
sur., 2006). Najznacajniji antioksidacijski u¢inak ima d-tokoferol, a slijede ga y-, B- i o-
tokoferol. a-tokoferol zato ima najizrazenije biolosko djelovanje koje opada prema B- i y-
tokoferolu, a najslabije je kod &-tokoferola (Kamal-Eldin i Appelqvist, 1996; Blekas i sur.,
1995). Tokoferoli i tokotrienoli, koji se jo§ nazivaju vitaminom E, su skupine antioksidansa
topljivin u mastima s kromanolnim prstenom i hidrofobnim bo¢nim lancem (u slucaju
tokoferola fitil, u slu¢aju tokotrienola izoprenil). Tokoferoli (a, 3, v i 8) i tokotrienoli (slika 1)
se razlikuju po polozaju 1 broju metilnih supstituenata na fenolnom dijelu prstena (Schwartz 1

sur., 2008).
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7.8-dimetil
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Slika 1. Struktura tokokromanola, tablica predstavlja broj i polozaj metilnih grupa na
aromatskom prstenu (Nollet, 2012).

Sinteza tokoferola i tokotrienola ukljucuje primarno nastanak tokokromanolne strukture.
Tokokromanoli se sintetiziraju kondenzacijom homogentizata (HGA), koji nastaje iz tirozina i
fitila ili geranilgeranil difosfata uz pomo¢ homogentizata (fitiltransferaze odnosno
homogentizata geranilgeraniltransferaze kako bi se formirao 2-metil-6-fitil-1,4-benzokinol
odnosno 2-metil-6-geranilgeranil-1,4-benzokinol. Ovi meduprodukti uslijed djelovanja
tokoferol-ciklaze, prije ili nakon metilacije MPBQ metiltransferazom, daju y- i 6-
tokokromanol. Metilacijom y- i 8-tokokromanola pomocu y-tokoferol metiltransferaze nastaju

a- i p-tokokromanol (Pérez i sur., 2019; DellaPenna i Pogson, 2006).

a-tokoferol ¢ini 90 % ukupnog udjela prisutnih tokoferola u djevicanskom maslinovom
ulju. Koncentracija a-tokoferola u uzorcima djevi¢anskih maslinovih ulja iz Portugala,
Spanjolske, Gréke i Italije se kreée izmedu 50 i 380 mg/kg. Maslinovo ulje sadrZi znatno nize
koncentracije ostalih tokoferola, a najvise y-tokoferola, oko 20 mg/kg (Paiva-Martins i
Kiritsakis, 2017). Koncentracija tokoferola u djevi¢anskom maslinovom ulju ovisi o: uvjetima
uzgoja, sorti, klimi, geografskim ¢imbenicima, tipu tla, vremenu berbe i na¢inu prerade (Ozcan
i sur., 2019). Na koncentraciju a-tokoferola moze znacajno utjecati skladistenje djevi¢anskog
maslinovog ulja, odnosno izlozenost svjetlu i neadekvatnoj temperaturi (Deiana i sur., 2002).

Udio tokoferola takoder ovisi i 0 nadmorskoj visini na kojoj se maslina uzgaja, utvrdeno je da
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masline uzgajane na nizim nadmorskim visinama imaju vec¢i udio ukupnih tokoferola (Mousa i

sur., 1996).

Oksidacija lipida predstavlja znacajan problem u prehrambenoj industriji. Kvarenje ulja
moze dovesti do promjena u senzorskim svojstvima, promjena nutritivnog sastava i nastanka
nepozeljnih spojeva. Antioksidansi otopivi u uljima su vazni za inhibiciju oksidacijski
promjena (Barouh i sur., 2021). a-tokoferol je vazan liposolubilan antioksidans koji se nalazi u
membranama i lipoproteinima sisavaca. Vitamin E ima pozitivan uc¢inak na zdravlje tako Sto
minimizira procese koji dovode do degenerativnih bolesti, te djeluje protuupalno (Saldeen i
Saldeen, 2005; Burton i Traber, 1990). Takoder, smanjuje agregaciju trombocita i ukljucen je
u konverziju arahidonske kiseline u prostagladin (Rizvi i sur., 2014). Tokoferoli su vazni za
stabilizaciju pojedinih hormona i enzimske aktivnosti, te Stite bioloSke membrane od lipidne
peroksidacije (Liao i sur., 2022; Karanth i sur., 2003; Wang i Quinn, 2000). Pretpostavlja se da
tokoferoli djeluju kao antioksidansi kroz dva razli¢ita mehanizma. Prvi mehanizam ukljucuje
doniranje elektrona, zapravo tokoferol donira atom vodika iz svoje fenolne skupine lipidnim
radikalima. Drugi mehanizam ukljucuje uklanjanje singletnog kisika te na taj na¢in dolazi do
inhibicije oksidacijskih reakcija koje su izazvane pobudenim singletnim kisikom (Boskou,
2008; Brigelius-Flohé, 2006; Burton, 1994).

Bioaktivne komponente djevicanskog maslinovog ulja osiguravaju snazan antioksidativni
u¢inak. U bioaktivne komponente se ubrajaju steroli, tokoferoli, karotenoidi, klorofili,
ugljikovodici i1 fenolne tvari. Djevicansko maslinovo ulje je poznato po tome §to je bogato
fenolnim spojevima i a-tokoferolom. Koncentracije antioksidacijskih spojeva u maslinovom
ulju variraju ovisno o velikom broju ¢imbenika (sorta, klima, agronomski uvjeti, vrijeme
skladiStenja prije prerade...). KoriStene metode ekstrakcije 1 parametri skladiStenja mogu imati
uc¢inak na sastav fenolnih tvari i koncentraciju tokoferola (Ninfali i sur., 2001). o-difenoli su
najucéinkovitiji antioksidansi prisutni u djevi¢anskom maslinovom ulju. U¢inak a-tokoferola na
stabilnost ulja uvelike ovisi o koncentraciji o-difenola. Ostale antioksidacijske komponente
takoder imaju mali doprinos stabilnosti djevicanskog maslinovog ulja (Mateos i sur., 2003).
Tijekom prve faze autooksidacije tokoferoli inhibiraju nastanak slobodnih radikala, te se zbog
toga koncentracija tokoferola smanjuje u odnosu na ostale antioksidacijske spojeve prisutne u

djevi¢anskom maslinovom ulju koji djeluju nakon u¢inka tokoferola (Dimi¢ i sur., 2016).
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2.4. HPLC

Analiza hrane je vazna zbog provjere kvalitete i autenti¢nosti prehrambenih proizvoda.
Odredivanje kvalitete ukljucuje procjenu prehrambene vrijednosti 1 karakteristi¢nih svojstava
hrane. AnalitiCka kemija koristi razne tehnike i metode za utvrdivanje sastava prehrambenih
proizvoda. Cesto se primjenjuju kromatografske tehnike. Nedostaci plinske kromatografije
doveli su do razvoja tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (eng. High Performance
Liquid Chromatography ili High Pressure Liquid Chromatography; HPLC) koja je omogucila
razdvajanje najslozenijih smjesa te poboljsala selektivnost i osjetljivost analiza hrane (Conte 1
sur., 2010). HPLC se primjerice Koristi za analizu antioksidansa otopivih u lipidima zato jer
zahtjeva manje procis¢avanje uzorka, a blazi temperaturni uvjeti kolone sprjecavaju gubitak

termolabilnih analita (Abidi, 2000).

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti razdvaja sastojke uzorka na temelju
njihove raspodjele izmedu mobilne i stacionarne faze. Svaka komponenta uzorka eluira u
razli¢ito vrijeme, $to je odredeno medumolekularnim interakcijama. Medumolekularne

interakcije, odnosno priroda tvari, odreduju vrijeme zadrzavanja na koloni (Giri i sur., 2022).

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti se koristi zbog znafajne mogucnosti
odvajanja Sirokog raspona tvari 1 izraZzene selektivnosti. Veéina mjerenja provodi se na
normalnim ili obrnutim fazama na silikatnim kolonama. Aparatura HPLC-a ukljucuje: injektor,
kolonu, pumpu, spremnik mobilne faze i detektor. Izokratsko eluiranje se Kkoristi kada se
tijekom procesa odvajanja mobilna faza ne mijenja. Gradijentno eluiranje se koristi kada se
sastav mobilne faze mijenja (Vitha, 2017; Nollet, 2012; Cserhati i Forgacs, 1999).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

Uzorci djevicanskog maslinovog ulja 4 autohtone hrvatske sorte (Oblica, Istarska bjelica,
Rosulja i Levatinka) koristeni su kao materijal u ovom diplomskom radu. Djevi¢ansko
maslinovo ulje proizvedeno je laboratorijskim postupkom uz ubrzani toplinski tretman te u
poluindustrijskom postrojenju kako je opisano u diplomskom radu Peji¢ (2022). Uzorci
djevi¢anskog maslinovog ulja su nakon proizvodnje do analiza skladiSteni u bocama od tamnog
stakla pod strujom dusika na temperaturi od 15 do 20 °C. U svim uzorcima djevi¢anskog

maslinovog ulja odredeni su sastav i koncentracija tokoferola.
Tijekom analize sastava tokoferola u uzorcima koristeni su slijede¢i reagensi:

e Metanol (Fisher Scientific, Loughborough, Engleska)

e Heptan (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

e Heksan (Honeywell, Offenbach, Njemacka)

e lzopropanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e o-tokoferol (LGC, DR EHRENSTORFER, Augsburg, Njemacka)
e [(-tokoferol (Millipore, Calbiochem, Billerica, SAD)

o y-tokoferol (Millipore, Calbiochem, Billerica, SAD)

e o-tokoferol (Millipore, Calbiochem, Billerica, SAD)

3.2. METODE

3.2.1. Laboratorijska proizvodnja djevicanskog maslinovog ulja uz ubrzani toplinski tretman

Laboratorijska proizvodnja djevi¢anskog maslinovog ulja provedena je na laboratorijskoj
pilot-uljari Abencor (MC2 Ingenieria y Sistemas S.L., Sevilla, Spanjolska) koja se sastoji od
mlina ¢ekic¢ara (MM-100), termomijesalice s vodenom kupelji (TM-100) i centrifuge (CF-100).
Plodovi maslina su prvo oc¢isceni i oprani, te nakon toga samljeveni. Nakon mljevenja plodova
maslina, tijesto je odmah podvrgnuto ubrzanom toplinskom tretmanu pri: 15 °C, 20 °C, 25 °C,
30 °C, 35 °C i 40 °C. Hladenje do Zeljene temperature od 15 °C i 20 °C provedeno je u uredaju
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za ubrzano hladenje (Blast chiller TECNODOM ATTO05 ATTILA ABB) na temperaturi -18 °C.
Maslinovo tijesto se u sloju visine 1-1,5 cm (priblizne mase od 800 g) nanese na pladnjeve od
inoksa. Tijekom hladenja temperatura tijesta kontrolira se ubodnim termometrom (Quartz).
Toplinska energija se odvodi konvekcijom. Tijesto maslina je ohladeno do Zeljene temperature
koja bi se trebala posti¢i u vremenskom periodu od 1 do 3 minute. S druge strane, maslinovo
tijesto je zagrijano na temperature 25 °C, 30 °C, 35 °C i 40 °C na dva nacina. Grijanje je
provedeno u termostatu prijenosom topline konvekcijom na temperaturi od 45 °C (gdje je tijesto
naneseno na pladnjeve od inoksa) te u termostatu s vodenom kupelji (GRANT, SUB Aqua Pro,
model: SAP12). Gornju stranu posude u kojoj se tijesto zagrijavalo bilo je potrebno oblozZiti
aluminijskom folijom kako bi se toplina ravhomjerno rasporedila. Temperatura tijesta je
pracena ubodnim termometrom (Quartz). Toplina se prenosi kondukcijski preko vode zagrijane
na 52 °C (za temperaturu tijesta 40 °C) i 50 °C (za temperaturu tijesta 25 -35 °C). Grijanje

tijesta do Zeljene temperature trajalo je, kao i1 kod hladenja tijesta, od 1 do 3 minute.

Na laboratorijskoj pilot-uljari Abencor je provedeno mijeSenje i centrifugiranje
pretretiranog maslinovog tijesta. Postupak mijesenja je proveden na temperaturi od 27 °C kroz
40 minuta. Centrifugiranjem je provedeno izdvajanje ulja kroz 90 sekundi uz 3500 okr/min.
Dobiveno ulje je dodatno izbistreno na centrifugi Hettich Universal 320R (Andreas Hettich
GmbH & Co. KG, Tuttlingen, Njemacka), sa sustavom hladenja, finim centrifugiranjem pri 18
°C. Fino centrifugiranje je provedeno pri brzini vrtnje od 5000 okr/min kroz 4 minute (Peji¢,
2022).

3.2.2. Odredivanje tokoferola

Sastav i koncentracije tokoferola u uzorcima djevicanskih maslinovih ulja odredeni su
prema standardnoj metodi (HRN EN ISO 9936, 2016) primjenom tekucinske kromatografije
visoke ucinkovitosti (HPLC) uz fluorescentnu detekciju (FD), izokratskom metodom

normalnih faza.
Priprema maticne otopine standarda

Za pripremu mati¢ne otopine standarada (a-, B-, y- i -tokoferola) izvagano je 5 mg + 0,5mg,
na vagi Kern ABP 200-5DM (KERN & SOHN, Balingen, Njemacka), u odmjernu tikvicu od

25 mL, te se tikvica do oznake napunila n-heptanom. Odmjerna tikvica s mati¢nom otopinom
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standarda je umotana u aluminijsku foliju i skladiStena pri temperaturi od 4 °C, a moze se
koristiti do tjedan dana. Mati¢noj otopini a-tokoferola dodatno je spektrofotometrijski odredena
koncentracija kako bi se omogucilo izrazavanje koncentracije detektiranih tokoferola preko a-
tokoferola. Ukratko, u tikvicu okruglog dna se odpipetira 5 mL mati¢ne otopine a-tokoferola,
te se na rotacijskom evaporatoru (Heidolph, Schwabach, Njemacka) pri temperaturi od 35 °C i
snizenom tlaku u cijelosti ukloni n-heptan. Tikvica se propuhuje dusikom i u tikvicu se pipetira
10 mL metanola. Pri valnoj duljini od 292 nm mjeri se apsorbancija dobivene otopine u
metanolu na spektrofotometru UviLine 9400 (SECOMAM, Ales, Francuska). Toc¢na
koncentracija o-tokoferola u metanolu, izraZzena u pg/mL, se rauna tako da se dobivena
apsorbancija podijeli s 0,0076. Dobivena koncentracija se mnozi s 2 kako bi se dobila

koncentracija a-tokoferola u mati¢noj otopini standarda.
Priprema otopine standarda za injektiranje

Otopina standarda koji se injektiraju u HPLC se priprema svaki dan i skladisti se pri
temperaturi od 0 °C do 4 °C. Za pripremu otopine standarda potrebno je odpipetirati 100 pL
mati¢ne otopine standarda u odmjernu tikvicu od 5 mL i tikvicu do oznake napuniti n-

heptanom.
Priprema uzorka

Otopina uzorka se pripremala tako da se u odmjernu tikvicu od 10 mL izvaze 0,1 g+ 1 mg
uzorka, te se otopi u n-heptanu do oznake. Otopina uzorka mora biti zasticena od svjetla i

analiza se mora provesti na dan pripreme otopine uzorka.
HPLC analiza

U HPLC (Varian ProStar, Middelburg, Nizozemska) je injektirano 20 puL. pripremljenog
uzorka. Na koloni LiChroCART, Silica 60 kolonom (250 mm x 4,6 mm, 5 um; Merck,
Darmstadt, Njemacka) je provedeno razdvajanje tokoferola, pri sobnoj temperaturi. Smjesa
heksan/izopropanol (99,3/0,7) je upotrjebljena kao mobilna faza uz protok od 0,9 mL/min u
vremenskom trajanju analize od 25 minuta. Na fluorescentnom detektoru je namjeStena valna
duljina eksitacije od 295 nm i valna duljina emisije od 330 nm, a osjetljivost detektora je

podesena na medium.

Za identifikaciju a-tokoferola, B-tokoferola, y-tokoferola i 6-tokoferola u uzorku, koristena

su retencijska vremena ranije navedenih komercijalno dostupnih standarada. Otopina
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standarada je injektirana na isti nacin kao i uzorci. Otopina a-tokoferola svjeze je pripremljena
svaki dan i injektirana u HPLC. Koncentracija svakog pojedinog tokoferola u uzorku (w),
izrazena je preko koncentracije a-tokoferola, u mg/kg, a racuna se prema formuli [1]:
AV
w = &2 [1]

Agm

gdje je: p koncentracija u pg/mL a-tokoferola u otopini standarda, 4, o¢itana povrsina pika

o-tokoferola u otopini standarda, 4, je oitana povriina pika pojedinog tokoferola u otopine
uzorka, m masa u gramima testnog uzorka, V volumen pripremljene otopine uzorka koji iznosi
10 mL.

3.3. OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza je provedena kako bi se utvrdio utjecaj sorte i nafina proizvodnje
(predtretmana) na sastav tokoferola u djevicanskom maslinovom ulju. Provedena je ANOVA
tj, analiza varijance u programu Excel. Za svaki na¢in proizvodnje je izmjereno $est vrijednosti
koncentracije tokoferola. Analiza tokoferola je provedena u dva ponavljanja za svaku od tri

paralelne proizvodnje.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Danas je opcepriznato da djevi¢ansko maslinovo ulje ima vaznu bioloSku i nutritivnu
vrijednost koja ima pozitivan u¢inak na ljudsko zdravlje. No, postoji jo§ prostora za optimiranje
pojedinih parametara proizvodnje kako bi se poboljsala svojstva ulja (Ranalli i sur., 2003).
Djevi¢ansko maslinovo ulje se proizvodi iz plodova isklju¢ivo primjenom mehanickih tehnika
koje ukljucuju mljevenje, drobljenje, mijeSenje i izdvajanje ulja. Svaka od navedenih faza
proizvodnje ima znacajan utjecaj na kvalitetu djevi¢anskog maslinovog ulja (Clodoveo, 2012).
Djevi¢ansko maslinovo ulje sadrzi Sirok raspon spojeva, od kojih su pojedini funkcionalne
komponente. Prema kemijskom sastavu spojevi djevicanskog maslinovog ulja se mogu
podijeliti u dvije grupe, a to su osapunjive i neosapunjive komponente. Osapunjivu frakciju ulja
¢ine: triacilgliceroli, monoacilgliceroli, diacilgliceroli, slobodne masne kiseline, esteri masnih
kiselina i terpenski alkoholi. Neosapunjiva frakcija ulja se sastoji od: ugljikovodika, fitosterola,
flavonoida, pigmenata, sterola, tokoferola, terpenskih dialkohola i hlapljivih tvari. Sastav
masnih kiselina i udio antioksidansa (poput polifenola i tokoferola) imaju znac¢ajan utjecaj na
brzinu oksidacije biljnih ulja, tj. na njihovu oksidacijsku stabilnost. U djevi¢anskom
maslinovom ulju se, ovisno o uvjetima skladistenja, mogu odvijati procesi autooksidacije i foto-

oksidacije (Yalcin i Schreiner, 2018; Chen i sur., 2011).

Tokoferoli (a, B, v, 1 8) su prirodni antioksidansi topljivi u uljima i mastima. Nalaze se u
biljnim uljima, pa tako i u djevi¢anskom maslinovom ulju (Martakos i sur., 2020; Bakre i sur.,
2015). U djevicanskom maslinovom najveéi udio u ukupnom sastavu tokoferola ¢ini a-
tokoferol. p-tokoferol i y-tokoferol su prisutni u djevi¢anskim maslinovim uljima u manjim
koncentracijama dok se &-tokoferol pojavljuje samo u tragovima. Tokoferoli imaju vaznu ulogu
u utvrdivanju kvalitete 1 autentiCnosti djevicanskog maslinovog ulja. Prisutni tokoferoli su
vazni antioksidansi koji imaju pozitivan utjecaj na ljudsko zdravlje. a-tokoferol, osim toga,
moze djelovati sinergisticki s drugim antioksidacijskim spojevima prisutnim u djevicanskom

maslinovom ulju (Krichene i sur., 2010; Escuderos i sur., 2009).

Cilj diplomskog rada bio je utvrditi utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana i sorte na sastav
tokoferola djevi¢anskih maslinovih ulja. Ispitivanje je provedeno na uzorcima ulja
proizvedenim iz Cetiri razli¢ite autohtone hrvatske sorte maslina (Oblica, Rosulja, Istarska
bjelica i Levantinka). Postupak proizvodnje djevicanskog maslinovog ulja ukljucivao je ubrzani

toplinski tretman tijesta masline. Tijesto masline je brzo ohladeno ili zagrijano izmedu faza
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mljevenja (drobljenja) i mijeSenja na temperaturu od 15, 20, 25, 30, 35 ili 40 °C. Koncentracija
tokoferola u uzorcima odredena je standardnom metodom pomocu tekuéinske kromatografije
visoke djelotvornosti (HPLC).

Istrazivanje Tamborrino i sur. (2019) pokazalo je da brzim zagrijavanjem tijesta maslina
(3,61 min do temperature tijesta 23 °C) u kombinaciji s procesom mijesenja dolazi do smanjenja
koncentracija a-, B- i y- tokoferola u odnosu na primjenu standardnog procesa mijeSenja. U
strunoj literaturi nije pronadeno vise istrazivanja u kojima je praden utjecaj ubrzanog
toplinskog tretmana na sastav tokoferola. Medutim, postoje istrazivanja u kojima je utvrden
utjecaj termiCkog tretiranja tijesta maslina na druge parametre kao Sto su: iskoriStenje procesa
proizvodnje, sastav fenolnih tvari, oksidacijska stabilnost, potrebna duljina mijeSenja,
efikasnost mijesenja, senzorska svojstva i sastav hlapljivih tvari (Acar i Arslan, 2017; Leone i
sur., 2015; Fiori i sur., 2014; Esposto i sur., 2013; Amirante i sur., 2006).

Provedena su brojna istrazivanja koja su se bavila utjecajem raznih ¢imbenika (zrelost
plodova, primjena pulsirajuéeg elektri¢nog polja, mikrovalova i ultrazvuka, uvjeti mijeSenja,
metoda ekstrakcije, primjena razli¢itih mlinova, duljina skladiStenja plodova) na udio
tokoferola u djevi¢anskim maslinovim uljima. U istraZivanjima Jiménez i sur. (2014) i Bengana
i sur. (2013) primijeceno je snizavanje razine ukupnih tokoferola tijekom procesa dozrijevanja.
Dok su istrazivanja Dagdelen i sur. (2012) i Gutiérrez i sur. (1999) pokazala da pojedine sorte
imaju karakteristican trend u kretanju udjela o-tokoferola tijekom zrenja. Tretman tijesta
mikrovalovima uz dodatak natrij-citrata je uzrokovao snizenje koncentracije a-tokoferola u
djevicanskom maslinovom ulju u odnosu na primjenu tradicionalne metode prema radu Chira i
sur. (2020). Brojna istrazivanja su pokazala da ultrazvuéni tretman tijesta masline, dobivenog
drobljenjem i mljevenjem, dovodi do porasta ukupnih tokoferola u djevi¢anskom maslinovom
ulju (lgdiam i sur., 2018; Bejaoui i sur., 2015; Clodoveo i sur., 2013; Jiménez i sur., 2007a).
Utvrdeno je takoder da je udio o-tokoferola u maslinovom ulju, Cije je tijesto tretirano
pulsiraju¢im elektricnim poljem, bio malo vi§i od kontrole (Abenoza 1 sur., 2013). U
proizvodnji djevicanskog maslinovog ulja je od velikog znacaja zrelost i zdravstveno stanje
plodova, ali i primijenjene tehnike izdvajanja ulja koje imaju utjecaj na kvalitetu ulja (Jolayemi
i sur., 2016). Inarejos-Garcia i sur. (2009) su utvrdili da je porast temperature mijeSenja bio
popracen blagim porastom koncentracije o-tokoferola u djevicanskom maslinovom ulju.
Koristenje atmosfere dusika u procesu mijesenja takoder je imalo pozitivan ucinak na sastav
tokoferola (Yorulmaz i sur., 2011). Osim toga, i metoda izdvajanja ulja utjeCe na sastav

tokoferola u djevicanskom maslinovom ulju (Abd El-Hamied i sur., 2019; Stefanoudaki i sur.,
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2011). Primjenom mlina ¢ekicara proizvedeno je maslinovo ulje s neznatno vis§im udjelom o-
tokoferola prema istrazivanju Inarejos-Garcia i sur. (2011). Istrazivanje Rotondi i sur. (2021)
pokazalo je da vrijeme skladiStenje maslina utjee na koncentraciju o-tokoferola u

djevicanskom maslinovom ulju te da je optimalno masline preraditi u prvom danu nakon berbe.

Rezultati istrazivanja ovog rada prikazani su u tablicama (tablice 1-4). Vrijednosti u
tablicama su izrazene u cijelim brojevima kao srednja vrijednost + standardna devijacija.
Srednja vrijednost i standardna devijacija izraCunati su na osnovu Sest izmjerenih vrijednosti za
svaki nacin proizvodnje (tri paralelne proizvodnje dok je sama analiza tokoferola provedena u
minimalno dva ponavljanja). Prikazane vrijednosti su masene koncentracije pojedinih

tokoferola izrazenih u miligramu po kilogramu djevi¢anskog maslinovog ulja.

a-tokoferol dominantni je tokoferol djevicanskih maslinovih ulja proizvedenih iz sorte
Oblica (tablica 1). Najvisa koncentracija o-tokoferola primijecena je u uzorku kojem je
maslinovo tijesto sorte Oblica hladeno na 15 °C, dok je najniza koncentracija a-tokoferola
izmjerena za uzorak éije je tijesto prije mijeSenja zagrijano na 35 °C. Ostali tokoferoli u
prikazanim uzorcima su bili prisutni u znac¢ajno nizim koncentracijama. Optimalni uvjeti
proizvodnje u kojima je o¢uvana maksimalna koncentracija B-tokoferola ukljuc¢uju hladenje

maslinovog tijesta na temperaturu od 20 °C. y-tokoferola je bilo najvise u uzorku kontrole.

Tablica 1. Koncentracije tokoferola (a-, B-, y- i 6-) u uzorcima djevi¢anskog maslinovog ulja

sorte Oblice
Oblica mg/kg

- p- Y- 5-

Uzorak tokoferol | tokoferol | tokoferol | tokoferol

Konvencionalni

postupak 22543 340 8+0 nd*
Kontrola 24447 2+1 11+0 nd
15°C 261+9 1+1 8+1 nd
20 °C 213432 5+4 7+1 244
25 °C 22149 3+0 8+0 nd
30 °C 21243 nd 7+1 nd
35°C 185+1 nd 6+0 nd
40 °C 18741 nd 6+0 nd

sve vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija;
*nije detektirano

Saroli¢ i sur. (2015) su utvrdili da djevi¢ansko maslinovo ulje Oblice sadrzi oko 213 mg/kg

a-tokoferola, sto je u skladu s rezultatima ovog istrazivanja. Medutim, utvrdene koncentracije
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y-tokoferola (oko 33 mg/kg) su znacajno vise od koncentracija y-tokoferola odredenih u ovom
diplomskom radu. Juki¢ Spika i sur. (2015) su utvrdili koncentraciju ukupnih tokoferola 269-
443 mg/kg u djevicanskom maslinovom ulju Oblice, dok je analiza uzoraka ovog rada pokazala
nize vrijednosti. Utvrdena koncentracija ukupnih tokoferola u djevi¢anskom maslinovom ulju
sorte Oblice u istrazivanju istih autora, ali iz razli¢ite maslinarske godine je u skladu s

rezultatima dobivenim u ovom radu, te iznosi 186-442 mg/kg (Juki¢ Spike i sur., 2016).

Maksimalna koncentracija o-tokoferola kao dominantnog izomera, kao i ukupnih
tokoferola, utvrdena je u uzorku djevi¢anskog maslinovog ulja Rosulje dobivenog primjenom
konvencionalnog postupka proizvodnje (tablica 2). Djevi¢ansko maslinovo ulje Rosulje, ¢ije je
maslinovo tijesto tretirano ubrzanim toplinskim tretmanom, je pokazalo neSto vise
koncentracije tokoferola u odnosu na uzorke kontrole. Oc¢ekivano, 3-tokoferol i y-tokoferol su
detektirani u znacajno nizim koncentracijama od a-tokoferola u djevi¢anskom maslinovom ulju
Rosulje. Maslinovo tijesto Rosulje je zagrijavano konvekcijom duzi vremenski period, §to je
moglo uzrokovati bolju ekstrakciju tokoferola u ulje, za uzorke ¢ije je tijesto zagrijavano na

viSe temperature.

Tablica 2. Koncentracije tokoferola (a-, B-, y- I 8-) u uzorcima djevi¢anskog maslinovog
ulja sorte Rosulje

Rosulja mg/kg

a- B- Y- 0-

Uzorak tokoferol | tokoferol | tokoferol | tokoferol

Konvencionalni

postupak 217+1 nd* 14+£1 nd
Kontrola 188+13 4+2 10+1 nd
15°C 19745 4+1 10+1 nd
20 °C 195+15 4+1 10+2 nd
25 °C 197+6 342 12+1 1£2
30°C 210+8 4+0 14+1 242
35°C 20449 3+2 13£1 nd
40 °C 20143 440 1141 nd

sve vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija;
*nije detektirano

Prema dostupnoj literaturi koncentracija ukupnih tokoferola djevi¢anskog maslinovog ulja
Rosulje iznosi oko 211 mg/kg za 2010. godinu $to je u skladu s istrazivanjem ovog rada, dok
su za uzorke ulja Rosulje iz 2011. zabiljezene vise koncentracije ukupnih tokoferola (351

mg/kg). Dostupna literatura takoder potvrduje da se u djevicanskom maslinovom ulju Rosulje
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nalazi vecinski o-tokoferol dok su B- i y- tokoferol prisutni u nizim koncentracijama

(Koprivnjak i sur., 2012).

U uzorcima djevicanskog maslinovog ulja Istarske bjelice nije utvrdena prisutnost -, y- i
d-tokoferola. Najvisa koncentracija o-tokoferola zabiljezena je u uzorku djevi¢anskog
maslinovog ulja Istarske bjelice dobivenog primjenom konvencionalnih postupaka u
proizvodnji. Uzorci djevi¢anskog maslinovog ulja Istarske bjelice ¢ije je tijesto bilo podvrgnuto
ubrzanom toplinskom tretmanu pokazali su nesto vise koncentracije prisutnih a-tokoferola u
usporedbi s uzorcima kontrole, osim uzorka ¢ije je tijesto hladeno na 15 °C gdje je primije¢ena

neznatno niza vrijednost (tablica 3).

Tablica 3. Koncentracije tokoferola (a-, B-, y- i 6-) u uzorcima djevi¢anskog maslinovog
ulja sorte Istarske bjelice

Istarska bjelica mg/kg

a- B- Y- 0-
Uzorak tokoferol | tokoferol | tokoferol | tokoferol
Konvencionalni

postupak 95+0 nd* nd nd
Kontrola 7543 nd nd nd
15°C 73+6 nd nd nd
20 °C 83+1 nd nd nd
25°C 7843 nd nd nd
30°C 76+6 nd nd nd
35°C 85+4 nd nd nd
40 °C 8243 nd nd nd

sve vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija;
*nije detektirano

Rezultati prikazani u tablici 3 se podudaraju s rezultatima istrazivanja Koprivnjak i sur.
(2012), prema kojima koncentracija ukupnih tokoferola u djevi¢anskom maslinovom ulju
Istarske bjelice iznosi oko 101 mg/kg. Isto istrazivanje takoder pokazuje da djevicansko

maslinovo ulje Istarske bjelice sadrzi neznatne koli¢ine B-tokoferola i y-tokoferola.

Djevi¢ansko maslinovo ulje Levantinke sadrzi znaCajne koli¢ine tokoferola, osobito a-
tokoferola. Najvecéa koncentracija ukupnih tokoferola, kao i a-tokoferola, zamijec¢ena je u
uzorcima kontrole. Uzorak djevi¢anskog maslinovog ulja Levantinke ¢ije je tijesto podvrgnuto
toplinskom tretmanu do temperature 25 °C sadrzi nesto vise a-tokoferola u odnosu na preostale

uzorke ¢ije je maslinovo tijesto tretirano ubrzanim toplinskim tretmanom. Koncentracija -
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tokoferola se kretala u rasponu od 8 do 12 mg/kg u uzorcima djevicanskog maslinovog ulja

Levantinke ovisno o tehnikama proizvodnje (tablica 4).

Tablica 4. Koncentracije tokoferola (a-, B-, y- i 6-) u uzorcima djevi¢anskog maslinovog
ulja sorte Levantinke

Levantinka mg/kg
a- B- - -
Uzorak tokoferol | tokoferol | tokoferol | tokoferol
Konvencionalni
postupak 22543 340 8+0 nd*
Kontrola 27348 1£1 12+1 nd
15°C 23743 1+2 1142 nd
20 °C 232411 nd 11£1 nd
25 °C 264+8 nd 10+1 nd
30°C 25847 nd 11£0 nd
35°C 248+7 nd 11+0 nd
40 °C 232+6 nd 11+0 1+2

sve vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija;
*nije detektirano

Koncentracija a-tokoferola u djevicanskom maslinovom ulju Levantinke iznosi oko 222
mg/kg (Saroli¢ i sur., 2015) §to je u skladu s rezultatima navedenim u tablici 4. Koncentracija
y-tokoferola u djevicanskom maslinovom ulju Levantinke utvrdenom u ovom radu je znatno

nizi od onog utvrdenog u literaturi koji iznosi 31 mg/kg (Saroli¢ i sur., 2015) .

Utjecaj ubrzanog toplinskog tretmana na koncentraciju tokoferola nije posve jasan, svaka
sorta je pokazala specifican trend u kretanju udjela tokoferola ovisno o primijenjenoj
temperaturi ubrzanog toplinskog tretmana. Medutim, rezultati istrazivanja ukazuju na to da vise
tokoferola imaju uzorci dalmatinskih sorti (Oblica i Levantinka) kontrole i onih &ije je
maslinovo tijesto tretirano ubrzanim toplinskim tretmanom na 25 °C. Dok, su vise koncentracije
tokoferola istarskih sorti (Istarska bjelica i Rosulja) odredene u uzorcima cije je tijesto tretirano
pri viS§im temperaturama. Sastav tokoferola znacajno ovisi o sorti $to je vidljivo usporedbom
rezultata pojedinih sorti (tablice 1-4). Znacajan utjecaj sorte na sastav tokoferola su utvrdili i
drugi autori (Mikrou i sur., 2020; Juki¢ Spika i sur., 2016; Juki¢ Spika i sur., 2015; Najafi i sur.,
2015; Beltran i sur., 2010; Dabbou i sur., 2009; Tura i sur., 2007).

Provedena je analiza varijance (ANOVA) s razinom vjerojatnosti od 95 % (p < 0,05).

Tablice 5-8 prikazuju rezultate statistiCke obrade podataka. F-vrijednost i p-vrijednost (razina
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znacCajnosti) se koriste za testiranje hipoteza o glavnim ucincima i interakciji (Moore 1 sur.,

2014).

Obje nezavisne varijable su pokazale visoki statisticki zna¢aj utjecaja na koncentraciju a-,
B- 1 y-tokoferola. Rezultati ukazuju na to kako su nacin proizvodnje i sorta faktori koji imaju
znacajan utjecaj na koncentraciju a-, B- i y-tokoferola. Interakcija nacina proizvodnje i sorte je
takoder pokazala statisticki visokOo znaCajan utjecaj na koncentraciju a-, B- i y-tokoferola
(tablice 5-7).

Tablica 5. Rezultati statisti¢ke obrade za a-tokoferol

Jzvor F-vrijednost | p-vrijednost S

varijabilnosti vrijednost
Nacin proizvodnje 22,05 <0,001 2,16
Sorta 2822,73 <0,001 2,67
Interakcija 33,41 <0,001 1,68

Tablica 6. Rezultati statisticke obrade za j3-tokoferol

Rt F-vrijednost | p-vrijednost F-kriticna

varijabilnosti vrijednost
Nacin proizvodnje 5,32 <0,001 2,16
Sorta 96,48 <0,001 2,67
Interakcija 5,09 <0,001 1,68

Tablica 7. Rezultati statisticke obrade za y-tokoferol

Jzvor F-vrijednost | p-vrijednost PR

varijabilnosti vrijednost
Nacin proizvodnje 10,91 <0,001 2,16
Sorta 2321,85 <0,001 2,67
Interakcija 24,81 <0,001 1,68

Tablica 8. Rezultati statistike obrade za 8-tokoferol

lzvor F-vrijednost | p-vrijednost F-kriticna

varijabilnosti vrijednost
Nacin proizvodnje 1,05 0,394 2,16
Sorta 2,23 0,088 2,67
Interakcija 2,63 <0,001 1,68
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Utjecaj nacina proizvodnje i sorte na koncentraciju d-tokoferola nije statisticki znacajan
(tablica 8). Ti su rezultati ocekivani bududi se 6-tokoferol nasumi¢no pojavljivao u pojedinim

uzorcima u izrazito niskim koncentracijama.
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5. ZAKLJUCCI

1.

Ispitivana djevi¢anska maslinova ulja autohtonih sorti maslina sadrze 73-273 mg/kg a-

tokoferola, ovisno o sorti i na¢inu proizvodnje ulja.

U svim uzorcima je a-tokoferol bio najzastupljeniji. Sljede¢i najzastupljeniji tokoferol
bio je y-tokoferol, a prati ga PB-tokoferol. 5-tokoferol je bio prisutan u niskim

koncentracijama samo u pojedinim uzorcima.

Sastav i koncentracija tokoferola u uzorcima znacajno ovisi o sorti. Ulja proizvedena iz
sorti Rosulje, Oblice i Levantinke su imale znacajno viSe koncentracije tokoferola u

odnosu na djevi¢ansko maslinovo ulje Istarske bjelice.

Koncentracija tokoferola u djevicanskim maslinovim uljima zna¢ajno ovisi i o nacinu
proizvodnje, odnosno primijenjenim temperaturama ubrzanog toplinskog tretmana.
Ovisno o temperaturi ubrzanog toplinskog tretmana tijesta masline prije mijeSenja,
djevicansko maslinovo ulje svake sorte pokazalo je specifican fenomen u promjeni

koncentracije tokoferola.
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